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Einleitung 1

1 Einleitung

An vielen Standorten kommt es aufgrund intensiver industrieller Nutzung naturlicher
Ressourcen zu einer erhdhten Schwermetallbelastung. Zink zum Beispiel wird fur Legierungen
wie Messing (Zink und Kupfer) verwendet. Cadmium ist dem Zink sehr &hnlich und tritt immer
als Verunreinigung in natirlichen Zinkvorkommen auf, es wird fur Galvanisierungsprozesse,
zum Loten und fur Batterien verwendet. Kobalt und Nickel sind chemisch nahe mit dem Eisen
verwandt. Kobalt wird zum Galvanisieren benutzt; Kobalt-, Nickel- und Chromsalze haben als
Farbstoffe 6konomische Bedeutung.

Wahrend Schwermetall-lonen im nanomolaren Bereich oft als Spurenelemente bendtigt
werden, wirken sie in mikro- und millimolaren Konzentrationen toxisch. Da zun&chst die
Versorgung der Zelle mit Makro-Bioelementen, zu denen C,0O, H, N, S, P, K, Ca, Mg und Fe
zéhlen, gewahrleistet sein mul3, kann die Bakterienzelle bei drohender Metallvergiftung den
Einstrom von Metallionen nicht drosseln, denn z.B*Z&d”, Ni* und Cd’'gelangen unter
Normalbedingungen durch das f¥éufnahmesystem in die Zelle (Nies & Silver, 1989b). In
Samonella typhimuriunsind drei verschiedene Magnesium-Aufnahmesysteme beschrieben
worden. Das konstitutive CorA-System, welches das primaré-Mdnahmesystem in
Bakterien und Archaea darstellt, arbeitet schnell und unspezifisch, so vermittelt es z.B. unter
anderen die Aufnahme von Cobalt, Nickel und Mangan (Smith & Maguire, 1998). MgtA und
MgtB sind induzierbare Transportsysteme; beide Proteine sind als P-typ-ATPasen
charakterisiert worden, die zwar eine Mgufnahme katalysieren aber deren primare
Funktion noch nicht geklart ist (Taat al, 1998). Als viertes Mg-Aufnahmesystem wurde

das MgtE-Tansportsystem beschrieben (Snethal, 1995), das fur die Aufnahme von
Magnesium irBacillus firmusOF4 verantwortlich ist.

Nicht nur Schwermetallbelastung bedeutet Strel3 fir das Bakterium, da Streld im Leben eines
Organismus die Regel und nicht die Ausnahme ist, sondern auch Einfliisse, wie Temperatur-
schwankungen, Nahrungsmangel, UV-Strahlung und Salzstrel3 besitzen eine schadigende
Wirkung. So treten in allen Organismen spezifische Proteine nach Induktion durch einen
Strel3faktor auf. InBacillus subtilis z.B. wird Thioredoxin, ein kleines hitzestabiles und
ubiquitdres Protein, das an Redoxreaktionen beteiligt ist, nach verschiedenen Stressbe-
dingungen, wie Hitze und Salzstrel3 oder durch die Behandlung mit Ethanol, Wasserstoff-
peroxid oder Puromycin exprimiert (Schaet al, 1998). Thioredoxine besitzen ein
konserviertes benachbartes Paar von Cysteinen (-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-), das einer
reversiblen Oxidation und Reduktion unterzogen wird. Thioredoxin-Systeme dienen als
Wasserstoff-Donatoren, z.B. fur die Phosphoadenosyl-Phosphosulfat-Reduktase, Ribo-
nucleotid-Reduktase und die Sulfoxid-Reduktase (Holmgren, 1989). Aufgrund seiner Fahigkeit
Wasserstoffperoxid zu reduzieren wird angenommen, dafl Thioredoxin an der Abwehr
oxidativen Stresses beteiligt ist (Speabal, 1988).



Einleitung 2

Neben dieser allgemeinen Antwort schitzen sich Organismen auch spezifischer vor
Schwermetallen. So kennt man verschiedene Mechanismen, wie die intrazellulare Metallkon-
zentration reguliert werden kann.

Eukaryoten entgiften Schwermetalle durch Komplexierung. In Tieren und Pilzen sind
Metallothionine, kleine schwefelreiche Proteine, weit verbreitet (Hamer, 1986; Bty

1986).

Bakterielle Plasmide vermitteln Resistenzen gegen toxische Metalle und Metalloxide wie z.B.
Ag’, AsQ,, AsQ’, Cd*, Ca”, CrQ7, Cu*, Hg", Ni¥, PI*, TeQ?, TI" und Zri* (Silver,

1998). Die meisten Resistenzsysteme beruhen auf Energie-abhangigen Efflux. Einige wenige
basieren auf enzymatischen Reduktionen oder Komplexierungen. Fir Cyanobakterien,
insbesonder&ynechococcysvurden Metallothionine beschrieben, die den humanen Metallo-
thioninen funktionell &hneln sollen (Gupg al., 1992; Gupteet al, 1993 und Turner &
Robinson 1995). Bisher einmalig ist der Mechanismus der untersuchten Quecksilber-
Resistenzsysteme (mer), bei denen das Quecksilberkation NADH-abhangig zum metallischen
Quecksilber reduziert wird (Silver & Misra, 1988; Silver & Walderhaug, 1992).

In den meisten Systemen beruht die bakterielle Resistenz gegeniiber Schwermetallen jedoch auf
aktivem Efflux. Die Energie fur den Transportprozel3 kann durch ATP-Hydrolyse oder durch
das Membranpotential bereitgestellt werden. DadCASystem ausS. aureusz.B. ist ein
ATP-abhangiges Kationeneffluxsystem fir’Cdnd Zri* (Tyneckaet al, 1981; Silver &
Walderhaug, 1992). Diars-Determinante ausE. coli vermittelt Resistenzen gegenuber
Arsenat, Arsenit und Antimonit. Das ArsA-Protein wurde als ATPase identifiziert, der
ArsAB-Komplex katalysiert einen Anionen-Efflux (Rosetnal, 1988).

Metalle sind aber nicht nur Stref3faktoren, sondern essentielle Bestandteile der Zelle. So
werden besonders die lonen der Ubergangsmetalle viieNiti und Fé fiir Redoxprozesse,

Co™ zur Synthese von Vitamin-B 12, Zrin DNA-bindenen, regulatorischen Proteinen oder

K* zur Regulation des intrazellularen osmotischen Drucks, um nur einige Beispiele zu nennen,
bendtigt. So brauchen die Zellen Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Metallhomoostase,
welche ein Gleichgewicht zwischen Aufnahme, Nutzung und Ausscheidung von Metallionen
erfordert (Lippard & Berg, 1994). Um die Metallhomdostase naher zu untersuchen, sind
bakterielle Metallresistenzen gut geeignet.

So beschéftigt sich diese Arbeit mit deczcResistenzsystem. Bei Vorhandensein der
czcDeterminante werden €d Zr** und C3" aktiv aus der Zelle herausgepumpt (Nies &
Silver, 1989a), wobei der Efflux als Protonen-Kationen-Antiport funktioniert (Nies, 1995).
Der Aufbau degzcOperons ist in Abbildung 1 dargestellt.
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URR czcC 346 aa czcB 521 aa cz¢A 1064 aa DRR
URR mit Strukturgenregion DRR mit czcD, czcR
czcN und und czcS

czcl

Abbildung 1: Darstellung deszcOperons. Der 'upstream regulatory region' (URR) folgt die
Strukturgenregion mitczaC, czdB und czAA. Die 'downstream regulatory region' (DRR)
besteht auszd, czdR undczcS.

CzcC ist ein ins Periplasma sekretiertes Protein, das aufgrund von Sequenzhomologien zu den
OMF-Proteinen (ater membran &ctor) gezahlt wird (Dong & Meargeay, 1994). Es erweitert

die Substratspezifitat des CzcCBA-Komplexes um Cadmium und erhdht die Cobalt-Resistenz
(Nieset al, 1989). CzcB gehdrt zur Familie der MFP-Proteiner(orane dsion potein). Es

ist nach dem derzeitigen Strukturmodell in der Cytoplasmamembran und der &uf3eren Membran
verankert (Dong & Mergeay, 1994). Das CzcD-Protein ist ein Mitglied der
CDF-Proteinfamilie (ation dffusion facilitator) (Nies & Silver, 1995), die als
Metallionentransporter beschrieben wurden (Paulsen & Saier, 1997).

Das CzcA-Protein stellt das zentrale Pumpenprotein des CzcCBA-Effluxkomplexes dar und
gehort zur Familie der RND-Proteineegistance, adulation,_ell division). Friihere Arbeiten

gaben bereits Hinweise dafur, dal3 das Protein den Protonen-Kationen-Antiport tber die
Cytoplasmamembran  hinweg katalysiert (Nies, 1995). Nach einem mittels
DNA-Sequenzanalysen erstellten Modell besteht das CzcA-Protein aus vier Domanen (Saier,
1994), namlich aus zwei grof3en hydrophilen Regionen und zwei hydrophoben, die
Plasmamembran durchspannenden Kanéle. Die hydrophilen Regionen befinden sich zwischen
Helix eins und zwei, bzw. Helix sieben und acht; durch PhoA-Fusionen konnte ihre bisher im
Periplasma vermutete Lage bestatigt werden (Goldbieed, 1999). Im Gegensatz zu CadA

oder ArsA wurde bei CzcA keine ATP-Bindestelle identifiziert (Nies, 1995). Die treibende
Kraft for den Kationen-Efflux ist ein transmembraner Protonengradient. Dieser
Protonengradient setzt sich aus einem chemischen Gradienten und einem elektrischen
Ladungsgradienten zusammen.

Da bisher auf3er der rekonstituierten AcrAB Multidrug Efflux-Pumpe, die fir den Transport
von Gallensauren, Erythromycin und Cloxacillin verantwortlich ist (Zgurslyal., 1999),

kein gereinigtes und funktionsanalytisch untersuchtes RND-Protein vorlag, sollte in dieser
Arbeit mit der Reinigung und Rekonstitution von CzcA ein Beitrag zum Verstandnis der
Funktion von RND-Proteinen geleistet werden.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

In Tabelle 1 sind die verwendeten Bakterienstamme und Plasmide aufgelistet:

Tabelle 1: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm/Plasmid

Charakteristika Referenz/Herkunft

Stamme

Ralstoniaspec
AE104

AE128

Escherichia coli
XL1 blue

XL2 blue

WM1704

BL21(DE3)pLysS

Plasmide
pECD110

pECD297

pQE 70
pTrc 99A
pPMAL-c2

PASK-IBA3

metallsensitiv Mergeayet al, 1985

pMOL30, Cz¢ Cnr Mergeayet al, 1978

Chr Mer*

SupE44, hsdR17, recAl, lacBullock et al, 1987
endAl, gyrA46, thi, relAl

supE44, hsdR17, recAl, lacStratagene, Heidelberg
endAl, gyrA46, thi, relAl

W.Messer, Max Planck-Inst.
fur molekulare Genetik,
Deutschland

Alon AlacU169

F- dcm ompT hsdSgmg")  Stratagene Europe,
Amsterdam
lon~ gal\(DE3)[pLysS Carf]

pT7-5mit 6.7 kb
czc-EcoRI/BamHI-Fragment

Nieset al, 1989

Amp' , czcCBA-lacZ in Stammsammlung

pTrc99A
Amp', His-tag (C-terminal) Quiagen Inc., 1997
Ampr Pharmacia

Ampr , ma'E (N_termn‘]a') New England BIOLabS

Ampr’ Strep_tag 1 (C_ IBA GmbH, GOttIngen

terminal)
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Tabellel, Fortsetzung

pECD451 Km.Kassette aus pRME1 mit
PCR amplifiziert, und damit
Nhel/Munl-Fragment aus  Juhnke, Diplomarbeit 1997
aus pECD110 ersetzt, Km
Amp'

pPECD442 pECD110-Derivat, Juhnke, Diplomarbeit 1997
Asp402Asn in czcA

pECD443 pECD110-Derivat Juhnke, Diplomarbeit 1997
Asp408Asn in czcA

pECD559 Amp': czcA in pASK-IBA3  diese Arbeit
(EcoRI/BamHlI)

Amp": czcA (mit D402N) in

pECD557 diese Arbeit
PASK-IBA3
(EcoRI/BamHlI)

pECD558 Amp' czcA (mit DA08N) in  giese Arbeit

PASK-IBA3
(EcoRI/BamHlI)

2.1.1 Expressionsvektoren

Folgende Expressionsvektoren wurdemr Klonierung und Uberexpression dezcAGens
bzw. seiner Domanen herangezogen:

1. pTrc99 A Expressionssysten{Pharmacia): Der Expressionsvektor pTrc99A bietet einen
starkentrc Promotor stromaufwarts denultiplen Klonierungsstellaind ein starkes rrnB
Trans-kriptions-Terminationssignal stromabwartdnter Verwendung des starken trc
Promotorssollte die C-terminalezcA-lacZFusion auf hohen Niveau exprimiert und Ubige
Affinitats-saule (p-AminophenyB-Thiogalactopyranosid) gereinigt werden.

2. pQE-Sytem(Quiagen): Der Expressionsvektor pQHudbioniert C-terminal den 6 x His-
tag an dagielprotein. Die cytoplasmatisch exprimierten Fusionsproteine kdnnen leicht durch
die Bindung an Ni-NTA (Nitrilotriacetat) gereinigt werden (Schreital, 1993).

3. Strep-tag Il System(Institut flr Bioanalytik): Der Expressionsvektor pASK-IBA3 flhrt zu
einer C-terminalen Fusion d&rep-tag Il an dagielprotein.Der Strep-tag besteht aus den
acht Aminosauren WSHPQFEK, dieine hohe StrepTactin-Bindungsaffinitdt &8 und
Skerra, 1997)aufweisen. Die Reinigungles Fusionsproteins ist soniéicht durch Affi-
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nitdtschromatographie an StrepTactimdglich. Durch dentetA-Promotor/Operatorwird
aul3erdem eine strenge transkriptionelle Kontrolle garantiert (Skerrra, 1994).

4. Maltosebindeprotein-Vektoren (NEB): Zur Verfiugung stand dérektor pMAL-c2, der
das Maltosebindeprotein (MBIMalE codiert)N-terminal an das im Cytoplasma exprimierte
Zielprotein fusioniert (Guaret al, 1987; Maina et al, 1988; Duplayet al, 1984). Die
Reinigung erfolgt Uber Affinitaitschromatographie an Amylose.

5. B-Galaktosidase-Fusions-Kit(Boehringer):Der Expressionvektor pXa2 fuhrt @ner N-
terminalen Fusiomer 3-Galaktosidase an das Zielprotein. Die Fusion sollte &lver Afini-

tatsséule (p-Aminopheny-Thiogalactopyranosid) gereinigt werden

2.2 Kultivierungsbedingungen

2.2.1 Nahrmedien, Antibiotika und Schwermetalle

A) (Luria-Bertani-)Medium (Sambrooét al,1989)

10 g Bacto-Trypton
59 Hefeextrakt
59 NacCl
ad 11 agua bidest., pH 7.0 einstellen

LB-Medium diente als Komplexmedium zur Kultivierung éscherichia cok

Stammen.

B) Tris gepuffertes Minimalmedium (Mergeayal, 1985)

121.1¢g Tris

HCl adpH 7.0

danach Zugabe von:

936 g NacCl

298 g KCI

214 ¢ VIs
40 g Mgk 6 HO
0.45 g CaCl
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0.024 ¢ Eisen-Ammonium Citrat
2 ml Spurenelementldsung SL6 (10 fach) nach Pfennig(1974)
ad 11 aqua bidest.

Komponente B (20 fach):

195 g hBOy x 10 HO
46 g PPy x 12 HO
ad 11 aqua bidest.

Die Komponenten A und B wurden im Verhdltnis 1:1 gemischt und zur Kultivierung von
Ralstoniaspec(vormalsA. eutrophulsStammen auf einfache Konzentration verdinnt.

Als Kohlenstoffquelle wurden 0.2% (w/v) Dinatriumgluconat zugesetzt.

C) Spurenelementelésung SL6 (10 fach) nach PFENNIG (1974):

900 ml aqua bidest.
100 mg ZngR 7 HO

30 mg Mngx 4 HO
300 mg 3803
200 mg CaCt 6 HO

10 mg CuyCt 2 HO
188 mg Nk 6 HO

30 mg MNdoOy4 x 2 HO
ad 11 aqua bidest.

D) N&hrboullion I (Immunpréaparate, Berlin)

25 g/l aqua bidest.

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht Eoroli.

E) Nahragar | (Immunpraparate, Berlin)
36.5 g/l aqua bidest.
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F) Festmedien
Die Komplexmedien fUE.coli wurdenmit 1.5% (w/v) Agarnoble versetzt und autokla-
viert. DemMineralmedium mit Metallsalzepnur Kultivierung vonRalstoniaspec- Stam-

men wurde 2% (w/v) Agar noble zugesetzt und autoklaviert.

G) Schwermetalle
Die verwendeten SchwermetallsalZaCly, CoCh und CdChk lagen als 1M Stamm-

I6sungen vor und wurden auf beschriebene Endkonzentrationen im Medium verdinnt.

H) Antibiotika
Die Antibiotika-Stammlésungen wurden nach Ausudial, (1993) hergestellt und den

sterilen Nahrmedien in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Ampicillin: Die Stammldsung (100 mg/ml in sterilen aqua bidest.) wurde in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml Nahrmedium eingesetzt.

Kanamycin:  Die Stamml6sung (100 mg/ml in sterilen aqua bidest.) wurde in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml Nahrmedium eingesetzt.

Teracyclin: Die Stammldsung (12.5 mg/ml 70%igen Ethanol) wurde dem Medium in

einer Endkonzentration von 12.5 pg/ml zugesetzt.

I) Zusatzliche Nahrmedienbestandteile

Zur Induktion der Genexpression wurden auf 1 | Kulturmedium 8.inM IPTG zu dem
pTrc99A-Vektor bzw. 50 pAnhydrotetracyclin (2ng/ml DMF) zuden pASK-IBA3-
Vektor gegeben.

2.2.2 Zellanzucht

E.coli
Die verwendeterk.coli-Stamme wurden ihB-Flussigmedium kultiviert. Dabegrfolgte die
Anzucht in Reagenzglasern und Erlenmeyerkolben, wobetiauhaximales/olumenverhalt-
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nis von Medium zu Gefald voh:5 geachtet wurde. Zur Selektion wurdengeh Stamm das
entsprechende Antibiotikum zugegeben.

Die Flussigkulturen wurdemei 37°C auf einem Rundschuttler (KS500pder auf einem
Rotationsschuttler (HS500) bei 200 rpm angezogen.

Zur Verfolgung de<Zellwachstums betler Herstellung von kompetenterelien eignetesich
die Messung der optischen Dichte (OD600) mit einem UV/VIS-Spektrometer.
Angeimpfte Agarplatten wurden bei 37°C aerob fur 12-24 h inkubiert.

Ralstoniaspec

Die verwendetenRalstonia spec.-Stamme wurden auf Tris-gepuffertdvinmimalmedium
herangezogen, in dem 0.2 % Dinatriumgluconat als einzige Kohlenstoffquelle vorhanden war.
Als KulturgefaRe dienten Erlenmeyerkolben, Seitenarmkolben und Schikanekélbbei
wurdeein maximales Volumenverhaltnien Medium zu Gefal3 voih:5 strikteingehalten, um
eine optimale Sauerstoffzufuhr fur die obligat aeroben Zellen zu gewahrleisten.

Die Zugabe von Antibiotika und Schwermetallsalzen erfolgte in den schon genannten Konzen-
trationen.

Flussigkulturen wurdeibei 30°C und 200 rpnauf einemRotationsschittler angezogen. Die
Verfolgung des Zellwachstums erfolgteit einem Klett-Summerson Colorimeter alBru-
bungsmessung gegen unbeimpftes Medium in Klett-Einheiten.

Beimpfte Agarplatten wurden aerob bei 30°C fur 2-5 Tage inkubiert.

2.2.3 Stammhaltung
Zur Kultivierung dientenLB-Platten, die das entsprechen@atibiotikum enthielten. Damit

immer frisches Koloniemateriagdur Verfiigung stand, wurdedie Stammealle 4 Wochen
Uberimpft.

Die Kultivierungder Ralstoniaspec-Stamme erfolgte auf Tris-Minimalmedium-Agar-Platten.
Den plasmidtragenden Stammen wurde das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.

Von allen plasmidtragenden Stammeirde zusatzlich eine Glycerinkultuangelegt. Dazu
wurde eine Flussigkultur in der spatexponentiellen Phase mit Glycerin (20 % (v/v)) versetzt.
Die Lagerung erfolgte bei -70°C.
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2.3 Molekluarbiologische Techniken

2.3.1 DNA-Praparationsmethoden
Die Arbeit mit DNA macht die Inaktivierungon DNAsen notwendig. Ausliesem Grund

wurden alle hitzebestéandigeGerate und LoOsungemei 121°C autoklaviert.Hitzelabile

Losungen wurden sterilfiltriert.

2.3.2 Plasmid-Mikropréparation zur Bestimmung der Plasmidgro@each Chowdhury,
1991)

Bei der Klorierung gelang mitler Plasmid-Mikropraparatiorine Vorauswahion interes-

santen Klonen. Mit dieséethode konnte in kurzer Zeginegrol3eAnzahlvon Vektoren auf

Einbau eines Inserts untersucht werden.

Zu einer100 pl-Ubernachtkultur ihB-Medium wurden 50 pl Phenol-Chloroforfinl (v/v)

und 10 pl Stop-Mix (0.25 9Bromphenolblau, 40 % Glycerol) gegeb&er Ansatz wurde

kraftig durchmischt und dann d@er Tischzentrifuge abzentrifugiert (8in, 12000 rpm). 20-30

ul des Uberstandes wurden auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und mittels Elektrophorese
aufgetrennt.

2.3.3 Plasmidminipraparation (modifiziert nach Sambrook et al., 1989)
Diese Methode diente zur analytischen Préparation kleiner Plasmide. Die Qleaigatierten

DNA war hinreichend fur Restriktionsversuche und Klonierungsschritte.

Die Zellen einer 3 mUbernachtkultur in LB-Medium wurden durch Zentrifugatigeerntet
und in 100 pl Losungl resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Losung 2 wurdlesder
vorsichtig bis zur Lyseder Zllen geschwenkt und ca. ®in bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Lysat wurdenit 150 pl eiskalter Losung 3 versetzt umath mehrmaligerSchwenken 5
min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugati¢h2000 rpm, Smin, Sigmal12) lie3sich das
Proteinprazipitat mit einem sterilen Zahnstocher entfernen.

Der Uberstand wurdemit 450 upl Phenol-Chloroform 1:1 (v/v) extrahiert urdhnn
abzentrifugiert (12000 rpm, Bin). Der waRrige Uberstand wurde abpipettiert umitl 0.7
Volumen Isopropanol gemischt. Nach 1Ifin Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
gefallte DNA durch Zentrifugation sedimentigit2000 rpm, 20min), danach mit 70 %
Ethanol (v/v) gewaschen. Das Pellet wudden 10min luftgetrocknet und in 20 pl $O ( mit

0.1 mg/ml RNAse) geldst. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.
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LOosung | Losung Il Losung 11
10 mM EDTA 0.2 N NaOH 3 M K-Acetat
2 mM Tris-HCI, pH 8.0 1 % (w/v) SDS pH 4.8 (Eisessig)

2.3.3.1 Praparative Plasmidisolierung

Mit dieser Methode wurdegrol3eMengen Plasmid-DNA flr Klonierungsschritte isolidtine

200 ml-Ubernachtkultur wurde abzentrifugi€tD min, 4°C, 5000 rpm) und das entstehende
Zellpellet in 6 ml Losung | resuspendiert. Nach Zugabe von 12 ml Losung Il und 9 ml eiskalter
Losunglll wurde der Ansatz 10min auf Eis gelagertbis die Losung klarwar. Nacheinem
erneuten Zentrifugationsschr{tt5 min, 4°C, 5000 rpm) wurde der Uberstaadgenommen

und nacheinandenit 1 Vol. Phenol-Chloroform und 1 Vol. Chloroform extrahiddie DNA

wurde mit 2.5 Vol Ethanolgefallt, abzentrifugiert undnit 70%igem Ethanol gewaschen.
Nachdem das Pellet 10 min luftgetrocknet war, wurde es in 206Quldtdfgenommen.

2.3.4 Plasmidpraparation mit Qiaprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN Inc. 1997)
Die mittels Anionenaustauscher-SAu{@IAGEN Inc., Chatsworth, USAsolierte DNA war

hinsichtlich des erzielten Reinheitsgrades und der Konzentration fur Klonierungen geeignet.

3 ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert und280 pl Puffer P1(100 pg/ml
RNaseA, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA) resuspendignischlie3end wurdef50 pl
Puffer P2(0.2 M NaOH, 1% SDS) zugesetzt und ders&iz 5mal vorsichtig Uber Kopf
geschwenkt. Nach Zugabe von 350 puuffer P3 (3 M Kalium-Acetat ptb.5) wurde der
Ansatz erneut geschwenkt und das entstandene Pramifis einer Zentrifugation von 5
min in der Tischzentrifuge pelletiertDer Uberstand wurdauf die Saule mit SammelgefanR
gegeben und fur in zentrifugiert. Das Sammelgefafdurde entleert undlie Saule mit
750 pl QC-Puffer [1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 % (v/v) Etha(ut 7.0)] gewaschen. Zur
Elution der DNA wurden 50 psteriles Wasser auf die Saydgettiert und nach einer 1
mindtigen Inkubation in ein Eppendorfgefal’ zentrifugiert.

2.3.5 Préaparative Plasmidisolierung fiir Sequenzierungen [nach Quiagen]
Mittels dieser Methode wurdegrof3e Mengen an konzentrierter, hochreiner DNA fiur

Sequenzierungen isoliert. Die DNonnte aufeiner Anionenaustauschersaule gereinigt und
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mit 1.25 M NaCl eluiert werdenDie Reinigung verzichtet damit auf die Verwendung von
Phenol.

100 mleinerE.coli-Ubernachtkultur wurden aufgearbeitet und je 12 mider Lésungen |, 11
und Il (siehe Plasmidminipraparationversetzt. Das entsprictdem 3fachen Ansatz des
Standardprotokolls, da gezeigt werden konnte,diasSaulen mehrfach zu verwenden sind,
wenn sie zwischendurch aquilibrieverden. Nactdem Abzentrifugiererder Proteine wurde
die Quiagen-tip 100-Saulmit 4 ml QBT-Puffer [750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15 % (v/v)
Ethanol (pH 7.0), 0.15 % (v/v) TritonX-108@puilibriert. Danach wurden 12 ml DNA-LOsung
auf die Saule aufgetragemweimal mit 10 miQC-Puffer [1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 %
(v/v) Ethanol (pH 7.0)gewaschen undhit 5 ml QF-Puffer{1.25 M NaCl, 50 mM MOPS, 15
% (v/v) Ethanol (pH 8.2)tlie DNA eluiert. Durcherneutediquilibrierender Saule konnte die
beschrieben®rozedur noctzweimalwiederholt werdenDie DNA wurde ausdemEluat mit
0.7 Volumenlsopropanolgefallt (30 min, RT) unddann abzentrifugiert. Nach dem Waschen
des Pellets mit 70 %igen Ethanol und Trocknen wurde die DNA in 6@l d&l6st und hatte

dann eine fur die Sequenzierung erforderliche Konzentration von 1 pg/pl.

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennungder DNA-Fragmente erfolgte in horizontalen Flachbett-Apparaturen. Die

Gelehatten Agarose-Konzentrationen von 0.7 % (vibi¢)zu2.0 % (w/v), umeine optimale
Auftrennung, je nachGrofRe derDNA-Fragmente zu erreichemdls Elektrophoresepuffer
wurde 1x TAE-Puffef40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA (pH 8.0)] verwenddie Agarose
wurde in derMikrowelle in Elektrophorese-Puffegelost. Vor dem GielRenwurde der
abgekuhlten Agarose noch 500 pgHthidiumbromid zugegebeWor dem Auftragen wurden
die DNA-Proben mit 0.2 Vol Stop-Mix [40 % (v/@lycerin,0.1 % (w/v) SDS, 0.1 M EDTA,
0.25 % (w/v)Bromphenolblaujersetzt. Aufgetragen wurden 1-20guif ein analytisches Gel,
20-50 plauf ein praparatives Gel, wobesich die Mengen naclder DNA-Konzentration
richteten.

Die Elektrophorese erfolgteei einerSpannung von 80-120 \Wetzgerat: Pherostab.300,
Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchehis dieBromphenolblau-Bande das Gelende erréictite.
Bei jedem Laufwurde ein Molekulargewichtsmarker mit DNA-Fragmenten definie@0(3e
mitgefuhrt. Die DNA-Banden wurden durch UV-Licht (UV-Transilluminatéppligene,
lllkirch) sichtbar gemacht und mittels Image-Master (Pharmacia Biotech) dokumentiert.
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2.3.7 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Konzentrationsabschatzung erfolgte durch Vergledeln Fluoreszensintensitaten der

Proben mider Intensitat von DNA-Fragmenten bekannter Konzentration unter Beachtung der

Fragmentgrole.

2.3.7.1 DNA-Standardmolekulargewichtsmarker
Die GrolRevon linearen DNA-Fragmentemwurde durchVergleich mit Hindlll- und Pst |

geschnittener Lambda-DNA atandard festgestellDie beiden Restriktionen entstehenden

Fragmente sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Fragmentgré3en linearer Standard-DNA, Angaben in bp

A-DNA, Pstl geschnitten A-DNA, Hind Ill geschnitten
14655 23130
11497 9416
5077 6682
4749 4361
4503 2322
2838 2027
2459 564
2443 139
2140

1986

1700

1159

1033

805

514
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2.3.8 Spaltung der DNA mittels Restriktionsendonucleasen
Pro pg DNA wurden 2-10Units desjeweiligen Restriktionsenzymsingesetzt, wobei die

Enzymlésungnaximal1/10 desGesamtvolumens einnahm. 1 Unit eines Restriktionsenzyms ist
definiert als die Menge Enzym, die 1 pg DN#nerhalb eineiStundebei 37°C vollstandig
spaltet. Der Restriktionsansatz wurde fur 1-14 h bei 37°C inkubiemnWeiDoppelverdauen
kein gemeinsamer Reaktionspuffer eingesetzt werden konnte, drarB&lA zwischerbeiden
Schritten umgefallt oder mikrodialysiert. Die Restriktionwurde mittels Gelelektrophorese
ausgewertetanschliel3end folgte eine 10minutige Inkubatimm 80°C zurlnaktivierung des

Enzyms.

2.3.9 Mikrodialyse
Die Mikrodialysewurde durchgefiihrt, um Restriktionspuffesi Doppelverdauen zu wechseln

und zur Entsalzung von Ligationsansatzgie,zur Elektroporation eingesetzt werdsoilten.
Dazu wurden ca. 25 ml 1%iges Glycerin in eine sterile Petrischale getfiitl ein Membran-
filter mit einer Porengrofle von 0.025 mnMillipore GmbH, Eschborn) auf die
Flissigkeitsoberflache gelegt. DENA-Probe wurdeauf den Filteraufgetropft undhach 30-

60 min wieder abgenommen.

2.3.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur praparativen Isolierung vospezifischen DNA-Fragmenten,uvden diese auginem

Agarosegel unterlangwelligem UV-Licht herausgeschnitten. Danach wurdach dem
Quiaquick-Agarosegel-Extraktions-Protokoll (Quiagen Inc., USA) weiterverfahren. Das
Prinzip der Reinigungberuht aufder Bindung von DNA areine Silica-Gel Membraninter
spezifischen Puffer- und pH-Bedingungen, und schliel3t nachfolgende Waschschritte ein.
Nach Auswiegemler DNA-haltigen Gelstlicke, l6st@an diese im 3fachen Volumen an Puffer
QX1. Dazu erfolgtesine Inkubatiorvon 10min bei 50°C. Die Losungvurde auf eine Spin-
Saule aufgetragen, danaaiit 750 plPuffer PE gewaschen und die DMt 30 pl H)O von

der Saule eluiert.

2.3.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um die Selbstligationsrate von linearisierter Vektor-DNA zu verringern, wied&ektor vor

der Ligation mit alkalischerPhosphatase aus Kalberdarf@IP) dephosphoryliert. Die
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Dephosphorylierung erfolgte im Restriktionsansatz. Dazu wiede Restriktionsansatz2 h

vor Abstoppung 1 pl (1U) alkalische Phosphatase zugesetzt.

2.3.12 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation erfolgte ineinem Volumenvon 20-50 ul. Das Verhdltnis vonVektor- zu

Fragment-DNA betrug ca. 1:Pie Ligationwurde mit T4-DNA-Ligase(StratageneHeidel-
berg) und ineinem vomHersteller mitgelieferten Puffeder ATP enthielt, durchgefuhrt. Zur
Freilegungder kohasiven Endewurde der Ansatxor Zugabe der T4-DNA-Ligase &in bei
45°C inkubiert und anschlieRend auf Eis gestelliwbdsde 1 U T4-Ligase zugegeben und kurz
gemischt. Die Ligationen wurdetd-48 hbei4°C inkubiert. FuiSchnelligationerwurde der
Rapid-DNA-Ligations-Kit (Boehringer-Mannheim) eingesetzt. Dabei wurden 10 pl DNA
(Vektor + Insert) inDNA dilution buffer und 10 pl 2fachei-DNA ligation buffer gemischt,

1 pl T4 DNA-Ligase (5 Units) zugegeben und 1 StubdeRaumtemperatur inkubiert. Der
Ansatz konnte dansofort transformiert werderDie Transformationsausbeutear bei der

Schnelligation deutlich schlechter als bei der klassischen Ligation.

2.3.13 Transformation
Klassische Transformation

Fir dieseMethode wurden kompetentellen nach CaGiIMethode(Mandel und Higa, 1970)
hergestellt. Die Transformation erfolgteAnlehnung ardas Protokoll von Sammbroei al,
1989.

Zur Herstellung der kompetenten ellen mufdte Uber Nachteine Vorkultur des zu
transformierenden Stammes angezogen werd@a. 100 ml Hauptkultur wurdel%ig
angeimpft undbis zu eineroptischen Dichte von OD600=0.8ei 37°C geschitteltAlle
nachfolgenderSchritte erfolgterbei 4°C. Die Zllen wurden abzentrifugier(10 min, 5000
rpm), das Pellemit 10 ml eiskalter0.1 M CaClk-Losung gewaschen und Ifin auf Eis
inkubiert. Danach wurddie Zellsuspensioerneut abzentrifugiert und der Uberstand restlos
dekantiert. Das Zellsediment wurde in 20rll M CaCb-L6sung resuspendiert und Uber Nacht
auf Eis gelagertDie kompetenten &len wurden dann in Portionen zu 90 plbei -80°C
gelagert.

200 pl kompetente elen wurdenmit der zutransformierenden DNA versetgut gemischt
und 30min erschitterungsfrei auf Eis gelagert. Dann erfolgteHitzeschockbei 42°C fir
genau 90 sec. Nachdatlie Zellen auf Eisvieder abgekuhlt waren, erfolgéene Zugabe von
800 pl LB-Medium, undder Ansatz wurde 45nin bei 37°C geschutteltEin Teil des
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Transformationsansatzes wurdef einer Selektionsplatte ausplattiel®r andereleil konnte

bis zu 7 Tagen bei 4°C aufbewahrt werden.

2.3.14 Polymerase-Kettenreaktion

2.3.14.1 Synthese der Primer
Die Sequenzerder Primer wurdenunter Zuhilfenahmedes Computerprogramms OLIGO

ausgewahlt. Die Synthester Primer erfolgte am DNA-Syntheseapparat "Geéssembler
Plus" (Pharmacia) nactler Phosphoamiditmethodelauptséchlich wurden gekaufte Primer
(GIBCO) eingesetzt (Tabelle 3).

Die Konzentratiorder Primerwurde am GeneQuant (Pharmacia, Freiburg) vermesssm
sie nicht vom H&andler mitgeliefewtar. Die Primer wurden fur die PCR-Reaktion aa. 50
pmol/ul in O verdunnt.

Tabelle 3: in dieser Arbeit verwendete PCR-Primer

Name Nukleotidsequenz

GA923 -BEGGAATTCATACGGGGAAACAGCAATG-3'
A-HIS-TAG Sphl 5-GCATGTTTGAACGTATCATTAGTTTCGCC-3'
GA922 EAGGATCCAGGCTGGCGGCCTTGATCCGGTT-3'
A-HIS-TAG BamHI-2 5-CAGGATCCCTGACCCGGCGCACGAAC-3'
A-HIS-TAG Sphl-2 5'-GCATGGCGAAGAAGGGCAT-3'

A-HIS-TAG Sphl-3 5-GCATGGGTACGGGCGCTGAG-3'
Al-B-GAL-Ncol 5GACCATGGTTTGAACGTATCATTAAGT-3'
Al-B-GAL-Sall 5-GTGTCGACTTCACTGACCCGGC-3'
A2-B-GAL-Ncol 56ACCATGGACGGGCGCTGAGGTG-3'
A2-B-GAL-Sall 5-GTGTCGACTTCATGCAGGCTGGCG-3'
Al-pMAL-EcoRI 5-CGGAATTCTTTGAACGTATCATTAGTTTC-3'
Al-pMAL-BamHI 5-CAGGATCCTCACTGACCCGGCGC-3'
A2-pMAL-EcoRI 5-CGGAATTCACGGGCGCTGAG-3'
A2-pMAL-BamHI 5-CAGGATCCTCATGCAGGCTGGCG-3'

% Die unterstrichenen Bereiche gehdren nicht zu czcA, sondern beinhalten die eingefiihrte Schnittstelle.

In Tabelle 4 sind die Primerkombinationen fur die einzetmAxDoméanen in den jeweiligen

Expressionsvektoren dargestellt.
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Tabelle 4: Primerkombinationen

Amplifizierter Bereich Expressionsvektor Primerkombination

RBS von czcA + Gesamtgen pQE 60 GA923 und GA922

Gesamtgen ohne RBS pQE 70 A-HIS-TAG Sphl / GA922
N-terminale Domane pQE 70 A-HIS-TAG Sphl/ A-HIS-TAG BamHI-2
C-terminale Doméne pQE 70 A-HIS-TAG Sphl-2 / GA 922
C-terminale Doméne pQE 70 A-HIS-TAG Sphl-3 / GA922
N-terminale Domane pXa 2 [AGAL-Ncol / A1f-GAL-Sall
C-terminale Doméne pXa 2 BAGAL-Ncol /A2{-GAL-Sall
N-terminale Doméane pMAL-c2  Al-pMAL-EcoRI/ Al-pMAL-BamHI
C-terminale Domane pPMAL-c2  A2-pMAL-EcoRI / A2-pMAL-BamHI
Gesamtgen ohne RBS pASK-IBA3 Al-pMAL-EcoRI/ GA922

2.3.14.2 DNA-Amplifikation mittels PCR
Die PCR-Reaktionwurde in Thermocyclernder Firma Biometra (Trio-Thermoblock)

durchgefuhrt. Furanalytische Zwcke wurden Polymerasen ohne “Proof-reading”-Funktion
(Taq, Pharmacia; Tfl, Biozym), fir Klonierungszwecke Polymerasen mit 3"-5"-"Proof-reading’-
Funktion (Pwo, Boehringer) eingesetzt. Als Template-DNA diente gereinigte Plasmid-DNA.

Eine Standard-PCR wurde mit folgenden Komponenten in einem 50ul-Ansatz durchgefihrt:

Reaktionspuffer meist 10fach konzentriert

Mg** 1.5-2.5 mM (MgSQfiir Pwo, MgC} fiir Tfl)
dNTP-Mix 10 pMpro Nukleotid

Primer 20-50 pmol je Primer

Template-DNA 10-100 ng

Enzym 1-25U

Der Reaktionsansatz wurdaschlieRend mit 40 pl Mineralél aléerdunstungsschutz tber-
schichtet.

NacheinemHotstartvon 3min bei 96°C, der dewollstandigen Denaturierung von Template-
und Primer-DNA diente, wurdBolymerase zum Ansatz gegeben und die eigentietten-
reaktion begann. Ein reprasentatives Beispiel fur einen Zyklus ist nachfolgend beschrieben:
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Denaturierung 94°C 20 sec.
Annealing 55°C 20 sec.
Extension 72°C 3 min

Zyklus 26mal wiederholt

Extension 72°C 5 min

Die Annealingtemperatur wurde je nach verwendetem Primerpaar 5°C unter der berechneten
Schmelztemperatur angesetzt. Die Schmelztemperatur der Primer wurde nach folgender For-
mel berechnet: 2X(A+T)+3x(G+C)=....°C

Die Extensionzeiten betrugen etwanin pro 1 kb Fragmentlange. Baler PCRmit Pwo-
Polymerase wurden geringfugig langere Extensionszeiten verwendet und auldezdem
Zeiten pro Zyklus um 2-5 sec. verlangert. Dast notwendig, da die Pwo-Polymerase im
Verlauf der PCR-Reaktion an Aktivitat verliert.

Nach Beendigunder PCR wurde der waldrige Reaktionsangaiu Mineraldlabgetrennt und

5 pl des Ansatzes zuAnalyse im Agarosegel aufgetrennt. Der Rest der PCR wurde

gegebenenfalls gereinigt.

2.3.15 Sequenzierung von DNA
Die DNA-Sequenzierung erfolgte enzymatisch Uber das Kettenabbruchverfahren (Gatger

1977) und beruhauf der in vitro DNA-Synthese durch T7-DNA-Polymeradeabeientsteht
eine fluoreszenzmarkierte, komplementare Kages zu sequenzierenden Matrizenstranges.

Die Sequenzierungsreaktionen wurden am automatisierten Sequenzig&deFatSequenzer,

Pharmacia) unter Verwendung des AutoReddSequencing Kit (Pharmacia) durchgefiihrt.
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2.3.15.1 Primer
Zum Einsatz kamen unmarkierte Primer, die flr die Sequenzierungsraaktibluoreszin-15-

dATP markiert werden muf3ten.

Tabelle 5: Primer fur die Sequenzierungsreaktion

Primer Sequenz Bindung

QIAexpress pQE-

Sequencing Primer 5-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3' pQE-Vektoren
Strep-tag 3 up 5-AGTAGCGGTAAACGGCGAACA-3' pASK-IBA3
Strep-tag 3 down 5-CAGTGATAGAGAAAAGTGAA-3' pASK-IBA3

2.3.15.2 Sequenzierungit unmarkierten Primern undFluorescein-15-dATP (Wiemann
et al., 1994)

Annealing

Der Annealingansatz wurde wie folgt zusammenpipettiert:

5-10 ug Plasmid-DNA o ul
5-20 pmol Primer GA587 2 ul
1 M NaOH 1.5l

Nach einer Inkubation fir Bin bei 65°C wurde der Ansatmit 1.5 pl 1 MHCI neutralisiert,
mit 2 pl Annealing-Puffer versetzt, 10 min bei 37°C und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Markierung und Sequenzreaktion

Fur die Markierungsreaktion wurde dem Ansatz 1 pl FAATP-LabeVlimgzugegeben und mit
2 pl verdinnter T7-DNA-PolymeragestartetDie Reaktion inkubierte 1in bei 37°C und
wurde durch Zugabe von 1 [iExtension-Buffer’ und3.5 ul DMSO abgestopptWahrend
dieser Zeit wurden je 3 pl devier Desoxy-Nukleotid-Mixe ingetrennte Slotseiner
Mikrotiterplatte pipettiert und auf 37°C erwarmt. 46 pl desMarkierungsansatzes wurden
auf die vorgewarmten Nukleotid-Mixe verteilt und die Sequenzierungseaktion machbgi
37°C durch Zugabe von 5 ul Stopper-Losung beendet. Der Reaktionsansatz wnindiee?
90°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt.
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2.3.15.3 Sequenzgel und Auswertung der Daten
Die Auftrennung der Sequenzierungsprodukte erfolgte am A.L.F.TM-Sequenzer in einem

6%igen denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gel (Acrylamid: Bisacrylamid 19:1) in 0.6 x
TBE-Puffer.

Gelzusammensetzung: 25.2¢ Harnstoff (Pharmacia, A.L.F. grade)
9 ml 40%ige PAA-L6sung (Bio-Rad)
3.6 ml 10 x TBE-Puffer
210 pl APS
45 pl TEMED

ad. 60 mi agua bidest.
Die Auftrennung erfolgte unter den folgenden Laufbedingungen:
Vorlaufzeit: 30 min
38 mA, 1500 V, 34 W, 40°C
Laufzeit: 500 min

Die Sequenzdaten wurden unter Anwendung der Analyseprogramme DNAsis und CLONE

ausgewertet.

2.4 Enzymmessung

2.4.1 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des CzcA-LacZ-Fusionsprotéimsd.
nach Miller et al., 1972)

Fur den Enzymtest wurden jeweils 50 ul Probe ( mit entsprechender Verdiinnung) zu 950 pl Z-
Puffer [60 mM NepHPOy4; 40 mM NaHPO4, 10 mM KCI; 1 mM MgSQOy; 50 mM

Mercaptoethanol] gegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 100ul der Substratlésung o-Nitro-
phenylgalaktopyranosiONPG) (4mg/ml). Zur Umsetzung des Substrates wurde der Reak-
tionsansatz irinemWasserbadbei 30°C inkubiert,bis eine intensive Gelbfarburgntrat. Die
Enzymreaktion wurde durdlie Zugabe vo®00 pl 1 M NaCQ@-Lésung beendet, da der pH-

Wert des Reaktionsansatzes somit auf 11 sank. Als Reaktionszeit (T) wurde dabei die Zeit vom
Augenblick der Substratzugabkis zum Abstoppen der Reaktioangenommen. Gemessen
wurde die Extinktion bei 420 nm ineinem UV/VIS-Spektrophotometer [Ultrospec Il, LKB
BiochromLtd., England].Als Nullwert diente dabei die Probe, die ohne Proteinlésung genau

wie die anderen Ansatze behandelt worden war.
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Mit Hilfe der gemessenen Extinktion j2d konnte die Aktivitat des Fusionsproteinsach

folgender Gleichung berechnet werden:
Aktivitat (U/ml) = 355,6 g/ T

Eine Unit ist definiert als der Substratumsatz (ONPG) in nmol pro min bei 30°C.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Induktion der Genexpression
500 ml-Kulturen (100 pg/mlAmpicillin wurden 1%igmit der Ubernachtvorkultuangeimpift.

Bei Erreichen einer Ofphp von 0.7-1.0 erfolgtelie Induktionder Genexpression mit.5 ml

0.1 M IPTGbzw. 25 pl einer 2 mg/mAnhydrotetracyclin-L6sung in DMF. Die induzierte

Kultur wurde fur 3 h bei 30°C weiter inkubiert und anschlie3end geerntet.

2.5.2 Zellernte und Gesamtzellaufschlufl3
Die 500 ml-Kulturen wurden ird50 ml Polycarbonat-Zentrifugenbecher tberflhrt onittels

Zentrifugation in deSorvall RC 5B plus-Zentrifuge (Fa. DRont deNemours GmbH, Bad
Homburg) im GS3Rotorbei 8000 rpm und 4°C fir 16in geerntetDie Lagerungler Zellen
erfolgte bei -20°C.

Der Zellaufschluf3 erfolgte mittels French-Presse (Aminco,SLM Instruments, Inc., IL/USA).

2.5.3 Membranpraparation
Im Falleder czcA:lacZ-Fusion (pECD297 in WM1704) wurdethe Zellen zu 3 Volumen des

Feuchtgewichtes (w/v) in Resuspendierungspffé® mM NaPQ pH 7.0; 0.25 M Sucrose)

aufgenommen und langsam auf Eis auftauen lassen. Nach Zugabepg@mlONAsel und 1
mM PMSF wurdedie ZellsuspensiodurchzweimaligePassagéei einemDruck von 1000 psi
in der 20K-Zelle der vorgekthlten French-Preggeminco, SLM Instrumentsinc., IL/USA)
aufgeschlossen.

Die Zelltrimmer und unaufgeschlossenalleh wurden bei 20.000 x g fur 10min in dem
SS34-Rotor (Fa. Du Pont déemours GmbH, Bad Homburg) utei 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurdanschlieBend 1 h b&00.000 x g(Beckmann Ultrazentrifuge, SW 28-
Rotor, 27.000 rpm) ultrazentifugiert. Das Membranpellet wurde in 100 mM hi&feder, pH

7.0; 0.25 M Sucrose aufgenommen.
Die Membranen wurden nach Bestimmul®g Proteinkonzentration (nach Lowey al, 1951,

mod.) sofort zur Solubilisation eingesetzt.
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Im Falle des Strep-Tag-CzcA-Fusionproteins wurde dafipellet einer 1 | BL21-Kultur
(PECD559 enthaltend) in 10 ml Puffer \WlO0 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA)
aufgenommen und langsam bei 4°C auftauen lassen.

Bis einschlie3lichder Ultrazentrifugation wurde analog debigen Aufarbeitungsmethode
verfahren. Das Membranpelletvurde in 10 ml Puffer W resuspendiert und die
Proteinkonzentration anschlieRend ndeh Methode von Lowrgt al, 1951 (mod.) ermittelt.
Die Membranen wurden ebenfalls sofort zur Solubilisation eingesetzt.

2.5.4 Membransolubilisierung

2.5.4.1 Solubilisierung mit Digitonin
Zur Solubilisierung wirden die Membranproteine aaine Konzentration von Img/ml mit

Natriumphosphat-Puffer (100 mM NaROpH 7.0) eingestellt, mit0.3% Digitonin (w/v)

versetzt und Uber Nacbei 4°C gerihrt. Dasolubilisatwurde anschlie3end fur einStunde
bei 4°C, 8000 rpm imJA-10-Rotor (Beckmann) zentrifugiert. Da das Volumen des
Uberstandesmmer rechtgroR war(600-1000ml) wurde eine Fallung mit Polyethylenglycol
6000 (PEG 6000) durchgefiihrt.

Um lokale Uberkonzentrationen &EG 6000 zwermeidenwurde eine Stammlésung von
50% (w/v) PEG in HO dest. zur Fallung eingesetzt.

Zu dem Solubilisatwurde langsamunter Ruhrenbei 4°C PEG 6000 zugesetzbis die
Endkonzentration von 10% (w/v) erreicht watanach erfolgte noch eine 3f@inutige
Inkubation auf Eis. Die so gefallten Membranproteine wurden mittels einer Zentrifugation im
JA-Rotor (Beckmann) fur 1 Hbei 4°C und 8000 rpm sedimentieAnschlie3end wurden die
Membranproteine ireinem kleinen Volumer(5-10 ml) Natriumphosphatpuffer (150 mM
NaPQ; , pH 7.0; 1.0 % Triton X 100) extrahiert und das PEG 6000 deireh 15 mindtige

Ultrazentrifugationbei 100.000 x g (Beckmann-Ultrazentrifuge, S¥8-Rotor, 30.000pm)

abgetrennt. Die nach diesem Verfahren gewonnenen Membranproteingden zur
Saulenchromatographie eingesetzt.

2.5.4.2 Solubilisation mit n-Dodecylmaltosid (nach Hanaeal., 1988)
Die, wie unter Abschnitt 2.5.3 beschrieben, gewonnenen Membranen/Membranproteine, die

das CzcA-Strep-tag-Protein enthielten, wurden eoé Proteinkonzentration von 1eg/ml
mit Puffer W (100 mMTris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) verdunnAnschlie3end wurden dem
Ansatz 1 mg n-Dodecylmaltosid/mg Protein uBd mg/ml L a—-Phosphatidylcholin,(3-
Linoleoyl- y-Palmitoyl, sowie0.02 U Avidin zugesetzt. Der Ansatz wurde fur 86n bei RT
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gerihrt unddie Membranen beil00.000 x g in derBeckmann-Ultrazentrifuge durch
Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand, d.hdigsem Falledas Solubilisatywurde danach
zur Affinitditschromatographie an Strep-Tactin Sepharose eingesetzt.

2.5.5 Umpuffern und Einengen von Proteinldsungen
Das Umpuffern von Proteinlésungen erfolgte mitteBialyse. Die verwendeteialyse-

schlauche besal3eBorengréRen von 12-14 kDa (Fa. Sertdeidelberg) oder 6-8 kDa
(Spectra/Por-Dialysschlauche, Fa. SpectMadical Indusrtries, CA/USA, bezogen lber Fa.
Carl Roth). Die nach Herstellerangaben ausgekochten Schlauche wur@etPin(w/v) Nalg

aufbewahrt.

Das Einengen von Proteinldsungen erfolgte durdhinlegen der sich in einem Dialyse-
schlauch befindendeh6sung in trockenes PEG-20.000 (Harris uAdgal, 1989). Nach
Erreichen des gewiinschten Volumens wurde der Dialyseschlauch in den entsprechenden Puffer
Uberfuhrt und die eingeengte Losung einer Dialyse unterzogen.

2.6 Saulenchromatographie

2.6.1 Gerate

Zur Steuerung, Detektion und Fraktionierung wurden sowohl das HiMaBystem
(bestehend aus Programmer GPRé&jstaltische Pumge-1, Uvicord SlI, Fraktionssammler
RediFrac) als aucdas FPLC-System (bestehend aus Progran®i2£50, Hgh Precision
Pump P-500, Uvicord SlI, Fraktiorssammler RediFracjler Fa.Pharmacia genutzt. Die
Darstellung der Elutionprofile erfolgte mit Hilfe des angeschlossenen Flachbrettschreibers REC
101 (Fa. Pharmaciapie Temperatur betrugoei allenVersuchen mit diesen Anlagen +4°C.

Die gepackten Saulen wurdenor dem Auftragerder Proteinlosungnit dem entsprechenden
Puffer bis zu einer konstanten Extinktion des Eluates aquilibriert. Nach dem Auftragen erfolgte
ein Waschschritt mit Aquilibrierungspuffegefolgt von der Elution tbeginen ansteigenden
Salzgradienten, der durcbradientenmischer, bestehend aus zwei verbundenen Flaschen, als
Pufferkammern bereitgestellt wurde.

Das Austesten von verschiedenen Saulenmaterialien erfolgte in Mini-Polysteren8#elen
Schwerkraftflul3.
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2.6.2 Gelpermeationschromatographie an Sephacryl S-300
Die Gelpermeationschromatographie ermadglicht eine AuftrenmangProteinen nach ihrer

GrolRe;die Ladung spielt dabei keine Rolle, sofern mirenstarke im Elutionspuffer hoch
genug is{Cooper, 1981).

2.5 ml Solubilisat [Uberstand der Ultrazentrifugation (7.2 mg Prot./ml)] wurden gegen;NaPO
Puffer (150 mM NaPQ@, pH 7.0; 0.05% Triton X-100gdialysiert und anschlieRend atB0 mi
Sephacry5-300 HR (FaPharmacia) in einer C 25/100-Sa(® mm x 100cm, Fa. Pharma-
cia) aufgetragen. Die Saulgar zuvormit NaPQ-Puffer (150 mM NaP@, pH 7.0; 0.05%
Triton X-100) bei einer FluRrate von 3.7 mlemi" dqulibriertworden.Die Elution erfolgte in

dem Aquilibrierungspuffer ohne Anderung der FluRrate.

2.6.3 Substrataffinitatschromatographie an APTG (4-Aminopheifd¢D-thiogalactopyra-
nosid)

Da die exprimierterf3-Galaktosidase-Fusionsproteine e&alaktosidase-Enzym-Aktivitat
aufweisen, kdnnen Affinitatschromatogrphien an APTG-Agarose-Saulen durchgefuhrt werden.
APTG als Substrat istein Analogon zulPTG; es wird gebunden, jedoch durdre (-
Galaktosidase nicht gespalten.

2,5 mlbereits gequollenes APTG-Agarose-Material (Egma)wurde ineine C10/10-Séaule
(10 mm x 10cm; Fa. Pharmacia) gegebebDie APTG-Saulewurde anschlieRend mit 10
Bettvolumen NaP©-Puffer(50 mM NaPQ, pH 7.0; 0.05% Triton X-10Qquilibriert. Der
gegen 50 mM NaPQ pH 7.0; 0.05% Triton X-10@ialysierte Gelfiltrationspool(0.5 mg/ml)
wurde mit einerFluRrate von 15.3 ml ¢imh® aufgetragen. Nachfolgendurde die APTG-
Agarose-Saulenit 15 Bettvolumen Natriumphosphat-Puff®0 mM NaPQ, pH 7.0; 0.05%
Triton X-100 ) gewaschen. Eluiert wurde das CzcA::LacZ-Fusionsprotgirinem linearen
KCI-Gradienten (0-500 mM) bei einer FluRrate \ign3 ml cn¥ h*.

2.6.4 Chromatographie an Hydroxylapatit
Proteine interagieremit Hydroxylapatit auf zwei unterschiedliche Weisen. Die negativen

Ladungen eine®roteins interagieren vorzugsweiset der C4" -Oberflache dedydroxyl-
apatits, wahrend die positiven Ladungen an die Phosphatgruppen binden.

65 ml Bio-Gel HT Hydroylapatite (Fa. Bio Rad) wurdesine C16/40-S&aulglé mm x 40 cm;
Fa. Pharmacia) gegebebie Hydroxylapatit-Saulevurde anschlieend mit 15 Bettvolumen
KPO,-Puffer (10 mM KPQ , pH 7.0, 200 mMKClI, 0.5 % Triton X-100)}quilibriert. Danach
wurden 2.5 ml solubilisierte Membranproteine (7.2 mg Prot.giid)zuvor gegen KPQPuffer
dialysiertworden warenmit FluRrate von 6 ml cihh* aufgetragen. Gewaschen wurde die
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Saule mit dem 12 fachen Bettvolumen an kfRQffer und eluiert wurde das CzcA::LacZ-
Fusionsprotein mieinem linearsteigenden Phosphatgradienten einerFlu3rate von 14.9 ml

cm?ht-.

2.6.5 Chromatographie an Nickel-Chelat-Sepharose
Die Methode der Metall-Chelat-Affinitaitschromatographie (MCAC) sollte, lawiner

Produktinformation derFirma Pharmacia,besonders geeignet fur die Reinigung von
Membranproteinen und Proteinaggregaten sein, ddat hohe Detergenz und/oder
Salzkonzentrationen zum Einsatz kommen. Die BinddeigProteine an dekletall-Chelat-
Sepharosekomplex sollte Uber die exponierten Cystein-, Histidin- Tuggtophanreste
erfolgen. Die Bindung von Proteinemurde jedoch auch beobachtetenn die genannten
Aminosaurereste nicht exponiert waren, éal3 angenommen wurdejald die Bindung in
diesem Falle Uber die Aminogruppen geschah.

15 ml Metall-Chelat-Sepharose Fast Flow (Fa. Pharmacia) wuelearvVL-Saule(16 x 250
mm Fa. Amicon) gegebe#dur Herstellungler Nickel-Saulewurde das Metall-Chelat-Material
mit dem 5-fachen Bettvolumen an Natriumphosphat-Py#érmM NaPQ, pH 7.5, 0.5 M
NaCl, 1 mM Imidazol) &quilibriert,zur Entfernung des Phosphatsit den 10-fachen
Bettvolumen ar0.5 M NaCl gewaschen und anschlieRenil einemBettvolumen 250 mM
NiCl, (in 0.1 M NaAc, pH 6.0geladen. Danach erfolgte wieder@mn Waschschritt mit 0.5
M NacCl undeine Aqulibrierung mitNatriumphosphat-Puffer. Die vereinigten Fraktionen des
Hydroxylapatitsdulenlaufes wurden gegen Natriumphosphat-Riséfigsiert und auf diguvor
aqulibrierte Nickel-Chelat-Saule aufgetragen. Eluiert wumde einem linear ansteigenden
Imidazolgradienten.

2.6.6 Gelpermeationschromatographie an Superose 6 HR
Mittels der Gelpermeationschromatographie sollte das CzcA-LacZ-Fusionspaofgimund

seines relativgroRenMolekulargewichts von bisher kontaminierenden Proteinen abgetrennt
werden. Es wurde daher hoch auflosertsislenmaterialSuperose 6 HR) gewéhlt, das einen
Trennbereich von 5-5000 kDa aufweist. Die aktiven Fraktionen des Nickel-Chelat-Saulenlaufes
wurden mittelSPEG 600eingeengt, einer 15 minutigen Ultrazentrifugatid@®0.000 x g)
unterzogen und der erhaltene Uberst§eadeils 500ul) libereine Injektionsschleife auf die
Superose 6 HR-Saule (Fa. Pharmacia) aufgetragen.

Um Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und zwisBhetein undSaulenmaterial zu
minimieren,wurde dem Elutionspuffe(20 mM NaPQ, pH 7.5, 0.1% Triton X 100Bis zu 1

M NacCl zugesetzt.
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2.6.7 Reinigung an Strep-Tactin Sepharose
Die Solubilisierung erfolgte wienter 2.5.4.2beschrieben nach einem modifizierterotokoll

von Hanadaet al, 1988.

Das Solubilisatvurde direktauf die mit Puffer W100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA,
0.1 % (w/v)n-DodecylmaltosidP.2 mg La-Phosphatidylcholinp-Linoleoyl-y-Palmitoyl/mi]
aquilibrierte Strep-Tactin Sepharose-Saule (Irth) gegeben, wobei unter Schwerkraftflufd
gearbeitet wurde. Nach dem Auftragen des Solubilisatede die Séule mit 12 Bettvolumen
Puffer W gewaschen, anschlieend erfolgte die Elution mit @0/ mlPuffer E[100 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.1 % (w/v)n-Dodecylmaltosid,0.2 mg L a-
Phosphatidylcholin3-Linoleoyl-y-Palmitoyl/ml, 2.5 mM Desthiobiotin]. Die Regeneration der
Saule wurdemit Puffer R [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA,1 mMHABA|]
durchgeflhrt.

2.6.8 Proteinbestimmung

2.6.8.1 Proteinbestimmung von Membranproteinen nach Lowry et al., (1951) mod.
Um die Konzentration membrangebundeResteine zibestimmenwurdeeine nachLowry et

al., 1951; Bensadown und WeinsteitQ76 und Hesst al, 1978 modifizierte Methode
angewandt.

Dazu wurden folgende Lésungen verwendet:

1. 10 mg/ml Natrium-Desoxycholat (frisch hergestellt)

2. 240 mg/ml Trichloressigsaure

3. 0.8 M NaOH

4. Reagenz A:0.2 g Dinatrium-Tartrat und 10 8@z wurden in 68 ml

0.8 M NaOH gel6st und auf 100 ml mipBpigest aufgefiillt
5. Reagenz B: 2 g Dinatrium-Tartrat und 1 g CyS@rden in 12.5 ml 0.8 M
NaOH gelost und auf 100 ml mitpigest aufgefillt und lichtgeschitzt

aufbewahrt.
6. Mix: 25Vol. Lésung 4 und 2 Vol. Losung 5
7. Reagenz C: 1 Vol. Folin Ciocalteu Reagenz mit 2 VoDpjgest

Die Losungen 6 und 7 wurden jeweils vor Versuchsbeginn frisch angesetzt.
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Die Proben wurdemit dem entsprechenden Puffer &@0 pl verdinntmit 10 ul 1%iger
(w/v) Natriumdesoxycholatlosung versetzt umach griindlicher Durchmischung 18in bei

22°C inkubiert. ZurFallung der Proteine wurdeanschlie3en®00 pl einer 24%igen (w/v)
TCA-LOsung zugegeben. Nach eineminitigen Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei
4°C und 12.000 rpm wurdedie Uberstande sorgfaltig und die Sedimemg 450 pl
Reagenzmiwersetzt Nachdem alle Sedimente suspendiert warende den Probemweimal

je 300 ul Reagenz C zugegeben, wgbeieils sofort nachder Zugabegriindlich gemischt
wurde. Zur Farbentwicklung wurden die Proben fir 30-60 min im Dunkeln inkubiert, bevor die
Extinktion bei 750 nm gegerinen Reagenzienleerwert gemessen wurde. Zu jeder Mel3reihe
wurde eine Eichkurve im Bereich von 5-60 pg pro Ansatz mit BSA aufgenommen.

2.6.9 Chloroform-Methanol-Féllung (Wessel und Fliigge, 1984)

Die Chloroform-Methanolfallungwurde verwendet, um Proteine aus stargrdinnten
Losungen fur die SB-PAGE aufzukonzentrieren. Dabeurde nach folgenden Schritten
vorgegangen: zunachst wurdggweils 100 pl Probemit 400 pl Methanol und 100 pl
Chloroform gemischt, darauffolgend wur@@0 ul Wasser zugeben ugdt schitteltDanach
erfolgte eine zwei minitige Zentrifugatiooei 10.000 rpm ineiner Tischzentrifuge. Der
Uberstand wurdgeweils ohne Interphase abpipettiert und verworfen. Im letzten Schritt
wurden 300 pl Methanol zugebetie Ansatzegeschittelt und fir Bnin bei 10.000 rpm
abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und die Pellets getrocknet.

2.6.10 Elektrophoretische Methoden

Fur die Polyacrylamid-Gelelektrophoresenurde das Minigelsystem der Fa. Biometra
(Gottingen) verwendet. Die Gele wiesen die Mal3e 8.5 x 7.5 x 0.1 cm auf.

2.6.10.1 SDS-PAGE nach Laemmli (1970)
Das Tris-Glycin-System mit einheitlicher Acrylamidkonzentration naa¢nimli(1970) wurde

eingesetzt, um ca. 100 kDgut aufzutrennen, sowie auch in Gradientengelen, um einen

Bereich bis zu ca. 250 kDa gut darzustellen (von Jagow und Schaegger, 1994).

Als Acrylamidlésung fand digebrauchsfertige Acrylamid-Bisacrylamidlosu@@d% T, 3.3%
C) der Firma Carl Roth, Karlsruhe, Verwendung. Zur Herstellunder Gele und zur
anschliel3enden Elektrophorese wurden folgende Stammlésungen verwendet:
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Sammelgelpuffer: 0.5M Tris-HCI pH 6.8
Trenngelpuffer: 3.0M Tris-HCI pH 8.8
10 x Elektrodenpuffer: 30.3g Tris
14409 Glycin
0.11 10% SDS
ad 1| ,OH
Sammelgellésung: 4.7 ml Acrylamidlosung (40% T, 3.3% C)
12.5 ml Sammelgelpuffer
0.25 ml 20% SDS
ad 50 ml ,OH
10%ige Trenngellsg.: 12 ml Acrylamidlésung (40% T, 3.3% C)
6.25 ml Trenngelpuffer
0.25 ml 20% SDS
ad 50 ml ,OH
2 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCI pH 6.8
20 % Glycerin
4 % SDS
200 MM DTT

0.2 % Coomassie Blue G 250

Zur Herstellung des SDS-Gels wurden 10 ml Trenngellésuing pl TEMED und 50 pl
einer 10 %igenw/v) APS-L6sung versetzt. Naalorsichtigem Schwenkewurde das

Trenngel (6 ml) zwischen di@elplatten gegossen umait Ho>O Uberschichtet. Nachdem

das Trenngel polymerisienvar (30 min), wurde das Wasser abgegossen und die
Geloberflacherockengetupft Anschlieliend wurden 5 ndammelgel mit 5 pTEMED
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und 50 ul APS-Losung versetzt und Uber das Trenngel gegossen, in das zur Formung von

Geltaschen ein Kamm eingesetzt wurde.

Da Membranproteinbei Temperaturen tber 50°C zur Aggregatimgigen, wurden zur
Denaturierung die Probenit 1 Vol. SDS-Probenpuffer versetzt und fur 8ih bei 40°C

denaturiert.

Dem Einwandermier Banden in das Gélei 10 mAfolgte dieElektrophoresdei 25 mA,
bis die Farbstoffbande gerade aus dem Gel herausgelaufen war.

Als Molekularmassenmarker wurdeter HMW-Marker (Sigma), deeinen Goél3enbe-
reich von 206-24 kDa abdeckte, und der MW-SDS-70L-Marker (Sigma), der einen
GroRRenbereich von 66-6.5 kDa markierte, verwendet.

2.6.10.2 Coomassie-Farbung (Weber und Osborn 1969; mod.)

Farbeldsung Serva Blau G-250 0649
Serva Blau R-250 06¢g
Methanol 454 ml
Eisessig 92 ml

Entfarbelésungl: Methanol 330 ml
Eisessig 100 ml

Die Entfarbelésung 1 diente dem Entfarben von Polyacrylamidgelen

Entfarbel6sung2: Methanol 900 ml

Eisessig 20 ml

Die Entfarbel6sung 2 wurde zum Entfarben von Blotmembranen eingesetzt.

2.6.10.3 Trocknen der Gele
Die zu trocknenden Gele wurden in Wasser gespilt und anschliel3end zwischen zwei Lagen
Celluphan-Folie mit einengeltrockner (GelSlab Drier GSBP4, Fa.Pharmacia, Freiburg) fur

75 min vakuumgetrocknet.
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2.6.11 Elektrophoretischer  Transfer von  Proteinen auf eine  Membran
(Westernblot)

Folgende Stammldsung wurde verwendet: 0.1 M CAPS-Puffer pH 11.0

Die Stamml6ésungvurde vorGebrauch 1:10nit 800 ml aqua bidest. und 100 iMiethanol

verdinnt.

Der Transfer von Proteinen a&DS-Polyacrylamidgelen erfolgte auf eiflyvinyliden-
difluorid-Membran (PVDF-Membrarfa. Millipore, Eschwege). Die PVDF-Membramurde

auf GelgroRe zugeschnitten upeslveils fir 1 min in Methanol, Wasser und zuletzt in 10 mM
CAPS-Puffer geschwenkt. Utveim Transfer auf die Membrastorende Salze zu entfernen,
wurde dasGel nachder Entnahme ausler Elektrophoresekammer fur 16in in 10 mM
CAPS-Puffer geschwenkt. In Gelgrof3e wurden 6 Lagen Whatman-3MM- Chromatographie-
Papier zurechtgeschnitten urebenfalls in 10 mMCAPS-Puffer gelegt. Der Blotstapel
bestehend aus Fiberkissen, 3 Lagen Whatman-3MM-Chromatographie-Papier, SDS-Gel,
PVDF-Membran und 3 weiteren Lagen Whatman-3MM-Chromatographie-Papier sowie
Fiberkissen,wurde zwischen den Fixierplatteder Elektrophoresekammer tie Kammer
eingesetzt. Der elektrophoretische Transfer erfolgte fimi@Mei 100 Volt im Kihlraum bei

4°C. Nach dem Transfer wurde das SDS-Gel zur Kontrolle mit Coomassie gefarbt.

2.6.11.1 Antikoérpernachweis

Fir den Antikorpernachweis wurdeie Membran zur Abschwéchung unspezifischer
Proteinbindungen an die Membran fir bdi RT bzw.fir 16 hbei 4°C durch Schwenken in
[3% BSA, 0.5% Tween 20 iBS-Puffer (4 mM KHPO4, 16 mM NaHPO4, 115 mM

NaCl)] inkubiert. Anschlie3end wurde die Membran 3 x fur 5 min mit PBS-Tween [PBS-Puffer
mit 0.1% (v/v) Tween 20] gewaschen.

Nachweis Strep-tagll-haltiger Proteine mittels Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konju-
gat:

Um kovalent biotinyliertd’roteine au&.coli spezifisch zu blockierenyurde die Membran fir
10 min inPBS-Tweemit 2 pg/ml Avidin geschwenkt, anschlieRend wurdggr Losung 2.5
pl/10 ml Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat zugesetzt und fur weiteng G&i
RT inkubiert. Danach wurddie Membran 3 x ifPBS-Tween und 2 x in PBS fir je 1 min
gewaschen.
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Nachweis von rekombinanten und nicht-rekombinanten CzcA-Protein mittels Anti-CzcA-

Antikorper:

Die Membrarwurde in 10 ml PB3nit 1 pl CzcA-Antikorper (1:10.000 Verdinnung) fur 16 h
bei 4°C geschwenkt. AnschlieRendurde die Membran 3 x fur 5min in PBS-Tween
gewaschen. Danach wurd2rb pl Anti-Kaninchen-Alkalische-Phosphatase-Konjugat zu 10 mi
PBS zugesetzt und erneut fur bdi RT inkubiert. Nachfolgendurdedie Membran fur 3 x 5

min in PBS-Tween gewaschen.

Die Farbreaktiorwurde in 100 mM NaCl, 5 mMVgCl,, 100mM Tris-HCI pH8.8 durch
Zugabe von 10 ur.5% (w/v)Nitrotetrazoliumblau iv0% (v/v)DMF und 60 pl 5% (w/v) 5-
Brom-4-Chlor-3-Inolyl-Phosphat in DMF gestartet (Blaeal, 1984). Sobaldie Banden die
gewunschte Intensitat erreicht hatten, wutgkeFarbreaktion durctnehrmaliges Waschen der
Membran inaqua bidestgestopptDie Membranwurde an der Luft getrocknet umevischen

Filterpapier lichtgeschutzt aufbewahrt.

2.6.12 N-terminale Aminosauresequnzierung
Die N-terminale Aminosauresequenzierung erfolgtd_abor vonDr. PeterRucknagel (MPI

Enzymologieder Peptidbindung, Halle/Saale). Das aihe PVDF-Membrar{Fa. Millipore,
Eschwege) geblottete Protein wurdedem ,476A protein sequencer® (FaéApplied Bio-
systems, Weiterstadtjach Vorschrift des Herstellers im automatischen Edman-Abivae-

setzt.

2.7 Rekonstitutionsexperimente

Zur Herstellung von Proteoliposomen wurneém einendas Dalyseverfahren naclRacker
(1979) ausgewahltzum anderen durclein modifiziertes Dialyseverfahren wie ester
anderem von Jungt al (1998), Hagtinget al. (1997) und Kol et al (1996)beschrieben
wurde. In diesem modifizierten Dialyseverfahren kommen Polysterenkiigelchen (Bio-Beads
SM-2) zur Adsorption von nicht polaren Detergentien zum Einsatz.

Die reine Dialysemethode na&tacker ist zwar zeitaufwendigals an@re Verfahren , die z.

B. auf Ultraschalloder Verdiinnung basiererhat aber den Vorteilda3 Membranproteine
aufgrund degangsameriEntzugs von Detergentigmaufig in einer definierten Orientierung in

die Detergenz destabilisierten, vorgeformten Liposomen eingebaut werden ¢Cabdp82).
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Die Voraussetzung fir dies@echnik ist ein dialysierbaresDetergenzmit hoher CMC
(Hjelmeland,1990a),dies istbei der Verwendung von Chaps deall. Triton X 100hingegen

ist nicht dialysierbar, jedocidsorbiert dieses neutrale Deteregenz an Polysterenkiigelchen und
ist somit aus einer Lipid- Protein- Detergenzmischung entfernbar.

2.7.1 Herstellung von Liposomen (nach Reidlinger, 1994)

Zur Herstellung von Liposomen wurde vorgereinigd®sphatidylcholin Typl-S verwendet.
Der Lecithinanteil diesePraparation betrug ca. 17% (Faigma, Produktinformation). Das
Lipidgemisch (50 mg/ml) wurde in Tris-Puffer(20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT)
aufgenommen undur Ultrabeschallung eingesetzt. Die Suspensiomde ineiner Eis-NaCl-
Mischung gekunhlt und solange fir je 30 &=t 60 W mit Ultraschall behandeltis die zu-
nachst tribe Suspension transluzierarad. Es wurdesin Ultraschallgerat vom Typ GM 60
HD (Uni Equip Laborgeratebau, Martinsried) eingese@wischen den Ultraschallpausen
wurden die Proben fiir jeweils 2 min gekuhlt.

2.7.2 Herstellung von Proteoliposomen (nach Racker, 1979)

Die vorgeformten Liposome(s. 2.7.1) wurdemuf eine Lipidkonzentratiomon 10 mg/ ml mit
Tris-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT) verdunnt undmit Chaps(Endkonz. 11
mM) versetzt. Das gereinigte CzcA-Strep-tag-Protein wurde zu_ghioh-Detergenz-Gemisch
gegeben und anschlielend fur 72 h gegen Tris-P@@emM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT)
unter mehrmaligen Pufferwechsel dialysieBas Lipid : Proteinverhaltnisvurde dabei auf
100:1 (w/w) eingestellt. Nachder Dialyse wurden die Proteoliposomen aliquotiert und in
flissigen Stickstoff eingefroren, gelagert wurden sie bei -80 °C.

2.7.3 Herstellung von Proteoliposomen (nach Juagal., 1998)
Zur Herstellung von Liposomen wurde vorgereinigd®sphatidylcholin Typl-S verwendet.

Der Lecithinanteil diesePraparation betrug ca. 17% (Faigma, Produktinformation). Das
Lipidgemisch wurde in Tris-Puffer(20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT, 1.5% [3-D-
Octylglucosid (w/v) suspendiert, wobedie Lipidkonzentration 10 mg/ml ketrug.
Darauffolgend wurde dg3-D-Octylglucosid mittelDialyse gegen Tris-Puffe(20 mM Tris-
HCI, pH 7.0, 2 mMDTT) entferntund die resultierenden LiposomenfiiissigenStickstoff
eingefroren undoei -80°C gelagert. Fudie Rekonstitution wurden die so vorbehandelten
Liposomen bei RT langsaauftauen lassen urdircheinen400 nm Polycarbonatfiltditriert.

Die vorgeformten Liposomen wurden zwecks SolubilisatmainTriton X-100 versetzt und die
Solubilisationdurch die Anderungler Adsorptionbei 540 nm verfolgt (Rigaud & Pitard,
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1995). Die durchDetergenz destabilisierten Liposomen wurdah gereinigtenCzcA-Strep-
tag-Protein ineinem Verhaltnigw/w) von 100:1gemischt und fur 15nin unter leichtem
Schwenken bei RT inkubierDas Detergenz wurdenittels Bio-BeadsSM-2 und Dalyse
(mehrmaliger Pufferwechsel) gegd20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT) entfernt.
Anschlie3end erfolgte eir¢onzentration der Proteoliposomen dusthe Ultrazentrifugation
bei 300.000 x g, 4°C fur 4&in. Das Pellet wurde i(20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 2 mMDTT)

resuspendiert, in flissigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.7.4 Nachweis eines kinstlichen pH-Gradienten durch Fluoreszenzléschung
Werden Liposomen und Proteoliposomait NH4Cl geladen und anschlieRemait einem

NH4Cl-freien Puffer gleicher Osmolaritéierdinnt, so entsteht aufgrund der Dissoziation des

NHz*-lons und derMembranpermeabilitat von NHein pH-Gradient Gber deMembran

(innen sauer, aul3ealkalisch),der Gber das Léschen der Fluoreszenz geeigietdstoffe
nachgewiesen werden kann (Schuldigieal, 1972; Deameet al, 1972).

Das Belademer Liposomenoder Proteoliposomegeschah durckine 30minttige Inkubation
in 20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7.0, die iBegenwart von 0.5 M NiCI auf Eis durchgefuhrt

wurde. Um das Loschen der Fluoreszemachzuweisen wurdef999 pl de2uM Acridin-
Orange (3,6bis-dimethylaminoacridin) enthaltenen Cholinchlorid-Puffef® mM Tris-HCI
(pH 8.0), 0.5 MCholinchlorid, 5 mM MgGCp] in Plastikkuvetten, die 4 klare Seiten aufwiesen,

in einem Spectrofluorometer (Modell SFM 25, Fa. Kontron, Eching) bei @eéenléange von
493 nm vorinkubiertDie Fluoreszenzemissionurde bei 530 nm detektiert undhittels der
Software WIND (32-bit spectroscopy software for windows, Fa. KontEmhjng) auf den
angeschlossenen PC dargestellt. Nachdmm das Signal stabilisierthatte, wurdenlpl der
Liposomen bzw. Proteoliposomen zugegeben und die Fluoreszenz so lange Wwésfolgter
mindestens 90% des Ausgangswertes erreicht wurden.

2.7.5 Aufnahmeexperimente miadioaktiven Metallen (nach Rosen et al.,1986 und Nies
& Silver 1989b)

Ein Carrier-Protein bindespezifisch an ein losliches, kleines Molekiild transportiert es
durch die Lipid-Doppelschicht. Diesérorgang isteiner Enzym-Substrat-Reaktiovbllig
analog, und die beteiligten Carrier-Proteine verhadieh somit wie spezialisierte, Membran-
gebundene Enzyme. Jedes Carrier-Proteah eine spezifische Bindungsstelle fir sein zu
transportierendes Substrat.eWh der Carrier gesattigt istyeil alle diese Bindungsstellen
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besetztsind, erreicht die Transportgeschwindigkait Maximum (Mnay). Aul3erdem hajeder
Carrier eine charakteristische Bindungskonstange flir das zu transportierende Substrat.

Der Kation / Proton-Antiport fidet nurstatt,wenn eing,proton motive force* vorhanden ist.
Kinstliche Systeme wieProteoliposomen, die nur die gereinigten Antiporter-Proteine
enthalten, besitzen die zellularen primamtonenpumpen nicht, die dj@roton motive
force® in Zellen oder Vesikeln generieren. Aus diesemmu@de wurden die Proteoliposomen
zum einen mit einenTris-Puffer, pH5.0 undzum anderen mieinem0.5 M NH,CI-Puffer
geladen. Der entstandene pH-Gradient wurde genutzt, Aufmahmemessungen mit
radioaktiven Metallen durchzufuhrerniyoraussetzung dafir istie Annahme,dal3 der
postulierte Antiporter sich in einer ,right-side-out“-Orientierung in der Membran befindet.

Die Kationen-Aufnahmeexperimente wurden mitgs Filtrationsmethode durchgefuhrt. Die
mit NH,Cl-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.0 ; 0.5 M NHCI ) (s. 2.7.4)vorgeladenen
Proteoliposomen wurden in Cholinchlorid-Puffét0 mM Tris-HCI, pH 9.0; 0.5 M
Cholinchlorid; 5 mM MgC)) verdunnt. Nach einer Minuterurde die Kationen-Aufnahme
gestartet, indem die radioaktiven Kationen®zn*, °’Co®* oder 'Cd* (Amersham,
Braunschweig, Deutschland) zugegeben wurden. Der Reaktionsansatz bairc®°C
inkubiert und didProbenjeweils 5 plAliquots, in entsprechenden zeitlichen Abstanden durch
Membranfilter mit einer Porengr63e von 0.45 um (Schleicher und Schiill, Dassel, Deutschland)
gesogen. Die Filter wurden mit 0.3 ml Cholinchlorid-Puffer (0.2 M Cholinchlorid, 10 mM Tris-
HCI, pH 9.0; 10 mM EDTA und 10 mM Mg gespilt. Die Filter wurden in
Szintillationsrohrchen tberfuhrt und die Menge an Radioaktivitiéginem Szintillationsz&hler
(LS6500, Beckmann, Miunchen, Deutschlardly Kontrollen dienten mit NECI-Puffer (20
mM Tris-HCI, pH 7.0 ; 0.5 M NELCI ) geladene Liposomen.

2.7.6 Bestimmung der Grof3e (Durchmesser) von Liposomen / Proteoliposomen mittels
Photonen Korrelations Spectroskopie (laser light scattering)

Die Photonen KorrelatiorSpectroskopie (PCS) istneMethode undie Zeitabhangigkeit der
Fluktuationsintensitaten bezugliater ‘Brown’schen Molekularbewegung (voreilchen in
Losungen bzw. Suspensionen) im gestreliaserlicht(scatteredaser light) zu analysieren.
Da kleine Partikel sich schneller gio3ebewegen, variiert die Fluktuationsrate gestreuten
Laserlicht sehrDer translationale Diffusionskoeffizie{D) kanngemessen werden, so dal3
man in Folge den Wert dégdrodynamischen Radius {jRler Partikebestimmen kannndem
man die Stokes-Einstein-Gleichung heranzieht.
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In Abhéngigkeit vorder Energie des Lasers istragglich Partikel in denrof3enbereich von

3 nm bis 3 um zu messen. Eine Laserlichtquelle (Helium-Neon oder Argon) wird auf den Inhalt
einer absolut reinen Glaskivette (nmuylindrischer oder vorzugsweise quadratischer
Grundflache) fokussiert. DiKuvette wird ineiner thermostatisch kontrollierten Goniometer
Zelle fixiert. Die zu untersuchende Probkann in einer Vielzahivon Dispersionsmedien
verdunnt bzw. suspendiert werdelie einzige Information dibendtigt wird ist die Viskositéat

und Refraktionsindex des Mediums. Das durch Rliebe gestreuteaserlicht wird mittels
einer Photomultiplier Anordnung, gewodhnlich in einer 90° Position zum Laserstrahl plaziert,
detektiert.

20 pl derLiposomen bzw. Proteoliposomen-Fraktion wurde 1:2%0 Cholinchlorid-Puffer

(20 mM Tris-HCI, pH 9.00.5 M Cholinchlorid; 5 mM MgCJ) verdunnt. Dieser Ansatz wurde

in eineGlasklvette gegeben, welche in 8 25°C thermostatisch kontrollierte Goniometer
Zelle eines Zetasizers 3000(Malvern InstrumentsLdt, Malvern, UK) fixiert wurde.

Anschlie3end wurde die Messung mit mehrmaligen Zyklen durchgefuhrt.

2.8 Chemikalien, Sdulenmaterial und Enzyme

Biochemikalien und Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Berlin-Chemie,Berlin

Bio-Rad GmbH, Miinchen

C.Roth GmbH & co., Karlsruhe

Difco Laboratories, Augsburg

E.Merk, Darmstadt

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm
IBA, Gottingen

Jenapharm, Jena

Laborchemie, Apolda

Pharmacia, Freiburg

Riedel-de Haen AG, Seelze

Serva Feinbiochemika & Co., Heidelberg
SIFIN GmbH, Berlin (ehemals Immunpraparate Berlin)
Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen
USB, Braunschweig
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Enzyme und Kits wurden von folgenden Firmen bezogen:

Appligene, Heidelberg

Biozym, Hess. Oldendorf

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein

Pharmacia, LBK, Freiburg

Stratagene, Heidelberg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Quiagen GmbH, Hilden
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3 Experimente und Ergebnisse

3.1 Reinigung des CzcA::LacZ-Fusionsproteins tber Gelfiltration an Sepharose S-300

und Affinitatschromatographie an APTG (4-Aminophenyl3-D-thiogalactopyranosid)

Das CzcA:LacZ-Fusionsprotein sollte aufgrund seines relativ hohen Molekulargewichtes
(errechnet 232 kDajach erfolgreicher Solubilisaticeus den Membranen zunéchst Ubee
Gelfitration an Sepharos®-300(Trennbereich 10 kDa-1500 kDa) angereichert und &lmer
Substrataffinitatschromatographie an AP$ezifisch gereinigiverden.Die Vorversuche zur
Optimierung der Solubilisation wurden vorHerrn Prof. D.H.Nies undHerrn H. Harms
durchgefihrt (Ergebnisse sind hier nicht gezeigt).

3.1.1 Gelpermeationschromatographie an Sephacryl S-300

Nach der Solubilisierung wirden 18 mg Protein (Uberstand der Ultrazentrifugation) an
Sepharose S-300 chromatographi@kbb. 2). Das CzcA::LacZ-Fusionsproteirhestimmt
anhandder (-Galaktosidase-Aktivitat, eluierte im Bereich von Fraktiorbi§ Fraktion 23,
wobei die Hauptaktivitdt im Bereictier Fraktionen 10-14 detektiert wur{#bb. 2). Die (3-
Galaktosidase-Aktivitat eluierte demnach Uber gro3enBereich. Es wurden insgesamt 10
Fraktionen (Fraktionen 7-16) vereinigtialysiert und anschlieRend auf dd>TG-Agarose-

Saule aufgetragen.
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Abb. 2: Elutionsprofil der Gelpermeationschromatographie von 18 mg solubilisierten
Membranprotein von E.coli (WM 1704) an Sephacryl S-300. Fraktionen 7-16 wurden als
Pool vereinigt und weiterverwendet.
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3.1.2 Substrataffinitatschromatographie an APTG (4-Aminopherfd/B-thiogalacto-
pyranosid)

Da die exprimierten Lac-Z-Fusionsproteine @i€salaktosidase Enzym-Aktivitat aufweisen,
konnen Affinitaitschromatographien an APTG-Agarose-Séaulen durchgefuhrt werden. APTG als
Substrat isein Analogon zUPTG; es wird gebunden, jedoch dundik B-Galaktosidas@icht
gespalten.

Der dialysierte Gelfiltrationspool (Fraktionern16) (0.5mg/ml) wurde auf die APTG-Aga-
rose-Saule aufgetragen. Eluiert wurde das CzcA::LacZ-Fusionspratatneinem linearen
KCI-Gradienten(0-500 mM) (Abb. 3). Die B-Galaktosidase-Aktivitdt befandich in dem
Hauptpeak (Fraktionen 16-18); das bedeut®, dasCzcA::LacZ-Fusionsproteibei 76 mM

KCI eluierte. Die Fraktionen einiger Reinigungsschritte wurdereauDS-Gel aufgetragen
(Abb. 4).
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Abb. 3: Elutionsprofil der Substrataffinititschromatographie von Membranprotein
(Pool nach Gelpermeationschromatographie) vork.coli (WM 1704) an APTG (4-
Aminophenyl-B—D-thiogalactopyranosid). Elution mit linear ansteigenden KCI-
Gradienten.



Experimente und Ergebnisse 39

Abb. 4. SDS PAGE (7.5-20 %iges Gradientengel nach Laemmli, Coomassie geféarbt)

Spur 1. Markerproteine,Spur 2: solubilisierte MembranproteineSpur 3: dialysierter Poolder aktiven
GelfiltrationsfraktionenSpur 4: Fraktion 16 der APTG-Sé&ul8pur 5: Fraktion 17 der APTG-Saul8pur 6:
Fraktion 18 der APTG-Saul§pur 7: Fraktion 19 der APTG-Saul&pur 8. Fraktion 20 der APTG-Saule,
Spur 9: Fraktion 21 der APTG-Saul§pur 10 Fraktion 22 der APTG-Saule. Die Proteinmengen wurden in
diesem Fallnicht bestimmt.Aufgetragen wurdesin mit Chloroform/Methanobeféllter 100 pl Aliquot der

jeweiligen Fraktionen.

3.2 Chromatographie an Hydroxylapatit, Nickel-Chelat-Sepharose und Superose 6 HR
3.2.1 Chromatographie an Hydroxylapatit

Da die Reinigungsschritte Gelpermeationschromatographie an Sepl&860 und an-
schlieRende Substrataffinitditschromatographie an APTG nicleinetm homogenen Protein
fuhrten (Abb.4), wurde dasCzcA-LacZ-Fusionsprotein an verschiedenen Chromatographie-
materialien hinsichtlich seiner Bindungnd seines Elutionsverhaltengetestet werden.
Uberpriift wurden folgende MaterialienQ-Sepharose, S-Sepharose, DEAE-Sepharose,
Metallchelatsaulen (beladen mit unterschiedlichen Metallen), verschiedene Farbstoffsdulen und
Hydroxylapatit. Das CzcA-LacZ-Fusionsprotein zeigte zufriedenstellendes Bindungs- und
Elutionsverhalten an Hydroxylapatit und an Nickelchelatmaterial.

Nach derSolubilisierung wairden 18 mg Protein (Uberstand der Ultrazentrifugation) an Bio-
Gel HT Hydroxylapatit chromatographiert (Alb).. Die B-Galaktosidase-Aktivitat eluierte ab

90 mM Phosphat; die Hauptaktivithiefand sich in derFraktionen 39-41. Diese wurden

vereinigt, dialysiert und auf die Nickelchelatsdule aufgetragen.
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Abb. 5: Elutionsprofil der Chromatographie von 18 mg solubilisierten Membranprotein
von E.coli (WM 1704) an Hydroxylapatit. Elution mit linear ansteigendeRhosphat-
Gradienten. Die Fraktionen 39-41 wurden vereinigt und weiterverwendet.

3.2.2 Chromatographie an Nickel-Chelat-Sepharose

Die vereinigten Fraktionen des Hydroxylapatitsaulenlaufes wurden gegen Natriumphosphat-
Puffer dialysiert und auf dieuvor aqulibrierte Nickel-Chelat-Séaule aufgetragen. Eluiert wurde
mit einem lineaansteigenden Imidazolgradienten. Das CzcA-LacZ-Fusionsprotein eluierte bei
40 mM Imidazol (Abb. 6).
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Abbildung 6: Elutionsprofil der Chromatographie von Membranprotein (Pool nach
Hydroxylapatit) von E.coli (WM1704) an Nickel-Chelat-SepharoseElution mittelslinear
ansteigenden Imidazol-Gradienten. Die Fraktio2§337 wurdenvereinigt und weiterver-
wendet.

3.2.3 Gelpermeationschromatographie an Superose 6 HR

Mittels der Gelpermeationschromstographie wurde das CzcA-LacZ-Fusionsprotein aufgrund
seines relativ grof3en Molekulargewichts von bisher kontaminierenden Proteinen abgetrennt. Es
wurde hoch auflosendes Saulenmaterial (Superose 6 HR) gewéhlt, das einen Trennbereich von
5-5000 kDa aufweist. Die aktiven Fraktionen des Nickel-Chelat-S&aulenlaufes wurden mittels
PEG 600 eingeengt, dialysiert, einer 15 minutigen Ultrazentrifugation (100.000 x g) unter-
zogen und der Uberstand (jeweils 500 pl) tiber eine Injektionsschleife auf die Superose 6 HR-
Saule aufgetragen. Um Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und zwischen Protein und

Saulenmaterial zu minimieren, wurde dem Elutionspuffer bis zu 1 M NaCl zugesetzt (Abb. 7).
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Abb. 7: Elutionsprofil der Gelpermeationschromatographie von Membranprotein (Pool
nach Nickel-Chelat-Sepharose) vorkt.coli (WM 1704) an Superose 6HR.Proben der
Fraktionen 10-13 wurden im Acrylamid Gel aufgetrennt.

Gemall der Eichgeraden (Ergebhigr nicht gezeigt), die vor der Chromatographie der
Membranproteine aufgenommen wurde, eluierte [li€alaktosidase-Aktivitatbei einem
Molekulargewicht von 490 kDa. Da das CzcA-LacZ-Fusionsproteim errechnetes
Molekulargewicht von 232 kDa besitzt, konnte sigsh bei dem eluierterProtein der
Fraktionen 11 und 12 umin Dimer handeln. Im S®-PAGE (Abb. 8) zeigte sicldal’zwei
Proteinbanden nach de8uperose 6-LaufSpur 7-10) im obereMolekulargewichtsbereich
(ca. 205 und ca.230 kDa) im Gegensaitm Homogenat (Spur 2) angereichert worden waren.
Mittels dieser Reinigung konnte wiederum kein homogen gereinigtes Fusionsprotein dargestellt
werden, obwohlein Anreicherungsfaktor von 103 erzielt wurde (Tab. 7); das CzcA-
Fusionsprotein wurde noch von 5 stark angereichéepenbanden begleitet. Zwei davon
wurden mittels Bestimmungler N-terminalen Aminosauresequenzen identifiziert, dabei
handelte es sich um diADH-Oxidoreduktase auk. coli mit einemMolekulargewicht von

62 kDa und umdie ATP-Synthase aug. coli (51 kDa) (P.Ricknagel, persénliche
Mitteilung). Die beiden Proteinbanden iberen Molekulargewichtsberei¢ba. 205 und ca.
230 kDa) konnten aufgrundhrer geringen Menge (wenige N-Termni) nicht N-Terminal

sequenziert werden.
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Abb. 8: SDS-Gradientengel (nach LAMMLI, Coomassie gefarbt)

Spur 1: HMW-Marker, Spur 2: Rohextrakt (30 pg Proteingpur 3: Membranen (25 pg Proteingpur 4:
solubilisierte Membranen (25 pg ProteiSpur 5: aktiver Poolder Hydroxylapatitsule (20 pg Proteir§pur
6: aktiver Poolder Nickelsdule (30 pg Proteir§pur 7: Fraktion 10 der Gelfiltration (6 pug Proteir§pur 8:
Fraktion 11 der Gelfiltration (10 pg Protei@pur 9: Fraktion 12 der Gelfiltration (10 pg Proteirgpur 10:
Fraktion 13 der Gelfiltration (15 pg Protein)

Tabelle 7: Anreicherung von CzcA-LacZ

Reinigungsschritt Proteinmenge Aktivitat spezifische Anreicherungs-
in mg (nmol/min)  Aktivitat (U/mg) faktor

Rohextrakt 5200 1736 324 334 1

solubilisiertes 179 1 305 240 7273 21

Membranprotein

Pool der Hydroxylapatit- 15.4 230 000 14 935 44

séaule

Pool d.Nickel-Chelat-Sepha- 4.5 123 068 27 348 81

rose

Fraktion 12 der Gelfiltration 0.120 4144 34 533 103

Die Anreicherungstabelle (Tab. 7) zeigt, dal? die spezifische b-Galaktosidase-Aktivitat zwar um
das 103-fache gegenluber deRohextrakt angereichert werden konnte, jedoch zeigt die
Abbildung 7 auch, daf? diese Anreicherung nicht zu einem homogen gereinigten Fusionsprotein
fuhrte.

3.3 Klonierung von czcA bzw. czcAFragmenten in unterschiedliche Expressions-
vektoren

Da in dieser Arbeit die verschiedenen Reinigungsversuche nigimemhomogen gereinigten
CzcA-LacZ-Fusionsprotein fuhrten, wurden unterschiedliche Expressionsvehkinsaintlich
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der Expression vorCzcA bzw. einzelner CzcA-Doméanegetestet werdenErfolgreich
gereinigte CzcA-Domanen sollten fur die Herstellung von Antikdérpern eingesetden, um
anschliel3end z.B. Lokalisationsstudien durchfiihren zu kdnnen.

In der Tabelle 8 sind die verwendetemd unter 2.1.Jbeschriebenen Expressionsvektoren
aufgelistet. DasczcAGen bzw.dieczcAFragmente wurden mittels PCR adem Plasmid
pPECD 110 unter Nutzung der Trabelle 4) aufgefuhrten Primerkombinationen amplifiziert und
in die jeweiligen Vektoren kloniert. Die Tabelle 8 gibt Auskunftiber den Erfolg der
Klonierung bzw. der Expression der unterschiedlichen Fusionen.

Tabelle 8: Expressionsvektoren

Expressions- CzCcA N-terminale Domane C-terminale Domane
vektor (Gesamtgen) vonczcA vonczcA

pTrc99A +/-

pQE70 -/- +/- +/-
pMAL-c2 +/+ +/-
pXa2 +/- +/-
pASK-IBA3 +/+

#-/-  steht fur negative Klonierungsarbeiten
®+/-  steht fur positive Klonierungsarbeiten ohne erfolgreiche Expression des Proteins

°+/+ steht fur positive Klonierungsarbeiten mit erfolgreicher Expression des Proteins

Wie Tabelle 8verdeutlicht, wurde daszcAGen nur in derWVektor pASK-IBA3 erfolgreich
kloniert und exprimiert. Zu einer Proteinexpression fuhrte zudem nur noch die Besidh
terminalen Doméane voozcAan das Maltosebindeprotein. Jedoch gelandiesem Fall die
Spaltung des Fusionsproteins nach durchgefuhrter Anreicherung nicht.

Die Uberprufung dekorrektenLeserahmens daszcAGens imVektor pASK-IBA3 (pECD
559) erfolgte mittels Sequenzierung (Ergebnis hier nicht dargestellt).

3.4 Uberexpression des CzcA-Proteins und dessen Nachweis mittels Westernblot

Die Expressionskassetteter Strep-tagll-Vektoren stehen unter demskriptionellen Kon-
trolle destetA Promotor/Operator®die Initiation der Translation wird durctie sich an den
tetAPromotor/Operator anschlieRende Ribosombindestelle gewahrleistet.

Die Induktion der Genexpression wurde ia. coli BL21 mittelsder Zugabe des Induktors
Anhydrotetracyclin durchgefuhrt. Nach Auftrennung von 20 pg Membranprotein im SDS-Gel
war keine zusétzliche Proteinbande im Verglezcin mitgefiihrten Vektorkontrolle erkennbar,
erstnach Uberfiihrungler Proteineauf eine PVDF-Membraond anschlieRenden Antikorper-
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nachweiskonnte aufdem Blot ein Strep-tag tragendes Protaimt einemMolekulargewicht
von ca. 116 kDa detektiert werden (Abb. 9).

123 4 5 6 7 8 9
I

w206

- 116

S . J— 93
67

Abb. 9: Westernblot eines 10 %igen SDS-Gels nach Lammli

Spur 1-4 Membranen vorE.coli BL21 (pECD 559 enthaltend) nach InduktiofKlone 1-4), Spur 5-8:
Uberstande der Membranpraparationen Eoroli BL21 (pECD559 enthaltend) nach Induktig¢Klone 1-4),
Spur 9: HMW-Marker

3.4.1 Reinigung des CzcA-Strep-tag-Fusionsproteins

Das uberexprimierte CzcA-Protein wurde dusoli BL21-Membranen solubilisiert und das
Solubilisat direkt auf eine Strep-Tactin Sepharose-Saule gegeben,untdgeSchwerkraftfluld
gearbeitet wurde. Nachdem Auftragen des Solubilisategurde die Saule mit Puffer W
gewaschen, anschlie3end erfolgte die Elution mit Desthiob\bin.der 3.-8. Fraktion konnte
mit einer nachLowry et al., 1959modifizierten Methode Protein detektiert werden. Das
Chromatogramm und das SDS-Gel dieBainigung sind in dembbildungen 10und 11
dargestellt.
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Abb. 10: Elutionsprofil der Strep-tag-Affinitdtschromatographie von solubilisierten
Membranprotein von E.coli (BL21) an Strep-Tactin-SepharoseDie Fraktionen 1-1Gind
Waschfraktionen und 11-18 sind Elutionsfraktionen.

Abb. 11: 10 %iges SDS-Gel nach LAMMLI, Coomassie gefarbt

Spur 1: HMW Marker, Spur 2: solubilisiertes Membranprotein (14), Spur 3: Durchlauf (15ug), Spur 4. .
Waschfraktion (1519), Spur 5: Waschfraktion (21g), Spur 6: Waschfraktion (n.d.)Spur 7: Eluat [CzcA-
Strep-tag Fusionsprotein (2 ug)]
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3.5 Das CzcA-Strep-tag Fusionsprotein wurde geblottet und diminosauresequenz N-
terminal bestimmt

Das gereinigte, detrep-tag tragende Prote{Abb. 11, Spur 7) wurdeauf eine PVDF-
Membran transferiert und die N-terminale Aminosauresequenz diecn P. Ricknagel

bestimmt.

Die Bestimmungder N-terminalen Aminosauresequenz lieferte eine p#auund eine
Nebensequenz von 12 Aminosauren. Die Hauptsequenz begann im Gegensatz
Nebensequenz mit derstartmethionin, in derNebensequenz wurde esahrscheinlich
abgespalten. Die Aminosauren in Positib8 in der Hauptsequenz, bzw. 1-7 in dben-
sequenz bestatigten die pASK-IBA3-Sequenzdén Hauptsequenzegann das CzcA-Protein
mit denPhenylalanin irder 9.Aminoséaureposition und entsprechendi@ Nebensequenz mit
den Phenylalanin inder 8. AminosaurepositionD.h., dal3nach Abgleich mitProteindaten-
banken das CzcA-Protein durch die ermittelte Seqaenz AminosaurenFERII, bestatigt

wurde.

3.6 Das CzcA-Strep-tag Fusionsprotein diente der Generierung von Antikérpern

Einem Kaninchenwurde innerhalb von 6 Wochen(inklusive zweimaligen,Boosterns®)
insgesamt 1 m@zcA-Strep-tag Fusionsprotein die Ohrvene injiziertDas Serum wurde
nach Ausbluten des Tieres gewonnen. Diese Arbeiten wurderdesoRirma Dr.W.Reuter
(Osmarsleben) ausgeftihrt.

Nach Erhalt des Serums wurdeaes die Aktivitat/Affinitat der generierten CzcA-Antikorper
hin getestet. Das CzcA-Strep-t&gisionsprotein wurdauf eine PVDF-Membran transferiert
und anschlie3ender Antikbrpernachweis durchgefuhrt (Abb2). Zusehenwar, daf3bereits

zur

bei Verdinnung des Serums von 1:10.000 das rekombinante Protein sehr gut detektiert wurde.

w——

Abb. 12: Westernblot mit CzcA-Antikbrpernachweis
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3.6.1 Das native CzcA-Protein aus Ralstonia spec. CH34 wird mittels des CzcA-Antikdrpers
detektiert

Da der CzcA-Antikérper dasekombinante Fusionsprotein a@scoli sauber, d.h. ohne
Kreuzreaktionen, detektierte, sollte Gberpruft werden, ob aucmatae CzcA-Protein aus
Ralstoniaspec. CH34 ohne Kreuzreaktionen detektiert wirde. Dazu wurden dall- me
sensitive StammAEO4 und der metallresistente Stamm AE28 im Tris-gepufferten
Minimalmedium angezogen und anschlieRendt 50 bzw.300 pM Zinkchlorid induziert;
Proben wurden nach 80, 60 und 90nin genommenDer Rohextrakt §weils 20 pgProtein)
wurde auf ein SDS-Gel aufgetragen, das Ergebnis isAbbildung 13dargestellt. Das Gel
wurde auf eine PVDF-Membran transferiert und nachfolgend der Antikbrpernachweis durchge-
fihrt (Abb. 14).

Der Westernblot(Abb. 14) zeigte, dal3 daAnti-CzcA-Antikdrper enthaltende Serum ein
Proteinmit einemMolekulargewicht von ca. 116 kDa in demttels SDS-Gel aufgetrennten
Rohextraktproben von AE128 erkennt (Spuren 1W@iterhinwar zu sehengdald dasAnti-
CzcA-Antikorper enthaltende Seruem weiteres Protein von ca. 55 kDasamtlichenProben
(Spuren 1-8) detektiert®a in diesen Versuchen kein Null-Serum zur Verfligstagd konnte somit
keineAussage getroffen werden, ob es sich bei der zusatzlich detektierten Proteinbaidl @ nadukt

einer echten Kreuzreaktion, oder um ein Produkt Kaninchen spezifischer Antikérper handelte.

Abb. 13: 10 %iges SDS-Gel nach LAMMLI, Coomassie gefarbt

Spur 1: HMW Marker, Spur 2 AE 104 (0 min nach Induktio®pur 3: AE 104 (30 min nach Induktion),Spur 4: AE
104 (60 min nach Induktiongpur 5: AE 104 (90 min nach Induktiongpur 6: AE 128 (0 minnach Induktion), Spur 7
AE 128 (30min nachinduktion), Spur 8: AE 128 (60min nachinduktion), Spur 9: AE 128 (90min nach
Induktion)
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12 3 4 56 7 8

Abb.: 14 Westernblot mit CzcA-Antikbrpernachweis

Spur 1: AE 128 (90min nachinduktion, Spur 2: AE 128 (60min nachinduktion), Spur 3: AE 128 (30 min
nach Induktion)Spur 4: AE 128 (Omin nachinduktion), Spur 5: AE 104 (90min nachinduktion), Spur 6
AE 104 (60min nachinduktion), Spur 7: AE 104 (30min nachinduktion), Spur 8 AE 104 (Omin nach
Induktion)

3.7 Rekonstitutionsexperimente

3.7.1 Herstellung von Proteoliposomen

CzcA wurde in Detergenz destabilisierte Liposomen rekonstitMertBeginnder Aufnahme-
versuche mit radioaktiven Metallevurde durchAnlegen eines Ammoniumdiffusionspotentials
zunachst die Qualitatder Proteoliposomen Uberprift. Es wurden nur Proteoliposomen
verwendet,bei denender vollstandige Abbau eines kinstlichen pH-Gradienten (bei dieser
Methode gleichbedeutendit dem Erreichervon mindesten®0% derAusgangsfluoreszenz)
mindestens 1@nin dauerte. In derbbildungen 15und 16sind die Anderungeder relativen

Fluoreszenz aufgrund des Abbaus des kiinstlichen pH-Gradienten dargestellt.
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Abb. 15: Fluoreszenzléschung nach Zugabe geladener Liposomen bzw. Proteoliposomen
und relative Fluoreszenzanderung aufgrund der spontanen Dissoziation des kinstlichen
pH-Gradienten
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Abb. 16: Fluoreszenzléschung nach Zugabe geladener Proteoliposomen (rekonstituiert
mit Wildtyp CzcA, mit Asp 402 Asn -Mutantenprotein, mit Asp 408 Asn-Mutanten-
protein) und relative Fluoreszenzdnderung aufgrund der spontanen Dissoziation des

kunstlichen pH-Gradienten
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3.7.2 Bestimmung der Liposomen und Proteoliposomen Durchmesser mittels Photonen
Korrelations Spectroskopie

Die Grol3e (Durchmesser) detiposomen und Proteoliposomen wurdgttels Photonen
Korrelations Spectroskopie (PCBgstimmt. Es lagen jeweils Mischpopulationesr, wobei

die Hauptpopulatior{90 %) einen Durchmesseron 500 nmaufwies. Die Nebenpopulation

wies einen Durchmesser von >1 um auf.

3.8 Aufnahmemessung mit radioaktiven Metallen

Die Proteoliposomen, dienit einem 100 mM TrisHCI-Puffer (pH 5.0) inkubiert wurden,
wurden 1:10 ireinem100 mM TrisHCI-Puffer(pH 7.0) verdiunntdanach erfolgte die Zugabe

von 1 mM®Zn**. Sie akkumulierted00 Mol Zrf* pro Mol CzcA in den ersten 15 Sekunden
und weitere 100 Mol Z1i pro Mol CzcA in den darauffolgenden 2 Minuten (AY). Die
Liposomen, die die gleich€éonzentration an Phospholipiden aufwiesen, akkumuliexteri/3

der 4nkmenge, die die Proteoliposomen gebuntatten,die gebundene Zinkmengahm
jedoch in diesem &l nicht Uber die Zeizu. Das von dehiposomen gebundene radioaktive
Zink war zudem durch nicht radioaktivegink austauschbarpei den Proteoliposomen
hingegen wurde das radioaktive Zink nicht verdrangt (Abb. 18). Dieses Ergebnis zeigte, daf? im
Fall der Liposomen das radioaktiv&nk nur an die Phosphatgruppder Phospholipide band

und sich somit verdrangen lief3.

Bei denProteoliposomen wadie aufgenommene Zinkmenge abhéangim der eingesetzten
Proteinkonzentration (Abb. 19); imdiesem Versuchsansatwurde die aufgenommene
Zinkmenge auflas eingesetzte Volumen von Proteoliposomen und Liposomen bezogen. Bei
den Liposomenwar die aufgenommene Zinkmenge unabhangmn dem eingesetzten

Volumen.
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Abb. 17: Aufnahme von®Zn®* in Proteoliposomen ®) und Liposomen @), die mit Tris-
Puffer pH 5.0 vorgeladen und inTris-Puffer pH 7.0 verdinnt worden waren. Hemmung
dieser Proteoliposomen mit 100 uM FCCP«)
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Legende siehe umseitig.
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Abb. 18: Verdrangungsversuch mittels nicht radioaktiven Zink. Nach 2 minutiger
Inkubation mit 1 mM°Zn?*wurde den Liposomer®) sowie den Proteoliposomen [jeweils die

mutierten Proteine enthaltend; £)] 10 mM nicht radioaktives Zink zugesetzt.
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oa | \><><x
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nmol Zink in Abhangigkeit von der Probenmenge

—e— 3 pl Proteoliposomen
—=—5 pl Proteoliposomen
—e— 3 pl Liposomen
—=—5 pl Liposomen

—4— 12 pl Liposomen

Abb. 19: Aufnahme von®Zn®* in Proteoliposomen W, e) und Liposomen @, 4, W),

Dargestellt ist die Zinkaufnahme in Abhéngigkeit von der eingesetzten Probenmenge.

Um einen gentgendtarken Protonengradienten zu erzeugen, wudienProteoliposomen
und Liposomemmit einem0.5 M NH,CI-Puffer (pH 7.0) geladen. Die Proteoliposomen und
Liposomen wurden ieinemosmolaren Cholinchlorid-Puffer verdinnt. Die Zugabe von 1 mM
5Zn** erfolgte nach dnin (Abb. 20). Es wurdeeine schnelle Akkumulatioder Radioaktivitét
innerhalbder Proteoliposomen beobachtBie Liposomen, die hier als Kontrolle dienten,
akkumulierten weniger alsl7% der Radioaktivitat,die von den Proteoliposomen
aufgenommen worden war (Abb. 20).

Die Geschwindigkeider Zinkaufnahmewar um dasZweifache erhdht, wenn alsSubstrat-
konzentration 3 mMZink statt 1 mMZink eingesetzt wurde. Mit wenigals 0.5 mM wurde
nahezu keine Aufnahme gemessen (APb). Die Geschwindigkeit des CzcA vermittelten
Zinktransports konnteals sigmoidaleSattigungskurve (Abb24, blaue Kurve) dargestellt
werden. Ein VarWert von 385 set(Tab. 9) wurde aus den Geschwindigkeitgemessen bei
den Einsatz von 10 mMink und 5 mM Zink, berechnet. Diese Geschwindigkeiten wurde
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genutzt,

um ein

Hill-Diagramm  (Abb. 25)

zu erstellen, aus demsich

Kooperativitatskonstante von n = 2 und eig-Wert von 6.6 mM (Tab. 9) ergab.
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Abb. 20: Aufnahme von 3 mM®Zn** in Proteoliposomen M) und Liposomen @), die mit
0.5 M NH,CI (pH 7.0) vorgeladen und 0.5 M Cholinchlorid-Puffer(pH 9.0) verdinnt
worden waren.
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Legende siehe umseitig.
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Abb. 21: Aufnahme von ®Zn*" in Proteoliposomen, die mit 0.5 M NHCI (pH 7.0)
vorgeladen und in 0.5 M Cholinchlorid-PufifgH 9.0) verdiinnt worden wareDargestellt ist
die Zinkaufnahme in Abhangigkeiton der eingesetzten Zinkkonzentratigth5 mM (@), 1
mM (H) und 3 mM @) Zink).

Der von CzcA vermittelte Kobalttranspomvar langsamer algler mit Zink gemessene. Es
wurden fureine signifikanteTransportmessung mekrotein (Proteoliposomen) und héhere
Kobaltkonzentrationen, hier 10 mM, (AbB2) eingesetztDie erhalteneSubstratsattigungs-
kurve des CzcA vermittelten Kobalttransposar wiederum sigmoidal (AblR22, roteKurve).
Die gemessene Geschwindigkeit fur die Kobaltaufnaliee50 mM wurde fir ein Hill-
Diagramm (Abb25) herangezogen, adem sich einé&ooperativitatskonstante von n = 2 und
ein Ks-Wert von 18.5 mM ergab (Tab. 9).

450
400
350 | Vol
300 | |
250 |

200 r

mol Cobalt/molCzcA

150 +
100

50 | N

Zeit (min)
—e— Proteoliposomen

—=— Liposomen

Abb. 22: Aufnahme von 10 mM°’Co*" in Proteoliposomens), die mit0.5 M NH,CI (pH
7.0) vorgeladen und 0.5 M Cholinchlorid-Puffer(pH 9.0) verdinnt wordemvaren; als
Kontrolle dienten Liposomeri).

Der CzcA vermittelte Cadmiumtranspostar nochlangsamer als die Kobaltaufnahme (Abb.
23). Bei Cadmiumkonzentrationen niedriger als 1 nukdid hoéherals 5 mM konnte leine
Aufnahme gemessewerden. Indiesen kleinenSubstratkonzentrationsbereich (2dirkise
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Kurve) war das abgeleiteteneweaver-Burk-Diagramm lineamd ergateinen \fhaWert von
28 se¢ und einen I von 7.7 mM (Tab. 9).

35

30 +

20

15

0 0,2 0,5 1 2
Zeit (min)

Proteoliposomen

—=— Liposomen

Abb. 23: Aufnahme von 1 mM'%Cd *"in Proteoliposomensj, die mit0.5 M NH,CI (pH
7.0) vorgeladen und 0.5 M Cholinchlorid-Puffer(pH 9.0) verdinnt wordemvaren; als
Kontrolle dienten Liposomeri).

Tab. 9: Kooperativitdtskonstanten (n), Ky und Vma-Werte fur die unterschiedlichen

Metalle

Metallion n Ku/Kso [MM]  V max [1/s€C]
A 1.96 6.6 385

Co” 1.91 185 100

Cdf* 1 7.7 28
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Abb. 24: Substratsattigungskurven Die Initialgeschwindigkeitler Zink- (M) , Cobalt- )
und Cadmium-Aufnahme 4) in CzcA-Proteoliposomen wurdeestimmt und gegen die

Substratkonzentration aufgetragen.

w

y =1,9559% - 3,682

y =1,9068x - 5,5663

In (vivmax-v)

In [S]

Abb.: 25 Hill-Diagramm berechnet fir die Initialgeschwindigkeiteler Zink (M)- und der
Cobalt )-Aufnahre.
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Die Proteine die die mutierterAspartat-Reste, CzcA-D402N (pECD 557) und CzcA-D408N
(PECD 558) (Goldberget al, 1999),enthielten, wurden auf diselbe Weise wielas WT-
CzcA-Protein gereinigt, in Detergenz destabilisierte Liposomen rekonstituierniud5 M
NH,CI vorgeladen. Die unterschiedlichen Proteoliposomen, hergesieM/T-CzcA-Protein
und den mutierten Proteinen CzcA-D402N und CzcA-D408N, wurd@natinchlorid-Puffer
verdiinnt. Die Zugabe von 1 miZn* erfolgte nach nin (Abb. 26). Es wurdeeine schnelle
Protonen unabhangige Akkumulatiorder Radioaktivitéatinnerhalb der Proteoliposomen
beobachtet. Jedoch war auch zu seldafd die mutiertenProteine nichtmehr inder Lage
waren den langsameren Proton/Zink-Antiport durchzufuhren.

1200
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mol Zink/mol CzcA
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0 0,25 0,5 1 2
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—=— Proteoliposomen (Wildtyp-CzcA)
—=— Proteoliposomen (CzcA-D402N)
Proteoliposomen (CzcA-D408N)

Abb. 26: Aufnahme von 1 mM®Zn*" in Proteoliposomen, dimit 0.5 M NH,CI (pH 7.0)
vorgeladen und ir0.5 M Cholinchlorid-Puffer pH 9 verdinnivorden waren. Eingesetzt
wurden Proteoliposomen, dienit WT CzcA @), mutierten CzcA [Asp402Asn K);
Asp408Asn )] generiert wurden.
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4 Diskussion

Fur die Aufnahme von Nahrstoffen, den Export von toxischen Substanzen und die
Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase stehen den bakteriellen und eukaryotischen
Zellen eine Vielzahl von Transportsystemen zur Verfligung. Nach Transportmechanismus und
Aufbau werden Transporter in verschiedene Familien und Superfamilien eingeteilt (@tiffith

al., 1992; Saier, 1994). Durch computergestitzte Analysen konnten hohe Konservierungen
nicht nur innerhalb der Sequenzen von bakteriellen Transportern aufgezeigt werden, sondern
auch groRRe Ubereinstimmungen mit Proteinen aus hoheren Eukaryonten dargestellt werden
(Nikaido & Saier, 1992). Somit fuhrt die Kenntnis bakterieller Systeme auch zu einen
Verstandnis von Transportvorgdngen in komplexen eukaryotischen Zellen.

Die Transportsysteme von Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien unterscheiden sich
grundsatzlich voneinander. Gram-positive Bakterien transportieren die fur die Bakterienzelle
toxischen Substanzen mittels Effluxpumpen unter Energieverbrauch tber die Cytoplasmamem-
bran nach auf3en. Solche Systeme waren fur Gram-negative Bakterien nicht effizient, da der
Ruckstrom aus dem Periplasma in die Zelle nicht gedrosselt werden konnte (Nikaido, 1996).
Gram-negative Bakterien besitzen Cytoplasmamembran und auf3ere Membran, ihre Trans-
portsysteme sind gekennzeichnet durch membrandurchspannende Kanale, die in der &uf3eren

Membran durch3-Faltblattstrukturen gebildet werden, wéhrend in der Cytoplasmamembran

transmembrane-Helices gefunden werden (Nikaido & Saier, 1992).

Im Zusammenhang mit der Ausbildung von Schwermetallresistenzen und dem Efflux toxischer
Substanzen werden sogenannte "Multi-Drug Resistance-Pumps" (MDR-Pumpen) beschrieben,
die unter anderem zu den Superfamilien der ABC-Transporter und den protonengetriebenen
Transportern gezahlt werden. Zur Gruppe der protonengetriebenen Efflux-Systeme gehoren
die MFS-Transporter _(ajor facilitator siperfamily), SMR-Transporter_rggll multidrug
resistance) und die RND-Transporteedistance, adulation, _ell division) (Paulseret al

1996). Das Substratspektrum dieser MDR-Pumpen ist gro3 und zum Teil von klinischer
Bedeutung, so transportiert z.B. das MsrA-ProteinStaphylococcus epidermisin Mitglied

der ABC-Typ-Familie, Erythromycin (Rosst al, 1990). Das ArcB-Protein al&almonella
typhimurium ein Vertreter der RND-Typ-Familie, ist in der Lagd.actam Antibiotika mit
lipophilen Seitenketten zu transportieren (Nikartoal, 1998). Substrate wie CCCP und
Thiolactomycin werden von dem EmrB-Protein auscoli, einem Mitglied der
MFS-Typ-Familie, transportiert (Lewis, 1994) und das Smr-Protein Staphylococcus
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aureus ein Vertreter der SMR-Typ-Famlie, ist verantwortlich fur den Transport von Tetra-
phenylphosphonium, Ethidium und Methylviologen (Grinius & Goldberg, 1994).

Das CzcA-Protein auRalstoniaspec. CH34 (vorhelAlcaligenes eutrophysStamm CH34)
wurde in die Familie der RND-Proteine eingeordnet (Sag¢r al, 1994). Durch
computergestitzte Sequenzanalysen und -vergleiche, die ein wichtiges Hilfsmittel zur
Aufklarung von Struktur, Funktion und Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Proteinen sind,
wurden der RND-Superfamilie mittlerweile sieben Familien untergeordnet (Tsai-Tiené&tseng
al., 1999). Diese sieben Familien sind wie folgt beschrieben: 1. Die Schwermetall
Efflux-Familie [heavy_netal dflux family (HME)], vertreten in Gram-negativen Bakterien. 2.

Die hydrophobe/enphiphile Eflux 1-Familie (HAEL), vertreten in Gram-negativen Bakterien.

3. Die Familie der exportierenden Bakterien von Nodulations-Faktoren dthdation_&actor
exporter (NFE) family], vertreten in Gram-negativen Bakterien. 4. Den SecDF Protein-
Sekretionsapparat bildende Familie (SecDF), vertreten in Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien und in Archae-Bakterien. 5. Dyelrophobe/ephiphile_Hflux 2-Familie
(HAE2), vertreten in Gram-positiven Bakterien. 6. Dukaryotische_&rol Homoostase
Familie (ESH). 7. Die_ydrophobe/mphiphile Eflux 3-Familie (HAE3), vertreten in
Archae-Bakterien und Spirochaeten.

Tabelle 10 (entnommen der Arbeit von Tsai-Tien Tseingl, 1999) soll an dieser Stelle noch
einmal reprasentative Mitglieder dieser aufgefihrten Familien und deren zugeordneten
Funktionen kurz auflisten, um die uniververselle Verbreitung dieser Proteine in den

unterschiedlichsten Organismen aufzuzeigen.

Tabelle 10: Reprasentative RND-Proteine

Familie Abkurzung  Funktion der Grof3e der  Putative Organismus
der Proteine Proteine in ASTMSs
Proteinnamen

1. CzcA Aeu Cé-Zn2"- 1.063 12Ralstonia

Cd*-Exporter spec CH34
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Fortsetzung
Tabelle 10:

2.

AcrF Eco

AcrB Eco

NolGHI Rme

SecDF Eco

SecDF Rca

Actll3 Sco

YMP Sce

NPC Hsa

Ptc Dme

SCAP Cgr

ORF Afu

ORF Mja

Acriflavinre- 1.034
sistenz
vermittelndes

Protein-F

Acriflavinre- 1.049
sistenz
vermittelndes

Protein-B

Lipopolysac- 946
charid (277+215+
Exporter 435)

Typ Il des 938
Protein (615+323)
Sekretionssys-
tems
bestehend aus
Sec D und
SecF

Typ Il des 887
Protein (554+333)
Sekretionssys-
tems
bestehend aus
Sec D und
SecF

Actinorhodin- 711
Transport

assoziertes

Protein 11-3

YPLOO6W
Membranpro-
tein
Niemann-Pick
C-Krankheit
involviertes
Protein 1

"Patched"
Morphogen
Rezeptor

SREBP
Spaltung

aktivierendes
Protein

Gen AF1229 750
Protein

Gen MJ1562 388
Protein

1.170

1.278

1.286

1.276

12Escherichia
coli

13Escherichia
coli

10 Rhizobium
meliloti

10 Escherichia
coli

10 Rhodobacter
capsulatus

12 Streptomyces
coelicolor

13Saccharomy-
ces
Cerevisiae

14Homo sapiens

12Drosophila
melanogaster

8Cricetulus
griseus

11Archeoglobus
fulgidus

6 Methanococ-
cus jannaschii
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Zur Familie der Schwermetalltransporter (HME family), dessen repréasentativer Vertreter das
CzcA-Protein aufalstoniaspec CH34 (Nieset al, 1989) ist, gehéren laut Tsai-Tien Tseng

et al, 1999 das CnrA-Protein auRalstonia spec (vorher: Alcaligenes euthrophiis
(Lieseganget al, 1993), das NccA-Protein auRalstonia spec. (vorher:Alcaligenes
xylosooxidans (Schmidt & Schlegel, 1994). Als weitere Mitglieder wurden in die
HME-Familie die offenen Leserahmen von: Orf 1, Orf 2, Orf 3 und Orf Agusfex aeolicus
aufgenommen, des weiteren die offenen Leserahmen von: Orf2 und OrfF:=keabacter

pylori, sowie Orf 4 und Orf 5 auSynechocystispec., sie wurden ebenfalls alle als Kationen-
Effux-Systeme beschrieben. Fur die aufgelisteten Schwermetalltransporter vom RND-Typ wird
angenommen, daf3 sie als protonenabhangige Carrier funktionieren.

Waéhrend die Mehrzahl der cytoplasmatischen und sekretierten Proteine monomer bleibt,
existieren nahezu alle bisher untersuchten Membranproteine in Form nicht kovalenter, homo-
beziehungsweise heterooligomerer Komplexe (Langosch, 1999). Aber auch die Gene der
RND-Proteine aus Gram-negativen Bakterien werden oft in Assoziation mit den Genen der
MFP-Proteine (rembrane dision potein) gefunden (Dinlet al, 1994; Saieet al., 1994). Es
wurde postuliert, dal3 die MFP-Proteine den periplasmatischen Raum durchspannen und mit
beiden Membranen interagieren (Dinh et al., 1994). Die Gruppe der MFP-Proteine ist sehr
divergent und zeichnet sich kaum durch konservierte Regionen aus. Zum Teil interagieren
RND-Proteine und MFP-Proteine mit einer dritten Proteinfamilie, den OMF-Proteiatar (0
membran_#ctor) (Dong & Mergeay, 1994). Mittels des postulierten Komplexes aus RND-,
MFP- und OMF-Protein wirde ein Transport Uber Cytoplasmamembran, Periplasma und
aulere Membran, ein sogenannter "transenvelope transport”, moglich sein. Baalsé®97
beschrieben fur folgende RND-Proteine die Assoziation mit MFP- und OMF-Proteinen: CzcA
aus Ralstoniaspec CH34; CnrA, einem Cobalt-Nickel-Transporter, aRalstonia spec.;

HelA, das moglicherweise in eine Virulenz-Kaskade involviert ist, &egjionella
pneumophila NccA, einem Nickel-Cobalt-Cadmium-Transporter &edstoniaspec.; MtrD,

einem "multidrug exporter”, audleisseria gonorrhoeund dem MexB-Protein einem

"multidrug exporter”, auPseudomonas aeroginasa

Computergestiizte topologische Vorhersagen fur das CzcA-Protein beruhen auf der Aus-
wertung von Hydropathie-Analysen nach Kyte & Doolittle, 1982. In Abbildungsder
Hydropathie-Plot fir das CzcA-Protein gezeigt.



Diskussion 63

58 7
38 7
28 7

18 7

-18

-28 7

IIIITXI!I|lrlll!7(l|lll|lll|llll[[llllIIIIIIIIIII

1 288 4008 668 808 1888

Abbildung 27: Hydropathie-Plot des CzcA-Proteins (berechnet nach Kyte & Doolittle, 1982).

Auf der Abzisse sind die Aminosaurepositionen aufgetragen, auf der Koordinate die
dazugehorigen Hydropathiewerte. Positive Werte kennzeichnen hydrophobe, negative Werte

hydrophile Bereiche des Proteins.

Das CzcA-Protein besteht aus 1063 Aminoséuren und die vorhergesagte Struktur (Galdberg
al., 1999) sieht folgende Anordnung voraus: N-Terminus, woran sich die transmembrane Helix
| (TMH 1) anschlief3t, die von der periplasmatischen Doméane | abgel6st wird. Danach folgen
die TMHs Il bis VII, unterbrochen von der periplasmatischen Domane ll, figen sich die TMHs
VIII bis XIl an. Das Ende des Proteins bildet ein cytoplasmatischer C-Terminus. Die
Topologie der grol3en hydrophilen Doméanen und der Termini sind durch Proteinfusionen mit
alkalischer Phosphatase verifiziert worden (Goldle¢rgl.,1999). Diese Anordnung palit zu

dem Modell eines "6+6-Spanner Transporter" (Nikaido & Saier, 1992). Ein Sequenzvergleich
zwischen der ersten und der zweiten Halfte des Proteins legt die Vermutung nahe, dald das
Protein im Laufe der Evolution durch eine intragene Duplikation entstanden ist (Saier, 1994).
Im Falle der RND-Proteine kdnnten zwei unabhangige Kanale lber grol3e periplasmatische
Doménen verbunden sein. Das Modell der Zweikanalpumpe, wobei beide Kanéle
unterschiedliche Funktionen haben, soll spéater in der Ergebnisdiskussion der
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Transportmessungen, die mit den mutierten Proteinen erzielt wurden, noch einmal heran-
gezogen werden. Funktionell und strukturell wichtige Regionen werden mittels Sequenz-

vergleichen identifiziert. Regionen, wie z.B. Substratbindestellen, sind oft sehr konserviert, wie

auch die transmembranen Helices der Transportproteine. In Abbildung 28 ist das Modell eines
RND-Proteins dargestellt (Paulsenal, 1996).

o

o% S o
é OOOO§ o %
N-Terminus Cytoplasma S

C-Terminus

Abb.28: Schematisches Modell eines RND-Proteins in der Cytoplasmamembran (CM) (nach
Paulseret al, 1996). Die Lage der konservierten Motive A (hellblau), B (lila), C (pink) und D
(dunkelblau) sind eingezeichnet.

Da fur den postulierten CzcCBA-Komplex bereits ein schwermetallabhangiger Protonen-
transport mittels Fluoreszenz-Quenching-Assays gemessen werden konnte (Nies, 1995), sollte
in dieser Arbeit durch die Reinigung und Rekonstitution von CzcA der direkte Nachweis fir
die Funktion als Protonen/Kationen-Antiporter erbracht werden.

Um die Protonen/Kationen-Antiporter-Funktion nachweisen zu koénnen, wurde das CzcA-
Protein in Detergenz destabilisierte Liposomen rekonstituiert. Durch Anlegen eines
Protonengradienten durch Inkubation  mit Tris-Puffer pH 5 bzw. mit,GNHund
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anschlieRender Zugabe radioaktiver Metalle wurde die Aufnahme von Zink, Cobalt und
Cadmium in die Proteoliposomen bzw. Liposomen, die hier als Kontrolle dienten, bestimmt.
Die Zugabe von 1 mMZn** erfolgte nach 1 min. Das Ergebnis war eine schnelle Akku-
mulation der Radioaktivitat innerhalb der Proteoliposomen. Das HochstmalR an akkumulierter
Radioaktivitat wurde nach ca. 1 min erreicht. Die Liposomen, die hier als Kontrolle dienten,
und die die gleiche Konzentration an Phospholipiden wie die Proteoliposomen enthielten,
akkumulierten weniger als 17% der Radioaktivitat, die in den Proteoliposomen gemessen
worden war Abb.20). Um sicherzustellen, dal3 es sich bei diesem Ergebnis um eine Metall-
aufnahme im Falle der Proteoliposomen und um eine unspezifische Adsorbtion im Falle der
Liposomen handelte, wurde ein "Verdrangungsversuch" mit nicht radioaktivem Zink durchge-
fuhrt. Zu sehen war, dal3 das von den Liposomen gebundene radioaktive Zink durch das nicht
radioaktive Zink austauschbar war, hingegen war bei den Proteoliposomen noch eine
zusatzliche Steigerung der Metallaufnahme zu beobachten (Abb. 18). Aus diesem Ergebnis
konnte geschluf3folgert werden, dafld im Fall der Liposomen das radioaktive Zink nur an die
Phosphatgruppen der Phospholipide gebunden hatte und somit in den weiteren Versuchen als
Kontrolle dienen konnte.

Eine weiterer Beweis fur eine protonengetriebe Metallaufnahme ist der Zusammenbruch des
Protonengradienten unter Einsatz von Entkopplern und die damit verbundene
Aufnahmehemmung. In dieser Arbeit wurden FCCP und CCCP als Entkoppler eingesetzt.
Entkoppler sind schwache Sauren, die Protonen durch Membranen beférdern und so die PMF
zerstoren. Die CzcA-abhangige Zinkaufnahme in,Nj¢ladene Proteoliposomen konnte
teilweise mit 100 uM FCCP oder 500 uM CCCP gehemmt werden (Daten hier nicht gezeigt);
es konnte die Aufnahme v&iZn®* in mit Tris-Puffer pH 5.0 vorgeladene Proteoliposomen um

ca. 50% gehemmt werden, wenn eine Zugabe von 100 uM FCCP erfolgte (Abb. 18). Diese
Entkopplerkonzentrationen liegen jedoch um ca. das 10fache hoher als die in der Literatur
verwendeten FCCP bzw. CCCP-Konzentrationen von 10- 20 uM. Entkoppler werden zumeist
in zellularen oder vesikularen Sytemen unter physiologischen Bedingungen eingesetzt. Sie
interagieren mit Komponenten der ATP-Synthase und ermoglichen dadurch den freien
Protonenrickflu® ohne ATP-Synthese (Hatefi, 1985). Die in diesem Experiment benotigten
hohen Entkoppler-Konzentrationen konnten die Folge der hier eingesetzten hohen
Membrankonzentrationen sein.

Um zu beweisen, dal3 in allen Versuchen die Metalle in die Proteoliposomen transportiert
worden waren und nicht etwa an den negativen Phosphatgruppen der Phospholipide
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adsorbierten, wurde ein Kompetitionsversuch mit nicht radioaktiven Zink durchgefihrt
(Abbildung 18). Zu sehen war, dall die Menge an gebundenen Zink im Falle der
Proteoliposomen leicht stieg, wahrend die Menge an gebundenen Zink im Falle der Liposomen
sich verringerte. Dieses Ergebnis liel3 den Schlul3 zu, daf? die Metalle in die Proteoliposomen
transportiert wurden und somit der Aktivitditsnachweis fur CzcA und CzcA (Asp402Asn /
Asp408Asn) erbracht wurde. Diffusion der Metalle in die Proteoliposomen kann
ausgeschlossen werden, da laut Kalkulationen, zu denen das erste Fick'sche Gesetz
herangezogen wurde, die Diffusion vorZdurch CzcA zu langsam verlaufen wiirde, um die
beobachteten Wechselzahlen von CzcA zu erklaren.

Ein weiteres Kriterium, das es zu uberprifen galt, war die Abhangigkeit der Metallaufnahme
von der Substratkonzentration, da bei einem echten Transport ab einer bestimmten
Konzentration der zu transportierenden Substanz eine Sattigung eintritt. Der Carrier verhalt
sich wie ein Enzym nach dem Michaelis-Menten-Schema, nur dal3 das Substrat nicht chemisch
umgesetzt, sondern lokal versetzt wird. In der vorliegenden Arbeit wurde ermittelt, daf3 die
Geschwindigkeit der Zinkaufnahme um das Zweifache erhoht war, wenn als
Substratkonzentration 3 mM Zink anstatt 1 mM Zink eingesetzt wurde. Mit weniger als 0.5
mM Zink wurde nahezu keine Aufnahme gemessen (Abb. 21). Wenn Zinkkonzentrationen
hoher als 10 mM eingesetzt wurden, ergab sich keine signifikante Steigerung der gemessenen
Zinkaufnahme, was wahrscheinlich auf einen toxischen Effekt des Zink's auf die Integritat der
Proteoliposomen schlie3en Iaft.

Der fur den Zinktransport in die Proteoliposomen ermittel{e¥ert lag bei 6.6 mM und die
berechnete Kooperativitatskonstante (n) wies einen Wert von 1.96 auf. Die fur den Zinktrans-
port in die Vesikel (Nies, 1995) erhaltenen Werte hingegen lagen bet @.74 mM fur den

K-Wert und 1.95+ 0.08 fiir die Kooperativitatskonstante. Daraus kdnnte gefolgert werden,
dal3 CzcA allein die Substratspezifitat und die Kooperativitat bestimmt, d.h. dal’3 zwei Protonen
pro Zrit* transportiert werden. Es konnte jedoch auch bedeuten, daR die beiden
Komplexkomponenten CzcC und CzcB, sowie der Ladungsgradigntden K -Wert
beeinflussen konnen, jedoch nicht die Kooperativitdtskonstante. Ebenfalls kann argumentiert
werden, dal3 CzcC und CzcB, sowie der Ladungsgradigntiir einen effektiven Antiport
notwendig sind. Dieses Argument wird unterstitzt, wenn dewert, der flr Cobalttransport

in die Proteoliposomen ermittelt wurde, in Vergleich zu dem aus den Vesikeltransport
erhaltenen Wert gesetzt wird, denn der erstere lag bei 18.5 mM, wohingegen der zweite bei 5.8
mM lag. Der erhaltene JWert von 7.7 mM fir den Cadmiumtransport in die
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Proteoliposomen muf3 hinterfragt werden, da er in einen nur sehr kleinen Substratbereich
gemessen wurde und diese Messung somit nicht zu einem vertrauenswurdigen Ergebnis flhrt.
Der ermittelte Km-Wert von 6.6 mM fir den durch das CzcA-Protein vermittelten
Zinktransport liegt um den Faktor 1000 hoher als der Km-Wert der Zn (ll) translozierenden
P-typ ATPase, der bei 9 uM liegt (Renseigal, 1997b). Da die Affinitat zum transportierten
Substrat im Falle von CzcA nicht sehr hoch ist, ist zu postulieren, daf? dieses Effluxsystem nur
arbeitet, wenn die intrazellulare Zinkonzentration in den millimolaren Bereich ansteigt.
Demnach ist weiterhin zu folgern, daf3 esRialstoniaspec. ein sehr sensitives Regulations-
system geben muf3, damit die Metallhomoostase nicht beeintrachtigt wird.

Wenn man davon ausgeht, daf3 CzcB und CzcC fur einen effizienten Efflux der Schwermetalle
Zn?*, Co* und Cd* essentiell sind, schlieRt sich die Frage nach Ihrer Struktur und Funktion an.
CzcB gehort zu der Familie der Membranfusionsproteine (Birdil, 1994), die mit RND-,

sowie ABC-Transportern interagieren kénnen. Bei allen bisher untersuchten Mitgliedern der
MFP-Familie konnte eine gemeinsame Struktur festgestellt werden. Die Proteine beginnen mit
einer kurzen hydrophilen Region am N-Terminus, worauf sich ein ca. 20 AS langer,
hydrophober Bereich anschliefl3t. Diese Doméane dient wahrscheinlich der Verankerung in der
Cytoplasmamembran und ist lediglich strukturell konserviert. Es folgt eine Region von
mittlerer Hydrophobizitat von ca. 60 AS GroR3e, die unter Umstanden der Interaktion mit dem
Transporter dient und relativ gut konserviert ist. Danach schliel3t sich cehredicale,
hydrophile Region an, die das Periplasma durchqueren soll. Darauf folgt eine Region, die hoch
konserviert ist und der Interaktion mit Bestandteilen der &uf3eren Membran dienen soll. Diese
Region ist relativ hydrophob und weist Gberwieg@aBaltblattstrukturen auf. Dia-helicale
Region, die bei dem Membranfusionsprotein HlyD atsled-coil Strukturen beschrieben
wurde (Pimentaet al, 1996) konnte somit den Abstand zwischen der inneren und aul3eren
Membran varieren. HlyD interagiert mit HlyB, einem ABC-Transporter, der als Exporter fur
Hamolysin fungiert. Auch CzcB bietet die noétigen strukturellen Voraussetzungen, um als
MFP-Protein mit beiden Membranen in Kontakt zu stehen (Remdiad, 1997a). Und in
Analogie zu dem Membranfusionsprotein CvaA aus E.coli, das mit dem ‘outer membrane
protein’ TolC interagiert (Hwangt al, 1997) und zusammen mit dem CvaB-Protein, einem
ABC-Transporter, am Export von Coicin V beteiligt ist, kbnnte auch CzcB einen Kontakt zu
einem Protein der au3eren Membran herstellen. Als Funktion fur TolC wurde postuliert, dal3
es als Kanal fir das AcrAB Efflux System dienen kdnnte (Lewis, 1994 unek idlg 1994)

und Fralick (1996) erbrachte Evidenzen, dal3 TolC in den Efflux-Prozess involviert ist. Fur
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CzcB wird eine Funktion im Zusammenhang mit der Freisetzung dés \von dem
CzcA-Protein, eine Art 'Verhinderung des Kationenriickstaus', diskutiert (Golebeag,

1999).

Desweiteren bleibt die Frage nach der Aufgabe des CzcC-Proteins. Es besitzt Homologien zur
OMF-Familie (Quter Membran Bctor), von denen angenommen wird, daf3 sie mit der &ul3eren
Membran assoziert sind (Dong & Mergeay, 1994). Ein multiples Alignment aller bekannten
OMF-Proteine zeigte, dal? diese Proteine recht hohe Sequenz-Divergenzen aufweisen (Paulsen
et al, 1997). Es wurden keine konservierten Reste innerhalb der Protein-Familie gefunden; die
grofdten Divergenzen wurden jedoch in den N- und C-Terminalen Regionen der Proteine
detektiert. Durch Auswertung aller Hydropathie-Plots wurde festgestellt, dal3 alle
OMF-Proteine eine N-Terminale Signalsequenz aufweisen. Fur CzcC wurde ebenfalls eine
Signalsequenz nachgewiesen (Rensing, 1997a). Dem Signalpeptid folgt ein sehr hydrophiler
Bereich von ca. 40 AS-Resten. Sekundare Strukturvorhersagen fur die OMF-Proteine weisen

darauf hin, dal3 die Proteine zum grof3ten Teil x&srukturen bestehen. Die hydrophoben
'Peaks’ stimmen im allgemeinen mit den Regionen, die eine hohere Konservierung aufweisen,

Uberein und konnten so den transmembrgB&irukturen entsprechen. Deletionsmutanten
zeigten, dal3 sich das Resistenzverhalten von Stammen, die das CzcA-Protein allein
exprimierten, von denen, die CzcC und CzcA exprimierten, nicht unterschied (Retsihg
1997a). Aus dieser Physiologiestudie konnte die Schluf3folgerung gezogen werden, daf3 das
CzcB-Protein fir einen effektiven Effluxprozess unbedingt notwendig war. Da der
CzcAB-Komplex ohne CzcC lediglich gegeniiber*Zonen eine starke Steigerung der
Resistenz zeigte, jedoch nicht gegenlber* Qind Cd', wurde postuliert, daR das
CzcC-Protein modifizierend auf die Substratspezifitdt wirken kdnnte (Reasiag 1997a).

Eine weitere mdgliche Funktion fir CzcC ware vielleicht eine Beteilung am generellen
Transport der Kationen lber das Periplasma hinweg. Fur diese These sind jedoch weiter-
gehende Untersuchungen notwendig.

Zudem deuteten die Ergebnisse decCBDeletionen, beide Gene sind icacOperon vor
demczcAGen angeordnet (Niexst al, 1989), darauf hin, dafd CzcA allein in der Lage sei, den
Transport von Zink und Cobalt tber die Cytoplasmamembran hinweg zu katalysieren (Rensing
et al, 1997a). In dieser Arbeit konnte diese These durch die aktive Rekonstitution des
CzcA-Proteins in Detergenz destabilisierte Liposomen und der nachfolgenden radioaktiven

Aufnahmemessungen bewiesen werden.
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Weiterer Klarungsbedarf bestand bei der Beschreibung der primaren Metallbindestelle des
Czc-Efflux-Komplexes, sowie bei der Frage nach den am Protonentransport beteiligten
Aminosauren. Metalle sind sehr einfache Liganden, die minimale Anspriiche an die Bindestelle
aufweisen. In Proteinen sind Metallionen fir eine Vielzahl von Funktionen zustandig, z.B. fur
die nucleophile Katalyse der Carboanhydrase, den Elektronentransfer in Cytochromen und die
Strukturstabilisierung von Zinkfingern (Lippard & Berg, 1994). Fur die Bindung der
Metallionen ist eine korrekte Positionierung von zwei bis vier Aminosaureseitenketten
ausreichend (Regan, 1995). Unter physiologischen Bedingungen binden die Ubergangsmetalle,
wie z.B. Zr¥*, Co und NF*, an die Imidazol- und Thiolgruppen von Histidin- und
Cysteinresten. Durch Glutathion werden im Cytoplasma Bedingungen eingestellt, so daf3
Cysteine auch an der Proteinoberflache reduziert vorliegen konnen. Auch Aspartat- und
Glutamatreste konnen unter bestimmten Bedingungen zur Metallbindung beitragen.

Sehr bekannte Metall-Bindemotive sind z.B. die hochkonservierten Cystein- Histidin- Sequen-
zen (Cys-X ,Cys-X-Phe-X-Leu-X,-His-X, -His) der Zinkfinger-Proteine, an denen die
Bindung von ZA" erfolgt (Berg, 1990), und die Cystein-Bindemotive der P-Typ-ATPase
CadA, einem Schwermetalltransporter. Fiur CadA konnte nachgewiesen werden, dafld nach
Austausch der beschriebenen Cysteine keine Bindung des Cadmiums mehr erfolgt (Solioz &
Vulpe, 1996). Weiterhin kénnen Methionin-Histidin-Regionen als Metall-Bindemotive
fungieren. Jedoch konnen durch die Tertiarstruktur der Proteine bedingt in der Sequenz weit
entfernt liegende Aminosaurereste zu einem Bindemotiv zusammentreten.

Da das CzcB-Protein eine histidinreiche Region mit zwei zueinander homologen Motiven von
jeweils vier Histidinresten enthalt, wurde postuliert, dal3 diese Region fur die priméare
Metallbindung verantwortlich sei (Nies & Silver, 1995). Mittels zielgerichteter Mutagenese
wurden die beschriebenen Histidine ausgetauscht, doch das Ergebnis zeigte, dal} diese Region
weder fur die Metallbindung noch fur den Transportweg essentiell ist (Reztsalg 1997a).

Das CzcA-Protein besitzt einen geringen Anteil an Histidinen und Cysteinen; damit war es bei
den Uberlegungen zur Metallbindestelle zunachst in den Hintergrund getreten (Nies, 1992).
Doch im konservierten Motiv D und der daran anschlie3enden 'loop’-Region zwischen Helix
vier und funf (Abbildung 28) befindet sich folgendes Cystein-Histidin-Motiv: ,Gys
X-His,,-X-His,,-His,+ X -Phe-Hig,, Dieses Motiv wurde mittels zielgerichteter Mutage-
nese verandert (Goldbewrgf al, 1999). Es wurden Einzelmutanten hergestellt, indem der
Cysteinrest 417 gegen Serin und die Histidinreste 423, 427 und 439 gegen Arginin
ausgetauscht wurden. Die einzige Mutante, die einen Effekt auf die Ausbildung der
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Schwermetallresistenz zeigte, trug den Austausch zu Arginin 439. Leider wurden in dieser
Arbeit keine CzcA-Strep-tag-Proteine mit oben genannten Aminosaure-Austauschen
hergestellt. Auch die Reinigung und Rekonstitution eines Proteins mit einen doppelten

Aminosaure-Austausch, z.B. mit Gys- Ser, ./ His,,, — Arg,,, oder Hig,, —Arg,,,/ His,,,

-Arg,,, , ware sehr aufschluf3reich gewesen, denn es ware voreilig anzunehmen, dal3 die
Aminoséauren 417, 423 und 427 nicht an der Metallbindung sind. Die Untersuchungen von
Klemba & Regan (1995) unterstitzen dieses Argument sehr deutlich, denn sie flhrten
Untersuchungen an einer artifiziellen tetraedrischen,-Bigs-Bindestelle bezuglich deren
Affinitdt zu den Metallen Cobalt, Zink und Cadmium durch. Alle vier komplexierenden Reste
wurden einzeln mutagenisiert. Das Ergebnis dieser Mutationen war, daf3 in drei von vier Féllen
die tetraedrische Bindungsstruktur erhalten blieb, der fehlende Ligand wurde durch das
Losungsmittel ersetzt. Auch der Einflu der Mutationen auf die Metallaffinitaten war im Fall
von Zink und Cadmium vernachlassigbar. Nur die Bindung von Cobalt war signifikant
schlechter. Selbst bei einigen Doppelmutanten konnte die teraedrische Bindunsstruktur noch
aufrechterhalten werden.

Im Falle von CzcA hatten Metall-Transportmessungen mit Proteoliposomen, das CzcA-
Protein enthaltend, das in der putativen Metallbindungsdomé&ne mutiert ist, die Argumentation
um die Metallbindungsstelle unterstutzen bzw. widerlegen kdnnen.

Wie transportieren Membranproteine Protonen durch die Membran? Protonen bewegen sich in
sehr kleinen "Sprungen”, kirzer als 1 Angstrom, und erfordern die Rotationsbewegungen
vieler Donor und Akzeptorgruppen, um einen kontinuierlichen Prozess zu gewahrleisten. Diese
Protonenbewegungen mussen sehr gut "geleitet” werden (Williams, 1995). Die
Untersuchungen zur Protonentranslokation an der lichtabhangigen Protonenpumpe Bakterio-
rhodopsin sind weit fortgeschritten. Bakteriorhodopsin ist in der Zellmembran von
Halobakterium halobiumokalisiert, und pumpt Protonen aus dem Zellinneren nach auf3en.
Ortsgerichtete Mutagenese Experimente haben zur Identifizierung von Aminosauren gefiihrt,
die an der Protonentranslokation beteiligt sind (Krebs & Khorana, 1993). Es handelt sich dabei
um zwei in einer transmembranen Helix gelegene Aspartatreste. Die negativ geladenen
Carboxylgruppen dienen als Protonen-Akzeptoren und -Donatoren. So bilden diese beiden
Aminosauren ein Ladungs-Reldsystem fur den Transport von Protonen durch die
Zellmembran. Bei dehactose Transportproteinen, dem lacY GenprodukiEausli und dem

lacS Genprodukt ausStreptococcus thermophilusind ebenfalls Regionen beschrieben
worden, die fur die Protonentranslokation verantwortlich sind. Fir LacY wurde schon in
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friheren Arbeiten ein LadungseRisMechanismus postuliert (Puttnet al., 1986, 1989;
Carrasceet al, 1986; Menicket al,, 1987; Leeet al, 1989), welcher als Analogie auf einen
Protonen Transport Uber einen Asparaginsaure-, Histidin- und Serin-Rest in Proteasen vom
Serin-Typ beruht (Kraut, 1977). Es wurde angenommen, dal3 im Falle von LacY die
Aminosauren Gly, His,,, und Arg, beteiligt sind; Gly, und Arg, wirden die
Imidazol-Gruppe von Hig, polarisieren, so dal3 dessen Fahigkeit als "Protonen- Shuttle" zu
fungieren verstarkt wirde. Aufgrund von ortsgerichteten Mutagenesen schlugen Peblman
al. (1995) fur das LacS-Protein das Motiv LysX-X-His,,-X-X-Glu,,, als dasjenige vor, das
einen Teil des Protonentranslokationsweges ausmachen konnte.

Fur die Cytochrom C Oxidase aBarracoccus denitrificangostulierten Iwatat al (1995)

einen "Histidin-Zyklus-Shuttle-Mechanismus”, indem der Histidinrest 325 einen Zyklus
zwischen den Stadien Imidazolat-, Imidazol- und Imidazolium-Form durchlauft, um zwei
Protonen aufzunehmen und sie wieder abzugeben.

Im bakteriellen Reaktionszentrum voiRhodobakter capsulatusbefindet sich der
Aminoséaurerest M43Asp, wobei M hier eine transmembrane Polypetidkette bezeichnet, in
einer Schliisselposition, die die Reaktionswege fiir die Ubertragung des ersten und des zweiten
Protons auf Q verbinden kann (Mikosovskat al, 1998). Fir den mitochondrialen
Phosphat-Carrier wurde ein Protonentransport tber zwei Glutaminsaurereste und ein Histidin
postuliert (Phelpst al, 1996).

Das Motiv D (Abbildung 28) enthalt die vierte Helix des N-terminalen transmembranen Kanals
von CzcA. Dieser Kanal ist besonders zwischen den Schwermetalltransportern CzcA, CnrA
und NccA hoch konserviert und wurde als Protonenkanal postuliert, wahrend der zweite Kanal
den Metallionentransport Ubernehmen konnte (Nies & Silver, 1995). Im Membrandurchgang
befinden sich zwei Aspartatreste. Der Aspartatrest 408 ist in allen RND-Proteinen konserviert,
Aspartat 402 innerhalb der Gruppe der Schwermetall-Transporter (Abbildung 29). Die
Positionierung von negativ geladenen Seitenketten in dieser hydrophoben Region a3t auf einen
funktionellen Zusammenhang schlie3en. Ein weiterer auffalliger Aminosaurerest im Motiv D ist
der Glutaminsaurerest 415, der in allen RND-Proteinen konserviert ist (Abbildung 29). Die
Aminoséure befindet sich wahrscheinlich auf der cytoplasmatischen Seite der vierten
transmembranen Helix von CzcA.

Die Anordnung der drei konservierten Aminosauren Asp402, Asp408 und Glu415 innerhalb
der Schwermetalltransporter lai3t einen analogen Vergleich zum Aufbau des Protonenkanals im
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Bakteriorhodopsin zu. Den Untersuchungen von Rickteal (1996) zufolge wird eine
Interaktion von Aspartat 85 und Glutaminsdure 204 beim Protonentransport im
Bakteriorhodopsin angenommen. Es wird angenommen, daf} die Dissoziation eines Proton von

Glutaminsaure 204 mit der Freisetzung des Protons in den extrazellularen Raum einhergeht.

>
ow

* * *
NccA Axy (424) ALDFGLIIDGAVIIVENS (892) TPJ ZGAMERVRPVLMTALVASLGEVPMATIA
CarA Reu (423) ALDFGLIIDGAVIIVENS (991) AAVIEGAMERVRPVLMTALVASLGrVPMAIA
CzcA Reu (400) ALDFGIIIDGAVVIVENC (966) SAVRVGALTRLRPVLMTALVASLGFVPMAIA
HelA Lpn (297) ALDFGLIVDGAVIIVENC (967) DAVL QOGSLARLRPVLMTALVASLGFVPMALA
Or<2 Aae (394) AIGIGMFVDSSVVVVENV (946) EAVKRAAILRIRPILITAITTLIGLIPLLVI
0rf2 Hpy {(393) VIAIGMLIDSAVVVVENA (946) ZCVLLGAKRRLRPVLMTACIAGLGLLPLLY
Orf4 (401) VVAIGSVVDDSIVDMENC (956) ETIFKGSMERVNAILMTALTSALGHMLPLATA
3 (393) AIAIGTMVDAAIVLVENI (975) ZAIYKGAVKRIRPKFMTFGA LPIMLG
(397) AIAVGAMVDAAIVMIENA (971) EALYHEGAVLRVRPKAMTVAVIIAGLLPILWG
(392) AIAIGAMVDAAIVMVENA (958) EAIMHGAVLRVRPKLMTFFSILASLIPIMYS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (960) ZAAIZACRMRLRPIVMTSLAFILGVVPLAIS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (962) EATLDAVRMRLRPILMTSLAFILGVMPLVIS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (962) EATLMAVRMRLRPILMTSLAFILGVLPLAIS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (959) DAAIZACRMRLRPIIMTSLAFILGVVPLTIA
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (960) ZAIIZAARMRLRPILMTSLAFILGVLPLVIS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (959) EATLHACRQRLRPILMTSL. AFITGVLPMATS
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (962) KAAIEAAKLRLRPILMTSLAFTFGVLPMAIA
(398) VLAIGILVDDAIVVVENV (955) DAALEAARLRLRPIVMTSLAFGVGVLPLAFA
(399) VLAIGLLVDDAIVVVENV (962) EAVCQAAKLRFRPILMTSLAFGLGVIPLVIS
(397) ILVIGIVVDDAIVVVENV (969) EAALEAARLRFRPIIMTSFAFILGVVPLYIA
(401) VLAIGILVDDAIVVVENV (957) DAAIZAARLRFRPIIMTSMAFILGVIPLALA
(402) VLAIGIVVDDAIVVVENV (968) EAAIEASRLRLRPILMTSIAFIMGVVPLVTS
(402) VLAIGIVVDDAIVVVENV (972) AAVLEACRLRLRPILMTSIAFIMGVVPLVIS
(401) TLATGLVVDDAIIVVEQI (960) KAALEASKDRLRPILMTALSTLFGIFPLAIA
(409) ILATGLVVDDGILVVEAIL (981} QAAAFAAKERMRPILMTAISGLVGFWPLVIA
(297) IZLAIGLVVDDAIVVLENI (948) EAITHAAKVRLRPILMTTAAMVAGLIPLLYA
(402) TTATGFVVDDAIVVIENI (955) EAIYQACLLRFRPILMTTLAALLGALPLMLS
(393) TIATGFVVDDAIVVLENI (941) ZAIFQACLLRFRPIMMTTLAALFGALPLVLS
(386) AVAVGIVIDDAIVVMESI (928) EAILEARRERLRPILMTTITVVSALLPVALG
(384) TLAIGIIIDDAIVVIENI (943) EZAILFAGKTRLRPILMTTIAMVCGMLPLALA
r (400) ALGIGMVVDCSIVVIDNI (961) ZAIIEZSCRSRLRPILMSSLTSIIGLIPMAFS
r (407) ALGVGIVVDNSIVMLETI (978) 2AILRAAPQRLRPILMTTITTVLGMFPLALG
e (438) TYVAIGRVVDDSIVVIENI (984) ZALLEZAGSTRLRPILMTAIATIGALIPLALG
o {325) SLSIGILIDDTIVVRENI ({833) QSLADAGAVRLRPIVMTTLnMTTﬁ”LPTALG
Orf3 Ssp {343) ALIIGIVVDDAIVDVENI (829)
RagC Bja {3283} ALAVGILVDDSTYV (976}
Srid Aae ($1Z) IFESIGILVDDAIN (897
Consensus --4IG--VDDAIVVVEN-

Abbildung 29: Consensussequenaers RND-Proteinen (aus Tseegal, 1999).
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Die beiden Aspartatreste 402 und 408 wurden jeweils gegen ein Arginin und der Glutamin-
saurerest 415 wurde gegen Glutamin und Aspartat ausgetauscht (Gatlberd999). Das
Ergebnis der Aspartat-Austausche war ein vollstandiger Resistenzverlust der untersuchten
Mutanten. Die so hergestellten Mutanten-Stamme Raistonia spec CH34 wurden auf
MIC-Platten (minimale Inhibitor Konzentration) und in Flassigkultur untersucht. Der
Resistenzverlust liel3 auf einen Aktivitatsverlust des CzcA-Proteins schlieRen und somit deutete
der Verlust der beiden Carboxylgruppen auf deren essentielle Funktion im Protein hin. Der
Aminoséaureaustausch Glu415Gin fiuihrte zur Sensivitdt gegeniiber Cobalt, Zink und Cadmium.
Das CzcA-Protein hatte seine Aktivitat vollstdndig verloren. Demgegentber bewirkte der
Austausch Glu415Asp keine Verminderung der Resistenz im Vergleich zum Wildtyp. Bei
Gegenwart von toxischen Konzentrationen an Cobalt, Zink und Cadmium zeigte die Mutante
ein gegenuber dem Wildtyp verlangsamtes Wachstum. Dies deutete darauf hin, dal? bereits eine
kleine Anderung der Position der Carboxlgruppe in der Aminosédureposition 415 des
CzcA-Proteins die Effizienz des Schwermetalltransports herabsetzte.

In dieser Arbeit wurden CzcA-Strep-tag-Proteine mit oben genannten AS-Austauschen
hergestellt. Leider konnten die in der Aminosaureposition 415 (Glu415Asp und Glu415GIn)
mutierten Proteine nicht gereinigt  werden, da mit den entsprechenden Plasmiden
transformierteE.coli-Zellen auch bei mehrmaligen Versuchen nicht wuchsen (Zellen flockten
aus). Dagegen konnten die in den Aspartatresten 402 und 408 mutierten Proteine wie das
Wildtyp-Protein gereinigt und in Detergenz destabilisierte Liposomen rekonstituiert werden.
Anschiel3end wurden mit den Proteoliposomen radioaktive Aufnahmemessungen durchgefihrt
(Abbildung 26). Das Ergebnis dieses Versuches zeigte, dal’ die mutierten Proteine sowie das
Wildtyp-Protein zwar in der Lage waren in den ersten 15 Sekunden protonenunabh&ngig Zink
zu akkumulieren (Abbildung 26); jedoch akkumulierten die Proteoliposomen mit den beiden
Mutanten-Proteinen nur noch ca. die Halfte des radioaktiven Zinks. Eine Erklarung fir dieses
Ergebnis wére, dal3 die mutierten Proteine im Gegensatz zum Wildtyp-Protein nicht mehr in
der Lage waren den langsamer katalysierten Protonen/Zink-Antiport durchzufiihren. Diese
Annahme wirde sich auch mit den ermittelten physiologischen Daten decken (Geldakrg

1999), da ein CzcA-Protein, das nicht mehr in der Lage ist den Protonen/Zink-Antiport zu
katalysieren, die Zelle nicht mehr vor toxische Zinkonzentrationen bewahren kann.

Die Ergebnisse dieses Versuches (siehe Abbildung 26) weisen darauf hin, dal3 beide Kanale,
die sich anhand der computergestitzten Strukturvorhersagen ableiten lassen, unterschiedliche
Funktionen haben. Der TMH II-VII-Kanal enthélt die hoch konservierten DDE-Reste, welche



Diskussion 74

fur die in vivo Funktion von CzcA und fir den Protonen-Kationen-Antiport in vitro essentiell
sind, jedoch nicht fur die Aufnahme von Kationen in die Proteoliposomen . Das DDE-Motiv
konnte in der Lage sein, wie vorhergehend schon beschrieben, ein Ladungs-Relais-System zu
formieren (Kabacket al, 1997). Der zweite Kanal, bestehend aus den TMHs VIII bis XIlI,
kdnnte der Kationen Kanal sein. Zwei Kanale kénnten fur die CzcA-Funktion erforderlich sein,
da die Protonen als Ladung transportiert werden, wohingegen die Kationen als 'Teilchen'
transportiert werden. Somit ist das derzeit beste Modell, um die Funktion von CzcA zu
beschreiben, eine Zweikanalpumpe (Nies & Silver, 1995).

Wie konnte der Ablauf des Protonen-Kationen-Antiports erfolgen? Wenn dasitoh den
Kationenkanal transportiert worden ist, mul3 es von den negativen Ladungen, welche fir den
Transport des Zh notwendig sind, entfernt werden. Wie vorhergehend schon diskutiert,
konnte CzcB fur eine effektive Freisetzung des*Zron CzcA verantwortlich sein. Um
Zink-Efflux mit Protonen-Influx zu verbinden und um einen weiteren katalytischen Zyklus zu
ermdglichen, missen die Protonen, die fur die Freisetzung dedéhotigt werden, in das
Cytoplasma transportiert werden. Der Protonen-Influx jedoch muf3 sehr genau kontrolliert
werden, um eine Entkopplung des Membranpotentials zu verhindern. Seit ein Proto-
nen/Kationen-Verhaltnis von 2:1 fir den Metall-Kationen-Efflux in CzgGenthaltenden
Vesikeln beobachtet wurde (Nies, 1995), war es ersichtlich, daf3 das DDE-Motiv, welches nur
in Transportern divalenter Kationen konserviert ist (Abbildung 29), fir den Transport von
mehr als einem Proton essentiell sein konnte. Denn ein Verhdltnis von weniger als zwei
Protonen pro Z# wiirde ein Membranpotential invers zur PMF generieren, was schlieRlich
den Zink-Efflux verhindern wirde.

Wie transportieren die anderen RND-Proteine ihre Substrate? Uberraschender Weise enthalten
die Acr-ahnlichen RND-Proteine ebenfalls ein konserviertes DDE-Motiv, jeweils in der Region
nach der TMH 1V, jedoch ist im Gegensatz zu CzcA nicht D402 konserviert, sondern ein
weiterer Asp-Rest in der Position D409 (bezogen auf CzcA). In CzcA sollten D402, D408 und
E415 direkt untereinander liegen, wobei sich jeweils zwei Umdrehungen in der Helix zwischen
den den jeweiligen Aminosaureresten befinden. In den Acr-ahnlichen Proteinen wirde der
Asp-Rest in Position 409 in eine vollig andere Richtung ragen. Wie sie ihre Substanzen, zu
denen 3-Lactam-Verbindungen zahlen, transportieren ist unklar. Vorgeschlagen wurde ein
energieabhangiger Efflux. Zudem wurde in neueren Arbeiten postuliert, daf3 Verbindungen mit
ausgepragten hydrophoben Seitenketten partiell in den cytosolischen Bilayer inserieren und
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dann mittels einen spontanen "Flip-Flop"-Mechanismus in die auf3ere Schicht des Bilayers
transportiert und so dem Efflux-Protein "zuganglich" gemacht werden (Nika@lo 1998).
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Zusammenfassung

Die czcDeterminante vermittelt denRalstonia spec.-Stamm CH34 Resistenz gegenuber
Cobalt,Zink und CadmiumbDas CzcA-Protein ist der zentrale Kationen-Protonen-Antiporter
des CzcCBA-Efflux-Komplexes undehért zurFamilie der RND-Proteine. In diesekrbeit
wurde das CzcA-Protein gereinigt uadschlielBend Untersuchungear Transportaktivitat
von CzcA durchgefihrt.

1. Nach Testen verschiedener Expressionssysteme wurdeadeSen in deriVektor pASK-
IBA3 kloniert und das CzcA-Protein erfolgreich exprimiert.

2. Das uberexprimierte CzcA-Strep-tag-Fusionsprotein wuritktels Affinitatschromato-
graphie an Strep-Tactin Sepharose gereinigtamsthliel3end aktiv in iDetergenz destabi-

lisierte Liposomen rekonstituiert.

3. Das native CzcA-Protein at&alstoniaspec. CH34 konntmittels CzcA-Antikérpern tber

Westenblot nachgewiesen werden.

4. Die Geschwindigkeit des CzcA vermitteltmk und Cobalt-Transports konnjeweils als
sigmoidale Substratsattigunskurve dargestellt werden. Fir den Zink-Transport wurde ein

VmaxWert von 385 seé, eine Kooperativitdtskonstante von n = 2 eifdKp-Wert von 6.6

mM ermittelt. Fir den Cobalt-Transport wurdsn VpacWert von 100 seé, eine

Kooperativitatskonstante von n = 2 umth Kp-Wert von 18.5 mM ermittelt. Fur den

Cadmium-Transport ergadich ein \fnaxWert von 28 sed, eineKooperativitatskonstante

von n =1 und ein k-Wert von 7.7 mM.

5. Die mutierterProteine -CzcA-D402N und CzcA-D408N- wurdehenfallsrekonstituiert.
Hier wurdeeine schnellgprotonenunabhangige Akkumulatider Radioaktivitdtnnerhalb der
Proteoliposomen beobachtet. Jedoch waiemmutierterProteine nichtmehr inder Lage den
langsameren Protonen/Zink-Antiport durchzufiihren.
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