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1. EINLEITUNG

Das bakterielle Flagellum ist Struktur zur Fortbgweg und Proteinexportapparat
in einem. Es besteht aus Basalkdrper, Haken uagnEiht und reicht vom Cytoplasma bis
in die Umgebung der Bakterienzelle. Durch Flagekemd Bakterien beweglich (Abbil-
dung 1.1). Diese Beweglichkeit hilft ihnen, gunstigmweltbedingungen zu erreichen,
schlechte zu meiden, Wirtsorganismen oder Zielargankolonisieren, sich an Substrate
zu heften oder Biofilme zu bilden. Dafir sind Silyeabindungen der bakteriellen Sensor-
proteine Uber die Chemotaxisproteine mit dem Flagehotwendig.

Wahrend der Biogenese des bakteriellen Flagelludepitel 1.1) missen die
externen Untereinheiten an ihren Bestimmungsorispartiert werden. Dies geschieht,
wie bei allen Gram-negativen Bakterien, auclisoherichia coli mit Hilfe des flagellaren
Typ llI-Sekretionssystems (fTTSS). Neben Typ lik8sionssystemen (TTSS) nutzen
Gram-negative Bakterien weitere Sekretionssystemedn Transport von Proteinen tber
die innere und &ufRere Membran. Der Prototyp desl-Bxports ist diea-Hamolysin-
Sekretion durclE. coli. Das Typ lI-Sekretionssystem ist vom sogenanntec-&/stem,
welches Proteine zunachst bis ins Periplasma toatisf, abhangig und wird zum
Beispiel vonKlebsiella oxytoca fur die Pullulanase-Sekretion genutZgrobacterium
tumefaciens transloziert mit Hilfe der Typ IV-Sekretion onkoge DNA in Pflanzenzellen
(Thanassi und Hultgren, 2000). Durch das fTTSS emrdie Proteine in einem Schritt
vom Cytoplasma an ihren Bestimmungsort export@amit ist auch das fTTSS ein Sec-

unabhangiges Sekretionssystem.

ABBILDUNG 1.1:
Flagellierung von

E. coli.

Durch Antrieb de
peritrich angeordne-
ten Flagellen ist di
Bakterienzelle be-
weglich. Die Hdne
der Abbildung ent-
spricht 3,5 um (aL
Berg, 1975).




1.1 BOGENESE DESBAKTERIELLEN FLAGELLUMS

Die Flagellenbiogenese ist streng hierachisch asgah Diese Hierarchie fuhrt bei
lateralen Flagellen das MasteropeitinDC an. Diese Klasse 1-Gene erfahren ihrerseits
eine multiple Regulation durch Wachstumsphase, Beatpr, Osmolaritat und weitere
Umweltfaktoren Uber regulatorische Proteine. Detetwtetramere Mastertranskriptions-
regulator FIhDFINC, ist dann Aktivator der frihen Klasse 2-Gene. Untkesen
Klasse 2-Genen befindet sicHiA. FliA ist ein flagellenspezifisches®®-Faktor und der
Aktivator der spaten Klasse 3-Gene, der durch deti-#&Faktor FIgM gehemmt wird
(Kalir et al., 2001; Soutourina und Bertin, 2003; Staffetcal., 2005). Tabelle 7.1.1 im
Anhang listet auf, welche fur Flagellenproteine ikoenden Gene den jeweiligen Gen-
Klassen zugeordnet werden.

Beim Aufbau des bakteriellen Flagellums (Abbildung) wird als erstes der MS-
Ring (FliF) in die Cytoplasmamembran integriert.nBeh folgen Exportapparat (FIhA und
B sowie FliO, P, Q, R, H, I und J), C-Ring (FIiMdiN), der Schaltkomplex des Motors
(FIiG) sowie die Motorproteine MotA und MotB. Furedintegration der Proteine in die
Cytoplasmamembran ist vermutlich das Sec-Systermnweprtlich. Erst dann werden mit
Hilfe des Exportapparates (Kapitel 1.2) des fTT®@Bmtoximale Stab (FlgB, C und F) mit
der Stabkappe FlgJ, die Muramidaseaktivitat aufin@iganoet al., 2001; Nambuet al.,
1999), das Basalkorperprotein FliE, welches diebifelung zwischen Stab und MS-Ring
herstellt (Minamincet al., 2000b), und der distale Stab (FIgG) assemblg.Integration
von P- (FIgl) und L-Ring (Lipoprotein FlgH), zur ¥ellstandigung des Basalkorpers,
erfolgt wieder auf dem Sec-vermittelten Weg.

Haken (FIgD und E), das Protein FliK flr den Sudiisppezifitditswechsel, die erste
Haken-Filamentverbindung (FIgK), die zweite Hakelafentverbindung (FIgL), die
Filamentkappe (FIiD) und das Filament (FIiC) selastrden dann wieder mit Hilfe des
fTTSS assembliert (Dailey und Macnab, 2002; Hirahal., 2003; Kuboriet al., 1997;
Macnab, 1996; Macnab, 2003; Macnab, 2004; Saijo-&feret al., 2004b). Der flagellare
Exportapparat befindet sich in der Pore innerhab BMS-Rings, denn einzelne Kompo-
nenten von MS-Ring, C-Ring und Exportapparat irgier@n miteinander (Fast al.,
1997; Gonzalez-Pedra@ al., 2006; Kihareet al., 2000; Kihareaet al., 2001). Alle Kompo-
nenten des bakteriellen Flagellums sowie deren Bnaa Aminosauren, Molekular-
gewicht, Wert des isoelektrischen Punktes, Funktiot Lokalisation sind in Tabelle 7.1.2

im Anhang zusammengestellt.
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ABBILDUNG 1.2:

Morphogense des bakteriellen Flagellums.

Die in eckigen Klammern dargestellten Komponenterden vor der Typ IlI-Sekretion
assembliert. Der Aufbau des Stabs unterliegt daamFdinktion des flagellaren Export-
apparates. P- und L-Ring werden zwischendurch nife ldes Sec-abhangigen Systems
integriert. FUr Haken und Filament ist wieder dB§SS zusténdig (verandert aus Macnab,
2003; AM = AuRere Membran, P = Peptidoglykanschit¥it= Innere Membran).

Das volistdndig assemblierte, bakterielle Flagellust eine Art Propeller
(Abbildung 1.3). Durch dessen Rotation kann sicls @akterium fortbewegen. Die
Energie fuir den Antrieb des Motors liefert die prenmotorische Kraft. Der Motor
besteht aus Stator und Rotor. Der Stator setzt ashden Proteinen MotA und MotB
zusammen, wobei MotA fur die Stabilitdt und die étrgung des Drehmoments und MotB
fur die Protonentranslokation zustandig ist. Diercludie protonenmotorische Kraft
entstandenen Konformationsanderungen und Kraft&tiorproteine gehen dann auf das
Rotorprotein FliG, welches an den MS-Ring angelaigériber und werden schlief3lich an
den Haken und das Filament weitergeleitet (Bla@Q3® Macnab, 1999; Muramoto und
Macnab, 1998).

Die Rotation des Flagellums und damit auch die Natiunterliegen der Kontrolle
von Signalen aus der Umwelt Uber die Chemosengieiie Proteine des C-Rings, FliM
und FIiN, sind das Ziel von phosphoryliertem Ch&h¢Y-P) und damit der sensorischen
Transduktionskette. Durch die Anbindung von Che¥dPmt es zu konformationellen
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Anderungen zumindest von FliM. Diese Anderungenderran FIliG und schlieRlich auch
an das Filament weiter gegeben, die Protofilamerdgemen dabei eine nach rechts
gerichtete helikale Struktur ein, und damit eingaion des Flagellums im Uhrzeigersinn
und ein Taumeln des Bakteriums induziert. Ist dikkhle Struktur der Protofilamente aus
FliC nach links gerichtet, rotiert der Propellegga den Uhrzeigersinn und das Bakterium
schwimmt (Macnab 2003; Mans@hal., 1998; Minamino und Namba, 2004; Samagey
al., 2001; Pautt al., 2006; Tokeet al., 1996; Toker und Macnab, 1997).

ABBILDUNG 1.3: Kappe
Schematische Darstellung des

bakteriellen Flagellums und

Lage des flagellenspezifische

Typ Ill-Sekretionssystems. Filament
Das bakterielle  Flagellu

besteht aus dem Basalkorg

der in den Membranen uk

MS- und LRing und in de
Peptidoglykaschicht Uber de

P-Ring verakert ist. An der

Stab des Baslabrpers

schlieRen die beiden exiten

Strukturen Haken und Fitaent

mit Kappe an.

Die Komponenten des flagel-
lenspezifischen Typ llI-Sekre- .
tionssystems ligen in der Por AuBere
des MS-Rings. Der Motorkom- ~ Membran
plex ist fur die Rotation de
Flagellums verantwortlich (ver-
ardert aus Pallen und Matzl
2006).

Haken-Filament-
Verbindung

[Ceeeroeeosoreeoeseesress

Innere

Membran
Motor- Sekretions-
komplex system
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1.2 HGENSCHAFTEN DER KOMPONENTEN DES FLAGELLAREN EXPORTAPPARATES

Eine vollstandige Assemblierung des Flagellums kamait ohne den Export-
apparat erfolgen. Der flagellare Exportapparatinstler Pore des MS-Rings lokalisiert
(Abbildung 1.4). Er besteht sowohl aus den sechmlmanstandigen Komponenten FIhA,
FIhB, FliO, FIliP, FliQ und FliR als auch aus derideytosolischen Proteinen FliH, Flil
und FliJ, die an die Membran assoziieren (Evenal., 2006; Minamino und Macnab,
1999). Substrate fur den Exportapparat sind die pamenten des Stabs, eine der
Strukturen des Basalkorpers, des Hakens und daméiits. Diese missen durch den
Kanal innerhalb der wachsenden Struktur des Flagslizum distalen Ende transportiert
werden.

Die Komponenten des flagellaren Exportapparatesjrdder Cytoplasmamembran
gelegen sind, wurden aufgrund ihrer hydrophobereiBee als Membranproteine identifi-
ziert (Minaminoet al., 1994; Ohnishet al., 1997; Schoenhat al., 1998) und werden mit
Hilfe des Sec-Systems in die innere Membran eingetfradekt al., 2005). Interaktionen
wurden fur einzelne dieser Komponenten untereimandel mit dem MS-Ring in
Salmonella typhimurium gezeigt (McMurryet al., 2004; Van Arnangt al., 2004).

FIhA und FIhB interagieren auch miteinander (&bal., 2002) und haben zudem
Bereiche, die ins Cytoplasma reichen (Minamino tMeitnab, 1999). In einigen Bakte-
rien, jedoch nicht irkE. coli und S. typhimurium, ist das Protein FIhX vorhanden. Dieses
ahnelt der cytoplasmatischen Doméne von FIhB (Ratlal., 2005). Der cytoplasmatische
Bereich von FIhB ist, zusammen mit FliK, bei dergRkation der Substratspezifitdt von
Bedeutung (Minamin@t al., 2004). FIhB durchlauft einen autokatalytischenzess und
spaltet etwa die Halfte der eigenen C-terminalgtopiasmatischen Doméne ab. Diese
Abspaltung bewirkt einen Wechsel der Substratenkegrvon Stab- oder Hakenproteinen
zu Proteinen des Filamenttyps wéahrend der flagail&iorphogenese (Ferrgs al., 2005;
Fraseret al., 2003b; Minamino und Macnab, 2000b). Die cytoplagschen Teile von
FIhB und FIhA stellen die Verbindung zu den cytephkatischen Komponenten des
Exportapparates, FliH, Flil und FliJ, her, die fsedts mit den zu transportierenden
Proteinen interagieren (Minamino und Macnab, 199¥namino und Macnab, 2000a;
Saijo-Hamanet al., 2004a; Zhiet al., 2002).

Flil ist die ATPase im zunachst cytoplasmatischemiglex und liefert die Energie
fur den Proteinexport durch die Hydrolyse von AH3. ist eine signifikante Sequenz-
ahnlichkeit (ca. 30 % Identitat) von Flil zu dghUntereinheiten der dF;-ATPasen
vorhanden (Dreyfust al., 1993; Fan und Macnab, 1996; Imatial., 2007; Voglert al.,
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1991). Die Walker A- und B-Motive fur die ATP-Binskelle sind in Flil stark konserviert
(Vogleret al., 1991; Walkeet al., 1982). Auch strukturell &hnelt Flil den und g-Unter-
einheiten der §F-ATPasen (Imada&t al., 2007; Minamincet al., 2006a). Die ATPase-
Doméne von Flil liegt im C-terminalen Bereich (Ramd Macnab, 1996), der N-terminale
Bereich von Flil interagiert mit FliH. Letztere &raktion beeinflul3t die ATPase-Funktion
von Flil (Minamino et al., 2001; Minamino und Macnab, 2000c). Flil inteexgizudem
mit der Cytoplasmamembran (Auvray al., 2002) und den Substraten FIgE und FIiC
(Silva-Herzog und Dreyfus, 1999). Unter dem Eindlv®n ATP erfolgt eine Oligomeri-
sierung von Flil zu einer hexameren Ringstruktueridie Bindung der N-terminalen
Regionen der sechs Monomere (Clagetal., 2003; Minaminoet al., 2006b). Dieses
Homohexamer ist jedoch nicht so stabil wie das kéExamer bestehend aus @erund
B-Untereinheiten derdFi-ATPasen (Imadat al., 2007).

ABBILDUNG 1.4:
Lage des flagellaren

Exportapparates. ’—| I_‘

Die Komponente T (|:|:|;k§r|'gb)
FIhA (A), FIiP (P),

FIIR (R), FliO (O),

FIIQ (Q) und FIhE
(B) befinden sich in

MS-Ring und sindin e
der Cytoplasmamem- A"B'
bran verankert. Di

cytosolischen Kom-
ponenten Flil, Flik
und FliJ kénnen m C-Ring
der Membran assozi- (Rl FI)

¥
iert Sl\jl' n (verande Schaltsignal dﬁmsubstm
aus Minamino un (oder) FIiS

Macnab, 1999).

Stab (FigB,
FigC, FigF, Flg6)

Mot
AB

FliH reguliert Flil und halt es vermutlich in einemonomeren Zustand (Ima&t
al., 2007). Die ATPase-Aktivitat von Flil wird durdiliH gehemmt. Es bildet sich ein
FliH,Flil-Heterotrimer, welches auch mit der Membraremagieren kann (Auvragt al.,
2002; Minamino und Macnab, 2000a). Die C-termiriaéenane von FliH interagiert dabei
mit Flil, das Zentrum der FliH-Sequenz ist fur ddmerisierung von FliH zusténdig

(Gonzalez-Pedrajet al., 2002; Minamincet al., 2002). FliH bindet an FIliN und bringt so
13



Flil an den C-Ring des Basalkorpers (McMustyal., 2006). Da Flil jedoch auch ohne
FIiH mit dem Exportapparat interagieren kann, igtFir E. coli nicht essentiell (Macnab,
2004; Minamincet al., 2003).

FliJ wurde lange Zeit, auch noch wahrend der Adpeitu dieser Dissertation, als
allgemeines Chaperon fur die Stab- und Hakensubseimgeordnet (Minaminet al.,
2000a). Jungere Untersuchungen haben jedoch gedagy FliJ die Chaperone FIlgN und
FIIT jedoch nicht FliS am Exportapparat rekrutieRliJ hat Bindestellen fir diese
Chaperone, die Bindung erfolgt jedoch ohne die Bates FIgK, FIgL und FIliD. FliJ
stimuliert die ATPase-Aktivitat von Flil, mit einegebundenem Chaperon ergibt sich
dieser Effekt jedoch nicht (Evare al., 2006). Der C-terminale Bereich von FliJ geht
Wechselwirkungen mit der N-terminalen Region vaiiin und der N-terminale Bereich
von FliJ interagiert mit der cytoplasmatischen Dom&on FIhA (Fraseet al., 2003a). In
Abbildung 1.5 sind alle Komponenten des cytoplaguhen Teils des Exportapparates
und die Art und Weise, wie ihre Sequenzbereichenudich miteinander interagieren,
dargestellt. Im folgenden Kapitel 1.3 werden dane 8ubstrate und Chaperone des

fTTSS, die direkt mit dem Exportapparat in Interakttreten kénnten, naher beschrieben.

Cytoplasmamembran

ABBILDUNG 1.5:

Interaktionen zwischen den cytoplasmatischen Kompanten des flagellaren
Exportapparates.

Die zentralen Sequenzbereiche von FliH und Flid geweils fir die Dimerisierung
verantwortlich. Die N- und C-terminalen Regioneleabeteiligten Komponenten sind fr
Interaktionen der Proteine untereinander zustafmdigh Fraseet al., 2003a).
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1.3 SUBSTRATE UND CHAPERONE DES FLAGELLAREN TYP IlI-S EKRETIONSSYSTEMS

Die Substrate des fTTSS teilen sich in zwei Klassain Die Proteine des Stabtyps
(FIgB, C, F, G, J und FliE) und des Hakentyps (Flgia2l E) gehoren in eine Klasse und
die Filamenttypproteine (FIgK, L, M, FliC und D) mine andere Klasse (Hirarab al.,
2003). Einige dieser Substrate bendtigen spezéisiaperone fur den Export. Chaperone
in TTSS haben ein Molekulargewicht von ca. 15 kba einen niedrigen Wert fir den
isoelektrischen Punkt. Sie haben vermutlich veestdme Funktionen, wie die
Stabilisierung der Substrate und damit die Verhindg ihrer Faltung und Aggregation.
Zudem kommen Chaperone auch als Signal fur dieeiekrin Frage und sind damit fir
die Bestimmung der Hierarchie beim Assemblierunggang des Flagellums von
Bedeutung. Einige Chaperone sind auch in die Reguolaler Genexpression involviert
(Feldman und Cornelis, 2003; tdeal., 2004; Karlinset al., 2000).

Wahrend der Flagellenbiogenese (Abbildung 1.2) emrdunachst die Kompo-
nenten des Stabs und dann die Hakenproteine miie idagr Typ llI-Sekretion an den
Bestimmungsort gebracht. Das Hakenkappenproteid Hgfur die Hakenassemblierung
notwendig. Es schliel3t zunachst den vollendeteb 8baund wird nach der Herstellung
des Hakens aus der flagellaren Struktur entlaskatsijkake und Doi, 1994; Ohniski
al., 1994). Die Hakenlange wird kontrolliert und azd. 55 nm und 120 FIgE-Unter-
einheiten mit Hilfe des Proteins FliK begrenzt (Mddimaet al., 2001; Minamino und
Namba, 2004; Muramot@t al., 1999). FliK ist durch Termination der Haken- und
Initiation der Filamentbildung zusammen mit FIhBden Substratwechsel des flagellaren
Exportapparates involviert und wird danach auchoetgrt (Minaminoet al., 1999b;
Minaminoet al., 2004; Moriyaet al., 2006; Muramotet al., 1998). Fur die Komponenten
des Stabs und des Hakens wurde zunachst FliJ ape@mn vermutet (Bennett und
Hughes, 2000). FliJ kommt jedoch wie oben besckriagtine andere Aufgabe zu, und die
Frage nach dem Chaperon flr die Stab- und Hakesipeobleibt zurzeit offen.

Der Export des Filamentproteins FIiC wird durch daezifische Chaperon FIliS
erleichtert. FIiS bindet an den C-terminalen Bdraion FIiC und verhindert eine Polyme-
risation von FliC-Proteinen, aber auch deren Pigseovor dem Export (Auvragt al.,
2001; Kostyukovat al., 1988; Mimori-Kiyosueet al., 1996; Muskotaét al., 2006; Oziret
al., 2003). Vor FliC, jedoch erst nach der Hakengsigllung, werden die beiden Haken-
Filamentverbindungen FIgK und FlgL assembliert (Mmnoet al., 1999a). Beide sind
auch Substrate des Filamenttyps und das gemein€duageron ist FIgN (Fraset al.,
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1999). FIgN gilt jedoch auch als Translationsregulaind Chaperon des AntH-aktors
FIgM (Karlinsey et al., 2000; Parsetal., 2003). Ein weiteres Substrat des Filamenttyps,
das Filamentkappenprotein FIiD, ist fir den Einlwgr ca. 30 000 FliC-Untereinheiten
essentiell (Dioszeghwgt al., 2004; Minamino und Namba, 2004; Yoneketaal., 2000)
und wird deshalb auch als dessen prozessives Glmapereichnet (Macnab, 2000). Sein
eigenes Chaperon ist FIIT (Bennettal., 2001). Die Chaperone FIgN und FIiT, nicht
jedoch FliS, werden mit Hilfe von FliJ am Exportapgt rekrutiert. Bei den beiden
Chaperonen ist die Bindestelle fur das jeweiligbstat und fur FliJ identisch. Es erfolgt
keine gleichzeitige Bindung von FliJ und Substrahdern aufgrund unterschiedlicher
Affinitdten ein Austausch der Bindungspartner (Es&tral., 2006).

1.4 TYP llI-S EKRETIONSSYSTME IM VERGLEICH

Neben dem fTTSS sind in Gram-negativen Bakterierh &bekretionssysteme fir
Virulenzfaktoren oder symbiontische Effektoren \amtien, die auch dem Typ llI-Sekre-
tionssystem (TTSS) entsprechen. Mit Hilfe einesesagnten Nadelkomplexes, auch
Injektisom genannt, werden die Effektoren in eukéisghe Wirtszellen transloziert. Im
Falle von Pathogenen kommt es dabei zur Infektien denschlichen, tierischen oder
pflanzlichen Wirtszelle durch Manipulation ihremjeiligen Stoffwechselwege (Cornelis,
2002; Cornelis 2006). Das TTSS sorgt jedoch auchliigéi Assemblierung von Teilen des
Nadelkomplexes im Bakterium und des Translokatargler Cytoplasmamembran der
eukaryotischen Wirtszelle (Buttner und Bonas, 20@dta et al., 2005). Flagellum und
Nadelkomplex haben eine morphologische AhnlichKeitch eine vergleichbare struktu-
relle Organisation. Die Nadel ahnelt z. B. einemargerten Flagellenstab (Blocketral.,
2003; Galan und Collmer, 1999; Kubetial., 1998, Marlovitst al., 2004). Abbildung 1.6
zeigt die beiden Strukturen Flagellum und Nadelkiexpn Vergleich. Die Komponenten
des Nadelkomplexes sind nach der Nomenklatur Yersinia enterocolitica benannt.
Neben dem morphologischen Erscheinungsbild habeh die einzelnen Komponenten
der verschiedenen TTSS eine hohe Ahnlichkeit aimh#@strukturebene. Ist diese niedrig,
sind trotzdem die physikochemischen EigenschaftenPdoteine &hnlich (Aizawa, 2001;
Ghosh, 2004). InrCampylobacter jgjuni wird sogar das fTTSS zum Ausschleusen von
Virulenzfaktoren verwendet (Konkedt al., 2004), was neben der Ahnlichkeit in der
strukturellen Organisation von Flagellum und Nadeiblex auch funktionell auf einen

evolutionsbiologischen Zusammenhang in der Entwinglhinweist.
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Da die Untersuchungen zum Exportsignal der TyB#kretion (Kapitel 1.5) vor
allem mit Substraten der TTSS aMsenterocolitica und S typhimurium durchgefihrt
wurden, sollen einige Komponenten hier kurz vorgéistverden. Die ATPase des
Injektisoms wird YscN _(¥p saetion) beiY. enterocolitica und InvC beiS. typhimurium
genannt. Substrate des TTSS beienterocolitica, wie die Translokatoren YopB und
YopD, werden mit YopYersinia outer gotein), beiS. typhimurium mit Sop, Sip (screted
invasion_jpotein) oder Ssp bezeichnet (Bloclatral., 2003; Cornelis und Van Gijsegem,
2000; Hueck, 1998). Auch fur Chaperone besteheru&eadpomologien und ahnliche
Eigenschaften zwischen Flagellum und Nadelkompbeg. Effektoren SptP und SopE in
S. typhimurium haben SicP bzw. InvB als Chaperon (Fu und Galé88;1Lee und Galan,
2003). BeiY. enterocolitica werden die Chaperone mit Sycpésific Yop chaperone)

bezeichnet.

1.5 EXPORTSIGNALE DER TYP IlI-S EKRETION

Fur den Export der Substrate sind neben den Chageroeitere Faktoren von
Bedeutung. Auf der Suche nach einem ErkennungdsapgraSubstrate fur den Export-
apparat wurde auf Proteinebene keine gemeinsamseiienssequenz entdeckt. Seitdem
wird kontrovers diskutiert, ob dieses ErkennungsaigProtein- oder mRNA-Charakter
hat, wobei auch die nicht translatierte 5"-Regien tilRNA und der Vorgang der Trans-
lation selbst eine Rolle spielen kénnen (Aldridged uHughes, 2001; Anderson und
Schneewind, 1997; Lloyet al., 2001a).

Untersuchungen zum Problem des Exportsignals wurdehand der oben
beschriebenen Yop-Proteine des TTSS.ienterocolitica durchgefiihrt. Die Erkennungs-
signale fur den Export von YopQ, YopE und YopN &aggemal Anderson und
Schneewind (1997 und 1999) im Bereich der ersterbi$015 Codons der mRNA, da
Rasterschubmutationen, bei denen die Aminoséuresecaber nicht die mRNA-Sequenz
verandert wurde, den Sekretionsvorgang aufrechelezh. Bei YopQ scheinen zudem die
Mechanismen Translation und Sekretion miteinandsoppelt zu sein (Anderson und
Schneewind, 1999). Fir den Transport von YopE undQ reichen als Minimalsequenz
sogar nur die ersten sieben Codons des 5"-mRNAideeSind in dieser Minimalsequenz
jedoch Punktmutationen vorhanden, erfolgt kein $pamt. Einen Ausgleich dafur
schaffen dann die folgenden 8 bis 15 Codons. Seskdzusatzlich vorhanden kann wieder

ein Export erfolgen (Ramamurthi und Schneewind 5200
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ABBILDUNG 1.6:

Typ llI-Sekretionssysteme im Vergleich.

Die obere Abbildung zeigt die schematische Gegensigding der einzelnen Komponen-
ten des Flagellums a& typhimurium oderE. coli und des Nadelkomplexes avsentero-
colitica. Die unteren elektronenmikroskopischen Aufnahmeigen links den isolierten
Basalkorper-Haken-Komplex des Flagellums und redatsgesamten Nadelkomplex. Die
Hohe der unteren beiden Abbildungen entsprich#88.nm (AM = AuRere Membran, IM
= Innere Membran; aus Macnab, 2003; verandert Aasdssi und Hultgren, 2000).
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Gemal3 Untersuchungen von Llogdal. (2001a; 2001b; 2002) beinhaltet jedoch
die N-terminale Region des Proteins YopE und nidhs 5-Ende der mRNA das
Sekretionssignal. Dabei gentigen die Aminoséaurer) (ABis 15 fur den Export (Boyet
al., 2000). Was den Charakter des Signalbereich#fheteicht sogar eine synthetische
amphipathische Sequenz fur den Transport aus (Ldbgtl, 2001b). Solch eine amphipa-
thische Sequenz ist fir den Export bessaigget als eher hydrophobe oder hydro-
phile Sequenzen (Lloyet al., 2002). AS 15 bis 50 bilden dann die Bindestéliedas
Chaperon SycE. Diese Bindestelle ist notig, um YdpEseiner ganzen Lange, im
Gegensatz zu verkirzten Formen von YopE, in dietaktle zu translozieren. Eine
Inhibition des Transports von YopE wird durch die&s A0 bis 77 verursacht. Der
inhibitorische Effekt wird mit Hilfe des Chapero8ycE wieder aufgehoben (Bowtlal.,
2000). Auch bei SopE i6. typhimurium sind die ersten 15 N-terminalen AS wichtig fur
die Sekretion des Proteins und nicht die mRNA-Segueder der nicht translatierte
5°-Bereich der mRNA (Karavolost al., 2005). Fir ein weiteres Substrat Ynentero-
colitica sind die ersten 20 AS flr die Sekretion notig.9eseProtein YplA kann von allen
drei verschiedenen TTSS in diesem Bakterium tramigpowerden. Dabei handelt es sich
um das plasmidkodierte Ysc-System, welches die Rimteine sekretiert, das chromo-
somal kodierte Ysa-System welches fur die SekrademYsp-Proteine _(&rsinia_gcreted
protein) zustandig ist und das Flagellum (Warren ¥odng, 2005; Youngt al., 1999).

Auch zum Erkennungssignal bei Substraten des fTWa&len bereits Unter-
suchungen durchgefuhrt. Beim Filamentprotein Flri€halt der N-terminale Bereich das
Erkennungssignal fur den Export (Kuwajireal., 1989). Dabei handelt es sich um die
AS 26 bis 47 in FIiC (Véghet al., 2006). Jedoch auch die mRNA und deren nicht
translatierter 5" -Bereich von FIliC sind fur eindizénte Translation und die Interaktion
mit Proteinen wie den Ant-Faktor FIgM und damit fir den Export und die Assem
blierung des Flagellins von Bedeutung (Majandesrl., 2005; Rosuwet al., 2006). Ein
weiteres Substrat des fTTSS, der bereits genanntecAaktor FIgM, wird unter den
Klasse 2-, aber auch unter den Klasse 3-Genen ktiaiest. Das FlgN-unabhangige
Klasse 2-mRNA-Transkript von FIgM verbleibt im Cgtasma wahrend das FIgN-abhan-
gige Klasse 3-mRNA-Transkript spater sekretiertdwiDies |&sst vermuten, dass FlgM
und vielleicht auch andere Substrate beides hadenmRNA- und ein Aminosaure-
sekretionssignal und dass Translation und Sekretioter Umstanden miteinander
gekoppelt sind (Karlinsesgt al., 2000).
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1.6 ZIEL DER ARBEIT

Das TTSS in Gram-negativen Bakterien ist wie zlheschrieben essentiell fur die
Flagellenbiogenese und die Injektion von baktezielEffektorproteinen in eukaryotische
Wirtszellen. Mit einem besseren Verstandnis deretdbren Mechanismen des Sekre-
tionsprozesses kénnen Erkenntnisse zum Transpgarngrder Substrate und zur Flagel-
lenassemblierung gewonnen werden. Diese Erkenetki@®nen unter Umstanden zu einer
Nutzung des bakteriellen Flagellums als Sekretigsiesm fur heterolog ifft. coli produ-
zZierte Proteine fihren und damit von biotechnolduygs Bedeutung sein. Untersuchungen
am fTTSS koénnen aufgrund der engen Verwandtschait ZTSS in Injektisomen auch
Hinweise auf deren Funktionsweise und damit Ansdtee die Entwicklung neuer
therapeutischer Verfahren fur Infektionskrankhehengen.

Ziel dieser Arbeit ist die Aufklarung von Interaiien zwischen I6slichen Kompo-
nenten des fTTSS voB. coli K12. Dabei ergeben sich zwei Schwerpunkte. Zunédshs
von Interesse wie die cytoplasmatischen Komponed& flagellaren Exportapparates
untereinander und mit ausgewéahlten Substratenaigiemen. Desweiteren sollen Arbeiten
zur Lokalisation und Beschaffenheit einer Erkenraseguenz flir den Exportapparat bei
den Substraten durchgefuhrt werden. Das fuhrt lgefaler Aufgabenstellung:

1. Herstellung von fTTSS-spezifischen Deletionsmutangawie Klonierung von
Genen des flagellaren Exportapparates fur die Etainlg eines plasmidabhéngigen
Komplementationssystems. Innerhalb dieses Systaihsdi® Funktionalitat der
rekombinanten Proteine tberprift werden.

2. Praparation eines moglichen Komplexes, bestehersddan cytoplasmatischen
Komponenten des flagellaren Exportapparates, Hil, und FliJ, allein oder
zusammen mit einem der Substrate FIgD oder FIgE.

3. Reinigung der einzelnen Komponenten des cytoplasaoman Teils des flagellaren
Exportapparates und Durchfiihrung von Interaktiardieh mit den Proteinen FliH,
Flil und FIliJ unter Verwendung proteinchemischerd umiophysikalischer
Methoden.

4. Erganzung und Weiterfihrung der Studien zur Erkegesequenz des Substrats
FlgD mit Hilfe eines bereits etablierten Testsystetmd Untersuchungen zur
Erkennungssequenz von FIgE als weiteres Substrat.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

Die in dieser Arbeit als Material verwendeten CHeafen, Geréate, Kits und
Enzyme werden bei den einzelnen Experimenten disakgegeben. Die gangigen
Chemikalien wurden bei Applichem, Fluka, Merck, Ranhd Sigma-Aldrich bezogen. Die

Hersteller der Gerate, Kits und Enzyme werden d&gclien Methoden aufgefihrt.

2.1.1ESCHERICHIA COLI-STAMME UND PLASMIDE

Verwendete Plasmide und deren Herkunft sind in TMl@ab&.1 aufgefuhrt.
Escherichia coli-Stamme, die fir Experimente eingesetzt wurderd simer Angabe der
genauen Stammbeschreibung und Herkunft in TabeRezRBsammengestellt. Alle im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten Stamme und Riasmerden bei den Ergebnissen
und im Anhang in den Tabellen 7.3.1 und 7.3.2 diifge

TABELLE 2.1:
Plasmide und deren Herkunft

Plasmid Herkunft
pACBSR (Carfi) Herringet al., 2003
pASK-IBA 3 (Amp°) IBA
pASK-IBA 33 (Amp) IBA
pASK-IBA 45 (Amp) IBA
pASK-IBA 5 (Amp°) IBA
pETDuet-1 (Amp) Novagen
pT7-5 (Amp) Tabor und Richardson, 1985
pT7-5putPphoA Junget al., 1998
pUC19 (Amp) Fermentas

2.1.2 RRIMER

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden \owitrogen bezogen. Alle
eingesetzten Primer sind in Tabelle 7.2.1 im Anhamdinden. Gelieferte Primer wurden
zunachst in 300 pl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDT#O bidest., pH 8,0) gel6st. Fur

die weitere Verwendung wurde jeweils eine 10 pMwveridsung hergestellt.
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TABELLE 2.2:

Herkunft und Beschreibung der verwendeterk. coli-Stamme

E. cali-Stamm Beschreibung Herkunft
BL21 (DES3) [F ompT hsdSs (rg mg ) gal decm (DE3)] Novagen
BL21 (DE3) pLysS (Caff) |[F ompT hsdSs (rg mg”) gal dem (DE3) Novagen

pLsysS (cam)]

BT340 pCD20 (Amp)

[F A(argF-lac)169 @80d lacZ58(M15)
olnV44(AS) A" rfbD1 gyrA96(NalR) recAl
endAl spoT1 thi-1 hsdR17] [Acl857(ts) ts-rep]

Datsenko und
Wanner, 2000

BW25113 pKD46 (Amp)

[F A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrnB-4)
laclp-4000(lacl®) A" rpoS396(Am) rph-1
A(rhaD-rhaB)568 rrnB-4 hsdR514] [oriR101
repA101(ts) araBp-gam-bet-exo]

Datsenko und
Wanner, 2000

BW25141 pKD3 (Cary)

[F A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrnB-4)
lacl p-4000(lacl®) A(phoB-phoR)580 A”
galu95 AuidA::pir* rpoS396(Am) endA9(del-
ins).:FRT rph-1 A(rhaD-rhaB)568 rrnB-4
hsdR514] [oriR ]

Datsenko und
Wanner, 2000

BW25141 pKD4 (Kaf)

[F A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrnB-4)
lacl p-4000(lacl®) A(phoB-phoR)580 A
galu95 AuidA::pir* rpoS396(Am) endA9(del-
ins).:FRT rph-1 A(rhaD-rhaB)568 rrnB-4
hsdR514] [oriR)]

Datsenko und
Wanner, 2000

C41 (DE3) abgeleitete BL21 (DE3)-Mutante Miroux und
Walker, 1996
C43 (DE3) abgeleitete BL21 (DE3)-Mutante Miroux und
Walker, 1996
CC181 [F128acl® A(ara leu)7697 AlacX74 AphoA20 | Calamia und
galE galK thi rpsE rpoB argE(am)lacY328 Manoil, 1990
(am)recAl]
MO1 [F128lacl® A(ara leu)7697 AlacX74 AphoA20 | Weber-
galE galK thi rpsE rpoB argE(am)lacY328 Sparenberg
(am)recAl AflhA] etal., 2006
MO2 [F128lacl® A(ara leu) 7697 AlacX74 AphoA20 | Weber-
galE galK thi rpsE rpoB argE(am)lacY328 Sparenberg
(am)recAl AflgB-D] et al., 2006
DH5a [F @#80d lacZ AM15 A(lacZYA-arg F) U169 | Gibco BRL
deoR recAl endAl hsdR17 (r-x, m¢') phoA
SUpE44 )" thi-1 gyrA96 relAl]
EMG2 E. coli K12 Wildtyp, F Fnr DSMZ
JM109 EndAl recAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 Yanish-Perron
relA1 )" A(lac-proAB) F'traD36 proAB” lacl® |et al., 1985

ZAM15]

22



2.2 KULTIVIERUNG UND ZELLAUFSCHLUSS VON E. coLlI

Ubernachtkulturervon E. coli-Zellen wurden in 5 ml LB-Medium [10 g Trypton
(Becton, Dickenson + Co.), 5 g Hefeextrakt (Appdint), 10 g NaCl, kD bidest. ad 1 1] in
20 ml-Reagenzglasern kultiviert. Das jeweilige #Zwlterial stammte entweder aus einer
Glycerinkultur oder von einer Zellkolonie auf eingB-Platte [10 g Trypton, 5 g Hefeex-
trakt, 10 g NaCl, 15 g Agar (B. Euler, Biotechnalikrobiologie), HO bidest. ad 1 I].
Bei Kulturen fur die Analyse von Zellen wurden 800 Ubernachtkultur in 20 ml LB-
Medium in 100 ml-Erlenmeyerkolben mit Schikane ibiaut. Fir die Proteinpraparation
aus Zellen wurden 20 ml Ubernachtkultur in 1 | LB2lum in 2 |-Erlenmeyerkolben mit
Schikane kultiviert. Je nach vorhandener Antibiotrikesistenz der eingesetztEncoli-
Stamme wurden 100 pg/ml Ampicillin bzw. Carbenioill50 pg/ml Chloramphenicol oder
34 pug/ml Kanamycin, wenn nétig auch in Kombinatiangegeben. Die Inkubation fand
wahlweise bei 37 °C im Inkubationsschiittler (Infd#d) oder bei 30 °C auf einem
Schuttelgerat (Infors HT) im Brutraum statt. Dieliiktion der Genexpression und damit
der Proteinsynthese erfolgte je nach verwendeteasnittl mit 200 ng/ml AHT (IBA),
geldst in DMF, bei einer Ofgy nmvon 0,5 (Spectrophotometer U-1500, Hitachi) odech
1 mM IPTG (Applichem) bei einer Qigh nmVvon 0,5 bei 37 °C fur 3 h oder bei 30 °C flr
4 h. Die erwahnten Glycerinkulturen wurden aus @8&bernachtkultur und 115 pl 87 %
Glycerin hergestellt und vor der Aufbewahrung 28 bzw. -80 °C in flissigem Stickstoff
schockgefroren.

Fur die Zellernte kleiner Volumina wurden die coli-Kulturen in 50 ml-Zentrifu-
genréhrchen 10 min bei 4 °C mit 4500 x g pellet{@entrifuge 5804 R, Eppendorf). Das
Zellpellet wurde dann in 100 mM KdPuffer, pH 7,5 (83,4 ml 1 M ¥dPQ,, 16,6 ml 1 M
KH.POy, H2O bidest. ad 1 I) resuspendiert, gewaschen und eaen weiteren Zentrifu-
gation in 1 ml Puffer aufgenommen. Nach Einstellaley Zellsuspension auf Q3 nm
gleich 5 wurden 1 ml-Aliquots in 1,5 ml-Mikrozerftrgenréhrchen bei 4 °C 5 min mit
2300 x g zentrifugiert (Centrifuge 5415 R, EppemMdand die Zellpellets bei -20 °C fur
die weitere Verwendung gelagert. Zellen aus 1 Itken wurden in 1 |-Zentrifugenbehal-
tern bei ca. 5000 x g und -20 °C fir 20 min zeuagiért (Sorvall Refrigerated Centrifuge
RC-33, Dupont). Danach wurden die Zellpellets irff@umit 1 mM B-Mercaptoethanol
und 0,5 mM PMSF resuspendiert, vereinigt und in dd&Zentrifugenbehéltern bei 4 °C
und ca. 10 000 x g fur 10 min wieder zentrifugigbrvall RC 5C Plus, Dupont, SLA

3000-Rotor). Als Puffer wurden die jeweiligen Wagafier fur die spatere Proteinreini-
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gung verwendet. Nachdem das Feuchtgewicht der rzdééstimmt wurde, konnten die
Zellpellets fur die weitere Verwendung bei -80 °&amert werden.

Fur den Aufschluss einer grol3en AnzahlEamroli-Zellen aus 6 | Anzuchtvolumen
wurde das eingefrorene Zellpellet wieder in dendtigten Puffern mit 2,5 ml je 1 g Zellen
aufgenommen und resuspendiert. Nach Zugabe vom Spa&telspitze DNase | (Sigma)
wurde der Ansatz 30 min unter Rihren bei 4 °C imabDanach erfolgte der Aufschluss
der Zellen mit dem Zellaufschlussgerat (Constarit Disruption Systems, Constant) bei
1,35 kbar furk. coli-Zellen nach den Angaben des Herstellers. Rawli-Zellaufschluss
von 20 ml-Kulturansatzen erfolgte durch Ultraschadl nach weiterer Anwendung wurden
die Zellen nach dem Waschen in 1 bis 3 ml des esthpnden Puffers zusammen mit
einer kleinen Spatelspitze DNase | aufgenommen.eim spitz zulaufendes 15 ml-
Zentrifugenroéhrchen Uberfihrt und dann sonifizi€Bonifier B-12, Cell Disruptor,
Branson Sonic Power Company). Dabei wurde die emtbpnde Ultraschallspitze (,micro
tip“) verwendet und nach den Angaben des Hersgelt@r 30 s-Pulseinheiten, mit jeweils
1 min Pause zum Abkihlen der Ultraschallspitze dsaven, je Suspensionsansatz
durchgefuhrt.

Zur Fraktionierung der aufgeschlossenEn coli-Zellen wurden zunéchst die
Zelltrimmer in 50 ml-Zentrifugenrohrchen fir 10 mioei 4 °C und ca. 10000 x g
pelletiert (Sorvall RC-5C Plus, Dupont, SA 600-Rytdanach erfolgte die Ultrazentri-
fugation des Uberstandes in 30 ml-Zentrifugenro@inchei 4 °C, ca. 200 000 x g fur 1 h
(Centrikon T-2070, Kontron Instruments, 50.2 Ti-&9t Das Pellet bildete die Membran-
fraktion, im Uberstand befand sich das verdiinntéo§). Das Cytosol allein oder das
Cytosol einschlie3lich der Membranen wurde danrekdirfir die Proteinreinigung
verwendet oder in flussigem Stickstoff schockgefrorund dann bei -80 °C flr den
weiteren Einsatz gelagert.

Bei der Praparation periplasmatischer ProteineEagsli-Zellen wurden 20 ml mit
400 pl Ubernachtkultur verwendet. Nach Ende deuktidnszeit wurden die Zellsuspen-
sionen noch im Kulturmedium bei Q§nmangeglichen. Danach erfolgte eine Zentrifuga-
tion mit 4500 x g fur 10 min bei 4 °C (Centrifug8® R, Eppendorf). Die Zellpellets
wurden daraufhin in 15 ml TN-Puffer (10 mM Tris, 8M NaCl, HO bidest., pH 8,0)
resuspendiert und noch mal wie oben beschriebetrifogrert. Dieser Vorgang wurde
wiederholt. Schlie3lich wurden die Pellets in 4 &dccharosepuffer (20 % Saccharose,
100 mM Tris, 0,5 mM EDTA, BD bidest., pH 8,0) resuspendiert und fir 20 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte wieder eimmtédfugation. Diesmal wurden die
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Zellpellets in 7,5 ml 0,5 mM MgGIL6sung resuspendiert und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach der Inkubation wurde wieder zeniért. Die periplasmatischen Proteine
im Uberstand wurden schlieBlich in ein weiterest@tmenréhrchen tberfiihrt und dort
mit eiskalter TCA mit einer Endkonzentration von%0Q0L0 min auf Eis oder Giber Nacht im

Kihlschrank gefallt.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Fur die Herstellung von Plasmiden fir die Genexgpoes und damit fir die
Proteinsynthese ik. coli wurde das gewiinschte Gen aus denetoli-Genom zunéachst
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifizi€&anach wurden Vektor und Gen-
fragment restringiert, durch Ligation zusammengetfigd mittels Transformation in den
bendtigterk. coli-Stamm gebracht.

Fir die Praparation genomischer DNA &scoli wurden 18 Zellen des Stamms
EMG2 verwendet. Die Isolierung der DNA erfolgte rhitife des ,DNeasy Tissue Kits"
(Qiagen) gemal Protokoll des Herstellers. Teilwaisede auch eine schnellere Variante
gewahlt. Dabei wurden 100 pl Ubernachtkultur 5 mith 2300 x g bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Dasli@ellet wurde danach in 100 pl
sterilem HO bidest. resuspendiert und fir 5 min bei 100 °Kulert. Dann wurde die
Probe auf Eis gekihlt und anschlieBend fir 5 minRaumtemperatur mit 16 100 x g
zentrifugiert. Die genomische DNA befand sich seRlich im Uberstand.

2.3.1 ®LYMERASEKETTENREAKTION

Zu klonierende Gene wurden mit Hilfe der PCR ausogaschelkE. coli-DNA des
Stamms EMG2 amplifiziert. Die PCR-Ansatze (50 pls&@watvolumen) mit defag-
Polymerase setzten sich wie folgt zusammen: 36 (I bidest., 5 ul 10 x Polymerase-
puffer (Invitrogen), 1,5 pul MgGI(50 mM, Invitrogen), 1,5 pl Primer s (10 uM, Inatr
gen), 1,5 ul Primer as (10 puM, Invitrogen), 1 ulTd¢ (jeweils 10 mM dGTP, dATP,
dTTP und dCTP, Promega), 2 ul genomische DNAERuwsli EMG2 als Template, 0,8 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul, Invitrogen). Fir diéu-Polymerase wurden Primer s, Primer as,
Template und dNTPs genauso wie bei Bag-Polymerase eingesetzt. Die 5 pl 10 x Poly-
merasepuffer (Promega) enthielten bereit$Mgnen, von dePfu-Polymerase (3 U/pL,
Promega) wurde 1 pl eingesetzt, das Volumen #D Hidest. betrug schlieRlich 38 pl.
Wurde ein Plasmid als Template eingesetzt, wurgd Plasmidpraparation verwendet.

Das Volumen fur KO bidest. wurde entsprechend angepasst.
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Das PCR-Temperatur- und -Zeitprofil (Master Cydmarsonal, Eppendorf bzw.
TGradient, Biometra) bestand aus einer initialemdderierung von 3 min bei 94 °C, dann
30 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s)daling bei 45 °C und 1 bis 2,5 min
Elongation bei 72 °C und wurde mit einer finaleorgjation von 5 min bei 72 °C beendet.

Die Elongationszeit wurde jeweils der zu amplifieieden Genfragmentgrél3e angepasst.

2.3.2 RESTRIKTIONSVERDAU

Die Restriktionsansatze fiur die Plasmide und dnzwdilgenden DNA-Fragmente
hatten je nach Vektor eine unterschiedliche Zusansetzung. Die pASK-IBA-Vektoren
wurden fiir die Uberexpression von Genen und daimitife Proteinsynthese verwendet.
Aufgrund des Vorhandenseins zweier Insertionsbleee(®ICS) mit gleichem Promotor
konnte der pETDuet-1-Vektor fir die Co-Expressiam \Genen eingesetzt werden. Sollte
spater der Transport von Proteinen ins Periplasaehgewiesen werden, wurden die
entsprechenden Gene mit dem Gen fur die AlkalistiesphataselioA) fusioniert und in
den pT7-5-Vektor kloniert.

Fur die pASK-IBA-Vektoren 3, 33, 45 und 5 (IBA) wide der Restriktionsverdau
in einem Gesamtvolumen von 20 pl wie folgt durckibef 5 pl Vektor, 2 ul 10 x Puffer 3
[New England Biolabs (NEB)], 2 ul BSA (1:10 verdinhNEB), 1 plBsal (10 U/ul,
NEB), 10 ul HO bidest. wurden fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Betm erfolgte die Zugabe
von 1 plPstl (10 U/ul, NEB) in den bereits vorhandenen Ans@liez weitere Inkubation
erfolgte auch bei 37 °C fir 30 min. Schliel3lichodgte die Inkubation der geschnittenen
Plasmide fur 1 h mit 1 pul CIP (10 U/ul, NEB) bei 37. Vom DNA-Fragment, welches als
Insert eingesetzt werden sollte, wurden 28 pl mjtl40 x Puffer 3 (NEB), 1 uBsal
(10 U/ul, NEB) und 7 pl kD bidest. bei 50 °C (Thermomixer Comfort, Eppenyfinf 1 h
verdaut. Der Ansatz (40 pl Gesamtvolumen) wurdererdth der Inkubation mit 50 pl
Mineraldl tberschichtet. Ein Kontrollverdau fir dsA\SK-IBA-Vektoren wurde jeweils
mit den Enzymetxbal undHindlll durchgefihrt.

Die PCR-Produkte fur die MCS 1 von pETDuet-1 wureee folgt verdaut: 28 pl
PCR-Produkt, 4 pl 10 EcoRI-Puffer (NEB), 1 plEcoRI (20 U/ul, NEB), 1 plHindll
(20 U/ul, NEB), 6 pl HO bidest. (40 pl Gesamtvolumen). Die Zusammensgthumnden
Restriktionsverdau der PCR-Fragmente fir die MC®1R pETDuet-1 ist im Folgenden
aufgefuhrt: 28 ul PCR-Fragment, 4 ul 10 x PufféN&B), 1 pINdel (20 U/ul, NEB), 1 ul
Xhol (20 U/ul, NEB), 4 pl BSA (1:10 verdunnt, NEB), .2 H,O bidest. (40 pl Gesamt-
volumen). Die Restriktionsanséatze wurden jeweilsZth bei 37 °C inkubiert. Teilweise
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wurden die restringierten PCR-Fragmente, welchedgém pETDuet-1 bestimmt waren,
zunachst in pASK-IBA 3 kloniert und dann in den fiiiEt-1 umgesetzt. Die Restriktions-
verdaus des pETDuet-1-Vektors wurden in 20 pl-Aresdétdurchgefihrt. Fir den Schnitt
der MCS 1 wurden 5 ul Vektor, 2 ul 10EcoRI-Puffer (NEB), 1 plEcoRI (20 U/ul,
NEB), 1 pulHindlll (20 U/ul, NEB) und 11 pl BD bidest., fur die Restriktion von MCS 2
5 ul Vektor, 2 ul 10 x Puffer 4 (NEB), 1 Ndel (20 U/ul, NEB), 1 ulxhol (20 U/ul,
NEB), 2 ul BSA (1:10 verdunnt, NEB) und 9 ub® bidest. zusammen gestellt. Die
Inkubation erfolgte auch hier fir 2 h bei 37 °CiBéJmsetzen der Inserts in pETDuet-1
fur verschiedene Genkombinationen in MCS 1 und 2detn DNA-Mengen von bis zu
zwei Restriktionsansatzen mit jeweils 14 pl Plagragaration (Kapitel 2.3.7) ben6étigt.
Fur Klonierungen in das Plasmid pTp&PphoA mussten sowohl die PCR-
Produkte als auch der Vektor sequenziell zunaclitsBamHI und dann mitNhel verdaut
werden. 10 pl des Plasmids pTpBPphoA wurden zundchst mit 2 pl 10BamHI-Puffer
(NEB), 2 pl BSA (1:10 verdiinnt, NEB), 1 pamHI (20 U/ul, NEB) und 5 pl kD bidest.
fur 2 h bei 37 °C inkubiert und dann gereinigt (Kep2.3.3). Die 28 pul pT7-putPphoA
(bereits BamHI geschnitten) wurden mit 4 pl 10 x Puffer 2 (NEB) ul BSA (1:10
verdunnt), 1 piNhel (10 U/pl, NEB) und 3 ul BD bidest. vereinigt und 2 h bei 37 °C
aufbewahrt. Das zu inserierende PCR-Fragment wuidefolgt verdaut: 28 pl PCR-
Fragment, 4 ul 10 BamHI-Puffer (NEB), 4 pl BSA (1:10 verdinnt, NEB), 1 BamHI
(20 U/ul, NEB), 3 ul HO bidest. fur 2 h bei 37 °C. Danach wurde der Ansdtenfalls
gereinigt und fur den zweiten Verdau eingesetztuPBereitsBamHI-geschnittenes PCR-
Fragment wurden mit 4 pl 10 x Puffer 2 (NEB), BHA (1:10 verdinnt, NEB), 1 |Nhel
(10 U/ul, NEB) und 3 ul kD bidest. wieder fir 2 h bei 37 °C verdaut. Danadblgte die
Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.3.4) aller matigeschnittenen DNA-Fragmente.

2.3.3 REINIGUNG VON DNA-FRAGMENTEN
PCR- und Restriktionsansatze wurden, wenn die FeatgnbRen nicht mit Hilfe

eines Agarosegels Uberprift werden mussten, mie Hiés ,QIAquick PCR Purification
Kits" (Qiagen) nach Angaben des Herstellers fur watere Verwendung gereinigt. Die
DNA war schlie3lich im Elutionspuffer des Kits fiestriktionsverdaus (Kapitel 2.3.2)
oder HO bidest. fur Ligationen (Kapitel 2.3.5) gelost. Bionzentrationen, jeweils 1:30
in einem 60 pl-Volumen verdinnt, wurden photomelrisei 260 nm bestimmt (Biophoto-
meter 6131, Eppendorf).
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2.3.4 AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Fur die Agarosegelelektrophorese (Mini Subcell bxMide Mini Subcell, BIO-
RAD) wurden 1 %ige Agarosegele (peqGOLD Universghose, Peqglab) verwendet, die
eine 1 %ige Ethidiumbromidlésung 1:50 000 verduanthielten. Als GroRRenstandard
erfolgte der Einsatz der 2-log DNA-Ladder (New Eamgl Biolabs). Die DNA-Proben
wurden vor dem Auftragen mit 10 x DNA-Probenpuf(e® % Glycerin, 1 mM EDTA,
0,25 % Bromphenolblau, J@ bidest.) versetzt und der verwendete Elektrogemeffer
war TAE (4,84 g Tris, 1,14 ml Essigsaure, 2 mI &, EDTA, pH 8,0, HO bidest. ad 1 |).
Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei M0@Power Pac 300, BIO-RAD).

Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente warderch Anwendung des
»QIAqgick Gel Extraction Kits* (Qiagen) oder des ,NElute Gel Extraction Kits" (Qiagen)
nach den Protokollen des Herstellers aus dem Geérelund konnten dann weiter
verwendet werden. Zum Eluieren wurde wahlweiseimeKit enthaltene Puffer oderJ@

bidest. eingesetzt.

2.3.5 LGATION

Ein Ligationsansatz bestand aus 28 ul restringrerieCR-Fragment, 3 pul
geschnittenem Vektor, 4 ul 10 x Ligasepuffer [NewgE&nd Biolabs (NEB)], 0,5 ul
T4-Ligase (400 U/ul, NEB) und 4,5 pl.@ bidest. und wurde bei 16 °C (Thermomixer
Comfort, Eppendorf) fir 3 h oder tber Nacht inkubie

2.3.6 TRANSFORMATION

Vor der Transformation wurden chemisch kompetengied prapariert. Daflr
wurde zunéachst eine 20 ml-Kultur des entsprecheidenli-Stammes in einem 100 ml-
Erlenmeyerkolben mit Schikane angesetzt und bei@bis zu einer OBy nm von 0,5
(Spectrophotometer U-1500, Hitachi) inkubiert. Danavurden die Zellen bei 4 °C und
4500 x g fur 5 min zentrifugiert (Centrifuge 5804 Rppendorf). Das Zellpellet wurde
daraufhin mit 10 ml, Losung A (10 mM MOPS, 10 mM @&pH,O bidest., pH 7,0)
gewaschen und noch mal unter der gleichen Bediregguzgntrifugiert. Dann wurde das
Pellet in 10 ml Losung B (100 mM MOPS, 10 mM Rb&0 mM CaC}, H,O bidest.,
pH 6,5) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiérésmal wurde mit 1620 x g fr 8 min
bei 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in 2 mifgenommen. Davon wurden 200 pl
Zellsuspension weiter verwendet. Die Zellen wurdsmniweder mit einem kompletten

Ligationsansatz oder mit 1 pl Plasmidpraparation3d min auf Eis inkubiert. Danach
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erfolgte der Hitzeschock fur 90 s bei 42 °C (Themnceer Comfort, Eppendorf). Nach
1 min auf Eis wurden dem Transformationsansatz @&9nul LB-Medium zugegeben und
die Zellen fiur 1 h bei 37 °C unter Schitteln regeme Schliel3lich wurden bei einem
transformierten Ligationsansatz alle Zellen undeaeer Plasmidtransformation nur 100 pl
der Zellen auf LB-Platten mit entsprechender Awotikimkonzentration ausgestrichen
und bei 30 oder 37 °C uber Nacht inkubiert. Die BFABA-Vektoren wurden in den
E. coli-Stamm BL21 (DE3), die pETDuet-1-Vektoren in dencoli-Stamm BL21 (DE3)
pLysS und die pT7-5-Vektoren mit dphoA-fusionierten Genen in Deletionsmutanten des
E. coli-Stamms CC181 transformiert. Teilweise erfolgte Tiansformation von Ligations-
ansatzen zunachst in die coli-Stamme DH& oder JM109. Die Plasmide wurden danach

in die bendtigten Stdmme umgesetzt.

2.3.7 RASMIDPRAPARATION

Fur die Minipraparation von Plasmiden wurden 5 Bl coli-Ubernachtkultur
eingesetzt. Mit Hilfe des ,QIAprep Spin MinipreptKi (Qiagen) erfolgte die Isolierung
und Reinigung der Plasmide gemald Protokoll destélens. Die praparierten Plasmide

wurden bei -20 °C aufbewahrt.

2.4 CERICHTETE DELETIONSMUTAGENESE

Fur Deletionen von ganzen Genen im Genom \@ncoli wurden zwei
verschiedene Methoden angewendet. Bei der MethodeDatsenko und Wanner (2000)
erfolgte eine Transformation von linearen DNA-Fragen fur den Genaustausch im
E. coli-Genom, beim Protokoll von Herrirggal. (2003) wurden dazu Plasmide verwendet.
Der zu transformierende Stamm wurde bei der Methoaeh Datsenko und Wanner
(2000) zunéchst mit dem Plasmid pKD46 transfornfi€dpitel 2.3.6). Der Austausch des
zu deletierenden Gens erfolgte gegen das Chloramymieesistenzgen aus dem Plasmid
pKD3. Von diesem Ersatzgen wurden Produkte aus R€R-Ansdtzen verwendet.
Wahrend der PCR wurden dem Gen fur die Chlorampbéesistenz an beiden Enden
durch die Wahl der Primer 50 bp lange homologe gesthe Sequenzen fir den
Rekombinationsvorgang angehangt. Vor der Transfoomavurden die PCR-Produkte fur
2 h bei 37 °C miDpnl verdaut. Die Restriktionsansatze setzten sichfelgg zusammen:
28 ul PCR-Produkt, 4 pul 10 x Puffer 4 [New Engl@idlabs (NEB)], 1 uDpnl (20 U/ul,
NEB) und 7 pl HO bidest. (40 ul Gesamtvolumen). Die gereinigted vereinigten vier
Restriktionsansatze (36 pl gesamt) wurden mit 1440 bidest. und 450 pl n-Butanol
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versetzt, kraftig gemischt und dann bei 4 °C furraih mit 16 100 x g zentrifugiert
(Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Das DNA-Pellet waurdaraufhin mit 300 pl 70 %
Ethanol gewaschen. Es wurde wieder wie zuvor bedwdm zentrifugiert. Schlief3lich
wurde die gefallte DNA getrocknet und fur die Trhamsiation in elektrokompetente
Zellen in 2 pl HO bidest. resuspendiert.

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde@achst der entsprechende
E. coli-Stamm mit dem Plasmid pKD46 in 100 ml LB-Mediumt thiml Ubernachtkultur,
1 ml 20 %ige Arabinoselésung und Ampicillin bis einer ORQoonmVvon 0,7 (Spectro-
photometer U-1500, Hitachi) bei 30 °C unter ScHiitie einem 500 ml-Erlenmeyerkolben
mit Schikane kultiviert. Die Zellen wurden danadhBin auf Eis gekuhlt und, verteilt in
zwei 50 ml-Zentrifugenréhrchen, bei 4 °C und 4009 #ir 10 min zentrifugiert (Centri-
fuge 5804 R, Eppendorf). Dann wurde zweimal jewmils 50 ml eiskaltem KD bidest.
und einmal mit eiskaltem 10 %igen Glycerin gewasclide Zentrifugationen dazwischen
erfolgten jedes Mal wie zuvor beschrieben. Zum @&ehlwurden beide Zellpellets
vereinigt und zusammen in 120 pl eiskaltem 10 %idg&lycerin aufgenommen. 40 pl-
Aligots wurden dann direkt fir die Elektroporatieerwendet.

Fur die Transformation der DNA-Fragmente in diekelekompetenten Zellen
wurden die 40 pl Zellen zu den 2 pl linearer DNAggtiert und dann in eine auf Eis
vorgekuhlte Elektroporationskivette (Gene Pulsevefte, BIO-RAD) fur den Elektro-
schock gegeben. Dieser erfolgte mit Hilfe des BExdgRamms (MicroPulser, BIO-RAD)
bei 1 mm-Kuvetten oder des Ec3-Programms bei 2 nitveien. Sofort nach dem Elek-
troschock wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium alex Kivette gespilt und darin 1 h
bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. SchlieRlichrdal der gesamte Zellansatz auf LB-
Platten mit Chloramphenicol ausplattiert und GbaciN bei 37 °C inkubiert. Spéater konnte
durch Inkubation der Zellen bei 42 °C das hitzesimes pKD46-Plasmid eliminiert
werden. Danach wurde in wiederum chemisch kompet&atlen das ebenfalls hitzesen-
sitive Plasmid pCD20 zur Entfernung des Chlorampiudselektionsmarkers transfor-
miert. Die Zellen konnten danach wieder durch Irdtidn bei 42 °C von pCD20 kuriert
werden.

Mit Hilfe der Methode nach Herring al. (2003) wurde der zu veranderrigecoli-
Stamm zunéachst mit dem Plasmid pACBSR transformfdg Austauschgen wurde hier
zur Selektion das Kanamycinresistenzgen aus demsmitla pKD4 zusammen mit
flankierenden homologen Genomsequenzen fir den riRgkationsvorgang von ca.
500 bp Lange in den Vektor pUC19 kloniert und dandie bereits pACBSR enthaltenen
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Stamme transformiert. Das Ausstreichen der Stammielgee auf LB-Platten mit

Chloramphenicol und Kanamycin. Eine der erhalteiketonien wurde dann in 1 ml LB-

Medium mit Chloramphenicol und 0,2 % Arabinose Ulbag bei 37 °C unter Schitteln
inkubiert. Danach wurde der gesamte Ansatz auf la8Btéh mit Kanamycin ausplattiert
und bei 37 °C uber Nacht selektiert. Da pACBSR tnidtzesensitiv ist, konnten die damit
transformierten Stdmme nicht von diesem Plasmideliefverden. Das ins Genom
integrierte Kanamycinresistenzgen konnte dann wiede Hilfe des Plasmids pCD20

entfernt werden.

2.5 SEQUENZIERUNG

Sequenzierungen erfolgten durch die Arbeitsgruppe Speziellen Botanik der
Universitat Osnabrtick und durch den Sequenzierserdes Departments Biologie | der
LMU Minchen. Dabei wurde die Amplifikation der Eglgtrange zuvor jeweils nach dem
Protokoll und mit den Reagenzien des jeweiligendralalurchgefihrt. Wahlweise wurden
auch 30 pl 20 ng/pul PCR-DNA oder 50 ng/ul PlasmMADmit jeweils 30 pl 10 mM

Primer zur Sequenzierung an GATC Biotech, Konstgagchickt.

2.6 BOCHEMISCHE METHODEN

Bei der Proteinreinigung kamen unterschiedlicheogtatographische Verfahren
zum Einsatz. Zwischen den verschiedenen Reinigehgtien wurden die Proteinl6-
sungen unter Umstanden mittels Dialyse umgepufbeer konzentriert. Abschlie3end
konnten die Proteinproben mittels Polyacrylamidigéiieophorese (PAGE) und Western-

blot Uberprift werden.

2.6.1 RROTEINREINIGUNG

Bei der Affinitatschromatographie wurden zwei véisdene Verfahren eingesetzt.
An Strep-Tactin-Sepharoseséulen konnte der an eateiR fusionierte Strep-tag Il
(Aminosaureabfolge: WSHPQFEK) spezifisch binden wahn beim Eluieren durch
D-Desthiobiotin kompetitiert werden (Skerra und ®dit, 2000). Bei der Affinitats-
chromatographie mit Hilfe von Ni-NTA-Agarose erftdg die spezifische Bindung
zwischen den Imidazolringen des fusionierten 6 s-tdg (Aminoséureabfolge: 6 x H) und
den Nf'-lonen der Saulenmatrix. Bei der Elution konnterhite Kompetition mit

Imidazol durchgeftihrt werden.
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Proteine, die mit einem Strep-tag Il fusioniert @a@rwurden mit Hilfe 1 ml abge-
setzter 50 %iger Strep-Tactin-Sepharosesuspeniéy) bei 4 °C gereinigt. Das Séaulen-
material wurde zunachst nach den Angaben des Herstmit zweimal 4 ml Strep-Tactin-
Waschpuffer (100mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTAnM B-Mercaptoethanol, $O
bidest.,, pH 8,0) aqulibriert. Danach wurde die Ggtprobe zusammen mit dem
Saulenmaterial in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchén I h inkubiert. In einer Durch-
laufsaule wurde das Protein dann mit finfmal 1 tné® Tactin-Waschpuffer gewaschen.
Danach erfolgte die Elution des Proteins mit seet$00 pl Strep-Tactin-Elutionspuffer
[100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM D-Déstbiotin (IBA), 1 mM
B-Mercaptoethanol, $O bidest., pH 8,0]. Schliel3lich konnte die Saul¢ dneimal 5 ml
Strep-Tactin-Regenerationspuffer [100 mM Tris, X8 NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
HABA (in 10 x Regenerationspuffer bzw. Puffer R,AB H,O bidest., pH 8,0] fur die
weitere Verwendung aufbereitet werden.

Bei der Proteinreinigung mit Hilfe von Ni-NTA-Agase wurde 1 ml abgesetzte
50 %ige Ni-NTA-Agarose-Suspension (Qiagen) bei 4v&@vendet. Das Saulenmaterial
wurde zunachst mit 100 ml,B bidest. und 50 ml Waschpuffer (20 mM Tris, 500 mM
NaCl, 1 mMp-Mercaptoethanol, $O bidest., pH 8,0) gewaschen. Dann wurde das Sdulen
material zusammen mit der Cytosolprobe in einenmb&entrifugenréhrchen fur 30 min
inkubiert. Danach wurde das Protein in einer Dwacgfdaule jeweils mit 20 ml Wasch-
puffer mit steigender Imidazolkonzentration von 110 und 20 bis 50 mM Imidazol
gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte sBhéle mit 4 ml Elutionspuffer (Wasch-
puffer mit 200 mM Imidazol).

Die Anionenaustauschchromatographie wurde Uber-JHmTrap Q FF“-Saulen
(Amersham Biosciences) mit Hilfe des ,Gradi Frag's&ms [bestehend aus Valve
PSV-50 (0,2 MPa/ 24VDC), Pump P-50, Valve V-7 (28 PControl Unit UV-1, Optical
Unit UV-1, Schreiber REC 102 und Fraktionssammlkghgrmacia Biotech)] bei 4 °C
durchgefluhrt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Beule wurde zun&achst mit 5 ml Puffer
A (20 mM Tris, 1 mMp—Mercaptoethanol, ¥ bidest., pH 8,0), gefolgt von 5 ml Puffer B
(20 mM Tris, 500 mM NacCl, 1 mM—Mercaptoethanol, }¥© bidest., pH 8,0) gewaschen
und dann mit 10 ml Puffer A aqulibriert. Danachoggte die Injektion der Probe, die zuvor
zweimal in Puffer A dialysiert wurde. Nachdem zumgétc ausgiebig mit Puffer A
gewaschen wurde, konnte durch fortlaufende Anderdieig NaCl-Konzentration durch
Mischen der Puffer A und B ein NaCl-Gradient zuutiein des Proteins erstellt werden.

Dabei wurden 0,5 ml-Fraktionen gesammelt.
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Die Proteinreinigung mittels Gelfiltration wurde tneiner ,HiLoad 16/60 Superdex
200“-Saule (Pharmacia Biotech) bei 4 °C durchgedfiibre Gelfiltrationssaule war wie
zuvor beschrieben an das ,Gradi Frac“-System, (Raaia Biotech) angeschlossen. Die
Gelfiltrationssaule wurde zunachst mit, bidest. und Strep-Tactin-Waschpuffer
(100mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM§-Mercaptoethanol, D bidest., pH
8,0) gewaschen. Die Flussrate betrug immer 0,8 ml/Dann wurden das Volumen der
Séaule durch die Injektion von 1 mg/ml Blue Dextef00 (2000 kDa, LMW Gel Filtration
Calibration Kit, Amersham Biosciences) in die Prmodehleife auf 58 ml und danach die
Elutionsvolumina unterschiedlicher Eichproteinetivesit. Bei Letzterem wurde jeweils
1 ml Proteinlésung mit den folgenden Proteinkonzgiinen auf die Saule injiziert:
5 mg/ml Albumin (67 kDa) und 5 mg/ml Ovalbumin (kBa, jeweils aus dem LMW Gel
Filtration Calibration Kit, Amersham Bioscienceslann 5 mg/ml Catalase (232 kDa),
0,5 mg/ml Ferritin (440 kDa) und 10 mg/ml Thyrogldin (669 kDa, jeweils aus dem
HMW Gel Filtration Calibration Kit, Amersham Pharam Biotech) und schlie3lich
5 mg/ml Aldolase (158 kDa) und 5 mg/ml Cytochrom(2,5 kDa, jeweils von
Boehringer). Von den zu reinigenden und analys@ganProteinproben wurde auch
jeweils 1 ml Proteinlésung verwendet. Dabei wurdemohl bei den Eichproteinen als
auch bei den Proteinproben 2 ml-Fraktionen dese®durchlaufs gesammelt.

Sollte bereits vorgereinigtes Protein Uber einetevei Sdule prapariert werden,
mussten die Proteinproben zunachst dialysiert werDes erfolgte in Dialyseschlauchen
(Servapor dialysis tubing, 16 mm diameter, Sermaywei Schritten gegen jeweils 1 |
frischen Puffer fir mindestens vier Stunden Ubey Tiad dann tber Nacht oder umgekehrt
im Kdhlraum.

Zum Konzentrieren von Proteinproben wurden Film@strifugenréhrchen
unterschiedlicher Volumengro3e verwendet. Fir bisAzoder 15 ml Volumen wurden
~Amicon Ultra-4 bzw. -15 Centrifugal Filter DivicégMillipore) verwendet, flr geringere
Volumina bis zu 500 ul ,Nanosep Centrifugal Concatars” (Pall Filtron Corporation).
Die Zentrifugationsbedingungen wurden nach den Asgader Hersteller gewahlt.
AusschlussgrofRen waren fir FliH 5 oder 10 kDaFlilrl0 kDa und fur FliJ 5 kDa.

Die photometrische Bestimmung der Proteinkonzenotrah den jeweiligen Proben
erfolgte wahlweise nach Bradford (1976) oder nachvily et al. (1951) mit Hilfe des
Spectrophotometers U-1500 (Hitachi).
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2.6.2 POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

Nach der Genexpression oder der Proteinreinigurrgevudie Proteinproben durch
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach Laen(h@ir0) tGberprift. Es wurden dabei
entweder Extrakte von Zellen oder angereichertéefiésungen analysiert. Hoher mole-
kulare Hybridproteine wurden mit Hilfe von 10 %ig&DS-Minigelen aufgetrennt. Fur
niedermolekulare Proteine wurden 12,5 %ige SDS-g4ilei gegossen.

Die Proteinproben fir die SDS-PAGE wurden jeweilis 1® x SDS-Probenauf-
tragspuffer (2 g SDS, 5 ml Sammelgelpuffer, 1 nd @ Bromphenolblau, 3 ml 87 %
Glycerin, HO bidest. ad 10 ml) und 5 $Mercaptoethanol versetzt und 5 min bei 100 °C
erhitzt. Zellpellets wurden zuvor in einem Volumeam 140 pl HO bidest. aufgenommen.
20 bis 30 ul Probe konnten pro Spur aufgetragerdeverAls Proteingrof3enstandards
wurden ,SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Lowng& (BIO-RAD) oder ,Page
Ruler, Prestained Protein Ladder® (Fermentas) vedet Bei PhoA-Hybridproteinen
wurde jeweils eine Spur mit 5 pl 1:50 verdinntekahscher Phosphatase (12,3 mg/ml
Ammoniumsulfatsuspension, Sigma) als Positivkotdrdlir den Immunoblot versehen.
Die gelelektrophoretische Auftrennung (Mini-Proted@nCell, BIO-RAD) erfolgte bei
150 V (Power Pac 1000, BIO-RAD) mit SDS-Elekroplsaeuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 3,5 mM SDS, kD bidest., pH 8,2-8,3).

Bei der nativen PAGE wurden entweder 7,5 %ige Milggoder 10 %ige grol3e
Gele und kein SDS verwendet. Der Lauf der nativAiGP fand bei 4 °C statt. Bei den
7,5 %igen Minigelen erfolgte der Einlauf der Prol§stini-Protean 3 Cell, BIO-RAD) bis
kurz in den Trenngelbereich hinein bei 75V (StaddRower Pack P25, Biometra).
Danach wurde weiter bei 150 V gelelektrophoretiaafgetrennt. Bei grof3en Gelen fand
die Gelelektrophorese (Vertical Slab Gel Unit, ModeE 400, Hoefer Scientific
Instruments) Uber Nacht bei 80 V und 15 mA statari8ard Power Pack P25, Biometra).
Als Standard wurde BSA (Albumin Fraktion V, Applein) verwendet. Bei einem Minigel
wurden 2 ug BSA aufgetrennt bei einem groRen Geémwas 20 pg. Bei den Minigelen
wurden ca. 20 ul Proteinprobe bei den grof3en GedeB0 pl je Spur aufgetragen. Native
Gele wurden vor dem Blotten (Kapitel 2.6.4) jewdils 30 min in SDS-Elektrophorese-
puffer bei Raumtemperatur aquilibriert
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2.6.3 FARBUNG VON POLYACRYLAMIDGELEN

Proteinbanden in SDS- oder nativen Gelen konnteénvarschiedenen Methoden
angefarbt und damit im Gel sichtbar gemacht werlfem den beiden hier angewendeten
Methoden war die Silberfarbung zwar sensitiver esimete sich jedoch nicht zu folgenden
massenspektrometrischen Untersuchungen der Prateleh wie die Coomassie-Farbung.

Bei der Coomassie-Farbung wurden die Gele nacldézlektrophorese zunachst
20 min in Farbelosung | (10 ml 1 % Serva Blue RS i@l 2-Propanol, 50 ml Essigsaure)
unter Schwenken inkubiert. Danach erfolgte einen#fi-Inkubation in Farbelésung Il
(1,5 ml 1 % Brilliant Blau R 250, 50 ml 2-Propan®Q ml Essigsaure). Schliel3lich wurden
die Gele fur ca. zweimal 30 min mit Entfarbel6subg% Essigsaure, 7,5 % Methanol,
H,O bidest.) entfarbt. Teilweise wurde auch ,PageeBRrotein Staining Solution®
(Fermentas) fur die Farbung von SDS-Gelen verweundétdabei nach dem Protokoll des
Herstellers verfahren.

Fur die Massenspektrometrie wurden die Proteineimem 12,5 %igen SDS-Gel
gelelektrophoretisch aufgetrennt und dann nachneiweiteren Protokoll mit Coomassie
gefarbt. Das Gel wurde zunachst in Farbelésung¥¢4Bthanol, 10 % Essigsaure, 0,2 %
Brilliant Blau R 250) 30 min unter Schwenken inkettbi Danach wurde in Entfarber |
(40 % Ethanol, 10 % Essigsaure) fur 30 min entfarat schliel3lich das Gel noch dreimal
30 min in Entfarber 1l (10 % Essigsaure) gewasclas Ausschneiden der gewinschten
Banden erfolgte mit Hilfe eines Skalpells. Sie wamrdn HO bidest. im Kihlschrank
gelagert. Die Probenaufbereitung fur die Massertspeletrie, wie Waschen, Trypsinbe-
handlung, Entsalzen, Trocknen und Préaparation dehbe? erfolgte in der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. K. Jung, Department Biologie I, LMWinchen. Die MALDI-TOF-
Analysen selbst wurden schlieRlich im Zentrallalddr Proteinanalytik, Minchen,
durchgefuhrt.

Fur die Silberfarbung wurde ein nach Blwenal. (1987) modifiziertes Protokoll
verwendet. Das Gel wurde zuné&chst fir 1 h in H@semg (50 ml Methanol, 12 ml Eis-
essig, 50 pl 37 % Formaldehyd,® bidest. ad 100 ml) unter Schwenken inkubiert.
Danach folgte dreimal Waschen fir 20 min mit 50 $haBol. Die Thiosulfatlésung
(0,04 g NaS;03 x 5 HO, H,0 bidest. ad 200 ml) wurde fur 1 min zum Gel gegeldann
wurde das Gel dreimal 20 s mit®l bidest. gespult. Nach einer folgenden 20 min-iraku
tion mit Impréagnierlésung (0,2 g AgNQO75 pl 37 % Formaldehyd,,B bidest. ad 100 ml)
wurde abermals dreimal 20 s mit®1 bidest. gespult. Schlie3lich wurde das Gel bis zu

Farbung der Proteine mit Entwicklerlésung (6g.C@s, 4 ml Thiosulfatlésung, 50 pl
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37 % Formaldehyd, ¥D bidest. ad 100 ml) behandelt. Die Farbung deteHre wurde
durch kurzes Spulen mit @ bidest. unterbrochen, dann wurde das Gel in Ssoplg
(2,3 g EDTA, HO bidest. ad 100 ml) gegeben.

2.6.4 WESTERNBLOT

Fur den Westernblot wurden die Proteine gelelekinogtisch aufgetrennt (Kapitel
2.6.2), dann auf eine Nitrocellulosemembran gedlotind schliel3lich mittels eines
Antikorpers auf der Membran nachgewiesen. Das &totler Proteine aus Minigelen
(Mini-Trans-Blot Cell, BIO-RAD) erfolgte auf eineNitrocellulosetransfermembran
(Protran, Whatman, Schleicher & Schuell) mit H¥@n Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 20 % Methanol, kO bidest.) bei 4 °C und 300 mA fir 3 h oder 100 ri#er
Nacht (Standard Power Pack P25, Biometra). Fireg@Ble wurden nicht industriell
hergestellte grol3e Blotkammern verwendet. Nach ddatiten konnten die Proteine
zunéchst mit Hilfe einer Ponceaurotlésung (0,2 %deaurot, 3 % TCA, D bidest.) auf
der Membran sichtbar gemacht werden. Nach dem ibetfigerfolgten je nach ,tag” unter-
schiedliche Inkubationsablaufe der Membran bei Ramperatur.

Fur den Nachweis des Strep-tagsvlirde die Membran nach dem Blot zunachst
zweimal 5 min mit PBS-Puffer (4 mM KIRO,, 16 mM NaHPQO,, 115 mM NacCl, HO
bidest.) und 0,5 % Tween 20 inkubiert und danach3 BSA (Albumin Fraktion V,
Applichem) in PBS-Puffer und 0,5 % Tween 20 blodkiBann erfolgte dreimal fir 5 min
ein Waschen mit PBS und 0,1 % Tween 20 und eineniktBInkubation mit Biotin-
Blocking-Puffer (IBA) 1:1000 in PBS-Puffer mit 0% Tween 20 verdinnt. Fur den
Nachweis des Strep-tag Il wurde dann fur 1 h daspSIactin-HRP-Konjugat (IBA)
1:10 000 verdinnt dazu gegeben. Schliel3lich wuvdeiraal 1 min mit PBS-Puffer und
0,1 % Tween 20 und zweimal 1 min nur mit PBS-Pufiewaschen.

Der Nachweis des 6 x His-tags erfolgte zunachsthdékquilibrierung fir zweimal
10 min mit TBS-Puffer (10 mM Tris, 150 mM NaCly® bidest, pH 7,5). Dann wurde fur
1 h mit 3 % BSA (Albumin Fraktion V, Applichem) imBS-Puffer blockiert. Nach
zweimal Waschen in TBS-TT-Puffer (20 mM Tris, 50MnNacCl, 0,05 % Tween 20,
0,2 % Triton X 100, KO bidest., pH 7,5) und einmal in TBS-Puffer erfelgie Inkubation
mit dem HRP-gekoppelten Antikbrper gegen den 6 s-tlg (Penta-His HRP-Conjugate,
Qiagen) fur 1 h in TBS-Puffer 1:10 000 verdunntrddhin wurde das Waschen wieder-
holt.
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Was den Nachweis des S-tags (Aminosaureabfolge: AABKFERQHMNS)
betrifft, wurde die Membran nach dem Blotten furrhbh in TBS-T-Puffer (10 mM Tris,
150 mM NacCl, 0,1 % Tween 20,,8 bidest., pH 7,5) aquilibriert. Uber Nacht wurdé m
10 % Magermilchpulver (Fluka) in TBS-T-Puffer im Klgchrank blockiert. Nach dem
Blockieren erfolgte fir 10 min das Waschen mit TB®uffer und dann fir 1 h die
Inkubation mit dem 1:5000 in TBS-T-Puffer verdimmtes-Protein-HRP-Konjugat
(Novagen). Zum Schluss erfolgte ein dreimaliges &Nas flir 10 min mit TBS-T-Puffer.

Nach dem Blot der PhoA-Hybridproteine erfolgte Miembraninkubation fur drei-
mal 10 min in TBS-T-Puffer (10 mM Tris, 150 mM NaQ@H 7,4, 0,2 % Triton X 100,
H,O bidest.). Blockiert wurde mit 10 % MagermilchpeiFluka) in TBS-T-Puffer tber
Nacht im Kihlschrank. Der erste IgG-Antikérper aes Maus gegen die Alkalische Phos-
phatase (Mouse monoclonal antibodyEtacoli Alkaline Phophatase, Caltag Laboratories)
wurde dann fur 1 h 1:5000 verdinnt in 5 % Magerhmldver in TBS-T-Puffer inkubiert.
Danach wurde dreimal fir 10 min mit TBS-T-Puffemgeschen. Dann wurde der zweite
HRP-gekoppelte 1gG-Antikérper aus dem Schaf gegenvthus (sheep anti-mouse 1gG-
horseradish peroxidase, Amersham Biosciences) @0QOverdinnt in TBS-T-Puffer zur
Membran fur 1 h gegeben. Daraufhin wurde wiedemaakfir 10 min mit TBS-T-Puffer
gewaschen.

Nach Behandlung der Nitrocellulosemembranen wuegeijls die Chemilumines-
zenzreaktion durch die gekoppelte Meerrettichpetase durchgefihrt. Daftr wurden als
Substrat wahlweise die ,Uptilight-HRP-Blot-Reagem?i A und B (Interchim) nach
Angaben des Herstellers oder die beiden ECL-Losurdgll ml 1 M Tris, pH 8,5, 100 pl
250 mM Luminol (geldst in DMSO), 44 ul 90 mM p-Coarmséaure (gelést in DMSO),
H.O bidest. ad 10 mlj und 2 (1 ml 1 M Tris, pH 8,® Bl 30 % HO,, H,O bidest. ad
10 ml) im Verhéltnis 1:1 eingesetzt. Der Nachweg €hemilumineszenz erfolgte im
Dunkeln mit Hilfe eines RoOntgenfilms (Hyperfilm ECIAmersham Biosciences bzw.
Rontgenfilm Plus, Euromed) und der Entwicklermaseh({SRX-101A, Konica bzw.
Optimax Typ TR, MS Laborgréate).

2.7 MESSUNGVON ENZYMAKTIVITATEN

Wahrend dieser Arbeit wurden zu unterschiedlichevecken Enzymaktivitaten
gemessen. Fiur die Bestimmung der Aktivitat derdliagnspezifischen ATPase Flil wurde
der ATPase-Test nach Henlatlal. (1988) eingesetzt. Sollte der Transport von Fnete
ins Periplasma Uberprift werden, konnte die Akdiviles Fusionsproteins Alkalische
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Phosphatase mit Hilfe des Tests nach Calamia untbMéL990) bestimmt werden. Die
Aktivitat des cytosolischen Enzyms Isocitradehy@mgse wurde schliel3lich nach
Sottocasat al. (1967) getestet. Dadurch war eine Uberprifung.gise vonE. coli-Zellen

maoglich.

2.7.1 ATPASE-AKTIVITAT

Der ATPase-Test wurde nach Henlatlal. (1988) jedoch in Mikrotiterplatten
durchgefuhrt. Fur die Eichgerade wurden jeweilsubK,HPQ,-L6sung in verschiedenen
Konzentrationen (0 uM bis 140 uM) verwendet, ssdadlengen von 0 nmol bis 7 nmol
vorlagen. 25 pl Probeansatz bestanden aus 10 fNT9ase-Puffer (250 mM Tris, 10 mM
MgCl,, H,O bidest., pH 7,5), 1 ul 10 %ige N-Dodecylmaltokiisung, 4 pl HO bidest.
und 10 pl Enzymprobe. Kontrollansatze enthielteatt dder Enzymprobe nur 10 pl des
Puffers in dem sich das Enzym befand. Die Probe&itaasvurden fir ca. 5 min bei 37 °C
prainkubiert. Durch die Zugabe von 25 pl 2 mM ATé&sung wurde die Enzymreaktion
bei 37 °C (Thermomixer Comfort, MTP-Aufsatz, Epperf)l fir 5 min gestartet und
danach durch Zugabe von 200 ul Messreagenz (5,A2Zn¥aoniumheptamolybdat Tetra-
hydrat in 6 N HCI : 2,32 % Polyvinylalkohol in,B bidest. : 0,0812 % Malachitgriin-
hydrochlorid in HO bidest. : HO bidest. im Verhaltnis 1:1:2:2) je Ansatz abgeptopie
Extinktion der Ansatze wurde bei 620 nm gemessatdi Sunrise) und aufgezeichnet
(Software XFluor4).

Die ATPase-Aktivitat in nmol P mg*! - min® wurde mit Hilfe der Eichgeraden
anhand folgender Formel berechnet:
Aktivitat = [Eszo nn(Protein) - Ezo n{Puffer)]: 1000 pg 1 mg* - x pg Proteift -

(5 min)- (Steigung der Eichgeradéhymol P.

2.7.2 AXTIVITAT DER ALKALISCHEN PHOSPHATASE

Fur die Bestimmung der Aktivitat der Alkalischend3phatase nach Calamia und
Manoil (1990) wurden vork. coli-Stammen 20 ml wie in Kapitel 2.2 beschrieben bei
37 °C kultiviert. Beim Ansetzen der Kultur wurdeedpch statt 800 nur 400 pl
Ubernachtkultur dazu pipettiert. Die Induktion dégfe mit IPTG. Bei der Zellernte wurde
zunachst fur 10 min bei 4500 x g und 4 °C zentrdug(Centrifuge 5804 R, Eppendorf).
Das Zellpellet wurde dann zweimal in 15 ml Wasclgu{10 mM Tris, 150 mM NacCl,
pH 8,0) gewaschen und unter den gleichen Bedinguzgatrifugiert. Danach erfolgte
eine Resuspension der Zellen in nur 1 ml Waschputfied das Einstellen der
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Zellsuspension auf eine Qf .m von 2,5. Von dieser Suspension wurden fur den
Testansatz 0,2 ml in einem 2 ml-Mikrozentrifugemobien verwendet. Fir die Kontrolle
wurden 0,2 ml TN-Puffer eingesetzt. Des Weiterestdred der Versuchsansatz aus 0,8 ml
des Testpuffers (10 mM Tris, 1 mM ZnCH,O bidest., pH 8,0), 50 pl Chloroform und
schlie3lich 25 pl 0,1 % SDS. Dieser Ansatz wurdehsmal je Stamm zusammengestellt
und dann hintereinander fur 4 min bei Raumtempenatal 4 min bei 37 °C inkubiert.
Dabei sollte eine Permeabilisierung der duferen bMamderE. coli-Zellen erfolgen.
Durch Zugabe von 200 pl 0,4 $Nitrophenolphosphat in Trispuffer (1 M Tris,,@
bidest., pH 8,0) wurde die Enzymreaktion gestadetveils drei Ansatze wurden fir 2 min
bei 37 °C inkubiert, die weiteren drei Ansatze tlie doppelte Zeit von 4 min. Die
Enzymreaktion wurde mit 500 ul 2,5 MMPOs,-LOsung gestoppt. Danach wurden die
Zellen fur 10 min bei 16 100 x g und Raumtemperaantifugiert und vom Uberstand der
E420 nmrWert bestimmt.

Die Berechnung der Alkalischen Phosphatase-Aktivedolgte nach folgender
Formel und wurde in Millerunits U angegeben:
Aktivitat = AE420 nm' 1000° (At "V - ODgog i)™

miAt =2 min, V = 0,2 ml und O8o nm= 2,5

2.7.3 AXTIVITAT DER |ISOCITRATDEHYDROGENASE

Die Aktivitat der Isocitratdehydrogenase sollte sbWfir den gesamten Zellextrakt
als auch fur die Fraktion der periplasmatischendine bestimmt werden. Der Isocitrat-
dehydrogenase-Test wurde nach Sottoehsh (1967) durchgefuhrt. Es wurden jeweils
Zellen einer 20 mi-Kultur verwendet (Kapitel 2.Beim Gesamtzellextrakt wurden 20 ml
Zellen einer Olgyp nmVvon 2 fur 10 min bei 4 °C und 4500 x g zentrifugend danach in
10 ml Puffer (100 mM Tris, D bidest., pH 7,5) resuspendiert. Die Zentrifugatiaurde
wiederholt und das Zellpellet danach in 3 ml Putfgenommen. Der Zellaufschluss
erfolgte durch Ultraschall. Danach wurden die Zeéittimer 10 min bei 4 °C und 4500 x g
pelletiert, der Uberstand mit 3 pl 0,5 M Mg&lésungversehen und fiir die Versuchsan-
satze verwendet. Diese bestanden aus 950 pl Ra@@érmM Tris, HO bidest., pH 7,5),
650 pl HO bidest., 2 pul 0,5 M MnGiL6sung, 100 pl 6 mM NADRL6sungund 100 pl
Zellextrakt. Mit diesem Voransatz wurde der Nulltven Photometer bei 340 nm und
Raumtemperatur gemessen. Danach erfolgte durchb2ugan 200 pl 0,1 M Isocitrat-
Lésung der Start der Enzymreaktion. Die Zunahme &ef nm wurde fir 3 min im

Photometer (Spectrophotometer DU 800, Beckman €gudemessen. Weitere Versuchs-
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ansatze wurden mit 50 und 25 pl Zellextrakt durtihige. Was die periplasmatischen
Proteine betrifft, wurden auch 20 ml Zellen mitexif©Ds00 NmM von 2 verwendet. Danach
wurde jedoch wie bereits in Kapitel 2.2 beschrieleiter verfahren. Fur den Versuchsan-
satz wurden dann 1 ml Puffer (200 mM Tris(Hbidest., pH 7,5), 450 ulJ@ bidest., 2 ul
0,5 M MnCh-L6sung, 100 pl 6 mM NADRL6sungund 250 pl periplasmatische Fraktion
eingesetzt, damit eine gleiche Menge an Ausgangszeh Vergleich zum Gesamtzell-
extrakt vorlagen. Auch hier erfolgte die MessungReumtemperatur und 340 nm und der
Start der Reaktion mit 200 ul 0,1 M Isocitrat-LéguiWeitere Versuchanséatze wurden
danach mit 125 und 62,5 ul periplasmatischer Foaktdurchgefuhrt. Fur Negativ-
kontrollen wurden sowohl Versuchsansétze ohne etaur mit Puffer als auch
Versuchsansétze mit Proteinen untersucht, die zisanin bei 100 °C inkubiert worden
sind. Die Enzymaktivitat wurde in pg NADPH[mI Zellen (ODQoo nm= 2)]* - min
angegeben.

Die NADPH-Konzentration ¢ wurde mit Hilfe des LambBeer-Gesetzes und des
molaren Extinktionskoeffizienten von NADPElberechnet:
CnADPH = B340 nm- (EnappH d) ™

mit enappr = 6,22 10° 1 'molt ecmtund d = 1 cm

2.8 RLATTENTESTS

Auf Soft-Trypton-Agarplatten konnte durch das Vaortlansein von Wasserkanélen
im Weichagar ein Ausschwarmen von beweglickeroli-Zellen nachgewiesen werden.
Enthielten LB-Platten BCIP, das durch die AlkaliscPhosphatase in einen blauen
Farbstoff umgewandelt werden konnte, erfolgte memi Schnelltest mittels Blau/Weil3-
Selektion ein Nachweis ihrer Enzymaktivitat im P&sma vork. coli-Zellen (Michaelis
et al., 1983).

2.8.1 MoTiLITAT VON E. coLlI

Fur den Nachweis der Beweglichkeit von Bakeriemrelvurden Zellkolonien der
entsprechendeB. coli-Stamme von LB-Platten mit einer Impfose als Zalfea auf Soft-
Trypton-Platten [0,65 % Trypton (Becton, DickenseénCo.), 0,35 % Agar (B. Euler,
Biotechnologie-Mikrobiologie), kD bidest.] mit bendtigtem Antibiotikum und Induktor
gesetzt und 2 Tage bei 30 °C zum Teil im Dunkekulnert.
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2.8.2 B AU/WEISS-SELEKTION

Fur die Blau/Weil3-Selektion wurden LB-Platten mis &nM IPTG (Applichem),
40 pg/ml BCIP (Biomol) und 100 pg/ml Carbenicilirerwendet (Michaelist al., 1983).
Auf diese Platten wurden die entsprechenBewoli-Stamme aus einer Ubernachtkultur
mit Hilfe einer Impfose ausgestrichen und dann B@i °C fir 2 Tage im Dunkeln

inkubiert.

2.9 RROTEIN -PROTEIN -I NTERAKTIONEN
Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinkomptame des flagellaren

Exportapparates konnten auf unterschiedliche Waisersucht werden. Bei der Co-
Reinigung von Proteinen aus dem Zellextrakt wahredet chromatographischen
Auftrennung konnte udberpruft werden, ob sich berem den Zellen bestimmte
Proteinkomplexe gebildet haben. Der Affinitdtsbkannte zeigen, ob sich einzelne
Proteine in vitro aneinander lagern. Surface Plasmon Resonance switiefmale

Titrationskalorimetrie waren dagegen Methoden zatetsuchung von Art und Stéarke der

Bindung zwischen zwei einzelnen Proteinen.

2.9.1 @-REINIGUNG

Fur die Co-Reinigung der cytosolischen Proteine fthegellaren Exportapparates
FliH, Flil und FliJ wurden die in einem Operon l@glen GendiHIJ zusammen in den
Expressionsvektor pASK-IBA 45 kloniert (Kapitel 23 und dann Gberexpremiert. Die
Cytosolfraktion aus 6 | Zellkultur (Kapitel 2.2) wde dann zunachst Uber die Ni-NTA-
Agarosesaule geleitet. Die weitere Reinigung destslerfolgte dann nach der Dialyse
Uber die Strep-Tactin-Sepharosesaule (Kapitel R.@danach konnten die im Eluat
verbliebenen Proteine gelelektrophoretisch aufgetr¢éKapitel 2.6.2) und mit Hilfe der
Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Nach waeité€selelektrophoresen folgten auch
die Coomassie-Farbung, mit Auswertungen durch IiQagat 5.0 oder MALDI-TOF
(Kapitel 2.6.3), oder der Westernblot (Kapitel 2)6zur Analyse.
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2.9.2 AFFINITATSBLOT

Fur den Affinitatsblot wurden entweder Zellextradder gereinigte Proteine zu-
nachst gelelektrophoretisch aufgetrennt (Kapitél2).und dann auf eine Nitrocellulose-
membran geblottet (Kapitel 2.6.4). Bei diesen Rnete handelte es sich um den ersten
Interaktionspartner beim Affinitatsblot. Nach deno&kieren wurde eine Proteinlbésung
des zweiten Interaktionspartners zugegeben. Wurdeor Proteine mit einem Strep-tag |l
gelelektrophoretisch aufgetrennt, erfolgte die Mesmimkubation mit 6 x His-tag-fusio-
nierten Proteinen Gber Nacht bei 4 °C unter Scheenkind zunachst Proteine mit einem
6 x His-tag geblottet worden, wurde mit Proteineit ginem Strep-tag Il inkubiert.
Danach wurde entweder der Nachweis des 6 x Hisddgs des Strep-tags Il jeweils des
zweiten Interaktionspartners durchgefuihrt. Je naade der detektierten Bande konnte das
Molekulargewicht des ersten Interaktionspartnerstitbent werden. Von den gereinigten
Proteinen, also Interaktionspartner 1, wurden jBsA8ipg je Spur aufgetragen. Bei der
Auftrennung von lysierten Zellen wurde wie in KabhiR.6.2 beschrieben verfahren. Die
Proteinlésung von Interaktionspartner 2 wurde ilcts® Puffer gegeben, mit denen spéater
auch die Antikdrperinkubation erfolgte. Von FliH treinem 6 x His wurden 500 pg
Protein pro Membran eingesetzt, bei Flil und Fédgils mit einem Strep-tag Il waren es
250 pug.

2.9.3 YRFACE PLASMON RESONANCE

Bei der Surface Plasmon Resonance (SPR) wird dissétanahme auf einem
sogenannten Sensorchip durch die Bindung einesnfrEBroteins an ein immobilisiertes
Protein detektiert. Diese Massezunahme wird in sageten ,resonance units“ (RU)
angegeben, und 1 RU entspricht einer Masseandemmd. pg/mrf. Das immobilisierte
Protein wird als Ligand auf dem Sensorchip fixields freie Protein wird in Lésung als
Analyt dartuber geleitet.

Fur die Immobilisierung von Flil, C-terminal fusi@nt mit einem Strep-tag I,
wurde ein CM5-Sensorchip (BIACORE) verwendet, agh czuvor Strep-Tactin (IBA)
immobilisiert wurde. Dafur wurde der CM5-Sensorchip das BIACORE X-Geréat
(BIACORE) appliziert und beide Flusszellen des Ghifper Nacht mit HBS-EP-Puffer
[10 mM HEPES, 3 mM EDTA, 150 mM NaCL, 0,005 % PRIACORE), HO bidest.

pH 7,5] mit einer Flussrate von 5 pl/min aquilibtie
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Alle Untersuchungen wurden bei 25 °C durchgefumtl wie Vorgange auf der
Chipoberflache in beiden Flusszellen fortlaufend Horm eines Sensorgramms
aufgezeichnet (BIACORE X Control Software, BIACORB)ie Dextranoberflache der
zweiten Flusszelle des CM5-Sensorchips wurde nachAduilibrierung mit Hilfe von
EDC (BIACORE) und NHS (BIACORE) im Verhaltnis vonllbei einer Flussrate von
10 pl/min far 7 min aktiviert. Dieser Schritt wurd@ch einmal wiederholt und damit ca.
400 RU erreicht. Die erste Flusszelle blieb alseRaizzelle bis zu den Interaktions-
messungen unbehandelt. Die Flussrate wurde fumdahsten Durchfihrungen beibe-
halten. Nach der Aktivierung der Dextranoberflacherde das Strep-Tactin mit einer
Konzentration von 50 pg/ml gelost in einer 10 mMtriNenacetat-Lésung, pH 5,0,
ebenfalls fir 7 min Uber die Dextranoberflache fpege Es wurden dabei die erforder-
lichen ca. 5000 RU an Strep-Tactin auf dem Sengworehreicht. Danach erfolgte die
Deaktivierung der Dextranoberflache durch 1 M Ediamin, pH 8,5 (BIACORE), auch
fur 7 min. Die folgende Aktivierung des Strep-Tastwurde entsprechend der Aktivierung
der Dextranoberflache durchgefiihrt, jedoch hierfidurl min. Dann konnte das zuvor in
HBS-EP-Puffer dialysierte Flil mittels des Strepefias an der Sensorchipoberflache
gebunden werden. Dazu wurde mehrere Male die Fileihlosung Uber die Oberflache
des CM5-Sensorchips geleitet. Schlie3lich warerd@80 RU von Flil auf dem Sensorchip
vorhanden. Danach wurde wieder mit 1 M Ethanolapih8,5, deaktiviert.

Fur die Messung von Interaktionen von Flil mit vee&n Proteinen wie FliH oder
FliJ, beide fusioniert mit einem 6 x His-tag am €rhinus, wurde die Flussrate auf
30 pl/min eingestellt und Puffer und Interaktion$per nun Uber beide Flusszellen gelei-
tet. Es wurden jeweils 40 ul verschiedener Konzgianen der beiden Proteine zu Flil
injiziert. Bei FliH lagen die Konzentrationen zwign 10 nM und 50 uM, bei FliJ
zwischen 1,6 uM und 32 pM fur die ProteinlésungBeide Proteine wurden auch in
Kombination mit Konzentrationen im pM-Bereich naiher gemeinsamen Inkubation fur
30 min auf Eis eingesetzt. Da es sich bei Flil uenfhgellumspezifische ATPase handelt,
wurde als Modifikation auch 2 mM ATP und 5 mM MgQlazu gegeben. Nach den
jeweiligen Messungen der Protein-Protein-Interaléio wurde eine Regeneration des
Liganden vor weiteren Untersuchungen durchgefietnn sich der Analyt nicht allein
durch die Flussrate vom Liganden wieder geltstehdtiir diese Regeneration wurden
wahlweise verschiedene Reagenzien wie 4 M Mg&M NaCl, 10 mM Glycin, pH 3,0,

oder 1 bis 20 mM NaOH verwendet. Eine vollstandrRggeneration des Liganden war
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erfolgt, wenn die RU im Sensorgramm vor und nach Rletein-Protein-Interaktion die
gleiche GroRRenordnung hatten. Teilbereiche dereagfighneten Sensorgramme konnten
schlie3lich mit Hilfe der ,BIAevaluation SoftwaréBIACORE) ausgewertet werden.

2.9.4 ISOTHERMALE TITRATIONSKALORIMETRIE

Bei der isothermalen Titrationskalorimetrie werdsrergetische Veranderungen in
Form von Warmezu- oder -abnahme gemessen, wennPwwi@ine aufeinander treffen.
Dazu wird eine Proteinlésung in eine Probenzellgegen und die zweite Proteinlésung
dazu titriert. Die Temperaturanderung wird im Veigh zu einer Referenzzelle festge-
stellt.

Mit Hilfe der Isothermalen Titrationskalorimetrie uvden Wechselwirkungen
zwischen FliH und FliJ untersucht. Beide Protemigén N-terminal einen Strep-tag 1l und
am C-Terminus einen 6 x His-tag. Fur die Messun§G&300, Nano ITC Series lll,
Calorimetry Sciences Corporation) bei 37 °C wurdal kiner 20 uM-L6sung von FliJ in
Messpuffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0, bidest.) in die Probenzelle
vorgelegt. Von FliH, im gleichen Puffer, wurden dal¥d mal 7 pl mit einer Konzentration
von 200 uM dazu titiert. Die Aufzeichnung der Masgwéahrend der Titration und die
folgende Auswertung erfolgten mit einer auf Micribdindows NT/2000/XP basierenden

Begleitsoftware (Calorimetry Sciences Corporation).
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3. ERGEBNISSE

3.1 GEWINNUNG VON FTTSS-SPEZIFISCHEN E. COLI-DELETIONSMUTANTEN

Als Voraussetzung fur die Untersuchung der Funkdenldslichen Komponenten
des fTTSS, FliH, Flil und FliJ, wurden zunachst digsprechenden Gene individuell oder
in Kombinationen im Genom dé&i. coli-Stamme CC181 oder EMG2 deletiert. Darauf auf-
bauend konnte dann ein plasmidabhéngiges Komplaetemssystem (Kapitel 3.2 und
3.4) etabliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit \eardu diesem Zwedk. coli-Mutanten
mit fliH-, flil-, fliJ-, fliHI-, flilJ- und fliHIJ-Deletionen generiert. Die hergestellten
Deletionsstamme sind in Tabelle 7.3.1 im Anhangetifhrt.

Die Deletionsmutagenese erfolgte mit zwei unteestiithen Methoden durch die
homologe Rekombination von Antibiotikumresistendeen. Bei der Methode nach
Datsenko und Wanner (2000) wurde lineare DNA fin d&enaustausch transformiert
(Abbildung 3.1). Die linearen DNA-Fragmente wurdemttels PCR hergestellt und
bestanden zunachst aus dem Gen fir die Chlorangutessistenz, welches von dem
Plasmid pKD3 amplifiziert wurde. Dieses Gen sollés Selektionsmarker das zu
deletierende Gen ir&. coli-Genom ersetzen. Das Chloramphenicolresistenzgen/ova
zwei FRT-Regionen (Ursprung war hier auch das RtgKD3), fur dessen spéateren
Ausschnitt aus denk. coli-Genom, flankiert. Die beiden Enden der linearen ADN
bestanden aus homologen Sequenzbereichen (ca.l&@dyparen in den Primern enthal-
ten), die gerade aul3erhalb des zu eliminierendars @agrenzten. Nach Transformation
der DNA erfolgte die Rekombination mittel3-Red-Rekombinase vom ebenfalls
transformierten Plasmid pKD46. Die Deletionsmutanteurden mit Chloramphenicol
selektiert. Danach wurde das Plasmid pCD20 in deletidnsstamm transformiert. Dieses
beherbergte ein Gen fiur die Flp-Rekombinase ausH##e, dessen Genprodukt dafir
sorgte, dass das Chloramphenicolresistenzgen ladierung seiner flankierenden FRT-
Regionen wieder ausgeschleust wurde.

Die schematische Abfolge des Genaustausches mspdéer vorhandenen Deletion
im Genom nach der Methode von Datsenko und Warg8$J0|) ist am Beispiel des Gens
flil, welches fur die flagellenspezifische ATPaseEncoli kodiert, in Abbildung 3.1
dargestellt. Erfolgreich war diese Methode unterw@ndung der Elektroporation bei
Einsatz von ca. 4 ug linearer DNA gel6st in 2 yOtbidest. und 40 ul elektrokompetenter

Zellen mit einer Olghonm = ca. 500.
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lineare DNA = Transformation

2-Red- Rekombinase: HiI-Deletion > CamF-Insertion

Flp - Rekombinase: CamP® - Deletion FRT-Bereich

ABBILDUNG 3.1:

Gerichtete Deletion vonflil im Genom vonE. coli.

Nach der Methode von Datsenko und Wanner (2000)devdineare DNA mit dem
Chloramphenicolresistenzgen als Selektionsmarkansformiert. Danach erfolgten die
homologe Rekombination und die Deletion vibh mit Hilfe der A-Red-Rekombinase.
Schlief3lich wurde auch der Selektionsmarker miteHiller Flp-Rekombinase entfernt.

Bei der zweiten Methode fir die Deletionsmutageneseh Herringet al. (2003)
wurde das Selektionsgen fir den Austausch im GenokRorm eines Plasmids in die zu
deletierendenE. coli-Stamme CC181 und EMG2 transformiert (Abbildung)3.2Is
Vektor wurde pUC19 verwendet. In diesen Vektor veurdlie Produke von unterschied-
lichen PCR-Reaktionen kloniert. Die Abfolge dieBA-Fragmente in pUC19 (Tabelle
7.3.2) sah in 5°-3"-Richtung wie folgt aus: Sctutélie I-Scel fir die Linearisierung des
Vektors, homologer 5°-Sequenzbereich des zu dedetien Gens (ca. 500 bp lang,
Abschnitt A in Tabelle 7.3.2 im Anhang bzw. dasE3ide vonflil in Abbildung 3.2),
Kanamycinresistenzgen mit flankierenden FRT-Regiorfaus pKD4, Wanner und
Datsenko, 2000) als Selektionsmarker und homoldg&equenzbereich des zu deletieren-
den Gens (ca. 500 bp lang, Abschnitt B bzw. daBrisle vonfliK). Abbildung 3.2 zeigt

den vollstandigen Vektor am Beispiel des zu deletiden Gen#iJ.
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ABBILDUNG 3.2:
Kanamycinresistenzkas-
sette in pUC19 fir die
fliJ-Deletion in E. coli.
Der Selektionsmarker w.
von FRTRegionen un

R B \ homologen Sequenzberei-
: chen von flil und fliK
pUC19 flankiert und enthielt ein
2686 bp I-Secl-Schnittstelle  fu
Amp* die Linearisierung de
Vektors.

Vor der Transformation der zu verdnderndertoli-Stdmme mit dem praparierten
pUC19-Vektor wurden die Stdamme mit einem weiterdasmid pACBSR versehen.
Dieses Plasmid kodierte fir dieRed-Rekombinase und die Meganukleasedl- Die
Gene beider Enzyme konnten mit Hilfe von Arabinoskiziert werden. Die Meganukle-
ase IScel war spater fur die Linearisierung von pUC19 methd auszutauschenden Gen
und die A-Red-Rekombinase fur den Rekombinationsvorgang ded Genaustausch
verantwortlich. Waren di&. coli-Stamme mit beiden Plasmiden ausgestattet, wuraen d
Zellen in Gegenwart von Arabinose inkubiert. DideRgon fand danach mit Hilfe von
Kanamycin statt. Die im Rahmen dieser Arbeit mésaéir Methode erhaltenen Deletions-
stamme konnten nicht von pACBSR kuriert werden. Basamycinresistenzgen wurde
mit Hilfe des Plasmids pCD20 wieder entfernt. Dmrkkte Lage aller in de&. coli-
Stammen CC181 und EMG2 eingefiihrten Deletionen Hilte der beiden zuvor
beschriebenen Methoden wurde durch PCR und Seceuenagiverifiziert.

Die erhaltenelf. coli CC181-Stamme mit Deletionen der Géin, flil, fliJ, fliHI,
flilJ oderfliHIJ wurden letztlich fir Komplentationsanalysen eiregets um die Funktio-
nalitat der mit einem ,tag“ oder zwei ,tags” verselen Proteine von FliH, Flil und Flid
vivo zu prufen. Die funktionellen Proteine sollten daspéter inE. coli BL21 (DE3)-

Stammen produziert und dann gereinigt in Interalgsbudien eingesetzt werden.
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3.2 KLONIERUNG VON GENEN DES FTTSS

Fur die Etablierung des plasmidabhangigen Kompléatiemssystems und fur die
Genexpression der cytoplasmatischen KomponenterEgpsrtapparates einzeln und in
Kombinationen wurden fur die Klonierung der entspenden Gene die pASK-IBA-
Vektoren verwendet. Die Genexpression erfolgte dleertetA-Promotor durch Induktion
mit AHT. Je nach Vektor waren dann die synthetisieiProteine mit einem Strep-tag Il,
einem 6 x His-tag oder mit beiden ,tags“ fusioniddber den jeweiligen ,tag* konnte
dann das Protein mittels Immunoblot nachgewiesem. it Hilfe der Affinitatschro-
matographie gereinigt werden. Abbildung 3.3 zelgtBeispiel die GenkombinatidtiHIJ
inseriert in pASK-IBA 45. Dieser Vektor beinhalteéide ,tags” und nach der Genex-
pression tragt FliH N-terminal den Strep-tag Il Ufid C-terminal den 6 x His-tag. Bei der
Generation eines einzelnen Proteins mit Hilfe d&SK-IBA 45 tragt dieses beide ,tags”
und ist N-terminal mit dem Strep-tag Il und C-temalimit dem 6 x His-tag fusioniert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Gdhe€, fliH, flil undfliJ einzeln und in Kombina-
tionen in die verschiedenen pASK-IBA-Vektoren kieni Die hergestellten Plasmide sind
in Tabelle 7.3.2 im Anhang aufgelistet.

Sollte die Komplexbildung zwischen den cytoplass@ten Komponenten des Ex-
portapparates mit einem der Substrate untersuatttewekam der Vektor pETDuet-1 zum
Einsatz. Dieser Vektor hatte zwei Insertionsbemeichd es konnten mindestens zwei ver-
schiedene Gene unter dem gleichen Promotor exptimerden. Fiur diese Co-Expression
enthalt der Vektor vor beiden InsertionsbereichenSkquenz des T7-Promotors und die
Induktion erfolgte mit IPTG. Die Genprodukte konmiann bereits in déf. coli-Zelle in
vivo interagieren. In die MCS 1 wurden dann jeweils Giene der cytoplasmatischen
Komponenten des Exportapparates einzeln oder inbimationen kloniert. Das N-termi-
nale Genprodukt war dabei mit einem 6 x His-tageben. In die MCS 2 wurde dann das
Gen eines der Substrate kloniert. Das entsprech@edprodukt war dadurch C-terminal
mit einem S-tag markiert. Durch Co-Reinigung (Kap8.5.1) der synthetisierten Proteine
oder native Gelelektrophorese des Zellextraktdgessthlielich Gberprift werden, ob ein
zuvor in den Zellen gebildeter Komplex auahvitro bestehen blieb und nachweisbar war.
Alle hergestellten pETDuet-1-Plasmide sind in Thbel.3.2 im Anhang aufgefuhrt.
Abbildung 3.4 zeigt die Zusammensetzung des Veki&EDuet-1 flr die Co-Expression
vonfliHI undfigD.
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ABBILDUNG 3.3:

Vektor pASK-IBA 45 mit
Insert fliHIJ.

Der Vektor pASKIBA 45 ist
3265 bp grof3 und tragt d
Ampicillinresistenzgen. F(
die Klonierung wurden Vek-
tor und Insert jeweils m
Bsal geschnitten. Unter de
tetA-Promotor erfolgte di
Genexpression. Der 5°-Be-
reich des Inserts wurde n
dem Strep-tag Il und der 3'-
Bereich mit dem 6 x Hisag
fusioniert.

ABBILDUNG 3.4:

Vektor pETDuet-1 mit den
beiden InsertsfliHI und
flgD.

Der Vektor pETDuett ist
5420 bp grol3 und tragt d
Ampicillinresistenzgen. F(
die Belegung der MCS
wurden Vektor und Insert v
EcoRI und Hindlll und flr
die Klonigung in MCS 2 mi
Ndel und Xhol geschnitten
Vor beiden Insertionsberei-
chen liegt der TRromotol
fur die Genexpression. D
5°-Bereich des Iregts del
MCS 1 wurde mit dem 8
His-tag und der 3Bereich
der MCS 2 mit dem $ag
fusioniert.

Strep-tag 11

tetA f % AT

pASK-IBA 45
3265 bp
AmpR

6 x His-tag

pETDuet-1
5420 bp
Amp®

6 x His-tag

Alle plasmidkodierten Gensequenzen wurden mittelgu8nzierung tberprift. Die

durch die Sequenzierung ermittelten Codonabfolger~fgD, FIgE, FIiC, FliH, Flil und
FliJ stimmten mit den in der Datenbank bei P75986-gD, P75937 fur FIgE, P04949 fir
FIiC, P31068 fur FliH, P52612 fur Flil und P52618r fFliJ unter ca.expasy.org

angegebenen Aminosauresequenzen uberein.
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3.3 GENEXPRESSION VON FLGD, FLGE, FLIC, FLIH, FLIl UND FLIJ

Nach der Plasmidherstellung wurde zunachst die dsgoon der inserierten Gene
Uberpruft. Bei erfolgter Proteinsynthese konnten Rlasmide dann weiter fur die Kom-
plementationsstudien (Kapitel 3.4) und schlie3fich die Proteinsynthese mit folgender
Isolation der Proteinkomplexe (Kapitel 3.5.1) oder individuellen Proteinkomponenten
(Kapitel 3.5.2) eingesetzt werden.

Die Expression voriliH, flil und fliJ konnte einzeln und in den Kombinationen
fliHI, flilJ und fliHIJ unter wahlweiser Verwendung der pASK-IBA-Vektorgn33, 45
und 5 nachgewiesen werden. Fur die Proteinsyntieser cytoplasmatischen Kompo-
nenten des flagellaren Exportapparates wurdeEdeoli-Stamm BL21 (DE3) verwendet.
Abbildung 3.5 zeigt exemplarisch den Nachweis d@r 6 x His-tag der synthetisierten
Proteine aus pASK-IBA 45. Das FliH-Monomer in Sduwurde bei einer Grol3e von ca.
33 kDa detektiert, obwohl sein theoretisches Mdieigewicht bei 25 050 Da liegt. Das
FliH-Dimer zeigt eine Bande bei ca. 70 kDa. Dahnherwartete Laufverhalten von FliH
bei der Gelelektrophorese ist vermutlich auf diel&e ,tags” zurtickzufihren. Flil hat ein
theoretisches Molekulargewicht von 49 315 Da unddebeim Westernblot entsprechend
bei ca. 50 kDa in den Spuren 2 und 4 nachgewiddehmit seinen 17 306 Da zeigt in
Abbildung 3.5 auch Banden bei ca. 17 kDa. Dabejt lsas Molekulargewicht von FliJ,
wenn es allein und dadurch mit zwei ,tags* syntiett wurde, tber 17 kDa in Spur 3 und
wenn es in Kombination mit Flil oder FliHI dann nomit einem ,tag” produziert wurde
unter 17 kDa (Spuren 5 und 6). Dementsprechendnhdiee,tags” auch Einfluss auf das
gelelektrophoretische Laufverhalten von FliJ. Bei ¥erandern die ,tags“ dagegen das
Laufverhalten bei der Gelelektrophorese nicht.

Die Identitat der Proteine des cytoplasmatischepoBapparates wurde nach der
Reinigung (Kapitel 3.5.2) durch MALDI-TOF-Analysatersucht. Bei den synthetisierten
FliH aus pASK-IBA 33 (gi:2506422 unter www.ncbi.nimh.gov), Flil (gi:13362148) und
FliJ (0i:1071644) jeweils aus pASK-IBA 3 handelte sich jeweils um die richtigen
Proteine. Die in den Klammern angegebenen Nummasrdar Datenbank konnten dabei
auf Grund der Verteilung der Peptidmassen nachTdgpsinbehandlung den einzelnen
Proteinen zugeordnet werden.

Die Expression vorfigD aus pASK-IBA 3 zur Synthese des Hakenkappenpmtein
FIgD (23 575 Da) wird hier nicht gezeigt und ertelguur schwach mit einer Bande bei ca.
30 kDa im WesternblotliC aus pASK-IBA 33, 45 und 5 zur Generation des Fdatn
proteins FliC (51 163 Da) wurde meistens gar noctdr unbestandig bei ca. 50 kDa expri-
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miert (ohne Abbildung). Vielleicht erfolgte die Simese der beiden Substratproteine fur
den flagellaren Exportapparat in den BL21 (DE3)idtelund nur der Nachweis des ,tags*
war aufgrund mangelnder Zugéanglichkeit beim Immuoblmicht mdglich. Da fur die
E. coli-Stamme C41 (DE3) und C43 (DE3), beides abgeleleitanten des BL21 (DE3)-
Stammes, fur ausgewahlte Proteine eine besonddes $ynthese beschrieben wurde
(Miroux und Walker, 1996), sollte die Genexpresdimer die pASK-IBA-Vektoren auch
in diesen Stammen durchgefihrt werden. Es zeigtejedoch, dass die Proteinsynthese in
diesen Stammen (ohne Abbildung) geringer war aBLi21 (DE3). Die Ergebnisse der
Genexpression aller Stdmme sind in Tabelle 7.3.Ammang aufgefuhrt.

FliH FIiT FiJ FiHI  FiIJ FlIiHIT

170
130
100
72
55
40

33

24

17

11

ABBILDUNG 3.5:

Westernblotanalyse der Expression voifliH, flil und fliJ in E. coli BL21 (DES3).
Aufgetragen wurden 20 pl mit Probenpuffer lysiet@len (ODy2o nm= 36). Links ist das
Molekulargewicht in kDA angegeben. Die ProteindHH|Bpur 1), Flil (Spur 2), FliJ (Spur
3), FliHI (Spur 4), FlilJ (Spur 5) und FliHIJ (Sp6) entstammten dem Vektor pASK-IBA
45, dessen Genprodukte C-terminal den 6 x His#iageh. Entsprechend wurden Flil in
Spur 4 und FliJ in den Spuren 5 und 6 detektiert.
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Damit die cytoplasmatischen Komponenten des flagahll Exportapparates zusam-
men mit deren Substraten synthetisiert werden leann¢rfolgte die Genexpression mit
Hilfe des Vektors pETDuet-1 iB. coli BL21 (DE3) pLysS-Zellen. Die Genexpression von
flgD oderflgE erfolgte Uber die MCS 2 von pETDuet-1 und die ¥ioH, flil, fliJ, fliHI,
flilJ oderfliHIJ Gber die MCS 1 zun&chst fur beide MCS separatiléintg 3.6 zeigt den
Immunoblot dieser acht Genprodukte. Die BandenHiH, Flil und FliJ wurden wieder
bei Molekulargewichten detektiert, die den AngakanAbbildung 3.5 entsprechen. FigD
hat eine theoretisches Molekulargewicht von 23 B Die FlgD-Bande erscheint im
Westernblot (Abbildung 3.6, Spur 7) entsprechend diwa 24 kDa. Auch FIgE, mit
41 914 Da theoretischem Molekulargewicht, zeigt¢ @mer Bande bei ca. 40 kDa das

erwartete Laufverhalten bei der Gelelektrophorese.

FliH FiI FLiJ FiHI FLIIJ FIiHIY Figh FigE

130
100
72
55
40
33
24
17

11

ABBILDUNG 3.6:

Westernblotanalyse der Expression voffliH, flil und fliJ sowie vonflgD und fIgE in

E. coli BL21 (DES3) pLysS.

Aufgetragen wurden 20 pl mit Probenpuffer lysiet@len (ODy2o nm= 36). Links ist das
Molekulargewicht in kDA angegeben. Die ProteindHHEpur 1), Flil (Spur 2), FliJ (Spur
3), FliHI (Spur 4), FlilJ (Spur 5) und FliHIJ (Sp@) mit einem N-terminalen 6 x His-tag
wurden tber die MCS 1, FIgD (Spur 7) und FIgE (S@umit einem C-erminalen S-tag
Uber die MCS 2 des Vektors pETDuet-1 generiertsneichend wurden FliH in den Spu-
ren 4 und 6 sowie Flil in Spur 5 detektiert.
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Die Proteinkomponenten FliH, Flil, FliJ, FliHI, Ri und FliHIJ des Export-
apparates wurden auch in Kombination mit FIgD sgnsiert und konnten durch
Westernblotanalyse nachgewiesen werden (ohne Abigld Was FIgE betrifft, konnte
dessen Produktion bei den Kombinationen mit FlllJ kind FlilJ nur schwach mittels
Immunoblot detektiert werden, fur die Synthese Rlexteine Flil, FliJ bzw. FlilJ selbst in
Kombination mit FIgE konnte kein Nachweis erbraaierden. Alle weiteren Proteinkom-
binationen waren nachweisbar. Letztere Westernblagsden hier nicht gezeigt, alle

Ergebnisse sind jedoch in Tabelle 7.3.3 im Anhan§raen.

3.4 MOTILITAT VON KOMPLEMENTIERTEN DELETIONSMUTANTEN

Mit Hilfe des plasmidabhangigen Komplementationtsmys inE. coli konnte nach
Abschluss der praparativen Arbeiten (Kapitel 3.1 (&12) und Bestatigung der Genex-
pression (Kapitel 3.3) auf Soft-Trypton-Platten rjgvéft werden, ob die Produkte von
plasmidkodierten Genen in der Lage waren, die @&leim Genom zu ersetzten. Der
unverandertee. coli-Stamm CC181 wies einen intakten Flagellenappargtveas durch
ein ausgepragtes Schwarmverhalten auf der SofttdmyBlatte belegt wurde
(Abbildung. 3.7). Durch das Ausschwarmen der Zellende die gesamte Platte getrubt.
Wurde als Kontrolle in den Stamm CC181 einer deBiKABA-Vektoren mit inseriertem
Gen transformiert, erfolgte das Ausschwarmen dédleZeauf Soft-Trypton-Platten, mit

enthaltenem Antibiotikum und Induktor, dann fiimgnig und nicht so stark (ohne Abbil-

ABBILDUNG 3.7:

Motilitdt von E. coli CC181 auf einer
Soft-Trypton-Platte.

In der Mitte befindet sich Zellmaterial d
beweglichenE. coli-Stammes CC181. D
Zellen sind Uber die gesamte Soft-
TryptonPlatte geschwarmt und hak
somit die gesamte Oberflache der PI
getrubt.
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dung). Die Beweglichkeit von CC181 wird vermutliclturch die verstarkte Synthese
einzelner Proteinkomponenten gehemmt. Bei den molge Komplementationen konnte
entsprechend auch nur ein ringférmiges AusschwardeerZellen und keine vollstandig
getriibte Platte erwartet werden.

Die in denE. coli-Stamm CC181 einzelrliH, flil undfliJ) und in Kombinationen
(fliHl, flilJ und fliHIJ) eingefiigten Deletionen beziglich der cytoplasmiaéac
Komponenten des flagellaren Exportapparates somgadir, dass der Stamm nicht mehr
motil war (erste und dritte Reihe in Abbildung. 3.Bie Komplementation erfolgte durch
Synthese der Proteine mit Hilfe der pASK-IBA-Veldor Es zeigte sich, dass die Wieder-
herstellung der Beweglichkeit der Zellen davon algingi war, auf welche Art und Weise
das synthetisierte Protein mit einem ,tag" versetvam. Was den pASK-IBA-Vektor 45
betrifft, konnte nur bei den AnsatzéiJ, fliHI, flilJ und fliHIJ eine Komplementation
erreicht werden (zweite und vierte Reihe in Abhildi8.8). Hier zeigt sich das erwartete
ringformige Ausschwarmen der Zellen. Bei den AnsatfliH und flil ist keine
Beweglichkeit der Zellen vorhanden. FliH und Flibren durch den 6 x His-tag am
C-Terminus und/oder den Strep-tag Il am N-Termiersnutlich in ihrer Funktion gestort.

Auch die pASK-IBA-Vektoren 3 und 33 wurden fur df®@mplementationsstudien
eingesetzt. In diesemm vivo-Test zeigte sich, dass ein C-terminaler Strepitagder
6 x His-tag Flil und FIliJ in ihrer physiologischefunktion nicht storten. Eine
Komplementation defliH-Deletion konnte jedoch nur mit Hilfe von FliH, eehen mit
einem C-terminalen 6 x His-tag, erreicht werdere Brgebnisse der Untersuchungen zur
Motilitdt, basierend auf dem plasmidabhangigen Klementationssystem, sind in
Abbildung 3.9 schematisch zusammengefasst.

Zuvor wurden noch andete coli-Stamme als CC181 auf ihr Schwarmverhalten
hin untersucht. DeE. coli-Stamm BL21 (DE3), der fir die Expressionsstudiggesetzt
wurde, zeigte auf den Soft-Trypton-Platten keinewéyglichen Phanotyp und eignete sich
daher nicht fir die Deletionsmutagenese und folgeKdmplementation. Ein weiterer
E. coli-Stamm EMG2 war zwar ohne Deletion beweglich, diBsaveglichkeit wurde
jedoch durch die Transformation mit den pASK-IBAagthiden noch starker
eingeschrankt als bei CC181. EMG2 konnte daher augdft fir die Komplementations-
studien eingesetzt werden. Alle durchgefihrten tdntehungen zur Motilitat vok. coli-
Stammen auf Schwarmagarplatten, auch die bereitdem Abbildungen 3.7 bis 3.9
dargestellten Ergebnisse, sind im Anhang in Tabeél®3 zusammenfassend mit der

untersuchten Genexpression aufgefuhrt.

54



PASK-IBA 45 \ PASK-IBA 45

cc181 & TH cc181\* fliL t cc181"‘ /
: -fiiL i -fliT

P

¥ cc181
-fliHLT

. pASK-IBA 45- . PASK-IBA 45 pASK-IBA 45
. . ~ = t y \§\r /HI

~FliHT -flitJ - fliHIT

ABBILDUNG 3.8:

Motilitat von deletiertem und komplementiertem E. coli CC181 auf
Soft-Trypton-Platten.

Die erste und die dritte Reihe zeigen die unbewbkgh Deletionsmutanten bezlglich der
cytoplasmatischen Komponenten des flagellaren BapparatedliH, flil undfliJ einzeln
und in Kombinationen. In der zweiten und viertenhResind die genetischen Komplemen-
tationen mit Hilfe des Vektors pASK-IBA 45 abgelgtdVVon diesen sind die Ansatitgl,
fliHl, flilJ (schwach) undiHIJ beweglich, die Zellen sind ringférmig ausgeschwéarm
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ABBILDUNG 3.9:

E. coli-CC181-Deletionsstamme und deren Komplementation.

Alle Deletionsmutantenf{iH" in rot, flil" in gelb,fliJ in blau,fliHI"in orangeflilJ in grin
undfliHIJ in grau) sind unbeweglich. Die Unbeweglichkeitrigt einem X durch das Fla-
gellum gekennzeichnet. Die Proteine (rot fir Flgglb far Flil und blau far FliJ) zur
Ruckgewinnung der Beweglichkeit entstammten denkoMBA-Vektoren 3 (Strep-tag |l
am C-Terminus, kleine grine Kreisflache), 33 (6ig-tdg am C-Terminus, kleine orange
Ellipse) oder 45 (Strep-tag Il am N-Terminus una Blis-tag am C-Terminus). Bei den
Kombinationen im unteren Bildabschnitt sind diegdaje nach Lage des Gens im Operon
auf die verschiedenen Proteine verteilt. FliH hdt#ta Strep-tag Il am N-Terminus und Flil
den 6 x His-tag am C-Terminus bigiHI. Bei der KombinatiorflilJ war Flil mit dem
Strep-tag Il am N-Terminus und FliJ mit dem 6 x kg am C-Terminus verbunden.
fliHIJ generierte schliel3lich FliH mit einem N-terminatetmep-tag Il, Flil ohne ,tag“ und
FliJ mit einem C-terminalen 6 x His-tag. Nur diéu@me CC181liH", komplementiert mit
FliH mit C-terminalen Strep-tag Il oder N-terminal&trep-tag Il und C-terminalen 6 X
His-tag, und CC181lil", komplementiert mit N-terminalem Strep-tag II- undeZminalem

6 x His-tag-tragenden Flil, zeigten keine Motilitatd CC181lilJ pASK-IBA 45flilJ war
nur schwach beweglich (Darstellung in Klammern).
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Die in Abbildung 3.9 schematisch dargestellten Kiem@ntationsstudien brachten
schlie3lich Hinweise darauf, welche Stamme zur I$3s¢ aktiver Proteine fur die Interak-
tionsstudien eingesetzt werden sollten. Daflr baieh die Stamme an, bei denen eine
Wiederherstellung der Beweglichkeit erreicht wurddei diesen Stammen waren die
rekombinanten Proteine zumind@swivo funktionell. Das galt fur rekombinantes Flil und
FliJ mit C-terminalen Strep-tag Il aus pASK-IBA 8y 6 x His-tag aus pASK-IBA 33.
FliJ aus pASK-IBA 45 war zudem mit beiden ,tagstiakFIliH dagegen nur mit einem 6 x
His-tag am C-Terminus aus pASK-IBA 33. Auch rekondrites FIiHIJ aus pASK-IBA 45
mit einem Strep-tag Il am N-Terminus von FliH urnideen C-terminalen 6 x His-tag an
FliJ waren funktionell und konnten fur die chronwtphische Co-Reinigung (Kapitel
3.5.1) eingesetzt werden. Aus den Studien mit dembinierten Genen wurde auch
ersichtlich, dass ein Strep-tag Il am N-Terminug ¥iH nicht stort. Ein Strep-tag Il am

N-Terminus von Flil schrankt dessen Aktivitat dagegtwas ein.

3.5 INTERAKTIONEN ZWISCHEN FLIH, FLI I, FLIJ UND SUBSTRATEN

Fur die Uberpriifung von Protein-Protein-Interakénrzwischen FliH, Flil, FliJ mit
und ohne Substrat wurden zwei verschiedene expetétie Wege eingeschlagen. Beim
ersten Ansatz sollte mit Hilfe von Genexpression @migender Co-Reinigung (Kapitel
3.5.1) direkt eine Komplexbildung der einzelnen tBiree in E. coli-Zellen tUberpruft
werden. Im zweiten Ansatz sollten die Proteine vittliell synthetisiert und gereinigt
(Kapitel 3.5.2) werden, um sie in Interaktionsexpenten wie Affinitatsblot (Kapitel
3.5.5), isothermale Titrationskalorimetrie (Kapi&b.6) und Surface Plasmon Resonance

(Kapitel 3.5.7) einsetzen zu kénnen.

3.5.1 @-REINIGUNG VON FLIH, FLIl, FLIJ UND SUBSTRATEN

Nach der Synthese von FliH, Flil und FliJ konntdtet$ Co-Reinigung uberprift
werden, ob die einzelnen Komponenten zusammen d&perplex bilden. Dafir wurden
fliHIJ, die Gene liegen in dieser Reihenfolge in einener®p, mit Hilfe des Plasmids
pPASK-IBA 45 in E. coli-BL21 (DE3)-Zellen zusammen exprimiert. Die Reimgudes
Komplexes aus dem Zellextrakt erfolgte im erstehri@czunéchst tber den C-terminalen
6 x His-tag von FliJ mittels Ni-NTA-Affinitatschroatographie. Bei der nachfolgenden
Westernblotanalyse konnte der 6 x His-tag von Rag¢hgewiesen werden (Abbildung
3.10, Spur 2). Das parallel gefertigte Coomassikez€igt in Spur 1 neben der Bande von
FliJ noch weitere Banden. Das Eluat von der Ni-NAgarosesaule wurde dann uber die
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Strep-Tactin-Sepharosesaule geleitet. Hier erfalgtespezifische Bindung tUber den N-ter-
minalen Strep-tag Il von FliH. Der Immunoblot (Spbrzeigt die Bande von FliH durch
den Strep-tag IlI-Nachweis. Auch nach diesem Remggachritt sind im Coomassie-Gel
neben der Bande von FliH noch weitere Banden zanedn (Spur 3). Beim Coomassie-
Gel in Spur 5 und beim Silbergel in Spur 6 der fatim konzentrierten FliHIJ-Probe sind
alle Banden verstarkt zu sehen. Durch die Silbleuig konnten Banden bei Molekdil-
gréfRen von Flil bei ca. 50 kDa, FliH oberhalb van 80 kDa und FliJ unterhalb von ca.

20 kDa sichtbar gemacht werden.

1 2 3 4 ] 6
66,2 -—
45,0 s «— FIiI
31.0 -— - .l -— FliH
P —
215 ;
- q | - -— FIIJ

ABBILDUNG 3.10:

Gefarbte SDS-Gele und Immunoblots des FliHIJ-Komplges nach der Co-Reinigung
aus dem Zellextrakt vonE. coli BL21 (DE3) pASK-IBA 45.

Links ist das Molekulargewicht in kDa angegebenurSp zeigt das Coomassie-Gel und
Spur 2 den Immunoblot des Eluats nach der Reinigi@sgZellextraktes tber die Ni-NTA-
Agarosesaule. In beiden Spuren ist die Bande vidnuRld beim Coomassie-Gel sind auch
noch weitere schwache Banden zu sehen. Die folgeSgaren 3 (Coomassie-Gel) und 4
(Immunoblot) zeigen jeweils die Bande von FliH naeln Reinigung des Eluats aus Spur 1
mit Hilfe der Strep-Tactin-Sepharosesaule. In dearé& 5 (Coomassie-Farbung) und 6
(Silberfarbung) ist die zehnfach konzentrierte Rralos Spur 3 mit Banden von FliH, Flil
und FliJ zu sehen. Die sechs Pfeile rechts markidre Banden, von denen eine MALDI-
TOF-Analyse durchgefiihrt wurde.
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Durch MALDI-TOF-Analysen konnte sowohl das FliH-Mamer (gi:90111357
unter www.ncbi.nlm.nih.gov) als auch das FliH-Din{@bbildung 3.10, erster Pfeil von
oben) und Abbauprodukte von FliH (vierter Pfeil valmen) identifiziert werden. Auch die
Bande von Flil wurde als solche bestatigt (gi:750&8). Obwohl FliJ durch die
Westernblotanalysen bestatigt wurde, erfolgte daiehMALDI-TOF-Analyse vermutlich
aufgrund von Kompressionen im unteren Bereich desniassie-Gels kein Nachweis. Fur
die Proteinbande, welche der funfte Pfeil von olmeAbbildung 3.10 markiert, wurde die
BCCP-Untereinheit des Biotincarrierproteins AcegA-Carboxylase (Qi:24053732) er-
mittelt. Dieses Protein konnte aufgrund seiner Bsglaften mit Strep-Tactin interagieren.
Die Ergebnisse zeigten, dass der postulierte Fiktidhplex wahrend der Reinigung tber
die beiden Saulen intakt blieb und belegen damgt Existenz eines entsprechenden
cytoplasmatischen Proteinkomplexes.

Fur die Ermittlung der Stéchiometrie der einzelik@mponenten im FliHIJ-Kom-
plex zueinander, wurde das Coomassie-Gel (Spur Bbinildung 3.10) mit Hilfe von
ImageQuant 5.0 ausgewertet und dabei die Volumeraethzelnen Banden bestimmit.
Unter Bertcksichtigung der jeweiligen Molekulargelte konnte ein molares Verhaltnis
von FliH zu Flil zu FliJ von 30:1:10 ermittelt wend, wenn die FliH-Abbauprodukte mit
einbezogen wurden. Das Verhatinis von FliH zu &lal dann entsprechend 3:1. Wurden
die Abbauprodukte von FliH nicht bertcksichtigt,trog das FliH-Flil-FliJ-Verhaltnis
20:1:10. Der Anteil von Flil im FliHIJ-Komplex wasehr gering. Bei Flil, wie auch bei
anderen an den Komplex bindenen Proteinen, kérmiaié/erlusten durch das Waschen
wahrend der beiden Reinigungsschritte gekommen sein

Nach der Expression der in den Vektor pETDuet-hikden Gene sollte auch eine
Co-Reinigung diesmal des FliHIJ-Komplexes jeweilss@ammen mit einem der beiden
Substrate FIgD (Hakenkappe) oder FIgE (Haken) gefol In diesem Fall wurde nur Gber
die Ni-NTA-Agarosesaule gereinigt, an die FliH raginem 6 x His-tag am N-Terminus
binden konnte. Nach der gelelektrophoretischen rAoftung des Eluats waren in einem
Coomassie gefarbten SDS-Gel noch sehr viele Barmlererkennen. Mit Hilfe des
Immunoblots konnte der 6 x His-tag von FliH nur rsebhwach nachgewiesen werden
(ohne Abbildung), der C-terminale S-tag an FlgD bEBIgE konnte dagegen nach dem
Blotten nicht immunologisch detektiert werden. Eemplexbildung der drei cytoplas-
matischen Komponenten des flagellaren Exportapgsraisammen mit einem Substrat
war auf diesem Weg nicht nachweisbar. Auch mitéHiér nativen Gelelektrophorese und

folgendem Immunoblot wurden die Komponenten dedIB{Komplexes in verschiedenen
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Kombinationen zusammen mit FIgD im Zellextrakt wateeht. Hier konnte nur FliH bei
einem Molekulargewicht von ca. 200 bis 250 kDa ndeh Expression aus pETDuet-1
fliHIflgD nachgewiesen werden. Da Flil aufgrund eines feldentags” und der S-tag von
FIgD nicht zu detektieren waren, kann keine Auss#ger die verhaltnismalige Zusam-
mensetzung des Komplexes von FliH, Flil und Flg@imander getroffen werden.
Zusammenfassend konnte mittels der Co-Reinigundemplex der cytoplasma-
tischen Komponenten des flagellaren Exportappar&iés, Flil und FliJ, prapariert und
durch SDS-PAGE, Westernblot- und MALDI-TOF-Analysestatigt werden. Eine Inter-
aktion dieses Komplexes mit einem der Substrat® Fider FIQE konnte dagegen mit

dieser Methodik nicht festgestellt werden.

3.5.2 REINIGUNG VON FLIH, FLII UND FLIJ

Nach der Expression voitiH, flil undfliJ sollte die individuelle Reinigung der
synthetisierten Proteine aus ddn coli-Zellextrakt zunachst durch Affinitatschromato-
graphie erfolgen. Danach folgten teilweise nochtevei chromatographische Verfahren.
FliH und FliJ konnten Uber den Strep-tag Il mitt8lsep-Tactin-Sepharose und Uber den
6 x His-tag mittels Ni-NTA-Agarose stark angereitiveerden. Stammten die Proteine aus
dem Vektor pASK-IBA 45 und hatten sowohl einen Big-tag als auch einen Strep-tag I,
wurden sie Uber die beiden entsprechenden SauleiteieDie Abbildung 3.11 zeigt in
Spur 1 FliH nach der Reinigung Uber die Strep-TaStule und in Spur 2 nach der
weiteren Reinigung uUber die Ni-NTA-Saule. FliJ wairtuin&chst Uber die Ni-NTA-Saule
(Spur 4) und dann weiter Uber die Strep-Tactin-&&8lpur 5) prapariert. Beide Proteine
erreichten dadurch einen Reinheitsgrad von ca. 9fie4onzentrationen von ca. 1 mg
Protein/ml. Die Ausbeute betrug damit fir beide t€ire etwa 500 pg/l Zellkultur.
Zweimal mittels Affinitatschromatographie gereimgtFliH und FliJ wurden konzentriert
bei der isothermalen Titrationskalorimetrie (Kap8eb.6) eingesetzt.

FiUr den Einsatz bei der Surface Plasmon Reson#&aget¢l 3.5.7) wurde FliH mit
nur einem ,tag" verwendet und zunéchst nur UberNi¥NTA-Saule gereinigt. Danach
wurde das FliH-Eluat noch weiter Gber die Gelfiitvassaule prapariert. Dabei wurde die
FliH-Probe stark verdinnt und nur wenige verhatt@Big hoher- und niedermolekulare
Proteine wurden entfernt. Der Reinheitsgrad void Fletrug nach der Gelfiltration ca.
50 %. Auch bei Anwendung der Anionenaustauschchtognaphie anstatt der Gelfiltra-
tion erfolgte eine Verdiinnung der Probe und detefranteil von FliH betrug ebenfalls
ca. 50 %.
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ABBILDUNG 3.11:

Coomassie gefarbte SDS-Gele mit gereinigtem FliHJiFund FliJ aus dem Zellextrakt
von E. coli BL21 (DE3) pASK-IBA 45 bei FliH und FliJ bzw. pASK-IBA 3 bei Flil.

Links ist das Molekulargewicht in kDa angegebere Bpuren 1 und 2 zeigen FliH nach
der Affinitatschromatographie tUber die Strep-Tactind dann folgend Uber die Ni-NTA-
Saule. Die gelelektrophoretische Auftrennung vahiklSpur 3 erfolgte nach der Affini-
tatschromatographie Uber die Strep-Tactin-Sauld. wurde zunachst mittels Ni-NTA-
(Spur 4) und dann anschlieRend mit Hilfe der Straptin-Affinitatschromatographie
(Spur 5) gereinigt.

Fur Flil war keine Reinigung mittels Ni-NTA-Agaroseoglich, weder mit einem
6 x His-tag noch mit einem 12 x His-tag. Eine Aoh&irung von Flil zu ca. 50 % Protein-
anteil war jedoch mit Hilfe der Strep-Tactin-Sepss moglich (Spur 3, Abbildung 3.11).
Die Gesamtproteinkonzentration betrug dabei ca. p80nl und die Ausbeute an Flil
etwa 250 pg/l Zellkultur. Weitere Reinigungen déisHuats wurden tber die Anionen-
austauschchromatographie oder durch Gelfiltrationcligefiihrt. Die Flil-Probe wurde
dabei jeweils stark verdinnt und war noch immer amteren Proteinen zu 50 %
kontaminiert. Nach der Strep-Tactin-Affinitatschratmgraphie mit folgender Gelfiltration
wurde Flil fir die Surface Plasmon Resonance egtgesda bei dem gewahlten Verfahren
nur Proteine mit einem Strep-tag Il immobilisieegnden konnten.

Wurden die Proteine durch zwei verschiedene Methogiereinigt oder fur die
Pufferbedingungen bei den Interaktionsstudien aitelie machte dies eine Dialyse oder

Konzentrierung der Proteinldsung notwendig. Beildelyse wurde meistens ein Teil des
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Proteins gefallt, was zu einem Verlust an Protéhrte. Auch bei der oft nétigen Konzen-
trierung der Proteine Uber Filtriersysteme gingt&roverloren.

Bei der Proteinreinigung war das Verfahren Uberiz8&ulen mittels Affinitats-
chromatographie schliel3lich der effektivste Wemt&line moglichst rein und durch ein
gewahltes geringes Elutionsvolumen auch moglicsiz&ntriert zu erhalten. Zu diesem
Zweck waren jedoch zwei ,tags” am jeweiligen Pnotedtig, die gemal den Erfahrungen
aus den Komplementationsstudien (Kapitel 3.4) Aksvitat des Proteins storen konnten.

Als zweiter Reinigungsschritt wurde deswegen dadt@elfiltration gewahlt.

3.5.3 QLIGOMERISIERUNG VON FLIH Bzw. FLI|

Bei der individuellen Reinigung der Proteine FlitHduFlil mittels Gelfiltration
konnte eine Homooligomerisierung bei beiden Preteirbeobachtet werden. Damit
erfolgte der Einsatz der Gelfiltration auch zu ghathen Zwecken. Vor der Gelfiltration
wurden FliH bzw. Flil jeweils Uber die Strep-Tactepharosesaule vorgereinigt. Die
dabei gewahlten Pufferbedingungen wurden bei dédfili@Ggion beibehalten. Abbildung
3.12 zeigt die einzelnen Elutionsprofile von FliHduFlil wahrend der Gelfiltration tber
die ,HiLoad 16/60 Superdex 200“-Saule im Vergleidlr Beurteilung der Proteingréf3en
sind die Molekulargewichte ausgewahlter Eichpradiei dem entsprechenden Elutions-
bereich angegeben. Eluatfraktionen von FliH bzvil. iRit hohem Proteinanteil wurden
nach der Messung der Extinktion bei 280 nm zur pligung des Molekulargewichts des
jeweils monomeren Proteins in einem SDS-Gel audgetr und dann mit Coomassie
gefarbt.

Es konnte gezeigt werden, dass FliH und auch &t grol3ten Teil in einem hdher
oligomerisierten Zustand von der Gelfiltrationsgaudluiert wurden (erste Peaks der
Elutionsprofile bei einem Volumen von ca. 60 mlAhbildung 3.12). Ein geringerer Teil
von FliH wurde als Dimer und von Flil als Monomeamvder Gelfiltrationssaule entlassen
(jeweils zweiter Peak bei ca. 100 ml). Flil mit emn theoretischen Molekulargewicht von
49 316 Da wurde im Vergleich mit den Eichproteiteneinem Molekulargewicht von ca.
600 000 Da eluiert, was der Grol3e eines Dodecasmgspricht. Da FliH bei etwa dem
gleichen Volumen von der Saule kam und mit 25 0athBlb so grol3 wie Flil ist, lag hier
vermutlich ein Homooligomer bestehend aus 24 FlibiRbimeren vor.

62



0,03 - 669 440 67 43 12

I | || |
Molekulargewicht [kDa]
0,02
o
&
w
0,01 ~
o T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Volumen [ml]

ABBILDUNG 3.12:

Elutionsprofile von FliH und Flil nach der jeweiligen Gelfiltration Uber die ,HiLoad
16/60 Superdex 200“-Saule.

Eine erhohte FliH- (grau) bzw. Flil-Konzentratioscliwarz) war in den Eluatfraktionen
bei ca. 600 kDa vorhanden. Demnach bestand deeiRkomplex bei FliH aus 24 Mono-
meren und bei Flil aus 12 Monomeren. Ein weitereakPfolgt in beiden Elutionsprofilen
bei ca. 50 kDa fur das Flil-Monomer bzw. das Flikivier. Als Molekulargewichts-
standards wurden Thyroglobulin (669 kDa), Ferriigd0 kDa), Albumin (67 kDa),
Ovalbumin (43 kDa) und Cytochrom c (12 kDa) verweind

Flil konnte in einem Coomassie gefarbten SDS-Ge&lotd aus der Monomer-
fraktion als auch aus der Dodecamerfraktion nacheg@m werden. Die Detektion von
FliH in einem Coomassie-Gel erfolgte nur aus dak&on mit dem hoher oligomerisierten
Zustand und nicht aus der Dimerfraktion (ohne Adhloilg). Das Oligomerisierungs-
verhalten von FliH bzw. Flil wurde auch mit Hilfeed nativen Gelelektrophorese mit
folgendem Immunoblot untersucht. Flil konnte bees#im Verfahren nicht tber den
vorhandenen Strep-tag Il detektiert werden. Flikberdalls mit einem Strep-tag Il
versehen, liel3 sich dagegen in vielen Oligomensatiustanden vom Tetramer aufwahrts

im nativen Gel nachweisen (ohne Abbildung).
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3.5.4 ATPASE-AKTIVITAT VON  FLI |

Die Aktivitat der flagellumspezifischen ATPase Rlitrde fur das Dodecamer und
fur das Monomer nach der Reinigung mittels Getftlon bestimmt. Das in der Monomer-
fraktion enthaltene Flil war nicht aktiv. Die Akiiét fur das Flil-Dodecamer betrug zwi-
schen 36 nmol;P mg* - min* bei eingesetzten 0,16 pg Flil und 4196 nmolRg* - min*
bei eingesetzten 1,6 pg Flil. In Abbildung 3.13dst ATPase-Aktivitat von Flil aus der
Dodecamerfraktion in Abhangigkeit von der Flil-Menig g dargestellt. Da das Volumen
je Ansatz gleich blieb, nahm mit der Flil-Menge @&id-Konzentration zu. Durch héhere
Flil-Konzentrationen wurde schliel3lich die ATPasktiditat stimuliert.

Zur Kontrolle wurde auch der ATPase-Test mit dewoténen FliH und FliJ
durchgefuhrt. Beide Proteine zeigten keine Aktiviudem hatte eine Zugabe von FliH
oder FliJ zum Flil-Dodecamer, jeweils im molarenrMatnis von 2:1, keinen Einfluss auf

die ATPase-Aktivitat von Flil. Es war weder einerff@ung noch eine Stimulation des
Flil-Dodecamers durch FliH oder FliJ zu messen.

5000 - ABBILDUNG 3.13:
ATPase-Aktivitat
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3.5.5 INTERAKTIONSANALYSE MITTELS AFFINITATSBLOT

Beim Affinitatsblot sollten die Komponenten nachnd&Vesternblot des ersten
Proteins mit dem zweiten Protein, welches dannHitié eines Antikdrpers nachgewiesen
wurde, inkubiert werden. Zur gelelektrophoretisch@noftrennung wurden entweder
lysierte E. coli BL21 (DE3)-Zellen oder bereits gereinigtes Prote@nwendet. Bei den in

ganzen Zellen synthetisierten oder bereits pragandroteinen handelte es sich um FliH,
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Flil und FliJ. Das geblottete Protein war dabei mibhem C-terminalen 6 x His-tag
versehen und das Inkubationsprotein mit einem @itexlen Strep-tag Il oder umgekehrt.
Bei der Durchfiihrung dieser Affinitatsblots konnté&eine eindeutigen Interaktionen
zwischen den Proteinen ermittelt werden. Schwadbgaaf gab es fir eine Interaktion
zwischen geblottetem FliH oder FliJ mit jeweils é€rhinalen Strep-tag Il aus lysierten
Zellen und dem Nachweis des gereinigten Inkubapioteins FliH Uber dessen
C-terminalen 6 x His-tag. Diese Ergebnisse spreéineaine FliH-Dimerisierung und eine
FliH-FliJ-Interaktion. Es wurde jedoch auch ersiicht dass die Interaktionen mit endo-
genen, also nicht Uberproduzierten Proteinen, ggfokonnten. Abbildung 3.14 zeigt die
Westernblotanalyse genau dieser Interaktionen.

97 .4 ABBILDUNG 3.14:
Affinitatsblot von E. coli BL21 (DE3)-Zellen und
66 2 gereinigtem FliH mit C-terminalem 6 x His-tag.

20 pl mit Probenpuffer lysierte Zellen (Qnm = 36)
wurden gelelektrophoretisch aufgetrenntigeblottet. Di
45,0 Membran wurde zunachst mit 10 ml Protésung (50 p
FliH-6 x His/ml TBSPuffer) und dann mit dem Antikorp
gegen den 6 x His-tag inkubiert.

310 " FliH

215 FliJ

3.5.6 INTERAKTIONSANALYSE MITTELS ISOTHERMALER TITRATIONSKALORIMETRIE

Bei der isothermalen Titrationskalorimetrie wurdie dnhteraktion zwischen FliJ
und FliH bei einer Temperatur T von 37 °C (310 K&lwnd einem pH-Wert von 8,0
untersucht. Dabei wurden 200 uM FliH zu 20 uM HhJeine Probenzelle titriert. Nach
Abzug der Verdunnungswarme durch den verwendetdferPkonnte die entstandene
Warmeenergie der FliJ-FliH-Interaktion bestimmt #dew. Abbildung 3.15 zeigt die
Energiefreisetzung in der Probenzelle im Verlauf Tigration (Injektion 1 bis 14) in einer

sigmoiden Kurve.
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Fur die Gleichgewichtsassoziationskonstange der FliJ-FliH-Interaktion konnte
ein Wert von 1,3110° M bestimmt werden. Dieser KWert deutet auf eine schwache
Bindung zwischen FliJ und FliH hin und mit ihm keen weitere thermodynamische
Parameter fur die FliJ-FliH-Interaktion berechnegreeen. Fir die Gleichgewichtsdisso-
ziationskonstante Kergab sich ein Wert von 7,680° M, da Kp = Ka™.

Im Gleichgewichtszustand ist dann die freie Enedgieder FliJ-FliH-Interaktion:
AG = -RT" In Kp, mit R = 8,32 JKelvin™® - mol*, also
AG =-8,32 J Kelvin*-mol™* - 310 Kelvin' In 1,31 10° = -36,33 kJ mol™.

Die Enthalpie oder Bindungsenergiél hatte einen Wert von -7,53 khol ™. Bei
der Bindung von FliJ und FliH lief dementsprechemntk exotherme Reaktion ab. Fir die
Stochiometrie N wurde ein Wert von 0,32 n ermittédis heil3t das molare Verhaltnis von
FliJ zu FliH betragt nach diesen Messergebnissén 1:

Mit Hilfe der GleichungAG = AH - TAS konnte schlie3lich noch eine geringe
Zunahme der Entropi&S berechnet werden:

AS = (AH - AG) " T = (-7,53 + 36,33) kdmol™* - (310 K)* = 0,09 kJ mol* - K™.

Energie [uJ]

- 9 I I I I I I I I I I I I I 1

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Injektion

ABBILDUNG 3.15:

FliJ-FliH-Interaktion ermittelt durch isothermale T itrationskalorimetrie.

Freigesetzte Energie in puJ bei der Titration vormigd 7 pl 200 uM FliH zu 1 ml 20 uM
FliJ bei 37 °C und pH 8,0 nach Abzug der entstaadevierdinnungswarme durch den
verwendeten Puffer.
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3.5.7 INTERAKTIONSANALYSE MITTELS SURFACE PLASMON RESONANCE

Bei der Surface Plasmon Resonance wurden die ktienan zwischen Flil und
FliH sowie Flil und FliJ untersucht. Flil war dafinit Hilfe des C-terminalen Strep-tag Il
Uber Strep-Tactin auf einem CM5-Sensorchip immsieiit. Der Immobilisierungslevel
von Flil betrug dabei ca. 1000 RU also ca. 1 ng/nfftiH bzw. FliJ wurden dann jeweils
dazu injiziert und die Interaktionen konnten in E&eht verfolgt und aufgezeichnet werden.

Abbildung 3.16 zeigt die Bindung von FliH an FHUr FliH wurden hier Konzen-
trationen zwischen 3 (unterer Graph) und 30 uM r@b&raph) eingesetzt. Der erste
Bereich des Sensorgramms von O bis 80 s zeigt skeZAation der Proteine Flil und FliH.
Dabei wurden bei 3 uM FliH ca. 40 RU, bei 6 uM t@.RU, 12 uM ca. 120 RU und bei
30 uM ca. 160 RU erreicht. Nach Erreichen des Ggmuwichts und Ende der FliH-Zugabe
kam es zur Dissoziation der beiden Proteine. Dipestand aus einer Phase mit starkerer
Dissoziation im Bereich von 80 bis 150 s und eingeiten Phase schwacherer Dissozia-
tion ab 150 s. Der Verlauf der Interaktion zwischdit und FliJ ist in Abbildung 3.17
graphisch dargestellt. Die eingesetzten FliJ-Kotragionen lagen dabei zwischen 5
(unterer Graph) und 50 uM (oberer Graph). WahresrdAgsoziation wurden bei Zugabe
von 5 uM FliJ ca. 80 RU, von 10 uM ca. 100 RU, 26nuM ca. 125 RU und von 50 uM
ca. 175 RU erreicht. Auch hier kam es nach Erreiates Gleichgewichts und Ende der
FliJ-Zugabe zur Dissoziation der beteiligten Protei

ABBILDUNG 3.16:

Flil-FliH-Interaktion 200

ermittelt durch Surface 150

Plasmon Resonance. S

Sensorgramme der Blong  * 100

von FliH an Flil. Flil war

Uber den Strep-tag Il dn

StrepTactin  auf einen %0

CM5-Sensorchip immobili- .

siert. 40 pl FliH in HBS- - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
EP-Puffer wurde in Kon- -60 50% 60 120 180 240 300 360

zertrationen von 30, 12,
und 3 pM (von oben na
unten) bei einer Flussre
von 30 pl/min und eine
Temperatur von 25 °C da
injiziert.

Zeit [s]
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ABBILDUNG 3.17:

Flil-FliJ-Interaktion 200 1

ermittelt durch Surface 150 -
Plasmon Resonance. S
Sensorgramme der Blnng %

von FliJ an Flil. Flil wa
Uber den Strepag 1l und

100

StrepTactin  auf einen %0

CM5-Sensorchip immobili-

siert. 40 ul FilJ in HBS- ;o 0 6‘0 1;o 1;0 z«;o 300 360
EP-Puffer wurde in Kon- 50 |

zertrationen von 50, 20, 1
und 5 uM (von oben na
unten) bei einer IEssrate
von 30 pl/min und eine
Temperatur von 25 °C da
injiziert.

Zeit [s]

Im Vergleich der beiden verschiedenen Interakpanser FIiH und FliJ konnte
Flil nach der FliJ-Interaktion schneller regendrieerden als nach der Interaktion mit
FliH. D. h. Flil konnte von FliJ schneller und eienter als von FliH befreit werden. Die
Flil-FliH-Bindung war mit den verschiedensten Regiationspuffern nur schwer zu I6sen.
Dies ist ein Hinweis auf unterschiedliche Wechsidumgen zwischen Flil und FliJ
einerseits und Flil und FliH andererseits. Da vdfitlu hydrophobe Bindungen schwer
mit den Regenerationspuffern zu lI6sen waren, berdig Flil-FliH-Interaktion vielleicht
auf eher hydrophoben Wechselwirkungen als diefil-Interaktion.

Mit Hilfe der ,BlAevaluation Software (BIACORE) kanten die experimentell
ermittelten Kurven verschiedener Messreihen matkisofeen Graphen unter Anwendung
verschiedener Modelle angepasst und dabei sowatdti@endigkeits- als auch Gleichge-
wichtskonstanten berechnet werden. Die fur die-HIH- und Flil-FliJ-Interaktionen er-
mittelten Geschwindigkeitskonstanten fir die Asaban k, und Dissoziation ksowie die
Gleichgewichtskonstanten fur die Assoziatiog lhd Dissoziation K sind in Tabelle 3.1
aufgefuhrt. FUr beide Interaktionen wurde das Lamgih:1-Bindemodell fur die simul-
tane k-/k¢-Bestimmung der ,BlAevaluation Software* angewendgei diesem Modell
wird von Monolagen sowohl von Ligand als auch vomalten ausgegangen. Die
Langmuir-Gleichung setzt dabei die Menge des imidBtgewichtszustand gebundenen
Analyten (A) im Verhaltnis zur Menge an Analyt dieaximal gebunden werden kann
(Amay unter Berucksichtigung der Analytkonzentratiory)(@wnd der Gleichgewichts-
konstante (K): A = Amnax’ Ca" (1 + Ka "ca)™
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Da bei der Flil-FliH-Interaktion die gemessenen ni&ebesser an das Modell
.heterogeneous ligand — parallel reactions” ang&pasrden konnten, wurden Geschwin-
digkeits- und Gleichgewichtskonstanten auch naesein Modell bestimmt, wobei sich
aufgrund der Parallelreaktion jeweils zwei Werteelbbnen lie3en. Die Bestimmung von
zwei Affinitaten fur die Flil-FliH-Interaktion iseine Bestatigung der oben beschriebenen
zweiphasigen Dissoziation von Flil und FliH. Sowdtt die Flil-FliH- als auch fur die
Flil-FliJ-Bindung wurden zudem die Werte fluraKund K5 auch mit Hilfe der ,steady
state“-Affinitat ermittelt. Die hohen Standardabwleingen liegen bei ca. 50 %. Sie sind
vermutlich auf die Mdglichkeit der Schadigung vdil 8urch die langwierigen Regenera-
tionen nach den einzelnen Messungen oder den geriRginheitsgrad von nur ca. 50 %

von Flil zurtickzufUhren.

TABLELLE 3.1:

Kinetik-Parameter der Flil-FliH- und Flil-FliJ-Inte raktionen ermittelt durch Surface
Plasmon Resonance.

(A = simultane k/k4-Bestimmung anhand des Langmuir-1:1-Bindemodells, dmultane
ka/kg-Bestimmung nach dem Modell ,heterogeneous ligangarallel reactions”, C =
~Steady state”-Affinitat(+/-) = Standardabweichung mit n = 3 bei FliH und n =eRHiiJ)

Flil-Interak- | Methode/ | ka[M™-s] kg [sT] Ka[M™7] Ko [M]
tionspartner Modell

FliH A 1,72 10° 2,73 10° 6,62 10° 1,72 10°
(+/-0,81°10°) |  (+/-1,04'10% | (+/-2,74'10°)| (+/- 0,78 10°
FliH B 1,03 10" 1,87 10° 7,39°10° 1,52:10°
(+/-0,81°10% |  (+/- 1,54 10%) | (+/- 3,40 10°)| (+/- 0,56 10°)
2,89 .16 7,06 10° 6,48 10° 1,78 10°
(+/-3,16'109) | (+/-9,90'10%) | (+/-2,55 10F)| (+/-0,91'10°
FliH C 1,12 10 9,04 10°
(+/- 0,17 10°) | (+/- 1,26'10°)
FliJ A 3,68 10° 1,12° 10° 3,61 10° 3,6310°
(+/-1,66°10°) |  (+/- 0,31 10%) | (+/- 2,47 10°)| (+/- 2,48 10°)
FliJ C 1,86°10° 6,29  10°
(+/- 0,98 10°) | (+/- 3,35'10°)

Da es sich bei Flil um die flagellumspezifische ABE handelt, wurde die Bindung
von FliH bzw. FliJ auch zusammen mit 2 mM ATP undm® MgCl, untersucht
(Abbildung 3.18). Was FliH betrifft, wurden dabeiur&chst 15 % mehr FliH an Flil
gebunden, denn es wurden ca. 115 anstatt ca. 108riei¢ht. Die Dissoziation erfolgte
jedoch fast identisch im Vergleich der beiden Kurv&uch wurde FliH nur mit ATP ohne
MgCl, zur Kontrolle injiziert, was jedoch der Kurve voriH allein entsprach (ohne
Abbildung). Es war dadurch keine vermehrte FliHding zu messen. Im Falle von FliJ

wurde bei Zugaben von ATP und Mg@in um ca. 30 RU bzw. 33 % erhdhtes Signal
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gemessen, denn es wurden ca. 90 anstatt ca. 60rreidheé (Abbildung 3.18). Bei der
Injektion von FliJ mit ATP ohne Mgglfiel die Bindung jedoch geringer aus als bei der
Zugabe von FliJ allein (ohne Abbildung).

Wurden FliH und FliJ zusammen vorinkubiert und daarFlil injiziert, ergab sich
eine Bindekurve in Form der FliH-Bindung allein gath mit einer groReren Resonanz
(ohne Abbildung). FliH hat dabei vermutlich an Fgbunden und FliJ war tber FliH mit
dem Flil-FliH-Komplex vereint. Mit auf einem Senship kovalent immobilisiertem FliJ,
dem kleinsten der drei Proteine der I6slichen Kongpden des flagellaren Export-
apparates, konnte nur eine leichte FliJ-FliJ-Irkeoa und damit eine FliJ-Dimerisierung
detektiert werden. Trug der Sensorchip Uber einetikBrper gebundenes FliH, konnten

keine Interaktionen mit Flil oder FliJ detektiereren.

200 -

150 -

100 . o~

RU

-60 0 60 120 180 240 300 360

-100 J Zeit [s]

ABBILDUNG 3.18:

Flil-FliH- und Flil-FliJ-Interaktionen unter dem Ei nfluss von ATP ermittelt durch
Surface Plasmon Resonance.

Sensorgramme der Bindung von FliH (schwarz) bzw. f@rau) an Flil. Flil war Gber den
Strep-tag Il und Strep-Tactin auf einem CM5-Sensipr¢dBIACORE) immobilisiert. Es
wurden jeweils 40 pl Probe in HBS-EP-Puffer beeeiRlussrate von 30 pl/min und einer
Temperatur von 25 °C dazu injiziert: 5 uM FliH nitmM ATP und 2 mM MgGl
(schwarz, oben), 5 uM FliH (schwarz, unten), 10 gN0 mit 2 mM ATP und 2 mM
MgCl, (grau, oben) und 10 uM FIiJ (grau, unten).
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Die Untersuchungen zu den Interaktionen haben zuemfassend bei der Co-
Reinigung die Zusammengehdrigkeit des postulieRi#d1J-Komplexes bestatigt. Inter-
aktionen zwischen einer oder mehreren Komponeniesesl Komplexes mit einem der
beiden Substrate FIgD oder FIgE konnten nicht ggagerden. Gemal den Ergebnissen
der analytischen Gelfiltration oligomerisieren @imzelnen Komponenten Flil und FliH.
Flil wurde als Dodecamer eluiert und FliH erreigktmutlich ein Oligomer aus 24 FliH-
Monomeren. Beim ATPase-Test konnte dann auch nar Bél-Dodecamer und nicht in
der Flil-Monomerfraktion eine Aktivitat festgestelverden. Mit Hilfe der isothermalen
Titrationskalorimetrie konnten schliel3lich die timadynamischen Parameter einer FliH-
FliJ-Interaktion bestimmt werden. Die Surface PlasniResonance lieferte anschliel3end
kinetische Parameter fur Flil-FliH- und Flil-FliJki&lungen.

3.6 CHARAKTERISIERUNG DES TYP IlI-E XPORTSIGNALS

Ein weiterer Teil dieser Arbeit sollte sich der @lderisierung des Typ lll-Export-
signals widmen. Dafur wurde zunachst das Hakenkgppéein FlgD als Substrat gewahlt
(Kapitel 3.6.1 bis 3.6.4). Spater wurden auch Unitelhungen mit dem Hakenprotein FIgE
begonnen (Kapitel 3.6.5). Was FlgD betrifft, wurdenachst dieflgDphoA-Fusion im
Vektor pT7-5 hergestellt und diE. coli-Stamme MO1 und MO2 aus CC181 fiur die
Exporttests (Kapitel 3.6.1) generiert. Fur die Bestung der Lage des Exportsignals
wurdeflgD danachvom 5°- oder vom 3"-Ende her stufenweise verkinzt ebenfalls mit
phoA fusioniert (Kapitel 3.6.2)Am 5°-Ende wurden des Weiteren Rasterschubmutatione
oder stille Mutationen eingefiigt. Auch die Wirkuamer N-terminalen amphipathischen
Sequenz wurde Uberpruft (Kapitel 3.6.3).

Die hier dargestellten Arbeiten wurden von Corivdaber-Sparenberg (Disserta-
tion), Maike Rochén (Diplomarbeit 2001) und Heirrookman (Forschungspraktikum
2002) begonnen und von mir im Rahmen dieser Dessent fortgesetzt. Mein Anteil daran
waren die Wiederholung von Plattentests flr die uBMei3-Selektion sowie die
Durchfihrung von Westernblotanalysen. Die entsgrdbn Ergebnisse sind in den
folgenden Tabellen 3.2 bis 3.5 mit einem Stern gekeichnet. Auch die Untersuchungen
zur Rolle von Methionin 52 in FIgD (Kapitel 3.6.42um Exportverhalten von FIgE
(Kapitel 3.6.5) und zur mdglichen Lyse vBncoli-Zellen bei der Praparation der periplas-
matischen Fraktion durch Bestimmung der Isocitiaydeogenaseaktivitat (Kapitel 3.6.1)

sind im Rahmen dieser Dissertation von mir durctigefworden.
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3.6.1 FUNKTIONSWEISE DES EXPORTS DER FLG DPHOA-H YBRIDPROTEINE INS
PERIPLASMA

Fur die Exporttests wurde dé&. coli-Stamm CC181 gewahlt. Dieser trug eine
phoA-Deletion, so dass die endogene Alkalische Phoapbah dem Stamm nicht mehr
synthetisiert werden und falsch-positive Signal®&ege konnte. Die FIgDPhoA-Hybrid-
proteine wurden bei CC181 in die Umgebung &ercoli-Zelle sekretiert. MO2 war
gegenuber CC181 zusatzlich filgB-D deletiert. Hier fehlten der Flagellenstab und das
Hakenkappenprotein. Der Substratexport erfolgte ime Periplasma der Zellen (Abbil-
dung 3.19). Im Periplasma war die Alkalische Phaspée des FIgDPhoA-Hybridproteins
mit FIgD in seiner gesamten Lange (1-231) aktiv Wkwhnte nachgewiesen werden.
Erfolgte kein Transport, war dies von der Beschdf@at des Substrats abhangig und ein
Hinweis fur den Charakter des Erkennungssignals1Mé@tte schlief3lich im Vergleich zu
CC181 eine Deletion bezuglidhhA, einer Membrankomponente des flagellaren Export-
apparates. In diesem Stamm konnte kein Substragtoainerfolgen, und somit war dieser
Stamm eine Negativkontrolle bei den durchgefuhiensuchen (Abbildung 3.19). Eine
weitere Negativkontrolle fir den Export war die @&mtion von PhoA allein ohne
Sequenzbereiche von FIgD im Stamm MOZ2. Dabei kowinteAlkalische Phosphatase
nicht ins Periplasma gelangen, weil deren eigenerUfigssequenz hier sowie in allen
Hybridproteinen eliminiert wurde, und damit wedé&tidert noch dort detektiert werden.
Zur Untersuchung des Exports der FlgDPhoA-Hybritgiree wurden verschiedene
Methoden eingesetzt. Die Alkalische Phosphatasatkopei Westernblotanalysen mittels
eines Antikorpers in ganzen Zellen, im Periplasrdaram Uberstand detektiert werden.
Auch konnte ihre enzymatische Aktivitat im Periptes Uber die pNPP-Hydrolyse
gemessen und in Miller units U angegeben werdene grobe Einschatzung fur den
Erfolg des Exports wurde zunachst mit Hilfe der iB\deil3-Selektion in Form eines
Plattentests durchgefiihrt. Bei Erfolg des Exports @lkalischen Phosphatase ins
Periplasma farbten sich die Zellkolonien auf deattel blau. In Tabelle 3.2 sind die

Ergebnisse flr die Etablierung des FIgDPhoA-Exfj@stsystems zusammengefasst.
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Modellsubstrate in pT7-5:

flgD phoA

DE o

Stimme:

E. coli CC181 E coli E. coli

ABBILDUNG 3.19:

Funktionsweise des FIgDPhoA-Exports ins Periplasma.

Die Modellsubstrate FIgD (Hakenkappe) und FIgE @9k jeweils als Hybridprotein mit
der Alkalischen Phosphatase, konntenBntoli-Stamm CC181 mit Hilfe des flagellaren
Exportapparates (olivgriin) durch den Stab des Hiags nach drauf3en transportiert wer-
den. DemE. coli-Stamm MO2 fehlte durch die DeletidlgB-D der Stab des Flagellums
und der Transport der Substrate erfolgteResplasma (PP), wo PhoA als Dimer aktiv und
nachweisbar war. Bei MO1 war die Komponefitéh des Exportapparates deletiert, die
Modellsubstrate verblieben im Cytoplasma (AM = de&embran, CM = Cytoplasma-
membran).

TABELLE 3.2:

FlgDPhoA-Export ins Periplasma bei verschiedenek. coli-Stammen.

Der Nachweis von FIgDPhoA im Periplasma erfolgtettets Blau/Weil3-Selektion,

Ermittlung der PhoA-Aktivitat und durch Westernlaloalyse (PP = Periplasma, U =
Uberstand, Z = lysierte Zellen, + = PhoA-Nachweis, = PhoA-Nachweis mit starker
Bande, (+) = PhoA-Nachweis mit schwacher Bande, kem PhoA-Nachweis, * = im

Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt).

E. coli-Stamm Koloniefarbe | PhoA-Aktivitat | Immunologischer
bei der Blau/ in Miller units Nachweis beim
Weil3-Selektion [U] Westernblot
PP| U Z
CC181 pT7-5 1-231gDphoA blau* 38 ++ + +
MO1 pT7-5 1-231igDphoA weild* 27 - - +
MO2 pT7-5 1-231igDphoA blau* 95 ++ + +
MO2 pT7-5phoA weild* 27 - - +)
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Die Einsetzbarkeit des etablierten Testsystemsdiér Westernblotanalysen der
periplasmatischen Fraktion wurde mit Hilfe einez¥ntests Uberprift. Dabei wurde die
Aktivitat der Isocitratdehydrogenase zur Kontrolem Zellextrakt und der periplasma-
tischen Fraktion verschiederiercoli MO2-Stamme untersucht. Da die Enzymaktivitat der
Isocitratdehydrogenase in der periplasmatischerktibra dieser Zellen nur 5 % im
Vergleich zum Zellextrakt betrug, konnte eine koeti@d Lyse der Zellen bei der Prapara-
tion der periplasmatischen Fraktion ausgeschlosgemlen. Die FlgDPhoA-Hybridpro-
teine wurden mit Hilfe des Exportapparates insg?@&sma transportiert.

Abbildung 3.20 zeigt als Beispiel die Zunahme an¥PA im Reaktionsansatz
durch die Aktivitat der Isocitratdehydrogenase igll@trakt und in der periplasmatischen
Fraktion von MO2 pT7-5 1-23tgDphoA innerhalb der ersten 3 min nach dem Start der
enzymatischen Reaktion. Die Messung erfolgte inedren Bereich der Enzymkinetik.
Anhand der Steigung konnte dann die Initialgeschigkeit der Isocitratdehydrogenase in
1g NADPH je 1 ml Zellen mit einer Qg nm Von 2 pro min bestimmt werden: Dies waren
86 g NADPH: [ml Zellen (ODQyoo nm= 2)]* - min™ fiir den Zellextrakt und fiir die peri-
plasmatische Fraktion von MO2 pT7-5 1-88DphoA nur 4 ug NADPH' [ml Zellen
(ODgoo nm= 2)I* min™.

0.8

0,6 -

E340

0,4 -

0,2

Zeit [min]

ABBILDUNG 3.20:

NADPH-Produktion durch die Isocitratdehydrogenase as E. coli MO2.

Zunahme von fo nnmdurch die Enzymaktivitat der Isocitratdehydrogenags dem Peri-
plasma (schwarz) und dem Zellextrakt (grau) von Md2-5 1-231lgDphoA wahrend der
ersten 3 min nach dem Start der Enzymreaktion.
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Der Wert fur den Zellextrakt wurde dann gleich 190 gesetzt, so dass die
Isocitratdehydrogenaseaktivitat im Periplasma na. & % im Vergleich betrug
(Abbildung 3.21). Entsprechend gelangten auch a&ndstosolische Proteine wie die
FlgDPhoA-Hybridproteine hdchstens zu 5 % ins Pagpla, der grofdte Teil an Hybrid-

proteinen wurde ins Periplasma transportiert.

5 & 8 8

Aktivitdt [%]

N
o
|

—

Zellextrakt Periplasma

o

ABBILDUNG 3.21:

Aktivitat der Isocitratdehydrogenase in Zellextrakt und Periplasma.

Die Enzymaktivitat ist fir den Zellextrakt dBscoli-Stamms MO2 pT7-5 1-231gDphoA
als 100 % gesetzt. Die Enzymaktivitat im Periplagiea gleichen Stamms entspricht im

Vergleich ca. 5 % der Aktivitat im Zellextrakt.

3.6.2 AUSWIRKUNGEN VON FLGD-VERKURZUNGEN AUF DEN FLGDPHOA-EXPORT

Zur Bestimmung der Minimalsequenz auf Nukleotidelodminosaureebene, die
fur einen FIgDPhoA-Export ins Periplasma notwendigwurden beflgD Deletionen am
5°- oder 3"-Ende in unterschiedlichen Langen eiilgef Was die N-terminalen Verkdr-
zungen bei FlgD betrifft, konnte gezeigt werderssdbereits bei Verkirzungen von 8 bis
31 Aminoséauren (AS) der FlgDPhoA-Transport ins plasma im Vergleich zu 1-231FIgD
PhoA (FIgD in seiner gesamten Lange) drastischzieduwar. Bei Verkirzungen von 68
bis 134 AS konnte dann kaum noch oder kein Tramspehr ins Periplasma erfolgen. So
sind die Hybridproteine 9-231FIgDPhoA, 32-231FlgbRhnd 68-231FIgDPhoA jeweils
noch im Periplasma nachweisbar, 102-231FIgDPhoA 184231FIgD PhoA hingegen
nicht mehr. Die Reduktion des FIgDPhoA-Exports veursbwohl bei der Blau/Weil3-

Selektion als auch bei der Bestimmung der PhoAxtti und den Westernblotanalysen
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ersichtlich. Dabei zeigte der Immunoblot von lyser Zellen, dass alle Hybridproteine
auch gebildet worden waren. In Tabelle 3.3 sindaligntersuchungsergebnisse zusammen
aufgefihrt.

TABELLE 3.3:

Auswirkungen von N-terminalen flgD-Verkurzungen auf den FIgDPhoA-Export ins
Periplasma.

Der Nachweis von FIgDPhoA im Periplasma erfolgtettets Blau/Weil3-Selektion,
Ermittlung der PhoA-Aktivitdt und durch Westernlaloalyse (PP = Periplasma, Z =
lysierte Zellen, + = PhoA-Nachweis, ++ = PhoA-Naeimvmit starker Bande, (+) = PhoA-

Nachweis mit schwacher Bande, - = kein PhoA-NachwerE im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt).
E. coli-Stamm Koloniefarbe | PhoA-Aktivitdt | Immunologischer
bei der Blau/ in % von Nachweis beim
Weil3- MO2 pT7-5 1-231] Westernblot
Selektion flgDphoA PP Z
MO2 pT7-5phoA weild* 0 (+) (+)*
MO2 pT7-5 1-231igDphoA blau* 100 ++ ++*
MO2 pT7-5 9-231lgDphoA weil* 8 ++ ++*
MO2 pT7-5 32-23lgDphoA weild* 13 + ++*
MO2 pT7-5 68-23lgDphoA weild* 2 (+) ++*
MO2 pT7-5 102-23flgDphoA weild* 3 - ++*
MO2 pT7-5 134-23flgDphoA weil* 0 - ++*

Im Gegensatz zu den 5°-Deletionen hatte die Enifegrvon bis zu 160 AS am
C-Terminus von FIgD keinen signifikanten Effekt al&h FIgDPhoA-Export ins Periplas-
ma. Die Hybridproteine 1-100FIgDPhoA, 1-82FIgDPhdA77FIgDPhoA und 1-71FIgD
PhoA zeigten PhoA-Aktivitat im Enzymtest, Blaufanguder Zellkolonien bei der Blau/
Weil3-Selektion und wurden mittels Immunoblot in deeriplasmatischen Fraktion
nachgewiesen. Bei den FlgD-Verkirzungen 1-65, 143@ 1-15 waren die Zellkolonien
hellblau oder weil3, dipNPP-Hydrolyse kaum zu messen und die Banden beimuhmn-
blot der periplasmatischen Fraktion sehr schwaar accht vorhanden. In ganzen Zellen
wurden alle Hybridproteine bzw. deren Abbauprodutiétektiert. Tabelle 3.4 fasst die
Ergebnisse zu den Exportuntersuchungen von 3’ tdethflgD zusammen.

Die Untersuchungen zu den FlgD-Verkirzungen zeigegesamt, dass die N-ter-
minalen 71 AS bei der Aminosauresequenz oder 7lo@0@&m 5-Ende im Falle der
Nukleotidsequenz als Exportsignal essentiell unchiddir den PhoA-Export mittels
fTTSS noétig sind.
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TABELLE 3.4:

Auswirkungen von C-terminalen flgD-Verkirzungen auf den FIgDPhoA-Export ins
Periplasma.

Der Nachweis von FIgDPhoA im Periplasma erfolgtettets Blau/Weil3-Selektion,
Ermittlung der PhoA-Aktivitdt und durch Westernlaloalyse (PP = Periplasma, Z =
lysierte Zellen, + = PhoA-Nachweis, ++ = PhoA-Naeisvmit starker Bande, (+) = PhoA-

Nachweis mit schwacher Bande, - = kein PhoA-Nachwer im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt).
E. coli-Stamm Koloniefarbe | PhoA-Aktivitat | Immunologischer
bei der Blau/ in % von Nachweis beim
Weil3- MO2 pT7-5 1-231] Westernblot
Selektion flgDphoA PP Z
MO2 pT7-5phoA weild* 0 - -
MO2 pT7-5 1-231igDphoA blau* 100 + ++
MO2 pT7-5 1-10@8gDphoA blau* 92 + +*
MO2 pT7-5 1-82gDphoA blau* 79 + +
MO2 pT7-5 1-771gDphoA blau* 81 ++ +
MO2 pT7-5 1-711gDphoA blau* 79 ++ +
MO2 pT7-5 1-68gDphoA hellblau* 3 (+) +
MO2 pT7-5 1-38gDphoA weild* 2 - +
MO2 pT7-5 1-18gDphoA weild* 6 (+) +

3.6.3 BENFLUSS VON VERANDERUNGEN DER NUKLEOTID - UND AMINOSAURESEQUENZ
VON FLGD AUF DEN FLGDPHOA-EXPORT

Nachdem die Lage des Exportsignals auf die N-temlem71 AS bzw. Codons am
5’-Ende eingeschrankt werden konnte, sollte dedeiéei die Beschaffenheit des Signals
untersucht werden. Da bei anderen TTSS die SeqieanZodons 1 bis 15 von besonderer
Bedeutung ist (Lloycet al., 2001a), sollte auch von FIgD dieser Bereich stemveitert
und genauer untersucht werden. Eine maximale Verand dieser N-terminalen Amino-
sauresequenz mit einer fast unveranderten Nukksmjitenz wurde mit Rasterschub-
mutationen von Codon 2 bis 8, 2 bis 10 oder 22Bisrreicht. Was den FIgDPhoA-Export
betrifft, wurde dieser dabei stark eingeschranké BhoA-Aktivitat von RF2-8FIgDPhoA
betrug nur noch ca. 25 % der Aktivitat von3tEIgDPhoA. Bei RF2-10FIgDPhoA und
RF2-20FIgDPhoA war die Exportaktivitat sogar aufld@v. nahezu 0 % reduziert. Diese
Angaben stimmen auch mit den WesternblotanalysenPégiplasmas Uberein. In einem
weiteren Ansatz, WO2-10FIgD PhoA, wurden in die Qu&l 2 bis 10 stille Mutationen
eingeflhrt, so dass hier die Nukleotidsequenz starkndert und die Aminosauresequenz
beibehalten wurde. Im Gegensatz zu den Rastersaitabonen war der WO2-10FIgD

PhoA-Export ahnlich dem 1-231FIgDPhoA-Export (Té@.5). Diese letzten Ergebnisse
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lassen vermuten, dass das Exportsignal eher Amined@arakter hat, als dass eine
Nukleotidsequenz auf mRNA-Ebene fir den Export vevartlich ist.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die phydilauischen Eigenschaften der
N-terminalen Region von FIgD fir den Export wichsiomd. Dafiir wurden zunachst die
Codons 2 bis 8 durch eine Nukleotidsequenz ergdizialternierend fir Serin und Isoleu-
cin, also abwechselnd fur eine polare bzw. unpokBe kodiert. Solch eine synthetische
amphipathische Sequenz wurde bereits fir den Yot erfolgreich eingesetzt (Lloyd
et al., 2001b). Das Hybridprotein SI2-8FIgDPhoA wurdeng® des Enzymtests in einem
ahnlichen Ausmal} ins Periplasma exportiert wie 1IFAfDPhoA. Auch ein weiterer Aus-
tausch von Isoleucin an Position 3 zu Leucin (SBE2gDPhoA) hatte keinen negativen
Effekt auf den Export. War der Sequenzbereich Bljsdoch deletiert (9-231FIgDPhoA)
erfolgte wie bereits oben beschrieben (Kapitel 23.&ein Export. Die amphipathische
Sequenz fusioniert miphoA allein wurde nicht transportiert. Die Ergebnisses au
Blau/Weil3-Selektion pNPP-Hydrolyse und Immunoblot zur Beschaffenheit &égD-
Exportsignals sind in Tabelle 3.5 aufgefuhrt. Didsetersuchungen sind ein weiterer

Hinweis darauf, dass das Exportsignal in der Amaniossequenz enthalten ist.

TABELLE 3.5:

Einfluss von Veranderungen der Nukleotid- und Aminséauresequenz von FlgD auf
den FlgDPhoA-Export.

Der Nachweis von FIgDPhoA im Periplasma erfolgtettets Blau/Weil3-Selektion,
Ermittlung der PhoA-Aktivitdt und durch Westernlaloalyse (PP = Periplasma, Z =
lysierte Zellen, + = PhoA-Nachweis, ++ = PhoA-Naeimvmit starker Bande, (+) = PhoA-

Nachweis mit schwacher Bande, - = kein PhoA-NachwerE im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt).
E. coli-Stamm Koloniefarbe | PhoA-Aktivitdt | Immunologischer
bei der Blau/ in % von Nachweis beim
Weil3- MO2 pT7-5 1-231] Westernblot
Selektion flgDphoA PP Z
MO2 pT7-5 phoA weild* 0 - (+)*
MO2 pT7-5 1-231igDphoA blau* 100 ++ +*
MO2 pT7-5 RF2-8gDphoA blau* 25 ++ +*
MO2 pT7-5 RF2-10gDphoA blau* 10 + +*
MO2 pT7-5 RF2-20gDphoA weil* 0 - (+)*
MO2 pT7-5 WO2-1@gDphoA blau* 120 ++ ++*
MO2 pT7-5 SI2-8gDphoA blau* 104 + +*
MO2 pT7-5 SIL2-8gDphoA blau* 75 + +*
MO2 pT7-5 SI2-hoA weild* 0 - -*
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3.6.4 BEDEUTUNG DER AMINOSAURE 52IN FLGD FUR DESSENEXPORT

Da die ermittelte Signalsequenz von 71 AS im Vechlezu anderen TTSS-
Substraten um ca. 50 AS langer ist, sollte die Beaw des ATG-Codons fir AS 52 in
flgD als mogliches weiteres Startcodon untersucht weréigerzu wurdeflgD um die
ersten 51 Codons verkurzt (52-231FIgDPhoA). Altevnaurde in einem weiteren Ansatz
das Methionin an Position 52 in einem FIgD mit geta Lange gegen ein Leucin (M52L
FIgDPhoA) ausgetauscht. Abbildung 3.22 zeigt dageknis der Blau/Weil3-Selektion.
FIgD, welches erst mit AS 52 beginnt, wurde niaglg Periplasma transportiert und die
Zellen behielten ihre natirliche weil3e Farbgebiiig.Austausch von Methionin 52 gegen
Leucin im FIgD mit gesamter Proteinlange wurde d&ge genauso transportiert wie
1-231FIgDPhoA mit der korrekten Aminosauresequddie Zellkolonien farbten sich
blau. Der Aminosaureaustausch hatte keine negafivswirkungen auf die Exporteigen-
schaften des Substrats FlgDPhoA.

MO2 pT7-5 Mo2 ABBILDUNG 3.22:
1-';%},;/90 pT7-5 Blau/WeiRR-Selektion zur Unter-

B phod
Ny 7 suchung der Bedeutung von

Methionin 52 in FIgD.
Sowohl in MO1 pT7-51-23IgD

2oz o175 phoA, MO2 pT7-5 und MO2 pTB
| clrgh phoA als auch in MO2 pT7-5 5231
pho.

flgDphoA erfolgte kein Transport d

Hybridproteine und die Zellkoloen

MO1 pT7-5 B MO2 pT7-5 blieben weil3. ]231FIgDPh0A unt

1-221;/90 52-231;/90 M52LFIgDPhoA wurden exptiert
#a £ und die Zellen farbten sich blau.

Beim Enzymtest konnten die Ergebnisse der Blau/V&eiléktion bestéatigt werden.
Bei der Positivkontrolle MO2 pT7-5 1-28@DphoA lagen die Werte fur die PhoA-
Aktivitat zwischen 32 und 79 U. Der Mittelwert davavurde gleich 100 % gesetzt. Die
weiteren Anséatze wurden entsprechend angepassiidab 3.23 zeigt das Diagramm der
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase fir die Ustehungen der AS 52 in FlgD. MO2
pT7-5, MO2 pT7-5hoA und MO2 pT7-5 52-2FIgDphoA waren wie erwartet nicht aktiv
und der Stamm MOL1 pT7-5 1-2BdDphoA zeigte nur wenig PhoA-Aktivitat. Die Hybrid-
proteine 1-231FlgDPhoAind M52LFIgDPhoA wurden ins Periplasma transpdrtigrd
die Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatasedaigl00 bzw. ca. 90 %.
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ABBILDUNG 3.23:

Aktivitat der Alkalischen Phosphatase der FlgDPhoAHybridproteine zur Unter-

suchung der Bedeutung von Methionin 52 in FIgD.

Die Aktivitat der Positivkontrolle 1-231FIgDPhoAtials 100 % festgesetzt. Beim Leer-
vektor pT7-5 und bei pT7ghoA in MO2 sowie pT7-5 1-23lIgDphoA in MO1 wurde
keine oder nur sehr wenig Aktivitat gemessen. Ist AS Methionin an Position 52 in
Leucin umgewandelt (M52LFIgDPhoA), hat dies kaumnflass auf die Aktivitat im
Vergleich zu 1-231FIgDPhoA. Startet das ProteirDRgst mit dem Methionin an Position
52 (52-231FIgDPhoA), erfolgt fast kein Transporte DVerte stammen aus drei unabhan-
gigen Messungen. Die Standardabweichung ist angageb

Mittels Westernblotanalyse konnte schliel3lich higgta werden, dass alle
Hybridproteine in den Zellen synthetisiert wordémds jedoch nur bestimmte FIgDPhoA-
Formen ins Periplasma transportiert werden konniB#a. Abbildung 3.24 zeigt in der
oberen Reihe die Detektion der Hybridproteine imgtasma und in der unteren Reihe die
gebildeten Proteine im Zellextrakt. Hier werden dieiden voherigen Testergebnisse
bestéatigt und zudem gezeigt, dass eine fehlendegniakivitat nicht am Fehlen des

Hybridproteins lag, sondern dass kein TransporPsplasma stattgefunden hatte.
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ABBILDUNG 3.24:

Westernblotanalyse der FlgDPhoA-Hybridproteine in E. coli MO1 und MO2 zur
Untersuchung der Bedeutung von Aminoséaure 52 in FID.

Links ist das Molekulargewicht in kDa angegebenr Digere Teil zeigt den FIgDPhoA-
Nachweis in der periplasmatischen Fraktion, deerenBereich den im Zellextrakt. Beim
Leervektor pT7-5 in MO2 (Spur 1) wurde kein Protgebildet. PhoA allein (Spur 2) und
52-231FIgDPhoA wurden in MO2 zwar synthetisierterabicht ins Periplasma der Zellen
transportiert. Das komplette FIgD (Spur 3, Posikolle) und FlgD mit dem Amino-
saureaustausch von Methionin zu Leucin an Posb(Spur 4), jeweils als Hybridprotein
mit PhoA, wurden in MO2 produziert und zudem ingiftasma transportiert. In MO1
wurde das gesamte FIgD mit PhoA (Spur 6, Negatitrktle) synthetisiert, jedoch nicht
ins Periplasma transportiert.

Bei MO2 mit dem Leervektor pT7-5 (Spur 1, AbbilduB@4) war kein Gen zur
Expression vorhanden, dementsprechend konnte agdérim Periplasma noch in ganzen
Zellen Protein nachgewiesen werden. Fir die Ansit@2 pT7-5phoA (Spur 2), MO2
pT7-5 1-231flgDphoA (Spur 3), MO2 pT7-5 M52lgDphoA (Spur 4), MO2 pT7-5 52-231
flgDphoA (Spur 5) und MO1 pT7-5 1-2FlIgDphoA (Spur 6)konnte jeweils das gebildete
Hybridprotein in ganzen Zellen nachgewiesen werdies,Periplasma wurde jedoch nur

bei den Ansatzen MO2 pT7-5 1-ZBDphoA (Spur 3) und MO2 pT7-5 M52lgDphoA
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(Spur 4) Protein transportiert. Da gemal3 den Unténsngen MO2 pT7-5 M5Z1lgDphoA
transportiert und MO2 pT7-5 52-2dDphoA nicht transportiert wurde, hat das ATG-
Codon an Aminosaureposition 52 keine BedeutungS#édstcodon fir den FIgD-Export
und die davorliegenden 51 Aminoséauren sind, wieiteermittelt (Kapitel 3.6.2), fur den
FlgD-Export notwendig.

Die Untersuchungen zum Exportsignal des Hakenkapp&zins FlgD ergaben
insgesamt, dass das Signal auf Aminosaureebenehalbeder N-terminalen 71 AS zu
finden ist und das ATG-Codon an Position 52 keindeRflr den Export spielt.

3.6.5 AUSWIRKUNGEN VON C-TERMINALEN FLGE-VERKURZUNGEN AUF DEN
EXPORT VON FLGEPHOA

Auch der Export des Hakenproteins FIQE sollte wuteint werden. Hierbei wurden
zunachst verschieden lange Verkurzungen am C-taterirBereich von FIgE eingefiihrt.
Es sollte dadurch Uberprift werden, welcher Beréied Proteins fir den Transport oder
die Erkennung beim Export verantwortlich ist. Imdeerschiedenen Ansatzen sollten dann
die Hybridproteine 1-10FIgEPhoA, 1-20FIgEPhoA, FBEPhoA, 1-100FIgEPhOA,
1-200FIgEPhOA, 1-300FIgE PhoA und 1-402FIgEPhoAyiEFin seiner gesamten Lange)
in E. coli MO1 und MO2 generiert werden. Auch hier wurde vodié Blau/Weil3-
Selektion zur Uberprifung des FIgEPhoA-Exports adhder Blaufarbung der Zellkolo-
nien durchgefuhrt. Gemaf Abbildung 3.25 war nur idgisridprotein 1-402FIgEPhoA im
E. coli-Stamm MO2 aktiv. Die C-terminal verkirzten FlgEstine mit den AS 1 bis 10,
1 bis 20, 1 bis 50 bzw. 1 bis 100 wurden in MOZhhims Periplasma transportiert. In
MO1 erfolgte wie erwartet auch kein Export der auaafgelisteten Hybridproteine und
damit keine Blaufarbung der Kolonien. Zuséatzlichreen die Hybridproteine 1-200FIgE
PhoA und 1-300FIgEPhoA sowohl in MO2 als auch in Mgetestet. Auch hier erfolgte
keine Blaufarbung der Zellkolonien.

Dann folgte auch die Bestimmung der PhoA-Aktiviti#itrch pNPP-Hydrolyse im
Enzymtest fir die einzelnen FIgEPhoA-Hybridproteibgese lag flr das Hybridprotein
mit FIQE in seiner gesamten Lange zwischen 10 d&nMiller units, also im Vergleich nur
bei 30 % der Aktivitat von FIgD mit seiner gesamtg&imge. Die Aktivitat der C-terminal
verkirzten FIgEPhoA-Hybridproteine fiel noch geencaus und lag im Vergleich zwi-
schen 10 und 30 % der Aktivitat von FIQE mit seigesamten Lange. Auch die Aktivitat
der Negativkontrolle MO1 pT7-5 1-408EphoA betrug ca. 20 % im Vergleich zu MO2
pT7-5 1-402gEphoA. Ein unterschiedliches Verhalten der verschieddigoridproteine

gemal ihrer Verkirzungen war trotz der niedrigersdeerte nicht zu beobachten. Alle
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FIgEPhoA-Hybridproteine wurden auch im Zellextrakmd in der periplasmatischen
Fraktion derE. coli Stamme MO1 und MO2 gelelektrophoretisch aufgetrema danach
einer Westernblotanalyse unterzogen. Dabei konalienFusionsproteine, einschliel3lich

1-402FIgEPhOA in MO2, weder in ganzen Zellen naulPeriplasma detektiert werden.

MO2 pT7-5 MO1 pT7-5 ABB'LDU'.\'G 3'25:.
1-107lgEphoA 1-402 flgEphoA Blau/Weil3-Selektion zur Unter-

suchung von FIgEPhoA-Hybrid-
proteinen.
MO2 Mo2 Sowohl in der Negativkontrolle MC
P1T72-05 FI’T:/“‘);’ pT7-5 1-402AgEphoA als auch bei de
flgEphoA FlgEphoA Hybridproteinen 1-10FIgEPhoA, 20
FIQEPhoA, 1-50FIgEPhoA und 100
FIQEPhOA in MO2 erfolgte keine Blau-
MO2 pT7-5 MO2 pT7-5 farbung der Zellkolonien. Nur 402
1-50FlgEphoA 1-100f/gEphoA FIgEPhoA wurde bei MO2 ins Periplas-
ma transportiert und die Zellen farb
sich blau.

Was das Substrat FIgE betrifft, konnte schlie3inclt mit Hilfe der Blau/Weil3-
Selektion und des Enzymtests und dabei nur furRdatein in seiner gesamten Lange ein

Nachweis des Exports bestétigt werden.
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4. DISKUSSION
In der vorliegenden Arbeit sollten |6sliche Kompoten des fTTSS voik. coli

K12 und deren Funktion mit Hilfe von molekularbigischen und biochemischen
Methoden néher untersucht werden. Dabei ergabdn zsiei Schwerpunkte. Der erste
Abschnitt der vorliegenden Arbeit beschaftigte swih moglichen Interaktionen zwischen
den einzelnen Komponenten des cytoplasmatischda des flagellaren Exportapparates,
FliH, Flil und FliJ. Im zweiten Abschnitt sollte @liLage und Beschaffenheit einer
Exportsignalsequenz der durch das fTTSS zu tratispemden Substrate zunachst am

Beispiel von FIgD und spéater auch an FIgE n&hezrsaotht werden.

4.1 KOMPLEMENTATION VON DELETIONSMUTANTEN DURCH REKOMBINANTE
PROTEINE

Damit die einzelnen Komponenten des cytoplasmagischeils des flagellaren
Exportapparates FliH, Flil und FliJ individuell réthuntersucht werden konnten, sollten
diese inE. coli synthetisiert und dann mittels Affinitatschromataghie gereinigt werden.
Da diese rekombinanten Proteine ,tags” fur die Reing besalRen, wurde zunéchst ihre
Aktivitat in entsprechendefiiH-, flil- und fliJ-Deletionsmutanten voik. coli CC181
Uberpraft.

Zur Herstellung dieser Deletionsmutanten wurdenizvegschiedene Methoden
verwendet. Bei der Methode nach Datsenko und Wa(#@0) wurde das Gen fur die
Chloramphenicolresistenz in Form von linearer DMAlie Zellen transformiert und gegen
das zu deletierende Gen ausgetauscht. Die line&k& @urde mittels PCR generiert.
Dabei wurden die homologen genomischen Sequenzberéiir die Rekombination mit
Hilfe der Primer angefugt. Die Lange der homolo§aguenzbereiche betrug deshalb nur
ca. 50 bp. Mit diesen relativ kurzen homologen egbereichen waren Rekombinations-
ereignisse selten. Da zudem lineare DNA im Verglea zirkularer DNA schlechter von
den Zellen aufgenommen werden konnte und in delerZelicht so stabil war, war die
Ausbeute an Klonen sehr gering. Zur Erh6hung desbl&ute an Klonen wurde die
Transformation mittels Elektroporation durchgefubnd sowohl Zellen als auch DNA in
hohen Konzentrationen und mdglichst geringen Vohamingesetzt.

Die Methode nach Herring et al. (2003) war dagegander Transformation mit
mehr Aufwand verbunden, da das Ersatzgen, in didsahdas Gen fur die Kanamycin-
resistenz, und die homologen genomischen Sequemeber fir die Rekombination

nacheinander in einen Vektor kloniert werden mussBamit war aber die Mdglichkeit
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gegeben, die homologen Sequenzbereiche mit cabp@®@nger als bei der Methode nach
Datsenko und Wanner (2000) zu wahlen. Durch Verwagdson zirkularer DNA und lan-
geren homologen Sequenzbereichen war im Verglesctbeiden Methoden die Rekombi-
nation effizienter und die Ausbeute an Klonen héher

Die hergestellten Deletionsmutanten wurden danreiirem plasmidabhangigen
System mit den rekombinanten Proteinen komplem@nt&s Plasmide wurden die
pASK-IBA-Vektoren gewahlt, und die rekombinanteroteme waren mit einem Strep-
tag Il und/oder einem 6 x His-tag versehen. Eifielgneiche Komplementation bedeutete,
dass das synthetisierte Protein trotz der vorhametags” aktiv und nicht in seiner
Funktion gestort war. Bei FliJ hatten die ,tagsfinen Einfluss auf die Proteinfunktion.
FliH und Flil waren dagegen mit ,tags” an beidenriimi nicht funktionell und konnten
die Deletion im entsprechenden Stamm nicht komphi@en. Die Untersuchungen mit
Hilfe des plasmidabhangigen Komplementationssystergaben jedoch, dass FliH einen
6 X His-tag am C-Terminus und einen Strep-tag Il WATerminus toleriert. Flil war
dagegen mit C-terminalen ,tags” aktiv, ein N-teraier Strep-tag Il sorgte jedoch fur eine
leichte Einschrankung (Abbildung 3.9). Diese Ergsbm zeigten, dass die Lage der ,tags"”
Einfluss auf die jeweilige Proteinfunktion hattent§prechend konnten fir die weiteren
Untersuchungen die aktiven rekombinanten Protegwaylt werden.

4.2 AIH, FLIT UND FLIJ BILDEN EINEN HETEROOLIGOMEREN K OMPLEX

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mittels Co-Reinigulig postulierte Komplex-
bildung von FliH, Flil und FliJ bestatigt werden [{Bildung 3.10). Dafir wurden die
Komponenten FliH und FliJ durch Westernblotanalysachgewiesen und die Komponen-
ten FliH und Flil durch MALDI-TOF-Analysen bestétig

Fur die Ermittlung der Stéchiometrie der einzelt@mponenten des heterooligo-
meren Komplexes zueinander wurde mit Hilfe von Ief@gant 5.0 das Coomassie-Gel des
gelelektrophoretisch aufgetrennten, zehnfach kadneeten Eluats ausgewertet. Unter
Berucksichtigung der Molekulargewichte der einzeliéomponenten konnte eine St6-
chiometrie von 30:1:10 fur FliH zu Flil zu FliJ hesmt werden. Dabei wurden auch die
Abbauprodukte von FliH einbezogen. Das damit fliHFEu FliJ ermittelte molare
Verhaltnis von 3:1 zeigt zwar Ubereinstimmung netdErgebnis der ITC (Kapitel 4.6).
Da die FliH-Abbauprodukte gemafl Westernblot jednokh den Strep-tag Il besalien,
konnten diese auch an das Strep-Tactin gebundeanhaihne Interaktionen mit dem

Komplex einzugehen. Das molelare FliH-Flil-FliJ-Yéltnis betrug ohne die Abbau-
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produkte von FliH 20:1:10 und die Stochiometrie \WiH zu FliJ damit 2:1. Der Anteil
von Flil im FliHIJ-Komplex war sehr gering. Es wgdoch bei der gewahlten Methode
naheliegend, dass wahrend der Affinitatschromafigeabeim Waschen dem Komplex
zugehdrige Komponenten abgespilt worden sind. Dasitk neben Flil in geringerem
Ausmald auch FliJ gewesen sein, da FliH beim let®eimigungsschritt die Bindung zur
Séaule einging.

Aufgrund der zuvor beschriebenen Problematik deicl8bmetriebestimmung
durch die Co-Reinigung liegen dem in Abbildung dakgestellten moglichen Modell der
Bildung des FliHIJ-Komplexes bereits bekannte Dates1 Abbildung 1.4 und die Flil-FliJ-
Interaktion als Ergebnis aus der SPR (Kapitel 2u§runde. Die Bildung eines heterotri-
meren FliBFlil-Kkomplexes konnte dabei bereits von Minaminoduklacnab (2000c)
gezeigt werden. Fraset al. (2003) stellten die FliJ-FliH-Interaktion und ei@@igome-
risierung von FliJ mindestens zum Dimer fest.

Neben der Komplexbildung von FliH, Flil und FliJ wdie Bindung aller oder
einzelner dieser Komponenten mit einem fTTSS-Sabston Interesse. Insbesondere
sollte Uberprift werden, ob FliJ, das als allgeregi@haperon fir die Substrate des Stab-
und Hakentyps und auch des Filamenttyps vermutetiev(Bennett und Hughes, 2000;
Minamino et al., 2000a), tatsachlich eine Bindung zu FlgD odgEFeingeht. Denn von
allen bisher bekannten Komponenten des gesamtgallfieen Exportapparates wurden
vier aufgrund ihres geringen Molekulargewichts uimdes niedrigen isoelektrischen
Punktes (pl) als Chaperone eingeschétzt. Dabeidh@nds sich um FIgN, FliJ, FliS und
FIIT (Bennett und Hughes, 2000), wobei der pl-Wem FliJ mit 7,85 (Tabelle 7.1.2 im
Anhang) hoher liegt und damit aus der Reihe f&ili. die Chaperone FIgN, FIiS und FIiT
konnten auch schon die Substrate ermittelt werBgyN ist das Chaperon fir die Haken-
Filamentverbindungen FlgK und FlgL, FliS fir dasamentprotein FIiC und FIiT fur das
Filamentkappenprotein FliD (Bennett und Hughes, (200

Mit Hilfe der Co-Expression der GerfleH, flil undfliJ, einzeln oder in Kombina-
tionen, zusammen mit dem Gen eines der Subsfigi2,oderflgE, sollten im Rahmen
dieser Arbeit durch nachfolgende Co-Reinigung oagive Gelelektrophorese Bindungen
zwischen den Proteinen Uberprift werden. Interaktiozwischen dem nachgewiesenen
FliHIJ-Komplex mit einem der Substrate FlgD odegHElentsprechend der Komplex-
bildung von FliH, Flil, Substrat FIgK und ChaperblgN (Thomaset al., 2004) konnten

dabei nicht gezeigt werden.
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Aber auch Bindungen der einzelnen Komponenten HIHpder FliJ zu einem der
beiden Substrate konnten bei den eigenen Unteragenuweder durch Co-Reinigung
noch durch native Gelelektrophorese festgestelltdere Frihere Verodffentlichungen
zeigten dagegen Bindungen von FIgE, FlgD, FIgK,LRlmd FliC jeweils an FliH, Flil
oder FliJ in Affinitatblots (Minamino und Macnabp@a; Silva-Herzog und Dreyfus,
1999). Ob insbsondere FIliJ tatsdchlich mit den ®ate interagiert, obwohl es
Bindestellen fur die Chaperone FIgN und FIiT beagiEvanset al., 2006), ist fraglich. Die
eigenen Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass Bedung zwischen FliJ und einem
der Substrate FIgD oder FIgE stattfindet.

Die sich hier widersprechenden Daten weisen aufRiablematik delin vitro-
Versuche hin. Nach der Praparation der Proteine dmrs Zellen liegen artifizielle
Bedingungen vor, bei denen Proteine auch durch égggion komplexieren kénnen. Eine
im Versuch nachgewiesene Komplexbildung mussivo in der Zelle unter physiolo-

gischen Bedingungen nicht unbedingt erfolgen.

ABBILDUNG 4.1:

Bildung des FliHIJ-Komplexes aus den einzelnen Konmgnenten.

Modell der Bildung des FliHIJ-Komplexes nach Co-Eegssion und Co-Reinigung der
einzelnen Komponenten unter Berucksichtigung berbgkannter Daten und der Er-
gebnisse aus der SPR. Nach Frasaf. (2003a) interagieren jeweils zwei FliH- und FliJ-
Molekule mit einem Flil-Molekul. Dabei interagiereier C-terminale Bereich von FliJ mit
dem N-terminalen Bereich von FliH und die C-ternteg@egion von FliH mit der N-termi-
nalen Region von Flil. GemaR den Untersuchungetei®iEPR interagieren auch Flil und
FliJ miteinander. Flil ist entsprechend entgegenkimvention vom C-Terminus zum N-
Terminus dargestellt.
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4.3 INDIVIDUELLE REINIGUNG VON FLIH, FLIT UND FLIJ

Fur die Interaktionsversuche mit den Proteinen dgeplasmatischen Teils des
flagellaren Exportapparates wurden FliH, Flil untl Fndividuell gereinigt, nachdem
deren Gene zuvor mit Hilfe der pASK-IBA-Vektoren i coli BL21 (DE3) exprimiert
worden sind. Je nach Wahl des pASK-IBA-Vektors wwadée Proteine dann mit einem
terminalen Strep-tag Il bzw. 6 x His-tag oder n@tden ,tags” an jeweils einem Terminus
versehen.

Bei den beiden Proteinen FliH und FliJ war es nobgldiese mit Strep-tag Il und
6 x His-tag mittels Affinitatschromatographie Ulmvei verschiedene Saulen zu reinigen
(Abbildung 3.11). Dabei konnten FliH und FliJ mibher Reinheit von ca. 90 % und bei
Einsatz eines geringen Elutionsvolumens auch vekatnzentriert mit ca. 1 mg/ml erhalten
werden. Bei der Proteinreinigung mittels Affiniétsomatographie tber nur eine Saule
und nachfolgender Gelfiltration oder Anionenaustheiromatographie war eine ent-
sprechende Reinheit und Konzentration an Proteint iziu erreichen.

Nachteil der Methode, Proteinen Strep-tag Il undHis-tag jeweils an einen Ter-
minus zu fagen, war die mdgliche EinschrankungFraerktion und/oder Bindemoglichkeit
der Proteine durch die beiden ,tags”. Da die Pr&éiliH, Flil und FliJ hauptsachlich Uber
ihre Termini miteinander interagieren (Fraseral., 2003a), war die Gefahr solch einer
Einschrankung bei zwei ,tags" noch gro3er als beem. Diese Funktionseinschréan-
kungen konnten bei den KomplementationsstudienHiH und FliJ bestatigt werden
(Kapitel 4.1). Entsprechend wurden fir die Intei@akistudien bei der SPR (Kapitel 4.6)
die Proteine Flil, FliH und FliJ mit nur einem ,tagerwendet, wobei auf einen hdheren
Reinheitsgrad verzichtet werden musste. Ein weitBi@chteil der Proteinreinigung mit
.ags” ist deren mdogliche Unzugéanglichkeit. Die iAffat zwischen rekombinantem
Protein und Saule ist dann aufgehoben. Fir Flileimém C-terminalen 6 x oder 12 x His-
tag konnte trotz Synthese des Proteins und mogticileemunologischen Nachweis der
His-tags vermutlich aus Griinden einer Unzugangkdhlkkeine effiziente Reinigung
erfolgen. Damit konnte Flil nur mit Hilfe des Stregm Il angereichert und dann weiter

durch Gelfiltration oder Anionenaustauschchromadpgre gereinigt werden.
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4.4 OLIGOMERISIERUNG VON FLIH Bzw. FLII INVITRO

Wahrend durch die Gelfiltration die Reinheit deiH-lund Flil-Praparationen nicht
signifikant verbessert werden konnte, wurde jedachand der Elutionsprofile fir jedes
einzelne der beiden Proteine ein Oligomerisieruagsaiten beobachtet. Dabei wurden die
beiden Proteine hauptsachlich bei einem Molekulaige von ca. 600 kDa eluiert
(Abbildung 3.12). Das wurde einem HomododecamerHii¢i(49 316 Da) und bei FliH
(25 050 Da) einem Oligomer aus 24 FliH-Monomerets@mrechen.

Fur Flil konnte zuvor nur eine OligomerisierungRorm einer hexameren Ring-
struktur in Losung durch Elektronenmikroskopie ggizeverden (Claretet al., 2003;
Minamino et al., 2006b). Im Gegensatz dazu wurde fir die ATPasiNHles TTSS aus
P. syringae bei der Affinitatschromatographie auch ein Oligoisierungsverhalten mit bis
zu 12 HrcN-Monomeren festgestellt und mit Hilfe sehriedener Techniken der Elektro-
nenmikroskopie ein Dodecamer in Form von zwei Ubareler liegenden hexameren
Ringen bestétigt (Mulleet al, 2006, Pozidigt al., 2003). Dies unterstitzt die Ergebnisse
der eignen Untersuchungen zur fTTSS-ATPase Flil. iba einem molekularen 1:2-
Verhaltnis von Flil zu FliHin vivo ausgegangen wird (Gonzéalez-Pedrejal., 2002),
misste fur ein Flil-Dodecamer auch das ermitteliid-Bligomer aus 24 Monomeren zur
Verfigung stehen. Andererseits konnten Yonelaira. (2000) fur das Filamentkappen-
protein FliD die Bildung eines Decamers, bestehaumsl zwei pentameren Ringen, nur in
Losung mittels Elektronenmikroskopie feststellehDRn seiner Funktion als Filament-
kappe in der wachsenden Struktur des Filaments evdedjegen eindeutig als einfacher
Pentamer-Ring bestimmt. Es stellt sich daher dag&rob der festgestellte hohe Oligome-
risierungsgrad von Flil und FliH nain vitro besteht. Zumindest fur die fTTSS-ATPase Flil
kann die Oligomerisierung zum Dodecamer aurctivo realistisch sein, da dadurch deren
eigene ATPase-Aktivitat stimuliert wird (Kapitels4und Abbildung 4.2).

Ob die hier festgestellten Oligomerisierungen vdi Fund Flil auch zu einem
Vielfachen des in Abbildung 4.1 dargestellten Fitlomplexes flhren, ist eher unwahr-
scheinlich. Da die N-terminalen Regionen von Fdlvehl mit FliH interagieren (Fraset
al., 2003a) als auch fur die Bildung eines Flil-Sechages verantwortlich sind (Minami-
no et al., 2006b), besteht der FliHIJ-Komplex vermutlichr mor der Bildung des Flil-

Dodecamers.
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4.5 SIMULATION DER ATPASE-AKTIVITAT VON FLI| DURCH OLIGOMERISIERUNG

Nach der Reinigung von Flil mittels Affinitatschramographie und Gelfiltration
wurden von den erhaltenen Eluatfraktionen des Wbhomers und -Dodecamers die
ATPase-Aktivitaten bestimmt. Dabei zeigte das Mdnomer keine ATPase-Aktivitat, das
Flil-Dodecamer dagegen eine Zunahme der ATPaseAdfti mit zunehmender Flil-
Konzentration (Abbildung 3.13). Die ATPase-Aktiviféir das Flil-Dodecamer betrug bei
eingesetzten 3 pg/ml Flil-Protein 36 nmot Bg* - min™ und konnte bei Verwendung der
ca. 10-fachen Konzentration an Flil-Protein auf das100-fache gesteigert werden.

Fur die TTSS-ATPase HrcN ad’s syringae ist bereits bekannt, dass das HrcN-
Dodecamer im Vergleich zum -Monomer die ATPase-A#dt stimuliert und dabei sogar
auf das ca. 700-fache erhoht (Pozidisal., 2003). Demnach scheint bei den eigenen
Untersuchungen die Oligomerisierung von Flil zueen Dodecamer zu Beginn der
Messreihe aufgrund der Verdinnung und/oder der &ege von N-Dodecylmaltosid im
Versuchsansatz aufgehoben zu sein. Fur Flil s@lbstle in friheren Publikationen eine
Oligomerisierung zum Hexamer in Form eines Sechggrmit einer Stimulation der
ATPase-Aktivitat auf 1290 bzw. 2200 nmol Pmg’ mint (Auvray et al., 2002;
Minaminoet al., 2006b) gezeigt. Ein vergleichbarer Wert konrgeden eigenen Messun-
gen bei einer Konzentration von 24 pg/ml Flil-Pnoterreicht werden. Dieser Zwischen-
wert lasst vermuten, dass die Oligomerisierungdreum Dodecamer Uber die Stufe des
Hexamers erfolgt. Abbildung 4.2 zeigt in einem Mibadke Oligomerisierung vom Flil-
Monomer zum Flil-Dodecamer, einhergehend mit dam&ation der ATPase-Aktivitat.
Das Flil-Dodecamer ist in Form von zwei Sechseemg Anlehnung an die Publikation
fur die TTSS-ATPase HrcN als syringae dargestellt (Mulleet al., 2006).

Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen wuidéléret et al. (2003) und
Minamino et al. (2006b) auch fur ein Flil-Monomer ATPase-Aktititinit Werten
zwischen 250 und 280 nmoj Bng” - min™ festgestellt. Aufgrund der Schwierigkeiten bei
den eigenen Arbeiten, Flil Uber ,tags“ zu reinigevar die Flil-Praparation noch mit
weiteren Proteinen kontaminiert (Abbildung 3.11inds der Proteine kénnte aufgrund der
nachgewiesenen Bindung an Flil (Kapitel 4.2 ung ér&dogenes FliH gewesen sein. Von
FliH ist bekannt, dass es die ATPase Flil hemmtvfAy et al., 2002; Minamino und
Macnab, 2000a). Verunreinigungen von FliH in dei-Ftaparation konnten damit der
Grund fur die nicht messbare ATPase-Aktivitat gesmesein. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde auch der Einfluss von FliH auf das Flil-Doaeer Gberprift. Es zeigte sich jedoch

weder eine Hemmung noch eine Stimulation der ATRddwitat von Flil durch FliH im
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ATPase-Test. Vermutlich erfolgt die Hemmung der A& Aktivitat von Flil durch FliH
nur beim monomeren Zustand von Flil. Nach der Bigldes Flil-Dodecamers ist dann

eine Hemmung durch FliH nicht mehr mdglich.

12 x

ATP

ABBILDUNG 4.2:

Oligomerisierung von Flil zum Dodecamer und Stimuldion der ATPase-Aktivitat.

In diesem Modell zeigen die Flil-Monomere keine kylgise von ATP und damit keine
ATPase-Aktivitat. Durch Oligomerisierung von Fliumm Dodecamer wird die ATPase-
Aktivitat stimuliert. Das Flil-Dodecamer ist in Agthnung an HrcN auB. syringae in
Form von zwei hexameren Ringen dargestellt (Migled., 2006).

4.6 AFFINITATEN ZWISCHEN FLIH, FLII UND FLIJ

Interaktionen zwischen den einzelnen Komponenten ay¢oplasmatischen Teils
des flagellaren Exportapparates, FliH, Flil undJFWwurden bisher weder hinsichtlich der
thermodynamischen noch der kinetischen Parameteuge untersucht. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten nun mit Hilfe der SPR und der ITCh@&ingen zwischen diesen Kompo-
nenten festgestellt und Affinitaten bestimmt werd&fhiH, Flil und FliJ interagieren
jeweils miteinander. Die Affinitdtskonstante furedBindung von FliH an Flil betragt
1,52 uM, die von FliJ an Flil 3,63 uM und die voliHan FliJ 0,76 uM. Damit hat FliH
eine hohere Affinitat zu FliJ als zu Flil. Zudent @se Affinitdt von FliH zu Flil héher als
die von FliJ zu Flil. Im Vergleich zu Antigen-Antikper-Bindungen, deren Affinitats-
konstanten im nM-Bereich liegen (Papadiaal., 2006; Shinet al., 2007; Tanget al.,
2006), sind die hier ermittelten Affinitdten jedocim den Faktor 1000 geringer. Die
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Affinitdt zwischen der Sensorkinase CheA und demiwdntregulator CheY, beides
Komponenten des Signaltransduktionskomplexes, itseimer Konstante von 30 nM auch
noch vergleichsweise hoher (Schusetral., 1993). Die hier ermittelten moderaten
Affinitaten zwischen FliH, Flil und FliJ stehen mch im Einklang mit einer fur den
Proteinexport notwendigen Dynamik der Bildung undddziation von Proteinkomplexen.
Die Affinitdtskonstante fur die Bindung des Filartmgoteins FliC an sein Chaperon FliS
liegt mit 0,53 uM (Muskotédt al., 2006) entsprechend in einer ahnlichen Grol3enmgin

Neben den Affinitditen konnten mit Hilfe der SPR #lie Flil-FliH- und die Flil-
FliJ-Interaktion auch die Geschwindigkeitskonstartié die Assoziation und die Disso-
ziation ermittelt werden. Diese liegen fur beideetaktionen in derselben Groél3enordnung.
Die beiden Geschwindigkeitsassoziationskonstantendfe Bindung von FliH an Flil
hatten Werte von 1,0310" und 2,89 10* M* - s, die beiden Geschwindigkeitsdisso-
ziationskonstanten Werte von 1,807 und 7,06 10° s. Die Geschwindigkeitskonstante
fur die Assoziation von FliJ und Flil betrug 3,680 M™ - s* und die Geschwindigkeits-
konstante fiir die Dissoziation 1,120 s*. Die Bindung von CheA an CheY hat dagegen
eine vergleichsweise niedrige Assoziationsrateeiniér Konstanten von 3,680° M- s*
und eine im Vergleich niedrige Dissoziationsraté einer Konstanten von 1,14.0° s*
(Schustet al., 1993). Die hoheren Raten fir Bildung und Disatban sowohl zwischen
FliH und Flil als auch zwischen FliJ und Flil sieth weiterer Hinweis fir die Dynamik
der jeweiligen Interaktionen.

Die jeweils hohen Standardabweichungen der ernd@tteWerte bei der SPR
(Tabelle 3.1) sind durch verschiedene Probleme wdéren. Nach den jeweiligen
Messungen musste restliches, nicht dissozierté$ &dier FliJ von Flil auf dem CM5-
Sensorchip bei der sogenannten Regeneration nmf@ Mdn hochmolaren Salzlésungen
wie 4 M MgCh und 5 M NaCl oder sogar verdinnte NaOH (1 bis 20 meldst werden.
Unter diesen nicht physiologischen Bedingungen t@nein Teil der Flil-Proteine
geschadigt worden sein. Da die Regeneration nalgn jateraktionsmessung durchgefuhrt
wurde, waren bei den verschiedenen Messungen ii@mdie Ausgangsvoraussetzungen
fur Flil unterschiedlich. Zur Umgehung dieser Pesbhtik wurden bereits Protokolle fur
die Messung von Kinetiken und Formeln zur Bereclgnuder kinetischen Daten
entwickelt, bei denen der Ligand zwischen den Megsno nicht mehr regeneriert werden
muss. Dadurch wurde der Ligand geschont und zudemzelitliche Aufwand fur die
Versuche durch das Fehlen der Regenerationsphaseblieh verkirzt (Karlssoet al.,
2005; Tanget al., 2006; Trutnau, 2006).
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Eine weitere Moglichkeit fur die hohen Standardaictvengen kann der
Reinheitsgrad von Flil gewesen sein. Flil konnté Hilfe der Affinitatschromatographie
nur zu 50 % angereichert werden. Zwar wurde duretBchdung von Flil Gber den Strep-
tag Il an Strep-Tactin auf dem CM5-Sensorchip naabnselektiert, trotzdem wurden
vermutlich auch Fremdproteine mit einer Affinitat 3trep-Tactin an der Chipoberflache
gebunden. Solche Fremdproteine kénnten die Messubgeinflusst haben. Auch die
Messung der Bindung der kleineren Proteine FliH &hd im Gegensatz zum gro3eren
Protein Flil kann zu Messungenauigkeiten gefuhrbema Wenn es die Experimente
zulassen, wahilt man das groRere Protein als Amgiit man ein starkeres und damit
eindeutigeres Antwortsignal erhalt.

Mit Hilfe der ITC konnten thermodynamische Parameler FliH-FliJ-Interaktion
ermittelt werden. Dabei wurde bei der Bindung vdifl ind FliJ Energie freigesetzt. Die
freie Bindungsenergie betrug -36,33 ‘kihol* bei 37 °C und pH 8,0Auch das molare
Verhéltnis von FliJ zu FliH konnte auf 1:3 bestimmérden. Diese Verhaltnisangabe
stimmt zwar mit dem Ergebnis aus der Co-Reinigu€ap(tel 4.2) Uberein, steht jedoch im
Gegensatz zu den Literaturangaben. Bei Fratsar (2003a) wird von einer Dimerisierung
sowohl von FliH als auch von FliJ ausgegangen. Dimere interagieren dann im
Verhéltnis von 1:1 miteinander. Die Methode der IH€ den eigenen Untersuchungen
erforderte hohe, unphysiologische Konzentrationen gen Proteinen FliH und FliJ. Da
FliH und FliJ auch bei der Dialyse leicht aggremrr konnten hohe Proteinkonzen-
trationen Einfluss auf die Komplexbildung genommesben. Unter den artifiziellen
Bedingungen konnte sich ein Komplex aus einem Hintt drei FliH-Molekulen gebildet

haben, dem vivo jedoch nicht bestehen wirde.

4.7 DE N-TERMINALEN 71 AMINOSAUREN SIND FUR DEN EXPORT DES SUBSTRATS
FLGD ESSENTIELL

Der zweite Teil dieser Arbeit beschatftigte sich kittersuchungen Uber die Lage
und Beschaffenheit eines Exportsignals bei Sulestrdes fTTSS. Dabei wurde zunachst
das Hakenkappenprotein FIgD gewahlt. FIgD ist appe fur die Hakensynthese aus FIgE
essentiell und wird zu den Substraten des Stab-Hak#ntyps gezéhlt. Nach der Haken-
synthese wird FIgD aus der Struktur des wachsemdagellums in die Umgebung der
Bakterienzelle entlassen (Kutsukake und Doi, 1@9¥#ishiet al., 1994).
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Fur die Untersuchungen des Exportsignals von FIgD bereits ein Testsystem
vorhanden. Innerhalb dieses Testsystems wurderitfet des fTTSS FlgDPhoA-Hybrid-
proteine ins Periplasma dé&s coli-Stamms MO2 transportiert. Im Periplasma war PhoA
aktiv und konnte mittels Westernblot und durch Entgsts nachgewiesen werden (Weber-
Sparenbergt al., 2006).

Damit die Lage des Exportsignals von FIgD bestimvatden konnte, wurde das
Protein zunachst in C- und N-terminal verkirztemnken im Testsystem eingesetzt. Dabei
zeigte sich, dass bereits N-terminale Verkirzungem 8 bis 134 AS den Export von
FIgDPhoA drastisch oder total reduzierten, d. h. Export von FIgD ohne den N-termi-
nalen Bereich nicht moéglich war. Diese N-terminadge des Exportsignals stimmt auch
mit anderen TTSS- bzw. fTTSS-Substraten Ubereire BExportsignale des Effektor-
proteins YopE au¥. enterocolitica (Lloyd et al., 2001a) und des Filamentproteins FliC
ausS. typhimurium (Kuwajimaet al., 1989) sind auch N-terminal lokalisiert. Mit Hilfder
C-terminal verkirzten Formen von FIgD konnte danie dN-terminale Lage des
Exportsignals auf 71 AS eingegrenzt werden. DeryEtiest und die Westernblotanalysen
ergaben, dass das Hybridprotein 1-71FIgDPhoA nagortert wurde, das Hybridprotein
1-65FIgDPhoA dagegen nicht mehr. Diese Ergebnisgelen unter Weber-Sparenbestg
al. (2006) bereits veroffentlicht. Im Vergleich zundéxportsignalen von YopE und YplA
ausY. enterocolitica sowie SopE aus. typhimurium mit N-terminalen 15 bzw. im Falle
von YplA 20 AS (Boydet al., 2000; Karavolost al., 2005; Warren und Young, 2005), ist
das Signal von FlgD mit 71 AS sehr lang. Da die liiimye etwa 50 AS betrifft, wurde im
Rahmen dieser Arbeit auch die Rolle eines méglicheriten Startcodons in FIgD an
Codonposition 52 fur den Export untersucht. EintAusch der Aminosaure Methionin 52
gegen ein Leucin in FlgD veranderte das Exportyaha/on FIgDPhoA nicht gegentber
einem FIgD mit korrekter Aminoséureabfolge. Diekigete Form von FlgD in 52-231
FIgDPhoA wurde dagegen nicht transportiert. Damitrde die Lange des N-terminalen
Exportsignals bei FIgD von 71 AS und die Bedeutlogigkeit von ATG an Codon-
position 52 zumindest fur den FIgD-Transport bégt&Abbildungen 4.3 und 4.4).

Als weiteres Substrat des fTTSS sollte in diesdveffrdas Hakenprotein FIgE auf
sein Exportsignal hin untersucht werden. FIgE geadch wie FIgD zu den Substraten des
Stab- und Hakentyps. Durch C-terminale Verkirzungemden hier zunéchst verschie-
dene Langen des Proteins hergestellt. Damit sdlherprift werden, welcher Teil von
FIgE fur den Export verantwortlich ist. Es konnvehl beim Plattentest Gber die Blau/
Weil3-Selektion als auch tber den Enzymtest festtiiesterden, dass allein FlIgEPhoA mit
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einem FIgE von gesamter Lange transportiert wuBgem Plattentest farbten sich nur die
Zellkolonien mit dem Hybridprotein 1-402FIgEPhoAabl (Abbildung 3.25) und beim
Enzymtest konnte auch nur bei FIgE mit gesamteige&rine erhéhte PhoA-Aktivitat bei
einem gegenuber den FlgDPhoA-Untersuchungen seldrigem Aktivitatsniveau ermit-
telt werden. Bei den Westernblotanalysen konntemnddie verschiedenen FIgEPhoOA-
Hybridproteine weder in der periplasmatischen Fosknhoch in ganzen Zellen nachge-
wiesen werden. Dass gerade der Export von FlgEiimtes gesamten Lange bei Versuchen,
die direkt in den Zellen auf der Platte oder unughzh nach Praparation der periplas-
matischen Fraktion durchgefihrt wurden, bestatigtden konnte, lasst instabile FIgE-
PhoA-Hybridproteine zumindest bei den verkirztegE-Formen vermuten. Ein im
Periplasma mdglicher proteolytischer Abbau von FigiEd auch bei Bonifieldet al.
(2000) diskutiert. Mit Hilfe des fur die FlgDPhoAyHridproteine etablierten Testsystems
war letztlich keine detaillierte Untersuchung deg@&tsignals von FIQE moglich. Dieses
unterschiedliche Verhalten von FlgD und FIgE im &tfestsystem kann auch ein Hinweis
auf Unterschiede der beiden Substrate beim Expmrt. &/ielleicht benétigt FIQE ein
Chaperon und FIgD nicht. Das Gen des mdglichen &€loagg hatte dann im Testsystem
mit exprimiert werden mussen. Bisher konnte jedoecbh nicht geklart werden, ob FIgE
ein Chaperon bendtigt und welches von den bekarftaggallaren Proteinen es dann sein
konnte.

Von allen anderen moglichen fTTSS-Substraten winideer nur beim Filament-
protein FliC eine mogliche Exportsignalsequenz rsuteht. Bei diesen Untersuchungen
konnte festgestellt werden, dass die N-termina2@A$% fur den Transport nicht essentiell
sind. Laut Véghet al. (2006) liegt das Exportsignal fir FliC N-terminat Bereich der
AS 26 bis 47. Da im Gegensatz dazu die ersten iNH@ten AS in FIgD fir den Export
notig sind, gibt es anscheinend Unterschiede belLdge des Signals zwischen FIiC als

Substrat des Filamenttyps und FlgD als SubstraStls- und Hakentyps.

4.8 DAS EXPORTSIGNAL VON FLGD HAT PROTEINCHARAKTER

Weitere bereits unter Weber-Sparenbergl. (2006) publizierte Untersuchungen
Uber die Beschaffenheit des Exportsignals von FlgBsen vermuten, dass das Export-
signal von FlgD Proteincharakter hat und nicht emRNA-Ebene definiert ist. Bei der
EinfUhrung von Rasterschubmutationen wurde die As@nresequenz nach dem initialen
Methionin im Bereich der ersten 8, 10 oder 20 ASngtett verandert, wobei die

Nukleotidsequenz fast unverandert blieb. Diese M#géungen auf Aminoséureebene
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hatten einen stark reduzierten Export von FlgDPhoAFolge. Im Gegensatz dazu wurden
stille Mutationen im Bereich der Codons 2 bis 10hdeine Verdnderung der Nukleotid-

sequenz ohne Veranderung der Aminosauresequeedetd(Abbildung 4.4).

T

FigD

N

ABBILDUNG 4.3:

Signalsequenz von FlgD fur den Export mit Hilfe de$TTSS.

Beim Hakenkappenprotein FIgD in seiner gesamtergéaon AS 1 bis 231 ist die Signal-
sequenz (schwarz schraffiert) innerhalb deteNwninalen 71 AS lokalisiert. Diese 71 ,
sind fur den Export von FIgD durch das fTTSS essi#ninnerhalb dieses Proteinab-
schnittes muss die Erkennung fiur den Export erfolgéTSSSubstrate wie YplA at
Y. enterocolitica bendétgen ein Signal von nur 20 AS fur den Transport (@arunc
Young, 2M5). Das wirde einem FIgD entsprechen, das ersdenitzweiten Startcodon
Position 52 bginnt. FIgD mit einer Lange von AS 52 bis 231 wjedoch nicht mit Hilfe
des fTTSS exportiert.

Was die Yop-Proteine iiY. enterocolitica betrifft wurde das Exportsignal bisher
kontrovers diskutiert. Gemald Anderson und Schne\Wif97 und 1999) ist das Export-
signal von YopE, YopN und YopQ auch aufgrund vontddsuchungsansatzen wie
Rasterschubmutationen und stille Mutationen aufEteene der mRNA zu finden, wobei
Ramamurthi und Schneewind (2005) nach weiterenrsimtungen auch einraumen, dass
beide Strukturen von Bedeutung sein konnen. Gent@fl ket al. (2001b und 2002) ist das
Exportsignal zumindest von YopE auf Aminosaureelanénden. Gleiches gilt auch fur
SopE auss. typhimurium (Karavoloset al., 2005).
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ABBILDUNG 4.4:

Substraterkennung und Export durch das fTTSS am Beipiel des Signalbereichs von
FIgD in E. coli CC181.

Das Signal fur die Erkennung (schwarz schraffiedych das fTTSS ist bei FlgD auf
Aminosaureebene innerhalb der N-terminalen 71 As#ncen lokalisiert. Entsprechend
wird FIgD in seiner ganzen Lange (1-231FIgD) voagé#llaren Exportapparat erkannt und
durch den inneren Kanal des wachsenden Flagellumsemen Bestimmungsort trans-
portiert. Auch ein Protein, das nur aus dem Sigrmplenzbereich allein besteht (1-71FIgD)
kann exportiert werden. Fehlt ein Teil des SigmalslgD (68-231FIgD) wird das Protein
nicht Uber die Membranen transportiert. Bei einerédnderten Nukleotid-, jedoch unver-
anderten Aminosauresequenz im Signalbereich (sahwaob schraffiert, WO2-10FIgD)
erfolgt Export durch das fTTSS. Wird umgekehrt Niekleotidsequenz beibehalten und
die Aminoséuresequenz des Signals von FIgD zeréw@il3, grob schraffiert, RF2-20
FlgD), wird das Protein nicht transportiert (AM =uere Membran, IM = Innere Mem-
bran, PP = Periplasma).

Wenn das Exportsignal von FIgD tatsachlich Proteamakter hat, obwohl keine
gemeinsame Konsensussequenz unter den Substrétexlee werden konnte, erfolgt die
Erkennung der Substrate durch den Exportapparatrsefadinlich nicht Uber die
Primarsequenz. Der Ersatz der N-terminalen Verkigzum 9-231FlgDPhoA durch eine

alternierende Sequenz von Serin und Isoleucin reactds Hybridprotein wieder
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transportierbar. Da solch eine amphipathische Semuen Export beeinflussen kann,
scheinen physikochemische Eigenschaften im Sigreittiebei der Erkennung eine Rolle
zu spielen. Auch bei YopE sind solche physikochehes Eigenschaften der N-termina-
len Aminosauresequenz wichtig (Llogtal., 2001b). Im Gegensatz dazu sind im N-termi-
nalen Bereich von nativem FlgD jedoch eher polaf zA finden. Es kann deshalb nur
spekuliert werden, ob das Signal in einer hohetenk&irordnung des Proteinbereichs zu
finden ist. Insgesamt haben die Untersuchungercfedogeben, dass das Exportsignal bei
FIgD innerhalb der 71 N-terminalen AS auf Protegmed zu finden ist. Dabei ist nicht

ausgeschlossen, dass auch die mRNA und Chaperimné=kportprozess involviert sind.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fur die Assemblierung des bakteriellen Flagellunissen die externen Unterein-
heiten an ihren Bestimmungsort transportiert werdd@as geschieht wie bei allen Gram-
negativen Bakterien auch kEscherichia coli mit Hilfe des flagellaren Typ llI-Sekretions-
systems (fTTSS). Dabei ist der flagellare Exportapp mit seinen cytoplasmatischen
Komponenten FliH, Flil und FliJ von Bedeutung. [Bemportapparat ist im Basalkorper des
Flagellums lokalisiert und liefert die Energie fien Export der Substrate, wie z. B. das
Hakenkappenprotein FlgD und das Hakenprotein HRJE.Substrate bendtigen ihrerseits
ein Signal fur die Erkennung durch den Exportappara

Typ llI-Sekretionssysteme (TTSS) sind neben dergéllanbiogenese fir die
Injektion von bakteriellen Effektorproteinen in ewkotische Wirtszellen essentiell. Mit
einem besseren Verstdndnis der molekularen Medhanisdes Sekretionsprozesses
koénnen Erkenntnisse zum Transportvorgang der Satbstzur Flagellenassemblierung
gewonnen werden und aufgrund der engen Verwandtszhm TTSS in Injektisomen
auch Hinweise auf deren Funktionsweise bringen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Interaktionen zhescloslichen Komponenten
des flagellaren Typ IllI-Sekretionssystems vBn coli K12 festgestellt werden. Dabei
handelte es sich um Interaktionen zwischen denp@agmatischen Komponenten des
flagellaren Exportapparates FliH, Flil und FliJ.d&m wurden begonnene Arbeiten zur
Lokalisation und Beschaffenheit einer Erkennungseeg fur den Exportapparat beim
Substrat FIgD weitergefihrt und auch das SubstlgE Fha&her untersucht. Im Detail
konnten folgende Untersuchungen durchgefiihrt bamkfonsweisen ermittelt werden:

1. Durch die Herstellung von fTTSS-spezifischen Delesimutanten vork. coli
CC181 sowie die Klonierung von Genen des flagell@Esportapparates in die
pASK-IBA-Vektoren konnte ein plasmidabhangiges Kdenpentationssystem
etabliert und innerhalb dieses Systems die Fundliih der rekombinanten
Proteine Uberprift werden.

2. Ein Komplex, bestehend aus FliH, Flil und FliJ, ktan préapariert werden. Dafur
wurden die Gen#iH, flil undfliJ zusammen in den Vektor pASK-IBA 45 kloniert
und inE. coli BL21 (DE3) exprimiert. Die synthetisierten ProikliH, Flil und
FliJ wurden dann zusammen durch Affinitatschromiaplgie aus dem Cytosol der

Zellen prapariert und mittels Westernblot und MAEDDF analysiert.
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3. FliH, Flil und FliJ konnten uber die entsprechendeane in den pASK-IBA-
Vektoren individuell inE. coli BL21 (DE3) synthetisiert und dann aus dem Cytosol
der Zellen mit Hilfe der Affinitatschromatographimd der Gelfiltration angerei-
chert werden. Die praparierten Proteine wurden déanrProtein-Protein-Interak-
tionen eingesetzt.

4. Interaktionen und Affinitaten zwischen den zuvonzeln préparierten FliH, Flil
und FliJ konnten mit Hilfe von isothermaler Titaiskalorimetrie (ITC) und
Surface Plasmon Resonance (SPR) ermittelt werdén.|ITC lieferte thermo-
dynamische Parameter fur die FliJ-FliH-Interaktidnit Hilfe der SPR wurden
kinetische Daten der Flil-FliH- und der Flil-Flidteraktion bestimmt.

5. Mittels eines Testsystems fur das fTTSSircoli CC181-Mutanten, bei denen die
Gene zur Synthese des Flagellenstabs fehlten, &odet Export des Hybrid-
proteins FIgDPhoA ins Periplasma untersucht werdgsbei wurden von FIgD
auch N- oder C-terminale Verkirzungen sowie auf IBlotkd- oder Aminosaure-
ebene veranderte Sequenzen eingesetzt. Die Untersgen ergaben ein Signal fur
den Export des Hakenkappenproteins FIgD auf Preleine und nicht auf der
Ebene der mRNA. Zudem konnte das Exportsignal aef Ntterminalen 71
Aminosauren von FlgD eingegrenzt und eine Bedeutseg) moglichen zweiten
Startcodons an Position 52figD fiir den Export ausgeschlossen werden.

6. Bei den Untersuchungen von FIgEPhoA-Hybridproteimeroben genannten Test-
system konnte das Hakenprotein FIgE in seiner gesaifréinge vom fTTSS ins
Periplasma transportiert werden. Im Gegensatz gD Riihrten jedoch alle C-ter-

minalen Verkirzungen von FIQE zum Transportverlust.
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7. ANHANG

7.1 ANHANG ZUR EINLEITUNG

TABELLE 7.1.1: Gene und Operi, involviert in Flagellierung Matilitat und

Chemotaxis vonE. coli. (hach Macnab, 1996 und www.ncbi.nlm.nih.gov)

Gen Operon Klasse Region Basenpaare
cheA motABcheAW 3b Il 1965
cheB tartapcheRBYZ 3b Il 1050
cheR tartapcheRBYZ 3b Il 861
chew motABcheAW 3b Il 504
cheY tartapcheRBYZ 3b Il 390
chez tartapcheRBYZ 3b Il 645
flgA flgA/flgAMN 2 I 660
flgB flgBCDEFGHIJ 2 I 417
flgC flgBCDEFGHIJ 2 I 405
flgD flgBCDEFGHIJ 2 I 696
flgE flgBCDEFGHIJ 2 I 1209
flgF flgBCDEFGHIJ 2 I 756
flgG flgBCDEFGHIJ 2 I 783
flgH flgBCDEFGHIJ 2 I 699
flgl flgBCDEFGHIJ 2 I 1098
flgJ flgBCDEFGHIJ 2 I 942
flgK flgKL 3a I 1644
flgL flgKL 3a I 954
flgM flIgAMN/flgMN 2/3a I 294
flgN flIgAMN/flgMN 2/3a I 417
flhA fIhnBAE 2 Il 2079
flhB fInBAE 2 Il 1149
flhnC flnDC 1 Il 579
flhD flnDC 1 Il 351
flnE fInBAE 2 Il 393
fliA fliA 2 llla 720
fliC fliC 3b llla 1497
fliD fliDST 3a llla 1407
fliE fliE 2 b 315
fliF fliIFGHIJK 2 b 1658
fliG fliIFGHIJK 2 b 996
fliH fliFGHIJK 2 b 687
flil fliIFGHIJK 2 b 1374
fliJ fliFGHIJK 2 b 444
fliK fliIFGHIJK 2 b 1128
fliL fliLMNOPQ 2 b 465
fliM fliLMNOPQ 2 b 1005
fliN fliLMNOPQ 2 b 414
flio fliLMNOPQ 2 b 306
fliP fliLMNOPQ 2 b 738
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Fortsetzung Tabelle 7.1.1

Gen Operon Klasse Region Basenpaare
fliQ fliLMNOPQ 2 b 270
fliR fliR 2 b 786
fliS fliDST 3a lla 411
fliT fliDST 3a llla 366
MotA motABcheAW 3b Il 888
motB motABcheAW 3b Il 927
tap tartapcheRBYZ 3b Il 1608
tar tartapcheRBYZ 3b Il 1662

TABELLE 7.1.2: Proteine, involviert in Flagellierung, Motiitdt und Chemotaxis
von E. coli. (aktualisiert nach Macnab, 1996; Macnab, 2003;ghalind Matzke,

2006 und ca.expasy.org)

Protein | Anzahl der Molekular- | Isoelektrischer | Funktion und Lokalisation
Aminosauren | gewicht [Da] Punkt

CheA 654 71382 4,78/ CheY/CheB-Kinase

CheB 349 37468 8,40| Chemorezeptor,
Methylesterase

CheR 284 32849 9,24| Chemorezeptor,
Methyltransferase

Chew 167 18084 4,31 positiver Regulator
von CheA

CheY 129 13966 4,89| Regulator der Rotor-
schaltung als CheY-P

Chez 214 23976 4,44| CheY-Phosphatase

FIgA 219 23519 10,19 Chaperon fur Flgl,
P-Ring-Synthese

FlgB 138 15109 5,03| Stab, proximal

FlgC 134 13968 5,23| Stab, proximal

FlgD 231 23575 4,18| Hakenkappe

FIgE 402 41914 4,45/ Haken

FIgF 251 25912 4,80| Stab, proximal

FlgG 260 27744 4,68| Stab, distal

FigH 232 24615 7,87|L-Ring

Flgl 365 38169 9,33| P-Ring

FlgJ 313 34475 7,80| Stabkappe, Muramidase

FlgK 547 57799 4,47| 1. Haken-Filament-
verbindung (HAP1)

FlgL 317 34281 4,63| 2. Haken-Filament-
verbindung (HAP3)

FigM 97 10341 5,30| Anti-c-Faktor

FIgN 138 15867 6,41| Chaperon fur FlgK und Flg

FIhA 692 74842 5,76| Exportapparat (Membran)

FIhB 382 42237 9,67| Exportapparat (Membran),
Substratspezifitatswechsel

FIhC 192 21566 8,45| positive Regulation der
Klasse 2-Genexpression

—
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Fortsetzung Tabelle 7.1.2

Protein | Anzahl der Molekular- | Isoelektrischer | Funktion und Lokalisation
Aminosauren | gewicht [Da] Punkt

FIhD 116 13316 6,50| positive Regulation der
Klasse 2-Genexpression

FIhE 130 14059 10,25

FliA 239 27521 5,20| **-Faktor fir
Klasse 3-Genexpression

FIiC 498 51163 4,50| Filament (Flagellin)

FIiD 468 48325 4,82| Filamentkappe (HAP2),
Flagellinfaltungs-Chaperon

FIiE 104 10996 5,15| Basalkorper, Verbindung fi
MS-Ring und Stab

FliF 552 60589 6,51| Verbindung fur
Rotorschaltung und Stab,
Exportapparat ist darin
lokalisiert

FIiG 331 36776 4,69| Rotorschaltung, Interaktion
mit MS-Ring

FliH 228 25050 4,62| Exportapparat (Cyto-
plasma), Flil-Regulator

Flil 457 49315 6,37| Exportapparat (Cyto-
plasma), ATPase

FliJ 147 17306 7,85| Exportapparat (Cyto-
plasma), Fanger fur FIgN
und FIIT

FliK 375 39311 4,36| Kontrolle der Hakenlénge

FliL 154 17221 9,01/ Basalkérper

FliM 334 37849 5,47| C-Ring und Rotorschaltung
Ziel fur CheY-P

FIiN 137 14855 4,43| C-Ring und Rotorschaltung
Ziel fur CheY-P

FliO 101 12670 10,58 Exportapparat (Membran)

FliP 245 26928 8,01| Exportapparat (Membran)

FIiQ 89 9632 4,87| Exportapparat (Membran)

FIiR 261 28542 5,72| Exportapparat (Membran)

FIiS 136 14950 4,64 Chaperon fur FIiC

FIT 121 13829 4,70| Chaperon fur FIiD

MotA 295 32011 5,47| Motorrotation, Stator,
Antrieb gegen Rotor und
Switchkomponenten

MotB 308 34186 9,00| Motorrotation, Stator,
Umsetzung von
Protonenenergie in Antrieb

Tap 535 57512 5,45| Dipeptidchemorezeptor

Tar 553 59944 5,39| Aspartartchemorezeptor
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7.2 ANHANG zZU MATERIAL UND METHODEN

TABELLE 7.2.1:Nukleotidsequenzen und Verwendungszweck der Primer

Nukleotidsequenz des Primers

Verwendungszweck desiders

5 -AGTGGTCTCCAATGTCCATTGCGGTAACCA
CC-3

KlonierungflgD in pASK-IBA3 Bsal s

5-AAAGGTCTCGGCGCTAATTATCTGCCGTAC
TTCGTC-3’

KlonierungflgD in pASK-IBA3 Bsal as

5 -GGTAGGTCTCAAATGGCACAAGTCATTAAT
ACCAACAGCC-3’

KlonierungfliC in pASK-IBA 3Bsal s

5-GGTAGGTCTCAGCGCTACCCTGCAGCAGA
ACAGAACC-3’

~
J

KlonierungfliC in pASK-IBA 3 Bsal as

5-GCAGGTCTCCAATGTCTGATAATCTGCCGT
GG-3°

KlonierungfliH in pASK-IBA3 Bsal s

5-GGCGGTCTCTGCGCTCACCACTCCTGGTG
TGCCAG-3’

)

KlonierungfliH in pASK-IBA3 Bsal as

5 -GAGTGGTCTCTAATGACCACGCGCCTGACT
CGC-3

Klonierungflil in pASK-IBA3 Bsal s

5 -GTTAGGTCTCGGCGCTTGACACTGTCGGGA
AAATACG-3’

Klonierungflil in pASK-IBA3 Bsal as

5 -GATGGTCTCAAATGGCAGAACATGGTGCGCE
TG-3

KlonierungfliJ in pASK-IBA3 Bsal s

5-GCGGGTCTCGGCGCTTTCAGGTTTCCTCAT,
GGCGGC-3

KlonierungfliJ in pASK-IBA3 Bsal as

5 -TTAAGCTTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTG
GTGATGGTGATGGTGATG-3’

Klonierundlil x 12 His in pASK-IBA33Hindlll s

5-GCATTAGCGGCGGCGGCT-3

Klonierunijl x 12 His in pASK-IBA33BamHI as

5 -GAGTGGTCTCTAATGCAACTGAATTCCACC
GAAA-3

KlonierunguncA in pASK - IBA 33Bsal s

5 -CCGTTAGGTCTCGGCGCTCCAGGATTGGG
TGCTTT-3'

r

KlonierunguncA in pASK - IBA 33Bsal as

5 -AGGAGTGGTCTCTAATGGCTACTGGAAAGA
TTGTCC-3’

KlonierunguncD in pASK - IBA 33Bsal s

5 -CCGTTAGGTCTCGGCGCTAAGTTTTTTGGCT
TTTTC-3

KlonierunguncD in pASK - IBA 33Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGGCCACCCTGCAGCAG
GACAGAACC-3’

N

KlonierundfliC in pASK-IBA 45Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGGCCCACCACTCCTGGT
GCTGCCAG-3’

KlonierundliH in pASK-IBA 45Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGGCCTGACACTGTCGGG
AAAATACGCT-3’

Klonierungflil in pASK-IBA 45Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGGCCTTCAGGTTTCCTC
ATGGCGGCG-3

KlonierundliJ in pASK-IBA 45Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCATATCAACCCTGCAGCAG
AGACAGAACC-3’

KlonierungfliC in pASK-IBA 5 Bsal as

5-ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGGCACAAGTC
ATTAATACCAACA-3’

KlonierungfliC in pASK-IBA 5Bsal s

5 -ATGGTAGGTCTCATATCACACCACTCCTGG
TGCTGCCAG-3’

KlonierungfliH in pASK-IBA 5 Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGTCTGATAAT
CTGCCGTGGAAA-3

KlonierungfliH in pASK-IBA 5Bsal s

5 -ATGGTAGGTCTCATATCATGACACTGTCGG
GAAAATACGCT-3’

Klonierungflil in pASK-IBA 5 Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGACCACGCG
CTGACTCGC-3

~
s

Klonierungflil in pASK-IBA 5Bsal s
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5 -ATGGTAGGTCTCATATCATTCAGGTTTCCTC

ATGGCGGCG-3’

KlonierungfliJ in pASK-IBA 5Bsal as

5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGGCAGAACAT

GGTGCGCTGG-3

KlonierungfliJin pASK-IBA 5Bsal s

5-GAGTTATTTTACCACTCC-3’

Sequenzierprimer pASK-IBA s

5-CGCAGTAGCGGTAAACG-3’

Sequenzierprimer pASK-IBA as

5-ACGGCGTGAACGTGCTGGCAA-3’

SequenzierprimdtiC s

5 -ATCAATATCGACCACTTCTGT-3

SequenzierprimeltiC as

5-TGCACTTGATAGTGTGATAGC-3’

SequenzierprimdtiH s

5-AGTCTCCGCCGATGAAGGCGA-3’

SequenzierprimdiiH s

5 -GTTTGATCAGTGCCGAGTTAT-3

SequenzierprimdtiH as

5 -ATGCCGCTGGAGGAAGTCGAA-3

Sequenzierprimdtil s

5-CCGCGCGGAGTCGGCAATCGG-3

Sequenzierprimdtil as

5-GCAACACATGCTGACCACGAT-3’

Sequenzierprimdtil as

5-AGCCCTTCTGCCGAAATGTTT-3

Sequenzierprimdtil as

5-CTGACATCCGCGACGCATTTC-3’

SequenzierprimdtiJ as

5 -ATAAAGGAGAAACATATGTCCATTGCGG
TA-3

KlonierungflgD in pETDuet-1Ndel s

5 -AAATGTGAACTCGAGAATTATCTGCCGT
AC-3

KlonierungflgD in pETDuet-1Xhol as

5-TTTCAGGAGTCACATATGGCCTTTTCTC
AA-3

KlonierungflgE in pETDuet-1INdel s

5-TCCCGTCAGCTCGAGGCGTAAGTTAACC
AG-3’

KlonierungflgE in pETDuet-1Xhol as

5-GCGGCGAGGAATTCGATGTCTGATAATC
TG-3

KlonierungfliH in pETDuet-1EcoRI s

5-TCAGGCGCGAAGCTTTTACACCACTCCT
GG-3°

KlonierungfliH in pETDuet-1Hindlll as

5-ACCAGGAGGAATTCGATGACCACGCGCC
TG-3

Klonierungflil in pETDuet-1EcoRI s

5-CCGTTATCTAAGCTTTTATGACACTGTC
GG-3°

Klonierungflil in pETDuet-1Hindlll as

5 -AGGAGATAGAATTCGATGGCAGAACATG
GT-3

KlonierungfliJ in pETDuet-1EcoRI s

5-AGGGCGCTAAAGCTTTCATTCAGGTTTC
CT-3

KlonierungfliJ in pETDuet-1Hindlll as

5-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’

Sequenzierprimer pETDuet-1 MCS 1 as

5-TTGTACACGGCCGCATAATC-3

Sequenzierprimer pETDuet-1 MCS 2 s

5 -GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3

Sequenzierprimer pETDuet-1 MCS 2 as

5-GACCCGACCGGATCCATGGAAAACAAC-3

KlonierundlgD52-231 in pTS50@ghoA BamHI s

5-GGAGACCGGAATTCCTGGCAC-3’

KlonierunfigDM52L in pTS50phoA BamHI s

5 -CTCGTTGTTTTCCAATGGATTGGTCGG-3’

KlonierunigDM52L in pTS50hoA as

5-CCGACCAATCCATTGGAAAACAACGAG-3’

KlonierunglgDM52L in pTS50DhoA s

5-CCCGGTTTTCCAGAACAGGGC-3°

KlonierungflgpM52L/52-231
in pTS50%hoA Nhel as

5-ATAAGGAAAGGATCCAGGAGTCAGTCA-3

KlonierundlgE in pTS50phoA BamHI s

5 -TTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAG-3’

KlonierunfigE in pTS50hoA Ndel s

5-GGTGGCGGCGCTAGCTAATCCGCTAAC-3’

KlonierurftgE1-10 in pTS50@hoA Nhel as

5-GGCGATATTGCTAGCAATAACATCGAG-3’

KlonierundlgE1-20 in pTS508hoA Nhel as

5-GGCAACTTTGCTAGCCAGTCCCACTTT-3

KlonierunfjgE1-50 in pTS50@hoA Nhel as

5 -GTTTTCATCGCTAGCAAATTGTCCGTT-3’

Klonierundge1-100 in pTS50@hoA Nhel as
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5-ATCCCCGGTGCTAGCAAAGTAGACGCT-3’

Klonierunfig1-200 in pT3gEphoA Nhel as

5-GTTGGAATAGCTAGCGACAACCGTACC-3

Klonierun§ge1-300 in pT 3 gEphoA Nhel as

5-TCCCGTCAGGCTAGCGCGTAAGTTAAC-3’

KlonierunfygE1-402 in pTS50@hoA Nhel as

5 -AACTTAATCGCCTGGCAGCAC-3’

Sequenzierprimer pTS5pR0A s

5-CCATCCCATCGCCAATCAGCA-3

Sequenzierprimer pTS5pR0A as

5 -CATTTAAGCTGATGGCAGAATTTTGATACC
TGCGGAGGAGATATGCTCGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTCG-3

flgB-E-Deletion s

5 -GTATAAATTGCGTGATCCATTGAGCTATCC
CGTCAGCGATTAGCGTAAATGAATATCCTCCT
TAGT-3

fliB-E-Deletion as

5 -AATACGTAATCAACGACTTGCAATATAGGA
TAACGAATCATGGCACAAGTGTAGGCTGGAG
CTGCT-3

fliC-Deletion s

5-TGGCGTTGCCGTCAGTCTCAGTTAATCAGG
TTACAACGATTAACCCTGATGAATATCCTCCT
TAGT-3

fliC-Deletion as

5 -CTGATTGTGCGCCGCCTTGCCGAAACTGG(
GAGATGGTAATGGGCAGCGTGTAGGCTGAGQ
TGCTT-3'

N
L

fliH-Deletion s

5-CCAGCGTGGTTAGCCAGCGAGTCAGGCGC
TGGTCATTACACCACTCCCATATGAATATCCT
CCTCCTTAGT-3

G

fliH-Deletion as

5-GCAAGAACTCTGCCGTCTGGCAGCACCAG
CGTGGTGTAATGACCACGGTGTAGGCTGAGC
GCTT-3

.
flil-Deletion s

5-CCCCATCGCACCATGTTCTGCCATCTGCCG
TATCTCCTGGGTTATGACATATGAATATCCTC
CTTAGT-3’

T

flil-Deletion as

5 -ATTTTCCCGACAGTGTCATAACCCAGGAGA
TAACGGCAGATGGCAGAAGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTCG-3

fliJ-Deletion s

5 -TGTCAACGTCGGCGGTAATCAAGGGCGCT/
AGCGAATCATTCAGGTTTCATATGAATATCCT
CCTTAGT-3

\

fliJ-Deletion as

5-GATCTTCCGTCACAGGTAGG-3’

Kontrolle Can? (pKD3)-Insertion s

5 -TTATACGCAAGGCGACAAGG-3’

Kontrolle Can? (pKD3)-Insertion as

5-ATAAGCTGATAACGCCACGCT-3

Kontrolle MO1 s

5-GAGCGCTGTATCGACATGCGG-3

Kontrolle MO1 as

5-GGCGGATCCGGGCATCGCGGCAACCACA
TA-3

Kontrolle MO2 s

5-CGCGGATCCTTCTGCACCGTTAATTGCG
CC-3

Kontrolle MO2 as

5-ATTCAACTGCGCGCGAAAACC-3’

Kontrolle flgB-E-Deletion as

5-ATTGGCGGTCTGGAAAGTCGT-3’

Kontrolle fliC-Deletion s

5 -AGTGGGTGAAATGAGGGGTTA-3’

Kontrolle fliC-Deletion as

5-CAATATGTCGCAGCGTGCCGC-3’

Kontrolle fliH-Deletion s

5-TGTAATCCGGTGGCTTCCAGC-3

Kontrolle fliH-Deletion as

5-GCGGCGAGGGGATCCATGTCTGATAATC
TG-3'

Kontrolleflil-Deletion as

5-CAACAACGCGAGAAAATCTTG-3

Kontrolle flil-/fliJ-Deletion as

5-GACTCCGCGCGGGCGATCCTC-3

Kontrolle fliJ-Deletion s
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5-ACACGTCCCGGGGATCCGTGTAGGCTGGAG

CTGCTTCG-3’

Klonierung Ka® (pKD4) in pUC19BamH| s

5 -AATTAGCCAGTCGACATATGAATATCCTCC

TTAG-3

Klonierung Ka® (pKD4) in pUC19Sall as

5 -TAAATTGAATTCTAGGGATAACAGGGTAAT (Klonierung 5'FliJ (A) und I-Scel in puC19KanR

GCGATTGGCGAACCCC-3

EcoRl s

5-CGCACCCCCGGGTGCCATCTGCCG-3°

KlonierungmIJ (A) in pUC19KanRXmal as

5-CGCGCCGCCGTCGACAAACCTGAATGAT
TC-3

Klonierung 3'FliJ (B) in pUC19KanRall s

5 -TGCTGTTGTAAGCTTCTCAGAAGTCAGT
TT-3°

Klonierung 3'FliJ (B) in pUC19KanRHindlll as

7.3 ANHANG ZU DEN ERGEBNISSEN

TABELLE 7.3.1:E. coli-Deletionsstamme und deren Herkunft

E. cali-Deletionsstamm Herkunft
CC181flgB-E Cant diese Arbeit
CC181flgB-E diese Arbeit
CC181fliC Canf diese Arbeit
ccisiflic diese Arbeit
CC181fliH Cam® diese Arbeit
CC181fliH diese Arbeit
cci181ilil” Cant diese Arbeit
cciaaflil diese Arbeit
CC181fliJ Kan® pACBSR (Carm) diese Arbeit
CC181fliJ pACBSR (Car) diese Arbeit
CC181fliHI" Cam? diese Arbeit
CC181fliHI diese Arbeit
CC181flilJ Cant diese Arbeit
CC181flilJ diese Arbeit
CC181fliHIJ Canf diese Arbeit
CC181fliHIJ diese Arbeit
EMG2flil” Canf® diese Arbeit
EMG2flil” diese Arbeit
EMG2fliJ Kam pACBSR (Carf) diese Arbeit
EMG2flil" pACBSR (Carfl) diese Arbeit
TABELLE 7.3.2:Plasmide und deren Herkunft

Plasmid Herkunft

pASK-IBA 3 flgD Nadine Albert (Forschungspraktikum 2003)
pASK-IBA 3 fliH Nadine Albert (Forschungspraktikum 2003)
pASK-IBA 3 flil Nadine Albert (Forschungspraktikum 2003)
pASK-IBA 3fliJ Nadine Albert (Forschungspraktikum 2003)
pASK-IBA 33fliC Alexander Schliter (Diplomarbeit 2003)
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Plasmid

Herkunft

pASK-IBA 33fliH

Alexander Schliter (Diplomarbeit 2003)

pASK-IBA 33flil

Alexander Schluter (Diplomarbeit 2003)

pASK-IBA 33flil 12 x His

diese Arbeit

pASK-IBA 33fliJ

Alexander Schliter (Diplomarbeit 2003)

pASK-IBA 33 fliHI diese Arbeit
pASK-IBA 45fliC diese Arbeit
pASK-IBA 45 fliH diese Arbeit
pASK-IBA 45flil diese Arbeit
pASK-IBA 45fliJ diese Arbeit
pPASK-IBA 45 fliHI diese Arbeit
pASK-IBA 45flilJ diese Arbeit
pASK-IBA 45 fliHIJ diese Arbeit
pASK-IBA 5fliC diese Arbeit
pASK-IBA 5 fliH diese Arbeit
pASK-IBA 5 flil diese Arbeit
pASK-IBA 5fliJ diese Arbeit
pETDuet-1fliH diese Arbeit
pETDuet-1flil diese Arbeit
pETDuet-1fliJ diese Arbeit
pETDuet-1fliHI diese Arbeit
pETDuet-1flilJ diese Arbeit

pETDuet-1fliHIJ

Carolin Mockel (Forschungspraktikum 2005

pETDuet-1flgD diese Arbeit
pETDuet-1flgE diese Arbeit
pETDuet-1fliH flgD diese Arbeit
pETDuet-1flil flgD diese Arbeit
pETDuet-1fliJ flgD diese Arbeit
pETDuet-1fliHI flgD diese Arbeit
pETDuet-1flilJ figD diese Arbeit
pETDuet-1fliHIJ flgD diese Arbeit
pETDuet-1fliH flgE diese Arbeit
pETDuet-1flil flgE diese Arbeit
pETDuet-1fliJ flgE diese Arbeit
pETDuet-1fliHI flgE diese Arbeit
pETDuet-1flilJ flgE diese Arbeit
pETDuet-1fliHIJ flgE diese Arbeit
pT7-5 SD52-23flgDphoA diese Arbeit
pT7-5 SDM52IflgDphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-408gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-18gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-2€8gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-58gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-100gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-200gEphoA diese Arbeit
pT7-5 SD1-300gEphoA diese Arbeit
pUC19 Kanit diese Arbeit
pUC19 Karf + A+ B diese Arbeit
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TABELLE 7.3.3: Motilitdt und GenexpressionDie Motilitat wurde mit Hilfe von Soft-
Trypton-Platten und die Genexpression durch Welletanalysen nachgewiesen

[+ = Motilitat/Genexpression vorhanden, ++ = stalotilitdt/Genexpression,

(+) = schwache Motilitat/Genexpression, - = keihatilitdt/ Genexpression].
Stamm Plasmid Induk- Anti- Motilitat | Genex-
tor biotikum pression
BL21 (DES3) -
BL21 (DES3) AHT -
BL21 (DES3) IPTG -
BL21 (DES3) pASK-IBA 3flgD AHT | Ampicillin +)
BL21 (DES3) pASK-IBA 3fliH AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 3flil AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 3fliJ AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 33fliC AHT | Ampicillin +)
BL21 (DES3) pASK-IBA 33fliH AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 33flil AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 33flil AHT | Ampicillin +
12 x His
BL21 (DES3) pASK-IBA 33fliJ AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 33fliHI AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 45fliC AHT -
BL21 (DES3) pASK-IBA 45fliH AHT -
BL21 (DES3) pASK-IBA 45flil AHT -
BL21 (DES3) pPASK-IBA 45fliJ AHT -
BL21 (DES3) pASK-IBA 45fliC AHT | Carbenicillin - +)
BL21 (DES3) pASK-IBA 45fliH AHT | Carbenicillin - ++
BL21 (DES3) pASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - +
BL21 (DES3) pPASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin - ++
BL21 (DES3) pPASK-IBA 45fliHI AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 45flilJ AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 45fliHIJ AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 5fliC AHT | Ampicillin -
BL21 (DES3) pASK-IBA 5fliH AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 5flil AHT | Ampicillin +
BL21 (DES3) pASK-IBA 5fliJ AHT | Ampicillin +
C41 (DE3) -
C41 (DE3) AHT -
C41 (DE3) IPTG -
C41 (DE3) pASK-IBA 451iC AHT -
C41 (DE3) pASK-IBA 45liH AHT -
C41 (DE3) pASK-IBA 45lil AHT -
C41 (DE3) pASK-IBA 451iJ AHT (+)
C41 (DE3) pASK-IBA 451iC AHT | Carbenicillin - (+)
C41 (DE3) pASK-IBA 451iH AHT | Carbenicillin - +
C41 (DE3) pASK-IBA 45lil AHT | Carbenicillin - +
C41 (DE3) pASK-IBA 451iJ AHT | Carbenicillin (+) +
C43 (DE3) -
C43 (DE3) AHT -
C43 (DE3) IPTG -
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Stamm Plasmid Induk- Anti- Motilitat | Genex-
tor biotikum pression

C43 (DE3) pASK-IBA 45liC AHT :
C43 (DE3) pASK-IBA 45l1iH AHT -
C43 (DE3) pASK-IBA 45lil AHT -
C43 (DE3) pASK-IBA 45liJ AHT :
C43 (DE3) pASK-IBA 451iC AHT | Carbenicillin - -
C43 (DE3) pASK-IBA 45l1iH AHT | Carbenicillin - +
C43 (DE3) pASK-IBA 45lil AHT | Carbenicillin - +
C43 (DE3) pASK-IBA 451iJ AHT | Carbenicillin - +
CC181 ++
CC181 AHT +
CC181 IPTG +
CC181 pASK-IBA 451iC AHT +
CC181 pASK-IBA 45iH AHT +
CC181 pASK-IBA 45lil AHT +
CcC181 PASK-IBA 45fiJ AHT +
CC181 pASK-IBA 45ilJ AHT ++
CC181 pASK-IBA 451iC AHT | Carbenicillin + -
CCi181 pASK-IBA 45iH AHT | Carbenicillin + +
CC181 pASK-IBA 45lil AHT | Carbenicillin + (+)
CC181 pASK-IBA 45iiJ AHT | Carbenicillin + (+)
CC181flgB-E -
ccisiflic -
CC181fliH -
CC181iflil -
CCi181fliy PACBSR -
CC181fliHI -
CC181flilJ -
CC181fliHIJ -
CC181fliH PASK-IBA 3 AHT -
CC181fliH PASK-IBA 3 fliH AHT -
CC181iflil PASK-IBA 3 AHT -
CCi181flil PASK-IBA 3flil AHT +
CC181fliJ PASK-IBA 3 pACBSR AHT -
CC181fliJ pASK-IBA 3fliJpACBSR | AHT +
CC181fliH PASK-IBA 3 AHT | Carbenicillin -
CC181fliH PASK-IBA 3 fliH AHT | Carbenicillin - +
cciaaflil PASK-IBA 3 AHT | Carbenicillin -
CC181iflil PASK-IBA 3flil AHT | Carbenicillin + +
CC181fliy PASK-IBA 3 pACBSR AHT | Carbenicillin -
CC181fliJ PASK-IBA 3fliJpACBSR | AHT | Carbenicillin + +
CC181fliH PASK-IBA 33 AHT -
CC181fliH pASK-IBA 33fliH AHT +
CC181iflil PASK-IBA 33 AHT -
CC181flil" pASK-IBA 33fliH AHT -
CC181flil PASK-IBA 33flil AHT +
CC181flil" PASK-IBA 331liJ AHT -
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CC181fliJ pASK-IBA 33 pACBSR AHT -
CC181fliT pASK-IBA 33fliJ pACBSR | AHT +
CC181fliHI PASK-IBA 33 AHT -
CC181fliHI pPASK-IBA 33fliHI AHT +
CcCisifliH PASK-IBA 33 AHT | Carbenicillin -
CC181fliH" PASK-IBA 33fliH AHT | Carbenicillin + +
ccisiflil PASK-IBA 33 AHT | Carbenicillin -
ccasiflil PASK-IBA 33fliH AHT | Carbenicillin -
ccisiflil PASK-IBA 33flil AHT | Carbenicillin + +
ccisifll PASK-IBA 33fliJ AHT | Carbenicillin -
ccisifliy PASK-IBA 33 pACBSR AHT | Carbenicillin -
CCi181fliJ PASK-IBA 33fliJ pACBSR | AHT | Carbenicillin + +
CcCi81fliHI® PASK-IBA 33 AHT | Carbenicillin -
CC181fliHI PASK-IBA 33fliHI AHT | Carbenicillin +
CC181fliH" PASK-IBA 45 AHT
CC181fliH pASK-IBA 45 fliH AHT -
Cccisiflil PASK-IBA 45 AHT -
ccasiflil pASK-IBA 45flil AHT -
CC181fliT pASK-IBA 45 pACBSR AHT -
CC181fliJ pASK-IBA 45fliJpACBSR | AHT +
CC181fliHI PASK-IBA 45 AHT -
CC181fliHI PASK-IBA 45fliHI AHT +
ccisiflily PASK-IBA 45 AHT -
CC181flilT PASK-IBA 45flilJ AHT (+)
CC181fliHIJ PASK-IBA 45 AHT -
CC181fliHIT PASK-IBA 45 fliHIJ AHT +
CC181fliH" PASK-IBA 45 AHT | Carbenicillin -
CcCisifliH PASK-IBA 45 fliH AHT | Carbenicillin - (+)
ccisiflil PASK-IBA 45 AHT | Carbenicillin -
ccisiflir PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - -
CCi181fliJ PASK-IBA 45 pACBSR AHT | Carbenicillin -
ccis8ifliy PASK-IBA 45fliJpACBSR | AHT | Carbenicillin + +)
CCi181fliHI PASK-IBA 45 AHT | Carbenicillin -
CC181fliHI PASK-IBA 45fliHI AHT | Carbenicillin +
Cccisiflily PASK-IBA 45 AHT | Carbenicillin -
Cccisiflily PASK-IBA 45flilJ AHT | Carbenicillin (+)
CC181fliHIJ PASK-IBA 45 AHT | Carbenicillin -
CC181fliHIJ PASK-IBA 45fliHIJ AHT | Carbenicillin +
CC181fliH" PASK-IBA 5 AHT -
CcCisifliH PASK-IBA 5 fliH AHT +
ccisaflir PASK-IBA 5 AHT -
ccisaflir PASK-IBA 5 flil AHT +
CCi181fliJ PASK-IBA 5 pACBSR AHT -
CC181fliJ pASK-IBA 5 fliJ pACBSR AHT +
CcCisifliH PASK-IBA 5 AHT | Carbenicillin -
CC181fliH" PASK-IBA 5 fliH AHT | Carbenicillin +
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ccaisifhr PASK-IBA 5 AHT | Carbenicillin -
ccisifll PASK-IBA 51lil AHT | Carbenicillin +
ccis8ifliy PASK-IBA 5 pACBSR AHT | Carbenicillin -
ccis8ifliy PASK-IBA 5 fliJ pACBSR AHT | Carbenicillin +
EMG2 ++
EMG2 AHT +
EMG2 IPTG +
EMG2 pASK-IBA 45fliC AHT +
EMG2 pASK-IBA 45 fliH AHT -
EMG2 pASK-IBA 45 lil AHT -
EMG2 pASK-IBA 451liJ AHT -
EMG2 PASK-IBA 45fliC AHT | Carbenicillin + -
EMG2 PASK-IBA 45fliH AHT | Carbenicillin - +)
EMG2 PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - -
EMG2 PASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin - -
EMG2flil’ -
EMG2flil° AHT -
EMG2f1lil IPTG -
EMG21lil pASK-IBA 45fliC AHT -
EMG2flil pASK-IBA 45 fliH AHT -
EMG21lil pASK-IBA 45 lil AHT -
EMG2flil pASK-IBA 451liJ AHT -
EMG2flil° PASK-IBA 45fliC AHT | Carbenicillin - -
EMG2flil° PASK-IBA 45 fliH AHT | Carbenicillin - (+)
EMG2flil° PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - -
EMG2flil° PASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin - -
EMG2fliJ PACBSR -
EMG2fliJ PACBSR AHT -
EMG2fliJ PACBSR IPTG -
EMG21fliJ pASK-IBA 45fliC pACBSR | AHT -
EMG21liJ pASK-IBA 45fliH pACBSR | AHT -
EMG21fliJ pASK-IBA 45flil pACBSR | AHT -
EMG21liJ pASK-IBA 45fliJpACBSR | AHT -
EMG2fliJ PASK-IBA 45fliCpACBSR | AHT | Carbenicillin - -
EMG2fliJ PASK-IBA 45fliH pACBSR | AHT | Carbenicillin - (+)
EMG2fliJ PASK-IBA 45flil pACBSR | AHT | Carbenicillin - -
EMG2fliJ PASK-IBA 45fliJ pACBSR | AHT | Carbenicillin - -
DH5a +
DH5a AHT +
DH5a IPTG +
DH5q, PASK-IBA 45fliC AHT ++
DH5q pASK-IBA 45 fliH AHT +
DH5q pASK-IBA 45 lil AHT +
DH5q, PASK-IBA 45fliJ AHT +
DH5a PASK-IBA 45fliC AHT | Carbenicillin + (+)
DH5a PASK-IBA 45fliH AHT | Carbenicillin + +)
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Fortsetzung Tabelle 7.3.3

Stamm Plasmid Induk- Anti- Motilitdt | Genex-
tor biotikum pression

DH5a PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin + +
DH5a. PASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin + +
MO1 -

MO1 AHT -

MO1 IPTG -

MO1 PASK-IBA 451liC AHT -

MO1 PASK-IBA 45 fliH AHT -

MO1 PASK-IBA 45{lil AHT -

MO1 PASK-IBA 451liJ AHT -

MO1 PASK-IBA 451liC AHT | Carbenicillin - -
MO1 PASK-IBA 45 fliH AHT | Carbenicillin - +
MO1 PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - (+)
MO1 PASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin - (+)
MO2 -

MO2 AHT -

MO2 IPTG -

MO?2 PASK-IBA 451liC AHT -

MO?2 PASK-IBA 45 fliH AHT -

MO?2 PASK-IBA 45flil AHT -

MO?2 PASK-IBA 45fliJ AHT -

MO2 PASK-IBA 451liC AHT | Carbenicillin - -
MO?2 PASK-IBA 45 fliH AHT | Carbenicillin - +
MO?2 PASK-IBA 45flil AHT | Carbenicillin - (+)
MO?2 PASK-IBA 45fliJ AHT | Carbenicillin - (+)
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliH IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flil IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fli IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHI IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flilJ IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHIJ IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flgE IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliH flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flil flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliJ flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHI flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flilJ flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHIJ flgD IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliH flgE IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flil flgE IPTG | Ampicillin -
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliJ flgE IPTG | Ampicillin (+)
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHI flgE IPTG | Ampicillin +
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1flilJ flgE IPTG | Ampicillin -
BL21 (DE3) pLysS | pETDuet-1fliHIJ flgE IPTG | Ampicillin +
MO?2 pT7-5 SD52-23flgDphoA IPTG | Ampicillin +
MO2 pT7-5 SDM521flgDphoA IPTG | Ampicillin +
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Fortsetzung Tabelle 7.3.3

Stamm Plasmid Induk- Anti- Motilitdt | Genex-

tor biotikum pression
MO2 pT7-5 SD1-408gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO2 pT7-5 SD1-16gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO2 pT7-5 SD1-2@6gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO2 pT7-5 SD1-5@gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO2 pT7-5 SD1-100gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO1 pT7-5 SD1-408gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO1 pT7-5 SD1-16gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO1 pT7-5 SD1-2@8gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO1 pT7-5 SD1-5@gEphoA IPTG | Ampicillin -
MO1 pT7-5 SD1-100gEphoA IPTG | Ampicillin -
CC181flgB-E pT7-5 SD1-408gEphoA IPTG | Ampicillin -
CC181flgB-E pT7-5 SD1-16gEphoA IPTG | Ampicillin -
CC181flgB-E pT7-5 SD1-2@8gEphoA IPTG | Ampicillin -
CC181flgB-E pT7-5 SD1-5@gEphoA IPTG | Ampicillin -
CC181flgB-E pT7-5 SD1-100gEphoA IPTG | Ampicillin -

126



DANKSAGUNG

Mein Dank gilt Prof. Dr. Heinrich Jung fiir das irdesante Thema und die Betreuung

wahrend meiner Promotion in seiner Arbeitsgruppe.

Bei den mikrobiologischen Abteilungen der UnivéisitOsnabrick und der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen, insbhesondere ben ditgliedern der beiden Arbeits-

gruppen Jung, mdchte ich mich fur die angenehmardosenarbeit bedanken.

Meinen Eltern und Schwestern sage ich Danke fulUdierstlitzung aus der Ferne.

VEROFFENTLICHUNG

Ein Teil der Ergebnisse dieser Dissertation wureleits vorab publiziert in:

Weber-Sparenberg, C.; Pdplau, P.; Brookmann, H.; Rohon, M.; Mdckel, C.;
Nietschke, M.; Jung, H. (2006):Characterization of the Type Il Export Signal bt
Flagellar Hook Scaffolding Protein FlgD oEscherichia coli, ARCHIVES OF
MICROBIOLOGY, 186:307-316

EHRENWORTLICHE VERSICHERUNG

Die vorliegende Dissertation habe ich selbstandiehne unerlaubte Hilfe angefertigt.

ERKLARUNGEN

Die Dissertation wurde von Prof. Dr. Heinrich Jupetreut. Ich habe zuvor noch nicht
versucht, die Dissertation bei einer anderen Fakwater Universitat einzureichen oder
mich anderweitig einer Doktorprifung zu unterzieh@mdem wurde die Dissertation

weder als Ganzes noch in Teilen einer anderen Rggkommission vorgelegt.

127



L EBENSLAUF

Name:
Geburtstag:
Geburtsort:
1975 - 1979
1979 — 1981
1981 — 1988
1988 — 1991
1991 — 1997
1997 — 2003
2003 — 2007

Petra Poplau
06.09.1968

Bremerhaven

Grundschule, Axstedt

Orientierungsstufe, Hambergen

Gymnasium, Osterholz-Scharmbeck
Abschluss: Abitur

Berufsausbildung zur Kauffrau im

Grol3- und Aul3enhandel, Bremen
Kaufmannische Angestellte, Bremen
Studium: Biologie

Universitat Bremen

Abschluss: Diplom

Promotion: Mikrobiologie
Universitat Osnabriick

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

128



