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Abkürzungsverzeichnis 
 
 
A   Ampere 
Ax   Absorption bei λ = x nm 
Å   Ångström (1 Å = 10-10 m) 
Abb.   Abbildung 
A. dest.  destilliertes Wasser 
AmpR   Ampicillin-Resistenz 
AP   Alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
araBAD  Promotor des Arabinose-Operons 
as   antisense 
β   Neigungswinkel 
BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 
Bcl-2   B-cell lymphoma 2 
β-Gal   β-Galactosidase 
BNIP3   Bcl-2/19-kDa interacting protein 3 
bp   Basenpaare 
BSA   Rinderserumalbumin 
cat   Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen 
CAT   Chloramphenicol-Acetyltransferase 
Cm   Chloramphenicol  
CmR   Chloramphenicol-Resistenz 
C-terminal  carboxyterminal 
ctx   Choleratoxin-Promotor 
d   Tag 
Da   Dalton (1 Da = 1,66 x 10−27 kg) 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonucleinsäure 
dNTPs   Desoxynucleosidtriphosphate 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ER   Endoplasmatisches Reticulum 
F   Farad 
g   Gramm 
GpA   Glycophorin A 
GTP   Guanosintriphosphat 
h   Stunde 
HPLC   Hochleistungsflüssigchromatographie 
IgG   Immunglobulin G 
IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IRD   Infrarotfarbstoff 
kb    Kilobasen 
KmR   Kanamycin-Resistenz 
l   Liter (1 l = 10-3 m3) 
lacZ   β-Galactosidase-Gen 
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M   molar 
malE   Maltosebindeprotein-Gen 
MalE    Maltosebindeprotein 
MalE-   MalE-Defizienz 
MilliQ-H2O  deionisiertes Wasser 
min   Minute 
MU   Miller Units 
NBT   Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
N-terminal  aminoterminal 
ODx   Optische Dichte bei λ = x nm 
ompU   Promotor des äußeren Membranproteins OmpU 
ONPG   o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid 
p   Signifikanz 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion 
PDB-ID  Kennummer eines Eintrags in der Protein Data Bank 
pH   negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 
PIPES   Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsäure) 
POSSYCCAT  positive selection system based on chromosomally integrated  
   chloramphenicol acetyltransferase 
pToxR(IV)  ToxR(IV)-Plasmid 
rATP   Riboadenosintriphosphat 
RNase   Ribonuclease 
rpm   Umdrehungen pro Minute 
RT   Raumtemperatur 
Rubisco  Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 
s   Sekunde; sense 
SD   Standardabweichung 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SNARE  soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein  
   receptor 
SRP   Signalerkennungspartikel 
StrR   Streptomycin-Resistenz 
Tab.    Tabelle 
TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TetR   Tetracyclin-Resistenz 
TMD   Transmembrandomäne 
tox   Promotor des ToxR-Transkriptionsaktivators 
ToxR   ToxR-Transkriptionsaktivator 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA   Transfer-RNA 
TZ   Tischzentrifuge 
U   Unit (1 U = 16,67 nkat) 
üN   über Nacht 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
V. cholerae  Vibrio cholerae 
Vmax   maximale Steigung der Reaktionskurve 
vs.   versus 
VSV-G  G-Protein des Vesikulären Stomatitis Virus 
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W   Watt 
Wt   Wildtyp 
ZF   Zentrifuge 
Ω   Kreuzungswinkel; Ohm 
°   Grad 
°C   Grad Celsius 
%    Prozent (1 % = 0,01) 
% (v/v)  Volumenprozent 
% (w/v)  Gewichtsprozent 
 
 
 
IUB-Code der Nucleotide 
 
A  Adenin    
C  Cytosin 
G  Guanin 
T  Thymin 
 
S  C/G 
B  C/G/T 
D  A/G/T 
N  A/C/G/T 
 
 
 
Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosäuren 
 
A   Ala   Alanin 
C   Cys   Cystein 
D   Asp   Asparaginsäure 
E   Glu   Glutaminsäure 
F   Phe   Phenylalanin 
G   Gly   Glycin 
H   His   Histidin 
I   Ile  Isoleucin 
K   Lys   Lysin 
L   Leu   Leucin 
M   Met   Methionin 
N   Asn   Asparagin 
P   Pro   Prolin 
Q   Gln   Glutamin 
R   Arg   Arginin 
S   Ser   Serin 
T   Thr   Threonin 
V   Val   Valin 
W   Trp   Tryptophan 
Y   Tyr   Tyrosin 
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Zusammenfassung 

 

Wechselwirkungen α-helikaler Transmembrandomänen spielen eine wesentliche Rolle bei 

der Faltung und Oligomerisierung integraler Membranproteine. Um neue Sequenzmotive 

aufzudecken, die diese Interaktionen vermitteln, wurde eine Oberfläche einer Trans-

membranhelix mit einem Satz nichtpolarer oder mäßig polarer Aminosäuren oder mit allen 

natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert. Sequenzen, die imstande sind, nach 

Integration in die bakterielle innere Membran mit sich selbst zu interagieren, wurden 

mittels des ToxR/POSSYCCAT-Systems selektiert.  

Ein Vergleich der nieder- bis mittelaffinen und hochaffinen Sequenzen aus der ersten 

kombinatorischen Bank legt offen, dass Phenylalanin in hochaffinen Sequenzen stark 

angereichert ist und häufig an der -3 Position von GxxxG-Motiven zu finden ist, was 

FxxGxxxG-Motive ergibt. Die Mutation von Phe oder GxxxG in selektierten Sequenzen 

verringert die Selbstinteraktion dieser Transmembrandomänen signifikant, ohne ihre 

Membraninsertionseffizienz zu beeinträchtigen. Umgekehrt führt das Aufsetzen des 

FxxGxxxG-Motivs auf andere Transmembrandomänen zu einer deutlichen Verstärkung 

ihrer Wechselwirkung. Dasselbe Motiv trägt zur Selbstassoziation der G-Protein-Trans-

membrandomäne des Vesikulären Stomatitis Virus bei. Dies steht im Einklang mit der 

signifikanten Überrepräsentation von FxxGxxxG in Transmembrandomänen bitopischer 

Membranproteine. Folglich stabilisiert Phe membranständige GxxxG-Motive. 

Ein Vergleich der nicht- bis niederaffinen und mittel- bis hochaffinen Sequenzen aus der 

zweiten kombinatorischen Bank bringt zum Vorschein, dass Histidin in mittel- und hoch-

affinen Sequenzen stark angereichert ist und häufig von kleineren, mäßig polaren 

Aminosäuren flankiert wird. Die Mutation von His in selektierten Sequenzen verringert in 

zwei aus drei Fällen die Selbstinteraktion dieser Transmembrandomänen signifikant, ohne 

ihre Membraninsertionseffizienz zu beeinträchtigen. Folglich ist His für ihre Interaktion 

kritisch. Weiterführende Mutationsanalysen bekräftigen, dass kleine, polare Aminosäuren 

an benachbarten Positionen mit His in der homotypischen Interaktion von Trans-

membrandomänen kooperieren. Ein ähnliches Motiv trägt zur Selbstassoziation der 

BNIP3-Transmembrandomäne bei.  

Dies sind zwei Beispiele, die beleuchten, wie der Einfluss bestimmter Seitenketten auf 

Helix-Helix-Wechselwirkungen vom Sequenzkontext reguliert wird. 
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Summary 

 

Interactions of transmembrane helices play a crucial role in the folding and oligomerisation 

of integral membrane proteins. In order to uncover novel sequence motifs mediating these 

interactions, we randomised one face of a transmembrane helix with a set of non-polar or 

moderately polar amino acids or with all naturally occurring amino acids. Those sequences 

capable of self-interaction upon integration into bacterial inner membranes were selected 

by means of the ToxR/POSSYCCAT system.  

A comparison between low/medium-affinity and high-affinity sequences from the first 

combinatorial library reveals that high-affinity sequences are strongly enriched in phenyl-

alanine residues that are frequently observed at the -3 position of GxxxG motifs, thus 

yielding FxxGxxxG motifs. Mutation of Phe or GxxxG in selected sequences significantly 

reduces self-interaction of the transmembrane domains without affecting their efficiency of 

membrane integration. Conversely, grafting FxxGxxxG onto unrelated transmembrane 

domains strongly enhances their interaction. The same motif contributes to self-interaction 

of the Vesicular Stomatitis Virus G protein transmembrane domain. This is in line with the 

observation that FxxGxxxG is significantly overrepresented in transmembrane domains of 

bitopic membrane proteins. Thus, Phe stabilises membrane-spanning GxxxG motifs.  

A comparison between non-interacting/low-affinity and medium/high-affinity sequences 

from the second combinatorial library reveals that medium/high-affinity sequences are 

strongly enriched in histidine residues that are frequently flanked by smaller and moderate-

ly polar amino acids. Mutation of His in two out of three selected sequences significantly 

reduces self-interaction of the transmembrane domains without affecting their efficiency of 

membrane integration. Thus, His is critical for their interaction. Further mutational studies 

confirm that small and polar amino acids at adjacent positions cooperate with His in 

homotypic transmembrane domain interactions. A similar motif contributes to the self-

association of the BNIP3 transmembrane domain. 

These are two examples illuminating how the role of certain side-chains in helix-helix 

interfaces is modulated by sequence context. 
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1. Einleitung 

 

1.1 Membranen und Membranproteine 

Membranen sind für lebende Organismen essentiell. Sie grenzen Zellen von ihrer Um-

gebung ab und schaffen Kompartimente in ihrem Inneren. So ermöglichen sie die Auf-

rechterhaltung distinkter physikochemischer Bedingungen im Cytoplasma und in den Zell-

organellen. Biologische Membranen bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, deren Fluidität 

u. a. von der Kettenlänge und dem Sättigungsgrad der Phospholipide und, bei eukaryo-

tischen Membranen, vom Cholesterolgehalt abhängt. Die Dicke der Membran beträgt ca. 

60 Å. Die Acylketten der Phospholipide bilden die ca. 30 Å dicke, hydrophobe Kernregion 

der Membran, ihre polareren Kopfgruppen bilden die je ca. 15 Å dicken Membran/Wasser-

Grenzflächen. Die Polarität nimmt vom wässrigen Milieu über die Membran/Wasser-

Grenzflächen zur Kernregion hin drastisch ab. Die Membran stellt also ein komplexes, 

heterogenes Milieu dar [1]. Im Fluid-Mosaik-Modell von Singer & Nicolson (1972) ähneln 

Membranen zweidimensionalen viskosen Flüssigkeiten, in denen Membranproteine in der 

Membranebene frei diffundieren können [2]. In der heutigen Vorstellung der Membran-

struktur sind verschiedene Lipidspezies nicht nur asymmetrisch über das cyto- und exo-

plasmatische Leaflet des Bilayers verteilt, sondern ebenso auf lateraler Ebene organisiert. 

So entstehen Membranregionen variabler Zusammensetzung und Dicke, sog. Mikro-

domänen oder „Rafts“ [3].  

 

Membranproteine spielen in zellulären Prozessen eine zentrale Rolle. Während Membra-

nen Permeabilitätsbarrieren sind, ermöglichen Membranproteine u. a. einen gerichteten 

Stofftransport, den Signalaustausch, die Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Erkennung und die 

Energiegewinnung. Man unterscheidet zwischen peripheren und integralen Membran-

proteinen, welche also entweder mit der Membran assoziiert oder in sie eingebettet sind. 

Etwa 20 bis 30 % aller bekannten Gene codieren für integrale Membranproteine [4-6]. 

Diese sind entweder bi- oder polytopisch, sie besitzen also eine oder mehrere Trans-

membrandomänen (TMDn). Die Gesamtheit der integralen Membranproteine ist im 

Wesentlichen auf zwei Bauprinzipien beschränkt: α-Helixbündel und β-Barrel (Abb. 1). 

Ungefaltete Polypeptidketten können die apolare Membran nicht durchspannen, da eine 

transmembrane Konfiguration aufgrund der freiliegenden polaren Peptidbindungen 
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energetisch ungünstig ist. Nur durch Faltung zu α-helikalen oder β-Faltblatt-Strukturen 

kann das Wasserstoffbrücken-Potential des ins nichtwässrige Milieu der Membran ein-

gebetteten Polypeptidrückgrats maximal abgesättigt werden [1, 7]. Proteine des β-Barrel-

Typs findet man in der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien und in der äußeren 

Mitochondrien- und Chloroplastenmembran, wo sie meist als Poren der passiven Diffusion 

kleiner Moleküle dienen. Im Gegensatz dazu findet man α-helikale Membranproteine in 

allen zellulären Membranen. Sie sind zahlreicher und strukturell sowie funktionell 

vielfältiger als β-Barrel-Proteine. Zudem beinhalten sie nahezu alle medizinisch relevanten 

Membranproteine wie z.B. Rezeptoren, Transporter, Kanäle und Enzyme. Daher beschäf-

tigt sich die vorliegende Arbeit ausschließlich mit α-helikalen Membranproteinen. 

 

  

                                                                  

 

Abb. 1: Repräsentative Strukturen von Membranproteinen. Links: lichtgetriebene Protonenpumpe 
Bacteriorhodopsin aus Halobacterium salinarum mit gebundenem Retinal in 1,55 Å Auflösung ([8], PDB-ID 
1c3w, α-Helixbündel). Rechts: Porin aus Rhodobacter capsulatus in 1,8 Å Auflösung ([9], PDB-ID 2por, 
β-Barrel). Die Abbildung wurde mit DS ViewerPro 5.0 generiert.  
 

 

Um den ca. 30 Å dicken, hydrophoben Kernbereich einer Membran zu durchspannen, muss 

eine senkrecht zur Membranebene verlaufende, kanonische α-Helix ca. 20 hydrophobe 

Aminosäurereste umfassen. Jede Windung dieser rechtsgängigen, schraubenförmigen 

Struktur umfasst dabei 3,6 Aminosäurereste. Die axiale Verschiebung pro Rest beträgt 

1,5 Å, jeder Rest ist gegenüber dem vorangegangenen um ca. 100° verdreht. 
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Tatsächlich beträgt die Länge einer α-helikalen TMD typischerweise 20 bis 30 Amino-

säurereste [10-13]. Weicht die hydrophobe Länge der α-helikalen TMD von der hydro-

phoben Dicke der umgebenden Membran ab, resultiert daraus ein sog. hydrophober 

„Mismatch“, welcher u. a. eine Rolle bei der Proteinsortierung spielt. Eine strukturelle 

Anpassung der Membranproteine an die hydrophobe Dicke des umgebenden Bilayers kann 

durch eine Konformationsänderung des Proteinrückgrats, durch eine Veränderung der 

Orientierung der TMDn, d.h. ihres Neigungswinkels bezüglich der Membrannormalen, 

oder durch eine Rotation der Seitenketten an den helikalen Enden erfolgen. Eine weitere 

Möglichkeit der strukturellen Reorganisation von Membranproteinen, welche den hydro-

phoben „Mismatch“ minimiert, ist die laterale Assoziation der TMDn, um ihren Kontakt 

mit dem umgebenden Lipidbilayer oder wässrigen Milieu einzuschränken [14, 15]. 

 

Faltung und Membraninsertion sind miteinander gekoppelt (eine detaillierte Beschreibung 

des thermodynamischen Formalismus findet sich in [1]). Polypeptidketten ausreichender 

Länge und Hydrophobizität können spontan in Lipidmembranen insertieren, wenn sie unter 

Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen ihrer Peptidbindungen eine α-helikale Kon-

figuration einnehmen. Die Insertion von TMDn ist stabil, da die Spaltung der entstandenen 

nichtkovalenten Bindungen energetisch ungünstig ist. Korrekt gefaltete und stabil integrier-

te Membranproteine befinden sich daher in einem Energieminimum [1, 7, 16]. 

 

Die meisten konstitutiven α-helikalen Membranproteine werden mit Hilfe einer Protein-

translokationsmaschinerie unter Aufwendung metabolischer Energie in Membranen inte-

griert. In Bakterien gibt es verschiedene Mechanismen der Membranintegration. Die 

Faltung und Insertion von Membranproteinen wird in Prokaryoten hauptsächlich vom 

SecYEG-Translocon vermittelt. Des Weiteren kann sie über einen SecA/SecB-abhängigen 

Weg oder durch YidC erfolgen [17, 18]. In Eukaryoten wird die Integration von Membran-

proteinen zumeist vom Sec61-Translocon vermittelt (Abb. 2). Integrale Membranproteine 

werden dabei in einem cotranslationalen Prozess, d.h. während ihrer Synthese am Ribo-

som, durch spezifische Wechselwirkung des Signalpeptids oder ihres ersten hydrophoben 

Segments mit dem Signalerkennungspartikel (SRP, „Signal Recognition Particle“) erkannt. 

Unter Vermittlung des membrangebundenen SRP-Rezeptors und unter Hydrolyse von GTP 

erfolgt das Targeting der naszierenden Polypeptidkette zum Translocon-Komplex in der 

Membran des Endoplasmatischen Reticulums (ER). Dort erfolgt der Translokations-/ 
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Insertionsprozess. Hydrophobe Segmente, d.h. Signalsequenzen (Start-Transfer-Signale) 

und hydrophobe TMDn (Signalanker-Sequenzen oder Stopp-Transfer-Signale), bewegen 

sich lateral aus dem Translokationskanal in die Lipidmembran. Ein Überblick über die 

Proteintranslokation und Biogenese von Membranproteinen findet sich u. a. in [19-23]. 

 

 

 

 

Abb. 2: Schematischer Überblick über das cotranslationale Targeting von Membranproteinen oder 
sekretorischen Proteinen zur eukaryotischen ER-Membran. Sobald das Signalpeptid aus dem riboso-
malen Tunnel austritt, interagiert das Signalerkennungspartikel mit diesem; die Elongation wird verzögert. 
Das an den Komplex aus Ribosom und naszierender Polypeptidkette gebundene SRP wird durch Wechsel-
wirkung mit dem membrangebundenen SRP-Rezeptor zur ER-Membran gelotst. Der Komplex aus Ribosom 
und naszierender Kette wird anschließend auf das Translocon übertragen. Die Translation am Ribosom läuft 
weiter, das SRP dissoziiert von seinem Rezeptor. Abbildung entnommen aus [24]. 
 

 

Die Topologie α-helikaler Membranproteine wird also augenscheinlich durch die Wechsel-

wirkung der naszierenden Polypeptidketten mit der Proteintranslokationsmaschinerie 

festgelegt. Dabei wird die Orientierung der TMDn von positiv geladenen Aminosäure-

resten in den die TMDn flankierenden Regionen beeinflusst. Die sog. „Positive-Inside 

Rule“, die besagt, dass positiv geladene Arg- und Lys-Reste gehäuft auf der cytoplasma-

tischen (im Ggs. zur periplasmatischen bzw. extrazellulären) Seite von TMDn auftreten, 

scheint allgemeingültig zu sein; sie trifft vermutlich auf nahezu alle integralen Membran-

proteine pro- oder eukaryotischer Natur zu [4, 25-27]. Apolare Bereiche des Proteins be-

wirken somit die Membranintegration, positiv geladene Reste in den flankierenden Be-

reichen wirken als topogene Signale. 
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Ebenso scheinen Membranlipide direkt an der Insertion und Translokation von Proteinen 

beteiligt zu sein. Insbesondere für negativ geladene Phospholipide der inneren Membran 

von E. coli – diese besteht zu ca. 75 % aus dem zwitterionischen Lipid Phosphatidyl-

ethanolamin und zu ca. 20 % bzw. 5 % aus den negativ geladenen Lipiden Phosphatidyl-

glycerol bzw. Cardiolipin – wird vermutet, dass sie durch elektrostatische Wechselwirkung 

mit den positiv geladenen Aminosäureresten zur Richtungsabhängigkeit der Membran-

insertion beitragen. Indem sie positive Ladungen auf der cis-Seite der Membran zurück-

halten, beeinflussen sie die Kinetik bzw. Thermodynamik des Translocon-vermittelten 

Insertionsprozesses. Auch ein indirekter Einfluss negativ geladener Membranlipide auf die 

Translokation bzw. Insertion (z.B. durch Steigerung der Insertionseffizienz oder Förderung 

der Aktivität von SecA oder durch Förderung der Bindung dieser Komponente an SecY) 

wird in Betracht gezogen [28, 29]. Zudem gibt es Hinweise, dass die Topologie von 

Membranproteinen durch das elektrochemische Potential der Membran sowie geladene 

Aminosäurereste des Translocons, welche mit flankierenden Ladungen hydrophober Seg-

mente elektrostatisch wechselwirken, beeinflusst wird [30, 31]. 

  

Trotz der Tatsache, dass die Integration von Membranproteinen durch eine komplexe 

molekulare Maschine bewerkstelligt wird, häufen sich die Hinweise, dass schlichtweg 

direkte Protein-Lipid-Interaktionen für die Membraninsertion hydrophober Segmente aus-

schlaggebend sind. In einer vereinfachten Modellvorstellung der Translocon-katalysierten 

Insertion ermöglicht ein laterales „Gate“ im Translocon hydrophoben Segmenten, mit der 

hydrophoben Kernregion der Membran in Kontakt zu treten, ohne die Barriere, die die 

polaren Kopfgruppen des Bilayers darstellen, überwinden zu müssen. Demgemäß können 

sich putative TMDn je nach ihrer Länge und Hydrophobizität zwischen der wässrigen 

Phase im Kanal und der Lipidphase der umgebenden Membran verteilen und, sofern der 

Gewinn an freier Energie, der aus der Insertion hydrophober Reste resultiert, die Kosten 

der Insertion polarer und geladener Reste sowie des polaren Polypeptidrückgrats übersteigt, 

stabil in die Membran insertieren [21, 32]. Hinsichtlich der Insertion polytopischer 

Membranproteine ist es denkbar, dass das Translocon es zwei oder mehreren Helices er-

möglicht, vor der Insertion in die Membran miteinander zu interagieren [32, 33]. So könnte 

beispielsweise die Insertion von TMDn, die polare Reste enthalten und daher nur gering-

fügig hydrophob sind, durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zu benach-

barten TMDn und eine damit einhergehende Hydrophobizitätszunahme begünstigt werden. 
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Dieser Effekt wurde in in vitro-Studien an Paaren Asn- oder Asp-haltiger TMDn bereits 

beobachtet und könnte daher für die Faltung polytopischer Membranproteine von Be-

deutung sein [34]. 

 

In Anbetracht der Annahme, dass die Translocon-vermittelte Insertion von Membran-

proteinen größtenteils auf direkten Protein-Lipid-Interaktionen beruht, überrascht es nicht, 

dass die biologische Hydrophobizitätsskala [35], d.h. der Code, mittels dessen das Trans-

locon Polypeptidsegmente zur Insertion auswählt, gut mit biophysikalischen Hydrophobi-

zitätsskalen (z.B. der Wimley-White-Skala [1, 36]) sowie einer aus Strukturen von 

Membranproteinen abgeleiteten statistischen Hydrophobizitätsskala [37] übereinstimmt. In 

jedem Falle hängt die Integrationseffizienz nicht nur von der Aminosäurezusammen-

setzung der TMDn, sondern auch von ihrer Sequenz, d.h. der spezifischen Position indivi-

dueller Reste, ab [35]. Kenntnisse über die Hydrophobizität von TMDn und die „Positive-

Inside Rule“ ermöglichten die Entwicklung von Algorithmen (z.B. TMHMM [5]) zur 

Identifizierung von Membranproteinen und Vorhersage ihrer Topologie. Allgemein 

gebräuchliche Hydrophobizitätsskalen zur Erstellung von Hydropathie-Plots und somit 

Identifizierung von TMDn sind die Eisenberg-Konsensus-Skala [38], die Kyte-Doolittle-

Skala [39], die Goldman-Engelman-Steitz-Skala [7] und die Wimley-White-Skala [1, 36].   

 

 

1.2 Wechselwirkung α-helikaler TMDn 

Wechselwirkungen α-helikaler TMDn spielen eine wichtige Rolle bei der Faltung inte-

graler Membranproteine, ihrer Assoziation zu oligomeren Komplexen und somit ihrer 

Funktionalität. Der posttranslationale Prozess der korrekten Faltung und Assoziation von 

Membranproteinen zu ihrer tertiären und quaternären Struktur ist neben posttranslationalen 

Modifikationen Voraussetzung für ihren Transport vom ER über den Golgi-Komplex zur 

Plasmamembran. Die Oligomerisierung von TMDn erfolgt also bereits im ER. Dort werden 

die Proteine einer Qualitätskontrolle unterzogen; nicht oder falsch gefaltete bzw. aggre-

gierte Proteine werden aussortiert. 

 

Das sog. „Two-Stage“-Modell (Zwei-Stufen-Modell) liefert ein konzeptionelles Rahmen-

werk für die Faltung und Stabilität von Membranproteinen [40, 41]. Wie in Abb. 3 dar-
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gestellt, bilden sich in der ersten Stufe stabile TMDn aus. Diese eigenständigen Faltungs-

einheiten assoziieren in der zweiten Stufe über sequenzspezifische Helix-Helix-Wechsel-

wirkungen und bilden so die Tertiärstruktur des Proteins aus. Für die Ausbildung der 

Quartärstruktur und die Entstehung eines funktionellen Proteins müssen meist weitere 

Ereignisse wie z.B. die Bindung prosthetischer Gruppen folgen [42]. Gestützt wird das 

„Two-Stage“-Modell u. a. durch die Beobachtung, dass Fragmente von Bacteriorhodopsin 

spontan assoziieren; die Bindung von Retinal erfolgt erst im Anschluss daran [43]. Neben-

bei bemerkt vereinfacht dieser hierarchische Faltungsmechanismus die Modellierung von 

Membranproteinen, welche sich nun, zumindest in einer ersten Näherung, auf die Assem-

blierung vorgeformter Helices beschränken kann. 

 

 

 

 

Abb. 3: “Two-Stage”-Modell. Demgemäß falten sich individuelle Transmembranhelices eines poly-
topischen Membranproteins infolge des hydrophoben Effekts und der Ausbildung von Wasserstoff-
brückenbindungen innerhalb des Polypeptidrückgrats in der ersten Stufe (Stage I) zu separaten, stabilen 
Domänen im Lipidbilayer. In der zweiten Stufe (Stage II) erfolgt über TMD-TMD-Interaktionen die Assozia-
tion dieser α-Helices. Abbildung entnommen aus [41]. 
 

 

Aus diesem Formalismus folgt weiter, dass hydrophobe Punktmutationen in TMDn die 

Stabilität der Monomere nicht beeinflussen sollten. Indem sie Helix-Helix- oder Helix-

Lipid-Wechselwirkungen beeinflussen, sollten sich solche Mutationen eher auf die Di- 

oder Oligomerisierung der TMDn auswirken [44]. Tatsächlich scheinen hydrophobe Punkt-

mutationen Helix-Helix-Wechselwirkungen nur dann zu beeinflussen, wenn sie die 

Packung der Helices oder die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen in 

der Helix-Helix-Kontaktfläche liegenden Aminosäureresten beeinträchtigen [45]. Durch 

geeignete Mutationsanalysen können daher Rückschlüsse auf die Art der Kontaktfläche 

und die an der Wechselwirkung beteiligten Reste gezogen werden. 
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Der Lipidbilayer sowie der biosynthetische Insertionsprozess sorgen für thermodynamische 

und geometrische Zwänge, welche die Flexibilität und Orientierung der TMDn einschrän-

ken. Die Anzahl zugänglicher Strukturmotive ist für Membranproteine daher begrenzt [1]. 

Paare interagierender α-helikaler TMDn können hinsichtlich ihres Kreuzungswinkels 

klassifiziert werden. Dieser hängt von der Struktur der Helix-Helix-Kontaktfläche ab [10, 

46, 47]. Bei symmetrischen Homodimeren lässt sich der Kreuzungswinkel (Ω), also der 

Winkel zwischen den Längsachsen der Helices, aus dem Neigungswinkel (β) einer Helix 

bezüglich der Achse des Bündels berechnen (Ω = 2 x β). Linkshändige Helix-Helix-Paare 

mit positiven Kreuzungswinkeln erinnern an „coiled-coil“-Domänen oder Leucinzipper 

löslicher Proteine [48, 49]. Sie sind durch eine „Knobs-into-Holes“-Packung der Seiten-

ketten eines wiederholten Heptadenmusters ([a..de.g]n) charakterisiert, wobei die Seiten-

ketten an den Positionen a, d, e und g in der Helix-Helix-Kontaktfläche liegen (Abb. 4 

links) [50]. Im Gegensatz dazu sind interagierende Seitenketten rechtshändiger Helix-

Helix-Paare mit negativen Kreuzungswinkeln in einem wiederholten Tetradenmuster 

([ab..]n) angeordnet, mit den Seitenketten a und b in der Kontaktfläche der Helices (Abb. 4 

rechts) [51].  

 

 

     Linkshändige Helix-Helix-Paare                Rechtshändige Helix-Helix-Paare 
  

        Heptadenmuster: [a..de.g]n               Tetradenmuster: [ab..]n  
    
                   Ω > 0                             Ω < 0 

                                             
 
 

Abb. 4: Packungsarten von Paaren interagierender α-helikaler TMDn. Links: Linkshändige Helix-
Helix-Paare weisen einen positiven Kreuzungswinkel (Ω > 0) auf. Seitenketten der Positionen a, d, e und g 
eines wiederholten Heptadenmusters bilden die Helix-Helix-Kontaktfläche. Rechts: Rechtshändige Helix-
Helix-Paare kreuzen sich unter einem negativen Winkel (Ω < 0). Die Helix-Helix-Kontaktfläche wird durch 
Seitenketten der Positionen a und b eines wiederholten Tetradenmusters gebildet. Abbildung verändert 
nach [52, 53]. 
 

c 
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Die TMDn des M2-Protonenkanals des Influenza A Virus [54], des Phospholambans [55, 

56], des Erythropoietin-Rezeptors [52] und des E-Cadherins [57] kreuzen sich vermutlich 

linkshändig. Hingegen scheinen sich die TMDn des M13-Hüllproteins [58], der SNARE-

Proteine (SNARE steht für „soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptor“) Synaptobrevin II und Syntaxin 1A [59-61] und von Glycophorin A [62, 63] 

rechtshändig zu kreuzen. 

  

Molekulare Kräfte, die die Assoziation von TMDn bedingen, sind van der Waals’ 

Wechselwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen und ionische Wechselwirkungen. Diese 

nichtkovalenten Wechselwirkungen sind allesamt elektrostatischer Natur. Wechselwirkun-

gen vom van der Waals’ Typ treten zwischen permanenten und/oder induzierten Dipolen 

auf. Die Stärke dieser Dipol-Dipol-Kräfte hängt von der Polarität und Polarisierbarkeit der 

Bindungspartner ab und nimmt mit der sechsten Potenz ihres Abstands ab. Van der Waals’ 

Wechselwirkungen sind daher relativ schwach, treten jedoch gehäuft zwischen dicht 

gepackten, hydrophoben Kontaktflächen von Transmembranhelices, die sterisch komple-

mentär zueinander sind, auf und sind daher eine treibende Kraft für die spezifische Inter-

aktion von TMDn. Wasserstoffbrückenbindungen werden ausgebildet, wenn zwei passend 

zueinander orientierte elektronegative Atome um dasselbe Proton konkurrieren, also als 

Wasserstoff-Donator und -Akzeptor fungieren. H-Brücken können beispielsweise zwischen 

membraneingebetteten polaren sowie ionisierbaren Aminosäureseitenketten, zwischen 

Amid- und Carbonylgruppen des Polypeptidrückgrats sowie außerdem zwischen Cα-H-

Atomen und Carbonylgruppen des Polypeptidrückgrats, Hydroxylgruppen von Ser oder 

Thr oder delokalisierten π-Elektronen aromatischer Aminosäurereste auftreten, um nur 

einige zu nennen. Wasserstoffbrückenbindungen sind stärker als van der Waals’ Kräfte und 

im Gegensatz zu diesen gerichtet. Sie erhöhen die Spezifität und Stabilität von TMD-

TMD-Interaktionen. Die stärksten nichtkovalenten Wechselwirkungen sind ionischer 

Natur. Ionische Wechselwirkungen treten zwischen Ladungen wie z.B. ionisierten Amino-

säureseitenketten auf. Da sie nach dem Coulomb-Gesetz proportional mit dem Abstand 

zwischen den entgegengesetzt geladenen Bindungspartnern abnehmen, sind sie über große 

Entfernungen wirksam. Ob die Seitenketten von Asp, Glu, His, Lys und Arg in der 

Membran geladen oder in ihrer protonierten bzw. deprotonierten Form vorliegen, ist 

unklar. Generell sind elektrostatische Wechselwirkungen im apolaren Milieu der Membran 

stärker als im wässrigen Milieu [51, 64, 65].  
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Im Gegensatz zur Interaktion löslicher Proteine spielt der hydrophobe Effekt bei der 

Assoziation von TMDn kaum eine Rolle [66]. Stattdessen fördert ein solvophober Effekt 

TMD-TMD-Interaktionen, denn sowohl die Acylketten der Membranlipide als auch die 

Sekundärstrukturelemente der Membranproteine dürften aufgrund einer (im Vergleich zur 

Helix-Lipid-Packung) effizienteren Lipid-Lipid- sowie Helix-Helix-Packung bevorzugt mit 

sich selbst interagieren [1]. Energetisch ungünstig wirkt sich der bei der Assoziation auf-

tretende Verlust konformationeller Entropie aus. Dieser ist seitens des Polypeptidrückgrats 

gering, da die TMDn gemäß dem „Two-Stage“-Modell (s. Abb. 3) vor ihrer Assoziation 

bereits α-helikal gefaltet vorliegen. Der Entropieverlust der Seitenketten kann jedoch durch 

die assoziationsbedingte Einschränkung der Anzahl an verfügbaren Rotameren insbeson-

dere für Aminosäurereste, die in der Helix-Helix-Kontaktfläche liegen, beträchtlich sein. In 

jedem Falle wird das Gleichgewicht zwischen Monomer und Di- oder Oligomer durch die 

Bilanz der Enthalpie- und Entropieterme, welche aus den Helix-Helix-, Helix-Lipid- und 

Lipid-Lipid-Wechselwirkungen resultieren, bestimmt [44]. 

 

Das wohl am besten charakterisierte Beispiel interagierender α-helikaler TMDn ist Glyco-

phorin A (GpA), ein bitopisches Glykoprotein der menschlichen Erythrozytenmembran. 

Die sequenzspezifische Dimerisierung von GpA erfolgt durch Bildung paralleler, rechts-

händig gekreuzter Helix-Helix-Paare (Abb. 5). Durch Mutationsanalysen, molekulare Mo-

dellierung und kernresonanzspektroskopische Untersuchungen in Detergenzmicellen sowie 

in Membranen wurde die Helix-Helix-Kontaktfläche identifiziert. Die TMD-TMD-Inter-

aktion von GpA wird durch das Sequenzmotiv LIxxGVxxGVxxT vermittelt. Dabei spielt 

das zentrale GxxxG-Motiv (Abb. 5, Glycine in blau) eine Schlüsselrolle bei der Dimerisie-

rung. Dieses GxxxG-Motiv liegt in der dicht gepackten Helix-Helix-Kontaktfläche. Das 

GpA TMD Dimer wird vornehmlich durch Wechselwirkungen vom van der Waals’ Typ 

stabilisiert. Der bei der Assoziation auftretende Entropieverlust, der aus der Fixierung der 

Seitenkettenkonformationen resultiert, ist gering und trägt daher indirekt zur Stabilität des 

Dimers bei. Der nur geringe Entropieverlust ist bedingt durch das vorwiegende Auftreten 

kleiner und β-verzweigter Aminosäurereste (Gly, Val, Thr und Ile) in der Helix-Helix-

Kontaktfläche, deren Seitenketten auch in der monomeren Struktur nur eine begrenzte 

Anzahl an Konformationen einnehmen. Das GxxxG-Motiv erlaubt einen engen Kontakt der 

Rückgrate der Partnerhelices und könnte somit die Ausbildung von interhelikalen 

H-Brücken zwischen Cα-H-Atomen der Glycine und Carbonylgruppen der Rückgrate 
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ermöglichen. Des Weiteren wird vermutet, dass zumindest in der membraneingebetteten 

Struktur, die sich von der detergenzsolubilisierten Struktur u. a. durch einen etwas geringe-

ren Kreuzungswinkel des Helix-Helix-Paares unterscheidet, interhelikale H-Brücken zwi-

schen der Hydroxylgruppe von Thr87 und der Rückgrat-Carbonylgruppe von Val84 zur 

Stabilität des Dimers beitragen könnten [62, 63, 67-75]. 

 

 

                                       
 

 

Abb. 5: Struktur des GpA TMD Dimers in Membranen. Die TMDn (Aminosäurereste 73 bis 95 des 
humanen GpA) bilden rechtshändig gekreuzte Helix-Helix-Paare. Die Glycine der GxxxG-Motive (Gly79 
und Gly83) erlauben eine enge Packung der Helices und sind blau markiert. Die rechte Ansicht ist gegenüber 
der linken um ca. 90° um die y-Achse gedreht. Strukturkoordinaten mit freundlicher Genehmigung von 
Steven O. Smith. Die Abbildung wurde mit YASARA 7.1.29 generiert.          
  

           

Statistische Analysen haben gezeigt, dass GxxxG das am stärksten überrepräsentierte Paar 

von Aminosäureresten in TMD-Sequenzen ist [11, 12]. Dies deutet auf eine weitverbreitete 

Funktion dieses Sequenzmotivs bei der Assoziation von TMDn hin. Vermutlich bedarf die 

von GxxxG vermittelte Interaktion von TMDn jedoch der Stabilisierung durch andere 

Reste der Helix-Helix-Kontaktfläche [76] und ist somit abhängig vom lokalen Sequenz-

kontext [53, 77-79]. 
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1.3 Detektion und Analyse affiner TMDn 

Die Strukturaufklärung α-helikaler Membranproteine mittels Kernresonanzspektroskopie 

oder Röntgenkristallographie ist aufgrund ihres nativen Lipidmilieus problematisch. Die 

Kristallisation von Membranproteinen beispielsweise gestaltet sich wegen der benötigten 

Solubilisierung durch Detergenzien und Rekonstitution erheblich schwieriger als diejenige 

von löslichen Proteinen [80]. Trotz ihrer großen Bedeutung in zellulären Prozessen und 

ihrer medizinischen Relevanz gibt es daher kaum hochaufgelöste Strukturen von Mem-

branproteinen [81]. Einen Überblick über Membranproteine bekannter Strukturen findet 

sich auf der Homepage http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html von 

Stephen H. White. 

 

Ebenso wenig ist über die Strukturen interagierender TMDn bekannt. Die Identifikation 

und Charakterisierung affiner TMDn erfolgt daher zumeist indirekt. Zu den gebräuch-

lichsten biochemischen und biophysikalischen Techniken, die zur Detektion und Analyse 

affiner TMDn verwendet werden, gehören gelelektrophoretische Methoden, wie z.B. milde 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und „Blue-Native“ 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Gelfiltrationschromatographie, analytische Ultrazentri-

fugation (Gleichgewichtssedimentation) und Methoden zur Bestimmung des Fluoreszenz-

resonanzenergietransfers zwischen Fluorophor-markierten TMDn [64]. Überdies stehen 

genetische Werkzeuge, wie z.B. das ToxR-System [71, 82] und TOXCAT [83], zur Ver-

fügung, welche die Untersuchung von TMD-TMD-Interaktionen in Membranen lebender 

Zellen ermöglichen, jedoch keine Aussagen über die Stöchiometrie der gebildeten nicht-

kovalenten Komplexe zulassen. Untersucht werden native oder rekombinante Membran-

proteine oder synthetische Peptide, die Untersuchungen erfolgen in Detergenzmicellen, 

Liposomen, Bicellen oder Membranen. Das Lipidmilieu kann die Assoziation von TMDn 

beeinflussen, scheint sich jedoch eher auf die Feinstruktur und/oder das Assoziations-

gleichgewicht als auf die Identität der Helix-Helix-Kontaktflächen auszuwirken [64]. Dies 

scheint auch auf die Dimerisierung der GpA TMDn zuzutreffen [62, 63, 67, 68, 71, 72, 83-

86]. Unter Berücksichtigung der experimentell gewonnenen Daten können mittels mole-

kularer Modellierung Strukturen interagierender TMDn vorhergesagt werden, welche das 

Design neuer Experimente anregen könnten. 
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Schätzungsweise 30 bis 50 % der α-helikalen Membranproteine sind bitopisch [87]. Der 

hohe Konservierungsgrad ihrer TMDn, der zudem helikale Periodizität zeigt, deutet eine 

potentielle Rolle dieser stark konservierten Sequenzmotive bei Protein-Protein-Inter-

aktionen an [88]. Diese Motive sind sehr vielfältig. Daher gilt es, sie zu entschlüsseln. Ein 

Ansatz zur Aufklärung der Sequenzspezifität von TMD-TMD-Interaktionen ist die Rando-

misierung der potentiellen Helix-Helix-Kontaktflächen und anschließende Selektion inter-

agierender TMD-Sequenzen aus den generierten kombinatorischen Banken [53, 89-91] 

mittels genetischer Werkzeuge, wie z.B. TOXCAT [83] oder ToxR/POSSYCCAT [89, 92].  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden homotypisch interagierende, parallele TMDn unter 

Verwendung des ToxR-Systems identifiziert und charakterisiert. Wie bereits erwähnt, ist 

das ToxR-System ein genetisches Werkzeug, das verwendet wird, um TMD-TMD-

Interaktionen in einer nativen Membranumgebung zu analysieren [71, 82]. Es macht dabei 

von einem chimären Protein Gebrauch, welches aus der cytoplasmatischen Domäne des 

ToxR-Transkriptionsaktivators (ToxR) aus Vibrio cholerae, einer heterologen TMD und 

der periplasmatischen Maltosebindeprotein-Domäne (MalE) besteht. TMD-TMD-Inter-

aktionen in der inneren Membran entsprechend konstruierter Escherichia coli-Zellen be-

wirken die passive Di- oder Oligomerisierung der ToxR-Domäne und somit die Aktivie-

rung des ctx-Promotors (E. coli-Stämme FHK12 [82, 93] und Chr3 [89]) oder des ompU-

Promotors (E. coli-Stamm EL61 [92]) (Abb. 6). Diese Transkriptionsaktivierung führt 

letztlich zur Expression eines Reporterenzyms, der β-Galactosidase (β-Gal) oder der Chlor-

amphenicol-Acetyltransferase (CAT). Die Menge an β-Gal bzw. CAT und somit das Aus-

maß der β-Gal-Aktivität bzw. der Resistenz gegenüber dem Antibiotikum Chlorampheni-

col (Cm) hängen von der Stärke der Transkriptionsaktivierung durch ToxR ab und korrelie-

ren daher mit der Selbstaffinität der untersuchten TMD. Die periplasmatische MalE-

Domäne fungiert als Anker, ermöglicht die Kontrolle der Membranintegration und dient als 

Epitop, um den Expressionslevel des chimären Proteins zu quantifizieren (s. unten). 

 

Die Quantifizierung der TMD-TMD-Affinität, also des Ausmaßes der di- oder oligo-

merisierungsabhängigen Transkriptionsaktivierung durch ToxR, erfolgt in mit ent-

sprechenden ToxR/TMD/MalE-Konstrukten transformierten FHK12-Zellen, in denen das 

lacZ-Gen unter Kontrolle des ctx-Promotors (ctx::lacZ) chromosomal integriert ist [71, 82]. 

Im sog. ToxR-Assay wird die β-Gal-Aktivität der Zelllysate aus der Anfangsgeschwin-
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digkeit der β-Gal-katalysierten Hydrolyse des chromogenen Substrats o-Nitrophenyl-β-D-

galactopyranosid (ONPG) – d.h. aus der maximalen Steigung der Reaktionskurve, die auf-

grund der Entstehung des gelben Produkts o-Nitrophenol der Enzymreaktion aus der Zu-

nahme der Absorption bei 405 nm über die Zeit bestimmt werden kann – berechnet [94] 

und auf die Zellkonzentrationen normalisiert. Da die Anfangsgeschwindigkeit der β-Gal-

katalysierten Reaktion von der Menge an β-Gal abhängt, welche wiederum aus der di- oder 

oligomerisierungsabhängigen ToxR-Aktivität resultiert, erlaubt die Bestimmung der 

spezifischen β-Gal-Aktivität Rückschlüsse auf die relativen TMD-TMD-Affinitäten der 

ToxR-Konstrukte.   

 

 

 

 

Abb. 6: Überblick über das in dieser Arbeit verwendete ToxR/POSSYCCAT-System. TMD-vermittelte 
Di- oder Oligomerisierung plasmidcodierter ToxR-Proteine in der inneren Membran von E. coli aktiviert die 
Transkription eines ctx- oder ompU-Promotor-kontrollierten lacZ- oder cat-Gens und induziert so die Ex-
pression der β-Galactosidase oder Chloramphenicol-Acetyltransferase (vgl. Erläuterungen im Text). Abbil-
dung verändert nach [92]. 
 

 

Durch Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zu exprimierenden FHK12-

Kulturen wird eine stärkere Differenzierung zwischen den β-Gal-Signalen verschieden affi-

ner TMDn erreicht. Dieser Effekt beruht auf der IPTG-induzierten Expression einer 
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F-Plasmid-codierten, verkürzten β-Gal-Untereinheit (des sog. ω-Fragments), welche die 

Bildung funktioneller Tetramere durch Assoziation mit der vollständigen Untereinheit 

beeinträchtigt [95]. 

 

Die in vivo-Selektion affiner TMDn (sog. Positivselektion) erfolgt in mit entsprechenden 

ToxR-Konstrukten transformierten Chr3- oder EL61-Zellen, in denen das cat-Gen unter 

Kontrolle des ctx- oder ompU-Promotors (ctx::cat in Chr3, ompU::cat in EL61) steht [89, 

92]. Transkriptionsaktivierung durch ToxR führt in diesen Stämmen zur CAT-Expression. 

Das Ausmaß der Cm-Resistenz, d.h. die Überlebensfähigkeit der ToxR-exprimierenden 

Zellen in Anwesenheit variabler Cm-Konzentrationen, korreliert somit mit der TMD-

TMD-Affinität. Unter Anwendung selektiven Drucks ermöglicht das ToxR/POSSYCCAT-

System daher das Screening von TMD-Banken auf affine TMDn. 

 

Im in dieser Arbeit verwendeten System aktiviert TMD-TMD-induzierte Di- oder Oligo-

merisierung chimärer ToxR-Proteine die Transkription ctx- oder ompU-kontrollierter Gene. 

In V. cholerae erfolgt die Dimerisierung der cytoplasmatischen ToxR-Domäne – scheinbar 

bedingt durch Dimerisierung der periplasmatischen Domäne des bitopischen Membran-

proteins – als Antwort auf Signale aus der Umwelt. Neben der Expression einer Vielzahl 

anderer Virulenzfaktoren reguliert ToxR die Expression des ctx-kontrollierten Cholera-

toxins und des ompU-kontrollierten Porins OmpU der äußeren Membran dieses Gram-

negativen Bakteriums. Nach erfolgter Dimerisierung bindet die cytoplasmatische ToxR-

Domäne an das repetitive DNA-Element (TTTTGAT)n der ctx-Promotor-/Operatorregion – 

dieses liegt in V. cholerae in drei bis acht Kopien und im hier verwendeten E. coli-

Konstrukt FHK12 in sieben Kopien vor – und aktiviert so die Expression nachgeschalteter 

Gene um mehr als das Hundertfache. In der ompU-Promotor-/Operatorregion scheint ToxR 

an andere A/T-reiche Sequenzen zu binden. Es wird vermutet, dass kooperative ToxR-

ToxR-Wechselwirkungen eine Rolle bei der Bindung an und Aktivierung von ompU 

spielen könnten [82, 93, 96-102]. 

 

Im ToxR-System sind die chimären ToxR-Proteine plasmidcodiert. Im ursprünglichen 

ToxR-Vektor befindet sich das entsprechende Gen unter der Kontrolle des konstitutiven 

tox-Promotors [71, 82]. Wie es für alle reversiblen Protein-Protein-Interaktionen der Fall 

ist, hängen Ausmaß der TMD-TMD-Interaktion und damit Stärke der Reportergen-
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Expression neben der Affinität der TMDn zueinander auch von deren Konzentration in der 

Membran ab. Um den Expressionslevel und somit die Konzentration der ToxR-Konstrukte 

in der inneren Bakterienmembran optimieren zu können, so dass Unterschiede in der TMD-

TMD-Affinität möglichst große Signalunterschiede nach sich ziehen, wurde der konstitu-

tive tox-Promotor im ToxRIV-Vektor durch den regulierbaren araBAD-Promotor ersetzt 

[89]. Außerdem enthält pToxRIV das für das regulatorische Protein AraC codierende Gen. 

Die Expression der chimären ToxR-Proteine kann in diesem System daher durch L-Ara-

binose induziert und durch D-Glucose reprimiert werden. 

 

Gemäß dem Massenwirkungsgesetz hängt das Gleichgewicht zwischen Monomer und Di- 

oder Oligomer von der Konzentration der ToxR-Proteine in der Membran ab. Daraus folgt, 

dass verschiedene Konstrukte in ähnlichen Konzentrationen in der Membran vorliegen 

müssen, damit die von ihnen induzierten β-Gal-Aktivitäten und somit ihre relativen TMD-

TMD-Affinitäten direkt miteinander verglichen werden können. Daher muss in Kontroll-

experimenten überprüft werden, ob die zellulären Konzentrationen der ToxR-Proteine 

sowie die Membraninsertionseffizienzen für alle untersuchten Konstrukte ähnlich sind. Die 

Expressionslevel der ToxR-Proteine in FHK12-Zellen werden mittels SDS-PAGE [103] 

und anschließender Western-Blot-Analyse [104] bestimmt. Die spezifische Detektion der 

~66 kDa ToxR/TMD/MalE-Konstrukte erfolgt dabei mit einem Anti-MalE-Antiserum. Die 

richtige Orientierung der Konstrukte in der inneren Bakterienmembran und ihre relativen 

Membranintegrationseffizienzen werden anhand ihrer Fähigkeit, die MalE-Defizienz des 

E. coli-Stammes PD28 (MalE-) [105] zu komplementieren, beurteilt. Das periplasmatische 

Maltosebindeprotein spielt in E. coli eine essentielle Rolle beim energieabhängigen 

Transport von Maltose über die innere Membran. MalE bindet Maltose, interagiert mit den 

membranständigen Komponenten MalF und MalG und initiiert so den Transportprozess 

des Substrates über die innere Membran [105]. Mit individuellen ToxR/TMD/MalE-Kon-

strukten transformierte, MalE-defiziente PD28-Zellen können daher nur dann Maltose auf-

nehmen – und in Medien wachsen, welche als einzige Kohlenstoffquelle Maltose enthal-

ten –, wenn sie ToxR-Proteine exprimieren, die in die innere Membran integriert sind und 

außerdem eine korrekte Topologie aufweisen, d.h. wenn deren MalE-Domänen im Peri-

plasma vorliegen (s. Abb. 6). Dies wird im sog. PD28-Wachstumsassay ausgenutzt [72].  
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Zusammenfassend kann also das ToxR/POSSYCCAT-System verwendet werden, um a) 

affine TMDn aus kombinatorischen Banken zu selektieren, b) die Affinitäten dieser selek-

tierten TMDn anhand ihrer ToxR-Aktivitäten, Expressionslevel und Membranintegrations-

effizienzen abzuschätzen und c) selektierte affine TMD-Sequenzen zu charakterisieren. So 

können durch einen Vergleich der Aminosäurezusammensetzungen hochaffiner TMD-

Sequenzen und nieder- oder nichtaffiner Sequenzen An- oder Abreicherungen bestimmter 

Aminosäuren sowie deren Positionsspezifitäten in hochaffinen TMDn festgestellt werden. 

In Mutationsanalysen kann anschließend die Bedeutung einzelner Aminosäurereste für die 

TMD-TMD-Interaktion validiert werden. Das Muster kritischer Reste gibt Aufschluss über 

die Art der Helix-Helix-Kontaktfläche. So können letztlich neue Oligomerisierungsmotive 

entschlüsselt werden. 

 

 

1.4 Erstellung kombinatorischer Plasmidbanken 

Wie bereits erwähnt, können unter Verwendung von TOXCAT [83] oder ToxR/POSSY-

CCAT [89, 92] affine TMDn aus kombinatorischen Banken [53, 89-91] selektiert werden. 

Beispielsweise trat das GxxxG-Motiv, das wesentlich zur Dimerisierung der GpA TMD 

beiträgt, in mehr als 80 % der affinen TMDn auf, welche aus kombinatorischen Banken auf 

Basis rechtshändig gekreuzter α-Helices isoliert worden waren [53]. Kombinatorische Ban-

ken können durch partielle Randomisierung von DNA-Fragmenten mittels einer PCR, in 

der eine Mischung synthetischer Oligonucleotide als Primer verwendet wird, und anschlie-

ßender Klonierung der PCR-Produkte in den Expressionsvektor generiert werden. 

 

Die methodischen Strategien zur Erstellung der dieser Arbeit zugrunde liegenden kombina-

torischen Plasmidbanken und ihr Design werden im Folgenden kurz erläutert. Die Kon-

struktion der Banken erfolgte folgendermaßen: Nach Durchführung einer PCR mit einem 

teilweise degenerierten Sense-Primer, der für die TMD-Region des chimären ToxR-

Proteins codierte, wurden die Enden der resultierenden PCR-Produkte geschnitten. 5’-bioti-

nylierte Primer ermöglichten die nachfolgende Entfernung biotinylierter Enden und unge-

schnittener Fragmente durch Bindung an immobilisiertes Streptavidin. Anschließend wur-

den die aufgereinigten PCR-Fragmente über die entsprechenden Schnittstellen in den 

ToxRIV-Vektor kloniert. In die TMD-codierende Region dieses Vektors war zuvor eine 
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Schnittstelle eingeführt worden. So konnten nach der Ligation etwaige, noch vorhandene 

Ausgangsplasmide durch Verdau mit dem entsprechenden Restriktionsenzym entfernt 

werden. Nach einem Aufreinigungsschritt durch Extraktion mit Phenol/Chloroform/Iso-

amylalkohol erfolgte eine tRNA- und seeDNA-unterstützte Ethanolfällung der DNA. Mit 

der ligierten Plasmid-DNA wurden schließlich E. coli TOP10-Zellen durch Elektroporation 

transformiert. Um hohe Ausbeuten an Bank-DNA zu erzielen, wurden also einerseits die 

Inserts vor der Ligation von verunreinigenden Fragmenten befreit, andererseits wurde mit 

Hilfe der in den Vektor eingeführten Schnittstelle die Kontamination durch parentale 

Plasmide auf ein Minimum reduziert. 

  

Es wurden zwei Banken von chimären ToxR-Proteinen mit partiell randomisierten 

Heptadenmustern an Stelle der TMDn konzipiert. Dazu wurden jeweils acht der zehn a, d, 

e und g Positionen 16 Aminosäuren langer, kanonischer α-Helices randomisiert (s. Abb. 10 

und 11). Die Reste dieser Positionen liegen somit in der potentiellen Helix-Helix-Kontakt-

fläche linkshändig gekreuzter TMDn (s. Abb. 4 links). Die Randomisierung erfolgte in der 

Bank SU1 mit dem degenerierten Codon DBB (D = A/G/T, B = C/G/T), wodurch an den 

randomisierten Positionen zwölf vorwiegend hydrophobe oder mäßig polare Aminosäuren 

zugelassen sind (s. Abb. 10). Diese Aminosäuren umfassen die häufigsten Aminosäuren in 

TMDn [11-13, 106, 107]. An den terminalen g Positionen befinden sich invariante Leu-

Reste, die zur Erhöhung der Hydrophobizität beitragen und damit die Membraninsertion 

der Zufallssequenzen begünstigen sollten. Außerdem sollte so die Bildung hochaffiner 

TMDn mit Trp an diesen Positionen, wie es in einer vorherigen Studie beobachtet worden 

war [91], ausgeschlossen werden. An den potentiell außerhalb der Helix-Helix-Kontakt-

fläche liegenden b, c und f Positionen befinden sich invariante Ala-Reste, da bekannt ist, 

dass eine oligo-Ala-Sequenz in Membranen nicht mit sich selbst interagiert [95]. Die 

theoretische Komplexität der Bank SU1 liegt bei ca. 3 x 1011 Sequenzvarianten. In der 

Bank JP1 sind an den randomisierten Positionen alle 20 natürlich vorkommenden Amino-

säuren zugelassen (s. Abb. 11). Dadurch, dass das verwendete Codon NNB (N = A/C/G/T, 

B = C/G/T) das Stopp-Codon TAG mit einschließt, werden mit einer Wahrscheinlichkeit 

von ~17 % verkürzte ToxR-Konstrukte exprimiert. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens 

von Stopp-Codons ist bei Codierung der 20 Aminosäuren durch NNB jedoch geringer als 

bei Codierung durch NNS (N = A/C/G/T, S = C/G) bzw. NNN (2,1 % statt 3,1 % bzw. 

4,7 % Stopps pro randomisierter Position). 
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Der komplette Aminosäuresatz umfasst neben hydrophoben auch polare sowie ionisierbare, 

also potentiell geladene, Aminosäuren. Da der Transfer hydrophober Aminosäuren aus 

dem wässrigen Medium in die apolare Membran energetisch stark begünstigt ist, kann eine 

hydrophobe TMD eine gewisse Anzahl polarer und/oder ionisierbarer Aminosäuren, deren 

Transfer energetisch ungünstig ist, enthalten und dennoch stabil in die Membran integriert 

sein [40, 41]. Ein zu großer Anteil polarer und/oder ionisierbarer Reste erschwert oder 

gefährdet jedoch die Membraninsertion. Tatsächlich kommen polare und ionisierbare Reste 

in TMDn nicht besonders häufig vor [11, 12, 37, 106, 107]. Dennoch scheinen sie 

essentiell für die Funktion vieler Membranproteine zu sein sowie entscheidend zur Stabili-

tät und Spezifität von TMD-TMD-Interaktionen beizutragen [90, 108-113]. Das Potential 

der Bank JP1 besteht also vor allem darin, von interhelikalen Wasserstoffbrücken-

bindungen oder ionischen Bindungen vermittelte TMD-TMD-Interaktionen aufdecken zu 

können. Sofern vorhandene polare und/oder ionisierbare Reste die Hydrophobizität der 

potentiellen TMDn nicht so sehr verringern, dass sie die Membraninsertion verhindern, 

könnten sie durch elektrostatische Wechselwirkungen, die im apolaren Milieu der Mem-

bran besonders stark sind, einen entscheidenden Beitrag zur Assoziation der TMDn leisten. 

Um die Hydrophobizität und damit den Anteil membranintegrierter Sequenzen zu erhöhen, 

sind die acht invarianten Positionen der potentiellen TMDn in der Bank JP1 mit Leu, der 

häufigsten Aminosäure in TMDn [11-13, 106, 107], besetzt. Eine oligo-Leu-Sequenz inter-

agiert in Membranen zwar mit sich selbst, ist jedoch nur mäßig affin [95]. Die theoretische 

Komplexität der Bank JP1 liegt bei ca. 3 x 1013 Sequenzvarianten. Die Konstruktion der 

Bank JP1 sowie die Selektion und anfängliche Charakterisierung affiner TMDn aus dieser 

Bank wurden von Johanna C. Panitz im Zuge ihrer Masterarbeit durchgeführt. 
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2. Ziel der Arbeit 

 

Wechselwirkungen α-helikaler TMDn spielen eine wesentliche Rolle bei der Faltung und 

Oligomerisierung integraler Membranproteine. Jedoch ist wenig über die Strukturen inter-

agierender TMDn und die ihrer Assoziation zugrunde liegenden Sequenzspezifitäten be-

kannt. Was bitopische Membranproteine betrifft, wird vermutet, dass ein signifikanter 

Anteil ihrer TMDn spezifische Wechselwirkungen eingeht. Diese Vermutung basiert auf 

der Beobachtung, dass die Oberflächen ihrer α-helikalen TMDn stark konserviert sind. Die 

beobachteten Muster sind vielfältig. Zudem häufen sich Hinweise, dass die TMDn bitopi-

scher Zelloberflächenrezeptoren homotypisch interagieren und so aktiv an der Transduk-

tion von Signalen über die Membran beteiligt sind. Deshalb ist es wichtig, Sequenzmotive, 

die die homotypische Interaktion paralleler TMDn vermitteln, zu entschlüsseln. 

Ziel dieser Arbeit ist es daher, solche Interaktionsmotive aufzudecken. Zu diesem Zweck 

wurden potentielle Helix-Helix-Kontaktflächen mit den häufigsten in TMDn vorkommen-

den oder allen natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert. Aus den generierten 

kombinatorischen Banken sollten anschließend hochaffine TMDn selektiert und charakteri-

siert werden. In entsprechend konstruierten Bakterienstämmen kann die Detektion und 

Analyse von TMD-TMD-Interaktionen im nativen Membranmilieu erfolgen. Für diese 

Zwecke stehen Varianten des ToxR/POSSYCCAT-Systems zur Verfügung, welche TMD-

TMD-Affinitäten in Reporterenzym-Aktivitäten übersetzen.  

Zur Selektion stehen zwei Stämme zur Auswahl, in denen ToxR die Transkriptionsaktivie-

rung eines Resistenzgens vom ctx- oder  ompU-Promotor aktiviert. Es sollte daher zunächst 

vergleichend untersucht werden, inwiefern diese Stämme ein differenziertes Überleben 

verschieden affiner TMDn ermöglichen, ob sie also die effiziente Identifikation hochaffiner 

TMDn aus einem Pool vorwiegend nicht- oder niederaffiner Sequenzen zulassen.  

Darüber hinaus sollten Affinitäten und Aminosäurezusammensetzungen selektierter TMD-

Sequenzen analysiert werden. Aus der Anreicherung und ggf. Positionsspezifität einzelner 

Aminosäuren oder dem Auftreten von Mustern in hochaffinen TMDn sollten potentielle 

Interaktionsmotive abgeleitet werden. In Mutationsanalysen sollten anschließend Helix-

Helix-Kontakte identifiziert und somit Interaktionsmotive verifiziert werden. Zu guter 

Letzt sollte eine mögliche Rolle hier entschlüsselter Sequenzmotive bei der TMD-TMD-

Interaktion natürlicher Membranproteine beleuchtet werden. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Allgemeine Chemikalien  

Standardchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Applichem, Roth und 

Sigma-Aldrich bezogen. 

 

3.1.2 Lösungen, Puffer und Medien 

Lösungen, Puffer und Medien wurden mit destilliertem Wasser (A. dest.) oder deioni-

siertem Wasser (MilliQ-H2O, Millipore) hergestellt. Die Zusammensetzungen der benötig-

ten Lösungen und Puffer sind unter den jeweiligen Methoden angegeben. Wenn nötig, 

wurden sie vor Gebrauch sterilfiltriert (0,45 μm) oder autoklaviert. 
 

Medien:  LB-Medium (pH 7):   SOB-Medium (pH 7): 

1 % (w/v) Trypton      2 % (w/v) Trypton  

0,5 % (w/v) Hefeextrakt    0,5 % (w/v) Hefeextrakt    

171 mM NaCl    9 mM NaCl 

      2,5 mM KCl 
 

Alle weiteren benötigten Medien sind unter den jeweiligen Methoden angegeben. Zur 

Herstellung fester Medien wurde 1,5 % (w/v) Agar zugegeben. Die Medien wurden vor 

Gebrauch autoklaviert. 

 

3.1.3 Bakterienstämme 

Folgende Derivate von E. coli wurden verwendet: 
 

• FHK12: AmpR, ctx::lacZ [82, 93] 

• Chr3: AmpR, ctx::cat [89] 

• EL61: AmpR, ompU::cat [92] 

• PD28: TetR, MalE- [105] 

• DH5α: supE44 ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

relA1 

• XL1-Blue: TetR (Stratagene) 

• TOP10: StrR (Invitrogen) 
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3.1.4 Plasmide 

Folgende für ToxR/TMD/MalE-Konstrukte codierende high-copy Plasmide wurden 

verwendet: 
 

• pToxR: CmR, tox::toxR/tmd/malE [71, 82] 

• pToxRIV: KmR, araBAD::toxR/tmd/malE [89]  

 

3.1.5 Antibiotika 

Zur Selektion von E. coli FHK12, Chr3 und EL61 wurde dem Medium Ampicillin in einer 

finalen Konzentration von 100 μg/ml (FHK12) oder 50 μg/ml (Chr3 und EL61) zugegeben, 

zur Selektion von E. coli PD28 und XL1-Blue wurden 12,5 μg/ml Tetracyclin zugegeben. 

Zur Plasmidselektion wurden 30 μg/ml Chloramphenicol (pToxR) bzw. 33 μg/ml Kana-

mycin (pToxRIV) zugegeben. Zur Positivselektion mittels ToxR/POSSYCCAT wurde dem 

Medium Chloramphenicol in variablen Konzentrationen (bis zu 840 μg/ml) zugegeben 

(s. 3.5.1). 

 

3.1.6 Enzyme und Antikörper 

Alle verwendeten Restriktionsendonucleasen, Taq-Polymerase, T4 Polynucleotid-Kinase 

und T4 DNA-Ligase wurden von Fermentas bezogen. RNase A wurde von Applichem, 

konzentrierte T4 DNA-Ligase von New England Biolabs und PfuTurbo-Polymerase von 

Stratagene bezogen. 

Anti-MalE Antiserum (primärer Antikörper) wurde von New England Biolabs und Anti-

Rabbit-IgG-AP-Konjugat (sekundärer Antikörper) von Promega bezogen. 

 

3.1.7 Größenstandards 
 

Agarose-Gelelektrophorese: 

• λ-DNA / EcoRI + HindIII (Fermentas) 

• GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder (Fermentas) 

• GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentas) 
 

SDS-PAGE: 

• Protein MW Marker (Fermentas) 
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3.1.8 Kits 
 

• NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) zur DNA-Isolierung im Mini-Maßstab 

• NucleoBond® PC100 (Macherey-Nagel) zur DNA-Isolierung im Midi-Maßstab 

• NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) zur Aufreinigung von PCR-Produkten 

und DNA-Extraktion aus dem Agarosegel 

• QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) zur ortsgerichteten 

Mutagenese 

• SequiTherm EXCEL II DNA Sequencing Kit-LC (Epicentre Biotechnologies) zur 

DNA-Sequenzierung 

 

3.1.9 Oligonucleotide 
 

5’-biotinylierte Primer zur Erstellung der Plasmidbank SU1 (Thermo Hybaid): 

SU1.s: 5’-GGAATCGAGCTAGCTTADBBGCAGCTDBBDBBGCADBBDBBGCAGCT 

DBBDBBGCACTTDBBGGGATCCTGATCAACCCAAG-3’ 

HPLC-gereinigt; D bzw. B entsprechen äquimolaren Mischungen von A/G/T bzw. C/G/T. 

MalE.Pfl23II.as:  

5’-GTTGTAACGTACGGCATCCCAGG-3’ 

 

Primer zur Erstellung der Plasmidbank JP1: 

JP1.s: 5’-GGAATCGAGCTAGCCTGNNBCTGCTCNNBNNBCTGNNBNNBCTCTTG 

NNBNNBTTGCTCNNBGGGATCCTGATCAACCCAAGCCAATCC-3’ 

bezogen von Thermo Hybaid; 5’-biotinyliert; PAGE-gereinigt; N bzw. B entsprechen äqui-

molaren Mischungen von A/C/G/T bzw. C/G/T. 

MalE.Pfl23II.as.neu (Invitrogen):  

5’-CATAACCCCCGTCAGCAGCAATCAGC-3’ 

 

Oligonucleotide für die Kassettenklonierung (Invitrogen): 

αV13mutGP 

αV13mutGP.s: 

5’-CTAGCGTGATCATTCTGGCGGTGGGGCCCGGCCTGCTGCTCCTGGG-3’ 

αV13mutGP.as: 

5’-GATCCCCAGGAGCAGCAGGCCGGGCCCCACCGCCAGAATGATCACG-3’ 
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LBB.ApaI 

LBB.ApaI.s: 5’-CTAGCCTGGTGCTGCTCGTTGTCCTGGGGCCCCTCTTGGTTGTGT 

TGCTCGTCGG-3’ 

LBB.ApaI.as: 5’-GATCCCGACGAGCAACACAACCAAGAGGGGCCCCAGGACAAC 

GAGCAGCACCAGG-3’ 
 

L16-L5F/L8G/L12G 

L16-L5F/L8G/L12G.s: 5’-CTAGCCTCCTTTTGTTATTCCTTCTCGGCTTGCTCTTAG 

GTCTCTTACTTCTGGG-3’ 

L16-L5F/L8G/L12G.as: 5’-GATCCCCAGAAGTAAGAGACCTAAGAGCAAGCCGAG 

AAGGAATAACAAAAGGAGG-3’ 
 

AZ2-L5F/L8G/L12G 

AZ2-L5F/L8G/L12G.s: 5’-CTAGCTTACTGGCAGCTTTCCTGGCAGGCCTGGCAGC 

TGGTCTGGCACTTCTGGG-3’ 

AZ2-L5F/L8G/L12G.as: 5’-GATCCCCAGAAGTGCCAGACCAGCTGCCAGGCCTGC 

CAGGAAAGCTGCCAGTAAG-3’ 

 

Primer für die ortsgerichtete Mutagenese: 

Alle Mismatch-Primer wurden gemäß den Angaben des Herstellers des QuikChangeTM 

Site-Directed Mutagenesis Kits entworfen und von Invitrogen bezogen. 

 

IRD-markierte Primer zur DNA-Sequenzierung (MWG Biotech): 

• ToxR700up: 5’-CGCAGAATCAAGCAGTGTGCC-3’   (IRD700) 

• ToxR800down: 5’-CCGTTATAGCCTTTATCGCCG-3’  (IRD800) 

 

3.1.10 Geräte und Auswertungssoftware 
 

• Elektroporationsgerät: MicroPulser (Bio-Rad Laboratories) 

• ELISA-Reader: Thermomax microplate reader incl. Softmax Pro 3.0 (Molecular 

Devices) 

• Sequenziergerät: DNA Sequencer LONG READIR 4200 incl. Base ImageIR Image 

Analysis 4.0 (LI-COR Biosciences) 

• Thermocycler: Mastercycler (Eppendorf) 
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• Zentrifugen: Zentrifuge (ZF) Z 513 K und Tischzentrifuge (TZ) Z 233 MK-2 

(Hermle) 

 

3.2. Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Herstellung kompetenter Zellen 

3.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen [114, 115] 

Mit 1 ml einer Übernachtkultur wurden 50 ml SOC-Medium inokuliert, bei 37 °C und 

250 rpm kultiviert und die Kultur in der frühen logarithmischen Wachstumsphase (OD600 

~0,4) geerntet. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension 10 min bei 4 °C 

und 4.000 rpm (ZF) zentrifugiert, der Überstand abgegossen und das Zellpellet in 15 ml 

kaltem Transformationspuffer resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die 

Zellsuspension erneut zentrifugiert (s. oben) und das Pellet in 5 ml Transformationspuffer 

resuspendiert. Unter leichtem Vortexen wurden 175 μl DMSO zugegeben, nach 5 min 

Inkubation auf Eis wurde dieser Schritt wiederholt (final 7 % (v/v) DMSO). Nach 5 min 

Inkubation auf Eis wurden die chemisch kompetenten Zellen in 200 μl-Aliquots in flüssi-

gem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

Mit Ausnahme der Kultivierung, die bei 17 °C und 90 rpm erfolgte, wurden sog. hoch-

kompetente Zellen ebenso hergestellt.  
 

  SOC-Medium (pH 7):   Transformationspuffer (pH 6,7): 

  10 mM MgCl2    10 mM PIPES  

10 mM MgSO4   15 mM CaCl2   

20 mM Glucose   0,25 M KCl 

in SOB-Medium (s. 3.1.2)  55 mM MnCl2 

 

3.2.1.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen 

LB-Medium wurde 1:100 mit einer Übernachtkultur inokuliert, bei 37 °C und 200 rpm 

kultiviert und die Kultur in der mittleren logarithmischen Phase (OD600 ~0,6) geerntet. 

Nach 20 min Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension 10 min bei 4 °C und 3.500 rpm 

(ZF) zentrifugiert, der Überstand abgegossen und das Zellpellet 1:1 zum Volumen der Aus-

gangskultur in eiskaltem MilliQ-H2O resuspendiert. Nach erneutem Ernten (s. oben) 

wurden die Zellen 1:2 mit MilliQ-H2O und nach erneuter Zentrifugation (s. oben) 1:50 mit 

10 % (v/v) Glycerin gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (s. oben) 
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wurde das Zellpellet 1:500 zum Volumen der Ausgangskultur in 10 % (v/v) Glycerin 

resuspendiert und die elektrokompetenten Zellen in 40 μl-Aliquots in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

 

3.2.2 Transformation kompetenter Zellen 

3.2.2.1 Hitzeschocktransformation 

Zu 200 μl chemisch kompetenten Zellen (s. 3.2.1.1) wurden ~100 ng Plasmid-DNA zuge-

geben und die Suspension ca. 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte der Hitze-

schock (90 s, 42 °C). Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden 800 μl LB-Medium zuge-

geben und der Transformationsansatz zur Expression der Antibiotikaresistenz 1 h bei 37 °C 

im Roller inkubiert. 

 

3.2.2.2 Elektroporation [116]  

40 μl elektrokompetente Zellen (~1010 Zellen/ml, s. 3.2.1.2) wurden mit 1,5 μl ligierter 

DNA (~0,3 μg DNA) vermischt, 1 min auf Eis inkubiert und in eine kalte MicroPulser-

Küvette (Elektrodenabstand 0,1 cm) überführt. Unmittelbar nach dem elektrischen Puls 

(MicroPulser von Bio-Rad Laboratories: 200 Ω; 25 μF; 1,8 kV; Zeitkonstante τ = 4-5 ms) 

wurde 1 ml SOC-Medium (s. 3.2.1.1) zugegeben und der Transformationsansatz in einem 

15 ml Plastikröhrchen zur Expression der Antibiotikaresistenz 1 h bei 37 °C auf dem Roller 

inkubiert.  

 

3.3. Präparative und analytische DNA-Methoden 

3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA im Midi-Maßstab wurde das Kit NucleoBond® PC100 

von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben verwendet. Zur Isolierung von Plasmid-DNA 

im Mini-Maßstab wurde das Kit NucleoSpin® Plasmid von Macherey-Nagel nach Herstel-

lerangaben verwendet. Außerdem erfolgte die Minipräparation durch alkalische Lyse der 

Zellen, anschließende Entfernung von Zellrückständen durch Extraktion mit Phenol/Chlo-

roform und Isopropanolfällung der Plasmid-DNA. 

Dazu wurden 2 ml Übernachtkultur 1 min bei 13.000 rpm (TZ) abzentrifugiert, der Über-

stand entfernt und das Zellpellet in 100 μl Resuspensionspuffer resuspendiert. Nach Zu-

gabe von 200 μl Lysepuffer und Mischen wurde 3 min bei RT inkubiert. Anschließend 
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wurden 150 μl Neutralisationspuffer zugegeben und gemischt. Nach 10 min Zentrifugation 

bei 4 °C und 13.000 rpm (TZ) wurde der Überstand 1:1 mit Phenol/Chloroform/Isoamyl-

alkohol versetzt und nach Mischen erneut 2 min bei 4 °C und 13.000 rpm (TZ) 

zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde 1:1 mit Isopropanol versetzt, gemischt und 30 min 

bei 4 °C und 13.000 rpm (TZ) zentrifugiert. Nach Entfernung des Isopropanols wurde das 

Plasmid-DNA-Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet. 

Anschließend wurde die Plasmid-DNA in 25 μl A. dest. incl. 40 μg/ml RNase A gelöst und 

bei -20 °C aufbewahrt. 
 

Resuspensionspuffer (pH 8,0): Lysepuffer: Neutralisationspuffer (pH 5,5): 

50 mM Tris-HCl 0,2 M NaOH 3 M Kaliumacetat 

10 mM EDTA 1 % (w/v) SDS 

 

3.3.2 Restriktionsverdau 

Sofern nicht anders angegeben, wurden Restriktionsendonucleasen unter den vom Her-

steller angegebenen Reaktionsbedingungen verwendet. Die benötigte Enzymmenge (in 

Units) wurde nach folgender Formel berechnet: 
 

                  μg zu spaltende DNA x Länge der Referenz-DNA [bp] x Anzahl der Schnittstellen 

 Enzymmenge =  ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 

                     Länge der zu spaltenden DNA [bp] x Anzahl der Schnittstellen in Referenz-DNA                           

 

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Abhängigkeit ihrer Länge 

erfolgte nach Zugabe von Loading Dye (Fermentas) bei einer Spannung von 120 V in 

1 bis 2 % (w/v) Agarosegelen incl. 0,5 μg/ml Ethidiumbromid. Als Puffer wurde TBE oder 

TAE verwendet. Zur Längen- und Konzentrationsabschätzung wurden Größenstandards 

(s. 3.1.7) verwendet. Die DNA-Fragmente wurden im UV-Licht sichtbar gemacht. 
 

TBE (pH 8,0):   TAE (pH 8,0): 

89 mM Tris    40 mM Tris-Acetat 

89 mM Borsäure   2 mM EDTA 

2,5 mM EDTA 
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3.3.4 Reinigung von DNA-Fragmenten 

Restriktionsansätze wurden elektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.3.3), die isolierten Plasmid-

DNA-Fragmente mit einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten und mit dem 

Kit NucleoSpin® Extract II von Macherey-Nagel extrahiert. Die Aufreinigung von PCR-

Produkten erfolgte ebenso mit dem Kit NucleoSpin® Extract II von Macherey-Nagel. 

 

3.3.5 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen erfolgte spektrophotometrisch durch 

Messung der Absorption bei 260 nm (A260). Ist A260 = 1, ist die Konzentration doppel-

strängiger DNA 50 μg/ml. 

 

3.3.6 Kassettenklonierung 

Durch Kassettenklonierung wurden die TMDn αV13mutGP, LBB.ApaI, L16-

L5F/L8G/L12G und AZ2-L5F/L8G/L12G in pToxRIV kloniert. Dazu wurden synthetische 

Sense- und Antisense-Oligonucleotide (s. 3.1.9) phosphoryliert, zu Doppelsträngen hybri-

disiert und die entstandenen Oligonucleotidkassetten zwischen die Schnittstellen NheI und 

BamHI des Vektors ligiert. Als Vektor zur Kassettenklonierung der TMD αV13mutGP 

diente pToxRIV-AZ2, für alle weiteren Klonierungen wurde pToxRIV-αV13mutGP als 

Ausgangsplasmid verwendet, da dessen TMD eine ApaI-Schnittstelle enthält und so etwai-

ge, noch vorhandene Ausgangsplasmide nach der Ligation durch einen Restriktionsverdau 

mit ApaI entfernt werden können. Chemisch kompetente DH5α wurden mit 5-10 μl des 

Ligations- bzw. Restriktionsansatzes transformiert und vereinzelt. Alle Konstrukte wurden 

durch DNA-Sequenzierung (s. 3.3.8) verifiziert. 
 

Phosphorylierung der Oligonucleotide:  Hybridisierung der phosphorylierten  

3 μg Sense- oder Antisense-Oligonucleotid  Oligonucleotide: 

1x Polynucleotid-Kinase-Puffer A  phosphorylierte Oligonucleotide ver- 

50 μg/ml BSA      einigen, 5 min bei 70 °C inkubieren,  

1 mM rATP      langsam (über ca. 1 h) auf RT abküh-  

ad 30 μl mit MilliQ-H2O    len lassen 

+ 5 U T4 Polynucleotid-Kinase 

30 min bei 37 °C 
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Ligation: 

ca. 100 ng mit NheI und BamHI linearisierter ToxRIV-Vektor 

ca. 100 ng Oligonucleotidkassette (ca. 100-facher molarer Überschuss) 

1x Ligationspuffer 

5 U T4 DNA-Ligase  

ad 20 μl mit MilliQ-H2O 

2 h bei RT 
 

bei Bedarf: Inaktivierung der T4 DNA-Ligase (10 min bei 70 °C), Restriktionsverdau mit 

ApaI, Inaktivierung von ApaI (20 min bei 65 °C) 
 

Das TMD-Konstrukt VSV-Wt war bereits vorhanden. Es war von Bettina Brosig durch 

Ligation einer Oligonucleotidkassette mit pToxR hergestellt worden, wie es für GpA (hier 

als GpA-Wt bezeichnet) beschrieben ist [71]. 

 

3.3.7 Ortsgerichtete Mutagenese 

Punktmutationen wurden unter Verwendung des QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis 

Kits von Stratagene und geeigneten Mismatch-Primern (s. 3.1.9) gemäß Herstellerprotokoll 

erzeugt. In einem 50 μl-Reaktionsansatz wurden einfach konzentrierter Reaktionspuffer, 

~50 ng Template-DNA, je 125 ng der komplementären Mismatch-Primer, 200 μM dNTPs 

und 2,5 U PfuTurbo-Polymerase vermischt. Das Thermocycling erfolgte gemäß folgendem 

Protokoll: 
 

 Initiale Denaturierung 30 s bei 95 °C  

 Denaturierung  30 s bei 95 °C  

 Annealing 1 min bei 55 °C  18 Zyklen 

 Elongation 6,5 min bei 68 °C  
 

 

Der Verdau der Template-DNA erfolgte durch Zugabe von 10 U DpnI, gefolgt von 1 h 

Inkubation bei 37 °C. Chemisch kompetente XL1-Blue wurden mit 5-10 μl des Reaktions-

ansatzes transformiert und vereinzelt. Alle Konstrukte wurden durch DNA-Sequenzierung 

(s. 3.3.8) verifiziert. 
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Die Punktmutanten VSV-G6A und VSV-G10A in pToxR waren bereits vorhanden. Sie 

waren von Bettina Brosig analog zu G83A (hier als GpA-G83A bezeichnet) [71] nach der 

Methode von Kunkel [117] generiert worden. 

 

3.3.8 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode [118] unter Verwen-

dung des Kits SequiTherm EXCEL II DNA Sequencing Kit-LC von Epicentre Biotechno-

logies. Nach dem Cycle Sequencing mit einem IRD-markierten Primer wurden die vier 

Ansätze einer DNA-Probe (Termination bei A, C, G oder T) auf ein 25 cm langes 

Polyacrylamidgel aufgetragen. Unter Verwendung des DNA Sequencers LONG READIR 

4200 von LI-COR Biosciences wurden die IRD-markierten DNA-Fragmente elektro-

phoretisch nach ihren Längen aufgetrennt. Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte 

nach Anregung mit einem Laser. Das Bandenmuster wurde mit Hilfe der Software Base 

ImageIR Image Analysis 4.0 von LI-COR Biosciences in ein Chromatogramm (SCF-

Format) umgewandelt und anschließend ausgewertet. 
 

Mastermix für das Cycle Sequencing einer Probe: 

7,2 μl 3,5x Sequenzierpuffer 

ca. 1 μg DNA 

2 pmol Primer (ToxR700up oder ToxR800down, s. 3.1.9) 

2,5 U DNA-Polymerase 

ad 17 μl mit H2O 
 

Von diesem Mastermix wurden je 4 μl mit 2 μl Terminationsmix A, C, G oder T ver-

mischt. Das Cycle Sequencing erfolgte gemäß folgendem Protokoll: 
 

 Initiale Denaturierung 5 min bei 95 °C  

 Denaturierung  30 s bei 95 °C  

 Annealing 15 s bei 58 °C  30 Zyklen 

 Elongation 1 min bei 70 °C  

 Finale Elongation 5 min bei 70 °C  
 

 

Die Reaktionsansätze aus dem Cycle Sequencing wurden mit 3 μl Stop/Loading-Puffer 

versetzt und zur Denaturierung der DNA-Fragmente 4 min bei 95 °C inkubiert. Das 
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Sequenziergel wurde mit 1-2 μl der Reaktionsansätze beladen. Die Gelelektrophorese er-

folgte bei 1200 V, 37 mA, 40 W und 50 °C. 
 

Sequenziergel: 4 ml 50 % Long Ranger-Gellösung (Biozym) 

10,5 g Harnstoff 

1x TBE (s. 3.3.3) 

3,75 ml Formamid  

ad 25 ml mit A. dest. 

25 μl TEMED 

175 μl 10 % (w/v) APS 

 

3.3.9 Erstellung der kombinatorischen Plasmidbanken 

Die methodischen Strategien zur Konstruktion der Banken chimärer ToxR-Proteine mit 

partiell randomisierten TMDn sind in der Einleitung zusammengefasst (s. 1.4). 

 

3.3.9.1 Erstellung der Plasmidbank SU1 
 

Reaktionsansatz für die PCR: 1x Puffer ohne MgCl2     

1,5 mM MgCl2  

100-200 ng Template-DNA (pToxRIV-AZ2)   

100 pM Sense-Primer SU1.s  (s. 3.1.9)    

100 pM Antisense-Primer MalE.Pfl23II.as (s. 3.1.9)

 400 μM dNTPs    

2,5 U Taq-Polymerase 

ad 100 μl mit MilliQ-H2O 
 

Die PCR erfolgte gemäß folgendem Protokoll: 
 

Initiale Denaturierung 2 min bei 95 °C  

Denaturierung  30 s bei 95 °C  

Annealing 50 s bei 55 °C  35 Zyklen 

Elongation 30 s bei 72 °C  

Finale Elongation 10 min bei 70 °C  
 

 



3. Material und Methoden 

 

44 

 

Die 413 bp langen PCR-Produkte wurden aufgereinigt (s. 3.3.4) und die aufgereinigten 

PCR-Produkte sowie pToxRIV-αV13mutGP (s. 3.3.6) mit NheI und Pfl23II üN bei 37 °C 

verdaut. 

 

Beispiele zum Verdau der PCR-Produkte und des Vektors: 

1x Puffer Y+/TANGOTM     1x Puffer Y+/TANGOTM 

ca. 500 ng aufgereinigte PCR-Produkte (25 μl Eluat) ca. 10 μg pToxRIV-αV13mutGP 

18 U Pfl23II       32 U Pfl23II 

10 U NheI       40 U NheI 

ad 100 μl mit MilliQ-H2O     ad 200 μl mit MilliQ-H2O 

 

Um biotinylierte Enden und ungeschnittene Fragmente zu entfernen, wurden die ge-

schnittenen PCR-Fragmente über Streptavidin-Agarose aufgereinigt. Dazu wurde der 

Restriktionsansatz mit 30 μl Streptavidin-Agarose, die mit A. dest. gewaschen worden war, 

vermischt und 1 h bei RT geschüttelt. Nach 15 min Zentrifugation bei 13.000 rpm (TZ) 

wurde der Überstand (ca. 75 μl) abgenommen und erneut 15 min bei 13.000 rpm (TZ) zen-

trifugiert. Anschließend wurde der Überstand (ohne Agarosekügelchen!) abgenommen und 

die 392 bp langen Inserts, die für die TMD und einen Teil von MalE codieren, aufgereinigt 

(s. 3.3.4). Der linearisierte Vektor (~5,8 kb langes Fragment) wurde ebenfalls aufgereinigt 

(s. 3.3.4). Eluiert wurde in Volumina von 25 μl (Inserts) und 75 μl (Vektor). Der Vektor 

wurde in einem molaren Verhältnis von 1:2 mit den Inserts ligiert. 

 

Ligation (insgesamt 11x):  

ca. 1 μg mit NheI und Pfl23II linearisiertes pToxRIV-αV13mutGP 

ca. 140 ng mit NheI und Pfl23II verdaute Inserts 

1x Ligationspuffer (New England Biolabs) 

3000 U T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) 

ad 30 μl mit MilliQ-H2O 

16 h bei 15 °C  
 

Anschließend wurde die T4 DNA-Ligase inaktiviert (10 min bei 70 °C) [119] und etwaige, 

noch vorhandene Ausgangsplasmide durch einen Restriktionsverdau mit ApaI entfernt. 
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ApaI-Verdau: 

30 μl Reaktionsansatz aus der Ligation 

1x NEBuffer 4 (New England Biolabs) 

1x BSA 

25 U ApaI 

ad 50 μl mit MilliQ-H2O 

1 h bei 25 °C 

 

Nach einer Aufreinigung durch Extraktion mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, er-

folgte die tRNA- [120] und seeDNA-unterstützte Ethanolfällung der ligierten DNA. Der 

Restriktionsansatz wurde mit 350 μl A. dest. und 400 μl Phenol/Chloroform/Isoamylalko-

hol vermischt, 5 min bei 13.000 rpm (TZ) zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 

Dieser wurde mit 5 μg tRNA aus Hefe (Invitrogen), 2 μl seeDNATM (GE Healthcare, 

ehemals Amersham Biosciences) und 40 μl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) vermischt. Die 

DNA wurde gemäß dem Protokoll von GE Healthcare mit 99 % (v/v) Ethanol gefällt und 

mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde getrocknet, die DNA an-

schließend in 4,5 μl MilliQ-H2O gelöst und bei -20 °C gelagert.  
 

Mit ~13 μg DNA aus elf Ligationen wurden durch 33 Elektroporationen elektrokompetente 

TOP10 transformiert (s. 3.2.1.2 und 3.2.2.2). Dies resultierte in einer Rohbank von 

2,1 x 107 unabhängigen Klonen. Die Transformationsansätze wurden auf LB-Platten aus-

plattiert, die gewachsenen Kolonien anschließend in LB-Medium incl. 15 % (v/v) Glycerin 

aufgenommen, nach guter Durchmischung in 200 μl-Aliquots in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die Fraktionen wurden vereinigt, indem von jeder 

Fraktion der Zelltiter bestimmt und ein Volumen der Fraktion, in welchem die jeweilige 

Anzahl unabhängiger Klone ca. 10 x enthalten war, in LB-Medium inokuliert wurde. Nach 

üN-Kultivierung wurde die Plasmid-DNA im Midi-Maßstab isoliert (s. 3.3.1). Zur Selek-

tion affiner TMDn wurden die Selektionsstämme Chr3 und EL61 mit der Bank-DNA 

transformiert (s. 3.5.1.2). 

 

3.3.9.2 Erstellung der Plasmidbank JP1 

Die Plasmidbank JP1 wurde von Johanna C. Panitz im Rahmen ihrer Masterarbeit analog 

zur Plasmidbank SU1 erstellt (s. 3.3.9.1). Einige Optimierungen wurden vorgenommen. 

Als Template-DNA für die PCR wurde pToxRIV-LBB.ApaI (s. 3.3.6) verwendet. Als 
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Primer wurden der degenerierte Sense-Primer JP1.s, der PAGE-gereinigt und im Vergleich 

zu SU1.s am 3’-Ende verlängert war, und der ebenfalls längere, nicht biotinylierte 

Antisense-Primer MalE.Pfl23II.as.neu verwendet (s. 3.9.1). Die Annealingtemperatur wur-

de auf 65 °C erhöht und die Anzahl der Zyklen auf 30 reduziert. Im Vergleich zum zur 

Erstellung der Bank SU1 verwendeten Antisense-Primer MalE.Pfl23II.as (s. 3.9.1) ist 

MalE.Pfl23II.as.neu komplementär zu einer ca. 200 bp downstream gelegenen Sequenz in 

malE; die PCR-Produkte waren somit 615 bp lang (im Ggs. zu 413 bp bei SU1). Im 

Agarosegel konnten daher die mit Pfl23II verdauten, ca. 400 bp langen Fragmente gut von 

den am 3’-Ende unverdauten, ca. 600 bp langen Fragmenten getrennt werden, was die 

Biotinylierung des Antisense-Primers überflüssig machte. Die Transformationsansätze 

wurden nicht ausplattiert, sondern in LB-Medium inokuliert. Nach üN-Kultivierung wurde 

die Plasmid-DNA im Midi-Maßstab isoliert (s. 3.3.1) und bei -20 °C gelagert. Die Plasmid-

DNA aller Fraktionen wurde anschließend in Volumina, die proportional zur jeweiligen 

Anzahl unabhängiger Klone (ermittelt aus einem 10 μl-Aliquot des jeweiligen Trans-

formationsansatzes) waren, vereinigt. Dies resultierte in einer Rohbank von 3,3 x 107 

unabhängigen Klonen. Anschließend wurde der Selektionsstamm EL61 mit der Bank-DNA 

transformiert (s. 3.5.1.2). 

 

3.4 Protein- und immunchemische Methoden 

3.4.1 Überexpression der ToxR-Proteine in TOP10-Zellen 

Mit den entsprechenden ToxR-Konstrukten transformierte TOP10-Zellen wurden üN kulti-

viert. Die üN-Kulturen wurden 1:50 in LB-Medium inokuliert. Die Kultivierung erfolgte 

bei 37 °C und 250 rpm, wobei die Expression der ToxR-Proteine in der logarithmischen 

Wachstumsphase (OD600 ~0,5) durch Zugabe von 0,001 % (w/v) L-Arabinose induziert 

wurde. Nach weiteren 3 h Kultivierung wurden die Zellen durch Zentrifugation (2 min bei 

13.000 rpm, TZ) geerntet. Anschließend wurden Proben für die SDS-PAGE vorbereitet 

(s. 3.4.2).  

 

3.4.2 SDS-PAGE [103] 

Die elektrophoretische Auftrennung denaturierter Proteine in Abhängigkeit ihrer relativen 

Molekülmasse erfolgte bei einer Stromstärke von 25 bis 50 mA in 12,5 %-igen SDS-

haltigen Polyacrylamidgelen. Als Puffer wurde Laemmli-Puffer verwendet. Zur Größen-
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abschätzung wurde Protein MW Marker von Fermentas verwendet. Die Proteinbanden 

wurden durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht oder es erfolgte ein immunchemischer 

Nachweis spezifischer Proteinbanden durch Western-Blotting (s. 3.4.3). 

  

Die Probenvorbereitung erfolgte folgendermaßen: Zellpellets (aus Kulturvolumina von 

400 μl) wurden in 100 μl SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Proteinproben wurden 

10 min bei 95 °C erhitzt. Mit 10-20 μl dieser denaturierten Proteinproben (entsprechen 

Kulturvolumina von 40-80 μl) wurde ein SDS-haltiges Polyacrylamidgel beladen. 

 

SDS-Probenpuffer (pH 6,8):   Laemmli-Puffer (pH 8,3): 

50 mM Tris-HCl     20 mM Tris 

5 % (w/v) SDS     192 mM Glycin 

20 % (v/v) Glycerin     0,1 % (w/v) SDS 

0,02 % (w/v) Bromphenolblau 

10 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

 

Trenngelpuffer (pH 8,5):    Sammelgelpuffer (pH 6,8): 

1 M Tris-HCl      0,25 M Tris-HCl 

0,26 % (w/v) SDS     0,20 % (w/v) SDS 

 

Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (1:37,5): 30 % (w/v) Acrylamid 

        0,8 % (w/v) Bisacrylamid 

 

      Trenngel (12,5 %):  Sammelgel: 

Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung  6 ml    800 μl 

Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer  5,6 ml    3,2 ml 

A. dest.     3 ml    2,4 ml 

TEMED         5 μl    5 μl 

10 % (w/v) APS    100 μl    50 μl 

 

Coomassie-Färbung: Die Proteine wurden nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung 

durch 15 min Schwenken der Gele in Coomassie-Färbelösung angefärbt und ungebundener 

Farbstoff durch 3 x 15 min Waschen in Coomassie-Entfärbelösung entfernt. 
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Coomassie-Färbelösung:    Coomassie-Entfärbelösung: 

0,2 % (w/v) Coomassie Blue R-250   40 % (v/v) Methanol 

50 % (v/v) Methanol     7 % (v/v) Essigsäure 

5 % (v/v) Essigsäure 

 

3.4.3 Western-Blotting [104] 

Mittels Western-Blot-Analyse wurden die ToxR-Proteine spezifisch nachgewiesen und ihre 

Expressionslevel abgeschätzt. Dazu wurden die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine 

(s. 3.4.2) aus den SDS-haltigen Polyacrylamidgelen elektrophoretisch auf Nitrocellulose-

membranen transferiert. Anschließend wurden die ToxR-Proteine mittels eines polyklona-

len Antikörpers, der an die MalE-Domäne der chimären Proteine bindet, detektiert. Der 

Nachweis erfolgte über einen mit Alkalischer Phosphatase gekoppelten sekundären Anti-

körper und die Farbreaktion mit 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) und Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid (NBT). 
 

Das Western-Blotting erfolgte im Semidry-Verfahren. Fünf Lagen mit Laemmli-Puffer 

(s. 3.4.2) incl. 20 % (v/v) Methanol getränktem Whatman-Filterpapier (Sartorius) wurden 

auf die Graphitanode einer Blot-Apparatur gelegt, gefolgt von der Nitrocellulosemembran 

(GE Healthcare, ehemals Amersham Biosciences), dem Polyacrylamidgel und fünf weite-

ren Lagen getränkten Filterpapiers. Der Transfer erfolgte bei ca. 1 mA/cm2 über 1,5 h. 

Durch 1 min Schwenken in PonceauS-Lösung wurden die Proteinbanden auf der Membran 

sichtbar gemacht. Die Banden des Protein-Markers wurden markiert und die Membran 

durch 2 x 5 min Schwenken in A. dest. entfärbt.  

Die Membran wurde üN bei 4 °C in TBS incl. 3 % (w/v) BSA blockiert. Nach kurzem 

Waschen in TBS wurde die Membran 1 h mit Anti-MalE Antiserum (New England 

Biolabs) in TBS incl. 3 % (w/v) BSA (1:7.500) inkubiert, um die chimären ToxR-Proteine 

spezifisch zu markieren. Nach 3 x 5 min Waschen in TBST wurde die Membran mit dem 

sekundären Antikörper Anti-Rabbit-IgG-AP-Konjugat (Promega) in TBS incl. 3 % (w/v) 

BSA (1:7.500) inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in TBST wurde die Membran 

in Entwicklerlösung inkubiert. Sobald die Proteinbanden durch Ablagerung des blauen 

Farbstoffs, der bei der durch Alkalische Phosphatase katalysierten Dephosphorylierung von 

BCIP und folgender Oxidation durch NBT entsteht, sichtbar wurden, wurde die Farb-

reaktion mit A. dest. gestoppt und die Membran getrocknet. Zur Dokumentation wurde der 

Western-Blot eingescannt. 
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PonceauS-Lösung:    TBS (pH 7,4):  TBST (pH 7,4): 

0,3 % (w/v) PonceauS  20 mM Tris-HCl  TBS incl. 0,5 % (v/v) 

3 % (v/v) Trichloressigsäure  150 mM NaCl   Tween 20 
 

Entwicklerlösung:   AP-Puffer (pH 9,5):  NBT-Lösung:  

20 ml AP-Puffer   100 mM Tris-HCl  5 % (w/v) NBT in 

120 μl NBT-Lösung   100 mM NaCl   70 % (v/v) Dimethyl- 

60 μl BCIP-Lösung   5 mM MgCl2   formamid 
 

BCIP-Lösung: 5 % (w/v) BCIP in Dimethylformamid 

 

3.5 Methoden zur Selektion und Analyse affiner TMDn 

3.5.1 Positivselektion mittels ToxR/POSSYCCAT 

Die Selektion affiner TMDn erfolgte mittels des ToxR/POSSYCCAT-Systems, das in der 

Einleitung näher erläutert wurde (s. 1.3).  

 

3.5.1.1 Bestimmung der Überlebensraten verschieden affiner TMDn 

Die Überlebensfähigkeiten einzelner ToxR-Konstrukte oder einer Plasmidbank in Chr3 

oder EL61 wurden folgendermaßen bestimmt: 

Zur Bestimmung der Überlebensraten in Chr3 wurden mit individuellen ToxR-Konstrukten 

oder der Bank-DNA transformierte Chr3-Stammkulturen üN kultiviert. Die üN-Kulturen 

wurden 1:100 in LB-Medium inokuliert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 250 rpm 

bis zu einer OD600 von ~0,5. Anschließend wurden die Kulturen in geeigneten Verdünnun-

gen auf LB-Platten, die 0 bis 120 μg/ml Cm, 2 % (w/v) D-Glucose und 0,5 % (w/v) 

L-Arabinose enthielten, ausplattiert. Nach ca. 20 h Inkubation bei 37 °C wurden die über-

lebenden Kolonien gezählt und die Anzahlen überlebender Zellen durch Extrapolation 

ermittelt. 

Zur Bestimmung der Überlebensraten in EL61 wurden mit individuellen ToxR-Konstruk-

ten oder der Bank-DNA transformierte EL61-Stammkulturen üN kultiviert. Die üN-

Kulturen wurden in geeigneten Verdünnungen auf LB-Platten, die 0 bis 30 μg/ml Cm und 

0,0025 % (w/v) L-Arabinose enthielten, ausplattiert. Nach ca. 20 h Inkubation bei 37 °C 

wurden die überlebenden Kolonien gezählt und die Anzahlen überlebender Zellen durch 

Extrapolation ermittelt. 
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3.5.1.2. Selektion affiner TMDn aus kombinatorischen Banken 

Zur Selektion affiner TMDn aus der Plasmidbank SU1 wurden elektrokompetente Chr3-

Zellen bzw. hochkompetente EL61-Zellen (Transformationseffizienzen von ~1 x 108 bzw. 

~5 x 106 koloniebildenden Einheiten/μg DNA) mit der Bank-DNA durch Elektroporation 

bzw. Hitzeschocktransformation transformiert (s. 3.2.1 und 3.2.2). Mit den Transforma-

tionsansätzen wurden anschließend selektive Medien beimpft. Zum einen wurden die 

Zellen in LB-Medium, das 0 bis 2 % (w/v) D-Glucose und 0 bis 1 % (w/v) L-Arabinose 

(für Chr3-Zellen) bzw. 0 bis 0,0025 % (w/v) L-Arabinose (für EL61-Zellen) und 240 bis 

840 μg/ml Cm enthielt, inokuliert. Zum anderen wurden sie auf LB-Platten, die 0 bis 

2 % (w/v) D-Glucose und 0 bis 1 % (w/v) L-Arabinose (für Chr3-Zellen) bzw. 0 bis 

0,0025 % (w/v) L-Arabinose (für EL61-Zellen) und 180 bis 360 μg/ml Cm enthielten, aus-

plattiert. Nach üN-Kultivierung und vorheriger Vereinzelung überlebender Zellen aus 

Flüssigkulturen wurden die Plasmide aus den Überlebenden isoliert (s. 3.3.1) und ihre 

randomisierten Bereiche sequenziert (s. 3.3.8). 

Zur Selektion affiner TMDn aus der Plasmidbank JP1 wurden mit der Bank-DNA trans-

formierte hochkompetente EL61-Zellen (s. 3.2.1 und 3.2.2) auf LB-Platten, die 180 bis 

420 μg/ml Cm und keine Arabinose enthielten, ausplattiert und üN kultiviert. Die TMD-

codierenden Bereiche der aus den überlebenden Kolonien isolierten Plasmide wurden 

anschließend sequenziert (s. 3.3.1 und 3.3.8). 

 

3.5.2 Analyse affiner TMDn 

In ToxR-Assays wurden die relativen TMD-TMD-Affinitäten der chimären ToxR-Proteine 

anhand des Ausmaßes der Transkriptionsaktivierung ermittelt. Zur Kontrolle der korrekten 

Membranintegration sowie der Expressionslevel der ToxR-Proteine wurden PD28-Wachs-

tumsassays sowie Western-Blot-Analysen durchgeführt. Die zugrunde liegenden Theorien 

sind in der Einleitung erläutert (s. 1.3). 

 

3.5.2.1 ToxR-Assay zur Bestimmung der relativen TMD-TMD-Affinitäten 

Chemisch kompetente FHK12-Zellen wurden mit den entsprechenden ToxR-Konstrukten 

transformiert. Der Transformationsansatz wurde 1:100 in LB-Medium incl. 2 % (w/v) Mal-

tose und 0,4 mM IPTG (für pToxR) oder 0,0025 bis 0,005 % (w/v) L-Arabinose und 

0,4 mM IPTG (für pToxRIV) inokuliert (vier parallele Kulturen pro Probe). Die Kulti-
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vierung erfolgte in 24-Well-Zellkulturplatten (FalconTM, BD Biosciences) bei 37 °C und 

200 rpm über einen Zeitraum von ca. 20 h.  

Anschließend wurden die spezifischen β-Gal-Aktivitäten der die ToxR-Proteine exprimie-

renden FHK12-Kulturen bestimmt. Dazu wurden je 5 μl Kulturvolumen in je ein Well 

einer Mikrotiterplatte (96-Well Mikrotestplatte, Sarstedt) überführt, je 100 μl chloroform-

gesättigter Z-Puffer zugegeben und die Zellkonzentrationen durch Messung der Optischen 

Dichte der Zellsuspensionen (A650) im ELISA-Reader (Thermomax microplate reader, 

Molecular Devices) bestimmt. Zur Zelllyse wurden je 50 μl Z-Puffer incl. 1,6 % (w/v) SDS 

zugegeben, gut durchmischt und 10 min bei 28 °C inkubiert. Die enzymkatalysierte Farb-

reaktion wurde durch Zugabe von je 50 μl Z-Puffer incl. 0,4 % (w/v) ONPG gestartet und 

die Enzymkinetik bei 28 °C durch Messung der Absorption bei 405 nm (A405) über 20 min 

in Intervallen von 30 s ermittelt. An die Kinetik (bis zu A405 = 1) wurde eine lineare 

Funktion angepasst, die der maximalen Steigung der Reaktionskurve (Vmax) entspricht. Die 

β-Gal-Aktivität (in Miller Units, MU) wurde nach folgender Formel berechnet:  
 

β-Gal-Aktivität [MU] = 1000 x Vmax/A650 = 1000 x (ΔA405/min)/A650 [94] 

 

Die Daten wurden mit Hilfe der Software Softmax Pro 3.0 von Molecular Devices aus-

gewertet. Im Allgemeinen wurden zwölf bis 16 Datenpunkte aus drei bis vier unab-

hängigen ToxR-Assays gemittelt und die Standardabweichung berechnet. 

 

Z-Puffer (pH 7):   chloroformgesättigter Z-Puffer: 

 60 mM Na2HPO4   Z-Puffer mit 10 % (v/v) Chloroform und  

 40 mM NaH2PO4   1 % (v/v) β-Mercaptoethanol versetzen, gut 

 10 mM KCl    mischen, 1 min bei 800 rpm (ZF) zentrifugie- 

 1 mM MgSO4    ren, Überstand verwenden 

 

3.5.2.2 PD28-Wachstumsassay zur Kontrolle der Membranintegration 

In PD28-Wachstumsassays wurde die korrekte Topologie der ToxR-Proteine in der inneren 

Bakterienmembran überprüft und die relativen Integrationseffizienzen der Konstrukte an-

hand ihrer Fähigkeit, die MalE-Defizienz von PD28-Zellen zu komplementieren, abge-

schätzt. Die zugrunde liegende Theorie ist in der Einleitung erläutert (s. 1.3). 
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3.5.2.2.1 PD28-Standardtest 

Im PD28-Standardtest zur Kontrolle der Membranintegration individueller ToxR-

Konstrukte wurden mit den entsprechenden Plasmiden transformierte PD28-Zellen üN 

kultiviert, 2 ml Kultur zweimal mit 1 ml PBS gewaschen (Zentrifugationsschritte: 10 min 

bei 4 °C und 3.500 rpm, TZ), anschließend in 1 ml PBS resuspendiert und 1:200 in M9-

Minimalmedium incl. 0,4 % (w/v) Maltose inokuliert (zwei bis drei parallele Kulturen pro 

Probe). Die Kultivierung (in Kulturröhrchen in Volumina von 5 ml) erfolgte bei 37 °C auf 

dem Roller. Nach verschiedenen Wachstumsperioden wurden je 200 μl Kultur in eine 

Mikrotiterplatte  (96-Well Mikrotestplatte, Sarstedt) überführt, die Zelldichten der Kulturen 

(A650) im ELISA-Reader bestimmt und die aus den Mittelwerten der parallelen Ansätze 

berechneten Wachstumskinetiken mit derjenigen eines ToxR-Konstrukts ohne TMD 

(ΔTM) [72] sowie mit derjenigen der TMD AZ2 [95] verglichen. ToxR-Proteine aus der 

Bank SU1 bzw. JP1 wurden für membranintegriert erachtet, wenn der A650-Wert exprimie-

render PD28-Kulturen nach 24 h bzw. 21 h Wachstum stetig mindestens das Dreifache von 

demjenigen von ΔTM in einem parallelen Experiment betrug.  
 

PBS (pH 7,4):  M9-Minimalmedium [94]: 

85 mM Na2HPO4  48 mM Na2HPO4 

  15 mM NaH2PO4  22 mM KH2PO4 

  100 mM NaCl   9 mM NaCl 

      19 mM NH4Cl 

      2 mM MgSO4 

      1 μg/ml Thiamin 

 

3.5.2.2.2 PD28-Schnelltest 

Zur Isolierung membranintegrierter ToxR-Konstrukte aus der kombinatorischen Plasmid-

bank JP1 wurde ein PD28-Schnelltest verwendet. Dazu wurden mit der Bank-DNA trans-

formierte PD28-Zellen auf LB-Platten vereinzelt und gewachsene Kolonien (ohne vor-

heriges zweimaliges Waschen mit PBS) in 24-Well-Zellkulturplatten (FalconTM, BD Bio-

sciences) in M9-Minimalmedium incl. 0,4 % (w/v) Maltose (s. 3.5.2.2.1) inokuliert oder als 

Verdünnungsausstriche auf M9-Minimal-Platten incl. 0,4 % (w/v) Maltose ausgestrichen. 

Die Kultivierung der Flüssigkulturen erfolgte 1 d bei 37 °C und 200 rpm, die Platten wur-

den 2 d bei 37 °C kultiviert. Nach Bestimmung der A650-Werte (Flüssigkulturen) oder 

optischer Abschätzung des Wachstums (Plattenkulturen) im Vergleich zu den Referenz-
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konstrukten ΔTM und AZ2 in einem parallelen Experiment wurden vermutlich membran-

integrierte ToxR-Konstrukte ausgewählt und zur Identifikation tatsächlich membraninte-

grierter Konstrukte dem PD28-Standardtest unterzogen (s. 3.5.2.2.1). 

 

3.5.2.3 Western-Blot-Analyse zur Kontrolle des Expressionslevels 

Zur Abschätzung der Konzentrationen der ~66 kDa ToxR/TMD/MalE-Konstrukte in Ganz-

zelllysaten exprimierender FHK12-Kulturen wurden nach Auftrennung der Proteinfraktio-

nen durch SDS-PAGE Western-Blot-Analysen durchgeführt. Dazu wurden nach 20 h Kul-

tivierung Aliquots aus den für den ToxR-Assay vorbereiteten FHK12-Kulturen (s. 3.5.2.1) 

entnommen und die Zellen durch Zentrifugation (2 min bei 13.000 rpm, TZ) geerntet, wo-

bei gleiche Volumina der vier parallelen Kulturen einer Probe vereint wurden. Anschlie-

ßend wurden Proben für die SDS-PAGE vorbereitet (s. 3.4.2). Nach SDS-PAGE (s. 3.4.2) 

und Western-Blotting (s. 3.4.3) der Polyacrylamidgele wurden die Expressionslevel der 

ToxR-Konstrukte anhand der Bandenintensitäten auf der Membran abgeschätzt. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Verwendung der Promotoren ctx und ompU zur Selektion affiner 

TMDn 

Zur Selektion affiner TMDn aus Banken stehen im Rahmen des ToxR/POSSYCCAT-

Systems zwei E. coli-Reporterstämme zur Verfügung, in denen das chromosomal integrier-

te cat-Gen unter der Kontrolle von ctx (Chr3 [89]) oder ompU (EL61 [92]) steht (s. 1.3). 

Beide Promotoren werden durch ToxR-Di- oder Multimere aktiviert.  

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Selektion hochaffiner TMDn. Zur Optimierung der 

Selektionsstrategie wurde daher zunächst untersucht, ob die ToxR-aktivierten Promotoren 

ctx und ompU geeignet wären, aus einem Pool von Sequenzvarianten mit hoher Treff-

sicherheit hochaffine TMDn herauszufiltern. Die Schwierigkeit besteht darin, dass partiell 

randomisierte Banken oftmals eine Vielzahl von Sequenzen enthalten, die nicht membran-

integriert sind oder zwar integriert sind, jedoch nicht oder nur geringfügig interagieren. 

Eine effiziente Isolierung seltener, hochaffiner TMDn aus einer Mehrzahl nicht- oder 

niederaffiner Sequenzen ist daher nur möglich, wenn das Selektionssystem deutlich 

zwischen nicht-/niederaffinen Sequenzen und hochaffinen TMDn differenziert. Diese 

Differenzierbarkeit wurde für die Selektionsstämme Chr3 und EL61 aus den Überlebens-

raten unterschiedlich affiner ToxR-Konstrukte bei zunehmendem selektivem Druck abge-

schätzt. 

  

4.1.1 Verwendete Referenzkonstrukte 

Die verwendeten Referenzkonstrukte sind in Abb. 7 dargestellt. Als Modell-TMDn wurden 

ein membranständiger Leucinzipper (AZ2), der über ein wiederholtes Heptadenmuster von 

Leu-Resten auf einem Ala-Grundgerüst mit sich selbst interagiert und mittelaffin ist, und 

eine oligo-Ala-Sequenz (A16), die membranintegriert, jedoch kaum affin ist, gewählt [95]. 

Als weitere Referenz diente ein ToxR-Konstrukt, dessen TMD deletiert worden war (ΔTM) 

[72]. ΔTM ist nicht membranintegriert, sondern liegt als Monomer im Cytoplasma expri-

mierender Zellen vor und induziert daher höchstens basale Expression. In einem parallelen 

Experiment wurde der Anteil Überlebender aus einer kombinatorischen Plasmidbank 

(Bank AR [91]) ermittelt. In dieser Bank wurden alle zehn Positionen eines wiederholten 
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Heptadenmusters mit den 20 natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert, während 

die restlichen Positionen mit Ala besetzt sind (Abb. 7). Die durchschnittliche Affinität der 

Bank AR ist sehr gering – die induzierte β-Gal-Aktivität entspricht ungefähr derjenigen 

von ΔTM –, da schätzungsweise 95 % der ToxR-Proteine dieser Bank nicht membran-

integriert sind [92]. Dies ist vermutlich auf das häufige Auftreten geladener Aminosäuren 

und Stopp-Codons an den randomisierten Positionen und auf Klonierungsartefakte 

zurückzuführen [92]. Hochaffine TMDn dürften daher nur einen sehr geringen Anteil die-

ser Bank ausmachen [91]. 

 

 

 

        ga..de.ga..de.ga 

AZ2 LLAALLALLAALLALL  

A16 AAAAAAAAAAAAAAAA 

                   ΔTM  ---------------- 

           Bank AR XXAAXXAXXAAXXAAX 

 

Abb. 7: Überblick über die verwendeten Referenzkonstrukte. Links: Helix-Rad-Diagramm eines 
Leucinzipper-Dimers, das zeigt, dass Reste an den Positionen a und d des Heptadenmusters den Kern der 
Helix-Helix-Kontaktfläche bilden, während Reste an den Positionen e und g an ihrer Peripherie liegen. 
Rechts: Aminosäuresequenzen der TMD-Regionen der ToxR-Konstrukte (vgl. Erläuterungen im Text). In 
der Bank AR wurden alle zehn Positionen der potentiellen Helix-Helix-Kontaktfläche (mit X bezeichnet) mit 
den 20 natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert, während die b, c und f Positionen mit invarian-
tem Ala besetzt sind. Über den Sequenzen ist das wiederholte Heptadenmuster angegeben. Striche symboli-
sieren die Deletion der TMD. Abbildung verändert nach [92]. 
 

 

 

4.1.2 Abhängigkeit der Überlebensraten von der TMD-TMD-Affinität 

Um die Abhängigkeit der Überlebensraten von der TMD-TMD-Affinität zu untersuchen, 

wurden die Überlebensraten der verschieden affinen Referenzkonstrukte (s. 4.1.1) in Chr3 

(ctx::cat) oder EL61 (ompU::cat) bestimmt. Zu diesem Zweck wurden exprimierende 

Chr3- oder EL61-Zellen auf Medien, die steigende Cm-Konzentrationen enthielten, aus-

plattiert und der Anteil überlebender Kolonien ermittelt (s. 3.5.1.1).  
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4.1.2.1 Positive Korrelation zwischen TMD-TMD-Affinität und Überlebensfähigkeit in 

Chr3 (ctx) 

Der prozentuale Anteil überlebender Chr3-Zellen bei Variation des Selektionsdrucks und 

Expression verschieden affiner ToxR-Proteine ist in Abb. 8 dargestellt. Erwartungsgemäß 

nimmt die Anzahl überlebender Zellen mit zunehmender Cm-Konzentration ab. 

  

 

 

 

Abb. 8: Positivselektion verschiedener ToxR-Proteine durch Aktivierung des ctx-Promotors. Erhöhte 
Selbstaffinität der ToxR-Proteine äußert sich in zunehmender Stärke der Transkriptionsaktivierung des cat-
Gens vom ctx-Promotor und korreliert daher mit einer steigenden Überlebensrate transformierter Chr3-Zellen 
auf Cm-haltigen Medien. Die Überlebensfähigkeit der Zellen spiegelt sich in der nach 20 h Wachstum vor-
handenen Anzahl an Kolonien auf LB-Platten, die die angegebenen Cm-Konzentrationen enthalten, wider. 
Ein exemplarisches Experiment ist gezeigt (Chr3-Zellen der Plattenkulturen mit 2 % (w/v) D-Glucose und 
0,5 % (w/v) L-Arabinose induziert, Vorkulturen ohne Induktion; Mittelwerte ± SD, n = 2-4 Datenpunkte), 
Fehlerbalken, die kleiner als die entsprechenden Symbole sind, sind nicht gezeigt. 
 

 

Es zeigt sich, dass steigende Affinitäten (ΔTM < A16 < AZ2) sich in zunehmender Cm-

Resistenz äußern. Während bei 120 μg/ml Cm noch ~10 % der mittelaffinen TMD AZ2 

überlebt, überlebt die niederaffine TMD A16 nur noch zu ~0,01 %; die Wahrscheinlichkeit, 

dass ΔTM diese Cm-Konzentration überlebt, ist gleich Null. Geringe Cm-Konzentrationen 

(bis zu 30 μg/ml) überlebt ΔTM trotz fehlender TMD und Affinität in gleichem Maße wie 

die affinen ToxR-Konstrukte, und zwar in seiner Gesamtheit. Erst ab 60 μg/ml Cm tritt 

eine Differenzierung der Überlebenskurven der verschieden affinen Konstrukte auf.  

Bei Cm-Konzentrationen von bis zu 60 μg/ml ähnelt die Überlebenskurve der Bank AR 

derjenigen von ΔTM. Dies bestätigt, dass die durchschnittliche Affinität der Bank sehr 
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gering ist; die Gründe dafür wurden bereits diskutiert (s. 4.1.1). Im Gegensatz zu ΔTM 

überlebt die Bank AR Cm-Konzentrationen von 90 bis 120 μg/ml, jedoch mit verhältnis-

mäßig geringer Wahrscheinlichkeit (Abb. 8). Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass 

die Bank zwar affine TMDn enthält, jedoch nur einen sehr geringen Anteil [91].  

Bei 120 μg/ml Cm ist die Überlebenswahrscheinlichkeit der mittelaffinen TMD AZ2 in 

etwa um den Faktor 1.000 höher als diejenige der niederaffinen TMD A16. Bestünde eine 

kombinatorische Bank aus gleichen Anteilen affiner und niederaffiner TMDn, bedeutete 

dies, dass unter den gegebenen Bedingungen die Wahrscheinlichkeit, eine mindestens 

mittelaffine TMD (wie AZ2) aus Chr3 zu isolieren, ca. 1.000-mal so hoch wäre wie die 

Wahrscheinlichkeit, eine nichtaffine TMD (wie A16), also eine falschpositive Sequenz, zu 

selektieren. Da affine TMDn in Zufallsbanken aufgrund des hohen Anteils nichtintegrierter 

oder inkorrekter Sequenzen jedoch im Allgemeinen eine Minderheit darstellen, ist die 

Wahrscheinlichkeit, mit diesem System unter den gegebenen Bedingungen eine falsch-

positive Sequenz zu selektieren, vermutlich weitaus höher. 

Nichtsdestotrotz scheint das auf ctx basierende System zur Selektion affiner TMDn 

geeignet zu sein, da höhere Affinitäten mit steigenden Überlebensraten korrelieren. 

 

4.1.2.2 Positive Korrelation zwischen TMD-TMD-Affinität und Überlebensfähigkeit in 

EL61 (ompU) 

Der prozentuale Anteil überlebender EL61-Zellen bei Variation des Selektionsdrucks und 

Expression verschieden affiner ToxR-Proteine ist in Abb. 9 dargestellt. Auch bei Positiv-

selektion mittels des auf ompU basierenden Systems korrelieren steigende Affinitäten mit 

zunehmender Cm-Resistenz, in der Reihenfolge ΔTM < A16 < AZ2. Eine deutliche Diffe-

renzierung der Überlebenskurven der verschieden affinen ToxR-Konstrukte tritt bereits bei 

sehr geringen Cm-Konzentrationen auf: Bei 10 μg/ml Cm überleben <0,1 % der ΔTM-

exprimierenden Zellen, bei 30 μg/ml Cm sind es nur noch ~0,001 %; die mittelaffine TMD 

AZ2 hingegen verleiht bei 10 bzw. 30 μg/ml Cm ~95 % bzw. ~30 % der exprimierenden 

Zellen die Fähigkeit zu überleben. Wie in Chr3 (s. Abb. 8) liegt die Überlebenskurve der 

Bank AR in EL61 zwischen derjenigen von ΔTM und derjenigen von A16 (Abb. 9). In 

EL61 ist die Überlebensrate der nichtaffinen TMD A16 gegenüber derjenigen von AZ2 bei 

den verwendeten selektiven Drücken nur um 20 bis 50 % reduziert. Wie in Abb. 9 gezeigt, 

besteht jedoch ein großer Unterschied zwischen den Überlebensraten von ΔTM und AZ2 

oder A16 (Faktor 1.000 bis 10.000). Da der Großteil der Sequenzvarianten partiell 
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randomisierter Banken (z.B. Bank AR, s. 4.1.1) wahrscheinlich nicht membranintegriert ist 

und die effiziente Selektion affiner TMDn daher vermutlich größtenteils auf guter Diffe-

renzierbarkeit zwischen nichtintegrierten Sequenzen und TMDn beruht, scheint das auf 

ompU basierende Selektionssystem zur Isolierung hochaffiner TMDn sehr gut geeignet zu 

sein. 

   

 

 

                               

Abb. 9: Positivselektion verschiedener ToxR-Proteine durch Aktivierung des ompU-Promotors. Erhöhte 
Selbstaffinität der ToxR-Proteine äußert sich in zunehmender Stärke der Transkriptionsaktivierung des cat-
Gens vom ompU-Promotor und korreliert daher mit einer steigenden Überlebensrate transformierter EL61-
Zellen auf Cm-haltigen Medien. Die Überlebensfähigkeit der Zellen spiegelt sich in der nach 20 h Wachstum 
vorhandenen Anzahl an Kolonien auf LB-Platten, die die angegebenen Cm-Konzentrationen enthalten, wider. 
Die Mittelwerte aus drei Experimenten sind gezeigt (EL61-Zellen der Plattenkulturen mit 0,0025 % (w/v) 
L-Arabinose induziert, Vorkulturen ohne Induktion; Mittelwerte ± SD, n = 6 Datenpunkte), Fehlerbalken, die 
kleiner als die entsprechenden Symbole sind, sind nicht gezeigt. 
 

 

 

4.2 Selektion affiner TMDn aus den partiell randomisierten Plasmid-

banken SU1 und JP1 

Grundlegendes Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation von TMD-TMD-Interaktions-

motiven mittels genetischer Selektion affiner TMDn aus großen Banken partiell randomi-

sierter Sequenzen. Zu diesem Zweck wurden kombinatorische Plasmidbanken konstruiert, 

in denen eine Oberfläche einer TMD-Helix mit Codons randomisiert wurde, welche in 

vorherigen, ähnlichen Studien noch nicht verwendet worden waren (s. 1.4). Die generierten 
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Banken SU1 und JP1 enthalten 2 bis 3 x 107 Sequenzvarianten (s. 3.3.9). Nach 

Überprüfung der Leistungsfähigkeit der etablierten Selektionssysteme (s. 4.1) wurden nun 

mittels ToxR/POSSYCCAT Sequenzen aus den Banken isoliert, welche in die innere 

Bakterienmembran insertieren und dort mit sich selbst interagieren können. Alle die Bank 

JP1 betreffenden experimentellen Arbeiten wurden von Johanna C. Panitz im Rahmen ihrer 

Masterarbeit unter meiner Anleitung durchgeführt. 

 

4.2.1 Affine TMDn aus der Bank SU1 

In der Bank SU1 wurden acht der zehn a, d, e und g Positionen eines wiederholten 

Heptadenmusters mit vorwiegend hydrophoben Aminosäuren randomisiert, welche über-

dies die häufigsten Aminosäuren in TMDn darstellen; an den terminalen g Positionen 

befinden sich Leu-Reste, die Positionen außerhalb der Helix-Helix-Kontaktfläche sind mit 

Ala besetzt (Abb. 10). 

 

 

                                                          2       5 6   8 9    12  13     16 
nras LXAAXXAXXAAXXALX gili 

 

X = A, C, F, G, I, L, M, R, S, T, V, W 

 

Abb. 10: Design der Bank SU1. Acht Positionen (mit X bezeichnet) der potentiellen Helix-Helix-
Kontaktfläche eines wiederholten Heptadenmusters wurden mit dem unter der Sequenz angegebenen Satz 
von zwölf Aminosäuren randomisiert. Die Positionen 1 und 15 sind mit Leu besetzt, alle außerhalb der Helix-
Helix-Kontaktfläche liegenden Positionen sind mit Ala besetzt. Kleinbuchstaben bezeichnen flankierende 
Sequenzen der ToxR-Chimäre. Die Nummern der randomisierten Positionen sind über der Sequenz ange-
geben.  
 

 

PD28-Wachstumsassays zeigten, dass nur fünf von 43 zufällig aus der Rohbank ausge-

wählten Plasmiden für membranintegrierte ToxR-Proteine codierten. Daher liegt der pro-

zentuale Anteil membranintegrierter Sequenzen in dieser Bank bei ~10 %. Die Qualität der 

Rohbank wurde durch Sequenzierung der randomisierten Bereiche dieser 43 zufällig aus-

gewählten Plasmide beurteilt. Diese ergab, dass 22 Sequenzen korrekt waren, während die 

übrigen Sequenzen meist kleine Deletionen enthielten, die Leserahmenverschiebungen in 

den putativen TMD-Regionen zur Folge hatten und somit zu vorzeitigem Translationsstopp 

führten. Nach Überexpression der ToxR-Proteine in E. coli TOP10 (s. 3.4.1) und Auf-

trennung der Ganzzelllysate mittels SDS-PAGE (s. 3.4.2) konnten verkürzte Varianten von 
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vollständigen ToxR-Proteinen im Coomassie-gefärbten Gel durch die geringere Größe der 

am intensivsten angefärbten Bande (entspricht dem überexprimierten ToxR-Konstrukt) 

unterschieden werden. Die Sequenzierung der 22 korrekten Plasmide deutete an, dass Trp, 

Arg, Met und Gly in der Rohbank überrepräsentiert sind, während die Häufigkeiten von 

Phe, Leu, Cys und Ile an den randomisierten Positionen geringer als theoretisch erwartet 

sind (s. Anhang, Tab. I). Vermutlich ist daher der geringe Anteil membranintegrierter 

Sequenzen hauptsächlich auf das unerwartet häufige Auftreten des ionisierbaren Restes 

Arg in den putativen TMD-Sequenzen sowie auf fehlerhafte Sequenzen zurückzuführen. 

Demnach beinhaltet die Bank SU1 ca. 2 x 106 Sequenzen, die für membranintegrierte, 

vollständige ToxR-Proteine codieren. 

 

Zur Isolierung affiner TMDn aus SU1 wurden Chr3- oder EL61-Zellen mit der Bank 

transformiert und auf festen oder in flüssigen Medien, die Cm enthielten, selektivem Druck 

ausgesetzt (s. 3.5.1.2). Insgesamt wurden 119 verschiedene Plasmide aus überlebenden 

Zellen isoliert. Um Konstrukte zu identifizieren, die in richtiger Orientierung in die innere 

Bakterienmembran integriert sind, wurden die Plasmide einzeln in den MalE-defizienten 

E. coli-Stamm PD28 transformiert (s. 3.5.2.2.1). Nur Zellen, die korrekt insertierte ToxR-

Proteine (mit periplasmatisch vorliegender MalE-Domäne) exprimieren, können in Medien 

mit Maltose als alleiniger Kohlenstoffquelle wachsen (s. 1.3). Insgesamt konnten 102 Plas-

mide die MalE-Defizienz von PD28-Zellen komplementieren. Nur diese wurden detailliert 

analysiert. 

 

Zur Quantifizierung der TMD-TMD-Affinitäten der plasmidcodierten ToxR-Proteine 

wurde die Transkriptionsaktivierung in exprimierenden E. coli FHK12-Zellen, welche eine 

ctx::lacZ-Fusion im Chromosom enthalten, bestimmt (s. 3.5.2.1). Die in ToxR-Assays er-

mittelte β-Gal-Aktivität spiegelt folglich die Selbstaffinität der jeweiligen TMD wider. Die 

aus SU1 selektierten TMDn induzieren ca. 0,5- bis 4-mal so hohe β-Gal-Aktivitäten wie 

die mittelaffine Referenz-TMD AZ2 (s. 4.1.1) (Tab. 1). 
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Tab. 1: Aus der Bank SU1 selektierte TMD-Sequenzen und ihre relativen β-Gal-Aktivitäten 

 

 – Nieder- und mittelaffine TMDn1 – ––––––––––––––––––––––– Hochaffine TMDn2 ––––––––––––––––––––––– 
TMD Sequenz Signal TMD Sequenz Signal TMD Sequenz Signal 

S1 .T..WS.CG..LG..A 0,5 S43 .L..GI.VG..GT..V 1,6 S85 .A..FW.GF..GA..T 2,9 
S2 .G..GA.MW..GG..V 0,5 S44 .V..CA.CG..GW..T 1,6 S86 .V..CM.AS..VS..M 3,0 
S3 .C..WL.AI..TW..M 0,6 S45 .C..WC.CG..FM..G 1,6 S87 .I..FV.GV..GV..G 3,0 
S4 .A..AG.SV..CL..S 0,7 S46 .C..CG.VT..WF..A 1,7 S88 .V..FV.GV..GM..T 3,0 
S5 .I..AC.TG..CA..A 0,7 S47 .C..FC.GW..GS..M 1,7 S89 .M..CV.MS..VS..T 3,1 
S6 .L..AT.SC..AV..I 0,7 S48 .I..AA.GG..FG..I 1,7 S90 .I..FC.GF..GT..F 3,1 
S7 .C..WF.IS..TM..T 0,8 S49 .G..CF.GW..GM..S 1,8 S91 .G..FG.VF..GV..G 3,1 
S8 .S..SW.SG..AV..I 0,8 S50 .C..CS.VG..WM..C 1,8 S92 .V..FA.GL..GF..C 3,1 
S9 .A..AT.VW..LA..A 0,8 S51 .V..FS.MF..AG..T 1,8 S93 .I..FF.GM..GV..G 3,1 

S10 .V..SA.LG..VG..T 0,8 S52 .M..TW.SG..WG..V 1,8 S94 .C..FS.GF..GM..M 3,2 
S11 .G..CG.CL..MC..S 0,8 S53 .S..WF.FG..TF..A 1,8 S95 .G..FL.GA..GA..F 3,3 
S12 .G..LS.VV..TG..V 0,8 S54 .I..CM.GA..GA..S 1,9 S96 .W..VV.VS..TS..T 3,3 
S13 .G..VG.GM..MI..V 0,9 S55 .I..FC.GA..AG..W 1,9 S97 .W..MG.WS..IS..T 3,4 
S14 .M..GA.GA..MW..V 0,9 S56 .I..GI.CG..IS..I 1,9 S98 .I..CF.VG..GG..S 3,4 
S15 .G..TV.VA..TG..V 0,9 S57 .V..VS.TA..IF..T 2,0 S99 .V..WW.AT..SS..C 3,4 
S16 .C..TA.GC..AI..V 1,0 S58 .W..AA.MF..GF..R 2,0 S100 .V..WW.ST..TS..V 3,5 
S17 .C..GW.CG..IC..M 1,0 S59 .W..GF.CG..WS..S 2,0 S101 .I..CI.VS..TS..T 3,7 
S18 .L..GG.TA..CI..C 1,0 S60 .V..LA.VF..GV..G 2,1 S102 .V..WW.AT..TS..C 3,8 
S19 .F..TM.AS..VC..G 1,0 S61 .A..FV.GC..GG..F 2,1    
S20 .F..TT.LS..VG..T 1,1 S62 .F..SL.GC..GC..T 2,1    
S21 .T..AF.VW..LG..S 1,1 S63 .A..CF.GG..CG..F 2,1    
S22 .V..AF.TG..MC..W 1,1 S64 .S..AS.VG..FG..M 2,2    
S23 .W..LC.GL..SG..C 1,1 S65 .I..CI.VG..GG..S 2,2    
S24 .V..FV.SF..GG..S 1,1 S66 .F..GI.CG..MG..T 2,2    
S25 .G..AC.MW..TM..T 1,2 S67 .A..AF.LG..IT..W 2,3    
S26 .I..AA.WS..WG..M 1,2 S68 .F..GC.CG..MC..A 2,3    
S27 .T..IC.TA..WT..I 1,2 S69 .L..WA.GT..GG..I 2,3    
S28 .C..CI.CS..WW..G 1,2 S70 .L..MG.WA..WG..G 2,4    
S29 .T..VS.VV..IS..S 1,2 S71 .G..FL.GC..GC..A 2,4    
S30 .G..MM.CF..GV..G 1,2 S72 .M..IW.SG..WG..V 2,4    
S31 .F..VG.WL..SA..V 1,3 S73 .A..AI.GL..GI..G 2,5    
S32 .M..WA.MG..TG..I 1,3 S74 .V..FF.GI..SC..T 2,5    
S33 .W..SA.TG..VG..V 1,3 S75 .V..FI.GM..GG..V 2,5    
S34 .W..SI.CS..MG..T 1,4 S76 .W..FA.GW..GI..A 2,6    
S35 .C..CC.SG..MG..L 1,4 S77 .A..FV.GV..GC..I 2,6    
S36 .S..SW.AS..IG..V 1,5 S78 .V..FS.GF..AS..F 2,7    
S37 .V..SW.VS..VW..V 1,5 S79 .A..FM.GF..GS..W 2,7    
S38 .V..VS.WA..WG..G 1,5 S80 .G..FA.GL..GM..A 2,7    
S39 .V..AC.GW..SS..F 1,5 S81 .F..GT.FG..TV..L 2,7    
S40 .W..LS.VS..FG..A 1,5 S82 .C..VA.LS..VG..T 2,7    
S41 .F..ST.IS..TS..I 1,5 S83 .A..FI.GC..GF..S 2,7    
S42 .M..WT.WS..TG..V 1,5 S84 .T..IV.SF..GM..G 2,9    

 
 
1nieder-/mittelaffine TMDn (S1 bis S42) induzieren 0,5- bis 1,5-fache relative β-Gal-Aktivitäten (Signale) 
wie AZ2 (FHK12-Zellen mit 0,005 % (w/v) L-Arabinose induziert; Mittelwerte, n = 8-24 Datenpunkte) 
 
2hochaffine TMDn (S43 bis S102) induzieren mehr als 1,5-fache relative β-Gal-Aktivitäten wie AZ2 
(FHK12-Zellen mit 0,005 % (w/v) L-Arabinose induziert; Mittelwerte, n = 8-24 Datenpunkte) 
 

Glycine, die in GxxxG-Motive eingebettet sind (einschließlich der GxxxG-Motive, die durch Einbeziehung 
des invarianten Gly-Restes der flankierenden Vektorsequenz zustande kommen, s. Abb. 10) sind grau unter-
legt, Phe-Reste in weiß auf schwarzem Hintergrund gezeigt und invariante Reste als Punkte dargestellt. Alle 
Sequenzen wurden auf Membranintegration überprüft. 
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4.2.2 Affine TMDn aus der Bank JP1 

In der Bank JP1 wurden acht der zehn a, d, e und g Positionen eines wiederholten 

Heptadenmusters mit allen 20 natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert, die 

restlichen Positionen sind mit Leu besetzt (Abb. 11). 

 

 

                                                        2       5 6   8 9    12  13     16 
nras LXLLXXLXXLLXXLLX gili 

 

X = A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, Y, Stopp 

 

Abb. 11: Design der Bank JP1. Acht Positionen (mit X bezeichnet) der potentiellen Helix-Helix-
Kontaktfläche eines wiederholten Heptadenmusters wurden mit allen 20 natürlich vorkommenden Amino-
säuren incl. eines Stopp-Codons randomisiert, wie unter der Sequenz angegeben. Alle außerhalb der Helix-
Helix-Kontaktfläche liegenden Positionen sind mit Leu besetzt. Kleinbuchstaben bezeichnen flankierende 
Sequenzen der ToxR-Chimäre. Die Nummern der randomisierten Positionen sind über der Sequenz ange-
geben.  
 

 

Die Qualität der Rohbank wurde durch Sequenzierung der randomisierten Bereiche 44 

zufällig ausgewählter Plasmide beurteilt. Diese ergab, dass 21 Sequenzen korrekt waren. 

Die Sequenzierung dieser 21 Plasmide deutete an, dass Gly, Asp, Lys, Arg, Glu, Trp und 

Met in der Rohbank überrepräsentiert sind, während His, Leu, Phe, Ile, Cys und Tyr an den 

randomisierten Positionen seltener als theoretisch erwartet vorkommen (s. Anhang, 

Tab. II). PD28-Wachstumsassays zeigten, dass nur 22 von 540 zufällig aus der Rohbank 

ausgewählten Plasmiden für membranintegrierte, korrekte ToxR-Proteine codierten. Der 

prozentuale Anteil membranintegrierter Sequenzen liegt in dieser Bank folglich bei ~5 %. 

Dieser geringe Anteil membranintegrierter Sequenzen resultiert vermutlich aus dem un-

erwartet häufigen Auftreten der ionisierbaren Reste Asp, Lys, Arg, und Glu in den putati-

ven TMD-Sequenzen sowie aus fehlerhaften Sequenzen. Die Bank JP1 beinhaltet demnach 

ca. 1,5 x 106 Sequenzen, die für membranintegrierte, vollständige ToxR-Proteine codieren. 

 

Die Selektion affiner TMDn aus JP1 erfolgte auf festen, Cm-haltigen Medien in EL61-

Zellen (s. 3.5.1.2). Insgesamt wurden 52 verschiedene, für membranintegrierte ToxR-

Proteine codierende Plasmide isoliert, deren TMDn eine mindestens so hohe β-Gal-Aktivi-

tät induzieren wie die mittelaffine Referenz-TMD AZ2 (s. 4.1.1). Die β-Gal-Aktivitäten 



4. Ergebnisse 

 

63 

 

der aus JP1 selektierten, mittel- bis hochaffinen TMDn sind ca. 1- bis 4-mal so hoch wie 

diejenige von AZ2 (Tab. 2). 

 

 

 

Tab. 2: TMD-Sequenzen aus der Bank JP1 und ihre relativen β-Gal-Aktivitäten 

 

– Nicht- und niederaffine TMDn1  – –––––––––––––––––– Mittel- und hochaffine TMDn2 –––––––––––––––––– 
TMD Sequenz Signal TMD Sequenz Signal TMD Sequenz Signal 

J1 .G..TL.QR..SV..T 0 J23 .I..GY.LY..VA..A 1,0 J49 .A..QY.VV..ET..L 2,5 
J2 .G..GV.GS..TK..A 0 J24 .T..FH.VL..TW..G 1,2 J50 .G..DR.DM..LG..L 2,5 
J3 .M..EQ.GR..GC..A 0,1 J25 .T..AH.SL..WA..A 1,3 J51 .I..NS.TS..TG..L 2,5 
J4 .R..CA.PH..TT..G 0,1 J26 .I..GW.AY..NA..W 1,3 J52 .R..ER.TI..TG..G 2,5 
J5 .R..TT.GS..MV..N 0,1 J27 .S..GN.YT..TG..I 1,6 J53 .R..VN.TM..VG..L 2,6 
J6 .R..NL.SW..GP..N 0,1 J28 .T..GH.VA..TH..V 1,6 J54 .G..ST.AS..KA..V 2,7 
J7 .D..HS.KG..GA..G 0,1 J29 .V..AH.TY..CW..W 1,6 J55 .C..GH.SS..AG..L 2,8 
J8 .G..TS.RA..GT..V 0,2 J30 .G..GH.IL..IH..V 1,7 J56 .R..TR.EA..GG..I 2,8 
J9 .A..FT.YS..ET..N 0,3 J31 .T..GH.AI..EF..I 1,7 J57 .D..DK.DW..AG..L 2,9 

J10 .G..TR.TG..TA..S 0,3 J32 .A..AG.AG..VG..S 1,8 J58 .L..TH.LV..SG..C 3,0 
J11 .S..PD.VL..LP..L 0,4 J33 .S..GH.SF..WG..T 1,8 J59 .G..TH.SA..IG..T 3,0 
J12 .A..VA.GS..GK..G 0,5 J34 .V..ER.AW..NG..M 2,0 J60 .W..CY.VG..SG..T 3,3 
J13 .C..GV.TV..PD..R 0,6 J35 .W..CH.TG..LG..A 2,1 J61 .K..YF.TG..AG..S 3,3 
J14 .D..AI.RA..SG..V 0,7 J36 .G..AN.GT..TG..L 2,1 J62 .G..SV.SG..GA..M 3,5 
J15 .R..EI.KA..LT..V 0,7 J37 .C..KD.ML..GG..I 2,1 J63 .F..VT.AD..AN..S 3,6 
J16 .G..VT.LA..PC..A 0,7 J38 .F..NH.SG..FG..L 2,1 J64 .G..SH.SS..GG..L 3,6 
J17 .S..II.AS..IG..E 0,7 J39 .V..TN.GC..FG..I 2,1 J65 .R..HT.DG..LG..I 3,6 
J18 .N..VR.FT..AV..F 0,8 J40 .V..LH.AL..CN..T 2,2 J66 .R..DR.YD..LG..I 3,6 
J19 .C..LG.CG..SN..P 0,8 J41 .T..GF.GG..GE..G 2,3 J67 .V..NF.AG..GG..G 3,7 
J20 .R..GR.GL..VI..W 0,8 J42 .V..LR.AL..CY..S 2,3 J68 .G..DR.CY..VG..G 3,7 
J21 .S..DG.CC..GS..G 0,8 J43 .T..LH.CY..IM..I 2,3 J69 .S..IY.GG..CG..L 3,7 
J22 .A..IY.GG..VN..G 0,9 J44 .R..TH.VA..GG..S 2,3 J70 .I..PC.GS..GG..Q 3,8 

   J45 .I..GH.AI..LN..T 2,3 J71 .T..TH.SC..GG..T 3,8 
   J46 .Q..GH.VS..AG..W 2,3 J72 .Y..AT.SL..NC..M 4,0 
   J47 .V..SG.GS..GN..P 2,4 J73 .N..LF.SG..TG..G 4,1 
   J48 .R..ED.EI..AG..A 2,5 J74 .A..SR.EG..HG..L 4,2 

 
 
1nicht-/niederaffine (= zufällig ausgewählte) TMDn (J1 bis J22) induzieren höchstens 0,9-fache relative 
β-Gal-Aktivitäten (Signale) wie AZ2 (FHK12-Zellen mit 0,0025 % (w/v) L-Arabinose induziert; Mittel-
werte, n = 12 Datenpunkte) 
 
2mittel-/hochaffine TMDn (J23 bis J74) induzieren 1,0- bis 4,2-fache relative β-Gal-Aktivitäten (Signale) wie 
AZ2 (FHK12-Zellen mit 0,0025 % (w/v) L-Arabinose induziert; Mittelwerte, n =12-24 Datenpunkte) 
 

Glycine, die in GxxxG-Motive eingebettet sind (einschließlich der GxxxG-Motive, die durch Einbeziehung 
des invarianten Gly-Restes der flankierenden Vektorsequenz zustande kommen, s. Abb. 11) sind grau unter-
legt, His-Reste in weiß auf schwarzem Hintergrund gezeigt, ionisierbare Asp-, Glu-, Lys- und Arg-Reste 
durch Fettdruck hervorgehoben und invariante Reste als Punkte dargestellt. Alle Sequenzen wurden auf 
Membranintegration überprüft. 
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4.3 Anreicherung von Phe in hochaffinen TMDn aus SU1 und seine 

Assoziation mit GxxxG-Motiven 

Zur statistischen Analyse wurden die TMDn der 102 aus SU1 isolierten, membran-

integrierten ToxR-Proteine (s. 4.2.1) je nach den von ihnen in FHK12-Zellen induzierten 

β-Gal-Aktivitäten in eine Gruppe niedriger bis mittlerer Affinität (β-Gal-Aktivität = 0,5-

1,5 x AZ2; 42 Klone) und eine Gruppe hoher Affinität (β-Gal-Aktivität = 1,6-3,8 x AZ2; 

60 Klone) unterteilt (s. Tab. 1). Anschließend wurden beide Gruppen hinsichtlich der 

Aminosäurezusammensetzungen an den randomisierten TMD-Positionen verglichen 

(s. Anhang, Tab. I). Die in Abb. 12 dargestellten, normalisierten Häufigkeiten wurden be-

rechnet, indem die Häufigkeit jedes Aminosäuretyps in den hochaffinen Sequenzen durch 

diejenige in den nieder- bis mittelaffinen Sequenzen dividiert wurde.  

 

 

 

 

Abb. 12: Allgemeine An- oder Abreicherung von Aminosäuren in hochaffinen TMD-Sequenzen aus der 
Bank SU1. Die Werte wurden erhalten, indem die Häufigkeit einer bestimmten Aminosäure an den randomi-
sierten Positionen hochaffiner Sequenzen (n = 60; relative β-Gal-Aktivitäten > 1,5 x AZ2) durch ihre Häufig-
keit in nieder-/mittelaffinen Sequenzen (n = 42; relative β-Gal-Aktivitäten ≤ 1,5 x AZ2) dividiert wurde. Eine 
normalisierte Häufigkeit von 1 bedeutet daher, dass die betreffende Aminosäure in hochaffinen Sequenzen, 
verglichen mit nieder-/mittelaffinen Sequenzen, weder über- noch unterrepräsentiert ist. Die in diesem Dia-
gramm verwendeten Zahlen sind in Tab. I im Anhang zu finden. Arg ist hier nicht aufgeführt, da es in den 
aus SU1 selektierten TMD-Sequenzen insgesamt nur einmal vorkam.  
 

 

Interessanterweise ist Phe in hochaffinen TMDn aus SU1 3,5-fach angereichert. Dies deu-

tet an, dass Phe die Interaktion von TMDn begünstigt. Diese Überrepräsentation von Phe 

ist statistisch hochsignifikant (13 % Phe in hochaffinen vs. 4 % Phe in nieder-/mittelaffinen 
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Sequenzen; p < 0,001).1 Von den in Tab. 1 gezeigten hochaffinen Sequenzen enthalten 

67 % ein oder mehrere Phe-Reste, im Gegensatz zu nur 26 % der nieder-/mittelaffinen 

Sequenzen. Auch Gly tritt geringfügig, und doch signifikant, häufiger in stark interagieren-

den TMDn auf (24 % Gly in hochaffinen vs. 16 % Gly in nieder-/mittelaffinen Sequenzen; 

p < 0,001; statistische Signifikanz von A. Fuchs wie für Phe bestimmt, s. oben). Einige 

andere Aminosäuren (Leu, Ser, Thr und Trp) sind in hochaffinen TMDn scheinbar leicht 

unterrepräsentiert (Abb. 12). Mit Ausnahme der TMD S58, die einen Arg-Rest an ihrem 

C-Terminus enthält (s. Tab. 1), enthalten die selektierten TMD-Sequenzen kein Arg; des-

sen ionisierbare Seitenkette hemmt wahrscheinlich die Membranintegration.  

 

Um festzustellen, ob die überrepräsentierten Phe- und Gly-Reste bevorzugt bestimmte 

Positionen in der TMD einnehmen, wurde die normalisierte Häufigkeit jedes Aminosäure-

typs an jeder randomisierten TMD-Position ermittelt, indem die Häufigkeiten in hoch-

affinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. IV) durch diejenigen in nieder-/mittelaffinen Sequen-

zen (s. Anhang, Tab. III) dividiert wurden. Die so erhaltene positionsspezifische An- oder 

Abreicherung von Aminosäuren ist in Abb. 13 dargestellt. 

Interessanterweise dominiert Phe an Position 5 der hochaffinen TMDn, während Gly eine 

deutliche Präferenz für die Positionen 8 und 12 zeigt. Darüber hinaus enthalten 91 % aller 

hochaffinen Sequenzen, die Phe an Position 5 enthalten, Gly an Position 8. 85 % dieser 

Sequenzen weisen außerdem einen Gly-Rest an Position 12 auf, was das Sequenzmuster 

FxxGxxxG ergibt (s. Tab. 1). Obgleich es überwiegend die Positionen 5 bis 12 umfasst, 

tritt dieses Motiv auch an anderen Positionen in der TMD auf. Insgesamt enthalten ~42 % 

der hochaffinen TMDn dieses Muster, im Gegensatz zu nur einer nieder-/mittelaffinen 

TMD (S30). Vier weitere hochaffine Sequenzen enthalten ähnliche Muster, in denen Ala 

(S55 und S78) oder Ser (S59 und S74) anstelle des zweiten Gly zu finden ist. Zusammen-

gefasst enthält daher etwa die Hälfte aller hochaffinen Isolate aus der Bank SU1 das 

Konsensusmuster FxxGxxx[Sm], wobei [Sm] einen kleinen Rest (Gly, Ala oder Ser) 

bezeichnet. In 15 weiteren hochaffinen Sequenzen sind GxxxG-Motive zu finden. Wenn 

man das invariante Gly der flankierenden Vektorsequenz (s. Abb. 10) einbezieht, sind eini-

ge davon GxxxGxxxG-Motive (sog. Gly-Zipper-Motive [122]). Sieben weitere Sequenzen, 

                                                 
1 Die statistische Signifikanz des bevorzugten Auftretens von Phe in hochaffinen vs. nieder-/mittelaffinen 
Sequenzen wurde von Angelika Fuchs (Lehrstuhl für Genomorientierte Bioinformatik, TU München) gemäß 
einer Binomialverteilung, ausgehend von der Aminosäurezusammensetzung der nieder-/mittelaffinen Se-
quenzen, bestimmt (eine detaillierte Beschreibung der Methode findet sich in [121]). 
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die in der Lage sind, sehr stark mit sich selbst zu interagieren (relative β-Gal-Aktivitäten 

> 3,0 x AZ2) zeichnen sich durch Cluster von drei bis vier Ser- und Thr-Reste aus (S96 bis 

S102). Diese Sequenzen erinnern an Ser/Thr-Cluster-haltige Motive, die zuvor aus einer 

anderen randomisierten TMD-Bank isoliert worden waren [90]. 

 

 

 

 

Abb. 13: Positionsspezifische An- oder Abreicherung von Aminosäuren in hochaffinen TMD-Sequen-
zen aus der Bank SU1. Die Werte wurden erhalten, indem die Häufigkeit jedes Aminosäuretyps an jeder 
randomisierten Position in hochaffinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. IV) durch diejenige in nieder-/mittel-
affinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. III) dividiert wurde. Für Phe an den Positionen 8 und 13 sowie für Thr an 
der Position 9 können keine Werte angegeben werden, da die jeweiligen Reste an diesen Positionen in den 
aus SU1 selektierten, nieder-/mittelaffinen Sequenzen nicht vorkamen. Auch für Arg, das nur in einer 
selektierten TMD-Sequenz vorkam, können keine Werte angegeben werden. Es fällt auf, dass Phe an der 
TMD-Position 5 stark überrepräsentiert ist, während Gly bevorzugt an den TMD-Positionen 8 und 12 auftritt. 
 

 

Des Weiteren wurden die relativen Häufigkeiten von Sequenzen, die GxxxG und/oder Phe 

enthalten, in den nieder-/mittelaffinen und hochaffinen TMDn verglichen. Zu diesem 

Zweck wurden die (GxxxG)n-Motive, verschiedene F/(GxxxG)n-Motive und isolierte Phe-

Reste, die nicht mit den eben genannten Motiven assoziiert sind, gezählt. Die erhaltenen 

Werte wurden auf die gesamte Anzahl der nieder-/mittelaffinen bzw. hochaffinen TMD-

Sequenzen normalisiert. Außerdem wurde untersucht, wie das Auftreten dieser Motive mit 
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der durchschnittlichen TMD-TMD-Affinität korreliert (Abb. 14, relative Affinitäten sind 

durch unterschiedliche Schattierungen wiedergegeben). 

 

 

              

 

Abb. 14: Auftreten von GxxxG- und/oder Phe-haltigen Motiven in TMD-Sequenzen aus SU1 und ihre 
durchschnittlichen β-Gal-Aktivitäten. Die Häufigkeiten von GxxxG-Motiven, isolierten Phe-Resten oder 
Phe-Resten, die mit GxxxG-Motiven assoziiert sind, wurden getrennt für nieder-/mittelaffine (nieder-/mittel-
affin) und hochaffine (hochaffin) Sequenzen aus SU1 untersucht. Normalisiert wurde, indem die Häufigkeit, 
mit der ein bestimmtes Motiv auftritt, durch die gesamte Anzahl der hochaffinen (n = 60) bzw. nieder-/ 
mittelaffinen (n = 42) Sequenzen dividiert wurde. (GxxxG)n-Motive umfassen alle GxxxG-Motive, wohin-
gegen F/(GxxxG)n-Motive nur die GxxxG-Motive umfassen, die mit Phe assoziiert sind, letztere Motive sind 
also eine Teilmenge der ersteren. Gly- oder Phe-Reste wurden nur einmal gezählt und systematisch mit dem 
längsten Motiv, in dem sie auftreten, assoziiert (z.B. ein GxxxGxxxGxxxG-Motiv anstelle zweier GxxxG-
Motive). Der invariante Gly-Rest der flankierenden Vektorsequenz wurde in die Analyse einbezogen 
(s. Abb. 10). Verschiedene Schattierungen geben verschiedene mittlere β-Gal-Aktivitäten relativ zu AZ2 
(= 1,0) wieder (s. Inset). Es fällt auf, dass Fxx(GxxxG)n-Motive in hochaffinen Sequenzen aus SU1 stark 
angereichert sind und die höchsten durchschnittlichen β-Gal-Aktivitäten aufweisen. 
 

 

Aus diesem Vergleich lassen sich folgende wesentliche Schlüsse ziehen: a) GxxxG-Motive 

und Vielfache davon sind in der hochaffinen Gruppe mäßig angereichert und induzieren 

dort eine höhere durchschnittliche β-Gal-Aktivität als in der nieder-/mittelaffinen Gruppe. 

b) FxxGxxxG- und FxxGxxxGxxxG-Motive sind in hochaffinen Sequenzen stark angerei-

chert und induzieren die höchsten mittleren β-Gal-Aktivitäten. c) Isolierte Phe-Reste sind 

in der hochaffinen Gruppe ebenfalls angereichert und korrelieren dort mit einer höheren 
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durchschnittlichen β-Gal-Aktivität als in der nieder-/mittelaffinen Gruppe. Ihre mittlere 

β-Gal-Aktivität liegt jedoch unter derjenigen der Fxx(GxxxG)n-Motive. 

 

 

4.4 Positionsspezifische Anreicherung von His in mittel- bis hochaffinen 

TMDn aus JP1 

Um die 52 aus JP1 isolierten, membranintegrierten ToxR-Proteine, deren TMDn eine min-

destens ebenso hohe β-Gal-Aktivität induzieren wie AZ2 (s. 4.2.2 und Tab. 2), statistisch 

analysieren zu können, wurde dieser Gruppe mittel- bis hochaffiner TMDn eine Ver-

gleichsgruppe, bestehend aus zufällig ausgewählten TMDn, gegenübergestellt. Dazu wur-

den zunächst mittels des PD28-Schnelltests (s. 3.5.2.2.2) putative TMDn aus JP1 identifi-

ziert, welche anschließend einem PD28-Standardtest (s. 3.5.2.2.1) unterzogen wurden, um 

die tatsächlich membranintegrierte Sequenzen (22 Klone, entspricht etwa der Hälfte der 

putativen TMDn) zu ermitteln. Gegenüber der Rohbank sind hydrophobe Aminosäuren 

(Ile, Leu und Val) in dieser Gruppe zufällig ausgewählter TMDn tendenziell angereichert, 

wohingegen stark polare Aminosäuren (Asp, Lys und Arg) eher unterrepräsentiert sind 

(s. Anhang, Tab. II). Wahrscheinlich begünstigen die hydrophoben Aminosäuren die 

Membranintegration, während ein zu großer Anteil polarer Seitenketten trotz Festlegung 

invarianter TMD-Positionen als Leu die Membranintegration zu hemmen scheint. Die von 

den zufällig ausgewählten TMDn in FHK12-Zellen induzierten β-Gal-Aktivitäten sind stets 

geringer als diejenige von AZ2; daher werden die zufällig ausgewählten TMDn hier auch 

als nicht-/niederaffine TMDn bezeichnet (s. Tab. 2). Offensichtlich ist also nur ein geringer 

Anteil der TMDn aus JP1 mittel- bis hochaffin. Die Identifikation dieser TMDn kann daher 

nicht zufällig erfolgen, sondern muss mittels eines Selektionssystems bewältigt werden. Ihr 

Anteil in der Rohbank ist nicht bekannt. 

 

Die selektierten, mittel- bis hochaffinen TMDn und die zufällig ausgewählten, nicht- bis 

niederaffinen TMDn wurden zunächst hinsichtlich der Aminosäurezusammensetzungen an 

den randomisierten TMD-Positionen verglichen (s. Anhang, Tab. II). Die in Abb. 15 dar-

gestellten normalisierten Häufigkeiten wurden berechnet, indem die Häufigkeit jedes 

Aminosäuretyps in mittel-/hochaffinen Sequenzen durch diejenige in nicht-/niederaffinen 

Sequenzen dividiert wurde.  
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Abb. 15: Allgemeine An- oder Abreicherung von Aminosäuren in mittel- und hochaffinen TMD-
Sequenzen aus der Bank JP1. Die Werte wurden erhalten, indem die Häufigkeit einer bestimmten Amino-
säure an den randomisierten Positionen mittel-/hochaffiner Sequenzen (n = 52; relative β-Gal-Aktivitäten 
≥ 1,0 x AZ2) durch ihre Häufigkeit in nicht-/niederaffinen Sequenzen (n = 22; relative β-Gal-Aktivitäten 
< 1,0 x AZ2) dividiert wurde. Eine normalisierte Häufigkeit von 1 bedeutet daher, dass die betreffende 
Aminosäure in mittel-/hochaffinen Sequenzen, verglichen mit nicht-/niederaffinen Sequenzen, weder über- 
noch unterrepräsentiert ist. Die in diesem Diagramm verwendeten Zahlen sind in Tab. II im Anhang zu 
finden.  
 

 

Bemerkenswerterweise ist His in mittel- und hochaffinen TMDn aus JP1 5-fach ange-

reichert (~6 % His in mittel-/hochaffinen vs. ~1 % in nicht-/niederaffinen Sequenzen). Dies 

weist darauf hin, dass His für die Interaktion von TMDn förderlich ist. Auch Trp und Tyr 

treten in stärker interagierenden TMDn deutlich häufiger auf (~3 % Trp bzw. Tyr in 

mittel-/hochaffinen vs. ~1 % Trp bzw. Tyr in nicht-/niederaffinen Sequenzen). Einige 

andere Aminosäuren (Phe, Leu und Met) sind in stärker interagierenden TMDn scheinbar 

leicht überrepräsentiert.  

Deutlich unterrepräsentiert sind hingegen Pro, Lys und Arg. Während Lys und Arg bereits 

in membranintegrierten Sequenzen deutlich seltener auftreten als in der Rohbank (s. oben), 

kommt Pro in zufällig ausgewählten, nicht-/niederaffinen TMDn ähnlich häufig vor wie in 

der Rohbank, ist aber in affineren TMDn deutlich abgereichert (~5 % Pro in der Rohbank 

vs. ~4 % Pro in nicht-/niederaffinen vs. 0,5 % Pro in mittel-/hochaffinen Sequenzen). Dies 

weist darauf hin, dass ein zu großer Anteil der stark polaren Reste Lys und Arg sowohl für 

die Membranintegration als auch für die Interaktion von TMDn hinderlich ist, während Pro 
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die Insertion offensichtlich nicht gefährdet, scheinbar jedoch die Interaktion der TMDn 

hemmt. Bedingt durch den Verlust einer Wasserstoffbrückenbindung des Rückgrats sowie 

aufgrund sterischer Konflikte mit dem vorangehenden Rest in der Helix, induziert Pro häu-

fig Knicke in TMDn [123]. Eine durch Pro induzierte Deformation der α-helikalen Struk-

tur sowie die mit Pro assoziierte Erhöhung der Flexibilität der Helix könnten die dichte 

Packung der Helices beeinträchtigen und so die stabile Assoziation von TMDn unter-

binden. Bereits in einer vorherigen Studie wurde eine Abreicherung von Pro in affinen 

TMDn beobachtet, welche aus einer kombinatorischen Bank auf Basis linkshändig ge-

kreuzter α-Helices isoliert worden waren [89]. Auch ein Austausch einzelner Aminosäure-

reste in der GpA TMD durch Pro führte in den meisten Fällen zur Destabilisierung des 

Dimers [124].  

 

Um die positionsspezifische Anreicherung von Aminosäuren in mittel-/hochaffinen TMDn 

bestimmen zu können, müsste man die Häufigkeit jedes Aminosäuretyps an jeder randomi-

sierten TMD-Position in mittel-/hochaffinen Sequenzen durch diejenige in nicht-/nieder-

affinen Sequenzen dividieren (vgl. Abb. 13). Da in der Bank JP1 alle 20 natürlich vor-

kommenden Aminosäuren zugelassen sind, von denen einige nur selten in TMDn zu finden 

sind, kommt jedoch weder in den nicht-/niederaffinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. V) noch 

in den mittel-/hochaffinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. VI) jeder Aminosäuretyp an jeder 

randomisierten Position vor. Es konnten daher keine positionsbezogenen, normalisierten 

Häufigkeiten berechnet werden. Um dennoch bevorzugte Positionen der Aminosäuren in 

stark interagierenden TMDn aufdecken zu können, sind in Abb. 16 die absoluten Anzahlen 

jedes Aminosäuretyps an jeder randomisierten TMD-Position in mittel-/hochaffinen Se-

quenzen (s. Anhang, Tab. VI) dargestellt. 

Obgleich His in mittel- und hochaffinen Sequenzen aus JP1 stark überrepräsentiert ist 

(s. Abb. 15), tritt es nur in ca. 40 % dieser Sequenzen auf (s. Tab. 2). Bemerkenswerter-

weise zeigt His jedoch eine enorme Positionsspezifität; es dominiert in stark interagieren-

den TMDn an Position 6 (Abb. 16). In 90 % der mittel-/hochaffinen Sequenzen, die His 

enthalten, tritt es an dieser Position auf (s. Tab. 2). Außerdem fällt auf, dass Gly eine deut-

liche Präferenz für Position 13 zeigt (Abb. 16). 63 % der mittel-/hochaffinen Sequenzen 

enthalten Gly an Position 13 (s. Tab. 2), was in Verbindung mit dem invarianten Gly der 

flankierenden Vektorsequenz (s. Abb. 11) dazu führt, dass derselbe Anteil stark inter-

agierender TMDn über ein C-terminales GxxxG-Motiv verfügt. Keine Positionsspezifität 
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zeigt Gly in nicht-/niederaffinen Sequenzen (s. Anhang, Tab. V). Trp und Tyr, die in 

mittel-/hochaffinen TMDn aus JP1 deutlich überrepräsentiert sind (s. Abb. 15), zeigen dort 

kaum Positionsspezifitäten (Abb. 16). 

 

 

 

 

Abb. 16: Positionsspezifisches Auftreten von Aminosäuren in mittel-/hochaffinen TMD-Sequenzen aus 
JP1. Die Werte geben die absoluten Anzahlen jedes Aminosäuretyps an jeder randomisierten TMD-Position 
in mittel-/hochaffinen Sequenzen an und sind in Tab. IV im Anhang zu finden. Es fällt auf, dass His an der 
TMD-Position 6 stark überrepräsentiert ist, während Gly bevorzugt an der TMD-Position 13 auftritt. 
 

 

Des Weiteren wurden die relativen Häufigkeiten von Sequenzen, die GxxxG enthalten, in 

den nicht-/niederaffinen und mittel-/hochaffinen TMDn verglichen. Dazu wurden die 

(GxxxG)n-Motive gezählt und die erhaltenen Werte auf die gesamte Anzahl der nicht-/ 

niederaffinen bzw. mittel-/hochaffinen TMD-Sequenzen normalisiert. Außerdem wurde 

untersucht, wie das Auftreten dieser Motive mit der durchschnittlichen TMD-TMD-Affini-

tät korreliert (Abb. 17, relative Affinitäten sind durch unterschiedliche Schattierungen 

wiedergegeben). 
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Abb. 17: Auftreten von GxxxG-Motiven in TMD-Sequenzen aus JP1 und ihre durchschnittlichen 
β-Gal-Aktivitäten. Die Häufigkeiten von GxxxG-Motiven wurden getrennt für nicht-/niederaffine (nicht-/ 
niederaffin) und mittel-/hochaffine (mittel-/hochaffin) Sequenzen aus JP1 untersucht. Normalisiert wurde, 
indem die Häufigkeit, mit der ein GxxxG- oder GxxxGxxxG-Motiv auftritt, durch die gesamte Anzahl der 
mittel-/hochaffinen (n = 52) bzw. nicht-/niederaffinen (n = 22) Sequenzen dividiert wurde. Gly-Reste wurden 
nur einmal gezählt und, sofern möglich, mit dem längeren GxxxGxxxG-Motiv assoziiert. Der invariante Gly-
Rest der flankierenden Vektorsequenz wurde in die Analyse einbezogen (s. Abb. 11). Verschiedene Schattie-
rungen geben verschiedene mittlere β-Gal-Aktivitäten relativ zu AZ2 (= 1,0) wieder (s. Inset). Es fällt auf, 
dass (GxxxG)n-Motive in mittel-/hochaffinen Sequenzen aus JP1 angereichert sind und dort wesentlich höhe-
re durchschnittliche β-Gal-Aktivitäten induzieren als in den nicht-/niederaffinen Sequenzen.  
 

 

Aus diesem Vergleich folgt, dass a) GxxxG-Motive in der mittel-/hochaffinen Gruppe 

mäßig angereichert sind und b) GxxxGxxxG-Motive in mittel-/hochaffinen Sequenzen 

deutlich angereichert sind und die höchsten mittleren β-Gal-Aktivitäten induzieren. 

(GxxxG)n-Motive treten vorwiegend in der C-terminalen Hälfte der TMDn auf (s. Tab. 2).  

 

Mehr als die Hälfte der mittel-/hochaffinen Sequenzen, die His an Position 6 enthalten, ent-

halten Gly an Position 13 und somit ein C-terminales GxxxG-Motiv (s. oben); dies sind 

überwiegend die affineren unter ihnen (s. Tab. 2). Wenn man den weiteren Sequenzkontext 

von His6 in den mittel-/hochaffinen TMDn betrachtet, fällt auf, dass die benachbarten, 

randomisierten Positionen häufig mit eher kleineren, apolaren bis mäßig polaren Resten 

(Ala, Cys, Gly, Ser, Thr oder Val) besetzt sind. Daher wurde untersucht, wie das Auftreten 

solcher Reste mit dem Auftreten von His an Position 6 korreliert. Dazu wurden die 

prozentualen Anteile kleinerer, höchstens mäßig polarer Reste an den sieben anderen 

randomisierten Positionen der His6-haltigen Sequenzen bestimmt und mit denjenigen in 
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mittel-/hochaffinen Sequenzen, die kein His an Position 6 enthalten, verglichen (s. Tab. 2 

und Anhang, Tab. VI). Die Werte wurden erhalten, indem die Summen aus den an jeder 

Position auftretenden Ala-, Cys-, Gly-, Ser-, Thr- und Val-Resten auf die gesamte Anzahl 

der mittel-/hochaffinen TMDn mit His6 bzw. der mittel-/hochaffinen TMDn ohne His6 

normalisiert wurden (Abb. 18). 

 

 

 

 

Abb. 18: Positionsspezifisches Auftreten von kleineren und mäßig polaren Aminosäuren in mittel-/ 
hochaffinen TMD-Sequenzen aus JP1 mit bzw. ohne His an Position 6. Die Werte geben die auf-
summierten prozentualen Anteile der kleineren, höchstens mäßig polaren Reste Ala, Cys, Gly, Ser, Thr und 
Val an jeder randomisierten TMD-Position außer Position 6 in mittel-/hochaffinen Sequenzen, die His an 
Position 6 enthalten (mit His6, n = 19; Mittelwert = 66 %) oder nicht (ohne His6, n = 33; Mittelwert = 61%), 
an (s. Tab. 2 und Anhang, Tab. VI). Es fällt auf, dass in mittel-/hochaffinen Sequenzen, die His an Position 6 
enthalten, kleinere, apolare bis mäßig polare Reste bevorzugt an den flankierenden TMD-Positionen 5 und 8 
auftreten und dort, verglichen mit mittel-/hochaffinen Sequenzen, die kein His an Position 6 enthalten, mäßig 
angereichert sind. 
 

 

Interessanterweise zeigen kleinere, apolare bis mäßig polare Aminosäuren in mittel-/hoch-

affinen TMDn, die His an Position 6 enthalten, eine Präferenz für die Positionen 5 und 8; 

diese liegen Position 6 in der Kontaktfläche linkshändig gekreuzter Helices gegenüber 

(Positionen 5, 6 und 8 entsprechen den Positionen d, e, und g des Heptadenmusters, 

s. Abb. 7 links). Hingegen ist der Anteil solcher Reste in mittel-/hochaffinen Sequenzen, 

die kein His an Position 6 enthalten, an den Positionen 5 und 8 deutlich geringer; dort tre-

ten kleinere und mäßig polare Reste (v. a. Glycin, s. Tab. 2) bevorzugt an Position 13 auf 

(Abb. 18).  
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79 % bzw. 89 % der Sequenzen, die His an Position 6 enthalten, enthalten Ala, Cys, Gly, 

Ser, Thr oder Val an Position 5 bzw. 8 (s. Tab. 2). In mehr als der Hälfte der Sequenzen, 

die His an Position 6 enthalten, tritt Gly an Position 13 auf, wo es mit dem invarianten Gly 

an Position 17 (s. oben) ein GxxxG-Motiv ausbildet. Als generelles Sequenzmotiv, das die 

Interaktion stark interagierender TMDn aus JP1 vermitteln könnte, ergibt sich daher 

(A/C/G/S/T/V)Hx(A/C/G/S/T/V)xxxxGxxxG. 

 

 

4.5 Alternierendes Auftreten potentiell gegensätzlich geladener Amino-

säuren in hochaffinen TMDn aus JP1 

Obgleich die ionisierbaren Aminosäuren Lys, Arg, Asp und Glu in mittel-/hochaffinen 

TMDn aus JP1 eher unterrepräsentiert sind (s. Abb. 15), zeigt sich, dass sie dort bevorzugt 

in der N-terminalen Hälfte der TMDn auftreten (s. Tab. 2 und Abb. 16). Das Auftreten von 

Arg ist dabei gänzlich auf die Positionen 2 und 6 beschränkt (s. Abb. 16). Bei näherer 

Betrachtung der mittel-/hochaffinen Sequenzen, die ionisierbare Reste in der N-terminalen 

Hälfte der TMD enthalten, fällt auf, dass in elf hochaffinen Sequenzen dieser Gruppe (J34, 

J37, J48, J50, J52, J56, J57, J65, J66, J68 und J74; β-Gal-Aktivität ≥ 2 x AZ2, s. Tab. 2) 

potentiell positiv geladene Arg- und Lys-Reste alternierend mit potentiell negativ gelade-

nen Asp- und Glu-Resten auftreten. In Abb. 19 ist der Konservierungsgrad an den einzel-

nen TMD-Positionen dieser elf Sequenzen dargestellt.   

Die am stärksten konservierte, randomisierte TMD-Position in den hochaffinen Sequenzen, 

in denen potentiell gegensätzlich geladene Aminosäuren abwechselnd auftreten, ist Posi-

tion 13; sie ist in allen elf Sequenzen mit Gly besetzt. Was die ionisierbaren Reste betrifft, 

sind interessanterweise die Positionen 2 und 6 bevorzugt mit Arg besetzt, während an den 

Positionen 5 und 8 Asp- und Glu-Reste dominieren. In linkshändig gekreuzten Paaren 

interagierender TMDn könnten potentiell positiv geladene Seitenketten an den Positionen 2 

und 6 (entsprechen den Positionen a und e des Heptadenmusters, s. Abb. 7 links) mit 

potentiell negativ geladenen Seitenketten an den Positionen 5 und 8 (entsprechen den Posi-

tionen d und g des Heptadenmusters, s. Abb. 7 links) elektrostatisch wechselwirken. Die 

alternierende Anordnung gegensätzlich geladener Reste zeigt sich besonders deutlich in 

den TMDn J34, J66, J68 und J74 (s. Tab. 2). Ob die Seitenketten ionisierbarer Amino-

säurereste jedoch in der Membran geladen oder in ihrer protonierten bzw. deprotonierten 
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Form vorliegen, ist unklar. Wenn sie ionisiert vorlägen, könnten sie Salzbrücken, in 

ungeladener Form starke Wasserstoffbrückenbindungen ausbilden. 

 

 

   

 

 

Abb. 19: WebLogo-Darstellung [125] der elf hochaffinen TMD-Sequenzen aus JP1 mit alternierend 
auftretenden, potentiell gegensätzlich geladenen Aminosäuren. Die in den elf Sequenzen an jeder TMD-
Position (x-Achse) auftretenden Aminosäuren sind als Buchstaben angegeben und bilden Stapel. Die Gesamt-
höhe eines Stapels gibt den Konservierungsgrad (y-Achse, gemessen in Bits) an der jeweiligen Position und 
die Buchstabenhöhe die relative Häufigkeit der entsprechenden Aminosäure an. Potentiell positiv geladene 
Arg- und Lys-Reste sind in rot, potentiell negativ geladene Asp- und Glu-Reste in grün und alle anderen in 
diesen Sequenzen auftretenden Aminosäuren in schwarz dargestellt. Die Abbildung wurde mit WebLogo 
2.8.2 generiert. Es fällt auf, dass potentiell positiv geladene Arg-Reste an den Positionen 2 und 6 dominieren, 
während die Positionen 5 und 8 bevorzugt mit potentiell negativ geladenen Asp- und Glu-Resten besetzt sind. 
Position 13 ist in allen Sequenzen mit Gly besetzt und daher die am stärksten konservierte, randomisierte 
Position. 
 

 

 

4.6 Mutationsanalyse von FxxGxxxG 

Ein Vergleich der aus der Bank SU1 selektierten nieder-/mittelaffinen und hochaffinen 

Sequenzen legte offen, dass Phe in hochaffinen Sequenzen stark angereichert ist und häufig 

an der -3 Position von GxxxG zu finden ist, was FxxGxxxG-Motive ergibt. Diese 

FxxGxxxG-Motive korrelieren mit β-Gal-Aktivitäten, die weitaus höher sind als diejenige 

von AZ2, und scheinen daher starke TMD-TMD-Interaktionen zu vermitteln (s. 4.3). Um 

zu untersuchen, ob Phe tatsächlich spezifisch die von GxxxG-Motiven vermittelte Inter-

aktion von TMDn fördert, wurden Mutationsanalysen durchgeführt.  

 

11 hochaffine TMD-Sequenzen aus JP1 
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4.6.1 FxxGxxxG fördert die Interaktion aus SU1 selektierter TMDn  

Um den Beitrag individueller Aminosäurereste des FxxGxxxG-Motivs zur TMD-TMD-

Interaktion bemessen zu können, wurden durch ortsgerichtete Mutagenese gezielte Punkt-

mutationen in zwei hochaffine TMDn eingeführt, die dieses Motiv an unterschiedlichen 

Stellen in der TMD enthalten (Abb. 20 oben). Die TMD-TMD-Affinitäten der Mutanten 

wurden mit denjenigen der entsprechenden parentalen TMDn, mit AZ2, mit einer hoch-

affinen TMD, die zuvor aus der Bank AR isoliert worden war (C65) [91], und mit ΔTM 

verglichen (s. 4.1.1). Phe bzw. Gly wurden durch Reste ähnlicher van der Waals’ Volu-

mina und Hydrophobizitäten (Leu bzw. Ala) ersetzt. Dies sollte gewährleisten, dass, falls 

die FxxGxxxG-Motive tatsächlich die spezifische Interaktion der TMDn vermitteln wür-

den, zwar die Di- oder Oligomerisierung beeinträchtigt wäre, die Stabilität der Monomere 

jedoch weitgehend unbeeinflusst bliebe (s. 1.2). 

Wenn Phe5 in der TMD S77 durch Leu ersetzt wird, fällt die β-Gal-Aktivität auf den Level 

von AZ2 ab (Abb. 20 unten). Dies bestätigt, dass Phe5 tatsächlich zur TMD-TMD-

Interaktion von S77 beiträgt. Ebenso reduziert der Austausch von Phe9 durch Leu in S84 

die β-Gal-Aktivität erheblich; verglichen mit S77 jedoch in geringerem Maße. Deutliche 

Effekte treten auch auf, wenn das erste Gly der entsprechenden GxxxG-Motive mutiert 

wird. Bei Austausch von Gly8 von S77 oder Gly12 von S84 durch Ala fällt die β-Gal-

Aktivität auf den Level von AZ2 ab. Auf den ersten Blick scheint das zweite Gly von 

GxxxG eine geringere Rolle bei der Assoziation dieser TMDn zu spielen, da sein Aus-

tausch durch Ala die Affinitäten von S77 bzw. S84 nur unwesentlich bzw. nicht nach-

weisbar verringert (Abb. 20 unten). Der Befund, dass Ala an dieser Position teilweise 

toleriert wird, ist konsistent mit der Beobachtung, dass einige selektierte, hochaffine TMDn 

FxxGxxx[Sm]-Motive aufweisen (s. 4.3). Die gleichzeitige Mutation von Phe und dem 

zweiten Gly in der TMD S84 (F9L/G16A) reduziert die β-Gal-Aktivität jedoch stärker als 

die Mutation F9L alleine (Abb. 20 unten). Dies deutet darauf hin, dass das zweite Gly die 

Interaktion etwas effizienter fördert als Ala. 

Der Austausch von Phe durch die anderen aromatischen Reste (Trp oder Tyr) beein-

trächtigt die Interaktion von S77, jedoch nicht in solch einem Ausmaß wie die Mutation 

F5L (Abb. 20 unten). Da der Austausch von Phe durch die anderen aromatischen Reste mit 

einem Affinitätsverlust einhergeht, scheint der Einfluss von Phe auf die TMD-TMD-Inter-

aktion in diesen TMDn sehr spezifisch zu sein. 
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                                                                                             5        8          12 
   S77   LAAAFVAGVAAGCALI 
   S77-F5L  ....L........... 
   S77-G8A  .......A........ 
   S77-G12A  ...........A.... 
   S77-F5L/G12A ....L......A.... 
   S77-F5Y  ....Y........... 
   S77-F5W  ....W........... 
 

                                                                                                    9      12         16 
   S84   LTAAIVASFAAGMALG 
   S84-F9L  ........L....... 
   S84-G12A  ...........A.... 
   S84-G16A  ...............A 
   S84-F9L/G16A ........L......A 
 

 

 

Abb. 20: Mutationsanalyse aus SU1 selektierter TMD-Sequenzen. Oben: Aminosäuresequenzen zweier 
hochaffiner TMDn und ihrer Mutanten. Phe- und Gly-Reste, die in FxxGxxxG-Motive eingebettet sind, sind 
durch Fettdruck hervorgehoben und ihre Positionen in der TMD über den Sequenzen angegeben. Punkte 
entsprechen parentalen Resten. Unten: Die in ToxR-Assays ermittelten Affinitäten der selektierten TMDn 
und ihrer Mutanten. Zahlen entsprechen den β-Gal-Aktivitäten (in MU) exprimierender FHK12-Zellen 
(0,0025 % (w/v) L-Arabinose; Mittelwerte ± SD, n = 16 Datenpunkte). Die Referenzkonstrukte sind im Text 
erklärt. Es fällt auf, dass Phe und GxxxG in den FxxGxxxG-Motiven kritisch für die Interaktion dieser TMDn 
sind. Die mit Anti-MalE Antiserum detektierte ~66 kDa Bande eines Western-Blots von Zelllysaten expri-
mierender FHK12-Zellen ist darunter gezeigt. Die Expressionslevel sind für alle hier analysierten Konstrukte 
ähnlich. S77 zeigt eine schwache Extrabande bei einer scheinbaren Molekülmasse, die etwas über derjenigen 
der ~66 kDa ToxR-Chimären liegt. Dies könnte auf die Existenz zweier distinkter Proteinpopulationen hin-
deuten, vermutlich infolge unvollständiger Denaturierung, mangelhafter SDS-Bindung oder der Bindung an 
ein anderes kleines Protein. 
 

 

Um auszuschließen, dass verschiedene β-Gal-Aktivitäten aus verschiedenen Konzentratio-

nen von ToxR-Proteinen resultieren, wurde mittels Western-Blot-Analyse sichergestellt, 
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dass ihre Expressionslevel in den FHK12-Indikatorzellen ähnlich waren (Abb. 20 unten). 

Ebenso fördern alle Mutanten das Wachstum von PD28-Zellen mindestens so effizient wie 

die zugehörigen parentalen Konstrukte (s. Anhang, Abb. Ia und b), was ihre effiziente 

Membranintegration und korrekte Topologie bestätigt. Daher kann ausgeschlossen werden, 

dass verschiedene β-Gal-Aktivitäten auf verschiedene Konzentrationen der ToxR-Proteine 

in der Membran zurückzuführen sind. Stattdessen kann davon ausgegangen werden, dass 

unterschiedliche β-Gal-Aktivitäten das Ergebnis unterschiedlicher TMD-TMD-Affinitäten 

sind. 

Das Screening der Bank SU1 ließ auch eine Überrepräsentation von isolierten, nicht in 

F/(GxxxG)n-Motive eingebetteten Phe-Resten in hochaffinen TMDn erkennen (s. 4.3). 

Jedoch hatte die Mutation dieser Phe-Reste zu Leu in vier verschiedenen hochaffinen 

Sequenzen (S45, S46, S57 und S64) keine signifikant niedrigeren β-Gal-Aktivitäten zur 

Folge (s. Anhang, Tab. VII). Daher bleibt es unklar, warum Phe-Reste, die nicht in 

F/(GxxxG)n-Motive eingebettet sind, in hochaffinen TMDn auch angereichert sind. 

 

4.6.2 FxxGxxxG-vermittelte Interaktion anderer artifizieller TMDn  

Nachdem gezeigt wurde, dass die Mutation von Phe oder GxxxG in selektierten Sequenzen 

eine signifikante Reduktion der TMD-TMD-Affinität nach sich zieht, ohne die Effizienz 

der Membranintegration zu beeinträchtigen, wurde nun untersucht, ob in TMDn einge-

führte Phe-Reste von GxxxG vermittelte Interaktionen fördern würden. Zu diesem Zweck 

wurde die -3 Position der GxxxG-Motive zweier nieder-/mittelaffiner TMDn (S35 und 

S17) zu Phe mutiert (Abb. 21 oben).  

Tatsächlich verdoppelt bzw. vervierfacht dies die β-Gal-Aktivität (Abb. 21 unten). Im 

Gegensatz dazu verstärkt Phe an der -3 Position des GxxG-Motivs von S14 die Interaktion 

nur mäßig, was darauf hinweist, dass GxxG-Motive weniger effizient von Phe unterstützt 

werden als GxxxG-Motive. Wie die Western-Blot-Analyse zeigt, sind die Expressionslevel 

der parentalen und mutierten S14- und S35-Konstrukte vergleichbar (Abb. 21 unten). Die 

erhöhte β-Gal-Aktivität von S17-C2F könnte zum Teil auf einen erhöhten Expressionslevel 

der mutierten Sequenz relativ zur parentalen Sequenz zurückzuführen sein, obgleich PD28-

Wachstumsassays nahe legen, dass die Konzentrationen der beiden S17-Konstrukte in der 

inneren Membran ähnlich sind (s. Anhang, Abb. Ic). 
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                                                             2        5 6    8 9     12 13     16 
   S35   LCAACCASGAAMGALL 
   S35-C6F  .....F.......... 
   S17   LCAAGWACGAAICALM 
   S17-C2F  .F.............. 
   S14   LMAAGAAGAAAMWALV 
   S14-M2F  .F.............. 
 

                                                                             5        8          12  
   L16   LLLLLLLLLLLLLLLL 
   L16-L5F/L8G/L12G ....F..G...G.... 
   AZ2   LLAALLALLAALLALL 
   AZ2-L8G/L12G .......G...G.... 
   AZ2-L5F/L8G  ....F..G........ 
   AZ2-L5F/L8G/L12A ....F..G...A.... 
   AZ2-L5F/L8G/L12G ....F..G...G.... 
 
 

 

 

Abb. 21: Verstärkte Interaktion aus SU1 selektierter TMDn mit GxxxG durch Phe sowie der TMD 
AZ2 durch FxxGxxxG. Oben: Sequenzen dreier nieder-/mittelaffiner TMDn und ihrer Mutanten sowie von 
L16, AZ2 und verschiedener Hybrid-TMDn. Phe- und Gly-Reste, die in FxxGxxxG oder FxxGxxG einge-
bettet sind, sind durch Fettdruck hervorgehoben. Punkte entsprechen parentalen Resten. Unten: Die in ToxR-
Assays anhand ihrer β-Gal-Aktivitäten (in MU) ermittelten Affinitäten der Konstrukte (0,0025 % (w/v) 
L-Arabinose; Mittelwerte ± SD, n = 16 Datenpunkte). Es fällt auf, dass Phe die Interaktion der Sequenzen, 
die ein GxxxG-Motiv enthalten (S35 und S17) fördert, jedoch nicht diejenige der Sequenz S14, die ein 
GxxG-Motiv enthält. Das in die TMD eingeführte FxxGxxxG-Motiv fördert die Interaktion von AZ2, jedoch 
nicht diejenige von L16. Die ~66 kDa Bande eines Western-Blots exprimierender FHK12-Zellen ist darunter 
gezeigt. Obgleich die Färbeintensität von S17 etwas geringer ist als diejenige seiner Mutante C2F, sind ihre 
Konzentrationen in der Membran wahrscheinlich ähnlich (vgl. Erläuterungen im Text). AZ2-L5F/L8G/L12G 
zeigt aus unbekannten Gründen eine schwache zusätzliche Bande einer scheinbaren Molekülmasse, die etwas 
über derjenigen der ~66 kDa ToxR-Chimären liegt. 
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Da das FxxGxxxG-Motiv scheinbar die Interaktion aus SU1 selektierter TMDn fördert, 

wurde nun untersucht, ob dieses Motiv gleichermaßen die Assoziation anderer TMDn 

verstärken würde. Dementsprechend wurde das FxxGxxxG-Motiv zunächst auf eine oligo-

Leu-Sequenz (L16) aufgesetzt, welche selbst nur eine mittelmäßige Affinität aufweist [95]. 

Überraschenderweise hat dies aus möglichen Gründen, die später diskutiert werden sollen, 

keinen signifikanten Einfluss auf die β-Gal-Aktivität (Abb. 21). Anschließend wurde das 

Motiv auf die AZ2 TMD aufgesetzt (Abb. 21 oben); diese ähnelt den randomisierten 

Sequenzen insofern, dass sechs von 16 Positionen mit Ala besetzt sind. Ein schrittweises 

Vorgehen ergab zunächst, dass weder GxxxG noch FxxG die Interaktion von AZ2 ver-

besserte (Abb. 21). Hingegen resultierte das Aufsetzen von FxxGxxxA bzw. FxxGxxxG in 

einer ~1,5- bzw. ~2,5-fachen Zunahme der β-Gal-Aktivität (Abb. 21 unten). Folglich ver-

stärkt das Muster FxxGxxxG, und in geringerem Maße FxxGxxxA, die Assoziation von 

AZ2 erheblich. 

Abermals bestätigten Kontrollexperimente, dass die Expressionslevel und Membraninte-

grationseffizienzen für die verschiedenen Konstrukte ähnlich waren (Abb. 21 unten und 

s. Anhang, Abb. Id). Die Vermutung, dass die oligo-Leu-Sequenz keine Ausbildung rechts-

händiger Helix-Helix-Paare zulässt, welche wahrscheinlich für die Interaktion über 

GxxxG-Motive vonnöten sind, würde erklären, warum das FxxGxxxG-Motiv die Assozia-

tion von L16 nicht fördert. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde getestet, ob Phe die 

Interaktion der GpA TMD unterstützen würde. 

 

 4.6.3 Phe fördert die GxxxG-vermittelte Selbstassoziation der TMD von GpA 

Kernresonanzspektroskopische Analysen des GpA TMD Dimers im detergenzsolubilisier-

ten [62] und membraneingebetteten Zustand [63] haben gezeigt, dass sich die Helices unter 

einem negativen Winkel kreuzen und somit ein rechtshändiges Paar bilden (s. 1.2). Der 

Austausch von Ile76 an der -3 Position des GxxxG-Motivs von GpA durch Phe (Abb. 22 

oben) führt tatsächlich zu einer deutlich verstärkten Homomerisierung (Abb. 22 unten). 

Der Austausch von Ile76 durch Trp oder Tyr hingegen stört die GpA TMD Dimerisierung, 

jedoch in geringerem Maße als die Mutation G83A (Abb. 22), die das GpA TMD Dimer 

bekanntermaßen stark destabilisiert [67, 71].  

Kontrollexperimente bestätigten, dass die Expressionslevel und Membranintegrationseffi-

zienzen für GpA-Wt und seine Mutanten ähnlich waren (Abb. 22 unten und s. Anhang, 
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Abb. Ie). Es sei angemerkt, dass das hier verwendete GpA TMD Konstrukt eine im 

Vergleich zu AZ2 ca. 1,5-fache Transkriptionsaktivierung induziert. 

 

 

                                                                  75                                  87  
   GpA-Wt   LIIFGVMAGVIGT 
   GpA-I76F  .F........... 
   GpA-I76W  .W........... 
   GpA-I76Y  .Y........... 
   GpA-G83A  ........A.... 
 

 

 

Abb. 22: Stabilisierung der GpA TMD-TMD-Interaktion durch Phe. Oben: Sequenzen der GpA TMD, 
wie im Kontext von ToxR exprimiert [71], und ihrer Punktmutanten. Die über den Sequenzen angegebenen 
Positionen entsprechen den Aminosäurepositionen in reifem, humanem GpA. Punkte entsprechen Resten des 
Wt. Unten: In ToxR-Assays ermittelte Selbstassoziation der GpA TMD und ihrer Mutanten. Zahlen ent-
sprechen Mittelwerten der β-Gal-Aktivität, die auf GpA-Wt (= 100 %) normalisiert wurden (Mittelwerte 
± SD, n = 16 Datenpunkte). Es fällt auf, dass Phe an Position 76 die Selbstinteraktion fördert, wohingegen 
Trp oder Tyr an derselben Position die Affinität fast ebenso stark beeinträchtigt wie die Zerstörung des 
GxxxG-Motivs durch die Mutation G83A. Die in Western-Blot-Analysen detektierten Expressionslevel der 
verschiedenen ToxR-Chimären in FHK12-Zellen sind darunter gezeigt und für alle hier untersuchten Kon-
strukte vergleichbar. Alle Konstrukte wurden vom ursprünglichen ToxR-Vektor exprimiert [71]. 
 

 

Ein passend positionierter Phe-Rest unterstützt also die TMD-TMD-Interaktion von GpA. 

Dies impliziert, dass das FxxGxxxG-Motiv im Rahmen rechtshändiger Helix-Helix-Paare 

interagiert. 
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4.6.4 FxxGxxxG trägt zur Selbstassoziation der G-Protein-TMD des Vesikulären 

Stomatitis Virus bei 

Das G-Protein des Vesikulären Stomatitis Virus (VSV-G), bei dem es sich um ein virales 

Fusionsprotein handelt, enthält ein FxxGxxxG-Motiv in seiner TMD. Um zu untersuchen, 

ob die VSV-G TMD unter Vermittlung des FxxGxxxG-Motivs mit sich selbst assoziieren 

würde, wurde sie im Kontext von ToxR exprimiert. Länge und Orientierung der inter-

agierenden TMD-Oberflächen relativ zu den ToxR-Domänen sind für eine optimale Trans-

kriptionsaktivierung kritisch und müssen daher optimiert werden. Für die TMD von GpA, 

die wie diejenige von VSV-G ein GxxxG-Motiv enthält, war diese Optimierung bereits 

früher durchgeführt worden [71]. Um eine optimale Vergleichbarkeit mit GpA zu gewähr-

leisten, wurde daher eine 13 Aminosäuren lange Sequenz, die den wesentlichen Teil der 

VSV-G TMD umfasst, so in das ToxR-Protein insertiert, dass ihr GxxxG-Motiv dieselbe 

Orientierung relativ zur ToxR-Domäne hat (Abb. 23 oben). 

ToxR-Assays zeigen, dass die VSV-G TMD ~65 % der β-Gal-Aktivität induziert, die von 

der GpA TMD induziert wird (Abb. 23 unten). Dies weist auf signifikante TMD-TMD-

Interaktion hin. Anschließend wurde die TMD-TMD-Kontaktfläche von VSV-G durch 

Mutationsanalyse untersucht (Abb. 23 oben). Die Zerstörung des GxxxG-Motivs von VSV-

G durch die Mutationen G6A oder G10A verringert die β-Gal-Aktivität um ~65 % 

(Abb. 23 unten). Folglich trägt das GxxxG-Motiv zur Interaktion der VSV-G TMD bei. 

Der Austausch von Phe an Position 13 bzw. 14 durch Leu reduziert die β-Gal-Aktivität um 

50 bzw. 30 %, wohingegen die Mutation F4L keinen nachweisbaren Effekt hat (Abb. 23 

unten). Alle VSV-G TMD Konstrukte werden in ähnlicher Stärke exprimiert (Abb. 23 

unten) und insertieren ähnlich effizient in die Membran (s. Anhang, Abb. If). 

FxxGxxxG, und in geringerem Maße FxxxGxxxG, scheinen daher für die Selbstassoziation 

dieser natürlich vorkommenden TMD essentiell zu sein. Da Phe sowohl an der -3 als auch 

an der -4 Position des GxxxG-Motivs zur Homomerisierung der VSV-G TMD beiträgt, 

wurde nun untersucht, wie die Stabilisierung membranständiger GxxxG-Motive durch Phe 

vom Abstand zwischen Phe und GxxxG abhängt. 
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                                                                14                                   2  
   VSV-Wt  FFIIGLIIGLFLV  
   VSV-G6A  ........A.... 
   VSV-G10A  ....A........ 
   VSV-F4L  ..........L.. 
   VSV-F13L  .L........... 
   VSV-F14L  L............ 
 

 
 

Abb. 23: Mutationsanalyse der TMD-TMD-Interaktion von VSV-G. Oben: Sequenzen der VSV-G TMD 
(VSV-Wt), wie im Kontext von ToxR exprimiert, und ihrer Mutanten. Die hier analysierte TMD-Sequenz 
entspricht den Aminosäurepositionen 453 bis 465 von reifem VSV-G, die Nummerierung der Positionen, die 
über den Sequenzen angegeben ist, ist aus [126] übernommen. Punkte entsprechen Resten des Wt. Unten: 
Selbstinteraktion der Varianten der VSV-G TMD im Vergleich zur Selbstinteraktion der GpA TMD. Die Bal-
ken entsprechen den β-Gal-Aktivitäten relativ zu VSV-Wt (= 100 %) (Mittelwerte ± SD, n = 16 Daten-
punkte). Mutation der Gly-Reste des GxxxG-Motivs reduziert die Selbstinteraktion drastisch, während der 
Effekt des Austausches von Phe an der Position 13 am stärksten ist. Die ~66 kDa Bande eines Western-Blots 
exprimierender FHK12-Zellen zur Kontrolle der Expressionslevel ist darunter gezeigt. Alle Konstrukte 
wurden vom ursprünglichen ToxR-Vektor exprimiert [71]. 
 

 

4.6.5 Die Stabilisierung membranständiger GxxxG-Motive durch Phe hängt vom 

Abstand zwischen Phe und GxxxG ab 

Um den für die TMD-TMD-Interaktion optimalen Abstand zwischen Phe und Gly aufzu-

decken, wurden die Met-Reste der Modell-TMD M11 einzeln ausgetauscht. M11 entspricht 

einer 13 Aminosäure langen oligo-Met-Sequenz, die ein GxxxG-Motiv enthält (Abb. 24 

oben) und ebenso effizient mit sich selbst interagiert wie die GpA TMD [72]. Außerdem 

verfügt Met über eine flexible Seitenkette, die in einer helikalen Struktur je nach lokalem 

Kontext viele verschiedene Konformationen einnehmen kann [127]. Daher dürfte ein oligo-

Met-Grundgerüst auch keine Präferenz für die Ausbildung links- oder rechtshändiger 

Helix-Helix-Paare zeigen.  
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                                                                   1 2                               13 
   M11   MMMMGMMMGMMMM 
   M11-M1F  F............ 
   M11-M2F  .F........... 
   M11-M3F  ..F.......... 
   M11-M4F  ...F......... 
   M11-M6F  .....F....... 
   M11-M7F  ......F...... 
   M11-M8F  .......F..... 
   M11-M10F  .........F... 
   M11-M11F  ..........F.. 
   M11-M12F  ...........F. 
   M11-M13F  ............F 
 

   M11-M2W  .W........... 
   M11-M2Y  .Y........... 
 

 

 

Abb. 24: Abhängigkeit der TMD-TMD-Interaktion vom Abstand von Phe zu GxxxG. Oben: Sequenzen 
der Modell-TMD M11 [72] und ihrer Punktmutanten. Phe- und Gly-Reste, die in FxxGxxxG eingebettet sind, 
sind durch Fettdruck hervorgehoben. Punkte entsprechen parentalen Resten. Unten: TMD-TMD-Interaktion 
von M11 und seinen Mutanten im Vergleich zur GpA TMD und ihrer Mutante I76F. Zahlen entsprechen Mit-
telwerten der β-Gal-Aktivität, die auf M11 (= 100 %) normalisiert wurden (Mittelwerte ± SD, n = 16 Daten-
punkte). Es fällt auf, dass Phe die TMD-TMD-Interaktion nur verstärkt, wenn es die -3 Position von GxxxG 
besetzt, wodurch sich ein FxxGxxxG-Motiv ausbildet. Keinen Effekt hat die Mutation derselben Position zu 
Trp oder Tyr. Interessanterweise stabilisiert die Mutation M2F die TMD-TMD-Interaktion von M11 in einem 
ähnlichen Ausmaß, wie es für die Mutation I76F in der GpA TMD der Fall ist. Dies deutet an, dass 
FxxGxxxG in beiden Sequenzkontexten funktioniert. Die durch Western-Blotting detektierten Expressions-
level der verschiedenen ToxR-Chimären in FHK12-Zellen sind darunter gezeigt. Mit Ausnahme der Mutante 
M13F, die eine geringere Expression zeigt, sind die Expressionslevel für alle hier untersuchten Konstrukte 
vergleichbar. Alle Konstrukte wurden vom ursprünglichen ToxR-Vektor exprimiert [71]. 
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Bei der Untersuchung des Einflusses, den der Abstand zwischen Phe und GxxxG auf die 

TMD-TMD-Interaktion hat, stellte sich heraus, dass nur die Mutante M2F, die ein 

FxxGxxxG-Motiv enthält, eine signifikant höhere β-Gal-Aktivität induziert als die paren-

tale TMD M11 (Abb. 24 unten). Die β-Gal-Aktivität von M2F ist 1,7-mal so hoch wie die-

jenige von M11; dieselbe Zunahme tritt auf, wenn Ile76 in der GpA TMD zu Phe mutiert 

wird. Der Austausch von Phe an der -3 Position von GxxxG durch Trp oder Tyr (M2W 

oder M2Y) hat keinen signifikanten Einfluss auf die TMD-TMD-Interaktion von M11 

(Abb. 24 unten). Die Expressionslevel aller Konstrukte mit Ausnahme der Mutante M13F 

sind ähnlich (Abb. 24 unten). PD28-Wachstumsassays bestätigen ähnliche Membraninte-

grationseffizienzen (s. Anhang, Abb. Ig). 

Diese Ergebnisse bekräftigen, dass Phe mit dem GxxxG-Motiv am effizientesten koope-

riert, wenn es drei Reste upstream von GxxxG positioniert ist. Die Mutationsanalysen 

legen den Schluss nahe, dass Phe tatsächlich membranständige GxxxG-Motive stabilisiert. 

 

 

4.7 Mutationsanalyse von His  

Ein Vergleich der aus der Bank JP1 zufällig ausgewählten, nicht-/niederaffinen und der 

selektierten, mittel-/hochaffinen Sequenzen legte offen, dass His in mittel-/hochaffinen 

TMDn stark angereichert und fast ausnahmslos an Position 6 zu finden ist. Die dem His 

benachbarten randomisierten Positionen 5 und 8 sind präferentiell mit kleineren, mäßig 

polaren Resten besetzt, während an Position 13 bevorzugt Gly auftritt, das mit einem 

invarianten Gly an Position 17 ein GxxxG-Motiv ausbildet. GxxxG-Motive sind generell in 

der C-terminalen Hälfte der mittel-/hochaffinen TMDn angereichert und korrelieren mit 

weitaus höheren β-Gal-Aktivitäten, als sie AZ2 induziert (s. 4.4). Um zu untersuchen, ob 

His6 tatsächlich zur starken TMD-TMD-Interaktion selektierter Sequenzen beiträgt, wur-

den Mutationsanalysen durchgeführt. 

Um den Beitrag von His zur TMD-TMD-Interaktion bemessen zu können, wurden durch 

ortsgerichtete Mutagenese Punktmutationen in drei hochaffine TMDn, die das Kon-

sensusmuster (A/C/G/S/T/V)Hx(A/C/G/S/T/V)xxxxGxxxG (s. 4.4) enthalten, eingeführt 

(Abb. 25 oben). Die TMD-TMD-Affinitäten der Mutanten wurden mit denjenigen der ent-

sprechenden parentalen TMDn, mit AZ2, mit C65 und mit ΔTM verglichen (s. 4.1.1 und 

4.6.1). 
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                                                             2        5 6    8 9     12 13     16                        
   J71   LTLLTHLSCLLGGLLT 
   J71-H6L  .....L.......... 
   J64   LGLLSHLSSLLGGLLL 
   J64-H6L  .....L.......... 
   J35   LWLLCHLTGLLLGLLA 
   J35-H6L  .....L.......... 
 

 

 

Abb. 25: Mutationsanalyse aus JP1 selektierter TMD-Sequenzen. Oben: Aminosäuresequenzen dreier 
hochaffiner TMDn und ihrer Mutanten. His-Reste an Position 6 und Gly-Reste, die in (GxxxG)n-Motive 
eingebettet sind (einschließlich der GxxxG-Motive, die durch Einbeziehung des invarianten Gly-Restes der 
flankierenden Vektorsequenz zustande kommen, s. Abb. 11), sind durch Fettdruck hervorgehoben, kleinere, 
apolare bis mäßig polare Reste (s. Abb. 18) an den Positionen 5 und 8 grau unterlegt und die Nummern der 
randomisierten TMD-Positionen über den Sequenzen angegeben. Punkte entsprechen parentalen Resten. 
Unten: Die in ToxR-Assays ermittelten Affinitäten der selektierten TMDn und ihrer Mutanten. Zahlen ent-
sprechen den β-Gal-Aktivitäten (in MU) exprimierender FHK12-Zellen (0,0025 % (w/v) L-Arabinose; 
Mittelwerte ± SD, n = 12 Datenpunkte). Es fällt auf, dass His kritisch für die Interaktion der TMDn J71 und 
J64 ist. Die mit Anti-MalE Antiserum detektierte ~66 kDa Bande eines Western-Blots von Zelllysaten 
exprimierender FHK12-Zellen ist darunter gezeigt. Obgleich die Färbeintensität der Mutante J71-H6L etwas 
geringer ist als diejenige der parentalen TMD, sind ihre Konzentrationen in der Membran wahrscheinlich 
ähnlich (vgl. Erläuterungen im Text). J35-H6L zeigt aus unbekannten Gründen eine Extrabande einer 
scheinbaren Molekülmasse, die etwas über derjenigen der ~66 kDa ToxR-Chimären liegt. 
 

 

Überraschenderweise hat der Austausch von His6 durch Leu in der TMD J35 aus 

möglichen Gründen, die später diskutiert werden sollen, keinen signifikanten Effekt auf die 

β-Gal-Aktivität (Abb. 25 unten). Daher trägt His6 vermutlich nicht zur Selbstinteraktion 

dieser TMD bei. Wird jedoch His6 in den TMDn J64 bzw. J71 durch Leu ersetzt, ist die 

β-Gal-Aktivität um 47 % bzw. 57 % reduziert (Abb. 25 unten). Dies bestätigt, dass His6 

die starke TMD-TMD-Interaktion von J71 und J64 unterstützt.  

Wie die Western-Blot-Analyse zeigt, sind die Expressionslevel der parentalen und mutier-

ten J64- und J35-Konstrukte vergleichbar (Abb. 25 unten). Die verringerte β-Gal-Aktivität 
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von J71-H6L könnte zum Teil auf einen geringeren Expressionslevel der mutierten 

Sequenz relativ zur parentalen Sequenz zurückzuführen sein, obgleich PD28-Wachstums-

assays nahe legen, dass die Konzentrationen der beiden J71-Konstrukte in der inneren 

Membran ähnlich sind (s. Anhang, Abb. Ih). 

Die TMDn J64 und J71 zählen zu den höchstaffinen, aus JP1 selektierten Sequenzen 

(s. Tab. 2). Diese ersten Ergebnisse zeigen, dass die Selbstinteraktion dieser TMDn maß-

geblich durch His gefördert wird. Um den Beitrag anderer Aminosäurereste zur TMD-

TMD-Interaktion der His-haltigen, hochaffinen Sequenzen aus JP1 ermessen und somit den 

für die von His vermittelte Interaktion förderlichen Sequenzkontext beleuchten zu können, 

wurden von Johanna C. Panitz im Anschluss an ihre Masterarbeit weitere Mutations-

analysen durchgeführt, deren wichtigste Ergebnisse in der Diskussion berücksichtigt 

werden sollen. 
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5. Diskussion 

 

5.1 Funktioneller Vergleich der Promotoren ctx und ompU 

In den beiden zur Selektion affiner TMDn verwendeten E. coli-Reporterstämmen sind 

unterschiedliche Promotoren mit dem cat-Gen fusioniert. In Chr3 wird die CAT-Expres-

sion von ctx angetrieben, während die Expression des Cm-inaktivierenden Enzyms in EL61 

von ompU kontrolliert wird. In beiden Stämmen korrelieren die Überlebensraten chimärer 

ToxR-Proteine positiv mit ihrer TMD-TMD-Affinität (s. 4.1.2). Diese Ergebnisse bestäti-

gen, dass ctx und ompU durch affine ToxR-Proteine aktiviert werden und daher zur 

Selektion affiner TMDn aus TMD-Banken geeignet sind. Bei näherer Betrachtung der 

Überlebensfähigkeiten von ΔTM und AZ2 in den beiden Selektionsstämmen wird deutlich, 

dass der ompU-Promotor (s. 4.1.2.2) im Vergleich zum bisher verwendeten ctx-Promotor 

(s. 4.1.2.1) eine stärkere Differenzierung zwischen nichtintegrierten, monomeren Sequen-

zen (wie ΔTM) und affinen TMDn (wie AZ2) ermöglicht. Im Gegensatz zur Kontrolle des 

Resistenzgens durch ctx unterscheiden sich die Überlebenschancen von ΔTM und AZ2 bei 

Kontrolle durch ompU bereits bei geringem selektivem Druck erheblich. Die erhöhte 

Sensitivität des auf ompU basierenden Selektionssystems gegenüber Affinitätsunterschie-

den ist daher vermutlich auf die geringere Basalaktivität von ompU zurückzuführen. Zur 

Selektion affiner TMDn aus kombinatorischen Banken scheint somit insbesondere ompU 

sehr gut geeignet zu sein. Dies ist konsistent mit der hohen Trefferquote, die bei Bank-

selektionen in EL61 beobachtet wurde. 

  

Das Verhalten von ompU und ctx in den konstruierten E. coli-Stämmen spiegelt die 

bekannte Regulation dieser beiden Promotoren durch das natürliche ToxR-Protein in 

V. cholerae wider [99, 100, 102]. In V. cholerae induziert die Aktivierung von ompU durch 

ToxR die Expression des Porins OmpU, das 30 bis 60 % des Gesamtproteins der äußeren 

Membran dieses Bakteriums ausmacht [128]. Dabei scheint ToxR in kooperativer Weise an 

DNA-Sequenzen im ompU-Promotor zu binden; diese stimmen nicht mit den für die ToxR-

Bindung  relevanten Elementen im ctx-Promotor überein [98] (s. 1.3). Obgleich sich ompU 

und ctx insofern ähneln, dass beide Promotoren durch ToxR aktiviert werden, könnten ihre 

Effizienzen oder Aktivierungsmechanismen demnach unterschiedlich sein. Neben einer 
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geringeren Basalaktivität von ompU könnten z.B. die vermuteten kooperativen ToxR-

ToxR-Wechselwirkungen bei der Bindung an und Aktivierung von ompU dazu beitragen, 

dass das auf ompU basierende Selektionssystem eine bessere Differenzierung zwischen 

monomeren und di- oder oligomeren ToxR-Chimären erlaubt. 

 

 

5.2 Qualität der partiell randomisierten Plasmidbanken SU1 und JP1 

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden partiell randomisierten Plasmidbanken wurden kon-

struiert, indem zuvor synthetisierte, degenerierte Oligonucleotide über PCR-Amplifikation 

und Klonierung in den Expressionsvektor integriert wurden. Bekanntermaßen ist diese 

Methode der Zufallsmutagenese fehlerbehaftet. Erstens funktioniert die chemische Synthe-

se der Oligonucleotide nicht fehlerfrei [129]. Die Qualität der Bank-DNA hängt stark von 

der Charge verwendeter Oligonucleotide ab, so dass der Anteil fehlerhafter Sequenzen be-

trächtlich variieren kann [130]. Zweitens laufen PCR und Klonierung nicht fehlerfrei ab. 

Erwartungsgemäß enthalten die generierten Banken SU1 und JP1 daher einen hohen Anteil 

fehlerhafter Sequenzen; dieser liegt in beiden Banken bei ~50 % (s. 4.2). Durch Synthese 

und Klonierung kann die Nucleotidzusammensetzung verzerrt werden, so dass die tat-

sächliche Aminosäurezusammensetzung stark von der theoretisch erwarteten abweichen 

kann [131]. In SU1 und JP1 sind die Nucleotide A und G überrepräsentiert, woraus eine 

Verzerrung der Aminosäurezusammensetzungen der Rohbanken resultiert (s. 4.2). Fehler-

hafte Sequenzen, veränderte Nucleotidzusammensetzungen oder durch Codon-Randomisie-

rung entstehende Translationsstopps – die Einbeziehung eines Stopp-Codons in JP1 resul-

tiert in ~15 % verkürzten ToxR-Proteinen – sind vermutlich größtenteils dafür verantwort-

lich, dass die funktionelle Größe der konstruierten Banken weitaus geringer ist als die 

Anzahl an Sequenzvarianten. Nichtsdestotrotz liegt der Anteil an TMD-Sequenzen in 

beiden Banken wahrscheinlich  bei >106 (s. 4.2). 
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5.3 Phe fördert die Interaktion von TMDn über GxxxG-Motive 

5.3.1 Identifikation des FxxGxxxG-Interaktionsmotivs durch Selektion affiner TMDn 

aus der Bank SU1 

In dieser Arbeit erzielte Ergebnisse machen deutlich, dass Phe in homotypischen TMD-

TMD-Interaktionen mit GxxxG-Motiven kooperiert. Diese Schlussfolgerung beruht auf 

einer bemerkenswerten Anreicherung von Phe in hochaffinen TMD-Sequenzen, die in vivo 

aus der kombinatorischen Bank SU1 selektiert wurden (s. 4.2.1 und 4.3). In diesen Sequen-

zen ist Phe häufig mit GxxxG assoziiert, was FxxGxxxG-Motive ergibt. Während die 

Selektion homotypisch interagierender TMDn mit GxxxG-Motiven aus kombinatorischen 

Banken bereits gezeigt wurde [53], ist das gleichzeitige Auftreten von Phe an der -3 Posi-

tion von GxxxG ein neues Phänomen. Die Bedeutung des FxxGxxxG-Motivs für die TMD-

TMD-Interaktion wird durch Mutationsanalysen bestätigt, die darlegen, dass sowohl Phe 

als auch GxxxG für die homotypische Interaktion der TMDn, die dieses Motiv enthalten, 

kritisch sind (s. 4.6). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Phe auch die Selbstinteraktion 

anderer TMDn mit GxxxG fördern kann, wie der GpA TMD oder der auf einer oligo-Met-

Sequenz basierenden TMD M11 (s. 4.6). 

 

Dass das FxxGxxxG-Motiv nicht in bisherigen Screenings auf homotypisch interagierende 

TMDn identifiziert wurde, lässt sich damit erklären, dass einige dieser randomisierten Se-

quenzen nicht gleichzeitig für Phe und Gly codierten [53, 90]. Die kombinatorische Bank 

AR hingegen, aus der ebenfalls affine TMDn selektiert werden konnten, bezog tatsächlich 

Phe und Gly in den zur Randomisierung verwendeten Aminosäuresatz ein (s. 4.1.1). Je-

doch enthielten 75 % der aus dieser Bank selektierten, hochaffinen Sequenzen Trp an min-

destens einer der N- oder C-terminalen g Positionen des wiederholten Heptadenmusters 

[91]. Das Auftreten von TMDn mit FxxGxxxG könnte daher durch die Fülle an Trp-halti-

gen Sequenzen unterdrückt worden sein. Umgekehrt wurden in der Bank SU1 Trp-haltige, 

hochaffine TMDn unterdrückt, indem beide terminalen g Positionen als invariante Leu-

Reste festgelegt wurden. Ein anderer Grund dafür, dass das FxxGxxxG-Motiv in der Bank 

AR nicht identifiziert werden konnte, könnte sein, dass diese Bank für Sequenzen codierte, 

die mit allen natürlich vorkommenden Aminosäuren randomisiert wurden. Aufgrund der 

Fülle an hydrophilen Resten könnte das gleichzeitige Auftreten mehrerer Gly-Reste oft-

mals die stabile Membranintegration verhindert haben. 
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Neben hochaffinen TMDn wurden aus der Bank SU1 mittels der angewendeten Selektions-

strategien auch zahlreiche TMDn von nur niedriger bis mittlerer Affinität isoliert (s. 4.2.1). 

Dies liegt nicht am Versagen der Selektionsmethoden, sondern betont die hohe Qualität 

dieser TMD-Bank; diese scheint einen hohen Anteil an membranintegrierten Sequenzen zu 

enthalten. Obgleich die Mehrheit dieser membranintegrierten Sequenzen vermutlich kaum 

interagiert – denn die durchschnittliche von der Rohbank SU1 induzierte β-Gal-Aktivität 

ist vergleichbar mit derjenigen einer oligo-Ala-Sequenz (A16, s. 4.1.1) und daher gering 

(Daten nicht gezeigt) –, könnte ihre bloße Häufigkeit diesen membranintegrierten, nieder-

affinen Sequenzen die Chance eingeräumt haben, den angewendeten selektiven Druck, 

wenn auch mit geringer Wahrscheinlichkeit, statistisch zu überleben. Zudem wurde der 

Selektionsdruck stark variiert, einschließlich sehr niedriger Cm-Konzentrationen (minimal 

180 μg/ml), die niederaffine Sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit überleben sollten. 

Nieder- und mittelaffine TMDn wurden größtenteils mittels des auf ctx basierenden 

Selektionssystems isoliert. Hierbei erwies sich die Expressionsinduktion in der Vorkultur 

als nachteilig, da aus vorinduzierten Chr3-Zellen bei weitaus höherem Selektionsdruck 

TMDn von nur niedriger bis mittlerer Affinität erhalten wurden als aus Chr3-Zellen, in 

denen die Expression der ToxR-Chimären erst bei Anwendung des selektiven Drucks 

induziert wurde. Das auf ompU basierende System scheint daher zur Selektion hochaffiner 

TMDn geeigneter zu sein. 

 

5.3.2 Das FxxGxxxG-Motiv in natürlichen TMDn 

Die Identifikation von FxxGxxxG als Sequenzmotiv, das die homotypische Interaktion von 

TMDn unterstützt, brachte die Idee hervor, die Häufigkeit, mit der dieses und verwandte 

Motive in TMDn natürlicher Membranproteine auftreten, mittels Datenbankanalyse zu 

untersuchen. Die Datenbankanalysen wurden von A. Fuchs (Lehrstuhl für Genom-

orientierte Bioinformatik, TU München) durchgeführt. Auf Grundlage von Swiss-Prot und 

TrEMBL [132] wurde eine nichtredundante Datenbank von TMDn bitopischer Membran-

proteine generiert. Die Häufigkeiten von GxxxG-Motiven und verschiedener F/GxxxG-

Motive in dieser 19.854 Sequenzen umfassenden Datenbank nichthomologer, bitopischer 

TMDn wurden mit den unter Verwendung des TMSTAT-Formalismus [12] berechneten, 

erwarteten Häufigkeiten verglichen und die Signifikanzen der Unterschiede zwischen dem 

beobachteten und erwarteten Auftreten dieser Motive berechnet (detaillierte Angaben zur 

Erstellung und statistischen Analyse der Datenbank finden sich in [121]). Das GxxxG-
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Motiv, von dem bereits gezeigt wurde, dass es in α-helikalen TMDn natürlicher Membran-

proteine signifikant überrepräsentiert ist [11, 12], wurde beispielsweise in 12,4 % aller 

TMDn der generierten Datenbank gefunden, was perfekt mit den von Senes et al. erzielten 

Ergebnissen aus einer auf Swiss-Prot basierenden Datenbank (12,5 %) übereinstimmt [12]. 

Die Überrepräsentation von GxxxG in der von A. Fuchs generierten Datenbank ist damit 

hochsignifikant (p = 3,32 x 10-23). 

 

Ein Vergleich der Häufigkeiten, mit denen die verschiedenen Motive, in denen ein Phe-

Rest maximal eine helikale Windung up- oder downstream von GxxxG positioniert ist, in 

dieser Datenbank auftreten, ergab, dass das FxxGxxxG-Motiv von allen Anordnungen von 

Phe und GxxxG tatsächlich am stärksten in der Datenbank überrepräsentiert ist (Tab. 3).  

 

 

Tab. 3: Statistische Analyse der in einer nichtredundanten Datenbank bitopischer Membranproteine 
auftretenden Häufigkeiten von Motiven, die GxxxG und einen aromatischen Rest (Phe, Trp oder Tyr) 
in verschiedenen Abständen zueinander enthalten (Tabelle verändert nach [121]) 
 

Motiv 
Beobachtetes  

Auftreten1 
Erwartetes  
Auftreten2 

beobachtet/ 
erwartet3 

Signifikanz 
(p)4 

FxxxGxxxG 134 134 1,00 1 

FxxGxxxG 210 148 1,42 1,08 x 10-6 

FxGxxxG 172 161 1,07 0,411 

FGxxxG 221 175 1,26 0,001 

GFxxG 211 188 1,12 0,100 

GxFxG 204 188 1,09 0,255 

GxxFG    243 188 1,29 9,59 x 10-5 

GxxxGF 226 175 1,29 1,61 x 10-4 

GxxxGxF 222 161 1,38 4,30 x 10-6 

GxxxGxxF 185 148 1,25 0,003 

GxxxGxxxF 159 134 1,19 0,038 

WxxGxxxG 32 40 0,80 0,219 

YxxGxxxG 32 36 0,90 0,640 
 

 

1beobachtete Häufigkeit des betreffenden Motivs in der bitopischen Datenbank 
 
2erwartete Häufigkeit des betreffenden Motivs, die unter Verwendung des TMSTAT-Formalismus [12] be-
rechnet wurde 
 
3Verhältnis beobachtete Häufigkeit/erwartete Häufigkeit 
 
4Signifikanz der Abweichung der beobachteten von der erwarteten Häufigkeit, berechnet als beidseitiges 
Integral der Wahrscheinlichkeitsverteilung der erwarteten Häufigkeit 
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FxxGxxxG tritt 42 % häufiger als erwartet auf (beobachtet/erwartet = 1,42). Diese 

Beobachtung ist hochsignifikant (p = 1,08 x 10-6). Das FxxGxxxG-Motiv kommt insgesamt 

210 Mal in 207 verschiedenen Proteinen vor. Dies entspricht ~1 % aller TMDn in der 

Datenbank. Nur das Motiv GxxxGxF ist fast ebenso stark überrepräsentiert, mit einem 

Verhältnis beobachtet/erwartet von 1,38 (p = 4,38 x 10-6, Tab. 3). GxxFG und GxxxGF 

treten zwar weniger häufig auf, sind aber immer noch signifikant überrepräsentiert 

(Tab. 3). Alle anderen Motive sind entweder leicht überrepräsentiert oder treten so häufig 

wie erwartet auf. Wenn Phe an der -3 Position von GxxxG durch Trp oder Tyr ersetzt wird, 

ist das beobachtete Auftreten deutlich geringer als erwartet (Tab. 3); dies ist jedoch 

aufgrund des geringen Auftretens dieser Motive statistisch nicht signifikant. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Motiv FxxGxxxG in TMDn bitopischer Membran-

proteine signifikant überrepräsentiert ist. Dies deutet darauf hin, dass das FxxGxxxG-

Motiv auch für die homotypische Interaktion natürlicher TMDn relevant ist. Die Beob-

achtung, dass die Motive WxxGxxxG und YxxGxxxG in der Datenbank nicht überreprä-

sentiert sind, unterstreicht die spezifische Rolle von Phe bei der Stabilisierung GxxxG-

vermittelter TMD-TMD-Interaktionen. Dies ist konsistent mit den in der vorliegenden 

Arbeit erzielten experimentellen Ergebnissen, wo weder Trp noch Tyr Phe im FxxGxxxG-

Motiv ersetzen können (s. 4.6). Neben FxxGxxxG sind einige andere F/GxxxG-Motive in 

der Datenbank bitopischer TMDn signifikant überrepräsentiert. Diese anderen Motive 

fördern jedoch weder TMD-TMD-Interaktionen im Kontext einer oligo-Met-Sequenz 

(s. 4.6.5) noch sind sie in aus der Bank SU1 selektierten, hochaffinen TMDn angereichert 

(s. 4.2.1 und 4.3). Ihre Überrepräsentation könnte daher andeuten, dass diese Motive a) nur 

heterotypische TMD-TMD-Interaktionen unterstützen, b) weiterer Reste bedürfen, die in 

den hier untersuchten Sequenzen nicht enthalten sind, oder c) funktionelle Vorteile ver-

leihen, die nichts mit der Interaktion von TMDn zu tun haben.  

Analysen von Membranproteinstrukturen legten bereits nahe, dass Phe auch zu hetero-

typischen TMD-TMD-Interaktionen in polytopischen Membranproteinen beiträgt. Dort ge-

hört Phe zu acht der 20 am häufigsten auftretenden, interagierenden Paaren [133] sowie zu 

acht von 66 überrepräsentierten Tripletts, welche auch kleine Aminosäuren, wie Ala, Cys, 

Ser und Gly, und Met enthalten [127]. 
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Eines der 207 bei der Datenbanksuche identifizierten, bitopischen Membranproteine, die 

FxxGxxxG in ihrer TMD enthalten (s. oben), ist das virale Fusionsprotein VSV-G (wäh-

rend die meisten anderen Treffer hypothetische Proteine mit unbekannten Funktionen 

sind). VSV-G ist ein Glykoprotein der Virushülle, das für die Virus-Membran-Fusion ver-

antwortlich ist und bekanntermaßen über seine lösliche Domäne zu nichtkovalenten Trime-

ren assoziiert [134-137]. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse implizieren, dass die 

TMD von VSV-G ebenfalls zur Assoziation beiträgt, und Mutationsanalysen bestätigen, 

dass ihre Interaktion von den in FxxGxxxG- und möglicherweise FxxxGxxxG-Motive ein-

gebetteten Phe- und Gly-Resten abhängt (s. 4.6.4). Angesichts der derzeitigen Diskussion 

über die Rolle von TMDn bei der Membranfusion [138] ist es gut vorstellbar, dass die 

Selbstinteraktion der VSV-G TMD zur Vermischung der Lipide beiträgt. Tatsächlich wur-

de bereits gezeigt, dass die Mutation des GxxxG-Motivs in der VSV-G TMD die Fusion 

von Säugerzellen im Hemifusionszustand abstoppt [126] und die Fusogenität von TMD-

Peptidmimetika verringert [139, 140]. Hemifusion bezeichnet den bei der Membranfusion 

auftretenden Zwischenzustand, in dem sich die äußeren Lipidschichten vermischen, wäh-

rend die inneren Lipidschichten noch getrennt vorliegen. Der Stillstand im Hemifusions-

zustand wurde bereits in früheren Studien an anderen fusogenen Membranproteinen mit 

homotypischer TMD-TMD-Interaktion in Verbindung gebracht. Und zwar nahm die Hemi-

fusion nach Verringerung der Konzentration von Hefe-SNARE-Proteinen in der Membran 

[141] und nach Mutation einer SNARE TMD-TMD-Kontaktfläche [142, 143] zu. TMD-

TMD-Interaktionen von Membranproteinen könnten daher zur Membranfusion beitragen. 

 

5.3.3 Potentielle Mechanismen der Stabilisierung GxxxG-vermittelter, homotypischer 

TMD-TMD-Interaktionen durch Phe 

Welcher Typ der Helix-Helix-Paarung wird von FxxGxxxG unterstützt? Das FxxGxxxG-

Motiv fördert TMD-TMD-Interaktionen von GpA, AZ2 und einer oligo-Met-Sequenz, 

jedoch nicht der oligo-Leu-Sequenz L16 (s. 4.6). Die GpA TMDn kreuzen sich unter einem 

negativen Winkel  [62, 63] (s. 1.3) und wahrscheinlich behält die stabilisierende Mutante 

I76F diese Packungsgeometrie bei. Daher soll von der Annahme ausgegangen werden, dass 

FxxGxxxG eine rechtshändige Helix-Helix-Paarung fördert. Entsprechend induziert das 

Motiv wahrscheinlich negative Kreuzungswinkel der aus der Bank SU1 selektierten, hoch-

affinen Sequenzen, der AZ2 Hybrid-TMD, welche mehrere invariante Ala-Reste enthält, 

und der oligo-Met-Hybridsequenz mit ihren flexiblen Seitenketten. Umgekehrt könnte die 
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auf L16 basierende Hybridsequenz auf eine linkshändige Packungsgeometrie beschränkt 

sein. Daher soll hier die Vermutung geäußert werden, dass die Interaktion über FxxGxxxG 

entscheidend vom Helix-Helix-Kreuzungswinkel abhängt. Dies steht in Einklang mit einer 

Analyse von Helix-Helix-Packungsmotiven in Membranproteinen, die ergab, dass in Kon-

taktflächen rechtshändiger, paralleler Helices häufig kleine Reste auftreten; dies wurde für 

linkshändige Helix-Helix-Paare nicht beobachtet [47]. 

 

Über welchen Mechanismus trägt Phe zur TMD-TMD-Interaktion bei? Erstens könnte Phe 

aromatische Wechselwirkungen eingehen. Diese Art von Wechselwirkungen ist in Protei-

nen weitverbreitet; sie trägt dort zur Stabilisierung der tertiären und quartären Struktur bei. 

Die aromatischen Ringe sind dabei bevorzugt parallel versetzt oder T-förmig angeordnet 

(Abb. 26); es treten sowohl elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den partiell posi-

tiv geladenen C-H-Gruppen am Rand des einen und den delokalisierten π-Elektronen auf 

der Oberfläche des anderen aromatischen Rings als auch van der Waals’ Wechselwirkun-

gen zwischen den hydrophoben Oberflächen der aromatischen Ringe auf, letztere insbeson-

dere in der parallel versetzten Anordnung [144-148]. Möglicherweise bringt also das 

GxxxG-Element des FxxGxxxG-Motivs die Phe-Reste in eine für π…π-Wechselwirkungen 

günstige Orientierung zueinander.  

 

    

                                                          

 

Abb. 26: Bevorzugte π-Stacking-Geometrien aromatischer Aminosäureseitenketten. Schematisches Dia-
gramm der in Proteinen häufig vorgefundenen, relativen Orientierungen aromatischer Systeme. Diese inter-
agieren vorzugsweise in parallel versetzter oder T-förmiger Anordnung. Abbildung verändert nach [148]. 
 

 

Zweitens könnten Phe und Gly interhelikale Wechselwirkungen eingehen. So könnte das 

erste Gly von GxxxG mit dem Phe-Rest der Partnerhelix beispielsweise über eine Wasser-

stoffbrückenbindung zwischen einem Cα-H-Atom von Gly und der aromatischen Seiten-

T-förmig 

parallel versetzt 
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kette von Phe interagieren. Solche Cα-H…π-Wechselwirkungen sind häufig an Protein-

Protein-Interaktionen beteiligt [149-151]. Eine umfangreiche Analyse von Strukturen lös-

licher Proteine legte tatsächlich nahe, dass ungefähr die Hälfte aller aromatischen Ring-

systeme als Akzeptoren von C-H…π-Bindungen fungieren; als hauptsächlicher Donator 

fungiert offensichtlich das Cα-Atom von Gly [149]. In Abb. 27 sind die für solche Bindun-

gen typischen, stereochemischen Charakteristika am Beispiel einer Cα-H…π-Wechselwir-

kung, die in der hochaufgelösten Struktur von Rubisco aus Spinat gefunden wurde [151], 

dargestellt. Obgleich es sich bei Cα-H…π-Interaktionen um relativ schwache Wechsel-

wirkungen handelt, könnten sie infolge des in der apolaren Membranumgebung erhöhten 

Wasserstoffbrücken-Potentials einen deutlich stabilisierenden Effekt haben. Die postulierte 

Cα-H…π-Wechselwirkung zwischen Phe und dem ersten Gly der Partnerhelix ist mit den 

hier erzielten experimentellen Ergebnissen insofern vereinbar, dass a) das erste Gly des 

Interaktionsmotivs scheinbar sensitiver gegenüber Mutation ist als das zweite (s. 4.6.1), 

b) die TMD-TMD-Interaktion von AZ2 auch durch FxxGxxxA deutlich gefördert wird 

(s. 4.6.2) und c) einige selektierte, hochaffine TMDn anstelle des zweiten Gly einen ande-

ren kleinen Rest enthalten (s. 4.2.1 und 4.3). Auf jeden Fall bedarf die Ausbildung von 

π…π- oder Cα-H…π-Wechselwirkungen wahrscheinlich des definierten Abstands zwi-

schen Phe und Gly im FxxGxxxG-Motiv. 

 

 

 
 

Abb. 27: Exemplarische Cα-H…π-Wechselwirkung in einer α-Helix. Intrahelikale Wasserstoffbrücken-
bindung zwischen dem Cα-H-Atom von Thr342 und dem π-System von Phe345 der A-Kette von Ribulose-
1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase aus Spinacia oleracea in 1,6 Å Auflösung ([152], PDB-ID 8ruc). 
Abbildung entnommen aus [151]. 

Thr342 

Phe345 
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Warum kann Phe nicht durch Trp oder Tyr ausgetauscht werden, ohne dass dies zu einem 

Affinitätsverlust führt? Dazu ließe sich mutmaßen, dass die sperrige Seitenkette von Trp 

den engen Kontakt der Rückgrate der Partnerhelices über das GxxxG-Motiv erschweren 

könnte, während Tyr als Wasserstoff-Donator eine H-Brücke mit der Rückgrat-Carbonyl-

gruppe an der -3 oder -4 Position derselben Helix ausbilden könnte anstatt interhelikale 

Wechselwirkungen zu begünstigen. Diese Art von intrahelikalen Wasserstoffbrückenbin-

dungen wird häufig für die Seitenketten-Hydroxylgruppen von Thr und Ser beobachtet, die 

dadurch ihr Wasserstoffbrücken-Potential im apolaren Membranmilieu absättigen können 

[153]. Darüber hinaus könnte die Vorliebe von Trp- und Tyr-Resten für Konformationen, 

die es erlauben, ihre teils hydrophilen Seitenketten in die polare Kopfgruppenregion der 

Lipide auszustrecken (sog. „Snorkelling“) und dort Wechselwirkungen einzugehen, in 

Konkurrenz zur Beteiligung dieser Reste an Helix-Helix-Wechselwirkungen stehen [16, 

154, 155]. In Übereinstimmung damit sind Phe und Trp oder Tyr bekanntermaßen unter-

schiedlich über TMDn verteilt. Während sich Phe ähnlich verhält wie die anderen hydro-

phoben Aminosäuren und bevorzugt in der hydrophoben Kernregion der Membran auftritt, 

zeigen Trp und Tyr eine Präferenz für die Membran/Wasser-Grenzflächen und kommen 

daher größtenteils an den Enden von TMDn vor [11, 37, 107, 156]. Aus anderen Studien ist 

bekannt, dass sowohl Phe als auch Trp und Tyr zu TMD-TMD-Interaktionen beitragen 

[157, 158]. 

 

Phe ist eine Aminosäure, die in TMDn häufig auftritt [12, 106]. Tatsächlich enthalten 83 % 

der TMDn in der von A. Fuchs generierten, nichtredundanten Datenbank bitopischer 

Membranproteine (s. 5.3.2) mindestens ein Phe. Die Beobachtung, dass die Beteiligung 

von Phe an TMD-TMD-Interaktionen von der Anwesenheit von GxxxG abhängt, könnte 

daher als ein weiteres Beispiel angesehen werden, das beleuchtet, wie der Einfluss be-

stimmter Seitenketten auf Helix-Helix-Wechselwirkungen vom Sequenzkontext reguliert 

wird [53, 76-79, 159]. Eine derartige Kontextabhängigkeit dürfte unspezifische Wechsel-

wirkungen bei der Faltung und Oligomerisierung von Membranproteinen unterdrücken. 
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5.4 His fördert die Interaktion von TMDn 

5.4.1 Identifikation der von His vermittelten Interaktion von TMDn durch Selektion 

affiner TMDn aus der Bank JP1 

In dieser Arbeit erzielte Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass His homotypische TMD-

TMD-Interaktionen begünstigt. Diese Schlussfolgerung beruht auf einer bemerkenswerten 

Anreicherung von His in mittel- und hochaffinen TMD-Sequenzen, die aus der kombinato-

rischen Bank JP1 selektiert wurden (s. 4.2.2 und 4.4). In diesen Sequenzen ist His an 

Position 6 stark überrepräsentiert, wo es häufig von kleineren, mäßig polaren Resten flan-

kiert und mit einem C-terminalen GxxxG-Motiv assoziiert ist, was das generelle Motiv 

(A/C/G/S/T/V)Hx(A/C/G/S/T/V)xxxxGxxxG ergibt (s. 4.4). Die Bedeutung von His für 

die TMD-TMD-Interaktion wird durch Mutationsanalysen bestätigt, die zeigen, dass His in 

zwei von drei Fällen für die homotypische Interaktion der TMDn kritisch ist (s. 4.7). Die 

TMD-TMD-Interaktion von J35 wird offensichtlich nicht von His unterstützt (s. 4.7). Eine 

Erklärung dafür könnte sein, dass die Interaktion dieser TMD stattdessen von Trp oder dem 

GxxxGxxxG-Motiv gefördert wird. Andere Studien legten bereits nahe, dass Trp [91, 157, 

158] und sog. Gly-Zipper-Motive [122] zur TMD-TMD-Interaktion beitragen. Eine weitere 

Erklärungsmöglichkeit soll später diskutiert werden.  

 

Dass His nicht in bisherigen Screenings auf homotypisch interagierende TMDn identifi-

ziert wurde, lässt sich damit erklären, dass einige dieser randomisierten Sequenzen nicht 

für His codierten [53, 90]. Die kombinatorische Bank AR hingegen bezog His in den zur 

Randomisierung verwendeten Aminosäuresatz ein (s. 4.1.1). Jedoch enthielten 84 % der 

aus dieser Bank selektierten, hochaffinen Sequenzen mindestens ein Trp [91]. Dass in 

affinen TMDn aus dieser Bank keine Anreicherung von His beobachtet wurde, könnte 

daher daran liegen, dass das Auftreten von TMDn mit His durch die Fülle an Trp-haltigen, 

affinen Sequenzen unterdrückt wurde. Ein anderer Grund dafür, dass der für die TMD-

TMD-Interaktion förderliche Effekt von His in dieser Bank nicht gefunden wurde, könnte 

sein, dass diese Bank für Sequenzen codierte, die mit allen natürlich vorkommenden 

Aminosäuren randomisiert wurden und gleichzeitig zu ~1/3 invariante Ala-Reste beinhalte-

ten. Aufgrund der Fülle an hydrophilen Resten sowie der geringen Hydrophobizität des 

Grundgerüsts könnte das Auftreten von His die stabile Membranintegration unterbunden 

haben. Dafür spricht, dass in membranintegrierten Sequenzen dieser Bank stark polare 

Reste weitgehend abwesend waren. 
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Weitere Mutationsanalysen, die von Johanna C. Panitz nach Abschluss ihrer Masterarbeit 

durchgeführt wurden, bekräftigen, dass His zur Interaktion von TMDn beiträgt. Darüber 

hinaus zeichnet sich ab, dass das C-terminale GxxxG-Motiv, das in der Mehrheit der His-

haltigen Sequenzen auftritt (s. 4.2.2 und 4.4), die TMD-TMD-Interaktion wesentlich unter-

stützt. Des Weiteren scheinen kleinere, polare Reste an Position 5 sowie kleine Reste an 

Position 8 (s. 4.4) die von His vermittelte Assoziation der TMDn tatsächlich zu unter-

stützen (Johanna C. Panitz, unveröffentlichte Ergebnisse). Die Beobachtung, dass His in 

J35 offensichtlich nicht zur TMD-TMD-Interaktion beiträgt (s. oben), lässt sich daher 

damit erklären, dass die Positionen 5 und 8 in dieser TMD von Cys und Thr besetzt sind 

(s. 4.7); das kaum polare Cys und das größere Thr kooperieren möglicherweise nicht mit 

His in homotypischen TMD-TMD-Interaktionen. Umgekehrt verbessert His alleine die 

Interaktion der Modell-TMDn AZ2 und L16 kaum; hingegen resultiert das Aufsetzen des 

Sequenzmotivs THxSxxxxGxxxG auf AZ2 bzw. die oligo-Leu-Sequenz L16 in einer Ver-

doppelung bzw. Verdreifachung der β-Gal-Aktivität (Johanna C. Panitz, unveröffentlichte 

Ergebnisse). Die von Johanna C. Panitz erzielten Ergebnisse deuten an, dass His die Asso-

ziation von L16, und in geringerem Maße AZ2, nur dann erheblich fördert, wenn es von 

kleineren, polaren Resten flankiert wird und die Sequenzen zudem über ein C-terminales 

GxxxG-Motiv verfügen. 

 

5.4.2 His in natürlichen TMDn 

His ist in TMDn natürlicher Membranproteine stark konserviert [160]. Dies deutet an, dass 

His eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der strukturellen Integrität und/oder 

Funktionalität von Membranproteinen spielt. Beispielsweise ist His in TMDn von Ionen-

kanälen weitverbreitet [161]. So verfügt das bitopische Membranprotein, das den homo-

tetrameren M2-Protonenkanal des Influenza A Virus bildet, über ein His in seiner TMD. 

Die His-Reste der vier TMD-Untereinheiten sind im Inneren der Kanalpore lokalisiert und 

scheinen für die Funktion des Ionenkanals essentiell zu sein [54, 161, 162]. Transiente 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den ionisierbaren Seitenketten-Imidazolringen 

von His könnten am pH-sensitiven „Gating“-Mechanismus beteiligt sein [162]. 

 

Ein weiteres bitopisches Membranprotein mit His in seiner TMD ist BNIP3 (BNIP3 steht 

für „Bcl-2/19-kDa interacting protein 3“). BNIP3 ist ein proapoptotisches Protein der 

Bcl-2-Familie, das den durch Sauerstoffmangel induzierten Zelltod einleitet. Es ist bereits 
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gezeigt worden, dass die C-terminale TMD von BNIP3 für seine proapoptotische Aktivität 

sowie seine Wechselwirkung mit Bcl-2 von Bedeutung ist ([163, 164] sowie Literaturanga-

ben darin). Interessanterweise interagiert die α-helikale TMD von BNIP3 sehr effizient mit 

sich selbst. Die sequenzspezifische Dimerisierung von BNIP3 erfolgt durch Bildung 

paralleler, rechtshändig gekreuzter Helix-Helix-Paare (Abb. 28).  

 

 

        

  
                   164                  184 

  BNIP3 TMD        VFLPSLLLSHLLAIGLGIYIG 

      

Abb. 28: Struktur des BNIP3 TMD Dimers in Bicellen. Die TMDn (Reste 164 bis 184 der Aminosäure-
sequenz von humanem BNIP3, wie darunter gezeigt) bilden rechtshändig gekreuzte Helix-Helix-Paare. Die in 
der Helix-Helix-Kontaktfläche liegenden Reste, die in besonderem Maße zur Stabilisierung des Dimers bei-
tragen, sind blau markiert. Die Seitenketten von His173 und Ser172 bilden interhelikale Wasserstoffbrücken-
bindungen zueinander aus und Ala176, Gly180 und Gly184 des AxxxGxxxG-Motivs erlauben eine dichte 
Packung der Helices ([164], PDB-ID 2j5d). Die Abbildung wurde mit DS ViewerPro 5.0 generiert.  
 

 

Durch Mutationsanalysen, molekulare Modellierung und kernresonanzspektroskopische 

Untersuchungen in Bicellen wurde die Helix-Helix-Kontaktfläche identifiziert. Die TMD-

TMD-Interaktion von BNIP3 wird größtenteils vom Sequenzmotiv SHxxAxxxGxxxG ver-

mittelt (Abb. 28, Motiv in blau). Die Seitenketten von His und Ser bilden vermutlich inter-

helikale Wasserstoffbrückenbindungen zueinander aus und tragen so zur Stabilisierung des 
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Dimers bei. Das C-terminale AxxxGxxxG-Motiv, das einen engen Kontakt der Rückgrate 

der Partnerhelices erlaubt und die Ausbildung interhelikaler Cα-H-Bindungen zu Rückgrat-

Carbonylgruppen ermöglichen könnte, ist für die TMD-TMD-Interaktion von BNIP3 eben-

falls essentiell; es wird vermutet, dass es die Seitenketten von His und Ser in eine für elek-

trostatische Wechselwirkungen günstige Orientierung zueinander bringt und so die Spezifi-

tät der Interaktion vermittelt [45, 163-165].  

 

Analysen von Membranproteinstrukturen legten bereits nahe, dass His auch zu hetero-

typischen TMD-TMD-Interaktionen in polytopischen Membranproteinen beiträgt. His, Ser 

und Thr sind zusammen an mehr als einem Drittel der dort gefundenen interhelikalen 

Wasserstoffbrückenbindungen beteiligt [112]. In heterotypisch interagierenden Paaren tritt 

His bevorzugt mit Gly und Thr in Wechselwirkung [133]. Daneben gehört His zu vier von 

66 überrepräsentierten Tripletts, welche auch die kleineren, mäßig polaren Aminosäuren 

Gly, Ala, Ser und Thr enthalten; insbesondere scheint der Seitenketten-Imidazolring von 

His bevorzugt interhelikale Wasserstoffbrückenbindungen mit der Seitenketten-Hydroxyl-

gruppe von Thr einzugehen [127]. 

 

5.4.3 Potentielle Mechanismen der Stabilisierung homotypischer TMD-TMD-Inter-

aktionen durch His 

Die von His vermittelte Interaktion der aus der Bank JP1 selektierten, hochaffinen TMDn 

wird wesentlich von flankierenden Sequenzelementen unterstützt (s. 5.4.1). Das His-haltige 

Motiv fördert TMD-TMD-Interaktionen von AZ2 und, weitaus effizienter, der oligo-Leu-

Sequenz L16 (s. 5.4.1). Molekulardynamische Simulationen in Membranen haben gezeigt, 

dass eine oligo-Leu-Sequenz bevorzugt linkshändige Helix-Helix-Paare bildet [166]. Die 

auf L16 basierende Hybridsequenz könnte ebenso auf eine linkshändige Packungsgeome-

trie beschränkt sein. Es wäre daher vorstellbar, dass das Motiv positive Kreuzungswinkel 

der aus der Bank JP1 selektierten, hochaffinen Sequenzen induziert. Dagegen spricht, dass 

ein ähnliches Motiv für die starke Selbstinteraktion der BNIP3 TMD essentiell ist, welche 

rechtshändige Helix-Helix-Paare bildet (s. 5.4.2). Deshalb wäre es auch vorstellbar, dass 

das His-haltige Motiv negative Kreuzungswinkel der hochaffinen TMDn aus JP1 sowie der 

auf L16 basierenden Hybridsequenz induziert. Es ist durchaus denkbar, dass ausreichend 

starke, interhelikale Wechselwirkungen eine rechtshändige Konformation erzwingen. 
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Über welchen Mechanismus könnte His zur TMD-TMD-Interaktion beitragen? Die Seiten-

kette von His kann als Wasserstoff-Donator und -Akzeptor fungieren. Erstens könnten die 

Seitenketten-Imidazolringe von His über interhelikale Wasserstoffbrückenbindungen mit-

einander interagieren. Zweitens könnten die aromatischen Seitenketten von His π…π-, 

N-H…π- oder C-H…π-Wechselwirkungen eingehen. Möglicherweise bringt das häufig 

auftretende, C-terminale GxxxG-Element die His-Reste der Partnerhelices in eine für 

aromatische oder Wasserstoffbrückenbindungen günstige Orientierung zueinander. Drittens 

könnten die Seitenketten von His mit Amid- oder Carbonylgruppen des Rückgrats, Cα-H-

Atomen von Gly oder Seitenketten-Hydroxylgruppen von Ser oder Thr interhelikale Was-

serstoffbrückenbindungen ausbilden. Analysen von Membranproteinstrukturen deuteten 

bereits an, dass His häufig H-Brücken zu den polaren Gruppen der Peptidbindungen aus-

bildet [112]. Eine umfangreiche Analyse löslicher Proteinstrukturen legte zudem nahe, dass 

ein Viertel der Seitenketten-Imidazolringe von His als Akzeptoren von C-H…π-Bindungen 

fungieren; das Cα-Atom von Gly wurde dabei als häufigster Donator identifiziert [149]. 

Die Selbstassoziation der BNIP3 TMD, deren Sequenz den His-haltigen, hochaffinen 

TMD-Sequenzen aus JP1 ähnelt, wird scheinbar durch interhelikale Wasserstoffbrücken-

bindungen zwischen His und einem benachbarten Ser gefördert [164]. Ferner beeinträchtigt 

die Mutation dieses Ser-Restes zu Thr die Dimerisierung von BNIP3 offensichtlich nicht 

[45]. Heterotypische Interaktionen zwischen His und dem Proteinrückgrat oder einem Gly-, 

Ser- oder Thr-Rest der Partnerhelix würden erklären, warum die flankierenden Positionen 

in den His-haltigen, affinen Sequenzen aus JP1 häufig von kleineren und/oder mäßig pola-

ren Aminosäuren besetzt sind. Die GxxxG-Motive könnten den für Helix-Helix-Wechsel-

wirkungen günstigen, engen Kontakt der C-terminalen TMD-Oberflächen ermöglichen und 

die Wasserstoffbrückenbindungspartner in den N-terminalen Regionen der Partnerhelices 

in eine für Wechselwirkungen günstige Orientierung zueinander bringen. 

 

Wasserstoffbrückenbindungen und andere elektrostatische Wechselwirkungen sind im 

apolaren Milieu der Membran stärker als im wässrigen Milieu. Dies ist auf die weitgehende 

Abwesenheit von Ionen und Wassermolekülen zurückzuführen; diese stehen daher nicht als 

alternative Bindungspartner zur Verfügung. Aus demselben Grund sind elektrostatische 

Anziehungskräfte in Membranen über größere Entfernungen wirksam [41, 51, 167]. 25 % 

aller TMDn bitopischer Membranproteine enthalten mindestens einen stark polaren Ami-
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nosäurerest [159]. Die Beobachtung, dass die Beteiligung von His an TMD-TMD-Inter-

aktionen von flankierenden Sequenzen abhängt, deckt beispielhaft auf, wie der Einfluss 

polarer Seitenketten auf Helix-Helix-Wechselwirkungen vom Sequenzkontext moduliert 

wird. Die Kontextabhängigkeit der von His vermittelten TMD-TMD-Interaktion dürfte die 

Gefahr unspezifischer Assoziation verringern. 

 

 

5.5 Förderung der Interaktion von TMDn durch gegensätzlich 

ionisierbare Aminosäuren 

Aus der Bank JP1 selektierte, hochaffine TMDn, in denen gegensätzlich ionisierbare 

Aminosäuren alternierend auftreten, lassen mutmaßen, dass diese potentiell gegensätzlich 

geladenen Aminosäuren zur starken Interaktion dieser TMDn beitragen (s. 4.2.2 und 4.5). 

Obgleich der Transfer einzelner, geladener Reste vom wässrigen Milieu in die apolare Um-

gebung der Membran aufgrund des hohen Energieaufwands unwahrscheinlich ist [7], ist 

die Insertion von TMDn, in denen sich gegensätzlich geladene Reste durch elektrostatische 

Wechselwirkungen neutralisieren können, teilweise sogar begünstigt [168-171]. Dies gilt 

insbesondere für die Insertion von TMDn, die Arg/Asp- oder Arg/Glu-Paare enthalten 

[168, 169]. Genau diese Arg/Asp- und Arg/Glu-Paare finden sich in den hochaffinen Se-

quenzen aus JP1, die ionisierbare Reste enthalten.  

Es ist denkbar, dass diese Ionenpaare ebenfalls die stabile Assoziation dieser TMDn ver-

mitteln. In der Tat dürften Salzbrücken erheblich zur Stabilisierung von TMD-TMD-Inter-

aktionen beitragen [172]. So scheinen Salzbrücken beispielsweise zur Stabilisierung des 

T-Zell-Rezeptorkomplexes [173] und der Lactose-Permease aus E. coli [174] beizutragen. 

In den aus JP1 selektierten Sequenzen sind die ionisierbaren Reste mit einem C-terminalen 

GxxxG-Motiv assoziiert, das die Assoziation dieser TMDn unterstützen könnte. 

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse werfen die Frage auf, ob TMDn natürlicher, bi-

topischer Membranproteine ähnliche Muster gegensätzlich ionisierbarer Aminosäuren ent-

halten. Da die zur Vorhersage von Membranproteinen gebräuchlichen Algorithmen wie 

TMHMM [5] vorwiegend Hydrophobizitäten berücksichtigen (s. 1.1), überrascht es nicht, 

dass die aus JP1 selektierten TMDn, die mehrere potentiell geladene Reste enthalten, nicht 

als solche identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Würden Vorhersageprogramme den 

Ladungsausgleich durch Ionenpaarung berücksichtigen, dürften auch derartige TMDn als 
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solche erkannt werden. Daher ist es durchaus denkbar, dass bitopische Membranproteine 

mit ähnlichen Aminosäuremustern in ihren TMDn existieren.  

 

 

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei große Banken partiell randomisierter TMDn 

entworfen, deren durchdachtes Design die erfolgreiche Aufdeckung neuer TMD-TMD-

Interaktionsmotive ermöglichte. Die aus diesen Banken selektierten TMDn weisen min-

destens so hohe Affinitäten auf wie zuvor charakterisierte, natürliche oder artifizielle 

TMDn, die mit sich selbst interagieren. 

Erstmalig wurde aufgedeckt, dass die Interaktion von TMDn über GxxxG-Motive, deren 

weitreichende Bedeutung bei der Assoziation von TMDn offenkundig ist, durch Phe an der 

-3 Position gefördert wird. Dieses FxxGxxxG-Motiv wurde in einer mit einem hydropho-

ben Aminosäuresatz randomisierten Bank identifiziert und durch systematische Mutations-

analysen als Interaktionsmotiv verifiziert. Zudem wurde aufgedeckt, dass die Interaktion 

von TMDn über dieses Motiv vom Helix-Helix-Kreuzungswinkel abhängt und des defi-

nierten Abstands zwischen Phe und GxxxG bedarf. Die in dieser Arbeit erzielten Ergeb-

nisse implizieren, dass FxxGxxxG im Rahmen rechtshändiger Helix-Helix-Paare inter-

agiert. Studien an anderen hydrophoben Banken, die die linkshändige Paarung von TMDn 

begünstigen, sollten die Entschlüsselung weiterer Interaktionsmotive ermöglichen.  

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine Bank entworfen, die den kompletten Satz natürlich 

vorkommender Aminosäuren einbezog und gleichzeitig über einen hydrophoben Hinter-

grund verfügte. Selektion dieser Bank ließ erkennen, dass stark polare Aminosäuren die 

Interaktion von TMDn vermitteln. Zur starken Interaktion von TMDn aus dieser Bank trägt 

ein von kleineren, polaren Aminosäuren flankiertes His bei. Die im Rahmen dieser Arbeit 

erzielten Ergebnisse führten zu Mutationsanalysen, die die Bedeutung von His und seiner 

flankierenden Sequenzelemente für die Interaktion dieser TMDn bestätigten. Für einige be-

sonders hochaffine TMDn aus dieser Bank sind potentiell gegensätzlich geladene Amino-

säuren charakteristisch, was sehr darauf hindeutet, dass diese ionisierbaren Aminosäuren 

für die starke Interaktion dieser TMDn kritisch sind. Nur dreimal wurde in affinen TMDn 

aus dieser Bank das FxxGxxxG-Motiv gefunden. Ein Grund für die weitgehende Abwesen-

heit dieses Motivs in interagierenden TMDn aus dieser Bank könnte sein, dass FxxGxxxG 
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allem Anschein nach rechtshändige Helix-Helix-Paarung induziert. Während der invariante 

Ala-Hintergrund wahrscheinlich negative Kreuzungswinkel der Sequenzen aus der Bank 

SU1 begünstigt, könnte das invariante Leu eine linkshändige Packungsgeometrie der Se-

quenzen aus der Bank JP1 favorisieren. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten an, 

dass die auffindbaren Interaktionsmotive maßgeblich vom Design der kombinatorischen 

Banken beeinflusst werden. Neben dem zur Randomisierung verwendeten Aminosäuresatz 

scheinen hierbei Anzahl und Lokalisation der variablen Positionen sowie der invariante 

Sequenzkontext eine bedeutende Rolle zu spielen. Auch das invariante Gly der C-terminal 

flankierenden Vektorsequenz ist in diesem Zusammenhang von großer Bedeutung, da es 

offensichtlich erheblich zur Identifikation GxxxG-haltiger TMDn beigetragen hat. Zur 

weiteren Aufklärung der Sequenzspezifität von TMD-TMD-Interaktionen ist es daher un-

erlässlich, weitere Banken zu konstruieren. Eine Verringerung des Anteils hydrophiler 

Aminosäuren in diesen Banken, verbunden mit der Variation des hydrophoben Sequenz-

kontexts, dürfte zur weiteren Klärung der Funktion polarer Aminosäuren bei der TMD-

TMD-Interaktion beitragen. Auch eine Deletion des invarianten Gly der flankierenden 

Vektorsequenz könnte die Identifizierung neuer Sequenzmotive erleichtern. 

Mittels des in dieser Arbeit durchgeführten, artifiziellen Ansatzes der Randomisierung und 

Selektion konnten neue Erkenntnisse über die Interaktion natürlicher TMDn gewonnen 

werden. Das FxxGxxxG-Motiv wurde in einer Bank gefunden, die mit dem Ziel erstellt 

wurde, natürliche TMD-Sequenzen nachzuahmen. Daher überrascht es nicht, dass dieses 

Motiv tatsächlich zur Selbstassoziation der TMD eines natürlichen, bitopischen Membran-

proteins beiträgt. Durch Förderung der Interaktion der VSV-G TMD könnte das 

FxxGxxxG-Motiv zur Virus-Membran-Fusion beitragen. Die in dieser Arbeit erzeugten 

experimentellen Daten motivierten eine Datenbankanalyse, die die Rolle des vorgeschlage-

nen Motivs bei der TMD-TMD-Interaktion bitopischer Membranproteine bekräftigte. Zur 

Klärung des Mechanismus der Stabilisierung GxxxG-vermittelter TMD-TMD-Inter-

aktionen durch Phe sind weitere Studien erforderlich. Die Analyse bekannter Strukturen 

polytopischer Membranproteine, die FxxGxxxG in ihren TMDn enthalten, könnte Hin-

weise liefern, ob dieses Motiv auch heterotypische TMD-TMD-Interaktionen unterstützt. 

Dies könnte Aufschluss darüber geben, ob Phe im Rahmen dieses Motivs über π…π- oder 

Cα-H…π-Wechselwirkungen interagiert. Auch His könnte zur Interaktion natürlicher 

TMDn beitragen. Dafür spricht, dass das aus selektierten, affinen TMDn abgeleitete Kon-
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sensusmuster eine bemerkenswerte Ähnlichkeit zu dem His-enthaltenden Aminosäure-

motiv aufweist, welches maßgeblich zur Stabilisierung des BNIP3 TMD Dimers beiträgt. 

Der in dieser Arbeit gewählte, methodische Ansatz hat gegenüber Untersuchungen an ein-

zelnen Modell-TMDn den entscheidenden Vorteil, dass Positions- und Kontextabhängig-

keiten berücksichtigt werden. Der Einfluss bestimmter Aminosäuren auf die Wechsel-

wirkungen natürlicher TMDn muss vom Sequenzkontext reguliert werden, um unspezifi-

sche Assoziation zu vermeiden. Die Kooperation von Phe mit GxxxG oder von His mit 

kleinen, polaren Aminosäuren sind Beispiele, die dies eindrucksvoll unterstreichen. Die 

Selektion kombinatorischer Banken ist also ein effizientes Verfahren zur Identifikation 

solch komplexer Interaktionsmotive. 

Die derzeitige Etablierung eines dominant-negativen ToxR-Systems legt die Basis zur 

Untersuchung heterotypischer TMD-TMD-Interaktionen. Dieses Messsystem dürfte es 

ermöglichen, Bindungspartner von His in der Partnerhelix zu identifizieren, und so zur 

Klärung des Mechanismus der His-vermittelten Stabilisierung von TMD-TMD-Inter-

aktionen beizutragen. Zum weiteren Erkenntnisgewinn über die Förderung von TMD-

TMD-Interaktionen durch stark polare Aminosäuren sollten Mutationsstudien an den im 

Rahmen dieser Arbeit selektierten, hochaffinen TMDn, die gegensätzlich ionisierbare 

Aminosäuren enthalten, durchgeführt werden. Dies ist die bisher erste Arbeit, in der hoch-

affine TMDn mit derartigen Mustern gegensätzlich ionisierbarer Aminosäuren identifiziert 

wurden. Es ist denkbar, dass die potentiell gegensätzlich geladenen Reste sowohl die In-

sertion als auch die Interaktion dieser TMDn begünstigen. Möglicherweise ist die stabile 

Insertion dieser TMDn nur möglich, weil sich die Ladungen durch intrahelikale Wechsel-

wirkungen neutralisieren. Andere Studien deuten an, dass die Insertion mehrerer TMDn 

kooperativ erfolgen kann. Würden zwei TMDn, die unterschiedlich geladene Reste ent-

halten, vor ihrer Membraninsertion interagieren, so dass die Ladungen sich aufgrund inter-

helikaler Wechselwirkungen neutralisieren könnten, könnte dies die Insertionseffizienz er-

höhen. Daher wäre es aufschlussreich zu untersuchen, ob der Austausch eines positiv oder 

negativ geladenen Rests durch eine ungeladene Aminosäure die Insertion selektierter 

TMDn mit potentiell ionengepaarten Resten beeinträchtigt. Könnte die Insertionseffizienz 

durch gleichzeitige Transformation mit beiden Punktmutanten wiederum erhöht werden, 

würde dies auf interhelikale Wechselwirkungen und den Ladungsausgleich infolge von 

Ionenpaarung hindeuten. Dies wäre ein wichtiger Ausgangspunkt zur Weiterentwicklung 

der Programme zur Vorhersage von Membranproteinen. 
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Anhang 

 

A. Tabellen 

 

 

 

 

Tab. I: Aminosäurestatistik der randomisierten TMD-Positionen in der Bank SU1 

 

Amino-
säure 

% bei 
Codierung 

durch 
DBB1 

Anzahl an 
Resten in 

der 
Rohbank2 

% in der 
Rohbank 

Anzahl an 
Resten in 

nieder- und 
mittel-
affinen 
TMDn3 

%  in 
nieder- 

und 
mittel-
affinen 
TMDn 

Anzahl 
an Resten 
in hoch-
affinen 
TMDn4 

% in 
hoch-

affinen 
TMDn 

Verhältnis 
hochaffine/ 
nieder- und 
mittelaffine 

TMDn 

A 11,1 20 11,7 36 10,7 42 8,8 0,82 
C 7,4 10 3,1 32 9,5 42 8,8 0,92 
F 7,4 3 2,3 12 3,6 60 12,5 3,50 
G 11,1 31 18,0 55 16,4 113 23,5 1,44 
I 7,4 6 4,7 19 5,7 31 6,5 1,14 
L 3,7 5 1,6 16 4,8 13 2,7 0,57 
M 3,7 8 6,3 21 6,3 26 5,4 0,87 
R 3,7 15 6,3 0 0 1 0,2 - 
S 18,5 27 14,1 41 12,2 40 8,3 0,68 
T 11,1 24 12,5 32 9,5 31 6,5 0,68 
V 11,1 16 11,7 41 12,2 49 10,2 0,84 
W 3,7 11 7,8 31 9,2 32 6,7 0,72 
 
1DBB = (A/G/T) (C/G/T) (C/G/T) 
 
2geschätzt durch Sequenzierung von 22 zufällig aus der Rohbank ausgewählten Plasmiden 
 
3geschätzt durch Sequenzierung von 42 nieder- und mittelaffinen TMDn 
 
4geschätzt durch Sequenzierung von 60 hochaffinen TMDn 
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Tab. II: Aminosäurestatistik der randomisierten TMD-Positionen in der Bank JP1 

 

Amino-
säure 
bzw. 
Stopp 

% bei 
Codierung 

durch 
NNB1 

Anzahl an 
Resten in 

der 
Rohbank2 

% in der 
Rohbank 

Anzahl an 
Resten in 
zufällig 
ausge-

wählten 
TMDn3 

%  in 
zufällig 
ausge-

wählten 
TMDn 

Anzahl 
an Resten 
in mittel- 
und hoch-

affinen 
TMDn4 

% in 
mittel- 

und 
hoch-

affinen 
TMDn 

Verhältnis 
mittel- und 
hochaffine/ 

zufällig 
ausgewählte 

TMDn 

A 6,3 12 7,1 17 9,6 37 8,9 0,92 
C 4,2 3 1,8 8 4,5 15 3,6 0,79 
D 4,2 18 10,7 5 2,8 12 2,9 1,02 
E 2,1 4 2,9 4 2,3 9 2,2 0,95 
F 4,2 2 1,2 3 1,7 11 2,6 1,55 
G 6,3 29 17,3 33 18,8 88 21,2 1,13 
H 4,2 1 0,6 2 1,1 23 5,5 4,87 
I 4,2 2 1,2 7 4,0 22 5,3 1,33 
K 2,1 8 4,8 4 2,3 4 1,0 0,42 
L 8,3 3 1,8 9 5,1 30 7,2 1,41 
M 2,1 5 3,0 2 1,1 7 1,7 1,48 
N 4,2 8 4,8 7 4,0 15 3,6 0,91 
P 6,3 8 4,8 7 4,0 2 0,5 0,12 
Q 2,1 3 1,8 2 1,1 3 0,7 0,63 
R 8,3 19 11,3 13 7,4 15 3,6 0,49 
S 10,4 14 8,3 16 9,1 33 7,9 0,87 
T 6,3 11 6,5 18 10,2 39 9,4 0,92 
V 6,3 8 4,8 15 8,5 25 6,0 0,71 
W 2,1 5 3,0 2 1,1 12 2,9 2,54 
Y 4,2 2 1,2 2 1,1 14 3,4 2,96 

Stopp 2,1 3 1,8 0 0 0 0 - 
 
1NNB = (A/C/G/T) (A/C/G/T) (C/G/T) 
 
2geschätzt durch Sequenzierung von 21 zufällig aus der Rohbank ausgewählten Plasmiden 
 
3geschätzt durch Sequenzierung von 22 zufällig ausgewählten, nicht- und niederaffinen 
TMDn 
 
4geschätzt durch Sequenzierung von 52 mittel- und hochaffinen TMDn 
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Tab. III: Absolute Aminosäureanzahlen an jeder randomisierten Position in nieder- 

und mittelaffinen TMD-Sequenzen aus der Bank SU1 

 

TMD-Position Amino- 
säure 2 5 6 8 9 12 13 16 

A 2 9 7 3 5 3 3 4 
C 6 3 6 6 2 3 4 2 
F 4 1 3 0 2 1 0 1 
G 7 4 5 5 9 3 18 4 
I 2 1 2 2 1 3 3 5 
L 2 3 1 2 3 3 1 1 
M 3 1 2 3 1 6 2 3 
R 0 0 0 0 0 0 0 0 
S 2 7 5 5 11 3 3 5 
T 4 4 5 5 0 8 1 5 
V 6 4 2 7 3 5 3 11 
W 4 5 4 4 5 4 4 1 

 

 

 

 

Tab. IV: Absolute Aminosäureanzahlen an jeder randomisierten Position in 

hochaffinen TMD-Sequenzen aus der Bank SU1 

 

TMD-Position Amino- 
säure 2 5 6 8 9 12 13 16 

A 8 5 9 3 5 3 3 6 
C 6 11 5 6 4 1 5 4 
F 4 22 8 2 10 3 6 5 
G 5 6 4 27 18 30 15 8 
I 10 2 8 0 1 4 2 4 
L 3 1 3 2 3 0 0 1 
M 3 2 3 3 2 2 7 4 
R 0 0 0 0 0 0 0 1 
S 2 1 6 4 6 2 13 6 
T 1 1 1 1 5 6 3 13 
V 13 3 7 10 3 3 5 5 
W 5 6 6 2 3 6 1 3 
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Tab. V: Absolute Aminosäureanzahlen an jeder randomisierten Position in zufällig 

ausgewählten, nicht- und niederaffinen TMD-Sequenzen aus der Bank JP1 

 

TMD-Position Amino- 
säure 2 5 6 8 9 12 13 16 

A 3 1 2 1 4 1 2 3 
C 2 1 0 2 1 0 2 0 
D 2 1 1 0 0 0 1 0 
E 0 2 0 0 0 1 0 1 
F 0 1 0 1 0 0 0 1 
G 5 3 2 6 4 6 2 5 
H 0 1 0 0 1 0 0 0 
I 0 2 3 0 0 1 1 0 
K 0 0 0 2 0 0 2 0 
L 0 1 2 1 2 2 0 1 
M 1 0 0 0 0 1 0 0 
N 1 1 0 0 0 0 2 3 
P 0 1 0 1 0 2 2 1 
Q 0 0 1 1 0 0 0 0 
R 5 0 3 2 2 0 0 1 
S  3 0 2 1 5 3 1 1 
T 0 4 3 2 1 3 4 1 
V 0 3 2 1 1 2 3 3 
W 0 0 0 0 1 0 0 1 
Y 0 0 1 1 0 0 0 0 
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Tab. VI: Absolute Aminosäureanzahlen an jeder randomisierten Position in mittel- 

und hochaffinen TMD-Sequenzen aus der Bank JP1 

 

TMD-Position Amino- 
säure 2 5 6 8 9 12 13 16 

A 3 5 0 10 4 6 5 4 
C 2 2 1 2 2 4 1 1 
D 1 4 2 3 2 0 0 0 
E 0 3 0 3 0 2 1 0 
F 2 1 4 0 1 2 1 0 
G 8 11 2 6 12 10 33 6 
H 0 1 19 0 0 1 2 0 
I 5 1 0 1 4 3 0 8 
K 1 1 1 0 0 1 0 0 
L 1 4 0 2 7 5 0 11 
M 0 0 0 1 2 0 1 3 
N 1 3 4 0 0 3 4 0 
P 0 1 0 0 0 0 0 1 
Q 1 1 0 0 0 0 0 1 
R 7 0 8 0 0 0 0 0 
S 3 5 1 10 7 2 0 5 
T 7 6 4 6 2 7 1 6 
V 7 2 1 6 2 4 0 3 
W 2 0 1 0 2 2 2 3 
Y 1 1 4 2 5 0 1 0 
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Tab. VII: Mutationsanalyse isolierter Phe-Reste in hochaffinen TMDn aus SU1 

 

β-Gal-Aktivität1 

TMD Sequenz 
Wt Mutante 

Expressions-
level der 

Mutante relativ 
zum Wt2 

Membranintegrations-
effizienz der Mutante 

relativ zum Wt3 

S45 .C..WC.CG..FM..G 1,8 3,5 + 0 
S46 .C..CG.VT..WF..A 1,7 1,5 + 0 
S57 .V..VS.TA..IF..T 2,1 1,8 0 - 
S64 .S..AS.VG..FG.LM 2,3 2,4 0 0 
 
1durch parentale TMD (Wt) oder Mutante induzierte β-Gal-Aktivität exprimierender 
FHK12-Zellen relativ zu AZ2 (= 1,0) (mit 0,0025 % (w/v) L-Arabinose induziert; 
Mittelwerte ± SD, n = 8-16 Datenpunkte) 
 
2Expressionslevel der Mutante relativ zur parentalen TMD (Wt) in exprimierenden 
FHK12-Zellen (0 = ähnlicher Expressionslevel, + = höherer Expressionslevel) 
 
3Membranintegrationseffizienz der Mutante relativ zur parentalen TMD (Wt), gefolgert aus 
der funktionellen Komplementation der MalE-Defizienz in PD28-Zellen (0 = ähnliche 
Integrationseffizienz, - = geringere Integrationseffizienz) 
 

Nicht in F/(GxxxG)n-Motive eingebettete Phenylalanine der parentalen TMDn (Wt), die in 
den entsprechenden Mutanten durch Leu ausgetauscht wurden, sind in weiß auf schwarzem 
Hintergrund gezeigt und invariante Reste als Punkte dargestellt. In der TMD S45 erhöht 
der Austausch von Phe durch Leu die β-Gal-Aktivität. Während die entsprechende Muta-
tion in den TMDn S46 und S57 höchstens zu einer geringen Reduktion der β-Gal-Aktivität 
führt, hat sie in der TMD S64 keinen Einfluss auf die β-Gal-Aktivität. Zusammenfassend 
führt die Mutation isolierter Phe-Reste in diesen vier hochaffinen Sequenzen aus SU1 
daher nicht zu signifikant verringerten β-Gal-Aktivitäten. 
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B. Abbildungen 
 

a) 

 
b) 

  

c) 

    



Anhang 

 

133 

 

 

d) 

       

e) 

      

f) 
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g) 

 

h) 

 
 

Abb. I: Funktionelle Komplementation der MalE-Defizienz von PD28-Zellen zur Kontrolle der korrek-
ten Integration (Ninnen – Caußen) der ToxR-Proteine in die bakterielle innere Membran. a) Typische 
Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die die TMD S77 oder Mutanten davon exprimieren. Als Vergleich 
dienen ein Konstrukt ohne TMD (ΔTM) und die TMDn AZ2 und C65. Zahlen stellen Mittelwerte aus drei 
Ansätzen dar. Mutanten förderten das Wachstum von PD28-Zellen mindestens so effizient wie das parentale 
Konstrukt. Dies bestätigt ihre effiziente Membranintegration und korrekte Orientierung. b) Wachstums-
kinetiken von PD28-Zellen, die die TMD S84 oder Mutanten davon exprimieren. Zahlen stellen Mittelwerte 
aus drei Ansätzen dar. Mutanten förderten das Wachstum von PD28-Zellen mindestens so effizient wie das 
parentale Konstrukt, was auf ihre korrekte Membraninsertion hinweist. Offensichtlich gehen affinitätsver-
ringernde Mutationen mit erhöhter Effizienz der Maltoseverwertung einher. Möglicherweise schränkt die 
enge räumliche Nähe der MalE-Domänen in den stark interagierenden parentalen Konstrukten S77 und S84 
die Fähigkeit der Maltosehandhabung in den PD28-Zellen ein. c) Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die 
die TMDn S35, S17, S14 oder Mutanten davon exprimieren. Zahlen stellen Mittelwerte aus drei Ansätzen 
dar. Alle Konstrukte mit Ausnahme des Kontrollkonstrukts ohne TMD (ΔTM) ermöglichten ähnliche Wachs-
tumsraten, woraus geschlossen werden kann, dass die Konzentrationen der parentalen Konstrukte und ihrer 
Mutanten in der bakteriellen inneren Membran ähnlich sind. d) Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die 
die TMDn L16, AZ2 oder Mutanten davon exprimieren. Zahlen stellen Mittelwerte aus drei Ansätzen dar. 
Mutanten förderten das Wachstum von PD28-Zellen mindestens so effizient wie die parentalen Konstrukte, 
was ihre korrekte Membraninsertion andeutet. e) Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die die GpA TMD 
(GpA-Wt) oder Mutanten davon exprimieren. Zahlen stellen Mittelwerte aus drei Ansätzen dar. Mit Aus-
nahme von ΔTM ermöglichten alle Konstrukte ähnliche Wachstumsraten der PD28-Zellen. Dies lässt auf 
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ähnlich effiziente Membranintegration der GpA TMD und ihrer Mutanten schließen. f) Wachstumskinetiken 
von PD28-Zellen, die die VSV-G TMD (VSV-Wt) oder Mutanten davon exprimieren. Als Positiv- bzw. 
Negativkontrolle dient GpA-Wt bzw. ΔTM. Zahlen stellen Mittelwerte aus drei Ansätzen dar. Ähnliche 
Wachstumsraten der PD28-Zellen weisen auf ähnliche Membranintegrationseffizienzen der VSV-G TMD 
und ihrer Mutanten hin. g) Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die die TMD M11 oder Mutanten davon 
exprimieren. Als Vergleich dienen ΔTM, die GpA TMD und ihre Mutante I76F. Zahlen stellen Mittelwerte 
aus drei Ansätzen dar. Alle Konstrukte außer ΔTM ermöglichten ähnliche Wachstumsraten, was auf ähnliche 
Konzentrationen der parentalen Konstrukte und Mutanten in der bakteriellen inneren Membran schließen 
lässt. Offensichtlich verringert die Mutation M11-M2F, die die Affinität erhöht, die Effizienz der Maltose-
verwertung in PD28-Zellen. Möglicherweise erschwert die enge räumliche Nähe der MalE-Domänen in 
diesem stark interagierenden Konstrukt die Maltosebindung oder die Interaktion mit dem Maltosetransporter. 
h) Wachstumskinetiken von PD28-Zellen, die die TMDn J71, J64, J35 oder Mutanten davon exprimieren. 
Zahlen stellen Mittelwerte aus zwei Ansätzen dar. Mutanten förderten das Wachstum von PD28-Zellen 
mindestens so effizient wie die parentalen Konstrukte, was ihre effiziente Membranintegration und korrekte 
Orientierung bestätigt. 
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