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Biologischer Hintergrund

1. Biologischer Hintergrund

Zellen sind die kleinsten lebenden Einheiten aller Organismen und stellen eigenstandige,
sich selbst erhaltende Systeme dar. Um ihren Stoffwechsel aufrecht zu erhalten, besitzen
sie eine Vielzahl an Proteinen, die bei nahezu allen physiologischen Prozessen beteiligt
sind ™. Proteine sind Makromolekiile, die aus Aminosauren aufgebaut sind und sich tber
physikalische Wechselwirkungen zu dreidimensionalen Strukturen falten Bl In diesem
biologisch aktiven Zustand Ubernehmen sie essentielle Aufgaben, wie beispielsweise die
Katalyse, die Signaltransduktion oder die Speicherung und den Transport von Moleki-
len ™2 Im Speziellen der Stofftransport umfasst Prozesse wie die Nahrstoffaufnahme, die
Abfallentsorgung oder die Uberfiihrung von weiteren Proteinen an ihren Wirkungsort. Bei
diesen Transportvorgangen mussen oftmals Biomembranen tberquert werden, welche die
Zellen umschlieRen und in intrazellulare Reaktionsrdume unterteilen. Diese hydrophoben
Lipiddoppelschichten dienen als selektive Permeabilitatsbarrieren, die den Stoffaustausch
mit der Umgebung und innerhalb der Zelle kontrollieren (2 Wahrend kleine hydrophobe
Stoffe ungehindert durch die Membranen diffundieren konnen, bendétigen groRere oder
hydrophile Molekile die Hilfe von membrangebundenen Proteinen. Diese Membran-
proteine gehen unter anderem ihrer Funktion als Transporter, Kanalprotein oder lonen-
pumpe nach und erzeugen eine regulierte Membrandffnung i, Transporter binden bei-
spielsweise die Molekile und entlassen sie nach einer Konformationsédnderung auf der
anderen Seite der Membran. Kanalproteine bilden hingegen eine Pore, durch die lonen
oder organische Molekile entlang des Konzentrationsgradienten die Membran passieren
konnen. Der Transport durch lonenpumpen erfolgt Uber einen ,aktiven” energicgetrie-
benen Prozess entgegen eines Konzentrationsgradienten. Als Energiequelle wird bei
diesem Transport meistens die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) oder die
Protonenmotorische Kraft (proton motiv force; PMF) genutzt ). Fir den Transport von
Proteinen (Proteintranslokation) sind noch komplexere Transportsysteme in Form von
Multiproteinkomplexen erforderlich. Die Komponentenanzahl dieser sogenannten Translo-
kasen variiert stark je nach Organismus und Gattung ©!. Um von den Translokasen erkannt
zu werden, besitzen die Proteine (Substrate) ein fusioniertes Signalpeptid, welches bei der
Biosynthese mittranslatiert wird und nach dem Transport durch eine Signalpeptidase abge-
spalten wird °®l. Diese meist N-terminal gebundene kleine Aminosauresequenz legt die
Transporteffizienz, die Transportroute und den Zielort des Substrates fest [569.101 " pie

Proteintranslokation Uber die Zytoplasmamembran erfolgt in Bakterien, Archaeen sowie

1
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Pflanzenzellen (iberwiegend tber den Sec-abhangigen ***! und den Tat-abhangigen
Transport (twin-arginine translocation; Tat) 4. Die markantesten Unterschiede dieser
beiden Transportsysteme bestehen im Faltungszustand des Substrates und in der genutzten
Energiequelle (siehe Abbildung 1). Uber den Sec-abhingigen Transport werden ungefal-
tete Substrate durch die Triebkraft der ATP-Hydrolyse transportiert. Nach der Biosynthese
des Substrates verhindert das Chaperon SecB dessen Faltung und fuhrt es zum membran-
gebundenen Enzym SecA. Dieses fadelt die unstrukturierte Polypeptidkette unter Ver-
brauch von ATP in die SecYEG-Pore ein, welche aus mehreren Membranproteinen be-
steht. Nach erfolgreicher Translokation erfolgt die Faltung des Substrates anschlieRend im
Periplasma. Uber den Tat-abhangigen Transport werden hingegen nativ gefaltete Substrate
nur durch die Triebkraft der PMF transportiert "**%\. Hierbei wird der Protonengradient
aufrecht erhalten, wihrend Substrate mit einem Durchmesser von bis zu 70 A transportiert
werden konnen M. Durch diese beiden Transportsysteme wird es der Zelle ermdglicht, ein
sehr breites Spektrum an verschiedenen Substraten zu exportieren %31, Gram-negative
Bakterien besitzen dariiber hinaus noch weitere spezielle Translokasen (Sekretionssystem

Typ 1-V), die den Substrattransport iber die Aullenmembran vermitteln [,

Faltung

Tat-System

Sec-System

Zytoplasma

gefaltetes RR Tat-abhéngiges
Substrat Substrat Q‘? Signalpeptid
Sec-abhéangiges

Chaperon SecB Faltung
verhindert Faltung

ungefaltetes

Ribosom Ribosom

Abbildung 1 Proteintranslokation Uiber das Sec-abhéngige und Tat-abhangige Transportsystem

Uber das Sec-abhingige (griin) und das Tat-abhangige (rot) Transportsystem werden Substrate (orange) tber
die Zytoplasmamembran transloziert. Um von diesen membrangebundenen Multiproteinkomplexen erkannt
zu werden, besitzen die Substrate ein Signalpeptid, welches nach dem Transport von einer Signalpeptidase
(Schere) abgespalten wird. Das Sec-abhdngige Transportsystem exportiert Substrate in Form einer unstruk-
turierten Polypeptidkette, wobei die zytoplasmatische Faltung der Substrate durch das Chaperon SecB (blau)
verhindert wird. Das Tat-abhéngige Transportsystem exportiert hingegen zytoplasmatisch gefaltete Substrate.
Abbildung verandert tibernommen aus "¢,
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1.1 ,,Twin-Arginine“-Translokationssystem (Tat-System)

Das Tat-System wurde im Jahr 1991 erstmals von Mouldetal. in der Chloroplasten-
Thylakoidmembran von Mais entdeckt %, Ausgehend von dieser Entdeckung nahm seine
Erforschung einen rasanten Lauf, wodurch es auch in vielen Bakterien und Archaeen
identifiziert werden konnte ©1%-22 Kiirzlich wurde die groRte Untereinheit des Multi-
proteinkomplexes auch erstmalig in einem tierischen Eukaryoten, dem Hornkiesel-
schwamm nachgewiesen 2. Seine Namensgebung beruht auf einem charakteristischen
hochkonservierten Doppel-Arginin-Sequenzmotiv (twin-arginine; RR), welches alle Tat-
abhangigen Substrate auf ihrem Signalpeptid tragen %24, Bekannt wurde es durch seine
einzigartige Fahigkeit, Substrate im nativ gefalteten Zustand nur durch die Triebkraft der
PMF zu transportieren ***19%°1 7,dem besitzt es eine Qualitatskontrolle der Protein-
faltung, wodurch jegliche Fehlfaltungen erkannt werden und die Translokation gegeben-

falls unterbunden wird 2639,

Da Tat-abhangige Substrate an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt sind, stellt der
Tat-abhangige Transport einen essentiellen Vorgang der Zellen dar (21 Hierzu zihlen
beispielsweise die Zellatmung B2, die symbiotische Stickstofffixierung *** oder die
Photosynthese *2?l. Es sind auch Substrate bekannt, die an der Zellteilung &, der Zell-
motilitat *®* und der Zellwandsynthese ¥ *? beteiligt sind. Virulenzfaktoren von einigen
pathogenen Bakterien werden ebenfalls Tat-abhangig transportiert. Daher besitzt das
Transportsystem beispielsweise auch eine bedeutende Rolle bei der Sekretion der Exo-
toxine oder der Phospholipase C **. Die Substratanzahl, die Tat-abhangig exportiert
wird, variiert stark je nach Gattung und Organismus *3%#"1 In manchen Gram-positiven
Bakterien wie Bacillus subtilis (B. subtilis) oder Staphylococcus aureus verlauft der Trans-
port weitgehend substratspezifisch €. In anderen Gram-positiven Bakterien wurden hin-
gegen schon mehr als 100 Substrate verifiziert, wie beispielsweise in Bakterien der
Gattung Streptomyces “9*%. In Gram-negativen Bakterien variiert die Anzahl zwischen 10
und 90 Substraten, und in einigen halophilen Archaeen werden mehr als 50 % aller

Substrate Tat-abhangig exportiert 17!,

Die Bedeutsamkeit des Tat-Systems zeigt sich auch durch die Vorteile, die durch eine
zytoplasmatische Substratfaltung entstehen [12] (siehe Abbildung 2). In vielen halophilen
Archaeen ist beispielsweise der extrazelluldre Salzgehalt so hoch, dass sich die Substrate
nicht korrekt falten und unspezifisch aggregieren "5 Manche Substrate, wie zum

Beispiel das monomere Sufl-Substrat des Bakteriums Escherichia coli (E. coli) %], weisen



Biologischer Hintergrund

zudem eine so schnelle Faltungskinetik auf, dass sie fur den Sec-abhangigen Transport
inkompatibel sind . Im Hinblick auf Kofaktor-haltige Substrate umgeht die zytoplas-
matische Faltung dariiber hinaus den zusatzlichen getrennten Export des Kofaktors und
unterbindet im Speziellen die Konkurrenz periplasmatischer Metallionen ®*°° (siehe
Abbildung 2 A und 2 B). Fir einige Kofaktor-haltige Substrate wurden auch substrat-
spezifische zytoplasmatische Chaperone entdeckt, die einen Transport des ,unreifen

[57]

Substrates vor der Insertion des Kofaktors verhindern "', Bekannte Beispiele sind die

Chaperone TorD und DmsD, die den Transport der E. coli Substrate Trimethylamin-N-

oxid- und Dimetyhlsulfoxid-Reduktase kontrollieren #8621,

A Kofaktor-Insertion B Metallionen-Insertion C »Huckepack*“-Mechanismus

o
o konkurrierende

* Metall-lonen qQ
abgespaltenes I\
Slgnalpeptld Z /‘R
(
Periplasma
G T T aanaaaananaan! aaaaaaananaan! T T T T
Zytoplasma

) \
Metall-lonen ﬂ,p ~\
. 5
RR + 3 }\ +
Kofaktor R&,
Signalpeptid Untereinheiten eines

heterodimeren Komplexes

Abbildung 2 Vorteile einer zytoplasmatischen Faltung der Tat-abhé&ngigen Substrate

A: Die zytoplasmatische Insertion des Kofaktors umgeht einen separaten Export des Kofaktors und eine peri-
plasmatische Insertion des Kofaktors. B: Die spezifische zytoplasmatische Insertion der Metallionen unter-
bindet die Konkurrenz periplasmatischer Metallionen. C: Der ,,Huckepack“-Mechanismus erméglicht den
Transport von Substratuntereinheiten, die kein Tat-abh&ngiges Signalpeptid besitzen. Abbildung verandert
iibernommen aus 4!,

Des Weiteren bietet auch der sogenannte ,,Huckepack“-Mechanismus (hitchhiking)
heterooligomerer Komplexe einen weiteren Vorteil [21.29] (siehe Abbildung 2 C). Durch
eine zytoplasmatische Assemblierung koénnen Substratuntereinheiten mittransportiert
werden, die kein Tat-abhangiges Signalpeptid besitzen. Bekannte Beispiele hierfur sind die
groRe Untereinheit der E. coli Dimethylsulfoxid-Reduktase ! oder der E. coli Nickel-

Eisen-Hydrogenase 2 4. Diese assoziieren zytoplasmatisch mit ihren kleinen Unterein-

4
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heiten, welche das erforderliche Signalpeptid besitzen, und kénnen so (ber das Tat-System
exportiert werden. Fir einige heterooligomere Komplexe wurden auch zytoplasmatische
Chaperone entdeckt, welche den alleinigen Export der kleinen Untereinheit verhindern und

die Assemblierung der Substratuntereinheiten begtinstigen 261,

Das Tat-System ist aufgrund seiner besonderen Eigenschaften auch aus biotechnologischer
Sicht ein vielversprechendes Werkzeug der sekretorischen Proteingewinnung. Speziell
Gram-positive Bakterien besitzen keine AuRenmembran, wodurch Substrate direkt ins
Kulturmedium sekretiert und mit geringem Aufwand gewonnen werden konnen 71 1m
Vordergrund steht bei einer solchen Proteinexpression grundsatzlich die Erhaltung der
biologischen Proteinaktivitat, welche durch die Qualitatskontrollfunktion des Tat-Systems
durch eine korrekte Proteinfaltung gegeben ist ®****!. So konnten auch schon viele bio-
technologisch relevante Proteine mit Hilfe des Tat-abhangigen Transportsystems erfolg-

reich sekretiert und gewonnen werden 665,

Da das Tat-System in vielen humanen Pathogenen als Virulenzfaktor angesehen wird, ist
es zudem ein erfolgsversprechendes Angriffsziel bei der Entwicklung antimikrobieller
Wirkstoffe 1443487074 " Daher besitzt es bei der Entwicklung von Medikamenten, Anti-
biotika und Pflanzenschutzmitteln auch einen industriellen sowie pharmazeutischen

Nutzen [9,38,43,72].

1.2 Signalpeptid der Tat-abhangigen Substrate

Wie bereits einflhrend erwéhnt, besitzen alle Substrate ein fusioniertes Signalpeptid,
welches als Erkennungssequenz fur die Translokasen dient P®9% Tat-abhangige und
Sec-abhangige Signalpeptide besitzen eine globale Strukturanalogie und kénnen in eine
kationische N-terminale Region (N-Region), eine hydrophobe Region (H-Region) und eine
polare C-terminale Region (C-Region) unterteilt werden (siehe Abbildung 3). Diese drei
Regionen unterscheiden sich in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften.
Hierdurch besitzen sie spezifische Funktionen, welche die Substraterkennung, die Trans-

porteffizienz und die Transportroute betreffen 10737,

Die N-Region besitzt eine a-helikale Faltung und eine bedeutende Rolle bei der Interaktion
mit der Membran 57678 sowie dem Rezeptor der Translokase 7. Beim Vergleich von
Sec- und Tat-abhdngigen Signalpeptiden existieren in dieser Region einige grundlegende
Unterschiede. Die N-Region Tat-abhéngiger Signalpeptide besitzt eine héhere Anzahl an
kationischen Aminosdauren und ist um einiges langer als die N-Region Sec-abhéngiger

Signalpeptide . Zudem trégt sie die charakteristische Erkennungssequenz SRRXFLK an

5
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 [41.56.80]

der Grenze zur H-Regio . Hierbei ist das Doppel-Arginin-Sequenzmotiv hoch-

konserviert, wahrend die restlichen Aminoséuren mit einer Haufigkeitswahrscheinlichkeit

von iiber 50 % auftreten [

. Durch Mutationsstudien konnte auBerdem gezeigt werden,
dass das Doppel-Arginin-Sequenzmotiv eine essentielle Bedeutung fir einen funktions-
fahigen Tat-abhangigen Transport besitzt. Substitutionen der Arginine fiihren zu einer
Verringerung der Transporteffizienz bis hin zum kompletten Erliegen des Systems (8081,
Vor den Argininen existiert meist eine der beiden polaren Aminosduren Threonin oder
Serin und dahinter folgt eine polare oder geladene variable Aminosaure x. Daran schlie3en
meist die zwei hydrophoben Aminosduren Phenylalanin und Leucin an, denen eine
wichtige Rolle bei der Wechselwirkung mit der Translokase zugeschrieben wird *!!. Die
Erkennungssequenz schlieBt meist mit einer polaren Aminosaure wie Lysin ab [6.10]

Die a-helikale H-Region Tat-abhangiger Signalpeptide besitzt eine geringere Hydropho-
bizitat als die von Sec-abhangigen Signalpeptiden %7, Es konnte gezeigt werden, dass
der Hydrophobizitatsgrad dieser Region einen entscheidenden Einfluss auf die Transport-
route besitzt ®2. Durch eine Hydrophobizitatssteigerung der H-Region konnte ein gezielter

Sec-abhangiger Transport eines Tat-abhangigen Substrates induziert werden.

Die C-Region tragt die Erkennungs- und Schnittstellensequenz AXA der Signalpeptidase,

t 8384 7udem

welche sich an der Position zwischen -3 und -1 des Substrates befinde
existiert in dieser Region teilweise ein spezifisches Lysin, welches einen Sec-abhangigen

Transport verhindern soll und daher als ,,Sec-Avoidance*-Signal bezeichnet wird [20]

. N-Region 9 H-Region ~ C-Region
Tat-abhéngiges r T T -3 ; +1 i
Signaloentid (*+)  RRxFLK| | () 3AxA| *protein |
Sec-abhéngiges - v .
Signalpeptid \(4-)—‘ | AXxA Protein ‘

Abbildung 3 Vergleich eines Tat-abhéngigen und Sec-abhangigen Signalpeptids

Signalpeptide sind meist N-terminale Verlangerungen des Substrates (grau) und kdénnen in eine N-Region
(blau — kationisch), eine H-Region (gelb — hydrophob) und eine C-Region (griin — polar) unterteilt werden.
Die Erkennungs- und Schnittstellensequenz der Signalpeptidase sowie die charakteristische Erkennungs-
sequenz der Tat-abhéngigen Signalpeptide (rot) ist gekennzeichnet (x = variable Aminosdure). Abbildung
verandert tibernommen aus !,
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1.3 Komponenten des Tat-Systems

Das Tat-System ist ein membrangebundener Multiproteinkomplex, dessen Komponenten-
anzahl je nach Organismus und Gattung variiert . In den meisten Gram-negativen
Bakterien und Archaeen wurden die Proteine TatA, TatB und TatC als essentielle Kompo-
nenten charakterisiert 2021485385881 "1 pflanzenzellen werden die Komponenten als Tha4
(thylakoid assembly 4; TatA-Homolog), Hcf106 (high chlorophyl fluorescent 106; TatB-

Homolog) und cpTatC (chloroplast TatC; TatC-Homolog) bezeichnet 5!,

Im Gram-negativen Bakterium E. coli existiert daruiber hinaus noch ein weiteres TatE- und
TatD-Protein. In diesem Bakterium liegen die Informationen der Tat-Komponenten auf
dem Operon tatABCD vor und das Gen tatE wird monocistronisch transkribiert ©142°,
TatE ist wahrscheinlich durch eine Genduplikation aus TatA hervorgegangen und Komple-
mentationsanalysen #°*#% sowie diverse andere Studien °” belegen eine iiberlappende
Funktion mit TatA ***1. Dennoch scheint TatE eine geringere Relevanz als TatA zu
besitzen, da es ein niedrigeres Expressionsniveau zeigt und in Azat4-Stdmmen eine gerin-
gere Transporteffizient vorliegt (L8] TatD ist im Gegensatz zu den restlichen membran-
gebundenen Tat-Komponenten ein zytoplasmatisches Enzym mit Desoxyribonuklease-
funktion 2. Diesem Protein konnte bislang noch keine klare Beteiligung am Transloka-

n [92-94]

tionsprozess zuschrieben werde , Jedoch wird eine mogliche Anteilnahme an der

Qualitatskontrolle des Tat-System kontrovers diskutiert >,

Bei Gram-positiven Bakterien muss hingegen zwischen Vertretern mit hohem und
niedrigem genomischen Guanin- und Cytosin-Gehalt (GC-Gehalt) unterschieden wer-
den 7). In Bakterien mit hohem GC-Gehalt setzt sich der Multiproteinkomplex ebenfalls
aus den Proteinen TatA, TatB und TatC zusammen. In Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt
existiert hingegen kein TatB, wodurch das Transportsystem oftmals als “minimale
TatA/TatC-Translokase® bezeichnet wird ©%% Ein solcher Organismus stellt zum
Beispiel das Bakterium B. subtilis dar, dessen Genom fir drei tatA- sowie zwei tatC-Gene
kodiert und welches zwei substratspezifische Tat-Systeme besitzt X%, Hierbei tibernimmt
die TatAy/ TatCy-Translokase unter Phosphatmangel die Sekretion des Enzyms Phospho-
diesterase PhoD ®®*! und die TatA,/TatC,-Translokase exportiert die Eisen-abhéngige
Peroxidase YwbN %, Dem zusatzlichen Protein TatA. konnte bislang noch keine
Funktion am Translokationsprozess zugeschrieben werden %! Beij solchen minimalen
Translokasen tbernimmt TatA die Funktion der fehlenden Komponente TatB 3489 g

ist beispielsweise B. subtilis TatAy beféhigt, E. coli TatA, TatE und TatB in entsprechen-
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den Deletionsstammen funktionell zu ersetzen %2 Durch Mutationsstudien konnte auch
ein bifunktionelles E. coli TatA erzeugt werden, welches einen funktionsfahigen Tat-

abhangigen Transport des Substrates TorA in Abwesenheit von TatB erlaubt %4,

1.3.1 Struktur der Komponenten des Tat-Systems

Sequenzanalysen belegten schon friihzeitig eine strukturelle Verwandtschaft der E. coli
Proteine TatA, TatB und TatE ™. Diese zeigt sich durch eine 20 %ige Sequenzidentitat
von TatA und TatB “%! und durch eine 53 %ige Sequenzidentitat von TatA und TatE Y.
Basierend auf diesen Sequenzanalysen wurde den Proteinen eine erste Struktur aus einer
N-terminalen a-helikalen Transmembranhelix (TMH), einer flach auf der Membran liegen-
den, amphiphilen a-Helix (APH) und einer unstrukturierten C-terminalen Region zuge-
schrieben 1619181 (sjehe Abbildung 4).

TatA Tatk

Periplasma

N o Ny

| A v,

Zytoplasma

C

Abbildung 4  Strukturvorhersage der E. coli Tat-Komponenten

Die Proteine TatA (rot), TatE (orange) und TatB (blau) bestehen aus einer N-terminalen transmembranen
a-Helix (TMH), einer auf der Membran aufliegenden, amphiphilen a-Helix (APH) und einer unstrukturierten
C-terminalen Region unterschiedlicher Lénge. Das Protein TatC (griin) besteht aus sechs TMHSs. Abbildung
verandert tibernommen aus %!,

Die Proteine unterscheiden sich zum einen durch die Lange der C-terminalen Region und
zum anderen durch die bedeutend lingere APH von TatB B453M01U  pie Helices sind
durch eine Gelenkregion miteinander verbunden, wodurch sich eine L-férmige Struktur
ergibt %1 Diese Gelenkregion besitzt ein konserviertes GPxxLP-Motiv, dessen Substitu-
tion zu einem Stabilitats- und Funktionalitatsverlust der Proteine fuhrt 1224 pie
Ausrichtung der Termini in der Membran ist bislang noch nicht abschlieBend gekléart.
Zuganglichkeitsstudien durch Proteasen und Oxidantien belegen eine zytoplasmatische
Ausrichtung des C-Terminus fir TatA und TatB, wobei der N-Terminus in Richtung Peri-
plasma exponieren soll [86:108112115-118] “pajeimid-Markierungsstudien an TatA sprechen
hingegen fiir eine inverse Topologie %, Dariiber hinaus konnten Proteolysestudien auch
eine peri- sowie zytoplasmatische Angreifbarkeit der APH von TatA belegen und deuten

auf eine duale Topologie dieser Helix hin 2%,
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Das sehr hydrophobe TatC-Protein ist die gréRte Komponente des Multiproteinkomplexes
und besitzt beispielsweise im Bakterium E. coli ein Molekulargewicht von 28,9 kDa mit
258 Aminosduren. Urspriinglich sprach man TatC eine Topologie aus vier TMHs und zwei
groRen periplasmatischen Schleifen zu 2!, Diese Strukturvorhersage wurde jedoch durch
Maleimid-Markierungsstudien 22 und Fusionsexperimenten mit topologischen Marker-
proteinen 2% angezweifelt, wodurch sich eine Topologie aus sechs TMHs mit zwei

zytoplasmatischen Termini etablierte 24871227125

1.3.1.1 Struktur des Proteins TatA

Die vorhergesagte Struktur von TatA konnte inzwischen mittels diverser Studien bestatigt
und spezifiziert werden. Die o-helikale Faltung der Helices wurde fir E. coli TatA und
B. subtilis TatAy mit Hilfe der isotropen Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD) be-
legt %1281 Dje Membranorientierung von B. subtilis TatAq wurde dariiber hinaus mittels
der orientierten CD-Spektroskopie (OCD) bestimmt 2% Diese Daten zeigen eine ober-
flachengebundene Orientierung der APH und eine membrandurchspannende Orientierung
der TMH. Die lokale Struktur von detergenssolubilisiertem B. subtilis TatAg wurde zudem
mittels der Flissig-Kernspinresonanz-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance; NMR)
aufgeklart %! (siehe Abbildung 5 A). Diese Daten bestatigen eine L-formige Anordnung
der Helices und belegen eine leichte Krimmung der APH. Zudem zeigen sie, dass insbe-
sondere die konservierten Prolin- und Leucinseitenketten des konservierten GPxxLP-
Motivs in der Gelenkregion durch interhelikale Wechselwirkungen eine stabilisierende
Wirkung auf die L-férmige Struktur besitzen ™° (siehe Abbildung 5 B).

A B C + Membrannormale

Abbildung 5 Lokale Struktur und Membranorientierung von B. subtilis TatAy

A: Darstellung der lokalen Struktur von B. subtilis TatA4 in einer Micelle basiert auf Daten aus der Flissig-
NMR-Spektroskopie . B: Bianderdarstellung der lokalen Konformation der Gelenkregion von B. subtilis
TatAq. Gezeigte Interaktionen der Aminosaureseitenketten (blau) basieren auf Daten aus der Flissig-NMR-
Spektroskopie %!, C: Banderdarstellung von B. subtilis TatA,.s in einer orientierten Lipiddoppelschicht.
Membranorientierung basiert auf Daten aus der Festkorper-NMR-Spektroskopie 2271,
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Um die Membranorientierung zu spezifizieren, wurde B. subtilis TatAg auch mit Hilfe der
Festkorper-NMR-Spektroskopie in planaren Bicellen untersucht *#1. Durch diese Studie
gelang es, eine Neigung der TMH von 13° und einen Kippwinkel der APH von 64° relativ
zur Membrannormalen zu bestimmen (siehe Abbildung 5 C). Diese Daten fuhrten zu der
Erkenntnis, dass die APH eine Schraglage annimmt und nicht wie angenommen, flach auf
der Membranoberflache liegt. Diese Membranorientierung lasst sich durch die unge-
wohnlich kurze TMH erklaren, welche nur schwer eine Membran durchspannen kann und

somit die APH zum Teil mit in die Membran zieht.
1.3.1.2 Struktur des Proteins TatB

Uber die Struktur von TatB liegen bislang noch keine so detaillierten Informationen wie
uber TatA vor. Nach einer kirzlich veroffentlichten Strukturuntersuchung mittels der
Flussig-NMR-Spektroskopie kann die APH von E. coli TatB in drei Teile (o1, az und a3)
unterteilt werden 2! (siche Abbildung 6). Deletionsstudien der APH-Teile o, und o5 zei-
gen eine verminderte Translokationseffizienz, was fir eine funktionelle Bedeutung dieser
Regionen spricht (119 Dennoch konnten bislang keine konservierten Aminosauren in

diesen beiden APH-Teilen verifiziert werden 1%,

Pt
S S N N N S N (NI e e dadadadadadadadadadadsdadsdadsda:

TN A A el el el A ol el el el el

APH o, AP&; APHay

Abbildung 6 Lokale Struktur von E. coli TatB

Banderdarstellung von E. coli TatB. Die APH lasst sich basierend auf Daten aus der Fliissig-NMR-Spektros-
kopie in drei Teile (o4, o und o3) unterteilen. Abbildung verandert tibernommen aus 8.

1.3.1.3 Struktur des Proteins TatC

Die Topologie der sechs TMHs von TatC konnte durch die Aufklarung der Kristallstruktur
von TatC aus der hyperthermophilen Gattung Aquifex aeolicus (A. aeolicus) erst kirzlich
eindeutig bestatigt werden 2% (siehe Abbildung 7). Die Membranorientierung der
TMHs fuhrt zu einer Oberflachenstruktur, die einem konkaven ,,handférmigen* Hohlraum
gleicht. AulRergewdhnlich ist hierbei, dass die konkave Oberflache mit einigen geladenen
und polaren Aminosduren ausgekleidet ist, deren Seitenketten frei zuganglich in die

hydrophobe Lipiddoppelschicht exponieren.
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TatC wurde auch mittels ortsgerichteter Mutagenesen in verschiedenen Organismen
ausgiebig untersucht. Hierbei zeigte sich, dass bestimmte konservierte Aminosauren in der
N-terminalen Region und der ersten zytoplasmatischen Schleife (Region 1) eine bedeu-
tende Rolle bei der Signalpeptid-Erkennung besitzen 1221321 |nteraktionsstudien mit
TatB flhrten zu einer weiteren potentiellen TatB-Bindungsstelle an der kurzen flinften
TMH von TatC (Region 2) 1322914 1m Zentrum der konkaven Tasche besitzt TatC
zudem eine konservierte Glutaminsdure (Eigs in A. aeolicus TatC, Ejzo in E. coli TatC),
deren Substitution zu einer Beeintrachtigung der Translokaseeffizienz fihrt und somit
moglicherweise eine funktionelle Bedeutung besitzen konnte 1321341421,
A B Region 2

potentielle .
TatB-Bindungsstelle ¢

o e T Ay
E AN
) A ’ Region 1

potentielle
Signalpeptid-Bindungsstelle

Abbildung 7 Struktur von A. aeolicus TatC

A: Bénderdarstellung von A. aeolicus TatC basiert auf Rontgenkristallographiedaten. B: Oberflachendarstel-
lung von A. aeolicus TatC gleicht einem konkaven ,,handformigen* Hohlraum. Geladene Aminoséuren sind
farbig gekennzeichnet (blau — kationisch, rot —anionisch). Region 1 und 2 stellen potentielle Signalpeptid-
und TatB-Bindungsstellen dar, welche auf Mutations- und Interaktionsstudien basieren. Abbildung veréndert
tibernommen aus &2,

1.3.2 Funktion der Komponenten des Tat-Systems

Die einzelnen Tat-Komponenten wurden ausgehend von ihrer Entdeckung detailliert
studiert, um Ruckschlisse Uber ihre Funktion beim Translokationsprozess zu erlangen.
Basierend auf Mutagenese- und Interaktionsstudien an TatC wird diesem Protein eine
Rezeptorfunktion zugeschrieben, wobei es die Erkennung und Bindung des Substrates uber
dessen Signalpeptid tibernehmen soll 122131-13%3431 1y Organismen, in denen TatB ver-
treten ist, soll TatC zudem mit diesem assoziieren und einen funktionellen TatBC-

p [135.136,144-146]

Erkennungskomplex bilde . Des Weiteren liegen auch zahlreiche experi-

mentelle Befunde vor, welche eine Interaktion von TatB mit TatC und dem Signalpeptid

belegen [132,137,138,141,147-149]

. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen beispielsweise
einen TatBC-Erkennungskomplex, der bis zu zwei Substratmolekile binden kann 49,

Dariiber hinaus deuten Interaktionsstudien auch auf eine Wechselwirkung des TatBC-

11
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Komplexes mit TatA hin °1. Hierzu zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen mittels
Negativkontrastierung einen zylindrischen isolierten E. coli TatAB-Komplex mit einem
hohen Uberschuss an TatA, dessen GroBe im Bereich von ungefihr 600 kDa liegt %%,
TatB wird daher eine Art Vermittlerrolle zwischen TatA und TatC zugeschrieben und TatA
soll die porenbildende Funktion tibernehmen ™. Das hohe Expressionsniveau von TatA
im Bakterium E. coli (20—25-fach hoher als TatB, 50-fach hoéher als TatC und
50 — 200-fach hoher als TatE) bekréftigt zudem die Annahme, dass TatA durch Selbst-
assemblierung die Translokationspore bildet . Bislang ist jedoch noch nicht verstanden,
weshalb TatB nur in einigen Organismen eine funktionelle Bedeutung besitzt, wéhrend es
in einigen Gram-positiven Bakterien nicht existiert **. Auch die Komplexstruktur von
TatA ist bislang noch nicht geklért, obwohl dessen Oligomerisierungsverhalten schon
weitreichend erforscht wurde. Zum Beispiel belegen BN-PAGE-Studien (blue native —
polyacrylamide gel electrophoresis) E. coli TatA-Oligomere in einem Grof3enbereich von
70—600 kDa und B. subtilis TatAg-Oligomere in einem GrolRenbereich von 50— 170 kDa
[144.151.152] 'K ryoelektronenmikroskopische Aufnahmen von detergenssolubilisiertem E. coli
TatA ™Y und B. subtilis TatAq ™ filhrten ebenfalls zu Komplexstrukturen variabler
GrolRe (siehe Abbildung 8). Die porenartigen E. coli TatA-Komplexe weisen eine hohe
Heterogenitat auf und besitzen GroRen im Bereich von 130-390 kDa. Fur B. subtilis
TatAq wurden hingegen kleinere asymmetrische Ringstrukturen mit konstanter Ringdicke
gezeigt, deren GrélRen im Bereich von 70 —120 kDa liegen. Diese Daten bekraftigen somit
die Annahme, dass TatA eine flexible Translokationspore bildet, die sich der Substratgroie

anpassen kann.

A E. coli TatA B B. subtilis TatAy
AuRendurchmesser: 85 — 130 A AuRendurchmesser: 75— 90 A
Innendurchmesser: 30 — 70 A Innendurchmesser: 25 — 30 A
KomplexgroRe: 130 — 390 kDa KomplexgroRe: 70 — 120 kDa

® e BODD

100 A

Abbildung 8 Dreidimensionale Dichtekarten von E. coli TatA und B. subtilis TatAq4

Dreidimensionale Dichtekarten basieren auf kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen und sind von der
vertikalen und der seitlichen Betrachtungsweise gezeigt. A: Porenartige E. coli TatA-Strukturen. B: Ring-
formige B. subtilis TatAg-Strukturen. Abbildungen verandert tibernommen aus %%,

12
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Auch in vivo wurden groRe zirkulére E. coli TatA-Oligomere mit Hilfe der Fluoreszenz-
Elektronenmikroskopie nachgewiesen, welche sich tiber einen tetrameren Zwischenzustand
bildeten und nur in Anwesenheit des TatBC-Komplexes lokalisiert werden konnten 254,
Vernetzungsstudien in nativen E. coli-Membranen zeigen zudem nur TatA-Komplexe mit

einem hohem Ordnungsgrad in Anwesenheit von TatB und TatC ™.

In einigen Organismen konnte TatA neben einer membrangebundenen Form auch zyto-
plasmatisch in einer I6slichen Form lokalisiert werden (B. subtilis **%, E. coli ™7, Strepto-

[158] (1599~ Chloroplasten %%, Erstmals konnte diese

myces lividans >, Haloferax volcanii
l6sliche Form beispielsweise im Gram-positiven Bakterium B. subtilis mit Hilfe der
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden ™ (siehe Abbildung 9 A).
Weitere Untersuchungen deuten zudem darauf hin, dass TatA in seiner l6slichen Form
auch zur homooligomeren Komplexbildung neigt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
mittels Negativkontrastierung zeigen runde sowie langliche B. subtilis Hisg-TatAg-
Strukturen mit einem Durchmesser von 12 nm und 25 nm 64 (siehe Abbildung 9 B).
Hierbei wurde vorgeschlagen, dass TatAy eine Art Proteinmicellenstruktur bildet, bei der
sich die hydrophoben TMHs im Proteinkern ansammeln und durch die APHs von der
Umgebung abgeschirmt werden !, Elektronenmikroskopiestudien mit zytoplasma-
tischem E.coli TatA flhrten zu roéhrenférmigen, hexagonal angeordneten Strukturen,
welche oft in Kontakt mit den Zellpolen lokalisiert wurden **). Die Bildung dieser
TatA-Rohren, welche einen AufRendurchmesser von 11,5 nm und einen Innendurchmesser
von 6,7 nm besitzen, erforderte jedoch die Anwesenheit von TatC. Darliber hinaus belegen
Vernetzungs- und Interaktionsstudien eine intrinsische Affinitat von lgslichem TatA zu den
Tat-abhangigen Substraten 6162241 Daher wird TatA neben seiner membrangebundenen
porenbildenden Funktion auch eine zytoplasmatische Chaperonfunktion zugeschrieben,

wobei es die Substrate an die Membran fiihren soll.

A

0,2 um

Abbildung 9 Lésliche Form von B. subtilis TatAg

A: Lokalisierung von TatA,; in B. subtilis-Zellen mit Hilfe der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie
(PF = Protoplasmaflache; Cy = Zytoplasma; EF = Exoplasmaflache). B: Elektronenmikroskopische Aufnah-
men mittels Negativkontrastierung von I6slichen globuldren (Pfeil) und wurmférmigen (Stern) B. subtilis
Hise-TatAg-Komplexen. Abbildungen verandert tibernommen aus 6264,
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1.4 Mechanismus der Tat-abhangigen Proteintranslokation

Die spezifischen Funktionen der Tat-Komponenten lassen sich in einem Konsensus-
Mechanismus zusammenfassen, dessen molekulare Details jedoch noch weitgehend
unbekannt sind #2811 (siehe Abbildung 10). Nach diesem Modell werden Tat-abhangige
Substrate mit einem fusionierten Signalpeptid synthetisiert, welches das charakteristische
Doppel-Arginin-Sequenzmotiv trgt. TatC assoziiert mit TatB zu einem TatBC-Erken-
nungskomplex und bindet daraufhin das Substrat Gber dessen Signalpeptid. Nach dieser
Substratbindung werden durch den TatBC-Komplex TatA-Monomere rekrutiert, welche
ebenfalls mit TatB und TatC interagieren. Diese Interaktion initiiert eine Assemblierung
von TatA zu einer homooligomeren Translokationspore variabler Gréfl3e, die sich dem
Substratdurchmesser anpassen kann “*. Nachdem das Substrat die Membran passiert hat,
wird das Signalpeptid von einer Signalpeptidase abgespalten und der Multiproteinkomplex

dissoziiert.

TatA TatB TatC

Zytoplasma

RR
Faltung I

Abbildung 10  Konsensus-Mechanismus der Tat-abhé&ngigen Proteintranslokation

Substrate (orange) werden mit einem Tat-abhéngigen fusionierten Signalpeptid synthetisiert und falten sich
zytoplasmatisch. TatC (griin) assoziiert mit TatB (blau) zu einem TatBC-Erkennungskomplex, welcher das
Substrat bindet und die Bildung der Translokationspore durch mehrere TatA-Monomere (rot) initiiert. Nach
erfolgreicher Translokation spaltet eine Signalpeptidase (Schere) das Signalpeptid ab und der Multiprotein-
komplex dissoziiert. Abbildung verandert iibernommen aus 12%%,

1.4.1 Energetisierung der Tat-abhéngigen Proteintranslokation

Das Tat-System wird im Gegensatz zu vielen anderen Translokasen durch die PMF und
nicht durch die ATP-Hydrolyse angetrieben [*92>1%81 Es wird angenommen, dass die
Bildung des TatBC-Komplexes sowie die Erkennung und Bindung des Substrates energie-
unabhéngige Prozesse sind (2531671701 Bej der Porenbildung wird hingegen von einem

energiegetriebenen Prozess ausgegangen [25135:167.168]

. Fraglich ist hierbei nur, ob die
Oligomerisierung der TatA-Monomere auch energieabhangig ist ™. Im aktiven Trans-

lokationszustand bildet TatA einen transienten oligomeren Komplex, der bei Entfernung
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des Protonengradienten innerhalb von Sekunden zerfallt 342172 Hingegen konnten
in vivo auch stabile TatA-Oligomere in Abwesenheit eines Protonengradienten lokalisiert
werden P41 Op die Translokation des Substrates und die Dissoziation des Multiprotein-

komplexes energieabhangig sind, ist bislang noch nicht geklart 7%,

Auch stellt sich bislang die entscheidende Frage, in welchem Ausmal} der Protonen-
gradient, und das sich daraus bildende elektrische Membranpotential beim Transport
involviert sind. Eine verminderte Transporteffizienz in Abhéngigkeit eines limitierten
Protonenflusses sprach schon frihzeitig fur einen Prozess, der vom Protonengradienten

abhangig ist

. Dies fiihrte zu der Hypothese eines moglichen Substrat-Protonen-
Antiport-Mechanismus 7). Auch bekraftigte eine Beeintrachtigung der Transporteffizienz
oder eine vollige Blockade des Systems durch Einsatz Protonengradienten-zerstorender
Molekiile den hohen Einfluss des Protonengradienten 166170174278 "Ein in vivo-Nachweis
eines Transports in der Grunalge Chlamydomonas reinhardtii, welcher nicht vom Proto-
nengradienten abhéngt, flhrte hingegen zu einer ersten Mitbericksichtigung des elektri-

schen Membranpotentials 17317

. Ausgehend von dieser Entdeckung sprachen auch
weitere in vitro-Studien dem elektrischen Membranpotential eine weitaus gro3ere Bedeu-

tung zu, als urspriinglich angenommen %1841,
1.4.2 Bildung des Translokationspore

Die Bildung der Translokationspore durch eine Homooligomerisierung von TatA stellt
einen entscheidenden Schritt des Translokationsprozesses dar. Wichtige Aspekte, wie die
Porenbildung oder die Struktur der Pore, sind bislang noch weitgehend ungeklart. Auch
stellt sich noch die entscheidende Frage, Uber welchen Mechanismus TatA assembliert.
Oligomerisierungsstudien 288 erbrachten Hinweise, dass die TMHs von TatA mitein-
ander interagieren und sich aneinanderreihen. Zudem deuten BN-PAGE-Daten darauf hin,
dass ein konserviertes saures DDE-Motiv, welches C-terminal an die APH angrenzt, eine
wichtige Rolle bei der Oligomerisierung von TatA besitzt **2. In unserem Arbeitskreis
von Frau Prof. Dr. Anne S. Ulrich konnte durch Sequenzanalysen gezeigt werden, dass
TatA-Proteine eine auffallend hohe Ladungsdichte besitzen, wahrend ihre Nettoladung
anndhernd neutral ist ®! (siehe Tabelle 1). Die Ladungen der APH sind komplementar zu
einem dicht geladenen Teil der C-terminalen Region, welche als DCR (densely charged
region) bezeichnet wurde. Diese Ladungskomplementaritét existiert ebenfalls im TatA-
Homolog E. coli TatE, jedoch nicht in E. coli TatB und seinem pflanzlichen Homolog
Hcf106.
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Name Ladungssequenz Ladungssequenz K/R D/E Netto
entlang der APH [und TMH] entlang der DCR [und dem C-Terminus]
B. subtilis TatAq d-tk -k | -k F-[F-H] 712 2/ 6 +1
B. subtilis TatA, SEE+EE-EE BB -EETEEE 8/1 3/ 6 0
E. coli TatA LR X L Rl R e R el e | 12/1 10/ 4 -1
E. coli TatE [FH*t+-F++ | - F - [+ ] 10/1 6/ 3 +2
V. cholerae TatA tkt-FFF | - - [t -+ 11/1 41 7 +1
Y. pestis TatA ++-F+++ | - [t A 10/1 6/ 5 0
S. enterica TatA t+-F++ | ---F o[ttt ] 13/0 10/ 3 0
H. pylorri TatA ++-+++++  ----- Fo4 o[-+ t] 12/0 3/ 8 +1
A. tumefaciens TatA ++--Ftt+ | -t [ 4] 8/1 6/ 3 0
P. aeruginosa TatA [~+H]#++--F++  -—---FF--[+--F+-] 9/3 715 0
H. influenzae TatA LR EEX L X R R T R T | 13/4 4/ 5 +8
M. tuberculosis TatA ++-+F+F+-F | -t 4] 5/5 3/ 6 +1
P. sativum Tha4 v [F]EEmFEF | mmmd Aot ] 13/4 1/12 +4
E. coli TatB Rl 2 o o R S e e e T e i N 13/5 8/16 -6
P. sativum Hcf106 O LA B TR X R S e il Sk il el St Jilk SN 20/8 7/20 +1

Tabelle 1 Ladungssequenz von TatA-, TatB- und TatE-Proteinen aus verschiedenen Organismen

Geladene Aminosauren sind durch ein Plus (kationisch) beziehungsweise durch ein Minus (anionisch) dar-
gestellt. Aufeinanderfolgende Aminosduren sind durch ein Leerzeichen getrennt, wahrend ein Punkt fir eine
beliebige Anzahl an ungeladenen Aminoséuren steht. Aminosduren der TMH und der, auf die DCR folgen-
den, C-terminalen Region sind in eckigen Klammern eingeschlossen. Die an der komplementédren Ladungs-
verteilung beteiligten Aminosduren sind farbig markiert (blau — kationisch, rot — anionisch). Zudem ist die
Nettoladung der Proteine sowie das Lysin (K)/Arginin (R)- und Asparaginsdure (D) /Glutaminsdure (E)-
Verhéltnis angegeben. Tabelle Gibernommen aus #8.

Ausgehend von der Entdeckung dieser komplementéaren Ladungsverteilung, welche eine
Salzbriickenbildung zwischen der APH und der DCR ermdglicht, wurde in unserem
Arbeitskreis das ,,Charge-Zipper«-Assemblierungsmodell von TatA postuliert (184 Diese
Namensgebung beruhte auf einer Salzbriickenbildung zwischen zwei Proteinregionen,
wodurch mehrere TatA-Monomere durch einen ,,.Ladungsreif3verschluss“ homooligo-
merisieren. Am Beispiel von B. subtilis TatAq ermdglicht die Ladungskomplementaritét
eine Ausbildung von sieben Salzbricken zwischen der APH und der DCR (Ky;---Esp,
Kugs --Ds1, Ksz---Ezg, Es4--R3s, Ess---R31, Ksg-+-Eog und Esg---Kos; siehe Abblldung 11 A)
Eine Betrachtung der Ladungsverteilung auf der APH-Oberflache zeigt zwei raumlich
getrennte Ladungsbereiche (5er Bereich: Egg, R3s, R31, E2s, Kos; 2er Bereich: Kyi, Kys), die
durch das polare Serin Sy, und das hydrophobe Leucin Lsg voneinander getrennt werden
(siehe Abbildung 11 B und 11 C). Aufgrund dieser raumlichen Trennung wurde eine
Ausbildung von sieben Salzbriicken zwischen der APH und der DCR eines einzelnen
TatAg-Monomers ausgeschlossen und eine Interaktion benachbarter TatAg-Monomere
postuliert. Nach unserem Modell assembliert TatAy demnach Uber inter- und intra-
molekulare Salzbricken zu einer TatAg-Palisade. Hierbei falten sich die DCRs der

TatAg-Monomere haarnadelférmig ber zwei intramolekulare Salzbriicken auf die APHs
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zuriick und die TatAg-Monomere assemblieren Uber flinf weitere intermolekulare Salz-
briicken miteinander (siehe Abbildung 11 D und 11 E). Die Zuordnung der Salzbriicken
basierte auf BN-PAGE-Studien diverser TatA4-Mutanten 152184

A \
TMH L] APH ; DCR

MFSNIGIPGLY ILIFVIALII?® FGPSKLPEIG3® RAAGRTLLEF* KSATKSLVSG*® DEKEEKSAEL® TAVKQDKNAG™"
+ = + + = 4+ & ———— =

E t ; ‘c; : %.‘:v‘
- /o ﬂ/( 4
: vl erl o
2 Mo SN S

Abbildung 11  Homooligomerisierung von B. subtilis TatAq nach der ,,Charge-Zipper«“-Hypothese

A: Aminosauresequenz von B. subtilis TatAy mit Darstellung der komplementdr geladenen Aminosauren.
B und C: Helixrad- und flache Projektion der APH-Oberflache von B. subtilis TatAy mit gekennzeichneten
raumlich getrennten Ladungsbereichen. D und E: Schematische und Béanderdarstellung der Homooligo-
merisierung von drei TatAg-Monomeren (ber Salzbriicken. Die DCR der einzelnen TatA;-Monomere faltet
sich Uber zwei intramolekulare Salzbriicken haarnadelférmig auf die APH zuriick und benachbarte
TatAg-Monomere assemblieren Uber fiinf intermolekularen Salzbriicken. Farbcodierung der Aminoséuren:
Gelb — hydrophob (L, I, V, F, A), rot — anionisch (D, E), blau — kationisch (K, R), cyan — polar (S, T), griin —
Helix Modifikatoren (P, G). Abbildungen verandert iibernommen aus 184,

Da fir eine Salzbriickenbildung die L&nge der APH und der DCR mdglichst identisch sein
sollte, wurde eine R-Faltblattstruktur der DCRs bei der Assemblierung vorgeschlagen.
Durch eine solche Struktur hitte die DCR eine identische Lange wie die APH von 31,5 A
und konnte eine Biomembran mit einer typischen Linge von 30 A gut durchspannen,
wodurch eine Offnung der Translokationspore erklart werden kénnte. In einer R-Faltblatt-

struktur besitzen die Cg-C,-Bindungen der Aminosauren eine freie Rotierbarkeit, wodurch
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sich die Seitenketten nach rechts oder links zur nachstgelegenen komplementér geladenen
Aminosédure ausrichten konnten. Daher ware auch eine Torsionsspannung entlang des
R-Faltblattriickgrats auszuschlielen und die DCRs kdnnten bei der Assemblierung flexibel
bleiben. Durch eine solche Assemblierung wirde eine TatAg-Palisade entstehen, bei der
die Uber Salzbricken verknlpften DCR-APH-Haarnadelschleifen auf der Membran-
oberflache liegen und eine hydrophile Interaktionsstelle fiir das Substrat bieten (siehe
Abbildung 12). Die entstehende Ladungsneutralitdt durch die Salzbriickenbildung wiirde
auflerdem eine Insertion der DCR-APH-Haarnadelschleifen in die Membran ermdglichen.
Dieses bislang einzige konkrete Assemblierungsmodell von TatAy lasst jedoch die Frage
offen, welche Form der Translokationskanal besitzt. Die TatAg-Palisade konnte sich in
Form einer Pore um das Substrat anordnen oder es konnte ein Spalt in der Membran durch
zwei TatAg-Palisaden gebildet werden. Ein solcher Membranspalt konnte entweder in einer
,.front-to-front“-Orientierung der TatAgy-Palisaden durch einen Einklappmechanismus der
APHs entstehen oder sich in einer ,,back-to-back“-Orientierung der TatAg-Palisaden durch
einen Kippmechanismus ausbilden. In jedem Fall wiirde durch die Insertion der ladungs-
neutralen APH-DCR-Haarnadelschleifen ein transienter hydrophiler Kanal entstehen, der

sich dem Substratdurchmesser anpassen konnte.

TatA,
Monomer

TatA,
Palisade

Abbildung 12  Bildung der Translokationspore tber den ,,Charge-Zipper“-Mechanismus

TatAg-Monomere assemblieren Gber intra- und intermolekulare Salzbriicken zu einer TatAy-Palisade. Die
verkniipften APH-DCR-Haarnadelschleifen kénnen aufgrund der entstehenden Ladungsneutralitat in die
Membran einklappen, wodurch eine Translokationspore mit hydrophiler Auskleidung flr den Substrat-
transport gebildet wird. Abbildung verandert tibernommen aus 84,

Dieser Assemblierungsmechanismus ist auch mit weiteren Modellen kompatibel, welche
den Translokationsprozess néher beschreiben. So lasst er sich beispielsweise mit dem soge-
nannten ,,Falltirmechanismus® vereinen, mit welchem erstmals ein Einklappen der APHs
in die Membran von Gouffi et al. vorgeschlagen wurde ™. Dieser Mechanismus griindete
auf dem experimentellen Befund einer peri- sowie zytoplasmatischen Angreifbarkeit der

APH von TatA. Durch eine Membraninsertion der APHs wahrend des Translokations-
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prozesses lasst sich eine solche duale Topologie der Helix erklaren **%2% Auch ist es
prinzipiell mit Modellen kompatibel, welche bei der Porenbildung von einer Membran-
destabilisierung durch eine Ansammlung der TMHs von TatA ausgehen. Diese Ansamm-
lung konnte nach der ,,Charge-Zipper“-Hypothese durch eine Homooligomerisierung von
TatA erklart werden. Eine Membrandestabilisierung wurde erstmals von Briser et al. vor-
geschlagen ™! und erst kiirzlich von Rodriguez et al. 1 erweitert (siehe Abbildung 13).
Der TMH von TatA, welche zu kurz fur eine membrandurchspannende Orientierung ist
und daher die APH teilweise mit in die Membran zieht, wird hierbei eine bedeutende Rolle
zuschrieben. Die Initiierung der Translokationsporenbildung wird durch eine Interaktion
eines TatA-Oligomers mit dem TatBC-Komplex beschrieben, wobei dessen kurze TMHs
in die Membran hineingezogen werden. Diese Umorientierung der TatA-Protomere
bewirkt aufgrund der geladenen N-Termini und einer konservierten polaren Aminosaure
am N-terminalen Ende der TMHSs (Qg bei E. coli TatA) eine Deformation und Ausdinnung

der Membran, welche letztendlich zum Zerrrei3en der Lipiddoppelschicht fuhrt.

TatBC-
Komplex

Zytoplasma
TatA

C  Monomer Oligomer

Abbildung 13  Bildung der Translokationspore durch eine Membrandestabilisierung

Im monomeren Zustand liegt TatA (rot) in einer Orientierung vor, bei der dessen kurze TMH die APH
teilweise mit in die Membran zieht. Durch eine Interaktion mit dem TatBC-Komplex (TatB — blau; TatC —
griin) wird die Oligomerisierung mehrerer TatA-Monomere zu einer Translokationspore initiiert. Hierbei
werden die TMHs des TatA-Oligomers verstérkt in die Membran hineingezogen, wodurch eine Ausdiinnung
der Membran entsteht, die letztendlich zum Zerreien der Lipiddoppelschicht fiihrt. Abbildung verandert
tibernommen aus %7,

1.4.3 Interaktion zwischen TatA und TatC

Die Initiierung des Translokationsprozesses wird bislang durch eine Interaktion von TatA
mit dem TatBC-Erkennungskomplex beschrieben %) Es ist jedoch noch nicht bekannt,
uber welchen molekularen Mechanismus diese Interaktion erfolgt und wie die PMF diesen
Prozess energetisiert. Die Aufklarung der Kristallstruktur von A. aeolicus TatC ¥ ermég-
lichte erst kiirzlich konkretere Uberlegungen iber potentielle Interaktionsmodelle der
Tat-Komponenten. So beschéftigte sich auch unser Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Anne S.

Ulrich (KIT) eingehend mit den aufRergewohnlichen Merkmalen der TatC-Struktur und
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deren funktioneller Bedeutung. Basierend auf den