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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit erfolgte die Identifizierung und strukturelle
Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen des Formiatstoffwechsels in
Escherichia coli mittels Massenspektrometrie (MS)-basierter Methoden. Im ersten
Abschnitt wurde der Einfluss eines Uberangebots an Selen wéahrend des
Zellwachstums auf dessen Einbau in Proteine von E. coli untersucht. Die
Formiatdehydrogenasen Fdh-O, Fdh-N und Fdh-H sind die einzigen Proteine in
E. coli, welche Selenocystein durch die Dekodierung des Kodons UGA an jeweils
einer spezifischen Position einbauen. Ein Uberangebot an Selen kann durch den
unspezifischen Einbau von Selenocystein in Proteine toxisch wirken. Die
gemeinsame Reinigung der homologen Enzyme Fdh-N und Fdh-O und die Reinigung
der Nitratreduktase (Nar) erfolgte aus dem E. coli-Wildtypstamm MC4100 nach
anaerober Kultivierung in Gegenwart von 2 uM bzw. 100 uM Selenit. Die MS-basierte
Analyse der katalytischen Untereinheiten beider Fdhs flhrte zur Identifizierung des
spezifischen UGA-kodierten Selenocysteins und zusatzlicher ,unspezifischer®
Selenocysteine, die bestimmte Cysteine ersetzten. Der Einbau weiterer
Selenocysteine erfolgte trotz einer gewissen Variabilitdét nicht zufallig und war
unabhéangig von der verwendeten Selenitkonzentration. Die MS-Analysen zeigten
keinen Einbau von Selenomethionin. Die Untersuchung von Nar aus einer E. coli-
selC-Mutante wies ein ahnliches Einbaumuster an Selenocystein wie im E. coli-
Wildtypstamm MC4100 auf. Dies deutet darauf hin, dass der unspezifische Einbau
von  Selenocystein  unabhangig von der spezifischen  Selenocystein-
einbaumaschinerie ablauft. Wahrend der Biosynthese von Cystein kann Sulfid durch
Selenid ersetzt werden. Eine anschlieBende Acetylierung der tRNA®® mit
Selenocystein fuhrt zur Dekodierung der Cystein-spezifischen Kodone UGU und
UGC mit Selenocystein. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass ein gewisser Grad
eines Fehleinbaus von Selenocystein in Enzyme durch einen Austausch bestimmter
nicht-essentieller Cysteine toleriert wird. Dies konnte ein Puffersystem fir die
Bewaéltigung hoher intrazellularer Selenkonzentrationen darstellen.

Fdh-N und Fdh-O sind mit der inneren Cytoplasmamembran assoziiert, wobei ihre
aktiven Zentren dem Periplasma zugewandt sind. Fdh-N erstreckt sich 90 A in das
periplasmatische Kompartiment, welches in E. coli eine Distanz von 100-150 A

zwischen innerer und aufRerer Membran aufweist.
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Zusammenfassung

Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war die Aufklarung von Interaktionen der Fdh-N
und Fdh-O mit Proteinen innerhalb des periplasmatischen Raumes, welche eine
Stabilisierung der respiratorischen Enzyme nach Reifung und Translokation Gber die
Cytoplasmamembran gewéhrleisten. Hierfir wurde eine chemische Quervernetzung
unter Verwendung eines heterobifunktionellen amin/photo-reaktiven Reagenz und
eine anschlieRende MS-Analyse der Quervernetzungsprodukte durchgefiihrt. Dies
fuhrte zur Identifizierung von sechs potentiellen Bindungspartnern. Fir vier
ausgewahlte Fdh-Bindungspartner Chaperon Skp, L, D-Transpeptidase ErfK,
Oligopeptid-Bindeprotein OppA, und dem Chaperon TolB erfolgte die Aufklarung der
Grenzflachenregionen der Fdh/Protein-Komplexe. Dadurch wurden detaillierte
strukturelle und funktionelle Einblicke in die Mechanismen gewonnen, die eine
Nachreifung der komplexen, aus mehreren Untereinheiten bestehenden Enzyme,
Fdh-N und Fdh-O im Periplasma von E. coli unterstitzen.

Der dritte Teil dieser Arbeit behandelt die strukturelle Charakterisierung des
FocA/PfIB-Komplexes und dessen Einfluss auf die Regulation des
Formiattransportes. Die Formiat-Nitrat-Transporter (FNT) bilden eine Superfamilie
pentamerer Membrankanéle, die einwertige Anionen Uber biologische Membranen
translozieren. FocA erlaubt die bidirektionale Translokation von Formiat tber die
Cytoplasmamembran. Die zugrunde liegenden Kontrollmechanismen der
Translokation und Substratspezifitat sind jedoch weitestgehend unbekannt. Zur
Identifizierung potentieller Bindungspartner von FocA wurde ein Quervernetzungs-
experiment auf Grundlage des amin/photo-reaktiven Reagenzes durchgefihrt,
welches bereits fur die Interaktionsstudien der Fdhs verwendet wurde. Die
Experimente bestatigten die Ausbildung eines Komplexes zwischen dem pentameren
FocA-Kanal und dimerem PfIB. Fir den Erhalt detaillierter 3D-Strukturinformationen
des FocA/PflIB-Komplexes wurde ein weiteres chemisches Quervernetzungs-
experiment unter Verwendung eines aminreaktiven homobifunktionellen Reagenzes
durchgefiihrt. Im Anschluss daran erfolgte die Auftrennung des Reaktionsgemisches
durch SDS-PAGE, die enzymatische Spaltung der Proteine und die Analyse der
erhaltenen Peptidmischungen durch LC/MS/MS. Dies fiihrte zur ldentifizierung von
14 einzigartigen intermolekularen Quervernetzungsprodukten zwischen der cyto-
plasmatische Seite von FocA und PfIB, wodurch die spezifische Interaktion beider
Bindungspartner bestatigt wurde. Die Tatsache, dass 11 von 14 Quervernetzungs-

produkten Modifikationen N-terminaler Aminosauren in FocA zeigten, deutet darauf
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hin, dass der N-Terminus von FocA eine hohe Flexibilitat besitzt, welche es ihm
erlaubt, mit verschiedenen Regionen von PflB zu interagieren. Zur Aufklarung der
Bindungsorientierung von PfIB und FocA erfolgte die Erstellung von Modellen des
Komplexes durch ein bioinformatisch-gestiitztes Protein-Protein-Docking beider
Interaktionspartner mit Hilfe des Software-Pakets Rosetta. Ca. 50.000 generierte
Modelle wurden auf ihre strukturelle Ubereinstimmung mit experimentell erstellten
Distanzbeschrankungen Uberprift. Die Mehrheit der Distanzbeschréankungen erfillte
die Cq-Cq-AusschluBgrenze von 25 A. Diese Ergebnisse zeigen die spezifische
Interaktion von PfIB mit FocA und lassen vermuten, dass PfIB Uber die Interaktion mit
FocA die Translokation des Substrates kontrolliert und moglicherweise die Richtung
der Substratbewegung durch die einzelnen Poren der FocA-Monomere bestimmt.

Die Kombination aus chemischer Quervernetzung von Protein-Protein-Interaktionen
mit einer MS-Analyse der Quervernetzungsprodukte und einer bioinformatischen
Modellierung von Proteinkomplexen durch Rosetta stellt somit einen viel-
versprechenden Ansatz zur Identifizierung und strukturellen Charakterisierung grof3er

heterogener Membranproteinkomplexe dar.
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Summary

In this thesis, protein-protein-interactions in the formate metabolism of
Escherichia coli were identified and structurally characterized by mass spectrometry
(MS)-based methods. In the first part of this work, the influence of excessive
selenium during cell growth on the incorporation into E. coli proteins was
investigated. The formate dehydrogenases Fdh-O, Fdh-N, and Fdh-H, are the only
proteins in E. coli that incorporate selenocysteine at a specific position by decoding a
UGA codon. However, an excess of selenium can lead to toxicity through
misincorporation of selenocysteine into proteins. The highly homologous enzymes
Fdh-N and Fdh-O, were co-purified along with nitrate reductase (Nar) from the wild
type E. coli strain MC4100 after anaerobic growth with nitrate in the presence of 2 uM
or 100 uM selenite. MS-based analysis of the catalytic subunits of both Fdhs
identified the UGA-specified selenocysteine residue and revealed the incorporation of
additional, ‘non-specific’ selenocysteinyl residues, which always replaced particular
cysteinyl residues. Although variable, their incorporation was not random and was
independent of the selenite concentration used. Selenomethionine was never
observed in our analyses. Nar isolated from an E. coli selC mutant showed a similar
selenocysteine incorporation pattern as in the wild-type strain indicating that non-
specific selenocysteine incorporation is independent of the specific selenocysteine
pathway. Thus, selenide replaces sulfide in the biosynthesis of cysteine and
misacylated selenocysteyl-tRNA®Y® decodes either UGU or UGC codons, which
usually specify cysteine. Nevertheless, not every UGU or UGC codon was decoded
as selenocysteine. Together, the results suggest that a certain degree of
misincorporation of selenocysteines into enzymes through replacement of particular,
non-essential cysteines, is tolerated. This might act as a buffering system to cope
with excessive intracellular selenium.

Fdh-N and Fdh-O are associated with the inner membrane and have their respective
active site located towards the periplasm. Fdh-N extends 90 A into the periplasmic
compartment, which in E. coli ranges between 100-150 A from the inner to the outer
membrane leaflet. The aim of this second part of this thesis was to shed light on the
interactions of Fdh-N and Fdh-O in the periplasmic space that might be involved in
stabilizing these respiratory enzymes after maturation and translocation across the
cytoplasmic membrane. For this purpose, chemical cross-linking using a

heterobifunctional amine/photo-reactive reagent followed by MS analysis of the
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cross-linked products was performed. This resulted in the identification of six
potential binding partners. For four selected Fdh-binding partners, namely the
chaperone Skp, the L, D-transpeptidase ErfK, the oligopeptide binding protein OppA,
and the chaperone TolB, interface regions within the Fdh/protein complexes were
mapped. Detailed structural and functional insights into the mechanisms that support
the post-maturation of the multi-subunit enzymes Fdh-N and Fdh-O in the periplasm
of E. coli were obtained.

The third part of this work deals with the structural characterization of the FocA/PflB
complex and its regulatory effect on formate transport. The formate-nitrate
transporters (FNT) form a superfamily of pentameric membrane channels that
translocate monovalent anions across biological membranes. FocA translocates
formate bidirectionally, but the mechanisms underlying the control of translocation
and substrate specificity remain unclear. In order to identify potential binding partners
of FocA, an initial cross-linking experiment was performed using the same cross-
linker as for the interaction studies of Fdhs. These experiments confirmed the
formation of a complex between the pentameric channel FocA and the dimeric PfIB.
Chemical cross-linking with a homobifunctional cross-linker was performed for
deriving detailed 3D-structural data of the FocA/PflIB-complex. After cross-linking,
reaction mixtures were separated by SDS-PAGE, enzymatically digested, and the
resulting peptide mixtures were analyzed by LC/MS/MS. Fourteen unique
intermolecular cross-links were identified between the cytoplasmic face of FocA and
PfIB, indicating a specific interaction of both proteins. The fact that 11 out of 14 cross-
links are with amino acids located in the N-terminus of FocA suggests a high
flexibility of FocA’s N-terminus, allowing it to react with diverse regions of PfIB. In
order to determine a binding orientation of PfIB to FocA, models of the complexes
were generated by computational docking of PfIB to FocA using the software suite
Rosetta. Approximately 50,000 models were evaluated for their agreement with the
experimentally derived cross-linking restraints. The majority of the cross-links
identified were satisfied below a C4-C, cutoff distance of 25 A. The results show that
PfIB interacts specifically with FocA and suggest that PfIB controls wether the
substrate is translocated and possibly also the directionality of the substrate
movement through the pore of each FocA monomer.

In conclusion, chemical cross-linking and MS in combination with computational

modeling using Rosetta proved to be a highly promising approach for the
XVI



Summary

identification and structural characterization of multisubunit membrane protein

complexes.

XVII



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Formiatmetabolismus in Escherichia coli

Formiat ist ein Schlisselmetabolit im anaeroben Energiestoffwechsel von
Escherichia coli und anderen Enterobakterien. Die Synthese und Verstoffwechselung
von Formiat ist in ein fein abgestimmtes Netzwerk metabolischer Stoffwechselwege

integriert.

1.1.1 Bildung von Formiat

Das Glycylradikalenzym Pyruvat-Formiat-Lyase (PfIB) ist mit einem Anteil von bis zu
3% der loslichen Proteine ein unter anaeroben Wachstumsbedingungen
hochabundantes Enzym [1]. PfIB katalysiert die Synthese von Formiat und Acetyl-
Coenzym A (CoA) aus Pyruvat und CoA [2, 3] (Reaktionsgleichung 1). Die
Aktivierung des Enzyms erfolgt posttranslational ausschlie3lich unter anaeroben oder
Sauerstoff-limitierenden Wachstumsbedingungen und unterliegt einer strengen
metabolischen Kontrolle [4]. Zur Aktivierung wird durch das PflIB-aktivierende Enzym
(PflA) ein Glycylradikal in das PfIB-Apoenzym eingefihrt [1, 2, 5], wobei die Aktivitat
von PfIB auf eine Untereinheit des Homodimers (Abbildung 1) beschrankt ist [2, 6-8].
PfIB ist unter anaeroben Bedingungen das analoge Enzym zur respiratorischen
Pyruvatdehydrogenase (PDH), die Pyruvat oxidativ decarboxyliert [9]. PDH
katalysiert die heterolytische Spaltung von Pyruvat, wobei Reduktionsaquivalente auf
NAD" (bertragen werden (Reaktionsgleichung 2). Die unter nicht-oxidativen
Bedingungen katalysierte homolytische Spaltung von Pyruvat durch PfIB fihrt
dagegen zum Verbleib der Reduktionsdquivalente auf CO,, wodurch das
Redoxgleichgewicht trotz des Fehlens externer Elektronenakzeptoren erhalten bleibt.

. 0
c—o0 I N : .
+ HS-CoA — C. CoA + HCOO Reaktionsgleichung 1

HsC

/\S

\\ - (|)|

—0 . ;
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Abbildung 1: Roéntgenkristallstruktur von PfIB aus E. coli. Die Banderstruktur zeigt das Homodimer PflB
(PDB-Eintrag: 1H17) im Komplex mit Coenzym A (rote Sphéaren) und dem isosteren Pyruvatanalogon Oxalat
(griine Spharen) [8].

Unter fermentativen Stoffwechselbedingungen wird durch PfIB bis zu einem Drittel
des Kohlenstoffs aus Glucose zu Formiat umgewandelt [10, 11]. Formiat hat einen
pKs-Wert von 3,75 und liegt bei neutralen pH-Werten als nicht-membrangéngiges
Anion vor. Eine durch PfIB-Aktivitat induzierte cytoplasmatische Anreicherung von
Formiat wirde zur Absenkung des intrazellularen pH-Wertes und zur Entkopplung
des Protonengradienten fihren [10], weshalb Formiat abhangig von den
physiologischen Bedingungen weiter metabolisiert oder sekretiert wird [12-14].

1.1.2 Transport von Formiat Gber die Cytoplasmamembran

Die Identizierung des Formiatkanals (formate channel, FocA) erfolgte durch eine
E. coli-Mutante mit einer Deletion im focA-Gen, die einen um 50% reduzierten Export
sowie eine cytoplasmatische Anreicherung von Formiat zeigte [12]. Die Studie
bestétigte zudem, dass unter anaeroben Bedingungen Formiat durch FocA importiert
wird.

Die Gene, die fur FocA und PfIB kodieren, sind gemeinsam im focA-PflB-Operon
lokalisiert [15, 16]. Die Transkription dieses bicistronischen Operons ist komplex [15,
17, 18] und wird unter anaeroben Bedingungen durch eine ca. 450 bp stromaufwarts
gelegene regulatorische Sequenz (upstream regulatory sequence, URS) kontrolliert,
welche die drei Promotoren 6, 6a und 7 enthalt. Die Promotoren 6 und 7 sind von
den Transkriptionsfaktoren Fnr (fumarat nitrate regulator) bzw. Fnr in Kombination
mit ArcA (anoxic redox control) abhangig [19-21]. Die Transkription von Promotor 6a
ist schwach konstitutiv [16, 22]. Stromaufwérts des focA-pflIB-Operons liegt das fir
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PflIA kodierende Gen pflA [15, 23], dessen Co-Transkription durch einen starken
Terminator verhindert wird [24].

FocA gehort zur Familie der Formiat-Nitrit-Transporter (FNT), einer funktionell
diversen Klasse von Membranproteinen [12, 25-28]. Diese sind unter den
Archaebakterien, Eubakterien und bestimmten Pilzen verbreitet und haben
unterschiedliche zellulare Funktionen [28-30]. Charakteristisch fur FNT-Kanéle ist die
Translokation kleiner einwertiger Anionen, wie z. B. Formiat, Nitrit oder Hydrosulfid,
durch die bakterielle Cytoplasmamembran [25-28, 31].

Die Rontgenkristallstruktur von FocA aus E. coli zeigt ein zylindrisches
Homopentamer mit einer Héhe von 55 A sowie einem Durchmesser von 80 A
(Abbildung 2) [25]. Fur eine optimale Kristallpackung und Réntgenbeugung erfolgte
eine N-terminale Verkirzung um 21 Aminosauren. Jedes Monomer besteht aus einer
asymmetrischen Anordnung von sechs a-helikalen Transmembransegmenten (TM1-
6), die eine axiale Passage fir einen selektiven Transport von Formiat ausbilden
(Abbildung 2). Die N- und C-Termini sowie die TM2- und TM3-verbindenden
Q-Schleifen sind auf der cytoplasmatischen Seite lokalisiert. Zusatzlich besitzt FocA
eine zentrale Pore (Abbildung 2), welche einen minimalen Durchmesser von 3,8 A
aufweist und sowohl polare als auch unpolare Bereiche enthélt. Eine Funktion dieser
zentralen Pore fur die Translokation von Molekilen kann nicht ausgeschlossen
werden [25].

zentrale Pore Q-Schleife

. C-Terminus
N-Terminus l

55 A

periplasmatische
Schleifen

Abbildung 2: Rontgenkristallstruktur von FocA aus E. coli. Gezeigt ist die Banderstruktur von FocA aus
E. coli (PDB-Eintrag: 3KCU) [25]. (A) FocA-Pentamer mit Blick parallel zur Membran; (B) cytoplasmatische

Ansicht des FocA-Pentamers; (C) FocA-Monomer (a-Untereinheit).
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Die Struktur von FocA aus Vibrio cholerae deutet auf einen Zusammenhang
zwischen Flexibiltat der Q-Schleife und dem substratvermittelten Transport von
Formiat hin [26]. In einer ,oberen“ Position der Q-Schleife bildet Thr90 eine
Wasserstoffbriickenbindung mit His208 der S-Schleife im selektiven Filter des
Formiatkanals aus, wodurch der Eintritt von Formiat verhindert wird [26]. Formiat
konkurriert mit Thr90 um die Wasserstoffbriickenbindung zu His208. In einer
,unteren“ Position der Q-Schleife nimmt Formiat die Position von Thr90 ein, wodurch
es zur Offnung des selektiven Filters im Formiatkanal kommt.

Strukturelle und elektrophysiologische Untersuchungen von FocA aus Salmonella
typhimurium fuhrten zum Postulat einer pH-regulierten Formiattranslokation [27]. Die
Rontgenkristallstruktur eines bei pH 4 erhaltenen Proteinkristalls zeigt erstmals drei
verschiedene Konformationen des N-Terminus innerhalb eines FocA-Pentamers
(Abbildung 3). Diese werden entsprechend ihrer morphologischen Eigenschaft, die
cytoplasmatische Seite der Substratkanale zu blockieren, einzuengen oder zu 6ffnen
als geschlossene, intermediare bzw. offene Konformation differenziert. Der
Konformationstypus benachbarter Monomere eines FocA-Pentamers ist dabei genau
definiert (Abbildung 3). Die geordneten a-helikalen N-Termini intermediarer und
geschlossener Untereinheiten interagieren zur gegenseiten Stabilisierung ihrer
Konformationen miteinander (Abbildung 3). Der N-Terminus der offenen

Konformation reprasentiert eine ungeordnete Struktur, welche die cytoplasmatische

Abbildung 3: Rontgenkristallstruktur von FocA aus S. typhimurium. FocA wurde bei pH 4 kristallisiert. Die
Rontgenkristallstruktur zeigt die verschiedenen Konformationen des N-Terminus innerhalb eines FocA-Pentamers
(PDB-Eintrag: 3Q7K) [27]: Gezeigt ist die cytoplasmatische Seite von FocA. Die intermediare (blau) und
geschlossene Konformation (rot) der jeweiligen Untereinheiten (UE) sind als farbige Bé&nderstrukturen
hervorgehoben. Die ungeordnete N-terminale Konformation des offenen Stadiums (gelb) kann nicht vollstédndig

dargestellt werden. Das Proteinriickgrat der Gesamtstruktur von FocA ist als ribbon (grau) dargestellt.
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Seite des Substratkanals nicht blockiert. Es wird vermutet, dass eine pH-regulierte
kooperative Konformationséanderung der N-Termini einen kontrollierten Ex- bzw.

Import von Formiat ermdglicht [27].

1.1.3 Differentielle Regulation der Formiatdehydrogenasen in E. coli

Das Genom von E. coli kodiert drei cytoplasmamembranstandige Formiat-
dehydrogenasen (Fdhs), die unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
synthetisiert werden (Abbildung 4) [11, 14, 32]. Es handelt sich dabei um die Selen-
haltigen Isoenzyme Fdh-H, Fdh-N und Fdh-O, die einen Molybdan-bis-
Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid (Mo-bis-MGD)-Kofaktor zur Oxidation von Formiat
koordinieren [32].

Durch PfIB produziertes Formiat wird zunachst tUber FocA aus fermentierenden
E. coli-Zellen exportiert, wodurch eine cytoplasmatische Ansauerung verhindert wird
[12] (Abbildung 4). Sinkt der extrazellulare pH-Wert unter 6,8, wird Formiat zurtick
importiert und dber die Fdh-H metabolisiert, die eine Komponente des
cytoplasmatischen Formiat-Hydrogen-Lyase (FHL)-Komplexes ist [10-12]. Die
Transkription der Gene des FHL-Komplexes ist abhédngig von einem saueren pH-
Wert, einem Sigma-54-kontrollierten Promotor, einem Molybdat-sensierenden
Transkriptionsfaktor (ModE) und dem Formiat-sensierenden Transkriptionsfaktor
(FhlA) [33-35]. Die Synthese des FHL-Komplexes wird durch die Prasenz externer
Elektronenakzeptoren, wie z. B. Sauerstoff oder Nitrat, unterdrtickt [4, 35].

In Anwesenheit dieser erfolgt die Oxidation von Formiat zu CO, und H* durch die
periplasmatisch orientierte und energiekonservierende Fdh-O bzw. Fdh-N [32] zur
Erzeugung einer protonenmotorischen Kraft [36, 37]. Die Transkription der Gene
fdnGHI zur Synthese von Fdh-N erfolgt nur unter anaeroben Bedingungen in der
Anwesenheit von Nitrat als Elektronenakzeptor [38]. Die Transkription der Gene
fdoGHI zur Synthese von Fdh-O erfolgt sowohl unter aeroben [39, 40] als auch
anaeroben Bedingungen mit Nitrat [39, 41, 42]. Die hohe Affinitat der Fdh-N far
Formiat (Kn-Wert: 0,12 mM) [36] ermoglicht die Aufrechterhaltung einer niedrigen
Konzentration des Metaboliten. Dadurch wird die zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors FhlA (Kn-Wert: 5 mM) [43] notige Formiatkonzentration nicht
erreicht und die Synthese des FHL-Komplexes verhindert [35] (Abbildung 4).
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Periplasma Cytoplasma
Glucose
CO, +H* l
Pyruvat
PfIB r. Acetyl-CoA
H* + HCOO Formiat —— | FhIA
4
cO, +H* d
—mA—m{ hye
UAS
e

Abbildung 4: Differentielle Formiatmetabolisierung in Abhé&ngigkeit der Wachstumsbedingungen von
E. coli. Entnommen und verdndert nach [44]. Unter fermentativen Bedingungen wird Formiat vom
cytoplasmatischen Fhl-Komplex zu CO; und H; metabolisiert. Die Induktion der Komponenten des FHL-
Komplexes ist u. a. abhéngig vom Formiat-sensierenden Transkriptionsaktivator FhIA und einem sauren pH-Wert.
In  Anwesenheit der externen Elektronenakzeptoren Nitrat oder Sauerstoff wird Formiat durch die
periplasmatische und energiekonservierende Fdh-N bzw. Fdh-O zu CO, oxidiert, wobei Protonen und Elektronen
entstehen und eine protonenmotorische Kraft erzeugt wird. FocA ermdglicht den Ex- bzw. Import von Formiat in
Abhéangigkeit der Wachstumsbedingungen. UAS: upstream activating sequence; Die hyc-Gene kodieren die

Komponenten der Hydrogenase 3, welche zusammen mit Fdh-H den FHL-Komplex bildet.

1.1.4 Strukturen der respirativen Formiatdehydrogenasen Fdh-O und Fdh-N
Die jeweiligen Untereinheiten der Isoenzyme Fdh-N und Fdh-O haben eine hohe
Ahnlichkeit ihrer Priméarstrukturen, wobei die a-Untereinheiten (FAnG/FdoG) eine
Aminosauresequenzidentitdt von 76% und die B-Untereinheiten (FdnH/FdoH) von
75% besitzen [45]. Beide Enzyme zeigen eine identische Sttchiometrie ihrer Unter-
einheiten (asBzys-Struktur, Abbildung 5). Die a-Untereinheit (FANG/FdoG) enthalt das
katalytisch aktive Selenocystein, ein Eisenschwefel [4Fe-4S]-Zentrum sowie einen
Mo-bis-MGD-Kofaktor  [36-38]. Die elektronentbertragende [(-Untereinheit
(FdnH/FdoH) enthalt vier [4Fe-4S]-Zentren. Die y-Untereinheit (Fdnl/Fdol) enthalt
zwei Ham b-Gruppen und bildet eine Bindestelle fir Menachinon [37]. Als integrales
Membranprotein ist die y-Untereinheit der Membrananker fir die Stabilisierung der
beiden periplasmatischen membran-assoziierten Untereinheiten (G und H).

Zur Reifung der komplexen Enzyme werden die a- und B-Untereinheit zusammen als
Kofaktoren enthaltendes Heterodimer (FAnGH, FdoGH) durch das Twin-Arginin-
Translokations (Tat)-System Uber die Cytoplasmamembran transportiert [46]. Dieses
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vermittelt den Transport von vollstdndig gefalteten Proteinen [47, 48], woflr eine
charakteristische N-terminale Signalsequenz der Substrate notwendig ist. Diese
besteht aus einer polaren N-terminalen Region (n-Region) variabler Lange, gefolgt
von einer relativ hydrophoben Region (h-Region), die eine Sequenz von 15-25
Aminosauren umfasst. Die n- und h-Regionen flankieren die konservierte
Konsensussequenz SRRXFLK, die das charakteristische Argininpaar enthalt [49, 50].
Haufig dient eine positiv geladene Region (c-Region) innerhalb der h-Region als
Erkennungsmotiv  fir die Abspaltung der Signalsequenz wahrend des
Substrattransports [49]. Der Transport der heterodimeren Substrate FAnGH und
FdoGH wird durch das N-terminale Signalpeptid der katalytischen Untereinheiten
(FAnG/FdoG) vermittelt. Die B-Untereinheit (FdnH/FdoH), welche kein eigenes
Signalpeptid hat, wird vermutlich zusammen mit der a-Untereinheit (FdnG/FdoG) co-
exportiert [46]. Nach dem Transport des Heterodimers (FdAnGH, FdoGH) Uber die
Cytoplasmamembran erfolgt die Assemblierung mit der integralen Membran-
untereinheit (Fdnl, Fdol).

Die Struktur der vollstandig assemblierten Fdh-N zeigt einen pilzéhnlichen

Multiproteinkomplex mit einer Molekularmasse von 510 kDa [37]. Das Enzym bildet

A B
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(FdnG) _ Mo MGD1 MGD2
> [4Fe-4S)
90 A [4Fe-4S]
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Abbildung 5: Struktur der Formiatdehydrogenase N aus E. coli mit enthaltenen Kofaktoren. Dargestellt
sind die Banderstrukturen (PDB-Eintrag: 1KQF) [37] (A) der vollstandigen Fdh-N sowie (B) eines Heterotrimers
in der Ansicht parallel zur Membran. Das Heterotrimer enthélt einen Mo-bis-MGD-Kofaktor, finf [4Fe-4S]-Zentren
und zwei Ham b-Gruppen (Ham-b,, Ham-b.: periplasmatisch und cytoplasmatisch orientiertes Ham b) und eine
Menachinonbindestelle (nicht gezeigt), die eine direkte Weiterleitung der Elektronen von Formiat auf Menachinon
ermdglichen. Molybdan (violett), MGD-Kofaktoren und Ham b-Gruppen (grun), Eisen (rot), Schwefel (gelb) und

Cardiolipin (hellblau) sind als Sphéren hervorgehoben.



Einleitung

ein Trimer aus Heterotrimeren, das sich 90 A in das Periplasma erstreckt und einen
Durchmesser von 125 A hat. Die strickleiterartig angeordneten Kofaktoren erlauben
die Aufnahme der Elektronen von Formiat tber den Mo-bis-MGD-Kofaktor und eine
effiziente Weiterleitung zur Menachinonbindestelle tber funf [4Fe-4S]-Zentren und
zwei Ham-Gruppen. Die strukturelle Charakterisierung der Fdh-N und der
Nitratreduktase A (Nar) [51] unterstitzen das chemiosmotische Modell der
Energiekopplung nach Peter Mitchell [52, 53]. Fdh-N und die diametral
membranassoziierte Nar bilden wahrend der Nitratatmung eine Redoxschleife zur
Erzeugung einer protonenmotorischen Kraft zur Energiekonservierung [36, 37, 51,
53-55]. Die periplasmatische Oxidation von Formiat (Reaktionsgleichung 3) und die
cytoplasmatische Reduktion von Nitrat (Reaktionsgleichung 4) sowie ein durch
Menachinon vermittelter Elektronentransfer von Fdh-N auf Nar fuhren zur
Translokation von Protonen dber die Cytoplasmamembran [53, 55]. Dabei
reprasentiert Formiat mit seinem niedrigen Standardredoxpotential von - 430 mV

einen idealen Elektronendonator fur die Reduktion von Nitrat [55].

HCO, =—= CO,+ H' +2e (E0 - 430 mV) Reaktionsgleichung 3

NO; +2€” + 2H == NO, + H,0 (E0 + 420 mV) Reaktionsgleichung 4

1.1.5 Synthese von Selenoproteinen in E. coli

Das Spurenelement Selen ist von essentieller Bedeutung flir biologische Funktionen
in Prokaryoten und Eukaryoten [40, 56]. Der spezifische Einbau von Selen erfolgt in
Form der naturlich vorkommenden nicht-kanonischen Aminosdure Selenocystein
(Sec bzw. U) [57]. Selenoproteine sind Oxidoreduktasen, deren katalytische
Mechanismen anhand der eukaryotischen Glutathionperoxidase, der bakteriellen
Glycinreduktase und der Fdh-H von E. coli aufgeklart wurden [58-60]. Die Fdh-
Isoenzyme stellen die einzigen Selenoproteine in E. coli dar und enthalten jeweils ein
katalytisch aktives Selenocystein.

Der Einbau von Selenocystein erfolgt co-translational [61] und wird durch das in-
frame Kodon TGA (UGA) kodiert [62, 63]. Fur die Synthese von Selenocystein und
dessen spezifischen Einbau werden u. a. die vier Genprodukte von selABCD
benotigt [64]. Eine Mutation in einem dieser Gene verhindert die Translation des

Kodons UGA und fihrt zum vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese, wodurch die
8
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vollstdndige Reifung zu aktiven Fdhs verhindert wird [65]. Das im Mittelpunkt
stehende Gen selC kodiert fiir die tRNAS®, deren Antikodon das Kodon UGA erkennt
und den spezifischen Einbau von Selenocystein vermittelt [66]. Fir die Dekodierung
des Kodons UGA am Ribosom und zur Verhinderung eines Abbruchs der Translation
wird ein Komplex, bestehend aus dem Translationsfaktor SelB [67], GTP, der
Selenocysteyl-tRNA®® und einem strukturellen Motiv der mRNA (selenocystein
insertion sequence, SECIS), ausgebildet [64].

Die Selenolgruppe des Selenocysteins hat im Vergleich zur Thiolgruppe des Cysteins
einen niedrigeren pKs-Wert von 5,3 (pKsmio: 8,3) und liegt bei einem neutralen pH-
Wert negativ geladen vor. Die hohere Reaktivitat der nukleophilen Selenolgruppe
[68] bietet einen Vorteil fur die Enzymkatalyse. Eine Variante des Enzyms Fdh-H, in
der das Selenocystein gegen ein Cystein ausgetauscht wurde, zeigt eine 300-fach
reduzierte katalytische Aktivitat [60].

Ein Uberangebot von Selen wahrend des Zellwachstums fuhrt trotz zahlreicher
Kontrollmechanismen [64] zu einem unspezifischen Einbau in Proteine. Entgegen
friherer Hypothesen, dass ein Uberangebot von Selen zum Einbau von
Selenomethionin fihrt [69], deuten spatere Untersuchungen auf den bevorzugten
Einbau von Selen in Form einer Substitution von Cystein durch dessen isosteres
Analogon Selenocystein [70, 71]. Diese Beobachtungen werden von den
Erkenntnissen gestiitzt, dass die O-Acetylserin-Synthetase von E. coli Selenid als
Substrat akzeptiert [72] und eine Aminoacetylierung der Cysteinyl-tRNA mit
Selenocystein moglich ist [70, 73].

Ein optimaler spezifischer Einbau von Selenocystein in Proteine erfolgt bei der
Erganzung des Kulturmediums mit 100nM Selenit. Dabei sollte die
Cysteinkonzentration mit 80 uM einen ca. 800-fachen Uberschuss gegeniiber
Natriumselenit aufweisen [64]. Selenitkonzentrationen Gber 1 uM resultieren in einem
unspezifischen Seleneinbau [74]. Die zusatzlichen reaktiven Selenolgruppen kénnen

zur Stoérung zellularer Prozesse fuhren.
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1.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein technisches Verfahren zur Massenanalyse von
Atomen und Molekilen. Ein Massenspektrometer besteht grundsatzlich aus
lonenquelle, Analysator und Detektor. Zur Untersuchung wird der Analyt zunachst in
der lonenquelle in die Gasphase uberfiihrt und ionisiert. Die erzeugten lonen werden
im Massenanalysator entsprechend ihrer Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z)
getrennt und detektiert [75, 76].

1.2.1 Elektrospray-lonisation

Die Atmosphéarendruck-lonisation (atmospheric pressure ionization, API) ermdglichte
als erste Technik die Uberfiihrung eines Analyten von der Flissigphase in die
Gasphase und dessen Transfer in einen Massenanalysator [77]. Die
Weiterentwicklung zur Elektrospray-lonisation (electrospray ionization, ESI) und
deren Kopplung mit Massenanalysatoren basiert auf Arbeiten von Dole und Fenn
[78-80].

Die kontinuierlich arbeitende ESI-Quelle ermdglicht die Verbindung der Flussigkeits-
chromatographie mit der Massenspektrometrie (Abbildung 6). Die Zufuhr der
Probenlésung erfolgt durch eine Sprihkapillare bei Flussgeschwindigkeiten von 5 —
20 pl/min, an die ein elektrisches Potential von 3 — 4 kV relativ zur Gegenelektrode
angelegt ist. Das dadurch erzeugte Aerosol aus mikrometergrof3en elektrisch
geladenen Tropfchen wird durch einen Ny-Trockengasstrom geleitet, der als
Warmequelle fur die Verdampfung des leicht fliichtigen Losungsmittels dient. Ein
kleiner Anteil des verspriihten Analyten gelangt durch die Offnung einer beheizten
Transferkapillare, welche die unter Atmospharendruck stehende Spriihzone mit
einer Kammer niederen Drucks (102bar) verbindet. Das in einer
Uberschallexpansion entstehende Gas des evaporierenden Analyten wird durch eine
erste Pumpstufe entfernt. Es folgt der Transfer des vollstandig desolvatisierten und
ionisierten Analyten durch einen Skimmer in die Hochvakuumregion (ca. 107 —
10® bar) des Massenspektrometers. Diese ,sanfte“ lonisation des Analyten unter
Atmospharendruck und dessen schrittweise Uberfiihrung in den Hochvakuumbereich
des Massenspektrometers [79, 81-83] ermbglicht die Analyse intakter Makromolektile
[84].

10
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau einer Elektrospray-lonenquelle nach Fenn [79].

Am Auslass der Spruhkapillare ist die austretende Flissigkeit einem elektrischen
Feld von ca. 10°V/m? ausgesetzt, was zu einer Ladungstrennung in der
Elektrolytldsung und zur Ausbildung eines Taylor-Konus fuhrt (Abbildung 7A und B)
[85, 86]. Aufgrund der hohen elektrostatischen Krafte wird an diesem ein
Flussigkeitsstrahl in Richtung Gegenelektrode emittiert, welcher zerféllt und in ein
Spray aus elektrisch geladenen Troépfchen Ubergeht [87].

Die wahrend der lonisierung hervorgerufene Schrumpfung und der Zerfall der
Tropfchen bis hin zur Freisetzung der geladenen lonen wird durch die Theorie der
Coulomb-Explosion beschrieben. Die am Taylor-Konus erzeugten Tropfchen
besitzen anfangs Durchmesser von wenigen Mikrometern. Durch die Evaporation
des Losungsmittels verkleinert sich der Tropfendurchmesser, wodurch die
Ladungsdichte steigt. Am Raleigh-Limit Ubersteigt die Ladungsabstol3ung die
Kohasionskrafte der Oberflachenspannung und die Tropfchen zerfallen in Mikro-
Tropfchen [88]. Mittels Blitzlicht-Mikrofotografiebildern wurde die Deformation der
Tropfchen wahrend des Fluges in Richtung Gegenelektrode gezeigt und somit das
Konzept der Droplet Jet Fission fir die Erzeugung von Mikrotropfen gestitzt
(Abbildung 7C) [89-92]. Verjungte Tropfenbereiche mit einer starken Krimmung
tragen hohere Ladungsanteile [93], welche die AbtsofRung kleinerer Mikro-Tropfchen
induzieren [89, 93, 94]. Die Freisetzung vollstdndig desolvatisierter lonen aus Mikro-

Tropfchen wird gegenwartig durch zwei Modelle erklart.

11



Einleitung

geladene
Mikrotrépfchen @
® e

® ® © 0 o
QO 22 ¢ g
e 2o

000

® ©

Elektronen

l Taylor-Konus

Hochspannungs-
versorgung JE—

TDC Elektronen

Abbildung 7: Elektrospray-lonisation (A) Darstellung der Bildung des Taylor-Konus und Erzeugung eines
Aerosols elektisch geladener Tropfchen [94]. (B) Fotografische Abbildung des Taylor-Konus [86, 95]. (C) Mittels
Blitzlicht-Mikrofotografie erzeugtes Schattenbild eines deformierten Tropfchens. Stark gekrimmte Bereiche

tragen hohere Ladungsanteile, wodurch Mikro-Trépfchen abgesto3en werden [89].

1.2.1.1 Modell des geladenen Rickstands

Das von Dole beschriebene Modell des geladenen Ruckstands (charged residue
model, CRM) beschreibt den sukzessiven Verlust aller Losungsmittelmolekuile durch
mehrere Coulomb-Explosionen bis hin zur Entstehung von Nano-Tropfchen, die
hinreichend klein sind, um nur noch ein einziges Analytmolekul zu enthalten. Die
vollstandige Desolvatisierung fiihrt zur Ubertragung der Ladungen auf den Analyten
und somit zu dessen lonisierung [78, 96, 97]. Die durch das CRM-Modell
beschriebenen niedrigen Ladungszustdande von Makromolekilen konnten

experimentell bestatigt werden [98].

1.2.1.2 Modell der lonenverdampfung

Das Modell der lonenverdampfung (ion evaporation model, IEM) postuliert die
Bildung desolvatisierter lonen durch direkte lonenemission von der Oberflache
hochgeladener Mikrotropfen mit einem Durchmesser von ca. 10 nm [99]. Das IEM-
Modell unterstitzt die Annahme, dass Analytmolekiile entsprechend ihrer rAumlichen
Ausdehnung unterschiedlich viele Ladungen tragen konnen. Flache und planare
Molekile besitzen einen hoheren durchschnittlichen Ladungszustand als kompakte
Molekile. Dies geht mit der Beobachtung einher, dass entfaltete Formen globularer
Proteine unter identischen ESI-Bedingungen hohere Ladungszustande aufweisen

[98, 100].
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1.2.2 Nano-ESI

Die Entwicklung der Nano-ESI erhohte die Sensitivitat und verringerte die zur
Analyse bendétigten Probenvolumina. Spruhkapillaren mit geringerem Durchmesser
ermdglichen niedrigere Flussraten und fuhren zur Bildung eines Aerosols kleinerer
Tropfchen [87]. Die heutzutage verwendeten Borosilikatglas-Kapillaren besitzen
Nadelspitzen mit Offnungsdurchmessern von 5 — 30 um und erlauben Flussraten von
100 - 300 nl/min [101]. Bereits vergleichsweise niedrige Spannungen von 0,7 - 1,5 kV
ermdglichen die lonisierung des Analyten. Wahrend in den konventionellen ESI
Tropfchen mit 1 — 2 um Durchmesser erzeugt werden, ist die TropfchengrofRe der
Nano-ESI mit 200 nm etwa 100- bis 1000-fach kleiner.

1.2.3 LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie

Die Analyse der desolvatisierten lonen wird im Folgenden an dem in dieser Arbeit
verwendeten Hybridmassenspektrometer LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific,
Abbildung 8) beschrieben. Nach dem Verlassen der ESI-Quelle werden die lonen
Uber eine Reihe von Radiofrequenz-Multipolen in die lineare lonenfalle (LTQ)
Uberfihrt, welche aus einem dreiteilig segmentierten Quadrupol-Analysator
(Abbildung 9) besteht. Dieser ermdglicht den Aufbau eines elektrischen Felds frei von
Verzerrungen. Das Anlegen einer leicht htheren Gleichstromspannung am vorderen
und hinteren Segment ermaoglicht die Speicherung der lonen in axialer Richtung (z-
Achse) [102]. Ein Radiofrequenz-Potential speichert die lonen in radialer Dimension
(xy-Ebene).

LTQ - lineare lonenfalle C-Trap HCD-Kollisionszelle

| |
o e i

==

P

e | |

Abbildung 8: Schematischer  Aufbau des LTQ-Orbitrap XL-Hybridmassenspektrometers [103]. Die

Hauptbestandteile lineare lonenfalle (LTQ), C-Trap, HCD-Kaollisionszelle und Orbitrap sind gezeigt. Nach Injektion
in den Orbitrap-Analysator kreisen die lonen um die spindelférmige Zentralelektrode und oszillieren gleichzeitig

entlang der z-Achse.

13



Einleitung

Durch Kollision mit einem Inertgas verlieren die gespeicherten lonen kinetische
Energie, was zu einer hoheren Massenauflosung fuhrt. Die lineare Fokussierung der
lonen in axialer Richtung vermindert Raumladungseffekte und ermdglicht eine
héhere Speicherkapazitat gegentber dreidimensionalen lonenfallen (Paul-Fallen), in
denen die lonenwolke punktuell fokusiert ist [104]. Ein Vorscan im
Millisekundenbereich ermittelt den Totalionenstrom (total ion current, TIC) innerhalb
eines gewlnschten Massenbereichs. Zur Detektion der gespeicherten lonen wird das
Radiofrequenz-Potential so verédndert, dass die lonen beim Erreichen der m/z-
spezifischen Resonanzfrequenz die lonenfalle Uber seitliche Spalte in Richtung
zweier Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) verlassen und anschliel3end
detektiert werden [102]. Durch die automatische Verstarkungsregelung (automatic
gain control, AGC) werden Injektionszeiten fur anschlieBende Analysenscans
optimiert und eine effektive Ladungsdichte erzielt [105].

Um eine hohe Massengenauigkeit zu erzielen, werden die Vorlauferionen zur
Analyse in die Orbitrap weitergeleitet (Abbildung 8 und Abbildung 10). Der axiale
Auswurf der lonen aus der linearen lonenfalle wird durch Anlegen einer zusatzlichen
Wechselspannung an den Elektroden des vorderen und hinteren Segmentes
erreicht. Dabei entsteht ein elektrostatisches Potential entlang der z-Achse [102],
wodurch lonen bestimmter m/z-Werte mit einer Resonanzfrequenz oszillieren und die
lonenfalle in Richtung C-Trap verlassen (Abbildung 8). In der C-Trap verlieren die
lonen kinetische Energie durch Kollision mit Stickstoffmolekilen und werden als
verdichtete ,lonenpakete“ tangential in den Orbitrap-Analysator injiziert [103]. Der
von Alexander Makarov entwickelte Orbitrap-Analysator [106, 107] stellt eine

Weiterentwicklung der Kingdon-Falle dar [108].

mittleres Segment

” hinteres
Segment

Spalt fur Austritt

P der lonen zum SEV
vorderes

Segment

Abbildung 9: Schematische Darstellung der segmentierten zweidimensionalen, linearen lonenfalle (LTQ)
[102].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Orbitrap [109]. lonen rotieren um die spindelférmige
Zentralelektrode (a) und oszillieren dabei in Richtung der z-Achse. Die &uRere Elektrode (b) ist durch einen
Keramikring (c) in zwei Hélften geteilt. Die sich bewegenden lonen erzeugen in der &uf3eren Elektrode einen
Bildstrom, welcher verstarkt und aufgezeichnet wird. Die m/z-Werte der oszillierenden lonen werden

anschlieRend durch schnelle Fourier-Transformation (FFT) des Transienten ermittelt.

Die Orbitrap besteht aus einer spindelférmigen Zentralelektrode (Durchmesser 8
mm) und einer falRférmigen Auf3enelektrode (30 mm) (Abbildung 10). Wahrend die
Zentralelektrode auf ein Potential von - 3,4 kV (Positiv-lonen-Modus) eingestellt ist,
verbleibt die AulReneletrode geerdet [110]. Die lonenpakete werden mit kinetischen
Energien von ca. 1,3 keV senkrecht zur z-Achse und tangential zur Innenelektrode
injiziert. Die lonenpakete rotieren um die Zentralelektrode und oszillieren entlang der
z-Achse [111]. Die AulRenelektrode detektiert den durch die axialen Schwingungen
erzeugten Bildstrom, welcher der Oszillationsfrequenz w entspricht [111]. Die axiale
Oszillationsfrequenz (w) verhalt sich indirekt proportional zur Wurzel des
Masse/Ladungs (m/z)-Verhaltnisses (Gleichung 1; k: Geratekonstante). Mittels
schneller Fourier-Transformation (Fast Fourier-Transformation, FFT) wird aus dem
Frequenzspektrum des Bildstroms ein Massenspektrum erzeugt [107]. Nach der
Detektion eines hochaufgelosten Ubersichtsspektrums im  Orbitrap-Analysator
werden ausgewahlte Vorlauferionen mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)
analysiert. Die lonen mit entsprechenden m/z-Werten werden innerhalb der LTQ
isoliert und durch kollisions-induzierte Dissoziation (collision induced dissociation,
CID) fragmentiert. Die entstehenden Fragmentionen kénnen sowohl in der LTQ als

auch in der Orbitrap analysiert werden [111].

w= |—= Gleichung 1
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1.3 Untersuchung von Proteinen und Peptiden mittels

Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Identifizierung von Proteinen wird hauptsachlich mittels
,Bottom-up“-Strategien realisiert [112]. Dabei werden Proteine durch die Wahl einer
geeigneten spezifischen Protease in definierte Peptide gespalten. In heterogenen
Gemischen sind Peptide meist nicht durch alleinige Bestimmung ihres
Molekulargewichts identifizierbar, da isobare Molekule mit unterschiedlicher
Aminosaurezusammensetzung vorhanden sein kénnen [113]. Das durch MS/MS
erzeugte Fragmentierungsmuster gibt Aufschluss Uber die Aminosauresequenz des
Vorlauferions [112]. Je nach Art der Fragmentierung werden unterschiedliche
Bindungen bevorzugt gespalten. Die in der Proteinanalytik haufig verwendete
Fragmentierung durch CID fuhrt zur Spaltung der Peptidbindung, wodurch
charakteristische b- und y-Fragmentionen erzeugt werden (Abbildung 11) [114]. Die
erhaltenen Massen der Vorlaufer- und Fragmentionen werden durch die Verwendung
von Suchmaschinen mit Informationen aus Proteinsequenz-Datenbanken verglichen

und identifiziert.

NH
NH

Ry o)

Abbildung 11: Nomenklatur der Fragmentionen nach Roepstorff, Fohlmann und Biemann [114, 115].
Durch Bindungsbriche des Proteinriickgrats entstehen charakteristische N- und C-terminale Fragmentionen,
wobei es je nach Art der Fragmentierung zur Bildung von korrespondierenden a- und x-, b- und y- bzw. c- und z-

lonen kommt.

1.3.1 Massenspektrometrische Analyse von co- und posttranslationalen
Modifikationen

Co- und posttranslationale Modifikationen (PTMs) kdnnen die Reifung, Aktivitat oder

den Umsatz von Proteinen beeinflussen. Eine stetig wachsende Anzahl neuer

Identifizierungen fuhrte bisher zur Charakterisierung von mehr als 200 verschiedenen

Modifikationen [116]. Die Veranderung der physikochemischen Eigenschaften von

Proteinen durch PTMs [117] ist Grundlage der dynamischen Regulation zahlreicher
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zellularer Prozesse, wie z. B. Proteindegradation, subzellulare Lokalisierung,
Konformationsanderung, Protein-Protein-Interaktion und Signaltransduktion [118-
120].

Traditionelle biologische Experimente, wie z. B. die Radiomarkierung von post-
translational modifizierten Proteinen [121], immunologische Nachweise spezifischer
PTMs [122] oder die ortsgerichtete Mutagenese potentieller Modifikationstellen [123]
sind zeitaufwendig und resultieren in einer vergleichsweise langsamen
Datenakkumulation. Moderne LC/MS-Strategien hingegen ermoglichen eine
eindeutige ldentifizierung hunderter Modifikationsstellen verschiedenster PTMs [124-
128] im Hochdurchsatzverfahren. Experimentelle Anreicherungstrategien PTM-
tragender Proteine, wie z. B. die TiO,-Phosphopeptidanreicherung, spielen eine
wesentliche Rolle fur den Erfolg der anschlieBenden Identifizierungen [129].
LC/MS-Anséatze zeigen dennoch Limitierungen fir die Analyse bestimmter
Modifikationen. Phosphorylierungen von Serinen und Threoninen, Glykosylierungen
[117], Sulfonierungen [117] und Nitrosylierungen [130] gehen haufig wahrend der
CID-Fragmentierung als Neutralverluste verloren. Dies verringert die Sequenz-
information und verhindert eine eindeutige Zuordnung von Modifikationsstellen im
Protein.

Ebenfalls erschwert ist die LC/MS-Analyse von Selenocystein-haltigen Peptiden
aufgrund der Umwandlung des co-translational eingebauten Selenocysteins zu
Dehydroalanin, womit ein Massenverlust von 82 u verbunden ist (Abbildung 12)
[131]. Im Gegensatz zu CID-labilen Modifikationen findet die Umwandlung von
Selenocystein zu Dehydroalanin schon wahrend der LC/MS-Probenvorbereitung

statt.

R
HN

R-NH / o:gR:

Dehydroalanin

+ H,Se
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Carbamidomethyliertes
Selenocystein

Abbildung 12: Umwandlung von Selenocystein zu Dehydroalanin und Carbamidomethylierung von
Selenocystein durch lodacetamid [131].
17



Einleitung

1.3.2 Peptid- und Protein-Quantifizierung mittels Massenspektrometrie

Klassische Quantifizierungsansatze in der Proteomik [132-135] liefern trotz einer
guten Sensitivitat, Linearitat und dynamischen Breite keine Information Uber die
Identitat der untersuchten Proteine [136]. Eine Auftrennung des Proteoms durch 2D-
Gelektrophorese [137, 138] bietet eine unzureichende Auflosung und bleibt
weitestgehend auf die Quantifizierung von l6slichen und abundanten Proteinen
beschrankt. Diese Probleme werden durch die Anwendung moderner LC/MS-
Techniken geldst. In der Proteomik proteolytisch erzeugte Peptide zeigen jedoch ein
breites Feld an physikochemischen Eigenschaften, wie Gro6Re, Ladung und
Hydrophobizitat. Eine exakte massenspektometrische Quantifizierung bendtigt den

Vergleich jedes individuellen Peptids zwischen verschiedenen Proben.

1.3.2.1 Quantifizierung durch Isotopenmarkierung von Peptiden und Proteinen
Ein Quantifizierungsansatz basiert auf der Tatsache, dass stabil isotopen-markierte
Peptide ein identisches Verhalten wahrend der chromatographischen und
massenspektrometrischen Analyse zeigen. Anhand der Massendifferenzen zwischen
isotopenmarkierten und nicht-isotopenmarkierten Peptiden kann eine Quantifizierung
durch den Vergleich der Signalintensitaten erfolgen. Die Einfihrung stabiler Isotope
kann als interner Standard in Aminosauren (lI) metabolisch, (lI) chemisch, (lll)
enzymatisch oder (IV) als extern zugesetzter Standard in Form eines synthetischen
Petids erfolgen [136, 139-146]. Erste metabolische Isotopen-Markierungen fur die
Quantifizierungen verschiedener Entwicklungstadien von Mikroorganismen erfolgte
durch die Verwendung von *°N-substituiertem Kulturmedium [147, 148]. GroRere
Verbreitung erlangte die stabile Isotopenmarkierung durch Aminoséauren in Zellkultur
(stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC) [149].

Eine post-biosynthetische Markierung von Proteinen und Peptiden erfolgt durch
chemische oder enzymatische Derivatisierung in vitro. Ein Beispiel ist die durch
Trypsin und GIuC katalysierte Einfiihrung von 20 in Peptide [150, 151] fiir deren
optimierte de novo-Sequenzierung mittels Massenspektrometrie [152]. Isotopen-
Markierungs-Reagenzien fur relative Quantifizierungen von Peptiden und Proteinen,
wie z. B. isotope-coded affinity tag (ICAT) [153], isotope-coded protein labels (ICPL)
[154], isotope tags for relative and absolute quantification (iTRAQ) [155], tandem
mass tags (TMTs) [156] sowie Essigsaure- und Bernsteinsdureanhydrid [157-160]
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nutzen die Reaktivitdt von Amin- und Thiolgruppen als Angriffspunkte fur die

chemische Derivatisierung.

1.3.2.2 Markierungsfreie Quantifizierung

Zur relativen Quantifizierung ohne Isotopenmarkierung (,label-free quantification®)
werden derzeit zwei verschiedene Techniken angewandt.

Zum einen werden die detektierten Signalintensitaten von Peptid-Vorlauferionen
eines bestimmten Proteins verglichen. Dazu werden die lonenchromatogramme
bestimmter m/z-Werte von Vorlauferionen der LC/MS/MS-Analyse extrahiert
(extracted ion chromatogram, EIC) und die massenspektrometrischen Peak-Flachen
Uber einen bestimmten chromatographischen Zeitraum integriert [161]. Die
Signalintensitaten individueller Peptide aus verschiedenen Proben kdnnen relativ
zueinander quantifiziert werden [161-166].

Andererseits basiert das Zahlen von Massenspektren (spectral counting) auf der
empirischen Beobachtung, dass die Abundanz eines Proteins in einer Probe mit der
Anzahl der erhaltenen MS/MS-Spektren fir zugehorige Peptide (peptide spectral
matches, PSMs) korreliert [167-169]. Eine relative Quantifizierung erfolgt durch den
Vergleich der erhaltenen Spektrenanzahl verschiedener Proben. Im Gegensatz zur
Quantifizierung durch Betrachtung der Signalintensitaten von Vorlauferionen,
profitiert die Methode des spectral counting durch die Aufnahme von MS/MS-Daten

Uber den gesamten chromatographischen Zeitraum.

1.4 Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen

Zahlreiche zellulare Prozesse werden von Netzwerken interagierender Proteine, dem
sogenannten ,Interaktom“ [170, 171] vermittelt, wobei Uber 80% eines
Gesamtproteoms involviert sein kdnnen [172]. Nicht-kovalente Wechselwirkungen
bilden die Basis fir Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) [173], welche nach der
Stabilitdt und Dauer ihrer Interaktion klassifiziert werden. Stabile PPIs sind haufig die
Grundlage von Proteinassemblierungen mit zellular-strukturellen Funktionen, wie z.
B. der Assoziation des a/B-Tubulin-Heterodimers zur Bildung von Mikrotubuli [174-
176]. Transiente und schwach-affine Interaktionen ermdglichen u.a. eine

situationsbedingte Signaltransduktion in intra- und extrazellularen Signalwegen. Die
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meisten Transkriptionsfaktoren und PPIs auf Zelloberflachen zeigen hohe
Dissoziationsraten [177, 178].

Die Charakterisierung nicht-aufgeklarter Proteinnetzwerke [179] erfolgt mit Hilfe von
genetischen, biochemischen, biophysikalischen und bioinformatischen Ansatzen.
Etablierte Methoden, wie das yeast-two-hybrid-System, Co-Immunoprazipitation (Co-
IP), pull-down-Assays und Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET), haben Vor-
und Nachteile. Das yeast-two-hybrid-System ist oft mit hohen Falsch-Positiv-Raten
assoziiert [180] und nur bedingt fur die Aufklarung der PPIs von Membranproteinen
anwendbar, die haufig Zielstrukturen fur Arzneistoffe darstellen [181]. Immunologisch
basierte Nachweise setzen die Verfugbarkeit von spezifischen Antikdrpern voraus.
Co-IP und pull-down-Assays nutzen haufig Zelllysate, was zur Identifizierung von
hochabundanten Proteinen als falsch-positiven Interaktionspartnern fiihren kann
[182]. Transiente und schwach bindende Interaktionspartner konnen wahrend der
Waschschritte verloren gehen und werden so haufig nicht detektiert.

Die hochauflosenden Methoden der NMR-Spektroskopie [95] und Réntgen-
kristallographie [26] haben sich fur die Stukturaufklarung von Proteinen und
Proteinkomplexen bewé&hrt. Nachteile dieser Techniken sind die Notwendigkeit hoher
Proteinenmengen, nicht-physiologische Analysenbedingungen und die geringe
Zuganglichkeit fur die Strukturaufklarung von Membranproteinen [183]. Die
Interpretation der erhaltenen Strukturdaten ist zudem sehr aufwandig.

Eine alternative Technik zur Identifizierung und strukturellen Charakterisierung von
Proteinen und Proteinkomplexen ist chemisches Cross-Linking® in Verbindung mit
MS.

1.4.1 Identifizierung und Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen
mittels chemischer Quervernetzung

Das seit den 1960er Jahren verwendete chemische Cross-Linking [184] basiert auf

der Einfuhrung kovalenter Bindungen zwischen funktionellen Gruppen von

Aminosauren der Proteine mittels Quervernetzungsreagenzien [185-188].

Chemisches Cross-Linking und massenspektrometrische Analyse kénnen in

Kombination mit biochemischen Methoden wie z. B. Co-IP und

! In dieser Arbeit wird zuséatzlich der englische Begriff Cross-Linking fur die Quervernetzung von
Proteinen verwendet.
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Affinitatschromatographie verwendet werden [189, 190], wodurch u. a. die
Identifizierung von transienten und schwach-affinen Interaktionspartnern erméglicht
wird (Abbildung 13A). Die kovalente Fixierung der Interaktionspartner eines Proteins
erlaubt intensivere Waschbedingungen wahrend affinititschromatographischer
Schritte, wodurch die Depletion hochabundanter Kontaminanten optimiert wird. Nach
der Reinigung des quervernetzten Proteinkomplexes erfolgt die Identifizierung der
Interaktionspartner mittels Massenspektrometrie.

Chemisches Cross-Linking und die massenspekirometrische Analyse der
guervernetzten Peptide erdffnet zudem neue Moglichkeiten fur die Ableitung nieder
aufgeloster 3D-Strukturinformation von Proteinen und Protein-Komplexen (Abbildung
13B) [185]. Die experimentell ermittelten Distanzbeschrankungen zwischen
guervernetzten Aminosauren unterstitzen die bioinformatische Erstellung von
Modellen der Proteine bzw. Proteinkomplexe und stellen einen alternativen Ansatz
fur die Charakterisierung dreidimensionaler Proteinstrukturen dar [191].

Cross-Linking-Ansatz

Zelllysat Cross-Linker-
modifiziertes
' Protein
* % °

® o] *+ y
e ¥ ¢
Gereinigte Proteinkomplexe

Proteinkomplexes

(A) Identifizierung von (B) Ableitung von 3D-Struktur-
Interaktionspartny "‘\OH \ informationen eines

Durch enzymatische Proteinspaltung

erzeugtes Peptidgemisch
= x %

.
/ - Intramolekularer Intermolekularer Peptid mit
\ \ /~ Cross-Link Cross-Link Cross-Linker
~—
P Manuelle Validierung
—_— intermolekularer
Cross-Links
Identifizierte Interaktions- Identifizierter intermolekularer
partner (MS und MS/MS) Cross-Link (MS und MS/MS) I

I

w30 ~3
~Q— SO~ —
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I

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes fir die Identifizierung und

- —

Strukturaufklarung von Protein-Protein-Interaktionen mittels chemischen Cross-Linkings [187].
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Da die Ableitung von Strukturinfomationen auf Peptidebene erfolgt, ist die Gro3e der
untersuchten Proteine und Proteinkomplexe kein limitierender Faktor [192] und fuhrte
bereits in vorangegangen Studien zur erfolgreichen Charakterisierung von
Multiproteinkomplexen [193, 194]. Zusatzlich ermdglichen unter physiologischen
Bedingungen durchgefiihrte Cross-Linking-Experimente die Charakterisierung
flexibler Proteinbereiche sowie die Aufzeichnung dynamischer

Konformationsanderungen [191].

1.4.1.1 Reaktivitat von Cross-Linking-Reagenzien

Cross-Linker weisen in Regel zwei reaktive Gruppen auf, die identisch oder
verschieden sein kénnen (homo- bzw. heterobifunktionelle Cross-Linker, Abbildung
14). Einige Cross-Linker enthalten zusatzlich eine dritte Funktionalitéat, die meist der
Affinitatsanreicherung von Cross-Linking-Produkten dient [185]. Chemisches Cross-
Linking macht sich hauptsachlich die Reaktivitat von Amin-, Carboxyl- und
Thiolgruppen zu Nutze. N-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester), wie z.B.
Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat (BS®G), reagieren unter physiologischen pH-
Bedingungen (pH 7,0 — 7,5) mit primaren Aminen (N-Terminus und e-Aminogruppe
von Lysin), wodurch unter Freisetzung der NHS- oder Sulfo-NHS-Gruppe stabile
Amidbindungen entstehen (Abbildung 14A) [185]. Zudem wurden
Umesterungsreaktionen mit Hydroxylgruppen an Tyrosinen, Threoninen und Serinen
beobachtet [195, 196]. Diese auf der Oberflache von Proteinen abundant
vorkommenden hydrophilen Aminosauren stellen zahlreiche und leicht zugéngliche
Reaktionstellen fur Cross-Linking-Reagenzien dar.

Eine Alternative zur spezifischen VerknUpfung funktioneller Gruppen stellt das
photoreaktive Cross-Linking dar [187]. Als photoaktivierbare Gruppen dienen vor
allem Arylazide, Diazirine oder Benzophenone, die reaktive Gruppen in
heterobifunktionellen  Cross-Linkern  [197] darstellen  kdnnen.  Chemische
Quervernetzungexperimente mit heterobifunktionalen Cross-Linkern wie z. B.
Succinimidyl-2-([4,4'-azipentanamido]ethyl)-1,3'-dithiopropionat (SDAD), laufen in
einer Zweischrittreaktion ab (Abbildung 14B). Dafir erfolgt zunachst die Modifikation
des Proteins A mit der aminreaktiven Gruppe des Cross-Linkers. Nach dem
Abstoppen der Reaktion und der Abtrennung tberschissigen Cross-Linkers wird der

Interaktionspartner (Protein B) hinzugegeben und die Quervernetzung durch
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Aktivierung der photoreaktiven Gruppe erzeugt. Durch UV-A-Bestrahlung
(Amax ~ 365 nm) von Diazirinen wird, neben anderen Produkten [198], ein reaktives
Carben gebildet, das sich mittels seines freien Elektronenpaars kovalent in raumlich
nahe C-H- oder Heteroatom-H-Bindungen einfigen kann. Die Verwendung
photoreaktiver Gruppen bietet den Vorteil einer besser zu kontrollierenden Reaktion,
da eine Quervernetzung erst durch UV-A-Bestrahlung erzeugt wird. Das durch
Photoaktiverung erzeugte Carben reagiert zudem unspezifisch und erhéht die Anzahl

an moglichen Reaktionsstellen im Protein [187].

BS2G

¢ 9\

Protein A -- NH; "\\ 50‘31 NHZ Protein B
o

(0]

o
Protein A -- NHWNH -- Protein B

B SDAD

o4 kAvaY

N=N
Protein A - NH2 o

o O

N=N
+UV-A
N,
[o] o]

S,
Protein A ----- NH )k/\s/ \/\NH c:/

HX ---- Protein B

(o]

Protein A --—- )k/\ S\/\NH)}\/W/

X --- Protein B

Abbildung 14: Reaktionsmechanismus homo- und heterobifunktioneller = Cross-Linker  [185].
(A) Chemische Quervernetzung von zwei Proteinen durch das homobifunktionelle Reagenz BS°G. Die
Aminogruppen der Lysine greifen nukleophil die Carbonyl-C-Atome des Diesters an. Unter Abspaltung der NHS-
Gruppe kommt es durch Ausbildung von zwei S&ureamidbindungen zur Verknupfung beider Proteine (B)
Chemische Quervernetzung von zwei Proteinen durch das heterobifunktionelle Reagenz SDAD. In einer
Zweischrittreaktion erfolgt zunéchst die Modifikation von Protein A mit der aminreaktiven Gruppe von SDAD.
AnschlieBend erfolgt die Quervernetzung mit Protein B durch Aktivierung der photoreaktiven Gruppe mittels UV-

Bestrahlung.
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1.4.1.2 Analyse und Identifizierung von Cross-Linking-Produkten

Die Auswertung friherer Quervernetzungs-Experimente war auf die Nutzung von
gelelektrophoretischen Methoden beschrankt [199]. Heute erfolgt die Identifizierung
von Cross-Linking-Produkten mittels Massenspektrometrie durch ,bottom-up- oder
~Lop-down“-Strategien. Aufgrund der Limitierungen der ,top-down“-Strategie fur die
Analyse grol3erer Proteinkomplexe [187] und die Identifizierung von Cross-Linking-
Produkten in komplexen Proteingemischen wird bevorzugt die ,bottom-up“-Strategie
fur die Ableitung von Distanzbeschrankungen verwendet.

Nach enzymatischer Spaltung (,bottom-up“Strategie) des Cross-Linking-Ansatzes
werden mit dem Cross-Linker modifizierte Peptide unterschiedlich klassifiziert [200]:
Typ 0 beschreibt Peptide, die mit partiell hydrolysierten Linkern modifiziert sind. Das
Abstoppen der Cross-Linking-Reaktion mit NHsHCO3; kann zur Aminolyse des
Quervenetzungsreagenzes fuhren. Typ 1 entspricht intrapeptidalen Cross-Links und
Typ 2 beschreibt interpeptidale Cross-Links. Die Cross-Linking-Produkte vom Typ 2
liefern fur die Strukturaufklarung von PPIs wichtige Distanzbeschrankungen, wobei
das quervernetzte Peptid mit dem grélReren Molekulargewicht als a-Peptid und das
mit dem kleineren Molekulargewicht als B-Peptid bezeichnet wird.

Im komplexen Peptidgemisch des proteolytisch gespaltenen Cross-Linking-Ansatzes
liegen die interpeptidal quervernetzen Peptide (Typ 2) meist niedrig abundant vor.
Trotz der Optimierung moderner Massenspektrometer flr eine Selektion mdglichst
vieler Vorlauferionen eines Massenspektrums [191], werden fir die meist schwachen
Signale von Cross-Linking-Produkten oftmals keine Fragmentionenspektren
akquiriert. Strategien fur die Anreicherung  quervernetzter Peptide vor der
massenspektrometrischen Analyse, wie starke Kationenaustausch-chromatographie
[201] oder die Verwendung biotinylierter trifunktionaler Cross-Linker fir eine
Affinitatsanreicherung [202] haben sich etabliert. Die Verwendung von
isotopenmarkierten Cross-Linkern [203] oder fragmentierbaren Cross-Linkern [204]
stellen durch die Einfihrung von Reportersignalen [187] weitere Mdglichkeiten flr die
verbesserte Identifizierung von Cross-Linking-Produkten dar.

Die Identifizierung der Cross-Linking-Produkte kann mit Hilfe von Programmen, wie
z. B. GPMAW [205], CoolToolBox [206], xQuest [207] und StavroX [208], erfolgen.
Dazu werden in einem virtuellen Cross-Linking-Experiment theoretische Massen von
intermolekular quervernetzten Peptiden mit experimentell ermittelten Massen

verglichen. Bewertungsalgorithmen erleichtern eine initiale Identifizierung von Cross-
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Linking-Produkten. Eine anschlieRende manuelle Validierung und die Durchfihrung
von decoy-Analysen (mit invertierten Proteinsequenzen oder einem veranderten
Molekulargewicht des Cross-Linkers) [207] vermindern die Wahrscheinlichkeit falsch-

positiver Identifizierungen.
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2 Zielstellung

Bisherige  molekularbiologische und biochemische Untersuchungen zum
unspezifischen Einbau von Selen in E. coli [69, 71, 209] erlaubten keine Aussagen
zur Lokalisation unspezifisch eingefuhrter Selenocysteine in Proteine. Ein Ziel dieser
Arbeit war daher, die Auswirkungen eines Uberangebotes von Selen auf den
unspezifischen Einbau von Selenocystein in E. coli mittels Massenspektrometrie
(MS) zu untersuchen und somit die Positionen des Einbaus von Selenocystein in
Selenoenzymen zu identifizieren. Hierzu sollte zunéchst die Reinigung der nativen
Formiatdehydrogenasen Fdh-O und Fdh-N aus dem E. coli-Wildtypstamm MC4100
erfolgen. Im Anschluss an eine enzymatische Proteinspaltung sollten Selenopeptide
mit Hilfe der MS identifiziert und die Haufigkeit des Einbaus von Selenocystein an
den jeweiligen Positionen in Fdh-O und Fdh-N quantifiziert werden. Die zuséatzliche
MS-Analyse weiterer Proteine aus der E. coli-selC-Mutante FM460 sollte die
Unabhangigkeit des unspezifischen Einbaus von Selenocystein von der spezifischen

Selenocystein-Einbaumaschinerie zeigen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung
von Protein-Protein-Interaktionen des Formiatstoffwechsels in E. coli. Voraus-
gegangene Studien zur ldentifizierung von Bindungspartnern der respiratorischen
Fdhs [210] hatten zu keiner Aufklarung von Proteininteraktionen gefiihrt, welche
maoglicherweise eine Stabilisierung dieser komplexen Enzyme nach Reifung und
Translokation Uber die Cytoplasmamembran gewahrleisten. Die Durchflihrung eines
chemischen Quervernetzungsexperimentes unter Verwendung eines heterobi-
funktionellen amin/photo-reaktiven Reagenzes und eine anschlielende MS-Analyse
der Quervernetzungsprodukte sollte zur Identifizierung von moglichen Bindungs-
partnern fihren. Die erhaltenen Quervernetzungsprodukte sollten aufl3erdem
detaillierte Informationen Uber die Interaktionsflachen der Fdh/Protein-Interaktionen

liefern.

Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollte die strukturelle Charakterisierung der Interaktion
von FocA und dem bereits bekannten Bindungspartner PfIB erfolgen, wobei die
Kombination aus chemischer Quervernetzung mit massenspektrometrischer Analytik

Distanzinformationen zur dreidimensionalen Struktur des FocA/PfIB-Komplexes
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liefern sollte. Diese sollten als Grundlage fur die bioinformatische Modellierung des
Komplexes zur Aufklarung der Bindungsorientierung von FocA und PfIB im Komplex
dienen, um so Einblicke in die einer regulierten Translokation von Formiat

zugrundeliegenden Mechanismen zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien
3-N-(Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
Aceton
Acetonitril (fir die Flussigkeitschromatographie)
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 37,5:1, 40% (w/v)
Ameisenséaure (FA)
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)

Ammoniumsulfat
Coomassie-Brillantblau G250
Dichlorphenolindophenol (DCPIP)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dodecyl-3-D-maltosid (DDM)
Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glucosemonohydrat

Glycerin

Harnstoff

Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsaure

(HEPES)
lodacetamid
Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumnitrat

Merck
Roth
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Roth
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth

Sigma
Applichem
Roth
VWR

Grissing
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Laemmli-Probenpuffer
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat, 10% (w/v) (SDS)
Natriumformiat

Natriumhydroxid

Natriummolybdat

Natriumselenit

ortho-Phosphorsaure

Pepton (tryptisch verdaut)
Phenazinmethosulfat (PMS)
Protease-Inhibitor complete EDTA-frei

Rotiphorese 10x SDS PAGE (10-fach konzentrierter

Laufpuffer fur die Gelektrophorese)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Salzsaure (Endotoxin-frei)

Sucrose (Saccharose)

N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trifluoressigsaure (TFA)
Trifluorethanol (TFE)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

3.1.2 Cross-Linking-Reagenzien

Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat (BS,G)

Succinimidyl-2-([4,4'-azipentanamido]ethyl)-

1,3'-dithiopropionat (SDAD)

Bio-Rad
Sigma
Roth
Grussing
Fluka BioChemica
Bio-Rad
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Roth

Roth
AppliChem

Roche

Roth
Roth
Sigma
Roth
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
Roth

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien
15 ml-Reaktionsgefalde
50 ml-Reaktionsgefalde
Kulturschalen
Membranfilter (Porengréf3e 0,2 pm)
Precise™ Protein Gel 4-20% (w/v) Acrylamid, 12
Taschen
Spritzen Injekt Solo (5, 10 und 20 ml)

Zentrifugationsfiltereinheiten Ultra-0,5 und Ultra-15

(10 kDa Ausschlussgrenze)

3.1.4 Gerate

Akta FPLC

Analysenwaage ALC

Analysenwaage LE225D

Autoklav VX-75

Biostat ED Reaktor

Brutschrank ED 53 |

Gaulin Homogenisator MICRON LAB 20 CONT

Geldokumentationssystem Gel Doc XR

Heizblock Thermostat

HPLC-Vorsaule Acclaim PepMap100 Nano-Trap,
C18, 100 um x 2 cm, 5 pm, 100 A

HPLC-Trennséule Acclaim PepMap100, C18,
75 pum x 25 cm, 3 um, 100 A

Magnetrihrer M21/1

Magnetrihrer R3T

Minishaker MS1

Minizentrifuge

NanoDrop ND-1000

Personal Thermocycler

pH-Meter PH211

Pacific PW (Reinstwasseranalage)

Greiner bio-one
Greiner bio-one
SPL Life Sciences
Sartorius

Thermo Fisher Scientific

B. Braun

Millipore

GE Healthcare
Acculab
Sartorius
Systec
Sartorius
Binder
Invensys
Bio-Rad

HLC

Dionex

Dionex

Framo

mLw

IKA

Kisker Biotech GmbH
Peglab

Biometra

Hanna Instruments
TKA
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Rotoren (JA 20, JLA 14, JS 13.1, JLA 16.250, 45-Ti)

Schitteltisch see-saw rocker SSL4

SpeedVac Concentrator Savant SPD1010

Spektrophotometer NanoVue Plus

Sterilbank HeraSafe KS

Thermomixer Biometra TS 1

Thermomixer MKR 10/13

Trockenschrank Heraeus-T6

Thermoshake VTO500

Ultraschall Ultrasonic cleaner

Ultraschall Vibra Cell 75185

Ultrazentrifuge (Optima L Serie)

UV-A-Bestrahlungskammer (CLEO Performance R
UV-A-Fluoreszenzlampe, Phillips)

Vakuumkonzentrator Duoconcentrator

Vortex-Mixer 7-2020

Waage MXX-2001

Waage SLR

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5804 R

Zentrifuge MiniSpin plus

Zentrifuge J2-21

Zentrifuge J2-HS

3.1.5 LC/MS-Systeme
Massenspektrometer LTQ-Orbitrap XL
Nano-ESI-Quelle

Nano-HPLC-System Ultimate 3000

3.1.6 Elektronische Datenverarbeitung

GENtle 1.9.4

Magnus Manske [211]

Beckman-Coulter
Stuart

Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Analytik Jena

HLC

Kendro

Gerhardt

VWR

Bioblock Scientific
Beckman-Coulter
Institut fir Pharmazie,
Eigenbau Prof. Ruttinger
miVac

neolab

Denver Instrument
Schott Instruments
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf
Beckman-Coulter

Beckman-Coulter

Thermo Fisher Scientific
Proxeon

Dionex

- Verwaltung von DNA- und Proteinsequenzen
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KING

MFCSwin

Molprobity

Pymol 0.99

Proteome Discoverer 1.3

ProtParam

StavroX 2.0.6

Xcalibur 2.0.7

3.1.7 Puffer und Losungen

Proteinreinigung:

Kinemage, Next Generation [212]
- Darstellung von Proteinstrukturen
Sartorius AG
- Steuerung des Biostat ED-Reaktors
[213]
- Validierung von Proteinstrukturen
DelLano Scientific LLC
- Darstellung von Proteinstrukturen
Thermo Fisher Scientific
- Prozessierung von LC/MS/MS-Rohdaten
- Mascot Datenbanksuche [214]
Expasy [215]
- Berechnung von Extinktionskoeffizienten
Michael Gotze [208]
- Identifizierung von Cross-Linking-Produkten
Thermo Fisher Scientific
- Steuerung der Nano-HPLC und des Nano-
ESI- LTQ-Orbitrap-Massenspektrometers
- Datenaufnahme und Bearbeitung der
LC/MS/MS-Rohdaten

- Aufschlusspuffer: 50 mM MOPS (pH 7,5), 1 yM DNase I, 2 mM PMSF

- Membranpuffer I: 50 mM MOPS (pH 7,5), 1% (w/v) DDM

- Membranpuffer II: 50 mM MOPS (pH 7,5), 0,5% (w/v) DOC

- Waschpuffer I: 50 mM MOPS (pH 7,5), 1 M Ammoniumsulfat

- Waschpuffer Il: 50 mM MOPS (pH 7,5)

- Waschpuffer Ill: 50 mM MOPS (pH 7,5), 0,1% (v/v) Triton X-100

- Elutionspuffer | : 0,5% (v/v) Triton X-100

- Elutionspuffer II: 50 mM MOPS (pH 7,5), 0,1% (v/v) Triton X-100, 1 M NaCl
- FlieBmittel I: 50 mM MOPS (pH 7,5), 1 M NaCl, 0,5% (v/v) Triton X-100

- FlieBmittel [I: 50 mM HEPES (pH 7,5), 250 mM NaCl
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Cross-Linking-Reaktionen:

- Reaktionspuffer I.: 50 mM HEPES (pH 8,0), 100 mM NacCl, 0,007% (w/v) DDM
- Reaktionspuffer 1l: 100 mM MOPS (pH 7,0), 150 mM NacCl, 0,03% (w/v) DDM
- Reaktionspuffer Ill: 200 mM MOPS (pH 7,0), 150 mM NacCl, 0,1% (w/v) DDM

Anreicherung von Cross-Linking-Produkten:

- Waschpuffer 1IV: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0,1% DDM

- Elutionspuffer Ill: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0,1% DDM, 2,5 mM Desthiobiotin

- FlieBmittel Ill: 50 mM HEPES (pH 8,0), 100 mM NacCl, 0,007% (w/v) DDM

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

- Bio-Rad Laemmli-Probenpuffer I: 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 25% (v/v)
Glycerin, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 0,01% (w/v)
Bromphenolblau

- Bio-Rad Laemmli-Probenpuffer II: 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 25% (v/v)
Glycerin, 2% (w/v) SDS, 0,01% (w/v) Bromphenolblau

- Kolloidale Coomassie Blue silver-Farbeldsung [216]: 10% (w/v) (NH4)2SOy,
5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250, 2% (v/v) ortho-Phosphorsaure

- Fixierlésung: Fixierlosung 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure

LC/MS/MS:
- FlieRmittel A: 5% (v/v) Acetonitril, 0,1% (v/v) FA
- FlieBmittel B: 80% (v/v) Acetonitril, 0,08% (v/v) FA

Enzymatische Proteinspaltung:

- Glu-C (Promega, Staphylococcus aureus V8): 0,5 pg/ul Glu-C in 1 mM HCI
- Trypsin (Promega, porcin): 0,5 pg/ul Trypsin in 1 mM HCI

- DTT-L6sung: 10 mM DTT in 200 mM NH4HCO;

- lodacetamid-Lésung: 55 mM lodacetamid in 100 mM NH4HCO3

- Peptidextraktions-Losung: 25% (v/v) Acetonitril, 2,5% (v/v) TFA
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3.1.8 Bakterienstamme

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Resistenz  Referenz/Herkunft

MC4100 F-, [araD139]B/r, A(argF-lac)169, - [217]
A-, el4-, flnD5301, A(fruK- yeiR)
725(fruA25), relAl, rpsL150(strR),
rbsR22, A(fimB-fimE)632(::1S1),
deoC1
FM460 MC4100 A(selC) 400::Kan Kanamycin [39]

3.1.9 Proteine und Enzyme

Die Fusionsproteine FocA-Strep-tag |l und PfIB-Hisg-tag sowie die Idsliche
Proteinfraktion des E. coli-Stammes REK702 wurden am Institut flr Biologie (AG
Sawers) der Naturwissenschaftlichen Falkutat | der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg hergestellt.

FocA-Strep-tag Il (C-terminaler Strep-tag) AG Sawers
PfIB-Hise-tag (C-terminaler His-tag) AG Sawers
Lésliche Proteinfraktion des E. coli-

Stammes REK702 [12] AG Sawers
PageRuler ProteinLadder, gefarbt und ungefarbt Fermentas
Lysozym (HUhnereiweil3) Sigma, Taufkirchen

3.1.10 Nahrmedien und Zusatze fur die Bakterienkultur
Die pH-Werte der Nahrmedien wurden bei Raumtemperatur eingestellt. Alle Medien
wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 121 °C fir 20 min autoklaviert. Die
Medienzusatze KH,PO4/K,HPO,, KNOj3, Glucose, Na,SeO; Na,MoO, und
Kanamycin wurden separat sterilisiert und dem bereits autoklavierten Medium
hinzugefiigt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 1,5% (w/v) Agar-
Agar zugesetzt.
LB-Medium [218]: 1% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
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TGYEP-Medium [219]: 1% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt

nach dem Autoklavieren

hinzugegeben: 100 mM KH,PO4/K;HPO, (pH 6,5),
(autoklaviert)
100 mM KNOg3 (autoklaviert)
0,8% (w/v) Glucose (autoklaviert)

2 - 100 uM Na,SeOg (sterilfiltriert)
2 - 100 pM Na,MoO, (sterilfiltriert)

Tabelle 2: Verwendete Medienzusétze. Die Medienzuséatze wurden in MilliQ-H,O gelst.

Medienzusatz Stammkonzentration Endkonzentration
Glucose 40% (W/v) 0,8% (w/v)
K,HPO,/KH,PO, (pH 6,5) 1M 100 mM
Kaliumnitrat Y 100 mM
Kanamycin 30 mg/ml 30 pg/ml
Natriummolybdat 100 mM 2-100 pM
Natriumselenit 100 mM 2-100 uM

3.2 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der E. coli-Stamme erfolgte unter sterilen Bedingungen.

3.2.1 Herstellung von E. coli-Vorkulturen

Zur Herstellung von E. coli-Vorkulturen wurden sterile KultivierungsgefalRe genutzt.
Das Fullvolumen mit LB-Medium betrug ca. 30% des GefaRvolumens. Die Anzucht
erfolgte bei 37 °C und 125 Upm. Die Wachstumsdauer war versuchsabhangig und
betrug 8 - 15 h.

3.2.2 Analyse des Zellwachstums
Das Zellwachstum wurde anhand der optischen Dichte der E. coli-Kulturen verfolgt.

Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei einer Wellenlange von 595 nm.
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3.2.3 Stammhaltung

Die Stammbhaltung dber Kkurze Zeitrdume erfolgte durch Lagerung der
Bakterienkulturen auf Agar-LB-Platten bei 4°C. Uber langere Zeitraume wurde die
Stammbhaltung durch das Anlegen von Kryokulturen gewéhrleistet. Daftir wurden die
Zellen in LB-Medium zu einer hohen Dichte herangezogen, sedimentiert und
schlielich in LB-Medium mit 15% (v/v) Glycerin aufgenommen. Die Lagerung

erfolgte bei - 80°C in 2 ml-Kryogefalien mit Schraubdeckel.

3.2.4 Kultivierung

Die Kultivierung des E. coli-Stammes MC4100 erfolgte in einem Bioreaktor (Biostat
ED-Reaktor). Die zentrale Prozessverwaltung wurde durch das Programm MFCSwin
gesteuert. Zuerst wurden 51 Medium, bestehend aus 1% (w/v) Pepton und 0,5%
(w/v) Hefeextrakt, innerhalb des Reaktors fir 45 min bei 121°C autoklaviert. Nach
dem Abkihlen des Mediums auf Raumtemperatur erfolgte die Einstellung des pH-
Wertes auf 7,5 durch Zugabe von sterilem 1M K;HPO4/KH,PO,4. Anschliel3end wurde
das Medium mit 0,8% (w/v) Glucose, 100 puM Natriummolybdat und 100 pM
Natriumselenit erganzt. Das automatische Kontrollsystem des Reaktors erlaubte
einen kontinuierlichen und gleichm&Rigen Eintrag von molekularem Sauerstoff in das
Medium. Der Sauerstoffpartialdruck wurde auf 30% reguliert. Zellen einer 2 I-
Vorkultur wurden durch Zentrifugieren pelletiert und zur Inokulation des Bioreaktors
in 100 ml frischem Medium resuspendiert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und
einer Sauerstoffsattigung von mindestens 30%. Die automatisierte Titration des
Mediums auf pH 7,5 erfolgte durch Zugabe von 10% (v/v) Phosphorsaure oder 10%
(w/v) Kaliumhydroxid. Das bakterielle Wachstum wurde durch die kontinuierliche
Zugabe einer Nahrlésung, bestehend aus 7% (w/v) Pepton, 3,5% (w/v) Hefeextrakt,
0,8% (w/v) Glucose, 100 uM Natriummolybdat und 100 uM Natriumselenit,
unterstutzt. Nach einer Kultivierungsdauer von 22 h wurde der Sauerstoffpartialdruck
auf 0% gesenkt und 100 mM Kaliumnitrat hinzugegeben. Die Kultivierung wurde fir
weitere 2,5 h fortgesetzt, die Zellen anschlieBend durch Zentrifugieren pelletiert, in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei — 20 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

Alternativ erfolgte die Kultivierung der E. coli-Stamme MC4100 und FM460 in 5 bzw.

20 |-GefalRen bei 22 °C oder 37 °C. Diese wurden zu 75% ihres Nettovolumens mit
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TGYEP-Medium beflllt. Nach der Inokulation des Mediums mit einer 500 ml
Vorkultur des entsprechenden E. coli-Stammes wurde das Gefal3 mit Parafilm
luftdicht verschlossen. Durch leichtes Rihren mittels Magnetrihrer wurde eine
gleichmafiige Durchmischung des Mediums gewahrleistet. Die Kultivierung erfolgte
Uber einen Zeitraum von 8 - 10 h. Die Kultur wurde gegen Ende des exponentiellen
Wachstums mittels Eis-Wasserbad auf O0-4 °C abgekihlt. Die Zellen wurden

anschlielend durch Zentrifugation bei 5 000 x g fur 30 min sedimentiert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

Die Arbeitsschritte der Proteinreinigung und Herstellung des Zellwand-Subproteoms

erfolgten, insofern nicht anders vermerkt, bei 0 - 4°C.

3.3.1 Reinigung von Enzymen der formiatabhangigen Nitratatmung

Zur Reinigung von Proteinen der formiatabhangigen Nitratatmung wurden zunéchst
Zellen mit einer Feuchtmasse von 50 g in 150 ml Aufschlusspuffer resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte der Zellaufschluss mittels dreimaliger Passage durch eine
French-Press und Abtrennung nicht aufgeschlossener Zellen und Zelltrimmern durch
Zentrifugation des Zelllysates fur 30 min bei 28 000 x g. Anschlie3end wurde der
zellfreie Uberstand erneut fiir 2 h bei 40 000 Upm zentrifugiert (Beckman-Coulter,
Optima L Series; Type 45 Ti Rotor). Die sedimentierte Membranfraktion wurde in
Membranpuffer | resuspendiert und eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml
eingestellt. Die Solubilisierung der Membranproteine erfolgte durch leichtes
Schwenken bei 8°C Uber einen Zeitraum von 1 h. Alternativ wurde die Solubilisierung
mit Membranpuffer Il durchgefihrt. Unlésliche Membranbestandteile wurden durch
Zentrifugation fir 1 h bei 40 000 Upm abgetrennt. Der losliche Uberstand wurde
anschlieBend einer schrittweisen Ammoniumsulfatprazipitation unterzogen. Durch
eine langsame Zugabe von festem Ammoniumsulfat wurde eine Konzentration von
50% (w/v) eingestellt. Die Suspension wurde fur 1 h gerihrt und das entstandene
Prazipitat durch Zentrifugation fir 30 min bei 28 000 x g pelletiert. Der l6sliche
Uberstand wurde anschlieRend durch abwechselndes Prazipitieren und
Zentrifugieren fir die Herstellung von 60, 70 und 80% (w/v) Ammoniumsulfat-
enthaltenden Proteinfraktionen verwendet. Das Prazipitat der 70% Ammoniumsulfat-

enthaltenden Proteinfraktion wurde in 5 ml Waschpuffer | resuspendiert.
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Die weitere Proteinreinigung erfolgte mit Hilfe des Fllssigkeitschromatographie-
systems AKTA FPLC, (GE Healthcare). Dazu wurde die 70% Ammoniumsulfat-
enthaltende Proteinfraktion Gber eine Butylsepharose-Matrix (4,9 ml, GE Healthcare)
geleitet, die zuvor mit zehn Saulenvolumina Waschpuffer | &quilibiert wurde. Der
erste Waschschritt erfolgte mit 10 Saulenvolumina Waschpuffer I. Fur die Elution
weiterer Kontaminanten wurde die Ammoniumsulfatkonzentration durch die
Erh6éhung der Konzentration des Waschpuffers 1l von 0% auf 100% innerhalb von
zehn Saulenvolumina auf 0 M abgesenkt. Anschlie3end erfolgte die Elution der
Zielproteine mit Elutionspuffer I. Fraktionen, in denen eine Fdh-Aktivitat
nachgewiesen werden konnte, wurden vereint und mittels Amicon-
Zentrifugationsfiltereinheiten auf 2 ml konzentriert  (Ausschlussgrenze  fir
Molekulargewichte >30 kDa), wobei simultan ein Pufferaustausch zu Flie@mittel |
durchgefihrt wurde. Die weitere Reinigung erfolgte mittels
GroRRenausschlusschromatographie. Hierfir wurde zunachst eine Sephacryl S500-
Saule (320 ml, GE Healthcare) mit mindestens zwei Saulenvolumina FlieBmittel |
aquilibriert. Die Proteinldsung wurde injiziert und bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
aufgetrennt. Elutionsfraktionen mit detektierbarer Fdh-Aktivitat wurden vereint und
mittels Amicon-Zentrifugationsfiltereinheiten (Ausschlussgrenze fir Molekular-
gewichte >30 kDa) gegen Waschpuffer Il umgepuffert. Fir die weitere Reinigung der
Zielproteine wurde eine starke Anionenaustauschchromatographie (MonoQ 5/50 GL-
Séaule, Amersham Biosciences) durchgefuhrt. Die Saule wurde zunachst mit zwei
Volumina Waschpuffer 11l aquilibriert. Nach der Beladung der S&ule mit der
Proteinlésung erfolgte ein Waschschritt mit 10 Saulenvolumina Waschpuffer Ill. Die
Zielproteine wurden anschlieBend durch eine Erhéhung der Konzentration des
Elutionspuffers Il von 0 auf 100% innerhalb von 10 S&ulenvolumina eluiert.

Die qualitative Beurteilung der Proteinreinigung erfolgte mittels SDS-PAGE. Fdh-
enthaltende Fraktionen wurden konzentriert, in flissigem Stickstoff eingefroren und

bis zur weiteren Verwendung bei - 20°C gelagert.
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3.3.2 Herstellung eines Zellwand-Subproteoms

Zur Herstellung eines Zellwand-Subproteoms wurden Zellen aus einer 15 I-Kultur des
E. coli-Stammes MC4100 durch Zentrifugation bei 5 000 x g fir 30 min sedimentiert.
Das gewonnene Zellpellet wurde in 800 ml 50 mM HEPES (pH 8,0) resuspendiert
und durch Zentrifugation bei 5000 x g fur 30 min pelletiert. Dieser Waschschritt
wurde dreimal wiederholt. Anschlie3end wurde das Pellet in 140 ml 50 mM HEPES
(pH 8,0), 20% (w/v) Saccharose aufgenommen und 70 ml 0,1% (w/v) Lysozym in
100 mM EDTA hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die
Sphéroplasten durch Zentrifugation bei 13 000 x g fur 20 min sedimentiert. Der
gewonnene Uberstand wurde dekantiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei - 20°C gelagert.

Zur Verringerung der Komplexitat des Zellwand-Subproteoms wurde eine
GroRRenausschlusschromatographie durchgefuhrt. Dazu wurde zunéchst eine
Superdex S75 16/600 GL-Saule (GE Healthcare) mit zwei Sdulenvolumina
FlieBmittel 11 NaCl aquilibriert. AnschlieBend wurde die Proteinfraktion (190 mg
Protein) des Zellwand-Subproteoms injiziert und bei einer Flussrate von 0,75 ml/ml
aufgetrennt. Unterfraktionen wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei - 20°C gelagert.

3.3.3 2,6-Dichlorphenolindophenol (DCPIP)-Enzymaktivitatstest

Die Identifizierung Fdh-enthaltender Fraktionen erfolgte durch die formiatabhangige
Reduktion von DCPIP in Anwesenheit von PMS bei 37°C [36]. Die Nachweisreaktion
wurde durch die Zugabe von 5 — 50 pl Proteinlosung zum Reaktionsansatz (50 mM
MOPS (pH 7,5), 80 mM Natriumformiat, 260 uM PMS, 120 uM DCPIP) initiiert.
Proteinfraktionen mit Fdh-Aktivitdt wurden durch einen Farbumschlag des DCPIPs

von blau nach gelb detektiert.

3.3.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Standardreihe von 0 — 1 mg/mi
bovinem Serum Albumin (BSA) in entsprechendem Puffer der zu bestimmenden
Proteinfraktion hergestellt. Der Reaktionsansatz fur die Messung bestand aus 980 ul

Bradford-Reagenz und 20 pul Proteinlésung. Die Messung der Absorption erfolgte bei
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595 nm. Mit der aus der Standardreihe resultierenden linearen Kalibriergerade wurde

die Proteinkonzentration der Proben berechnet.

3.3.5 Chemisches Cross-Linking

Die Cross-Linker-Stammlosungen wurden unmittelbar vor Beginn der Cross-Linking-
Reaktion durch Losen in DMSO hergestellt. In allen Cross-Linking-Experimenten
erfolgte der Pufferaustausch oder die Abtrennung von utberschissigem Cross-Linker
mittels Amicon Ultra-Zentrifugationsfiltereinheiten (Ausschlussgrenze fur Molekular-
gewichte >10 kDa).

3.3.5.1 SDAD-Cross-Linking fur die Identifzierung der Bindungspartner von
Fdh-N und Fdh-O

Eine Proteinfraktion co-gereinigter Fdh-N und Fdh-O (siehe 3.3.1) wurde mit
Reaktionspuffer | auf eine Proteinkonzentration von 35,7 uM verdinnt. SDAD wurde
in DMSO gelost und dem Reaktionsansatz in einem 140-fachen molaren Uberschuss
gegenuber den Fdhs hinzugefigt. Die Modifikation der Fdhs mit der aminreaktiven
Gruppe von SDAD erfolgte fur 2 h auf Eis unter Ausschluss von Licht. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von NH4HCO;3; in einer Endkonzentration von 50 mM
abgestoppt. Anschlie3end erfolgte die Abtrennung von tberschissigem Cross-Linker
durch einen dreimaligen Pufferaustausch mit Reaktionspuffer I. Im nachsten Schritt
erfolgte das Umpuffern einer durch GréRenausschlusschromatographie hergestellten
Unterfraktion des Zellwand-Subproteoms (siehe 3.3.2) gegen Reaktionspuffer I.
Diese wurde anschlieBend in einem fiinffachen molaren Uberschuss (178,5 puM)
gegeniber den Fdhs zum Reaktionsansatz hinzugefugt. Anschlie3end wurde die
Quervernetzung zwischen den Fdhs und Interaktionspartnern durch UV-A-

Bestrahlung (Amax = 365 nm, Strahlungsleistung = 8.000 mJ/cm?) induziert.

3.3.5.2 SDAD-Cross-Linking fir die Identifizierung der Bindungspartner von
FocA

Gereinigtes FocA-Strep-tag llI-Fusionsprotein wurde mit Reaktionspuffer Il auf eine

Konzentration von 10 puM verdtnnt. AnschlieBend wurde SDAD in DMSO gel6st und

dem Reaktionsansatz in einem 50-fachen molaren Uberschuss gegeniiber FocA
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hinzugefligt. Die Modifikation von FocA mit der aminreaktiven Gruppe von SDAD
erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von NH4HCO3; in einer Endkonzentration von 50 mM abgestoppt.
Anschlielend wurde ein Pufferaustausch zur Abtrennung von Uberschissigem
Cross-Linker mit Reaktionspuffer Il durchgefuhrt. Eine losliche Proteinfraktion des
E. coli-Stammes REK702 wurde dem Reaktionsansatz in einer End-
proteinkonzentration von 100 uM hinzugeftigt. Das Cross-Linking zwischen FocA und
seinen Bindungspartnern wurde durch UV-A-Bestrahlung (Amax =365 nm,

Strahlungsleistung = 8.000 mJ/cm?) induziert.

3.3.5.3 BS?G-Cross-Linking fiir die Strukturanalyse des FocA-PfIB-Komplexes
Fur das Cross-Linking zwischen FocA und PflIB erfolgte zunachst ein
Pufferaustausch der Proteinfraktionen von FocA und PfIB mit Reaktionspuffer Ill. Die
Interaktionspartner wurden in Endkonzentrationen von 20 uM (FocA-Pentamer) und
13,1 uM (PflB-Dimer) eingesetzt. BS?’G wurde in DMSO gelést und dem
Reaktionsansatz in einer Endkonzentration von 25 mM hinzugefligt. Die Cross-
Linking-Reaktion erfolgte tUber einen Zeitraum von 30 min bei Raumtemperatur. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von NH4HCO3 in einer Endkonzentration von 50 mM
abgestoppt.

3.3.6  Anreicherung von Cross-Linking-Produkten

3.3.6.1 Reinigung von FocA/Protein-Komplexen

FocA/Protein-Komplexe  wurden  mittels  Streptactin-Affinitatschromatographie
gereinigt. Dazu wurde eine Gravitationsflusssaule mit 1 ml Streptactin-Sepharose
befillt. Nach Aquilibrierung der Matrix mit finf Saulenvolumina Waschpuffer IV wurde
der Cross-Linking-Ansatz aufgetragen und mit 15 S&ulenvolumina Waschpuffer 1V
gewaschen. Die gereinigten FocA/Protein-Komplexe wurden mit Elutionspuffer Il in

sechs Fraktionen a 0,5 ml eluiert.
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3.3.6.2 Anreicherung von Fdh/Protein-Komplexen

Die Anreicherung von Fdh/Protein-Komplexen erfolgte mittels Gréf3enausschluss-
chromatographie. Dazu wurde eine Superdex 200 16/300-Saule (GE Healthcare)
verwendet, die zunachst mit zwei Saulenvolumina FlieBmittel 11l &quilibriert wurde.
Anschlielend wurden 100 pl des Cross-Linking-Ansatzes (Proteinkonzentration
110 uM) auf die Séaule geladen. Die Trennung der Proteine entsprechend ihrer

hydrodynamischen Radien erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min.

3.4 Bioanalytische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die  Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels  SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese [220] in einer vertikalen Elektrophorese-Apparatur. Die
Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die einzelnen Bestandteile
des Trenngels wurden gemischt und zwischen zwei Glasplatten gegossen. Nach
Polymerisation des Trenngels und der Entfernung des Isopopanols wurde das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Vor der Elektrophorese wurden die
Proteinproben 1 : 1 (v/v) mit BioRad Laemmli-Probenpuffer | (mit 3-Mercaptoethanol)
oder Il (ohne R-Mercaptoethanol) versetzt und fir 3 min bei 98°C inkubiert. Von den
Probenlésungen wurden 5 bis 15 pl Probe pro Geltasche aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA in Rotiphorese
SDS-Laufpuffer, bis die Bromphenolblau-Lauffront das untere Ende des Gels erreicht
hatte.

Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgte eine Coomassie Blue Silver-Farbung
[216]. Dazu wurden die Gele fur 1 h in Fixierlosung geschwenkt, danach mit Wasser
gespilt und Uber Nacht in Coomassie Blue Silver-Farbelésung inkubiert. Die
Hintergrundfarbung wurde durch anschlieBendes Waschen in Wasser entfernt. Die
Dokumentation der Gele erfolgte mithilfe des Gel Doc XR-Systems (Bio-Rad).
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Bestandteil Trenngel Sammelgel
12% 10% 5%
40% (w/v) Acrylamid/
Bisacrylamid-Losung 3000 pl 2500 pl 650 pl
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2500 pl 2500 pl —
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 — — 1250 pl
MilliQ-H,O 4340 pl 4840 pl 3000 pl
10% (v/v) SDS 100 pl 100 pl 50 pl
10% (v/v) APS 50 pl 50 ul 25 pl
TEMED 10 ul 10 ul 10

3.4.2 Enzymatische Proteinspaltung
Zur Vermeidung von Keratineintrag wurden die folgenden Schritte der enzymatischen
Proteinspaltung unter Verwendung von Handschuhen und Armelschonern unter einer

Sicherheitswerkbank (Vertical Laminar Airflow Polaris, Steril) durchgefuhrt.

3.4.2.1 In-Gel-Proteinspaltung

Fur die In-Gel-Proteinspaltung wurden die entsprechenden Proteinbanden mit einem
Skalpell aus dem geféarbten Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in Warfel mit einer
Kantenlange von ca. 1 mm zerkleinert. Diese wurden in 1,5 ml-Reaktionsgefal3e
Uberfihrt und fr 10 min unter Schuitteln in 500 ul ACN gewaschen. Nach Entfernung
des ACN erfolgte die Reduktion von Thiolgruppen durch Zugabe von 50 pl einer
10 mM DTT-L6sung. Dieser Reaktionsansatz wurde unter schutteln fir 30 min bei
56°C inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit ACN. Anschliel3end erfolgte
die Carbamidomethylierung der reduzierten Thiolgruppen durch Zugabe von 50 ul
einer 55 mM lodacetamid-L6sung und 20-minttiger Inkubation unter Lichtausschluss.
Im Anschluss wurden die Gelsticke durch Zugabe von 100 pl eines 1:1 (v/v)-
Gemischs aus Acetonitril und 100 mM NH4HCO:s vollstandig entfarbt. Vor und nach
diesem Schritt wurde erneut, wie oben beschrieben, mit ACN gewaschen. Zur
Proteinspaltung wurden zunachst 2 pl-Enzym-Aliquote mit 100 mM NH4HCO3 auf
80 ul aufgeflllt. In Abhéngigkeit von der Menge der Gelstiicke wurden jeweils 20 - 40
Ml Trypsin-Lésung bzw. Trypsin- und GluC-LAésung hinzugegeben. Fir die Proteolyse

mit Trypsin wurden die Gelstiicke zunachst fur 2h bei 4°C und anschliel3end tber
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Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Proteolyse mit einer Kombination aus Trypsin und GIluC
wurden die Gelstiicke zunachst fur 3 h bei 4 °C mit GluC inkubiert. Danach wurde
Trypsin hinzugegeben und fir eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert. Die
proteolytische Spaltung erfolgte schlief3lich tber Nacht bei 37°C.

Zur Extraktion der Peptide aus den Gelsticken erfolgte die Zugabe von
Peptidextraktions-Losung, deren Volumen dem zweifachen Volumen des Reaktions-
ansatzes entsprach. Nach 10-miniitigem Schitteln bei 37°C wurden die Uberstande
in neue 1,5 ml-ReaktionsgefalRe uberfiihrt. Die Extraktion wurde anschlieend
wiederholt. Vor der massenspektrometrischen Analyse (LC/MS/MS) wurden die
vereinten Uberstande im Vakuumkonzentrator auf ein Drittel des Ausgangsvolumens

eingeengt.

3.4.2.2 In-L6ésungs-Proteinspaltung

Zunachst erfolgte die Préazipitation der Proteinfraktionen durch Zugabe eines
funffachen Uberschusses an eiskaltem Aceton und einer Inkubation tber Nacht
bei - 20°C. Die ausgeféllten Proteine wurden anschlieRend durch Zentrifugation bei
16 000 x g und 0°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Proteinpellet
im Vakuumkonzentrator getrocknet. Die Proteine wurden in 25 pul 8 M Harnstoff, 400
mM NH4HCO3 resuspendiert und fir 20 min im Ultraschallbad inkubiert. Nach der
Verdinnung des Ansatzes durch Zugabe von 170 pl MilliQ-H,O wurde dieser erneut
fur 5 min im Ultraschallbad inkubiert. Die Proteolyse erfolgte durch Zugabe von
Trypsin-Losung bzw. Trypsin- und Glu-C-Ldsung. Je nach Proteinmenge wurde ein
Enzym/Protein-Verhéaltnis von 1:50 - 1:70 (w/w) eingesetzt. Fur die Proteolyse mit
Trypsin wurde der Ansatz nach der Zugabe des Enzyms Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Fur die Proteolyse mit einer Kombination aus Trypsin und GluC wurde die
Probe zunéchst fur 6 h mit GluC bei Raumtemperatur inkubiert, woran sich die
Zugabe von Trypsin und eine weitere Inkubation Gber Nacht bei 37°C anschloss.
Abschliel3end wurden die Proben durch Zugabe von 1% (v/v) TFA auf einen stark

sauren pH-Wert gebracht.
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3.4.3 Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie

Die Analyse von Proben erfolgte Gber ein Nano-HPLC-System (Ultimate), das online
Uber eine Nano-ESl-lonisationsquelle (Proxeon) an das LTQ-Orbitrap XL-
Hybridmassenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) gekoppelt wurde. Peptid-
mischungen wurden mittels Autosampler aufgenommen und in Gegenwart von 0,1%
(v/v) TFA mit einer Flussrate von 20 ul/min auf die Vorsaule (Acclaim PepMap, C18,
300 um x 5 mm, 5um, 100 A, LC Packings) geleitet und liber einen Zeitraum von
15 min gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Trennung der Peptide Uber eine
Trennséaule (Acclaim PepMap C18, 75 um x 250 mm, 3 um, 100A, LC Packings), die
zuvor mit FlielBmittel A aquilibriert wurde. Die Trennung erfolgte mit einer Flussrate
von 300 nl/min, wobei die Saulentemperatur auf 30°C reguliert wurde. Fur die Elution
wurde in einem 90-mindtigen bzw. 180-mindtigen Gradienten die Konzentration des
Flielmittels B von 0% auf 40% erhdht.

Die Erfassung von MS- und MS/MS-Daten erfolgte Uber den gesamten Zeitraum der
Elution. Hierfur wurden zunachst hochaufgeltste Massenspektren (R = 60000 bei
m/z 400) im Orbitrap-Analysator Uber einen m/z-Bereich von 300 -
2000 aufgenommen. Datenabhangig wurden die funf intensivsten Signale
nacheinander in der LTQ mit einem Massenfenster von Am/z = 2,5 isoliert und
mittels CID fragmentiert. Dabei wurden nur lonen isoliert, die mindestens zweifach
geladen waren und eine minimale Signalintensitdt von 500 Counts aufwiesen. Die
relative Kollisionsenergie wurde auf 35% reguliert. Die gebildeten Fragmentionen
wurden aufgrund der hoheren Sensitivitat in der LTQ detektiert. Die analysierten
Vorlauferionen wurden anschlieRend fir 180 s von einer erneuten Fragmentierung
ausgeschlossen (dynamic exclusion). Die Datenaufnahme wurde mittels XCalibur
2.07 und DCMS link 2.0 kontrolliert.

3.4.4 Auswertung der MS- und MS/MS-Daten

Die Auswertung von massenspektrometrischen Rohdaten (RAW-Dateien) erfolgte mit
Hilfe der Software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific). Zur
Identifizierung von Proteinen wurde ein Abgleich der MS- und MS/MS-Daten mit der
UniProtKB/SwissProt-Datenbank [221] unter Verwendung der Suchmaschine Mascot
2.2.06 durchgefuhrt [214].
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Die Identifizierung von Cross-Linking-Produkten erfolgte mit Hilfe der hauseigenen
Software StavroX 2.0.6 [208]. Dazu wurden die massenspektrometrischen Rohdaten
zunachst mittels der Software Proteome Discoverer 1.3 in StavroX-kompatible MGF
(Mascot generic format)-Dateien umgewandelt. Neben MGF-Dateien benétigt
StavroX die Primarstrukturen der kovalent verknupften Proteine fur die Erstellung
einer Massenliste theoretisch verknlpfter Peptide. Hierfir wurden die
Aminosauresequenzen im  FASTA-Dateiformat  bereitgestellt. =~ Carbamido-
methylierungen von Thiol-Seitenketten wurden als statische, Oxidationen von
Methioninen als dynamische Modifikationen angenommen. Bei der Verwendung der
Proteasen Trypsin und GIuC wurden die Schnittstellen C-terminal von Lysin, Arginin,
Glutamat und Aspartat in Betracht gezogen. Fir jede mogliche Spaltstelle innerhalb
eines Peptids wurden maximal zwei Uberlesene Schnittstellen zugelassen. Es
erfolgte ein automatischer Abgleich der theoretischen mit den experimentell
ermittelten MS- und MS/MS-Daten durch StavroX. Hierfur wurde die Massentoleranz
fur Vorlauferionen auf maximal 10 ppm begrenzt. Fir die Zuordnung der
Fragmentionen wurde eine Massentoleranz von 0,8 Da zugelassen. Potentielle
Cross-Linking-Produkte wurden anschlielRend manuell bewertet.

Zur Quantifizierung von identifizierten Peptiden und Proteinen wurden zugehoérige

Fragmentionenspektren (peptide spectral matches) ausgezahlt (spectral counting).

3.5 Bioinformatische Methoden

Die bioinformatische Erstellung des FocA/PflIB-Komplexes erfolgte mit Hilfe des
Software-Pakets Rosetta [222] auf Basis des Betriebssystems Linux Redhat. Die
Kristallstrukturen von FocA aus E. coli (PDB-Eintrag: 3KCU), FocA aus V. cholerae
(PDB-Eintrag: 3KLY) und PfIB aus E. coli (PDB-Eintrag: 1H17) wurden der
Proteindatenbank [223, 224] entnommen.

3.5.1 Modellierung eines N-terminalen Bereichs von FocA mittels
RosettaScripts

Die Strukturvorhersage des N-Terminus von FocA aus E. coli erfolgte mit Hilfe von

RosettaScripts [225]. Hierfir wurde die Modellierung des N-terminalen Bereichs

(Aminosauren 1-32) der a-Untereinheit innerhalb des FocA-Pentamers

vorgenommen.
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Zunachst erfolgte die Beschrankung des N-terminal méglichen Faltungsraumes
durch die Rekonstruktion fehlender Bereiche (Abbildung A 1) der unvollstandigen
Kristallstruktur von FocA aus E. coli. Fur die Ergdnzung der fehlenden Struktur der Q-
Schleife (Aminoséuren 102 - 110) der y-Untereinheit wurden die Atomkoordinaten
dieses Bereichs von der a-Untereinheit tbernommen. Dazu wurden zunéchst beide
Untereinheiten mittels Pymol Ubereinander gelegt und anschlielend die
Atomkoordinaten fur die Aminosauren 102 — 110 der a-Untereinheit in die PDB-Datei
der y-Untereinheit Ubertragen. Die gleiche Vorgehensweise erfolgte fir die
Rekonstruktion des fehlenden C-terminalen Bereichs (Aminosauren 281 — 285) der
a-Untereinheit. Als strukturelle Vorlage wurden hierfir die C-terminalen
Atomkoordinaten der a-Untereinheit von FocA aus V. cholerae verwendet.

Fur die Erstellung einer weiteren Beschrankung des N-terminal mdglichen
Faltungsraumes wurde die Voraussage der Membrantopologie von FocA durch die
Erstellung einer Span-Datei (Abbildung A 2) durchgefiihrt. Dies erfolgte mit Hilfe der
Anwendung octopus2span.pl [226]. AnschlieRend wurde eine Fragment-Bibliothek
Uber die Anwendungen runsam.py, clean_up_sam_rdb.src und make_fragments.pi
generiert.

Die Modellierung der N-terminalen Region wurde unter Verwendung von
rosetta_scriptsdefault.linuxgccrelease (zugehorige Flag- und XML-Dateien siehe
Abbildung A 3 und Abbildung A 4) durchgefuhrt. Hierbei erfolgte die zusatzliche
Beschrankung des Faltungsraumes des N-terminalen Bereichs der a-Untereinheit
durch die gleichzeitige Modellierung des angrenzenden C-terminalen Bereichs

(Aminosauren 279 — 285) der g-Untereinheit.

3.5.2 Clusteranalyse der N-terminal modellierten Region von FocA

Zur Beurteilung der erhaltenen Konformationen fir die N-terminal modellierten
Aminosauren 1 — 32 der a-Untereinheit erfolgte eine Clusteranalyse mit Hilfe des
Rosetta-Algorithmus. Zunachst wurden 5% der Modelle ausgewahlt, welche die
niedrigsten Energiewerte fir die N-terminale Region (Aminosauren 1 - 32) aufwiesen.
Die energetische Beurteilung der N-terminalen Region erfolgte durch die Anwendung
score_by specific_residue.py. Eine zuvor erstellte Liste definierte die zu
bewertenden Aminosauren 1-32 der a-Untereinheit. AnschlieBend wurde die

Clusteranalyse mit Hilfe der Anwendung cluster.default.linuxgccrelease (zugehdorige
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Flag-Datei siehe Abbildung A 5) mit einem Clusterradius von 1,5 A RMSD (Cq - Cq.

Distanzen) durchgefihrt, wobei die strukturelle Gruppierung auf die Aminosauren

10 - 285 der a-Untereinheit beschrankt wurde.

3.5.3 Rekonstruktion der FocA-Pentamere

Die Rekonstruktion vollstandiger FocA-Pentamere erfolgte durch die Anwendung
make_FocA_pentamer.py (siehe Abbildung A 6). Dabei wurden die Aminosauren
10 - 285 N-terminal modellierter a-Untereinheiten ausgewahlt und durch zuféllige
Rekombination zu FocA-Pentameren assembliert. Die rekonstruierten FocA-
Pentamere wurden anschlieRend durch die Anwendung
rosetta_scripts.default.linuxgccrelease energetisch minimiert [227] (zugehdrige XML-
Datei und Flag-Dateien siehe Abbildung A 7 und Abbildung A 8 ). Eine zuvor erstellte
Span-Datei (Abbildung A 9) definierte die Transmembranbereiche von FocA.

3.5.4 Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes

Zur Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes erfolgte zunéchst die Relaxierung der
Kristallstruktur von PfIB aus E. coli. Das anschlieRende Docking von FocA mit PflB
erfolgte durch RossettaDock [228]. Hierflir wurden zunachst beide Strukturen mittels
Pymol neu orientiert. PfIB wurde in einem Abstand, welcher seiner halben Lange
entsprach, der cytoplasmatischen Seite von FocA gegentibergestellt. Die Erstellung
der FocA/PfIB-Modelle erfolgte Uber die Anwendung rosetta scripts.de-
fault.linuxgccrelease (zugehdrige XML- und Flag-Datei siehe Abbildung A 10 und
Abbildung A 11).

Zur Darstellung des FocA/PfIB-Modells, das die native Konformation reprasentiert,
erfolgte zunachst die strukturelle Gruppierung mittels BCL::Cluster [229]. Hiervon
wurden 10% der energetisch ungulnstigsten FocA/PfIB-Kompexe ausgeschlossen.
Die verbleibenden FocA/PflIB-Modelle wurden entsprechend ihrer Interaktionsflachen-
energien sortiert. Ungefahr 1% der Modelle, welche tber die energetisch glinstigsten
Interaktionsflachen verfligten, wurden fur die strukturelle Gruppierung durch
BCL::Cluster ausgewahlt.

Fur die Clusteranalyse wurde ein Algorithmus gewahlt, welcher die durchschnittliche
Distanz des Proteinriickgrats (Ca-Ca-Distanzen) aller Modelle von benachbarten

Clustern berechnet (average pair-wise distance). Eine Liste der durchschnittlichen
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paarweisen  Distanzen wurde zundchst mit Hilfe der Anwendung
docking_minimal_rmds_calculator_parallel.py (Abbildung A 12) erstellt. Die
anschlieBende Clusteranalyse erfolgte zunachst durch die Auswertung der
Clusterumfange. Hierfir wurden die erhaltenen Cluster durch die Erstellung eines
Dendrogramms mit Hilfe der Anwendungen bcl _executable.exe visualisiert.
Anschliel3end erfolgte die Auswertung der Clusterumfange innerhalb Pymols.

Um das Modell des FocA/PfIB-Komplexes zu finden, das die native Konformation am
besten reprasentiert, erfolgte der Vergleich der Interaktionsflachenenergie von
Gruppen, welche einen durchschnittlichen paarweisen RMSD-Wert von 11 A
aufweisen. Die Darstellung der der Interaktionsflachenenergien von Modellen
einzelner Cluster erfolgte mit Hilfe der Anwendung output_cluster_energies.py
(Abbildung A 13).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung des unspezifischen Seleneinbaus in Enzyme der

formiatabhangigen Nitratatmung

4.1.1 Reinigung der Selenoenzyme Fdh-O und Fdh-N

Die Produktion und Isolierung der nativen Formiatdehydrogenasen Fdh-N und
Fdh-O erfolgte aus dem E. coli-Wildtypstamm MC4100. Die Kultivierung der Zellen
wurde unter anaeroben Wachstumsbedingungen in TGYEP-Medium [219]
durchgefihrt, welches durch den enthaltenen Phosphatpuffer einen stabilen pH-Wert
gewahrleistet. FUr die Untersuchung des unspezifischen Seleneinbaus wurden die
Zellen bei einer Konzentration von 2 pM oder 100 uM Natriumselenit kultiviert, was
einem 500-fachen bzw. 10-fachen molaren Uberschuss an Cystein (1 mM) [230]
gegenuber Natriumselenit entsprach. Beide Konzentrationen erlaubten die
Beurteilung der Auswirkungen eines relativen Uberangebotes von Selenit gegeniiber
Cystein fur den spezifischen und unspezifischen Seleneinbau in die Enzyme Fdh-O
und Fdh-N.

Die Reinigung der Fdhs aus den mit 2 uM und 100 pM Natriumselenit kultivierten
Zellen erfolgte nach identischen Protokollen, wobei die Zellen kurz vor dem Ende der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet wurden. Nach dem Zellaufschluss mit Hilfe
eines Hochdruckhomogenisators wurden Zelltrimmer durch Zentrifugation
abgetrennt. AnschlieRend wurden die Membranfraktionen durch Ultrazentrifugation
gewonnen. Die Membranproteine wurden solubilisiert und einer schrittweisen
Ammoniumsulfatprazipitation unterzogen. Die durch Zugabe von 70% (w/v)
Ammoniumsulfat erhaltene Proteinfraktion wurde in drei aufeinanderfolgenden
chromatographischen  Schritten, bestehend aus hydrophober Interaktions-
chromatographie, GrolRenausschlusschromatographie und starker  Anionen-
austauschchromatographie, gereinigt.

Fur die qualitative Kontrolle der Proteinreinigung wurde eine SDS-PAGE-Analyse
durchgeftihrt (Abbildung 15). Aus dem erhaltenen Gel wurden ausgewahlte
Proteinbanden (Abbildung 15, I - VIII) ausgeschnitten und mit Trypsin proteolytisch
gespalten. Danach erfolgte die Analyse der Peptidgemische mittels Nano-

HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS (Tabelle 4). Die Untersuchung
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Abbildung 15: SDS-PAGE-Analyse des letzten Reinigungsschrittes mittels Anionenaustausch-
chromatographie (MonoQ 5/50 GL-S&ule). Die Farbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler Coomassie-
Brillantblau-Lésung. (A) Proteinreinigung aus mit 2 uM Natriumselenit Kultivierten MC4100-Zellen. Die
Auftrennung der Proteine wurde in einem 12%-igen Trenngel durchgefiihrt. Spur M: Proteinmarker (PageRuler
Prestained Protein Ladder); Spur L: Proteinlésung vor der Reinigung; Spur F: Durchlauffraktion; Spuren 1 —5:
Elutionsfraktionen. (B) Proteinreinigung aus mit 100 pM Natriumselenit kultivierten MC4100-Zellen. Die
Auftrennung der Proteine wurde in einem 8%-igen Trenngel durchgefiihrt. Spur M: Proteinmarker (PageRuler
Unstained Protein Ladder); Spur L1: Proteinlésung vor  der Proteinreinigung durch
GroRenausschlusschromatographie (Sephacryl S500-Saule); Spur L2: Proteinldsung vor der Proteinreinigung
mittels Anionenaustauschchromatographie; Spuren 1 — 4: Elutionsfraktionen. Die Ergebnisse der MS-Analyse der
Gelbanden | -VIII sind in Tabelle 4 dargestellt.

fuhrte zur ldentifizierung der drei Untereinheiten (G, H und 1) der gemeinsam
gereinigten Isoenzyme Fdh-O und Fdh-N. Die jeweiligen Untereinheiten wurden mit
einer ahnlichen Sequenzabdeckung identifiziert. Die Bestéatigung der katalytischen
Untereinheiten erfolgte mit absoluten Sequenzabdeckungen von 70% (FdoG) bzw.
77% (FdnG), der elektronenibertragenden Untereinheiten mit 50% (FdnH) bzw. 60%
(FdoH) und der integralen Membranuntereinheiten mit 18% (Fdol bzw. Fdnl). Die
vergleichsweise geringe Sequenzabdeckung von Fdol und Fdnl st in
Ubereinstimmung mit deren schwacher Anfarbung im SDS-Polyacrylamidgel
(Abbildung 15, Gelbanden 11l und 1V) und kdnnte in den hydrophoben Eigenschaften
dieser integralen Membranproteine [32, 36] sowie dem Vorliegen nur weniger
Spaltstellen fur Trypsin und GluC begrindet liegen. Die Abundanz der Proteine
wurde durch spectral counting abgeschatzt. Die erhaltenen peptide spectral matches
(PSMs) fir identifizierte Peptide der Unterheiten von Fdh-O und Fdh-N (Tabelle 4)
aus den mit 2 uM und 100 pM Natriumselenit kultivierten Zellen deuten auf eine
deutlich variierende Produktion beider Enzyme in E. coli wéhrend der Nitratatmung

hin.
51



Ergebnisse

Tabelle 4: Massenspektrometrische Analyse der Proteinreinigung. Untersucht wurde der Reinigungsschritt
der Fdhs mittels Anionenaustauschchromatographie (Abbildung 15). Die Proteinidentifizierung erfolgte durch In-
Gel-Proteinspaltung der Banden | — VIII und anschlieRender Analyse der Peptide mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-
LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS. Die Proteinbanden | — V stammen von der Proteinreinigung aus mit 2 uM
Natriumselenit, die Proteinbanden VI — VIII von der Proteinreinigung aus mit 100 uM Natriumselenit kultivierten
MC4100-Zellen.

Gelbande Protein UniProtKB- Identifizierte Peptide spectral Sequenz- Mascot
Eintrag Peptide matches (PSMs) abdeckung [%] Score

| FdnG P24183 64 428 75 9352
FdoG P32176 52 279 66 6298

Il FdnH POAAJ3 18 95 45 1179
FdoH POAAJS 15 58 44 521

] Fdnl POAEK7 2 19 15 55
v Fdol POAELO 3 6 12 173
\Y, NarG P09152 73 382 60 7963
Vi FdoG P32176 48 110 48 2727
FdnG P24183 28 40 31 836

Vil FdoG P32176 44 133 48 3045
FdnG P24183 21 32 23 781

Vil FdoH POAAJS 19 83 57 794
FdnH POAAJ3 8 13 26 235

OmpA POA910 11 15 34 431

Weiterhin erfolgte durch die Anionenaustauschchromatographie die vollstandige
Reinigung und Abtrennung der Nitratreduktase A von den Fdhs. Die Proteinreinigung
aus den mit 100 uM Natriumselenit kultivierten Zellen zeigte die Anwesenheit von
Kontaminanten, wobei u. a. das in E. coli hochabundant auftretende Protein OmpA

identifiziert wurde.

4.1.2 Identifizierung von Selen-haltigen Peptiden aus Fdh-O und Fdh-N

Nach der Identifizierung der gereinigten Proteine sollten die Auswirkungen eines
Uberangebotes von Selen wahrend des Zellwachstums auf dessen unspezifischen
Einbau in die Enzyme der formiatabhangigen Nitratatmung untersucht werden. Im
Fokus lag die Untersuchung der Selenocystein-enthaltenden Enzyme Fdh-O und
Fdh-N.

Die katalytischen Untereinheiten von Fdh-O und Fdh-N beinhalten jeweils ein
Selenocystein an Position 196 und 15 bzw. 14 Cysteine [38, 41]. Der Einbau des
Selenocysteins U196 wird durch die tRNAS®® vermittelt [65]. Die Identifizierung des
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spezifisch eingebauten Selenocysteins diente als Kontrolle fur die MS-Analysen und
ermdglichte die Nutzung beider Isoenzyme als geeignete Systeme fir die
Untersuchung des unspezifischen Seleneinbaus.

Zunachst wurde untersucht, ob ein Uberangebot von Selen in einem unspezifischen
Einbau von Selenocystein oder Selenomethionin in die Fdhs resultiert. Dabei konnte
kein Einbau von Selenomethionin detektiert werden, was frilhere Vermutungen
bestétigt, dass ein unspezifischer Seleneinbau hauptsachlich in Form von
Selenocystein stattfindet [64, 70, 71].

Die Untersuchung von Selenocystein-enthaltenden Peptiden wird durch dessen
Umwandlung zu Dehydroalanin wahrend der Probenaufarbeitung erschwert, womit
ein Massenverlust von 82 u verbunden ist (Abbildung 12) [131]. Fur die
Identifizierung Selenocystein-haltiger Peptide wurden zwei verschiedene analytische
Ansatze etabliert. Zum einen wurden isolierte Proteine aus mit 2 uM Natriumselenit
kultivierten Zellen reduziert und alkyliert, was zur Carbamidomethylierung aller
zuganglichen Cysteine und Selenocysteine und einer Massenzunahme von 57 u
fuhrte. Zum anderen wurden isolierte Proteine aus mit 100 uM Natriumselenit
kultivierten Zellen fur die Etablierung einer alternativen Identifizierungsstrategie von
Selenocysteinen nicht reduziert und alkyliert. Dies fuhrte zur ausschlie3lichen
Identifizierung von Dehydroalaninen, anhand derer auf die Anwesenheit von
Selenocysteinen in Peptiden geschlossen werden konnte.

Entsprechende MS- und MS/MS-Daten belegen die eindeutige Identifizierung von
carbamidomethylierten Selenocysteinen und korrespondierenden Dehydroalaninen
fur bestimmte Positionen in den untersuchten Peptiden der Fdh-N und Fdh-O.
Abbildung 16A zeigt die Identifizierung eines selenocysteinenthaltenden Peptids der
FdoG mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS-Analyse. Das Signal bei m/z
993,428 zeigt das charakteristische Isotopenmuster eines Selenocystein-haltigen
Peptids. Dieses wird durch die sechs natirlich vorkommenden Isotope des Selens
und ihren jeweiligen Haufigkeiten hervorgerufen: “*Se (0,9%), "°Se (9,0%), "’Se
(7,6%), "®Se (23,6%), %°Se (49,7%) und %Se (9,2%). MS/MS-Daten der Peptide
LPSTue1sFAEENGSIVNSGR (Abbildung 16B) und LPSTagsFAEENGSIVNSGR

(Abbildung 16C) belegen jeweils die ldentifizierung eines carbamidomethylierten
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Abbildung 16: Identifzierung eines Selenocystein enthaltenden Peptids von FdoG. (A) Nano-HPLC/Nano-
ESI-LTQ-Orbitrap-MS-Analyse. Das Selenopeptid wurde bei m/z 993,428 als doppelt geladene Spezies
detektiert. Die Massenabweichung zwischen theoretischer und experimentell bestimmter Masse betragt 1,1 ppm.
Das charakteristische Isotopenmuster des Selenocystein-enthaltenden Peptids ist vergroert dargestellt. (B, C)
Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Analyse der Peptide LPSTus1sFAEENGSIVNSGR (B, m/z 993,428)
und LPSTasisFAEENGSIVNSGR (C, m/z 923,950). Vorlauferionen wurden innerhalb der linearen lonenfalle

(LTQ) selektiert und mittels CID fragmentiert. (u) Carbamidomethyliertes Selenocystein; (a) Dehydroalanin.
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Selenocysteins (u) und eines Dehydroalanins (a) an Position 618 der FdoG
(Abbildung 17).

Durch die massenspektrometrische Analyse der Untereinheiten FdoG und FdnG
wurden finf Selenocysteine an identischen Positionen identifiziert, wobei die
Cysteine C165, C380, C391, C554 und C618 substituiert wurden (Abbildung 17 und
Tabelle 5). Ein Einfluss der Natriumselenitkonzentration wahrend der Kultivierung auf
die Anzahl und Positionen dieser ausgetauschten Cysteine konnte nicht
nachgewiesen werden. Fir funf weitere Positionen innerhalb der FdoG und FdnG
(C50, C53, C57, C359 und C572) wurde trotz Kultivierung bei einer hoheren
Natriumselenitkonzentration von 100 uM kein Austausch von Cysteinen durch
Selenocysteine detektiert (Abbildung 17). Die Cysteine an den Positionen 50, 53 und
57 sind zusammen mit dem in dieser Analyse nicht identifizierten Cystein an Position
92 an der Koordination des [4Fe-4S]-Zentrums der FdoG bzw. FdnG beteiligt [37].

1 I I 1 I [ENTCTYCSVGUGLLMYSLGDGAK ASIFHIEGDPDHPVNR GAGLVD FdoG
NTCTYCSVGUGLLMYSLGDGAK! EAIYHIEGDPDHPVSR GAGLLD FdnG

101 FIHSESRLKFPEYRAPGSDKWQQISWEEAFDR LMKEDRDANYIAQNAEGVTVNRWLSTGMLCASASSNETGYLTQK ALGMLAVDNQARVUHGPT FdoG
YVNSENRLRYPEYRAPGSDKWQRISWEEAFSR |¥ADRDANFIEKNEQGVTVNRWLSTGMLCASGASNETGMLTQK SLGMLAVDNQARVUHGPT FdnG

201 VASLAPTFGRGAMTNHWVD IKNANLVVVMGGNAAEAHPVGFRWAMEAK LIVIDPR TAAVADYYAPIR. FdoG
VASLAPTFGRGAMTNHWVD IKNANVVMVMGGNAAEAHPVGFRWAMEAKNNNDATLIVVDPR TASVADIYAPIRSGTDITFLSGVLRYLIENNKINAE FdnG

301 5 EDYGFEDGLFTGYDAEKR! SSWTYELDENGFAKRDTTLQHPRUVWNLLK YTPDVVENICGTPK VCEYIAETSAH FdoG
YVKHYTNASLLVRDDFAFEDGLFSGYDAEKR SSWNYQLDENGYAKRDETLTHPRUVWNLLK YTPDVVENICGTPK/ ' LKVCEVLASTSAP FdnG

401 DKTASFLYALGWTQHSVGAQNIRTMAMIQLLLGNMGMAGGGVNALRGHSNIQGLTDLGLLSQSLPGYMTLPSEKQTDLQTYLTANTPKPLLEGQVNYWGN FdoG
DRTTTFLYALGWTQHTVGAQNIRTMAMIQLLLGNMGMAGGGVNALRGHSNIQGLTDLGLLSTSLPGYLTLPSEKQVDLOSYLEANTPKATLADQVNYWSN FdnG

501 YPKFFVSMMK [ AENSWGFDWLPKWDKGYDVLQYFEMMKEGKVNGY ICQGFNPVASFPNKNKVIG LSKLKFLVTIDPLNTETSNFWONHGELN FdoG
YPKFFVSLMKSFYGDAAQKENNWGYDWLPKWDQTYDVIKYFNMMDEGKVTGYFCQGFNPVASFPDKNKVVS LSKLK ! i FdnG

601 EVDSSKIQTEVFRLPSTCFAEENGSIVNSGRWLOQWHWKGADAPGIALTDGEILSGIFLR FdoG
LPSTCFAEEDGSIANSGRWLOWHWK FNDGEILAGIYHHLRELYQSEGGKGVEPLMK [V QPHEPQSDEVAKENNGY FdnG

701 ALADITDPATGAVIVKKGQQOLSSFAQLR W I I v RILYNRASADPQGNPWDPK FdoG
ALEDLYDANGVLIAKKGQLLSSFAHLRD I DNSDPSGLGNTLGWAWAWPLNR NFASADINGKPWDPKRMLIQW FdnG

801 I't i LFALDK I'HYEPFETPLGTNPLHPNVISNPAARIFKDDAEALGKADKFPYVGTTYRLTE FdoG
NGSKWTGNDIPDFGNAAPGTPTGPFIMQPEGMGRLFAINK! I 5 I i ! I FdnG

901 HFHYWTKHALLNAILQPEQFVEIGESLANKLGIAQGDTVK V I DIDTIGIPIHWGYEGVAKKGFIANTLTPFVGDAN FdoG
JL1 SET ! I AVAVVTRR KGYIANTLTPNVGDANS FdnG

1001 TQTPEFKSFLVNVEKV FdoG
QTPEYKAFLVNIEKA FdnG

Abbildung 17: Aminosauresequenzen der katalytischen Untereinheiten von Fdh-O und Fdh-N. Die
Aminosauresequenzen von FdoG und FdnG wurden gegenibergestellt. Durch MS/MS-Daten bestatigte Peptide
sind schwarz, nicht abgedeckte Sequenzbereiche sind grau dargestellt. Nicht modifizierte und nicht identifizierte
Cysteine sind orange, identifizierte Selenocysteine sind griin und das nattrlich vorkommende Selenocystein an

Position 196 ist rot hervorgehoben.
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Tabelle 5: Identifizierte Selenocysteine der Fdh-O und Fdh-N. Die Kultivierung des E. coli-Stammes MC4100
erfolgte in TGYEP-Medium, das mit 2 uM oder 100 pM Natriumselenit supplementiert wurde. Die Identifizierung
der Selenocystein-enthaltenden Peptide erfolgte durch In-Gel-Proteinspaltung der Proteine in den Banden | — VI
(Abbildung 15) und anschlieRender Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS-Analyse.

Protein  Aminoséuresequenz und m/z Z* [M+H]" Am 100 2
Modifikationsstelle ** experimentell theoretisch  [ppm] pM*3 pm*2

FdoG LPSTussFAEENGSIVNSGR 993,428 +2 1985,848 1,12 +
LPSTas1sFAEENGSIVNSGR 923,950 +2 1846,893 0,19 + +
Vu3zeEYIAETSAHDK 785,818 +2 1570,629 0,30 +
Vaze EYIAETSAHDK 716,341 +2 1431,674 0,09 + +
WLSTGMLa;6sASASSNETGYLTQK 1165,553 +2 2330,099 0,92 +
VNGYlasssQGFNPVASFPNK 960,984 +2 1920,962 1,22 +

FdnG WLSTGMLa;6sASGASNETGMLTQK 1134,536 +2 2268,065 0,71 +
VTGYFasssQGFNPVASFPDK 971,971 +2 1942,934 0,66 +
LPSTassFAEEDGSIANSGR 910,426 +2 1819,846 0,29 F
Vaze EVLASTSAPDR 657,338 +2 1313,669 0,30 +

FdnG/ Vu,96HGPTVASLAPTFGR 859,400 +2 1717,793 0,61 +

FdoG Va;gsHGPTVASLAPTFGR 789,923 +2 1578,840 0,82 + +
YTPDVVENIuU35GTPK 820,857 +2 1640,708 0,87 +
YTPDVVENIazgGTPK 751,380 +2 1501,752 0,34 + +

FdoH LIDVTTaglGeK 594,817 +2 1188,628 0,87 +
LIDVTTclGu4K 664,294 +2 1327,582 0,26 i
LIDVTTclGayK 566,307 +2 1131,607 0,43 + +

FdnH DEVGHas;VGVYDNPADLSAK 977,961 +2 1954,915 0,83 +

FdoH/ AusQVACSEWNDIR 828,821 +2 1656,635 1,10 +

FdnH AcQVAa,SEWNDIR 759,343 +2 1517,679 0,25 i
cTLaieoVDR 416,702 +2 832,398 0,15 +
Ta;7oPTGAIHFGTK 599,814 +2 1198,620 0,62 i F

*I Modifikationen; c: carbamidomethyliertes Cystein; u: carbamidomethyliertes Selenocystein; a: Dehydroalanin;
2 7: Ladungszustand des Vorlauferions; 3 Es wurden zwei Proteinreinigungen aus E. coli-MC4100-Zellen
durchgefihrt, die in Anwesenheit von 2 uM oder 100 uM Natriumselenit kultiviert wurden.

Cystein C12 ist Bestandteil des Tat-Signalpeptids, weshalb dessen Detektion in den
vollstandig prozessierten und gereinigten Fdhs ausgeschlossen war.

Die Elektronen-ubertragenden Untereinheiten FdoH und FdnH enthalten jeweils vier
[4Fe-4S]-Zentren, welche durch 16 bzw. 17 Cysteine koordiniert sind [37]. Wie bei
der Untersuchung der katalytischen Untereinheiten FdoG und FdnG wurde durch
massenspektrometrische Analyse beider Polypeptide auch hier die Substitution
bestimmter Cysteine durch Selenocysteine (Tabelle 5) detektiert. FdnH und FdoH
zeigen Aminoséaureaustausche an den Positionen C45, C49, C160 und C179.
Zusétzlich weist FdoH Substitutionen an den Positionen C39 und C42 auf, welche
die [4Fe-4S]-Zentren eins bis vier koordinieren [37]. Wé&hrend bei Kultivierung mit

2 UM Selenit nicht alle Cysteine durch Selenocysteine ersetzt wurden, fuhrte die
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Kultivierung mit 100 uM Selenit mit einer Ausnahme (FdnH, C62) zur vollstdndigen
Substitution der enthaltenen Cysteine durch Selenocysteine (Tabelle 5).

Die Analyse des Selenocysteineinbaus in die integralen Membranuntereinheiten Fdol
und Fdnl war aufgrund der geringen Sequenzabdeckung von 18% nicht realisierbar.
Aufgrund hoher Sequenzidentitaten zwischen Fdh-O und Fdh-N konnte fur mehrere
Positionen keine eindeutige Zuordnung identifizierter Substitutionsstellen zu den
Proteinen FAnG/FdoG (Positionen 196 und 380) und FdnH/FdoH (Positionen 45, 49,
160 und 179) erfolgen (Tabelle 5).

4.1.3 Unspezifischer Einbau von Selenocystein in NarG und OmpA

Nach der Identifizierung entsprechender Modifikationen in Fdh-O und Fdh-N wurden
die Polypeptide NarG und OmpA (Tabelle 4) analysiert, was die Beurteilung des
unspezifischen Selenocysteineinbaus in Nicht-Selenoproteine ermdglichte.

Das Protein NarG besteht aus 1247 Aminosauren, wobei die Sequenz 12 Cysteine
enthélt, von denen drei (C54, C58 und C59) das [4Fe-4S]-Zentrum des Proteins
koordinieren [51, 54]. Die Sequenzabdeckung von NarG lag bei ca. 60%. Fur vier
Cysteine (C292, C493, C838 und C875) wurde ein Austausch gegen Selenocystein
detektiert (Tabelle 6). Die Identifizierung dieser Substitutionen war auf gereinigtes
Protein aus mit 2 uM Natriumselenit kultivierten Zellen beschrankt.

Tabelle 6: Identifizierte Selenocysteine in Nar und OmpA. Die Kultivierung des E. coli-Stammes MC4100
erfolgte in TGYEP-Medium, welches jeweils mit 2 pM oder 100 uM Natriumselenit supplementiert wurde. Die
Identifizierung erfolgte durch In-Gel-Proteinspaltung der Banden | — VIII (Abbildung 15) und Analyse der Peptide
mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS.

Protein  Aminosauresequenz und Modifikations- m/z Z= [M+H]" Am 100 2
stelle*! experimentell theoretisch  [ppm] pm= pMm*
OmpA GMGESNPVTGNTuU3;:DNVK 922,355 +2 1843,704 0,56 +
GMGESNPVTGNTaz:DNVK 852,878 +2 1704,749 0,17 + +
AALIDas3;LAPDR 562,308 +2 1123,609 0,89 +
NarG GLNDVNaug;ATSYDDVK 790,366 +2 1579,724 0,84 +
KFSEVagssVGHLGK 635,351 +2 1269,695 0,01 +
FSEVagssVGHLGK 381,204 +2 1141,598 1,12 +
Lazg,DLWLAPK 512,794 +2 1024,582 0,52 +
NarH IEAGQPTVCSETazs3VGR 808,391 +2 1615,774 0,18 +
NarG/ KGEagsDLIPGK 513,284 +2 1025,561 0,82 +
Narz GEag7;sDLIPGK 449,237 +2 897,466 0,80 +

*I Modifikationen; u: carbamidomethyliertes Selenocystein; a: Dehydroalanin.
2 7: Ladungszustand des Vorlauferions;** Es wurden zwei identische Proteinreinigungen aus E. coli-MC4100-
Zellen durchgefiihrt, die mit 2 uM oder 100 uM Natriumselenit kultiviert wurden.
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Wie in den katalytischen Untereinheiten der Fdhs konnten keine Substitutionen der
[4Fe-4S]-Zentren koordinierenden Cysteine gefunden werden. Auffallend ist
ebenfalls eine ahnliche Anzahl identifizierter Selenocysteine im Polypeptid NarG im
Vergleich zu FdoG und FdnG (4 bzw. 5 Substitutionen, Tabelle 5 und Tabelle 6).
Aufgrund der hohen Sequenzidentitat von NarG und NarZ konnte fur zwei Peptide
keine eindeutige Zuordnung der identifizierten Substitutionsstelle zum jeweiligen
Protein erfolgen.

Die Analyse von OmpA ergab eine Sequenzabdeckung von ca. 55%. Das 153
Aminosauren umfassende Polypeptid besitzt zwei Cysteine an den Positionen 311
und 323. Fur beide Positionen wurde eine Substitution mit Selenocystein detektiert
(Tabelle 6).

4.1.4 selC-unabhangiger Einbau von Selenocystein in NarG

Fur die Aufklarung des selC-unabhangigen unspezifischen Selenocysteineinbaus
erfolgte die Analyse von NarG, welches aus der E. coli selC-Deletionsmutante
FM460 isoliert wurde. Aufgrund einer Mutation in selC ist dieser Stamm nicht zur
Ausbildung der tRNAS® fahig, wodurch die vollstandige Synthese der Selenoproteine
in E. coli verhindert wird [65, 66]. Im Gegensatz dazu bleibt die Synthese von NarG
unbeeinflusst.

Tabelle 7 zeigt die Identifizierung von vier Selenocystein-haltigen Peptiden in NarG.
Diese bestéatigen den selC-unabhangigen unspezifischen Einbau von Selenocystein
in E. coli. Zudem stimmen die gefundenen Substitutionen an den Positionen 292, 493
und 838 mit denen von NarG aus dem E. coli-Wildtypstamm MC4100 Uberein
(Tabelle 6).

Tabelle 7: Identifizierte Selenocysteine in NarG, die aus einer E. coli selC-Mutante isoliert wurden. Die
Identifizierung erfolgte durch In-Gel-Proteinspaltung der Banden |- VIl (Abbildung 15) und anschlielender
Analyse der Peptide mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS.

Protein  Aminoséuresequenz und Position der m/z 7+ [M+H]" Am
Selenocysteine*1 experimentell theoretisch [ppm]

NarG GLNDVNu49;ATSYDDVK 859,843 +2 1718,679 1,20
GLNDVNa4g;ATSYDDVK 790,3666 +2 1579,724 0,78
KFSEVuUg3sVGHLGK 704,827 +2 1408,648 0,06
Lu29,DLWLAPK 582,271 +2 1163,536 0,10

*T'u: carbamidomethyliertes Selenocystein; a: Dehydroalanin; ** z: Ladungszustand des Vorlauferions
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4.1.5 Vergleichende Quantifizierung von Modifizierungsstellen

Fur weitere Untersuchungen der dem unspezifischen Seleneinbau zugrunde
liegenden Mechanismen wurde eine Quantifizierung von Cysteinen und
Selenocysteinen in den bereits untersuchten Polypeptiden durchgefihrt. Dazu
wurden die PSMs von modifizierten und nicht modifizierten Peptiden ausgezéhlt und
verglichen (spectral counting). Selenocysteinmodifikationen wurden durch
carbamidomethylierte Selenocysteine und Dehydroalanine reprasentiert. Fur das
spezifisch eingebaute Selenocystein an Position 196 der FdoG und FdnG konnte
kein Cysteineinbau detektiert werden (Abbildung 18). Diese Beobachtung diente als
Bestatigung fur die verwendete MS-Methode.

Tabelle 8 verdeutlicht die Haufigkeit der auftretenden Selenocysteinmodifikationen.
So wurden Selenocystein/Cystein-Verhaltnisse von 0,14 bis 2 (unter Ausschluss von
Position 196 in FdoG und FdnG) beobachtet. Dabei konnte keine Abhangigkeit der
Haufigkeit des unspezifischen Selenocysteineinbaus von einer UGU oder UGC-

Kodierung verzeichnet werden.

A3

Abbildung 18: Rdntgenkristallstruktur der katalytischen Untereinheit von Fdh-N aus E. coli (PDB-Eintrag
1KQF). Identifizierte Cysteine sind gelb, Selenocysteine sind griin und rot dargestellt. Das naturlich vorkommende
Selenocystein (rot) an Position 196 koordiniert den Mo-bisMGD-Kofaktor (blau). Das [4Fe-4S]-Zentrum wurde in
magenta hervorgehoben. Cysteine, Selenocysteine und Kofaktoren sind als sticks dargestelit.
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Tabelle 8: Vergleichende Quantifizierung von modifizierten und nicht modifizierten Peptiden. Die
Identifizierung erfolgte durch In-Gel-Proteinspaltung der Banden | — VIII (Abbildung 15) und anschlieRendem

spectral counting der Peptide mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS.
Protein  Aminosauresequenz und Position peptide spectral peptide spectral matches peptide
der Modifikation** matches Selenocystein u. spectral match-
Cystein Dehydroalanin Verhaltnis*
FdoG LPSTXe1sFAEENGSIVNSGR 4 4 1
VX301EYIAETSAHDK 9 4 0,45
WLSTGMLX16sASASSNETGYLTQK 1
VNGYIXs5:QGFNPVASFPNK 2 1 0,5
FdnG WLSTGMLX16sASGASNETGMLTQK 2
VTGYFXs5:QGFNPVASFPDK 2
LPSTXe1sFAEEDGSIANSGR 2 3 15
VX391EVLASTSAPDR 2 2
FdnG/ Vui166HGPTVASLAPTEGR 8
FdoG YTPDVVENIX35GTPK 9 9 1
FdoH LIDVTTX39lGecK 7 3 0,43
LIDVTTcIGX42K 9 2 0,22
FdnH DEVGHX,VGVYDNPADLSAK 2
FdoH/ AX4sQVACSEWNDIR 2 2 1
FdnH ACQVAX4SEWNDIR 1 1 1
CTLX160VDR 1 1 1
TX170PTGAIHFGTK 6 2 0,33
OmpA GMGESNPVTGNTX31:DNVK 1 4 4
AALIDX323LAPDR 7 1 0,14
NarG GLNDVNX49sATSYDDVK 1 2 2
KFSEVXs3sVGHLGK 2
FSEVXg3sVGHLGK 1 2 2
LX29,DLWLAPK 1 2 2
NarH IEAGQPTVCSETX263VGR 2
NarG/ KGEXg7sDLIPGK 2
NarZ GEXg7sDLIPGK - 1

*' Durch Fragmentionenspektren bestatigte Modifikationen werden durch ein X reprasentiert. Der Index definiert
die jeweilige Position des Cysteins, carbamidomethylierten Cysteins (c), Dehydroalanins (a) oder
carbamidomethylierten Selenocysteins (u) innerhalb der Aminosduresequenz. U196 ist die naturlich
vorkommende Aminosaure in FdoG bzw. FdnG, die Sequenz ist unterstrichen; ** Selenocystein bzw.
Dehydroalanin/Cystein-Verhaltnis.

Nachdem eine Quantifizierung des unspezifischen Selenocysteineinbaus an UGU-
und UGC-kodierten Positionen erfolgt war, wurde eine mégliche Substitution dieser
Cysteine durch weitere Aminosauren untersucht. Hierbei wurde der Austausch eines
Cysteins durch Serin an Position 380 in FdoG oder FAnG gefunden, wobei ein
einziger PSM fur das Peptid YTPDVVENISz50GTPK erhalten wurde. Aufgrund der
hohen Sequenzidentitit beider Proteine konnte fir diese identifizierte
Substitutionsstelle keine eindeutige Zuordnung zu FdoG oder FAnG erfolgen. Zudem

konnten keine Substitutionen durch andere Aminosauren identifiziert werden.
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4.2 Identifizierung von zellwandstandigen Interaktionspartnern der
Formiatdehydrogenasen Fdh-O und Fdh-N

Die Identifizierung von Bindungspartnern der beiden respiratorischen
Formiatdehydrogenasen in E. coli erfolgte durch in vitro-Cross-Linking und
anschlieRender massenspektrometrischer Analyse. Der experimentelle Ablauf ist in
Abbildung 19 schematisch dargestellt. Durch das Einfiihren chemischer
Quervernetzungen in Protein-Protein-Komplexe kdnnen niedrig abundante, schwach
affine und transiente Interaktionspartner kovalent gebunden und anschlielRend mittels
Massenspektrometrie analysiert werden. In vitro-Cross-Linking-Experimente werden
haufig durch Inkubation eines gereinigten rekombinanten Fusionsproteins mit
Zelllysat durchgefihrt [192, 231].

Vorbereitung des biologischen Chemisches Cross-Linking Identifizierung von Interaktions-
Materials partnern
E. coli gereinigte

Fdh-Isoenzyme Peptidmischung, hergestellt

durch In-Lésungs-Proteinspaltung

'(‘I >~ > T

Intramolekularer  Intermolekularer  Peptid mit
Cross-Link Cross-Link Cross-Linker

. . SDAD-Modifikation
l Isolierung eines der Fdh-lsoenzyme; lLC/MS-AnaIyse

Subproteoms
Zugabe der Proteinidentifizierung
Zellwandfraktionen

Zellwand-Subproteom Cross-Linking-Ansatz Vergleichende Protein-Analyse durch

spectral counting s
ross-Linking-

) ¢ ' @ '}’ PSms, ::::t(jlle
m . ® )
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______
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Abbildung 19: Arbeitsablauf fir die Identifizierung von Interaktionspartnern der Formiatdehydrogenasen.
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Die Anwesenheit hochabundanter Proteine innerhalb dieser sehr heterogenen
Proteingemische kann dabei zu falsch positiven Identifizierungen oder einer
erschwerten Detektion der meist gering abundant vorliegenden Cross-Linking-
Produkte fuhren. Deshalb wurde ein Zellwand-Subproteom von E. coli, welches
potentielle Bindungspartner enthalt, eingesetzt. Dieses wurde zun&chst durch
Isolierung des periplasmatischen Kompartiments und der auf3eren Membran der
Zellwand von E. coli gewonnen. Anschlie3end erfolgte eine weitere Verringerung der
Komplexitat dieses Zellwand-Subproteoms mittels GroRenausschlusschromato-
graphie.

Fur die Cross-Linking-Reaktionen wurden die gereinigten Isoenzyme Fdh-O und
Fdh-N mit der aminreaktiven Gruppe des heterobifunktionalen Cross-Linkers SDAD
modifiziert. Die native Reingung der Fdhs hat den Vorteil, dass zellulare Prozesse
nicht durch die Uberproduktion von Proteinen gestért und potentielle Protein-Protein-
Interaktionen nicht durch einen Affinitats-tag beeinflusst werden. AnschlieRend wurde
die durch GréfRRenausschlusschromatographie erzeugte Unterfraktion des Zellwand-
Subproteoms mit den SDAD-modifizierten Fdhs inkubiert und die Quervernetzung
durch UV-A-Bestrahlung induziert.

Die Anreicherung der quervernetzten Fdh/Protein-Komplexe erfolgte mittels
GroRRenausschlusschromatographie unter nativen Bedingungen. Die
Elutionsfraktionen wurden gesammelt und Fdh/Protein-Komplex-enthaltende
Fraktionen einer Proteinspaltung in Losung unterzogen. Die komplexen
Peptidmischungen wurden durch Nano-HPLC getrennt und die Cross-Linking-
Produkte mittels online gekoppelter Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie
analysiert. Die ldentifizierung potentieller Interaktionspartner erfolgte durch eine
vergleichende Proteinanalyse zwischen dem Cross-Linking-Ansatz und einer nicht-
guervernetzten Kontrolle. Identifizierte Proteine wurden mittels spectral counting
guantifiziert und potentielle Interaktionspartner anhand einer hdheren Anzahl
erhaltener PSMs im Cross-Linking-Ansatz gegenuber der Kontrolle detektiert.
Anschlielend erfolgte die Identifizierung und Validierung intermolekularer
Vernetzungsprodukte, mit deren Hilfe zum einen Interaktionspartner identifiziert und
zum anderen Interaktionsregionen innerhalb von Fdh/Zellwandprotein-Komplexen

aufgeklart wurden.
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4.2.1 Isolierung und Verringerung der Komplexitat eines Zellwand-
Subproteoms

Fur die Herstellung eines Zellwand-Subproteoms wurden E. coli MC4100-Zellen
einer Kombination aus osmotischem Schock und Lysozym-EDTA-Behandlung
unterzogen. Es folgte eine weitere Verringerung der Komplexitat durch
GroRRenausschlusschromatographie fir die anschlieRende Quervernetzung mit den
gereinigten Fdhs. Dieses Zellwand-Subproteom sowie die durch
GroRRenausschlusschromatographie gewonnenen Unterfraktionen wurden mittels
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 20), welche eine eindeutige Trennung der Proteine
entsprechend ihrer hydrodynamischen Radien zeigt.

Es folgte eine qualitative und quantitative Beurteilung des Zellwand-Subproteoms.
Dazu wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt (Abbildung 20, Spur L), einer
In-Gel-Proteinspaltung unterzogen und die erhaltenen Peptidgemische durch Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS analysiert. Die Abundanz
identifizierter Proteine wurde mit Hilfe von spectral counting abgeschatzt (Tabelle 9).
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Abbildung 20: SDS-PAGE-Analyse des mittels GroRenausschlusschromatographie fraktionierten
Zellwand-Subproteoms. Die Fraktionierung erfolgte unter Verwendung einer Superdex S75 16/600 GL-Saule.
Das Zellwand-Subproteom wurde aus E. coli MC4100-Zellen gewonnen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
mittels eines 12%-igen Trenngels. Die Farbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler Coomassie-Brillantblau-
Lésung. Spur M: Proteinmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder); Spur L: Proteinlésung vor der

chromatographischen Trennung; Spuren 1 - 10: Elutionsfraktionen 1 - 10.

63



Ergebnisse

Die massenspektrometrische Analyse des Zellwand-Subproteoms fuhrte zur
Identifizierung von 129 periplasmatischen Proteinen, 12 Proteinen der &ul3eren
Membran, 20 Proteinen der inneren Membran, 158 cytoplasmatischen Proteinen und
17 Proteinen deren zellulare Lokalisation derzeit nicht charakterisiert ist (Tabelle 9
und Tabelle Al).

Die Anzahl der PSMs an cytoplasmatischen Proteinen betragt 22,1% (1721). Mit
74,4% (5783) stammte ein groRer Anteil der PSMs von Proteinen der Zellwand
(periplasmatische, innere und aufRere Membranproteine). 3,4% der PSMs (266)
konnten keinem zellularen Kompartiment zugeordnet werden. Diese Daten belegen
die Anwesenheit hochabundanter periplasmatischer Proteine innerhalb der
Zellwandpréaparation und sind vergleichbar mit dem Ergebnis einer friheren Studie
[232], in der die Zellwandpraparation mit Hilfe der TSE (Tris-Sucrose supplementiert
mit EDTA)-Methode durchgefuhrt wurde.

Identifizierte hochabundante Proteine des Zellwand-Subproteoms sind in Tabelle 10
exemplarisch aufgelistet. Unter den 100 haufigsten Proteinen wurden nur 19 Proteine

dem cytoplasmatischen Kompartiment zugeordnet (Tabelle Al).

Tabelle 9: Klassifizierung identifizierter Proteine des Zellwand-Subproteoms. Die Proteine wurden mittels
SDS-PAGE getrennt und durch In-Gel-Proteinspaltung mit anschlieBender Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-
MS und -MS/MS-Analyse identifiziert (Abbildung 20, Spur L). Identifizierte Proteine wurden ihrer subzellularen

Lokalisation zugeordnet. Die Proteinmengen wurden durch spectral counting abgeschatzt.

Subzellulare Anzahl identifizierter Peptide spectral Verteilung PSMs
Lokalisation Proteine matches (PSMs) [%0]
Periplasma 129 5381 69,3
AuRere Membran 12 122 1,6
Innere Membran 20 280 3,6
Cytoplasma 158 1721 22,1
Nicht charakerisiert 17 266 3,4
Gesamt 336 7776 100
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81 dieser Proteine konnten dem Periplasma sowie der inneren und &auf3eren
Membran der Zellwand zugeordnet werden. Diese Daten zeigen die erfolgreiche
Anreicherung von Zellwandproteinen mit einem Hauptanteil periplasmatischer
Proteine und einem geringen Anteil niedrig abundanter cytoplasmatischer

Kontaminanten.

Tabelle 10: Hochabundante Proteine des Zellwand-Subproteoms. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE
(Abbildung 20, Spur L) getrennt und durch In-Gel-Proteinspaltung mit anschlieBender Nano-HPLC/Nano-ESI-
LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS-Analyse identifiziert. Die UniProtKB-Eintrdge identifizierter Proteine sind

angegeben.

UniProt-  Protein Gen Lokalisation PSMs
KB-

Eintrag

P37329 Periplasmatisches Molybdat-bindendes Protein modA Periplasma 357
POAFH9  Osmotisch-induzierbares Protein Y osmY Periplasma 267
P23843 Periplasmatisches Oligopeptid-bindendes Protein OppA Periplasma 249
P24183 Formiatdehydrogenase-N, a-Untereinheit fdnG Periplasma 166
P33363 Periplasmische B-Glucosidase bgIX Periplasma 149
POAFM3  Periplasmatisches Glycin/Betain-bindendes Protein proX Periplasma 144
P45523 FKBP-Peptidyl-Prolyl cis-trans-Isomerase fkpA Periplasma 141
P23865 Schweif-spezifische Protease prc Periplasma 127
POCOV1  Periplasmische Serinendoprotease degP Periplasma 122
P16700 Thiosulfat-bindendes Potein cysP Periplasma 119
P09373 Pyruvat-Formiatlyase pflB Cytosol 110
POAENO  Periplasmatisches Cystin-bindendes Protein fliy Periplasma 109
P07024 Protein UshA ushA Periplasma 107
POABZ8  Chaperon SurA SUrA Periplasma 106
A7ZKF2  Glucan-Biosyntheseprotein mdoG Periplasma 95
P05458 Protease 3 ptrA Periplasma 89
A1A7TM1  AuRerer Membranprotein-Assemblierungsfaktor bamA Periplasma 86
A7ZSL4 Elongationsfaktor Tu 1 tufl Cytosol 82
P39099 Periplasmische pH-abhangige Serinendoprotease degQ Periplasma 82
C4zU48  Periplasmatische Serinendoprotease napA Periplasma 80
A7ZJC2 Protein TolB tolB Periplasma 80
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4.2.2 Chemisches Cross-Linking

Nach der erfolgreichen Herstellung eines Zellwand-Subproteoms  mit
hochangereicherten periplasmatischen Proteinen und mittels Grél3enausschluss-
chromatographie erzeugten Unterfraktionen erfolgte das chemische Cross-Linking
mit dem heterobifunktionalen Cross-Linker SDAD. Dazu wurden die gereinigten Fdhs
zunachst mit der aminreaktiven Gruppe des Cross-Linkers an Lysinen, aber auch
Serinen, Threoninen und Tyrosinen modifiziert. Um eventuell durch die
Modifikationen  hervorgerufenen  strukturellen  Verdnderungen der Fdhs
auszuschlieBen, erfolgte die Analyse der Formiat:DCPIP-Oxidoreduktase-
Enzymaktivitat. Die Enzymaktivitdt der SDAD-modifizierten Fdhs (Abbildung 21A)
bestétigte die strukturelle Integritéat der katalytischen Untereinheiten der Fdhs.
Anschliel3end wurde eine Fraktion der Zellwandproteine in einem Molekulargewichts-
bereich zwischen 10 — 70 kDa hergestellt. Hierfur wurden die Fraktionen 5 und 6 der
GroRRenausschlusschromatographie (Abbildung 20; Spuren 5 und 6) vereint und far
das anschlieBende Cross-Linking zu den SDAD-modifizierten Fdhs zugegeben. Nach
der Quervernetzung durch UV-A-Bestrahlung wurde auf die Anwesenheit von
Fdh/Protein-Cross-Linking-Produkten mittels SDS-PAGE gepruft.
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Abbildung 21: Qualitative Analyse der SDAD-Modifikation der Fdhs und der chemischen Quervernetzung.

O

)

(A) Formiat:DCPIP-Oxidoreduktase-Aktivitatstest. (1) Reaktionsansatz ohne Formiat; (2) Reaktionsansatz ohne
Enzym; (3) Reaktionsansatz mit gereinigten Fdhs; (4) Reaktionsansatz mit SDAD-modifizierten Fdhs nach
Abtrennung von Uberschissigem SDAD-Cross-Linker. (B) SDS-PAGE-Analyse der chemischen Quervernetzung
nach UV-A Bestrahlung (8.000 mJ/cm?). Die Auftrennung der Proteine wurde in einem 12%-igen Trenngel
durchgefiuihrt. Die Farbung der Proteine erfolgte mit mit kolloidaler Coomassie-Brillantblau-Lésung. Spur M:
Proteinmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder); Spur 1: Cross-Linking-Ansatz mit 50 mM -
Mercaptoethanol; Spur 2: Cross-Linking-Ansatz ohne Reduktionsmittel. Das durch die Quervernetzungsreaktion

erzeugte Signal ist durch einen Pfeil hervorgehoben.
66



Ergebnisse

Wie die Analyse (Abbildung 21B) zeigt, fuhrte das Cross-Linking zur Entstehung
eines eindeutigen Signals im Molekulargewichtsbereich oberhalb von 170 kDa, das
Fdh/Protein-Cross-Linking-Produkten entsprechen kénnte (Spur 2). Die gebildeten
Komplexe konnten durch Reduktion der Disulfidbriicke des spaltbaren Cross-Linkers
wieder getrennt werden (Spur 1).

4.2.3 Anreicherung der Fdh/Protein-Komplexe

Die Anreicherung der kovalent verknupften Fdh/Protein-Komplexe erfolgte durch
GroRRenausschlusschromatographie mit einer Superdex S200 16/300 GL-Saule. Die
Elutionsprofile des SDAD-Cross-Linking-Ansatzes und der nicht-quervernetzten
Kontrolle  wurden  fir die Bestimmung der Retentionszeiten  von
Quervernetzungsprodukten Ubereinander gelegt. Das Chromatogramm des SDAD-
Cross-Linking-Ansatzes zeigt gegenuber der Kontrolle hohere Absorptionswerte bei
280 nm innerhalb des Retentionsvolumens zwischen 8 und 13 ml (Abbildung 22).
Dieses Ergebnis weist auf die Entstehung von Molekilen mit hoheren
Molekulargewichten, wie z. B Fdh/Protein-Komplexen, durch chemisches Cross-

Linking hin.
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Abbildung 22: Anreicherung von Quervernetzungsprodukten mittels GrdRenausschlusschromato-
graphie. Die Abbildung zeigt die Chromatogramme des SDAD-Reaktionsansatzes (schwarze durchgangige Linie)

und der nicht-quervernetzten Probe (Kontrolle, gestrichelte Linie).
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Das Hauptsignal im Chromatogramm (Retentionsvolumen von 14 — 17 ml) entspricht
Proteinen der Zellwandpraparation, welche nicht kovalent an die Fdhs gebunden
wurden. Das Elutionsprofil des Cross-Linking-Ansatzes zeigt eine klare Trennung der
Fdh/Protein-Komplexe von nicht-quervernetzten Proteinen. Die Anreicherung von
Fdh/Protein-Komplexen bildete die Basis fir die erfolgreiche Identifizierung von
intermolekularen Cross-Links zwischen Fdhs und Bindungspartnern. Zudem wurde
durch die Anreicherung der Komplexe das Risiko der Maskierung durch nicht-

guervernetzte Proteine wahrend der anschlieBenden LC/MS-Analyse vermindert.

4.2.4 Identifizierung von Bindungspartnern der Fdhs

Fur die Identifizierung von Bindungspartnern wurde eine In-Lésungs-Proteinspaltung
der angereicherten Fdh/Protein-Komplexe durchgefuhrt. Quervernetzte Peptide
wurden mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS analysiert.
Bindungspartner der Fdhs wurden durch eine vergleichende Proteinanalyse des
Cross-Linking-Ansatzes und der Kontrolle identifiziert. Quervernetzte Fdh-
Interaktionspartner wurden hierbei durch eine hdhere Anzahl detektierter PSMs
vergleichbarer Proteine im Cross-Linking-Ansatz gegentber der Kontrolle identifiziert.
Die Mehrheit der identifizierten Proteine zeigte eine einheitliche oder nur leicht
variierende Anzahl PSMs zwischen dem Cross-Linking-Ansatz und der Kontrolle und
diente somit als nitzlicher Vergleich (Tabelle 11 und Tabelle A2). Die a-Untereinheit
der respiratorischen Nitratreduktase | (NarG), der gering leitfahige mechanosensitive
Kanal MscS und das periplasmatische Chaperon Skp zeigten hdhere Verhaltnisse
der PSMs von Cross-Linking-Ansatz, zur Kontrolle (Tabelle 11). Fir das ldsliche
periplasmatische Protein ErfK (eine putative L, D-Transpeptidase) und das
Oligopeptid-bindende Protein OppA wurden ebenfalls hohere Verhéltnisse der PSMs
im  Cross-Linking-Ansatz beobachtet. Aufgrund der Anreicherung dieser
periplasmatischen und inneren Membranproteine im Cross-Linking-Ansatz wurde
eine detaillierte Untersuchung der Fdh/Protein-Interaktionsregionen dieser Komplexe
durchgeftihrt. Das Protein TolB zeigte ebenfalls ein erhthtes PSM-Verhéltnis
zwischen dem Cross-Linking-Ansatz  und der Kontrolle innerhalb des
Retentionsvolumens zwischen 8 und 10 ml der GréRenausschlusschromatographie

(Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 11: Identifizierte Bindungspartner der Fdhs. Die Elutionsfraktionen der GréRenausschluss-
chromatographie (Superdex S200 16/300 GL-S&ule) innerhalb des Retentionsvolumens von 8 - 13 ml (Abbildung
22) wurden vereint und in Lésung gespalten. Die Peptidgemische wurden mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-

Orbitrap-MS/MS analysiert. Die UniProtkKB-Eintrage identifizierter Proteine sind angegeben.

UniProtKB-  Protein PSMs PSM-
Eintrag Cross- Kontrolle Verhaltnis*
Linking-
Ansatz
P24183 Formiatdehydrogenase-N, a-Untereinheit 158 160 0,98
P32176 Formiatdehydrogenase-O, a-Untereinheit 77 77 1
P0OC0S2 Gering leitfahiger mechanosensitiver Kanal 75 23 3,26
MscS
POASM8 Phosphatacetyltransferase 54 57 0,94
A7ZTUA ATP Synthetase, B-Untereinheit 53 58 0,91
P09152 Respiratorische Nitratreduktase I, 45 10 45
a-Untereinheit NarG
A7ZHA4 Chaperon DnaK 35 32 1,09
POAAJ3 Formiatdehydrogenase-N, B-Untereinheit 34 34 1
P23843 Periplasmatisches Oligopeptid-bindendes 31 19 1,63
Protein OppA
POAEU9 Chaperon Skp 31 0 -
P63388 ATP-bindendes Phospholipidimportprotein 28 24 1,16
P39176 Putative L, D-Transpeptidase ErfK 27 14 1,92
AlAJ51 60 kDa Chaperon | 26 23 1,13
POA9Q8 Alkoholdehydrogenase 23 28 0,82

* Es ist das Verhaltnis der gemessenen peptide spectral matches vom Cross-Linking-Ansatz zur Kontrolle
angegeben.

4.2.5 Aufklarung der Interaktionsregionen von Fdh/Protein-Komplexen

Nachdem maogliche Bindungspartner der Fdhs identifiziert wurden, erfolgte deren
Bestatigung durch die massenspektrometrische Analyse intermolekularer Cross-
Links. Es wurden 13 intermolekulare Cross-Linking-Produkte zwischen den Fdhs und
den Zellwandinteraktionspartnern Skp, OppA, ErfK und TolB identifiziert (Tabelle 12),
wobei es sich um vier Cross-Links zwischen FdnH und Skp, drei zwischen FdAnG und
OppA und einen Cross-Link zwischen FdnG und ErfK handelt. Weiterhin wurden drei
Cross-Links zwischen FdnH und TolB und zwei Cross-Links zwischen FdnG und
TolB identifiziert. Aminosauresequenzidentitaten von 76% bzw. 75% zwischen den
G- und H-Untereinheiten der Fdh-O und Fdh-N fihrten bei drei Cross-Linking-
Produkten nicht zu einer eindeutigen Aussage, ob Fdh-N oder Fdh-O mit dem

jeweiligen Interaktionspartner quervernetzt wurde.
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Tabelle 12: Identifizierte intermolekulare Vernetzungsprodukte zwischen Fdhs und Bindungspartnern.

m/z [M+H]" z* Am Fdhs modifizierte Interaktions- modifizierte
experimentell  theoretisch [Ppm] AS¥ partner AS *
645,886 1290,764 +2 +0,5 FdnH K202 Skp T118, R119
652,093 2605,351 +4 -0,1 FdnH K204 Skp R59
733,354 2198,044  +3 +1,4 FdnH/FdoH K110 Skp M74
1260,684 2520,350 +2 +4.,4 FdnH/FdoH K97 Skp T81, K82
483,229 1929,897 +4 +0,8 FdnG/FdoG  S125 OppA A381, D382
835,401 2504,188 +3 +0,8 FdnG S183 OppA Y121
877,082 2629,239 +3 +2,6 FdnG Y76 OppA D167
479,570 1436,687 +3 +6,1 FdnH K32 TolB Q282
637,834 2548,305 +4 +2,8 FdnG S783 TolB L262
674,687 2022,043 +3 +1,7 FdnH K190 TolB L156
740,657 2959,586 +4 +6,6 FdnH K32 TolB Q229,T230,L231
885,997 1770,987 +2 -0,4 FdnG K44 TolB A412, R413
567,289 2266,139 +4 -2,7 FdnG K138 ErfK V235, K236

*' Ladungszustand des Vorlauferions
** Reaktionstellen in Fdhs
3 Reaktionstellen im Interaktionspartner

Mit Ausnahme von TolB wurden die Quervernetzungen von Skp, OppA und ErfK
entweder zur G- oder H-Untereinheit von Fdh-O und Fdh-N identifiziert. Es wurden
keine Cross-Linking-Produkte mit MscS und NarG gefunden.
Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Daten der intermolekularen Cross-Linking-Produkte
von FdnH mit Skp und FAnG mit OppA sind in Abbildung 23 exemplarisch gezeigt.
Die MS/MS-Daten des Cross-Linking-Produktes von FdnH/Skp (m/z 1260,684)
umfassen die Aminosduren L91 — K97 (FdnH) und T81 - R91 (Skp), wobei die
Quervernetzung zwischen K97 (FdnH) und T81 oder K82 (Skp) eindeutig identifizert
wurde (Abbildung 23A). Die MS/MS-Daten des Cross-Linking-Produktes von
FdnG/OppA (m/z 877,082) umfassen die Aminosauren G67 —E79 (FdnG) und
Al164 — E171 (OppA). Dabei wurde die Quervernetzung zwischen Y76 (FdnG) mit
D167 (OppA) eindeutig identifiziert (Abbildung 23B). Eine Zusammenfassung der
MS/MS-Daten aller intermolekularer Cross-Linking-Produkte der Fdh/Protein-
Komplexe befindet sich im Anhang (Abbildung A 14).

Abbildung 24 zeigt die durch SDAD modifzierten Aminosauren der FdnH/Skp- und
FdnG/OppA-Komplexe. Die nahere Betrachtung der quervernetzten Aminosauren fir
die Proteinstrukturen von Skp und FdnH zeigt die definierte Anordnung der
modifizierten Bereiche (Abbildung 24A). Die Proteinstruktur von FdnH zeigt vier

modifizierte Lysine (K97, K110, K202 und K204), im zentralen Bereich von Skp,
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Abbildung 23: Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Daten intermolekularer Cross-Links zwischen FdnH und
Skp sowie FdnG und OppA. Vorlauferionen wurden innerhalb der lineraren lonenfalle selektiert und mittels CID
fragmentiert. Peptide und Fragmentionen von FAnG und FdnH sind in rot dargestellt. Peptide und Fragmentionen
von Skp und OppA sind in blau dargestellt. (A) Fragmentionenspektrum eines doppelt geladenen Vorlauferions
(m/z 1260,684). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 91 — 97 von FdnH und die Aminoséuren
81-91 von Skp, wobei K97 von FdnH und T81 (oder K82) von Skp mit SDAD quervernetzt sind. (B)
Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 877,082). Das Cross-Linking-Produkt
umfasst die Aminosauren 67 — 79 von FdnG und die Aminoséuren 164 — 171 von OppA, wobei Y76 von FAnG
und D167 von OppA mit SDAD quervernetzt ist.

die mit SDAD modifiziert wurden. Hingegen wurden keine modifizerten Aminoséuren
im a-helikalen membranintegralen C-Terminus (C-tail) von FdnH gefunden. Fir das
Homotrimer Skp konnte nicht differenziert werden, in welcher der drei Untereinheiten
die jeweiligen Aminosduren modifiziert wurden. Die Proteinstrukturen des
FdnG/OppA-Komplexes zeigen ebenfalls eine gerichtete Orientierung der

modifizierten Aminosauren. Im Gegensatz dazu zeigt der FdnGH/TolB-Komplex eine
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breitere  Verteilung der modifizierten Aminoséduren uber die jeweiligen
Proteinstrukturen (Abbildung A 15). Allerdings befinden sich die modifizierten

Aminosauren nur auf einer Seite des FdhGH-Dimers.

A
R119
§ ) Untereinheit A
< ,
va g - R59
Untereinhei}B %‘)
e ‘3 M74
& B% ka2

Untereinheit C T81

(
+ 4—C-Terminus

Skp FdnH

OppA FdnG

Abbildung 24: Intermolekulare SDAD-Cross-Links innerhalb der FdnH/Skp- und FdnG/OppA-Komplexe.
Die Strukturen von FdnG, FdnH, Skp-Trimer und OppA sind als Banderdiagramme dargestellt (PDB-Eintrage:
1KQF, 1SG2 und 3TCF). Identifizierte Quervernetzungsstellen sind als rote sticks hervorgehoben. (A) FdnH/Skp-
Cross-Linking-Produkte; vier Cross-Links zwischen Skp (T118 oder R119, R59, M74 und T81 oder K82) und
FdnH (K202, K204, K110 und K97) wurden identifiziert. Die identifizierten Quervernetzungsstellen innerhalb von
Skp sind fiir Untereinheit A dargestellt. (B) OppA/FdnG-Cross-Linking-Produkte; drei Cross-Links zwischen OppA
(A381 oder D382, Y121 und D167) und FdnG (S125, S183 und Y76) wurden identifiziert. Die Sequenzpositionen
der quervernetzen Aminosauren sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.
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4.3 Charakterisierung der FocA/PfIB-Interaktion

Das Formiat-bildende Glycylradikalenzym PfIB und der Formiatkanal FocA sind
genetisch und physiologisch miteinander gekoppelt [12, 15, 16]. In vivo- und in vitro-
Experimente, welche am Institut fir Biologie in der Abteilung Mikrobiologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefuhrt wurden, identifizierten eine
Interaktion dieser beiden Schlisselproteine des Formiatmetabolismus. Die
Experimente deuten auf eine grof3e Bedeutung des N-Terminus von FocA fir die
Interaktion mit PfIB hin. Desweiteren wurde eine regulatorische Funktion von PfIB fir
den Formiat-Transport nachgewiesen. Zur Aufklarung der zugrunde liegenden
Mechanismen einer regulierten Formiattranslokation erfolgte in der vorliegenden

Arbeit die strukturelle Untersuchung des FocA/PflIB-Komplexes.

4.3.1 Analyse der FocA/PfIB-Interaktion mittels chemischem Cross-Linking

4.3.1.1 Identifizierung der Interaktionspartner von FocA

Zur Bestétigung von PflB als Interaktionspartner von FocA und fur die Identifizerung
weiterer Bindungspartner wurden in vitro-Cross-Linking-Experimente durchgefihrt.
Der experimentelle Ablauf ist in Abbildung 25 schematisch dargestellt. Zunéchst
wurde das gereinigte FocA-Strep-tag-II-Fusionsprotein mit der aminreaktiven Gruppe
des Cross-Linkers SDAD modifiziert. Nach der Abtrennung des Uberschiussigen
Cross-Linkers wurde eine Fraktion loslicher Proteine des E. coli-Stammes REK702
hinzugegeben, der eine erhdhte Synthese von FocA und PfIB zeigt [12]. Nach
Induktion der Cross-Linking-Reaktion an der photoreaktiven Diaziringruppe des
SDAD durch UV-Bestrahlung wurden FocA/Protein-Komplexe mittels Streptactin-
Affinitatschromatographie  gereinigt. Als  Kontrolle wurde die Affinitats-
chromatographie mit einer nicht-quervernetzten Fraktion bestehend aus FocA-Strep-
tag-llI-Fusionsprotein (nicht SDAD-modifiziert) und léslichen Proteinen des E. coli-
Stammes REK702 durchgefiihrt. Fur die Beurteilung der Cross-Linking-Reaktion
wurden die gereinigten FocA/Protein-Komplexe und die Kontrollprobe mittels SDS-

PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert.
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Abbildung 25: Arbeitsablauf fur die Identifizierung der Interaktionspartner von FocA.

Die Cross-Linking-Reaktion zwischen FocA und léslichen E. coli-Proteinen fuhrte zu
zahlreichen Proteinbanden (Abbildung 26, Spur 4), welche UUber einen
Molekularmassenbereich von ungefahr 28 bis 250 kDa detektiert wurden. Die im
Cross-Linking-Ansatz detektierten Signale bei apparenten Molekularmassen von ca.
28, 55 und 72 kDa implizieren eine Oligomerisierung von FocA. Die visuelle
Beurteilung von Proteinbanden im hoheren Molekularmassenbereich wurde durch
die unzureichende elektrophoretische Trennung der FocA/Protein-Komplexe
erschwert. Die elektrophoretische Trennung unter reduzierenden Bedingungen fiihrte
zu einer geringfigigen Abschwachung der Proteinbanden im Molekularmassen-
bereich zwischen 36 und 250 kDa und zu einer Verstarkung des Signals bei ca. 28
kDa, das dem monomeren FocA entspricht (Abbildung A 16). Durch die Spaltung der
Disulfidbricke im SDAD wurden die quervernetzten FocA/Protein-Komplexe bzw.
oligomerisiertes FocA vermutlich gespalten. Im Gegensatz zum Cross-Linking-Ansatz
zeigt die Kontrolle eine klare Proteinbande mit einer apparenten Molekularmasse von
ungefahr 28 kDa. Zusatzlich ist eine diffuse und schwache Bande oberhalb von
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250 kDa zu erkennen. Die massenspektrometrische Analyse dieser Proteinbande
fuhrte u. a. zur Identifizierung von PfIB und FocA.

Die Identifizierung der Bindungspartner von FocA erfolgte zun&chst durch die In-Gel-
Proteinspaltung der gesamten Spur 4 (Abbildung 26) und ihrer enthaltenen Proteine.
Die Analyse der Peptidgemische wurde mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-
MS und -MS/MS durchgefihrt. Eine grobe Quantifizierung der identifizierten Proteine
erfolgte durch spectral counting.

M L F 1 2 3 4 5 6
kDa

250

95 ‘ TH
75 <— FocA-Trimer

55 <— FocA-Dimer
36

28 W <« FocA-Monomer

17 =

Abbildung 26: SDS-PAGE-Analyse von FocA/Protein-Komplexen.Die Reinigung der FocA/Protein-Komplexe
erfolgte durch Streptactin-Affinitatschromatographie. Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter nicht-
reduzierenden Bedingungen in einem 12%-igen Trenngel. Die Farbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler
Coomassie-Brillantblau-Losung. Spur M: Proteinmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder); Spur L:
Proteinlésung vor der Reinigung (Load); Spur F: Durchlauffraktion (Flow through); Spuren 1 - 3: Waschfraktionen;
Spur 4: Quervernetzte FocA/Protein-Komplexe nach Affinitdtschromatographie; Spur 5: Spur nicht beladen ; Spur

6: FocA-Strep-tag-ll-Fusionsprotein und l6sliche Proteine des E. coli-Stammes REK702 (ohne Cross-Linker).
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Eine hohe Anzahl an PSMs wurde fir FocA, PfIB, Alkoholdehydrogenase und
Glutamatdecarboxylase erhalten (Tabelle 13 und Tabelle A3). Auffallig fir FocA ist,
dass ausschlielich Peptide des N-terminalen Bereichs identifiziert wurden.
Infolgedessen ergibt sich die relativ geringe Sequenzabdeckung von 14,4%. Die
fehlende Sequenzabdeckung fur weitere Bereiche von FocA liegt in den
hydrophoben Eigenschaften des Transmembrananteils und einem daraus
resultierenden  Mangel an  positiv-ionisierbaren ~ Aminosaduren  fir  die
massenspektrometrische Analyse sowie einer geringen Anzahl tryptischer
Spaltstellen begrindet. Dies beeinflusste nicht die Identifizierung von
Interaktionspartnern. PfIB wurde mit der zweithdchsten Anzahl erhaltener PSMs als
Interaktionspartner von FocA identifiziert. Die massenspektrometrische Analyse
fuhrte mit sieben detektierten PSMs weiterhin zur Identifizierung des Pyruvat-
Formiatlyase-aktivierenden Proteins (PflA) (Tabelle 13 und Abbildung A 17), das
dafir bekannt ist, PfIB post-translational zu modifizieren [2].

Abbildung 27 zeigt die Identifizierung eines Peptids der PfIB durch Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS-Analyse. Das Signal des zweifach-

geladenen Vorlauferions wurde bei m/z 976,495 detektiert.

Tabelle 13: Auswahl an identifizierten Bindungspartnern von FocA.Die Proteinidentifizierung erfolgte durch
In-Gel-Proteinspaltung (Abbildung 26, Spur 4) und anschlieBender Analyse der Peptide mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS.

UniProtKB- Protein Sequenz- Anzahl der Anzahl der
Eintrag abdeckung identifizierten peptide
[%] Peptide spectral
matches
POAC25 Formiatkanal A (FocA) 14,4 5 273
P09373 Pyruvat-Formiatlyase (PflB) 49 40 117
POA9Q8 Alkoholdehydrogenase (AdhE) 38,2 28 56
P69911 Glutamatdecarboxylase (GadA) 18,9 10 32
POA9NG6 Pyruvat-Formiatlyase-aktivierendes 18,2 4 7

Enzym (PflA)
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Abbildung 27: Massenspektrometrische Identifzierung eines Peptids der PfIB. (A) Nano-HPLC/Nano-ESI-
LTQ-Orbitrap-MS-Analyse des Peptids TmAcCGIAGLSVAADSLSAIK. Das Massenspektrum wurde bei einer

Retentionszeit von 74,08 min aufgenommen. Das Isotopenmuster des zweifach geladenen Vorlauferions bei m/z

976,495 ist vergroRert dargestellt. Die Abweichung zwischen theoretischer und experimentell bestimmter Masse

betragt 0,36 ppm. (B) Zugehdriges Fragmentionenspektrum (CID-MS/MS). Das Vorlauferion wurde in der linearen

lonenfalle (LTQ) selektiert und fragmentiert. M2 ist oxidiert (m) und C4 carbamidomethyliert (c).

4.3.1.2 Ableitung von Distanzbeschrankungen im FocA/PfIB-Komplex mittels

chemischem Cross-Linking

Nach der Bestatigung der Interaktion von FocA und PfIB erfolgte die strukturelle

Charakterisierung des Proteinkomplexes anhand von Distanzbeschrankungen, die

aus chemischen Cross-Linking-Experimenten erhalten wurden. Hierzu wurde der

homobifunktionelle aminreaktive Cross-Linker BS®G genutzt. Die Verwendung von

NHS-Estern, wie BS?G, hatte in friiheren Studien bereits zur strukturellen Aufklarung
von Proteinkomplexen gefiihrt [194, 231, 233].

77



Ergebnisse

Nachdem das chemische Cross-Linking mit gereinigtem FocA und PflIB durchgefihrt
worden war, erfolgte die Analyse des Cross-Linking-Ansatzes mittels SDS-PAGE.
Diese zeigte Proteinbanden bei apparenten Molekularmassen gro3er als 200 kDa,
die vermutlich FocA/PfIB-Komplexen entsprechen (Abbildung 28). Im Vergleich zur
Kontrolle (FocA und PfIB ohne Cross-Linker) fiihrte das Cross-Linking weiterhin zu
einem Signal bei einer apparenten Molekularmasse von ca. 200 kDa. Die
Proteinbanden bei ca. 28 und 85 kDa, die den Monomeren von FocA und PflB
entsprechen, waren nicht detektierbar. Diese Beobachtung impliziert die
Quervernetzung von FocA und PflIB durch chemisches Cross-Linking. Die
unterschiedlichen Quervernetzungsprodukte, welche durch das chemische Cross-
Linking von pentameren FocA und dimeren PfIB induziert werden, erschweren
allerdings die visuelle Beurteilung der FocA/PfIB-Komplexbildung mittels SDS-PAGE.
Fur die Identifizierung von intermolekularen Cross-Linking-Produkten zwischen FocA
und PfIB wurden die Gelbanden oberhalb der Molekularmasse von monomerem PflB
(ca. 85 kDa) zunéchst einer In-Gel-Proteinspaltung unterzogen und anschlie3end
mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS analysiert. Die
Auswertung fiuhrte zur Identifizierung von 14 intermolekularen Cross-Linking-
Produkten zwischen FocA und PfIB (Tabelle 14).

M 1 2 3
200 . k' } FocA/PfIB-Komplexe
}OO st £

85 . <« PfB

30

<« F
25 ocA

kDa
Abbildung 28: SDS-PAGE-Analyse von FocA/Protein-Komplexen. Die Auftrennung der Proteine wurde in
einem 10%-igen Trenngel durchgefiihrt. Die Farbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler Coomassie-Brillantblau-

Lésung. Spur M: Proteinmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder); Spur 1 —2: Ansatz nach chemischem
Cross-Linking zwischen FocA und PfIB; Spur 3: Kontrolle, FocA und PfIB (ohne BSZG).
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Diese wurden ausschlief3lich zwischen den cytoplasmatischen Regionen von FocA
und PfIB beobachtet. Dabei zeigten elf Cross-Linking-Produkte die Quervernetzung
der N-terminalen Region von FocA mit PfIB, wobei die Aminosauren K17, Y25 oder
K26, T28 und K29 aus FocA involviert waren.

Tabelle 14 zeigt die durch BS?G vernetzten Aminoséuren und ihre jeweiligen
Positionen in den Aminosauresequenzen von FocA und PflIB. Neben der
dominierenden Modifikation von Lysinen wurde flr acht Positionen die Modifikation
von Serinen, Threoninen und Tyrosinen in FocA und PfIB detektiert. Flr zwei weitere
Positionen (Y25 von FocA und T298 von PfIB) kann eine Modifikation von Tyrosin
und Threonin nicht ausgeschlossen werden.

Die Fragmentionenspektren von zwei intermolekularen Cross-Linking-Produkten

zwischen FocA und PfIB sind in Abbildung 29 exemplarisch dargestellt.

Tabelle 14: Identifizierte intermolekulare Cross-Linking-Produkte des FocA/PfIB-Komplexes. Die
Identifizerung erfolgte durch In-Gel-Proteinspaltung und anschlieBender Analyse der Peptide mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS und -MS/MS.

m/z [M+H]" z+ Am [ppm] Modifizierte Modifizierte

experimentell theoretisch Aminosdaure in Aminosdaure in
FocA* PfIB**

1318,342 3953,016 3 +0,9 K17 K312
1021,527 3062,576 3 -2,8 K26 K195, K197
883,116 2647,332 3 +0,1 K17 K32
838,437 2513,296 3 +0,6 K17 K441
830,753 2490,240 3 +1,5 K112 S463
795,067 2383,182 3 +1,5 K17 Y126
750,040 2248,101 3 +2,1 K191 K296, T298
744,708 2232,114 3 -1,4 K17 S338
712,704 2136,097 3 +0,5 K17 Y192
1036,523 2072,037 2 +0,7 K17 K643
675,336 2023,997 3 -0,9 S187 K135, K136
642,367 1925,086 3 +0,3 T28 K96
508,280 1522,826 3 -0,4 Y25, K26 Y726
621,298 1241,590 2 0 K29 T395

*' Ladungszustand des gemessenen Vorlauferions.

*2 Vernetzungsstelle in der Aminosduresequenz von FocA bzw. PflB.
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Die MS/MS-Daten des Cross-Linking-Produktes (m/z 621,298) in Abbildung 29A
umfassen die Aminosauren A27 — K29 (FocA) und T395 — E401 (PfIB), wobei die
Quervernetzung zwischen K29 (FocA) und T395 (PfIB) eindeutig identifizert wurde.
Die MS/MS-Daten des Cross-Linking-Produktes (m/z 830,753) in Abbildung 29B
umfassen die Aminosauren 1105 — K112 (FocA) und S463 — E475 (PfIB). Hier wurde
die eindeutige Quervernetzung zwischen K112 (FocA) und S463 (PflIB) eindeutig
identifiziert. Eine vollstandige Darstellung der MS/MS-Daten aller identifizierten
intermolekularen Cross-Linking-Produkte des FocA/PfIB-Komplexes ist der Abbildung

A 18 zu entnehmen.
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Abbildung 29: Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Daten intermolekularer Cross-Links zwischen FocA und
PfIB. Vorlauferionen wurden innerhalb der lineraren lonenfalle selektiert und mittels CID fragmentiert.
Fragmentionen von FocA sind in blau, von PfIB in rot dargestellt. (A) Fragmentionenspektrum eines zweifach
geladenen Vorlauferions bei m/z 621,298. Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 27 — 29 von
FocA und die Aminosauren 395 — 401 von PflB, wobei K29 von FocA lber BS2?G mit T395 von PflB quervernetzt
ist. (B) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions bei m/z 830,753. Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminosauren 105 — 112 von FocA und die Aminoséduren 463 — 475 von PfIB, wobei K112 von

FocA uber BS?G mit S463 von PflB guervernetzt ist.
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4.3.2 Erstellung eines 3D-Strukturmodells des FocA/PfIB-Komplexes mittels
Rosetta

Nach der Bestatigung einer Interaktion von PfIB mit der cytoplasmatischen Region

von FocA erfolgte die Erstellung eines 3D-Strukturmodells des FocA/PfIB-Komplexes

durch Rosetta [222] unter Zuhilfenahme der mittels chemischen Cross-Linkings

erstellten Distanzbeschrénkungen.

4.3.2.1 Charakterisierung der Konformation des N-Terminus von FocA mittels
de novo-Faltung
Der N-Terminus von FocA aus S. typhimurium zeigt ein a-helikales Peptid, welches
in verschiedenen Konformationen vorliegen kann (Abbildung 3) [27]. Demgegentber
fehlen Strukturinformationen fir die N-terminale Region von FocA aus E. coli [25].
Aufgrund dieser unvollstandigen Struktur sollte in Vorbereitung der Modellierung des
FocA/PfIB-Komplexes von E. coli zunachst die Rekonstruktion einer vollstdndigen
FocA-Struktur fur die Ableitung der cytoplasmatischen Interaktionsflache fur PflB
erfolgen.
Hierfur erfolgte die Strukturvorhersage des N-Terminus mittels RosettaScripts [225].
Dazu wurde zunachst die Modellierung einer einzelnen N-terminalen Region
(Aminosauren 1 -32, a-Untereinheit) in der Umgebung eines FocA-Pentamers
durchgefiihrt. Mit Hilfe von RosettaScripts wurden 19 400 Modelle erstellt. Zur
Beurteilung der erhaltenen Konformationen fiir die N-terminalen Aminoséuren von
FocA wurde eine Clusteranalyse durchgefihrt. Daftir wurden zunachst 5% (950) der
Modelle mit niedrigsten Energiewerten fir die N-terminale Region selektiert. Diese
wurden anschlieBend mit Hilfe des Rosetta-Algorithmus einer Clusteranalyse
unterzogen.
Die Mehrzahl der erstellten Modelle zeigte ein strukturell ungeordnetes Peptid im
Bereich der Aminoséduren 1-9 (Abbildung 30). Dies erzeugte eine hohe
Clusteranzahl und erschwerte die strukturbasierte Gruppierung der erstellten
Modelle. Deshalb wurde die Clusteranalyse auf die Aminosauren 10 - 285 der a-
Untereinheit begrenzt. Hierbei wurde ein Clusterradius von 1,5 A root-mean-square
deviation (RMSD, Ca-Ca-Distanzen) verwendet. Die Analyse fuhrte zur Erstellung
von 77 Clustern. Die beiden umfangsreichsten Cluster grenzten sich mit 267 (28,1%)

und 160 (16,8%) Modellen deutlich von kleineren Gruppen ab.
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Abbildung 30: Strukturell ungeordneter Bereich des N-Terminus von FocA. Die Strukturvorhersage des N-
Terminus (Aminosauren 1 - 32) von E. coli erfolgte mittels RosettaScripts. Exemplarisch gezeigt sind die
Konformationen von fiinf iibereinander gelegten Strukturen, die einen RMSD-Wert von 1,5 A (Ca-Ca-Distanzen)
aufweisen. Die Aminosduren 1 — 9 sind unstrukturiert.

Die energetische Betrachtung der 18 umfangreichsten Cluster (Tabelle 15) zeigte die
Korrelation des Clusterumfangs mit korrespondierenden Energiewerten. Fir die
beiden umfangreichsten Cluster wurden Modelle mit niedrigen Energiewerten fiur die
N-terminalen 32 Aminosauren (- 61,64 und - 62,40) und fur das gesamte FocCA-
Pentamer (- 2054,23 und - 2040,20) beobachtet. Jedoch verfiigten Modelle mit einer
energetisch gunstigen N-terminalen Region nicht zwingend Uber die niedrigsten
Energiewerte des gesamten FocA-Pentamers. Der zweitgrof3te Cluster enthalt das
Modell mit dem energetisch gulnstigsten N-terminalen Bereich (- 62,40). Die
Gesamtenergie dieses Modells ist mit einem Energiewert von - 1417,95 jedoch sehr
hoch. Diese Daten implizieren eine unzureichende energetische Minimierung der
FocA-Pentamere durch RosettaScripts. Die teilweise hohen Energiewerte der FocA-
Pentamere erschwerten die Beurteilung der N-terminalen Bereiche. Im Weiteren
wurde deshalb fur die Beurteilung der N-terminalen Konformationen die energetische

Betrachtung ausschlie3lich auf die Aminosauren 1 - 32 beschréankt.
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Die Konformationen der N-terminalen Region der beiden umfangreichsten Cluster
sind in Abbildung 31 dargestellt. Der modellierte N-Terminus des Clusters mit einem
Umfang von 267 Modellen zeigte eine Konformation, welche die cytoplasmatische
Seite des Formiatkanals nicht bedeckt. Im Gegensatz dazu reprasentierte das
zweitumfangreichste Cluster mit 160 Modellen eine N-terminale Konformation, die

den cytoplasmatischen Trichter des Formiatkanals verengt.

Tabelle 15: Clusteranalyse. Die Clusteranalyse wurde mit Rosetta durchgefiihrt. Hierfiir wurden 5% (950) der
Modelle verwendet, welche die niedrigsten Energiewerte des N-Terminus aufwiesen. Die Gruppierung wurde mit
einem Clusterumfang von 1,5 A (root-mean-square deviation, Ca-Ca-Distanzen) durchgefiihrt. Die niedrigsten
Energiewerte der beiden Modelle (FocA-Pentamer und FocA-N-Terminus) des jeweiligen Clusters wurden

gegenlbergestellt.

Cluster- niedrigster Energiewert des FocA- niedrigster Energiewert des N-
umfang Pentamers im Cluster Terminus im Cluster* (zugehoriger

Energiewert des Pentamers)

267 - 2054,23 - 61,64 (- 2038,08)
160 - 2040,20 - 62,40 (- 1417,95)
28 - 2051,65 - 60,43 (- 2051,65)
28 - 2045,28 - 56,93 (- 2045,28)
32 - 2043,55 - 58,26 (- 2000,04)
42 - 2041,95 - 57,46 (- 2022,81)
43 - 2041,25 - 57,52 (- 2004,88)
27 - 2036,68 - 60,78 (- 2035,27)
15 - 2029,59 - 55,08 (- 2023,30)
11 - 2029,86 - 56,41 (- 1970,56)
10 - 2028,34 - 56,40 (- 2024,10)
19 - 2026,39 - 56,80 (- 2022,73)
17 - 2026,06 - 58,12 (- 2002,13)
19 - 2024,99 - 59,48 (- 2014,98)
11 - 2025,75 - 55,20 (- 1981,19)
20 - 2019,44 - 58,27 (- 2016,74)
11 - 2019,54 - 57,58 (- 1987,45)
10 - 2009,48 - 55,51 (- 2009,48)

* Fur die Evaluierung der Energie des N-Terminus wurden nur die Aminosduren 1 - 32 der a-Untereinheit in

Betracht gezogen.
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Abbildung 31: Strukturvorhersage des N-Terminus (Aminosduren 1 - 32) von FocA. Die

Strukturvorhersage erfolgte mittels RosettaScripts. Hierfir wurde der N-Terminus der a-Untereinheit innerhalb
des FocA-Pentamers de novo gefaltet. AnschlieRend erfolgte eine Clusteranalyse mit 5% der energetisch
glnstigsten Modelle. Gezeigt sind die energetisch glnstigsten N-terminalen Regionen der beiden
umfangreichsten Cluster. Die Darstellungen zeigen die Strukturen vom Cytoplasma in Richtung Periplasma
(oben) und parallel zur Membran (unten). (A) N-terminale Konformation des umfangreichsten Cluster mit einer
Anzahl von 267 Modellen. (B) N-terminale Konformation des zweitumfangreichsten Cluster mit einer Anzahl von
160 Modellen.

Die hohen Modellumfange dieser beiden Cluster und ihre niedrigen Energiewerte
deuten darauf hin, dass es sich bei den dargestellten Strukturvorhersagen um
Konformationen handelt, die héchstwahrscheinlich die nativen Faltungen des N-

Terminus von FocA reprasentieren.

4.3.2.2 Rekonstruktion der cytoplasmatischen Interaktionsflache zwischen
FocA und PfIB
Nachdem die Struktur fir den N-Terminus von FocA modelliert worden war, sollte die

vollstandige cytoplasmatische Interaktionsflache zwischen FocA und PfIB erstellt

84



Ergebnisse

werden. Die strukturellen Untersuchungen der FocA/PfIB-Interaktion mittels
chemischem Cross-Linking und durch die de novo-Faltung des N-Terminus deuteten
auf eine hohe Flexibilitdt des N-Terminus von FocA hin und unterstitzen die
Hypothese der in der Kristallstruktur von S. typhimurium beobachteten multiplen
Konformationen [27]. Desweiteren gibt der Grad der Oligomerisierung von
pentameren FocA und dimeren PfIB keinen Grund zur Annahme einer absolut
symmetrischen Interaktionsflache beider Proteine. Deshalb wurden fir die Erstellung
einer vollstdndigen cytoplasmatischen Interaktionsflache von FocA mehrere
Konformationen in Betracht gezogen. Hierfur wurden die vervollstandigten FocA-
Monomer-Modelle der 18 umfangreichsten Cluster ausgewéhlt und durch zufallige
Rekombination zu FocA-Pentameren assembliert. Dabei richtete sich die
Anwesenheit einer bestimmten Konformation der N-terminalen Region innerhalb der
rekonstruierten FocA-Pentamere nach dem prozentualen Anteil des jeweiligen
Clusterumfangs von der Gesamtmodellanzahl aller 18 Cluster. FocA-Monomer-
Modelle aus umfangreicheren Clustern wurden haufiger fir die Rekonstruktion von
vollstandigen FocA-Pentameren verwendet als Modelle aus weniger umfangreichen
Clustern. Aufgrund der ungeordeten Struktur im Bereich der Aminoséauren 1-9
erfolgte fur die Rekonstruktion der FocA-Pentamere ausschlie3lich die Verwendung
der Strukturinformationen der Aminosauren 10 — 285 der a-Untereinheit.

In Vorbereitung des FocA/PfIB-Dockings und fir die nachfolgende energetische
Beurteilung der erhaltenen Modelle wurde eine Relaxierung [227] der rekonstruierten
FocA-Pentamere durchgefihrt. Diese ermdglichte die energetische Minimierung von
14922 Modellen. Ein rekonstruiertes FocA-Pentamer zeigt vor der Relaxierung
zahlreiche Uberlagerungen von Aminosaureseitenketten und Proteinriickgrat-
strukturen (Abbildung 32A, links). Diese wurden durch die zuféllige Rekombination
einzelner Untereinheiten induziert und traten bevorzugt an den Grenzflachen der
einzelnen Untereinheiten auf. Durch die Relaxierung konnten diese Uberlagerungen
nahezu vollstandig aufgelést werden (Abbildung 32A, rechts), wobei sich minimale
Veradnderungen der globalen Konformation der rekonstruierten FocA-Pentamere
ergaben (Abbildung 32B, links). Die lokale Auswirkung der Relaxierung auf die
Konformationsdnderung einzelner Rotamere ist am Beispiel des Phenylalanins an
Position 193 exemplarisch dargestellt (Abbildung 32B, rechts), das sich im Zentrum
des FocA-Pentamers befindet. Die in silico-Assemblierung der Untereinheiten

induzierte eine Uberlagerung von vier F193-Seitenketten (blau). Die Relaxierung
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fuhrte zur Neuorientierung und optimalen raumlichen Verteilung der einzelnen

Rotamere (griin).

Abbildung 32: Energetische Minimierung rekonstruierter FocA-Pentamere. (A) Rekonstruiertes FocA-
Pentamer vor (links) und nach (rechts) der energetischen Minimierung mittels Rosetta. Bereiche, in denen sich
Aminoséaureseitenketten und Proteinrlickgratstrukturen Uberlagern, sind als rote Punkte hervorgehoben. Die
Analyse und Darstellung der Interaktionen erfolgte mit Molprobity [213] und King [212]. (B) Rekonstruiertes FocA-
Pentamer vor (blau) und nach (griin) der energetischen Minimierung mittels Rosetta. Die Banderstruktur (links)
zeigt die globale Veranderung der Proteinriickgratstruktur durch die energetische Minimierung. Die Uberlagerung

von Aminoséaureseitenketten ist am Beispiel von F193 gezeigt (rechts).
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4.3.2.3 Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes

Nach der Rekonstruktion vollstdndiger FocA-Pentamere erfolgte die Modellierung
des FocA/PfIB-Komplexes. Hierfir wurde zunachst die Relaxierung der
Kristallstruktur von PfIB mittels Rosetta durchgefuhrt. Anschlielend erfolgte das
Docking von FocA und PflB, was zur Erstellung von 53340 Modellen fuhrte. Fir die
Darstellung des FocA/PfIB-Komplexes, der die native Konformation reprasentiert,
erfolgte die strukturelle Gruppierung mittels BCL::Cluster [229]. Dabei wurden 10%
der Modelle mit den hdchsten Energiebetrdgen nicht in Betracht gezogen. Die
ungefahr 48000 verbleibenden Modelle wurden entsprechend ihrer FocA/PfIB-
Interaktionsflachenenergiewerte sortiert, und die 500 energetisch ginstigsten
Modelle fur das BCL::Cluster ausgewdahlt. Fur die Clusteranalyse wurde ein
Algorithmus gewahlt, welcher die durchschnittliche Distanz des Proteinrtickgrats
(Ca-Ca-Distanzen) aller Modelle von benachbarten Clustern berechnet (average
pair-wise distance). Die Anzahl der Modelle und Energiewerte der Interaktionsflachen
von Gruppen mit einem durchschnittlich paarweisen RMSD-Wert von 11 A wurden

weiter untersucht (Tabelle 16).

Tabelle 16: BCL::Clusteranalyse. Die Gruppierung erfolgte mit 500 Modellen, welche die niedrigsten Werte der
FocA/PfIB-Interaktionsflachenenergie aufwiesen. Die Clusteranalyse basierte auf dem strukturellen Vergleich der
durchschnittlich paarweisen RMSD-Werte von FocA/PflIB-Modellen. Fiur die Berechnung der Durchschnitte
wurden jeweils zehn Modelle eines Clusters mit den niedrigsten Interaktionsflichenenergiewerten in Betracht

gezogen.
Gruppen- Niedrigster Durchschnittlicher Standardabweichung des Durchschnittlicher
umfang Interaktions- Interaktionsflachen- durchschnittlichen RMSD [A]

flachen- energiewert Interaktionsflachen-

energiewert energiewertes
71 - 16,81 -16,44 0,27 7,96
54 - 18,83 -15,90 1,44 12,30
53 - 16,28 -15,53 0,51 11,86
45 -16,70 -14,87 0,89 8,83
43 -17,55 -14,60 1,18 6,88
43 -18,12 -15,42 1,20 12,46
35 -15,92 -14,74 0,62 9,45
31 -19,32 -15,86 1,55 8,62
31 -18,24 -15,69 1,19 11,48
30 -15,02 -13,87 0,60 6,68
26 -18,53 -15,39 1,58 8,52
14 -19,42 -14,80 1,70 7,39
13 -16,60 -13,90 1,51 7,04
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Dabei wurden 13 Cluster mit Umfangen von 13 bis 71 Mitgliedern identifiziert. Der
umfangreichste Cluster beinhaltete 71 FocA/PflB-Modelle und hob sich mit einer
relativ geringen Differenz  von nachfolgenden Clustern ab. Mit einem
durchschnittlichen Energiewert von -16,44 weisen die Modelle des umfangreichsten
Clusters die energetisch gunstigsten Interaktionsflachen auf und verfigen mit 0,27
Uber die geringste Standardabweichung. Zusatzlich zeigen diese Modelle einen
niedrigen durchschnittichen RMSD-Wert von 7,96 A, was die hohe strukturelle
Ahnlichkeit dieser modellierten FocA/PflB-Komplexe widerspiegelt. Auffallig sind die
niedrigeren Energiewerte der Interaktionsflichen von einzelnen Modellen
umfangarmerer Cluster. Das Cluster mit einem Umfang von 14 Modellen beinhaltet
z. B. das FocA/PflIB-Modell mit dem niedrigsten Interaktionsflachenenergiewert
von - 9,42. Die Cluster mit Umfangen von 54, 43, 31, 26 verfligen vereinzelt ebenfalls
Uber Modelle mit geringeren Energiewerten fir die Interaktionsflachen.

Abbildung 33 zeigt die Konformationen der energetisch (FocA/PflB-

Interaktionsflachenenergie) reprasentativsten Modelle der 13 Cluster (Tabelle 16).

Abbildung 33: BCL::Clusteranalyse. Gezeigt sind reprasentative FocA/PflB-Modelle der 13 Cluster, welche
paarweise RMSD-Werte (Ca-Ca-Distanzen) von 11 A verfiigten. Die Clusterumfange der jeweiligen FocA/PfIB-

Modelle sind angegeben.
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Die dargestellten Modelle zeigen unterschiedlichen Bindungsorientierungen von PfIB
zu FocA, wobei verschiedene Regionen von PfIB in die Interaktion involviert sind. Die
Interaktion basiert vorwiegend auf der Bindung von einer PfIB-Untereinheit an FocA,
wobei hauptsachlich der N-Terminus von FocA das Bindemotiv darstellt. Die
FocA/PfIB-Komplexe von Clustern mit Umfangen von 54, 53, 31 und 14 Modellen
zeigen die Interaktion beider PfIB-Untereinheiten mit FocA. Eine vollstandige
Abdeckung aller flinf formiatleitenden Kanéle von FocA durch die Interaktion mit PfIB
wurde in keinem der Modelle beobachtet.

Fur die endgultige Erstellung eines Modells des FocA/PflIB-Komplexes wurde das
beschriebene Protokoll von Dr. David Nannemann in der Arbeitsgruppe von Prof Dr.
Jens Meiler (Department of Chemistry, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee,
USA) Uberarbeitet. Die Modellierung des Komplexes erfolgte unter Zuhilfenahme der
mittels chemischem Cross-Linking erstellten Distanzbeschrankungen. Die zwei

mdoglichen Konformationen des FocA/PfIB-Komplexes sind in Abbildung 34 zu sehen.

Abbildung 34: Modelle des FocA/PfIB-Komplexes. Dargestellt sind die Konformationen A und B, welche mit
Hilfe der Cross-Linking-Distanzbeschrankungen ausgewahlt wurden. Die FocA- und PflIB-Untereinheiten sind
farblich hervorgehoben. Die intermolekularen Cross-Links sind durch Linien dargestellt. Der konformative Raum,
welcher durch die Modelle eingenommen wird, die die mittels Cross-Linking erstellten Distanzbeschrankungen

erfullen, ist als graue Hille hervorgehoben.
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5 Diskussion und Ausblick

5.1 Selektiver unspezifischer Einbau von Selenocystein in Proteine der

formiatabhangigen Nitratatmung von E. coli

Selen ist fur zahlreiche Organismen ein essentielles Spurenelement [64, 68]. Der
spezifische Einbau von physiologisch aktivem Selen erfolgt co-translational in Form
der 21. Aminosaure Selenocystein [61] und wird auf genetischer, biochemischer und
physiologischer Ebene streng reguliert [64].

Eine Ergadnzung des Kulturmediums mit Selenitkonzentrationen tber 1 uM fuhrt trotz
zahlreicher Kontrollmechanismen [64] zu einem unspezifischen Einbau von Selen in
Proteine von E. coli [74]. Wahrend der unspezifische Einbau von Selen anfanglich als
eine Anreicherung von Selenomethionin im Proteom postuliert wurde [69], deuten
neuere Erkenntnisse auf den unspezifischen Einbau von Selenocystein [70, 71].

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente zur Untersuchung des
unspezifischen Einbaus von Selen in E. coli zeigen, dass dieser zu einem Austausch
von Cystein durch Selenocystein an bestimmten Positionen in Proteinen fihrt. Zur
Analyse erfolgte zunéchst die Proteinreinigung des Selenoenzyms Fdh-N aus dem
E. coli-Wildtypstamm MC4100, welcher bei Selenitkonzentrationen von 2 uM und
100 puM kultiviert wurde. Fdh-N enthélt ein spezifisches Selenocystein an Position
196 (U196) der katalytischen Untereinheit [37] und stellt dadurch ein geeignetes
Beispiel zur Charakterisierung von Selenoproteinen mittels Massenspektrometrie dar.
Die Proteinreinigung der nativen Fdh-N aus der Membranfraktion von E. coli flhrte
zur Koisolation des homologen Isoenzyms Fdh-O sowie Nar. Zusammen stellen
diese Enzyme die Schliisselkomponenten der Formiat-Nitrat-Atmungskette in E. coli
dar [36]. Vorausgegangene Studien hatten eine deutlich niedrigere Protein-
biosynthese und Enzymaktivitat von Fdh-O gegeniber Fdh-N [39, 40] gezeigt,
welche wahrend der Nitratatmung stark induziert wird [38]. Die katalytischen und
Elektronen-tbertragenden Untereinheiten zeigen eine hohe Aminosauresequenz-
identitat (FdoG/FdnG: 76%; FdoH/FdnH: 75%) [45]. Die relative Quantifizierung der
beiden gemeinsam gereinigten Fdh-O und Fdh-N, mittels spectral counting zeigte
eine bis zu ca. dreifach hohere Menge an Fdh-O gegeniiber Fdh-N und impliziert im
Kontext mit den Erkenntnissen einer kirzlich veréffentlichten Studie [42] eine
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bedeutendere Rolle der wenig beschriebenen Fdh-O wahrend der formiatabhangigen
Nitratatmung in E. coli.

Die massenspektrometrische Analyse der Fdh-O und Fdh-N fuhrte zur Identifzierung
des spezifischen UGA-kodierten Selenocysteins an Position 196 sowie funf
Substitutionen von Cystein gegen Selenocystein an identischen Positionen (C165U,
C380U, C391U, C554U und C618U) in den grofRen katalytischen Untereinheiten
(FdoG und FdnG) (Abbildung 17). Dabei wurde auch bei der Erganzung des
Kulturmediums mit einer hohen Selenitkonzentration von 100 uM kein Austausch der
[4Fe-4S]-Zentren koordinierenden Cysteine beobachtet. Interessanterweise konnte
fur die Positionen 165, 380, 391, 554 und 618 eine Variabilitdt im Einbau von Cystein
und Selenocystein beobachtet werden (Tabelle 8), wahrend an Position 196
ausschlief3lich Selenocystein detektiert wurde. Die massenspektrometrische Analyse
der Elektronen-ubertragenden Untereinheiten der Fdhs (FdoH und FdnH) sowie Nar
zeigte ebenfalls die Substitution von Cystein durch Selenocystein an definierten
Positionen.

Wahrend fur FAnG und FdoG ausschlief3lich Substitutionen von Cysteinen auftraten,
welche nicht an der Koordinierung des [4Fe-4S]-Zentrums beteiligt sind, konnte fur
FdnH und FdoH ein Austausch von Cysteinen, welche die beiden proximal zur
Membran gelegenen [4Fe-4S]-Zentren koordinieren, verzeichnet werden.

Das Ergebnis eines zusatzlichen Einbaus von Selenocystein an den fur Cystein
kodierenden Kodonen UGU und UGC bekréaftigt die Erkenntnis einer friheren Studie,
das der unspezifische Einbau von Selenocystein auf die Schritte der
Cysteinbiosynthese angewiesen ist [71]. Desweiteren belegt die Beobachtung des
Austausches bestimmter Cysteine durch Selenocysteine in NarG aus der
E. coli-selC-Deletionsmutante FM460, welche identisch mit den identifizierten
Austauschpositionen in NarG des E. coli-Wildtypstamms MC4100 sind, dass sich der
unspezifische Einbau von Selenocystein unabhangig von SelC (tRNA®®) vollzieht.
Diese Beobachtung wird dadurch gestitzt, dass eine effiziente Acetylierung der
tRNAY® auch mit dem isosteren Cysteinanalogon Selenocystein erfolgen kann [70,
73], wodurch ein Einbau von Selenocystein an den Kodonen UGU und UGC mdglich
ist. Der unspezifische Einbau von Selen in die Biosynthese von Cystein erfolgt
vermutlich durch die O-Acetlyserinsulfhydrylase, welche neben Sulfid auch Selenid
als Substrat akzeptiert [72]. Die dadurch resultierende Synthese von Selenocystein

und dessen unspezifischer Einbau kann durch eine Erhéhung der Cystein-
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konzentration wahrend des Zellwachstum und einer dadurch hervorgerufenen
Inhibierung der O-Acetylserinsulfhydrylase unterbunden werden [71, 234], was die
Unabhangigkeit des unspezifischen Einbaus des Selenocysteins vom spezifischen
Mechanismus des Selenocysteineinbaus bekraftigt.

Der Austausch von identischen Cysteinen durch Selenocystein in FAnG und FdoG
sowie der Austausch an definierten Positionen in FdnH, FdoH und NarG deutet auf
einen unspezifischen Einbau von Selenocystein hin, welcher dennoch selektiv
erfolgt. Dies fuhrt zu der Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus. Eine
Untersuchung, ob ein selektiver unspezifischer Selenocysteineinbau bevorzugt am
Kodon UGU oder UGC erfolgt bzw. ob die jeweilige Positionen innerhalb der mRNA
einen Einfluss auf die Rate des Selenocysteineinbaus hat, lieferte keine schliissigen
Ergebnisse. Die Abhangigkeit eines selektiven Selenocysteineinbaus von der
Struktur der mRNA wurde durch die Verdnderung der Wachstumstemperatur von
37°C auf 22°C uberpruft. Dabei konnten jedoch keine Verédnderungen in der Rate
des Cysteinaustausches detektiert werden.

Eine alternative Erklarung fir die Translation der Kodone UGU und UGC mit Cystein
oder Selenocystein bietet die Variation der Translationsgeschwindigkeit unter-
schiedlicher Bereiche der mRNA, welche durch den unterschiedlichen Gebrauch der
Kodone (codon usage) in E. coli [235] hervorgerufen werden konnte. So kdénnte der
vermehrte Fehleinbau von Selenocystein in gewisse Bereiche des Proteins mit einer
héheren Translationsgeschwindigkeit des jeweiligen Kodonbereichs assoziert sein.
Der Einbau von Selenocystein an UGU und UGC-kodierten Positionen kdnnte der
Zelle die Moglichkeit geben, einen Uberschuss an Selen an bestimmte Positionen in
Proteinen aufzunehmen. Ein derartiger Mechanismus koénnte erlauben, dass
bestimmte, Fe-S-Zentren koordinierende, Thiolgruppen oder katalytisch wichtige
Cysteine von einer Substitution unberuhrt bleiben, um die Inaktivierung dieser
Enzyme zu vermeiden.

Der Austausch von Cystein durch das reaktivere Selenocystein (pKSthio: 8,3;
pPKSselenol: 5,2) [68] kdnnte zu instabilen Varianten der Fdhs fihren, welche in vivo
vermutlich abgebaut wirden und folglich mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchung der vollstéandig prozessierten und gereinigten Enzyme nicht detektiert
werden konnten. Diese Moglichkeit darf nicht aul3er Acht gelassen werden und sollte

in weiterfihrenden Untersuchungen tberpruft werden.
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5.2 Chemisches Cross-Linking zur Identifizierung und strukturellen

Charakterisierung von Protein-Protein-Interkationen

In dieser Arbeit wurde chemisches Cross-Linking zur Identifizierung von
Interaktionspartnern der Fdhs sowie zur Erstellung eines Modells des FocA/PflB-
Komplexes genutzt.

Trotz seines groRen Potentials stellt chemisches Cross-Linking in Kombination mit
MS eine bislang wenig genutzte Methode zur Identifizierung von Protein-Protein-
Interaktionen dar [236]. Neben der ldentifizierung von Interaktionspartnern ist die
Ableitung nieder aufgeltster 3D-Strukturinformationen der Proteinkomplexe mdéglich
[237, 238]. Die Methode liefert Distanzinformationen durch die Identifizierung
kovalent quervernetzer Aminosauren und wurde bereits erfolgreich an gereinigten
homogenen Proteinkomplexen bis zur GroéRe des mitochondrialen Ribosoms
angewandt [193, 239-242].

Fur die Vermeidung falsch-positiver Identifizierungen von Quervernetzungsprodukten
mussen hohe Anforderungen an die Qualitat der MS-Daten gestellt werden. So muss
die komplexe Datenauswertung von Quervernetzungsprodukten photoaktivierbarer
Cross-Linker aufgrund einer erhéhten Anzahl von mdglichen Reaktionsstellen durch
hoch-aufgeloste und hochgenaue Fragmentionenspektren gestitzt werden [187].
Desweiteren sollte die Qualitat der Daten durch die Bestimmung der false discovery
rate ermittelt werden.

Die Vorteile des Cross-Linkings liegen in der Verwendung geringer Probenmengen.
Die kovalente Fixierung der Interaktionspartner eines Proteins erlaubt intensivere
Waschbedingungen wahrend affinitditschromatographischer Schritte, wodurch eine
Depletion hochabundanter Kontaminanten erzielt wird. Im Gegensatz zu den hoch-
auflésenden Techniken der Proteinstrukturanalyse, wie z. B. Rontgenkristallographie
und NMR-Spektroskopie, bietet chemisches Cross-Linking in Kombination mit
bioinformatischen Methoden zusatzlich die Mdglichkeit der Strukturaufklarung von
Proteinkomplexen heterogener Proteinproben [231]. Dabei ist die GrofRe der zu
analysierenden Komplexe nicht limitiert [192] und die Charakterisierung flexibler
Proteinbereiche sowie die Aufzeichnung dynamischer Konformationsanderungen ist
moglich [191].
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5.3 Zellwandstéandige Interaktionspartner der Fdhs

Die komplexen Molybdoenzyme Fdh-N und Fdh-O benétigen die Unterstlitzung
akzessorischer Reifungsproteine, welche den korrekten Einbau prosthetischer
Gruppen sowie eine optimale Proteinfaltung im Cytoplasma koordinieren [210].
Derzeit  existieren nur  wenige Informationen  Uber  zellwandstandige
Interaktionspartner beider Enzyme, die eine Stabilisierung der Proteinfaltung und
Membraninsertion auf periplasmatischer Seite zur vollstandigen Reifung der
Atmungskettenproteine vemitteln.

Das chemische Quervernetzungsexperiment der gemeinsam gereinigten Isoenzyme
Fdh-O und Fdh-N mit einem Zellwand-Subproteom und die nachfolgende
massenspektrometrische Analyse der Quervernetzungsprodukte fiuhrte zur
Identifizierung der vier potentiellen zellwandstandigen Bindungspartner Skp, OppA,
ErfK und TolB. Die detaillierte Betrachtung der Quervernetzungsstellen lieferte
strukturelle Informationen Uber die moéglichen Grenzflachen zwischen den beiden

Fdhs und ihren Interaktionspartnern.

5.3.1 FdnH/Skp-Komplex

Das Protein Skp hat eine Molekularmasse von 17 kDa und ist ein ATP-unabhangiges
periplasmatisches Chaperon [243, 244]. Die Rontgenkristallstruktur von Skp zeigt ein
,=Quallen“-artiges Homotrimer, an dessen Grundkérper sechs a-Helices eine flexible
Substratbindestelle bilden (Abbildung 24) [245, 246]. Skp bindet Substrate, wie z. B.
auRere Membranproteine, mit Dissoziationskonstanten im nanomolaren Bereich
[247]. Die Substratbindung erfolgt doméanenselektiv, wobei im Fall von Substraten mit
zwei Doméanen die Transmembrandomane in die Substratbindetasche aufgenommen
wird und die I@sliche nativ-gefaltete Domane auf3erhalb der Bindetasche verbleibt
[248]. Die Skp-Substrat-Wechselwirkung wurde u. a. am Beispiel des Skp-OMP-
Komplexes beschrieben [244]. Die Funktion von Skp liegt in der Aufnahme von
Proteinen an der inneren Membran und der Faltungsstabilisierung wahrend der
Uberfuhrung durch das periplasmatische Kompartiment zur anschlieRenden Insertion
in die aullere Membran in gram-negativen Bakterien [243, 249, 250]. In vitro-
Experimente zeigen, dass Skp auch die Faltung l6slicher Proteine durch eine

Inhibierung der Aggregation unterstutzt [251].
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Die Auswertung des Quervernetzungsexperimentes fuhrte zur Identifizierung von vier
Quervernetzungsprodukten zwischen Fdh-N und Skp (Tabelle 12). Dabei wurden die
Reaktionsstellen des Quervernetzungsreagenz in Fdh-N ausschliel3lich am zentralen
Bereich der Elektronen-Ubertragenden Untereinheit (FdnH) identifiziert. Die
detektierten Reaktionsstellen der photoreaktiven Gruppe des Quervernetzungs-
reagenz im Skp-Trimer konnten aufgrund der drei identischen Aminosauresequenzen
nicht einer bestimmten Skp-Untereinheiten zugeordnet werden, wodurch eine
Verteilung der erhaltenen Cross-Links Uber alle drei Untereinheiten in Betracht
gezogen werden muss. Die Cross-Linker-Reaktionsstellen in Skp konnten, ahnlich
wie in einer vorausgegangenen Studie [248], ausschlieBlich an den flexiblen
a-Helices verzeichnet werden, welche die Substratbindestelle bilden. Dadurch kann
eine spezifische Interaktion zwischen Fdh-N und Skp angenommen werden.

Im Gegensatz zu aul3eren Membranproteinen ist wenig uber einen Mechanismus
bekannt, Uber den Skp eine Faltung von loslichen oder inneren Membranproteinen,
wie z.B. Tat-Substraten, vermittelt und stabilisiert. Aufgrund des breiten
Substratspektrums von Skp [252] und dessen Funktion, bestehende Proteinfaltungen
durch Inhibierung der Aggregation zu stabilisieren [253], muss die Frage gestellt
werden, ob Skp ebenfalls eine Aufnahme, Stabilisierung und die Insertion von
membranassoziierten Tat-Substraten, wie z. B. FdnGH, vermitteln kann. Dies wird
von der Beobachtung gestitzt, dass Skp mit Fdh-N interagiert.

Die meisten inneren integralen Membranproteine werden durch das allgemeine
sektetorische System (Sec) co-translational assembliert [254], wohingegen nur
wenige Uber das Tat-System eingebaut werden [255]. Zur Reifung der Fdhs werden
die a- und B-Untereinheiten vermutlich zusammen als Kofaktoren enthaltendes
Heterodimer (FANGH, FdoGH) durch das Tat-System Uber die Cytoplasmamembran
transportiert [46] und anschlie@end mit den Sec-abhéngigen integralen
Membranuntereinheiten (Fdnl, Fdol) [254] assembliert. Die Assoziation des af-
Heterodimers mit der Membran wahrend oder nach der Tat-abhangigen
Translokation ist auf die Hilfe  eines  C-terminalen hydrophoben
Transmembranbereichs (C-tail) von FdnH bzw. FdoH [256] angewiesen. Vorstellbar
ist, dass Skp eine Funktion in der Stabilisierung einer membrangebundenen oder
periplasmatischen Zwischenstufe der af-Heterodimere austiben kdnnte. Da keine
Vernetzungsprodukte an der a-helikalen Transmembrandomane von FdnH

identifiziert wurden (Abbildung 24A), liegt diese wahrend der Interaktion des FdnGH-
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Dimers mit Skp vermutlich auRerhalb der Substratbindestelle vor. Ein mdglicher
Grund hierfur ware, dass die Assoziation des FdnGH-Dimers mit der
Cytoplasmamembran bereits wahrend des Tat-Transports Uber den C-tail
durchgefuhrt wird und eine Stabilisierung des FdnGH-Dimers durch Skp zur
anschlieRenden Interaktion mit Fdnl fur die Reifung des vollstandigen Enzyms an der
Membran erfolgt. Eine andere Mdglichkeit ist die vollstandige Entlassung des
FdnGH-Dimers in das Periplasma, wobei der C-tail des FAnGH-Dimers nicht in die
Substratbindetasche aufgenommen wird, damit eine anschlieBende Membran-
insertion und Assoziation mit Fdnl erfolgen kann. Beide Modelle werden von der
Tatsache gestutzt, dass Skp in Phospholipidschichten penetrieren kann [257].

5.3.2 FdnG/OppA-Komplex

Die Genprodukte von oppABCDF bilden einen ATP-abhéngigen Oligopeptid-
Transporter, der zur Superfamilie der ABC (ATP-binding casette)-
Transportersysteme gehort [258] und dessen Funktion die Aufnahme von
Oligopeptiden und Wiederverwertung von Zellwandpeptiden ist [259, 260]. Das
Protein OppA ist eine periplasmatische Komponente des Transporters, welche flr die
Substrataufnahme verantwortlich ist. Die Bindung der Substrate erfolgt dabei mit
Dissoziationskonstanten im nanomolaren Bereich [261]. Die Genprodukte OppBCDF
stellen membranassoziierte Komponenten des Oligopeptidtransporters dar. Die
Kristallstruktur von OppA wurde mit 2,3 A aufgeldst und zeigt ein zweilappiges, iber
drei Domé&nen enthaltendes Protein, das vorwiegend B-Faltblatter aufweist [262].

Die massenspektrometrische Analyse des Cross-Linking-Ansatzes fuhrte zur
Identifizierung von drei Quervernetzungsprodukten zwischen OppA und der
katalytischen Untereinheit der Fdh-N (Tabelle 12). Die Reaktionsstellen des
verwendeten Quervernetzungsreagenzes SDAD in FdnG befinden sich an zwei
Serinen und einem Tyrosin, was bereits beschriebene Umesterungsreaktionen
aminreaktiver Quervernetzungsreagenzien mit Hydroxylseitenketten bestatigt [195].
Wie bereits im FdnH/Skp-Komplex beobachtet wurde, sind die Reaktionsstellen des
Quervernetzungsreagenzes in FAnG und OppA gerichtet orientiert und nicht zufallig
Uber die globularen Proteine verteilt (Abbildung 24B). In OppA ist eine

Reaktionsstelle (A381 oder D382) raumlich relativ weit von den beiden ubrigen
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Reaktionsstellen (Y121 und D2167) getrennt, welche in der Struktur nahe
nebeneinander liegen.

Die definierte Anordnung der quervernetzten Aminosauren lasst auf eine direkte und
spezifische Interaktion zwischen FdnG und OppA schlieRen (Abbildung 24B). Neben
einer direkten Interaktion von FdnG und OppA muss eine durch Skp vermittelte
Interaktion in Betracht gezogen werden, da dieses ebenfalls einen

Interaktionspartner von OppA [253] und FdnH darstellt.

5.3.3 FdnG/ErfK-Komplex

Das Peptidoglykan der bakteriellen Zellwand ist eine hochadaptive und streng
regulierte Komponente [263], welche der Zelle als Exoskelett dient [264]. Das
engmaschige Netzwerk besteht aus alternierenden Einheiten des Dissacharids
N-Acetylglucosaminsaure-N-Acetylmuraminsaure, welche durch Pentapeptide quer-
vernetzt sind [263]. ErfK stellt eine von funf in E. coli vorkommenden L, D-
Transpeptidasen (Ldt) dar [265]. Diese haben unterschiedliche Funktionen, wobeli
ErfK eine kovalente Verknipfung des Braun-Lipoprotein der auf3eren Membran mit
Peptidoglykan erzeugt, wodurch die Integritat der Zellwand gewahrleistet wird [266].
Ein Verlust der Aktivitat samtlicher Ldt-Enzyme in E. coli unter einem Mangel an 2,6-
Diaminopimelinsdure (DAP) zeigt ein eingeschranktes Zellwachstum und deutet auf
eine Funktion von ErfK flr die Bewaltigung von Peptidoglykanstress hin [265].

Die  massenspektrometrische  Analyse fuhrte zur Identifizierung eines
Quervernetzungsprodukts zwischen ErfK und der katalytischen Untereinheit von Fdh-
N (Tabelle 12). Die Beobachtung einer Quervernetzung zu K138 von FdnG indiziert,
dass sich die Interaktionsflache von Fdh-N mit ErfK von denen mit Skp, OppA und
TolB unterscheidet. Das Fehlen weiterer Distanzbeschrankungen erschwert jedoch
eine genaue Charakterisierung der Grenzflache des FdnG/ErfK-Komplexes. Die
membranassoziierten Untereinheiten der Fdh-N erstrecken sich 90 A in den
periplasmatischen Raum hinein [37], wodurch ein Kontakt der membranassoziierten
katalytischen Untereinheiten mit den an die &ufiere Membran angrenzenden
Peptidoglykanschichten erfolgen konnte [264]. Eine Stabilisierung der Fdhs durch
ihre Einbindung in strukturelle Komponenten der Zellwand, wie z. B. durch ErfK,
welches die strukturelle Integritdt der Membran gewahrleistet [266], ist vorstellbar

und muss in weiterfihrenden Experimenten naher untersucht werden.
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5.3.4 FdnGH/TolB-Komplex

Das Tol/Pal-System von E. coli liegt im periplasmatischen Kompartiment und ist
vorwiegend der inneren und auf3eren Membran zugewandt, wobei seine Funktion der
Aufrechterhaltung der Membranintegritat dient [267-270]. Das System erstreckt sich
durch den periplasmatischen Raum und stellt eine Verbindung der inneren und
aulReren Membran dar [271]. Das System setzt sich aus den Proteinen TolQ, TolR
und TolA zusammen, die einen Komplex innerhalb der inneren Membran bilden
[267]; das periplasmatische Protein TolB interagiert mit dem Peptidoglykan-
assoziierten Lipoprotein (Pal). Pal ist in der &ufReren Membran verankert und
interagiert mit der C-terminalen Domane von TolA [272]. Eine in vivo-Studie zeigte,
dass TolB in einer Pal-abhangigen Weise mit dem grof3en Lipoprotein der auf3eren
Membran und OmpA interagiert [273]. Neben einer Funktion flr die Stabilisierung der
Membran dient die Tol-Maschinerie fur die Aufnahme von Colizinen [274].

Im Gegensatz zu den Interaktionspartnern Skp, OppA und ErfK, fur welche
ausschlieBlich Quervernetzungsprodukte zur groRen Kkatalytischen Untereinheit
(FdnG) oder Elektronen-tubertragenden Untereinheit (FdnH) identifiziert wurden,
konnten fur den Fdh-N/TolB-Komplex sowohl Quervernetzungsprodukte zu FdnG als
auch zu FdnH identifiziert werden (Tabelle 12 und Abbildung A 15). Auffallig ist, dass
die Quervernetzungsprodukte von FdnG und TolB bzw. FdnH und TolB
unterschiedliche Regionen von TolB betreffen. Wie im Fall der Interaktion zwischen
Fdh-N und dem Chaperon Skp wurden auch fir den Fdh-N/TolB-Komplex drei
raumlich benachbarte Quervernetzungsprodukte im zentralen Bereich von FdnH
gefunden.

Das im Vergleich zum Cytoplasma viskosere Periplasma [275] enthalt spezielle
Chaperone, die eine Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen verhindern [276].
Die Interaktion mit dem Chaperon TolB kodnnte eine Stabilisierung von Fdh-N
innerhalb des gelartigen Kompartiments [277, 278] bewirken. Dies wird von der
Beobachtung gestiutzt, das Fdh-N ebenfalls mit dem faltungsstabilisierenden
Chaperon Skp interagiert. Auffallig ist, dass sowohl fur die Interaktion mit Skp als
auch TolB keine Quervernetzung mit der a-helikalen Transmembrandomane von
FdnH detektiert werden konnte, welche die Bindung zur Membran vermittelt [256].
Ebenfalls vorstellbar ist die Stabilisierung von Proteinkomplexen, wie z. B. den Fdhs,
durch deren strukturelle Einbindung in die Tol/Pal-Nanomaschinerie, welche der

inneren und aul3eren Membran zugewandt ist [267-269]. Die Stabilisierung der Fdhs
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durch ihre Einbindung dieser groRen Enzyme in strukturelle Komponenten der

Zellwand wird zusatzlich durch die Interaktion von Fdh-N mit Erfk gestitzt.

5.4 Charakterisierung der FocA/PfIB-Interaktion

Vorausgegangene in vivo- und in vitro-Protein-Protein-Interaktionsstudien, welche
am Institut far Biologie in der Abteilung Mikrobiologie (AG Sawers) der Martin-Luther
Universitat Halle-Wittenberg durchgefiihrt wurden, hatten eine Interaktion von PflB
mit FocA gezeigt. In dieser Arbeit konnten durch die massenspektrometrische
Analyse eines heterobifunktionellen amin-/photoreaktiven Quervernetzungs-
reagenzes neben PflIB weitere mdogliche Bindungspartner von FocA identifizert
werden. Aktives PfIB enthélt ein Glycylradikal, das Sauerstoff-empfindlich ist und in
dessen Anwesenheit eine Halbwertszeit von ca. 10 s besitzt [1]. Die in Anwesenheit
von Sauerstoff durchgefihrten Interaktionsstudien belegen somit die Interaktion von
inaktivem Glycylradikal-freiem PfIB mit FocA. Chemische Quervernetzungs-
experimente fuhrten zudem zur Identifizierung der FocA-Bindungspartner AdhE, PflA
sowie Proteinen des fermentativen Stoffwechsels (Tabelle 13 und Tabelle A3). AdhE
ist unter anaeroben Bedingungen ein abundantes Enzym und modifiziert PfIB post-
translational, wodurch dessen Aktivitat inhibiert werden kann [279]. Das PflB-
aktivierende Enzym PflA flhrt ebenfalls zu einer post-translationen Modifikation von
PfIB, wodurch dessen Aktivitat kontrolliert wird. Dieses Radikalenzym [280]
ermoglicht die Einfihrung eines Glycylradikals in PfIB an Position 734 [2]. Zusatzlich
wurden verschiedene Aminosauredecarboxylasen sowie die Pyruvatdehydrogenase
als Bindungspartner von FocA identifiziert, was eine Verbindung zwischen FocA und
dem Kohlendioxid/Bicarbonat-Metabolismus impliziert.

Die hohe Abundanz bestimmter Proteine birgt das Risiko der Identifizierung nicht-
spezifischer Interaktionspartner wahrend der Untersuchung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen [236]. So liegt z.B. PfIB unter anaeroben Wachstums-
bedingungen hochabundant vor [1]. Fur die Cross-Linking-Experimente zur
Identifizierung der Bindungspartner von FocA erfolgte zudem die Verwendung von
I6slichen Proteinen des E. coli-Stammes REK702, welcher aufgrund einer Mutation
im initiierenden Translationskodon von focA (GUG - AUG) hohere Mengen an FocA
und PfIB produziert [12, 281]. Da verschiedene biochemische Methoden, wie z. B. die

bakterielle two hybrid-Analyse und pull down-Experimente zur Analyse der
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FocA/PfIB-Interaktion angewandt wurden, kann eine unspezifische Interaktion beider
Proteine weitgehend ausgeschlossen werden.

In vitro-Experimente zeigten die Translokation verschiedener Metabolite der
gemischten Sauregarung durch gereinigtes FocA [282]. In vivo-Studien hingegen
belegen die ausschlief3liche Translokation von Formiat durch FocA [281]. Zuséatzlich
wurde beobachtet, dass eine Inaktivierung von PfIB in einer E. coli-PflA-Mutante eine
Inhibierung des Imports von Formiat zur Folge hat [AG Sawers]. Diese Experimente
lassen vermuten, dass die spezifische Interaktion von PflB mit FocA die
bidirektionelle Formiattranslokation an der Membran reguliert [29, 283] und
gewabhrleistet, dass nur Formiat als Substrat fur FocA dient. So konnte das
physiologisch  bedingte  Ausbleiben der Formiatbildung unter aeroben
Wachstumsbedingungen eine Interaktion von inaktivem PflB mit FocA zur Folge
haben, wodurch der Import von Formiat Uber FocA verhindert wird. Dies ist
physiologisch relevant, da die Anwesenheit externer Elektronenakzeptoren, wie
Sauerstoff, die Synthese des FHL-Komplexes unterdricken [4, 35] und eine
Oxidation von Format Uber die respiratorischen Fdhs des periplasmatischen
Kompartiments erfolgt [32].

Eine Interaktion von aktivem PfIB mit FOcA kann momentan nicht ausgeschlossen
und muss in zuklUnftigen Studien genauer charakterisiert werden. Diese kodnnte
beispielsweise eine andere Konformation des FocA/PfIB-Komplexes bzw. einen
veranderten Import bzw. Export von Formiat zeigen.

Zur strukturellen Charakterisierung der FocA/PflB-Interaktion erfolgte die
massenspektrometrische Analyse eines Quervernetzungsexperimentes mit einem
homobifunktionellen amin-reaktiven Cross-Linker in  Kombination mit einer
bioinformatischen Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes mittels Rosetta. Elf von 14
erhaltenen intermolekularen Distanzbeschrankungen verfigten Uber Reaktionsstellen
(K17, Y25 oder K26, T28 und K29) im N-terminalen Bereich von FocA (Tabelle 14).
Dieses Ergebnis und die Erkenntnisse der in der AG Sawers durchgefihrten
bakteriellen two-hybrid-Interaktionsstudie zeigen die grof3e Bedeutung der N-
terminalen Region von FocA fur die Interaktion mit PfIB. Die Cross-Linking-
Ergebnisse deuten auch auf eine hohe Flexibilitdt des N-Terminus von FocA hin.
Diese Flexibilitat wurde ebenfalls durch die Strukturvorhersage mittels Rosettascripts
gezeigt (Abbildung 31) und wird durch die Beobachtung multipler Konformationen

des N-Terminus gestutzt [27]. Die Reaktionsstellen der verbleibenden
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Quervernetzungsprodukte in FocA wurden in direkter Nahe zur zentralen Pore
beobachtet. In Anbetracht der mdglichen cytoplasmatischen Interaktionsflache von
FocA und der GrolRe von PfIB sowie der Cross-Linker-Reaktionsstellen an der
zentralen Pore von FocA wurde eine 1 : 1-Stéchiometrie von pentamerem FocA und
dimerem PflIB angenommen. Die Notwendigkeit der Zugabe eines Detergenz zur
Verbesserung der Loslichkeit von FocA beeintrachtigte allerdings die direkte
Bestimmung der FocA/PfIB-Stéchiometrie. Diese sollte in weiteren Experimenten, wie
z. B. nativer MS oder analytischer Ultrazentrifugation geklart werden.

Die maximal durch BS?G (berbriickbare Ca-Ca-Distanz betragt 25 A [284]. Aufgrund
der beobachteten Flexibiltdt des N-Terminus von FocA wurde die Ca-Ca-
Distanzbeschréankung auf maximal 40 A erhoht. Die Aufklarung der Bindungs-
orientierung von PfIB an FocA mit Hilfe der Distanzbeschrankungen in der AG Meiler
fuhrte zur ldentifizierung der zwei biologisch relevanten Konformationen A und B
(Abbildung 34). Diese kénnten wéahrend des chemischen Cross-Linking-Experiments
in L6sung vorhanden gewesen sein und spiegeln somit eine dynamische
Konformationsanderung des FocA/PfIB-Komplexes wieder. Es wird postuliert, dass
die Konformation A eine entropisch beglnstigte Zwischenstufe einer initialen
Komplex-bildung zwischen FocA und PfIB darstellt. In dieser bildet PfIB Gber nur eine
Untereinheit einen Kontakt zu FocA aus. Ausgehend von Konformation A kommt es
zur Ausbildung der enthalpisch bevorzugten Konformation B, in welcher PfIB Uber die
Bindung beider Unterheiten einen engeren Kontakt mit einer vermutlich hoéheren
Affinitdt zu FocA ausbildet. Die Konformationsanderung geht mit einer
Neuorientierung von PfIB einher, wobei die Eintrittsstelle des CoA-Molekils von PflB
[8] zentral vor die cytoplasmatische Seite von FocA positioniert wird.

Die Austrittstelle von Formiat an PfIB ist momentan nicht aufgeklart [6, 8]. Wenn der
Austritt von Formiat an der Eintrittsstelle des CoA-Molekils erfolgen sollte, kdnnte
aktives PfIB zu einer Konzentrationserhbhung von Formiat an FocA beitragen,
welches schnell Gber offene Substratkanale exportiert werden kénnte. Ein lokaler
Gradient von Formiat an der Cytoplasmamembran kdnnte zu einer optimalen
Translokation des Metaboliten tiber den Formiatkanal beitragen und wurde vielmehr
eine Ansduerung des gesamten Cytoplasmas verhindern. Diese Hypothese kann
jedoch aufgrund der geringen Auflosung des FocA/PflIB-Modells nicht bestatigt
werden. Zudem sind keine Aminsoauren in PfIB bekannt, welche aktiv die Leitung

von Formiat zu den Substratkandlen von FocA ermdglichen kdnnten. In Abwesenheit
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von PfIB kdnnte die Formiattranslokation durch eine geschlossene Konformationen
der N-Termini des FocA-Pentamers verhindert werden. Eine kirzlich verdéffentlichte
Studie zur Molekildynamik an FocA zeigte jedoch, dass die geschlossene
Konformation des N-Terminus den Im- und Export von Formiat nicht zum Erliegen
bringt [285]. Diese Erkenntnisse deuten auf die Notwendigkeit einer Interaktion von
FocA mit PfIB fur eine kontrollierte Translokation von Formiat hin.

Die genaue Unterscheidung zwischen den Konformationen A und B wird durch die
Flexibilitat der N-Termini von FocA erschwert. Die Kristallstrukturen zeigen die
fehlenden Beugungsdaten der N-terminalen a-Helices [25-27]. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte  Strukturvorhersage des N-Terminus konnte ebenfalls keine
Informationen Uber die Struktur ersten neun Aminosauren des N-Terminus liefern
(Abbildung 30). Diese fehlende Information kann die Konformation des FocA/PfIB-
Modells beeinflussen. Der in der AG Meiler durchgefuhrte rigide Austausch der N-
Termini an der cytoplasmatischen Seite von FocA kann zudem die Interaktion von
FocA und PfIB limitieren. Die vollstandige Strukturvorhersage der N-Termini von
FocA konnte die Orientierung beider Interaktionspartner verbessern und die
Herabsetzung der maximalen Ca-Ca-Distanz fur die Erfullung der Cross-Linking-
Distanzbeschrankung erméglichen.

Eine mogliche Interpretation der Ergebnisse kdnnte auch sein, dass eine der beiden
Konformationen ein Artefakt des Quervernetzungsexperiments oder der Modellierung
bzw. Filterung der FocA/PfIB-Modelle darstellt. Die Tatsache, dass nur die
Konformation B, trotz hoherer Ca-Ca-Distanzen, alle 14 Beschrankungen erfillt,
konnte bedeuten, dass ausschlie3lich diese Konformation von Relevanz ist. Eine
experimentelle Bestatigung der erhaltenen Konformationen kénnte z. B. durch
lonenmobilitats-MS erfolgen. Zudem muss in zuklnftigen Experimenten die

Bestimmung der Assoziationskonstante zwischen FocA und PflB ermittelt werden.
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>3KCU:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKADNPEDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTEFYLAITAGVEFISIAFVEYITATTGTGTMPFGMAKLVGGICE
SLGLILCVVCGADLFTSTVLIVVAKASGRITWGQLAKNWLNVYFGNLVGALLEVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVL
QTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMEFVASGFEHSIANMFMIPMGIVIRD
FASPEFWTAVGSAPENFSHLTVMNFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH

>3KCU:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKADNPEDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTEFYLAITAGVEFISIAFVEYITATTGTGTMPFGMAKLVGGICE
SLGLILCVVCGADLFTSTVLIVVAKASGRITWGQLAKNWLNVYFGNLVGALLEFVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVL
QTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMEFVASGFEHSIANMEFMIPMGIVIRD
FASPEFWTAVGSAPENFSHLTVMNEFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH

>3KCU:C|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKADNPEFDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTEFYLAITAGVEFISIAFVEYITATTGTGTMPFGMAKLVGGICE
SLGLILCVVCGADLEFTSTVLIVVAKASGRITWGOLAKNWLNVYFGNLVGALLEFVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVL
QTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMEFVASGFEHSIANMFMIPMGIVIRD
FASPEFWTAVGSAPENFSHLTVMNFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH

>3KCU:D|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKADNPEDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTFYLAITAGVEFISIAFVEYITATTGTGTMPFGMAKLVGGICE
SLGLILCVVCGADLFTSTVLIVVAKASGRITWGQLAKNWLNVYFGNLVGALLEVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVL
QTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMFVASGFEHSIANMFMIPMGIVIRD
FASPEFWTAVGSAPENFSHLTVMNFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH

>3KCU:E | PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKADNPEDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTEFYLAITAGVEFISIAFVEYITATTGTGTMPFGMAKLVGGICE
SLGLILCVVCGADLFTSTVLIVVAKASGRITWGQLAKNWLNVYFGNLVGALLEVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVL
QTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMFVASGFEHSIANMEFMIPMGIVIRD
FASPEFWTAVGSAPENFSHLTVMNFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH

Abbildung A 1: Primarstruktur von FocA aus E. coli. In der Kristallstruktur von FocA aus E. coli (PDB-Eintrag

3KCU) sind strukturell fehlende Bereiche in rot dargestellt.
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TM region prediction for 3KCU5, topo predicted using OCTOPUS
30 1289

antiparallel
n2c
34 54 34 54

66 96 66 96
115 135 115 135
162 182 162 182
193 223 193 223
256 276 256 276
291 311 291 311
323 353 323 353
372 392 372 392
419 439 419 439
450 480 450 480
513 533 513 533
543 563 543 563
575 605 575 605
624 644 624 644
671 691 671 691
702 732 702 732
765 785 765 785
791 811 791 811
823 853 823 853
872 892 872 892
919 939 919 939
950 980 950 980

1013 1033 1013 1033
1038 1058 1038 1058
1070 1100 1070 1100
1119 1139 1119 1139
1166 1186 1166 1186
1197 1227 1197 1227
1260 1280 1260 1280

Abbildung A 2: Span-Datei fur die Modellierung des N-terminalen Bereichs (Aminosauren 1 - 32) von
FocA.

-parser:protocol build 3KCU termini,xml

-database

/blue/meilerlab/home/nannemdp/rosetta clean/rosetta/rosetta database/
-mute core,scoring,MembranePotential

protocols, rosetta scripts, ParsedProtocol, REPORT

—exl

-ex2

-use_ input sc

-linmem ig 10

Abbildung A 3: Flag-Datei fur die Modellierung des N-terminalen Bereichs (Aminosauren 1 - 32) von
FocA.
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Overview:
Stage 1 : 9mers, scoreO,wts patch, 2000 cycles, uniform policy
Stage 2 : 9mers, scorel,wts patch, 2000 cycles, uniform policy

Stage 3a: 9mers, score2,wts patch, 2000 cycles, uniform policy
Stage 3b: 9mers, score5,wts patch, 2000 cycles, uniform policy
Stage 4 : 3mers, score3,wts patch, 4000 cycles, smooth policy

bin/rosetta scripts,macosgccrelease -fasta lal9a,fasta -parser:protocol
classic_abinitio,xml -parser:view -database ~/minirosetta database/

<dock_design>
<SCOREFXNS>

<scoreO
weights="/rosetta clean/rosetta/rosetta database/scoring/weights/score(,wts
" /> - -

<score membrane 2
weights="rosetta clean/rosetta/rosetta _database/scoring/weights/scorel, wts"
patch="/blue/meilerlab/home/zornm0/scripter fragment insertion/score membra
ne s2,wts_patch" />

<score membrane 3a
weights="rosetta clean/rosetta/rosetta _database/scoring/weights/score2, wts"
patch="/blue/meilerlab/home/zornm0/scripter fragment insertion/score membra
ne s3a,wts_patch" />

<score membrane 3b
weights="rosetta clean/rosetta/rosetta _database/scoring/weights/score5,wts"
patch="/blue/meilerlab/home/zornm0/scripter fragment insertion/score membra
ne s3b,wts _patch" />

<score membrane 4
weights="rosetta/rosetta database/scoring/weights/score3,wts"
patch="score membrane s4,wts patch" />

</SCOREFXNS>
<TASKOPERATIONS>
<InitializeFromCommandline name=ifcl />
<RestrictToRepacking name=rtr />
</TASKOPERATIONS>
<FILTERS>
</FILTERS>
<MOVERS>
Defines the base mover for small fragments (typically 3-mers)
<SingleFragmentMover name=sfm small N-term
fragments=aa3KCU503 05,200 vl 3 policy=smooth>
<MoveMap>
<Span begin=33 end=1289 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>
<SingleFragmentMover name=sfm small A-C-term
fragments=aa3KCU503 05,200 vl 3 policy=smooth>
<MoveMap>
<Span begin=1 end=275 chi=1 bb=0 />
<Span begin=286 end=1289 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>
<SingleFragmentMover name=sfm small E-C-term
fragments=aa3KCU503 05,200 vl 3 policy=smooth>
<MoveMap>
<Span begin=1 end=1279 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>
Defines the base mover for large fragments (typically 9-mers)
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<SingleFragmentMover name=sfm large N-term
fragments=aa3KCU509 05,200 vl 3 policy=uniform>
<MoveMap>
<Span begin=33 end=1289 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>
<SingleFragmentMover name=sfm large A-C-term
fragments=aa3KCU509 05,200 vl 3 policy=uniform>
<MoveMap>
<Span begin=1 end=275 chi=1 bb=0 />
<Span begin=286 end=1289 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>
<SingleFragmentMover name=sfm large E-C-term
fragments=aa3KCU509 05,200 vl 3 policy=uniform>
<MoveMap>
<Span begin=1 end=1279 chi=1 bb=0 />
</MoveMap>
</SingleFragmentMover>

<ParsedProtocol name=small mode=single random >
<Add mover name=sfm small N-term apply probability=0,8/>
Add mover name=sfm small A-C-term apply probability=0,1/>
<Add mover name=sfm small E-C-term
apply probability=0,2/>
</ParsedProtocol>
<ParsedProtocol name=large mode=single random >
<Add mover name=sfm large N-term
apply probability=0,8/>
Add mover name=sfm large A-C-term
apply probability=0,1/>
<Add mover name=sfm large E-C-term
apply probability=0,2/>
</ParsedProtocol>

Wrap the base movers in GenericMonteCarlo objects for scoring

<GenericMonteCarlo name=stagel scorefxn name=scorel
mover name=large temperature=2,0 trials=20/>

<GenericMonteCarlo name=stage? scorefxn name=score membrane 2
mover name=large temperature=2,0 trials=20/>

<GenericMonteCarlo name=stage3a scorefxn name=score membrane 3a
mover name=large temperature=2,0 trials=40/>

<GenericMonteCarlo name=stage3b scorefxn name=score membrane 3b
mover name=large temperature=2,0 trials=40/>

<GenericMonteCarlo name=stage4 scorefxn name=score membrane 4
mover name=small temperature=2,0 trials=60/>

Converts the centroid-level pose to fullatom for scoring and
vice-versa

<SwitchResidueTypeSetMover name=fullatom set=fa standard/>

<SwitchResidueTypeSetMover name=centroid set=centroid/>

Allows use of membrane scoring terms
<MembraneTopology name=membrane span_ file=3KCU5, span/>
<FastRelax name=relax scorefxn=scorel?2 repeats=1l >
<MoveMap>
<Span begin=1 end=34 chi=1 bb=1 />
<Span begin=35 end=1278 chi=1 bb=0 />
<Span begin=1279 end=1289 chi=1 bb=1 />
</MoveMap>
</FastRelax>
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</MOVERS>

<APPLY TO_ POSE>

</APPLY TO POSE>

<PROTOCOLS>
<Add mover name=membrane />
<Add mover name=centroid />
<Add mover name=stagel />
<Add mover name=stage2 />
<Add mover name=stage3a />
<Add mover name=stage3b />
<Add mover name=stage4 />
<Add mover name=fullatom />
<Add mover name=relax />

</PROTOCOLS>

</dock_design>

Abbildung A 4: XML-Datei fiur die Modellierung des N-terminalen Bereichs (Aminosauren 1 - 32) von
FocA.

-database /home/nannemdp/rosetta clean/rosetta/rosetta database
-score:weights membrane highres Menv smooth

-in:file:fullatom

-cluster:radius 1,5

-cluster:sort groups by energy

-cluster:exclude res 1 2 3 4 5 6 7 8 9 286 .. 1289

Abbildung A 5: Flag-Datei fur die Clusteranalyse des N-terminalen Bereichs (Aminosauren 1 — 32) der a-
Untereinheit von FocA. Die Clusteranalyse erfolgte mit Hilfe des Rosetta-Algorithmus. Der Clusterradius wurde
mit 1,5 A RMSD (Ca-Ca-Distanzen) definiert. Die Clusteranalyse wurde auf die Aminosduren 10 — 285 der a-

Untereinheit von FocA begrenzt.
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#!/usr/bin/env python2,5

from random import shuffle

from rosettautil,protein import util
from Bio,PDB import *

from optparse import OptionParser
import warnings

usage = "%prog [options] pdb input files"
parser=0OptionParser (usage)
parser,add option("--number strucs", dest="number strucs",help="number of

structures to build")
(options,args)= parser,parse_args ()
warnings, simplefilter ('ignore', PDBExceptions, PDBConstructionWarning)

template = PDBParser(),get structure('3KCU', '3KCU5 termini,pdb')
template list=['A','B','C','D','E"]
template A atoms =

[
template B atoms [
template C atoms = [

[
[

template D atoms
template E atoms =

(AR U

template chain dict=[93]
for model in template:
for chain in model:
if chain,get _id() == 'A':
for residue in chain:
template A atoms,append(residue['N']
]

( [ )
template A atoms,append(residue['CA'])
template A atoms,append(residue['C'])
template A atoms,append(residue['0'])

template chain dict['A']=template A atoms
if chain,get _id() == 'B':
for residue in chain:
template B atoms, append(residue['N'"]
template B atoms, append(residue['CA’
template B atoms,append(residue['C'
template B atoms,append(residue['O’
template chain dict['B']=template B atoms
if chain,get id() == 'C':
for residue in chain:
template C atoms,append(residue['N']
\l

)

( [ )
template C atoms,append(residue['CA'])
template C atoms,append(residue['C'])
template C atoms,append(residue['0'])

template chain dict['C']=template C atoms
if chain,get _id() == 'D':
for residue in chain:
template D atoms, append(residue['N'"]
]

( [ )
template D atoms, append(residue['CA'])
template D atoms,append(residue['C'])
template D atoms, append(residue['0'])

template chain dict['D']=template D atoms
if chain,get id() == 'E':
for residue in chain:
template E atoms,append(residue['N'])
template E atoms, append(residue['CA'])
template E atoms, append(residue['C'])
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template E atoms, append(residue['0'])

template chain dict['E']=template E atoms
protomer list = []

for structure file in args:
tag = structure file,split("/"),pop(),split(",") [0]
protomer list,append(tag)

working list=[]
for i in range (int (options,number strucs)) :
subunit list=[]
for template id in template list:
if len(working list) < 5:
working list = protomer list[:]
shuffle (working list)

current tag = working list,pop ()
print i, template id, current tag
Structure =

PDBParser () ,get structure (current tag,str(current tag+',6 pdb'))

#structure atoms = structure,get atoms ()
protomer atoms=[]
for model in structure:
for chain in model:
chain,id =str(template_ id)

#

superpose

print chain, id
for residue in chain:
if residue,get id() [1] in range(30,277):
protomer atoms, append(residue['N'])
protomer atoms, append(residue['CA'])
protomer atoms, append(residue['C'])
protomer atoms, append(residue['0'])
= Superimposer ()

superpose, set _atoms (template chain dict[template id],protomer atoms)

#print superpose,rotran

#print superpose, rms

structure atoms = structure,get atoms ()
#for atom in structure atoms:

# print atom,get id()
superpose, apply (structure,get atoms())

#for atom in structure atoms:
# print atom,get id()

name = str(str(i)+template id+',pdb')
subunit list, append (name)

w = PDBIO ()

w,set structure (structure)

w, save (name)

for pdb in subunit list:

pdb file = open(pdb, 'r'")

combined pdb = open(str(i)+',pdb','a")

for line in pdb file,readlines():
line, strip()
combined pdb,write (line)

pdb file,close()

combined pdb,close ()

Abbildung A 6: Anwendung make_FocA_pentamer.py fiur die Rekonstruktion von FocA-Pentameren.
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<dock design>
<SCOREFXNS>
<mem cen sf weights=score membrane />
<mem fa sf weights=membrane highres Menv_ smooth/>
</SCOREFXNS>
<TASKOPERATIONS>
<InitializeFromCommandline name=ifcl/>
<RestrictToRepacking name=rtr />
</TASKOPERATIONS>
<FILTERS>
</FILTERS>
<MOVERS>
<MembraneTopology name=membrane span_ file=3KCU, span />
<PackRotamersMover name=repack scorefxn=mem fa sf
task operations=ifcl,rtr/>
<TaskAwareMinMover name=min scorefxn=mem fa sf bb=1 chi=1
jump=0 type=dfpmin armijo nonmonotone tolerance=0,00025 />
</MOVERS>
<APPLY TO POSE>
</APPLY TO_ POSE>
<PROTOCOLS>
<Add mover=membrane />
<Add mover=repack />
<Add mover=min />
</PROTOCOLS>
</dock_design>

Abbildung A 7: XML-Datei fur die Relaxierung rekonstruierter FocA-Pentamere.

-in
-file
-fullatom
-spanfile
/blue/meilerlab/home/zornm0/relax/cluster reconstruction/3KCU, span
-out:file:fullatom
-database
/blue/meilerlab/home/nannemdp/rosetta clean/rosetta/rosetta database/
-nstruct 1
-linmem ig 10
-use_input sc
-exl
-ex2

Abbildung A 8: Flag-Datei fur die Relaxierung rekonstruierter FocA-Pentamere.
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TM region prediction for octopusnew,topo predicted using OCTOPUS

30 1380
antiparallel
n2c
25 45
57 87
106 126
153 173
184 214
247 267
301 321
333 363
382 402
429 449
460 490
523 543
577 597
609 639
658 678
705 725
736 766
799 819
853 873
885 915
934 954
981 1001
1012 1042
1075 1095
1129 1149
1161 1191
1210 1230
1257 1277
1288 1318
1351 1371

Abbildung A 9: Span-Datei fur die Relaxierung rekonstruierter FocA-Pentamere.

25
57
106
153
184
247
301
333
382
429
460
523
577
609
658
705
736
799
853
885
934
981
1012
1075
1129
1161l
1210
1257
1288
1351

45
87
126
173
214
267
321
363
402
449
490
543
597
639
678
725
766
819
873
915
954
1001
1042
1095
1149
1191
1230
1277
1318
1371
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<dock design>

<SCOREFXNS>
</SCOREFXNS>
<TASKOPERATIONS>
<InitializeFromCommandline name=ifcl/>
<RestrictToRepacking name=rtr/>
<RestrictToInterface name=rti />
</TASKOPERATIONS>
<FILTERS>
</FILTERS>
<MOVERS>
<Docking name=dock score low=score docking low
score high=scorel2 fullatom=0 local refine=0 optimize fold tree=1
conserve foldtree=1 design=0 task operations=ifcl/>
PackRotamersMover name=pr scorefxn=scorel2 task operations=rtr
/>
<TaskAwareMinMover name=min scorefxn=scorel2 chi=1 Dbb=1 jump=5
tolerance=0,001 task operations=ifcl,rti/>
</MOVERS>
<APPLY TO POSE>
</APPLY TO_ POSE>
<PROTOCOLS>
<Add mover name=dock/>
Add mover name=pr/>
Add mover name=min/>
</PROTOCOLS>
</dock_design>

Abbildung A 10: XML-Datei fiir die Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes. Das Docking von FocA und
PfIB erfolgte mit Hilfe der Anwendung rosetta_scripts.de-fault.linuxgccrelease.

-docking
-dock pert 3 8
-spin 1
-randomize?2
-dock mcm_trans magnitude 0,1
dock mcm _rot magnitude 1
-partners ABCDE FG
-database
/blue/meilerlab/home/nannemdp/rosetta clean/rosetta/rosetta database/
-nstruct 2
-linmem ig 10
-packing:repack only
-use_input sc
-exl
-ex2
-jd2:ntrials 10
-in:file:fullatom
-out:file:fullatom

Abbildung A 11: Flag-Datei fur die Modellierung des FocA/PfIB-Komplexes. Das Docking von FocA und
PfIB erfolgte mit Hilfe der Anwendung rosetta_scripts.de-fault.linuxgccrelease.
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#!/usr/bin/env python2,7

import sys

sys,path, append ("/blue/meilerlab/apps/Linux2/x86 64/python/2,5,2/1ib/python
2,5/site-packages")

from Bio,PDB import *

from optparse import OptionParser

import warnings

import math

from multiprocessing import Pool

import time

usage = "%prog [options] pdb input files"

parser=OptionParser (usage)

parser,add option("--protomer order", dest="protomer order",help="the new
chain name order as a string",default="")

parser,add option("--pairwise rmsd list name",

dest="listed pairwise rmsds",help="file name for a list of pairwise
rmsds",default="tmp rmsd list,txt")

parser,add option("--pairwise rmsd table name",
dest="pairwise rmsd table",help="file name for the pairwise rmsd
table",default="tmp rmsd table,csv")

parser,add option("--bcl",dest="bcl",help="add bcl matrix-type tag to first
row of file,",default=False,action="store true")

parser,add option("--number procs","--num processors","--

number processors","--num procs",dest="num procs",help="number of worker

processors to use",default=1l, type="int")
(options, args)= parser,parse_args ()
warnings, simplefilter ('ignore', PDBExceptions, PDBConstructionWarning)

####GLOBAL DATA ###4#
protomer order list = []
if options,protomer order == "":

protomer order list,append('ABCDEFG'")
protomer order list,append('BCDEAFG')
protomer order list,append('CDEABEG')
protomer order list,append('DEABCFG')
protomer order list,append('EABCDFG'")
protomer order list,append('ABCDEGE')
protomer order list,append('BCDEAGE")
protomer order list,append('CDEABGE')
protomer order list,append('DEABCGE')
protomer order list,append('EABCDGE')

else:
protomer order list,append(options,protomer order)
x=len (args)

####Calculatate rmsd between two strucs ####
def chain rmsd calculator (rmsd square) :
i = rmsd square[0]
j = rmsd _square[l]
pdbl = args[i]
pdb2 = args[7j]
pdbl structure PDBParser () ,get structure (str (pdbl), pdbl)
pdb2 structure PDBParser () ,get structure (str (pdb2),pdb2)
pdbl atom list = []
for model in pdbl structure:
for chain in model:
for residue in chain:
pdbl atom list,append(residue['CA'])

min rms = 100000
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min order = "'

for chain order in protomer order list:
pdb2 atom list = []
for model in pdb2 structure:
for chain order id in chain order:
for chain in model:
if chain,get id() == chain order id:
for residue in chain:

pdb2 atom list, append(residue['CA'])
superpose = Superimposer ()
superpose, set atoms (pdbl atom list,pdb2 atom list)
if superpose,rms < min_ rms:
min rms = superpose,rms
min order = chain order
order rmsd = (min order,min_rms)
return (i,Jj,min order,min_rms)

if name == " main ":

combination list = []
for i in range(0,x-1):
for j in range(l,x):
if j<=1i:
continue
else:
combination list,append((i,J))
####Parallelization####
pool = Pool (processes=options,num _procs)
rmsd list = pool,map(chain_ rmsd calculator, combination list)
pool,close()

#####INPUT/OUTPUTHH####
best fit file = open(options,listed pairwise rmsds,
rmsd_table = open (options,pairwise rmsd table,'w')

lwl)

if options,bcl:
rmsd_table,write("bcl::storage::Table<upper> ")
for dock model in args:
rmsd table,write (dock model+" ")
rmsd_table,write ("\n")

for i in range(0,x-1):
rmsd_table,write(args[i]+" 0 ")
for j in range(l,x):
if j<=i:
rmsd _table,write ("0 ")
else:
for square in rmsd list:
if square[0] == 1 and square[l] ==
pdbl = args[i]
pdb2 = args[7j]
min order = square[2]
min rmsd = square[3]
best fit file,write(str('$s %s %s %s \n'
% (pdbl, pdb2, min order, min rmsd)))
rmsd_table,write(str(min_ rmsd)+" ")
rmsd table,write ("\n")
rmsd_table,close ()
best fit file,close()

Abbildung A 12: Docking_minimal_rmsd_calaculator_parallel.py.
XXIX



Anhang

#!/usr/bin/env python2,7

import sys

cluster file = open(sys,argv([l],'r")
score file = open(sys,argv[2],'r")

score dict {}
for line in score file,readlines():

line = line,strip()

model name = line,split () [0]
score = line,split()[1]
score_dict[model name] = score

for line in cluster file,readlines():

line = line,strip()
print line,score dict[line]

Abbildung A 13: Cluster_energies.py.
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Abbildung A 14: Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Daten intermolekularer Cross-Links zwischen FdnH und
Skp, FAnG und OppA, FAnG und ErfK, FdnH und TolB sowie FAnG und TolB. Vorlauferionen wurden
innerhalb der lineraren lonenfalle selektiert und mittels CID fragmentiert. Peptide und Fragmentionen von FdnG
und FdnH sind in rot und von Skp, OppA, TolB und ErfK in blau dargestellt. Oxidierte Methionine wurden als m
und carbamidomethylierte Cysteine als B definiert. (A) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen
Vorlauferions (m/z 733,354). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 105 - 110 von FdnH/FdoH
und die Aminoséuren 716 — 82 von Skp, wobei K110 von FdnH/FdoH und M74 von Skp uber SDAD quervernetzt
sind. (B) Fragmentionenspektrum eines zweifach geladenen Vorlauferions (m/z 645.886). Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminoséuren 200 — 204 von FdnH und die Aminoséuren 116 — 119 von Skp, wobei K202 von
FdnH und T118 oder R119 von Skp uber SDAD quervernetzt sind. (C) Fragmentionenspektrum eines vierfach
geladenen Vorlauferions (m/z 652,093). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 191 — 204 von
FdnH und die Aminosauren 54 — 59 von Skp, wobei K204 von FdnH und R59 von Skp Uber SDAD quervernetzt
sind. (D) Fragmentionenspektrum eines vierfach geladenen Vorlauferions (m/z 483,229). Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminosauren 124 — 127 von FdAnG/FdoG und die Aminosduren 372 — 382 von OppA, wobei
S125 von FdnG/FdoG und A381 oder D382 von OppA Uber SDAD quervernetzt sind. (E) Fragmentionenspektrum
eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 835,401). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosduren 183
— 194 von FdnG und die Aminosduren 119 — 125 von OppA, wobei S183 von FdnG und Y121 von OppA uber
SDAD quervernetzt sind. (F) Fragmentionenspektrum eines vierfach geladenen Vorlauferions (m/z 567,289). Das
Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 136 — 148 von FdnG und die Aminoséuren 233 — 236 von ErfK,
wobei K138 von FAnG und V235 oder K236 von ErfK Giber SDAD quervernetzt sind. (G) Fragmentionenspektrum
eines zweifach geladenen Vorlauferions (m/z 885,997). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 37
— 44 von FdnG und die Aminosauren 410 — 413 von TolB, wobei K44 von FdnG und A412 oder R413 von TolB
Uiber SDAD quervernetzt sind. (H) Fragmentionenspektrum eines vierfach geladenen Vorlauferions (m/z 637,834).
Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosduren 782 — 795 von FdnG und die Aminoséuren 258 — 264 von
TolB, wobei S783 von FdnG und L262 von TolB Uiber SDAD quervernetzt sind. (I) Fragmentionenspektrum eines
vierfach geladenen Vorlauferions (m/z 740,657). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 28 — 32
von FdnH und die Aminosduren 224 — 244 von TolB, wobei K32 von FdnH und Q229, T230 oder L231 von TolB
Uiber SDAD quervernetzt sind. (J) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 479,570).
Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 28 — 32 von FdnH und die Aminosauren 282 — 287 von
TolB, wobei K32 von FdnH und Q282 von TolB Uiber SDAD quervernetzt sind.
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Abbildung A 15: Identifizierung intermolekularer Cross-Links zwischen FdnGH und TolB. Die Strukturen
von FdnGH und TolB sind als Banderstrukturen dargestellt (Proteindatenbankeintrage: 1KQF und 1CRZ). (A)
FdnG/TolB-Cross-Linking-Produkte sind als rote sticks, FdnH/TolB-Cross-Linking-Produkte sind als griine sticks
dargestellt. Finf Cross-Linking-Produkte zwischen FAnGH (2 x K32, K44, K190 und S783) und TolB (L156, Q229
oder T230 oder L231, L262, Q282 und A412 oder R413) wurden identifiziert.
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Abbildung A 16: SDS-PAGE-Analyse quervernetzter FocA/Protein-Komplexe. Die Reinigung der
FocA/Protein-Komplexe erfolgte durch Streptavidin-Affinititschromatographie. Die Auftrennung der Proteine
wurde in einem 12%-igen Trenngel durchgefiihrt. Die Farbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler Coomassie-
Brillantblau-L&sung. Spur M: Proteinmarker (PageRuler Prestained Protein Ladder); Spur L: Proteinlésung vor der
Reinigung (Load); Spur F: Durchlauffraktion (Flow through); Spuren 1-3: Waschfraktionen; Spur 4:
Elutionsfraktion von quervernetzten FocA-Komplexen, 1:1 (v:iv) mit Laemmli-Probenpuffer verdiinnt, welcher
kein Reduktionsmittel enthielt; Spur 5: Elutionsfraktion von quervernetzten FocA-Komplexen, 1:1 (viv) mit
Laemmli-Probenpuffer, welcher mit 50 mM B-Mercaptoethanol versetzt wurde; Spur 6: Elutionsfraktion von
quervernetzten FocA-Komplexen, 1 : 1 (v:v) mit Laemmli-Probenpuffer, welcher mit 100 mM DTT versetzt wurde;
Spur 7: FocA-Strep-tag-II-Fusionsprotein.
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Identifzierung eines Peptids von PflIA. (A) Chromatogramm des Totalionenstroms (TIC). (B)

Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS-Analyse. Das Massenspektrum wurde bei einer Retentionszeit von

58,12 min aufgenommen. Das Isotopenmuster des Peptids (IELLPYHELGK) ist vergrof3ert dargestellt. (C)

Fragmentionenspektrum eines zweifach geladenen Vorlauferions bei m/z 656,368. Die Abweichung zwischen

theoretischer und experimentell bestimmter Masse betragt 0,39 ppm. Das Vorlauferion wurde in der linearen

lonenfalle (LTQ) selektiert und mittels CID fragmentiert.
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Abbildung A 18: Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Daten intermolekularer Cross-Links zwischen FocA und
PfIB. Vorlauferionen wurden innerhalb der lineraren lonenfalle selektiert und mittels CID fragmentiert. Peptide
und Fragmentionen von FocA sind in blau und von PfIB in rot dargestellt. Oxidierte Methionine wurden als m und
Carbamidomethylierte Cysteine als B definiert. (A) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen
Vorlauferions (m/z 621,298). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminoséuren 22 — 26 von FocA und die
Aminosauren 726 — 732 von PflB, wobei Y25 oder K26 von FocA und Y726 von PfIB Uber BS%G quervernetzt
sind. (B) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 642,367). Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminosduren 22 — 33 von FocA und die Aminoséuren 93 — 96 von PflB, wobei T28 von
FocA und K96 von PfIB iiber BS’G quervernetzt sind. (C) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen m/z
675,336 Vorlauferions (m/z 675,336). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 187 — 190 von FocA
und die Aminosauren 129 — 140 von PfIB, wobei $187 von FocA und K135 oder K136 von PfIB iiber BS°G
quervernetzt sind. (D) Fragmentionenspektrum eines zweifach geladenen Vorlauferions (m/z 1036,523). Das
Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 3 — 17 von FocA und die Aminosauren 641 — 643 von PflB,
wobei K17 von FocA und K643 von PfIB Uber BS’G quervernetzt sind. (E) Fragmentionenspektrum eines
dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 712,704). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosauren 9 — 21 von
FocA und die Aminosauren 192 — 196 von PfIB, wobei K17 von FocA und Y192 von PfIB tiber BS*G quervernetzt
sind. (F) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 744,708). Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminosauren 9 —21 von FocA und die Aminosauren 338 — 345 von PflB, wobei K17 von
FocA und S338 von PfIB iiber BS°G quervernetzt sind. (G) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen
Vorlauferions (m/z 750,040). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosduren 187 — 191 von FocA und die
Aminosauren 291 — 304 von PfIB, wobei K191 von FocA und K296 oder T298 von PflB iiber BS°G quervernetzt
sind. (H) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 795,067). Das Cross-Linking-
Produkt umfasst die Aminoséduren 9 — 17 von FocA und die Aminosauren 118 — 128 von PflB, wobei K17 von
FocA und Y126 von PfiB liber BS’G quervernetzt sind. (I) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen
Vorlauferions (m/z 838,437). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosduren 3 —20 von FocA und die
Aminosauren 437 — 441 von PfIB, wobei K17 von FocA und K441 von PfIB iiber BS’G quervernetzt sind. (J)
Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 883,116). Das Cross-Linking-Produkt
umfasst die Aminosauren 3 — 20 von FocA und die Aminoséuren 28 — 32 von PflB, wobei K17 von FocA und K32
von PfIB tber BS’G quervernetzt sind. (K) Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z
1021,527). Das Cross-Linking-Produkt umfasst die Aminosduren 22 — 29 von FocA und die Aminoséuren 192 —
209 von PfiB, wobei K26 von FocA und K195 oder K197 von PfIB tber BS’G quervernetzt sind. (L)
Fragmentionenspektrum eines dreifach geladenen Vorlauferions (m/z 1318,342). Das Cross-Linking-Produkt
umfasst die Aminosauren 3 — 20 von FocA und die Aminosauren 302 — 317 von PflB, wobei K17 von FocA und
K312 von PfIB tiber BS?G quervernetzt sind.
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Tabelle A 1: Zusammenfassung identifizierter Proteine des Zellwand-Subproteoms.

Die praparierten

Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt. Die Identifizierung der Proteine in Spur L (Abbildung 20) erfolgte
durch In-Gel-Proteinspaltung und einer anschlieRenden Analyse der Peptide mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-
Orbitrap-MS- und MS/MS. Proteine mit mindestens zwei PSMs sind aufgefihrt.

UniProtKB- Protein Sequenz- Peptide
Eintrag abdeckung [%] spectral
matches
(PSMs)
P37329 Periplasmatisches Molybdat-bindendes Protein 87,16% 357
POAFH9 Osmotisch-induzierbares Protein Y 70,15% 267
P23843 Periplasmatisches Oligopeptid-bindendes Protein OppA 74,59% 249
P24183 Formiatdehydrogenase-N, a-Untereinheit 61,48% 166
P33363 Periplasmatische beta-Glucosidase 66,93% 149
POAFM3 Periplasmatisches Glycine-Betain-bindendes Protein 71,52% 144
P45523 FKBP-Typ cis-trans-lsomerase FkpA 51,48% 141
P23865 Schweif-spezifische Protease 47,95% 127
POCOV1 Periplasmatische Serinendoprotease 60,34% 122
P16700 Thiosulfat-bindendes Protein 78,70% 119
P09373 Pyruvat-Formiatlyase PfIB 54,61% 110
POAENO Periplasmatisches Cystin-bindendes Protein 77,44% 109
P07024 Protein UshA 59,27% 107
POABZ8 Chaperon SurA 56,31% 106
A7TZKF2 Glucan Biosynthese Protein G 63,21% 95
P05458 Protease 3 51,04% 89
A1A7M1 AuReres Membranprotein-Assemblierungsfaktor BamA 40,99% 86
A7ZSL4 Elongationsfaktor Tu 1 80,46% 82
P39099 Periplasmatische pH-abhangige Serinendoprotease 58,46% 82
C4zu48 Periplasmatische Nitratreduktase 46,50% 80
A7Z3C2 Protein TolB 62,79% 80
POAFK9 Periplasmatisches Spermidin/Putrescin Protein 56,03% 80
POADV7 Vermutliches Phospholipid Bindeproteine MlaC 76,78% 75
P02925 Periplasmatische D-Ribose Bindeprotein 67,57% 72
POAGC4 Lésliche Murein-Transglykosidase 55,35% 71
P76177 Protein YdgH 75,16% 69
P76193 Vermutliche L, D-Transpeptidase 79,64% 68
P37648 Protein YhjJ 68,67% 67
P32176 Formiatdehydrogenase-0O, a-Untereinheit 43,01% 66
P30859 Putativer ABC-Transporter, Arginine-bindendes Protein 2 63,37% 63
A7ZHA4 Chaperon protein DnaK 65,52% 59
C4zvG4a Glukan Biosyntheseprotein D 55,35% 58
POAEYO Periplasmatisches Maltose-bindendes Protein 75,25% 57
P37902 Periplasmatisches Glutamat/Aspartat-bindendes Protein 71,85% 56
POAFG9 Pyruvatdehydrogenase E1-Komponente 43,74% 53
P08331 2',3'-zyklische-Nucleotid 2'-Phosphodiesterase/3'- 59,66% 53
Nucleotidase
B7LE10 Phosphoglyceroltransferase 1 43,91% 53

XL



Anhang

P18956
P77202
P69909
P69911
POADS7
POA9B4
P06959
P63285
A7ZR34
POAEG7
P31550
P28629
POAEQ5
P78067
P00811
P26648
P18775
P75797
POAAYO
POAG69
A1AJ51
P77348
P66948
P33590
POA911
P00805
P19926
ATZKW9
P76116
POAEG5
POADT1
POA9Q8
A7ZSL5
P39371
POAET3
P07102
POAGS2
P76223
A7ZS61
A7ZHRO
P09394
P36649
B7MD95
POAGD2
B7NAT2

Gammaglutamyltranspeptidase
Thioldisulfid-austauschendes Protein DsbG
Glutamatdecarboxylase, a-Untereinheit
Glutamatdecarboxylase, B-Untereinheit
Nicht-Charakterisiertes Protein YggE
Glyceraldehyde-3-Phosphatdehydrogenase A
Dihydrolipoyllysineacetyltransferase
Chaperon ClpB

Phosphoglyceratkinase
Thiol:Disulfid-austauschendes Protein
Periplasmatisches Thiamin-bindendes Protein
Arginindecarboxylase

Periplasmatisches Glutamin-bindendes Protein
Thiosulfat-Schwefeltransferase
Beta-Lactamase

Zellteilungsprotein FtsP
Dimethylsulfoxidreductase DmsA
Glutathione-bindendes Protein

Vermutliche L,D-Transpeptidase

30S ribosomales Protein S1

60 kDa Chaperon

Periplasmisches Murein-bindendes Protein
TPR wiederholdendes-Peptid-Protein
Periplasmatisches Nickel-bindendes Protein
AuReres Membranprotein A
L-Asparaginase 2

Glucose-1-Phosphatase

Periplasmische Trehalase
Nicht-charakterisiertes Protein YncE
Thiol:Disulfid-austauschendes Protein DsbA
Nicht-charakterisiertes Protein YggN
Alkoholdehydrogenase

Elongationsfaktor G
N-Acetylneuraminatepimerase
Saurestress-Chaperon HdeB,
Periplasmatisches Protein AppA
Phosphat-bindendes Protein PstS

Protein YnjB

Polyribonucleotidtransferase
Elongationsfaktor Ts
Glycerolphosphoryl-diester-Phosphodiesterase
Blaue Kupferoxidase CueO

Trigger-Faktor

Superoxiddismutase

Protein Ycel

53,97%
74,60%
51,29%
51,29%
48,78%
62,54%
59,05%
41,31%
66,93%
58,90%
55,96%
34,57%
70,56%
56,32%
63,93%
64,26%
32,43%
41,02%
45,10%
51,89%
52,92%
51,40%
49,90%
55,92%
51,73%
62,07%
61,74%
44,78%
54,67%
80,77%
52,72%
35,02%
47,44%
62,23%
48,15%
45,83%
72,54%
59,79%
33,47%
72,79%
72,07%
39,73%
41,96%
80,35%
69,63%

53
52
51
51
51
50
50
48
48
48
46
45
45
44
44
41
40
40
39
38
38
38
38
37
37
36
35
35
35
35
34
33
32
32
31
31
31
31
30
29
29
28
28
28
28
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POAB24
A7ZSJ7
A7ZIWO
POACE1
P39176
POAFYO
P06996
P00350
POABK6
P39172
P33913
Q47622
Q46863
POAEU2
A7ZUJ7
P45955
A7ZSI5
P22525
POAD62
B7UIL4
A7ZIM7
POAFL5
POAGS1

POA871
P33362
POABN6
POA9P2
A7ZQM2
A7ZSK6
P30860
P26365
A7ZSI4
POAB72
P31133
P21338
P27302
P69778
POAG78
POAB69
P08660
POAD71

P37661
POA9M8

Eisenaufnahmesystem, Komponente EfeO

50S ribosomales Protein L5
Lipoprotein-Tragerprotein der &uleren Membran
Hydrogenase-2, groRe Untereinheit
Vermutliche L,D-Transpeptidase ErfK
Sigmafaktor-E-regulierendes Protein RseB
AuReres Membranprotein C
6-Phosphogluconatdehydrogenase
Cysteinesynthase A
Zinkaufnahmesystem-zugehdriges Protein ZnuA
Nicht-charakterisiertes Protein YejA
Periplasmatisches Peptidtransportprotein SapA
Putatives-bindendes Protein YgiS
Periplasmatisches Histidin-bindendes Protein
50S ribosomales Protein L1
Nicht-charakterisiertes Protein YbgF

30S ribosomales Protein S4

Vermutliche L,D-Transpeptidase YcbB
Pyruvatkinase 1

30S ribosomales Protein S2
DNA-Schutzprotein

Peptidyl-prolyl cis-trans-Isomerase A
Periplasmatisches sn-Glycerol-3-Phosphat-bindendes
Protein UgpB

Transaldolase B

Vermutliches Substrat-bindendes Protein OsmF
Lysin-tRNA-Ligase
Dihydrolipoyldehydrogenase

Enolase

50S ribosomales Protein L2

ABC-Transporter, Arginin-bindendes Protein 1
N-acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase AmiB
DNA-RNA-Polymerase, a-Untereinheit
Fructose-bisphosphat-Aldolase Klasse 2
Periplasmatisches Putrescin-bindendes Protein
Ribonuklease 1

Transketolase 1

AuReres Membranlipoprotein

Sulfat-bindendes Protein

Transaldolase A

Lysin-sensitive Aspartokinase 3
D-alanyl-D-alanin-Carboxypeptidase/Endopeptidase
AmpH

Phosphoethanolamintransferase EptB

Phosphatacetyltransferase

61,33%
73,18%
67,49%
38,62%
50,65%
54,40%
50,14%
47,22%
51,70%
56,77%
39,40%
42,41%
45,61%
61,92%
57,26%
35,36%
50,97%
32,85%
45,11%
48,13%
71,26%
65,26%
45,21%

61,83%
44,59%
37,03%
39,45%
34,03%
57,51%
58,85%
40,45%
41,95%
37,33%
41,35%
53,36%
22,93%
48,72%
45,90%
51,58%
19,38%
38,96%

22,38%
17,51%

27
27
27
26
26
26
25
25
25
25
24
24
24
24
24
24
23
22
21
21
21
21
20

20
20
19
19
19
19
19
18
18
18
18
18
17
17
17
17
16
16

16
15
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P08839
POA3B2
A7ZPE4
A7ZSK3
P39187
P07395
P17169
A1A8D9
POADV3
POAE22
A1A8D9
POAE22
POADA2
P32160
P37325
POADUG
A7ZU36

POAFF8
P23847
P09551

P37028
P08201
C4ZQFO0
POAGAS
A7ZPZ4
A7ZPX4
A7ZR64
ATZVAT
POAEEG
A7ZTH2
POA797
P75804
A7ZP31
P03841
POAE10
A1AEN7
A7ZS65
POA8BN4
P08200
P77619
A7ZJDO

POAEU9

Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferase
GTP-Bindeprotein TypA/BipA
Penicillin-insensitive Mureinendopeptidase

30S ribosomales Protein S3
Nicht-charakterisiertes Protein YtfJ
Phenylalanine-tRNA-Ligase, B-Untereinheit
Glutamin-Fruktose-6-Phosphate-Aminotransferase
Chaperon HtpG
Lipopolysaccharid-Exportsystem Protein LptA
Saurephosphatase (Klasse B)

Chaperon HtpG

Saurephosphatase (Klasse B)

Acyl-CoA Thioesterase 1

Nicht-charakterisiertes Protein YiiQ
Nicht-charakterisiertes Protein YbcH

Protein Ygiw
5-Methyltetrahydropteroyltriglutamat-Homocystein-
Methyltransferase
Transkriptionselongationsprotein NusA
Periplasmisches Dipeptid-Transportprotein
Periplasmatisches Lysin-Arginin-Ornithin-bindendes
Protein

Vitamin B12-bindendes Protein

Nitritreduktase [NAD(P)H] grof3e Untereinheit
Aspartat-tRNA-Ligase

Acetatkinase

Serin-Hydroxymethyltransferase
Cysteindesulfurase
S-Adenosylmethioninsynthase
Adenylosuccinatesynthetase

Periplasmatisches D-Galactose-bindendes Protein
ADP-L-Glycerol-D-Manno-Heptose-6-Epimerase
6-Phosphofruktokinase Isozyme 1

Losliche Aldosedehydrogenase YIiL

Ecotin

Periplasmatisches Maltoseprotein
Alkylhydroperoxidreductase y-Untereinheit
Alanin-tRNA-Ligase

Translation Initiierungsfaktor IF-2
Lysine-tRNA-Ligase

Isocitratdehydrogenase [NADP]

Protein YfeW

2,3-bisPhosphoglycerate-abhéngige Phosphoglycerat-

mutase

Chaperon Skp

22,78%
25,70%
33,21%
53,65%
48,91%
21,64%
27,26%
24,04%
40,00%
33,76%
24,04%
33,76%
50,00%
63,32%
42,23%
26,15%
10,23%

27,07%
24,49%
46,15%

47,37%
14,29%
19,66%
36,25%
23,50%
29,70%
31,77%
28,24%
31,63%
40,00%
29,38%
29,38%
27,16%
33,01%
54,55%
13,70%
11,12%
19,80%
26,20%
25,35%
39,20%

27,33%

15
15
15
15
15
14
14
14
14
14
14
14
14
14
13
13
12

12
12
12

12
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
10
10
10
10
10
10

10
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POAGD5 Superoxiddismutase 40,93% 10
POACP6 HTH-tTyp Transcriptionalregulator GntR 2,42% 9
A7ZHB5 Isoleucine-tRNA-Ligase 10,34% 9
C4ZXE9 Glycin-tRNA-Ligase, B-Untereinheit 16,98% 9
B7LAX0 Glucose-6-Phosphat Isomerase 20,04% 9
P15288 Cytosol-unspezifische Dipeptidase 22,27% 9
P02930 AuReres Membranprotein TolC 21,10% 9
P39265 Periplasmatisches D-Allose-bindendes Protein 41,16% 9
POAEL7 Periplasmatisches Enterobactin-bindendes Protein 22,33% 9
P39325 Periplasmatisches ABC-Transporter-bindendes Protein 25,79% 9
A7ZKA9 Flavoprotein WrbA 44,95% 9
P36683 Aconitathydratase 2 9,94% 8
A7ZUH4 Phosphoenolpyruvatcarboxylase 8,49% 8
P13656 Vermutliche bifunktionales Chitinase/Lysozym 9,92% 8
P46923 Trimethylamin-N-oxid-Reduktase 2 11,12% 8
AlAIC1 Katalase-Peroxidase 12,12% 8
C4ZRT7 Prolin-tRNA-Ligase 18,88% 8
POA954 3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Synthase 1 22,17% 8
P0OA992 Fruktose-bisphosphat-Aldolase Klasse 1 24,86% 8
P76422 Hydroxymethylpyrimidin-/Phosphomethylpyrimidin-Kinase 13,16% 8
P38683 Periplasmatisches Protein TorT 21,05% 8
P76108 Vermutliches ABC-Transporter-bindendes Protein YdcS 23,10% 8
A7ZIN4 Adenylatkinase, GN=adk 35,05% 8
A7zZzUD3 Triosephosphatisomerase 32,16% 8
A7ZV87 Eisen-Shwefel-Zentrum Reperaturprotein YtfE 26,36% 8
POA7BO Anorganische Pyrophosphatase 33,52% 8
POASM1 Lonprotease 7,78% 7
P25718 Alpha-Amylase 10,80% 7
B7NPHO Hydroxylaminreductase 18,18% 7
P63884 N-acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase 21,34% 7
A7ZPW6 Peptidase B 18,03% 7
P00634 Alkalische Phosphatase 17,83% 7
A1ADS2 Glutamat-tRNA-Ligase 16,99% 7
P76176 Nicht-charakterisierte Serin Protease YdgD 20,88% 7
A7ZK57 3-Hydroxydecanoyldehydratase 34,30% 7
P0OA919 AuReres Membranprotein X 46,78% 7
C4zUJ6 30S ribosomales Protein S7 35,20% 7
P33343 Nicht-charakterisietes Protein YehD 42,78% 7
P21179 Katalase HPII 10,49% 6
P33570 Transketolase 2 10,49% 6
A7ZTUG ATP-Synthase, a-Untereinheit 13,26% 6
POAC54 Glucose-6-Phosphatdehydrogenase 12,42% 6
A7ZTU4 ATP Synthase, B-Untereinheit 16,96% 6
A7ZMI2 Phenylalanin-tRNA-Ligase, a-Untereinheit 17,74% 6
POAAJ3 Formiatdehydrogenase, 3-Untereinheit 15,99% 6
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A7ZNO2
A7ZS34
P64598
P25516
P04825
C4ZWC9
P07118
A7ZQCS8
ATZIW?2
A1AIVO
POAETO
P24232
A7ZSR4
P52643
P04816
POADA3
POA957
POAEK2
B7USA1
QOTBG1
P33342
P69784
POAS64
A7ZNT3
P35340
A1AHE9

P11349
A7ZIA8
P37659
A7ZJE2
POA9A8
POAD98
P77258
A772376
P00954
A7ZNST
P15028
P28635
P12758
POACKO
A77ZV18
P25736
A7ZHR2
P76344

Sulfoxidreduktase, katalytische Untereinheit
50S ribosomales Protein L6
Nicht-charakterisiertes Protein YraP
Aconitathydratase 1

Aminopeptidase N

Leucin-tRNA-Ligase

Valin-tRNA-Ligase

Protein RecA

Serin-tRNA-Ligase

Phosphopentomutase
Saurestress-Chaperone HdeA
Flavohemoprotein
3-Dehydroquinatsynthase
D-Lactatdehydrogenase

spezifisches Leucin-bindendes Protein
Mureinhydrolase-Aktivator
KHG/KDPG-Aldolase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]-Reductase
Translation-Initiationsfaktor IF-3
Guanylatkinase

Nicht-charakterisiertes Chaperon YehC
Spezifische Glucose-Phosphotransferase, Enzym II1A
Thiolperoxidase

Methionine-tRNA-Ligase
Alkylhydroperoxidreductase, Untereinheit F
2,3-bisPhosphoglycerate-unabhangige Phosphoglycerat-
mutase

Respiratorische Nitratereductase 1, B-Untereinheit
Succinyl-CoALigase, B-Untereinheit

Protein BcsG

6-Phosphogluconolactonase
Zellteilungsprotein FtsZ
Leu/lle/Val-bindendes Protein
N-Ethylmaleimidreduktase
Phosphoserinaminotransferase
Tryptophan-tRNA-Ligase
Purinnukleosidphosphorylase
Periplasmatisches Fe(3+)-Zitrat-bindendes Protein
D-Methionine-bindendes Lipoprotein
Uridinphosphorylase
cAMP-Rezeptorprotein

Elongationfaktor P

Endonuklease-1

Ribosom-Recyclingfactor

Metal-bindendes Protein ZinT

22,16%
29,94%
40,31%
6,51%
7,47%
4,19%
5,36%
13,60%
9,30%
16,46%
25,45%
10,86%
14,64%
14,59%
11,92%
12,14%
19,72%
29,92%
32,78%
21,26%
28,03%
34,91%
48,21%
7,53%
9,40%
9,73%

10,35%
10,82%
11,81%
16,01%
12,79%
12,53%
11,78%
16,85%
12,28%
13,81%
8,00%

19,56%
18,97%
20,00%
14,89%
14,89%
25,41%
15,28%

A A b~ 07O OO O1T O O1TOTO1T OO OO OO OO OO OO OO O

A MM B DM DM DD DM DA DS DMDD DSBS D
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POAGW7
P37194
POAB26
POACY2
P00562
POAESO
P0O0579
A1AJIP2
A72363
A7ZMI6
A1AIE8
P76128

P25526
A7ZUU5
A7ZQM3
POAG32
P77318
A7Z136
POAEP5
P02931
P28304
A7ZTA6
P75785
P75954
P27250

Q46858
POA9Q3
A1AJUS
POABU1
POACA5
POAF57
P25397
A7ZPU1
P77717
A7ZTUS
POAF00
A7ZMI4
POADAG
A7ZI10
A7ZQ24
P31828
A7ZHI9
POADY?2

Transkriptionselongationsfaktor GreA

AuReres Membranprotein Slp

Nicht-charakterisiertes Lipoprotein YceB

Vermutliche NAD(P)H-Nitroreduktase YdjA
Bifunktionale Aspartkinase/Homoserindehydrogenase 2
Bifunktionale Glutathionyl/Spermidin-Synthetase/Amidase
Sigmafaktor RpoD

Ribosomale RNA-Methyltransferase, kleine Untereinheit
Glutamine-tRNA-Ligase

Threonine-tRNA-Ligase

Vitamin B12 Transporter

Vermutliche periplasmatisches D, D-diPeptide-bindendes
Protein

Succinatsemialdehyddehydrogenase

Cytochrome C-552

CTP-Synthase

Transcriptionterminationsfaktor Rho
Nicht-charakterisierte Sulfatase YdeN

ATP-abhéangige Clp-Protease
UTP-Glucose-1-phosphate-Uridylyltransferase
AuReres Membranprotein F

Quinonoxidoreductase 1

Glycine-tRNA-Ligase, a-Untereinheit

Putative Phosphoethanolamintransferase

Vermutliche L, D-Transpeptidase
Nicht-charakterisiertes Alkoholdehydrogenase-ahnliches
Protein (Zinktyp)

Nicht-charakterisiertes-Protein YghG
Aerobe-Atmung-Kontrollprotein ArcA
Deoxyribosephosphataldolase
1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA-Synthase

Stringentes Hungerprotein A

Nicht-charakterisiertes Protein YjcO
Telluritmethyltransferase
Urazilphosphoribosyltransferase

Nicht-charakterisiertes Lipoprotein YbaY
ATP-Synthase, B-Untereinheit

Molybdenumkofaktor Biosyntheseprotein B

50S ribosomales Protein L20

Nicht-charakterisiertes Lipoprotein YajG
Nicht-charakterisiertes Protein YajQ

Autonomer Glycylradicalkofaktor

Vermutliche Zinkprotease

Proteintranslokase SecA

Peptidylprolyl-cis-trans-Isomerase D

26,58%
20,21%
34,41%
25,68%
3,95%
6,14%
6,04%
9,33%
5,60%
4,05%
6,84%
6,59%

6,64%
5,86%
6,97%
6,21%
7,50%
8,02%
11,26%
9,94%
9,17%
14,19%
7,02%
5,63%
10,62%

9,42%

14,71%
14,29%
8,77%

18,40%
13,10%
14,21%
13,94%
22,11%
19,23%
19,41%
22,88%
17,71%
21,47%
14,17%
2,47%

1,89%

1,28%
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A7ZHCO
POAIC?
P06988
POADGS
P21599
A7ZLS1
A7ZK21
P33015
P15034
POAFK1
P37759
P00509
A7ZHAS
P37747
A7ZSDO
POAIKS5
Q46856
P33013
Q46857
A7ZQ54
P40710
P23836
POAIL1
QOTGH3
P02924
P26646
POAET9
P58345
POABS3
P18776
POA9AOD
A7Z330
A7ZQCO
P23869
A7ZKL2
P76296
A7ZVB3
P64583

4-Hydroxy-Tetrahydrodipicolinatreductase
Glutaminsynthetase

Histidinoldehydrogenase
Inosine-5'-monophosphatdehydrogenase
Pyruvatkinase 2

NAD-abhangiges Apfelsaure-Enzym
Asparagin-tRNA-Ligase

Nicht-charakterisiertes inneres Membranprotein YeeE
Xaa-Pro-Aminopeptidase

Protein PmbA

dTDP-glucose 4,6-dehydratase 1
Aspartataminotransferase

Chaperone Dnal

UDP-Galactopyranosemutase
Malatdehydrogenase

PhoH-&hnliches Protein

Alkoholdehydrogenase YghD
D-Alanyl-D-Alanincarboxypeptidase
2,5-diketo-D-Buttersaurereductase A

Protein GrpE

Lipoprotein NIpE

Transcriptionales Regulatorprotein PhoP
FKBP-Typ peptidyl-prolyl-cis-trans-Isomerase SlyD
Vermutliches transkriptionales Regulatorprotein YeeN
Periplasmatische L-Arabinose-bindendes Protein
Vermutliche Acrylyl-CoA-Reductase
7-alpha-hydroxysteroiddehydrogenase
Elektronentransportkomplex Protein RnfG
RNA-Polymerase-bindender Transkriptionsfaktor
Anaerobe Dimethylsulfoxidreduktase, B-Untereinheit
Ferritin-1

LPS-assemblierendes Lipoprotein LptE
S-Ribosylhomocysteinlyase
Peptidyl-prolyl-cis-trans-lsomerase B

Protein YcfP

Nicht-charakterisiertes Protein YecT

Protein YjgA

Nicht-charakterisiertes Protein YqjD

7,33%
3,84%
3,00%
6,56%
7,08%
3,19%
3,22%
1,70%
4,54%
6,00%
3,60%
9,09%
5,32%
4,90%
3,53%
7,23%
6,98%
6,44%
8,00%
10,71%
9,32%
12,56%
10,20%
7,98%
8,51%
7,10%
7,45%
11,17%
13,91%
10,73%
10,91%
9,84%
15,79%
10,98%
11,11%
11,11%
9,84%
25,74%
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Anhang

Tabelle A 2: Identifizierte Bindungspartner der Fdhs. Die Elutionsfraktionen der GréRenausschluss-
chromatographie (Superdex S200 16/300 GL-Sé&ule) innerhalb des Retentionsvolumens von 7 — 13 ml (Abbildung
22) wurden vereint und in Lésung gespalten. Die Peptidgemische wurden mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-
Orbitrap-MS und -MS/MS analysiert. Die UniProtKB-Eintrage identifizierter Proteine sind angegeben.

UniprotKB- Protein PSMs
Eintrag
Cross-Linking-Ansatz Kontrolle

POAFG9 Pyruvatdehydrogenase E1-Komponente 190 216
A7ZUJ8 50S ribosomales Protein L10 182 184
P24183 Formatdehydrogenase-N, a-Untereinheit 158 160
P07395 Phenylalanin-tRNA-Ligase, p-Untereinheit 85 79
P32176 Formiatdehydrogenase-O, a-Unterteinheit 77 77
POC0S2 Gering-leitender mechanosensitiver Kanal 75 23
A7ZUKO 50S ribosomales Protein L7/L12 69 66
POA9M8 Phosphatacetyltransferase 54 57
A7ZTUA4 ATP-Synthase, 3-Untereinheit 53 58
A7ZMI2 Phenylalanin-tRNA-Ligase, a-Untereinheit 50 29
P09152 Respiratorische Nitratereduktase 1, a-Untereinheit 45 10
A7ZHA4 Chaperon DnaK 35 32
POAAJ3 Formiatdehydrogenase-N, B-Untereinheit 34 34
P23843 Periplasmisches Oligopeptid-bindendes Protein 31 19
POAEU9 Chaperon Skp 31 0
POA719 Ribosephosphat-Pyrophosphatkinase 30 23
P63388 Vermutliches ATP-abhangiges Phospholipid- 28 24

Importprotein
POAG69 30S ribosomales Protein S1 28 47
P39176 Vermutliche L, D-Transpeptidase ErfK 27 14
Al1AJ51 60 kDa Chaperon 1 26 23
A7ZIM7 DNA-Schutzprotein 24 14
POA9Q8 Alkoholdehydrogenase 23 28
POAAJG Formiatdehydrogenase-0O, 3-Untereinheit 22 15
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Anhang

Tabelle A 3: Zusammenfassung der potentiellen FocA-Bindungspartner. Dargestellt sind identifizierte

Proteine, fiir welche bis zu 7 peptide spectral matches (PSMs) detektiert wurden.

UniProtKB-  Protein MW Peptide PSMs Mascot
Eintrag score
[kDa]
POAC25 Vermutlicher Formiatkanal 1 31,0 5 273 1271
P09373 Pyruvat-Formiatlyase 1 85,3 40 117 1680
A7ZSL4 Elongationsfaktor 1 43,3 17 59 800
POA9B4 Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase A 35,5 14 59 417
POA9Q8 Alkoholdehydrogenase 96,1 28 56 1571
P06959 Dihydrolipoyllysinacetyltransferase 66,1 21 51 647
A7ZHA4 Chaperon DnaK 69,1 27 47 251
Q8FB83 DNA-RNA-Polymerase, 3-Untereinheit 155,1 33 42 1097
A7ZUK2 DNA-RNA Polymerase, B-Untereinheit 1551 33 40 1097
A7ZSK6 50S ribosomales Protein L2 29.8 11 35 300
POA911 AuReres Membranprotein A 37,2 9 34 151
P69911 Glutamatdecarboxylase, B-Untereinheit 52,6 10 32 450
A7ZUK1 DNA-RNA-Polymerase, B-Untereinheit 150,5 28 31 913
P69909 Glutamatedecarboxylase, a-Untereinheit 52,7 10 30 428
Q46829 6-phospho-beta-Glucosidase BglA 55,3 11 28 138
A7ZSI5 30S ribosomales Protein S4 23,5 6 28 140
B1IUY2 Alanyl-tRNA-Synthetase 96,0 18 28 761
P62577 Chloramphenicolacetyltransferase 25,6 4 26 254
P24182 Biotincarboxylase 49,3 9 25 326
A7ZQM2 Enolase 45,6 12 25 322
AlAJ51 60 kDa Chaperon 1 57,3 16 23 115
POA9P2 Dihydrolipoyldehydrogenase 50,7 13 23 266
POA9H4 Induzierbare Lysindecarboxylase 81,2 14 23 412
P08839 Phosphoenolpyruvatphosphotransferase 63,5 13 22 471
P00393 NADH-Dehydrogenase 47,3 8 21 465
A7ZR64 S-Adenosylmethioninsynthase 419 12 21 449
A72SJ4 50S ribosomales Protein L6 18,9 6 21 195
A7ZTR3 Tryptophanase 52,7 10 21 220
P28629 Arginindecarboxylase 84,4 14 20 467
POA797 6-phosphofructokinase Isozyme 1 34,8 7 20 203
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Anhang

A7ZSl4
B7UIL4
A7ZSI3
A7ZSK3
P00350
B1XBEO
A7ZSL5
POA954
POA9MS
A7ZVAT
A7ZQM3
A7ZUJ8
A7ZV73
POAE10
POAES4
A7ZR34
P00562
POA9HS
POACGO
P07003
A7ZSK8
A7ZSJ7
POABAS
A7ZHCO
P21599
A7ZUKO
A7ZSI6
A7ZNR4
Q8X8V9
POA7T1
P07395
B7L7S9
P00954

POAB72

DNA-RNA-Polymerase, a-Untereinheit
30S ribosomales Protein S2

50S ribosomales Protein L17

30S ribosomales Protein S3
6-phosphogluconatdehydrogenase
Chaperon Dnal

Elongationsfaktor G
3-Oxoacylsynthase 1
Phosphatacetyltransferase
Adenylosuccinatsynthetase
CTP-Synthase

50S ribosomales Protein L10

30S ribosomales Protein S18
Alkylhydroperoxidreductase, y-Untereinheit
DNA-Gyrase, a-Untereinheit
Phosphoglyceratkinase
Aspartokinase/Homoserine-Dehydrogenase 2
Cyclopropan Phospholipidsynthase
DNA-bindendes Protein H-NS
Pyruvatdehydrogenase [Ubiquinon]
50S ribosomales Protein L4

50S ribosomales Protein L5
Acetatkinase
Dihydrodipicolinatreductase
Pyruvatkinase 2

50S ribosomales Protein L7/L12

30S ribosomales Protein S11
D-Tagatose-1,6-bisphosphat-Aldolase
D-Methionin-bindendes Lipoprotein
30S ribosomales Protein S13
Phenylalanyl-tRNA-Synthetase, 3-Untereinheit
Arginyl-tRNA-Synthetase
Tryptophanyl-tRNA-Synthetase

Fruktose-bisphosphate-Aldolase Klasse 2

36,5
26,7
14,4
26,0
51,4
41,1
77,5
42,6
77,1
47,3
60,3
17,7
9,0

20,7
96,9
41,1
88,8
43,9
15,5
62,0
22,1
20,3
43,3
28,7
51,3
12,3
13,8
47,1
29,4
13,1
87,3
64,7
37,4

39,1

18

18

17

16

14

14

14

14

13

13

13

12

12

11

11

11

10

10

10

10

10

10

87

177

62

80

87

118

337

206

239

256

227

81

83

84

103

190

392

116

102

172

52

134

125

106

44

40

139

112

44

76

197

138

74

38
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A7ZUH4

A1AIVO

A7ZNST

P14407

POACDS8

A7ZK14

POAING

A7ZHI9

A7ZTAS

Phosphoenolpyruvatcarboxylase
Phosphopentomutase
Purinnucleosidphosphorylase
Fumarathydratase Klasse 1

Hydrogenase 1, gro3e Untereinheit
Chromosom partionierendes Protein
Pyruvat-Formatelyase 1-aktivierendes Enzym
Protein Translokase, SecA

Glycyl-tRNA-Synthetase, B-Untereinheit

99,0
44,4
25,9
60,1
66,2
170,1
28,2
102,0

76,7

223

136

116

51

222

116

101

211

224
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