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1 Einleitung 

Was ist Leben? Das Leben wird nach dem Erfüllen bestimmter Grundsätze definiert, die nach 

D. E. Koshland Jr. aus einem Programm, Improvisation, Kompartimenten, Energie, 

Regeneration, Adaption und abgeschlossenen Systemen bestehen (Koshland, 2002). Diese 

Arbeit beschäftigte sich mit einem Teilaspekt aus dem Baustein Energie – atpI. 

 

Energie wird für viele Prozesse wie Biosynthese, Regulation, Transport von Molekülen und 

Motilität benötigt und kann in der Zelle in Form von chemischer Energie über 

Adenosintriphosphat (ATP) gespeichert werden (Dimroth und von Ballmoos, 2008). Ein weit 

verbreiteter Weg der ATP-Gewinnung in Bakterien führt über die Glykolyse. Dabei wird ein 

Molekül Glukose in zwei Moleküle Pyruvat umgesetzt und in Summe 2 ATP gewonnen. 

Neben Glukose können auch andere Kohlenstoffquellen in der Glykolyse verstoffwechselt 

werden. Eine davon ist Glycerin, welches über die Umwandlung zu 

Dihydroxyacetonphosphat in diesen Stoffwechselweg eingeht (Anderson und Wood, 1969; 

Romano und Conway, 1996).  

 

Das Endprodukt der Glykolyse, Pyruvat, geht nach der oxidativen Decarboxylierung zu 

Acetyl-CoA in den Citrat-Zyklus ein. Über verschiedene Zwischenprodukte wie α-

Ketoglutarat, Succinat und Oxalacetat werden hier die Reduktionsäquivalente NADH+H
+
 und 

FADH2 synthetisiert (Meléndez-Hevia et al., 1996). Die im Citrat-Zyklus anfallenden 

Reduktionsäquivalente werden in der oxidativen Phosphorylierung dazu genutzt ATP 

herzustellen. Über verschiedene Enzyme der Atmungskette wie die NADH-Dehydrogenase 

(Komplex I), Cytochrom c-Reduktase (Komplex III) und –Oxidase (Komplex IV) werden 

Elektronen von NADH auf Sauerstoff übertragen (Price und Driessen, 2010). Bei der 

Umsetzung von Succinat zu Fumarat durch die Succinat-Dehydrogenase (Komplex II) werden 

die Elektronen direkt zu Komplex III weitergegeben und über eine Elektronentransportkette 

ebenfalls auf Sauerstoff übertragen (Ackrell, 2000; Cecchini et al., 2002). Parallel zur 

Elektronenübertragung werden Protonen ins Periplasma transportiert. Der dabei über die 

Membran aufgebaute elektrochemische Protonengradient treibt den Komplex V der 

oxidativen Phosphorylierung an, die F1Fo-ATPase (Ingledew und Poole, 1984), die ATP aus 

ADP und Pi synthetisiert. Die während der oxidativen Phosphorylierung aufgebaute Kraft aus 

Membranpotential und dem über der Membran liegenden Protonengradienten, die bei 



1 Einleitung 

 

2 

 

Rückstrom in die Zelle über die F1Fo-ATPase an die ATP-Synthese gekoppelt ist, wird proton 

motive force genannt (Mitchell, 1966). 

1.1 Das atp-Operon und seine Transkription 

Die F1Fo-ATPase setzt sich aus insgesamt 8 verschiedenen Proteinen zusammen, die im atp-

Operon kodiert sind. In Escherichia coli sind sie im atpIBEFHAGDC-Operon kodiert 

(Downie et al., 1981; Downie et al., 1980; Gay und Walker, 1981a; Gay und Walker, 1981b). 

Vor atpI befindet sich ein starker, konstitutiv exprimierter Promotor (Gay und Walker, 1981a; 

Kanazawa et al., 1982; Nielsen et al., 1984), dessen Transkriptionsstart 73 Basen vor dem 

Startcodon liegt (Jones et al., 1983; Porter et al., 1983). Die Transkription von diesem 

Promotor aus erfolgte sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen (Jones et 

al., 1983) unabhängig von der verwendeten Kohlenstoffquelle (Kasimoglu et al., 1996). 

Ebenso konnte gezeigt werden, dass das atp-Operon in eine einzelne, polycistronische mRNA 

transkribiert wird (Jones et al., 1983). Die Reihenfolge der Gene im atp-Operon ist in Abb. 1 

zu sehen.  

 

Abb. 1: Das atp-Operon von E. coli.  

Die grauen Pfeile deuten die Länge der Gene im Verhältnis zueinander an. Die Positionen der 

nachgewiesenen und postulierten Promotoren sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. 

Unter der Bezeichnung der Gene ist auch die der Proteine angegeben, für die sie kodieren. 

(Abb. erstellt nach Huerta und Collado-Vides, 2003; Jones et al., 1983; McCarthy, 1988; 

Nielsen et al., 1984; Walker et al., 1984a; Walker et al., 1984b) 

 

Innerhalb der kodierenden Sequenz von atpI wurden zwei weitere Promotoren entdeckt, deren 

Transkriptionsstarts jeweils 171 bp und 307 bp stromabwärts der ersten Base von atpI liegen 

(Nielsen et al., 1984; Abb. 2). Ihre Aktivitäten sind niedriger als die des ersten Promotors 

(Von Meyenburg et al., 1982; Porter et al., 1983). Die genaue Lage der Promotoren ist in 

Abb. 2 dargestellt. Da atpB ausgehend von atpBp1 und atpBp2 im Vergleich zum Start bei 

atpIp um ein Vielfaches schwächer exprimiert wird, wurde die Existenz der zusätzlichen 
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Promotoren kontrovers diskutiert. Jones et al. (1983) können keine Aktivität für diese 

Promotoren messen und auch Kasimoglu et al. (1996) zweifeln an ihrer Existenz. 

 

Durch Computer gestützte Analysen auf der Suche nach noch unbekannten σ
70

-abhängigen 

Promotoren wurde ein vierter Promotor vor atpC postuliert (Huerta und Collado-Vides, 

2003), bisher aber nicht experimentell bestätigt. Seine Position ist neben den anderen 

Promotoren in Abb. 1 zu sehen. 

 

71 CAAGTGGATTGCTGTTCAGCCTCAAAGACCCCTTCTGGGGCGTCTCTGCAATAAGCGGGG 130 

131 GCCTGGCAGTCTTTCTGCCTAACGTTTTGTTTATGATATTTGCCTGGCGTCACCAGGCGC 190 

                           -35                                              -10            +1                                              

191 ATACACCAGCGAAAGGCCGGGTGGCCTGGACATTCGCATTTGGCGAAGCTTTCAAAGTTC 250 

251 TGGCGATGTTGGTGTTACTGGTGGTGGCGTTGGCGGTTTTAAAGGCGGTATTCTTGCCGC 310 

                                                       -35I           -35II                                       -10         +1  

311 TGATCGTTACGTGGGTTTTGGTGCTGGTGGTTCAGATACTGGCACCGGCTGTAATTAACA 370 

                                                                                                                                                  

Abb. 2: Ausschnitt der Sequenz von atpIEco mit der Lokalisierung der Promotoren 

atpBp1Eco und atpBp2Eco. 

Die DNA-Sequenz ist in 5'-3'-Richtung angegeben. Die mutmaßliche -35 und -10 Region 

sowie der Transkriptionsstart bei +1 sind unterstrichen und beschriftet. Die den Promotoren 

folgenden vorhergesagten RNase E-Schnittstellen sind rot umrandet und die zueinander 

komplementären Basen, welche die Stamm-Schleifen-Strukturen formen, rot hervorgehoben. 

Die Zahlen rechts und links von der Sequenz geben den Abstand zum Startcodon von atpIEco 

an. (nach Nielsen et al,. 1984; Jones et al., 1983; Von Meyenburg et al., 1982) 

1.2 Die post-transkriptionale Regulation des atp-Operons 

Brusilow et al., (1982) zeigten, dass die einzelnen Untereinheiten der F1Fo-ATPase in vivo 

und in vitro in einer festgelegten Stöchiometrie synthetisiert werden. Die Synthese 

unterschiedlicher Mengen an Proteinen kann über die Regulation ihrer Transkription 

(McCarthy, 1990) und den mRNA-Abbau (Deutscher, 2006; Jain, 2002; Kushner, 2002) 

erreicht werden. Da jedoch alle Gene im atp-Operon von E. coli in eine einzelne mRNA 

transkribiert werden, stellte sich die Frage, wie die korrekte Stöchiometrie der F1Fo-ATPase-

Untereinheiten gewährleistet wird. 

Nach der Transkription des atp-Operon wird die mRNA in verschieden große Teilstücke 

prozessiert, die unterschiedlich stabil sind (Schaefer et al., 1989; Schramm et al., 1996). Die 

geringste mRNA-Stabilität weisen atpI und atpB auf (Lagoni et al., 1993; McCarthy et al., 

1991), die höchste atpE (Schramm et al., 1996). Als Ursache für die Instabilität der atpI und 

atpB mRNA wurden zunächst RNase E-Schnittstellen angeführt (McCarthy et al., 1991; 
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Schaefer et al., 1989). Die RNase E schneidet mRNA innerhalb AT-reicher Regionen. Auf die 

Schnittstelle folgende Stamm-Schleifen-Strukturen können die Effektivität der RNase E 

beeinflussen (Kaberdin et al., 2000; Mackie, 2013). Die potentiellen Stamm-Schleifen-

Strukturen und RNase E-Schnittstellen sind in Abb. 2 rot hervorgehoben. Spätere 

Untersuchungen zeigten, dass RNase E mehrere Schnittstellen im gesamten atp-Operon 

besitzt, darunter auch in atpE und atpC (Gross, 1991; Patel und Dunn, 1995; Patel und Dunn, 

1992).  

Weitere Experimente ergaben, dass es Unterschiede in der Effizienz der Translation-Initiation 

gibt. Die Ribosomenbindestelle von atpA ist effektiver als die von atpB, atpH und atpG 

(Angov und Brusilow, 1988; Gerstel und McCarthy, 1989). Durch Verkürzen der Sequenz 

stromaufwärts von atpE identifizierten McCarthy et al. (1985) eine vor der Shine-Dalgarno-

Sequenz liegende Verstärker-Region, die eine erhöhte Translation ermöglicht. Weiterhin 

scheint die Translation einiger Untereinheiten gekoppelt zu sein, wie die von atpH und atpA 

(Gerstel und McCarthy, 1989), atpE und atpF (McCarthy et al., 1985) und atpF und atpH 

(Pati et al., 1992). Außerdem wird vermutet, dass in der Region zwischen atpE und atpF 

(Brusilow et al., 1982; Klionsky et al., 1986) sowie atpF und atpH RNA-Sekundärstrukturen 

die Translationsinitiation beeinflussen (Pati et al., 1992).  

Die Stöchiometrie wird demnach durch mehrere Faktoren beeinflusst, zu denen 

unterschiedlich effiziente Translation-Initiationsregionen, die Ausbildung von mRNA-

Sekundärstrukturen und die mRNA-Stabilität gehören (McCarthy, 1988; McCarthy und 

Bokelmann, 1988; Pati et al., 1992; Schramm et al., 1996).  

1.3 Bau und Funktion der F1Fo-ATPase 

Die Proteine, für die das atp-Operon kodiert, wurden unabhängig von den Genen benannt und 

erhielten die Namen i, a, c, b, δ, α, γ, β und ε (Brusilow et al., 1983; Walker et al., 1984b). 

Entsprechend der Stöchiometrie in E. coli besteht die F1Fo-ATPase aus ab2c10γεδα3β3 

(Ballhausen et al., 2009; Foster und Fillingame, 1982; Jiang et al., 2001; Lünsdorf et al., 

1984). Die Zuordnung der Proteine zu ihren Genen erfolgte mit Hilfe von Studien mit 

Mutanten sowie in vitro Transkription/Translation-Systemen (Abb. 1; Downie et al., 1980; 

Downie et al., 1981; Fayle et al., 1978; Saraste et al., 1981; Gunsalus et al., 1982; Kanazawa 

et al., 1978; Mabuchi et al., 1981; Downie et al., 1979; Senior et al., 1979; Senior et al., 

1979). Um die Zuordnung der Proteine zu ihren Genen beim Lesen dieser Arbeit zu 

erleichtern, werden die Proteine im Folgenden entsprechend ihrer Gene als AtpIBEFHAGDC 

bezeichnet.  
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Die F1Fo-ATPase ist in einen membranständigen Fo-Teil, zusammengesetzt aus AtpB, AtpE10 

und AtpF2, und einen im Zytoplasma lokalisierten F1-Teil aus AtpH, AtpA3, AtpG, AtpD3 und 

AtpC untergliedert (Abb. 3 A; Gogol et al., 1987; Walker et al., 1985). Diese dienen als zwei 

durch einen Stator und eine Spindel verbundene Motoren, die den Protonentransport mit der 

Synthese bzw. Hydrolyse von ATP koppeln (Capaldi und Aggeler, 2002). Sowohl der Fo- als 

auch der F1-Komplex sind ohne den anderen funktionsfähig (Dunn und Futai, 1980; Schneider 

und Altendorf, 1984; Steffens et al., 1987). 

1.3.1 Bau und Funktion eines mit Protonen getriebenen Motors 

Der membranständige Motor des Fo-Komplexes, durch den der Protonentransport stattfindet, 

setzt sich aus AtpB und einem Ring aus AtpE zusammen (Abb. 3 C; Fillingame et al., 2002). 

Die Anzahl der AtpE-Monomere im Enzym ist von Organismus zu Organismus 

unterschiedlich. Es werden Ringe mit 9 bis 14 Untereinheiten beschrieben (Ballhausen et al., 

2009; Jiang et al., 2001; Matthies et al., 2009; Meier et al., 2005; Seelert et al., 2000; 

Stahlberg et al., 2001; Stock et al., 1999). AtpE ist aus zwei die Membran durchspannenden 

α-Helices und einer im Zytoplasma lokalisierten Schleife aufgebaut (Fillingame et al., 1991; 

Girvin et al., 1998). Im Ring sind sie so angeordnet, dass die Transmembranhelix 1 (TMH 1) 

im Inneren liegt und TMH 2 außen (Dmitriev et al., 1999; Jiang und Fillingame, 1998; Jones 

et al., 1998).  

Zwischen den AtpE-Monomeren wird eine Protonenbindetasche gebildet, deren zentraler 

Bestandteil in E. coli aus Aspartat-61 in der Mitte von Helix 2 besteht, das im aktiven Enzym 

protoniert und deprotoniert wird (Miller et al., 1990). Der Protonenkanal wird von AtpE und 

dem in der Membran verankerten AtpB gebildet (Angevine und Fillingame, 2003; Angevine 

et al., 2003; Long et al., 1998; Wada et al., 1999; Valiyaveetil und Fillingame, 1998). In 

Helix 4 von AtpB befindet sich die konservierte Aminosäure Arginin-210, die, wenn sie 

gegenüber von Helix 2 von AtpE liegt (Jiang and Fillingame, 1998), eine wichtige Rolle bei 

der Protonierung und Deprotonierung von Aspartat-61 spielt (Fillingame et al., 2002; Hatch et 

al., 1995; Langemeyer und Engelbrecht, 2007; Valiyaveetil und Fillingame, 1998; 

Valiyaveetil und Fillingame, 1997). Die Protonierung und Deprotonierung von Arg-61 

gewährleistet die Rotation des AtpE-Rings (Abb. 3 C; Fillingame et al., 2002). In Abb. 3 B ist 

der Motor schematisch dargestellt. 

1.3.2 Der katalytisch aktive Teil der F1Fo-ATPase 

Der zweite Motor der F1Fo-ATPAse ist im Zytoplasma lokalisiert und besteht aus AtpA3 und 

AtpD3, die hexagonal im Wechsel angeordnet sind. Die katalytisch aktiven Zenten befinden 
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sich in AtpD. Durch die während der Rotation im AtpA3D3-Kopf ausgelösten 

Konformationsänderungen erfolgt die ATP-Synthese aus ADP und Pi (Abb. 3 A; Abrahams et 

al., 1994; Masaike et al., 2002; Scanlon et al., 2007). In jedem der drei katalytischen Zentren 

findet zum gleichen Zeitpunkt eine andere Reaktion statt (Nishizaka et al., 2004). Abhängig 

davon in welche Richtung die Reaktion verläuft, werden ADP und Pi gebunden / entlassen, 

sowie ATP synthetisiert / hydrolysiert oder entlassen / gebunden. Beobachtungen in Echtzeit 

ergaben eine Bewegung in 120°-Schritten, die durch die Hydrolyse eines ATP ermöglicht 

wurde (Adachi et al., 2000; Yasuda et al., 1998). Die Bewegung ließ sich weiter in einen 80° 

und einen 40°-Schritt auflösen. Während der 80°-Rotation wird ATP gebunden (Yasuda et al., 

2001), ATP hydrolysiert (Shimabukuro et al., 2003) oder ADP und Pi entlassen, wobei das 

Entlassen des Pi den letzten 40°-Schritt antreibt (Adachi et al., 2007). Damit wird ATP bei 0° 

gebunden und nach einer Rotation von 240° als ADP entlassen (Adachi et al., 2007). Man 

geht davon aus, dass dieselben Prinzipien bei der umgekehrten Reaktion gelten. 

1.3.3 Der Stator und die Spindel der F1Fo-ATPase 

Um die Bewegung des AtpE-Rings auf den Motor des F1-Komplexes zu übertragen, besitzt 

das Enzym einen Stator und eine Spindel. Der Stator wird von einem AtpF-Dimer, das zum 

Fo-Teil gezählt wird (Hermolin et al., 1983; Rodgers et al., 1997; Sorgen et al., 1998) und 

AtpH, das zum F1-Komplex gehört (Wilkens und Capaldi, 1998), gebildet. Die α-Helices am 

N-Terminus von AtpF interagieren hierbei mit der Außenseite des AtpE-Rings (Birkenhäger 

et al., 1995; Dmitriev et al., 1999; Takeyasu et al., 1996; Singh et al., 1996). Eines der AtpF-

Monomere interagiert ebenso mit AtpB (Brandt et al., 2013a), während der C-terminale Teil 

des AtpF-Dimers im Zytoplasma mit dem AtpA3D3-Kopf und AtpH interagiert (Brandt et al., 

2013a; Dunn, 1992; Rodgers et al., 1997; Rodgers und Capaldi, 1998). AtpF spielt eine 

entscheidende Rolle für den Zusammenhalt der F1Fo-ATPase (Steffens et al., 1987; Gajadeera 

und Weber, 2013) und eine Studie von Kersten et al. gibt Hinweise darauf, dass AtpF die 

Konformation der Nukleotid-Bindestellen beeinflusst und so auch auf die Aktivität des 

Enzyms einwirkt (Kersten et al., 2000). 

 

Die Drehung des AtpE-Rings wird durch die Spindel aus AtpG und AtpC übertragen (Stock et 

al., 1999; Watt et al., 2010). Eine α-Helix von AtpG wird komplett von dem Kopf aus AtpA 

und AtpD umschlossen (Abrahams et al., 1994). Wenn AtpG rotiert (Abrahams et al., 1994; 

Kinosita et al., 2000; Kinosita et al., 2004; Noji et al., 1997; Yoshida et al., 2001), bestimmt 

die Untereinheit mit seiner Position welche Reaktion in jedem der drei katalytisch aktiven 
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Zentren stattfindet (Kinosita et al., 2004). Dabei kann die mechanische Energie mit der sich 

AtpG bewegt über die Synthese von ATP in chemische Energie umgewandelt werden (Itoh et 

al., 2004; Okazaki und Hummer, 2015). Während der Hydrolyse von ATP rotiert AtpG 

angetrieben durch die Konformationsänderungen innerhalb von AtpB (Adachi et al., 2007; 

Noji et al., 1997). AtpC rotiert dabei ebenfalls und überträgt die Bewegung zusammen mit 

AtpG auf den AtpE-Ring (Aggeler et al., 1997; Kato-Yamada et al., 1998), was zu einem 

Transport von Protonen aus der Zelle führt (Walker, 2012).  

1.3.4 Die besondere Funktion von AtpC 

AtpC ist aus einem N-terminalen β-Faltblatt aufgebaut, welches über eine Schleife mit 

antiparallel angeordneten C-terminalen α-Helices verbunden ist (Uhlin et al., 1997; Wilkens 

et al., 1995). Die Schleifenregion von AtpE interagiert mit AtpC (Hermolin et al., 1999; 

Zhang und Fillingame, 1995), was die Annahme stützt, dass AtpC eine Rolle bei der 

Kopplung von Protonentransport und ATP-Synthese/Hydrolyse spielt (Zhang et al., 1994). 

AtpC reguliert die Aktivität des Komplexes (Kato et al., 1997; Kato-Yamada et al., 1999) und 

kann hierzu zwei verschiedene Konformationen einnehmen: Ist sie gestreckt, kommen die α-

Helices in Kontakt mit AtpD (Bulygin et al., 2004; Hara et al., 2001) und inhibieren die 

ATPase-Aktivität (Hara et al., 2001; Konno et al., 2011), indem sie die Rotation von AtpG 

einschränken (Iino et al., 2009). Eine Bindung von ATP an AtpC hingegen stabilisiert dessen 

kompakte Form, die eine ATPase-Aktivität zulässt (Kato et al., 2007; Yagi et al., 2007) und 

damit vermutlich die Kopplung von Protonentransport und ATP-Hydrolyse ermöglicht 

(Kadoya et al., 2011). Die α-Helices liegen in dieser Konformation dicht beieinander (Abb. 3 

B; Bulygin et al., 2004; Hara et al., 2001).  

Die Regulierung der F1Fo-ATPase über AtpC scheint in mehreren Schritten abzulaufen. 

Zunächst bindet ATP an die AtpD Untereinheit. Dies bewirkt eine Änderung der 

Konformation in AtpC und ermöglicht damit die Bindung von ATP an AtpC (Kato et al., 

2007). 
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Abb. 3: Der Bau der F1Fo-ATPase.  

(A) Die F1Fo-ATPase setzt sich aus dem membranständigen Fo-Teil (*B=hellorange, *E=blau, 

*F=orange) und dem ins Zytoplasma ragenden F1-Komplex (bestehend aus *A=hellgrün, 

*D=grün, *G=hellblau, *C=lila und *H=rot) zusammen (Abb. verändert nach von Ballmoos 

et al., 2009). (B) Modell der gestreckten inhibierenden sowie kompakten aktivierenden 

Konformation von AtpC (dunkelgrau) als Teil der F1Fo-ATPase (grau). Die kompakte Form 

wird durch die Bindung von ATP stabilisiert (Abb. verändert nach Kadoya et al., 2011). (C) 

Der Motor des Fo-Teils wird von AtpB (orange) und dem AtpE-Ring (grün bis gelb) geformt. 

Sie bilden den aus 2 Halbkanälen zusammengesetzten Protonenkanal. Die 

Transmembranhelices (TMHs) von AtpB bilden den Zugang durch den die Protonen Aspartat 

61 (Asp61, rot) von AtpE erreichen können. Durch Protonierung und Deprotonierung dieser 

Aminosäure wird die Drehung des AtpE-Rings gegenüber der stationären AtpB Untereinheit 

ermöglicht. Arginin 210 (Arg210, rot) von AtpB spielt eine wichtige Rolle bei der 

Deprotonierung von Asp61 (Abb. verändert nach Fillingame und Steed, 2014). Zp 

Zytoplasma, Pp Periplasma, *Atp  

1.4 Der Zusammenbau des Enzymkomplexes 

Deletionsmutanten im atp-Operon beeinflussen das Wachstum unterschiedlich stark, was die 

Frage nach der Abfolge des Zusammenbaus der F1Fo-ATPase aufwarf (Klionsky et al., 1984). 

Brockmann et al. (2013) und Hilbers et al. (2013) untersuchten die Reihenfolge des 

Zusammenbaus mit Hilfe eines zeitverzögerten Expressionssystems. Demnach setzen sich in 

E. coli zunächst der AtpE-Ring sowie das AtpF-Dimer im Zytoplasma zusammen und 

integrieren unabhängig voneinander in die Membran (Hilbers et al., 2013; Sorgen et al., 

1998). Die Integration des AtpE-Rings erfolgt mit Hilfe der YidC Insertase (Van der Laan et 

al., 2004; Kol et al., 2006). AtpF2 sowie auch AtpB werden hingegen über die Sec-

Translokase inseriert. YidC unterstützt auch diesen Prozess und Ffh dient als signal 
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recognition particle der Erkennung der Proteine (Yi et al., 2003; Yi et al., 2004). Die stabile 

Integration von AtpB erfordert die Anwesenheit AtpF und AtpE (Hermolin und Fillingame, 

1995; Hilbers et al., 2013). In der Membran bilden zunächst AtpB und AtpF2 einen Komplex 

(Hilbers et al., 2013).  

Gleichzeitig bildet sich im Zytoplasma der AtpA3D3-Kopf des F1-Teils. Dieser interagiert mit 

einem Komplex aus AtpG und AtpC und lagert sich mit diesem an den AtpE-Ring an. AtpH 

interagiert mit AtpF sowie dem AtpA3D3-Kopf und schließt den Zusammenbau der F1Fo-

ATPase ab (Deckers-Hebestreit, 2013; Hilbers et al., 2013).  

1.5 Welche Rolle spielt AtpI? 

Das erste Gen im atp-Operon von E. coli, atpI, kodiert für ein etwa 13,5 kDa schweres 

Membranprotein (Brusilow et al., 1983; Schneppe et al., 1990; Schneppe et al., 1991), dessen 

Struktur mit vier Membrandomänen vorhergesagt wird (Walker et al., 1984b). Zum AtpI 

Gehalt in der Zelle gibt es widersprüchliche Ergebnisse. In Minizellen konnte es in der 

gleichen Menge wie die F1Fo-ATPase detektiert werden (Brusilow et al., 1983), Solomon et 

al. (1989) ermittelten jedoch eine 10-20fach geringere Expression von atpI'-'lacZ im 

Vergleich zu atpB'-'lacZ in E. coli MC1000Δ(atpI-atpC). 

 

Auf der Suche nach der Funktion von atpI wurden verschiedene E. coli Mutanten hergestellt 

und charakterisiert. Eine Tn10-Insertion innerhalb von atpI führte zu einem verringerten 

Wachstum in Glukose-haltigem Medium. Dieses Ergebnis beruhte jedoch auf polaren 

Effekten der Insertion (Von Meyenburg et al., 1982). Der von Gay (1984) beobachtete 

geringere Wachstumsertrag eines atpI Deletionsstammes gegenüber dem Wildtyp konnte 

ebenfalls nicht bestätigt werden (Jensen und Michelsen, 1992). Hsu und Brusilow (1995) 

postulierten einen Einfluss von atpI auf die Transkription und Synthese von atpB. Der Effekt 

beruhte aber nicht auf der Abwesenheit von AtpI, sondern Teilen der atpI mRNA (Hsu und 

Brusilow, 1995). Ebenso wurde postuliert, dass AtpI von Bacillus pseudofirmus OF4 ein 

Mg
2+

-Transporter sei (Hicks et al., 2003). Später nahmen die Autoren aber Abstand von der 

These (Liu et al., 2013). 

 

Bis heute ist die Funktion von AtpI nicht geklärt. Gay und Walker (1981a) stellten die These 

auf, dass es sich um ein „Pilotprotein“ handelt, welches den Zusammenbau der F1Fo-ATPase 

unterstützt. In einigen Organismen wird diese Theorie durch experimentelle Daten gestützt. 

Für die Na
+
-abhängigen F1Fo-ATPasen von Propionigenium modestum und Acetobacterium 
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woodii wurde gezeigt, dass die Zusammensetzung des AtpE-Rings nur in Anwesenheit von 

AtpI erfolgt (Brandt et al., 2013b; Ozaki et al., 2008; Suzuki et al., 2007). Für H
+
-abhängige 

F1Fo-ATPasen konnte dies bisher nicht gezeigt werden. In Bacillus pseudofirmus OF4 wird 

AtpI nicht für die Zusammensetzung des AtpE-Rings benötigt, stabilisiert aber den Rotor des 

Fo-Teils und dessen Bindung an den F1-Komplex (Liu et al., 2013). 

In E. coli ist atpI nicht essentiell (Gay, 1984; Von Meyenburg et al., 1982; Walker et al., 

1984b). Der Zusammenbau des AtpE-Rings sowie die Integration des Fo-Komplexes erfolgen 

unabhängig von AtpI (Decker et al., 1982; Gay, 1984; Van der Laan et al., 2004). Aber 

obwohl AtpI in E. coli kein Bestandteil der F1Fo-ATPase zu sein scheint (Brusilow et al., 

1981; Foster et al., 1980), gibt es Hinweise darauf, dass es mit dem Fo-Komplex interagiert 

(Matthies et al., 2011; Schneider und Altendorf, 1982; Schneppe et al., 1991). 

1.6 Fragestellungen 

Aus den bisherigen Erkenntnissen über die F1Fo-ATPase und atpI ergibt sich eine Reihe von 

Fragestellungen, die Gegenstand dieser Arbeit sind. Ein Großteil der Experimente wurde mit 

dem Gram-negativen γ-Proteobacteria E. coli durchgeführt, dessen Genom und 

verwandtschaftliche Beziehungen gut untersucht sind (Lukjancenko et al., 2010). Das 

Bakterium diente als Modellorganismus für die Erforschung der Atmungskette (Ingledew und 

Poole, 1984) und speziell auch der F1Fo-ATPase (Deckers-Hebestreit, 2013; Walker, 2012).  

Die Regulation der Transkription und Translation eines Promotors kann Aufschluss über 

dessen Funktion liefern. In E. coli gelangten Experimentatoren jedoch zu teilweise 

widersprüchlichen Ergebnissen bezüglich der Promotoren innerhalb der kodierenden Sequenz 

von atpIEco und die Verwendung unterschiedlicher Systeme erschwert den Vergleich der 

Resultate (Jones et al., 1983; Kasimoglu et al., 1996; Von Meyenburg et al., 1982; Porter et 

al., 1983). Aus diesem Grund sollten die Aktivitäten der Promotoren des atpEco-Operons noch 

einmal untersucht werden, einschließlich der des nicht experimentell bestätigten Promotors 

vor atpCEco. 

 

Bei Cupriavidus metallidurans handelt es sich um ein Gram-negatives Bakterium der β-

Proteobacteria (Goris et al., 2001), das in den Abwassertanks einer Zinkfabrik in Belgien 

entdeckt wurde (Mergeay et al., 1978). Aufgrund seiner hohen Schwermetallresistenz dient es 

als Modellorganismus für die Untersuchung von Resistenzmechanismen gegenüber 

verschiedenen Metallen (Diels et al., 2009; Jarosławiecka und Piotrowska-Seget, 2014; 

Mergeay et al., 1985; von Rozycki und Nies, 2009; Wiesemann et al., 2013). Für die 
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vorliegende Arbeit war der Organismus interessant, weil er einen langen intergenischen 

Bereich zwischen atpI (Virtual Institute of Microbial Stress and Survival [VIMSS]1775891) 

und atpB aufweist (VIMSS1775890). Wenn die Transkription und Translation von atpI 

unabhängig vom atp-Operon reguliert wird, könnte dies Hinweise auf die Funktion von atpI 

liefern. Dazu sollte zunächst untersucht werden, ob atpICmet zum atpCmet-Operon gehört und 

ob ein zusätzlicher Promotor vor atpBCmet existiert.  

Eine weitere Besonderheit von atpICmet (VIMSS1775891) gegenüber atpIEco (VIMSS17799) 

ist dessen zusätzliche C-terminale Domäne. Um diese zu bestätigen sollte geprüft werden, ob 

der Start von AtpICmet korrekt annotiert ist. 

 

Die Beziehung von AtpIEco zur F1Fo-ATPase, vor allem zu den membranständigen 

Komponenten, soll mittels Protein-Protein-Interaktionsstudien in vivo und gegebenenfalls 

auch in vitro geprüft werden. Hierzu ist die experimentelle Bestätigung der Lokalisation des 

N- und C-Terminus von AtpIEco notwendig. 

 

Bisher konnte kein Phänotyp für die Deletion von atpIEco identifiziert werden. Daher sollte in 

dieser Arbeit das Wachstum eines atpIEco Deletionsstammes unter pH-Stress betrachtet 

werden, um neue Erkenntnisse über die Funktion von atpIEco zu gewinnen. 
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2 Materialien und Methoden 

Alle verwendeten Chemikalien stammten, sofern nicht anders ausgewiesen, von Carl Roth 

GmbH und Co.KG, Sigma-Aldrich Inc., Roche Diagnostics und New England BioLabs Inc.. 

2.1 Anzucht der Mikroorganismen 

Die Anzucht aller Stämme von E. coli und C. metallidurans (Tab. 1) erfolgte aerob in zuvor 

autoklavierten beziehungsweise sterilfiltrierten Medien.  

Tab. 1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Stämme 

Name wichtige Charakteristika Herkunft 

Cupriavidus metallidurans 

CH34 pMOL28, pMOL30 Mergeay et al., 1985 

AE104 plasmidfrei Mergeay et al., 1985 

Escherichia coli   

BL21 (DE3) F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(rB- mB-), 

λ(DE3), pLysS (cm
R
) 

Stratagene GmbH, Heidelberg 

BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 

(Str
r
), hsdR2, mcrA1, mcrB1 

Battesti und Bouveret, 2012 

BW25113 rrnB3 ΔlacZ4787  hsdR514 Δ(araBAD)567 

Δ(rhaBAD)568 rph-1 

Datsenko und Wanner, 2000 

CC118 araD139, (ara-leu)7697, lacX74, recA1, 

rpsE, phoA20, galE15, galK16, thi, rpoB, 

argE (Am) 

Manoil und Beckwith, 1985 

DH5α fhuA2 lac(del)U169 phoA glnV44 Φ80' 

lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 

thi-1 hsdR17 

Meselson und Yuan, 1968  

ECB174 BW25113 Derivat, glmS::atpIp-atpI'-'strep-

egfp aacC1  

diese Arbeit; hergestellt nach 

Choi und Schweizer, 2006 

ECB175 BW25113 Derivat, glmS::atpIp-atpI'-'strep-

egfp'-'atpI aacC1  

diese Arbeit; hergestellt nach 

Choi und Schweizer, 2006 

ECB176 BW25113 Derivat, glmS::atpIp-atpI'-'strep-

egfp'-'atpI-atpB'-'mcherry aacC1 

diese Arbeit; hergestellt nach 

Choi und Schweizer, 2006 

ECB178 BW25113 Derivat, ΔatpI Stammsammlung AG Nies 

ECB179 ECB178 Derivat, glmS::atpIp-atpI diese Arbeit; hergestellt nach 

Choi und Schweizer, 2006 

S17-I pro, Tra
+
 recA Simon, 1984 

W3110 F
-
 λ

-
 rph-1 INV(rrnD, rrnE) Mosteller und Goldstein, 1975 
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2.1.1 Anzucht von C. metallidurans und das Messen von Wachstumskurven 

C. metallidurans wurde in Tris-Minimalmedium mit Natrium-Gluconat (TMMNaGluc; 1x 

Komponente A, 1x Komponente B, 9,17 mM Na-Gluconat [Sigma-Aldrich]; siehe Tab. 2) 

angezogen. Die Einstellung des pH-Wertes, kontrolliert durch das pH-Meter 761 Calimatic 

(Knick Elektronische Messgeräte GmbH und Co.KG, Berlin), erfolgte durch Zugabe von HCl 

zu Komponente A. Gegebenenfalls wurden Antibiotika zum Flüssig- oder Festmedium 

hinzugefügt (Tab. 3). Zur Stammhaltung wurde C. metallidurans von einer Flüssigkultur auf 

eine TMMNaGluc-Platte (TMMNaGluc, 2 % [w/v] Difco Bacto-Agar) ausgestrichen. Die Platten 

inkubierten mindestens 2 Tage bei 30 °C und lagerten maximal 3 Wochen bei 4 °C. 

Tab. 2: Zusammensetzung der Einzelkomponenten des TMM-Mediums 

20x Komponente A 10x Spurenelementlösung (nach 

Pfennig, 1974) 

20x Komponente B 

121 g Tris-HCl, pH 7,0 0,1 g ZnSo4*7 H2O 8,59 g NaSO4 

93,6 g NaCl 0,03 g MnCl2*4 H2O 2,29 g Na2HPO4*2 H2O 

29,8 g KCl 0,3 g H3BO3   

21,4 g NH4Cl 0,2 g CoCl2*6 H2O   

4 g MgCl2*6 H2O 0,01 g CuCl2*2 H2O   

0,6 g CaCl2*2 H2O 0,188 g NiCl2*6 H2O   

0,024 g FeNH4-Citrat 0,03 g Na2MoO4*2 H2O   

2 ml 10x 

Spurenelementlösung 

    

ad 1 l H2Odd ad 1 l H2Odd ad 1 l H2Odd 

 

Von den bewachsenen Platten wurde eine Vorkultur in 4 ml TMMNaGluc angesetzt und über 

Nacht bis zum Erreichen der frühen stationären Phase bei 30 °C auf einem Rotationsschüttler 

(HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) geschüttelt. Sofern nicht anders beschrieben, wurden 

die Kulturen immer mit 200 rpm bei 30°C geschüttelt. Damit wurde die zweite Vorkultur 1:20 

angeimpft und für 24 h geschüttelt. Die Hauptkultur wurde auf die optische Dichte, gemessen 

bei λ=600 nm, (OD600) 0,05 eingestellt und ebenfalls bei 30 °C schüttelnd inkubiert. Das 

Messen der OD600 erfolgte im Spektrometer SmartSpec™3000 (BIORAD, München). Die 

mittlere exponentielle Phase wurde etwa nach 16 h erreicht. Für die Wachstumskurven wurde 

die OD600 der Hauptkultur stündlich ab 16 h nach Animpfen gemessen. 
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2.1.2 Anzucht von E. coli 

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Vollmedium (Difco LB Broth, Lennox, BD), M9-

Minimalmedium (0,1 % Ammoniumchlorid, 50 mM Na-Phosphatpuffer, 50 mM Glukose, 

22 mM KCl, 40 mg/ml L-Prolin, 0,1 % [w/v] Casaminosäuren, 1 mM MgSO4, 1 mg/l 

Thiamin, 0,1 mM CaCl2, 0,5 µM FeCl2, jeweils frisch hergestellt) oder TMM (mit 3 g/l 

Casaminosäuren und 50 mM Glukose, Natrium-Succinat oder Glycerin), gegebenenfalls mit 

Antibiotika (Tab. 3). Der pH-Wert des TMM wurde entsprechend mit HCl auf pH 6,0; pH 7,0 

oder pH 8,0 eingestellt. Die Casaminosäuren wurden steril filtriert und immer frisch dem 

Medium zugesetzt. Im M9-Minimalmedium wurde der pH-Wert über den Na-Phosphatpuffer 

auf pH 5,0; pH 5,5; pH 7,0 oder pH 8,0 mit Hilfe des Mettler Toledo MP220 pH-Meter 

(Mettler Toledo GmbH, Gießen) eingestellt. Das M9-Minimalmedium wurde jeweils kurz vor 

dem Gebrauch aus den sterilen Einzelkomponenten hergestellt. L-Prolin, Casaminosäuren, 

Thiamin und FeCl2 wurden steril filtriert, der Rest autoklaviert. 

Tab. 3: Antibiotikakonzentrationen in Medien für E. coli und C. metallidurans. 

Antibiotika Lösungsmittel der 

Stammlösung 

Endkonzentration im Medium 

E. coli C. metallidurans 

Ampicillin H2Odd 100 mg/l - 

Gentamicin H2Odd 15 mg/l - 

Kanamycin H2Odd 50 mg/l - 

Tetracyclin 70 % Ethanol 12,5 mg/l 12,5 mg/l 

Streptomycin H2Odd 100 mg/l - 

 

Für Vorkulturen wurden die Stämme von einer LB-Agarplatte (Difco™ LB Agar, Lennox, 

BD) in 4 ml Flüssigmedium angeimpft und über Nacht bei 30 °C oder 37 °C auf einem 

Rundschüttler (HS500, IKA Labortechnik) inkubiert. Sofern nicht anders beschrieben, 

wurden die Kulturen immer mit 200 rpm geschüttelt. Mit der Vorkultur wurde die 

Hauptkultur auf eine OD600 von 0,05 angeimpft und bei der gleichen Temperatur geschüttelt. 

Für das Messen von Wachstumskurven wurde mit der Vorkultur zunächst eine zweite 

Vorkultur in 4 ml Medium auf eine OD600 von 0,1 eingestellt und 2 h bei der entsprechenden 

Temperatur geschüttelt, bevor die Hauptkultur in 96-Well-Platten angeimpft wurde. Die 

Platten schüttelten im neoLab Shaker DTS-2 (neoLab, Heidelberg) oder Tecan infinite M200 

(Tecan Austrai GmbH) bei 1200 rpm. Die OD600 wurde in regelmäßigen Abständen im Tecan 

infinite M200 gemessen. Zur Auswertung wurde die OD600 des Anzuchtmediums von den 

während des Wachstums gemessenen Werten abgezogen und in einem Diagramm 
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aufgetragen. Zusätzlich wurden die Verdopplungszeiten td der Stämme während der 

exponentiellen Phase mit der Formel 

𝑡𝑑 =
𝑡1−𝑡0

𝑙𝑔𝑂𝐷(600)1−𝑙𝑔𝑂𝐷(600)0
𝑙𝑔2

 berechnet.  

2.2 Genetische Arbeiten 

Das genetische Material für alle angewandten genetischen Methoden stammte von den 

Stämmen C. metallidurans CH34 und AE104 sowie E. coli W3110 oder Plasmiden. 

2.2.1 RNA Isolation und DNaseI-Verdau 

Für die Isolierung von RNA aus C. metallidurans AE104 und CH34 erfolgte die Anzucht in 

TMMNaGluc wie in Punkt 2.3.1 beschrieben. 7,5 ml der Hauptkultur wurden bei Erreichen von 

OD600 0,6±0,05 mit 1,5 ml kalter Stopp-Lösung (5 % [v/v] Phenol; 95 % [v/v] Ethanol) 

gemischt und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen tauten auf Eis auf und wurden 

für 10 min mit 5000 rpm bei 4°C in der Zentrifuge Universal 30 RF (Hettich Lab Technology) 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml peqGOLDTriFast
TM

 (peqlab) gelöst und 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert bevor das Gemisch zusammen mit 200 µl Chloroform in ein Phase 

Lock Gel Heavy Reaktionsgefäß (PLG Reaktionsgefäß, 5 PRIME) überführt wurde. Das 

Gemisch wurde kurz geschüttelt und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

15 minütiger Zentrifugation mit 14000 rpm wurden 0,5 ml der wässrigen Phase in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und mit 400 µl Isopropanol vermischt. Um die Fällung der RNA zu 

gewährleisten, wurde der Ansatz 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 

30 min mit 14000 rpm bei 4 °C in der Eppendorf-Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG) 

zentrifugiert. Das Pellet wurde 2 Mal mit 500 µl 75 % [v/v] Ethanol gewaschen und je 10 min 

mit 14000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 87,5 µl DEPC-H2O 

gelöst und mit 10 µl 10x DNase I-Puffer (Promega), 2 µl DNase I (Promega) und 0,5 µl 

RNase Inhibitor (RiboLock RNase Inhibitor, Thermo Scientific) versetzt. Für den DNA-

Verdau wurde der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert und nach erneuter Zugabe von 2 µl 

DNaseI weitere 30 min. Für die Reinigung der RNA wurde der Ansatz zusammen mit 150 µl 

Roti®-Aqua-Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) in ein PLG Reaktionsgefäß 

überführt, gemischt und für 15 min mit 14000 rpm bei Raumtemperatur in der Sigma 

Tischzentrifuge (Laborzentrifugen GmbH) zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in einem 

neuen Reaktionsgefäß mit 450 µl 99,8 % [v/v] Ethanol und 67 µl 3 M Natriumacetat (pH 5,7) 

gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Nach der RNA-Fällung wurde der Ansatz eine halbe 
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Stunde mit 14000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet wie zuvor 2 Mal mit 75 % [v/v] 

Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 50 µl DEPC-H2O gelöst. Die RNA 

lagerte bis zur Verwendung bei -20 °C. 

2.2.2 Trennung der RNA über ein Formaldehyd-Agarosegel 

Um die Qualität der RNA zu testen, wurde sie über ein Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. 

Dafür wurden 0,5 g Agarose (Peqlab GmbH) in 50 ml 1x MOPS-Puffer (20 mM MOPS; 

5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; pH 7,0 mit NaOH eingestellt) gekocht bis sich die 

Agarose löste. Vor dem Gießen des Gels wurden 0,9 ml 37% [v/v] Formaldehyd und ein 

Tropfen Ethidiumbromid (Tropfflasche, 250 µg/ml) zu dem im Wasserbad auf 60 °C 

abgekühlten Gemisch hinzugegeben. Währenddessen wurden die RNA-Proben mit 2 

Volumen RNA-Denaturierungspuffer (0,7x MOPS-Puffer; 24 % [v/v] 37 % [v/v] 

Formaldehyd; 69 % [v/v] Formamid) versetzt und 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Proben 

wurden sofort auf Eis abgekühlt und 1:6 mit RNA-Ladepuffer (50 % [v/v] Formamid; 3,8x 

MOPS-Puffer; 6 % [v/v] 37 % [v/v] Formaldehyd; 6 % [v/v] Glyzerin; 0,4 mg/ml 

Bromphenolblau) vermischt. Das beladene Agarosegel lag in einer Laufkammer mit 

Formaldehyd-Laufpuffer (1x MOPS-Puffer; 2 % [v/v] 37 % [v/v] Formaldehyd) an die eine 

Spannung von 90 mV (BioRad Power Pac 200, BioRad, München) angelegt wurde. 

Abschließend wurde das Gel unter UV-Licht im UV-Transilluminator (INTAS UV-Systeme) 

betrachtet. Alle Schritte mit Formaldehyd und Formamid wurden unter dem Abzug 

durchgeführt. 

2.2.3 Synthese von cDNA 

Die für die cDNA-Synthese verwendeten Chemikalien stammten mit Ausnahme des DEPC-

H2O und des spezifischen Primers von Invitrogen™. Zunächst wurde 1 µg RNA mit 1 µl 

eines spezifischen Primers oder random Primer versetzt. Der mit DEPC-H2O auf 10 µl 

aufgefüllte Ansatz inkubierte 5 min bei 65 °C und wurde sofort im Anschluss auf Eis 

abgekühlt. Nach Zugabe von 2 µl 5x first strand-Puffer, 1 µl 0,1 M Dichlordiphenyl-

trichlorethan (DTT), 0,5 µl 10 mM dNTP-Lösung und 0,5 µl SUPERSCRIPT
TM

II (200 U/µl) 

inkubierte der Ansatz erst 10 min bei Raumtemperatur und im Anschluss eine Stunde bei 

42 °C. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte für 15 min bei 70 °C. Die erhaltene cDNA 

diente als Template in einer Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). 
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2.2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) und Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) 

Die PCR wurde im T3000 Thermocycler (Biometra, Göttingen) durchgeführt. Als Template 

diente chromosomale DNA oder Plasmid-DNA und in der RT-PCR cDNA. Für eine Kontroll-

PCR wurden Zellen in H2Odd suspendiert, 10 min bei 95 °C gekocht, zentrifugiert und der 

Überstand als Template verwendet. Der Reaktionsansatz und das Programm für die PCR 

richteten sich nach dem verwendeten Enzym. Für Kontroll- und RT-PCR wurden 0,5 µl Taq-

Polymerase (Roche), 5 µl 10x Puffer 1 (0,5 M Tris-HCl pH 9,2; 0,16 M (NH4)2SO4; 17,5 mM 

MgCl2; 1 % [v/v] Tween 20), je 2 µl Primer (10 pmol/µl), 1 µl dNTP-Lösung (10 mM), 1 µl 

Template und 38,5 µl H2Odd verwendet. Im PCR-Programm erfolgte zunächst ein 

Denaturierungsschritt bei 95 °C für 5 min. Darauf folgten 30 Zyklen der Abfolge von 95 °C 

für 30 s, X °C für 30°s und 72 °C für Y°s. Das Programm wurde mit einem 7 min dauernden 

Schritt bei 72°C abgeschlossen. Die Annealing-Temperatur X richtete sich nach den Primern 

und wurde mit dem NEB Tm Calculator v1.7.2 berechnet, die Dauer der Elongation Y 

richtete sich nach der Länge des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts, wobei die Taq-

Polymerase 1 kb in einer Minute amplifiziert.  

Wenn die PCR-Produkte für eine Klonierung weiterverwendet wurden, erfolgte die PCR mit 

der Q5-Polymerase. Der PCR-Ansatz unterschied sich dahingehend, dass 0,5 µl Q5-

Polymerase, 10 µl 5x Q5-Puffer, je 2,5 µl Primer und entsprechend 32,5 µl H2Odd verwendet 

wurden. Das PCR-Programm startete bei 98 °C für 2 min, beinhaltete 34 Zyklen der Abfolge 

98 °C für 10 s, X °C für 30 s, 72 °C für Y s und endete mit einem Schritt bei 72 °C für 5 min. 

Die Dauer der Elongation richtete sich entsprechend nach der Q5-Polymerase, die 1 kb in 30 s 

amplifizierte, und der Länge des zu amplifizierenden Fragments. Alle verwendeten Primer 

(hergestellt von der Metabion GmbH) sind in Tab. 4 aufgeführt. 

Tab. 4: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Primer 

Die Tabelle setzt sich auf den folgenden Seiten fort. 

Name/ 

Orientierung
1
 

Sequenz (in 5'-3'-Richtung)
2
 Beschreibung

3
 

AH1 fw GATCCGACATCATGCGCGCCAGT RT-PCR-Primer, bindet 229 bp 

stromaufwärts des Startcodons 

von atpICmet 

AH3 fw TGTTGTTCCCAGTGGCTTCTTTGCG RT-PCR-Primer, bindet 348 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpICmet 

AH4 rev TTGCCGCCGACCGAATTAAAGTTCT RT-PCR-Primer, bindet 95 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpBCmet 
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AH11 fw CCCCACCGGTTACGCTGGGCCTGTCTGT

GC 

RT-PCR-Primer, bindet 784 bp 

stromaufwärts des Startcodons 

von Rmet 3503 

AH23 rev GGGAATATTGGCTGCACTAGTGCTCG Klonierung von gfp+ in 

pBBR1MCS-3, Template 

pMUTIN-GFP+ (SspI-, SpeI-

Schnittstelle) 

AH24 fw CCCCCGCGGCCTGCGCGAACCGCAAGC Klonierung des Bereiches 400 bp 

stromaufwärts des atpICmet 

Startcodons in pECD1555/ 

pECD1556 (SacII-Schnittstelle) 

AH25 rev GGGGCTAGCCACCACCTGCCCTGCCTC

ATTC 

Klonierung des atpICmet 

Startcodons in pECD1555/ 

pECD1556 (NheI-Schnittstelle) 

AH30 fw CCCAATATTCCGCGGATGTCTAGAAAA

GGAGAAGAAC 

Klonierung von gfp+ in 

pBBR1MCS-3, Template 

pMUTIN-GFP+ (SspI-, XbaI-, 

SacII-Schnittstelle) 

AH33 fw TCGAATTTCTGCCATTCATCCGCT Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pBBR1MCS-3 

AH35 fw, 

rev 

GGCACCTCGCTAACGGATTC Kontrollprimer, bindet 2 Mal in 

pBBR1MCS-3 

AH36 fw GCGCCGCAACGATCTGAAACG RT-PCR-Primer, bindet 41 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von Rmet 3502 

AH39 fw CCCGGGCCCGATCGAGAACATCCAGCG

TG 

RT-PCR-Primer, bindet 382 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von Rmet 3503 

AH52 rev GGGGCTAGCCACATCTTGCTGGCGCTC

ATCTCG 

Fusionierung der ersten 84 bp 

von atpICmet mit einem 

Reportergen, (NheI-Schnittstelle) 

AH53 rev GGGGCTAGCCACCGCTTCAGCATGTGA

CAGC 

Fusionierung der ersten 162 bp 

von atpICmet mit einem 

Reportergen, (NheI-Schnittstelle) 

AH54 fw CCCCCGCGGGGATACCGATGCTCGTCA

CG 

Klonierung des Bereiches 302 bp 

stromaufwärts des atpBCmet 

Startcodons in pECD1555/ 

pECD1556 (SacII-Schnittstelle) 

AH55 rev GGGGCTAGCCATGTCGAAACGAACCGT

ATATTGC 

Fusionierung des Startcodons von 

atpBCmet mit einem Reportergen, 

(NheI-Schnittstelle) 

AH56 rev GCGCAATGCACGTTCGCCAAG RT-PCR-Primer, bindet 189 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpICmet 

AH58 rev CCCGATATCCTTACTTCTTACGACGCAG

GC 

RT-PCR-Primer, bindet 418 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpCCmet 
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AH61 fw CAGCTGGATCCGCAAGTC RT-PCR-Primer, bindet 1065 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpDCmet 

AH66 rev GTATAGAGAGCCACTGCGGG Sequenzier-/ Kontrollprimer, 

bindet in aacC1 

AH76 fw GGGTCTAGAGTCGCAATTGTATGCACT

GG 

Klonierung von atpIpEco in 

pASK-IBA7plus (XbaI-

Schnittstelle) 

AH88 rev CCCTTGTGCGCCCAATACG Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pBBR1MCS-3 

AH94 fw GACGGTACCCCTCGAAGGGAGCAGGAG

TG 

Klonierung von atpIEco mit RBS 

in pECD636/ pECD637 (KpnI-

Schnittstelle) 

AH95 rev CGGTCTAGAGAAGGGGTCTTTGAGGCT

GAAC 

Klonierung der ersten 105 bp von 

atpIEco in pECD636/ pECD637 

(XbaI-Schnittstelle) 

AH96 rev GAGTCTAGAGGCCACCCGGCCTTTC Klonierung der ersten 216 bp von 

atpIEco in pECD636/ pECD637 

(XbaI-Schnittstelle) 

AH97 rev GACTCTAGACGCCTTTAAAACCGCCAA

CG 

Klonierung der ersten 297 bp von 

atpIEco in pECD636/ pECD637 

(XbaI-Schnittstelle) 

AH98 rev GACTCTAGACCCTTTGTTGTTAATTACA

GCCGGTG 

Klonierung der ersten 378 bp von 

atpIEco in pECD636/ pECD637 

(XbaI-Schnittstelle) 

AH100 fw GACTCTAGAACCATGATTACGGATTCA

CTG 

Klonierung von lacZ in 

pECD1555 (XbaI-Schnittstelle 

fw, SpeI-Schnittstelle rev, 

Template pRS551) 
AH101 rev GGGATTAATTTATTTTTGACACCAGACC

AACTG 

AH142 fw CCGCTCGAGGGTGCTGGCGTGAGCAAG

G 

Klonierung von egfp/ mcherry 

ohne Startcodon in pASK-

IBA7plus (XhoI-Schnittstelle) 

AH143 rev CCCGAATTCACCTGCCCCCTTGTACAGC

TC 

Klonierung von egfp ohne 

Stoppcodon in pASK-IBA7plus 

(EcoRI-Schnittstelle) 

AH144 fw CCGCCGCGGGATGCTCGAGGAGGAATT

CTCTGTGTCGCTCGTGAGTC 

Klonierung von atpIEco ohne 

Startcodon in pASK-IBA7plus 

(SacII-, XhoI-, EcoRI-

Schnittstelle von 5' nach 3') 

AH145 rev CCGGATATCTTAGAGCTCCTCGTCGAC

ATGTTCTTCAGACGCCATCGAC 

Klonierung von atpBEco ohne 

Stoppcodon in pASK-IBA7plus 

(EcoRV-, SalI-, SacI-Schnittstelle 

von 5' nach 3') 

AH146 rev CCCGAGCTCACCAGCGCCCTTGTACAG

C 

Klonierung von mcherry in 

pASK-IBA7plus (SacI-

Schnittstelle) 
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AH147 fw GCTTATTGCAAGGACGCCCCAGAAGG QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

S39 zu L 
AH148 rev GCGTCCTTGCAATAAGCGGGGGC 

AH149 fw GCTTATTGCACCGACGCCCCAGAAGG QuickChange- Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

S39 zu G 
AH150 rev GCGTCGGTGCAATAAGCGGGGGC 

AH159 fw CAAAGCTTTCGAAGTTCTGGCAATGTT

GG 

QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpI
K82E

Eco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

E79 zu K 
AH160 rev AGAACTTCGAAAGCTTTGCCAAATGCA

AATG 

AH164 rev CGAAAGCTTCAATACGCAAACCGCCTC Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pUC18mini-Tn7T-Gm 

AH167 rev GGTTCTAGACATGATGACTCCTTTAATT

TAGAGAGACTTAG 

Fusionierung des Startcodons von 

atpECmet mit einem Reportergen, 

(XbaI-Schnittstelle) 

AH168 fw CGAGGTACCGTCGCAATTGTATGCACT

GG 

Klonierung von atpIEcop in 

pUC18mini-Tn7T-Gm (KpnI-

Schnittstelle) 

AH169 rev GATGGGCCCTTACCCTTTGTTGTTAATT

ACAGC 

Klonierung von atpIEco in 

pUC18mini-Tn7T-Gm (ApaI-

Schnittstelle) 

AH170 rev GCCGGGCCCTTAGAGCTCACCAGCGCC Klonierung von egfp in 

pUC18mini-Tn7T-Gm (ApaI-

Schnittstelle) 

AH175 rev GATGGGCCCTTAGTACAGCTCGTCCAT

GC 

Klonierung von mcherry in 

pUC18mini-Tn7T-Gm (ApaI-

Schnittstelle) 

AH182 rev GAGAATCACGCAGAGCG Sequenzier-/ Kontrollprimer, 

bindet in phoA 

AH189 fw GAGCATATGGCAATGACTTACCACCTG

GAC 

Klonierung von atpCEco in 

pRHB152 (NdeI-Schnittstelle fw, 

BamHI-Schnittstelle rev) 
AH190 rev GACGGATCCCAAGCCGGTGTTACATCG

C 

FK178 fw GGAAACAGCTATGACCATG Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pUT18 und pKNT25  

FK181 rev GGCATCAGAGCAGATTGT Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pUT18C 

FK183 rev CCAGTCACGACGTTGTAA Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pKT25 

FK290 fw CGATGAATTCATGTCTGTGTCGCTCGTG

AGTCG 

Klonierung von atpIEco in den 

pASK-IBA3/7plus (EcoRI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
FK291 rev CGATGGTACCTTACCCTTTGTTGTTAAT

TACAGC 
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FK303 fw CTGGAATTCCGTAAGATCCAGCGCTTC

C 

Klonierung des Bereiches 221 bp 

bis 69 bp stromaufwärts des 

atpCEco Startcodons in pRS551 

(EcoRI -Schnittstelle fw; BamHI-

Schnittstelle rev) 

FK304 rev CTGGGATCCGTAGAACGCCTGCTCCGG 

FK307 fw CTGGAATTCGTCGCAATTGTATGCACTG

G 

Klonierung des Bereiches ab 

200 bp stromaufwärts des atpIEco 

Startcodons in pRS551 (EcoRI -

Schnittstelle) 

FK308 rev CTGGGATCCGTATAAAACTTTCTTTAAG

G 

Klonierung des Bereiches bis 

43 bp stromaufwärts des atpIEco 

Startcodons in pRS551 (BamHI-

Schnittstelle) 

FK309 rev CTGGGATCCCCCACGTAACGATCAGCG Klonierung des Bereiches bis 

65 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (BamHI-

Schnittstelle) 

FK310 fw CTGGAATTCCGAAACGTTGCTCGGAAG

C 

Klonierung des Bereiches ab 

368 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (EcoRI -

Schnittstelle) 

FK311 rev CTGGAATTCGGCGTCACCAGGCGCATA

C 

Klonierung des Bereiches ab 

214 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (EcoRI -

Schnittstelle) 

FK312 rev CTGGGATCCGCGCCTGGTGACGCCAGG

C 

Klonierung des Bereiches bis 

200 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (BamHI-

Schnittstelle) 

FK323 rev CTGGGATCCTTGTTGTTAATTACAGCCG

G 

Klonierung des Bereiches bis 

16 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (BamHI-

Schnittstelle) 

FK324 rev CTGGGATCCCAACATCGCCAGAACTTT

GAA 

Klonierung des Bereiches bis 

129 bp stromaufwärts des atpBEco 

Startcodons in pRS551 (BamHI-

Schnittstelle) 

FK325 fw GACTCTAGAGATGGCTTCAGAAAATAT

GACG 

Klonierung von atpB in BACTH-

Vektoren (XbaI-Schnittstelle fw, 

KpnI-Schnittstelle rev) 
FK326 rev CTCGGTACCCGATGTTCTTCAGACGCCA

T 

FK327 fw GACTCTAGAGGTGAATCTTAACGCAAC

AATC 

Klonierung von atpFEco in 

BACTH-Vektoren (XbaI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
FK328 rev CTCGGTACCCGCAGTTCAGCGACAAGT

TT 

FK338 rev CTGCACTTCAAGAATGCCGC Kontrollprimer, bindet 219 bp 

stromabwärts des Startcodons 

von atpCEco 
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FK405 fw CATTTGGCAAAGCTTTCAAAGTTCTAGC

G 

QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

E79 zu K 
FK406 rev GAAAGCTTTGCCAAATGCGAATGTCCA

AGCC 

FK413 fw TATTCCGCGGGTCGCAATTGTATGCACT

GG 

Fusionierung des atpIEcop (ab 

181 bp vor dem Startcodon) mit 

einem Reportergen, (SacII-

Schnittstelle) 

FK414 rev CTTTTCTAGAGTTGTTAATTACAGCCGG Fusionierung der ersten 372 bp 

von atpIEco mit einem 

Reportergen, (XbaI-Schnittstelle) 

FK416 rev CTTTTCTAGAGAGCGACACAGACATCA

C 

Fusionierung der ersten 15 bp 

von atpIEco mit einem 

Reportergen, (XbaI-Schnittstelle) 

FK429 rev CTTTTCTAGAATTTTCTGAAGCCATGAT Fusionierung der ersten 15 bp 

von atpBEco mit einem 

Reportergen, (XbaI-Schnittstelle) 

FK431 fw TATTCCGCGGGCGATGTTGGTGTTACTG

G 

Kontrollprimer, bindet 268 bp 

stromabwärts des atpIEco 

Startcodon 

FK439 rev CCGCTTATTGCAGAGACGCC Kontrollprimer, bindet 125 bp 

stromabwärts des atpIEco 

Startcodon 

FK466 fw GACTCTAGAGATGTCTGAATTTATTACG

GTAG 

Klonierung von atpHEco in 

BACTH-Plasmide (XbaI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
FK467 rev CTCGGTACCCGAGACTGCAAGACGTCT

GCAAG 

FK468 fw GACTCTAGAGATGGCAATGACTTACCA

CC 

Klonierung von atpCEco in 

BACTH-Vektoren (XbaI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
FK469 rev CTCGGTACCCGCATCGCTTTTTTGGTCA

AC 

FK472 fw CGAAGCTTTCGAAGTTCTGGCAATGTT

GG 

QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

K82 zu E 
FK473 rev AGAACTTCGAAAGCTTCGCCAAATGCA

AATG 

FK474 fw TAAGCGGGGTCCTGGCAGTCTTTCTTCC QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

G43 zu V 
FK475 rev CTGCCAGGACCCCGCTTATTGCAGATA

CG 

FK482 fw CGATGAATTCATGGCTTCAGAAAATAT

GACG 

Klonierung von atpBEFEco in 

pASK-IBA3plus (EcoRI-

Schnittstelle) 

FK484 rev CGATGGTACCCAGTTCAGCGACAAGTT

TATCC 

Klonierung von atp(I)BEFEco in 

pASK-IBA3plus (KpnI-

Schnittstelle) 
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FK493 rev CTTTTCTAGAATTCAGGTTTTCCATGAC Klonierung der ersten 15 bp von 

atpEEco in pECD1555/ 

pECD1556 (XbaI-Schnittstelle) 

GA917 fw AAAGGTACCTGAAAAAGGAAGAGTAT

G 

Amplifikation von blaM' mit 

(GA917) und ohne (GA918) 

78 bp seinem Startcodon von 

pECD618 und pECD619 (KpnI- 

Schnittstelle fw, XbaI-

Schnittstelle rev)  

GA918 fw AAAGGTACCTGAAAAAGGAAGAGTAT

GCTGGTGAAAGTAAAAGAT 

GA919 rev AAATCTAGATCCTGCAACTTTATCCGC 

NP5 fw GCGATGTTGGGGTTACTGGTGGTGGCT

TTG 

QuickChange-Primer für den 

Basenaustausch in atpIEco; 

Änderung der AS-Sequenz von 

V88 zu G 
NP6 rev ACCACCAGTAACCCCAACATCGCCAGG

ACT 

SB1 fw GACTCTAGAGATGTCTGTGTCGCTCGTG

AG 

Klonierung von atpIEco in 

BACTH-Vektoren (XbaI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
SB2 rev CTCGGTACCCGCCCTTTGTTGTTAATTA

CA 

SB4 fw GACTCTAGAGATGGAAAACCTGAATAT

GGA 

Klonierung von atpEEco in 

BACTH-Vektoren (XbaI-

Schnittstelle fw, KpnI-

Schnittstelle rev) 
SB5 rev CTCGGTACCCGCGCGACAGCGAACATC

ACG 

lacZRalsti

-Fusion 

rev CACAGATGAAACGCCGAGTTAACG Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

Plasmide mit lacZ 

pASKfw fw AAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAA Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pASK-IBA3/7plus Plasmide 

pASKrev rev CGGTAAACGGCAGACAAAAAAAATG Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pASK-IBA3/7plus Plasmide 

pGEMfw fw GCGAAAGGGGGATGTGCTGC Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pGEM-T Easy Plasmide 

pGEMrev rev CGCCTGCAGGTCGACCATAT Sequenzier-/ Kontrollprimer für 

pGEM-T Easy Plasmide 

1
Die Orientierung der Primer (fw für forward, rev für reverse) richtet sich nach der Leserichtung des Gens, in 

dem sie binden. 
2
Die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Basenaustausche rot 

hervorgehoben. 
3
Zur Unterscheidung ob die Primer im Chromosom von E. coli oder C. metallidurans binden, 

wurde an die entsprechenden Gene Eco für E. coli oder Cmet für C. metallidurans angehängt. 

2.2.5 Restriktionsverdau mit Endonukleasen und Ligation 

Der Restriktionsverdau von Fragment-DNA und Vektor erfolgte mit Enzymen und Puffern 

von Thermo Scientific™ und New England Biolabs
®
 GmbH nach Herstellerprotokoll. Ein 

Ansatz von insgesamt 30 µl mit jeweils 0,5  µl Enzym wurde für 3 h bei 37 °C bzw. 30 °C 

inkubiert. Anschließend wurde die DNA gereinigt (siehe 2.3.8) und ihre Konzentration 

gemessen.  
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Für die Ligation wurden 1 µl 10x T4-Ligase-Puffer (Thermo Scientific™), 30-50 µg Vektor-

DNA, die dreifache Molekülmenge Fragment-DNA und 0,5 µl T4-DNA-Ligase (Thermo 

Scientific™) mit H2Odd auf 10 µl aufgefüllt, gemischt und über Nacht in Eiswasser 

schwimmend bei umgebender Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die 

Transformation von E. coli DH5α mit dem Ligationsansatz. Als Kontrolle diente ein 

Ligationsansatz ohne Fragment-DNA. Zum Test auf den Ligationserfolg wurden Kontroll-

PCRs durchgeführt und die neuen Sequenzbereiche im Plasmid durch die Microsynth AG 

sequenziert. Alle in dieser Arbeit entstandenen und verwendeten Plasmide sind in Tab. 5 

zusammengefasst. 

Tab. 5: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide 

Die Tabelle setzt sich auf den folgenden Seiten fort. 

Name Beschreibung
1
 Herkunft 

Plasmide für die Messung der Promotoraktivität 

pRS551 Plasmid für die Herstellung transkriptionaler Fusionen mit 

lacZ 

Simons et al., 

1987 

pECD1278 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von atpIpEco 

(FK307, FK308) 

diese Arbeit 

pECD1284 pRS551 Derivat, atpIpatpBp1Bp2Eco (FK307, FK323) diese Arbeit 

pECD1285 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von 

atpBp1Bp2Eco (FK310, FK323) 

diese Arbeit 

pECD1280 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von 

atpBp1Eco (FK310, FK324) 

diese Arbeit 

pECD1282 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von 

atpBp1Eco-stl (ohne Stamm-Schleifen-Struktur nach atpBp1; 

FK310, FK312) 

diese Arbeit 

pECD1281 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von 

atpBp2Eco (FK311, FK323) 

diese Arbeit 

pECD1283 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von 

atpBp2Eco-stl (ohne Stamm-Schleifen-Struktur nach atpBp2; 

FK311, FK309) 

diese Arbeit 

pECD1279 pRS551 Derivat, exprimiert lacZ unter Kontrolle von atpCpEco 

(FK303, FK304) 

diese Arbeit 

pBBR1MCS-3 Klonierungsvektor, der u.a. in E. coli und C. metallidurans 

repliziert wird 

Kovach et al., 

1995 

pMUTIN-GFP+ Integrationsvektor für Bacillus subtilis, Template für die 

Amplifizierung von gfp+ 

Kaltwasser et 

al., 2002 

pECD794-1 pLO2-Derivat für lacZ-Transkriptionsfusionen, Template für 

Amplifizierung von lacZ 

(Scherer und 

Nies, 2009) 

pECD1555 pBBR1MCS-3 Derivat für die Herstellung translationaler 

Fusionen mit 'gfp+ (AH23, AH30) 

diese Arbeit 
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pECD1556 pECD1555 Derivat für die Herstellung translationaler 

Fusionen mit 'lacZ (AH100, AH101) 

diese Arbeit 

pECD1557 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpI15Eco'-

'lacZ (FK413, FK416) 

diese Arbeit 

pECD1558 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpI372Eco'-

'lacZ (FK413, FK414) 

diese Arbeit 

pECD1559 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpB15Eco'-

'lacZ (FK413, FK429) 

diese Arbeit 

pECD1560 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpE15Eco'-

'lacZ (FK413, FK493) 

diese Arbeit 

pECD1578 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpI3Cmet'-

'lacZ (AH24, AH25) 

diese Arbeit 

pECD1579 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpI84Cmet'-

'lacZ (AH24, AH52) 

diese Arbeit 

pECD1580 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpI162Cmet'-

'lacZ (AH24, AH53) 

diese Arbeit 

pECD1581 pECD1556 Derivat für die Expression von atpBp-atpB3Cmet'-

'lacZ (AH54, AH55) 

diese Arbeit 

pECD1582 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpB3Cmet'-

'lacZ (AH24, AH55) 

diese Arbeit 

pECD1583 pECD1556 Derivat für die Expression von atpBp-atpE3Cmet'-

'lacZ (AH54, AH167) 

diese Arbeit 

pECD1584 pECD1556 Derivat für die Expression von atpIp-atpE3Cmet'-

'lacZ (AH24, AH167) 

diese Arbeit 

Plasmide für die Bestimmung der Orientierung von Transmembrandomänen in der Membran 

pGP1-2 Helferplasmid für die Expression der T7 RNA-Polymerase Tabor und 

Richardson, 

1985 

pECD636 pGEM
®
-T Easy Derivat für die Expression von translationalen 

Genfusionen mit 'lacZ unter Kontrolle des T7 Promotors 

Plasmid-

Sammlung AG 

Nies 

pECD1391 pECD636 Derivat für die Expression von atpI35Eco'-'lacZ 

(AH94, AH95) 

diese Arbeit 

pECD1392 pECD636 Derivat für die Expression von atpI72Eco'-'lacZ 

(AH94, AH96) 

diese Arbeit 

pECD1393 pECD636 Derivat für die Expression von atpI99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1394 pECD636 Derivat für die Expression von atpI126Eco'-'lacZ 

(AH94, AH98) 

diese Arbeit 

pECD1502 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
S39L

99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1503 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
S39G

99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1504 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
G43V

99Eco'-'lacZ diese Arbeit 
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(AH94, AH97) 

pECD1505 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
E79K

99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1506 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
K82E

99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1507 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
E79K, K82E

99Eco'-

'lacZ (AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1508 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
V88G

99Eco'-'lacZ 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1395 pECD636 Derivat für die Expression von blaM'-'lacZ 

(GA917, GA919) 

diese Arbeit 

pECD1396 pECD636 Derivat für die Expression von 'blaM'-'lacZ 

(GA917, GA918), von 'blaM' fehlen 26 AS nach dem ersten 

Met 

diese Arbeit 

pECD637 pGEM
®
-T Easy Derivat für die Expression von translationalen 

Genfusionen mit 'phoA unter Kontrolle des T7 Promotors 

Plasmid-

Sammlung AG 

Nies 

pECD1397 pECD636 Derivat für die Expression von atpI35Eco'-'phoA 

(AH94, AH95) 

diese Arbeit 

pECD1398 pECD636 Derivat für die Expression von atpI72Eco'-'phoA 

(AH94, AH96) 

diese Arbeit 

pECD1399 pECD636 Derivat für die Expression von atpI99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1400 pECD636 Derivat für die Expression von atpI126Eco'-'phoA 

(AH94, AH98) 

diese Arbeit 

pECD1511 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
S39L

126Eco'-

'phoA (AH147, AH148) 

diese Arbeit 

pECD1512 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
S39L

99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1513 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
S39G

126Eco'-

'phoA (AH149, AH150) 

diese Arbeit 

pECD1514 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
S39G

99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1515 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
G43V

126Eco'-

'phoA (FK474, FK475) 

diese Arbeit 

pECD1516 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
G43V

99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1517 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
E79K

126Eco'-

'phoA (FK405, FK406) 

diese Arbeit 

pECD1518 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
E79K

99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1519 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
K82E

126Eco'-

'phoA (FK472, FK473) 

diese Arbeit 

pECD1520 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
K82E

99Eco'-'phoA diese Arbeit 
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(AH94, AH97) 

pECD1521 pECD1519 Derivat für die Expression von 

atpI
E79K, K82E

126Eco'-'phoA (AH159, AH160) 

diese Arbeit 

pECD1522 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
E79K, K82E

99Eco'-

'phoA (AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD1523 pECD1400 Derivat für die Expression von atpI
V88G

126Eco'-

'phoA (NP5, NP6) 

diese Arbeit 

pECD1524 pECD636 Derivat für die Expression von atpI
V88G

99Eco'-'phoA 

(AH94, AH97) 

diese Arbeit 

pECD618 pECD636 Derivat für die Expression von 'blaM'-'phoA, von 

'blaM' fehlen 26 AS nach dem ersten Met 

Plasmid-

Sammlung AG 

Nies 

pECD619 pECD636 Derivat für die Expression von blaM'-'phoA Plasmid-

Sammlung AG 

Nies 

Plasmide für den BACTH-Assay 

pGEM
®
-T Easy Klonierungsvektor Promega, 

Madison (USA) 

pECD1409 pGEM
®
-T Easy Derivat, atpIEco (SB1, SB2), Template für die 

QuickChange™ site-directed mutagenesis PCR 

diese Arbeit 

pECD1410 pECD1409 Derivat, atpI
G43V

Eco (FK474, FK475)  diese Arbeit 

pECD1411 pECD1409 Derivat, atpI
E79K

Eco (FK405, FK406) diese Arbeit 

pECD1412 pECD1409 Derivat, atpI
K82E

Eco (FK472, FK473) diese Arbeit 

pECD1413 pECD1409 Derivat, atpI
V88G

Eco (NP5, NP6) diese Arbeit 

pUT18 Plasmid für die Fusion eines Gens an den N-Terminus des 

T18-Fragments von cyaA für den BACTH-Assay  

Karimova et al., 

2001 

pUT18C Plasmid für die Fusion eines Gens an den C-Terminus des 

T18-Fragments von cyaA für den BACTH-Assay 

Karimova et al., 

2001 

pKT25 Plasmid für die Fusion eines Gens an den C-Terminus des 

T25-Fragments von cyaA für den BACTH-Assay 

Karimova et al., 

2001 

pKNT25 Plasmid für die Fusion eines Gens an den N-Terminus des 

T25-Fragments von cyaA für den BACTH-Assay 

(Karimova et al., 

2005) 

pECD1300 pUT18 Derivat für die Expression von atpIEco'-'cyaAT18 (SB1, 

SB2) 

diese Arbeit 

pECD1301 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpIEco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1302 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpIEco (SB1, 

SB2) 

diese Arbeit 

pECD1303 pKNT25 Derivat für die Expression von atpIEco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1547 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
S39G

Eco
'
-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1548 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
S39G

Eco diese Arbeit 
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(SB1, SB2) 

pECD1549 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
S39G

Eco
 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1550 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
S39G

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1543 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
S39L

Eco'-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1544 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
S39L

Eco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1545 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
S39L

Eco
 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1546 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
S39L

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1418 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
G43V

Eco'-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1419 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
G43V

Eco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1420 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
G43V

Eco
 

(SB1, SB2)  

diese Arbeit 

pECD1421 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
G43V

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1422 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
E79K

Eco'-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1423 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
E79K

Eco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1424 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
E79K

Eco
 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1425 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
E79K

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1426 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
K82E

Eco'-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1427 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
K82E

Eco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1428 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
K82E

Eco
 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1429 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
K82E

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1551 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
E79K, K82E

Eco'-

'cyaAT18 (SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1552 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-

'atpI
E79K, K82E

Eco (SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1553 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-

'atpI
E79K, K82E

EcoEco
 
(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1554 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
E79K, K82E

Eco'- diese Arbeit 
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'cyaAT25 (SB1, SB2) 

pECD1430 pUT18 Derivat für die Expression von atpI
V88G

Eco'-'cyaAT18 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1431 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpI
V88G

Eco 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1432 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpI
V88G

Eco
 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1433 pKNT25 Derivat für die Expression von atpI
V88G

Eco'-'cyaAT25 

(SB1, SB2) 

diese Arbeit 

pECD1401 pUT18 Derivat für die Expression von atpBEco'-'cyaAT18 

(FK325, FK326) 

diese Arbeit 

pECD1402 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpBEco 

(FK325, FK326) 

diese Arbeit 

pECD1403 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpBEco 

(FK325, FK326) 

diese Arbeit 

pECD1404 pKNT25 Derivat für die Expression von atpBEco'-'cyaAT25 

(FK325, FK326) 

diese Arbeit 

pECD1316 pUT18 Derivat für die Expression von atpEEco'-'cyaAT18 

(SB4, SB5) 

diese Arbeit 

pECD1317 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpEEco 

(SB4, SB5) 

diese Arbeit 

pECD1318 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpEEco 

(SB4, SB5) 

diese Arbeit 

pECD1319 pKNT25 Derivat für die Expression von atpEEco'-'cyaAT25 

(SB4, SB5) 

diese Arbeit 

pECD1405 pUT18 Derivat für die Expression von atpFEco'-'cyaAT18 

(FK327, FK328) 

diese Arbeit 

pECD1406 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpFEco 

(FK327, FK328) 

diese Arbeit 

pECD1407 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpFEco 

(FK327, FK328) 

diese Arbeit 

pECD1408 pKNT25 Derivat für die Expression von atpFEco'-'cyaAT25 

(FK327, FK328) 

diese Arbeit 

pECD1531 pUT18 Derivat für die Expression von atpHEco'-'cyaAT18 

(FK466, FK467) 

diese Arbeit 

pECD1532 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpHEco 

(FK466, FK467) 

diese Arbeit 

pECD1533 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpHEco 

(FK466, FK467) 

diese Arbeit 

pECD1534 pKNT25 Derivat für die Expression von atpHEco'-'cyaAT25 

(FK466, FK467) 

diese Arbeit 

pECD1535 pUT18 Derivat für die Expression von atpCEco'-'cyaAT18 

(FK468, FK469) 

diese Arbeit 

pECD1536 pUT18C Derivat für die Expression von cyaAT18'-'atpCEco diese Arbeit 
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(FK468, FK469) 

pECD1537 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'atpCEco 

(FK468, FK469) 

diese Arbeit 

pECD1538 pKNT25 Derivat für die Expression von atpCEco'-'cyaAT25 

(FK468, FK469) 

diese Arbeit 

pECD1296 pUT18 Derivat für die Expression von cynSEco'-'cyaAT18 diese Arbeit 

pECD1298 pKT25 Derivat für die Expression von cyaAT25'-'cynSEco diese Arbeit 

Plasmide für die Synthese von Proteinen 

pASK-IBA7plus Expressionsvektor für die N-terminale Fusion eines Strep-

tag® II an ein Protein 

IBA GmbH, 

Göttingen 

pECD1588 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-atpIEco 

(FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1527 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
S39L

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1528 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
S39G

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1414 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
G43V

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1415 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
E79K

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1416 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
K82E

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1529 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
E97K, K82E

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1417 pASK-IBA7plus Derivat für die Expression von Strep-

atpI
V88G

Eco (FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1332 pECD1588 Derivat für die Expression von Strep-atpIEco und 

atpEEco (FK292, FK293) 

diese Arbeit 

pRHB152 pET28a+ Derivat für die N- oder C-terminale Fusion eines 

Proteins mit einem His-tag  

Geschenk von 

Basem Soboh 

pECD1589 pRHB152 Derivat für die Expression von His-atpCEco 

(AH189, AH190) 

diese Arbeit 

pASK-IBA3plus Expressionsvektor für die C-terminale Fusion eines Strep-

tag® II an ein Protein 

IBA GmbH, 

Göttingen 

pECD1585 pASK-IBA3plus Derivat für die Expression von atpIEco-Strep 

(FK290, FK291) 

diese Arbeit 

pECD1586 pASK-IBA3plus Derivat für die Expression von atpB-E-

atpFEco-Strep (FK482, FK484) 

diese Arbeit 

pECD1587 pASK-IBA3plus Derivat für die Expression von atpI-E-

atpFEco-Strep (FK290, FK484) 

diese Arbeit 

Plasmide für die Integration von Genen in das Chromosom von E. coli 

pTNS2 Helferplasmid, welches die TnsABCD Transposase-

Untereinheiten kodiert 

Choi und 

Schweizer, 2006 
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pUC18mini-

Tn7T-Gm 

Integrationsvektor für Gram
—

-Bakterien Choi und 

Schweizer, 2006 

pAD301 Expressionsvektor als Template für die Amplifizierung von 

egfp 

Geschenk von 

Andreas Diepold 

der Universtät 

von Oxford 

pAD304 Expressionsvektor als Template für die Amplifizierung von 

mcherry 

Geschenk von 

Andreas Diepold 

der Universtät 

von Oxford 

pECD1590 pASK-IBA7plus Derivat mit 'atpI-atpBEco', Zwischenschritt 

für die Klonierung von atpIp-atpIEco'-'strep-egfp'-'atpI-

atpBEco'-'mcherry (AH144, AH145) 

diese Arbeit 

pECD1591 pECD1590 Derivat mit 'atpI-atpBEco'-'mcherry, 

Zwischenschritt für die Klonierung von atpIp-atpIEco'-'strep-

egfp'-'atpI-atpBEco'-'mcherry (AH142, AH146) 

diese Arbeit 

pECD1592 pECD1591 Derivat mit egfp'-'atpI-atpBEco'-'mcherry, 

Zwischenschritt für die Klonierung von atpIp-atpIEco'-'strep-

egfp'-'atpI-atpBEco'-'mcherry (AH142, AH143) 

diese Arbeit 

pECD1593 pECD1592 Derivat mit atpIp-atpIEco'-'strep-egfp'-'atpI-

atpBEco'-'mcherry, Template für die Herstellung weiterer 

Plasmide (AH76, FK416) 

diese Arbeit 

pECD1594 pUC18mini-Tn7T-Gm Derivat für die Integration von atpIp-

atpIEco'-'strep-egfp ins Chromosom von E. coli (AH168, 

AH175) 

diese Arbeit 

pECD1595 pUC18mini-Tn7T-Gm Derivat für die Integration von atpIp-

atpIEco'-'strep-egfp'-'atpIEco ins Chromosom von E. coli 

(AH168, AH169) 

diese Arbeit 

pECD1596 pUC18mini-Tn7T-Gm Derivat für die Integration von atpIp-

atpIEco'-'strep-egfp'-'atpI-atpBEco'-'mcherry ins Chromosom 

von E. coli (AH168, AH170) 

diese Arbeit 

pECD1597 pUC18mini-Tn7T-Gm Derivat für die Integration von atpIp -

atpIEco ins Chromosom von E. coli (AH168, AH169) 

diese Arbeit 

1
Die für die Amplifikation der Fragment-DNA bzw. Quick-Change site-directed mutagenesis-PCR verwendeten 

Primer sind in Klammern angegeben, sofern die Plasmide in dieser Arbeit hergestellt wurden. 

2.2.6 Quick-Change site-directed mutagenesis-PCR (nach Zheng et al. 2004) 

Eine weitere Anwendung der PCR war die Quick-Change site-directed mutagenesis-PCR, die 

für Basen-Austausche in Plasmiden herangezogen wurde. Die Zusammensetzung des PCR-

Ansatzes war wie in Abschnitt 2.2.4 bei Verwendung der Taq-Polymerase beschrieben. Als 

Template diente ein möglichst kleines Plasmid mit dem Gen, in dem ein Basen-Austausch 

stattfinden sollte. Die Primer wurden so designt, dass die auszutauschenden Aminosäuren 

einen optimalen Abstand zum 5' und 3'-Ende aufwiesen. Dabei waren die Primer nicht direkt 

komplementär zueinander, sondern überlappten sich. In den in Tab. 4 aufgeführten Primern 
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für den Basen-Austausch wurden die nicht zum Template komplementären Aminosäuren fett 

und rot hervorgehoben. 

Im PCR-Programm erfolgte zunächst ein Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min, darauf 

folgten 17 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C für 1 min, Annealing der Primer für 1 min und 

Elongation bei 72 °C. Zum Abschluss des Programms inkubierte der Ansatz 1 h bei 72 °C 

und wurde nach Beendigung auf 8 °C abgekühlt. Der Erfolg der PCR wurde über ein 1 %iges 

Agarosegel (siehe 2.2.9) überprüft. War die PCR erfolgreich, wurde das PCR-Produkt mit 

dem GeneJET PCR Purification Kit gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.7) und ein DpnI-Verdau 

(DNA, 0,3 U/µl Enzym, 1x CutSmart-Puffer [NEB]) angesetzt. Der Ansatz inkubierte 2 h bei 

37 °C. Anschließend wurden 2,5 µl davon für eine Hitzeschock-Transformation eingesetzt 

(siehe Abschnitt 2.3.1). Die Überprüfung des Basen-Austausches erfolgte mittels 

Sequenzierung durch die Microsynth AG. 

2.2.7 Isolierung und Reinigung von DNA 

Für die Isolierung und Reinigung von DNA wurden Kits von Thermo Scientific™ verwendet: 

GeneJETGenomic DNA Purification Kit zur Isolierung chromosomaler DNA von E. coli und 

C. metallidurans, GeneJET Plasmid Miniprep Kit zur Isolierung von Plasmiden, GeneJET 

PCR Purification Kit zur Reinigung von DNA-Fragmenten. Sollte aus einem Gemisch 

unterschiedlich großer DNA-Fragmente nur ein Fragment bestimmter Größe verwendet 

werden, wurde es mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit von Qiagen nach der 

Gelelektrophorese aus einem Agarosegel gereinigt. In jedem Fall wurden die Angaben des 

Herstellers zur Durchführung befolgt, wobei die Elution der DNA mit H2Odd erfolgte. Bis zur 

Verwendung wurde die DNA bei -20 °C gelagert. 

2.2.8 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 

Die Konzentrationen von DNA und RNA wurden mit Hilfe des NanoDrop®ND-1000 

Spektrophotometer (Thermo Scientific, USA) über die Absorption bei 260 nm ermittelt. Der 

Koeffizient aus der Absorption bei 260 und 280 nm gab Aufschluss über die Verunreinigung 

mit Proteinen oder Phenol. Die RNA wurde verwendet, wenn er bei 2,0 ±0,3 lag. 

2.2.9 Trennung von DNA über ein Agarosegel 

Die Trennung von DNA erfolgte soweit nicht anders angegeben über ein 1 %-iges Agarosegel 

(1 % Agarose aufgekocht in 1x TAE-Puffer [0,04 M Tris-Base, 0,11 % Essigsäure [v/v], 

1 mM EDTA]). Ethidiumbromid wurde kurz vor dem Gießen des Gels zugesetzt. Die DNA-

Probe wurde vor dem Beladen des Gels 1:5 mit 5xDNA-Ladepuffer (40 % [v/v] Glycerin; 
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0,1 % [w/v] SDS; 0,1 M EDTA; 0,2 % [w/v] Bromphenolblau) gemischt. Für die Trennung 

unterschiedlich langer DNA-Fragmente lag eine Spannung von 120 V an. 

2.2.10 Größenstandards für die Agarose-Gelelektrophorese 

Die Länge linearer DNA-Fragmente in Agarosegelen wurde mit den DNA-Größenstandards 

Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fragmente der Länge [bp]: 3000, 2000, 1500, 1200, 

1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100) und Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder 

(Fragmente der Länge [bp]: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 

1000, 750, 500, 250) von Thermo Scientific (USA) bestimmt. Die Fragmente mit den 

hervorgehobenen Längen sind höher konzentriert. 

2.3 Methoden zur Aufnahme fremder DNA 

Bei E. coli und C. metallidurans handelt es sich um Organismen ohne natürliche genetische 

Kompetenz. Damit sie dennoch DNA aufnehmen, wurden verschiedene Methoden verwendet, 

die im Folgenden beschrieben sind. Im Anschluss an die Transformation oder Konjugation 

wurden Reinigungsausstriche der erhaltenen Kolonien angefertigt und die Aufnahme der 

Fremd-DNA mit Hilfe einer PCR überprüft. 

2.3.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen und Transformation 

Für die Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde eine Kultur des gewünschten E. coli 

Stammes bei 37 °C in LB-Medium angezogen (Abschnitt 2.1.2). Die Hauptkultur wurde nach 

Erreichen einer OD600 von 0,5±0,1 für 20 min auf Eis inkubiert bevor die Zellen in der 

Zentrifuge Universal 30 RF (Hettich Lab Technology, Deutschland) 15 min bei 5000 rpm 

pelletierten. Während der folgenden Schritte verblieben die Zellen auf Eis beziehungsweise 

4 °C und die verwendeten Lösungen wurden ebenfalls auf eine Temperatur von 4 °C gekühlt. 

Zum Waschen wurden die Zellen in 0,1 M CaCl2 suspendiert und erneut mit 5000 rpm für 

15 min zentrifugiert. Abschließend wurden sie in CaCl2 (1/50stel des Ausgangsvolumens) 

suspendiert und die gleiche Menge an 50 % [v/v] Glyzerin zugegeben. Die Lagerung erfolgte 

in 100 µl-Aliquots bei -80 °C. 

Für die Transformation tauten die Zellen auf Eis auf und inkubierten nach Zugabe von 50 µg 

Plasmid beziehungsweise des gesamten Ligationsansatzes für weitere 30 min auf Eis. 

Anschließend erfolgte für 90 s ein Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen wurden sofort wieder 

auf Eis gestellt, wo sie für 5 min verblieben. Nach Zugabe von 0,5 ml LB schüttelten die 

Zellen 1 h bei 37 °C mit 700 rpm im MaxQ4000 Shaker (Thermo Scientific™). Wurden 

Plasmide transformiert, wurden 100 µl der Zellen auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden 
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Antibiotika ausplattiert. Bei der Transformation von Ligationsansätzen wurde alles 

ausplattiert. Die Platten inkubierten über Nacht bei 30 °C/37 °C. 

2.3.2 Herstellung elektrisch kompetenter E. coli-Zellen und Transformation (Dower et 

al., 1988) 

Für die Herstellung elektrisch kompetenter Zellen von E. coli erfolgte die Anzucht wie in 

2.1.2 beschrieben in SOB-Medium (40 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 17 mM NaCl, 2,5 mM 

KCl, pH 7,0 mit NaOH eingestellt). Nach Erreichen einer OD600 von 0,5±0,1 kühlten die 

Zellen 20 min auf Eis ab und pelletierten im Anschluss 15 min mit 5000 rpm in der Hettich 

Zentrifuge. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen zwei Mal mit sterilem H2Odd 

gewaschen. Nun wurde das Pellet in 10 % Glyzerin suspendiert (doppeltes Volumen des 

Pellets). Für die Transformation wurde zu 50 µl Aliquots der kompetenten Zellen DNA 

zugegeben, gemischt und in eine Elektroporationsküvette (1 mm Elektrodenabstand, Cell 

Projects Ldt.) überführt. Die Küvette wurde in den Gen Pulser (BioRad, München) 

eingespannt und ein Impuls mit 1,8 kV gegeben. Sofort im Anschluss wurden die Zellen in 

1 ml SOC-Medium (SOB-Medium mit 20 mM Glukose) aufgenommen und 1 h bei 37 °C 

geschüttelt. Die Hälfte der Zellen wurde auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden Antibiotika 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die restlichen Zellen wurden bei 

Raumtemperatur aufbewahrt und am nächsten Tag ausplattiert. 

2.3.3 Die Konjugation von C. metallidurans 

Um mit Hilfe einer Konjugation Plasmide von E. coli S17-I in C. metallidurans zu 

übertragen, wurde zunächst E. coli S17-I mit dem gewünschten Plasmid transformiert 

(Abschnitt 2.3.1). Mittels PCR positiv getestete Klone wurden in LB-Medium mit 

entsprechenden Antibiotika angeimpft und über Nacht bei 37 °C geschüttelt. Gleichzeitig 

wurde C. metallidurans in TMMNaGluc angeimpft und ebenfalls über Nacht bei 30 °C 

angezogen. Von beiden Kulturen wurden je 200 µl auf eine Nähragar-Platte (23 g/l) 

ausplattiert und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Von dem zum nächsten Tag gewachsenen 

Bakterienrasen wurde Zellmaterial mit der Impföse abgenommen und auf eine TMM-Platte 

mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen. Die Platte inkubierte bis zu 5 Tage bei 30 °C. 

Gewachsene Kolonien wurden auf frische Platten ausgestrichen und mittels PCR geprüft. 
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2.3.4 Integration von Genen in das Chromosom von E. coli (nach Choi et al., 2005; 

Choi und Schweizer, 2006) 

Für die Integration von Genen in das Chromosom von E. coli wurden elektrokompetente 

Zellen von E. coli BW25113 und ECB178 hergestellt (Abschnitt 2.3.2) und wie unter 2.3.2 

beschrieben mit einem pUC18mini-Tn7T-Gm-Derivat sowie dem Helferplasmid pTNS2 

transformiert. Die erste Selektion erfolgte auf Gentamicin-haltigen LB-Agarplatten. Um zu 

testen, ob die Zellen das Plasmid verloren haben, wurden die Transformanden am nächsten 

Tag auf einer Ampicillin- und einer Gentamicin-haltigen LB-Agarplatte ausgestrichen. 

Gentamicin-resistente Klone, die sensitiv gegenüber Ampicillin waren, wurden nochmals 

mittels PCR auf die Integration des gewünschten Gens überprüft. Dafür wurden die Primer 

AH142 und AH143 für den Test auf Integration von egfp verwendet, sowie AH66 und FK431 

für die Integration von atpIp-atpI. 

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

Um Proteine von C. metallidurans oder E. coli zu untersuchen, wurden die Stämme wie zuvor 

beschrieben in TMMNaGluc oder LB-Medium angezogen (Abschnitt 2.1.1 und 2.1.2). Die 

gezielte Expression von Proteinen erfolgte, unabhängig von der Herkunft des Proteins, mit 

Hilfe der pASK-IBA Vektoren oder pRHB152 in E. coli BL21 (DE3). In diesem Fall wurden 

der Kultur bei Erreichen einer OD600 von 0,5-0,7 200 µg/l Anhydrotetracyclin (IBA GmbH, 

Göttingen) oder 0,5 mM Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) zugefügt und die 

Zellen bis zur Ernte weitere 3 h geschüttelt. Für die Reinigung von AtpC erfolgten alle 

Anzuchtschritte bei 37 °C, für alle anderen Proteine bei 30°C. Die folgenden Abschnitte 

beschreiben die Proteinreinigung ab der Zellernte sowie die anschließenden Analysen.  

2.4.1 Zellernte und Proteinextraktion 

Um die Zellen zu ernten, wurden sie dem Kulturvolumen entsprechend mit dem Rotor 

SLA3000 in der Sorvall® RC 5C Plus Zentrifuge (Thermo Scientific™) mit 7000 rpm für 

30 min zentrifugiert oder bei kleineren Volumina in der Zentrifuge Universal 30 RF (Hettich 

Lab Technology) mit 5000 rpm. Das Pellet wurde in Puffer W (100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 

150 mM NaCl; 1 mM EDTA) mit 1 mM PMSF und 10 µg/ml DNase I resuspendiert und die 

Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen (bei 70 % mit 80 W in 4 Mal 3 Zyklen von je 30 s 

Ultraschall und 30 s Abkühlung auf Eis). Zelltrümmer und unaufgeschlossene Zellen wurden 

für eine Stunde mit 5000 rpm pelletiert. Zur Trennung der löslichen und unlöslichen Fraktion 

wurde der Überstand für 1 h mit 45000 rpm in der L8-60M Ultrazentrifuge (Beckman 
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Coulter, USA) zentrifugiert. Um Membranproteine in Lösung zu bringen, wurde das nach der 

Ultrazentrifugation entstandene Pellet in Puffer W mit 1 % n-Dodecyl β-D-maltosid (DDM) 

aufgenommen und über Nacht rotierend inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Trennung der 

gelösten von den nicht gelösten Bestandteilen durch Ultrazentrifugation in der Sorvall MX 

120+ Mikro-Ultrazentrifuge (Thermo Scientific™) für 30 min bei 45000 rpm. Soweit nicht 

anders angegeben, erfolgten ab der Ernte alle Schritte bei 4 °C. 

2.4.2 Protein-Reinigung über die Strep-Tactin®-Säule 

Die Reinigung von Proteinen, die den Strep-tag® II besaßen, erfolgte über eine mit Strep-

Tactin® gefüllte Affinitätschromatografie-Säule nach dem Protokoll der IBA GmbH. Die hier 

verwendete Angabe Volumen bezieht sich auf das Säulenvolumen. Nachdem die Säule mit 5 

Volumen Puffer W äquilibriert wurde, wurde die Probe geladen. Proteine, die nicht an das 

Strep-Tactin® banden, wurden mit 6 Mal einem Volumen Puffer W von der Säule 

gewaschen. Die übrigen Proteine lösten sich während der Elution durch Zugabe von 6 Mal 0,5 

Volumen Puffer W mit 2,5 mM Desthiobiotin. Die einzelnen Wasch- und Elutionsschritte 

wurden einzeln aufgefangen, um die Wascheffizienz sowie die Bindekapazität der Säule für 

das zu reinigende Protein zu prüfen. Die Proben lagerten bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis. 

Damit die Säule wiederverwendet werden konnte, wurde das Säulenmaterial mit 15 Volumen 

Puffer W mit 1 mM 2-(4'-Hydroxy-benzeneazo)benzonsäure regeneriert und in Puffer W bei 

4 °C gelagert. 

2.4.3 Protein-Reinigung über die Ni-NTA-Säule 

Proteine mit einem His-tag wurden mit Hilfe einer Ni-NTA-Affinitätschromatografie-Säule 

gereinigt, ähnlich der Reinigung über die Strep-Tactin®-Säule. Zum Äquilibrieren der Säule 

wurden 5 Volumen Puffer A (50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 500 mM NaCl) verwendet. Nach 

Beladen der Probe wurde die Säule mit je 3 Volumen Puffer A mit 5 mM, 15 mM und 25 mM 

Imidazol gewaschen. Die Elution des an die Säulenmatrix gebundenen Proteins erfolgte mit 6 

Volumen Puffer A mit 500 mM Imidazol. Zuletzt wurde das Säulenmaterial mit 5 Volumen 

MES-Puffer (20 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure, pH 5,0; 100 mM NaCl) regeneriert 

und in 20 % [v/v] Ethanol bei 4 °C gelagert. 

2.4.4 Pufferwechsel und Konzentration der gereinigten Proteine 

Damit alle Proteine im gleichen Puffer gelöst vorlagen, wurde ein Pufferwechsel über eine 

PD10-Säule (GE Healthcare, Freiburg) vorgenommen. Diese Säule wurde zunächst mit 5 

Volumen Puffer E (50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 % [v/v] Glyzerin) äquilibriert 
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bevor maximal 2,5 ml Probe geladen wurden. Das Protein wurde mit 8 Mal 0,5 ml Puffer E 

eluiert und über eine Viva-Spin-Säule (Vivaspin, Sartorius Stedim Biotech, Göttingen) mit 

einer Porengröße von 10,000 Da konzentriert. Die Viva-Spin-Säule wurde vorbereitet, indem 

sie mit Puffer E bei 4°C mit 5000 rpm in der Zentrifuge Universal 30 RF zentrifugiert wurde. 

Im Anschluss daran wurde die Probe geladen und mit den gleichen Einstellungen zentrifugiert 

bis das gewünschte Probenvolumen erreicht war. Die Protein-Lagerung erfolgte bei -80 °C. 

2.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in Mikrotiterplatten nach Bradford (1976). 

Dafür wurde Roti®-Quant (Roth) zunächst 1:3,75 in H2Odd verdünnt und je 200 µl der 

Verdünnung mit 50 µl Probe gemischt. Der Ansatz inkubierte 5 min bei Raumtemperatur und 

im Anschluss daran wurde die OD595 im Tecan infinite M200 gemessen. Zur Ermittlung der 

Proteinkonzentration wurde eine Eichgerade von 0-100 µg/ml Albumin Fraktion V 

(biotinfrei) erstellt. 

Neben der Konzentrationsbestimmung nach Bradford wurde auch das NanoDrop®ND-1000 

Spektrophotometer (Thermo Scientific, USA) verwendet. Molekulargewicht und 

Extinktionskoeffizient des gereinigten Proteins wurden mit dem Programm ProtParam des 

ExPASy Bioinformatics Resource Portals vorhergesagt (Gasteiger et al., 2005). 

2.4.6 Proteintrennung über ein denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel (nach 

Laemmli, 1970) 

Für die Trennung von Proteinen wurden denaturierende SDS-Polyacrylamidgele verwendet. 

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 6 aufgeführt. Für das Gießen der Minigele wurde 

die Apparatur von Bio-Rad Laboratories (USA) verwendet, für die großen Gele wurde die 

Hoefer Electrophoresis Unit SE600 (Amersham Pharmacia Biotech, USA) genutzt. 

Die auspolymerisierten Gele wurden in eine Elektrophoresekammer (von BioRad 

Laboratories für Minigele, von Hoefer für große Gele) eingespannt, welche mit Laemmli-

Puffer (2,5 mM Tris; 0,2 M Glyzin; 3,5 mM SDS) gefüllt wurde. Währenddessen wurden die 

Proteinproben 5:1 mit 5xSDS-Ladepuffer (125 mM Tris-HCl; pH 6,8; 20 g/l SDS; 50 % [v/v] 

86 % Glyzerin; 0,5 % [v/v] β-Mercaptoethanol; 0,01 g/l Bromphenolblau) versetzt und 

10 min bei 95 °C gekocht wenn es sich um ein hydrophiles Protein handelte oder 30 min bei 

30 °C inkubiert wenn es ein Membranprotein war. Zellpellets wurden in 2xSDS-Ladepuffer 

suspendiert und für 10 min bei 95 °C gekocht. Vor dem Beladen der Gele zentrifugierten die 

Proben 5 min mit 12000 rpm. Es wurden jeweils 25 µg Gesamtproteinextrakt oder 2 µg 

gereinigtes Protein geladen. Im Anschluss an das Beladen legte man eine elektrische 
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Stromstärke von 25 mA pro Minigel beziehungsweise eine Spannung von 180 V für große 

Gele an (Electrophoresis Power Supply – EPS601 von Amersham Biosciences). Die Proben 

wanderten durch die SDS-Gele bis das Bromphenolblau aus dem Gel lief. 

Tab. 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 

Komponenten Trenngel Sammelgel 

Großes Gel Minigel Großes 

Gel 

Minigel 

7 % 12 % 12,5 % 15 % 5 % 

Rotiphorese Gel 30 7,5 ml 12 ml 2,5 ml 3 ml 3,3 ml 0,33 ml 

1,88 M Tris-HCl; 

pH 8,8 

6 ml 6 ml 1,2 ml 1,2 ml - - 

0,625 M Tris-HCl; 

pH 6,8 

- - - - 4 ml 0,4 ml 

0,5 % [w/v] SDS 6 ml 6 ml 1,2 ml 1,2 ml 4 ml 0,4 ml 

H2Odd 10,5 ml 10,5 ml 1,1 ml 0,6 ml 8,7 ml 0,87 ml 

TEMED 50 µl 50 µl 7,5 µl 7,5 µl 30 µl 3 µl 

10 % [w/v] APS 250 µl 250 µl 45 µl 45 µl 75 µl 15 µl 

2.4.7 Gewichtstandards für die Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen in 

SDS-Gelen 

Als Orientierung zur Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen, wurden neben den 

Proben auch Proteinmarker während der SDS-PAGE getrennt. Verwendet wurde der 

PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific; #26630), der nach 

der Gel-Elektrophorese Banden mit 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150 und 250 kDa zeigt. 

Die fett hervorgehobenen Banden sind höher konzentriert. Vorteil dieses Markers ist, dass die 

Proteine mit einem Strep-tag® II versehen und daher auch nach einem Western Blot mit dem 

Strep-tag®-Antikörper sichtbar sind. Für andere Anwendungen wurde der Page Ruler™ Plus 

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, #26619) verwendet, der nach der Gel-

Elektrophorese Banden mit 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 und 250 kDa zeigt. Die fett 

hervorgehobenen Banden sind grün beziehungsweise rot gefärbt, der Rest blau. 

2.4.8 Coomassie-Färbung von Proteinen (nach Weber und Osborn, 1969) 

Um die im SDS-Polyacrylamid-Gel getrennten Proteine zu färben, wurden sie 2-16 h in 

Coomassie-Färbelösung (2 g/l Coomassie-Brilliantblau R-250; 0,5 g/l Coomassie-

Brilliantblau G-250; 42,5 % [v/v] Ethanol; 5 % [v/v] Methanol; 10 % [v/v] Essigsäure) 

geschwenkt. Zum Entfernen des nicht an Proteine gebundenen Farbstoffes schwenkten die 
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Gele bis Erreichen des gewünschten Färbegrades in Entfärber (20 % [v/v] Ethanol (vergällt); 

10 % [v/v] Essigsäure). 

2.4.9 Western Blot (nach Towbin et al., 1979) 

Zur Identifizierung von Proteinen mittels Antikörper, wurden die in einem Polyacrylamid-Gel 

getrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen. Dafür schwenkte das SDS-

Polyacrylamid-Gel zusammen mit der Nitrozellulose-Membran kurz in Towbin-Puffer 

(25 mM Tris; 0,192 M Glyzin; 20 % [v/v] Methanol). Für den Transfer wurde der Trans-Blot 

SD (BioRad, München) verwendet, eine Zelle für den halb trockenen Proteintransfer. Auf die 

Anodenplatte wurden in dieser Reihenfolge ein in Towbin-Puffer getränktes Whatman-Papier 

(1 mm Schichtdicke), die Nitrozellulose-Membran, das SDS-Polyacrylamidgel und ein 

weiteres in Towbin-Puffer getränktes Watman-Papier gelegt. Über diesem Stapel wurde die 

Kathodenplatte festgesteckt und für 40 min eine Spannung von 15 V angelegt. Nach 

Beendigung des Blottens wurde die Nitrozellulosemembran in Blockierungspuffer (siehe 

2.4.10 und 2.4.11) gelegt und gegebenenfalls die Markerbanden mit Bleistift markiert. 

2.4.10 Proteinnachweis mittels Strep-Tactin®-HRP-Konjugat 

Nach einem Western Blot inkubierte die Nitrozellulose-Membran für den Nachweis von 

Proteinen mit einem Strep-tag® II bei 4 °C über Nacht in PBST-Puffer (4 mM KH2PO4, 

16 mM Na2HPO4*2H2O, 115 mM NaCl, 0,5 % Tween 20) und 3 % Bovine Serum Albumin, 

um nicht mit Protein beladene Bereiche zu blockieren. Nun wurde die Blockierungslösung 

durch PBST-Puffer ersetzt und die Membran darin 5 min lang mit Hilfe des 

Plattformschüttlers Rotamax 120 (Heidolph Instruments GmbH) mit 50 rpm geschwenkt. Der 

Puffer wurde abgegossen und der Vorgang zwei Mal wiederholt. Um zu verhindern, dass der 

Biotin-Carrier detektiert wird, schwenkte die Membran vor Zugabe des Strep-Tactin®-HRP-

Konjugats (Biorad, München) 10 min in PBST-Puffer mit 0,001 % [w/v] Avidin. Im 

Anschluss wurde die Membran je 2 Mal für 1 min in PBST- und PBS-Puffer (4 mM KH2PO4, 

16 mM Na2HPO4*2H2O, 115 mM NaCl) gewaschen. Bis zur Enhanced Chemiluminescence 

(ECL)-Detektion lagerte die Membran in PBS-Puffer. 

2.4.11 Nachweis von His-tag, PhoA und LacZ  

Für den Nachweis von Proteinen ohne einen Strep-tag® II wurde die Nitrozellulose-Membran 

nach dem Western Blot bei 4 °C über Nacht in PBST-Puffer mit 5 % Magermilchpulver 

(Sucofin®) blockiert. Alle folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Zum 

Waschen schwenkte die Membran drei Mal 5 min in PBST-Puffer. Danach inkubierte die 
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Membran 1 h mit entsprechend in PBST-Puffer verdünntem primärem Antikörper (Anti-His-

Antikörper 1:2500, Anti-PhoA-Antikörper 1:2500, Anti-β-Galaktosidase-Antikörper 1:1000). 

Der benutzte Antikörper wurde für die weitere Verwendung bei 4°C gelagert. Die Membran 

wurde erneut drei Mal für 5 min in PBST-Puffer gewaschen. Der sekundäre Antikörper wurde 

1:50000 in PBST-Puffer verdünnt zur Membran gegeben. Gegen den Anti-His-Antikörper 

wurde der Anti-Mouse-Antikörper (Acris Antibodies GmbH, Herford) und gegen die Anti-

PhoA- und Anti-β-Galaktosidase-Antikörper der Goat-Anti-Rabbit-Antikörper (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.) verwendet. Nach 1 h wurde die Membran je 2 Mal mit PBST- und PBS-

Puffer gewaschen und lagerte bis zur Detektion in PBS-Puffer. 

2.4.12 Chemilumineszenz und Detektion 

Um die an die Nitrozellulose-Membran gebundenen Antikörper sichtbar zu machen, wurde 

der PBS-Puffer abgegossen und durch die kurz zuvor miteinander gemischten Lösungen A 

(0,1 M Tris-HCl, pH 8,0; 2,5 mM Luminol; 0,396 mM Coumarsäure) und B (0,1 M Tris-HCl, 

pH 8,0; 0,08 % [v/v] 30 % H2O2) ersetzt. Nach 2-3 min wurde die Membran in eine Folie 

eingeschlossen und zusammen mit einem Film (Lumi-Film Chemilumineszenz Detektions-

film, Roche Diagnostics) für 2-15 min in eine Filmkassette gelegt. Zum Entwickeln wurde der 

Film zunächst in Entwickler (Calbe Chemie GmbH) geschwenkt bis Banden zu sehen waren. 

Der Entwickler wurde kurz in Wasser abgewaschen und der Film für 1 min in Fixierer (Calbe 

Chemie GmbH) inkubiert. Der Fixierer wurde wieder mit Wasser abgewaschen und der Film 

zum Trocknen aufgehängt. Da der Film lichtempfindlich war, wurden alle Schritte in einer 

Dunkelkammer unter Rotlicht durchgeführt. 

2.4.13 Reinigung des Anti-β-Galaktosidase Antikörpers 

Um die Spezifität von Antikörpern zu erhöhen, wurden sie mit Zelllysat vermengt. Dafür 

wurde zunächst eine Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) oder C. metallidurans AE104 

angefertigt. Es wurde der Organismus gewählt, von dem die ursprünglich im SDS-

Polyacrylamidgel getrennten Proteine stammten und unter den gleichen Bedingungen 

angezogen. Nach der Zellernte aus 50 ml Hauptkultur wurde das Pellet wie in Abschnitt 2.4.1 

beschrieben in 1 ml Puffer W mit 1 mM PMSF und 10 µg/ml DNase I suspendiert und mittels 

Ultraschall aufgeschlossen. Die großen Zelltrümmer und unaufgeschlossenen Zellen wurden 

für 1 h bei 4 °C mit 5000 rpm pelletiert und verworfen. Von dem Überstand wurden 0,5 ml in 

ein neues 2 ml-Reaktionsgefäß überführt und zusammen mit 4 µl Anti-β-Galaktosidase-

Antikörper 3 h auf dem Plattformschüttler bei Raumtemperatur mit 100 rpm geschwenkt. Das 
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Antikörper-Lysat-Gemisch wurde bei 4 °C gelagert oder direkt in entsprechender Verdünnung 

für den Proteinnachweis eingesetzt. 

2.4.14 Der Pulldown-Assay 

Der Nachweis der Protein-Protein-Interaktion von Strep-AtpI und His-AtpC in vitro erfolgte 

über einen Pulldown-Assay. Zur Vorbereitung wurden zunächst Strep-AtpI und His-AtpC 

getrennt aus E. coli BL21 (DE3) gereinigt und in Puffer E (siehe Abschnitt 2.4.4) auf eine 

Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Für das Experiment wurden 80 µl Strep-Tactin bzw. 

Ni-NTA-Agarose in 1,5 ml-Reaktionsgefäße pipettiert. Zum Äquilibrieren des Materials 

wurden 3 Mal 0,5 ml Puffer E zugegeben und das Gefäß 10 Mal invertiert. Damit beim 

Abnehmen des Überstands kein Säulenmaterial verloren ging, wurden die Ansätze für 20 s in 

der Tischzentrifuge mit 12000 rpm zentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden bei 4 °C 

durchgeführt. Nach Zugabe von 20 µg des ersten Proteins inkubierte das Material 2 h unter 

ständiger Rotation. Nicht gebundenes Protein wurde entfernt, indem der Überstand 

abgenommen und das Material 2 Mal mit 0,5 ml Puffer E gewaschen wurde. Anschließend an 

die Zugabe des zweiten Proteins rotierte der Ansatz weitere 2 h. Für die Kontrollen wurden 

einmal das erste und einmal das zweite Protein durch eine entsprechende Menge an Puffer 

ersetzt. Um nicht gebundenes Protein wurde durch Waschen des Materials entfernt. Strep-

Tactin® wurde 6 Mal mit 0,5 ml Puffer E gewaschen, Ni-NTA-Agarose je 3 Mal mit Puffer E 

mit 5 mM, 15 mM bzw. 25 mM Imidazol in steigender Konzentration. Um die gebundenen 

Proteine zu eluieren, wurden 80 µl Puffer E mit 2,5 mM Desthiobiotin (bei Strep-Tactin®) 

oder 0,5 M Imidazol (bei Ni-NTA) zum Ansatz pipettiert und 30 min bei 20 °C mit 800 rpm 

im Thermoblock geschüttelt. Der Überstand wurde bis zur Analyse bei 4 °C gelagert.  

2.5 Reporter-Assays und ihre Anwendungen 

Dieser Abschnitt beschreibt zunächst die Durchführung der Enzym-Assays einschließlich der 

Aktivitätsberechnung und anschließend die Erstellung von Plasmiden und die Anzucht der 

Stämme für die Probennahmen. 

2.5.1 Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität (verändert nach Miller, 1972; Miller, 

1992) 

Die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität beruht auf der Umsetzung von o-Nitrophenyl-

β-D-galaktopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol und Galaktose. Entscheidend ist dabei der 

Grad der Gelbfärbung durch o-Nitrophenol, gemessen bei OD420, der bei der Umsetzung 

durch eine definierte Menge an Probenmaterial während einer bestimmten Zeit entsteht. 
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Die für die Bestimmung der Aktivität eingefrorenen Proben wurden auf Eis aufgetaut und 

jeweils in 950 µl Puffer Z (60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM 

MgSO4) mit 0,05 M β-Mercaptoethanol aufgenommen. Um die Zellmembran zu 

permeabilisieren wurde der Ansatz mit 50 µl Permeabilisierungspuffer (2,5 g/l 

Cetyltrimethylammoniumbromid; 5 g/l Natriumdesoxycholat) vermischt und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Mit Zugabe der Substratlösung (4 g/l ONPG frisch gelöst in Puffer 

Z) wurde die Umsetzung von ONPG gestartet. Für die Gewährleistung der Vergleichbarkeit 

verschiedener Experimente inkubierte der Ansatz bei 30 °C bis eine Gelbfärbung sichtbar 

wurde. Zum Stoppen der Reaktion wurde die β-Galaktosidase mit Zugabe von 0,5 ml 1 M 

Na2CO3 inaktiviert. Der Ansatz wurde 20 min bei 4 °C mit 12000 rpm zentrifugiert, der 

Überstand in eine Küvette überführt und der Grad der Gelbfärbung bei OD420 im 

Spektrophotometer (SmartSpec™ 3000, Bio-Rad Laboratories, Inc.) gemessen. Für den 

Nullwert wurde das Protokoll mit einem Ansatz ohne Zellmaterial durchgeführt. Die 

Berechnung der spezifischen Aktivität erfolgte mit der Formel 

𝛽 − 𝐺𝑎𝑙𝑎𝑘𝑡𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒 − 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 [𝑀𝑖𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑈𝑛𝑖𝑡] =
1000×𝑂𝐷(420)

𝑡×𝑉×𝑂𝐷(600)
, 

wobei die Reaktionszeit t in min und das eingesetzte Probenvolumen V in ml angegeben 

wurde.  

Stammten die Proben von C. metallidurans, wurde die Aktivität nach der in der Arbeitsgruppe 

entwickelten Formel in Units (U) pro Trockengewicht berechnet: 

β−𝐺𝑎𝑙𝑎𝑘𝑡𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒 − 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 [𝑈/𝑇𝑟𝑜𝑐𝑘𝑒𝑛𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡] = 355,6 µ𝑚𝑜𝑙/𝑙 ×
1000×𝑂𝐷(420)

𝑡×𝑉×𝑇𝐺
. 

Dabei setzt sich der Faktor 355,6 µmol/l aus dem molaren Extinktionskoeffizienten von o-

Nitrophenol (ε=4500 l/mol x cm), der Schichtdicke der Küvetten (d=1 cm), dem Quotienten 

aus Kulturvolumen (VK=1 ml) und Volumen des Reaktionsansatzes (VR=1,6 ml) sowie dem 

Umrechnungsfaktor 10
6
 zusammen. Das Trockengewicht der Zellen (TG) wurde in mg 

angegeben. 

2.5.2 Bestimmung der Alkalischen-Phosphatase-Aktivität (verändert nach Manoil 

1991) 

Die Ermittlung der Alkalischen-Phosphatase-Aktivität beruht auf der Umsetzung von para-

Nitrophenylphosphat (PNPP) zu Phosphat und p-Nitrophenol. Die Konzentration von 

letzterem lässt sich wegen seiner gelben Farbe bei OD420 messen. 

Zu Beginn des Experiments wurde Jodacetamid wo erforderlich frisch zu den Puffern 

zugegeben und die benötigte Menge an Substratlösung hergestellt. Die bei -20 °C gelagerten 

Proben wurden auf Eis aufgetaut und in 0,5 ml Waschpuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 
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10 mM MgSO4, 1 mM Jodacetamid) aufgenommen. Der Ansatz wurde 1 min bei 12000 rpm 

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet in 1 ml Assay-Puffer (1 M Tris-HCl, 

pH 8.0; 0,1 mM ZnCl2; 1 mM Jodacetamid) resuspendiert. Um die Zellmembran zu 

permeabilisieren wurden 50 µl 0,1 % (w/v) SDS und 50 µl Chloroform zugegeben, die Probe 

gemischt und erst 5 min bei 37 °C inkubiert, danach 5 min auf Eis. Mit Zugabe von 100 µl 

Substratlösung (1 M Tris-HCl, pH 8.0; 0,4 % (w/v) PNPP) wurde die Zeitmessung gestartet. 

Um während Wiederholungen gleichbleibende Bedingungen zu gewährleisten, inkubierte der 

Ansatz bei 37 °C. Bei Auftreten einer Gelbfärbung oder spätestens nach einer Stunde wurde 

die Reaktion durch Zugabe von 120 µl Stopplösung (1 M KH2PO4; 0,5 M EDTA, pH 8.0) 

gestoppt. Bis zur Zentrifugation des Ansatzes (20 min mit 12000 rpm bei 4 °C) wurde die 

Probe auf Eis gelagert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand in eine Küvette 

überführt und die optische Dichte bei 420 nm gemessen. Für den Nullwert wurde das 

Protokoll mit einem Ansatz ohne Zellmaterial durchgeführt. Die Berechnung der spezifischen 

Enzymaktivität erfolgte mit der gleichen Formel, die auch schon für die Ermittlung der 

spezifischen β-Galaktosidase-Aktivität verwendet wurde. 

2.5.3 Transkriptionale Reporterfusionen für das Messen der Promotoraktivität 

Die Herstellung transkriptionaler Fusionen erfolgte mit Hilfe des Vektors pRS551. Um 

Aktivitätsverlust zu vermeiden, wurden E. coli BW25113 vor jedem Experiment neu 

transformiert. Für die Anzucht der Stämme wuchsen die Zellen über Nacht bei 37 °C 

schüttelnd in Medium mit Ampicillin. Die Hauptkultur wurde in 100 ml-Kolben in 10 ml 

Medium mit Ampicillin auf OD600 0,05 angeimpft. Die Ernte der Proben erfolgte bei OD600 

0,5±0,1. Bis zur Bearbeitung lagerten die Pellets bei 20 °C. 

Die Ermittlung der β-Galaktosidase-Aktivität erfolgte in 96-Well-Mikrotiterplatten. Dafür 

wurden die Proben zunächst wie zuvor unter 2.5.1 beschrieben in Puffer Z mit β-

Mercaptoethanol resuspendiert und verdünnt. Davon wurden jeweils 190 µl in die 

Mikrotiterplatten überführt und mit 10 µl Permeabilisierungspuffer versetzt. Die Platte 

inkubierte 10 min bei 30 °C mit 300 rpm schüttelnd im neoLab Shaker DTS-2 (neoLab Migge 

Laborbedarf-Vertriebs GmbH). Die Reaktion wurde mit 20 µl Substratlösung gestartet und 

nach Gelbfärbung mit 50 µl 1 M Na2CO3 gestoppt. Während dieser Zeit schüttelte die Platte 

weiterhin bei 30 °C im Schüttler. Die Ansätze wurden vor dem Messen der OD420 nicht 

zentrifugiert. Um die Streuung durch Zelltrümmer mit zu berücksichtigen, wurde zusätzlich 

die OD550 gemessen. Da die OD420 proportional zu der OD550 [𝑂𝐷420 = 1,75 × 𝑂𝐷550] ist, 

wurde zur Berechnung der Aktivität folgende Formel verwendet: 
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𝛽 − 𝐺𝑎𝑙𝑎𝑘𝑡𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒 − 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 [𝑀𝑖𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑈𝑛𝑖𝑡𝑠] =
1000∗(𝑂𝐷420−(1,75∗𝑂𝐷550))

𝑡∗𝑉∗𝑂𝐷600
. 

2.5.4 Translationale Reportergenfusionen für das Messen der Promotoraktivität 

Für die Erstellung translationaler Fusionen mit einem Reportergen wurden Vektoren 

hergestellt, die auf dem Vektor pBBR1MCS-3 beruhen. Um in der Nähe der MCS (multiple 

cloning site) befindliche Promotoren zu entfernen, wurde der Vektor pBBR1MCS-3 zunächst 

nach Herstellerprotokoll mit SspI und VspI verdaut, die DNA über ein Agarosegel getrennt 

und die gewünschte Bande ausgeschnitten und gereinigt. Um den von VspI produzierten 

Nukleotidüberhang zu entfernen, wurde das Plasmid-Fragment mit 10 x PCR-Puffer 1 (5 µl 

auf 50 µl Gesamtansatz) und 0,5 µl Taq-DNA-Polymerase versetzt und 15 min bei 72 °C 

inkubiert. Dieser Ansatz wurde wieder gereinigt und mit gfp+ ligiert. Das Reportergen gfp+ 

wurde zuvor vom Vektor pMUTIN-GFP+ mit den Primern AH23 und AH30 amplifiziert und 

mit SspI geschnitten. In dem resultierenden Vektor pECD1555 war das promotorlose gfp+ 

entgegengesetzt zum Tetracyclin-Resistenzgen integriert. Zum Austausch des Reportergens 

wurde pECD1555 mit AseI und XbaI geschnitten und mit lacZ ligiert. Das Reportergen wurde 

zuvor mit den Primern AH100 und AH101 vom Vektor pECD794-1 amplifiziert und mit den 

gleichen Enzymen verdaut. Der resultierende Vektor pECD1556 und Derivate dieses Vektors 

wurden für die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität der translationalen lacZ-Fusionen 

verwendet. Dabei erfolgte die Anzucht von E. coli wie unter 2.5.3 für die Bestimmung der 

transkriptionalen Aktivität erläutert. Die Anzucht von C. metallidurans erfolgte wie unter 

2.1.1 aufgeführt. Die Proben von C. metallidurans wurden zu unterschiedlichen Zeiten 

während des Wachstums geerntet. Die Enzymaktivität wurde wie unter 2.5.1 beschrieben 

ermittelt. 

2.5.5 Erstellung der Plasmide und Anzuchtbedingungen für die Proteintopologie 

Für die Ermittlung von Anzahl und Orientierung der Transmembrandomänen von AtpIEco 

wurden die Plasmide von Thomas Pribyl verwendet, die Teil der Plasmidsammlung der AG 

Nies sind (Tab. 5). Es wurden ausgehend von der RBS am 3'-Ende verkürzte Varianten von 

atpIEco mit dem 5'-Ende von lacZ bzw. einer am 5'-Ende verkürzten Variante von phoA 

fusioniert. Das Wildtypgen von phoA besitzt eine Signalsequenz für den Transport des 

Transkripts ins Periplasma, die in dem hier verwendeten Genfragment fehlte.  

Die Expression der Fusionsproteine erfolgte im E. coli Stamm CC118. Da das atpIEco-

Fusionsgen unter Kontrolle eines T7-Promotors stand, wurde der Stamm CC118 zusätzlich zu 

dem pECD636-/pECD637-Derivat mit dem Helferplasmid pGP1-2 transformiert, welches das 
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Gen für die T7-RNA-Polymerase trug. Der Stamm wurde vor jedem Experiment frisch 

transformiert und über Nacht in LB bei 30 °C geschüttelt. Die Hauptkultur wurde in 10 ml LB 

mit Ampicillin und Kanamycin auf eine OD600 von 0,1 angeimpft. Wenn die Kulturen eine 

OD600 von 0,5±0,1 erreichten, wurden sie für 20 min bei 42 °C geschüttelt, um die Expression 

der T7-RNA-Polymerase zu induzieren. Anschließend schüttelten sie für 2 h bei 37 °C bevor 

jeweils 2 Mal 0,5 ml Probe für die Enzym-Assays (siehe 2.5.1 und 2.5.2) sowie 100 µg Zellen 

für eine Western Blot-Analyse entnommen wurden. Die Pellets wurden bis zur Durchführung 

der Enzym-Assays bei -20 °C gelagert. Es wurden mindestens drei verschiedene Anzuchten 

durchgeführt. 

2.5.6 Der Bacterial Two Hybrid (BACTH)-Assay (nach Karimova et al., 1998; 

Karimova et al., 2001; Karimova et al., 2005) 

Für die Durchführung der Interaktionsstudien wurden vier Plasmide verwendet, die eine 

Fusion des zu untersuchenden Proteins mit dem C- oder N-Terminus des T18- oder T25-

Fragments ermöglichten. Eine Zusammenfassung der Methode kann in Battesti und Bouveret 

(2012) nachgelesen werden. Der cya defiziente E. coli Stamm BTH101 wurde über die CaCl2-

Methode (Abschnitt 2.3.1) mit allen möglichen Plasmidkombinationen transformiert. 

Kombiniert wurden Derivate von pUT18 mit pKT25 oder pKNT25 sowie pUT18C mit 

pKT25 oder pKNT25. Im Anschluss an die Transformation wurden die Zellen auf 5-Brom-4-

chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal, 50 µg/ml) und IPTG (0,5 mM) haltigen LB-

Agar-Platten ausplattiert, um ein erstes optisches Ergebnis zu erhalten. Als Selektionsdruck 

dienten Ampicillin und Kanamycin, die ebenfalls in den LB-Agar-Platten enthalten waren. 

Die Platten wurden für 40 h bei 30 °C inkubiert und anschließend fotografiert. 

Um die Interaktionen zu quantifizieren und falsch positive Ergebnisse durch den optischen 

Test auf X-Gal-haltigen LB-Agarplatten auszuschließen, wurden zusätzlich β-Galaktosidase-

Assays durchgeführt. Dafür wurden von den Platten nach 24 h Inkubation bei 30 °C Kolonien 

zum Animpfen von Kulturen in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml), Kanamycin 

(50 µg/ml) und IPTG (0,5 mM) verwendet. Die Kulturen schüttelten mit 200 rpm bei 30 °C. 

Nach 16 h wurde die OD600 gemessen und je zwei Mal 250 µl Kultur pelletiert. Das Pellet 

lagerte bis zur Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivitäten (siehe 2.5.1) bei -20 °C. Die 

Experimente wurden mindestens drei Mal wiederholt. 
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2.6 Fluoreszenzmikroskopie 

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde verwendet, um die Lokalisierung von Proteinen innerhalb 

der Zelle zu visualisieren. Dafür wurde atpIEco am 5'-Ende mit egfp fusioniert und atpBEco am 

3'-Ende mit mcherry und unter Kontrolle des atp Promotors nach dem Protokoll von Choi und 

Schweizer (2006) ins Chromosom integriert (siehe 2.3.4). Die Klonierung der für die 

Integration verwendeten Plasmide lief in mehreren Schritten ab. Zunächst wurden atpIEco 

ohne Startcodon und atpBEco ohne Stoppcodon zusammen in den pASK-IBA7plus kloniert. 

Danach wurden atpIEco und atpBEco mit den Fluorophoren fusioniert. Anschließend wurden 

der atp Promotor sowie die RBS und die ersten 15 bp von atpIEco mit dem N-Terminus von 

egfp fusioniert. Um das Konstrukt in das Chromosom von E. coli BW25113 zu integrieren, 

wurde es gesamt oder in Teilen in den Vektor pUC18mini-Tn7T-Gm kloniert (Abb. 4). Die 

verwendeten Plasmide und Primer sind in Tab. 4 und Tab. 5 aufgeführt. Die Integration der 

Konstrukte ins Chromosom wurde mittels PCR bestätigt. 

 

Abb. 4: Konstrukte für die Integration ins Chromosom von E. coli. 

Die für die Integration ins Chromosom von E. coli BW25113 vorbereiteten Konstrukte sind 

hier schematisch dargestellt. Oben befindet sich der relevante Ausschnitt aus pECD1592, 

darunter die Bereiche, die in pUC18mini-Tn7T-Gm kloniert wurden. 

 

Die Anzucht der Stämme erfolgte in Flüssigkultur bei 37 °C. Die Hauptkultur wurde mit einer 

Vorkultur auf eine OD600 von 0,05 angeimpft und 26 h später Proben für die Mikroskopie 

entnommen. Die Zellen wurden auf OD600 0,5 verdünnt und 10 µl der Flüssigkultur auf einen 

mit einem dünnen Agarosefilm (1 % [w/v], in H2Odd gelöst) überzogenen Objektträger 

getropft und nach dem Verdunsten des Flüssigkeitsfilms Probe mit einem Deckgläschen 

abgedeckt und mikroskopiert. Zum Mikroskopieren wurde das Axikop (Zeiss) mit 

zugeschalteter Fluoreszenzlampe (Zeiss) und dem Filter I (Exzitation band-pass 365 nm/ 

Beam Splitter FT 395 nm/ Emission long-pass 397 nm) für eGFP oder Filter II (Exzitation 

450-490 nm/ Beam Splitter FT 510 nm/ Emission long-pass 520 nm) für mCherry genutzt. 

Das Bild wurde mit Hilfe der AxioCam MRc (Zeiss) übertragen und mit dem Programm 

AxioVision aufgenommen. Über die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde mit 
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Hilfe des Programms Fiji (Schindelin et al., 2012, 2015) der Filter Unsharp Mask 

(Radius=20) gelegt. Da alle Objekte mit dem Objektiv Plan-Neofluar (100x/ 1,30 Öl) bei 

Phasenkontrast 3 betrachtet wurden, wurde vor dem Mikroskopieren ein Tropfen 

Immersionsöl (Zeiss) auf das Deckgläschen getropft.  

2.7 Bioinformatische Analysen 

Alle Sequenzen für bioinformatische Analysen stammten von der Datenbank MicrobesOnline 

(http://www.microbesonline.org; Dehal et al., 2010). Die für die Abbildungen in dieser Arbeit 

verwendeten Sequenzen entsprechen dem Stand vom Oktober 2016. Für das Alignment von 

atpI und atpB verschiedener Organismen wurde das Programm CLUSTAL O 1.2.1 (Li et al., 

2015; McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011) verwendet. Die atpI-Sequenzen stammten 

von E. coli K12 MG1655 (VIMSS17799), C. metallidurans CH34 (VIMSS1775891), 

Neisseria meningitidis 053442 (VIMSS3543548), Bordetella pertussis Tohama I 

(VIMSS514563), Diaphorobacter sp. TPSY (VIMSS5786152), Rhodoferax ferrireducens 

DSM 15236 (VIMSS1270443), Citrobacter rodentium ICC168 (VIMSS10401147), 

Salmonella typhimurium LT2 (VIMSS151152), Enterobacter sp. 638 (VIMSS3627313), 

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 (VIMSS3384621), Proteus mirabilis 

HI4320 (VIMSS5785167), Serratia proteamaculans 568 (VIMSS3617942), Yersinia 

enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 (VIMSS2079579), Pseudomonas aeruginosa PA7 

(VIMSS7069244), Vibrio cholerae MZO-3 (VIMSS4130673) und Shewanella oneidensis 

MR-1 (VIMSS203823). 

 

Einzelne DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Manager 9 betrachtet (Scientific 

& Educational Software). Es wurde verwendet um Schnittstellen zu lokalisieren, Primer zu 

designen und die Sequenzen der von der Microsynth AG zur Überprüfung sequenzierten 

Plasmidabschnitte mit den bei MicrobesOnline veröffentlichten Sequenzen zu vergleichen. 

Für die Vorhersage der Proteintopologie von AtpIEco (VIMSS17799) wurden die Programme 

TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001; Sonnhammer et al., 1998), HmmTop 2.0 (Tusnády und 

Simon, 1998; Tusnády und Simon, 2001), SOSUI/G 1.1 (Hirokawa et al., 1998; Mitaku und 

Hirokawa, 1999; Mitaku et al., 2002) und MEMSAT-SVM (Jones, 2007; Jones et al., 1994; 

Nugent und Jones, 2009) verwendet. Weitere Parameter wie das Molekulargewicht, der 

theoretische Extinktionskoeffizient und die Anzahl geladener und ungeladener Aminosäuren 

wurden mit dem Programm ProtParam des ExPASy Bioinformatics Resource Portals 

(Gasteiger et al., 2005) vorhergesagt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Transkription und Translation des atpEco-Operons 

Dieses Kapitel beschreibt die Untersuchung der Promotoraktivitäten des atp-Operons von E. 

coli. Für die Analysen wurden zwei verschiedene Ansätze gewählt: Um die transkriptionale 

Promotoraktivität zu ermitteln, wurde der Promotor vor ein Reportergen mit eigener 

Ribosomenbindestelle (RBS) kloniert. Dieses Vorgehen ermöglicht Rückschlüsse auf die 

Höhe der Transkription, da die RBS keine Rolle spielt. Mit der translationalen Fusion eines 

Reportergens mit dem zu untersuchenden Gen hingegen ließ sich der Einfluss der natürlichen 

RBS auf die Translation des jeweiligen Gens bestimmen. 

3.1.1 Die Aktivität der atp Promotoren von E. coli – die transkriptionale Fusion mit 

lacZ 

Die Existenz der in atpIEco lokalisierten Promotoren wurde in der Literatur kontrovers 

diskutiert (Abschnitt 1.1). Daher wurde das Thema hier wieder aufgegriffen und die 

Aktivitäten sowie der Einfluss der den Promotoren folgenden Stamm-Schleifen-Strukturen 

erneut in einem einheitlichen System ermittelt. Zusätzlich wurde der nach Computeranalysen 

postulierte Promotor vor atpCEco experimentell untersucht (Huerta und Collado-Vides, 2003).  

 

Die Analyse der Promotoraktivitäten erfolgte über eine transkriptionale Fusion der 

Promotoren mit lacZ mit Hilfe des Plasmids pRS551. Dabei wurde die Promotorregion ohne 

RBS vor ein lacZ-Gen kloniert, welches einen eigenen Translationsstart und eine eigene RBS 

besitzt. Zur besseren Anschaulichkeit sind die für die Fusionen verwendeten Regionen in 

Abb. 5 schematisch dargestellt. Für die Experimente wurde E. coli BW25113 verwendet.  

Wie in Kasimoglu et al. wurden die Promotoraktivitäten während des exponentiellen 

Wachstums in LB oder Minimalmedien mit verschiedenen Kohlenstoffquellen oder pH-

Werten ermittelt (Kasimoglu et al., 1996). Der Promotor vor dem atpEco-Operon, atpIpEco, war 

der stärkste Promotor und unterschied sich in der Aktivität nicht von atpIpatpBp1Bp2Eco, der 

zusätzlich die innerhalb der kodierenden Sequenz von atpIEco lokalisierten Promotoren 

enthielt (Abb. 6). 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der für die transkriptionalen Fusionen mit lacZ 

verwendeten Regionen aus E. coli. 

Die Striche unter dem atp-Operon von E. coli geben die Regionen an, die für die 

transkriptionale Fusion mit lacZ verwendet wurden. Die schwarzen Pfeile markieren die 

Position der nachgewiesenen und vorhergesagten Promotoren, die Position der Stamm-

Schleifen-Strukturen ist durch ein Piktogramm ( ) dargestellt. Die Abkürzung –stl verweist 

auf das Fehlen der ausgewiesenen Stamm-Schleifen-Strukturen in der jeweiligen Region. 

 

Anschließend wurden sowohl die Aktivität von atpBp1Bp2Eco sowie die Einzelaktivitäten der 

möglichen Promotoren gemessen. Da auf atpBp1Eco und atpBp2Eco eine Stamm-Schleifen-

Struktur mit einer möglichen RNase E-Schnittstelle folgt (McCarthy et al., 1991; Nielsen et 

al., 1984; Schaefer et al., 1989; Abb. 2), wurden ihre Einzelaktivitäten zusätzlich mit 

Konstrukten ohne die jeweilige Stamm-Schleifen-Struktur gemessen, um deren Einfluss auf 

die Expression zu testen. In Abb. 6 ist zu sehen, dass atpBp1Bp2Eco mit 11070 Miller Units nur 

2,5 % der Promotoraktivität von atpIpEco besaß. Betrachtet man jedoch die Aktivitäten von 

atpBp1Eco und atpBp2Eco getrennt voneinander, so sieht man, dass sie sich nicht addierten, 

sondern dass ihre kombinierte Aktivität nicht höher war als die individuellen Werte von 8487 

beziehungsweise 10424 Miller Units. Entfernte man die Stamm-Schleifen-Strukturen abwärts 

der Promotoren, stiegen die Aktivität von atpBp1Eco und atpBp2Eco signifikant an. Dabei 

erreichte atpBp1Eco-stl etwa die gleiche Aktivität und atpBp2Eco-stl eine 1,8-fach höhere als das 

atpBp1Bp2Eco-Konstrukt. Die Aktivität des Promotors atpCpEco betrug das 0,19-fache der 

Aktivität von atpBp1Bp2Eco, ist jedoch 10 Mal höher als die Negativkontrolle (Abb. 6). 
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Abb. 6: Aktivitäten der Promotoren des atpEco-Operons.  

E. coli BW25113 mit pRS551 oder pECD1278-pECD1285 wurde bei 37 °C angezogen und 

Proben für die Ermittlung der β-Galaktosidase-Aktivitäten bei Erreichen der OD600 von 

0,5±0,1 genommen. Die Plasmide kodierten jeweils für lacZ unter Kontrolle keines Promotors 

(*grau), atpIpEco (rot), atpIpatpBp1Bp2Eco (hellgrün), atpBp1Bp2Eco (blau), atpBp1Eco (hellblau), 

atpBp1Eco-stl (pink), atpBp2Eco (gelb), atpBp2Eco-stl (oliv) oder atpCpEco (orange). Die 

Abkürzung -stl hinter dem Promotor steht für die Abwesenheit von Stamm-Schleifen-

Strukturen. Die Abweichungen von mindestens fünf Messungen sind durch Fehlerbalken 

wiedergegeben. 

 

Um den Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen auf die Promotoraktivitäten zu testen, 

wurde E. coli BW25113 mit den entsprechenden Plasmiden in TMM-Medium mit Glukose, 

Natrium-Succinat oder Glycerin angezogen. Zur besseren Lesbarkeit wurden die Medien im 

Folgenden entsprechend mit TMMGluc, TMMSucc und TMMGlyc abgekürzt. Anzucht, Ernte und 

Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität erfolgten wie zuvor beschrieben (Abschnitt 2.5.3). 

Die Ergebnisse sind in Abb. 7 A und Abb. 8 A zusammengefasst.  

Vergleicht man zunächst nur atpIpEco und atpIpatpBp1Bp2Eco, erkennt man einen deutlichen 

Unterschied in der Promotor-Aktivität wenn die Zellen in TMMGluc, TMMSucc oder TMMGlyc 

angezogen wurden. In TMMGluc war ihre Aktivität am höchsten. In TMMSucc und TMMGlyc 

erreichte sie mit einer Ausnahme die gleiche Aktivität. Mit Succinat als Kohlenstoffquelle 

war die Aktivität von atpIpEco niedriger. Der Unterschied ist aber höher als die von 

atpBp1Bp2Eco gemessene Aktivität (Abb. 7 B) und die Standardabweichung ist für 

atpIpatpBp1Bp2Eco sehr hoch (Abb. 7 A). 
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Abb. 7: Einfluss der C-Quelle auf die Aktivitäten der Promotoren des atpEco-Operons.  

Für die Versuche wurde E. coli BW25113 mit pRS551 oder pECD1278-pECD1285 

verwendet. Die Plasmide kodierten für lacZ unter Kontrolle keines Promotors (*grau), (A) 

atpIpEco (rot) und atpIpatpBp1Bp2Eco (grün), sowie (B) atpBp1Bp2Eco (blau), atpBp1Eco 

(hellblau), atpBp1Eco-stl (pink), atpBp2Eco (gelb), atpBp2Eco-stl (oliv) oder atpCpEco (orange). 

Die Transformanten wurden in TMM-Medium mit pH 7,0 und den C-Quellen Glukose, 

Natrium-Succinat oder Glycerin angezogen. Die Proben für die Bestimmung der β-

Galaktosidase-Aktivitäten wurden jeweils bei Erreichen der OD600 von 0,5±0,1 geerntet. Die 

Abweichungen von mindestens drei Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 

 

Untersuchte man atpBp1Eco und atpBp2Eco, blieben die Verhältnisse der Aktivitäten 

untereinander bei Wachstum in jeweils einer der Kohlenstoffquellen gleich. Die Aktivität von 

atpBp1Eco betrug jeweils das 0,6-0,8-fache beider Promotoren zusammen, wobei ohne die 

Stamm-Schleifen-Struktur eine 1,6-1,9-fach höhere Aktivität gemessen wurde als mit. Für 

atpBp2Eco glichen sich die Verhältnisse deutlicher. Die Aktivität für atpBp2Eco betrug das 0,79- 

bis 0,83-fache der Gesamtaktivität von atpBp1Bp2Eco, ohne die Stamm-Schleifen-Struktur 

hingegen das 1,8- bis 2-fache (Abb. 7 B).  

Verglich man den Einfluss der verschiedenen Kohlenstoffquellen auf die Aktivitäten der 

einzelnen Promotoren waren geringe Unterschiede zu erkennen. Die Promotoraktivitäten von 

atpBp1Eco und atpBp2Eco mit und ohne Stamm-Schleifen-Struktur waren in TMMSucc höher als 

in TMMGluc. Gegenüber dem Wachstum in TMMGluc war nur die Aktivität von atpBp2Eco-stl in 

TMMGlyc nicht erhöht und gegenüber TMMGlyc nur die Aktivitäten von atpBp1Bp2Eco und 
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atpBp2Eco bei Wachstum in TMMSucc. Insgesamt unterschieden sich die Aktivitäten um 

maximal einen Faktor von 2 (Abb. 7 B). 

Auch die Aktivität von atpCpEco war in TMMSucc höher als in TMMGluc und TMMGlyc, aber 

um weniger als das Zweifache. Bei Wachstum in TMMGluc und TMMGlyc bestand kein 

Unterschied in der Aktivität von atpCpEco (Abb. 7 B). 

 

 

Abb. 8: Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitäten der Promotoren des atpEco-Operons.  

Für die Versuche wurde E. coli BW25113 mit pRS551 oder pECD1278-pECD1285 

verwendet. Die Plasmide kodierten für lacZ unter Kontrolle keines Promotors (*grau), (A) 

atpIpEco (rot) und atpIpatpBp1Bp2Eco (grün), sowie (B) atpBp1Bp2Eco (blau), atpBp1Eco 

(hellblau), atpBp1Eco-stl (pink), atpBp2Eco (gelb), atpBp2Eco-stl (oliv) oder atpCpEco (orange). 

Die Abkürzung -stl hinter dem Promotor steht für die Abwesenheit von Stamm-Schleifen-

Strukturen. Der Einfluss des pH-Wertes mit Glukose als Kohlenstoffquelle wurde durch 

Anzucht in M9-Minimalmedium mit pH 5,5; pH 7,0 oder pH 8,0 ermittelt. Die Proben für die 

Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivitäten wurden jeweils bei Erreichen der OD600 von 

0,5±0,1 geerntet. Die Abweichungen von mindestens drei Messungen sind durch Fehlerbalken 

wiedergegeben. 

 

Neben dem Einfluss der Kohlenstoffquelle wurde auch der Einfluss des pH-Wertes auf die 

Promotoraktivitäten ermittelt. Dafür wurden die Zellen in gepufferten M9-Minimalmedium 

mit Glukose und pH 5,5; 7,0 oder 8,0 angezogen. Die Ergebnisse für die β-Galaktosidase-

Aktivitäten sind in Abb. 8 dargestellt. Die Promotoraktivitäten für atpIpEco und 

atpIpatpBp1Bp2Eco waren in pH 5,5 und pH 7,0 gleich, wobei atpIpatpBp1Bp2Eco jeweils eine 

geringere Aktivität als atpIpEco aufwies. Letzteres kehrte sich bei pH 8,0 um. Dort waren die 
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Aktivitäten auch insgesamt geringer als in M9-Minimalmedium pH 5,5 und pH 7,0 (Abb. 8 

A). 

Betrachtete man die Promotoren innerhalb der Sequenz von atpIEco ergab sich ein anderes 

Bild. Mit Ausnahme von atpBp1Eco mit und ohne Stamm-Schleifen-Struktur waren die 

Promotoraktivitäten in M9-Minimalmedium pH 7,0 und 8,0 um weniger als die Hälfte 

niedriger als in Medium mit pH 5,5. Zwischen pH 7,0 und 8,0 gab es keine Unterschiede. 

Untersuchte man die Verhältnisse der Promotoraktivitäten von atpBp1Eco und atpBp2Eco 

untereinander zeigte sich wieder ein ähnliches Ergebnis wie schon beim Wachstum in LB-

Medium und TMM mit verschiedenen Kohlenstoffquellen. Die Aktivität des atpBp1Eco betrug 

das 0,54- bis 0,75-fache von atpBp1Bp2Eco und ohne die Stamm-Schleifen-Struktur das 0,75- 

bis 1-fache. Die Aktivität des atpBp2Eco betrug das 0,8- bis 0,94-fache der Aktivität beider 

Promotoren und ohne die Stamm-Schleifen-Struktur das 1,75- bis 2,35-fache (vergl. Abb. 6-

Abb. 8).  

Die Aktivitäten des atpCpEco in M9-Minimalamedium pH 5,5 waren um weniger als das 

Doppelte höher als in Medium mit pH 7,0 und pH 8,0. Zwischen den Aktivitäten bei pH 7,0 

und 8,0 bestand kein Unterschied in der Höhe (Abb. 8 B). 

 

Insgesamt waren die Aktivitätsunterschiede der Promotoren unter den verschiedenen 

Anzuchtbedingungen sehr gering. Eine Ausnahme waren nur atpIpEco und atpIpatpBp1Bp2Eco, 

die bei pH 8,0 sowie Natrium-Succinat und Glycerin als C-Quelle deutlich geringere 

Aktivitäten zeigten. Bei atpIpEco handelte es sich um den stärksten Promotor, dessen Aktivität 

nicht durch die schwächeren Promotoren innerhalb von atpI beeinflusst wurde. Die 

Promotoren atpBp1Eco und atpBp2Eco selbst unterschieden sich in ihrer Aktivität nicht 

voneinander, die Stamm-Schleifen-Struktur nach atpBp2Eco hatte aber einen negativen 

Einfluss auf dessen Aktivität. Ohne die Stamm-Schleifen-Struktur war die Aktivität von 

atpBp2Eco vor allem bei pH 8,0 sowie Natrium-Succinat als C-Quelle erhöht. Die geringste, 

signifikante Aktivität wies der atpCpEco auf.  

3.1.2 Die Translationseffizienz der ersten Gene des atpEco-Operons 

Die Messungen der Promotoraktivitäten mit Hilfe der transkriptionalen Fusionen mit lacZ 

haben gezeigt, dass der Promotor vor atpIEco der stärkste innerhalb des atpEco-Operons ist. Die 

Stöchiometrie der Proteine im fertigen Komplex der F1Fo-ATPase ist aber unterschiedlich 

(Ballhausen et al., 2009; Foster und Fillingame, 1982; Jiang et al., 2001; Lünsdorf et al., 

1984) und zur Stöchiometrie von AtpIEco gegenüber den Untereinheiten der F1Fo-ATPase 
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existieren widersprüchliche Ergebnisse (Brusilow et al., 1983; Solomon et al., 1989). Um das 

Verhältnis von AtpIEco gegenüber AtpBEco und AtpEEco zu klären, wurden hier translationale 

Fusionen mit Reportergenen durchgeführt.  

 

In die für dieses Experiment hergestellten Vektoren pECD1555 und pECD1556 wurden 

Fragmente von 181 bp stromaufwärts des Startcodons von atpIEco bis 15 bp in die kodierende 

Sequenz von atpIEco, atpBEco und atpEEco kloniert. Dies diente der Messung des Einflusses 

von Promotor, RBS und vor oder in unmittelbarer Nähe des Startcodons befindlicher 

regulatorischer Elemente auf Expression und Synthese des Zielgens und –proteins. Da sich 

innerhalb der kodierenden Sequenz von atpIEco zwei Promotoren mit anschließenden Stamm-

Schleifen-Strukturen befinden, wurde für die Fusion mit atpIEco ein zweites Konstrukt 

hergestellt, das 372 bp von atpIEco mit dem Reportergen verband. 

 

 

Abb. 9: β-Galaktosidase-Aktivitäten der translationalen Fusionen mit lacZ.  

Für die Experimente wurde E. coli BW25113 mit pECD1556-pECD1560 verwendet. Die 

Plasmide kodierten für lacZ unter Kontrolle keines Promotors (grau) bzw. atpI15Eco'-'lacZ 

(rot), atpI372Eco'-'lacZ (grün), atpI-atpB15Eco'-'lacZ (blau) oder atpI-atpE15Eco'-'lacZ (pink) 

unter Kontrolle des atpIpEco. Die Transformanten wurden in LB-Medium angezogen und bei 

OD600 0,5±0,1 für die experimentelle Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivitäten geerntet. 

Die Abweichungen von mindestens vier Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 

 

Für die Ermittlung der β-Galaktosidase-Aktivitäten wurde E. coli BW25113 mit den 

Plasmiden pECD1556-pECD1560 wie unter Abschnitt 2.5.4 beschrieben angezogen und 

während der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, um die Aktivitäten zu bestimmen. Die 

Aktivität von AtpI15Eco'-'LacZ betrug 317 Miller Units, die für AtpI372Eco'-'LacZ und 

AtpB15Eco'-'LacZ waren demgegenüber um 16 % geringer bzw. höher. Im Gegensatz dazu 

betrug die β-Galaktosidase-Aktivität von AtpE15Eco'-'LacZ das 49-fache der Aktivität von 
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AtpI15Eco'-'LacZ (Abb. 9). Die β-Galaktosidase-Aktivitäten entsprechen deutlicher den 

Erwartungen und daher wurde pECD1556 ebenfalls als Ausgangsplasmid für die 

Untersuchung der Promotoren des atp-Operons von C. metallidurans verwendet. 

 

In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, dass das atpEco-Operon unter Kontrolle eines starken, vor atpIEco 

lokalisierten Promotors steht, dessen Aktivität durch die C-Quelle und den pH-Wert 

beeinflusst wird. Auf die anderen untersuchten Promotoren hatten die veränderten Anzucht-

Bedingungen keine Wirkung, aber die Anwesenheit von Stamm-Schleifen-Strukturen. 

Letztere beeinflussen aber nicht die Synthese von AtpIEco. Die Ergebnisse zeigen, dass 

AtpIEco'-'LacZ in der gleichen Menge synthetisiert wird wie AtpB15Eco'-'LacZ und in 

geringeren Mengen als AtpE15Eco'-'LacZ.  

3.2 atpI und das atp-Operon von C. metallidurans 

Im atp-Operon von C. metallidurans sind die Gene in der gleichen Reihenfolge angeordnet 

wie in E. coli. Unterschiede bestehen unter anderem in der Länge von atpICmet sowie dem 

intergenischen Bereich zwischen atpICmet und atpBCmet (VIMSS1775891: 3791485-3792024 

und VIMSS1775890: 3790381-3791250). In dieser Arbeit sollte zunächst gezeigt werden, ob 

atpICmet zum atpCmet-Operon gehört und sein Startcodon richtig annotiert wurde. Ebenso sollte 

geprüft werden, ob sich in dem intergenischen Bereich zwischen atpICmet und atpBCmet ein 

Promotor befindet. 

3.2.1 Die Identifizierung des Startcodons von atpICmet 

Ein Sequenzvergleich von AtpIEco mit AtpICmet zeigte sowohl Gemeinsamkeiten als auch 

Unterschiede auf. Die Ergebnisse des TMHMM Servers ergaben, dass es sich bei beiden 

Proteinen um Membranproteine mit vier Transmembrandomänen handelt, die aus etwa der 

gleichen Anzahl an Aminosäuren zusammengesetzt sind. Die N- und C-Termini sind mit einer 

hohen Wahrscheinlichkeit im Zytoplasma lokalisiert. Für E. coli war diese Vorhersage aber 

nicht eindeutig, da die Termini mit einer Wahrscheinlichkeit von fast 30 % im Periplasma 

lokalisiert sein könnten. Die Länge des N-terminalen Bereichs vor der ersten 

Transmembrandomäne von AtpIEco wurde mit 9 Aminosäuren vorhergesagt, die von AtpICmet 

betrug 71 Aminosäuren (Abb. 10). 
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Abb. 10: Vorhersage der Topologie von AtpI.  

Die Ergebnisse des TMHMM Server 2.0 geben an, mit welcher Wahrscheinlichkeit sich eine 

Aminosäure aus der Sequenz von AtpIEco (A) und AtpICmet (B) im Zytoplasma (blau), 

Periplasma (pink) oder innerhalb der Membran (rot) befindet. Zwischen der 

Wahrscheinlichkeit von 1 und 1,2 ist die Vorhersage mit der höchsten Wahrscheinlichkeit 

angezeigt. 

 

In AtpICmet ist ein Großteil der geladenen Aminosäuren innerhalb dieser ersten 71 

Aminosäuren lokalisiert. Der Rest des Proteins besteht wie AtpIEco zu einem hohen Anteil aus 

ungeladenen Aminosäuren (90,5 % ungeladene AS in AtpIEco, 89,8% ungeladene AS in 

'AtpICmet ohne die ersten 71 AS, Expasy ProtParam, Gasteiger et al., 2005). Ein weiterer Blick 

auf die Aminosäure- und DNA-Sequenz zeigte, dass in diesem hydrophilen Abschnitt zwei 

Valine durch das Basentriplet GTG kodiert werden, welches neben ATG als Translationsstart 

dienen kann (Clark und Marcker, 1966; Reddy et al., 1985). Auch das als Startcodon von 

AtpICmet annotierte Basentriplet ist ein GTG. Das nach dem Startcodon zweite durch GTG 

kodierte Valin (Abb. 11 grün) wurde in der mit Clustal Omega erstellten Vorhersage auf Höhe 

der dritten Aminosäure von AtpIEco ausgerichtet (Abb. 11). 
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Eco       ---------------------------------------------------MSVSL---- 

Cmet      MVRDRQQDRSQAGKASGNDRRDERQQDVWRDDDWDDSAEREEVAVDPLSHAEAVKLLGER 

                                                              :*.*     

 

Eco       ---VSRNVARKLLLVQLLVVIASGL---LFSLKDPFWGVSAISGGLAVFLPNVLFMIFAW 

Cmet      ALRPSRMTPGKVVLAQVAVTLLSALAWAIFAHEHAPSGWSALFGGMVCVVPSGFFALRLW 

              ** .  *::*.*: *.: *.*   :*: :.   * **: **:. .:*. :* :  * 

 

Eco       RHQAHTPAKGRVAWTFAFGEAFKVLAMLVLLVVALAV-LKAVFLPLIVTWVLVLVVQILA 

Cmet      MSRRQPTVGGLV-----AGEAIKVFSTVALFVLVVVLYRDLRWIPMLVTFLLVLKTYWVA 

            : :  . * *      ***:**:: :.*:*:.:.:  .  ::*::**::*** .  :* 

 

Eco       PAVINNKG 

Cmet      LAIR---- 

           *:      

Abb. 11: Multiple sequence alignment von AtpIEco (Eco) und AtpICmet (Cmet). 

Die Abb. wurde mit Hilfe des CLUSTAL O 1.2.1 Servers (Sievers et al., 2011; McWilliam et 

al., 2013; Li et al., 2015) erstellt. Die möglichen Startpositionen von AtpICmet sind fett und rot 

oder grün hervorgehobenen. Die Symbole unter den Sequenzen geben Positionen mit 

vollständig konservierten (*), sowie sehr (:) oder schwach (.) ähnlichen AS an. 

 

Sollte der Start von AtpICmet falsch annotiert sein, wäre das Protein in Länge seiner 

Aminosäuresequenz (Abb. 11) und vorhergesagten physikalischen Eigenschaften (Abb. 10) 

AtpIEco ähnlicher. Daher war es notwendig den korrekten Start von AtpICmet experimentell zu 

identifizieren. Hierzu wurde der Bereich 400 bp stromaufwärts des annotierten Startcodons 

bis einschließlich der möglichen Startpunkte von atpICmet bis Basenpaar 3 (pECD1578), 84 

(pECD1579) oder 162 (pECD1580) unter Verwendung des Vektors pECD1556 translational 

mit 'lacZ fusioniert. Für die Expression der Fusionen wurden die Plasmide zunächst über 

Konjugation in C. metallidurans AE104 eingeführt. Die Fusionsproteine wurden in der SDS-

PAGE getrennt und über einen Western Blot mit anschließender Immunodetektion mit 

gereinigtem Anti-β-Galaktosidase-Antikörper identifiziert. 
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Abb. 12: Die Ermittlung des Startcodons von AtpICmet.  

Die Trennung des Gesamtzellextrakts (je 100 µg Trockengewicht) der während der 

exponentiellen Wachstumsphase geernteten Zellen von C. metallidurans mit pECD1556 (1), 

pECD1578 (2), pECD1579 (3), pECD1580 (4) erfolgte über eine SDS-PAGE mit 7 %igem 

Trenngel. Als Marker (M) wurde der PageRuler™ Broad Range Unstained Protein Ladder 

verwendet. Die Plasmide kodierten für lacZ unter Kontrolle keines Promotors (1), sowie 

atpICmet3'-'lacZ (2), atpICmet84'-'lacZ (3) oder atpICmet162'-'lacZ (4) unter Kontrolle des 

Promotors vor dem atpCmet-Operon. (A) Die Proteine wurden mit Coomassie-Färbelösung 

gefärbt. (B) Die Identifizierung der Fusionsproteine erfolgte über eine Immunodetektion mit 

dem Anti-β-Galaktosidase-Antikörper. Der hier verwendete PageRuler™ Plus Prestained 

Protein Ladder wurde von dem Antikörper nicht erkannt und daher schon zuvor auf der 

Nitrozellulose-Membran direkt nach dem Western Blot markiert. 

 

In der ersten Spur nach dem Marker sieht man die Probe der Transformante mit pECD1556, 

die im Western Blot erwartungsgemäß kein Signal zeigte, da lacZ nicht unter Kontrolle eines 

Promotors stand. In den Extrakten der Transformanten mit pECD1578-pECD1580 hingegen 

erkennt man auf Höhe um 130 kDa jeweils eine Bande, die der Masse der β-Galaktosidase-

Fusionsproteine entspricht. Die Höhe der Bande stieg mit zunehmender Länge des 

Konstrukts, was darauf hinweist, dass der annotierte Translationsstart bei der Synthese der 

Proteine verwendet wurde (Abb. 12). 
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Neben der SDS-PAGE und dem Western Blot wurde auch die β-Galaktosidase-Aktivität der 

Fusionsproteine bestimmt. Dafür wurden die gleichen Transformanten in TMM mit Natrium-

Gluconat (TMMNaGluc) angezogen und während des Wachstums Proben für die Durchführung 

des β-Galaktosidase-Assays entnommen.  

Alle Proteine zeigten von der exponentiellen Phase bis hin zur stationären Phase β-

Galaktosidase-Aktivität. Dies bestätigt, dass die Translation vom annotierten Startcodon 

erfolgt. Ein Vergleich der Proben untereinander zeigte, dass die Enzymaktivitäten mit der 

Länge des Konstrukts stiegen (Abb. 13 B). Im Wachstum war kein Unterschied zwischen den 

Transformanten zu sehen (Abb. 13 A), die Höhe der Aktivitäten sank aber über die Zeit leicht 

ab (Abb. 13 B).  

 

Abb. 13: β-Galaktosidase-Aktivitäten der translationalen Fusionen von atpICmet' mit lacZ 

über die Zeit.  

(A) Während des Wachstums von C. metallidurans AE104 mit pECD1556 oder pECD1578-

pECD1581 in TMMNaGluc bei 30 °C wurden die Kulturen mit 200 rpm geschüttelt. Die 

Plasmide kodierten für lacZ ohne Promotor (grau), atpI3Cmet'-'lacZ (rot), atpI84Cmet'-'lacZ 

(braun) und atpI162Cmet'-'lacZ (lila) unter Kontrolle des atpIpCmet. Zu verschiedenen Zeiten 

wurden Proben für die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivitäten entnommen. (B) Die 

ermittelten Werte wurden der OD600 zugeordnet, die die Kultur zum Zeitpunkt der 

Probenentnahme aufwies. Die Abweichungen von mindestens drei Messungen sind durch 

Fehlerbalken wiedergegeben. 

3.2.2 atpICmet als Teil des atpCmet-Operons 

Neben der Länge von atpICmet gegenüber von atpIEco weist das atpCmet-Operon eine weitere 

Besonderheit auf. Während die RBS von atpBEco bei einem intergenischen Bereich von 8 bp 
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mit dem Ende von atpIEco überlappt, ist das Stoppcodon von atpICmet 234 bp vom Starcodon 

von atpBCmet entfernt (Abb. 14). Da der Abstand so groß ist, stellte sich die Frage, ob atpICmet 

Teil des atpCmet-Operons ist. 

 

GCTCGCGATTCGCTAGgcggtgcgggcactggatgcagatgaggcagcccccagggaaat 

     atpICmet                                                                                            -35 

caagaggtttcaaacgcgatgcgtcacaacggtgccgtgtcgcgtgactaaggtttgcca 

agaataacaaggcgtacttgctccaagcggtgaccggtcatgtgaccgaaggctaagcaa 

  -10                                                                                             -35 

gacgtgtaccgggaatcggccgaaggcgggtttccgatgtcagatttcgcaatatacggt 

                        -10                        -35                                        -10                  

tcgtttcgacATGTCAGCTGAAGCTA 

                            atpBCmet 

Abb. 14: Der intergenische Bereich zwischen atpICmet und atpBCmet. 

Mögliche -10- und -35-Regionen, die der RBS von σ
H
 aus B. subtilis ähneln, sind 

unterstrichen. Die für atpICmet und atpBCmet kodierenden Bereiche sind in Großbuchstaben 

geschrieben. 

 

Die Zugehörigkeit von atpICmet zum atpCmet-Operon wurde über die semi-quantitative RT-

PCR untersucht. Da ein Operon in eine einzelne mRNA transkribiert wird (Jacob und Monod, 

1961), kann über die RT-PCR gezeigt werden, ob atpICmet auf der gleichen mRNA liegt wie 

atpBCmet. Dafür wurden C. metallidurans AE104 und CH34 in TMMNaGluc angezogen und bei 

einer OD600 von 0,6±0,1 für die Isolierung der Gesamt-RNA geerntet. Die Methoden zur 

Isolierung und Reinigung der RNA, der cDNA-Synthese und RT-PCR sind in Abschnitt 

2.2.1-2.2.4 beschrieben. Für die RT-PCR wurden die Primer so gewählt, dass sie jeweils in 

zwei verschiedenen Genen anlagerten. Als Kontrolle für das Funktionieren der PCR wurde 

chromosomale DNA von C. metallidurans AE104 als Template eingesetzt. Ob die für die 

cDNA-Synthese verwendete RNA frei von DNA war, wurde jeweils über eine PCR mit der 

verwendeten RNA als Template und den gleichen Primern getestet. Die genutzten 

Primerpaare sind unter Abb. 15 aufgelistet. 
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Abb. 15: Ermittlung der Zugehörigkeit von atpICmet zum atpCmet-Operon mittels RT-

PCR. 

Gelelektrophorese der RT-PCR über 1 %iges Agarosegel. Die PCR wurde mit Primern 

durchgeführt, die innerhalb von (A) atpICmet und atpBCmet (AH3 und AH4), (B) atpICmet und 

Rmet 3503 (AH11 und AH56), (C) Rmet 3502 und Rmet 3503 (kurz, AH11 und AH36), (D) 

Rmet 3502 und Rmet 3503 (lang, AH36 und AH39), (E) atpICmet und Rmet 3502 (AH1 und 

AH56) sowie (F) atpDCmet und atpCCmet (AH58 und AH61) binden. Als Template dienten 

jeweils cDNA (2) und RNA (3) von C. metallidurans CH34 sowie cDNA (4), RNA (5) und 

DNA (6) von C. metallidurans AE104. Als Größenstandard wurde der Gene Ruler™ 100 pb 

Plus DNA Ladder verwendet. 

 

Zur Positivkontrolle wurden die Primer AH61 und AH58 verwendet, die in atpDCmet und 

atpCCmet binden, den letzten Genen im atpCmet-Operon. Wie erwartet erschien eine Bande bei 

Verwendung von cDNA und DNA als Template, nicht mit der RNA. Die für die cDNA-
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Synthese verwendete RNA war demnach frei von DNA (Abb. 15 F). Letzteres konnte bei 

Verwendung aller Primerkombinationen bestätigt werden (Abb. 15).  

Eine PCR mit den Primern AH3 und AH4 sollte zeigen, ob atpICmet Teil des atpCmet-Operons 

ist. Sie sind zu atpICmet und atpBCmet komplementär. Wie schon für die Positivkontrolle erhielt 

man ein Signal für die cDNA von C. metallidurans AE104 und CH34, was zeigt, dass atpICmet 

Teil des atpCmet-Operons ist (Abb. 15 A). 

Als Negativkontrolle für die Methode der RT-PCR wurden die Primer AH1 und AH56 

verwendet, die in atpICmet und Rmet 3502 binden. Rmet 3502 befindet sich stromaufwärts von 

atpICmet, ist entgegengesetzt zu diesem orientiert und kodiert für ein hypothetisches Protein 

(VIMSS1775892). Entgegen der Erwartung war auch bei Verwendung von cDNA als 

Template ein PCR-Produkt zu erkennen (Abb. 15 E). Verwendete man Primer, die in atpICmet 

und Rmet 3503 (VIMSS1775893), dem zweiten Gen stromaufwärts von atpICmet, oder Rmet 

3502 und Rmet 3503 binden, erhielt man jedoch keine Signale (Abb. 15 B und D). Verkürzte 

man den amplifizierten Bereich zwischen Rmet 3502 und Rmet 3503 durch die Verwendung 

der Primer AH36 und AH11 war wieder ein Signal zu sehen (Abb. 15 C). Die Daten zeigten 

damit kein eindeutiges Ergebnis. Zur besseren Anschaulichkeit sind die Ergebnisse der RT-

PCR in Abb. 16 zusammengefasst. 

 

Abb. 16: Zusammenfassung der Ergebnisse der RT-PCR 

Die Lage und Orientierung der in der RT-PCR verwendeten Primer ist hier schematisch durch 

Pfeile dargestellt. Die zwischen den Pfeilen liegenden Striche deuten an, ob die entsprechende 

Primerkombination in der RT-PCR mit cDNA als Template zu einem positiven (schwarz) 

oder keinem Signal (grau) führte. Die zum atpCmet-Operon gehörigen Gene sind in Grün 

dargestellt, atpICmet in Rot und alle stromaufwärts von atpICmet liegenden Gene in Grautönen. 

3.2.3 Existiert ein Promotor in dem intergenischen Bereich zwischen atpICmet und 

atpBCmet? 

Bei einem Vergleich der intergenischen Region zwischen atpICmet und atpBCmet mit 

Promotorbindestellen in B. subtilis wurden an mehreren Stellen Gemeinsamkeiten mit der -10 

und -35 Region von σ
H
 gefunden (Abb. 14). Die -10 Region setzt sich aus (A/C) G A A T 

zusammen, die -35 Region ist mit der Sequenz (A/G) (A/G/C) A G G A (A/T) (A/T) T 

variabler. Der Sigma-Faktor H reguliert in B. subtilis die Genexpression in der 
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postexponentiellen Wachstumsphase, die ersten Schritte der Sporulation und die Entwicklung 

der natürlichen Kompetenz (Haldenwang, 1995). 

Da man in E. coli und C. glutamicum mindestens einen zusätzlichen Promotor vor atpB fand 

(Barriuso-Iglesias et al., 2006; Von Meyenburg et al., 1982), wurde in dieser Arbeit 

untersucht, ob in C. metallidurans ebenfalls ein Promotor direkt vor atpB existiert. Um dieser 

Frage nachzugehen, wurden Reportergenfusionen in pECD1556 hergestellt. Neben 

pECD1578, das für atpI3Cmet'-'lacZ unter Kontrolle des atpIpCmet kodiert, wurden die Plasmide 

pECD1581-pECD1584 hergestellt. Sie kodieren für atpB3Cmet'-'lacZ (pECD1582) und 

atpE3Cmet'-'lacZ (pECD1584) unter Kontrolle des atpIpCmet beziehungsweise für atpB3Cmet'-

'lacZ (pECD1581) und atpE3Cmet'-'lacZ (pECD1583) unter Kontrolle des möglichen atpBpCmet. 

Die Zahl 3 bezieht sich jeweils auf die Anzahl der mit 'lacZ fusionierten Basenpaare des 

entsprechenden Gens. Die Plasmide wurden über Konjugation in C. metallidurans AE104 

gebracht und die Stämme wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben in TMMNaGluc pH 7,0 

angezogen. 

 

Abb. 17: Die Promotoren des atpCmet-Operons.  

A Schematische Darstellung der für die translationalen Fusionen mit lacZ verwendeten 

Regionen aus C. metallidurans. Die Striche unter den ersten Genen des atpCmet-Operons geben 

die Regionen an, die für die Fusion mit lacZ verwendet wurden. B Die β-Galaktosidase-

Aktivitäten von lacZ unter Kontrolle keines Promotors (*grau) und der translationalen 

Reporterfusionen von atpI3Cmet'-'lacZ (rot), atpB3Cmet'-'lacZ (*
2
hellblau) und atpE3Cmet'-'lacZ 

(hellgrün) unter Kontrolle des atpIpCmet sowie atpE3Cmet'-'lacZ (grün) unter Kontrolle des 

intergenischen Bereichs zwischen atpICmet und atpBCmet. Die Stämme C. metallidurans AE104 

mit den Plasmiden pECD1556, pECD1578 oder pECD1582-pECD1584 wurden in TMMNaGluc 

pH 6,0; pH 7,0 oder pH 8,0 angezogen und bei OD600 0,6±0,1 für die Bestimmung der β-

Galaktosidase-Aktivitäten geerntet. Die Abweichungen von mindestens fünf Messungen sind 

durch Fehlerbalken wiedergegeben. 
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Wie schon zuvor beobachtet, zeigte AtpI3Cmet'-'LacZ deutliche Aktivität (vergl. Abb. 13 und 

Abb. 17). Für AtpB3Cmet'-'LacZ konnten keine Werte deutlich über denen der 

Negativkontrolle gemessen werden, egal ob das Gen unter Kontrolle des intergenischen 

Bereichs zwischen atpICmet und atpBCmet oder atpIpCmet stand (Abb. 17; Abb. A 1).  

Ähnlich wie in E. coli war die Aktivität für AtpE3Cmet'-'LacZ unter Kontrolle des atpIpCmet 

sehr hoch und überstieg die Aktivität für AtpI3Cmet'-'LacZ um ein Vielfaches (vergl. Abb. 9). 

Die Enzymaktivität für AtpE3Cmet'-'LacZ unter Kontrolle des intergenischen Bereichs 

zwischen atpICmet und atpBCmet war geringer als die für AtpI3Cmet'-'LacZ, aber 18-fach höher 

als die Negativkontrolle (Abb. 17).  

Die Änderung des pH-Wertes im Anzuchtmedium auf pH 6,0 oder 8,0 hatte kaum einen 

Einfluss auf die Höhe der β-Galaktosidase-Aktivitäten. Nur die Aktivität für AtpI3Cmet'-'LacZ 

stieg leicht an, wenn die Transformante in TMMNaGluc pH 8,0 angezogen wurde (Abb. 17).  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Startcodon von atpICmet korrekt annotiert ist und 

AtpICmet in geringeren Mengen synthetisiert wird als AtpECmet. Neben dem Promotor vor dem 

atpCmet-Operon weisen die Ergebnisse auf die Existenz mindestens eines schwachen 

Promotors vor atpECmet hin, der wie dieser nicht durch den pH-Wert des Anzuchtmediums 

beeinflusst wird. 

3.3 AtpI von E. coli – Topologie und Interaktion mit anderen 

Proteinen 

Trotz der umfassenden Aufklärung der Struktur der F1Fo-ATPase in E. coli und anderen 

Organismen ist nur wenig über AtpI bekannt. AtpIEco lässt sich zusammen mit dem Fo-

Komplex aus der Membran reinigen und über einen Western Blot nachweisen (Schneppe et 

al., 1991). Es scheint demnach zumindest mit einem Protein des Fo-Komplexes temporär zu 

interagieren. Dies wurde später durch die Ko-Reinigung von AtpI-His und AtpE der Na
+ 

translokalisierenden F1Fo-ATPase aus Propionigenium modestum unterstützt (Suzuki et al., 

2007). Bley (2014) wiederholte letzteres Experiment während seiner Diplomarbeit mit den 

Proteinen aus E. coli und konnte die Interaktion bestätigen. Es blieb jedoch die Frage offen, 

ob AtpIEco mit weiteren Proteinen des Komplexes interagiert. Dieses Kapitel geht auf die 

Membran-Topologie von AtpIEco ein und behandelt die Suche nach weiteren 

Interaktionspartnern von AtpIEco. 
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3.3.1 Die Topologie der Transmembrandomänen von AtpIEco 

In Vorbereitung auf die Durchführung und Interpretation von Experimenten zur Suche nach 

Protein-Protein-Interaktionen wurde zunächst die Struktur von AtpIEco untersucht. Vor allem 

die Lage des N- und C-Terminus sollte geklärt werden. Nach der Vorhersage des TMHMM 

Servers sind N- und C-Terminus mit hoher Wahrscheinlichkeit im Zytoplasma lokalisiert, 

wobei diese Vorhersage jedoch kein eindeutiges Ergebnis zeigt (Abb. 10). Die Programme 

HmmTop 2.0 und MEMSAT-SVM sagen ebenfalls eine Lokalisierung im Zytoplasma voraus. 

Nur die Zuordnung der einzelnen Aminosäuren zu den Transmembrandomänen variiert leicht 

zwischen den Programmen (Tab. 7).  

Tab. 7: Vorhersage der Topologie von AtpIEco (VIMSS 17799) 

Programm Anzahl der 

Transmembran-

domänen 

Lokalisation des N-

Terminus 

Zuordnung der 

Aminosäuren zu den 

TMHs 

TMHMM 2.0
1, 2

 4 Zytoplasma 10-29; 36-58; 73-95; 

100-122 

HmmTop 2.0
3, 4

 4 Zytoplasma 14-31; 36-58; 83-

100; 105-122 

SOSUI/G 1.1
5, 6, 7

 4 Keine Angabe 14-36; 38-60; 76-98; 

102-124 

MEMSAT-SVM
8, 9, 10

 4 Zytoplasma 15-31; 35-58; 75-98; 

102-120 

1
 (Krogh et al., 2001); 

2
 (Sonnhammer, Von Heijne and Krogh, 1998); 

3
 (Tusnády and Simon, 

1998); 
4
 (Tusnády and Simon, 2001); 

5
 (Hirokawa, Boon-Chieng and Mitaku, 1998); 

6
 (Mitaku and Hirokawa, 1999); 

7
 (Mitaku, Hirokawa and Tsuji, 2002); 

8
 (Jones, Taylor and 

Thorntont, 1994); 
9
 (Jones, 2007); 

10
 (Nugent and Jones, 2009) 

 

Um die Anzahl der Transmembrandomänen und die Lokalisierung des N-Terminus 

experimentell zu bestätigen, wurden die Eigenschaften von LacZ und PhoA genutzt. Während 

LacZ im Zytoplasma aktiv ist (Froshauer et al., 1988), nimmt PhoA nur im Periplasma eine 

aktive Konformation ein (Manoil und Beckwith, 1986). Die Methode wurde oft angewendet, 

um die Topologie von Membranproteinen experimentell zu bestimmen (Boyd et al., 1987; 

Akiyama and Ito, 1989; Goldberg et al., 1999). Mit fehlender oder mutierter Signalsequenz 

(Michaelis et al., 1983) wird der Reporter PhoA mit Hilfe der N-terminal fusionierten 

Signalsequenz des zu untersuchenden Proteins ins Periplasma transportiert und faltet dort zum 

aktiven Enzym (Manoil und Beckwith, 1985; Manoil und Beckwith, 1986). Ist das Protein im 
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Zytoplasma lokalisiert, können sich die für die aktive Konformation von PhoA 

charakteristischen Disulfidbrücken nicht bilden und das Enzym bleibt inaktiv (Derman und 

Beckwith, 1991; Hoffman und Wright, 1985). In der Literatur hatte ein Vergleich von 

experimentellen Daten mit den dazugehörigen Topologievorhersagen gezeigt, dass sie gut 

miteinander übereinstimmen. Je mehr Programme das gleiche vorhersagen, desto höher ist die 

Übereinstimmung mit experimentellen Ergebnissen (Drew et al., 2002). Aus diesem Grund 

wurden nur vier am C-Terminus verkürzte Varianten von AtpIEco mit 'LacZ bzw. 'PhoA 

fusioniert.  

Für die Herstellung von Reporterfusionen mit 'lacZ und einer N-terminal verkürzten Variante 

von phoA, in der die Signalsequenz für den Transport ins Periplasma fehlt, wurden die in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D. H. Nies hergestellten Plasmide pECD636 und pECD637 

verwendet (Pribyl, 2001). Ausgehend von der Vorhersage des TMHMM Servers 2.0 wurden 

C-terminal verkürzte Versionen von atpIEco beginnend mit der eigenen RBS mit 'lacZ und 

'phoA fusioniert. Die Länge der Fragmente wurde so gewählt, dass das 5'-Ende von atpIEco 

jeweils bis zum Ende einer der vorhergesagten Schleifen reichte, um Probleme bei der 

Faltung des Fusionsproteins oder der Funktion des Reporterproteins zu vermeiden. Der erste 

Bereich des Fusionsproteins reichte demnach vom Startcodon bis Aminosäure 35, 72, 99 oder 

126 von AtpIEco. Zur Kontrolle wurde blaM mit 'lacZ beziehungsweise 'phoA fusioniert. blaM 

kodiert für die β-Laktamase und besitzt ein Signalpeptid für den Transport ins Periplasma 

(Kadonaga et al., 1984; Koshland und Botstein, 1982). In dem Konstrukt blaM'-Reportergen 

ist das Signalpeptid vorhanden, in dem Konstrukt 'blaM'-Reportergen nicht. 
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Abb. 18: Die Lokalisierung des N- und C-Terminus von AtpIEco.  

Verkürzte Varianten von AtpIEco, AtpI35Eco' (hellrot), AtpI72Eco' (rot), AtpI99Eco' (gelb) und 

AtpI126Eco' (orange) wurden mit 'LacZ (A) und 'PhoA (B) fusioniert und die entsprechenden 

Aktivitäten gemessen. Als Kontrolle dienten 'BlaM'- (hellgrau) und BlaM'-LacZ/PhoA (grau). 

Die Messungen wurden von Bahr (2014) im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgeführt. Die 

Abweichungen von mindestens drei Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 

 

Die Experimente zur Ermittlung der Alkalischen-Phosphatase- oder β-Galaktosidase-Aktivität 

erfolgten im E. coli Stamm CC118, in dem sowohl lacZ als auch phoA deletiert sind. Die 

genauen Anzuchtbedingungen sind in Abschnitt 2.6.5 beschrieben. Die Alkalische-

Phosphatase-Aktivitäten für AtpI35Eco'-'PhoA und AtpI99Eco'-'PhoA lagen deutlich über der 

der Negativkontrolle 'BlaM'-PhoA, während die für AtpI72Eco'-'PhoA und AtpI126Eco'-'PhoA 

darunter bis wenig darüber lagen. Die β-Galaktosidase-Aktivitäten verhielten sich 

demgegenüber komplementär (Abb. 18 A und B). Dies bestätigt, dass N- und C-Terminus von 

AtpIEco wie vorhergesagt im Zytoplasma lokalisiert sind und das Protein vier 

Transmembrandomänen besitzt. 

3.3.2 Lokalisierung von AtpIEco in der Membran mittels Fluoreszenzmikroskopie  

Um die Lokalisierung von AtpIEco innerhalb der Zelle zu visualisieren, wurde atpIEco mit egfp 

fusioniert und in die attTn7 site stromabwärts von glmS in E. coli BW25113 integriert. In dem 

resultierenden Stamm ECB175 stand das Fusionsgen unter Kontrolle des atpIpEco. Damit ein 

natürliches Expressionslevel gewährleistet ist, wurde das 5'-Ende von egfp mit den ersten 15 

Basen von atpIEco fusioniert. Da laut verschiedenen Vorhersageprogrammen nur wenige AS 

des N-Terminus von AtpIEco im Zytoplasma lokalisiert sind (Tab. 7), wurde egfp am 3'-Ende 

mit atpIEco beginnend mit der vierten Base der kodierenden Sequenz fusioniert. Dies sollte 
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verhindern, dass Probleme bei der Faltung des Proteins auftreten. Um die Lokalisierung von 

AtpIEco und eGFP voneinander zu unterscheiden, wurde egfp unter Kontrolle des atpIpEco 

ohne die Fusion mit atpIEco am 3'-Ende in E. coli BW25113 integriert, woraus ECB174 

entstand. In Abschnitt 2.6 ist die Entstehung der Stämme beschrieben. 

 

 

Abb. 19: Mikroskopische Aufnahmen von ECB174 und ECB175. 

Die Stämme wuchsen bei 37 °C schüttelnd in LB-Medium (A-D), TMMGluc (E-H) oder 

TMMSucc (I-L). 26 h nach Animpfen der Hauptkultur wurden die Zellen auf einen mit 1 % 

Agarose überzogenen Objektträger getropft und mit dem Ölimmersionsobjektiv (100x/ 1,30) 

bei Phasenkontrast 3 des Axikop (Zeiss) lichtmikroskopische Aufnahmen gemacht (A, C, E, 

G, I, K). Die Fluoreszenzbilder (B, D, F, H, J, L) entstanden mit zugeschalteter 

Fluoreszenzlampe mit dem Filter I. Über das Fluoreszenzbild wurde mit dem Programm Fiji 

(Schindelin et al., 2012, 2015) der Filter Unsharp Mask (Radius=20) gelegt, damit die 

Objekte besser sichtbar sind. Die linken zwei Reihen von oben nach unten zeigen ECB174 

(glmS::atpIp-atpI'-'strep-egfp), die rechten 2 Reihen ECB175 (glmS::atpIp-atpI'-'strep-egfp'-

'atpI). Der weiße Balken rechts unten im Bild entspricht 5 µm Länge. 

 

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen belegen, dass AtpI'-'eGFP beziehungsweise 

AtpI'-'eGFP'-'AtpI in ECB174 und ECB175 synthetisiert wurden und das Fluorophor aktiv 
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war. Wie erwartet war AtpI'-'eGFP im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 19 B, F, J), während 

AtpI'-'eGFP'-'AtpI in die Membran integriert wurde (Abb. 19 D, H, L). Ein Vergleich der 

licht- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigte, dass die Proteine nicht in allen 

Zellen gleich stark oder überhaupt sichtbar waren. Unabhängig vom verwendeten Medium 

fluoreszierte von ECB174 die gesamte Zelle, von ECB175 die Membran mit einigen 

Akkumulationen (Abb. 19).  

 

Eine Ko-Lokalisation mit der F1Fo-ATPase sollte zeigen, ob das Enzym ebenfalls über die 

komplette Membran verteilt ist und an den gleichen Stellen akkumuliert. Ein Vergleich der 

Fluoreszenz-Intensitäten sollte darüber hinaus Aufschluss geben, ob das Enzym ebenso wie 

AtpI'-'eGFP'-'AtpI in einigen Zellen weniger stark synthetisiert wird als in anderen. Dafür 

wurde stellvertretend die Untereinheit AtpBEco am C-Terminus mit mCherry fusioniert.  

E. coli BW25113 mit pECD1591 wurde in LB-Medium angezogen und mikroskopiert, um zu 

testen, ob AtpB'-'mCherry synthetisiert wird. Die Zellen zeigten ein gleichmäßig über die 

Zelle verteiltes Fluoreszenzsignal, dass im Zytoplasma lokalisiert war (Abb. A 2). 

Gleichzeitig konnte ausgeschlossen werden, dass Signale von mCherry mit dem gleichen 

Filter zu sehen sind, der für die Aufnahmen mit eGFP-Fusionsproteinen verwendet wird. 

Andersherum wurde dies auch mit ECB175 geprüft. 

Da atpBEco im atpEco-Operon direkt auf atpIEco folgt, wurde atpB'-'mcherry zusammen mit 

atpI'-'egfp'-'atpI unter Kontrolle des atpIpEco in das Chromosom von E. coli BW25113 

integriert. Der Stamm ist unter der Bezeichnung ECB176 in Tab. 1 aufgelistet. Unter dem 

Fluoreszenzmikroskop konnte man nur Signale von AtpI'-'eGFP'-'AtpI, nicht von AtpB'-

'mCherry erkennen (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die Beziehung von AtpIEco zur F1Fo-

ATPase mit anderen Methoden untersucht. 

3.3.3 Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen mit dem BACTH-Assay  

Eine Methode um Protein-Protein-Interaktionen in vivo zu untersuchen ist der Bacterial Two 

Hybrid (BACTH)-Assay, der das erste Mal von Karimova et al. (1998) beschrieben und später 

weiterentwickelt wurde (Karimova et al., 1998; Karimova et al., 2001; Karimova et al., 

2005). Er beruht auf der Aktivität des nicht toxischen T18- und T25-Fragments der 

Adenylatcyclase (CyaA) von Bordetella pertussis. Im Folgenden werden die CyaA-

Fragmente als T18- bzw. T25-Fragment bezeichnet. 

Wenn sich die T18- und T25-Fragmente in räumlicher Nähe befinden, wird cAMP 

synthetisiert. cAMP wiederum bildet einen Komplex mit dem Catabolite Activator Protein, 
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welcher mit der entsprechenden Bindestelle des lac-Operons interagiert. Damit wird die 

Affinität der RNA-Polymerase zum Promotor erhöht, wodurch die Expression der Gene des 

lac-Operons aktiviert wird. Zu diesen Genen gehört unter anderem lacZ, welches für die β-

Galaktosidase kodiert und dessen enzymatische Aktivität durch verschiedene Methoden 

sichtbar gemacht werden kann. Der BACTH-Assay nutzt dieses Prinzip, indem das T18- und 

T25-Fragment mit Zielproteinen fusioniert werden. Interagieren die Proteine miteinander oder 

befinden sie sich in räumlicher Nähe, bilden das T18- und T25-Fragment eine katalytisch 

aktive Domäne. 

 

Um auszuschließen, dass das T18- und T25-Fragment selbst miteinander interagieren, wurde 

E. coli BTH101 als Negativkontrolle mit den Plasmiden pUT18 und pKT25 transformiert. Als 

Positivkontrolle wurden die Plasmide pECD1296 und pECD1298 verwendet, die für cynSEco'-

'cyaAT18 und cyaAT25'-'cynSEco kodieren. CynSEco ist ein lösliches Protein und wurde 

ausgewählt weil es nativ als ein aus 5 Dimeren zusammengesetztes Homodecamer vorliegt 

(Anderson, 1980; Walsh et al., 2000). Im Gegensatz zu CynSEco handelt es sich bei AtpIEco 

um ein Membranprotein. Dass der BACTH-Assay auch mit Membranproteinen durchgeführt 

werden kann, wurde mit Proteinen aus E. coli (Karimova et al., 2005; Karimova et al., 2009) 

und anderen Organismen (Maxson und Darwin, 2006; Hara et al., 2008; Georgiadou et al., 

2012) gezeigt.  

 

Da die Methode auf der Interaktion des T18- und T25-Fragments im Zytoplasma beruht, ist 

die Lokalisierung des mit dem Zielprotein fusionierten T18- bzw. T25-Fragments für die 

Auswertung der Experimente entscheidend. Die Lokalisierung des N- und C-Terminus von 

AtpIEco wurde in Abschnitt 3.3.1 dargelegt. Die Topologie der übrigen Proteine des Fo-Teils 

wurde in der Vergangenheit charakterisiert. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tab. 

8 aufgelistet. Da der N-Terminus von AtpBEco und AtpFEco im Periplasma lokalisiert ist, 

können nach Einbau in die Membran nur die Fusionen an den C-Terminus positive Signale 

zeigen. Die Termini von AtpEEco sind beide im Periplasma lokalisiert und dementsprechend 

ist eine Interaktion mit AtpIEco nach dem Einbau in die Membran mittels des BACTH 

Systems nicht nachweisbar. 
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Tab. 8: Topologie der Proteine des Fo-Komplexes 

Protein Lokalisierung des 

N-Terminus 

Anzahl der TMHs Quelle 

AtpIEco Zytoplasma 4 Bahr, 2014 

AtpBEco Periplasma 5 Schneider und Altendorf 1987 

AtpEEco Periplasma 2 Schneider und Altendorf 1987 

AtpFEco Periplasma 1 Schneider und Altendorf 1987 

 

Der BACTH-Assay wurde mit allen Proteinen des Fo-Komplexes in allen möglichen 

Plasmidkombinationen durchgeführt, unabhängig von der Lokalisation des N- und C-

Terminus. Die initialen Versuche für die Interaktionen von AtpIEco mit sich selbst und 

weiteren Untereinheiten der F1Fo-ATPase wurden von Bahr (2014), Bley (2014) und Passian 

(2014) durchgeführt und dienten der ersten optischen Identifizierung möglicher 

Interaktionspartner von AtpIEco. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden die Versuche im 

Rahmen dieser Arbeit wiederholt und zusätzlich β-Galaktosidase-Assays durchgeführt, um die 

Interaktionen zu bestätigen und zu quantifizieren. 

 

Abb. 20: Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mit dem BACTH-Assay.  

(A) Transformanten mit verschiedenen Kombinationen aus BACTH-Plasmiden wurden 

zunächst auf X-Gal-haltige LB-Agarplatten getropft, wie hier für die Kombinationen von 

AtpIEco und AtpBEco zu sehen ist. Als Kontrolle dienten die Kombinationen CynS'-'T18 und 

T25'-'CynS sowie T18 und T25. Die in den Transformanten synthetisierten Fusionsproteine 

sind am Rand angegeben. (B) Von den Transformanten mit der optisch stärksten Blaufärbung 

wurde die β-Galaktosidase-Aktivität ermittelt. Von den Plasmid-Kombinationen wurden T25'-

'AtpIEco und AtpIEco'-'T18 (rot), T25'-'AtpIEco und AtpBEco'-'T18 (gelb), T25'-'AtpIEco und 

AtpEEco'-'T18 (grün), AtpIEco'-'T18 und T25'-'AtpFEco (blau), AtpIEco'-'T18 und T25'-'AtpHEco 

(hellgrün), AtpIEco'-'T18 und T25'-'AtpCEco (hellblau), CynS'-'T18 und T25'-'CynS (grau, 

Positivkontrolle), T18 und T25 (hellgrau, Negativkontrolle) synthetisiert. Die Abweichungen 

von mindestens fünf unabhängigen Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 
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In Abb. 20 A sieht man exemplarisch das Ergebnis für die Interaktion von AtpIEco mit AtpBEco 

auf X-Gal-haltigen LB-Agarplatten. In den Blau gefärbten Zellen kam es zu einer Interaktion 

zwischen den Fusionsproteinen, welche die Synthese von cAMP durch die T18- und T25-

Fragmente ermöglichte. Bei der Interaktion mit AtpBEco führte nur die Expression von T25'-

'AtpI und AtpB'-'T18 zur Bildung des blauen Farbstoffs. Die Ergebnisse für alle übrigen 

Kombinationen sind in Tab. 9 zusammengefasst und im Detail im Anhang dargestellt (Abb. A 

3).  

Im Fall der Interaktion von AtpIEco mit sich selbst zeigten die Zellen mit allen möglichen 

Plasmidkombinationen bereits nach 24 h statt der üblichen 48 h eine deutliche Blaufärbung, 

was auf die Bildung von AtpIEco-Multimeren hindeutet. Bei der Interaktion zwischen AtpIEco 

und AtpFEco wurden Zellen die T25'-'AtpFEco und AtpIEco'-'T18 beziehungsweise T18'-'AtpIEco 

synthetisierten ebenfalls blau. Da in diesem Fall das T25-Fragment nach Einbau von T25'-

'AtpFEco in die Membran im Periplasma lokalisiert ist, sollte eine Interaktion jedoch im 

nativen Zustand der Proteine nicht möglich sein. Auch die Kombination von T25'-'AtpIEco und 

AtpEEco'-'T18 resultierte in der Blaufärbung der E. coli BTH101-Zellen.  

 

Tab. 9: Zusammenfassung der Ergebnisse des BACTH-Assays. 

E. coli BTH101 wurde mit verschiedenen Kombinationen an BACTH-Plasmiden 

transformiert und auf LB-Agarplatten mit Ampicillin, Kanamycin, IPTG und X-Gal 

ausplattiert. Die optischen Ergebnisse wurden nach 40stündiger Inkubation bei 30 °C 

dokumentiert. Von Transformanten mit der optisch stärksten Blaufärbung wurden β-

Galaktosidase-Aktivitäten bestimmt. 
 

 AtpIEco AtpIEco
X
 AtpBEco AtpEEco AtpFEco AtpHEco AtpCEco 

AtpIEco ++/++  +/+ +/+ +/- -/- +/+ 

AtpIEco
S39G

 ++/++ ++/+ -/+ -/- -/- -/- -/- 

AtpIEco
S39L

 ++/+ -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

AtpIEco
G43V

 ++/+ -/+ -/- -/- -/- -/- -/- 

AtpIEco
E79K

 ++/++ ++/++ +/+ -/- -/- -/- +/+ 

AtpIEco
K82E

 ++/++ ++/+ -/+ -/- -/- -/- -/- 

AtpIEco
E79K K82E

 ++/++ ++/++ -/+ -/- -/- -/- -/+ 

AtpIEco
V88G

 ++/++ ++/++ +/+ ++/+ ++/+ -/- ++/++ 

- keine/ + 1-2/ ++ mehr als 2 Kombinationen der in den Zellen synthetisierten Fusionsproteine 

resultieren in einer Blaufärbung. 

- Aktivität geringer/ + Aktivität höher als das Doppelte der Negativkontrolle; ++ Aktivität 

höher als 500 Miller Units 
X
 Kombination von Fusionsproteinen der gleichen AtpIEco Mutante 
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Für die Quantifizierung der β-Galaktosidase-Aktivität wurden Transformanten mit der nach 

40 h Inkubation bei 30 °C auf Festmedium optisch stärksten Blaufärbung ausgewählt. Abb. 20 

B zeigt die Ergebnisse des β-Galaktosidase-Assays für die Interaktionen von AtpIEco mit sich 

selbst und Untereinheiten des Fo-Komplexes. Als Negativkontrolle diente die Aktivität der 

Kombination des T18- mit dem T25-Fragment welche wie schon in den Abbildungen zuvor 

zeigt, dass die Fragmente alleine nicht miteinander interagieren. Als Positivkontrolle wurde 

die Kombination von CynS-T18 und T25-CynS verwendet, für die eine hohe β-Galaktosidase-

Aktivität ermittelt wurde. 

Die Enzymaktivität für die Interaktion von AtpIEco'-'T18 mit T25'-'AtpIEco lag mit 4938 Miller 

Units noch über der der Positivkontrolle, was dafür spricht, dass AtpIEco ein Multimer bildet. 

Die β-Galaktosidase-Aktivitäten für die Kombinationen von T25'-'AtpIEco und AtpBEco'-'T18 

hingegen war etwa 20-fach niedriger, lag damit aber deutlich über der Negativkontrolle.  

Die bei korrektem Einbau in die Membran im BACTH-Assay nicht nachzuweisende 

Interaktion von T25'-'AtpIEco mit AtpEEco'-'T18 zeigte eine β-Galaktosidase-Aktivität von 156 

Miller Units und ist damit etwa 3 Mal so hoch wie die Negativkontrolle. Eine Interaktion 

kann hier nur im Zytoplasma erfolgt sein, also noch vor dem Einbau von AtpEEco'-'T18 in die 

Membran. In seiner Diplomarbeit konnte Bley (2014) über einen Western Blot zeigen, dass 

der Einbau von T25'-'AtpIEco und AtpEEco'-'T18 in die Membran nicht gestört ist.  

Die für die Interaktion mit T25'-'AtpFEco gemessene Aktivität betrug weniger als das Doppelte 

der Negativkontrolle. Dies könnte darauf hinweisen, dass hier eine indirekte Interaktion über 

einen dritten Partner stattfand. 

 

Zusätzlich zu den Proteinen des Fo-Komplexes wurde der BACTH-Assay auch mit zwei 

Untereinheiten des F1-Komplexes durchgeführt, AtpCEco und AtpHEco. AtpHEco liegt im 

zusammengebauten Enzym am weitesten von der Membran entfernt. Der Test auf eine 

mögliche Interaktion diente als Kontrolle, um zu zeigen, dass keine Interaktion zwischen den 

an AtpIEco und AtpHEco fusionierten T18- oder T25-Fragmenten stattfinden kann. Sowohl auf 

den mit X-Gal versetzten LB-Agarplatten als auch die Messung der β-Galaktosidase-Aktivität 

wiesen nicht auf eine Interaktion hin (Tab. 9, Abb. A 3).  

AtpCEco liegt im zusammengebauten Enzymkomplex nahe der Membran. Die Interaktion von 

AtpIEco'-'T18 mit T25'-'AtpCEco, die schon auf den X-Gal-Platten erkennbar war, konnte im β-

Galaktosidase-Assay bestätigt werden. Mit 452 Miller Units lag die Aktivität 8 Mal über der 

Negativkontrolle und zeigte damit die höchste Aktivität nach der Interaktion von AtpIEco mit 

sich selbst und der Positivkontrolle (Tab. 9, Abb. A 3). 
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Um falsch positive Ergebnisse im BACTH-Assay auszuschließen, wurden auf Grundlage 

eines Alignments von AtpI-Sequenzen verschiedener Organismen (Abb. 21) gezielt AS in 

AtpIEco ausgetauscht und der Assay wiederholt. Die ersten Austausche wurden von Passian 

(2014) während ihrer Masterarbeit durchgeführt. Die Auswahl der Sequenzen erfolgte nach 

den Ergebnissen einer phylogenetischen Studie von Koumandou und Kossida (2014). Aus 

diesen Sequenzen wurden ausgehend vom erstellten phylogenetischen Stammbaum diejenigen 

entfernt, die am weitesten von AtpIEco und AtpICmet entfernt waren, bis konservierte 

Aminosäuren sichtbar wurden (Koumandou und Kossida, 2014; Abb. 21). 

Das Alignment zeigte konservierte AS, die in E. coli auf den Positionen 39, 43, 79 und 82 

liegen, sowie Positionen von sehr ähnlichen AS, in E. coli die Positionen 49, 75, 83, 90 und 

109. Zusätzlich wurden an vier Stellen AS mit schwach ähnlichen Eigenschaften markiert, die 

sich in E. coli an den Positionen 40, 44, 104 und 111 befanden. Zur Orientierung der Lage 

dieser AS wurden mit dem Programm TMHMM die Topologien der Proteine vorhergesagt 

und die TMHs in dem Alignment grau unterlegt. Trotz der geringen Ähnlichkeit der 

Sequenzen fällt auf, dass es sich um Membranproteine handelt, für die mit einer Ausnahme 4 

TMHs vorhergesagt werden. In diesen Bereichen befindet sich auch ein Großteil der als 

konserviert oder ähnlich markierten Aminosäuren (Abb. 21).  

 

Auf Grundlage dieses Alignments wurden die konservierten AS S39, G43, E79 und K82 in 

AtpIEco ausgetauscht. Zusätzlich wurde die nicht konservierte Aminosäure V88 ersetzt. Dies 

diente als Kontrolle für einen AS-Austausch ohne erwarteten Einfluss auf die Interaktionen 

von AtpIEco mit sich selbst und anderen Proteinen. 

Serin (S), eine polare AS mit neutraler Gesamtladung und einer kurzen Seitenkette, wurde 

gegen die nicht polaren neutralen Aminosäuren Leucin (L) und Glycin (G) getauscht. Glycin 

hingegen wurde gegen die ebenfalls nicht polare und neutrale Aminosäure Valin (V) 

getauscht und umgekehrt. Glutaminsäure (E) und Lysin (K) wurden jeweils gegeneinander 

ausgetauscht, da es sich um polare Aminosäuren mit langen Seitenketten handelt. Während 

die Glutaminsäure eine saure Aminosäure mit negativer Gesamtladung ist, ist Lysin basisch 

mit einer positiven Gesamtladung (Betts und Russell, 2003).  

Der AS-Austausch erfolgte über eine Quick-Change site-directed mutagenesis PCR nach dem 

Protokoll von Zheng et al. (2004), beschrieben in Abschnitt 2.2.6. Die verwendeten Primer 

sind in Tab. 4 aufgeführt. Als Template diente pECD1400. Nach Bestätigung des Austausches 

durch Sequenzierung wurden alle weiteren Plasmide auf Grundlage des pECD1400-Derivates 

hergestellt. 
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Neisseria           ------------------------------------------------------------ 

Bordetella          ------------------------------------------------------------ 

Diaphorobacter      -----------MAQASSNDKKI------AS----ETESEVEDSDFKPLTAQEAREW---- 

Rhodoferax          -------------------MPL------FE----FDTDASDEPGFKQLNAEEAQAL---- 

Cupriavidus         MVRDRQQDRSQAGKASGNDRRDERQQDVWRDDDWDDSAEREEVAVDPLSHAEAVKLLGER 

Escherichia         ----------------------------------------------------------MS 

Citrobacter         ---------------------------------------------------------MMS 

Salmonella          ----------------------------------------------------------MS 

Enterobacter        ----------------------------------------------------------MS 

Klebsiella          ----------------------------------------------------------MS 

Proteus             ----------------------------------------------------------MS 

Serratia            ----------------------------------------------------------MS 

Yersinia            ----------------------------------------------------------MS 

Pseudomonos         ------------------------------------------------------------ 

Vibrio              --------------------------------------------------------MVAV 

Shewanella          --------------------------------------------------------MSKV 
 

Neisseria           --------MKQIIILQSAVLSICAAVAFAVWGFAGF----LSAVGGGLSYLLPTFVAVLL 

Bordetella          ---------------------MGLVAA-AIAGVVAGTAAGLSALAGAGAYFLPNALFALR 

Diaphorobacter      RSRHPALSVWRIVWGQAA---VGAVVALLAWWLTGRLPVAWSAGYGALSVVVPAALFARG 

Rhodoferax          RERHPSLSPWRVVVWQAA---VGLLVALGTWGLTQNLVAGASAAYGAMAVILPAALFARG 

Cupriavidus         ALRPSRMTPGKVVLAQVAVT-LLSALAWAIFA-HEHAPSGWSALFGGMVCVVPSGFFALR 

Escherichia         VSLVSRNVARKLLLVQLLVV-IASGLLF---S-LKDPFWGVSAISGGLAVFLPNVLFMIF 

Citrobacter         VSLVSRNVARKLLFIQFLAV-VASGLLF---S-LKDPFWGTSAICGGMAVFLPNVLFMIF 

Salmonella          VSLVSRNVARKLLFIQFLAV-IASGLLF---C-LKDPFWGISAVCGGLAVALPNMLFMIF 

Enterobacter        VSLLSRNVARKLLFIQFLAV-IASGLLF---S-LKDPFWGISAVCGGLAVILPNMFFMIF 

Klebsiella          VSLLSRNVARKLLFIQLLAV-MASGLLF---S-LKDPFWGISAVCGGLAVVLPNLMFIIF 

Proteus             VSLYSGKVALKLLFLQFMTF-VILSAGF---Y-FKSTDWSFSAFLGGIACWLPNIAFLLL 

Serratia            VSLYSGKVARKLLFLQLMTF-VLISAAF---G-LKSLEWSGSALAGGLAAWLPSTMFMLF 

Yersinia            VSLYSGKIARKLLLLQLMTF-VVLSAVF---G-FRSLEWSASALAGGLAAWLPSAIFMLF 

Pseudomonos         --MPSRLPAFRLLLVQLVVV-LVAAISL--WM-SWGPVAGYSGLLGGMIAWLPNCYFAYK 

Vibrio              LARQGRELAKRLLLIQFSAV-MVAAAVF--AV-VVNGDWGLSALVGGGIFVIANAVFAGC 

Shewanella          LARRGRWSAYKLVMMQAAVA-GGASILF--FV-VWGVQFGYSALAGGSIAVLPNFVFATL 

                                                             *.  *.    :         
 

Neisseria           LK--LFR--GNPFLQSRMFVFGEILKVVLSLLSMLAVFAVWHQSLVFAP-FLMGLLGVSH 

Bordetella          LLVNVVR--AA-RPNPFAFLYGELLKLLMTALLLWLLSWLAQGWLVWPA-VLLGLVFTLK 

Diaphorobacter      MARRRS----TAGAAMVGLLGWELVKIALTVAMLAAAPRVV-PGLSWLA-LLVGMVVTMK 

Rhodoferax          LSRQRRA--ANAGSALTGFFVWEMVKIALTVAMLIVAPRLI-LGLNWLA-LLAGFVVTMK 

Cupriavidus         L-WMSRRQPT-----VGGLVAGEAIKVFSTVALFVLVVVLY-RDLRWIP-MLVTFLLVLK 

Escherichia         A-WRHQAHTPAKGRVAWTFAFGEAFKVLAMLVLLVVALAVL-K-AVFLP-LIVTWVLVLV 

Citrobacter         A-WRHQAHTPVRGRVAWTFAFGEALKVLAMLVLLVVALAVL-K-AVFLP-LIVTWVLVLV 

Salmonella          A-WRHQAHTPAKGRVSWTFAFGEAFKVLAMLVLLVVALAVL-K-AVFLP-LIVTWVLVLV 

Enterobacter        A-WRHQAHTPAKGRVAWSFALGEVCKVLLTFALLVVALAVF-K-VVFLP-LIVTWVLVLV 

Klebsiella          A-WRHQAHTPAKGRVAWTFAFGEAFKVLLTFALLAVALAVL-K-VVFLP-LIVTWVLVLV 

Proteus             LRLQKVDENEASVRINWLFAFSEGLKVILSIALLIVALGVF-K-AAFAP-LVMTYLAVLV 

Serratia            A-LRHQAQTPAPGRVAWSFAIGEGLKVLITIVLLIVALGVF-K-AAFVP-LGLTYLAVLV 

Yersinia            A-CRHQAKTAAPGRVAWSFAIGEGLKVIMTIILLIVALGLF-K-AAFTP-LGLTYLAVLI 

Pseudomonos         A-FRFSGA-RAAREIVRSFYAGEAGKLILTAVLFALAFAGV-K-PLMAPALFGVYLLTLM 

Vibrio              A-FLFAGA-RALKMVAISFYTGEALKILITIVLFSVAYMYM-Q-LELVP-LNLTYLLALG 

Shewanella          A-FSHTGA-SSAAKVIKTFYWGEAVKLLLTIAMFSLVFINL-K-VAFMP-LFVCYVLTLI 

                                      :   *  *:      :                .    : .   
 

Neisseria           LVFLVLLRVKDYGR------ 

Bordetella          G-YLLLLMLRKRS------- 

Diaphorobacter      T-YWIALLARPGVRRTD--- 

Rhodoferax          V-YWVAVWLRPVSRQSLNKN 

Cupriavidus         T-YWVALAIR---------- 

Escherichia         V-QILAPAVINNKG------ 

Citrobacter         V-QILAPAVINNKG------ 

Salmonella          V-QILAPAVINNKG------ 

Enterobacter        V-QVLAPAVINNKG------ 

Klebsiella          V-QVLAPAVINNKG------ 

Proteus             M-QVVAPAVING-------- 

Serratia            V-QIVAPAVINSYRT----- 

Yersinia            V-QILAPAVISGYRT----- 

Pseudomonos         V-SWCAPLLMGKTFTRP--- 

Vibrio              I-NICAPVLFINNKK----- 

Shewanella          V-HWTAPLYFKQS------- 

Abb. 21: Multiple sequence alignment von AtpI verschiedener Organismen.  

Das Alignment wurde mit CLUSTAL O 1.2.1 erstellt. Die Symbole unter den Sequenzen 

geben Positionen mit vollständig konservierten (*), sehr (:) oder schwach (.) ähnlichen AS 

an. Die für Austausche in AtpIEco verwendeten AS sind fett und rot hervorgehoben, die 

vorhergesagten TMHs (vorhergesagt mit dem Programm TMHMM 2.0) grau unterlegt. Die 

VIMSS-Nr. der verwendeten Sequenzen sind in Abschnitt 2.8 aufgeführt. 



3 Ergebnisse 

 

76 

 

Um zu prüfen, ob AtpIEco mit den ausgetauschten Aminosäuren noch in die Membran 

integriert, wurden zwei verschiedene Kontrollen durchgeführt. Zum einen wurden die 

Proteine mit einem N-terminalen Strep-tag™ II in E. coli BL21 (DE3) synthetisiert, das 

Zellmaterial fraktioniert und über eine SDS-PAGE getrennt. Die AS-Austausche G43V, 

E79K, K82E und V88G sowie erste Tests auf Einbau in die Membran wurden von Passian 

(2014) während ihrer Masterarbeit durchgeführt. Sie konnte zeigen, dass Strep-AtpIEco mit 

den entsprechenden AS-Austauschen in der unlöslichen Fraktion zu finden sind.  

 

 

Abb. 22: Lokalisierung von AtpIEco Mutanten nach der Fraktionierung des 

Proteinextraktes. 

Die E. coli BL21 (DE3)-Transformanten mit den Plasmiden pASK-IBA7plus, pECD1588, 

pECD1527-pECD1529 wurden in LB-Medium bei 30 °C angezogen, bei OD600 0,6±0,1 mit 

200 µg/l AHT induziert und 2 h später geerntet. Nach der Fraktionierung wurden die Proben 

vom Zellaufschluss (2, 5, 8, 11, 14), des Überstandes nach der ersten Ultrazentrifugation (3, 6, 

9, 12, 15) sowie des in 1 % DDM gelösten Membranpellets (4, 7, 10, 13, 16) über eine (A, B) 

SDS-PAGE getrennt. Als Marker diente der Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (1 

A, B). Die Identifizierung von Strep-AtpIEco (4-6), Strep-AtpIEco
S39L

 (14-16), Strep-AtpIEco
S39G

 

(8-10) und Strep-AtpIEco
E79K K82E

 (11-13) erfolgte über einen (C, D) Western Blot mit Strep-

tag™-Antikörpern. Die Proben von E. coli BL21 (DE3) pASK-IBA7plus (2-4) dienten als 

Kontrolle. Als Marker diente der PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (1 C, 

D). 

 

In Abb. 22 sieht man die SDS-PAGE und den Western Blot für die Fraktionierung der E. coli 

BL21 (DE3)-Transformanten mit den Plasmiden pECD1527-pECD1529, die entsprechend 

Strep-AtpIEco
S39L

, Strep-AtpIEco
S39G

 oder Strep-AtpIEco
E79K K82E

 synthetisierten. Zur Kontrolle 

wurden die Transformanten mit dem leeren pASK-IBA7plus und pECD1588 für die Synthese 
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von Strep-AtpIEco mitgeführt. In der SDS-PAGE war Strep-AtpIEco in den einzelnen 

Fraktionen nicht zu erkennen, dafür aber im Western Blot nach dem Strep-tag®-Nachweis mit 

Hilfe eines Strep-Tactin®-HRP-Konjugats. Strep-AtpIEco ohne und mit den AS-Austauschen 

S39G und E79K K82E konnte in der unlöslichen Fraktion nachgewiesen werden. Strep-

AtpIEco
S39L

 hingegen konnte weder in der unlöslichen Fraktion noch im Gesamtzellextrakt 

detektiert werden (Abb. 22). 

 

 

Abb. 23: Die Membrantopologie der AtpIEco Mutanten.  

AtpI99Eco' des Wiltyps (gelb) und mit den AS-Austauschen S39L (braun), S39G (orange), 

G43V (grün), E79K (hellblau), K82E (blau), E79K K82E (rot) und V88G (hellrot) wurden 

mit 'LacZ (A) und 'PhoA (B) fusioniert und die entsprechenden Aktivitäten gemessen. Als 

Kontrolle dienten 'BlaM'- (hellgrau) und BlaM'-LacZ/PhoA (grau). Die Abweichungen von 

mindestens drei unabhängigen Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 

 

Um zu ermitteln, ob der Einbau der AtpIEco-Varianten in die Membran korrekt verläuft, wurde 

die Lokalisierung der Schleife nach der dritten Transmembrandomäne mit Hilfe der 

Reporteraktivitäten von PhoA und LacZ untersucht. Dafür wurde E. coli CC118 mit pGP1-2 

und einem der Plasmide pECD1512, pECD1514, pECD1516, pECD1518, pECD1520, 

pECD1522 oder pECD1524 wie zuvor beschrieben angezogen und die Aktivitäten der 

Alkalischen-Phosphatase bzw. der β-Galaktosidase ermittelt. Die Aktivitäten fast aller 

Fusionsproteine mit den AtpIEco Mutanten entsprachen denen des Wildtyp AtpIEco. Nur 

AtpI99Eco
S39L

'-PhoA bildete eine Ausnahme. Die Alkalische-Phosphatase-Aktivität dieses 

Proteins war niedriger, betrug aber das Dreifache der Negativkontrolle (Abb. 23). Grund für 

die geringere Aktivität könnte eine verringerte Stabilität des Fusionsproteins sein (vergl. Abb. 
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22). Somit konnte der BACTH-Assay mit allen AtpIEco Mutanten durchgeführt werden. Die 

optischen Ergebnisse sind in Tab. 9 zusammengefasst und im Detail in Abb. A 3 und Abb. A 

4 zu sehen. 

 

In Abb. 24 und Tab. 9 sind die für den BACTH-Assay ermittelten β-Galaktosidase-Aktivitäten 

dargestellt. Die Aktivität mit der Kombination von AtpIEco'-'T18 mit T25'-'AtpIEco
S39L

 lag mit 

406 Miller Units deutlich unter der für die Selbstinteraktion von AtpIEco ermittelten Aktivität. 

Alle anderen Kombinationen führten zu β-Galaktosidase-Aktivitäten von weniger als 100 

Miller Units, was darauf hinweist, dass keine Interaktion stattfand (Abb. 24). Die geringen 

Aktivitäten können mit der zuvor beobachteten Instabilität von AtpIEco
S39L

 erklärt werden 

(vergl. Abb. 22). 

 

 

Abb. 24: Protein-Protein-Interaktionen mit AtpIEco-Mutanten. 

Es wurde die Interaktion von AtpIEco-Mutanten mit Untereinheiten des (A) Fo- und des (B) F1-

Komplexes getestet. Die β-Galaktosidase-Aktivität wurde von den Transformanten mit der 

optisch stärksten Blaufärbung auf X-Gal haltigen LB-Agar Platten ermittelt. Die getesteten 

Transformanten synthetisierten die Fusionsproteine T25'-'AtpIEco
X
 und AtpIEco'-'T18 (rot), 

T25'-'AtpIEco
X
 und AtpIEco

X
'-'T18 (lila), T25'-'AtpIEco

X
 und AtpBEco'-'T18 (gelb), T25'-

'AtpIEco
X
 und AtpEEco'-'T18 (grün), AtpIEco

X
'-'T18 und T25'-'AtpFEco (blau), AtpIEco

X
'-'T18 

und T25'-'AtpHEco (hellgrün), AtpIEco
X
'-'T18 und T25'-'AtpCEco (hellblau), CynS'-'T18 und 

T25'-'CynS (grau), T18 und T25 (hellgrau). Dabei steht 
X
 jeweils für den AS-Austausch S39G 

(1), S39L (2), G43V (3), E79K (4), K82E (5), E79K K82E (6), V88G (7). Die Abweichungen 

von mindestens fünf unabhängigen Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 
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Im Unterschied zum Austausch S39L führte der Austausch S39G zu einer Aktivität von 408 

Miller Units für die Selbstinteraktion und 3003 Miller Units für die Kombination mit AtpIEco. 

Diese Interaktionen waren weniger stabil als die des Wildtyps, lagen aber deutlich über der 

Negativkontrolle mit dem T18- und T25-Fragment allein. Außerdem interagierte AtpIEco
S39G

 

mit AtpBEco, wobei die gemessene β-Galaktosidase-Aktivität unter der des Wildtyps lag. Mit 

anderen Untereinheiten der F1Fo-ATPase konnte keine Interaktion ermittelt werden (vergl. 

Abb. 20 B und Abb. 24 B 2). 

Einen deutlichen Unterschied zum Wildtyp konnte man bei dem Tausch des Glycins an 

Position 43 gegen Valin erkennen. Das Protein interagierte schwach mit sich selbst und zeigte 

nur sehr geringe Aktivitäten in Kombination mit AtpIEco. Interaktionen der F1Fo-ATPase-

Untereinheiten mit der Mutante AtpIEco
G43V

 konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 24 A 

und B 3). 

AtpIEco
E79K

 und AtpIEco
E79K K82E 

verhielten sich im BACTH-Assay sehr ähnlich und zeigten 

auch keine Unterschiede zu den Interaktionen von AtpIEco mit den getesteten Proteinen. Ein 

deutlicher Widerspruch bestand nur zwischen dem optischen Ergebnis und der β-

Galaktosidase-Aktivität bei der Interaktion von AtpIEco
E79K K82E

 mit AtpC (vergl. Abb. 20 B 

und Abb. 24 A und B 4 und 6, Tab. 9). Der einzelne Austausch von K82 zu Glutaminsäure 

führte hingegen zu einer geringeren β-Galaktosidase-Aktivität bei der Interaktion mit AtpIEco 

und sich selbst sowie einem Verlust der Interaktion mit AtpBEco und AtpCEco (Abb. 24 5). 

Der Tausch der nicht konservierten AS Valin an Position 88 zu Glycin führte im Gegensatz zu 

allen anderen AS-Austauschen zu gegenüber den Interaktionen des Wildtyp-Proteins erhöhten 

β-Galaktosidase-Aktivitäten bei der Interaktion mit AtpBEco und AtpCEco (vergl. Abb. 20 B 

und Abb. 24 A und B 7).  

 

Durch den BACTH-Assay wurde deutlich, dass AtpIEco nicht nur mit AtpEEco interagiert, 

sondern auch eine Interaktion mit weiteren Untereinheiten der F1Fo-ATPase möglich ist. Dazu 

gehören AtpBEco und AtpCEco. Auffällig ist, dass Mutationen in AtpIEco, welche die Multimer-

Bildung beeinflussen, auch einen negativen Effekt auf die Interaktion mit AtpBEco und 

AtpCEco haben (Abb. 24; Tab. 9). Es muss aber noch geklärt werden, ob die im BACTH-

Assay ermittelten Aktivitäten auf einer direkten Interaktion oder räumlicher Nähe beruhen.  
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3.3.4 Experimentelle Ermittlung von Protein-Protein-Interaktionen in vitro (Pulldown-

Assay) 

Um die im BACTH-Assay ermittelte Interaktion von AtpIEco mit AtpCEco in vitro zu 

bestätigen, wurde ein Pulldown-Assay durchgeführt. Die Untersuchung beruht darauf, dass ein 

mit einem tag versehenes Protein A an eine Säulenmatrix bindet. Das mit einem anderen tag 

fusionierte Protein B, welches nicht an dieses Säulenmaterial bindet, wird dazugegeben und 

das Säulenmaterial mit Puffer gewaschen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen. Wenn 

Protein A und B interagieren, kann man sie zusammen von dem Säulenmaterial eluieren. 

Für dieses Experiment wurde AtpIEco mit einem Strep-tag® II am N-Terminus und AtpCEco 

mit einem N-terminalen His-tag fusioniert. Die Proteine wurden getrennt voneinander in E. 

coli BL21(DE3) mit pECD1588 bzw. pECD1586 synthetisiert, gereinigt und über eine SDS-

PAGE analysiert (Abb. A 5 A, B). Im Anschluss wurde der Puffer ausgetauscht, um die für 

die Elution vom Säulenmaterial verwendeten Chemikalien Desthiobiotin und Imidazol zu 

entfernen, bevor sie für den Pulldown-Assay eingesetzt wurden. 

 

Da beide Proteine mit jeweils unterschiedlichen tags fusioniert waren, wurde der Pulldown-

Assay sowohl mit Strep-Tactin® als auch mit Ni-NTA-Material durchgeführt. Im Folgenden 

ist die Durchführung des Experiments anhand der Verwendung des Ni-NTA-Materials 

dargestellt. Zunächst wurde His-AtpCEco geladen um eine Bindung des Proteins an die Ni-

NTA-Matrix zu ermöglichen und überschüssiges Protein in zwei Waschschritten entfernt. 

Danach wurde der Ansatz mit Strep-AtpIEco inkubiert, um eine Interaktion zwischen den 

Proteinen zu ermöglichen. Nicht gebundenes Protein wurde in 6 Waschschritten entfernt. Zum 

Schluss wurden die verbliebenen Proteine eluiert und über eine SDS-PAGE und einen 

Western Blot analysiert. In jedem Durchlauf gab es drei verschiedene Ansätze. Im ersten 

wurde nur His-AtpCEco geladen, um die Bindung von His-AtpCEco an das Ni-NTA-Material 

zu zeigen. Im zweiten wurden His-AtpCEco und Strep-AtpIEco geladen um auf eine Protein-

Protein-Interaktion zu testen und im dritten Ansatz wurde Strep-AtpIEco hinzugegeben, um zu 

prüfen, ob der potentielle Interaktionspartner selbst an die Ni-NTA binden kann. In den 

Ansätzen, in denen nur ein Protein geladen wurde, wurde das zweite durch die äquivalente 

Menge Puffer ersetzt.  

In der SDS-PAGE und im Western Blot wurde sichtbar, dass Strep-AtpIEco allein an die Ni-

NTA bindet und somit keine Aussage über eine Interaktion mit His-AtpCEco getroffen werden 

kann (Abb. 25 und Abb. A 6)  
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Abb. 25: Die Interaktion von Strep-AtpIEco und His-AtpCEco in vitro.  

Mit den gereinigten Proteinen Strep-AtpIEco und His-AtpCEco wurde ein Pulldown-Assay 

durchgeführt. Sie wurden in verschiedenen Kombinationen mit den Matrizes Strep-Tactin® 

oder Ni-NTA inkubiert, nicht gebundenes Protein herunter gewaschen und die verbliebenen 

Proteine eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden über eine SDS-PAGE getrennt (oben) und die 

Proteine auf einem Western Blot mit Hilfe des Strep-Tactin®-HRP Konjugats (mitte) oder 

des Anti His-Antikörpers (unten) identifiziert. Die in jedem Ansatz verwendeten Proteine sind 

mit einem + gekennzeichnet. Die zwei vorletzten Spuren enthalten jeweils die gereinigten 

Proteine. Als Proteinstandards dienten der Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder 

(links) und der PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (rechts). 

 

Bei der Verwendung von Strep-Tactin® wurden in Anlehnung an die Durchführung mit Ni-

NTA zunächst Strep-AtpIEco beziehungsweise eine äquivalente Menge an Puffer und 

anschließend His-AtpCEco oder Puffer geladen. Nicht gebundenes Protein wurde durch die 

Waschschritte entfernt. Während Strep-AtpIEco wie erwartet an das Material gebunden hatte, 

wurde His-AtpCEco herunter gewaschen (Abb. 25 und Abb. A 5 F, E). Damit wurde gezeigt, 

dass die Verwendung von Strep-Tactin® für den Nachweis einer Interaktion von Strep-

AtpIEco mit His-AtpCEco geeignet ist. In Abb. 25 sieht man, dass Strep-AtpIEco und His-

AtpCEco zusammen vom Strep-Tactin®-Material eluiert wurden. Im Western Blot konnte die 
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Identität der Proteine verifiziert werden. Die auf Grundlage der Ergebnisse des BACTH-

Assays postulierte Interaktion von AtpIEco mit AtpCEco ließ sich damit in vitro bestätigen. 

 

In Kapitel 3.3 wurde gezeigt, dass es sich bei AtpIEco um ein Membranprotein handelt, dessen 

N- und C-Terminus ins Zytoplasma ragen. Das Protein ist in der Zelle über die ganze 

Membran verteilt und interagiert in vivo mit sich selbst sowie Untereinheiten der F1Fo-

ATPase, darunter AtpBEco und AtpCEco. Die Interaktion mit AtpCEco konnte in vitro bestätigt 

werden. 

3.4 Welche physiologische Rolle spielt atpIEco? 

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass AtpIEco mit AtpCEco interagiert. 

Da AtpCEco die Aktivität der F1Fo-ATPase reguliert (Kato et al., 1997; Kato-Yamada et al., 

1999), könnte AtpIEco eine Rolle bei hohem oder niedrigem pH-Wert spielen. In ihrer 

Masterarbeit testete Nicole Passian das Wachstum von BW25113 und ECB178 bei pH 6.0, 

pH 7.0 oder 8.0 in LB-Medium, TMMGluc oder TMMSucc. Das Wachstum beider Stämme 

verlief unter allen getesteten Bedingungen gleich (Passian, 2014). Daher bestand die Frage, ob 

atpIEco eine Rolle bei pH-Änderungen während des Wachstums spielen könnte. Um dieser 

Frage nachzugehen, wurde getestet wie sich das Wachstum von BW25113 und der atpIEco-

Deletionsmutante ECB178 bei pH-Wechsel des Anzuchtmediums verhält.  

 

Für die Durchführung der Wachstumsmessungen wurden die Stämme in TMMGluc pH 6.0 

oder 8.0 für 16 h bei 37 °C geschüttelt. Mit dieser Kultur wurde frisches Medium des gleichen 

pH-Wertes auf eine OD600 von 0,1 angeimpft und weitere 2 h bei 37 °C geschüttelt. Für den 

pH-Wechsel des Mediums wurden je 2 Mal 100 µl Kultur pelletiert und einmal in 500 µl 

frischem TMMGluc pH 6.0 und einmal in TMMGluc pH 8.0 suspendiert. Davon wurden je 

100 µl Zellkultur zu 100 µl frischen Mediums mit gleichem pH-Wert in 96 well 

Mikrotiterplatten pipettiert. Somit wurde jeweils ein Teil der Zellen in Medium des gleichen 

pH-Wertes angeimpft und der andere erfuhr einen pH-Wechsel. Die Platte schüttelte mit 

1200 rpm bei 37 °C im Tecan infinite M200, das in regelmäßigen Intervallen die OD600 maß. 

 

Das Überführen der Zellen zum gleichen Medium diente der Kontrolle, ob die Behandlung 

der Stämme einen Einfluss auf ihr Wachstum hat. In TMMGluc pH 6,0 waren die 

Verdopplungszeiten niedriger und die Stämme erreichten die stationäre Phase früher als in 

TMMGluc pH 8,0 (Abb. 26 A, D,Tab. A 1). Bei gleichbleibendem pH-Wert war aber kein 
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Unterschied im Wachstum der Stämme untereinander zu erkennen. Auch der Wechsel von 

pH 6.0 zu pH 8.0 zeigte keinen Effekt (Abb. 26 A-C). Bei umgekehrtem pH-Wechsel ging 

ECB178 jedoch früher in die stationäre Phase ein und sein Wachstum stagnierte bei einer 

geringen OD600 (Abb. 26 D). 

 

 

Abb. 26: Wachstum unter pH-Stress. 

Die Stämme E. coli BW25113 (schwarz), ECB178 (ΔatpI; rot) und ECB179 (ΔatpI, 

glmS::atpIp-atpI; blau) wurden entweder in der Vor- und Mittelkultur in TMMGluc pH 6,0 

angezogen und in der Hauptkultur in TMMGluc pH 6,0 (A) oder pH 8,0 (B) oder sie wuchsen 

in Vor- und Mittelkultur in TMMGluc pH 8,0 und in der Hauptkultur in TMMGluc pH 8,0 (C) 

oder pH 6,0 (D). Die Glukosekonzentration in TMMGluc betrug 0,5 mM. Die Abweichungen 

von mindestens drei unabhängigen Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 

 

Damit ausgeschlossen werden kann, dass zu beobachtende Effekte sekundäre Ursachen haben 

und nicht auf der Deletion von atpIEco beruhen, wurde das Gen unter Kontrolle des eigenen 

Promotors unter Verwendung des Protokolls von Choi und Schweizer (2006) in die attTn7 

site stromabwärts von glmSEco ins Chromosom von BW25113 ΔatpI eingeführt. Die 

Integration wurde mittels PCR bestätigt. Der dabei hergestellte Stamm ECB179 

komplementierte diesen Phänotyp aber nicht. Zudem wuchs er bei pH 6.0 schneller als die 

beiden anderen Stämme und erreichte bei Eintritt in die stationäre Phase eine höhere OD600 
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(Abb. 26 A, D). Da sich der Stamm auch unter der Kontrollbedingung nicht wie der Wildtyp 

verhielt, wurde er in den Folgeexperimenten nicht verwendet. 

 

Um herauszufinden, ob Glukose für das Wachstum von ECB178 ein limitierender Faktor war 

und dieser Stamm deshalb früher stagnierte, wurde das Experiment mit 0,25 mM Glukose im 

Medium wiederholt. Ohne pH-Änderung war kein Unterschied im Wachstum zu sehen. Bei 

dem Wechsel von Medium mit pH 8,0 auf pH 6,0 wuchsen beide Stämme etwa bis zu einer 

OD600 von 0,5. Damit erreichte ECB178 eine etwas höhere OD600 als in TMM mit 0,5 mM 

Glukose (vergl. Abb. 26 D, Abb. 27 B, Tab. A 1, Tab. A 2). Mit Erhöhung der 

Glukosekonzentration auf 1 mM zeigten die Stämme den gleichen Wachstumsunterschied wie 

schon mit 0,5 mM Glukose (vergl. Abb. 26 C, D, Abb. 27 C, D, Tab. A 1, Tab. A 2). Glukose 

schien das Wachstum von ECB178 demnach negativ zu beeinflussen. 

 

 

Abb. 27: Wachstum unter pH-Stress bei unterschiedlicher Glukosekonzentration. 

Die Stämme E. coli BW25113 (schwarz) und ECB178 (rot) wurden in der Vor- und 

Mittelkultur in TMMGluc pH 8,0 angezogen und in der Hauptkultur in TMMGluc pH 8,0 (A, C) 

oder pH 6,0 (B, D). Die Konzentration an Glukose im Medium betrug 0,25 mM (A, B) oder 

1 mM Glukose (C, D). Die Abweichungen von mindestens drei unabhängigen Messungen 

sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 
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Da eine Änderung des pH-Wertes im Medium einen Einfluss auf das Wachstum von ECB178 

zu haben schien, wurde der Einfluss eines erhöhten Protoneneinstroms in die Zelle durch die 

Verwendung von 2,4-Dinitrophenol (DNP) getestet. Bei DNP handelt es sich um ein 

Ionophor, das Protonen über die Membran diffundieren lässt und damit den 

Protonengradienten aufhebt, der von der F1Fo-ATPase für die ATP-Synthese benötigten wird 

(McLaughlin, 1972; Mitchell, 1966). 

Als Anzuchtmedium wurde hier TMMGluc pH 7.0 verwendet. Die Durchführung des 

Experimentes erfolgte wie zuvor, mit dem Unterschied, dass statt eines Mediumwechsels 

100 µl der zweiten Vorkultur in frischem Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen 

DNP verdünnt und anschließend das Wachstum über die Zeit gemessen wurde. Da DNP in 

Ethanol gelöst wurde, wurde zur Kontrolle das Wachstum mit den gleichen Ethanol-

Konzentrationen wiederholt. Um auch den Einfluss von Ethanol auf das Wachstum zu testen 

wurde als zweite Kontrolle das Wachstum ohne Zugabe von Ethanol gemessen. 

 

Wie schon in früheren Experimenten beobachtet, wuchsen BW25113 und ECB178 in 

TMMGluc pH 7.0 gleich schnell und erreichten die gleiche OD600 beim Übergang in die 

stationäre Phase (Abb. 28; Passian, 2014). Mit steigender Konzentration an Ethanol 

veränderte sich die Wachstumsrate nicht, die Stämme erreichten aber früher die stationäre 

Phase (Abb. 28 B, D, F; Tab. A 3). Vergleicht man das Wachstum beider E. coli Stämme 

erkennt man, dass sich die Verdopplungszeit mit steigender Konzentration an Ethanol erhöhte 

und die OD600 beim Eintritt in die stationäre Phase sank. Gleiches ließ sich auch mit 

steigender DPN-Konzentration beobachten, wobei Wachstumsgeschwindigkeit und Höhe der 

erreichten OD600 niedriger waren im Vergleich zur entsprechenden Ethanol-Konzentration. 

Untereinander unterschieden sich die E. coli Stämme nicht im Wachstum (Abb. 28). 

 

ECB178 zeigt im Vergleich zum Wildtyp ein vermindertes Wachstum bei einem Medium-

Wechsel von pH 8,0 zu pH 6,0. Dieser Effekt lässt sich mit geringerer Glukosekonzentration 

aufheben und mit höherer Glukosekonzentration steigern. Er lässt aber nicht durch einen 

gestörten Protonengradienten, hervorgerufen durch das Ionophor DNP, auslösen. 
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Abb. 28: Der Einfluss von DNP auf das Wachstum. 

Die Stämme E. coli BW25113 (schwarz) und ECB178 (rot) wurden in TMMGluc pH 7,0 

angezogen und in der Hauptkultur 1:2 in TMMGluc pH 7,0 ohne (A) oder mit DNP bzw. 

Ethanol verdünnt. Die DNP-Konzentration betrug 0,2 mM (C), 0,5 mM (E) oder 0,75 mM 

(G). Entsprechend der mit DNP zugesetzten Konzentration an Ethanol wurde dem Medium 

0,7 % (B), 1,75 % (D) oder 2,625 % [v/v] Ethanol (F) zugefügt. Die Abweichungen von 

mindestens drei unabhängigen Messungen sind durch Fehlerbalken wiedergegeben. 
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4 Diskussion 

Obwohl atpI schon 1981 entdeckt wurde (Gay and Walker, 1981a), ist seine Funktion und 

Bedeutung bis heute unbekannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Einblicke in die 

Expression des atp-Operons von E. coli und C. metallidurans. Die Untersuchung der 

Membran-Topologie von AtpIEco, sowie des Verhältnisses zur F1Fo-ATPase und der 

Interaktion mit Untereinheiten des Enzyms deckten neue Erkenntnisse zur Funktionsweise 

von AtpIEco auf. Wachstumsexperimente zeigten eine mögliche physiologische Bedeutung 

von AtpIEco. In diesem Kapitel werden die Ergebnisse diskutiert. 

4.1 Die Aktivität der atpEco-Promotoren 

Die F1Fo-ATPase macht etwa 1,5-2 % der Gesamtproteinmenge in E. coli aus. Dies bedeutet, 

dass rund 3200 Komplexe pro Zelle vorliegen (Von Meyenburg et al., 1984). Transkription 

und Translation müssen folglich hocheffizient ablaufen. 

In E. coli erfolgt die Transkription hauptsächlich von einem starken Promotor stromaufwärts 

von atpI (Abb. 6-Abb. 8; Gay und Walker, 1981a; Kanazawa et al., 1982; Nielsen et al., 

1984). Die Aktivität der Promotoren innerhalb von atpIEco ist deutlich geringer als die des 

ersten Promotors (Abb. 6; Von Meyenburg et al., 1982; Porter et al., 1983). Da sie sich 

gegenseitig zu behindern scheinen, spielen sie in vivo vermutlich eine untergeordnete Rolle, 

auch wenn ihre Existenz zweifelsfrei nachgewiesen wurde (Von Meyenburg et al., 1982; 

Porter et al., 1983). Die Aktivität der einzelnen Promotoren unterscheidet sich nicht von der 

beider Promotoren zusammen und sie haben auch keinen Einfluss auf den atpIp (Abb. 6). Die 

geringe Wirkung der Kohlenstoffquelle und des pH-Wertes auf atpBp1 und atpBp2 zeigt, dass 

die Promotoren unter diesen Bedingungen ebenfalls keine bedeutende Rolle spielen (Abb. 7 

B, Abb. 8 B). Die Ergebnisse bestätigen außerdem die Existenz der Stamm-Schleifen-

Strukturen stromabwärts dieser Promotoren. Vor allem die Stamm-Schleifen-Struktur hinter 

atpBp2 hat einen negativen Einfluss auf die Aktivität dieses Promotors (Abb. 6, Abb. 7 B, 

Abb. 8 B). Die unterschiedlich starke Expression mit und ohne Stamm-Schleifen-Struktur 

könnte aber auch mit der RNase E-Schnittstelle erklärt werden. Der geringere Effekt der 

Stamm-Schleifen-Strukturen stromabwärts von atpBp1 könnte daher rühren, dass die RNase 

E-Schnittstelle wegen des in ihr liegenden Transkriptionsstarts noch fast vollständig in 

pECD1282 vorhanden ist, jedoch nicht in pECD1283 (Nielsen et al., 1984; Abb. 2, Tab. 5). 

Ein Vergleich der Aktivitäten translationaler Fusionen mit und ohne Stamm-Schleifen-
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Strukturen zeigt allerdings, dass sie ebenso wie die Endonuklease-Schnittstellen (McCarthy et 

al., 1991; Schaefer et al., 1989) keine Rolle in der posttranskriptionalen Regulation der 

Expression von atpIEcospielen (Abb. 9). Ein Hinweis auf die Rolle der Stamm-Schleifen-

Strukturen und/oder Promotoren innerhalb von atpIEco findet sich bei Hsu und Brusilow 

(1995). Sie erkannten, dass das 3'-Endes von atpIEco Einfluss auf die Expression des 

nachfolgenden Gens atpBEco hat. 

 

Da AtpCEco den Zusammenbau der F1Fo-ATPase abschließt (Hilbers et al., 2013), könnte ein 

Promotor direkt vor atpCEco dessen Transkription sicherstellen und damit auch dessen 

Translation ermöglichen. Der von Huerta und Collado-Vides (2003) postulierte Promotor vor 

atpCEco spielt in vivo vermutlich keine Rolle, da seine Aktivität noch um ein Vielfaches 

niedriger als die von atpBp1 und atpBp2 ist und er weder von den getesteten C-Quellen noch 

von unterschiedlichen pH-Werten abhängig war (Abb. 6-Abb. 8). Seine Existenz muss 

allerdings aufgrund der Charakteristika von pRS551 angezweifelt werden. Die Hersteller des 

Plasmids geben an, dass jedes vor lacZ klonierte DNA-Fragment in einem geringen aber 

signifikanten Level an β-Galaktosidase-Aktivität resultiert (Simons et al., 1987). Darauf kann 

auch die erhöhte Aktivität von atpCpEco zurückgeführt werden, die signifikant über den mit 

Literaturwerten übereinstimmenden β-Galaktosidase-Hintergrundaktivitäten lag (Abb. 6-Abb. 

8; Simons et al., 1987). Denselben falsch-positiven Effekt beobachtete auch Hoffmann 

(2013), wobei sie eine 2,8-fache Aktivität des atpCpEco gegenüber einer unspezifischen 

Kontrolle feststellte. 

 

In einer früheren Studie wurde eine von der C-Quelle unabhängige Expression des atp-

Operons beobachtet (Kasimoglu et al., 1996). Dies steht im Widerspruch zu dem hier 

ermittelten Einfluss der C-Quelle auf die Promotoraktivitäten (Abb. 7). Sie entsprach jedoch 

auch nicht der in Vibrio parahaemolyticus und V. alginolyticus auftretenden Senkung der 

Transkription des atp-Operons um 40 % in Gegenwart von Glukose, die auf eine cAMP 

gesteuerte Katabolitrepression zurückgeht (Sakai-Tomita et al., 1992). Steht E. coli nur 

Succinat als Kohlenstoffquelle zur Verfügung, erfolgt die ATP-Gewinnung ausschließlich 

über die F1Fo-ATPase (Unden und Kleefeld, 2004). Da Glycerin durch die Umwandlung über 

Glycerin-3-Phosphat zu Dihydroxyacetonphosphat in die Glykolyse eingeht (Anderson und 

Wood, 1969; Asnis und Brodie, 1953; Booth, 2005), erfolgt die ATP-Gewinnung aus Glukose 

und Glycerin über Glykolyse (Anderson und Wood, 1969; Romano und Conway, 1996) sowie 

die F1Fo-ATPase (Meléndez-Hevia et al., 1996; Rich, 2003). Auch in E. coli hätte man bei 
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einem Einfluss der C-Quelle auf die Promotoraktivität gegenüber der Aktivität mit Glukose 

oder Glycerin im Wachstumsmedium einen Anstieg bei Zugabe von Succinat erwartet. Die 

gegenüber atpIpEco erhöhte Aktivität von atpIpatpBp1Bp2Eco in Gegenwart von Succinat 

beruht nicht auf einer Aktivitätszunahme von atpBp1Bp2Eco (vergl. Abb. 7 A und B). Die 

hohen Standardabweichungen in TMMSucc und TMMGlyc (Abb. 7 A) könnten in Kombination 

mit der verminderten Vitalität der Zellen, die sich nach einem Tag bei Raumtemperatur oder 

4 °C zeigte (Daten nicht gezeigt), auf sekundäre Effekte hindeuten. Möglicherweise 

verursacht das verwendete Plasmid pRS551, auf dem neben lacZ, dem Gen für die β-

Galaktosidase, auch die Gene lacY und lacA unter die Kontrolle des zu untersuchenden 

Promotors gestellt werden, Stress in den Zellen (Simons et al., 1987). Padan et al. (1983) 

zeigten, dass die Überproduktion der von lacY kodierten lac Permease, ausgelöst durch einen 

starken Promotor wie atpIp, toxisch ist, was das Verhalten der Transformanten erklären 

könnte. Die Expression wurde noch dadurch verstärkt, dass es sich bei pRS551 um ein high 

copy-Plasmid handelt (Simons et al., 1987). Dieser Effekt könnte untersucht werden, indem 

ein stark induzierbarer Promotor in das Plasmid integriert und die Aktivität bei steigender 

Induktion verglichen wird. 

Um die negativen Eigenschaften von pRS551 zu umgehen, sollte in zukünftigen 

Experimenten ein anderes Reportergen, wie das von Fukui et al., (2011) genutzte gfp, 

verwendet werden, oder der Promotor lediglich mit lacZ fusioniert werden. Eine weitere 

Lösung wäre die Integration des Fusionskonstruktes direkt in das Chromosom (Simons et al., 

1987). 

 

Neben der C-Quelle hatte in dieser Arbeit ebenfalls der pH-Wert des Anzuchtmediums einen 

Einfluss auf die Aktivität des atpIpEco (Abb. 8 A). Die Ergebnisse stimmen mit 

Beobachtungen in Streptococcus pneumoniae überein, wo die Transkription des atp-Operons 

mit sinkendem pH-Wert des Anzuchtmediums kontinuierlich steigt (Martín-Galiano et al., 

2001). Ebenso wurde dies in S. mutans und S. sanguis gezeigt, welche die F1Fo-ATPase zur 

Aufrechterhaltung des internen pH-Wertes in saurer Umgebung nutzen und daher die 

Transkription bei niedrigem pH-Wert verstärken (Belli und Marquis, 1991; Bender et al., 

1986; Dashper und Reynolds, 1992; Kobayashi, 1985; Kobayashi et al., 1986; Kuhnert et al., 

2004; Sasaki et al., 2014). Das atp-Operon von Corynebacterium glutamicum wird hingegen 

bei erhöhten pH-Wert induziert, die Gründe hierfür wurden allerdings nicht untersucht 

(Barriuso-Iglesias et al., 2006; Barriuso-Iglesias et al., 2008). Möglich wäre, dass eine 
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erhöhte Anzahl an F1Fo-ATPasen trotz der im Verhältnis geringer werdenden H
+
 im 

Wachstumsmedium mit steigendem pH-Wert die ATP-Produktion aufrechterhalten soll.  

Die niedrigere Aktivität von atpIp bei pH 8,0 widerspricht allerdings früheren Beobachtungen 

in E. coli, nach denen die Expression von AtpI'-'LacZ zwischen pH 5,7 und 7,5 gleich bleibt 

(Kasimoglu et al., 1996) und die Transkriptmenge einiger Gene des atp-Operons in 

Microarrays bei pH 8,7 gegenüber pH 5,0 und 7,0 erhöht ist (Maurer et al., 2005). Die 

Diskrepanz läßt sich möglicherweise auf die Verwendung des Vektors pRS551 

zurückzuführen. Wegen der toxischen Wirkung von hohen Mengen an Laktose-Permease 

(Padan et al., 1983) würde eine erhöhte Expression bei pH 8,0 zu zusätzlichem Zellstress 

führen und die Expression der β-Galaktosidase negativ beeinflussen (Abb. 8 A). 

 

Für die Analyse des atpIpEco war das Plasmid pRS551 nicht geeignet (Abb. 7 A, Abb. 8 A). 

Aufgrund der geringen Hintergrundaktivität (Abb. 6; Simons et al., 1987) ist es aber weiterhin 

attraktiv für Untersuchungen der Aktivität schwächerer Promotoren, wie in Kurata et al. 

(2013) gezeigt. Außerdem verhindert der Terminator des lac-Operons (Hediger et al., 1985) 

auf dem Plasmid pRS551, dass ein starker Promotor die Replikation des Plasmids beeinflusst, 

und stabilisiert damit die Plasmidanzahl pro Zelle (Simons et al., 1987).  

4.2 Das atp-Operon von C. metallidurans 

Die Untersuchung der atpEco-Promotoren lieferten keine neuen Erkenntnisse, bestätigten aber 

publizierte Resultate. Im Vergleich wurde das Operon von C. metallidurans näher untersucht, 

weil es einen langen intergenischen Bereich zwischen atpICmet und atpBCmet aufweist. Die RT-

PCR zeigte, dass atpICmet und atpBCmet auf einer mRNA liegen. Allerdings scheint atpICmet 

auch mit Rmet 3502 auf einer mRNA zu liegen, obwohl dieses gemäß seiner Annotation in 

entgegengesetzter Richtung orientiert ist (Abb. 15). Dieses Ergebnis könnte auf einen 

fehlenden beziehungsweise schwachen Terminator nach Rmet 3503 zurückzuführen sein oder 

auf einen langen 3' untranslatierten Bereich von Rmet 3502. In letzterem Fall würden AH11 

und AH36 jeweils innerhalb des 3' bzw. 5' untranslatierten Bereichs binden (Abb. 16). 

 

Die Studien zeigten, dass in dem Bereich 400 bp stromaufwärts des Startcodons vor atpICmet 

ein Promotor liegt (Abb. 13 und Abb. 17). Der Primer AH1 bindet 229 bp vor dem atpICmet-

Startcodon an die DNA und damit innerhalb des Bereichs in dem sich der Promotor befindet. 

Das mit den Primern AH1 und AH56 in der RT-PCR erhaltene positive Signal könnte 

demzufolge darauf zurückzuführen sein, dass der Promotor stromaufwärts der Bindestelle von 
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AH1 liegt. Dies stimmt auch mit dem fehlenden Signal für die RT-PCR mit AH56 und AH11 

überein, da letzterer Primer 500 bp vor dem atpICmet-Startcodon bindet (Abb. 15). 

Gegen diese mögliche Lage des atpICmet-Promotors spricht, dass in dem intergenischen 

Bereich zwischen atpICmet und Rmet 3502 eine Übereinstimmung zur -10 und -35 Region des 

vegetativen Sigmafaktors Sigma A aus Bacillus subtilis (-10 Region TATAAT, -35 Region 

TTGACA; Haldenwang, 1995) gefunden wurde (Abb. 29). Die Regionen weisen ebenfalls 

starke Ähnlichkeit zu dem in E. coli identifizierten Promotor auf (Jones et al., 1983; Porter et 

al., 1983). Weiter stromaufwärts findet man keine ähnlich starken Übereinstimmungen (Abb. 

29). Die genaue Lage des Promotors ließe sich in einem nachfolgenden Test durch den 

Einfluss einer Verkürzung des Bereichs vor der atpICmet'-'lacZ-Fusion auf die β-

Galaktosidase-Aktivität eingrenzen. Möglich ist auch die Identifikation des 

Transkriptionsstarts mit Hilfe eines S1-Nuklease-Verdaus, wie es für E. coli gelang (Jones et 

al., 1983; Porter et al., 1983). 

CGCAATATCCGGCCAGCCATCATgaaggcgtgatagcagccgttgtgcgaaattcactgcaagcaatctgaaagc 

                Rmet_3502                       

agattgactgatgttagcgattcctaatagaatcgtgcggtttgaattctggccgggcctgaaaagttccggcct 

         -35                                           -10 

ggaatgaggcagggcaggtgGTGGTTCGAGACCGTCAGCAGGACCGTTCGCAAGCC 

                                                                         atpICmet 

A 

 

C. metallidurans 

E. coli 

B 

-35-Region 

ttgact 

tttgaa 

Abstand 

18 bp 

17 bp 

-10-Region 

tagaat 

tataat 

Abb. 29: Der Start des atpCmet-Operons. 

(A) In der Region stromaufwärts von atpICmet gibt es Übereinstimmungen zu der -35- und -10-

Region des Promotors vor dem atpEco-Operon. Die mögliche -10- und -35- Region sind 

markiert (fett, unterstrichen). Die zu atpICmet und Rmet 3502 gehörigen Sequenzbereiche sind 

in Großbuchstaben angegeben. (B) Eine Gegenüberstellung der möglichen -10- und -35- 

Region von C. metallidurans und E. coli und dem Abstand zwischen den Regionen ist 

tabellarisch erfasst (Jones et al., 1983; Porter et al., 1983). 

 

Die Daten der RT-PCR zeigen, dass atpICmet zum atpCmet-Operon gehört und die 

Promotorstudien belegen, dass ein Promotor vor atpICmet existiert, der nicht mehr als 400 bp 

von dessen Startcodon entfernt liegt (Abb. 13 und Abb. 17). Das atp-Operon von C. 

metallidurans wird ebenso wie das von E. coli konstitutiv exprimiert (Abb. 13). Der leichte 

Abfall in der Aktivität bei Eintritt in die stationäre Phase deckt sich mit den Beobachtungen in 
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E. coli (Kasimoglu et al., 1996). Anders als in E. coli ist die Translation von AtpICmet'-'LacZ 

bei pH 8,0 erhöht (Abb. 17 C; McMillan et al., 2007). Der Anstieg beträgt aber weniger als 

50 % und betrifft ausschließlich AtpICmet'-'LacZ, was nicht auf eine generelle pH-

Abhängigkeit des atpCmet-Operons hindeutet. Möglich wäre aber, dass die Expression von 

atpICmet unabhängig vom Rest des Operons reguliert ist, wie es in C. glutamicum gezeigt 

wurde (Barriuso-Iglesias et al., 2006). 

Trotz des langen intergenischen Bereichs zwischen atpICmet und atpBCmet scheint das atpCmet-

Operon nicht wie in C. glutamicum (Barriuso-Iglesias et al., 2006) sondern E. coli (Abb. 6-

Abb. 8.; Porter et al., 1983) organisiert zu sein. Der vor atpBCmet postulierte putative Promotor 

(Abb. 17) konnte nicht eindeutig bestätigt werden. Die Fusion mit atpBCmet zeigte keine 

Aktivität, unabhängig davon ob nur das Startcodon fusioniert wurde (Abb. 17 B) oder das 

komplette Gen ohne Stoppcodon (Daten nicht gezeigt). Eine falsche Annotation des 

Leserasters kann ausgeschlossen werden, da die Sequenz von atpB stark konserviert ist (Abb. 

A 7). Da in pECD1581 und pECD1582 nur das Startcodon von atpBCmet mit lacZ fusioniert 

wurde, konnte auch keine für die Zelle toxische Menge an AtpB synthetisiert werden (Tab. 5; 

Von Meyenburg et al., 1985). Die geringe Translationseffizienz von AtpE3Cmet'-'LacZ unter 

Kontrolle des intergenischen Bereichs im Vergleich zu AtpE3Cmet'-'LacZ unter Kontrolle des 

atpIpCmet zeigt aber, dass ähnlich wie in E. coli mindestens ein schwacher Promotor auf den 

starken Promotor vor atpI folgt (Abb. 17 B, C). Die physiologische Relevanz dieses 

Promotors ist ebenso wie in E. coli unklar. Eine pH-Abhängigkeit wie in C. glutamicum 

(Barriuso-Iglesias et al., 2006) liegt nicht vor (Abb. 17 C). 

4.3 Ein Vergleich von AtpICmet und AtpIEco 

AtpIEco und AtpICmet teilen viele Gemeinsamkeiten. Dazu gehört das Vorhandensein von vier 

möglichen Transmembranhelices (Tab. 7, Abb. 10), die für E. coli bestätigt werden konnten 

(Abb. 18) und der Vorhersage in Walker et al. (1984b) ähneln. Ein Nachteil des für die 

Analyse verwendeten Systems wurde in Fällen dokumentiert, in denen die Fusion mit 

zytoplasmatischen Domänen in einer mittel-hohen Aktivität der Alkalischen-Phosphatase 

resultierten (Akiyama et al., 1987; Boyd et al., 1987; Sugiyama et al., 1991). 

Als alternatives Reportersystem zur Alkalischen-Phosphatase verwendeten einige 

Arbeitsgruppen die β-Laktamase. Sie besitzt ebenfalls eine Signalsequenz für die Sekretion in 

das Periplasma (Kadonaga et al., 1984; Koshland und Botstein, 1982), wo das Protein 

Disulfidbrücken ausbildet und zum aktiven Enzym faltet (Pollitt und Zalkin, 1983). Ist es im 

Periplasma lokalisiert, vermittelt das Enzym Resistenz gegenüber β-Laktamen wie Ampicillin 
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(Spratt, 1983). Plattiert man Bakterien mit hoher Zelldichte auf Ampicillin-haltigem Agar aus, 

können diese allerdings auch wachsen wenn die β-Laktamase im Zytoplasma lokalisiert ist. 

Dies ist möglich, weil das von lysierten Zellen in die Umgebung entlassene Enzym das 

Antibiotikum hydrolysiert und damit inaktiviert (Broome-Smith und Spratt, 1986; Kadonaga 

und Knowles, 1985; Spratt, 1983). Somit kann die Synthese von Fusionsproteinen gezeigt 

werden, ohne einen Western Blot anzufertigen um die entsprechenden Proteine mittels 

Antikörper zu identifizieren. Ein Vorteil in der Verwendung der β-Laktamase als Reportergen 

besteht darin, dass es als Monomer aktiv ist und nicht als Dimer wie die Alkalische-

Phosphatase (Tadayyon et al., 1992).  

 

In dieser Arbeit wurde die β-Laktamase mit und ohne Signalsequenz als Kontrolle für die 

Aktivitäten von LacZ- und PhoA-Fusionsproteinen im Zytoplasma und Periplasma verwendet 

(Abb. 18). Diese Kombination eignet sich, um die mit Hilfe der Alkalischen-Phosphatase 

gewonnenen Daten zu bestätigen, da die Aktivitäten ein komplementäres Bild geben (Manoil, 

1990). Im Gegensatz zur Alkalischen-Phosphatase ist die β-Galaktosidase als Tetramer 

(Zipser, 1963) im Zytoplasma aktiv (Froshauer et al., 1988; Oliver und Beckwith, 1981). Die 

Fusionierung von LacZ mit einigen Membranproteinen ist aber problematisch, da die 

Fusionsproteine nicht vollständig transportiert werden (Bassford et al., 1979; Emr und 

Silhavy, 1980). Es wird vermutet, dass die Faltung von LacZ die Sekretion inhibiert (Oliver 

und Beckwith, 1981; Snyder und Silhavy, 1995). Werden zu viele Fusionsproteine 

synthetisiert, blockieren sie den Transportweg. Die anschließende Akkumulierung von 

unvollständig gefalteten Proteinen führt zum Zelltod (Freudl et al., 1988; Silhavy et al., 1977; 

Tommassen et al., 1985).  

 

Im Gegensatz zu AtpIEco besitzt AtpICmet einen hohen Anteil an geladenen AS am N-Terminus 

(Abb. 11). Die Existenz dieser Region konnte hier bestätigt werden (Abb. 12), wobei 

Aktivitätsstudien zeigten, dass die Stabilität der Fusionsproteine mit dem Anteil an AtpICmet' 

steigt (Abb. 13 B). Für die AtpIEco'-Fusionen wurde dies nicht beobachtet (Abb. 9). 

Die Topologievorhersage für AtpICmet (Abb. 10 B) experimentell zu bestätigen war nicht 

möglich, da die C-terminalen Fusionen der verkürzten Varianten von atpICmet mit 'lacZ und 

'phoA in E. coli nicht exprimiert wurden (Daten nicht gezeigt). Dies könnte daran liegen, dass 

E. coli die RBS von atpICmet nicht erkennt. Dass translationale Fusionen von atpICmet mit lacZ 

in C. metallidurans exprimiert werden, wurde in dieser Arbeit über eine SDS-PAGE gezeigt 

(Abb. 12) und die Aktivität der β-Galaktosidase wurde ebenfalls bestätigt (Abb. 13).  
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Um die Zahl der Transmembranhelices von AtpICmet zu untersuchen, könnte man die 

Experimente in C. metallidurans mit anderen Reportern wiederholen oder eine andere RBS 

verwenden. In neueren Studien wurde GFP anstelle von LacZ für die Untersuchung der 

Topologie genutzt (Drew et al., 2002; Gandlur et al., 2004). Die Verwendung von GFP ist 

attraktiv, da es gegenüber LacZ wesentlich kleiner ist (Chalfie, 1995). Fusioniert mit einem 

Membranprotein, dass mit dem Sec vermittelten Transport in die Membran integriert wird, ist 

GFP nur im Zytoplasma aktiv (Feilmeier et al., 2000). Mit dem von Jeong et al. (2004) 

entwickelten Fluoreszenz-Reportersystem ließe sich auch die Lokalisation im Periplasma 

nachweisen. Dabei wird das Fragment eines Antikörpers (scFv) mit dem zu untersuchenden 

Protein fusioniert. Das Peptid bindet mit hoher Affinität an ein fluoreszierendes Hepten-

Konjugat, dass durch die permeabilisierte äußere Membran dringt, aber nicht durch die innere. 

Die oxidierende Umgebung des Periplasmas ermöglicht die Ausbildung von Disulfidbrücken 

und damit die korrekte Faltung des scFv Peptids und verhindert somit falsch positive Signale 

(Islam und Lam, 2013; Jeong et al., 2004). 

4.4 Die Lokalisierung von AtpIEco in der Membran 

Die Lokalisierung des C-Terminus von AtpIEco im Periplasma wurde unabhängig von den 

Membran-Topologie-Studien auch über eine Fusion mit eGFP gezeigt (Abb. 19 D, I, M). Da 

eGFP in der oxidierenden Umgebung des Periplasmas fehlfaltet, erlangt es nur im Zytoplasma 

eine aktive Konformation (Feilmeier et al., 2000). Unter allen getesteten Bedingungen war 

eine gleichmäßige Verteilung des Fusionsproteins in der Membran erkennbar. Es ist aber 

nicht auszuschließen, dass die Fusion mit eGFP die Dimerbildung und/ oder die Bindung an 

die F1Fo-ATPase verhindert und dies zu einem veränderten Verhalten in der Membran führt. 

 

Zur Verteilung der F1Fo-ATPase in der Membran gibt es verschiedene Studien. Lai et al. 

(2004) identifizierten eine Assoziation von AtpBEco und AtpAEco mit der Membran von 

Minizellen und postulierten eine Anreicherung dieser Proteine an den Zellpolen. Dies könnte 

die beobachtete Anreicherung von AtpIEco an den Zellpolen in dieser Arbeit erklären (Abb. 19 

D, L), da AtpIEco mit der F1Fo-ATPase interagiert (Abb. 20 und Abb. A 3, Abb. 25; Bahr, 

2014; Bley, 2014; Passian, 2014). Die lokale Konzentration könnte auch mit einer gegenüber 

AtpIEco erhöhten Konzentration des Fusionsproteins erklärt werden. Der Fusionspartner egfp 

könnte die mRNA und/ oder das synthetisierte Protein stabilisieren. Wegen dieser Eigenschaft 

wurde ein GFP-Derivat schon als Protein-tag für die Reinigung der TEV Protease verwendet 

(Wu et al., 2009). Zu bedenken ist auch, dass die Fusion zwar unter Kontrolle des natürlichen 
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Promotors vom Chromosom exprimiert wird, atpIEco in dem Stamm aber nicht deletiert ist 

(Tab. 1). Die Synthese erhöhter Mengen an AtpIEco ist daher eine mögliche Ursache für die 

lokale Akkumulation.  

Ausgenommen der gerade diskutierten Ausnahmen ist AtpI'-'eGFP'-'AtpI unabhängig vom 

Anzuchtmedium gleichmäßig über die Membran verteilt (Abb. 19). Dies steht in Einklang mit 

früheren Studien, die eine gleichmäßige Verteilung der F1Fo-ATPase über die Membran 

zeigten (Li und Young, 2012). Neuere Beobachtungen sprechen von einer heterogenen 

Verteilung des Enzyms mit lokalen Konzentrationen und einer hohen Mobilität innerhalb der 

Membran (Erhardt et al., 2014; Johnson et al., 2004; Llorente-Garcia et al., 2014).  

 

Bei AtpI könnte es sich um ein strukturelles Bindeglied zur Formung eines Superkomplexes 

handeln, welcher aus Komponenten der Atmungskette besteht. In Eukaryoten gibt es 

Hinweise auf die Existenz von Superkomplexen, die dazu dienen die oxidative 

Phosphorylierung zu optimieren (Acín-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013; 

Schägger und Pfeiffer, 2000). In einigen Bakterien wurden Superkomplexe aus Komplex III 

und IV isoliert. Dazu gehören Paracoccus denitrificans (Berry und Trumpower, 1985), das 

thermophile Bakterium PS3 (Sone et al., 1987) und das thermoacidophile Archaeon 

Sulfolobus sp. Stamm 7 (Iwasaki et al., 1995a; Iwasaki et al., 1995b). Auch aus B. subtilis 

und E. coli wurden Superkomplexe isoliert (García Montes de Oca et al., 2012; Sousa et al., 

2013a; Sousa et al., 2013b). In Bakterien könnten Superkomplexe zum Beispiel bei hohem 

äußerem pH-Wert die Bildung und optimale Nutzung eines Protonengradienten fördern. 

alkaliphile Bacillus-Spezies, die in Umgebungen mit pH 10,0 leben, könnten den für die 

Synthese von ATP durch H
+
-abhängige F1Fo-ATPasen benötigten Protonengradienten durch 

die Bildung von Superkomplexen gewährleisten - nachgewiesen wurden sie bisher aber nicht 

(Krulwich et al., 1998). 

 

In B. subtilis wurde die Lokalisierung der F1Fo-ATPase sowie der Succinat-Dehydrogenase 

untersucht und nur eine teilweise Überlappung ihrer Verteilung in der Membran verzeichnet 

(Johnson et al., 2004), was weder ein Argument für noch gegen die Theorie der 

Superkomplexbildung mit diesen Enzymen liefert. Eine unregelmäßige Zusammensetzung der 

Superkomplexe könnte die Ergebnisse genauso erklären wie eine zufällige Ko-Lokalisation. 

Eine spätere Veröffentlichung zeigt, dass die F1Fo-ATPase vorwiegend als Monomer vorliegt, 

aber möglicherweise auch eingebunden in einen Superkomplex (García Montes de Oca et al., 

2012). Llorente-Garcia et al., (2014) gehen hingegen von einer zufälligen Überlappung bei 
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der Verteilung von Komponenten der oxidativen Phosphorylierung aus. Bisher wurde noch 

nicht untersucht, wie sich veränderte Umweltbedingungen auf die Verteilung der F1Fo-

ATPase und Komponenten der oxidativen Phosphorylierung auswirken (Magalon und 

Alberge, 2016). Am Beispiel der Nitratreduktase von E. coli konnte schon gezeigt werden, 

dass die Lokalisierung innerhalb der Membran von äußeren Einflüssen abhängen kann 

(Alberge et al., 2015). 

 

Um eine Ko-Lokalisation der F1Fo-ATPase mit AtpIEco nachzuweisen, wurde zusätzlich zu 

AtpIEco auch AtpBEco, ein fester Bestandteil des Enzyms (Fillingame und Steed, 2014), mit 

einem Fluorophor fusioniert. Als Reporter wurde mCherry gewählt, weil das rot 

fluoreszierende mRFP1 (monomeric red fluorescent protein), das von dem rot 

fluoreszierenden Protein von Discosoma sp. (DsRed) abstammt (Campbell et al., 2002), auch 

im Periplasma aktiv ist (Chen et al., 2005). Bei mCherry handelt es sich um ein Derivat von 

mRFP1 (Shu et al., 2006). Zudem wird AtpBEco mit Hilfe des Sec-Weges in die Membran 

integriert und Aronson et al. (2011) konnten zeigen, dass mCherry unter diesen Bedingungen 

aktiv ist. Ein Nachweis der Ko-Lokalisation der F1Fo-ATPase mit AtpIEco schlug fehl, da nach 

der Integration von atpB'-'mcherry in das Chromosom kein Fluoreszenzsignal detektierbar 

war (Daten nicht gezeigt). Vor der Integration war AtpB'-'mCherry nur im Zytoplasma 

lokalisiert (Abb. A 2), was darauf hinweist, dass die mCherry-Fusion nicht in die Membran 

integriert wurde. Die Fusion eines Fluorophors mit dem C-Terminus von AtpBEco war in 

anderen Studien funktional, sie benutzten allerdings ein GFP-Derivat als Reporterprotein 

(Erhardt et al., 2014; Düser et al., 2008; Llorente-Garcia et al., 2014). In zukünftigen 

Experimenten könnte man AtpBEco mit einem anderen Reporter fusionieren. 

4.5 AtpIEco interagiert mit Untereinheiten der F1Fo-ATPase 

Der BACTH-Assay eignet sich um Protein-Protein-Interaktionsstudien in vivo durchzuführen. 

Die Methode hat aber auch Nachteile. Zum einen muss das Ausbleiben einer Interaktion im 

BACTH-Assay nicht bedeuten, dass die untersuchten Proteine tatsächlich nicht miteinander 

interagieren. Das T18- oder T25-Fragment könnte eine Interaktion stören oder verhindern. 

Um die Anzahl falsch negativer Interaktionen zu minimieren, werden daher beide Fragmente 

jeweils mit dem N- und C-Terminus der Zielproteine fusioniert und die Interaktion mit allen 

möglichen Kombinationen getestet (Battesti und Bouveret, 2012; Weaver et al., 2013). Zum 

anderen ist der BACTH-Assay anfällig für falsch positive Signale. Sie können entstehen, 

wenn sich die untersuchten Proteine in räumlicher Nähe befinden ohne direkt miteinander zu 
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interagieren (Huynh et al., 2015). Vor allem bei Membranproteinen beobachtete man schwach 

positive Signale, die auf eine gedrängte Lokalisierung innerhalb der Membran zurückgeführt 

werden (Battesti und Bouveret, 2012). Daher wurden neben den optischen Ergebnissen auch 

die β-Galaktosidase-Aktivitäten bestimmt. Die Höhe der Aktivität kann Aufschluss darüber 

geben, wie stark die Interaktion der Zielproteine ist. Zur Kontrolle wurde die Interaktion von 

CynS mit sich selbst herangezogen. Es bildet ein Homodecamer (Anderson, 1980; Walsh et 

al., 2000) und zeigte ähnlich wie das in anderen Arbeiten verwendete Kontrollprotein Zip eine 

hohe β-Galaktosidase-Aktivität (Abb. 20; Graf et al., 2014; Witan et al., 2012). Für die 

Interaktion von AtpIEco mit sich selbst wurden ebenfalls hohe Werte ermittelt (Abb. 20), was 

auf eine Multimer-Bildung schließen lässt. Das Ergebnis steht in Einklang mit der schon 

zuvor in vitro beobachteten Dimer-Bildung von AtpI aus P. modestum (Suzuki et al., 2007). 

 

Um die im BACTH-Assay identifizierten möglichen Interaktionen zu bestätigen, wurden nach 

dem Beispiel von Karimova et al. (2001) und Weaver et al. (2013) einzelne AS innerhalb von 

AtpIEco ausgetauscht und die Experimente wiederholt. Je nach physikalischen, chemischen 

und strukturellen Eigenschaften einer Aminosäure, kann ein Austausch Einfluss auf die 

Stabilität, Faltung und Funktion eines Proteins haben (Betts und Russell, 2003). Da für 

AtpIEco bisher keine Funktion bekannt ist, war es nicht möglich die Wirkung einer AS-

Substitution auf die Funktionalität zu prüfen. Mit Ausnahme des Austausches von Serin an 

Position 39 gegen Leucin konnte die Synthese und Membranintegration aller AtpIEco 

Varianten in E. coli nachgewiesen werden (Abb. 22, Abb. 23; Passian, 2014). Bei Serin 

handelt es sich um eine kleine Aminosäure, die bei Lokalisierung in Helices oft an der 

Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Sauerstoff einer Carbonylgruppe der 

vorhergehenden Windung beteiligt ist (Gray und Matthews, 1984). Die größere AS Leucin an 

der gleichen Position könnte die Proteinstruktur destabilisiert haben und den beobachteten 

Abbau des Proteins erklären, während das ebenfalls kleine Glycin (Betts und Russell, 2003) 

an dieser Position eine negative Wirkung auf die Protein-Protein-Interaktionen hatte (Abb. 24, 

Tab. 9). 

Insgesamt zeigten alle AS-Austausche einen Effekt. Glycin lässt sich aufgrund seiner Größe 

und Struktur meist nicht austauschen ohne die Faltung des Proteins zu beeinflussen (Betts und 

Russell, 2003). In α-Helices ist Glycin oft zu Helix-Helix-Berührungsflächen orientiert und an 

der Dimerbildung bzw. der Interaktion von Helices beteiligt (Javadpour et al., 1999). In einer 

Gewebe-unspezifischen Alkalischen Phosphatase aus Menschen (TNSALP) führt die 

Substitution eines Glycins zu dem Unvermögen ein Dimer zu bilden und löst damit die 
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erbliche Störung Hypophosphatasie aus (Makita et al., 2012). Auch G43 von AtpIEco spielt für 

die Dimerbildung und damit die Interaktion mit anderen Proteinen eine entscheidende Rolle 

(Abb. 24, Tab. 9).  

Von den wenigen geladenen AS die AtpIEco beinhaltet, liegen zwei konservierte nah 

beieinander innerhalb der vorhergesagten Transmembranhelix 3 (Abb. 21). Bei diesen 

Aminosäuren handelt es sich um Glutaminsäure an Position 79 und Lysin an Position 82. 

Lysin übt eine wichtige Funktion im Erhalt oder Aufbau von Proteinstrukturen aus (Sinha et 

al., 2012), kann aber auch Einfluss auf die Funktion des Proteins haben. Als Teil des Walker 

A Motivs, das ursprünglich von Walker et al. in der AtpA und AtpD Untereinheit der F1Fo-

ATPase entdeckt wurde (Saraste et al., 1990; Walker et al., 1982), spielt Lysin eine Rolle bei 

der ATP-Bindung bzw. dessen Positionierung innerhalb der Bindetasche (Frelet und Klein, 

2006; Schneider und Hunke, 1998). Innerhalb der Sequenz von AtpIEco konnte kein Walker A 

Motiv identifiziert werden (Abb. 21). Die Anwesenheit von Lysin scheint aber für die Protein-

Protein-Interaktion eine sehr wichtige Rolle zu spielen, da der Phänotyp nach dem Austausch 

an Position 82 durch das Einfügen eines Lysins an Position 79 zum Teil aufgehoben werden 

kann (Abb. 24, Tab. 9).  

Glutamat hat einen großen Einfluss auf Proteinstrukturen, wie am Beispiel der DNA-

Bindetasche von HapR aus Vibrio cholerae (Singh et al., 2013) und der Dimerbildung der 

Flavin Reduktase FRP aus Vibrio harveyi (Jawanda et al., 2008) gezeigt werden konnte. Auch 

die Substitution von Glutamat 79 in AtpIEco hatte einen negativen Effekt auf die Protein-

Protein-Interaktionen (Abb. 24, Tab. 9). 

 

Warum der Austausch von Valin an Position 88 gegen Glycin einen positiven Einfluss auf die 

Interaktion von AtpIEco mit anderen Proteinen hatte, muss durch weitere Experimente geklärt 

werden. Glycin spielt eine einzigartige Rolle in der Struktur von Proteinen (Betts und Russell, 

2003) und könnte andere Aminosäuren im Hinblick auf die Interaktion mit anderen Proteinen 

besser positioniert haben. Dabei kann es sich um E79 und K82 handeln, da sie nicht weit von 

V88 entfernt liegen (Abb. 21). 

4.5.1 Das Verhältnis von AtpIEco zur F1Fo-ATPase 

Die Ergebnisse des BACTH-Assays zeigten, dass nicht nur AtpI aus P. modestum, sondern 

auch aus E. coli ein Multimer bildet (Abb. 20; Suzuki et al., 2007) und möglicherweise auch 

nur als Multimer mit anderen Proteinen interagiert. Für letzteres spricht, dass Mutationen, 

welche die Multimer-Bildung von AtpIEco beeinflussen, einen negativen Effekt auf die 
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Interaktion mit Untereinheiten der F1Fo-ATPase hatten (Abb. 24; Tab. 9). Für die 

Stöchiometrie von AtpI zur F1Fo-ATPase bedeutet dies, dass nach den bisher ermittelten 

Werten weniger AtpI-Dimere pro Zelle synthetisiert werden als F1Fo-ATPasen (Brusilow et 

al., 1983; Solomon et al., 1989). Dies wiederum spricht dafür, dass AtpI entweder zur 

gleichen Zeit mit mehreren Enzymkomplexen interagiert oder, dass diese Interaktion nur 

temporär ist. 

 

Bisher gibt es keine eindeutigen Daten zum Verhältnis von AtpI zur F1Fo-ATPAse. Die 

translationale Fusion von atpIEco, atpBEco und atpEEco hat wie erwartet gezeigt, dass die 

Stöchiometrie der F1Fo-ATPase-Untereinheiten auf Ebene der Translation reguliert wird 

(Abb. 9; Angov und Brusilow, 1988; McCarthy et al., 1985; McCarthy und Bokelmann, 

1988). Die Aktivität von AtpI15Eco'-'LacZ, AtpI372Eco'-'LacZ und AtpB15Eco'-'LacZ war etwa 

gleich, was auf ein Verhältnis von 1:1 deutet. Die ähnliche Translationseffizienz korreliert mit 

den Daten aus der Literatur. Die mRNA-Stabilität von atpIEco und atpBEco ist geringer als die 

der anderen Gene im atpEco-Operon (Schramm et al., 1996), was im Fall von atpBEco zur 

Gewährleistung der Stöchiometrie im aktiven Enzym beiträgt (Foster und Fillingame, 1982) 

und gleichzeitig die Überproduktion eines sonst toxischen Proteins verhindert (Von 

Meyenburg et al., 1985). Das Verhältnis von AtpIEco'-'LacZ zu AtpBEco'-'LacZ entspricht den 

Beobachtungen von Brusilow et al. (1983).  

 

Suzuki et al. konnten die Bildung von AtpI-Dimeren von P. modestum identifizieren und in 

dieser Arbeiten zeigten BACTH-Studien, dass auch AtpI von E. coli Dimere formt (Abb. 20 

und Abb. A 3; Suzuki et al., 2007). Bisher ist noch nicht bekannt, ob AtpI als Dimer oder 

Monomer mit der F1Fo-ATPase interagiert. Nach der Theorie, dass AtpI eine Chaperon-

ähnliche Funktion bei der Zusammensetzung des AtpE-Rings ausübt (Brandt et al., 2013b; 

Ozaki et al., 2008; Suzuki et al., 2007), würde es genügen wenn weniger als ein AtpI1/2 pro 

F1Fo-ATPase vorhanden ist. Dies gilt jedoch nur, wenn AtpI wie in E. coli nicht fester 

Bestandteil des Enzyms ist (Brusilow et al., 1981; Foster et al., 1980). In B. pseudofirmus 

OF4 scheint das Fehlen von AtpI die Stabilität der F1Fo-ATPase zu beeinflussen (Liu et al., 

2013). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass AtpI eine entscheidende Funktion bei der 

Zusammensetzung der ATPase spielt oder doch permanenter Bestandteil ist. In letzterem Fall 

würde AtpI bei einem Verhältnis von 1:1 zur F1Fo-ATPase als Monomer mit dem Enzym 

interagieren. Ein AtpI-Dimer könnte zwei F1Fo-ATPasen miteinander verbinden. 



4 Diskussion 

 

100 

 

In Mitochondrien liegen die F1Fo-ATPasen als Dimere vor und beeinflussen die Form der 

Cristea. An der Bindung sind aber verschiedene Proteine beteiligt, die keine Entsprechung in 

Bakterien haben (Davies et al., 2012; Hahn et al., 2016). Es gibt auch keine Hinweise dafür, 

dass die Membran von Bakterien die gleiche Faltung aufweist, wie die innere Membran von 

Mitochondrien (Delgado et al., 2015; Davies et al., 2012). 

 

Solomon et al. (1989) postulierten ein wesentlich geringeres Verhältnis von AtpI zu AtpB. 

Für ihre Studien fusionierten sie 248 Basen von atpIEco mit lacZ. Diese Fusion endet mit 

hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb der Transmembrandomäne 3 (Tab. 7), was die geringe 

Aktivität erklären könnte. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse sprechen trotzdem nicht 

unbedingt gegen ein geringeres Verhältnis. In E. coli setzt sich der Fo-Teil neben zwei AtpF 

aus einem AtpB und einem AtpE-Ring, bestehend aus 10 Monomeren, zusammen 

(Ballhausen et al., 2009; Jiang et al., 2001). Nach den hier berechneten Aktivitäten für 

AtpB15Eco'-'LacZ und AtpE15Eco'-'LacZ beträgt das Verhältnis beider Fusionsproteine 1:49 

statt 1:10 (Abb. 9). In dieser Arbeit wurden nur die ersten 15 Basen von atpBEco und atpEEco 

mit lacZ fusioniert (Tab. 5). In der Literatur führte eine Fusion von 60, 92 oder 126 Basen von 

atpBEco mit lacZ mit steigender Genlänge zu einer höheren Aktivität. Diese sank etwa um das 

10-fache wenn 704 Basen von atpBEco mit lacZ fusioniert waren (Solomon et al., 1989). Die 

Differenz ließ sich zum Teil aufheben, wenn eine innerhalb der kodierenden Sequenz von 

atpBEco liegende RBS mutiert war (Matten et al., 1998). Die hier bestimmten Aktivitäten für 

AtpB15Eco'-'LacZ müssen demnach nicht mit der Menge an synthetisiertem AtpBEco 

korrelieren. 

Die zunehmende Länge des N-Terminus von AtpICmet führte ebenfalls zu einer Steigerung der 

Aktivität von AtpICmet'-'LacZ (Abb. 13), vielleicht durch eine erhöhte Stabilität des 

Fusionsproteins oder der mRNA. Für atpIEco'-'lacZ hatte die Länge der atpIEco-Sequenz keine 

Auswirkungen auf die Höhe der β-Galaktosidase-Aktivität, trotz der innerhalb von atpIEco 

lokalisierten Stamm-Schleifen-Strukturen und RNase E-Schnittstellen (Abb. 9). Es kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass die bis auf das Stoppcodon mit einem Reporter fusionierten 

Gene atpI, atpB und atpE in einer anderen Aktivität resultieren. Dies gilt sowohl für die Gene 

aus E. coli als auch die aus C. metallidurans. Daher ist es nicht möglich mit den hier 

erhobenen Daten ein Verhältnis von AtpI zur F1Fo-ATPase zu berechnen. 

 

Gerstel und McCarthy (1989) sahen keinen Unterschied in der Aktivität von chromosomalen 

Integrationen und der Expression vom Plasmid, daher wurden die Konstrukte in dieser Arbeit 
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nicht ins Chromosom integriert. Sie testeten allerdings keine atpI-Fusion, sondern die 

Aktivität von translationalen Fusionen von atpB, atpH, atpA und atpG mit lacZ. Weiterhin 

stellten sie fest, dass eine Manipulation der Translation-Initiationsregion von atpG größere 

Effekte zeigt, wenn das Konstrukt ins Chromosom integriert ist. Es ist also nicht 

auszuschließen, dass die Expression der atpI-, atpB- und atpE-Fusionen vom Chromosom in 

einem anderen Verhältnis resultieren würde.  

Es ist wiederum zu bedenken, dass starke Promotoren die Plasmid-Replikation beeinflussen 

können (Gentz et al., 1981). In den pECD1555 und pECD1556 Derivaten sind die 

Promotoren so angeordnet, dass sie hinter dem Replikationsursprung liegen, aber in der 

gleichen Orientierung (Kovach et al., 1995; Tab. 5). Da die Promotoren innerhalb von atpIEco 

keine Rolle spielen (Abb. 6), stünde der Replikationsursprung aber in jedem der hier 

verwendeten Plasmide unter dem zusätzlichen Einfluss des gleichen Promotors.  

 

Um gesichertere Ergebnisse für das Verhältnis von AtpI zur F1Fo-ATPase zu erhalten, sollte 

eine Integration der Konstrukte ins Chromosom erfolgen. Damit wäre die Transkription von 

einem einzelnen Gen pro Zelle möglich und etwaige Regulatoren wären somit im korrekten 

Verhältnis vorhanden. Ein weiterer Vorteil bestünde in der Umgehung eines Antibiotika-

Selektionsdruckes zur Aufrechterhaltung von Plasmiden (Sieben et al., 2016). 

Reporterfusionen zur Bestimmung des Proteinverhältnisses bedürfen geeigneter 

Reportergene. Dafür sind weder lacZ noch gfp+ geeignet, die bei C-terminaler Fusion mit 

AtpI, AtpB und AtpE zum Teil in das Periplasma ragen (vergl. Tab. 8), und dort aufgrund der 

oxidativen Umgebung inaktiv sind (Feilmeier et al., 2000; Froshauer et al., 1988). Eine gute 

Lösung stellt das GFP-Derivat sfGFP dar, das auch im Periplasma funktional ist (Aronson et 

al., 2011; Dammeyer und Tinnefeld, 2012; Dinh und Bernhardt, 2011; Pédelacq et al., 2006). 

Man müsste aber testen, ob seine Fluoreszenz in Zyto- und Periplasma gleich ist.  

 

Ebenfalls möglich ist die Bestimmung des Verhältnisses mit Hilfe von Antikörpern, wofür 

AtpIEco, AtpBEco und AtpEEco mit einem kurzen Protein-tag (z. B. His-tag) versehen und unter 

Kontrolle des atpIpEco vom Chromosom exprimiert werden könnten. Damit wäre eine 

Expression auf physiologisch korrektem Level gewährleistet und ein negativer Einfluss von 

Fusionsproteinen, wie ihn Winteler et al. (1996) für LacZ beobachteten, ausgeschlossen. 

Bei diesem Ansatz ist eine Expression vom Chromosom unter natürlichen Bedingungen 

unabdingbar, da eine verstärkte Expression von atpBEco toxisch wirkt (Von Meyenburg et al., 

1985). Die unterschiedlichen Molekulargewichte von AtpIEco, AtpBEco und AtpEEco 
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ermöglichen eine leichte Unterscheidung über eine SDS-PAGE. Mit der Verwendung eines 

Antikörpers für alle Proteine, lässt sich ihr Verhältnis nach der Detektion bestimmen. Zu 

berücksichtigen ist, dass viele Tags, wie auch der His-tag (Majorek et al., 2014; Panek et al., 

2013), die Eigenschaften eines Fusionsproteins maßgeblich beeinflussen können. 

4.5.2 AtpIEco interagiert mit Komponenten des Fo-Komplexes 

Obwohl N- und C-Terminus von AtpEEco im Periplasma lokalisiert sind, zeigte der BACTH-

Assay positive Signale (Abb. 24, Tab. 9). Dies lässt vermuten, dass AtpIEco und AtpEEco schon 

im Zytoplasma mit schwacher Affinität interagieren. Diese Vermutung wird durch die von 

Sebastian Bley gezeigte Membranintegration der Fusionsproteine T25'-'AtpIEco und AtpEEco'-

'T18 nicht ausgeschlossen (Bley, 2014).  

Ob die Proteine im Zytoplasma oder erst in der Membran miteinander interagieren, muss mit 

weiterführenden Experimenten untersucht werden. Beide Szenarien stützen die Hypothese, 

dass AtpI eine Rolle beim Zusammenbau des AtpE-Rings sowie dessen Integration in die 

Membran spielt (Brandt et al., 2013b; Ozaki et al., 2008; Suzuki et al., 2007). Dies wird auch 

durch Beobachtungen von Matthies et al. (2011) untermauert. Das in vitro exprimierte atp-

Operon von Caldalkalibacillus thermarum TA2.A1, bestehend aus atpIBEFHAGDC, 

resultiert auch in Abwesenheit von YidC oder der Sec-Translokase im Zusammenbau von 

funktioneller F1Fo-ATPase und der Integration in Liposomen. Das Fehlen von AtpI hatte 

allerdings einen negativen Einfluss auf die Menge an zusammengesetzten AtpE-Ringen. 

 

Eine mögliche Rolle von AtpI beim Zusammenbau der F1Fo-ATPase, wird auch durch 

Experimente in Pflanzen gestützt. Bei einer genaueren Untersuchung des in Pflanzen 

konservierten Proteins AtCGL160 aus Chloroplasten von Arabidopsis thaliana stellte man 

eine Ähnlichkeit des C-Terminus zu AtpI von Prokaryoten fest. AtCGL160 wird in 

Chloroplasten für den Einbau von AtpE in die F1Fo-ATPAse benötigt. Es konnte sowohl die 

Interaktion von AtCGL160 mit den Untereinheiten AtpF und AtpE aus A. thaliana 

nachgewiesen werden, als auch die eines Hybridproteins bestehend aus AtpI von 

Synechocystis sp. PCC6803 kombiniert mit dem N-Terminus von AtCGL160 (Rühle et al., 

2014).  

Eine Deletion von atcgl160 führt zu einer generellen Abnahme der F1Fo-ATPase in der 

Membran, während die Deletion von atpI in E. coli kaum einen Effekt zeigt (Abb. 26; Gay, 

1984; Jensen und Michelsen, 1992). Rühle et al. (2014) erklären den Unterschied damit, dass 

der N-Terminus von AtCGL160 eine zusätzliche Funktion hat oder dass die Proteine zwar die 



4 Diskussion 

 

103 

 

gleiche Funktion haben, der Zusammenbau an sich aber unterschiedlich abläuft. Anhand der 

nur moderaten Sequenzähnlichkeit von AtGCL160 mit AtpI einiger Prokaryoten (Rühle et al., 

2014) und der großen Unterschiede innerhalb der Prokaryoten (Koumandou und Kossida, 

2014) ist es denkbar, dass die Rolle bei der Zusammensetzung des AtpE-Rings nur in einigen 

Spezies im Vordergrund steht. In anderen Organismen könnte zwar eine Interaktion mit dem 

AtpE-Ring erfolgen, die eigentliche Funktion von AtpI aber eine andere sein. Dafür sprechen 

auch die Ergebnisse von Liu et al. (2013), die in Bacillus pseudofirmus OF4 die Beziehung 

von AtpI zur F1Fo-ATPase untersuchten. Eine Deletion von atpI in B. pseudofirmus OF4 

führte zu einer Destabilisierung des Rotors und einer geringeren Assoziation des F1-

Komplexes mit der Membran, während der AtpE-Ring im zusammengebauten Enzym eine 

normale Größe aufwies. 

 

Die Untersuchung der Interaktion von AtpIEco mit AtpFEco hat gezeigt, dass ein optisch 

positives Signal auf X-Gal-haltigem LB-Agar keine Rückschlüsse auf die Höhe der Aktivität 

im β-Galaktosidase-Assay erlaubt. Gemäß dieses optischen Ergebnisses sieht es aus als 

würden AtpIEco und AtpFEco miteinander interagieren (Tab. 9, Abb. A 3). Die Ergebnisse des 

β-Galaktosidase-Assay sprechen mit der sehr niedrigen Aktivität auf dem Niveau der 

Negativkontrolle jedoch dagegen (Abb. 20). Da AtpIEco mit AtpEEco interagiert (Bley, 2014), 

könnte die räumliche Nähe dieser zu AtpFEco in der Membran zu falsch positiven Ergebnissen 

geführt haben. 

 

Die räumliche Nähe von AtpE zu AtpB im zusammengesetzten Enzym (Allegretti et al., 

2015; Hahn et al., 2016; Morales-Rios et al., 2015) macht es ebenfalls erforderlich die hier 

beschriebenen BACTH-Assay-Ergebnisse einer Interaktion von AtpIEco mit AtpBEco (Abb. 24, 

Tab. 9) in weiteren Experimenten nachzuweisen. Die Schwierigkeit besteht hierbei darin, dass 

eine erhöhte Synthese von AtpBEco zu dem partiellen Verlust des Membranpotentials durch 

unkontrollierten Protonenfluss (Von Meyenburg et al., 1985) und zur Inhibierung des 

Wachstums führt (Eya et al., 1989). Hinzu kommt, dass die atpBEco mRNA bei erhöhter 

Expression instabil ist (Arechaga et al., 2003). Als Alternative kann man Förster Resonance 

Energy Transfer (FRET) anwenden (Bajar et al., 2016). Mit Hilfe dieser Methode konnte 

unter anderem die Position von AtpB relativ zu AtpG und AtpC innerhalb der F1Fo-ATPase 

bestimmt werden (Düser et al., 2008). In anderen Experimenten wurden GFP und mCherry 

als geeignetes FRET-Paar beschrieben (Bajar et al., 2016). Das in dieser Arbeit erstellte 

Fusionsprotein AtpBEco'-'mCherry integrierte jedoch nicht in die Membran (Abb. A 2), 
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weshalb die Methode nicht angewendet werden konnte. Für zukünftige Experimente wäre 

demnach die Fusion von AtpBEco mit einem anderen Fluorophor nötig um FRET-Experimente 

durchzuführen. 

In der Vergangenheit wurden Cross-Link Experimente erfolgreich angewandt, um 

Interaktionen zwischen den Untereinheiten der F1Fo-ATPase und eine Reihenfolge während 

des Zusammenbaus des Enzyms zu untersuchen. Die Ausbildung von Disulfidbrücken 

während des Cross-Links mit Kupfer-1,10-phananthrolin wurde durch Substitution einiger AS 

gegen Cystein unterstützt (Hilbers et al., 2013). Eine Erweiterung dieser Experimente um 

AtpI mit entsprechenden Mutationen könnte die Ergebnisse des BACTH-Assays verifizieren 

und zeigen, ob AtpI eine besondere Rolle während des Zusammenbaus der F1Fo-ATPase in E. 

coli spielt. 

4.5.3 Die Bedeutung der Interaktion von AtpIEco mit AtpCEco 

Wird der F1- vom Fo-Teil der ATPase getrennt, ist passiver, entkoppelter Protonen-Transport 

möglich (Valiyaveetil und Fillingame, 1997). Bisher ist unbekannt ob und wenn ja welche 

Strategien entwickelt wurden, um während des Zusammenbaus der F1Fo-ATPase 

unerwünschten Protonen-Transport zu unterbinden. In E. coli setzt sich der F1-Komplex 

zunächst unabhängig vom Fo-Teil im Zytoplasma zusammen (Hilbers et al., 2013). In vitro 

Studien haben gezeigt, dass die Anwesenheit von AtpC die ATPase-Aktivität des F1-

Komplexes inhibiert beziehungsweise verzögert (Laget und Smith, 1979; Kato et al., 1997) 

und daher möglicherweise auch in vivo eine unkontrollierte ATPase-Aktivität während des 

Zusammenbaus unterbindet. Über die Interaktion mit AtpE (Bley, 2014; Suzuki et al., 2007) 

könnte AtpI eine ähnliche Funktion während des Zusammenbaus des Fo-Teils ausüben. Die 

hier erstmalig gezeigte Interaktion von AtpIEco mit AtpCEco (Abb. 20, Abb. 25) stützt diese 

These.  

 

AtpC reguliert die Aktivität der F1Fo-ATPase (Kato et al., 1997; Kato-Yamada et al., 1999) 

und AtpI könnte diese Regulation durch die Interaktion mit AtpC (Abb. 20, Abb. 25) 

beeinflussen. Betrachtet man Bau und Funktionsweise der F1Fo-ATPase wird deutlich, dass 

keine ATP-Hydrolyse oder –Synthese stattfinden kann, solange AtpI gleichzeitig mit AtpE 

und AtpC interagiert (Abb. 30; Walker, 2012). Dies wäre zum Beispiel während des 

Zusammenbaus, unter Stress-Bedingungen oder als Anpassung an einen bestimmten 

Lebensraum eine mögliche Funktion von AtpI. Wenn das Protein nur beim Zusammenbau 

eine Rolle spielt und vom fertigen Enzym dissoziiert, erklärt sich warum AtpI nach der 
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Reinigung des Enzyms nicht Teil des Komplexes ist (Brusilow et al., 1981; Cook et al., 2003; 

Foster et al., 1980). Dies stünde auch in Einklang mit der Beobachtung, dass AtpIEco in 

geringeren Mengen synthetisiert wird als die F1Fo-ATPase (Solomon et al., 1989). Wenn AtpI 

keine dauerhafte Komponente des fertigen Enzyms ist, kann ein AtpI bzw. ein AtpI-Dimer 

den Zusammenbau mehrerer Enzyme unterstützen. 

 

 

Abb. 30: Modell der Interaktion von AtpIEco mit der F1Fo-ATPase. 

Die mögliche Lage von AtpIEco (*I) wurde nach den bisher gewonnenen Erkenntnissen 

eingezeichnet. Demnach interagiert AtpIEco mit AtpEEco (*E; Bley, 2014) und AtpCEco (*C, 

Abb. 20, Abb. 25) und befindet sich zumindest in räumlicher Nähe zu AtpBEco (*B) und 

AtpFEco (*F, Abb. 20). (A) zeigt die Aufsicht des membranständigen Fo-Komplexes und die 

mit dem AtpE-Ring interagierenden Untereinheiten AtpG (*G) und AtpC, während in (B) das 

Modell der vollständigen F1Fo-ATPase sowie die mögliche Lage von AtpIEco dargestellt ist. 

Die Abbildungen wurden nach den in Fillingame und Steed (2014), Morales-Rios et al. 

(2015) und Walker (2012) zusammengefassten Erkenntnissen erstellt. 

 

Neben der Beeinflussung der Aktivität der F1Fo-ATPase könnte die Interaktion von AtpIEco 

mit AtpCEco auch auf eine andere Funktion hindeuten. AtpCEco ist während des 

Zusammenbaus des Enzyms auch wichtig für die Interaktion von F1 mit Fo (Klionsky et al., 

1984). Im Gegensatz zu dem Protein des thermophilen Bacillus PS3 (Kato et al., 1997), 

dissoziiert AtpCEco in vitro vom F1-Komplex (Laget und Smith, 1979). AtpIEco könnte den 

Komplex in vivo während des Zusammenbaus über eine Interaktion mit AtpCEco und AtpEEco 

stabilisieren. In B. pseudofirmus OF4 wurde schon gezeigt, dass AtpI die Verbindung des F1- 

mit dem Fo-Komplex unterstützt (Liu et al., 2013). 
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Die hohe Diversität in der Aminosäuresequenz von AtpI (Koumandou und Kossida, 2014) 

gibt einen Hinweis darauf, dass AtpI in verschiedenen Organismen unterschiedliche Aufgaben 

übernimmt. Die F1Fo-ATPase von Caldalkalibacillus thermarum synthetisiert ATP, 

hydrolysiert es aber nur nach Stimulation in vitro (Cook et al., 2003). Weder AtpG noch ATP 

gebundenes AtpC sind in diese Inhibierung der Hydrolyse-Aktivität involviert (Ferguson et 

al., 2016). Stattdessen könnte, neben strukturellen Besonderheiten, AtpI beteiligt sein. 

Experimentelle Hinweise darauf gibt es bisher allerdings nicht. 

4.6 Die physiologische Funktion von AtpI 

Wenn AtpI eine wichtige Rolle während des Zusammenbaus der F1Fo-ATPase oder bei der 

Regulation der Enzymfunktion unter bestimmten Bedingungen wie Stress spielt, wäre ein 

Phänotyp für die atpIEco Deletion nachweisbar. Alle bisher beobachteten Effekte von atpIEco-

Deletionsmutanten konnten nicht bestätigt oder auf die Funktion von atpIEco zurückgeführt 

werden (Gay, 1984; Hsu und Brusilow, 1995; Jensen und Michelsen, 1992; Von Meyenburg 

et al., 1982). Auch das in dieser Arbeit beobachtete geringe Wachstumsdefizit einer atpIEco-

Deletionsmutante gegenüber dem Wildtyp bei einer Änderung des pH-Werts des 

Wachstumsmediums von pH 6,0 auf pH 8,0 kann wegen der fehlenden Komplementation 

nicht eindeutig auf die Deletion zurückgeführt werden (Abb. 26). Der 

Komplementationsstamm wurde nach dem gleichen Protokoll hergestellt wie ECB174, der 

nachweislich das Fusionsprotein synthetisierte (Abb. 19). Da kein Antikörper gegen AtpIEco 

vorhanden war, konnte dessen Synthese in ECB179 nicht nachgewiesen werden. Daher sollte 

in folgenden Experimenten zunächst mittels RT-PCR geprüft werden, ob atpIEco transkribiert 

wird.  

Wenn atpIEco in ECB179 nicht in zu BW25113 vergleichbaren Mengen transkribiert wird, 

sollte atpIEco zusammen mit atpBEco chromosomal integriert werden. Die Translation von 

atpBEco wird von der atpIEco-mRNA beeinflusst (Hsu und Brusilow, 1995). Daher ist auch 

andersherum ein Einfluss von atpBEco auf die Translation von atpIEco möglich und bedarf 

einer Prüfung. Eine andere Lösung könnte sein die mRNA-Stabilität von atpIEco zu erhöhen, 

da sie aufgrund der Sekundärstruktur-Bildung und den RNase E-Schnittstellen gegenüber 

anderen Genen des Operons verringert ist (McCarthy, 1988; Schaefer et al., 1989). Um die 

Stabilität zu erhöhen gäbe es verschiedene Möglichkeiten. Indem man den C-Terminus der 

RNase E deletiert, kann man dessen Funktion der mRNA-Degradierung ausschalten und 

gleichzeitig die essentielle Funktion der rRNA-Reifung behalten (Bernstein et al., 2004; 

Ghora und Apirion, 1978; Lopez et al., 1999; Misra und Apirion, 1979). Da RNase E in E. 
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coli eine zentrale Rolle beim Abbau von mRNA spielt (Bernstein et al., 2004; Deutscher, 

2006), führt die Deletion des C-Terminus der RNase E zu einer Vielzahl zusätzlicher Effekte. 

Dazu gehören ein vermindertes Wachstum (Leroy et al., 2002), das Akkumulieren von RNA, 

welche mit Hilfe der RNase E, RhlB und der PNPase degradiert wird (Coburn et al., 1999; Py 

et al., 1996), sowie das Akkumulieren von RNA deren Abbau über sRNAs und Hfq reguliert 

wird (Massé et al., 2003; Morita et al., 2005; Vogel und Luisi, 2011). Eine andere 

Möglichkeit wäre die atpIEco-mRNA-Stabilität direkt zu erhöhen. Dazu könnte man am 5'-

Ende durch Punktmutationen eine Stamm-Schleifen-Struktur einfügen, um das Binden der 

RNase E zu verhindern (Baker und Mackie, 2003; Bouvet und Belasco, 1992; Emory und 

Belasco, 1990; Emory et al., 1992; Hansen et al., 1994). Da RNase E auf zwei verschiedene 

Arten die mRNA binden kann (Baker und Mackie, 2003; Mackie, 2013), sollten zusätzlich die 

RNase E-Schnittstellen innerhalb der kodierenden Sequenz von atpIEco mutiert werden (Abb. 

2; McCarthy et al., 1991; Schaefer et al., 1989). Dieses Prinzip könnte auch verwendet 

werden, um den Einfluss höherer Mengen an AtpIEco auf das Wachstum der Zellen zu 

untersuchen. Auf diese Weise würde man auch den Effekt umgehen, dass stark exprimierte 

Membranproteine Stress auf die Zelle ausüben und zu vermindertem bis keinem Wachstum 

führen (Von Meyenburg et al., 1984; Monticello et al., 1992). Man kann die Translation von 

AtpIEco ebenfalls erhöhen, indem man die Ribosomenbindestelle von atpIEco mit der von 

atpEEco austauscht (McCarthy, 1990). Eine erhöhte Synthese von AtpIEco könnte bei pH-Stress 

zu einem Wachstumsvorteil gegenüber dem Wildtyp führen. 

4.6.1 Eine mögliche Funktion von AtpI bei pH-Wert-Schwankungen 

Der mit pH-Änderung einhergehende Wachstumsunterschied schien nicht auf einer durch den 

pH-Wechsel ausgelösten Störung der proton motive force zu beruhen (Abb. 28). Inhibitoren 

wie DNP und Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon werden eingesetzt, um das 

Membranpotential und den Protonengradienten über der Membran aufzuheben (Ganas et al., 

2007; Linsinger et al., 1999; McLaughlin, 1972; Wilharm et al., 2004). Das mit steigender 

Konzentration an DNP beobachtete verminderte Wachstum von BW25113 und ECB178 

könnte an einer weiteren Wirkung des Ionophors liegen. Durch die ebenfalls gestörte 

Translokation von Proteinen akkumulieren vor allem Membranproteine im Zytoplasma, was 

zur Induktion der Hitzeschockantwort führt (Gage und Neidhardt, 1993; Jana et al., 2009; 

Weiner und Modelt, 1994). Zusätzlich wirkte sich auch das Ethanol, indem DNP gelöst war, 

negativ auf das Wachstum aus (Abb. 28).  
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Anders als DNP hatte die Glukosekonzentration im Medium einen geringen Einfluss auf das 

Wachstum nach einem pH-Wechsel. Bei niedriger Glukosekonzentration war das Wachstum 

langsamer und kein Unterschied zwischen BW25113 und ECB178 zu erkennen (Abb. 27, 

Tab. A 2). Schnelleres Wachstum und damit eine erhöhte Proteinsynthese könnte eine erhöhte 

Fehlerrate beim Zusammenbau der F1Fo-ATPase bewirken und in Zusammenhang mit der 

atpIEco-Deletion zu vermindertem Wachstum führen. Das Ergebnis könnte demnach dafür 

sprechen, dass AtpIEco eine Rolle beim Zusammenbau der F1Fo-ATPase spielt. In Bakterien ist 

der Zusammenbau der F1Fo-ATPase noch nicht vollständig geklärt. Proteine wie YidCEco und 

die Sec-Translokase, die den Zusammenbau der F1Fo-ATPase unterstützen (Van der Laan et 

al., 2004b; Kol et al., 2006; Yi et al., 2003; Yi et al., 2004), könnten den Verlust von AtpIEco 

komplementieren. Dies könnte die Ursache sein, warum bisher kein Phänotyp für die Deletion 

von atpIEco sichtbar wurde. Eine Beteiligung von AtpIEco am Zusammenbau lässt sich nur 

schwer nachweisen. Da YidC sowie die Sec-Translokase die Integration vieler verschiedener 

Proteine in die Membran unterstützen, löst eine Deletion einen starken Phänotyp aus (Dalbey 

et al. ,2014; Lycklama a Nijeholt und Driessen, 2012). Die zusätzliche Deletion von atpIEco 

könnte vermutlich nicht mehr von diesen Phänotypen unterschieden werden. Man könnte 

versuchen nach dem Protokoll von Hilbers et al. eine Beteiligung von AtpIEco am 

Zusammenbau der F1Fo-ATPase zu untersuchen (Hilbers et al., 2013). Dabei müssten sowohl 

YidCEco als auch AtpIEco zeitlich versetzt synthetisiert werden. 
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4.7 Ausblick 

Die Medizin steht vor einer großen Anzahl an Herausforderungen. Ein Ziel ist es, Pathogene 

gezielt zu bekämpfen. In den letzten Jahren hat man unter anderem die F1Fo-ATPase als 

Angriffspunkt für neue Medikamente genutzt (Ahmad and Laughlin, 2010; Ahmad et al., 

2013; Lu et al., 2014). Aufgrund der geringen Konservierung der Aminosäuresequenz von 

AtpI könnte sich auch dieses Protein als Ziel für Inhibitoren eignen, sofern es in Pathogenen 

essentiell ist. Dafür ist aber zunächst ein besseres Verständnis der Funktion von AtpI und 

dessen Interaktion mit der F1Fo-ATPase nötig. 

 

Um neue Einblicke in die Funktionsweise von AtpI zu erhalten, könnte man untersuchen, ob 

AtpI als Monomer oder Multimer Interaktionen mit einzelnen Untereinheiten der F1Fo-

ATPase eingeht. Dafür wäre eine Inkubation gereinigter Proteine mit anschließender Nativ-

PAGE geeignet, um das Molekulargewicht des Komplexes zu bestimmen. Wenn bestätigt 

wird, dass AtpI als Multimer Interaktionen eingeht, lässt sich mit Cross-Link-Experimenten 

nach dem von Brandt et al. (2013a) verwendeten Protokoll genauer analysieren, welche 

Domänen von AtpI an der Bindung von Untereinheit der F1Fo-ATPase beteiligt sind. Damit 

ließe sich die Massenspektrometrie kombinieren, die auch eine Analyse instabiler Protein-

Protein-Interaktionen ermöglicht (Sinz et al., 2015). Dass eine Interaktion von AtpI mit der 

F1Fo-ATPase in der Vergangenheit angezweifelt wurde (Brusilow et al., 1981; Foster et al., 

1980), deutet darauf hin, dass die Interaktion zumindest in E. coli nicht stabil bzw. permanent 

ist. Damit wäre diese Methode besonders gut geeignet um AtpIEco und die Interaktion mit der 

F1Fo-ATPase genauer zu untersuchen. 

Zusätzlich zur Multimerbildung würde die Untersuchung der Stöchiometrie von AtpI 

gegenüber der F1Fo-ATPase klären, ob das Protein permanenter Bestandteil des Enzyms sein 

kann. Bisher sprechen viele Daten für die These, dass AtpI eine Rolle beim Zusammenbau der 

F1Fo-ATPase spielt. Dafür könnte AtpI in einem Verhältnis geringer als 1:1 zur F1Fo-ATPase 

stehen. 

Es wäre auch interessant zu untersuchen, ob Stress wie zum Beispiel ein pH-Schock Einfluss 

auf die Stärke der Interaktionen von AtpI mit anderen Proteinen hat. Unter diesen 

Bedingungen könnte AtpI eine wichtigere Rolle für den Zusammenbau spielen: entweder als 

Chaperon-ähnliches Protein oder um die Aktivität der F1Fo-ATPase zu inhibieren, bis sie 

vollständig zusammengebaut ist. 
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5 Zusammenfassung 

Vor 36 Jahren wurde atpI entdeckt, das erste Gen im atp-Operon von E. coli. Trotz intensiver 

Forschung ist seine Funktion bis heute nicht geklärt. In dieser Arbeit wurde die Bedeutung 

von atpI in E. coli und C. metallidurans für die F1Fo-ATPase untersucht. In beiden 

Organismen existiert ein starker, konstitutiver Promotor vor atpI, auf den mindestens ein 

schwächerer Promotor folgt. Die physiologische Bedeutung der schwächeren Promotoren 

bleibt unklar, da ihre Aktivität unter den hier getesteten Bedingungen unverändert ist. 

Reportergenfusionen zeigen, dass atpI nicht nur exprimiert, sondern AtpI auch synthetisiert 

wird. Die Menge an AtpI in der Zelle ist geringer als die von AtpE (c-Untereinheit) und 

gleicht in E. coli der von AtpB (a-Untereinheit). AtpI wird über die ganze Zelle verteilt in die 

Membran integriert. Protein-Protein-Interaktionsstudien belegen, dass AtpIEco ein Multimer 

bildet. Unter anderem scheinen die Aminosäuren S39, G43, E79 und K82 für die Ausbildung 

des AtpI-Multimers von Bedeutung zu sein. Aus der Literatur ist bekannt, dass AtpI mit AtpE 

Na
+
-abhängiger F1Fo-ATPasen interagiert. Dies wurde nun ebenfalls für die H

+
-abhängige 

F1Fo-ATPase von E. coli gezeigt. Zudem interagiert AtpIEco als Multimer mit AtpCEco (ε-

Untereinheit). Eine Interaktion von AtpIEco mit AtpFEco und AtpHEco besteht nicht. Dies stützt 

die Hypothese, dass AtpI eine Rolle beim Zusammenbau des AtpE-Rings oder der 

Stabilisierung der F1Fo-ATPase spielt. Es könnte aber auch eine Funktion bei der Regulation 

der Enzym-Aktivität ausüben. 

Auf physiologischer Ebene wurde bisher kein Effekt einer atpI-Deletion identifiziert. Die 

vorliegende Arbeit zeigt ein geringes Wachstumsdefizit einer atpIEco-Deletionsmutante 

gegenüber dem Wildtyp bei pH-Wechsel von pH 8,0 auf pH 6,0, das mit zunehmender 

Glukosekonzentration steigt. Der Effekt konnte allerdings nicht komplementiert werden. 

Die Diversität der Aminosäuresequenz von AtpI verschiedener Organismen macht es 

möglich, dass AtpI in unterschiedlichen Organismen unterschiedliche Funktionen ausübt. 

AtpICmet weist zum Beispiel eine Domäne am N-Terminus auf, die AtpIEco fehlt. Es ist 

demnach möglich, dass die Funktion von AtpI in Anpassung an verschiedene Lebensräume 

ebenso vielfältig ist. 
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Abb. A 1: Der vorhergesagte Promotor im intergenischen Bereich von atpICmet und 

atpBCmet. 

Die β-Galaktosidase-Aktivitäten von lacZ unter Kontrolle keines Promotors (*grau) und der 

translationalen Reporterfusionen von atpI3Cmet'-'lacZ (rot), atpB3Cmet'-'lacZ (*
2
hellblau) und 

atpE3Cmet'-'lacZ (hellgrün) unter Kontrolle des atpIpCmet sowie atpB3Cmet'-'lacZ (*
3
blau) und 

atpE3Cmet'-'lacZ (grün) unter Kontrolle des intergenischen Bereichs zwischen atpICmet und 

atpBCmet. Die C. metallidurans AE104-Stämme mit den Plasmiden pECD1556, pECD1578 

oder pECD1581-pECD1584 wurden in TMMNaGluc pH 7,0 angezogen und bei OD600 0,6±0,1 

für die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivitäten geerntet. 

 

 

 
Abb. A 2: Die Lokalisation von AtpB'-'mCherry innerhalb der Zelle. 

BW25113 mit pECD1591 wurde bei 37 °C schüttelnd in LB-Medium angezogen. 26 h nach 

Animpfen der Hauptkultur wurden die Zellen auf einen mit 1 % Agarose überzogenen 

Objektträger getropft und mit dem Ölimmersionsobjektiv (100x/ 1,30) bei Phasenkontrast 3 

des Axikop (Zeiss) eine lichtmikroskopische Aufnahme gemacht (A). Das Fluoreszenzbild 

(B) entstand mit zugeschalteter Fluoreszenzlampe mit dem Filter II. Über das Fluoreszenzbild 

wurde mit dem Programm Fiji (Schindelin et al., 2012, 2015) der Filter Unsharp Mask 

(Radius=20) gelegt, damit die Objekte besser sichtbar sind. Der weiße Balken rechts unten im 

Bild entspricht 5 µm Länge. 
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Abb. A 3: Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen des Wildtyp-AtpIEco und 

AtpIEco
V88G

. 

Die Transformanten mit den verschiedenen Kombinationen an BACTH-Plasmiden wurden 

zunächst auf X-Gal haltige LB-Agarplatten getropft und die Färbung der Zellen nach 

40stündiger Inkubation bei 30 °C dokumentiert. Die Zahlen stehen führ die Proteine, die in 

den Zellen dieser Reihe synthetisiert wurden: T25'-'AtpIEco (1), AtpIEco'-'T25 (2), AtpIEco'-'T18 

(3), T18'-'AtpIEco (4), T25'-'AtpBEco (5), AtpBEco'-'T25 (6), AtpBEco'-'T18 (7), T18'-'AtpBEco 

(8), T25'-'AtpEEco (9), AtpEEco'-'T25 (10), AtpEEco'-'T18 (11), T18'-'AtpEEco (12), T25'-

'AtpFEco (13), AtpFEco'-'T25 (14), AtpFEco'-'T18 (15), T18'-'AtpFEco (16), T25'-'AtpHEco (17), 

AtpHEco'-'T25 (18), AtpHEco'-'T18 (19), T18'-'AtpHEco (20), T25'-'AtpCEco (21), AtpCEco'-'T25 

(22), AtpCEco'-'T18 (23), T18'-'AtpCEco (24), T25'-' AtpIEco
V88G

 (51), AtpIEco
V88G

'-'T25 (52), 

AtpIEco
V88G

'-'T18 (49), T18'-' AtpIEco
V88G

 (50).  
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Abb. A 4: Protein-Protein-Interaktionen von AtpI-Mutanten mit Untereinheiten der 

F1Fo-ATPase. 

Die Transformanten mit den verschiedenen Kombinationen an BACTH-Plasmiden wurden 

zunächst auf X-Gal haltige LB-Agarplatten getropft und die Färbung der Zellen nach 

40stündiger Inkubation bei 30 °C dokumentiert. Die Zahlen entsprechen der Beschriftung in 

Abb. A 3: Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen des Wildtyp-AtpIEco und 

AtpIEco
V88G

., sowie den in den Zellen dieser Reihe synthetisierten Proteinen T25'-' AtpIEco
S39G

 

(27), AtpIEco
S39G

'-'T25 (28), AtpIEco
S39G

'-'T18 (25), T18'-' AtpIEco
S39G

 (26), T25'-' AtpIEco
S39L

 

(31), AtpIEco
S39L

'-'T25 (32), AtpIEco
S39L

'-'T18 (29), T18'-' AtpIEco
S39L

 (30), T25'-' AtpIEco
G43V

 

(35), AtpIEco
G43V

'-'T25 (36), AtpIEco
G43V

'-'T18 (33), T18'-' AtpIEco
G43V

 (34), T25'-' AtpIEco
E79K

 

(39), AtpIEco
E79K

'-'T25 (40), AtpIEco
E79K

'-'T18 (37), T18'-' AtpIEco
E79K

 (38), T25'-' AtpIEco
K82E

 

(43), AtpIEco
K82E

'-'T25 (44), AtpIEco
K82E

'-'T18 (41), T18'-' AtpIEco
K82E

 (42), T25'-' AtpIEco
E79K 

K82E
 (47), AtpIEco

E79K K82E
'-'T25 (48), AtpIEco

E79K K82E
'-'T18 (45), T18'-' AtpIEco

E79K K82E
 (46). 
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Abb. A 5: Affinitätschromatographie von Strep-AtpIEco und His-AtpCEco. 

(A, B) Die während der Protein-Reinigung von Strep-AtpIEco (A) und His-AtpCEco (B) 

entnommenen Proben wurden über eine SDS-PAGE getrennt. Als Proteinstandard diente der 

Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (M) und es folgten Rohzellextrakt vor der 

Induktion (1), Rohzellextrakt 3 h nach der Induktion (2), Überstand nach Ultrazentrifugation 

(3), in 1 % DDM gelöstes Pellet (A4), Säulendurchfluss (A5 und B4), Waschfraktionen 3 und 

6 (A6-7 und B5-6), Waschfraktion 9 (B7), Elutionsfraktionen 1-6 (8-13). Die Pfeile weisen 

auf das jeweilige Protein. (C-F) Um zu testen, wie effizient das Waschen während des 

Pulldown-Assays war, wurden die einzelnen Fraktionen (1-8) sowie gereinigtes Protein (9) 

über eine SDS-PAGE (oben) getrennt und ein Western Blot (unten) mit den entsprechenden 

Antikörpern durchgeführt. Während des Pulldown-Assays wurde nur Strep-AtpIEco geladen 

(C, Strep-AtpIEco (9)), Strep-AtpIEco vor dem ersten Waschschritt und His-AtpCEco nach dem 

2. (D-E; Strep-AtpIEco (D9), His-AtpCEco (E9)) oder nur His-AtpCEco nach dem 2. 

Waschschritt (F, His-AtpCEco (9)). 
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Abb. A 6: Bindung von Strep-AtpIEco an die Ni-NTA Matrix. 

Nach der Inkubation (2 h bei 4 °C) von gereinigtem Strep-AtpIEco mit Ni-NTA Matrix wurde 

das Material gewaschen (1-7) und anschließend die verbliebenen Proteine mit Puffer A mit 

500 mM Imidazol eluiert (8). Zur Orientierung wurde über die SDS-PAGE (oben) auch 

gereinigtes Strep-AtpIEco getrennt (9). Die Identifizierung von Strep-AtpIEco erfolgte auf 

einem Western Blot mit Strep-Tactin®-HRP Konjugat (unten). Als Proteinstandards dienten 

der Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (links) und der PageRuler™ Unstained 

Broad Range Protein Ladder (rechts). 

 

Tab. A 1: Der Einfluss von pH-Stress auf die Verdopplungszeiten [h] während des 

exponentiellen Wachstums. 

 TMM mit 50 mM Glukose 

 VK pH 6,0 VK pH 8,0 

Stamm HK pH 6,0 HK pH 8,0 HK pH 8,0 HK pH 6,0 

BW25113 1,20 0,79 0,84 1,22 

ECB178 1,19 0,81 0,86 1,46 

ECB179 1,13 0,83 0,87 1,50 

 

Tab. A 2: Der Einfluss verschiedener Glukosekozentrationen und pH-Stress auf die 

Verdopplungszeiten [h] während des exponentiellen Wachstums. 

 TMM mit 25 mM Glukose TMM mit 100 mM Glukose 

 VK pH 8,0 VK pH 8,0 

Stamm HK pH 8,0 HK pH 6,0 HK pH 8,0 HK pH 6,0 

BW25113 1,05 2,08 0,94 1,55 

ECB178 1,06 2,00 0,97 1,74 
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Tab. A 3: Der Einfluss von DNP auf die Verdopplungszeiten [h] während des 

exponentiellen Wachstums. 
 TMM pH 7,0 mit 50 mM Glukose 

 - Ethanol DPN 

Stamm - 0,7 % 1,75 % 2,625 % 0,2 mM 0,5 mM 0,75 mM 

BW25113 0,92 0,89 1,01 1,10 1,02 1,16 1,56 

ECB178 0,87 0,90 0,99 1,05 1,01 1,17 1,64 

 

 
Pseudomonas         ---------MAAETASGYIQHHLQNLTFGRLPNGDWGFAHTAEQAKEMGFWAFHVDTLGW 

Shewanella          -----MAAPGEALTPQGYIQHHLTNLHV------------------GEGFWTWHIDSLFF 

Klebsiella          ------------MTPQDYIGHHLNNLQLDLRTF---SL-VDPHNH-TATFWTLNIDSMFF 

Enterobacter        -------MASENMTPQDYIGHHLTNLQMDLRTF---SL-VDPHNP-PATFWTLNIDSMFF 

Salmonella          -------MASENMTPQEYIGHHLNNLQLDLRTF---SL-VDPQNP-PATFWTLNIDSMFF 

Escherichia         -------MASENMTPQDYIGHHLNNLQLDLRTF---SL-VDPQNP-PATFWTINIDSMFF 

Citrobacter         -------MASENMTPQDYIGHHLNNLQLDLRTF---SL-VDPHNP-PATFWTLNIDSMFF 

Proteus             -----MSASGEALTTRDYIGGHLNNLQLDLRTF---EL-VNPHAENTPSFWVLNIDSLFF 

Serratia            -----MSASGENGTAKDYISHHLNNLQLDLRTF---QL-VEPHSG-TPTFWTLNIDSLFF 

Yersinia            -----MSASGEISTPRDYIGHHLNNLQLDLRTF---EL-VNPHSPGPATFWTLNIDSLFF 

Cupriavidus         MSAEATQGAEHVLTPSGYIAEHLQNFNSV-----------GGKQHSVVDFSVLNYDTVFW 

Bordetella          -----MAAPSGASPQSEYIQHHLVHLNNI-----------GEKQSVIAQFNVINYDSLFW 

Neisseria           -------MAGETITAADYIKHHLQSLTSLS------DVTQGQGLKNIADFSFINLDAVFF 

Diaphorobacter      -----MAADAHAPTASEYIVHHLQHLQ-------------NIKQKSIIDFSVVNLDSVAV 

Rhodoferax          --MAAEHAEVHAQTAGEYIQHHLHHLQKNF------SF-ENVEQHSIVDFSVFNFDSLIY 

                                     **  **  :                       *   : *::   

 

Pseudomonas         SVLLGVVFLFIFRLAAKKATSGQPGGLQNFVEVMVEFVDTSVKDTFHGR--NPLIAPLAL 

Shewanella          SVGLGVLFLWIFRSVGKKATSGVPGKLQCFIEMIVEFVDNSVKESFHGR--NALIAPLAL 

Klebsiella          SVVLGLLFLAMFRSVAKKATSGVPGKFQTFIEMIIGFVHGSVKDMYHGK--SKVIAPLAL 

Enterobacter        SVVLGLLFLAMFRSVAKKATSGVPGKFQTAIELVIGFVHGSVKDMYHGK--SKLIAPLAL 

Salmonella          SVVLGLLFLVMFRSVAKKATSGVPGKFQTAIELIVGFVHGSVKDMYHGK--SKLIAPLAL 

Escherichia         SVVLGLLFLVLFRSVAKKATSGVPGKFQTAIELVIGFVNGSVKDMYHGK--SKLIAPLAL 

Citrobacter         SVVLGLLFLLMFRSVAKKATSGVPGKFQTAIELVIGFVNGSVKDMYHGK--SKLIAPLAL 

Proteus             SVLMGLLFLWIFRKVAVKATSGVPGKFQTAVEMVIGFVDSSVRDMYHGK--SKVIAPLAL 

Serratia            SVVLGALFLFIFKKVANTATSGVPGKLQTAVELIMGFVDSSVRDMYHGK--SKVIAPLAL 

Yersinia            SVVLGLAFLFVFRKVAAGATSGVPGKLQTAVELIIGFVDNSVRDMYHGK--SKVIAPLAL 

Cupriavidus         SVLCGVIAILFLYMAARRVTAGVPGRFQAFVEMIVEMVDDQAKGIIHGD--RSWIAPLAL 

Bordetella          SILMGLLVVFCLWLAARRATAGVPGRFQGFIEMIVDMVDDQAKSIVTNAKSRLFVAPLAL 

Neisseria           AVLLGVIGSFLLWRGAKKATAGVPGRFQAAVEFLFEFVDDMCKSIIHNEKSRKAVAPLGL 

Diaphorobacter      SVILGVLGLFVMWLAARTATSGVPGRFQAAVEMLVEMVDNQAKANIHNAQSRKFIAPLAL 

Rhodoferax          SILLGAMACYFLWRAASKATSGVPGRFQAAVEILSEMVDTQAKGVIHNATSRKLVAPLAL 

                    ::  *      :   .  .*:* ** :*  :*.:  :*.   :    .      :***.* 

 

Pseudomonas         TVFVWIFLLNLIDLVPVDYLPMLAAKIT-----GDEHLFFRAVATTDPNATLGLSISVFA 

Shewanella          TIFMWVFMMNFMDMIPVDWLPWLAS-LA-----GIP--YLKVVPTTDVNITFSLAIGVFV 

Klebsiella          TVFVWVFLMNLMDLLPIDLLPYIGEHIF-----GLP--ALRVVPSADVNITLSMALGVFI 

Enterobacter        TVFVWVFLMNLMDLLPIDLLPYIGEHVF-----GLP--ALRVVPSADVNITLSMALGVFI 

Salmonella          TIFVWVFLMNLMDLLPIDLLPYIAEHWL-----GLP--ATRVVPSADVNITLSMALGVFI 

Escherichia         TIFVWVFLMNLMDLLPIDLLPYIAEHVL-----GLP--ALRVVPSADVNVTLSMALGVFI 

Citrobacter         TIFVWVFLMNLMDLLPIDLLPYIAEHWI-----GLP--ALRVVPSADVNITLSMALGVFI 

Proteus             TVFVWVLLMNALDLLPIDFIPYIGEHIL-----GLP--ALRIVPTADVSITLSMAIGVFI 

Serratia            TVFVWVFLMNMMDLLPIDLLPFIGEHVF-----GLP--ALRVVPTADVSITLSMALGVFI 

Yersinia            TVFVWVLLMNMMDLLPIDLLPYIGEHVF-----GLP--ALRVVPTADVSITLSMALGVFI 

Cupriavidus         MVFCWITMMNAIDLIPVDWVTGLNGLLGI---FHIHLPHHRAVATADLNGTLGMSCSVLV 

Bordetella          TVFLWIILMNALDLLPVDLLPSIWRMTGLGAEHGDPLYYHRILPTADLNVPMGMSLGVLL 

Neisseria           TLFVWIFLMNAMDMLPVDLLPMVWQGIT-----GNHHALLRVVPTADLNTTLALAVGVLL 

Diaphorobacter      TVFVWIFLMNAMDLLPVDLLPVLWQGAT-----GDSHAYLRVVPTADLSTTLGLSSAVLI 

Rhodoferax          TVFVWIFLMNAMDMLPVDAIPALWHTAGP---AMGYMNYMRVVPTADLSTTLGMSVSVLL 

                     :* *: ::* :*::*:* :  :                 : : ::* .  :.:: .*: 

Die Abb. setzt sich auf der folgenden Seite fort. 
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Pseudomonas         LIVFYSIKVKGIGGFLGELTLHPFSSKN-IVVQILLIPVNFLLEFVTLIAKPVSLALRLF 

Shewanella          LIIYYSIKVKGVSGFVKELTLQPFNHK-------AMIPVNLLLETVTLIAKPISLALRLF 

Klebsiella          LIIFYSIKMKGVGGFVKELTMQPFNHW-------AFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Enterobacter        LILFYSIKMKGVSGFVKELTLQPFNHW-------AFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Salmonella          LILFYSIKMKGIGGFAKELTLQPFNHW-------AFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Escherichia         LILFYSIKMKGIGGFTKELTLQPFNHW-------AFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Citrobacter         LILFYSIKMKGIGGFTKELTLQPFNHW-------AFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Proteus             LILFYSIKMKGVKGFTKELTLQPFNHP-------VFIPINLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Serratia            LILFYSIKMKGVGGFVKELTMQPFNHP-------LFIPINLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Yersinia            LILFYSIKMKGVGGFVKELTMQPFNHP-------IFIPVNLILEGVSLLSKPVSLGLRLF 

Cupriavidus         LMIYYSFKIKGAGGFMHELFSAPFGAK------WYLAPFNLVLNIIEFLAKAVSLGMRLF 

Bordetella          LMFYYGIKIKHPGGFVKELFTAPFHAHG--LASLVLAPFNLLLNLIEYAAKSVSLGMRLF 

Neisseria           ICIYYNIKIKGLGGWFHELFSAPFGAKL--------APANFLLNLVEFLSKTVSHGMRLF 

Diaphorobacter      LCFVYSIKIKGMGGWAHELVTAPFGTSKNPVFALILGVVNLLMQIIEYVAKTVSHGMRLF 

Rhodoferax          VCLVYNVKIKGLGGWIHELLSAPFGDK------FFLYPVNLLMQLIEFAAKTVSHGMRLF 

                    : . *..*:*   *:  **   **               *:::: :   :* :* .:*** 

 

Pseudomonas         GNMYAGELIFILIAVMFGSGMF---------LLSALGVALNWAWAVFHILIITLQAFIFM 

Shewanella          GNLYAGELIFILIALMYGTNLL----------LSSLGVTLQLGWLIFHILVITLQAFIFM 

Klebsiella          GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWVLNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Enterobacter        GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWILNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Salmonella          GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWILNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Escherichia         GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWILNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Citrobacter         GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWILNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Proteus             GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWLLSLPWAIFHILIITLQAFIFM 

Serratia            GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWLLNVPWAIFHILIITLQAFIFM 

Yersinia            GNMYAGELIFILIAGLLP---------------WWSQWMLSLPWAIFHILIITLQAFIFM 

Cupriavidus         GNMYAGELVFLLIALLGSIWTFSADLS---ALGFVGHVVAGTVWAIFHILIVLLQAFIFM 

Bordetella          GNMFAGELIFMLIALLGGAWTGFNGAS---IGLGIGHVLAGSVWAIFHILIVLLQAFIFM 

Neisseria           GNMYAGELVFLLIALLGGAWAASGSVEVMDPILFVFHIIAGLAWAIFHILVITLQAFIFM 

Diaphorobacter      GNMYAGELVFMLIALMGGAAAMSLSG----VLLPVGHIIAGSIWAIFHILIITLQAFIFM 

Rhodoferax          GNMFAGELIFMLIALMGGTWAWQFNPLSGWFWLGFGHVIAGTAWSIFHILVITLQAFIFM 

                    **::****:*:*** :                           * :****:: ******* 

 

Pseudomonas         MLTIVYLSMAHEDNH 

Shewanella          MLTIVYLSMAHEDH- 

Klebsiella          VLTIVYLSMASEEH- 

Enterobacter        VLTIVYLSMASEEH- 

Salmonella          VLTIVYLSMASEEH- 

Escherichia         VLTIVYLSMASEEH- 

Citrobacter         VLTIVYLSMASEEH- 

Proteus             VLTIVYLSMASEEH- 

Serratia            VLTIVYLSMASEEH- 

Yersinia            VLTIVYLSMASEEH- 

Cupriavidus         MLTLVYIGQAHDHH- 

Bordetella          MLTLVYIGQAHEGH- 

Neisseria           ALAFVYIGQAHDAH- 

Diaphorobacter      MLTLIYLGQAHEAH- 

Rhodoferax          MLTLIYVGQAHSSH- 

                     *:::*:. * . : 

Abb. A 7: Multiple sequence alignment von AtpB verschiedener Organismen. 

Das Alignment wurde mit CLUSTAL O 1.2.1 erstellt. Die Symbole unter den Sequenzen 

geben Positionen mit vollständig konservierten (*), sowie sehr (:) oder schwach (.) ähnlichen 

AS an. Die Sequenzen stammten von E. coli K12 MG1655 (VIMSS17798), C. metallidurans 

CH34 (VIMSS1775890), Neisseria meningitidis 053442 (VIMSS3543549), Bordetella 

pertussis Tohama I (VIMSS514564), Diaphorobacter sp. TPSY (VIMSS5786153), 

Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 (VIMSS1270442), Citrobacter rodentium ICC168 

(VIMSS10401148), Salmonella typhimurium LT2 (VIMSS151151), Enterobacter sp. 638 

(VIMSS3627314), Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 

(VIMSS3384620), Proteus mirabilis HI4320 (VIMSS5785168), Serratia proteamaculans 568 

(VIMSS3617943), Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 (VIMSS2079578), 

Pseudomonas aeruginosa PA7 (VIMSS7069243) und Shewanella oneidensis MR-1 

(VIMSS203822). 
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