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Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Die dissimilatorische Eisenreduktion (DIR) ist eine der urspringlichsten Formen der
anaeroben Atmung bei Mikroorganismen. Bei neutralem pH-Wert liegen viele Eisenformen
in unl6slichem Zustand vor. Besonders bei Gram-negativen Organismen wurde fir die
Reduktion von unléslichen Elektronenakzeptoren ein spezieller Mechanismus etabliert. Fir
den Transport der Elektronen vom Cytoplasma hin zur Oberflache der Zelle muss die innere
Membran, das Periplasma und die duflere Membran Uberwunden werden, um den
Elektronenakzeptor an der Oberflache zu reduzieren. Der Modellorganismus Shewanella
oneidensis MR-1 hat hierfir den Mtr-Weg etabliert. Bei diesem Weg werden die Elektronen
von CymA in das Periplasma geleitet und von dort iber Stc und FccA auf den Mtr-Komplex
Ubertragen. Der Mtr-Komplex besteht aus dem periplasmatischen c-Typ Cytochrom MtrA,
dem B-barrel Protein MtrB, welches die duBere Membran durchspannt und der terminalen
Reduktase MtrC an der Oberflache der Zelle.

Ziel dieser Arbeit war es ein besseres Verstandnis Uber den Einbau der Proteine und die
Abhangigkeit untereinander bei der Integration in die duRere Membran zu erhalten. Es
wurde die statische Bindung von MtrA an MtrB in der dauRreen Membran gezeigt. Das MtrA,
welches an MtrB gebunden ist, bleibt permanent, sowohl in oxidiertem als auch in
reduziertem Zustand, an MtrB gebunden und erhalt die Elektronen fiir die Weitergabe an
MtrC von den c-Typ Cytochromen im Periplasma. Fir die Integration von B-barrel Proteinen
ist bei Gram-negativen Organismen der SurA Weg oder der Skp/DegP Weg zustdndig. Die
beiden Chaperone SurA und Skp sind fiir die Faltung und das Geleit der B-barrel Proteine
durch das Periplasma verantwortlich. Die Hauptaufgabe der Protease DegP ist es falsch
gefaltene B-barrel Proteine oder Aggregate abzubauen. Durch Analysen verschiedener
Deletionen in surA, skp und DegP konnte festgestellt werden, dass ohne MtrA das B-barrel
Protein MtrB in ungefaltenem Zustand in der Zelle vorliegt und daher von DegP Abgebaut
wird. Wenn zusatzlich zu MtrA auch DegP fehlt konnte der ungefaltene Zustand von MtrB bei
Western-Blot Analysen festgestellt werden. Durch den eigenstdndigen Einbau von MtrB bei
einer in vitro Proteinexpression ldsst sich vermuten, dass MtrB nicht tiber ein Chaperon SurA
oder Skp durch das Periplasma gelangt und durch den Bam-Komplex in die duRere Membran

integriert wird, sondern dass MtrB sich wie ein Autotransporter verhalt. Dabei wiirde MtrA
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die Funktion der ,passenger domain“ (ibernehmen, im Periplasma direkt mit MtrB
interagieren und diese Bindung nicht mehr aufgeben.

Die terminale Reduktase MtrC wird durch das Typ-2-Sekretions System nach aufien
transportiert. Die Bindedomaine fiir das Typ-2-Sekretions System ist unbekannt. Es konnte
aber bei MtrC eine hoch konservierte Sequenz gefunden werden, welche direkt an den
Lipidanker anschlieBt. Bei der Untersuchung von Lipoproteinen aus verschiedenen
Gram-negativen Organismen konnte festgestellt werden, dass dieses CGGSD Motiv in leicht
abweichender Form bei Organismen, welche zu DIR fahig sind haufiger vorkommt. Bei
Organismen, welche nicht zu DIR fahig sind kommt ein CXD Motiv nur in sehr seltenen Fallen
in dhnlicher Zusammensetzung vor. Bei S. oneidensis scheint die Lokalisation der Proteine
mit diesem Motiv auf der Zelloberflaiche die Gemeinsamkeit darzustellen. Da aber im
allgemeinen von vielen Proteinen, welche mit dieser Sequenz gefunden wurden, die
Funktion und Lokalisation unbekannt ist, miissen weitere Versuche durchgefiihrt werden,

um eine genauere Aussage (iber die Funktion der Sequenz zu treffen.
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Il. Einleitung

1 Energiegewinnung

Die meisten eukaryotischen Organismen und viele Prokaryoten nutzen die aerobe Atmung
zur Energiegewinnung, wobei Sauerstoff als Elektronenakzeptor dient. Die Energie wird in
der Zelle in Form von ATP gespeichert. Die Fahigkeit von Mikroorganismen Garung oder
anaerobe Atmung zur Energiegewinnung zu nutzten, versetzt sie in die Lage alle Arten von
Lebensrdumen zu erobern. Da bei der Garung keine Elektronen auf einen externen
terminalen Elektronenakzeptor Ubertragen werden, wird die Energie nur durch
Substratstufenphosphorylierung gewonnen. Die Garung ist daher ineffizienter als die
meisten Formen der Atmung. Bei der Atmung wird eine anorganische oder organische
Verbindung oxidiert und die Elektronen auf einen geeigneten Elektronenakzeptor
Ubertragen. Die dabei freiwerdende Energie kann (iber einen Protonengradient (oxidative
Phosphorylierung) und/oder ebenfalls durch Substratstufenphosphorylierung in ATP
gespeichert werden, dadurch ist die ATP-Ausbeute effektiver ist als bei der Garung (Fuchs,

2014).

2 Anaerobe Atmung

Viele Mikroorganismen sind in der Lage anstelle von Sauerstoff auch andere
Elektronenakzeptoren wie Sulfat, TMAO (Trimethylaminoxid), DMSO (Dimethylsulfoxid),
Fumarat aber auch Metalloxide zu nutzen, um nur wenige Moéglichkeiten zu nennen (Burns &
DiChristina, 2009; Gralnick et al., 2006; Myers & Nealson, 1988). Durch das geringere
Redoxpotential der alternativen Elektronenakzeptoren gegeniber Sauerstoff steht den
anaerob atmenden Organismen zwar eine geringere Energieausbeute zur Verfligung, es
ermoglicht ihnen aber viele Lebensrdume an denen kein Sauerstoff vorhanden ist zu

besiedeln.
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Tabelle 1: Redoxpotentiale verschiedener Elektronenakzeptoren bei pH 7.

Elektronenakzeptor Eo’ Referenz

0,/H,0 +810 mV (Thauer et al., 1977)
Nitrat/Nitrit +430 mV (Thauer et al., 1977)
DMSO/DMS +160 mV (Styrvold & Strom, 1984)
TMAO/TMA +130 mV (Styrvold & Strom, 1984)
Fumarat/Succinat +33 mV (Thauer et al., 1977)
H,S04/H,S -22 mV (Majzlan, 2013)

Eine besondere Form der anaeroben Atmung ist die dissimilatorische Metalreduktion (DMR),
bei der Metalloxide wie Fe** oder Mn*" als terminale Elektronenakzeptoren genutzt werden.
Diese Metalloxide sind bei neutralem pH-Wert unl6slich und miissen daher auBerhalb der
Zelle reduziert werden. Eisenreduzierende Bakterien, wie Shewanella oneidensis oder
Geobacter metallireducens, haben hierfiir besondere Mechanismen etabliert (Lovley et al.,
2004).

In der Biotechnologie koénnen Mikroorganismen, welche die dissimilatorische
Metallreduktion (DMR = dissimilatory metal reduction) beherrschen, fiir die Bioremediation
von Boden, welche durch organische oder metallische Stoffe kontaminiert sind, genutzt
werden (Braunschweig et al., 2013; Lovley, 1995; Lovley & Coates, 1997). Hierbei wird die
Eigenschaft von Schwermetallen wie Uran oder Molybdan in reduziertem Zustand unldslich
zu sein zunutze gemacht, um den Eintritt in das Grundwasser zu verhindern oder mit
Schwermetall belastetes Wasser wieder zu reinigen (Scherer et al., 2000). Es kann aber auch
fir die Gewinnung von Energie in Form einer mikrobiellen Brennstoffzelle verwendet
werden. Hierbei wird das unlosliche Eisenoxid durch eine Anode als Elektronenakzeptor
ausgetauscht, wodurch der Vorgang der Reduktion des Elektronenakzeptors durch die
Organismen in Form von Strom genutzt wird (Bond et al.,, 2002; Logan et al., 2006). Die
Beseitigung von organischem Abfall ist ein weiterer Punkt, bei dem die dissimilatorische
Metallreduktion angewandt wird (Chaudhuri & Lovley, 2003; Holmes et al., 2004). Ein

Beispiel hierflir ware die Dechlorierung von Kohlenstofftetrachlorid durch nano-magnetit,
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welches durch mikrobielle Reduktion entsteht (McCormick et al.,, 2002). Fir die
biotechnologische Nutzung ist aber ein detailliertes Verstandnis des gesamten Vorganges

der dissimilatorischen Metallreduktion notwendig.

3 Shewanella oneidensis MR-1

Shewanella oneidensis MR-1 ist ein Gram-negatives y-Proteobakterium. Es wurde erstmals
1988 aus dem Lake Oneida isoliert und charakterisiert (Myers & Nealson, 1988). S.
oneidensis ist nicht zur Fermentation befdhigt, was es durch eine Vielzahl an
Elektronenakzeptoren kompensieren kann. Unter anaeroben Bedingungen ist S. oneidensis
in der Lage 20 verschiedene Elektronenakzeptoren zu nutzen. Dazu gehoren unter anderem
[6sliche Verbindungen wie DMSO, TMAO, Fumarat, Nitrat, aber auch |6sliche und unlésliche
Metalle wie Fe(lll), Mn(IV), As(V), U(VI) (Burns & DiChristina, 2009; Gralnick et al., 2006;
Myers & Nealson, 1988). Als Elektronendonor kann S. oneidensis unter anaeroben
Bedingungen ausschlieBlich Laktat, N-Acetylglukosamin und H, nutzen (Yang et al., 2006). Bei
der anaeroben Atmung von S. oneidensis wird die Energie jedoch nicht wie bei einer aeroben
Atmung im Zitronensdurezyklus und Uber die ATP-Synthase gewonnen, sondern
hauptsachlich  Gber  Substratstufenphosphorylierung bei der Umwandlung von
Acetylphosphat zu Acetat, welches nicht weiter oxidiert, sondern wieder in die Umgebung
sekretiert wird. Bei der Umsetzung von Laktat zu Pyruvat entstehen Elektronen, welche
direkt in den Menaquinonpool in der inneren Membran abgegeben werden und von da aus
nach auBen in das Periplasma gelangen (Abbildung 1) (Brutinel & Gralnick, 2012; Flynn et al.,
2012; Hunt et al., 2010).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Energiegewinnung von S. oneidensis unter anaeroben Bedingungen

mit Laktat als Elektronendonor (Flynn et al., 2012).

Von dort werden sie weiter verteilt, oder durch terminale Reduktasen direkt auf den
entsprechenden Elektronenakzeptor Gbertragen. Bei der dissimilatorischen Eisenreduktion
(DIR = dissimilatory iron reduction) missen die Elektronen vom Cytoplasma aus mehrere
Barrieren Uiberwinden, um auBerhalb der Zelle zu den unldslichen Elektronenakzeptoren zu

gelangen.

3.1 Dissimilatorische Eisenreduktion bei Shewanella oneidensis MR-1

Eisen ist eines der haufigsten Metalle in der Erdkruste (Press, 2008; Richter et al., 2012). Es
ist aufgrund der Haufigkeit von Eisen nicht verwunderlich, dass die dissimilatorische
Eisenreduktion eine der urspriinglichsten Formen von mikrobieller Atmung darstellt (Vargas

et al., 1998).
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Aufgrund der unterschiedlichen Formen in denen Eisenverbindungen in der Natur vorliegen,

hat Eisen ein sehr breites Spektrum an Redoxpotentialen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Das Redoxpotential verschiedener Eisenformen (Straub et al., 2001).

Eisenform Eo' [mV]

[Fe(CN)e)**/[Fe(CN)e]** +430

Fe(lll) NTA/Fe(ll) NTA +385

Fe(ll) citrat/Fe(ll) citrat +372

Fe(lll) EDTA/Fe(ll) EDTA | +96
Ferrihydrit/Fe®" -100 bis +100
a-FeOOH (Goethit)/Fe** | -274

a-Fe,05 (Hamatit)/Fe?* -287

Fe;04 (Magnetit)/ Fe** 314

Viele Eisenspezies sind bei neutralem pH-Wert unléslich und missen daher an der
Oberflache der Zelle reduziert werden (Straub et al., 2001). Um den Kontakt zu dem
Elektronenakzeptor herzustellen bedient sich S. oneidensis vier verschiedener Mdéglichkeiten

(Abbildung 2).

Direkter Kontakt: Bei einem direkten Kontakt kann eine S. oneidensis Zelle mithilfe des
MtrABC-Komplexes (siehe Abschnitt Il. 3.3) mit dem unléslichen Elektronenakzeptor

interagieren und die Elektronen direkt auf Eisen tGbertragen (Lies et al., 2005).

Nanowires: Nanowires sind extrazellulare Filamente, welche durch eine Ausstlilpung der
dulleren Membran entstehen und unldsliche Elektronenakzeptoren erreichen kénnen, die
unter normalen Bedingungen fiir die Zelle nicht zugénglich sind. In die Membran der
Nanowires ist der MtrABC-Komplex, auf den im Folgenden noch genauer eingegangen wird,
integriert und es besteht Kontakt zum Periplasma (El-Naggar et al., 2010; Pirbadian et al.,
2014).
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Chelatoren: Chelatoren sind Komplexbildner die es ermoglichen den unl6slichen
Elektronenakzeptor in Losung zu bringen und ihn somit durch Diffusion zu der Zelle zu
transportieren. Nach der Reduktion der Eisenspezies kann |6sliches Fe(ll) in Losung gelangen

und der Chelator kann erneut eingesetzt werden (Jones et al., 2010; Pitts et al., 2003).

Elektronenshuttle: Bei einem Elektronenshuttle handelt es sich um eine Substanz, welche
von der Zelle in reduziertem Zustand, sekretiert werden kann. Nachdem das Shuttle durch
Diffusion den Elektronenakzeptor erreicht, kann es in oxidiertem Zustand wieder zur Zelle
zurlick gelangen und dort erneut reduziert werden. Haufig als Shuttle eingesetzte Stoffe sind

Flavine (Coursolle & Gralnick, 2010; Kotloski & Gralnick, 2013; Marsili et al., 2008).
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Shuttle
red.

S. oneidensis
Shuttle
OX.

Abbildung 2: Méglichkeiten zur Ubertragung der Elektronen auf eine unldsliche Eisenspezies. A stellt die
Ubertragung durch direkten Kontakt dar. B verdeutlicht die Ubertragung durch Nanowires, falls kein direkter
Zugang durch Gestein oder dhnliches zu den Eisenoxiden besteht. C ist die Darstellung eines Chelators, welcher
Fe(lll) in Lésung bringt und zur Zelle transportiert. D zeigt die Ubertragung mittels eines Shuttles, welches
zwischen der Zelle und dem Elektronenakzeptor diffundiert. Eisen gelangt bei jeder Darstellung als Fe(ll) in

Losung (Gralnick & Newman, 2007).
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Bei allen vier beschriebenen Moglichkeiten findet die Reduktion an der Oberflache der Zelle
statt. Die Elektronen miissen dabei die innere Membran, das Periplasma und die duRere

Membran Gberwinden, um den Weg zum terminalen Elektronenakzeptor zu finden.

3.2 Periplasmatische Protein fiir die Eisenreduktion

Am Elektronentransfer von der inneren Membran hin zur Oberflache der Zelle sind mehrere
Proteine, meist c-Typ Cytochrome, involviert. Cytochrome sind Proteine mit einem oder
auch mehreren Ham Cofaktoren in denen ein Eisenatom genutzt wird, um Elektronen
aufzunehmen und wieder abzugeben. Ohne die ccm (c-type cytochrome maturation) Gene,
welche fiir die Maturation der c-Typ Cytochrome notwendig sind, ist S. oneidensis nicht

mehr zur anaeroben Atmung befdhigt (Bouhenni et al., 2005; Dale et al., 2007).

CymA: CymA ist ein 21 kDa tetraham Protein, welches in der inneren Membran verankert ist.
Es nimmt die Elektronen aus dem Menaquinonpool der inneren Membran auf und gibt sie im
Periplasma an Reduktasen (beispielsweise FccA = flavocytochrome c¢) oder andere
Cytochrome (Stc = small teraheme cytochrome) fiir die Verteilung der Elektronen weiter
(Murphy & Saltikov, 2007; Schwalb et al., 2003). Eine cymA Deletionsmutante zeigt ein
deutliches Defizit bei der Reduktion von Elektronenakzeptoren unter anaeroben

Bedingungen (Myers & Myers, 1997).

Periplasmatische Proteine: die zwei, fir die dissimilatorische Eisenreduktion, wichtigsten
Proteine im Periplasma sind FccA und Stc. Sie sind fur die Verteilung der Elektronen im
Periplasma zustandig (Sturm et al., 2015). FccA ist ein 62 kDa Flavocytochrom. Es ist eine
Fumaratreduktase und hat gleichzeitig die Funktion Elektronen durch das Periplasma zu
transportieren (Leys et al., 1999; Maier et al., 2003). Die Elektronen kdonnen direkt von FccA
auf MtrA und auch umgekehrt Gbertragen werden (Schuetz et al., 2009). Stc ist ein 12 kDa
tetrahdam c-Typ Cytochrom. FccA und Stc sind die hadufigsten periplasmatischen c-Typ
Cytochrome (Meyer et al., 2004; Tsapin et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass fccA-
bzw. stc-Einzelmutanten keinen Phanotyp aufweisen, wenn aber beide Proteine nicht mehr

exprimiert werden, ist das anaerobe Wachstum mit Eisen, DMSO, Nitrat und Nitrit gestort
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(Sturm et al., 2015). Dies zeigt, dass die Elektronen nicht direkt von der inneren Membran
zur aulleren Membran libertragen werden kénnen, wie es ofters die Hypothese war (Ross et
al., 2011), sondern sie missen von periplasmatischen Proteinen zu der duReren Membran

Ubertragen werden.

Fe(lll) Fe(ll)
—
!
i

auRere Membran

Periplasma

Abbildung 3: Darstellung des Elektronentransports von der Oxidoreduktase bis auf den terminalen
Elektronenakzeptor. CymA lbertragt die Elektronen aus dem Menaquinonpool in das Periplasma, wo sie von
Stc und FccA auf MtrA Ubertragen werden. Der MtrABC-Komplex transportiert die Elektronen durch die duBere
Membran und kann Fe(lll) zu Fe(ll) reduzieren. Die Rauten in den Proteinen symbolisieren die Anzahl der

Ham-Gruppen in dem jeweiligen Protein.

11



Einleitung

3.3 Der MtrABC-Komplex

Die duRere Membran ist die letzte Hiirde beim Transport der Elektronen auf die Oberflache
der Zelle. Diese wird durch einen Proteinkomplex iberwunden, welcher vom Periplasma
ausgehend die duBere Membran durchspannt und schlielllich die Elektronen auf den
unloslichen Elektronenakzeptor Ubertragen kann. Der MtrABC-Komplex (metal reducing
protein ABC Komplex) besteht aus dem im Periplasma lokalisierten c-Typ Cytochrom MtrA,
dem &dulReren Membranprotein (OMP = outer membrane protein) MtrB und dem c-Typ
Cytochrom MtrC, welches als terminale Reduktase auf der Oberflache der Zelle lokalisiert ist.
Die drei Proteine MtrA, MtrB und MtrC formen einen sehr stabilen Komplex mit einer 1:1:1
Stochiometrie. Das c-Typ Cytochrom OmcA interagiert mit MtrC und dient ebenfalls als
terminale Reduktase. Im Genom von S. oneidensis ist der Komplex in der Reihenfolge
mtrC-mtrA-mtrB unter einem Promotor lokalisiert. Das omcA Gen ist unter einem eigenen
Promotor lokalisiert und wird daher unabhangig exprimiert (Abbildung 4) (Beliaev et al.,

2001).

OmcA MtrC MtrA MtrB

Abbildung 4: Gencluster des MtrABC Komplexes und dem dufReren Membrancytochrom OmcA.

OmcA: OmcA (outer membrane cytochrome A) ist ein 79 kDa groRes decahdm c-Typ
Cytochrom, welches in der duReren Membran mit der Orientierung nach auBen verankert
ist. Es ist eine terminale Reduktase fiir die Reduktion von Fe(lll) und Mn(lV) Spezies. Eine
Deletion des omcA Gens zeigt einen deutlichen Effekt in der Reduktion von Mangan, jedoch

nur schwach in der Reduktion von Eisen (Bucking et al., 2010; Coursolle & Gralnick, 2012). Es
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konnte nachgewiesen werden, dass OmcA eine hohe Affinitat fir die Bindung an Hamatit

besitzt (Shi et al., 2009).

MtrC: MtrC (metal reducing protein C) ist ein 71 kDa groRes decaham c-Typ Cytochrom und
die terminale Reduktase bei der dissimilatorischen Eisenatmung. Durch Versuche mit Zellen
bei denen mtrC deletiert wurde konnte gezeigt werden, dass MtrC hauptverantwortlich fir
die Reduktion von Eisen, aber nicht von Mangan ist (Myers & Myers, 2002b). Durch die
Kristallisation von MtrF, einem Protein welches homolog zu MtrC ist, konnte viel tUber die
Funktion der einzelnen Bereiche innerhalb des Proteins herausgefunden werden (Abbildung
5). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Himgruppe funf fir die Reduktion
durch direkten Kontakt notig ist. An den Seiten des Molekiils befinden sich zwei Flavin-
Bindemotive (Hamgruppe zwei und sieben), hierriiber kénnen Flavine als Shuttle fur die
Reduktion genutzt werden (Clarke et al., 2011). Es konnte festgestellt werden, dass eine S.
oneidensis Zelle ohne duBere Membrancytochrome nicht mehr in der Lage ist Riboflavin zu
reduzieren (Richter et al., 2012). MtrC ist Gber einen Lipidanker in der Membran verankert,
welcher sich N-terminal direkt hinter der Sekretionssequenz befindet. Das Motiv fiir einen
Lipidanker besteht aus 4 Aminosduren mit der Consensus Sequenz [LVI][ASTVI][GAS][C]
(Inouye et al., 1977). Die Sekretionssequenz wird im Cytoplasma erkannt und das Protein
kann durch die innere Membran mithilfe des Sec-Systems ins Periplasma geleitet werden.
AnschlieBend wird die Sekretionssequenz im Periplasma abgetrennt (Sugai & Wu, 1992). Im
Periplasma wird MtrC von den Proteinen fiir die Maturation erkannt, die Hamgruppen
konnen eingebaut und das Protein vollstandig gefalten werden. Fir die Sekretion nach
aullen und die korrekte Orientierung ist das Typ-Il-Sekretionssystem zustandig (Richter et al.,
2012; Shi et al., 2008). Wie die Erkennung von MtrC durch das Typ-lI-Sekretionssystem
verlauft und wie der genaue Mechanismus zur Einlagerung in die duRere Membran ist,

konnte bisher noch nicht gezeigt werden.

13



Einleitung

Reduktion Uber direkten Kontakt

Flavin-Bindestelle

Flavin
Bindestelle

N-terminuis bei Region | 10A
im Hintergrund

Abbildung 5: Die Kristallstruktur von MtrF mit Beschriftung der Funktion einzelner Bereiche. Zur Orientierung
sind die 10 Hamgruppen durchnummeriert. Die Himgruppe 5 ist fiir die Reduktion durch den direkten Kontakt
verantwortlich. Die Hamgruppen 2 und 7 sind fir die Reduktion von |6slichen Huminsduren verantwortlich,
welche als Shuttle dienen kénnen wie z. B. Flavine. Die Elektronen kénnen von 8 auf 6 und von 1 auf 3
Ubertragen werden und somit das Flavin-Bindemotiv umgehen. Der N-Terminus, an welchem der Lipidanker
lokalisiert waére, ist in der Kristallstruktur nicht enthalten. Der Bereich IV ist in der Pore von MtrB lokalisiert und
nimmt die Elektronen aus dem Periplasma auf. Die beiden gelben Punkte in Region drei stellen zwei Cysteine

dar, welche nicht mit einem Ham Kofaktor binden (Clarke et al., 2011).

MtrA: MtrA (metal reducing protein A) ist ein 32 kDa im Periplasma lokalisiertes decaham
c-Typ Cytochrom (Beliaev et al., 2001; Pitts et al., 2003). MtrA kann durch die Bindung an
MtrB auch in der dulReren Membran nachgewiesen werden (White et al.,, 2013). Es ist
moglich, dass MtrA Elektronen von CymA aufnimmt und auf MtrC Gbertragt (Beliaev et al.,
2001), da aber in einer AstcAfccA Mutante festgestellt werden konnte, dass die
Eisenreduktion drastisch abnimmt, werden die Elektronen in vivo von CymA nicht direkt auf
MtrA, welches in der duBeren Membran lokalisiert ist, Gbertragen (Sturm et al., 2015). Eine
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Elektroneniibertragung zwischen FccA und MtrA konnte in beide Richtungen gezeigt werden
(Schuetz et al., 2009). In E. coli konnte gezeigt werden, dass MtrA oxidiert wird wenn die
Zelle Eisenchelate in das Periplasma aufnehmen kann (Pitts 2003). Weiterhin spielt MtrA
eine wichtige Rolle bei der Integration von MtrB (metal reducing protein B) in die duRere

Membran (Schicklberger et al., 2011).

MtrB: MtrB ist ein 76 kDa B-barrel Protein, welches die duBere Membran durchspannt und
die Elektronenilbertragung durch die duBere Membran auf die terminalen Reduktasen
unterstitzt (Beliaev & Saffarini, 1998; Shi et al., 2012). Es ist notwendig fir die korrekte
Lokalisation von MtrC und OmcA (Myers & Myers, 2002b). MtrB bendtigt MtrA fir den
Schutz vor dem Abbau durch die periplasmatische Protease DegP. In einer AmtrA Mutante
kann MtrB nicht mehr nachgewiesen werden, obwohl es exprimiert wird. Die Expression von
MtrB ohne MtrA kann in einer AdegPAmtrA Doppelmutante bestatigt werden (Schicklberger
et al., 2011). Dieses Verhalten ist fiir ein OMP ungewo6hnlich, da fir B-barrel Proteine bisher
ein einheitlicher Mechanismus fiir die Integration in die duflere Membran angenommen

wurde.

4 Einbau von OMPs in die aullere Membran

Der Transport von OMPs durch das Periplasma, ihre Faltung und Integrierung in die duBere
Membran ist bei E. coli bereits gut erforscht. Die duReren Membranproteine werden, wie in
Abschnitt Il. 3.3 far MtrC beschrieben, nach der Expression im Cytoplasma an der
Sekretionssequenz erkannt und Uber das Sec-System in ungefaltenem Zustand in das
Periplasma transportiert. Um eine Aggregation zu verhindern muss das OMP direkt mit
einem Chaperon im Periplasma interagieren. Fiir das Geleit der OMPs durch das Periplasma
und deren Faltung sind drei Proteine verantwortlich. Die zwei Chaperone SurA (survival
protein A) und Skp (seventeen kilodalton protein) und die Protease DegP, die in sehr
seltenen Fallen auch die Funktion eines Chaperon ausiibt. Das DegP als Chaperon fungieren
kann, konnte fiir MalS nachgewiesen werden (Spiess et al., 1999). Der Transport von OMPs

durch das Periplasma wird in zwei Wege eingeteilt, den SurA Weg und den Skp/DegP Weg
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(Abbildung 6) (Sklar et al., 2007). Sobald beide Wege ausgeschaltet sind, hat das OMP keine
Moglichkeit mehr korrekt in die dullere Membran eingebaut zu werden und bildet
Aggregate, welche zu einer Stressreaktion der Zelle fliihren. Die Expression von DegP ist
durch den of-Faktor reguliert, welcher durch eine Stressreaktion der Zelle hervorgerufen
wird. Eine Doppelmutante in beiden Wegen, also eine AsurAAdegP oder eine AsurAAskp sind
letal fur die Zelle (Rizzitello et al., 2001). Die Doppelmutante AdegPAskp ist hingegen nicht
letal (Sklar et al., 2007).

auBere Membran

Periplasma

b

Sec

innere Membran

Vs

dulReres Membranprotein

Abbildung 6: Darstellung der Integration von OMPs in die duBere Membran. Das OMP wird durch das
Sec-System vom Cytoplasma in das Periplasma transportiert. Dort interagiert es mit den Chaperonen SurA oder
Skp, um eine Aggregation oder falsche Faltung zu verhindern oder wird von DegP degradiert. Der Bam-Komplex

ist fir den Transport der OMPs aus dem Periplasma und die Integration in die dufere Membran notwendig.
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SurA ist ein 47 kDa Protein und das vorrangige periplasmatische Chaperon, um OMPs in
Losung zu halten und korrekt zu falten. Skp ist nur 17 kDa groR. Die Form von Skp dhnelt
einer Qualle, bestehend aus einem Kopf und drei Tentakeln (Walton & Sousa, 2004). Eine
hohe Beweglichkeit der Tentakel erlaubt es Skp auch OMPs zwischen 18 und 89 kDa bei der
Faltung zu unterstitzen (Qu et al., 2007). Die Eigenschaften und Funktionen der Chaperone,
insbesondere von SurA, wurde Mitte der 1990er Jahre entdeckt und untersucht (Missiakas et
al., 1996; Rouviere & Gross, 1996). Die Funktion von Skp war lange Zeit unklar aufgrund der
geringen phanotypischen Relevanz einer Askp Mutante (Chen & Henning, 1996). Damit
OMPs richtig durch das Periplasma zur duReren Membran transportiert werden, benotigen
sie ein Signal fir die korrekte Lokalisation des Proteins in der duReren Membran. Dieses
Signal ist eine aromatische Aminosaure am C-Terminus des Proteins. Das Signal besteht
meistens aus einem Phenylalanin als letzte Aminosaure, es kann sich aber auch um eine der
anderen aromatischen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan oder Histidin handeln (de Cock et
al., 1997). Nachdem das OMP durch das Periplasma geleitet wurde, bendétigt es fiir die
Integration in die duBere Membran einen hoch konservierten Proteinkomplex. Fiir diesen
Vorgang ist der Bam-Komplex (Beta-barrel assembly machine) zustandig. Er besteht aus funf
Proteinen. Dem BamA, welches ein B-barrel Protein ist und den vier Lipoproteinen
BamBCDE. BamA enthilt eine periplasmatische Doméane, welche finf POTRA (polypeptide
translocation associated) Domdnen enthélt (Kim et al., 2007). Der gesamte Vorgang der
Interaktion des Bam-Komplexes mit den OMPs, dem Chaperon und dem Einbau in die
duBere Membran ist noch nicht bis ins Detail gekldrt. AuRere Membranproteine sind zwar
auch in der Lage sich ohne den Bam-Komplex in die dauRere Membran zu integrieren, aber

der Vorgang ist aufgrund der Ineffizienz in vivo nicht von Bedeutung (Hagan et al., 2010).

5 Ziel dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte der Einbau der einzelnen Komponenten des MtrABC-Komplexes und

die Interaktion zwischen den einzelnen Proteinen untersucht werden.
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Der Schwerpunkt sollte dabei auf dem Einbau des B-barrel Proteins MtrB und dem Einfluss
der Chaperone SurA und Skp auf die Faltung von MtrB liegen. Es sollte zudem untersucht
werden, ob der Einfluss von MtrA nur den Schutz vor der Protease DegP beinhaltet
(Schicklberger et al., 2011) oder ob MtrA noch weitere Funktionen aufweisen kann. In
diesem Zusammenhang sollte auch die Interaktion zwischen MtrA und MtrB genauer
beleuchtet werden. Dazu gehorte auch die Untersuchung moglicher Interaktionspunkte

zwischen MtrA und MtrB.

Des Weiteren sollte MtrC naher untersucht werden. Hierflir wurden spezielle konservierte

Segmente in dem Protein erforscht und mit Lipoproteinen verschiedener eisenreduzierender

und nicht eisenreduzierender Bakterien vergleichen.
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1l. Material und Methoden

1 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anderweitig angegeben, von den

Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Applichem
(Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Alle Enzyme wurden von New England Biolabs
(Schwalbach), Fermentas (Thermo Scientific, Schwerte) oder Life Technologies (Darmstadt)
bezogen.

6 Verwendete Stamme und Medien

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 3 angegeben.
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Tabelle 3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme.

Material und Methoden

Nr. Stamm relevanter Genotyp Referenz
JG7 S. oneidensis MR-1 Wildtyp (Myers &  Nealson,
1988)

1G22 E. coli DH50Z1 acig, PN25-tetR, Spr, deoR, supE44, A(lacZYA- | (Lutz & Bujard, 1997)
argFVv169), @80 lacZ4aM15

JG23 E. coli DH50Z1 pMQ150 JG22/ pMQ150 (Shanks et al., 2006)

JG52 S. oneidensis AmtrA JG7/ AmtrA (Schuetz et al., 2009)

JG55 S. oneidensis AmtrB 1G7/ AmtrB (Schuetz et al., 2009)

1G98 E. coliWM3064 thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZ AMI15 RP4- | (Saltikov & Newman,
1360A(araBAD)567 AdapA1341::[ermpir(wt)] 2003)

S12 E. coli WM3064 pMQ150A4skp JG98/ pMQ1504skp Diese Arbeit

S13 E. coli WM3064 pMQ150A4surA JG98/ pMQ1504skp Diese Arbeit

S25 DH5a pDHFR mtrBys (ohne sec seq) 1G22/ pDHFRmtrBys (fehlende Sekretionssequenz) Diese Arbeit

JG132 S. oneidensis AOMC JG7/ AmtrD-F AomcA AmtrC ASO1659 AS0O2931 (Bucking et al., 2010)

JG138 S. oneidensis AOMC pBADmtrC JG132/ pBAD202mtrC Diese Arbeit

JG192 S. oneidensis AOMCAfccA JG7/ AmtrD-F AomcA AmtrC ASO1659 ASO2931 AfccA (Blicking, 2011)

S11 S. oneidensis AmtrAAdegP mtrBstrep 1G7/ AmtrAAdegP mtrBsirep (Schickelberger, 2010)

S22 S. oneidensis AmtrA pBADmtrA Q332L,R333G JG52/ PBAD202,pestrepmtrA Q332L,R333G Diese Arbeit

S26 S. oneidensis Askp mtrBsirep JG7/ Askp mtrBsirep Diese Arbeit
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Nr. Stamm relevanter Genotyp Referenz

S27 S. oneidensis AdegPAmtrA Askp mtrBstrep JG7/ AdegPAmtrA Askp mtrBsirep Diese Arbeit
S28 S. oneidensis AsurA mtrBstrep JG7/ AsurA mtrBsiep Diese Arbeit
S35 S. oneidensis AmtrA pBADmtrA P325A G52/ PBAD202pestrepmtrA P325A Diese Arbeit
S37 S. oneidensis AOMCAfccA pBADmtrC PM 5-9 JG192/ pBAD202mtrC (5 CGGSD 9> 5 VVGAI 9) Diese Arbeit
S38 S. oneidensis AOMCAfccA pBADmtrC D9G JG192/ pBAD202mtrC D9G Diese Arbeit
S43 S. oneidensis AmtrA pBADmtrA P325stopp JG52/ PBAD202,pestrepmtrA P325stopp Diese Arbeit
S47 S. oneidensis AmtrAAskp mtrBstrep JG7/ AmtrAAskp mtrBsirep Diese Arbeit
S55 S. oneidensis AmtrB pBADmtrB C45A JG55/ pBAD202mtrBC45A Diese Arbeit
S56 S. oneidensis AmtrB pBADmtrB C42A JG55/ pBAD202mtrBC42A Diese Arbeit
S57 S. oneidensis AmtrB pBADmtrB C42/45A JG55/ pBAD202mtrBC42/45A Diese Arbeit
S58 S. oneidensis AmtrA pBADmtrAx;s JG52/ pBAD202mtrAs Diese Arbeit
S59 S. oneidensis AmtrB pBADmtrB JG55/ pBAD202mtrB Diese Arbeit
S69 S. oneidensis AOMC pBADmtrC PM JG132/ pBAD202mtrC (5 CGGSD 9-> 5 VVGAI 9) Diese Arbeit
S77 S. oneidensis AmtrB pBADmtrB PM(432-439) JG55/ pBAD202mtrB Diese Arbeit

(432DRETTDE439-> 432AVKPRMK439)
S80 S. oneidensis AOMC pBADmtrC D9G JG132/ pBAD202mtrC D9G Diese Arbeit
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Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid relevanter Genotyp Referenz
pMQ150 nptll, R6K-ori, ura3, sacB (Shanks et al., 2006)
pMQ150_surA nptll, R6K-ori, ura3, sacB | Diese Arbeit
AsurA
pMQ150_skp nptll, R6K-ori, ura3, sacB | Diese Arbeit
Askp
pDHFR bla, T7-Promotor New England Biolabs

(Schwalbach, Deutschland)

pDHFR mtrB (ohne sec seq)

bla, T7-Promotor mit mtrB
ohne Sekretionssequenz

Diese Arbeit

pBAD202

KanR, Para

Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

pPBAD_mtrAyis Kan®, Pa mtrAu Diese Arbeit
pBADonestrep_mtrA Kan® Par onestrepMtrA (Schiitz, 2009)
pBAD_mtrB KanR, Para mtrB Diese Arbeit
pBADmtrB C45A KanR, Para mtrB CA5A Diese Arbeit
pBADmtrB C42A KanR, Para mtrB C42A Diese Arbeit
pBADmtrB C42/45A Kan® PasmtrB C42/45A Diese Arbeit
pBADmMtrC Kan®, Pas mtrC Diese Arbeit
pBADmtrC D9G Kan®, Para mtrC D9G Diese Arbeit
pBADmtrC PM5-9 Kan®, Para mtrC | Diese Arbeit
(5 CGGSD 95 VVGAI 9)
pBADonestrep_mtrA P325A KanR, Para onestrepMtrA P325A | Diese Arbeit
pBADonestrep_mtrA P325stopp KanR, Para onestrepMtrA | Diese Arbeit
P325stopp
pBADonestrep_mtrA KanR, Para onestrepMtrA | Diese Arbeit
Q332L,R333G Q332L,R333G
pBADmMtrBys KanR, Para mtrBys Diese Arbeit

7 Kultivierung und Anzucht der Stamme

Die Anzucht der Bakterienstamme erfolgte aerob immer in LB-Medium (

Tabelle 5). Die S. oneidensis Stamme bei 30°C, E. coli bei 37°C unter stiandigem Schiitteln

(180 rpm) in einem Schittelinkubator (Brunswick, Edison, USA). Um Platten herzustellen

wurde das Medium mit 2 % Agar-Agar versetzt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung von LB-Medium in einem Liter.

Substanz Menge fiir 1L
NaCl 5g
Trypton/Pepton 10g
Hefe-Extrakt 5g

dH20 Add. 1000 ml

Fir die anaerobe Anzucht wurde M4-Medium verwendet. Als Elektronenakzeptor wurde

entweder Eisencitrat oder Fumarat verwendet (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammensetzung des M4-Mediums zur anaeroben Anzucht der Bakterien.

Substrat | Konzentration
Grundmedium

KzHPO4 1,27 mM
KH,PO,4 0,73 mM
HEPES 5mM
(NH4)2$O4 9 mM
Caseinhydrolysat 0,1%
MgS0, 1mM
CaC|2 0,1 mM
Spurenelemente

Na,EDTA 67,2 UM
MnSO, 1,3 uM
FeCl, 5,4 uM
CoCl, 5uM
ZnS0O, 1uM
CuSOq, 0,2 uM
H3BO3 56,6 UM
Na,MoO, 3,9 uM
NiCl, 5uM
Na,SeQ, 1,5 uM
Elektronendonor

D,L-Lactat 50 mM
Verschiedene Elektronenakzeptoren

Fumarat 100 mM
Eisencitrat 50 mM
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Um zu gewahrleisten, dass das Medium anaerob ist, wurde eine cyclische Begasung mit
Stickstoff und anschlieBendem Vakuum ziehen (15-mal) durchgefiihrt. Dafiir wurde die

Flasche mit einem Gummistopfen verschlossen.

8 Molekularbiologische Methoden

8.1 Isolierung chromosomaler DNA

Als Template fiir die Amplifikation bestimmter Bereiche aus dem Genom von S. oneidensis

wurde chromosomale DNA genutzt.

Tabelle 7: Fiir die Isolierung der chromosomalen DNA verwendete Lésungen.

Puffer Substrat Konzentration
Resuspensionspuffer (pH 8) TRIS 10 mM

EDTA 1mM

Sucrose 0,35 mM
Lyselosung (pH 8) TRIS 50 mM

NaCl 0,15 mM

EDTA 10 mM

SDS 1%
TE-Puffer (pH 8) TRIS 10 mM

EDTA 1mM

Die Zellen (ca. 3 g) wurden in 25 ml Resuspensionspuffer geldst und Lysozym zugegeben. Die
Zellen wurden anschlieRend fiir 20 min bei 37 °C inkubiert, um die Zellen aufzuschlieRen. Zu
25 ml von der Lysel6sung wurden 12,5 ml Na,ClO4 (5 M), 2 ml B-Mercaptoethanol und 125 pl
Proteinase K Losung bei 50 °C gemischt. Die entstandene Losung und die Zellsuspension
werden gemischt und bei 5 °C inkubiert (1-3 h). Der Aufschluss der Zellen wurde
mikroskopisch kontrolliert. Nach der Lyse der Zellen wurden 15 ml Phenol/Chlorophorm
Mischung (1:1) zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln
inkubiert. Um die Zellreste loszuwerden, wurde die Losung zentrifugiert (10 min, 4 °C, 25000
g) und der Uberstand in ein DNase freies GSA-Réhrchen Uberfiihrt. Der Schritt wurde
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wiederholt, aber bei 37 °C fiir 20 min geschwenkt. Die Losung wurde erneut wie oben
beschrieben zentrifugiert und der Uberstand in einen Erlenmeyerkolben {berfiihrt. Nach
Zugabe des 0,6-fachen Volumens an lIsopropanol wurde die DNA in Form von Schlieren
sichtbar und konnte mit einem Glashaken abgenommen und in einen neuen
Erlenmeyerkolben gegeben werden. Die DNA wurde zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen
und anschlieRend bei RT getrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer gelost und mit einer RNase
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 5ml einer
Chlorophorm/Isoamylalkohol Mischung (1:1) zugegeben und bei 9000 g, 4 °C und 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem 10 % (v/v) einer 3 M Na-Acetat-Lésung versetzt
und durch das doppelte Volumen von Ethanol wurde die DNA gefallt. Die DNA wurde erneut

mit einem Glashaken abgenommen und in 1 ml TE-Puffer geldst.

8.2 Isolierung von Plasmiden

dTM

Die Plasmide wurden mit Hilfe des PureYiel Plasmid Miniprep KIT der Firma Promega

(Mannheim) isoliert. Das Volumen zur Elution des Plasmides wurde je nach bendtigter

Konzentration angepasst.

8.3 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer.

Nr. | Sequenz 5 - 3‘ Primername

1 TAGGGTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATAT | mtrBVS5 invitro
GGCTGATGGTTATGGTCTAGC for

2 TTAAAGGCCTCCTGCAGGTTAACCTTACTCGAGAATTCCCGGGATCCTT | mtrBVS5 invitro
ATTACGTAGAATCGAGACC rev

3 CGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG_ATGGGTTGTTACCAGTGCTA | surA UP for

Uberlapp

4 TGACCTTAGAACGTGCCAAGGATTTTGTGG_GCTAAATTGACCACTAAACG | surA UP rev

Uberlapp
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5 CCACAAAATCCTTGGCACGT surA DOWN for
Nr. | Sequenz 5‘ 2> 3‘ Primername
6 ATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG_GGTACTATGACCTTAATGAG | surA DOWN rev
Uberlapp
7 CGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG_AGTGAACATTATGATAC | skp UP for
AGG Uberlapp
8 GAATATAACAAAGGTAACAAGGAGTCTATT_AGCCTTAAGCAAAGGCA | skp UP rev
AG Uberlapp
9 AATAGACTCCTTGTTACCTT skp DOWN for
10 | ATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG_TCCGTGGTAGTGAACCGT skp DOWN rev
Uberlapp
11 | ACAGACATAAATCTTAGGTGA surA Primer for
Test
12 | AGTTCAGCTACCGTTATGTA surA Primer rev
Test
13 | GACTCTATCACCAATACGC skp Primer for
Test
14 | AACGGTTATGGTCAATATAA skp Primer rev
Test
15 | CTGGCGAAAGGGGGATGTG pMQ150 Test for
16 | CATTAGGCACCCCAGGCTTTAC pMQ150 Test rev
17 | CATGCCATGGCATGATGAAATTTAAACTCAATTTGAT mtrB Ncol for
18 | CCGGCGCGCCGTTTAAACTTAGAGTTTGTAACTCATGC mtrB Pmel rev
19 | CAGGTTCATGGTTCTAACCATTAATCTGGCAAG MtrA P325Stopp
for
20 | GCTGTAATAGCTTGCCAGATTAATGGTTAGAAC MtrA P325Stop
rev
21 | CTTGCCAGATGCATGGTTAGAACCATGAACCTG mtrA P325A rev
22 | GTTCTAACCATGCATCTGGCAAGCTATTACAG mtrA P325A for
23 | TTTGGGCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATAC | MtrA His for
CATGAAGAACTGCCTAAAAATG
24 | GCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTT | MtrA His rev
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TTAGTGATGGTGATGGTGATGGCGCTGTAATAGCTTGCCAG

Nr. | Sequenz 5‘ 2> 3‘ Primername

25 | TCGCCCTTCTATTAGCCCAGTAATAGCTTGCCAGATGGATGGTTAG mtrA Q332L,
R333Grev

26 | TGGCAAGCTATTACTGGGCTAATAGAAGGGCGAGCTCAAG mtrA Q332L,
R333G for

27

CCGCATGGAGCTGTAAAGGCGCCGTCGTTGAAAC

mtrB C45A for

28

GATGTGCCCGTTTCAACGACGCGGCCTTTACAGC

mtrB C45A rev

29

GAAAAAGTGAAATTATCCGCATGGAGCGCTAAAGGCTGCGTCGTTG

mtrB C42A for

30

CCGTTTCAACGACGCAGCCTTTAGCGCTCCATGCGGATAATTTCAC

mtrB C42A rev

31

GAAATTATCCGCATGGAGCGCTAAAGGCGCCGTCGTTGAAAC

mtrB C42/45A for

32

CAACGACGGCGCCTTTAGCGCTCCATGCGGATAATTTCACTTTTTC

mtrB C42/45A

rev

33

TGCCGTTATTACCGATCGCTCCCACCACGCCGGTTAAGGCCATTGTGAC

mtrC PM 5-9 rev

34

CCTTAACCGGCGTGGTGGGAGCGATCGGTAATAACGGCAATGATGGTA
G

mtrC PM 5-9 for

35

GGCTGTGGTGGAAGCGGTGGTAATAACGGC

MtrC D9G for

36

CATTGCCGTTATTACCACCGCTTCCACCACAG

MtrC D9G rev

37

TATCAAGCCGTGAAACCACGGATGAAGAATACCGTTTGGG

MtrB PM intern

for

38

CCCAAACGGTATTCTTCATCCGTGGTTTCACGGCTTGATA

MtrB PM intern

rev

39 | GATTAGCGGATCCTACCTGAC pBAD Test for

40 | CTCTCATCCGCCAAAACAGC pBAD Test rev

41 | TTTTGGGCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATA | mtrC pBAD
CCCATGGGCAACGCACAAAAATC invitro for

42 | TCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACC | mtrC pBAD
GTTTTTACATTTTCACTTTAGTGTG invitro rev
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8.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Flr analytische Untersuchungen wurde der MangoMix® (Bioline, Luckenwalde) verwendet.
Hiermit konnte die Ligation von PCR-Produkten in einem Plasmid oder genetische
Mutationen festgestellt werden. Der MangoMix® ist eine 2-fache Stocklosung mit einer
Tag-Polymerase. Primer und Stocklésung wurden im Verhaltnis 2:1 gemischt und entweder
eine Kolonie oder Template zugegeben.

Flr eine praparative PCR wurde die Phusion® High Fidelity Polymerase (NEB, Schwalbach)
verwendet. Der Vorteil dieser Polymerase liegt in der proof reading Funktion, wodurch die
Fehlerrate verringert wird. Die Zusammensetzung der Losungen fiir die Reaktion im 50 pl

Malistab ist in Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 9: Zusammensetzung einer praparativen PCR-Reaktion.

Substanz Menge
Primer for (2 uM) 12,5 ul
Primer rev (2 uM) 12,5 pl
Puffer (5fach) 10 pl
dH,0 11,5 pl
DMSO 1,5 pl
dNTP-Mix 1l
iProof (2 U/ul) 1ul
Template 1l

Die Annaeling Temperatur wurde flir die verwendeten Primer angepasst. Eine
Standardreaktion fand bei 55 °C statt und ist in

Tabelle 10 angegeben.

28



Material und Methoden

Tabelle 10: PCR-Programm einer prdparativen PCR-Reaktion.

Schritt | Temperatur | Zeit Funktion

1 95 °C 2:30 min Initiale Denaturierung
2 95 °C 30s Denaturierung

3 55°C 30s Annaeling

4 72 °C 30 s/kb Elongation

30 malige Wiederholung ab Schritt 2

5 72 °C 5 min Finale Elongation

6 4°C oo Lagerung

8.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde genutzt, um DNA Fragmente der GroRe nach

aufzutrennen. Hierfliir wurde 1 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer (Tabelle 11) gelost und mit

0,5 pug/ml Midori green (Nippon Genetics, Diiren) fur die Farbung der DNA bei 312 nm

versetzt. Bei Verwendung des MangoMix® ist der Ladepuffer schon enthalten. Bei der iProof

wurde ein 6x Ladepuffer verwendet (Tabelle 12). Als GroRenmarker wurde ein 1 kb Marker

oder ein 50 bp Marker (Thermo Scientific, Dreieich), abhadngig von der GréRe des PCR

Produktes, genutzt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des TAE-Puffers.

Substanz Konzentration
TRIS (pH 8) 40 mM

Acetat 20 mM

EDTA 1mM
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Tabelle 12: Zusammensetzung des 6x-Ladepuffers.

Substanz Menge (Gesamtvolumen 28,5 ml)
Xylene cyanol 0,05¢g
Orange G 0,05g
Glycerin 12 ml
TAE-Puffer (50x) 1,5 ml
dH,0 15 ml

8.6 Isothermale in vitro Ligation

Die isothermale in vitro Ligation beruht auf einer Methode nach Gibson (Gibson et al., 2009).

Es werden PCR Produkte hegestellt, welche lberlappende Bereiche zu einem bestimmten

Bereich im Vektor enthalten, um sie anschlieBend zu ligieren. Die T5 Exonuklease bildet, von

5 nach 3 ausgehend, einzelstrangige DNA. Die homologen Bereiche der einzelstrangigen

DNA kénnen mithilfe der Tag-Ligase zu einem Doppelstrang ligiert werden. Die Phusion®

Polymerase kann die entstandenen Liicken wieder schlieRen (Abbildung 7). Die Polymerase

arbeitet schneller als die Exonuklease, wodurch ein kompletter doppelstriangiger Vektor

hergestellt wird. Durch den Doppelstrang wird der Exonuklease ein freier 5 Angriffspunkt

verwehrt. Es wurden immer 15 ul des Reaktionsmastermixes (Tabelle 14) und 5 ul der zu

ligierenden Elemente eingesetzt. Die Reaktion lduft bei 55 °C fir 1,5 Stunden ab.

Tabelle 13: Zusammensetzung des Reaktionspuffers (5x) flr die in vitro Ligation.

Substanz

Konzentration

TRIS (pH 7,5)

500 mM

MgC|2

50 mM

dNTPs

1mM

DTT

50 mM

NAD

5mM

PEG-8000

25 % (w/v)

dH,0

250 pl
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Tabelle 14: Der verwendete Reaktionsmastermix der in vitro Ligation.

Substanz Menge
Reaktionspuffer (5x; Tabelle 13) | 80 ul
Phusion Polymerase (2 U/ul) 5 ul
Tag DNA-Ligase (40 U/ul) 40 ul
T5 Exonuklease (0,1 U/pl) 16 ul
dH,0 239 ul
[ PCR Produkt 1/Vektor | ]
5{
5{
I PCRProdukt 2/ Vektor |
[ PCR Produkt 1/ Vektor —5{
. X
—— PCR-Produkt2/\ektor |
[ PCR Produkt 1/ Vektor g M PCR Produkt 2/ Vektor |

liegiertes PCR Produkt

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Funktionsweise der isothermalen in vitro Ligation. Mit orange ist

der homologe Uberlapp gekennzeichnet. In rot und blau sind Vektor bzw. ein PCR Produkt gekennzeichnet.

8.7 Transformation der elektrisch kompetenten Zellen

Das gewiinschte Plasmid wurde Uber eine elektrische Transformation in die gewiinschten

E. coli oder S. oneidensis Zellen eingebracht. Fur die Elektroporation mussten die Zellen
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vorbereitet werden. Sie wurden Uber Nacht in LB Medium (Tabelle 5) angezogen und
anschliefend 1 ml Vorkultur in 25 ml SOB-Medium (Tabelle 15) Uberfihrt. Nach ca. 3 h
wurden die Zellen in der exponentiellen Phase fiir 20 min bei 4 °C gekiihlt. Die Zellen wurden
bei 5000 g fir 10 min bei 4 °C in einer Eppendorf Zentrifuge pelletiert und in vorgekiihltem
und sterilem ddH,O0 resuspendiert. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Anschlieend
wurden die Zellen in einer entsprechenden Menge ddH,0 aufgenommen und auf Eis fur die

Weiterverarbeitung gelagert.

Tabelle 15: Zusammensetzung von einem Liter SOB-Medium.

Substanz Menge (fiir 1 L)
Trypton 20g

Hefe Extrakt 5g

NacCl 0,58¢g

KCl 0,19¢g

Durch die kurzfristige Depolarisierung des Membranpotentials infolge eines elektrischen
Impulses (1,8 kV, 5 ms) wird die Zelle dazu befahigt das gewiinschte Plasmid aufzunehmen.

Fir diesen Vorgang wurden 120 pl der kompetenten Zellen mit 2 yul Plasmid in einer
vorgekihlten Elektroporationskiivette (Bio-Rad, Miinchen) gemischt. Der elektrische Impuls
wurde mit dem MicroPulser (Bio-Rad) tGiber das Programm Ec1 hergestellt. Die Zellen wurden
fir die Regeneration direkt in SOC-Medium (Tabelle 16) Uberfihrt. S. oneidensis wurde fur
12h bei 30 °C inkubiert. E. coli wurde fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Fur die Selektion der
gewlinschten Stamme wurde das SOC-Medium auf Agarplatten mit den entsprechenden

Antibiotika ausplattiert.

Tabelle 16: Zusammensetzung des SOC-Mediums.

Substanz Konzentration
Glucose 20 mM
MgCl, 20 mM

gelost in SOB-Medium
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8.8 Herstellung markerloser S. oneidensis Deletionsmutanten

Fiir den knock out bestimmter Gene wurde das pMQ150 Plasmid genutzt. Da dieses
Plasmid flr eine Transformation in S. oneidensis zu grol} (leerer Vektor 8 kb) ist wurde
es mittels Konjugation eingebracht. Es wurden zwei 500 bp groBe Fragmente, welche
zu den Abschnitten vor und hinter dem entsprechenden Gen homolog sind, mit der in
vitro Ligation (Abschnitt Ill. 8.6) in pMQ150 eingebracht. Das entstandene Konstrukt
wurde in einen E.coli WM3064 Stamm (ber Elektroporation (Abschnitt Ill. 8.7)
eingebracht. Der WM3064 Stamm ist ohne Diaminopimmelinsaure (DAP) nicht zum
Wachstum fahig. Der Stamm ist aber dazu in der Lage den R6K-ori (origin of
replication) zu replizieren.

Fiir die Konjugation wurden die Ubernachtkulturen des WM3064 Stammes, mit dem
gewilinschten pMQ150 Plasmid, und der gewiinschte S. oneidensis Stamm mit
LB-Medium gewaschen. Die gewaschenen Zellkulturen wurden gemischt und auf eine
LB-Agar Platte mit enthaltenem DAP (0,3 mM) pipettiert. Die Agarplatte wurde (ber
Nacht bei 30 °C inkubiert. Der entstandene Zellrasen wurde mit LB-Medium von der
Platte gelost und 1:5, 1:25 und 1:125 verdiinnt. Von der Verdliinnung wurden jeweils
100 pl auf einer LB Platte welche Kanamycin (25 pg/ml) enthielt ausplattiert und Gber
Nacht bei 30 °C inkubiert. Zu dieser Platte wurde kein DAP zugegeben, damit der E. coli
Stamm nicht mehr wachsen kann und nur noch der gewlinschte S. oneidensis Stamm
auf der Platte zu finden ist. S. oneidensis ist nicht fahig den R6K-Ori zu repliziren und
muss daher das Plasmid lber die homologen Bereiche in das Genom integrieren. Die
Integration des Plasmides, welche als ,first cross” bezeichnet wird, wurde tber ,,pick
& patch” getestet. Die Stamme werden zuerst auf einer Agarplatte mit Kanamycin und
anschlielend auf einer Platte mit 10 % Sucrose ausgestrichen. Aufgrund des sacB
Gens, welches im pMQ150 Plasmid enthalten ist, wird das Wachstum mit Sucrose
aufgrund der Bildung von Polymeren gehemmt. Die Zellen mit integriertem pMQ150
mussen daher mit Kanamycin fahig sein zu wachsen, auf den Platten mit Sucrose muss
geringeres Wachstum zu erkennen sein. Die korrekte Integration wurde mit PCR

getestet. Es wurde daflir ein pMQ150 Test Primer (Primer 15/16) und ein Primer,
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welcher im Genom bindet verwendet. Die positiven Stamme wurden fiir den ,,second
cross“ genutzt.

Die Stdamme mit integriertem pMQ150 wurden Uber Nacht bei 30 °C in LB-Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 1:10 in frischem LB-Medium verdiinnt und
weitere 4 h inkubiert. Hiervon wurden 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdinnungen
hergestellt, 50 pl auf LB Platten mit 10 % Sucrose ausplattiert und 24 h bei 30 °C
inkubiert. Die Deletion des pMQ150 wurde wieder Uber ,pick & patch” getestet.
Hierfir wurden LB-Platten mit Kanamycin benutzt auf denen, ohne die im pMQ150
enthaltenen Resistenz, kein Wachstum mehr moglich ist und LB-Platten auf denen
Wachstum mit oder ohne pMQ150 moglich ist. Die Zellen kénnen beim entfernen des
Vektors wieder wildtypischen genetischen Status erlangen oder das entsprechende
Gen mit entfernen. Daher wurden die Stamme, welche nicht mehr fahig sind auf
Kanamycin zu wachsen, durch PCR auf den Verlust des Genes getestet. Die dafir
bendtigten Primer sind in Tabelle 8 aufgelistet. Der Vorgang der Herstellung der

makerlosen Mutanten ist in Abbildung 8 noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Konjugation und Rekombination zur Herstellung markerloser
Deletionen in S. oneidensis. Mit 1 bis 4 sind die jeweiligen Primer mit entsprechendem Uberlapp

gekennzeichnet.

8.9 Sequenzierung

Die DNA Sequenzen wurden anhand von Sequenzierungen auf ihre Basenabfolge hin

analysiert. Dies wurde von der Firma Eurofines (Luxemburg) Gbernommen.

8.10 Herstellung der Punkmutationen

Die Punktmutationen in den Plasmiden wurden nach dem QuickChange® Protokoll der Firma
Stratagene (La Jolla, USA) hergestellt. Die Primer wurden so abgeleitet, dass die

Punktmutation im Primer enthalten ist und vor und hinter der Mutation 20 bis 25 bp
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homolog zum Template enthalten sind. Die Primer sollten eine Gesamtlange zwischen 30
und 50 bp haben. Das Pipettierschema fiir die Reaktion ist in Tabelle 17 aufgelistet. Das PCR
Programm ist in

Tabelle 18 aufgelistet. Die Wiederholungen beziehen sich auf die Menge der
Punktmutationen. Sollte nur eine Base ersetzt werden, wurden 12 Wiederholungen gewahlt.
Die Wiederholungen wurden je nach Menge der Mutationen angepasst. Das Verwendete
Template wurde mit dem Dpnl Restriktionsenzym entfernt. Der Vorteil von Dpnl ist, dass es
nur methylierte DNA an der Basensequenz GATC schneidet. Das Template ist methyliert, da
es aus einem Organismus Uber MiniPrep (Abschnitt Ill. 8.2) gereinigt wurde. Das

entstandene PCR Produkt ist jedoch nicht methyliert und wird daher auch nicht abgebaut.

Tabelle 17: Pipettierschema fiir die Punktmutation eines Plasmids.

Substanz Volumen
Reaktionspuffer (5X) 10 ul

dsDNA 1 pl (5-50 ng/ul)
Primer for (2 uM) 12,5 pl

Primer rev (2 uM) 12,5 pl

dNTP Mix 2 ul

dH,0 11 ul

iProof Polymerase (2 U/ul) 1 ul

Tabelle 18: PCR-Programm zur Herstellung eines Plasmids mit gewlinschter Punktmutation.

Schritt Temperatur Zeit

1 95 °C 1 min

2 95 °C 30 sec

3 55°C 1 min

4 68 °C 1 min/kb Plasmid Lange

Wiederholung ab Schritt 2 fir 12-18 mal

5 68 °C 1,5 min/kb Plasmid Lange

6 4°C oo
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Das entstandene Produkt wurde gereinigt und Uber Elektroporation transformiert. Die

Mutation wurde Uber Sequenzierung des Plasmides kontrolliert.

9 Bestimmung der Fe(lll)-Reduktion

Die Reduktion von Fe(lll) wurde Uber die Bestimmung der Konzentration von Fe(ll)
gemessen. Der quantitative Nachweis ist Uber eine Farbreaktion moglich. Bei pH-Werten
zwischen 4 und 9 bildet Ferrozin (Dinatrium-4-[3-pyridin-2-yl-6-(4-sulfonatophenyl)-1,2,4-
triazin-5-yllbenzosulfonat) mit Fe(ll) lonen einen Komplex, wodurch es einen Farbumschlag
von gelb zu blau gibt. Um die Oxidation von Fe(ll) durch Luftsauerstoff zu verhindern wurde
die Probe direkt nach der Entnahme 1:10 oder 1:100, abhangig von der Fe(ll) Konzentration,
in HCl (1 M) verdiinnt. Da fiur die Reaktion von Fe(ll) mit Ferrozin ein neutraler pH-Wert notig
ist wurde dieses in 50 % Ammoniumacetat Losung gelost (0,1 % (w/v)) (Ruebush et al.,
2006). Die Konzentration wurde photometrisch mit dem iMark (Bio-Rad) bei 595 nm
gemessen. Als Standard wurde Ammonium-Fe(ll)-Sulfat verwendet. Fir die Messung wurden

20 pl Probe mit 180 pl Ferrozinlésung gemischt.

10 Protein-biochemische Methoden

10.1 Fraktionierung der Zelle in ihre einzelnen Bestandteile

Je nach Bedarf wurde die Zelle in ihre einzelnen Bestandteile, bestehend aus Cytoplasma,

innere Membran, Periplasma und dulRere Membran aufgetrennt.

Periplasmaprédparation: Die Praparation der periplasmatischen Fraktion wurde mithilfe von
Polymyxin-B-Sulfat vorgenommen (Cerny & Teuber, 1971; Pitts et al., 2003). Hierflr wurden
1,5 g Zellen in 1 ml Puffer (50 mM HEPES, pH 7,4) aufgenommen und Polymyxin-B-Sulfat
zugegeben (1 mg/ml). Die Zellen wurden fur 1 h bei 37 °C unter Schitteln (180 rpm)
inkubiert. Das Polymyxin-B-Sulfat lagert sich dabei in die Membran ein und permeabilisiert
diese. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 45 min bei 15000 g und 4 °C zentrifugiert. Im
Uberstand befindet sich die Periplasmafraktion, das Pellet beinhaltet noch den Rest der

Zelle.
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Cytoplasmapraparation: Das Pellet aus der Periplasmapraparation wird weiter fir die
Cytoplasmapraparation verwendet. Es wird in ausreichend Puffer (50 mM HEPES, pH 7,4)
resuspendiert und 0,1 mg/ml DNasel zugegeben. Der Aufschluss der Zellen erfolgt Giber eine
French-Press (American Instruments Company, Maryland, USA). Auf die Zelle (40K cell) wird
ein Druck von 1260 psi ausgelibt, was einen Druck von 40000 psi auf die Bakterienzelle
bedeutet. Durch den schnellen Druckabfall beim Austritt der Zellen aus der French-Press
verliert diese ihre Stabilitat und platzt auf. Die nicht aufgeschlossenen Zellen werden bei
5000 g fiir 10 min und 4 °C ab zentrifugiert. Der Uberstand besteht aus den Membranen und
dem Cytoplasma. Das Cytoplasma wird von den Membranfragmenten durch Zentrifugation
bei 208000g, 1h und 4°C (L8-70M Ultracentrifuge, Beckman, Krefeld) getrennt. Der
Uberstand beinhaltet das Cytoplasma, das Pellet besteht aus den beiden Membranen,

welche weiter verarbeitet wurden.

Trennung der inneren und duBeren Membran: Fir die Trennung der Membranen vom Rest
der Zelle wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Falls die innere und die dulRere
Membran bendétigt wurden, wurde mit dem Pellet der Cytoplasmapraparation nach der
Ultrazentrifuge weiter gearbeitet. Das Pellet wurde in Puffer (Tabelle 19) gel6st und fiir 1 h
bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde es erneut zentrifugiert (208000 g, 1 h, 4 °C). Der
Uberstand ist die innere Membran, das Pellet die duRere Membran. Das Pellet wird in Puffer

(50 mM HEPES, pH 7,4) resuspendiert (Leisman et al., 1995).

Tabelle 19: Zusammensetzung des Puffers fiir die auftrennung der inneren und dulReren Membran.

Substanz Konzentration
NacCl 100 mM

KCl 2mM
Na,HPO,4 10 mM
KH,PO,4 2mM
N-Lauroylsarcosin 0,5 % (w/v)

pH Wert wurde auf 7,5 eingestellt
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Falls nur die duRere Membran von Interesse war wurde nur diese vom Rest der Zelle
getrennt. Es wurden die Zellen in Puffer (Tabelle 20) geldst und Uber die French-Press wie
oben beschrieben aufgetrennt. Nach der Ultrazentrifugation (208000 g, 1 h, 4 °C) befindet
sich im Pellet die duRere Membran mit sehr geringem Anteil an innerer Membran. Der
Uberstand besteht aus Cytoplasma, Periplasma und innerer Membran (Hoyle & Beveridge,

1983; Myers & Myers, 2002a; Schnaitman, 1971).

Tabelle 20: Puffer fiir die Trennung der duReren Membran vom Rest der Zelle.

Substanz Konzentration
HEPES (pH 7,5) 50 mM

NacCl 200 mM
Triton X-100 2% (w/v)

10.2 Proteinbestimmung

Methode nach Bradford: Bei dieser Proteinbestimmung wird Coomassie-Brilliant-Blue
verwendet. Dieser Farbstoff bindet an die basischen Seitenketten der Aminosauren und wird
dadurch vom kationischen Zustand in den anionischen Zustand versetzt. Im kationischen
Zustand hat Coomassie-Brilliant-blue eine Absorption bei 470 nm, welche sich im
anionischen Zustand auf 595 nm verschiebt. Diese Verschiebung der Absorption kann
photometrisch gemessen werden (Bradford, 1976). Als Referenz fiir die Eichgerade diente
bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA) in einer Konzentration von 0 bis 100 pg/ml. Die
Probe wurde 1:10 mit der Bradfordreagenz (Tabelle 21) gemischt und der Farbumschlag

wurde bei 595 nm detektiert.

Tabelle 21: Zusammensetzung der Bradfordreagenz.

Substanz Menge (in 1 L)

Coomassie-Brilliant-blue G-250 100 mg

Phosphorsdure (285 %) 100 ml

Ethanol (96 %) 50 ml
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dH,0 Add. 1000 ml

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist sehr storanfillig gegeniber Detergenzien,

insbesondere Triton X-100. Daher wurde noch eine weitere Methode angewendet.

Roti®-Quant universal KIT (Roth, Karlsruhe): Die Methode dieses KITs beruht auf einer
Biuret-Reaktion, gekoppelt mit einer Enancer-Reaktion zur Verstarkung des Signals. Bei der
Biuret-Reaktion werden die im KIT enthaltenen Cu®* lonen zu Cu® lonen reduziert. Dabei sind
hier die Peptidbindungen ausschlaggebend und nicht einzelne Aminosauren wie bei der
Bestimmung nach Bradford. Die Verstarkung des Signals erfolgt durch die spezifische
Chelatierung der Cu® lonen durch PCA (2-(2-Pyridyl)-Chinolinsdure-4-Carbonsiure). Die
Proteinbestimmung wurde nach Angaben des Herstellers in einer 96-well Platte

durchgefiihrt und bei 490 nm gemessen. Fir die Eichgerade diente ebenfalls BSA.

10.3 Acetonfallung

Das maximale Volumen der SDS-PAGE waren 30 pl. Auf das Gel wurden, abhangig von der
Art der Probe, zwischen 5 und 50 pg Protein geladen. In manchen Fallen wéare das Volumen
der SDS-PAGE zu gering um diese Menge an Protein zu laden. Das Volumen wurde daher mit
einer Acetonfallung angepasst. Der Nachteil einer Acetonfallung besteht in der vollstandigen
Denaturierung des Proteins.

Das gewilnschte Volumen der Probe wurde fiir die Acetonfédllung 1:1 mit kaltem Aceton
(-20 °C) gemischt und kurz invertiert. Das Protein wurde durch Zentrifugation (16000 g,
12 min, 4 °C) pelletiert und der Uberstand wurde abgenommen. Die Probe wurde zum
vollstandigen Abdampfen von Aceton fir eine Minute offen bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Das Pellet wird in 15 ul Puffer (50 mM HEPES, pH 7,4) aufgenommen und fir die

SDS-PAGE weiter verarbeitet.

10.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; SDS=sodium
Dodecylsulfat) (Laemmli, 1970) wird angewandt, um Proteine ihrer GrofRe nach

aufzutrennen. Die Denaturierung der Proteine erfolgt dabei durch Hitze und zusatzliche
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Zugabe von Ladepuffer (Tabelle 22). Das B-Mercaptoethanol spaltet Disulfidbriicken und
verringert dadurch die Stabilitat der Tertiar- bzw. Quartarstruktur der Proteine. Das SDS
lagert sich an den Proteinen an und entfaltet die Proteine. Das SDS besitzt eine negative
Ladung, Gberdeckt dadurch die Eigenladung der Proteine und fiihrt zu einer symmetrischen

Ladung in Abhangigkeit des Molekulargewichtes.

Tabelle 22: 6x Ladepuffer fur die Bearbeitung der Proben vor der SDS-PAGE.

Substanz Menge
Glycerin 828
TRIS-LOosung (2 M, pH 6,8) 1,5 ml
B-Mercaptoethanol 3ml
Bromphenolblaulésung (0,5 % (w/v)) 3ml
SDS-Losung (20 % (w/v)) 6 ml

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird ein Trenngel (Tabelle 23), welches fiir die
Auftrennung der Proteine zustandig ist von einem Sammelgel (Tabelle 23) Gberschichtet. Das
Sammelgel ist fir die Zusammenfihrung der Proteine und damit fiir die Scharfe der Bande
notig. Der pH-Wert im Sammelgel fihrt dazu, dass das Glycin im Laufpuffer (Tabelle 24) als
Zwitterion vorliegt und daher langsamer durch das Gel lauft, wohingegen das Cl lon als
yleader Elektrolyt” fungiert, dies fuhrt zu einem Spannungsgradient. Durch die geringe
PorengrofRe laufen die Proteine nur nach der Ladung und unabhangig von ihrer GroRe
ungefahr gleich schnell durch das Gel. An der Grenze zum Trenngel dndert sich der pH-Wert
und das Glycin hat eine ausschlieRRlich negative Ladung. Das Glycin ist deutlich kleiner als die
Proteine und staut diese an der Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel auf und die Proteine
werden zu einer Bande fokussiert (Isotachophorese). Im Trenngel fehlt nun der
Spannungsgradient und die PorengréBe nimmt ab, wodurch die Proteine nach der GroRRe

aufgetrennt werden.

Die Herstellung der Gele und Auftrennung der Proteine wurde in einer Mini-Protean® tetra
cell Apparatur (Bio-Rad) ausgefiihrt. Fir die Herstellung der Gele wurden die Glasplatten mit

Ethanol entfettet und in die Apparatur eingespannt. In der Losung der Gele fungiert TEMED
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als Katalysator und Ammoniumpersulfat (APS) startet die Polymerisation des Acrylamids,
weswegen diese beiden Stoffe zuletzt zugegeben wurden. Die Lésung flr das Trenngel
wurde zwischen die Glasplatten gegossen und mit Isopropanol tberschichtet, um eine klare
Trennlinie zu gewahrleisten. Nach der Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol
entfernt und 10 Minuten stehen gelassen, um durch Abdampfen des Isopropanols eine
vollstandige Entfernung zu garantieren. AnschlieBend wurde das Sammelgel zugegeben und
direkt die Kimme eingesetzt. Durch die GroRe der Kimme definiert, betrug die maximale

Kapazitat der Kammern 30 pl. Das Volumen der Probe wurde aber nur auf 20 pl angepasst.

Die Spannung wahrend dem Lauf betrug zwischen 120 V fiir das Sammelgel und 150 V fir
das Trenngel. Die Proteine wurden 5 min bei entsprechender Temperatur und Ladepuffer
denaturiert. Als GroRRenvergleich dienten 6 ul des PageRuler® prestained Protein ladder

(Fermentas, St. Leon-Roth).

Tabelle 23: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele.

Substanz Menge (fiir ein Gel)

Sammelgel (4 %) | Acrylamid-Stammldsung 0,825 ml
(Acrylamid: Bisacrylamid 37,5:1)

TRIS-L6sung (1 M, pH 6,8) 0,75 ml
SDS-Losung (10 % (w/v)) 60 ul
TEMED 7,5 ul
APS-L6sung (0,1 % (w/v)) 30 ul
Trenngel (12 %) | Acrylamid-Stammldsung 3ml

(Acrylamid: Bisacrylamid 37,5:1)

TRIS-L6sung (1,5 M, pH 8,8) 2,25 ml
SDS-Losung (10 % (w/v)) 90 ul
TEMED 9 ul
APS-L6sung (0,1 % (w/v)) 45 ul
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Tabelle 24: Laufpuffer fiir die SDS-PAGE.

Substanz Menge (fiir 1 L)
TRIS (pH 8,8) 3g

SDS lg

Glycin 144¢

10.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit N,N‘-Diallyl-tartardiamid

Bei dieser Gelelektrophorese wird das Bisacryllamid durch N,N‘-Diallyl-tartardiamid (DATD)
ersetzt. Die dadurch entstehende Quervernetzung des Acrylamids kann somit durch
Natriumperiodat mithilfe einer Glykolspaltung wieder aufgelost werden (Abbildung 9). Das
gewlinschte Protein kann aus dem Gel wieder rausgel6st werden und wird dabei in den
meisten Fallen nicht zerstort. In der Acrylamidlésung wurden die 0,8 % Bisacrylamid durch
3 % DATD ersetzt. Ansonsten wurde verfahren wie in Abschnitt 1ll. 10.4 beschrieben (Spath &
Koblet, 1979).

Damit das Protein aus dem Gel eluiert werden konnte wurde das ausgeschnittene Gelstlick
mit Natriumperiodatlésung (200 mM) versetzt. Die Reaktion fand bei Raumtemperatur fir
30 min statt. Flr die Proteinfallung wurde die TCA (Trichloressigsaure) Methode angewandt.
Eine 10 prozentige TCA Stammlosung wurde im Verhaltnis 3:2 mit dem aufgeldsten Gel
gemischt und durch Zentrifugation (16000g, 12 min, RT) das Protein pelletiert. Der
Uberstand und die Gelreste wurden verworfen und das Pellet in 15 pl 6x Ladepuffer
aufgenommen. Die Probe wurde bei 95 °C denaturiert und auf ein neues Gel geladen. Um

das Protein zu detektieren wurde eine Coomassie-Farbung (Abschnitt Ill. 10.7) durchgefiihrt.
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OH

o) NH, o] NH, o) NH, o) NH,
Abbildung 9: Chemische Darstellung der Glykolspaltung einer SDS-PAGE mit DATD durch Natrium periodat. Der

obere und untere Strang ist das Acrylamid, die Quervernetzung des Acrylamids erfolgt durch DATD.

10.6 Hdm-Farbung

Mit der Methode der Ham-Farbung kénnen Proteine, welche eine Ham-Gruppe als Kofaktor
haben, spezifisch angefarbt werden (Thomas et al., 1976). Die Peroxidase Aktivitdt des
Ham-Kofaktors kann dazu genutzt werden H,0, zu reduzieren und dabei die Elektronen auf
3,3',5,5“Tetramethylbenzidin (TMB) zu Ubertragen. Der Farbstoff TMB geht bei der
Reduktion von einer farblosen Leukoform in einen blauen Zustand uber. Dadurch
hinterlassen auf der SDS-PAGE nur Hamproteine eine blaue Bande.

Das SDS-Gel wurde nach dem Lauf fir 30 min in 12,5 % TCA-L6sung gelegt. Das TCA dient der
Fixierung und Regeneration der Hamproteine. Danach wird das Gel 30 min in Wasser
gewaschen. Fur die Farbung werden die Komponenten der Reaktionsldsung der Tabelle 25:
Reaktionslésung fiir die Ham-Farbung eines SDS-Gels. von oben nach unten einzeln

zugegeben und so lange inkubiert, bis die Banden ausreichend sichtbar sind.
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Tabelle 25: Reaktionslésung fur die Hdm-Farbung eines SDS-Gels.

Substanz Menge

TMB (1 mg/ml) 10 ml

Citratpuffer (pH 6,4) 1ml

H20, (35%) 40 pl

10.7 Coomassie-Farbung

Die Proteine werden bei der Coomassie-Farbung nach demselben Prinzip angefarbt, wie bei
der Proteinbestimmung nach Bradford beschrieben (Abschnitt Ill. 10.2). Fiir diese Farbung
wird auch der Farbstoff Coomassie-Brilliant Blau verwendet, wodurch alle Proteine
unspezifisch gefarbt werden (Zehr et al., 1989).

Die Farbung der Gele mit Coomassie ist auch nach der Hamfarbung noch moglich. Die Gele
wurden 30 min in Fixier- und Farbelosung gelagert. Die Losung wurde danach durch
Entfarber | getauscht. Die Gele wurden so lange in Entfarber | gelagert, bis die einzelnen
Proteinbanden sichtbar wurden. Um den Hintergrund zu entfarben und eine klarere Sicht auf
die Banden zu erlangen wurde Entfarber Il solange zugegeben, bis das gewlinschte Ergebnis

erzielt wurde.

Tabelle 26: Die benétigten Losungen fiir die Coomassie-Farbung.

Losung Substanz Konzentration
Fixier- und Farbelésung | Methanol 30 % (v/v)
Essigsdure 20 % (v/v)

Coomassie-Brilliant Blau G-250 0,25 (w/v)

Entfarber | Methanol 30 % (v/v)
Essigsdure 20 % (v/v)
Entfarber Il Essigsaure 8 % (v/v)
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10.8 Western-blot

Mit der Western-blot Methode kénnen Proteine spezifisch Uber einen Tag, mit dem ein
Protein gekennzeichnet ist, oder (iber einen fir das Protein spezifischen Antikorper
detektiert werden (Burnette, 1981).

Fir den Transfer wurde das Trans-Blot Turbo® System (Bio-Rad) verwendet. Es wurden 6
Filterpapiere mit einer Dicke von 1 mm fiir 15 min in Puffer eingelegt (Tabelle 27) Die
Nitrocellulosemembran mit einer PorengréRe von 0,2 um wurde kurz vor dem Blotten mit
Puffer benetzt. Uber das Gel und unter die Membran werden jeweils 3 Filterpapiere
angebracht. Der Aufbau ist in Abbildung 10 dargestellt. Es wurde darauf geachtet, dass keine
Luftblasen dazwischen sind, da diese eine Weiterleitung des Stromflusses verhindern. Es
wurde ein Strom von 1,3 A und 25V angelegt. Die Dauer des Vorgangs variierte von 7-

12 min, abhangig von der GroRe des Proteins, welches untersucht werden sollte.

Tabelle 27: Zusammensetzung des Puffers fir den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die

Nitrocellulosemembran.

Substanz Menge (in11)
TRIS 40g

Glycin 20g

Ethanol (95 %) 150 ml
Methanol 50 ml

Add.dH,0 1L; pH 8,7
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Filterpapier
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Abbildung 10: Aufbau fir den Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran. Rot ist die
Nitrocellulosemembran gekennzeichnet, blau das SDS-Gel. Die schwarzen Balken symbolisieren jeweils 3

Filterpapiere. Der Transfer erfolgt von der Kathode zur Anode.

Detektion: Das Protein wurde mittels einer Immunodetektion nachgewiesen. Bei diesem
Vorgang wird ein Antikorper verwendet, welcher an ein spezifisches Epitop im Protein
bindet. Bei diesem Epitop kann es sich entweder um eine eigens eingebrachte
Aminosauresequenz, wie ein His-Tag oder V5-Tag, handeln oder um eine im Protein schon
vorhandene Sequenz. Ein zweiter Antikorper, welcher mit einer alkalinen Phosphatase (AP)
verkniipft ist, bindet spezifisch an den ersten Antikérper. Uber die alkaline Phosphatase kann
nun eine Farbereaktion stattfinden. Dabei wird 5-Brom-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)
dephosphoryliert und das intermediat bildet durch Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
vermittelt ein Dimer, welches eine tief blaue Farbe hervorbringt (Abbildung 11). Die
Farbreaktion wurde mithilfe des AP conjugation substrate KIT (Bio-Rad) nachgewiesen. Die
einzelnen Schritte der Membran nach dem Transfer bis hin zur Farbung sind in Tabelle 28

aufgelistet.

47



Material und Methoden
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Abbildung 11: Reaktion von BCIP lber die AP hin zum Indigo Farbstoff unter Einsatz von NBT.

Tabelle 28: Auflistung der Weiterverarbeitung der Nitrocellulosemembran nach dem Proteintransfer bis hin zur

Farbung.

Wiederholungen | Lésung (TBS/TBST/TBSTT Tabelle 29) Zeit

2 mal TBS 10 min
blocking Puffer (3 % (w/v) Michpulver in TBS) 1lh
erster Antikorper (in 3 % BSA (w/v) in TBS; 1:1000) 1h

2 mal TBSTT 10 min
TBS 10 min
Zweiter Antikorper (in blocking Puffer; 1: 7500) 1h

4 mal TBST 5 min

5 mal dH,0 2 min

Farbung mit 15 ml Farbel6sung laut Herstellerangaben (AP conjugation substrat KIT; Bio-

Rad).

Die einzelnen Puffer fir die Immunodetektion sind in der folgenden Tabelle aufgelistetet.
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Tabelle 29: Zusammensetzung der Puffer fur die Waschschritte der Nitrocellulosemembran.

Puffer Substanz Menge
TBS Puffer (pH 7,5) TRIS 10 mM
NaCl 200 mM
TBST Puffer (pH 7,5) TRIS 20 mM
NaCl 500 mM
Tween 20 0,05 %
TBSTT Puffer (pH 7,5) TRIS 20 mM
NaCl 20 mM
Tween 20 0,05 %
Triton X-100 0,2%

10.9 Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie beruht darauf, dass bestimmte Aminosduresequenzen eine
hohere Affinitat haben an bestimmte Stoffe zu binden. In dieser Arbeit wurden zwei

verschiedene Moglichkeiten der Affinitatschromatographie genutzt.

Metall-lonen Affinitatschromatografie (IMAC): Mit dieser Methode kann man Proteine
reinigen, welche mit einem His-Tag versehen sind. Der His-Tag besteht aus 6 oder 8
hintereinander gereihten Histidinen. Bei der verwendeten Saule sind Ni** lonen an eine
Resinmatrix gebunden und konnen damit Proteine, welche mit einem His-Tag versehen sind,
binden. Imidazol kann wegen der dhnlichen Struktur und damit verbundenen Bindekapazitat
fiir die Elution des Proteins verwendet werden. Die Konzentration von Imidazol hdngt dabei
von der Bindekapazitat des im Protein enthaltenem His-Tags ab. Die fiir die Reinigung
verwendeten Puffer sind in Tabelle 30 aufgelistet. Die Vorgehensweise und einzelnen
Schritte sind in Tabelle 32 aufgelistet. Das Programm wurde mit einer DuoFlow FPLC (Fast
protein liquid chromatography) von Bio-Rad durchgefiihrt. Als Sdule wurde eine HisTrap HP-
Sdule (GE healthcare) verwendet. Das Chromatogramm wurde bei 280 nm und 410 nm
erstellt.
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Tabelle 30: Zusammensetzung der Puffer fiir die IMAC.

Puffer Substanz Konzentration

Waschpuffer/ HEPES (pH 7,4) | 50 mM

Regenerationspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 20 mM
Elutionspuffer HEPES (pH 7,4) 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM

Reinigung des Strep-Tags: Der Strep-Tag besteht aus einer Aminosauresequenz mit 8
Aminosauren mit der definierten Sequenz Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys. Dieser Tag
bindet mit einer hohen Affinitdt an Strep-Tactin®, das von einem modifizierten Streptavidin
stammt, welches ein Protein aus Streptomyces avidinii ist. Der natlrliche Ligand des
Streptavidins ist Biotin. Zum Eluieren wird d-Desthiobiotin, ein Strukturanalogon zu Biotin,
verwendet. Fir die Reinigung der Saule kann hier nicht der Waschpuffer genommen werden,
da Desthiobiotin sich durch die Verringerung der Konzentration nicht von Strep-Tactin
ablost. Fur die Regeneration wurde 4-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid (HABA) genutzt,
um Desthiobiotin wieder effektiv von der Saule zu |6sen. Das HABA kann wieder mit Puffer
fiir einen neuen Lauf von der Sadule geldst werden, oder direkt mit 20 % Ethanol fir die
Lagerung. Die Puffer sind in Tabelle 31, das Programm fir die Reinigung ist in Tabelle 32
aufgelistet. Die Reinigung erfolgte wieder Uber eine DuoFlow FPLC mit einer Strep-Tactin

superflow Plus Saule (Qiagen). Das Chromatogramm wurde bei 280 nm und 410 nm erstellt.
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Tabelle 31: Zusammensetzung der Puffer fir die Reinigung eines Strep-Tags.

Puffer Substanz Konzentration
Waschpuffer (pH 8) NaH,PO, 50 mM

NaCl 150 mM
Elutionspuffer (pH 8) NaH,PO, 50 mM

NaCl 300 mM

Desthiobiotin 2,5 mM
Regenerationspuffer (pH 8) | NaH,PO, 50 mM

NaCl 300 mM

HABA 1mM

Tabelle 32: Auflistung der einzelnen Schritte einer Proteinreinigung iber Affinitdtschromatographie.

Funktion Losung Volumen

Aquilibrierung Waschpuffer 5 Saulenvolumina

Laden Probe Abhéngig von der Binde-
kapazitat der Saule.

waschen Waschpuffer 10 Saulenvolumina

Elution Elutionspuffer 5 Sdulenvolumina

Regeneration

Waschpuffer

10 Saulenvolumina

Lagerung

Saule

der

20 % Ethanol

10 Siulenvolumina

10.10 Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde dazu genutzt Proteine der GréRRe nach aufzutrennen. Die Porengrolie

der Saule ist unterschiedlich, wodurch kleinere Proteine durch Diffusion in mehr Poren
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eindringen konnen als groRRe Proteine. Daher missen kleinere Proteine eine grofRere Strecke
zuriicklegen auf dem Weg durch die Sadule als groRe Proteine. Daher gilt je groRer das
Protein, umso schneller der Lauf durch die Saule. Der Puffer hat keine Auswirkung auf die
Bindekapazitat des Proteins und kann daher entsprechend gewahlt werden. Dies ist eine
gute Moglichkeit um storende Faktoren, wie z.B. Imidazol, aus der vorhergehenden
Reinigung zu entfernen.

Fur die Reinigung wurde eine die HiLoad® 26/60 Superdex 200 prep grade Saule (GE
healthcare) verwendet. Der Puffer ist in Tabelle 33 aufgelistet. Die Sdule wurde mit 600 ml
Puffer aquilibriert. Anschlieend wurden max. 10 ml Probe geladen und mit 300 ml Puffer
bei einer Flussrate von 2,5 ml/min Eluiert. Fiir den Vorgang wurde die DuoFlow FPLC

(Bio-Rad) genutzt. Das Chromatogramm wurde bei 280 nm und 410 nm erstellt.

Tabelle 33: Zusammensetzung des Puffers fir die Gelfiltration.

Substanz Konzentration
HEPES (pH 7,4) 50 mM
NaCl 200 mM

10.11 In vivo crosslinking Versuche

Mit einem crosslinker kénnen Proteine lber zwei definierte Gruppen oder teilweise auch
unspezifisch kovalent verlinkt werden und somit Proteininteraktionen festgestellt werden.
Die crosslinker verlinken dabei alle Proteine mit den entsprechenden Gruppen miteinander.
Die Gruppen, welche miteinander verlinkt werden miissen einen bestimmten Abstand
aufweisen, der (iber die Lange des crosslinkers gegeben wird. Die Interaktion wird mit einem
Western-blot (Material und Methoden, Abschnitt 10.8) analysiert. Wird an einer bestimmten
Stelle das Protein, welches untersucht wird, hdufiger detektiert als an anderen Stellen, kann
davon ausgegangen werden, dass das untersuchte Protein hadufiger mit einem anderen
bestimmten Protein interagiert als unspezifisch mit anderen Proteinen.

Es besteht aber haufig die Moglichkeit, dass zwei Proteine miteinander interagieren, aber
nicht tGber einen crosslinker verbunden werden kénnen. Dies liegt daran, dass der crosslinker

einen bestimmten Abstand zweier spezifischer Gruppen bendtigt, die er miteinander
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verlinken kann. Ubt die gewiinschte Gruppe schon eine Interaktion aus oder sind sie zu weit
voneinander entfernt, ist eine Verlinkung durch den crosslinker nicht moglich.

Die in dieser Arbeit verwendeten crosslinker (Thermo Fischer scientific; Tabelle 34) wurden
nach Herstellerangaben bearbeitet. Alle crosslinker sind membrangangig, um eine

Verknlipfung periplasmatischer Proteine zu gewahrleisten.

Tabelle 34: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten crosslinker.

Crosslinker Reaktive Gruppen

DMP (Dimethyl adipimidat) Amine — Amine

DSS (Disuccinimidyl suberate) Amine — Amine

TMEA (Tris-[2-maleimidoethyl]amine) Thiole — Thiole (trifunktional)
BMDB (1,4-bismaleimidobutane) Thiole — Thiole

SMPT (4-succinimidyloxycarbonyl-a-methyl-a-[2- Amine — Thiol

pyridyldithio]toluene)

SIA (succinimidyl iodoacetat) Amine — Thiol

LC-SDA (succinimidyl 6-(4,4'-azipentanamido)hexanoate) | Amine — unspezifisch

DCC (Dicyclohexylcarbodiimid) Amine — Carboxyl

EMCH (N-(e-Maleimidocaproic acid) hydrazide) Thiol — Carbonylgruppe

11 Reduktion der Himgruppen

Der Zustand eines Hamproteins, ob es reduziert oder oxidiert ist, kann mithilfe der Anderung
im Absorptionsspektrum festgestellt werden. Insbesondere der Peak bei 552 nm, welcher in
reduziertem Zustand vorhanden ist, verschwindet in oxidiertem Zustand génzlich. Uber die
Zunahme von diesem Peak kann die Reduktion detektiert werden.

Es wurde eine Losung aus 40 % (v/v) Pyridin in 200 mM NaOH hergestellt. Es wurden 250 pl
dieser Losung mit 250 pl gereinigtem MtrAys gemischt und 1,5ul einer 0,1 M
KsFe(CN)s-Losung zugegeben. In dieser Losung ist MtrAy;s vollstandig oxidiert. Die Kivette
wurde mit einem Stopfen verschlossen, um eine weitere Oxidation durch Luftsauerstoff zu

verhindern. Von dieser Losung wurde ein Spektrum zwischen 400 und 600 nm mit dem Cary
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50 UV/VIS Spektrometer (Varian, Darmstadt) aufgenommen. Es wurde sukzessive eine frisch
angesetzte Dithionit Loésung (100 mg/ml) zugegeben, bis keine weitere Zunahme des Peaks
mehr festgestellt werden konnte. Mithhilfe der eingesetzten Proteinmenge konnte nun

errechnet werden, wieviel Dithionit benotigt wurde um 1 mg MtrAy;s zu reduzieren.

12 MtrAB Dynamik Versuch

Mit diesem Versuch sollte untersucht werden, ob das MtrA, welches durch die Bindung an
MtrB in der Membran verankert ist, durch ein periplasmatisches MtrA ausgetauscht wird
oder ob nur die Elektronen weitergegeben werden.

Es wurde die duBere Membran von ca. 2,5 g AmtrA pBADonestrepmtrA Zellen mithilfe von
Laurylsarcosine isoliert (Abschnitt Ill. 10.1) und in 7,5 ml Puffer (50 mM HEPES; 250 mM
NaCl; pH 7,4) resuspendiert. Durch das Fehlen von Detergenzien wird die Membran zur
Bildung von Liposomen gezwungen. Dieser Vorgang findet unter aeroben Bedingungen statt,
wodurch die Hamproteine dieser Losung oxidiert vorliegen. Es wurden 500 ul von
gereinigtem MtrAy;s mithilfe von Dithionit reduziert (Abschnitt 1ll. 11) und die beiden
Losungen unter anaeroben Bedingungen miteinander gemischt. Durch Ultrazentrifugation
(208000 g, 4 °C, 1 h) wurde die Membran von der Loslichen Fraktion getrennt und mittels

Western-blot (Abschnitt Ill. 10.8) die Lokalisation des zugegeben MtrAy;s detektiert.

13 Analyse der Aminosauresequenz in Lipoproteinen

Die Aminosduresequenzen der Lipoproteine von eisenreduzierenden und nicht
eisenreduzierenden, Gram-negativen Bakterien wurde mithilfe von Pubmed und DOLOP
(Database of Bacterial Lipoproteins) ermittelt. Es wurde mit den verschiedenen Sequenzen

durch die CLC Workbench ein Alignement der ersten 50 Aminosauren durchgefiihrt.
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IV. Ergebnisse

1 Dynamik von MtrA zwischen Periplasma und dul3erer Membran

Die Interaktion zwischen MtrA und MtrB muss schon im Periplasma stattfinden, aufgrund
der Schutzfunktion von MtrA gegeniiber dem Abbau von MtrB durch die Protease DegP,
welche im Periplasma lokalisiert ist (Schicklberger et al., 2011). MtrA schiitzt MtrB wahrend
dem Transfer durch das Periplasma und ist nach der Integration von MtrB in die duRere
Membran fir den Transfer der Elektronen aus dem Periplasma verantwortlich. Die
Interaktion und die dafiir verantwortlichen Bereiche sind nicht bekannt. Um das Verhalten
von MtrA nach der Integration von MtrB in die duBere Membran besser zu verstehen wurde
untersucht, ob das gleiche MtrA, welches mit MtrB im Periplasma Interagiert, statisch an
MtrB gebunden bleibt oder an der Membran ausgetauscht werden kann. Nach der
Weitergabe der Elektronen an MtrC liegt MtrA in oxidiertem Zustand vor. Das oxidierte MtrA
in der Membran kénnte nun von anderen c-Typ Cytochromen aus dem Periplasma reduziert
werden oder sich von einem MtrA, welches in reduziertem Zustand im Periplasma vorliegt,
ablésen lassen.

Es wurde mit zwei unterschiedlich markierten MtrA Varianten gearbeitet. Die Funktionalitat
von MtrAyis und onestrepMtrA  wurde ermittelt, indem eine AmtrA Mutante mit
Plasmid-kodierten Kopien der Gene (pBADonestrepmtrA und pBADmtrAy;s) bei Wachstum mit
Eisencitrat als Elektronenakzeptor komplementiert wurde. Die pBAD Plasmide wurden
jeweils mit 0,1 mM Arabinose induziert. Als Kontrolle wurde mit dem S. oneidensis WT
Stamm gleich verfahren. Fir die Messung der Eisenreduktion wurden 100 pl Probe mit
900 pl 1 M HCI-Lésung gestoppt und die Eisenreduktion mit Ferrozin bei 595 nm gemessen.
In Abbildung 12 ist gezeigt, dass onestrepMtrA und MtrAys beide einen AmtrA Stamm
komplementieren kdnnen. Der His-Tag am C-Terminus und der onestrep-Tag am N-Terminus
behindern nicht die Funktionalitdt des MtrA Proteins, wodurch gewahrleistet werden kann,
dass beide MtrA Varianten die gewiinschte Funktion der Interaktion mit dem MtrB Protein

und dem Transfer der Elektronen auf MtrC, ausiiben kénnen.
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Abbildung 12: Bestimmung der Eisenreduktion der AmtrA pBAD onestrepmMtrA, AmtrA pBADmtrAy;s und der
S. oneidensis WT Stamme. Jeder Stamm wurde in drei unterschiedlichen Messungen untersucht und

anschlieBend der Mittelwert gebildet.

Die Stdamme AmtrA pBADonestrepmtrA und AmtrA pBADmtrAys konnten somit beide
verwendet werden, um die Dynamik von MtrA nach der Interaktion mit MtrB zu
untersuchen. Da S. oneidensis die Proteine des Mtr-Wegs fiir die Eisenreduktion auch unter
Nutzung von anderen anaeroben Elektronenakzeptoren exprimiert (Beliaev et al., 2005; Gao
et al., 2010; Romine et al., 2008; Sturm et al., 2015), wurde M4-Medium mit Fumarat als
Elektronenakzeptor verwendet. Von AmtrA pBADmtrAys wurde das Periplasma gewonnen
und das MtrAy;s daraus Uber eine His-Tag Saule und eine Gelfiltrationssdule gereinigt. Das
gereinigte MtrAy;s wurde unter anaeroben Bedingungen mit Natrium dithionit reduziert. Die
Konzentration von Natrium-dithionit wurde so gewahlt, dass 90 % des gesamten MtrAy;s
Proteins reduziert vorlagen. Um ein Oxidation von MtrA durch den Luftsauerstoff zu
verhindern, wurde dies in der anaeroben Kammer durchgefiihrt. Der AmtrA pBADonestrepmtrA
Stamm wurde anaerob angezogen und Liposomen aus der duBeren Membran hergestellt. Es
wurden 30 pg MtrAyis mit 3,5 mg Dithionit reduziert, mit den Liposomen der duReren
Membran gemischt. Fiir die Reaktion wurden fiinf und 15 Minuten Zeit gelassen. Der |6sliche
Teil und die Membran wurden mittels Ultrazentrifugation getrennt und mit Western-blot

wurde die Lokalisation des zugegebenen MtrAy;s bestimmt. Auf das SDS-Gel wurde die Halfte
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des vorhandenen Proteins geladen, wobei mittels Acetonfillung das Volumen angepasst
wurde. Das ergab fiir den Uberstand, in dem auRRer MtrA keine weiteren Proteine vorhanden
sein sollten, eine Menge von 7,5 ug Protein. Da in der dauBeren Membran noch andere
Proteine vorhanden sind und der MtrABC-Komplex nicht das einzige Protein darstellt,
konnte die Menge des geladenen Proteins nicht definiert werden. Es wurde ebenfalls die
Halfte der Gesamtmenge der Membranfraktion auf das Gel aufgetragen. Die Proteine
wurden mit einem anti-His Antikdrper detektiert. Als Positivkontrolle wurden 7 pg
gereinigtes MtrAy;;, welches nicht bearbeitet wurde, geladen. Als Negativkontrolle wurden
25 pg der Membran der AmtrA pBADonesirepmtrA Zellen, welche ebenfalls nicht bearbeitet
wurden, verwendet.

MtrAuis ist nur in der l6slichen Fraktion zu detektieren. In der Membranfraktion kann kein
MtrAyis nachgewiesen werden (Abbildung 13). Dies gilt fur 5 und fir 15 Minuten
Inkubationszeit. Die ganz schwache Farbung in der Membranfraktion beruht auf der
Eigenfarbung der Cytochrome und kommt von dem in der Membranfraktion vorliegenden
onestrepMtrA. Aufgrund der Menge des geladenen Proteins ist es moglich diese Farbung zu
erkennen. Als Negativkontrolle wurde die duBere Membran des AmtrA pBADgnerstrepMtrA
Stammes verwendet, um gleichzeitig unspezifische Banden auf dem Western-blot

auszuschlieRen.
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Abbildung 13: Lokalisation von MtrAy;; durch einen anti-His Antikdrper nach Zugabe von reduziertem MtrAy;s zu
den Liposomen der dueren Membran eines AmtrA pBADgnestrepmMtrA Stammes. Von rechts nach links wurde
aufgetragen: Marker; Membranfraction (MF) nach 5 min Inkubation; I6sliche Fraktion (LF) nach 5 min
Inkubation; Membranfraktion nach 15 min Inkubation; l6sliche Fraktion nach 15 min Inkubation; Die
Negativkontrolle ist eine nicht bearbeite Membran der AmtrA pBAD pnestrepmMtrA Stamme; die Positivkontrolle ist

gereinigtes, aber nicht bearbeitetes MtrAy;.

2 Wachstumskurven von MtrA und MtrB Mutationen

Der genaue Vorgang der Interaktion zwischen MtrA und MtrB im Periplasma ist noch nicht
bekannt. Durch Punktmutationen in speziell gewahlten Bereichen der beiden Proteine sollte
der Einfluss bestimmter Bereiche untersucht werden. Der Einfluss der Regionen auf die
Reduktionsrate von Eisen wurde durch Eisenreduktionsassays ermittelt. Die verwendeten
pBAD Plasmide wurden immer mit 0,1 mM Arabinose induziert. Die Stimme wurden in einer
LB Vorkultur Gber Nacht bis zu einer ODgyg von zwei inkubiert. AnschlieBend wurden sie in
M4-Medium mit Eisencitrat als Elektronenakzeptor mit einer Anfangs ODggy von 0,004
Uberfihrt. Die Eisenreduktionsrate wurde durch die Zunahme von Fe(ll) mit Hilfe von

Ferrozin bestimmt.
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2.1 Wachstumskurven der Punktmutationen von MtrA

Die Punktmutationen wurden in einem pBADonestrepmtrA Plasmid durchgefiihrt, da der Tag
aber in diesem Fall nicht bendétigt wurde, ist er bei der Benennung des Stammes nicht
erwdahnt. Es wurde schon vorher gezeigt, dass mit dem pBADgnestrepmtrA Plasmid ein AmtrA
Stamm wieder komplementiert werden kann (Abbildung 12).

Bei AmtrA pBADmtrA Q332L, R333G wurde das Glutamin an vorletzter Stelle in ein Leucin
geandert und das an letzter Position befindliche Arginin in Glycin. Ein Prolin ist meistens fir
einen Loop im Protein zustdandig und hat daher einen grofRen Einfluss auf die Faltung oder
die Offenlegung von bestimmten Regionen des Proteins. Aufgrund dieser Eigenschaft von
Prolin wurde das Prolin an Position 325 entweder in ein Alanin getauscht
(AmtrA pBADonestrepmtrA P325A) oder in ein Stopp-Codon gedandert (AmtrA pBADonestrepmtrA
P325stopp), um den Einfluss der letzten sieben Aminosduren zu untersuchen. Die
Eisenreduktion wurde mittels Ferrozin bestimmt. Der S. oneidensis WT Stamm wurde als
Kontrolle verwendet.

Abbildung 14 zeigt, dass alle N-terminalen Punktmutationen von MtrA keinen Einfluss auf
die Eisenreduktion haben. Die Reduktionsrate von Eisencitrat ist bei den Stammen AmtrA
pBADmtrA P325A, AmtrA pBADmtrA P325stopp und AmtrA pBADmtrA Q332L, R333G
genauso schnell wie bei einem Wildtyp. Die Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung von

drei unterschiedlichen Messungen.
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Abbildung 14: Untersuchung der Eisenreduktion verschiedener Punktmutationen. Am N-Terminus wurden
verschiedene Aminosduren gedndert und die Reduktion von Eisen mittels Ferrozintest bestimmt. Die Versuche

fanden im Triplikat statt.

2.2 Einfluss von definierten Bereichen bei MtrB auf die Reduktion von Eisen

Der Einfluss bestimmter Bereiche auf die Interaktion zwischen MtrA und MtrB sollte auch
von der Seite von MtrB aus untersucht werden. Die Cysteine an Position 42 und 45 sind bei
MtrB und dessen homologen Proteinen stark konserviert. Sie wurden daher schon genauer
untersucht und ein Einfluss des Cysteins an Position 42 angenommen (Wee et al., 2014).
Dieser Phanotyp sollte noch einmal untersucht und bestatigt werden. In eine AmtrB Mutante
wurden jeweils ein pBADmtrB, pBADmtrB C42A, pBADmtrB C45A und pBADmtrB C42/45A
Plasmid transformiert. Der S. oneidensis WT Stamm und eine AmtrB Mutante dienen als
Positiv- bzw. Negativkontrolle.

Das pBADmtrB Plasmid, welches als Template fiir die Punktmutation verwendet wurde, kann
eine AmtrB Mutante wieder komplementieren. Das Eisencitrat wird von den drei
Punktmutationen MtrB C42A, MtrB C45A und MtrB C42/45A mit der gleichen Rate reduziert
wie von S. oneidensis WT und dem AmtrB pBADmtrB Stamm. Eine AmtrB Mutante ist nicht

mehr in der Lage Eisen in der gegebenen Zeit zu reduzieren (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Bestimmung der Reduktionsrate von MtrB exprmierneden Stimmen, bei welchem in definierten
Bereichen eine Punktmutation eingesetzt wurde. Die Punktmutationen in dem MtrB zeigen gegeniiber dem
Wildtyp keinen Phanotyp. Ohne MtrB ist keine Eisenreduktion mehr maoglich. Die Versuche fanden im Triplikat

statt, der AmtrB Stamm wurde nur einzeln kontrolliert.

Die Verwendung von verschiedenen Tags an MtrB wurde fir weitere Versuche getestet.
Hierfir wurden verschiedene pBADmtrB Plasmide generiert und (iber den Ferrozintest
untersucht, ob das Plasmid einen AmtrB Stamm wieder komplementieren kann. Getestet
wurde ein pBADmtrBys Plasmid, in welchem MtrB C-Terminal mit einem V5-Tag markiert ist,
ein pBADMtrBstrep, in welchem MtrB C-Terminal mit einem Strep-Tag versehen ist und ein
PBADyiss)_mtrB, bei dem MtrB N-terminale mit einem His-Tag bestehend aus 8 Histidinen
versehen wurde.

Der AmtrB pBADmtrBys Stamm ist nicht mehr in der Lage Eisencitrat in der Zeit zu reduzieren
in der der Wildtyp dazu fahig ist. Der V5-Tag hemmt das MtrB Protein in dessen Funktion,
wodurch das pBADmtrBys Plasmid nicht in der Lage ist den AmtrB Stamm zu
komplementieren. Die AmtrB pBADmMtrBsip Und AmtrB pBADyisi)_mtrB Stamme sind zur
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Eisenreduktion im &hnlichen Umfang wie der Wildtyp befdhigt. Es besteht also die
Méglichkeit den AmtrB Stamm mit einem pBADyisis)_mtrB oder einem pBADmMtrBsrep Plasmid

zu komplementieren (Abbildung 16).

=

=

c == AmtrB pBADmtrB,
o

pu == S.oneidensis WT

@©

= —— AmtrB pBAD i g)_mtrB
Q

N == AmtrB pBADmtrBg,.,,
o

= 5 —3

E 1 1

(]

w 20 30

Zeit [h]

Abbildung 16: Eisenreduktionsraten von einem AmtrB pBADmtrBys, einem AmtrB pBADmMtrBg.., und einem
AmtrB pBADysg_mtrB Stamm. Als Vergleich wurde ein S. oneidensis WT mitbestimmt. Die Fehlerbalken

wurden durch die Abweichung von 3 unabhangigen Proben generiert.

Die Moglichkeiten einen His-Tag an den N-Terminus und einen Strep-Tag an den C-Terminus
von MtrB zu setzen, lasst eine Interaktion von MtrA und MtrB in der Mitte des Proteins
vermuten. Es wurde daher eine Punktmutation an Position 432-439 von MtrB generiert. Die
Aminosauresequenz DRETTDE zwischen Position 432 und 439 wurde in die Sequenz
AVKPRMK getauscht. Der Austausch der Aminosduren fand in dem pBADmtrB Plasmid,
welches in Abbildung 15 schon getestet wurde, statt. Das dadurch entstandene Plasmid
wurde in einen AmtrB Stamm transformiert, wodurch ein AmtrB pBADmtrB PM 432-439
Stamm entstand. Das MtrB PM 432-439 wurde durch die Zugabe von 0,1 mM Arabinose
induziert und die Reduktionsrate in M4 Medium mit Fe(lll) Citrat als Elektronenakzeptor mit

der Ferrozinmethode bestimmt.
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Der AmtrB pBADmtrB PM 432-439 Stamm weillt einen Phanotyp in der Reduktionsrate

gegenilber dem S. oneidensis WT auf (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Fe(ll)-Reduktion einer AmtrB pBADmtrB PM 432-439 Mutante. Als Vergleich ist der

S. oneidensis WT mit in den Graphen integriert. Die Fehlerbalken resultieren aus einem Duplikat der Proben.

Fiir die Untersuchung der Prasenz von MtrB in der Zelle wurden die beiden AmtrB pBADmtrB
PM 432-439 aus dem Duplikat nach der Reduktion von 50 mM Eisencitrat geerntet und die
dullere Membran separiert. Die Proben wurden jeweils bei 37 °C und bei 95 °C denaturiert,
um einen moglichen Effekt der Mutation auf die Faltung von MtrB zu untersuchen. Die
Proben zeigen nur nach Denaturierung bei 95 °C eine Bande. Nach einem Erhitzen der Probe

auf 37 °C kann MtrB nicht detektiert werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Blot der beiden AmtrB pBADmtrB PM 432-439 Stamme nach Reduktion von 50 mM Eisencitrat.
Die duBeren Membranen von Probe 1 und Probe 2 wurden einmal bei 37 °C denaturiert (1; 2) und einmal bei
95 °C denaturiert (3; 4). Als Positivkontrolle wurde die duBere Membran eines S. oneidensis WT Stammes bei

95 °C denaturiert (5). Es wurden jeweils 25 ug Protein geladen.

3 Detektion von MtrB auf dem Blot unter verschiedenen Bedingungen

3.1 Stabilitat von MtrB in verschiedenen surA, skp, degP und mtrA Mutanten

Dass das periplasmatische c-Typ Cytochrom MtrA einen Einfluss auf den Abbau des OMPs
MtrB durch die Protease DegP hat, konnte schon gezeigt werden (Schicklberger et al., 2011).
Auf dieser Kenntnis aufbauend sollte der Einfluss der Chaperone SurA und Skp, welche fir
die korrekte Faltung von dufleren Membranproteinen zustandig sind, untersucht werden.
Dafiir wurden verschiedene Deletionsmutanten hergestellt und die Existenz von MtrB
mittels Western-blot analysiert. Da ein knock out von beiden Wegen, welche fiir den Einbau
von OMPs zustandig sind, letal fir die Zelle ist, konnte SurA nur einzeln deletiert werden.

Die Zellen wurden anaerob in M4-Medium mit Fumarat als Elektronenakzeptor bis zu einer
ODggo von 0,7 angezogen. Die Zellen wurden nach der Ernte in Puffer (50 mM HEPES, pH 7,4),
welcher 2 % Triton X-100 enthalt, resuspendiert und mit der French-press aufgeschlossen.
Durch das Triton X-100 gelangt der Grofite Teil der inneren Membran in Losung. Durch

Ultrazentrifugation wird die dullere Membran vom Rest der Zelle separiert. Es wurden 25 g
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Protein bei 95 °C denaturiert und auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit
dem anti-MtrB Antikorper.

In der AmtrA Mutante konnte kein MtrB detektiert werden. Das MtrB ist in den AsurA und
Askp Stammen in der &duBeren Membran detektierbar. In den AmtrAAdegP und
AmtrAAdegPAskp Stammen ist MtrB in der duBeren Membran trotz des fehlenden MtrA

nachweisbar. Der S. oneidensis WT Stamm diente als Positivkontrolle (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Detektion von MtrB in verschiedenen Mutanten nach der Denaturierung der Proben bei 95 °C.
MtrB wurde mit dem anti-MtrB Antikorper detektiert. Nur in der AmtrA Mutante kann MtrB nicht

nachgewiesen werden.

Die auBReren Membranproteine sind sehr stabil und bilden oft Aggregate, wenn sie von dem
zustdndigen Chaperon nicht in Losung gehalten werden. Sie kdnnen daher bei nicht
vollstandiger Denaturierung unterschiedliche Laufeigenschaften in einem SDS-Gel
aufweisen, wenn sie korrekt oder falsch gefaltet sind (Burgess et al., 2008). Es wurde daher
derselbe Versuchsansatz, wie in Abbildung 19 gezeigt wurde, erneut durchgefiihrt. Die
Proteine wurden jedoch nicht bei 95 °C, sondern nur bei 37 °C denaturiert.

Bei dem Erwdrmen der Proben auf 37 °C kann MtrB in den AmtrAAdegP und bei den
AmtrAAdegPAskp Stammen detektiert werden. Bei den anderen Stammen kann MtrB nicht

detektiert werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Detektion von MtrB in verschiedenen Mutanten nach Erwdrmen der Probe auf 37 °C. Der
Nachweis erfolgte mit einem anti-MtrB Antikdrper. Beim WT, AsurA und Askp Stamm kann kein MtrB mehr
nachgewiesen werden. Bei AmtrAAdegP und bei AmtrAAdegPAskp kann MtrB immer noch nachgewiesen

werden.

Bei den Stammen S. oneidensis WT, AsurA und Askp ist MtrB zwar vorhanden (Abbildung 19)
das Epitop fir den anti-MtrB Antikorper ist jedoch nicht zuganglich, wodurch eine Detektion
von MtrB nicht moglich ist. Bei der AmtrA Mutante ist MtrB in der Zelle nicht prasent und
kann daher in beiden Fallen nicht nachgewiesen werden. In den AmtrAAdegP und
AmtrAAdegPAskp Stammen ist in beiden Fallen, bei einer Denaturierung bei 95 °C und 37 °C
MtrB nachweisbar. Es zeigt sich ein unterschiedliches Laufverhalten im SDS-Gel, wenn MtrA

in der Zelle anwesend oder abwesend ist.

3.2 Lokalisation von MtrB in einem AdegPAskpAmtrA Stamm

In den vorangegangenen Versuchen wurde ausschlieflich die duBere Membran untersucht.
Es stellt sich also die Frage, ob MtrB richtig in der duBeren Membran eingebaut wird, ob es
im Periplasma verbleibt oder in der inneren Membran vorhanden ist. Desweiteren musste
untersucht werden, ob sich MtrB wildtypisch verhalt, wenn MtrA exprimiert wird, aber DegP
und Skp fehlen. Es wurde daher ein AmtrAAdegPAskp pBADmtrAyis Stamm generiert und mit

einem AmtrAAdegPAskp Stamm verglichen.
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Das Periplasma wurde mit der Periplasmapraparation gewonnen und die innere und duBere
Membran mit 0,5 % Lauroylsarcosin getrennt. Fur die vollstandige Denaturierung und die
mogliche Detektion von MtrB mit dem anti-MtrB Antikorper wurden die Proben bei 95 °C
bearbeitet.

MtrB ist mit MtrA und auch ohne MtrA nur in der duBeren Membran zu detektieren. Im
Periplasma und in der inneren Membran ist es in beiden Fallen nicht mdéglich MtrB zu

detektieren und bei vollstandiger Denaturierung somit nicht vorhanden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Detektion von MtrB nach Denaturierung der Probe bei 95 °C. Links sind Fraktionen des
AmtrAAdegPAskp pBADmtrA;s Stammes aufgetragen und rechts die des AmtrAAdegPAskp Stammes. Es wurden
verschiedene Teile der Zelle separiert und aufgetragen: IM: innere Membran, P: Periplasma, OM: dullere

Membran (outer membrane) und M: Marker.

Die Proben der AmtrAAdegPAskp pBADmtrAyis und AmtrAAdegPAskp Stamme wurden noch
mal auf ein SDS-Gel aufgetragen, wobei die Proben nur bei 37 °C denaturiert wurden. Durch
die Denaturierung der Proben bei niedrigen Temperaturen sollte erneut die Stabilitdt von
MtrB in An- oder Abwesenheit von MtrA untersucht werden.

Abbildung 22 zeigt eine Detektion von MtrB in der duReren Membran des AmtrAAdegPAskp
Stammes. In Anwesenheit von MtrA in einem AmtrAAdegPAskp pBADmtrAys Stamm kann
MtrB jedoch bei einer Denaturierung bei 37 °C nicht nachgewiesen werden. Auch in
Abbildung 22 kann MtrB weder im Periplasma noch in der inneren Membran nachgewiesen

werden.
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Abbildung 22: Detektion von MtrB durch Denaturierung der Probe bei 37 °C. Links sind die Teile des
AmtrAAdegPAskp pBADmtrA;s Stammes aufgetragen und rechts die des AmtrAAdegPAskp Stammes. Es wurden
verschiedene Teile der Zelle separiert und aufgetragen: IM: innere Membran, P: Periplasma, OM: dullere

Membran (outer membrane) und M: Marker.

3.3 Invitro Proteinexpression

Fiir die in vitro Proteinexpression wurde das MembraneMax HN Kit verwendet. Die
einzelnen Komponenten, welche fiir die Proteinexpression nétig sind, stammen hierbei aus
einem E. coli Stamm. Durch die Zugabe eines Plasmides mit einem T7-Promotor kann das
gewlinschte Protein direkt exprimiert werden. Die im Kit enthaltene Membran wird von
einem Protein zusammengehalten, welches einen His-Tag besitzt, wodurch die
Membranfraktion nach der Proteinexpression (iber eine His-Tag Saule gereinigt werden
kann. Der Ablauf des Versuches ist in Abbildung 23 zur Verdeutlichung schematisch

dargestellt.
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Abbildung 23: Schematischer Ablauf des Versuches fir die in vitro Proteinexpression mit anschliefender

Trennung der Membranfraktion und der |6slichen Fraktion.

Um den Einfluss von MtrA auf die Faltung von MtrB zu testen, wurde gereinigtes gnestrepMtrA
in einer Menge von 1,2 ug Protein in 20 ul Reaktionsvolumen fiir die Reaktion zugegeben.
Die Reaktion wurde bei 30 °C fir 4 h inkubiert und anschlielend die Membranfraktion und
die losliche Fraktion voneinander getrennt. Fir die Expression von MtrB wurde das
DHFRmtrBys Plasmid verwendet. Das V5-Epitop wurde aufgrund der Moglichkeit der
Detektion von Aggregaten von MtrB verwendet. Da in diesem Kit fiir die Lokalisation des
Proteins keine Signale notwendig sind, verhindert der V5-Tag nicht die Integration von MtrB
in die Membran. Zudem wurde bei dem mtrBys Gen die Sekretionssequenz entfernt, da sie
auch in vivo beim Transport durch die innere Membran durch das Sec-System entfernt wird

und beim Einbau in die duflere Membran oder der Interaktion mit anderen Proteinen im
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Periplasma nicht mehr vorhanden ist. Um eine vollstindige Denaturierung von MtrB
auszuschlieBen wurde die Probe einmal bei 37 °C und einmal bei 95 °C inkubiert, um MtrB zu
denaturieren.

In Abbildung 24 wird die Detektion von MtrB mittels des anti-V5 Antikorpers bei
verschiedenen Temperaturen in der Membranfraktion und dem I6slichen Teil gezeigt. Die
|6sliche Fraktion stellt in diesem Fall das Periplasma dar, in dem jedoch keine Proteasen fiir
den Abbau von falsch lokalisiertem MtrB vorhanden sind. In der I6slichen Fraktion werden
zwei Banden detektiert. Die obere Bande bei 120 kDa enthalt Aggregate von MtrB, die
untere Bande ist nicht aggregiertes MtrB. Das MtrB kann mit und ohne MtrA bei 95 °C und
bei 37 °C detektiert werden. In der Membranfraktion wurde nur die untere Bande bei 70 kDa
detektiert. Auf dieser Hohe lauft MtrB, wenn es als Monomer vorliegt und vollstandig
denaturiert ist. Es konnte aber auch hier bei 95 °C und auch bei 37 °C in beiden Fallen, mit

oder ohne MtrA, detektiert werden.

Membranfraktion |6sliche Fraktion

| +mtra MeA || +wmtra - MtrA |
95°C 37°C  95°C 37°C 95°C 37°C 95°C 37°C

70 kDa —

Abbildung 24: Detektion von MtrB mit dem anti-V5 Antikdrper nach Denaturierung der Proben bei 95 °C und
37 °C. Auf der linken Seite ist die gereinigte Membranfraktion, auf der rechten Seite ist die 16sliche Fraktion
aufgetragen. Es sind jeweils zwei Proben von der Reaktion mit MtrA (+ MtrA) und einmal die Expression von

MtrB ohne die Zugabe von MtrA (- MtrA) einmal bei 37 °C und einmal bei 95 °C Denaturierung der Proteine.

Die weitere Untersuchung der oberen Bande bei ca. 120 kDa im |6slichen Teil, wurde durch
Elution der Bande aus einem bestehenden Gel durchgefiihrt. Es wurde zu diesem Zweck eine
SDS-PAGE mit DATD anstelle von Bisacrylamid fiir die Quervernetzung hergestellt. Das DATD

kann mit Hilfe von Natriumperiodat durch eine Glycolspaltung getrennt werden, wodurch
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die Quervernetzung im Gel verloren geht. AnschlieBend kann das Protein mit einer
TCA-Fallung aus dem Gel eluiert werden. Das Proteinpellet wurde in 15 ul 6-fach Ladepuffer
aufgenommen und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Die denaturierte Probe wurde
anschliefend auf ein SDS-Gel geladen und mithilfe einer Coomassiefarbung wurden die
Proteine sichtbar gemacht. Auf der H6he von 70 kDa, auf der MtrB in denaturiertem Zustand
lduft, wurde eine schwache Bande sichtbar. Es ist keine weitere Bande auf dem Gel
detektierbar gewesen (Abbildung 25). Das Gel mit DATD als Quervernetzung wurde mit

50 pg Protein beladen.

Abbildung 25: Coomassiefarbung der SDS-PAGE nach Elution der Bande bei ca. 120 kDa aus einem Gel mit

DATD als Quervernetzung und Laden auf ein neues Gel.

4  Analyse von MtrC Punktmutationen

Es ist zwar bekannt, dass MtrC liber das Typ-ll-Sekretionssystem in die duere Membran
gebracht wird (Richter et al., 2012; Shi et al., 2008), die Erkennungssequenz oder Funktion
des Einbaus in die duRere Membran ist bisher aber ganzlich unbekannt. Es wurden daher die
Aminosauresequenzen der fiinf duBeren Membranproteinen von S. oneidensis, welche in
den Mtr-Pfad eingebunden sind, untersucht und genauer betrachtet. Es konnte dabei eine
stark konservierte Sequenz direkt hinter dem Lipidanker ausgemacht werden (Abbildung 26).

Von MtrC, OmcA und MtrF sind sowohl die Expression wie auch die Funktion weitgehend
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bekannt. Bei den Sequenzen von SO 2931 und SO_1659 handelt es sich nur um
hypothetische Proteine. Das Cystein ist in allen Fallen die letzte Aminosaure des Lipidankers,
hinter welchem sich eine sehr konservierte GGSD Sequenz befindet, welche aufgrund der

Erscheinung in allen drei bekannten OMCs und auch in SO_2931, genauer untersucht wurde.

20 40
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Abbildung 26: Alignment der duBeren Membrancytochrome von S. oneidensis. Rot eingerahmt ist der

Lipidanker mit nachfolgender Sequenz.

Fiir die genauere Untersuchung wurden bei MtrC Punktmutationen in diesem Bereich
eingefiihrt. In einem pBADmtrC Plasmid wurde einerseits die Asparaginsaure an Position 9 in
ein Glycin getauscht. Zusatzlich wurde die gesamte Sequenz gedandert und aus dem CGGSD
ein VVGAI generiert. Durch den Tausch des Cysteins wurde der Lipidanker zwar Zerstort, es
ist jedoch fur MtrF bekannt, dass das Protein bei Entfernung des Lipidankers in den
Uberstand sekretiert wird und in Iéslicher Form immer noch zur Eisenreduktion und
Aufnahme von Elektronen an der Oberfliche der Zelle fahig ist (Clarke et al., 2011;
Richardson et al., 2012). Die generierten Plasmide wurden in einen AOMC Stamm, bei
welchem alle flinf dulleren Membrancytochrome fehlen, transformiert.

Die entstandenen Stamme AOMC pBADmtrC D9G und AOMC pBADmtrC PM 5-9 wurden
daraufhin auf ihre Befdhigung zur Eisenreduktion getestet. Als Kontrolle wurde der AOMC
pBADmtrC Stamm verwendet, dessen Plasmid als Template fiir die Generierung der
Punkmutationen diente. Die Eisenreduktion wurde in M4-Medium mit Eisencitrat als
Elektronenakzeptor durchgefiihrt und mit dem Ferrozintest wurde die Reduktionsrate
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bestimmt. Die Induktion der Expression erfolgte mit 0,1 mM Arabinose. Die LB Vorkultur mit
einer ODggo von zwei wurde 1:500 in das M4-Medium zugegeben.

Die Reduktionsrate des AOMC pBADmtrC D9G Stammes ist nur gering niedriger als die des
AOMC pBADmtrC Stammes ohne Punktmutation im MtrC. Der AOMC pBADmtrC PM 5-9 hat
eine ca. 29 h andauernde Latenzphase bevor die Reduktion von Eisencitrat beginnt. Nach
Beendigung der Latenzphase wird das Eisencitrat jedoch innerhalb von 11 h komplett
reduziert, was mit der Reduktionsrate des AOMC pBADmtrC Stammes wieder gleich kommt

(Abbildung 27).

509

AOMC pBADmtrC D9G
AOMC pBADmtrC

AOMC pBADmtrC PM
CGGSD

Fe(ll) Konzentration [m M ]

0 10 20 30 40 50
Zeit [h]

Abbildung 27: Bestimmung der Eisenreduktion des AOMC pBADmtrC Stammes und den beiden
Punktmutationen AOMC pBADmtrC D9G und AOMC pBADmtrC PM 5-9.

Es stellt sich aufgrund der vergleichbaren Reduktionsrate des AOMC pBADmtrC PM 5-9
Stammes die Frage, ob die Zellen eine andere Moglichkeit zur Eisenreduktion nutzen, oder
ob die Expression der Punktmutierten Version von MtrC entsprechend lange braucht, um
danach mit der gleichen Rate zu starten. Um diese Frage zu beantworten sollte eine
Hamfarbung der duBeren Membran gemacht werden und die Prasenz von MtrC untersucht

werden. Da FccA auch in der Fraktion der dufleren Membran detektiert werden kann, wiirde
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dies die Unterscheidung von MtrC massiv storen, weswegen der Versuch in AOMCAfccA
Zellen durchgefiihrt wurde. In einem AOMCAfccA Stamm sollte nur MtrA und MtrC als
einzige c-Typ Cytochrome in der &dufleren Membran vorliegen. Mit den AOMCAfccA
pBADmMtrC D9G und AOMCAfccA pBADmtrC PM 5-9 Zellen wurde genauso verfahren wie bei
den Versuchen zur Bestimmung der Reduktionsrate und die Zellen wurden nach der
vollstandigen Reduktion des Eisencitrats geerntet. Die Praparation der dulReren Membran
wurde mit 2 % Triton X-100 durchgefiihrt. Im Uberstand konnte durch den Bradfordt Test
kein Protein festgestellt werden, weswegen dieser nicht weiter bericksichtigt wurde. Es
wurden 40 pg Protein auf das Gel geladen und mit der Hamfarbung die Cytochrome sichtbar
gemacht.

MtrA ist in beiden Fallen bei 37 kDa sichtbar, wobei die Konzentration von MtrA bei den
AOMCAfccA pBADmtrC PM 5-9 Zellen wesentlich hoher ist als bei den AOMCAfccA
pBADmMtrC D9G Zellen. Bei den AOMCAfccA pBADmtrC D9G Zellen ist eine deutliche Farbung
bei 70 kDa sichtbar. Bei den AOMCAfccA pBADmtrC PM 5-9 Zellen hingegen ist nur eine sehr

schwache Bande auf dieser Hohe erkennbar.

70 kDa
55 kDa
- 40kDa

35 kDa

Abbildung 28: Detektion der Cytochrome in der dufReren Membran mittels Hdm-Farbung der AOMCAfccA
pBADmMtrC PM 5-9 (1) und AOMCAfccA pBADmtrC D9G (2) Zellen. Auf der rechten Seite ist der Marker

erkennbar (3). Es wurden 40 pg Protein geladen.
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5 Bioinformatische Analyse der Aminosauresequenzen der Lipoproteine

Durch die Ergebnisse der in MtrC eingefiihrten Punktmutationen und dem Phanotyp bei
vollstandiger Veranderung der CGGSD Region, wurde die Homologie der Lipoproteine
untereinander eingehender untersucht. Daflir wurden weitere Lipoproteine aus S. oneidensis
gesucht, welche ein &dhnliches Motiv direkt hinter dem Lipidanker enthalten. Bei den
weiteren Untersuchungen wurde das Motiv auf das Cystein, welches zu dem Lipidanker
gehort am Anfang und die Asparaginsdure am Ende beschrankt. Es wurde nicht
vorausgesetzt, dass es sich bei den Proteinen um c-Typ Cytochrome handeln muss. Daraus
ergab sich eine CXD Consensus Sequenz, wobei ein X zwischen einer und fiinf Aminosaduren
Lange untersucht wurde, wobei die Aminosdauren zwischen dem Cystein und der
Asparaginsaure nicht definiert wurden.

Es wurden noch sechs weitere Lipoproteine mit einer CXD Sequenz, welche keine c-Typ
Cytochrome sind gefunden. Das SO_4018 Protein hat die gleiche Sequenz wie MtrC, die
Funktion ist jedoch unbekannt. DmsA ist mit einer Lokalisation in den extrazelluldren Raum
in der duReren Membran verankert, DmsA ist fiir die Reduktion von DMSO zustandig
(Gralnick et al., 2006). BamE ist Teil des Bam-Komplexes mit Lokalisation im Periplasma. Es
hat zwar eine CXD Sequenz, ist mit einer CSVFD Sequenz aber nicht mit der CGGSD Sequenz
von MtrC vergleichbar. Die Lokalisation der anderen Proteine UshA, SO 2281 und SO_4356

ist unbekannt.
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Abbildung 29: Lipoproteine aus S. oneidensis mit einer CXD Sequenz direkt an den Lipidanker anschliefend,

welches keine c-Typ Cytochrome sind. Als Vergleich ist MtrC als einziges c-Typ Cytochrom beigefiigt.
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Es stellt sich die Frage, ob diese Sequenz fiir S. oneidensis spezifisch ist, oder ob diese
Sequenz auch in anderen Organismen, bei denen eine Moglichkeit zur dissimilatorischen
Eisenreduktion nachgewiesen wurde, genutzt wird. Es wurde daher in allen Proteobakterien,
welche Eisen reduzieren kdnnen nach einer CXD Sequenz gesucht. Dabei wurde wieder das
Cystein, welches als letzte Aminosaure des Lipidankers hoch konserviert ist, als Beginn des
Motivs betrachtet. Weiter wurde eine Asparaginsaure oder eine Glutaminsaure, aufgrund
der dhnlichen Eigenschaft der zwei Aminosauren, wieder mit einem Abstand zwischen einer
und finf Aminosauren hinter dem Cystein als Endpunkt angenommen. Es wurde nach
Lipoproteinen im Allgemeinen gesucht und nicht spezifisch nach c-Typ Cytochromen. Da in
S. oneidensis auch Lipoproteine mit unbekannter Funktion gefunden wurden, welche ein
CXD Motiv beinhalten, wurde auch bei dieser Suche die Funktion der einzelnen Lipoproteine

nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 30: Alignment der Lipoproteine von Organismen, welche zur dissimilatorischen Eisenreduktion fahig sind. Untersucht wurde auf ein mégliches CXD/E Motiv direkt an

den Lipidanker anschlieend. Der entsprechende Bereich wurde blau umrandet.
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In Abbildung 30 sind die Proteine mit einem CXD oder CXE Motiv der eisenreduzierenden
Proteobakterien aufgelistet. Die Proteine stammen von den Shewanella und Geobacter
Stammen, welche fir die DIR bekannt sind, von Desulfovibrio desulfuricans, Rhodoferax
ferrireducens, Ferrimonas balearica und Anaeromyxobacter dehalogenans. Die Stamme
Rhodobacter capsulatus, Acidithiobacillus ferrooxidans und Pelobacter carbinolicus sind zwar
fir DIR bekannt, es wurden aber keine Lipoproteine mit entsprechendem CXD Motiv
gefunden.

Aufgrund der Tatsache, dass nicht alle eisenreduzierenden Bakterien solch ein Motiv in den
Lipoproteinen aufweisen, stellt sich die Frage wie es in Gram-negativen Bakterien aussieht,
welche nicht zu DIR fahig sind. Bei DOLOP (database for bacterial lipoproteins) sind 278
bekannte Lipoproteine von verschiedenen Organismen aufgelistet. Es wurden nur die
Lipoproteine der Gram-negativen Organismen untersucht. Das CXD oder CXE Motiv ist auch
in Organismen zu finden, welche nicht zu DIR fahig sind (Abbildung 31). Die Charakteristik
der Aminosauren, welche zwischen dem Cystein und der Asparaginsaure oder Glutaminsaure

liegen, wurde bei dem Alignment nicht bericksichtigt.
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Abbildung 31: Bioinformatische Untersuchung der Lipoproteine von Organismen,
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welche nicht zur

dissimilatorischen Eisenreduktion fahig sind. Untersucht wurde auf ein mogliches CXD/E Motiv. Die Anzahl der

Aminosauren nach dem Cystein wurde auf maximal flinf Aminosduren begrenzt. Die Stelle des Motives ist blau

umrandet.

Bei den verwendeten Organismen sind jedoch geniigend Lipoproteine bekannt, welche kein

CXD/E Motiv aufweisen kénnen (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Lipoproteine Gram-negativer Organismen, die kein CXD/E Motiv an den Lipidanker anschlieRend haben.
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V. Diskussion

1 Die Dynamik von MtrA bei der Bindung an MtrB in der duReren Membran

Es konnte bereits gezeigt werden, dass MtrA fiir den Schutz von MtrB gegen den
proteolytischen Abbau durch die Serinprotease DegP notwendig ist (Schicklberger et al.,
2011). Damit dieser Schutz moglich ist, muss davon ausgegangen werden, dass MtrA und
MtrB bereits im Periplasma miteinander interagieren. Wie sich MtrA nach dem Einbau von
MtrB in die duBere Membran verhilt ist noch nicht geklart.

Es ware denkbar, dass MtrA im Periplasma mit MtrB Interagiert und dieses in die duBere
Membran geleitet. Das anschlieBende Verhalten von MtrA in der duBeren Membran sollte
bei diesem Versuch untersucht werden.

MtrA kann von verschiedenen c-Typ Cytochromen im Periplasma Elektronen erhalten und
diese spater wieder an die Reduktase MtrC weiterleiten. Die Konzentration an Hamgruppen
durch die im Periplasma lokalisierten c-Typ Cytochrome ist mit 3,76 mM hoch. Man
bezeichnet die Moglichkeit Elektronen im Periplasma zwischen den einzelnen Cytochromen
hin und her zu schieben als ein sogenanntes Elektronen Netzwerk (Sturm et al., 2015). Die
Elektroneniibertragung von FccA auf MtrA konnte schon nachgewiesen werden (Schuetz et
al., 2009), aber auch aus der inneren Membran kann MtrA Gber CymA Elektronen erhalten
(Beliaev et al., 2001). Sowohl in der duBeren Membran als auch im Periplasma kann MtrA
nachgewiesen werden (Schuetz et al., 2009). Es stellt sich demnach die Frage, ob MtrA von
verschiedenen c-Typ Cytochromen reduziert wird und dafiir im Periplasma in Losung
vorliegen muss, oder ob es statisch an MtrB gebunden bleibt, somit in der dulReren
Membran lokalisiert ist und dort von anderen l6slichen Cytochromen reduziert wird. Um
Elektronen an die terminale Reduktase MtrC weiterzugeben besteht die Moglichkeit, dass
das oxidierte MtrA von einem reduzierten MtrA verdrangt wird, wodurch es zu einem
Austausch von MtrA in der duferen Membran kommen wiirde. Eine statische Bindung
zwischen MtrA und MtrB waére bei diesem Szenario nicht moglich (Abbildung 33A).

Aufgrund der Lokalisation von DegP im Periplasma muss auch die Bindung zwischen MtrA

und MtrB schon im Periplasma erfolgen, damit der Schutz von MtrB gewahrleistet werden
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kann. Zudem muss die Bindung stark genug sein, dass eine Interaktion zwischen MtrA und
MtrB im Periplasma beibehalten wird. Eine S. oneidensis AstcAfccA Mutante zeigt einen
starken Phdnotyp bei der Eisenreduktion (Sturm et al., 2015). Die wahrscheinlichere
Hypothese ist daher, dass MtrA statisch an MtrB gebunden ist und MtrB nicht mehr verlasst.
Dasjenige MtrA, welches MtrB durch das Periplasma geleitet hat, wiirde demnach an MtrB
gebunden bleiben und die Elektronen aus dem Periplasma von anderen Proteinen, wie z.B.
Stc und FccA, aufnehmen (Abbildung 33B). Aufgrund der Hypothese eines Netzwerkes,
welches durch c-Typ Cytochrome gebildet wird und fiir die Verteilung der Elektronen
zustandig ist, ware es flr die Zelle kein Nachteil MtrA zusatzlich im Periplasma zu lokalisieren
und dieses nicht mit MtrC in Kontakt zu bringen, sondern nur als |6sliches Elektronenshuttle

einzusetzen.

A Fe(lll) Fe(ll) B Fe(lll) Fe(ll

N B

—

i i

auRere
Membran

e

FccA
oX.

Abbildung 33: Mogliche Dynamik von MtrA bei der Bindung an MtrB in der duBeren Membran. Die Cytochrome

sind mit Rauten gekennzeichnet. A) Das an MtrB gebundene MtrA wird nach der Abgabe der Elektronen an
MtrC von einem neuen, reduzierten MtrA (MtrA red.) ersetzt und geht als oxidiertes MtrA (MtrA ox.) wieder im
Periplasma in Losung. B) Das MtrA bleibt stetig an MtrB in der dufReren Membran gebunden und nimmt die

Elektronen zur Weitergabe an MtrC von anderen periplasmatischen Proteinen wie z. B. FccA oder Stc auf.

Der Versuch zur MtrA Dynamik (Ergebnisse 1) zeigt, dass bei in vitro Versuchen das MtrAg;s,

welches zu den Liposomen der duBeren Membran des AmtrA pBADgnestrepmtrA Stammes
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zugegeben wurde, nicht in der Membran nachgewiesen werden kann (Abbildung 13). Es
konnte also gezeigt werden, dass ein MtrA, welches in reduziertem Zustand vorliegt, das
MtrA, welches im oxidierten Zustand an der Membran lokalisiert ist, nicht von einem
membranstandigen MtrB ablosen kann. Es wurde dadurch die Hypothese einer statischen
Bindung von MtrA an MtrB verstarkt (Abbildung 33B). Das MtrA, welches MtrB durch das
Periplasma geleitet hat, bleibt statisch an MtrB gebunden und erhalt die Elektronen von
anderen c-Typ Cytochromen aus dem Periplasma. Es muss also eine starke Bindung zwischen
MtrA und MtrB im Periplasma stattfinden, welche durch einfache Diffusion nicht gelost
werden kann. Die statische Bindung von MtrA an MtrB in der Membran korreliert auch mit
der Erkenntnis von Sturm et al., dass eine AstcAfccA Doppelmutante einen Phanotyp bei
Wachstum mit Eisencitrat als Elektronenakzeptor aufweist (Sturm et al., 2015). Falls es einen
dynamischen Austausch von oxidiertem MtrA, welches in der Membran vorliegt, durch
reduziertes MtrA aus dem Periplasma kommend geben wiirde, ware die Eisenreduktion
nicht auf Stc und FccA angewiesen, aufgrund der moglichen Elektroneniibertragung von
CymA auf MtrA (Beliaev et al., 2001). Die AstcAfccA Mutante sollte bei einem dynamischen
Austausch keinen oder nur einen schwachen Phanotyp bei der Reduktion von Eisen

aufweisen.

2 Einfluss von MtrA auf den Einbau und die Stabilitat von MtrB

Die Lokalisation von MtrB und die Ahnlichkeit zu anderen B-barrel Proteinen wie FepA aus
E.coli war schon friih bekannt (Beliaev & Saffarini, 1998). Fiir den Einbau und die korrekte
Faltung der OMPs gibt es bei Proteobakterien einen speziellen Mechanismus fiir deren
Transport durch das Periplasma. Um eine Aggregation im Periplasma zu verhindern sind die
OMPs auf die Chaperone SurA und Skp sowie die Protease DegP angewiesen. Der Einbau der
OMPs in die duRere Membran findet anschlieRend tiber den Bam-Komplex statt (Duguay &
Silhavy, 2004; Ricci & Silhavy, 2012; Rigel & Silhavy, 2012; Sklar et al., 2007).

Der Einfluss von MtrA auf die Elektronenibertragung durch die duBRere Membran wurde
schon frih nachgewiesen (Ross et al., 2007). Das MtrA auch einen Einfluss auf einen Abbau
von MtrB durch die Protease DegP hat wurde wesentlich spater erkannt (Schicklberger et al.,

2011). Weitere Details zur Interaktion zwischen MtrA und MtrB sind noch nicht bekannt. Die
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statische Bindung von MtrA an das membranstdndige MtrB lasst auf eine starke Bindung
schlieBen, welche schon im Periplasma stattfindet (Diskussion 1). Die B-barrel Proteine
werden jedoch einzeln von SurA, Skp oder DegP durch das Periplasma geleitet und korrekt
gefaltet. Der Einfluss von DegP als Protease auf den Einbau von MtrB wurde schon gezeigt
(Schicklberger et al., 2011). Ein Einfluss von SurA und Skp als Chaperone muss hingegen noch

geklart werden.

2.1 Einfluss von SurA, Skp, DegP und MtrA auf die Stabilitat von MtrB

Ein B-barrel Protein wird direkt nach Eintritt in das Periplasma als OMP erkannt, von einem
Chaperon durch das Periplasma geleitet und durch den Bam-Komplex in die aullere
Membran eingebaut (Silhavy et al., 2010; Sklar et al., 2007). Der Schutz den MtrB durch das
c-Typ Cytochrom MtrA vor dem Abbau durch DegP bei einer Fehlfaltung von MtrB erhalt, ist
eine Besonderheit (Schicklberger et al., 2011). Es ist bisher kein B-barrel Protein bei
Gram-negativen Bakterien bekannt, welches einzeln in die Membran eingebaut wird und das
ein anderes Chaperon als SurA, Skp oder in Ausnahmen auch DegP, fir den Einbau in die
duBere Membran bendétigt. Die korrekte Faltung von B-barrel Proteinen kann auf einem
SDS-Gel in vielen Fdllen detektiert werden. Durch die Stabilitdit von OMPs ist deren
Laufeigenschaft auf einer SDS-PAGE nach Denaturierung des Proteins bei 37°C
unterschiedlich bei korrekter oder fehlerhafter Faltung. Das Signal des Proteins in
ungefaltenem Zustand befindet sich auf gleicher Hohe wie der komplett denaturierte
Zustand bei Bearbeitung der Probe vor der SDS-PAGE bei 95 °C. Der gefaltene Zustand kann
dabei veranderte Laufeigenschaften aufweisen, wie bei OmpA, das im SDS Gel unterhalb
oder OmpX, das im SDS Gel oberhalb des ungefaltenen Proteins zu finden ist (Burgess et al.,
2008; Sklar et al., 2007). Bei Bildung von Trimeren und Dimeren in der Membran sind diese
nach Denaturierung bei 37 °C noch zu erkennen da sie oft erst bei 95 °C aufgel6st werden.
Bei MtrB kann vermutlich der korrekt gefaltene Zustand auf einer SDS-PAGE mit dem
anti-MtrB Antikorper nicht detektiert werden. MtrB kann nur in ungefaltenem Zustand oder
in komplett denaturiertem Zustand bei 77 kDa detektiert werden (Abbildung 21, Abbildung
22).

In
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Tabelle 35 ist die Stabilitat von MtrB in verschiedenen Mutanten abzulesen. In der zweiten
Spalte ist mit + die Detektion von MtrB nach Denaturierung bei 95 °C aufgelistet, mit — ist die
Abwesenheit von MtrB gekennzeichnet, da selbst bei kompletter Denaturierung des Proteins
keine Detektion moglich ist und MtrB somit in der Zelle abgebaut wurde. In der dritten
Spalte ist mit + gekennzeichnet, dass MtrB schon bei 37 °C in ungefaltenem Zustand vorliegt
und damit das Epitop flr den anti-MtrB Antikorper frei gibt. Das + in der dritten Spalte steht
somit gleichzeitig fiir eine geringere Stabilitdt von MtrB, da dieses bei Denaturierung bei
geringen Temperaturen schon in ungefaltenem Zustand vorliegt. Mit — in der dritten Spalte
ist die Freigabe des Epitops fir die Bindung des anti-MtrB Antikorpers nicht gegeben, was fir

eine korrekte Faltung und damit eine héhere Stabilitat von MtrB spricht.

Tabelle 35: Auflistung der Existenz und Stabilitdt von MtrB in verschiedenen Deletionsmutanten. Mit + ist die
mogliche Detektion gekennzeichnet und die Eigenschaft bei 37 °C das Epitop fir den anti-MtrB Antikorper frei
zu geben. Mit - ist die bei 95 °C die Abwesenheit von MtrB gekennzeichnet. Bei 37 °C ist mit - die Eigenschaft

von MtrB gekennzeichnet das Epitop fiir den anti-MtrB Antikérper bei 37 °C nicht frei zu geben.

Stamm MtrB bei 95 °C MtrB bei 37 °C
S. oneidensis WT + -
Askp + _
AsurA + -
AmtrA - -
AdegPAmtrA + +
AdegPAskpAmtrA + +
AdegPAskpAmtrA pBADmMtrAy;s + -

Es zeigt sich, dass MtrB in Abwesenheit von MtrA abgebaut wird. Bei der zusatzlichen
Abwesenheit von DegP ist MtrB jedoch auch ohne die Anwesenheit von MtrA detektierbar,
allerdings in ungefaltenem Zustand. Es ist somit schon bei 37 °C die Freigabe des Epitops fir
den anti-MtrB Antikorper zuganglich, wodurch ein Signal auf dem Western-Blot detektiert
werden kann. Sobald MtrA exprimiert wird, ist MtrB in stabilem Zustand vorhanden und
denaturiert erst bei 95 °C. Das MtrB, welches mit MtrA zusammen in die dulRere Membran

gelangt ist, bildet demnach ein stabil gefaltenes Protein und verdeckt durch diese Faltung
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das Epitop fir den Antikorper. Aufgrund der Instabilitat von MtrB bei Abwesenheit von MtrA
und anwesendem Chaperon SurA, oder beiden Chaperonen SurA und Skp, konnte gezeigt
werden, dass ohne MtrA auch die Chaperone nicht zu einer korrekten Faltung von MtrB
beitragen. Die beiden Chaperone SurA und Skp haben keinen Einfluss auf die Faltung von
MtrB sobald MtrA fehlt. Dies konnte dadurch gezeigt werden, dass MtrB in einer AmtrA
Mutante als falsch gefaltet erkannt wird und durch DegP abgebaut wird. Durch die Detektion
von MtrB in ungefaltenem Zustand in einer AdegPAmtrA Doppelmutante auf dem
Western-Blot (Abbildung 22) wird diese Theorie noch weiter bekraftigt. Die genaue Funktion
von MtrA kann in diesem Fall nicht eindeutig geklart werden. Ob MtrA auch fiir die Faltung
zustandig ist oder nur fir die Erkennung von MtrB und die damit verbundene Faltung durch
die Chaperone SurA oder Skp ist nicht geklart.

Flr ein besseres Verstandnis der Funktion von MtrA wurde eine in vitro Proteinexpression

durchgefihrt.

2.2 Einfluss von MtrA bei einer in vitro Proteinexpression von MtrB

Bei der in vitro Proteinexpression konnte MtrB von einem DHFR Plasmid exprimiert und
durch die Zugabe von gereinigtem MtrA konnte weiter die Funktion von MtrA, fiir den
Einbau von MtrB in die Membran, untersucht werden. Durch die Reinigung der
Membranfraktion ist es moglich dasjenige MtrB, welches in die Membran eingebaut wurde,
von dem MtrB, welches noch in der I6slichen Fraktion vorliegt, zu unterscheiden. Es ist im
Western-Blot kein Unterschied zu sehen, wenn MtrB mit MtrA zusammen exprimiert oder
wenn MtrB alleine exprimiert wurde (Abbildung 24). In der I6slichen Fraktion ist in beiden
Fallen, mit und auch ohne Zugabe von MtrA, eine Aggregation von MtrB zu erkennen. MtrA
ist demnach nicht dazu in der Lage MtrB in Losung zu halten, was jedoch zu der Aufgabe
eines Chaperons bei dem Geleit eines B-barrel Proteins durch das Periplasma gehort. Wenn
es sich bei MtrA um ein Chaperon fiir MtrB handelt, miisste es moglich sein durch die
Zugabe von MtrA eine Aggregation zu verhindern. Die geringere Proteinkonzentration, die
nach der Zugabe von MtrA gemessen wurde, hangt hochst wahrscheinlich mit einer
RNase-Kontamination zusammen, da MtrA nicht RNase frei zu reinigen ist. Das Signal fir
MtrB hat in der |6slichen Fraktion die gleiche Intensitat wie in der Membranfraktion. Es sind

demnach gleiche Mengen an MtrB in die Membran eingelagert wie sie auch in der 16slichen
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Fraktion vorliegen. Durch die Detektion von MtrB in der Membran ist ersichtlich, dass MtrB
die Moglichkeit hat, sich ohne die Hilfe des Bam-Komplexes in die Membran zu integrieren.
Im Fall von OmpT konnte gezeigt werden, dass ein OMP zwar in der Lage ist sich ohne die
Hilfe des Bam-Komplex in die Membran einzubauen, jedoch ist die Kinetik der Integration
des OMPs in die Membran dufRerst gering. AuBerdem muss das Chaperon dafiir sorgen, dass
keine Aggregatbildung stattfindet, da eine Integration in die Membran in aggregiertem
Zustand nicht mehr moglich ist (Hagan et al., 2010). Es ist demnach fir ein B-barrel Protein
nicht moglich sich ohne beide Komponenten, einem Chaperon und dem Bam-Komplex, in die
aullere Membran einzubauen.

Aufgrund der aufwendigen Faltung und dem Einbau der Hamgruppen in das c-Typ
Cytochrom MtrA, ist es nicht moéglich MtrA ebenfalls in vitro zu exprimieren und dabei eine
korrekte Faltung zu gewahrleisten. Es ist daher nur moglich den Einfluss von MtrA in
maturiertem Zustand zu untersuchen.

Durch die Untersuchung der Chaperone SurA und Skp, der Protease DegP und des c-Typ
Cytochroms MtrA kénnen mehrere Moglichkeiten fiir den Einbau von MtrB angenommen
werden (Abbildung 34). Aufgrund der Tatsache, dass MtrA in den in Vvitro
Expressionsversuchen keinen Einfluss auf MtrB hat und dieses auch nicht in Losung halten
kann, stellt sich die Frage in welchem Zustand MtrA vorliegen muss um eine korrekte Faltung

von MtrB zu gewahrleisten.

MtrA in gefaltenem Zustand: Zum einen besteht die Moglichkeit, dass MtrA zwar in
gefaltenem Zustand vorliegt und mit MtrB interagiert, MtrB fiir die korrekte Faltung und
Integration in die Membran jedoch noch ein weiteres Protein benétigt (Abbildung 34A).
Denkbar ware hierfiir beispielsweise SurA. Im Fall von Skp ware ein MtrAB Komplex zu grol3
fir das Chaperon, weil die maximale ProteingréRe fir Skp 89 kDa betragt (Qu et al., 2007). In
beiden Einzelmutanten Askp und AsurA konnte MtrB jedoch in korrekt gefaltenem Zustand
nachgewiesen werden (Abbildung 19, Abbildung 20). Wenn die beiden Chaperone fiir die
Faltung von MtrB notwendig sind, muss bei einem knock out eines Proteins das andere

Chaperon die Faltung libernehmen kénnen.

MtrA in ungefaltenem Zustand: Eine weitere Moglichkeit fur den Einfluss von MtrA auf MtrB

ware deren Interaktion in ungefaltenem Zustand (Abbildung 34B). Fir diese Moglichkeit
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spricht, dass MtrA das MtrB Protein bei den in vitro Versuchen nicht in Loésung halten konnte
und MtrB Aggregate bildete. MtrA konnte in einem Zustand, in dem die Himgruppen noch
fehlen, eine Chaperon Funktion fur MtrB besitzen und dessen Faltung vorantreiben. Ob die
Tatigkeit eines Chaperons in diesem Fall von MtrA ausgeht oder von einem dritten Protein

konnte bei diesen Versuchen nicht ermittelt werden.

A B
s SRS . ——
auBere auBere
Membran Membran
Periplasma )
Periplasma
Y < W _ e, g - — e g
== R = \\'\:// —
o) )
i Sec 5
innere innere e

Membran Membran

Abbildung 34: Schematische Darstellung der méglichen Funktionen von MtrA bei der Integration von MtrB in
die duBere Membran. A) Interaktion von nativem MtrA mit MtrB im Periplasma und die Faltung und der Einbau
von MtrB mithilfe des BAM-Komplexes durch ein weiteres Protein. B) Interaktion von ungefaltenem MtrA mit
ungefaltenem MtrB und korrekte Faltung und Einbau in die duRere Membran von MtrA ohne den Einfluss eines

weiteren Proteins.

2.3 Untersuchung der Punktmutationen

2.3.1 Untersuchung von MtrB mit His-, strep- und V5-Tag

Durch die Untersuchung verschiedener Markierungen im Protein sollte die Verwendung des
am besten geeigneten Tags definiert werden, um ihn in spateren Versuchen einzusetzen
oder ohne Markierung des Proteins zu arbeiten. Zudem kann damit der Einfluss des C- oder

N-Terminus auf die Funktionalitdt des Proteins untersucht werden. Das Einfligen von
91
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zusatzlichen Aminosduren in ein bestehendes Konstrukt konnte dazu fihren die
Tertiarstruktur eines Proteins zu verandern oder die fir den Einbau des Proteins notigen
Signalsequenzen zu behindern.

Der V5-Tag am C-Terminus von MtrB verhindert das Wachstum mit Eisencitrat als
Elektronenakzeptor, wohingegen der Strep-Tag keinen Effekt aufweist. Das liegt an den
Sequenzen der einzelnen Markierungen. Fir die Lokalisation in die duRere Membran ist eine
aromatische Aminosaure notwendig, was bei den meisten OMPs ein Phenylalanin an letzter
Stelle des Proteins ist (de Cock et al., 1997). Bei MtrB ist ein Tyrosin an drittletzter Stelle die
einzig mogliche Aminosaure fiir dieses Signal. Der angefligte Strep-Tag besitzt an drittletzter
Stelle ein Phenylalanin, welches das Tyrosin von MtrB ersetzen und damit dessen Funktion
Ubernehmen konnte. Bei dem V5-Tag ist hingegen keine aromatische Aminosaure
vorhanden, wodurch die aromatische Aminosaure fiir die Lokalisation von MtrB durch den
V5-Tag Giberdeckt wird. Der Abstand zur nachstgelegenen aromatischen Aminosaure im Fall
eines C-terminalen V5-Tags betrdgt 16 Aminosduren bis zu dem MtrB eigenen Tyrosin.

Dieser Abstand ist fiir eine Erkennung anscheinend zu groR (Abbildung 35).

V5-tag: Gly-Leu-Pro-lle-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr

strep-tag: Trp-Ser-His-Pro-GIntPhe{Glu-Lys

MtrB: ...Leu-Met-Leu-Ser-Mer-Ser-TyrILys-Leu

Abbildung 35: Die Aminosduresequenz des V5-Tags, des Strep-Tags und der letzten Aminosduren von MtrB. Die

aromatischen Aminosauren sind rot umrahmt.

Da hierdurch gezeigt wird, dass der C-Terminus fiir eine Erkennung der Lokalisation von
MtrB offen bleiben muss, ist eine mogliche Interaktion mit MtrA am C-Terminus von MtrB
unwahrscheinlich.

Der His-Tag am N-Terminus scheint nicht zu stéren, da die Reduktionsrate eines S. oneidensis
Stammes, mit N-terminal Histidin markiertem MtrB Protein, der eines S. oneidensis WT
Stammes gleicht. Da der His-Tag den N-Terminus von MtrB verldngert, ist eine Interaktion
zwischen MtrB und MtrA, die direkt von den am N-Terminus von MtrB liegenden

Aminosauren ausgehen wiirde, auch unwahrscheinlich. Zudem ist die Orientierung des
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N-Terminus von MtrB in Richtung der Zelloberflache (Shi et al., 2012) und daher wére nur

eine Interaktion mit MtrC, nicht aber mit MtrA maoglich.

2.3.2 Einfluss der Punktmutationen in MtrA und MtrB auf die Eisenreduktion

Durch gerichtete Punktmutationen auf einzelne Aminosaduren, oder kleinere Bereiche im
Protein, kann der Einfluss von bestimmten Regionen, oder auch nur einzelner Aminosauren
untersucht werden. Bei der Mutation von einzelnen Aminosauren, wird die Form eines
Proteins meist nicht gedndert. Durch den Erhalt der Form des Proteins kann man
untersuchen, ob die gedanderte Aminosdure mit einem anderen Rest noch mit einem Protein
interagieren kann, oder ob die Interaktion gestort wird.

Der Einfluss auf die Interaktion zwischen MtrA und MtrB wurde hier von beiden Proteinen
aus untersucht. Fir die Untersuchung der Interaktion von MtrA mit MtrB in nicht gefaltenem
Zustand (Abbildung 34B) miusste die Interaktion vom C- oder N-Terminus von MtrA
ausgehen, da eine Interaktion in der Mitte von MtrA aufgrund der Ham-Motive
unwahrscheinlich ist. In dieser Arbeit wurde eine mégliche Interaktion zwischen MtrA und
MtrB vom C-Terminus von MtrA untersucht. Da zwischen dem letzten Hdm-Motiv und dem
Ende von MtrA nur 15 Aminosduren liegen beschrankt sich die mogliche Interaktion auf nur
wenige Aminosauren. Bei MtrA wurden die letzten zwei Aminosauren punktmutiert und
sogar die letzten sieben Aminosauren komplett entfernt. Mutationen im C-Terminus von
MtrA haben jedoch keinen Einfluss auf die Eisenreduktion. Ein AmtrA Stamm konnte mit den
pBADmtrA Q332L,R333G, pBADmtrA P325 und dem pBADmtrA P325stopp Plasmiden
komplementiert werden. An der Eisenreduktionsrate mit MtrA Q332L,R333G, dem MtrA
P325A und dem MtrA P325stopp ist ersichtlich, dass der C-Terminus von MtrA keinen
Einfluss auf die Interaktion mit MtrB hat und somit auch nicht auf die Eisenreduktion.

Der Einfluss des Cysteins an Position 42 von MtrB wurde bereits untersucht (Wee et al.,
2014) die Ergebnisse konnten in dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt werden. Die
Eisenreduktion findet bei einem MtrB C45A, einem MtrB C42A und einem MtrB C42,45A mit
der gleichen Rate wie bei einem S. oneidensis WT statt (Abbildung 15). Trotz der hohen
Konservierung dieser beiden Cysteine weist eine Mutation keinen Phanotyp bei der
Eisenreduktion auf. Aufgrund der Orientierung des N-Terminus von MtrB zum

extrazelluldren Raum (White et al.,, 2013) wére Uber diese beiden Cysteine nur eine
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Interaktion mit MtrC moglich. Die beiden Cysteine in MtrC, welche nicht mit einer
Hamgruppe verbunden sind, liegen jedoch nicht in der Nahe der Membran und somit ist
keine Bildung einer Disulfidbriicke zwischen MtrB und MtrC méglich (Abbildung 5).

Ein S. oneidensis Stamm mit einer Mutation der Aminosauren zwischen Position 432 und 439
zeigt einen deutlichen Effekt bei der Reduktion von Eisencitrat. Der AmtrB pBADmtrB PM
432-439 Stamm kann erst nach 31 h 50 mM Eisencitrat reduzieren, wohingegen der
S. oneidensis WT nur 13 h fir die komplette Reduktion bendtigt (Abbildung 17). Die lange lag
Phase (20 h) und anschlieRende Reduktionsrate, welche mit einem S. oneidensis WT
vergleichbar ist, [asst auf ein nicht korrekt funktionierendes MtrB schlieBen. Es wurde jedoch
gezeigt, dass MtrB korrekt in die dullere Membran eingebaut wurde (Abbildung 18). MtrB
konnte nach Denaturierung bei 37 °C nicht in der Membran detektiert werden und hat somit
eine Stabilitdt, welche mit einem wildtypischen MtrB vergleichbar ist. Zudem wurde MtrB
nicht von DegP als falsch gefaltenes OMP erkannt. Diese Mutation hat somit keinen Einfluss
auf die Faltung von MtrB, sondern auf die Elektronenibertragung von MtrA zu MtrC. Da
S. oneidensis noch weitere Wege fiir die Eisenreduktion zur Verfligung stehen (Schicklberger
et al., 2013) kann aufgrund der langen lag Phase und anschlieBender wildtypischer

Reduktion von Eisen auf eine Umgehung des Mtr-Weges geschlossen werden.

3 MtrB, ein ungewohnliches B-barrel Protein

Ein typisches B-barrel Protein hat zwischen 8 B-Faltblattern wie z.B. OmpA (Pautsch &
Schulz, 1998) und 22 B-Faltblattern wie z.B. FepA (Buchanan et al., 1999). MtrB ist mit 28
B-Faltblattern (Beliaev & Saffarini, 1998) ein auBergewohnlich groBes OMP, welches sich
auch noch in weiteren Eigenschaften von einem typischen OMP unterscheidet. Die
gewohnliche Orientierung eines B-barrel Proteins in der Membran ist mit den groRen Loops
zwischen den B-Faltblattern extrazelluldr und den kleineren Loops mit Orientierung ins
Periplasma. Die Fass Struktur entsteht dadurch, dass das letzte B-Faltblatt mit dem ersten
interagiert und somit die Fass Struktur erst ermoglicht wird. Aus dieser Struktur ergibt sich
aber auch die Orientierung des N- und C-Terminus. Diese sind, aus der Struktur resultierend,
beide in das Periplasma gerichtet (Fairman et al., 2011; lordanov et al., 2012; Pautsch &

Schulz, 1998). Bei MtrB hingegen ist die Orientierung der Loops umgekehrt, die groRen,
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flexiblen Loops sind nach innen gerichtet und die kleinen Loops zur Oberflache der Zelle. Bei
MtrB hat der N-Terminus eine extrazellulare Orientierung (White et al., 2013). Es ist
demnach bekannt, dass MtrB kein gewo6hnliches B-barrel Protein ist, sondern von der
gewohnlichen Struktur in manchen Punkten abweicht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass es sich bei MtrB nicht um ein B-barrel
Protein handelt, welches Gber den SurA- oder den Skp/DegP-Weg in die duRere Membran
gelangt. Es konnte keine Abhdngigkeit der Faltung von MtrB durch die Chaperone SurA und
Skp gezeigt werden. Eine korrekte Faltung von MtrB ist nur bei Anwesenheit von MtrA
moglich. Sobald MtrA abwesend ist wird MtrB von DegP als falsch gefaltet erkannt. Bei
Fehlen von MtrA und DegP liegt MtrB in ungefaltenem Zustand vor, weshalb ein Signal fir
MtrB im Western-Blot bei Bearbeitung der Probe bei 37 °C sichtbar wird. Durch die
selbstandige Integration von MtrB in die duBere Membran bei der in vitro Proteinexpression,
kann davon ausgegangen werden, dass auch in vivo keine Abhangigkeit von dem
Bam-Komplex besteht. Die Abhadngigkeit von einem Bam-Komplex ist in vivo schwer zu
zeigen, da eine Deletion des Bam-Komplexes letal ware fiir die Zelle. Bei MtrB kdnnte es sich
somit um eine Art von Autotransporter handeln, welcher fiir die Faltung nur von dem
Protein Abhdngt, mit dem das B-barrel Protein interagiert und sich gemeinsam in die
Membran einlagert. Fiir die Einlagerung von diesen Autotransportern in die aullere
Membran ist kein Bam-Komplex notwendig. Es wurde ein Weg beschrieben, bei dem das -
barrel Protein und die sogenannte ,passenger domain“ mit Hilfe des Sec-Systems
unabhangig voneinander durch die innere Membran gelangen. Das TPS (two partner
secretion) System ist eine Form der Autotransporter oder Typ V Sekretions Systems
(Henderson et al., 2000; Jacob-Dubuisson et al., 2001). Bei diesem System kann das p-barrel
Protein und das Protein, welches anschlieBend im l6slichen Teil vorliegt, unabhangig
voneinander in das Periplasma transportiert werden. Die Interaktion der beiden Proteine
findet erst im Periplasma statt. Nach der Interaktion haben die beiden Proteine eine
Autochaperon Funktion, wodurch die Proteine sich ohne ein entsprechendes Chaperon
gemeinsam korrekt falten und in die Membran einbauen. Fiir diesen Einbau in die Membran
ist hierfir der Bam-Komplex nicht notwendig (Oliver et al., 2003). Fiir die korrekte Faltung
der beiden Proteine ist daher nur die Interaktion der Proteine notwendig. Der zeitliche
Ablauf der Faltung der ,passenger domain“ und der ,transporter domain“ konnte noch nicht

festgestellt werden. Bei diesem TPS System wird die ,passenger domain“ durch das
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Membranprotein in den extrazellulairen Raum sekretiert. Dabei ist eine Bindung an das
membranstindige Protein oder eine Sekretion in den Uberstand durch eine proteolytische
Abspaltung der ,passenger domain“ moglich (Henderson et al., 2004). Durch den Einfluss
von MtrA auf die Faltung und Integration von MtrB in die duBere Membran, in den
verschiedenen surA, skp und degP Mutanten (Diskussion 2.1), kann eine Art TPS System fur
den Einbau von MtrB in die duBere Membran vermutet werden. Dafiir wiirde auch die
selbststandige Integration von MtrB in die Membran und die fehlende Abhdngigkeit vom
Bam-Komplex bei den Versuchen der in vitro Proteinexpression (Diskussion 2.2) sprechen.
Im Versuch zur Dynamik von MtrA (Diskussion 1) konnte eine permanente Bindung von MtrA
an MtrB gezeigt werden. Fir die Bindung und Faltung von MtrB missten MtrA und MtrB
somit im Periplasma miteinander interagieren, was mit dem TPS System korrelieren wirde.
Der einzige Punkt, welcher nicht mit diesem Weg lbereinstimmt, wéare die Orientierung von
MtrA in das Periplasma. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen aber deutlich auf den Einbau
von MtrB in Form des TPS Weges hin und entfernen sich von der Hypothese, dass MtrB

durch den SurA- oder Skp/DegP-Weg in die duBere Membran integriert werden wirde.

4  Einfluss der Punkmutationen in MtrC

Der Einfluss eines bestimmten Motivs in MtrC wurde anhand der Reduktionsrate des
jeweiligen S. oneidensis Konstrukts untersucht. Das CGGSD Motiv direkt hinter dem
Lipidanker am N-Terminus ist eine hochkonservierte Sequenz der duReren
Membrancytochrome in Shewanella oneidensis. Aufgrund der hohen Homologie von finf
Aminosauren in den duBeren Lipoproteinen, welche fir die Eisenreduktion zustandig sind,
wurde von einer bestimmten Funktion des Motivs ausgegangen.

Lipoproteine werden haufig durch das Lol-System (lipoprotein outer membrane localization
System) von der inneren in die dufere Membran transportiert (Matsuyama et al., 1995;
Terada et al.,, 2001). Fir die Lokalisation des Lipoproteins durch das Lol-System sind
entsprechende Signale anschlieRend an das hoch konservierte Cystein im Lipidanker
zustandig. Die Lokalisation des Lipoproteins in die innere oder duBere Membran hangt dabei
von einer Asparaginsdure an Position +2 oder +3, nach dem Cystein, in Kombination mit

entsprechenden Aminosauren an der anderen Position ab (Gennity & Inouye, 1991; Seydel
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et al., 1999). Aufgrund der Abhéangigkeit der Lipoproteine von einer Asparaginsdure, beim
Transport in die duBere Membran durch das Lol-System, wurde auch bei dem CGGSD Motiv
von der Abhédngigkeit durch die Asparaginsdure an Position +4 ausgegangen. Um die
Moglichkeit einer Lokalisation durch die Asparaginsaure auszuschlieBen, wurde die
Asparaginsaure an Position neun im mtrC Gen durch ein Alanin ersetzt. Bei dem Stamm
AOMC pBADmtrC D9G konnte jedoch kein Phanotyp erkannt werden. Die Asparaginsaure an
Position +4 scheint nicht fiir die Lokalisation von MtrC ausschlaggebend zu sein.

Das MtrC Lipoprotein wird jedoch nicht durch das Lol-System, sondern durch das
Typ-II-Sekretions System (T2SS) in die duRere Membran geleitet. Die Signale fur das T2SS
sind jedoch noch nicht im Detail erforscht. Ein beliebtes Protein fiir die Untersuchung des
Transportes nach aulBen, durch das T2SS ist das PulA Lipoprotein aus Klebsiella oxytoca. Bei
PulA wurden bis jetzt zwei Bereiche mit jeweils 80 Aminosauren als Signal erkannt (Francetic
& Pugsley, 2005; Pugsley et al., 1991). Die CGGSD Sequenz von MtrC scheint nicht fir die
Sekretion durch das T2SS zustadndig zu sein, da sie nur aus finf Aminosauren besteht. Eine
Mutation der gesamten Sequenz (CGGSD > VVGAI) zeigt jedoch einen starken Phanotyp.
Die Mutation des Cysteins, welches fiir die Verankerung in der Membran nétig ist, sollte aber
nicht alleine fiir den Phanotyp zustandig sein. Reduziertes, |6sliches MtrF ist in der Lage
durch Zugabe von Ferrihydrit in vitro oxidiert zu werden. Es ist auch moglich die
Reduktionsrate von Eisen bei AOMC Zellen mit der Zugabe von MtrF bis zu 70 %, bei gleicher
Zeit, wieder zu komplementieren (Clarke et al., 2011). Da in der Punktmutation des ganzen
Motives das Cystein, welches fir die Verankerung in der Membran zustandig ist, durch ein
Valin getauscht wird ist das mutierte MtrC nicht mehr in der Lage in die Membran eingebaut
zu werden. Ein Fehlen des Lipidankers bei MtrC und MtrF bewirkt, dass die Proteine im
Uberstand nachgewiesen werden kénnen (Richardson et al., 2012). Die lange lag-Phase der
Reduktionsrate von AOMC pBADmtrC PM (Abbildung 27) und das schwache Signal der
Ham-Farbung (Abbildung 28) lassen jedoch auf einen Abbau von MtrC oder eine Lokalisation
im inneren der Zelle schlieBen. Die Reduktion von Fe(lll)-Citrat miisste in diesem Fall
anderweitig stattfinden. Ein alternativer Weg fiir die Reduktion von Fe(lll) in S. oneidensis
konnte schon gezeigt werden. In diesem Fall werden MtrAB durch SO 4359 und SO_4360
ersetzt werden (Schicklberger et al., 2013). Das CGGSD Motiv, direkt an den Lipidanker
anschliefend, wurde daher auch in anderen Lipoproteinen in S. oneidensis gesucht, um

dessen Einfluss genauer zu untersuchen. Es wurden sechs weitere Proteine mit einem CXD
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Motiv direkt an den Lipidanker in S. oneidensis gefunden (Abbildung 29). Es findet sich auch
in DmsA, einem Protein fiir die Reduktion von DMSQ, ein dhnliches Motiv (CNSGSSD). DmsA
ist ebenfalls in der duReren Membran lokalisiert mit der Orientierung nach auBen (Gralnick
et al., 2006). Die Verlangerung des Motives konnte daraus resultieren, dass DmsA nicht iber
das Sec-System, sondern Uber das Tat-System durch die innere Membran gelangt. Fir die
anderen Proteine UshA, SO_4018, SO _2281 und SO_4356 ist leider keine Orientierung
bekannt. Das Motiv scheint jedoch nicht davon abzuhdngen, ob das Lipoprotein ein c-Typ
Cytochrom oder ein anderes Lipoprotein ist. Das BamE Lipoprotein ist zum Periplasma hin
orientiert. Die Sequenz von BamE (CSVFD) unterscheidet sich vor allem durch das
Phenylalanin, mit dem aromatischen Rest und auch durch das Valin stark von dem Motiv von
MtrC (CGGSD) und ist daher nicht mit der Sequenz von MtrC zu vergleichen.

Das Motiv scheint also keinen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins zu haben. Durch eine
dhnliche Sequenz in DmsA kann man auch einen Einfluss auf die Faltung des Lipoproteins
ausschlieBen, da DmsA durch das Tat-System schon in gefaltenem Zustand in das Periplasma

gelangt.

5 Untersuchung unterschiedlicher Lipoproteine in verschiedenen Organismen

Das CGGSD Motiv, welches bei MtrC einen Phanotyp aufweist, wurde auch noch in anderen
Organismen, welche zu dissimilatorischer Eisenreduktion fahig sind, untersucht. Hierflr
wurden Shewanella sp., Geobacter sp., Desulfovibrio desulfuricans, Rhodoferrax
ferrireducens, Rhodobacter capsulatus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Ferrimonas balearica,
Anaeromyxobacter dehalogenans und Pelobacter carbinolicus untersucht. Es konnte eine
Vielzahl an Lipoproteinen mit einer dhnlichen Sequenz ausgemacht werden (Abbildung 30).
Der Platz zwischen dem Cystein, welches in der Membran verankert ist und der
Asparaginsdure wurde mit maximal finf Aminosduren gewihlt. Uberwiegend bei den
Geobacter Spezies konnte keine Asparaginsdure, sondern eine Glutaminsdure entdeckt
werden. Aufgrund der Ahnlichkeit der Struktur dieser beiden Aminosduren wurden diese
Proteine mit einbezogen. Die Aminosduren zwischen dem Cystein und der
Asparaginsaure/Glutaminsaure bestehen meistens aus Glycin und Serin und nur in sehr

seltenen Fallen sind andere Aminosauren enthalten. Es wurden 98 Proteine mit dhnlichem
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Motiv direkt nach dem Lipidanker gefunden, was ungefahr drei Proteine pro Organismus,
welcher fiir diese Untersuchung verwendet wurde, ausmacht. Bei S. oneidensis wurden zwar
10 Proteine mit diesem Motiv entdeckt, aber nur von vier Proteinen ist die Funktion und die
Expression bekannt. Sechs der Proteine, welche in S. oneidensis dieses Motiv beinhalten,
werden nicht exprimiert oder sind nicht weiter mit der Funktion oder Lokalisation
charakterisiert. Die durchschnittliche Anzahl dieses Motives in den Lipoproteinen von
anderen Organismen ist daher mit der Anzahl exprimierter Proteine in S. oneidensis
vergleichbar. Die einzige Gemeinsamkeit der Lipoproteine aus S. oneidensis, welche dieses
Motiv enthalten und von welchen die Funktion und Lokalisation bekannt ist, ist die
Lokalisation in der duBeren Membran und die Orientierung zur Oberflache der Zelle.
Aufgrund der Haufigkeit an Lipoproteinen, welche mit diesem CGGSD Motiv in Organismen,
welche zu DIR fahig sind, gefunden wurden, lasst sich nicht ausschlieRen, dass die Sequenz
mit der Lokalisation und Orientierung der Lipoproteine zusammenhangt.

Um zu untersuchen, ob das Motiv mit der DIR zusammenhangt oder ob es eine anderweitige
Funktion beinhaltet, wurden die Lipoproteine Gram-negativer Organismen, welche nicht zu
DIR fahig sind, untersucht. Es wurden 165 Lipoproteine untersucht von denen 74 ein CXD
Motiv aufweisen. Von diesen 74 Lipoproteinen beinhalten jedoch nur 19 ausschlieBlich
Glycin und Serin zwischen dem Cystein und der Asparaginsdure oder Glutaminsaure. Die
anderen 55 Lipoproteine mit dem CXD Motiv haben noch andere Aminosauren dazwischen
und sind daher mit BamE zu Vergleichen und nicht mit MtrC (Abbildung 31). Bei den meisten
Lipoproteinen, welche nicht aus Organismen stammen, die zur dissimilatorischen
Eisenreduktion fahig sind, ist kein CXD/E Motiv zu erkennen (Abbildung 32). Es scheint also
ein Motiv zu sein, welches vermehrt in Organismen auftritt, welche zu DIR fahig sind.
Aufgrund des seltenen Auftretens des Motives in Lipoproteinen in Organismen, welche nicht
zu DIR fahig sind, scheint das Motiv hier keine Funktion zu Glbernehmen.

E. coli hat 90 Lipoproteine von denen vier bekannt sind an der Oberflache der duReren
Membran lokalisiert zu sein. Diese sind TraT (Manning et al., 1980), CsgG (Robinson et al.,
2006), Lpp in bestimmten Formen (Cowles et al., 2011) und Wza(K30) (Drummelsmith &
Whitfield, 2000). Alle vier Lipoproteine enthalten kein vergleichbares CXD Motiv. Im Fall von
MtrC hat das Motiv eine Funktion und ist in Lipoproteinen von Organismen, welche zur DIR
fahig sind ebenfalls zu finden. Das Motiv findet sich aber in Organismen, welche nicht zur DIR

fahig sind nicht in diesem Male in Lipoproteinen. Das CXD Motiv scheint somit in
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Proteobakterien, welche zu DIR fdhig sind, eine Funktion zu haben, aber nicht fir
Proteobakterien im Allgemeinen. Die Funktion bei MtrC konnte leider nicht ausreichend

geklart werden.

6 Ausblick

Die Hypothese, dass es sich bei MtrA und MtrB um einen Autotransporter handelt mussten
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Hierfiir kbnnten nochmals Versuche mit dem
in vitro Proteinexpressions Kit durchgefihrt werden. Falls es sich bei MtrB wirklich um einen
Autotransporter handelt, ist dessen Integration in die duBere Membran ohne den
Bam-Komplex moglich. Es misste getestet werden, ob MtrA vor der Faltung mit MtrB
Interagieren muss und ob MtrA auch ohne eine anschliefende korrekte Faltung MtrB zu
dessen korrekter Faltung verhilft. Durch die Eigenschaft von MtrA als c-Typ Cytochrom ist
eine Faltung von MtrA bei der in vitro Proteinexpression nicht moglich und kénnte ein
weiteres Problem bei der Untersuchung des Faltungsmechanismus von MtrB darstellen.
Zudem konnte mit der Zugabe verschiedener Chaperone untersucht werden, ob ein dritttes
Protein fir die Faltung zustandig ist oder ob MtrA eine zusatzliche Funktion als Chaperon
besitzt.

Der Dms-Komplex, welcher fiir die DMSO Reduktion zustandig ist, hat ein ahnliches Muster
wie der Mtr-Komplex. Eine Untersuchung des Verhaltens des Dms-Komplexes kénnte daher
mit dem Mtr-Komplex verglichen werden und die Hypothese des Autotransporters
untermauern.

Ein moglicher Interaktionspunkt von MtrA und MtrB sind die groReren Loops mit der
Orientierung in das Periplasma. Durch gezielte Punktmutationen der Loops kdnnte der
Bereich, welcher fiir die Interaktion von MtrA und MtrB zustandig ist besser untersucht
werden.

Durch eine Reinigung von MtrA, ungefaltenem MtrB und dem MtrAB-Komplex kdnnte eine
CD-Spektroskopie durchgefiihrt werden und damit ein besseres Verstiandnis des
Faltungszustandes von MtrB erhalten werden. Dadurch kénnte weiter auch die Fahigkeit von

MtrA, als Chaperon zu dienen, festgestellt werden.
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Bei MtrC miissten weitere Untersuchungen der Lokalisation ohne das CGGSD Motiv
festgestellt werden. Hierfiir kdnnte mit einem tag an MtrC gearbeitet werden. Zudem
misste durch eine Deletion der Proteinkomplexe, welche die Funktion des
MtrABC-Komplexes libernehmen kdnnten, geklart werden, ob der Mtr-Weg umgangen wird
oder ob die Reduktion von Eisen weiterhin von MtrABC ausgefiihrt wird. Die Lipoproteine
mit dem CXD Motiv missten auf eine weitere Gemeinsamkeit untersucht werden, um eine

mogliche Funktion des Motives, zu ermitteln.
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Anhang

The correct folding of the B-barrel protein MtrB from Shewanella oneidensis

depends on the interaction with the c-type cytochrome MtrA in the periplasm.

Simon Stephan, Lucas Marin, Johannes Gescher.

Department of Applied Biology, Institute for Applied Biosciences, Karlsruhe Institute of Technology (CS),
Karlsruhe, Germany;

Abstract

The facultative anaerobic bacterium Shewanella oneidensis can reduce insoluble electron
acceptors like Fe(lll)-oxides. The reduction of these insoluble metal oxides necessitates the
activity of protein complexes that transfer respiratory electrons across the outer membrane
to the surface of the cells. The MtrABC complex of S. oneidensis consists of the periplasmic
c-type cytochrome MtrA, the B-barrel protein MtrB and the cell surface localized decaheme
c-type cytochrome MtrC which catalyzes the terminal electron transfer reaction. Usually,
B-barrel proteins are transported through the periplasm by aid of the two chaperons SurA
and Skp. Misfolded B-barrel proteins are degraded by the protease DegP. The c-type
cytochrome MtrA is not only important to protect MtrB against the degradation via DegP
also to stabilize MtrB in the outer membrane. In AdegPAmtrA and AdegPAmtrAAskp cells
MtrB is detectable on a western-blot in unfolded state after denaturing the protein at 37°C.
Only if MtrA is present MtrB can form a stable B-barrel protein in the outer membrane. The
correct integration of MtrB into the outer membrane depends on the presence of MtrA. For
the integration process of MtrB into the outer membrane and to protect MtrB against the
degradation via DegP MtrA must bind statically on MtrB in the periplasm. This binding of
MtrA in the oxidized form at MtrB persists after the integration into the outer membrane

and cannot exchange by another reduced MtrA.
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Introduction:

A number of microorganisms can respire using ferric iron as electron acceptor. This process
is called dissimilatory iron reduction and is of outmost importance for the global iron cycle.
Furthermore, the process affects or initiates several geochemical and biological reactions in
soil or sediments since the end product ferrous iron is involved in various abiotic redox
reactions and also an important trace nutrient. Moreover, the process is also of
biotechnological relevance since dissimilatory metal reducing microorganisms can be used in
microbial fuel cell or bioremediation applications (Braunschweig et al., 2013; Lovley, 1995).
At neutral pH conditions iron forms insoluble ferric (oxy)(hydr)oxides (Straub et al., 2001).
Hence, the respiratory electron acceptor has to be reduced on the cell surface which was the
evolutionary selection pressure for the formation of extended respiratory chains that span
the way from the cytoplasmic membrane to the surface of the outer membrane in Gram-

negative microorganisms (Gralnick & Newman, 2007).

The y-proteobacterium Shewanella oneidensis MR-1 is the best understood model organism
concerning the reduction of metal oxides so far (Fredrickson et al., 2008; Richardson et al.,
2012). Respiratory electrons are transported to the outer membrane via a complex network
of c-type cytochromes. Electron transfer across the outer membrane is catalyzed by a three
protein complex consisting of one cytochrome each on the periplasmic (MtrA; mtr = metal
reducing) and cell surface (MtrC) site of the outer membrane, with a membrane-associated
B-barrel protein (MtrB) most likely acting as a connector between them. MtrC was also

shown to be the terminal reductase for a number of insoluble metals as well as electron
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shuttling compounds such as humic acids or flavins. Interestingly, gene clusters of decaheme
cytochromes like MtrA followed by MtrB-like B-barrel proteins are wide spread within
microbial genomes and evidence was provided that these complexes might be a general
strategy for electron transport over the outer membrane either in outward direction (as in
microbial metal reducers like S. oneidensis or Geobacter sufurreducens) or in inward

direction (as in metal oxidizing genera like Gallionella or Siderooxydans).

S. oneidensis MtrA and MtrB single deletion mutants are unable to use ferric iron as an
electron acceptor and also an MtrC mutant is strongly affected in the reduction of ferric iron
(Beliaev & Saffarini, 1998; Bucking et al., 2010). Interestingly, MtrA seems to have a dual
function. Certainly, it is involved in electron transfer, but MtrA deletion mutants are also
unable to produce the B-barrel protein MtrB due to degradation via DegP in the periplasm

(Schicklberger et al., 2011).

The integration of B-barrel proteins like MtrB in the outer membrane is well studied in E.
coli. Chaperones are generally necessary for the transport of these proteins to the outer
membrane. They attach to the unfolded polypeptides that exit the SecYEG pore and prevent
aggregation of the hydrophobic protein parts in the hydrophilic periplasmic environment. An
aggregation of the proteins would be the signal for proteolytic degradation by proteases like
DegP. In Escherichia coli, the three chaperons SurA, Skp and DegP (the latter has a dual
function as protease and chaperon) have been reported to be involved in the transport of
nascent B-barrel proteins through the periplasm (Duguay & Silhavy, 2004; Sklar et al., 2007).
None of the three chaperons is essential, but double mutants have synthetic or even

synthetic lethal phenotypes (Rizzitello et al., 2001). The chaperon that is involved primarily in
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the transport of outer membrane proteins through the periplasm is SurA. This chaperon is a
peptidyl-prolyl cis/trans isomerase and deletion mutants show decreased outer membrane
density and are hypersensitive to detergents and hydrophobic antibiotics. Furthermore,
mutants are characterized by a reduced concentration of various beta-barrel proteins in the
outer membrane. Vertommen et al. proposed a model suggesting three types or groups of
outer membrane beta-barrel proteins in E. coli. Type 1 is dependent on SurA and Skp or
DegP can assist folding only to a very limited degree. Type 2 preferentially depends on SurA
for transport through the periplasm and synthesis of proteins belonging to this group is
strongly reduced in its absence. A large fraction of outer membrane beta-barrel proteins
including OmpA and OmpF is part of this group. Type 3 is independent of SurA activity. BamA
or TolC are examples of proteins that belong to this group (Vertommen et al., 2009).

When chaperone bound outer membrane B-barrel proteins reach the outer membrane they
interact with the Bam-complex that facilitates folding and insertion of the proteins into the
outer membrane. Interestingly, B-barrel proteins are highly stable and the remain folded
even in SDS-PAGE gels if the protein samples are not treated by high temperatures (Burgess

et al., 2008).

It is the aim of this work to dissect the function of MtrA in MtrB protection and folding in

greater detail. Our results suggest that MtrA has a direct or indirect function as chaperone

for periplasmic transport of MtrB.
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Material and Methods:

Bacterial strains and culture condition:

The bacterial strains used in this study are listed in Table 1. The cultures were grown
aerobically in lysogeny broth medium (LB). Anaerobic cultures were grown in M4 media at
pH 7.4 as described in Schiitz et al. (Schuetz et al., 2009). The medium was complemented
with 0.1 % casamino acids. Lactate (50 mM) and fumarate (100 mM) were added as electron
donor and electron acceptor, respectively. If necessary, kanamycin (50 pg*ml™) was added
as selection marker. Arabinose was used in a concentration of 0.1 mM to express genes

cloned in a pBAD vector backbone.

Construction of S. oneidensis deletion mutants and expression plasmids:

The degP, skp and surA deletion mutants were made using the pMQ150 suicide vector as
described previously (Schuetz et al., 2009). The pMQ150 and pBAD vectors were constructed
through the isothermal in vitro recombination method (Gibson et al., 2009). Primers 1-4 and
5-8 were used for amplification of homologues regions upstream and downstream of skp
and surA, respectively. Overlaps of the amplified fragments were used for cloning in plasmid
pMQ150. The mtrA gene was amplified using primer 15 and 16 and subsequently cloned into
a pBAD plasmid. The sequence of mtrA was modified so that the protein contains a C-
terminal his-tag. The pBADgnestrepmtrA plasmid was used from Schiitz et al. (Schuetz et al.,
2009) and was transformed into the AmtrA strain. The pMQ150AdegP Plasmid from
Schicklberger et al. (Schicklberger et al., 2011) was used for the AdegPAmtrA deletion

mutant.
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The mtrB gene was cloned in the DHFR plasmid using primers 17 and 18. The DHFR plasmid
and the PCR product were cleaved with Ndel and BamHI. The fragments were ligated using
the T4 ligase (NEB, Ipswich UK). The cloned version of mtrB is devoid of a secretion signal

sequence and contains the c-terminal sequence for a V5 epitope.

Cell fractionation:

Cells were resuspended in buffer (50 mM HEPES, 250 mM NaCl, pH 7.5) containing 2% Triton
X-100 to isolate the outer membrane (Hoyle & Beveridge, 1983; Myers & Myers, 20023;
Schnaitman, 1971). DNase | was added and the suspension was passed through a french
press cell (1260 psi). The outer membrane was separated via centrifugation (208000 g, 4°C, 1

h) and the pellet was resuspended in buffer.

In vitro protein synthesis kit:

In vitro protein synthesis was achieved with the MembraneMax HN kit from Life
Technologies (Carlsbad, California). Plasmid DHFRmtrBys was used as a template. The

membrane fraction was purified via a HisTrap-column (GE healthcare, Freiburg, Germany).

Western blot analysis:

The protein concentrations were determined using Roti-Quant (Roth, Karlsruhe, Germany)
with bovine serum albumin fraction V as a standard. For the in vitro protein synthesis
experiments the whole fraction was loaded on the SDS-gel. The samples were heated to
either 37°C, 70°C or 95°C with 6x SDS-loading dye and afterwards separated on a SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Proteins were detected with antibodies with a specific epitope against

either the MtrB (White et al., 2013), the V5 tag, or the his tag (AbD secrotec, Kidlinkton, UK).
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Staining of the proteins was achieved using anti-rabbit or anti-mouse antibodies coupled to
alkaline phosphatase (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Germany). Signals were visualized with

the alkaline phosphatase conjugation substrate kit from Bio-Rad (Munich, Germany).

Purification of MtrAys:

The periplasmic fraction containing the his-taged version of MtrA was isolated with
polymyxin B as described by Pitts and colleagues (Pitts et al., 2003). MtrAy;s was purified
using a HisTrap column and a subsequent gel filtration. After loading the column was washed
with a buffer at pH 7.5 containing 50 mM imidazole, 50 mM HEPES, 250 mM NacCl. The
protein was eluted with 500 mM imidazole in the same buffer. The second purification step
was conducted on a HiLload 26/60 Superdex 200 pg column (GE healthcare, Freiburg,

Germany) using 50 mM HEPES pH 7.5, 250 mM NaCl as running buffer.

Reduction of MtrAgis:

Purified MtrAy;s was reduced with sodium dithionite (DTT). The c-type cytochrome content
of the purified MtrA was quantified in order to avoid of DTT in the reaction. Quantification
was conducted as described previously (Sturm et al., 2015). The amount of DTT added was

sufficient for the reduction of 90% of all heme groups in the MtrA fraction.

Detection of the dynamics of MtrA from the periplasm to the outer membrane:

The outer membrane of the AmtrA pBAD onestrepmtrA cells was purified as described by
Leisman et al. (Leisman et al., 1995). The outer membrane pellet was washed once with
buffer (50 mM HEPES, 250 mM NaCl, pH 7.5) and then resuspended in the same buffer to

produce outer membrane liposomes. The purified MtrAy;s was reduced with DTT and added
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to the membrane fraction under anoxic conditions. Membrane fraction and supernatant

were separated at 208000 g, 4°C for 1 h after 5 and 15 minutes of incubation. The pellet

containing the outer membrane was then washed once with buffer. The localization of MtrA

was detected using a western blot.
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Results:

Dynamics of MtrA from the periplasmic space to the outer membrane:

The c-type cytochrome MtrA is localized in the periplasm but is also detectable in the
purified membrane fraction because of the binding of MtrA to MtrB that is localized in the
outer membrane (Hartshorne et al., 2009; Ross et al., 2011; Shi et al., 2009). While MtrC has
a lipid anchor for the integration into the membrane (Clarke et al., 2011) MtrA has to bind
directly to MtrB to complete the complex. The question is whether MtrA binds covalently to
MtrB and therefore stays in the complex the whole time or if MtrA gets exchanged by a new
reduced MtrA from the periplasm after its oxidation. To address this we used the membrane
fraction of a AmtrA pBADgnestrepmtrA strain and, under anaerobic conditions, added purified
MtrAnis that is reduced with dithionite so that only the MtrAns and not the membrane
fraction gets reduced. The membrane fraction was purified under aerobic conditions to
oxidize the cytochromes. After 5 and 15 minutes of incubation the membrane fraction was
separated from the supernatant by ultracentrifugation. The dynamic of MtrA was evaluated
by the detection and localization of MtrAy;s via western blot. For the western-blot analyses

the whole sample was loaded on the SDS-PAGE (Fig. 1).
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Fig. 1: Western-blot with an anti-his antibody after separation of the membrane fraction and the soluble
fraction. As positive control is purified MtrA,;s loaded (1) as negative control is the periplasm from the AmtrA
PBAD oestrepmtrA loaded (2); 3 is the soluble fraction after 15 min incubation; 4 is the membrane fraction after

15 min of incubation. 5 is the soluble fraction after 5 min; 6 is the membrane fraction after 5 min of incubation.

Influence of known chaperons and MtrA on MtrB production:

Usually, the three chaperons SurA, Skp and DegP are involved in the transport of unfolded b-
barrel proteins through the periplasm of Gram-negative cells. Although the chaperons have
overlapping functions, E. coli surA mutants show reduced amounts of B-barrel proteins in
the outer membrane, which suggests a primary role for this specific protein. Hence, the
influence of the known chaperones and the c-type cytochrome MtrA on the integration of
the B-barrel protein MtrB was examined first.

S. oneidensis cells express the MtrABC complex under anoxic growth conditions irrespective
of the presence of ferric iron (Beliaev et al., 2005; Gao et al., 2010; Sturm et al., 2015).
Therefore, it was possible to use fumarate as electron acceptor for mutant analysis.
Membrane fractions of wild type and mutant cells were treated at 95°C prior to loading on

SDS gels and subsequent MtrB detection in Western blotting experiments.
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In agreement with previous results, MtrB is absent in membrane fractions of AmtrA strains
and is here most probably degraded by DegP since a AmtrAAdegP double deletion mutant
displays a less prominent but still visible MtrB signal. Signal strength is similar if the skp gene
is deleted additionally. Interestingly, there does not seem to be a decrease in the
concentration of MtrB in the outer membrane of either surA or skp mutants compared to
the wild type (Fig. 2).

Next we were asking whether the fold of MtrB would be different in the single, double and
triple deletion mutants compared to the wild type. Previous reports showed that B-barrel
proteins would at least remain partly folded if only mildly treated by heat prior to loading
although the loading buffer and the gel contain SDS. Hence the same samples as can be seen
in figure 3 were treated only at 37 instead of 95°C and stained using the same procedure.
Surprisingly, the pattern of MtrB detection changed. We were not only unable to detect
MtrB in AmtrA strains but furthermore in the wild type and skp or surA strains. Hence, MtrB
was only detectable in strains with a AmtrAAdegP background irrespective of an additional
deletion in skp leading to the AskpAmtrAAdegP triple mutant. Hence, it seems as if the MtrB-
antibody cannot access its epitope in membrane fractions of the wild type, and of surA or
skp mutants. In contrary, the inability to detect MtrB in AmtrA cells is most likely caused by

DegP catalyzed degradation.
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Fig. 2: Western blotting based detection of MtrB with an anti-MtrB antibody in different
chaperone mutants after denaturing the samples completely at 95°C. 25 ug of protein were

loaded per sample.

37°C

70 kDa

Fig. 3: Detection of the stability of MtrB in different chaperon mutants after denaturing the

sample at 37°C, detected with an anti-MtrB antibody. 25 pg Protein were loaded per sample.

MtrA is not involved in MtrB localization:

Since the previous experiments suggested a role of MtrA in folding of MtrB in the membrane

it was asked whether the deletion of this c-type cytochrome would furthermore affect the
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localization of MtrB. Hence, cells of a AmtrAAdegPAskp triple mutant were fractionated into
inner membrane, outer membrane and periplasm fraction. The same experiment was also
conducted with an isogenetic strain that was complemented with a plasmid encoded copy of
the mtrA gene. Prior to loading on the SDS gel, the fractions were again treated either at 95
or 37°C. As depicted in figure 3 MtrA does not seem to influence the localization of MtrB.
Nevertheless, the influence of MtrA on epitope availability could be reproduced even with

expression of MtrA in trans (Fig. 4).

A
AmtrAAdegPAskp pBADmMtrA;. AmtrAAdegPAskp
IM P oM WM ” IM P oM M
i -
4. -—

B

AmtrAAdegPAskp pBADmMtrA;, AmtrAAdegPAskp

IM P oM Ml | IM P oM M I

gl |
il

Fig. 4: Localization of MtrB in the AmtrAAdegPAskp mutant with or without MtrA,;;. Detected with an anti
MtrB antibody. 25 ug protein were loaded per sample. The protein is one time denatured at 37°C (A) and one
time at 95°C (B). In both Gels from left to right Lane 1 shows the marker (M), lane 2 the outer membrane (OM),

lane 3 the periplasm (P) and lane 4 the inner membrane (IM).
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In vitro Protein syntheses:

The design of an MtrA construct that is N-terminally marked with an onestrep-tag facilitates
the purification of the gnestrepMtrA protein from the periplasm. The gnestrepMtrA is expressed
from a pBAD plasmid and purified with a strep tactin column (Qiagen, Venlo, Netherlands).
To evaluate the chaperon function of MtrA we used an in vitro protein synthesis kit (Live
Technologies, Carlsbad, California). This protein synthesis kit contains a membrane that is
integrated in a his-tagged protein to enable purification of the membrane fraction after
protein expression. For the expression of MtrB we designed a DHFRmtrBys plasmid in which
the secretion sequence of MtrB is missing. We tested the characteristics of MtrB on a

western blot with an anti-V5 antibody after boiling the different fractions at 95°C and 37°C.

membrane fraction soluble fraction

|+ mtra ~mtra M+ mtra “MtrA |
95°C 37°C  95°C 37°C 95°C 37°C 95°C  37°C

70 kDa B

Fig. 5: Western-blot with anti-V5 antibody after in vitro protein synthesis and purification
with a his tag column. MtrA is either added to the reaction (+ MtrA) or MtrB is expressed

alone (- MtrA). The sample is denatured at 95°C or at 37°C.

In Fig. 5 we show that MtrB has the same characteristic when heated to 95°C and to 37°C
respectively, either if MtrA is present or absent. The soluble fraction shows an aggregation of

MtrB at 120 kDa for both cases. The membrane fraction shows that MtrB alone is still
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integrated into the membrane. However, you can detect MtrB in the membrane at 37°C still

with the addition of MtrA.
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Discussion:

Binding of MtrA to MtrB at the outer membrane:

MtrA is localized in the periplasm and can also be detected in the outer membrane as part of
the MtrABC complex. MtrA is necessary for the integration of MtrB and also for the
transport of electrons through the outer membrane to the final reductase MtrC. Sturm et al.
could show that a AfccAAstc double mutant has a marked decrease in iron reduction rates
(Sturm et al., 2015). This means that MtrA is not getting the electrons directly from CymA
that is localized in the inner membrane. The question is if in the first case MtrA is getting
exchanged in the MtrABC complex from a reduced MtrA out of the periplasm after the MtrA
in the complex is oxidized. The second case would be that only the electrons are transferred
to the MtrA that is localized in the complex and is bound to MtrB. Interestingly, in this
experiment we could show that the oxidized MtrA is not getting exchanged from a reduced
MtrA in the complex. If MtrA is localized in the outer membrane via binding to MtrB it is not
diffusing back into the periplasm. This correlated with the effect of a AfccAAstc double
mutant.

The question is the effect of MtrA to the folding of MtrB if the connection between MtrA

and MtrB is in the periplasm.

Influence of MtrA on the stability of MtrB:

Schicklberger et al. could show that MtrA protects MtrB against the degradation via DegP
(Schicklberger et al., 2011) what could be confirmed in this work (Fig. 2). We could further
show that the stability of MtrB on a SDS-PAGE is different if MtrA is present or absent. It

seems that MtrA has an important influence on the folding of MtrB whereby MtrB is more
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stable with MtrA than without MtrA. In a AdegPAmtrA or a AdegPAmtrAAskp mutant MtrB is
detectable in an unfolded stage (Fig. 3). When MtrA is present also in the AdegPAmtrA or
AdegPAmtrAAskp mutants MtrB is detectable in the stable stage. The localization of MtrB
depends on itself but the stability depends on MtrA (Fig. 4). This result shows that the
stability of MtrB is the reason of a different characteristic on a SDS-PAGE after heating the
protein at 37°C and 95°C.

To examine if MtrA has a chaperon function for MtrB we used the in vitro protein synthesis.
Surprisingly the western blot analysis of the in vitro protein expression of MtrB has the same
characteristic if MtrA is added or not after denaturing MtrB at 95°C and at 37°C respectively.
Interestingly, an aggregation of MtrB in the soluble fraction could be detected also in the
presence or absence of MtrA. No signal after heating at 37°C should be detectable if the
stability of MtrB in the in vitro experiments is similar to its stability in the in vivo experiments
in the wild-type or the two AsurA and Askp single mutants. MtrA is incapable to prevent an
aggregation of MtrB and influences the correct folding of MtrB if MtrA is correctly folded
and maturated by itself in in vitro experiments. The hypothesis is that MtrA interacts with

MtrB before MtrA is folded and maturated itself.

MtrA and MtrB form an autotransporter.

Our results lead to the assumption that MtrA interacts with MtrB in the periplasm in an
unfolded state before the complex is integrated into the outer membrane. In the absence of
an interaction between MtrB and MtrA in the periplasm MtrB is recognized by DegP as a
misfolded protein and therefore is subsequently degraded (Schicklberger et al., 2011). The
MtrA that is connected to MtrB in the periplasm and that is necessary for the correct folding

of MtrB stays part of the complex still after the integration into the outer membrane that we
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could show. The interaction of an unfolded MtrA is important for the correct folding of MtrB.
The maximum size of a protein for the folding via Skp is 89 kDa (Qu et al., 2007). We could
show that MtrA form a stable complex with MtrB and that this complex must be formed in
the periplasm. This means that the complex is too big for Skp and SurA could be the
chaperone for the folding of the MtrAB-complex. But in a AsurA mutant MtrB is folded
correctly. The results of this work show that Skp and SurA are not necessary for the folding
of MtrB. But there are more differences between MtrB and a regular B-barrel Protein. The
localization of the N-terminus of MtrB is to the surface of the cell. Also the short loops are
localized to the surface of the cell (White et al., 2013). The localization of the N-Terminus
and the short loops in a normal B-barrel protein is both localized to the periplasm (Fairman
et al., 2011; lordanov et al., 2012; Pautsch & Schulz, 1998). The two chaperons Skp and SurA
have no function for MtrB. In the in vitro protein expression it could show that no
Bam-complex is necessary for the integration of MtrB into the membrane. The results of this
work that SurA, Skp and also the Bam-complex have no influence of the folding and
integration of MtrB into the outer membrane in combination of the differences of MtrB to a
normal B-barrel protein that are known before lead to assume that MtrAB is kind of
autotransporter. In the case of an autotransporter with MtrB as the transporter domain and
MtrA as the passenger domain no Chaperon or Bam-complex is necessary for the folding of
MtrB (Fig. 6). The only difference between normal autotransporter and the MtrAB-complex
is the localization of passenger domain MtrA that is localized in regular autotransporters to
the surface of the cell (Henderson et al., 2004) in the case of MtrA into the periplasm. The
c-type cytochrome MtrA would be a very interesting and a new type of a passenger domain

because of the costly folding mechanism of the cytochromes.
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Fig. 6: Possibility for the chaperon function of MtrA for the correct folding of MtrB. MtrA and MtrB transfer
independently the inner membrane via the sec system whereby the secretion sequence (green) is cut off. MtrA
(red) and MtrB (blue) interact together in the periplasm in the unfolded state and transfer to the outer

membrane together.
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Table 1: Bacterial strains used in this study
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No. Strain Reference

1 S. oneidensis MR-1 wild-type strain (Myers & Nealson, 1988)
2 S. oneidensis AsurA this work

3 S. oneidensis Askp this work

4 S. oneidensis AmtrAAdegP this work

5 S. oneidensis AmtrAAdegPAskp this work

6 S. oneidensis AmtrAAdegPAskp pBADmtrAy;s this work

7 S. oneidensis AmtrA (Schuetz et al., 2009)
8 S. oneidensis AmtrA pBADonestrepmMtrA this work

9 S. oneidensis AmtrA pBADmtrAy;s this work

10 E. coli DH50Z1 DHFRmtrBys this work

Table 2: Primers used in this work.

1 CGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG_ATGGGTTGTTACCAGTGCTA
2 TGACCTTAGAACGTGCCAAGGATTTTGTGG_GCTAAATTGACCACTAAACG
3 CCACAAAATCCTTGGCACGT

4 ATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG_GGTACTATGACCTTAATGAG
5 CGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG_AGTGAACATTATGATACAGG
6 GAATATAACAAAGGTAACAAGGAGTCTATT_AGCCTTAAGCAAAGGCAAG
7 AATAGACTCCTTGTTACCTT
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8 ATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG_TCCGTGGTAGTGAACCGT

9 ACAGACATAAATCTTAGGTGA

10 AGTTCAGCTACCGTTATGTA

11 GACTCTATCACCAATACGC

12 AACGGTTATGGTCAATATAA

13 CTGGCGAAAGGGGGATGTG

14 CATTAGGCACCCCAGGCTTTAC

15 TTTGGGCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATACCATGAAGAACTGCCT

AAAAATG

16 GCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTTTTAGTGATGGTGATG

GTGATGGCGCTGTAATAGCTTGCCAG

17 GGGAATTCCATATGGCTGATGGTTATGGTCTAGC

18 CCGGGATCCTTATTACGTAGAATCGAGAC
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