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1 Zusammenfassung

Das Porin Omp32 ist das dominante porenbildende Protein in der duferen Membran des
Bakteriums Delftia acidovorans. Es weist die hochste Anionenselektivitidt aller bisher
untersuchten Porine auf. Rontgenstrukturanalyse und elektrostatische Untersuchungen des
Porins erméglichten es, die Bedeutung der Kanal-bildenden Aminoséuren fiir die Funktion zu
berechnen. Dabei stellte sich heraus, dass die Art der Aminoséuren sowie deren Anordnung
im Inneren des Kanals verantwortlich fiir die ungewdhnlichen Eigenschaften von Omp32

sind.

Es wird vermutet, dass hauptséchlich eine als ,,Arginin-Cluster bezeichnete Formation aus
fiinf geladenen Aminoséduren die hohe Anionenselektivitit von Omp32 bewirkt. Die
Ladungen der drei positiv geladenen Arginine wird durch zwei versteckt liegende Glutamate
stabilisiert. Um die Giiltigkeit dieser theoretischen Vorhersage experimentell iiberpriifbar zu
machen, wurden in der hier vorliegenden Arbeit gezielte Mutationen der fiinf Aminoséuren
des Arginin-Clusters von Omp32 eingefiihrt. Ziel war es, diese Mutanten inklusive eines
rekombinanten Wildtyps zu exprimieren, in die natiirliche Konformation zuriickzufalten und

anschlieBend zu trimerisieren.

Dafiir wurde das Gen von Omp32 iiber PCR aus dem Genom von D. acidovorans isoliert und
in einen Expressionsstamm unter IPTG-Kontrolle kloniert. Insgesamt wurden 16 verschiedene
Mutanten generiert, die Variationen der fiinf zugrundeliegenden Aminoséduren darstellen. Um
die Verdnderungen in den spiteren Leitfdhigkeitsmessungen besser mit den theoretischen
Daten korrelieren zu kénnen und dabei gleichzeitig den Porenquerschnitt nur geringfiigig zu
andern, wurden Mutationen von Arginin zu Glutamin oder Glutamat, bzw. von Glutamat zu

Arginin, Aspartat oder Glutamin durchgefiihrt.

Die entsprechenden Proteine wurden in E. coli heterolog als Inclusion-Bodies produziert, da
aus fritheren Experimenten bekannt war, dass bereits eine basale Expression von korrekt
gefaltetem und membranstdndigen Omp32 toxische Effekte fiir die Wirtszelle erzeugt. Die
anschlieBende Aufreinigung der gelosten Proteine erfolgte zundchst mittels Ionenaustausch-
chromatographie. Die daran angeschlossenen Riickfaltungen und Trimerisierungen der
einzelnen Mutanten verliefen nicht quantitativ und die gewiinschten Trimere konnten nicht
weiter aufgereinigt werden. Der Grund hierfiir lag in der langen Verweildauer von Omp32 in

hochmolarem Harnstoff, die insbesondere eine spétere Trimerisierung unmoglich machte.
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Aus diesem Grunde wurde die Reinigungsprozedur vollstindig iiberarbeitet. Eine Methode,
die eine Entfernung von Fremdproteinen aus den Inclusion-Bodies nur iiber die Verwendung
verschiedener Detergenzien erzielte, erwies sich als sehr wirkungsvoll. Erstmalig wird dafiir
kein chromatographischer Schritt verwendet, lagen die erzielbaren Reinheitsgrade mit dieser
Methode bei Omp32 hoher als iiber chromatische Schritte. Das gereinigte Porin konnte in

mehreren Ansitzen so riickgefaltet werden, dass der Uberstand nur trimeres Protein enthielt.

Leitfahigkeitsmessungen mit in planare Lipidmembranen inseriertem, rekombinanten Omp32
ergaben gleiche Werte wie fiir nativ isoliertes Omp32. Dies kann als funktioneller Nachweis
fiir den Erfolg der Reinigungs- und Riickfaltungsmethode angesehen werden. Zudem lief sich
mit dieser Methode nachweisen, dass Omp32 eine Bindungsstelle fiir Malat besitzt, also
spezifisch flir organische Sduren ist. Dies steht im Gegensatz zur bisherigen Auffassung, dass
Porine mit 16 B-Strangen ausschlieBlich allgemeine Diffusionscharakteristiken aufweisen. Die
funktionelle Einteilung der Proteine der d&uleren Membran anhand der Anzahl ihrer B-Strénge

ist somit zu hinterfragen.

In der urspriinglichen Kristallstruktur von Omp32 wurde an dessen periplasmatischer
Oberfldche ein Stiick eines Proteins identifiziert, dass nach Aminosduresequenzierung eine
Lénge von 54 Aminosiuren hatte und als PAP (Porin-assoziiertes Protein) identifiziert wurde.
Die Suche nach Sequenz-homologen Proteinen lieferte jedoch nur Ergebnisse fiir Proteine mit

etwa 200 Aminosduren.

In dieser Arbeit konnte auf molekularbiologischem Weg die Gensequenz von PAP ermittelt
und mit einer prozessierten Gesamtlinge von 197 Aminosduren in Einklang mit anderen
homologen Proteinen gebracht werden. Dabei zeigte sich eine deutliche Unterteilung von
PAP in zwei Doménen. Die N-terminale Doméne bindet, wie bereits aus der Kristallstruktur
bekannt war, an die periplasmatische Seite von Omp32. Die C-terminale Doméne geht sehr
wahrscheinlich eine stabile Verbindung mit Bestandteilen der Peptidoglykan-Schicht der
Zellwand ein. Die Aminosduresequenz von PAP konnte mithilfe von 3D-Strukturvorhersage-
programmen so modelliert werden, dass fiir mehr als 100 Aminosduren der C-terminalen

Domine die Faltungsstruktur mit gro8er Wahrscheinlichkeit vorhergesagt werden kann.
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3 Einleitung

3.1 Proteine der aulleren Membran

Bakterien besitzen wie alle biologischen Zellen Membransysteme, die sie von der Umwelt
abgrenzen, bzw. in eukaryontischen Zellen zusitzlich definierte Reaktionsrdume bilden. Viele
bakterielle Arten besitzen zwei zellumhiillende Membranen, die zueinander deutliche
Unterschiede sowohl in der Zusammensetzung als auch in der Funktion aufweisen. Die innere
Membran besteht aus symmetrisch verteilten Phospholipiden und enthélt in erster Linie
Enzyme des Energiestoffwechsels und Transportproteine. Die duflere Membran weist neben
einer asymmetrischen Verteilung von Phospholipiden Lipopolysaccharide auf ihrer
extrazelluldren Seite auf, besitzt Rezeptorproteine flir die Kommunikation mit der Aullenwelt,
aktive und passive Transporter zur Durchleitung von Nahrungs- und Abfallstoffen, sowie
Bestandteile von Proteinexkretionskomplexen. Etwa 50% der Masse der duBeren Membran
besteht aus Proteinen. Um die &uBere Membran rdumlich zu befestigen, wird sie iiber
spezielle Proteine (z.B. Braun’sches Lipoprotein) an die Peptidoglykan-Schicht fixiert, die

zwischen der inneren und der dufleren Membran liegt.

Die duBiere Membran von Gram-negativen Zellen wirkt als molekulares Sieb,' das externe,
zellschddigende Substanzen von der Diffusion in das Zellinnere abhalten kann. So sind nur
etwa 5% von neuentwickelten Antibiotika auch gegen Gram-negative Zellen wirksam — die
restlichen 95% wirken nur gegen Gram-positive Bakterien, die keine duBlere Membran

. 2
besitzen.

Allen Proteinen der duBeren Membran ist eine FEigenschaft gemeinsam: der
membrandurchspannende Bereich hat die Struktur eines sogenannten B-Barrels. Die Proteine
der inneren Membran weisen als charakteristische Struktur ausschlieBlich a-Helices auf. Das
B-Barrel ist eine anti-parallele Anordnung von B-Stringen, die ein in sich geschlossenes [3-
Faltblatt in Form eines Zylinders bilden, der in seiner Lange die Membran durchspannt. Die
B-Strdnge sind zur Membranebene gekippt und bilden zu ihr einen Winkel, der durch den
sogenannten ,,shear factor S ausgedriickt wird. Je groBer S ist, desto weniger gekippt laufen

die einzelnen B-Stringe im Verhiltnis zur Membranebene.
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau der dufseren Membran von Escherichia coli

(1) Lipopolysaccharid (2) Porintrimer (OmpF) (3) Brownsches Lipoprotein (4) Phospholipide (5) Peptidoglykan
(%) Bindungsstellen fiir zwei-wertige Kationen.

An den Kontaktflichen zur duleren Membran liegen stark hydrophobe Aminosaurereste, die
mit den Fettsdureresten der Lipide in Wechselwirkung treten und so die Lokalisation des
Proteins in der Membran stabilisieren. Durch die Aneinanderlagerung der B-Stringe werden
alle amidischen Protonen abwechselnd zu Donoren und Akzeptoren und kdénnen sich so
gegenseitig absittigen.” Um ein B-Barrel-Protein in korrekter Faltung in die duBere Membran
zu inkorporieren, miissen etwa 100 Aminoséduren kooperativ gefaltet werden. Dies steht im
Gegensatz zur einfachen Inkorporation von a-helikalen Proteinen, deren hydrophoben Helices
nacheinander eingebaut werden koénnen und somit nur etwa 20 Aminosduren zugleich eine
kooperative Faltung einnehmen miissen. Die korrekte Faltung von Proteinen der dufleren
Membran ist deswegen hiufig aufwindiger als die korrekte Produktion von Proteinen der

inneren Membran.

Obwohl die Anzahl der verwendeten B-Stringe variiert, ist die Gesamtheit der B-Barrel-
Proteine ist in ihrem Konstruktionsschema von auffallender Homogenitét. Diese konnen in
zwei grofle Klassen unterteilt werden: die der wasserloslichen und die der membranstiandigen

Proteine. Die Anzahl der B-Stringe der wasserloslichen Proteine variiert dabei zwischen eins
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und acht. Einige wichtige Vertreter sind die Metalloproteasen® (ein B-Strang), Chymotrypsin®
(sechs B-Stringe) und Streptavidin’ (acht B-Stringe). Die Struktur dieser Proteine konnte
aufgrund ihrer Wasserloslichkeit wesentlich frither gelost werden als die membranstindiger -
Proteine, da sie sowohl in groBBerer Menge bereitgestellt werden konnen, als auch eine grofere

Tendenz zur Kristallisation aufweisen.

Erst die Erkenntnis, dass membranstindige B-Proteine aufgrund ihrer rigiden Struktur aus
denaturierten Proteinldsungen in korrekter Faltung und Anordnung gewonnen werden
konnen, ermdglichte den Zugang zu einer Vielzahl von membranstindigen [-Barrel-
Proteinen.® Die molekularbiologischen Methoden kénnen somit eine langwierige und hufig
sehr aufwédndige Aufarbeitung ersetzen und quasi-natives Material in hoher Qualitdt zur
Verfiigung stellen. Mittlerweile sind eine Reihe membranstdndiger B-Proteine bekannt, die in
verschiedene Unterklassen mit charakteristischen Funktionen eingeordnet werden.
Neuentdeckte Proteine der duBeren Membran konnen rasch und mit hoher Verlésslichkeit

anhand der Anzahl ihrer B-Stringe in eine der folgenden Gruppen klassifiziert werden:

e Proteine mit 8 B-Strangen: Dies ist offenbar die minimale Anzahl von B-Stringen, die
ein in sich geschlossenes B-Faltblatt in Form eines B-Barrels bilden kdnnen. Diese
Familie weist eine Vielzahl von Proteinen auf, die hier aufgrund ihrer
Sequenzhomologien eingeordnet werden.” Prominente Vertreter sind OmpA und
OmpX aus E. coli. Eine ibergreifende Funktion dieser Gruppe ist noch nicht
gesichert, es hat allerdings den Anschein, dass ihre Mitglieder Funktionen in
mechanischen Kontakten besitzen, sei es zur Verteidigung vor dem Angriff
extrazelluldrer Proteine'® (OmpX) oder als Verbindungsglied zur Peptidoglykan-
Schicht'"'*"* (OmpA). Aufgrund der sehr engen Konstruktion dieser Proteine, wobei
OmpX aufgrund eines hoheren ,,shear factors* einen etwas grofleren Durchmesser als
OmpA besitzt, weisen die Mitglieder dieser Klasse hochstens einen sehr kleinen Kanal
durch das Proteininnere auf, teilweise nur eine Art undurchgingige Vertiefung. Dieser

Befund konnte in Leitfahigkeitsexperimenten nachgewiesen werden.'*

e Proteine mit 10/12 B-Strangen: Zu dieser Kategorie zdhlen einige Enzyme der dulleren
Membran. Prominente Vertreter sind die Protease OmpT'” und die Phospholipase
OmpLA." OmpT gehort zu den Pathogenizititsfaktoren von Bakterien. Es ist als
Monomer aktiv, dessen katalytisches Zentrum auf der extrazelluldren Seite des
Proteins lokalisiert ist. OmpLA benoétigt fiir eine Aktivierung der enzymatischen

Aktivitdt allerdings eine Dimerisierung. Jede der Untereinheiten besitzt zwei
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unterschiedliche Hailften der beiden enzymatischen Zentren und erst durch die
korrekte Aneinanderlagerung entsteht die Ausbildung der Aktivitét. Es besitzt keinen
durchgéngigen Kanal. OmpLA spielt eine Rolle in der Sekretion von
Virulenzfaktoren. Indirekt zu dieser Gruppe gehort TolC.'” Dieses Protein formt aus
drei identischen Untereinheiten mit je vier antiparallelen B-Strdngen einen einzelnen
Kanal, der als B-Barrel konstruiert ist. TolC hat eine sehr hohe konformelle Mobilitét
und ist fiir den Export von kleineren ldslichen Molekiilen, aber auch Proteinen
verantwortlich.

Proteine mit 16 B-Strdngen: Zu dieser Kategorie zdhlen die passiven unspezifischen

. . . . . 18,1
Porenproteine der duBeren Membranen. Prominente Vertreter sind das Porin'®'® aus

F?%2! aus Escherichia coli. Das Porin aus

Rhodobacter capsulatus und Omp
Rhodobacter capsulatus war das erste B-Protein, dessen atomare Struktur gelost
werden konnte.'” OmpF ist das am besten untersuchte Porin, fiir das Untersuchungen
zu den Bereichen Porendurchmesser, Selektivitit, physikalische Messungen und
Auswirkungen spezifischer Mutationen durchgefiihrt worden sind. In diese Kategorie
fallt ebenfalls das in der vorliegenden Arbeit betrachtete Porin Omp32 aus Delftia
acidovorans. Die Aufgabe dieser Porine besteht im passiven Transport von kleinen
16slichen Molekiilen, die im Allgemeinen nicht groBer als 600 Da sind. Teilweise
besitzen diese Proteine sehr unspezifische Bindungsstellen fiir unterschiedlichste
Substanzen,' die die Aufnahme dieser Molekiile erleichtern sollen. Alle Porine liegen
im nativen Zustand als Trimere vor, wobei jede Untereinheit einen eigenen Kanal
bildet. Aufgrund des groBflichigen Kontaktes und den teilweise stark hydrophilen

Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Untereinheiten sind diese Trimere sehr

stabil.
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Proteine mit 18 B-Strdngen: Zu dieser Kategorie zdhlen die passiven spezifischen
Kanile der duBleren Membran. Es sind nur wenige Mitglieder bekannt, darunter das

B*** sowie das Sucroseporin ScrY.**? Diese Porine besitzen einen

Maltoseporin Lam
stark deformierten inneren Kanal, der fiir die spezifische Aufnahme des Substrates
optimiert ist. Interessanterweise konnen die beiden Porine durch den Austausch von
wenigen Aminosduren hinsichtlich ihrer Spezifitit ineinander tiberfiihrt werden.”® Die
Funktionsweise dieser Porine wurde durch Mutagenese,”’ aber auch iiber energetische
Betrachtungen zum Transport der Substrate in silico™* untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass die Substrate auf einer Art ,Rutsche”, der sogenannten ,.greasy slide*

innerhalb der Porins weitergereicht werden und dabei mehrere diskrete

Bindungsstellen existieren, die zugleich die Spezifitét herstellen.

Proteine mit 22 B-Strdngen: Zu dieser Gruppe zdhlen die Eisen-Transporterproteine
FhuA,*® FepA®' und FecA.* Sie sind aktive Transporter, die unter ATP-Verbrauch
komplexiertes Eisen vom Exoplasma ins Periplasma schleusen. Da den Proteinen im
Periplasma kein ATP zur Verfiigung steht, wird die Energetisierung von Proteinen
bewerkstelligt, die sich in der Cytoplasmamembran befinden und mit den Fe-
Transportern in Kontakt stehen.”>** Ein groBer Loop im Inneren des p-Barrels
blockiert dabei die Abgabe des an die Transporter gebundenen komplexierten Eisens
ins Periplasma. Durch die Interaktion mit dem TonB-Apparat der inneren Membran
als aktivierter Energiespender wird diese Barriere konformell verschoben und das

Eisen ins Periplasma entlassen.
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OmpA Omp32 ScrY
Anzahl B-Stringe:
8 16 18 22

Durchmesser B-barrel:

1,5x 1,8 nm 28x33nm 2,5x3,6 nm 3,6 x 4,7 nm
Funktion:
Stabilitit Nihrstoffaufnahme  Nihrstoffaufnahme Eisenaufnahme
(unspezifisch) (spezifisch)
Abbildung 3.2: Porinklassen von Gram-negativen Bakterien

Dargestellt ist je ein Vertreter der vorherrschenden Klassen von Porinen aus Gram-negativen Bakterien, sowie
eine Auflistung der Strukturelemente und Daten. Die Unterscheidung der Klassen erfolgt anhand der Anzahl der
jeweiligen B-Stringe. Beginnend am N-Terminus sind die einzelnen Stringe von blau nach rot eingefirbt. Der
angegebene Durchmesser der Porine bezieht sich auf die minimalen Distanzen zweier gegeniiberliegender C,-

Atome des porenbildenen Barrels. In der untersten Zeile wurden Angaben zu den Funktionen der einzelnen
Proteine aufgefiihrt.*’
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3.2 Omp32 - ein Porin mit auflergewohnlichen Eigenschaften

Omp32 zéhlt mit seinen 16 B-Strangen zur Gruppe der unspezifischen Porine. Es ist das
Hauptprotein der #uBeren Membran® des Gram-negativen p-Proteobakteriums Delftia
acidovorans, das in alteren Publikationen als Comamonas acidovorans bezeichnet wird. >
Dieses Bakterium ist weit verbreitet in SiiBwasser- und Bodenhabitaten. Thm wird zusétzlich
eine gewisse medizinische Relevanz zugeschrieben, da es als opportunistischer
Hospitalismuskeim Sekundérinfektionen hervorrufen kann.” Wie der Name bereits andeutet,
sind die bevorzugten Kohlenstoffquellen des Organismus niedermolekulare organische
Siuren, wie beispielsweise Apfelsiure.”® Omp32 besitzt eine Masse von 34,8 kDa und besteht
aus 332 Aminosduren. Als membranstindiges Protein weist es von seiner priméren
Proteinsequenz her 19 zusitzliche Aminosduren auf, die das N-terminale Leaderpeptid des
Proteins bilden.”” Wihrend seiner Translation wird es durch die innere Membran tranportiert,
wobei dieses Leaderpeptid abgeschnitten wird. Das fertig gereifte Porin assembliert
wahrscheinlich selbststindig in seine endgiiltige trimere Form. In diesem funktionellem
Zustand weist es einige auBergewoOhnliche Eigenschaften auf, die es aus der Gruppe der

unspezifischen Porine herausragen lassen:

e Omp32 besitzt die groBite Selektivitat mit etwa 20:1 beziiglich Anionen zu Kationen,
die in einem passiven Transportporin bisher gefunden wurden.*

e Die Ladungen innerhalb der Pore werden nicht durch gegeniiberliegende Ladungen

wie in OmpF kompensiert.*'*

e Mit einer minimalen Querschnittsfliche von 25 A’ besitzt Omp32 den engsten

Porendurchmesser von allen bekannten unspezifischen Porinen.
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R. blasticus  P. denitrificans

OmpK36 R. capsulatus

Abbildung 3.3: Darstellung der Porendurchmesser von bekannten Porinen

Omp32 hat von allen bekannten unspezifischen Porinen den geringsten Porendurchmesser. Nur das ebenfalls
dargestellte spezifische Porin Maltoporin weist einen vergleichbaren Querschnitt im Kanalinneren auf. Eine
zumindest partielle Spezifitét fiir Omp32 kann somit wahrscheinlich ebenfalls formuliert werden.

Wie bei allen anderen unspezifischen Porinen weist auch Omp32 einen SchlieBmechanismus
auf, der bei Anlegen einer transmembranen Spannung ausgelost wird. In Omp32 tritt diese
Erscheinung bereits ab etwa 10-30 mV ein, ein wesentlich niedrigerer Wert als fiir die iibrigen
unspezifischen Porine. Dieser Prozess wird allgemein als ,,voltage gating, treffender als
»spannungsabhingiges SchlieBen bezeichnet. Der Mechanismus ist noch immer ungeklart
und insbesondere seine Funktion in vivo ist umstritten.****> Eine Interpretation ist, dass
dieser Effekt durch eine Kollabierung der Pore zustande kommt.***” In vivo auftretende
Spannungen iiber die duBlere Membran gehen auf das Donnangleichgewicht zuriick und
erreichen normalerweise nicht die fiir diesen Effekt notwenigen Spannungswerte von etwa 30
mV.* Das . voltage gating“ wurde deswegen ausschlieBlich unter Laborbedingungen
beobachtet und es ist fraglich, ob ihm eine tatsdchliche physiologische Bedeutung
zugeschrieben werden kann. Es ist aber dennoch von groflem Interesse, den dahinterliegenden

Prozess studieren zu konnen.

Durch den geringen Porenquerschnitt und den mit vielen Ladungen ausgestatteten Porenkanal
ist zu erwarten, dass bei Omp32 die Wechselwirkung zwischen Aminosduren und den
passierenden Ionen besonders ausgeprégt ist. Dafiir sprechen auch Eigenschaften von Omp32,
die bei anderen Porinen nicht festgestellt werden konnten. Strom-Spannungskurven anderer
Porine zeigen einen linearen Verlauf — der durchflieBende Strom reagiert in beiden

Richtungen proportional auf die angelegt Spannung. Omp32 weicht von dieser Linearitdt ab,
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wobei der Effekt um so besser beobachtet werden kann, je niedriger die Ionenstirke der

angelegten KCI-Losung ist.*’
18

10

Strom (pA)
L=

-10

-18
-160 -100 -50 O 50 100 160

Spannung (my)

Abbildung 3.4: 1I-U-Charakteristik von Omp32

Nach Einbau in eine planare ,,Blacklipid Membran* ist die Asymmetrie und Nichtlinearitdt der gemessen Kurve
gut erkennbar. SchlieBereignisse treten bei —50 und —130 mV auf; Offnungsereignisse bei +80 und +120 mV
und sind durch die Stufen innerhalb der Grafik gekennzeichnet. Messung bei 10 mM KCI-Losung.*’

Zu den auBlergewoOhnlichen Ergebnissen dieser Messungen zédhlen ebenfalls eine starke
Asymmetrie beziiglich der Polaritdt der angelegten Spannung, sowie eine Nichtlinearitdt der
Leitfahigkeit im Verhéltnis zur angebotenen Elektrolytkonzentration. Es wird angenommen,
dass diese Beobachtungen auf die Interaktionen der einzelnen Ionen mit dem Porinkanal
zuriickzufithren sind. Wie bereits erwéhnt, ist der Kanal auBerordentlich eng, sodass nur
einzelne Tonen passieren konnen.”' Dadurch wird die freie Diffusion praktisch unméglich
gemacht und ist auf die maximale Durchgangsgeschwindigkeit pro Molekiil durch den Porin-
Kanal beschrinkt. Insbesondere fiir groere Anionen wie deprotonierte Karbonsduren,
beispielsweise Malat, wird die Passage durch das Porin stark verlangsamt. Durch den engen
Kontakt kann aber die durch Ladungen vermittelte Selektivitit effizient ausgenutzt werden.
Diese Selektivitit fiir Anionen im Allgemeinen und Karbonsduren im Speziellen ist

notwendig fiir ein Bakterium, dessen primére Nahrungsquelle organische Séuren darstellen.

Die Kristallstruktur von Omp32 wurde mit einer atomaren Aufldsung von 2,1 A bestimmt.*
Zachariae nahm auf der Basis dieses Modells Molekulardynamik-Rechnungen vor, die
Informationen zum Selektivititsmechanismus von Omp32 lieferten.® Die strukturelle

Grundlage bilden fiinf Aminosduren, die mittlerweile als der ,,Arginin-Cluster bekannt
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sind.”' Es handelt sich dabei um drei Arginine (R38, R75, R133), sowie zwei Glutamate (E58,

E60). Die Arginine sind so angeordnet, dass ihre Seitenketten mit hoher Beweglichkeit in das

Lumen des Kanals ragen konnen. Die Glutamate sind im Inneren der Barrel-Wand lokalisiert

und liegen sterisch gesehen sehr dicht ,hinter den Argininen. Durch diese kompakte

Konstruktion werden folgende Wirkungen erzielt:

Die durch die rdumliche Ndhe der Arginine untereinander entstehende elektrostatische
Abstoflung wird unterbunden. Ohne Stabilisierung durch die Glutamate wire eine
maximale Ladung von +2 zu erwarten,”’ die delokalisiert iiber die drei Aminosdure-
seitenketten bei physiologischem pH vorliegen sollte. Die Salzbriicken stabilisieren
die Ladungen der Argininreste, die bei pH7 eine vollstindige Ladung von +3 im

Kanalbereich aufweisen.’!

Durch die besondere Anordnung des Arginin-Clusters im Inneren des Proteins entsteht
in Omp32 kein transversales Feld wie in OmpF. Die positiven Ladungen der drei
relevanten Arginine werden durch die dahinterliegenden geladenen Glutamate bei
physiologischem pH vollstindig stabilisiert. Gleichzeitig werden die negativen
Ladungen abgeschirmt und reichen nicht in den Kanal von Omp32 hinein. Die
positiven Ladungen der Arginine erzeugen damit das elektrostatische Feld von
Omp32. Es reicht aus der Pore hinaus und vermittelt die beobachtete Anionselektivitét
des Porins. Dieser Mechanismus ist die hauptséchliche Ursache des Selektivititsfilters

von Omp32.

Die Konstruktion des Kanalinneren erlaubt einigen wenigen Aminosiureseitenketten
eine hohe Flexibilitdt. Es konnte mittels Molekiildynamik der Weg einzelner Anionen
bei der Passage durch das Porin simuliert werden.’> Dabei zeigt sich, dass vor allem
die drei Arginine des Clusters eine tragende Rolle im Transport von Substraten

besitzen.

Es wird angenommen, dass die Aminosduren des Arginin-Clusters nicht nur fiir
Selektivitit und den eigentlichen Transport der anionischen Substrate durch das Porin
verantwortlich sind, sondern zusétzlich am Aufbau einer diskreten Bindungsstelle fiir
organische Sauren beteiligt sind. In den Kristalldaten von Omp32 ist ein SO4>-Anion
innerhalb des Lumens identifizierbar.** Es wird angenommen, dass dies die
bevorzugte Tasche fiir ein Andocken von Substraten in vivo darstellt. Diese ist in

unmittelbarer Niahe des Arginin-Clusters zu finden.
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Abbildung 3.5: Darstellung von Omp32

(A) Stereobild von Omp32. Am unteren, periplasmatischen Rand des Monomers sind acht Aminonsduren
dargestellt, die nicht Omp32, sondern dem Porin-assoziierten Protein zuzurechnen sind [3.3.] Die Farbgebung
beginnt mit dem blau markierten B-Strang des N-Terminus. B-Stringe sind mit f1-B16, extrazelluldre Loops mit
L1-L8 nummeriert. P1 ist eine Ausstiilpung von B2, die in das Innere des Kanals zeigt. P2 wird von 3 geformt,
die zur extrazelluldren Seite von Omp32 gerichtet ist. Innerhalb des Kanals wurde in der Kristallstruktur ein
Sulfat-Ion (SO4¥) identifiziert. (B) Faltungsmodell und Aminosiuresequenz von Omp32.%

Fiir OmpF wurden Berechnungen unternommen, in denen auf der Grundlage der geldsten
Kristallstruktur das Verhalten des Porins sowie der Einfluss von funktionellen Aminosaduren
nachgewiesen wurde.* Der Nachweis erfolgte iiber molekularbiologische Methoden, in denen
die relevanten Aminosduren mutiert wurden, um so ihren tatsdchlichen Einfluss auf das

>3 Die theoretischen Untersuchungen an Omp32 wiesen

Verhalten von OmpF zu {iberpriifen.
in silico die Bedeutung des Arginin-Clusters fiir dessen charakteristischen Eigenschaften wie
die hohe Selektivitidt bei geringer Spezifitit nach. Da die Eigenschaften von Omp32 die
theoretischen Untersuchungen und die daraus moglichen Aussagen besonders wertvoll
machen, miissen auch im Fall von Omp32 die erhobenen Daten durch praktische Experimente

untermauert werden.
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3.3 Porin-assoziiertes Protein (PAP)

In fast allen Bakterien existieren mehrere Arten von Proteinen, die einen direkten Kontakt zur
Peptidoglykan-Schicht der Zellwand vermitteln und so mitverantwortlich fiir die
iibergreifende Verankerung der inneren Membran, des Peptidoglykans und der &uBleren
Membran sind.>* Zu diesen Proteinen gehoren das Murein-Lipoprotein® sowie das
Peptidoglykan-assoziierte Lipoprotein (PAL).”® Ein weiteres Beispiel ist OmpA, von dem
angenommen wird, dass dessen vorrangige Aufgabe die Verbindung zwischen &auBerer
Membran und Peptidoglykan darstellt.”’ Es existieren mehrere Proteine mit identischer
Funktion, die ebenfalls die OmpA-Faltung aus einem acht-stringigen -Barrel, einem kurzen

Linker und einer C-terminalen Bindedoméne fiir Peptidoglykan besitzen.>®

Neben diesen drei Gruppen existiert zumindest eine weitere Klasse von Proteinen in Gram-
negativen Bakterien, die eine Bindedomine fiir Peptidoglykan aufweisen: die Porin-
assoziierten Proteine (PAP). Aus dieser Klasse sind bisher nur wenige Beispiele bekannt,
darunter das Protein PIII von Pseudomonas aeruginosa® sowie das PAP aus Rhodospirillum
rubrum FR1.® Diese Proteine binden nicht wie die Mitglieder der OmpA-Klasse iiber eine
direkte Verbindung zwischen duBerer Membran und Peptidoglykan-Schicht, sondern nur
indirekt. Diese wird iiber eine starke nicht-kovalente Bindung mit dem Peptidoglykan und
eine starke nicht-kovalente Bindung an Porine der dufleren Membran geschlossen. Die
Proteine der PAP-Klasse agieren dabei als Verbindungsstiick zwischen den jeweils
gebundenen membranstindigen Porinen und dem Peptidoglykan der Zellwand. Diese
Verbindungen sind in Rhodospirillum rubrum FR1 gegeniliber denaturierenden Bedingungen
sehr resistent.’’ Unter solchen Bedingungen zerfillt der native Komplex aus Porin und PAP

und ergibt fiir PAP eine zusétzliche Bande bei 32 kDa.

Diesen Proteinen gemeinsam ist ein stark homologer 100-140 Aminosiure langer C-
terminaler Abschnitt, der  wahrscheinlich an das Peptidoglykan bindet.’*** Uber
eingebundene Porine und die daran angelagerten PAP-Molekiile wird die dullere Membran
somit indirekt an die Zellwand fixiert. Dabei beeinflusst PAP scheinbar nicht die Selektivitét

und Spezifitit des jeweils gebundenen Porins als passiver Transporter.”

Die Entdeckung von PAP bei Delftia acidovorans geht auf einen Zufall zuriick. In der
Kristallstruktur von Omp32 war eine Massendichte an der periplasmatischen Seite des Porins
festgestellt worden, die nicht zum Porin gehdrte und acht Aminoséuren eines anderen

Polypeptides darstellen. Dabei wies jedes Omp32-Trimer drei dieser Massedichten auf. Die
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Aufreinigung von Omp32 gab jedoch bis zu diesem Zeitpunkt keinen Hinweis auf ein
zusitzliches Protein, da Omp32 in diesen Losungen scheinbar rein vorlag. Erst genauere
Untersuchungen ergaben, dass ein weiteres Polypeptid neben Omp32 vorlag — welches mit
einem Molekulargewicht von etwa 6 kDa in allen vorherigen Untersuchungen der
Beobachtung entgangen war. Eine Abtrennung von PAP von Omp32 war ebenfalls nur durch
starke Hitzeeinwirkung vor einer SDS-PAGE zu bewirken. Eine anschlieende
Sequenzierung des Proteins gelang iiber Edman-Abbau, somit konnte die Primérsequenz auf
Proteinebene bestimmt werden.”* Diese besteht aus nur 51 Aminosduren, die zur damaligen
Zeit eine auffallende Homologie zu bekannten Proteinen mit einem wesentlich hdheren
Molekulargewicht von etwa 20 kDa aus der Gruppe der Bordetella und Neisserien aufweisen.
Sehr friih entstanden so die ersten Uberlegungen, dass PAP aus Delftia acidovorans
wahrscheinlich ein verkiirzte Form der gefundenen Homologa darstellt. Zugleich konnte aber
ohne DNA-Informationen eine Verdnderung von PAP in Delftia acidovorans nicht
ausgeschlossen werden. Dieses Problem kann nur durch die Aufkldrung der entsprechenden

DNA-Sequenz beantwortet werden.

Um Zugang zur Sequenz von pap zu erhalten, wird das Gen aus dem Genom von D.
acidovorans in einen Klonierungsvektor Ttberfiihrt werden, um anschlieBend die
Sequenzierungsreaktionen durchfiihren zu konnen. Falls das Gen nicht in seiner Gesamtheit
isoliert werden kann, muss die DNA-Information in mehreren Abschnitten so gelost werden,
dass die gewonnen Daten einander iiberlappen, um so die Fortfilhrung des Leserahmens
gewihrleisten zu konnen. Die Rekonstruktion der genomischen Information arbeitet sich
dabei stiickweise vorwérts, und benutzt als Abgleich die geldsten Sequenzen von homologen
Proteinen wie PAP aus Ralstonia solanaceaerum,®”® bzw. RmpM aus Neisseria meningitides.*®
Die so fertiggestellte Information zu pap kann anschlieBend weiter untersucht werden. Dies
betrifft insbesondere erste Informationen iber die Primirstruktur des Proteins, sowie
mogliche Losungsansdtze des Faltungsmusters von PAP und daraus resultierende

Schlussfolgerungen zur Funktion des Proteins.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Molekularbiologie, allgemein

4.1.1 Verwendete Bakterienstimme

Die verwendeten Bakterienstimme unterscheiden sich in zwei charakteristischen
Hauptpunkten: Klonierungsstimme mit den Fihigkeiten, effizient DNA aufzunehmen, in
hoher Menge Plasmide anzureichern und diese aufgrund mehrer fehlender DNA-
Reparaturmechanismen in hoher Qualitdt zu produzieren; sowie Produktionsstimme, die auf

hohe Genexpression optimiert sind.

Tabelle 4.1:  Verwendete Bakterienstimme und deren Eigenschaften

E. coli  Genotyp und relevanter Phiinotyp Bemerkungen
Stamm

BL21 hsdSg (rg-, mg-) ompT lon ¥ dcm gal Chromosomale Kopie der T7-RNA-Polymerase unter
(DE3)  MDE3)” Kontrolle des lac,,s- Promotors, defizient in der ompT-

Protease und der Lon-Protease

BL21 hsdSp (13-, mp-) ompT lon F dcm gal defizient in der ompT-Protease und der Ion-Protease,
(DE3)  M(DE3) pLysS stringente  Basalrepression durch T7  Lysozym,
pLysS Chloramphenicol-Resistenz

BL21 hsdSp (rg-, mg-) ompT lon ¥ dem gal defizient in der ompT-Protease und der lon-Protease,
(DE3)  MDE3) pLysE® extrem stringente Basalrepression durch T7 Lysozym,
pLysE Chloramphenicol-Resistenz

BL21 hsdSp (rg-, mg-) ompT lon, F, lacY dem Verbesserung der Expression durch erhohte

(DE3)  gal, M\(DE3) pRARE® Bereitstellung/ Verwendung von seltenen tRNA'S.
Rosetta Primérer Expressionsstamm
XL1 Blue supE44 hsdR17(rK’, mK+), recAl rekombinationsdefizienter Stamm mit hoher

endA1 gyrA96 thi relAl lac F'[proAB" Transformationseffizienz. Primirer Klonierungsstamm

lacl® ZAM15, ::Tnl0(Tet")]"’

IM109  supE44 hsdR17(rK’, mK") recAl endAl rekombinationsdefizienter Stamm mit hoher
gyrA96 thi relAl O(lac-proAB) [F’, Transformationseffizienz. Empfohlener Stamm fiir
traD36, proAB lacl® ZAM15]" Mutagenese mit pALTER [4.2.2.]

ES1301 lacZ53 mutS201::Tn5 thyA36 rha-5 Reparaturdefizienter Stamm von DNA-Fehlpaarungen,
muts metB1 deoC IN(rrnD-rrmE)°’ Mutationsstamm fiir Mutagenese mit pALTER [4.2.2.]
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Die Plasmide pLysS und pLysE enthalten das Gen fiir eine basale Produktion von T7-
Lysozym. Dies unterdriickt im basalen Zustand die Expression der Gene, deren Transkription
primdr durch T7 RNA Polymerase durchgefiihrt wird und somit die experimentell relevanten
Proteine.”” Durch die Zugabe von IPTG steigt die Expression an, erreicht dabei aber nicht das
Niveau von nicht-reprimierten Zelllinien wie BL21(DE3). Zur Klonierung wurde beinahe
ausschlieflich der Stamm XL1 Blue verwendet, der reproduzierbar DNA in hervorragender
Qualitdt ergab. Die Stamme JM109 und ES1301 mutS wurden nur fiir die Mutationsmethode

der Firma Promega [4.2.2] verwendet.

4.1.2 Verwendete Plasmide

Fiir aufwindige Klonierungen, insbesondere nach PCR-Reaktionen von genomischer DNA,
wurden hauptsichlich die Plasmide pUC18 und pBAD-TOPO® (Invitrogen) verwendet. Beide
Vektoren ergaben gute bis sehr gute Ligations- und Transformationsraten. Im Fall von pBAD-
TOPO erleichterte eine Aktivierung des offenen Vektors iiber die kovalente Bindung von je
einer Topoisomerase am 3’-Ende eines DNA-Einzelstranges die Ligationen. Der Vektor
pALTER-EX1 ist ein Hybrid aus Klonierungs- und Expressionsvektor. Er wurde — bis auf
wenige Ausnahmen bei Klonierungsexperimenten zur Isolation von PAP — nur in
Verbindungen mit dem Mutationskit der Firma Promega verwendet. Der Vektor pET17b ist
ein Expressionsvektor, der iiber die auf ihm codierte Ampicillin-Resistenz selektiert werden.
In die ,,multiple cloning site** wurde liber einen Ndel/EcoRI Verdau omp32 einligiert. Der
enthaltene T7 Promotor regulierte spiter in Expressionsexperimenten die Produktion des

heterologen Proteins.

4.1.3 Isolation von genomischer DNA aus D. acidovorans

100 ml einer Ubernacht-Kultur von D. acidovorans wurden fiir 10 min bei 6.000 g
abzentrifugiert und mit 200 ml TEN-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 3,5 ml Puffer
B1 resuspendiert. Nach Zugabe von 8 mg Lysozym und 100 pl ProteinaseK-Losung wurde
die Suspension fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Durch die Zugabe von 1,2 ml Puffer B2 wurden
Nukleasen und DNA-bindende Proteine fiir 30 min bei 50°C vollstindig denaturiert. Auf eine
mit 4 ml Puffer QBT pri-equilibrierte DNA-Bindesdule wurde die kréftig durchmischte
genomische DNA-Losung aufgetragen. Bei zu geringem Fluss konnte Druck auf die Siule
iiber den Stempel einer Spritze ausgelibt werden. Die Sdule wurde anschlieend zwei mal mit
jeweils 7,5 ml Puffer QC gewaschen. Zur Elution der genomischen DNA wurden 5 ml eines

auf 50°C erwiarmten Puffers QF verwendet. Zur Prézipitation der DNA wurden 3,5 ml
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eiskaltes Isopropanol zugegeben, sanft geschiittelt und 20 min bei —20°C inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 14.000 g fiir 15 min bei 4°C wurde der Uberstand vollstindig abgenommen
und das DNA-Pellet mit 2 ml eiskalten 70% EtOH vorsichtig gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurde die DNA fiir 10 min im offenen Reaktionsgefal3
getrocknet. Um das Pellet zu 16sen, wurden 1 ml TE-Puffer zupipettiert und der Ansatz {iber
Nacht bei 55°C sanft geschiittelt. Eine abschlieBende OD,40/OD2g0-Messung gab Aufschluss
iiber den Reinheitsgrad der DNA.

4.1.4 Isolation von plasmidischer DNA

Um eine Sequenzierung der mutierten Plasmide und deren Transformation in den
Expressionsstamm durchfiihren zu konnen, musste die Plasmid-DNA in sehr reiner Form und
in salzfreier Losung isoliert werden. Die angewendete Methode basiert auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse von Bakterienzellen und anschlieBender Adsorption der DNA an Kieselgel

in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen.”®

Eine Ubernachtkultur von 3 ml der frisch transformierten Zellen wurde 10 Minuten bei 4 °C
und 14.000 g abzentrifugiert, das Pellet gemifl dem QIAprep Spin Miniprep Kit Protocol in
RNAse-haltigem Puffer resuspendiert und mit SDS-haltigem Puffer lysiert. AnschlieBend
wurden die Proteine ausgefillt und abzentrifugiert, wobei die 16slichen Nukleinsduren im
Uberstand verblieben und bei hoher Salzkonzentration auf QIAprep Spin Columns
aufgetragen wurden. Dies gewihrleistete eine selektive Bindung der Plasmid-DNA an die
Kieselgel-Membran, wihrend die anderen Bestandteile des Lysats ausgewaschen wurden. Die
Elution erfolgte mit 50 pL 50°C warmen TE-Puffer. Auf diesem Weg wurden ca. 15 pug des

jeweiligen Plasmids erhalten.

4.1.5 Restriktionsverdau genomischer DNA

50 pul genomische DNA, [DNA] = 10 ng/ul (siehe [4.1.3])
10 pl 10x PufferSystem, angepasst an das jeweilige Restriktionsenzym
1 ul 100x BSA
2+ 1l Restriktionsenzym, siche unten
27 ul ddH,O
100 pl Gesamtvolumen

Die hierbei verwendeten Restriktionsenzyme (Inkubationstemperaturen) waren Apal (25°C),

BamHI, EcoRI, EcoRV, HindIIl und Sphl (alle 37°C). Die Ansdtze wurden bis auf die
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Restriktionsenzyme pipettiert, bei ihrer jeweiligen Inkubationstemperatur 5 min pré-inkubiert
und anschlieBend mit 2 pl des jeweiligen Restriktionsenzym versetzt. Nach 10 min und 30
min wurde der Ansatz kurz gemischt und abzentrifugiert, um eine interne Gradientenbildung
zu vermeiden. Nach 45 min wurden den Ansédtzen 1 pl des jeweiligen Restriktionsenzyms
zugesetzt, durchmischt, abzentrifugiert und fiir weitere 45 min inkubiert. Zur Deaktivierung
der Restriktionsenzyme wurden die Ansdtze nach den Empfehlungen des Herstellers 20 min
bei entsprechender Hitze inkubiert. Die so geschnittene genomische DNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

4.1.6 Analytischer Endonukleasenverdau von DNA

max. 100 ng DNA, [] = variierend
I pl 10x PufferSystem, auf maximale Gesamtaktivitéit ausgerichtet
0,5 ul pro Restriktionsenzym, Kombinationen moglich
ad 10 pl ddH,O
10 pl Gesamtvolumen

Die Ansétze wurden fertiggestellt und bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur fiir
mindestens 30 min inkubiert. Nach Beendigung des Verdaus wurde jeweils 1 pl 10x DNA-
Laufpuffer zugesetzt und die einzelnen Proben auf ein analytisches Gel [4.1.9] aufgetragen.
Es musste bei einer Kombination von Restriktionsenzymen darauf geachtet werden, dass laut
Herstellerangaben sowohl die Aktivititen in den jeweiligen Puffersystemen, als auch die

Inkubationstemperaturen untereinander kompatibel waren.

4.1.7 Quantitativer Endonukleasenverdau von DNA

500 - 6000 ng Plasmidische oder PCR-generierte DNA, [] = variierend
10 pl 10x PufferSystem, auf maximale Gesamtaktivitit ausgerichtet
1 ul 100x BSA
2+2ul EcoRI
4+2ul Ndel
ad 100 pl ddH,O
100 pl Gesamtvolumen

Die Ansdtze wurden bis auf die Restriktionsenzyme pipettiert, bei 37°C 5 min pri-inkubiert

und anschlieend mit 2 ul EcoRI bzw. 4 ul Ndel versetzt. Nach 10 min und 30 min wurde der
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Ansatz kurz durchmischt und abzentrifugiert, um eine interne Gradientenbildung zu
vermeiden. Nach 45 min wurden den Ansétzen jeweils 2 pl weiteres Restriktionsenzymen
zugesetzt, durchmischt, abzentrifugiert und fiir weitere 45 min inkubiert. Zur Deaktivierung
der Restriktionsenzyme wurden die Ansitze nach den Empfehlungen des Herstellers 20 min
bei entsprechender Hitze inkubiert. Die so geschnittenen DNA-Fragmente wurden bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

Die Halbwertszeit der Aktivitdt von Ndel ist geringer als die von EcoRI, hinzu kommt eine
geringere Aktivitidt/pul. Um vergleichbare Enzymaktivititen von EcoRI und Ndel zu erhalten,
wurde ein groferes Volumen Ndel zugegeben. Zugleich durfte aber die Gesamtmenge an
zugegebener Enzymlosung 10% des Gesamtvolumens im préparativen Fall nicht {ibersteigen,
da ansonsten die Spezifitdt der Restriktionsenzyme durch eine zu hohe Glycerinkonzentration
beeintrichtigt worden wire. Sowohl Insert als auch Vektor einer Ligation mussten auf diese

Art geschnitten werden, um kompatible Enden zu generieren.

4.1.8 Dephosphorylierung geschnittener plasmidischer DNA

Plasmidische DNA aus [4.1.7] wurde nach der Hitze-Inaktivierung der Restriktionsenzyme
mittels CIP dephosphoryliert. Der vollstindige Restriktionsansatz wurde mit 1 pl CIP
versetzt, 1 h bei 37°C inkubiert, nochmals 1 pl CIP zugesetzt und fiir 1h bei 55°C inkubiert.
CIP ist Temperatur-resistent, deswegen erfolgte eine Abtrennung sowohl von
nichtgeschnittener DNA, als auch aller sonstigen Bestandteile der Ansédtze iiber préparative
Agarosegele, mit nachgeschalteter Bandenexzission und DNA-Isolation aus Agarosestiicken.
Es wurde ausschlieBlich plasmidische Tridger-DNA dephosphoryliert. Dieser Schritt war
ausschlaggebend fiir die Quantitit der Kolonienanzahl und damit die Qualitéit einer Ligation.
Er konnte durch den Einsatz von unterschiedlichen Restriktionsenzymen, bzw. bei
Inkompatibilitdit der resultierenden aktivierten ~DNA-Enden entfallen, da die
Wabhrscheinlichkeit eines Selbstschlusses ohne Insert aufgrund der nicht zueinander

passenden Enden bereits ohne enzymatische Unterstiitzung gering war.

4.1.9 DNA-Agarosegelelektrophorese

Je nach gewlinschter Trennleistung der Gele wurde die Agaroseendkonzentration variiert. Fiir
eine gute Trennung im Bereich von 1 kbp bis 10 kbp wurden Agarosegele der Stirke 0,8%
verwendet, fiir den Bereich vom 0,1 kbp bis 1kbp Agarosegele der Stirke 3%.
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Im préparativen Fall wurde die zusammengesetzte Agarosekammer vollstdndig mit 100%
EtOH, danach mit ddH,O ausgespiilt und an der Luft getrocknet. Das Volumen der
Gelkammer wurde berechnet, anschliefend eine entsprechende Menge an Agarose in einen
Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 1x TAE-Puffer auf das gewiinschte Endvolumen
aufgefiillt. Der Kolben wurde gewogen und das Gewicht notiert. Nach 2 min in der
Mikrowelle bei maximaler Leistung wurde die Agaroseldosung solange sanft bewegt, bis sich
alle sichtbaren Agarosekristalle vollstindig auflosten und sich eine homogene Losung bildete.
Nach einer nochmaligen Gewichtsbestimmung wurde die Massendifferenz mit ddH,O
ausgeglichen und dass Gel nach Abdichten der Gelkammer ziigig gegossen. Dabei
entstehende Luftblasen an der Oberfliche wurden entweder zum oberen Rand geschoben,
oder mithilfe eines Bunsenbrenners entfernt. Ein Kamm zur Ausformung der Probentaschen
wurde am oberen Rand eingesetzt. Bei Auftragung von quantitativen Proben wurden mehrere
Zinken untereinander verbunden, um eine grofle Tasche zu bilden. Zwischenzeitlich wurden
die Proben vorbereitet, indem eine beliebige Menge DNA-LOsung zusammen mit 1/5
Volumen an Probenauftragspuffer vermischt wurde. Das Gesamtvolumen einer Probe betrug
im analytischen Fall hochstens 20 pl, im quantitativen Fall hochstens 200 pl. Nach Erhérten
des Gels wurde es mit 1x TAE vollstindig iiberschichtet und die Proben in die dafiir
vorgesehenen Taschen einpipettiert. Zur Auftrennung der DNA-Banden wurde eine Spannung
von 10 V/em Laufstrecke im Gel angelegt. Die Einschidtzung der Auftrennung fand optisch
statt, als Richtlinie galt, dass die Bromphenolbande bei ca. 6 kbp (0,8% Gel) bzw. 750 bp (3%
Gel) und die Xylencyanolbande bei ca. 1 kbp (0,8% Gel) bzw. 120 bp (3% Gel) lief. Nach
Beendigung der Auftrennung wurde das Gel fiir mindestens 15 min in einer 0,05%
Ethidiumbromidlosung inkubiert, kurz unter ddH,O abgespiilt und sofort unter UV-Licht bei

280 nm betrachtet und dokumentiert.

4.1.10 Gelextraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Es wurde nach der Vorschrift des Qiagen Gel Extraction Kits gearbeitet. Unter UV-Licht
wurden die gewiinschten Banden mit einem frisch abgeflammten Skalpell ausgeschnitten und
sofort in Reagenzgefdsse iiberfiihrt, um sie dem potentiell mutierenden Einfluss des UV-
Lichts zu entziehen. AnschlieBend wurde das sechsfache das Gelgewichts an chaotropem
Puffer QC zugegeben, bis zur vollstindigen Auflésung des Gelstiicks bei 50°C inkubiert und
auf eine DNA-Bindesiule aufgetragen. Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen, die Sédule einmal entsprechend der Anleitung mit einem alkoholhaltigen Puffer

gewaschen und die DNA abschlieBend mit 50 pl 50°C warmen TE-Puffer eluiert. Eine
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Mengen- und Qualitdtskontrolle erfolgte {iber ein nachgeschaltetes analytisches Gel. Es war
unbedingt notwendig, den alkoholhaltigen Puffer immer frisch bereit zu stellen, da andernfalls
die Ausbeute wesentlich geringer ausfiel. Die abschlieBende Elution mit 50°C warmem TE

erhohte die Ausbeute zusétzlich.

4.1.11 Ligationen mit TOPO-Vektoren

Eine Moglichkeit, PCR-Produkte in Vektoren zu klonieren nutzt eine Besonderheit der Tag-
Polymerase. Am Ende jedes Zyklus wird das Fragment am 3'-Ende um ein zuséitzliches
Adenin {iiber die ,,femplate“-DNA hinaus verldngert. Die so modifizierten Ende wurden von
einem mit der TOPO-Isomerase aktivierten Vektor erkannt und in den Vektor eingebaut.
Dafiir wurde 1 ul PCR Produkt mit 0,5 ul pPBAD-TOPO Vektor und 3,5 pl ddH,O fiir 5 min
bei RT inkubiert und anschlieend sofort in chemisch-kompetente Zellen transformiert. Die
so klonierten DNA-Fragmente waren nach Extraktion der Plasmide bereit fiir weitere

Experimente.

4.1.12 Ligationen mit nicht-TOPO-Vektoren

Im Fall der Ligation mit nicht-TOPO Vektoren muss unterschieden werden zwischen ,,blunt
end-Ligationen®, also ohne DNA-Uberhiinge an Insert oder Vektor und ,sticky end-
Ligationen®, also mit DNA-Uberhiingen an 3’oder 5" Positionen. Im ersten Fall wird ein
molares Verhiltnis von Insert zu Vektor im Verhiltnis 1:3, im zweiten Fall eines von 3:1
verwendet. Im ersten Fall wird eine Inkubationstemperatur von 23°C benutzt, im zweiten Fall
von 17°C. Um eine erfolgreiche Transformation zu ermdglichen, wurde eine Gesamtmenge
an Vektor von etwa 1,0a10™" bis 5,0410™* mol eingesetzt. Bei niedrigeren Werten lie3 die
Wabhrscheinlichkeit eines korrekten Einbaus des Inserts in den Vektor deutlich nach.

Ligationen wurden fiir mindestens 12 h bei der wie oben ermittelten Temperatur inkubiert.

~3,0A10™"* mol Geschnittene, dephosphorylierte Plasmid-DNA, [] = variierend
~1,0A10" mol Geschnittene Insert-DNA
2 ul 10x PufferSystem fiir Ligase
1 ul Ligase
ad 20 pl ddH,O
20 ul Gesamtvolumen
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4.1.13 Konstruktion von PCR-Primern

Fir den Grofiteil aller verwendeten PCR-Primer wurden Standardmethoden zur

Primerkonstruktion benutzt:
e die Primerlédnge fiir , perfect-match* lag zwischen 19 und 23 bp;

e die Primer enthielten an ithrem 5'-Ende eine Endonukleaseschnittstelle mit
zusétzlichen vier ANTP am 5'-Ende fiir einfachere Weiterverarbeitung und

Klonierung; dies verldngerte den Primer entsprechend um meistens 10 bp;

e am 3’-Ende jedes Primers lagen optimalerweise zwei bis drei G oder C, mindestens

jedoch eines;

e der prozentuale GC-Anteil in der bindenden Region sollte moglichst nahe an 50%

liegen;
e die Schmelztemperatur lag zwischen 55°C und 65°C;

¢ die Annealingtemperaturen innerhalb der PCR-Reaktionen entsprachen einer um

mindestens 5°C reduzierten Schmelztemperatur.

Fiir Mutationsprimer nach der pALTER-Methode [4.2.2] wurde die Mutationsstelle zwischen
zwei flankierende, perfekt bindende Sequenzen eingebaut. Die Gesamtlinge dieser Primer

variierte zwischen 38 und 54 bp, die Schmelztemperaturen lagen hierbei zwischen 78°C und

80°C.

Fiir Mutationsprimer nach der Quikchange-Methode [4.2.3] wurde ecine Gesamtldnge
zwischen 29 und 34 bp verwendet, die Mutationen lagen ebenfalls in der Mitte der Primer.

Die in diesem Fall verwendeten Primer sind komplementér zueinander.

Zur Berechnung der Schmelztemperaturen T, wurde in einfachen Fillen, also bei Primern mit
einer paarenden Sequenz bis zu 23 bp ohne Einfithrung von Mutationen, folgende Formel

verwendet:

T =2-2(4+T)+4-Z(G+C) 4.1)

In den komplexeren Fillen, die durch den gezielten Austausch der Nukleotide zu
Fehlpaarungen fiihrten, sowie bei lidngeren Primern wurde nach Formel (4.2) die

Schmelztemperatur berechnet.

T, =81,5+0,41(%GC)~ 675/ N — %mismatch (4.2)
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4.1.14 Herstellung von chemisch-kompetenten Zellen

Eine Kolonie der gewiinschten Bakterien wurde von einer frischen Agarose-Platte in eine 10
ml LB-Kultur iiberfiihrt und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Am nichsten
Morgen wurden 50 ml frisches LB mit 0,5 ml der Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 190
upm bei 37°C bis zu einer OD4y von 0,4 bis 0,5 inkubiert. Die Zellsuspension wurde in zwei
sterile SS34 Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 2 h in einem NaCl-Eis-Trockeneis-Wasser-
Gemisch zwischen —2°C und —4°C gelagert. Nach Zentrifugation bei 6.000 g fiir 10 min bei
0°C wurde der Uberstand abgegossen und das Zellpellet fiir weitere 2 h bei etwa —3°C
gelagert. Jedes Pellet wurde mit 5 ml einer eiskalten 100 mM CaCl, vorsichtig resuspendiert.
Dabei war besonders darauf zu achten, dass Kontakt mit den Hénden oder sonstigen
Wirmetrdgern vermieden wurde. Die resuspendierten Zellen lagerten weitere 2 h bei —3°C,
bevor sie bei 6.000 g fiir 10 min bei 0°C abzentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
entfernt und die Zellpellets in 2 ml 50 mM CaCl, 20% Glyzerin vorsichtig im Kiihlraum
resuspendiert. Diese wurden sofort in 50 ul Aliquots aufgeteilt, iiber Nacht bei —3°C gelagert
und am ndchsten Tag nach Schockfrosten mit N, liq. bei —80°C aufbewahrt. Die
Durchfiihrung aller Arbeiten erfolgte bei +4°C.

4.1.15 Transformation

Zur Transformation eines Ligationsansatzes wurde die gesamte Ligation benutzt, zur
Transformation von fertig gereinigten Plasmiden nur 1 pl. Chemisch-kompetente Zellen
wurden aus dem Gefrierschrank (-80°C) entnommen und 10 min auf Eis aufgetaut. Nach
Zugabe der entsprechenden Mengen an DNA-Ldsungen wurden die Ansétze kurz geschiittelt
und sofort fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Ansédtze wurden fiir exakt 50 Sekunden im
Wasserbad bei 42°C - 43°C inkubiert, fiir 2 min nochmals auf Eis gestellt und mit 1 ml LB-
Medium aufgefiillt. Nach Inkubation unter Schiitteln fiir 1 h bei 37°C wurden die Zellen
abzentrifugiert, in 200 pl frisches Medium aufgenommen und auf den mit entsprechenden
Antibiotika versehenen LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden fiir 24 h bei 37°C
inkubiert. In dieser Zeit wuchsen bei erfolgreicher Transformation deutlich sichtbare
Kolonien. Je nach vorheriger Art der Ausgangs-DNA wurden zwischen 4 und 16 Kolonien
steril abgenommen, in 5 ml LB-Antibiotika Ndhrmedium tliberimpft und flir einen weiteren
Tag bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Bei einer Uberimpfung auf Ampicillin-selektive
Platten war es wichtig, dass die Platten nicht élter als einen Monat waren und wéhrend dieser
Zeit  bei 4°C gelagert wurden, da ansonsten die Gefahr bestand, dass vermehrt

Satellitenkolonien auftreten.
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4.2 Molekularbiologie Omp32

4.2.1 PCR zur Gewinnung von omp32 aus genomischer DNA

BamHI - | HindIII - Apal - EcoRY -
10 pl 10 pl 10 pl 10 pl Geschnittene Genomische DNA
3ul 3ul 3ul 3ul 10x PCR Puffer fiir Pfu-Pol.
0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 100x dNTPs
1,6 ul 1,6 pl - - Primer1 (pET17b-For)
2,2 ul 2,2 ul - - Primer2 (pET17b-Rev)
- - 1,2 pl - Primer3 (TOPO-For)
- - 2,0 ul - Primer4 (TOPO-Rev)
3ul 6 ul 3ul 6 ul DMSO 100%
0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul Pfu-Polymerase 2,5U/pl
9,6 ul 6,6 ul 10,2 ul 7,2 ul ddH,0O
30 pl 30 pl 30 pl 30 pl Gesamtvolumen

PCR-Programm: 5°-97°C; (17-94°C; 1'-48°C; 1'-72°C),s; 4 - 4°C

Durch die hier gewéhlten Primer wurde wie beschrieben das Leaderpeptid entfernt, sowie an
der Position +1 ein Met als Translationsstart eingesetzt. Die Expression erzeugte somit

Omp32 in Inclusion-Bodies.

Um eine erfolgreiche PCR mit genomischer DNA als ,template” zu erhalten, mussten
folgende Parameter gewdhrleistet werden: eine DMSO-Endkonzentration zwischen 5-10%,
sowie geschnittene bzw. nur gescherte genomische DNA. Um die Ausbeute zu erhéhen,
empfahl es sich, kleine Gesamtvolumina zwischen 30-50 ul zu verwenden, da sich hier die
wramp times* der PCR-Gerite weniger auswirkten und die Proben somit schneller erhitzt bzw.

abgekiihlt werden konnten. Diese Vorgaben wurden fiir alle weiteren PCR eingehalten.

4.2.2 Mutagenese mit pALTER Kit

Die erarbeiteten elektrostatischen Omp32-Modelle von Zachariae®® ermdglichten eine
Voraussage der Leitfahigkeiten und der Selektivitdt von gezielt mutiertem Omp32. Um diese

Aussagen auf ihren Wahrheitsgehalt hin untersuchen zu konnen, insbesondere beziiglich der
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Bestandteile des Arginin-Clusters, miissen entsprechende Mutanten produziert und in
geeigneten Experimenten vermessen werden. Aus diesem Grund wurde Omp32 mehreren
Mutationen unterzogen, die spéter in der physikalischen Vermessung Aufschluss iiber den

Einfluss der jeweiligen Mutationen auf die funktionellen Eigenschaften geben sollten.

Der Mutagenesekit von Promega beruht im Gegensatz zu dem héufig verwendeten Standard-
PCR-Mutagenesekits nicht auf einer PCR-Reaktion, sondern auf einer speziellen bakteriellen
Zelllinie, die DNA-Fehlpaarungen nicht korrigiert. Der Vorteil dieses Systems ist, dass
mehrere Mutationen kombinatorisch durchgefiihrt werden kénnen und es nur dem Zufall und
der Kolonienanzahl iiberlassen ist, welche der theoretischen Mutationen tatsdchlich isoliert
werden konnen. Die Selektion der Mutanten erfolgt iiber einen Wechsel der Antibiotika-
Resistenzen. Das Plasmid pALTER-EX1 trigt zwei Gene, die fiir Antibiotika-Resistenzen
gegeniiber Ampicillin und Kanamycin codieren. Die Ampicillin-Kassette enthélt eine
Punktmutation, sodass diese Resistenz im Ausgangszustand nicht aktiv ist. Durch eine
Anlagerung der im Kit mitgelieferten Primer der Runde 1 (amp', kan®) ist es wihrend des
Mutationszyklusses mdglich, die anfiangliche Antibiotikaempfindlichkeit auszutauschen.
Somit entsteht aus der Kanamycinresistenz eine Sensitivitdt und aus der Ampicillinsensitivitat

eine Resistenz.

Dieser Schritt ist wichtig fiir weitergehende Mutationen sowie deren Selektion. Die in jedem
Zyklus immer entgegengesetzten Resistenzen/Sensitivitdten zur vorhergehenden Mutations-
runde ist eine unendliche Anzahl von nachgeschalteten Runden moglich. Durch die Verwen-
dung von amp' und kan® in Runde 1, bzw. amp® und kan' in Runde 2 wird gewihrleistet, dass
immer nur eine Resistenz ausgebildet ist. Hierbei wird also immer ein amp und ein kan

Primer, sowie immer ein aktivierender und ein deaktivierender Primer eingesetzt.

Die zu mutierende DNA-Sequenz, hier omp32, wurde liber einen Ndel/EcoRI-Verdau in den
Vektor pALTER-EX1 einligiert. Fiir die eigentliche Mutagenese wurden Primer konstruiert,
die zu beiden Seiten der Mutagenese-Position etwa 17-20 bp {ibereinstimmende Nukleotide
aufweisen, aber alle nur an den Antisense-Strang binden konnen. Die Gesamtldnge eines

Primers variierte zwischen 38 und 54 bp.
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A. Aufspaltung der ,,femplate“-DNA iiber alkalische Denaturierung.

20 ul
4 ul
16 ul

40 pl

+4 ul

+150 pl

+400 pl
+170 pl

pALTER-EX1 aus E. coli IM109, [] =170 pg/ul
2 M NaOH, 2 mM EDTA

ddH,O

Gesamtvolumen

5 min bei RT inkubieren,

2 M NH,Ac pH4,6

100% EtOH, 30 min bei —70°C, 15 min abzentrifugieren,
SN verwerfen

70% EtOH, 15 min abzentrifugieren, SN verwerfen
50 mM TE, vollstiandig 16sen, Aufbewahrung bei —20°C

B. Anlagerung der Primer an die denaturierte ,,femplate“~-DNA und Mutagenese

Um die Besonderheit der moglichen kombinatorischen Mutagenese dieser Methode

vollkommen auszuniitzen, wurden drei unterschiedliche Ansétze gefahren:

QQQ EEE QQQ/EEE
10 pl 10 pl 10 pl Denaturiertes Template
1 ul 1 ul 1 ul Repair-Oligo amp"
1 ul 1 ul 1 ul KnockOut-Oligo kan®
0,2 ul - 0,2 ul Oligo R38Q, []= 3,7 pmol/ul
0,25 ul - 0,25 ul Oligo R75Q, [1= 3,05 pmol/ul
0,21 pl - 0,21 pl Oligo R133Q, [] = 3,55 pmol/ul
- 0,19 ul 0,19 ul Oligo R38E, [] = 3,85 pmol/ul
- 0,28 ul 0,28 ul Oligo R75E, [] = 2,65 pmol/ul
- 0,20 ul 0,20 ul Oligo R133E, [] = 3,8 pmol/ul
2 ul 2 ul 2 ul 10x Reaktionspuffer
4,68 ul 4,66 ul 3,34 ul ddH,O
20 pl 20 ul 20 ul Gesamtvolumen

Die Ansétze wurden fiir 5 min bei 80°C inkubiert, innerhalb von 40 min auf 45°C abgekiihlt

und abschlieBend rasch auf RT gebracht. Zur besseren Kontrolle der Temperaturschritte

wurde ein PCR-Gerit verwendet. Die fertigen Mutagenesen wurden in E. coli ES1301 muts
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[4.1.1.] nach Methode [4.1.15.] transformiert. Von angewachsenen Kolonien wurden die
Plasmide isoliert und die relevanten Bereiche sequenziert. Plasmide, die eine Mutation an
gewliinschter Stelle vorwiesen, wurden mit einem priparativen EcoRI/Ndel-Verdau
geschnitten, das entsprechende omp32-Fragment isoliert und in pET17b einkloniert, um

nachfolgend eine hohere Expressionsrate zu erreichen.

4.2.3 Mutagenese mit Quikchange Kit

Die hier hauptsidchlich verwendete Methode zur gezielten Mutation von einzelnen
Aminosduren verwendet als Basisprinzip die PCR, gepaart mit den besonderen Eigenschaften
des Restriktionsenzyms Dpnl. Aus einem Ursprungsplasmid, welches auf beiden DNA-
Einzelstringen methyliert sein muss, wird iiber Anlagerung von nicht vollstdndig paarenden
Primern in den aufeinanderfolgenden Zyklen die Mutation vereinzelt eingebaut und vermehrt.
Nach  Beendigung der  PCR-Reaktion liegt aufgrund  des zyklischen
Aufschmelzens/Wiederzusammenfiigens von DNA ein Gemisch von vier verschiedenen

Varianten vor (p = parentaler Einzelstrang ohne Mutation, M = Mutierter Einzelstrang):

pp Mp pM MM.

Abbildung 4.6: Mutagenese nach der Quikchange Methode

Ausgehend von dem rein parentalen Strang entstehen wéhrend der Mutagenese vier mogliche Anordnungen der
Doppelstringe. Jede rote Linie entspricht dabei einem mutierten Einzelstrang, der durch die PCR generiert wird
und nicht methyliert ist. Beim anschlieBenden Dpnl-Verdau werden alle Plasmide angegriffen, die mindestens
einen parentalen Einzelstrang besitzen. Nur ein doppelt mutiertes Plasmid wird nicht angegriffen und kann als
Einziges transformiert werden.

Der nachgeschaltete quantitative Verdau mit Dpnl (Erkennungssequenz: 5 -Gm°ATC-3")
schneidet alle Plasmide, die auf mindestens einem der Einzelstringe Methylierungen
aufweisen.”' Die wihrend einer PCR generierten Stringe sind alle unmethyliert, da ihre

Grundbausteine die eingesetzten dNTPs sind und diese per se nicht methyliert sind. Parentale
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Einzelstringe weisen mehrere Methyl-Gruppen auf und sind somit durch Dpnl erkennbar.
Alle Plasmide, die mindestens einen parentalen Einzelstrang besitzen, wurden angegriffen
und geschnitten. Die einzige Kombination aus Einzelstringen, welche nicht angegriffen
wurde, bestand aus zwei wihrend der PCR entstandenen Einzelstringe und wies die
Charakteristik MM auf. Diese strikte molekularbiologische Abtrennung ist notwendig, da nur
so gewdhrleistet ist, dass beide Stringe des transformierten Plasmides identisch sind und die

DNA-Reparaturmechanismen der Zellen nicht zum Einsatz kommen.

3% DMSO |6,5% DMSO | 10% DMSO
0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul Methylierte Plasmid-DNA, 100 ng/pl
3ul 3ul 3ul 10x PCR Mutagenese-Puffer fiir Pfu-Pol.

0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul Pfu-Polymerase, 2,5 U/ul
0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 100x dNTPs

10 pmol 10 pmol 10 pmol Mutagenese Primerl, Sense-Strang

10 pmol 10 pmol 10 pmol Mutagenese Primer2, Antisense-Strang
0,9 ul 1,95 ul 3ul DMSO 100%

ad 30 pl ad 30 pl ad 30 pl ddH,O
30 ul 30 ul 30 ul Gesamtvolumen

PCR-Programm: 5°-95°C; (307"-95°C; 1'-55°C; 97-72°C)3; 4-4°C

Nach Beendigung der PCR wurde jedem Ansatz 1 pl Dpnl zupipettiert und fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. 5 ul des fertigen Mutagenese-Ansatzes wurden iiber ein analytisches Gel auf die
Qualitdt der PCR hin untersucht. Jeweils 15 pl der Ansédtze wurden in E. coli transformiert.
Von am néchsten Tag gut sichtbaren Kolonien wurden zwischen vier und acht Stiick
ausgewdhlt, vermehrt, die dazugehorigen Plasmide isoliert und sequenziert. Fiir die
Quikchange Mutagenese erwiesen sich wéhrend der Durchfiihrung mehrere Punkte als
hilfreich, unter anderem ein geringes PCR-Volumen mit nicht mehr als 30 pul Endvolumen.
Ohne den Zusatz von DMSO ergaben sich keine Kolonien und die qualitativ besten DNA-
Banden und auch Ansétze zeichneten sich im Bereich von 6,5%-10% DMSO ab. Eine bereits
auf dem analytischen Gel nach erfolgreichem Dpnl-Verdau sichtbare Bande wies in allen
Féllen auf eine zuverldssige Mutagenese hin. Das Fehlen einer sichtbaren Bande bedeutete
nicht notwendigerweise ein Scheitern, die Wahrscheinlichkeit fiir korrekt mutierte Plasmide

erwies sich jedoch als geringer.
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4.3 Molekularbiologie PAP

4.3.1 Konstruktion von degenerierten PCR-Primern

Die durch die Arbeit von Zeth® durch Proteinsequenzierung bekannte Aminosiuresequenz

von PAP lautet:

(1) AADGNKTTID NWQNGTSELV WKNGTNELCW RDANWTPATA AADCDGALKP V (51) 4.3)
Aufgrund der gelosten DNA-Sequenz von omp32 und omp21 aus D. acidovorans konnte die
Anzahl der tatsichlich verwendeten genomischen Triplett-Codons pro Aminosdure im

Gegensatz zur theoretisch moglichen Menge reduziert werden.

Tabelle 4.2:  Summe aller Nukleotid-Tripletts fiir Aminosduren von omp32 und omp21 aus
D. acidovorans

Tripl. |AA|Anzahl | Tripl. |AA|Anzahl| Tripl. |[AA|Anzahl| Tripl. |AA|{Anzahl
AAA K AGA R ATA 1
AAG K 29 6 AGG R ATG M 5
AAC N 28 20 17] ATC | 17
AAT N 3 4 1| ATT | 2
CAA Q 12) CCA P 1] CGA R CTA L 1
CAG Q 9 CCG P 4 CGG R CTG L 47
6 CCC P 9 CGC R 9 CTC L 1
CCT P 1| CGT R 100 CTT L
GAA E 11l GCA A GGA G 1| GTA V
GAG E I GCG A GGG G GTG V 23
GAC D 26) GCC A 21| GGC G 52| GTC V
GAT D 2| GCT A 199 GGT G 18 GTT V
TAA * TGA * 2l TTA L
TAG * 9 TGG W 5 TTG L
22 11 28
1 2

Die obere Tabelle enthdlt aufsummiert alle Nukleotide und die daraus abgeleiteten
Aminoséuren, die in omp323° bzw. omp21'* auftreten. Es wird rasch ersichtlich, dass mehrere

Aminosduren durch weniger Tripletts als verfiigbar codiert werden, insbesondere fiir Leu wird
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zu 96% nur ein einziges statt der sechs mdglichen Codons verwendet. Ahnliches kann bei fast

allen Aminosduren beobachtet werden.

Tabelle 4.3:  Prozentuale Verwendung der einzelnen Tripletts in Tabelle 4.2

Tripl. |AA|%-Satz| Tripl. |AA|%-Satz| Tripl. |AA|%-Satz| Tripl. |AA|%-Satz
AAA K 0 0f AGA R 0] ATA I 0
AAG K 100 21 AGG R 00 ATG M 100
AAC N 90 69 49| ATC I 94
AAT N 10 10 3| ATT I 6
CAA Q 577 CCA P 7 CGA R CTA L 2
CAG Q 431 CCG P 27 CGG R CTG L 96

1000 cCcC P 60 CGC R 47 CTC L
of CcCcT P 7 CGT R 53] CITT L
GAA E 92| GCA A GGA G 1| GTA V 0

GAG E 8§ GCG A GGG G 0] GTG V 67
GAC D 93] GCC A 44| GGC G 74 GTC V 27
GAT D 7 GCT A 44 GGT G 25| GTT V 6
TAA * 0 0f TGA * 1000 TTA L
TAG * 0 200 TGG W 1000 TTG L

96 29 n.d. 97
4 0 n.d. 3

Als Folge dieser Beobachtung konnte die theoretische Codonzahl von 64 auf die hier
vermehrt auftretenden 29 (rote Markierung in [Tabelle 4.3]) eingeengt werden, wenn eine
Ausschlussgrenze von #10% eingesetzt wurde. Die einzige Aminosdure, die sich nur minder
eignete fiir einen Einsatz in degenerierten Primern war Ser, da dieses hier durch drei Tripletts
codiert wird, die sich zusétzlich an allen Positionen innerhalb des Tripletts unterscheiden
konnen. Falls ein Ser in einem degenerierten Primer codiert werden soll, steigt entweder die
Anzahl der dafiir bendtigten individuellen Primer drastisch, oder die Fehlerrate erhoht sich, da
die in Frage kommenden Ser-Tripletts (TCC/TCG/AGC) an allen Positionen zwei
verschiedene Nukleotide aufweisen. Diese konnen durch die Abkiirzung WSS dargestellt
werden. Dabei steht W fiir die Nukleotide fiir A und T, S fiir die Nukleotide G und C.
Allerdings ergibt sich bei diesem in der Praxis verwendeten Verfahren der Nachteil, dass
ungewlinschte Tripletts entstehen, die nicht fiir ein Ser codieren, sondern fiir die Aminoséuren

Thr, Arg, Cys, Trp. Nur drei der acht auf diese Weise moglichen Tripletts sind Ser-spezifisch,
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alle anderen erhohen die Wahrscheinlichkeit einer Fehlpaarung. Aus diesen Griinden erschien
es ratsam, in diesem Fall nach Mdglichkeit einen degenerierten Primer ohne Zuhilfenahme

von Ser-Tripletts zu konstruieren.

Als Grundlage der Primer wurden die in der PAP-Sequenz (4.3) rot-markierten Aminosduren
verwendet. Hierbei musste ein Kompromiss zwischen Spezifitit und Lénge des PCR-
Produktes eingegangen werden. Einerseits sollte die Anzahl der notwendigen degenerierten
Primer gering gehalten werden, andererseits musste ein mogliches PCR-Produkt maximale
Linge aufweisen, um innerhalb der Trennfdhigkeit eines 3%igen Agarosegels zu liegen. Aus

diesen Vorgaben wurden die beiden folgenden Primer entwickelt:

Forward-Primer (PAP P1 For):

Aminosiuresequenz T I D N W Q N G

Theoretische Codonanzahl: 4 3 2 2 1 2 2 4 =768
Ermittelte Codonanzahl: 2 1 1 1 1 2 1 2 =8
Primersequenz: ACSATCGACAACTGGCARAACGG (s) =23bp
Echte Varianz: 11211111111111111211111 =4

Reverse-Primer (PAP P2 Rev):

Aminosduresequenz D C D G A L K P

Theoretische Codonanzahl: 2 2 2 4 4 6 2 4 =6144
Ermittelte Codonanzahl: 1 2 1 2 2 1 1 2 =16
Ermittelte Sequenz: GACTGYGACGGYGCYCTGAAGCC (s) =24bp
Reverse-Complement, Primerseq.: GGCTTCAGRGCRCCGTCRCAGTC =23 bp
Echte Varianz: 11111211111211211111111 =8

In beiden Sequenzen wurden die Nukleotide, die Varianzen am Ende oder am Anfang der
Primersequenzen ergeben hétten, ausgelassen. Aus diesem Wegfall eines ,,(s)* (G oder C), am
Ende des Forwardprimers, bzw. am Anfang des Reverseprimers erklirt sich in beiden
Sequenzen die weitere Verminderung der Varianz im Gegensatz zu den ermittelten
,,verwendeten Codons um den Faktor 2. Bei der Konstruktion der Primer wurden die
Richtlinien nach [4.1.13] beachtet. Die Schmelztemperatur berechnet sich fiir Primer nach der
Formel (4.2). S-Nukleotide wurden dabei anteilig mit einem GC-Gehalt von 1 mit
einbezogen, R bzw. Y mit 0,5.

Daraus ergaben sich folgende Schmelztemperaturen fiir die beiden degenerierten Primer:

Forward-Primer: 63,3 °C

Reverse-Primer: 68,7 °C
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4.3.2 PCR aus recyclisierter verdauter genomischer DNA zur PAP-Isolation

Eine einfache Methode, um ein zum groflen Teil unbekanntes Gen aus seinem Genom zu
isolieren, ist die cyclische PCR. Im Gegensatz zur normalen PCR, bei der die Primer so
ausgerichtet sind, dass sie die dazwischenliegende Sequenz amplifiziert, wird hier ,nach
auBlen* amplifiziert, die meistens bekannte dazwischenliegende Sequenz somit ausgespart.
Das Genom des Bakteriums D. acidovorans ist zirkuldr und weist eine Grofle von etwa 4,5
Mbp auf. Theoretisch wire es moglich, bei jedem zirkuldiren Genom durch nach aufBlen
gerichtete Primer die gewiinschte Information eines Gens zu erhalten und nachfolgend zu
sequenzieren. Dafiir muss allerdings das Grundprinzip der PCR, die exponentielle
Vermehrung der Zielsequenz, beibehalten werden. In der Praxis ist dieser Fall nicht moglich,
da bereits Entfernungen um die 10 kbp hohe Herausforderungen an eine PCR stellen, hinzu
kommt bei sehr groBen genomischen Entfernungen noch die Dauer der PCR-Reaktion und

damit die Stabilitat der beteiligten Komponenten.

Um dieses Problem zu umgehen, muss das Genom in kleinere Abschnitte unterteilt werden,
die im recyclisierten Fall klar definierte Ausschnitte des gesamten Genoms darstellen.
Optimalerweise sind die daraus entstehenden ,,Mini-Genome* zwischen 1 kbp bis 8 kbp grof3
und erlauben so den Zugang zu der auf ihnen enthaltenen Informationen iiber die Methode der
auswirts gerichteten PCR. Unter der Vorraussetzung optimaler Bedingungen, insbesondere
was die GroBe und die Anordnung des gesuchten Fragments auf diesen Mini-Genomen
betrifft, fiihrt diese Methode mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Bestimmung der gewiinschten
Sequenz. Eine Vorraussetzung dafiir ist, dass die gesuchte Zielsequenz vollstindig in einer
einzelnen homogen Untergruppe der recyclisierten Fragmente auftritt. Um eine gute
GroBenverteilung zu gewihrleisten, muss das Ursprungsgenom mit Restriktionsenzymen
geschnitten werden. Da aber nicht bekannt ist, wie die Schnittstellen eines
Restriktionsenzyms im Genom angeordnet sind, wird mit einer Vielzahl von Enzymen in

Einzelansdtzen gearbeitet.

Es lagen nur wenige Informationen zu Anfang der Arbeit tiber mdgliche Schnittstellen vor,

aus den gegebenen DNA-Sequenzen3®-7?

lieBen sich jedoch Aussagen iiber den
voraussichtlichen GC-Gehalt des Gesamtgenoms machen, der bei D. acidovorans etwa 65%
betriigt. Uber diese Information wurde anschlieBend eine Auswahl an Restriktionsenzymen
verwendet, in der die Frequenz der zu erwartenden Schnittstellen den wichtigsten Parameter
darstellt (Apal, BamHI, Bgll, BssHII, EcoRI, EcoRV, HindIII, Hpal, Kpnl, Ncol, Ndel, NotI,

Pstl, Pvull, Sphl, Stul, Xbal). So wurden nur Enzyme ausgewéhlt, die eine eindeutige
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palindromische Nukleotidsequenz aus 6 bp erkennen und zugleich mindestens zwei C oder G
enthalten. Die Bedingung einer eindeutigen palindromischen Sequenz ist fiir die
nachfolgenden Recyclisierung von entscheidender Bedeutung, da nur so eine Kompatibilitit

aller Schnittstellen fiir die spitere Ligation gewihrleistet werden konnte.

Nach erfolgtem Verdau wurden alle Restriktionsenzyme unter Verwendung der
Herstellerempfehlungen iiber Hitze denaturiert und auf ihr 10-faches Volumen verdiinnt. Zur
Recyclisierung der Fragmente wurden die einzelnen Ansétze identisch wie unter [4.1.12]
behandelt und mit einer zweimaligen Zugabe von Ligase geschlossen. Fiir diesen Schritt war
es wichtig, dass die DNA-Konzentration nicht zu hoch ausfielen, mit Werten von hochstens
50 ng/ul. Angestrebt wurden ausschlieBlich Ringschliisse innerhalb eines Fragments, ohne
Einbeziehung von anderen DNA-Stiicken. Nur so konnte gewihrleistet werden, dass aus der
homogenen Gruppe der linearen DNA-Fragmente wiederum eine homogene Gruppe aus
zirkuldren DNA-Fragmenten entstand, denn nur diese ermoglichten einen erfolgreichen PCR-

Ansatz.

Bei zu hoher DNA-Konzentration entstanden stochastische Nebenprodukte, da auch zwei
oder mehrere Fragmente miteinander ligiert werden konnten. Bei der anschlieBenden PCR
hitten diese unerwiinschten Fragmente iiber die entstechenden und sich stindig
weitervermehrenden PCR-Nebenprodukte in hohem Maf3e die Spezifitit gestort und damit die
Qualitdt der Reaktion. Es gab bis zu diesem Zeitpunkt keine Moglichkeit, diesen Seitenweg
der Ligation in diesem speziellen Fall der Recyclisierung vollkommen zu unterdriicken. Nur
durch eine niedrige DNA-Konzentration lieB sich dieses Problem mindern, jedoch nicht
beheben. FEine Ligation innerhalb eines Fragmentes entspricht einer konzentrations-
unabhingigen Reaktion 1. Ordnung, im Gegensatz zur Ligation von zwei oder mehreren
Fragmente, die als Reaktion 2. Ordnung von den Konzentrationen der beteiligten Fragmente

abhingig ist.

Nach erfolgter Ligation wurden die einzelnen Ansitze iiber Plasmidisolationskits wieder
aufkonzentriert, in TE aufgenommen und standen bereit fiir die PCR-Reaktion. Zusétzlich
wurde eine Kontrolle angesetzt, die alle Materialien bis auf die ,,femplate*“~-DNA enthielt und

somit den unspezifischen Background der PCR-Reaktion anzeigte.
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10% DMSO | 20% DMSO | Kontrolle
3ul 3ul - Recyclisierte genomische DNA
3ul 3ul 3ul 10x PCR PufferSystem fiir Pfu-Pol.
0,3 pul 0,3 pul 0,3 pul 100x dNTPs
1,6 ul 1,6 ul 1,6 ul Primerl
7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul Primer2
3ul 6 ul 6 ul DMSO 100%
0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul Pfu-Polymerase 2,5U/ul
14,3 ul 12,8 ul 17,3 ul ddH,0
30 ul 30 ul 30 pl Gesamtvolumen

PCR-Programm: 5°-97°C; (1'-94°C; 1'-43°C; 45°'-72°C)3; 4-4°C
Als Primer] wurden KP_for, Seq PAP for und Seq PAP for/RI verwendet.
Als Primer2 wurden KP_rev, Seq PAP rev und Seq PAP_rev/RI benutzt.

Die Annealing-Temperatur war hier sehr niedrig angesetzt und wurde im Lauf der
Untersuchungen mit Fortschreiten der Ergebnisse an die jeweiligen Bedingungen angepasst,
wobei Temperaturen bis zu 62°C benutzt wurden. Nach anfanglichen Erfolgen bei der PCR,
aber Misserfolgen bei der Ligation in einen Klonierungsvektor wurden die Primer abgeédndert
und beide mit einer zusétzlichen EcoRI-Schnittstelle versehen. Mit Hilfe dieser Konstruktion
wurde ein Einbau des hauptsichlich auftretenden PCR-Fragmentes in den Vektor pUCI18

nach [4.1.12] unternommen.

4.3.3 ,,Nested PCR* zur PAP-Isolation

Um die Spezifitit weiter zu erhdhen und die Anzahl von unspezifischen Banden zu
verringern, wurde weiterhin eine ,Nested“ PCR®“ durchgefiihrt. Ausgehend von dem
anfianglichen nach auBlen gerichteten Primern Lasse FD/MIul PAP for wurden weitere
Primer konstruiert, die knapp auBlerhalb an die Bestehenden ankniipfen. Diese lineare Abfolge
von jeweils mindestens zwei hintereinander angeordneten Primern ermdglichte es, in zwei
nachgeschalteten PCR-Reaktionen die Spezifitét liber das zweite, weiter auBen sitzende Paar
deutlich zu erhohen. In der ersten Reaktion wurde nach [4.3.2] verfahren und die Reaktion
mit dem Primerpaar KP rev und Mlul PAP_ for durchgefiihrt. Nach Beendigung von 25
Zyklen wurde der Ansatz zusitzlich fiir 1h bei 37°C mit Dpnl verdaut, um die genomische

DNA fiir eine nachfolgende PCR als Template unverfiigbar zu machen. Somit blieben nur die
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unmethylierten PCR-Produkte aus der ersten Reaktion als mogliche Templates fiir die
nachgeschaltete zweite PCR iibrig, wobei nicht mehr als 0,1 pl dieser ersten PCR-Ldsung
eingesetzt werden durfte. Die Zusammensetzung der zweiten PCR war bis auf das Primerpaar
Seq PAP rev/RI und PAP 180AA for identisch mit der ersten PCR. Um zu gewéhrleisten,
dass die zuerst eingesetzten Primer in der zweiten Reaktion keine weiteren Produkte liefern
konnten, lag der Schmelzpunkt des zweiten Primerpaars mindestens 4°C {iber dem des ersten.
Deswegen wurde auch die Annealingtemperatur in der zweiten PCR-Reaktion um 4°C
gegeniiber der Ersten erhoht. Weiterhin wurde die Anzahl der Zyklen in der zweiten Reaktion
auf hochstens 15 begrenzt, um so Fehler und Unspezifititen durch fehlende Nukleotide

innerhalb der PCR zu vermeiden.

4.3.4 PCR zur Isolierung von PAP iiber Zwischensequenzen

Falls omp32 und omp2l in einem groferen Cluster von Genen fiir Proteine der dufleren
Membran liegen, kann eine iiberbriickende PCR durchgefiihrt werden. Wenn diese beiden
Gene nicht direkt nebeneinander angeordnet sind und etwa 8 kbp zwischen ihnen liegen, wire
dabei eine Isolation der innenliegenden Sequenz mdglich. Mit etwas Gliick ist so eine
Aufkliarung von pap moglich, wenn dieses zwischen omp32 und omp?21 liegen wiirde. Da
allerdings die Ausrichtung der beiden Gensequenz zueinander bezogen unbekannt ist,
mussten vier verschiedene Ansidtze durchgefiihrt werden, um alle Richtungskombinationen
und Lagen abzudecken. Omp2I-spezifische Primer wurden freundlicherweise von C.

Baldermann zur Verfiigung gestellt.



4 Materialien und Methoden 49
0O21F-032F |021F-032R |021R-032F |021R-032R
0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul Genomische DNA
3ul 3ul 3ul 3ul 10x PCR Puffer fiir Pfu-Pol.
0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 100x dNTPs
0,5 ul 0,5 ul - - Primerl Omp21-F5
- - 0,5 ul 0,5 ul Primer2 Omp21-R4b
1,25 ul - 1,25 pl - Primer3 Omp32-RREEE for
- 1,25 ul - 1,25 ul Primer4 Omp32-RREEE rev
3ul 3ul 3ul 3ul DMSO 100%
0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul Pfu-Polymerase 2,5U/ul
9,6 ul 6,6 ul 10,2 pl 7,2 ul ddH,O
30 ul 30 ul 30 ul 30 ul Gesamtvolumen

PCR-Programm: 5°-95°C; (307"-95°C; 40""-60°C; 20°-72°C)30; 4-4°C

4.3.5 Direkte Sequenzierung von PAP aus genomischer DNA

Zur Vorbereitung der Proben fiir die automatische, nichtradioaktive Sequenzierung wurde der

ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Applied
Biosystems verwendet. Die Analyse der so behandelten Proben wurde von der Firma

Medigenomix durchgefiihrt.

Das System eignet sich zur Sequenzierung von einzel- und doppelstringiger DNA sowie von
PCR-Fragmenten und beruht auf der Methode des Kettenabbruchs. Hierbei wird wie bei einer
normalen PCR-Reaktion die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf 96 °C in Einzelstrange
aufgeschmolzen. Beim Abkiihlen auf 53/51 °C hybridisiert der eingesetzte Sequenzierungs-
Primer mit einem der Stringe. Ausgehend von diesem Hybrid wird bei 60 °C in vitro der
komplementire Strang durch die AmpliTaq DNA Polymerase FS, eine Variante der
hitzebestindigen DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, mit den vier dNTP ergénzt.
Zusitzlich befinden sich in der Reaktionsmischung kleine Mengen von fluoreszenzmarkierten
ddNTP, die beim Einbau in den Nukleotidstrang, aufgrund der fehlenden Hydroxygruppe in
3’-Position, eine Termination der Polymerisationsreaktion hervorrufen. Da die vier Basen mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, kann die Sequenzierungsreaktion in
einem Gefdll durchgefiihrt werden. Der Ansatz enthélt nach Durchlaufen mehrerer dieser
Zyklen unterschiedlich lange DNA-Fragmente, deren letztes Nukleotid je nach Base einen der

vier Fluoreszenzfarbstoffe tridgt. Der Sequenzierungs-Primer wurde so geplant, dass seine
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Schmelztemperatur 7, bei ca. 60 °C liegt. Die Schmelztemperatur konnte ndherungsweise fiir

Primer bis zu einer Lange von 23 Basen durch die Gleichung (4.1) berechnet werden. Aus D.

acidovorans gewonnene genomische DNA wurde direkt zur Sequenzierung verwendet.

Betain DMSO

10 pl 10 pl Genomische DNA

16 pl 16 pl BigDye Sequenzierungslosung
8 ul - Betain 5SM

- 4 ul DMSO 100%

1 pul 1 pl Primer PAP Karin For
Sul 9ul ddH,0O

30 ul 30 ul Gesamtvolumen

Die BigDye Sequenzierungslosung wurde erst dann zupipettiert, wenn der restliche Ansatz
bereits fiir 5 min bei 95°C in der PCR-Maschine inkubierte, da Bestandteile dieser Losung
hitzeempfindlich sind und so ein zu rasches Nachlassen der Polymeraseaktivitit vermieden

werden konnte.

PCR-Programm: 57-95°C;

16 ul BigDye-Zugabe;
(3077-95°C; 4577-53°C; 47-60°C)s0;
(3077-95°C; 4577-51°C; 47-60°C)49; 4-4°C

Da bei einer Sequenzierung die iibliche exponentielle Vermehrung des PCR-Produktes
entfdllt, mussten hier wesentlich mehr Zyklen gefahren werden, um die quantitativ
schlechtere, da lineare, Entstehung des Produktes auszugleichen. Die Extensionstemperatur
der Sequenzierung war niedriger als die einer normalen PCR, um so eine langere Lebensdauer
der Polymerase und dadurch mehr Aktivitdt iiber die Gesamtzeit gewdhrleisten zu konnen.
Nach beendeter Reaktion wurden die Proben iiber MicroSpin G-50 Sédulen aufgereinigt. Die
dahinterstehende Methode ist die einer Groenausschlusschromatographie, bei der die nicht in
DNA eingebauten Nukleotide grofBteils entfernt werden. AnschlieBend wurden die Proben auf
ein vorbereitetes Sequenziergel aufgetragen und iiber Elektrophorese aufgetrennt. Diese
Arbeit wurde nicht selbststindig durchgefiihrt, sondern von Fr. Rohdewald (Abt. Oesterhelt,

MPI fiir Biochemie) {ibernommen. Nach Beendigung der Reaktion wurde die resultierende
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genetische Information iiber BLAST mit bekannten Sequenzen abgeglichen und so auf seine

Plausibilitét hin untersucht.

4.3.6 Gen-Fishing mit dem WalkerKit

Genomische DNA kann iiber diese Methode von einer bekannten Sequenz aus nach auflen in
unbekannte Regionen sequenziert werden, ohne die DNA dafiir zyklisieren zu miissen. Dafiir
wurde 1 bis 10 pg genomische DNA, dhnlich wie bei dem Ansatz der Recyclisierung, mit
mehreren Restriktionsenzymen in Einzelansitzen verdaut (Apal, AlwNI, Bgll, BstXI, Eco571,
Kpnl, Pvull, Pstl, Sacl, Sacll). Dabei musste darauf geachtet werden, dass alle verwendeten
Restriktionsenzyme einen 3’-Uberhang generieren, da nur damit die Ligation zu einem
aktivierten Linker funktionieren konnten. Die Ansdtze wurden bei Temperaturen
entsprechend den Herstellerangaben fiir die Restriktionsenzyme fiir lh inkubiert und
anschlieBend dephosphoryliert. Die DNA wurde aufgeschmolzen und ein genspezifischer
Primer zupipettiert, der nahe am 3’-Ende der bekannten Gensequenz lag und in Richtung der
fraglichen Region verldngert werden kann. Dieser lagerte sich an seine komplementire
Sequenz an und wurde mittels Taq-Polymerase bis an das 5°-Ende seiner Template-DNA
verlangert. Durch die Verwendung von Tag-Polymerase entstand kein ,,blunt end*, sondern
ein 3’-Adenin-Uberhang, der von der Topoisomerase erkannt wurde. Diese verband den durch
die Tag-Reaktion entstandenen Doppelstrang mit einem universellen Linker, auf dem mehrere
Primerbindestellen vorhanden sind, um Nested-PCR’s durchzufithren. Aufgrund dieser
Methode wurden die geschnittenen DNA-Fragmente {iber die Primerverldngerung an ihren 3’-
Ende vereinheitlicht und mit einem definierten Linker als Endstiick versehen. Die zwischen
den beiden bekannten Sequenzen liegende Information wurde anschlieBend iiber eine oder
mehrere PCR amplifiziert. Nach einer Ligation dieser Amplifikate in Klonierungsvektoren

wurden sie sequenziert und fiir die nachgeschaltete Verarbeitung zur Verfiigung gehalten.
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der DNA-Identifizierung tiber Walker Kit

Der Verdau mit Endonukleasen erfolgte wie unter [4.1.7] beschrieben mit Dephospho-
rylierung nach [4.1.8]. Zur Abtrennung der DNA von den restlichen Bestandteilen der
Ansdtze wurden die Restriktionsansidtze {iber eine Plasmidisolationssdule nach
Herstellerangaben aufgetrennt. Fiir die Primerverlingerung und Generierung des

Doppelstranges wurde der folgenden Ansatz pipettiert:

5pul Geschnittene dephosphorylierte DNA
2 ul 10x dNTPs
2 ul 10x PCR-Puffer fiir Tag-Polymerase
1 ul Genspezifischer Primer (Karin PAPfor/Karin PAPrev)
0,4 ul Taq-Polymerase (5 U/ul)
10,6 ul ddH,O
20 pul Gesamtvolumen

PCR-Programm: 4°-94°C; (1'-61°C; 20°-72°C);; 60-4°C

Die somit verlingerte DNA konnte nun mit dem aktivierten TOPO-Linker verkniipft werden.
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8 ul Primerverlidngerte DNA

1 ul 10x PCR-Puffersystem

1l Aktivierter TOPO-Linker
10 ul Gesamtvolumen

Der Ansatz wird fiir 5 min bei 37°C inkubiert und auf Eis abgekiihlt.

Die DNA war anschlielend fiir nachgeschaltete PCR-Reaktionen bereit, sowohl fiir einfache

als auch fiir Nested-PCR, wobei ein Einsatzvolumen von 0,5 pl pro Ansatz ausreichend war.
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4.4 Analyse von Proteinen

4.4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die in den meisten Konzentrationsbestimmungen bei Proteinlosungen verwendeten Bradford-
assays waren flir eine Messung an Detergens-haltigen Losungen nicht oder nur eingeschrénkt
geeignet, da sich die farbgebenden Molekiile Coomassie Brilliant Blue G250 des Bradford-
Reagenz an hydrophobe Oberfldchen anlagerten, die nicht nur an Proteinoberflichen, sondern
auch an Detergensmizellen zu finden sind. Deswegen erwiesen sich Proteinbestimmungen
tiber diese Methode als sehr unzuverlédssig und von der Detergenskonzentration abhéngig. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden Proteinldsungen spektrometrisch bei 282 nm

ausgewertet.””

Unter der Annahme, dass Aminosdure-Seitenreste sowohl in 6 M GuaHCIl, wie in wissriger
Losung eine identische Absorption aufweisen, weisen die Absorptionskoeffizienten von Trp,

Tyr und Cys folgende Werte auf:
J(Trp)asonm = 5600 1/(molAcm)
,(Tyr)2gonm = 1200 I/(molAcm)
(Cy8)2s2nm = 100 I/(molAcm)

In einem Protein addieren sich alle Beitrdgen von einzelnen absorbierenden Aminosduren zu

einem gemeinsamen Absorptionskoeffizienten auf, sodass galt:

F(Trp)A ,(Trp)zgznm + F(Tyl‘)A ,(Tyr)ngnm + F(CyS)A ,(Cys)zgznm = ,(Prot)zgznm (44)

In Omp32 treten laut DNA-Sequenz im nativen Porin pro Monomer 2 Trp und 16 Tyr auf.
Der Absorptionskoeffizient ,(Omp32),gonm liegt somit rechnerisch bei 30400 I/(molAcm). Um
eine Absorption im UV-Bereich zu messen, wurden Quarzkiivetten mit einem Strahlweg von
0,3 cm verwendet. Fiir die Berechnung wurde das Lambert-Beer'schen Gesetz mit E =
LACAd/MW, mit E als Absorption, ¢ als Proteinkonzentration [g/l], d als Linge des
Strahlweges [cm] und MW als Molekulargewicht der absorbierenden Substanz verwendet.

Fiir Omp32 folgte damit unter Beriicksichtigung eines Verdiinnungsfaktors VF:
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OD,,, -34.815%-VF
dg/l]= o ] =O0D,, -VF - 3782§ (4.5)
0,3¢m - 30.400

mol -cm

Analog wurden alle Proteinbestimmungen vorgenommen, deren Aminosdurenzusammen-

setzung bekannt war.

4.4.2 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE wird die zu analysierende Proteinmischung mit dem stark
amphiphatischen Detergens SDS denaturiert und solubilisiert, wobei nahezu alle
nichtkovalenten Wechselwirkungen im nativen Protein zerstort werden. Da in Omp32 keine
Disulfidbriicken vorliegen, wurde auf Dithiothreitol zur vollstindigen Reduktion verzichtet.
Die meisten Polypeptide binden SDS in konstantem Gewichtsverhiltnis (ca. ein SDS-Molekiil
pro zwei Aminosduren) und werden durch die stark negativ geladene SDS-Hiille in eine
stabchenartige Form gezwungen, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit und somit die
Laufstrecke im Gel proportional zur monomeren Molekiilmasse ist. Dieser Fall traf nicht fiir
Omp32 zu, das durch die Zugabe von Probenpuffer ohne Hitzedenaturierung seine natiirliche
Trimerisierung und damit auch seine Faltung nicht verlor und so bei der Gro3e eines Trimers
mit 105 kDa im Gel gesehen werden kann. Erst durch die Erhitzung von Omp32 mit
Probenpuffer und dem darin enthaltenen 1% SDS auf tiber 75°C gingen sekundér und tertidre
Strukturinformation verloren und das Protein lag als entfaltetes Monomer vor. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Molekulargewichtsstandards SeeBlue " Protein Ladder (10 bis

220 kDa) und BenchMark "~ Protein Ladder (~10 bis ~190 kDa) verwendet.

Die Gelelektrophorese wurde nach der Methode von Laemmli durchgefiihrt.” Die
aufgetragene Probe wurde hier zunéchst in einem Sammelgel konzentriert, um von dort in das
Trenngel hineinzuwandern. Zur Herstellung der Gele wurden in einen Giel3stand
nacheinander je zwei durch 1,5 mm dicke Teflon-Spacer getrennte Glasplatten gelegt und
anschlieBend das 11%ige Trenngel eingefiillt. Zur gleichmdBigen Polymerisation an der
Oberfliche des Trenngeles wurden sie jeweils vorsichtig mit 0,4 ml iso-Propanol
iiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation des Trenngels wurde das iiberstehende iso-
Propanol abgegossen, die Grenzfliche mit destilliertem Wasser gespiilt, das Sammelgel
eingefiillt und die Gelkdmme eingesteckt. Die entstehenden Taschen boten ein

Fassungsvermogen von etwa 40 pl.
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Trenngel 11%

33 ml 30% Acrylamid
9ml 10x Trenngelpuffer
0,5 ml 10% Ammoniumperoxysulfat
100 pl TEMED
47,4 ml ddH,O
90 ml Gesamtvolumen

Sammelgel 3,5%

5,3 ml 30% Acrylamid
4,5 ml 10x Sammelgelpuffer
0,25 ml 10% Ammoniumperoxysulfat
50 pl TEMED
35 ml ddH,O
45 ml Gesamtvolumen

Die zu analysierenden Proteinldsungen wurden mit 6 ul 6x Ladepuffer vermischt, mit ddH,0
auf ein Endvolumen von etwa 35-40 pl gebracht und ziigig mit einer feinen Spritze vorsichtig
in die Taschen aufgetragen. Die Elektrophorese der Limmli-Gele wurden mit 25 mA pro Gel

in 1 x SDS-Elektrophoresepuffer im oberen und im unteren Pufferreservoir durchgefiihrt.

4.4.3 Coomassie Brilliant Blue R250 zur Fiarbung von Acrylamidgelen

Zur Analyse der Proteingele wurden die Proteinbanden durch die Behandlung mit Coomassie
Brilliant Blue R250 angefarbt. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode liegt bei ca. 0,1 ug
Protein je Bande. Diese Methode wurde vor allem fiir die Analyse der Reinheit von

rekombinanten Omp32 nach den einzelnen Reinigungsschritten verwendet.

Nach beendetem Lauf wurde das Gel aus den beiden Glasplatten herausgenommen und das
Sammelgel vorsichtig mit einem Skalpell abgetrennt. Die Fixierung des Gels erfolgte fiir 5
min in einer 12,5% TCA-L6sung. Der Fixierer wurde abgegossen und konnte jederzeit wieder
verwendet werden. Das Gel wurde kurz in Wasser gespiilt und anschlieend fiir 3 h bei RT in
50 ml Férbelosung unter sanftem Schwenken inkubiert. Die Férbelosung konnte nach
Benutzung gesammelt und wiederverwendet werden, allerdings musste MeOH nachtréaglich

hinzugefiigt werden und die Empfindlichkeit bei weiteren Gelen war geringer. Das Gel wurde
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in reinem ddH,O entfdrbt, die ersten Banden waren bereits unmittelbar nach der Féarbung
sichtbar. Um rascher zu einem klaren Hintergrund zu gelangen, konnte das Wasser auf bis zu

60°C erhitzt werden. In diesem Fall war eine vollstindige Entfarbung in unter 1 h erzielbar.

4.4.4 Silberfirbung von Acrylamidgelen

Hohere Sensitivitdt und damit niedrigere Nachweisgrenzen wurden iiber eine Anfarbung der
Proteinbanden mit Silber erzielt. Dieses Methode wurde insbesondere fiir die Abschétzung
des Trimer/Monomer-Verhéltnisses benutzt. Das vom Sammelgel befreite Gel wurde zweimal
fiir mindestens 30 min in 50 ml Fixierlosung inkubiert. Nach dreimaliger Inkubation fiir
jeweils mindestens 20 min in 50 ml 50% EtOH wurde das Gel 1 min in 50 ml 200 mg/I
NayS;05 reduziert. Das Gel wurde zweimal fiir je 1 min in ddH,O gewaschen und
anschlieend fiir 30 min in 50 ml Silberldsung inkubiert. Nach kurzer Behandlung mit ddH,O
wurde das Gel solange in der Farbelosung geschwenkt, bis die relevanten Banden im
gewiinschten Farbegrad erschienen. Nach kurzem Waschen in ddH,O wurde das Gel fiir 10
min bei 12% HAc inkubiert. Die lingerfristige Lagerung erfolgte in ddH,O. Zur Archivierung
wurde das Gel eingescannt und nach Quellen in destilliertem Wasser zum Trocknen im

GelAir Dryer zwischen zwei Zellophan-Folien in einem Rahmen eingespannt.

4.4.5 Tryptophan-Emissionsspektroskopie

Die Tryptophan-Emissionsspektroskopie gibt Informationen iiber das umgebende Medium der
aromatischen Seitenreste von Tryptophanen. Im Grofiteil aller Fille sind Tryptophane
aufgrund der Hydrophobizitit ihrer aromatischen Seitenkette im Inneren eines Proteins zu
finden, geschiitzt vor der wéssrigen Umgebung. Die Seitenreste entfalteter Proteine sind dem
ungebenden Losungsmittel und damit einer erhohten Polaritdt als im nativen Zustand
ausgesetzt. Durch die Verdnderung der wirksamen Hydrophobizitdt verschiebt sich das
Emissionsspektrum angeregter Tryptophane. In vorwiegend wissriger Umgebung zeigen sie
ein Emissionsmaximum bei etwa 355 nm, Tryptophane in hydrophober Umgebung emittieren

zwischen 335 und 340 nm.

Gemessen wurden die verschiedenen Riickfaltungsansidtze von Omp32 in einem UV/Vis-
Spektrometer bei einer Anregungswellenlinge von 282 nm. Die optische Weglidnge der
Quarzkiivette betrug 0,3 cm. In zwei direkt aufeinanderfolgenden Scans mit einer
Geschwindigkeit von 100 nm/min wurden die Emissionen zwischen 300-400 nm
aufgezeichnet. Uber die Lage und die Hohe des auftretenden Emissionsmaximums konnten

Aussagen iiber die Qualitit der Riickfaltung getroffen werden.
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4.4.6 FTIR-Spektroskopie

Die zur Bestimmung des Sekundirstrukturgehaltes von Proteinen erfolgte durch FTIR-
Spektren, die mithilfe der Attenuated Total Reflection-Technik in einem Spektrometer
Nicolet (Typ 740) aufgenommen wurden. Die Proben mussten aufgrund der Sensibilitdt der
Methode frei von einer Vielzahl von stérenden Substanzen sein. Dies galt insbesondere fiir
organische Substanzen, die im Puffer enthalten waren und das Spektrum des zu vermessenden
Proteins verdndern. Es war daher erforderlich, bis auf Omp32 alle enthaltenen Fremdstoffe
organischer Herkunft iiber Dialyse oder sonstige Umpufferungsmethoden [4.6.5] soweit als
moglich zu entfernen. Die Messungen erfolgten im Bereich von 4000-1000 Wellenzahlen
[cm']. Auf den verwendeten Germanium-Kristall wurden 100-200 pl Proteinldsung
vollstindig eingedampft, in das Gerét eingebracht und nach einer Ruhephase von mindestens
30 min vermessen. Die Anzahl der verwendeten Scans lag nicht unter 256, meist wurden 1024
Durchldufe pro Probe addiert. Fiir die Analyse der Sekundarstruktur der gemessenen Proteine
wurde der Bereich von 1720-1480 cm™ untersucht. Je nach Anteil von V-Helix bzw. 3-
Faltblatt variierte die Hohe und Lage der AmidI-Bande (zwischen 1630-1655 cm™) und der
AmidIIl-Bande (zwischen 1525 und 1545 cm™)

4.4.7 CD-Spektroskopie

Die Methode der CD-Spektroskopie wird hauptsichlich angewandt, um Sekundirstruktur-
gehalte von Proteinen zu berechnen. Dabei liegt im Gegensatz zur FTIR-Spektroskopie eine
erhohte Sensitivitit in der Detektion von a-Helices. Uber den Verlauf der Kurve kann der
Anteil der enthaltenen Sekundirstrukturen, also o-Helix, B-Stringe, sowie Random Coils
berechnet werden. Die CD-Spektroskopie erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Weyher (Abt.
Moroder, MPI fiir Biochemie). Gemessen wurde in einem Jasco J-715 mit einer QS
Quarzkiivette mit einem Strahlengang von 1 mm. Da in der Probe NaCl in hoherer
Konzentration enthalten war und Cl-lonen eine Datenerfassung unterhalb von 195 nm
erschweren, wurde nur im Bereich von 195-260 nm gemessen. Die anschlielende
Auswertung der Messdaten erfolgte vollautomatisch und wurde fiir mehrere Bereiche
durchgefiihrt. Die Daten wurden zudem mit dem Internet-basiertem Programm K2D™

(http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/) ausgewertet, dass ebenfalls den Gehalt der

Sekundirstrukturen berechnen kann.
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4.5 Proteinproduktion und Aufreinigung

4.5.1 Expression

Zur Expression wurden ausschlieBlich die Stamme E. coli BL21(DE3) pLysS, pLysE oder
Rosetta verwendet, da nur hier ausreichende Proteinausbeuten erwartet wurden. Ausgehend
von 0,1 ml einer bei —80°C gelagerten Glyzerinkultur wurden 100 ml LB mit entsprechenden
Antibiotika angeimpft und {iber Nacht bei 190 upm und 37°C wachsen gelassen. Mit jeweils
45 ml dieser Vorkultur wurden mit 1 1 LB und entsprechenden Antibiotika beschickte 2 1
Schikanenkolben inokuliert. Diese wurden weiter bei 37°C und 190 upm inkubiert, bis die
Bakteriensuspension eine ODggo(lcm) = 0,9-1,1 erreicht hatte. Zur Expression des
heterologen Gens wurde nun 1 ml einer 1 M IPTG-Ldsung zupipettiert und fiir mindestens

weitere 4 h unter genannten Bedingungen geschiittelt.

4.5.2 Isolation der Inclusion-Bodies

Die Bakterien wurden nach erfolgter Expression fiir 10 min bei 6.000 g abzentrifugiert und
geerntet. Das Pellet wurde in insgesamt 25 ml Aufschlusspuffer resuspendiert und mit 0,5 ml
10% Lysozym, sowie 50 ul 1 mg/ml DNAse versetzt. Die Bakteriensuspension wurde fiir 1 h
bei 37°C inkubiert und anschlieend fiir dreimal je 7 min bei mittlerer Intensitédt (Starke 6,
50% Dauer, grosse Spitze) unter Eiskiihlung mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach dem
Aufschluss inkubierten die Zellen fiir weitere 30 min bei 37°C im Wasserbad. Die
Zellbestandteile wurden bei 10.000 g fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen.
Zur Resuspendierung des Pellets wurden etwa 5 ml ddH,O zugegeben, das Pellet grob gelost
und in einem Douncer vollstindig resuspendiert. Zur Abtrennung der Membranen wurden 5
ml IB-Waschpuffer zugesetzt und mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefiillt.
Nach kréftigem Mischen und anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 g wurde
der Uberstand dekantiert, das verbleibende Pellet mit 50 ml ddH,O gewaschen und in 1 ml
ddH,O resuspendiert. Bis zur Weiterverarbeitung konnten die Inclusion-Bodies bei —20°C

gelagert werden.

4.5.3 Kationenaustauschchromatographie

Zur Aufreinigung von heterolog produziertem Omp32 wurde in 8 M Harnstoff geldstes
Protein iiber eine HighLoad 16/10 SP-Sepharose-Saule gereinigt. Als Tridgermaterial diente

eine Agarose-Matrix, die iiber —SOs;  Gruppen funktionalisiert worden war. Laut Angabe
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waren die funktionellen Gruppen bis zu einem pH von 3 negativ geladen und konnen damit
fiir einen Kationenaustauschchromatographie benutzt werden. Fiir die eigentliche Trennung
wurde die Proteinlosung mit einer Endkonzentration von 10 mM Zitrat auf pH3,5 angeséuert,
um alle enthaltenen Proteine positiv zu laden und so eine Bindung an das negativ geladene
Sdulenmaterial zu gewdhrleisten. Die Kationenaustauschersdule wurde zuerst mit 8 M
Harnstoff 10 mM Zitrat pH3,5 equilibriert, bevor 10-12 ml der Proteinlésung aufgetragen
wurden. Um nicht bindende Bestandteile zu entfernen, wurde solange mit dem
Equilibrierungspuffer gespiilt, bis die aufgezeichnete OD»s, sich an eine konstanten Nulllinie
angeschmiegt hatte. Erst nach deren Erreichen wurde ein erster linearer Gradient gestartet, der
innerhalb von 30 min den pH von 3,5 auf 5,4 anhebt, wobei wiederum 8 M Harnstoff mit 10
mM Zitrat benutzt wurde. Der Durchfluss wurde von Anfang an aufgefangen und in 6 ml
Fraktionen unterteilt. Nach Erreichen eines pH-Wertes von 5,4 wurde ein weiterer linearer
Gradient angelegt, dessen Start bei 8 M Harnstoff 10 mM Zitrat pH 5,4 und dessen Ende nach
100 min bei 8 M Harnstoff 500 mM NaCl 10 mM Zitrat pH 5,4 lag. Bei einer Flussrate von
1,5 ml/min wurden Fraktionen mit einem Volumen von 3 ml aufgefangen. Nach Beendigung
des Gradienten wurde noch fiir ein weiteres Sdulenvolumen mit Puffer gespiilt, um letzte
Reste an gebundenem Protein zu entfernen. Anschliefend wurde das System mit 100 ml
ddH,O renaturiert und unter 20% EtOH bis zum nichsten Einsatz gelagert. Jede zweite oder
dritte Fraktion wurde auf ein SDS-PAGE aufgetragen. Fraktionen mit geniigend hohem
Reinheitsgrad wurden vereinigt, nochmals per Gel analysiert und anschlieBend mit zwei
Volumen eiskaltem Aceton ausgefillt. Die Ansédtze wurden {iber Nacht zur Sedimentation der
Proteine stehen gelassen. Am nichsten Morgen wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen,
das Sediment aufgeschiittelt und fiir 20 min bei 10.000 g unter Kiihlung abzentrifugiert. Das
Pellet wurde dreimal vorsichtig mit ddH,O gewaschen und abschlieBBend luftgetrocknet.

4.5.4 Analytische Gelchromatographie

Gelchromatographien wurden hier nicht zur Aufreinigung der unterschiedlichen Proteine
verwendet, sondern zur Abtrennung von Multimeren von Monomeren innerhalb einer
Proteinspezies. Zur Abschiatzung der unterschiedlicher Riickfaltungsmethoden im moglichen
quantitativen Mafstab wurden analytische Gelchromatographien unter identischen
Bedingungen verwendet. Um 50 pl einer Proteinlosung aufzutrennen, wurde das SMART
System (Pharmacia) verwendet. Die Anlage wurde vor Verwendung mit zwei Sdaulenvolumen
ddH,O vom enthaltenen Alkohol befreit und durch den Durchlauf von zwei Séulenvolumen

Laufpuffer equilibriert. Die Laufgeschwindigkeit des Puffers lag bei 50 pl/min. Nach
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Equilibrierung des Systems mit dem Laufpuffer wurden etwa 100 pl Proteinlésung in eine 50
ul Probenschleife eingespritzt. Nach weiteren 5 min wurde die Probe auf die Sdule gespiilt
und die Auftrennung der Probenbestandteile nach ihrem Molekulargewicht gestartet. Nach 15
min erfolgte die Aufteilung des Eluats in 80 pl Fraktionen. Diese wurden anschlie3end {iber

ein SDS-PAGE aufgetrennt und nach [4.4.4] gefarbt.

4.5.5 Priparative Gelchromatographie

Um eine quantitative Riickfaltung mit geniigend hohen Trimeranteil aufzutrennen wurde eine
priparative Gelchromatographie gefahren. Die Laufbedingungen wurden vorher in
analytischen Léaufen nach [4.5.4] getestet. Als System fiir die quantitative
Gelchromatographie wurde der Akta Purifier (Amersham Pharmacia) verwendet. Die
Proteinldsung wurde in eine 10 ml Probenschleife gefiillt und diese ohne Luftblasen an das
Probenventil angebaut. Die Flussgeschwindigkeit lag bei 3,5 ml/min. Nach einer Pra-
Equilibrierung des Systems mit einem Sdulenvolumen Laufpuffer wurde die Probe
aufgetragen. Die Fraktionierung begann nach 110 ml in Einheiten von je 8§ ml und endete
nach Durchlauf von insgesamt 270 ml. Nach 335 ml wurde der Lauf abgebrochen und die
Fraktionen iiber SDS-PAGE mit anschlieBender Farbung nach [4.4.4] analysiert. Gewliinschte
Fraktionen mit mdglichst hohem Anteil an Trimerbanden wurden vereinigt, die
Proteinkonzentration nach [4.4.1] bestimmt und die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei

4°C gelagert.

4.5.6 Detergensextraktionen

Isolierte Inclusion-Bodies wurden dreimal mit jeweils 2 ml unterschiedlicher Detergenzien in
unterschiedlichen Konzentrationen gewaschen. Zum FEinsatz kamen die folgenden
Detergenzien: CHAPS, OG, OTGP, LDAO, SDS, Zwittergent3-14, DDM und OPOE. Die
jeweiligen Inkubationstemperaturen wurden dabei teilweise von 50°C iiber 65°C auf 75°C
angehoben. Dies erfolgte unter kréftigem Schiitteln fiir jeweils 15 min. Hierbei gingen
teilweise Proteine der Inclusion-Bodies in Ldsung. Zur Abtrennung {iberschiissiger
Detergensanteile wurde das IB-Pellet dreimal mit je mindestens 2 ml ddH,O gewaschen,
wobei wiederum die Inkubationstemperaturen von 50°C iiber 65°C auf 75°C angehoben
wurden. Die Proben wurden fiir 15 min unter kriaftigem Schiitteln inkubiert, anschlieBend das
feste Protein fiir 10 min bei 14.000 g abzentrifugiert und von Neuem resuspendiert. Uber ein
nachfolgendes SDS-PAGE wurde der Reinheitsgrad, die Ausbeute und die Zuldssigkeit der

jeweiligen Methode evaluiert.
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4.6 Riickfaltungen

4.6.1 Omp32 solubilisiert in SDS

Gereinigtes Omp32 sowie mutierte Derivate lagen entweder als gereinigte Inclusion-Bodies
oder als ausgefilltes Proteinpellet nach einer Kationenaustauschchromatographie vor. Nach
zweifachem Waschen mit je 1,5 ml 75°C warmen ddH,O wurde das Pellet abzentrifugiert und
100 pl 1% SDS-Losung zugegeben. Das Pellet wurde nun vorsichtig resuspendiert. Wenn es
nicht vollstandig in Losung ging, wurde nochmals 100 pl 1% SDS-Losung zugegeben. Vor
jeder Zugabe wurde der Ansatz kurz abzentrifugiert, um einen Eindruck sowohl von der
GroBe als auch der Beschaffenheit des Pellets zu erhalten. Solange sich das Pelletvolumen
durch Zugabe von SDS verringerte, ging weiterhin Omp32 in Losung. War das Pellet
allerdings vollig weill und schien eine schleimig filamentose Beschaffenheit aufzuweisen,
wurde nicht weiter SDS zupipettiert. In diesem Fall bestand das Pellet aus den Uberresten der
Peptidoglykan-Schicht und enthielt kein 16sliches Omp32 mehr. Riickfaltungen wurden
entweder als ,,spontane” Ansitze oder als langsam faltende Ansdtze durchgefiihrt. Bei den
spontanen Ansédtzen wurde entweder das Protein in SDS vorgelegt und mit dem fertig
vorbereiteten, meist variierenden Riickfaltungspuffer durch rasches Pipettieren verdiinnt, oder
mit den Einzelkomponenten in rascher Abfolge zusammengebracht. In diesen Versuchen
waren die Ansétze nach spitestens 10 min fertiggestellt. Bei den langsamen Ansétzen wurde
iiber eine Peristaltikpumpe ein mindestens 20-faches Volumen an Riickfaltungspuffer unter
stetigem Riihren mit einer Geschwindigkeit von 30 pl/min dem in SDS denaturierten Protein
unter Kiithlung bei 4°C zugefiihrt. Dieser Vorgang dauerte meistens iiber Nacht. Es wurde so
den Porinen die Modglichkeit geboten, aufgrund der sehr langsamen kontinuierlichen
Verdiinnung iiber die ldngere Aufenthaltsdauer unter immer schwéicher denaturierenden

Bedingungen ihre optimale Konformation sukzessive zu erreichen.

4.6.2 Omp32 solubilisiert in Guanidiniumchlorid

Gereinigtes Omp32 sowie mutierte Derivate lagen entweder als gereinigte Inclusion-Bodies
oder als ausgefilltes Proteinpellet nach einer Kationenaustauschchromatographie vor. Nach
zweifachem Waschen mit je 1,5 ml 75°C warmen ddH,O wurde das Pellet abzentrifugiert, 2
ml 6 M GuaHCI zugegeben und iiber Nacht bei 56°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde
der Uberstand gegen ddH,O dialysiert, um das darin enthaltene Protein wieder auszufillen.

Dieses Pellet konnte nun in 250 pl 6 M GuaHCI aufgenommen werden und stand fiir
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Riickfaltungen bereit. Wie auch in SDS denaturiertes Omp32 gab es spontane, schnelle
Riickfaltungen sowie langsamere, in denen der Riickfaltungspuffer {iber eine Peristaltikpumpe
zugegeben wurde. Dies erfolgte ebenfalls unter Kiihlung bei 4°C. Im Laufe der Experimente
mit GuaHCI denaturiertem Material stellte sich heraus, dass insbesondere Arginin absolut

notwendig ist, um die Riickfaltungsansitze in Losung zu halten.

4.6.3 Omp32 solubilisiert in Harnstoff

Gereinigtes Omp32 sowie mutierte Derivate lagen entweder als gereinigte Inclusion-Bodies
oder als ausgefilltes Proteinpellet nach einer Kationenaustauschchromatographie vor. Nach
zweifachem Waschen mit je 1,5 ml 75°C warmen ddH,O wurde das Pellet abzentrifugiert und
in wenig 8 M Harnstoff resuspendiert, je nach Grofle des Pellets zwischen 100 ul und 1 ml.
Die Ansitze wurden nun fiir 15 min bei 37°C unter starkem Schiitteln inkubiert und 10-20
min bei 14.000g und 40°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen, aufbewahrt und
das Pellet nochmals mit einer identischen Menge an 8 M Harnstoff versetzt. Die Prozedur
wurde wiederholt, nur wurde diesmal bei 50°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde
der Uberstand abgezogen und aufbewahrt. Der Schritt erfolgte ein letztes Mal bei einer
Inkubationstemperatur von 70°C. Zur Bestimmung der einzelnen Proteinkonzentrationen
wurde wie unter Punkt [4.4.1] verfahren. Das denaturierte und geloste Protein wurde
anschlieBend sofort zur Riickfaltung eingesetzt. Ahnlich wie bei den Riickfaltungen mit SDS
gab es Ansdtze zum raschen, bzw. langsamen Zuriickfalten. Da gegen Ende der Arbeit jedoch
nur schnelle Riickfaltungen durchgefiihrt wurden, werden nur diese hier beschrieben. Auf

langsamere Methoden wird im Ergebnisteil eingegangen [5.1.4/5.1.5/5.1.6].

Als Proteinendkonzentration fiir spontane Riickfaltungen wurden 2 mg/ml angesetzt. Um die
Loslichkeit der Proteine wéhrend der Riickfaltung zu erh6hen und moglichen Fehlfaltungen
mehr Zeit zur korrekten Formbildung zu geben, wurde hochmolares Arginin zugegeben. Um
den Einfluss der verschiedenen Detergenzien abschitzen zu konnen, wurde in den
Riickfaltungsexperimenten fiir jeden aufgereinigten Proteintyp und fiir jede Aufreinigung ein

Screen unter Variierung mehrer Parameter ausgearbeitet.

4.6.4 Mehrparameter-Tests zur Optimierung

Um den Einfluss von verschiedenen Zusatzstoffen auf die Quantitit der Riickfaltung sowie
deren Qualitit in Bezug auf eine mogliche Trimerisierung zu testen, wurden mehrere Screens
unter Variation von verschiedenen Parametern durchgefiihrt. Anfangs wurde mit dem System

Foldlt (Hampton Research) gearbeitet. Dabei wurden unter 16 verschiedenen Riickfaltungs-
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bedingungen die Auswirkungen folgender Parameter bei einer Riickfaltung aus 6 M GuaHCl
denaturiertem Omp32 getestet: Proteinkonzentration, geladene Additive, pH-Wert,
Redoxpotential, chaotrope Salze, lonenstirke, divalente Kationen, PEG, sowie ungeladene
Additive. Die Auswertung erfolgte iiber die Trp-Fluoreszenz, die als unmittelbare Ergebnisse
die Lage und die Hohe des jeweiligen Emissionsmaximums ergab. Bei spéter durchgefiihrten
Tests wurde als Ausgangsmaterial unterschiedlich denaturiertes Material verwendet. Als
Parameter wurden in diesen Versuchen getestet: Proteinkonzentration, Art des
denaturierenden Agens, Denaturierungstemperatur, Zieldetergens, Riickfaltungstemperatur,
Riickfaltungsdauer, Riickfaltungsvolumen, NaCl-Konzentration, divalente Kationen, Einfluss
von Malat, Argininkonzentration, PEG, Reihenfolge der Zugabe bei der Riickfaltung, pH-
Wert und Puffersystem. Da meistens Kombinationen der einzelnen Parameter getestet
wurden, wird stets darauf geachtet, dass in jedem einzelnen Ansatz nicht mehr als 20 pl
denaturiertes Protein verwendet wurden, um den Verlust an Protein gering zu halten. Das
Endvolumen betrug immer 100 pl. Die Auswertung dieser Versuche, die nicht tiber FoldIt
durchgefiihrt wurden, erfolgte ausschlieBlich iiber SDS-PAGE. Die Messung der Trp-
Fluoreszenz gab Aufschluss iiber die Qualitit der Riickfaltung. Da diese rasch unter
Kontrolle gebracht worden ist, war die Effizienz der Trimerisierung entscheidender. Sie
konnte mittels Trp-Fluoreszenz nicht nachgewiesen werden, sondern war am schnellsten und

zuverldssigsten iiber SDS-PAGE sichtbar.

4.6.5 Dialysen, Umpufferung

Da sich in der FTIR-Spektroskopie sowie bei den Leitfdhigkeitsmessungen die organischen
Bestandteile des Riickfaltungspuffers als sehr storend auswirkten, mussten sie entfernt
werden. Hierflir wurden in dieser Arbeit zwei Methoden verwendet, die zur Entfernung von

Salzen geeignet sind:

e Dialysen wurden bei Raumtemperatur betrieben. Als Dialysegefdl diente eine
spezielle Anfertigung aus Edelstahl, die nicht korrodieren konnte. Diese stand in den
Volumina 1 ml, 5 ml und 10 ml zur Verfiigung. Als Dialysemembranen kam eine
SnakeSkin mit einem molekularen Cut-off von 3,5 kDa sowie die Membran Typ 36
mit einem Cut-off von 12-16 kDa zum Einsatz. Dialysiert wurde immer fiir
mindestens 10 h. Einige Ansdtzen wurden in zwei oder drei Schritten dialysiert, wobei
im ersten Schritt die Tris-, sowie CaCl, Konzentration gesenkt wurde, im zweiten und

dritten Schritt dann das System gegen des gewlinschten Endpuffer dialysiert wurde.
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Umpufferungen wurden iiber kleine PD-10 Gelfiltrationseinheiten der Firma
Amersham Pharmacia Biotech vorgenommen. Hintergrund war hierbei, dass die
Proteinverluste vermieden wurden, die durch die Adhdsion von Omp32 an die
Dialysemembranen entstanden. Auf die mit 10 ml Zielpuffer pri-equilibrierte
Gelfiltrationsséule wurden 2,5 ml umzupuffernde Proteinldsung aufgetragen und mit
2,5 ml Zielpuffer nachgewaschen. Das Eluat wurde aufgefangen und {iber SDS-PAGE
analysiert. Je nach Notwendigkeit musste dieser Schritt mehrmals hintereinander
durchgefiihrt werden, da die Austauschrate mit etwa 90% nicht einer vollstindigen
Umpufferung entsprach, die insbesondere fiir FTIR-Messungen [4.4.6] zwingend

erforderlich war.
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4.7 Malat-Bindungstest

Wie bereits einleitend beschrieben, deuteten mehrere Indizien darauf hin, dass Omp32 als
Hauptporin der dufleren Membran von D. acidovorans eine Bindungsstelle fiir Substrate
besitzt. Diese Vermutung wurde durch die Berechnungen von Zachariae untermauert.>* In den
theoretischen Untersuchungen war eine Bindung nachweisbar, jedoch nicht stark ausgebildet.
Um diese Aussagen experimentell nachpriifen zu kénnen, wurde ein Bindungstest mit
radioaktivem '*C-Malat entwickelt. Alle Arbeiten mit radioaktivem Material wurden im

Isotopenlabor der Abteilung Hartl, MPI fiir Biochemie durchgefiihrt.

Tabelle 4.4:  Ansatzschema fiir Malat-Bindungstest

Membran | wWWT | wWT denat. | wWT Malat | rWT | rWT Malat
2ul] 2ul 2 ul 2ul| 2ul 2ul| 1M Tris pHS8,0
2ul] 2l 2 ul 2ulf 2ul 2ul| 6 M NaCl
- - 4 ul - - -| 10% SDS
2ul] 2l 2 ul 2ulf 2ul 2ul| 20% OPOE
10 pl| 10 ul 10 pl 10 ul| 10 ul 10 ul| 'C-Malat 7 kBg/pl
-1 10l 10 pl 10 pl - -1 wWT, []=1,55 mg/ml
- - - -l 2ul 2ul| rWT, [] =8 mg/ml
- - - 14 ul - 14 pl| 0,5 M Malat pHS,0
24 ul| 14 ul 10 pl -1 22ul -1 ddH,O
40 ul| 40 pl 40 ul 40 ul| 40 pl 40 ul| Summe

Der denaturierte Ansatz wurde fiir 15 min bei 95°C inkubiert. Unter diesen Bedingungen
zerfiel das Trimer in Monomere, zugleich verlor das Protein seine Struktur und lag entfaltet

VOor.
Zur Abschitzung einer ersten GroBenordnung wurde folgende Rechnungen aufgestellt:
10 ul wWT = 15,5 pg Omp32 ~ 0,46 nmol Omp32; in 40 pul ¥ 11,5 uM Omp32-Losung

Einer Abschdtzung zufolge ergibt eine Zugabe von insgesamt 70.000 Bq radioaktiv
markiertes '*C-Malat auf ein Gesamtvolumen von 40ul eine Endkonzentration von 875 uM

radioaktiv markiertes Malat.
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70.000Bg

2.10° B9 40.10-;
mmol

— 875uM
K (4.6)

Dies entsprach bei einer angenommen Bindungskonstante von 10 mM ndherungsweise einer

Besetzung von etwa 8% der angenommenen Malat-Bindestellen.

0,875mM
0,875mM +10mM

= 8,046% “.7)

Bei der eingesetzten Proteinmenge bedeutete dies eine Erhohung der Radioaktivitit um 74
Bq. Diese Zahl wire nur unter optimalen Bedingungen als tatsédchliche Verdnderung messbar
und setzte eine moglichst vollstindige Entfernung der unspezifisch gebundenen

Radioaktivitit voraus.

04610 mol -8,046%2-10° 24 —74p (4.8)
mmol

Als System wurde eine Minifoldl Dot Blot Kammer verwendet. Zwei Seiten Whatmanpapier
sowie eine Nitrozellulosemembran ProtanBAS85 (alle zugeschnitten auf 11x8 cm) wurden in
einer Waschlosung fiir 30 min vorinkubiert. Der Einbau in die Kammer erfolgte so, dass die
Nitrocellulosemembran nach auflen zeigte und gut von Fliissigkeiten erreicht werden konnte.
Die Klammern wurden so angezogen, dass die Dichtungsringe der einzelnen Kammern gut
abschlieBen und alle Kammern voneinander getrennt waren. Nach Zusammenbau der
Kammer erzeugte eine Saugpumpe mit vorgeschalteter Waschflasche den erforderlichen
Unterdruck. Vor Auftrag der einzelnen Proben wurde die Anlage einmal fiir 10 min unter
Unterdruck gesetzt, um die iliberschiissige Fliissigkeit aus der Membran und den Papieren

abzusaugen.

Die in [Tabelle 4.4] angegebenen Ansitze wurden bis auf das radioaktive Malat vollstindig
vorbereitet. Nach Zugabe von jeweils 70.000 Bq werden sie fiir 1 h bei 37°C inkubiert, um
ein Bindungsgleichgewicht zu erreichen. In rascher Reihenfolge und bei Unterdruck wurden

die Proben vollstindig aufgetragen.

Sofort im Anschluss wurde jede Kammer zweimal mit 0,3 ml Waschlosung gewaschen. Nach
Beendigung der Waschprozedur wurde die Anlage fiir eine weitere Stunde unter Vakuum
gefahren, um letzte Fliissigkeitsreste zu entfernen. Die danach trockene Membran wurde
vorsichtig mit einer Pinzette aus der Kammer entnommen, die einzelnen Membranabschnitte
mit Skalpell und Lineal ausgeschnitten und in mit 3,5 ml Rotiszint eco plus befiillte
Szintillationsvials vermessen. Jede Probe wurde dreimal fiir 10 min einem Protokoll fiir '*C-

markierte Proben unterzogen und die Daten abschlieBend ausgewertet.
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4.8 Leitfahigkeitsmessungen

Die Bindung von organischen Sduren an Omp32 wurde auch mit Leitfahigkeitsmessungen
untersucht. Der Versuchsaufbau gleicht dem von Mathes beschriebenen.”® Zur Messung
wurde in eine zweikammerige Messzelle ein Septum mit einem Loch von ca. 100 pum
Durchmesser eingespannt und anschlieBend der Fliissigkeitsspiegel in beiden Kammern mit
identischen Elektrolytkonzentrationen soweit angehoben, bis die Kammer bis knapp unterhalb
des Lochs im Septum geflutet war. Nach Zugabe von Hexan-gelostem Lipid (Diphtanoyl-
Phospholipidcholin) wurde der Spiegel weiter angehoben und dadurch die Lipidmembran
tiber das Loch des Septums gebildet. Detergens-gelostes Omp32 wurde in eine der
Messkammern hinzugefiigt und der spontane Einbau in Form von Leitfdhigkeitsdnderungen
aufgezeichnet. Das Signal wurde durch einen Verstirker (EPC-7) multipliziert, im Rechner
aufbereitet und ausgewertet. [Abbildung 4.8] Extern wurde eine Spannung von £ 20 mV
angelegt, die einen Stromfluss durch die Porine erzwingt. Dieser wird aufgezeichnet und
anschlieBend iiber die Hohe der aufgetretenen Stufen ausgewertet. Als Ereignisse kommen
Poreneinbau, Poren6ffnungen und PorenschlieBungen in Betracht. Die Auswertung erfolgt

beziiglich des Stromflusses durch ein einzelnes Porin.
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Abbildung 4.8: Prinzipieller Versuchsaufbau der Leitfdhigkeitsmessungen

Eine kiinstliche Lipiddoppelschicht iiberspannt eine kleine Offnung (& 60 pm - 1 mm) und trennt zwei wéssrige

Elektrolytlosungen voneinander ab. Mit Elektroden wird der Ionenstrom durch die Porine in der Membran
gemessen.

Teflon-Halbzelle

Kompartiment Pasteurpipette

Edelstahlring

Magnetriihrstibchen

Abbildung 4.9: Konstruktion einer Hlfte der Messkammer

Zum Befiillen der Kompartimente werden die Pasteurpipetten in die schrigen Bohrungen der Halbzellen

gesteckt. Das Septum liegt planar zwischen beiden Kompartimenten. Durch die konkave Form der Messzelle
wird beim Auflegen des Edelstahlringes das Septum fest fixiert.
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4.9 Theoretische Untersuchungen

4.9.1 DNA-Analyseprogramme

Zur Bearbeitung der genetischen Information, sowie die Generierung der urspriinglichen
Proteindaten kam das DNASTAR-Paket zum Einsatz. Hier wurden vor allem die
Unterprogramme EditSeq, MapDraw und MegAlign benutzt. Die Arbeiten hiermit betrafen
die Darstellung geeigneter Schnittstellen, die Konstruktion von fertigen Vektorkarten, die
Optimierung von PCR-Primern, die Uberpriifung von Sequenzierdaten mit den vorgegebenen
Daten bei erfolgreicher Mutation, sowie der Vergleich von neu generierter Information mit

bisher bekannten Gensequenzen und den daraus resultierenden Folgerungen.

Bei der Arbeit mit PAP wurde das Programm BLAST zur Suche von verwandten Sequenzen
in Datenbanken benutzt. Zur Verfeinerung und genaueren Abstimmung mit MegAlign wurde

haufig Psi-BLAST verwendet.

Bei der Analyse von DNA-Banden in Agarosegelen wurde ein Programm in Excel
geschrieben, dass nach Eingabe der Laufstrecken von unterschiedlichen Markern in der Lage
war, die Grofle der DNA-Banden von Interesse mit hoher Prizision vorherzusagen. Dieses
System fiihrte zu sehr pridzisen Vorhersagen, die bei der GrdéBenabschdtzung von PCR-

Produkten sehr hilfreich war.

4.9.2 Protein-Analyseprogramme

Mit Hilfe von BLAST wurden beste Partner fiir spédtere Alignments isoliert und diese mit
MegAlign gegen die jeweils bestehenden Information iiber die Proteinsequenz von PAP
abgeglichen. Nach vollstindiger Losung der Sequenz von PAP wurde mithilfe theoretischer
Vorhersagen soweit moglich die 3D-Struktur bestimmt. Um einen moglichst guten Vergleich
zu erzielen, wurden zusitzliche Proteinsequenzen herangezogen, die entweder Homologie auf
der Ebene der Primérstruktur aufwiesen, oder die bekanntermallen Peptidoglykan binden. Zur

Vorhersage der Strukturen kamen die folgenden Programme zum Einsatz:

e SWISSMODEL (http://swissmodel.expasy.org/)”’

e 3D-JigSaw (http://www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/)’®

e EsyPred3D (htt1o://www.fundp.ac.be/urbm/bioinfo/eswored/)79

e Geno3D (http:/geno3d-pbil.ibep.fr/cgi-bin/geno3d_automat.pl?page=/)*
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5 Ergebnisse

5.1 Omp32

5.1.1 Klonierung aus dem Genom von D. acidovorans

Zur Gewinnung des Gens omp32 aus dem Genom von D. acidovorans wurden zwei beinahe
identische Wege eingeschlagen, die sich nur in der Schnelligkeit zur mdglichen
Proteinproduktion unterschieden: der direkte Ansatz iliber Primer, die fiir eine direkte
Klonierung in pET17b geeignet sind; sowie der sicherere, aber langsamere Ansatz iiber
TOPO-kompatible Primer, der das PCR-Produkt iiber eine TOPO-Klonierung, Restriktion mit
geeigneten Endonukleasen und letztendlich Ligation in den eigentlichen Zielvektor in fertiger

Form zur Verfligung stellt.

Erste Experimente zur Isolation unter Verwendung ungeschnittener genomischer DNA aus
Agaroseplugs (zur Verfligung gestellt von C. Baldermann) erwiesen sich als nicht erfolgreich

[Abbildung 5.1].

2027 bp—]
546 bp——

125 bp ==t

Omp32 —
Primers

Abbildung 5.1: PCR zur omp32-Isolation {iber genomische DNA aus Agaroseplugs

Banden 1,2: Verwendung von pET17b-For/rev-Primern; Bande 3: Marker A/HindIIl, Banden 4-6: Verwendung
von TOPO-Primern. Banden 1,4: ohne Formamid, Banden 2,5: 10% Formamid, Bande 6: 3% Formamid. Da die
genomische DNA élter sowie nur mechanisch geschert war, ergaben sich keine PCR-Produkte.

Erst durch die Verwendung von Endonukleasen zur Fragmentierung der genomischen DNA

war ein PCR-Ansatz erfolgreich. Die Ausbeute der Reaktion konnte durch den Einsatz von 5-
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10% DMSO deutlich angehoben werden. Spitere Sequenzierungen ergaben, dass in allen
Fillen, in denen DMSO zur Verbesserung der Quantitdt innerhalb der PCR eingesetzt wurde,

keine zusdtzlichen zufilligen Mutationen eingebracht wurden.

6557 bp el
4361 bp =—

OMp32  —
1080 bp

Omp32 =
Primers

Abbildung 5.2: PCR zur omp32-Isolation aus geschnittener frisch isolierter
genomischer DNA, unter Variation der DMSO-Konzentration

Banden A: Marker A/HindIII; Banden 1-4: 3% DMSO; Banden 5-8: 6,5% DMSO; Banden 9-12: 10% DMSO.
Banden 1,4,11: Apal geschnittene genomische DNA; Banden 2,5,8: BamHI geschnittene genomische DNA;
Banden 3,6,9,12: EcoRI geschnittene genomische DNA. Banden 1-3,5-7,9-11: jeweils 3ul geschnittene
genomische DNA; Banden 4,8,12: jeweils 5ul geschnittene genomische DNA

Nach erfolgreicher Amplifizierung des knapp 1000 bp langen Gens von omp32 wurde das
PCR-Produkt im Falle der pET-Primer mit Ndel/EcoRI geschnitten und in den gleichermal3en
geschnittenen, zusétzlich dephosphorylierten Vektor ligiert. Hierbei erfolgte ein definierter
Einbau des Inserts in den Zielvektor. Die nachfolgende Transformation in XL1 Blue-Zellen
bendtigte zur Selektion des pET17b-Omp32 Ampicillin-Platten. Aus fiinf angewachsenen
Kolonien wurden die Plasmide isoliert und einer Sequenzierung unterzogen. Diese ergab, dass
ein fehlerfreies omp32-Gen in allen fiinf Plasmiden in korrekter Richtung in pET17b
eingebaut worden war. Das hierbei entstandene Ursprungsplasmid wird im Folgenden als

pET17b-Omp32 bezeichnet.

Wie bereits einleitend erwédhnt, wurde die codierende Sequenz von Omp32 um das
Signalpeptide verkiirzt und weist an der Aminosdurenposition +1 ein Met anstelle des nativ
vorkommenden pyro-Glutamats vor. Alle folgenden Aminosduren sind identisch mit der

Sequenz des prozessierten nativen Omp32.
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+1

T7 Term.

Amp" (4008-3151) Omp32
(1180-184)

pET17b-Omp32
4273 bp

T7 Prom.

ori (2390)

Abbildung 5.3: Plasmidkarte von pET17b-Omp32

Das Fragment, das die Nukleotide 1180 bis 184 enthielt, beinhaltete die spezifischen Elemente zur Expression
von omp32, sowie dessen Abkommlinge aus den verschiedenen Mutationsrunden. Der restliche Vektor enthielt
den Replikationsursprung (ori) und die B-Lactamase als Gen zur Selektion iiber eine Ampicillin-Resistenz
(Amp).

5.1.2 Mutagenese

Die anfinglich verwendete Methode zur Mutagenese war das pALTER-Kit. Dabei sollte
insbesondere der Vorteil der zufilligen Permutationen ausgenutzt werden, um {iber diese
Methode rasch zu einer Vielzahl von unterschiedlichen Mutanten zu gelangen. Die
kompetenten Zellen des Stammes E. coli ES1301 muts erwiesen sich jedoch als zu ineffizient,
um die Mutationsansidtze gut genug transformieren zu koénnen. Dies wurde sowohl durch
wiederholte Transformationen, als auch durch mehrmalige Herstellung von kompetenten
Zellen demonstriert. Uber diese Methode konnte innerhalb eines Schritte nur die Dreifach-
Mutante SE [Tabelle 5.1] gewonnen werden. Da der Mutagenesevektor pALTER
nachweislich geringere Expressionsraten erbachte als pET17b, musste das Konstrukt SE
anschlieBend in pET17b umkloniert werden. Dieser Weg erfolgte iiber einen Ndel/EcoRI-
Verdau, mit anschlieBender Ligation in den in identischer Weise préparierten und
dephosphorylierten Vektor pET17b. Dies blieb jedoch der einzige Erfolg der Methode mit
pALTER.

Aus Griinden der Rationalisierung sowie der sich bereits andeutenden Anzahl von weniger
Schritten durch den Einsatz geeigneterer Mutagenesemethoden wurde diese Moglichkeit

verworfen. Alle anderen erzeugten Mutanten wurden deswegen iiber die Quikchange-
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Methode von Stratagene hergestellt. Nach der Reduktion der Mutageneseansitze auf jeweils
nicht mehr als 30 pl und der Erkenntnis, dass die Verwendung von DMSO in der PCR-
Reaktion héufiger eine amplifizierte Sequenz ergab, erzielten alle darauffolgenden

Mutagenesen bereits in der ersten Runde die gewiinschte Sequenz.

9416 bp
6557 bp
pET17b-Omp32
4273 bp

2322 bp
2027 bp

Abbildung 5.4: Beispielhafte PCR zur Mutagenese von pET17b-Omp32

Bande A: Marker A/HindIII; Bande 1: Generierung von Q1; Bande 2: Generierung von Q2; Bande 3: Generierung
von Q3, Bande 4: Generierung von cWT, Bande 5: Generierung von 5R. Alle Ansétze enthielten 10% DMSO. In
den Ansitzen 1-3,5 wurde als Template pET17b-Omp32-rWT verwendet, im Ansatz 4 pET17b -Omp32-5E.

Als ,template* wurde in den ersten Mutageneserunden immer pET17b-Omp32 verwendet,
auf dem die Information fiir das Porin in einer nahezu Wildtyp-Form vorliegt. Zur
Generierung von Mehrfach-Mutanten an den entsprechenden Positionen innerhalb des
Arginin-Clusters (z.B. 3Q oder 5Q) mussten mehrere sequenzielle Mutageneserunden
durchgefiihrt werden. In kiirzester Zeit konnten iiber diese Methoden die in [Tabelle 5.1]

dargestellten Mutanten generiert werden.
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Tabelle 5.1:  Generierte Mutanten von Omp32
Pos.38 | Pos.75 | Pos. 133 | Pos. S8 | Pos. 60 |Trivialname| Methode Runden

R R R E E rWT Ursprung 0

R R E E Ql QC 1

R R E E Q2 QC 1

R R E E Q3 QC 1

R R R E Q4 QC 1

R R R Q45 QC 1

R E Ql12 QC 2

3Q QC 3

5Q QC 4

E R R E E El QC 1

R E R E E E2 QC 1

R R E E E E3 QC 1

R R R D E DE QC 1

R R R R R 5R QC 1

E E E E E SE ALTER 1

E E E R R cWT ALTER/QC 2

Letztendlich liegen alle diese Mutanten sowie rWT als Ursprung aller obiger Mutationen in
pET17b vor und werden dementsprechend als pET17b-,,Trivialname* bezeichnet. Von allen
Plasmiden wurde zur dauerhaften Lagerung eine Glyzerinkultur in XL1 Blue angelegt, die bei

—80°C lagert.

5.1.3 Expression

Anfangliche Experimente verwendeten die Expressionsstimme E. coli BL21(DE3), sowie E.
coli BL21(DE3) pLysS. Diese erwiesen sich unter den gegebenen Bedingungen als nicht
optimal flir die Aufgabenstellung. Insbesondere bei E. coli BL21(DE3) pLysS war die
Ausbeute niedrig, ohne dass ein Gewinn an Lebensféhigkeit der Zellen im Gegensatz zu E.
coli BL21(DE3) zu beobachten gewesen wire; die Produktion von Omp32 erhohte wie
erwartet nicht die Mortalitit der Zellen.
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OmpF
Omp32

Abbildung 5.5: Produktion von ¥WT in E. coli BL21(DE3) pLysS

Banden 1-5: Pellets nach Zellaufschluss, nach 0/10/30/60/240 min nach Induktion mit 1 mM IPTG; Bande 5:
Marker; Banden 6,7: Pellet nach Zellaufschluss, nach 0/60 min, ohne Induktion; Banden 8,9: Uberstand nach
Zellaufschluss, nach 0/60 min nach Induktion mit 1 mM IPTG — korrespondierend mit Banden 1,2. Die
Expression war sehr schwach und eine Proteinbande auf der erwarteten Hohe von Omp32 erst nach 60 min
deutlich zu sehen.

Insofern konnte auf die weitere Verwendung von stringenter Expressionsreprimierung
verzichtet werden, um die Produktion und die Ausbeute von heterologem Omp32 zu erh6hen.
Allerdings war auch die Produktionsrate von Omp32 nach 4 h Induktion mit 1 mM IPTG
nicht so hoch wie gewiinscht. Insbesondere intrinsische Proteine, allen voran das Porin OmpF
aus E. coli, traten in den Prdparationen in groer Menge im Pellet auf, teilweise sogar in

hoherer Konzentration als Omp32.

Ursache hierfiir war, dass die ,,codon usage” fir Omp32 zu unterschiedlich ist, um eine
effiziente Produktion zu ermoglichen. Dieses Problem lie3 sich unter Erweiterung der tRNA-
Kapazititen des Wirtsstammes umgehen, indem der Stamm E. coli Rosetta benutzt wurde.
Auf dessen zusitzlichen Plasmid pRARE werden die tRNA-Codons fiir AGA, AGG, AUA,
CUA, GGA, CCC und CGG codiert und stehen somit der Zelle vermehrt zur Verfiigung. Nur
bei einem der Codons lieB3 sich eine Verbesserung vermuten; CCC codiert fiir Pro und wird
nativ in E. coli fir nur 12% aller dort codierten Pro verwendet, Omp32 enthélt jedoch neun
,CCC*“-Codons, was 60% aller darin enthaltenen Pro entspricht. Bereits diese Verdnderung in
der Wahl des Wirtsstammes erhohte die Masse an Inclusion-Bodies um mehr als das

dreifache, von 10-20 mg auf etwa 50-80 mg pro Liter Kulturmedium.

In anfinglichen Experimenten zur Expression erwies sich, dass eine Induktion mit einer

Endkonzentration von 1 mM IPTG einen positiveren Effekt auf die Ausbeute hatte, wenn sie
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bei hoherer Bakteriendichte zugegeben wurde. Die normalerweise verwendete Induktion bei
einer ODggo von 0,6 ergab 40% weniger Proteinmasse, zudem wuchsen die Zellen wesentlich
schlechter. Induktionen bei einer ODgypp von 0,9-1,1 fithrten hingegen zu ausreichendem
Zellwachstum, mit einer guten bis sehr guten Expression. Im GroBteil der Arbeit wurde
deswegen mit dem Stamm E. coli Rosetta gearbeitet, der bei einer ODgg zwischen 0,9 bis 1,1
induziert wurde. Die Zellernte erfolgte nach 4 h durch Zentrifugation, ldngere Induktions-

zeiten erhohten die Ausbeute nicht weiter.

Abbildung 5.6: Produktion von rWT in E. coli BL21(DE3) Rosetta

Banden 1-5: Pellets nach Zellaufschluss, nach 0/10/30/60/240 min nach Induktion mit 1 mM IPTG; Bande 5:
Marker; Banden 6,7: Pellet nach Zellaufschluss, nach 0/60 min, ohne Induktion; Banden 8,9: Uberstand nach
Zellaufschluss, nach 0/60 min nach Induktion mit 1 mM IPTG — korrespondierend mit Banden 1,2.

Die gesammelten Pellets wurden nach der Resuspension in Aufschluss-Puffer mit Lysozym
und DNAse versetzt, um die Stabilitdt der Zellen bereits vor dem eigentlichen Aufschluss

durch Behandlung mit Ultraschall zu schwéchen.

Es wurden mehrere Aufschlussmethoden im Laufe der Arbeit eingesetzt; Ultraschall erwies
sich dabei als die schnellste, bei zugleich bester Ausbeute. Die Methode des ,.freeze/thaw*
war fiir die Masse des Zellpellets bei einer Fermentation im quantitativen Maf3stab nicht
geeignet, da ein Einfrieren der jeweils etwa 5 g groflen Pellets zu lange in Anspruch nahm
und ein einzelner Zyklus nicht ausreicht, um alle Bakterien aufzuschlieBen. Eine reine
Behandlung mit Lysozym war ebenfalls sehr zeitintensiv und lysierte nicht im gewiinschten
quantitativen MalBstab. Ein Aufschluss iiber Homogenisator war nahezu vollstindig, erwies
sich aber aufgrund der langen Sauberungszeit fiir jede einzelne Protein-Spezies als ebenfalls

nicht praktikabel.
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Die Methode der Wahl war deswegen eine Kombination aus Lysozym und Ultraschall, die in
kurzer Zeit bei korrekter Durchfilhrung zu einem guten Ergebnis mit beinahe quantitativ
lysierten Zellen fiihrt. Allerdings sanken im Laufe der Zeit anfanglich gute Expressionsraten
immer mehr ab, obwohl scheinbar keine Verdnderung an den Bedingungen vorgenommen
wurde. Diese Beobachtung konnte in allen Fillen anféanglicher Expression gemacht werden,

wobei Zelllinien mit hdufigem Einsatz besonders geringe Erfolge erbrachten.

Der Grund hierfiir war eine Instabilitdt der Plasmide in den entsprechenden E. coli
Wirtsstimmen. In der kurzen Zeit, die die entsprechenden Glyzerinkulturen zur Animpfung
der Agaroseplatten oder des Kulturmediums aufgetaut waren, gelang es offensichtlich einer
unbestimmten Zahl von Zellen, Verdnderungen an ihren DNA-Informationen vorzunehmen.
Nach etwa fiinf bis zehn Zyklen Auftauen/Einfrieren war die jeweilige maximale Produktion
des Porins so weit abgesenkt worden, dass so gut wie keine Inclusion-Bodies mehr isoliert

werden konnten.

Begegnet wurde diesem Problem durch den Zusatz von sterilen kleinen Glaskugeln zu den
Dauerkulturen, die sofort entnommen werden konnten, ohne die vollstindige Kultur
aufzutauen. Damit kam jedoch ein neuer Nachteil auf, einige der Kulturen wuchsen nicht
mehr sofort an, da die Kugeln teilweise nicht mit geniigender Menge an lebensfdhigen
Bakterien besetzt waren. Die Expression von gewiinschten Mutanten verzogerte sich hiufig,
bzw. begann erst nach Zugabe von mehreren Glaskugeln. Abhilfe wurde geschaffen durch die
Aliquotierung der Glyzerinkulturen in Fraktionen zu jeweils 140 pl, die einerseits wesentlich
rascher dem Tieftkiihlschrank (-80°C) entnommen werden konnten, andererseits gentigend
Bakterien enthielten, um sofort anzuwachsen. Als weiterer Vorteil ergab sich dabei, dass die
so angeimpften Kulturen sehr reproduzierbar anwuchsen und wie gewiinscht Porin in

Inclusion-Bodies in reichlicher Menge produzierten.

5.1.4 Aufreinigung

Zur Aufreinigung von rekombinanten Omp32 wurde anfinglich der klassische Weg iiber
Chromatographien gewéhlt. Nach Zentrifugation der aufgeschlossenen Zellen bildeten sich
drei Schichten: mit der geringsten Dichte die membrandsen Uberreste der Bakterien, die eine
zahfliissige, braunlich-klare Konsistenz aufwies, eine feine porose, griaulich-braune Schicht,
die die Hauptmasse der Inclusion-Bodies sowie Reste der Zellmembranen enthielt und
letztlich mit der hochsten Dichte unaufgeschlossene Zellen, vermengt mit feinem

Metallabrieb aus der Ultrabeschallung.
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Das vollstdandige Pellet wurde direkt mit einer Detergens-haltigen Losung gewaschen, um die
Membranbestandteile zu entfernen. Um die Wirkungsweise verschiedener Tenside
auszutesten, wurden Serienversuche vorgenommen und der Detergenstyp, die Konzentration
sowie die Waschtemperatur variiert. Hierbei zeichnete sich ab, dass OPOE nicht stark genug
und SDS zu denaturierend war. Am besten erwies sich Triton-X100, das sowohl die innere,
als auch die d@uBere Membran bei einer Konzentration von 0,5-1,0% vollstindig aufloste.

Dabei blieben die Inclusion-Bodies intakt und Omp32 wurde nicht angeldst.

Um verunreinigende Proteine aus den Inclusion-Bodies zu entfernen, wurde das so von den
Membranen befreite Proteinpellet mit 4,5 M Harnstoff 1% TritonX-100 gewaschen.
Uberfliissiges Detergens wurde entfernt, indem zweimal mit 4,5 M Harnstoff nachgewaschen
wurde. Bei diesen Konzentrationen begann sich ein Teil von Omp32 zu l8sen; zudem war der

Reinigungseffektes dieses Schrittes als insgesamt gering anzusehen.

Experimente zum Einfluss der Inkubationstemperatur und Sauerstoffeintrag durch
unterschiedliche Schiittelgeschwindigkeiten ergaben, dass die als Richtlinien geltenden Werte
von 37°C und etwa 200 upm vollig ausreichten. Davon abweichende Parameter brachten

keine offensichtliche Verbesserung der Expressionsrate oder der Aufreinigung.

Eines der Hauptprobleme bei der anfinglichen Aufreinigung war die physikalische
Ahnlichkeit zwischen Omp32 und dem natiirlicherweise in E. coli vorkommenden OmpF. Es
zeichnete sich in allen bis dahin durchgefiihrten Aufreinigungen ab, dass ein gewisser Anteil
von OmpF in der Préparation nicht zu vermeiden war. Durch die Verwendung von E. coli
BL21 K8/K9,*" die beide mehrere Deletionsmutationen von Proteinen der duBeren Membran
tragen, konnte eine Mitproduktion und Aufreinigung von OmpF vollstindig vermieden
werden. In beiden Féllen ging aufgrund der extremen Instabilitit und Sensitivitit der Zellen
die Ausbeute stark zuriick. Da bei den nachfolgenden Schritten mit teilweise hohen Verlusten
gearbeitet werden musste, konnte nicht auf diese Zellen zuriickgegriffen werden, die nur 5-

10% der Ausbeute von E. coli Rosetta ergaben.

Die einer ersten Reinigung unterzogenen Proteine wurden nun vollstindig in 8 M Harnstoff
gelost, mit einen Zitrat-Puffer auf pH3,5 angesduert und iber Kationen-
austauschchromatographie aufgetrennt. Dabei zeigte sich, dass diese Aufreinigung keine
iiberzeugenden Resultate lieferte, selbst unter Variation aller Parameter und

Pufferbedingungen. Der Hauptpeak in der Chromatographie, der das gewiinschte Porin
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enthielt, verlief sehr breit und enthielt weiterhin eine Vielzahl storender Proteine, in teilweise

nur gering verminderter Konzentration [Abbildung 5.7].

OmpF
Omp32

Abbildung 5.7: Beispielhafte Kationenaustauschchromatographie von rWT

Banden FT: Durchfluss ohne Bindung an die Matrix; Banden 1-16 : 3 ml Fraktionen im zeitlichen Verlauf.
Jeweils 20 pl aufgetragen. OmpF nur in den Banden FT, 1, 2 sichtbar. Gepoolt: Fraktionen 6-8.

Allerdings liel sich das Porin OmpF fast vollstindig abtrennen, weshalb diese Methode
zunichst benutzt wurde. Die dabei erhaltenen Fraktionen wurden nach geeigneter Auswahl

iiber SDS-PAGE vereinigt.

Nach der Ionenaustauschchromatographie waren die Proteinkonzentrationen meistens sehr
gering. Das Material wurde entweder durch Dialyse oder iiber die unmittelbare Zugabe von
Aceton iiber Nacht ausgefillt. Die Ausfdllung mit Aceton verlief niemals quantitativ, es blieb

immer eine konstante Konzentration an Omp32 in Losung.
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Omp32

Abbildung 5.8: Aufreinigungsverluste und Ausbeuten nach Ausfillung von Omp32-rWT
durch Aceton

Bande 1: unaufgeschlossene Bakterien, 4 h nach Induktion, 5 pl; Bande 2: Uberstand nach Zellaufschluss, 20 pl;
Bande 3: Uberstand nach Waschung der Inclusion-Bodies mit 2 M Harnstoff, 10 ul; Bande 4: Aceton-Uberstand
nach Ausfillen der gepoolten Materials nach der Kationenaustauschersdule mit einer Gesamtmenge von etwa
500 ml, 20 pl; Bande 5: gepoolter rtWT nach Kationenaustauscherséule, 5 pl.

Ahnliches ergab sich bei der Dialyse, wobei hier die Ausbeute hiufig noch wesentlich
schlechter ausfiel. Omp32 war hier in der Lage, in seiner denaturierten, monomeren Form die
Membranen zu durchqueren und in den Dialysepuffer einzudiffundieren, was mitunter den

Verlust der Priparation nach sich zog.

Dieser Schritt nach der Kationenchromatographie war notwendig, aber hiaufig mit drastischen
Proteinverlusten verbunden. Insofern war von Anfang an eine gute Expressionsrate zwingend
erforderlich. Das unter guten Bedingungen wiedergewonnene Protein wurde nach mehr-
fachem Waschen mit Wasser entweder mit Harnstoff, Guanidiniumchlorid (GuaHCI) oder

SDS gel6st und stand fiir Riickfaltungen bereit.
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Aufreinigung iiber
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Abbildung 5.9: Flussschema zur Aufreinigung tiber
Kationenaustauschchromatographie

OmpF
Omp32

Abbildung 5.10: Uber Kationenaustauschchromatographie aufgereinigte Omp32-
Derivate

Bande 1: rWT, Feb. 2003; Bande 2: DE, Feb. 2003; Bande 3: tWT, Aug. 2002, Bande 4: Q1, Aug. 2002, Bande
5: Q2, Aug. 2002, Bande 6: Q3 Aug. 2002, Bande 7: ¢cWT Juli 2003, Bande 8: 5Q, Juli 2003. Jeweils 10 pl
aufgetragen.

Um das Problem des Proteinverlustes zu vermeiden, wurde im Verlaufe der Experimente eine

Reinigungsprozedur ausgearbeitet, die die lonenaustauschchromatographie umging.

Eine erfolgreichere Methode war, nur iiber Detergenzien eine Reinigungswirkung zu erzielen.
Das Anfangs eingesetzte N-Lauryl-Sarkosin erwies sich als zu denaturierend, da es bei

erhohter Temperatur die Inclusion-Bodies aufloste und somit keine Differenzierung erbringen



5 Ergebnisse 83

konnte. Es wurde allerdings weiterhin als Hauptbestandteil des IB-Waschpuffers eingesetzt,
um die Membrananteile unmittelbar nach dem Zellaufschluss quantitativ zu entfernen, da nur
bei Raumtemperatur gearbeitet wurde. Die Entfernung der Membranen war essentiell, um

einen GrofBteil von OmpF zu entfernen.

Wihrend des Versuches, schonendere Detergenzien als SDS zur Losung der Inclusion-Bodies
zu finden, erwies sich Zwittergent3-14 als bisher bestes Tensid zur Aufreinigung der
Proteinpellets. Es war selbst unter Kochen nicht in der Lage, Omp32 aus den Inclusion-
Bodies heraus in Losung zu bringen, gleichzeitig konnten aber andere Proteine, die als

Verunreinigungen enthalten sind, entfernt werden.

Omp32

Abbildung 5.11: Uber differentielle Detergenswaschschritte aufgereinigte Omp32-
Derivate

Banden 1, 2: Q1 nach Detergenswaschung mit 8 M Harnstoff unter erhéhter Temperatur eluiert aus den
Inclusion-Bodies, bei 37°C, bzw. 95°C; Bande 3: Q2 bei 65°C mit 8 M Harnstoff eluiert; Bande 4: DE bei 65°C
mit 8 M Harnstoff eluiert; Bande 5: 5Q bei 65°C mit 8 M Harnstoff eluiert.

Da die Inclusion-Bodies, wie beschrieben, bei dieser Prozedur nicht vollstindig aufgeldst
wurden, konnte eine Zwittergent3-14 Losung nicht alle Fremdproteine auswaschen. Der
Reinigungseffekt war aber deutlich iiber nachgeschaltete SDS-PAGE sichtbar und erhdhte die
geschitzte Reinheit der Préparation auf etwa 90%. Dabei erwies sich als wichtig, dass die
Proteinpellets vor diesen Reinigungsschritten so gut wie mdglich resuspendiert wurden, um

dem Detergens eine moglichst groBle attackierbare Oberfldche anzubieten.

Diese Methode bewihrte sich insoweit, als mit ihr eine bessere Reinheit der Omp32-
Préaparationen erzielt wurde als iiber die Kationenaustauschchromatographie; zudem wurde
bis auf eine Prédparation alle ausschlieBlich trimerisierten Mutanten unter Verwendung dieser
Methode erzeugt. Die Reinigung erfolgte also nur iiber die Verwendung unterschiedlicher
Detergenzien, verbunden mit erhohten Temperaturen zwischen 55°C bis 75°C, um

Fremdproteine so quantitativ wie moglich zu entfernen.
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Abbildung 5.12: Flussschema zur Aufreinigung der Inclusion-Bodies iiber differenziellen
Detergenzien-Einsatz

5.1.5 Riickfaltung

Ahnlich wie bei der Aufreinigung musste eine Vielzahl von unterschiedlichen Moglichkeiten
getestet werden, die einerseits weiterentwickelt wurden, andererseits als ungeeignet verworfen
werden mussten, um die Riickfaltungen des gereinigten, in Inclusion-Bodies vorliegenden

Omp32 zu optimieren.

Die ersten Versuche gingen von in 6 M GuaHCI denaturiertem Omp32 aus, das in einem
GefaBl mit 15 ml vorgelegt wurde und eine geeignete Detergens-haltige Losung, die iiber eine
langsam arbeitenden Schlauchpumpe zugetropft wurde. Der Ansatz wurde unter Kiihlung bei
4°C stiandig geriihrt, jedoch deuteten bereits die ersten Zugaben an, dass das Porin eine starke
Tendenz zum Ausfallen unter diesen Bedingungen aufwies. Die dabei gemessen Trp-
Fluoreszenzen lagen weit unterhalb derer, die von nativem Omp32 bekannt sind. Kontrollen
mittels SDS-PAGE bestitigten, dass sich nur wenig Porin in Lésung befand und dieses zudem

nur in der monomeren Form vorlag.

Um weitergehende Informationen iiber mogliche Zusétze zu erhalten, die einen positiven
Einfluss auf die Riickfaltung hatten und insbesondere eine Erhdhung der 16slichen

Proteinkonzentration bewirkten, wurde das unter [4.6.4] beschriebene FoldIt Kit verwendet.
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Dabei werden in mehren Ansétzen die Einfliisse von Additiven quantifiziert und ermoglichen
so eine Beurteilung, welche Additive sich hilfreich auf die Riickfaltung auswirken. Die
eigentlichen Ergebnisse wurden durch die Trp-Emissionen bewertet, die sowohl von der Lage
des wihrend eines Riickfaltungsansatzes entstehenden Emissionsmaximums als auch von
dessen Hohe her gut quantifizierbar waren. Das Maximum der Trp-Emission von nativem
Omp32 liegt bei 337,5 nm bei etwa 400 FUAml/mg. Es wurden 16 Ansitze liberpriift [Tabelle
5.2] und entsprechend ausgewertet [Tabelle 5.3].

Tabelle 5.2:  Tryptophan-Emissionen nach Foldlt-Assay

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8
FU(max) | 15,68 21,89 | 21,95 20,71 16,7 61,70 15,68 21,89
Ansatz 9 10 11 12 13 14 15 16
FU(max) | 65,60 72,36 19,98 20,85 23,44 17,25 74,28 15,70

Tabelle 5.3:  Auswirkungen der einzelnen Komponenten im Foldlt-Assay

Komponente |@ FU Komponente |@ FU Komponente D FU
Tris pHS,2 45,8 EDTA 44,5 Saccharose/Arginin| 45,2
MES pH6,5 32,5 Ca*"/Mg* 33,7 Saccharose 31,8
Hoch Salz 40,2 Hoch Protein 56,4 Arginin + 45,9
Niedrig Salz 38,1 Niedrig Protein 109,4 Arginin - 33.8
PEG + 39,5 Redox + 42,1 DTT + 36,2
PEG - 38,8 Redox - 36,2 DTT - 42,1
Guanidinium + 46,3 Malat + 30,8 Detergens (LS) 39,6
Guanidinium - 32,0 Malat - 47,5 Detergens - 38,7

Es sind diejenigen Komponenten rot markiert, deren Einsatz eine eindeutige Erh6hung der
Trp-Emission ergab. Der hohe Wert bei ,,Niedrig Protein® hat seinen Ursprung in der
Anpassung der Proteinkonzentrationen zwischen ,,Niedrig Protein® und ,,Hoch Protein* iiber
einen Multiplikationsfaktor in der Auswertung. Aus direkt im Anschluss erfolgten Versuchen
zeigte sich, dass die erforderliche Guanidinium-Konzentration bereits iiber die Zugabe der
Protein-Losung abgedeckt wurde und dass eine weitere Zugabe sich als hinderlich erwies.

Uber die Kombination aller restlichen Komponenten mit positiven Auswirkungen (Tris
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pHS8,2, hochmolare Salzlosung, PEG +, Guanidinium -, EDTA +, Arginin +, DTT -,
Redoxsystem +, Malat -), 1% OPOE und unter Verwendung von ,,Hoch-Protein® lie} sich

eine Trp-Emission von 200 FU und damit ein deutlicher Riickfaltungseffekt beobachten.

Versuche im quantitativen MaBstab, die die obigen Bedingungen aufwiesen, blieben anfangs
klar und zeigten keinen oder nur wenig Niederschlag. Da die Hilfsstoffe allerdings fiir fast
alle geplanten spiteren Anwendungen wie 2D-Kristallisation und Leitfdhigkeitsmessungen
einen storenden Einfluss besaflen und auch eine Vermessung der Sekundérstruktur iiber FTIR

unmoglich machten, wurden diese zumeist iiber Dialysen entfernt.

Abgesehen von dem bereits angesprochenen Problem, dass ein Teil der Porine in der Lage
war, die Dialysemembran zu durchqueren und so die effektive Proteinkonzentration deutlich
sank, fielen die Proteine beinahe quantitativ in allen Riickfaltungsexperimenten mit

Guanidinium-denaturierten Omp32 aus.

Omp32 — = -
Trimer

Omp32 — '
Monomer -'

Abbildung 5.13: Einfluss der Dialysen auf die Proteinkonzentration

Banden 1,4,9: externer Uberstand nach den jeweiligen Dialysen, 30 ul; Banden 2,5.8: teilweise trimerisierte
Omp32-Loésungen innerhalb der Dialysekammern zum Ende der Dialysen nach 3 Tagen, 30 ul; Banden 3,6,7: zu
Beginn der Dialysen direkt abgenommene Proteinldsungen, jeweils in 8 M Harnstoff denaturiertes Omp32, 5 pl.
Banden 1-3: rWT; Banden 4-6: Q45; Banden 7-9: 5Q.

Durch die Dialyse sank die Konzentration der , Hilfsstoffe* zu sehr ab, als dass diese die
Loslichkeit der offensichtlich nicht korrekt gefalteten Porine weiterhin hétten aufrechterhalten
konnen. Die dabei gemessenen Trp-Emissionen, jeweils vor und nach Durchfiihrung der
Dialyse, ergaben hdufig ein Abfallen der Emission auf 15-20%, wobei dieses Verhalten mit
der Proteinkonzentration nicht einherging. Darauf bezogen reduzierte sich hierbei die
Endkonzentration auf hochstens 10% der anfangs eingesetzten Proteinmengen. Hinzu kam,
dass das so ausgefallene Protein nicht mehr mit GuaHCl gelost werden konnte, sondern

verloren ging.
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Riickfaltung/Trimerisierung
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v

Dialysen, Protein fillt aus

Abbildung 5.14: Flussschema zur Riickfaltungs-/Trimerisierungsansdtzen mit GuaHCI

Ausgangsmaterial ist Omp32, das nach der Reinigung iiber Kationenaustauschchromatographie ausgefillt
worden ist.

Um dieser Problematik zu entgehen, wurden Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen
unterschiedliche Parameter (Art des Enddetergens, Arginin-, Guanidinium-, PEG6000-,
Na/KCl-, Mg/CaCl,-Konzentration, pH-Wert) nach dem Prinzip des Foldlt Kits [4.6.4]
untersucht wurden. Bereits hier ergaben sich die ersten Kontroversen zu fritheren
Ergebnissen; EDTA hatte hier einen offensichtlichen negativen Einfluss. Die so gewonnenen
Informationen wurden in einem groBeren Ansatz beriicksichtigt, der als Omp32-
denaturierendes Agens SDS enthielt. Als Zieldetergens wurde 1% DDM verwendet,
Hilfsstoffe waren 300 mM NaCl, 10 mM KCI, 20 mM Phosphat-Puffer pH 8,2 und 0,3 M
Arginin. Hiermit ergab sich auf Anhieb mit 270 FU eine starke Fluoreszenz, zudem war der
Ansatz entgegen bisherigen Beobachtungen ohne zusitzlichen Niederschlag dialysierbar und
konnte letztendlich auf 0,35% OPOE, 5 mM NaCl und 5 mM Phosphat-Puffer pHS,2
eingestellt werden. Ungliicklicherweise lag Omp32 vollstindig als Monomer ohne

Trimerisierung vor, wie ein nachgeschaltetes SDS-PAGE demonstrierte.
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Omp32 =—
Trimer

Omp32 —’—
Monomer

Abbildung 5.15: Grofler Riickfaltungsansatz von Omp32-rWT mit DDM iiber Dialyse

Bande 1: Omp32-Riickfaltungsansatz direkt nach Pipettierung (Gesamtmenge 10 ml); Bande 2: AuBerer
Uberstand nach Beendigung der Dialyse nach 48 h (Gesamtmenge 220 ml); Bande 3: Dialysat nach Beendigung
der Dialyse nach 48 h (Gesamtmenge 11 ml).

Zudem wiesen FTIR-Messungen nach, dass die Proteine scheinbar nicht vollstindig gefaltet
waren, da hier zusdtzliche Banden auftraten, die von dem bekannten nativen Omp32 und
dessen Bandenmuster stark divergieren [4bbildung 5.16]. Deshalb wurden diese Proben als

fehlgefaltet betrachtet und letztlich die Methode insgesamt verworfen.

Wie sich spiter herausstellte, lag das Problem der scheinbar fehlgefalteten Omp32-Spezien
nicht an der Faltung an sich, sondern an den FTIR-Messungen. Das verwendete ddH,O stellte
sich als nicht absolut rein heraus, sondern enthielt Spuren des Ionenaustauscherharzes, iiber
welches es gereinigt wurde. Der Anteil des verunreinigenden Harzes war aber nicht
verldsslich quantifizierbar, da die einzelnen Chargen des benutzten Wassers unterschiedliche
Mengen des verunreinigendes Harzes in den einzelnen Proteinproben enthielten. Die
Verunreinigung konnte optisch durch Eindampfen von 200 pl ddH,O nachgewiesen werden,
da bereits in diesen geringen Mengen ein deutlicher weiller Riickstand auf dem FTIR-Kristall

sichtbar wurde.

Wegen der nicht zuverldssigen Zuordnung der sich iiberlagernden Spektrumanteile war nie

eine exakte rechnerische Entfernung des Signals durch die Verunreinigungen moglich.
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Abbildung 5.16: FTIR-Messungen von nativem und rekombinantem Omp32

Die schwarze Linie reprisentiert eine dltere Omp32-Préparation, das nativ aus dem Wildtyp-Organismus isoliert
wurde. Haupt-charakteristika war ein ausgeprigtes Maximum bei 1628 Wellenzahlen (WZ) sowie einer sanft
abfallenden Schulter bei etwa 1670 WZ. Die rote Linie stellt iiber 8 M Harnstoff riickgefaltetes rWT dar, das
zusitzlich zu dem exakt gleichen Maximum bei 1628 WZ keine Schulter aufwies, sondern ein zweites Maximum
bei etwa 1670 WZ. Dies stammte allerdings nicht, wie urspriinglich berechnet, aus zusétzlichen Anteilen von a-
Helix, sondern war auf Kontaminationen im ddH,O zuriickzufiihren.
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Abbildung 5.17: Einfluss von ddH,0 auf die FTIR-Messungen

Je hoher die Proteinkonzentrationen der vermessenen Proben, desto niedriger gestaltete sich das Nebenmaximum
bei 1660-1670 WZ. Es gab jedoch keine Probe an rekombinantem Material, die einen identischen Verlauf mit
der Sollkurve des nativ gereinigten Omp32 aufwies. Die Verunreinigung durch ddH,O schlug sich in einem
breiten Peak in der Gegend um 1665 WZ nieder. Die Annahme, dass diese Proben fehlgefaltet waren, konnte
somit nicht mehr gesichert aufrecht erhalten werden. Aufschluss dariiber lieferte CD-Spektroskopie.
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Immerhin war es nun moglich, die Spektren im nachhinein ndherungsweise zu korrigieren.
Letztendlich ging aufgrund dieses methodenimmanenten Fehlers fiir eine nicht unbedeutende

Zeitspanne viel Material verloren, da es als unzureichend gefaltet betrachtet wurde.

Eine abschlieBende Bestitigung, dass das Porin im riickgefalteten, 16slichen Zustand eine
native Faltung aufwies, gelang durch CD-Messungen, die in Verbindung mit Analysen {iber

SDS-PAGE Klarheit tiber die tatsdchlichen Verhéltnisse der Riickfaltung brachten.
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Abbildung 5.18: CD-Spektrum von rWT zur Verifikation der korrekten Sekunddrstruktur
nach Riickfaltungsansdtzen

Tabelle 5.4:  Prozentuale Anteile von Sekunddrstrukturen in vWT durch Auswertung des
CD-Spektrums in unterschiedlichen Bereichen

195-260 nm[200-260 nm| 205-260 nm | 210-260 nm | K2D” | Krist.Struk.
a-Helix 13,1 12,0 8,6 8,7 5,0 4,0
B-Faltblatt 58,0 55,3 56,2 56,9 48,0 61,0
Random Coil 31,5 34,2 34,9 35,1 48,0 35,0
Summe 102,6 101,4 99,7 100,7 100,0 100,0

Im Laufe der Arbeit wurde zusétzlich die relative Menge des auftretenden Niederschlages als
Bewertung zur Effektivitit der Riickfaltung herangezogen, da korrekt gefaltetes Protein ohne

den Zusatz von hochmolaren Hilfsstoffen aus der Losung ausfiel. Da DDM sich ebenfalls
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nicht als optimales Detergens erwies, insbesondere die Trimerisierung betreffend, wurde
dieses aus allen Folgeexperimenten entfernt und durch Detergenzien mit Octyl-Gruppen
(OPOE, OG, OTGP) ersetzt. Untersuchungen mit SDS als denaturiendem Agens erbrachten
teilweise gute bis sehr gute Ergebnisse, in denen erstmalig bis zu 70% des gelosten Porins
nach Beendigung der Riickfaltung in trimerisierter Form vorlag. Haufig wurde dafiir
denaturiertes Protein in etwa 1,5% SDS mitsamt den zu diesem Zeitpunkt ermittelten
Hilfsstoffen (0,5% OPOE, 300 mM NaCl, 25 mM Phosphat-Puffer pH8,7) in den

Dialysekammern vorgelegt und gegen identische Auflenbedingungen ohne SDS dialysiert.

Die nachfolgende Aufreinigung bereitete allerdings wiederum grofe Probleme, die iiber die
zur Verfligung stehenden Mittel nicht zu 16sen schienen. Zudem war ein Detergensmix aus
SDS und den jeweiligen Zieldetergenzien zu unbestimmt, als dass hier definierte
Bedingungen fiir die weiterflihrenden Experimente eingestellt werden konnten; weiterhin
behinderte SDS die 2D- und 3D-Kristallisation von Proteinen, die fiir riickgefaltetes Omp32
geplant waren. Uber 2D-Kristallisation mit anschlieBender Biomineralisation von
Schwermetallen sollte das Niederschlagsverhalten und somit die teilweise spezifische
Anlagerung von Schwermetallionen an Omp32 und davon abgeleitete Mutanten untersucht

werden.
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Abbildung 5.19: Flussschema zur Riickfaltung/Trimerisierung mittels SDS-
denaturiertem Omp32

Um diesen Ergebnissen Rechnung zu tragen, wurde von Neuem ein denaturierendes System
mit 8 M Harnstoff gewéhlt. Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit hatte sich eine ,,Faustformel*
herausgeschilt, nach der die Detergenskonzentration (angegeben in [%]) das Doppelte der
Proteinkonzentration (angegeben in [mg/ml]) zu betragen hatte. Geringere Detergens-
Konzentrationen waren schlecht geeignet, das Protein in Losung zu halten. Da die Ansitze
haufig Proteinendkonzentrationen von 5-7 mg/ml enthielten, wurde dementsprechend viel
Detergens zugesetzt, teilweise bis zu 10%, das nach der Riickfaltung durch Dialyse verringert
werden konnte. Diese Verhéltnisse korrelierten mit den Bedingungen, die bei der Isolation
von nativem Omp32 aus D. acidovorans eingesetzt wurden. Unter diesen Vorraussetzungen
begannen die Riickfaltungen immer bessere Resultate zu erzielen, die jeweiligen FU stiegen

an, zugleich fiel weniger Protein aus.
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Abbildung 5.20: Omp32-Derivate vor, unmittelbar nach und 14 Tage nach Beginn der
jeweiligen Dialysen im prdparativen Mafistab

Banden 1-5: iiber Kationenaustauschchromatographie aufgereinigte Omp32-Derivate, 20 ul; Bande 6: Marker,
natives Material gekocht/ungekocht, je 3 pl; Banden 7-11: Omp32-Derivate unmittelbar nach Beginn der
Dialysen, 20 pl; Banden 12-16: Omp32-Derivate nach Beendigung der Dialysen nach 2 Wochen, 30 pl. Banden
1,7,12: tWT, 10 ml Dialysegefal; Banden 2,8,13: Q4, 5 ml Dialysegefdl; Banden 3,9,14: 5Q, 5 ml
Dialysegefdl3; Banden 4,10,15: DE, 1 ml Dialysegefdl3; Banden 5,11,16: QI, 1 ml Dialysegefa3. Die einzelnen
Losungen wiesen einen nur geringen Reinheitsgrad auf. Nach dem sehr langen Dialysezeitraum von 2 Wochen
lag in allen Ansdtzen ein gut sichtbarer Anteil an Trimeren vor, jedoch wies keiner eine vollstindige
Trimerisierung auf. Die so erhaltenen Proben mussten weiter iiber Gelchromatographie aufgereinigt werden.
Differenzen bzgl. der Proteinkonzentrationen entstanden durch Diffusion an monomerem Protein durch die
Dialysemembran hindurch. Ein Niederschlag war in der hier vorliegenden Dialyse nur noch in sehr geringem
Mafe zu beobachten.

Bei dieser Methode stellte sich meistens ein Gemisch aus Trimeren/Monomeren ein, die {iber
GroBenausschlusschromatographie weiter aufgetrennt werden mussten. Dieser Schritt erwies
sich als uniiberwindbar, allerdings waren die Gelchromatographien, wie sich spiter

herausstellte ungeeignet zur Separation der einzelnen Fraktionen.
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Abbildung 5.21: Flussschema zur anfinglichen Riickfaltung/Trimerisierung mit
Harnstoff

Nach zahlreichen, langwierigen und meistens erfolglosen Optimierungsversuchen wurde eine
Methode zur Reinigung und anschlieBenden vollstdndigen Trimerisierung gefunden. Dabei
wurde Zwittergent3-14 als geeignetes Reinigungsdetergens entdeckt und somit ein Weg
gefunden, die bislang unvermeidliche Aufreinigung iiber Kationenaustauschchromatographie
zu umgehen. Dafiir wurden wiederum mehrere Versuchsserien durchgefiihrt, die die
Denaturierungsbedingungen, die Reihenfolge der Zugabe an Hilfsstoffen, Inkubations-

temperaturen und nochmals die Konzentrationen an Hilfsstoffen optimierten.

Die Proteine wurden dabei wesentlich schonender behandelt als {iber die lange Verweildauer
in 8 M Harnstoff, was sich im weiteren Verlauf als wichtig erwies. Zudem gab es keinerlei
Verluste an Omp32 und mehrere Mutantenspezies konnten gleichzeitig behandelt werden. Ein
entscheidender Fortschritt gelang durch die Herabsenkung der Proteinendkonzentration in
Riickfaltungsansitzen auf 0,5-1,0 mg/ml und durch Inkubation des Riickfaltungsansatzes fiir
langere Zeit bei erhohter Temperatur. Die aktuelle erfolgreiche Methode zur Riickfaltung

benutzte die im Folgenden aufgelisteten Bedingungen:
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Endkonzentrationen Chemikalien, Stammlosungen
2mg/ml rechnerisch Omp32-Spezies in 8 M Harnstoff , [] = variierend
0,3/0,3/0,8% (OG/OPOE/OTGP) 20% Detergens (OG/OPOE/OTGP)
1M 2 M Arginin pH8,0
25 mM 1 M Tris pHS,0
50 mM 1 M NaCl
1 mM 100 mM CaCl,

Der Ansatz wurde in exakt obiger Reihenfolge pipettiert, nach jeder Zugabe kurz durchmischt

und nach Fertigstellung sofort fiir einen bis zehn Tage bei 55°C unter starkem Schiitteln

inkubiert. Es ergaben sich einige Punkte, die sich als wichtig erwiesen:

Von Zellernte bis zum fertigen Riickfaltungsansatz diirfen nicht mehr als 2 Tage

vergehen;

Die Reihenfolge der zugegebenen Hilfsstoffe schien Einfluss zu haben und durfte

nicht verdndert werden;

Das Porin musste so kurz wie moglich in frischem 8 M Harnstoff gelagert werden;
Die Riickfaltung erfolgte spontan und war in kiirzester Zeit beendet;

Der Effekt der Detergenzien konnte stark variieren und nicht vorhergesagt werden;

Das Volumen des Ansatzes sollte 80% des Reaktionsgefiles ausmachen, um
Konzentrationsschwankungen durch spitere Kondensbildung und eine damit

einhergehende Ausbildung einer Phasenschichtung weitgehend zu vermeiden.

Erfolgreiche Ansitze zeigen so gut wie keinen Niederschlag mehr, was sehr wahrscheinlich

auch auf die verringerte Proteinkonzentration zuriickzufiihren war. Hinzu kam, dass Omp32

aus den Inclusion-Bodies mit 8 M Harnstoff in drei Ansdtzen bei unterschiedlichen

Temperaturen extrahiert wurde. Bereits die so gelosten Proteine wiesen Unterschiede bei

ansonsten identischen Riickfaltungsbedingungen auf, die einzeln untersucht werden mussten,

um die Trimerisierung zu optimieren. Experimente mit einer Omp32-Spezies fiihrten

deswegen immer zu einem 3x3-Assay, in dem die beiden Parametern ,,Detergensart™ und

,Losungstemperatur von Omp32 in 8 M Harnstoff™ getestet werden mussten.
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Riickfaltung/Trimerisierung
iiber Harnstoff, 11

Detergenz-gereinigte Inclusion-Bodies

Losen in 8 M harnstoff

v

T, -Pellet
Optimierungsassay

Optimierter Ansatz
2 mg/ml Protein
Detergenz mit Octyl-Gruppen
1 M Arginin
25 mM Tris-Puffer pH8,0
50 mM NaCl
1 mM CaCl

Trimere

Dialysen
gegen:
0,3% OPOE
10 mM NaCl
SmM Phosphat-Puffer pHR,7

Aufkonzentrierung

fertige Porinpriparation

Abbildung 5.22: Flussschema zur Riickfaltung/Trimerisierung mit Harnstoff-
denaturiertem Omp32

5.1.6 Trimerisierung

Um vergleichbare Ergebnisse, insbesondere bei Leitfdhigkeitsmessungen und 2D-
Kristallisation zu erhalten, mussten die verschiedenen Mutanten einheitlich vorliegen. Dabei
sollte als Endform eine vollstdndige Trimerisierung der Porine erzielt werden, da dies auch

der Zustand des aus D. acidovorans aufgereinigten nativen Omp32 ist.

Einige der ersten Versuche zur Riickfaltung verliefen insofern erfolgsversprechend, als hier
bereits Anteile von trimerisierten Omp32 sichtbar wurden, die allerdings im Vergleich zur
Monomer-Bande in SDS-PAGE nur sehr gering ausfielen. Abhilfe sollte in solchen Féllen
eine anschlieBend durchgefiihrte Gelfiltration schaffen, in der die enthaltenen Proteine nach
threr Grofe aufgetrennt werden. Diese Ansétze fiihrten durchweg zum Scheitern, da im
Grofteil aller Fille eine Durchmischung der verschiedenen Omp32-Multimere zu beobachten
war. Entgegen der erwarteten Reihenfolge Trimer-Monomer verhielten sich alle Laufe

entgegengesetzt, da ein Teil der Monomeren immer vor den Trimeren eluierte.



5 Ergebnisse 97

Omp32

Trimer = o lih o

Omp32 _| ‘
Dimer - o
Omp32 —1 o o

Monomer e "

Abbildung 5.23: Gelchromatographie — mit  Superdex200 von  Dodecylmaltosid-
riickgefaltetem rWT im analytischen Mafistab

Linke Fraktionen haben hdhere theoretische Molekulargewichte als rechte Fraktionen. Omp32-Derivate, die
DDM als Zieldetergens wéhrend der Riickfaltung erhalten, zeigen sehr héufig neben der erwiinschten
Trimerisierung eine zusitzliche Bande auf Dimerhoéhe. In dieser SDS-PAGE wie auch bei allen anderen, die zur
Analyse der einzelnen Fraktionen einer Gelchromatographie verwendet werden, verteilen sich die Monomere des
urspriinglich eingesetzten Materials (Bande 13) {iber nahezu die gesamte Chromatographie. Die Ursache hierfiir
sind wahrscheinlich Aggregate aus fehlgefalteten Monomeren in unterschiedlichen GroBen, die deswegen in den
einzelnen Fraktionen zu finden sind. Diese Aggregate zerfallen im Gegensatz zu korrekt gefalteten Trimeren und
Dimeren unter dem denaturierenden Einfluss der SDS-PAGE und sind deswegen nur als Monomere sichtbar.
Eine Trennung zwischen Trimeren und Dimeren ist ebenfalls nicht im erhofften Mall mdglich, obwohl die
Trennleistung der Sdule laut Herstellerangaben dazu in der Lage sein sollte. Eine weitere Aufreinigung von
Trimeren tiber dieses System ist somit nicht moglich.

Offensichtlich aggregierten die Monomere und bildeten so hohermolekulare Komplexe, die
unter den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE nicht als Komplexe, sondern nur als
Monomere erkennbar waren. Dieses Verhalten wurde unter allen getesteten Parametern
beobachtet. Die Verdnderung von Parametern wie Salzkonzentration, Detergenskonzentration,
CaCl,-Konzentration oder Harnstoffkonzentration hatte keinen positiven Einfluss auf das
Laufverhalten der Gelchromatographie. In wenigen, besonders drastischen Féllen konnte der
Zerfall von bereits trimerisierten Omp32 wihrend der Gelfiltration nachgewiesen werden,

sodass letztlich der jeweilige Ansatz vollstindig verloren war.



98 Ergebnisse

Omp32 I M3 5 7 9 11 13 15
Multimer =

| 1
Omp32 — -
! -l

Trimer

Omp32 — o &

Monomer

Abbildung 5.24: Gelchromatographie von Omp32-Q1 im préparativen Maf3stab

Linke Fraktionen hatten hohere theoretische Molekulargewichte als rechte Fraktionen. Q1 wurde vorher gegen
eine niedrige Endkonzentration von 0,3 % OPOE dialysiert. Das dabei erhaltene Material ist in Bande 16 zu
sehen und beinhaltet einen hohen Trimeranteil (starke mittlere Bande) im Gegensatz zum Monomer. Ebenfalls
enthalten sind hohermolekulare Proteine bzw. Aggregate, hier bezeichnet als Omp32-Multimere. Bei dieser
speziellen Chromatographie zerfielen die enthaltenen Trimere nahezu vollstindig in Monomere, die wie in
anderen Gelchromatographien iiber die Gesamtheit aller Fraktionen eluieren. Zusétzlich zum Fehlschlagen des
Reinigungseffektes iiber eine Grofentrennung kam in einigen wenigen Chromatographien diese fast vollstédndige
Monomerisierung der aufgetragenen Proben zum Tragen. Das Protein ging in diesen Versuchen quantitativ
verloren. M bezeichnet nativ aufgereinigtes trimeres Omp32 als Groenmarker.

Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass offensichtlich die getesteten Bedingungen wéhrend der
Gelchromatographie zu weit von mdglichen optimalen Parametern entfernt lagen. Da fiir alle
nachfolgenden Versuche ausschlieBlich Omp32-Trimere vorliegen sollten, musste die
Gelchromatographie als Reinigungsschritt vermieden werden. Dies gelang, indem die
Riickfaltung von Omp32 so ausgearbeitet wurde, dass nach der Riickfaltung das Porin bereits

vollsténdig trimerisiert vorlag.

Ein wichtiger Schritt hierzu war die Benutzung von Zwittergent3-14, sodass auf eine
Aufreinigung tiber 8 M Harnstoff verzichtet werden konnte. Reine Trimerisierungen mit
diesem Material erwiesen sich zum Ende der Arbeit hin als moglich, wobei die unter [5.1.5.]
genannten Punkte unbedingt einzuhalten waren. Weiterhin stellte sich heraus, dass in
Riickfaltungsansitzen, die fiir zwei bis zehn Tage bei 55°C inkubierten, der Anteil an
trimerisiertem Protein kontinuierlich anstieg, was jeweils iber SDS-PAGE nachgepriift wurde

und fiir alle derartigen Ansitze liberpriift werden sollte.
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Abbildung 5.25: vollstindige Trimerisierungen von Omp32-Derivaten nach Riickfaltung

von Detergens-aufgereinigten Proteinen im analytischem Mafstab
Banden 1,3,5,7,9: Omp32-Derivate 24 h nach Beginn der Riickfaltung bei RT; Banden 2.4,6,8,10: Omp32-
Derivate, nach zusitzlicher Inkubation fiir 60h bei 42°C unter Schiitteln. Banden 1,2: rWT; Banden 3,4: Ql;
Banden 5,6: Q2; Banden 7,8: DE; Banden 9,10: 5Q. Jeweils 30 ul. Auffallend war, dass die Trimerbande nach
langerer Inkubation nicht stirker wurde, sondern die Monomerbande verschwand und dies den Reinigungseffekt
bewirkte. Dies konnte auf eine Aggregation der Monomere zuriickgefiihrt werden, die durch Zentrifugation fiir
15 min bei 20.000 g vollstindig entfernt wurden. Die einen Tag nach Beginn der Riickfaltung genommenen
Proben wurden unter den gleichen Bedingungen abzentrifugiert.

Es konnte hierbei zu erhohtem Niederschlag an Protein kommen, der vermutlich von
aggregiertem monomeren Omp32 stammte. Unter den Bedingungen, die die beste Methode

innerhalb der Arbeit darstellte, ergab sich meistens ein relativer Anteil von 50-70% Trimeren.

Omp32
Trimer

Omp32 —
Monomer

Abbildung 5.26: Trimerisierungsansdtze ~ von  Detergens-aufgereinigten ~ Omp32-
Derivaten

Banden 1-4: Riickfaltungsansétze mit 1 M Arginin, pH9,5; Banden 5-8: Riickfaltungsansitze mit 0,5 M Arginin,

pHY9,5; Banden 9-12: Riickfaltungsansidtze mit 1 M Arginin, pHS8,5; Riickfaltungsansitze 13-16:

Riickfaltungsansidtze mit 0,5 M Arginin, pHS8,5. Banden 1,5,9,13: rWT; Banden 2,6,10,14: Q2; Banden

3,7,11,15: Q4; Banden 4,8,12,16: Q45. Die Proben mit hoherer Arginin-Konzentration wiesen ein besseres

Trimer/Monomer-Verhltnis auf. Eine Anderung von pH9,5 zu pH8,5 hatte hier keinen eindeutigen Effekt.

In einigen Experimenten konnte dieser Wert die erforderlichen 100% erreichen.
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Abbildung 5.27: Nachweis der vollstindigen Trimerisierung von mehreren prdparativ
zuriickgefalteten Omp32-Derivaten

Banden 1-4: Versuche zur Reihenfolge der Hilfsstoff-Applikation, analytischer MaBstab; Banden 5,6:
Aufreinigung Q1, siche auch [4bbildung 5.11]; Bande 7: Q1; Bande 8: Q3; Bande 9: Q4. Jeweils 30 pl.

Die Griinde fiir die Variabilitdt der Ergebnisse sind nicht bekannt. Nach wie vor ist es nicht
moglich, vorhersehbar Ansdtze zu produzieren, die eine optimale Riickfaltung mit
vollstdndiger Trimerisierung garantieren. Die Erfahrung zeigte jedoch, dass wiederholt

durchgefiihrte Experimente gewiinschte Ergebnisse liefern konnten.

5.1.7 Nachweis einer Malat-Bindung an Omp32

Unter der Annahme, dass Omp32 Malat und andere kleinere organische Sduren binden kann,
wurde ein Bindungstest iiber '*C-Malat durchgefiihrt. Aus ersten Versuchen mit niedrigeren
Konzentrationen von Porin und radioaktivem Malat war bekannt, dass die Bindungskonstante,
falls iiberhaupt mit den verwendeten Methoden nachweisbar, im millimolaren Bereich liegen

wiirde. Die durchgefiihrte Versuche beinhalteten neben je 70.000 Bq '*C-Malat:

e Membran: Puffersystem ohne Omp32 als Kontrolle. Hieriiber konnte die

Bindefahigkeit der Nitrozellulose-Membran beziiglich '“C-Malat ermittelt werden.

e wWT: natives Omp32 ohne Modifikationen zur Bestimmung der Bindungskonstante

von "*C-Malat.

e wWT denat.: denaturiertes natives Omp32 zur Bestimmung der unspezifischen

Bindung von '*C-Malat an vollstindig entfaltetes Porin.

e wWT Malat: natives Omp32 mit nicht-radioaktivem Malat, um die unspezifische

Bindung von Malat an korrekt gefaltetem Omp32 bestimmen zu kdnnen.

e rWT: rekombinantes Omp32 ohne Modifikationen zur Uberpriifung der

Bindungskonstante von '*C-Malat an nativ gefaltetem, rekombinantem Omp32. Das
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Protein unterscheidet sich nur in der ersten Aminosiaure von wWT. Es wurden

identische Ergebnisse zu ,,wWT* erwartet.

e rWT Malat: rekombinantes Omp32 mit nicht-radioaktivem Malat, um die
unspezifische Bindung von Malat an nativ gefaltetem, rekombinantem Omp32
bestimmen zu kénnen. Dies ermdglichte eine Uberpriifung der Ergebnisse von ,,wWT

Malat®, da identische Werte erwartet werden.

Jede Probe wurde dreimal fiir 10 min im Szintillationscounter vermessen. Die dabei
auftretenden Schwankungen liegen immer unter 0,5%, sodass sie hier nicht als
Fehlerbalken dargestellt werden. Die eingesetzte Radioaktivitit von 70.000 Bq wurde
durch die zweifache Behandlung mit Waschpuffer gut reduziert auf etwa 30 ,,counts* pro

Sekunde.

Radioaktivitatstest von “C-Malat
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Abbildung 5.28: Messergebnisse aus dem Malat-Bindungstest

Die Messwerte deuteten nicht auf eine Bindung von Malat an Omp32 hin. Storend fiir eine mogliche
Auswertung wirkte sich der sehr starke Hintergrund aus, der iiber den puren Membran-Anteil vermessen worden
war. Nichtradioaktives Malat senkte die an Omp32 gebundene Radioaktivitdt nicht wie erwartet deutlich ab,
insbesondere im Messteil mit rWT. Denaturiertes Omp32 besall nach wie vor eine hohe Bindekapazitit fiir
Malat. Es musste letztlich davon ausgegangen werden, dass die hier verwendete Versuchsanordnung nicht in der
Lage war, eine mogliche Bindungsstelle fiir Malat im Inneren von Omp32 korrekt wiederzugeben.

Eine tiefergehende Auswertung der zugrundeliegenden Messwerte war nicht mdglich. Es trat
praktisch keinerlei Konsistenz innerhalb der Ergebnisse auf. Die reine Trigermembran aus
Nitrozellulose band mehr Radioaktivitdt als Membran mit Porinen (WWT), denaturiertes
Omp32 wies eine hohere Bindungsfahigkeit auf als natives Omp32, kaltes Malat hat bei wWT

einen wie erwartet negativen Effekt, aber gleichzeitig leicht positive Auswirkung auf die
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Bindung von radioaktivem Malat an rWT. Es wurde aus diesen Ergebnissen heraus nicht
erwartet, dass durch zusitzliche Experimente mit dieser Methode die beinahe willkiirlichen
Messwerte sich vereinheitlichen und verbessern wiirden. Deshalb wurden keine weitere

Untersuchungen in diese Richtung unternommen.

5.1.8 Leitfihigkeitsmessungen an Omp32

Als alternative Methode zum Nachweis der funktionellen Faltung des Porins und zur
Untersuchung der Porineigenschaften wurden erste Leitfahigkeitsmessungen an sowohl
nativem wie auch rekombinantem Porin unternommen. Gemessen wurde dabei der

Ionenstrom von Na-Malat und KCIl durch verschiedene, in Lipidmembranen eingebaute

Porine.
o 500 mM Na-Malat
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Abbildung 5.29: Leitfihigkeitsmessung von Omp32-rWT bei 500 mM Na-Malat

Bei Leitfahigkeitsmessungen treten charakteristische Stufen und Spriinge auf, die vom Einbau, von Schlief3- und
Offnungsereignissen herriihren. Das rekombinante Protein zeigt eine fiir Omp32 charakteristische Zeit-Strom-
Kurve. Die Breite der Messkurve stammt aus Rauschen, das sich aus zufalligem ,,no0ise*, sowie nicht auflésbaren
Porenfluktuationen zusammensetzt. Aus einer solchen Messreihe kann die Leitfdhigkeit des Porins unter den
angegebenen Werten ermittelt werden.

Diese Messungen wurden fiir mehrere Omp32-Priparationen durchgefiihrt. Uber eine
Auswertung der beobachteten Stufenhohen liel sich eine Statistik fiir den rekombinanten
Wildtyp erstellen. [Abbildung 5.30, Tabelle 5.5] Die Daten zeigen eine dhnliche Verteilung
wie der nativ isolierte Wildtyp, bei dem weniger Offnungs- und SchlieBprozesse ausgewertet
werden konnten. Die charakteristischen Werte fiir die Leitfdhigkeit des rekombinanten
Omp32-WTs decken sich innerhalb der Messgenauigkeit gut mit den ermittelten Werten fiir
natives Omp32-WT. Daraus sind zweierlei Schliisse zu ziehen. Zunéchst wurde damit gezeigt,
dass das rekombinante Omp32 in einem funktionellen Zustand gefaltet vorliegt. Der

Vergleich der durchschnittlichen Stromabstufungen fiir die Trimere ldsst auBerdem den
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Schluss zu, dass sich isoliertes und rekombinantes Porin hinsichtlich der Porengréf3e und der
Poreneigenschaften, die gemeinsam die Leitfdhigkeit der Pore bestimmen, nicht
unterscheiden. Man kann folglich davon ausgehen, dass das rekombinante Omp32 die

natiirliche Struktur und die daraus resultierenden Eigenschaften angenommen hat.
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Abbildung 5.30: Histogramm der absoluten Hdufigkeiten der Stromstufen fiir natives

Omp32 (blau) und rekombinantes Omp32 (rot)

Tabelle 5.5:  Ausgewertete Stufenhéhen unterschiedlicher Omp32-Prdparationen

Omp32-Spezies | Offnungs- | Durchschnittliche Stromstufe fiir | Standardabweichung [pA]
Ereignisse ein Porintrimer [pA]
wWT (1) gemittelt 3,8 0,9
wWT (2) gemittelt 3,67 0,58%
Einzel 3,0 1,2
rWT Doppel 3,4 0,3
Trippel 3,6 0,8

Die Fahigkeit von rekombinantem Omp32, Malat als Substrat in der Pore zu binden, wurde
durch die Messung einer Malat-Bindekinetik [Abbildung 5.31] untersucht. Da der durch die
Poren flieBende lonenstrom nicht nur durch Malat-lonen, sondern auch einen Beitrag von
Na*-Ionen beinhaltet, wurden verschiedene Stromkurven im Vergleich betrachtet. Der
Stromfluss durch eine virtuelle zylindrische Pore in einer K-Oxalat- bzw. KCI-Losung zeigen
einfaches, nahezu lineares Verhalten ohne Séttigungscharakteristik. Bei diesen Simulationen

treten per Definition keine Interaktionen der passierenden Substanzen mit dem Kanal des
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Zylinders auf, wobei als einziger Effekt die Auswirkung der Ionendrift in Abhéngigkeit von
der angelegten Spannung und der gewéhlten Ionenkonzentration beobachtet werden kann. Die
entsprechenden Kurven steigen sehr steil an und liegen deutlich oberhalb von den jeweils
dazugehorigen experimentell ermittelten Messkurven. Anstelle von Na-Malat wurde K-Oxalat

fiir die Simulationen verwendet, da keine Daten fiir Na-Malat zur Verfligung standen.
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Abbildung 5.31: Theoretische und experimentell gemessene Durchgangskinetiken fiir
KClI, Na-Malat und K-Oxalat durch Omp32

Die roten Kurven simulieren den Durchgang der Ionen durch eine Pore mit einer Ladnge von 5 nm und einem
Querschnitt von 0,25 nm?, was den Abmessungen der ,,constriction zone* von Omp32 entspricht. Dabei treten
keine elektrostatischen Wechselwirkungen der Ionen mit dem Kanal auf. K-Oxalat verhélt sich sehr dhnlich wie
Na-Malat und wird als Substitut fiir die nicht-berechnete Na-Malat Kurve verwendet. Die schwarzen
experimentellen Kurven laufen deutlich unter den jeweiligen theoretischen Graphen. Na-Malat zeigt bereits bei
sehr geringen Konzentrationen einen nahezu waagerechten Verlauf.

Da die experimentellen Daten wesentlich flacher verlaufen und ein deutliches
Séttigungsverhalten zeigen, treten in Omp32 demzufolge Interaktionen zwischen dem Kanal
und den Substraten auf, die die Diffusionsgeschwindigkeiten der lonen reduzieren und auf
eine Bindung von Ionen hinweisen. Besonders auffallend ist dieser Effekt der Interaktion mit
Na-Malat. In den experimentellen Daten ergeben die dazugehdrigen Messwerte bereits bei
geringen Molarititen einen beinahe konstanten Wert, ein Indiz fiir das Vorhandensein eines
Maximums und damit eines sdttigbaren Transportes. Dieser Effekt tritt nur dann auf, wenn
das Substrat innerhalb des Kanals wihrend der Passage gebunden wird, und diese
Immobilisierung bei hohen Molarititen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Ein
solches Verhalten wurde bereits aus Untersuchungen zur Elektrostatik des Porins abgeleitet,

ein experimenteller Nachweis stand jedoch noch aus. Bei der experimentell gemessenen
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Malat-Kinetik ist zu beriicksichtigen, dass auch Na'-lonen zur Leitfihigkeit beitragen, die
aber nicht im Kanal gebunden werden kénnen®®. Beriicksichtigt man einen solchen
(quantitativ nicht bekannten) Beitrag mit einer Nicht-Sittigungs-Kinetik, so resultiert eine

noch ausgepragtere Séttigungskinetik fiir Malat-Ionen.

Fiir kleinere Anionen wie CI" ist ebenfalls eine Sattigungskinetik zu beobachten, die hier
gemessenen Werte deuten aber auf eine deutlich schlechtere Bindung und somit niedrigere
Spezifitét hin. Dies stimmt mit Molekulardynamik-Simulationen zum Translokationsverhalten
von Cl-Ionen iiberein.’? Die Kurve verlduft aus diesem Grund hoher und mit spiterer
Sattigung als diejenige von Malat. Die Messwerte fiir Malat gehen als einzige sehr rasch in
einen Sattigungsbereich iiber. Dieser Effekt tritt bei Molarititen auf, die innerhalb der
Messreihen unterreprisentiert sind und so keinen sicheren Schluss auf die zugrunde liegende
Bindungskonstanten zulassen. Es ist jedoch offensichtlich, dass die Halbséttigungskonstante

im niedrigen millimolaren Bereich bei etwa 10 mM oder niedriger liegt.
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5.2 PAP

5.2.1 Identifizierung der Gensequenz und der Primirstruktur

Die in der Rontgenstruktur von Omp32 sichtbaren acht Aminosduren fiihrten iiber eine
Edman-Sequenzierung zur vollstindigen Sequenz des co-kristallisierten PAP-Fragmentes.**
Durch diese Information war es mdglich, unter Beriicksichtigung der eingeengten ,.codon
usage* nach [4.3.1] degenerierte Primersitze zu konstruieren. In der ersten PCR mit diesen

Primern wurde DNA mit einer Lénge von etwa 120 bp amplifiziert, in der erstmalig ein Teil

der genetischen Sequenz von PAP mit 84 bp entziffert werden konnte (Positionen 115-198).
1 A

—t
gw
~J
o
oo
=]

224 bp

pap_1
120 bp

Abbildung 5.32: Erste PCR zur Generierung eines DNA-Stiickes komplementdr zur
bekannten kurzen Aminosduresequenz

Bande 1: degenerierte Primer ergaben wie erhofft sofort ein Fragment der erwarteten GroBe. Das Haupt-PCR-
Produkt wurde ausgeschnitten, in einen Klonierungsvektor ligiert und sequenziert. Ein Teil der erhaltenen
Sequenz entsprach genomischer DNA-Information von PAP. Bande 2: Marker A/BstEIL.

In der dazugehorigen Versuchsreihe zeichnete sich frith ab, dass DMSO einen positiven
Einfluss auf den Erfolg einer PCR ausiibte. Die besten Ergebnisse ergaben sich bei DMSO-
Anteilen von 5-10%. Weitere PCR-Versuche zu PAP wurden routinemdfig mit 3,5-10%
DMSO durchgefiihrt.

Aufgrund eines GC-Gehaltes von 60% konnte die gesamte Gensequenz nicht mit einer
einzigen Methode entschliisselt werden, sondern erst durch die Verwendung von insgesamt
vier unterschiedlichen Strategien. So wurde durch direkte Sequenzierung ausgehend vom
Genom von D. acidovorans die identifizierte Sequenz bis zur Position 428 erweitert. Die
dabei entstandenen Liicken mussten {iiber konventionelle PCR geschlossen werden.

Alternative Sequenzierungsversuche mit 10% DMSO anstelle von Betain, unter ansonsten
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identischen Bedingungen, fiihrten zu keinen guten Ergebnissen. Im néchsten Schritt wurde

iber den ,,Walker Kit“ [4.3.6] bis zur Position 649 sequenziert.

1031 bp
800 bp

600 bp

400 bp

200 bp

Abbildung 5.33: PCR-Produkte aus der Walker-PCR der unterschiedlich verdauten
genomischen DNA aus D. acidovorans

Bande 1: Apal; Bande 2: AlwNI; Bande 3: Bgll; Bande 4: BstXI; Bande 5: Eco57I; Bande 6: 100 bp Marker;
Bande 7: Mlul; Bande 8: Pstl; Bande 9: Pvul; Bande 10: Sacl; Bande 11: Stul. Jeweils 10 pl nach Walker-PCR
Runde 2. Nicht dargestellt sind Kpnl, Sacll, da diese keine Banden lieferten.

Dies wurde erst durch die Verwendung von 12 verschiedene Endonukleasen mdéglich, von
denen drei Ansidtze (Mlul, Pstl, Stul) bis dahin unbekannte Sequenzen erbrachten. Die letzten
fehlenden Informationen, sowie zusdtzliche 66 bp ,,upstream “, bzw. 98 bp ,,downstream * der
Gensequenz von PAP wurde durch die Verwendung von recyclisierter genomischer DNA in

einer PCR mit einem doppelten Satz an Primern in einer sogenannten ,,Nested PCR* erlangt.

Als sehr hilfreich in allen verwendeten Schritten erwies sich dabei immer ein Abgleich der
zuletzt gewonnen Informationen mit den bereits gelosten Gensequenzen von bekannten
Proteinen, die auf Proteinebene eine hohe Ahnlichkeit mit PAP aufweisen. Dafiir wurden in
erster Linie die PAP-Homologen aus Ralstonia solanaceareum sowie Ralstonia metallidurans

verwendet.
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I 3 5 M 9 11 13 15 17

1031 bp
800 bp

600 bp
400 bp

200 bp

Abbildung 5.34: Nested PCR von recyclisierten genomischen DNA-Fragmenten aus D.
acidovorans

Banden 1,3,5,8,10,12,14,16,18: Nested PCR mit jeweils 3% DMSO; Banden 2,4,6,9,11,13,15,17 : Nested PCR
mit jeweils 6,5% DMSO. Bande 7: 100 bp Marker. Bande 1: EcoRI; Banden 2,3: HindIIl; Banden 4,5: Kpnl;
Banden 6,8: Mlul; Banden 9,10: Ncol; Banden 11,12: Ndel; Banden 13,14: Notl; Banden 15,16: Stul; Banden
17,18: Xbal. Jeweils 10 pl. Interessanterweise ergaben die DMSO-Unterschiede deutliche Verdnderungen in den
Langen der DNA-Fragmente der einzelnen Untergruppen, bzw. war nur in einem der beiden Ansétze ein Produkt
vorhanden. Nach Anreicherung der Fragmente iiber Gelextraktion und Ligation mit einem Klonierungsvektor
ergab ein HindIII-Produkt Zugang zu den fehlenden letzten Informationen.

Die somit gewonnene DNA-Information umfasst 825 bp. Auf die Gensequenz von PAP
inklusive Stopcodon entfallen 660 bp, was einer Primérsequenz von 219 Aminosduren
entspricht. In der DNA-Information, die ,,downstream* des Gens liegt, findet sich ein
Transkriptionsstop, der iiber einen ,,stemloop* mit einer Lange von 10 bp (680-689; 694-703)
ausgebildet wird. Wie zu erwarten, findet sich ebenfalls eine Shine-Dalgarno-Sequenz
Hupstream™ von omp32. Die nicht fiir PAP codierenden DNA-Abschnitte kdnnen keinen

weiteren Genen zugeordnet werden.

Nested PCR PCR Direkte Sequenzierung Walker Kit Nested PCR

AA-Sequenzierung

B | SP. 1 prozessiertes, reifes PAP i
I | I 1
Omp32- ; : i
Bindung PA-Linker Peptidoglykan-Bindung
Abbildung 5.35: Schema zur Sequenzierung von PAP und seiner Strukturelemente

(A) Verwendete Methoden zur Generierung der genomischen Information fiir pap. Nach der Identifikation der
Aminosduresequenz des 51 AA langen Bruchstiickes von PAP wurde in einer degenerierten PCR (gelb) die erste
Sequenz identifiziert. Uber die nachfolgenden Schritte - direkte Sequenzierung von genomischer DNA (rot),
Walker Kit (griin) und Nested PCR von rezirkularisierter genomischer DNA (blau) - wurde die gesamte Sequenz
mit Randbereichen von je etwa 60 bp aufgeklért. (B) Unterteilung von PAP in seine identifizierten Doménen.
SP.: Signalpeptid, 22 AA; Omp32 Bindung: AA 1-51; PA-Linker: AA 52-79, Peptidoglykan-Bindung: AA 80-
197. Nédhere Angaben im Text unter [5.2.2].
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Tabelle 5.6: Gensequenz und abgeleitete Proteinsequenz von PAP aus D. acidovorans

GTGATGGTCACTGATAACGTCCACAGATTCGCAGCCCTGCTGCGGCTTTTTCCCCAAGAGGAGAACC

—————— e e e et T

-60 -50 -40 -30 -20 -10 -1
ATGAAGAAACTGAACAAAGTGGCGATGTTGTTTGCCTCTGCCGCCCTCGCAACGGCTGCTGGCGCACAAG
————————— e S A e At DL
1 10 20 30 40 50 60 70

M K K L N K VA M L F A S A A L A T A A G A Q*V

TGAAGGCTGCTGACGGTGGCAAGACCATCGACAACTGGCAAAACGGCACCAGCGAACTGGTGTGGAAGAA

————————— e e e e et
71 80 90 100 110 120 130 140
K A A D G G K T I E L V W K N

CGGCACGAACGAACTGTGCTGGCGCGATGCCAACTGGACGCCCGCCACTGCAGCAGCTGACTGCGACGGT
————————— e S e et
141 150 160 170 180 190 200 210
G T N E L, C W R DA ANWT P A T A A A D C D G

GCCCTGAAGCCTGTGGCAGCCGCTGTGGCTCCTGCCGCAACGCCCGCTCCGGCAGCTCCCGCTCCGGCAC
————————— e e e T e
211 220 230 240 250 260 270 280
A L K P V A A AV A P A AT P A P A A P A P A P

CGGCTCCCGCTCCGGCCGTGGCTTCCAAGGTGACCTTCTCTGCTGACGCTTTCTTCGACTTCGACAAGTC

281 290 300 310 320 330 340 350
A P A PA VA S KV T F S A DAVF F D F D K S

561 570 580 590 600 610 620 630

631 640 650 660 670 680 690 700
E v v G T R A A Q *

TTTTTTATGGCCGAACGGTCGTCGCAATCACCGACAATCGAGCCATGAGCAACGCAAT
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Die dabei rot-markierten Abschnitte bezeichnen die Shine-Dalgarno-Sequenz, das Startcodon,
sowie den identifizierten ,,stemloop*, der sehr wahrscheinlich als Transkriptionsstop dient. ,,Q**
steht fiir pyro-Glutamat als die erste Aminosdure des prozessierten nativen PAP. Die 22 davor
liegenden Aminosduren stellen das Signalpeptid dar und werden beim Durchgang durch die
innere Membran abgeschnitten. Die griin-markierte Sequenz ,, “ kennzeichnet die
Aminosduren, die als einzige in der Kristallstruktur von Omp32 [A4bbildung 3.5] klar identifiziert
wurden. Auf die 28 Aminoséduren lange blau-markierte Sequenz im Mittelteil von PAP wird im
weiteren Text [5.2.2] noch eingegangen werden. Der unterstrichene Abschnitt markiert die
Aminoséuren, die von der ersten Analyse durch die Proteinsequenzierung bekannt waren. Zu

beachten ist dabei, dass die urspriinglich bekannte Sequenz Fehler enthielt [4.3.1].

Die ,,codon usage* innerhalb PAP ist deutlich reduziert, wie bereits von den Proteinen
Omp21 und Omp32 her zu erwarten war. Diese Eigenschaft wurde zur Bestimmung der ersten
Teilsequenz genutzt. Von den insgesamt 61 Codons, die fiir Aminoséuren kodieren, werden
nur 36 verwendet und selbst davon werden einige Codons nur in wenigen Féllen benutzt
[Tabelle 5.7, Tabelle 5.8]. Die in Spalte ,,% PAP* [Tabelle 5.8] angegebenen Zahlen beziehen
sich auf das bereits prozessierte PAP und entstammen somit der um das Leaderpeptid
bereinigten Sequenz. Die in der Spalte ,,e zu E.c.* aufgelisteten Werte geben den Unterschied
an zwischen der prozentualen Verwendung des jeweiligen Codons in PAP aus D. acidovorans
und seiner prozentualen Verwendung im Genom von E. coli. Schwarze Zahlen bedeuten dabei
eine erhohte prozentuale Verwendung in PAP von D. acidovorans, rot-markierte negative
Zahlen eine hohere Verwendung im Genom von E. coli. Zur Verwendung der einzelnen
Nukleotide in den jeweiligen Positionen der Tripletts [4bbildung 5.36] ist auffallend, dass
Guanin und Cytosin an den Positionen 1 und 3 vorherrschen, an Position 2 jedoch ein

insgesamt ausgewogenes Verhiltnis von A+T/G+C vorliegt.
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Tabelle 5.7: ,,codon usage “ von PAP und seinem Leaderpeptid

Trpl. | AA [fP| SP. | Trpl. | AA |fP | SP. | Trpl. | AA |fP|SP.| Trpl. |[AA|fP |SP.
AAA K 1 1 AGA R ATA 1
AAG K 19 2 3 1 | AGG R ATG M 2
AAC N 10 1 6 1 ATC 1 6
AAT N 2 ATT 1
CAA Q 2 CCA P CGA R CTA L
CAG Q 3 cCCG P 4 CGG R CTG L 9 1
1 ccc P 6 CGC R 7 CTC L 1
CCT P 2 CGT R 1 CTT L
GAA E 11 GCA A 7 2 | GGA G GTA V
GAG E GCG A 1 | GGG G GIG V 12 1
GAC D 11 GCC A 12 3 | GGC G 11 1| GIC V 4
GAT D 2 GCT A 17 2 | GGT G 3 GIT V 3
TAA  * 1 TGA  * TTA L
TAG  * 2 TGG W 4 TTG L 1
3 4 2 4
21 1

Die Gesamtlinge des unprozessierten Proteins entspricht der Summe aller angegebenen
Aminoséduren. Die Aminosiuren in der Spalte ,,fP* beziehen sich auf das fertig gereifte PAP,
diejenigen in der Spalte ,,SP* alleinig auf das Signalpeptid unmittelbar nach Translation des

Proteins.
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Tabelle 5.8:  Prozentuale ,,codon usage “ von PAP und Vergleich mit gesamter CU von E. coli
Trpl.AA|% PAP|e zu E.c.[Trpl.|AA|% PAP|e zu E.c.Trpl.AA|% PAP|e zu E.c.TrplL.[AA|% PAP|e zu E.c.
AAA K 5 -71 -12 AGA R -4 ATA 1 -7
AAG K 95 71 27 4 AGG R -3 ATG M 0
AAC N 100 39 55 12 11 -16 ATC 1 100 54
AAT N -39 18 -3 -13 ATT 1 -47
CAA Q 40 9 CCA P -20 CGA R -5 CTA L -3
CAG Q 60 -9 CCG P 33 22 |CGG R -8 CTG L 100 45

100 52 CCC P 50 40 CGC R 88 51 CTC L -10
-52 CCT P 17 1 CGT R 13 -30 CTT L -10
GAA E 100 30 GCA A 19 -3 GGA G -9 GTA V -17
GAG E 30 |GCG A -34 |GGG G -13 GTG V 63 29
GAC D 85 44 GCC A 33 8 GGC G 79 39 GTC V 21 1
GAT D 15 -44 GCT A 47 28 GGT G 21 -17 GTT V 16 -13
TAA * 100 38 -12 TGA * -30 TTA L -11
TAG * -9 22 9 TGG W 100 0 TTG L -11
100 53 44 27 100 43 100 51
-53 22 3 -43 -51
Verteilung der Nukleotide auf die jeweiligen
Positionen eines Tripletts
100%
80% -
60% oA
° oG
40% - me
oT
20% | H
0%
Nukl. 1 Nukl. 2 Nukl. 3
Abbildung 5.36: Verwendung der einzelnen Nukleotide in PAP-codierenden Tripletts

Auffallend war die extreme Bevorzugung von Guanosin in den Nukleotidpositionen 1 und 3 mit jeweils mehr als
40% und eine Unterrepriasentierung in Position 2, mit nur etwa 15 %. Aus welchem Grund die unterschiedliche
Besetzung der Triplettpositionen in D. acidovorans erfolgt ist nicht bekannt.
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5.2.2 Identifizierung der 3D-Struktur

Eine kiirzlich erschiene Publikation®” lieferte klare Anhaltspunkte fiir die zu erwartende
Struktur einer Doméne von PAP aus D. acidovorans. Zudem war aus der Kristallstruktur von
Omp32 bekannt, dass ein Teil von PAP an Omp32 bindet. PAP konnte somit in zwei grof3e
Doménen unterteilt werden, die durch eine Art ,,bewegliche Kette*, ndmlich die in der obigen

Aminoséduresequenz [Tabelle 5.6] blau dargestellten Aminosduren verbunden sind.

Nach Abspaltung des Leaderpeptids mit den ersten 22 Aminosduren, das fiir die
Membrangingigkeit von PAP codiert, entsteht das gereifte Protein mit einer Gesamtldnge von
197 Aminosduren. Die erste Aminosdure ist ein pyro-Glutamat, was bereits aus ersten
Proteinsequenzierungen her bekannt war.** Die ersten 51 Aminoséuren des prozessierten PAP
weisen einen IEP von 4,4 auf, dies ist auch die Doméne, die nachweislich an die
periplasmatische Seite von Omp32 bindet (acht griin markierten Aminosduren in der obigen
Sequenz). Eine Strukturvorhersage zur dieser Region mit Thren 51 Aminosduren war mit den

verwendeten Internet-basierten Vorhersageprogrammen nicht moglich.

Die Unterdoméne von PAP, die aus beinahe ausschlieBlich drei verschiedenen Aminosauren
(P,A,V) eine 28 Aminosduren lange Sequenz generiert, konnte ebenfalls nicht dargestellt
werden. Allen Erwartungen zufolge ist das Hauptcharakteristikum dieses Abschnittes, dass er
eine sehr hohe Flexibilitdit und mechanische Freiheitsgrade in mehreren Moden aufweist.
(Personliche Kommunikationen H. Engelhardt). Aus diesem Grund ist eine

Strukturvorhersage fiir diesen Abschnitt mit den bisher gegebenen Methoden unméglich.

Die letzte Doméne weist im Gegensatz zur Ersten einen deutlich basischen IEP von 9,6 auf.
Aufgrund von Homologieuntersuchungen dieser Sequenz und einigen bekannten Funktionen
stark homologer Bereiche, insbesondere des Proteins RmpM aus Neisseria meningitides,™
konnte davon ausgegangen werden, dass sie eine Bindungsstelle zur Peptidoglykan-Schicht
des Bakteriums aufweist. Diese Doméne konnte als einziger Bereich von PAP strukturell
vorhergesagt werden. Daflir wurden die Sequenzen von PAP, des PAP-Homologon aus
Ralstonia solanaceareum als auch diejenige fiir RmpM von N. meningitides mit Hilfe der

unter [4.9.2] genannten Programme analysiert.

Anwendung auf RmpM aus Neisseria _meningitides: Dabei gelang es, iiber diese

Programme die bereits liber Rontgenstruktur geléste Domédne von RmpM [4bbildung 5.37]



114 Ergebnisse

korrekt vorherzusagen. Die wesentlichen Bestandteile dieses Modells sind vier anti-parallele
B-Strange, zwei im etwa 120° Winkel zueinander stehende grof3e a-Helices (a2, a3) sowie ein
groBerer Loop, der zwei tiber eine zusitzliche Cystein-Briicke verbundene kleinere a-Helices

(04, a5) aufweist. [Abbildung 5.37, links]

Abbildung 5.37: 3D-Strukturmodell von RmpM aus N. meningitides, Vorhersage durch
EsyPred

Die linke Struktur wurde auf der Grundlage der gelosten Kristallstruktur des Proteins RmpM erstellt.* Die
Seitenreste der Aminosduren in der Vorhersage auf der rechten Seite wurden ausgespart. In gelb sind die Ca-
Atome des Proteins markiert, die als B-Faltblatt identifiziert wurden, in rot die Ca-Atome, die eine a-Helix
bilden. Die Nummerierung im rechten Bild ist an diejenige im linken angelehnt: o3[, a4[, o2[; B3.., B2.-., B4[,
B2... Die Pfeile geben die Laufrichtung der jeweiligen Sekundérstruktur in der Strukturvorhersage von N- nach
C-Terminus. a4 weicht von Schema im linken Bild ab, siehe Text.

Die Strukturvorhersagen durch die drei verwendeten Programme fiir RmpM bildeten alle
diese Eigenschaften bis auf geringe Unterschiede korrekt ab. Die dadurch erhaltenen
Strukturen dhneln einander sehr stark und unterscheiden sich in erster Linie nur geringfiigig
durch die Anzahl der dargestellten B-Stridnge, sowie durch die Modellierung der N-, sowie C-
terminalen Aminosiuren. Hinzu kommen geringe Unterschiede im Ubergang der o-Helix zum
langsten B-Strang, sowie Konformationsunterschiede im untersten Loop mit der darin
enthaltenen o-Helix [Abbildung 5.38]. Es wird deswegen im Weiteren nur auf das
vollstidndigste, durch ESyPred generierte Modell eingegangen, da alle daraus abgeleiteten

Aussagen ebenfalls fiir die beiden anderen Modelle zutreffend sind.

Als Unterschied zur geldsten Struktur stach in erster Linie der in den Vorhersagen deutlich
verkleinerte Loop ins Auge, der nur eine einzige a-Helix (a4) aufweist, die auch innerhalb der

Kristallstruktur von RmpM dargestellt ist, allerdings an anderer Stelle und in
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entgegengesetzter Orientierung. Daran angeschlossen ist der N-terminale [B-Strang im
Strukturmodell, der hier ebenfalls als B4 identifiziert wurde. In der Kristallstruktur ist dieser
Loop wesentlich grofer und deutlich abgesetzt und enthilt die beiden a-Helices 04 und a5
und erst danach folgend 34. Dieser letzte B-Strang wurde in den Modellen falsch
vorhergesagt, da die eigentliche Kehre des Loops bereits als B-Strang dargestellt wird und V5
nicht identifiziert und dargestellt werden konnte. Ein zusdtzliches Indiz dafiir ist, dass von
allen Programmen nur ein Cystin (C169) modelliert wurde und sich dieses innerhalb des
falsch vorhergesagten untersten Loops befindet, unmittelbar vor o4. Es hat dabei keine
Moglichkeit zur Ausbildung einer Cysteinbriicke. Korrekt wére die Vorhersage, wenn diese
letzte a-Helix nach unten gebogen wire, dadurch die deutlichere Hervorhebung des Loops
entstiinde und anschlieBend iiber eine weitere a-Helix wieder zuriick an den Kernbereich des
Proteins gefithrt werden wiirde. In allen anderen Bereichen aber spiegelte die Modellstruktur

sehr gut die Kristallstruktur von RmpM wieder.

Eine Verwendung der dabei benutzten Programme zur Vorhersage einer bereits geldsten
Struktur des PAP-homologen RmpM fiihrte zu Ergebnissen, die die Kristallstruktur in vielen
Punkten korrekt wiedergab. Diese Programme wurden deshalb auch fiir die Berechnung von

Strukturmodellen fiir PAP eingesetzt.

Die dargestellten Strukturen in [Abbildung 5.38] reprisentieren die Ergebnisse der drei
Programme beziiglich RmpM. In der [Tabelle 5.9] werden alle Start- und Endpunkte der
daraus vorhergesagten strukturellen Sekundirelemente aufgelistet, wobei Unterschiede durch
eine rote Markierung hervorgehoben sind. Es kann nicht festgestellt werden, welche
Aminosduren in der tatsdchlich gelosten Kristallstruktur die Endpunkte dieser einzelnen
Sekundirstrukturen darstellen, da diese Daten noch nicht fiir die Offentlichkeit freigegeben

worden sind.
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Abbildung 5.38: 3D-Strukturvorhersagen von RmpM.

Strukturvorhersagen generiert durch EsyPred3D, 3Dpssm und 3Djigsaw (von links nach rechts). Der N-
Terminus beginnt oberhalb von B1, der C-Terminus endet oberhalb von 4. Alle Vorhersagen weisen mit nur
wenigen Unterschieden ein identisches Faltungsmuster auf, dass demjenigen der Doméne aus der bekannten
Kiristallstruktur [4bbildung 5.37] entspricht.

Tabelle 5.9:  Klassifikation der vorhergesagten Sekunddrstrukturen von RmpM

Element EsyPred3D 3Dpssm 3Djigsaw
Modellierte Sequenz 74-180 75-181 81-174
V-Helix 1 90-105 90-105 90-105
V-Helix 2 123-144 123-144 123-144
V-Helix 3 168-175 168-175 168-174
3-Strang 1 78-82 79-82
3-Strang 2 110-118 109-118 110-118
3-Strang 3 151-157 151-157 151-157
3-Strang 4 177-180 176-181

Anwendung auf PAP aus D. acidovorans: Die drei verwendeten Programme kamen zu

beinahe identischen Ergebnissen [Abbildung 5.39]. Die Hauptunterschiede innerhalb der
Vorhersagen von PAP durch die einzelnen Programme lagen wieder in der Anzahl der
erkannten -Strangen, der Lange der modellierten N- und C-Termini, sowie in der Ausbildung

des untersten Loops.

Diese Strukturmodelle von PAP dhneln auf nahezu exakte Weise denjenigen, die fiir RmpM
erstellt worden sind. Eine Ursache hierfiir ist die hohe Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen

im modellierbaren Bereich. Innerhalb dieser Region sind 36% aller Aminosduren identisch,
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48% aller Aminosduren konnen mit funktionell verwandten Aminoséuren des jeweils anderen
Proteins direkt in Verbindung gebracht werden. Ab 40% Identitdt liegt beinahe sicher eine
identische Faltung der betrachteten Proteine vor. So kann mit groBer Gewissheit davon
ausgegangen werden, dass die Faltungsmotive von RmpM und PAP in weiten Ziigen einander

zumindest dhneln, wenn nicht grofteils identisch sind.

Strukturelle Vorhersagen unter Verwendung des PAP-Homologons aus R. solanaceareum
filhrten zu Modellen mit identischen Faltungsmotiven und werden hier nicht dargestellt. Sie

untermauern jedoch die hier getroffenen Aussagen zusétzlich.

Abbildung 5.39: 3D-Strukturvorhersagen von PAP.

Strukturvorhersagen generiert durch EsyPred3D, 3Dpssm und 3Djigsaw (von links nach rechts). Nummerierung
angelehnt an diejenige in der Rontgenstruktur von RmpM. [4bbildung 5.37] Der N-Terminus beginnt oberhalb
von B1, der C-Terminus endet oberhalb von B4. Alle Vorhersagen wiesen ein identisches Faltungsmuster auf,
dass ebenfalls hohe Homologien zur Kristallstruktur der gelosten Doméne aufweist.

Tabelle 5.10: Klassifikation der vorhergesagten Sekunddrstrukturen von PAP

Element EsyPred3D| 3Dpssm 3Djigsaw
Modellierte Sequenz 88-189 85-190 89-185
V-Helix 1 99-114 99-114 99-114
V-Helix 2 132-153 132-153 132-153
V-Helix 3 177-183 177-183 177-183
3-Strang 1 88-91 89-93
3-Strang 2 118-127 118-127 118-127
3-Strang 3 160-166 160-166 160-166
3-Strang 4 185-189 185-190
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6 Diskussion

Mutagenese und Expression: Um den Einfluss der einzelnen Aminosduren auf die

elektrostatischen Eigenschaften des Argininclusters zu testen, mussten mehrere Mutanten
konstruiert werden. Die dafiir noétige Klonierung von omp32 in einen geeigneten
Expressionsvektor gelang problemlos. Die nachgeschalteten Mutationen der fiinf am Arginin-
Cluster beteiligten Aminosduren erwiesen sich als experimentell aufwéndig. Urspriinglich
sollten die Mutanten iiber die Methode der willkiirlichen Permutationen nach dem Verfahren
des pALTER-Kits erzielt werden. Mithilfe dieses Kits hdtte der Einfluss der einzelnen
Aminosduren in allen denkbaren Kombinationen auf den Selektivititsfilter von Omp32
getestet werden konnen. Die Anzahl der moglichen Mutanten belief sich auf 3° =243, da fiir
jede der zu mutierenden drei Argine des Clusters die Aminosduren Gln und Glu und fiir die
zwei Glutamate des Clusters Arg und Gln eingebaut werden. Aus einer solchen Bibliothek
mutierter Plasmide hétten die Vielversprechendsten exprimiert, aufgereinigt und riickgefaltet

werden konnen.

Die Mutagenese iiber diese Methode erwies sich jedoch als nicht durchfiihrbar. Die Griinde
hierfiir lagen in der zu geringen Kompetenz der Zellen, Plasmide aufzunehmen. Uber diese
Methode wurde nur eine einzige Mutante erzielt, die an den Positionen 38, 75 und 133 jeweils

von Arg zu Glu mutiert war.

Erst durch die Verwendung der Quikchange-Methode, die einen gezielteren Austausch der
Nukleotide iiber PCR vornimmt, konnten 15 Mutanten generiert werden. Als wichtiger Punkt
erwies sich dabei einerseits die DMSO-Konzentration innerhalb der PCR-Ansitze, die erst bei
Werten zwischen 5-10% Ergebnisse erzielten, andererseits das Volumen des einzelnen PCR-
Ansatzes. PCR-Volumina mit 100 pl zeigten keinen Erfolg, wohingegen unter ansonsten
identischen Bedingungen Volumina mit 30 pl sehr hdufig die gewiinschten Resultate
erbrachten. Diese Volumenabhingigkeit der PCR ist seit lingerem bekannt.**** Bei

Berticksichtigung beider Besonderheiten verliefen alle Mutagenesen iiber die Quikchange-

Methode erfolgreich.

Die Verwendung von E. coli mit dem pRARE Plasmid, iiber das verstédrkt seltene tRNA der
Wirtszelle zur Verfligung gestellt werden, ermdglichte die Produktion von Omp32 in grof3er
Menge. Eine Unterrepriasentierung der entsprechenden Codons kann sowohl zu geringeren
Porinmengen, als auch zu verminderter Qualitit der erzeugten Proteine fithren.*® Erste
Expressionen durch eine Animpfung der Medienkolben mit einer Stammlosung fiihrte rasch

zu sinkenden Ausbeuten an Inclusion-Bodies. Offensichtlich nahmen die Zellen in der kurzen
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Zeit, in der sie aufgetaut waren, Verdnderungen an ihrer DNA vor und reduzierten somit die
Fahigkeit zur Expression. Die Verwendung von tiefgefrorenen Aliquots der Bakterienstimme
brachte letztlich den entscheidenden Erfolg. Fiir jede Expression wurde ein neues Aliquot

benutzt, das zuverldssig anwuchs und stets hohe Mengen an Inclusion-Bodies produzierte.

Fremdexpression und Anpassung des Kulturmediums: Omp32 weist bei heterologer

Produktion in E. coli Toxizitit auf, wie einige andere heterolog produzierte Porine

ebenfalls. b8!

Mogliche Griinde dafiir sind, dass einerseits durch die starke Uberproduktion
des Porins die Stabilitit der duleren Membran leiden kann, da die Porine beginnen, lipidarme
2D-Kristalle zu bilden; andererseits wird durch die Selektivitit und Spezifitit der
eingebrachten Porine das natiirliche Ionengleichgewicht empfindlich gestort. Insbesondere im
Fall von Omp32, dass die bisher stirkste Anionselektivitét aller untersuchten Porine aufweist,
wird eine hohe Toxizitit erwartet und bei korrekter Lokalisierung des Porins in die dullere
Membran von E. coli auch beobachtet. Aus Selektivitdtsmessungen ist zu schlieen, dass fiir
jedes K'-Ion etwa 20 Cl-Ionen die Pore passieren.”’ Beide Ionen besitzen einen #hnlichen
hydrodynamischen Radius und liegen hydratisiert als Kugel vor. Die natiirliche
Hauptfunktion von Omp32 in D. acidovorans ist nicht die erleichterte Diffusion kleiner
Ionen, sondern die Durchleitung von organischen Sduren durch die duBlere Membran mit
einem wesentlich grofleren hydrodynamischen Radius, die im hydratisierten Zustand eine
nicht-sphirische Form besitzen und somit die Orientierung der Sdure dem Porenverlauf
angepasst sein muss. Unter diesen Bedingungen ist die Passage von kleinen Kationen
(Metallionen™") und groBen Anionen (organische Sduren’") etwa gleich wahrscheinlich. Als
Folge davon entsteht kein Ungleichgewicht der Ladungsverteilung iiber die Membran, die
transportierten Ladungen werden sich in der Summe neutralisieren. Dies sind die

Gegebenheiten unter natiirlichen Lebensbedingungen fiir D. acidovorans.

Unter Laborbedingungen fiir optimales Wachstum von E. coli sind im Medium keine
organischen Séduren enthalten, dafiir 1% (w/v) NaCl zur Stabilisierung des
Ionengleichgewichtes. Bei korrektem Einbau von Omp32 in die duflere Membran von E. coli
wird ein unnatiirlicher Selektivitdtsmechanismus in Gang gesetzt, an dessen Ende ein starker
Influx von Cl’-Ionen in das Periplasma und mdéglicherweise in das Zellinnere steht, der sich
toxisch auf die Lebensfdhigkeit der Zelle auswirken konnte. Im Gegensatz dazu existieren
Porine, die nur eine moderate Anionen- oder Kationenselektivitit aufweisen, bei denen die

heterologe Produktion und die korrekte Faltung in die duflere Membran von E. coli moglich
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ist.**° Eine interessante Mdglichkeit, um dieses Problem einer mdglichen Toxizitit von
fremden Porinen zu umgehen wire demzufolge, das Medium entsprechend anzupassen. Je
nach der zu erwartenden Selektivitit des betrachteten Porins miissten im Kulturmedium fiir
anionselektive Porine hydrodynamisch kleine Anionen durch groBere ersetzt werden,
entsprechend hydrodynamisch kleine Kationen durch groBere fiir kationenselektive Porine.
Mit der Wahl der richtigen Parameter bestiinde so die Moglichkeit, bisher unzugéngliche
Porine direkt in die duflere Membran von E. coli zu produzieren. Der Umweg iiber die
Bildung von Inclusion-Bodies, die teilweise unter mithsamen Bedingungen wie in dieser

Arbeit riickgefaltet werden miissen, konnten so moglicherweise umgangen werden.

Aufreinigung: Viele Porine wurden mittlerweile in E. coli als Inclusion-Bodies produziert,

um die toxischen Begleiterscheinungen einer nativen Expression zu vermeiden und

9192 Bg existieren keine verdffentlichten

gleichzeitig die mogliche Ausbeute zu steigern.
Untersuchungen, die iiber ein Scheitern der Riickfaltung von heterologem Porinen aus
Inclusion-Bodies berichten. Insofern wurde anfangs ein rasches Gelingen der Produktion von
korrekt gefaltetem trimeren Omp32 erwartet. Wie dargestellt, ergaben sich jedoch vielfiltige
Probleme, deren Auswirkungen anfangs nicht abzusehen waren und die den Prozess der

Optimierung der Riickfaltung und Reinigung rekombinanten Proteins erheblich erschwerten.

Eines der Probleme stellte die heterologe Zusammensetzung der Inclusion-Bodies dar. Um die
Reinheit der erzeugten Inclusion-Bodies anzuheben, wire eine Expression in einem E. coli
Stamm vorteilhaft, der noch alle seine natiirlichen Proteasen enthilt. Der hier verwendete
Expressionsstamm BL21(DE3) Rosetta [4.1.1] besitzt einen Defekt in der cytosolischen Lon-
Protease. Es wird angenommen, dass die Proteasen Lon, Clp und HsIVU” zu 80% fiir die

Degradierung unkorrekt gefalteter Proteine im Cytoplasma verantwortlich sind.”*

Unter den Bedingungen einer omp32-Expression wird auf die natiirlichen, bereits korrekt
gefalteten cytoplasmatischen E. coli Proteine, sowie diejenigen, die neben Omp32 produziert
werden, eine Art ,,hydrophober Stress® ausgeiibt. Grund dafiir ist, dass das Porin durch das
Fehlen einer membrandsen Umgebung seine natiirliche Konformation nicht annehmen kann,
dabei eine unkorrekte Faltung einnimmt und aufgrund seiner stetig ansteigenden
Konzentration in der Zelle zu aggregieren beginnt, um dabei die gewiinschten Inclusion-
Bodies zu bilden. Bei diesem Vorgang wird den cytosolischen Proteinen eine grof3e
hydrophobe Oberfliche prasentiert. Hinzu kommt, dass die Inclusion-Bodies das zur Lésung

von Proteinen verfiigbare Volumen reduzieren und iiber die Effekte des ,,macromolecular
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crowding* die Aggregation von Proteinen fordern.”””° Beide Effekte fiihren dazu, dass auch
cytosolische Proteine destabilisiert werden und teilweise aggregieren. Durch die Prisenz der
Proteasen wird dieser Effekt vermindert’® In erster Linie werden diejenigen Proteine
proteolytisch angegriffen, die noch nicht vollstindig ausgefallen oder aggregiert sind und
fehlgefaltete Domédnen mit hoher Mobilitit aufweisen. Die fehlgefalteten Porine entziehen
sich aufgrund ihres hydrophoben AuBeren durch Aggregation rasch dem proteolytischen
Zugriff. Bereits aggregiertes Protein kann durch Proteasen nur geringfiigig attackiert werden.
Die Proteasen spalten in erster Linie die nur teilweise fehlgefalteten cytosolischen Proteine,
um so der Bildung von aggregationsfihigem Material vorzubeugen.”””® In den aggregierten
Proteinen findet sich dementsprechend weniger verunreinigende, ausgefallene Proteine aus
dem Cytosol von E. coli bei gleichzeitig sinkender Gesamtmenge an Inclusion-Bodies.”
Durch die Verwendung entsprechender Expressionsstimme konnte somit die Reinheit der

Inclusion-Bodies erhoht werden, wobei die gesamte Ausbeute verringert wird.

Die Beurteilung der Aufreinigung erfolgte stets unter Berlicksichtigung der Riickfaltung und
der Trimerisierung, da die Gesamtheit der Methode fiir den Erfolg ausschlaggebend war. Aus
den Experimenten ergab sich, dass die Verweildauer des denaturierten Proteins in 8 M
Harnstoff einen entscheidenden Einfluss auf das Trimerisierungsverhalten des Porins ausiibt.
Es gibt in der Literatur nur sehr wenige Beispiele fiir dieses Phdnomen. Man geht jedoch
davon aus, dass Harnstoff Asparagin-Reste des Proteins modifiziert. Dabei wird aus Harnstoff
iso-Cyanat freigesetzt, das besonders bei den hier verwendeten alkalischem pH-Werten freie
Aminogruppen des Proteins carbamylieren kann.”” Dieser Effekt tritt umso stirker auf, je
langer die Proteine Harnstoff und dem darin enthaltenen iso-Cyanat ausgesetzt sind und je
hoher die Inkubationstemperatur ist. Ein Indiz dafiir, dass diese Zerfallsprodukte ebenfalls die
Trimerisierung behindern konnen, ist, dass nur frisch angesetzte Harnstofflosungen zur
erfolgreichen Trimerisierung gefiihrt haben und é&ltere Losungen unter ansonsten identischen
Bedingungen Riickfaltungen mit teilweise hohem Monomeranteil ergaben. Die Verweildauer
in Harnstoff musste somit erheblich reduziert werden. Diesem Problem kann auf chemischem
Weg durch die Zugabe von freien Aminogruppen begegnet werden, die mit dem gebildeten

iso-Cyanat abreagieren.

Das schlechte Aufreinigungsverhalten in den anfangs verwendeten Kationen-
austauschchromatographien kann zum Teil ebenfalls auf eine mogliche Modifikation von
Aminoséureseitenketten zuriickzufiihren sein. Die Verteilung von denaturiertem Omp32 iiber
den gesamten Elutionsbereich war nicht auf Uberladungseffekte zuriickzufiihren, da die

aufgetragene Proteinmenge 30% der vom Hersteller angegebenen maximalen Kapazitit nie
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iiberstieg. Verstiarkend zu einer Modifikation durch Harnstoff kommt jedoch hinzu, dass die
Chromatographien nicht unter optimalen pH-Wert-Bedingungen durchgefiihrt werden
konnten. Der isoelektrische Punkt von Omp32 liegt bei 8,6. Damit wurden die
Trenneigenschaften der Sdulen nicht optimal ausgenutzt, da die hochsten benutzten pH-Werte
6,2 nicht iiberstiegen. Die dabei beobachteten Verunreinigungen (z.B. [4bbildung 5.7])
entstehen entweder durch die intrinsischen E. coli Proteine mit basischem IEP, oder durch
proteolytische Prozessierungen von Omp32. Dafiir sprechen wiirde, dass diese
verunreinigenden Proteine ein geringeres Molekulargewicht als Omp32 aufweisen, bei
hoherer lonenstdrke eluieren und somit einen hoheren IEP aufweisen. Die ersten 150
Aminosduren von Omp32 weisen fiir sich allein betrachtet einen IEP von 5,2 auf, wohingegen

die restlichen Aminoséduren einen IEP von 9,2 besitzen.

Die Verwendung von Guanidiniumhydrochlorid als alternatives denaturierendes Agens
musste verworfen werden, da sich frithzeitig eine Inkompatibilitit mit den verwendeten
Additiven abzeichnete. Im Gegensatz zu erfolgreich verlaufenen Riickfaltungen, ausgehend

. . . 100,101
von in GuaHCI denaturiertem Porin, "

gestaltete sich eine folgende Riickfaltung als nicht
moglich, was auf eine Fehlfaltung des Porins in verdiinnter GuaHCI-Ldsung schlieBen 1asst.
In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte Omp32 nur durch hochmolares Arginin in
Losung gehalten werden. Dabei stabilisierten wahrscheinlich ionische Wechselwirkungen
zwischen Arginin und fehlgefaltetem Porin das Protein so, dass es wihrend der Riickfaltung

nicht aggregierte.'">'"

Durch die nachgeschalteten Dialysen wurde Arginin unter eine
kritische Konzentration verdiinnt, wodurch das in einer fehlerhaften Konformation gefaltete
Omp32 durch das Fehlen der stabilisierenden Wirkung von Arginin nahezu quantitativ

ausfiel.

Im Gegensatz dazu trat dieser Ausfdllungseffekt mit in Harnstoff denaturiertem Omp32 nicht
immer auf. Insbesondere nach Beendigung der Kationenaustauschchromatographien geniigte
eine Verdiinnung allein mit Wasser nicht, um das Protein auszufillen. Ausschlaggebend dafiir
ist die relativ geringe Hydrophobizitidt der vollig entfalteten B-Barrel-Proteine im Gegensatz
zu den o-helikalen Proteinen der inneren Membran. Das Porin ist dabei hydrophiler als in
einer vollstindig fehlerhaften Faltung. Dieses Verhalten ist teilweise auch von anderen
Porinen bekannt, die ebenfalls bei starker Verdiinnung des denaturierenden Agens in Losung

100,104,105,106 1~
TR Dies kann

bleiben und dabei eine nur teilweise gefaltete Konformation einnehmen.
fiir einige Applikationen ausreichend sein, die von diesem Zustand des teilweise gefalteten
Porins aus eine weitergehende Faltung einschlagen, reichte aber fiir die Anforderungen in

dieser Arbeit jedoch nicht aus.
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Es gibt ebenfalls Beispiele fiir die erfolgreiche Verwendung von Detergenzien zur Reinigung
von Porinen aus Inclusion-Bodies, um nach anschlieBender Denaturierung reine

. 8,101,107,108
Porinmonomere zu erhalten.®!0:107

Dabei werden ebenfalls Detergenzien verwendet, die
nicht in der Lage sind, das gewlinschte Protein aus den Inclusion-Bodies zu 16sen und somit
indirekt anzureichern. Dabei scheint es keine Richtlinie zu geben, welche Detergenzien fiir
eine Reinigung der Inclusion-Bodies am besten geeignet sind. So wurden sowohl nicht-
ionische Detergenzien (vornehmlich TritonX-100), ionische Detergenzien (z.B. Deoxycholat)
als auch zwitterionische Detergenzien (z.B. LDAO) eingesetzt. Die Detergenzien wurden
hauptséchlich dafiir verwendet, nach der Zellernte und Lysierung die Inclusion-Bodies von

den sedimentierten Membranen zu trennen.

In dieser Arbeit wurde in der abschliefenden Methode fiir die Aufreinigung der Inclusion-
Bodies eine Abfolge aus zwei Detergenzien verwendet: Lauroyl-Sarkosin (ionisches
Detergens) zur Abtrennung der Membranen, sowie Zwittergent3-14 zur Reinigung der
Inclusion-Bodies. Lauroyl-Sarkosin erwies sich dabei als verhéltnisméBig starkes Detergens,
da es bei Erhitzung nicht nur die Membranen, sondern auch die Inclusion-Bodies aufloste.
Zwittergent3-14 war dazu auch unter Kochen fiir 20 min nicht in der Lage, 10ste jedoch eine
Vielzahl von stdrenden Proteinen aus den Inclusion-Bodies heraus und erzielte somit den
gewlinschten Reinigungseffekt, ohne den Einsatz einer chromatographischen Aufreinigung.
Dieser Verzicht war ndtig, um den Einsatz von Harnstoff so kurz wie mdoglich halten zu

konnen.

Es ist keine Aufreinigung eines Porins bekannt, die génzlich auf einen Chromatographie-
schritt  verzichten konnte. Es wurden in allen dahingehend durchgesehenen
Verdffentlichungen Kombinationen aus Gelchromatographie, Ionenaustausch-
chromatographie, bzw. Affinititschromatographien durchgefiihrt. Die letztlich hier
ausgearbeitete Methode kommt ohne Chromatographie aus und kombiniert die fiir die Losung
von verunreinigenden Proteinen, sowie die fiir die Riickfaltung und Trimerisierung giinstigen
Eigenschaften verschiedener Detergenzien. Diese Strategie fiihrte zu einer befriedigenden
Ausbeute und der gewlinschten Qualitdt der Porinvarianten. Sie stellt damit eine Alternative

zu Chromatographie-gestiitzten Verfahren dar.

Riickfaltung und Trimerisierung:

Die gingigste Methode der Riickfaltung von Porinen aus denaturiertem Material ist eine

Verdiinnung in Detergens-haltigem Puffer, entweder iiber Dialyse oder durch Extension des
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Probenvolumes.'” Dabei fillt die Konzentration des denaturierenden Agens unter eine
kritische Grenze, in der das Porin nicht mehr in Losung gehalten werden kann. Die
verwendeten Methoden hierzu sind vielféltig und benutzen unterschiedliche denaturierende
Agenzien, Puffersysteme und Detergenzien.''’ In einigen Fillen werden fiir die korrekte
Riickfaltung des Porins sehr spezifische Bedingungen benétigt, wie z.B. TritonX-100 als

11 .
Dies war fur

Detergens mit aromatischer Kopfgruppe fiir eine korrekte Faltung von PhoE.
Omp32 nicht notwendig, das mit mehreren der verwendeten Detergenzien eine
Multimerisierung aufwies. Dabei erwiesen sich ungeladene Detergenzien besser geeignet als
geladene oder zwitterionische. Je nach Art des Detergens und Aufreinigung ergaben sich
Unterschiede in der Beschaffenheit der Porinpréparation, die groBen Einfluss auf das
Trimerisierungsverhalten ausiibten. Es hat insgesamt den Anschein, dass von den
Detergenzien diejenigen mit einer Octyl-Gruppe als hydrophober Anteil den besten und auch
hiufigsten Trimerisierungserfolg aufwiesen. Bei den meisten anderen Porinen mit 16 f-
Stringen fiihrten zwitterionische Detergenzien zum Erfolg.''’ Eine Ausnahme hierzu stellt
OmpF dar, das ebenfalls mit OPOE riickgefaltet wurde.'” Hier liegt aber in den fertigen
Mizellen ein Gemisch aus SDS, OPOE und Asolektin vor - somit ein inhomogenes System -
das fiir Kristallisationen ungeeignet und fiir Leitfihigkeitsmessungen nachteilig ist. Versuche
mit dem Detergens DDM ergaben als einzige reproduzierbar einen hohen Anteil von dimeren
Porin neben wechselnden Anteilen von Monomeren und Trimeren. Dies steht im Gegensatz
zu einer Arbeit, in der der Einfluss unterschiedlicher Detergenzien auf das

12 Dabei stellte sich heraus,

Multimerisierungsverhalten von OmpF untersucht worden ist.
dass insbesondere ldngerkettige Detergenzien mit einem stark hydrophoben Anteil besser in
der Lage sind, die Trimerisierung von monomerem OmpF zu initiieren. Kiirzerkettige
Detergenzien wiesen eine schlechtere Trimerisierungswirkung auf, so war das relativ kleine
OG in diesem Fall nicht in der Lage, OmpF korrekt riickzufalten.'"” Erst durch die
Verwendung von gemischten Mizellen kann OmpF mit OG riickgefaltet werden, wobei
wahrscheinlich anionische Detergenzien wie SDS eine erste Faltung katalysieren, indem sie
die Bedingungen der Membran nachahmen.'’ Die in dieser Publikation erzielten

Trimerisierungsgrade aller verwendeten Detergenzien waren niedrig und betrugen niemals

mehr als 20%.

Fiir Omp32 stellt sich offensichtlich ein entgegengesetztes Verhalten dar; DDM ist fiir die
Trimerisierung schlechter geeignet als die kiirzerkettigen Detergenzien OPOE, OG und
OTGP. Riickfaltungs- und Trimerisierungsversuche, die von in SDS denaturiertem Omp32

ausgehen, verliefen niemals vollstindig bzw. zeigten keinerlei Trimerisierung des Porins. Es
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ist anzunehmen, dass die Zusammensetzung und die Charakteristika der d&uleren Membranen
von E. coli sowie D. acidovorans vergleichbar sind. Es ist deswegen umso bemerkenswerter,
dass sich beide Porine unterschiedlich verhalten. Auch andere Verdffentlichungen zur
Riickfaltung und Trimerisierung von Porinen mit 16 B-Strdngen berichten einerseits von sehr
aufwindigen Experimenten, um den Effekt unterschiedlicher Detergenzien bei der
Riickfaltung zu beriicksichtigen,''* andererseits auch von anderen erfolgreich verwendeten

8,111,115
Detergensklassen.™

Es wird somit deutlich, dass es nach wie vor keine allgemeingiiltige
Methode fiir die Detergenswahl bei der Riickfaltung von Porinen existiert. Obwohl diese
Gruppe von Proteinen strukturell als sehr homogen angesehen werden kann und der physiko-
chemische Charakter der dufleren Membranen von Gram-negativen Bakterien vergleichbar
sein sollte, benétigen die Porine offensichtlich unterschiedliche Konditionen fiir ihre
Riickfaltungen. Es ist vorstellbar, dass ihre sonstigen physikalischen Eigenschaften, wie der
IEP, die Hohe des B-Barrels und die Auspriagung des Lysingiirtels an der Kontaktgrenze zur

exoplasmatischen Seite der &ulleren Membran Einfluss auf den Riickfaltungsprozess nehmen.

Ein problematischer Punkt, der die Optimierung der Trimerisierung stark beeintrichtigte, war
die duBerst geringe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Eine bereits angesprochene mogliche
Erklarung dafiir ist die Modifizierung des Proteins durch Harnstoff-Derivate. Eine andere
Moglichkeit ist die Wirkung von ,,Chaperon-Molekiilen®. Es gibt Spekulationen {iber eine
katalysierte Faltung von Porinen durch Chaperone im Periplasma, in denen als ,,Chaperone*
keine Proteine, sondern besondere Lipopolysaccharide zum Einsatz kommen."'®!'""!'® Dabei
ist es moglich, dass LPS erst spét in den Faltungsprozess eingreift und das Porin unterstiitzt,
stabile aber fehlgefaltete Konformationen wieder zu verlassen. Es ist denkbar, dass Omp32 in
vivo ebenfalls Unterstiitzung wihrend der Faltung durch solche ,,.Lipochaperone* erhilt. Fiir
eine solche Funktion kommen in diesem Fall nur LPS aus E. coli in Frage, da Omp32
heterolog produziert wird. Aus den durchgefiihrten Experimenten war bekannt, dass die
Inclusion-Bodies eine hohe Affinitdt zu hydrophoben Substanzen aufweisen, insbesondere zu
TritonX-100, das auch nach mehreren Waschschritten spektroskopisch nachgewiesen werden
konnte. Es ist somit moglich, dass auch Spuren von LPS in unterschiedlicher Menge an den
Inclusion-Bodies haften bleiben und die Riickfaltung sowie Trimerisierung beeinflussen. Die
entsprechenden Préparate wurden nicht auf ihren LPS-Gehalt hin untersucht. Der Einfluss von
Detergenzien als Substitute fiir Lipochaperone wurde untersucht, indem TritonX-100 als
Detergens mit aromatischer Kopfgruppe zusétzlich zu den Riickfaltungspuffern zugesetzt

111

wurde, wie im Falle von PhoE. " Dies verlief jedoch ohne zusétzlichen Effekt auf das

Trimerisierungsverhalten. Es kann also ausgeschlossen werden, dass eine der bei der
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Reinigung bzw. Riickfaltung von Omp32 verwendeten Detergenzien den Effekt eines

Lipochaperones ausiiben konnte.

Bei den meisten Riickfaltungsversuchen anderer Porine waren Teilerfolge wie unvollstindige
Trimerisierungen ausreichend, da eine nachgeschaltete Gelchromatographie die ndtige
Trennung von Trimeren und Monomeren bewerkstelligte. Es ist keine in der Literatur
beschriebene Methode bekannt, die ohne Verwendung einer Chromatographie ausschlieBlich
trimeres Porin ergibt. Im vorliegenden Fall konnte eine Gelchromatographie nicht verwendet
werden, da sie weder Monomere und Trimere effizient trennte, noch Trimere lieferte, die im

Verlauf der weiteren Aufarbeitung stabil blieben.

Ein wichtiger Punkt in der Riickfaltungsprozedur, der fiir reine Trimere notwendig war, war
eine lange Inkubationsdauer bei 55°C. Diese Methode ist neu und bisher noch nicht
beschrieben. Die einzige Arbeit, in der Monomere iiber einen Temperaturschritt denaturiert
wurden,''! diente der Analyse des Trimer/Monomer-Verhiltnisses der betrachteten Porine.
Ebenfalls erwies sich eine hohe Argininkonzentration als notwendig flir eine vollstindige

Trimerisierung.

Malatbindung und Leitfihigkeitsmessungen:

Die Untersuchungen zur Bindung von radioaktivem Malat verliefen nicht erfolgreich. Der
Grund dafiir liegt wahrscheinlich in den Waschschritten, die ndtig sind, um tiberfliissiges
Malat zu entfernen. Aufgrund der geringen Bindekonstante ist es wahrscheinlich, dass in der
Konstriktionszone von Omp32 gebundenes Substrat wihrend der beiden Waschschritte
ausgewaschen worden ist. Die Unterschiede entstammen aus unterschiedlichen Mengen an
membrangebundenen radioaktivem Malat. Die gemessenen Werte weisen in diesem

Experiment nicht auf eine Bindung hin.

Die durchgefiihrten Leitfahigkeitsmessungen an rekombinantem Omp32 wurden in erste
Linie durchgefiihrt, um die ermittelten Werte in Relation zu nativ isoliertem Omp32 zu
setzen. Beim Vergleich dieser Porin-Préparationen konnte der funktionelle Nachweis erbracht
werden, dass das rekombinante Porin identische Eigenschaften wie das nativ isolierte Porin
aufweist. Dieses Ergebnis bestitigt die Anwendbarkeit der Riickfaltungsprozeduren. Es ist
deswegen zu erwarten, dass die so hergestellte Omp32-Mutanten eine vergleichbare Struktur
aufweisen. Zukiinftige Untersuchungen zur Leitfdhigkeit und Selektivitit der Omp32-
Varianten lassen deshalb Riickschliisse auf die funktionelle Wirkung der ausgetauschten

Aminosiduren im Kanal zu.
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Als Folge dieser Untersuchungen stellte sich heraus, dass Omp32 einen nahezu linearen
Ionenstrom fiir Na-Malat aufweist. Dieser erreicht bereits bei geringen Molarititen (unterhalb
von 50 mM) eine nahezu vollstindige Sattigung, und nimmt nur sehr langsam linear im
weiteren Verlauf zu. Dabei setzt sich der Stromfluss aus den Einzelfliissen von Malat-Ionen,
sowie von Na'-Kationen zusammen. Der Malat-Anteil erreicht dabei rasch einen
Séttigungswert, woraus auf eine Bindestelle innerhalb des Kanals geschlossen werden kann.
Na-lonen, die nicht an die Poreninnenwand binden, kénnen die Pore weiterhin passieren,
werden aber aufgrund der Filtereigenschaften des Porins bei der Passage behindert. Der
Anstieg des Na-Stroms ist linear auf erhohte Na-Konzentrationen bei hoheren Na-Malat-

Konzentrationen zuriickzufuthren.

Unter der Annahme, dass die physiologische Aufgabe von Omp32 in vivo die Durchleitung
von grof3en anorganischen Siuren sowie kleine Kationen im Verhéltnis 1:1 ist, kann qualitativ
auf eine ,,gewiinschte* Ionenstirke im Umgebungsmedium des Bakteriums fiir die jeweiligen
Salze der organischen Sduren geschlossen werden. Diese Konzentration ist erreicht, sobald
der Na'-Ionenstrom einen identischen Anteil zum Gesamtstrom wie der Malat-Strom beitrigt.
Wenn beide Strome den gleichen Wert erreichen, bedeutet dass, dass eine identische Anzahl
von elektrostatisch benachteiligten Na'-Kationen wie sterisch benachteiligte Malat-Anionen
durch das Poreninnere wandern. Es ist aus der hier vorgenommen Messung [Abbildung 5.31]
nicht moglich, eine genaue Aussage iiber die entsprechende Na-Malat-Konzentration zu
treffen. Zudem stehen noch weitere Messungen aus, in denen auch andere mogliche Substrate,
Salze kleinerer metallischer Kationen und groBerer organischen Anionen betrachtet werden.
Zusétzlich ist noch unklar, welche Auswirkung die externe angelegte Spannung auf dieses

Verhalten besitzt.

Durch die Leitfdhigkeitsmessungen konnte demonstriert werden, dass Omp32 eine
Bindestelle fiir organische Sduren, im hier nachgewiesenen Fall fiir Malat im millimolaren
Bereich aufweist. Diese Bindungskonstante ist wahrscheinlich um ca. zwei Gréenordnungen

- - : - . 119,120
geringer als die der ,,greasy slide* der zuckerspezifischen Porine.” ™

Eine Erkldrung dafiir
ist, dass Omp32 eine Vielzahl verschiedener organischer Substanzen als Substrate akzeptieren
muss, und eine zu starke Spezialisierung einer moglichst quantitativen Aufnahme von
Nahrstoffen entgegen stlinde. Diese Beobachtung steht jedoch im Gegensatz zu der bisherigen
Auffassung iiber die Funktionalitit der Proteine der &uBeren Membran von Bakterien.
Derzufolge ldsst sich aus der Kenntnis heraus, wie viele B-Strdnge ein Protein der dufleren

Membran aufweist, Riickschliisse auf dessen allgemeine Funktion ziehen. So sollen Proteine

mit 16 B-Strangen als unspezifische Porine der duleren Membran dienen, und dabei maximal
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eine Selektivitit liber die jeweiligen elektrostatischen Eigenschaften aufweisen. Eine
Bindungsstelle fiir Substrate ist bisher in keinem dieser ,,allgemeinen Diffusions-Porine* mit
16 B-Stringen beobachtet worden. Der hier eindeutig iiber die Leitfahigkeit erbrachte
Nachweis einer solchen Bindungsstelle steht somit im Gegensatz zu dem bisher giiltigen
,Dogma* der Unspezifitit der Porine mit 16 B-Strangen. Omp32 ist bisher das einzige Porin
dieser Klasse mit einer Substratbindung, dennoch ist es sehr unwahrscheinlich, dass es die
alleinige Ausnahme darstellt. Vielmehr ist zu erwarten, dass sich bei anderen, eventuell noch
nicht beschriebenen Porinen mit eingehenderen Untersuchungen ebenfalls Substratbindungs-
stellen nachweisen lassen. Die Einteilung der Funktionalitdt von Proteinen der &ufleren
Membran von Bakterien anhand der Zahl der B-Strange sollte in Frage gestellt, wenn nicht

sogar verworfen werden.

Im hier betrachteten Fall von Omp32 betrédgt die Leitfahigkeit fiir KCl etwa die Hélfte dessen,
was fiir strukturell verwandte Porine'*"'**'* beobachtet worden ist, und liegt damit in
derselben GroBenordnung wie die der stark zuckerspezifischen Porine.'?*'?>!2%127 7zydem
weist Omp32 den kleinsten Porenquerschnitt aller bisher betrachteten Porine auf, nur
wiederum die zuckerspezifischen Porine weisen dhnliche Durchmesser ihrer
Konstriktionszonen auf. [4bbildung 3.3] Diese Porine besitzen nachgewiesenermallen eine
Substratbindung. Moglicherweise ldsst sich anhand der beiden Parameter ,,Leitfahigkeit von
KCI¥, sowie ,geringster Porendurchmesser der Konstriktionszone* eine bessere
Klassifizierung von Proteinen der dufleren Membran als durch die bisherige Abzdhlung der -
Strdnge zuweisen. Dabei kommt dem Porendurchmesser eine besonders grof3e Bedeutung zu,
da dieser unabdingbare Vorraussetzung fiir eine Spezifitdt ist. Einerseits muss das Substrat
moglichst nahe an der Bindungstasche vorbeigefiihrt werden, andererseits zugleich
unerwiinschte Substanzen so quantitativ wie moglich auflen vorgehalten werden.
Unspezifische Porine weisen einen groferen Porenquerschnitt auf, um dem breiteren
Spektrum an gewiinschten Substanzen weniger Widerstand zu bieten. Ein geringer
Porenquerschnitt wire demzufolge in den meisten beobachtbaren Féllen mit einer
Substratspezifitit verbunden. In indirektem Zusammenhang damit steht die Leitfahigkeit von
KCI. Diese wird einerseits durch den Porenquerschnitt beeinflusst, zum anderen durch
Wechselwirkungen mit Ladungen der Poreninnenwand, die umso stirker sind, je enger die
Pore gestaltet ist. Eine geringer Leitfdhigkeitswert weist also verlésslicher als die Zahl der -

Strange des Proteins auf eine mogliche Substratspezifitdt hin.
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PAP: Die Identifizierung der Gensequenz von PAP wurde von mehreren Personen in Angriff
unternommen, die aber bisher stets fehlschlugen. Anfangs konnte nur von einer Lénge von 51
Aminosduren ausgegangen werden, deren Aminosduresequenz iiber Edman-Abbau
identifiziert wurde.** In der Zwischenzeit wurden aufgrund der Vielzahl von Genom-
sequenzierungen mehrere neue Proteinsequenzen bekannt, die gute Homologien mit den
identifizierten 51 Aminosduren von PAP aufweisen. Diese stammen hauptsichlich von den
Klassen Ralstonia und Neisseria ab und besitzen im prozessierten Zustand etwa 200
Aminosduren und ein Molekulargewicht von 22 kDa. Diese auffallende Diskrepanz zwischen

dem gefundenen PAP und seinen wesentlich groeren Homologen galt es aufzukléren.

Durch die hier verwendete, aus den bisher bekannten Porinen Omp32 und Omp21 von D.
acidovorans abgeleitete ,,codon usage®, die die Anzahl der benutzten Tripletts auf nur 29
einengt, wurde eine erste Gensequenz von PAP zuginglich. Uber insgesamt vier Methoden
wurde die vollstindige Sequenz geldst. Urspriingliche Fehler in der Aminosduresequenz
durch fehlerhafte Annotationen wihrend der Edmansequenzierung konnten ausgeglichen
werden. Die resultierende Information und die daraus erhaltene Aminosiuresequenz stimmen
gut mit den oben erwéhnten deponierten Informationen von Genomdaten aus anderen Gram-

negativen Bakterien {iberein.

Erst kiirzlich wurde die Struktur der C-terminalen Doméne von RmpM geldst, einem
sequenzverwandten Protein aus N. meningitides. Es weist dabei eine Faltung dhnlich wie
OmpA auf*® In eine Tasche dieser Domine wird das Murein des Peptidoglykans nicht-
kovalent gebunden. Interessanterweise deuten einige Daten darauf hin, dass im Gegensatz
zum offensichtlich trimeren PAP* aus Delftia acidovorans RmpM funktionell als Dimer
vorliegt.*” Es bindet dabei an das trimere Porin PorA'*® von Neisseria meningitides. Dabei ist
unklar, wie die ungleiche Stochiometrie kompensiert wird und dennoch eine Stabilisierung
des Porinkomplexes erzeugt werden kann. Dies steht im starken Kontrast zur Stochiometrie
im Omp32-PAP-Komplex, die mit 3:3 ausgeglichen ist. Es existieren Hinweise darauf, dass
die geloste Struktur der C-terminalen Doméne von Proteinen mit diesem Faltungsmotiv in
mehreren Multimerisierungszustdnden auftreten kann. So erscheint die entsprechende
Peptidoglykan-bindende Sequenz in OmpA als Monomer,'” in RmpM® und PAL"" als
Dimer. In einer der ersten identifizierten Faltung dieser Art, der Chorismatmutase aus B.
subtilis, tritt sie sowohl als Trimer als auch als Tetramer auf. Bl Diese enorme Reichweite an
unterschiedlichen Multimerisierungsformen erlaubt den C-terminalen Strukturen von RmpM
und PAP, die einander sowohl von der Primérsequenz, als auch von der Struktur her stark

dhneln, Dimere bzw. Trimere auszubilden. Diese Fahigkeit ist bemerkenswert, auch unter
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dem Aspekt, dass liber die Multimerisierung von PAP bzw. von PAP-Homologen mit ihren
ebenfalls teilweise multimeren Zielmolekiilen eine stabile Verbindung eingegangen werden
muss. Dabei wird Omp32 und PorA an die N-terminalen Doménen, sowie zugleich C-

terminal Peptidoglykan in teilweise unterschiedlicher Koordination gebunden.

Es existieren keine Hinweise darauf, dass PAP in D. acidovorans an andere Molekiile binden
kann. Fiir eine Interaktion von RmpM mit anderen Proteinen wie PorB'*® und TonB'* der
duBeren Membran von N. meningitides existieren jedoch Beispiele, in denen ebenfalls die
multimeren Formen stabilisiert werden. Ahnliches gilt fiir PAL aus E. coli, wobei hier primir
Wechselwirkungen mit dem TolA/B-System auftreten.'”> Das TolA/B-System kann jedoch
ebenfalls an Porine der duleren Membran binden und somit entsteht eine indirekt Verbindung
von PAL zu den Porinen.”** Eine direkte Interaktion in dieser Richtung konnte bisher noch
nicht nachgewiesen werden. Es ist anzunehmen, dass dhnliche Querverbindungen, bzw.

Interaktionen zwischen PAP und anderen Porinen von D. acidovorans existieren.

Erste Versuche, PAP nativ aus D. acidovorans zu gewinnen, scheiterten an den sehr rigiden
Bindungen von PAP an Omp32 und an die Peptidoglykan-Schicht, die weder durch milde
denaturierende Bedingungen, noch durch Additive wie hochmolare Salzl6sungen
aufgebrochen werden konnten. In anderen Arbeiten gelingt diese Trennung und eine

30135 in wenigen Schritten und ohne

Reinigung von PAP® bzw. PAP-homologen Proteinen
weitere Komplikationen. Dafiir konnte insbesondere im Fall von RmpM das beschriebene
Dimerisierungsverhalten® ein Indiz sein fiir die einfachere Abtrennung der PAP/PAL-
Proteine von ihren jeweiligen Porinen. Es bleibt letztlich zu hoffen, dass durch die in dieser
Arbeit geloste Gensequenz von PAP die Struktur des Proteins und seiner Eigenschaften gelost

werden kann.
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7.1 Verwendete Abkiirzungen

% Abzentrifugieren

1//‘ Resuspendieren

[ Konzentration

°C Grad Celsius

m mikro (10

AA Aminosdure

abs. absolut

bp Basenpaare

Bq Bequerel, Zerfalle pro Sekunde

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziechungsweise

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)Dimethylammonio]-1-Propanesulfonat
CIP alkalische Phosphatase aus Kéilbern

CU ,,»codon usage

D. acidovorans Delftia acidovorans

Da Dalton (1 D = g/mol)

ddH,O MilliQ-Wasser, deionisiert

DDM Dodecylmaltosid

ddNTP Didesoxynukleotide

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
DNase Desoxyribonukleinsdure-abbauende Enzym
dNTP Desoxynukleotide

E. coli Escherichia coli

FTIR Fourier-transformierte Infrarot-Spektroskopie
FU fluorescence units (Fluoereszenzeinheiten)

g Gramm, bzw. 1-fache Erdanziehung

GuaHCl Guanidiniumchlorid

h hour (Stunde)
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HPLC high performance liquid chromatography
IEP isoelektrischer Punkt

Inclusion-Bodies

k

kbp
K

LB
LDAO
LPS
LS

m

M
Mbp
min, " (PCR)
n

N, lig.
ODyxx
oG
Omp32
omp32, omp21
OPOE
ori
OTGP
PAGE
PAP
PCR
PEG
Pol.
QC
RNAse
RT
rWT

s, ’(PCR)

Inclusion-Bodies (Proteininklusionen im Cytoplasma)
kilo (10%)

Kilobasen

Michaelis-Konstante

Lauria-Bertani-Medium
Lauryldimethylaminoxid

Lipopolysaccharid

N-Lauroyl-Sarkosin

milli (107)

molar

Millionen Basenpaare

Minute

nano (107)

Fliissiger Stickstoff

Optische Dichte (Absorption) bei xxx nm
beta-Octylglucosid

Outer membran protein 32 kDa

fiir Omp32 bzw. Omp21 codierende Gensequenz
beta-Octylpolyoxyethylen

origin of replication (Ursprung der Replikation)
beta-Octylthioglucopyranosid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Porin-associated protein

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Poly-Ethylenglykol

Polymerase

Mutagenesemethode mittels Quikchange Kit
Ribonukleinsdure-abbauendes Enzym
Raumtemperatur

rekombinanter Wildtyp

Sekunde
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SDS sodium-dodecyl-sulfate (Natrium-Dodecylsulfat)
SN Uberstand
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
T Schmelztemperatur
U Unit (internationale Enzymeinheit)
upm Umdrehungen pro Minute
uv ultraviolettes Licht
wWT Wildtyp nativ aus D. acidovorans isoliert
Wz Wellenzahlen
z.B. zum Beispiel
Aminosiuren
Ala, A Alanin Leu, L Leucin
Arg, R Arginin Lys, K Lysin
Asn, N Asparagin Met, M Methionin
Asp, D Asparaginséure Phe, F Phenylalanin
Cys, C Cystein Pro, P Prolin
Gln, Q Glutamin Ser, S Serin
Glu, E Glutaminséure Thr, T Threonin
Gly, G Glycin Trp, W Tryptophan
His, H Histidin Tyr, Y Tyrosin
Ile, I Isoleucin Val, VvV Valin
Nukleobasen
A Adenin
C Cytidin
G Guanin
R Adenin, Guanin
S Cytidin, Guanin
Thymidin
Y Cytidin, Thymidin
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7.2 Verwendete Oligonukleotide

Name Varianzjpmol/pling/plLinge

Tm

Sequenz

Primer fiir die Klonierung von omp32

pETP1-For-92 9,1 101 34|74,3|ccgcaatgcatatgTCCTCCGTGACCCTGTTCGG
pETP2Rev-1094 7 73 32|69,8|caggaat tcATTAGAAAGCGTGGCGAATGCCG
TOPOP1-For92 12,8 116 28|70,5|ATGTCCTCCGTGACCCTGTTCGGTATCG
TOPOP2-Rev1093 7,8 63 25|66,2|TCATTAGAAAGCGTGGCGAATGCCG

Primer fiir die Generierung von PAP-Se

quenzen

PAP P1 4 12,4 23,2 23(62,8|ACCATYGACAACTGGCARAACGG
PAP P2 Rev 16 10,6 4,3 20(64,5|GGCTTCAGNGCRCCRCAGAC
PAP P1/RI 8 8,1 10,9 33(65,9|nnnngaat tcACCATYGACAACTGGCARAACGG
PAP P2/RI 16 9,8 6,0 30|67,4[nnnngaat t CGGCTTCAGNGCRCCRCAGAC
PAPLONGP2 Rev 96 9 11 37|66,9|cggaat t CATATGGCNGACGGYAAYAAGAABATYGAC
PAPLONGP1 For 144 8,3 0,6 32|71,1|cggaat tCVACBGGCTTCAGNGCRCCRCAGTC
Lasse_FD 100] 943 29(68,6|nnnngaattCGGTGTGCCCGMCGGCGATG
from Miu: PAP for 100 650 20|65,5|TCGGTTCGCCGCGCTGAAGC
PAP180AAfor/RI 100, 1073 33|64,2[nnnngaattcAGAACCGCGTCTACACTGAAGGC
nnnngaattc
PAP130AArev/RI 100| 1040 32(65,9|GGTCATCCAGCTTGGCCTTGCC
PAP pure start close 100{ 715 22|60,3|GTGATGGTCACTGATAACGTCC
PAP pure start ubiG 100/ 650 20(57,9|AGCTGGAGAAATTCTCCAGC
PAP pure end far 100{ 650 20/59,4|ATTGCGTTGCTCATGGCTCG
PAP pure end close 100, 650 20(57,3|TARAAAAAAGCCCCGTTGCCG
Primer fiir die Sequenzierung von PAP
SeqPAPfor 100, 618 19|60,2|AAGAACGGCACGAACGAAC
SeqPAPrev 100 618 19|60,2|TTCGTTCGTGCCGTTCTTC
Seq PAP for/RI 100| 1008 31|63,1|AACTGTGAATTCGCGATGCCAACTGGACGCC
Seq PAP rev/RI 100| 1040 32|57,1|TCGTTCGAATTCTTCTTCCACACCAGTTCGCT
Karin-PAP-for 100| 683 21|65,7|GGCACCAGCGAACTGGTGTGG
Karin-PAP-rev 100, 650 20(67,6|AGCTGCTGCAGTGGCGGGCG
Primer fiir Mutagenese nach pALTER
Mut AO32 Seq-Pfor 100, 618 19|68,8|GGCACCAGCGGCGCTTCCA
Mut AO32 Seqg-Prev 100 683 21|62,6|GAAGTTGGGGGTGTAGTACGA
pBAD-TOPO-For 100, 585 18|56,0|TCTGGATCCGGTGATGAC
pBAD-TOPO-Rev 100 618 19(56,7|GGTTAGGGATAGGCTTACC
LinkAmp1 aggcacagtcgaggacttatccta
LinkAmp2 gcctctgaatactttcaacaagttac
RRRQE-F 8,1 100 38|77,6|CCGAAGCTTTCGCCTTGCAGCCAGAAGCCCGCCTTCAG
RRRQE-R 6,8 84 38|77,6|CTGAAGGCGGGCTTCTGGCTGCAAGGCGARATCTTCGG
RRRNE-F 7,1 88 38|76,6|CCGAAGATTTCGCCGTTCAGCCAGAAGCCCGCCTTCAG
RRRNE-R 6,3 78 38|76,6|C TGAAGGCGGGCTTCTGGCTGAACGGCGARATCTTCGG
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RRRDE-F 54,9 589 33|75,8|CCGAAGATTTCGCCATCCAGCCAGAAGCCCGCC
GGCGTTGCCATCGTCACCGAAGATTTGGCCTTGCAGCCAGAAGCCCGC

RRRQQ-F 51 99 60|81,9|CTTCAGACCACC
CTGAAGGCGGGCTTCTGGCTGCAAGGCCAAATCTTCGGTGACGATGGC

RRRQQ-R 4,3 75 54(80,7|AACGCC

RREEE-F 7,6/ 119 48|77 ,6|GTAGTACGAGATCAGGTTGTTAGCTTCGATGCCGTTGTCGTCGGCGCC

RREEE-R 4,7 73 48|77,6|GGCGCCGACGACAACGGCATCGAAGCTAACAACCTGATGTCGTACTAC

RRQEE-F 71 111 48|77 ,6|GTAGTACGAGATCAGGTTGTTAGCTTGGATGCCGTTGTCGTCGGCGCC

RRQEE-R 6,9 108 48|77 ,6|GGCGCCGACGACAACGGCATCCAAGCTAACAACCTGATCTCGTACTAC

REREE-F 5,3 76 44{78,7|GCCCGACAGGCTCACGGTGGAACGTTCCTTGAAGT TGAAGCCGC

REREE-R 4,3 61 44{78,7|GCGGCTTCAACTTCAAGGAACGTTCCACCGTGCGCCTGTCGGGC

RQREE-F 6,1 87 44|78,7|GCCCGACAGGCTCACGGTGGAACGTTGCTTGAAGTTGAAGCCGC

RQREE-R 7,5 107 44{78,7|GCGGCTTCAACTTCAAGCAACGTTCCACCGTGAGCCTGTCGGGT

ERREE-F 7,7 98 39|83,6|CCGTGCCGCGCAGGCCCAGTTCGCTCGTGGAAGCGCCGC

ERREE-R 6,2 79 39|83,6/GCGGCGCTTCCACGAGCGAACTGGGCCTGCGCGGCACGG

QRREE-F 7.4 94 39|83,6|CCGTGCCGCGCAGGCCCAGTTGGCTCGTGGAAGCGCCGC

QRREE-R 7,8 99 39|83,6|GCGGCGCTTCCACGAGCCARCTGGGCCTGCGCGGCACGG
GGCGTTGCCATCGTCACCGAAGATACGGCCACGCAGCCAGAAGCCCGC

RRRRR-F 51 90 54(82,2|CTTCAG
CTGAAGGCGGGCTTCTGGCTGCGTGGCCGTATGTTCGGTGACGATGGC

RRRRR-R 5 88 54(82,2|AACGCC

Primer fiir Mutagenese nach QuikChange

QC RRRDE-F 51,3 484 29|71,7|CCGAAGATTTCGCCATCCAGCCAGAAGCC

QC RRRDE-R 92| 867 29(71,7|GGCTTCTGGCTGGATGGCGAAATCTTCGG

QC RRRRR-F 8 88 34{79,1|GGCTTCTGGCTGCGCGGCCGCATCTTCGGTGACG

QC RRRRR-R 4,6 51 34(79,1|CGTCACCGAAGATGCGGCCGCGCAGCCAGAAGCC

QC QRREE-F 10 91 28|76,3|CGCTTCCACGAGCCAACTGGGCCTGCGC

QC QRREE-R 8,4 76 28|76,3|GCGCAGGCCCAGTTGGCTCGTGGAAGCG

QC RQREE-F 10,1 98 30|68,7|CTTCAACTTCAAGCAACGTTCCACCGTGAG

QC RQREE-R 7,8 76 30|68,7|CTCACGGTGGAACGTTGCTTGAAGTTGAAG

QC RRQEE-F 9,5 93 30|68,7|GACAACGGCATCCAAGCTAACAACCTGATC

QC RRQEE-R 10,9 106 30(68,7|GATCAGGTTGTTAGCTTGGATGCCGTTGTC
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7.3 Verwendete Puffer und Losungen

[4.1]
B1 0,5% TWEEN-20, 0,5% Triton X-100, 0,2 mg/ml RNAseA, 50 mMTris/HCI pHS,0
B2 3 M Guanidinumchlorid, 20% TWEEN-20
QBT 50 mM MOPS/HCI pH7,0, 0,75 M NaCl, 15% Isopropanol, 1,5% TritonX-100
QC 50 mM MOPS/HCI pH7,0, 1 M NacCl, 15% Isopropanol
QF 50 mM Tris/HCI1 pH8,5, 1,25 M NaCl, 15% Isopropanol
TE 10 mM Tris/HCI pHS, 0,1 mM EDTA
TAE 2 mM EDTA, 20 mM Natriumacetat, 40 mM Tris/HCI pHS,0
6x Ladepuffer DNA 12%Ficoll 400, 60 mM EDTA pHS,0, 0,6% SDS,
0,15% Bromphenolblau, 0,15% Xylencyanol
LB-Medium 1% bacto tryptone, 0,5% bacto yeast extract, 1% NaCl
LB-Agar LB-Medium, 1,5% bacto agar

[4.4]
6x Ladepuffer SDS 0,3 M Tris/HCI pH6,8, 30% Glyzerin, 10% SDS, 0,0012 % Bromphenolblau
10x Trenngelpuffer 3 M Tris/HCI pHS,8, 0,5% SDS
10x Sammelgelpuffer 1,25 M Tris/HCI pH6,8, 1% SDS

10x Elektrophoresepuffer
Farbelosung Coomassie
Fixierlosung Silber
Silberlésung

Firbelosung Silber
[4.5]

Aufschluss-Puffer
10x IB-Waschpuffer

1 % (w/v) SDS, 2,5 M Glycin, 0,25 M Tris/HCI pHS8,3

8% (NH4),S0y4, 1,6% H;PO4, 20% MeOH, 0,04% Coomassie G250
50% MeOH, 12%HAc

2g/1 AgNOs, 375 pl/l Formaldehyd

60 g/l Na,CO;, 5 mg/l Na,SO;, 250 pl/l Formaldehyd

50 mM Tris/HCI pH8,7, 150 mM NaCl
10% N-Lauryl-Sarkosin, 0,5% TritonX-100

Laufpuffer Gelchromatographien 0,3% OPOE, 36,5 mM NaCl, 12,5 mM Na,H,PO, pH7,2
[4.6]

Riickfaltungspuffer SDS 25 mM Phosphat-Puffer pH7,2, 1% OPOE

Dialysenpuffer 0,3% OPOE, 25 mM Na,H;_,PO,4 pHS,0, 50 mM NacCl
[4.7]

Waschpuffer Malatbindungstest 50 mM Tris/HCI1 pHS,0, 1%OPOE, 50 mM NaCl
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7.4 Verwendete Gerite

Geriit
Agarose Gel Photographiereinrichtung Image Reader
Agarose Gelelektrophorese-Apparatur
Autoklav
Blockthermostat BT200
Brutschrank
Celldisrupter EmulsiFlex-C5
Chromatographieapparaturen:
AKTA™.System
SMART-HPLC-System

Chromatographiesdulen:
Gelfiltrationssdule Superose 6 PC 3.2/60

Gelfiltrationssdule Sperdex200 PC 3.2/60

Gelfiltrationssdule HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade

Dialyseschlauch:
12-16 kDa, Membran Typ36
3,5 kDa, Snakeskin
Eismaschine
Entgas-Apparatur fiir Puffer
Filterpapier (Radiokivitétsassay)
Fluorometer: Luminescence Spectrometer LS 50 B
FoldIt Kit
FTIR-Gerit: 740 FTIR Spectrometer
Konzentratoren: Microsep 3,5 ml, 3K
Kiivetten, Quarz Typ Nr. 105.251 —QS
Magnetriihrer Ika-combimag RCT
Mikrowelle Micromat
MilliQ PLUS Ultra Pure Water System
MinifoldI DotBlot System
Nitrocellulosemembran Protran BA-S 85
PCR-Reaktionsgefille MicroAmp
PCR-Thermocycler PCR System 2400

pH-Meter pH525

Firma

Herolab

MPI Werkstatt
Tecnomara

Kleinfeld Labortechnik
Heraeus

Avestin

Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia

Biomol

Amersham Pharmacia
Ziegra

Nalgene

Whatman

Perkin Elmer
Hampton Research
Nicolet

Pall Filtron
HELLMA

Ika Labortechnik
AEG

Millipore
Schleicher & Schiill
Schleicher & Schiill
Applied Biosystems
Perkin Elmer

WTW
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Peltier Element PTP6
Peristaltikpumpe EconoPump
Pipetman 10, 20, 1000 puL
Polyacrylamid Gelelektrophorese-Zubehor:
Elektrophoreseapparatur und Giekammer (12x10 cm)
Gelschiittler Unimax 2010
Geltrockner GelAir Dryer mit Cellophan-Folien
Spannungsquelle PowerPak 300
Reaktionsgefdfie 1,5 und 2 mL
Schiittler:
Cellstar
Innova 3000
Thermomixer 5436
Sicherheitswerkbank antair BSK
Szintillationszdhler: 1500 Tricard
Ultraschall-Zellaufschluss Sonifier 250
UV/Vis Spektrometer Lambda 40
UV-Transilluminator
Vakuum-Konzentrator BA-VC-300 H
Vortex Genie 2
Waage
Wasserbad MT/2
Zentrifugen:
Avanti J25, Zentrifugenrotor JA-10 und JA-25.5
Rotanta 46 RS
5417R, Zentrifugenrotor F 45-30-11

Zentrifugenrithrchen 15 mL und 50 mL Gamma sterilisiert

Perkin Elmer
BioRad

Gilson

MPI Werkstatt
Heidolph
BioRad
BioRad

Eppendorf

Nunc

New Brunswick Scientific
Eppendorf

GLW

Packard

Branson

Perkin Elmer
Herolab
Bachhofer GmbH
Bender&Hobein
Santorius

Lauda

Beckmann
Hettich
Eppendorf

TPP



Anhang

139

7.5 Verwendete Chemikalien und Enzyme

Chemikalie

Anmerkungen

ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Acrylamid 30%/Bisacrylamid 0,8% Protogel Ultra Pure

Agarose

Altered Sites” II-Ex1 in vitro Mutagenesis System

Ammoniumperoxydisulfat
Ammoniumsulfat
Antibiotika
Ampicillin
Tetracyclin
Kanamycin
Chloramphenicol
Bacto Agar
Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
Bovine Serum Albumin
Bradford Protein Assay
Bromphenolblau
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat

APS

Endkonzentration 100 pg/ml
Endkonzentration 5 pg/ml
Endkonzentration 25 pg/ml
Endkonzentration 34 pg/ml

BSA

CaC12-2 Hzo

Complete EDTA free Proteaseinhibitorcocktail

Coomassie Brillant Blue R250

Desoxyribonuklease 1
Detergenzien:
CHAPS

DNAse

CHAPS

n-Dodecyl-B-D-Maltosid
n-Lauryldimethylaminoxid
n-Laurylsarkosin
n-Octylpentaoxyethylen
n-Octylpolyoxyethylen
n-Octyltetraoxyethylen
n-Octyl-B-D-Glucosid
n-Octyl-p-D-Thioglucopyranosid
TritonX-100

Tween 20

Zwittergent3-14

DDM
LDAO

C4Es
OPOE
CsEs
0G
OTGP

DMSO

Dimethylsulfoxid

Dinatriumhydrogenphosphat

Essigséure, konz.
Ethanol abs.
Ethidiumbromid

Ethylendiamin-N,N,N’ )N’-Tetraessigséure

Na,HPO0,

EtOH

EDTA

Firma

Applied Biosystems
National Diagnostics
Sigma

Promega

Merck

Merck

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
DIFCO
DIFCO
DIFCO
Sigma
BioRad
Serva
Merck
Merck
Roche
Serva

Sigma

Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Bachem
Bachem
Bachem
Bachem
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
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Gel Extraction Kit
Genomic DNA Kit
Glycerin 86-88%
Guanidinumchlorid
Kaliumchlorid
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranoside
Lysozym
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methanol
MicroSpin™ G-50 Colums
Molekulargewichtsmarker
100 bp DNA Ladder
MBstEIl DNA Ladder
1 kb DNA Ladder
Bench Mark™ Protein Ladder
SeeBlue " Protein Ladder
N,N,N,N*-Tetramethylethylendiamin
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Proteinase K

QIAprep Spin Miniprep Kit

QuikChange"Site-Directed Mutagenisis Kit

Restriktionsendonukleasen
Rotiszint eco plus
Salzsdure, konz.
Trichloressigsdure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Vektoren:
pALTER-EXI
pBAD-TOPO
pET17b
pUCI18
Walker Kit
Xylencyanol

GuaHCl
KCl
IPTG

MeOH

TEMED

NaCl
NaH,PO,
SDS
NaHCO;
NaOH

HCI
TCA

Tris

Qiagen
Qiagen
Merck
Merck
Merck
Biomol
Sigma
Merck
Merck

Amersham Pharmacia

MBI Fermentas
MBI Fermentas
GibcoBRL
GibcoBRL
Invitrogen
Serva

Merck

Merck

Merck

Roth

Merck

Merck

Roche

Qiagen
Stratagene
New England Biolabs
Roth

Merck

Merck

Riedel de Haen

Promega
Invitrogen

Novagen

Invitrogen

Sigma
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