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Leucin
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Pro
GlIn
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Thr
Va
Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
vain
Tryptophan
Tyrosin
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Eine wichtige Voraussetzung fur Leben ist die Schaffung von wéalrigen Reaktionsraumen fir
den Stoffwechsel. Die dafir notwendige Abgrenzung von der Umwelt mul3 aber gleichzeitig
den standigen Stoff- und Energieaustausch sowie die Kommunikation mit der Umgebung
ermaoglichen.

Die lebende Zelle hat dieses Problem mit biologischen Membranen gelést, die eine
hydrophobe, selektiv permeable Barriere fur Stoffe darstellen (Nikaido & Saier, 1992). Viele
Verbindungen hydrophiler bzw. geladener Natur kénnen diese Barriere nicht ohne weiteres
Uberwinden. Zu diesem Zweck sind spezielle Proteine in der Membran lokalisiert, die selektiv
den Transport von Substraten katalysieren (Nikaido & Saier, 1992). Transporter durchspannen
die Membran oft mehrmals und schaffen durch Bildung von Kanal- bzw. Tunnelstrukturen die
far die Membranpassage des Substrates notwendige Umgebung (Dabey et al., 2000). Bel
aktivem Transport gegen Konzentrationsgradienten sind sie zugleich fir die Kopplung der
Energieumwandlung mit dem Transportprozeld verantwortlich (Nikaido & Saier, 1992). In
bezug auf die Transportrichtung kann zwischen Influx und Efflux unterschieden werden.
Influx-Systeme katalysieren den Einstrom von Substraten in die Zelle, Efflux-Systeme den
Ausstrom aus der Zelle. Auch wenn die Zahl von verschiedenen Transportsystemen sehr hoch
ist, in einer Bakterienzelle kodieren z. B. ca. 10 % der Gene fir Transportproteine (Driessen
et al., 2000; Paulsen et al., 1998), dhneln sich doch die Mechanismen des Transports und eine
Gruppierung in wenigen Klassen ist moglich (Nikaido & Saier, 1992; Paulsen et al., 1998;
Saier, 2000b). Fur Saier (2000b) ist es sogar sehr wahrscheinlich, dal3 sich ale Transporter-
Familien im Verlaufe der Evolution aus kurzen Polypeptiden mit transmembranen Segmenten
(TMYS) durch Duplikationsereignisse entwickelt haben. Eine umfassende und systematische
Ubersicht tiber die aktuell mehr als 250 Familien der Transportproteine gibt M. H. Saier, Jr.
mit dem Transporter Classification System (TC-System; Paulsen et al., 1998; Saier, 2000a)
auf seiner Homepage (http://www-bi ol ogy.ucsd.edu/~msai er/transport/titlepage2.html).

Ein Prozef3, bei dem die Bedeutung aber auch die Komplexitdt von Transportprozessen
besonders deutlich wird, ist das System der Schwermetall-Homoostase von Bakterien. Vor
allem divalente Schwermetall-Kationen sollen bei der Betrachtung hier im Vordergrund
stehen.

Als Spurenelemente sind Schwermetall-Kationen wie z. B. Zn**, Co**, Fe**, Mn®* und Ni?*
von essentieller Bedeutung fir die Bakterienzellee. Aufgrund ihrer  Fahigkeit
Komplexverbindungen zu bilden, sind sie als Cofaktoren in aktiven Zentren Bestandteile von
Enzymen oder an der Ausbildung bestimmter Strukturmotive beteiligt, die fir die Funktion
der Proteine bedeutsam sind (Nies, 1992a; Nies, 1999). Bei erhthten Konzentrationen dieser
Schwermetall-lonen in der Zelle wird ihre Fahigkeit zur Komplexbildung aber zum Problem.

1
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Unspezifische Wechselwirkungen mit funktionellen Gruppen von Aminosaureresten in
Proteinen, wie der Imidazol-Gruppe von His-Resten oder der Sulfhydryl-Gruppe von Cys-
Resten (Westenberg & Guerinot, 1997), als auch der Austausch von physiologischen Metall-
Cofaktoren sind Ursachen der toxischen Wirkung. Einige divalente Schwermetall-Kationen
wie Cd** und Hg?* sind so toxisch, daf? ihnen keine nennenswerte physiologische Funktion
zukommen kann (Nies, 1999).

Eine Sonderstellung unter den genannten Kationen nehmen die hochtoxischen Quecksilber-
lonen (Hg?") ein. Sie werden (iber spezifische Aufnahmesysteme ins Cytoplasma transportiert
und von MerA, einer Quecksilber-Reduktase, in elementares Quecksilber (Hg?) tiberfiihrt, das
ungehindert aus der Zelle diffundieren kann (Schiering et al., 1991; Brown et al., 1991,
Hobman & Brown, 1996; Wilson et al., 2000).

Die anderen genannten divalenten Schwermetall-Kationen gelangen unter normalen
Bedingungen im allgemeinen Uber konstitutiv exprimierte, schnelle und unspezifische Influx-
Systeme mit einem breiten Spektrum transportierter lonen in die Bakterienzelle (Nies, 1992a).
Das CorA-System fiir die Aufnahme von Mg®" ist das bedeutendste bekannte System dieser
Art (Hmiel et al., 1986; Kehres et al., 1998; Smith & Maguire, 1995; Smith & Maguire, 1998;
Snavely et al., 1989).

Bel Mangel an essentiellen Schwermetall-Kationen kdnnen zusétzlich hochaffine, spezifische
Aufnahmesysteme induziert werden (Westenberg & Guerinot, 1997; Nies, 1999). ABC-
Transporter (ATP-Binding Cassette Transporter; Higgins, 1992; Nikaido & Hall, 1998) wie
das ZnuABC-System (Patzer & Hantke, 1998) und das Nik-System (Navarro et al., 1993;
Eitinger & Mandrand-Berthelot, 2000) zum Influx von Zn** bzw. Ni?* sind dafiir Beispiele.
Auch P-Typ-ATPasen (Lutsenko & Kaplan, 1995) wie MgtA und MgtB, die unter Mg?*-
Mangel-Bedingungen induziert werden (Snavely etal., 1991), transportieren mit hoher
Affinitdt verschiedene Schwermetall-Kationen in die Bakterienzelle (Snavely et al., 1989).
Beide Familien von Transportproteinen sind primére Transporter, die durch ATP-Hydrolyse
freigesetzte Energie fir den Transportvorgang nutzen (Driessen et al., 2000). Die HOXN-Typ-
Permeasen (Eitinger & Mandrand-Berthelot, 2000), chemiosmotisch getriebene Influx-
Systeme, vermitteln ebenfalls die spezifische Aufnahme von Schwermetall-K ationen wie Ni%*
und Co?* (Eitinger & Friedrich, 1991; Komeda et al., 1997).

Bei Konfrontation der Bakterienzelle mit hohen Konzentrationen an Schwermetall-Kationen
in der Umgebung ergibt sich eine andersgeartete Stref3situation, die Nies (1999) als open gate
bezeichnet. Das Bakterium kann den unkontrollierten Influx der Schwermetall-Kationen Gber
das konstitutiv exprimierte CorA-System nicht verhindern, so dal3 hohe, toxische
Konzentrationen dieser lonen im Cytoplasma akkumuliert werden.

Wie reagieren Bakterien nun in dieser Situation? Zum einen konnen die Kationen durch
Bindung an Sulfhydryl-Gruppen von Cys-reichen Polypeptiden, den Metallothioneinen
(Olafson et al., 1988; Shi et al., 1992; Gupta et al., 1992; Turner & Robinson, 1995), in der

Zelle komplexiert und so die intrazelluldre Konzentration verflgbarer Schwermetall-Kationen
2
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verringert werden. Neuere Untersuchungen zur Komplexierung von Zn®* und Cd?* durch
prokaryotische Metallothioneine haben gezeigt, dal3 auch die Imidazol-Gruppen von His-
Resten daran beteiligt sind (Daniels et al., 1998). Auch der Export von Glutathion ins
Medium zum Komplexieren der Schwermetall-Kationen aulRerhalb der Zelle wurde
beschrieben (Owens & Hartman, 1986a; Owens & Hartman, 1986b). Durch intrazellular
gebildete Schwermetall-Glutathion-Komplexe wird alerdings ein betréchtlicher oxidativer
Stref3 auf die Zelle ausgelibt (Nies; 1999), obwohl eine zentrale protektive Funktion von
Glutathion ebenfalls diskutiert wird (Hultberg, 1998).

Zum anderen gibt es eine weitere bedeutende Strategie der Bakterienzelle zur
Aufrechterhaltung der Schwermetall-Homoostase. Die Metall-Kationen kdnnen durch aktiven
Efflux aus der Zelle gepumpt werden (Silver & Phung, 1996). Dadurch wird der
Akkumulation entgegengewirkt und die Konzentration an Schwermetall-Kationen in der Zelle
auf ein Gleichgewichtsniveau eingestellt. Hier sind wieder durch ATP-Hydrolyse getriebene
P-Typ-ATPasen, speziell die Klasse der P1-Typ-ATPasen (Lutsenko & Kaplan, 1995) zu
nennen, die auch as CPx-Typ-ATPasen (Solioz & Vulpe, 1996) bzw. Soft-Metal-lon-
transportierende ATPasen (Rensing et al., 1997b; Rensing et al., 1999) bezeichnet werden.
Bedeutende Vertreter dieser Transporterfamilie sind CadA (Nucifora et al., 1989) und ZntA
(Rensing et al., 1997b; Sharma et al., 2000). Chemiosmotisch angetriebene Transporter der
CDF-Proteinfamilie (Cation Diffusion Facilitator; Nies & Silver, 1995; Paulsen & Saier,
1997) wie z. B. CzcD (Nies, 1992b; Anton et al., 1999) sind ebenfalls an der Schwermetall-
Homoostase beteiligte Efflux-Systeme. Durch PMF-getriebene Kationen/Protonen-Antiporter
(Nies, 1995) der RND-Superfamilie (Resistance, Nodulation, Cell Division; Saier et al., 1994,
Paulsen et al., 1996; Tseng et al., 1999) stellen eine weitere Gruppe von Efflux-Systemen fir
Schwermetall-Kationen dar. RND-Proteine bilden zusammen mit Proteinen der MFP-
(Membrane Fusion Protein; Dinh et al., 1994; Saier et al., 1994) und der OMF-Familie
(Outer Membrane Factor; Dong & Mergeay, 1994; Paulsen et al., 1997) einen
Membranprotein-Komplex, der den Efflux vermittelt. Als Beispiele seien das CnrCBA-
Efflux-System (Sensfuss & Schlegel, 1988) und das spater noch genauer vorzustellende
CzcCBA-Efflux-System (Nies et al., 1989; Nies & Silver, 1989) genannt.

Haufig nutzen Bakterien Kombinationen der genannten Mechanismen zur Entgiftung von
Schwermetall-Kationen (Nies, 1999). Interessanterweise zeigen z. B. Untersuchungen von
Sharma et al. (2000), dal3 die ATPase-Aktivitdt von ZntA durch verschiedene Schwermetall-
Glutathion-Komplexe gegeniber den Schwermetall-Kationen deutlich gesteigert wird.
Vermutlich stellen diese Komplexe das native Substrat fur den Transport in vivo dar.

Da Schwermetall-K ationen nicht nach Bedarf synthetisiert und abgebaut werden kénnen und
eine Speicherung in der Bakterienzelle energieaufwendig und die Speicherkapazitédt zudem
begrenzt ist, ist Schwermetall-M etabolismus | etztlich Transport-M etabolismus (Nies, 1999).
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Ralstonia metallidurans CH34 (friher als Alcaligenes eutrophus CH34 bezeichnet; Brim
etal., 1999; Goris et al., 2001; Mergeay, 2000) ist ein mit einem solchen Netzwerk von
Schwermetall-Homoostase-M echanismen ausgestatteter Organismus. Das stébchenformige,
Gram-negative Boden- und Wasserbakterium, das in einer belgischen Zinkhatte isoliert wurde
(Mergeay et al., 1978), besitzt mehrere Systeme zur Bewdltigung von Schwermetallstrefs.
Mindestens acht Resistenz- bzw. Homoostase-Determinanten befinden sich auf den beiden
M egaplasmiden pMOL 28 und pMOL 30 und dem bakteriellen Chromosom.

Von pMOL28 (180 kb; Taghavi etal., 1997), dem kleineren Megaplasmid, werden eine
Quecksilber-Resistenz (mer-Determinante; Diels et al., 1985), die Chromat-Resistenz (chr-
Determinante; Nies, A. et al., 1989; Nies et al., 1990; Peitzsch, 1999) sowie die Resistenz
gegen Co® und Ni?* (cnr-Determinante; Siddiqui et al., 1989; Liesegang et al., 1993) kodiert.
Auf pMOL30 (238 kb; Mergeay et al., 1985), dem groferen Megaplasmid, liegen genetische
Determinanten fiir Resistenzen gegen Co®*-, Zn**- und Cd**-lonen (czc, Abb. 1; Nies et al.,
1987; Nies et al., 1989), Pb?*-lonen (pbr; Corbisier et al., 1999), Kupfer-lonen (cop; Dressler
et al., 1991) und Hg**-lonen (mer; Diels et al., 1985). Eine weitere Resistenz-Determinante
gegen Hg**-lonen befindet sich auf dem Bakterienchromosom (Dressler et al., 1991).

1kb

Vi c T > <5
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Abb. 1: Struktur der czc-Schwer metall-Homoostase-Deter minante von R. metallidurans

CH34

Die czc-Determinante fiir Resistenz gegen Co?*-, Zn**- und Cd*-lonen kann in drei Regionen unterteilt werden.
Die Strukturgen-Region (SGR) umfal3t die Gene czcC, czcB und czcA fur die Komponenten des CzcCBA-Efflux-
Komplexes. Die Gene czcN und czcl bilden die Upstream Regulatory Region (URR). Die Downstream
Regulatory Region (DRR) besteht aus den Genen czcD, czcR, czcS und czcE mit regulatorischen Funktionen. Die
Pfeile unterhalb der Determinante markieren die Positionen der czc-Promotoren czcNp, czclp, czcCp und czcDp
(von links nach rechts) mit Transkriptionsrichtung. Die Terminatorstrukturen czclt, czcAt und czcS (von links
nach rechts) werden durch Symbole (?) oberhalb der Determinante gekennzeichnet. Die Abbildung wurde
verdndert nach Nies (2000) gestaltet.

Die Strukturgen-Region (SGR) der czc-Determinante kodiert fir einen induzierbaren,
chemiosmotisch getriebenen CzcCBA-Efflux-Komplex, bestehend aus dem RND-Protein
CzcA (Goldberg et al., 1999), dem MFP CzcB (Rensing et al., 1997a) und dem OMF CzcC
(Diels et al., 1995; Rensing et al., 1997a). Mindestens sechs Gene, die fur Proteine mit
regulatorischer Funktion kodieren, flankieren die SGR und werden in der gleichen
Orientierung wie das Strukturgen-Operon czcCBA transkribiert (Grosse et al., 1999). Die
Upstream Regulatory Region (URR), stromaufwarts der SGR, besteht aus den Genen czcN
und czcl. Den Genprodukten CzcN und Czcl konnten bisher noch keine genauen Funktionen
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zugeordnet werden. Die stromabwaérts der SGR gelegene Downstream Regulatory Region
(DRR) mit den Genen czcD, czcR, czcS und czcE kodiert zum einen die chemiosmotisch
getriebene Homoostase-Efflux-Pumpe CzcD, ein CDF-Protein (Anton et al., 1999). Zum
anderen werden CzcR und CzcS kodiert, die ein Zwei-Komponenten-System aus Histidin-
Sensor-Kinase und Response-Regulator bilden (van der Lelie et al., 1997). Dem ebenfalls in
der DRR kodierten und periplasmatisch lokalisierten Protein CzcE, das Homologie zu CopH
aufweist (Mergeay, 2000), konnte zwar noch keine Funktion zugeordnet werden, ein Einfluf3
auf die czc-vermittelte Resistenz ist aber nachweisbar (Anton, personliche Mitteilung).

Als mit den Arbeiten zur Topologie des CzcCBA-Efflux-Systems begonnen wurde, wurden in
der Literatur zwei unterschiedliche Hypothesen zur Lokalisation der Komponenten und zur
Struktur des Membranprotein-Komplexes diskutiert (Abb. 2). Einerseits wurde der Transport
der Schwermetall-K ationen vom Cytoplasma tber beide Membranen direkt ins Aul3enmedium
diskutiert (Transenvelope Transport; Saier et al., 1994; Pimenta et al., 1996). In diesem
Modell, das auf Proteinsequenz-Vergleichen basierte, waren grol3e Telle des Efflux-
Komplexes extracytoplasmatisch lokalisiert (Abb. 2A.; Dong & Mergeay, 1994; Diels et al.,
1995; Silver & Phung, 1996). Andererseits wurde von einem strikt auf die Passage der
Cytoplasmamembran begrenzten Transportvorgang ausgegangen. Demzufolge sollten sich adle
hydrophilen Bereiche des Komplexes im Cytoplasma befinden (Abb. 2B.; Nies, 1992a;
Nies & Silver, 1995).

oM

PP

CPM

CP

©®D
Abb. 2: Verschiedene Strukturmodelle fir den Czc-Efflux-Komplex im Vergleich

Dargestellt sind die von der SGR der czc-Determinante kodierten Proteine CzcC, CzcB und CzcA. In beiden
Modellen werden die Schwermetall-Kationen Co®, Zn* und Cd** im Antiport gegen Protonen aus dem
Cytoplasma (CP) transportiert.

Im Modell A. (nach Diels et al., 1995) erfolgt der Transport Uber die gesamte Zellhiille direkt ins Medium. CzcB
ist in der Cytoplasmamembran (CPM) verankert, durchspannt das Periplasma (PP) und kontaktiert CzcC in der
aulleren Membran (OM). CzcC vermittelt die Passage der Schwermetall-Kationen durch die dul3ere Membran.

Im Modell B. (nach Nies & Silver, 1995) sind CzcC und die hydrophilen Bereiche von CzcB im Cytoplasma
lokalisiert. Ihnen kommen Funktionen bei der Substratbindung (CzcB) und der Erweiterung der Substratspezifitét
(CzcC) zu.
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Mit dieser Arbeit sollte ein Beitrag zur Aufklarung der Architektur des Czc-Efflux-
Komplexes geleistet werden. In diesem Zusammenhang galt es, verschiedene Fragen in bezug
auf die Einzelkomponenten zu kléren. In welchem Kompartiment befinden sich die
Komponenten CzcC und CzcB? Wie ist die Topologie des integralen Membranproteins
CzcA? Sind die grofRen, hydrophilen Doménen von CzcA im Cytoplasma lokalisiert? Besitzen
CzcC und CzcB auch transmembrane Segmente (TMS)? Sind eventuell noch andere
Komponenten am Komplex beteiligt? Aullerdem sollten Aussagen zu den Interaktionen
zwischen den Untereinheiten und zur Zahl der Kopien einer Untereinheit im Komplex
getroffen werden. Dies sollte Rlckschlisse auf das stéchiometrische Verhdtnis der
Komponenten im Komplex ermoglichen. Grof3e und Struktur des gesamten Komplexes sollten
ndher charakterisiert werden.

Um die genannten Ziele zu erreichen, wurden Lokalisationsstudien, Untersuchungen mit
Reportergen-Fusionen, Interaktionsstudien mit dem Yeast Two-Hybrid-System, Blue Native
PAGE und In vivo-Crosslinking durchgefihrt.



1. MATERIAL UND METHODEN

II. MATERIAL UND METHODEN

1. Bakterienstamme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in Tab. 1
aufgefuhrt.

Tab. 1. Bakterienstdmme und Plasmide
Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/ Herkunft

Ralstonia metallidurans

AE104 plasmidfrei chromosomale Hg”*-Resistenz (mer) Mergeay et al., 1985

AE128 pMOL30 CobB', Zin', Cad’ (czc); mer; cop; pbr Mergeay et al., 1985

Saccharomyces cerevisiae

cdc25H  plasmidfrei Mata, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, Stratagene GmbH,
trp1-901, leu2-3 112, cdc25-2, Gal* Heidelberg

Escherichia coli
XL1-Blue plasmidfrei recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, relAl, Bullock et al., 1987;
SUPE44, lac [F, proAB, lacl9ZAM15, Tn10  Stratagene GmbH,

(Tet")] Heidelberg
XL1-Blue plasmidfrei A(mcrA)183, A(merCB-hsdSMR-mrr) 173, Jerpseth et al., 1993;
MRF endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, Stratagene GmbH,
Kan lac [F' proAB, lacl9ZAM15, Tn5 (Kan')] Heidelberg

XL2-Blue plasmidfrei recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, relAl, Stratagene GmbH,
SUPE44, lac [F, proAB, lacl9ZAM15, Tn10  Heidelberg
(Tet"), Amy, Cam']

M83 plasmidfrei ara, A(lac-proAB), rpsL (Str), ¢80, Yanisch-Perron et al .,
lacZAM15 1985

K12 plasmidfrel F, ara-14, leuB6, thi-1, fhuA31, lacY1, mcrA, NewEngland BioLabs

GM2163 tsx-78, galK2, gal T22, supE44, hisG4, mtl-1, GmbH, Schwalbach

rpsL136 (Str'), xyl-5, dam13::Tn9 (Cam'),
dem-6, merB1, hsdR2 (r myH);
Stamm ohne Dam-Methylase
puUC19 lacPOZ’ (Amp') Vieira& Messing,
1982
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Fortsetzung Tab. 1

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/ Herkunft
K38 pGP1-2 HfrC, A, thi-1, leuB6, thr-1, supE44, tonA21; Appleyard, 1954;
Wildtyp; T7-Expressionsstamm (Kan') Tabor et al., 1985
pT7-5 T7-Expressionsplasmid (Amp") Tabor, 1990
pECD110 czcCBAD’ kloniert in pT7-5 Nieset al., 1989
pECD119 czcCB' kloniertin pT7-5 Rensing et al., 1997a
pECD125 czcCBA’ kloniert in pT7-5 Rensing et al., 1997a
pECD130 czcB kloniertin pT7-5 Rensing et al., 1997a
pPECD133 czcCAD’; Mutation in Apal-Schnittstelle von Rensing et al., 1997a
PECD110, Leserasterverschiebung in czcB
pECD134 czcBAD’; Mutation in Xhol-Schnittstelle von Rensing et al., 1997a
pECD110, Leserasterverschiebung in czcC
pBR322  Klonierungsvektor (Amp', Tet') Bolivar et al., 1977
pMC1871 Vektor fur 'lacZ-Fusionen; trégt 'lacZ-Gen ohne Shapiraet al., 1983
Promotor und RBS
pECD280 pECD110-Derivat mit czcCB68-' phoA, Rensing et al., 1997a
mini Tn5-phoA
PRME1l  tragt Kan'-Kassette Gielow et al., 1991
CC118 pGP1-2 araD139, (ara-leu)7697, lacX74, recAl, rpsE,  Manoil & Beckwith,
phoA20, galE15, galK16, thi, rpoB, arge (Am); 1985; Tabor et al.,
Stamm zur T7-Expression von 1985
Reportergenfusionen (Kan')
pPECD499 pBR322-Derivat fur Trandationsfusionen mit Rensing et al., 1997a
’lacZ unter Kontrolle von prz (Tet')
pPECD500 pBR322-Derivat fur Trandlationsfusionen mit Rensing et al., 1997a
'phoA unter Kontrolle von pr7+ (Tet")
pECD501 pBR322-Derivat fur Trandationsfusionen mit diese Arbeit
"blaM unter Kontrolle von pr7+ (Tet")
pECD502 'blaM’-’lacZ; verklrztes blaM ohne Rensing et al., 1997a
Signalsequenz in pECD499 (Tet");
cytoplasmatische LacZ-Kontrolle
pECD503 'blaM’-’phoA; verkurztes blaM ohne Rensing et al., 1997a
Signal sequenz in pECD500 (Tet");
cytoplasmatische PhoA-Kontrolle
pECD504 pECD499-Derivat mit czcC20-'lacZ Rensing et al., 1997a
pECD505 pECD499-Derivat mit czcC28-'lacZ Rensing et al., 1997a
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Fortsetzung Tab. 1

Stamm Plasmid

wichtige Charakteristika

Referenz/ Herkunft

pECD506
pECD507
pECD508
pECD509
pECD510
pECD511

pECD512
pECD513
pECD514

pECD515
pECD516
pECD517
pECD518
pECD519
pECD520
pECD521
pECD522

pECDS523
pECD524
PECD525

pECD620
pECD621

pECD622

pECD623

PECD624
pPECD625

pPECD499-Derivat mit czcC93-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcC158-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcC223-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcC288-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcC353-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcC417-'lacZ;
komplettes czcC-Gen mit 'lacZ fusioniert
PECD499-Derivat mit czcCB38-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcCB283-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcCB520-'lacZ;
komplettes czcB-Gen mit 'lacZ fusioniert
pPECD500-Derivat mit czcC20-’ phoA
pPECD500-Derivat mit czcC28-’ phoA
pPECD500-Derivat mit czcC93-’ phoA
pECD500-Derivat mit czcC158-' phoA
pECD500-Derivat mit czcC223-’ phoA
pECD500-Derivat mit czcC288-’ phoA
pPECD500-Derivat mit czcC353-’ phoA
pPECD500-Derivat mit czcC417-’ phoA;
komplettes czcC-Gen mit ' phoA fusioniert
pPECD500-Derivat mit czcCB38-' phoA
pECD500-Derivat mit czcCB283-' phoA
pPECD500-Derivat mit czcCB520-' phoA,
kompl ettes czcB-Gen mit ’ phoA fusioniert
PECD499-Derivat mit czcA334-'lacZ
pPECD499-Derivat mit czcA1063-'lacZ;
komplettes czcA-Gen mit 'lacZ fusioniert
pBR322-Derivat fur Trangl ationsfusionen mit
"blaM unter Kontrolle von pr7 (Tet", Kan');
Weiterentwicklung von pECD501
pBR322-Derivat fur Trangl ationsfusionen mit
'phoA unter Kontrolle von pr7 (Tet", Kan');
Weliterentwicklung von pECD500
pPECD623-Derivat mit czcA33- phoA
PECD623-Derivat mit czcA64-' phoA

Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a

Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a

Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a

Rensing et al., 1997a
Rensing et al., 1997a

Rensing et al., 1997a

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Goldberg et al., 1999

Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
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1. MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 1

Stamm Plasmid

wichtige Charakteristika

Referenz/ Herkunft

pECD626
pECD627
pECD628
pECD629
pECD630
pECD631
pECD632
pECD633
pECD634
pECD635
pGEM"-T
Easy

pECD636

pECD637

pECD618

pECD619

pECD638
pECD639
pECD640
pECD641
pECD642
pECD643
pECD644

pPECD645
pPECD646

pPECD623-Derivat mit czcA192-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA345-" phoA
pPECD623-Derivat mit czcA366-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA390-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA419-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA449-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA510-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA532-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA557-' phoA
pPECD623-Derivat mit czcA880-' phoA

lacPOZ’; Klonierungsvektor fir PCR-Produkte

(Amp)
pGEM "-T Easy-Derivat fir

Trand ationsfusionen mit 'lacZ unter Kontrolle

von pr7 (Amp', Kan');
pGEM "-T Easy-Derivat fir

Tranglationsfusionen mit ’ phoA unter Kontrolle

von pr7 (Amp', Kan');

"blaM’ -’ phoA; verkirztes blaM ohne
Signalsequenz in pECD637 (Amp');
cytoplasmatische PhoA-Kontrolle
blaM’ -’ phoA; verkirztes blaM mit
Signalsequenz in pECD637 (Amp');
periplasmatische PhoA-Kontrolle
pPECDG637-Derivat mit czcA13-’' phoA
pPECDG637-Derivat mit czcA334-' phoA
pPECDG637-Derivat mit czcA366-' phoA
pPECDG637-Derivat mit czcA390-' phoA
pPECDG637-Derivat mit czcA475-' phoA
pPECDG637-Derivat mit czcA673-' phoA

pPECDG637-Derivat mit czcA673-' phoA*; kodiert
K633R/ D637G-Doppel mutante der Fusion

pPECD637-Derivat mit czcA830-' phoA
pPECD637-Derivat mit czcA904-' phoA

Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
Promega, Madison
(USA)

diese Arbeit

Goldberg et al., 1999

diese Arbeit

diese Arbeit

Goldberg et al., 1999
Goldberg et al., 1999
diese Arbeit
diese Arbeit
Goldberg et al., 1999
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
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1. MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 1

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/ Herkunft

pPECD647 pECDG637-Derivat mit czcA904-' phoA*; kodiert diese Arbeit
S7G-Mutante der Fusion

pPECD664 pECDG637-Derivat mit czcA927-' phoA diese Arbeit

pPECD665 pECD637-Derivat mit czcA927-' phoA*; kodiert Goldberg et al., 1999
I1853T-Mutante der Fusion

pPECD666 pECD637-Derivat mit czcA958-' phoA diese Arbeit
pECD667 pECD637-Derivat mit czcA980-' phoA Goldberg et al., 1999
pECD668 pECD637-Derivat mit czcA1008-’ phoA Goldberg et al., 1999
pECD669 pECDG637-Derivat mit czcA1038-’ phoA diese Arbeit
pECD670 pECDG637-Derivat mit czcA1038-’ phoA*; Goldberg et al., 1999
kodiert L896S P995L -Doppel mutante der
Fusion
pECD671 pECDG637-Derivat mit czcA1038-’ phoA*; diese Arbeit
kodiert A898T-Mutante der Fusion
pECD672 pECD637-Derivat mit czcA1060-' phoA diese Arbeit
pECD673 pECD637-Derivat mit czcA1063-' phoA,; diese Arbeit

kompl ettes czcA-Gen mit ’ phoA fusioniert
pECD559 czcA as EcoRIl/BamHI-Fragment in pASK-IBA3 Goldberg et al., 1999

(Amp)

pPECD684 czcB as EcoRl/Xhol-Fragment in pASK-IBA3  Legatzki, personliche
(Amp") Mitteilung

pECD674 pECD110-Derivat mit czcCBA-Srep-tag 11® diese Arbeit

pECD675 pECDG674-Derivat mit czcCB-Strep-tag 11© diese Arbeit

pSos ColEL, 2u ori, leu2, papri, hSos' (Amp"); E.coli- Stratagene GmbH,
Hefe-Shuttle-V ektor Heidelberg

pSos pSos-Derivat mit hSos -mafB; Positiv-Kontrolle  Stratagene GmbH,

MAFB Heidelberg

pSos Coll  pSos-Derivat mit hSos -’ coll; AS-Reste 148-357 Stratagene GmbH,
der Murin 72 kDa Typ IV-Collagenase kodiert ~ Heidelberg

pPECD676 pSos-Derivat mit hSos' -’ czcC; ' czcC ohne diese Arbeit
Signalsequenz

pPECD677 pSos-Derivat mit hSos' -’ czcB; 'czcB ohne TMS-  diese Arbeit
kodierende Region

pPECD678 pSos-Derivat mit hSos' -’ czcAl’; 'czcAl’ grolRe  diese Arbeit
periplasmatische Doméne | kodierende Region
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1. MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 1

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/ Herkunft

PECD679 pSos-Derivat mit hSos' -’ czcAll’; 'czcAll’ groRe  diese Arbeit
periplasmatische Doméne |1 kodierende Region

pMyr ColE1, 2u ori, ura3, peaL1, myr (Cam'); E. coli-  Stratagene GmbH,
Hefe-Shuttle-V ektor Heidelberg

pMyr pMyr-Derivat mit myr-mafB; Positiv-Kontrolle — Stratagene GmbH,

MAFB Heidelberg

pMyr pMyr-Derivat mit myr-"hLaminC’; AS-Reste 67- Stratagene GmbH,

LaminC 230 von hLamin C kodiert Heidelberg

pECD680 pMyr-Derivat mit myr-'czcC; ' czcC ohne diese Arbeit
Signalsequenz

pECD681 pMyr-Derivat mit myr-'czcB; 'czcB ohne TMS-  diese Arbeit
kodierende Region

PECD682 pMyr-Derivat mit myr-'czcAl’; ’czcAl’ grof3e diese Arbeit
periplasmatische Doméne | kodierende Region

pECD683 pMyr-Derivat mit myr-'czcAll’; 'czcAll’ grof3e  diese Arbeit

periplasmatische Doméne |1 kodierende Region

2. Kultivierungsbedingungen
2.1. Ndhrmedien und Zusétze fir Bakterien

A.) Nahrbouillon | (SIFIN GmbH, Berlin)
25 g Nahrbouillon |
ad 1| H,0 bidest.
Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stdmmen.

B.) Né&hragar (SIFIN GmbH, Berlin)
36.5 g Nahragar | bzw. 26 g Nahragar |1
ad 11 H,0 bidest.
Dieses Festmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.
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1. MATERIAL UND METHODEN

C.) Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) (Sambrook et al., 1989)
10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 11 H,0O bidest.
Zur Herstellung von LB-Platten wurden dem Medium 15 ¢/l Agar zugesetzt. Dieses
Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.

D.) M9-Minimamedium bzw. M19-Glucose-Minimalmedium (Sambrook et al., 1989)
5x M9-Puffer:

64 g Na;HPO, x 7 H,0 (0.25 M)

15 g KH2PO, (0.1 M)

2.5gNaCl (0.05 M)

5.0 g NH,CI (0.1 M)

ad 11 H,0 bidest.

M 19-Glucose-Minimalmedium:
0.2 5x M9 Puffer
4ml 0.5M MgSO,
1ml 0.1 M CaCl,
20 ml 20 % (w/v) Glucose
1 ml Thiamin (20 mg/ml)
10 ml von den 1 % (w/v) AS-Stammldsungen (18 Aminosauren, aul3er Cys und Met)
ad 11 H,0 bidest.
Die Stammldsungen von MgS0,, CaCl, und Glucose wurden separat autoklaviert und die
Aminosaure-Stamml ésungen sterilfiltriert.

E.) Spurenelementlésung SL6 (10x) (Pfennig, 1974)
900 ml H,0 bidest.
0.1g9ZnSO4x 7 H,0O
0.03gMnCl; x 4 H,O
0.3 g H3BO3
0.2 g CoCl, x 6 H,O
0.01 g CuCl; x2 H,0O
0.188 g NiCl, x 6 H,O
0.03 g N&eM0oO4 x 2 H,0O
ad 11 H,0 bidest.
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1. MATERIAL UND METHODEN

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

Komponente A (20x): Komponente B (20x):
800 ml H,O bidest. 900 ml H,O bidest.
121.1 g Tris-HCI 19.5 g N&SO4 x 10 H,O
HCl adpH 7.0 4.6 g NaoHPO,4 x 12 H,O
93.6 g NaCl ad 11 H,O bidest.
29.8 gKCl
21.4 g NH,Cl
4.0 g MgCl; x 6 H,0
0.60 g CaCl,x 2 H,O

0.024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementldsung SL6 (10x) (Pfennig, 1974)

ad 11 H,0 bidest.
Fur die Anzucht von R. metallidurans wurden die Komponenten A und B im Verhéltnis 1:1
gemischt und auf einfache Konzentration verdinnt. Als Kohlenstoffquelle wurden 0.2 %
(w/v) Natriumgluconat zugesetzt.
Fur Tris-Minimal-Festmedien wurden vor dem Autoklavieren 1.5 % (w/v) und bei Zugabe
von Metallsalzen 2 % (w/v) Bacto®-Agar (Difco, Augsburg) zugesetzt.

G.) Medienzusétze

» Schwermetallsalze

Eswurden 1 M bzw. 0.1 M wél¥ige Stammldsungen der Schwermetallsalze ZnCl,, CoCl, und
CdCl, verwendet. Die Losungen wurden in sterilem Medium auf Endkonzentration verdiinnt.

* Antibiotika

Die Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen erfolgte nach Ausubel et al. (1993). Die
Stammldsungen wurden bei —20 °C aufbewahrt und den sterilen Medien in den
entsprechenden Endkonzentrationen zugesetzt (Tab. 2).

Tab. 2: AntibiotikastammlGsungen und Endkonzentration im Medium

Antibiotikum Stamml dsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 g/l H,0 bidest. 125 mg/l

Kanamycin 25 g/l H,O bidest. 25 mg/l (E. coli)

Tetracyclin 12.5 g/l 50 % (v/v) Ethanol 12.5 mg/l

Chloramphenical 20 g/l 96 % (v/v) Ethanol 20 mg/l

Streptomycin 10 g/l H,O bidest. 10 mg/l

Rifampicin 20 g/l Methanol 200 mg/I
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1. MATERIAL UND METHODEN

» Weitere M edienzusatze

Als weitere Zusédize in den Nahrmedien dienten der kunstliche Induktor IPTG, sowie die
chromogenen Substrate X-Gal und X-P.

Die Stammldsungen wurden lichtgeschitzt bei —20°C gelagert. IPTG lag als waél¥ige
Stammldsung von 20 % (w/v) vor und wurde in einer Endkonzentration von 40 mg/l den
sterilen Medien zugesetzt. Von X-Gal und X-P wurden jeweils Stammldsungen von 5 % (wi/v)
in DMF hergestellt. Die Endkonzentration im Medium betrug 50 mg/l.

2.2. Nahrmedien und Zusatze fur Hefen (Stratagene GmbH, Heidelberg)

A.) YPAD-Medium-Agar

1 % (w/v) Hefeextrakt

2 % (w/v) Bacto®-Pepton

2 % (w/v) Glucose

2 % (w/v) Bacto®-Agar

40 mg Adenin-Sulfat

ad 11 H,0 bidest.
Nach dem Autoklavieren und Gief3en der Platten wurden diese drei Tage bei RT getrocknet.
Fir Y PAD-Fliissigmedium wurde Medium ohne Bacto®-Agar zubereitet.

B.) 10x Dropout-L 6sung

300 mg L-Isoleucin 200 mg L-Methionin
1500 mg L-Valin 500 mg L-Phenylalanin
200 mg L-Adenin-Hemisulfat 2000 mg L-Threonin
500 mg L-Arginin-HCI 500 mg L-Tyrosin
200 mg L-Histidin HCI Monohydrat 1000 mg L-Glutamat
500 mg L-Lysin HCI 1000 mg L-Aspartat
400 mg L-Serin
ad 11 H,0 bidest.

Anschlief3end wurde die Lésung sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

C.) Synthetisches Glucose Minimalmedium [SD/Glucose (-UL)]
1.7 g Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren
5 g Ammonium-Sulfat
20 g Glucose
ad 900 ml H,0O bidest.
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Nach 15 min Autoklavierung und Abkthlung auf ca. 55 °C wurden 100 ml sterilfiltrierte
10x Dropout-L 6sung zugegeben.

D.) Synthetisches Galaktose Minimalmedium [SD/Galaktose (-UL)]

1.7 g Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren

5 g Ammonium-Sulfat

20 g Galaktose

10 g Raffinose

ad 900 ml H,O bidest.
Nach 15 min Autoklavierung und Abkuhlung auf ca. 55 °C wurden 100 ml sterilfiltrierte
10x Dropout-L8sung zugegeben.
Zur Herstellung von SD/Dropout-Agarplatten wurde den Medien 1.7 % (w/v) Bacto®-Agar
zugesetzt. Diese Minimalmedien dienten der Zellanzucht von S. cerevisiae-Stammen mit den
Plasmiden pSos und pMyr (und deren Derivaten).

2.3. Anzucht und Z€llernte

R. metallidurans

Die Anzucht von R. metallidurans-Stammen erfolgte in Tris-gepuffertem Medium, dem as
einzige Kohlenstoffquelle 0.2 % (w/v) Natriumgluconat zugesetzt wurde.

Als KulturgeféRe fir die Anzuchten aler Stamme dienten sterile Reagenzgléser,
Erlenmeyerkolben und Seitenarmkolben, wobel das Volumenverhdltnis von Medium zu
Gefald maximal 1:5 betrug. Die Zugabe von Schwermetallsalzen erfolgte in den beschriebenen
Konzentrationen. Die Fussigkulturen wurden bei 30°C (Brutraum) auf einem
Rotationsschittler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bel 150 rpm angezogen. Fir
Wachstumsversuche erfolgte die Zellanzucht in einem Wasserbadschittler (Gyrotory G76,
New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, New Jersey) bei 30°C und 140 rpm. Das
Zellwachstum wurde durch Tribungsmessung mit einem Kilett-Summer son-Colorimeter (Klett
MFG Co., USA) in Kletteinheiten (KE) gegen unbeimpftes Medium verfolgt. Beimpfte
Agarplatten wurden aerob bei 30 °C fur 1-5 Tage inkubiert. Die Zellernte erfolgte entweder
durch Zentrifugation in der Universal 30 RF-Zentrifuge (Hettich GmbH, Tuttlingen) bei 4 °C,
5000 rpm und 10 min, in der Sigma-Laborzentrifuge (Sgma 2K15, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode) bei 4 °C und 12000 rpm oder durch 30 s Zentrifugation in der Sigma
Tischzentrifuge.
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E. cali

Die verwendeten E. coli-Stdmme wurden in NB- oder LB-Medium angezogen. Zur Selektion
wurden die entsprechenden Antibiotika-Konzentrationen zugegeben. Als Anzuchtgefalie
dienten sterile Reagenzglaser, Erlenmeyerkolben und Seitenarmkolben, wobei auf ein
maximales Volumenverhdltnis von Medium zu Gefa3 von 1.5 geachtet wurde. Die
FlUssigkulturen wurden bei 30°C oder 37°C (Brutraum) in schrag eingespannten
Reagenzglasern auf einem Rundschittler (HS500, IKA Labortechnik) oder auf einem
Rotationsschittler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 200 rpm angezogen. Das
Zellwachstum wurde als Optische Dichte (ODgoo) mit einem UV/VIS-Spektrophotometer
(Ultrospec 11, LKB Biochrom Ltd., England) oder mit dem Klett-Summerson-Colorimeter
(Klett MFG Co., USA) in Kletteinheiten (KE) gegen unbeimpftes Medium gemessen.
Beimpfte Agarplatten wurden aerob bel 30 °C oder 37 °C uber Nacht inkubiert. Die Zellernte
erfolgte entweder in der Hettich-Zentrifuge, in der Sigma-Laborzentrifuge oder in der Sigma-
Tischzentrifuge wie fur R. metallidurans beschrieben.

2.4. Stammhaltung

Die Kultivierung von R. metallidurans-Stdmmen erfolgte auf Tris-Minimalmedium-
Agarplatten, wobei den plasmidtragenden Stdmmen Schwermetalle zur Selektion zugesetzt
wurde. Die Kulturen wurden alle vier Wochen Uberimpft, so dal3 zu jedem Zeitpunkt frisches
Koloniematerial zur Verfligung stand.

E. coli-Stdmme wurden auf LB-Agar- bzw. NA-Platten mit Antibiotikum kultiviert. Die
Stamme wurden alle vier Wochen auf frische Platten Uberimpft. Nach der Inkubation bei
30 °C bzw. 37 °C wurden alle Platten im Kuhlraum bei 4 °C aufbewahrt.

Aul¥erdem wurden von Stdmmen mit neu konstruierten Plasmiden Glyzerinkulturen angelegt.
Dazu wurden die Kulturen in der spétexponentiellen Wachstumsphase geerntet, mit Glyzerin
[Endkonzentration 20 % (v/v)] versetzt und bei -80 °C eingefroren.

2.5. Reinheitskontrolle

Die Uberprifung der Reinheit der Kulturen erfolgte regelmaRig  durch
Vereinzelungsausstriche auf den entsprechenden Agarplatten, wobei eine einheitliche
K oloniemorphologie als Reinheitskriterium galt.
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3. Molekular genetische Arbeiten

3.1. Isolierung von DNA

Um einen Abbau der DNA durch DNasen zu verhindern, wurden die verwendeten Geréte und
Materialien entweder durch Hitze sterilisiert oder bei Hitzelabilitdt mit 70 %igem (v/v)
Ethanol behandelt bzw. sterilfiltriert.

3.1.1. Mikroplasmidprapar ation (nach Akada, 1994)

Diese Methode diente der GroRenabschatzung rekombinanter Plasmide. Aufgrund des
geringen Aufwandes konnte so eine Vielzahl von Klonen relativ einfach geprift und eine
Vorauswahl getroffen werden.

Je 100 pl einer Ubernachtkultur der zu untersuchenden Klone wurden in ein steriles 1.5 ml-
Eppendorf-Gefafd tberfuhrt und 50 ul 1:1 (v/v) Phenol/Chloroform sowie 10 pl 5x Stopp-Mix
[40 % (v/v) Glycerol; 0.1 % (w/v) SDS; 0.1 M EDTA; 0.2 % (w/v) BPB] zugegeben. Nach
kraftigem Mischen mittels Vortex Shaker [Vortex Genie2™, Bender & Hobein AG, Zirrich
(Schweiz)] und Zentrifugation fur 3 min in einer Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode) wurden ca. 25 ul der waldrigen Oberphase im 0.6-1 %igen (w/v) Agarose-
Gel aufgetrennt.

3.1.2. Minipréaparation von Plasmid-DNA (veréndert nach Sambrook et al., 1989)

Diese Methode diente zur schnellen Analyse von Plasmid-DNA. Die Qualitét der praparierten
DNA war fur Restriktionsanalysen und PCR ausreichend.

Die Anzucht der Zellen erfolgte in 3 ml NB mit Antibiotika Giber Nacht. Die Ubernachtkultur
wurde in Eppendorf-Gefélden in einer Tischzentrifuge (Sigma 112, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode) sedimentiert. Nach sorgfaltiger Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet
in 100 pl Losung | [S0 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA] vollstandig
resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 pl Lésung Il [0.2 M NaOH, 1% (w/v)
SDS]. Es wurde vorsichtig gemischt und 5 min bel RT inkubiert. Anschlief3end wurden 150 pl
Losung 111 [5 M Kaliumacetat, pH 4.8] zugesetzt, gemischt und 5 min auf Eisinkubiert. Durch
Zentrifugation (12000 rpm, 4 °C, 10 min) wurde das wei (3 Prazipitat sedimentiert und mittels
sterilem Zahnstocher entfernt. Der Uberstand wurde mit 1 Vol. Phenol/Chloroform [1:1 (v/v)]
extrahiert, und zur Phasentrennung 5 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Die wéldrige Oberphase
wurde zur Fallung der DNA mit 2.5 Vol. 96 %igem Ethanol versetzt und intensiv gemischt.
Die Féllung erfolgte 5 min bei RT. Im Anschlufd wurde fir 20 min bei 12000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, im Vakuum (SpeedVac”
SVC 100, Savant) getrocknet und in 20 pul RNaseA-Ldsung (20 pg/ml) aufgenommen. Die
DNA wurde bei —20 °C gelagert.
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3.1.3. Prapar ative Plasmidisolation

Zur Préparation groferer Mengen von Plasmiden geringerer Kopienzahl diente die hier
beschriebene Maxipréparation.

Eine 200 mi-Ubernachtkultur wurde in sterile Greiner-Gefalie tberfiihrt und die Zellen durch
Zentrifugation (4 °C; 5000 rpm; 10 min) sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 6 ml Losung |
[50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA] und 100 pl Lysozym-Ldsung
[10 mg/ml Lysozym in TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA)] vollstandig
resuspendiert. Nach 5 min bel RT wurden 12 ml Losung Il [0.2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS]
zugesetzt. Nach weiteren 10 min bei RT wurden 9 ml Lésung 111 [5 M Kaliumacetat, pH 4.8]
zum Ansatz gegeben und das Lysat 10 min auf Eis inkubiert. Das weil3e Prézipitat wurde
durch Zentrifugation (4 °C; 5000 rpm; 20 min) pelletiert. Der Uberstand wurde einer RNase-
Behandlung (RNase 50 pug/ml; 1 h; 37 °C) unterzogen. Anschlief3end wurde der Ansatz mit
1Vol. Phenol/Chloroform [1:1(v/v)] versetzt und kraftig gemischt. Zur Phasentrennung
wurde 15 min lang bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Oberphase wurde zur
Abtrennung von Phenolresten mit 1 Vol. Chloroform versetzt und erneut zentrifugiert (4 °C;
5000 rpm; 15 min). Zur Falung der DNA wurde die Oberphase mit 2.5 Vol. 96 %igem
Ethanol versetzt und bei -20 °C 1 h inkubiert. Die Sedimentation der DNA erfolgte durch
Zentrifugation (4 °C; 5000 rpm; 30 min) und das Pellet wurde mit 0.5 ml 70 %igem Ethanol
gewaschen. Es wurde wieder zentrifugiert (4 °C; 5000 rpm; 15 min), das gewaschene Pellet
im Vakuum getrocknet und in 100 pl TE-Puffer oder sterilem H,O bidest. aufgenommen.

3.1.4. Plasmidisolation mittels QI Aprep Spin Saulen (QIAGEN GmbH, Hilden)

Diese Methode diente der Gewinnung sehr reiner kovalent geschlossener Plasmid-DNA, die
zur Sequenzierung und zur praparativen Restriktion eingesetzt wurde. Die DNA wurde an
eine Silicagel-Membran gebunden (Vogelstein & Gillespie, 1979) und anschlief?end mit H,O
bidest. eluiert. Eswar keine Féllung der DNA ndtig.

Bis zu 10 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden bei 12000 rpm pelletiert (Sgma 112,
Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Die anschlief3ende Praparation der Plasmid-DNA
erfolgte entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die DNA wurde bel —20 °C gelagert.

3.1.5. Plasmidpraparation mittels Anionen-Austauscher-Saulen (QIAGEN GmbH,
Hilden)

Diese Plasmidisolation beruhte auf einer alkalischen Lyse der Zellen und der Bindung der
DNA an eine Anionen-Austauscher-Saule. Mit der Methode konnte sehr reine, kovalent
geschlossene, zirkuldre Plasmid-DNA unter Vermeidung der Verwendung von Phenol
gewonnen werden.

Mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Mini Kit konnten kleinere Mengen von Plasmiden geringerer
Kopienzahl zur Analyse gewonnen werden. Es wurden 10 ml E. coli-Ubernachtkultur
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aufgearbeitet, und die Losungen nach Anweisung des QIAGEN-Protokoll fur Mini-
Préparation mit QIAGEN-tip 20 eingesetzt. Die Saulen konnten mehrmals (ca. 3x) verwendet
werden, wenn sie wieder &guilibriert wurden.

Fur eine ebenfals durchfihrbare préparative Plasmidisolierung wurde das Midi Plasmid
Purification Protocol (QIAGEN GmbH, Hilden) verwendet.

3.2. Standard-DNA-Techniken

3.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresen (Easy Cast™
Elektrophoresis System). Dabei variierte die Gelkonzentration je nach Fragmentgrofe von 0.6-
2 % (W/v).

Als Elektrophorese-Puffer wurde 1x TAE-Puffer [40 mM Tris-Acetat, pH 8.0; 1 mM EDTA]
eingesetzt. Die Agarose wurde dem Puffer zugegeben und in der Mikrowelle (Bosch
Hausgerdte) gelost. Dann wurde der abgekihlten, aber noch flissigen Agaroseldsung
Ethidiumbromid (0.5 g/l) zugesetzt und das Gel gegossen.

Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0.2 Vol. 5x Stopp-Ldsung [40 % (v/v) Glycerol;
0.1 % (w/v) SDS; 0.1 M EDTA; 0.2 % (w/v) BPB] versetzt. Die aufgetragene Probenmenge
richtete sich nach DNA-Gr6f3e und -Konzentration und betrug 1-10 pl (analytische Gele) bzw.
20-40 ul (praparative Gele). Die Elektrophorese erfolgte bei 80-120 V und Iy (PHERO-
stab. 300, Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen) bis die gewilinschte Auftrennung erreicht war.
Die Gele wurden mit dem UV-Transilluminator (Appligene, Illkirch) betrachtet und mittels
Image-Master (Pharmacia, Freiburg) dokumentiert.

3.2.2. DNA-Gro6lenstandards

Die Bestimmung der Grol3e linearer DNA-Fragmente in Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe von
EcoRI/BamH| geschnittener Plasmid-DNA pES1 (Szomolanyi et al., 1980), Hindlll
geschnittener A-DNA sowie Pstl geschnittener A-DNA.

Das Plasmid pES1 hatte eine Grof3e von ca. 12.8 kb. Nach Restriktion mit EcoRI und BamHI
traten 11 Fragmente auf, deren Grof3en bel ca. 4000, 2500, 1700, 1300, 800, 660, 600, 510,
375, 230 und 140 bp lagen.

Bel der Restriktion von DNA des Phagen A (GesamtgrofRe 48.5 kb) mit Hindlll entstanden
8 Fragmente mit Grofen von 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 und 139 bp und bei
Restriktion mit Pstl entstanden 29 Fragmente, wobei die 15 grofiten 14655, 11497, 5077,
4749, 4503, 2838, 2459, 2443, 2140, 1986, 1700, 1159, 1033, 805 und 514 bp grof3 sind.
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3.2.3. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte durch Vergleich der Fluoreszenzintensitéat
von mit Ethidiumbromid markierten DNA-Proben mit Standards (DNA bekannter
Konzentration) im Agarose-Gel. Dies war vor allem bei anschlief3ender Sequenzierung der
DNA wichtig. Die Konzentrationsbestimmung fir Ligationen erfolgte durch direkten
Vergleich der miteinander zu ligierenden Fragmente.

3.2.4. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10-20 pl (analytisch) und
50-200 pl (préparativ). Maximal 0.1 Vol. des Gesamtansatzes waren dabei Enzymlésung. Als
Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die meist 10x konzentriert
waren und auf 1x Konzentration im Ansatz verdinnt wurden. Pro ug DNA wurden 1-5U
Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 h bei der fir das Enzym spezifischen
Temperatur inkubiert. Definiert ist 1 U eines Enzyms als die Aktivitét, die 1 pg DNA in1 h
bei 37 °C gpaltet.

Nach Uberpriifung der vollstandigen Spaltung mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden die
Enzyme durch Hitze (10 min bei 70 °C) inaktiviert.

3.2.5. Reinigung und Konzentrierung von DNA durch Phenol-Extraktion und Fallung
Zur Entfernung von Proteinen wurde die DNA-LGsung mit 1 Vol. Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol [25:24:1 (v/v)] extrahiert und zur Phasentrennung 5 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Die wal¥rige Oberphase wurde mit 0.1 Vol. 3 M Natriumacetat-Ldsung (pH 5.2)
oder 5M NaCl-Losung versetzt. Die Fallung der DNA erfolgte mit 2.5 Vol. eiskaltem
96 %igem (v/v) Ethanol fur 1 h bel -20 °C. Nach einer Zentrifugation bei 12000 rpm und 4 °C
far 15 min wurde die DNA mit 0.5 ml 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und erneut kurz
zentrifugiert. Die Trocknung des Sediments erfolgte im Vakuum (SpeedVac” SVC 100,
Savant). Die DNA wurde in 20 pl TE-Puffer [10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA] oder
sterilem H,0 bidest. aufgenommen.

3.2.6. Reinigung von DNA durch Mikrodialyse

Um die DNA-L8sung zu entsalzen oder den Puffer zu wechseln wurde eine Mikrodialyse
durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 25 ml steriles H,O bidest. in eine Petrischale gefillt und ein
Membranfilter mit einer Porengrdf3e von 0.025 mm (Millipore GmbH, Eschborn) auf die
Flissigkeitsoberflache gelegt. Die DNA-Probe wurde auf den Filter aufgetropft und nach
ca. 30 min wieder abgenommen.
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3.2.7. Reinigung und Konzentrierung von DNA mittels QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden)

Diese Reinigungsmethode basierte auf der Eigenschaft der DNA bei  hohen
Salzkonzentrationen an eine Silicagel-Membran zu adsorbieren (Vogelstein & Gillespie,
1979), wahrend Verunreinigungen (z. B. Enzyme) diese ungehindert passieren kénnen. Nach
einem Waschschritt erfolgte die Elution der DNA mittels sterilem H,O bidest. (niedrige
Salzkonzentration).

Es wurde nach dem mitgelieferten Protokoll vorgegangen und die DNA mit 50 ul sterilem
H,O bidest. eluiert. Die Methode diente der Reinigung von PCR-Produkten, wurde aber auch
zur Reinigung préparativer Restriktionen eingesetzt.

3.28. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen mittels QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden)

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem prdparativen Agarose-Gel aufgetrennt.
Unter langwelligem UV-Licht wurde entsprechende Fragmente aus dem Gel geschnitten. Zur
Isolation der DNA aus den Agarose-Gelstiicken kam das Protokoll des QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) zur Anwendung.

3.2.9. Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Zur Unterbindung einer Autoligation von linearisierter Vektor-DNA konnte der Vektor vor
einer Ligation mit DNA-Fragmenten mit Alkalischer Phosphatase aus Kdberdarm (CIP)
dephosphoryliert werden. Dies erfolgte im Restriktionsansatz des Vektors durch Zugabe von
1 U Alkalische Phosphatase ca. 1 h vor Ende des Verdaus bei 37 °C.

3.2.10. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in eéinem Gesamtvolumen von 10-20 pl durchgefihrt. Vektor- und
Fragment-DNA wurden ungefdhr im Verhdltnis 1:2 eingesetzt, mit sterilem H,O bidest.
versetzt und zur Freilegung kohasiver Enden 5 min bel 45 °C inkubiert. Anschlief3end wurde
der Ansatz auf Eis abgekuhlt. Es erfolgte die Zugabe von 1-2 pl 10x Ligationspuffer und 1 U
T4-DNA-Ligase. Fir die Ligation von PCR-Produkten in pGEM®-T Easy wurde 0.5 pl
Vektor-DNA eingesetzt und Ligationspuffer sowie T4-DNA-Ligase des Ligationskits
[Promega, Madison (USA)] verwendet. Die Ligation wurden tber Nacht (z. B. pGEM®-T
Easy) bzw. fir mehrere Tage bei 4 °C inkubiert.

3.2.11. Ligation von DNA mit dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim)

Mit dieser Variante der Ligation konnte innerhalb kirzester Zeit ein DNA-Fragment mit
einem Vektor ligiert werden. Dabel wurden Vektor- und Fragment-DNA mit 2 pl 5x DNA-
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Verdunnungspuffer versetzt (10 pl Endvolumen) und mit 10 pl 2x T4-DNA-Ligationspuffer
gemischt, 1 pl T4 DNA-Ligase (5 U) zugegeben und 1 h bel RT inkubiert. Der Ansatz konnte
dann sofort transformiert werden.

Die Transformationsausbeute war bei dieser schnellen, aber ineffizienteren Variante der
Ligation niedriger als bei der normalen Ligation.

3.2.12. Transformation nach der CaCl,-Methode

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode
(Mandel & Higa, 1970). Die Transformation selbst wurde nach Sambrook et al. (1989)
durchgefihrt.

Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden Stammes angezogen. Mit dieser
Kultur wurde eine 50 ml-Hauptkultur 1-2 %ig beimpft und bei 37 °C bis zu einen ODggo = 0.3
kultiviert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und in ein steriles, vorgekihltes
Greiner-Rohrchen Uberfuhrt. Es erfolgte die Sedimentation durch Zentrifugation fur 10 min
bei 4500 rpm und 4 °C in der Universal RF (Hettich GmbH, Tuttlingen). Das Pellet wurde
vorsichtig in ca. 10 ml eiskalter 0.1 M CaCl,-L6sung resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Dann wurden die Zellen in 2 ml 0.1 M CaCl,-Lésung aufgenommen und bis zur
Transformation 1-24 h auf Eis gestellt. Nicht verwendete kompetente Zellen wurden mit
Glycerin [Endkonzentration 25 % (v/v)] versetzt und bei —80 °C gelagert.

Je 100-200 pl CaCl,-kompetente Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der DNA
(z. B. Ligation) vorsichtig gemischt und ca. 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem folgenden
Hitzeschock von 1 min bel 42 °C wurden die Ansétze sofort wieder auf Eis abgekihlt. Nach
Zugabe von 0.3-0.5 ml NB oder LB-Medium und Inkubation fur 30-45 min bei 37 °C bzw.
30 °C wurde auf Selektivagar ausplattiert. Die Platten wurden tGber Nacht bei 37 °C bzw.
30 °Cinkubiert.

3.2.13. Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Die Transformanden wurden auf NA-Platten mit IPTG und X-Ga unter Zusatz von
Antibiotikum selektiert. Rekombinante Klone konnten durch Test auf a-Komplementation
identifiziert werden. Dem Selektionsprinzip liegt die Aufhebung der a-Komplementation der
[3-Galaktosidase durch im Plasmid integrierte Fremd-DNA und der damit verbundene Verlust
der Fahigkeit zur Bildung des Indigo-Farbstoffes aus X-Gal zugrunde. Rekombinante Klone
bildeten demzufolge weil3e Kolonien.
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3.3. Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

3.3.1. Auswahl der Primer

Die Ableitung der Primer (Tab. 3) erfolgte unter Verwendung des Computerprogramms
OLIGO aus bekannten Sequenzen.

Einige Primer (GA-Serie) wurden am DNA-Syntheseapparat Gene Assembler Plus
(Pharmacia& Upjohn  Diagnostica GmbH & Co. KG, Freiburg) nach der
Phosphoamiditmethode synthetisiert.

Ansonsten wurden die Oligonukleotid-Primer von verschiedenen Anbietern (Gibco BRL,
Eggenstein; Metabion GmbH, Martinsried) bezogen. Sie wurden in sterilem H,O bidest.
gelost (Stammldsung mit 100 pmol/pl) und auf eine Endkonzentration von ca. 10 pmol/ul in
der ArbeitslGsung verdinnt.

Tab. 3: Ubersicht Uiber die verwendeten Primer

Name/Orientierung Sequenz 5 ->3 pogiion Bemerkungen

Reporterplasmid-Set 1

T7-Xhol-Linker 1 . AAT TGC TCG AGI CTC CCT ATA GIG AGT

(GA621) CGI ATT AAC direkt mi.t pBR?ZZ ligiert;

T7.Xhol-Linker 2 . AAT TGT TAA TAC GAC TCA CTA TAG Gea gt Prri zerstort EcoRI-

(GAB22) GAC TCG AGC Schnittstelle

Kpni-Linker ~ TCG ACG GTA CCG ohne PCR mit pBR322-
- Derivat  ligiert;  zerstort

Xhol-Schnittstelle

"lacZ-Kpnl-Xbal- o AAA GGI' ACC TCT AGA GGI' CCT CCC GIC

Start GIT TTA CAA CGT PCR mit GA630, 'lacZ-Start
'lacZ-Pstl-Ende ~ AAA CTG CAG TTA TTT TTG ACA CCA GAC C und pMC1871 as Template

(GA630)

'phoA-Kpnl-Xbal- - AAA GGT ACC TCT AGA GGI' CCT CCT GIT PCR  mit 'phoA-Ende,

Start CTG GAA AAC CGG "phoA-Start und pECD280
' phoA-Pstl-Ende - AAA CTG CAG TTA TTT CAG CCC CAG AGC als Template

"blaM’-Kpnl-Xbal- . AAA GG ACC TCT AGA GGI' CCT CAC CCA

Start GAA ACG CTG GTG PCR mit GA624, ’blaM'-
ar

'blaM’-Psti-Ende . TGC TGC AGG CAT CGT GGT Stat und  pBR322 dls
(GA624) Template

Reporterplasmid-Set 2

T7-MCS-Linker1 . CTC GAG GGC CCA ATT GAC TAG TCT CCC  direkt mit pECD500 und
TAT AGI GAG TCG TAT TAA CGI AC pECDS501 ligiert; trégt MCS
T7-MCS-Linker I, GIT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAG ACT

und pry;  zerstort  Kpnl-
AGT CAA TTG GGC CCT CGA GGI AC

Schnittstelle
Kan'-Kpnl-Start - AAA GGI' ACC CTG ATC CTT CAA CTC AGC PCR mit Kan-Kpnl-Start,
Kan'-Xbal-Ende . AAA TCT AGA TGI TAC AAC CAA TTA ACC Kan'-Xbal-Ende und

pRMEL1 als Template
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Fortsetzung Tab. 3

Name/Orientierung

Sequenz 5'->3' Position )

Bemerkungen

czcC'-’lacZ, -’ phoA-Fusionen

czcC-Kpnl-Start _, AAA GGT ACC T321:TC TCC TGG TCA CAT ACC
(GA8T1)
czcC20-Xbal-Ende ~ AAA TCT AGA Gi30:GC AAA GIT TGG GCT GAG
(GA8T2)
czcC28-Xbal-Ende ~ AAA TCT AGA Ci32sGT GCC GGI' GTC AGA TTG
(GA8T3)
czcC93-Xbal-Ende ~ AAA TCT AGA Ti5:7TT CCG CGI' GTC CTC GAC
(GA8T74) o .
czcC158-Xbal- . AAA TCT AGA Au7sGT TGC CAG CTT GAC gog J@Wells PCR mit GASTL

- GA87.. und pECD110 als
Ende (GA8T5) Template
czcC223-Xbal - . AAA TCT AGA Aig10AA CTG CGG CGA TGC ATT
Ende (GA876)
czcC288-Xbal - . AAA TCT AGA T,10sTC TGT ATC TCG CTT GGC
Ende (GA877)
czcC353-Xbal - « AAA TCT AGA 300G TTG TGC CGA GGC GCG
Ende (GA878)
czcC417-Xbal - . AAA TCT AGA Ay4,CG TCC CAG AAT GCG ATC
Ende (GA879)

czcCB'-'lacZ, -’ phoA-Fusionen

czcCB38-Xbal - ~ AAA TCT AGA (C26CC ACC CTG CTC TTC CGG
Ende (GA964) o _
cCB283 Xbal- . AAA TCT AGA GyeTT CTT CTC GOG GTC ATA 19Weils PCR mit GA8TL,

- GA96.. und pECD110 als
Ende (GA965) Template
czcCB520-Xbal - < AAA TCT AGA Ay7,TG GCC GIG TTC GGC GCT
Ende (GA966)

Kontrollplasmide
blaM’-Kpnl-Start o AAA GGI ACC TGA AAA AGG AAG AGT ATG
(GA917) o _
‘blaM'-Kpni-Start . AAA GGT ACC TGA AAA AGG AAG AGT ATG  JeWells PCR mit GASL.,
(GA918) CTG GTG AAA GTA AAA GAT GA919 und pBR322 ds
blaV’-Xbal-Ende . AAA TCT AGA TCC TGC AAC TTT ATC cac  lomplate
(GA919)
czcA'-'lacZ, -’ phoA-Fusionen

czcA-Kpnl-Start - AAA GGI' ACC A455GC GCC GAA CAC GGC CAT
(GA967)
czcAl3-Xbal-Ende . AAA TCT AGA T.130CG CTG CTG GAT GGC GAA
czcA33-Xbal-Ende .~ AAA TCT AGA T41000G GIT GTA GCT GAA AAT jeweils PCR mit GA967,
czcAB4A-Xbal-Ende ~ AAA TCT AGA Ay33CG CTG TTC GGI' TTC GAG czcA....-Xbal-Ende und
czcA192-Xbal-Ende ~ AAA TCT AGA Cuee7TT GIT GAA ACC ACC GAT pECD110 als Template
czcA334-Xbal-Ende . AAA TCT AGA As093CG TGT CCG GIC GTA TAC
(GA968)
czcA345-Xbal -Ende AAA TCT AGA Gs126TT CTT GAC GGI' CGC AAT

—
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Fortsetzung Tab. 3

Name/Orientierung

Sequenz 5'->3' Position )

Bemerkungen

czcA366-Xbal-Ende
€zcA390-Xbal -Ende
czcA419-Xbal-Ende
czcA449-Xbal -Ende
czcA475-Xbal-Ende
€zcA510-Xbal -Ende
czcA532-Xbal-Ende
czcA557-Xbal -Ende
czcA673-Xbal-Ende
€zcA830-Xbal -Ende
(GA969)
€zcA880-Xbal -Ende
€zcA904-Xbal -Ende
czcA927-Xbal-Ende
€zcA958-Xbal -Ende
€zcA980-Xbal -Ende
€zcA1008-Xbal -
Ende
czcA1038-Xbal -
Ende
czcA1060-Xbal -
Ende
czcA1063-Xbal -
Ende (GA970)

AAA TCT AGA G5159CG GAT GIT ACC CAG GAA

AAA TCT AGA Gs61TT GIA GIT CAC CAT CCC

AAA TCT AGA Gs345CT CAC ACA GIT TTC GAC

AAA TCT AGA As433CG CGC CTC CTT CGC TGC

AAA TCT AGA Gss16TT GCC TTC CAC CCC CGT

AAA TCT AGA G21CG TTC GCC GAT GAA CAA

AAA TCT AGA GsegrTT TTC CAG CAG CGG CTC

AAA TCT AGA G576,CG GEC CGEC AAT GGC CAC

AAA TCT AGA G4110CG CAG CTG GAT CGG TTG

AAA TCT AGA Gsss1CG GCG CTT GCC GIT CTC

AAA TCT AGA G573:CG GGTT GGT GGC GGA CTG

AAA TCT AGA GsgosTT GAT GIT GIT GAA CAT

AAA TCT AGA Gsg72CG TAT CCA CAG GGC AAG

AAA TCT AGA TeessCG GAT AAA CGA CAG CAT

AAA TCT AGA Agp3:CG CAG TCG CGT CAG GGC

AAA TCT AGA A7115CG TTG CAC CTC AGC GCC

AAA TCT AGA G0sCG GTG AGC AAG TCG ATA

AAA TCT AGA G;,7:CG GCC TTG ATC CGG TTG

AAA TCT AGA T7250GC AGG CTG GCG GCC TTG

jeweils PCR mit GA967,
czcA...."-Xbal-Ende
pECD110 als Template

und

Yeast Two-Hybrid

' czcC-EcoRI-Ncol -
Start

GAA TTC T1326CC ATG GIG CCC GIC TTC

PCR mit ’czcC-Start, ' czcC-
Ende und pECD110 als

'czcC-Sall-Ende Gl CGA Cpu7:GT GGT CGC CGC CTG ATA Template
' czcB-EcoRI-Ncol - GAA TTC TCC ATG GgesGC AAG CAG GCG GCG . ,

GAA PCR mit ’czcB-Start, ' czcB-
Sart Ende und pECD110 ds
' czcB-Notl-Xhol - G CGG CCG CCT CGA GyoeTG TTC GGC CGCT P
Ende GGA TTT Template
"czcAl’ -EcoRl - GAA TTC TCC ATGyes GTC CCT GAC ATT ACC _

AA PCR mit ’czcAl’-Start,
Nool-Start ' czcAl'-Ende und pECD110
"czcAl’ -Notl -Xhol - G CGG CCG CCT CEA Gyg99AC CAG ACG TGT s Template P

S

Ende CCG GIC p
"czcAll’ -EcoRl - GAA TTC TCC ATG G772bAG TTC ATC CCC AAT _

CcTG PCR mit ’'czcAll’-Start,
Ncol-Start

"czcAll’ -Notl-Xhol -
Ende

G CGG CCG CCT CGA Gy73:CG GGT GGTT GGC
G&A CTG

"czcAll’-Ende und pECD110
als Template
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Fortsetzung Tab. 3

Name/Orientierung Sequenz 5'->3 pogition 3 Bemerkungen

Primer flr Sequenzierungen

pSos-Primer _ GCA GCA GGA GCC AAG GAA AAT Sequenzier-Primer (ABI) fir

pMyr-Primer . AAC GIC AAG GAG AAA AAA CCC CG pSos- und pMyr-K onstrukte

F-pBR322-Primer  _, F-ATA AAC TAC CCC ATT AAA GC Fluorescein-markierte

(GAB17) Sequenzier-Primer  (ALF)

F-pBR322-Primer . F-AAG CCT ATG CCT ACA GCA TCC fir Reportergenfusionen in

(GA799) Setl und Set 2 (pBR322-
Derivate)

F-phoA-Primer . F-CGC TAA GAG AAT CAC GCA (A

(GA954) Fluorescein-markierte

F-lacZ-Primer . F-GCC TCT TCG CTA TTA CGC CA Sequenzier-Primer  (ALF)

(GA955) far 'phoA-, ’blaM- bzw.

F-blaM-Primer ~ F- GGG GCG AAA ACT CTC AAG GA 'lacZ- Fusionen

(GA956)

Cy5-phoA-Primer  — Cy5- ATC GCT AAG AGA ATC ACG CAG A Cy5-markierte  Sequenzier-

Cy5-lacZ-Primer . Cy5-CTT TCC GGC ACC GCT TCT GG Primer (ALF) fir ’phoA-
bzw. lacZ- Fusionen

Rpr . CAG GAA ACA GCT ATG AC Reverse und  Universal

Upr ~ CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT Sequenzier-Primer (ABI)

Cy5-Rpr - Cy5- CAG GAA ACA GCT ATG AC Cy5-markierte Reverse und

Cy5-Upr —~ Cy5-CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT  Universal Sequenzier-

Primer (ALF) fir puC- und
pGEM"-T-Easy-K onstrukte

F-czcCB-Primer _ F-T241,TC CAG GCA CGC ATC CGC TA Fluorescein-markierter
Sequenzier-Primer  (ALF)
fr czcB- Fusionen; bindet in
czcC

a) Fur die Klonierung relevante Schnittstellen, die teilweise neu eingefiihrt wurden, sind unterstrichen dargestellt.
Tiefergestellte Ziffern kennzeichnen die Basenposition in der Sequenz der czc-Determinante (EM BL-Datenbank:
X98451).

3.3.2. Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der Amplifikation von DNA-Abschnitten und der
Analyse von Transformanden (Kolonie-PCR).

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

Zur Anayse wurde Tag-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Es
wurden entweder frisches Koloniematerial (Kolonie-PCR) oder gereinigte Plasmide as
Template verwendet. Die Zellen wurden mit einem sterilen Zahnstocher vom Agar in steriles
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H,O bidest. Uberfuhrt. Dabei konnten nach Bedarf Poole von maximal 10 verschiedenen
Klonen gebildet werden. Nach Zellaufschluf3 durch Erhitzen fur ca. 3 min auf 96 °C und
anschlieRender Zentrifugation konnte der Uberstand als Template eingesetzt werden und
ersetzte im Ansatz das sonst eingesetzte DNA-Template und das Wasser. Fir analytische
Zwecke waren Reaktionsansétze von 25 pl Gesamtvolumen ausreichend.
Reaktionsansatz: 5ul  10x PCR-Puffer

3-6 ul 25 mM Mg?*-Stammldsung

1pl 20 mM dNTP-Mix

2ul - Primer 1 (10 pmol/pl)

2ul - Primer 2 (10 pmol/pl)

1ul  Template-DNA (ca. 100 ng/ul)

ad50pul  sterilesH,O bidest.

Der Zusatz von Mg?*-Stamml8sung eriibrigte sich bei Verwendung von 10x PCR-Puffern mit
Mg”*. Der Ansatz wurde gemischt und nach kurzer Zentrifugation zum Schutz vor
Verdunstung mit einem Tropfen Mineral 6l (ca. 30 pl) Uberschichtet.
Die Ansétze wurden im Trio- bzw. Uno-Thermoblock (Biometra GmbH, Géttingen) plaziert
und als Hot-Start-Reaktionen mit folgendem Programm betrieben:

1 5min 96 °C Hot-Sart

Zugabe von 0.3-2 U Polymerase (Mineral 6l schicht mit Pipettenspitze durchstof3en)
2. 15s 96 °C Denaturierung

3. 30s x °C Annealing

4. 1 min/kb 68/72°C Extension (Pwo/Taq)

Schritte 2 bis 4: 20-30 Zyklen

5. 3 min 68/72 °C Nachsynthese (Pwo/Taq)

6. Pause 4°C

Das Protokoll wurde dem jewelligen Primer-Paar (Annealing-Temperatur), dem Template
(Extension-Zeit) sowie der verwendeten Polymerase (Extension-Temperatur: 68/72 °C)
angepaldt. Beim Einsatz von Pwo bzw. Pwo/Tag-Gemischen wurde in der zweiten Halfte der
Zyklen die Extension-Zeit je Zyklus um 5-10 s erhoht. Bei der Synthese kleiner PCR-Produkte
von bis zu 300 bp Lange wurde auf den Schritt Extension verzichtet (Zwei-Schritt-PCR).

3.3.3. Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung préparativ amplifizierter DNA-Fragmente erfolgte nach dem QlAquick PCR
Purification Protocol (QIAGEN GmbH, Hilden) oder dem Wizard™ PCR Preps DNA
Purification System [Promega, Madison (USA)].
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3.4. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977). Dabei
wurden durch enzymatische Synthese unterschiedlich lange, markierte, komplementére
Kopien des zu sequenzierenden Matrizenstranges erstellt. Durch den zufélligen Einbau eines
ddNTPs wurde die Synthese an dieser Stelle abgebrochen.

3.4.1. Sequenzierung mit dem SequiTherm EXCEL™ |l Long-Read™ DNA Sequencing
Kit-ALF ™ [Epicentre Technologies, Madison (USA)]
Die Sequenzierung erfolgte unter Verwendung von Cy5-markierten Primern (Tab. 3).
Zuerst wurde auf Eis ein Premix pipettiert:

7.2yl SequiTherm EXCEL |1 Sequencing Buffer

20yl Cys5-markierter Primer (2 pmol)

X Ul Template-DNA (250 fmol)
ad 16 pl steriles H,O bidest.

1.0l SequiTherm EXCEL 11 DNA Polymerase (5 U/ul)
Der Premix wurde gemischt und auf Eis gelagert. Vier 0.5 pl-PCR-Gefél3e wurden mit A, C,
G und T beschriftet. Dann wurden je 2 ul SequiTherm EXCEL 1l Long-Read Termination Mix
A, C, G, T in die entsprechenden Ansétze pipettiert und je 4 pl Premix hinzugegeben.
Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem Uno-Thermoblock mit Deckelheizung (Biometra
GmbH, Gattingen) nach folgendem Temperaturprogramm durchgeftihrt:

1 5min 95°C Denaturierung
2. 30s 95°C Denaturierung
3. 15s 50°C Annealing

4. 60 s 70°C Extension
Schritte 2 bis 4: 30 Zyklen

5. Pause 4°C

Nach Abschlul der Sequenzierung wurde jeder Reaktion 3 pl Stopp-Lésung (5 mg
Dextranblau/ml 95 % Formamid) zugesetzt. Bis zur Auftragung auf das Sequenziergel
erfolgte die Lagerung bei —20 °C.

3.4.2. Sequenzierung unter Verwendung des dRhodamine Termination Cycle Sequencing-
Kits (Perkin-Elmer, Weiterstadt) am ABI377 Vers. 4.0
Fur die im Trio-Thermoblock (Biometra GmbH, Gaéttingen) durchgefihrte Reaktion wurde
folgender Ansatz zusammengestellt:
2ul  Plasmid-DNA (0.5 ug)
1pl Primer (ca 10 pmol)
2ul  ABI-Sequencing-Mix
ad10pl  H,0 bidest.
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Die Ansidtze wurden zum Schutz vor Verdunstung mit Mineralél Uberschichtet und die

Polymerase-Reaktion gestartet:
1 1 min 95°C Denaturierung
2. 30s 95°C Denaturierung
3. 30s 46-60 °C Annealing (je nach Primer)
4. 2min 60 °C Extension
Schritte 2 bis 4: 33 Zyklen
5. Pause 4°C

Nach Ende des Programms wurde die wal¥rige Unterphase abgenommen und restliches
Mineral0l durch Adh&sion an einen schrag gelegten Streifen Parafilm entfernt. Die DNA
wurde anschlief?end durch Zugabe von 1 ul 3M Na-Acetat (pH 5.2) und 30 pl 96 % (v/v)
Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation (RT, 14000 rpm, 20 min) und Waschen mit 70 % (v/v)
Ethanol wurde erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
luftgetrocknet. Es war bei -20°C einige Tage stabil. Vor dem Auftragen auf das
Sequenziergel wurden die Proben in 4 ul Gelpuffer (Gemisch aus 5 Vol. Formamid und
1Vol. 25 mM EDTA, pH 8.0) aufgenommen und 2 min bel 90 °C denaturiert. Die
Auftrennung der Sequenzierungen erfolgte auf einem Gel am ABI377.

3.4.3. Sequenzierung von Plasmid-DNA unter Verwendung des AutoRead” Sequencing
Kits (Pharmacia & Upjohn Diagnostica GmbH & Co. KG, Freiburg)

10 pl Template-DNA (ca. 5-10 pg) wurden mit 2 pl des Fluorescein-markierten Primers
(ca. 4-6 pmol) und 1.5 pl einer 1 M Natronlauge versetzt. Der Ansatz wurde leicht gemischt,
kurz zentrifugiert und fur 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach AbkUhlung des Ansatzes auf 37 °C
erfolgte die Zugabe von 1.5 pl 1 M HCI und von 2 pl Annealing Buffer. Dann wurde der
Ansatz erst 10 min bei 37 °C und anschlie?end 10 min bei RT inkubiert. Nun erfolgte die
Zugabe von 1 pl Extension Buffer und 3.5 pl DM SO.

In Vorbereitung der Sequenzreaktion wurden je 2.5 pl der Nukleotidgemische fir die vier
unterschiedlichen Reaktionen (A-, C-, G-, bzw. T-Mix) in vier Facher einer Mikrotiterplatte
gegeben. Die T7-DNA-Polymerase wurde auf 3-4 U/ul in Enzyme Dilution Buffer verdinnt.
Dem Annealing-Ansatz wurden dann 2 pl der verdinnten Enzyml6sung zugesetzt. Je 4.5 pl
dieses Gemisches wurden in die auf 37 °C vorgewarmten Nukleotidgemische gegeben. Die
folgende Inkubation der vier Ansétze von 5 min bei 37 °C wurde durch Zugabe von je 5 ul
Stopp-L6sung beendet. Nach einer Denaturierung der Proben ca. 2-3 min bei 90 °C und einer
Abkuhlung auf Eis konnte die Auftragung von 4-6 pl je Resktion auf das denaturierende
Sequenziergel erfolgen.
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3.4.4. Das Sequenzier gel

Die Sequenzreaktionen (von 3.4.1. und 3.4.3.) wurden am Automated Laser Fluorescent
A.L.F.™ DNA-Sequencer (Pharmacia & Upjohn Diagnostica GmbH & Co. KG, Freiburg) in
einem denaturierenden 7 %igem Harnstoff-PAA-Gel in 1x TBE als Laufpuffer [10x TBE:
0.89 M Tris-HCl, pH 8.0; 0.89 M Borsaure; 20 mM EDTA] aufgetrennt.

Das verwendete Gel hatte folgende Zusammensetzung:

189¢g Harnstoff, A.L.F. grade (Pharmacia, Freiburg)
5.5 ml Long Ranger Gel Solution 50 % [FMC BioProducts, Rockland (USA)]
5.0ml 10x TBE-Puffer

ad 45 ml H,O bidest.

Die Loésung wurde durch einen Filter der Porengréf3e 0.2 um vakuumfiltriert und entgast.
Nach Zugabe von 225 ul 10 % (w/v) APS und 22.5 pl TEMED wurde das Gel gegossen. Die
Polymerisation dauerte ca. 1h.
Vor der Auftragung auf das Gel wurden die Proben 3 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis
abgekihlt. Folgende Bedingungen galten wahrend des Laufes:

Vorlaufzeit: 30 min

Laufzeit: 600 min

800V,45mA, 30 W, 45°C

3.4.5. Auswertung von Sequenzdaten

Die primére Auswertung der Sequenzdaten erfolgte unter Anwendung des A.L.F.™-Manager
Vers. 2.5 bzw. des A.LL.F.win™-Manager Vers. 1.10 (Pharmacia, Freiburg). Editierte und
prozessierte Sequenzdaten wurden mit den Programmen Clone Manager Vers. 4.0
[Scientific& Educational Software (USA)] und DNASS Vers. 50 ausgewertet.
Sequenzhomologien zu den in den Datenbanken EMBL und SMSS-PROT enthaltenen DNA-
und Protein-Sequenzen wurden mit dem vom Nation Center For Biotechnology Information
(NCBI) im Internet bereitgestellten Programm Basic Logic Alignment Search Tool - BLAST
(Altschul et al., 1997) ermittelt. Sequenzvergleiche von Proteinen wurden mit dem im Internet
verfligbaren Programm Clustal W Vers. 1.8 (Thompson et al., 1994) vom European
Biotechnology Institut (EBI) erstellt. Die Bestimmung von Sequenz-Motiven in Proteinen, die
Errechnung von Molekulargewichten anhand der Aminosauresequenzen und die Erstellung
von Hydropathie-Plots erfolgte mit den Internet-Programmen Smple Modular Architecture
Research Tool - SMART Vers. 3.1 (Schultz et al., 1998; Schultz et al., 2000), Scan Prosite
(Hofmann et al., 1999), Profile Scan, Compute pl/Mw Expasy (Wilkins et al., 1998) und
Protscale (Kyte & Doolittle, 1982) des Expasy Molecular Biology Server [Institut fir
Bioinformatik, Genf (Schweiz)]. Mit dem Programm PHDseq Vers. 1.96 (Rost & Sander,
1993) wurde die Sekundérstruktur von Proteinen vorhergesagt.
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Vorhersagen zur Membrantopologie wurden mit den Programmen SOAP (Kyte & Doolittle,
1982; Klein et al., 1985), Helixmem (Eisenberg et al., 1984) und RaoArgos (Rao & Argos,
1986) des PC/GENE" Software Package [Intelligenetics Inc. (USA)] erstellt. Des weiteren
wurde die im Internet Uber den Expasy Molecular Biology Server [Institut fir Bioinformatik,
Genf (Schweiz)] verfugbare Software Toppred Vers. 2.0 (von Heijne, 1992), TMAP
Ausgabe 52 (Persson & Argos, 1994; Persson & Argos, 1996), TMHMM Vers. 1.0
(Sonnhammer et al., 1998), SOSUI Vers. 1.0 (Hirokawa et al., 1998), HMMTOP Vers. 1.1
(Tusnady & Simon, 1998), DAS (Cserzo M. et al., 1997), Tmpred (Hofmann & Stoffel, 1993)
und PHDhtm Vers. 1.96 (Rost et al., 1995; Rost et al., 1996) zur Vorhersage der Topologie
genutzt.

4. Versuche zum Zellwachstums
4.1. Wachstumsver suchein Flissigmedien

4.1.1. DasKlett-Summerson-Colorimeter [Klett MFG Co., New York (USA)]

Das Gerédt diente der Messung der Optischen Dichte wachsender Bakterienkulturen in
Flussigmedien. Es wurde der Filter Nr.54 eingesetzt, der im verwendeten
Wellenlangenbereich (520-580 nm) die grofite Lichtausbeute liefert. Zur Kalibrierung des
Gerdtes wurde unbeimpftes Medium (Nullwert) verwendet. Aus den erhatenen Klett-
Einheiten (KE) konnte unter Verwendung eines auf einer Eichkurve basierenden Programms
das Zelltrockengewicht bzw. die Konzentration der Zellsuspension ermittelt werden
(Schwuchow, 1995).

Der Vortell dieser Methode bestand darin, dal3 durch die Verwendung von Seitenarmkol ben
bei der Kultivierung der Bakterien keine Probennahme zur Messung notwendig war und somit
eine Kontamination der Kultur vermieden wurde.

4.1.2. Zellanzucht von R. metallidurans-Stammen bel Wachstumsver suchen

Die Versuche wurden in Tris-gepuffertem Minimalmedium mit 0.2 % (w/v) Natriumgluconat
als Kohlenstoffquelle und ZnCl, unterschiedlicher Konzentration durchgeftihrt.

Die Vorkultur wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und im Inkubationsschittler bei 30 °C
und 140 rpm bis zum Erreichen der stationdgren Wachstumsphase kultiviert (ca. 48 h). Als
Anzuchtgefal3e fir die Vorkulturen dienten 100 ml-Erlenmeyerkol ben.

Fur die Anzucht der Hauptkultur wurden Seitenarmkolben verwendet. Es wurden 20 ml Tris-
Minimamedium [0.2 % (w/v) Natriumgluconat, ZnCl,] mit der entsprechenden Vorkultur ca.
1 %ig beimpft und bis zum Erreichen der stationdren Wachstumsphase bei 30 °C unter
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stéandigem Schitteln in einem Gyrotory-Wasserbad oder im 30 °C Brutraum inkubiert. Das
Zellwachstum wurde mit dem Klett-Summer son-Col orimeter verfolgt.

4.2. Ermittlung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) von Schwer metallsalzen
Als MIC wird die niedrigste Metallkonzentration bezeichnet, bei der ein Stamm kein
Wachstum mehr zeigt.

Die Ermittlung der MIC erfolgte bet R metallidurans-Stdmmen auf Tris-Minimal-Agar
(Mergeay et al.,, 1985). Es wurden Platten mit steigender Konzentration an
Schwermetallsalzen gegossen. Die Stdmme wurden Vorkulturen entnommen, auf den Platten
in Sektoren ausgestrichen und bei 30 °C fir 3-5 Tage inkubiert.

Be E.coli-Stdmmen wurde die MIC auf LB-Agarplatten unterschiedlicher
Metallkonzentrationen bestimmt (Rensing et al., 1997b). Die Inkubation erfolgte fir 24 h bei
30/37 °C.

5. Enzymologische M ethoden

5.1. Untersuchungen zur Topologie und zur Lokalisation der Komponenten des Czc-
Efflux-Komplexes mittels Trandgationsfusionen mit Reporterproteinen unter Kontrolle
des T7-Promotors (nach Rensing et al., 1997a)

Als Reporterproteine genutzte Enzyme wie die [-Galaktosidase und die Alkalische
Phosphatase zeichneten sich dadurch aus, dal3 ihre enzymatische Aktivitét ein bestimmtes
Milieu erforderte, das nur in fUr sie spezifischen Kompartimenten der Zelle gegeben war.
Diesen Aspekt nutzte diese Methode, indem man im Reporterprotein vorhandene native
Signale fur Transport oder Lokalisation deletierte und es dann mit dem zu untersuchenden
Protein fusionierte. Die Enzymaktivitdt des Reporters war somit ausschliefdlich abhangig von
den topologischen Signalen in der vorgeschalteten Sequenz des zu untersuchenden Proteins.

5.1.1. Zellanzucht von E. coli-Stdmmen fir Enzymtests

Vorkulturen der E. coli CC118(pGP1-2)-Stamme mit den fir die Reporterfusionen
kodierenden Plasmiden wurden tber Nacht bei 30 °C in LB-Medium mit Antibiotika (je nach
Derivat Kan/Amp oder Kan/Tet) unter Schitteln angezogen. Mit den Vorkulturen wurden
20 ml-Hauptkulturen 2-3 %ig beimpft und ca. 2 h bei 30 °C in einem Gyrotory-Wasserbad
oder im Brutraum schittelnd inkubiert. Durch Hitzeinduktion bei 42°C fir 20 min wurde die
Expression der von pGP1-2 kodierten T7-RNA-Polymerase ermoglicht, die dann ihrerseits die
Expression des unter T7-Kontrolle stehenden Fusionsproteins initiierte. Nach weiterem
Wachstum von 1 h bei 37°C bis zu einer Optischen Dichte von ca. 100 KE erfolgte
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unmittelbar vor der Ernte der Kulturen die genaue Bestimmung der individuellen Zelldichte
mit dem Klett-Summerson-Colorimeter, die fur die spétere Berechnung der spezifischen
Enzymaktivitdt notwendig war.

5.1.2. Bestimmung  der B-Galaktosidase-Aktivitdét ~ von  Fusionsproteinen
permeabilisierter Zellen (veréndert nach Miller, 1972; Ullmann, 1984)

Die untersuchten Proteine bzw. Proteinabschnitte wurden C-terminal mit der 3-Galaktosidase
(LacZ) fusioniert. Fir die Enzymaktivitédt der [B-Galaktosidase war das Verbleiben im
Cytoplasma notwendig. Eine aktive -Galaktosidase-Domane lag im Fusionsprotein also nur
vor, wenn kein Transport des untersuchten Proteinsim Bereich der Fusionsposition erfolgte.
Fur den Enzymtest wurden 1 ml Hauptkultur (siehe 5.1.1.) in ein 2 ml-Eppendorf-Gefal3
Uberfuhrt, und die Zellen durch Zentrifugation (1 min, 4 °C, 12000 rpm) in der Sgma 2K15
(Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode) sedimentiert. Das Pellet wurde in 950 pl Z-Puffer
[0.6 M NaxHPO,; 0.4 M NaH,PO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSO,4; 0.5 M Mercaptoethanol |
resuspendiert. Die Zellmembran wurde durch Zugabe von 50 pl Permeabilisierungspuffer
[0.25 % (w/v) CTAB; 0.5 % (w/v) Natriumdesoxycholat] permeabilisiert. Der Ansatz wurde
10 min bel RT inkubiert. Anschlief3end wurden 100 pl Substratlésung [0.4 % (w/v) ortho-
Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG) in Z-Puffer] zugegeben, der Ansatz kurz gemischt
und bis zur Gelbfarbung bel 30 °C im Wasserbad inkubiert. Die Farbreaktion ist auf die
Umsetzung des Substrates ONPG zu o-Nitrophenol durch die [(-Galaktosidase
zurickzufiihren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0.5 ml 1 M NaCOs-Lésung
abgestoppt und die Reaktionszeit notiert. Natriumcarbonat erhthte den pH-Wert im
Reaktionsansatz auf 11, wodurch die 3-Gal aktosidase inaktiviert wurde. Der Ansatz wurde ca.
1 min bei 12000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in eine K ivette tberfiihrt und die Extinktion
bei 420 nm an einem UV/VIS-Spektrophotometer (UVIKON 922, Kontron Instruments
GmbH, Neufahrn) gemessen. Als Nullwert diente ein Reaktionsansatz ohne Zellmaterial.

Mit Hilfe der Extinktion (E420) und der Reaktionszeit (Zeit von der Substratzugabe bis zum
Abstoppen der Resktion) konnte die Enzymaktivitdt (in U/ml Kultur) nach folgender
Gleichung berechnet werden:

Aktivitét [U/ml] = 355.6 * E4y0 / Reaktionszeit

Dabel ist hier 1 U a's Substratumsatz in nmol pro min bei 30 °C definiert. Der Faktor 355.6
setzt sich zusammen aus dem molaren Extinktionskoeffizienten von o-Nitrophenol
(e = 4500 I/mol*cm), der Schichtdicke der Kivette (d=1 cm), dem Korrekturfaktor von
eingesetztem Kulturvolumen (1 ml) zum Volumen des Reaktionsansatzes (1.6 ml) von 1.6
und dem Umrechnungsfaktor 10° fiir die Einheit nmol pro min.
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Die spezifische Aktivitét der -Galaktosidase (in U/mg Zelltrockengewicht) wurde durch
Division der errechneten Aktivitét durch die Zelltrockenmasse von 1 ml Kultur bestimmt,
dabel wurde die Zelltrockenmasse aus der Zelldichte nach Schwuchow (1995) berechnet.

5.1.3. Bestimmung der Alkalischen-Phosphatase-Aktivitdt von Fusionsproteinen
permeabilisierter Zellen (verandert nach Manoil, 1991)

Die untersuchten Proteine bzw. Proteinabschnitte wurden C-termina mit der Alkalischen
Phosphatase ohne native Signalsequenz (' PhoA) fusioniert. Fur die Enzymaktivitét von ' PhoA
war der Transport ins Periplasma notwendig. Eine aktive Alkalische-Phosphatase-Doméne lag
im Fusionsprotein also nur vor, wenn die Translokation des untersuchten Proteins im Bereich
der Fusionsposition ins Periplasma erfolgte.

Es wurden 1 ml Hauptkultur (5.1.1.) in ein Eppendorf-Gefal? tberfihrt, und die Zellen durch
Zentrifugation (1 min, 4 °C, 12000 rpm) in der Sgma 2K15 (Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode) sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 0.5 ml Waschpuffer [10 mM Tris-HCI,
pH 8.0; 10 mM MgSO, und 1 mM Jodacetamid (Derman & Beckwith, 1995; nach dem
Autoklavieren zugegeben)] resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dann wurde das Zellpellet
in 1 ml Assay-Puffer [1 M Tris-HCI, pH 8.0; 0.1 mM ZnCl; und 1 mM Jodazetamid (nach
dem Autoklavieren zugegeben)] resuspendiert und die Zellen durch Zugabe von 50 pl 0.1 %
(w/v) SDS und 50 pl Chloroform permeabilisiert. Nach kurzem Mischen wurde der Ansatz
5min bei 37 °C inkubiert und dann 5 min auf Eis abgekihlt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 pl Substratlésung [1 M TrissHCI, pH 8.0; 04 % (w/v) para
Nitrophenylphosphat (PNPP), frisch hergestellt] und kurzem Mischen gestartet. Die Zeit bis
zur Gelbfarbung der Probe durch Nitrophenolbildung bei 37 °C im Wasserbad wurde
bestimmt und die Reaktion durch Zugabe von 120 pl Stopp-Mix [1 M KH,PO, (5 Telle);
0.5M EDTA, pH 8.0 (1 Teil)] und Inkubation auf Eis beendet. Die Zellen wurden 4 min bei
4°C und 12000 rpm pelletiert, der Uberstand vorsichtig in eine Kiivette gegossen und die
Extinktion bei 420 nm an einem UV/VIS-Spektrophotometer (UVIKON 922, Kontron
Instruments GmbH, Neufahrn) gemessen. Als Nullwert diente ein Reaktionsansatz ohne
Zelmaterial.

Die Bestimmung der Enzymaktivitét (in U/ml Kultur) erfolgte mit Hilfe der Extinktion (E4z)
und der Reaktionszeit (Zeit von der Substratzugabe bis zum Abstoppen der Reaktion) nach
folgender Gleichung:

Aktivitét [U/ml] = 72.1* Eapo / Reaktionszeit

Dabei ist hier 1 U as nmol gebildetes p-Nitrophenol pro min bei 37 °C definiert. Der Faktor
721 setzt sich aus dem molaren Extinktionskoeffizienten von p-Nitrophenol
(e = 18300 I/mol*cm), der Schichtdicke der Kuvette (d = 1 cm), dem Korrekturfaktor von
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eingesetztem Kulturvolumen (1 ml) zum Volumen des Reaktionsansatzes (1.32 ml) von 1.32
und dem Umrechnungsfaktor 10° fiir die Einheit nmol pro min zusammen.

Die spezifische Aktivitét der Alkalischen Phosphatase (in U/mg Zelltrockengewicht) wurde
durch Division der errechneten Aktivitdt durch die Zelltrockenmasse von 1 ml Kultur
bestimmt. Die Zelltrockenmasse wurde aus der Zelldichte nach Schwuchow (1995) berechnet.

6. Proteinchemische M ethoden

6.1. Analytische T7-Expression und radioaktive Markierung von Proteinen mit [*S]-
Methionin (Tabor & Richardson, 1985; Tabor, 1990)

Die Anzucht der Vorkulturen von E. coli K38(pGP1-2) mit verschiedenen Konstrukten
erfolgte Uber Nacht unter Schitteln bei 30 °C in LB-Medium mit Antibiotika (je nach Plasmid
Kan/Amp oder Kan/Tet). Die 15 ml-Hauptkultur wurde 2-3 %ig aus der Ubernachtkultur
beimpft. Das Wachstum der Hauptkulturen wurde bel 30 °C bis zu einer Zelldichte von
ca. 75 KE verfolgt und die Zelltrockenmasse aus der Zelldichte nach Schwuchow (1995)
berechnet. Anschlief3end wurden 0.5 ml Hauptkultur [ca. 100 pg Zellen bei 75 KE] 1 min bei
12000 rpm in einer Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode) in 2 mi-
Eppendorf-Gefélden zentrifugiert. Bei abweichender Zelldichte wurden &aquivalente
Zellmengen eingesetzt. Das Pellet wurde mit 2x 0.5 ml M9-Puffer [0.25 M NaHPO,;
0.1 M KH,PO,4; 0.05 M NaCl; 0.1 M NH4CI] gewaschen und anschlief?end in 1 ml M19-
Medium [2mM MgSO4 0.1 mM CaCl,; 04 % (w/v) Glucose;, Thiamin (20 pg/ml);
0.01 % (w/v) jeder Aminosaure (aul3er Met und Cys) in M9-Puffer] resuspendiert.

Die Kulturen wurden auf einem Schiittler (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) 2 h
bei 30 °C inkubiert. Im Anschlul? erfolgte eine Hitzeinduktion bei 42 °C fur 20 min zur
Dereprimierung der von pGP1-2 kodierten T7-RNA-Polymerase. Durch Zugabe von 10 pl
Rifampicin [20 mg/ml Methanol] wurden prokaryotische RNA-Polymerasen inaktiviert, so
daid lediglich Gene, die unter Kontrolle des T7-Promotors standen, durch die verbliebene T7-
RNA-Polymerase transkribiert werden konnten. Die Zellen wurden weitere 10 min bei 42 °C
inkubiert. Schliefdich wurden die Kulturen auf 30 °C abgekihlt und weitere 20 min
geschuttelt.

Es wurden 5 uCi [*S]-Methionin pro Ansatz fiir eine Markierung der Proteine eingesetzt. Um
einen effektiven Einbau des radioaktiv markierten Methionins zu gewahrleisten, wurden die
Kulturen 5 min bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation
(4 °C; 12000 rpm; 1 min) in der Sigma-Tischzentrifuge. Zum Zellaufschlul® wurde das Pellet
in 40 ul 1x Cracking-Puffer [1 % (w/v) SDS; 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI,
pH 6.8, 2 mM EDTA; 0.01 % (w/v) BPB; 10 % (w/v) Saccharose] aufgenommen und

36



1. MATERIAL UND METHODEN

anschlief3end 3-5 min auf 95 °C erhitzt. Eine Zelltrimmersedimentation wurde 1 min bei 4 °C
und 12000 rpm durchgefiihrt.

Es wurden 15 pl Uberstand auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen und die Proteine wie unter
6.9.1. aufgetrennt. Es schlof3 sich eine unter 6.12. beschriebene Autoradiographie an.

6.2. Fraktionierung ganzer Zellen in ihre Kompartimente zur Untersuchung der
L okalisation der radioaktiv markierten Komponenten des Czc-Efflux-K omplexes

Nach heterologer Expression der Efflux-Komponenten in E. coli K38(pGP1-2) und
radioaktiver Markierung schlof3 sich eine Auftrennung der Zellen in ihre Kompartimente an.
Neben Periplasma und Cytoplasma as hydrophile Kompartimente wurden auch die
Membranen prapariert. Die Membranfraktion wurde mittels Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation in Cytoplasmamembran und AuRere Membran getrennt. Die Proben wurden in
linearen SDS-PAA-Gelen (12.5 %ig) aufgetrennt (6.9.1.) und mittels Fluorographie detektiert
(6.12.2)).

6.2.1. T7-Expresson und radioaktive Markierung der Proteine im prdaparativen
Mal3stab (Tabor & Richardson, 1985; Tabor, 1990)

Das Vorgehen entsprach dem unter 6.1. beschriebenen Protokoll mit folgenden Anderungen:
Es wurde die komplette Hauptkultur [ca. 3 mg Zellen bei 75 KE; aquivalente Zellmengen
eingesetzt] in sterile Greiner-Gefél3e Uberfuhrt und die Zellen durch Zentrifugation in der
Universal RF (4 °C; 4500 rpm; 10 min; Hettich GmbH, Tuttlingen) sedimentiert. Das Pellet
wurde mit 2x 5ml M9-Puffer gewaschen und anschlieRend in 20 ml M19-Medium
resuspendiert. Nach der Hitzeinduktion wurden 0.2 ml Rifampicin [20 mg/ml Methanol]
zugegeben. Die Markierung der Proteine erfolgte mit 50 pCi [*S]-Methionin. Die Kultur
wurde anschlief3end geteilt. In der Sigma-Tischzentrifuge (4 °C; 12000 rpm; 1 min) wurden
die Zelen von 1.5 ml Kultur im Eppendorf-Gefald sedimentiert und einem osmotischen
Schock (6.2.2.) unterzogen. Die restliche Kultur wurde in der Hettich-Zentrifuge (4 °C; 4500
rpm; 10 min) geerntet und nach 6.2.3. weiterbehandelt.

6.2.2. Praparation der Periplasma-Fraktion (in Anlehnung an The QlAexpressionist;
QIAGEN GmbH, Hilden)

Das Periplasma wurde mittels osmotischen Schock isoliert.

Das Zdllpellet (6.2.1.) wurde in 0.2 ml Puffer [30 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA; 20 %
(w/v) Saccharose] resuspendiert und der Ansatz 5-10 min bei RT auf einem Schittler
(Eppendorf-Netheler-Hinz  GmbH, Hamburg) inkubiert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (4 °C; 9000 rpm; 10 min) in der Kuhlzentrifuge 5417 R (Eppendorf-Nethel er-
Hinz GmbH, Hamburg) sedimentiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das Pellet wurde
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in 0.2 m 5mM MgSO, resuspendiert und der Ansatz 10 min auf Eis geschittelt. Nach einer
Zentrifugation (4 °C; 9000 rpm; 10 min) entsprach der Uberstand dem periplasmatischen
Extrakt. Die Proteine wurden wie unter 6.7. gefalt und in 15 pl 1x Cracking-Puffer
[1% (w/v) SDS; 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 2 mM EDTA,
0.01 % (w/v) BPB; 10 % (w/v) Saccharose] aufgenommen.

6.2.3. UltraschallaufschluR und Préaparation der Cytoplasma-Fraktion und der
unléslichen Protein-Fraktion (in Anlehnung an The QlAexpressionist; QIAGEN GmbH,
Hilden)

Die Zdlen (6.2.1.) wurden in 0.9 ml Ultraschall-Puffer [S0 mM Natriumphosphat, pH 7.8;
0.3M NaCl; 10 pg/ml DNase I; 1 mM PMSF] aufgenommen und der Ansatz auf Ethanol/
Trockeneis eingefroren und in kaltem Wasser wieder aufgetaut. Die Zellen wurden mittels
Ultraschall (Uniequip Laborgerdtebau UW 60) 90 s bei maximaler Leistung (60 W) und 50 %
Zyklus unter Kihlung aufgeschlossen. Fir die unter 6.2.4. beschriebene Trennung der
Membranen wurden 0.8 ml Lysat entnommen. Die restlichen 0.1 ml Lysat wurden in der
Kuhlzentrifuge 5417 R (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) zentrifugiert (4 °C;
10000 rpm; 20 min). Der Uberstand entsprach der |6slichen Fraktion (Cytoplasma), das Pellet
der unlgslichen Protein-Fraktion (Membranen und Zelltrimmer). Die Cytoplasma-Proteine
wurden wie unter 6.7. gefédlt. Beide Proteinpellets wurden in 15 pl 1x Cracking-Puffer
resuspendiert.

6.2.4. Praparation der Membranen und isopyknische Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation zur Trennung von Cytoplasmamembran und AuRerer Membran
(verandert nach de Maagd & Lugtenberg, 1986; Osborn et al., 1972; Ishidate et al., 1986)
Zur Abtrennung der Zeltrimmer wurden die 0.8 ml Lysat (6.2.3.) in der Kuhlzentrifuge
5417 R (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) zentrifugiert (4 °C; 10000 rpm; 10 min).
Der Uberstand (Rohextrakt) wurde anschlieBend 1 h bei 100000x g und 4 °C zur Praparation
der Membranen ultrazentrifugiert [33000 rpm, SW 55 Ti-Rotor, Ultrazentrifuge L8-60M;
Beckman Instruments, Inc. (USA)]. Das Membranpellet wurde in 0.2-0.3 ml Saccharose-
Losung [30 mM Tris-HCI, pH 8.0; 25 % (w/w) Saccharose] resuspendiert und vorsichtig auf
einen frisch geschichteten diskontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten folgender
Zusammensetzung aufgetragen:

oben >>>>>>>>>>>>>>>> unten

Saccharose % (w/w): 25 30 35 40 45 50 55 60
Volumen der Schicht (in ml): 059 078 078 078 059 059 019 0.19
Gesamtvolumen (in ml): 4.5
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Die unterschiedlich konzentrierten Saccharose-L6sungen wurden aus einer Saccharose-
Stammlésung [30 mM Tris-HCI, pH 8.0; 66 % (w/w) Saccharose] und 30 mM Tris-HCI
(pH 8.0) hergestellt.

Anschliefiend wurde 17 h im SW 55 Ti-Rotor bei ca. 58000x g (25000 rpm) und 4 °C
ultrazentrifugiert. Nach dieser Zeit war die Isopyknie erreicht. Die Probenpartikel waren in
den Gradienten gewandert und hatten entsprechend ihrer Dichte unterschiedliche Positionen
im Gradienten angenommen. Die Partikeldichte korrelierte nach der Zentrifugation mit der
Dichte der umgebenden Saccharose-Ldsung.

Die Fraktionierung des Gradienten bei gleichzeitiger Aufzeichnung von Ago nm erfolgte bei
4°C mit dem HiLoad™-System, bestehend aus Steuereinheit GP-10, Peristaltikpumpe P-1,
Uvicord S Il und Fraktionssammler RediFrac (Pharmacia & Upjohn Diagnostica GmbH &
Co. KG, Freiburg). Die Aufzeichnung des Gradientenprofiles erfolgte mit dem
Flachbrettschrelbber REC 101 derselben Firma. Mit einer speziell dafir angefertigten
Apparatur wurden ca. 10 Fraktionen von 0.5 ml Volumen bei einem Fluf3 von 0.5 ml/min
gesammelt. Begonnen wurde das Abpumpen des Gradienten mit der dichtesten Fraktion vom
Boden des Rohrchens her.

Die Proteine der Fraktionen wurden gefdlt (6.7.) und in 15 pl 1x Cracking-Puffer
resuspendiert.

6.3. Praparation von nativen Membranprotein-Komplexen fir die Blue Native
Gradienten-PAGE (verandert nach Schagger & von Jagow, 1991)

Nach Induktion des Efflux-Komplexes in R. metallidurans AE128 mit 0.5 mM ZnCl, wurden
die Membranen prépariert. Die mit DNase | behandelten Membranen wurden anschlief3end
zur Solubilisierung der Membranproteine mit N-Laurylsarcosin eingesetzt. Dem Nachweis der
Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes im Solubilisat mittels Westernblot nach SDS-
PAGE schlo3 sich ein Westernblot nach Blue NativeePAGE zum Nachweis des
Proteinkomplexes im Solubilisat an. Bel der Préparation der Proteinkomplexe wurde BisTris-
Puffer verwendet.

6.3.1. Zelernte, Zelaufschluld und Praparation der Membran-Fraktion

Die Anzucht der R. metallidurans-Stamme erfolgte wie unter 4.1.2. beschrieben, induziert mit
0.5 mM ZnCl,. Die Zdlernte erfolgte am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
(ca. >200 KE). Zur Berechnung des Trockengewichts (TG) wurde die Optische Dichte der
Kultur in KE bestimmt. Die Zellen wurden bel 4500x g, 4 °C und 15 min entweder in der
Hettich Universal RF bel 5000 rpm (Hettich GmbH, Tuttlingen) oder bei 6000 rpm im GS3-
Rotor der Sorvall RC 5B plus (Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg) sedimentiert. Die
Resuspendierung des Pellets erfolgte auf Eis in BisTris-Membranpuffer (10 mM BisTris-HCI,
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pH 7.0; 5 mM MgCl,) mit 0.5-1 mM PMSF (100 mM Stammlésung in Isopropanol) und 20-
100 pg/ml DNasel (10 mg/ml). Die Zellsuspension (ca. 0.3 g Zellen pro ml Puffer) wurde in
der vorgekuhlten Minizelle einer French-Presse (Aminco, SLM Instruments, Inc., USA) bel
2000 psi (140 kg/cm?) in 2-3 Passagen aufgeschlossen. Alternativ wurde fir kleine
Zellmengen (ca. 30 mg Zellen pro ml Puffer) der Aufschlul® mit Ultraschall ca. 10 min bel
maximaler Leistung (60 W) und 50 % Zyklus (Uniequip Laborgeratebau UW 60) angewandit.
Nach der Sedimentation der Zelltrimmer 10 min bel 4 °C und 10000 rpm in der
Kihlzentrifuge 5417 R (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) wurde der Uberstand
(Rohextrakt) zur Praparation der Membranen 1 h bei 200000x g ultrazentrifugiert [45000 rpm,
SW 55 Ti-Rotor, Ultrazentrifuge L8-60M; Beckman Instruments, Inc. (USA)]. Die
Rohmembranen wurden wieder in BisTrissMembranpuffer mit 0.5-1 mM PMSF und 20-
100 pg/ml DNasel aufgenommen und 1 h bei RT inkubiert. Die extensve DNasel-
Behandlung war nétig, um ein Verstopfen der Poren des Sammelgels durch DNA zu
verhindern. Durch erneute Ultrazentrifugation 30 min bei 100000x g im SW 55 Ti-Rotor
(33000 rpm) wurden die Membranen sedimentiert.

6.3.2. Solubilisierung der Proteine der M embran-Fraktion

Die Membranen (6.3.1.) wurden in BisTris-Solubilisierungspuffer (50 mM BisTris-HCI,
pH 7.0; 0.5 M 6-Aminocapronsaure) aufgenommen und der Proteingehalt bestimmt (6.6.). Die
Solubilisierung der Membranproteine erfolgte mit 2 % (w/v) N-Laurylsarcosin als Detergenz
im Puffer 1 h unter RUhren auf Eis. Durch Ultrazentrifugation 20 min bei 100000x g im
SW55 Ti-Rotor (33000 rpm) wurden die Membranen sedimentiert. Der Proteingehalt im
Uberstand (Solubilisat) wurde bestimmt (6.6.).

6.4. Analytisches In vivo-Crosslinking von radioaktiv markierten bzw. nichtmarkierten
Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes mit Formaldehyd (verdndert nach Prossnitz
et al., 1988 ; Skareet al., 1993)

Nach Induktion des Efflux-Komplexes in R. metallidurans AE128 mit 0.3 mM ZnCl, oder
nach heterologer T7-Expression der Efflux-Komponenten in E. coli K38(pGP1-2) mit
optionaler radioaktiver Markierung wurde ein In vivo-Crosdlinking in intakten Zellen mit
Formaldehyd durchgefiihrt. Formaldehyd flhrte durch Reaktion mit Arg-, His-, Lys-, Trp- und
Tyr-Resten zur Ausbildung von Methylenbriicken verschiedener Lénge zwischen den
Untereinheiten eines Proteinkomplexes. Anschlief3end wurden die Zellen aufgeschlossen und
in linearen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt (6.9.1.) und mittels Westernblot (6.10.) bzw.
Fluorographie (6.12.2.) detektiert. Die Proben wurden vor Auftragung auf die Gele nur bel
gewlnschter Aufspaltung der Verkniipfungen erhitzt.
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6.4.1. Zellanzucht von E. coli und R. metallidurans fir In vivo-Crosslinking

Die Anzucht von E. coli K38(pGP1-2) mit verschiedenen Konstrukten erfolgte wie unter 6.1.
mit den hier genannten Anderungen. Das Wachstum vor Hitzeinduktion bei 30 °C erfolgte bis
ca 90 KE. Nach Hitzeinduktion wuchsen die Kulturen bis ca. 250 KE bel 37 °C (ca. 2 h).

Bel radioaktiver Markierung der Proteine in E. coli K38(pGP1-2) wurde ein Protokoll dhnlich
dem unter 6.2.1. angewandt.

R. metallidurans-Stamme wurden wie unter 4.1.2. mit 0.3 mM ZnCl, induziert angezogen.
Die Zdllernte erfolgte am Ende der exponentiellen Wachstumsphase (ca. >200 KE).

6.4.2. Crosslinking in intakten Zellen

Es wurden jeweils ca. 1 mg Zellen durch Zentrifugation [12000 rpm; 4 °C; 1 min] fur die
Kontrolle ohne Formaldehyd und Ansédtze mit 0.1, 0.5 und 1 % (v/v) Formaldehyd geerntet
und die Zelpélets in 0.5 ml eiskaltem 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.8) gewaschen.
Die Zdlen (1 mg) wurden in ca. 1.36 ml desselben Puffers mit Formaldehyd resuspendiert
(Zelldichte von ca. 250 KE eingestellt) und ohne Schiitteln ca. 2 h bei RT inkubiert.

Alternativ wurden die Kulturen komplett sedimentiert [12000 rpm; 4 °C; 1 min] und in
10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.8) gewaschen. Die Pellets wurden im selben Puffer mit
1% (v/v) Formaldehyd resuspendiert (Zelldichte von ca 250 KE eingestellt) und ohne
Schitteln ebenfalls bis zu 2 h bel RT inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten (0, 30, 60, 90 und
120 min) wurden Aliquote abgenommen und sofort geerntet.

Die Zélernte erfolgte durch Zentrifugation [12000 rpm; 4 °C; 1 min] und die Z€lpellets
wurden zum Abstoppen der Vernetzungsreaktion in 0.5 ml 10 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 6.8) gewaschen. Die Zellen wurden in 1x Cracking-Puffer [50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 1 %
(wiv) SDS; 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 2 mM EDTA; 0.01 % (w/v) BPB; 10 % (w/v)
Saccharose] aufgenommen und nach Ultraschallaufschlul3 (6.2.3.) aufgeteilt. Durch Erwdrmen
der Zellsuspension 20 min auf 50 °C blieben Verknipfungen erhalten, durch Erhitzen 20 min
auf 96 °C wurden sie zerstért. Ca. 100 ug lysierte Zellen wurden auf ein SDS-PAA-Gel
aufgetragen.

6.5. Reinigung von CzcB-Strep-tag |1®-haltigen Proteinkomplexen tiber ein kombiniertes
T7-Expressions- und Strep-tag | 1®-Reinigungssystem

Der T7-Expression des Proteinkomplexes mit C-terminal an CzcB fusioniertem Strep-tag 11®
in E. coli K38(pGP1-2) folgte ein In vivo-Crosslinking in intakten Zellen mit Formaldehyd. Es
wurden die Membranen prépariert, die Membranproteine solubilisiert und der Protein-
Komplex durch Affinitétschromatographie gereinigt. Die Proben wurden in linearen SDS-
PAA-Gelen bzw. Gradienten-SDS-PAA-Gelen aufgetrennt (6.9.1.) und mittels Silberfarbung
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(6.11.2.) oder Srep-tag 11® Detektion nach Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran
(6.10.3.) analysiert.

6.5.1. Anzucht und Ernteder E. coli-Zellen

Die Anzucht von E. coli K38(pGP1-2/pECD675) erfolgte wie unter 6.4.1. ohne radioaktive
Markierung mit dem Unterschied, dal3 mehrere 20 ml-Hauptkulturen parallel angezogen
wurden (statt einer grof3en Hauptkultur). Zur Ernte wurden die Kulturen vereinigt und in der
Hettich Universal 30 RF (Hettich GmbH, Tuttlingen) sedimentiert [10 min; 4500 rpm; 4 °C].

6.5.2. In vivo-Crosslinking und Solubilisierung der Proteine aus préparierten
Membranen

Fur das In vivo-Crosslinking wurden die Zellen (6.5.1.) in 10 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 6.8) gewaschen. Die Pellets wurden im selben Puffer mit 0.1 % (v/v) Formaldehyd
resuspendiert (Zelldichte von ca. 250 KE eingestellt) und ohne Schiitteln 2 h bei RT inkubiert.
Die Zellen wurden in der Hettich Universal 30 RF (Hettich GmbH, Tuttlingen) sedimentiert
[20 min; 4500 rpm; 4 °C] und in 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.8) gewaschen.

Das Pellet wurde in Puffer W [0.1 M Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA] mit 10 ug/ml DNase |
und 0.5-1 mM PMSF (ca. 30 mg Zellen pro ml Puffer) resuspendiert und die Zellen mit
Ultraschall ca. 10 min bel maximaler Leistung (60 W) und 50 % Zyklus aufgeschlossen
(Uniequip Laborgerdtebau UW 60). Nach Sedimentation der Zelltrimmer 10 min bel 4 °C
und 10000 rpm in der Kuhlzentrifuge 5417 R (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
wurde der Uberstand (Rohextrakt) zur Praparation der Membranen 1 h bei 100000x g
ultrazentrifugiert [33000 rpm, SW 55 Ti-Rotor, Ultrazentrifuge L8-60M; Beckman
Instruments, Inc. (USA)].

Die Solubilisierung der Membranproteine erfolgte wie unter 6.3.2. in Puffer W mit 2 % (w/v)
N-Laurylsarcosin.

6.5.3. Affinitatschromatographie an StrepTactin®Sepharose (Institut fir Bioanaytik
GmbH, Gottingen)

Das Solubilisat (6.5.2.) wurde direkt auf die mit Puffer W [0.1 M Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM
EDTA] mit 2 % (w/v) N-Laurylsarcosin aquilibrierte StrepTactin®-Sepharose-Saule (0.1 ml)
gegeben, wobel unter Schwerkraftflu3 gearbeitet wurde. Die Saule wurde mit ca
6 Bettvolumen Puffer W (mit Detergenz) gewaschen und anschlief3end mit ca. 6 Bettvolumen
Puffer E [0.1 M TrissHCI, pH 8.0; 1 mM EDTA; 2.5 mM Desthiobiotin] eluiert. Die
Regeneration der Saule wurde mit Puffer R [0.1 M Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA; 1 mM
HABA] durchgefihrt.
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6.6. Proteinbestimmung von M embranproteinen (verandert nach Lowry et al., 1951)
Um die Konzentration membranassoziierter Proteine in Lésungen zu bestimmen, wurde eine
modifizierte Lowry-Methode angewandt (Lowry et al., 1951; Bensadown & Weinstein, 1976;
Hess & Lees, 1978). Dazu wurden folgende L 6sungen verwendet:
1. 1 % (w/v) Natriumdesoxycholat (frisch hergestellt)
2. 24 % (w/v) Trichloressigsaure (TCA)
3. 0.8 M NaOH
4. Reagenz A: 0.2 g Dinatrium-Tartrat

10 g N&xCO3

68 ml 0.8 M NaOH

ad 100 ml H,O bidest.
5. Reagenz B: 2 g Dinatrium-Tartrat
1 g CuSOq,
12.5ml 0.8 M NaOH
ad 100 ml H,O bidest. (lichtgeschiitzt aufbewahrt)

6. Mix: 25Vol. Reagenz A und 2 Vol. Reagenz B
7. Reagenz C:1 Vol. Folin Ciocateu Reagenz mit 2 Vol. H,O bidest.
Der Reagenzmix und Reagenz C wurden jeweils vor Versuchsbeginn frisch angesetzt.
Die Proben wurden mit Puffer auf 600 ul verdinnt, mit 10 pl 1% (w/v) Natriumdesoxychol at-
Ldsung versetzt und nach Durchmischung 15 min bel RT inkubiert. Zur Féllung der Proteine
wurden anschlief3end 200 ul 24% (w/v) TCA-L6sung zugegeben. Nach einer Zentrifugation
7 min bei 4°C und 12000 rpm in einer Tischzentrifuge wurden die Uberstande sorgfaltig
entfernt und die Sedimente mit 450 pl Reagenzmix versetzt. Nachdem alle Sedimente
suspendiert waren, wurde den Proben 2x 300 pl Reagenz C zugesetzt, wobel jeweils sofort
gemischt wurde. Die Proben wurden 30-60 min lichtgeschitzt inkubiert, bevor die Extinktion
bei 750 nm gegen einen Nullwert gemessen wurde. Zu jeder Mef3reihe wurde eine Eichkurve
im Bereich von 5-60 pg Protein pro Ansatz mit BSA aufgenommen.

6.7. Chloroform-Methanol-Fallung (Wessdl & Flugge, 1984)

Die Chloroform-Methanol-Fallung wurde angewandt, um Proteine aus verdinnten Lésungen
fur die Auftragung auf die SDS-PAGE aufzukonzentrieren.

Dazu wurden bis zu 400 pl Proteinprobe mit 400 pl Methanol und 100 pl Chloroform
gemischt, mit H,O bidest. auf 900 ul aufgeflllt, erneut gemischt und 2 min in einer
Tischzentrifuge bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde ohne Interphase
abgenommen und verworfen. Nach erneuter Zugabe von 300 pl Methanol wurde wieder
kréftig geschiittelt und erneut fur 2 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen, das Pellet bei RT getrocknet und im entsprechenden Volumen H,O bidest. und
Probenpuffer aufgenommen.

6.8. TCA-Fallung von Proteinen

Die TCA-Féalung wurde angewandt, um Proteine in Losungen aufzukonzentrieren.

Es wurden ca. 600 upl Proteinprobe mit 200 pl 24% (w/v) TCA-LOsung versetzt
[Endkonzentration ca. 3-6% (w/v) TCA], gemischt und 7 min bel 4°C und 12000 rpm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden sorgfaltig entfernt und das Proteinpellet
zur Besaitigung von TCA-Resten 2-3x mit absolutem Ethanol gewaschen und abschlief3end
im Vakuum (SpeedVac” SVC 100, Savant) getrocknet.

6.9. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die PAGE wurden mit dem Minigel-System (Biometra GmbH, Géttingen) durchgefihrt.
Dabel wurden Glasplatten der Abmessung 10 x 10 x 0.1 cm verwendet. Die Grof3e der Gele
betrug 8.5 x 7.5 x 0.1 cm. Sowohl die Twin- als auch die Sngle-Kammer kamen zum Einsatz.

6.9.1. Denaturierende PAGE

6.9.1.1. Probenvorbereitung

Die Proben wurden vor der Auftragung auf ein SDS-PAA-Gel mit 0.5 Vol. 3x Cracking-
Puffer [180 mM Tris-HCI, pH 6.8; 3 % (w/v) SDS; 30 % (v/v) Glycerin; 0.03 % (w/v) BPB;
3% (viv) B-Mercaptoethanol] gemischt und optional 3-5 min bei 96 °C denaturiert. Da
Membranproteine bel Temperaturen Uber 50 °C zur Aggregation neigen, wurden
entsprechende Proben mit 3x Cracking-Puffer versetzt und for 20 min bei 40-45 °C
denaturiert. Danach erfolgte die Auftragung der Proben auf das Gel mit Hilfe einer
Mikroliterspritze (Hamilton).

6.9.1.2. Molekulargewichtsmarker fir SDS-PAGE

Zur Bestimmung der Grof3e der aufgetrennten Proteine wurden Grol3enstandards eingesetzt.
Der Prestained Protein Marker, Broad Range (#7708S) mit 8 Proteinen der Grélden 175, 83,
62, 47.5, 32.5, 25, 16.5 und 6.5 kDa und der Protein Marker, Broad Range (#7702) mit 13
Proteinen von 212, 158, 116, 97.2, 66.4, 55.6, 42.7, 36.5, 26.6, 20, 14.3, 6.5, 3.4 und 2.3 kDa
wurden verwendet (New England Biolabs GmbH, Schwalbach).

Des weiteren wurden die Marker MW-SDS-200 mit 6 Proteinen der Gréfeen 205, 116, 97.4,
66, 45 und 29 kDa und MW-SDS-70 mit 6 Proteinen der Grof3en 66, 45, 34.7, 24, 18.4 und
14.3 kDa eingesetzt (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen).




1. MATERIAL UND METHODEN

Als weiterer GroRenstandard wurde der Prestained Protein Marker mit 6 Proteinen der
Grolen 122, 86, 49.5, 35.2, 25.8 und 22 kDa genutzt (MBI Fermentas, St. Leon Rot).

6.9.1.3. Lineare SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Fur die Auftrennung von Proteinen wurden lineare SDS-PAA-Gele (Laemmli, 1970)
verwendet. Je nach Grof3e der aufzutrennenden Proteine kamen 7.5, 10 oder 12.5 %ige Gele
zum Einsatz.

Trenngele: 75% 10% 125%
30 % (w/v) Acrylamid, 0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Stammldsung (in ml) 15 2.0 25
1.88 M Tris-HCI, pH 8.8 (in ml) 12 12 12
H,0 bidest. (in ml) 2.1 1.6 11

0.5 % (w/v) SDS (in ml) 12 12 12
TEMED (in ul) 5 5 5

10 % (w/v) APS (in ul) 30 30 30

Nach Mischung wurden 6 ml Trenngel zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen. Um
eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten, wurde das Trenngel mit
1 ml H,O bidest. Uberschichtet. Nach Polymerisierung des Trenngels wurde das Wasser
wieder entfernt und 1.5 ml Sammelgel zur Aufnahme und Konzentrierung der Proben auf das
Trenngel gegeben, in das ein Kamm zur Formung der Geltaschen eingesetzt wurde.

Sammelgel: 5%
30 % (w/v) Acrylamid, 0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Stammldsung (in ml) 0.248
0.625 M Tris-HCI, pH 8.8 (in ml) 0.3
H,O bidest. (in ml) 0.65
0.5 % (w/v) SDS (in ml) 0.3
TEMED (in pl) 15
10 % (w/v) APS (in pl) 7.5

Der Elektrodenpuffer [2.5 mM Tris-HCI, pH 8.3; 0.2 M Glycin; 0.1 % (w/v) SDS] wurde in
Anoden- und Kathodenraum der Elektrophoresekammer gegeben. Das Gel wurde (ohne
Soacer) mittels Klemmen in der Kammer befestigt und der Kamm unter Puffer entnommen.
Die Elektrophorese wurde bei U und zundchst 10 mA pro Gel durchgefiihrt. Nach 15 min
wurde die Stromstérke auf ca. 25 mA pro Gel erhoht.

6.9.1.4. Gradienten-SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Gradienten-Gele zeichneten sich durch eine kontinuierliche Zunahme der PAA-Konzentration
vom Sammelgel bis zum Ende des Trenngels aus. So wurde sichergestellt, dal3 kleinere
Proteine nicht aus dem Gel liefen und sehr grof3e Proteine zumindest ins Trenngdl liefen. Mit
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Gradienten-Gelen konnte die gesamte Bandbreite eines Proteinspektrums aufgetrennt und
dargestellt werden.

Trenngele (leichte und schwere LAsung): leicht schwer
75% 20 %

30 % (w/v) Acrylamid, 0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Stammldsung (in ml) 0.75 20

1.88 M Tris-HCI, pH 8.8 (in ml) 0.6 0.6

H,0 bidest. (in ml) 1.05 0.145

Glyzerin (in ml) 0.24

20 % (w/v) SDS (in pl) 15 15

TEMED (in pl) 2 2

10 % (w/v) APS (in pl) 10 10

Die beiden Gellosungen (je 3 ml, ohne APS und TEMED) wurden in die Kammern eines
Gradientenmischers gegeben, wobel die vordere Kammer mit 20 %iger Gellosung beflillt
wurde. Vorher war der Verbindungskanal mit der 7.5 %igen Gellsung geflutet worden. Nach
Zugabe von je 2 pl TEMED und 10 pl 10 % (w/v) APS wurde der Kanal getffnet und das
Gelmaterial unter Ruhren mittels einer Miniperistaltikpumpe [2232 Microperpex S, LKB
Bromma (Pharmacia, Freiburg)] mit Stufe 21 zwischen die praparierten Glasplatten gepumpt.
Das Trenngel wurde abschliefend mit 1ml H,O bidest. Uberschichtet, das nach
Polymerisation des Acrylamids wieder entfernt wurde. Das weitere Vorgehen entsprach dem
unter 6.9.1.3.

6.9.2. Native PAGE

6.9.2.1. Probenvorbereitung

Die Proben wurden vor der Auftragung auf ein Gel mit 0.1 Vol. 10x Beschwerungsl ésung
[40 % (w/v) Saccharose; 0.05 % (w/v) BPB] versetzt und mit Hilfe einer Mikroliterspritze
(Hamilton) aufgetragen.

Fur die Blue Native PAGE wurden die Proben zusétzlich mit 0.05 Vol. Probenpuffer (50 mM
BisTris-HCI, pH 7.0; 0.5 M 6-Aminocapronsaure; 5 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250)
gemischt.

6.9.2.2. Molekulargewichtsmarker fur Native PAGE

Bel der Nativen PAGE kam der HMW Native (66-669 kDa) mit 5 Proteinen der Grofen 669,
440, 232, 140 und 66 kDa zum Einsatz (Pharmacia & Upjohn Diagnostica GmbH & Co. KG,
Freiburg).
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6.9.2.3. Native Gradienten-PAGE
Die native Auftrennung von Proteinen, z. B. fir eine anschlief}ende Aktivitéts-Farbung,
konnte mit dieser PAGE bewerkstelligt werden.

Gelzusammensetzung: Sammel gel Trenngele

40 % (w/v) Acrylamid/ 4% 4% 20%
Bisacrylamid 29:1 (in ml) 0.15 0.3 15
2.5M Tris-HCI, pH 8.5 (in ml) 0.15 0.3 0.3
Glyzerin (in ml) 0.24
H,O bidest. (in ml) 12 24 0.46
TEMED (in ul) 2 2 2
10 % (w/v) APS (in ul) 10 10 10

Mit dem Trenngel wurde wie unter 6.9.1.4. und dem Sammelgel wie unter 6.9.1.3. verfahren.
Als Elektrodenpuffer diente 0.1 M Tris-HCI (pH 8.5) mit 0.1 M Glycin. Die Elektrophorese
wurde bei 100 V und I g im Kuhlraum tber Nacht durchgeftihrt.

6.9.2.4. Blue Native Gradienten-PAGE (veréndert nach Schagger & von Jagow, 1991)

Zur nativen Auftrennung solubilisierter Membranproteine und ganzer Proteinkomplexe von
ca 100-1000 kDa Grof3e fand diese Methode Anwendung. Sowohl bei der Préparation der
Proteinkomplexe als auch bei der PAGE selbst wurde BisTris-Puffer verwendet. Zur besseren
Solubilisierung der Membranproteine wurde 6-Aminocapronsdure zugesetzt. Coomassie
BlueG fiuhrte zur Erhohung der elektrischen Mobilitét der Komplexe und damit zur
Verbesserung der Auftrennung im Gel.

Gelzusammensetzung: Sammel gel Trenngele

40 % (w/v) Acrylamid/ 4% 5% 13%
Bisacrylamid 29:1 (in ml) 0.15 0.375 0.974
150 mM BisTris-HCI, pH 7.0;

1.5 M 6-Aminocapronsaure (in ml) 0.5 1.0 1.0
Glyzerin (in ml) 0.24
H,O bidest. (in ml) 0.84 1.62 0.77
TEMED (in pl) 2 2 2

10 % (w/v) APS (in ul) 10 10 10

Das Trenngel wurde wie unter 6.9.1.4. mit Gradientenmischer und Pumpe zwischen die
vorbereiteten Glasplatten gegossen. Mit dem Sammelgel wurde wie unter 6.9.1.3. verfahren.

Nach vollsténdiger Polymerisation wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt.
Kathodenpuffer [15 mM BisTris-HCI, pH 7.0; 50 mM Tricin; 0.02 % (w/v) Coomassie
Brillant Blue G-250], der spéter mit farblosen Kathodenpuffer auf 0.002 % (w/v) Coomassie
Brillant Blue G-250 verdinnt wurde, und Anodenpuffer [50 mM BisTris-HCI, pH 7.0]
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wurden in die entsprechenden Kammern gegeben. Die Elektrophorese wurde bei 100 V und
Imax 1M KUhlraum durchgefihrt und dauerte ca. 3-4 h.

6.10. Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Westernblot)
Der Transfer der Proteine aus PAA-Gelen erfolgte auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran
(PVDF-Membran, Millipore, Eschwege).

6.10.1. Proteintransfer mit dem Semi-dry-Blot (verandert nach Kyhse-Andersen, 1984)

Die Membran wurde auf Gelgréf3e zugeschnitten und fur jeweils 1 min in Methanol, H,O
bidest. und 10 min in Anodenpuffer 1l [25 mM Tris-HCI, pH 10.4; 10 % (v/v) Methanol]
geschwenkt. Es wurden 6 Lagen Whatman-3MM-Chromatographie-Papier [Whatman Ltd.,
Maidstone (England)] auf GelgréiRe zugeschnitten und drei mit Kathodenpuffer [25 mM Tris-
HCl, pH 9.4; 40 mM Glycin; 10 % (v/v) Methanol], zwei mit Anodenpuffer | [0.3 mM Tris-
HCI, pH 10.4; 10% (v/v) Methanol] und eine Lage mit Anodenpuffer Il getrénkt. Das Gel
wurde nach Entnahme aus der Elektrophoresekammer zur Entfernung beim Transfer storender
Salze in Kathodenpuffer geschwenkt. In der Blotapparatur (Biometra GmbH, Gottingen)
wurden zwei Lagen Whatman-Papier (in Anodenpuffer | getrénkt), eine Lage Whatman-
Papier, die Membran (beides in Anodenpuffer Il getrankt), das Gel und drei Lagen Whatman-
Papier (in Kathodenpuffer getrénkt), luftblasenfrei Ubereinandergelegt und Spannung
angelegt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte im Kihlraum bel konstanter
Stromstérke (1 mA/cm? Gelflache) fur 30 min biszu 1 h.

Nach dem Transfer wurde das Gel zur Kontrolle der Effizienz des Blots mit Coomassie
gefarbt. Die Membran wurde luftgetrocknet, die Spur mit dem Protein-Marker abgeschnitten
und einer Coomassie-Farbung mit 0.1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250 gel6st in 45 %
(v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure fur 2 min unterzogen. Anschlief3end erfolgte die
Entféarbung des Hintergrundes mit 33 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsaure.

6.10.2. Transfer von Proteinen mit dem Tank-Blot

Native PAA-Gele wurden nach der Elektrophorese zunéchst zur Denaturierung der Proteine in
SDS-PAGE-Elektrodenpuffer [2.5 mM Tris-HCI, pH 8.3; 0.2 M Glycin; 0.1 % (w/v) SDS]
geschwenkt. Anschlief3end wurden sie genau wie SDS-PAA-Gele behandelt.

Das PAA-Gel wurde nach dem Lauf in vorgekihltem Transferpuffer [0.01 M CAPS, pH 11.0;
10 % (v/v) Methanol in H,O bidest.] geschwenkt, um die beim Transfer auf die Membran
stérenden Salze zu entfernen. Es wurden 16 Lagen Whatman-3MM-Papier auf Gelgroie
zugeschnitten und mit gekdhltem Transferpuffer getrankt. Eine PVDF-Membran (in
Gelgrofe) wurde nacheinander fur jewells 1 min in Methanol, H,O bidest. und Transferpuffer
aquilibriert. Nach Aufbau des Blots, bei dem das Gel und die Membran zwischen je 8 Lagen
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Whatman-3MM-Papier und je einem Fiberkissen gelagert wurden, erfolgte der Transfer der
Proteine auf die PVDF-Membran bei 100 V und 250-350 mA ca. 90 min im Kuhlraum. Zur
besseren Ableitung der entstehenden Wéarme wurde mit einem Magnetrihrer eine permanente
Durchmischung des Puffers sichergestellt. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran
luftgetrocknet, die Spur mit dem Protein-Marker abgeschnitten und einer Coomassie-Farbung
mit 0.1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250 in 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v)
Essigsaure fur 2 min unterzogen. Das Gel wurde zur Uberprifung der Blot-Effizienz
Coomassie geférbt.

6.10.3. Strep-tag | 1® Detektionssystem (Institut fiir Bioanalytik GmbH, Gottingen)

Der spezifische Nachweis Srep-tag 11®-haltiger Proteine auf PVDF-Membranen erfolgte mit
einem StrepTactin®-Peroxidase-K onjugat.

Die Blot-Membran wurde in 15 ml Inkubationspuffer SI 30 min bei RT schittelnd inkubiert.
Es wurden 3.7 pl StrepTactin®-Peroxidase-Konjugat zum Ansatz pipettiert und weitere
30 min bei RT geschiittelt. Die Membran wurde mit H,O bidest. abgespiilt und nach 2x 2 min
Waschen mit Puffer W [0.1 M Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA] wieder mit H,O bidest. 2min
gespult. Es wurden 15 ml Peroxidase-Reaktionspuffer ER auf die Membran gegeben und
0.1ml 3 % (w/v) 4-Chlornaphtol (Chromogen-Stammlésung in Methanol) sowie 15 pl
Peroxidase-Substrat [30 % (v/v) H,O,] hinzupipettiert und bis zu 30 min zur Farbung
inkubiert. Die Reaktion wurde durch kurzes Waschen mit H,O bidest. gestoppt und die
Membran |uftgetrocknet.

6.10.4. Proteinnachweis durch Immunopréazipitation auf PVDF-Membranen (Blake
et al., 1984)

Der spezifische Nachwels beruht auf der Reaktion eines primaren Antikorpers (AK) mit
seinem Antigen und der Bindung eines sekundaren Antikorpers an diesen Komplex. Die an
den sekunddren Antikorper gekoppelte Enzymaktivitét (Alkalische Phosphatase bzw.
Peroxidase) ermoglichte den Nachweis der gebildeten Antigen/IgG-AK/Anti-IgG-AK-
Komplexe durch eine Farb- oder Lichtreaktion (Lichtemission mit Rontgenfilm detektiert).
Alle Schritte wurden bei RT unter Schitteln durchgefiihrt, wenn nicht anders angegeben. Die
PVDF-Membran mit transferierten Proteinen wurde zur Absdttigung unspezifischer
Bindestellen fir 1 h bei RT oder bel 4 °C Uber Nacht in Blockierungspuffer [PBS (4 mM
KH2PO4; 16 MM NaHPO,; 115 mM NaCl) und 5 % (w/v) Glicksklee-Magermilchpulver]
inkubiert. Nach dem Waschen der Membran 3x 5 min in PBS-Tween [0.1 % (v/v) Tween 20
in PBS] folgte eine Inkubation der Membran in PBS-Tween mit dem gegen das
nachzuweisende Antigen-Protein gerichteten primaren Antikorper fur 1 h, wobel sich die
Konzentration des Antikdrpers nach seiner Spezifitét richtete. Es wurden je nach Antikorper
Verdunnungen zwischen 1:1000 und 1:50000 eingesetzt (Tab. 4).
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Nach der Inkubation mit dem priméren Antikérper wurde die Membran 3x 10 min in PBS-
Tween und 5 min in PBS-Puffer gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Dann
wurde die Membran mit einem Anti-IgG-AK (Tab. 4) fur 1 h inkubiert, der in PBS-Tween
verdunnt zum Einsatz kam. Den folgenden Waschschritten (3x 10 min in PBS-Tween und
5 min in PBS-Puffer) schlof? sich der Nachweis der gebildeten Immunokomplexe an.

Tab. 4: Ubersicht tiber die verwendeten polyklonalen Antikorper mit Verdiinnungen

Bezeichnung Antikorper-Typ Antigen Verdinnung

primére Antikorper

Anti-CzcA-AK Kaninchen-IgG CzcA 1:2500
Anti-CzcB-AK Kaninchen-lgG CzcB 1:50000
Anti-CzcC-AK Kaninchen-IgG CzcC 1:1000
Anti-LacZ-AK Maus-1gG -Galaktosidase 1:2000
Anti-PhoA-AK Maus-1gG Alkalische Phosphatase 1:5000

sekundare Antikorper

Anti-Kaninchen-1gG-AK Maus-1gG Kaninchen-1gG 1:50000
(Alkalische Phosphatase-K onjugat)
Anti-Maus-1gG-AK Schaf-1gG Maus-1gG 1:1000

(Peroxidase-Konjugat)

a) Farbreaktion fir Alkalische Phosphatase-K onjugate

Bel der Nachweisreaktion wurde die PV DF-Membran bis zu 30 min in 20 ml Reaktionspuffer
(0.1 M Tris-HCI, pH 8.8; 5 mM MgCl,; 100 mM NaCl) mit 60 pl 5 % (w/v) X-Pin DMF und
10l 7.5 % (w/v) Nitrotetrazoliumblau in 70 % (v/v) DMF bis zur Violettfarbung der
Immunokomplexe inkubiert. Die Reaktion wurde durch kurzes Waschen mit H,O bidest.
gestoppt und die Membran |uftgetrocknet.

b) Lichtreaktion fur Peroxidase-Konjugate

Zum Nachweis wurden auf die PVDF-Membran gleichzeitig je 10 ml frische
Detektionslosung | [0.1 M Tris-HCI, pH 8.5; 5.5 mM H,05] und frische Detektionsldsung 11
[0.1 M Tris-HCl, pH 8.5, 2.5 mM Luminol (Stammldsung in DM SO), 0.4 mM p-Cumarsaure
(Stammlésung in DMSO)] gegeben, durch Schwenken gemischt und ca. 5 min inkubiert.
Anschlieffend wurde die Detektionddsung abgegossen, die feuchte Membran in ene
aufgeschnittene Plastetiite gepackt und ein Réntgenfilm [Hyperfilm™ ECL™ von Amersham
Life Science, Little Chalfont (England)] 30 s bis 2 min exponiert.
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Nach der Exposition wurde der Réntgenfilm ca. 30-90 s entwickelt, kurz in einem Wasserbad
abgespilt, fur 3-6 min fixiert und abschliefRend 10 min in Wasser gespuilt.

c) Farbreaktion fir Peroxidase-Konjugate

Diese Detektionsmethode wurde in Anlehnung an den Nachweis Strep-tag 11®-haltiger
Proteine (6.10.3.) durchgefihrt.

Die Blot-Membran wurde in 20 ml frisch hergestellter Reaktionslésung [0.1 M Tris-HCI,
pH85; 88 mM HyO, 0.02 % (w/v) 4-Chlornaphtol (Chromogen-StammlGsung in
Methanol)] bis zu 30 min zur Farbung der Immunokomplexe inkubiert. Die Reaktion wurde
durch kurzes Waschen mit H,O bidest. gestoppt und die Membran luftgetrocknet.

6.11. Farbung und Trocknung von PAA-Gelen

6.11.1. Coomassie-Farbung von Proteinen (verandert nach Weber & Osborn, 1969)
PAA-Gele mit aufgetrennten Proteine wurden mindestens 30 min oder Uber Nacht in
Coomassie-Farbelosung [0.06 % (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250, 0.06 % (w/v)
Coomassie Brilliantblau G-250, 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure] geschwenkt.
Anschlief?end erfolgte die Entfarbung des Hintergrundes innerhalb von 1-2 h durch
Entfarbelosung [33 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure]. Die Gele wurden bis zur
Trocknung in H,O bidest. aufbewahrt.

Zur Farbung von Protein-Markern auf PV DF-Membranen wurden die entsprechenden Spuren
1 min in Farbeldsung inkubiert, anschlief3end ebenfals unter mehrmaligem Wechsel der
Entfarbel 6sung entfarbt und luftgetrocknet.

6.11.2. Silberfarbung (Rabilloud et al., 1988; Nesterenko et al., 1994)

Nach der Elektrophorese wurde das PAA-Gel in 50 ml Fixierldsung [50 % (v/v) Methanal,
12 % (v/v) Ethanol in H,O bidest.] fir mindestens 1 h inkubiert. Anschlief3end wurde das Gel
1 minin 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und 2 min in 50 ml Vorbehandlungslésung [1.6 mM
NaS,03 in H,O bidest.] inkubiert. Vor der Impragnierung des Gels fur 20 min (100 mg
AgNQO;3, 250 ul 37 % (v/v) HCHO in 50 ml H,O bidest.) wurde es 3x 20 s in H,O bidest..
gewaschen. An einen erneuten kurzen Waschschritt mit H,O bidest. schlol3 sich die
Entwicklung (3 g N&xCOg3, 0.5 mg NaS,03 und 35 pul HCHO in 50 ml H,O bidest.) an. Die
Féarbereaktion wurde durch 2x 2 min Behandlung mit H,O bidest. und 10 min in 50 % (v/v)
Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure bel gewiinschter Intensitét der Proteinbanden gestoppt. Das
Gel wurde abschlieffend 20 min in H,O bidest. gewaschen und konnte dann aufbewahrt oder
getrocknet werden.
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6.11.3. Spezifischer Nachweis von Proteinen mittels Aktivitats-Farbung in Nativen PAA-
Gelen

Da enzymatische Aktivitét die native Konformation eines Proteins zur Voraussetzung hat,
wurde eine Native PAGE wie unter 6.9.2.3. durchgefuhrt.

Die Gele wurden Uber Nacht bei RT in 50 ml B-Galaktos dase-Reaktionspuffer [50 mM
KH,PO,, pH 7.0] oder 50 ml Alkalische Phosphatase-Reaktionspuffer [10 mM Tris-HCI,
pH 8.0; 0.1 mM ZnCl,] inkubiert. Als Substrate wurden X-Gal bzw. X-P [je 50 pg/ml im
Reaktionspuffer] eingesetzt. Bel Umsetzung der Substrate durch aktive Proteine kam es in
deren Umgebung zu einer Blauférbung durch Bildung eines Indigo-Farbstoffes.

6.11.4. Trocknung von PAA-Gelen

Zur Aufbewahrung wurden die PAA-Gele mittels Vakuumvorrichtung getrocknet. Die Gele
wurden 15 min in Geltrocknungslésung [3 % (v/v) Glycerin, 10 % (v/v) Methanol] inkubiert.
Fur die Trocknung wurden die Gele luftblasenfrei zwischen zwel mit Geltrocknungsl Gsung
benetzte Folien gelegt. Nach Anlegen des Vakuum wurde der Geltrockner (Gel Sab Drier
GD-4, Pharmacia, Freiburg) 75 min auf 60 °C erhitzt. Die Gele verblieben bis zur
vollstandigen Abkuhlung (ca. 20 min) unter Vakuum.

6.12. Autoradiographie mit PAA-Gelen

Die Autoradiographie diente der Detektion radioaktiv markierter Proteine nach Auftrennung
im SDS-PAA-Gel. Es kamen zwei verschiedene Methoden zum Einsatz, die direkte
Autoradiographie und die Fluorographie (indirekte Autoradiographie).

Nach der Exposition wurde der Rontgenfilm ca. 30-90 s entwickelt, kurz in einem Wasserbad
abgesplt, fur 3-6 min fixiert und abschlieffend 10 min in Wasser gespllt.

6.12.1. Direkte Autoradiographie

Zur Detektion der mit [**S]-Met markierten Proteine wurden die getrockneten Gele bei —80 °C
bis zu 72 h auf einem direct type-Rontgenfilm exponiert. Dieser Rontgenfilmtyp zeichnete
sich durch hohe Sensitivitét gegentber radioaktiver Strahlung aus. Aul3erdem wurde die zur
Geltrocknung verwendete Saran®-Folie (Dow Chemical, USA) entfernt. Dies fiihrte bel
schwachen B-Strahlern (wie z. B. [*S]) zu einer signifikanten Verbesserung der Ausbeute an
Radioaktivitét.

6.12.2. Fluorographie (Szintillationsautographie) mit PPO (Bonner & Laskey, 1974)

Diese Methode beruhte auf der Umwandlung der radioaktiven Strahlung schwacher -Strahler
(wie [**S)]) in blaues Licht, das besser mit einem Rontgenfilm detektiert werden konnte. Dabei
wurde der Szintillator PPO [in DM SO; Rotifluoroszint®D (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)
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in unmittelbare Nahe der Strahlenquelle ins Gel gebracht und dort zur Emission von Licht
angeregt.

Das Gel wurde direkt nach der Elektrophorese oder nach der Farbung 2x 30 min in je 50 ml
DMSO inkubiert. Dies diente dem Austausch des Wassers im Gel gegen DMSO, da PPO
nicht in Wasser |6dlich war. Es folgte eine Inkubation des Geles von ca. 3 h in 20-30 ml
Rotifluoroszint®D, an die sich eine Inkubation von ca. 1hin 50 ml H,O bidest. anschloR. Das
Gel wurde getrocknet (6.11.4.), die zur Geltrocknung verwendete Saran®-Folie (Dow
Chemical, USA) entfernt und bis zu 72 h bei —80 °C auf einem screen type-Rontgenfilm
[Hyperfilm™ ECL™ von Amersham Life Science, Little Chalfont (England)] exponiert.

7. Das Sos Recruitment-System, ein alternatives Yeast Two-Hybrid-System

(CytoTrap™: Stratagene GmbH, Heidelberg)

Das Sos Recruitment-System (SRS) diente zur Untersuchung der in vivo Interaktion von zwei
Proteinen in der Hefe S cerevisiae cdc25H. Es handelte sich hierbei um ein alternatives
Yeast Two-Hybrid-System, mit dem auch Membranproteine charakterisiert werden konnten.
Ein zu untersuchendes Protein wurde hierbei mit dem Protein hSos, einem Protein der RAS-
Hitzestrel3-Antwort, fusioniert und diente als Bait (Beute). Das andere Protein wurde mit
einem Myristylierungssignal, das zur Membranverankerung fuhrte, fusioniert und diente als
Target (Zid).

Interagierten die Fusionen miteinander, kam es zur Membranassoziation von hSos. Dieses
aktivierte den GDP/GTP-Austausch am Protein RAS und |6ste eine Signalkaskade aus, die es
der Hefemutante cdc25H ermdglichte, bei 37 °C zu wachsen.

7.1. Herstellung kompetenter S. cerevisiae cdc25H-Zellen

Es wurden mehrere 100 ml-Kulturen von S cerevisiae cdc25H in YPAD-Medium in
seperaten 250 ml Erlenmeyer-Kolben inokuliert und fir etwa 48 Stunden bei 25 °C bis zu
einer ODgy vVon ca. 0.7 geschiittelt.

Zur Kontrolle wurden jeweils 75 pl Kultur auf eine YPAD-Agarplatte ausplattiert und bel
37 °C fir ca. 4 Tage inkubiert. Maximal 30 Kolonien sollten gewachsen sein, da sonst die
Anzahl von Revertanten bzw. anderer Hefe-Stdmme in der Kultur zu hoch war.

Die Kulturen wurden bel 4000 rpm und 4°C 10 min in der Universal RF zentrifugiert
(Hettich GmbH, Tuttlingen) und in 100 ml H,O bidest. resuspendiert. Die Zellen wurden
erneut zentrifugiert, in 50 ml sterilem LiISORB [100 mM LiOAc; 10 mM Tris-HCI, pH 8.0;
1 mM EDTA; 1 M Sorbitol] resuspendiert und bei RT fur 30 min inkubiert. Anschlief3end
wurden die Zellen bei 2600 rpm und 4 °C fur 10 min zentrifugiert und in 0.5 ml LiSORB
aufgenommen. Es wurden 1 ml Heringsspermien-DNA-L6sung [400 pl Heringsspermien-
DNA (20 mg/ml) und 600 pl LiSORB], 9 ml PEG/LiOAc-Lésung [10 mM Tris-HCI, pH 8.0;
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1 mM EDTA, pH8.0; 100 mM LiOAc, pH 7.5; 400 ¢/l PEG 3350] und 880 pl DMSO
zugegeben und jeweils gemischt. Die kompetenten Zellen wurden zu Aliquoten von je 1 ml
bei -80 °C eingefroren.

7.2. Transformation von S. cerevisiae cdc25H und Testung der Protein-Interaktion

Zu 100 pl kompetenten Hefe-Zellen wurden je 0.3 pg der Plasmide pSos und pMyr (bzw.
deren Derivate) pipettiert. Nach Zugabe von 2 pl B-Mercaptoethanol wurde der Ansatz
gemischt und 30 min bei RT unter gelegentlichem Durchmischen inkubiert. Anschlief3end
wurden die Zellen 20 min einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt und 5 min auf Eis gestellt.
Der gesamte Ansatz wurde auf SD/Glucose (-UL) Agarplatten ausplattiert und bei RT
(ca. 25 °C) 4-6 Tageinkubiert.

Von jeder Transformation wurden mindestens drei Kolonien gepickt und in H,O bidest.
resuspendiert. Es wurden jewells 10 pl Zelsuspension auf zwel SD/Glucose (-UL)
Agarplatten und zwel SD/Galaktose (-UL) Agarplatten aufgetropft und je eine Platte pro Sorte
bei 37 °C und bei RT (ca. 25 °C) 5 Tage inkubiert. Galaktose induzierte das auf pMyr unter
Kontrolle eines GAL1-Promotor kodierte, myristylierte Fusionsprotein. Nur bei Interaktion
mit dem hSos-Fusionsprotein kam es zur Koloniebildung auf SD/Galaktose (-UL) Agarplatten
bei 37 °C.
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1. Untersuchungen zu Membran-Topologie und subzellularer L okalisation
der Komponenten des Czc-Efflux-K omplexes mittels Tranglationsfusionen
mit Reporterproteinen

1.1. Entwicklung verschiedener Reporterplasmid-Sets fur den Einsatz in Topologie-
Untersuchungen

Zur Untersuchung von Topologie bzw. Lokalisation der einzelnen Komponenten des Czc-
Efflux-Systems war es notwendig, Reporterplasmide fur gezielte Trandationsfusionen zu
entwickeln, da erste Reportergen-Fusionen der czc-Gene, die nach dem Zufalsprinzip Uber
Transposons und Exonuklease-Behandlung generiert wurden, zu widerspriichlichen
Ergebnissen fuhrten (Rensing et al., 1997a). Durch eine Amplifizierung der Genabschnitte
Uber PCR konnten Fusionen auch abseits von hot spots an gewinschter Stelle im Gen
hergestellt werden.

Ausgangspunkt fur die Konstruktion der Vektoren war pBR322 (Bolivar et al., 1977), das
Ergebnis war das Reporterplasmid-Set 1 (1.1.1.). Die Weiterentwicklung und Verbesserung
der Plasmide durch Veranderungen in der Promotorregion, Einbau einer Kan'—Kassette zur
einfacheren Selektion von Genfusionen und die Einfuhrung einer Multi Cloning Site (MCS),
die den Einsatzbereich der Vektoren auf ein breiteres Spektrum von Genen erweiterte, fuhrte
zum Set 2 (1.1.2.). Die Umstellung des Systems auf pGEM®-T Easy [Promega, Madison
(USA)], einem Vektor hoherer Kopienzahl und damit Gendosis, hatte Plasmid-Set 3 zur Folge
(1.1.3).

Die Teile eines Sets waren zueinander kompatibel, d. h. klonierte Genabschnitte, die fur C-
terminal verkirzte Teile des zu untersuchenden Proteins kodierten, konnten zwischen den
Vektoren einfach transferiert werden. Dieser Prozeld wird as Fusion Switching bezeichnet
(Manoil, 1990; Manoil, 1991). Fur eine Fusionsposition war es Uber 'blaM-, ’'lacZ- und
'phoA-Fusionen also mdglich, drei unabhéngige Aussagen zu treffen, die eine eindeutigere
Bestimmung der Topologie erlauben sollten. Von Vorteill sollten dabel auch die
komplementéren Eigenschaften der Reporterproteine sein (Manoil, 1990). Alkalische
Phosphatase (Produkt des phoA-Gens) und -Laktamase (Produkt des blaM-Gens) erlangten
nur durch Translokation ins Periplasma enzymatische Aktivitét, 3-Galaktosidase (Produkt von
lacZ) war dagegen ein nur im Cytoplasma aktives Enzym.

Durch die Wahl von Kpnl und Xbal as Schnittstellen war die Klonierung eines
Genfragmentes in Vektoren aler drei Sets mdglich. Folglich war ein Vergleich von mit
unterschiedlichen Reporterplasmid-Sets gewonnenen Daten moglich.
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1.1.1. Das Reporterplasmid-Set 1 — korrespondierende 'blaM-, ’'lacZ- und ’phoA-
Fusionsvektoren auf Basis von pBR322

Zur Konstruktion der Fusionsvektoren des Sets 1 (Abb. 3) wurde auf dem Plasmid pBR322
(Bolivar et al., 1977) mit Hilfe der T7-Xhol-Linker 1 und 2 und des Kpnl-Linkers (Tab. 3) ein
T7-Promotor (pr7) eingefuhrt und die EcoRI-Schnittstelle von pBR322 in eine Kpnl-
Schnittstelle umgewandelt. Nach Kpnl-/Pstl-Verdau stand das resultierende Derivat von
pBR322 fir den Einbau der Reportergen-K assetten bereit.

Das lacZ-Gen von pMC1871 (Shapira et al., 1983) wurde mittels PCR (Primer ’lacZ-Kpnl-
Xbal-Start und ’lacZ-Pstl-Ende; Tab. 3) als Kpnl-Xbal-'lacZ-Pstl-Fragment amplifiziert und
in das pBR322-Derivat eingebaut. Daraus resultierte der ' lacZ-Fusionsvektor pECD499.

Fur den korrespondierenden ' phoA-Trangl ationsfusionsvektor pECD500 wurde das phoA-Gen
von pECD280 (Rensing et al., 1997a) mittels PCR (Primer 'phoA-Kpnl-Xbal-Start und
'phoA-Pstl-Ende; Tab. 3) as Kpnl-Xbal-'phoA-Pstl-Fragment amplifiziert und in das
pBR322-Derivat eingebauit.

Zur Konstruktion des ' blaM-Fusionsvektors pECD501 wurde der vordere Teil des blaM-Gens
von pBR322 mittels PCR (Primer ’blaM-Kpnl-Xbal-Start und ’blaM’-Pstl-Ende; Tab. 3) as
Kpnl-Xbal-"blaM’ -Pstl-Fragment amplifiziert und in das pBR322-Derivat kloniert.

Kpnl
Xbal\\/FJ

Abb. 3: Schematische Karte der Fusionsvektoren des Reporter plasmid-Sets 1

Die Plasmide (pECD499 mit 'lacZ, pECD500 mit 'phoA und pECD501 mit 'blaM) bestehen aus der Origin-
Region (ori) und der Tet-Resistenz (Tet) von pBR322, sowie dem eingefihrten ’'Reportergen [ohne
Ribosomenbindestelle (RBS), Startcodon und Signalsequenz], dem ein T7-Promotor (prs+) vorgeschaltet ist.
Uber die Schnittstellen Kpnl und Xbal ist die Fusionierung von Genfragmenten (mit RBS und Startcodon) mit
dem ' Reportergen maéglich. Die resultierenden Translationsfusionen werden vom T 7-Promotor aus transkribiert.

Die Funktionsfahigkeit des Plasmid-Sets sollte mit Hilfe von Kontrollplasmiden, die fir
Fusionsproteine bekannter Lokalisation kodierten, nachgewiesen werden. Dazu wurde ein
grofRer Teil des blaM-Gens von pBR322 (mit RBS und Startcodon, aber ohne Signal sequenz)
mittels PCR (Primer ’blaM’-Kpnl-Start und blaM’-Xbal-Ende; Tab. 3) as Kpnl-'blaM’-Xbal -
Fragment amplifiziet und in die Vektoren pECD499 und pECD500 kloniert. Die
resultierenden Plasmide pECD502 und pECD503 kodierten cytoplasmatisch lokalisierte
Fusionsproteine mit [-Galaktosidase- bzw. Alkalischer Phosphatase-Doméne. Bel den
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Enzymtests in E. coli CC118(pGP1-2) zeigten die Fusionen 'BlaM’-’LacZ (pECD502) bzw.
'BlaM’ -’ PhoA (pECD503) deutlich differierende spezifische Enzymaktivitéten (Tab. 5).

Tab. 5: spezifische Aktivitaten der cytoplasmatischen Kontrollfusionen

Plasmid relevanter Genotyp spez. Aktivitdt  Bemerkungen
[U/mg TG]
pECD499 "lacZ 0.75+ 0.29 keine Fusion
pECD502 "blaM’-’lacZ 31.51+ 3.25 cytoplasmatische Kontrolle
pECD500 "phoA 0.21+ 0.09 keine Fusion
pECD503 "blaM’ -’ phoA 0.24+ 0.06 cytoplasmatische Kontrolle

Die enzymatischen Aktivitdten von permeabilisierten Zellen mit Kontroll-Hybridproteinen cytoplasmatischer
Lokalisation sind in U/mg Trockengewicht (TG) angegeben (1 U = 1 nmol/min) und mit den Aktivitdten von
permeabilisierten Zellen mit den Vektoren verglichen. Dargestellt sind die Mittelwerte mehrerer Messungen
( Standardabweichungen).

Wahrend die Aktivitdt der [B-Galaktosidase bel Fusion mit der [B-Laktamase ohne
Signalsequenz ca. 42x Basisniveau des Reporterplasmids pECD499 betrug, blieb die
Alkalische Phosphatase-Aktivitat ungefahr auf Basisniveau von pECD500, da aufgrund der
fehlenden Signalsequenz keine Trandlokation der PhoA-Reporterdoméne in das Periplasma
erfolgte und eine enzymatisch inaktive Fusion vorlag.

kDa 1 2 kDa
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ADbb. 4: Westernblot der Kontrollfusionen mit polyklonalen Anti-PhoA-AK bzw. Anti-

LacZ-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den Kontrollplasmiden wurden prapariert, in einer SDS-PAGE
(7.5 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit polyklonalen Antikorpern (A. Anti-
PhoA-AK; B. Anti-LacZ-AK) inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1 und 2 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 - 'phoA-Vektor pECD500 (A.) und 'lacZ-Vektor pECD499 (B.); Spur 2 - 'BlaM’-'PhoA (ca. 68 kDg;
pPECD503; cytoplasmatische Kontrolle; A.) -'LacZ (ca. 137 kDa; pECD502; cytoplasmatische Kontrolle; B.)
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Im Westernblot wurde gezeigt, dald die Expression der beiden Kontrollfusionen erfolgte,
wobei jeweils auch abgespaltene Reporterprotein-Domane erkennbar war (Abb. 4). Die mit
Anti-LacZ-AK feststellbare Bande (ca. 85 kDa) war fir abgespaltene B-Galaktosidase-
Doméne zu klein und war auch im Rohextrakt von E. coli CC118(pGP1-2, pECD499)
nachweisbar. Um die mogliche Expression einer verkirzten [3-Galaktosidase von pECD499
aus zu untersuchen, wurden die Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2, pECD499) und
CC118(pGP1-2, pECD500) im SDS-PAA-Ge aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit Anti-LacZ-AK inkubiert. Auch in E. coli CC118(pGP1-2) mit dem ' phoA-
Vektor pECD500 war ein Protein gleicher GrofR3e detektierbar (Ergebnis nicht gezeigt). Es lag
also eine Kreuzreaktion des Antikorpers mit einem Protein von E. coli CC118 vor. Im
Rohextrakt von E. coli CC118(pGP1-2, pECD500) konnte keine Alkalische Phosphatase
detektiert werden. Die beiden Vektoren (ohne Trandationsfusion) fihrten zu keiner
nachwei sbaren Expression der Reporterproteine.

Mit den Vektoren des Sets wurden die Komponenten des Efflux-Komplexes CzcC (1.2.) und
CzcB (1.3) untersucht (Rensing et al., 1997a). Zwel (-Galaktosidase-Fusionen von CzcA
wurden ebenfalls mit dem Vektor pECD499 generiert (1.4.). Auch die Membranproteine
CzcD (Anton, 1997; Anton et al., 1999) und ChrA (Koch, 1997; Nies et al., 1998) wurden mit
dem Set 1 topologisch charakterisiert.

Innerhalb des verwendeten T7-Promotors (pr+) konnte durch Sequenzierung eine
Punktmutation festgestellt werden, die in alen drei Reporterplasmiden vorhanden war
(Abb. 5).

-17 5 +1 +6

pt7 : TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA
pr7: TAA TAC GAC TCA ATA TAG GGA GA
Abb. 5: Vergleich des Consensus-T7-Promotors (pr7) mit dem verwendeten, mutierten

Promotor (pr7*)

Dargestellt ist die komplette Promotor-Region von Position —17, Uber den Transkriptionsstartpunkt +1 bis zur
Position +6. Die Transversion der Pyrimidinbase C zur Purinbase A im verwendeten Promotor (pr/*) ist
hervorgehoben (fett).

Die Transversion (C->A) an Position -5 im T7-Promotor hatte zur Folge, dal3 der mutierte
Promotor nur noch Uber 0.5 % der Transkriptionseffizienz des Wildtyp-Promotors verfligte,
und somit zwar nicht inaktiviert aber drastisch down mutiert war (Ikeda et al., 1992). Die 2-
Aminogruppe des Guanins (G), das komplementér zum Cytosin (C) an Position -5 war, wurde
von Li et al. (1996) as eine primare Kontaktstelle der T7-RNA-Polymerase mit ihrem
Promotor ermittelt.

Da bei einer Expression des Fusionsproteins CzcD175-'LacZ mit und ohne T7-RNA-
Polymerase fast identische spezifische [3-Gal aktosidase-Aktivitéten gemessen wurden (Anton,
1997), konnte davon ausgegangen werden, dald die Expression hauptséchlich durch einen
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anderen Promotor erfolgte, der vor der Reportergen-Region der pBR322-Derivate lag. Es
handelte sich dabei wahrscheinlich um den Promotor P1 auf pBR322 (Stiiber & Bujard, 1981;
Brosius et al., 1982).

1.1.2. Korrespondierende "blaM- und ’phoA-Reporterplasmide des Sets 2 als Resultat
der Weliterentwicklung von Set 1

Die unter 1.1.1. genannten Griinde machten die Weiterentwicklung der Reporterplasmide des
Sets 1 notwendig. In die Vektoren pECD500 und pECD501 wurde Uber die T7-MCS-Linker |
und Il (Tab. 3) ein neuer T7-Promotor (pr7) eingebaut und gleichzeitig eine MCS mit
mehreren Schnittstellen geschaffen. Die Kan'-Kassette von pRMEL (Gielow et al., 1991)
wurde komplett mit RBS und Promotor mittels PCR (Primer Kan'-Kpnl-Start und Kan'-Xbal-
Ende; Tab. 3) als Kpnl-Kan'-Xbal-Fragment amplifiziert und in die beiden Vektoren kloniert.
Ergebnis waren die Fusionsvektoren pECD622 (’ blaM) und pECD623 (' phoA) (Abb. 6).

Xbal

Abb. 6: Schematische Karte der Fusionsvektoren des Reporter plasmid-Sets 2

Die Plasmide (pECD622 mit 'blaM und pECD623 mit 'phoA) sind Weiterentwicklungen von peECD501 und
pPECD500 (Abb. 3). Zusdtzlich tragen sie einen intakten T7-Promotor (pr7) mit MCS und verfiigen Uber eine
Kan'-Kassette, die der einfacheren Selektion von Trangationsfusionen dient. Uber die Schnittstellen der MCS
und Xbal ist die Fusionierung von Genfragmenten (mit RBS und Startcodon) mit dem 'Reportergen durch
Austausch gegen die Kan'-Kassette maglich. Die resultierenden Translationsfusionen werden vom T7-Promotor
aus transkribiert.

Eine Substitutionsklonierung von Fragmenten des zu untersuchenden Genes gegen die Kan'-
Kassette der Reporterplasmide ermoglichte eine einfache Identifizierung von
Trand ationsfusionen Uber ihre Kanamycin-Sensitivitét.

Mit dem ’'phoA-Vektor pECD623 wurde die topologische Charakterisierung der zentralen
Untereinheit des Czc-Efflux-Komplexes CzcA begonnen (1.4.; Goldberg et al., 1999).

1.1.3. Set 3 - korrespondierende 'lacZ- und ’'phoA-Reporterplasmide auf Basis von
PGEM®-T Easy [Promega, Madison (USA)]

Die Umstellung von pBR322 als Basis fiir die Reporterplasmide auf pGEM®-T Easy fiihrte zu
Plasmid-Set 3 (Abb. 7). Fiir Set 3 wurde pGEM®-T Easy mit seinen Vorteilen (einfache
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Handhabbarkeit und hohe Kopienzahl) und die bewahrten Reportergen-Module miteinander
kombiniert.

Bel der Konstruierung wurde zundchst eine Kpnl-Schnittstelle stromabwarts vom T7-
Promotor auf pGEM®-T Easy eingefiihrt. Dies geschah durch Verwendung eines Derivates,
das ein Fragment mit flankierender Kpnl-Schnittstelle an gewlnschter Seite trug. Nach
Doppelverdau mit Kpnl und Pstl erfolgte der Austausch des Fragmentes gegen das ebenso
geschnittene Kan'-’lacZ-Modul eines pECD499-Derivates bzw. das Kan'-’ phoA-Modul von
pECDG623. Ergebnis waren die Fusionsvektoren pECDG636 ('1acZ) bzw. pECD637 (* phoA).

Sacll_ Notl
Kpnl Apal

Xbal

Pstl
Abb. 7: Schematische Karte der Fusionsvektoren des Sets 3

Die Plasmide des Sets (pECD636 mit 'lacZ und pECD637 mit ' phoA) basieren auf dem pGEM®-T Easy-Vektor
[T7-Promotor (pr7), Origin-Region (ori), Phage f1-Region (f1 ori), Amp-Resistenz (Amp")]. Zusétzlich verfiigen
sie (iber ein Kan'-’ Reportergen-Modul zum Generieren und einfachen Selektieren von Trangl ationsfusionen. Uber
die Schnittstellen der MCS und Xbal ist die Fusionierung von Genfragmenten (mit RBS und Startcodon) mit dem
’ Reportergen durch Austausch gegen die Kan'-K assette moglich. Die resultierenden Translationsfusionen werden
vom T7-Promotor aus transkribiert.

Der Nachwels der Funktionsfahigkeit von pECD637 wurde wieder Uber Kontrollplasmide, die
fir Fusionsproteine bekannter Lokalisation kodierten, gefuhrt. Zur Konstruktion von Plasmid
pPECD618, das fur das cytoplasmatisch lokalisierte Hybridprotein *BlaM’-’PhoA kodierte,
wurde das Kpnl-'blaM’-Xbal-Fragment aus pECD503 verwendet. Fir ein weiteres
Kontrollplasmid wurde der komplette vordere Teil des blaM-Gens von pBR322 (mit RBS,
Startcodon und Signalsequenz) mittels PCR (Primer blaM’-Kpnl-Start und blaM’-Xbal-Ende;
Tab. 3) als Kpnl-blaM’-Xbal-Fragment amplifiziert und in das Reporterplasmid pECD637
kloniert. Das resultierende Plasmid pECD619 kodierte ein trandoziertes, periplasmatisch
lokalisiertes Fusionsprotein mit Alkalischer Phosphatase-Doméne (BlaM’-'PhoA). Beim
Enzymtest in E. coli CC118(pGP1-2) zeigten die Kontrollfusionen spezifische Alkalische
Phosphatase-Aktivitdten auf unterschiedlichem Niveau (Tab. 6). Die Aktivitdt der ins
Periplasma tranglozierten Fusion BlaM’ -’ PhoA (-Laktamase mit Signalsequenz) war ca. 27x
hoher as die der Fusion 'BlaM’-' PhoA ([3-Laktamase ohne Signalsequenz). Das Reportergen-
MeRsystem auf Basis von pGEM®-T Easy funktionierte demzufolge.

60



[1l. ERGEBNISSE

Tab. 6: spezifische Alkalische Phosphatase-Aktivitaten der Kontrollfusionen

Plasmid relevanter Genotyp spez. Aktivitdt  Bemerkungen

[U/mg TG]
pPECD618 "blaM’ -’ phoA 2.28+ 1.55 cytoplasmatische Kontrolle
pECD619 blaM’-’ phoA 60.62+ 19.47  periplasmatische Kontrolle

Die enzymatischen Aktivitdten von permeabilisierten Zellen mit den Kontroll-Hybridproteinen unterschiedlicher
Lokalisation sind in U/mg Trockengewicht (TG) angegeben (1 U = 1 nmol/min). Dargestellt sind die Mittelwerte
mehrerer Messungen (+ Standardabweichungen).

Beide Kontrollfusionen wurden in vergleichbaren Mengen exprimiert, wobei aber bei der
periplasmatischen Kontrolle zusdtzlich ein Abbauprodukt erkennbar war, dald3 der
abgespaltenen PhoA-Doméne entsprach (Abb. 8).

ADbb. 8: Westernblot der Kontrollfusionen mit polyklonalen Anti-PhoA-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den Kontrollplasmiden wurden prépariert, in einer SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PV DF-Membran Ubertragen und mit polyklonalen Anti-PhoA-AK inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1 und 2 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 - BlaM’-’PhoA (ca. 71 kDa; periplasmatische Kontrolle); Spur 2 - 'BlaM’-'PhoA (ca. 68 kDag;
cytoplasmatische Kontrolle)

Mit dem ’'phoA-Trandationsfusionsvektor pECD637 wurde die topologische
Charakterisierung des CzcA-Proteins vollendet (1.4.; Goldberg et al., 1999). Weiterhin
wurden die von der RGR der czc-Determinante kodierten Proteine Czcl und CzcE mit dem
Set 3 untersucht (Anton, personliche Mitteilung). Von Grass (2000) wurden mit pECD637
Untersuchungen zur Topologie der Regulatoren CnrY und CnrX durchgefihrt (Grass et al.,
2000). Bel Untersuchungen zur Lokalisation von YIcC, einem kleinen von der ybd-Region
kodierten Protein, kam ebenfalls Set 3 zum Einsatz (Franke, personliche Mitteilung).

1.2. GrofRe Bereiche von CzcC liegen im Periplasma

Mit einer Serie von Trand ationsfusionen in den Vektoren des Sets 1 sollte festgestel It werden,
ob CzcC im Cytoplasma oder Periplasma lokalisiert ist bzw. ob das Protein in der
Cytoplasmamembran  verankert ist oder ene auch vorstellbare polytopische
Membranarchitektur hat. Diese Untersuchungen sollten Informationen zur Positionierung von
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CzcC im Czc-Efflux-Komplex liefern und zeigen, ob der Komplex nur auf die innere
Membran beschrankt ist oder ob er sich auch Gber den periplasmatischen Raum erstreckt.

1.2.1. Vorhersagen zur Topologie von CzcC und Auswahl der Fusionspositionen
Ausgehend von der Primérstruktur des Proteins wurden verschiedene Programme genutzt, um
ein Hydropathie-Profil zu erstellen und Vorhersagen zur Sekundérstruktur bzw. Topologie zu
treffen. Die in den in silico-Untersuchungen erhaltenen Informationen bildeten die Grundlage
fur die Wahl der Fusionspositionen bzw. beim Design der einzelnen Primer (Abb. 9).

CzcC
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Abb. 9: Hydropathie-Plot, Vorhersagen zur Topologie und gewahlte Fusionspositionen

von CzcC in der Ubersicht

Im Plot ist die Hydropathie an den verschiedenen Positionen (AS-Reste) im CzcC-Protein dargestellt (Protscale).
Hydrophobe Regionen haben positive Werte, hydrophile Regionen negative Werte. Verschiedene
Topologievorhersagen (SOAP, Helixmem, RaoArgos und Toppred Vers. 2.0) sind dazu mal3stabsgetreu
aufgetragen, wobei a-helikale Membrandurchgénge (TMS) durch Rechtecke reprasentiert werden (Referenzenim
Text bzw. siehe 11.3.4.5.). Die abgeleiteten Positionen der Primer fir die Trandationsfusionen werden durch
Pfeile symbolisiert und mit dem Ein-Buchstaben-Code sowie der Nummer des AS-Restes bezeichnet.

Die von den Programmen SOAP (Kyte & Dooalittle, 1982; Klein et al., 1985) und RacArgos
(Rao & Argos, 1986) as TMS vorhergesagte hydrophobe Region am N-Terminus von CzcC
wurde z. B. von SgnalP (Nielsen et al., 1997) as Signalpeptid deklariert (Ergebnis nicht
gezeigt). Um eine eventuell vorhandene Spaltstelle der Signalpeptidase lokalisieren zu
koénnen, wurden die beiden ersten Fusionspositionen (A20 und T28) kurz hintereinander
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gewdhlit. Alle weiteren Positionen folgten im Abstand von ca. 65 Aminosauren bis zum C-
Terminus.

1.2.2. Subzellulare Sensoren mit komplementaren Eigenschaften? CzcC-Hybridproteine
gleicher Position haben &hnlich hohe Aktivitaten

Es wurde mit den Vektoren pECD499 ('lacZ) und pECD500 (’phoA) des Sets 1 (1.1.1)
gearbeitet. Die entsprechenden Genabschnitte von czcC auf pECD110 (Nies et al., 1989)
wurden mit PCR (Primer czcC-Kpnl-Start und verschiedene czcC...-Xbal-Ende; Tab. 3) as
Kpnl-czcC'-Xbal-Fragmente mit nativer RBS amplifiziet und in die genannten
Fusionsvektoren kloniert. Nach Uberprifung der korrekten Trandationsfusionierung durch
Sequenzierung der DNA erfolgte die Ermittlung der spezifischen Aktivitdten der CzcC-
Hybridproteine im PhoA- bzw. LacZ-Aktivitétstest in E. coli CC118(pGP1-2) (Tab. 7).

Tab. 7: spezifische PhoA- bzw. LacZ-Aktivitaten der CzcC-Fusionsproteine

Plasmid relevanter Genotyp spez. Aktivitdt  LacZ-/PhoA- Bemerkungen
mit Fusionsposition [U/mg TG] Aktivitét

pECD504 czcC20-'lacZ 28.16+ 6.27 16.6 sehr hohe LacZ-

pECD515 czcC20-’ phoA 1.70+ 0.09 Aktivitat

pECD505  czcC28-’'lacZ 7.75+ 2.93 47

pECD516  czcC28-' phoA 1.62+ 0.13

pECD506  czcC93-’'lacZ 14.45+ 341 29

pECD517 €zcC93-' phoA 5.00+ 0.71

pECD507 czcC158-'lacZ 3.17+ 0.66 19 beide Aktivitdten

pECD518 czcC158-" phoA 1.65+ 0.10 gering

pECD508  czcC223-'lacZ 18.12+ 9.55 36

pPECD519  czcC223-'phoA 4.97+ 0.27

pPECD509 czcC288-'lacZ 24.98+ 8.21 59 beide Aktivitdten

PECDS520 czcC288-' phoA 11.27+ 2.12 hoch

pECD510  czcC353-'lacZ 10.99+ 4.03 54

pECD521  czcC353-'phoA 4.64+ 0.43

pECD511 czcC417-'lacZ 6.39+ 3.24 26 czcC komplett

pECD522 czcC417-' phoA 2.45+ 0.17 fusioniert

Die spezifischen Aktivitéten von permeabilisierten Zellen mit den Hybridproteinen sind in U/mg Trockengewicht
(TG) angegeben (1 U =1 nmol/min). Es sind die Mittelwerte mehrerer Messungen (+ Standardabwel chungen)
dargestellt. Zusammengehtrende LacZ- und PhoA-Aktivitdten derselben Fusionsposition sind untereinander
angegeben, wobel die LacZ-Werte grau unterlegt sind.
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Es konnte eine eindeutige Korrelation zwischen LacZ- und PhoA-Aktivitdt an derselben
Fusionsposition festgestellt werden. Die Aktivitéten verhielten sich nicht reziprok zueinander
(z. B. hohe LacZ-Aktivitdt und geringe PhoA-Aktivitédt), sondern eine hohe LacZ-Aktivitét
korrelierte mit einer hohen PhoA-Aktivitét. Dies wird durch das Aktivitéts-Verhdtnis in
Tab. 7 verdeutlicht, das an den unterschiedlichen Positionen bis auf Position A20 immer
vergleichbar war. CzcC20-'LacZ hatte eine auffallend hohe LacZ-Aktivitdt bzw. je nach
Betrachtungsweise CzcC20-'PhoA eine geringe PhoA-Aktivitét. Eine Erklarung hierflr
konnte ein in den Fusionen an Position A20 unvollstandiges Exportsignal oder eine fehlende
Spaltstelle der Signalpeptidase sein. In den Fusionen an Position T28 war das Exportsignal
komplett bzw. die Spaltstelle vorhanden. Die insgesamt recht hohen PhoA-Aktivitdten der
CzcC’ -’ PhoA-Fusionsproteine deuteten auf eine periplasmatische Lokalisation grofer Teile
des CzcC-Proteins hin, daein Translokationssignal in CzcC dafur zwingend notwendig war.

1.2.3. Das Expressionsniveau der CzcC-Fusionen ist recht unterschiedlich

Zum Beweis, dal3 die spezifischen Reporterenzym-Aktivitéten in E. coli CC118(pGP1-2) auf
moglichst stabile und vergleichbar exprimierte CzcC'-'LacZ- bzw. CzcC'-'PhoA-
Hybridproteine zurlickzuftihren waren, erfolgte der Nachweis der Fusionen mit Antikdrpern
gegen ihre Reporter-Doménen (Anti-LacZ-AK und Anti-PhoA-AK; Tab. 4) (Abb. 10).
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Abb. 10: Westernblot der CzcC-Hybridproteine mit polyklonalen Anti-PhoA-AK bzw.

Anti-LacZ-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den Fusionsproteinen (A. CzcC'-'PhoA; B. CzcC'-'LacZ) wurden
prapariert, in einer SDS-PAGE (7.5 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit
polyklonalen Antikorpern (A. Anti-PhoA-AK; B. Anti-LacZ-AK) inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1-8 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 - CzcC20-'PhoA (ca. 49 kDa; A.) -’LacZ (ca. 118 kDa; B.); Spur 2 - CzcC28-'PhoA (ca. 50 kDa; A.) -
"LacZ (ca. 119 kDa; B.); Spur 3 — CzcC93-'PhoA (ca. 57 kDa; A.) -'LacZ (ca. 126 kDa; B.); Spur 4 — CzcC158-
"PhoA (ca 64 kDa; A.) -'LacZ (ca. 133 kDa; B.); Spur 5 — CzcC223-'PhoA (ca. 70 kDa; A.) -'LacZ (ca
139 kDa; B.); Spur 6 — CzcC288-'PhoA (ca. 77 kDa; A.) -'LacZ (ca. 147 kDa; B.); Spur 7 — CzcC353-'PhoA
(ca. 85 kDa; A.) -’LacZ (ca. 154 kDa; B.); Spur 8 — CzcC417-'PhoA (ca 92 kDa; A.) -’LacZ (ca. 161 kDa; B.)
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Dazu wurden Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den induzierten Fusionen in
linearen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und die
Fusionsproteine Uber Westernblot nachgewiesen.

Alle CzcC' -’ PhoA-Fusionsproteine (mit Abbauprodukten bis hin zur abgespaltenen PhoA-
Domaéne) waren im Westernblot nachweisbar. Bei den CzcC'-’LacZ-Fusionen war das Bild
etwas differenzierter. Es konnten nicht ale Fusionsproteine nachgewiesen werden. Die
identifizierbaren Hybridproteine waren aber stabil, da keine abgespaltene [3-Gal aktosidase-
Doméne feststellbar war. Das bel ca 85 kDa erhaltene Signal entsprach der unter 1.1.1.
beschriebenen Kreuzreaktion des Anti-LacZ-AK mit einem Protein von E. coli CC118.

1.2.4. Die CzcC’-'PhoA-Fusionsproteine sind im Nativen Gel enzymatisch aktiv

Um nicht nur die Existenz der Fusionsproteine zu zeigen, sondern auch einen Bewels der an
sie gekoppelten enzymatischen Aktivitét zu erbringen, wurden die Rohextrakte von E. coli
CC118(pGP1-2) mit induzierten CzcC'-’'PhoA-Fusionen mittels Nativer PAGE und
anschlieffender Aktivitétsfarbung fir Alkalische Phosphatase analysiert (Abb. 11). Die
Intensitéten der Blaufarbung korrelierten eindeutig mit den in Tab. 7 angegebenen Werten fur
die spezifischen PhoA-Aktivitdten der CzcC-Fusionsproteine.

L UL

Abb. 11: Alkalische Phosphatase-Aktivitatsfarbung der CzcC’-'PhoA-Hybridproteine

nach Nativer PAGE

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den Fusionsproteinen (CzcC’-'PhoA) wurden prapariert, in einer
Nativen Gradienten-PAGE (4-20 %iges Gel) aufgetrennt, und mit dem Substrat X-P inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1-9 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 — ' phoA-Vektor pECD500; Spur 2 - CzcC20-'PhoA (ca. 49 kDa); Spur 3 - CzcC28-' PhoA (ca. 50 kDa);
Spur 4 — CzcC93-'PhoA (ca. 57 kDa); Spur 5 — CzcC158-'PhoA (ca. 64 kDa); Spur 6 — CzcC223-' PhoA (ca.
70 kDa); Spur 7 — CzcC288-'PhoA (ca. 77 kDa); Spur 8 — CzcC353-' PhoA (ca. 85 kDa); Spur 9 — CzcC417-
"PhoA (ca. 92 kDa)

1.3. CzcB erstreckt sich tiber den periplasmatischen Raum

Wo liegen die hydrophilen Bereiche von CzcB? Auf diese Frage galt es, eine Antwort zu
finden. Deshalb wurde eine Serie von Trandationsfusionen mit dem Reporterplasmid-Set 1
generiert. Es sollte auch geklart werden, ob das Protein nur an die Membran assoziiert oder
durch ein TMSfest in ihr verankert ist und ob es eventuell polytopisch strukturiert ist.
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1.3.1. Vorhersagen zur Struktur von CzcB und Auswahl der Fusionspositionen

Mit Hilfe verschiedener Programme wurden Vorhersagen zur Sekundérstruktur bzw.
Membran-Topologie von CzcB getroffen und ein Hydropathie-Profil erstellt. Die Auswahl der
Fusionspositionen und das Primer-Design erfolgten auf Grundlage der Computermodelle
(Abb. 12).

CzcB
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Abb. 12: Hydropathie-Plot, Vorhersagen zur Topologie und gewahlte Fusionspositionen

von CzcB in der Ubersicht

Im Plot ist die Hydropathie an den verschiedenen Positionen (AS-Reste) im CzcB-Protein dargestellt (Protscale).
Hydrophobe Regionen haben positive Werte, hydrophile Regionen negative Werte. Verschiedene
Topologievorhersagen (SOAP, Helixmem, RaoArgos und Toppred Vers. 2.0) sind dazu mal3stabsgetreu
aufgetragen, wobei a-helikale Membrandurchgénge (TMS) durch Rechtecke reprasentiert werden (Referenzenim
Text bzw. siehe 11.3.4.5.). Die abgeleiteten Positionen der Primer fur die Trandationsfusionen werden durch
Pfeile symbolisiert und mit dem Ein-Buchstaben-Code sowie der Nummer des AS-Restes bezeichnet.
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Waéhrend Toppred 2 (von Heijne, 1992) kein TMS in der Struktur von CzcB prognostizieren
konnte, wurden durch Helixmem (Eisenberg et al., 1984) zwei TMS vorhergesagt. Die Fusion
nach Aminoséurerest G38 wurde im hydrophilen Bereich direkt nach der putativen TMS 1
gesetzt. Die Fusionspositionen K283 und H520 befanden sich in hydrophilen Regionen in der
Mitte bzw. am C-Terminus der Proteinsequenz.
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1.3.2. Lassen die Aktivitaten der CzcB-Hybridproteine auf periplasmatische
L okalisation schlief3en?

Wie schon bei CzcC wurden die Vektoren pECD499 (’lacZ) und pECD500 (' phoA) des Sets 1
(1.1.1) for die Konstruktion der Reportergen-Fusionen genutzt. Die entsprechenden
Abschnitte von czcB mit nativer RBS wurden zusammen mit dem kompletten czcC-Gen auf
pECD110 (Nies etal., 1989) mittels PCR (Primer czcC-Kpnl-Start und verschiedene
czcCB...-Xbal-Ende; Tab. 3) als Kpnl-czcCB’-Xbal-Fragmente amplifiziert und in die
Fusionsvektoren kloniert. Nach Sequenzierung der DNA im Bereich der Fusionsregion
wurden die spezifischen PhoA- bzw. LacZ-Aktivitdten der CzcB-Hybridproteine in E. coli
CC118(pGP1-2) getestet (Tab. 8).

Tab. 8: spezifische PhoA- bzw. LacZ-Aktivitaten der CzcB-Fusionsproteine

Plasmid relevanter Genotyp spez. Aktivitdt  LacZ-/PhoA- Bemerkungen

mit Fusionsposition [U/mg TG] Aktivitét
pECD512 czcCB38-'lacZ 1.38+ 0.25 04 relativ hohe PhoA -
pECD523 czcCB38-' phoA 3.60+ 0.17 Aktivitat
pECD513 czcCB283-'lacZ 3.81+1.14 9.3 beide Aktivitdten
pECDS524 czcCB283-' phoA 0.41+ 0.07 gering
pECD514 czcCB520-'lacZ 19.89+ 6.20 108 CB komplett, hohe
PECDS525 czcCB520-' phoA 1.85+ 0.04 LacZ-Aktivitét

Die spezifischen Aktivitéten von permeabilisierten Zellen mit den Hybridproteinen sind in U/mg Trockengewicht
(TG) angegeben (1 U =1 nmol/min). Es sind die Mittelwerte mehrerer Messungen (+ Standardabwel chungen)
dargestellt. Zusammengehtrende LacZ- und PhoA-Aktivitdten derselben Fusionsposition sind untereinander
angegeben, wobel die LacZ-Werte grau unterlegt sind.

Das Verhdltnis von LacZ-/PhoA-Aktivitét stieg mit zunehmender Lénge der Fusionen deutlich
an. Wahrend die Fusionen an Position G38 eindeutig auf periplasmatische Lokalisation
hindeuteten, war die Interpretation fur die beiden anderen Positionen komplizierter. Die
Fusionen nach K283 lieferten jewells geringe Aktivitdten, was moglicherweise Instabilitédt
indizierte. Fusionen am C-Terminus (Position H520) hatten héhere Aktivitdten. Da Fusionen
mit Alkalischer Phosphatase as deutlich weniger von Artefakten belastet galten und somit
stérker bei der Beurteilung der Lokalisation derselben Position zu gewichten waren, wurde
eine Lokalisation des C-Terminus im Periplasma angenommen, denn fur PhoA-Aktivitat war
Trand okation unabdingbar.
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1.3.3. Die CzcB-Hybridproteine werden nicht gleichmaRig exprimiert bzw. sind
unterschiedlich stabil

Um die Existenz der CzcB’-'LacZ- bzw. CzcB’-'PhoA-Fusionsproteine in E. coli
CC118(pGP1-2) nachzuweisen, wurden die Rohextrakte mit induzierten Fusionen in linearen
SDS-PAA-Gelen aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und die Fusionsproteine
Uber Westernblot nachgewiesen (Abb. 13).
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Abb. 13: Westernblot der CzcB-Hybridproteine mit polyklonalen Anti-PhoA-AK bzw.
Anti-LacZ-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den Fusionsproteinen (A. CzcB’-'PhoA; B. CzcB'-'LacZ) wurden
prapariert, in einer SDS-PAGE (7.5 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit
polyklonalen Antikérpern (A. Anti-PhoA-AK; B. Anti-LacZ-AK) inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1-3 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 — CzcB38-'PhoA (ca. 51 kDa; A.) -'LacZ (ca. 120 kDa; B.); Spur 2 - CzcB283-'PhoA (ca. 76 kDa; A.) -
"LacZ (ca. 145 kDa; B.); Spur 3 — CzcB520-'PhoA (ca. 102 kDa; A.) -’LacZ (ca. 171 kDa; B.)

Die CzcB’-' PhoA-Fusionsproteine waren gut im Westernblot detektierbar. Sie waren stabil,
da Abbauprodukte nur in geringem Mal3e erkennbar waren. CzcB283-' PhoA wurde deutlich
schwécher a's die beiden anderen CzcB’ -’ PhoA-Fusionen exprimiert.

Bel den CzcB'-’ LacZ-Fusionen wurde die Fusion nach H520 am besten exprimiert, die Fusion
nach K283 ergab deutlich schwéchere Signale. Beiden Fusionen konnte auch eine jeweils
abgespaltene (3-Galaktosidase-Doméne zugeordnet werden. Das Signal von CzcB38-'LacZ
war von der Grole her etwas klein (unterhalb der B-Galaktosidase-Doméne), war aber
erkennbar. Die Bande bel ca. 85 kDa, die eine Kreuzreaktion des Anti-LacZ-AK mit einem
Protein von E. coli CC118 darstellte (1.1.1.), war ebenfalls nachweisbar.
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1.4. Die beiden grof3en hydrophilen Doménen der zentralen Pumpe CzcA liegen auf der
periplasmatischen Seite der Membran

Um die Funktion des Czc-Efflux-Komplexes verstehen zu koénnen, mufdte zundchst die
Struktur genauer analysiert werden. Dabei stand die Hauptkomponente des Komplexes, CzcA,
im Mittelpunkt des Interesses. Die Zahl der TMS und die Orientierung der hydrophilen
Doméanen bezogen auf die Cytoplasmamembran des unbestritten polytopischen
Membranproteins sollten mit Hilfe von Tranglationsfusionen mit den Reporterplasmiden der
verschiedenen Sets untersucht werden.

1.4.1. Ein Dutzend TMS? Vorhersagen zur Struktur von CzcA und Auswahl der
Fusionspositionen

Unter Nutzung umfangreicher Software zur Vorhersage der Membran-Topologie von
Proteinen wurden von der Primérsequenz Modelle fur die Struktur des Membranproteins
CzcA abgeleitet. Aulerdem wurde das Hydropathie-Profil des Proteins aufgetragen. Sowohl
Hydropathie-Profil als auch die Strukturmodelle wurden beim Design der Primer an den
Fusionspositionen beriicksichtigt (Abb. 14).

Insgesamt waren die Prognosen der verschiedenen Programme fir CzcA im Vergleich zu
denen fur verwandte Transportproteine (z. B. MexB und MexD) sehr dhnlich. Die
Unterschiede lagen mehr in Details, wie den Start- und Endpunkten der TMS. Die Programme
PHDhtm (Rost et al., 1995), SOSUI (Hirokawa et al., 1998) und TMAP (Persson & Argos,
1994) prognostizierten elf TMS, SOAP (Kyte & Doolittle, 1982; Klein et al., 1985),
HMMTOP (Tusnédy & Simon, 1998) und TMHMM (Sonnhammer et al., 1998) sagten zwolf
TMS voraus und DAS (Cserzo et al., 1997), Tmpred (Hofmann & Stoffel, 1993), Helixmem
(Eisenberg et al., 1984) und Toppred 2 (von Heijne, 1992) pladierten fur 13 TMS. Etwas
abwegig erschien die Prognose von RaoArgos (Rao & Argos, 1986) fir die Struktur von CzcA
mit sieben TMS, wobel deutlich erkennbar war, dald3 die Software in Regionen hoher
Hydrophobie nicht zur Auflésung einzelner TMSin der Lage war.

Es wurden 25 Fusionspositionen ausgewahlt. Alle, mit Ausnahme der C-terminalen Position
A1063, wurden so gesetzt, dal? positiv geladene Aminosdurereste wie Arg und Lys die letzte
Aminosdure bildeten. So wurde sichergestellt, dal? fur die Lokalisation kleiner hydrophiler
Loops mdglicherwei se essentielle topol ogische Signale noch vorhanden waren.
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Abb. 14: Hydropathie-Plot, Vorhersagen zur Topologie und gewahlte Fusionspositionen
von CzcA in der Ubersicht

Im Plot ist die Hydropathie an den verschiedenen Positionen (AS-Reste) im CzcA-Protein dargestellt (Protscale).
Hydrophobe Regionen haben positive Werte, hydrophile Regionen negative Werte. Verschiedene
Topologievorhersagen (SOAP, DAS, Helixmem, HMMTOP, PHDhtm, RaoArgos, SOSUI, TMAP, TMHMM,
Tmpred und Toppred Vers. 2.0) sind dazu mal3stabsgetreu aufgetragen, wobei a-helikale Membrandurchgénge
(TMS) durch Rechtecke reprasentiert werden (Referenzen im Text bzw. siehe 11.3.4.5.). Die abgeleiteten
Positionen der Primer fur die Trandationsfusionen werden durch Pfeile symbolisiert und mit dem Ein-
Buchstaben-Code sowie der Nummer des AS-Restes bezeichnet.

1.4.2. Die Termini von CzcA liegen im Cytoplasma, die grof3en hydrophilen Doménen im
Periplasma

Folgende Reporterplasmide kamen bei den Untersuchungen zum Einsatz: pECD623 (' phoA-
Vektor des Sets 2), pECD637 (' phoA-Vektor des Sets 3) und pECD499 (’lacZ-Vektor des
Sets 1). Die entsprechenden Abschnitte von czcA auf pECD110 (Nies et al., 1989) wurden
mittels PCR (Primer czcA-Kpnl-Start und verschiedene czcA...-Xbal-Ende; Tab. 3) as Kpnl-
czcA'-Xbal-Fragmente mit nativer RBS amplifiziert und in die Fusionsvektoren kloniert. Nach
Sequenzierung der DNA im Bereich der Fusionsregion wurden die spezifischen PhoA- bzw.
LacZ-Aktivitéten der CzcA-Fusionsproteinein E. coli CC118(pGP1-2) ermittelt (Tab. 9).
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Tab. 9: spezifische PhoA- bzw. LacZ-Aktivitaten der CzcA-Fusionen

Plasmid  Set relevanter Genotyp  spez. Aktivitdét  LacZ-/PhoA- Bemerkungen
mit Fusionsposition [U/mg TG] Aktivitat

pECD638 3 czcAl3-'phoA 0.29+ 0.10 Aktivitét gering

PECD624 2 czcA33-'phoA 3.33: 0.87

PECD625 2 czcA64-' phoA 3.55+ 0.95

PECD626 2 czcA192-'phoA 4.86+ 0.81 hohe PhoA-

PECD620 1 czcA334-'lacZ 1.04+ 0.51 0.2 Aktivitéten

PECD639 3 czcA334-'phoA 5.92+ 1.81

PECD627 2 czcA345- phoA 5.15+ 1.19

pECD628 2 c26A366-" phoAA 0.51+ 0.01 Aktivi _tétsniveau

pECD640 3 0.84+ 0.01 vergleichbar

pECD629 2 3.34+ 0.45 Aktivitatsniveau
€zcA390-' phoA .

pECD641 3 7.43+ 0.69 vergleichbar

PECD630 2 czcA419-' phoA 3.09+ 0.71

PECD631 2 czcA449-' phoA 0.42+ 0.05

PECD642 3 czcA475-' phoA 0.45+ 0.12

pPECD632 2 czcA510-'phoA 0.42+ 0.07

PECD633 2 czcA532-'phoA 0.35+ 0.05

PECD634 2 czcA557-' phoA 0.51+ 0.04

PECD643 3 czcA673-'phoA 4.19+ 0.65

PECD645 3 czcA830-'phoA 8.84+ 0.06 hohe PhoA-

PECD635 2 czcA880-'phoA 1.27+ 0.27 Aktivitéaten

PECD646 3 czcA904-' phoA 3.22+ 0.08

PECD664 3 czcA927-' phoA 0.54+ 0.09

PECD666 3 czcA958-'phoA 0.44+ 0.09

PECD667 3 czcA980-'phoA 0.20+£ 0.10

pPECD668 3 czcA1008-' phoA 2.85+1.51

pECD669 3 czcA1038-’'phoA 0.35+ 0.07 geringe PhoA-

pPECD672 3 czcA1060-' phoA 0.39+ 0.13 Aktivitéten

pECD621 1 czcA1063-'lacZ 1.51+ 0.51 A komplett, beide

pECD673 3  czcA1063-' phoA 0.28+ 0.07 >4 Aktivitéten gering

Die spezifischen Aktivitéten von permeabilisierten Zellen mit den Hybridproteinen sind in U/mg Trockengewicht
(TG) angegeben (1 U =1 nmol/min). Es sind die Mittelwerte mehrerer Messungen (+ Standardabwel chungen)
dargestellt. Zusammengehtrende LacZ- und PhoA-Aktivitdten derselben Fusionsposition sind untereinander
angegeben, wobel die LacZ-Werte grau unterlegt sind.
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Die direkt am N-Terminus von CzcA gelegene Fusionsposition R13 lieferte bel Fusion mit
Alkalischer Phosphatase eine geringe Enzymaktivitét. Fusionsproteine, die sich von
Positionen nach dem TMS 1 ableiteten (R33, R64, K192, R334 und K345) hatten dann hohe
PhoA-Aktivitdten. Die Daten bewiesen, dal3 die erste grof3e hydrophile Region nicht durch ein
weiteres TMS, wie von verschiedenen Programmen prognostiziert, unterbrochen wurde,
sondern die grof3e periplasmatische Doméne | bildete. Demzufolge war der N-Terminus von
CzcA im Cytoplasma lokalisiert. Hybridproteine, die von Positionen in der zweiten grofen
hydrophilen Region in der Proteinsequenz abstammten (R673, R830 und zumindest R880)
wiesen mit ihren hohen PhoA-Aktivitéten auf periplasmatische Lokalisation hin (grof3e
periplasmatische Domane Il). Fusionen an Positionen am C-Terminus (R1038, R1060 und
A1063) zeigten stets geringe PhoA-Aktivitét und deuteten damit cytoplasmatische
Lokalisation an.

In den hydrophoben Regionen zwischen den grofen periplasmatischen Domanen | und Il und
dem C-Terminus gestaltete sich die Auflésung der einzelnen TM S etwas schwieriger. PhoA-
Fusionen an den Positionen R366, R449, K475, R510, K532 und R557 hatten geringe
Enzymaktivitdten. Genauso verhielten sich die Fusionen an den Positionen R927, R958 und
R980. Hohere PhoA-Aktivitédten zeigten hingegen Hybridproteine, die sich von den Positionen
K390 und R419 sowie K904 und R1008 ableiteten.

Die Enzymaktivititen von CzcA366-'PhoA bzw. CzcA390-'PhoA bewiesen, dald das
Aktivitétsniveau von Fusionen, die von den unterschiedlichen ’ phoA-Vektoren der Sets 2 und
3 kodiert wurden, vergleichbar war, wenn auch aufgrund des Gendosiseffektes die vom
pGEM®-T Easy-Derivat pECD637 (Set 3) kodierten Fusionsproteine zu etwas hoheren
Werten flhrten.

1.4.3. Fast alle CzcA’-’PhoA-Fusionsproteine sind im Westernblot nachweisbar, wobei
kirzere meist besser exprimiert werden und stabiler sind alslangere

Zur Sicherstellung, da’ die an permeabilisierten Zellen gemessenen spezifischen PhoA-
Aktivitaten auf moglichst vergleichbar exprimierte und stabile CzcA’-’ PhoA-Fusionsproteine
in E. coli CC118(pGP1-2) zurtickzufihren waren, wurden die Rohextrakte mit induzierten
Fusionen in linearen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt, auf eine PV DF-Membran transferiert und
die Fusionsproteine im Westernbl ot nachgewiesen (Abb. 15a und b).

Die Fusionen CzcA33-'PhoA, CzcA64-'PhoA, CzcA192-'PhoA, CzcA334-'PhoA und
CzcA345-'PhoA wurden sehr stark exprimiert und waren relativ stabil. Beim Fusionsprotein
CzcA13- PhoA fiel die Unterscheidung zwischen Fusion und abgespaltener PhoA-Doméne
schwer, die grof3e Differenz zur nachstgrofReren Fusion CzcA33-'PhoA deutete aber eher auf
eine abgespaltene Reporter-Domane hin. CzcA366-' PhoA wurde sowohl von pECD628 als
auch von pECD640 aus sehr schwach exprimiert. Das Hybridprotein CzcA390-' PhoA wurde
hingegen sowohl von pECD629 als auch von pECD641 aus aul3erst gut exprimiert, der Antell
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abgespaltener PhoA-Doméne war jedoch ebenfalls recht hoch. Ahnlich war das Bild bei der
Fusion CzcA419-'PhoA. Sehr schwach wurden CzcA449-'PhoA und CzcA475-PhoA
exprimiert. Die folgenden Fusionsproteine CzcA510-' PhoA, CzcA532-'PhoA und CzcA557-
"PhoA wurden wieder deutlich stérker exprimiert (Abb. 15a).
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Abb. 15a: Westernblot der kirzeren CzcA’-'PhoA-Hybridproteine mit polyklonalen

Anti-PhoA-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den CzcA'’-’' PhoA-Fusionsproteinen wurden prépariert, in linearer
SDS-PAGE (7.5 %ige Gele) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran tUibertragen und mit polyklonalen Anti-PhoA-
AK inkubiert. Die theoretischen Molekulargewichte der Fusionsproteine sind jeweils in Klammern angegeben.

A. Die Auftragung in den Spuren 1-8 ist wie folgt: Spur 1 — CzcA13-'PhoA (ca. 49 kDa); Spur 2 — CzcA33-
"PhoA (ca. 51 kDa); Spur 3 — CzcA64-'PhoA (ca. 54 kDa); Spur 4 — CzcA192-' PhoA (ca. 68 kDa); Spur 5 —
CzcA334-'PhoA (ca. 84 kDa); Spur 6 — CzcA345-"PhoA (ca. 85 kDa); Spur 7 — CzcA366-'PhoA (ca. 87 kDg;
pECD628); Spur 8 — CzcA366-' PhoA (ca. 87 kDa;, pECD640)

B. Die Auftragung in den Spuren 1-8 ist wie folgt: Spur 1 — CzcA390-' PhoA (ca. 90 kDa; pECD629); Spur 2 —
CzcA390-' PhoA (ca. 90 kDa; pECD641); Spur 3 — CzcA419-' PhoA (ca. 93 kDa); Spur 4 — CzcA449-' PhoA (ca.
96 kDa); Spur 5 — CzcA475-'PhoA (ca. 99 kDa); Spur 6 — CzcA510-'PhoA (ca. 103 kDa); Spur 7 — CzcA532-
"PhoA (ca. 106 kDa); Spur 8 — CzcA557-' PhoA (ca. 108 kDa)

Die Fusion CzcA673- PhoA wurde stark exprimiert. Die Expression von CzcA830-' PhoA
war extrem hoch, der Anteill abgespaltener Reporter-Domane aber ebenfalls grofR. Die
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Fusionen CzcA880-'PhoA, CzcA904-'PhoA, CzcA927-'PhoA, CzcA958-'PhoA und
CzcA980-'PhoA wurden durchschnittlich exprimiert und nur bei CzcA904-' PhoA waren
Abbauprodukte in groRerem Umfang feststellbar. Die einzige Fusion, deren Existenz nicht im
Westernblot nachweisbar war, war CzcA1008-' PhoA. Es konnte lediglich in hohem Mal3e
abgespaltene PhoA-Domaéne detektiert werden, was auf eine zwar gut exprimierte, aber
extrem instabile Fusion schlief3en lief3. Die C-terminalen Fusionsproteine CzcA1060-' PhoA
und CzcA1063-'PhoA waren inklusive Abbauprodukten sehr gut nachweisbar, wahrend
CzcA1038-' PhoA etwas schwacher exprimiert wurde. Die bel den Hybridproteinen CzcA958-
"PhoA, CzcA980-'PhoA, CzcA1038-'PhoA, CzcA1l060-'PhoA und CzcA1063-'PhoA
erkennbaren Banden oberhalb von 200 kDa stellten wahrscheinlich Aggregationsprodukte dar
(Abb. 15b).
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Abb. 15b: Westernblot der langeren CzcA’-'PhoA-Hybridproteine mit polyklonalen
Anti-PhoA-AK

Rohextrakte von E. coli CC118(pGP1-2) mit den CzcA'’-’' PhoA-Fusionsproteinen wurden prépariert, in linearer
SDS-PAGE (7.5 %ige Gele) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran tUbertragen und mit polyklonalen Anti-PhoA-
AK inkubiert. Die theoretischen Molekulargewichte der Fusionsproteine sind jeweils in Klammern angegeben.

C. Die Auftragung in den Spuren 1-8 ist wie folgt: Spur 1 — CzcA673-"PhoA (ca. 121 kDa); Spur 2 — CzcA830-
"PhoA (ca. 138 kDa); Spur 3— CzcA880-'PhoA (ca. 143 kDa); Spur 4 — CzcA904-'PhoA (ca. 146 kDa);
Spur 5 — CzcA927-' PhoA (ca. 148 kDa); Spur 6 — CzcA958-' PhoA (ca. 151 kDa); Spur 7 — CzcA980-' PhoA (ca.
154 kDa); Spur 8 — CzcA1008-' PhoA (ca. 157 kDa)

D. Die Auftragung in den Spuren 1-3 ist wie folgt: Spur 1 — CzcA1038-'PhoA (ca. 160 kDa); Spur 2 —
CzcA1060-' PhoA (ca. 162 kDa); Spur 3 — CzcA1063-' PhoA (ca. 163 kDa)

1.4.4. Die T7-RNA-Polymerase bewirkt eine deutliche Steigerung der Enzymaktivitét,
der T7-Promotor von pECD623 ist also intakt

War der T7-Promotor auf dem ’phoA-Vektor pECD623 (Set 2) fir die Expression der PhoA-
Fusionen von CzcA Uberhaupt von Bedeutung? Oder war vielmehr, wie schon bel den
Vektoren des Sets 1, hauptsachlich der Promotor P1 (Stiber & Bujard, 1981; Brosius et al.,
1982) der pBR322-Derivate fir die gemessene Enzymaktivitét verantwortlich. Zur
Uberprifung der Transkriptionseffizienz des T7-Promotors (pr;) auf pECD623 erfolgte ein
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Vergleich der Reporterenzym-Aktivitdten der Fusionen CzcA33-'PhoA, CzcA192-' PhoA und
CzcA532-'PhoA in E. coli CC118(pGP1-2) mit T7-RNA-Polymerase und in E. coli CC118
ohne das Enzym (Tab. 10). Die Untersuchungen zeigten, dal3 der T7-Promotor der Derivate
des 'phoA-Vektors pECD623 intakt war. Fur die Identifizierung von periplasmatisch
lokalisierten PhoA-Fusionen mit hoher Aktivitédt war das Vorhandensein von T7-Promotor
und T7-RNA-Polymerase sogar von zentraler Bedeutung.

Tab. 10: Vergleich der spezifischen PhoA-Aktivitaten von CzcA-Fusionen in An- bzw.
Abwesenheit der T7-RNA-Polymerase von pGP1-2

Plasmid  Set relevanter Genotyp pGP1-2 spez. Aktivitat  Aktivitétss Bemerkungen

mit Fusionsposition [U/mg TG] Verhdltnis

- 0.57+ 0.01

pECD624 2 czcA33-'phoA 0.17 ,
+ 3.33+ 0.87 siehe Tab. 9
- 0.70+ 0.01

pECD626 2 czcA192-'phoA 0.14 _
+ 4.86+ 0.81 sieheTab. 9
- 0.54+ 0.01

PECD633 2 czcA532-'phoA 154 _
+ 0.35+ 0.05 sieheTab. 9

Die spezifischen PhoA-Aktivitdten von permeabilisierten Zellen mit den Hybridproteinen sind in U/mg
Trockengewicht (TG) angegeben (1U=21nmol/min). Es sind die Mittelwerte mehrerer Messungen
( Standardabweichungen) dargestellt. Das Aktivitéts-Verhdtnis ist der Quotient aus spez. Aktivitdt ohne zur
spez. Aktivitat mit pGP1-2 (Plasmid mit Gen der T7-RNA-Polymerase).

1.4.5. Haben durch PCR generierte, zuféllige Mutationen entscheidenden Einflul3 auf
Enzymaktivitat und Expression der Fusionen? Aussagen zur Anfalligkeit der Topologie-
Unter suchungen gegenliiber Punktmutationen im charakterisierten Protein

Wie schon erwéhnt, wurden die Genabschnitte mittels PCR amplifiziert und in die
Fusionsvektoren kloniert. Anschlief3end wurde nach Sequenzierung der DNA im Bereich der
Fusionsregion die Enzymaktivitdt in E. coli CC118(pGP1-2) getestet. Trotz Verwendung
eines Polymerase-Gemisches mit proof reading-Funktion in der PCR wurden bei der DNA-
Sequenzierung manchmal Punktmutationen im zu untersuchenden Gen festgestellt. In solchen
Falen wurden zwar andere Klone der jeweiligen Fusion herangezogen, aber es stellte sich
trotzdem die Frage, wie anféllig das System auf Mutationen reagiert. Gerade bel léangeren
Genabschnitten war eine komplette Sequenzierung der DNA nicht méglich und es konnten
somit Mutationen nicht ausgeschlossenen werden. Bestand vielleicht die Gefahr, dald auf
durch Mutationen hervorgerufene Fusionsproteine artifizieller Topologie bevorzugt selektiert
wurde? Dieser Frage sollte mit folgenden Untersuchungen begegnet werden. Die PhoA-
Aktivitat und Expression von zuféllig festgestellten, mutierten Fusionsproteinen wurde mit
Aktivitéat und Expression der korrekten Fusionen verglichen (Tab. 11; Abb. 16).
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Tab. 11: spezifische PhoA-Aktivitaten von korrekten und mutierten CzcA-Fusionen

Plasamid  Set relevanter Genotyp  spez. Aktivitat Mutanten-/  Bemerkungen
mit Fusionsposition [U/mg TG] Wit-Aktivitét

pPECD643 3 czcA673-'phoA 4.19+ 0.65 Wildtyp (Tab. 9)
pECD644 3 czcA673- phoA* 2.79+ 0.40 0.67 K633R/ D637G-
Doppelmutante
pECD646 3 czcA904-' phoA 3.22+ 0.08 Wildtyp (Tab. 9)
pPECD647 3 czcA904-' phoA* 245+ 0.38 0.76 S7G-Mutante
pECD664 3 czcA927-' phoA 0.54+ 0.09 Wildtyp (Tab. 9)
pECD665 3 czcA927-' phoA* 0.32+ 0.09 0.58 1853T-Mutante
pECD669 3 czcA1038-' phoA 0.35+ 0.07 Wildtyp (Tab. 9)
pECD670 3 czcA1038-' phoA* 0.26+ 0.09 0.75 L896S P995L -
Doppelmutante
pECD671 3 czcA1038-' phoA* 0.26+ 0.01 0.74 A898T-Mutante

Die spezifischen Aktivitéten von permeabilisierten Zellen mit den Hybridproteinen sind in U/mg Trockengewicht
(TG) angegeben (1 U =1 nmol/min). Es sind die Mittelwerte mehrerer Messungen (+ Standardabwel chungen)
dargestellt. PhoA-Aktivitaten von Hybridproteinen derselben Fusionsposition sind untereinander angegeben.
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Abb. 16: Westernblot von korrekten und mutierten CzcA’-'PhoA-Hybridproteinen mit

polyklonalen Anti-PhoA-AK

Rohextrakte von E.coli CC118(pGP1-2) mit den CzcA’-'PhoA-Fusionsproteinen bzw. mit zugehorigen
Mutanten-Fusionen wurden prépariert, in linearer SDS-PAGE (7.5 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran Ubertragen und mit polyklonalen Anti-PhoA-AK inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1-9 ist wie folgt (in Klammern theoretische Molekulargewichte der Proteine):
Spur 1 — CzcA673-'PhoA (ca. 121 kDa); Spur 2 — CzcA673-'PhoA* (ca. 121 kDa); Spur 3 — CzcA904-' PhoA
(ca. 146 kDa); Spur 4 — CzcA904-' PhoA* (ca. 146 kDa); Spur 5 — CzcA927-'PhoA (ca. 148 kDa); Spur 6 —
CzcA927-'PhoA* (ca. 148 kDa); Spur 7 — CzcA1038-' PhoA (ca. 160 kDa); Spur 8 — CzcA1038-' PhoA* (ca
160 kDa; pECD671); Spur 9 — CzcA1038-’' PhoA* (ca. 160 kDa; pECD670)
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Im Allgemeinen konnte festgestellt werden, dal3 das Aktivitéatsniveau von Wildtyp-Fusion und
zugehoriger Mutanten-Fusion vergleichbar war. Die mutierten Fusionsproteine hatten eine
Enzymaktivitét in der gleichen GroRenordnung wie die Wildtyp-Fusionen. Auffalig war, dal3
die Aktivitét der Mutanten stets geringer war als die der Wildtyp-Hybridproteine (50-75 %
Wildtyp-Aktivitét).

Auch Expression und Stabilitdt der korrekten und mutierten Fusionsproteine ghnelten sich
sehr. Zumindest konnte ein generelles Problem mit topologischen Daten von zuféllig Uber
PCR erzeugten Mutanten ausgeschlossen werden. Allerdings bedeutete dies nicht, dal3
einzelne Mutationen, von denen speziell topologische Signale betroffen waren bzw. die neue
Signale dieser Art einfihrten, keinen dramatischen Einflu® auf die Mefl3werte hatten haben
koénnen. Im gewahlten Mel3system erfolgte aber zumindest keine Selektion darauf.

1.4.6. Die Sequenz von czcA weicht von der unter EMBL X98451 ver 6ffentlichten ab

Bel der Sequenzierung der DNA im Bereich der Fusionsregionen konnten Abweichungen von
der unter der Accession Number X98451 in der EMBL-Datenbank vertffentlichten czc-DNA-
Sequenz festgestellt werden (Abb. 17).

AS-Sequenz (CzcA): --- Throig --- Sergsg Leu ---
DNA (ermittelt): - - - Agga3CT --- Tg9e6CG CTG - - -
DNA (X98451): === AegasTT --- Cooe6TT GIG ---
AS-Sequenz (CzcA): --- |lleg1g --- Leugsg Val ---

Abb. 17: Vergleich der ermittelten Nukleotidsequenz im czcA-Gen mit der publizierten

Sequenz (EMBL X98451)

Dargestellt sind lediglich die von der publizierten Sequenz X98451 abweichenden Abschnitte im czcA-Gen mit
der nach Tranglation resultierenden AS-Sequenz. Die Unterschiede sind fett hervorgehoben. Tiefergestellte
Ziffern kennzeichnen die Basenposition in der publizierten Sequenz der czc-Determinante (EMBL X98451) bzw.
die AS-Sequenz im CzcA-Protein. Die ermittelte Sequenz von czcA entspricht der urspriinglich von Nies et al.
(1989) verdffentlichten.

Diese Abweichungen waren mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf durch PCR
hervorgerufene Mutationen zurlickzufuhren, da sie in alen sequenzierten czcA-
Genabschnitten vorlagen. Das als DNA-Template eingesetzte Plasmid pECD110 mit der SGR
der czc-Determinante als EcoRI-BamHI-Fragment stammte direkt vom Megaplasmid
pPMOL30 aus R. metallidurans CH34 ab. Die ermittelte czcA-Sequenz stimmte mit der
urspringlich von Nies et al. (1989) publizierten Gberein. Auch ein Vergleich mit Sequenzen
des Genomprojektes von Ralstonia eutropha Dbestétigte die Richtigkeit dieser
Nukleotidsequenz von czcA (BLAST; Altschul et al., 1997; Nieset al., 1989).
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2. Untersuchungen zur Lokalisation der Komponenten des Czc-Efflux-

Komplexes nach Fraktionierung von Zellen in die Kompartimente

Ein weiterer Ansatz, die subzelluléare Lokalisation der Czc-Efflux-Komponenten naher zu
charakterisieren, bestand darin, die einzelnen Proteine heterolog in E. coli K38(pGP1-2) unter
Kontrolle eines T7-Promotors zu exprimieren, mit [*S]-Methionin zu markieren und
anschliel3end die Zellen in ihre Kompartimente aufzutrennen. Es wurden die hydrophilen
Kompartimente Periplasma und Cytoplasma as auch die Membranen von Zellen, die CzcC
bzw. CzcB enthielten, prépariert und analysiert (2.1.). Die Membran-Fraktion wurde mittels
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation weiter in Cytoplasmamembran und &ul3ere
Membran getrennt (2.2.). Wie bei den Untersuchungen mit Reporterproteinen wurde
vorausgesetzt, dai3 die anderen Komponenten fur eine korrekte Lokalisation der untersuchten
Untereinheit nicht notwendig waren.

2.1. CzcC und CzcB sind zumindest an Membranen assoziiert - Fraktionierung von
E. coli-Zellen mit den Komponenten CzcC bzw. CzcB

Fur die Untersuchungen wurden E. coli K38(pGP1-2) mit Plasmid pECD119, das fir CzcC
kodierte, bzw. mit pECD130, das fur CzcB kodierte, eingesetzt. Die Zellen mit den
exprimierten und markierten Proteinen wurden Uber die beschriebenen Prozeduren
kompartimentiert. Die Zellfraktionen wurden schliefdlich in einem linearen SDS-PAA-Gél
aufgetrennt und mittels Fluorographie auf VVorhandensein der radioaktiv markierten Proteine
analysiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Fluorographie zum Nachweis von CzcC bzw. CzcB in den Zellkompartimenten

Rohextrakte von E. coli K38(pGP1-2) mit markiertem CzcC (pECD119) bzw. CzcB (pECD130) wurden
prapariert und in Cytoplasma (Iésliche Fraktion) und Membranen (inklusive Zelltrimmer) aufgetrennt. Die
Periplasma-Fraktion wurde nach osmotischem Schock an ganzen Zellen isoliert. Die Proben wurden in einer
linearen SDS-PAGE (12.5 %iges Gel) aufgetrennt und Uber Fluorographie detektiert.

Als Marker kam Rohextrakt von E. coli K38(pGP1-2, pECD110) mit den ebenfalls markierten Proteinen CzcA
(ca. 120 kDa), CzcB (ca. 63 kDa), CzcC (ca. 44 kDa unprozessiert; ca. 42 kDa prozessiert) und dem verkiirzten
CzcD’ (ca. 21 kDa) zum Einsatz.

Die Auftragung in den Spuren 1-7 ist wie folgt: Spur 1 — Cytoplasma (pECD119); Spur 2 — Periplasma
(PECD119); Spur 3 — Membranen (pECD119); Spur 4 — Marker (pECD110); Spur 5 — Cytoplasma (pECD130);
Spur 6 — Periplasma (pECD130); Spur 7 — Membranen (pECD130)
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Es konnten nur qualitative Aussagen getroffen werden, da vor Auftragung der radioaktiven
Proben kein Abgleich der Proteinmengen erfolgte, sondern die Zellfraktionen komplett
eingesetzt wurden. Beide Proteine waren in alen drel Kompartimenten nachweisbar. Es war
deutlich erkennbar, dal’3 grofRe Mengen von CzcC und CzcB in der Membran-Fraktion
lokalisiert waren. Da die Fraktion bei dieser Préparation auch noch Zelltrimmer enthielt,
konnten auch Inclusion bodies vorliegen. Bei genauerer Betrachtung war dies aber mit grof3er
Wahrscheinlichkeit nicht der Fall, da zum einen ein moderates Uberexpressionssystem
verwendet wurde und nach Coomassie-Farbung CzcB und CzcC nicht erkennbar waren
(Ergebnis nicht gezeigt). Zum anderen wurde CzcC fast ausschliefdlich in seiner prozessierten
Form nachgewiesen. Das Protein wurde also nach Trandation nicht artifiziell abgelagert,
sondern von der Translokationsmaschinerie weiter bearbeitet.

Zumindest das Cytoplasma schien mit Membranen (und Periplasma) verunreinigt zu sein, da
auch hier CzcC in prozessierter Form nachgewiesen wurde. Zur genaueren Beantwortung
dieser Frage waren Kompartimentsmarker, Proteine bekannter Lokalisation, hilfreich
gewesen.

2.2. Trennung der Membranen von E. coli-Zellen mit den Proteinen CzcC bzw. CzcB
mittelsisopyknischer Sacchar ose-Dichtegradienten-Zentrifugation

2.2.1. CzcC reichert sich in Membran-Fraktionen ungewohnlich hoher Dichte an

Wie unter 2.1. gezeigt wurde, konnten grof3e Mengen von CzcC in der Membran-Fraktion
lokalisiert werden. Es war nun von Interesse, ob CzcC nach Auftrennung der Membranen in
Cytoplasmamembran und auf3ere Membran einer der beiden Fraktionen zugeordnet werden
konnte oder ob mdglicherweise besondere Membranregionen, die von Bayer et al. (1982)
beschriebenen Membran-Adhésionszonen, eine Rolle spielten.

Dazu wurden Versuche mit E. coli K38(pGP1-2, pECD119) durchgefuihrt. Es wurden
Membranen des Stammes mit radioaktiv markiertem CzcC prapariert und in einer Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation aufgetrennt. Die einzelnen Membran-Fraktionen wurden
unter Aufzeichnung des Azgo nm-Profiles abgenommen und in einem linearen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt. Die Detektion erfolgte schliefdlich durch Fluorographie (Abb. 19).

Die beiden Peaks im Azgp nm-Profil konnten den beiden Membranen zugeordnet werden. Die
auRere Membran-Fraktion war mit Fraktion Nr. 4 identisch. Cytoplasmamembranen waren in
Fraktionen geringerer Dichte (Nr. 6-8) angereichert. CzcC konnte hauptsachlich in Fraktionen
hoher bis mittlerer Dichte nachgewiesen werden (Nr. 1-5). Besonders hoch erschien der
CzcC-Anteil im Vergleich zum Gesamtprotein in Fraktion Nr. 2.
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Profil des Gesamtproteins der Membrantrennung
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Abb. 19: Profil des Gesamtproteins der Membrantrennung von K38(pGP1-2, pECD119)

und Fluorographie zum Nachweis von CzcC in den Membran-Fraktionen

Membranen von E. coli K38(pGP1-2) mit radioaktiv markiertem CzcC (pECD119) wurden prépariert und im
Saccharose-Dichtegradienten [25-60 % (w/w) Saccharose] aufgetrennt. Es wurden zehn Fraktionen mit der
dichtesten beginnend gesammelt, komplett in einer linearen SDS-PAGE (12.5 %iges Gel) aufgetrennt und Uber
Fluorographie analysiert.

Auf die Absorption von Fraktion Nr. 2 wurde abgeglichen und die Absorptionen der anderen Fusionen relativ
dazu aufgetragen. Der gestrichelte Pfeil gibt die Position des prozessierten CzcC bei ca. 42 kDa an. Der normale
Pfeil markiert die Position des in einigen Fraktionen nachweisbaren, nicht prozessierten CzcC bei ca. 44 kDa.
Die Auftragung in den Spuren 1-10 entspricht den Fraktionen Nr. 1-10.

2.2.2. Auch CzcB ist in Membran-Fraktionen ungewohnlich hoher Dichte angereichert
Ahnlich wie CzcC war auch CzcB gut in der Membran-Fraktion nachweisbar (2.1.). Durch
Membrantrennung sollte die Lokalisation des Proteins weiter konkretisiert werden.
Membranen von E. coli K38(pGP1-2, pECD130) mit markiertem CzcB wurden im
Saccharose-Dichtegradienten durch Ultrazentrifugation getrennt. Der Gradient wurde unter
Aufzeichnung von Aggy nm fraktioniert. Die Fraktionen wurden im linearen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt und mittels Fluorographie detektiert (Abb. 20).

Die Fraktion der &uf’eren Membran konnte Fraktion Nr.4 zugeordnet werden.
Cytoplasmamembranen waren in Fraktionen geringerer Dichte (um Nr. 8) angereichert. Das
CzcB-Protein konnte hauptsachlich in Fraktionen hoherer Dichte nachgewiesen werden
(Nr. 1-4). Der Anteil von CzcB am Gesamtprotein erreichte in den Fraktionen Nr. 2 und 3
Hochstwerte.
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Profil des Gesamtproteins der Membrantrennung

0,025

N TN
001\ / - \‘
A
NV

Relative Absorption
(bei 280 nm)

Nr. der Fraktion

Abb. 20: Profil des Gesamtproteins der Membrantrennung von K38(pGP1-2, pECD130)

und Fluorographie zur Detektion von CzcB in den Membran-Fraktionen

Membranen von E. coli K38(pGP1-2) mit radioaktiv markiertem CzcB (pECD130) wurden prépariert und im
Saccharose-Dichtegradienten [25-60 % (w/w) Saccharose] aufgetrennt. Es wurden zehn Fraktionen mit der
dichtesten beginnend gesammelt, komplett in einer linearen SDS-PAGE (12.5 %iges Gel) aufgetrennt und Uber
Fluorographie analysiert.

Auf die Absorption von Fraktion Nr. 2 wurde abgeglichen und die Absorptionen der anderen Fusionen relativ
dazu aufgetragen. Die Auftragung in den Spuren 1-10 entspricht den Fraktionen Nr. 1-10.

3. Wie interagieren die Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes? Das

CytoTrap™ Yeast Two-Hybrid-System (Stratagene GmbH, Heidelberg)
Nachdem Lokalisation bzw. Topologie der einzelnen Komponenten untersucht und soweit
geklart worden war, sollte nun die Gesamtarchitektur des Efflux-Komplexes néaher
charakterisiert werden. Dazu waren zunéchst die Interaktionen der Untereinheiten im
Komplex nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurde das CytoTrap™ Sos Recruitment-System
(Stratagene GmbH, Heidelberg), ein alternatives Yeast Two-Hybrid-System, eingesetzt.
Welche Komponenten sind am Komplex beteiligt? Wechselwirken alle Untereinheiten direkt
miteinander oder stehen z. B. CzcC und CzcA nur Uber CzcB in Kontakt? Neben der Klérung
solcher Fragen sollten mit diesem Ansatz auch Aussagen zur stéchiometrischen
Zusammensetzung des Czc-Efflux-Komplexes moglich sein. Wenn mehrere Exemplare einer
Komponente im Komplex enthalten sind, sollten gegebenenfalls auch Interaktionen zwischen
gleichen Komponenten nachweisbar sein.
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3.1. Im Yeast Two-Hybrid-Assay in der Hefemutante S. cerevisiae cdc25H sind keine
Interaktionen der Efflux-Komponenten nachweisbar

Im Assay konnten nur losliche Protein-Doméanen der Czc-Proteine getestet werden, da
einerseits bel Verwendung von mit hSos fusionierten Membranproteinen falsch positive
Ergebnisse vorprogrammiert waren und andererseits bei myristylierten Membranproteinen
Interaktionen auf lumenaler Seite des endoplasmatischen Reticulums der Hefe nicht mdglich
waren. Letzteres hétte falsch negative Ergebnisse zur Folge gehabt. Da auf3erdem gleiche
Domaénen sowohl als Target als auch als Bait dienen sollten, wurden ale fur TMS kodierende
Bereiche in den czc-Strukturgenen deletiert. Nur Protein-Domanen, deren Hydrophilie
gesichert war, sollten im Test eingesetzt werden. Im czcC-Gen wurde die fir die N-terminae
Signalsequenz kodierende Region deletiert, in czcB die fur den N-terminalen Membrananker
kodierende Sequenz. Von czcA wurden lediglich die Genabschnitte "czcAl’ und ’czcAll’
verwendet, die fir die grof3en periplasmatischen Domanen | und |11 kodieren.

Die Amplifizierung der Genbereiche erfolgte mittels PCR ('czcC mit den Primern ’czcC-
EcoRI-Ncol-Start und ’czcC-Sall-Ende; *czcB mit den Primern ’czcB-EcoRI-Ncol-Start und
' czcB-Notl-Xhol-Ende; *czcAl'’ mit den Primern ’czcAl’-EcoRI-Ncol-Start und ’czcAl’ -Notl-
Xhol-Ende; *czcAll’ mit den Primern 'czcAll’-EcoRI-Ncol-Start und ’czcAll’-Notl-Xhol-
Ende; Tab. 3) und pECD110 als Template-DNA. Nach Klonierung im Vektor pGEM®-T Easy
wurden die Fragmente durch Sequenzierung Uberpriift. Anschlief3end wurde 'czcC als EcoRl-
'czcC-Sll-Fragment in den Target-Vektor pMyr und als Ncol-' czcC-Sall-Fragment in den
Bait-Vektor pSos kloniert. Die anderen drei Genabschnitte wurden analog als EcoRI-Xhol-
Fragmente in pMyr und als Ncol-Notl-Fragmente in pSos kloniert. Alle acht pSos- bzw.
pMyr-Derivate wurden erneut zur Kontrolle der korrekten Trandationsfusionierung
sequenziert.

Die Hefe S. cerevisiae cdc25H wurde mit allen 16 Kombinationen aus je einem pSos- und
pMyr-Konstrukt transformiert. Konstrukte des Herstellers dienten as Kontrollen. Als Positiv-
Kontrolle wurde die Kombination pSos MAFB/pMyr MAFB verwendet. Negativ-Kontrollen
waren die Kombinationen pSos Coll/pMyr Lamin C, pSos Coll/pMyr MAFB und pSos
MAFB/pMyr Lamin C. Zusétzlich wurden als interne Negativ-Kontrollen alle pSos-Derivate
mit pMyr Lamin C und alle pMyr-Derivate mit pSos Coll kombiniert. Der Wachstumstest
erfolgte auf SD/Glucose (-UL)- und SD/Galaktose (-UL)-Agar jeweils bei 25 und 37 °C. Auf
dem Agar mit Galaktose konnten bei 37 °C nur noch Stdmme, bel denen es zur Protein-
Interaktion kam, wachsen (Tab. 12).

Lediglich Hefemutanten mit der Positiv-Kontrolle bildeten bei 37 °C auf Galaktose-Agar noch
Kolonien, wéhrend Stdémme mit den anderen Kombinationen nicht wuchsen. Es konnte also
keine In vivo-Interaktion zwischen den 16slichen Doménen der Komponenten des Czc-Efflux-
Komplexesim Yeast Two-Hybrid-Assay nachgewiesen werden.
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Tab. 12: Yeast Two-Hybrid-Assay in S. cerevisiae cdc25H auf SD/Galaktose (-UL)-Agar
bei 37 °C

Ve |8c|x® |35 |==|gld
[&) (&) < = = LL
pSos S5 |85 |88 |38 (835 |8%

20 |wo 28|20 |wg|lw3a
P AL |8% |88 (8L (82|88

myr-' czcC (pECD680) - - - - -

myr-'czcB (pECD681) - - - - -

myr-'czcAl’ (pECD682) - - - - -

myr-'czcAll" (pECD683) - - - - -

myr-"hLaminC’ (pMyr Lamin C) - - - - - -

myr-mafB (pMyr MAFB) - +

Hydrophile Doménen der Czc-Proteine wurden mit Proteinen der Hitzeschock-Antwort (RAS) der Hefe
fusioniert. Nach Transformation der temperatursensitiven Hefemutante cdc25H mit Kombinationen aus je einem
pSos- und pMyr-Konstrukt konnten nur Stdmme, bei denen es zur Protein-Interaktion kam, bei 37 °C wachsen.
Das Wachstum wird durch Plus- (+) bzw. Minus- (-) Zeichen beschrieben. Felder mit kombinierten Czc-Protein-
Doménen sind grau hervorgehoben. In anderen Feldern ist das Verhalten der Kontroll-Kombinationen gezeigt.
Leere Felder deuten auf nicht getestete Kombinationen hin.

Es sind nur die Daten auf SD/Galaktose (-UL) Agar bei 37 °C dargestellt. Bei 25 °C wuchsen ale Stdmme
sowohl auf SD/Glucose (-UL) Agar as auch auf SD/Galaktose (-UL) Agar. Auf SD/Glucose (-UL) Agar bei
37 °C war dagegen Uberhaupt kein Wachstum feststellbar.

3.2. Die hSos-Fusionen werden in S. cerevisiae cdc25H nicht exprimiert

Die Aussage des Yeast Two-Hybrid-Assays war eindeutig. Keine Kombination von Czc-
Fusionsproteinen verhalf der Mutante cdc25H zum Wachstum auf Galaktose-Agar bei 37 °C.
Was dieses Ergebnis aber genau bedeutete, sollte weiter untersucht werden. Sollte es
tatsachlich keine Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten hydrophilen Doméanen geben?
Oder liel3 das Milieu im Cytosol der Hefe die Interaktionen nicht zu? Es bestand auch die
Moglichkeit, dal3 wichtige Wechselwirkungen im Efflux-Komplex erst durch Bindung des
Substrates induziert wurden. Fraglich war auch, ob die Hybridproteine in cdc25H (berhaupt
stabil exprimiert wurden, da das hSos-Protein eine Gréfe von Uber 100 kDa hatte.

Um die Expression der Interaktionspartner zu Uberprifen, wurden vier Hefestdmme mit den
Plasmid-K ombinationen pECD676/pECD680 (' czcC-Fusionen), pECD677/pECD681 (' czcB-
Fusionen), pECD678/pECD682 (’'czcAl’-Fusionen) und pECD679/pECD683 (’czcAll’-
Fusionen) ausgewahlt und bei 25 °C in SD/Galaktose (-UL)-Medium angezogen. Als Negativ-
Kontrolle wurde cdc25H mit den Vektoren pSos/pMyr mitgefuhrt. Die Rohextrakte der
funf Hefen wurden in einem linearen SDS-PAA-Gel (10 %ig) aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran tbertragen, und mit Anti-CzcC-, Anti-CzcB- bzw. Anti-CzcA-AK inkubiert.

Um 100 kDa und dartber waren bel keinem der Stdmme Signale erkennbar (Ergebnis nicht
gezeigt). Das bedeutete, dal3 kein hSos-Fusionsprotein stabil exprimiert wurde. Das negative
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Ergebnis im Yeast Two-Hybrid-Assay war auf unzureichende Expression der
Interaktionspartner zuriickzufthren.

4. Blue Native PAGE — Versuch der nativen Isolierung des kompletten Czc-

Efflux-K omplexes

Ein weiterer Ansatz, Zusammensetzung, Struktur und GrofRe des Czc-Efflux-Komplexes zu
ergriinden, bestand darin, den gesamten Komplex zu solubilisieren und nach einer Blue Native
PAGE mit Hilfe von Antikdrpern zu charakterisieren.

Der Nachweis, dal3 die Komponenten CzcC, CzcB und CzcA wirklich einen Membranprotein-
Komplex bilden, und eine ungeféhre Abschéatzung der Grof3e dieses Komplexes sollten mit
dieser Methode erbracht werden. Zudem sollten Rickschlisse auf die Stochiometrie der
Untereinheiten moglich sein.

4.1. Die Komponenten CzcB und CzcA sind im Solubilisat

Mit 0.5 mM ZnCl, wurde die Expression des Czc-Efflux-Komplexes von R. metallidurans
AE128 induziert. Nach Zelaufschlu? und Praparation der Membranen wurden die mit
DNasel behandelten Membranen zur Solubiliserung der Membranproteine mit N-
Laurylsarcosin eingesetzt. Der Nachweis der Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes im
Solubilisat erfolgte nach linearer SDS-PAGE und Transfer auf eine PV DF-Membran mittels
Westernblot mit polyklonalen Anti-CzcC-, Anti-CzcB- bzw. Anti-CzcA-AK (Abb. 21).
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Abb. 21: Westernblot nach SDS-PAGE zum Nachweis der Komponenten CzcC, CzcB

und CzcA im Solubilisat mit polyklonalen Antikor pern

Membranen von R. metallidurans AE128, mit 0.5 mM ZnCl, induziert, wurden prépariert und nach DNase |-
Behandlung zur Solubilisierung der Membranproteine mit N-Laurylsarcosin eingesetzt. Das Solubilisat wurde in
linearer SDS-PAGE (10 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PV DF-Membran Ubertragen und mit polyklonalen Anti-
CzcC-, Anti-CzcB- bzw. Anti-CzcA-AK inkubiert.

Die Auftragung in den Spuren 1-3 ist wie folgt: Spur 1 — Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcA-AK; Spur 2 —
Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcB-AK; Spur 3 — Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcC-AK
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Die Proteine CzcB und CzcA waren eindeutig im Solubilisat nachweisbar. Fir CzcC konnte
kein Signal festgestellt werden. Das Protein war entweder nicht solubilisiert worden oder der
gegenuber den Anti-CzcA- bzw. Anti-CzcB-AK betréchtlich unspezifischere Antikérper
gegen CzcC war der Grund fur das negative Ergebnis.

4.2. Nur die Einzelkomponenten CzcB und CzcA sind nach Blue Native PAGE mit
Antikorpern detektierbar

Die mit N-Laurylsarcosin solubilisierten Membranproteine von R. metallidurans AE128
wurden zum Nachweis des Czc-Efflux-Komplexes einer Blue Native PAGE unterzogen, auf
eine PVDF-Membran transferiert und im Westernblot mit polyklonalen Anti-CzcC-, Anti-
CzcB- bzw. Anti-CzcA-AK analysiert (Abb. 22).

Wie zu erwarten war, konnte mit dem Anti-CzcC-AK kein Signa erhalten werden. Mit den
beiden anderen Antikorpern konnten zumindest die Einzelkomponenten CzcB und CzcA
nachgewiesen werden. Eine mit alen drel Antikdrpern detektierbare Proteinbande gleicher
Grof%e als gewuinschtes Signal fur den Czc-Efflux-Komplex konnte nicht festgestellt werden.
Bel ca 500-550 kDa konnte lediglich fir CzcB und CzcA ein schwaches Signal erhalten
werden, das allerdings schwer zu reproduzieren war.
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Abb. 22: Westernblot nach Blue Native PAGE zum Nachweis des Czc-Efflux-Komplexes

im Solubilisat mit polyklonalen Antikérpern

Membranen von R. metallidurans AE128, mit 0.5 mM ZnCl, induziert, wurden prépariert und nach DNase |-
Behandlung zur Solubilisierung der Membranproteine mit N-Laurylsarcosin eingesetzt. Das Solubilisat wurde in
einer Blue Native PAGE (5-13 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit
polyklonalen Anti-CzcC-, Anti-CzcB- bzw. Anti-CzcA-AK inkubiert.

Der Pfeil markiert die Position eines schwachen Signalsin Spur 1 und 2 bei ca. 500-550 kDa.

Die Auftragung in den Spuren 1-3 ist wie folgt: Spur 1 — Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcA-AK; Spur 2 —
Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcB-AK; Spur 3 — Solubilisat von AE128 mit Anti-CzcC-AK
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5. Ein fur CzcB spezifischer Proteinkomplex ist nach In vivo-Crosslinking
mit Formaldehyd nachweisbar

Verschiedene analytische In vivo-Crosslinking-Experimente mit den Komponenten des Czc-
Efflux-Komplexesin R. metallidurans AE128 und E. coli K38(pGP1-2) mit unterschiedlichen
Konstrukten sollten zeigen, ob eine Verknipfung des gesamten Komplexes oder eventueller
Subkomplexe mittels Formaldehyd bzw. anderer Crosslinker wie Dithiobis-
(succinimidylpropionat) (DSP;, Lomant's Reagenz) an den Interaktionsflachen der
Untereinheiten moglich ist.

Die Detektion von radioaktiv markierten Komponenten erfolgte Gber Autoradiographie, nicht
markierte Komponenten wurden mit polyklonalen Antikdrpern im Westernblot nachgewiesen
und mit dem Strep-tag |1 ® fusionierte Untereinheiten mit einem SrepTactin ®-Peroxidase-
Konjugat analysiert.

5.1. Bei In vivo-Crosslinking mit 0.1 % (v/v) Formaldehyd ist ein ca. 220 kDa grof3er
CzcB-Strep-tag |1 ®-K omplex nachweisbar

In den Versuchen sollten nach Crosslinking auftretende Proteinbanden in Beziehung zur
jeweils nachgewiesenen Untereinheit gesetzt werden und somit aufféallige Effekte den
Komponenten CzcC, CzcB bzw. CzcA zugeordnet werden. Es sollte auch das Spektrum
moglicher detektierbarer Komplexe naher eingegrenzt werden. Weiterhin muf3te die optimale
Konzentration an Formal dehyd herausgefunden werden.
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Abb. 23: Nachweis von CzcB-Strep-tag |l ®-haltigen Proteinkomplexen mit einem
StrepTactin ®-Per oxidase-K onjugat

Rohextrakte von E. coli-Stdmmen mit unterschiedlichen Konstrukten wurden nach In vivo-Crosslinking (ca. 2 h
mit verschiedenen HCHO-K onzentrationen) prépariert, in einer SDS-PAGE (7.5 %iges Gel) aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran iibertragen und mit einem StrepTactin ®-Peroxidase-K onjugat inkubiert. Zum Vergleich wurden
unbehandelte Rohextrakte derselben E. coli-Stdmme aufgetragen.

Der gestrichelte Pfeil gibt die Position des Komplexes bei ca. 220 kDa an, der normale Pfeil die Position des
CzcB-Strep-tag |1 ®-Monomers bei ca. 63 kDa

Die Auftragung in den Spuren 1-6 ist wie folgt: Spur 1 — Prestained Protein Marker, Broad Range; Spur 2 —
BL21(pECD684) ohne HCHO; Spur 3 — BL21(pECD684) mit 0.1 % (v/v) HCHO; Spur 4 — BL21(pECD684)
mit 0.5 % (v/v) HCHO; Spur 5 — K38(pGP1-2, pECD675) ohne HCHO; Spur 6 — K38(pGP1-2, pECD675) mit
0.1 % (v/v) HCHO
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Dazu wurden jeweils Rohextrakte von E. coli-Stémmen mit den induzierten Komponenten
nach Crosslinking in linearen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und die CzcB-Strep-tag 11 ®-Fusionsproteine mit einem Peroxidase-K onjugat
nachgewiesen (Abb. 23).

Es wurden deutlich bessere Ergebnisse mit 0.1 % (v/v) as mit 0.5 % (v/v) HCHO [oder
1% (v/v) HCHO (Ergebnis nicht gezeigt)] erzielt. Trotzdem lag nur ein geringer Anteil der
CzcB-Strep-tag 11 ®-Fusionsproteine in verkniipfter Form vor.

In E. coli K38(pGP1-2, pECD675) mit CzcC und CzcB-Strep-tag 11 ® war ein ca 220 kDa
groRer, CzcB-Strep-tag |1 ®-haltiger Proteinkomplex nachweisbar. Ein Komplex gleicher
Grof3e konnte auch in anderen Experimenten mit Antikdrpern gegen CzcB und bei radioaktiv
markiertem CzcB in der Autoradiographie detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

Der Proteinkomplex war auch im Expressionsstamm E. coli BL21(pECD684), der nur CzcB-
Srep-tag 11 ® enthielt, vorhanden. Das Bild war praktisch identisch mit dem von Stamm
K38(pGP1-2, pECD675), woraus abgeleitet werden konnte, dald scheinbar keine weitere
Komponente in diesem offensichtlichen CzcB-Subkomplex enthalten war. Die Variante der
maglichen Beteiligung eines E. coli-Proteins sollte durch Reinigung CzcB-Strep-tag 11 ®-
Komplexes und anschlieffender Zerlegung in seine Bestandteile durch Auflosung des
Crosslinks ausgeschlossen werden (5.3.).

Weder mit Formaldehyd noch mit anderen Crossiinkern wie DSP konnten andere
Subkomplexe oder der gesamte Czc-Efflux-Komplex verknipft werden (Ergebnisse nicht
gezeigt).

5.2. Die Crosslinking-Verknupfung kann durch Erhitzen aufgel6st wer den

Um herauszufinden, ob es sich um eine typische, wiederaufspaltbare Formaldehyd-
Verkniipfung handelte und folglich eine Zerlegung des CzcB-Strep-tag |1 ®-Komplexes in
seine Komponenten nach Reinigung moglich wére, wurden die hier erléuterten Tests
durchgefihrt.

Es wurden Rohextrakte von E. coli-Stdmmen mit den induzierten Komponenten nach In vivo-
Crosdlinking auf 96 °C erhitzt, in linearen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die CzcB-Srep-tag |l ®-Fusionsproteine  wurden mit einem
Peroxidase-Konjugat nachgewiesen (Abb. 24).

Die Verkniipfungen mit Formaldehyd innerhalb des CzcB-Strep-tag 11 ®-Komplexes waren
durch Erhitzen fast vollsténdig aufspaltbar. Es lag also der typische, hitzelabile Crosslink
durch Ausbildung von Methylenbriicken vor.
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Abb. 24: Beweisfiir diereversible Verkniipfung des CzcB-Strep-tag || ®-K omplexes

Rohextrakte von E. coli-Stdmmen mit unterschiedlichen Konstrukten wurden nach In vivo-Crosslinking [ca. 2 h
mit 0.1 % (v/v) HCHO] und Erhitzen auf 96 °C (20 min) prépariert, in einer SDS-PAGE (7.5 %iges Gel)
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran (ibertragen und mit einem StrepTactin ®-Peroxidase-Konjugat inkubiert.
Zum Vergleich wurden unbehandelte Rohextrakte derselben E. coli-Stdmme aufgetragen. Der gestrichelte Pfeil
gibt die Position des Komplexes an, der normale Pfeil die Position des CzcB-Srep-tag |1 ®-Monomers.

Die Auftragung in den Spuren 1-8 ist wie folgt: Spur 1 - Prestained Protein Marker, Broad Range; Spur 2 —
BL21(pECD684) ohne HCHO; Spur 3 — BL21(pECD684) mit 0.1 % (v/iv) HCHO (96 °C); Spur 4 —
BL21(pECD684) mit 0.1 % (v/v) HCHO; Spur 5 — K38(pGP1-2, pECD675) ohne HCHO; Spur 6 — K38(pGP1-
2, pECD675) ohne HCHO (96 °C); Spur 7 — K38(pGP1-2, pECD675) mit 0.1 % (v/v) HCHO (96 °C); Spur 8 —
K38(pGP1-2, pECD675) mit 0.1 % (v/v) HCHO

5.3. Der gereinigte CzcB-Strep-tag !l ®-Komplex entspricht wahrscheinlich einem
Homooligomer

Es war zwar relativ unwahrscheinlich, dal3 ein E. coli-Protein am nachgewiesenen CzcB-
Subkomplex beteiligt war, da bel In vivo-Crosslinking-Experimenten in R. metallidurans
AE128 Banden dhnlicher Grol3e festgestellt werden konnten (Ergebnis nicht gezeigt) und da
fir die Untersuchungen in E.coli immer moderate Uberexpressionssysteme eingesetzt
wurden, die zum Austitrieren eines betelligten E. coli-Proteins hétten fuhren missen.
Trotzdem sollte durch Reinigung des Komplexes und anschliefiende Zerlegung in die
Komponenten ein stichhaltiger Beweis gefunden werden.

Dazu wurden Membranen von E.coli K38(pGP1-2, pECD675) mit den induzierten
Komponenten nach Crosslinking und Ultraschallaufschluf prapariert, die Membranproteine
mit N-Laurylsarcosin solubilisiert und der Protein-Komplex durch Affinitétschromatographie
gereinigt. Die Proben wurden nach Erhitzen auf 96 °C in Gradienten-SDS-PAA-Gelen
aufgetrennt und mittels Silberfarbung detektiert. Zum Vergleich wurde nicht erhitzter,
gereinigter CzcB-Strep-tag 11 ®-Komplex aufgetragen (Abb. 25).

Der detektierte Proteinkomplex entsprach mit hoher Wahrscheinlichkeit einem
Homooligomer. Ob es sich jedoch um ein Homotrimer oder ein Homotetramer handelte, muf3
Gegenstand der Diskussion bleiben.
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Abb. 25. Zerlegung des gereinigten CzcB-Strep-tag -Komplexes in seine

Komponenten

Aus E. coli K38(pGP1-2, pECD675) durch Affinitatschromatographie an SrepTactin ®-Sepharose gereinigte
CzcB-Srep-tag |1 ®-haltige Membranprotein-Komplexe wurden nach Erhitzen auf 96 °C (20 min) in einer
Gradienten-SDS-PAGE (7.5-20 %iges Gel) aufgetrennt und mittels Silberférbung analysiert. Zum Vergleich
wurden unbehandelte gereinigte Membranprotein-K omplexe aufgetragen.

Der gestrichelte Pfeil gibt die Position des Komplexes an, der normale Pfeil die Position des CzcB-Srep-tag 11 ®-
Monomers. Mit dem Fragezeichen (?) sind zwel nach Spaltung des Komplexes neu hinzukommende
Proteinbanden gekennzeichnet.

Die Auftragung in den Spuren 1-3 ist wie folgt: Spur 1 - Protein Marker, Broad Range; Spur 2 — CzcB-Strep-
tag 11 ®-Komplex; Spur 3 — gespaltener CzcB-Strep-tag |11 ®-Komplex (96 °C)

Nach Hitzebehandlung war der Komplex weitestgehend aufgespalten. Die Bande des CzcB-
Srep-tag 11 ®-Monomers war dadurch etwas intensiver erkennbar. Allerdings konnten auch
zwei zusdtzliche Proteine unterhalb des CzcB-Strep-tag |l ®-Monomers nachgewiesen
werden. Obwohl nur solubilisierte Membranproteine zur Reinigung eingesetzt wurden,
machten auch gegebenenfalls durch In vivo-Crosslinking verknipfte und in kleineren Mengen
am Affinitdtsmaterial Uber das Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein gereinigte Subkomplexe des
[6slichen  Acetyl-CoA-Carboxylase-Komplexes eine abschlieffende Bewertung etwas
schwierig.
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V. DISKUSSION

1. Targeting und Translokation von Proteinen in Bakterien

Das Proteom von Bakterien, das der Gesamtheit aller Proteine entspricht, ist nicht
gleichmallig auf die verschiedenen Kompartimente der Zelle vertellt. Wahrend der
Hauptanteil aller Proteine im Cytoplasma lokalisiert ist, sind anndhernd 20 % der
synthetisierten Proteine teilweise oder vollstandig aufRerhalb des Cytoplasmas lokalisiert
(Pugsley, 1993). Neuere Untersuchungen, die auf der Computer gestitzten Anayse des
Genoms von B. subtilis beruhen, bestétigen die von Pugsey (1993) vorhergesagte
Grofenordnung. Ca. ein Viertel des Proteoms trégt Membran-Sortierungssignale in Form von
hydrophoben Bereichen, die in die Cytoplasmamembran integrieren kdnnen (Tjalsma et al.,
2000). Demnach sind 18 % des Proteoms durch transmembrane Segmente (TMYS) in der
Membran verankert und 7 % enthalten ein mdgliches N-terminales Signalpeptid, das den
Export des Proteins vermittelt und anschlief3end von speziellen Signal peptidasen abgespalten
wird (Tjalsmaet al., 2000).

Damit ein Protein seine definierte Funktion erfullen kann, ist die Biosynthese der Polypeptid-
Kette alein nicht ausreichend. Erst durch die korrekte Faltung im entsprechenden
subzellularen Kompartiment wird dies ermdglicht (Economou, 1999; Schatz & Dobberstein,
1996; Fekkes & Driessen, 1999). Das Verstandnis der Biogenese von Proteinen, die auch
Prozesse wie Targeting, Translokation ins Zielkompartiment und Ausbildung der nativen
Topologie umfald, ist Voraussetzung fur die Einordnung von Erkenntnissen zu Struktur und
Funktion der Proteine (van Geest & Lolkema, 2000).

In den letzten Jahren wurden bedeutende Fortschritte bei der Aufklarung der Membranprotein-
Insertion und der Transokation von Proteinen Uber die Cytoplasmamembran gemacht. Es
zeigte sich, dal? ale néher charakterisierten Mechanismen von speziellen Proteinen abhéngig
sind und die von Pugsley (1993) noch as alternativer Prozel3 dargestellte spontane Insertion
hydrophober Proteinsegmente in die bakterielle Cytoplasmamembran ohne Unterstiitzung
solcher Proteinfaktoren in vivo nicht von Bedeutung ist. Zuletzt wurde diese rein
biophysikalische Theorie nur noch fir ganz spezielle Ausnahmen wie dem M13 Procoat-
Protein diskutiert (von Heijne, 1997; de Gier et al., 1998; Bernstein, 1998). Vor kurzem
wurde durch Samuelson et al. (2000) gezeigt, dal3 auch M13 Procoat nur in Anwesenheit
eines membransténdigen Proteinfaktors, ndmlich YidC, in die Membran inserieren kann.

Die bedeutendste Route des Exports von Proteinen aus dem Cytoplasma verlauft Gber den
Sec-Apparat (Pugsley, 1993). Das eigentliche, membranstandige Sec-Translokon besteht aus
dem Heterotrimer SecY EG, das als Tetramer den aktiven Protein-Translokationskanal bildet
(Manting et al., 2000; Dalbey et al., 2000). An diesem ,Holoenzym*® ist in E. coli auch der
ebenfalls heterotrimere Subkomplex aus SecDF und Y g C beteiligt (Duong & Wickner, 1997).
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Weiterhin ist eine Assoziation von YidC mit dem Translokon sehr wahrscheinlich (Scotti
et al., 2000; Dalbey et al., 2000). Das periphere Membranprotein SecA, das a's Homodimer
den Trangl okationsmotor bildet (Shilton et al., 1998; Economou, 1999), liefert die notwendige
Energie fur den Transl okationsprozel3d durch die Hydrolyse von ATP (Lill et al., 1989).

Fur das Targeting von Proteinen zum Sec-Translokon in der Cytoplasmamembran gibt es bei
Bakterien zwei unterschiedliche Wege (Schatz & Dobberstein, 1996). Beide beginnen mit
dem naszierenden Polypeptid am Ribosom und konvergieren am Sec-Translokon (Vaent
et al., 1998; Martoglio & Dabberstein, 1998; Fekkes & Driessen, 1999).

Beim klassischen General Secretory Pathway (GSP; Pugsley, 1993), der meist von Proteinen
genutzt wird, die vollsténdig tUber die innere Membran ins Periplasma oder weiter bisin die
auRere Membran trangloziert werden, bildet das Praprotein einen Komplex mit cytosolischen
Chaperonen wie SecB, das als Homotetramer agiert (Watanabe & Blobel, 1989; Kumamoto &
Francetic, 1993; de Gier et al., 1997). In diesem posttrandationalen Prozef3 wird so das
Praprotein mit N-terminalem Signal peptid im ungefalteten, fur die Translokation kompetenten
Zustand gehalten (Lecker et al., 1989; Tjalsmaet al., 2000). Der Komplex bindet hochaffin an
das durch Interaktion mit dem Trandokon aktivierte und as Rezeptor dienende SecA
(Economou, 1999). Sowohl SecB (Hartl et al., 1990) als auch das Préprotein mit seinem
Signalpeptid (Miller etal., 1998) werden spezifisch erkannt (Fekkes et al., 1997). Nach
Ubergabe des Préproteins an SecA bleibt SecB zunéchst gebunden. Durch anschlieRende
Bindung von ATP an SecA wird eine Anderung der Konformation ausgelost, die zur Freigabe
von SecB und zur Initiation der Translokation fuhrt (Fekkes et al., 1997). Durch Zyklen der
ATP-getriebenen Insertion und Deinsertion von SecA in die Membran am Translokon wird
das Praprotein schrittweise in das Periplasma gepumpt (Economou & Wickner, 1994;
Economou, 1999). Sobald die Signalpeptidase-Spaltstelle des Prdproteins im Periplasma
zugangig ist, wird in E. coli das Signalpeptid durch LepB abgespalten (Dalbey et al., 1997).
Parallel zum schrittweisen Austreten der Polypeptid-Kette aus dem Translokon bringen
periplasmatische Faltungskatalysatoren durch Bildung von Disulfidbriicken oder auch durch
Prolin-lsomerisierung das gereifte Protein in seine native Konformation (Pugsley, 1993;
Missiakas & Raina, 1997; Economou, 1999).

Die meisten Proteine der Cytoplasmamembran werden Uber einen alternativen Weg der
Zielsteuerung zum Translokon geleitet, der Uber den Sgnal Recognition Particle (SRP)
verlauft (Luirink et al., 1994; de Gier et al., 1997). Der E. coli SRP, ein Ribonukleoprotein-
Komplex aus Ffh und 4.5S RNA, bindet mit hoher Affinitét hydrophobe Signalpeptide und
transmembrane Doménen der an Ribosomen gebundenen, naszierenden Polypeptid-Kette
(Bernstein, 1998; de Gier et al., 1997). Im Zusammenwirken mit dem SRP-Rezeptor FtsY
wird der gesamte Komplex mit Ribosom und mRNA wahrscheinlich cotranslational zur
Membran geleitet. Die der GTP-Hydrolyse durch FtsY folgende Dissoziation des SRP
ermdglicht es den hydrophoben Regionen des naszierenden Polypeptids in das Sec-
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Transokon zu gelangen (Vaent et al., 1998; Dalbey et al., 2000). Der Mechanismus der vom
N- zum C-Terminus gerichteten Insertion der TMS in die Membran soll hier anhand der
Sgnal Anchor (SA)-Sop Transfer (ST)-Hypothese dargestellt werden (van Geest & Lolkema,
2000; Dabey et al., 2000). Als Sgnal Anchor-Sequenz sind N;j,-Cqy: Und als Sop Transfer-
Sequenz No-Cin orientierte TMS definiert. Beide stellen topogene Signale dar, die in der
Aminosauresequenz polytopischer Membranproteine aternierend aufeinander folgen (van
Geest & Lolkema, 2000). Mit der Ubergabe des ersten hydrophoben Segments durch SRP und
Ribosom an das Transdokon kann dieses als Sgnal Anchor-Sequenz fungieren und die
Trandokation der nachfolgenden hydrophilen Region nach auf3en bewirken. Durch laterale
Offnung des Translokons erfolgt gleichzeitig der Austritt der Signal Anchor-Sequenz in die
Membran. Bel Eintritt des nachsten hydrophoben Segments in das Translokon wird es al's Stop
Transfer-Sequenz erkannt, als zweite TMS in die Membran inseriert und der Exportprozef3
von hydrophilen Regionen gestoppt. Nachfolgende topogene Signale werden vom Translokon
in &quivalenter Form umgesetzt (van Geest & Lolkema, 2000). M6glicherweise fungiert YidC
als Rezeptor fur die TMS in der Membran-Insertionsregion des Translokons (Scotti et al.,
2000; Dalbey et al., 2000).

Neben den TMS sind noch weitere Merkmale eines Membranproteins a's topogene Signale fir
die Struktur verantwortlich (Prinz et al., 1998). So kénnen positiv geladene Aminosdurereste
in hydrophilen Doméanen eine cytoplasmatische Lokalisation dieser Regionen bewirken
(positive-inside Regel; von Heijne, 1986; von Heijne& Gavel, 1988; Boyd & Beckwith,
1989). Auch amphipathische Helices in hydrophilen Doméanen tragen zur Verankerung im
Cytoplasma bel (Seligman & Manoil, 1994; Kimbrough & Manoil, 1994). Eine schnelle
Fatung kann sowohl periplasmatische als auch cytoplasmatische Doménen stabil im
jeweiligen Kompartiment verankern (Bardwell, 1994; Denzer et al., 1995; Spiess, 1995;
Missiakas & Raina, 1997). Schlieffdlich kdnnen Verkntipfungen zwischen den verschiedenen
TMS z. B. Uber Salzbrticken zur Stabilisierung der transmembranen Topologie notwendig sein
(Lee et al., 1992). Neben den intrinsischen Signalen der Aminosauresequenz kénnen auch
aullere Faktoren wie das Translokon und die Lipid-Zusammensetzung der Membran die
Topologie von inserierten Membranproteinen beeinflussen (Prinz et al., 1998).

Es soll nicht unerwadhnt bleiben, dald noch Zweifel bestehen, ob in E. coli tatséchlich der
Export von Préproteinen und die Insertion von Membranproteinen Uber ein und denselben
Weg erfolgen oder ob die distinkten Targeting-Wege auch mit verschiedenen Routen der
Trandokation verknipft sind (van Geest & Lolkema, 2000; Tjalsma et al., 2000). Es ist
maoglich, dal3 die Targeting-Wege verschiedene Translokons mit Proteinen beliefern, die sich
in der genauen Zusammensetzung unterscheiden, aber auf dem gleichen Core-Element
(SecYEG) beruhen (Vaent et al., 1998). So wére z.B. YidC nur an einem Translokon
beteiligt, das Uber SRP-Targeting beliefert wird, und wirde in einem Translokon fur SecB-
abhangige Préproteine fehlen (Scotti et al., 2000). Alternativ steht dem das Modell des fir
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Export und Insertion von Proteinen zustandigen, multifunktionellen Translokons mit flexibler
Zusammensetzung gegenuber (Newitt & Bernstein, 1998), bei dem YidC nur zum Translokon
tritt, wenn die cotranglational e Insertion von Membranproteinen erfolgt (Scotti et al., 2000).
Warum wird der Darstellung der Mechanismen des Exports von Préproteinen und der
Insertion von Membranproteinen in der vorliegenden Arbeit so viel Raum gegeben?
Untersuchungen von Ulbrandt et al. (1997) zur ldentifizierung von Substraten des SRP-
Targeting-Weges in E.coli geben Antwort auf diese Frage. Die Uberexpression von
verschiedenen polytopischen Membranproteinen bewirkte in einem Stamm mit einem
artifiziell niedrigen Level an SRP eine reduzierte Uberlebensfahigkeit der Zellen. Die
vorhandenen SRP-Molekile wurden durch Bindung an die in hohen Konzentrationen
synthetisierten Substrate austitriert und standen nicht mehr fir das Targeting anderer Proteine
mit essentiellen Funktionen zur Verfigung (Ulbrandt et al., 1997). Ein so identifiziertes
Substrat ist das multiple Antibiotika-Resistenz vermittelnde Membranprotein AcrB, das wie
CzcA der RND-Familie (Saier et al., 1994; Paulsen et al., 1996; Tseng et al., 1999) angehort
(Ulbrandt et al., 1997). Demzufolge ist es sehr wahrscheinlich, dal3 auch das polytopische
Membranprotein CzcA, das als zentrale Komponente des Czc-Efflux-Komplexes in dieser
Arbeit topologisch charakterisiert wurde, SRP-abhangig in die Cytoplasmamembran inseriert
wird. Vielleicht ist auch der friiher festgestellte toxische Effekt von CzcA bei Uberexpression
in E.coli (Rensing, 1996; Rensing et al., 1997a) zum Teil mit einer Ubersittigung der
Transl okationsmaschinerie zu erkléren.

Ein weiterer Weg des bakteriellen Proteinexports, der fur in dieser Arbeit vorgestellte
Untersuchungen maglicherweise von Bedeutung ist, verlauft Uber das Twin-Arginine
Trandocation-System (Tat; Berks, 1996; Berks et al., 2000). Alternativ wird dieses System
auch als Membrane Targeting and Translocation-System bezeichnet (Mtt; Weiner et al.,
1998), da nicht ale zur Membran geleiteten Proteinsubstrate transloziert werden. Das System
besteht aus den in der Membran lokalisierten Komponenten TatA, B, C und E sowie dem
cytoplasmatischen TatD (Sargent et al., 1998). Im Vergleich zum General Secretory Pathway
nimmt nur ein kleiner Bruchteil der Préproteine diesen Weg zur Passage der inneren Membran
(Berks et al., 2000). Es werden im Gegensatz zum General Secretory Pathway gefaltete
Proteine und ganze Proteinkomplexe exportiert, die meist einen Cofaktor enthalten (Berks,
1996; Berks et al., 2000). Die N-terminale Signalsequenz von Tat-abhangig translozierten
Préproteinen weist einige Besonderheiten wie das Twin-Arginine-Motiv [(S'T)RRXFLK] in
der relativ langen n-Region, eine weniger hydrophobe h-Region und basische
Aminosaurereste in der c-Region des Signal peptids auf (Berks, 1996; Christobal et al., 1999).
Das von Grass (2000) festgestellte Signalpeptid des CzcC-Proteins tragt eindeutig ein Tat-
Motiv (RRLFL). Auch der Pro-Rest an Position —6 bezogen auf die Spaltstelle der
Signalpeptidase (AVA,,) spricht fir Tat-abhangige Translokation (Christobal et al., 1999).
Doch warum sollte CzcC wie einige Redox-Cofaktor tragende Enzyme ins Periplasma
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exportiert werden? Zwar werden auch Proteine ohne Cofaktoren transloziert und fir diese die
Notwendigkeit von cytoplasmatischen Chaperonen fir eine korrekte Faltung oder auch eine
flr Sec-abhangigen Export viel zu stark ausgepragte Faltungstendenz diskutiert (Berks, 1996;
Berks et al., 2000), jedoch ist fir OMF-Proteine wie CzcC in dieser Hinsicht nichts bekannt.
Bel genauerer Betrachtung des CzcC-Signal peptids finden sich weitere Hinweise, die am Tat-
abhangigen Export zweifeln lassen. Das Signalpeptid ist mit 22 Aminosaureresten sehr kurz,
die recht hydrophobe h-Region beinhaltet mehrere Leu-Reste und nur einen Gly-Rest und die
c-Region trégt keine positiven Ladungen. Eine positiv geladene c-Region bewirkt in Tat-
Signalpeptiden die Vermeidung der Sec-abhéngigen Translokation (Bogsch et al., 1997;
Christobal et al., 1999). Wie Experimente mit modifizierten Tat-Signalpeptiden zur
Konkurrenz von Tat- und Sec-abhéngigen Export zeigen, ist trotz Tat-Motiv ein effizienter
Export via Sec-Apparat mdglich, wenn eine hydrophobe h-Region und eine nicht positiv
geladene c-Region vorliegen (Christobal et al., 1999; Berks et al., 2000). CzcC wird also
hochstwahrscheinlich trotz Tat-Motiv Sec-abhéngig tber die innere Membran exportiert.

2. Reportergen-Fusionen zur Aufkléarung der Membran-Topologie und

subzelluléren L okalisation von Proteinen

Zur Untersuchung der subzelluléren Lokalisation von exportierten Proteinen steht mittlerweile
eine Vielzahl von Methoden zur Verfigung. Eine herausragende Technologie stellt aber die
Methode der Fusionierung von Genen dar, deren Entdeckung und Weiterentwicklung auch fir
die Geschichte der Molekularbiologie insgesamt von Bedeutung ist (Manoil et al., 1990;
Beckwith, 2000; Silhavy, 2000). Speziell Trandationsfusionen, bei denen erzeugte
Hybridgene fir Hybridproteine kodieren (Silhavy, 2000), spielen bel der Aufklérung
transmembraner Regionen und der Lage hydrophiler Doménen von polytopischen
Membranproteinen in der Cytoplasmamembran die zentrale Rolle (van Geest & Lolkema,
2000). Mit dem zu untersuchenden Gen konnen dabei ganze Reportergene oder nur fir
bestimmte Doménen kodierende Genabschnitte fusioniert werden, wie z. B. Epitope von
Antikérpern oder spezifische Proteasespaltstellen. Prinzipiell kann dies auf zwei Wegen
erfolgen, zum einen durch Insertion in das Zielgen, so dal3 das resultierende Hybridprotein
sowohl mit dem Zielprotein beginnt a's auch endet, zum anderen durch klassische Fusion mit
einem verkirzten Teil des Zielgens, so dal3 das Hybridprotein mit dem C-termina verkirzten
Zielprotein beginnt und mit dem Tag endet (van Geest & Lolkema, 2000). Dabel gilt: Je
geringer der Eingriff in die native Topologie, desto genauer sind die mit der Methode
erhaltenen Aussagen. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet sind Insertionen von mdglichst
kurzen Doménen als Tags in das Zielprotein die beste Methode. Im Idealfall kann durch einen
Funktionsnachweis der Insertionsmutante des Zielproteins das Vorliegen der nativen
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Topologie bewiesen werden. Optimiert ist das Bestreben moglichst geringe Verdnderungen
der nativen Struktur durch die verwendete Methode zu bewirken in der Cys-Scanning
Mutagenese, bei der lediglich einzelne Aminosdurereste einer Cys-freien Mutante des
Zielproteins gegen Cys-Reste ausgetauscht werden, die dann spezifisch chemisch modifiziert
werden konnen (Frillingos et al., 1998; van Geest & Lolkema, 2000).

Beim Einsatz von Reporterproteinen, auch Enzyme Tags genannt, in Untersuchungen der
Topologie von Membranproteinen, werden haufig Hybridproteine mit C-terminal verkirzten
Teilen des Zielproteins generiert, obwohl seltener auch sogenannte sandwich-Fusionen
(Ehrmann et al., 1990) genutzt werden (van Geest & Lolkema, 2000). Reporterproteine
missen folgende Anspriche erfillen, um zuverldssige Sensoren der subzellul&ren
Lokalisation von Doméanen des Zielproteins sein zu kénnen: 1. Die enzymatische Aktivitat
muf3 auf ein Kompartiment, entweder Cytoplasma oder Periplasma, beschréankt sein; 2. Die
Signalsequenz von normal erweise ins Periplasma exportierten Reportern muf gegen mégliche
Exportsignale des Zielproteins austauschbar sein; 3. Die Lokalisation des reifen Teils des
Reporterenzyms muld ausschliefdlich durch die Exportsignade des Zielproteins bestimmt
werden; 4. Die N-terminale Fusion von Proteinsegmenten mit dem Reporter darf dessen
enzymatische Aktivitét nicht entscheidend beeintréchtigen (Ehrmann et al., 1990). Diese
Kriterien werden von den allgemein verwendeten Reporterenzymen Alkalische Phosphatase
(im Periplasma aktives Produkt des phoA-Gens, Chang et al., 1986), B-Laktamase (im
Periplasma aktives Produkt des blaM-Gens) und (3-Galaktosidase (im Cytoplasma aktives
Produkt von lacz) erfillt, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal? (van Geest & Lolkema,
2000).

Die Alkalische Phosphatase (PhoA) wird als Préprotein mit Signalsequenz synthetisiert, aber
SecB-unabhéngig transloziert (Kumamoto & Beckwith, 1985). Sie bildet im Periplasma ein
natives Homodimer, das durch Ausbildung von zwei intramolekularen Disulfidbriicken je
Monomer enzymatische Aktivitdt erlangt (Akiyama & Ito, 1993; Derman et al., 1993). Als
Cofaktoren sind in den beiden aktiven Zentren des Dimers auch je zwei Zn?*-lonen gebunden.
Dariiber hinaus tragen Mg?*-lonen zur Stabilisierung der nativen Konformation bei (Holtz &
Kantrowitz; 1999). In Topologie-Untersuchungen wird nur der reife Teill des Enzyms ohne
Signalsequenz als Reporter eingesetzt (Manoil et al., 1990; van Geest & Lolkema, 2000). Das
von Derman & Beckwith (1995) beschriebene Problem, da3 Fusionsproteine mit
cytoplasmatisch lokalisierter PhoA-Doméne in ruhenden Zellen langsam enzymatisch aktiv
werden, wird durch Zusatz von Jodacetamid als Sulfhydryl-Gruppen akylierendes Agens
beim Aktivitétstest gel Ost.

Das Reporterenzym [3-Galaktosidase (LacZ) ist als Homotetramer im Cytoplasma aktiv (van
Geest & Lolkema, 2000). Ein wichtiges Kriterium von Reporterenzymen wird von der 3-
Galaktosidase allerdings nur ungeniigend erflillt. Der effiziente Transport des Reporters ins
Periplasma, vermittelt durch ein vorgeschaltetes Exportsignal im Zielprotein, ist aufgrund von
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blockierenden Sequenzen praktisch nicht méglich (Lee et al., 1989; Pugsley, 1993). Die
gefatete LacZ-Doméne des Fusionsproteins verstopft in diesem Fall das Translokon
(Bassford et al., 1977, Snyder & Silhavy, 1995), was die beobachtete Toxizitét dieser
Fusionen erklart (Manoil, 1990; Manoil, 1991). Der Grund fir den trotzdem recht haufigen
Einsatz von LacZ-Fusionen in Kombination mit PhoA-Fusionen sind die komplementéren
Eigenschaften bzw. das reziproke Verhaten der beiden Reporterproteine (Manoil, 1990;
Manoil, 1991). Zur Verifizierung cytoplasmatisch lokalisierter Fusionspositionen sind LacZ-
Fusionen geeignet. Die Gefahr, dal3 auf Artefakten beruhende Aktivitéten gemessen werden,
ist aber grof3, da bei Export das Ausmal? der Einbettung der LacZ-Doméne in die Membran
Uber Inaktivitét oder Aktivitét einer Fusion entscheidet (van Geest & Lolkema, 2000). Eine
ebenso geniale wie einfache Losung des (3-Galaktosidase-Problems wurde von Ginn et al.
(1997) bei der Charakteriserung des Metall-Tetracyclin/Protonen-Antiporters TetA(K)
angewandt. Es wurden Fusionen mit dem kurzen o-Peptid der (B-Galaktosidase (LacZa)
konstruiert und die Fahigkeit zur LacZa-Komplementation Uberprdift.

Die -Laktamase (BlaM), ein haufig als Alternative zur Alkalischen Phosphatase eingesetztes
Reporterprotein (Broome-Smith et al., 1990; van Geest & Lolkema, 2000), wird mit einer sehr
hydrophoben Signalsequenz synthetisiert, die dazu fihrt, dal3 das Praprotein via SRP-
Targeting-Weg ins Periplasma trandoziert wird (Phillips & Silhavy, 1992; Luirink et al.,
1994). Das reife Enzym ist a's Monomer mit einer Disulfidbriicke im Periplasma aktiv und
bewirkt Resistenz gegen Ampicillin (Laminet & Pluckthun, 1989; van Geest & Lolkema,
2000).

Fur die Generierung von Reportergen-Fusionen stehen verschiedene in vivo- und in vitro-
Methoden zur Verfiigung (Manoil, 1991; Manoil, 2000). Spezielle Transposons inserieren in
Vvivo in das Zielgen und erzeugen so zuféllig Trandationsfusionen, auf die selektiert werden
muf3. Die klassischen Transposons, die oft Anwendung fanden, sind TnphoA (Manoil &
Beckwith, 1985), TnblaM (Broome-Smith etal., 1990) und TnlacZ (Manoil, 1990).
Mittlerwelle sind effizientere Konstruktionen wie 1SphoA/in und 1SlacZ/in entwickelt worden,
die Reportergen-Fusionen generieren, die in kurze in-frame Insertionen im Zielgen
umgewandelt werden koénnen (Manoil & Bailey, 1997; Manoil, 2000). Mit dem Mini-
Transposon TNTAP kdnnen sogar phoA-sandwich-Genfusionen erzeugt werden, die zusétzlich
eine spezifische Proteasespaltstelle tragen. Nach Deletion des Reportergens bleibt nur die
eingeflgte Proteasespaltstelle im Zielgen zuriick (Ehrmann et al., 1997).

In vitro werden Fusionen mit dem Zielgen entweder durch partielle Exonuklease I1lI-
Behandlung (Henikoff, 1984) erzeugt (Broome-Smith et al., 1990; Manoil, 1991) oder durch
direkte Fusionierung von mit PCR hergestellten Abschnitten des Zielgens mit dem
entsprechend préparierten Reportergen. Keine der genannten Methoden ist ohne Nachteil. Der
Vorteil der Verwendung von PCR-Fragmenten ist offensichtlich, gewtnschte
Fusionspositionen kénnen gezielt vorgegeben und die Zahl notwendiger Fusionen minimiert
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werden (Boyd et al., 1993). Als Nachteil sind mit PCR zufallig eingeflihrte Punktmutationen
zu bewerten, die Einflu3 auf die Topologie des untersuchten Proteins und somit auf die
Aktivitéten der Reporterenzyme haben kénnen (Lee & Manoil, 1994; Gafvelin & von Heljne,
1994).

Ein wichtiger Bestandteil von Untersuchungen der Topologie ist die Kontrolle des
Expressionsniveaus und der Stabilitdt der Fusionsproteine (Manoil, 1991; van Geest &
Lolkema, 2000). Es mul3 nachgewiesen werden, dal3 unterschiedliche Aktivitéten der
Reporterenzyme tatsachlich auf unterschiedliche Lokalisation zurtickzufiihren sind, und nicht
etwa auf differentieller Expression oder Stabilitéat beruhen. Fir einen Uberblick ist die mit
Antikorpern gegen die Doméne des Reporterproteins im Westernblot erhaltene
Momentaufnahme ausreichend. Detailliertere Aussagen zu Synthese und Stabilitét kdnnen mit
pulse-chase Experimenten getroffen werden (San Millan et al., 1989; van Geest & Lolkema,
2000).

Die Untersuchungen zu Lokalisation und Topologie der Komponenten des Czc-Efflux-
Komplexes in dieser Arbeit wurden mit Alkalischer Phosphatase und zum Teil auch mit (3-
Galaktosidase als Reporterenzyme durchgefihrt, bei der Auswertung der Ergebnisse hatten
aber die gemessenen PhoA-Aktivitdten Prioritdt. Die Abschnitte der czc-Gene, die fur C-
terminal verkirzte Telle des untersuchten Proteins kodierten, wurden mit PCR erzeugt.
Expression und Stabilitét der Fusionsproteine wurden im Westernblot mit Antikérpern gegen
die Reporterprotein-Doméne analysiert.

3. Merkmale der Reporter plasmid-Sets und Nachweisder Funktion

Die verwendeten Reporterplasmid-Sets 1-3 (Abb. 3, 6 und 7) zeichnen sich durch einige
gemeinsame Merkmale aus, die hier diskutiert werden sollen. Die Reportergene ' phoA, 'lacZ
und 'blaM sind nicht vollstandig auf den Vektoren enthalten, sondern liegen ohne RBS,
Startcodone und fur Signalpeptide kodierende Sequenzen vor. Anstelle der fehlenden
Abschnitte sind vier Codone vorgeschaltet, die fir ein Ser-Arg-Gly-Pro-Oligopeptid kodieren
und eine Linker-Region bilden, die der VerknlUpfung der czc-Gene mit den Reportergenen
dient, so dal Trandationsfusionen entstehen. Die ersten beiden Codone entsprechen der fir
die Klonierung der Abschnitte der czc-Gene bedeutsamen Xbal-Schnittstelle. Durch die von
den folgenden Codonen gebildeten Gly- und Pro-Reste soll bei Bildung von Fusionsproteinen
die moglichst ungehinderte und von der N-terminalen Domane nicht beeinflufte Faltung der
Reporterprotein-Doméne gefordert werden. Arg-Reste sind jedoch neben Lys-Resten als
starke topogene Signale fir cytoplasmatische Lokalisation bekannt (Andersson et al., 1992),
so dald moglicherweise der Arg-Rest in der Linker-Region schwécheren Exportsignalen
entgegenwirken und den effizienten Export der Reporterdoméne behindern kénnte. Genau
dieses Problem wurde von Prinz & Beckwith (1994) bel einem Vergleich von PhoA- und
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BlaM-Fusionen untersucht. In einer von ihnen verwendeten Linker-Region wurde ebenfalls
ein Arg-Rest kodiert, der auf eine eingefuhrte Xbal-Schnittstelle zurtickzufiihren war. Der
Austausch dieses Arg-Restes durch einen Ser-Rest fuhrte aber zu keiner Veranderung der
Aktivitdt des Fusionsproteins, die auf veranderte Lokalisation der Reporterdoméne
hingedeutet hétte (Prinz & Beckwith, 1994). Ein generell verfalschender Einflufd der in den
Reporterplasmid-Sets 1-3 verwendeten Linker-Region auf die Ergebnisse der Enzymtests
kann also ausgeschlossen werden.

Anhand der 'phoA-Vektoren soll trotzdem der mogliche artifizielle Einflu3 von Linker-
Sequenzen, die die Ubergangsregion in die PhoA-Doméne verandern, verdeutlicht werden.
Wie Untersuchungen von Kagava et al. (2000) gezeigt haben, ist die Nettoladung der ersten
18 Aminosaurereste der reifen Alkalischen Phosphatase unmittelbar nach der Spaltstelle der
Signal peptidase ein entscheidender Faktor fur eine effiziente Translokation. Die Veranderung
der negativen Nettoladung (-1) durch EinfUhrung positiv geladener Aminosaurereste senkt die
Exporteffizienz deutlich. Besonders die Einfuhrung von Arg-Resten direkt am N-Terminus
der prozessierten Alkalischen Phosphatase verhindert den Export ins Periplasma (Kgava
et al., 2000). In dem in dieser Arbeit verwendeten Reporterenzym ’'PhoA wird durch das
effektive Fehlen der negativen Ladung eines Glu-Restes die Nettoladung der ersten
18 Aminosaurereste neutralisiert (Abb. 26). Eine neutrale Ladung dieser Region ist bei
anderen exportierten Proteinen jedoch nichts Ungewdhnliches (Kgjava et al., 2000) und dirfte
demnach kaum Einfluf haben.

1 10 18
W : RTPEMPVLENRAAQGDI T. . . (-1)
" PhoA: SRGPPVLENRAAQCDI TA. . . (20)

Abb. 26: Vergleich der N-terminalen Sequenzen von prozessierter Alkalischer

Phosphatase (Wt) und verwendeter Alkalischer Phosphatase (' PhoA)

Dargestellt sind die ersten 18 AS-Reste nach der Spaltstelle der Signalpeptidase (Wt) bzw. der kodierten AS-
Sequenz ('PhoA). Die Linker-Region in 'PhoA, die die ersten funf AS im reifen Wt-Enzym ersetzt, ist
unterstrichen. Die geladenen AS-Reste, die zur Nettoladung der Region beitragen, sind hervorgehoben (fett). Die
Nettoladung der gesamten Region ist in Klammern angegeben.

Weliteres charakteristisches Merkmal der Plasmid-Sets ist der zur Transkription der
Reportergen-Fusionen verwendete T7-Promotor (pr7). Zumindest in den Sets 2 und 3 ist
dieser intakt, wie auch der Vergleich von Reporter-Aktivitéten von Fusionsproteinen mit und
ohne T7-RNA-Polymerase beweist (Tab. 10). Ein T7-Expressionssystem (Tabor &
Richardson, 1985) wurde schon in friiheren Experimenten zur heterologen Expression der
Czc-Proteine in E. coli eingesetzt (Nies etal., 1989) und fand auch in anderen
Untersuchungen dieser Arbeit wie Lokalisationsstudien und In vivo-Crosslinking-
Experimenten Anwendung. In ersten Experimenten zur Topologie bzw. Lokalisation von
CzcC und CzcB (Rensing et al., 1997a) und bel der topologischen Charakterisierung des
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Na'/H*-Antiporters NhaA von E.coli (Rothman et al., 1996) wurde ebenfalls ein T7-
Promotor verwendet.

Die Vektoren enthalten auf3erdem keine RBS fur die Reportergen-Fusionen. Genabschnitte,
die fusioniert werden sollen, mussen demzufolge entweder mit der nativen oder einer
kunstlichen RBS (Shine & Dalgarno, 1974) versehen werden. Die czc-Genfragmente wurden
mit ihrer nativen RBS as Kpnl-Xbal-Fragmente amplifiziert und in die Reporterplasmide
kloniert. Zum einen war bekannt, dal die heterologe Expression von CzcC, CzcB und CzcA
mit nativer RBS in E. coli funktioniert (Nies etal., 1989), zum anderen sollte eine
Uberexpression der Fusionsproteine vermieden werden, die mdgliche toxische Effekte
begunstigt hétte (Rensing, 1996; Rensing et al., 1997a) bzw. mit hoher Wahrscheinlichkeit
zur Sattigung der Translokationsmaschinerie (Ulbrandt etal., 1997) und somit zur
Verfdschung der Topologie-Daten gefuihrt hétte. Die Expression der Fusionsproteine auf
moderatem Niveau sollte sicherstellen, dal? die Fusionsproteine korrekt exportiert bzw. in die
Membran inseriert werden konnen.

Der Nachweis der Funktionsfahigkeit der Reporterplasmide wurde mit Translationsfusionen,
die fur Fusionsproteine bekannter Lokalisation kodierten, gefuihrt. Fir das periplasmatisch
lokalisierte Fusionsprotein BlaM’ -’ PhoA wurde die komplette Startregion des blaM-Gens (mit
RBS, Startcodon und fur Signalpeptid kodierende Sequenz) mit dem ' phoA-Gen des Vektors
pPECD637 (Set 3) fusioniert. Die hohe PhoA-Aktivitdt (Tab. 6) und die haufig bei
periplasmatisch lokalisierten Fusionsproteinen beobachtete Stabilitét einer abgespaltenen
PhoA-Domane (Abb. 8) beweisen (van Geest & Lolkema, 2000), dal3 die Kontrollfusion
BlaM’-'PhoA exportiert wird, und zwar Uber den SRP-Targeting-Weg (Phillips & Silhavy,
1992; Luirink et al., 1994). Fur die cytoplasmatisch lokalisierten Fusionsproteine 'BlaM’-
"PhoA und 'BlaM’-'LacZ wurde eine modifizierte Startregion des blaM-Gens (mit RBS,
Startcodon aber ohne fur Signal peptid kodierende Sequenz) mit dem ’ phoA-Gen der Vektoren
pPECD500 (Set 1) und pECD637 (Set 3) bzw. mit dem ’lacZ-Gen des Vektors pECD499
(Set 1) fusioniert. Wéhrend 'BlaM’-’LacZ aktiv ist, zeigt 'BlaM’-’PhoA keine Aktivitét,
unabhéngig vom exprimierenden System (Tab. 5 und 6). Die 10x hthere spezifische PhoA-
Aktivitét von 'BlaM’-"PhoA, kodiert von einem pECD637-Derivat (Set 3; auf Basis von
pGEM®-T Easy), gegeniiber der Aktivitat desselben Fusionsproteins *BlaM’-’'PhoA, kodiert
von einem pECD500-Derivat (Set 1; auf Basis von pBR322), ist einerseits auf den mutierten
T7-Promotor (Ikedaet al., 1992) der Plasmide des Sets 1 (Abb. 5) und andererseits auf die mit
der hoheren Kopienzahl von Plasmiden des Sets 3 verbundenen hoheren Gendosis
zurlckzufthren.

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 die hier verwendeten Reporterplasmide funktionieren, da die
PhoA-Aktivitat der periplasmatischen Fusion BlaM’-’PhoA ca. 27x hoher ist, as die der
cytoplasmatischen Fusion 'BlaM’ -’ PhoA, wenn beide Fusionen vom Vektor pECD637 (Set 3)
aus exprimiert werden (Tab. 6). Selbst unter Berlicksichtigung der etwas grof3eren
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Proteinmenge des periplasmatischen Fusionsproteins BlaM’-' PhoA (Abb. 8) liegt der Wert im
Rahmen der in der Literatur genannten Werte von ca. 10-100x héheren PhoA-Aktivitaten im
Periplasma (Manoil, 1991; Boyd et al., 1993). Die Untersuchungen mit den Kontrollfusionen
verdeutlichen aber auch, dal3 allgemein Vorsicht beim Vergleich von Daten geboten ist, die
mit unterschiedlichen Reportergen-Mel3systemen wie z.B. den verschiedenen
Reporterplasmid-Sets erhalten wurden. Ein Abgleich der Systeme ist notwendig.

4. CzcC, die OMF-K omponente des CzcCBA-Efflux-K omplexes

Fur die Charakterisierung der Lokalisation von CzcC mit Reportergen-Fusionen fanden die
Vektoren des Sets 1 Anwendung. Acht verschieden lange Abschnitte des czcC-Gens wurden
in den 'lacZ-Vektor pECD499 und in den ’phoA-Vektor pECD500 kloniert, so dal3 sie fir
Trand ationsfusionen kodierten. Im folgenden sollen die mit den Fusionsproteinen erhaltenen
Daten interpretiert werden.

Als erste Fusionsposition wurde A20 im Bereich der Spaltstelle der Signalpeptidase (AVA2,)
der von Grass (2000) identifizierten Signalsequenz gewahlt. Beide Fusionsproteine CzcC20-
"PhoA und CzcC20-'LacZ sind nach Westernblot mit Antikorpern gegen die Reporterproteine
erkennbar, eine Unterscheidung von mdglichen abgespaltenen Reporterdomanen ist aber nicht
moglich (Abb. 10). Die an dieser Stelle im Vergleich zur PhoA-Aktivitdt recht hohe LacZ-
Aktivitét ist aufféllig (Tab. 7). Dieser Fakt konnte mit dem unvollsténdigen Signalpeptid
erklart werden. Einerseits wird nicht der vollstandige Export der PhoA-Doméne ins
Periplasma bewirkt und andererseits wird die LacZ-Doméane nicht stark genug in das
Trandokon eingebettet, so dal3 sie relativ ungehindert die fir enzymatische Aktivitét
notwendige tetramere Struktur ausbilden kann.

Anders stellt sich die Lage mit vollstdndigem Signalpeptid an Position T28 dar. Die im
Westernblot (Abb. 10) erkennbaren Fusionsproteine zeigen ein anderes Aktivitétsmuster als
die an Fusionsposition A20. Wahrend die PhoA-Aktivitdt von CzcC28-'PhoA genauso hoch
ist, ist die LacZ-Aktivita von CzcC28-’'LacZ deutlich geringer (Tab. 7). Die LacZ-Doméane
wird jetzt so stark ins Translokon gezogen, dal3 nur noch geringere Enzymaktivitét mef3bar ist.
Das Verhdltnis von LacZ- zu PhoA-Aktivitdt der Hybridproteine an dieser Position entspricht
ungeféahr dem Verhdtnis der Aktivitdten der Hybridproteine an den folgenden sechs
Fusionspositionen, d. h. geringere Aktivitdt der CzcC' -’ PhoA-Fusionsproteine korreliert mit
geringerer Aktivitét der zugehdrigen CzcC’ -’ LacZ-Fusionen. Fusionen an Position S93 fihren
zu hoheren Enzymaktivitéten (Tab. 7). Im Westernblot ist bei CzcC93-'PhoA sowohl
abgespaltene PhoA-Domane als auch ein hoher Anteil an intaktem Fusionsprotein erkennbar.
Uberraschenderweise kann CzcC93-'LacZ nicht nachgewiesen werden, was auch bei den
ebenfalls enzymatisch aktiven Fusionen CzcC158-'LacZ, CzcC353-'LacZ und CzcC417-
'LacZ der Fall ist. Grinde dafir mogen geringe Expression gekoppelt mit hoher Instabilitét
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der Fusionsproteine sein, wahrscheinlicher ist jedoch, daf3 in diesem unabhéngig von den
Enzymtests durchgefuhrten Experiment ein Problem mit der Expression vorlag. Es fallt auf,
dad die gemessenen LacZ-Aktivitdten algemein schlechter als die PhoA-Aktivitdten
reproduziert werden konnen. Dieser Aspekt findet seinen Ausdruck in den vergleichsweise
hohen Standardabweichungen der LacZ-Aktivitdten (Tab. 7).

Hybridproteine, die sich von Position T158 ableiten, haben Enzymaktivitéten auf niedrigerem
Niveau. Bei der Fusion CzcC158-'PhoA entfédllt im Westernblot nur ein Bruchteil des Signals
auf das Fusionsprotein selbst, der weitaus grofde Tell ist auf die zugehtrige abgespaltene
PhoA-Domane zurtickzufUhren. Fusionsproteine nach Aminosaurerest F223 zeichnen sich
wieder durch hohere Enzymaktivitéten aus. Beide Fusionen sind im Westernblot detektierbar,
bei CzcC223-'PhoA sind neben dem Fusionsprotein wieder in grofRen Umfang
Abbauprodukte bis hin zur abgespaltenen PhoA-Doméne erkennbar. Gleiches gilt fir
Trand ationsfusionen an Position E288, die das héchste Aktivitétsniveau zeigen. Die Fusionen
CzcC288-' PhoA und CzcC288-’'LacZ sind im Westernblot erkennbar, wobei CzcC288-' PhoA
ein dhnliches Abbaumuster zeigt wie CzcC223-' PhoA (Abb. 10). Die Hybridproteine, die sich
von Fusionsposition T353 ableiten, haben gegenliber den Fusionen an Position E288 wieder
ein niedrigeres Aktivitéatsniveau. Diesmal kann im Westernblot fast ausschliefdlich
abgespaltene und stabile PhoA-Doméne und kaum das Fusionsprotein CzcC353-' PhoA
nachgewiesen werden. Am C-Terminus von CzcC (Position R417) verknipfte
Fusionsproteine haben relativ geringe Aktivitdten. Wie der Westernblot (Abb. 10) zeigt, ist
CzcCA417- PhoA aber einrelativ stabiles CzcC’ -’ PhoA-Fusionsprotein.

Funf weitere CzcC’-'PhoA-Fusionen, die nicht in dieser Arbeit und mit einem anderen
System konstruiert wurden (Rensing et al., 1997a), zeigen bis auf CzcC296-' PhoA alle PhoA-
Aktivitét. Da auch kein Nachweis dieser Fusionsproteine mittels Westernblot erfolgte, ist ein
Vergleich der Daten mit den Ergebnissen dieser Arbeit aus den schon oben genannten
Griunden nicht moglich.

Das kaum as reziprok oder komplementér (Manoil, 1990; Manoil, 1991) zu bezeichnende
Verhaten der CzcC'-'PhoA- und CzcC'-’LacZ-Fusionsproteine gleicher Fusionsposition,
Komplementaritdt konnte auch bei Untersuchungen der Topologie von HoxN (Eitinger &
Friedrich, 1994) und DtpT (Hagting et al., 1997) nur begrenzt festgestellt werden (van
Geest & Lolkema, 2000), ergibt trotzdem ein interpretierbares Gesamtbild. Das Verhaltnis der
LacZ- und PhoA-Aktivitdéten von Hybridproteinen, die sich von einer Fusionsposition
ableiten, ist bei Vergleich von A20 und T28 deutlich verandert, bleibt aber an allen folgenden
Fusionspositionen ahnlich wie an Position T28. Dies spricht dafur, dal3 in CzcC nach dem
Signalpeptid kein weiteres topogenes Signa in Form eines TMS folgt, das eine verénderte
Lage der Reporterdoménen relativ zur Cytoplasmamembran und ein erneut verandertes
Verhdltnis der Aktivitéten zur Folge hétte. Die an alen Positionen in CzcC recht hohen PhoA -
Aktivitéten der CzcC'-'PhoA-Fusionsproteine, fur die en Translokationssignal, das
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Signalpeptid von CzcC, unbedingt notwendig ist, deuten auf eine periplasmatische
Lokalisation grof3er Teile des Proteins hin. Auch die meist in grof3en Mengen nachweisbare
abgespaltene und stabile PhoA-Domane, ist ein Hinweis auf periplasmatisch lokalisierte
Fusionsproteine (van Geest & Lolkema, 1996; van Geest & Lolkema, 2000).

Waéren die Daten der Hybridproteine von CzcC bei angenommenen Export Uber das Tat-
System erklarbar? Sowohl Berks (1996) als auch Berks et al. (2000) diskutieren, ob das
System, dessen physiologische Funktion es ist, gefatete Proteine zu trandozieren, vom
Mechanismus her gefaltete Proteinsubstrate erfordert oder nicht. Wenn gefaltete Substrate
erforderlich wéaren, hétte dies zur Folge gehabt, dal? keine der hier untersuchten CzcC'’ -’ PhoA-
Fusionen Aktivitdt zeigen durfte, da die PhoA-Doméne im Cytoplasma nicht korrekt gefaltet
werden kann (Derman & Beckwith, 1991).

Bei der Alkalische Phosphatase-Aktivitéatsfarbung der CzcC' -’ PhoA-Hybridproteine (Abb. 11)
werden fast ausschliefdlich die verschiedenen Isoformen der im Periplasma abgespaltenen,
stabilen PhoA-Doméne nachgewiesen (Kagjava et al., 2000; Rensing et al., 1997a). Lediglich
bei den Fusionen CzcC417-'PhoA und CzcC223-'PhoA, die im Westernblot stabilere
Hybridproteine zeigen, sind im oberen Bereich des Geles aktive Aggregate der Hybridproteine
erkennbar.

Diein dieser Arbeit vorgestellten Studien zur Lokalisation von CzcC nach Fraktionierung von
Zéellen in ihre Kompartimente stitzen sich auf frihere Experimente, die zeigten, dal3 die
Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes nach heterologer T7-Expression hauptsachlich in
der Membran-Fraktion von E. coli-Zellen zu finden sind (Nies et al., 1989) unabhéngig
davon, ob einzelne Komponenten fehlen oder nicht (Rensing et al., 1997a). Von Rensing et al.
(1997a) wird die Problematik des Vorliegens von Inclusion bodies diskutiert, was aber nicht
vollig ausgeschlossen werden kann. Dain den vorliegenden Arbeit CzcC fast ausschliefdlich in
seiner prozessierten Form ohne Signalpeptid nachgewiesen werden kann (Abb. 18), sollten
Inclusion bodies unwahrscheinlich sein. Wie Untersuchungen zur Lokalisation der [3-
Laktamase aber zeigten, ist bei Uberexpression des Enzyms auch die Bildung dicht gepackter,
periplasmatisch lokalisierter Aggregate moglich, die mit der Membran-Fraktion assoziiert sind
(Bernadac et al., 1987). Die Auswertung der Ergebnisse der Zellfraktionierung falt auch
deshalb nicht leicht, da mehr Gesamt-Membranprotein als Gesamt-Periplasmaprotein im Gel
aufgetrennt wurde (Abb. 18). Nach Auftrennung der Membran-Fraktion im Saccharose-
Dichtegradienten ist CzcC hauptséchlich in Fraktionen hoher Dichte enthalten, die mit der
Fraktion der auferen Membran ungefahr Ubereinstimmen (Abb. 19). Das Protein kann aber
nicht Fraktionen mittlerer bzw. intermediarer Dichte zugeordnet werden, wie sie fir
Membran-Fraktionen beschrieben wurden, die die Membran-Adhésionszonen enthalten sollen
(Bayer et al., 1982; Ishidate et al., 1986).

In &hnlichen Untersuchungen zur Lokalisation von TolC, einem mit CzcC verwandten E. coli-
Protein der OMF-Familie (Paulsen et al., 1997), war auch dieses Protein hauptsachlich in der
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Fraktion der aul3eren Membran lokalisiert (Morona et al., 1983). Das OMF-Protein PrtF aus
Erwinia chrysanthemi konnte Fraktionen der auf3eren Membran sowie intermediérer Dichte
zugeordnet werden (Delepelaire, 1998). Auch OprM, ein OMF-Protein aus P. aeruginosa,
konnte in Fraktionen der auf3eren Membran nachgewiesen werden (Poole et al., 1993; Gotoh
et al., 1995), jedoch haben Nakgjima et al. (2000) Hinweise dafUr, dal3 fur die Verankerung in
der &ufReren Membran einzig und allein der Lipid-Anteil des Lipoproteins verantwortlich ist.
Ohne diesen Lipid-Anteil kann OprM nicht mehr an die &uf3eren Membran angeheftet werden
und ist periplasmatisch lokalisiert (Nakajima et al., 2000). Vdllig kontrér dazu stehen Daten,
die OprM als Kanalbildner in der &ufferen Membran charakterisieren (Wong & Hancock,
2000). Das vorgeschlagene Topologie-Modell fur OprM, das 16 transmembrane [3-
Faltblattstrukturen umfaldt, basiert zum einen auf V orhersagen von Computerprogrammen und
zum anderen auf Ergebnissen, die mit dem an verschiedenen Stellen in OprM inserierten
Malaria-Epitop erhalten wurden (Wong & Hancock, 2000).

Fur die Untersuchung der Topologie von TolC wurde das schon erwahnte Mini-Transposon
TnTAP eingesetzt (Ehrmann et al.,, 1997). Von den funf untersuchten TolC-
Insertionsmutanten mit der Spaltstelle der Protease des Tobacco Etch Virus (TEV) waren drel
bei Protease-Behandlung von ganzen Zellen spaltbar. Zwei dieser drei Mutanten, namlich die
mit Insertionen nach den Aminosaureresten 79 und 306 in TolC (55 und 282 im Protein ohne
Signalsequenz), waren zudem permissiv, d. h. biologisch funktionell bzw. phanotypisch still
(Ehrmann et al., 1997). Wie die kirzlich von Koronakis et al. (2000) verotffentlichte
dreidimensionale Kristallstruktur des TolC-Proteins zeigt, liegen die beiden identifizierten
Aminosaurereste genau in den zwei kurzen Regionen, die extrazellulér exponiert sind. TolC
ist mit vier antiparallelen B-Fatbléttern, die sich an die beiden genannten extrazelluléren
Loop-Strukturen anschlief3en, in der dul3eren Membran verankert. Der Ubrige Tell des Proteins
bildet im wesentlichen ein Bindel von a-Helices, sogenannte coiled coil-Strukturen, die weit
in den periplasmatischen Raum ragen (Koronakis et al., 2000). Die schon bei friheren
Versuchen der Kristallisation festgestellte trimere Struktur von TolC (Koronakis et al., 1997)
muf3 betrachtet werden, um das Bild zu vervollstandigen. Die Gesamtarchitektur des trimeren
TolC entspricht dann einer langen Rohre, die aus einem von 3-Faltbl&ttern und aus einem von
coiled coils gebildeten Teil besteht (Koronakis et al., 2000).

TolC ist auch ein gutes Beispiel daflr, wie problematisch Strukturvorhersagen fir Proteine
der aul3eren Membran sind, die nicht zur Familie der Porine gehdren. Mit den im folgenden
genannten Fakten soll auch illustriert werden, warum das Modell fir die Topologie von OprM
(Wong & Hancock, 2000) wahrscheinlich nicht haltbar ist. Koronakis et al. (1997) nutzten
den Algorithmus von Schirmer & Cowan (1993) zur Identifizierung von mdglichen
transmembranen [-Fatblattstrukturen in TolC. Ganze 18 [B-Fatbléter wurden fir das
monomere Protein als membranspannend deklariert (Koronakis et al., 1997), dastrimere TolC
hat real gerade einmal zwdlf solche Bereiche (Koronakis et al., 2000). Grundsétzlich ist die
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Vorhersage der amphipathischen, transmembranen (3-Faltbldtter von Proteinen in der &uleren
Membran viel schwieriger als etwa die Vorhersage der hydrophoben a-Helices von Proteinen
der Cytoplasmamembran, da [B-Faltblétter in ihrer Struktur wesentlich heterogener sind
(Gromiha et al., 1997). Hinzu kommt noch, dal3 auch neuere Software, wie die von Wong &
Hancock (2000) verwendete, ausschliefdlich mit Daten von Porinen getestet und kalibriert
werden konnte (Gromiha et al., 1997). Mit der Aufklarung der réumlichen Struktur von TolC
ist gleichzeitig die Entdeckung eines vollig neuartigen Strukturtyps von Proteinen der auf3eren
Membran gelungen, der deutlich von der Porinstruktur abweicht. Von weiteren integralen
Proteinen der auf3eren Membran, die in Architektur und Funktion von Porinen verschieden
sind, wurde in den letzten Jahren die Kristallstruktur entschlisselt (Buchanan, 1999). Als
Beispiele seien die aktiven Transporter von Eisen-Chelat-Komplexen FepA, ein Ferri-
Enterobactin-Rezeptor (Buchanan et al., 1999), und FhuA, ein Ferrichrom-Rezeptor (Locher
etal.,, 1998), von E. coli genannt. Programme zur Vorhersage von transmembranen [3-
Faltblattstrukturen konnen also mittlerweile auf eine wesentlich breitere Datenbasis gestellt
werden, was ihre Genauigkeit gerade bei Nicht-Porinen bzw. den Porinen dhnlichen Proteinen
betrachtlich erhoht.

Die immense Aussagekraft, die eine konzertierte Verwendung verschiedener Methoden zur
Vorhersage der Sekundérstruktur im Gegensatz zur isolierten Anwendung einzelner
Vorhersagen birgt, wird von Johnson & Church (1999) demonstriert. Die beiden Autoren
zeigen am Beispiel der OMF-Proteinfamilie, von ihnen als Outer Membrane Efflux Proteins
(OEP) bezeichnet, und der MFP-Familie, von ihnen Periplasmic Efflux Proteins (PEP)
genannt, dal3 durch Anwendung verschiedenster Algorithmen auf das multiple Alignment
einer Proteinfamilie ein prézises Bild der noch unbekannten Struktur der Vertreter gezeichnet
werden kann. Mit verbltffender Genauigkeit werden ale wesentlichen Strukturelemente, wie
die tandemartige Wiederholung der Struktur, die vier transmembranen [3-Faltblétter und die
coiled coil-Strukturen, skizziert (Johnson & Church, 1999), die die Kristallstruktur von TolC
auch tatsachlich beinhaltet (Koronakis et al., 2000).

Inwieweit ist die TolC-Struktur nun aber auf CzcC Ubertragbar? Innerhalb der OMF-Familie
kénnen TolC, CzcC und OprM den drei distinkten phylogenetischen Gruppen A, B bzw. C
zugeordnet werden (Paulsen et al., 1997). Aus einem Alignment von représentativen
Vertretern der Proteinfamilie wurden TolC (A), CzcC (B) und OprM (C) als prominente
Vertreter der phylogenetischen Gruppen herausgegriffen und die konservierten Strukturmotive
der OMF-Familie (Johnson & Church, 1999) sowie die Elemente der Sekundarstruktur von
TolC (Koronakis et al., 2000) hervorgehoben. Die von PHDseq Vers. 1.96 (Rost & Sander,
1993) fur CzcC und OprM vorhergesagte Sekundarstruktur ist ebenfalls markiert (Abb. 27).
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Opr M QYLATEQAQRSAQTTLVASVATAYLTLKADQAQLQLTKDTLGTYQKSFDLTQRSYDVGVA 218
Tol C AAG QDVTYQTDQQTLI LNTATAYFNVLNAI DVLSYTQAQKEAI YRQLDQTTQRFNVGELY 173
CzcC TRELAQATLAGVRGDI RAQVI ESFFSVLI AQERVKLATGSADI AARG- AQAASRVAACKI 179
xxxD H4 S3
Opr M SALDLRQAQTAVEGARATLAQYTRLVAQDONALVLLLGSG- | PANLPQGLG LDQTLLTE 276
Tol C Al TDVONARAQYDTVLANEL TARNNL DNAVEQLRQ TGNYYP-\/ENFKTDKPQDV 233

CzcC SPVDETKARVEQANAEL EL AEATASL QSARQAL TAL WENASPQFAEAQGNL DAL PSRPAP 239
H5 H6 hhPxhxh S4
Qor M VPAGLPSD- - - LLQRRPDI LEAEHQLVAANASI GAARAAFF TANAG- - TMSRQLS 331

Tol C NALLKEAE- - - - - KRNLSLLQARL SQDLAREQ RQAQDGHL DTSYS 286
CzcC ELLQKELE- - - - - - NSPLVAASRAELDRRQALVG\/-SRQYPDLTVSLGAK- - RDTEANR 291
S5 H7
Opr M GLFDAGSGSW.FQP- - - - - - - - - - SI NLPI FTAGSLRASLDYAKI QKDI NVAQYEKAI QT 381
Tol C GSKTRGAAGTQYDDS LPl YOQGAWNSQVKQAQYNFVGASEQLESAHRS 346
CzcC N | PLPI FD- - RNQGNLYSAI RQADKAQDEYLANRI S 332
H7 GxxxxxD H3
Opr M AFQEVADGLAARGTFTEQL QAQRDL VKA- SDEYYQLADKRYRTGVDNYLTLLDAQRSLFT 440
Tol C VWQTVRSSFNNI NASI SSI NAYKQAVVS- AQSSLDAVEAGYSVGTRTI VDVLDATTTLYN 405
CzcC L TRNLL MASNQL SVSRASAQTLKQTVLPGAEQAFNAATI GFEAGKFNYLDVLDAQRTLFQ 392
H8 H9 S6

Opr M AQQQLI TDRLNQLTSEVNL YKAL GCGWNQQTVTQQQTAKKEDPQA- - - - - - - - - - - - - - - 485
Tol C AKQELANARYNYL| NQLNI KSAL GTLNEQDL LALNNAL SKPVSTNPENVAPQTPEQNAI A 465
CzcC ARl RYLGVLGOTYQAATTI DRI LGR- - - - - - = - = - - e e e e e e o 417
PrM m e

Tol C DGYAPDSPAPVWQQTSARTTTSNGHNPFRN 495

(674 o] S

Abb. 27: Ausschnitt aus einem multiplen Alignment von reprasentativen Vertretern der

OMF-Proteinfamilie mit hervorgehobenen Elementen der TolC-Struktur

Dargestellt ist ein Ausschnitt (mit OprM, TolC und CzcC) aus einem mit Clustal W Vers. 1.81 (Thompson et al.,
1994) erzeugten multiplen Alignment von Proteinen der OMF-Familie. Die reprasentativen Proteine der Familie
SIC (spQ9ZHD2), OprM (pirA49937), Oprd (spQ51397), OprN (trP95423), CzcC (spP13509), CnrC
(spP37974), NccC (ghL31363), PrtF (spP23598), AprF (spQ03027), NodT2 (spP24145), TolC (spP02930),
CyaE (spP11092), FusA (spP24126), OpcM (spQ45083) wurden in die Erstellung einbezogen.

Die von Johnson & Church (1999) identifizierten, konservierten Strukturmotive der OMF-Familie ,, hhPxhxh*
und ,GxsD* sind markiert (fett). In der Sequenz von TolC sind Elemente der Sekundérstruktur hervorgehoben
[a-Helices H1-9 (hellgrau); B-Fatbldtter S1-6, davon S1, S2, 4 und S5 transmembran ( ); nach
Koronakis et al., 2000]. Analog sind in CzcC und OprM vorhergesagte a-Helices (hellgrau) und B-Faltbléatter
(BUiAKEIGFal) hoher Wahrscheinlichkeit markiert (PHDseq Vers. 1.96; Rost & Sander, 1993).
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Es fallt auf, daf? die Ubergange der a-Helices H2 und H6 in die transmembranen B-Faltbl dtter
S1 bzw. $4 sowie die Loop-Strukturen zwischen den a-Helices H3 und H4 als auch H7 und
H8 konserviert sind. Wahrend in der Sequenz von OprM nur das C-terminale Ende von TolC
nach dem -Faltblatt S6 zu fehlen scheint, das bei der Kristalisation von TolC auch entfernt
werden muféte (Koronakis et al., 2000), bricht die Sequenz von CzcC schon unmittelbar nach
a-Helix H8 ab. In der Sequenz von CzcC fehlen also wahrscheinlich die Strukturelemente H9
und S6 von TolC. Dafur sind im N-terminalen Bereich der reifen Proteine OprM und CzcC
vor der a-Helix H1 in TolC zusétzliche Sequenzen ohne Entsprechung in TolC vorhanden.
Die tandemartige Wiederholung der Sekundarstrukturen der N-terminalen Hélfte in der C-
terminalen Hélfte der Proteine ist in CzcC aber trotz dieser Differenzen voll erhaten. Die
aufgezeigten Parallelen lassen keinen anderen Schluf3 zu, als den, dai die Proteine der OMF-
Familie einschliefdlich CzcC im wesentlichen eine der Tol C-Struktur entsprechende rdumliche
Struktur besitzen. Die vorhandenen Unterschiede liegen dabei eher im Detail.

5. DasMFP CzcB als Untereinheit im CzcCBA-Efflux-Komplex

Die Topologie von CzcB, einer mit den MFP (Dinh et al., 1994) verwandten Komponente des
Czc-Efflux-Komplexes, wurde wie CzcC mit dem ’lacZ-Vektor pECD499 und dem ’phoA-
Vektor pECD500 des Sets 1 untersucht. Drei unterschiedlich lange Abschnitte des czcB-Gens
wurden mit den Reportergenen fusioniert. Die Untersuchung der CzcB-Hybridproteine wurde
in Gegenwart von CzcC durchgefihrt, das zusammen mit den Fusionsproteinen vom selben
Plasmid aus exprimiert wurde.

Die erste der gewdahlten Fusionspositionen G38 liegt nach dem ersten TMS und unmittelbar
vor der His-reichen Region von CzcB, die eine Besonderheit des Proteins darstellt und fir
Proteine der MFP-Familie ungewohnlich ist (Dinh et al., 1994). Es wurde vermutet, dai3 diese
Region fir die primére Bindung der Schwermetall-Kationen verantwortlich sein kdnnte
(Nies& Silver, 1995). Durch ortsspezifische Mutagenese konnte aber gezeigt werden, dal3
auch drastische Veradnderungen in der Region kaum Einfluf3 auf die Funktion von CzcB haben
(Rensing, 1996; Rensing et al., 1997a). Von Position G38 abgeleitete Fusionen sind im
Westernblot sehr unterschiedlich nachweisbar (Abb. 13). Wahrend CzcB38-' PhoA (oder die
stabile, abgespaltene PhoA-Doméne) gut detektierbar ist, ist fur CzcB38-'LacZ kein
eindeutiges Signal erkennbar. Die vorhandene PhoA-Aktivitét deutet aber auf eine
periplasmatische Lokalisation dieser Region hin (Tab. 8).

Problematisch ist die Interpretation der Daten an Position K283. Sowohl die PhoA-Aktivitat
als auch die LacZ-Aktivitéat der entsprechenden Fusionen sind gering (Tab. 8). Beide CzcB-
Hybridproteine sind im Westernblot nachweisbar, die zwar relativ stabile Fusion CzcB283-
"PhoA wird aber schwécher exprimiert as die CzcB’-' PhoA-Fusionsproteine der anderen
beiden Positionen (Abb. 13). Auch bei Topologie-Untersuchungen anderer Vertreter der MFP-
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Familie, auf die noch genauer eingegangen werden wird, traten Unregelmaidigkeiten in der
zentralen Region der Proteine auf (Schilein et al., 1992; Maet al., 1993). Fusionsproteine, die
am C-Terminus von CzcB (Position H520) verknipft sind, werden gut exprimiert. Die Fusion
CzcB520-" PhoA ist zudem auffallig stabil (Abb. 13). Die hohe LacZ-Aktivitét von CzcB520-
"LacZ im Vergleich zur geringen PhoA-Aktivitdt von CzcB520-' PhoA &3t eigentlich eine
cytoplasmatische Lokalisation des C-Terminus von CzcB vermuten, zuma Helixmem
(Eisenberg et al., 1984) ein weiteres TMS in der C-terminalen Region von CzcB vorhersagt
(Abb. 12). Es wird aber eine periplasmatische Lokalisation favorisiert, da zum einen fir die
gemessene PhoA-Aktivitat Export ins Periplasma notwendig ist und zum anderen die extrem
hohe LacZ-Aktivitat auch mit dem sehr weit entfernten Exportsignal am N-Terminus von
CzcB erklart werden kann, das es der LacZ-Domane ermoglicht die aktive tetramere Struktur
einzunehmen, was zusétzlich die Exportkompetenz senkt.

Es existieren zwei weitere CzcB’-’ PhoA-Fusionsproteine, die sich von den Positionen A58
und D68 in CzcB ableiten und nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit entstanden sind
(Rensing et al., 1997a). Wahrend CzcB58-' PhoA aktiv it, ist die nur zehn Aminosaurereste
langere Fusion CzcB68-' PhoA praktisch inaktiv (Rensing et al., 1997a). Es kann nur vermutet
werden, dal3 CzcB68-'PhoA wahrscheinlich nicht exprimiert wird, da keine Daten zum
Nachweis dieser Fusionsproteine vorliegen. Insgesamt kann also davon ausgegangen werden,
dai? das gesamte CzcB-Protein bis auf die N-terminale Region mit dem TMS im Periplasma
lokalisiert ist, wenn auch nicht jeder Widerspruch mit den vorliegenden Daten ausgeraumt
werden kann.

Wie schon angedeutet, sind auch einige andere Proteine der MFP-Familie mit Hilfe von
Reportergen-Fusionen topol ogisch charakterisiert wurden, so dal3 ein Vergleich mit Daten aus
diesen Experimenten moglich ist. So wurde z.B. von Skvirsky et al. (1995) eine
beachtenswerte Analyse von CvaA, einem am Colicin V-Export beteiligten MFP aus E. coli,
erstellt. CvaA gehort zu einer Gruppe von MFP, die im Zusammenwirken mit einem ABC-
Transporter (Nikaido & Hall, 1998) und einem OMF (Paulsen et al., 1997) Proteinexport-
Systeme vom Typ | bilden (Filloux et al., 1998). Als OMF-Protein fungiert im Cva-Efflux-
System das schon ausfuhrlich diskutierte TolC (Gilson et al., 1990). Mit Hilfe von TnphoA
(Manoil & Beckwith, 1985) wurden insgesamt elf PhoA-Fusionsproteine von CvaA generiert,
deren Fusionspositionen alle nach dem N-terminalen Membrananker lagen und deren PhoA-
Domaénen periplasmatisch lokalisiert waren (Skvirsky et al., 1995). Ausfihrlich setzten sich
Skvirsky et al. (1995) mit dem Problem einer fehlenden Vergle chsgrofe auseinander, wenn
alle Fusionsorte auf derselben Seite der Cytoplasmamembran liegen, ein Aspekt, der auch fir
diese Arbeit nicht ohne Bedeutung ist. Nach Trennung der Membranen von Zellen mit
ausgewahlten CvaA’-’ PhoA-Fusionen, die mit Markerproteinen tberprift wurde, konnten die
Fusionsproteine in der Cytoplasmamembran-Fraktion nachgewiesen werden. Durch Protease-
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Verdaue wurde aufferdem gezeigt, da3 die in der Cytoplasmamembran verankerten
Fusionsproteine auf der periplasmatischen Seite lokalisiert sind (Skvirsky et al., 1995).

Die Membran-Topologie von HIyD, einem am Hamolysin-Export beteiligten MFP aus E. coli,
das vergleichbar mit CvaA im Komplex mit einem ABC-Transporter (Nikaido & Hall, 1998)
und dem multifunktionellen OMF TolC (Wandersman & Delepelaire, 1990) agiert, wurde mit
TnphoA (Manoil & Beckwith, 1985) und TnlacZ (Manoil, 1990) charakterisiert (Schilein
etal.,, 1992). Es konnten neun aktive HlyD’-'PhoA-Fusionen nach dem TMS und eine
inaktive HlyD’-’ PhoA-Fusion davor identifiziert werden (Schilein et al., 1992). Aul3erdem
konnten zwei aktive HlyD’-’LacZ-Fusionen generiert werden, deren Fusionspositionen vor
dem Membrananker von HIyD lagen. Trotz mehrerer Versuche wurden in vivo keine HlyD’ -
"PhoA-Fusionen in der zentralen Region des Proteins (Aminosdurereste 170-345) erhalten.
Erst durch Exonuklease I11-Behandlung wurden drei HIyD’-’ PhoA-Hybridproteine in dieser
Region generiert, die zwar aktiv waren, aber bei Expression ein vermindertes Wachstum der
Zellen verursachten (Schilein etal., 1992). Vielleicht sind hier Paralelen zu dem
geschilderten Problem in der zentralen Region von CzcB (K283) zu ziehen. Uber Membran-
Trennung im Saccharose-Dichtegradienten und Protease-Behandlung von Sphéroplasten,
ahnlich wie schon fur CvaA beschrieben, wurden die in der Cytoplasmamembran verankerten
HIlyD’ -’ PhoA-Fusionen auf der periplasmatischen Seite lokalisiert (Schilein et al., 1992).
Weitere Daten zu Membranorganisation und Lokalisation von MFP stammen aus
Untersuchungen von AcrA (Ma etal., 1993). AcrA bildet mit den zwei schon erwahnten
Komponenten AcrB, einem RND-Transporter (Saier et al., 1994; Paulsen et al., 1996; Tseng
et al., 1999), und erneut TolC as OMF einen Efflux-Komplex, der in E. coli multiple
Antibiotika-Resistenz vermittelt (Fralick, 1996; Nikaido, 1996). Mit TnphoA wurden zehn
verschiedene AcrA’-'PhoA-Hybridproteine generiert, die alle aktiv waren und somit
anzeigten, dal3 zumindest ein Grofdteil des reifen AcrA-Proteins im Periplasma lokalisiert ist
(Ma et al., 1993). Es féllt auf, dal3 wie schon bel HlyD in vivo keine Hybridproteine, die an
den Aminosdureresten 197-370 fusioniert waren, konstruiert werden konnten (Ma et al.,
1993).

Die umfassendste Analyse der Topologie von Vertretern der MFP mit Reportergen-Fusionen
wurde an MexA durchgefihrt (Yoneyama et al., 2000). MexA bildet mit MexB, einem RND-
Protein (Tseng et al., 1999), und OprM einen Efflux-Komplex, der multiple Antibiotika-
Resistenz in P. aeruginosa vermittelt (Poole et al., 1993). Mit einem System von Broome-
Smith et al. (1990), das auf partieller Exonuklease 111-Behandlung (Henikoff, 1984) basiert,
wurden insgesamt 78 MexA’-'BlaM-Fusionen konstruiert, die zeigten, dald MexA in der
Cytoplasmamembran verankert ist und im Periplasma vorliegt (Yoneyama et al., 2000). Mit
Sicherheit hétte aber auch eine wesentlich geringere Zahl von Fusionsproteinen dieselbe
Aussagekraft gehabt.
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Interessanterweise wurde kirzlich entdeckt, dal3 es auch in Gram-positiven Bakterien zur
MFP-Familie homologe Proteine gibt (Harley etal., 2000). Wenn bisherige Annahmen
zutreffen, missen diesen Proteinen aber in Gram-positiven Organismen zumindest teillweise
andere Aufgaben zukommen as in Gram-negativen, da die &ulere Membran und OMF-
Proteine fehlen (Harley etal., 2000). Ein gut charakterisierter Vertreter dieser MFP-
Subfamilie ist LenD aus Lactococcus lactis. Zusammen mit dem ABC-Transporter LenC
bewirkt LcnD den Export von Lactococcinen ins Medium (Franke et al., 1996). Die Topologie
von LcnD wurde mit je vier LacZ- und PhoA-Fusionen, die sich jewells von derselben
Position ableiteten, in E. coli und L.lactis néher untersucht (Franke etal., 1996). Die
Fusionen an einer Position vor dem TMS fuhrten zu einem aktiven LcnD’-'LacZ-Protein,
Fusionen an Positionen nach dem TMS zeigten hauptsachlich PhoA-Aktivitédt. Das Verhalten
von LacZ- und PhoA-Fusionen, die sich von derselben Position in LcnD ableiteten, war
komplementér zueinander (Franke et al., 1996). LcnD hat also ebenfalls die fur MFP typische
Membran-Topologie.

Was schon im Zusammenhang mit den Studien zur Lokalisation von CzcC erwadhnt wurde,
gilt auch fur die Bestimmung der Lokalisation von CzcB nach heterologer Expression mit
radioaktiver Markierung in E. coli und anschlief3ender Fraktionierung der Zellen in die
Kompartimente. Es wurde vorausgesetzt, dald fur die native Lokalisation von CzcB keine
andere Komponente des Czc-Efflux-Komplexes notwendig ist (Nies et al., 1989; Rensing
etal., 1997a). Auch wenn die aufgetragenen Gesamtproteinmengen nicht vollig
Ubereinstimmen, ist deutlich erkennbar, dal3 CzcB nach Fraktionierung der Zellen in grof3en
Mengen in der Membran-Fraktion vorlag (Abb. 18). Um das Protein der auf3eren Membran,
der Cytoplasmamembran oder etwa Membran-Adhéasionszonen zuordnen zu kénnen, wurde
eine Membran-Trennung im Saccharose-Dichtegradienten durchgefuhrt. Nach Auftrennung
der Membranen kann CzcB Uberwiegend in Fraktionen mit héherer Dichte wiedergefunden
werden, die eher der aulReren Membran entsprechen (Abb. 20). Keinesfalls kann mit den
vorgestellten Daten eine Verankerung von CzcB in der Cytoplasmamembran verifiziert
werden, sie unterstiitzen aber die fir MFP diskutierte Interaktion mit der &uf3eren Membran
(Dinh et al., 1994). Im Ubrigen @nelt das Ergebnis stark dem Bild von CzcC, woflr ein
Artefakt als Grund nicht vollig ausgeschl ossen werden kann (Abb. 19 und 20).

Das MFP PrtE aus E. chrysanthemi konnte nach Trennung der Membranen als Protein der
inneren Membran charakterisiert werden, das aber auch in Fraktionen intermedi&rer Dichte
vorliegt (Delepelaire, 1998).

Mit dem AcrA-Protein wurden ebenfalls Zellfraktionierungen zur Aufklarung der
subzelluléren Lokalisation durchgefuhrt (Kawabe etal., 2000). Nach Préparation des
Periplasmas mittels osmotischem Schock wurden die Membranen der verbleibenden Zellen
im Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt. Die Fraktionierung wurde mit den
Kompartimentsmarkern TetB fur die innere Membran und [3-Laktamase fur das Periplasma
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Uberprift. Sowohl AcrA als auch das ebenfalls untersuchte AcrB waren in der inneren
Membran zu finden (Kawabe et al., 2000). Nach Harnstoff-Behandlung konnte der Grof3teil
von AcrA im Gegensatz zu AcrB von der Membran abgel6st und AcrA so als peripheres
Protein der Cytoplasmamembran charakterisiert werden (Kawabe et al., 2000).

Fur das aktuell wohl am besten untersuchte MFP AcrA existieren noch weitere interessante
Ergebnisse. Wie Ma et al. (1993) schon vermuteten, ist AcrA ein Lipoprotein (Zgurskaya &
Nikaido, 1999a) und damit kein Einzelfal innerhalb der MFP-Familie (Johnson & Church,
1999). Die Annahme, dal3 eine Verankerung entweder Uber ein TM S oder eine Lipid-Doméane
far die Funktion der MFPs essentiell sein konnte, wurde von Zgurskaya & Nikaido (1999a)
eindeutig widerlegt. AcrA erfillt auch ohne Lipid-Anteil seine Funktion (Zgurskaya&
Nikaido, 1999a). Auch MexA ist ein Lipoprotein, das ohne seinen Lipid-Anteil funktioniert
(Yoneyama et al., 2000). Wie Kawabe et al. (2000) zeigen, stort ein TMS als Membrananker
die Funktion von AcrA aber andererseits auch nicht. Durch Mutation des invariablen Cys-
Restes (C25A), der normaerweise vor Abspaltung des Signalpeptides durch die
Diacylglyceryl-Transferase kovalent modifiziert wird (Tjalsma et al., 2000), wird sowohl die
Modifikation als auch die Abspaltung des Signalpeptides verhindert (Kawabe et al., 2000).
Weiterhin konnte auch mit Cys-Scanning Mutagenese die Lokalisation der Position T60 von
AcrA im Periplasma bestétigt werden (Kawabe et al., 2000).

Nachdem ausfuhrlich diskutiert worden ist, dal3 Proteine der MFP-Familie abgesehen von der
N-terminalen Domane, die fur die Verankerung in der Cytoplasmamembran verantwortlich
aber fUr die Funktion nicht notwendig ist, im Periplasma lokalisiert sind, stellt sich nun die
Frage, ob weitere charakteristische Elemente der Sekundérstruktur vorhanden sind, die
moglicherweise fur die Funktion von MFP-Proteinen wie CzcB von Bedeutung sind. Schon
bei der Untersuchung der Membran-Topologie von HIyD fiel Schilein et al. (1992) auf, dal3
fur die periplasmatisch lokalisierte Doméane des Proteins ausgedehnte Bereiche mit Tendenz
zur Ausbildung von a-Helices als Sekundarstruktur vorhergesagt wurden. Besonders
ausgepragt war diese Tendenz in der zentralen Region des Proteins, fur die es, wie erwahnt,
schwierig war, Uberhaupt Fusionsproteine zu erhalten (Schilein etal., 1992). Wie sich
herausstellte, ist diese zentrale, a-helikale Region, fur die der Algorithmus von Lupas et al.
(1991) coiled coil-Struktur mit hoher Wahrscheinlichkeit vorhersagt, ein wichtiges Merkmal
von MFP-Proteinen (Dinh et al., 1994; Pimenta et al., 1996; Johnson & Church, 1999). Die
typische coiled coil-Struktur der MFP besteht aus zwei Abschnitten dhnlicher Lange, die
durch eine kurze Liicke von wenigen Aminosaureresten voneinander getrennt sind (Johnson &
Church, 1999). Die Lange der coiled coil-Region kann bel den einzelnen Vertretern alerdings
ganz unterschiedlich sein. Wahrend scheinbar am Export von Proteinen beteiligte MFP wie
HlyD eine langere coiled coil-Region von ca. 200 Aminosaureresten auspragen, ist sie bel
anderen MFP wie MexA und AcrA mit ca. 70 Aminosaureresten deutlich kirzer (Neuwald
et al., 1997; Johnson & Church, 1999).
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Begrenzt wird die zentrale Region am N- und C-terminalen Ende durch je eine Kopie (My
und Mc) eines von vier B-Faltbléttern geprégten Motivs, das sowohl Homologie zu Lipoyl-
Domanen von a-K etocarbonsdure-Dehydrogenasen wie der Pyruvat-Dehydrogenase aufweist
(Berg & de Kok, 1997) as auch zu Biotinyl-Doméanen von Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteinen
der Acetyl-CoA Carboxylasen homolog ist (Neuwald et al., 1997; Johnson & Church, 1999).
Alle untersuchten Lipoyl- und Biotinyl-Doménen bestehen aus zwei unmittelbar
aufeinanderfolgende Kopien des Strukturmotivs und sind in dhnlicher Art und Weise gefaltet
(Berg & de Kok, 1997; Johnson & Church, 1999). Sie bilden eine als flattened [(-barrel
bezeichnete Tertidrstruktur (Green et al., 1995). Bel den MFPs fehlt alerdings der fur die
Bindung des Cofaktors verantwortliche, konservierte Lys-Rest und wird durch ene
eingeschobene Protein-Domane, die coiled coil-Region, ersetzt (Neuwald et al., 1997,
Johnson & Church, 1999).

Sind diese adlgemeinen Vorhersagen speziell fur die Sekundérstruktur von CzcB
nachvollziehbar? Die ungefdhre Lage der Strukturmotive in CzcB ist wie folgt: An die erste
Kopie des Strukturmotivs (My), die sich beginnend mit Position V224 bis Position S254
erstreckt (Neuwald et al., 1997), schlief?t sich unmittelbar der erste Abschnitt der coiled coil-
Region an, der von Position L257 bis L284 zu reichen scheint (Coils Vers. 2.2; Lupas, 1996).
Nach einer Licke von drei Aminosdureresten erstreckt sich dann der zweite Abschnitt der
coiled coil-Region von Position K288 bis S322 (Coils Vers. 2.2; Lupas, 1996). Abschlief3end
folgt die zweite Kopie des Motivs (M¢), die mit Position A327 beginnt und mit S362 endet
(Neuwald et al., 1997).

Welche Aufgabe kdnnte nun aber eine solche Sekundarstruktur der MFPs erflllen? Fir
Neuwald et al. (1997) sind die Parallelen zwischen der Funktion von MFP-Proteinen in den
Efflux-Komplexen und der Funktion der Lipoyl- bzw. Biotinyl-Domanen in Multienzym-
Komplexen offensichtlich. Die coiled coil-Region von MFPs fungiert demnach als flexibler
Arm beim Transfer des Substrates vom Transporter in der Cytoplasmamembran zum OMF-
Protein (Neuwald et al., 1997). Dies wird sowohl von Johnson & Church (1999) als auch
Zgurskaya & Nikaido (1999a) stark bezweifelt, da in der coiled coil-Region keine
Substratbindungsstelle liegt, die fur eine solche Funktion erforderlich wére. AulRerdem ist
selbst fur die Kopplung der aktiven Zentren in o-Ketocarbonsaure-Dehydrogenasen ein
flexibler Arm als Mechanismus nicht ausreichend (Berg & de Kok, 1997).

Das von Neuwald etal. (1997) vorausgesetzte antiparallele Fatungsmodell, also die
Ausbildung einer intramolekularen o-helikalen Haarnadelstruktur durch die coiled coil-
Region und eines flattened [B-barrel aus den homologen Motiven My und Mg, ist fur
Johnson & Church (1999) aber schon die wahrscheinlichste Variante der Tertiarstruktur,
obwohl auch alternative, intermolekulare Modelle diskutiert werden (Abb. 28). Zgurskaya &
Nikaido (1999a) betrachten die kompakte Struktur, die aus diesem Modell resultieren wirde,
als unvereinbar mit ihren Daten, die auf eine sehr asymmetrische, gestreckte Gestalt des in
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Losung monomeren AcrA hindeuten, fur die sie die coiled coil-Region verantwortlich
machen. Dieser offene Widerspruch konnte damit erklart werden, dal3 sowohl die kompakte
als auch die gestreckte Gestalt von den MFP angenommen werden kann und dal3 genau dieser
Wechsel zwischen beiden Konformationen fur ihre Funktion in den Efflux-Komplexen
relevant ist (Johnson & Church, 1999; Zgurskaya & Nikaido, 2000a). Dieser Mechanismus
wuirde auch dem von Pimenta et al. (1996) fur HlyD diskutierten Modell einer Sprungfeder
entgegenkommen. Die Dissoziation des flattened [-barrel, bestehend aus den Motiven My
und Mc, wére aufgrund des teilwei se vorhandenen a-helikalen Charakters der Motive moglich
(Johnson & Church, 1999).

Abb. 28: Modell fir eine mogliche Tertiarstruktur der zentralen Region von CzcB

Dargestellt ist eine intramolekulare, a-helikale Haarnadelstruktur, die von den beiden Abschnitten (der coiled
coil-Region gebildet wird, und ein flattened B-barrel, bestehend aus den homologen Motiven My und Mc
(antiparalleles Faltungsmodell). Es handelt sich um einen Ausschnitt aus Abb. 6 von Johnson & Church (1999).

Auf jeden Fall scheint sicher zu sein, dal3 AcrA as prominenter Vertreter der MFP-Familie
entweder eine Fusion von Membranen bewirken oder alternativ eine enge Verbrickung
derselben vermitteln kann (Zgurskaya & Nikaido, 1999b; Zgurskaya & Nikaido, 2000a).
Letztlich wird die Aufklarung der raumlichen Struktur eines MFP zeigen, ob die Modelle zur
Tertidrstruktur zutreffen oder nicht.

6. Der RND-Transporter CzcA - zentrale Komponente im CzcCBA-Efflux-
System

Die topologische Charakterisierung des polytopischen RND-Transporters CzcA, der in der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist und die Hauptkomponente des Czc-Efflux-Komplexes
bildet, stellt den zentralen Bestandteil der vorliegenden Arbeit dar.

Fur die Untersuchung von insgesamt 25 Positionen in CzcA, bis auf A1063 jewells Arg- bzw.
Lys-Reste, kamen im wesentlichen die ’phoA-Vektoren pECD623 (Set 2) und pECD637
(Set 3) zum Einsatz. Ein Abgleich der beiden Mef3systeme erfolgte einerseits durch Vergleich
der spezifischen PhoA-Aktivitaten und des Expressionsniveaus von vollig identischen CzcA'’ -
'PhoA-Fusionsproteinen, die aber von den unterschiedlichen Vektoren kodiert wurden.
Gewdhlt wurden dafir Fusionen, die sich von den Positionen R366 bzw. K390 in CzcA

112



V. DISKUSSION

ableiten. Andererseits wurde Expression und Stabilitét aler CzcA’-' PhoA-Hybridproteine per
Westernblot analysiert. Zwei Fusionen, CzcA334-'LacZ und CzcA1063-'LacZ, wurden von
Derivaten des ’lacZ-Vektors pECD499 kodiert. Die Expression der CzcA-Hybridproteine
erfolgte ohne Anwesenheit anderer Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes. Wie Franke
et al. (1999) feststellten, hat die gleichzeitige Expression des zugehdrigen MFP LenD keinen
Einfluld auf die Topologie von LcnC, dem ABC-Transporter ausL. lactis.

Von MexB, dem RND-Protein des MexAB-OprM-K omplexes aus P. aeruginosa (Poole et al.,
1993), wurde ebenfalls die Membran-Topologie analysiert (Guan et al., 1999). Mit insgesamt
26 MexB’ -’ PhoA-Hybridproteinen, die durch verschiedene Methoden erhalten wurden, gelang
es, ein Modell der Topologie zu verifizieren. Auch hier kam TnTAP (Ehrmann et al., 1997)
zum Einsatz, allerdings nur zur Erzeugung von C-terminal verkirzten Fusionsproteinen. Mit
mehreren In vitro-Methoden wurden auf’erdem Derivate des Plasmids pBADphoA
konstruiert, die eine zweite Serie von MexB’ -’ PhoA-Fusionsproteinen kodierten (Guan et al.,
1999). Diese methodische Vielfalt scheint hier aber zumindest nicht forderlich, wenn nicht
sogar problematisch zu sein, da z. B. mit zwei verschiedenen Promotoren, mehreren Linker-
Regionen sowie der nativen as auch einer anderen RBS gearbeitet wurde. Wie im
Zusammenhang mit den vorgestellten Plasmid-Sets und den Kontrollfusionen diskutiert,
konnen diese Faktoren starken Einflu® auf das Ergebnis haben und sollten mdglichst
unverandert bleiben. Auch Uber den Westernblot kdnnen die Systeme nur teilweise
abgeglichen werden, da bei einigen Fusionen nur Membranen der exprimierenden Zellen und
bei anderen die Rohextrakte der Zellen im SDS-PAA-Gel aufgetrennt wurden (Guan et al.,
1999). Erstere Variante verhindert zudem die Detektion von eventuell vorhandener,
abgespaltener PhoA-Domaéne, die im Periplasma sehr aktiv sein kann (van Geest & Lolkema,
2000).

Eine ebenfalls recht aktuelle Untersuchung der Topologie eines RND-Transporters liegt fir
MexD, zentrale Komponente des MexCD-OprJ-Komplexes vor (Poole et al., 1996), der ein
weiteres Efflux-System aus P. aeruginosa bildet, das multiple Antibiotika-Resistenz
vermittelt (Gotoh et al., 1999). Von 26 Positionen in MexD wurden 25 MexD’-'PhoA- und
18 MexD’ -’ BlaM-Hybridproteine abgeleitet, deren Gene mit Hilfe von PCR-Fragmenten des
mexD-Gens und zwei Fusionsvektoren generiert wurden und von denen nur die PhoA-
Fusionsproteine mit Antikdrpern gegen das Reporterprotein nachgewiesen wurden. FUr diesen
Nachweis wurden ebenfalls die Membranen von Zellen eingesetzt, die die Fusionsproteine
exprimierten (Gotoh et al., 1999).

Das RND-Protein AcrB wurde zwar bisher nicht gezielt topologisch charakterisiert, aber im
Zuge verschiedener Untersuchungen wurden auch topologische Daten beschrieben (Ma et al.,
1993; Ulbrandt et al., 1997). Die hohe Aktivitét der mittels TnphoA (Manoil & Beckwith,
1985) erzeugten Fusion AcrB101-'PhoA war Hinweis auf periplasmatische Lokalisation der
Fusionsposition (Ma et al., 1993). Auch AcrB576-'PhoA hatte bel korrekter Insertion in die
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innere Membran eine periplasmatisch lokalisierte PhoA-Domane (Ulbrandt et al., 1997). Mit
diesen beiden Fusionen wurde erstmas eine periplasmatische Lage der beiden grofien
hydrophilen Domanen der RND-Proteine (Saier et al., 1994) verifiziert.

Wie die Analysen von Tseng et al. (1999) zeigten, ist die RND-Proteinfamilie eine
evolutiondr alte, ubiquitdr verbreitete Superfamilie von Proteinen, die neben den bis dahin
bekannten Vertretern noch weitaus mehr Proteine umfaldt. Als neue Subfamilie wurden die
SecDF-Proteine charakterisiert, die an der Translokation von Prdproteinen beteiligt sind und
als Besonderheit meist aus zwel getrennten Polypeptiden bestehen (Tseng et al., 1999). Eine
Ausnahme bildet in dieser Hinsicht das SecDF-Protein von B. subtilis, bei dem beide Teile zu
einem Protein fusioniert sind (Bolhuis et al., 1998). Fur die Proteine SecD und SecF aus
E. coli konnte Gardel et al. (1990) durch Konstruktion der aktiven Fusionen SecD45-’ PhoA
und SecF110-'PhoA mit TnphoA beweisen, daf3 die grof3en hydrophilen Domanen im
Periplasma liegen. Eine detaillierte topologische Charakterisierung von SecD wurde von
Pogliano & Beckwith (1994) ebenfalls mit TnphoA durchgefihrt.

Es soll im folgenden versucht werden, die fir CzcA an den verschiedenen Positionen
erhaltenen Daten mit denen der anderen drei ausfuhrlich untersuchten RND-Proteine MexB
(Guan et al., 1999), MexD (Gotoh et al., 1999) und ferner SecD (Pogliano & Beckwith, 1994)
in der entsprechenden Region zu diskutieren. Aus dieser Diskussion resultiert ein Modell der
Membran-Topologie von CzcA (Abb. 29).

Das kleinste Fusionsprotein CzcA 13-’ PhoA, das nur die ersten hydrophilen Aminosaurereste
am N-Terminus von CzcA enthdlt, ist kaum aktiv, aber im Westernblot nachweisbar (Tab. 9;
Abb. 15a), auch wenn nur schwer zwischen Fusion und abgespaltener PhoA-Doméne zu
unterscheiden ist. Auch MexB9-"PhoA und SecD13-’PhoA haben praktisch keine PhoA-
Aktivitéat (Guan etal., 1999; Pogliano & Beckwith, 1994). Die folgenden CzcA’-’'PhoA-
Fusionen der Positionen R33, R64, K192, R334 und K345, die nach dem vorhergesagten
TMS 1 liegen, haben hohe PhoA-Aktivitdten und werden sehr stark als stabile Hybridproteine
exprimiert (Tab. 9; Abb. 154). Das Fusionsprotein CzcA334-'LacZ ist im Verhdtnis zur
zugehorigen PhoA-Fusion kaum aktiv (Tab. 9). Die zehn MexB’ -’ PhoA-Fusionen nach dem
TMS 1 bis zur Position L349 in MexB sind aktiv, wenn auch in unterschiedlichem Mal3e, und
im Westernblot erkennbar (Guan et al., 1999). Finf MexD’-'PhoA- und vier MexD’ -’ BlaM-
Fusionsproteine mit Fusionspositionen in der gleichen Region sind ebenfalls aktiv und as
Hybridprotein nachweisbar bzw. vermitteln Ampicillin-Resistenz (Gotoh et al., 1999).
Schliefdlich zeigen auch vier SecD’-’PhoA-Fusionen, die in dieser hydrophilen Region der
RND-Proteine fusioniert sind, hohe PhoA-Aktivitét (Pogliano & Beckwith, 1994).

Mit dem Erreichen von Position R366 nach dem von den meisten Programmen
vorhergesagten TMS 2 in CzcA (Abb. 14) bricht die Aktivitdt der entsprechenden Fusion
CzcA366-' PhoA abrupt zusammen und es ist fast kein Fusionsprotein und keine abgespaltene
PhoA-Domaéne detektierbar, unabhangig vom exprimierenden System (Tab. 9; Abb. 15a).
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Auch MexB366-"PhoA ist inaktiv, aber als Fusionsprotein nachweisbar (Guan et al., 1999).
Die Hybridproteine MexD361-'PhoA und MexD366-'PhoA sind ebenfalls inaktiv, die
Existenz der Fusionen aber gut nachweisbar. Die Fusion MexD361-'BlaM vermittelt keine
Ampicillin-Resistenz (Gotoh et al., 1999).

Nach dem folgenden TMS 3 hat die von der nachsten Position K390 in CzcA abgeleitete
PhoA-Fusion wieder hohe Aktivitdt und wird stark exprimiert, unabhdngig vom
exprimierenden Vektor. Neben dem Fusionsprotein kann aber auch freie PhoA-Doméne
detektiert werden (Tab. 9; Abb. 15a). MexB392-' PhoA hat ebenfalls enzymatische Aktivitét,
ist aber als Fusion kaum erkennbar (Guan etal., 1999). Von der entsprechenden
Fusionsposition in MexD V392 wurden wieder sowohl PhoA- als auch BlaM-Fusion gebildet,
die beide enzymatisch aktiv sind. Die Existenz von MexD392-' PhoA ist deutlich erkennbar
(Gotoh etal., 1999). Auch das Hybridprotein SecD502-'PhoA ist hochaktiv (Pogliano &
Beckwith, 1994).

Die beiden ndchsten Positionen R419 und R449 von CzcA liegen in einer wahrscheinlich
sowohl fur den , Protonentransport” (Nies & Silver, 1995) als auch fur die primére Bindung
der Schwermetall-Kationen interessanten Region (Juhnke, 1997; Goldberg, 1999; Goldberg
etal.,, 1999), die schon im putativen TMS4 beginnt und sich in den nachfolgenden
hydrophilen Teil des Proteins erstreckt. Allerdings unterscheiden sich die beiden Fusionen
CzcA419- PhoA und CzcA449-'PhoA extrem in ihrer Aktivitat. Wahrend CzcA449-' PhoA
inaktiv und kaum erkennbar ist, wird CzcA419-'PhoA stark als aktives und stabiles
Hybridprotein exprimiert (Tab. 9; Abb. 15a). Aufgrund dieses Ergebnisses kdnnte vermutet
werden, dal3 TMS 4 erst zwischen R419 und R449 in CzcA gebildet wird, eine Variante, die
sehr unwahrscheinlich ist, da alle elf genutzten Programme flr die hydrophile Region kein
TMS vorhersagen (Abb. 14). Esist eher anzunehmen, dal? der kurze Abschnitt nach TMS 4 in
CzcA419-'PhoA aufgrund des Fehlens wichtiger topologischer Signale wie Arg- und Lys-
Resten nicht ausreicht, die PhoA-Domane des Fusionsproteins im Cytoplasma zu verankern
(Boyd & Beckwith, 1989; von Hejne, 1989; van Geest & Lolkema, 2000). Die
Fusionsproteine MexB411-'PhoA und MexB440-' PhoA weisen keine Aktivitat auf und nur
MexB411-'PhoA ist im Westernblot sichtbar (Guan et al., 1999). MexD424-' PhoA, -’'BlaM
und MexD437-'PhoA sind ebenfalls nicht enzymatisch aktiv, die PhoA-Fusionsproteine nur
auRerst schlecht detektierbar (Gotoh et al., 1999). Auch die Fusionen SecD538-' PhoA und
SecD561-' PhoA sind ohne relevante Aktivitét (Pogliano & Beckwith, 1994).

Die von Position K475 nach dem TMS5 in CzcA abgeleitete, inaktive Fusion CzcA475-
"PhoA ist kaum im Westernblot erkennbar (Tab. 9; Abb. 15a). Vielleicht verhindert hier die
Konstellation aus K475 im Zusammenwirken mit dem Arg-Rest der Linker-Region eine
periplasmatische Lokalisation der PhoA-Doméne. Sowohl die Hybridproteine MexB459-
"PhoA und MexB473-'PhoA as auch MexD472-'PhoA werden as aktive Fusionen
exprimiert (Guan etal., 1999; Gotoh etal., 1999). SecD588-'PhoA zeigt ebenfalls hohe
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spezifische Aktivitét (Pogliano & Beckwith, 1994). Diese Daten deuten eine periplasmatische
Lokalisation von K475 in CzcA an, auch wenn mit CzcA475-'PhoA dies nicht bewiesen
werden kann.

Die folgenden Hybridproteine CzcA510-' PhoA und CzcA532-'PhoA mit Fusionspositionen
nach dem TMS 6 in CzcA haben die erwartet niedrige PhoA-Aktivitdt und sind as Fusionen
nachweisbar (Tab. 9; Abb. 15a). Auch die Fusion MexB538-' PhoA hat nur geringe Aktivitét
und ist erkennbar (Guan et al., 1999). Von MexD wurden in dieser Region drei MexD’-
"PhoA-Fusionen und ein MexD’-’BlaM-Hybridprotein konstruiert, die ale keine Aktivitét
zeigen. Die PhoA-Fusionen sind zum Teil kaum nachweisbar (Gotoh et al., 1999).

Die folgenden vier nach dem TMS7 in der zweiten grof3en hydrophilen Doméane von CzcA
gelegenen Fusionspositionen, R557, R673, R830 und R880, fuhren bei Fusionierung mit der
PhoA-Reporterdoméne zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wéahrend CzcA557-'PhoA kaum
aktiv, aber im Westernblot erkennbar ist, zeigen die anderen drei Fusionen zum Teil sehr hohe
Aktivitat und sind als Fusionsproteine deutlich erkennbar. Im Fall der von allen Fusionen
aktivsten Fusion CzcA830-' PhoA ist neben dem stark exprimierten Fusionsprotein ein grof3er
Antell abgespaltener und stabiler Reporterdoméne vorhanden (Tab. 9; Abb. 15aund b). Dadie
drei langeren Fusionsproteine eindeutig auf periplasmatische Lage hindeuten und mit
ziemlicher Sicherheit kein Wechsel des Kompartimentes zwischen Position R557 und R673
erfolgt, kann zur Begriindung des V erhaltens von CzcA557-' PhoA nur dhnlich wie schon bei
CzcA475-'PhoA  argumentiert werden. Die dree  MexB’-’PhoA-Fusionen  mit
Fusionspositionen in der korrespondierenden Region von MexB sind aktiv und werden stark
exprimiert (Guan et al., 1999). Die entsprechenden funf MexD’-'PhoA- und vier MexD’-
'BlaM-Hybridproteine sind ebenfalls enzymatisch aktiv und die PhoA-Fusionen im
Westernblot erkennbar (Gotoh et al., 1999).

Die nach TMS 8, dem TMS mit der héchsten Hydrophobizitdt von CzcA, gelegene Position
K904 zeigt bel Fusionierung mit der PhoA-Doméne ein Verhalten, das abermals einer
Interpretation bedarf. Die hohe Aktivitét und das deutlich sichtbare Fusionsprotein inklusive
abgespaltener und stabiler PhoA-Doméne deuten auf Lage des Reporters im Periplasma hin
(Tab. 9; Abb. 15b; van Geest & Lolkema, 2000). Zur Erkldrung muf das Fehlen positiv
geladener Aminosaurereste, wie schon fur CzcA419-'PhoA diskutiert, herangezogen werden
(Boyd & Beckwith, 1989). Alternativ konnte auch en insgesamt schwaches fir
cytoplasmatische Lokalisation der sehr kurzen hydrophilen Doméane im nativen CzcA-Protein
ausreichendes topogenes Signal diskutiert werden, dal3 aber die effiziente Verankerung der
Reporterdoméne im Cytoplasma nicht bewirken kann. Die Fusion MexB897-' PhoA hat die
fur cytoplasmatisch lokalisierte PhoA-Domanen der Fusionsproteine typische geringe
Aktivitét. Im Westernblot ist ein Signa sichtbar, das spezifisch fir die Fusion ist, aber
aufgrund seiner Lage eher einem Aggregat entspricht oder mit ungewdhnlichem Laufverhalten
der Fusion im SDS-PAA-Gel zu begrinden ist (Guan et al., 1999). Signale dieser Art sind
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teilweise auch bei den langen CzcA’-’ PhoA-Fusionen (Abb. 15b) und bei mehreren MexD’ -
"PhoA-Fusionen zu finden (Gotoh etal., 1999). Bei den Untersuchungen der drei
Membranproteine konnten die Proben vor Auftragung auf die SDS-PAA-Gele nicht erhitzt
werden, da sonst nur ein sehr unscharfes Signal, wie z. B. fur CzcA in Abb. 18, sichtbar ist.
Von der nach TMS8 in MexD gelegenen Position W891 abgeleitete Fusionsproteine
vermitteln weder Ampicillin-Resistenz (MexD891-'BlaM) noch haben sie PhoA-Aktivitét
(MexD891-'PhoA). MexD891-'PhoA ist aber im Westernblot nachweisbar (Gotoh et al.,
1999).

CzcA927-'PhoA, die néchste Fusion von CzcA, deren Fusionsposition dem TMS9 folgt,
zeigt wider Erwarten geringe PhoA-Aktivitat und ist als Hybridprotein gut erkennbar (Tab. 9;
Abb. 15b). Das Verhalten énelt sehr dem von CzcA475-'PhoA und CzcA557-'PhoA, so dal3
die dort angefihrten Griinde auch hier gelten mégen. Sowohl die korrespondierende Fusion
MexB921-' PhoA als auch die Fusionen MexD920-'PhoA und MexD920-'BlaM sind aktiv,
die PhoA-Fusionen sind im Blot erkennbar (Guan et al., 1999; Gotoh et al., 1999).

Mit CzcA958-'PhoA und CzcA980-'PhoA kann die cytoplasmatische Lokalisation der
hydrophilen Doméane nach TMS 10 bewiesen werden, da die Hybridproteine kaum aktiv sind
und neben einem Signal, das von ungewohnlichem Laufverhalten zeugt, auch Fusionen
erwarteter Grofe erkennbar sind (Tab. 9; Abb. 15b). Die Fusion MexB972-' PhoA zeigt
ebenfalls kaum PhoA-Aktivitdt und ausschlieflich das beschriebene Laufverhaten (Guan
et al., 1999). Auch die Fusionsproteine MexD957-' PhoA, MexD968-' PhoA und MexD957-
'BlaM sind, wie erwartet, inaktiv. Das langere der beiden PhoA-Fusionsproteine ist deutlich
schlechter im Westernblot erkennbar a's das kiirzere (Gotoh et al., 1999).

Bel Fusion der nach dem TMS11 von CzcA gelegenen Position R1008 mit der PhoA-
Reporterdoméane entsteht die auf3erst instabile Fusion CzcA1008-' PhoA. Da aber diein grof3er
Menge vorhandene, abgespaltene PhoA-Doméne stabil und aktiv ist, kann von einer
periplasmatischen Lage der Region zwischen den TMS11 und 12 ausgegangen werden
(Tab. 9; Abb. 15b; van Geest & Lolkema, 2000). Die entsprechende Fusion von MexB,
MexB1007-' PhoA, wird als stabiles Hybridprotein exprimiert und hat PhoA-Aktivitét (Guan
et al., 1999). Genauso verhdt es sich mit MexD998-' PhoA, auf3erdem kann die zugehdrige
BlaM-Fusion Ampicillin-Resistenz vermitteln (Gotoh et al., 1999).

Nach dem letzten TMS von CzcA, dem TMS 12, ergibt sich ein eindeutiges Bild: Alle drei
gebildeten PhoA-Fusionen haben kaum Aktivitét und sowohl Fusionen erwarteter Grof3e als
auch im SDS-PAA-Gel ungewdhnlich laufende sind erkennbar (Tab. 9; Abb. 15b). Die im
Verhdltnis zur PhoA-Aktivita von CzcA1063-'PhoA hohe LacZ-Aktivité von CzcA1063-
'LacZ ist zusétzlicher Hinweis fir die cytoplasmatische Lokalisation des C-Terminus von
CzcA (Tab. 9). Die C-terminalen Fusionen von MexB und MexD, MexB1046-' PhoA bzw.
MexD1043-'BlaM, sind beide nicht aktiv, MexB1046-'PhoA zeigt ausschliefdich das
ungewohnliche Laufverhalten (Guan et al., 1999; Gotoh et al., 1999).
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Die wichtigsten Erkenntnisse zur Membran-Topologie von CzcA sollen noch einmal kurz
zusammengefaldt werden: Sowohl der N-Terminus a's auch der C-Terminus des Proteins sind
auf der cytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert. Die beiden grof3en hydrophilen
Doménen von CzcA liegen im Periplasma und bilden die grof3en periplasmatischen
Doménen| und II. Die hydrophile Doméne zwischen TMS4 und 5 ist im Cytoplasma
lokalisiert und kann demzufolge fir die primare Bindung der Schwermetall-Kationen
verantwortlich sein. Die Wiederholung der Topologie der N-terminalen Héalfte im C-
terminadlen Tell des Proteins ist eine Bestdtigung fur die Hypothese der tandemartigen,
intragenischen Duplikation von zwei 6 TMS-Segmenten (Saier et al., 1994; Tseng et al.,
1999). In den beiden grofen hydrophoben Regionen des Proteins ist eine detaillierte
Auflésung nur begrenzt gelungen.

Es wird ein auf den experimentell ermittelten Daten und der Vorhersage von SOAP (Kyte &
Doolittle, 1982; Klein et al., 1985) beruhendes, zweidimensionales Modell der topol ogischen
Organisation von CzcA mit zwolf TMS vorgeschlagen (Abb. 29). Die statistische Verteilung
der positiv geladenen Aminosdurereste, darunter Arg- und Lys-Reste als starke topogene
Determinanten, auf die Kompartimente zeigt, dal3 dieses Modell mit der positive-inside Regel
(von Heijne, 1986) Ubereinstimmt (Tab. 13).

Am auffélligsten ist jedoch die Asymmetrie in der Verteilung der His-Reste, die zwar weniger
Topologie bestimmend aber funktionell dafiir um so interessanter sind. Auf die Gesamtzahl
der Aminosaurereste in den Kompartimenten bezogen, sind im Cytoplasma 14x so viele His-
Reste wie im Periplasma lokalisiert (Tab. 13). Zumindest fur H439 im putativen
Metallbindemotiv C417-x5-H423-x3-H427-H428-xo-F-H439 zwischen TMS4 und 5 konnte
essentielle Bedeutung fir die Ausprégung der Resistenz gegeniber toxischen Konzentrationen
von Co**-, Zn?*- und Cd?*-lonen nachgewiesen werden (Juhnke, 1997).

Tab. 13: Statistische Verteillung positiv geladener Aminosaurereste von CzcA auf die
Kompartimente

) . Zahl der Aminosaurereste Antell (in %)
Protein  Kompartiment
basisch  davonHis  Gesamt basisch His
CreA Periplasma 80 (61) 2 691 (666) | 11.6 (9.2) 0.3
zC
Membran 0 4 0 204 (247) 0 (1.6) 0
(MexD)
Cytoplasma 35 (24) 7 168 (130) | 20.8(18.5) 4.2

Die dtatistischen Angaben von CzcA beruhen auf dem in Abb. 29 dargestellten Modell der Membran-Topologie
des Proteins. Zum Vergleich sind in Klammern Daten zur Vertellung der AS-Reste in MexD angegeben (Gotoh
et al., 1999).

118



V. DISKUSSION

R830 (8,84)

R673 (4,19)

R33(3,33)
@ K345 (5,15)

R419 (3,09)

Abb. 29: Zweidimensionales Modell der Membran-Topologie des CzcA-Proteins

Die AS-Sequenz von CzcA wird durch Kreise symbolisiert, in transmembranen Regionen sind diese mit dem Ein-
Buchstaben-Code der einzelnen AS-Reste versehen. Die transmembranen a-Helices, die die Cytoplasmamembran
(CPM) durchspannen, sind numeriert (TMS1-12). Das mdglicherweise als Ladungsrelais-System fir den
»Protonentransport*  fungierende ,DDE“-Motiv und die AS-Reste der putativen Bindungsregion der
Schwermetall-K ationen sind hervorgehoben (fett). AS-Reste, die mit Alkalischer Phosphatase-Doméne fusioniert
wurden (Fusionspositionen), sind mit Rechtecken verbunden, die den Ein-Buchstaben-Code des Restes sowie
seine Lage in der Primarsequenz von CzcA wiedergeben. Die in Klammern gesetzten Zahlenwerte entsprechen
den spez. Aktivitdten der entsprechenden CzcA’-'PhoA-Fusionen (Tab.9) in U/mg Trockengewicht (TG;
1 U =1 nmol/min). Mit Stern (*) gekennzeichnete Werte entsprechen dem arithmetischen Mittel aus den beiden
in Tab.9 angegebenen spez. Aktivitdten fir PhoA-Fusionen an dieser Position. Die vorgenommene
Klassifizierung der Aktivitaten wird durch die Farbe des Rechtecks verdeutlicht, wobei hohe Aktivitat
und geringe Aktivitat andeutet. In der Regel liegen Positionen mit Rechtecken im Periplasma
(PP) und Positionen mit Rechtecken im Cytoplasma (CP).
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Bel der Betrachtung des Modells (Abb. 29) fallt aul3erdem auf, dal3 in funf TMS (TMS 3, 5, 8,
9 und 11) Pro-Reste enthalten sind. Diese in den a-Helices globul&rer Proteine duf3erst selten
anzutreffenden und als ,,Helixbrecher” bekannten Aminosaurereste (Chou & Fasman, 1978)
werden in transmembranen o-Helices offensichtlich h&ufiger toleriert (von Heijne, 1991).
Durch den , Prolin-Knick* resultieren gebogene a-Helices, denen gegebenenfalls strukturelle
oder auch funktionelle Bedeutung zukommen kann (von Heijne, 1991). Die auch in
transmembranen o-Helices festgestellte Struktur brechende Eigenschaft von Pro-Resten wird
nur wirksam, wenn das TMS langer als 13 Aminosaurereste ist und der Pro-Rest in der Nahe
der Enden positioniert ist (Nilsson, etal., 1998). Ob die von Tseng etal. (1999)
identifizierten, putativen amphipathischen o-Helices, die einigen TMS in RND-Proteinen
scheinbar unmittelbar vorgeschaltet sind, eine Funktion als topol ogische Signale im Sinne von
Kimbrough & Manoil (1994) haben, bleibt abzuwarten.

Uber den schon viel diskutierten Funktionsmechanismus von RND-Transportern wie CzcA ist
erst wenig bekannt. CzcA bewirkt bei Expression ohne die Komponenten CzcB und CzcC im
sensitiven Stamm R. metallidurans AE104 nur eine geringflgig gesteigerte Resistenz
gegenuber den Schwermetall-Kationen (Rensing et al., 1997a). Mit in Proteoliposomen
rekonstituiertem CzcA kann In vitro ein von CzcA abhangiger Kationen/Protonen-Antiport,
der zur erhohten Akkumulation der Schwermetall-Kationen in den Liposomen fuhrt,
gemessen werden (Goldberg, 1999; Goldberg et al., 1999). Das schon lange fur CzcA
favorisierte Funktionsmodell einer Zwei-Kanal-Pumpe, das davon ausgeht, dal3 der erste
Kana mit dem moglicherweise als Ladungsrelais-System fungierenden ,,DDE"-Motiv von
TMS 4 fir den ,, Protonentransport® verantwortlich ist, wahrend der zweite Kanal, der von den
sechs TMS der C-terminalen Halfte von CzcA gebildet wird, der Kationen-Kanal ist (Nies,
1992a; Nies & Silver, 1995; Goldberg, 1999; Goldberg etal., 1999), scheint plausibel,
obwohl Beweise dafir fehlen und die Lage der putativen primdren Metallbindestelle nach
TMS 4 eher dagegen spricht. Anstelle zwei distinkter Kandle ist genauso ein aus allen zwolf
TMS bestehender Kanal mit unterschiedlich spezialisierten Regionen vorstellbar.

Auch fur den RND-Transporter AcrB konnte die Funktion as Protonen-Antiporter nach
Rekonstitution in Proteoliposomen gezeigt werden (Zgurskaya & Nikaido, 1999b). RND-
Proteine wie AcrB und MexB, die ein breites Spektrum sehr hydrophober Substrate
ungeladener oder geladener Natur transportieren konnen, tragen ebenfalls ein ,, DDE"-Motiv
im TMS4, jedoch liegen in diesem die Asp-Reste im Unterschied zu CzcA direkt
hintereinander (Goldberg etal., 1999; Tseng et al., 1999; Zgurskaya & Nikaido, 2000a).
Aufgrund der sehr verschiedenen Substratspezies wird aber angenommen, dal3 der von AcrB
und MexB vermittelte Efflux Uber einen anderen Mechanismus als bei CzcA erfolgen muf3
(Goldberg et al., 1999; Zgurskaya & Nikaido, 2000a). Interessanterweise wird dabel auch eine
Substratbindung direkt in der Lipid-Phase der Membran oder an der dem Periplasma
zugewandten Seite diskutiert (Nikaido, 1998; Zgurskaya & Nikaido, 2000a).
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7. Der CzcCBA-Membranprotein-Komplex - en Drei-Komponenten-
Efflux-System

Auch wenn schon frihere Untersuchungen einen von den Komponenten CzcA, CzcB und
CzcC gebildeten Efflux-Komplex indizierten (Nies et al., 1989; Rensing et al., 1997a), waren
diese Hinweise nur indirekter Natur und der Nachweis fir die Existenz eines
Membranprotein-Komplexes stand noch aus. Da ein solcher Komplex auf physischen
Interaktionen der einzelnen Untereinheiten beruht, wurde in der vorliegenden Arbeit der
Versuch unternommen, diese nachzuweisen.

Zu diesem Zweck wurde das Sos Recruitment-System (SRS) verwendet, ein alternatives
Yeast Two-Hybrid-System (Aronheim & Karin, 2000; Frederickson, 1998), bei dem die
Hybridproteine nicht im Zellkern der Hefe wechselwirken miissen und mit dem deshab
theoretisch auch Membranproteine charakterisiert werden konnen (Stagljar etal., 1998).
Allerdings gilt dies nur mit Einschrankungen, denn lediglich Interaktionen von
cytoplasmatisch lokalisierten Loops der Membranproteine mit den cytoplasmatischen hSos-
Fusionsproteinen sind nachweisbar. Interaktionen im Lumen des endoplasmatischen
Reticulums sind mit dem System dagegen weder moglich noch detektierbar.

Auch andere fir Membranproteine geeignete Systeme, die auf der Rekonstitution von nativem
Ubiquitin aus N- und C-terminaler Hélfte (Stagljar et al., 1998; Stagljar & te Heesen, 2000)
bzw. der Komplementation der [3-Galaktosidase basieren (Ross et al., 1997) und mit denen
Interaktionen im Lumen des endoplasmatischen Reticulums nachweisbar sind, haben das
Problem der notwendigen Detektion dieser Interaktionen auf der cytoplasmatischen Seite der
Membran. Aus diesen Grinden wurden nur die hydrophilen Doménen der Czc-Proteine in den
Interaktionstests mit dem SRS eingesetzt. Dies fuhrte wahrscheinlich dazu, dal3 ein fir
Yeast Two-Hybrid-Systeme beschriebenes Problem, real vorhandene Protein-Protein-
Interaktionen in einigen Fallen nicht beweisen zu kénnen, an Bedeutung gewann. Haufig sind
kaum exprimierte, bei Expression in der Hefe toxische oder auch nicht korrekt gefaltete
Interaktionspartner, die abgebaut werden, Ursachen dafir (Niethammer & Sheng, 1998;
Frederickson, 1998). Das Fatungsproblem kann besonders bei normalerweise exportierten
Proteinen bzw. Protein-Domanen und bei isoliert eingesetzten Loop-Doméanen von
Membranproteinen entscheidend sein. Der Nachweis von Protein-Protein-Wechsel wirkungen
mit dem Yeast Two-Hybrid-Ansatz kann aufgrund dieser kaum |6sbaren Probleme unmadglich
sein (Niethammer & Sheng, 1998; Frederickson, 1998). Fur die Einordnung der negativen
Tests mit den Czc-Protein-Domanen war die Uberprifung der Expression der
Interaktionspartner wichtig, da sie zeigte, dal3 mangelhafte Expression und Instabilitét der
Hybridproteine Wechselwirkungen verhinderten. Als Schlul¥folgerung 183 sich daraus
ableiten, da3 Yeast Two-Hybrid-Systeme zum Nachweis von Interaktionen in
Membranprotein-K omplexen wie dem Czc-Efflux-Komplex weniger geeignet sind.
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Mit einem anderen Ansatz, der Blue Native PAGE, die zur nativen Auftrennung von
solubilisierten Membranprotein-Komplexen dient (Schagger & von Jagow, 1991), sollte die
Zusammensetzung und ungefahre Grofde des Czc-Efflux-Komplexes festgestellt werden. Es
wurde deutlich, da3 der putative Komplex ziemlich instabil zu sein scheint und
wahrscheinlich beim Solubilisieren zerfdlt, was die in hoher Konzentration vorliegenden
Einzelkomponenten CzcA und CzcB erkldren wirde. Falls das schwache, fur beide Proteine
spezifische Signal von ca. 500-550 kDa kein Artefakt ist (Abb. 22), kénnte es sich um einen
Czc-Komplex handeln, Uber dessen genaue Zusammensetzung hier aber nicht spekuliert
werden soll.

Mit In vivo-Crosslinking-Experimenten wurde versucht, den gesamten Czc-Efflux-Komplex
oder mogliche Subkomplexe durch Verbriickung der Komponenten zu stabilisieren, so dal3
auch die Analyse mittels SDS-PAGE moglich war. Ein gut geeigneter Crosslinker, um
unbekannte Wechselwirkungen naher einzugrenzen, ist das in vivo applizierbare und recht
unspezifische Formaldehyd (Skare et al., 1993). Ein fur CzcB spezifischer Protein-Komplex
von ca. 220 kDa Gro6l3e, der am besten mit 0.1 % (v/v) Formaldehyd verknipft werden konnte,
ist der einzige eindeutig nachweisbare Komplex, der aus diesen Versuchen resultierte
(Abb. 23). Wahrscheinlich wurde die Verknipfung dieses Komplexes durch eine Vielzahl von
Formaldehyd-reaktiven Reste in entsprechender Lage begunstigt (Higgs et al., 1998). Wie
typische Formaldehyd-Verbrickungen war die VerknUpfung durch Erhitzen aufldsbar
(Abb. 24). Bemerkenswert ist auflerdem, dald der CzcB-Komplex vollig unabhéngig von
anderen Komponenten, also auch bei aleiniger Expression von CzcB in E. coli, und ohne
Zusatz von Substrat (Schwermetall-Kationen) ausgebildet wurde. Es scheint sich also, um
einen stabilen und permanenten Subkomplex des Czc-Efflux-Systems zu handeln.

Wie setzt sich dieser CzcB-Komplex nun zusammen? Da es sich bel den nach Reinigung und
Zerlegung des CzcB-Strep-tag |1 ®-Komplexes zusétzlich auftretenden Proteinen, die kleiner
als CzcB waren (Abb. 25), wahrscheinlich eher um Abbauprodukte von CzcB als um mit
CzcB im Komplex interagierende E. coli-Proteine handelt (Legatzki et al., 2001), kann von
einem Homooligomer ausgegangen werden. Die GroRRe des CzcB-Srep-tag Il ®-Monomers
kann mit ca. 63 kDa angegeben werden, die des homooligomeren Komplexes mit ca. 220 kDa.
Unter Beriicksichtigung eines ungewohnlichen Laufverhaltens von  verknipften
Proteinkomplexen im SDS-PAA-Gel, das durch ihre Form bzw. Gestalt hervorgerufen werden
kann (Higgs etal., 1998), konnte ein verminderte gelelektrophoretische Mobilitdt eines
CzcBs-Homotrimers erklart werden. Ein Homotetramer ist zwar ebenfalls moglich, aber eher
unwahrscheinlich, daz. B. auch das Monomer des MFP HIyD eine Grof3e von ca. 56 kDa hat,
der homotrimere Komplex HlyD3 allerdings scheinbar ca. 185-190 kDa grofR3 ist (Thanabalu
et al., 1998). Eine noch hoher geordnete Struktur von CzcB, die eventuell auf der CzcBs-
Einheit basieren konnte, kann ebenfalls nicht ausgeschl ossen werden, da oberhalb des Trimers
immer ein weiteres schwaches Signal erkennbar war (Abb. 23 und 24). Die relativ geringe
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Effizienz des Crosslinks im Zusammenwirken mit den fur die Verbriickung notwendigen,
multiplen Crosslink-Ereignissen macht allerdings Detektion und Analyse von Komplexen
dieser Grofdenordnung sehr schwierig (Skare et al., 1993).

Welche Erkenntnisse sind bel verwandten Efflux-Systemen zu Interaktionen von
Untereinheiten und zum Membranprotein-Komplex selbst bekannt? Umfangreiche Daten
liegen wieder fur das in E. coli multiple Antibiotika-Resistenz vermittelnde AcrAB-TolC-
System (Ma etal., 1993; Fralick, 1996) vor. So ist ohne Zusatz von Substrat eine Co-
Immunoprézipitation von AcrA zusammen mit AcrB moglich (Kawabe et al., 2000). In In
vivo-Crosdslinking-Experimenten mit den Crosslinkern Disuccinimidylglutarat (DSG) und
DSP, die ebenfalls nicht in Gegenwart von Transportsubstraten des Systems durchgefuihrt
wurden, gelang es Zgurskaya & Nikaido (2000b), die Subkomplexe AcrA,, AcrAs, AcrA.B
und AcrAzB nachzuweisen. Der zweifelsfreie Bewels, dald nur AcrA Bestandteil von AcrA;
und AcrAsz war, wurde nach Affinitdtsreinigung der mit Hiss-tag versehenen Protein-
Komplexe in einer zweidimensionalen SDS-PAGE gefiihrt. Es war aber unmdglich, einen
Komplex zu identifizieren, an dem die OMF-Komponente TolC beteiligt war (Zgurskaya &
Nikaido, 2000b). Bei der Suche nach Grinden dafir unterscheiden die Autoren triviale, wie
ein unspezifischer Anti-TolC-AK, der problematische Transfer des Gesamtkomplexes auf
eine PVDF-Membran oder fur eine Verknipfung fehlende reaktive Aminoséurereste in TolC,
von weniger trivialen, wie eine reversible Rekrutierung von TolC durch eine vom Substrat
induzierte Konformationsanderung von AcrAB (Zgurskaya & Nikaido, 2000b). Fur das
AcrAB-TolC-System bleibt also festzuhalten, dal? die Oligomerisierung von AcrA unabhangig
von AcrB verlauft und Voraussetzung fur die Interaktion mit AcrB ist, welche wiederum zu
der vom Substrat unabhdngigen Bildung enes AcrAzB-Prékomplexes in der
Cytoplasmamembran fuhrt (Zgurskaya & Nikaido, 2000Db).

Eine Fllle von interessanten Ergebnissen liegt fur das HlyBD-TolC-System (Wandersman &
Delepelaire, 1990) vor, das fur den ATP-getriebenen Hamolysin-Export in E. coli
verantwortlich ist. Durch ortsspezifische Mutagenese konnte gezeigt werden, dal3 eine TolC-
homologe Region von HlyD mit TolC interagiert und der C-Terminus von HlyD den ABC-
Transporter HlyB kontaktiert (Schilein etal., 1994; Schlor etal., 1997). Aus In vivo-
Crosdsinking-Experimenten mit DSP und DSG mit anschlief3ender Affinitétsreinigung der
Protein-Komplexe Uber mit Hiss-tag versehene Komponenten konnten folgende Erkenntnisse
abgeleitet werden: Das MFP HIyD bildet unabhangig von den anderen Komponenten und vom
Proteinsubstrat HIyA Homotrimere (HlyD3). Ebenfalls unabhdngig vom Substrat und von
TolC wird in der Cytoplasmamembran ein Prékomplex aus HlyB und HIyD gebildet. HlyB
und HlyD kodnnen wiederum voneinander unabhangig das Proteinsubstrat binden. Ein
Komplex mit TolC wird nur in Gegenwart des Prakomplexes aus HlyB und HlyD und des
Substrates gebildet. Die Verbrickung dieses Komplexes ist reversibel, nach Export des
Substrates erfolgt die Dissoziation in Prékomplex und TolC (Thanabalu et al., 1998).
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Auch das CvaAB-TolC-System, das den ATP-abhdngigen Colicin V-Export in E. coli
abwickelt, wurde mittels In vivo-Crosslinking mit Formaldehyd in Gegenwart von Colicin V
charakterisiert (Hwang et al., 1997). Aus einer Vielzahl mdglicher Subkomplexe glauben die
Autoren ein Homodimer des ABC-Transporters CvaB (CvaB,), eéin Homodimer des MFP
CvaA (CvaA,) und das Homotrimer des OMF TolC (TolC3) herausfiltern zu kénnen und
plé&dieren fir einen unabhéngig vom Substrat gebildeten, permanenten Komplex, fir den sie
die Zusammensetzung CvaA,B,Tol C; vorschlagen (Hwang et al., 1997).

Im Widerspruch dazu stehen alerdings Daten zum Metalloproteasen sekretierenden PrtDEF-
System aus E. chrysanthemi (Delepelaire, 1998), die mit Substrat-Affinitétschromatographie
ohne kovalente Verknupfung gewonnen wurden (Letoffe etal., 1996). Zusammengefal3t
lassen die Ergebnisse auf einen alein vom Proteinsubstrat induzierten und gesteuerten
Zusammenbau des ABC-Transporter-Efflux-Komplexes schliefien. Ein Prékomplex kann
nicht identifiziert werden, allerdings wird eine Intensivierung der Wechselwirkungen
zwischen locker assoziierten Untereinheiten durch das Substrat auch in Betracht gezogen
(Letoffe et al., 1996). Dies ist fur Thanabalu et al. (1998) auch Erklarung dafur, warum der
Prakomplex wahrscheinlich nur nach Stabilisierung mit Crosslinkern isoliert werden kann.
Von Letoffe et al. (1996) wurden auch Hybrid-Transport-Systeme verwendet, die sich aus
ABC-Transporter-, MFP- und OMF-Komponenten verschiedener, eng verwandter
Proteinexport-Systeme zusammensetzen. Diese kombinierten Systeme kénnen Erkenntnisse
Uber die fur die Festlegung der Substratspezifitét verantwortlichen Komponenten und
notwendige spezifische Interaktionen zwischen den Untereinheiten im Komplex liefern.

Bei Untersuchungen mit dem multifunktionellen OMF TolC und den Komponenten des
PrtDEF- und des HasDEF-Systems, das in Serratia marcescens das Ham-bindende Protein
HasA ausschleust, zeigte sich, dal? das Hybridsystem aus PrtD (ABC), HasE (MFP) und TolC
(OMF) im Prinzip wie PrtDEF funktioniert (Binet & Wandersman, 1995). Aus adhnlichen
Tests, die noch auf das Lipase sekretierende LipBCD-System aus S. marcescens (Akatsuka
et al., 1995) ausgedehnt wurden, ging hervor, dal3 das MFP PrtE nur mit dem zugehérigen
OMF PrtF interagieren kann, wéahrend die MFPs HasE und LipC mit einem breiteren
Spektrum von OMF-Proteinen funktionell wechselwirken konnen (Akatsuka et al., 1997).
Veralgemeinert zeigen diese Untersuchungen deutlich, dald die Substratspezifitét der
Proteinexport-Systeme zwar ausschliefdlich vom ABC-Transporter in der inneren Membran
bestimmt wird, jedoch fir einen erfolgreichen Export des Protein-Substrates auch funktionell
kompatible Komponenten vorliegen mussen, d. h. spezifische Interaktionen zwischen ABC-
Transporter und MFP sowie zwischen MFP und OMF sind fir den Transportprozefd von
essentieller Bedeutung (Binet & Wandersman, 1995; Akatsukaet al., 1997).

Gibt es in dieser Hinsicht moglicherweise Unterschiede zwischen den ATP-getriebenen
Proteinexport-Systemen vom Typ | und den PMF-getriebenen Efflux-Systemen mit einem
RND-Transporter als zentrale Komponente? Zur Bildung von Hybrid-Transport-Systemen
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wurde der RND-Transporter CnrA des CnrCBA-Efflux-Systems (Liesegang et al., 1993), das
in R. metallidurans CH34 Resistenz gegen Co*" und Ni?* vermittelt, mit den MFP und OMF
der drei eng verwandten Efflux-Systeme fir Schwermetal-Kationen NccCBA aus
Achromobacter xylosoxidans 31A (Schmidt & Schlegel, 1994), CzcCBA und CnrCBA
kombiniert (Grass, 2000; Legatzki etal., 2001). Weder das MFP CnrB alein noch die
komplette funktionelle Einheit aus CnrB und dem OMF CnrC kann ausgetauscht werden, nur
die OMF-Komponenten CzcC und NccC konnen CnrC im CnrCBA-Komplex funktionell
ersetzen. Eine mogliche Anderung des Substratspektrums der CnrA-Hybrid-Efflux-Systeme
hin zu Zn*- bzw. Cd*-lonen kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da bei keiner
Kombination eine Erhthung der MIC dieser Schwermetall-K ationen festzustellen war (Grass,
2000; Legatzki et al., 2001). Etwas problematisch scheint aber, dal3 aufgrund der fehlenden
translationalen Kopplung der rekonstituierte CnrCBA-Komplex mit in trans zu cnrA
kodierten CnrC und CnrB nicht annghernd das Resistenzniveau des koordiniert exprimierten
Komplexes vermitteln kann (Grass, 2000; Legatzki et al., 2001).

Interessant sind auch Experimente, die mit den verschiedenen Antibiotika-transportierenden
Systemen von P. aeruginosa MexAB-OprM MexCD-OprJ und MexEF-OprN durchgefihrt
wurden. Beispielsweise hat das aktive, chiméare System MexCD-OprM eine Substratspezifitat
wie MexCD-OprJ (Gotoh et al., 1998; Srikumar et al., 1997). Wahrend die Hybrid-Transport-
Systeme MexAD-OprM, MexCB-OprM inaktiv sind, funktioniert MexAB-OprJ wie MexAB-
OprM (Yoneyama et al., 1998; Srikumar et al., 1997). Auch das System MexEF-OprM st
aktiv und hat ein Substratspektrum wie MexEF-OprN, dagegen sind MexAB-OprN, MexAF-
OprM und MexEB-OprM inaktiv (Maseda et al., 2000). Als Fazit &/} sich ableiten, dal’ die
OMF-Komponenten oft austauschbar sind, was aber keine Anderung des Substratspektrums
zur Folge hat, da die nicht einzeln austauschbaren RND und MFP scheinbar als funktionelle
Einheit die Substratspezifitdt der Efflux-Systeme festlegen (Srikumar et al., 1997; Y oneyama
et al., 1998; Maseda et al., 2000).

Wie wirkt sich das Fehlen einzelner Komponenten auf die vom Czc-Efflux-Komplex
vermittelte Resistenz aus? Zum volligen Zusammenbruch der Resistenz fuhrt das Fehlen des
RND-Transporters CzcA im System. Wenn jedoch CzcA und CzcB ohne die OMF-
K omponente CzcC exprimiert werden, wird noch Zn**-Resistenz auf hohem Niveau und eine
Restresistenz gegen Co®* vermittelt (Nies etal., 1989; Rensing, 1996). Die gemeinsame
Expression von CzcA und CzcC ohne das MFP CzcB fuhrt zum Verlust der vom kompletten
System vermittelten Cd**- und Zn**-Resistenz, nur eine Restresistenz gegen Co** bleibt
erhalten (Nies et al., 1989). Wie schon im Zusammenhang mit der Funktion von CzcA
erwahnt, fuhrt die alleinige Expression des RND-Transporters zum fast vollstandigen Verlust
der Resistenz gegeniiber Co?*-, Zn?*- und Cd**-lonen, die MICs unterscheiden sich kaum von
denen des sensitiven Stamms R. metallidurans AE104 (Rensing et al., 1997a). Wie der
Unterschied zwischen der Expression von CzcCA und CzcA adlein in bezug auf die
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Restresistenz  gegen Co®* zu erklaren ist, bleibt unklar. Sollten doch direkte
Wechselwirkungen von RND- und OMF-Komponenten ohne Mitwirken von MFP mdglich
sein? Fir die von CzcBA in R. metallidurans AE104 vermittelte Zn*- und Co**-Resistenz
(Nies et al., 1989; Rensing et al., 1997a) muf3 auch die mogliche Rekrutierung eines anderen
OMF in Betracht gezogen werden, obwohl die Selektivitdt in bezug auf die transportierten
Substrate scheinbar dagegen spricht. Dieser Effekt konnte damit erklart werden, dal3 dieses
OMF-Protein nicht konstitutiv exprimiert wird und die Expression nur durch Zn**- und Co*'-
lonen induziert wird. Bel einem Vergleich der Protein-Sequenz von CzcC mit dem zur Zeit
sequenzierten Genom von Ralstonia eutropha kann neben CzcC tatsachlich auch ein weiteres
OMF-Protein identifiziert werden, das wesentlich verwandter mit CzcC ist als CnrC (Ergebnis
nicht gezeigt; BLAST;, Altschul etal.,, 1997). Da der RND-Transporter zwar die
Substratspezifitét des Efflux-Komplexes festlegt, fur einen effizienten Efflux-Prozeld aber
hoéchstwahrscheinlich entsprechende MFP und OMF unbedingt nétig sind, bedarf die von
Grass (2000) geduflerte These, dald die RND-Pumpe alein eine Grundresistenz gegen
bestimmte Schwermetall-Kationen vermittelt, die durch OMF- und MFP-Komponenten
lediglich gesteigert wird, dahin gehend einer Modifizierung.

Nakajima et al. (2000) fordern fir das MexAB-OprM-System neben den drel Komponenten
noch zusétzlich ein TolC-dhnliches Protein in der &uferen Membran, da OprM auch als
periplasmatisches Protein ohne Lipid-Anteil sowie as Uber einen langen Membrananker in
der Cytoplasmamembran verankertes Protein funktionsfahig ist. Deshalb geben diese Autoren
OprM den Namen MexM. Obwohl ein TolC-ghnliches Protein mit OprM eigentlich vorliegt
und deshalb wahrscheinlich auch nicht zusétzlich nétig ist, kann die Existenz einer weiteren
Komponente im Sinne des schon von Rensing et al. (1997a) fur das Czc-System diskutierten
,OmMpY* nicht ausgeschlossen werden.

Abschlief3end sollen die wichtigsten Aspekte der gefiihrten Diskussion in einem Modell der
Struktur und Funktion von Membranprotein-Komplexen, die den Transenvelope Transport
von Substraten in Gram-negativen Bakterien vermitteln, zusammengefalt werden. Allgemein
bestehen die Systeme aus einer zentralen Komponente, die von einem RND-Transporter bzw.
einem ABC-Transporter gebildet wird und mit einem MFP und eéinem OMF assoziiert ist. Die
Efflux-Komplexe beruhen auf enem &hnlichen Struktur- und Funktionsprinzip.
Unterschiedlich ist neben der Energiekopplung (PMF- oder ATP-getrieben) auch mit hoher
Wahrscheinlichkeit die Bindung der Transportsubstrate. Hinsichtlich der Bildung des
Komplexes kénnen grundsétzlich zwei Hypothesen unterschieden werden: Zum einen kdnnte
der Komplex nach seiner unabhdngig vom Substrat verlaufenden Bildung permanent
existieren, zum anderen konnte er durch sténdige Assoziation und Dissoziation von
Subkomplexen abhéngig von der Gegenwart des Substrats gekennzeichnet sein. Die
vorUbergehende, reversible Bildung des Efflux-Komplexes scheint aktuell die
wahrscheinlichste Modellvariante zu sein, zumal mit der Entdeckung von Prékomplexen
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Daten existieren, die diese Sicht belegen (Thanabalu et al., 1998; Johnson & Church, 1999;
Zgurskaya & Nikaido, 1999a, 2000a, 2000b). Den MFP-Komponenten wie CzcB kommt
dabel eine bedeutende Aufgabe zu. Sie bewirken entweder die Ausbildung eines
transperiplasmatischen Kanals (Abb. 30; Johnson & Church, 1999; Pimenta et al., 1996) oder
die Adhésion bzw. Fusion der Membranen (Johnson & Church, 1999; Zgurskaya & Nikaido,
2000a). Bel Bildung des Periplasma und Peptidoglykan durchquerenden Kanals wirde das
MFP im gestreckten Zustand den Transport ermdglichen (Abb. 30), bel Adhésion der
Membranen wirde dagegen der Transport bei kompakter Struktur des MFP erfolgen
(Johnson & Church, 1999; Zgurskaya & Nikaido, 2000a). In jedem Fall wére das MFP mit der
drastischen Veranderung seiner Konformation das dynamische Element des Efflux-
Komplexes. Da Konformationsdnderung auch mit Energietransfer verbunden ist, sind
Parallelen zwischen den MFP und TonB, wie von Yoneyama et al., (2000) fur die Interaktion
von MexA mit OprM diskutiert, durchaus vorstellbar.

A.

oM

CzcC|CzcC|CzcC

CPM

CP

Abb. 30: Hypothetisches Modell zu Struktur und Funktion des Czc-Efflux-Komplexes

Dargestellt ist der Czc-Efflux-Komplex mit den Komponenten CzcC, CzcB und CzcA as Beispid fir Drei-
Komponenten-Efflux-Systeme mit einem RND-Transporter als zentrale Untereinheit. In der gezeigten
dynamischen Sicht existiert dieser Komplex nicht permanent, sondern ist durch reversible Assoziation und
Dissoziation von Subkomplexen gekennzeichnet (nach Johnson & Church, 1999; Thanabalu et al., 1998). Die
Schwermetall-K ationen Co?, Zn** und Cd** werden im Antiport gegen Protonen vom Cytoplasma (CP) direkt ins
Medium transportiert (transenvelope-Transport). Das vorgeschlagene stéchiometrische Verhdtnis von einem
RND-Transporter, drei MFP und drei OMF-Proteinen spiegelt die aktuell wahrscheinlichste Konstellation wider.

Im inaktiven Zustand A. ohne Schwermetall-Kationen bilden CzcA und CzcB einen Prékomplex in der
Cytoplasmamembran (CPM). Eine Assoziation mit CzcC in der duReren Membran (OM) besteht nicht. Die
Bindung von Schwermetall-Kationen durch CzcA fuhrt zu Anderungen in der Konformation des Prakomplexes
(aktiver Zustand B.). Durch den von CzcB vermittelten Kontakt mit CzcC wird ein transperiplasmatischer Kanal
gebildet, der die Passage der Schwermetall-Kationen durch die innere Membran, das Periplasma (PP) und die
aufdere Membran ermdglicht.
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Die czc-Determinante von Ralstonia metallidurans CH34, die auf dem Megaplasmid
pMOL30 liegt, vermittelt Resistenz gegen die Schwermetall-Kationen Co**, Zn?* und Cd?**.
Durch den von der Determinante kodierten, induzierbaren CzcCBA-Efflux-Komplex werden
die Schwermetall-Kationen aktiv aus der Zelle ausgeschleust. Der chemiosmotisch getriebene
Membranprotein-Komplex besteht aus dem Resistance, Nodulation, Cell Division (RND)-
Transporter CzcA, der die zentrale Komponente darstellt, dem Membrane Fusion Protein
(MFP) CzcB und dem Outer Membrane Factor (OMF) CzcC. Die vorliegende Arbeit
besch&ftigt sich zum einen mit der Lokalisation der einzelnen Komponenten bzw. ihrer
Doméanen und zum anderen mit der Zusammensetzung und Struktur des Czc-Efflux-
Komplexes.

1. Fur die Untersuchung der subzelluléren Lokalisation bzw. Membran-Topologie der
Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes wurden verschiedene Reporterplasmid-Sets zur
Konstruktion von Trandationsfusionen entwickelt, deren Funktionsféhigkeit mit
Kontrollplasmiden nachgewiesen wurde, die fur Fusionsproteine bekannter Lokalisation
kodierten.

2. Mit Hilfe von CzcC’-’PhoA- und CzcC’-’LacZ-Fusionsproteinen konnte gezeigt werden,
dai3 grof3e Teile von CzcC im Periplasma liegen.

3. Die spezifischen Aktivitéaten von CzcB’-’'LacZ- und CzcB’ -’ PhoA-Hybridproteinen lassen
darauf schlief3en, daf? sich auch CzcB in den periplasmatischen Raum erstreckt.

4. Fir die Untersuchung der Membran-Topologie von CzcA wurden 25 Fusionspositionen im
Protein ausgewahlt. An alen Positionen wurden CzcA'’-’ PhoA-Fusionen gebildet, an zwei
Positionen zusétzlich CzcA’-'LacZ-Fusionen. Mit den spezifischen Aktivitdten der
Hybridproteine konnte gezeigt werden, da3 die Termini von CzcA auf der
cytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert sind. Die beiden grof3en hydrophilen
Domaénen des Proteins liegen im Periplasma und bilden die grofRen periplasmatischen
Domaénen | und Il. Es wird ein zweidimensionales Modell der topologischen Organisation
von CzcA mit zwdlf transmembranen Segmenten (TMS) vorgeschlagen, das auf
experimentell ermittelten Daten und Computervorhersagen beruht.

5. Durch Fraktionierung von E. coli-Zellen mit den Komponenten CzcC bzw. CzcB konnte
gezeigt werden, da3 die Proteine unabhangig von der Gegenwart der anderen
Untereinheiten hauptsachlich in der Membran-Fraktion lokalisiert sind. Bel der Trennung
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der Membranen in einer Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation wurde sowohl CzcC
als auch CzcB in Membran-Fraktionen héherer Dichte angereichert, die ungefahr mit der
Fraktion der auf3eren Membran Ubereinstimmten.

. Mit dem Sos Recruitment-System (SRS), einem aternativen Yeast Two-Hybrid-System,
konnten keine Interaktionen der Komponenten des Czc-Efflux-Komplexes nachgewiesen
werden, da die hSos-Fusionen in S. cerevisiae cdc25H nicht exprimiert wurden.

. Beim Versuch der nativen Isolierung des kompletten Czc-Efflux-Komplexes mittels Blue
Native PAGE konnte gezeigt werden, dal? der Komplex instabil ist und wahrscheinlich bei
der Solubilisierung zerféllt, was das Vorhandensein der einzelnen Untereinheiten CzcB
und CzcA in hohen Konzentrationen im Solubilisat erkléren wirde. Das schwache, fir
beide Proteine spezifische Signal von ca. 500-550 kDa kdnnte demnach verbliebener Czc-
Efflux-Komplex sein.

. Durch In vivo-Crosslinking-Experimente wurde versucht, den gesamten Czc-Efflux-
Komplex oder mdgliche Subkomplexe durch Verbriickung der Komponenten zu
stabilisieren. Ein fur CzcB spezifischer Protein-Komplex von ca. 220 kDa Grolie,
wahrscheinlich ein CzcBs-Homotrimer, wurde mit 0.1 % (v/v) Formadehyd effizient
verknupft und Gber Affinitatschromatographie gereinigt. Der Komplex war durch Erhitzen
wieder spaltbar.
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