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Einleitung 1

1 Einleitung

Proteine libernehmen essentielle Funktionen in allen biologischen Systemen und stellen die
strukturell und funktionell vielseitigste Klasse biologischer Makromolekiile dar. Neben der
Aminoséduresequenz ist die definierte Raumstruktur, die aus der Proteinfaltung resultiert, fiir
die biologische Funktion eines Proteins essentiell. Die Stabilitit einer Proteinstruktur ist dabei
an die Erfordernisse in vivo angepasst. Sie muss einerseits grofl genug sein, um die native
Konformation eines Proteins aufrechtzuerhalten, darf aber andererseits die konformationelle
Flexibilitdt nicht einschrianken, da die Dynamik fiir dessen Funktion unerlésslich ist (Becktel
& Schellman, 1987). Einen Extremfall stellen dabei die intrinsisch unstrukturierten Proteine
dar (Dyson & Wright, 2004; Uversky, 2002; Uversky et al., 2005), bei denen die Faltung in
die biologisch aktive Konformation mit der Funktion gekoppelt ist. Stabilitat,
Faltungsmechanismus und biologische Aktivitit eines Proteins miissen demnach in einem fein
abgestimmten Gleichgewicht stehen, damit es durch geringe Anderungen auf unterschiedliche
Bedingungen reagieren kann.

Ein wichtiges Ziel der Proteinbiochemie ist daher zu verstehen, wie die Faltungsreaktion und
die Stabilitdt eines Proteins mit seiner Funktion in der Zelle zusammenhéngen. Filamentose
Phagen stellen ein gut geeignetes System zur Untersuchung dieses Zusammenhangs dar. Sie
sind sehr einfach aufgebaut und ihre Infektiositit gegeniiber Escherichia coli (E. coli) hingt

von der richtigen Faltung und Funktion der beteiligten Proteine ab.

1.1 Filamentose Phagen

1.1.1 Aufbau und Assemblierung

Filamentdse Bakteriophagen sind sehr gut untersucht. Ff-Phagen besitzen eine Lidnge von
1 bis 2 um und einen Durchmesser von ca. 7 nm (Model & Russel, 1988) und infizieren
spezifisch F-Pilus tragende (F") E. coli-Stimme. Die Phagen M13, f1 und der in dieser Arbeit
verwendete Phage fd sind sehr dhnlich aufgebaut und unterscheiden sich in ihrer DNA-
Sequenz nur in wenigen Nukleotiden. Sie bestehen aus einer zirkuldren einzelstringigen DNA
(ssDNA) von ca. 6500 Nukleotiden, die fiir elf verschiedene Proteine kodiert, und einer
Proteinhiille, die sich aus ca. 2700 Kopien des Gen-8-Proteins (G8P) zusammensetzt. Die
exakte Liange des Phagenpartikels wird dabei durch die GroBe des zu verpackenden
Phagengenoms bestimmt. Filamentose Phagen sind resistent gegeniiber den meisten Proteasen
sowie stabil bei hohen Salzkonzentrationen und hohen Temperaturen. Sie werden permanent
von ihrer Wirtszelle freigesetzt, ohne dabei die Bakterien zu lysieren (Model & Russel, 1988).
Nach der Infektion einer Wirtszelle wird die ssDNA mittels bakterieller Enzyme zur
doppelstrangigen DNA (dsDNA) vervollstindigt, bevor die Expression der Phagengene

einsetzt. Die Phagenproteine konnen dabei in drei Gruppen eingeteilt werden: Hiillproteine
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(G3P, G6P, G7P, G8P und G9P), Proteine, die fir den DNA-Metabolismus essentiell sind
(G2P, G5P und G10P), und Proteine, die fiir die Assemblierung des Phagen notwendig sind
(G1P, G4P und G11P). Die Hiillproteine lagern sich bis zur Phagenassemblierung in die
bakterielle Cytoplasmamembran ein (Barbas et al., 2001). G5P bindet an die neusynthetisierte
ssDNA, wobei nur eine als Verpackungssignal dienende Hairpin-Struktur in der Phagen-DNA
ungebunden bleibt. Der entstehende ssDNA-G5P-Komplex verhindert eine Umwandlung in
die replikative dsDNA-Form. Ein Komplex aus den Proteinen G1P, G4P und G11P erkennt
das Verpackungssignal und bildet in der Membran eine Pore, durch die die Phagen-ssDNA
ausgeschleust wird (Barbas et al., 2001; Marciano et al., 1999; Opalka et al., 2003). Die
Phagenassemblierung findet in der Cytoplasmamembran statt. Dabei wird das G5P freigesetzt
und durch das Haupthiillprotein G8P ersetzt (Feng et al., 1997a). Die anderen Hiillproteine
G3P und G6P bzw. G7P und G9P sind in jeweils durchschnittlich drei bis fiinf Kopien an den
Enden des Phagen lokalisiert. Der Komplex aus G7P und G9P ist dabei an der Initiation der
Assemblierung beteiligt und befindet sich daher auf der gleichen Seite des Phagenpartikels
wie das ssDNA-Verpackungssignal. Beim Verlassen der Wirtszelle werden die Hiillproteine
G3P und G6P am gegeniiberliegenden Ende des Phagen eingebaut, wobei G3P an der
Freisetzung des Phagenpartikels aus der Wirtszelle beteiligt ist (Rakonjac et al., 1999;
Rakonjac & Model, 1998). Die Zelle wird hierbei nicht lysiert, sondern kann sich weiterhin
teilen, jedoch mit niedrigerer Teilungsrate als nicht-infizierte Zellen. Abhédngig von den
Wachstumsbedingungen koénnen so bis zu 2000 Phagen pro Zelle und Generation produziert
werden (Barbas et al., 2001; Model & Russel, 1988).

1.1.2 Das Gen-3-Protein ist essentiell fiir die Infektion von E. coli

Das Gen-3-Protein (G3P) ist fiir die selektive Infektion von F-konjugativen E. coli-Zellen
essentiell (Chatellier et al., 1999), da es mit den Rezeptoren auf der Zelloberfldche
wechselwirkt (Abbildung 1-la). Es ist modular aus drei Domédnen mit insgesamt 406
Aminosduren aufgebaut, die durch glycinreiche Kettenbereiche (Linker) miteinander
verkniipft sind (Kremser & Rasched, 1994; Stengele et al., 1990). Die N1-Doméne besteht
aus 67 Aminosduren, die N2-Doméine aus 131 Aminosduren, und die C-terminale Doméne
(CT) aus 150 Aminosduren. Die beiden glycinreichen Linker umfassen 19 (Linker G1
zwischen N1 und N2) bzw. 39 Aminoséuren (Linker G2 zwischen N2 und CT). Synthetisiert
wird das G3P als Vorlduferprotein mit einer Signalsequenz von 18 Aminoséduren, die beim
Export ins Periplasma abgespalten wird.

Die CT-Domine dient sowohl der Verankerung des Proteins in der Phagenhiille (Boeke &
Model, 1982; Model & Russel, 1988) als auch der Einlagerung von G3P in die
Cytoplasmamembran der Wirtszelle vor und wihrend der Phagenassemblierung (Davis et al.,
1995). Sie ist fiir die Freisetzung der Phagen aus der Wirtszelle essentiell (Rakonjac et al.,
1999; Rakonjac & Model, 1998). Die beiden N-terminalen Doménen N1 und N2 bilden eine
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strukturelle Einheit und ragen aus der Phagenoberfldche heraus. Diese strukturelle Trennung
von CT und NIN2 erlaubt den Einbau von Fremdproteinen zwischen den Doménen, weshalb
das G3P eine breite Verwendung in phage-display-Techniken findet und so von hoher
biotechnologischer Bedeutung ist (Benhar, 2001; Hoogenboom, 2002; Smith, 1985).

Phage

TolA
Bindungsstelle

N2 Gelenk ¢

Aussere Membran 6
Periplasma E .
Innere Membran N L Gelenk- Pro213
Cytoplasma 2 TolA D TolA Bi ["—Plll!ti R i
F-Pilus F-Pilus indungsstelle region

Abbildung 1-1: Die Rolle des G3P bei der Infektion von E. coli durch den Phagen fd. (a)
Die ersten Schritte der Infektion: die Bindung der N2-Doméne an die Spitze des F-Pilus
16st die Interaktion zwischen N1 und N2. Die N1-Doméne kann nun an die C-terminale
Domine des Rezeptors TolA binden. (b) Tertidrstruktur des N1N2-Fragments von G3P
(G3P*). Doméne NI ist in rot dargestellt, der globulidre Teil der N2-Domine (N2’) in
blau und die Gelenksubdoméne von N2 in griin. Pro213 ist als Kugel-Stab-Modell gelb
dargestellt. Die Abbildung basiert auf der Kristallstruktur von Holliger et al. (1999, PDB-
Eintrag: 2G3P) und wurde mit dem Programm MolMol (Koradi ef al., 1996) erstellt.

Wiéhrend die CT-Doméne aufgrund ihres hydrophoben Charakters strukturell noch nicht
untersucht werden konnte, existieren fiir das NIN2-Fragment von G3P (G3P%*)
hochaufgeldste Kristall- und NMR-Strukturen (Holliger & Riechmann, 1997; Holliger ef al.,
1999; Lubkowski et al., 1998). G3P* besitzt eine hufeisenformige Struktur (Abbildung 1-1b).
Die beiden Doménen zeigen trotz ihrer geringen Sequenzhomologie in Teilbereichen eine
dhnliche Faltung mit iiberwiegend B-Faltblattstruktur, wobei zusitzlich in jeder Doméne eine
kurze a-Helix vorhanden ist. Die grofere N2-Doméne kann in zwei Subdominen unterteilt
werden. Sie besteht aus einem globuldren Teil (N2”), der die gleiche Topologie wie NI
besitzt, und einer zusitzlichen Gelenkregion aus zwei -Faltblattstrdngen. Diese Gelenkregion
umgibt im nativen Protein die N1-Doméne, wobei die beiden -Strdnge mit dem p-Faltblatt in
N1 interagieren (Lubkowski et al., 1998). Diese Subdoméne ist somit wesentlich an der
Assoziation von N1 und N2 beteiligt und steuert die meisten Interdoménenwechselwirkungen
bei. Im Faltungsverlauf ist die Assoziation der beiden Doménen wichtig, da die instabilere
N2-Domine durch die Wechselwirkung mit N1 stabilisiert wird (1.3). Die beiden Doméinen
weisen eine Kontaktfliche von 1000 A? auf, die vor allem von hydrophoben Resten gebildet
wird. Ein Vergleich der verfiigbaren Strukturen der hochhomologen G3P der Phagen fd und

M13 zeigt geringe konformationelle Unterschiede, die vermuten lassen, dass die Doménen N1
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und N2 iiber ein Scharnier im Bereich der Aminosdurereste Gly99 und Ser208 in der
Gelenksubdomine gegeneinander verschoben werden konnen (Holliger et al., 1999).

Die beiden N-terminalen Doménen sind direkt am Infektionsprozess beteiligt, indem sie
sequentiell mit den beiden Rezeptoren, dem bakteriellen F-Pilus und TolA in der
Zellmembran, wechselwirken. Im Ruhezustand des Phagen interagieren alle drei Doménen
des G3P miteinander. In diesem Zustand ist G3P sehr stabil, aber der Phage nicht infektios.
Dieser stabile intramolekulare Komplex muss daher im Verlauf der Infektion geldst werden
(Chatellier et al., 1999). Die Infektion erfolgt in zwei Schritten (Abbildung 1-1a). Zunéchst
bindet die N2-Doméne mit ihrer AuBlenseite an die Spitze des bakteriellen F-Pilus, den
priméren Rezeptor (Deng ef al., 1999; Deng & Perham, 2002). Nach der Bindung des Phagen
wird der F-Pilus durch einen bislang unbekannten Mechanismus zuriickgezogen (Jacobson,
1972). Zudem aktiviert die Bindung an den F-Pilus das G3P, indem sie die Dissoziation der
Doménen N1 und N2 induziert und so die Bindungsstelle fiir TolA, den eigentlichen Rezeptor
in der Zellmembran, zugénglich macht. Die TolA-Bindungsstelle ist auf der N1-Doméne im
Bereich der Interaktionsfliche zwischen N1 und N2 lokalisiert, so dass sie in der
geschlossenen Ruheform des Phagen mit fest assoziierten Domidnen unzugénglich ist
(Lubkowski et al., 1999). Nach Bindung an den F-Pilus muss deshalb die geéffnete Form des
G3P so lange erhalten bleiben, bis der Phage die Zelloberfldche erreicht hat und N1 mit der C-
terminalen Doméne von TolA (TolA-C) wechselwirken kann (Riechmann & Holliger, 1997).
Diese Wechselwirkung mit TolA induziert eine Konformationsénderung in der C-terminalen
Domine des G3P, wodurch die Phagenhiille gedffnet und das Phagengenom in die Wirtszelle
transferiert wird (Bennett & Rakonjac, 2006; Glaser-Wuttke et al., 1989).

Die Infektiositit des Phagen erfordert somit einerseits eine Interaktion der drei G3P-
Doménen, andererseits die Dissoziation der beiden N-terminalen Doménen, um die Bindung
von N1 an TolA zu ermoglichen. Die Stabilitdt und Faltung des G3P muss so abgestimmt
sein, dass es die verschiedenen, bei der Phagenvermehrung gestellten Anforderungen erfiillen
kann. Im Ruhezustand des Phagen ist eine hohe Stabilitét erforderlich, um G3P vor Proteolyse
im extrazelluliren Medium zu schiitzen; zur Infektion miissen dann aber die Dominen

dissoziieren, um an die zelluldren Rezeptoren binden zu kénnen.
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1.2 Die Rezeptoren bei der Phageninfektion: F-Pilus und TolA

1.2.1 Der bakterielle F-Pilus

Die Aktivierung des G3P filamentoser Ff-Phagen fiir die Infektion erfolgt durch die Bindung
der N2-Doméne an die Spitze des bakteriellen F-Pilus. Neben den F-spezifischen
filamentosen Phagen nutzen auch verschiedene RNA-Phagen (z. B. MS2, R17, fr, Q) den F-
Pilus als primire Bindungsstelle, wobei diese jedoch an die Seite des Pilus binden (Manchak
et al., 2002; Paranchych & Dunker, 1975). Die eigentliche Aufgabe des F-Pilus ist es Zell-
Zell-Kontakte bei der bakteriellen Konjugation herzustellen, um den horizontalen DNA-
Transfer zwischen einer Donor-Zelle (F") und einer Rezipienten-Zelle (F) zu ermdglichen.
Eine Zelle kann als Donor fungieren, wenn sie das konjugative F-(fertility)-Plasmid besitzt.
Dieses Plasmid besteht aus einer zirkuldren dsDNA mit einer Gréfe von 100 kb (Willetts &
Skurray, 1987; Firth et al., 1996) und kommt in ein bis zwei Kopien pro Zelle vor (Collins &
Pritchard, 1973; Frame & Bishop, 1971). Das F-Plasmid kodiert fiir etwa 60 Gene, wobei die
33,3 kb groBe Transferregion (tra-Region) fiir die Konjugation essentiell ist. Sie enthélt die 36
Gene, die fiir den DNA-Transfer notwendig sind, sowie den oriT, den origin fiir den DNA-
Transfer (Frost et al., 1994; Johnson & Willetts, 1980; Ray ef al., 1986).

Der initiale Kontakt zwischen der Donor- und der Rezipientenzelle wird durch die
Wechselwirkung zwischen der Spitze des F-Pilus und der Zelloberfliche der F-Zelle
herbeigefiihrt. Pro Zelle kdnnen ein bis drei F-Pili gebildet werden, wobei die Ausbildung der
F-Pili und damit die Fahigkeit zur Konjugation von der jeweiligen Wachstumsphase abhéingt
(Frost & Manchak, 1998; Will et al., 2004). Aufgebaut sind F-Pili aus einer einzigen
Proteinuntereinheit, dem F-Pilin (Armstrong et al., 1980; Broda, 1975; Date et al., 1977,
Helmuth & Achtman, 1978). Die Untereinheiten sind dabei helikal angeordnet, so dass eine
zylindrische Struktur mit einem Durchmesser von 8 nm und einem zentralen 2 nm groflen
Hohlraum entsteht. Eine Helixwindung enthélt fiinf Pilinproteine (Marvin & Folkhard, 1986;
Paranchych & Frost, 1988; Silverman, 1997); die Pilusldnge betrigt normalerweise 1 bis
2 um, kann jedoch je nach Wachstumsbedingungen variieren (Frost et al., 1994).

Die Proteinprodukte der Gene traA, traQ und traX sind an der Synthese der Pilusuntereinheit
beteiligt. Das traA-Gen kodiert fiir das 121 Aminosduren umfassende Vorlduferprotein
Propilin, das anschlieBend zum reifen F-Pilin mit 70 Aminosduren prozessiert wird (Frost et
al., 1984; Ippen-lhler et al., 1984; Minkley et al., 1976). Die N-terminale Signalsequenz aus
51 Resten ist zwar ungewohnlich lang, besitzt aber die typischen Merkmale einer
Signalsequenz: positiv geladene Reste, gefolgt von einem hydrophoben Bereich und der
Schnittstelle fiir die Signalpeptidase (Frost et al., 1984; Oliver, 1985).

Die traQ-Sequenz kodiert fiir ein 94 Aminoséuren langes Membranprotein (TraQ), das fiir die
effiziente Reifung von Propilin notwendig ist (Ippen-lhler et al., 1984; Laine et al., 1985; Wu
et al., 1988). TraQ wirkt dabei als Chaperon und sorgt fiir die korrekte Insertion des Propilins
in die innere Zellmembran, wo es durch die E. coli Leaderpeptidase (LepB) prozessiert wird.
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AnschlieBend wird der N-Terminus der reifen Pilinuntereinheit durch das Protein TraX
acetyliert. Diese Acetylierung von F-Pilin ist fiir die biologische Funktion des F-Pilus nicht
essentiell, ist aber vermutlich fiir die Kontrolle der Assemblierungsrate des Pilus notwendig
(Anthony et al., 1999; Moore et al., 1993). Die reifen F-Pilinuntereinheiten akkumulieren in
der inneren Membran und bilden dort einen Proteinpool von ca. 100000 Untereinheiten (Laine
et al., 1985; Moore et al., 1981a; Moore et al., 1981b). Die Assemblierung des F-Pilus erfolgt
ausgehend von diesem Proteinpool und erfordert elf weitere fra-Genprodukte. Diese Proteine
sind dabei entweder an der Assemblierung der Pilusspitze, der Elongation des F-Pilus oder
der Stabilisierung der Pilusstruktur beteiligt (Anthony et al., 1999). Sowa et al. postulierten,
dass die F-Pilinmonomere transient und reversibel zur Pilusstruktur assemblieren kdnnen.
Nach diesem Modell durchlaufen die F-Pilusuntereinheiten verschiedene Zyklen von

Piluswachstum und Pilusretraktion (Sowa et al., 1983).

1.2.2 TolA als Rezeptor in der Zellmembran

Nachdem N2 mit der Pilusspitze interagiert und dadurch die Dissoziation der beiden N-
terminalen G3P-Doménen induziert wurde, bindet im zweiten Schritt der Infektion die N1-
Domine an die C-terminale Domédne von TolA. TolA ist ein Membranprotein mit 421
Aminosduren, das wihrend der logarithmischen Wachstumsphase von E. coli in ca. 400 - 800
Kopien pro Zelle vorhanden ist (Webster, 1991). Aufgebaut ist TolA aus drei Doméinen
(Levengood et al, 1991). Die N-terminale Domidne (TolA-N, AS 1-47) enthilt eine
hydrophobe Transmembranregion und verankert das Protein in der Cytoplasmamembran. Der
periplasmatische Teil des Proteins umfasst die anderen beiden Doméinen. Die mittlere
Doméne (TolA-M, AS 48-310) bildet eine o-helikale Struktur von ca. 34 nm Linge und
durchspannt das Periplasma (Derouiche et al., 1999). Die C-terminale Doméne (TolA-C, AS
311-425) besitzt eine globuldre Faltung (Lubkowski et al., 1999; Deprez et al., 2005) und
bindet neben dem G3P filamentdser Phagen (Riechmann & Holliger, 1997) auch Colicine der
Gruppe A (Benedetti et al., 1989; Benedetti et al., 1991; Lazdunski, 1995; Webster, 1991).

Die Struktur von TolA-C konnte sowohl isoliert gelost werden (Deprez ef al., 2005) als auch
im Komplex mit den jeweiligen Liganden, der N1-Domine von G3P bzw. der N-terminalen
Domine von Colicin A (Deprez ef al., 2002; Lubkowski et al., 1999). Abbildung 1-2 zeigt die
Struktur von TolA-C und die an der Wechselwirkung mit N1 beteiligten Reste. Ein Vergleich
der verschiedenen Strukturen zeigt, dass TolA-C je mnach Ligand verschiedene
Konformationen einnimmt. Im Komplex mit N1 kommt es zu einer Reorientierung der ersten
a-Helix (Deprez et al., 2005), wahrend die Wechselwirkung mit der N-terminalen Doméne
von Colicin A eine erhohte Flexibilitdt in der gesamten Doméne herbeifiihrt (Deprez et al.,
2002). Fiir die Funktion von TolA-C ist also eine flexible Struktur entscheidend, um bei
Komplexbildung mit den verschiedenen Liganden, die weder Sequenz- noch

Strukturhomologie aufweisen, spezifische Konformationsdnderungen vornehmen zu konnen.
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Abbildung 1-2: Tertidrstruktur der C-terminalen Doméne von TolA (TolA-C). Reste, die
mit der N1-Doméne des G3P filamentdser Phagen wechselwirken, sind rot dargestellt.
Die Abbildung basiert auf der NMR-Struktur von Deprez et al. (2005, PDB-Eintrag:
1S62).

Die N-terminale Domidne von TolA assoziiert in der Cytoplasmamembran mit den
Transmembranproteinen TolQ und TolR zum TolQRA-Komplex (Derouiche et al., 1995;
Lazzaroni et al., 1995). Dieser Komplex ist fiir die Translokation der Phagen-DNA in das
Cytoplasma und fiir die Integration der Phagenproteine in die Cytoplasmamembran
verantwortlich (Click & Webster, 1998; Russel et al., 1988). Bakterien mit Mutationen in den
entsprechenden Genen zeigen eine Toleranz gegeniiber filamentdsen Phagen oder Colicin A,
was fiir die Namensgebung der Gene ausschlaggebend war (Webster, 1991). TolA-C
wechselwirkt mit dem Komplex aus dem periplasmatischen TolB und dem Lipoprotein PAL,
das in der duBleren Zellmembran verankert ist (Cascales et al., 2000; Dubuisson et al., 2002;
Walburger et al., 2002). Durch diese Interaktion entsteht eine Verkniipfung zwischen der
inneren und dulleren Zellmembran (Sturgis, 2001).

Wiéhrend die Funktion der Tol-Proteine bei der Phageninfektion bzw. der Bindung von
Colicinen gut untersucht ist, ist ihre eigentliche Aufgabe in E. coli noch unklar. Postuliert
wurden u.a. die Beteiligung am Transport von makromolekularen Membranbestandteilen
(Derouiche et al., 1996; Rigal et al., 1997) oder Lipopolysacchariden (Gaspar et al., 2000).
Eine entscheidende Funktion dieser Proteine besteht darin, die Membranstabilitit und
-struktur aufrechtzuerhalten (Lloubes et al., 2001). Mutationen in folA, tolR, tolQ oder tolB
fiihren zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber bestimmten Antibiotika oder Detergenzien
und zur Freisetzung periplasmatischer Proteine ins Medium (Lazzaroni et al., 1999; Webster,
1991).
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1.3 G3P* als Modellsystem fiir die Faltung von Mehrdoméinenproteinen

Das G3P filamentoser Phagen stellt nicht nur ein geeignetes System dar, um den
Zusammenhang zwischen Stabilitdt, Faltung und Funktion eines Proteins in vivo zu
untersuchen. Das isolierte N1N2-Fragment (G3P*) dient auch als Modellsystem, um den
Faltungsmechanismus eines Mehrdoménenproteins in vitro zu analysieren. Bisherige
Kenntnisse iiber Faltungsmechanismen und Stabilitdit von Proteinen beruhen fast
ausschlieBlich auf Untersuchungen an kleinen Eindoménenproteinen. Viele dieser Proteine
falten extrem schnell, im Bereich weniger Millisekunden, und folgen dabei einem einfachen
Zweizustandsmodell (Jackson, 1998; Kragelund er al, 1995; Schindler et al, 1995;
Schonbrunner et al., 1997). Langsame Faltungsprozesse sind bei Eindoménenproteinen hiufig
auf Isomerisierungsreaktionen an Peptidylprolylbindungen (Balbach & Schmid, 2000), die
Ausbildung von Disulfidbriicken (Creighton, 2000) oder die Bindung von Cofaktoren
(Sosnick et al., 1996) zuriickzufiihren.

Die iiberwiegende Zahl der Proteine in der Zelle ist jedoch aus mehreren Doménen oder
Untereinheiten aufgebaut, die strukturelle oder funktionelle Einheiten bilden (Hawkins &
Lamb, 1995; Netzer & Hartl, 1997). Dieser modulare Aufbau ermoglicht die Kombination
unterschiedlicher Funktionen (Vogel et al., 2004), und oftmals ist die Wechselwirkung von
Doménen von regulatorischer Bedeutung. Die Faltung von Mehrdoméinenproteinen ist ein
wesentlich komplexerer Vorgang als die der Eindoménenproteine und bislang nur wenig
untersucht (Garel, 1992; Jaenicke, 1999). Je nach Stabilitit der Einzeldominen und der
Wechselwirkungen zwischen den Doménen falten Mehrdoménenproteine in unterschiedlicher
Weise. Doménen, die isoliert stabil sind, konnen zunéchst unabhéngig voneinander falten, um
dann in einem nachfolgenden Schritt miteinander zu assoziieren. Dieser Mechanismus wurde
fiir die beiden Doménen Cp und V| der leichten Kette von Immunglobulinen (Tsunenaga et
al., 1987) und fiir die Phosphoglyceratkinase (Parker et al., 1996) nachgewiesen. In anderen
Fallen ist nur eine Domaéne isoliert stabil, und die Faltung der labileren Doméne ist mit der
Doménenassoziation gekoppelt. Dies bedeutet, dass die stabilere, schnell faltende Doméne als
Faltungsgeriist fiir eine zweite, instabilere Doméne dient, wie z.B. im Fall des yy-Cristallins
der Augenlinse (Rudolph et al., 1990). Im Extremfall sind beide Doménen fiir sich instabil, so
dass die Faltung direkt mit ihrer Assoziation verkniipft ist. Ein Beispiel fiir eine solche
Wechselwirkung zweier intrinsisch unstrukturierter Doménen ist der Komplex zwischen dem
Transkriptionscoaktivator CBP/p300 und dem hormonellen Rezeptorcoaktivator pl60
(Demarest et al., 2002). Die Assoziation von gefalteten Doméinen oder Untereinheiten ist
nicht nur fiir die de novo-Faltung von Mehrdoménenproteinen essentiell, sondern kann auch
fir deren biologische Funktion von Bedeutung sein, die in vielen Féllen mit
Doménenoffnungs- und -schlieBreaktionen gekoppelt ist.

Bei der Entfaltung von Zweidoménenproteinen kénnen entsprechend drei Prozesse auftreten:
die Dissoziation der beiden Doménen, die Entfaltung der ersten und die Entfaltung der

zweiten Doméne. Je nach Stabilitit der Einzeldomdnen kann ihre Entfaltung mit der
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Doménendissoziation gekoppelt sein. Im G3P* sind die beiden Doménen nicht nur strukturell
abgegrenzt, sie unterscheiden sich auch deutlich in ihrer Stabilitdt (Martin & Schmid, 2003a).
N2 entfaltet, sobald die Doménen dissoziieren und die stabilisierenden Wechselwirkungen zu
N1 verloren gehen. N1 hingegen behilt seine native Konformation auch, wenn N2 entfaltet
ist, und entfaltet erst bei hoheren Temperaturen bzw. hoheren Konzentrationen an
Denaturierungsmittel.

Die Faltung von G3P* verlduft in mehreren, zeitlich klar getrennten Schritten und umfasst
einen sehr groBen Zeitbereich (Martin & Schmid, 2003b). Im ersten Schritt faltet die N1-
Domine sehr schnell innerhalb weniger Millisekunden. Die N2-Doméne bildet ihre Struktur
etwa tausendfach langsamer in zwei sequentiellen Reaktionen aus. Dabei entspricht der erste
Schritt vermutlich der Faltung des globulédren Teils von N2 (N2”) und der zweite Schritt der
lockeren Assemblierung mit der N1-Domine. Die feste Assoziation der beiden vorgefalteten
Doménen und damit die Faltung in den stabilen nativen Zustand ist nochmals zwei
GrofBenordnungen langsamer und besitzt eine Zeitkonstante von 6200 s (bei 25 °C). Diese
langsame Doménenassoziation wird durch die trans—-cis-Isomerisierung der Peptidbindung
GIn212-Pro213 in der Gelenksubdomine kontrolliert (Martin & Schmid, 2003c), die im

nativen Zustand eine cis-Konformation aufweist (Lubkowski et al., 1998, Abbildung 1-1b).

1.4 Prolinisomerisierung als langsamer Schritt in der Proteinfaltung

1.4.1 Eigenschaften der Peptidylprolylbindung

Aufgrund der besonderen Geometrie der Peptidbindung kann die Isomerisierung von
Peptidylprolylbindungen faltungsverlangsamend wirken. Die Peptidbindung besitzt partiellen
Doppelbindungscharakter und zeigt daher eine planare Anordnung. Die flankierenden
Cqo-Atome sind entweder trans oder cis zueinander angeordnet. Fiir alle Peptidbindungen ohne
Beteiligung von Prolin (Nicht-Prolylbindungen) ist der cis-Zustand aus sterischen Griinden
sehr viel ungiinstiger als der trans-Zustand, so dass in Oligopeptiden nur ca. 0,1 bis 1% der
Peptidbindungen cis-Konformation aufweisen (Scherer et al., 1998). In gefalteten Proteinen
sind Nichtprolyl-cis-Peptidbindungen demnach &uflerst selten (Jabs et al., 1999; Macarthur &
Thornton, 1991; Ramachandran & Mitra, 1976; Stewart et al., 1990).

Im Gegensatz dazu ist bei Peptidbindungen vor Prolin (Peptidylprolylbindungen,
Prolinbindungen) der energetische Unterschied zwischen den beiden Isomeren nur gering.
Aufgrund des Pyrrolidinrings des Prolins steht das C,-Atom der Aminosidure vor Prolin
immer cis-stindig zu einem C-Atom (C, oder Cs) des Prolins (Abbildung 1-3). Das trans-
Isomer ist gegeniiber dem cis-Isomer daher nur leicht energetisch favorisiert. In Peptiden
liegen beide Formen im Gleichgewicht vor, wobei der Anteil an cis-Prolinbindungen
zwischen 10 und 30% liegt und von der Aminosédure vor Prolin abhidngt (Cheng & Bovey,
1977; Grathwohl & Wiithrich, 1981; Reimer et al., 1998). Aufgrund des partiellen
Doppelbindungscharakters der Peptidbindung ist die Aktivierungsenergie fiir die cis/trans-
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Isomerisierung sehr hoch (ca. 80 kJ/mol), und daher sind Prolinisomerisierungen langsame
Reaktionen mit Zeitkonstanten im Bereich von 10 bis 100 s bei 25 °C (Brandts et al., 1975;
Schmid, 2002).

Co- Cs B e
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Abbildung 1-3: Cis-trans-Isomerisierung der Peptidylprolylbindung. Das Gleichgewicht
liegt zu 70 bis 90% auf der Seite der trans-Konformation (Balbach & Schmid, 2000).

In gefalteten Proteinen ist die Konformation der Prolinbindung in der Regel klar festgelegt, da
die native Struktur meist nur ein Isomer akzeptiert. Etwa 5-7% aller Prolinbindungen in
nativen Proteinen weisen cis-Konformation auf (Stewart et al., 1990). Nur bei sehr wenigen
Proteinen konnte im nativen Zustand ein Gleichgewicht zwischen cis- und trans-Isomeren
beobachtet werden, z.B. in Staphylokokkennuklease (Evans et al., 1987), Calbindin (Chazin
et al., 1989) oder humanem Interleukin-3 (Feng ef al., 1997b).

1.4.2 Die Prolinhypothese

Garel und Baldwin entdeckten 1973, dass entfaltete Ribonuklease A aus einer heterogenen
Mischung von schnell faltenden Ug- und langsam faltenden Us-Molekiilen besteht, wobei
beide Formen zu einem enzymatisch aktiven Enzym fiihren (Garel & Baldwin, 1973). In der
sogenannten Prolinhypothese postulierten Brandts et al., dass sich schnell und langsam
faltende Molekiile in der Konformation einer oder mehrer Prolylbindungen unterscheiden
(Brandts et al., 1975). Im nativen Protein liegt jede Prolylbindung in einer definierten
Konformation, cis oder trans, vor. Nach der Entfaltung stellt sich jedoch ein Gleichgewicht
zwischen den beiden Isomeren ein. Die Ug-Molekiile mit korrekten Prolinisomeren kdnnen
schnell in die native Struktur falten, wéihrend Us-Molekiile nur langsam falten, da ihre
Riickfaltung mit der Isomerisierung der nicht-nativen Prolinbindungen einhergeht.

Urspriinglich wurde davon ausgegangen, dass nicht-native Prolinisomere die Faltung von
Proteinen zu Beginn blockieren. Mittlerweile ist bekannt, dass Faltung und
Prolinisomerisierung eng miteinander gekoppelt sind. Die konformationelle Faltung kann mit
nicht-nativen Prolinisomeren beginnen, und viele Proteine konnen trotz falscher
Prolinkonformation ein nativ-&hnliches Intermediat ausbilden. Die letzten Faltungsschritte
sind jedoch durch die Rate der [somerisierungsreaktion limitiert, wobei durch die Ausbildung

der nativ-dhnlichen Struktur die Aktivierungsenergie der Isomerisierung je nach Protein
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erniedrigt, aber auch erhoht werden kann (Cook et al., 1979; Goto & Hamaguchi, 1982;
Kiefhaber & Schmid, 1992b; Schmid & Blaschek, 1981; Balbach et al., 1999).

1.4.3 Prolylisomerasen

Die Entwicklung eines geeigneten Testsystems durch Fischer und Mitarbeiter bildete die
Basis fiir die Entdeckung der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (Prolylisomerasen,
PPlasen) (Fischer et al, 1984a). In diesem proteasegekoppelten Isomerasetest spaltet
Chymotrypsin ein chromogenes Tetrapeptid nur, wenn dessen Ala-Pro-Peptidbindung trans-
Konformation besitzt. Mit diesem System gelang es, die erste Prolylisomerase aus
Schweinenieren zu isolieren (Fischer ef al., 1984b). Bei der Sequenzierung der Isomerase
stellte sich spéter heraus, dass diese mit Cyclophilin, dem Bindungsprotein fiir das
Immunsuppressivum Cyclosporin A, identisch ist (Fischer et al., 1989; Takahashi et al.,
1989). 1987 konnte nachgewiesen werden, dass Prolylisomerasen in vitro die prolinlimitierte
Faltung von Proteinen beschleunigen konnen (Lang et al., 1987). Da PPlasen in allen
Organismen vorkommen, wird die Faltungskatalyse seither als eine ihrer physiologischen
Aufgaben betrachtet.

Die Katalyse einer Faltungsreaktion durch Prolylisomerasen ist ein eindeutiger Nachweis fiir
einen  prolinlimitierten  Faltungsschritt. ~ Allerdings kann man bei fehlender
Faltungsbeschleunigung einen prolinlimitierten Schritt nicht sicher ausschlieBen. Die schnelle
Ausbildung teilgefalteter Intermediate kann, wie im Fall von Ribonuklease A und
Thioredoxin, die Zuginglichkeit fiir das Enzym herabsetzen und so die Katalyse der

Prolinisomerisierung verhindern (Lang et al., 1987; Lin et al., 1988).

1.4.4 Prolinisomerisierung als regulatorischer Prozess

Seit langerer Zeit wurde postuliert, dass Prolinisomerisierungen als langsame Schritte in der
Proteinfaltung eine regulatorische Funktion in zelluliren Prozessen iibernehmen konnen
(Schmid et al., 1991). Zum Beispiel katalysiert Pinl die Isomerisierung von Phosphoserin-
oder Phosphothreonin-Prolin-Bindungen. Dieser phosphorylierungsabhingigen Katalyse wird
eine regulatorische Rolle im Zellzyklus zugeschrieben (Lu ef al., 1996; Lu et al., 2002; Yaffe
etal., 1997).

Zudem konnte fiir einige Proteine mittels NMR-Spektroskopie gezeigt werden, dass sie
konformationell heterogen, d.h. als Mischung von Prolylisomeren vorliegen. Eine mogliche
Ursache hierfiir ist, dass die entsprechenden Proline in flexiblen oder lokal entfalteten
Strukturbereichen liegen. Der isomere Zustand ist hierbei nicht eindeutig fixiert, da die
Kopplung mit der konformationellen Faltung zu schwach ist. Eine solche Heterogenitit
konnte auch fiir die Funktion wichtig sein. Die SH2-Doméne der Tyrosinkinase Itk liegt in

zwei Konformationen vor, die sich im cis/trans-Zustand von Pro287 und in ihrer Affinitét fir
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ein phosphotyrosinhaltiges Peptid unterscheiden (Andreotti, 2003; Brazin et al., 2002; Mallis
et al., 2002). Kiirzlich konnte eine dhnliche Heterogenitét in der C-terminalen SH3-Doméne
des Proteins Crk nachgewiesen werden (Sarkar et al., 2007). Hier fungiert die cis/trans-
Isomerisierung  der  Gly237-Pro238-Peptidbindung  als  lokaler  Schalter.  Die
Isomerisierungsreaktion fiihrt zu einer Reorientierung der benachbarten Aminosduren und

beeinflusst so die intramolekulare Wechselwirkung mit der N-terminalen SH2-Doméne.

1.5 Problemstellung

Die Infektion von E. coli durch den filamentdsen Phagen fd eignet sich gut als Modellsystem,
um die Bedeutung der Stabilitit und des Faltungsmechanismus eines Proteins in vitro fiir
seine Funktion in vivo aufzukldren. Untersuchungen zum Faltungsmechanismus des G3P*
zeigten, dass die beiden Doménen N1 und N2 nach schneller Vorfaltung im letzten Schritt der
in vitro-Riickfaltung langsam assoziieren. Diese Assoziation erstreckt sich iiber mehrere
Stunden und wird durch die trans—cis-Isomerisierung an Pro213 in der Gelenkregion
zwischen den beiden Dominen limitiert. Die Zeitkonstante dieser Reaktion ist mit 6200 s
deutlich langsamer als Prolinisomerisierungen in anderen Proteinen und Peptiden. Im Rahmen
dieser Arbeit galt es zunédchst, die molekularen Ursachen dieser extrem langsamen
Isomerisierungsreaktion in vitro zu analysieren. Hierzu sollten im G3P* die zu Pro213
benachbarten Positionen mutiert und ihr Einfluss auf Faltung, Stabilitit und
Isomerisierungsrate untersucht werden.

Von besonderem Interesse war es zu untersuchen, ob diese langsame Faltungsreaktion von
G3P* fiir die Funktion des Proteins in vivo wichtig ist. Fiir eine erfolgreiche Infektion ist die
Domaénendissoziation essentiell, da im nativen G3P die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch die
Interaktion mit N2 blockiert wird. Pro213 in der Gelenkregion wirkt als Schalter zwischen der
offenen trans-Form und der geschlossen cis-Form mit fest assoziierten Doménen und kénnte
somit nicht nur die Faltung von G3P*, sondern auch die Infektiositidt der Phagen regulieren.
Mit Hilfe von Prolylisomerasen und verschiedenen Phagenvarianten sollte der Einfluss der
Prolinisomerisierung auf die Lebensdauer dieses offenen, aktiven Zustands von G3P und auf
die Infektiositdt der Phagen untersucht werden. Daneben sollte der gedffnete Zustand des
G3P* in vitro genauer charakterisiert werden.

Die Bindung von N2 an den F-Pilus induziert in vivo die Doménendissoziation und
ermoglicht so die Wechselwirkung der N1-Doméne mit TolA-C in der Zellmembran. Ein
weiteres Ziel der Arbeit war deshalb, die Wechselwirkungen zwischen den
Interaktionspartnern N2 und F-Pilus bzw. N1 und TolA-C zu charakterisieren. Zu diesem
Zweck sollte F-Pilin, die monomere Untereinheit des F-Pilus, isoliert exprimiert und gereinigt
werden. Mit Hilfe des F-Pilins sollte dann untersucht werden, ob eine Aktivierung der Phagen
durch die isolierte Untereinheit auch in #rans moglich ist oder ob der Phage fiir eine

erfolgreiche Infektion am Pilus gebunden bleiben und mittels Pilusretraktion an die
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Zelloberflache gebracht werden muss. Desweiteren sollte die Bindung von TolA-C an die N1-
Domiéne in isolierter Form bzw. im G3P*-Kontext in vitro untersucht werden, um den
Einfluss der N2-Doméine auf diese Interaktion zu bestimmen. Dieses Zusammenspiel von
in vitro- und in vivo-Untersuchungen sollte neue Einsichten vermitteln, wie die Stabilitdt und

der Faltungsmechanismus des Gen-3-Proteins die Infektion von E. coli durch den Phagen fd

steuern.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstimme und Plasmide

Fir die Phagenpropagation, die Produktion von Plasmid-DNA und die Expression von Proteinen
wurden folgende E. coli-Stimme verwendet.

XL1Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (g mg ) supE44 relAl lac  Stratagene
[F'proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tet®)] (La Jolla, USA)
BL21 (DE3) B F" dem ompT hsdS (rg” mg™) gal M(DE3)

BL21 (DE3) pLysS B F dem ompT hsdS (15 mg") gal M(DE3) [pLysS (Cm®)]

DH5a DH5a F 980d lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17(r,, m") phoA supE44 X gyrA96 thi-1 relAl
Rosetta F ompT hsdSg(rg” mp") gal dem pRARE2 (Cm®)
HM125 degP rpoH15 eda Meerman &
Georgiou, 1994
HB2156 supE thi-1 A(lac-pro-AB) A(mcrB-hsdSM)5 (1, my) Riechmann &

Holliger, 1997

Der F'-Stamm E. coli XL1Blue wurde zur Phagenpropagation, Phageninfektion und zur Produktion
von Plasmid-DNA verwendet, der F-Stamm FE. coli HB2156 zur Phageninfektion F-Pilus-freier
Zellen. E. coli BL21 (DE3) pLysS und die anderen Bakterienstimme dienten zur Expression von
Proteinen. Das Plasmid pLysS kodiert T7-Lysozym, das geringe Mengen von T7-RNA-Polymerase
bindet und dadurch die Expression in nicht-induzierten Zellen verhindert.

Der in dieser Arbeit verwendete filamentose Phage fd basiert auf dem Phagemid fCKCBS (Krebber et
al., 1997). Zur Expression der verschiedenen G3P*-Varianten und der C-terminalen Doméne von
TolA wurde der Vektor pET11la verwendet. Die zur Expression von monomerem F-Pilin bzw. der
verschiedenen F-Pilin-Fusionsproteine verwendeten Vektoren sowie die zur Herstellung des AtraA-
Stamms verwendeten Plasmide sind im Anhang aufgefiihrt (10.1).

2.1.2 Oligodesoxyribonukleotide

Die zur Erstellung der jeweiligen Phagenkonstrukte sowie die zur Klonierung der G3P*-Varianten, der
C-terminalen Domédne von TolA wund der verschiedenen F-Pilin-Konstrukte verwendeten
Oligodesoxyribonukleotide sind im Anhang aufgefithrt (10.2). Alle Oligodesoxyribonukleotide
wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg, D), Biomers (Ulm, D) oder Invitrogen (Karlsruhe,
D) bezogen.
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2.1.3 Nahrmedien

dYT-Medium: 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Pepton
Néhrboden: dYT-Medium mit 1,5% (w/v) Agar-Agar

Je nach Bedarf wurden dem autoklavierten Nahrmedium sterilfiltrierte Antibiotika-Stammldsungen
zugesetzt. Die Endkonzentration betrug 300 pg/ml bei Ampicillin (Amp), 25 pg/ml bei
Chloramphenicol (Cm) bzw. 50 pg/ml bei Kanamycin (Km).

2.1.4 Enzyme

Tag-, Pfu- und Vent-DNA-Polymerase Promega (Mannheim, D)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Frankfurt, D)
Promega (Mannheim, D)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot, D)

T4-DNA-Ligase, T4-Polynukleotidkinase Invitrogen (Karlsruhe, D)
Alkalische Phosphatase aus Krabben (SAP) MBI Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Alkalische Phosphatase aus Kilberdarm (CIP) New England Biolabs (Frankfurt, D)
Chymotrypsin, Lysozym Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

2.1.5 Léngenstandards

Bench Mark™ Protein Ladder Invitrogen (Karlsruhe, D)

pUC19 DNA / Mspl (Hpall)-Marker MBI Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Lambda DNA / Eco130I (Styl)-Marker

2.1.6 Chemikalien und Biochemikalien

Protease Inhibitor Cocktail Set II Calbiochem (La Jolla, USA)
Ammoniumhydrogencarbonat, Chloroform/Isoamylalkohol, Fluka (Seelze, D)

Dithiothreitol DTT, Imidazol, PEG-8000

FlexiPrepKit™ GE Healthcare (Freiburg, D)
Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) Gerbu (Gaiberg, D)
Guanidiniumchlorid (GdmCI, ultrapure) ICN Biomedicals (Aurora, USA)
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphinhydrochlorid (TCEP) MoBiTec (Géttingen, D)
Bi(sulfosuccinimidyl)-suberat Perbio, Bonn

Ampicillin, Adenosin-5’-Triphosphat (ATP), Agarose, Roth (Karlsruhe, D)

30% Acrylamidldsung (,,Rotiphorese 30*), Chloramphenicol,
Desoxyribonukleotide (d1ATP, dCTP, dTTP, dGTP), EDTA,
Ethidiumbromid, Kanamycin, Phenol, Roti-Load-
Proteinauftragspuffer, N,N,N’,N -Tetramethylenethylendiamin
(TEMED), Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
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Ammoniumperoxodisulfat (APS), Desoxycholat,
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Coomassie Brilliant Blue G-250, Glutathion ox. (GSSG,

> 98%), Glutathion red. (GSH, > 99%), lodacetat (99 %),
5-((((2-lodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsiure
(1,5-IAEDANS, > 90%), Natriumcitrat, Silica S-5631,
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-ethan)-sulfonséure
(HEPES), Trichloressigsiure

Serva (Heidelberg, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt, D) im Reinheitsgrad
p-A. bezogen. Das fiir Puffer und Losungen verwendete Wasser wurde mit einer Seralpur-
Reinstwasseranlage deionisiert (ddH,O, Leitfdhigkeit < 0,1 uS/cm). Puffer fiir spektroskopische
Messungen wurden durch 0,45 pm-Nylonfilter filtriert und vor Gebrauch jeweils mindestens 20 min

entgast.

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Membranfilter (0,22 pm und 0,45 pm)
NAP™-10- und NAP™-5-Siulen (Sephadex™ G-25 DNA

Grade), HiLoad Superdex™ 75 (16/60) prep grade- und HiLoad

Superdex™ 75 (26/60) prep grade-Gelfiltrationssiule
Ni-NTA-Superflow-Agarose
Spectra/Por-Dialyseschlduche (Ausschlussgrenze 3,5 kD)

2.1.8 Gerite

DX.17MV Sequential stopped-flow Spektrofluorimeter

Transilluminator 302 nm
Sonifier B15 Ultraschall Desintegrator
Christ Alpha 1-4 Gefriertrocknungsanlage

Kiihlzentrifuge ,,Sorvall RC5B Plus*

Mastercycler Gradient
Thermoschiittler “Thermomixer 5436”

FPLC-Anlage, 2050 MIDGET Electrophoresis Unit
Prazisionskiivetten aus Quarzglas Suprasil
Zentrifuge “Laborfuge 400R*

Hitachi-Fluoreszenzspektrophotometer F-4010

Jasco J-600 Spektropolarimeter mit PTC-348 WI Peltier-
Element, Jasco-Fluoreszenzspektrophotometer (FP-6500)

Refraktometer

Bio-Print Darkroom CN-UV / WL
Microfluidizer M-110L

Thermocycler PTC 100 (Mini-Cycler)

Easyject Prima Elektroporationsapparatur

FischerScientific (Schwerte, D)
GE Healthcare (Freiburg, D)

Qiagen (Hilden, D)
Spectrum (Los Angeles, USA)

Applied Photophysics
(Leatherhead, UK)

Bachhofer (Reutlingen, D)
Branson (Heusenstamm, D)
Christ (Osterode, D)

DuPont (Bad Homburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

GE Healthcare (Freiburg, D)
Hellma (Miihlheim, D)
Hereaus (Hanau, D)

Hitachi (Tokio, Japan)

Jasco (GroB-Umstadt, D)

Kriiss (Hamburg, D)

LTF Labortechnik (Wasserburg, D)
Microfluidics (Newton, USA)

MIJ Research (Watertown, USA)
Peqlab (Erlangen, D)
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Seralpur PRO 90 CN Reinstwasser-Anlage Seral (Ransbach-Baumbach, D)
Cary 100 Bio UV-VIS-Spektrophotometer Varian (Darmstadt, D)
WTW pH 537 Microprocessor pH-Meter WTW (Weilheim, D)

2.1.9 Computerprogramme

Biocapt LTF-Labortechnik (Wasserburg, D)

BioEdit Hall, T. (Ibis Therapeutics, Carlsbad, USA)

Grafit 3.0, Grafit 5.0 Erithacus Software (Staines, UK)

Image] 1.30v Rasband, W. (NIH, Bethesda, USA)

MolMol Version 2K.2 Koradi et al., 1996

Pymol DeLanoScientific LLC (San Francisco, USA)

Scientist 2.01 Micromath (St. Louis, USA)

Swiss-Pdb Viewer Version 3.7 GlaxoSmithKline (Miinchen, D), Guex & Peitsch, 1997

2.2 Elektrophoretische Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (Ix): 40 mM Tris, 20 mM Eisessig, | mM EDTA, pH* © 8,0
Probenpuffer (6x): 4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50% (v/v) Glycerin,
0,1% (w/v) Bromphenolblau

Die analytische Auftrennung sowie die priparative Reinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels
horizontaler Agarose-Gelelektrophorese, wobei die Konzentration an Agarose (0,6 - 2,0 % (W/v)) je
nach GroBe der zu analysierenden Fragmente variierte. Die DNA-Proben wurden mit ) Volumen
Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 30 min lang in 0,5x
TAE-Puffer bei einer Spannung von 6 V pro cm Elektrodenabstand. Die DNA-Banden wurden in
einer Ethidiumbromid-Losung (ca. 2 pg/ml Ethidiumbromid in 0,5x TAE-Puffer) 5 min lang geférbt,
kurz in 0,5x TAE-Puffer entfarbt und mit UV-Licht (302 nm) bestrahlt.

2.2.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Schigger und

von Jagow
Trenngel: 12,5% (w/v) Acrylamid (Stammldsung mit 37,5:1 Acrylamid/N,N’-
Methylenbisacrylamid), 1 M Tris/HCL, pH®" 8,45, 0,1% (w/v) SDS
Sammelgel: 4,2% (w/v) Acrylamid (Stammlosung s.0.), 0,75 M Tris/HCI, pH*" 8,45,

0,07% (w/v) SDS
Probenpuffer (4x): 0,2 M Tris/HCI, pHRT 7,0, 120 mM DTT, 40 mM EDTA, 15% (w/v) SDS,
48% (w/v) Glycerin, 0,04% (w/v) Bromphenolblau

Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCI, pH*" 8,9

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris/HCI, 0,1 M Tricin, 0,1% (w/v) SDS, pH"" 8,25

Firbelosung: 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 50% (v/v) Methanol,
10% (v/v) Essigsdure

Entfirbelésung: 10% (v/v) Essigsdure, 5% (v/v) Methanol
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Das von Schégger und von Jagow eingefiihrte Verfahren zur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
ermoglicht eine gute Trennung kleiner Proteine durch Verwendung des Folgeions Tricin (Schigger &
von Jagow, 1987). Die Proben (etwa 2,5 ug) wurden mit Probenpuffer versetzt, 15 min im kochenden
Wasserbad erhitzt und abzentrifugiert. Die Elektrophorese erfolgte in einer MIDGET-Vertikal-
Elektrophorese-Apparatur bei einer Stromstirke von 25 mA fiir das Sammelgel und 45 mA fiir das
Trenngel. Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, das Trenngel 2 h in der
Farbelosung gefarbt und mehrere Stunden entfarbt.

2.3 Isolierung und Reinigung von DNA

2.3.1 Priparation von doppelstriingiger DNA

Fiir die Isolierung von doppelstringiger Phagen- und Plasmid-DNA wurde der FlexiPrepKit™ (GE
Healthcare, Freiburg, D) verwendet. Die Bakterienkulturen wurden iiber Nacht in 5 ml dYT-Medium
mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum bei 37 °C angezogen. 1,5 ml der Kultur wurden
abzentrifugiert und gemiBl den Angaben des Herstellers behandelt. Die Zellen werden hierbei im
alkalischen Milieu (Sambrook et al, 1989) aufgeschlossen, die DNA an eine
Anionenaustauschermatrix gebunden und mit 50 pl ddH,O eluiert.

2.3.2 Priparation von einzelstringiger Phagen-DNA

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH*" 8,0, 1 mM EDTA

Zur Isolierung einzelstrangiger Phagen-DNA wurde das nach 2.7.1 erhaltene Phagenpellet in 100 pl
TE-Puffer aufgenommen. Die Phagenhiille wurde durch Zugabe von 50 pl Phenol/Tris, starkem
Schiitteln fiir 30 s und Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 1 min) abgetrennt. Die ssDNA-haltige
Oberphase wurde zusitzlich durch Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) unter den gleichen Bedingungen
gewaschen. Die Prizipitation der ssDNA erfolgte mit 300 pl Ethanol / 3 M Na-Acetat (25:1), pH 5,2,
15 min lang bei RT. Nach 10-miniitiger Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C) wurde die préazipitierte
ssDNA mit 200 ul 70% Ethanol gewaschen, 10 min bei RT getrocknet und in 20 pl ddH,O
resuspendiert.

2.3.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen und Reinigung mit Silica

PBS: 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM NayHPO4, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4
Waschpuffer: 50 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, 2,5 mM EDTA, 50% Ethanol, pH"" 7,5
Silica-Suspension: 1 g Silica in 10 ml 3 M Nal

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten (2.2.1) wurde die gewiinschte
Bande aus dem Gel ausgeschnitten, und das Gelstiick mit dem gleichen Volumen 6 M Nal 5 min unter
Schiitteln bei 55 °C aufgeschmolzen. Nach Zugabe einer entsprechenden Menge Silica-Suspension
(I mg bindet ca. 3 ug DNA) wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Das Silica wurde
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet dreimal mit je 500 ul Waschpuffer gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer restlos abgenommen. Die Elution der DNA
erfolgte durch Zugabe eines der eingesetzten Silica-Suspension entsprechenden Volumens ddH,O und
S-miniitiger Inkubation bei 45 °C. Nach kurzer Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 5 min) wurde der
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DNA-haltige Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das
gleiche Verfahren wurde zur Entsalzung von DNA angewendet.

2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.4.1 PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Pfu-Polymerase-Puffer (10x): 0,2 M Tris/HCI, pH* 8,0, 0,1 M KCI, 0,1 M (NH,),SO,,
20 mM MgSO,, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA
Vent-Polymerase-Puffer (10x) : 0,2 M Tris/HCI, pH* 8,0, 0,1 M KCI, 0,1 M (NH4),SO4,

20 mM MgSO, 1% Triton X-100

DNA-Fragmente wurden mit Pfu- oder Vent-Polymerase amplifiziert, da diese Polymerasen im
Gegensatz zur fehleranfilligeren 7Tag-Polymerase eine 3’-Exonuclease-Aktivitdt besitzen. Die PCR
erfolgte in 1x Puffer mit 400 uM dNTPs, je 400 nM Primer und 0,5 pl Templat-DNA (ca. 100 ng/pl).
Die Reaktion wurde nach Autheizen auf 95 °C durch Zugabe von 3 U Pfu-Polymerase bzw. 5 U Vent-
Polymerase gestartet (,,hot start”). Die PCR erfolgte nach 2-miniitiger Inkubation bei 95 °C in
30 Zyklen aus Strangtrennung (95 °C), Hybridisierung (je nach verwendetem Primerpaar 45 - 55 °C)
und Polymerisation (72 °C). AnschlieBend wurde eine 10-miniitige Polymerisation bei 72 °C
durchgefiihrt und der Erfolg der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift (2.2.1).

2.4.2 Kolonie-PCR

Mg-freier Puffer fiir Tag-Polymerase (10x): 0,1 M Tris/HCI, pH25 ©9,0,0,5M KCl,
1 % Triton X-100

Die Kolonie-PCR ermoglicht den Nachweis bestimmter DNA-Fragmente, indem einzelne Kolonien
einer PCR mit 7ag-Polymerase unterzogen werden. Da die PCR ausschlieBlich dem analytischen
Nachweis dient, ist die hohere Fehlerrate der Tag-Polymerase hier nicht hinderlich. Ein 50 pl-PCR-
Ansatz enthielt 5 pl Mg-freien Puffer (10x), 5 pl 25 mM MgCly, 1 ul dNTPs (10 mM), je 1 pl Primer
(10 uM), 1 U Tag-Polymerase und 36 pl ddH,O. Zellen verschiedener Kolonien wurden in den PCR-
Ansatz transferiert und 50 ul dYT-Medium mit dem restlichen Zellmaterial angeimpft, um mogliche
positive Klone weiter kultivieren zu konnen. Die PCR erfolgte unter den in 2.4.1 angegeben
Bedingungen und wurde durch Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift (2.2.1). Die Kolonie-PCR wurde
auch eingesetzt, um infizierte Kolonien in den Kompetitionsexperimenten auf die jeweiligen Phagen
testen zu konnen (2.7.6).

2.4.3 BluntEnd-Mutagenese

Pfu-Polymerase-Puffer (10x): 0,2 M Tris/HCI, pH* " 8,0, 0,1 M KCI, 0,1 M (NH,4),SO.,
20 mM MgSOs, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA

T4-PNK-Puffer (10x): 0,7 M Tris/HCI, pH* © 7,6, 0,1 M MgCl,, 5 mM DTT

T4-DNA-Ligase-Puffer (10x): 250 mM Tris/HCI, pH 7,6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP,

5mM DTT, 25% PEG-8000

Durch BluntEnd-Mutagenese wurden Mutationen in Plasmide oder in das Phagengenom eingefiihrt.
Hierbei wird mit Hilfe von gegenldufigen Primern das gesamte Phagengenom bzw. Plasmid
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amplifiziert und anschlieBend zirkularisiert. Die PCR erfogte unter den in 2.4.1 angegebenen
Bedingungen mit 3 U Pfu-Polymerase, wobei auf eine ausreichende Polymerisationszeit (2 min pro kb
DNA-Liénge) geachtet werden muss.

Das lineare PCR-Fragment wurde im 30 pl-Ansatz phosphoryliert. Hierzu wurden 24 pl gereinigtes
PCR-Produkt (2.3.3) mit 3 ul 10x T4-PNK-Puffer und 3 pul 10 mM ATP sowie 2 pul T4-
Polynukleotidkinase (10 U/ul) 2 h lang bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das entsalzte,
phosphorylierte Fragment durch Ligation zirkularisiert. 27 ul PCR-Produkt wurden mit 3 pl 10x T4-
DNA-Ligase-Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase (5 U/ul) 2 h bei 18 °C inkubiert. Die Templat-DNA
wurde mit der Restriktionsendonuklease Dpnl geschnitten. Dpnl erkennt seine Zielsequenz GATC nur
bei N6-Methylierung des Adenins und spaltet deshalb spezifisch methylierte und hemimethylierte
DNA. Die in vitro mittels PCR synthetisierte DNA weist im Gegensatz zu der aus E. coli praparierten
DNA diese Modifikation nicht auf und wird daher nicht geschnitten. Die Restriktion mit 1 pl Dpnl
(20 U/ul) bei 37 °C erfolgte nach 20-miniitiger Inaktivierung der Ligase (bei 65 °C). AnschlieBend
wurden elektrokompetente E. coli XL1Blue-Zellen mit 5 pl des Ansatzes transformiert (2.5.1), und die
DNA einzelner Kolonien wurde durch Sequenzierung (Seqlab, Gottingen, D) auf die gewiinschte
Sequenz liberpriift.

2.4.4 QuikChange-Mutagenese

Mit Hilfe der QuikChange-Reaktion (Stratagene, La Jolla, USA) wurden ortsgerichtete Mutationen in
Plasmide oder in das Phagengenom eingefiihrt. Im Gegensatz zur exponentiellen DNA-Amplifikation
werden hier zwei zueinander komplementire Primer an die entsprechende Sequenz angelagert. Fiir die
Polymerisation (2 min pro kb DNA-Lénge) wurde Pfu-Polymerase unter den in 2.4.1 angegeben
Bedingungen verwendet, wobei in diesem Fall pro Zyklus und Ausgangsmolekiil nur ein Strang
amplifiziert wird (lineare PCR).

Das PCR-Produkt wurde durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert (2.2.1), und die Templat-DNA
durch Restriktion mit Dpnl (2.4.3) verdaut. AnschlieBend wurden E. coli XL1Blue-Zellen mit 5 pl des
Ansatzes gemiB 2.5.1 transformiert, und die DNA einzelner Kolonien durch Sequenzierung (Seqlab,
Gottingen, D) auf die gewiinschte Sequenz tiberpriift.

2.5 Transformation von E. coli-Zellen

2.5.1 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 500 ml dYT-Medium mit 1 ml einer UNK
von E. coli XL1Blue angeimpft und bis zu einer ODgy = 0,7 bei 30 °C angezogen. Die Kultur wurde
15 min lang auf Eis inkubiert und anschlieBend einmal mit sterilem ddH,O und zweimal mit 10% (v/v)
Glycerin gewaschen (Zentrifugation fiir jeweils 10 min bei 5000 rpm und 4 °C). Das gewaschene
Zellpellet wurde in 1,5 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und in 40 pl-Aliquots bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die zu transformierende DNA wurde 15min lang gegen ddH,O mikrodialysiert. Die
elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, der dialysierte Ansatz zugegeben und in eine
gekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die Transformation der Zellen erfolgte durch einen
elektrischen Puls (2500 V, ca. 5 ms). Sofort nach dem Elektropuls wurden 700 ul dYT-Medium
zugegeben, und die Zellen 30 min lang bei 37 °C geschiittelt. Danach wurden die Zellen kurz
abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Bakterienpellet im restlichen Medium resuspendiert.
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Die Zellen wurden auf Nahrboden mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 37 °C
inkubiert.

2.5.2 Herstellung und Transformation CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen

Zur Expression der C-terminalen Domine von TolA, der verschiedenen G3P*-Varianten, der
Fusionsproteine aus F-Pilin und dem Maltose-Bindeprotein (MBP) sowie weiterer F-Pilin-Konstrukte
wurde der E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS verwendet. Der jeweilige Expressionsvektor wurde nach
der Methode von Cohen in die Zellen iibertragen (Cohen ef al., 1972).

Fiir die Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen wurden E. coli BL21 (DE3) pLysS-Zellen in 500 ml
dYT-Medium bei 30 °C bis zu einer ODgg = 0,7 angezogen. Die Zellsuspension wurde 15 min lang
auf Eis inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4 °C). Danach wurde das
Bakterienpellet in 40 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 5ml 80 mM CaCl,, 20% (v/v) Glycerin
aufgenommen und in 200 pl-Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei — 80 °C gelagert.

Zur Transformation wurden 5 pl Plasmid zu 200 pl kompetenten Zellen gegeben und 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem 45 s-Hitzepuls bei 42 °C wurden 700 ul dYT-Medium zugegeben, und die
Zellen 30 min lang bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert, der
Uberstand groBtenteils abgenommen und die Zellen im restlichen Medium resuspendiert. Die
Suspension wurde auf Ndhrboden mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 37 °C
inkubiert.

2.5.3 Transformation von E. coli-Zellen mit TSS-Losung

TSS-Losung: 10 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 10% (w/v) PEG-8000,
5% Dimethylsulfoxid, 50 mM MgCl,, pH 6,5

Verschiedene E. coli-Stimme wurden auch durch TSS-Lésung mit Plasmiden transformiert (Chung et
al., 1989). Hierzu wurden die Bakterien in dYT-Medium bis zu einer ODgg ~ 0,4 angezogen. Pro
Transformationsansatz wurden 1,5 ml abzentrifugiert (3500 rpm, 4 °C, 3 min), in 100 pl eiskalter TSS-
Losung resuspendiert und mit Sul Plasmid mindestens 30 min lang bei 4 °C inkubiert. Anschlieend
wurden 900 pl TSS-Losung und 100 pl 200 mM Glucose zugegeben und der Ansatz 30 min lang bei
30 °C geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand groBtenteils abgenommen und die
Zellen im restlichen Medium resuspendiert. Die Suspension wurde auf Nédhrboden mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 37 °C inkubiert.

2.6 Erstellen einer Phagenbibliothek

2.6.1 Erstellen der Genbibiliothek

T4-PNK-Puffer (10x): 0,7 M Tris/HCI, pH* © 7,6, 0,1 M MgCl,, 50 mM DTT
Pfu-Polymerase-Puffer (10x): 0,2 M Tris/HCI, pH* © 8,0, 0,1 M KCI, 0,1 M (NH,),SO,,
20 mM MgSOs, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA

Zur Erstellung der G3P-Bibliotheken wurde zundchst eine PCR unter den in 2.4.1 angegebenen
Bedingungen mit degenerierten Oligodesoxyribonukleotiden durchgefiihrt. Die im Falle der
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Sattigungsmutagenese verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle 10-2 aufgefiihrt. Fiir die
Zufallsmutagenese des G3P wurde eine fehlerbehaftete PCR durchgefiihrt. Im Gegensatz zum
Standard-PCR-Ansatz wurde hier die Konzentration an dNTPs reduziert (40 - 200 uM), und dem
Ansatz wurden 0,5 mM MnCl, und 2,5 - 5 mM MgCl, zugesetzt. Mit flankierenden Primern wurde das
Gen mit Tag-Polymerase amplifiziert.

Das mutierte Genfragment wurde gereinigt (2.3.3) und phosphoryliert. 24 pl PCR-Produkt wurden mit
mit 3 pl 10x T4-PNK-Puffer und 3 pl 10 mM ATP sowie 2 ul T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul) 2 h
lang bei 37 °C inkubiert. Zum Einbau des randomisierten G3P-Fragments in das Phagengenom wurde
dieses mit Phagen-ssDNA ((+)-Strang) hybridisiert und mittels Pfu-Polymerase in einer sogenannten
LHAuffiillreaktion zum vollstdndigen (-)-Strang ergidnzt. Dazu wurden 3 pl 10x Pfu-Puffer, 3 pl
10 mM NAD", 1,5 ul 10 mM NTPs, 8 ul Phagen-ssDNA, 11 pl phosphoryliertes Fragment, 3 U Pfu-
Polymerase und 20 U Tag-Ligase gemischt. Nach 1 min-Denaturierung bei 95 °C und 2-miniitiger
Hybridisierung des Fragments an die Templat-DNA bei 60 °C erfolgte 2 h lang die Polymerisation bei
68 °C. Die Auffiillreaktion zum vollstindigen (-)-Strang wurde durch Agarose-Gelelektrophorese
analysiert (2.2.1), wofiir vor und nach der Reaktion je 4 pl des Ansatzes entnommen wurden.

2.6.2 Erstellen der Phagenbibliothek

E. coli XL1Blue wurden mit 10 pl mikrodialysiertem Produkt der Auffiillreaktion transformiert (2.5.1)
und auf dYT“™-Nzhrmedium ausplattiert. Um den Phagentiter nach der Transformation zu bestimmen,
wurden 10 pl des Transformationsansatzes fiir eine Verdiinnungsreihe (in 1:10-Schritten in dYT-
Medium) entnommen. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden 2 ul auf dYT“"-Nihrboden aufgetragen
und bei 37 °C inkubiert. Aus der Zahl der gebildeten Kolonien kann unter Beriicksichtigung des
entsprechenden Verdiinnungsfaktors der Phagentiter (cfu/ml) bestimmt werden.

Der ausplattierte Transformationsansatz lieferte einen Bakterienrasen, der in ca. 5 ml dYT-Medium
resuspendiert und in 5 ml frischem dYT"-Medium 2-3 h lang bei 37 °C geschiittelt wurde. Die
folgende Phagenpréiparation nach 2.7.1 lieferte eine Phagenbibliothek, in welcher der Phéanotyp nicht
unbedingt dem Genotyp entspricht, da in der Auffiillreaktion ein Hybrid-Doppelstrang aus Wildtyp-
(WT)-DNA und mutierter DNA entstand. Um eine Ubereinstimmung von Geno- und Phinotyp in der
Phagenbibliothek zu erhalten, wurde eine 5 ml E. coli XL1Blue-Kultur mit 50 pl priparierten Phagen
infiziert (2.7.2) und anschlieend die Phagen erneut prépariert.

2.7 Arbeiten mit Phagen

2.7.1 Propagation und Isolierung von Phagen

PEG-Lisung: 30% PEG-8000, 1,5 M NaCl
PBS-Puffer: 80 g NaCl (1,37 M), 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,, ad 1 1 ddH,0

Zur Phagenpropagation wurden 5 ml einer E. coli XL1Blue-Kultur (ODgg = 1,0) in dYT-Medium mit
50 ul Phagensuspension (ca. 10'°-10" cfu/ml) infiziert. Nach 30 min wurden 25 pg/ml Cm
zugegeben. Die verwendeten Phagen vermitteln Cm-Resistenz, jedoch ist eine 30-miniitige Inkubation
fiir die Expression der Chloramphenicolacetyltransferase notig. Die Kultur wurde iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

1,5 ml dieser UNK wurden bei 13000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und die Phagen gefillt, indem
1,2 ml des Uberstands mit 250 ul PEG-Lésung 15 min lang bei RT inkubiert wurden. Nach 10-
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miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand verworfen, das Phagenpellet
durch erneute Zentrifugation vom restlichen Medium abgetrennt und in 50 ul PBS-Lésung + 0,01%
NaNj resuspendiert.

2.7.2 Infektion des F'-Stamms E. coli XL1Blue

Zum Test der Infektiositit der verschiedenen Phagenvarianten gegeniiber F'-Zellen wurde der E. coli-
Stamm XL1Blue infiziert. Zu 495 ul einer E. coli-Kultur mit ODggp~ 1 wurden 5 pl Phagensuspension
gegeben und 5 min bei 37 °C bzw. 25 °C geschiittelt. Um Phagen abzutrennen, die nach dieser Zeit
noch nicht infiziert hatten, wurde der Ansatz zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C, 2 min), das Zellpellet mit
500 pl dYT-Medium gewaschen, anschlieBend in 500 pl dYT-Medium resuspendiert und weitere
30 min bei 37° inkubiert.

Ausgehend von 10 pl des Infektionsansatzes wurde eine Verdiinnungsreihe in 1:10-Schritten in dYT-
Medium auf Eis erstellt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden 2 pl auf dYT"-Nahrboden aufgetragen
und bei 37 °C inkubiert. Aus der Zahl der gebildeten Kolonien kann unter Beriicksichtigung des
entsprechenden Verdiinnungsfaktors der Phagentiter (cfu/ml) bestimmt werden.

2.7.3 Infektion des F-Stamms E. coli HB2156

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH®" 8,0, 1 mM EDTA

Fiir die Infektion von F-Zellen wurde der Bakterienstamm E. coli HB2156 (Riechmann & Holliger,
1997) verwendet. Die Phagen wurden gemal 2.7.1 prapariert und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.
Die Infektion erfolgte in dYT-Medium in Gegenwart von 50 mM CaCl, (Riechmann & Holliger,
1997). Zu 450 pl E. coli HB2156 wurden 25 pl 1 M CaCl, und 25 pl Phagensuspension gegeben. Der
Ansatz wurde zur Infektion 5 min lang bei 25 °C geschiittelt, die restlichen Phagen durch kurze
Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 2 min) abgetrennt, das Zellpellet gewaschen und der Phagentiter
(cfu/ml) anhand von Verdiinnungsreihen bestimmt (2.7.2).

2.7.4 Infektion des F-Stamms E. coli HB2156 in Gegenwart verschiedener F-Pilin-

Fusionproteine

Um die Aktivitit verschiedener MBP-Pilin-Fusionsproteine zu testen, wurde iiberpriift, ob durch
Zusatz des Fusionsproteins eine vermehrte Infektion von F'-Zellen erzielt werden konnte, d.h. ob das
Fusionsprotein in trans eine Offnung des G3P induziert. Hierzu wurde die Infektion von E. coli
HB2156 (2.7.3) in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des jeweiligen Pilin-MBP-
Fusionsproteins durchgefiihrt. Im Kontrollansatz wurde die entsprechende Konzentration MBP bzw.
das entsprechende Volumen Puffer eingesetzt. Als Negativkontrolle diente die Phagenvariante fd(3A),
die im G3P die Mutationen W181A, F190A und F194A in der F-Pilusbindungsstelle enthdlt (Deng &
Perham, 2002), und die Phagen fd(AN2), bei denen die N2-Doméine deletiert wurde.
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2.7.5 Bestimmung der Phageninfektiosit:it

Die Infektiositit von Phagen mit verschiedenen G3P-Varianten wurde relativ zu WT-Phagen
bestimmt. Dabei war sowohl die Infektiositit gegeniiber F'- (XL1Blue) und F-(HB2156)-Zellen von
Interesse. Die entsprechenden Phagen wurden wie unter 2.7.1 beschrieben isoliert, wobei der fd-
haltige Uberstand vor der Polyethylengycol-Prizipitation sterilfiltriert wurde, um E. coli-Zellen aus
der Phagenldsung zu entfernen.

Um die relative Phagenkonzentration bestimmen zu konnen, wurde aus einem Teil der
Phagensuspensionen die ssDNA prdpariert (2.3.2). Der DNA-Gehalt der verschiedenen
Phagensuspensionen wurde durch Analyse der Bandenintensititen im Agarose-Gel verglichen.
Entsprechend den  relativen = DNA-Konzentrationen = wurden  Suspensionen  gleicher
Phagenkonzentration hergestellt und diese fiir die Bestimmung der relativen Infektiositét (2.7.2 und
2.7.3) verwendet.

2.7.6 Kompetitionsexperimente

Um die Infektiositidt verschiedener Phagenvarianten zu vergleichen, wurden auBlerdem sogenannte
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt, bei denen jeweils zwei Phagenvarianten im gleichen Ansatz
um die Infektion von E. coli XL1Blue konkurrieren. Hierzu wurden sterilfiltrierte Suspensionen
gleicher Phagenkonzentration in einem bestimmten Verhiltnis (meist 1:1) gemischt. Jeweils 5 pl der
Phagenmischung wurden 5 min lang mit 495 pl E. coli XL1Blue bei 25 °C inkubiert (m.o.i > 1).
Uberschiissige Phagen wurden durch Zentrifugation abgetrennt, das Zellpellet mit dYT-Medium
gewaschen und anschlieBend in 500 ul dYT-Medium aufgenommen. Nach 30-miniitiger Inkubation
bei 25°C wurde der Ansatz verwendet, um 5ml dYT“"-Medium anzuimpfen. Nach 8h
Phagenpropagation wurden die Phagen aus dieser Kultur prépariert (2.7.1) und fiir eine weitere
Infektion eingesetzt. Es wurden vier bis zehn Zyklen aus Infektion, Phagenpropagation und
-praparation durchgefiihrt. Um die konkurrierenden Phagen identifizieren zu konnen, wurden stille
Mutationen an den Positionen S124/L.125, S172/S173 bzw. S207/S208 im G3P eingefiihrt. Nach jeder
Infektionsrunde wurde eine geeignete Verdiinnung der UNK auf dYT“"-Nahrmedium ausplattiert und
die jeweilige Phagenvariante in einzelnen Klonen mittels Kolonie-PCR (2.4.2) identifiziert. Der PCR-
Ansatz enthielt neben dem Primer fdsseq eine Mischung an Primern, die spezifisch an die jeweilige
stille Mutation binden. Es wurden mindestens 48 Klone pro Infektionsrunde getestet.

Der Einfluss der Prolylisomerase Cyclophilin 18 (Cyp18) auf die Infektiositdt wurde mit Hilfe eines
Kompetitionsexperiments zwischen WT-Phagen und Phagen mit der Mutation P213G in G3P
bestimmt. Die Infektion erfolgte unter den oben angegebenen Bedingungen in Gegenwart von 10 uM
Cypl8 bzw. in einem Kontrollansatz in Gegenwart eines entsprechenden Puffervolumens. Pro
Infektionsrunde wurden mindestens 250 Klone getestet.

2.7.7 Kinetik der Phageninaktivierung

Die Inaktivierung der Phagen nach Entfaltung wurde anhand der Infektion F-Pilus-freier Zellen
kinetisch untersucht. Eine sterilfiltrierte Phagensuspension wurde entweder durch 30-miniitige
Inkubation in 5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, oder thermisch (15 min bei 65 °C) denaturiert.
Die Riickfaltung und damit die Inaktivierung der Phagen wurde durch zehnfache Verdiinnung in
0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C initiiert. Nach verschiedenen Riickfaltungszeiten wurden dem
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Ansatz 25 pl-Aliquots entnommen und zur Infektion von E. coli HB2156 eingesetzt. Eine E. coli
HB2156-Kultur wurde zu Beginn des Experiments aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung auf
Eis gelagert, um jeweils die gleiche Zahl an Zellen infizieren zu kdnnen. Die Infektion erfolgte unter
den in 2.7.3 beschriebenen Bedingungen.

Die Phageninaktivierung wurde durch Zusatz verschiedener Konzentrationen Cyp18 (0,01 - 2 uM) im
Riickfaltungsansatz auf eine mogliche Katalyse durch Prolylisomerasen untersucht. Eine parallel
angesetzte Riickfaltung ohne Cyp18 diente als Kontrolle. Die Infektion erfolgte wie oben beschrieben.

2.7.8 Inhibition der Infektion durch gereinigtes G3P*

Die Infektion von F'-Zellen durch fd-Phagen kann durch isoliertes G3P* inhibiert werden. Um
definierte Bedingungen fiir diese Inhibitionsexperimente zu schaffen, wurden die Experimente in
0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, durchgefiihrt. E. coli XLI1Blue wurde bei 37 °C in dYT-Medium
angezogen, die Zellen abzentrifugiert und in Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine
ODggo = 0,5 verdiinnt und in 180 pl-Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots wurden mit 10 pl einer 20-fachen
Stammlosung an G3P* bzw. isolierter N1-Domédne verschiedener Konzentrationen 5 min lang bei
25 °C geschiittelt, anschlieBend mit 10 pl einer sterilfiltrierten Phagensuspension (m.o.i < 1) infiziert
und weitere 30 min bei 25 °C inkubiert. Die Zahl der infizierten E. coli-Zellen wurde geméil 2.7.2
bestimmit.

2.8 Klonierung verschiedener Proteinvarianten

T4-DNA-Ligase-Puffer (10x): 250 mM Tris/HCl, pH* © 7,6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP,
5mM DTT, 25% PEG-8000

Zur Expression von TolA-C und verschiedenener G3P*-Varianten wurden die jeweiligen
Genfragmente in den Vektor pET1la (Novagen, Schwalbach, D) kloniert. Die Konstrukte zur
Expression von F-Pilin wurden in verschiedene Vektoren kloniert (10.1).

Fiir die Klonierung der G3P*-Varianten wurde das Genfragment, das die Reste 1-217 des G3P
kodiert, aus der Phagen-dsDNA amplifiziert (2.4.1). Durch die verwendeten Primer wurden die
notigen Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme sowie ein C-terminaler Pro-Ser-Gly-(His)e-
Linker angefiigt. Das Genfragment fiir die C-terminale Doméne von TolA umfasst die Reste 295 - 421
sowie einen C-terminalen Cys-(Ala)s;-(His)s-Linker und wurde aus chromosomaler E. coli-DNA unter
den in 2.4.1 angegebenen Bedingungen amplifiziert. Das Genfragment zur Expression von F-Pilin
wurden ebenfalls aus chromosomaler E. coli-DNA amplifiziert, wobei je nach Konstrukt verschiedene
Linker und Signalsequenzen angefiigt wurden (Tabelle 3-8).

Die DNA-Fragmente von G3P* und TolA-C wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme Ndel und
BamHI in den Expressionsvektor pET11a kloniert, fiir die Klonierung der F-Pilin-Konstrukte wurden
je nach Vektor unterschiedliche Restriktionsenzyme verwendet. Die amplifizierten Genfragmente
wurden jeweils entsprechend 2.3.3 gereinigt. Die isolierte Vektor-DNA sowie das Genfragment
wurden anschliefend durch die Restriktionsendonukleasen geschnitten, indem sie mit einem ),

Volumen des entsprechenden Puffers (10x), gegebenenfalls mit !,, Volumen BSA (100x), und 10 U

des Restriktionsenzyms 2 h lang bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur (meist 37 °C)
inkubiert wurden. Fragment und Vektor wurden nach 2.3.3 gereinigt und wie oben angegeben mit dem
zweiten Restriktionsenzym geschnitten. Die Restriktionsansidtze wurden durch préparative Agarose-
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Gelelektrophorese gereinigt und das geschnittene Genfragment sowie die linearisierte Vektor-DNA
aus dem Gel eluiert (2.2.1 und 2.3.3).

Die Ligation mit dem geschnittenen Vektor erfolgte im 20 pl-Ansatz. 2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer
(10x), 9 pl geschnittenes Genfragment und 7 pl Vektor wurden mit 2 ul T4-DNA-Ligase (5 U/pl)
mindestens 2 h bei 18 °C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde mikrodialyisert und E. coli XL1Blue
mit 5 pl des Ansatzes gemil 2.5.1 transformiert. Die Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR
(2.4.2) auf im Vektor eingebaute Fragmente untersucht. Positive Klone wurden kultiviert und die
Plasmid-DNA durch Sequenzierung (Seqlab, Gottingen, D) auf den entsprechenden Genotyp
iiberpriift. Von positiven Klonen wurde eine Glycerinkultur (300 pl 87% Glycerin + 600 pl der Kultur)
angelegt.

2.9 Konstruktion eines traA-knock-out-Stamms

Die Herstellung eines trad-knock-out-Stamms erfolgte nach der Methode von Datsenko und Wanner
durch homologe Rekombination mit Hilfe der Red-Rekombinase des Phagen A (Datsenko & Wanner,
2000). Zwei traA-Genfragmente mit ca. 100 bp-Lénge wurden N- bzw. C-terminal an die
Kanamycinkassette im Plasmid pCH70 kloniert (2.8). Das Plasmid wurde in E. coli XL1Blue
propagiert, isoliert und die Kanamycinkassette mit den N- und C-terminal angrenzenden Bereichen des
traA-Gens aus dem Plasmid geschnitten und durch préparative Agarose-Gelelektrophorese gereinigt
(2.2.1 und 2.3.3). Der E. coli XL1Blue-Stamm, in dem der Knock-out erstellt werden sollte, wurde mit
dem Plasmid pKD46 transformiert und bei 30 °C kultiviert. Dieses Plasmid enthilt das Gen fiir die A
Red-Rekombinase unter Kontrolle eines IPTG-induzierbaren Promotors und verleiht Amp-Resistenz.
Die E. coli-Zellen XL1Blue pKD46 wurden in Anwesenheit von 1 mM IPTG elektrokompetent
gemacht und mit dem linearen Genfragment aus den tra4-homologen Bereichen und der Km-Kassette
durch Elektroporation (2.5.1) transformiert. Der Transformationsansatz wurde 1h lang bei 30 °C
geschiittelt. Eine Hilfte des Ansatzes wurde auf dYT*™-Nihrboden ausplattiert und bei 37 °C
inkubiert, die andere Hilfte wurde fiir weitere 8 h bei 30° geschiittelt und anschliefend ausplattiert.
Einzelne Klone wurden auf Wachstum in dYT*™-Medium getestet. Das Plasmid pKD46 besitzt einen
temperatursensitiven Replikationsursprung und sollte bei 37 °C nicht repliziert werden konnen.
Dadurch geht die A Red-Rekombinase verloren und eine erneute homologe Rekombination wird
verhindert. Die Insertion der Genkassette in das E. coli-Genom wurde durch PCR mit flankierenden
Primern iiberpriift. Daneben wurde die Infizierbarkeit des Stamms durch fd-Phagen iiberpriift. Bei
einem erfolgreichen Knock-out und damit fehlendem F-Pilin sollte keine Infektion in Abwesenheit von
50 mM CaCl, moglich sein. AuBerdem wurde analysiert, ob der Afra4-Stamm noch mit F-Zellen
konjugieren kann (2.10.1.2).

2.10 Test verschiedener F-Pilin-Konstrukte auf Funktionalitit

2.10.1.1 Test auf Infizierbarkeit durch fd-Phagen

Zur Aufreinigung der F-Pilin-Konstrukte wurden verschiedene Linker und Affinitits-Tags C-terminal
an das Protein fusioniert. Dieser fiir die Reinigung verwendete C-terminale Linker kann die Bindung
von G3P stark beeinflussen. Mit Hilfe des F-Pilin-knock-out-Stamms E. coli XL1Blue Atrad konnten
die zur Expression verwendeten F-Pilin-Konstrukte auf ihre Infizierbarkeit tiberpriift werden. Hierfiir
wurden Varianten von Propilin mit dem jeweiligen C-terminalen Linker in das Plasmid pTrc99A
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kloniert. In diesem Vektor steht das Propilinkonstrukt unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren
Promotors p.. Der E. coli AtraA-Stamm wurde mit dem entsprechenden Plasmid transformiert (2.5.3)
und in dYTA™™ "Medium kultiviert. Um die relative Infizierbarkeit der F-Pilin-Konstrukte
abschdtzen zu konnen, wurde WT-Propilin in pTrc99A kloniert, und der AfraA-Stamm damit
transformiert. Die entsprechenden Stimme wurden in dYT*™™™Medium angezogen und die
Uberexpression bei einer ODggo ~ 0,7 mit 1 mM IPTG induziert, nach 1 h wurde die ODygo bestimmt
und die Zellen auf eine ODgp =1 verdiinnt. 495 pl der Zellsuspensionen wurden mit 5 pl einer
sterilfiltrierten Phagenldsung infiziert und die Infizierbarkeit der Stimme gemaf 2.7.2 bestimmt.

2.10.1.2 Konjugationstest

Funktionales F-Pilin ist fiir die Konjugation von Zellen notwendig, so dass mit Hilfe von
Konjugationsexperimenten die Aktivitdt der F-Pilin-Konstrukte analysiert werden konnte. Hierzu
wurden die mit plasmidkodierten Propilinvarianten kurierten AtraA-Stimme in dYT*™ ™ ™ Medium
bei 37 °C angezogen, die Uberexpression induziert und die Zellen 1h lang inkubiert. Die Zellen
wurden abzentrifugiert, mit dYT-Medium gewaschen und in dYT-Medium auf die gleiche ODgg
verdiinnt. Parallel wurde der F-Stamm E. coli BL21 (DE3) pLysS in dYT"-Medium angezogen, die
Zellen abzentrifugiert, gewaschen und in dYT-Medium resuspendiert. 500 pl E. coli BL21 (DE3)
pLysS (ODgp = 1,0) wurden mit 500 pl der kurierten Atra4-Stdmme (ODggo = 1,0) mit der jeweiligen
plasmidkodierten Pilinvariante 3 h lang unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden
Verdiinnungsreihen in 1:10-Schritten auf dY T“™ ™ -Nihrboden erstellt. Bei erfolgreicher Konjugation
wird das F-Plasmid in die F'-Zellen iibertragen. Im knock-out-Stamm ist das tra4-Gen durch eine Km-
Kasette ersetzt, so dass bei Konjugation die Km-Resistenz mit dem F-Plasmid iibertragen wird. Das
Plasmid pLysS in den Empfangerzellen E. coli BL21 (DE3) pLysS verleiht Cm-Resistenz. Demnach
konnen auf dYT ™™ ™-Nihrboden selektiv nur E. coli BL21 (DE3) pLysS-Zellen angezogen werden,
bei denen eine Konjugation durch das in den knock-out-Stammen plasmidkodierte F-Pilin stattfinden
konnte. Als Negativkontrolle diente ein E. coli XL1Blue Atra4-Stamm, der mit dem leeren Plasmid
pTrc99A transformiert wurde, bzw. als Positivkontrolle ein E. coli XL1Blue AtraA-Stamm, der mit
pTrc99A (traA) transformiert wurde.

2.11 Isolierung und Reinigung von F-Pili

SSC-Losung: 15 mM Na-Citrat, 150 mM NaCl, pH 7,2
PEG-Lésung: 25% PEG-8000, 2,5 M NaCl
PBS-Losung: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 ¢ KH,PO,, ad 1 |, pH 7,4

TBT-Puffer (5x): 60,5 g Tris, 29,22 g NaCl, 10,2 g MgCl,, ad 1 1, pH* "€ 7,4

Biologisch aktive F-Pili sollten nach dem Protokoll von Helmuth und Achtman aus dem E. coli-
Stamm XL1Blue isoliert werden (Helmuth & Achtman, 1978). 10 ml einer E. coli XL1Blue-Kultur
wurden auf dYT-Nahrboden ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden in
SSC-Losung resuspendiert, 2 h lang in 11 SSC-Losung bei 4 °C geriihrt und durch 10-miniitige
Zentrifugation (GS3-Rotor, 5000 rpm, 4 °C) pelletiert. Die Zellen wurden mit 11 SSC-Losung
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Uberstinde der beiden Zentrifugationsschritte wurden
vereinigt und mit 5% PEG-8000, 0,5 M NaCl versetzt. Die F-Pili wurden pelletiert (GS3-Rotor,
8500 rpm, 1 h, 4 °C) und in 120 ml ddH,O resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (SS34-Rotor,
11500 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand durch Zugabe von 30 ml PEG-L&sung iiber Nacht bei
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4 °C gefillt. Die F-Pili wurden pelletiert (SS34-Rotor, 11500 rpm, 30 min, 4 °C), in 1 ml PBS-Ldsung
resuspendiert und auf einen CsCl-Stufengradienten (1,2 - 1,5 g/cm®) in TBT-Puffer aufgeschichtet.
AnschlieBend wurde 18 h lang eine Ultrazentrifugation in einem Beckman SW50.1-Rotor bei
43000 rpm und 4 °C durchgefiihrt. Die F-Pili-Bande wurde abgesaugt, zweimal gegen 1 | PBS-Losung
dialysiert, und die Aktivitit der F-Pili analysiert. Hierfiir wurde untersucht, ob bei Zusatz der F-Pili
eine vermehrte Infektion von F'-Zellen durch fd-Phagen beobachtet werden kann (2.7.4).

2.12 Proteinexpression und Reinigung

2.12.1 Test auf Uberexpression eines Proteins

LB-Medium: 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton (+/- 4 g/l Glucose)
SOB-Medium: 5 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 2,4 g/l MgSQOy, 0,186 g/1 KCI1
SOC-Medium: 5 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 2,4 g/l MgSQOy, 0,186 g/1 KCl,
4 g/l Glucose
TB-Medium: 24 g/l Hefeextrakt, 12 g/l Pepton, 9,4 g/l K,HPO,, 2,2 g/l KH,PO,
(+/- 4 g/1 Glucose)
dYT-Medium: 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Pepton (+/- 4 g/l Glucose)

Um zu iiberpriifen, ob eine Uberexpression der verschiedenen G3P*-Varianten bzw. TolA-C im
Vektor pET11a méglich ist, wurden 5 ml dYT*™ “™-Medium mit dem jeweiligen E. coli BL21 (DE3)
pLysS-Stamm angeimpft und bei 37 °C geschiittelt. Bei einer ODgoo = 0,7 wurde 1 ml der Kultur mit
ODgoo = 1 abzentrifugiert und das Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur
restlichen Kultur wurde IPTG (Endkonzentration 1 mM) zur Induktion der Uberexpression gegeben
und weitere 4 h bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde erneut die ODgpy bestimmt und 1 ml mit
ODgoo = 1 abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 50 pl 1x-Probenpuffer resuspendiert und durch
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (2.2.2). Eine Uberexpression konnte anhand der
Intensitét der Bande mit dem entsprechenden Molekulargewicht vor und nach Induktion festgestellt
werden. Der Test auf Uberexpression der verschiedenen F-Pilin-Konstrukte erfolgte wie oben
beschrieben, wobei die Expression sowohl in den verschiedenen, oben aufgefiihrten Nédhrmedien als
auch bei verschiedenen Temperaturen (18 °C, 25 °C, 30 °C und 37 °C) untersucht wurde.

2.12.2 Expression und Reinigung der G3P*-Varianten und der isolierten N1-Domiine

2.12.2.1 Fermentation, Zellaufschluss und Waschen der inclusion bodies

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI, pH®" 8,0, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 20 mM DTT
Waschpuffer: 1 mM EDTA, 1 mg/ml Desoxycholat, 20 mM DTT, pH*" 8,0

Die G3P*-Varianten sowie die isolierte N1-Doméne wurden cytoplasmatisch in E. coli BL21 (DE3)
pLysS exprimiert. Die Fermentation erfolgte in 2 1 dYT“™*™_Medium bei 37 °C. Bei einer ODgg ~
0,7 wurde die Uberexpression des Proteins durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach 3 h wurden
die Zellen durch Zentrifugation geerntet (GS3-Rotor, 7000 rpm, 10 min, 4 °C) und das Zellpellet in
50 ml Lysepuffer aufgenommen. Die Zellen wurden entweder mit Hilfe eines Microfluidizers oder
durch einen Ultraschallschritt im Desintegrator (2x 5 min, Intensitdt 0,5, Pulsbetrieb) unter Eiskiihlung
aufgeschlossen, und die Zelltrimmer und inclusion bodies durch Zentrifugation (SS34-Rotor,
15000 rpm, 10 min, 4 °C) pelletiert. Das Pellet wurde in 15 ml Waschpuffer mit 0,2 mg/ml Lysozym
griindlich resuspendiert und abzentrifugiert. Um Zelltriimmer vollstindig zu entfernen, wurden die
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inclusion bodies auf die gleiche Weise noch dreimal mit je 10 ml Waschpuffer ohne Lysozym und
dreimal mit je 10 ml Lysepuffer gewaschen.

2.12.2.2 Reduktive Entfaltung und oxidative Riickfaltung

Entfaltungspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pHRT 8,0, 1 mM EDTA, 6 M GdmCl, 50 mM GSH
Riickfaltungspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH*" 8,5, 1 mM EDTA, 0,5 mM GSSG

Die inclusion bodies wurden zunéchst in 5 ml 0,1 M Tris/HCI, pHRT 8,5, 1 mM EDTA, 50 mM GSH
gewaschen, um das DTT aus den vorherigen Waschschritten zu entfernen. Das Pellet wurde dann in
15 ml Entfaltungspuffer resuspendiert und die inclusion bodies 2 h unter reduktiven Bedingungen
entfaltet. Die oxidative Riickfaltung wurde durch zehnfache Verdiinnung in Riickfaltungspuffer
initiiert und der Ansatz mindestens 6 h lang bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das bei der
Riickfaltung auftretende Aggregat abzentrifugiert (SS34-Rotor, 16000 rpm, 20 min, 4 °C).

2.12.2.3 Reinigung des G3P* und der N1-Doméine

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM Tris/HCI, pH"" 7,8, 100 mM KCI
Ni-NTA-Puffer B: 50 mM Tris/HCI, pHRT 7,8, 100 mM KCI, 500 mM Imidazol
Gelfiltrationspuffer: 20 mM K-Phosphat, 100 mM KCI, pH 7,0

Die G3P*-Varianten sowie die isolierte N1-Doméne wurden durch Affinititschromatographie an einer
Ni-NTA-Agarosematrix und anschlieBender Gelfiltrationschromatographie gereinigt. Hierzu wurde
der Riickfaltungsansatz aus 2.12.2.2 mit 50 mM MgCl, versetzt, um das im Puffer enthaltene EDTA
zu komplexieren. Der Ansatz wurde in 10 mM Imidazol auf eine mit Ni-NTA-Puffer A &dquilibrierte
Sdule mit einer Flussrate von 3 ml/min aufgetragen. Nichtbindende Proteine wurden durch Waschen
mit 20 mM Imidazol bei einer Flussrate von 2,5 ml/min entfernt. Die Elution des Proteins erfolgte
durch eine Erhdhung der Imidazolkonzentration auf 250 mM.

Die proteinhaltigen Fraktionen aus der Affinititschromatographie wurden vereinigt und in mehreren
Laufen in 5 ml-Aliquots auf eine mit Gelfiltrationspuffer dquilibrierte HiLoad Superdex 75 (16/60)
prep grade-Sdule aufgetragen. Das Protein wurde mit einer Flussrate von 1,7 ml/min eluiert. Die
vereinigten Fraktionen aus der Gelfiltration wurden bei 4 °C unter leichtem Riihren zweimal gegen 5 1
15 mM und einmal gegen 51 5 mM (NH4),COj; dialysiert und lyophilisiert. Das getrocknete Protein
wurde bei -20 °C gelagert.

2.12.3 Reinigung der C-terminalen Domine von TolA

2.12.3.1 Fermentation und Zellaufschluss

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI, pH"" 8,0, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA,
20 mM B-Mercaptoethanol

Die C-terminale Doméne von TolA (AS-Reste 295 - 421) mit einem zusétzlichem Cys-(Ala);-(His)g-
Linker wurde im Vektor pET11a im E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS exprimiert. Hierzu wurden 5 1
dYT™A™_Medium bei 37 °C fermentiert und die Uberexpression des Proteins bei einer ODgg ~ 0,7
durch 1 mM IPTG induziert. 4 h nach Induktion wurden die Zellen geerntet (GS3-Rotor, 7000 rpm,
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10 min, 4 °C), das Zellpellet in 50 ml Lysepuffer aufgenommen und die Zellen mit Hilfe eines
Microfluidizers unter Eiskiithlung aufgeschlossen.

2.12.3.2 Reinigung von TolA-C

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM Tris/HCI, pH*" 7,8, 100 mM KCI, 14 mM B-Mercaptoethanol

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM Tris/HCI, pH®" 7,8, 100 mM KCI, 14 mM B-Mercaptoethanol,
500 mM Imidazol

Entfaltungspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH*" 8,0, 1 mM EDTA, 6 M GdmCl, 50 mM GSH

Riickfaltungspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH*" 8,5, | mM EDTA, 0,5 mM GSSG

Nach dem Zellaufschluss wurden restliche Zelltrimmer durch Zentrifugation (SS34-Rotor,
16000 rpm, 20 min, 4 °C) entfernt, und der proteinhaltige Uberstand mit 50 mM MgCl, versetzt. Der
Ansatz wurde in 10 mM Imidazol auf eine mit Ni-NTA-Puffer A dquilibrierte Sdule mit einer
Flussrate von 3 ml/min aufgetragen. Nichtbindende Proteine wurden durch Waschen mit 20 mM
Imidazol bei einer Flussrate von 2,5 ml/min entfernt. Die Elution von TolA-C erfolgte durch eine
Erh6hung der Imidazolkonzentration auf 250 mM.

AnschlieBend wurden die vereinigten Fraktionen dreimal gegen 51 15 mM (NHy),CO; dialysiert und
lyophilisiert. Das getrocknete Protein wurde in 15 ml Entfaltungspuffer geldst und 2 h bei RT
entfaltet. Die Riickfaltung wurde durch zehnfache Verdiinnung in Riickfaltungspuffer initiiert und der
Ansatz durch Affinitdtschromatographie an einer Ni-NTA-Agarosematrix und anschlieende
Gelfiltrationschromatographie unter den in 2.12.2.3 angegebenen Bedingungen weiter aufgereinigt.

2.12.4 Reinigung verschiedener MBP-Pilin-Fusionsproteine

Zur Expression von F-Pilin wurde dieses mit MBP fusioniert. Dabei wurden folgende Konstrukte in
den Vektoren pET11a bzw. pMALc2x exprimiert: Hs-GSSG-MBP-Pilin, MBP-Pilin-A3;Hs, MBP-
Pilin-GSSG-Hs, MBP-Pilin-GGGSEGGG-H¢s und H¢GSSG-MBP-Pilin-MBP  (Tabelle  3-8).
AuBerdem wurde das Protein H-GSSG-MBP gereinigt.

2.12.4.1 Fermentation und Zellaufschluss

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI, pH* *© 7,8, 400 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin,
Proteaseinhibitor Cocktail Set IT

Die Expression erfolgte in 51 dYT™*™-Medium im E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS. Die Zellen
wurden bei 30 °C angezogen und die Expression bei einer ODggp = 0,7 durch 1 mM IPTG induziert;
anschlieBend wurde die Temperatur auf 25 °C erniedrigt. Nach 2h wurden die Zellen durch
Zentrifugation (GS-Rotor, 7000 rpm, 10 min, 4 °C) geerntet, in 50 ml Lysepuffer resuspendiert und
mit Hilfe eines Microfluidizers unter Eiskiihlung aufgeschlossen.
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2.12.4.2 Reinigung verschiedener MBP-Pilin-Fusionsproteine

Ni-NTA-Puffer A: 50 mM Tris/HCI, pH* © 7,8, 400 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin

Ni-NTA-Puffer B: 50 mM Tris/HCI, pH*“ 7.8, 400 mM KCl, 10% (v/v) Glycerin,
500 mM Imidazol,

Gelfiltrationspuffer: 20 mM Na-Phosphat, pH 7,0, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin

Nach dem Zellaufschluss wurden restliche Zelltrimmer durch Zentrifugation (SS34-Rotor,
16000 rpm, 20 min, 4 °C) entfernt. Der Uberstand wurde durch Affinititschromatographie an einer Ni-
NTA-Agarosematrix und anschlieende Gelfiltrationschromatographie in einer HiLoad Superdex 75
(26/60) prep grade-Séule (Flussrate 2,5 ml/min) unter den in 2.12.2.3 beschriebenen Bedingungen
weiter aufgereinigt. Die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen aus der Gelfiltration wurden
aufkonzentriert, schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

2.13 Modifikation von TolA-C

Um die Assoziation zwischen der isolierten N1-Domine und TolA-C anhand von Forster-Resonanz-
Energie-Transfer-(FRET)-Experimenten analysieren zu konnen, wurde TolA-C mit dem
Fluoreszenzfarbstoff AEDANS markiert (TolA-C-AEDANS). Die Modifikation erfolgte durch eine
kovalente Verkniipfung des Farbstoffs mit dem C-terminal angefiigten Cystein in TolA-C (AS
295 -421 + Cys-(Ala)s;-(His)g). Zur Markierung wurde das lodacetamid-Derivat des Farbstoffs
eingesetzt. In einer nukleophilen Substitutionsreaktion ersetzt das Thiolation des Cysteins dabei das
Iodatom, wobei ein stabiler Thioether gebildet wird. Die Modifikation mit lodacetat diente dazu, um
unmarkiertes TolA-C-Protein (TolA-C-Ac) zu erhalten, in dem das zusétzliche Cystein blockiert ist.
Vor der eigentlichen Modifikation erfolgte zunichst eine Reduktion des eventuell oxidierten Cysteins
mittels TCEP. Hierzu wurden 6 mg TolA-C in 840 ul 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, geldst, mit 30 pl
0,1 M TCEP und 30 pl 0,1 M EDTA versetzt und 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der pH-
Wert der Lsung mit 2 M Tris/HCL, pH®" 8,0, auf pH 7.8 eingestellt, 2 mg IAEDANS (gelost in 100 pl
N,N-Dimethylformamid) bzw. 2 mg lodacetat zum Ansatz gegeben, und der Reaktionsansatz 5 h bei
RT geschiittelt. Nach Zentrifugation (30 min, 4 °C, 13000 rpm) wurde nicht umgesetztes IAEDANS
bzw. lodacetat durch zwei aufeinanderfolgende Gelfiltrationsschritte an einer NAP™-10-Siule
entfernt. Das modifizierte Protein wurde schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

2.14 Probenvorbereitung und Konzentrationsbestimmung

Fiir spektroskopische Messungen wurden die Proteinproben jeweils durch
Gelfiltrationschromatographie an einer NAP™-10- bzw. NAP™.-5-Siule mit dem entsprechendem
Messpuffer entsalzt. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C, 30 min), um
eventuell auftretendes Aggregat abzutrennen.

UV-Absorptionsspektren wurden in einem Cary 100 Bio UV-VIS-Spektrophotometer im Bereich
zwischen 240 und 350 nm bzw. im Fall von TolA-C-AEDANS zwischen 240 und 450 nm
aufgenommen. Die Absorptionsspektren wurden in Quarzkiivetten mit 1 cm Schichtdicke mit einer
Aufnahmegeschwindigkeit von 50 nm/min bei einer Bandbreite von 2 nm und einer Auflésung von
0,5 nm gemessen. Der entsprechende Puffer diente dabei jeweils als Referenz. Unter Verwendung des
Lambert-Beerschen Gesetzes wurde aus der Absorption bei 280 nm die Konzentration der
Proteinlosung bestimmt. Fiir TolA-C-AEDANS konnte der Grad der Markierung aus den relativen
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Konzentrationen an AEDANS (berechnet aus der Absorption bei 337 nm) und an TolA-C (berchnet
aus der Absorption bei 280 nm) bestimmt werden. Allerdings muss hierbei die geringe Absorption des
Farbstoffs bei 280 nm beriicksichtigt werden. Folgende Extinktionskoeffizienten wurden nach der
Methode von Gill & v. Hippel (Gill & von Hippel, 1989) berechnet.

WT-G3P* €250 = 41900 M".cm™
G3P*-Varianten mit der Mutation D209Y €250 = 43400 M-cm™!
isolierte N1-Doméne €250 = 21000 M"-cm™!
isolierte N2-Doméne €50 = 19700 M -cm’!
MBP-Pilin-MBP €250 = 136700 M"-cm’!
MBP-Pilin €250 =71850 M.cm!
MBP €250 = 64860 M'.cm™
AEDANS €337 = 5700 M"-cm™
AEDANS €250 =880 M'.cm’!
TolA-C €250 = 5480 M"-cm”

2.15 Proteolyse von G3P* in Gegenwart von TolA-C

Die Proteolyse von G3P* wurde mit Chymotrypsin durchgefiihrt, da diese Protease nach aromatischen
und hydrophoben Aminosduren spaltet, die normalerweise im Proteininneren verborgen sind. Eine
Spaltung durch Chymotrypsin deutet demnach auf eine (zumindest partielle) Entfaltung des Proteins
hin. 10 uM der isolierten N1- bzw. N2-Domédne und WT-G3P* sowie 40 uM TolA-C-Ac wurden
30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend mit 2,5 yM Chymotrypsin versetzt und weitere 5 min bei
37 °C inkubiert. Um die Proteasestabilitit von WT-G3P* in Gegenwart von TolA-C zu bestimmen,
wurden 10 pM WT-G3P* mit 40 uM TolA-C-Ac inkubiert und wie oben beschrieben behandelt. Als
Kontrolle dienten Ansédtze der isolierten Domédnen N1 und N2, WT-G3P* und TolA-C-Ac die unter
obigen Bedingungen inkubiert, jedoch nicht mit Chymotrypsin versetzt wurden. Die Proben wurden
anschlieBend mit %% Volumen 4x-Probenpuffer versetzt, schockgefroren und mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (2.2.2).

2.16 Spektroskopische Charakterisierung

2.16.1 Circulardichroismus-Spektren

Nah- und Fern-UV-Circulardichroismus-(CD)-Spektren wurden an einem Jasco J-600
Spektropolarimeter in temperierbaren Quarzkiivetten aufgenommen. Fern-UV-CD-Spektren wurden
bei einer Proteinkonzentration von 10 uM in 10 mM K-Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von
0,1 cm gemessen, Nah-UV-CD-Spektren bei einer Proteinkonzentration von 20 uM in 0,1 M K-
Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 cm. Die Aufnahmegeschwindigkeit betrug 20 nm/min
bei einer Bandbreite von 1 nm und einer Ddmpfung von 1 s. Es wurden jeweils zehn Einzelspektren
gemessen, gemittelt und das Pufferspektrum substrahiert. Aus der gemessenen Elliptizitit kann mit

Gleichung 2-1 die molare Elliptizitdt pro Aminosdurerest [0]yrw berechnet werden.
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0-100
0 = -
[ ]MRW ¢ d N Gl. 2-1

[0]mrw: molare Elliptizitit pro Aminosdurerest (in Grad-cm*dmol™); 0: gemessene Elliptizitit
(in Grad); c: Konzentration des Proteins (in M); d: Schichtdicke (in cm); Njs: Anzahl der
Aminoséurereste des Proteins

Um die Fern-UV-CD-Spektren des WT-G3P* im ge6ffneten Zustand zu messen, wurden 100 uM WT-
G3P* zundchst 5 min lang bei 53 °C entfaltet und die Riickfaltung durch zehnfache Verdiinnung in
10 mM K-Phosphat, pH 7,0, initiiert. Nach 3 min- bzw. 6 h-Riickfaltung bei 25 °C wurden zehn
Einzelspektren bei 10 °C gemessen, gemittelt und um das Pufferspektrum korrigiert. Als Kontrolle
wurde das Spektrum des nativen Proteins bei 10 °C gemessen. Die Spektren wurden unter den oben
beschriebenen Bedingungen aufgenommen, wobei die Bandbreite in diesem Fall 2 nm betrug.

2.16.2 Fluoreszenzemissionsspektren

Alle Fluoreszenzemissionsspektren wurden an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter in
temperierbaren Fluoreszenzriihrkiivetten der Schichtdicke 1cm bei 25 °C aufgenommen. Die
Proteinkonzentration betrug meist 1 pM in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0. Die Spektren wurden mit einer
Geschwindigkeit von 120 nm/min und einer Démpfung von 0,5s aufgenommen. Die
Anregungsbandbreite betrug S5nm, die Emissionsbandbreite S5nm bzw. 10nm. Die
Fluoreszenzspektren wurden nach Anregung bei 280 nm zwischen 300 und 450 nm bzw. nach
Anregung bei 295 nm zwischen 305 und 450 nm aufgenommen. Fiir TolA-C-AEDANS wurden die
Emissionsspektren zwischen 300 und 550 nm nach Anregung bei 280 nm gemessen. Die Spektren
wurden jeweils um die Pufferfluoreszenz korrigiert.

2.17 Fluoreszenztitrationen

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp des NI1-TolA-C-AEDANS-Komplexes wurden
Fluoreszenztitrationen an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter durchgefiihrt. 0,1 uM TolA-C-
AEDANS wurden mit verschiedenen Konzentrationen an isolierter N1-Doméne (0 - 15 uM) bzw. WT-
G3P* in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, 1 h lang bei 25 °C inkubiert. Die Messungen wurden bei 25 °C
und einer Dampfung von 0,5s in temperierbaren Fluoreszenzriihrkiivetten der Schichtdicke 1 cm
durchgefiihrt. Als Sonde diente die Zunahme der Fluoreszenz bei 490 nm (Bandbreite 10 nm) nach
Anregung bei 280 nm (Bandbreite 5 nm).

Durch eine Verdriangungstitration kann der Kp-Wert fiir den Komplex aus N1 und unmarkiertem
TolA-C-Ac bestimmt werden. Hierfir wurde ein Komplex aus 0,1 uyM N1 und 2 uM TolA-C-
AEDANS mit unterschiedlichen Konzentrationen an TolA-C-Ac (0 -5 uM) bei 25 °C in 0,1 M K-
Phosphat, pH 7,0, inkubiert. Die Fluoreszenzabnahme wurde bei 490 nm (Bandbreite 10 nm) nach
Anregung bei 280 nm (Bandbreite 5 nm) bei einer Schichtdicke von 1 cm verfolgt.

Bei der Bindung von N1 an TolA-C-AEDANS gilt folgendes Gleichgewichtsschema:
N1 + TolA* N1-TolA*

Die Dissoziationskonstante Kp berechnet sich dann nach Gleichung 2-2:
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N1} [rola*] _ Ky Gl. 2-2
[NI-TolA*] &k

on

Kp: Dissoziationskonstante (in M); [N1]: Konzentration an freiem N1 (in M), [TolA*]:
Konzentration an freiem TolA-C-AEDANS (in M); [N1-TolA*]: Konzentration an N1-TolA-C-
AEDANS-Komplex (in M); k,,: Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (in M™.s™);
kos: Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (in s™)

Unter  Beriicksichtigung  der  Massenerhaltung, d.h.  [N1]=[N1],-[N1-TolA*] und
[TolA*] =[TolA*]y - [N1-TolA*] (wobei [N1], und [TolA*], die Gesamtkonzentration an N1 bzw.
TolA-C-AEDANS bezeichnen) erhdlt man aus Gleichung 2-3 die Konzentration des N1-TolA-C-
AEDANS-Komplexes.

N1j, +[TolA*|, + K * 2 i
[N1-TolA*] = [Nty +[ 02 b+ Ky ¥ \/([NI]OJF[TOLA 1o + Kp) —[N1],[TolA*], Gl. 2-3
Fiir die Fluoreszenz von TolA-C-AEDANS gilt:
. *
F = F, + AF- [N1-TolA*]
[TolA*], Gl. 24

F: gemessene Fluoreszenz, F: Fluoreszenz des freien TolA-C-AEDANS, AF: maximale
Fluoreszenzinderung bei vollstindiger Bindung

Bei Kombination der Gleichungen 2-3 und 2-4 erhdlt man Gleichung 2-5, die an die gemessene
Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Proteinkonzentration angepasst werden kann, um Werte fiir die
Dissoziationskonstante Kp zu erhalten.

F—F,+ ) GL2s

* * 2
AF  [N1], +[TolA*], + K, \/([N1]0+[T01A o K0) i Totas

[TolA*], 2 4

Im Falle der Verdrangungstitration existieren zwei Bindungsgleichgewichte:

_ [N1]-[TolA#] | Koo = [N1]-[TolA] GL 2-6

K
PN TolA ] T TP NI TolA]

Kp: Dissoziationskonstante (in M); [N1]: Konzentration an freiem N1 (in M), [TolA*]:
Konzentration an freiem TolA-C-AEDANS (in M), [TolA]: Konzentration an freiem TolA-C-
Ac (in M), [N1-TolA*]: Konzentration an N1-TolA-C-AEDANS-Komplex (in M), [N1-TolA]:
Konzentration an N1-TolA-C-Ac-Komplex (in M)

Die Fluoreszenz setzt sich aus der anteiligen Fluoreszenz des freien und des gebundenen TolA-C-
AEDANS zusammen. Dieses System ist analytisch nicht 16sbar, weshalb eine numerische Berechnung
mit Hilfe des Programms Scientist durchgefiihrt wurde. Dabei werden die Variablen mittels iterativer
Minimierung der Fehlerquadrate an die gemessene Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der
Konzentration an TolA-C-Ac angeglichen. Die Konzentrationen an N1 und TolA-C-AEDANS sowie
die Dissoziationskonstante fiir den N1-TolA-C-AEDANS-Komplex sind dabei fest vorgegeben. Als
Rahmenbedingung wurde zusétzlich vorgegeben, dass die Konzentrationen an freiem N1 bzw. TolA-C
positiv und nicht grofer als die Gesamtkonzentration der entsprechenden Proteine ist. Die Auswertung
lieferte die Dissoziationskonstante Kp, fiir den N1-TolA-C-Ac-Komplex.
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2.18 Bestimmung der konformationellen Proteinstabilitit
2.18.1 Thermisch-induzierte Entfaltungsiiberginge

2.18.1.1 Messung thermisch induzierter Entfaltungsiiberginge

Die thermische Entfaltung der G3P*-Varianten, von TolA-C-AEDANS und TolA-C-Ac wurde mittels
Circulardichroismus in einem Jasco J-600 Spektropolarimeter mit PTC-348 WI Peltier-Element
verfolgt. Die Messungen erfolgten bei einer Proteinkonzentration von 4 uM in 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, und einer Heizrate von 1 °C-min™".

Die thermischen Uberginge der G3P*-Varianten wurden anhand der Abnahme des CD-Signals bei
230 nm verfolgt. Bei dieser Wellenldnge kann sowohl die Entfaltung der N1- als auch der N2-Domiéne
beobachtet werden, wihrend das CD-Signal bei 210 nm eine selektive Sonde fiir die Entfaltung der
N2-Domine darstellt (Martin & Schmid, 2003a). Die Uberginge wurden bei einer Bandbreite von
1 nm, einer Dampfung von 8s und einer Schichtdicke von 1 cm gmessen. Die Auswertung der
thermischen Entfaltungsiiberginge bei 230 nm erfolgte unter Annahme eines Dreizustandsmodells
(Beasty et al., 1986), das eine gekoppelte Monomerisierung und Entfaltung beschreibt. Die
thermischen Uberginge des G3P* bei 210 nm wurden auf Basis eines Zweizustandsmodells
ausgewertet.

Die thermische Stabilitdt von WT-G3P* im gedffneten Zustand wurde anhand der Signaldnderung bei
211 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration betrug 1 pM in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0. Um G3P* im
gedffneten Zustand zu populieren, wurden 10 pM Protein 5 min lang bei 53 °C entfaltet und zum Start
der Riickfaltung zehnfach in kaltem Puffer verdiinnt. Nach 5 min Riickfaltung bei 10 °C wurde der
thermische Ubergang mit verschiedenen Heizraten (1 C-min™' bis 5 C-min™") gestartet. Die Messung
erfolgte bei einer Schichtdicke von 1 cm, einer Bandbreite von 2 nm und einer Dampfung von 4 s. Als
Vergleich wurden die thermischen Ubergiinge der isolierten N2-Domiine, des nativen Proteins sowie
des entfalteten WT-G3P* nach 6-stiindiger Riickfaltung bei 25 °C unter den gleichen Bedingungen
gemessen. Die Daten wurden mit Hilfe eines Zwei- bzw. Dreizustandsmodells ausgewertet.
Thermische Ubergiinge von TolA-C-AEDANS und TolA-C-Ac wurden anhand der Zunahme des CD-
Signals bei 222 nm bei einer Bandbreite von 1 nm verfolgt. Die Messungen erfolgten bei einer
Schichtdicke von 1 cm und einer Dampfung von 1s. Die Daten wurden unter Annahme eines
Zweizustandsmodells ausgewertet.

2.18.1.2 Auswertung thermisch induzierter Entfaltungsiiberginge

a) Auswertung nach dem Zweizustandsmodell

Entsprechend dem Zweizustandsmodell steht der native Zustand eines Proteins ohne Intermediate mit
dem denaturierten Zustand im Gleichgewicht. Die Gleichgewichtskonstante Ky, der Entfaltung kann
aus einer physikalischen Eigenschaft y bestimmt werden (Gleichung 2-7). Die freie Enthalpie der
Entfaltung AGp kann mit Hilfe von Gleichung 2-8 bestimmt werden.

N=-1U

Ky = M (YN = Yobs) Gl 2-7

IN] (Yo —yu)
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AGp = -RT InKy Gl. 2-8

Ky: Gleichgewichtskonstante der Entfaltung; y, yy: physikalische Eigenschaft des nativen bzw.
denaturierten Proteins; y,s: Messgrofie bei Vorliegen einer Mischung von N und U; AGp: freie
Enthalpie der Entfaltung (in J-mol™); R: allgemeine Gaskonstante; 7% Temperatur (in K)

Die freie Enthalpie der Entfaltung AGp wurde durch Integration des Enthalpie- und des Entropieterms
zwischen Ty, und T erhalten (Gleichung 2-9). Gleichung 2-10 gibt die lineare Anderung der Messgrofe
des nativen und des entfalteten Proteins an.

AGp (T) = AHp (Tw) - TMT— r AC, - |:TM T+ T'h{Tlﬂ Gl. 2-9

M M

ywu=yno +m-T Gl. 2-10

AGp (T): freie Enthalpie des thermischen Ubergangs (in J -mol™"); AHp: van’t Hoff-Enthalpie der
Entfaltung bei Ty (in Jmol'); Ty: Temperatur am Mittelpunkt des Ubergangs (in K);
T: Temperatur (in K); AC,: Anderung der molaren Wirmekapazitéit bei Entfaltung des Proteins
bei konstantem Druck (in J-mol™-K™")

Die Kombination der Gleichungen 2-7 bis 2-10 liefert Gleichung 2-11. Der Mittelpunkt des
thermischen Ubergangs Ty und die van’t Hoff-Enthalpie AHp wurde dann anhand Gleichung 2-11
durch nicht-lineare Regression mit dem Programm Grafit 3.0 bzw. Grafit 5.0 berechnet.

o) (11|81 2} Gl 2-11
YNO"'mN‘T‘*‘(YUO"'mU'T)'e{ FoAT L) kLT [Tﬂ

_AMD(My) (1 1) A I,LMH“(LM]
R T Tv) R T T

l+e

y(T) =

W(T): MessgroBle, hier gemessene Elliptizitdt (in Grad); yn, yu: physikalische Eigenschaft des
nativen (N) bzw. denaturierten (U) Proteins, wobei y° jeweils die auf 7= 0K extrapolierten
Werte angibt; my, my: Steigungen der Grundlinien des nativen und des denaturierten Proteins;
Tv: Temperatur am Mittelpunkt des Ubergangs (in K); AHp: van’t Hoff-Enthalpie der
Entfaltung bei Ty (in J-mol™); AC,: Anderung der molaren Wirmekapazitit bei Entfaltung des

Proteins bei konstantem Druck (in Jmol'K™'); T Temperatur (in K); R: allgemeine
Gaskonstante

Aus den erhaltenen Werten fiir den Ubergangsmittelpunkt Ty und die van’t Hoff-Enthalpie AH)
(Privalov, 1993) kann die konformationelle Stabilitit des Proteins berechnet werden (Gleichung 2-12).

T T
AGp = AHD.(l_T_]_AC{TM —T+T-1n(T—H GIl. 2-12

M M

Fiir die Auswertung der thermischen Ubergiinge der isolierten N2-Domine wurde die Anderung der

Wirmekapazitit AC, auf 4000 J .mol™ K™, fiir die thermischen Ubergéinge von TolA-C-AEDANS und
TolA-C-Ac auf 6000 J-mol "K' festgesetzt.
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b) Auswertung nach dem Dreizustandsmodell

Bei der Auswertung thermischer Uberginge gemiB dem Dreizustandsmodell (Beasty er al., 1986)
miissen die beiden Gleichgewichtskonstanten der Entfaltung K, und K beriicksichtigt werden.

Kl—%;lﬁ—% Gl. 2-13

Ki: Gleichgewichtskonstante des Ubergangs von N nach I; K,: Gleichgewichtskonstante des
Ubergangs von I nach U; N: natives Protein; I: Intermediat; U: entfaltetes Protein

Die Gesamtmenge an Protein (P) setzt sich dabei aus den Anteilen des nativen Proteins (N), des
Intermediats (I) und des denaturierten Proteins (U) zusammen (Gleichung 2-14). Aus den
Gleichungen 2-13 und 2-14 ergibt sich dann Gleichung 2-15 fiir die Berechnung des Anteils an
denaturiertem Protein U.

[P]=[N]+[1] +[U] Gl. 2-14
__K K, [P]
[U]= K K,+K +1 Gl. 2-15

Der apparente Anteil des denaturierten Proteins y,,, ergibt sich aus der Summe der Anteile des
denaturierten Proteins (Xy) und des Intermediats (X;) (Gleichung 2-16), wobei z die optische
Ahnlichkeit des Intermediats mit dem denaturierten Zustand angibt.

Yapp = [Xu] T2+ [Xi]; [Xu] = % ; Xl = K[UEP] Gl. 2-16

Aus der Kombination der Gleichungen 2-13 bis 2-16 erhélt man Gleichung 2-17, welche die
Entfaltung anhand der MessgroBBe y(7) in Abhédngigkeit von der Temperatur beschreibt. Die
Berechnung der Schmelztemperaturen fiir die beiden Dominen des G3P* sowie der van't Hoff-
Enthalpien erfolgte gemif3 Gleichung 2-17. Die Auswertung wurde durch nicht-lineare Regression mit
dem Programm Grafit 3.0 bzw. Grafit 5.0 durchgefiihrt.

y(I) =y +myT + '(Kz+Z)'[YU0+mUT_(yNO+mNT)]

1+K2+i

1

[ AH AC T T
e | L |

Gl. 2-17

[ AH AC T T
K, =exp | - D2 -(1 r J— p.2 (1— M2 i In M’ZJ

R \T 7,,) R T T

y(7): MessgroBe, gemessene Elliptizitit in Grad; yn, yu: Signal des gefalteten (N) und
entfalteten (U) Proteins, wobei y° jeweils die auf 7= 0 K extrapolierten Werte angibt; my, my:
Steigungen der Grundlinien des nativen und des denaturierten Proteins; Ty, Ty : Temperatur
am Mittelpunkt des Ubergangs der N2- (1) bzw. der N1-Doméne (7vi») (in K); AHp 1, AHp,:
van't Hoff-Enthalpie der Entfaltung bei Ty bzw. Ty, (in J -mol'l); AC,,, AC,,: Differenz der
molaren Wiarmekapazititen des denaturierten und nativen Proteins der N2- (AC,, ;) bzw. der N1-
Domine (AC,,) (in J-mol™-K™); z: optische Ahnlichkeit des Intermediats mit dem entfalteten
Zustand; T: Temperatur (in K); R: allgemeine Gaskonstante
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Aus den erhaltenen Werten fiir den Ubergangsmittelpunkt 7 und der van’t Hoff-Enthalpie AHp
(Privalov, 1993) kann die konformationelle Stabilitit des Proteins mit Hilfe von Gleichung 2-12
berechnet werden.

Fiir die N2-Domine wurde ein AC, von 10000 J mol" K™', fiir die N1-Domine von 1000 J mol” K
angenommen (Martin & Schmid, 2003a). Die optische Ahnlichkeit z wurde wegen der besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf 0,2 festgesetzt. Wurde z als Parameter freigegeben, wurden Werte
zwischen 0,19 und 0,26 erhalten.

2.18.2 Denaturierungsmittel-induzierte Entfaltungsiiberginge

2.18.2.1 Konzentrationsbestimmung von GdmCI und Harnstoff

Fir die Denaturierungsmittel-induzierte Entfaltung wurden GdmCl und Harnstoff eingesetzt. Die

jeweilige Konzentration wird dabei aus der Differenz der Brechungsindices des Puffers in Gegenwart

und Abwesenheit von GdmCI bzw. Harnstoff berechnet (Pace, 1986) (Gleichung 2-18 und 2-19).
[GdmCI] = 57,147 - An + 38,68 - (An)* — 91,6 - (An)’ Gl. 2-18

[Harnstoff] = 117,66 - An + 29,753 - (An)* + 185,56 - (An)’ Gl. 2-19

[GdmCI]: GdmCI-Konzentration (in M); [Harnstoff]: Harnstoff-Konzentration (in M);
An: Differenz der Brechungsindices der Losungen mit und ohne Denaturierungsmittel

2.18.2.2 Messung Denaturierungsmittel-induzierter Entfaltungsiiberginge

a) Entfaltung der G3P*-Varianten

Die Entfaltung der G3P*-Varianten wurde durch das Denaturierungsmittel GdmCl induziert und
anhand der Anderung der Proteinfluoreszenz verfolgt. Die Messungen erfolgten in 0,1 M K-Phosphat,
pH7,0, bei 25°C an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter in temperierbaren 1 cm-
Fluoreszenzrithrkiivetten. 0,5 uM Protein wurden in einem Gesamtvolumen von 1700 pl mit
unterschiedlichen Konzentrationen an GdmCl 1 h lang bei 25 °C inkubiert. Die Fluorophore sind
ungleich auf die Doménen des G3P* verteilt, so dass sich selektive Sonden fiir die Entfaltung der N1-
bzw. N2-Doméne ergeben (Martin & Schmid, 2003a). Die Entfaltung der N2-Domine wurde anhand
der Anderung der Tyrosinfluoreszenz bei 310 nm (Bandbreite 5 nm) nach Anregung bei 280 nm
(Bandbreite 5nm) untersucht, die Entfaltung der NI-Domine anhand der Anderung der
Tryptophanfluoreszenz bei 360 nm (Bandbreite 5 nm) nach Anregung bei 295 nm (Bandbreite 5 nm).
Die exakte GdmCl-Konzentration der einzelnen Proben wurde nach refraktometrischer Bestimmung
der Brechungsindices mit Hilfe von Gleichung 2-18 bestimmt. Die Messwerte wurden jeweils um die
Pufferfluoreszenz korrigiert. Die Auswertung erfolgte jeweils gemédl einem Zweizustandsmodell.

b) Entfaltung von TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS

Im Fall von TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS wurde die Entfaltung durch GdmCl und Harnstoff
induziert und anhand der Anderung der Fluoreszenz und des Circulardichroismus verfolgt. Die
Messungen erfolgten in einem Gesamtvolumen von 1700 pl in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C
und einer Schichtdicke von 1cm. Proben mit unterschiedlicher Konzentration an GdmCl bzw.
Harnstoff wurden vor der Messung 1 h lang bei 25 °C inkubiert.
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Fiir die GdmCl- bzw. Harnstoff-induzierten Uberginge diente die Fluoreszenzinderung als
Messsonde. Die Entfaltung von 1 pM TolA-C-AEDANS wurde dabei anhand der Anderung der
AEDANS-Fluoreszenz bei 490 nm (Bandbreite 5 nm) nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite 5 nm)
verfolgt, die Entfaltung von 2 pM TolA-C-Ac anhand der Anderung der Tyrosinfluoreszenz bei
307 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 278 nm (Bandbreite 5 nm). Im Fall der GdmCl-
induzierten Uberginge wurden die Proben parallel durch CD-Spektroskopie untersucht. Als
Messsonde diente dabei die Anderung des CD-Signals bei 222 nm bei einer Schichtdicke von 1 cm,
einer Bandbreite von 1 nm und einer Dampfung von 1 s. Die Konzentration des Denaturierungsmittels
wurde nach der Messung anhand der Brechungsindices mit Hilfe der Gleichungen 2-18 und 2-19
bestimmt. Die Messwerte wurden jeweils um die Pufferfluoreszenz korrigiert. Die Auswertung
erfolgte gemall einem Zweizustandsmodell.

2.18.2.3 Auswertung Denaturierungsmittel-induzierter Entfaltungsiiberginge

Die experimentellen Daten aus den CD- und Fluoreszenzmessungen wurden mit Hilfe des
Zweizustandsmodells ausgewertet (Tanford, 1968a). Dabei wird das lineare Extrapolationsmodell
angenommen, welches die lineare Abhéngigkeit der Proteinstabilitit von der Konzentration an
Denaturierungsmittel beschreibt (Gleichung 2-20).

AGp = AGp (H;,0) + m - [D] Gl. 2-20

AGp: freie Enthalpie der Entfaltung (in J-mol™); AGp (H,0): freie Enthalpie der Entfaltung in
Abwesenheit des Denaturierungsmittels (in J -mol™); m: Kooperativitit des Ubergangs (in
J-mol-M™); [D]: Denaturierungsmittelkonzentration (in M)

Fiir die spektroskopischen Eigenschaften des nativen (N) und des denaturierten Proteins (U) wird eine
lineare Abhingigkeit von der Konzentration an Denaturierungsmittel angenommen (Gleichung 2-21).

yNU = YN,UO +mny - [D] Gl. 2-21

ynu: Signal des gefalteten (N) und entfalteten (U) Proteins; yy ": spektroskopische Eigenschaft
des nativen bzw. entfalteten Proteins in Abwesenheit des Denaturierungsmittels; my y: Steigung
der Basislinie des nativen bzw. denaturierten Proteins; [D]: Denaturierungsmittelkonzentration
(in M)

Bei Kombination der Gleichungen 2-7, 2-8, 2-20 und 2-21 erhélt man Gleichung 2-22 (Santoro &
Bolen, 1988), welche die Entfaltung anhand der Messgrofie y.s in Abhingigkeit von der
Konzentration an Denaturierungsmittel beschreibt. Der Angleich an die experimentellen Daten
erfolgte durch nicht-lineare Regression mit dem Programm Grafit 3.0 bzw. Grafit 5.0.

_ AGp (H,0)+my[D]

0 0
I 1) F RN 12)) P
Yobs ([D]) = 3Gy (H,0) vy 1] Gl. 2-22

l1+e RT

Yobs: Messgrofle bei Vorliegen einer Mischung von N und U; yyu: Signal des gefalteten (N) und
entfalteten (U) Proteins, wobei y° jeweils die auf 7 = 0 K extrapolierten Werte angibt;
myy: Steigungen der Grundlinien des nativen und des denaturierten Proteins;
[D]: Denaturierungsmittelkonzentration (in M); AGp (H,O): freie Enthalpie der Entfaltung in
Abwesenheit des Denaturierungsmittels (in J-mol™); R: allgemeine Gaskonstante; 7% Temperatur
(inK)
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2.19 Kinetische Messung der Faltungsreaktionen
2.19.1 Kinetische Messungen zur Faltung der G3P*-Varianten

2.19.1.1 Kinetik nach manueller Mischung

Langsame Ent- und Riickfaltungsreaktionen verschiedener G3P*-Varianten wurden nach manueller
Mischung anhand der zeitlichen Fluoreszenzénderung an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter
bestimmt. Die Messungen wurden mit einer Proteinkonzentration von 0,5 uM in 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, bei 25 °C in Fluoreszenzriihrkiivetten der Schichtdicke 1 cm durchgefiihrt. Die Entfaltung
wurde dabei durch zehnfache Verdiinnung von 5 pM nativem Protein in verschiedenen GdmCI-
Konzentrationen initiiert, die Riickfaltung durch zehnfache Verdiinnung von 5 uM denaturiertem
Protein (in 5M GdmCl) auf verschiedene GdmCl-Konzentrationen. Durch geeignete Wahl der
Anregungs- und Emissionswellenldnge konnten selektiv die Faltungsreaktionen der N1- bzw. der N2-
Domine verfolgt werden. Die zeitliche Anderung der Tyrosinfluoreszenz bei 310 nm nach Anregung
bei 280 nm lieferte ein spezifisches Signal fiir Reaktionen der N2-Domine, die Anderung der
Tryptophanfluoreszenz bei 360 nm nach Anregung bei 295 nm fiir Reaktionen der N1-Doméne. Die
Messungen erfolgten dabei jeweils bei einer Ddmpfung von 0,5 s und einer Bandbreite von 5 nm bzw.
10 nm fiir Anregungs- bzw. Emissionswellenlénge.

2.19.1.2 Kinetik nach schneller Mischung

Schnelle Entfaltungs- und Riickfaltungsreaktionen wurden nach stopped-flow-Mischung an einem
Applied Photophysics DX.17MV  Sequential stopped-flow-Spektrofluorimeter untersucht. Die
Messungen wurden bei 25 °C mit einer Proteinkonzentration von 0,5 uM in 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, durchgefiihrt, wobei Messzelle, Vorschubspritzen und Schlauchverbindungen temperiert
wurden. Vor jeder Messung wurden die Losungen 5 min lang in den Vorschubspritzen temperiert. Die
Vorschubspritzen wurden mit einem Vorschubdruck von 2,5 bar bewegt. 5,5 uM natives bzw.
denaturiertes (in 5,5 M GdmCl) Protein wurde dabei elffach in Puffer verschiedener GdmCl-
Endkonzentrationen verdiinnt. Die Kinetik wurde dann anhand der Anderung der integralen
Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm (Faltungsreaktionen der N2-Domine)
bzw. 295 nm (Faltungsreaktionen der N1-Doméne) verfolgt. Die Bandbreite des Anregungsspalts
betrug 10 nm, die Schichtdicke der Beobachtungszelle 2 mm. Streu- und Fluoreszenzlicht unterhalb
von 320 nm wurde durch eine mit Aceton gefiillte 5 mm-Kiivette vor dem Photomultiplier absorbiert.
Die am Photomultiplier eingestellte Spannung variierte bei den verschiedenen Varianten zwischen 750
und 850V, um ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erhalten. Fiir jede GdmCl-Konzentration
wurden zehn Einzelmessungen durchgefiihrt, gemittelt und nach Gleichung 2-23 bzw. 2-24 analysiert.
Die Entfaltung und Rickfaltung der isolierten N1-Domédne der G3P*-Varianten wurde in
Einfachmischexperimenten anhand der Anderung der Tryptophanfluoreszenz oberhalb von 320 m
nach Anregung bei 280 nm gemessen. Die Messungen erfolgten unter den oben beschriebenen
Bedingungen.

Durch stopped-flow-Doppelmischexperimente konnte die schnelle Entfaltungsreaktion der NI-
Doméne in Gegenwart der entfalteten N2-Doméne untersucht werden. Dabei wurden zunéchst 33 uM
denaturiertes G3P-Protein (in 5,5 M GdmCl) elffach in Puffer verdiinnt, um die Riickfaltung bei 0,5 M
GdmCl zu initiieren. Im 1 s-Riickfaltungspuls kann nur die N1-Doméne falten, die N2-Doméne mit
der langsameren Faltungsreaktion liegt noch ungefaltet vor. AnschlieBend wurde die N1-Doméine
durch sechsfache Verdiinnung in Puffer verschiedener GdmCl-Konzentrationen erneut entfaltet. Die
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Kinetik wurde anhand der Anderung der integralen Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung
bei 295 nm verfolgt. Die Messungen erfolgten unter den oben beschriebenen Bedingungen.

Anhand von stopped-flow-Doppelmischexperimenten konnte auch die Entfaltungsreaktion der N2-
Domine verfolgt werden, wenn die beiden gefalteten Doménen noch dissoziiert vorliegen. Hierzu
wurden 33 uM entfaltetes Protein (in 5,5 uM) zunéchst durch elffache Verdiinnung in Puffer
riickgefaltet. Nach 3-miniitiger Riickfaltung erfolgte die erneute Entfaltung von N2 durch sechsfache
Verdiinnung in GdmCl-Konzentrationen zwischen 1,5 und 3,0 M GdmCIl. Die Reaktionen wurden
anhand der Anderungen der integralen Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm
verfolgt. Die Messungen erfolgten unter den oben beschriebenen Bedingungen.

2.19.1.3 Kinetik der Doméinenassoziation

a) Doppel- und Dreifachmischexperimente

Die prolinlimitierte Domiinenassoziation geht nicht mit einer Anderung der Fluoreszenz einher, so
dass diese Faltungsreaktion zum nativen Protein nicht direkt verfolgt werden kann. Anhand von
Doppelmischexperimenten kann jedoch bestimmt werden, wie viele Molekiile sich nach einer
bestimmten Riickfaltungszeit im nativen Zustand befinden (Schmid, 1983; Schmid, 1986). Dieser
Zweischritt-Entfaltungstest beruht darauf, dass Molekiile, welche die Barriere mit der hochsten
Aktivierungsenergie iiberwunden und damit den nativen Zustand erreicht haben, im anschlieBenden
Entfaltungsschritt langsam entfalten. Intermediate, die diesen letzten Faltungsschritt noch nicht
durchlaufen haben, entfalten jedoch schnell. Die zeitliche Anderung der Amplitude der langsamen
Entfaltungsreaktion liefert dann die Kinetik der Doméanenassoziation.

Das Doppelmischexperiment wurde nach Handmischung an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter
in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, durchgefiihrt. 50 uM entfaltetes Protein (in 5,0 M GdmCl) wurde
zehnfach in Puffer verdiinnt. Die Riickfaltung erfolgte bei 25 °C in 0,5 M GdmCl. Nach verschiedenen
definierten Riickfaltungszeiten wurden Aliquots entnommen und erneut entfaltet. Die Entfaltung
erfolgte je mnach Stabilitit der wuntersuchten G3P*-Variante bei verschiedenen GdmCl-
Endkonzentrationen bei 15 °C oder 25 °C. Fiir den Entfaltungsschritt, d.h. die Detektionsreaktion,
wurde eine niedrigere Temperatur gewéhlt, um die Entfaltungsreaktion durch manuelle Mischung gut
auflosen zu konnen. Auf die Kinetik der Doménenassoziation hat dies keinen Einfluss, da die
Riickfaltungsreaktion, d.h. die Bildung nativer Molekiile, bei 25 °C durchgefiihrt wurde. Die
Entfaltung wurde anhand der Tyrosinfluoreszenz bei 310 nm nach Anregung bei 280 nm oder
alternativ anhand der Tryptophanfluoreszenz bei 360 nm nach Anregung bei 295 nm verfolgt. Die
Bandbreite betrug dabei 5 nm fiir den Anregungs- bzw. 10 nm fiir den Emissionsspalt. Um zu
iiberpriifen, ob die Doménenassoziation durch Prolylisomerasen katalysiert werden kann, wurde das
Doppelmischexperiment in Gegenwart von 1 uM Cyp18 im Riickfaltungsansatz durchgefiihrt.

Die cis—trans-Isomerisierung von Pro213 im denaturierten Zustand ist ebenfalls nur iiber indirekte
Messungen zuginglich, wofiir Dreifachmischexperimente genutzt wurden (Schmid, 1986). Im ersten
Schritt wurde natives Protein fiir verschiedene Zeiten (10 - 500 s) in 5,0 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, bei 25 °C entfaltet. Die Riickfaltung wurde durch manuelle zehnfache Verdiinnung im zweiten
Schritt initiiert (bei 25 °C), und nach einer Riickfaltungszeit von 180 s wurde durch eine weitere
manuelle zehnfache Verdiinnung in 4 M GdmCI bei 15 °C die Entfaltungsreaktion gestartet. Die
Messungen erfolgten dabei mit 0,5 uM Protein unter den oben beschriebenen Bedingungen.
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b) CD-spektroskopische Messung der Doménenassoziation

Die Bildung von nativem G3P* kann CD-spektroskopisch an einem Jasco J-600 Spektropolarimeter
mit PTC-348 WI Peltier-Element verfolgt werden. Hierzu wurde 10 uyM WT-G3P* 5 min lang bei
53 °C entfaltet und anschlieBend zehnfach in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C verdiinnt. Die
Riickfaltungsreaktion wurde anhand der Zunahme des CD-Signals bei 211 nm (Bandbreite 2 nm) bei
einer Schichtdicke von 1 cm und einer Dampfung von 8 s gemessen.

2.19.2 Kinetische Messungen zur Faltung von TolA-C

2.19.2.1 Kinetik nach schneller Mischung

Die Faltungsreaktionen von TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS wurden nach stopped-flow Mischung
an einem Applied Photophysics DX.17MV Sequential stopped-flow-Spektrofluorimeter verfolgt. Die
Messungen wurden bei 25°C in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, unter den in 2.19.1.2 angegeben
Bedingungen durchgefiihrt. Die Endkonzentration an Protein betrug dabei 4 pM fiir TolA-C-Ac bzw.
2 uM fiir TolA-C-AEDANS. Natives bzw. denaturiertes (in 4 M GdmCl) Protein wurde elffach in
Puffer verschiedener GdmCI-Endkonzentrationen verdiinnt. Im Fall von TolA-C-Ac wurde die Kinetik
anhand der Anderung der integralen Fluoreszenz oberhalb von 300 nm nach Anregung bei 278 nm
bzw. im Fall von TolA-C-AEDANS anhand der Anderung der integralen Fluoreszenz oberhalb von
460 nm nach Anregung bei 280 nm gemessen. Die Bandbreite des Anregungsspalts betrug jeweils
10 nm, die Schichtdicke der Beobachtungszelle 2 mm. Streu- und Fluoreszenzlicht unterhalb von
300 nm bzw. 460 nm wurde durch eine 5 mm-Kiivette vor dem Photomultiplier absorbiert, die
entweder mit einer 10 mM cCMP-Losung (TolA-C-Ac) oder einer Losung von p-Nitroanilin
(2 mg/ml) in Ethanol (TolA-C-AEDANS) gefiillt war. Am Photomultiplier wurde eine Spannung von
750 V eingestellt, um ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis zu erhalten. Fiir jede GdmCI-Konzentration
wurden zehn Einzelmessungen durchgefiihrt, gemittelt und nach Gleichung 2-23 bzw. 2-24 analysiert.

2.19.2.2 Kinetik nach manueller Mischung

Die langsame Phase der TolA-C-Riickfaltung wurde durch manuelle Mischung an einem Hitachi F-
4010 Spektrofluorimeter untersucht. Die Messungen wurden bei 25 °C in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0,
mit einer Proteinkonzentration von 4 pM TolA-C-Ac bzw. 2 uM TolA-C-AEDANS durchgefiihrt. Die
Riickfaltung wurde durch zehnfache Verdiinnung des denaturierten Proteins (in 4 M GdmCl) auf
verschiedenene GdmCl-Konzentrationen initiiert. Die Kinetik wurde fiir TolA-C-Ac anhand der
Fluoreszenzidnderung bei 307 nm nach Anregung bei 278 nm bzw. fiir TolA-C-AEDANS anhand der
Fluoreszenzénderung bei 490 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Die Messungen erfolgten
jeweils bei einer Ddmpfung von 0,5 s und einer Bandbreite von 5 nm bzw. 10 nm fiir Anregungs- bzw.
Emissionswellenlinge. Um die Katalysierbarkeit der langsamen Riickfaltungsphase durch
Prolylisomerasen zu iiberpriifen, wurde die Riickfaltung in Gegenwart von 1 uM E. coli SlyD bzw.
1 uM Cyp18 gemessen.
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2.19.3 Auswertung der Kinetischen Messungen

Die Auswertung der kinetischen Messungen von G3P*-Varianten und TolA-C erfolgte durch Angleich
der experimentellen Daten an einfach- oder mehrfachexponentielle Kurvenverldufe (Gleichung 2-23).

YO =yo+ D A;-exp(~k; -1); ki =1/, Gl. 2-23

i=0

y(t): Fluoreszenzsignal zur Zeit t; yo: Fluoreszenzsignal zur Zeit t=0s; A;: Amplitude der
Signalinderung; k;: Rate der Signalanderung (in s™); 7;: Zeitkonstante der Signalinderung (in s)

In manchen Féllen wurde obige Gleichung durch einen linearen Anteil ergénzt, wodurch Photo- und
Aggregationseffekte wihrend langerer Messzeiten beriicksichtigt werden konnten (Gleichung 2-24).

yO) =yo+mt+ Y Aj-exp(—k;-1);  k =1/7, Gl. 2-24

i=0

y(t): Fluoreszenzsignal zur Zeit t; yo: Fluoreszenzsignal zur Zeit t=0s; A;: Amplitude der
Signalinderung; k;: Rate der Signalinderung (in s™); m: Steigung des linecaren Anteils;
1;: Zeitkonstante der Signaldnderung (in s)

Der Angleich an die Daten erfolgte mit dem Programm Grafit 3.0 bzw. Grafit 5.0. Die apparente
Geschwindigkeitskonstante A beriicksichtigt die Beitrdge der Ent- und der Riickfaltungsreaktion. Das
lineare Zweizustandsmodell beschreibt die Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstante A von der
Denaturierungsmittelkonzentration (Gleichung 2-25).

A =kyy -exp(myy - [D]) + kyy -exp(myy -[D]) Gl. 2-25

A: apparente Geschwindigkeitskonstante; kyy, kun: extrapolierte Geschwindigkeitskonstanten
der Ent- bzw. Riickfaltung in Abwesenheit des Denaturierungsmittels (in s mnu, mon:
kinetische Kooperativititsparameter (in M™); [D]: Denaturierungsmittelkonzentration (in M)

Der komplexe Faltungsmechanismus von G3P* macht eine exakte Interpretation der gemessenen
Raten A schwierig. In erster Néherung konnen die Faltungsschritte der Doménen, die sowohl
strukturell als auch zeitlich deutlich getrennt ablaufen, durch obige Gleichung analysiert werden.

2.20 Kinetik der Assoziation mit TolA-C

Die Wechselwirkung von TolA-C mit der isolierten N1-Doméne bzw. verschiedenen G3P*-Varianten
wurde nach stopped-flow-Mischung an einem Applied Photophysics DX.17MV Sequential stopped-
flow-Spektrofluorimeter gemessen. Die Messungen wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C
unter den in 2.19.1.2 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Komplexbildung konnte anhand
der Anderung der integralen Fluoreszenz oberhalb von 460 nm beobachtet werden. Die Anregung
erfolgte bei 280 nm mit einer Bandbreite von 10 nm in einer Beobachtungszelle der Schichtdicke
2 mm. Streu- und Fluoreszenzlicht unterhalb von 460 nm wurde durch eine mit einer Losung von
p-Nitroanilin in Ethanol (2 mg/ml) gefiillte 5 mm-Kiivette vor dem Photomultiplier absorbiert. Am
Photomultiplier wurde eine Gegenspannung von 750 V angelegt, um ein gutes Signal-Rausch-
Verhiltnis zu erhalten. Es wurden jeweils zehn Einzelmessungen durchgefiihrt, gemittelt und
analysiert.
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2.20.1 Zeitverlauf der Assoziation

Die Assoziation von TolA-C-AEDANS und der isolierten Doméne T13I-N1 wurde durch sechsfache
Verdiinnung einer N1-Stammldsung mit 0,12 uM TolA-C-AEDANS initiiert. Die Endkonzentration
an TolA-C-AEDANS betrug 0,1 uM, die Endkonzentration an T13I-N1 variierte zwischen 0 und
8 uM. Die Bindung von 2 uM G3P* an 0,5 uM TolA-C-AEDANS, wurde nach elffacher Verdiinnung
von 22 uM G3P* mit 0,55 pM TolA-C-AEDANS verfolgt. Die Messungen erfolgten unter den oben
beschriebenen Bedingungen.

2.20.2 Zeitverlauf der Verdringung von TolA-C aus dem N1-TolA-C-Komplex

Um die Dissoziationsreaktion des Komplexes aus T13I-N1 und dem unmarkierten TolA-C-Ac zu
bestimmen, wurde dieses durch TolA-C-AEDANS aus dem Komplex mit der isolierten N1-Doméne
verdriangt. Ein Komplex aus 0,6 uM TolA-C-Ac und 3,6 uM TolA-C-Ac wurde vorinkubiert und mit
einer sechsfach konzentrierten Stammldsung an TolA-C-AEDANS gemischt. Die Endkonzentration an
TolA-C-Ac und T13I-N1 betrug 3 uM bzw. 0,5 uM. Die Endkonzentration an TolA-C-AEDANS
variierte zwischen Sund 50 uM. Die Messungen erfolgten unter den oben beschriebenen
Bedingungen.

2.20.3 Bindung von TolA an aktiviertes G3P*

Bei der Infektion von E. coli durch fd-Phagen kommt es nach Bindung der N2-Doméne an den F-Pilus
zu einer Dissoziation der Dominen, so dass N1 an TolA-C binden kann. Diese Wechselwirkung von
TolA-C mit der N1-Doméne im gedffneten Protein wurde auch in vitro untersucht. Hierzu wurde
denaturiertes WT-G3P* bzw. IIHY-G3P* (in 5,5M GdmCl) in Gegenwart von 0,5 uM TolA-C-
AEDANS riickgefaltet und die Assoziation mit TolA-C verfolgt. Die Riickfaltung wurde durch
elffache Verdiinnung initiiert, so dass die Endkonzentration an G3P* 2 uM betrug. Zur Kontrolle
wurde auch die Bindung an die isolierte Domédne T131-N1 nach Riickfaltung, sowie die Bindung von
0,5 uM  TolA-C-AEDANS an natives T13I-N1, WT-G3P* und IIHY-G3P* unter denselben
Messbedingungen (0,5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH7,0) untersucht.

2.20.4 Freisetzung von TolA-C bei Riickfaltung von G3P*

Die Freisetzung von TolA-C aus dem Komplex mit N1 wahrend der Riickfaltung von G3P* wurde
nach manueller Mischung an einem Hitachi F-4010 Spektrofluorimeter verfolgt. Die Messungen
wurden bei 25 °C in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, durchgefiihrt. Dabei wurden 10 uM G3P* in 5M
GdmCI entfaltet. Anschlieend erfolgte die Riickfaltung durch zehnfache Verdiinnung in Gegenwart
von 1uM TolA-C-AEDANS. Die Wechselwirkung mit TolA-C-AEDANS wurde anhand der
Anderung der Fluoreszenz bei 490 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite
5 nm) in temperierbaren Fluoreszenriihrkiivetten der Schichtdicke 1 cm bei einer Dampfung von 0,5 s
beobachtet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Der Faltungsmechanismus des G3P und seine Bedeutung fiir die Infektion von
E. coli durch filamentose Phagen

3.1.1 Prolylisomerisierung als konformationeller Schalter bei der Infektion von E. coli

3.1.1.1 Die Prolylisomerisierung an Pro213 bestimmt die Kinetik der

Domanenassoziation

Das G3P der filamentdsen Phagen fd, f1 und M13 ist fiir die Infektion von E. coli essentiell.
Es besteht aus drei Doménen, die durch glycinreiche Linker miteinander verkniipft sind. Die
beiden aminoterminalen Doméinen N1 und N2 ragen aus der Phagenhiille heraus und sind im
Verlauf der Infektion fiir die Bindung an die Rezeptoren der Zelle verantwortlich. Dieses
NI1N2-Fragment (G3P*) kann isoliert gereinigt werden und besitzt eine hufeisenformige
Struktur, in der die NI-Domine teilweise von der groBeren N2-Doméne umfasst wird
(Holliger et al., 1999; Lubkowski et al., 1998; Lubkowski et al., 1999). Die N2-Domine
besteht aus einem globulidren Teil (N2’) und einer Gelenksubdoméne, die zahlreiche
Wechselwirkungen mit N1 ausbildet.

Die Stabilitdt und Faltung des G3P* aus dem Phagen fd wurde bereits untersucht (Martin &
Schmid, 2003a; Martin & Schmid, 2003b; Martin & Schmid, 2003c; Kather et al., 2005),
wobei zur Analyse des Faltungsmechanismus eine stabilisierte Variante verwendet wurde.
Diese Variante enthélt die vier stabilisierenden Mutationen T131, T1011, Q129H und D209Y
(ITHY-G3P*) und ermdglicht aufgrund ihrer hoheren Stabilitit eine bessere Charakterisierung
teilgefalteter Intermediate. Die labilere N2-Doméne enthilt drei der vier stabilisierenden
Mutationen, wovon die Mutationen T1011 und D209 in der Gelenkregion lokalisiert sind und
die Wechselwirkung mit N1 verbessern. Die Gesamtstabilitdt von G3P* wird durch die N2-
Doméne limitiert, und die Entfaltung verlduft in einem zweiphasigen Prozess. Zunichst
erfolgt die Doménendissoziation gekoppelt mit der Entfaltung von N2. Anschlieend entfaltet
die stabilere Doméne N1 in einer zweiten Reaktion, die von der Anwesenheit der entfalteten
N2-Domine unabhéngig ist (Martin & Schmid, 2003a). Ein Vergleich der Faltungsreaktionen
der stabilisierten IIHY-Variante mit denen des WT-Proteins zeigte keinen Einfluss der vier
stabilisierenden Mutationen auf den grundlegenden Faltungsmechanismus (Martin, 2003), so
dass eine Verwendung dieser Variante fiir kinetische Analysen gerechtfertig ist.

Die Faltungsreaktionen der beiden Doménen N1 und N2 kdnnen selektiv gemessen werden,
da eine ungleichméBige Verteilung von Trp- und Tyr-Resten spezifische Sonden fiir die
verschiedenen Faltungsreaktionen liefert (Martin & Schmid, 2003a). Die Riickfaltung des
denaturierten Proteins verlduft in mehreren Phasen, wobei die Faltungsraten der beiden
Doménen stark unterschiedlich sind (Martin & Schmid, 2003b). Die Faltung der N1-Doméne
weist eine monoexponentielle Kinetik mit einer Zeitkonstante T von 9,4 ms (in 0,5 M GdmCl,

25 °C) auf, wihrend die Faltung der labileren N2-Doméne etwa tausendfach langsamer in
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einem zweiphasigen Prozess (1 = 7 s und 1, = 42 s) verlduft. Die beiden Prozesse reflektieren
die konformationelle Faltung des globuldren Teils N2’ und eine lockere Assemblierung der
beiden vorgefalteten Dominen N1 und N2. Der native Zustand mit fest assoziierten Doméinen
wird in einem weiteren, hundertfach langsameren Faltungsschritt erreicht, der eine
Zeitkonstante von 6200 s besitzt.

Der Zeitverlauf der Entfaltung ausgehend vom nativen Protein ist fiir die beiden Domédnen
identisch (t =71 s), was auf einen gemeinsamen ratenlimitierenden Schritt hindeutet. Liegen
die Dominen jedoch noch nicht assoziiert vor, entfalten sie hingegen schnell und mit
unterschiedlichen Raten. Solange die Doméne N2 entfaltet vorliegt, zeigt Doméne N1 eine
Entfaltungsreaktion mit t=28 ms, die mit der Kinetik der isolierten NI-Doméne
ibereinstimmt. Isoliert faltet und entfaltet N1 also im Millisekundenbereich, wird aber im
nativen G3P* durch die Interaktion mit der gefalteteten N2-Doméne ca. tausendfach in seiner
Entfaltung verlangsamt. Die N2-Doméne entfaltet ausgehend vom nicht-assoziierten Zustand
ebenfalls schneller als ausgehend vom nativen Protein. Die langsame Riickfaltungsreaktion, in
der die Doménen fest assoziieren, flihrt also zu einer kinetischen Kopplung der Entfaltung
von N2 und N1, die durch die Doménendissoziation limitiert wird.

Martin und Schmid konnten zeigen, dass die Doméinenassoziation durch die frans—-cis-
Isomerisierung der GIn212-Pro213-Peptidbindung in der Gelenksubdoméne bestimmt wird
(Martin & Schmid, 2003c). Die Mutation dieses cis-Prolins zu Glycin fiihrte zu einer 26-
fachen Beschleunigung der langsamen Faltungsreaktion, die Zeitkonstante verringerte sich
von 6200 s auf 240 s. Die Stabilitét und Faltung der N1-Doméne und des globuldren Teils N2’
im Protein mit nicht-assoziierten Doménen wurden durch die Mutation nicht beeinflusst.
Unklar ist jedoch, ob die gemessene Zeitkonstante T = 240 s die beschleunigte Assoziation der
beiden Dominen widerspiegelt. G3P* enthilt neben Pro213 ein zweites cis-Prolin an Position
161 im globuldren Teil der N2-Domiéne. Die beschleunigte Reaktion konnte also auch auf die
Isomerisierung dieses zweiten cis-Prolins zuriickzufithren sein. Abbildung 3-1 zeigt die
Struktur von G3P* mit den vier stabilisierenden Mutationen und den beiden cis-
Prolinbindungen.

Die Mutation des cis-Prol61 gibt Auskunft dariiber, welcher Faltungsreaktion die
Zeitkonstante von 240 s zuzuordnen ist. Die Substitution von Prol61 durch Alanin fiihrte
sowohl in ITHY- als auch in P213G-IIHY-G3P* zu einer leichten Destabilisierung der N2-
Doméne. Die mit der Doménendissoziation gekoppelte Entfaltung von N2 erfolgte jeweils bei
einer um ca. 2 °C niedrigeren Temperatur, wohingegen die Stabilitit der N1-Doméne nicht
beeinflusst wurde (Tabelle 3-1). Die Mutation P161A hatte auch keinen Einfluss auf die
Kinetik der gekoppelten Entfaltungsreaktion des nativen Proteins. Die Riickfaltung des
globulédren Teils der N2-Doméne (N2’) war mit einer Zeitkonstante von 12 s (0,5 M GdmCl)
im Vergleich zum Pseudowildtyp-Protein IIHY-G3P* leicht verlangsamt (t = 7 s), die lockere
Assoziation der beiden Domidnen war jedoch unveridndert (t=55s bei 0,5 M GdmCI und

25 °C), genauso wie die Entfaltung der N2-Doméne im nicht-assoziierten Zustand.
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Abbildung 3-1: Tertidrstruktur von G3P* mit den vier stabilisierenden Mutationen und
den beiden cis-Prolinbindungen (Kristallstrukturdaten aus Holliger et al., 1999, PDB-
Eintrag: 2G3P). Doméne N1 ist in rot, der globulédre Teil der N2-Doméne (N2’) in blau
und die Gelenksubdoméne von N2 in griin dargestellt. Die Seitenketten der vier
stabilisierenden Mutationen und die an den cis-Prolinbindungen beteiligten Reste sind als
Stidbchen-Modell gezeigt, die Proline sind gelb eingefarbt. Die Abbildung wurde mit dem
Programm MolMol (Koradi et al., 1996) erstellt.

Von Interesse war hier jedoch insbesondere, ob die Mutation an Position 161 die Kinetik der
Doménenassoziation beeinflusst. Diese Riickfaltungsreaktion zum nativen Protein ist
fluoreszenzspektroskopisch nicht messbar, da nur die Faltung der beiden Einzeldoménen,
nicht aber deren Assoziation, mit einer Anderung der Fluoreszenz einhergeht (Martin &
Schmid, 2003b). Zur Analyse dieser Assoziation wurde daher ein Zweischritt-Entfaltungstest
fiir native Molekiile genutzt (Schmid, 1983; Schmid, 1986). Diese Methode beruht darauf,
dass diejenigen Molekiile langsam entfalten, die bei der Riickfaltung den nativen Zustand
erreicht und somit die hochste Aktivierungsenergiebarriere bereits iiberwunden haben.
Faltungsintermediate, die den Ubergangszustand noch nicht durchlaufen haben, entfalten
hingegen sehr viel schneller. Die Amplitude der langsamen Entfaltungsreaktion ist daher ein
MalB fiir die Zahl nativer Molekiile, die nach einer bestimmten Riickfaltungszeit vorhanden
waren. Die Zunahme dieser Amplitude als Funktion der Riickfaltungszeit liefert so die
Kinetik der Bildung des vollstindig gefalteten Proteins. Im Fall des G3P* wird die langsame
gekoppelte Entfaltung der beiden Domédnen N1 und N2 im nativen Protein zur Detektion
verwendet werden, da die beiden Doménen nur im endgiiltig assoziierten Zustand langsam
entfalten. Abbildung 3-2 zeigt die Kinetik der Doménenassoziation fiir das WT-Protein mit
den beiden cis-Prolinen (G3P*), fiir die Varianten, bei denen jeweils ein cis-Prolin mutiert ist
(P161A-ITHY-G3P*, P213G-IIHY-G3P*) sowie fiir die Doppelmutante (P161A-P213G-
[THY-G3P*).
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Abbildung 3-2: Zeitverlauf der Doménenassoziation fiir [IHY-G3P* (O), P161A-IIHY-
G3P* (@), P213G-IIHY-G3P* (O) und P161A-P213G-IIHY-G3P* (M) gemessen anhand
des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile. Aufgetragen ist die Amplitude der
langsamen Entfaltungsreaktion der N1-Domine als Funktion der Riickfaltungszeit in
0,5 M GdmCI. Die Entfaltungsreaktion wurde anhand der Trp-Fluoreszenz bei 360 nm
(Bandbreite 10nm) nach Anregung bei 295 nm (Bandbreite 5nm) in einem
Doppelmischexperiment mit einer Proteinkonzentration von 0,5pM in 0,1 M
K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C gemessen. Die Linien reprisentieren den Angleich der
experimentellen Daten an eine monoexponentielle Funktion mit den Zeitkonstanten
©=6200 s (ITHY-G3P* und P161A-IIHY-G3P*) bzw. 1= 240 s (P213G-IIHY-G3P* und
P161A-P213G-IIHY-G3P*).

Die Ergebnisse in Abbildung 3-2 zeigen klar, dass die Mutation P161A die
Dominenassoziation nicht beeinflusst. Sie verdndert weder die langsame Reaktion mit einer
Zeitkonstante von 6200 s im WT-Protein, die durch die trans—cis-Isomerisierung an Pro213
limitiert wird, noch die beschleunigte Reaktion in der P213G-Variante. Die
Riickfaltungsreaktion mit der Zeitkonstante t=240s spiegelt daher die beschleunigte
Isomerisierung der Glu212-Gly213-Bindung in der P213G-Variante und nicht die
Isomerisierung an cis-Pro161 wider. Damit werden auch frithere Experimente bestétigt, in
denen gezeigt wurde, dass die Riickfaltungsreaktion der P213G-Mutante nicht durch die
Isomerase Cypl8 katalysiert werden kann (Martin & Schmid, 2003c), obwohl Prol61 im
nativen Protein stark exponiert und gut zugénglich ist und die Gleichgewichtseinstellung der
Aspl160-Prol61-Peptidbindung in der isolierten N2-Domiéne durch Isomerasen katalysiert
werden kann (Knappe et al., 2007).

Die gemessene Zeitkonstante von 240 s in der P213G-Variante ist fiir eine Isomerisierung
einer Nicht-Prolylpeptidbindung relativ niedrig (Odefey et al., 1995; Vanhove et al., 1996;
Wheeler ef al., 1998). Die trans—cis-Isomerisierung kénnte jedoch durch eine Kopplung mit
der konformationellen Entfaltung verlangsamt sein. Moglich ist auch ein Einfluss einer
potentiellen Isomerisierung an Pro214 benachbart zu Gly213. Eine Strukturanalyse der
Variante P213G-IIHY-G3P* konnte Aussagen dariiber liefern, ob Gly213 tatsichlich in der

cis-Konformation vorliegt.
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3.1.1.2 Die lokale Sequenz bestimmt die Rate der Prolylisomerisierung an Pro213

Die Isomerisierung der GIn212-Pro213-Peptidbindung fiihrt in einer sehr langsamen Reaktion
zur Bildung des nativen Proteins. Martin und Schmid bestimmten die
Gleichgewichtskonstante dieser Isomerisierung mit K, = 0,06, d.h. im denaturierten Zustand
liegt in 94% aller Molekiile das fiir die Faltungsgeschwindigkeit bestimmende Prolin in der
nicht-nativen trans-Konformation vor (Martin & Schmid, 2003c). Bei der Riickfaltung
miissen somit nahezu alle Molekiile die langsame frans—cis-Isomerisierung durchlaufen, um
in den nativen Zustand falten zu konnen.

Die Prolylisomerisierung in G3P* ist mit einer Zeitkonstante von 6200 s etwa hundertfach
langsamer als bekannte Prolylisomerisierungen in Peptiden (Stein, 1993; Reimer ef al., 1998)
und Proteinen (Cook et al., 1979; Kamen & Woody, 2002; Mayr et al., 1996, Schreiber &
Fersht, 1993), deren Zeitkonstanten bei 25 °C im Bereich von 10 bis 100 s liegen. Eine
Kopplung dieser trans—cis-Isomerisierung mit konformationellen Faltungsreaktionen, wie
sie z.B. in Ribonuklease T1 zu finden ist (Kiefhaber & Schmid, 1992a), ist als Ursache fiir die
niedrige Isomerisierungsrate auszuschlieBen. Zum einen ist die Zeitkonstante dieser
Doménenassoziation in G3P* unabhéngig von der Denaturierungsmittelkonzentration (Martin
& Schmid, 2003b); zum anderen konnte gezeigt werden, dass die Varianten P161A-IIHY-
G3P* und IIY-G3P* noch die gleiche langsame Assoziationsreaktion besitzen, obwohl sie
eine geringere Stabilitdt und damit verdnderte Faltungsraten des globuldren Teils von N2
aufweisen.

Der letzte Faltungsschritt reprisentiert die Assoziation der bereits gefalteten Doméinen N1 und
N2’ und ist unabhédngig von deren Stabilitit. Die Kopplung zwischen der sehr langsamen
trans—-cis-Isomerisierung an Pro213 und der Assoziation der Doménen kann gut anhand der
Kristallstruktur erklért werden. Auffallend ist eine Anhdufung von Prolinen in der
unmittelbaren Umgebung von cis-Pro213 (Pro211, Pro213, Pro214) sowie im benachbarten
Segment des zweiten Gelenkstranges (Pro96, Pro98), was zu einer geringen Flexibilitidt der
Peptidkette fiihrt. Dies zeigt sich auch in den niedrigen B-Faktoren in der Kristallstruktur
(Holliger et al., 1999; Lubkowski et al., 1998). Eventuell ist diese niedrige Flexibilitit fiir die
relative Orientierung der beiden Doménen entscheidend. Im nativen Protein bilden die beiden
Stringe der Gelenksubdoméne zahlreiche Wechselwirkungen mit der N1-Doméne aus
(Abbildung 3-3). Das der cis-Peptidbindung vorausgehende GIn212 bildet zwei
Wasserstoffbriicken mit GIn52 in der N1-Doméne aus. Eine dritte Interaktion mit dem
Riickgratsauerstoff von Pro211 fixiert die Konformation dieser Region um Pro213 zusétzlich.
Zudem finden sich weitere Wechselwirkungen zwischen der Gelenkregion und N1: Tyr92
geht eine Wasserstoffbriicke mit Thrl8 ein, Val215 und Pro211 sind mit Serl6
wasserstoffverbriickt. Diese Wechselwirkungen sind vermutlich flir die Assoziation der
beiden Doménen entscheidend und kénnen nur ausgebildet werden, wenn Pro213 in der cis-
Konformation vorliegt. Bei einer Isomerisierung der Prolinbindung von der nativen cis- in die

inkorrekte trans-Form gehen diese Wechselwirkungen verloren. Die frans—cis-
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Isomerisierung an Pro213 bestimmt so die relative Orientierung der beiden Doménen

zueinander sowie deren Assoziationsrate.

Abbildung 3-3: (a) Tertidrstruktur von G3P* (Kristallstrukturdaten aus Holliger et al.,
1999, PDB-Eintrag: 2G3P). Doméne N1 ist in rot, der globuldre Teil der N2-Doméne
(N2’) in blau und die Gelenksubdoméine von N2 in griin dargestellt. Die Regionen
Tyr92 - Pro98 sowie Pro211 - Val215 sind als Stdbchen-Modell gezeigt, und cis-Pro213
ist gelb eingefarbt. (b) Die Wechselwirkungen zwischen der N1-Domidne und der
Gelenkregion sind vergrofBert gezeigt, wobei die gestrichelten Linien Wasserstoffbriicken
zwischen den Resten angeben. Die Abstéinde zwischen den jeweiligen Heteroatomen sind
in A angegeben. Die Abbildung wurde mit dem Programm MolMol (Koradi et al., 1996)
erstellt.

Eine wichtige Frage war hier, wie die sehr niedrige Isomerisierungsrate an Pro213 erklart
werden kann. Untersuchungen von cis/trans-Isomerisierungen in Peptiden zeigten, dass die
flankierenden Aminosduren die Isomerisierungsrate beeinflussen konnen (Reimer er al.,
1998). Zum Beispiel isomerisieren Gln-Pro-Bindungen etwa dreimal langsamer als Ala-Pro-
Bindungen. Ebenso wird die Isomerisierung um den Faktor drei verlangsamt, wenn auf die
Prolinbindung ein weiteres Prolin folgt (Reimer ef al., 1998). In G3P* besitzt Pro213 eine
besondere lokale Sequenzumgebung. Der cis-Peptidbindung geht an Position 212 ein Gln
voraus, und auf die cis-Bindung folgt ein weiteres Prolin an Position 214, so dass hier beide
Kriterien zum Tragen kommen. Die cis/trans-Isomerisierungsrate eines Pentapeptids mit der
entsprechenden Sequenz Ac-AQPPV-OH des G3P* wurde mittels 1D-"H-NMR-
Spektroskopie untersucht (Eckert et al., 2005; Martin, 2003). Aus der gemessenen apparenten
Rate ergibt sich mit der Gleichgewichtskonstante K. von 0,06 eine Zeitkonstante von 6980 s
fiir die trans—cis-Isomerisierung im Peptid, was der Zeitkonstante der [somerisierung im
Protein entspricht.

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Rate der Prolylisomerisierung durch die Art der
vorhergehenden bzw. nachfolgenden Aminosdure dhnlich moduliert werden kann wie in
kurzen Peptiden. Zu diesem Zweck wurde GIn212 bzw. Pro214 in IIHY-G3P* mutiert und die
Auswirkung der Mutation auf Stabilitdt, Faltung und Doménenassoziation bestimmt. Die

Analyse erfolgte wie schon in 3.1.1.1 im Hintergrund des stabilisierten Proteins [IHY-G3P*,
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da die hohere Stabilitidt dieser Variante die Charakterisierung teilgefalteter Intermediate

erleichtert, ohne dabei den grundlegenden Faltungsmechanismus zu verdndern.

a) thermodynamische Charakterisierung der Varianten mit Mutationen an den Positionen

212und 214

Die Analyse der thermodynamischen Stabilitit der Varianten erfolgte sowohl durch
thermische als auch durch Denaturierungsmittel-induzierte Entfaltung. Als Sonde fiir die
thermische Denaturierung diente die Anderung des CD-Signals bei 230 nm (Martin &
Schmid, 2003a). Bei dieser Wellenldnge kann sowohl fiir IIHY-G3P* als auch fiir die
Varianten ein zweiphasiger Verlauf beobachtet werden. Der erste Ubergang repriisentiert
dabei die mit der Doménendissoziation gekoppelte Entfaltung der labileren N2-Domdéne,
wihrend der zweite Ubergang der Entfaltung der stabileren N1-Domine zugeordnet werden
kann. Die thermisch induzierten Entfaltungsiiberginge von IIHY-G3P* sowie der Mutanten
Q212A-, P213G- und P214A-IIHY-G3P* sind in Abbildung 3-4 dargestellt. Die
experimentellen Daten wurden gemél einem Dreizustandsmodell analysiert; die daraus

erhaltenen thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 3-1 aufgefiihrt.

relative Signaldnderung

40 50 60 70 80

T (C)

Abbildung 3-4: Thermische Entfaltung von ITHY-G3P* (@) sowie der ITHY-G3P*-
Varianten Q212A (O), P213G (A) und P214A (A). Aufgetragen ist die relative Anderung
des CD-Signals bei 230 nm in Abhéngigkeit von der Temperatur nach Auswertung
gemif einem Dreizustandsmodell. Die Ubergiinge wurden mit 4 pM Protein in 0,1 M
K-Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 cm und einer Didmpfung von 8 s
gemessen. Die aus der Analyse erhaltenen Ty-Werte sowie die thermodynamischen
Parameter sind in Tabelle 3-1 aufgefiihrt.
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Tabelle 3-1:  Stabilitidtsdaten aus der thermischen Entfaltung von IIHY-G3P* und dessen Varianten.

Doméinendissoziation und

Entfaltung von N2 _— Enfaltung von N1 _—
G3P*-Variante (Thél) (kJﬁrl) (ﬁJ(-;r];ol'l) (T“(Aiz) (kJérlr?(]))l'l) (ﬁJ(-;r?lol'l)

HY 614 662 11,8 65,6 202 03

Q2I2A-IHY 542 546 14 65,1 229 0,1
P213G-IIHY 53,8 396 1,5 66,2 290 1,1
P2I4A-IIHY 543 553 1.2 64,8 229 20,2
PIGIA-IIHY 59,6 610 8,0 65,7 224 0,5
P161A-P213G-IIHY 50,8 440 -6,1 65,3 237 02

Angegeben sind die Schmelztemperaturen Ty, die Enthalpien der Enfaltung am Ubergangsmittelpunkt
AHp und die freien Enthalpien der Entfaltung AGp>® © bei 55 °C und AGp® “ bei 65 °C. Die Ty-Werte
geben die Mittelpunkte des ersten bzw. zweiten Ubergangs im biphasischen Entfaltungsiibergang von
G3P* nach Auswertung gemif einem Dreizustandsmodell an. Der erste Ubergang (Ty1) reflektiert die
Dissoziation der Dominen und die Entfaltung der N2-Domine, der zweite Ubergang (T\2) die
Entfaltung der N1-Doméne. Fiir die Auswertung der Entfaltungsiiberginge wurde eine konstante
Anderung der Wirmekapazitit AC, von 10000 J-mol K™ fiir N2 und von 1000 J-mol™-K™" fiir N1
angenommen.

Die Stabilitdt der N1-Doméne wird durch die Mutationen in der Gelenkregion nicht
beeinflusst. Dies war zu erwarten, da N1 als stabilere Doméne unabhédngig von der
Anwesenheit der labileren N2-Domine ist, und die Uberginge der isolierten N1-Doméne mit
denen in G3P* {ibereinstimmen (Martin & Schmid, 2003a; Kather et al., 2005). Die fiir die
verschiedenen Varianten gefundenen geringen Abweichungen in den 7y- und AGp-Werten
sind auf Ungenauigkeiten beim Angleich der experimentellen Daten an ein
Dreizustandsmodell zuriickzufiihren. Generell ist die Analyse eines Zweidoméanenproteins
basierend auf einem sequentiellen Zweischrittmechanismus nur verlédsslich, wenn die beiden
Dominen deutlich voneinander separierte Ubergiinge besitzen (Tsalkova & Privalov, 1985,
Brandts et al., 1989).

Die N2-Doméne wurde durch die Mutationen im Bereich 212 - 214 um bis zu 13,3 kJ/mol
destabilisiert. Die Mutation P213G wirkt scheinbar am stirksten destabilisierend, wobei die
angegebenen thermodynamischen Parameter auch hier aufgrund der Ungenauigkeit der
Analyse abweichen konnen. Auffallend ist zum einen, dass alle Mutationen in der
Gelenkregion [IHY-G3P* nahezu im gleichen Ausmal} destabilisieren, und zum anderen, dass
die Kooperativitit der Entfaltung im Vergleich zum Pseudowildtyp-Protein stark veréndert ist.
Die Ubergéinge der beiden Dominen in G3P* unterscheiden sich klar in ihren
Kooperativititen. Der Ubergang der N2-Domine verlduft mit einer deutlich hoheren
Kooperativitit (AHp ~ 660 kJ/mol) als der Ubergang der N1-Domine, der fiir IIHY-G3P*
eine Entfaltungsenthalpie AHp von 220 kJ/mol besitzt. Zunéchst erfolgt die Entfaltung des
globuldren Teils der N2-Domédne (N2’), welcher in Grofle und Struktur der N1-Doméne

dhnelt, gekoppelt mit der Dissoziation der Doméinen und der Entfaltung der Gelenkregion. In
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diesem ersten Entfaltungsprozess miissen also neben den Wechselwirkungen innerhalb von
N2’ auch die Interaktion der Gelenkregion mit der N1-Doméne aufgebrochen werden, was die
hohere Kooperativitit erklart. Im Fall der Varianten mit destabilisierenden Mutationen in der
Gelenkregion ist die Kooperativitit von 660 kJ/mol (IIHY-G3P*) auf bis zu 400 kJ/mol
(P213G-IIHY-G3P*) erniedrigt. Das deutet darauf hin, dass durch die Mutationen die Zahl
der Wechselwirkungen der Gelenksubdomine mit N1 verringert wird. Dies wére konsistent
mit der Annahme, dass die Ausbildung der Wasserstoffbriicken im Bereich Pro211 - Val215
entscheidend fiir die Assoziation der Dominen ist, und dass diese Region durch das cis-
Pro213 fixiert wird. Eine Substitution der entsprechenden Reste fithrt zum Verlust der
Wasserstoffbriicken und damit zu einer geringen Zahl von Interaktionen mit N1, was sowohl
eine geringe Kooperativitit als auch eine Destabilisierung des ersten Ubergangs zur Folge hat.
Dabei ist es irrelevant, ob der die Wechselwirkung eingehende Rest GIn212 selbst oder aber
Pro213 mutiert wird, das durch seine cis-Konformation erst die Ausbildung dieser Interaktion
ermoglicht.

Neben der thermischen Stabilitit von G3P* wurde auch seine Stabilitit gegeniiber dem
Denaturierungsmittel GdmCl untersucht. Die GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergéinge
wurden anhand der Anderung der Proteinfluoreszenz verfolgt. G3P* besitzt 4 Trp- und 15
Tyr-Reste, die ungleichmiBig auf die beiden Doménen verteilt sind. Durch gezielte Wahl der
Anregungs- und Emissionswellenldngen kann so selektiv die Entfaltung der N2- bzw. der N1-
Doméne verfolgt werden (Martin & Schmid, 2003a). Die N2-Doméne enthélt ein einzelnes,
stark 16sungsmittelexponiertes Tryptophan an Position 181 und zwdlf Tyrosine, von denen
sich sieben im globuldren Teil N2’ und fiinf in der Gelenksubdoméine befinden. Die Zunahme
der Tyrosinfluoreszenz dient somit als Sonde fiir die Entfaltung der N2-Doméne, wobei hier
nicht zwischen der Entfaltung des globuldren Teils und der Entfaltung der Gelenkregion
unterschieden werden kann. Die N1-Domine enthélt drei Tyrosine und drei Tryptophane,
deren Fluoreszenz als Sonde fiir die N1-Doméne verwendet werden kann. Die Entfaltung von
N1 fiihrt zu einer Zunahme der Tryptophanfluoreszenz. Durch die beiden selektiven Sonden
vereinfacht sich der GdmCl-induzierte Gleichgewichtsiibergang des Zweidoménenproteins
G3P* zu zwei Ubergiingen, die jeweils nach dem Zweizustandsmodell ausgewertet werden
konnen. Allerdings ist die Trp-Sonde nicht ganz spezifisch fiir N1, da das in der N2-Doméne
vorhandene Trp181 trotz seiner 16sungsmittelexponierten Position bei einigen Varianten einen
geringen Fluoreszenzbeitrag liefert (vgl. Abbildung 3-5b). In Abbildung 3-5 sind die an ein
Zweizustandsmodell angepassten und normierten Entfaltungsiiberginge der N1- und N2-
Domine fiir die verschiedenen IIHY-G3P*-Varianten dargestellt; die zugehorigen Parameter
sind in Tabelle 3-2 aufgefiihrt.
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Abbildung 3-5: GdmCl-induzierte Entfaltung von ITHY-G3P* (@) sowie der ITHY-
G3P*-Varianten Q212A (0O), P213G (A) und P214A (A). (a) normierte
Entfaltungsiiberginge der N2-Doménen beobachtet anhand der Tyr-Fluoreszenzénderung
bei 310 nm nach Anregung bei 280 nm, (b) normierte Entfaltungsiibergéinge der N1-
Dominen beobachtet anhand der Trp-Fluoreszenzénderung bei 360 nm nach Anregung
bei 295 nm. Die Ubergiinge wurden mit 0,5 uM Protein in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei
einer Schichtdicke von 1 cm und 25 °C gemessen. Die Bandbreiten betrugen 5 nm fiir das
Anregungs- bzw. 10 nm fiir das Emissionslicht. Die Linien stellen einen Angleich der
Daten an ein Zweizustandsmodell dar. Bei den Varianten Q212A- und P214A-1IHY-
G3P* wurde bei der Entfaltung der N1-Domine die Basislinie des nativen Proteins
festgesetzt und die Daten unter 2 M GdmCl bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. Die
aus der Analyse erhaltenen thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 3-2 aufgefiihrt.
Die Daten fiir [IHY-G3P* wurden aus Martin & Schmid (2003a) entnommen.

Tabelle 3-2:  Stabilitdtsdaten aus der GdmCl-induzierten Entfaltung fiir THY-G3P* und dessen
Varianten.
Doménendissoziation und
Entfaltung von N2 Enfaltung von N1
G3P*-  [GdmCl]; m AGp” ¢ [GdmCI] m AGpPC
Variante (M) (kJ mol'M™")  (kJ mol™) (M) (kJ mol'M™")  (kJ mol™)
ITHY 2,5 15,9 39,3 32 8,9 28,6
Q212A-IIHY 1,6 21,5 354 33 6,3 20,5
P213G-IIHY 1,7 19,8 343 3,2 8,1 26,3
P214A-1IHY 1,9 15,5 30,1 34 6,0 20,7

Angegeben sind die Ubergangsmittelpunkte [GdmCl],,, die Kooperativititsparameter m und AGp™ ©

in Abwesenheit des Denaturierungsmittels fiir die N2- und die N1-Doméne. Aufgrund der geringen
Signaldnderung wird die Genauigkeit der Parameter auf £10% geschitzt. Die Entfaltung der N2-
Domine wurde anhand der Tyr-Fluoreszenz bei 310 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt, die
Entfaltung der N1-Doméne anhand der Trp-Fluoreszenz bei 360 nm nach Anregung bei 295 nm. Die
Analyse der Daten erfolgte fiir beide Dominen auf der Grundlage eines Zweizustandsmodells. Die
Daten fiir IHY-G3P* wurden aus Martin & Schmid (2003a) entnommen.

Die Ergebnisse der GdmCl-induzierten Entfaltung bestitigen die der thermischen
Denaturierung. Die N2-Doméne entfaltet bei deutlich niedrigeren GdmCl-Konzentrationen als
die N1-Doméne. Ebenso haben die Mutationen an den Positionen 212, 213 und 214 in der
Gelenkregion lediglich Einfluss auf die Stabilitdt der N2-Doméne.
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N2 wird durch die Wechselwirkungen zwischen der Gelenkregion und der N1-Doméne
stabilisiert. Daher fiihrt der Wegfall dieser Interaktionen durch die eingefiihrten Mutationen in
der Gelenksubdomine dazu, dass die Doménendissoziation und die damit verbundene
Entfaltung von N2’ bei niedrigeren GdmCl-Konzentrationen verlduft als im Pseudowildtyp-
Protein IIHY-G3P*. Die N2-Doméne wird durch die Mutationen um bis zu 0,9 M GdmCl
destabilisiert, wobei die Varianten Q212A, P213G und P214A schr &dhnliche
Destabilisierungen zeigen. Die Substitution Q212A hat den gréfiten Effekt, wihrend bei der
thermischen Denaturierung die Variante P213G am stérksten destabilisiert war. Ob dieser
Unterschied als signifikant angesehen werden kann, ist fraglich, da die Entfaltung der N2-
Doméne nur mit einer sehr geringen Signaldnderung einhergeht. Die Genauigkeit der
angegebenen Parameter wird deshalb auf +10% geschétzt. Zudem ist der
Kooperativititsparameter m fliir die Entfaltung der verschiedenen Varianten stark
unterschiedlich, was die berechneten AGp-Werte stark beeinflusst. Der Grund fiir die schlecht
definierten m-Werte liegt ebenfalls in der geringen Fluoreszenzdnderung und dem
hochkooperativen Ubergang der N2-Domine. Zudem wird fiir die Varianten Q212A und
P214A deutlich, dass die Trp-Fluoreszenzsonde nicht vollig selektiv fiir N1 ist. Die Basislinie
der nativen N1-Doméne ist im GdmCl-Bereich des Entfaltungsiibergangs von N2 (1,4 - 2,0 M
GdmCl) nicht konstant, weil die Fluoreszenz des Trp181 in N2 bei Entfaltung abnimmt. Fiir
die Auswertung wurde hier die Steigung der Basisline aus den Daten unterhalb 1,4 M GdmCl
bestimmt und bei der Anpassung der Messwerte oberhalb von 2 M GdmCl festgesetzt. Diese
Annahme kann ebenfalls zu geringfiigigen Abweichungen in den erhaltenen
thermodynamischen Parametern fithren. Weshalb diese auf die Entfaltung von N2
zurlickgehende Signalidnderung in der Trp-Fluoreszenz bei den Varianten Q212A und P214A
stirker ausgeprégt ist als bei [IHY-G3P*, bleibt unklar.

b) Einfluss der Mutationen Q212A und P214A auf die Faltung von IIHY-G3P*

Der Einfluss der Mutationen auf den Faltungsmechanismus von G3P* wurde anhand
kinetischer Messungen charakterisiert. Die Faltung der individuellen Domédnen N1 und N2 in
G3P* kann dabei wie zuvor bei den GdmCl-induzierten Gleichgewichtsiibergangen anhand
der Anderungen der Tyr- und Trp-Fluoreszenz selektiv verfolgt werden. Die abschlieBende
Doménenassoziation wurde mit Hilfe des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile
analysiert (3.1.1.1, Martin & Schmid, 2003b; Schmid, 1983; Schmid, 1986). Abbildung 3-6
zeigt die Entfaltungs- und Riickfaltungsraten als Funktion der GdmCl-Konzentration
(Chevron-Auftragung) fiir die Varianten Q212A-ITHY-G3P* und P214A-IIHY-G3P* jeweils
im Vergleich zum Pseudowildtyp-Protein ITHY-G3P* (Martin & Schmid, 2003b).
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Abbildung 3-6: Chevron-Auftragung der Entfaltungs- und Riickfaltungsraten von (a)
Q212A-IIHY-G3P* und (b) P214A-IIHY-G3P*. Dargestellt sind die apparenten
Ratenkonstanten A der Entfaltungs- (offene Symbole) und Riickfaltungsreaktion
(geschlossene Symbole) als Funktion der GdmCI-Konzentration. Reaktionen, die anhand
der Trp-Fluoreszenz bei 360 nm nach Anregung bei 295 nm gemessen wurden und der
N1-Doménen zuzuordnen sind, sind rot dargestellt. Faltungsreaktionen der N2-Doméne
wurden anhand der Anderung der Tyr-Fluoreszenz bei 310 nm nach Anregung bei
280 nm beobachtet und sind blau, die Rate der Prolylisomerisierung griin dargestellt. Die
Riickfaltung der N1-Doméne (A), die Entfaltung von N1 im nicht-assoziierten Zustand
(2), die Entfaltung des nativen Proteins (O) bei GdmCl-Konzentration oberhalb von 3 M
GdmCl sowie die Entfaltung der N2-Doméne im nicht-assoziierten Zustand (V) wurden
mittels stopped-flow-Mischung gemessen. Die schnelle (¥) und langsame (M)
Riickfaltungsreaktion von N2 sowie die gekoppelte Entfaltung von N2 (O) und N1 (O)
unterhalb 3,5M GdmCl wurde nach manueller Mischung verfolgt. Die Rate der
Prolylisomerisierung (®) wurde mit Hilfe des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native
Molekiile in Doppelmischexperimenten bestimmt. Alle Messungen erfolgten mit 0,5 uM
Protein in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C. Die Schichtdicke betrug 1cm, die
Bandbreiten 5 nm (Anregung) bzw. 10 nm (Emission). Zum Vergeich sind die Raten des
Pseudowildtyp-Proteins IIHY-G3P* in grau mit den entsprechenden Symbolen sowie die
Raten der isolierten Doméane T13I-N1 (#,<{) angegeben (Martin & Schmid, 2003b).

Sowohl in IIHY-G3P* als auch in den Varianten unterscheidet sich die Riickfaltung der N1-

Doméne stark von derjenigen der N2-Domédne. N1 faltet in einem einphasigen Prozess

innerhalb von Millisekunden mit einer Zeitkonstante von = 14 ms (bei 0,5 M GdmCl). Die

Riickfaltungsraten der N1-Doménen in beiden Varianten stimmen dabei mit den Raten fiir N1
im Pseudowildtyp IIHY-G3P* und der isolierten N1-Domine mit der Mutation T13I {iberein
(Martin & Schmid, 2003b). Die Riickfaltung des globuldren Teils der N2-Domédne wurde
ebenfalls durch die Mutationen an den Positionen 212 und 214 nicht beeinflusst. Beide

Varianten zeigten fiir N2 eine biexponentielle Reaktion, deren Raten mit denen des

Pseudowildtyp-Proteins iibereinstimmen. Hierbei wurde die schnellere Reaktion mit einer
Zeitkonstante von 6 s (bei 0,5 M GdmCI) der Faltung des globuldren Teils N2’, die zweite
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Reaktion mit einer Zeitkonstante von 35 s (bei 0,5 M GdmCI) der lockeren Assemblierung
von N2’ und N1 zugeordnet.

Die Entfaltung der individuellen Doménen N1 und N2 im nicht-assoziierten Zustand konnte
in stopped-flow-Doppelmischexperimenten bestimmt werden. Um die Entfaltung der N1-
Doméne unabhingig von der Dominendissoziation, d.h. bei entfaltet vorliegender N2-
Domine, messen zu kénnen, wurde entfaltetes G3P* 1 s lang bei 0,5 M GdmCl riickgefaltet.
In dieser Zeit kann nur N1 in den nativen Zustand falten, N2 liegt noch entfaltet vor. Im
anschlieenden Entfaltungsschritt wird dann die Entfaltung von N1 verfolgt. Die Entfaltung
von N2’ im nicht-assoziierten Zustand kann durch ein dhnliches experimentelles Vorgehen
untersucht werden. Allerdings wurde hier vor dem Entfaltungsschritt das Protein 3 min lang
in 0,5 M GdmCl riickgefaltet, um die Faltung von N2’, jedoch nicht die lockere Assoziation
mit N1, zu ermoglichen. In beiden Varianten zeigten die Doménen im nicht-assoziierten
Zustand die gleichen Entfaltungsraten wie im Pseudowildtyp IIHY-G3P*. Die N1-Doméne
entfaltet innerhalb weniger Millisekunden mit Zeitkonstanten, die denen von IIHY-G3P*
sowie der entsprechenden isolierten N1-Doméne entsprechen. Dies war zu erwarten, da die
Mutationen auBlerhalb der N1-Domine liegen und auch die Stabilitdt der N1-Doméne nicht
beeinflussen. N2’ entfaltet in Q212A- und P214A-IIHY-G3P* ebenfalls mit der gleichen Rate
wie im Pseudowildtyp-Protein. Die Mutationen in der Gelenkregion haben somit keine
Auswirkung auf die Riick- und Entfaltungskinetik der individuellen Doménen im nicht-
assoziierten Zustand.

Die Mutationen Q212A und P214A wirken jedoch stark beschleunigend auf die Entfaltung
des nativen Proteins. Im Vergleich zu ITHY-G3P* ist die Entfaltung in 5 M GdmC] 170-fach
(Q212A) bzw. 63-fach (P214A) beschleunigt. Die beiden Doménen sind zwar ausgehend vom
nativen Protein weiterhin in ihrer Entfaltung kinetisch gekoppelt, der fiir die Entfaltung
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Doménendissoziation erfolgt jedoch in den
Varianten wesentlich schneller als in [IHY-G3P*. Beide Dominen zeigten die gleiche
Entfaltungskinetik mit einer Zeitkonstanten von 175 ms fiir Q212A-IIHY-G3P* bzw. 490 ms
fiir P214A-IIHY-G3P* (in 5 M GdmCl).

N1 und N2’ stellen separate Faltungseinheiten dar, deren Faltungs- und Entfaltungsreaktion
im nicht-assoziierten Zustand durch die Mutationen in der Gelenkregion nicht beeinflusst
werden. Die Mutation an den Positionen 212 und 214 beschleunigen allerdings stark die
gekoppelte Entfaltung der beiden Doménen ausgehend vom nativen Protein, die durch die
Domaénendissoziation limitiert wird. In IIHY-G3P* bildet die Gelenksubdoméne zahlreiche
Wechselwirkungen mit der N1-Doméne aus und liefert so einen grofen Beitrag zur Stabilitét
des nativen Proteins. Diese Interaktionen werden im Verlauf der Faltung erst spét nach der
Faltung der individuellen Doménen ausgebildet. In der Entfaltung des nativen Proteins
werden diese Wechselwirkungen jedoch im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt gelost.
Durch die Mutation an den Positionen 212 und 214 in der Gelenkregion gehen die
stabilisierenden Wechselwirkungen mit N1 verloren, so dass die Doménendissoziation und

damit die Entfaltung des nativen Proteins in den Varianten stark beschleunigt ist.
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Von besonderem Interesse war, wie die Mutation von GIn212 bzw. Pro214 zu Alanin die
Isomerisierungsrate der cis-Peptidbindung an Pro213 und die damit gekoppelte
Dominenassoziation beeinflusst. Diese fluoreszenzspektroskopisch stille Reaktion wurde, wie
unter 3.1.1.1 beschrieben, mit Hilfe des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile
gemessen. Abbildung 3-7 zeigt die Kinetik der Doménenassoziation des Pseudowildtyp-
Proteins IIHY-G3P* sowie der Mutanten Q212A, P213G und P214A in 0,5 M GdmCI.
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Abbildung 3-7: Zeitverlauf der Doménenassoziation fiir IHY-G3P* (@), Q212A-IIHY-
G3P* (0), P213G-IIHY-G3P* (A) und P214G-IIHY-G3P* (A) gemessen anhand des
Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile. Aufgetragen ist die normierte
Amplitude der langsamen Entfaltungsreaktion der NI1-Domine als Funktion der
Riickfaltungszeit in 0,5 M GdmCl. Die Entfaltungsreaktion wurde anhand der Trp-
Fluoreszenz bei 360 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 295 nm (Bandbreite
5nm) in einem Doppelmischexperiment mit einer Proteinkonzentration von 0,5 uM in
0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C gemessen. Die Linien reprisentieren den Angleich
der experimentellen Daten an eine monoexponentielle Funktion mit den Zeitkonstanten
t=6200s (IIHY-G3P*), t=3400s (Q212A-IIHY-G3P*), t1=1900s (P214A-IIHY-
G3P*) bzw. 1=240s (P213G-IIHY-G3P*). Die Daten fiir P213G-IIHY-G3P* sind aus
Martin & Schmid (2003¢) entnommen.

In allen Varianten wirkt die Mutation beschleunigend auf den letzten Schritt der Riickfaltung
von [IHY-G3P*. Die Mutation Q212A verringert dabei die Zeitkonstante von 6200 s auf
3400 s, wihrend die Substitution des Pro214 durch Alanin die Zeitkonstante auf 1900 s
reduziert. Den grofiten Effekt zeigte die Mutation des cis-Pro213 zu Glycin, die zu einer 26-
fachen Beschleunigung der Doménenassoziation fithrt (Martin & Schmid, 2003c). Dies
verdeutlicht, dass die Mutationen in der Gelenkregion die Faltung der einzelnen Domédnen
unbeeinflusst lassen, aber einen starken Einfluss auf die Doménenassoziation haben, die mit
der Isomerisierung an Pro213 gekoppelt ist. Die Dominenassoziation konnte sowohl in
Q212A- als auch in P214A-IIHY-G3P* durch die Prolylisomerase Cypl8 (1 uM)
beschleunigt werden (Abbildung 3-8). Die Zeitkonstanten der katalysierten Reaktion betragen
1200 s (Q212A-ITHY-G3P*) bzw. 1000 s (P214A-IIHY-G3P*) und stimmen damit gut mit
der fiir IHY-G3P* ermittelten katalysierten Reaktion (t = 1100 s) iiberein (Martin & Schmid,
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2003c). Die unveridnderte Katalysierbarkeit weist darauf hin, dass zum einen Cypl8 die
Varianten Q212A und P214A genauso gut binden und katalysieren kann wie IIHY-G3P*, und

zum anderen die Doménenassoziation weiterhin durch die Isomerisierung an Pro213 bestimmt

wird.
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Abbildung 3-8: Zeitverlauf der Doménenassoziation fiir (a) Q212A-IIHY-G3P* bzw. (b)
P214-1IHY-G3P* in Abwesenheit (O) bzw. in Gegenwart von 1 uM Cyp18 (®) gemessen
mittels des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile. Aufgetragen ist die
normierte Amplitude der langsamen Entfaltungsreaktion der N1-Doméne als Funktion der
Riickfaltungszeit in 0,5 M GdmCl. Die Entfaltungsreaktion wurde anhand der Trp-
Fluoreszenz bei 360 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 295 nm (Bandbreite
5nm) in einem Doppelmischexperiment mit einer Proteinkonzentration von 0,5 uM in
0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C gemessen. Die Linien repréisentieren den Angleich
der experimentellen Daten an eine monoexponentielle Funktion mit den Zeitkonstanten
1=3400s (Q212A-IIHY-G3P*), 1=1200s (Q212A-IHY-G3P* + 1 uM Cypl8),
7=1900 s (P214A-IIHY-G3P*) bzw. 1= 1000 s (P214G-IIHY-G3P* + 1 uM Cyp18).

Ferner wurde anhand von Dreifachmischexperimenten die cis/trans-Isomerisierung im
denaturierten Zustand bestimmt (2.19.1.3, Tabelle 3-3). Die apparente Rate erhohte sich dabei
um den Faktor 3,5 (Q212A-ITHY-G3P*) bzw. 6 (P214A-IIHY-G3P*), so dass sich Raten fiir
die cis—trans-Isomerisierungsraten von 0,0097 s bzw. 0,0163 s im denaturierten Zustand
ergeben. Die daraus resultierenden Gleichgewichtskonstanten K. =2,9 fir Q212A-1IHY-
G3P* und K. = 3,2 fiir P214A-IIHY-G3P* bedeuten, dass in beiden Varianten in ca. 97%
aller Molekiile Pro213 im denaturierten Zustand in der nicht-nativen trans-Konformation
vorliegt. Dieser Prozentsatz stimmt gut mit den fir [IHY-G3P* bzw. P213G-IIHY-G3P*
erhaltenen Werten von 94% bzw. 98% iiberein. Durch die Mutation der zur cis-Peptidbindung
benachbarten Reste wird also die Gleichgewichtslage des Prolins selbst nicht beeinflusst.
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Tabelle 3-3:  Kinetische Daten zur cis/trans-Isomerisierung an Pro213 im nativen und denaturierten

Protein.
G3P*-Variante kc'g;’f’)“m k”é’f 5"‘” cts (é/(gteﬂ
I[HY 0,0027 0,00016 5,9
Q212A-IIHY 0,00971 0,00029 2,9
P213G-IIHY 0,173 0,0042 2,4
P214A-IIHY 0,0163 0,00052 3,2

Angegeben sind die Raten der trans—cis-Isomerisierung im nativen Zustand bzw. der cis—trans-
Isomerisierung im denaturierten Zustand sowie der relative Anteil des cis-Isomers im denaturierten
Protein fir die G3P*-Varianten IIHY, Q212A-IIHY, P213G-IIHY und P214A-IIHY. Die Daten fiir
ITHY-G3P* und P213G-IIHY-G3P* sind aus Martin & Schmid (2003¢c) entnommen.

Durch die Mutation der =zu cis-Pro213 benachbarten Reste kann also die
Isomerisierungsgeschwindigkeit der cis-Peptidbindung verdndert werden. Substitution des
GIn212 durch Ala erhoht die Rate um den Faktor 2, Mutation des nachfolgenden Pro214 zu
Ala um den Faktor 3. Diese fiir G3P* erhaltenen Werten entsprechen den Daten, die fiir kurze
Peptide erhalten wurden (Reimer ef al., 1998). Zusammen mit der Isomerisierungsrate, die fiir
ein Pentapeptid mit der entsprechenden G3P*-Sequenz anhand von NMR-Messungen erhalten
wurde (Eckert et al., 2005; Martin, 2003), belegt dies, dass die lokale Sequenz die Ursache fiir
die sehr langsame frans—cis-Isomerisierung an Pro213 ist. GIn212 und Pro214 verlangsamen
die Isomerisierung in G3P* derart, dass sie im Vergleich zu den meisten
Prolinisomerisierungen ca. hundertfach langsamer verlduft. Die Assoziation der beiden
Dominen in G3P* verlduft gekoppelt mit dieser Prolinisomerisierung. Entsprechend haben
die Mutationen Q212A und P214A ausschlieBlich Einfluss auf Prozesse, die mit der
Doménenassoziation bzw. -dissoziation verkniipft sind. Q212A und P214A beschleunigen die
Dominendissoziation und demnach auch die gekoppelte Entfaltung von N2 und N1. Im
Gleichgewichtsexperiment ist die Entfaltung von N2 thermodynamisch mit der
Doménendissoziation gekoppelt. Die Stabilitit von N2 wird daher durch die Mutationen
sowohl bei der thermischen als auch bei der GdmCl-induzierten Denaturierung verringert. Im
Gegensatz dazu haben die Doménendissoziation und folglich auch die Mutationen in der
Gelenkregion keinen Einfluss auf die Stabilitit von N1. Die Mutationen erhdhen die
Isomerisierungsrate der cis-Pro213-Peptidbindung und somit die Geschwindigkeit der
Doménenassoziation. Die lokale Sequenz GIn212-Pro213-Pro214 ist also fiir die
ungewohnlich langsame Isomerisierung verantwortlich. Die Mutation dieser spezifischen
Sequenz erlaubt folglich die Variation der Geschwindigkeit, mit der dieser letzte Schritt bei
der Faltung von G3P* ablauft.
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3.1.1.3 Einfluss der Isomerisierungsrate an Pro213 auf die Phageninfektiosit:it

Die in vitro-Experimente zum Faltungsmechanismus von G3P* zeigen, dass die beiden
Doménen zunichst in schnellen, voneinander unabhéngigen Reaktionen falten, und dass der
native geschlossene Zustand mit fest assoziierten Domédnen erst durch die sehr langsame
Isomerisierung an Pro213 (1=6200s bei 25 °C) erreicht wird. Langsame Faltungsschritte
stellen fiir Zellen aufgrund einer moglichen Aggregation langlebiger Intermediate jedoch ein
Problem dar. Ziel eines jeden Organismus ist es, die Aggregation moglichst zu unterdriicken,
d.h. langsame Faltungsschritte moglichst zu vermeiden. Langsame Reaktionen sollten nur
auftreten, wenn sie fiir die Funktion des jeweiligen Proteins wichtig sind. Es wurde deshalb
untersucht, ob die ungewohnlich langsame Isomerisierungsreaktion fiir die Funktion des G3P
bei der Infektion von E. coli wichtig ist. Im Verlauf der Phageninfektion induziert die
Bindung der N2-Doméne an den F-Pilus der Bakterienzelle die Dissoziation von N1 und N2.
Erst durch diese Dissoziation wird die TolA-Bindungsstelle in G3P zugénglich (Chatellier et
al., 1999). Sie ist auf der N1-Domine an der Interaktionsfliche von N1 und N2 lokalisiert, so
dass sie im assoziierten Ruhezustand durch die N2-Doméne blockiert wird (Lubkowski et al.,
1999). Der gedftnete Zustand muss demnach im Verlauf des Infektionsvorgangs erhalten
bleiben, damit eine Wechselwirkung zwischen N1 und TolA mdéglich ist. Eine sehr langsame
Reassoziation der Doménen konnte diesen infektiosen Zustand mit dissoziierten Doménen fiir
langere Zeit aufrechterhalten. Die langsame Prolylisomerisierung und die besondere lokale
Sequenz um cis-Pro213 konnten demnach der Schliissel fiir einen langlebigen gedffneten
Zustand und damit eine hohe Phageninfektiositét sein.

Um den Einfluss der Prolinisomerisierung auf die Phageninfektiositit zu bestimmen, wurden
Phagen mit WT-G3P bzw. den entsprechenden G3P-Varianten im WT-Hintergrund
verwendet, da Phagen mit stabilisierten G3P-Varianten eine geringere Infektiositdt aufweisen
(3.3.4, Kather et al., 2005). Zunichst wurde in vitro der Effekt der jeweiligen Mutation auf
die Stabilitdt und die prolinlimitierte Faltungsreaktion des WT-Proteins bestimmt. Der
Faltungsmechanismus kann, wie schon erwéhnt, von der stabilisierten Variante IIHY-G3P*
auf WT-G3P* {ibertragen werden. Die Mutationen in der Gelenksubdoméne von N2 zeigen
fir WT-G3P* den gleichen Effekt auf die Stabilitit der beiden Dominen und die
Assoziationsreaktion wie fiir [IHY-G3P*, d.h. die Raten der Isomerisierungsreaktion an
Pro213 entsprechen den jeweiligen Raten der Varianten im stabilisierten Hintergrund. Die
Mutationen Q212A, P213G und P214A beeinflussen nur die Stabilitit der N2-Doméne in
WT-G3P*, die Stabilitidt von N1 bleibt unverdndert. Wie im IIHY-Protein destabilisieren alle
Mutationen G3P* um den gleichen Betrag (Abbildung 3-9), wobei hier die Analyse der Daten
nach einem Dreizustandsmodell zuverlissiger ist als in IIHY-G3P*, da die Ubergiinge der
beiden Doménen deutlicher voneinander getrennt sind. In Tabelle 3-4 sind die Mittelpunkte
der beiden Ubergiinge sowie die Zeitkonstanten der prolinlimitierten Assoziationsreaktion fiir

die jeweiligen G3P*-Varianten aufgefiihrt.
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Abbildung 3-9: Thermische Entfaltung von WT-G3P* (@) sowie der G3P*-Varianten
Q212A (0), P213G (2) und P214A (A). Aufgetragen ist die relative Anderung des CD-
Signals bei 230 nm in Abhédngigkeit von der Temperatur nach Auswertung gemif einem
Dreizustandsmodell. Die Uberginge wurden mit 4 uM Protein in 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 cm und einer Dampfung von 8 s gemessen. Die aus
der Analyse erhaltenen Ty-Werte sowie die thermodynamischen Parameter sind in
Tabelle 3-4 aufgefiihrt.

Tabelle 3-4:  Zeitkonstanten der prolinlimitierten Doménenassoziation und Stabilititsdaten aus der
thermischen Entfaltung fiir WT-G3P* und dessen Varianten.

Domaénendissoziation und

Entfaltung von N2 - Enfaltung von N1 _—
G3P*-Variante (0" (Thél) (kﬁfgl'l) (ﬁfr?lol'l) (T%Z) (kﬁfgl'l) (ﬁfr?lol'l)
WT 6200 48,1 411 3,8 60,2 230 0,1
Q212A-WT 3400 44,5 254 -0,4 60,4 223 0,2
P213G-WT 240 44,9 279 -0,1 60,2 225 0,1
P214A-WT 1900 44,3 283 -0,8 60,2 218 0,1
G153D-WT 6600 44,4 255 -0,6 60,6 227 0,4

Fir die verschiedenen G3P*-Varianten sind die Zeitkonstanten 1 der prolinlimitierten
Dominenassoziation, die Schmelztemperaturen 7y, die Enthalpien der Enfaltung am
Ubergangsmittelpunkt AH}, und die freien Enthalpien der Entfaltung AGp> " bei 55 °C und AGp” ™©
bei 65°C angegeben. Die Zeitkonstanten der trans—cis-Isomerisierung wurden anhand des
Zweischritt-Entfaltungstests fiir native Molekiile bestimmt. Die Ty-Werte geben die Mittelpunkte des
ersten bzw. zweiten Ubergangs im biphasischen Entfaltungsiibergang von G3P* nach Auswertung
gemi einem Dreizustandsmodell an. Der erste Ubergang (7y1) reflektiert die Dissoziation der
Dominen und die Entfaltung der N2-Domine, der zweite Ubergang (T2) die Entfaltung der N1-
Domine. Fiir die Auswertung der Entfaltungsiiberginge wurde eine konstante Anderung der
Wirmekapazitit von AC,= 10000 J-mol" K" fiir N2 und von AC,=1000J-mol"-K" fiir NI
angenommen.

Wird die Infektiositit filamentoser Phagen gegeniiber E. coli durch die langsame
Dominenassoziation bestimmt, sollte eine langsame Prolylisomerisierung in der Gelenkregion

die Infektion begiinstigen. Die Isomerisierungsrate kann, wie zuvor gezeigt, durch Mutation
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des cis-Pro213 bzw. seiner benachbarten Aminosduren verdndert werden (3.1.1.2).
Entsprechend sollten sich Phagen mit niedriger Isomerisierungsrate und somit langsamer
Doménenassoziation bei einer Selektion auf erhohte Infektiositdt durchsetzen. In drei
unabhédngigen Phagenbibliotheken wurden die Positionen Q212, P213 bzw. P214
randomisiert. Da zur Erstellung von Phagenbibliotheken einzelstringiges Phagen-DNA-
Templat mit mutierten Fragmenten zu doppelstringiger DNA aufgefiillt und die
resultierenden Hybride zur Transformation von E. coli eingesetzt werden (2.6), enthalten
initiale Phagenbibliotheken zu 50% Templat-kodierte Phagen. Als Templat wurde deshalb
nicht der WT-Phage, sondern Phagen mit der Q212A-, P213G- bzw. P214A-Mutation in G3P
verwendet. Dadurch konnte vermieden werden, dass sich Phagen mit WT-Sequenz nur
aufgrund ihrer Dominanz in den initialen Bibliotheken durchsetzen. Nach zehn
aufeinanderfolgenden Zyklen aus Infektion, Phagenpropagation und -préparation wurden
jeweils fiinf Phagen pro Bibliothek analysiert. Die selektierten Aminoséuren und ihre Codons

sind in Tabelle 3-5 aufgelistet.

Tabelle 3-5: Selektierte Varianten aus den G3P*-Bibliotheken mit den randomisierten Positionen
212,213 bzw. 214.

_ Aminosdure (Codon) selektierte i .. Aminosédure (Codon)
Bibliothek im Ausgangsphagen Aminosédure (Codon) Haufigkeit im WT-Phagen
212X Ala (GCG) GIn (CAA) 2/5 GIn (CAA)
Gln (CAG) 1/5
amber (TAG) 2/5
213X Gly (GGC) Pro (CCC) 5/5 Pro (CCT)
214X Ala (GCG) Pro (CCC) 5/5 Pro (CCT)

Angegeben sind die in den Bibliotheken selektierten Aminosduren und ihre Codons, sowie die
Aminosduren und die Codons der jeweiligen Ausgangs- und WT-Phagen. Die Hiaufigkeit gibt den
Anteil sequenzierter Klone mit dem entsprechenden Basentriplett an der Gesamtzahl sequenzierter
Klone nach zehn Infektionsrunden an. Das amber-Codon TAG fiihrt im verwendeten E. coli-Stamm
XL1Blue durch die Suppressor-tRNA supE zum Einbau der Aminosiure Gln.

An allen Positionen konnte die WT-Aminosdure gefunden werden. An den Positionen 213
und 214 wurde jeweils Prolin selektiert, wobei alle Klone das Codon CCC statt des WT-
Codons CCT aufwiesen. Fiir GIn212 konnten verschiedene Codons selektiert werden, zum
einen das im Gen-3 vorkommende Codon CAA und zum anderen das alternative Codon
CAG. Bemerkenswert war hier, dass auch das amber-Stopcodon TAG gefunden wurde. Im
verwendeten E. coli-Stamm XL1Blue kann dieses Codon durch die Suppressor-tRNA supE
supprimiert werden und fiihrt zum Einbau von GIn. Dies zeigt, dass die Bibliotheken zu
Beginn der Selektion eine ausreichend hohe Diversitéit aufzeigten. Das Auftreten alternativer
Codons fiir eine bestimmte Aminosdure beweist auBerdem, dass die gefundenen Phagen
tatsichlich selektiert wurden, und es sich nicht um Verunreinigungen mit WT-Phagen handelt.
Die Sequenz Gln-Pro-Pro ist also fiir eine hohe Infektiostitit der Phagen von Vorteil.

Allerdings gibt die Selektion dieser Aminosduren nicht eindeutig Aufschluss dariiber, ob der



66 Ergebnisse und Diskussion

Selektionsvorteil bei der Infektion tatsdchlich auf der langsamen prolinlimitierten
Doménenassoziation beruht, oder ob andere Faktoren, wie zum Beispiel die Stabilitdt von
G3P, ausschlaggebend sind.

Besitzt die langsame Prolinisomerisierung einen Einfluss auf die Infektion von E. coli, so
sollte die Beschleunigung dieser Reaktion durch eine Prolylisomerase wie Cypl8 die
Infektiositidt der Phagen und damit die Zahl der infizierten Zellen verringern. Um diese
Hypothese zu testen, wurde eine E. coli XL1Blue-Kultur mit WT-Phagen in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von 10 uM Cypl8 infiziert und der Phagentiter bestimmt. Die Katalyse der
Prolinisomerisierung und die damit beschleunigte Doménenassoziation verringert die
Infektiositét der Phagen, wenn auch nur um den Faktor 1,8 (4,3 - 10" cfu-ml! im Vergleich
zu 7,6-10" cfuml). Der Effekt der Katalyse ist zwar gering, konnte aber in
Wiederholungen des Experiments bestitigt werden. Eine mogliche Ursache hierfiir ist, dass
die zu isomerisierende Prolinbindung fiir die Isomerase im Phagen wesentlich schlechter
zugédnglich ist als im gereinigten Protein. Aulerdem muss beriicksichtigt werden, dass zur
Infektion der F'-Stamm E. coli XL1Blue verwendet wurde. Obwohl die Isomerase zu einer
beschleunigten SchlieBreaktion der Doménen fiihrt, kann eine erneute Doméinendissoziation
nicht vermieden werden, da G3P wiederholt mit dem F-Pilus von E. coli wechselwirken kann.
Diese stindige Konkurrenz zwischen beschleunigter Assoziationsreaktion durch die
Isomerase und Doménendissoziation durch die Pilusbindung ist vermutlich fiir den geringen
Unterschied verantwortlich.

Die Rate der Doménenassoziation in G3P kann nicht nur durch die Katalyse mit Isomerasen,
sondern auch durch Mutation der lokalen Sequenz um cis-Pro213 variiert werden (3.1.1.2). Es
sollte deshalb untersucht werden, inwiefern die Infektiositdt mit der Assoziationsrate
verschiedener G3P-Varianten korreliert. Ein Vergleich der Infektion verschiedener E. coli
XL1Blue-Kulturen durch die Phagenvarianten ist relativ ungenau. Die Expression der F-Pili
und damit die Konzentration des primdren Rezeptors hingt stark von den jeweiligen
Wachstumsbedingungen der E. coli-Kultur ab (Frost & Manchak, 1998; Will et al., 2004),
wodurch die Infizierbarkeit der Zellen beeinflusst wird. Um  variierende
Wachstumsbedingungen als Ursache fiir apparente Infektiositdtsunterschiede auszuschliefen,
wurden Kompetitionsexperimente durchgefiihrt, bei denen Phagen mit verschiedenen G3P-
Varianten um die Infektion der gleichen E. coli-Kultur konkurrieren. Ahnlich wie bei der
Infektion in Gegenwart der Prolylisomerase sind auch hier nur geringe
Infektiositdtsunterschiede zu erwarten, da abermals F-Pili stindig priasent sind und die G3P-
Doménendissoziation permanent von neuem initiieren konnen. Allerdings ist es hier moglich,
mehrere Infektionsrunden hintereinander durchzufithren und so geringe Unterschiede
zwischen den Phagen mit verschiedenen G3P-Varianten zu amplifizieren.

Fiir die Analyse der Kompetition war es notig, nach jeder Infektionsrunde die Zahl der Zellen
zu ermitteln, die durch eine bestimmte Phagenvariante infiziert wurden. Hierzu wurden die

verschiedenen Phagenvarianten mit spezifischen Mutationen im Gen-3 markiert, die dann
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mittels Kolonie-PCR  detektiert werden konnten. Beim Design dieser stillen
Markermutationen wurde ausgenutzt, dass Serin durch sechs verschiedene Basentripletts
kodiert wird, wobei alle drei Basen eines Serin-Codons ausgetauscht werden koénnen.
Zusitzlich wurden Leucin-Codons genutzt, bei denen der Austausch zweier Basen moglich
ist. Zusammen mit der wobble-Base des vorhergehenden Codons konnten so sechs bzw.
sieben Basen ausgetauscht werden, um drei Markersequenzen an den Aminosédurepositionen
S124/L.125, S172/S173 und S207/S208 im G3P einzufithren. Zur Kolonie-PCR wurden dann
spezifische Primer verwendet, deren 3°-Ende komplementér zu den stillen Mutationen war, so
dass ein PCR-Produkt nur erhalten wurde, wenn die getestete Kolonie den entsprechenden
Phagen enthielt. Die PCR einer Kontrollmischung verschiedener Phagen lieferte die erwartete
Zahl und GroBe von Banden (Abbildung 3-10) und bestétigte damit die Spezifitit der
Identifizierung der Phagen mittels Kolonie-PCR.

‘S 124/L125
JS 172/5173
JSEUT! S208

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp |

100 bp

Abbildung 3-10: (a) schematische Darstellung des Gen-3 des Phagen fd. Doméne N1 ist
in rot, Doméne N2 in blau, die Gelenkregion in griin, die C-terminale Doméne und die
Signalsequenz in grau dargestellt. Die Positionen der stillen Markermutationen sowie der
fiir die Amplifikation in (b) verwendeten Primer sind eingezeichnet. (b) Agarosegel nach
Amplifizierung der DNA verschiedener Phagenvarianten. Im PCR-Ansatz waren jeweils
die Phagen mit den angegeben Markermutationen bzw. Mischungen der entsprechenden
Phagen sowie alle in (a) eingezeichneten Primer vorhanden.

Vor der ersten Infektion von Zellen wurden die relativen Konzentrationen der
Phagensuspensionen anhand des Gehalts an einzelstraingiger DNA bestimmt und die
Suspensionen der miteinander konkurrierenden Varianten in einem bestimmten Verhéltnis

(meist 1:1) gemischt. Es wurden vier aufeinanderfolgende Zyklen aus Infektion,
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Phagenpropagation und -priparation durchgefiihrt. Nach jeder Infektionsrunde wurde die Zahl
der mit der jeweiligen Phagenvariante infizierten Zellen bestimmt, wozu in der Regel 48
Klone analysiert wurden. Abbildung 3-11 a zeigt die Ergebnisse der Kompetition zwischen
WT-Phagen und Phagen mit der Mutation P213G in G3P.
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Abbildung 3-11: Kompetition der verschiedenen Phagenvarianten um die Infektion von
E. coli XL1Blue. Dargestellt ist der Anteil der mit den entsprechenden Phagen infizierten
Zellen nach jeder Infektionsrunde. Die jeweils konkurrierenden Varianten sind in den
Teilabbildungen angegeben. Suspensionen mit gleichem Phagengehalt wurden im
Verhiltnis 1:1 gemischt. Es wurden jeweils vier Zyklen aus Infektion, Phagenpropagation
und -priaparation durchgefiihrt. In Teilabbildung (d) wurde die Kompetition zwischen
WT-Phagen und P213G-G3P-Phagen in Gegenwart von 10 uM Cypl8 durchgefiihrt.
Nach jeder Infektionsrunde wurden die Phagen aus 48 (bzw. in Teilabbildung (d) aus
250) Einzelklonen mittels PCR analysiert.

Die Mutation P213G beschleunigt die Domédnenassoziation 26-fach und verringert somit die
Lebensdauer des geoffneten, infektiosen Zustands. Im Kompetitionsexperiment verliert der
entsprechende Phage gegen WT-Phagen und kann bereits nach drei Infektionsrunden nicht
mehr detektiert werden. Ahnliche Ergebnisse wurden erhalten, wenn die beiden Phagen zu
Beginn des Experiments in verschiedenen Verhéltnissen eingesetzt wurden. Auch wenn der
P213G-G3P-Phage zu Beginn des Experiments im fiinfzig- bzw. hundertfachen Uberschuss

vorhanden war, konnten nach drei oder vier Infektionsrunden nur noch WT-Phagen
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nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Ein Einfluss der stillen Markermutationen auf
die Phageninfektiositdt kann hier ausgeschlossen werden. Zum einen setzt sich der WT-Phage
im Kompetitionsexperiment gegen P213G-G3P-Phagen auch durch, wenn die Phagen die
jeweils andere Markermutation besitzen; zum anderen zeigt eine Mischung aus WT-Phagen
mit zwei verschiedenen stillen Markermutationen iiber zehn Infektionsrunden ein innerhalb
der Fehlergrenze konstantes Phagenverhiltnis (Daten nicht gezeigt).

Die Mutation P213G beeinflusst jedoch nicht nur die Assoziationsreaktion der beiden
Doménen, sondern verringert auch die Stabilitdt von G3P*. Der Schmelzpunkt des ersten
Ubergangs in G3P* verringert sich von 48,1 °C fiir das WT-Protein auf 44,9 °C in der
Variante (Tabelle 3-4). Dieser erste Prozess in der thermischen Entfaltung von G3P* ist auf
die Dissoziation der beiden Doménen und die damit gekoppelte Entfaltung von N2
zurlickzufithren. Um diese Destabilisierung als Ursache fiir die niedrigere Infektiositét
auszuschlieBen, wurde ein Kompetitionsexperiment zwischen WT-Phagen und Phagen
durchgefiihrt, welche die Mutation G153D in G3P tragen. Gly153 befindet sich innerhalb des
globulédren Teils der N2-Doméne an der Interaktionsfliche zwischen N1 und N2 (Abbildung
3-34). Die Substitution dieses Gly153 durch Asp fiihrt zu einer dhnlichen Destabilisierung der
N2-Domine wie die Mutationen im Sequenzbereich 212 - 214, zeigt aber keinen Effekt auf
die Rate der Isomerisierung an cis-Pro213 und damit auf die Rate der Doménenassoziation
(Tabelle 3-4). Tatsdchlich kann sich der WT-Phage im Kompetitionsexperiment nicht
durchsetzen (Abbildung 3-11b), und auch nach zehn Infektionsrunden ist der G153D-G3P-
Phage noch zu 15% in der Phagensuspension vorhanden (Daten nicht gezeigt). Die G153D-
Phagenvariante setzt sich jedoch in der Kompetition gegen P213G-G3P-Phagen durch
(Abbildung 3-11c). Da beide Varianten im thermischen Entfaltungsiibergang die gleiche
Stabilitdt besitzen, beruht der Unterschied in der Infektiositdt nicht auf einer unterschiedlichen
Proteinstabilitdt, sondern auf der unterschiedlichen Isomerisierungsrate in den beiden
Varianten.

Entsprechend miisste eine Erhéhung der Isomerisierungsrate durch Katalyse eine
Erniedrigung der Infektiositit zur Folge haben. Cypl8 katalysiert die Isomerisierung an
Pro213 in WT-G3P*, nicht aber an Gly213 in der P213G-Mutante (Martin & Schmid, 2003c),
so dass der Unterschied in den Raten der Doménenassoziation zwischen den beiden Varianten
verringert wird. Die katalysierte Reaktion ist jedoch im WT-Protein (t = 1100 s) immer noch
fiinfmal schneller als in der P213G-Variante (t = 240 s). Da die Lebensdauer des offenen
Zustands im WT-Phagen damit immer noch lénger ist als in P213G-G3P-Phagen, kann sich
der WT-Phage im Kompetitionsexperiment weiterhin durchsetzen (Abbildung 3-11d). Der
Unterschied in der Infektiositit ist allerdings deutlich geringer als in Abwesenheit von Cypl8,
und nach vier Infektionsrunden kénnen immer noch Zellen nachgewiesen werden, die mit
P213G-G3P-Phagen infiziert waren. Die Isomerase verdandert durch die Katalyse nur die Rate
der Prolinisomerisierung, nicht aber die Stabilitdit von G3P. Die im Vergleich zum
isomerasefreien Experiment verringerte Infektiostidit von WT-Phagen ist also tatsdchlich auf

eine beschleunigte Assoziationsreaktion und damit auf eine kiirzere Lebensdauer des
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geoffneten, infektiosen Zustands zurlickzufithren. Um die Fehlergrenzen in diesem
Kompetitionsexperiment gering zu halten, wurden nach jeder Infektionsrunde 250
Einzelklone analysiert.

Die Rate der Isomerisierungsreaktion wird, wie unter 3.1.1.2 gezeigt, durch die lokale
Sequenz um Pro213 bestimmt. In den G3P-Varianten Q212A und P214 ist diese Reaktion um
den Faktor zwei bzw. drei beschleunigt. Entsprechend setzt sich in den
Kompetitionsexperimenten der WT-Phage mit der langsameren Assoziationsreaktion gegen
die jeweilige Phagenvariante durch (Abbildung 3-1le,f). Im Gegensatz zur Kompetition
zwischen WT- und P213G-G3P-Phagen konnten hier jedoch nach der dritten Infektionsrunde
noch Q212A-G3P- bzw. P214A-G3P-Phagen detektiert werden. Untereinander zeigen die
Phagen mit den jeweiligen Mutationen an den Positionen 153, 212, 213 bzw. 214 das
erwartete Verhalten (Abbildung 3-12). G153D-G3P-Phagen weisen mit einer Zeitkonstante
von 6600 s die langsamste Isomerisierungsreaktion und damit lidngste Lebensdauer des
infektiosen Zustands auf und setzen sich gegen Phagen mit der G3P-Mutation Q212A bzw.
P214A durch, deren Doménenassoziation Zeitkonstanten von 3400 s bzw. 1900 s besitzt.
Diese beiden Varianten besitzen wiederum eine hohere Infektiositdt als P213G-G3P-Phagen,
die mit einer Zeitkonstante von t=240s die schnellste Assoziationsreaktion zeigen und
demzufolge in den Kompetitionsexperimenten verdringt werden. Der Vergleich zwischen den
Phagen mit Q212A- und P214A-G3P lieferte kein eindeutiges Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
Nach vier Infektionsrunden konnte sich keiner der beiden Phagen durchsetzen.
Moglicherweise ist der Unterschied zwischen den Isomerisierungsraten der beiden G3P-
Varianten (t=1900s bzw. 1=3400s) zu gering und zusdtzlich der Fehler der
Auslesemethode zu groB, um einen Effekt bei einer so geringen Anderung in der
Assoziationsrate eindeutig bestimmen zu konnen.

Da alle Varianten mit Mutationen an den Positionen 153, 212, 213 und 214 die gleiche
thermische Stabilitdt besitzen (Tabelle 3-4), kann auch hier ein Unterschied in der Stabilitét
als Ursache fiir die niedrigere Infektiositdt ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der
Kompetitionsexperimente in den Abbildungen 3-11 und 3-12 zeigen deutlich, dass die
Infektiositdt der Phagen von der Rate der Prolinisomerisierung und damit von der
Lebensdauer des gedffneten, infektidsen Zustands mit dissoziierten Dominen abhingt.
Verkiirzt man die Lebensdauer dieses Zustands entweder durch Katalyse mit Hilfe einer
Prolylisomerase oder durch Mutation der lokalen Sequenz um Pro213, nimmt die Infektiositét
der Phagen ab. WT-Phagen und G153D-G3P-Phagen weisen in der Gelenksubdoméne die
Sequenz GIn212-Pro213-Pro214 auf, die fiir die langsame, an die Isomerisierung von Pro213
gekoppelte Doménenassoziation verantwortlich ist. Das G3P dieser Phagen liegt damit am
langsten im gedffneten, aktiven Zustand vor, d.h. die TolA-Bindungsstelle ist hier am
langsten zugdnglich. Diese Phagen setzen sich demzufolge in den Kompetitionsexperimenten
durch.



Ergebnisse und Diskussion 71

© H Q212A a| | @@ P213G c
NN
= 100 3 G153D =11 O Q124 =T
Q
N
% | ij | ﬁ |
‘]
=
.8
0 =
e W P214A b| | M P213G d
< 100 'O Gis3p =1 =Tl FO p214a =1 =T
Q
T
N
% ) h ﬂ | h ﬂ |
‘]
=
.8
0
1 2 3 4 1 2 3 4
Infektionsrunde Infektionsrunde

Abbildung 3-12: Kompetition der verschiedenen Phagenvarianten um die Infektion von
E. coli XL1Blue. Dargestellt ist der Anteil der mit den entsprechenden Phagen infizierten
Zellen nach jeder Infektionsrunde. Die jeweils konkurrierenden Varianten sind in den
Teilabbildungen angegeben. Suspensionen mit gleichem Phagengehalt wurden im
Verhiltnis 1:1 gemischt. Es wurden jeweils vier Zyklen aus Infektion, Phagenpropagation
und -priparation durchgefiihrt, und nach jeder Infektionsrunde die Phagen aus 48
Einzelklonen mittels PCR analysiert.

3.1.1.4 Die prolinlimitierte Doménenassoziation fiihrt zur Inaktivierung der Phagen

Nachdem die Bindung der N2-Doméne an den zelluldren F-Pilus die Dissoziation der G3P-
Domaénen induziert hat, ist eine lange Lebensdauer dieses gedffneten Zustands von G3P mit
exponierter TolA-Bindungsstelle fiir eine hohe Infektiositit der Phagen von Vorteil. Wie im
vorhergehenden  Abschnitt gezeigt, setzen sich Phagen mit einer langsamen
Doménenassoziation in den Kompetitionsexperimenten gegen schnell-assoziierende Mutanten
durch. Der fiir diese Experimente verwendete E. coli-Stamm XL1Blue besitzt F-Pili und lasst
sich also sehr gut mit Phagen infizieren. Die Priasenz der F-Pili fiihrt allerdings auch dazu,
dass Phagen mit bereits assoziierten Doménen durch erneute Bindung an den F-Pilus
reaktiviert werden konnen. Unterschiede in der Rate der Doménenassoziation verschiedener
G3P-Varianten wirken sich daher nur relativ gering auf die Phageninfektiositit aus.

E. coli-Staimme ohne F-Pili konnen ebenfalls durch filamentdse Phagen infiziert werden
(Holliger & Riechmann, 1997), allerdings mit wesentlich niedrigerer Effizienz. Eine
Phagensuspension, die bei Infektion von E. coli XL1Blue 10" cfu-ml” zeigt, fiihrt bei F-
Pilus-freien Zellen zu lediglich 10° - 107 cfu-ml™. Da bei F-Zellen die F-Pilus-induzierte
Dominendissoziation nicht méglich ist, muss ein spontanes Offnen des G3P erfolgen, um die
Bindungsstelle fiir TolA-C freizugegeben. Eine Infektion ist zudem nur in Gegenwart von
50 mM CaCl, zu beobachten. Moglicherweise erhdht Ca*” die Phageninfektiositit, indem es

die Phagen auf der Zelloberfldche prézipitiert oder die Stabilitit der duBleren Zellmembran
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stort und so die Zugénglichkeit von TolA erhoht. Um auszuschlieBen, dass die Gegenwart von
CaCl, zur Aufnahme freier Phagen-DNA aus der Phagensuspension und damit nur zu einer
scheinbaren Infektion fiihrt, wurden die Zellen unter identischen Bedingungen mit einzel- und
doppelstrangiger Phagen-DNA inkubiert. In beiden Féllen konnten jedoch keine
Transformanten gefunden werden. Dies bestdtigt, dass der verwendete F-Stamm E. coli
HB2156 tatsédchlich durch fd-Phagen infiziert werden kann - wenn auch nur mit geringer
Effizienz.

Beim Vergleich der Infektiositdten verschiedener Phagenvarianten gegeniiber £. coli HB2156
fallt auf, dass alle Mutanten eine hohere Infektiositdt besitzen als WT-Phagen (Tabelle 3-6).
Der Unterschied ist dabei fiir P213G-G3P-Phagen am deutlichsten. Mogliche Ursachen
hierfiir sind die geringere thermodynamische Stabilitit der Mutanten, bedingt durch den
Verlust stabilisierender Interdomdnenwechselwirkungen, oder aber deren schnellere
Isomerisierungsrate. Auch Phagen mit GI153D-G3P sind unter den hier vorliegenden
Bedingungen deutlich infektidser als WT-Phagen. G153D-G3P besizt eine gegeniiber WT
unverdnderte Assoziationskinetik der Dominen, so dass der Infektiosititsunterschied in
diesem Fall auf unterschiedliche G3P*-Stabilitdten zuriickzufiihren ist. Auf den Einfluss der

Stabilitidt des G3P auf die Infektiositdt wird unter 3.3.4 ndher eingegangen.

Tabelle 3-6:  Stabilitit, Rate der Doménenassoziation und Infektiositéit verschiedener Phagen-

varianten.

Tul T Doméinenassoziation Phagentiter (cfu-ml” x 10”)

G3P-Variante °O) (s) nativ denaturiert
WT 48,1 6200 1,2 1400
G153D 44,4 6600 8,4 1600
Q212A 44,5 3800 8,8 1500
P213G 44,9 240 160 170
P214A 443 1900 17 1200

Angegeben ist der Schmelzpunkt Tyl des ersten Ubergangs bei der thermischen Entfaltung
sowie die Zeitkonstante T der prolinlimitierten Doménenassoziation. Die Phagentiter sind als
Kolonie-bildende Einheiten fiir die Infektion des F'-Stamms E. coli HB2156 im nativen Zustand
bzw. nach 10-miniitiger Denaturierung der Phagen bei 65 °C angegeben. Der Fehlerbereich der
Phagentiter liegt bei = 10 %.

Bei Mutanten mit gleicher G3P-Stabilitét fallt auf, dass die Infektiositit gegeniiber F'-Zellen
mit zunehmender Assoziationsrate der Doménen ansteigt. Die Infektion F-Pilus-freier Zellen
hiangt von der spontanen Dissoziation der beiden Doménen N1 und N2 ab, so dass eine
verringerte Zahl an Interaktionen zwischen den beiden Doméinen und eine schnellere
Offnungsrate vorteilhaft sind. Mutationen innerhalb der Gelenkregion haben zwar kaum
Einfluss auf die Lage des Prolin-cis/trans-Gleichgewichts, beschleunigen jedoch sowohl die
trans—cis- als auch die cis—trans-Reaktion (3.1.1.2, Tabelle 3-3). Nach spontaner

Dominendissoziation werden Phagen mit geodffneten G3P durch Infektion aus dem
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Gleichgewicht entfernt. Die Wiedereinstellung des Gleichgewichts kann bei Phagen mit
Mutationen an den Positionen 212 - 214 schneller erfolgen, was sich in einer gegeniiber WT-
oder G153D-Phagen hoheren Infektiositit der Varianten Q212A, P213G und P214A
widerspiegelt.

Fir die Infektion von E. coli HB2156 muss G3P im offenen, infektiosen Zustand mit
dissoziierten Doménen vorliegen. In vitro kann die Dissoziation der G3P-Doméinen durch
thermische oder Denaturierungsmittel-induzierte Entfaltung erreicht werden. Entsprechend
wurden WT-Phagen 10 min lang bei 65 °C bzw. 30 min lang in 5 M GdmCl inkubiert, und
anschlieBend F-Pilus-defiziente E. coli-Zellen 5 min lang bei 25 °C infiziert. Durch derartige
Entfaltung von G3P und Riickfaltung in Gegenwart der Zellen konnte die Infektiositdt von
WT-Phagen gegeniiber F'-Zellen tausendfach erhoht werden (Tabelle 3-6). Wie die Analyse
des Faltungsmechanismus gezeigt hat, ist die Faltung von N1 und des globuldren Teils von
N2 nach 3 min abgeschlossen, die beiden vorgefalteten Doménen liegen aber noch lange Zeit
dissoziiert vor, so dass die TolA-Bindungsstelle auf N1 zuginglich bleibt. Phagen mit den
G3P-Mutanten G153D, Q212A und P214, deren Doménenassoziation mit einer Zeitkonstante
von mehr als 30min ablduft, zeigten nach in vitro-Entfaltung eine &hnliche
Infektionserh6hung wie WT-Phagen. Nur fiir P213G-G3P-Phagen konnte kein Unterschied in
der Infektiositit festgestellt werden. Die gewédhlten Entfaltungsbedingungen fithren zwar auch
hier zu einem Intermediat mit dissoziierten Doménen, allerdings ist bei dieser G3P-Variante
die Reassoziation der Doménen so schnell (t = 240 s), dass sie innerhalb der 300 s-Totzeit des
Infektionsexperiments ablauft.

Eine wichtige Frage bei diesen Infektionsexperimenten war, ob die Lebensdauer des
infektidosen Zustands tatsidchlich durch die Kinetik der Doménenassoziation und damit durch
die Isomerisierungsreaktion an Pro213 bestimmt wird. Um die Lebensdauer dieses gedffneten
infektiosen Zustands der Phagen zu bestimmen, wurde ein &hnliches Prinzip wie beim
Zweischritt-Entfaltungstest fiir native Molekiile angewendet (3.1.1.1). G3P wurde zunéchst
denaturiert, indem die Phagen 30 min lang in 5 M GdmCIl inkubiert wurden. Anschlieend
wurde G3P durch zehnfache Verdiinnung in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C
riickgefaltet. Nach verschiedenen Riickfaltungszeiten wurden Aliquots der Phagensuspension
entnommen, E. coli HB2156 infiziert und die Zahl infektioser Phagen bestimmt. Um den
Fehler gering zu halten, wurden jeweils drei parallele Infektionsansétze analysiert. Zu Beginn
des Experiments wurde eine E. coli-Kultur aliquotiert, um jeweils die gleiche Zellzahl zu
infizieren. Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert und vor der
Infektion 5 min lang bei 25 °C inkubiert. Eine Abnahme der Infektiositdt aufgrund einer
Abnahme der Zahl infizierbarer Zellen kann ausgeschlossen werden. In einem
Kontrollexperiment wurden Zellen zu Beginn des Experiments sowie nach achtstiindiger
Inkubation auf Eis mit thermisch entfalteten Phagen infiziert und die Zahl der infizierten
Zellen bestimmt. In beiden Ansétzen konnten die gleiche Zahl infizierter Zellen nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt). Die Inkubation der Zellen auf Eis hat demnach keinen Einfluss,
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und Anderungen in der Zahl infizierter Zellen sind ausschlieBlich auf eine verinderte Zahl
aktiver Phagen zuriickzufiihren.

Die Zahl der infizierten Zellen nahm mit zunehmender Riickfaltungszeit monoexponentiell
ab. Die daraus ermittelte Zeitkonstante von 5900 s stimmt sehr gut mit derjenigen der
trans—-cis-Isomerisierung an Pro213 {berein (Abbildung 3-13a). Mit zunehmender
Riickfaltungszeit erreicht G3P seinen nativen Zustand mit Pro213 in der cis-Konformation,
d.h. G3P liegt zunehmend im geschlossenen Zustand mit assoziierten Doménen N1 und N2
und blockierter TolA-Bindungsstelle vor, wodurch die hohe Infektiositét verloren geht.

Diese Inaktivierung der Phagen durch Riickfaltung des G3P ist reversibel, eine riickgefaltete
Phagensuspension besitzt nach erneuter Inkubation in 5 M GdmCl die gleiche Infektiositét
wie zu Beginn des Experiments (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass die Abnahme der
Infektion nicht auf eine Aggregation des G3P oder anderer Phagenproteine zuriickzufiihren
ist. Infiziert man nach Entfaltung und unterschiedlich langen Riickfaltungszeiten hingegen
den F'-Stamm E. coli XL1Blue, kann man keine Abnahme in der Zahl der infizierten Zellen
und somit in der Infektiostidt feststellen (Daten nicht gezeigt). In diesem Fall werden G3P-
Molekiile, die im Verlauf der Riickfaltung bereits ihre native Konformation mit assoziierten
Doménen erreicht haben, durch die Wechselwirkung mit dem F-Pilus erneut in den offenen,
aktiven Zustand {iberfiihrt, so dass die Anzahl aktiver Phagen konstant und unabhéngig von
der Riickfaltungszeit ist. Der aktive Zustand der Phagen kann also entweder in vitro durch
Entfaltung oder in vivo durch die Wechselwirkung mit dem F-Pilus populiert werden.

Der nach Riickfaltung gleichbleibend hohe Phagentiter bei der Infektion von E. coli XL1Blue
zeigt, dass die Wechselwirkung mit dem F-Pilus zur vollstindigen Dissoziation der Doméinen
fiihrt. Zudem unterstreicht dies, dass die Abnahme der Infektiositdt gegeniiber F'-Zellen auf
dem mit der Doménenassoziation einhergehenden Blockieren der TolA-Bindungsstelle und
nicht auf einer Aggregation der Phagen oder auf Fehlfunktionen anderer Phagenproteine
(hervorgerufen durch die Entfaltung in GdmCl) beruht. Ist der F-Pilus als Offner vorhanden,
erreichen auch bereits inaktivierte Phagen durch die F-Pilus-induzierte Doménendissoziation
wieder ihre infektiose Form.

Wird die Riickfaltung der Phagen in Gegenwart von Cyp18 durchgefiihrt, nimmt die Zahl der
aktiven, infektiosen Phagen sehr viel schneller ab. Die Zeitkonstante dieser Reaktion ist dabei
abhingig von der Konzentration an Isomerase (Abbildung 3-13b). Durch Cypl8 wird die
trans—cis-Isomerisierung an Pro213 in der Gelenkregion und damit die Doménenassoziation
beschleunigt. G3P kann schneller in seine native Konformation mit assoziiierten Domédnen
falten, und die Phagen verlieren dementsprechend schneller ihre Infektiositit gegeniiber F-
Pilus-freien Zellen, da die TolA-Bindungsstelle auf N1 schneller durch N2 blockiert wird. Als
Kontrolle diente ein Ansatz, in dem die Phagen vor der Infektion nicht durch GdmCl entfaltet
wurden. In diesem Fall bleiben die Domédnen fest miteinander assoziiert, und die Phagen

besitzen daher nur eine sehr geringe Infektiositét.
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Abbildung 3-13: Kinetik der Phageninaktivierung. (a) Vergleich der Kinetik der
Inaktivierung von WT-Phagen (®) mit der im Zweischritt-Entfaltungstest in vitro
bestimmten Kinetik der trans—cis-Isomerisierung an Pro213 (O). Die Riickfaltung wurde
nach Entfaltung der Phagen in 5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, durch zehnfache
Verdiinnung initiiert. Nach verschiedenen Riickfaltungszeiten wurden F-Zellen E. coli
HB2156 infiziert. Die Linie repréisentiert den Angleich der experimentellen Daten der
Phageninaktivierung an eine monoexponentielle Funktion mit der Zeitkonstante
1=5900s. (b) Katalyse der Inaktivierung von WT-Phagen durch Cypl8. Kinetik der
Inaktivierung bei Riickfaltung der Phagen in Gegenwart von O (@), 10 (O) und 50 nM (M)
Cypl8. Im Kontrollansatz (OJ) wurden die Phagen zuvor nicht entfaltet. Die Linien
repriasentieren den Angleich der experimentellen Daten an eine monoexponentielle
Funktion mit den Zeitkonstanten T=5900s (0 nM Cypl8), t=3700s (10 nM Cypl8)
bzw. T=1030 s (50 nM Cyp18).

Die Katalyse der Phageninaktivierung durch Cypl8 zeigt erneut, dass die Isomerisierungsrate
an Pro213 tatsdchlich die Lebensdauer des aktiven, gedffneten Zustands und damit die
Infektiositdt der Phagen bestimmt. AufBlerdem wird deutlich, dass Pro213 nicht nur im
gereinigten Protein, sondern auch im intakten Phagen gut fiir die Isomerase zugénglich ist.
Bei der Infektion von F'-Zellen konkurriert das durch die Isomerase beschleunigte Schliefen
der Dominen mit dem erneuten Offnen der Dominen durch den F-Pilus. Der zuvor in 3.1.1.3
beschriebene geringe Effekt von Cyp18 auf die Infektion von F'-Zellen E. coli XL1Blue lasst
sich somit gut mit dieser permanenten Konkurrenz zwischen F-Pilus und Prolylisomerase
erklaren. In Abwesenheit des F-Pilus entféllt diese Konkurrenz, und bereits geringe
Konzentrationen an Cyp18 zeigen einen deutlichen Effekt auf die Infektiositét der Phagen.

Da die Inaktivierung der Phagen durch die trans—-cis-Isomerisierung an Pro213 bestimmt
wird, zeigten die Phagenvarianten mit verédnderter Isomerisierungsrate erwartungsgemal3 eine
schnellere Inaktivierungskinetik als WT-Phagen (Abbildung 3-14). Die fiir Phagen mit
Q212A- bzw. P214A-G3P erhaltenen Zeitkonstanten von 3700 s bzw. 2100 s stimmen dabei
gut mit den Zeitkonstanten der Prolinisomerisierung im gereinigten G3P* in vitro liberein
(Tabelle 3-13). Fiir Phagen mit der Mutation P213G konnte die Kinetik der Inaktivierung
nicht bestimmt werden, da hier die Isomerisierung gegeniiber dem WT-Phagen 26-fach
beschleunigt ist (t=240s), und die Phagen somit innerhalb der 300 s-Totzeit des

Experiments in den Zustand mit assoziierten Doménen falten.
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Abbildung 3-14: Kinetik der Inaktivierung von WT-Phagen (@), Q212A-G3P-Phagen
(O), P214A-G3P-Phagen (M) und P213G-G3P-Phagen (O). Die Riickfaltung wurde nach
Entfaltung der Phagen in 5M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, durch zehnfache
Verdiinnung initiiert. Nach verschiedenen Riickfaltungszeiten wurden F-Zellen E. coli
HB2156 infiziert. Die Linien représentieren den Angleich der experimentellen Daten an
eine monoexponentielle Funktion mit den Zeitkonstanten T=5900s (WT-Phagen),
1=3700s (Q212A-G3P-Phagen) bzw. t=2100s (P214A-G3P-Phagen). Fiir P213G-
G3P-Phagen konnte die Kinetik der Inaktivierung aufgrund der 300 s-Totzeit des
Experiments nicht aufgelost werden.

Zusammen mit den Kompetitionsexperimenten und den Ergebnissen aus der Selektion, wird
deutlich, dass die Isomerisierungsreaktion an Pro213 tatsichlich die Infektiositdt der Phagen
bestimmt. Pro213 wirkt dabei als Schalter und Zeitgeber zugleich. Im nativen Zustand mit
Pro213 in der cis-Konfiguration steht der Schalter auf “aus®; die beiden Doménen N1 und N2
sind fest miteinander assoziiert und die Bindungsstelle fiir TolA-C, den Rezeptor auf der
Zelloberflache, ist blockiert. In diesem Ruhezustand ist der Phage zwar robust und stabil, aber
nicht infektios. Die Wechselwirkung der N2-Domine mit dem bakteriellen F-Pilus aktiviert
G3P durch die Dissoziation der Doménen N1 und N2. Als Folge springt Pro213 im
Gelenkbereich aus dem gespannten cis- in den stabileren frans-Zustand. Diese Konformation
entspricht der “an“-Stellung des Prolinschalters, und die TolA-Bindungsstelle auf N1 ist in
dieser aktiven, infektiosen Form zuginglich. Pro213 fungiert jetzt als Zeitgeber. Die
Riickisomerisierung von der trans- in die cis-Form ist mit einer Zeitkonstante von 6200 s sehr
langsam und garantiert, dass die gedffnete, bindungsaktive Form des G3P so lange erhalten
bleibt, bis die NI1-Domine mit TolA interagieren kann. Die Lebensdauer dieses
angeschalteten Zustands wird direkt durch die lokale Aminosduresequenz um Pro213
(GIn212-Pro213-Pro214) kodiert. Sowohl die vorhergehende als auch die nachfolgende
Aminosédure ist so gewihlt, dass die Rate der Isomerisierungsreaktion und damit die
Schaltfrequenz moglichst niedrig ist. Mutation dieser Aminosduren oder Katalyse der
Isomerisierung durch eine Prolylisomerase erhohen die Rate und erniedrigen die Infektiositit,
da die Phagen schneller in ihren inaktiven Ruhezustand zurlickkehren. Die
Prolinisomerisierung im G3P steuert also die Infektion von E. coli durch filamentose Phagen.

Diese intrinsisch langsame Reaktion garantiert zum einen, dass ein ausreichend grof3es
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Zeitfenster fiir die Wechselwirkung von N1 mit dem Rezeptor und den damit initiierten
Infektionsprozess vorhanden ist; zum anderen aber auch, dass der Phage durch die
Reasssoziation der Domédnen wieder in einen robusten und stabilen Ruhezustand gelangt, falls

keine Infektion stattfinden kann.

3.1.2 Die prolinkontrollierte Domiinendissoziation fiihrt zur partiellen Entfaltung von

G3P*

Bei der Infektion von E. coli wirkt Pro213 in der Gelenkregion zwischen den beiden
Doménen als konformationeller Schalter. Als cis-Isomer liegt G3P in der geschlossenen,
inaktiven Konformation vor. Die Aktivierung des G3P erfolgt durch die Wechselwirkung der
N2-Doméne mit dem F-Pilus, welche zur Dissoziation der beiden Doménen und zur
Isomerisierung von Pro213 von der cis- in die trans-Form fiihrt. Die Rate der
Reisomerisierung in den nativen cis-Zustand bestimmt die Infektiositét der Phagen (3.1.1). In
gefalteten Proteinen ist die Konformation von Prolinbindungen festgelegt, weil meist nur ein
Isomer in der dreidimensionalen Struktur akzeptiert wird. Bei Entfaltung des Proteins
entfallen diese sterischen Einschrinkungen und es kann sich ein Gleichgewicht zwischen cis-
und trans-Isomer einstellen, wobei hier das stabilere trans-Isomer dominiert. In G3P*
besitzen 94% aller entfalteten Molekiile Pro213 in der nicht-nativen trans-Konformation und
miissen daher die langsame trans—cis-Isomerisierung durchlaufen, um in den nativen
Zustand falten zu konnen (Tabelle 3-3, Martin & Schmid, 2003c). Die Isomerisierung an
Pro213 bestimmt also sowohl die Riickfaltung von G3P in vitro als auch die Kinetik der
Inaktivierung der Phagen in vivo. Es sollte daher untersucht werden, ob die Aktivierung durch
den F-Pilus lediglich durch die lokale Isomerisierung an Pro213 verursacht wird, oder ob sie

auch eine partielle Entfaltung in G3P erfordert.

3.1.2.1 Spektroskopische Charakterisierung des aktiven Zustands von G3P*

Die Prolinisomerisierung und die damit gekoppelte Assoziation der beiden Doménen N1 und
N2 ist nicht mit einer Fluoreszenzénderung verbunden, so dass dieser letzte Schritt der
Faltung von G3P bisher fluoreszenzspektroskopisch nicht analysiert werden konnte (3.1.1.1.
und 3.1.1.2, Martin & Schmid, 2003b; Martin & Schmid, 2003c). Im Rahmen dieser Arbeit
sollte der aktive Zustand mit dissoziierten Doménen und Pro213 in der trans-Konformation
detaillierter charakterisiert werden. Die Anderung des CD-Signals im Fern-UV-Bereich (190 -
250 nm) stellt die beste Sonde fiir konformationelle Faltungsreaktionen dar, da das CD-
Signal in diesem Bereich vom Sekundirstrukturgehalt eines Proteins bestimmt wird.
Abbildung 3-15 zeigt die CD-Spektren von WT-G3P* bei verschiedenen Temperaturen sowie

die Differenzspektren der verschiedenen Faltungszustinde von G3P*.
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Abbildung 3-15: (a) Fern-UV-CD-Spektren von WT-G3P* bei 10 °C (—), 53 °C (—)
und 80 °C (—). Um das Spektrum des aktiven, gedffneten G3P* mit dissoziierten
Doménen zu bestimmen, wurden 100 pM Protein 5 min lang bei 53 °C entfaltet und
durch zehnfache Verdiinnung bei 25 °C riickgefaltet. Nach einer Riickfaltungszeit von
3min (—) bzw. 6h (—) wurde das Spektrum bei 10°C gemessen. (b) Die
Differenzspektren der verschiedenen Zustdnden und dem nativen Zustand von G3P* sind
in den entsprechenden Farben dargestellt. Alle Spektren wurden mit 10 uM Protein in
10 mM K-Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 mm und einer Bandbreite von
2 nm (Dampfung 2 s) gemessen.

Bei 10 °C ist G3P* gefaltet und die Doménen sind fest miteinander assoziiert. Das zugehorige
CD-Spektrum zeigt ein Maximum im Wellenldngenbereich von 190 bis 200 nm, wie fiir
native Proteine erwartet wird. Bei Temperaturerhéhung auf 53 °C kommt es zur
Dominendissoziation und damit gekoppelt zur Entfaltung der N2-Doméne (7wl (WT-
G3P*)=48,1 °C, Tabelle 3-4), was sich in einer starken Abnahme des CD-Signals im Bereich
von 190 bis 220 nm widerspiegelt. Im Bereich von 230 nm kommt es jedoch nur zu einer
geringen Abnahme des CD-Signals. Dies erklért auch den geringen Beitrag von N2 zum CD-
Signal bei 230 nm im thermischen Entfaltungsiibergang (Abbildung 3-4 und 3-9). Bei einer
Temperatur von 80 °C liegt G3P* vollstindig entfaltet vor. Die Signaldnderung relativ zum
CD-Spektrum bei 53 °C findet hier ausschlieflich im Bereich um 230 nm statt und ist auf die
Entfaltung der N1-Doméne zuriickzufiihren. Entsprechend besitzt N1 im thermischen
Entfaltungsiibergang einen groBeren Anteil an der CD-Signalénderung bei 230 nm. Bei
Wellenlingen unterhalb von 215 nm ist keine weitere Anderung im CD-Signal zu beobachten,

so dass in diesem Wellenldngenbereich spezifisch Konformationsdnderungen der N2-Doméne
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verfolgt werden konnen. Die Differenzspektren von G3P* in den verschiedenen
Faltungszustidnden zeigen das erwartete Minimum bei 197 nm (Abbildung 3-15b).

Um den aktivierten Zustand von G3P* mit dissoziierten Doménen zu populieren und
charaktierisieren zu kénnen, wurde WT-G3P* zunédchst 10 min bei 53 °C inkubiert und damit
dessen N2-Domine entfaltet. AnschlieBend wurde das Protein durch zehnfache Verdiinnung
in kaltem Puffer auf 25 °C abgekiihlt, 3 min riickgefaltet und das CD-Spektrum bei 10 °C
gemessen. Nach dieser Zeit ist der globulédre Teil von N2 (N2”) gefaltet, die Doménen liegen
aber weiterhin dissoziiert vor (Martin & Schmid, 2003b). Die Prolinisomerisierung verlduft
bei 10 °C mit einer Zeitkonstante von mehr als 10000 s, so dass wihrend der Messung des
CD-Spektrums kaum eine Doménenassoziation stattfindet. Dadurch war es mdglich, dieses
Faltungsintermediat, das nur kinetisch, jedoch nicht im Gleichgewicht populiert werden kann,
zu charakterisieren. Das CD-Spektrum des Intermediats entspricht oberhalb von 220 nm dem
des nativen Proteins, im Bereich von 190 bis 220 nm weicht es jedoch vom Spektrum des
nativen Proteins ab. Das zugehorige Differenzspektrum besitzt ein Minimum bei 197 nm, was
auf einen geringen Anteil an entfalteter Struktur  hindeutet. Aus den
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen ist bekannt, dass N2’ nach 3 min bereits seine
native Struktur besitzt. Der geringe Unterschied im CD-Signal zwischen vollstindig nativem
G3P* und kurz riickgefaltetem Protein ist demnach nicht auf eine Anderung innerhalb N2’
zuriickzufiihren, sondern reflektiert vermutlich die Entfaltung der Gelenksubdoméne.
Konsistent mit dieser Vermutung ist der geringe Beitrag der CD-Signaldnderung, da die
Gelenksubdoméne aus zwei Faltblattstrangen aufgebaut ist, und B-Faltblétter und B-Turns nur
einen geringen Beitrag zum CD-Signal liefern. In einem Kontrollansatz wurde WT-G3P*
nach der Entfaltung 6 h lang bei 25 °C riickgefaltet und anschlieend das CD-Spektrum bei
10 °C gemessen. Das Spektrum dieses riickgefalteten Proteins ist mit dem des nativen G3P*
identisch, d.h. die Entfaltung ist vollstindig reversibel und der fiir das kurz riickgefaltete
Protein beobachtete Effekt ist nicht auf Aggregation, sondern tatsdchlich auf noch
unstrukturierte Bereiche in G3P* zuriickzufiihren.

Die Faltungskinetik, die zur Bildung des nativen Proteins fiihrt, wurde anhand der Anderung
des CD-Signals bei 211 nm verfolgt (Abbildung 3-16). Die vorherige Entfaltung erfolgte
thermisch durch Inkubation bei 53 °C. Von einer Entfaltung durch GdmCl wurde abgesehen,
da Reste des Denaturierungsmittels im Riickfaltungsansatz das Signal-Rausch-Verhiltnis bei
211 nm verschlechterten, und das CD-Signal unter den gewéhlten Messbedingungen ohnehin

nur gering war.
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Abbildung 3-16: Kinetik der langsamen Doménenassoziation von G3P*. Die Faltung
von 1 uM G3P* wurde anhand der Zunahme des CD-Signals bei 211 nm (Bandbreite
2 nm) verfolgt. Die Riickfaltung erfolgte nach fiinfminiitiger Entfaltung bei 53 °C durch
zehnfache Verdiinnung in temperiertem Puffer. Die Linie stellt den Angleich der
experimentellen Daten an eine monoexponentielle Funktion mit einer Zeitkonstante von
5300 s dar. Die Messung wurde in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25°C und 1cm
Schichtdicke (Ddmpfung 8 s) durchgefiihrt.

Die Riickfaltung verlduft in einer monoexponentielle Reaktion mit einer Zeitkonstanten von
5300 s. Diese Zeitkonstante konnte in Wiederholungen des Experiments bestétigt werden und
stimmt gut mit derjenigen der trans—cis-Isomerisierung an Pro213 iiberein (t = 6200 s). Die
Isomerisierung ist also nicht nur eine lokale Reaktion an Pro213, sondern geht mit einer
konformationellen Riickfaltungsreaktion und der Ausbildung von Sekundirstrukturelementen
einher. Dabei handelt es sich um die Faltung der Gelenksubdoméne, da zu diesem Zeitpunkt
alle konformationellen Faltungsreaktionen von N1 und N2’ bereits abgeschlossen sind
(Martin & Schmid, 2003b).

Die trans—-cis-Isomerisierung fiihrt somit sowohl zu einer Faltung der Gelenkregion
zwischen den beiden Doménen als auch zu einer Inaktivierung der Phagen (3.1.1.3).
Umgekehrt ldsst sich vermuten, dass die Aktivierung des G3P fiir die Infektion nicht nur auf
eine Isomerisierung von Pro213, sondern auch auf eine lokale Entfaltungsreaktion
zuriickzufiihren ist. Dieser Entfaltungsschritt betrifft vermutlich die Gelenksubdomaéne.
Inwiefern andere Bereiche des G3P von dieser Entfaltung betroffen sind, insbesondere der
globulidre N2’-Teil, ist unklar. Die stabilere N1-Doméne sollte grofBtenteils strukturiert
vorliegen, da sie zum einen auch in isolierter Form nativ gefaltet ist, und zum anderen im

Anschluss an die Aktivierung mit dem Rezeptor TolA-C interagiert.

3.1.2.2 Die Domiinendissoziation fiihrt zur Destabilisierung der N2-Domiine

Die Entfaltung von N2 ist mit der Dissoziation der Domédnen gekoppelt, wobei die
Dissoziationsreaktion den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Der globuldre Teil
von N2 (N2’, AS 102-205 + Tyr-GIn-Gly-(His)e) besitzt nur eine geringe Stabilitit und wird
im nativen Protein durch die Wechselwirkung mit der N1-Doméne stabilisiert. Dabei bildet
vor allem die Gelenksubdoméne zahlreiche Interaktionen mit N1 aus. Entsprechend erhoht

sich der Mittelpunkt im thermischen Entfaltungsiibergang von 35,2 °C fiir die isolierte N2’-
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Doméne auf 48,1 °C fiir die N2-Doméne in G3P* (Abbildung 3-17). Im Folgenden wurde die
thermische Stabilitdit von N2’ im Vollldngenprotein, jedoch in Abwesenheit der
Wechselwirkungen mit N1 analysiert. Hierzu wurde die nicht-assoziierte Form von G3P*
kinetisch populiert, indem G3P* zundchst bei 53 °C entfaltet und nach zehnfacher
Verdiinnung in kaltem Puffer 5 min bei 10 °C riickgefaltet wurde. AnschlieBend wurden die
thermischen Entfaltungsiibergéinge anhand des CD-Signals bei 211 nm gemessen. Wie bereits
zuvor erwihnt, verlduft die tramns—cis-Isomerisierung bei niedrigen Temperaturen sehr
langsam, so dass das Faltungsintermediat mit nicht-assoziierten Doménen langlebig ist.
Abbildung 3-17 zeigt die Entfaltungsiibergénge der N2-Doméne in isolierter Form, im nativen
Protein bzw. im Intermediat mit vorgefalteten, aber noch nicht assoziierten Doménen. Die aus

der Analyse der Ubergiinge erhaltenen Mittelpunkte sind in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.
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Abbildung 3-17: Konformationelle Destabilisierung von N2 durch Doménendissoziation.
(a) Thermische Entfaltung von 1 pM isolierter N2’-Doméne (—). (b) Thermische
Entfaltung von 1 pM G3P* im nativen Zustand (—). Um die Stabilitdt von G3P* im
aktiven, gedffneten Zustand mit dissoziierten Doménen zu bestimmen, wurden 10 uM
Protein 5 min lang bei 53 °C entfaltet. Nach zehnfacher Verdiinnung in vortemperiertem
Puffer wurde der thermische Entfaltungsiibergang mit einer Heizrate von 5 °C-min™ (—)
bzw. 1°C-min” (—) gemessen. Als Kontrolle wurde der thermische Ubergang des
dissoziierten G3P* nach sechsstiindiger Riickfaltung (bei 25 °C) gemessen (—). Der
Angleich an die experimentellen Daten erfolgte gemiB einem Zwei- bzw. einem
Dreizustandsmodell. Sofern nicht anders angegeben, betrug die Heizrate 5 °C-min™'. Die
Uberginge wurden anhand der Anderung des CD-Signals bei 211 nm (Bandbreite 2 nm)
mit einer Schichtdicke von 1 cm und einer Ddmpfung von 4 s in 0,1 M K-Phosphat,
pH 7,0, gemessen.
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Das CD-Signal bei 211 nm stellt eine spezifische Sonde fiir die Entfaltung von N2 dar
(Abbildung 3-15). Ausgehend von nativem G3P* verlduft die Entfaltung von N2 in einem
einphasigen Ubergang. Im Gegensatz dazu verlduft die Entfaltung von N2 im nicht-
assoziierten G3P* als zweiphasiger Prozess, wobei das CD-Signal zu Beginn des
Entfaltungsiibergangs bereits deutlich niedriger ist. Der erste Ubergang besitzt einen
Schmelzpunkt von 38,8 °C, der zweite von 51,2 °C (Tabelle 3-7). Diese Tu-Werte stellen
jedoch nur apparente Werte dar und konnen einen groBeren Fehler aufweisen, da das
Experiment nicht unter Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt wurde. Dennoch liefern sie
Aussagen iiber die ungefihre Stabilitit der N2-Domine. Der erste Ubergang besitzt einen
dhnlichen Mittelpunkt wie N2’ in isolierter Form (7 = 35,2 °C) und représentiert vermutlich
die Entfaltung von Molekiilen mit noch dissoziierten Doménen. Der Mittelpunkt des zweiten
Ubergangs entspricht in etwa dem des nativen Proteins (51,2 °C im Vergleich zu 48,1 °C) und
ist der Entfaltung von Molekiilen zuzuordnen, die im Verlauf des Experiments bereits in den
nativen Zustand falten konnten. Trifft diese Annahme zu, miisste der relative Anteil der
beiden Phasen an der Gesamtamplitude des Ubergangs von der relativen Zahl der G3P*-
Molekiile mit dissoziierten bzw. assoziierten Doménen abhidngen. Um dies zu {iberpriifen,
wurde die Heizrate im Entfaltungsiibergang auf 1 °C-min" reduziert. Auch unter diesen
Bedingungen konnte ein zweiphasiger Ubergang mit Schmelzpunkten von 37,5 °C bzw.
48,9 °C beobachtet werden. Allerdings wies jetzt die zweite Phase die grofBere Amplitude auf,
da das G3P* aufgrund der geringeren Heizrate linger Bedingungen ausgesetzt war, welche
die Pro213-trans—-cis-Isomerisierung und damit die Faltung in den nativen Zustand mit
assoziierten Doménen ermdglichten.

Wird das Intermediat mit dissoziierten Doménen vor der thermischen Entfaltung 6 h lang bei
25 °C zuriickgefaltet, ist der Ubergang erneut einphasig und stimmt mit dem des nativen
Proteins iiberein. AuBerdem beginnt der Ubergang bei der gleichen Elliptizitit wie der des
nativen G3P*. Das bedeutet einerseits, dass die initiale Entfaltung bei 53 °C vollstindig
reversibel verlduft, andererseits wird damit auch bestitigt, dass die Abnahme der Elliptizitit
bei dieser Wellenldnge tatséchlich auf die Entfaltung der Gelenkregion zuriickzufiihren ist.

Im Intermediat mit dissoziierten Doménen gehen durch die Entfaltung der Gelenkregion und
die Isomerisierung des Pro213 in die nicht-native frans-Form zahlreiche stabilisierende
Wechselwirkungen verloren, so dass die N2-Doméne in diesem Zustand eine &hnliche
Stabilitdt besitzt wie in isolierter Form. Die Riickisomerisierung in die cis-Konformation und
die damit gekoppelte Faltung der Gelenksubdoméne fithren zur Doménenassoziation und
aufgrund der Ausbildung von Wechselwirkungen zwischen N1 und der Gelenkregion zur

Stabilisierung der N2-Doméne.
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Tabelle 3-7:  Stabilitdtsdaten aus der thermischen Entfaltung fiir G3P* im nativen bzw. gedffneten

Zustand.
Heizrate (°C-min™) Tul (°C) Tm2 (°C)
N2’ (isoliert) 5 35,2
WT-G3P* (nativ) 5 48,1
WT-G3P* (gedftnet) 5 38,8 51,2
WT-G3P* (geodftnet) 1 37,5 48,9

Angegeben sind die Schmelztemperaturen 7y der isolierten N2’-Doméne und der N2-Doméne von
G3P* im nativen bzw. gedffneten Zustand bei der jeweiligen Heizrate. Die thermischen
Entfaltungsiibergéinge wurden anhand der Anderung des CD-Signals bei 211 nm verfolgt und sind in
Abbildung 3-17 dargestellt. Fiir G3P* im gedffneten Zustand erfolgte die Auswertung geméal einem
Dreizustandsmodell, fiir natives G3P* und die isolierte N2-Domidne gemil einem
Zweizustandsmodell. Da bei den vorliegenden experimentellen Bedingungen kein Gleichgewicht
vorliegt, stellen die Ty-Werte nur apparente Werte dar; eine Angabe thermodynamischer Parameter ist
deshalb nicht moglich.

Die konformationelle Destabilisierung der N2-Domédne durch die Dominendissoziation
erniedrigt nicht nur den Schmelzpunkt von N2 im thermischen Ubergang, sondern fiihrt auch
dazu, dass G3P* proteolytisch durch Chymotrypsin abgebaut werden kann. Chymotrypsin
spaltet nach aromatischen und groflen hydrophoben Aminoséduren, die in gefalteten Proteinen
meist im Inneren verborgen sind. Bei Entfaltung werden die Reste fiir die Protease
zugénglich, so dass eine Spaltung der Peptidbindungen erfolgen kann. Um die Entfaltung der
Gelenkregion und damit die Destabilisierung von N2 nachweisen zu konnen, musste die
Proteolyse bei 37 °C durchgefiihrt. Innerhalb der Gelenkregion von G3P* ist keine
Schnittstelle fiir Chymotrypsin vorhanden, d.h. im Protein mit gefalteten Doméinen N1 und
N2’, aber entfalteter Gelenkregion kann keine Spaltung detektiert werden. Erfolgt die
Proteolyse jedoch bei einer Temperatur (z.B. 37 °C), bei der N2’ in isolierter Form bereits
entfaltet vorliegt, sollte im Intermediat mit dissoziierten Doménen eine Spaltung innerhalb der
N2’-Doméne erfolgen, da diese durch den Wegfall der Interdomédnenwechselwirkungen
destabilisiert ist. Der aktivierte Zustand mit dissoziierten Doménen wurde diesmal jedoch
nicht durch Entfaltung und kurzzeitige Riickfaltung populiert, sondern durch Bindung an
TolA-C. Wie spiter unter 3.3.3 gezeigt, liegt ein sehr geringer Prozentsatz von WT-G3P* in
dissoziierter Form vor und kann daher an TolA-C binden. Setzt man einen hohen Uberschuss
an TolA-C ein, wird das Gleichgewicht zwischen geschlossenen und offenen G3P*-
Molekiilen durch die Bindung an TolA-C auf die Seite des offenen Zustands verschoben.
Abbildung 3-18 zeigt die Proteolyse von N1, N2 bzw. G3P* in Abwesenheit bzw. Gegenwart
von TolA-C, wobei die Ansétze jeweils 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieend 5 min

durch Chymotrypsin verdaut wurden.
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Abbildung 3-18: Proteolytische Spaltung von G3P* in Abwesenheit bzw. Gegenwart von
TolA-C. Die isolierten Doménen N1 und N2’, WT-G3P* (je 10 pM) und TolA-C
(40 uM) wurden 30 min lang bei 37 °C inkubiert. Sofern angegeben, wurde
Chymotrypsin (C, Endkonzentration: 2,5 uM) zugegeben. Die Ansdtze wurden weitere
5 min bei 37 °C inkubiert und mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Schigger
& von Jagow, 1987) analysiert.

In Abwesenheit von TolA-C ist die native Form von G3P* resistent gegeniiber
proteolytischem Abbau, und die Gel-Banden der Ansétze mit bzw. ohne Chymotrypsin zeigen
die gleiche Intensitdt (vgl. Bahnen G3P* und G3P* + C). In Gegenwart von TolA-C wird
G3P* jedoch nahezu vollstindig abgebaut (vgl. Bahnen G3P* + C und G3P* + TolA-C + C),
d.h. durch die Bindung an TolA-C kann tatséchlich eine Doménendissoziation in G3P*
herbeigefiihrt werden. Bei 37 °C liegt N2’ in isolierter Form bereits entfaltet vor (Tabelle 3-7)
und wird deshalb durch Chymotrypsin abgebaut (vgl. Bahnen N2’ und N2’ +C).
Entsprechend wird N2 in G3P* durch die Dissoziation der Dominen und den damit
verbundenen Verlust der Interdominenwechselwirkungen destabilisiert und liegt im Ansatz
mit TolA-C bei 37 °C bereits entfaltet vor. Folglich kann es durch Chymotrypsin abgebaut
werden, und im Ansatz mit TolA-C und Chymotrypsin ist nur noch eine schwache Bande des
Volllangenproteins G3P* zu erkennen. Hier konnte keine Bande gefunden werden, die der
isolierten N1-Doméne entspricht, obwohl die isolierte N1-Doméne nicht durch Chymotrypsin
verdaut wird und die Banden der N1-Domine mit bzw. ohne Protease jeweils die gleiche
Intensitét aufweisen (vgl. Bahnen N1 und N1 + C). Durch die Proteolyse von G3P* entsteht
ein Produkt, das zusdtzlich zur N1-Doméne (AS 1-68) noch Reste der Gelenkregion enthilt,
da sich im glycinreichen Linker zwischen N1 und N2’ keine Schnittstelle fiir Chymotrypsin
befindet. Die erste Schnittstelle au3erhalb von N1 ist an Position 110, so dass ein wesentlich
grofBeres Spaltprodukt entsteht, das im Gel auf Hohe der TolA-C-Bande l4uft. TolA-C selbst
wird zu einem geringen Prozentsatz durch Chymotrypsin angegriffen, obwohl es im
thermischen Entfaltungsiibergang einen Schmelzpunkt von 71,2 °C besitzt (Abbildung 3-25)
und bei 37 °C noch gefaltet vorliegen sollte. Bei Inkubation mit Chymotrypsin entsteht eine
zusitzliche Bande mit einem Molekulargewicht kleiner als 10 kDa. Die Komplexbildung mit
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N1 fiihrt zu einer Umstrukturierung von TolA-C (Deprez et al., 2005). Dadurch kénnte eine
Schnittstelle fiir die Protease zugénglich werden, was die geringere Intensitdt der TolA-C-
Bande im Ansatz mit G3P* und Chymotrypsin erkldren wiirde (vgl. Bahnen G3P* + TolA-
C + C und TolA-C + C). Dieser Abbau von TolA-C durch die Protease ist aber nicht stérend,
da TolA-C lediglich dazu verwendet wird, eine Offnung der Dominen in G3P* zu induzieren.
Die Bindung von TolA-C an G3P* fiihrt jedenfalls zu einer Destabilisierung und damit zum
Verlust der Proteaseresistenz des G3P*. Dies ist auf die Entfaltung von N2 bei 37 °C
zuriickzufiihren, da N1 unter den gegebenen Bedingungen gefaltet vorliegt und in isolierter
Form nicht abgebaut wird.

Die Ergebnisse des proteolytischen Abbaus bestitigen die Ergebnisse aus der thermischen
Denaturierung. Die Entfaltung der Gelenkregion und die damit einhergehende
Domiénendissoziation destabilisieren die N2-Doméne. Dies wird dadurch deutlich, dass die
isolierte N2’-Domine einen um 13 °C niedrigeren Schmelzpunkt besitzt als im nativen
Protein. Im Riickfaltungsintermediat mit noch nicht assoziierten Doménen ist die Stabilitét
von N2 dementsprechend erniedrigt, da die trans—-cis-Isomerisierung und damit die Faltung
in den nativen Zustand noch nicht vollstindig abgelaufen ist. Der Ubergangsmittelpunkt
gleicht dem der isolierten N2-Doméne, und das Protein kann durch die Protease
Chymotrypsin abgebaut werden. Eine dhnliche Destabilisierung von N2 wurde auch anhand
der kinetischen Messungen detektiert. Durch Doppelmischexperimente wurde hier ein
entsprechendes Intermediat mit gefalteten, aber noch dissoziierten Dominen populiert.
Anhand der Chevron-Auftragung der apparenten Faltungsraten von N2 aus I[IHY-G3P* in
dieser nicht-assoziierten Form konnte ein Mittelpunkt des Ubergangs bei [GdmCl];, = 1,6 M
erhalten werden. Dieser Mittelpunkt ist damit um 0,9 M niedriger als der im Gleichgewicht
erhaltene Mittelpunkt fiir die N2-Doméne im nativen Protein (3.1.1.2, Martin & Schmid,
2003b).
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3.2 Interaktion des G3P filamentoser Phagen mit dem priméiren Rezeptor F-Pilin

Im Ruhezustand der Phagen wird die Bindungsstelle von G3P fiir den Rezeptor TolA durch
die N2-Doméne blockiert (Chatellier et al., 1999), und die Phagen sind deshalb nicht
infektios. In vivo wird die notwendige Dissoziation von N1 und N2 dadurch induziert, dass
die Spitze des bakteriellen F-Pilus an die von N1 abgekehrte AuBlenseite der N2-Domine
bindet (Deng & Perham, 2002). Nach der Pilus-induzierten Dissoziation der G3P-Dominen
kommt es zur spontanen Reassoziation, deren Kinetik von der trans—cis-Isomerisierung an
Pro213 in der Gelenksubdomine bestimmt wird und die zur Inaktivierung der Phagen fiihrt
(3.1.1.3). Die Interaktion zwischen N1 und TolA kann somit nur innerhalb eines bestimmten,
durch die Prolinisomerisierung vorgegebenen Zeitfensters erfolgen. Fiir die in vitro-
Riickfaltung konnte gezeigt werden, dass die Gelenksubdoméne im Intermediat mit noch
nicht assoziierten Dominen entfaltet vorliegt (3.1.2). Demnach ist die frans—cis-
Isomerisierung an Pro213 keine lokale, auf das Prolin beschriankte Reaktion, sondern ist mit
der Faltung der Gelenksubdomine gekoppelt. Ubertragen auf den Infektionsmechanismus
konnte das bedeuten, dass die Bindung des F-Pilus an N2 zu einer Konformationsdnderung in
der Gelenksubdoméne mit cis-Pro213 fiihrt. Durch die resultierende lokale Entfaltung wiirden
die sterischen Einschrankungen wegfallen, die eine cis-Konformation an Pro213 erfordern, so
dass es zur Isomerisierung in den stabileren frans-Zustand kommen kdnnte.

Um diese Hypothese zu testen, sollte die Wechselwirkung zwischen dem F-Pilus und der N2-
Doméne des G3P charakterisiert werden. Desweiteren sollte das F-Pilin, die monomere
Untereinheit des F-Pilus, isoliert gewonnen werden, um damit der Frage nachzugehen, ob
G3P auch durch die Bindung an nur eine Pilusuntereinheit in vitro aktiviert werden kann oder
ob dafiir die komplexe Pilusstruktur benotigt wird. Dariiber hinaus konnten mit Hilfe der
gereinigten Komponenten G3P*, F-Pilin und TolA-C die ersten Infektionsschritte in vitro
analysiert werden; insbesondere, wie die Bindung des F-Pilus an die AuBenseite der N2-
Doméne zur Entfaltung der Gelenksubdoméne, zur cis—trans-Isomerisierung des Pro213 und
damit zur Aktivierung des G3P fiihrt.

3.2.1 Inhibition der mit dem F-Pilus verbundenen Funktionen durch G3P*

3.2.1.1 Konstruktion eines traA-knock-out-Stamms

Ein E. coli-Stamm, in dem das fiir F-Pilin kodierende Gen frad ausgeschaltet ist, die
restlichen, fiir die Ausbildung des F-Pilus essentiellen Gene aber noch vorhanden sind,
ermoglichte es, die in vivo-Funktionen verschiedener F-Pilinvarianten zu untersuchen. Dieser
Stamm war vor allem hilfreich, die zur Expression von isoliertem Pilin verwendeten
Konstrukte auf ihre Funktion zu testen (3.2.2). Der trad-Knock-out wurde im E. coli-Stamm
XL1Blue nach der Methode von Datsenko und Wanner (2000) durch homologe
Rekombination mit Hilfe der Red-Rekombinase des Phagen A hergestellt. Dabei wurde eine
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Kanamycinkassette in das tra4-Gen inseriert. Um sicherzustellen, dass die Insertion der Km-
Kassette tatsdchlich im #7a4-Gen und nicht an anderer Stelle im F-Plasmid oder Chromosom
erfolgte, wurde der Stamm spezifisch auf den Verlust des F-Pilins hin getestet.

Ublicherweise wird ein Knock-out eines Gens anhand von Western Blots mit Hilfe von
Antikorpern gegen das entsprechende Genprodukt verifiziert. Da jedoch keine Antikdrper
gegen F-Pilin zur Verfligung standen, musste auf andere Methoden zuriickgegriffen werden,
um den Knock-out nachzuweisen. Eine PCR mit Primern, die komplementéir zu trad-
flankierenden Sequenzen im F-Plasmid waren, lieferte fiir den E. coli XL1Blue AtraA-Stamm
ein deutlich groBeres Produkt als fiir den WT-Stamm, so dass eine Insertion innerhalb dieses
Sequenzbereichs stattgefunden haben muss. Ebenso konnte der AfraA-Stamm in Abwesenheit
von 50 mM CaCl, nicht durch filamentdse Phagen infiziert werden. Durch den traA-Knock-
out konnen keine F-Pili ausgebildet werden, so dass keine Pilus-induzierte Aktivierung des
G3P erfolgen kann. Die Infektion von F-Zellen erfordert daher die spontane Offnung der
G3P-Dominen und die Gegenwart von mindestens 50 mM Ca”" im Infektionsansatz (3.1.1.4).
Die fehlende Infizierbarkeit des Stamms in Abwesenheit von CaCl, belegte, dass das fiir F-
Pilin kodierende Gen ausgeschaltet war. Um zu iiberpriifen, ob auch andere Gene innerhalb
des F-Plasmids vom Knock-out betroffen waren, wurde der AfraA-Stamm mit dem Plasmid
pTrc99A (trad) transformiert, welches #ra4 unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren
Promotors py,. enthielt. Nach Induktion der Pilinexpression konnten die Zellen durch fd-
Phagen infiziert werden, was darauf hindeutete, dass wieder F-Pili gebildet wurden und somit
keine anderen Gene durch den Knock-out beeintrachtigt waren.

Als weiterer Nachweis fiir die Abwesenheit des F-Pilin wurde untersucht, ob der konstruierte
AtraA-Stamm mit dem F-Stamm E. coli BL21 (DE3) pLysS konjugieren konnte. Das F-
Plasmid kann nur durch Konjugation in die Rezipientenzelle {ibertragen werden, wenn F-Pili
gebildet werden. Zur Analyse wurde ausgenutzt, dass das F-Plasmid auch ein
Tetracyclinresistenzgen kodiert. Der F'-Stamm BL21 (DE3) pLysS besitzt keine Resistenz
gegeniiber Tetracyclin (Tet), jedoch kodiert das enthaltene Plasmid pLysS fiir die
Chloramphenicolacetyltransferase. Nach Inkubation mit dem F'-Donorstamm konnen BL21-
Zellen auf dYT ™" “™-Nahrboden deshalb nur wachsen, wenn eine Konjugation stattgefunden
hat und die Zellen sowohl iiber Cm- (kodiert durch pLysS) als auch iiber Tet-Resistenz
(kodiert durch F-Plasmid) verfiigen. Die F'-Donorzellen kénnen auf diesem
Selektionsmedium nicht wachsen, da sie keine Cm-Resistenz besitzen. Im Gegensatz zum
Konjugationsansatz mit WT-E. coli XL1Blue konnten im Ansatz mit E. coli XL1Blue AtraA
keine BL21-Zellen gefunden werden, in die das F-Plasmid und damit die Tet-Resistenz
iibertragen wurde. Eine Konjugation war erneut mdglich, nachdem der Atra4-Stamm durch
Transformation mit dem Plasmid pTrc99A (#rad) kuriert und die Pilinexpression induziert
wurde. In diesem Fall wurde zusdtzlich auch die Km-Kassette {iibertragen, die zur
Konstruktion des Knock-outs im F-Plasmid verwendet wurde, so dass die Rezipientenzellen

nach der Konjugation Cm-, Tet- und Km-Resistenz besaflen. Eine Nachweis der erfolgten
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Konjugation war hier folglich auch durch Anzucht der Zellen auf dYT*™“™-Nihrboden
moglich.

Durch homologe Rekombination konnte somit spezifisch das tra4-Gen ausgeschaltet werden,
das fiir die Pilusuntereinheit F-Pilin kodiert. Der entsprechende kinock-out-Stamm konnte
weder mit F'-Zellen konjugieren noch durch filamentdse Phagen infiziert werden - beides
Eigenschaften, die mit der Ausbildung von F-Pili korrelieren. Wurde dieser Stamm jedoch
durch Transformation mit pTrc99A (fraA) kuriert, war sowohl eine Konjugation als auch eine
Infektion durch fd-Phagen moglich. Dies belegt, dass bei der Konstruktion des knock-out-
Stamms nur das gewiinschte Gen ausgeschaltet wurde, jedoch keine weiteren Gene innerhalb
des F-Plasmids oder der E. coli-DNA betroffen waren.

3.2.1.2 Inhibition der Konjugation durch G3P*

Zunichst sollte untersucht werden, ob isoliertes G3P* an den F-Pilus binden und so die mit
dem F-Pilus verbundenen Funktionen, d.h. die Infektion durch filamentdse Phagen und die
Konjugation mit F-Zellen, unterbinden kann. Als Donorstamm fiir die
Konjugationsexperimente wurde der knock-out-Stamm E. coli XL1Blue AtraA verwendet, der
mit dem Plasmid pTrc99A (traA) kuriert wurde. Dadurch wurde bei der Konjugation
zusammen mit dem F-Plasmid auch die inserierte Km-Kassette in die Rezipientenzellen
E. coli BL21 (DE3) pLysS iibertragen, so dass diese Zellen nach erfolgter Konjugation
selektiv auf dYT<™“™-Nihrboden kultiviert werden konnten. Bei Verwendung des WT-
Stamms besaBlen die Rezipientenzellen nach Konjugation dagegen Cm- und Tet-Resistenz
und enthielten damit die gleichen Marker wie fd-infizierte E. coli XL1Blue-Zellen. Um eine
Verunreinigung mit infizierten Zellen und damit falsch-positive Klone auf dYT™ -

Néhrmedium zu vermeiden, wurde daher auf den kurierten knock-out-Stamm zurtickgegriffen.

10 uM WT-G3P*

10 tM 3A-G3P*

Puffer

Abbildung 3-19: Inhibition der bakteriellen Konjugation durch WT-G3P* bzw. 3A-
G3P*. Dargestellt sind die Verdiinnungsreihen auf dYT“"™™-Nihrboden nach
Konjugation der F'-Zellen E. coli XL1Blue AtraAd pTrc99A (trad) mit den F-Zellen
E. coli BL21 (DE3) pLysS. Die Cm-resistenten E. coli BL21 (DE3) pLysS-Zellen
erlangen durch Konjugation Km-Resistenz, so dass auf dYT“™ ™ ™-Nahrboden nur Zellen
wachsen konnen, die durch Konjugation das F-Plasmid besitzen und damit Km-Resistenz
aufweisen. Die Konjugation wurde in Gegenwart von 10 uyM WT-G3P* bzw. 3A-G3P*
durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein Ansatz in Gegenwart von Puffer.
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Im E. coli-Stamm XL1Blue Atrad pTrc99A (traA) wurde vor der Konjugation die Expression
des F-Pilins induziert und anschlieBend mit E. coli BL21 (DE3) pLysS in Gegenwart von
WT-G3P* bzw. einem entsprechenden Volumen Puffers geschiittelt. Danach wurden
Verdiinnungsreihen auf dYT ™™ ™ erstellt (Abbildung 3-19). Zellen der mit Puffer
inkubierten Probe konnten auf dYT“™™ ™ wachsen, d.h. sie mussten durch Konjugation das F-
Plasmid und damit auch die Km-Resistenz erhalten haben. Fiir die Probe, bei der die
Konjugation in Gegenwart von WT-G3P* durchgefiihrt wurde, konnten dagegen keine Zellen
detektiert werden, d.h. G3P* inhibiert die Konjugation, indem es an die Spitze des F-Pilus
bindet und damit die Wechselwirkung zwischen Donor- und Rezipientenzelle verhindert.

Falls diese Inhibition der Konjugation tatsichlich auf der Bindung von G3P* an den Pilus
beruht, sollte eine G3P*-Variante, bei der die F-Pilus-Bindungsstelle mutiert wurde, die
Konjugation nicht beeinflussen. Deng et al. (2002) konnten zeigen, dass die Mutationen
WI181A, FI90A und F194A innerhalb der N2-Doméne von G3P* die Bindung der
entsprechenden Phagen an immobilisierte F-Pili verhindert. Als Kontrolle wurde deshalb die
Konjugation in Gegenwart der G3P*-Dreifachmutante W181A-F190A-F194A-G3P* (3A-
G3P*) durchgefiihrt. In diesem Fall konnte kein Unterschied im Ansatz mit bzw. ohne 3A-
G3P* festgestellt werden (Abbildung 3-19). Dies bedeutet, dass 3A-G3P* die Konjugation
nicht inhibieren konnte, so dass das F-Plasmid mit der Km-Kassette transferiert wurde, und

T Km_Nshrboden wachsen konnten. Die Inhibition der

die Rezipientenzellen auf dY
Konjugation durch WT-G3P* beruht folglich auf der spezifischen Bindung der N2-Doméne

von WT-G3P* an die Spitze des F-Pilus.

3.2.1.3 Inhibition der Infektion durch G3P*

Die Konjugationsexperimente zeigten qualitativ, dass durch die Bindung von G3P* die Spitze
des F-Pilus blockiert und damit die Konjugation unterbunden werden kann. Darauthin sollte
untersucht werden, ob die Infektion von E. coli XL1Blue durch fd-Phagen ebenfalls durch
isoliertes G3P* inhibiert werden kann. Um definierte Infektionsbedingungen zu
gewihrleisten, erfolgte die Infektion in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0. Hierfiir wurde E. coli
XL1Blue in dYT-Medium bei 37 °C angezogen, die Zellen wurden pelletiert und in Puffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde aliquotiert, 5 min lang mit unterschiedlichen
Konzentrationen an WT-G3P* inkubiert und anschlieBend mit WT-Phagen infiziert.
Abbildung 3-20 zeigt die Infektion von E. coli XL1Blue durch filamentdse Phagen in
Abhingigkeit von der G3P*-Konzentration.
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Abbildung 3-20: Inhibition der Infektion von E. coli durch WT-G3P* (@) bzw. 3A-G3P*
(O). Eine Suspension von E. coli XL1Blue (ODgp=0,5) wurde 5 min lang mit der
entsprechenden Konzentration an G3P* inkubiert und anschlieBend mit WT-Phagen
infiziert. Die Zahl der infizierten Zellen wurde anhand von Verdiinnungsreihen auf
dYT™-Nihrboden bestimmt. Um den Fehler zu minimieren, wurden pro G3P*-
Konzentration jeweils drei parallele Infektionsansdtze ausgezdhlt. Die verwendeten
Phagen vermitteln Cm-Resistenz, so dass nur infizierte Zellen auf dYT"-Medium
wachsen konnen. Die Infektion wurde bei 25°C in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0,
durchgefiihrt.

In Puffer konnten nur ca. 15% der Zellen durch WT-Phagen infiziert werden, wohingegen
eine Zellsuspension der gleichen ODggo in dYT-Medium vollstindig inifiziert werden konnte.
Eine mdgliche Ursache hierfiir ist, dass durch den Zentrifugationsschritt die F-Pili von der
Zelloberfldche abgeschert wurden, so dass die entsprechenden Zellen schlechter infiziert
werden konnten. Dies war jedoch nicht stérend, da fiir das Inhibitionsexperiment Aliquots
einer einzigen Zellsuspenion verwendet wurden.

Mit steigender G3P*-Konzentration nahm die Zahl der infizierten Zellen ab, und der Angleich
der experimentellen Daten lieferte einen apparenten ICsp-Wert von 3 nM G3P*. Das
Experiment wurde mehrmals wiederholt, wobei 1Cso-Werte zwischen 2 und 6 nM erhalten
wurden. Diese ICs-Werte geben keine exakten Inhibitionskonstanten an, sondern kénnen nur
als ungefdhres MaB fiir die Affinitit zwischen G3P und dem F-Pilus betrachtet werden. Zum
einen liegt G3P im Phagen in drei bis fiinf Kopien vor, wodurch die Affinitdt fiir den F-Pilus
verdndert sein konnte. AuBlerdem ist auch denkbar, dass die Phagenhiille die Pilusbindung von
G3P im Vergleich zum isolierten G3P* erschwert. Weiterhin muss beriicksichtigt werden,
dass pro Zelle mehrere F-Pili ausgebildet werden. Um die Infektion einer Zelle durch fd-
Phagen zu inhibieren, miissen alle F-Pili mit G3P* blockiert werden. Fiir die Aktivierung des
Phagen und die anschlieende Infektion ist jedoch die Interaktion der Phagen mit nur einem
F-Pilus ausreichend. Die Affinitit zwischen dem G3P und dem F-Pilus konnte durchaus hoher
sein als aus den Inhibitionsexperimenten hervorgeht.

Durch 3A-G3P* konnte die Infektion auch bei einer Konzentration von 15 uM nicht inhibiert

werden. Dies zeigt, dass es sich um eine spezifische Wechselwirkung zwischen der N2-
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Doméne und dem F-Pilus handelt. Die isolierte N1-Doméne konnte die Infektion ebenfalls
nicht inhibieren (Daten nicht gezeigt). Dass N1 nicht mit dem F-Pilus wechselwirkt, ist zu
erwarten, da sich die Pilus-Bindungsstelle in G3P auf der N2-Doméne befindet. Allerdings
sollte die isolierte N1-Domidne an den zweiten Wechselwirkungspartner, die C-terminale
Domine von TolA, binden und dadurch die Infektion inhibieren konnen (3.3.2). Die
Experimente zur Infektion von F-Zellen zeigen, dass eine Wechselwirkung zwischen N1 und
TolA-C grundsitzlich mdoglich ist. In diesem Fall erfolgt die Infektion nach spontaner
Doménendffnung im G3P und anschlieBender Interaktion von N1 mit TolA-C (3.1.1.4), und
erfordert die Gegenwart von 50 mM CaCl,. Jedoch konnte auch in Gegenwart von CaCl,
keine Inhibition durch die isolierte N1-Doméine festgestellt werden. Die Ursache fiir diese
fehlende Inhibition ist unklar. Moglicherweise sind die eingesetzten 10 uM N1 nicht
ausreichend, um alle TolA-Molekiile in der Zellmembran zu blockieren, da TolA in weitaus
hoherer Konzentration in der Zellmembran vorhanden ist als F-Pili. Desweiteren ist moglich,
dass NI nicht permanent an TolA-C gebunden bleibt. Die Dissoziation des Komplexes
zwischen isolierter N1-Domine und TolA-C zeigt in vitro mit 0,48 s zwar eine relativ
niedrige Rate (3.3.2), jedoch kann diese Rate in vivo durch die Zellstruktur deutlich erhdht
sein.

Die Ergebnisse aus den Konjugations- und Inhibitionsexperimenten zeigen, dass isoliertes
G3P* die mit dem F-Pilus korrelierten Funktionen spezifisch und extrem effizient inhibiert.
G3P* bindet mit seiner N2-Doméne an die Spitze des F-Pilus und verhindert damit sowohl
die Wechselwirkung des F-Pilus mit F'-Zellen wéhrend der Konjugation als auch die Bindung
filamentdser Phagen. Die Infektionsexperimente in Gegenwart unterschiedlicher G3P*-

Konzentrationen deuten auf eine hochaffine Interaktion zwischen G3P und dem F-Pilus hin.

3.2.2 Expression von monomerem F-Pilin

Die Wechselwirkung des F-Pilus mit der N2-Doméne fiihrt zur Aktivierung des G3P und zur
cis—trans-Isomerisierung an Pro213. Nach dem bisherigen Modell bleibt der Phage nach der
initialen Interaktion noch am F-Pilus gebunden (Jacobson, 1972). Dieser wird durch einen
unbekannten Mechanismus zur Zelloberflidche zuriickgezogen und bringt so den Phagen in die
raumliche Ndhe von TolA-C. Es sollte daher untersucht werden, ob die Aktivierung des G3P
durch Bindung an den F-Pilus nur erfolgen kann, wenn dieser auf der Zelle prisentiert und
nach Phagenbindung zuriickgezogen wird, oder ob eine Aktivierung auch in trans durch
isolierte F-Pili bzw. die isolierte Pilusuntereinheit, F-Pilin, erfolgen kann.

Zu diesem Zweck wurden zundchst F-Pili aus E. coli XL1Blue nach der Methode von
Helmuth und Achtmann (1978) isoliert. Dabei wurden die F-Pili von der Zelle abgeschert,
gewaschen, in PEG-Losung gefdllt und durch Zentrifugation pelletiert. AbschlieBend erfolgte
eine Ultrazentrifugation im CsCl-Stufengradient. Die F-Pili wurden dialysiert und auf ihre
biologische Aktivitit untersucht, indem die Infektiositdt von fd-Phagen gegeniiber F -Zellen
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in Gegenwart bzw. Abwesenheit der gereinigten F-Pili bestimmt wurde. Wenn die isolierten
F-Pili aktiv sind und an das G3P der Phagen auch in frans binden, konnte dies zur
Doménendissoziation im G3P fithren und somit die Infektiositidt der Phagen gegeniiber F -
Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz ohne F-Pili erhohen.

Tatsédchlich konnte fiir WT-Phagen eine fiinf- bis zehnfache hohere Infektiositit beobachtet
werden, wenn im Infektionsansatz isolierte F-Pili vorhanden waren. Ein Problem hierbei war
jedoch, dass die Konzentration der F-Pili schlecht bestimmt werden konnte. Dazu trug auch
bei, dass die F-Pili trotz der verschiedenen Zentrifugationsschritte und der Ultrazentrifugation
im CsCl-Gradienten nicht ganz rein waren. Neben der aufwendigen Reinigung und der
geringen Ausbeute war aullerdem die Lagerung problematisch. Nach zwolfstiindiger
Lagerung bei 4 °C bzw. -20 °C konnten keine aktiven F-Pili mehr nachgewiesen werden, da
diese stark zur Aggregation neigten. Die damit verbundene Lichtstreuung beeintrichtigt
spektroskopische Untersuchungen, so dass im Folgenden die monomere Untereinheit isoliert
exprimiert werden sollte, um den Infektionsmechanismus und die Bindung von G3P an F-
Pilin in vitro analysieren zu konnen.

F-Pilin wird in E. coli als Vorlduferprotein mit 121 Aminoséuren, dem sogenannten Propilin,
exprimiert. Dieses wird dann durch das Chaperon TraQ gebunden und in die Zellmembran
inseriert, wo die N-terminalen 51 Aminosduren durch die Peptidase LepB abgespalten
werden. Das reife F-Pilin wird N-terminal durch das Protein TraX acetyliert und akkumuliert
in der Cytoplasmamembran, von wo aus es den F-Pilus bildet.

Zur Expression von isoliertem F-Pilin wurden verschiedene Strategien verfolgt. Zunéchst
wurde versucht, das prozessierte Protein ohne Signalsequenz (AS 52-121 von Propilin) zu
exprimieren. Zur Reinigung und Selektion des Volllingenproteins wurde dabei meist ein C-
terminaler (His)s-7ag iiber verschiedene Linker-Sequenzen an das Protein angefligt. Zudem
wurden die Signalsequenzen aus G3P, B-Lactamase (bLA), DsbA oder OmpA N-terminal an
F-Pilin fusioniert, um das Protein in das Periplasma exportieren zu konnen. Die
Signalsequenz von DsbA fiihrt dabei zum cotranslationalen, die anderen Signalsequenzen
zum posttranslationalen Export des Proteins. Tabelle 3-8 gibt eine Ubersicht iiber die

verschiedenen Konstrukte.

Tabelle 3-8: Konstrukte zur Expression von isoliertem F-Pilin bzw. verschiedener

Fusionsproteine

Konstrukt Beschreibung

Pilin-AsHs F-Pilin mit C-terminalem (Ala);-(His)s-Tag

Pilin-GSSGHs F-Pilin mit C-terminalem GSSG-(His)-Tag

Pilin-GGGHg F-Pilin mit C-terminalem GGGSEGG-(His)-Tag

Pilin-SEGHs F-Pilin mit C-terminalem SEGGTSEGGG-(His)s-Tag

Pilin-GGG-Pilin-GSSGHg zwel F-Pilin-Einheiten fusioniert iiber den AS-Linker
GGGSEGGTSGAGGG und mit C-terminalem GSSG-(His)g-
Tag

He-GSSG-Pilin F-Pilin mit N-terminalem (His)s-GSSG-Tag




Ergebnisse und Diskussion

Pilin-GSSG-FLAG
G3P-ss-Pilin- A;Hg

OmpA-Pilin-GSSGH;s

bLA-ss-Pilin-GSSGHg
DsbA-ss-Pilin-GGGHg
Pilin-GSSGH; + TraQ

Propilin-GSSGHg + TraQ

F-Pilin mit C-terminalem GSSG-GDYKDDDDK-7ag

F-Pilin mit N-terminaler Signalsequenz aus G3P und C-
terminalem (Ala);-(His)e-Tag

F-Pilin mit N-terminaler Signalsequenz aus OmpA und C-
terminalem GSSG-(His)s-Tag

F-Pilin mit N-terminaler Signalsequenz aus 3-Lactamase und
C-terminalem GSSG-(His)s-Tag

F-Pilin mit N-terminaler Signalsequenz aus DsbA und C-
terminalem GGGSEGG-(His)s-Tag

Coexpresssion von F-Pilin mit C-terminalem GSSG-(His)s-
Tag und dem Chaperon TraQ

Coexpresssion von Propilin mit C-terminalem GSSG-(His)g-
Tag und dem Chaperon TraQ

Fusionsproteine

He-trpE-M-Pilin(SM5L)

He-trpE-DP-Pilin

KSI-Pilin-GSSG-Hg

SUMO-Pilin-GGGHg
Hs-SUMO-Pilin
GST-Pilin-GGGHj

NusA-Pilin-GGGHg

SlyD*-SlyD*-GGG-Pilin (HD),-Hg

FkpA-FkpA-Pilin-(HD),-Hg

Tt-SlyD-Pilin-(HD),-Hj

Fusionsprotein aus der trpE-Signalsequenz und F-Pilin
(MIL, M41L, M43L, M44L, M65L) mit N-terminalem
(His)e-Tag; verkniipft iiber Met zur anschlieSenden BrCN-
Spaltung

Fusionsprotein aus der ¢rpE-Signalsequenz und F-Pilin mit
N-terminalem (His)e-Tag; verkniipft iber Asp-Pro zur
anschlieenden Saurespaltung

Fusionsprotein aus der Ketosteroidisomerase (KSI) und F-
Pilin mit C-terminalem GSSG-(His)s-Tag; verkniipft iiber
Asp-Pro zur anschlieBenden Saurespaltung

Fusionsprotein aus SUMO und F-Pilin mit C-terminalem
GGGSEGG-(His)s-Tag

Fusionsprotein aus SUMO und F-Pilin mit N-terminalem
(His)¢-Tag

Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase (GST) und F-
Pilin mit C-terminalem GGGSEGG-(His)s-Tag
Fusionsprotein aus NusA und F-Pilin mit C-terminalem
GGGSEGG-(His)s-Tag

Fusionsprotein aus zwei E. coli SlyD*-Kassetten (AS 1-165)
und F-Pilin mit C-terminalem (HD)4-(His)s-Tag (Scholz et
al., 2005)

Fusionsprotein aus zwei E. coli FkpA-Kassetten (AS 26-270)
und F-Pilin mit C-terminalem (HD)4-(His)s-Tag (Scholz et
al., 2005)

Fusionsprotein aus Thermus thermophilus SlyD (AS 1-149)
und F-Pilin mit C-terminalem (HD)4-(His)s-Tag

Fusionsproteine mit MBP

MBP-Pilin-A;Hs
MBP-Pilin-GSSGHg
MBP-Pilin-GGGHg
H¢-GSSG-MBP-Pilin
H-GSSG-MBP-Pilin-MBP
MBP-Pilin-Pilin-GSSGHj

H¢-GSSG-MBP

Fusionsprotein aus MBP und F-Pilin mit C-terminalem
(Ala);-(His)¢-Tag

Fusionsprotein aus MBP und F-Pilin mit C-terminalem
GSSG-(His)s-Tag

Fusionsprotein aus MBP und F-Pilin mit C-terminalem
GGGSEGG-(His)s-Tag

Fusionsprotein aus MBP und F-Pilin mit N-terminalem
(His)s-GSSG-Tag

Fusion von F-Pilin zwischen zwei MBP-Einheiten mit N-
terminalen (His)s-GSSG-Tag

Fusionsprotein aus MBP und zwei F-Pilin-Einheiten mit C-
terminalem GSSG-(His)s-Tag

MBP mit N-terminalem (His)¢-GSSG-Tag
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Legende zu Tabelle 3-8: Angegeben sind die Konstrukte zur Expression von monomerem F-Pilin.
Die Expression der verschiedenen Pilinkonstrukte wurde in den Vektoren pET1la, pET28b,
pBAD24N, pBlueskript IISK, pBlueskript IIKS, pTrc99A, pdsbA3, pTCLE und pET31b sowie in den
E. coli-Stammen XLI1Blue, Rosetta, DH5a, HM125, BL21 (DE3) und BL21 (DE3) pLysS
untersucht. Zudem wurden verschiedene Fermentationstemperaturen und Néhrmedien getestet
(2.12.1). Zur Coexpression von F-Pilin bzw. Propilin mit TraQ wurde der Vektor pET-Duetl
verwendet. Die Expression der Fusionsproteine mit SUMO (Malakhov et al., 2004), NusA (Davis et
al., 1999) und Glutathion-S-Transferase (Kaelin er al., 1992) erfolgte in den Vektoren
pETSUMOadapt, pET43.1a bzw. pGEX-5x-1 (10.1). Die Fusionsproteine mit E. coli FkpA, SlyD*
(Scholz et al., 2005) bzw. Thermus thermophilus SlyD wurden in pET24b erstellt. Die Expression der
Fusionsproteine mit MBP (Maina et al., 1988) erfolgte in den Vektoren pMALc2x bzw. pET11a.

Es wurde eine Vielzahl verschiedener Vektoren verwendet, um das klonierte Gen fiir die
Expression unter die Kontrolle unterschiedlicher Promotoren zu stellen. Im pET11a-Vektor
steht das Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors; in den Vektoren pBlueskript IIKS und
IISK bzw. pTrc99A sind die jeweiligen piac- bzw. prc-Promotoren durch IPTG induzierbar;
der pgap-Promotor im Vektor pBAD24N wird durch Arabinose induziert. Die Expression der
jeweiligen F-Pilin-Konstrukte mit bzw. ohne Signalsequenz wurde in den E. coli-Stimmen
BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, Rosetta, XL1Blue, DH5a und HM125 (Meerman &
Georgiou, 1994) untersucht und unterschiedliche Néhrmedien (2.12.1) sowie verschiedene
Fermentationstemperaturen (18 °C, 25 °C, 30 °C und 37 °C) getestet. Die Coexpression mit
TraQ - dem Chaperon, das in E. coli an das Vorlauferprotein Propilin bindet, - erfolgte im
Vektor pET-Duetl, wobei hierbei das prozessierte Protein bzw. Propilin jeweils mit C-
terminalen (His)s-Tag exprimiert werden sollte. Allerdings konnte fiir keines der aufgefiihrten
Konstrukte eine Expression von isoliertem F-Pilin beobachtet werden.

Darauthin wurde F-Pilin C-terminal an die #rpE-Signalsequenz kloniert (Calderone et al.,
1996). Aufgrund ihres hohen Anteils an hydrophoben Aminosiuren fiihrt diese Signalsequenz
zur Bildung von inclusion bodies und ist nur in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper
Denaturierungsmittel 16slich. Mit dieser Signalsequenz fusionierte Proteine konnen durch
Reinigung mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie unter denaturierenden Bedingungen
und anschlieBender BrCN-Spaltung am C-terminalen Methionin der Signalsequenz gewonnen
werden. Da F-Pilin selbst fiinf Methionine besitzt, wurden diese zuvor zu Leucin mutiert, um
eine Spaltung innerhalb des Proteins zu verhindern. Das erhaltene F-Pilin enthélt deshalb die
Mutationen: M9L, M41L, M43L, M44L und M65L (SMS5SL-F-Pilin). Nach der BrCN-
Spaltung wurde das Protein in 5M GdmCI geldst und die Signalsequenz mit dem N-
terminalen (His)¢-7Tag durch Affinititschromatographie abgetrennt. Fiir die Riickfaltung von
SMS5L-F-Pilin wurden verschiedene Bedingungen untersucht. Parallel dazu wurde gepriift, ob
diese SMS5L-Variante noch biologische Aktivitit besitzt. Hierzu wurden Varianten von
Propilin mit den jeweiligen Mutationen in das Plasmid pTrc99A kloniert, E. coli XL1Blue
Atrad damit transformiert, und die Infizierbarkeit dieser Staimme durch fd-Phagen nach

Induktion der Propilinexpression bestimmt. Zellen mit der Mutation M41L konnten nicht
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mehr infiziert werden, so dass SM5L-Pilin, selbst nach erfolgreicher Riickfaltung, demnach in
vitro keine biologische Funktion zeigen wiirde.

Aus diesem Grund wurde WT-F-Pilin an die ##pE-Signalsequenz fusioniert, wobei diesmal
die Abspaltung der Signalsequenz im sauren Milieu an einer Asp-Pro-Sequenz erfolgen sollte
(Ryan et al., 2003). Jedoch konnte in diesem Fall kein Protein iiberexprimiert werden. Ebenso
konnte fiir eine C-terminale Fusion von WT-Pilin an eine Ketosteroidisomerase, die zur
Bildung von inclusion bodies neigt und deshalb zur Reinigung von Peptiden eingesetzt wird
(Kuliopulos et al., 1994), keine Expression beobachtet werden. Hier war das Konstrukt
ebenfalls so gewdhlt, dass die Isolierung des F-Pilins durch eine Séurespaltung an Asp-Pro
moglich gewesen wire.

Da die Expression von isoliertem F-Pilin im Cytoplasma sowie der Export ins Periplasma mit
verschiedenen Signalsequenzen nicht moglich war, wurde versucht, Fusionsproteine zu
erstellen, in denen F-Pilin gebildet wird und noch seine biologische Funktion besitzt (Tabelle
3-8). Die Fusionsproteine aus F-Pilin mit SUMO, NusA oder Glutathion-S-Transferase
wurden in den verschiedenen E. coli-Stimmen jedoch nicht exprimiert, obwohl fiir die
entsprechenden Proteine ohne Fusion mit F-Pilin jeweils eine deutliche Uberexpression
beobachtet werden konnte. Aulerdem wurde F-Pilin C-terminal an je zwei E. coli SlyD*-
(Aminosduren 1-165 von SlyD) bzw. FkpA-Kassetten sowie an SlyD aus Thermus
thermophilus fusioniert. SlyD und FkpA sind Prolylisomerasen, die zusitzlich
Chaperonaktivitét besitzen (Ramm & Pliickthun, 2000; Ramm & Pliickthun, 2001; Scholz et
al., 2006). Scholz et al. konnten zeigen, dass die Fusion mit E. coli SlyD* bzw. FkpA die
Reinigung des Hiillproteins gp41 aus dem HI-Virus ermdglicht, indem die Loslichkeit dieses
ansonsten sehr aggregationsanfilligen Proteins deutlich erhoht wird (Scholz et al., 2005). Da
auch fiir das gp41-Fusionsprotein ein Expressionstest im kleinen Mafstab mit anschlieBender
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese keine eindeutige Uberexpression zeigte (C. Scholz,
personliche Mitteilung), wurde je eine 1 I-Kultur der Expressionsstimme mit den F-Pilin-
Fusionsproteinen angezogen und durch IPTG-Zugabe induziert. Die Zellen wurden in § M
Harnstoff aufgeschlossen und das Lysat mit der Ni-NTA-Matrix inkubiert. Im anschlieBenden
Elutionsschritt konnte jedoch kein F-Pilin-Fusionsprotein nachgewiesen werden.

Fir das Konstrukt MBP-Pilin-A3;Hg konnte erstmals eine Uberexpression beobachtet werden.
Das Protein  wurde durch  Affinitdtschromatographie = und  anschlieBende
Gelfiltrationschromatographie gereinigt, wobei die Ausbeute mit 4mg pro 51
Fermentationsansatz trotz der guten Uberexpression sehr gering war. Dies lag daran, dass ein
groBer Teil des Fusionsproteins innerhalb des F-Pilins proteolytisch gespalten wurde, obwohl
Proteaseinhibitor im Lysepuffer vorhanden war.

Um die Aktivitét des gereinigten MBP-Pilin-A3;Hs zu iiberpriifen, wurde der F-Stamm E. coli
HB2156 mit WT-Phagen in Gegenwart von MBP-Pilin-A3;Hg infiziert. Als Kontrollen dienten
dabei Ansitze, die He-GSSG-MBP oder das entsprechende Volumen Puffer enthielten. Falls
das F-Pilin im Fusionsprotein seine biologische Funktion besitzt, an Phagen binden und diese

in frans aktivieren kann, sollten im Infektionsansatz mit MBP-Pilin-A;H¢ mehr Phagen im
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aktivierten Zustand mit dissoziierten Doménen vorliegen und damit eine hohere Infektiositét
besitzen. Im Vergleich zum Kontrollansatz konnte jedoch keine erhdhte Zahl infizierter
Zellen festgestellt werden. Mogliche Ursachen hierfiir konnten sein, dass das F-Pilin im
Fusionsprotein nicht gefaltet vorliegt, oder dass zwar eine Bindung an das G3P erfolgt, diese
jedoch nicht zur Doménendissoziation im G3P fiihrt. Desweiteren konnte im Fusionsprotein
die Bindungsstelle fiir G3P durch das 43 kDa grofle MBP blockiert sein, oder der C-terminale
(Ala)s-(His)s-Tag verhindert eine produktive Wechselwirkung mit G3P. Um den Einfluss des
C-terminalen (His)e-Tags auf die Bindung von G3P zu untersuchen, wurde Propilin mit der
entsprechenden C-terminalen Linker-Sequenz in das Plasmid pTrc99A kloniert. Der F-Pilin-
knock-out-Stamm E. coli XL1Blue AtraA wurde mit dem Plasmid transformiert und die
Infizierbarkeit der Zellen nach Induktion der F-Pilinexpression mit Zellen verglichen, die mit

WT-Propilin kuriert wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-9 gezeigt.

Tabelle 3-9: Vergleich der Infizierbarkeit von E. coli XL1Blue AtraA-Stammen mit verschiedenen
F-Pilin-Konstrukten.

E. coli XL1Blue AtraA Phagentiter (cfu-ml™) (x107)
pTrc99A (Propilin) 300

pTrc99A (Propilin-As;Hg) <0,1

pTrc99A (Propilin-GSSGH 0,6

pTrc99A (Propilin-GGGHg) 4

pTrc99A (Propilin-SEGHg) 0,8

pTrc99A (Propilin-GSSG-FLAG) <0,1

Der F-Pilin-knock-out-Stamm E. coli XL1Blue AtraA wurde mit verschiedenen plasmidkodierten F-
Pilin-Konstrukten kuriert, und der Einfluss der C-terminalen Linker-Sequenz an F-Pilin auf die
Infektion der jeweiligen Zellen durch fd-Phagen bestimmt. Die Expression von F-Pilin wurde durch
IPTG-Zugabe induziert. Zellsuspensionen einer ODgyp =1 wurden mit fd-Phagen infiziert und
anschlieBend die Zahl infizierter Zellen durch Verdiinnungsreihen auf dYT“"-Nahrboden bestimmt.
Die verwendeten Phagen vermitteln Cm-Resistenz, so dass nur infizierte Zellen auf dYT"-Medium
wachsen konnen.

Zellen, die mit dem Plasmid pTrc99A (Propilin-A3Hg) kuriert wurden, konnten durch
filamentdse Phagen nicht infiziert werden. Dies liegt mdglicherweise daran, dass Propilin-
AsHg entweder gar nicht exprimiert wird oder nicht zum Pilus assemblieren kann. Weitere
Ursachen fiir die fehlende Infektion konnten sein, dass der (Ala)s;-(His)s-7ag die Bindung des
G3P verhindert bzw. die Bindung in diesem Fall nicht zu einer Aktivierung des G3P fiihrt.

Um diesen negativen Einfluss des C-terminalen (Ala)s;-(His)s-7ags zu vermeiden, wurde im
Folgenden der (His)¢-7ag an den N-Terminus verschoben und das entsprechende
Fusionsprotein Hg-GSSG-MBP-Pilin exprimiert und gereinigt. Aufgrund des N-terminalen
(His)¢-Tags binden auch verkiirzte Proteine an die Ni-NTA-Matrix, bei denen das F-Pilin
proteolytisch gespalten wurde. Tatsdchlich zeigte das gereinigte Protein im SDS-
Polyacrylamid-Gel die gleiche GroBe wie das Kontrollprotein He-GSSG-MBP, d.h. im

Verlauf der Reinigung wurde das C-terminal fusionierte F-Pilin vollstindig proteolytisch
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abgebaut (Daten nicht gezeigt). Dies bestitigt die Vermutung, dass die geringe Ausbeute bei
der Reinigung von MBP-Pilin-A3Hg auf proteolytischen Abbau zuriickzufiihren ist. F-Pilin
liegt im Fusionsprotein anscheinend groBtenteils entfaltet oder fehlgefaltet vor und kann
deshalb gut durch Proteasen abgebaut werden.

Um bei der Reinigung auf Fusionsprotein mit ungespaltenem F-Pilin selektieren zu kdnnen,
muss ein C-terminaler Reinigungs-7ag vorhanden sein. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Linker-Sequenzen zwischen F-Pilin und dem (His)s-Tag sowie der FLAG-Tag
als alternativer Affinitéits-Tag (Chubet & Brizzard, 1996) an Propilin kloniert, und die
Infizierbarkeit der verschiedenen Propilinvarianten im knock-out-Stamm bestimmt (Tabelle 3-
9). Der E. coli-Stamm mit Propilin-GSSG-FLAG konnte nicht infiziert werden, wahrend
Varianten mit den Linker-Sequenzen GSSG, GGGSEGG und SEGGTSEGGG zwischen F-
Pilin und (His)s-Tag eine Infektion der entsprechenden E. coli-Stimme ermdoglichten.
Allerdings ist die Infizierbarkeit fiir Varianten mit GSSG-(His)¢-7ag oder SEGGTSEGGG-
(His)¢-Tag ca. tausendfach bzw. fiir Varianten mit GGGSEGG-(His)s-7ag ca. hundertfach
geringer als fiir WT-Propilin. Da fiir diese Linker-Sequenzen eine Aktivierung von G3P und
damit eine Infektion moglich war, wurden diese fiir die Fusion des F-Pilins mit MBP
verwendet (Tabelle 3-8). Die entsprechenden Proteine konnten alle exprimiert werden, die
Ausbeuten waren aufgrund des proteolytischen Abbaus jedoch gering. Die proteolytische
Spaltung des F-Pilins konnte dabei weder durch niedrigere Wachstumstemperaturen noch
durch die Anwesenheit eines Proteaseinhibitors oder die Reinigung bei 4 °C verhindert
werden.

In einem weiteren Konstrukt wurde F-Pilin zwischen zwei MBP-Einheiten positioniert, um so
den Abbau von F-Pilin moglichst gering zu halten. Als Linker zwischen F-Pilin und dem C-
terminalen MBP wurde eine 14 Aminosduren umfassende glycinreiche Sequenz (Abbildung
3-22a) verwendet, um eine ausreichende Flexibilitat zu gewihrleisten und die Bindung an
G3P moglichst wenig beeintrdchtigen. In Abbildung 3-21 ist die Reinigung dieses
Fusionsproteins He-GSSG-MBP-Pilin-MBP mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
dokumentiert, wobei auch in diesem Fall mehr als 75% des Fusionsproteins proteolytisch
gespalten wurden. Nach Induktion durch IPTG-Zugabe ist eine Uberexpression von Hg-
GSSG-MBP-Pilin-MBP zu erkennen (Abbildung 3-21, vgl. Bahn 2 und 3). Im Eluat der Ni-
Séule ist neben unspezifisch gebundenen Verunreinigungen bereits eine Bande starker
Intensitét bei einem Molekulargewicht von 45 kDa vorhanden, welche auf das Spaltprodukt
He-GSSG-MBP zuriickzufiihren ist. Dieses und dhnliche Spaltprodukte, die aufgrund des N-
terminalen His-7ags am MBP ebenfalls an die Ni-Matrix binden, kdnnen jeodch bei der
anschlielenden Gelfiltrationschromatographie aufgrund ihrer geringeren Grofie (ca. 45 kDa)
gut vom Vollldngenprotein (ca. 95 kDa) abgetrennt werden. Das erste Elutionsmaximum der
Gelfiltration enthilt das Volllangenprotein (Bahn 7), das zweite das Spaltprodukt (Bahn 8).
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Abbildung 3-21: Verlauf der Reinigung von H¢-GSSG-MBP-Pilin-MBP dokumentiert
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Gezeigt ist das Trenngel nach Férbung
mit Coomassie Brilliant Blue G-250. Die Pfeile geben die Position von He-GSSG-MBP-
Pilin-MBP und des Spaltprodukts He-GSSG-MBP an. Bahn 1:
Molekulargewichtsstandard (Bench Mark'™ Protein Ladder, Invitrogen); Bahn 2:
Rohextrakt vor Induktion; Bahn 3: Rohextrakt nach Induktion mit 1 mM IPTG; Bahn 4:
Pellet nach Zellaufschluss und Zentrifugation, Bahn5: Durchbruch der
Affinitidtschromatographie an einer Ni-NTA-Agarose-Matrix; Bahn 6: Eluat der
Affinitdtschromatographie; Bahn 7: Protein bei einem Elutionsvolumen von 125 ml der
Gelfiltrationschromatographie; Bahn 8: Protein bei einem Elutionsvolumen von 165 ml
der Gelfiltrationschromatographie.

Zur Analyse der Aktivitdt der Fusionsproteine MBP-Pilin-GSSGHg, MBP-Pilin-GGGHg und
Hs-GSSG-MBP-Pilin-MBP  wurde getestet, ob die Anwesenheit der Proteine zur
Dominendissoziation in G3P und damit zur vermehrten Infektion von F'-Zellen durch fd-
Phagen fiihrt. Im Kontrollansatz war jeweils die entsprechende Konzentration an He-GSSG-
MBP bzw. das entsprechende Volumen Puffer vorhanden. Fiir alle Konstrukte konnte eine
vermehrte Infektion von F-Zellen beobachtet werden, wobei die Infektiositidt um einen Faktor
10 bis 50 erhoht war. Abbildung 3-22 zeigt beispielhaft die Infektion von F -Zellen durch fd-
Phagen in Anwesenheit von Hg-GSSG-MBP-Pilin-MBP.

Der aktivierende Effekt der verschiedenen Konstrukte ldsst sich allerdings nur schlecht
vergleichen. Zum einen kann die tatsdchliche Konzentration der Fusionsproteine stark
abweichen, da die Konzentration der MBP-Pilin-Konstrukte aufgrund der Verunreinigungen
nur schlecht quantifiziert werden konnte. Zum anderen kann nicht abgeschétzt werden,
welcher Anteil des Fusionsproteins in der gefalteten aktiven Konformation vorlag. In der Tat

variierte der aktivierende Effekt eines Konstrukts fiir verschiedene Reinigungsansétze.
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Abbildung 3-22: Aktivierung von G3P durch monomeres F-Pilin. (a) Schematische
Darstellung des Fusionsproteins He-GSSG-MBP-Pilin-MBP, in dem F-Pilin zwischen
zwei MBP-Einheiten positioniert ist. Die jeweiligen Linker-Sequenzen sowie der N-
terminale (His)s-7ag sind angegeben. (b) Gezeigt ist die Infektiositit von WT-Phagen
(fd(WT)) gegeniiber den F-Zellen E. coli HB2156 (angegeben als Phagentiter in cfu-ml™)
in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 15uM H¢-GSSG-MBP-Pilin-MBP bzw. in
Gegenwart von 30 uM Hg-GSSG-MBP. Die Infektiositdten von Phagen ohne N2-Domane
(fd(AN2)) und 3A-G3P-Phagen (fd(3A)) in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 15 uM Hg-
GSSG-MBP-Pilin-MBP sind ebenfalls gezeigt. (c) Dargestellt sind Verdiinnungsreihen
der F-Zellen E. coli HB2156 auf dYT“™-Nzhrboden nach Infektion durch WT-Phagen
(fd(WT)) bzw. 3A-G3P-Phagen (fd(3A)) in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 15 uM Hg-
GSSG-MBP-Pilin-MBP. Die verwendeten Phagen vermitteln Cm-Resistenz, so dass nur
infizierte Zellen auf dYT“"-Medium wachsen kénnen.

Um zu bestitigen, dass die beobachtete Infektionserhohung tatsidchlich auf eine Aktivierung
der Phagen durch Bindung an F-Pilin im Fusionprotein zuriickzufiihren ist, wurde die
Infektion von F'-Zellen durch 3A-G3P-Phagen untersucht. Diese Phagen besitzen im G3P die
Mutationen W181A, F190A und F194A in der F-Pilus-Bindungsstelle (3.2.1.2, Deng &
Perham, 2002) und koénnen nicht an den F-Pilus binden, d.h. G3P kann aufgrund der
fehlenden Interaktion mit dem F-Pilus nicht aktiviert werden. Die Gegenwart des F-Pilin-
Fusionsproteins sollte demnach keinen Effekt auf die Infektiositdt der Phagen besitzen. In
Abbildung 3-22 ist die Infektion von F-Zellen durch 3A-G3P-Phagen in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von He-GSSG-MBP-Pilin-MBP gezeigt. Fiir beide Ansdtze konnte die gleiche
Zahl infizierter Zellen detektiert werden. Das bedeutet, dass die Anwesenheit eines F-Pilin-
Fusionsproteins keinen FEinfluss auf die Infektiositit von 3A-G3P-Phagen besitzt. Jedoch
wurden in beiden Anséitzen deutlich mehr Zellen infiziert als durch WT-Phagen. Die Ursache
dafiir ist, dass die Infektiositit der 3A-G3P-Phagen gegeniiber F-Zellen aufgrund der

geringeren Stabilitdt von 3A-G3P erhoht ist, worauf unter 3.3.4 nidher eingegangen wird.
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Phagen, in denen die N2-Doméne deletiert wurde (fd(AN2)), konnen ebenfalls nicht durch
Pilusbindung aktiviert werden. Die Anwesenheit des Fusionsproteins zeigte demnach keinen
Effekt auf die Infektiositit dieser Phagen. Die fir WT-Phagen beobachtete
Infektionserhohung beruht somit auf einer spezifischen Wechselwirkung zwischen dem G3P
im Phagen und dem F-Pilin im Fusionsprotein mit MBP.

Aufgrund der fehlenden N2-Doméne ist die TolA-Bindungsstelle in fd(AN2)-Phagen
permanent zuginglich, was die ca. 700-fach hohere Infektiositdt dieser Phagen im Vergleich
zum WT-Phagen erkldrt. Die Phagen sind somit dauerhaft aktiviert und stellen ein MaB fiir
den unter diesen Bedingungen maximal erreichbaren Phagentiter dar. Die Erhohung der
Infektiositdt von WT-Phagen um den Faktor 50 ist somit im Vergleich zu der ca.
tausendfachen Erhohung bei Entfaltung der Phagen durch GdmCl (3.1.1.4) oder bei Deletion
der N2-Doméne in fd(AN2)-Phagen relativ niedrig. Eine Ursache hierfiir konnte sein, dass das
F-Pilin im Fusionsprotein, wie zuvor erwéhnt, groBtenteils entfaltet vorliegt, wodurch auch
die starke Proteasesensitivitit und die je nach Reinigung variierende Aktivitit zu erklédren
wiére. Zudem ist denkbar, dass die Bindungsstelle im Fusionsprotein nicht vollstindig
zuginglich ist und der C-terminale Linker bzw. die C-terminale MBP-Kassette die G3P-
Bindung beeinflusst. Die Linker-Sequenz ist fiir die Aktivitdt von F-Pilin entscheidend, so
dass Stamme, die F-Pilin mit unterschiedlichen C-terminalen Linker-Sequenzen exprimieren,
unterschiedlich gut infiziert werden konnten (Tabelle 3-9). Eventuell liegt monomeres F-Pilin
auch in einer anderen Konformation vor als im F-Pilus, was zu einer weiteren Verringerung
der Aktivitat fithren konnte. Unklar ist zudem, ob G3P im Verlauf der Infektion an nur eine
Pilusuntereinheit oder an mehrere Untereinheiten gleichzeitig bindet. Eine multivalente
Bindung mit dem F-Pilus konnte also ebenfalls die moderate Infektionserhéhung durch das
Fusionsprotein erkldren.

Neben der Aktivierung der Phagen in vivo wurde versucht, die Bindung von G3P an die
MBP-Fusionsproteine in vitro zu charakterisieren. Hierfiir wurde zunéchst die Retardation des
Komplexes aus G3P* und MBP-Pilin-GSSGH¢ in einer nativen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese im Vergleich zum Laufverhalten der einzelnen Komponenten untersucht
(Goldenberg, 1997). AuBerdem sollte versucht werden, die Komplexbildung durch Pull-
Down-Experimente mit WT-G3P* ohne C-terminalen (His)e-7ag und Ni-NTA-
immobilisiertem MBP-Pilin-GSSGH¢ oder durch Quervernetzung der beiden Komponenten
durch Bi(sulfosuccinimidyl)-suberat (Mattson et al., 1993) nachzuweisen. Allerdings konnte
keine Komplexbildung detektiert werden. Ferner wurde versucht, die Bildung des G3P*-F-
Pilin-Komplexes fluoreszenzspektroskopisch zu untersuchen. Hierfiir wurde die mit dem
thiolreaktivem Fluoreszenzfarbstoff AEDANS markierte Variante S128C-G3P* (R. Jakob,
Universitit Bayreuth) verwendet. Der Farbstoff AEDANS ist dabei an der Auf3enseite der N2-
Doméne in der Ndhe der F-Pilusbindungsstelle lokalisiert, so dass es mdglich sein sollte, die
Bindung an F-Pilin durch eine Anderung der AEDANS-Fluoreszenz zu verfolgen. Allerdings

konnte auch hier keine Komplexbildung beobachtet werden.
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Eine spezifische Bindung des G3P an F-Pilin konnte also nur durch die vermehrte Infektion
von F'-Zellen nachgewiesen werden. Der Vorteil der Infektion liegt in der hohen Sensitivitét
des Testsystems und der geringen Konzentration der eingesetzten Phagen (~ lO'le), so dass
bereits ein kleiner Prozentsatz an aktivem F-Pilin zu einer signifikanten Infektionserhhung
fithren kann.

Um den Infektionsmechanismus und das Zusammenspiel des G3P mit den beiden Rezeptoren
F-Pilin und TolA-C besser aufkldren zu kénnen, wire es vorteilhaft, die Bindung des G3P an
F-Pilin auch in vitro untersuchen zu konnen. Hierfiir ist 16sliches F-Pilin in ausreichend hoher
Konzentration und mit hoher Aktivitdt unabdingbar. Wahrscheinlich erschwert die hohe
Hydrophobizitit des F-Pilins die Expression des monomeren Proteins. Im F-Pilus werden die
einzelnen Proteinuntereinheiten ausschlieBlich durch hydrophobe Wechselwirkungen
zusammengehalten. Wiahrend diese hydrophoben Wechselwirkungen im F-Pilus also zur
Stabilitdt der Pilusstruktur beitragen, sind sie fiir das isolierte Protein vermutlich
problematisch, da in diesem Fall zu viele hydrophobe Bereiche exponiert vorliegen, die das
Protein aggregationsanféllig und proteasesensitiv machen.

Fiir weitere Experimente miisste die Reinigung der MBP-Fusionsproteine optimiert werden
bzw. miissten neue Fusionsproteine erstellt werden, welche die hydrophoben Bereiche des F-
Pilins besser schiitzen, ohne dabei zu einem Verlust der Funktion zu fithren. Desweiteren
konnte man versuchen, ein Fusionsprotein mit dem frpE-Leader zu erstellen, in dem eine
Saurespaltung der Asp-Pro-Peptidbindung erfolgt. Die Tatsache, dass das inaktive SM5L-F-
Pilin als Fusionsprotein mit der #pE-Signalsequenz exprimiert werden konnte, das WT-
Protein jedoch nicht, konnte darauf hinweisen, dass eine destabilisierte Variante des F-Pilins
exprimiert werden kann. Das F-Pilin sollte daher eine destabilisierende Mutation enthalten,
die eine Expression des Fusionsproteins in inclusion bodies sowie eine Riickfaltung des F-
Pilins nach erfolgter Spaltung ermdglicht, ohne dabei die Bindung von G3P zu verhindern.
Zudem konnte man versuchen, durch in vivo-Selektion eine 16sliche F-Pilinvariante zu
erhalten. Das Selektionssystem von Maxwell et al. beruht darauf, dass das zu selektierende
Protein an die Chloramphenicolacetyltransferase fusioniert wird (Maxwell ef al., 1999). Eine
Aggregation des  Zielproteins  fithrt damit auch zur  Aggregation  der
Chloramphenicolacetyltransferase und zum Verlust der Cm-Resistenz. Bei Einbau einer
Bibliothek des gewiinschten Proteins konnen so durch wiederholte Inkubation in Cm-haltigen
Néahrmedium 16sliche Varianten gefunden werden. Es bleibt zu untersuchen, inwiefern diese
Methode zur Selektion 16slicher F-Pilinvarianten eingesetzt werden kann, ohne dass diese
dabei ihre Aktivitit verlieren.
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3.3 Interaktion des G3P filamentoser Phagen mit dem Rezeptor TolA

Die Interaktion mit dem bakteriellen F-Pilus fiihrt zur Doménendissoziation in G3P und
ermoglicht so die Interaktion des Phagen mit dem Rezeptor TolA-C in der Zellmembran.
Diese Bindung an TolA ist nur durch G3P mit dissoziierten Doménen moglich, da im
Ruhezustand die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch die N2-Doméne blockiert ist. Die
Interaktion zwischen dem Rezeptor TolA-C und N1 sollte fiir die isolierte N1-Doméne und
fiir G3P* charakterisiert werden. Um diese Wechselwirkung fluoreszenzspektroskopisch
mittels Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) verfolgen zu kénnen, wurde TolA-C mit
dem Fluoreszenzfarbstoff AEDANS markiert. Hierzu wurde TolA-C (AS 295-421)
C-terminal mit einem zusétzlichen Cystein versehen, das mit dem thiolreaktiven Farbstoff
reagieren kann. Um die Reinigung der isolierten Doméne zu erleichtern, wurde zuséitzlich ein
(Ala)s-(His)s-Tag angehéngt, so dass das Konstrukt TolA-Cyos.421-CA3Hg erhalten wurde.

3.3.1 Die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff AEDANS hat keinen Einfluss auf
die Stabilitit von TolA-C

Zunidchst sollte untersucht werden, ob die Markierung von TolA-C mit dem
Fluoreszenzfarbstoff AEDANS die Stabilitdt und den Faltungsmechanismus des Proteins
beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden die thermische und die Denaturierungsmittel-induzierte
Entfaltung sowie die Entfaltungs- und Riickfaltungsraten des markierten Proteins TolA-C-
AEDANS bestimmt und mit denen der unmarkierten Cys-Mutante verglichen. Um eine
Dimerisierung des unmarkierten Proteins durch Bildung einer Disulfidbriicke zu verhindern,
wurde das freie Cystein mit Iodacetat carboxymethyliert (TolA-C-Ac). Sowohl durch die
Carboxymethylierung als auch die Markierung mit AEDANS wurde eine zusitzliche negative
Ladung eingefiihrt, so dass sich TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS nicht in ihrer Nettoladung

unterscheiden.

3.3.1.1 Thermodynamische Charakterisierung von TolA-C

Das CD-Signal im Fern-UV-Bereich gibt Auskunft iiber die Sekundérstruktur eines Proteins,
so dass anhand von Fern-UV-CD-Spektren iiberpriift werden konnte, ob TolA-C-AEDANS
und TolA-C-Ac strukturiert vorlagen. Neben den Spektren des nativen Proteins wurden auch
jeweils die Spektren des denaturierten Proteins bei 85°C gemessen. Aus dem
Differenzspektrum wurde die Wellenlédnge bestimmt, bei der die Entfaltung der beiden
Proteine am besten verfolgt werden konnte. Abbildung 3-23 zeigt die CD-Spektren von TolA-
C-Ac und TolA-C-AEDANS im nativen und denaturierten Zustand sowie die zugehorigen
Differenzspektren. Sowohl TolA-C-Ac als auch TolA-C-AEDANS liegen bei 25 °C

strukturiert vor. Die CD-Spektren der beiden nativen Proteine sind identisch, d.h. der
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Fluoreszenzfarbstoff AEDANS liefert keinen Beitrag zum CD-Signal im Fern-UV-Bereich
und verdndert die Sekundirstruktur von TolA im Vergleich zu TolA-C-Ac nicht. Die
Diftferenzspektren zeigen jeweils ein Maximum bei 222 nm, so dass die Entfaltung der beiden
Proteine gut anhand der Anderung des CD-Signals bei dieser Wellenlinge verfolgt werden

kann.
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Abbildung 3-23: (a) Fern-UV-CD-Spektren von TolA-C-Ac (—) und TolA-C-AEDANS
(—) bei 20°C (durchgezogene Linie) bzw. 90°C (gestrichelte Linie).
(b) Differenzspektrum des nativen und denaturierten Zustands von TolA-C-Ac (—) und
TolA-C-AEDANS (—). Die Spektren wurden mit 10 uM Protein in 10 mM K-Phosphat,
pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 mm, einer Bandbreite von 1nm und einer
Geschwindigkeit von 20 nm/min (Dampfung 1 s) gemessen. Alle Spektren wurden um
den Pufferbeitrag korrigiert.

AuBerdem wurde mit Hilfe von Fluoreszenzspektren die Wellenldnge bestimmt, die sich als
Messsonde fiir die Denaturierungsmittel-induzierte Entfaltung eignet (Abbildung 3-24). TolA-
C enthilt lediglich vier Tyrosine, jedoch kein Tryptophan. Dementsprechend zeigt TolA-C-
Ac nur eine relativ geringe Fluoreszenz mit einem Maximum bei 307 nm. Bei Denaturierung
nimmt die Fluoreszenz ab, wobei keine Verschiebung des Fluoreszenzmaximums zu
beobachten ist. Die Entfaltung von TolA-C-Ac kann also anhand der Fluoreszenzabnahme bei
307 nm verfolgt werden. Im Fall von TolA-C-AEDANS wird bei 280 nm auch der
Fluoreszenzfarbstoff selbst angeregt; das zusétzliche Signal bei 490 nm ist demnach auf die

Fluoreszenz des Farbstoffs zuriickzufiihren. Diese Fluoreszenz bei 490 nm nimmt bei
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Entfaltung des Proteins stark ab, so dass die Signalédnderung bei 490 nm als Messsonde fiir die
Entfaltung von TolA-C-AEDANS verwendet werden konnte.
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Abbildung 3-24: Fluoreszenzspektren von TolA-C-Ac (a) und TolA-C-AEDANS (b) in
OM (—) und 5M GdmCl (---). Die Spektren wurden nach Anregung bei 280 nm
(Bandbreite je 5 nm) mit 1 pM Protein in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C und 1 cm
Schichtdicke gemessen. Alle Spektren wurden um die Pufferfluoreszenz korrigiert.

Um den Einfluss der Fluoreszenzmarkierung auf die thermodynamische Stabilitdt von TolA-C
zu bestimmen, wurden fiir beide Proteine sowohl die thermisch induzierte Entfaltung als auch
die Entfaltung durch die Denaturierungsmittel GdmCl und Harnstoff gemessen. Fiir die
thermisch induzierte Entfaltung, die anhand der Anderung des CD-Signals bei 222 nm
verfolgt wurde, konnte jeweils ein einphasiger Ubergang beobachtet werden. Die
Entfaltungsiibergénge der beiden Proteine sind in Abbildung 3-25 dargestellt. Die Markierung
von TolA-C durch den Fluoreszenzfarbstoff AEDANS fiihrte zu keiner signifikanten

Destabilisierung des Proteins.
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Abbildung 3-25: Thermische Stabilitdt von TolA-C-Ac (O) und TolA-C-AEDANS (e@).
Aufgetragen ist die relative Anderung des CD-Signals bei 222 nm in Abhingigkeit von
der Temperatur nach Auswertung gemiB einem Zweizustandsmodell. Die Uberginge
wurden mit 4 uM Protein in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 cm
gemessen. Die aus der Analyse erhaltenen thermodynamischen Parameter betragen
Tvm=71,2°C, AHp=256kJ-mol’ und AGp"” “=0,9klmol’ fiir TolA-C-Ac bzw.
T = 70,1 °C, AHp = 246 kJ-mol™ und AGp” ™ = 0,5 kJ-mol " fiir TolA-C-AEDANS.

Die GdmCl-induzierte Entfaltung der beiden Proteine wurde sowohl anhand der Anderung
des CD- als auch des Fluoreszenzsignals beobachtet, die Harnstoff-induzierte Entfaltung nur
anhand der Anderung des Fluoreszenzsignals. Alle Ubergéinge konnten nach einem
Zweizustandsmodell ausgewertet werden (Tabelle 3-10). Abbildung 3-26 zeigt die GdmCl-
und Harnstoff-induzierte Entfaltung von TolA-C-Ac und TolA-AEDANS, verfolgt anhand
der Fluoreszenzdnderung bei 307 nm bzw. 490nm. Fir die GdmCl-induzierten
Denaturierungsiibergéinge wurden sowohl mit der CD- als auch der Fluoreszenzsonde
identische Mittelpunkte fiir TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS (1,9 M) erhalten. Die
Differenz der Mittelpunkte aus der Harnstoff-induzierten Entfaltung (5,4 M bzw. 5,3 M) liegt
innerhalb des Messfehlers. Ebenso stimmen die freie Enthalpie der Entfaltung bei 25 °C in
Abwesenheit des Denaturierungsmittels und die Kooperativitdtsparameter m fiir die beiden
Proteine iiberein, wobei die Kooperativitit der beiden Proteine in der Harnstoff-induzierten
Entfaltung um ca. 4 kJ-mol™"-M™" geringer ist als in der GdmCl-induzierten Entfaltung. Dies
entspricht den Erwartungen, da GdmCI wesentlich stirker denaturierend wirkt als Harnstoff.
Die Ergebnisse der thermischen und der Denaturierungsmittel-induzierten Entfaltung zeigen
klar, dass die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff keinen Einfluss auf die Stabilitdt von
TolA-C besitzt.
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Abbildung 3-26: Normierte Entfaltungsiiberginge von TolA-C-Ac (O) und TolA-C-
AEDANS (@), induziert durch GdmCl (a) bzw. Harnstoff (b). Der Ubergang von 2 uM
TolA-C-Ac wurde anhand der Fluoreszenzinderung bei 307 nm (Bandbreite 5 nm), der
Ubergang von 1 pM TolA-C-Ac anhand der Fluoreszenzinderung bei 490 nm
(Bandbreite 10 nm) verfolgt. Die Anregung erfolgte jeweils bei 280 nm mit einer
Bandbreite von 5 nm. Die Uberginge wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C mit
einer Schichtdicke von 1 cm gemessen. Die Linien reprdsentieren den Angleich der
experimentellen Daten an ein Zweizustandsmodell; die aus der Analyse erhaltenen
thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 3-10 aufgefiihrt.

Tabelle 3-10: Stabilitdtsdaten fiir TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS aus der GdmCI- und Harnstoff-
induzierten Entfaltung.

Entfaltung durch GdmCl Enfaltung durch Harnstoff
[GdmCl] 1, m A GpP ¢ [Harnstoff]; m AGpEC
(M) (kJ mol'M™)  (kJ mol™) (M) (kJ mol'M™)  (kJ mol’)
TolA-C- Fso; 1,9 10,5 20,2 5,4 42 22,7
AC D,y 1.8 8,9 16,4
TolA-C- Fa00 1,9 10,4 20,1 53 4,5 235
AEDANS CD,», 2.0 8,1 15.9

Angegeben  sind  die Ubergangsmittelpunkte [GAmCI];,  bzw. [Harnstoft];, die
Kooperativititsparameter m und die freien Enthalpien der Entfaltung AGp™ ¢ bei 25°C in
Abwesenheit des Denaturierungsmittels fiir TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS. Die Entfaltung wurde
anhand der Fluoreszenzidnderung bei 307 nm (F3y7) fiir TolA-C-Ac bzw. 490 nm (F49) flir TolA-C-
AEDANS nach Anregung bei 280 nm verfolgt. Bei der GdmCl-induzierten Entfaltung wurde
zusétzlich die Anderung des CD-Signals bei 222 nm (CDy;) gemessen. Die Analyse der Daten
erfolgte auf der Grundlage eines Zweizustandsmodells.

3.3.1.2 Faltungsmechanismus von TolA-C

Die kinetische Analyse der Faltungs- und Entfaltungsreaktionen sollte Aufschluss dariiber
geben, ob die Fluoreszenzmarkierung den Faltungsmechanismus von TolA-C verdndert.
Hierzu wurde die Faltung von TolA-C-AEDANS anhand der Anderung der AEDANS-
Fluoreszenz bzw. die Faltung von TolA-C-Ac anhand der Anderung der Tyrosinfluoreszenz
verfolgt. Die Chevron-Auftragung in Abbildung 3-27 zeigt die Faltungs- und Entfaltungsraten
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A von TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS in Abhéngigkeit von der GdmCl-Konzentration.
Die apparente Rate A entspricht dabei der Summe der Ent- und Riickfaltungsraten bei der
jeweiligen Denaturierungsmittelkonzentration (Gleichung 2-25). Am Ubergangsmittelpunkt
sind die Ent- und Riickfaltungsraten identisch, so dass dieser durch den Schnittpunkt der
extrapolierten Ent- und Riickfaltungsraten bestimmt wird. Der kinetische m-Wert gibt die

Denaturierungsmittelabhéngigkeit der Faltungsraten an.
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Abbildung 3-27: Chevron-Auftragung von TolA-C-Ac (A,0) und TolA-C-AEDANS
(A,@). Dargestellt sind die Entfaltungs- (O,®) und schnellen Riickfaltungsraten (A,A) in
Abhéngigkeit von der GdmCl-Konzentration. Faltungsreaktionen von TolA-C-Ac wurden
anhand der Anderung der Tyrosinfluoreszenz oberhalb von 300 nm, Faltungsreaktionen
von TolA-C-AEDANS anhand der Anderung der AEDANS-Fluoreszenz oberhalb von
460 nm in stopped-flow-Mischexperimenten verfolgt. Die Anregung erfolgte jeweils bei
280 nm (Bandbreite 10nm). Die Linien reprisentieren den Angleich an die
experimentellen Daten geméll einem Zweizustandsmodell. Die Messungen wurden mit
4 uM TolA-C-Ac bzw. 1 uM TolA-C-AEDANS in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C
durchgefiihrt.

Der Vergleich der Faltungsreaktionen zeigt, dass sowohl bei TolA-C-Ac als auch bei TolA-C-
AEDANS die Denaturierungsmittelabhingigkeit der Entfaltungsraten (mny=0,9 M) sehr
gering ist. Die Entfaltung verlduft dabei in einer einphasigen Reaktion, wihrend die
Riickfaltung fiir beide Proteine in zwei Schritten erfolgt. Die schnelle Riickfaltungsreaktion
besitzt bei 0,5 M GdmCI eine Zeitkonstante von ca. 10 ms und kann nur in stopped-flow-
Mischexperimenten aufgelost werden. Diese Riickfaltungsreaktion ist abhédngig von der
Konzentration an Denaturierungsmittel (myn =~ 3,5 M?), wie fiir konformationelle
Faltungsreaktionen erwartet wird (Tanford, 1968b). Im Gegensatz dazu ist die bei beiden
Proteinen nachgelagerte langsamere Riickfaltungsreaktion unabhingig von der GdmCl-
Konzentration im Riickfaltungsansatz - eine Eigenschaft, die charakteristisch fiir
prolinlimitierte Faltungsreaktionen ist (Balbach & Schmid, 2000). Eine Katalyse dieser
Faltungsreaktion durch die Prolylisomerasen SlyD und Cyp18 konnte jedoch nicht beobachtet

werden, was auf eine schlechte Zuginglichkeit der Prolinbindung zuriickzufiihren sein
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konnte. Die Zeitkonstante der langsamen Riickfaltungsreaktion lag mit ca. 30 s (bei 25 °C,
Daten nicht gezeigt) im Bereich der fiir Prolinisomerisierungen in Peptiden und Proteinen
beobachteten Zeitkonstanten (10 - 100s; Balbach & Schmid, 2000; Fischer, 2000).
Zusammen mit der fehlenden Denaturierungsmittelabhingigkeit dieser Rate deutet dies auf
einen prolinlimitierten Riickfaltungsschritt hin. TolA-C enthidlt zehn Prolinreste, die im
nativen Protein alle in der frans-Konformation vorliegen. Der zweite Riickfaltungsschritt
konnte also durchaus einer cis—trans-Isomerisierung zuzuordnen sein, was auch mit der
kleinen Amplitude dieser Reaktion kompatibel wére.

Die Chevron-Auftragung verdeutlicht, dass TolA-C-Ac und TolA-AEDANS den gleichen
Faltungsmechanismus besitzen. Der Farbstoff hat also keinen Einfluss auf die
Faltungsreaktion. Anhand der AEDANS-Fluoreszenz konnten dieselben Faltungsreaktionen
beobachtet werden wie anhand der intrinsischen Tyrosinsonde in TolA-C-Ac. Es wurden
keine weiteren Reaktionen detektiert, die auf eine Umorientierung oder eine andere
spezifische Reaktion des Farbstoffs hindeuten konnten.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung und der Riickfaltung in Abwesenheit des
Denaturierungsmittels (kyy und kuyn) konnten durch eine Zweizustandsanalyse aus den
apparenten Raten A in der Chevron-Auftragung bestimmt werden. Aus diesen extrapolierten
Geschwindigkeitskonstanten ldsst sich zusammen mit den kinetischen m-Werten die
thermodynamische Stabilitét der Proteine berechnen. Die kinetischen Daten sowie die daraus
erhaltenen thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 3-11 aufgefiihrt.

Die aus der Analyse erhaltenen Ubergangsmittelpunkte und die freien Enthalpien der
Entfaltung stimmen fiir TolA-C-AEDANS und TolA-C-Ac ebenso iiberein wie die
kinetischen Parameter beider Proteine. Zudem sind die berechneten Werte fiir die
thermodynamische Stabilitdt mit den Werten aus den Gleichgewichtsiibergéingen konsistent.
Die Markierung von TolA-C beeinflusst also weder die thermodynamische Stabilitit noch den
Faltungsmechanismus des Proteins. Da der Farbstoff die Eigenschaften von TolA-C nicht
verdndert, eignet sich TolA-C-AEDANS gut, um die Wechselwirkung zwischen TolA-C und
N1 mittels FRET zu charakterisieren.

Tabelle 3-11: Kinetische Daten fiir die Faltung von TolA-C-Ac und TolA-C-AEDANS.

kun e MyN mNy [GdmCl]y) m AGp> ¢
sH H oH ) M) (kJ-molM™)  (kJ-mol™)
TolA-C-Ac 697 0,1 -3,8 1,0 2,0 11,8 23,2
TolA-C-AEDANS 565 0,1 -3.4 0,9 2,1 10,7 22,3

Die kinetischen Daten wurden durch Fluoreszenzmessung in stopped-flow-Mischexperimenten
bestimmt. Angegeben sind die extrapolierten Geschwindigkeitskonstanten der Riickfaltung kyn und
der Entfaltung kyy, sowie die kinetischen m-Werte der Riickfaltung myy und der Entfaltung myy. Am
Ubergangsmittelpunkt sind die Ent- und Riickfaltungsraten identisch ([GdmCl]y, = In (knu/kun)/(mu -
mnu)). Der Kooperativitdtsparameter m wird aus den kinetischen m-Werten berechnet (m = R-T-(myy -
muyy)). Die freie Enthalpie der Entfaltung AGp™ © bei 25 °C berechnet sich aus den extrapolierten
Geschwindigkeitskonstanten (AGp> ©=-R-TIn (kyu/kux). Die Daten wurden gemidB einem
Zweizustandsmodell ausgewertet.
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3.3.2 Interaktion der isolierten N1-Doméne mit TolA-C

Bei Bindung der NI-Doméne an TolA-C-AEDANS sollte Energie von den drei
Tryptophanresten in N1 auf den Farbstoff {ibertragen werden. Fiir die entsprechenden FRET-
Experimente wurde meist die stabilisierte Variante T131 der N1-Doméne verwendet, die aus
einer in vitro-Selektion auf erhohte Stabilitit hervorgegangen war (Martin & Schmid, 2003a).
In der Kristallstruktur des Fusionsproteins aus N1 und TolA-C (Lubkowski et al., 1999)
befindet sich Thr13 auflerhalb der Interaktionsfliche der beiden Proteine (Abbildung 3-28).
Die Mutation T131I in N1 sollte deshalb keinen Einfluss auf die Affinitdt zu TolA-C haben.

Abbildung 3-28: Tertidrstruktur des Fusionsproteins bestehend aus der N1-Doméne des
Phagen-G3P und der C-terminalen Doméne von TolA. Die N1-Doméne ist in rot, TolA-C
in blau und der Linker zwischen den beiden Doméinen in grau dargestellt. Thrl3 ist als
Kugel-Stab-Modell gezeigt. Die Abbildung basiert auf der Kristallstruktur von
Lubkowski et al. (1999, PDB-Eintrag: 1tol) und wurde mit dem Programm MolMol
(Koradi et al., 1996) erstellt.

Zunichst wurden Fluoreszenzspektren von TolA-C-AEDANS in Abwesenheit bzw.
Gegenwart verschiedener Konzentrationen an T13I-N1 gemessen (Abbildung 3-29). Die
Anregung erfolgte bei 280 nm, da bei dieser Wellenlénge die Trp-Reste in der N1-Doméne
gut angeregt werden konnen, der Fluoreszenzfarbstoff in TolA-C selbst aber nur wenig
absorbiert. Dennoch konnte in Abwesenheit der N1-Doméne eine Fluoreszenz bei 490 nm
beobachtet werden, die zum einen auf einem geringen Energietransfer der Tyr-Reste des
TolA-C auf AEDANS und zum anderen auf der direkten Anregung des Farbstoff basiert. Bei
Bindung von T13I-N1 an TolA-C nahm die AEDANS-Fluoreszenz bei 490 nm stark zu,
wobei die Fluoreszenzidnderung von der Konzentration an NI abhing. In
Fluoreszenzemissionsspektren duBlert sich FRET sowohl in der Zunahme der
Akzeptorfluoreszenz (AEDANS) als auch in der Abnahme der Donorfluoreszenz
(Tryptophan). Bei der Bindung von NI an TolA-C-AEDANS nahm die
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Tryptophanfluoreszenz bei 340 nm allerdings nur leicht ab. Daneben war eine leichte
Verschiebung des Fluoreszenzmaximums zu kiirzeren Wellenlingen zu beobachten. Die
relativ geringe Fluoreszenzabnahme und die Verschiebung des Fluoreszenzmaximums deuten
darauf hin, dass nicht alle drei Tryptophane der NI1-Domine Energie auf den
Fluoreszenzfarbstoff in TolA-C iibertragen.

80 T T T T T T

rel. Fluoreszenz
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Abbildung 3-29: Fluoreszenzdnderung von TolA-C-AEDANS bei Bindung der N1-
Domiéne. Dargestellt sind die Fluoreszenzemissionsspektren von 0,5 uM TolA-C-
AEDANS (—), 0,5puM (---) und 3 uM (---) isolierter Doméne TI13I-N1 bzw. des
Komplexes von 0,5 uM TolA-C-AEDANS mit 0,5 uM (—) oder 3 uM T13I-N1 (—). Die
Messungen wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C und einer Schichtdicke von

1 cm durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte bei 280 nm mit 5 nm Anregungs- und 10 nm
Emissionsbandbreite. Alle Spektren wurden um die Pufferfluoreszenz korrigiert.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante des Komplexes aus TolA-C-AEDANS und
T13I-N1 wurde die Fluoreszenzdnderung bei 490 nm bei steigender Konzentration an T13I-
N1 gemessen. Die Auftragung der Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Konzentration an N1
lieferte eine Bindungskurve mit einem Kp-Wert von 490 nM (Abbildung 3-30). Um zu
iiberpriifen, ob der Farbstoff die Affinitdt von TolA-C zu N1 verdndert, sollte auch der Kp-
Wert fiir das unmarkierte Protein bestimmt werden. Da die Bindung von TI3I-N1 an
unmarkiertes TolA-C-Ac mit keiner Signaldnderung einhergeht, wurde eine
Verdridngungstitration durchgefiihrt. Hierzu wurden 0,1 uM T13I-N1 und 2 uM TolA-C-
AEDANS vorinkubiert, so dass T13I-N1 nahezu komplett (ca. 85%) im Komplex gebunden
vorlag, und unmarkiertes Protein zutitriert. Die Freisetzung von TolA-C-AEDANS aus dem
Komplex durch das unmarkierte Protein fiihrt zu einer Fluoreszenzabnahme bei 490 nm
(Abbildung 3-30b). Die Analyse der erhaltenen Titrationskurve nach Thrall et al. (1996)
lieferte fir den Komplex zwischen unmarkiertem TolA-C-Ac und TI3I-N1 eine
Dissoziationskonstante von 120 nM, die damit ca. vierfach niedriger ist als die fiir TolA-C-
AEDANS. Der Fluoreszenzfarbstoff verringert somit die Affinitdit von TolA-C zur N1-
Domine leicht, wobei diese noch im gleichen Grdéfenordnungsbereich liegt. Die

fluoreszenzspektroskopisch bestimmten Kp-Werte sind niedriger als die durch Oberflichen-
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Plasmonen-Resonanz bestimmten Kp-Werte (Karlsson et al., 2003). Bei der Oberflichen-
Plasmonen-Resonanz muss jeweils ein Ligand auf einer Trigermatrix immobilisiert werden.
Je nachdem, welcher der beiden Bindungspartner immobilisiert vorlag, wurden hierbei Werte
von 1,9 uM (N1 fixiert) bzw. 1,0 uM (TolA-C fixiert) erhalten. Da die Anbindung an das
Tragermaterial die Wechselwirkung der beiden Proteine storen kann, sind die in Ldsung

mittels FRET bestimmten Dissoziationskonstanten zuverldssiger.
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Abbildung 3-30: (a) Fluoreszenzéinderung bei Assoziation von 0,1 uM TolA-C-
AEDANS und T13I-N1 (®). Die Linie zeigt den Angleich einer Bindungskurve mit der
Dissoziationskonstanten Kp = 490 nM an die Messpunkte. (b) Verdringung von 2 uM
TolA-C-AEDANS aus dem Komplex mit 0,1 pM T13I-N1 durch TolA-C-Ac (O). Aus
dem Angleich an die experimentellen Daten gemél einer kompetitiven Bindung wurde
ein Kp-Wert von 120 nM fiir den Komplex aus TolA-C-Ac und T13I-N1 erhalten
(durchgezogene Linie). Die Assoziation sowie die Verdringung wurden anhand der
AEDANS-Fluoreszenz bei 490 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 280 nm
(Bandbreite 5 nm) verfolgt. Die Messungen wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei
25 °C durchgefiihrt.

Die Kinetik der Komplexbildung zwischen TolA-C-AEDANS und T13I-N1 konnte ebenfalls
anhand des Energietransfers der Trp-Reste in N1 auf den AEDANS-Farbstoff in TolA-C
verfolgt werden. Die Bindung wurde nach stopped-flow-Mischung mit Hilfe der Zunahme der
integralen Fluoreszenz oberhalb 460 nm nach Anregung bei 280 nm verfolgt. In Abbildung 3-
31a sind exemplarisch einzelne Zeitverldufe fiir die Assoziation von TolA-C-AEDANS mit
verschiedenen Konzentrationen an T13I-N1 gezeigt. In Abwesenheit von T13I-N1 bleibt das
das Signal konstant. Die Fluoreszenzidnderung spiegelt also den Verlauf der Komplexbildung
zwischen TolA-C und der N1-Doméne wider.

Die Zeitverlaufe konnten jeweils mit einer monoexponentiellen Funktion angeglichen werden.
Sowohl die Amplitude als auch die Geschwindigkeit der Signalinderung nahmen mit
steigender Konzentration an T131-N1 zu (Abbildung 3-31b,c). Nach linearer Regression der
apparenten Raten k,,, konnten die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation ko aus dem y-
Achsenabschnitt bzw. die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation k., aus der Steigung
abgeleitet werden. Fiir den Komplex aus TolA-C-AEDANS und T13I-N1 ergeben sich dabei
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Werte von ko= 0,32 s und kon = 0,83 uM'l-s'l. Aus dem Verhiltnis der beiden
Geschwindigkeitskonstanten ldsst sich eine Dissoziationskonstante Kp = 390 nM berechnen,
die gut mit dem Kp-Wert aus der Gleichgewichtstitration libereinstimmt (Abbildung 3-30).
Die Amplituden der Assoziationsreaktion nahmen zunéchst mit steigender Konzentration an
T13I-N1 zu, blieben bei Konzentrationen oberhalb 4 uM konstant bzw. nahmen leicht ab
(Abbildung 3-31c¢). Dies liegt vermutlich daran, dass die hohen Fluorophorkonzentrationen zu
inner-filter-Effekten in der stopped-flow-Mischkammer fiihren, d.h. dass durch Absorption
ein Teil des Anregungslichts verloren geht bzw. durch Reabsorption die Intensitit des
Fluoreszenzlichts verringert wird. Die Amplituden bei hohen N1-Konzentrationen wurden
deshalb bei der Analyse nicht beriicksichtigt. Zwischen 0 und 4 uM beschreibt die Amplitude
eine Bindungskurve, deren Kp-Wert von 340 nM gut mit dem aus den Ratenkonstanten
erhaltenen Kp-Wert ibereinstimmt.

Die Geschwindigkeitskonstante fiir die Dissoziation des Komplexes aus unmarkiertem TolA-
C-Ac und TI3I-N1 konnte in einem Kompetitionsexperiment bestimmt werden. Dabei
wurden 0,5 pM T13I-N1 mit 3 puM TolA-C-Ac vorinkubiert, so dass T131-N1 fast vollstindig
(ca. 95%) mit unmarkiertem TolA-C-Ac komplexiert war. AnschlieBend wurde der Komplex
mit verschiedenden Konzentrationen (5 - 50 pM) an TolA-C-AEDANS gemischt. Durch den
Uberschuss an markiertem TolA-C wurde das unmarkierte Protein aus dem Komplex
verdrangt, und die Fluoreszenz nahm aufgrund der Bindung von TolA-C-AEDANS an die
N1-Domine zu. Fiir TolA-C-AEDANS-Konzentrationen oberhalb des Kp-Werts (490 nM) ist
dabei die Geschwindigkeit der Reaktion nur von der Dissoziation des vorgeformten
Komplexes abhingig. In Abbildung 3-31d ist exemplarisch der Zeitverlauf der Verdrangung
durch 10 uM TolA-C-AEDANS dargestellt. Fiir alle Konzentrationen erfolgte die Bindung
des markierten TolA-C an T13I-N1 mit der gleichen Geschwindigkeitskonstante. Dies zeigt,
dass die Bindung von TolA-C-AEDANS an T13I-N1 durch die vorausgehende Dissoziation
des Komplexes der NI1-Domine und TolA-C-Ac limitiert wird. Die beobachtete
Geschwindigkeitskonstante (0,48 s™') entspricht also der Dissoziationsrate dieses Komplexes
und ist damit unwesentlich héher als die des AEDANS-markierten Proteins (0,32 s™).

Die Gleichgewichtstitration und auch die kinetischen Messungen zeigen, dass die Bindung
der N1-Doméne an den Rezeptor TolA-C gut anhand von FRET-Experimenten analysiert
werden kann. Die hierflir notwendige Markierung von TolA mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AEDANS hat nur einen sehr geringen Einfluss auf die Affinitit und die Geschwindigkeit der
Dissoziation. Die Komplexbildung mit der isolierten N1-Doméne verlduft schnell

(0,83 uM™"s™") und kann durch ein einfaches Bindungsmodell beschrieben werden.



Ergebnisse und Diskussion

rel. Fluoreszenz (V)

Fluoreszenzamplitude (V)

113

3,0 T T T T T T T T T T T [ T T T [ T T T [ T T 1
L a | 8 Fi ]
28 e -
L ] 6 |
26 T 1
24 | 4 &z 4 7
L - ~ i
272 F} 2 -
anm!
2,0 [ - T
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 0 T SN T N T T T [N T T T O |
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Zeit (s) [T13I-N1] (uM)
T T 1 T T T T T T T [ T T 1] -1,32 [T rrrrrrrrrrrrrprrrr]
- c < L d i
o o - -
°1 2 136 F *
— N - -
[= L i
1,40 | N
— g L i
2 - .
. =3 B ]
4 5 1M -
0.0 TR TN T N TN TN T N T TN TN [N T S N -1.48 AT AT AT I B AT AT AT A AR
0 2 4 6 8 0 5 10 15
[TI3I-N1] (uM) Zeit (s)

Abbildung 3-31: (a) Kinetik der Assoziation von TolA-C-AEDANS und der isolierten
Doméne T13I-N1. Die Reaktion von 0,1 pM TolA-C-AEDANS mit (von unten nach
oben) 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1 und 3 uM TI3I-NI wurde anhand der Anderung der
AEDANS-Fluoreszenz in stopped-flow-Mischexperimenten verfolgt. (b) Abhédngigkeit
der apparenten Assoziationsrate von der Konzentration an T13I-N1 (®). Die Daten
wurden nach einem einfachen Zweischritt-Bindungsmechanismus ausgewertet

(durchgezogene Linie). Die Analyse lieferte Werte fiir &,, von 0,83 uM™s™ und fiir &,z

von 032s”'. Datenpunkte oberhalb von 4 puM wurden bei der Analyse nicht
beriicksichtigt (O). (c) Abhidngigkeit der gemessenen Fluoreszenzamplitude von der
Konzentration an T131-N1 (®). Die Linie zeigt einen Angleich an die Messpunkte mit
einer Dissoziationskonstante Kp = 340 nM. Datenpunkte oberhalb von 4 uM (O) wurden
aufgrund von inner-filter-Effekten bei der Analyse nicht beriicksichtigt. (d) Kinetik der
Verdriangung von TolA-C-Ac aus dem Komplex mit T13I-N1. 3 uM TolA-C-Ac wurden
durch Zugabe von 10 uM TolA-C-AEDANS aus dem Komplex mit 0,5 pM T13I-N1
verdriangt. Die Linie reprisentiert den Angleich einer monoexponentiellen Funktion mit
der Rate von 0,48s' an die Daten. Die Reaktionen wurden anhand der
Fluoreszenzénderung oberhalb von 460 nm nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite
10 nm) verfolgt. Alle Experimente wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C
durchgefiihrt.
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3.3.3 Interaktion des G3P* mit TolA-C

3.3.3.1 Die Domiinendissoziation aktiviert G3P* fiir die Bindung an TolA-C

Als isolierte Domédne kann N1 mit hoher Affinitit an TolA-C binden, da die
Interaktionsfliche permanent zugénglich ist. Im nativen G3P* dagegen ist die Bindungsstelle
auf N1 durch die Wechselwirkung mit der N2-Doméne blockiert, und die Bindung an TolA-C
erfordert die Dissoziation der Domédnen. Bei der in vitro-Faltung von G3P* faltet N1
innerhalb weniger Millisekunden, gefolgt von der Faltung der globuldren Doméne von N2
sowie der mit der Faltung der Gelenksubdomine gekoppelten Doménenassoziation. Bei der
Riickfaltung kann somit ein kinetisches Intermediat populiert werden, in dem die Domédnen
noch dissoziiert sind und N1 in einem bindungsaktiven Zustand vorliegt. Um zu iiberpriifen,
wie die Doméanenassoziation in G3P* die Interaktion der N1-Domine mit TolA-C beeinflusst,
wurde die Wechselwirkung zwischen N1 und TolA-C-AEDANS wihrend der Riickfaltung
der isolierten T13I-N1-Doméne bzw. der Riickfaltung von G3P* verfolgt (Abbildung 3-32).
Hierzu wurde die denaturierte Doméne T13I-N1 bzw. G3P* in Gegenwart von 0,5 uM TolA-
C-AEDANS riickgefaltet und die Interaktion mittels FRET beobachtet. Zum Vergleich wurde

die Bindung der nativen Proteine an TolA-C analysiert.
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Abbildung 3-32: Bindung von TolA-C-AEDANS an  aktiviertes  G3P*.
(a) Assoziationsreaktion zwischen 0,5 puM TolA-C-AEDANS und 2puM der
geschlossenen, nativen Form (—) bzw. der gedffneten, aktivierten Form (—) von WT-
G3P*. (b) Assoziationsreaktion zwischen 0,5 uM TolA-C-AEDANS und 2 pM der
geschlossenen, nativen Form (—) bzw. der gedffneten, aktivierten Form (—) von IIHY-
G3P*. Um die Bindung an G3P* im gedffneten Zustand zu bestimmen, wurden die
Proteine zunéchst in 5,5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, entfaltet. Riickfaltung und
Assoziation mit TolA-C-AEDANS wurden durch elffache Verdiinnung mit 0,55 uM
TolA-C-AEDANS initiiert. Die Assoziation von 0,5 uyM TolA-C-AEDANS mit der
isolierten Doméne T131-N1 (2 uM) im nativen Zustand (—) oder nach Riickfaltung aus
5,5M GdmCl (—) diente dabei jeweils als Kontrolle. Die Reaktion wurde anhand der
Fluoreszenzénderung oberhalb von 460 nm nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite
10 nm) verfolgt. Die Messungen wurden mittels stopped-flow-Mischung in 0,5 M
GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C durchgefiihrt.
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Die Kinetik der Interaktion mit der isolierten T13I-N1-Doméne ist unabhéngig davon, ob die
NI1-Domine nativ eingesetzt oder zuvor entfaltet wurde. Unter den vorliegenden
experimentellen Bedingungen (0,5M GdmCI, 25 °C) faltet die N1-Domine mit einer
Zeitkonstante von 10 ms, d.h. etwa hundertfach schneller als die Assoziation mit TolA-C
erfolgt (t~1s). N1 liegt damit schon gefaltet vor, bevor die Assoziation mit TolA-C-
AEDANS einsetzt, so dass die Bindungskinetik nicht durch die vorgelagerte Faltungsreaktion
beeinflusst wird.

N1 faltet als isolierte Domine und als Teil von G3P* gleich schnell (Martin & Schmid,
2003b). Wihrend der Riickfaltung von G3P* entsteht innerhalb weniger Millisekunden ein
Intermediat mit entfalteter N2-Doméne und gefalteter N1-Domine, das an TolA-C-AEDANS
binden kann. Die Wechselwirkung mit TolA-C-AEDANS ist dabei schneller als die Faltung
des globuldren Teils von N2, die erst nach 3 min abgeschlossen ist. Die Faltung der
Gelenkregion zwischen den beiden Doménen und die damit verbundene Assoziation von N1
und N2 erfolgt innerhalb mehrerer Stunden. Die Faltungsreaktionen der N2-Doméne storen
also zundchst die Interaktion der N1-Domédne mit TolA-C nicht, und die Bindung des
faltenden G3P* an TolA-C-AEDANS erfolgt mit der gleichen Rate wie im Fall der isolierten
N1-Domine. Die Amplitude der Signaldnderung ist dabei unwesentlich geringer als fiir
T13I-N1.

Im nativen Zustand mit assoziierten Doménen ist die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch die
N2-Domine blockiert, so dass keine Bindung an TolA-C-AEDANS mdglich sein sollte.
Wurde natives G3P* unter denselben Bedingungen (0,5 M GdmCl, 25 °C) mit TolA-C-
AEDANS gemischt, konnte jedoch eine geringe Anderung der AEDANS-Fluoreszenz
beobachtet werden. Die Amplitude betrug dabei 20% der Signalidnderung, die bei Bindung
von zuvor entfaltetem G3P* an TolA-C-AEDANS beobachtet wurde. Unter Beriicksichtigung
der Dissoziationskonstante des N1-TolA-C-AEDANS-Komplexes (Kp =490 nM) und der
eingesetzten Konzentrationen bedeutet dies, dass 5,8% des WT-Proteins in der dissoziierten
Form vorliegen.

Um zu iiberpriifen, ob WT-G3P* tatsidchlich zu einem geringen Anteil dissoziiert, d.h. partiell
entfaltet vorliegt, wurde das TolA-C-Bindungsexperiment mit der stark stabilisierten Variante
ITHY-G3P* wiederholt (Abbildung 3-32b). Entfaltetes IIHY-G3P* kann bei Riickfaltung in
Gegenwart von TolA-C-AEDANS ebenfalls an TolA-C binden. Die Rate und Amplitude
stimmen dabei mit denen des denaturierten WT-G3P* {iberein. Dies zeigt, dass die Mutation
T131 in der N1-Domine, wie unter 3.3.2 angenommen, tatsichlich keinen Einfluss auf die
Affinitdt zu TolA-C besitzt. Im Gegensatz zu WT-G3P* konnte fiir [IHY-G3P* im nativen
Zustand jedoch keine Bindung an TolA-C-AEDANS detektiert werden. Somit liegen nahezu
alle Molekiile dieser stabileren G3P*-Variante im assoziierten Zustand vor, wihrend fiir WT-
G3P* offenbar ein geringer Prozentsatz der Molekiile partiell entfaltet und damit aktiv ist.
Dieser Anteil aktiver Molekiile ist fiir die beobachtete Bindung des nativen WT-G3P* an
TolA-C-AEDANS verantwortlich.
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Im Folgenden wurde die Dissoziationskonstante fiir den Komplex zwischen TolA-C-
AEDANS und WT-G3P* in einer Gleichgewichtstitration bestimmt. Die Messung erfolgte
unter nativen Bedingungen in 0 M GdmC]l. Abbildung 3-33 zeigt die Fluoreszenzénderung bei
490 nm in Abhéngigkeit von der Konzentration an WT-G3P*. Zum Vergleich ist die Titration
von TolA-C-AEDANS mit der isolierten T131-N1-Doméne (3.3.2) dargestellt.

15

10

rel. Fluoreszenz

0 5 10 15
[T131-N1 bzw. WT-G3P*] (LM)

Abbildung 3-33: Fluoreszenzénderung bei Assoziation von 0,1 uM TolA-C-AEDANS
mit T13I-N1 (®) oder WT-G3P* (O). Die Linien reprdsentieren den Angleich an die
Messpunkte mit Dissoziationskonstanten Kp von 490 nM (T131-N1) bzw. 3,9 uM (WT-
G3P*). Die Bindung wurde anhand der Anderung der AEDANS-Fluoreszenz bei 490 nm
(Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite 5nm) verfolgt. Die
Messungen wurden in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C durchgefiihrt.

Die Titration von TolA-C-AEDANS mit WT-G3P* lieferte eine Bindungskurve, die nach
einem einfachen Bindungsmodell ausgewertet werden konnte. Der erhaltene Kp-Wert von
3,9 uM ist dabei achtfach hoher als der Kp-Wert fiir die isolierte N1-Domine (490 nM).
Dieser Kp-Wert fiir G3P* ist jedoch nur eine apparente Dissoziationskonstante. Zum einen
konkurriert die Bindung an TolA-C-AEDANS mit der Assoziation der beiden Doménen, zum
anderen werden G3P*-Molekiile mit dissoziierten Doméinen durch die Bindung an TolA-C
dem Doménenassoziationsgleichgewicht entzogen, so dass sich das Gleichgewicht zwischen
Molekiilen mit dissoziierten und assoziierten Doméinen permanent nachstellt. Jedoch
verdeutlicht dieses Experiment erneut, dass eine Bindung von WT-G3P* an TolA-C-

AEDANS auch in 0 M GdmCl, d.h. unter vollstindig nativen Bedingungen, erfolgen kann.
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3.3.3.2 Die Stabilitit von G3P* beeinflusst die Bindung an TolA-C im nativen Zustand

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Bindung von nativem G3P* an TolA-C-AEDANS
darauf basiert, dass ein Teil des Proteins in der bindungsaktiven Konformation, d.h. mit
dissoziierten Domédnen und entfalteter Gelenkregion, vorliegt. Fiir die stabilisierte Variante
ITHY-G3P* konnte hingegen keine Bindung an TolA-C beobachtet werden. Dies weist darauf
hin, dass der Anteil aktiver Molekiile und damit die Bindung an TolA-C im nativen Zustand
von der Stabilitdt des G3P* abhidngen. Um diesen Zusammenhang genauer zu analysieren,
wurden verschiedene G3P*-Varianten untersucht, deren Mutationen den globulédren Teil von
N2 oder die Gelenkregion zwischen den beiden Doménen stabilisieren bzw. destabilisieren.
Abbildung 3-34 zeigt die Tertidrstruktur von G3P* mit den Positionen der ausgewihlten

Mutationen.

N2’ TolA
Bindungsstelle

Bindungsstelle

F190A

WIBIA T1011

Abbildung 3-34: Tertidrstruktur von G3P*. Doméne N1 ist in rot, der globuldre Teil der
Domine N2 (N2’) in blau und die Gelenkregion in griin dargestellt. Die Positionen der
ausgewihlten Mutationen sind als Kugel-Stab-Modell gezeigt. Die Bindungsstellen fiir
den F-Pilus und TolA-C sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde auf Grundlage der
Kristallstrukturdaten von Holliger et al. (1999; PDB-Eintrag: 2G3P) mit dem Programm
MolMol (Koradi et al., 1996) erstellt.

Die  Stabilitit der  verschiedenen = G3P*-Varianten @ wurde in  thermischen
Entfaltungsiibergidngen bestimmt (Abbildung 3-35a); die aus der Analyse erhaltenen Daten
und Schmelzpunkte sind in Tabelle 3-12 aufgefiihrt. Die Variante 3A-G3P* besitzt, wie unter
3.2.1 beschrieben, die Mutationen W181A, F190A und F194A. Diese Mutationen verhindern
die Bindung der N2-Doméne an den F-Pilus (Deng & Perham, 2002, 3.2.1) und wirken zudem
destabilisierend. Da die Mutationen ausschlieBlich in der N2-Doméne lokalisiert sind, wird
nur die Stabilitdt von N2 beeinflusst. Der Schmelzpunkt ist im Vergleich zum WT-Protein um
5,5 °C auf 42,6 °C erniedrigt, die Stabilitdt von N1 entspricht der des WT-Proteins. Die
Mutation G153D verringert ebenfalls die Stabilitidt von N2 (71 = 44,4 °C). Sie befindet sich
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an der Grenzfliche zwischen den beiden Doménen und fiihrt vermutlich zu einer schwicheren
Interaktion von N2 und N1 und damit zur Destabilisierung von N2. Position 129 befindet sich
im globuléren Teil von N2 auf der von N1 abgekehrten Seite. Die Mutation Q129H fiihrt zu
einer Stabilisierung der N2-Doméne um 3,3 °C (7l =51,4 °C), die Stabilitit der N1-
Domine wird erwartungsgemédfl nicht beeinflusst. GInl29 ist zudem weit von der
Gelenksubdoméne entfernt und hat deshalb keinen Einfluss auf deren Stabilitéit, so dass die
QI129H-Variante den Einfluss der Stabilisierung von N2’ auf die Bindung von TolA-C-
AEDANS wiedergibt.

Die Gelenkregion wurde durch die Mutationen T101I und D209Y in den beiden B-
Faltblattstringen stabilisiert. Der Schmelzpunkt der N2-Doméine betridgt fiir diese Variante
(I'Y-G3P*) 56,5 °C. Der Tim-Wert der N1-Doméne weicht mit 60,0 °C von den Ty-Werten fiir
WT-N1 anderer Varianten ab, was allerdings auf Ungenauigkeiten in der Datenanalyse
zuriickzufiihren ist. Durch die Stabilisierung der N2-Domine sind die Entfaltungsiibergiinge
von N1 und N2 nicht mehr deutlich genug getrennt, um eine zuverldssige Datenanalyse nach
dem Dreizustandsmodell zu gewihrleisten (Beasty et al., 1986). Die Variante T1011-Q129H-
D209Y-G3P* (IHY-G3P*) kombiniert die stabilisierenden Mutationen in der Gelenkregion
und im globuldren Teil von N2, so dass N2 in dieser Variante eine dhnlich hohe Stabilitit wie
N1 besitzt. Die thermische Entfaltung dieser Variante verlauft nicht mehr zweiphasig, wie fiir
labilere G3P*-Varianten beobachtet, sondern in einem hochkooperativen einphasigen
Ubergang, da die Dominendissoziation nun nicht nur mit der Entfaltung von N2, sondern
auch mit der Entfaltung der N1-Domine gekoppelt ist. Eine Angabe thermodynamischer
Parameter ist fiir diese Variante nicht mdglich. Der angegebene Schmelzpunkt von 60,0 °C
entspricht der Temperatur bei 50% Signaldnderung und stellt nur einen apparenten Wert zum
qualitativen Vergleich mit den anderen Varianten dar. Derartige hochkooperative Ubergiinge
konnten auch fiir G3P*-Varianten beobachtet werden, in denen der Ersatz der beiden
Disulfidbriicken in N1 (C7-C36 und C46-C53) die Stabilitét dieser Doméne stark verringerten
und somit in den Stabilitdtsbereich von N2 brachten (Kather ez al., 2005).

Wird die N1-Doméne durch eine zusdtzliche Mutation wie in der Variante IIHY-G3P*
(Martin & Schmid, 2003a) stabilisiert, verlduft die thermische Entfaltung erneut in zwei
getrennten Ubergiingen, und eine thermodynamische Analyse ist wieder mdglich. Die
Mutation T13I erhoht den Schmelzpunkt der N1-Doméne auf 67,5 °C, der Schmelzpunkt von
N2 betrigt 61,5 °C.
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Abbildung 3-35: (a) Thermische Stabilitit von WT-G3P* (—) sowie der G3P*-
Varianten 3A (—), G153D (—), Q129H (—), IY (—), IHY (—) und IIHY (—).
Aufgetragen ist die relative Anderung des CD-Signals bei 230 nm in Abhiingigkeit von
der Temperatur nach Auswertung gemiB einem Dreizustandsmodell. Die Uberginge
wurden mit 4 uM Protein in 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei einer Schichtdicke von 1 cm
gemessen. Die aus der Analyse erhaltenen thermodynamischen Parameter sind in Tabelle
3-12 aufgefiihrt. (b) Assoziation der jeweiligen G3P*-Varianten (2 pM) im nativen
Zustand mit 0,5 uM TolA-C-AEDANS. Die Bindung von 2 pM isolierter Doméne T13I-
N1 an 0,5 uM TolA-C-AEDANS (—) diente dabei als Kontrolle. Die Assoziation wurde
anhand der Fluoreszenzénderung oberhalb von 460 nm nach Anregung bei 280 nm
(Bandbreite 10 nm) verfolgt. Die Messungen wurden mittels stopped-flow-Mischung in
0,5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C durchgefiihrt.

Tabelle 3-12: Stabilitdtsdaten fiir WT-G3P* und dessen Varianten aus der thermischen Entfaltung.

Dominendissoziation und

Entfaltung von N2 - Enfaltung von N1 _—
G3P*-Variante (Thél) (kJémH(]))l'l) (ﬁf;orl) (ﬂéz) (kJérIrLl]gl'l) (ﬁf;orl)
WT 48,1 411 9,5 60,2 230 0,1
3A 42,6 434 -19,3 60,3 230 0,2
G153D 44.4 255 -10,3 60,6 227 0,4
QI129H 51,4 521 -1,1 60,8 249 0,6
1Y 56,5 574 2,2 60,9 211 0
IHY 60,0 - - - - -
[HY 61,5 642 11,9 67,5 205 4.4

Angegeben sind die Schmelztemperaturen Ty, die Enthalpien der Enfaltung am Ubergangsmittelpunkt
AHp sowie die freien Enthalpien der Entfaltung AGp> € bei 55 °C und AGp* © bei 60 °C fiir WT-
G3P* und die G3P*-Varianten. Die Ty-Werte geben die Mittelpunkte des ersten bzw. zweiten
Ubergangs im biphasischen Entfaltungsiibergang von G3P* nach Auswertung gemiB einem
Dreizustandsmodell an. Der erste Ubergang reflektiert die Dissoziation der Dominen und die
Entfaltung der Domine N2, der zweite Ubergang die Entfaltung der N1-Domine. Fiir die Auswertung
der Entfaltungsiiberginge wurde eine konstante Anderung der Wirmekapazitit von
AC,= 10000 J-mol" K" fiir N2 bzw. AC,= 1000 J-mol-K" fiir NI angenommen. Fiir die ITHY-
Variante sind die Uberginge nicht zu trennen. Da in diesem Fall eine thermodynamische Analyse
nicht moglich ist, ist nur ein apparenter Ty-Wert angegeben, welcher die Temperatur bei 50%
Signaldnderung angibt.
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In Abbildung 3-35b ist die Bindung der G3P*-Varianten (je 2 uM) an 0,5 pM TolA-C-
AEDANS unter Nativbedingungen (0 M GdmCl, 25 °C) dargestellt. Die Bindung der
isolierten T13I-N1-Doméne diente als Kontrolle und gibt die maximale Amplitude unter den
gegebenen Messbedingungen an. Die destabilisierten Varianten G153D-G3P* und 3A-G3P*
fiihrten zur stirksten Anderung der AEDANS-Fluoreszenz (Tabelle 3-14). Die gemessenen
Amplituden entsprechen 55% bzw. 35% der Amplitude fiir die Bindung der isolierten N1-
Domine. Fir WT-G3P* und die in N2’ stabilisierte Variante Q129H konnten relative
Amplituden von 10% bzw. 7,2% bestimmt werden. Die stabilisierten Mutanten ['Y-, IHY- und
ITHY-G3P*, deren Mittelpunkte des thermischen Entfaltungsiibergangs oberhalb von 56 °C
liegen, zeigten keine Bindung an TolA-C-AEDANS.

Anhand der detektierten Amplituden konnte, unter Beriicksichtigung des Kp-Wertes von
490 nM, fiir jede G3P*-Variante der Anteil an Protein errechnet werden, der in der aktiven,
dissoziierten Form mit entfalteter Gelenkregion vorliegt und deshalb an TolA-C-AEDANS
binden kann (Tabelle 3-14). Demnach liegen 30,6% von G153D-G3P* und 13,5% von 3A-
G3P* in einer offenen Konformation mit dissoziierten Doménen vor. Im WT-Protein und der
stabilisierten Variante QI129H sind in 2,8% bzw. 1,9% aller Molekiille die Doménen
dissoziiert. Der fiir WT-G3P* berechnete Anteil von 2,8% (in 0 M GdmCIl) ist dabei
konsistent mit dem zuvor bestimmten Wert von 5,8% in 0,5M GdmCIl. Eine GdmCl-
Konzentration von 0,5 M fiihrt vermutlich zu einer Erhohung des Anteils offener Molekiile,
da der Mittelpunkt des GdmCl-induzierten Ubergangs von N2 mit 1,4 M GdmCI ohnehin
relativ niedrig ist (Martin & Schmid, 2003a). Fiir die drei stabilsten Varianten kann keine
Bindung an TolA-C-AEDANS unter Nativbedingungen detektiert werden. Dies belegt, dass
hier keine aktiven Molekiile mit dissoziierten Doménen vorliegen, d.h. die Bindungsstelle fiir
TolA-C auf N1 stets durch die N2-Doméne blockiert ist.

Anhand der untersuchten Varianten zeigt sich deutlich, dass die Amplitude der TolA-Bindung
und damit der relative Anteil der partiell entfalteten, aktiven Form mit dissoziierten Doménen
von der Stabilitdt der jeweiligen G3P*-Mutante abhdngt. Je stabiler das G3P*, umso weniger
Molekiile liegen in der offenen Konformation mit entfalteter Gelenkregion und dissoziierten
Doménen vor. Die Bindungsexperimente unter Nativbedingungen zeigen zudem, dass alle
aktiven Varianten mit der gleichen Rate (0,6 s') an TolA-C-AEDANS binden. Diese Rate
stimmt gut mit der Geschwindigkeitskonstanten iiberein, die unter den gleichen Bedingungen
fiir die Bindung der isolierten N1-Domine an TolA-C-AEDANS erhalten wurde. Dies deutet
darauf hin, dass fiir diese Varianten ein Teil der Molekiile tatsdchlich bereits in der aktiven,
partiell entfalteten Konformation vorliegen und diese Konformation nicht erst durch Bindung
an TolA-C induziert werden muss.

Uber die Bindung an TolA-C-AEDANS wird der Anteil an partiell entfaltetem G3P* nur
indirekt bestimmt. Molekiile mit dissoziierten Domédnen und entfalteter Gelenksubdoméne
konnen jedoch auch direkt anhand ihrer Entfaltungskinetik nachgewiesen werden. N1 entfaltet
als isolierte Domine bzw. im Intermediat mit dissoziierten Doménen innerhalb weniger

Millisekunden, die Assoziation mit der N2-Doméne im nativen Protein verlangsamt diese
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Entfaltung durch die Wechselwirkung zwischen den Dominen jedoch deutlich (Martin &
Schmid, 2003b, 3.1.1.2). Um festzustellen, ob neben der langsamen Entfaltungsreaktionen fiir
Molekiile mit fest assoziierten Doménen auch schnelle Reaktionen detektiert werden kénnen,
wurden Entfaltungsreaktionen von WT-G3P* bzw. der Varianten G153D-, 3A- und IIHY-
G3P* ausgehend vom nativen Zustand durch stopped-flow-Mischung untersucht. Zum
Vergleich wurde die schnelle Entfaltungsreaktion der isolierten N1-Doméne sowie der bereits
gefalteten N1-Doméne im kinetischen Riickfaltungsintermediat mit noch entfalteter N2-
Doméne bestimmt.

Die Entfaltungskinetik der N1-Domédne im isolierten Zustand und im Intermediat konnte
jeweils durch eine monoexponentielle Funktion angeglichen werden. Die Entfaltungsreaktion
der nativen Proteine wurde dagegen mit Hilfe einer doppelexponentiellen Funktion
angeglichen, wobei die Amplitude der ersten schnellen Entfaltungsphase den Anteil der
offenen Molekiile mit dissoziierten Doméanen widerspiegelt. Fiir WT, 3A- und G153D-G3P*
wurde die Entfaltung in 3 M GdmCIl durchgefiihrt. Die stabilisierte Variante ITHY-G3P*
wurde in 5,5 M GdmCl entfaltet, um eine gute Signaldnderung innerhalb der Messzeit der
stopped-flow-Mischung zu ermdglichen. Abbildung 3-36 zeigt die Entfaltungskinetik der N1-
Doméne im isolierten Zustand, im Zustand mit dissoziierten Domédnen sowie im nativen
Protein.

In der Tat zeigten im WT-Protein ca. 5,3% aller Molekiile eine schnelle Entfaltungskinetik
mit einer Zeitkonstante von 22 ms, die der Zeitkonstanten der N1-Doméne in isolierter Form
bzw. im Intermediat mit dissoziierten Doménen entspricht. Der so ermittelte Anteil gedffneter
Molekiile stimmt also gut mit den Werten iiberein, die aus der Bindung des nativen Proteins
an TolA-C-AEDANS in 0 bzw. 0,5 M GdmCI (Abbildung 3-35b bzw. 3-32) erhalten wurden.
Im Fall der destabilisierten Varianten 3A- und G153D-G3P* entfalten 22% bzw. 32% in einer
schnellen Reaktion, wobei auch hier die Werte aus der Entfaltung gut mit denen aus der
TolA-C-Bindung {iibereinstimmen. Im Gegensatz dazu konnte in der stabilisierten Variante
IIHY-G3P* keine schnelle Entfaltungsreaktion beobachtet werden. Die fehlende schnelle
Entfaltungsreaktion in nativem ITHY-G3P* zeigt, dass in allen Molekiilen die Entfaltung
durch die Doménendissoziation limitiert und damit N1 in seiner Entfaltungsreaktion
verlangsamt wird. Damit sind in allen Molekiilen die beiden Doméinen fest miteinander
assoziiert, weshalb im nativen Protein die TolA-Bindungsstelle auf N1 unzugénglich ist und

keine Bindung an den Rezeptor beobachtet werden kann.
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Abbildung 3-36: Entfaltungskinetik der isolierten N1-Doméne (—) bzw. der NI1-
Domine in G3P* im nativen (—) und gedffneten (—) Zustand fiir (a) WT-G3P*,
(b) IHY-G3P*, (c) 3A-G3P* und (d) G153D-G3P*. Die Entfaltung von WT-G3P*, 3A-
G3P*, G153D-G3P* und WT-N1 erfolgte in 3 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, die
Entfaltung von ITHY-G3P* und T13I-N1 in 5,5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0.
Die Entfaltung von G3P* im getffneten Zustand wurde nach 1 s-Riickfaltung (bei 0,5 M
GdmCl) des zuvor entfalteten Proteins gemessen. Die Signaldnderungen der Reaktionen
sind normiert dargestellt. Die Linien reprasentieren den Angleich an die experimentellen
Daten mit mono- bzw. doppeltexponentiellen Funktionen. Die Reaktionen wurden anhand
der Anderung der Tryptophanfluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei
295 nm (Bandbreite 10 nm) verfolgt. Alle Messungen wurden mit 0,5 uM Protein in
0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C durchgefiihrt.

Die Entfaltungsreaktionen des nativen Proteins bestitigen die Ergebnisse aus den
Bindungsexperimenten. Die instabileren G3P*-Varianten konnen zu einem geringen Teil mit
TolA-C interagieren, d.h. in einem Teil der Molekiile ist die Bindungsstelle auf N1 exponiert.
Dieser aktive, offene Zustand des G3P* wird durch eine Entfaltung der Gelenkregion und die
damit gekoppelte Doménendissoziation erzeugt. Entsprechend zeigen diese offenen Molekiile
eine schnelle Entfaltungsreaktion, die der Entfaltung der isolierten N1-Doméne entspricht.
Die Amplitude der schnellen Entfaltungsreaktion bzw. die Amplitude bei der Bindung an
TolA-C entspricht also dem relativen Anteil partiell entfalteter, aktiver Molekiile mit
dissoziierten Doménen. Dieser Anteil korreliert mit der Stabilitit der jeweiligen G3P*-

Variante. Da die Aktivierung und die Doménendissoziation mit einer Entfaltung der
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Gelenkregion (und vermutlich auch der N2-Doméne) einhergeht (3.1.2), wird der Anteil an
aktivem Protein durch Mutationen verringert, die N2 oder die Gelenksubdoméne stabilisieren.
Entsprechend erh6hen Mutationen, die zu einer Destabilisierung der N2-Doméne fiihren, die

relative Zahl offener, aktiver Molekiile.

3.3.3.3 Die Faltung von G3P* fiihrt zur Freisetzung von TolA-C aus dem Komplex mit
N1

Die bisherigen Ergebnisse zeigen deutlich, dass ein Komplex mit TolA-C nur gebildet wird,
wenn die Bindungsflache auf N1 zugénglich ist. Entsprechend kann die isolierte N1-Doméne
mit hoher Affinitit an TolA-C-AEDANS binden. Im Verlauf der in vitro-Riickfaltung von
G3P* wird ein kinetisches Intermediat populiert, das dhnlich gut an TolA-C-AEDANS binden
kann, da lediglich Doméne N1 gefaltet vorliegt (Abbildung 3-32). Durch die folgende Faltung
von N2’ innerhalb von etwa 3 min und die mit der Faltung der Gelenksubdoméne gekoppelte
Doménenassoziation innerhalb weniger Stunden geht diese TolA-bindungskompetente, offene
Form von G3P* verloren. Um dies genauer zu untersuchen, wurde G3P* wie zuvor in 3.3.3.1
in 5 M GdmCI entfaltet und anschlieBend in Gegenwart von TolA-C-AEDANS riickgefaltet.
Die Riickfaltung wurde diesmal jedoch durch manuelle Mischung initiiert, und die Anderung

der AEDANS-Fluoreszenz iiber einen langen Zeitraum verfolgt (Abbildung 3-37a).
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Abbildung 3-37: Freisetzung von TolA-C aus dem Komplex mit N1 bei Riickfaltung von
G3P*. (a) Die Kinetik der TolA-C-Freisetzung bei Riickfaltung von WT-G3P* (O) bzw.
IIHY-G3P* (A) wurde nach zehnfacher Verdiinnung des entfalteten Proteins (10 uM in
5M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0) in Gegenwart von 1 uM TolA-C-AEDANS
gemessen. Die Wechselwirkung zwischen N1 und TolA-C-AEDANS wurde mittels
FRET zwischen den Trp-Resten in N1 und dem AEDANS-Farbstoff in TolA-C verfolgt.
Die AEDANS-Fluoreszenz wurde bei 490 nm (Bandbreite 10 nm) nach Anregung bei
280 nm (Bandbreite 5 nm) und einer Schichtdicke von 1 cm gemessen. Die Experimente
wurden in 0,5 M GdmCl, 0,1 M K-Phosphat, pH 7,0, bei 25 °C durchgefiihrt. Die Linien
zeigen den Angleich einer mono- (ITHY-G3P*) bzw. doppeltexponentiellen (WT-G3P*)
Funktion an die experimentelle Daten. (b) Dargestellt ist der relative Anteil der TolA-C-
Freisetzung der ersten Riickfaltungsphase an der Gesamtamplitude fiir die verschiedenen
G3P*-Varianten.
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Die Faltung der N1-Doméne und die anfingliche Bindung an TolA-C-AEDANS erfolgen
innerhalb der Totzeit der manuellen Mischung (Abbildung 3-32), so dass die mit der
Komplexbindung verbundene Fluoreszenzzunahme nicht verfolgt werden kann (3.3.1). Im
Verlauf der weiteren Riickfaltung von G3P* nimmt die AEDANS-Fluoreszenz ab, was auf
eine Freisetzung von TolA-C-AEDANS aus dem Komplex mit N1 zuriickzufiihren ist. Diese
Freisetzung des Rezeptors erfolgt fir WT-G3P* in einem zweiphasigen Prozess. Der
Angleich der experimentellen Daten an eine doppeltexponentielle Reaktion lieferte
Zeitkonstanten von 92 s und 5300 s. Die Zeitkonstante der ersten Phase entspricht dabei der
langsameren Riickfaltungsreaktion von N2 (t=67s), die anhand der Tyrosinfluoreszenz
verfolgt werden kann. Im Faltungsmechanismus wurde dieser Riickfaltungsreaktion eine
lockere Assoziation der beiden Dominen zugeschrieben. In dem dadurch entstehenden
Intermediat wechselwirken N1 und N2 miteinander, die Gelenkregion ist aber noch ungefaltet
und Pro213 liegt in der nicht-nativen frans-Konformation vor, so dass der Grofteil der
Interaktionen zwischen den Domédnen noch nicht ausgebildet ist. Entsprechend besitzt die
beobachtete erste Phase der TolA-C-AEDANS-Freisetzung nur ca. 33,5% der
Fluoreszenzamplitude, da durch die Ausbildung lockerer Kontakte zwischen N1 und N2 nur
ein geringer Anteil des TolA-C-AEDANS aus dem Komplex mit N1 verdringt wird. Der
Hauptanteil des gebundenen TolA-C-AEDANS wird in der zweiten Phase freigesetzt. Diese
Phase besitzt eine Zeitkonstante von 5300 s und spiegelt die trans—-cis-Isomerisierung an
Pro213 und die damit gekoppelte Faltung der Gelenksubdoméne wider. Durch die
Prolinisomerisierung und die Faltung der Gelenkregion kommt es zur festen Assoziation der
beiden Doménen, wodurch die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch N2 blockiert und TolA-C-
AEDANS aus dem Komplex mit N1 freigesetzt wird.

Die Kinetik der TolA-C-Freisetzung liefert somit Auskunft iiber die beiden Prozesse, die zur
Assoziation der beiden Doménen im G3P* fiihren: die zunéchst lockere Bindung von N2’ an
N1 und die mit der Isomerisierung an Pro213 gekoppelte Faltung der Gelenkregion, die
letztlich zum “Einrasten* der beiden Doménen in der nativen Konformation fiihrt.

Die Verdrangung von TolA-C-AEDANS wihrend der Riickfaltung von G3P* wurde auch fiir
die zuvor beschriebenen Varianten 3A-, G153D-, Q129H-, 1IY-, IHY- und IIHY-G3P*
untersucht. Da in allen Varianten die unmittelbare Sequenzumgebung von Pro213 unverdndert
ist, zeigen sie die langsame trans—scis-Isomerisierung und die damit gekoppelte Faltung der
Gelenkregion. Die Zeitkonstante der langsamen Reaktion ist also gegeniiber dem WT-Protein
unverdndert, und auch die Zeitkonstante der ersten Phase, welche die Ausbildung lockerer
Kontakte zwischen den beiden Doménen widerspiegelt, wird durch die Mutationen nur wenig
beeinflusst. Allerdings variiert das Verhéltnis der Amplituden der beiden Phasen fiir die
verschiedenen Varianten sehr deutlich (Abbildung 3-37b und Tabelle 3-14). Fiir die
destabilisierte Variante 3A-G3P* betrdgt der Anteil der ersten Phase nur 9,5% im Vergleich
zu 33,5% im WT-Protein. Noch deutlicher ist diese Abnahme im Falle der Mutation G153D
(4,7%). Gly153 befindet sich im globuldren Teil von N2 in der Kontaktfliche der beiden
Dominen. Die Substitution des Glycins durch das groBere Aspartat stort vermutlich die



Ergebnisse und Diskussion 125

Ausbildung lockerer Kontakte in der ersten Phase der Doménenassoziation. Dementsprechend
wird nur ein geringer Anteil an TolA-C-AEDANS bei dieser ersten Phase freigesetzt.

Im Gegensatz dazu fiihrt eine Stabilisierung der N2-Doméne und der Gelenkregion, zu einer
vermehrten Freisetzung von TolA-C-AEDANS in der ersten Reaktion. Der Anteil der
Amplitude an der Gesamtsignalédnderung steigt fiir Q129H-G3P* auf 48,6%, fiir die Mutanten
IY- und IHY-G3P* auf ca. 90%. In der am stérksten stabilisierten Variante [IHY-G3P* wird
das gesamte TolA-C-AEDANS innerhalb dieser ersten Phase verdriangt (Abbildung 3-37a).
Die hier beobachtete lineare Abnahme der AEDANS-Fluoreszenz bei langen
Riickfaltungszeiten ist auf eine Zerstrahlung des Farbstoffs zuriickzufiihren, die bei der
Analyse aller Varianten beriicksichtigt werden musste. Die TolA-C-Verdringung aus dem
Komplex mit N1 der verschiedenen G3P*-Varianten zeigt, dass die Amplitude der ersten
Phase mit dem Mittelpunkt der ersten Entfaltungsreaktion des G3P* korreliert, in der die
Doménendissoziation und die damit gekoppelte Entfaltung von N2 erfolgt. Je hoher der
Schmelzpunkt, umso mehr TolA-C wird bei der lockeren Assoziation der Doménen verdréngt
(Abbildung 3-37b). Die relative Amplitude der TolA-C-Freisetzung in dieser Phase ist somit
ein MaB fiir die Stérke der Interaktion zwischen den beiden Doménen in G3P*.

Die zweite Phase der TolA-C-Verdringung spiegelt die Faltung der Gelenkregion und die
damit verbundene Isomerisierung an Pro213 wider. Wie bereits in 3.1.1.2 gezeigt, kann die
Isomerisierungsrate an Pro213 durch Mutation der benachbarten Reste Q212 und P214 bzw.
durch Mutation des Pro213 selbst verdndert werden. Die Freisetzung von TolA-C-AEDANS
im Verlauf der Riickfaltung wurde fiir die G3P*-Varianten Q212A, P213G und P214A
untersucht. Fiir alle Varianten konnte ein zweiphasiger Verlauf der Signaléinderung
beobachtet werden, wobei die zweite Phase den Hauptanteil der Gesamtamplitude ausmachte,
d.h. der groBte Teil des TolA-C-AEDANS wird in dieser Reaktion verdrangt wurde. Die erste
Phase, die der Ausbildung lockerer Kontakte zwischen den Doméinen zuzuordnen ist, zeigte
fur alle Varianten eine Zeitkonstante von ca. 92 s, wihrend sich die Zeitkonstanten der
zweiten Phase je nach Variante unterschieden. Fiir die Mutanten Q212A- und P214A-G3P*
konnten Zeitkonstanten von 3200 s bzw. 1300 s ermittelt werden. Diese stimmen jeweils gut
mit den Zeitkonstanten {iberein, die anhand von Doppelmischexperimenten fiir die
Dominenassoziation gemessen wurden (Tabelle 3-13). Die fiir P213G-G3P* erhaltene
Zeitkonstante von 570 s entspricht ebenfalls der im Zweischritt-Entfaltungstest bestimmten
Zeitkonstante von 240s (3.1.1, Martin & Schmid, 2003c). In diesem Fall ist der
doppeltexponentielle Verlauf der Kinetik jedoch nur schlecht zu erkennen, da sich die Raten
der beiden Phasen nur um den Faktor 3 unterscheiden. Dies erklirt auch die Abweichung der
anhand der TolA-C-Freisetzung bestimmten Rate von der im Doppelmischexperiment
erhaltenen Rate.

Die Analyse dieser Mutanten verdeutlicht, dass die Raten der TolA-C-Verdrangung generell
den Raten der Prolinisomerisierungsreaktion aus den Doppelmischexperimenten entsprechen.
Die G3P*-Varianten zeigen eine beschleunigte Isomerisierungsreaktion, und entsprechend
wird auch TolA-C-AEDANS schneller aus dem Komplex mit N1 verdréngt. Tabelle 3-13
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vergleicht die aus den verschiedenen Experimenten erhaltenen Zeitkonstanten der

Isomerisierungsreaktion.

Tabelle 3-13: Vergleich der anhand verschiedener Messmethoden erhaltenen Zeitkonstanten der
Doménenassoziation fiir verschiedene G3P*-Varianten.

Zeitkonstante T der Doméanenassoziation (s)

G3P-Variante Eﬁ:t“,;ll‘;?grgte_s ; TolA-C-Verdridngung Phageninaktivierung
WT 6200 5300 5900
G153D-WT 6 600 5600
Q212A-WT 3400 3200 3700
P213G-WT 240 570 <300
P214A-WT 1 900 1300 2100

Angegeben sind die Zeitkonstanten der Doménenassoziation fiir die verschiedenen G3P*-Varianten.
Im Doppelmischexperiment wurde die Zeitkonstante in vitro mittels des Zweitschritt-Entfaltungstests
fiir native Molekiile bestimmt (3.1.1.2, Abbildung 3-7). Bei der TolA-C-AEDANS-Verdringung im
Verlauf der Riickfaltung von G3P* gibt die zweite Phase die Zeitkonstante der Doménenassoziation
wieder (3.3.3.3, Abbildung 3-37). Die Infektiositit der Phagen gegeniiber F-Zellen nimmt mit
zunehmender Riickfaltungszeit ab; die Zeitkonstante dieser Abnahme entspricht ebenfalls der
Geschwindigkeitskonstanten der Doméanenassoziation (3.1.1.4, Abbildung 3-13).

Die Blockierung der TolA-Bindungsstelle auf N1 durch N2 und die damit verbundene
Freisetzung von TolA-C-AEDANS stellt somit eine weitere Moglichkeit dar, die Rate der
Prolinisomerisierung und der Doménenassoziation zu bestimmen. Die gemessene Rate
entspricht der anhand von Doppelmischexperimenten bestimmten Rate der trans—cis-
Isomerisierung an Pro213. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass auch der Verlust der
Phageninfektiositit gegeniiber F-Zellen die gleiche Kinetik aufweist. In Abbildung 3-38 ist
ein Vergleich der mit den verschiedenen Messmethoden erhaltenen Daten dargestellt.

Die Faltung der Gelenkregion konnte anhand der Anderung des CD-Signals verfolgt werden;
die zugehorige Rate entspricht der Isomerisierungsrate. Die Daten dieser Faltungsanalyse
wurden entsprechend normiert und sind ebenfalls in Abbildung 3-38 gezeigt. Die in vitro
bestimmten Riickfaltungsraten stimmen also mit der Rate fiir den Verlust der Funktionalitit,
d.h. der Abnahme der Infektiositit gegeniiber F'-Zellen sowie der Freisetzung des Rezeptors
TolA-C iiberein. Im Verlauf der G3P-Riickfaltung in vitro bzw. in Gegenwart der F-Zellen in
vivo wird ein Intermediat gebildet, in dem die beiden Dominen N1 und N2 dissoziiert
vorliegen. In dieser aktiven Form von G3P besitzt Pro213 die nicht-native trans-
Konformation und die Gelenkregion liegt entfaltet vor. Dies bedeutet, dass die Bindungsstelle
fiir TolA-C auf N1 zugénglich ist, d.h. eine Bindung von N1 an TolA-C mdglich ist. In vivo
konnen die Phagen in diesem Zustand an TolA-C der F-Zellen binden, in vitro fiihrt diese
Form zu einer transienten Bindung von N1 an TolA-C-AEDANS. Mit ldngerer

Riickfaltungszeit liegt die Gelenkregion zunehmend gefaltet und Pro213 in der cis-
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Konformation vor, und die Phagen verlieren ihre Infektiositét gegeniiber F-Zellen bzw. TolA-
C-AEDANS wird freigesetzt, wenn N2 fest mit N1 assoziiert.

rel. Anderung

0 10000 20000 30000
Zeit (s)

Abbildung 3-38: Vergleich der verschiedenen Messmethoden zur Bestimmung der
Kinetik der Doménenassoziation. Dargestellt ist der Zeitverlauf der prolinlimitierten
Doménenassoziation in WT-G3P*, die anhand des Zweischritt-Entfaltungstests fiir native
Molekiile bestimmt wurde (O, 3.1.1.2), sowie die Kinetik der Phageninaktivierung (@,
3.1.1.4). Die Faltung der Gelenkregion wurde anhand der Anderung des CD-Signals bei
211 nm verfolgt (—, 3.1.2.1). Der Zeitverlauf der Freisetzung von TolA-C-AEDANS bei
Riickfaltung von G3P* (—, 3.3.3.3) ist ebenfalls gezeigt. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Angleich an die experimentellen Daten der TolA-C-Freisetzung.

3.3.4 Die Phageninfektiositit korreliert mit der G3P-Stabilit:it

Da die Aktivierung der Phagen fiir die Infektion mit einer partiellen Entfaltung der
Gelenkregion einhergeht, sollte hierfiir neben der Isomerisierungskinetik an Pro213 auch die
Stabilitiat des G3P, insbesondere der N2-Doméne und der Gelenkregion, entscheidend sein.
Stabilisierende Mutationen sollten also die Infektiositdt verringern, indem sie die Entfaltung
der Gelenkregion erschweren. Um die Bedeutung der Entfaltung der Gelenkregion fiir die
Infektion zu analysieren, wurde die Infektiositit von Phagen mit G3P-Varianten
unterschiedlicher Stabililtdt bestimmt. Hierzu wurden die bereits in 3.3.3.2 gezeigten
Mutanten G153D-, 3A-, QI129H, 1Y-, IHY- und IIHY-G3P verwendet, da sie die Stabilitit
von G3P* verdndern, jedoch keinen Einfluss auf die Rate der Isomerisierungsreaktion und
damit auf die Lebensdauer des aktiven Zustands mit dissoziierten Dominen besitzen. Die
Infektiositit der entsprechenden Phagenvarianten wurde sowohl gegeniiber dem F'-Stamm
E. coli XL1Blue als auch gegeniiber dem F-Stamm E. coli HB2156 (Riechmann & Holliger,
1997) bestimmt. In Tabelle 3-14 sind die jeweiligen Phagentiter sowie die Schmelzpunkte der
G3P*-Varianten aufgelistet.
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Tabelle 3-14: Infektiositdt verschiedener Phagenvarianten und Stabilitét der entsprechenden
G3P*-Varianten.

thermische Phagentiter TolA- Amplitude Anteil
Stabilitat* (cfuml™) Verdriangung  der TolA-  dissoziiertes
G3P*- Tyl Tw2 XLIB(F) HB2156(F) in der 1. Bindung  Protein (%)°
Variante  (°C)  (°C)  (x 10" (x 10%) Phase (%)° (%)"
WT 48,1 60,2 3,6 6,8 33,5 10 2,8
3A° 42,6 60,3 <0,0001 270 9,5 35 13,5
G153D 444 60,6 11 220 4,7 55 30,6
QI29H 51,4 60,8 3 1,7 48,6 7,2 1,9
IY 56,5 60,9 1,6 <04 87,1 0 0
IHY 60,0 - 0,9 <04 88,9 0 0
IIHY 61,5 675 0,4 <0,4 100 0 0

* Die Ty-Werte geben die Mittelpunkte des ersten bzw. zweiten Ubergangs im biphasischen
Entfaltungsiibergang der G3P*-Varianten nach Auswertung geméf einem Dreizustandsmodell
an. Die Entfaltungsiiberginge sind in Abbildung 3-35a dargestellt. Der erste Ubergang
reflektiert die Dissoziation der Doménen und die Entfaltung der Domidne N2, der zweite
Ubergang die Entfaltung der N1-Domine. Fiir die Auswertung der Entfaltungsiiberginge
wurde eine konstante Anderung der Wirmekapazitit von AC,= 10000 J-mol K™ fiir N2
bzw. von AC,=1000J-mol"-K™" fiir N1 angenommen. Fiir die IHY-Variante sind die
Ubergiinge nicht zu trennen. In diesem Fall ist nur ein apparenter Ty-Wert angegeben, der die
Temperatur bei 50% Signaldnderung angibt. ® Die Phagentiter sind als Kolonie-bildende
Einheiten fiir die Infektion von E. coli-Zellen mit bzw. ohne F-Pili angegeben. Die
Fehlerbereich der angegeben Daten liegt bei + 10%. ¢ Anteil von TolA-C-AEDANS, der bei
der lockeren Assoziation von N1 und N2 (erste Phase der Reaktion) freigesetzt wird. ¢ Anteil
der gemessenen Amplitude bei Bindung von 2 uM nativem G3P* an 0,5 uM TolA-C-
AEDANS (relativ zur Amplitude bei Bindung von 2 uM TI3I-N1 an 0,5 uM TolA-C-
AEDANS). © Angegeben ist der Anteil an dissoziiertem Protein, der sich aus den Amplituden
der TolA-C-Bindung des nativen Proteins mit einem Kp-Wert von 490 nM berechnen lésst.

Im F'-Stamm XL1Blue fiihrt die initiale Bindung der N2-Domiine an die Spitze des F-Pilus
zur Doménendissoziation und damit gekoppelt zur Isomerisierung des Pro213 in die nicht-
native frans-Form. Trans-Pro213 hilt die Phagen dann in der infektidsen Form mit
dissoziierten Doménen im G3P. Phagen mit der 3A-Mutation im G3P konnen nicht an den F-
Pilus binden, es erfolgt daher keine Pilus-induzierte Dominendffnung und Aktivierung der
Phagen fiir die Infektion. Die Phagen sind unter den vorliegenden Infektionsbedingungen
praktisch inaktiv und der Phagentiter ist um mehr als 10*-fach verringert.

In den Infektionsexperimenten mit den verschiedenen Mutanten wurde deutlich, dass die
Infektiositit gegeniiber F'-Zellen umso geringer war, je hoher der Schmelzpunkt des ersten
Ubergangs im thermischen Entfaltungsiibergang war. Die Infektiositit der Phagen nimmt also
durch eine erschwerte Doméinendissoziation ab. Folglich zeigten Phagen mit der stabilsten
G3P*-Variante ITHY die niedrigste Infektiositdt. Allerdings waren die beobachteten Effekte

der Mutationen auf die Infektiositit nur gering.
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Zwischen Phagen mit der instabilsten aktiven G153D- und der stabilsten IIHY-Variante von
G3P wurde nur ein 30-facher Unterschied detektiert. Dies war zu erwarten, da mit Ausnahme
des 3A-G3P-Phagen in allen Féllen die Doménendissoziation und damit die Bildung der
aktiven, partiell entfalteten Form durch die Bindung an den F-Pilus vermittelt wird.

In Abwesenheit des F-Pilus kann diese Aktivierung nicht erfolgen, d.h. eine Infektion der F -
Zellen HB2156 beruht allein auf einer spontanen Doménendissoziation in G3P. Entsprechend
ist die Infektiositdt der Phagen gegeniiber F'-Zellen ungefihr 10°-fach geringer und hingt
zudem von der Anwesenheit von 50 mM CaCl, im Infektionsansatz ab (3.1.1.4). Auch fiir F'-
Zellen war die Infektiositit der Phagen umso hoher, je schwicher die Wechselwirkungen
zwischen den Dominen, d.h. je niedriger der Schmelzpunkt 71 war. Im Gegensatz zur
Infektion des F'-Stamms war der Unterschied zwischen den Varianten allerdings deutlicher.
Vergleicht man zum Beispiel die destabilisierten G153D-G3P-Phagen mit den stabilisierten
QI129H-G3P-Phagen, fiihrt der Anstieg im Schmelzpunkt um 7 °C zu einer 130-fachen
Abnahme in der Infektiositit der Phagen gegeniiber F-Zellen. Im Fall der F'-Zellen
unterschieden sich die Phagentiter nur um einen Faktor von ca. 4.

Phagen mit 3A-G3P zeigten gegeniiber F-Zellen die grofite Infektiositdt, weil sie die
niedrigste Stabilitidt aufweisen. Fiir Phagen mit den stabilisierten Varianten Y-, IHY- und
IIHY-G3P konnte hingegen keine Infektion von F'-Zellen nachgewiesen werden. Die
Phageninfektiositdt nimmt also mit zunehmender Stabilitdt sehr stark ab. Mutationen im
globulédren Teil von N2 und in der Gelenksubdoméne haben dabei den gleichen Effekt auf die
Phageninfektiositdt, da die Doméinendissoziation und die Entfaltung von N2 in einem
gekoppelten Prozess erfolgen. Die Infizierbarkeit des F'-Stamms HB2156 durch die
verschiedenen Phagenvarianten stellt somit eine gute Sonde fiir die Stdrke der
Domiéneninteraktion dar und bietet zudem die Mdglichkeit, den Einfluss der Stabilisierung
auf die Funktion des G3P in vivo zu analysieren.

Da Phagen mit einer schwicheren Doméneninteraktion F'-Zellen besser infizieren als WT-
Phagen oder Phagen mit stabilisierten G3P-Varianten, sollten sich Phagen mit destabilisierten
G3P-Varianten bei der wiederholten Infektion von E. coli HB2156 anreichern. Mittels einer
fehlerbehafteten PCR wurde eine Bibliothek von Phagen erstellt, deren G3P
Zufallsmutationen im Bereich der N2-Doméne und der Gelenkregion enthielten (2.6). Die
Phagenbibliothek wurde zur Infektion von E. coli HB2156 eingesetzt, wobei zehn Zyklen aus
Phageninfektion, -propagation und -préparation durchgefithrt wurden. Die Infektiositit der
Phagenbibliothek nahm wihrend dieser Infektionsrunden etwa hundertfach zu. Nach jeder
Infektionsrunde wurde die Bibliothek mittels PCR auf Volllinge des G3P hin untersucht, und
nach der zehnten Infektionsrunden wurden einzelne Phagen sequenziert. In Abbildung 3-39
ist die Analyse der PCR anhand einer Agarose-Gelelektrophorese sowie ein Vergleich der

Aminoséduresequenzen des G3P einzelner Phagen dargestellt.
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—
b Phagenbibliothek nach Infektionsrunde
1 2 3 4 5 6
1200 bp
1000 bp <+—NIN2

800 bp

600 bp

500 bp
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Abbildung 3-39: Deletion der N2-Domidne durch illegitime Rekombination nach
mehrfacher Infektion von F'-Zellen. (a) schematische Darstellung des Gen-3 des Phagen
fd. Doméne N1 ist in rot, Doméne N2 in blau, die Gelenkregion in griin, die C-terminale
Doméne und die N-terminale Signalsequenz in grau dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen
die Positionen der fiir die Amplifikation in (b) verwendeten Oligodesoxyribonukleotide.
(b) Agarosegel nach DNA-Amplifikation des Gen-3 der Phagen nach der angegebenen
Zahl an Infektionsrunden des F'-Stamms FE. coli HB2156. WT-Phagen (fd(WT)) und
konstruierte Phagen ohne N2-Domine (fd(AN2)) dienten als Kontrolle. Die erwartete
GroBe des  NIN2-Fragments sowie der NI1-Doméne sind angegeben.
(c) Sequenzvergleich von WT-Phagen (fd(WT)), dem konstruierten Phagen fd(AN2) und
fiinf verschiedenen Phagenvarianten (#1-5), prépariert aus Einzelklonen nach zehn
aufeinanderfolgenden Infektionsrunden von E. coli HB2156.

Fiir die PCR wurden Oligodesoxyribonukleotide eingesetzt, die komplementédr zu Bereichen
in der Signalsequenz bzw. der C-terminalen Doméne des G3P sind, so dass das NIN2-
Fragment amplifiziert werden konnte (Abbildung 3-39a). Kontrollansdtze mit WT-Phagen
bzw. Phagen, in denen die N2-Doméne und die Gelenksubdoméne deletiert waren, zeigten im
Agarosegel nach PCR die erwartete Fragmentlédnge. Nach der ersten Infektionsrunde wies die
Phagenbibliothek noch die typische Liange des NI1N2-Fragments auf. Nach der zweiten
Infektion war allerdings bereits ein Fragment mit nur noch ca. 400 bp-Lénge vorhanden, das

sich im Lauf der weiteren Infektionen durchsetzte. Bereits nach drei Infektionsrunden war nur
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noch eine schwache Bande fiir das NI1N2-Fragment zu erkennen, welches ab der vierten
Infektionsrunde iiberhaupt nicht mehr detektiert werden konnte. Die Sequenzierung des G3P
einzelner Phagen nach zehn aufeinanderfolgenden Infektionsrunden ergab, dass in allen fiinf
sequenzierten Phagen der komplette globuldre Teil von N2 sowie der Grofteil der
Gelenkregion durch Rekombination deletiert wurden. Der Anstieg in der Infektiositdt im
Verlauf der Infektionsrunden beruht also nicht auf der Selektion von Phagenvarianten mit
schwicheren Doméanenwechselwirkungen, sondern auf der Deletion der N2-Doméne. In den
erhaltenen Phagenvarianten ist die Bindungsstelle fiir TolA-C demnach permanent
zuginglich, und sie zeigen eine dhnlich hohe Infektiositdt wie Phagen, in denen die N2-
Domine gezielt deletiert wurde. Zum einen bestitigen diese Ergebnisse, dass die Infektiositit
gegeniiber F'-Zellen niedrig ist, da die Assoziation der Doménen im geschlossenen, inaktiven
Zustand die TolA-Bindungsstelle auf N1 blockiert und somit eine Wechselwirkung mit dem
Rezeptor verhindert. Zum anderen wird auch deutlich, dass die Deletion der N2-Doméne
durch Rekombination die effizienteste Methode darstellt, um eine Interaktion von N1 und
TolA und damit die Infektion von F -Zellen zu ermoglichen.

Da filamentdse Phagen normalerweise F'-Zellen infizieren, ist eine Deletion von N2 in vivo
nicht von Vorteil. Die Anwesenheit der N2-Doméne garantiert vermutlich eine hohe
Proteasestabilitit der Phagen in der geschlossenen Form mit assoziierten Doménen. Die
Wechselwirkung mit dem F-Pilus fiihrt dann zur Offnung der Domiinen und damit zur
Aktivierung der Phagen. Die Pilus-Bindung der N2-Doméne dient somit wahrscheinlich der
Erhohung der lokalen Konzentration der Phagen an der Zelloberfliche. Daneben liefert sie
aber auch das Signal, dass geeignete Wirtszellen vorhanden sind und eine Infektion erfolgen
kann. Phagen ohne N2-Doméne sind zwar permanent fiir die Bindung an TolA-C aktiviert,
zeigen aber im Vergleich zu WT-Phagen trotzdem eine geringere Infektiositit gegeniiber F'-
Zellen, da sie sich nicht durch Pilusbindung an der Zelloberfliche anreichern konnen. Die
lokale Ankonzentrierung der Phagen durch die Interaktion mit dem F-Pilus ist folglich fiir

eine effiziente Infektion von grofler Bedeutung.
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4 Zusammenfassende Diskussion

4.1 Pro213 wirkt als molekularer Schalter bei der Phageninfektion

4.1.1 Dielokale Aminosiuresequenz bestimmt die Rate der Prolinisomerisierung

Das G3P* filamentoser Phagen stellt ein gutes Modellsystem fiir Zweidoméanenproteine dar,
um die Bedeutung der relativen Stabilitit der einzelnen Dominen und ihrer
Wechselwirkungen fiir die Gesamtstabilitdt des Proteins und fiir den Faltungsmechanismus zu
untersuchen. Bei der Entfaltung eines Zweidoménenproteins sind drei Prozesse zu erwarten:
die Dissoziation der beiden Doménen, die Entfaltung der ersten und die Entfaltung der
zweiten Domédne. Je nach Stabilitit der Einzeldomédnen kann ihre Entfaltung mit der
Domaénendissoziation zusammenfallen. WT-G3P* bzw. die in dieser Arbeit untersuchten
Varianten entfalten nach einem Dreizustandsmodell mit zwei getrennten Ubergingen. Der
erste Entfaltungsiibergang spiegelt die Dissoziation der Doménen und die damit gekoppelte
Entfaltung der instabileren N2-Domine wider, der zweite Ubergang die Denaturierung der
stabileren N1-Doméne. Eine Ausnahme bildet die Variante IHY-G3P*. Durch die Mutationen
QI129H im globulédren Teil der N2-Doméne bzw. T101I und D209Y in der Gelenkregion ist
die Domédne N2 so stark stabilisiert, dass sie die Stabilitdit der N1-Doméne erreicht. Im
thermischen Ubergang ist demnach nur ein einzelner, hochkooperativer Ubergang zu
beobachten, in dem die Dissoziation der beiden Doménen mit der Entfaltung des gesamten
Proteins gekoppelt ist. Ein dhnliches Verhalten konnte fiir verschiedene G3P*-Varianten
beobachtet werden, die aus der in vitro-Selektion einer stabilisierten disulfidfreien G3P*-
Variante erhalten wurden (Kather et al., 2005; Kather, 2007). Durch die Substitution der
beiden Disulfidbriicken in N1 ist diese Doméne so stark destabilisiert, dass ihre native Faltung
nur durch die Doméneninteraktion aufrechterhalten werden kann. Der Wegfall dieser
Interaktion durch die Doménendissoziation und die Entfaltung von N2 fiihrt damit auch zur
Denaturierung von N1. Der Zeitverlauf der Entfaltung beider Dominen wird durch die
Domaénendissoziation limitiert. Sie ist langsamer als die Entfaltung der beiden Doménen im
nicht-assoziierten Zustand.

Im Verlauf der in vitro-Riickfaltung falten N1 und N2 sehr schnell mit Zeitkonstanten von
10 ms bzw. 3 min (bei 25 °C), ihre Assoziation ist jedoch mit einer Zeitkonstante von 6200 s
ausgesprochen langsam, da sie durch die trans—-cis-Isomerisierung an Pro213 in der
Gelenksubdoméne bestimmt wird (Martin & Schmid, 2003b; Martin & Schmid, 2003c).
Anhand der Kristallstruktur des G3P* wird deutlich, wie es zu einer Kopplung zwischen der
langsamen trans—cis-Isomerisierung der GIn212-Pro213-Peptidbindung und der Bildung der
nativen Struktur kommt. Beide B-Faltblattstringe der Gelenkregion gehen im nativen Protein
zahlreiche Wechselwirkungen mit der N1-Doméne ein, die bei der Riickfaltung von G3P* erst
im Verlauf der langsamen Doménenassoziation ausgebildet werden, da fiir Etablierung dieser

Inteaktionen die native cis-Konformation an Pro213 erforderlich ist (Abbildung 3-3). Dies
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konnte auch anhand von Echtzeit-NMR-Experimenten bestétigt werden (U. Weininger, Halle,
personliche Mitteilung).

Die Isomerisierung in G3P* ist mit einer Zeitkonstante von 6200 s ungewdhnlich langsam im
Vergleich zu bekannten I[somerisierungen in Peptiden und Proteinen, deren Zeitkonstanten bei
25 °C oft im Bereich von 10 bis 100 s liegen (Balbach & Schmid, 2000; Stein, 1993). Die
langsame Isomerisierung in G3P* wird durch die lokale Sequenz um Pro213 (GIn212-Pro213-
Pro214) bedingt. Reimer et al. (1998) konnten anhand von Messungen an Modellpeptiden
zeigen, dass die zu Prolin benachbarten Aminosduren die Isomerisierungsrate beeinflussen,
wobei GlIn als vorhergehende bzw. Pro als nachfolgende Aminosdure jeweils zu einer
deutlichen Verlangsamung relativ zu den entsprechenden Ala-Varianten fiihrten. Tatsdchlich
konnte fiir ein von der G3P-Sequenz abgeleitetes Pentapeptid (Ac-AQPPC-OH) eine dhnliche
Zeitkonstante der trans—-cis-Isomerisierung beobachtet werden wie fiir G3P* selbst (Eckert
et al., 2005; Martin, 2003).

Die Substitutionen von GIn212 und Pro214 bestitigen, dass die lokale Sequenz die
Isomerisierungsrate im Protein bestimmt. Diese Mutationen in der Gelenkregion hatten
erwartungsgemail keinen Einfluss auf die Stabilitit der stabileren N1-Domine, wirkten jedoch
destabilisierend auf N2. Dabei ist bemerkenswert, dass alle Mutationen im Bereich 212 - 214
sowohl im WT-Hintergrund als auch im Hintergrund der stabilisierten Variante [IHY-G3P*
das Protein nahezu gleich stark destabilisierten. Die Abnahme der Kooperativitit im
thermischen Entfaltungsiibergang deutet darauf hin, dass die Zahl der bei der Denaturierung
zu losenden Wechselwirkungen durch die Mutationen verringert wird. GIn212 trdgt durch die
Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen wesentlich zur Stabilitdt bei. Dass alle
Mutationen im Bereich 212 - 214 zu einer gleichen Destabilisierung fiihren, 14sst vermuten,
dass es fiir die Ausbildung Wasserstoffbriickennetzes zwischen der Gelenkregion und N1
irrelevant ist, ob GIn212 selbst, oder aber das benachbarte Pro213 mutiert wird, welches mit
seiner cis-Konformation GIn212 richtig positioniert. Pro214 konnte dabei einen mittelbaren
Effekt haben, da es die Flexibilitdt des Peptidriickgrats weiter einschriankt und somit die
Ausbildung stabilisierender Interaktionen zwischen den beiden Doménen indirekt beeinflusst.
Die Mutationen verdandern den grundséitzlichen Faltungsmechanismus des Proteins nicht. Die
Doménen NI und N2’ falten und entfalten wie im WT-Protein, solange sie noch nicht
assoziiert sind. Die Entfaltung ausgehend vom nativen Protein ist allerdings wesentlich
schneller, weil die Mutationen die Interdoménenwechselwirkungen stark verringern. Daneben
beschleunigen die Mutationen Q212A und P214A die prolinlimitierte Doménenassoziation
zwei- bzw. dreifach. Dies entspricht den Erwartungen aus den Messungen mit Modellpeptiden
(Reimer et al., 1998). Durch Mutationen in der lokalen Umgebung von Pro213 kann somit
nicht nur in Peptiden, sondern auch im Protein die [somerisierungsrate verdndert werden.
Dabei beeinflussen die Mutationen lediglich die Rate der Isomerisierung, die
Gleichgewichtslage zwischen den beiden isomeren Formen dndert sich dagegen nicht. Fiir alle
Varianten liegt im denaturierten Zustand das Pro213 zu ca. 95% in der nicht-nativen trans-

Form vor, d.h. nahezu alle Molekiile durchlaufen bei der Riickfaltung den langsamen
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prolinlimitierten Faltungsschritt. Die Doménenassoziation ist somit auch fiir die Mutanten
weiterhin durch die Prolylisomerisierung limitiert, was durch die Katalysierbarkeit der
Reaktion durch die Isomerase Cypl8 bestitigt wurde. Dies alles zeigt klar, dass die lokale
Sequenzumgebung fiir die ungewdhnliche langsame Isomerisierungsreaktion in G3P*

verantwortlich ist.

4.1.2 Pro213 bestimmt die Lebensdauer des infektiosen Zustands der Phagen

Fiir die biologische Aktivitdt von Mehrdoménenproteinen sind oftmals Doménendffnungs-
und -schlieBreaktionen nétig, so dass die Assoziation der gefalteten Doménen auch fiir die
Funktion des Proteins bedeutend sein kann. In G3P iibernimmt die langsame prolinlimitierte
Doménenassoziation eine derartige Funktion. Im Ruhezustand des Phagen sind die beiden N-
terminalen Doméne N1 und N2 miteinander assoziiert und damit ist die TolA-Bindungsstelle
auf N1 durch N2 blockiert (Lubkowski et al., 1999). Die Bindung der N2-Doméne an den
bakteriellen F-Pilus fiihrt zur Dissoziation der beiden Doméinen und so zur Exposition der
TolA-Bindungsstelle.

Die sehr langsame Prolinisomerisierung und die daran gekoppelte Doménenassoziation
nehmen eine Schliisselrolle bei der Phageninfektiositit ein, da sie die Lebensdauer des
infektidsen Zustands mit dissoziierten Doménen kontrollieren. Phagen mit niedriger
Isomerisierungsrate und dadurch ldngerer Lebensdauer des aktiven, dissoziierten Zustands
besitzen eine hohere Infektiositdt. In einer Selektion auf erhohte Infektiositdt wurde nach
Randomisierung der Positionen 212, 213 und 214 jeweils die WT-Aminosdure an der
entsprechenden Position gefunden. Die Sequenz Gln-Pro-Pro ist damit fiir die langsame
Isomerisierung und fiir die hohe Infektiositit der Phagen verantwortlich.

Bei kompetitiven Infektionen von FE. coli-Kulturen durch Phagen mit verschiedenen
Mutationen an den Positionen 212 - 214 setzten sich immer die Phagen mit der langsameren
Isomerisierungsreaktion durch. WT-Phagen besitzen demnach die hochste, Phagen mit
P213G-G3P die niedrigste Infektiositit. Diese Variante besitzt die schnellste
Doménenassoziation und somit die kiirzeste Lebensdauer des aktiven, offenen Zustands. Die
Tatsache, dass die Prolylisomerase Cypl8 den Vorteil von WT-Phagen gegeniiber P213G-
G3P-Phagen verringerte, zeigt ebenfalls klar, dass die Isomerisierung an Pro213 die
Lebensdauer des offenen, aktiven Zustands bestimmt. Cypl8 beschleunigt lediglich die
cis/trans-Isomerisierung, hat aber keinen Einfluss auf die Stabilitdit von G3P oder die
Phagenproduktion. Die mit den Mutationen einhergehenden Destabilisierungen von G3P
konnten deshalb als Ursache fiir die beobachtete niedrigere Infektiositdt ausgeschlossen
werden.

Bei der Infektion von F'-Zellen fiihrt die Bindung von N2 an den bakteriellen F-Pilus zur
Doménendissoziation. Die prolinlimitierte SchlieBreaktion konkurriert dabei stindig mit der

Pilus-induzierten Offnungsreaktion, so dass die Kinetik des Ubergangs vom infektidsen
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dissoziierten Zustand zum nicht-infektiosen geschlossenen Zustand in Gegenwart von F'-
Zellen nicht bestimmt werden kann. F-Zellen werden durch filamentdse Phagen nur sehr
schlecht infiziert. Eine F-Pilus-induzierte Doménendissoziation ist in diesem Fall nicht
moglich, so dass die TolA-Bindungsstelle auf N1 nur durch eine spontane
Doménendissoziation zuginglich werden kann. Dementsprechend ist die Infektiositdt der
Phagen gegeniiber F"-Zellen um bis zu sechs Groflenordnungen geringer. Die Infektion dieser
Zellen ist eine gute Sonde, um den Einfluss von Stabilitidt und Faltung des G3P auf seine
Funktion in vivo zu untersuchen.

Im Verlauf der in vitro-Rickfaltung des G3P falten die individuellen Doménen schnell,
wihrend die Assoziation der Doménen und damit die Blockierung der TolA-Bindungsstelle
durch N2 von der langsamen Isomerisierung an Pro213 bestimmt werden. Tatsédchlich
konnten die Phagen durch Entfaltung in 5 M GdmCl und kurzzeitige Riickfaltung aktiviert
werden, wobei fiir WT-Phagen eine enorme, ca. tausendfache Infektionserh6hung gegeniiber
F"-Zellen beobachtet werden konnte. Die Zahl infizierter Zellen verringerte sich, je ldnger die
Phagen vor der Infektion den Riickfaltungsbedingungen ausgesetzt waren. Die Kinetik dieser
Abnahme entsprach dabei der Rate der frans—-cis-Isomerisierung an Pro213, die fiir das
gereinigte G3P* in vitro gemessen worden war. Im Verlauf der Riickfaltung isomerisiert
Pro213 in die native cis-Konformation, und die Doménen von G3P assoziieren. Die TolA-
Bindungsstelle wird so von N2 blockiert, und die Phagen kehren in die inaktive Ruheform
zuriick, was die Abnahme der Phageninfektiositét erklért.

Mutationen im Bereich um Pro213 beeinflussten diese Abnahme genauso, wie sie die
Prolylisomerisierung in G3P* in vitro beeinflussten. Der letzte Schritt der G3P-Riickfaltung
bestimmt also die Lebensdauer des aktiven, infektidsen Zustands der Phagen, da die Faltung
in die native Struktur mit einer Assoziation der Doménen und somit der Blockade der TolA-

Bindungsstelle auf N1 einhergeht.
4.1.3 Eine partielle Entfaltung des G3P aktiviert die Phagen fiir die Infektion

Die Katalyse einer Faltungsreaktion durch Prolylisomerasen ist ein eindeutiger Nachweis fiir
eine prolinlimitierte Reaktion. Umgekehrt kann jedoch bei fehlender Faltungsbeschleunigung
eine Prolinisomerisierung nicht ausgeschlossen werden, da die Bildung teilgefalteter
Intermediate oftmals die Bindung der Isomerase und damit auch die Katalyse verhindert.
Sowohl im isolierten Protein als auch im Phagen kann die Isomerisierung an Pro213 gut durch
Cypl8 katalysiert werden, d.h. die zu isomerisierende GIn212-Pro213-Peptidbindung ist fiir
die Isomerase gut zugénglich. Pro213 ist zwar an der Oberflache von G3P lokalisiert, die gute
Katalysierbarkeit in G3P stellt aber bereits einen ersten Hinweis dafiir dar, dass die
cis—trans-Isomerisierung bei Doménendissoziation mit einer Entfaltungsreaktion einhergeht.
In gefalteten Proteinen ist die Konformation von Prolinbindungen normalerweise festgelegt,

da die dreidimensionale Struktur nur eine der beiden isomeren Formen erlaubt. Ubertragen
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auf die Phageninfektion bedeutet dies, dass die Aktivierung von G3P durch
Doménendissoziation und Isomerisierung in die trans-Form mit einer Entfaltungsreaktion
einhergehen sollte. Nur in der entfalteten Peptidkette kann sich ein Gleichgewicht zwischen
cis- und trans-Prolinisomeren einstellen, da die sterischen Einschrinkungen entfallen.

Mit Hilfe von Fern-UV-CD-Spektren konnte gezeigt werden, dass wahrend der Riickfaltung
von G3P* nach der fluoreszenzspektroskopisch messbaren Faltung der beiden globuldren
Doménen N1 und N2’ immer noch unstrukturierte Bereiche im Protein vorhanden sind. Die
Differenz zwischen dem CD-Signal dieses Intermediats und des nativen G3P* ist dabei gering
und kann der Entfaltung der Gelenksubdomine zugeordnet werden, welche aus zwei [3-
Faltblattstrangen besteht. Die Faltung dieses partiell strukturierten Intermediats zum nativen
Zustand wird durch die Isomerisierung an Pro213 bestimmt. Diese Isomerisierung ist somit
nicht nur lokal auf die GIn212-Pro213-Peptidbindung beschriankt, sondern geht mit der
konformationellen Riickfaltungsreaktion der Gelenkregion einher. Umgekehrt bedeutet dies,
dass die Aktivierung des G3P durch die Bindung an den F-Pilus zur Entfaltung der
Gelenksubdoméne und somit zur Doménendissoziation fiithrt. Als Folge dieser partiellen
Entfaltung isomerisiert Pro213 aus dem sterisch anspruchsvollen cis- in den stabileren trans-
Zustand.

Die partielle Entfaltung des G3P fiihrt auch zu einer Destabilisierung der N2-Doméne. Die
Gelenkregion bildet zahlreiche Wechselwirkungen mit N1 aus und stabilisiert so die N2-
Domaéne. Im aktivierten Intermediat mit trans-Pro213 und dissoziierten Doménen gehen diese
stabilisierenden Wechselwirkungen durch die Entfaltung der Gelenkregion verloren, und die
N2-Doméne besitzt deshalb eine dhnlich niedrige Stabilitdt wie in isolierter Form.

Aus diesen Befunden ergibt sich also folgendes Modell fiir den Infektionsprozess (Abbildung
4-1). Im Verlauf der Infektion nimmt das G3P zwei verschiedene Zustinde ein, wobei Pro213
als konformationeller Schalter zwischen diesen Zustéinden dient. Im Ruhezustand des Phagen
liegt das G3P in seiner nativen Form mit Pro213 in der cis-Konformation vor. In dieser Form
kann sich das Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen N1 und der Gelenkregion ausbilden, so
dass N2 durch die Wechselwirkung mit N1 stabilisiert wird. Das Protein besitzt eine hohe
Stabilitdt und ist dadurch vor proteolytischem Abbau geschiitzt. Die Phagen sind jedoch nicht
infektids, da durch die Assoziation von N1 und N2 die TolA-Bindungsstelle auf N1 blockiert
wird. Pro213 in seiner cis-Form entspricht somit der ,,aus*“-Stellung des Prolinschalters. Fiir
eine Interaktion von N1 mit dem Rezeptor TolA muss die TolA-Bindungsstelle durch
Dissoziation der Doménen freigegeben werden. /n vivo wird die Doménendissoziation und
damit die Aktivierung von G3P durch die Wechselwirkung von N2 mit dem bakteriellen F-
Pilus induziert. In dieser aktiven Form ist die Gelenkregion zwischen den beiden Doménen
entfaltet, so dass konformationelle Einschrankungen wegfallen und Pro213 in den stabileren
trans-Zustand isomerisiert. Diese Drehung der Peptidbindung entspricht einem Umlegen des

Prolinschalters, d.h. der Prolinschalter ist nun in seiner aktiven ,,an“-Stellung. In dieser
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aktiven, gedffneten Konformation des G3P ist die TolA-Bindungsstelle zugénglich, und die
Phagen sind infektids.

geschlossener Zustand offener Zustand
inaktiv aktiv

CT CT

P

i
cis-Pro213

trans-Pro213

Periplasma-
membran

Abbildung 4-1: Aktivierung der Phagen durch partielle Entfaltung. Vor der Infektion
liegt G3P vollstindig gefaltet vor. In dieser Form sind die Doménen N1 und N2 fest
miteinander assoziiert und Pro213 besitzt cis-Konformation ( L ). Dieser geschlossene
Zustand ist inaktiv, da die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch N2 blockiert wird. Die
Bindung an den F-Pilus induziert die Dissoziation der Doménen und destabilisiert so die
Gelenkregion und eventuell auch die N2-Doméne. Die damit induzierte Entfaltung der
Gelenkregion fiithrt zur cis—trans-Isomerisierung an Pro213. Trans-Pro213 (|—|) halt
G3P im aktiven, offenen Zustand, da die langsame trans—-cis-Isomerisierung an Pro213
die Riickfaltung der Gelenkregion und somit die Doménenassoziation verhindert. In
dieser partiell entfalteten, infektiosen Form wechselwirkt N1 mit TolA-C in der
Periplasmamembran. N1 ist in rot, N2 in blau und die Gelenkregion in griin dargestellt.
Die Bindungsstellen auf den G3P-Doménen sind in der gleichen Farbe abgebildet wie die
Interaktionspartner, F-Pilin und TolA-C.

Ob es aufgrund des Verlusts der Doméneninteraktionen auch zu einer Entfaltung des
globuléren Teils von N2 kommt, bleibt unklar. Eine solche Entfaltung wiirde die Mobilitéit der
Phagen auf der Zelloberfliche erh6hen. Allerdings widerspricht dies dem bisherigen Modell,
in dem der Phage nach der initialen Interaktion am F-Pilus gebunden bleibt und durch die
Retraktion des F-Pilus zur Zelloberflidche gebracht wird (Jacobson, 1972). Bei Entfaltung der
N2-Domine wiirde auch die Bindungsstelle fiir den F-Pilus zerstért werden, so dass eine
permanente Bindung an den Pilus nicht moglich wire.

Nach der Doménendissoziation fungiert Pro213 als Zeitgeber. Die langsame [somerisierung in
die native cis-Form kontrolliert die Riickfaltung der Gelenkregion und damit die
Reassoziation der Dominen. Dabei ist die [somerisierung mit einer Zeitkonstante von 6200 s
(bei 25 °C) ausgesprochen langsam und verhindert so moglichst lange die Riickkehr in den
inaktiven Zustand, um eine produktive Bindung von NI an TolA in der Zellmembran zu
garantieren. Die Isomerisierungsrate und damit die Schaltfrequenz wird dabei durch die lokale

Aminosduresequenz um Pro213 bestimmt. Mutationen innerhalb dieser Sequenz
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beschleunigen die Assoziationsreaktion und veringern die Infektiositit der Phagen. Die
langsame Prolinisomerisierung garantiert so einerseits ein ausreichend langes Zeitfenster fiir
die Interaktion von N1 mit TolA, andererseits aber auch die Riickkehr in die stabile
Ruheform.

Ein &hnliche funktionelle Bedeutung einer Prolylisomerisierung wurde auch fiir die
Tyrosinkinase Itk postuliert (Andreotti, 2003; Brazin et al., 2002; Mallis et al., 2002). In
diesem Fall unterscheidet sich die Affinitdit der SH2-Doméne von Itk zu einem
phosphotyrosinhaltigem Peptid je mnach Konformationszustand von Pro287. Der
Affinitdtsunterschied zwischen der cis- und der trans-Form ist jedoch nur relativ gering.
Daneben konnten Sarkar und Mitarbeiter kiirzlich die Funktion einer Prolinisomerisierung im
Protein Crk zeigen (Sarkar et al., 2007). Die Isomerisierung an Pro238 fiihrt hier zu einer
Reorientierung der benachbarten Aminoséuresesequenz, wodurch die intramolekularen
Wechselwirkungen der C-terminalen SH3-Domédne mit der N-terminalen SH2-Doméne
kontrolliert wird. Im Gegensatz zum G3P hat die [somerisierung in Crk jedoch nur eine lokale
Verdnderung in der Peptidkette zur Folge, eine Entfaltungsreaktion konnte nicht

nachgewiesen werden.

4.2 Die Interaktion mit dem F-Pilus fiihrt zur Domanendissoziation in G3P

Die Aktivierung des G3P erfolgt in vivo durch die Wechselwirkung der N2-Doméne mit der
Spitze des F-Pilus, wobei die Bindungsfliche auf der AuBenseite von N2 liegt (Deng &
Perham, 2002). In Experimenten zur Inhibition der Phageninfektion durch isoliertes G3P*
wurde flir die Bindung von G3P* an den F-Pilus ein ICso-Wert von ca. 3 nM erhalten. Dieser
ICso-Wert ist nur als ungefahres Mal3 fiir die Affinitdt von G3P zum F-Pilus anzusehen. Im
intakten Phagen kann die Verankerung des G3P in der Phagenhiille die Affinitit ebenso
beeinflussen wie die Anwesenheit weiterer G3P-Molekiile an der Phagenspitze. Die Bindung
ist jedoch hochaffin und wird durch die spezifische Wechselwirkung zwischen N2 und dem F-
Pilus vermittelt, da G3P*-Varianten mit Mutationen in der F-Pilus-Bindungsstelle die
Phageninfektion nicht inhibieren konnten.

Nach dem bisherigen Modell bleibt der Phage an den F-Pilus gebunden, der dann auf ein
unbekanntes Signal hin zuriickgezogen wird (Jacobson, 1972) und so den Phagen fiir die
anschliefende Interaktion mit TolA-C in unmittelbare Nihe der Zellmembran bringt. Mit
Hilfe gereinigter F-Pili bzw. der monomeren Untereinheit F-Pilin wire es mdglich in vitro zu
untersuchen, wie die Bindung der N2-Doméne an den F-Pilus zur Aktivierung der Phagen,
d.h. zur Doménendissoziation, partiellen Entfaltung und Isomerisierung an Pro213 in G3P
fithrt. Zudem kdnnten Aussagen dariiber getroffen werden, ob eine Aktivierung des G3P auch
durch isolierte F-Pili bzw. durch monomeres Pilin in frans moglich ist, oder ob hierfiir die
assemblierte Pilusstruktur auf der Zelloberflache und die Retraktion des F-Pilus notig sind.
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Die Infektion F-Pilus-freier Zellen stellt ein sehr sensitives Testsystem fiir die Aktivierung
von Phagen durch isolierte F-Pili oder durch F-Pilin dar. Normalerweise werden F -Zellen nur
schlecht durch filamentose Phagen infiziert, da G3P in seiner nativen Form mit assoziierten
Doméne vorliegt und deshalb die TolA-Bindungsstelle auf N1 durch N2 blockiert ist. Jedoch
sollte eine Aktivierung des G3P durch gereinigte F-Pili oder monomeres F-Pilin die
Dissoziation der Domédnen induzieren und so die Infektiositit gegeniiber F-Zellen erhohen.
Durch isolierte F-Pili konnte tatsichlich eine fiinf- bis zehnfache Infektionserh6hung
herbeigefiihrt werden. Ein gravierendes Problem bei diesen Experimenten war allerdings, dass
die Ausbeute an isolierten F-Pili sehr gering und deren Quantifizierung schwierig war. Zudem
erschwerten die starke Aggregationsanfilligkeit und die damit verbundene Lichtstreuung
spektroskopische Untersuchungen.

Die Expression von funktionalem, monomerem F-Pilin erwies sich als enorm schwierig. Das
F-Pilin-Gen wurde hierzu in sehr viele verschiedene Vektoren kloniert und die Expression in
verschiedenen E. coli-Stimmen sowie in unterschiedlichen N&dhrmedien und bei
verschiedenen Temperaturen untersucht. Zudem wurde versucht, das Protein periplasmatisch
mit Hilfe verschiedener Signalsequenzen zu exprimieren, die einen post- oder einen
cotranslationalen Export des Proteins erméglichen. Diese Versuche waren jedoch ebenso
erfolglos wie die Coexpression von unprozessiertem Propilin bzw. reifem F-Pilin mit dem
zelleigenen Chaperon TraQ, welches in F'-Zellen F-Pilin zur Cytoplasmamembran
transportiert, von wo aus dann der F-Pilus gebildet wird. Auch Fusionen von F-Pilin mit den
Proteinen NusA, SUMO, GST, FkpA oder SlyD fiihrten zu keiner Expression.

Einzig im Fusionsprotein mit MBP konnte F-Pilin exprimiert werden. Allerdings ist das F-
Pilin auch in diesem Konstrukt sehr anfillig gegeniiber proteolytischem Abbau. Zum Beispiel
wurde im Fusionsprotein (His)s-MBP-Pilin das F-Pilin wihrend der Reinigung vollstindig
abgebaut, so dass nur (His)s-MBP erhalten werden konnte. Folglich wurde ein C-terminaler
Hexahistidin-7Tag verwendet, um durch Affinitdtschromatographie auf ungespaltenes
Vollldngenprotein selektieren zu konnen. Dabei zeigte sich, dass die Linker-Sequenz
zwischen F-Pilin und dem Hexahistidin-7ag entscheidend fiir die Aktivitit des F-Pilins ist.
Die Expression der Propilinvarianten mit den unterschiedlichen Linker-Sequenzen im F-Pilin-
knock-out-Stamm E. coli XL1Blue AtraA ermoglichte es, die entsprechenden Konstrukte auf
ihre Funktionalitit zu testen. Konnten die Bakterienstimme nicht durch Phagen infiziert
werden, bedeutete dies, dass keine funktionalen F-Pili gebildet wurden. Die Ursache hierfiir
ist unklar. Moglicherweise konnten die entsprechenden Linker-Varianten des Propilins in den
Zellen nicht ausreichend exprimiert bzw. prozessiert werden, oder die F-Pili konnten nicht
richtig assembliert werden. Es ist aber auch denkbar, dass zwar Pili gebildet wurden, der C-
terminale 7ag aber die Phagenbindung verhinderte, bzw. die Bindung moglich war, jedoch
keine Aktivierung des G3P erfolgen konnte. Zwar wird angenommen, dass primér Reste im
N-terminalen Bereich des prozessierten F-Pilins fiir die Wechselwirkung mit fd-Phagen

verantwortlich sind, allerdings lassen Mutationsstudien und strukturelle Analysen des
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assemblierten F-Pilus auch vermuten, dass N- und C-Terminus in der Struktur rdumlich
benachbart sind (Manchak et al., 2002; Silverman, 1997). Die rdumliche Néhe des angefiigten
Hexahistidin-Tags zur Bindungsstelle fiir G3P konnte eine Erkldrung fiir die fehlende
Bindung bzw. fehlende Aktivierung sein.

Einige Propilin-Varianten mit bestimmten Linker-Sequenzen zwischen F-Pilin und dem
Hexahistidin-Tag fiihrten tatsdchlich zur Ausbildung von Pili und ermdglichten so die
Infektion der kurierten F-Pilin-knock-out-Stimme durch filamentose Phagen. Die
Infizierbarkeit dieser Stimme war jedoch im Vergleich zum WT-Stamm deutlich niedriger.
Die entsprechenden Fusionsproteine MBP-Pilin-GSSGHs und MBP-Pilin-GGGH¢ konnten
exprimiert und gereinigt werden, wobei die Ausbeuten aufgrund des proteolytischen Abbaus
gering waren. In einem Fusionsprotein, in dem F-Pilin von zwei MBP-Einheiten flankiert war,
war die Proteolyseanfilligkeit reduziert. In seiner Gegenwart konnte die Infektiositit der
Phagen gegeniiber F-Zellen immerhin 50-fach erhoht werden. Im Vergleich zu der 10°-fach
besseren Infektion von F'-Zellen bzw. der tausendfachen Erhohung der Infektiositit
gegeniiber F'-Zellen nach Entfaltung der Phagen in GdAmCI ist der beobachtete Effekt relativ
gering, aber er zeigt, dass eine Aktivierung auch durch die monomere Pilusuntereinheit in
trans erfolgen kann. Eine Retraktion des F-Pilus ist also fiir die Infektion nicht unbedingt
erforderlich.

Um die Interaktion von F-Pilin mit G3P* auch in vitro, z.B. mit Hilfe spektroskopischer
Methoden, nachweisen zu konnen, bedarf es jedoch noch weiterer Optimierung. Mogliche
Ansatzpunkte sind hier die Optimierung der F-Pilin-Reinigung, um Entfaltung und Proteolyse
zu unterdriicken, sowie die Wahl geeigneter Linker-Sequenzen oder Affinitéits-7ags. Denkbar
wére auch, bereits assemblierte Pili zu isolieren und diese durch geeignete Methoden zu
dissoziieren.

Phagen ohne N2-Domine infizieren F'-Zellen zwar 600-fach besser als WT-Phagen mit
assoziierten Doménen, da die TolA-Bindungsstelle in diesem Fall permanent zuginglich ist.
Allerdings ist diese Infektiositdt immer noch ca. tausendfach niedriger als die Infektiositit von
WT-Phagen gegeniiber F'-Zellen. Die Bindung der Phagen an den F-Pilus induziert also nicht
nur die Dissoziation der Doménen, sondern fiihrt auch zu einer lokalen Ankonzentrierung der
Phagen in Zellndhe. Ob die Phagen tatsdchlich nach Aktivierung am F-Pilus gebunden bleiben
und mit dem Pilus zur Zelloberfliche zuriickgezogen werden, bleibt unklar. Gegen dieses
Modell spricht jedoch, dass die Anwesenheit von Cyclophilin die Infektiositdt von WT-
Phagen verringert. Wire G3P permanent an den als Offner fungierenden F-Pilus gebunden,
sollte Cyclophilin als Katalysator der DoménenschlieBreaktion und damit der Inaktivierung
keinen Einfluss auf die Infektiositit haben. Die Dynamik der Interaktion von G3P mit dem F-
Pilus sowie die Dynamik der Pilusretraktion sind hier weitere wichtige Kriterien, die noch
analysiert werden miissen. Insbesondere wire interessant, ob die Bindung der Phagen
tatsdchlich eine Retraktion der F-Pili auslosen kann, oder ob diese Retraktion einen
periodischen Prozess darstellt, dessen Ablauf nicht durch &uBere Faktoren wie die

Phagenbindung beeinflusst wird.
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4.3 Die N1-Domiine des G3P bindet an den Rezeptor TolA

4.3.1 Die Interaktion von N1 und TolA-C kann mittels FRET verfolgt werden

Nach Aktivierung des G3P durch die Doménendissoziation bindet N1 an die C-terminale
Doméne von TolA, wobei die Interaktionsfliche auf N1 ist an der Dominengrenzfliche
lokalisiert ist. Um die Wechselwirkung zwischen TolA-C und N1 fluoreszenzspektroskopisch
mittels FRET zu untersuchen, wurde die isolierte Domine TolA-C mit dem
Fluoreszenzfarbstoff AEDANS markiert. Die Markierung von TolA-C beeinflusste dabei
weder die Struktur noch die Stabilitidt oder den Faltungsmechanismus des Proteins. Anhand
des Energietransfers von den Trp-Resten in N1 auf den AEDANS-Farbstoff konnte die
Komplexbildung gut verfolgt werden. Die Dissoziationskonstanten fiir den Komplex der N1-
Domine mit dem markierten Protein bzw. dem unmarkiertem Protein unterscheiden sich
dabei nur geringfiigig. Auffallig ist, dass beide fluoreszenzspektroskopisch bestimmten Kp-
Werte deutlich niedriger sind als die Kp-Werte, die von Karlsson und Mitarbeitern (2003) aus
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz-Experimenten erhalten wurden. Vermutlich interferiert die
Immobilisierung eines Bindungspartners auf der Sensoroberfliche mit der Zugénglichkeit der
Interaktionsstellen. Dissoziationskonstanten aus Experimenten mit immobilisierten Liganden
sind prinzipiell weniger zuverléssig als solche, die in Losung bestimmt wurden.

Die Bindung von N1 an TolA-C-AEDANS erfolgt innerhalb weniger Sekunden, und die aus
den kinetischen Messungen erhaltenen Amplituden und apparenten
Geschwindigkeitskonstanten liefern Kp-Werte, die gut mit denen der Gleichgewichtstitration
tibereinstimmen. Die Komplexbildung zwischen TolA-C und der isolierten N1-Doméne kann
invitro gut durch ein einfaches Bindungsmodell beschrieben werden. Ob diese
Dissoziationskonstante bzw. die Bindungskinetik auch die Situation in vivo widerspiegelt, ist
unklar. TolA bildet mit den Proteinen TolQ und TolR einen Komplex in der Zellmembran,
der fiir die Aufrechterhaltung der Membranstruktur essentiell ist. Eventuell ist die
Zuginglichkeit von TolA-C in diesem Komplex verringert, was eine niedrigere Affinitdt zur
Folge hitte. Ebenso kann die Verankerung des G3P in der Phagenhiille bzw. die Anwesenheit
der N2 und der CT-Doméne die Bindung von N1 an TolA beeinflussen.

4.3.2 Die Assoziation der beiden Doméinen in G3P* inhibiert die Bindung an TolA-C

Die Riickfaltungsexperimente in Gegenwart von TolA-C-AEDANS zeigten sehr klar, wie die
Riickfaltung von G3P* und die Bindung an den Phagenrezeptor aufeinander abgestimmt sind.
N1 faltet sowohl als isolierte Domédne als auch im G3P* innerhalb weniger Millisekunden
zuriick und liegt daher schon gefaltet vor, bevor die etwa hundertfach langsamere Bindung an
TolA beginnt. Fiir alle Varianten von G3P* erfolgte die Assoziation dieses kinetischen
Intermediats mit TolA-C gleich schnell wie fiir die isolierte N1-Doméne. Die Faltung von N2
lauft in wenigen Minuten ab und behindert die Bindung von TolA-C nur geringfiigig. Erst die
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prolinlimitierte feste Doménenassoziation verdriangt TolA-C und fiihrt so zur Inaktivierung
des G3P bzw. des Phagen.

Entgegen den Erwartungen konnte auch fiir das native WT-Protein eine geringe Bindung an
TolA-C festgestellt werden. Die Amplitude der Assoziationsreaktion zeigte, dass ca. 6% des
nativen Proteins in einer bindungskompetenten Form mit dissoziierten Domédnen vorliegen.
Eine entsprechende Bindung konnte auch im Gleichgewichtsexperiment nachgewiesen
werden. Der Anteil der Molekiile mit entfalteter Gelenkregion hingt dabei von der Stabilitit
des G3P* ab. Ausschlaggebend ist hierbei v.a. die Stabilitit der instabileren N2-Doméne,
deren Entfaltung gekoppelt mit der Domédnendissoziation verlduft. Destabilisierende
Mutationen erhohten den Anteil an partiell entfaltetem Protein, und die entsprechenden G3P*-
Varianten zeigten demnach unter Nativbedingungen eine grofere Amplitude bei der
Assoziation mit TolA-C. Entsprechend unterdriickten stabilisierende Mutationen in der N2-
Doméne oder der Gelenksubdoméne zwischen den Doménen eine Bindung an TolA-C. Fiir
Varianten, bei denen die Doménendissoziation und die Entfaltung von N2 einen Mittelpunkt
oberhalb von 56 °C aufwiesen, konnte keine Bindung an TolA detektiert werden. In diesen
Féllen war G3P* so stark stabilisiert, dass keine partiell entfalteten Molekiile mit dissoziierten
Doménen vorlagen.

Dass ein Teil der Proteinmolekiile mit dissoziierten Doménen vorliegt, konnte auch anhand
ihrer Entfaltungskinetik empfindlich nachgewiesen werden. N1 entfaltet im dissoziierten,
offenen Zustand deutlich schneller als im nativen, geschlossenen Zustand, da im nativen
Protein die Dissoziation der Domédnen limitierend ist. Der Anteil der schnell entfaltetenden
Molekiile stimmte sehr gut mit den aus der TolA-Bindung erhaltenen Werten iiberein. Je
stabiler G3P*, umso weniger Molekiile liegen in der offenen Konformation mit entfalteter

Gelenkregion und dissoziierten Doménen vor.

4.3.3 Die prolinkontrollierte Domiinenassoziation fiihrt zur Freisetzung von TolA-C

Mit zunehmender Riickfaltungszeit kann auch N2 falten, und es kommt zu einer lockeren
Assoziation der beiden Domédnen bei noch entfalteter Gelenkregion. Die endgiiltige
Doménenassoziation ist sehr langsam und entspricht der trans—cis-Isomerisierung an Pro213
und der daran gekoppelten Faltung der Gelenkregion. Durch diese Faltung in den nativen,
geschlossenen Zustand wird TolA-C aus dem Komplex mit N1 verdréingt.

Diese prolinlimitierte Domédnenassoziation konnte in vitro und in vivo durch eine Reihe
struktureller und funktioneller Sonden verfolgt werden. Sie konnte durch kinetische
Zweischritt-Entfaltungstests ebenso nachgewiesen werden wie durch CD-Spektroskopie und
die Freisetzung von TolA-C im Verlauf der Riickfaltung von G3P. Dariiber hinaus nimmt die
Phageninfektiositat gegeniiber F'-Zellen, also die Inaktivierung der Phagen, mit der gleichen
Kinetik ab. Alle Sonden ergaben dieselbe Zeitkonstante, ndmlich die der frans—cis-

Isomerisierung an Pro213. Damit ist klar gezeigt, dass die [somerisierung an Pro213 und die
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damit gekoppelte Faltung der Gelenksubdoméne ein zentrales Steuerelement fiir die
Domineninteraktion in G3P und fiir die Infektiositdt des Phagen darstellen.

Wihrend die Rate der TolA-Freisetzung Aufschluss iiber die Kinetik der Prolinisomerisierung
und der Doménenassoziation gibt, stellen die relativen Amplituden der beiden Phasen ein
MaB fiir die Stirke der Doméneninteraktion dar. Die erste Phase ist auf die Ausbildung
lockerer Kontakte zwischen den beiden Doméinen zuriickzufithren. Die Amplitude dieser
Phase korreliert dabei mit der thermischen Stabilitdt von G3P*. Bei destabilisierten Varianten,
die einen niedrigeren Mittelpunkt fiir die D6manendissoziation und Entfaltung von N2 zeigen,
besitzt die erste Phase der TolA-Verdringung nur einen geringen Anteil an der
Gesamtamplitude. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Stabilisierung von N2 bzw. der Gelenkregion
zu einer verstirkten Freisetzung von TolA-C innerhalb dieser ersten Phase. Bei stark
stabilisierten Varianten reicht diese lockere Assoziation bereits aus, um TolA-C komplett aus

dem Komplex mit N1 zu verdréngen.

4.4 Faltung und Stabilitit von G3P sind auf die Funktion in vivo abgestimmt

Die in vitro-Experimente zeigen, dass sowohl die TolA-Bindung unter Nativbedingungen als
auch die Verdringung von TolA im Verlauf der G3P*-Riickfaltung von der Stabilitét des
G3P* abhingt. Da die Aktivierung der Phagen fiir die Infektion mit einer partiellen Entfaltung
der Gelenkregion einhergeht, besteht ein dhnlicher Zusammenhang zwischen Stabilitdt und
Funktionalitédt auch in vivo. Neben der Isomerisierungskinetik ist auch die Stabilitdt des G3P,
insbesondere der N2-Domédne und der Gelenkregion, fiir die Infektiositit wichtig.
Stabilisierende Mutationen verringern die Infektiositdt der Phagen, da sie diese
Entfaltungsreaktion und damit die Aktivierung erschweren. Mutationen, welche die
Isomerisierungsrate verdndern, haben einen Effekt auf die Phageninfektiositdt, da sie die
Lebensdauer des aktiven Zustands nach erfolgter Dominendissoziation beeinflussen.
Mutationen, welche die Stabilitdt von G3P verdndern, haben hingegen einen Einfluss darauf,
wie leicht der aktive Zustand eingenommen werden kann, d.h. wie leicht die Dominen
dissoziieren konnen. Dieser Effekt war bei der Infektion von F'-Zellen miBig, bei der
Infektion von F'-Zellen sehr stark ausgepragt.

Bei der Infektion von F'-Zellen fiihrt die initiale Bindung der N2-Doméne an die Pilusspitze
zur Dissoziation der Doménen. Die Infektiositdt der Varianten ist dabei umso geringer, je
stabiler die G3P-Variante, d.h. je mehr Energie zur Dissoziation der Domdnen aufgebracht
werden muss. Entsprechend zeigen Phagen mit der stabilsten untersuchten G3P-Variante
ITHY die geringste Infektiositdt. Allerdings ist der Effekt, wie bereits erwéhnt, gering, da die
Doménendissoziation und damit die Bildung der aktiven, infektiosen Form vor allem durch
die Bindung an den F-Pilus bestimmt wird.

Bei der Infektion von F -Zellen konnte eine Aktivierung durch Pilusbindung nicht erfolgen, so

dass die Infektion von der spontanen Dissoziation der Doménen abhéngt. Die Infektiositét
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nahm daher mit zunehmender Stabilitit der G3P-Varianten stark ab, da die
Wabhrscheinlichkeit einer spontanen Doméanendffnung verringert war. Fiir stark stabilisierten
Varianten konnte deshalb keine Infektion von F'-Zellen mehr nachgewiesen werden. Dies
stimmte sehr gut mit der Beobachtung iiberein, dass diese Varianten unter nativen
Bedingungen in vitro keine Assoziationsreaktion mit TolA-C eingehen bzw. dass TolA-C bei
der Riickfaltung bereits in der ersten Phase, d.h. bei der lockeren Doménenassoziation, nahezu
vollstdndig aus dem Komplex mit N1 verdringt wird. Der Einfluss der Stabilisierung ist also
nicht nur in den in vitro-Experimenten, sondern auch in vivo bei der Funktion des G3P zu
beobachten.

Die Infektion von E. coli-Zellen durch filamentdse Phagen zeigt deutlich, dass die Stabilitét
und die Faltung eines Proteins auf die jeweiligen funktionellen Anforderungen in vivo
angepasst sind. Im Fall von G3P bedeutet dies, dass die Phagen einerseits im Ruhezustand
unter den vorherrschenden Bedingungen stabil sind, v.a. gegeniiber proteolytischem Abbau,
dass andererseits aber eine Aktivierung des Proteins durch Doménendissoziation mdglich ist.
Die Bindung an den bakteriellen F-Pilus liefert die ndtige Energie fiir die Aktivierung des
G3P. Die Infektiositdt der Phagen korreliert stark mit der Stabilitét des G3P, insbesondere der
Stirke der Doméneninteraktion. In stabilisierten G3P-Varianten ist die Aktivierung durch
Dominendissoziation und Entfaltung der Gelenkregion erschwert, und die entsprechenden
Phagen sind daher weniger infektiés. Die Stabilitit des G3P ist also fiir den
Aktivierungsschritt, der die Doménendissoziation und die Entfaltung der Gelenkregion
beinhaltet, entscheidend. Der Faltungsmechanismus des G3P hingegen ist derart optimiert,
dass der infektiose Zustand der Phagen nach der Pilus-induzierten Aktivierung mdglichst
langlebig ist.

In G3P erstreckt sich der langsame Faltungsschritt in den nativen Zustand iiber mehrere
Stunden, so dass der Faltungsmechansimus optimal an die Anforderungen der Infektion
angepasst ist. Hingegen faltet die Semliki Forest Virus Protease (SFVP), ebenfalls ein
Zweidominenprotein, innerhalb weniger Millisekunden (Sanchez ef al., 2004). Die Protease
wird als Teil eines Polyproteins translatiert und faltet cotranslational. Diese schnelle
cotranslationale Faltung ist entscheidend, da SFVP anschlieend das Polyprotein prozessiert,
wodurch eine Signalsequenz entsteht, die fiir den Transport der restlichen viralen Hiillproteine
ins endoplasmatische Retikulum essentiell ist. Die Funktion von SFVP ist also von einer
schnellen, cotranslationalen Faltung abhidngig, wéhrend die Funktion des G3P bei der
Infektion filamentdser Phagen von einer partiellen Entfaltung, gefolgt von einer sehr
langsamen Faltungsreaktion, profitiert. Diese beiden Proteine sind Beispiele fiir
Mehrdoménenproteine mit extrem unterschiedlichen Faltungsreaktionen. Sie verdeutlichen,
dass die Stabilitit und die Faltungskinetik eines Proteins durch die funktionellen

Anforderungen an das Protein in vivo bestimmt werden.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die Bedeutung der Stabilitit und des
Faltungsmechanismus eines Proteins fiir dessen Funktionsweise in vivo zu untersuchen. Als
Modellsystem diente der filamentdse Phage fd, der Gram-negative Bakterien infiziert. Das
Gen-3-Protein (G3P) dieses Phagen ist fiir die initialen Schritte der Infektion essentiell. G3P
ist aus drei Domédnen aufgebaut, wobei die C-terminale Doméne das Protein in der
Phagenhiille verankert. Die beiden N-terminalen Doménen N1 und N2 bilden eine strukturelle
Einheit und wechselwirken mit den beiden zelluldren Phagenrezeptoren, dem bakteriellen F-
Pilus und TolA in der Zellmembran. Die Wechselwirkung der N2-Doméne mit der Pilusspitze
fithrt zur Dissoziation der beiden Doménen und aktiviert so G3P fiir die anschlieBende
Interaktion der NI1-Doméne mit der C-terminalen Doméne von TolA. Die TolA-
Bindungsstelle befindet sich auf N1 an der Doménengrenzfliche und ist deshalb im nativen
Ruhezustand des Proteins durch N2 blockiert. Im Verlauf der Infektion muss nach der
Pilusbindung die gedffnete, aktive Form des G3P so lange erhalten bleiben, bis N1 mit TolA
wechselwirken kann.

Die Analyse des Faltungsmechanismus des N1N2-Fragments in vitro zeigte, dass die beiden
Dominen N1 und N2 sehr schnell falten, ihre Assoziation im letzten Riickfaltungsschritt
jedoch auBergewohnlich langsam ist. Die Geschwindigkeit der Doménenassoziation wird
durch die trans—cis-Isomerisierung an Pro213 bestimmt, das in der Gelenkregion zwischen
den beiden Doménen lokalisiert ist. Die Isomerisierung in den nativen cis-Zustand ist mit
einer Zeitkonstante von 6200 s (bei 25 °C) sehr viel langsamer als Prolinisomerisierungen in
anderen Proteinen und wird durch die lokale Sequenzumgebung um cis-Pro213
(GIn212-Pro213-Pro214) verursacht. Durch Mutation der benachbarten Reste GIn212 bzw.
Pro214 zu Alanin konnte die Isomerisierung an Pro213 in G3P zwei- bzw. dreifach
beschleunigt werden.

Die Relevanz der langsamen Prolinisomerisierung fiir die Phageninfektiositidt konnte in
Kompetitionsexperimenten nachgewiesen werden. In diesen Experimenten konkurrierten
jeweils zwei Phagenvarianten, die sich in ihrer Isomerisierungsrate und damit der
Assoziationsrate der beiden Dominen unterschieden, um die Infektion einer E. coli-Kultur.
Phagen, die eine langsame Prolinisomerisierung und damit eine lange Lebensdauer des
aktiven, geoffneten Zustands mit dissoziierten Doménen aufweisen, setzten sich in den
Kompetitionsexperimenten durch. Dass es sich bei der Inaktivierung der Phagen tatsdchlich
um einen prolinkontrollierten Mechanismus handelt, zeigte der Einfluss der Prolylisomerase
Cypl8. Nach Dissoziation der Dominen kontrolliert also die langsame frans—cis-
Isomerisierung die Lebensdauer des infektidsen Zustands. Die Infektion von F-Zellen mit
in vitro aktivierten Phagen ermoglichte es, die Lebensdauer des aktiven Zustands und die
Kinetik der Inaktivierung der Phagen zu bestimmen. Die fiir verschiedene Phagenvarianten

erhaltenen Zeitkonstanten spiegelten dabei die Isomerisierungskinetik des entsprechenden
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G3P-Proteins in vitro wider. Auch hier konnte eine Katalyse durch eine Prolylisomerase
nachgewiesen werden, was den prolinlimitierten Schritt bestatigt.

Die langsame Prolinisomerisierung in der Gelenkregion steuert so die Funktion des G3P bei
der Phageninfektion, indem Pro213 sowohl als Schalter als auch als Zeitgeber wirkt. In der
nativen cis-Konformation steht dieser Schalter auf ,,aus“, die beiden Doménen N1 und N2
sind fest miteinander assoziiert und die Gelenksubdomine liegt gefaltet vor. Entsprechend
sind die Phagen in dieser Ruheform stabil, aber nicht infektios. Die Bindung der N2-Doméne
an den F-Pilus fiihrt zur Dissoziation der beiden Doménen. Mit Hilfe CD-spektroskopischer
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Gelenkregion in diesem offenen, aktivierten
Zustand entfaltet vorliegt. Dies fiihrt zu einer Destabilisierung der N2-Doméne. Ob N2 bei der
Infektion ebenfalls entfaltet vorliegt, konnte jedoch nicht gezeigt werden. Als Folge der
partiellen Entfaltung der Gelenkregion isomerisiert Pro213 aus dem sterisch anspruchsvollen
cis- in den stabileren trans-Zustand, welcher der ,,an“-Stellung des Prolinschalters entspricht.
Die sehr langsame Riickisomerisierung in die native cis-Konformation fungiert nun als
Zeitgeber und gewéhrleistet, dass G3P lange genug gedffnet und partiell entfaltet bleibt, um
eine Wechselwirkung zwischen der NI1-Doméne und TolA in der Zellmembran zu
ermoglichen.

Neben dem Faltungsmechanismus beeinflusst auch die Stabilitit des G3P die Infektiositdt der
Phagen. Mit Hilfe von Infektionsexperimenten von F'- und F™-Zellen konnte gezeigt werden,
dass die Infektiositdt stark von der Stabilitdt des G3P, insbesondere von der Stiarke der
Doméneninteraktion, anhdngt. Mit zunehmender Stabilitit nimmt die Infektiositdt ab, und
stabilisierende Mutationen erschweren den Ubergang in die aktive, partiell entfaltete Form
mit dissoziierten Doménen. Die Stabilitét des G3P ist daher so angepasst, dass einerseits eine
Stabilitdt der Phagen im Ruhezustand garantiert ist, und es andererseits bei Bindung an den F-
Pilus durch Doménendissoziation aktiviert werden kann.

Die Wechselwirkung der N1-Doméne mit der C-terminalen Doméne von TolA konnte in vitro
nachgestellt werden. Fluoreszenzmarkiertes TolA-C eignete sich dabei hervorragend, um die
Wechselwirkung mit der isolierten N1-Doméine bzw. dem isolierten N1N2-Fragment
spektroskopisch zu untersuchen und den Einfluss der Doméneninteraktion auf die Bindung an
TolA-C zu analysieren.

Die Analyse der Wechselwirkung zwischen G3P und F-Pilin gestaltete sich dagegen
schwieriger. Zwar konnte monomeres F-Pilin als Fusionsprotein mit MBP gereinigt werden,
eine Bindung an G3P in vitro war jedoch nicht nachzuweisen. Allerdings konnte in vivo
gezeigt werden, dass eine Aktivierung der Phagen durch das F-Pilin-Fusionsprotein auch in
trans moglich ist. Ein Zuriickziehen des F-Pilus mit daran gebundenen Phagen ist demnach
fiir die Infektion nicht zwingend erforderlich. Um den Infektionsmechanismus in vitro mit den
gereinigten Proteinkomponenten nachzustellen, bedarf es vor allem einer Optimierung der
Reinigung bzw. der Expression von F-Pilin in einer stabilen und funktionalen Form. Damit

wire es moglich, beide Schritte bei der Phageninfektion in vitro zu rekonstituieren.
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7 Summary

The aim of this thesis was to determine the relevance of the stability and the folding
mechanism of a protein for its function in vivo. The filamentous bacteriophage fd that infects
Gram-negative bacteria served as a model system. The gene-3-protein (G3P) of the phage is
essential for the initial steps of infection. G3P consists of three domains. The C-terminal
domain anchors the protein in the phage coat, the two N-terminal domains N2 and N1 form a
structural entity and interact sequentially with two receptors, the bacterial F pilus and TolA in
the cell membrane. Binding of the N2 domain to the tip of the pilus causes dissociation of the
two domains and thus activates G3P for the subsequent interaction of domain N1 with the C-
terminal domain of TolA. The binding site for TolA on domain N1 is localized at the domain
interface, and therefore it is blocked by N2 when G3P is in its native, latent form with N1 and
N2 thightly associated. In the course of phage infection, the open, binding-competent form of
G3P must persist until N1 interacts with TolA.

Analysis of the folding mechanism of the N1N2 fragment in vitro showed that both domains
fold rapidly. After these initial conformational refolding steps, the two domains are loosely
associated. In a final very slow folding reaction, the two domains then become locked. This
locking reaction is controlled by the trans—-cis isomerization at Pro213 in the hinge between
the two domains. The isomerization shows a time constant of 6200 s and is much slower than
prolyl isomerizations in other proteins. The unusually low isomerization rate of G3P is
determined by the local sequence around cis-Pro213 (GIn212-Pro213-Pro214). Mutations of
the residues adjacent to Pro213, GIn212 and Pro214, decreased the time constants two- and
threefold, respectively.

The importance of the slow prolyl isomerization for the phage infectivity was examined in
competition experiments, in which two phage variants that differ in their isomerization rate
und thus in the rate of domain association, compete against each other for the infection of a
single E. coli culture. Phage variants with a slow prolyl isomerization and thus a long life time
of the open, active state after pilus-induced domain dissociation prevailed in the competitive
infections each time. Furthermore, the adverse effect of the prolyl isomerase cyclophilin 18 on
phage infectivity confirms that the infection is controlled by a proline-limited mechanism.
The trans—cis isomerization determines the life time of the open, infectious form of the
phage after domain dissociation. Infection of F pilus deficient cells with in vitro activated
phage was used to determine the life time of the active state and the kinetics of phage
inactivation. For all phage variants investigated, the loss of infectivity in vivo showed the
same time course as the proline isomerization of the corresponding protein in vitro. Thus, the
slow prolyl isomerization in the hinge region controls the function of G3P during phage
infection. Pro213 acts as a switch and as a timer. With Pro213 in the native cis state the timer
is switched off, domains N1 and N2 are tightly associated, and the hinge domain is folded.
Correspondingly, phage in this latent state are stable, but not infectious. Binding of domain
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N2 to the F pilus activates G3P by domain dissociation, and CD-spectroscopic analysis
revealed that the hinge region is partially unfolded in this open, active state. This loss of
domain interactions leads to destabilization of the N2 domain, however, it remains unclear,
whether N2 unfolds during infection. As a consequence of the unfolding of the hinge, the
isomeric state of Pro213 becomes uncoupled from folding, and Pro213 isomerizes to the more
stable trans conformation. The proline switch is now turned on. The very slow re-
isomerization into the native cis state subsequently acts as a timer and ensures that G3P
remains in the active, partially unfolded state long enough to allow interaction of N1 with
TolA in the cell membrane.

A fine-tuned stability of G3P is important for the phage infectivity as well. Infection of
F pilus bearing cells and F pilus deficient cells indicates that infectivity inversely correlates
with the stability of G3P, in particular with the strength of domain interactions, as stabilizing
mutations suppress the transition into the active, partially unfolded state with dissociated
domains. The stability of G3P must be adjusted such that it guarantees the stability of the
phage in its latent state, but also allows phage activation by pilus-induced unfolding of the
hinge and domain dissociation.

Binding of domain N1 to the C-terminal domain of TolA was analyzed in vitro. A
fluorescently labeled TolA provided a sensitive probe to study the interaction with the isolated
domain N1 as well as the NIN2 fragment, and to analyze the interrelation between the
domain interactions in G3P* and the affinity for TolA. Analyzing the interaction between the
F pilus and G3P turned out to be much more complicated. Although it was possible to purify
monomeric F pilin as a fusion protein with MBP, binding of this protein to G3P could not be
detected in vitro. However, in vivo the F-pilin fusion protein could be used to activate phage
in trans for the infection of F'-cell. Thus, retraction of the F pilus with the phage bound is not
an essential step in the infection mechanism. In order to mimic the infection mechanism in
vitro with the purified proteins, it would be necessary to further optimize the expression and
purification of the F pilin fusion protein. It may then be possible to fully reconstitute the
mechanism of phage infection in vitro with purified components on a molecular and structural

level.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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Die in dieser Arbeit zur Expression von Proteinvarianten und zur Konstruktion des F-Pilin-knock-out-

Stamms verwendeten Plasmide sind in Tabelle 10-1 aufgefiihrt.

Tabelle 10-1: verwendete Plasmide zur Expression von Proteinen und Konstruktion des F-Pilin-
knock-out-Stamms

Plasmid
pETl1la Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter Novagen
Kontrolle eines T7-Promotors steht; Amp® (Schwalbach, D)
pET24b Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter
Kontrolle eines T7-Promotors steht; Km"®
pET28b Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter
Kontrolle eines T7-Promotors steht; Km"®
pET31b Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen
C-terminal an eine Ketosteroidisomerase fusioniert wird; Amp®
pET43.1a Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen
C-terminal an NusA fusioniert wird; Amp®
pET-Duet-1 Expressionsvektor fiir die Coexpression von zwei Genen, jeweils
unter Kontrolle eines T7-Promotors, Amp®
pBlueskript Phagemidvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter Kontrolle Stratagene (La
IISK des IPTG-induzierbaren Promotors py, steht; AmpR Jolla, USA)
pBlueskript Phagemidvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter Kontrolle
IIKS des IPTG-induzierbaren Promotors py,. steht; AmpR
pTrc99A Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter GE Healthcare
Kontrolle des IPTG-induzierbaren Promotors py, steht; AmpR (Freiburg, D)
pGEX-5x1 Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen
C-terminal an Glutathion-S-Transferase fusioniert wird; Amp®
pBAD24N Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen unter Guzman et al.,
Kontrolle des Arabinose-induzierbaren Promotors pgap steht, 1995
basierend auf pBAD24 mit zusitzlicher Ndel-Schnittstelle, Amp®
pdsbA3 Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen mit der DsbA-  Hennecke et al.,
Signalsequenz fusioniert wird; basierend auf pTrc99A 1999
pTCLE Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen Calderone et al.,
C-terminal an die #rpE-Signalequenz und einen (His)¢-Tag fusioniert 1996
wird; Amp®
PMALc2x Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen New England
C-terminal an MBP fusioniert wird und unter Kontrolle des IPTG- Biolabs (Frankfurt,
induzierbaren Promotors py,. steht; AmpR D)
pETSUMOadapt Expressionsvektor, in dem das zu exprimierende Gen Invitrogen
C-terminal an SUMO fusioniert wird und unter Kontrolle des IPTG-  (Karlsruhe, D)
induzierbaren Promotors py, steht; AmpR
pKD46 Plasmid mit temperatursensitiven Replikationsursprung und A Red-  Datsenko &
Rekombinase unter Kontrolle IPTG-induzierbaren Promotors pj,. Wanner, 2000
pCH70 Plasmid mit Kanamycinkassette, basierend auf pBlueskript IIKS C. Hayes (MIT,

Cambridge, USA)

Aufgefiihrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und deren Antibiotikumresistenz.



164 Anhang
10.2 Oligodesoxyribonukleotide

Die in dieser Arbeit zur Klonierung und Mutagenese von G3P, TolA-C, F-Pilin und F-Pilin-
Fusionsproteinen sowie die zur Erstellung verschiedener Phagenkonstrukte und Phagenbibliotheken

verwendeten Oligodesoxyribonukloetide sind in Tabelle 10-2 aufgefiihrt.

Tabelle 10-2: verwendete Oligodesoxyribonukleotide

Name

Basensequenz in 5°—3’Richtung

Verwendung

Phagen- und G3P-spezifische Oligodesoxyribonukleotide

T7-Promotor TAATACGACTCACTATAGGG Kolonie-PCR, Sequenzierung

T7-Terminator GTTATGCTAGTTATTGCTCA Kolonie-PCR, Sequenzierung

fdg3pN TTATTATTCGCAATTCCTTT Kolonie-PCR, Sequenzierung

fdsseq AGCCGCCGCCAGCGTTAACC Kolonie-PCR, Sequenzierung

fdlseq CAAGGCCAATCGTCTGACC Kolonie-PCR, Sequenzierung

fdspl6 GCATTTTCGGTCATAGC Kolonie-PCR, Sequenzierung

fdvg3pa GGTTGTTGCCTTCGTAGTGG Kolonie-PCR, Sequenzierung

23pNNdea GGAATTCCATATGGCTGAAACTGTTGAAAGT  Klonierung G3P*,
TG Ndel-Schnittstelle

g3pCHisb CGGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGCC  Klonierung G3P*,
CGGACGGAGCATTGACAGGAGG BamHI-Schnittstelle

23pN1ssNa GGAATTCCATATGAAAAAATTATTATTCGCA  Klonierung G3P*,
ATTCC Ndel-Schnittstelle

23pP161A a CTCAAGGCACTGACGCGGTTAAAACTTATTA  Mutation P161A in G3P
CCAG

23pP161A b CTGGTAATAAGTTTTAACCGCGTCAGTGCCTT Mutation P161A in G3P
GAG

23pQ212A a CCAATCGTCTTACCTGCCTGCGCCTCCTGTCA  Mutation Q212A in ITHY-G3P
ATGC

23pQ212A b GCATTGACAGGAGGCGCAGGCAGGTAAGAC  Mutation Q212A in ITHY-G3P
GATTGG

23pQ212L a CCAATCGTCTTACCTGCCTCTGCCTCCTGTCA  Mutation Q212L in THY-G3P
ATGC

23pQ212L b GCATTGACAGGAGGCAGAGGCAGGTAAGAC  Mutation Q212L in ITHY-G3P
GATTGG

23pQ212G_a CCAATCGTCTTACCTGCCTGGCCCTCCTGTCA  Mutation Q212G in IIHY-G3P
ATGC

23pQ212G b GCATTGACAGGAGGGCCAGGCAGGTAAGAC  Mutation Q212G in IIHY-G3P
GATTGG

23pP214A a CCTGCCTCAACCTGCGGTCAATGCTCCGTCC Mutation P214A in IIHY-G3P

23pP214A b GGACGGAGCATTGACCGCAGGTTGAGGCAG  Mutation P214A in IIHY-G3P
G

WT 213G _BEa GCCTTGAGGCAGGTCAGACGATTG Mutation P213G in G3P

WT 213G_BEb CCTGTCAATGCTCCGTCCG Mutation P213G in G3P

wtP214A BEa
wtP214A_BEb

GCCGTCAATGCTCCGTCCGGGGCCCAG
AGGTTGAGGCAGGTCAGACGATTGGCC

Mutation P214A in G3P
Mutation P214A in G3P

G153D_BEa GATACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCG Mutation G153D in G3P
G153D_BEb CGTATAAACAGTTAATGCCCCC Mutation G153D in G3P
WT_212A_BEa GCGCCTCCTGTCAATGCT Mutation Q212A in G3P
WT_212A BEb AGGCAGGTCAGACGATTGG Mutation Q212A in G3P
g3pl172S_173S GTACACTCCTGTGAGCAGC Kolonie-PCR

172S5173SBEa CGTCATACATGGCTTTGCTGCTCACAGGAGT  stille Mutation S172/S173 in

GTACTGG

G3p
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172S173SBEb

g3p_207S 208S
207S208S_BEa
207S208S_BEb

WT_207S208S_
BEDb

g3p 124S125L
BEa

g3p 124S125L
BEDb
g3p124S125L

23pwt-P213X-b
g3pwt-P214X-b
g3pwt-Q212X-b

g3pwt-212-
214 X-b
g3pwtP105-
P112-a

23p190A194A-
BEa
23p181A BEDb

23p190A194A-
BEa NEU
fdWT Q129H-
BEa

fdWT Q129H-
BEb

P213X

P213XoP_1

P213XoP 2

CTTACTGGAACGGTAAATTCAGAG
GAATATCAAGGCCAGAGCAGC
GCTGCTCTGGCCTTGATATTCACAAAC
TACCTGCCTCAACCTCCTG
GACCTGCCTCAACCTCCTG
GAGCTTGGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATAC
GGATTAGGATTAGCGGGGTTTTGC

GCTAATCCTAATCCGAGCTTG

CCCGGACGGAGCATTGACAGGNNNTTGAGGC
AGGTCAGACGATTG
CCCGGACGGAGCATTGACNNNAGGTTGAGGC
AGGTCAGACGATTG
CCCGGACGGAGCATTGACAGGAGGNNNAGG
CAGGTCAGACGATTG
CCCGGACGGAGCATTGACNNNNNNNNNTTG
AGGCAGGTCAGACGATTG
CCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGG

GACTGCGCTGCGCATTCTGGCGCGAATGAGG
ATTTA
TCTGAATTTACCGTTGGCGTAAGCGTCATAC
ATGGC
GACTGCGCTGCGCATTCTGGCGCGAATGAGG
ATTTATTTGTTTGTGAATATCAAGGC
CACCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAA
TAAG
AGACTCCTCAAGAGAAGGATTAGGATTAGC

CGTCTGACCTCCCTCAANNNCCTGTCAATGCT
CCG

CGTCTGACCTCCCTCAA(GATC) (GAT)
(GATC)CCTGTCAATGCTCCG
CGTCTGACCTCCCTCAA(GAT) (GATC)
(GATC)CCTGTCAATGCTCCG

stille Mutation S172/S173 in
G3P
Kolonie-PCR in IIHY-G3P

stille Mutation S207/S208 in
ITHY-G3P

stille Mutation S207/S208 in
ITHY-G3P

stille Mutation S207/S208 in
G3P

stille Mutation S124/L125 in
G3Pp

stille Mutation S124/L125 in
G3P

Kolonie-PCR

Randomisierung der Position
213 in G3P

Randomisierung der Position
214 in G3P

Randomisierung der Position
212 in G3P

Randomisierung der Positionen
212-214 in G3P
Randomisierung der Positionen
212,213,214 und 212-214 in
G3P

Mutation F190A/F194A in G3P

Mutation W181A in G3P
Mutation F190A/F194A in G3P
Mutation Q129H in G3P
Mutation Q129H in G3P
Randomisierung der Position
213 in IHY-G3P
Randomisierung der Position
213 in IHY-G3P

Randomisierung der Position
213 in IIHY-G3P
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TolA-C-spezifische Oligodesoxyribonukleotide

TolA-N-Nde

TolACHis-Bam

GGAATTCCATATGGATGATATTTTCGGTGA

CGGGATCCTTACTAGTGATGGTGATGGTGAT
GTGCGGCCGCGCACGGTTTGAAGTCCAATGG

Klonierung von TolA-C (AS
295-421), Ndel-Schnittstelle
Klonierung von TolA-C (AS
295-421) mit C-terminalen
CA;H¢-Tag, BamHI-
Schnittstelle

F-Pilin-spezifische Oligodesoxyribonukleotide

TraA ko Sacl
TraA ko BamHI
TraA ko EcoRI

TraA ko Kpnl

CCCGAGCTCCATTTATCCGAAATTGAGGTAA
gZGGATCCCATCAGGTCCTGACCACTGCTGC
gCGGAATTCCGGTTAAGGCGACCTTCGGTAA
gCCGGTACCTTATTTCCTGTCAGAGGCCAAC

Konstruktion von Atrad

Konstruktion von AtraA

Konstruktion von AtraA

Konstruktion von AtraA
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ProPilinN-Sacl
PropilinN-EcoRI
PropilinC-HindIII

PilinN_Nde

PilinC_Hisb

PilinN_Ndeg3pSS

PilinC_HisHind

PilinN_Sacl

PilinN_Sacl

23pSS

Nde_ompA N

ompAC_PilinN_

neu
Sacl-ompA-N

Sacl-bLA-SS-N

PilinC-GSSG-
HisB

PilinC BamHI

Nde-N-His-
GSSG-Piln

PilinC-
GGGSEGGH6-
BamHI

PilinC-
SEGGTSH6-
BamHI

Pilin N Sfil

Pilin C Kpnl
PilinN_XmnlI

N-His-MBP Ndel

MBP-C-BamHI

CCCGAGCTCATGAATGCTGTTTTAAGTGTTCA
gggGAATTCATGAATGCTGTTTTAAGTGTTCA
gCCAAGCTTTCAGAGGCCAACGACGGCCATA
g}((:}AATTCCATATGGCCGGCAGCAGTGGTCAG
GACCTGATGGC

CGGATCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGC
GGCCGCGAGGCCAACGACGGCCATACCCACA
GC
GGAATTCCATATGAAAAAATTATTATTCGCA
ATTCCTTTAGTTGTTCCTTTCTATTCTCACTCC
GCCGGCAGCAGTGGTCAGGACCTGATGGC
GGCGGCAAGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGA
TGTGCGGCCGCGAGGCCAACGACGGCCATAC
CCAC
TAGTCCGAGCTCATGGCCGGCAGCAGTGGTC
AGGACCTGATGGC

TAGTCCGAGCTCATGAAAAAATTATTATTCG

CAATTCCTTTAGTTGTTCCTTTCTATTCTCACT
CCGCCGGCAGCAGTGGTCAGGACCTGATGGC
GGAATTCCATATGAAAAAGACAGCTATCGCG

GCTTGCCATCAGGTCCTGACCACTGCTGCCG
GCGGCCTGCGCTACGGTAGCG
GGCCGGAGCTCATGAAAAAGACAGCTATCGC
G

GGCCGGAGCTCATGAGTATTCAACATTTCCG
TGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTG
CCTTCCTGTTTTTGCTGCCGGCAGCAGTGGTC
AGGACCTGATGGC
CGGATCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGCC
AGACGAGCCGAGGCCAACGACGGCCATACC
CACAGC
CGCGGATCCTCAGAGGCCAACGACGGCCATA
CcCC
GGGGAATTCCATATGCACCATCACCATCACC
ATGGCTCCTCTGGCGCCGGCAGCAGTGGTCA
GGACCTGATG
CGGGATCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGAC
CGCCCTCCGAGCCACCGCCGAGGCCAACGAC
GGCCATACCCACAGC
CGGGATCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGAC
CGCCACCCTCCGAGGTACCGCCCTCCGAGAG
GCCAACGACGGCCATACCCACAGC
CCGGGGCCCAGCCGGCCGCCGGCAGCAGTGG
TCAGGACCTGATG
GGCCGGTACCAGCTTCAGAGGCGAGGCCAAC
GACGGCCATACCCACAGC
GGATCGAGGGAAGGATTTCAGCCGGCAGCA
GTGGTCAGGACCTGATGGC
GGAATTCCATATGCACCATCACCATCACCAT
GGCTCGTCTGGCAAAATCGAAGAAGGTAAAC
TGGTAATC
GCGGGATCCCTAGAATTCTGAAATCCTTCCCT
C

Anhang

Klonierung von Propilin, Sacl-
Schnittstelle

Klonierung von Propilin,
EcoRI-Schnittstelle
Klonierung von Propilin,
HindIII-Schnittstelle
Klonierung von F-Pilin ohne
Signalsequenz, Ndel-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit C-
terminalen A;Hg-Tag, BamHI-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit
G3P-Signalsequenz, Ndel-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit C-
terminalen A;Hg-Tag, Hindlll-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin ohne
Signalsequenz, Sacl-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit
G3P-Signalsequenz, Sacl-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit
OmpA-Signalsequenz, Ndel-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit
OmpA-Signalsequenz
Klonierung von F-Pilin mit
OmpA-Signalsequenz, Sacl-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit
bLA-Signalsequenz, Sacl-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit C-
terminalen GSSGHg-Tag,
BamHI-Schnittstelle
Klonierung von F-Pilin, BamHI-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit N-
terminalen HyGSSG-Tag, Ndel-
Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin mit C-
terminalen GGGSEGGH;-Tag,
BamHI-Schnittstelle
Klonierung von F-Pilin mit C-
terminalen SEGGTSEGGGHs-
Tag, BamHI-Schnittstelle
Klonierung von F-Pilin in fd,
Sfil-Schnittstelle

Klonierung von F-Pilin in fd,
Kpnl-Schnittstelle

Fusion von F-Pilin mit MBP in
PMALc2x, Xmnl-Schnittstelle
Fusion von F-Pilin mit MBP mit
H¢GSSG-Tag anMBP, Ndel-
Schnittstelle

Fusion von MBP, BamHI-
Schnittstelle
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PilinC-GGG1-
Kpnl

Kpnl-GGG2-
MBP-N

Ndel-MBP
Kpnl-GGG2-
PilinN
PilinGly38 Xmnl
SlyD-TraA-N-
BamHI
SlyD-TraA-C-
Xhol

PilinN Bsal

SUMO N Nde
oHis

SUMO_C BamHI

N-His Nde
SUMO

PilinN Spel
PilinN BamHI
GlyHis6-C Smal
pTCLE PilinN
Nde

pBAD24N Seq
pMALc2x_Seq

pBluescript KSII
_Term
pPMAL-MBP-Seq

CGGGGTACCACCCTCGAGCCGCCACCGAGGC
CAACGACGGCCATACCCACAGC

CGGGGTACCAGCGGGGCCGGTGGCGGTATGA
AAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATC

GGAATTCCATATGAAAATCGAAGAAGGTAAA
CTGGTAATC

CGGGGTACCAGCGGGGCCGGTGGCGGTGCCG
GCAGCAGTGGTCAGGACCTGATG

GGATCGAGGGAAGGATTTCAGGTGCTGTCAT
GTACATGATGACC

CGCGGATCCGGTGGCGGTTCCGGCGGTGGCT
CTGGTGGCGGTGCCGGCAGCAGTGGTCAGGA
CCTGATGGC
CCGCTCGAGGAGGCCAACGACGGCCATACCC
ACAGC
CGGTCCGGTCTCATGGTGCCGGCAGCAGTGG
TCAGGACCTGATG
GGGAATTCCATATGTCGGACTCAGAAGTCAA
TCAAGAAGCT

CGCGGATCCTTAGTAGGTAGCACCACCAATC
TGTTCTCTGTGAGCCTC
GGGAATTCCATATGGGCAGCAGCCATCATCA
TCATCATCACGGCAGC

CGACTAGTGGTTCTGGTGCCGGCAGCAGTGG
TCAGGACCTG
GGGATCCCCGCCGGCAGCAGTGGTCAGGACC
TG
AGGCCCGGGTTAATGGTGATGGTGATGGTGA
cC

CGGGAATTCCATATGGCCGGCAGCAGTGGTC
AGGACCTGCTGGCAAGCGGT

GCGGATCCTACCTGACGC
TCGATGAAGCCCTGAAAGACG
TCGAGGTCGACGGTATCG

TGTGTGGAATTGTGAGCGG
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Fusion von F-Pilin in N-His-
MBP-Pilin-MBP, Kpnl-
Schnittstelle

Fusion von F-Pilin in N-His-
MBP-Pilin-MBP, Kpnl-
Schnittstelle

Fusion von F-Pilin in MBP-
Pilin-Pilin GGGSEGGH;g, Ndel-
Schnittstelle

Fusion von F-Pilin in MBP-
Pilin-Pilin GGGSEGGHg, Kpnl-
Schnittstelle

Fusion von AS 38-71 von F-
Pilin mit MBP, Xmnl-
Schnittstelle

Fusion von F-Pilin mit SlyD in
pET24b, BamHI-Schnittstelle

Fusion von F-Pilin mit SlyD in
PET24b, Xhol-Schnittstelle
Fusion von F-Pilin mit SUMO,
Bsal-Schnittstelle

Klonierung von SUMO ohne N-
terminalen Hg-Tag, Ndel-
Schnittstelle

Klonierung von SUMO,
BamHI-Schnittstelle
Klonierung von SUMO mit N-
terminalen He-Tag, BamHI-
Schnittstelle

Fusion von F-Pilin mit NusA in
pET43.1a, Spel-Schnittstelle
Fusion von F-Pilin mit GST in
pGEX-5x1, BamHI-Schnittstelle
Fusion von F-Pilin mit GST mit
C-terminalen GGGSEGGH;-
Tag, Smal-Schnittstelle
Klonierung von F-Pilin in
pTCLE, Mutation MIL, Ndel-
Schnittstelle

Kolonie-PCR, Sequenzierung

Kolonie-PCR, Sequenzierung
Kolonie-PCR, Sequenzierung

Kolonie-PCR, Sequenzierung

pMAL-MBP- AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG Kolonie-PCR, Sequenzierung
Seq-C
Aufgefiihrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxyribonukleotide und der jeweilige

Verwendungszweck. N steht dabei fiir eine Mischung der vier Nukleotide an der entsprechenden Position.
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