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1 FEinleitung 1

1 Eileitung

1.1 Regulation der Transkription in Escherichia coli

Die Genexpression in Bakterien unterliegt einer starken Regulation (Uberblick siehe Dale und
Park, 2004), da sichergestellt werden muss, dass die richtigen Proteine in der korrekten
Menge zum passenden Zeitpunkt synthetisiert werden. Bakterien miissen in der Lage sein
einige Proteine, wie zum Beispiel Strukturproteine oder ribosomale Proteine, in grofen
Mengen herzustellen, wihrend von anderen Proteinen, wie beispielsweise einigen
regulatorischen Proteinen, nur geringe Mengen produziert werden. Aullerdem sind Bakterien
dadurch, dass sie unter bestimmten Bedingungen bestimmte Gene (z.B. Stressproteine)
exprimieren, sehr anpassungsfihig und konnen unter einem breiten Spektrum von
Umweltbedingungen gedeihen. Die Genexpression bendtigt sehr viel Energie und wird
prézise kontrolliert, um die Synthese von unnétigen Materialen zu vermeiden. Die Regulation
erfolgt auf allen Ebenen des Pfades zwischen dem Gen und dem entsprechenden Protein und
wird in drei Hauptphasen verwirklicht: Transkription der mRNA, Translation des Proteins
und Kontrolle der Aktivitit des Proteins. Unter diesen Rahmenbedingungen gibt es eine Reihe
von potentiellen regulatorischen Faktoren wie (1) die Anzahl der Genkopien, (2) die
Effizienz mit der das Gen transkribiert wird, welche hauptsdchlich iiber den Grad der
Initiation der Transkription bestimmt wird, (3) die Stabilitdt der mRNA, (4) die Effizienz mit
der die mRNA zum Protein translatiert wird, (5) die Stabilitit des Proteinprodukts und (6)
posttranslationale Effekte wie die Proteinfaltung, kovalente Modifikationen, die die Aktivitat
des Proteins beeinflussen, sowie tempordre Inhibition oder Aktivierung bestimmter Enzyme.
Aus wirtschaftlichen Griinden erfolgt die Regulation groftenteils bei der Initiation der
Transkription der mRNA (Review sieche Browning und Busby, 2004). Die =zentrale
Komponente dabei ist die RNA-Polymerase, die die bakterielle Transkription ausfiihrt. Sie
besteht aus fiinf Untereinheiten von denen vier (a, B, B° und ®) im Grundkoérper mit der
Zusammensetzung PP a,® vorhanden sind (Burgess, 1969). Um die Transkription an einem
Promotor initiieren zu konnen, muss dieser Grundkdrper zusammen mit einer o-Untereinheit
(Sigma-Faktor) das sogenannte Holoenzym bilden. Die Verteilung der limitierenden RNA-
Polymerase-Komplexe zwischen kompetitierenden Promotoren wird durch fiinf verschiedene
Mechanismen reguliert durch die das Expressionslevel von Genen verdndert werden kann.

Dazu gehdoren Promotor-DNA-Sequenzen, Sigma-Faktoren, kleine Molekiille wie
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beispielsweise Guanosin-3’,5 -bispyrophosphat (ppGpp), Transkriptionsfaktoren sowie die
gefaltete Struktur des bakteriellen Chromosoms.

Die Ergebnisse der Forschung an der bakteriellen Transkriptionsinitiation in Escherichia coli
dienen als Modell fiir das Verstindnis der Transkriptionskontrolle in allen Reichen des
Lebens. Viele Prinzipien der Genregulation sind in Bakterien und Eukaryoten sehr dhnlich.
Allerdings sind in Eukaryoten eine viel grofBere Anzahl von Proteinen und viel ldngere DNA-
Bereiche an der Regulation der Genexpression beteiligt (Uberblick iiber die Genexpression in
Eukaryoten siehe Alberts et al., 2007; Stryer et al., 2002). Dadurch ist die eukaryotische
Genregulation zwar vergleichsweise sehr viel komplexer, ermoglicht es aber, dass viele
Signale an einem einzelnen Promotor integriert werden konnen, um eine entsprechende
Menge mRNA zu synthetisieren. So konnen Zellen in multizelluliren Organismen zum
Beispiel ihre Form, Wachstumsrate oder andere Charakteristika verdndern, wenn sie
Hormonen oder Wachstumsfaktoren ausgesetzt sind. Unterschiede in der Genexpression
ermOglichen es auch, dass aus Zellen, die die gleichen genetischen Informationen enthalten,
verschiedene Zelltypen, wie beispielsweise Muskel- oder Nervenzellen, entstehen.

Im Folgenden werden die wichtigsten Mechanismen zur Regulation der Transkription in

E. coli durch Kontrolle der Initiation der Transkription dargestellt.

1.1.1 Regulation der Transkription durch die Promotor-DNA-Sequenz

Die beiden Hauptelemente eines Promotors sind die -35 und die -10 Elemente, die jeweils 35
bzw. 10 Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt liegen und von der o-Untereinheit der
RNA-Polymerase erkannt werden (siche Abbildung 1). Es existieren Konsensussequenzen fiir
beide Elemente, die sich fiir die verschiedenen o-Faktoren unterscheiden. Starke Promotoren,
an denen es hiufig zur Initiation der Transkription kommt, besitzen meist eine Sequenz, die
nahe am idealen Konsensus liegt, wihrend schwache Promotoren hiaufig Basenabweichungen
oder einen verdnderten Abstand zwischen den beiden Elementen aufweisen, wodurch die
Transkription seltener initiiert wird. Das ausgedehnte (extended) -10 Element und das UP
Element (promoter upstream element) stellen zwei weitere wichtige Elemente von

Promotoren dar.



1 FEinleitung 3
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Abbildung 1: Stark vereinfachtes Modell eines bakteriellen Promotors. Der DNA-Doppelstrang ist in rot
dargestellt. Vor dem Transkriptionsstartpunkt (+1) liegen die -10- und -35 Elemente (jeweils in hellblau
dargestellt), die von der o-Untereinheit der RNA-Polymerase erkannt werden.

1.1.2 Regulation der Transkription durch Sigma-Faktoren

Der o-Faktor bestimmt die Spezifitit des RNA-Polymerase-Holoenzyms (Dunn und Bautz,
1969). E. coli besitzt einen priméren o-Faktor, 6’°, der fiir die Erkennung von Promotoren in
exponentiell wachsenden Zellen verantwortlich ist (housekeeping genes). AuBBerdem besitzt E.
coli sechs weitere o-Faktoren, sogenannte alternative o-Faktoren, die als Antwort auf
spezifische Stresssituationen akkumulieren (Ishihama, 2000) und dadurch mit 6’ um RNA-
Polymerase kompetitieren. Wenn der primére o-Faktor durch einen alternativen o-Faktor
ersetzt wird, wird die Erkennung von Promotorsequenzen durch die RNA-Polymerase radikal
verdndert (Maeda et al., 2000) und es kommt zu einer verdnderten Genexpression. Als Folge
von hohen Temperaturen kommt es beispielsweise zur Akkumulation von o> (dem
sogenannten Hitzeschock-o-Faktor, siche Grossman et al., 1984). Wenn o2 an RNA-
Polymerase bindet, kann diese an Promotoren von Hitzeschockgenen binden, wodurch es zur
Expression dieser Gene, die bendtigt werden um die hohe Temperature zu verkraften, kommt
(Yura und Nakahigashi, 1999). Ein weiterer alternativer c-Faktor ist o°, das die allgemeine

Stressantwort reguliert. ¢°

akkumuliert beispielsweise in der stationdren Phase, aber auch
unter vielen anderen Stressbedingungen, und reguliert eine grole Anzahl von Genen (Weber
et al., 2005). Die Aktivitit von o-Faktoren wird hiufig durch Anti-Sigma-Faktoren reguliert,
die eine Interaktion mit dem RNA-Polymerase-Grundkorper verhindern (Hughes und Mathee,

1998).

1.1.3 Regulation der Transkription durch kleine Liganden

Auch mit Hilfe von kleinen Liganden kann die RNA-Polymerase schnell und effizient auf die
Umweltbedingungen reagieren. Guanosin-3",5 -bispyrophosphat (ppGpp) wird beispielsweise
synthetisiert, wenn ein Aminosduremangel vorherrscht und dadurch die Translation gebremst

wird und bindet an RNA-Polymerase (Chatterji und Ojha, 2001). ppGpp destabilisiert die
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Bindung von RNA-Polymerase an Promotoren, die instabile offene Promotor-RNA-
Polymerase-Komplexe bilden (Barker et al., 2001a; Barker et al., 2001b). Diese Promotoren
regulieren meist Gene, die fiir Proteine kodieren, die fiir die Translation benétigt werden. Bei
einer niedrigen Konzentration des Startnukleotids, welches normalerweise ATP ist, kommt es
an solchen Promotoren in der Regel nicht zur Initiation der Transkription (Gaal et al., 1997;
Schneider et al.,, 2002). Es wurde postuliert, dass ppGpp die Expression der
Translationsmaschinerie unter Ndhrstoffmangel reguliert, wahrend ATP die Expression in

Abhingigkeit von der Wachstumsrate kontrolliert (Schneider et al., 2003).

1.1.4 Regulation der Transkription durch Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren koppeln ebenfalls die Genexpression an Umweltbedingungen und
werden durch die Kontrolle ihrer Aktivitdt oder ihrer Expression reguliert. Die DNA-Binde-
Affinitdt von Transkriptionsfaktoren kann durch kleine Molekiile (z.B. Allolaktose beim Lac-
Repressor oder cAMP bei CRP, Miiller-Hill, 1996) oder durch kovalente Modifikationen
(z.B. Phosphorylierung des Responseregulators NarL durch die Sensorkinase NarX oder
NarQ in einem sogenannten Zwei-Komponenten-System; Darwin und Stewart, 1996; Stock et
al., 2000) verdndert werden. Bei manchen Transkriptionsfaktoren wird die Aktivitit auch
anhand ihrer Konzentration in der Zelle reguliert. Die Konzentration wird entweder durch die
Regulation ihrer Expression oder durch Proteolyse bestimmt. Beispielsweise wird die Antwort
auf Superoxid-Stress durch die Konzentration an SoxS kontrolliert. Die Transkription von
soxS wird wiederum durch SoxR reguliert, das direkt durch oxidierende Liganden aktiviert
wird (Demple, 1996). In seltenen Fillen wird die Konzentration eines Transkriptionsfaktors
auch durch ein regulatorisches Protein, das den Transkriptionsfaktor bindet, reguliert
(Plumbridge, 2002).

Durch die Bindung eines Transkriptionsfaktors an einen Promotor kann die Initiation der
Transkription aktiviert oder reprimiert werden. Einige Transkriptionsregulatoren fungieren
nur als Aktivator oder Repressor, wihrend andere je nach Zielpromotor beide Funktionen
besitzen (Perez-Rueda und Collado-Vides, 2000). Aktivatoren verbessern die Effizienz eines
Promotors dadurch, dass sie seine Affinitdt fiir die RNA-Polymerase erhohen. Repressor-
Proteine verringern hingegen die Initiation der Transkription an ihren Zielpromotoren.

Unter 1.2 sind die Struktur und Funktion von Transkriptionsfaktoren genauer beschrieben.
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1.1.5 Regulation der Transkription durch Chromosomenfaltung

Bakterielle Chromosomen sind durch supercoiling und Interaktionen mit Nukleoid-Proteinen
und RNA stark verdichtet (Azam und Ishihama, 1999). Die Bindung von Nukleoid-Proteinen
(Fis, IHF, H-NS, HU, StpA, Dps) an DNA und die daraus resultierende Faltung des
bakteriellen Chromosoms beeinflusst die Verteilung der RNA-Polymerase auf verschiedene
Promotoren. Das Protein H-NS kann beispielsweise durch die Bildung von ausgedehnten
Nukleoproteinstrukturen die Genexpression komplett verhindern (z.B. an proU- und bgl-
Promotoren; Jordi und Higgins, 2000; Petersen et al., 2002; Schnetz, 1995). An anderen
Promotoren arbeiten Nukleoid-assoziierte Faktoren zusammen, um dadurch die Transkription
zu beeinflussen. In Abhdngigkeit von der Bindestelle kann es dadurch zur Aktivierung oder
Repression kommen (McLeod und Johnson, 2001). An der regulatorischen Region von nir
binden beispielsweise Fis, IHF und H-NS die DNA in einen geordneten Nukleoprotein-
Komplex, der die Transkription verhindert (Browning et al., 2000). Es gibt auch zahlreiche
Beispiele fiir Promotoren an denen spezifische Nukleoid-assoziierte Faktoren wie Fis und IHF
als Aktivatoren der Transkriptionsinitiation rekrutiert werden (Gerstel et al., 2003; McLeod

und Johnson, 2001).

1.2 Transkriptionsfaktoren

Die Aktivitit der meisten bakteriellen Promotoren hingt nicht von einem, sondern von
mehreren Umweltsignalen ab. Viele Promotoren werden daher auch von zwei oder mehr
Transkriptionsfaktoren kontrolliert, von denen jeder ein Umweltsignal weiterleitet. In den
meisten untersuchten Fillen erfolgt die komplexe Regulation durch Kombinationen von
Aktivatoren und Repressoren oder durch eine Abhingigkeit von mehreren Aktivatoren. Es
gibt jedoch auch wenige Beispiele fiir eine integrierte Regulation, die allein von Repressoren
abhingt.

Ein gut untersuchtes Beispiel flir einen Promotor, der von zwei Transkriptionsfaktoren
kontrolliert wird, ist der E. coli lac-Promotor, der das lac-Operon reguliert. Die Gene des lac-
Operons kodieren fiir Proteine, die fiir die Aufnahme und den Abbau von Laktose notig sind.
Die Transkription am /ac-Promotor wird durch den Lac-Repressor negativ und CRP (cAMP

receptor protein) positiv reguliert. Das CRP-Dimer aktiviert Gene, die es E. coli ermoglichen
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alternative Kohlenstoffquellen zu nutzen, wenn die bevorzugte Kohlenstoffquelle, Glukose,
nicht zur Verfiigung steht. Bei niedrigen Glukosekonzentrationen steigt die zelluldre cAMP-
Konzentration. cAMP bindet an CRP und aktiviert dieses dadurch, so dass es an eine DNA-
Sequenz nahe des lac-Promotors binden und somit die Transkription der fiir den Laktose-
metabolismus benétigten Gene initiieren kann. Es wére jedoch verschwenderisch, wenn die
Expression des lac-Operon induziert werden wiirde, wenn keine Laktose vorhanden ist. Daher
verhindert das Lac-Repressor-Tetramer, das an die sogenannte Operator-Region bindet, die
RNA-Synthese in Abwesenheit von Laktose. Wenn jedoch das Laktosederivat Allolaktose an
den Lac-Repressor bindet, so kommt es zu einer allosterischen Verdnderung der
Proteinstruktur und der Transkriptionsfaktor kann nicht mehr an die Operator-Region binden.
Dadurch wird die Initiation der Transkription ermdglicht. Am /ac-Promotor werden folglich
zwel verschiedene Signale integriert, wodurch es nur zu einer effektiven Transkription der
Gene des Operons kommt, wenn Laktose vorhanden ist und gleichzeitig Glukosemangel
herrscht. In allen anderen Fillen wird die RNA-Synthese verhindert (siche Abbildung 2).
Weiterfiihrende Studien des lac-Promotors zeigten, dass das lac-Operon weitere Operator-
Regionen in der Néhe besitzt. Das Lac-Repressor-Tetramer kann an zwei Operator-Regionen
gleichzeitig binden und verursacht dadurch eine Kriimmung der dazwischenliegenden DNA.
Die Induktion einer Kriimmung der DNA wird auch als DNA bending bezeichnet (genauere
Beschreibung siehe 1.3.1). Im Fall des lac-Operons wird die Repression durch den Lac-
Repressor durch das DNA bending verstérkt.

Transkriptionsfaktoren bestehen in der Regel aus mindestens zwei Domédnen: einer DNA-
bindenden Doméne (DBD) und einer regulatorischen Doméne (RD). Die Klassifizierung von
bakteriellen Transkriptionsregulatoren erfolgt anhand ihrer Sequenz und der Position der
DBD. Derzeit sind 16 Hauptklassen von bakteriellen Transkriptionsfaktoren bekannt zu denen
auch LysR-Typ-Transkriptionsfaktoren (siehe 1.3) gehoren, deren DBD sich am N-Terminus
befindet (Pareja et al., 2006; Pruess et al., 2005).

Die meisten DNA-bindenden Proteine in Prokaryoten besitzen ein sogenanntes Helix-turn-
Helix (HTH)-Motiv, das aus einer Erkennungshelix flir die spezifische Bindung an eine
bestimmte DNA-Sequenz und einer stabilisierenden Helix besteht, die durch eine Windung,
den sogenannten turn miteinander verbunden sind (sieche Abbildung 3A). In E. coli kommen
314 Transkriptionsregulatoren mit diesem Motiv in der DNA-bindenden Doméne vor. Bei der
DNA-Bindung liegt die Erkennungshelix in der groBen Furche, wo Aminoséurereste Kontakte
mit den Basen der DNA ausbilden, wihrend die stabilisierende Helix hauptsidchlich an

Kontakten mit dem DNA-Riickgrat beteiligt ist (siche Abbildung 3B). Helix-turn-Helix-
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Motive kommen sehr hdufig in Proteinen vor, die DNA in Form von Dimeren binden. Daher
sind zwei HTH-Einheiten vorhanden, die durch eine zweifache Symmetrie entlang der DNA-
Doppelhelix miteinander verbunden sind und an ebenfalls symmetrische DNA-Sequenzen
binden. HTH-Motive kommen beispielsweise beim Lac-Repressor, CRP und dem
Tryptophan-Repressor vor (sieche Abbildung 3C). Obwohl das HTH-Motiv mit ca 95 % die
am hdufigsten vorkommende DNA-Bindeeinheit in Prokaryoten ist, binden nicht alle
regulatorischen Proteine DNA mit einer solchen Einheit. Die restlichen 5 % der DNA-
Bindeeinheiten besitzen Helix-loop-Helix-, Zinkfinger- oder antiparallele [-Faltblatt-
Doménen (Aravind et al., 2005; Huffman und Brennan, 2002; Perez-Rueda und Collado-
Vides, 2001).

RNA- Startpunkt der RNA-Synthese
CRP- Polymerase- S
Binde- Bindestelle -
stelle (Promotor)

———

= 1
T R e R e— |

L 1 L

Operator lacZ-Gen
80 40 1 40 80
B | ) | : L . | Basenpaare
+ GLUKOSE " Operon abgeschaltet
+ LAKTOSE N e s S —— ] da kein CRP gebunden
a\ Repressor
+ GLUKOSE Operon abgeschaltet
- LAKTOSE 5 B SN SR | da sowohl Lac-Repressor gebunden
als auch kein CRP gebunden
CRP cAMP
\,‘ y ./ Repressor
- GLUKOSE Operon abgeschaltet
- LAKTOSE S5 S S e e— | da Lac-Repressor gebunden
CRP ./CAMP /RNA—Ponmerase
- GLUKOSE g - — | Operon eingeschaltet
+ LAKTOSE s s - ’
RNA == =

Abbildung 2: Duale Regulation des lac-Operons. Die Initiation der Transkription des lac-Operons wird durch
die Konzentrationen von Glukose und Laktose in der Zelle und ihre Auswirkungen auf CRP und den Lac-
Repressor kontrolliert. Die Abbildung fasst die wichtigsten Eigenschaften des lac-Operons vereinfacht
zusammen. (Abbildung aus Alberts et al. (2008) adaptiert)
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Abbildung 3: Das DNA-bindende Helix-turn-Helix-Motiv. (A) Darstellung des HTH-Motivs in der weille
Kreise die zentralen Kohlenstoffatome von Aminosiuren darstellen. (B) Bei der Bindung an DNA bindet die
Erkennungshelix an der groBen Furche der DNA und die stabilisierende Helix bildet Kontakte mit dem DNA-
Riickgrat aus. (C) Beispiele fiir DNA-bindende Proteine mit einem Helix-turn-Helix-Motiv. Beide Proteine
binden DNA in Form von Dimeren, wobei die beiden Erkennungshelices genau eine Umdrehung der DNA-Helix
voneinander entfernt sind. (Abbildungen aus Alberts et al. (2008) adaptiert)

1.3 LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren (LTTRs)

LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren (LTTRs) stellen die groBte Familie von bakteriellen
Transkriptionsfaktoren dar (Review siehe Maddocks und Oyston, 2008; Schell, 1993). Sie
sind hoch konserviert und in Bakterien universell, wobei jedoch auch Orthologe in Archaeen
und Eukaryoten vorkommen (Perez-Rueda und Collado-Vides, 2001; Stec et al., 2006; Sun
und Klein, 2004). Die LysR-Familie wurde 1988 von Heinikoff et al. entdeckt und nach dem
ersten charakterisierten Mitglied der Familie, LysR, benannt (Stragier et al., 1983; Stragier
und Patte, 1983). Seitdem werden stindig neue Mitglieder der Familie identifiziert. LTTRs

sind globale Regulatoren, die als Aktivatoren oder Repressoren von einzelnen Genen oder
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Operons fungieren konnen und deren Transkription haufig divergent stattfindet (Hernandez-
Lucas et al., 2008; Heroven und Dersch, 2006). LTTRs zeigen auBlerdem héufig eine
Autoregulation der eigenen Transkription und binden sowohl im aktiven als auch im inaktiven
Zustand an DNA (Schell, 1993). Fiir die Funktion von LTTRs als Aktivatoren oder
Repressoren ist meist ein sogenannter co-inducer wichtig, der als allosterischer Regulator
fungiert. Dabei handelt es sich in der Regel um ein kleines Molekiil wie beispielsweise ein
Substrat oder ein Intermediat des Stoffwechselweges, der durch einen LTTR reguliert wird
(z.B. bei ArgP, CbbR, GItC; Celis, 1999; Picossi et al., 2007; van Keulen et al., 2003). LTTRs
kommen in vielen verschiedenen Bakterienarten vor und besitzen ebenso zahlreiche
unterschiedliche Funktionen. Sie sind zum Beispiel am Stoffwechsel, an der Zellteilung, am
quorum sensing, an der Virulenz, an der Motilitit, an der Stickstofffixierung, an oxidativen
Stressantworten, an der Toxinproduktion, an der Anheftung von Bakterien an Oberfldchen
oder Zellen und an der Sekretion beteiligt (Byrne et al., 2007; Cao et al., 2001; Deghmane et
al., 2000; Deghmane et al., 2002; Kim et al., 2004; Kovacikova und Skorupski, 1999; Lu et
al., 2007; Russell et al., 2004; Sperandio et al., 2007 ).

1.3.1 Struktur und Funktion von LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren

Trotz des Vorkommens in vielen verschiedenen Bakterienarten und den zahlreichen
unterschiedlichen Funktionen von LTTRs, sind sie sich in Hinsicht ihrer Struktur und ihres
Funktionsmechanismuses sehr dhnlich (Maddocks und Oyston, 2008).

Der Aufbau von LTTRs ist in Abbildung 4 dargestellt. LTTRs sind ca. 300 Aminosduren
lang. Am N-Terminus befindet sich die DBD, die ein Helix-turn-Helix (HTH)-Motiv enthilt
(ca. Aminosduren 1 bis 100; Ezezika et al., 2007; Jourdan und Stauffer, 1998; von Lintig et
al., 1991; Zheng et al., 1998). Den C-Terminus bildet die RD (ca. ab Aminosdure 110), die
eine co-inducer-Bindestelle besitzt und fiir die Oligomerisierung wichtig ist (Janes et al.,
2003; Kullik et al., 1995a; Lochowska et al., 2001). Zwischen den beiden Doménen befindet
sich ein kurzer Linker (ca. 10 Aminosduren, Schell, 1993). Der N-Terminus von LTTRs ist
hoch konserviert und besitzt ein sogenanntes gefliigeltes Helix-turn-Helix-Motiv (winged
helix-turn-helix, wWHTH), wihrend der Konservierungsgrad des C-Terminuses vergleichsweise

gering ist (Maddocks und Oyston, 2008).
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DNA-bindende  Linker regulatorische Domane
Domane

Abbildung 4: Dominenstruktur von LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren. LTTRs besitzen eine N-
terminale DNA-bindendeDomédne mit einem Helix-turn-Helix-Motiv und eine C-terminale regulatorische
Domine, die eine co-inducer-Bindestelle besitzt und fiir die Oligomerisierung von Bedeutung ist. Die beiden
Doménen sind durch eine Linker-Sequenz miteinander verbunden.

LTTRs binden in der Regel in Form von Dimeren oder Tetrameren an DNA und schiitzen
daher in DNase I-Verdauen einen sehr grolen DNA-Bereich von ca. 50 bis 60 bp (Muraoka et
al., 2003a, Muraoka et al., 2003b; Rosario et al., 2010). Der Grund dafiir ist, dass LTTRs
mehrere Bindestellen im Promotorbereich von regulierten Genen besitzen. Zwischen ca. -35
und +20 bp befindet sich die regulatorische Bindestelle (regulatory binding site, RBS), wo
auch die Autoregulation stattfindet, wéhrend zwischen ca. -40 und -20 bp die
Aktivierungsbindestelle (activation binding site, ABS) liegt und es bei ca. -55 bp zur
Hypersensitivitit aufgrund von DNA bending kommen kann (Belitsky et al., 1995;
Lochowska et al., 2001; Porrua et al., 2007). Die DNA-Bindung kann jedoch auch deutlich
weiter vom Transkriptionsstart entfernt stattfinden. Es wurden bereits Bindestellen, die bis zu
-218 bp und +350 bp entfernt waren, gefunden (Viswanathan et al., 2007; Wilson et al.,
1995). An der RBS ist in der Regel eine sogenannte LTTR-Box mit einem zum Teil
dyadischen Motiv mit der Sequenz T-N;;-A zu finden, die sowohl in der Zusammensetzung
der Basenpaare als auch in der Linge variieren kann (Goethals et al., 1992; Parsek et al.,
1994). Durch die Bindung eines co-inducers adndert sich die meist dimere oder tetramere
Stuktur von LTTRs, wodurch sich auch die Affinitét fiir verschiedene DNA-Bindestellen und
dadurch die Regulation der Transkription dndern (Chang und Crawford, 1990; Ezezika et al.,
2007; Goss, 2008; Hernandez-Lucas et al., 2008; Hoenke et al., 1997; Jorgensen und
Dandanell, 1999; Kullik et al., 1995a; Kullik et al., 1995b; Lochowska et al., 2001; Porrua et
al., 2007; Smirnova et al., 2004; Stec et al., 2006). Hiufig findet ohne co-inducer lediglich
eine Bindung an die RBS statt, wihrend die ABS erst nach der Bindung des co-inducers
besetzt wird (Tropel und van der Meer, 2004). Die RBS und die ABS werden jeweils durch
LTTR-Dimere besetzt, die zusammen ein aktives Tetramer bilden und in manchen Fillen
DNA bending verursachen (Maddocks und Oyston, 2008). DNA bending ist eine weit
verbreitete Erscheinung in der bakteriellen Transkriptionsregulation und konnte fiir viele

LTTRs gezeigt werden (Akakura und Winans, 2002a; Akakura und Winans, 2002b;
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Hryniewicz und Kredich, 1994; Ogawa et al., 1999; van Keulen et al., 1998). Wie stark die
DNA gekriimmt wird, hingt hidufig von der Anwesenheit oder Abwesenheit eines co-inducers
ab, durch dessen Bindung sich die Struktur des Tetramers und die Affinitét fiir verschiedene
DNA-Bindestellen éndern. Eine Verringerung der DNA-Kriimmung fiihrt dazu, dass in
DNase I-Verdauen ein kiirzerer DNA-Bereich geschiitzt wird (Kullik et al., 1995a; Kullik et
al., 1995b; Lochowska et al., 2001) und scheint fiir die Aktivierung oder Repression der
Transkription ausschlaggebend zu sein. Abbildung 5 zeigt beispielhaft die Regulation der
Transkription durch einen LTTR, der DNA bending verursacht.

D i
RBS ABS

LCc-mducer
2\

Abbildung 5: Schema der Bedeutung von DNA bending fiir die Regulation der Transkription durch LysR-
Typ-Transkriptionsregulatoren. (1) Jeweils ein LTTR-Dimer ist an die RBS und die ABS gebunden. (2)
Proteininteraktionen fithren zur Bildung eines Tetramers aus den beiden LTTR-Dimeren und einer Kriimmung
der DNA. (3) In Abwesenheit des co-inducers bindet die RNA-Polymerase zwar an den Promotor, es kommt
jedoch nicht zur Aktivierung der Transkription. (4) Durch die Bindung des co-inducers kommt es zu einer
Strukturdnderung im LTTR-Tetramer und die DNA-Kriimmung nimmt ab. Dadurch kann das LTTR-Tetramer
mit der RNA-Polymerase interagieren und die Transkription wird aktiviert. (Abbildung aus Maddocks und
Oyston (2008) iibernommen)

Die Autoregulation von LTTRs wurde bisher kaum untersucht. Vermutlich ist die RBS eines
benachbarten, divergent transkribierten Genes filir die autoregulatorische Funktion
verantwortlich. Bisherige Studien deuten darauf hin, dass LTTR-Dimere ohne co-inducer als
Autoregulatoren fungieren.

Klassische LysR-Typ-Transkriptionsfaktoren sind in Anwesenheit des co-inducers

Aktivatoren der Transkription, die eine co-inducer-unabhidngige negative Autoregulation
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aufweisen, wie beispielsweise [IvY aus E. coli und Salmonella spp. (Blazey und Burns, 1980;
Rhee et al., 1999). Ein Beispiel fiir einen Repressor der Transkription ist CcpC aus Bacillus
subtilis, wobei es durch die Bindung des co-inducers zur Derepression kommt (Jourlin-
Castelli et al., 2000; Kim et al., 2002; Kim et al.,, 2003). LTTRs konnen jedoch auch
Aktivator- und Repressorfunktion vereinen. GItC aus Bacillus subtilis beispielsweise kann in
Abhingigkeit von zwei verschiedenen co-inducern an verschiedene Promotorbereiche binden
und somit als Aktivator oder Repressor fungieren (Belitsky et al., 1995; Bohannon und
Sonenshein, 1989; Picossi et al., 2007). Positive Autoregulation kommt zum Beispiel bei
LrhA aus E. coli vor (Gibson und Silhavy, 1999).

Normalerweise bindet der co-inducer direkt an den LTTR, wodurch sich dessen Affinitét fiir
die Bindung spezifischer DNA-Sequenzen und/oder die Féhigkeit zum DNA bending
verdndert. Im Fall von GevA aus E. coli jedoch erfolgt dies indirekt. Die Aktivierung der
Transkription durch GevA wird dadurch verhindert, dass es durch das Protein GevR gebunden
wird. Wenn jedoch Glycin an GevR bindet, dissoziieren die beiden Proteine und GevA kann
als Transkriptionsaktivator wirken (Heil et al., 2002). Auch bei der Regulation von AphB aus
Vibrio cholerae sind Protein-Protein-Wechselwirkungen involviert. AphB und ein weiterer
Transkriptionsfaktor, AphA, werden beide bendtigt, um die Transkription zu aktivieren,

wobei die Proteine offenbar direkt interagieren (Kovacikova et al., 2004).

1.3.2 Kristallstrukturen von LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren

Da die DBD aufgrund des wHTH-Motivs schwer zu kristallisieren ist und oligomere Proteine
mit flexiblen Linkern generell schlecht 16slich sind (Smirnova et al., 2004; Verschueren et al.,
2001), wurden bisher nur wenige Strukturen von LTTRs in voller Lénge
rontgenkristallographisch geldst. Von der C-terminalen Doméne hingegen sind bereits
mehrere Kristallstrukturen verfiigbar (z.B. CatM und BenM (Clark et al., 2004; Craven et al.,
2009), OxyR (Choi et al., 2001; Sainsbury et al., 2010), AmpR (Balcewich et al., 2010), DntR
(Smirnova et al., 2004), Cbl (Stec et al., 2004), CysB (Tyrrell et al., 1997; Verschueren et al.,
1998)). Die erste Kristallstruktur eines LTTRs in voller Linge war die von CbnR aus
Ralstonia eutropha. CbnR bildet ein Tetramer aus zwei Dimeren, das vermutlich auch die
aktive Spezies darstellt und gut mit einem Funktionmechanismus, in den DNA bending
involviert ist, vereinbar ist (Muraoka et al., 2003a). In der PDB Datenbank befindet sich eine

weitere Struktur eines putativen LTTRs aus einer structural genomics Studie. Es handelt sich
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um das PAOI-Protein aus Pseudomonas aeruginosa (PDB ID: 3fzv). Bei CbnR und dem
PAO1-Protein liegt eine Art tetramere Ringstruktur vor. TsaR aus Comamonas testosteroni
zeigt zwar auch eine tetramere Ringstruktur, allerdings ist diese sowohl mit als auch ohne co-
inducer aufgrund von fehlenden C-terminalen Interaktionen weitaus gedffneter (Monferrer et
al., 2010). Die Autoren schlagen ein Modell vor wonach ohne co-inducer eine kompakte
Ringstruktur vorliegt, die sich durch die co-inducer-Bindung o6ffnet. Der LTTR ArgP aus
Mycobacterium tuberculosis zeigt unter Kristallisationsbedingungen und auch in Losung eine
dimere Struktur. Es konnten zwei verschiedene Formen des Dimers beobachtet werden, von
denen eine vermutlich in Losung vorliegt und die andere aktive Oligomere bildet. Die aktive
Spezies von ArgP ist hchstwahrscheinlich ein Tetramer (Zhou et al., 2010). Im Gegensatz zu
anderen LTTRs bildet CrgA aus Neisseria meningitidis unter Kristallisationsbedingungen und
in Losung Oktamere. Die Analyse von CrgA-DNA-Komplexen mit Hilfe von
Massenspektrometrie ergab auBBerdem, dass durch DNA-Bindung eine Spezies von Doppel-

Oktameren stabilisiert wird (Sainsbury et al., 2009).

1.4 Oxidativer Stress

Als oxidativer Stress werden Bedingungen bezeichnet unter denen sich reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) verstirkt in Zellen ansammeln. ROS sind
teilweise reduzierte Sauerstoffspezies, die reaktiver sind als molekularer Sauerstoff selbst. Sie
entstehen zwangslaufig als Nebenprodukte der aecroben Atmung (Imlay, 2008). Die Reduktion
von molekularem Sauerstoff (O,) mit einem Elektron bzw. zwei oder drei Elektronen
resultiert jeweils in Superoxid (O;"), Wasserstoffperoxid (H,O,) und dem Hydroxylradikal
(‘OH) (siehe Abbildung 6).

e, 2H* e, H* e, H*

QL_. L_.HO&—J-OHL—»HO

Abbildung 6: Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies durch Reduktion von Sauerstoff.

O, und H,O, entstehen, wenn Elektronen von Elektronentransferenzymen (insbesondere

Dehydrogenasen der Atmungskette mit Flavin-Cofaktoren) auf O, iibertragen werden
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(Enzym-Autooxidation) (Messner und Imlay, 1999) und schiadigen vor allem Eisen-Schwefel
([Fe-S])-Cluster von Dehydratasen, wodurch Eisen freigesetzt wird (Flint et al., 1993; Jang
und Imlay, 2007; Kuo et al, 1987). H,O, fiihrt aulerdem zu Cysteinoxidationen und
Proteincarbonylierungen (Imlay, 2003). Das sehr kurzlebige und extrem reaktive ‘OH entsteht
hauptséchlich als Nebenprodukt der Atmungskette (Korshunov und Imlay, 2006) und durch
die sogenannte Fenton-Reaktion von H,O, mit Eisen (Fe*"). Es schidigt DNA und ist daher
mutagen (Henle et al., 1999; Imlay et al., 1988). ROS werden jedoch auch durch Pflanzen,
Tiere und Mikroorganismen, wie beispielsweise Lactobacillus spp., gebildet, um das
Wachstum von anderen Bakterienspezies zu inhibieren (Eschenbach et al., 1989; Zheng et al.,
1994). Mycoplasma pneumoniae und Streptococcus pneumoniae beispielsweise produzieren
O, bzw. H,0,, um Zellen des Wirtes zu schidigen (Almagor et al., 1984; Duane et al., 1993).
H,0; kann auerdem auch durch photochemische Prozesse entstehen sowie, wenn reduzierte

Metall- oder Schwefelspezies aus Sedimenten in sauerstoffreiches Wasser gelangen.

1.5 Hypochlorige Siure (HOCI)

Eine weitere sehr bakterizide und hochreaktive Sauerstoffspezies ist Hypochlorige Saure
(HOCl) (Klebanoff, 1999). HOCI wird in Haushalten und Krankenhdusern als
Desinfektionsmittel fiir Oberflaichen eingesetzt und wird auch zur Wasserdesinfektion
verwendet. Neutrophile produzieren mit Hilfe des Enzyms Myeloperoxidase HOCI, das
zusammen mit weiteren reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies beim sogenannten
oxidativen Burst Krankheitserreger, die in Phagosomen aufgenommen wurden, abtotet
(Winterbourn et al., 2006). Auch Darmepithelzellen von Drosophila generieren HOCI, um die
Vermehrung von Bakterien einzuschrinken (Ha et al., 2005).

HOCI reagiert mit praktisch allen zelluliren Makromolekiilen, wie DNA, Proteinen und
Lipiden, was zu Mutationen, Proteininaktivierungen und Stérungen der Membranfunktion
fiihrt (Review siehe Davies, 2005; Imlay, 2003). Da Proteine die Hauptkomponente von
biologischen Systemen darstellen, sind sie das Hauptziel der reaktiven Sauerstoffspezies.
HOCI kann sowohl das Protein-Riickgrat, als auch die Seitenketten der Aminosduren
schddigen, wodurch es zur Inaktivierung, Strukturdnderung, Entfaltung, Dimerisierung,
Aggregation oder auch Fragmentierung der betroffenen Proteine kommen kann (Review siehe
Hawkins et al., 2003). Eine fiir HOCI spezifische Aminosduremodifikation ist die Oxidation
von Tyrosin zu 3-Chlorotyrosin (Pitt und Spickett, 2008). Am hadufigsten reagiert HOCI
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jedoch mit Cystein- und Methioninseitenketten. Bei der Reaktion mit Cysteinresten entstehen
vor allem Disulfidbriicken bzw. Sulfen- (SOH), Sulfin- (SO,H) oder Sulfonsduren (SOs;H).
Bis auf die Oxidation zu Sulfin- oder Sulfonsdure sind diese Thiolmodifikationen durch
Reduktion reversibel (Kiley und Storz, 2004). In vivo geschieht die Reduktion durch
Oxidoreduktasen des Thioredoxin- oder des Glutaredoxinsystems (Carmel-Harel und Storz,
2000; Fernandes und Holmgren, 2004). Wenn HOCI mit Methioninresten reagiert, entsteht
hauptsdchlich Methioninsulfoxid, das selten zu Methioninsulfon weiteroxidiert wird. Die
Oxidation zu Methioninsulfoxid ist ebenfalls reversibel und geschieht in vivo durch
Methioninsulfoxidreduktasen (Etienne et al., 2003; Moskovitz et al., 1999; Moskovitz et al.,
2001; Spector et al., 2003; Stadtman et al., 2003; Weissbach et al., 2002). Wie Cysteine
konnen auch Methionine als Antioxidatien fungieren, wenn sie sich an der Proteinoberfldche
befinden, oder eine Funktion als Redox-Sensor oder Redox-Regulator besitzen (Review siehe
Levine et al., 2000; Vogt, 1995). Es konnte gezeigt werden, dass die zyklische Oxidation
eines Methioninrestes die Aktivitit eines Kaliumkanals moduliert (Ciorba et al., 1997). Auch
Phosphofruktokinase besitzt ein Methionin, das fiir die Substratbindung wichtig ist und
dessen Oxidation vermutlich eine Funktion bei der Regulation der Enzymaktivitdt hat (Wang
et al., 1998). Die Oxidation von Methioninresten von Calmodulin durch H,O, fiihrt zu
Konformationsdnderungen, wobei die Auswirkungen auf dessen funktionelle Aktivitét bisher
nicht exakt geklart sind (Erickson et al., 2008; Gao et al., 1998; Yao et al., 1996). Bei der
fiinften Komponente des humanen Komplementsystems fiihrt die Oxidation von

Methioninresten zu einer Aktivierung (Vogt und Hesse, 1994).

1.6 Mechanismen der Genregulation unter oxidativem Stress

Bakterien haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um sich vor Schidden durch reaktive
Sauerstoffspezies zu schiitzen. Fiir den Schutz vor O, und H,O, das durch Enzym-
Autooxidation gebildet wird, reichen basale Abwehrmechanismen wie der Abbau durch die
Enzyme Superoxiddismutase (SOD) bzw. Katalase und Peroxidasen aus. Wenn jedoch
groflere Mengen an ROS vorhanden sind, werden zusétzliche Stressantworten induziert. Da
O,- und H,0,-Stress nicht immer zusammen auftreten und verschiedene Auswirkungen
haben, existieren unterschiedliche Detektionsmechanismen und Antworten auf die beiden
ROS, die durch redox-regulierte Transkriptionsfaktoren vermittelt werden (Review siche

Imlay, 2008; Pomposiello und Demple, 2001; Storz und Spiro, 2010).
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1.6.1 SoxR

Wenn E. coli-Zellen mit Superoxid-induzierenden Substanzen wie Paraquat oder Menadion
behandelt werden, wird der flir O, -Stress spezifische Transkriptionsfaktor SoxR aktiviert.
SoxR gehort zur MerR-Familie von Transkriptionsaktivatoren und bildet Dimere, von denen
jedes Monomer einen [2Fe-2S]-Cluster enthilt (Amabile-Cuevas und Demple, 1991; Hidalgo
et al., 1995; Wu und Weiss, 1991; Wu et al., 1995). O, fiihrt zur Oxidation der beiden [2Fe-
2S]-Cluster und dadurch zu einer Strukturdnderung und zur Initiation der Transkription
(Hidalgo et al., 1997). Oxidiertes SoxR aktiviert die Expression des AraC-Typ-
Transkriptionsregulators SoxS, der die Transkription der Gene des soxRS-Regulons initiiert
(Amabile-Cuevas und Demple, 1991; Wu und Weiss, 1991). Der Mechanismus der
Aktivierung von SoxR durch O, ist in Abbildung 7 dargestellt.

Reduziert Oxidiert
(inaktiv) (aktiv)

O,
e PR 1) ) - | ~%[2Fe—2$1 * [2Fe-25] 2) |
Reduktase

Abbildung 7: Mechanismus der Aktivierung von SoxR durch O,. SoxR bindet sowohl im reduzierten, als
auch im oxidierten Zustand an DNA. Durch O, wird das Fe in den [2Fe-2S]-Clustern oxidiert, wodurch es zu
einer Strukturdnderung des SoxR-Dimers kommt. Dadurch kann oxidiertes SoxR die Transkription von soxS
aktivieren. (Abbildung aus Zheng und Storz (2000) adaptiert)

Die Gene des soxRS-Regulons bewirken hauptsichlich den Schutz vor Schiadigungen durch
0O,, die Beseitigung und Regeneration von beschiadigten Makromolekiilen und die
Wiederherstellung des zelluliren NADPH-Pools (Blanchard et al., 2007). Zum soxRS-
Regulon gehoren beispielsweise Genprodukte wie Superoxiddismutase, Endonuklease IV,
und O -resistente Dehydratasen. Wenn der oxidative Stress voriiber ist, wird SoxR durch
einen ungekliarten Mechanismus wieder reduziert. Aufgrund der intrinsischen Instabilitdt von

SoxS wird die Stress-Antwort relativ schnell abgeschaltet sobald SoxR reduziert worden ist

(Griffith et al., 2004).
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1.6.2 OxyR

Unter H,O,-Stress wird der LTTR OxyR aktiviert, der Tetramere bildet. H,O, fiihrt zur
Ausbildung von intramolekularen Disulfidbriicken zwischen zwei Cysteinresten (Cys199 und
Cys208) der OxyR-Monomere, wodurch es zur Aktivierung kommt (Choi et al., 2001; Storz
et al., 1990; Zheng et al., 1998). Oxidiertes OxyR kann an die Promotoren der ca. 20 Gene,
die zum oxyR-Regulon gehoren, binden und durch Interaktion mit RNA-Polymerase die
Transkription initiieren (Tao et al., 1993; Zheng et al., 2001). Der Mechanismus der
Aktivierung von OxyR durch H;0, ist in Abbildung 8 dargestellt.

Reduziert Oxidiert
(inaktiv) (aktiv)
ws SH SS SS S8 S8

°H Hs SHas SH 202 Um
GSH/Grx1

Abbildung 8: Mechanismus der Aktivierung von OxyR durch H,0,. OxyR bindet sowohl im reduzierten, als
auch im oxidierten Zustand an DNA. In Anwesenheit von H,O, kommt es zur Oxidation von Cysteinresten in
OxyR, wodurch intramolekulare Disulfidbriicken innerhalb der Untereinheiten des Tetramers gebildet werden.
Oxidiertes OxyR aktiviert die Transkription von Genen des oxyR-Regulons. (Abbildung aus Zheng und Storz
(2000) adaptiert)

Auch die Gene des oxyR-Regulons dienen vorrangig dem Schutz vor H,O,-verursachten
Schiaden, der Beseitigung und Regeneration von beschidigten Makromolekiilen und der
Wiederherstellung des zelluliren NADPH-Pools. Zum oxyR-Regulon gehdren beispielsweise
Genprodukte wie Katalase, das Peroxiredoxin AhpC und die Reduktase AhpF sowie das
Eisen-bindende Protein Dps, das aulerdem eine DNA-schiitzende Funktion besitzt (Zheng et
al., 2001). Auch Gene, die fiir die Assemblierung von [Fe-S]-Clustern benétigt werden und
Mangantransporter werden durch OxyR reguliert (Kehres et al., 2002; Outten et al., 2004).
Die Reduktion und Inaktivierung von OxyR erfolgt in vivo durch das Glutathion-
Glutaredoxin-1-System (GSH/Grx1-System, Aslund et al., 1999). Da sowohl Glutaredoxin als
auch  Glutathion-Reduktase zum oxyR-Regulon gehoren, besitzt das System

autoregulatorische Eigenschaften.
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1.6.3 Weitere redox-regulierte Transkriptionsfaktoren

Es existieren zahlreiche weitere redox-regulierte Transkriptionsfaktoren, die reaktive
Sauerstoffspezies oder auch Thioloxidation wahrnehmen.

In gram-positiven Bakterien reguliert PerR, ein Mitglied der Fur-Familie, die Antwort auf
Peroxid-Stress. Der Transkriptionsfaktor wurde erstmals in Bacillus subtilis charakterisiert,
wo er als Repressor von Genen wie Katalase, einer Alkylhydroperoxid-Reduktase und eines
Dps-Homologen fungiert, die OxyR-regulierten Genen dhneln (Bsat et al., 1998; Storz und
Spiro, 2010). Der Sensormechanismus fiir die Detektion von Peroxiden durch PerR
funktioniert jedoch iiber die Eisen-katalysierte Oxidation eines Histidinrests und die daraus
resultierende Inaktivierung von PerR (Lee und Helmann, 2006).

Ebenfalls in Bacillus subtilis reguliert OhrR, ein Mitglieder der MarR-Familie von
Transkriptionsregulatoren, die  Antwort auf organische  Hydroperoxide.  Der
Transkriptionsfaktor reprimiert die Transkription der Reduktase fiir organische
Hydroperoxide, Ohr (Fuangthong und Helmann, 2002). Durch die Oxidation eines
Cysteinrestes zu einem gemischten Disulfid oder einem Proteinsulfenamid wird der Repressor
inaktiviert, so dass Ohr exprimiert werden kann (Lee et al., 2007).

Auch die MarR-Transkriptionsfaktoren SarZ und MgrA aus Staphylococcus aureus sind
redox-sensitiv (Chen et al., 2006; Chen et al., 2009).

Yapl aus Saccharomyces cerevisiae vermittelt wie OxyR Resistenz gegen H,O, (Lee et al.,
1999). Der Transkriptionsfaktor ist jedoch nur aktiv, wenn er sich im Nukleus und nicht im
Cytoplasma befindet. Die Signalsequenz fiir den Import in den Nukleus befindet sich am N-
terminus, wihrend die Signalsequenz fiir den Export aus dem Nukleus (nuclear export
sequence, NES) am C-Terminus lokalisiert ist. HO, fiihrt zur Bildung einer Disulfidbriicke in
Yapl, die die NES maskiert, was dazu fiihrt, dass das Protein im Nukleus akkumuliert, wo es
die Transkription initiieren kann (Kuge et al., 2001; Wood et al., 2004). Yapl wird jedoch
nicht direkt durch H,O; sondern durch ein weiteres Protein, die Glutathion-Peroxidase Gpx3,
oxidiert, das als Sensor und Transducer fungiert (Delaunay et al., 2002). Wenn Gpx3 durch
H,0, oxidiert wird, wird eine Disulfidbriicke mit einem Cysteinrest von Yapl gebildet. Diese
wird anschlieend in eine intramolekulare Disulfidbriicke in Yapl umgewandelt, wodurch die
NES maskiert wird und der Regulator im Nukleus akkumuliert. Sowohl der Sensor, als auch
der Regulator werden durch Thioredoxin reduziert, um die Antwort abzuschalten (Delaunay

et al., 2002).
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1.6.4 Weitere redox-regulierte Proteine

Nicht nur Transkriptionsfaktoren, sondern auch zahlreiche andere Proteine sind redox-
reguliert.

Der Anti-Sigmafaktor RsrA aus Streptomyces coelicolor besitzt drei Cysteinreste, die im
reduzierten Zustand, in dem das Protein o" bindet, ein Zn**-Ton koordinieren (Paget und
Buttner, 2003). Thiol-Stress fiihrt dazu, dass eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen
ausgebildet wird, wodurch Zn*" freigesetzt wird und das Protein eine Konformation annimmt,
die o" nicht mehr binden kann (Bae et al., 2004; Li et al., 2003).

Ein weiterer Transkriptionsregulator unter Thiol-Stress ist Spx aus Bacillus subtilis, das in
seiner aktivierten Form nicht an DNA, sondern an die a-Untereinheit der RNA-Polymerase
bindet (Zuber, 2009). Spx wird durch die Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei
Cysteinresten aktiviert (Nakano et al., 2005).

Das redox-regulierte, ATP-unabhingige Chaperon Hsp33 wird unter oxidativem Stress bei
hohen Temperaturen oder unter HOCI-Stress aktiviert, wodurch die Aggregation von
entfalteten Proteinen verhindert wird (Winter et al., 2005; Winter et al., 2008). Hsp33 besitzt
vier konservierte Cysteine, die ein Zn*"-Ion komplexieren (Jakob et al., 2000). Die Oxidation
der vier Cysteinreste zu zwei Disulfidbriicken fithrt dazu, dass Zn’" freigesetzt wird und
Hsp33 eine nativ-ungefaltete Konformation annimmt, die Dimere bildet und entfaltete
Proteine binden kann (Graf et al., 2004; Ilbert et al., 2007). Die Reduktion von Hsp33 erfolgt

in vivo durch das Glutaredoxin- und das Thioredoxin-System (Hoffmann et al., 2004).

1.7 Identifikation von YjiE als HOCI-Resistenz vermittelnden

Transkriptionsfaktor

Um Gene zu identifizieren, die bei Uberexpression in E. coli-Zellen eine erhdhte
Lebensfahigkeit unter HOCI-Stress vermitteln, wurde ein Screen durchgefiihrt (siche Barth et
al., 2009). Dazu wurde eine Plasmidbibliothek mit Fragmenten des E. coli-Genoms in multi
copy Plasmiden (genomic overexpression library) in einen E. coli ArpoH-Stamm (BB7224)
transformiert. Diesem Stamm fehlt der alternative Sigmafaktor o2, weshalb keine
Hitzeschock-Antwort mdoglich ist, was die Zellen empfindlicher gegeniiber Bedingungen

macht unter denen es zur Aggregation von Proteinen kommt. Um die Plasmidbibliothek zu
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erstellen, wurde genomische DNA von MG1655 Ahsp33-Zellen partiell mit Sau3Al verdaut
und aus einem Agarosegel aufgereinigte Fragmente mit einer Gro3e zwischen 1 kb und 8 kb
in BamHI-verdauten pUC18-Vektor kloniert. Nach der Ligation wurde zunichst in XL1-Blue
MRF’-Zellen transformiert, auf Ampicillin-Platten selektiert und anschlieBend eine
Plasmidisolation mit den vereinigten transformierten Zellen durchgefiihrt. Die darauthin mit
der isolierten Plasmidbibliothek transformierten ArpoH-Zellen wurden zur Selektion von
resistenten Klonen auf Agarplatten mit 5 mM HOCI bei 43°C inkubiert. Auf diese Weise
wurde von Dr. Jeannette Winter ein Klon identifiziert, der ein Plasmid mit einem DNA-
Fragment mit Teilen der Gene iraD und iad4 und dem Gen yjiE als Insert enthielt. Das
Plasmid wurde in ArpoH-Zellen retransformiert, um sicherzustellen, dass die Resistenz
Plasmid-vermittelt war. Die retransformierten Zellen besallen im Vergleich zu ArpoH -Zellen
mit pUCI8 ohne Insert eine 150-fach erhohte Lebensfdhigkeit in LB-Medium mit 5 mM
HOCI. Es ist wahrscheinlich, dass y)jiE die beobachtete Resistenz gegen HOCI-Stress
vermittelt, da es das einzige im Insert des Plasmides komplett vorhandene Gen ist. Das
Protein YjiE konnte durch Homologie als LTTR identifiziert werden. YjiE ist in a -, f- und
v-Proteobakterien sowie in Eukaryoten (Xenopus tropicalis) konserviert. Abbildung 9 zeigt
ein von Yan Le erstelltes Alignment der Aminosduresequenzen von YjiE aus verschiedenen
Spezies. Vor allem die N-terminale DNA-bindende Domine besitzt viele stark konservierte
Aminosduren, aber auch in der C-terminalen regulatorischen Domine kommen einige

konservierte Aminosiuren vor.

1.8 Zielstellung

Die bakterielle Stressantwort auf O,- und H,O, durch SoxR bzw. OxyR ist bereits gut
charakterisiert. Im Gegensatz dazu wurde bis jetzt noch kein HOCI-spezifischer
Transkriptionsfaktor identifiziert und bakterielle Schutzmechanismen gegen HOCI-
verursachte Schiden wurden kaum untersucht. Dies ist erstaunlich, da HOCI physiologische
Bedeutung fiir die Abtotung von Bakterien durch Neutrophile oder Darmepithelzellen besitzt.
Bisherige Genexpressions- und Proteomstudien weisen darauf hin, dass HOCI die
Hitzeschock- und die SoxR-Antwort induziert (Dukan et al., 1996; Wang et al., 2009).

Da die Uberexpression von YjiE eine HOCI-Resistenz vermittelt, sollte untersucht werden
wie des geschieht. Dazu sollte YjiE biochemisch hinsichtlich seiner DNA-Bindung, seiner

Oligomerisierung und potentiellen oxidativen Modifikationen analysiert werden. Zudem sollte
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der Einflu von YjiE auf E. coli-Zellen unter HOCI-Stress detailliert untersucht werden.

Dadurch sollte gekliart werden wie der Transkriptionsfaktor die Resistenz gegen HOCI-Stress

vermittelt.
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Abbildung 9: Alignment der Aminosduresequenzen von YjiE aus 10 repridsentativen Spezies. Konservierte
Aminoséduren sind blau markiert und der Grad der Konservierung ist proportional zur Farbintensitét dargestellt.
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2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

4-acetamido-4'-maleimidylstilbene-2,2'-disulfonic acid (AMS)
Acrylamid (38% mit 2% Bisacrylamid)
Agar-Agar

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz

Arabinose

DL-Arginin

Bacto Trypton

CHAPS

Chloramphenicol

Bromphenolblau S

Dimethylsulfoxid (DMSO) fiir die Spektroskopie
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
Dithiothreit (DTT)

Ethidium bromide

GSSG (oxidiertes Glutathion)

Harnstoff fiir biochemische Zwecke
Imidazol
Isopropyl-pB-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

LB Medium (Lennox), Powder
2-Mercaptoethanol
2-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)
PEG-Maleimid (Sunbright ME-050MA)
Pharmalyte 3 — 10

Selenomethionin

Serdolit MB-1

Sodium hypochlorite solution, reagent grade, available chlorine 10-15 %

Protease Inhibitor Mix HP

Serva Blau G-250

Serva Blau R-250

Thioharnstoff

Trifluoressigsdure (TFA), for spectroscopy
Tris Ultra Qualitat

Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), hydrochloride solution pH 7,0

Tween20 Detergent, molecular biology grade

Wasserstoffperoxid, 30 wt. % in H,O, ACS reagent
Xylencyanol

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Acros Organics (Geel, Belgien)
Becton Dickinson (Sparks, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
NOF (Tokyo, Japan)

GE Healthcare

(Amersham, UK)

Calbiochem

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Calbiochem

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Merck (Darmstadt,

Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) und besaB3en, falls nicht anders vermerkt,

den Reinheitsgrad p.A.. Alle Losungen und Puffer wurden mit quarzbidestilliertem Wasser

oder Reinstwasser aus einem TKA-GenPure Wasseraufbereitungssystem hergestellt.
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2.1.2 Proteine und Antikorper

Antikorper

polyklonales Serum (Kaninchen) gegen YjiE

(von Petra Menhorn gereinigt)

Monoklonales anti-Kaninchen-IgG-POD-Konjugat

(aus Ziege)

Monoklonaler anti-polyHistidin-Antikorper (aus Maus)
Monoklonales anti-Maus-IgG-POD-Konjugat (aus Schaf)

Enzyme

BamHI

Catalase Suspension

DNase I from bovine pancrease, grade II (Pulver)
E. coli RNA Polymerase Holoenzym
Expand High Fidelity Polymerase
Go-Taq Polymerase

HindIII

M-MLYV Reverse-Transkriptase

Ndel

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
T4 DNA Ligase

Thrombin, bovine, high activity
Trypsin, sequencing grade modified

Weitere Proteine

BSA (bovine serum albumin)
GroEL

aB-Crystallin

2.1.3 Sonstige Materialien

Standards

Kit for Molecular Weights 12,000-200,000 (HPLC)
Mark12 unstained standard

peqGOLD 1 kb Leiter Orange G

Roti-Mark prestained

Kits

ECL plus Western Blotting Detektionssystem
Coomassie Protein Assay Reagent Kit

TA cloning kit

with OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli
Wizard Plus SV Minipreps Kit

Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up Kit

Chromatographiesiulen
HisTrap FF (5ml)

HiTrap Q FF (5ml)
Superdex 75 prep grade
Superose 6 10/30 GL

Pineda Antikorper-Service (Berlin, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Roche (Mannheim, Deutschland)

Epicentre Biotechnologies (Madison, USA)
Roche (Mannheim, Deutschland)

Promega (Madison, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
Promega (Madison, USA)

Calbiochem (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Promega (Madison, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Anja Osterauer
Jirka Peschek

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
PEQLAB (Erlangen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

GE Healthcare (Amersham, UK)
Pierce (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Promega (Madison, USA)
Promega (Madison, USA)

GE Healthcare (Amersham, UK)
GE Healthcare (Amersham, UK)
GE Healthcare (Amersham, UK)
GE Healthcare (Amersham, UK)

Filtrations-, Konzentrations- und Dialyse- bzw. Entsalzungseinheiten

Amicon Ultra-4 (10000 MWCO) filter units
Amicon Ultra-15 (10000 MWCO) filter units
Slide-A-Lyzer Dialysekassetten
Protein-Entsalzungssdulchen

(protein deslating spin columns)

Millipore (Billerica, USA)
Millipore (Billerica, USA)
Pierce (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Pierce (Thermo Scientific, Waltham, USA)
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PD-10 Ensalzungssédulchen
Spritzenfilter (0,22 pm)
Cellulose Acetat Filter (0,45um)

Kiivetten

Plastik-Halbmikrokiivetten
Fluoreszenz-Kiivette 105.250-QS
Fluoreszenz-Kiivette 119-004F-QS (riihrbar)
Absorptions-Kiivette 110-1-40-QS (Imm)
Gene Pulser® Kiivetten (0,1 cm)

Reaktionsgefifle, Mikrotiterplatten und Petrischalen

PE-Rohrchen (50ml, 15ml)
Reaktionsgefafle (1,5ml, 2ml, 0,5ml)
Kryordhrchen (1,5 ml)
PCR-ReaktionsgeféaBe (0,2ml)
Sterile Mikrotiterplatten (96 well)
Petrischalen aus Polystyrol, 94mm
Petrischalen 120x120x16 mm

Gele und WesternBlot-Materialien
Imobiline DryStrip pH 4 — 7, 24 cm

6 % TBE Gele (1 mm)

14 % Tris/Glycin Gele (1 mm)

16 % Tricin Gele (1 mm)

SERVAGel Neutral pH 7.4
SERVAGe/™ Neutral pH 7.4 Gradient
Immobilon-P (PVDF) Membran
Filterpapier

Rontgenfilme X-OMAT™ AR

Kristallisationsmaterialien
96-well Kristallisationsplatten (3-Loch)

Linbro SuperClear pregreased 24 Platten
Kristallisations Screens

Cryo Loops

2.1.4 Gerite

Circulardichroismus-Spektropolarimeter
Jasco J-715

mit PTC 343 Peltier Temperiereinheit

Jasco J-710

mit PFD-350S Peltier Temperiereinheit

Fluoreszenzspektrometer
FluoroMax-4
Jasco FP-6500

UV-VIS-Spektrophotometer
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
Novaspec II Spektrophotometer

Gelelektrophorese- und Blotapparaturen
XCell SureLock Mini Cell

BlueVertical™ Mini Slab Gel System BV 102
Fast Blot Apparatur B44

GE Healthcare (Amersham, UK)
Millipore (Billerica, USA)
Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Hellma (Miillheim, Germany)
Hellma (Miillheim, Germany)
Hellma (Miillheim, Germany)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Greiner&Sohne (Niirtingen, Deutschland)
nerbe plus (Winsen/Luhe, Deutschland)
Nalgene (Roskilde, Danemark)

Ratiolab (Dreieich, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Greiner&Sohne (Niirtingen, Deutschland)
nerbe plus (Winsen/Luhe, Deutschland)

GE Healthcare (Amersham, UK)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Whatman (Maidstone,UK)
Eastman Kodak (Rochester, USA)

Art Robbins Instruments

Dunn Labortechnik (Asbach, Deutschland)
Jena Bioscience (Jena, Deutschland)
Hampton Research

VWR (Ismaning, Deutschland)

Hampton Research

VWR (Ismaning, Deutschland)

Jasco (GroB3-Umstadt, Deutschland)

Jasco (Grof3-Umstadt, Deutschland)

HORIBA Jobin Yvon (Unterhaching, Deutschland)
Jasco (Grof3-Umstadt, Deutschland)

PEQLAB (Erlangen, Deutschland)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Biometra (Gottingen, Deutschland)
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45-2020 Gelelektrophoreseeinheit (Agarosegele)
Ettan Dalt II
IPGphor

Spannungsquellen
EPS 3500, 301, 601 und 1001

Waagen

Analysenwaage BP 121 S

Laborwaage 1601 004
Halbmikrowaagen BL 310 und BL 1500S

Zentrifugen

Coulter Optima XL-A

mit Fluoreszenz-Optik

Avanti J26XP (JA-10/25 rotor)
Frescol7

Mikro20

Universal 16R

Univapo 150 H Vakuumkonzentrator

Chromatographieanlagen

AKTA-FPLC System

mit Fraktionskollektor Frac900

Shimadzu HPLC Chromatographieanlage LC-20AT

mit Entgaser DGU-20A3, UV/VIS Detektor SPD20-A,
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL, Autosampler SIL-20AT

und Fraktionskollektor FRC-10A

Inkubatoren

Thermostat Plus

Thermomixer comfort

Thermoblock TB1

Schiittelinkubator Unimax 1010 mit Inkubator1000
Schiitellinkubator Certomat BS1

Geldokumentationssysteme
ImageQuant 300
Typhoon 9200

Weitere Geriite

PCR Thermocycler Primus 25

Gene Pulser Xcell Elektroporationsgerét
Constant Cell Disruption System Basic Z
Kodak Biomax WesternBlot-Kassette
Optimax TR Entwicklermaschine
Phoenix Mikrodispenser

Desktop Autosealer
pH-Meter Multical pH 538
SANOclav Autoklav

Eismaschine

Magnetriihrer RCT basic

MS2 Minishaker (Vortexer)
Sonorex RK100H Ultraschall-Bad
-80°C-Schrank U725 Innova

TKA-GenPure Wasseraufbereitungssystem
Massenspektrometer Ultraflex I MALDI ToF/ToF
JEOL JEM 100CX Elektronenmikroskop

PEQLAB (Erlangen, Deutschland)
GE Healthcare (Amersham, UK)
GE Healthcare (Amersham, UK)

GE Healthcare (Amersham, UK)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Aviv (Lakewood, USA)

Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Heraeus (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

UniEquip (Martinsried, Deutschland)

GE Healthcare (Amersham, UK)

Shimadzu (Diisburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)

Heidolph (Schwabach, Deutschland)

Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Deutschland)

GE Healthcare (Amersham, UK)
Amersham Biosciences
GE Healthcare (Amersham, UK)

PEQLAB (Erlangen, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Constant Systems (Northants, UK)

Sigma (St. Louis, USA)

MS Laborgerit (Heidelberg, Deutschland)
Art Robbins Instruments

Dunn Labortechnik (Asbach, Deutschland)
HJ-Bioanalytik (Mdnchengladbach, Deutschland)
WTW (Weilheim, Deutschland)

Adolf Wolf (Bad Uberkingen — Hausen,
Deutschland)

Ziegra (Isernhagen, Deutschland)

IKA Werke (Staufen, Deutschland)

IKA Werke (Staufen, Deutschland)
Bandelin (Berlin, Deutschland)

New Brunswick Scientific

(Niirtingen, Deutschland)

TKA (Niederelbert, Deutschland)

Bruker Daltonik (Bremen, Deutschland)
JEOL Ltd. (Tokyo, Japan)
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2.1.5 Programme

Adobe Photoshop 9.0
Adobe Reader 7.0
Microsoft Office 2007
Origin 8.0

Reference Manager 10
LC Solution
FluorEssence

Spectra Manager 1
Image Quant TL

2.1.6 Oligonukleotide

Adobe Inc (San Jose, USA)

Adobe Inc (San Jose, USA)
Microsoft (Redmon, USA)
Originlab (Northhampton, USA)

ISI ResearchSoft (Berkley, USA)
Shimadzu (Diisburg, Deutschland)
HORIBA Jobin Yvon
(Unterhaching, Deutschland)

Jasco (Grof3-Umstadt, Deutschland)
GE Healthcare (Uppsala, Schweden)

Tabelle 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

name

Sequence 5'— 3’

D1-Fw deletion yjiF
D2-Rv deletion yjiE
El1-Fw yjiE

E2-Fw prom-yjiE
E8-Rv yjiE

E10-Rv Histag yjiE
11-350bp-E-pr-fw
12-500bp-iadA-fw
13-E-atg-rv
14-0smY-NTR-fw
I5-0smY-NTR-rev
pBAD-FP

pBAD-RP

T7

M13-FP

M13-RP

pET-RP

Ctrl-Fw

Ctr2-Rv

Cl

100bp-yjiE-pr-fw
Fw-158bp-E-Prom
KG-974bp-iadA = AF488-974bp-iadA
KG-600bp-iadA
KG-50bp-RK-yjiE = AF488-50bp-yjiE-rk
AFA488-tufA-tw
tuf4-102bp-rv
tufA-158bp-rv
tuf4-315bp-rv

= AF488-tuf4-315-rv

gacagagtaaaacgtaatggatgactgtggttgtgtaggctggagcetgcettc
cgacgctggagaatgtcagctaagcacaatcatatgaatatcctecttag
ggaattccatatggatgactgtggtocgattttg
ggaattccatatgcgaaattctgeccaggceaatgatg
cccaagcttggatcctcagcetaagcacaatctccagete
cccaagcttggatcectcagtgatggtgatggteatggetaageacaatctccagete
gaactcgagagggaatttaacccatatcgg
gaactcgagcaccgttctgecgeaccgg
gaaggatcctacgttttactctgtcagece
gaactcgaggaattcccggggatcctte
gaaggatcccgatttattcctgtatgtttg

atgccatagcatttttatcc

tcagaccgcttctgegttet

taatacgactcactataggg

tgtaaaacgacggccagt

caggaaacagctatgacc

ctagttattgctcagegg

cgaaattctgccaggcaatgatgc

gagctggtattgccgtcagetgeg

ttatacgcaaggcgacaagg

cccgaatggacgtagaatge

gacggcaaagcctgegtgaa

cagcgatgccctgegeccgcete

cacatgggcgacagtaaaaag

cataaagccatttggtttcaat

gtgtctaaagaaaaatttgaacg

gtgtctaaagaaaaatttgaacg

ggtggtgattgcageggte

gcgttatcgatctggtcgaatg

taccaggatcg gccegtc
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2.1.7 Plasmide

Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Plasmid- Plasmidname Elternplasmid Resistenz | Kommentar
nummer
pIW2 pBAD22-Ndel pBAD22 Amp200 Ncol Schnittstelle in pPBAD22 zu Ndel
Schnittstelle mutiert
pKMG09 pIW2-yjiE pIW2 Amp200 Ndel/HindIII kloniert
2 stumme Mutationen in Sequenz
pKMG10 pJW2-prom-yjiE pIW2 Amp200 Ndel/HindIII kloniert
pET-28a(+) | pET-28a(+) Kan100 Novagen (Madison, USA)
pKMG20 pET-28a-His-T-yjiE | pET-28a(+) Kan100 Ndel/BamHI kloniert
pCP20 pCP20 Amp200 Cherepanov und Wackernagel, 1995
Cam25
pSHS515 pSHS515 Amp200 von Labor von Patrick Cramer,
Template fiir in vitro Transkription
pKMG40 pSH515-295bp- pSHS515 Amp200 Xhol/BamHI kloniert
osmY-NTR
pKMG41 pSH515-350bp-yjiE- | pSH515 Amp200 Xhol/BamHI kloniert
prom
pKMG42 pSH515-737bp-yjiE- | pSH515 Amp200 Xhol/BamHI kloniert
prom
2.1.8 Bakterienstimme
Tabelle 3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stimme
Stammname Relevanter Genotyp oder Plasmid Resistenz | Quelle/Referenz
XL1-Blue MRF’ | A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl Tet" Stratagene
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB (La Jolla, USA)
lacl’ZAM15 Tn10 (Tet®)]
BB7224 MC4100 rpoH::Kan zhf::Tnl0 suhX401 Tc' araD" | Kan100 Tomoyasu et al., 2001
C600 thr leu thi lac4 rpsL supE (F") E. coli stock center
MG1655 A F-ilvG- rfb-50 rph-1 =JW4 =JCBI171;
C. Gross
BL21(DE3) gold | F ompT hsdS(rB- mB-) dem" Tatr gal A(DE3) Stratagene
endA Hte (La Jolla, USA)
B834 (DE3) hsd metB von Michael Groll
erhalten
FFS22 MG1655 yjiE::Cm Cam35 Felix Schuhmacher
JCI5 BL21 (DE3) gold pET-11a-yjiE-His Amp200 Jan Christian
PM12 BL21 (DE3) pET-28a-His-T-yjiE(94-303) Kan100 Petra Menhorn
KMGS89 BL21 (DE3) gold pKMG20 Kan100 diese Arbeit
KMG187 B834 (DE3) pKMG20 Kan100 diese Arbeit
KMG188 B834 (DE3) pPM11 Kan100 diese Arbeit
KMG214 C600 yjiE::Cm Caml0 diese Arbeit
KMG229 C600 yjiE::Cm pKMG09 Amp200 diese Arbeit
KMG230 C600 yjiE::Cm pKMG10 Amp200 diese Arbeit
KMG231 MG1655 yjiE diese Arbeit
KMG232 C600 yjiE diese Arbeit
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2.1.9 Puffer und Medien

Loésungen und Puffer fiir mikrobiologische Arbeiten wurden direkt nach ihrer Herstellung
autoklaviert (121°C, 30 min) oder sterilfiltriert. Soweit nicht anders vermerkt, wurden die

Losungen bei Raumtemperatur gelagert.

2.1.9.1 Medien

Alle Medienkomponenten wurden eingewogen, gelost und autoklaviert. Antibiotika wurden

erst kurz vor der Verwendung des Mediums zugesetzt.

LB-Medium 20 g/l LB-Medium Pulver
(lysogeny broth)
SOB-Medium 20 g/l Bacto Trypton
(super optimal broth) 5 g/l NaCl

0,19 g/l KCI1
NM-Medium

(New Minimal Medium fiir die Substitution von Methionin durch Selenomethionin (Budisa et
al., 1995)

1M (NH4)2SO4 7,5 ml/1
5M NaCl 1.7 ml/l
1M KHPO4 55 ml/l
IM K,;HPO4 100 ml/1
1M MgSO4 1 ml/l
IM  Glucose 20 ml/1
1 mg/ml CaCl, 1 ml/l

1 mg/ml Fe(I)SO4 1 ml/1
10 mg/ml Thiamin (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) 1 ml/1
10 mg/ml Biotin (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) 1 ml/l
Spurenelement-Losung 10 pl/l
Aminosédure-Losung (ohne Methionin) 100 ml/1
1 g/1 (5.09 mM) Selenomethionin (in H,O) (Calbiochem) 58.939 ml/1

Zusammensetzung der Spurenelement-Losung in HO (100 pg/ml)

(NH4)sM07074 10 mg/100 ml
CuSOy4 10 mg/100 ml
MnCl, 10 mg/100 ml
ZnSOy, 10 mg/100 ml

(10 pl/T — 1 pg/l Medium)
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Zusammensetzung Amiosiure-Losung

Je 0,5 g/l aller L-Aminosduren aufler Methionin wurden in 10 mM Na,HPOy; 1.76 mM
KH;POg4; 137 mM NaCl; 2.5 mM KCI pH 7,0 geldst. Die Losung wurde 1 Stunde geriihrt und
anschlieBend bei -20°C gelagert. Ungeloste Aminsdurepartikel wurden durch das
Sterilfiltrieren direkt vor der Zugabe zum Medium entfernt. Alle verwendeten Aminosduren
stammten von den Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Merck (Darmstadt, Deutschland)
oder AppliChem (Darmstadt, Deutschland).

Zur Herstellung von Agarplatten wurden dem LB-Medium 15 g/l Agar-Agar zugefiigt. Nach
dem Autoklavieren wurde das Medium auf eine Temperatur unter 50°C abgekiihlt und erst
dann eventuell ein Antibiotikum zugefiigt. AnschlieBend wurden die Platten gegossen und
nach dem Festwerden bei 4°C gelagert.

Fir Top-Agar wurden dem LB-Medium 7,5 g/l Agar-Agar zugefiigt und nach dem
Autoklavieren und Abkiihlen unter 50°C 10 mM MgSQO4 und 5 mM CaCl, zugegeben.

2.1.9.2 Antibiotika-Stammlosungen

Ampicillin-Stammldsung: 200 mg/ml in H,O
Kanamycin-Stammldsung: 100 mg/ml in H,O
Chloramphenicol-Stammldsung: 35 mg/ml in Ethanol

Antibiotika wurden bei -20°C gelagert und, wenn nicht anders vermerkt, dem Medium im

Verhiltnis 1:1000 zugesetzt.

2.1.9.3 Puffer fiir molekularbiologische Methoden

50x TAE-Puffer: 2 M Tris/Acetat
50 mM EDTA
mit Essigsdure auf pH 8,0 eingestellt

DNA-Auftragspuffer: 50 % (v/v) Glycerin
0,025 % (w/v) Xylencyanol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

10x TBE-Puffer: 0,89 M Tris
0,02 M EDTA
0,89 M Borsiure
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EMSA-Auftragspuffer:

40 mM Tris pH 8,4

4 mM EDTA
0,2 % (w/v) Bromophenolblau
25 % (v/v) Glycerin

2.1.9.4 Puffer fiir proteinanalytische Methoden

5x Lammli-Auftragspuffer:

10x SDS-Laufpuffer:

10x Tricin-Kathoden-Puffer:

10x Tricin-Anoden-Puffer:

Fairbanks A:

Fairbanks D:

Geltrocknungs-Puffer:

10x PBS-Puffer
(phosphate buffered saline)

PBS-T Puffer :

WesternBlot-Inkubationspuffer:

300 mM Tris/HCI pH 7,5

10 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Glycerin

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

250 mM Tris pH 8,8
2 M Glycin
1% (w/v) SDS

1 M Tris pH 8,25
1 M Tricin
1 % (w/v) SDS

1 M Tris pH 8,9

25 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigsdure
0,05 % (w/v) Serva Blau R-250

10 % (v/v) Essigsédure

35 % (v/v) Ethanol
2 % (v/v) Glycerin

40 mM KH,PO4pH 7,4
160 mM NaH,PO4
1,15 M NaCl

1x PBS Puffer
0,1 % (v/v) Tween20

48 mM Tris pH 7,5
39 mM Glycin

0,37 % SDS

20 % (v/v) Methanol
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2.1.9.5 Puffer fiir prdparative Methoden

Zellaufschluss-Puffer:

HisTrap Puffer A:

HisTrap Puffer B:

Verdiinnungs-Puffer:

Q-Sepharose Puffer A:

Q-Sepharose Puffer B:

Gellfiltrations-Puffer 1

Gelfiltrations-Puffer 2

Gellfiltrations-Puffer 3

HPLC-Puffer 1:

HPLC-Puffer 2:

2.1.9.6 Weitere Puffer

YjiE storage buffer:

DNA-Bindepufter 1:

50 mM NaH,PO, pH 7,5
300 mM NaCl
10 mM Imidazol

50 mM Tris pH 7,5
300 mM NaCl
10 mM Imidazol

50 mM Tris pH 7,5
300 mM NaCl
750 mM Imidazol

10 mM NaH,PO4 pH 7,5
5mM EDTA

10 mM NaH,PO4 pH 7.5

10 mM NaH,PO,4 pH 7,5
600 mM NaCl

10 mM NaH,PO, pH 7.5
400 mM NacCl

10 mM Tris pH 7,5
300 mM NacCl

10 mM Tris pH 7,5
400 mM NaCl

10 mM NaH,PO, pH 7,5
150 mM NacCl

40 mM HEPES pH 7,5
150 mM NaCl

9,5 mM NaH,PO4 pH 7,5
380 mM NacCl
5 % (v/v) Glycerin

10 mM NaH,PO4 pH 7,5
150 mM NacCl
5 % (v/v) Glycerin
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DNA-Bindepufter 2: 10 mM NaH,PO4 pH 7,5
5 % (v/v) Glycerin

2.2 Molekularbiologische Methoden

Fiir alle molekularbiologischen Arbeiten wurden sterile Materialien und Losungen verwendet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Arbeiten bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.2.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli

Die Anzucht von E. coli-Flissigkulturen erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, nach
Animpfen von einer Glycerinkultur oder mit einer Kolonie von einer Agar-Platte unter
Schiitteln bei 37°C. Wenn Kulturen mit einer bereits bestehenden Uber-Nacht-Kultur (UN-
Kultur) angeimpft wurden, wurde die UN-Kultur mindestens 1:100 im neuen Medium
verdiinnt. Dem Medium wurden entsprechende Antibiotika zugesetzt, wenn dies zur Selektion
notig war. Anhand der optischen Dichte (OD) bei 600 nm konnte das Wachstum der Kulturen
verfolgt werden.

Fir die langfristige Aufbewahrung von Bakterienstimmen wurden Glyzerinkulturen
hergestellt. Dazu wurden 800 pl einer Fliissigkultur mit einer ODgoy von ~0,5 mit 1 ml 20 %

(v/v) Glycerin vermischt und anschlieBend bei -80°C gelagert.

2.2.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 35 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Bakterienstamm angeimpft und bis zu einer ODgyo von <0,5 kultiviert.
Danach wurden 30 ml der Kultur abgeerntet (10 min, 5000 rpm, 8°C). Das Zellpellet wurde
anschlieend zundchst mit 30 ml, dann mit 10 ml und zuletzt mit 5 ml eiskaltem 10 % (v/v)
Glycerin gewaschen und danach jeweils 10 min bei 5000 rpm und 8°C zentrifugiert.
AbschlieBend wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert, aliquotiert

und daraufhin in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um gezielt bestimmte DNA-Fragmente zu amplifizieren, wurde die Polymerasekettenreaktion
(PCR) (Mullis und Faloona, 1987) eingesetzt. Hierbei wird im Verlauf wiederholter
Temperaturzyklen ein zwischen zwei Oligonukleotiden (Primern) liegender DNA-Abschnitt
exponentiell vermehrt. Die Zyklen, die jeweils 35mal wiederholt wurden, bestehen aus
folgenden Schritten: (i) DNA-Denaturierung, (ii) Primer-Anlagerung (Annealing) und (iii)
Primer-Verldngerung (Extension). Abschlieend wird die Primer-Extension um 5 bis 10 min
verldngert, damit eventuell unvollstindige Produkte fertig synthetisiert werden konnen. In
dieser Arbeit wurden GoTaqg-Polymerase (Promega, ~ 1 kb/min) oder fiir lingere DNA-
Fragmente Expand-High-Fidelity-Polymerase (Roche, ~ 1,5 kb/min) oder die wesentlich
schnellere Phusion DNA-Polymerase (NEB, 1 kb/ 15-30 sec) jeweils in Kombination mit dem
mitgelieferten Puffern nach Anweisungen des jeweiligen Herstellers eingesetzt. Die letzten
beiden Polymerasen besitzen eine proof-reading-Aktivitit, die es moglich macht Fehler bei
der Synthese zu reparieren. Die Annealing-Temperatur und die Synthesezeit wurden
entsprechend der eingesetzten Primer und der Linge des zu amplifizierenden Produkts je nach
Polymerase variiert. Bei Primern mit Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme und Uberhingen,
wurden zundchst einige Zyklen mit einer niedrigeren Annealing-Temperatur durchgefiihrt, da
zunichst nicht der ganze Primer an das zu amplifizierende Gen annealt. Danach wurde der
Annealing-Schritt ausgelassen und die Extensions-Zeit verldngert, da die Annealing-
Temperatur iiber der Extentions-Temperatur liegt sobald einige Fragmente mit Schnittstellen
vorliegen und der komplette Primer annealen kann. Alle Primer wurden von MWG Eurofins
Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Um fluoreszenzgelabelte DNA-Fragmente zu
erhalten wurden ein oder zwei 5'-AlexaFluor488 (AF488)-gelabelte Primer eingesetzt. Die

Reaktionen wurden in ultradiinnen 0,2 ml PCR-Reaktionsgefia3en durchgefiihrt.

Standard-PCR-Zusammensetzung:

5 ul 10x oder 10 ul 5x PCR-Puffer

1 ul genomische DNA

I ul dNTPs (jeweils 10 mM)

1 ul Forward-Primer (10 pmol/ul)

1 ul Reverse-Primer (10 pmol/ul)

0,5 ul DMSO oder 1,5 ul DMSO (Phusion)

1 pl Expand High Fidelity oder 0,25 pl Go Taq oder 0,4 pl Phusion Polymerase

.. Wl H,O
50 ul
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Tabelle 4: Primer fiir verschiedene PCR-Fragmente

DNA-Fragment Forward Primer Reverse Primer
yjiE El1-Fw yjiE E8-Rv yjiE
prom-yjiEl E2-Fw prom-yjiE E8-Rv yjiE
His-T-yjiE E1-Fw yjiE E8-Rv yjiE
295bp-osmY-NTR 14-osmY-NTR-fw I5-0smY-NTR-rev
350bp-yjiE-prom 11-350bp-E-pr-fw [3-E-atg-rv
737bp-yjiE-prom 12-500bp-iadA-fw [3-E-atg-rv
102bp-yjiE- 100bp-yjiE-pr-fw KG-50bp-RK-yjiE oder
Promotor-DNA AF488-50bp-yjiE-rk
158bp-yjiE- Fw-158bp-E-Prom KG-50bp-RK-yjiE oder
Promotor-DNA AF488-50bp-yjiE-rk
315bp-yjiE- KG-974bp-iadA oder KG-50bp-RK-yjiE oder
Promotor-DNA AF488-974bp-iadA AF488-50bp-yjiE-rk
689bp-yjiE- KG-600bp-iadA KG-50bp-RK-yjiE oder
Promotor-DNA AF488-50bp-yjiE-rk
102bp-tufA-DNA AF488-tufA-fw oder tuf4-102bp-rv

= AF488-tuf4-tw
158bp-tuf4-DNA AF488-tufA-fw oder tufA-158bp-rv

= AF488-tuf4-tw
315bp-tuf4-DNA AF488-tufA-fw oder tufA-315bp-rv oder

= AF488-tuf4-tw AF488-tufA-315-rv

Beispiele fiir Thermocycler-Programme:

Expand High Fidelity
95°C
95°C
50°C
72°C
95°C
72°C
72°C
4°C

2 min
30 sec

30 sec 5%

} 30x

1 min
30 sec
2 min
10 min

forever

Phusion
98°C 30 sec
98°C
50°C
72°C
98°C
72°C
72°C
4°C

10 sec
20 sec
20 sec

5x
10 sec

30x
30 sec
10 min

forever

GoTaq

2 min
30 sec
30 sec
20 sec

5x

5 min

forever

2.2.4 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Der Erfolg von PCR-Reaktionen oder analytischen Verdauen wurde auf 1 %igen

Agarosegelen tiberpriift. Dafiir wurde 1 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer in der Mirkowelle

erhitzt und dadurch geldst. Nach dem Abkiihlen auf eine Temperatur unter 60°C wurden ca.

0,4 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in einen entsprechenden Schlitten fiir die
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Laufapparatur mit einem Kamm fiir die Taschen gegossen. Nach dem Abkiihlen und Erstarren
des Agarosegels wurden die zuvor mit 1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer versetzten Proben
aufgetragen und die Elektrophorese in 1x TAE-Puffer bei 120 mA durchgefiihrt. Als
Langenstandard diente eine 1 kb DNA-Leiter von Peqlab. Das Ergebnis wurde mit UV-Licht
mit einem ImageQuant 300 Geldokumentationssystem visualisiert. Auf Abbildung 10 ist ein
Agarosegel der verschieden langen yjiE-Promotor-DNA-Fragmente, die fiir DNA-Bindungs-

Experimente verwendet wurden, dargestellt

Abbildung 10: Agarosegel mit yjiE-promoter-Fragmenten verschiedener Lénge mit und ohne Fluoreszenlabel.
(1) einfach AlexaFluor488-gelabelte 102bp-yjiE-Promotor-DNA, (2) einfach AlexaFluor488-gelabelte 158bp-
yjiE-Promotor-DNA, (3) einfach AlexaFluor488-gelabelte  315bp-yjiE-Promotor-DNA, (4) einfach
AlexaFluor488-gelabelte 689bp-yjiE-Promotor-DNA, (5) 315bp-yjiE-Promotor-DNA, (6) 158bp-yjiE-Promotor-
DNA.

2.2.5 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten

Alle PCR-Produkte wurden mit dem ,,Wizard SV Gel and PCR Clean-Up* Kit von Promega
aufgereinigt. Dabei wurde mit 50 pul Wasser eluiert. Wenn die PCR unspezifische Banden
enthielt, wurde die DNA zundchst liber ein priparatives Agarosegel aufgetrennt und die
daraus ausgeschnittene DNA-Bande anschlieBend mit dem Kit gereinigt. Nach priparativen
Verdauen wurde ebenfalls die gewiinschte DNA-Bande aus einem Agarosegel ausgeschnitten

und gereinigt.

2.2.6 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte mit dem Nanodrop Spektrophotometer
mit 2 pul DNA-Losung. Die Basen der DNA zeigen eine maximale UV-Absorption bei

260 nm. Wenn Konzentrationsangaben in ng/pl bendtigt wurden, wurde die Funktion
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»Nucleic Acids* fiir doppelstringige DNA verwendet verwendet. Waren hingegegen Angaben
in mol/l gewiinscht, so wurde mit der Funktion ,,UV-Vis*“ die Absorption bei 260 nm
gemessen und mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten und des Lambert-Beer’schen-Gesetzes
die molare Konzentration bestimmt. Die Konzentration in ng/pl konnte anschlieend iiber die
Formel ¢ =m - M (c = DNA-Konzentration [M]; m = DNA-Konzentration [g/l]; M =

Molekulargewicht [g/mol]) berechnet werden.

Lambert-Beer’sches-Gesetz: A= g-¢c-d

A = Absorption bei 260 nm (fiir AlexaFluor488-gelabelte DNA: Apna = A260 — (Aggz - 0,3))
¢ = molarer Extinktionskoeffizient bei 260 nm [M'cm™]
(fir DNA: 6600 [M'cm™] - Nnukieotide)
¢ = DNA-Konzentration [M]
d = Schichtdicke

Molekulargewicht verschieden langer DNA-Fragmente

102bp-yjiE-Promotor-DNA 62.898 g/mol
158bp-yjiE-Promotor-DNA 97.502 g/mol
315bp-yjiE-Promotor-DNA 194.680 g/mol
689bp-yjiE-Promotor-DNA 425.797 g/mol

2.2.7 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA sequenzspezifisch, wobei iiberhdngende Enden
(sticky ends) entstehen. Fiir praparative Verdaue wurden 50 bis 100 ul Ansitze mit mehreren
pug DNA iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Analytische Verdaue erfolgten in 10 pl-Ansétzen fiir
1 bis 2 Stunden bei 37°C. Die Zugabe der Enzyme erfolgte im Uberschuss, wobei die gesamte
eingesetzte Enzymmenge nie liber 10 % (v/v) des Ansatzes lag. Es wurde jeweils ein Puffer

des Herstellers gewihlt, in dem die Enzyme eine hohe Aktivitit zeigen.

2.2.8 Ligation

Mit Hilfe einer Ligase konnen zueinander passende iiberhdngende Enden von verdauten
DNA-Fragmenten wieder miteinander verbunden werden. Fiir die Ligation wurden der Vektor
(Plasmid) und das Insert (DNA-Fragment, das eingefiligt werden soll) im molaren Verhiltnis

1:3 und 1:10 eingesetzt. Zusitzlich wurde immer eine Ligations-Kontrolle, die nur den Vektor
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enthielt, durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob es auch ohne Insert zur Religation kommt. AufSer
dem Vektor und dem Insert befanden sich in einem 20 pl-Ligations-Ansatz 1 pl T4 Ligase
(Promega) und 2 pl des mitgelieferten 10x Ligase-Puffers. Ligiert wurde {iber Nacht bei
16°C.

2.2.9 Féllung von DNA

Um DNA in einer Losung auszufdllen, wurden 1/10 Volumen Natriumacetat pH 5,5 und 2,5
Volumen 100 % Ethanol zugesetzt und die DNA anschlieBend fiir mindestens 1 Stunde bei
-20°C gefallt. Darauthin wurde 20 min bei 13300 rpm und 4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet
wurde zweimal mit 100 ul 70 % Ethanol gewaschen und 20 min bei 13300 rpm und 4°C
zentrifugiert. AbschlieBend wurde das Pellet im gedffneten Reaktionsgefd3 an der Luft

getrocknet.

2.2.10 Transformation von E. coli-Zellen

Um Plasmid-DNA in E. coli XL1-Blue MRF’ zu transformieren, wurden 2 ul des Ligations-
Ansatzes oder das Pellet nach Fillung des gesamten Ligations-Ansatzes mit 50 pl
elektrokompetenten Zellen versetzt und anschlieBend in einer Elektroporationskiivette mit
Hilfe eines Elektroporationsgerites (Gene Pulser Xcell, Biorad) transformiert. Dazu wurde
das bereits vorprogrammierte Programm fiir £. coli-Zellen in 1 mm Kiivetten mit 1,8 kV
verwendet. Direkt nach der Elektroporation wurde 1 ml SOB-Medium zugegeben und
anschlieBend 30 bis 60 min bei 37°C geschiittelt. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bei
5000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 200 pul Medium resuspendiert und auf einer Platte mit
dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Platte wurde tliber Nacht bei 37°C
inkubiert. Wenn ein Plasmid bereits durch Plasmidisolation (siehe 2.2.11) aus Zellen gereinigt
wurde, wurden 0,5 pl Plasmid-Losung zur Transformation der jeweiligen kompetenten Zellen
eingesetzt. Fiir die Proteinexpression mit Hilfe von pET-Vektoren wurden der Stamm
BL21(DE3) gold oder der Methionin-auxotrophe Stamm B834 (DE3) verwendet. Diese
Stamme produzieren nach Induktion mit IPTG T7-RNA-Polymerase. Da auf den pET-
Vektoren ein T7-Promotor vor dem zu exprimierenden Gen liegt, kann dieses darauthin

ebenfalls abgelesen werden.
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2.2.11 Plasmidisolation

Die Isolation von Plasmiden erfolgte aus 5 ml UN-Kulturen mit dem ,,Wizard Plus SV
Minipreps* Kit (Promega) nach Anweisung des Herstellers, wobei mit 50 pul Wasser eluiert

wurde.

2.2.12 DNA-Sequenzanalyse

Bevor neu-klonierte Plasmide in Experimenten eingesetzt wurden, wurde durch
Sequenzierung iiberpriift, ob die DNA-Sequenz des Inserts korrekt war. Dafiir wurden 30 pl
Plasmid-DNA mit einer Konzentration zwischen 30 und 100 ng/ul an die Firma GATC
(Konstanz, Deutschland) geschickt. Zum Teil wurden Primer verwendet, die GATC zur
Verfligung stellt. Wenn kein passender Primer vorhanden war, wurden 30 pl des jeweiligen
Primers (10 pmol/ul) mitgeschickt. Fiir pPBAD22-Vektoren wurden die Primer pBAD-FP und
pBAD-RP, fiir pET-Vektoren die Primer T7 und pET-RP und fiir pCR2.1-Vektoren (TA-
Klonierungs-Kit) die Primer M13-FP und M13-RP fiir die Sequenzierung verwendet.

2.2.13 Klonierung mit einem TA-Klonierungs-Kit

Aufgrund von Problemen bei der Klonierung von yjiE in Vektoren auf dem herkdmmlichen
Weg, wurde hierfiir der ,,TA cloning kit with OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli*
(Invitrogen) verwendet. Dabei konnen die von der Tag-Polymerase generierten
tiberhdngenden Adenine an den 3’-Enden des synthetisierten DNA-Fragments mit den
iiberhdngenden Thyminen an den 5’-Enden des mitgelieferten linearisierten pCR2.1-Vektors
sehr effizient ligiert werden. Durch das Insert wird das im Vektor enthaltene B-Galaktosidase-
Gen unterbrochen, so dass Kolonien von Bakterien, die ein Plasmid mit Insert enthalten, auf
Platten mit X-Gal weil} erscheinen. Im Gegensatz dazu erscheinen Bakterien, die ein Plasmid
ohne Insert enthalten, blau. Daher konnen selektiv nur weille Kolonien auf das Vorhandensein
des richtigen Inserts untersucht werden. Das Kit wurde nach Angaben des Herstellers
verwendet. Lediglich die kompetenten Zellen wurden 1:1 mit 10 % (v/v) Glycerin verdiinnt,
um 2 Transformationen mit einem Aliquot durchfithren zu konnen. Um Platten mit X-Gal
herzustellen, wurden 40 pl X-Gal mit einer Konzentration von 40 mg/ml in DMSO auf

Platten mit Ampicillin ausplattiert. Nachdem durch Sequenzierung sichergestellt wurde, dass
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das jeweilige Insert die gewiinschte Sequenz besitzt, wurde es mit den entsprechenden

Restriktionsenzymen aus pCR2.1 ausgeschnitten und in den Zielvektor kloniert.

2.2.14 Transduktion der Deletion von yjiE mit Hilfe von P1-Phagen

Beim Verpacken von DNA in die Proteinhiille von P1-Phagen konnen zuféllig Fragmente aus
dem Genom der infizierten Bakterienzelle anstelle der Phagen-DNA verpackt werden. Ein P1-
Phagen-Lysat aus einem Donor-Bakterienstamm enthdlt demnach einen geringen Anteil von
Phagen die einen bestimmten Bereich des Genoms enthalten, der transduziert werden soll.
Wird nun ein Empfanger-Bakterienstamm mit diesem Phagen-Lysat infiziert, so werden die
meisten Zellen von Phagen mit dem P1-Genom lysiert. Manche Phagen injizieren jedoch ein
Fragment des Genoms des Donor-Stammes, das mit dem exisitierenden homologen Bereich
im Genom des Empfinger-Stammes rekombinieren und diesen ersetzen kann. Der
Empfanger-Stamm wird anschlieBend auf einem Medium ausplattiert, das beziiglich des zu
transduzierenden Genom-Fragments des Donor-Stammes selektiv ist, zum Beispiel auf einem
Antibiotikum, wenn entsprechende Resistenzgene als Selektionsmarker genutzt werden.
Durch Citrat im Medium, das das fiir die Infektion mit P1-Phagen notwendige Calcium
abfiangt, wird verhindert, dass die infektiosen P1-Phagen aus benachbarten Zellen die

transduzierten Zellen infizieren.

2.2.14.1 Herstellung von P1-Phagen-Lysat

Fiir die Herstellung von P1-Lysat, das die Deletion von yjiE transduzieren kann, wurden 5 ml
UN-Kultur des Stammes FFS22 (MG1655 AyjiE mit einer Chloramphenicol-Resistenz-
kassette als Selektionsmarker) 10 min bei 5000 rpm abgeerntet und in 500 pl 10 mM MgSOs,
5 mM CaCl; resuspendiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 pl Zellsuspension mit 100 pl,
10 pul oder 1 pl eines P1-Lysats versetzt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die nicht mit Lysat versetzt wurden. Danach wurde jeder Ansatz mit 2-3 ml
warmem Top-Agar vermischt und die Mischung jeweils auf eine LB-Platte gegossen und
verteilt. Die Platten wurden fiir 5 min stehen gelassen bis der Top-Agar fest war und
anschlieBend 4-6 Stunden bei 37°C ohne Umdrehen der Platte inkubiert bis Lyse-Plaques
sichtbar wurden. Die Zellen sollten nicht komplett lysiert sein. Der Top-Agar wurde dann mit

2-3 ml 10 mM MgSO,4, 5 mM CaCl, abgekratzt, zerkleinert und in ein Greiner-Réhrchen
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transferriert. Anschlieend wurden 200 pl Chloroform zugegeben und 1 min gevortext. Dann
wurde 20 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein Kryordhrchen iiberfiihrt,
das nach Zugabe von 100 pl Chloroform bei 4°C gelagert wurde.

2.2.14.2 Bestimmung des Titers von PI1-Phagen-Lysat

Zur Bestimmung des Phagen-Titers eines Lysats wurden zunichst 100 pl einer UN-Kultur
irgendeines Bakterienstammes mit 2-3 ml warmem Top-Agar vermischt und auf eine LB-
Platte verteilt. Die Platte wurde dann 30 min inkubiert, so dass der Top-Agar fest werden und
etwas trocknen konnte. AnschlieBend wurden serielle Verdiinnungen des jeweiligen Lysats
(unverdiinnt, 107, 10, 10, 10®) auf die Platte pipettiert (jeweils 5ul) und die Platte iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Anzahl der Phagen-Plaques bei einer Verdiinnungsstufe konnte
dann bestimmt und anhand des Verdiinnungsfaktors und des Auftragsvolumens von 5 pl die
Phagen-Anzahl pro pl Lysat errechnet werden. Der Wert sollte mindestens 5 - 10° Phagen/ul
betragen, lag in der Regel jedoch sogar iiber 1 - 10® Phagen/ul.

2.2.14.3 Transduktion mit P1-Phagen

Fiir die Transduktion mit P1-Phagen wurden 5 ml einer UN-Kultur des zu transduzierenden
Stammes (z.B. C600) 10 min bei 5000 rpm abgeerntet und anschliefend in 500 pl 10 mM
MgSOs, 5 mM CaCl, resuspendiert. Dann wurden 100 pl der Zellen mit 100 pl P1-Lysat des
Stammes FFS22 versetzt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen
ohne Lysat und Lysat ohne Zellen. Nach der Inkubation wurde 1 ml LB-Medium mit 100 mM
Natriumcitrat zugegeben und 3 Stunden bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden
die Zellen 5 min bei 5000 rpm abgeerntet, in etwas Medium resuspendiert und auf einer Platte
mit 10 pg/ml Chloramphenicol und 100 mM Natriumcitrat ausplattiert, die anschlieBend tiber
Nacht bei 37°C inkubiert wurde. Zellen in die die Deletion von yjiE {libertragen wurde, sollten
anstelle des yjiE-Gens nun ein Chloramphenicol-Resistenzgen haben und auf der Platte
wachsen konnen. Die entstandenen Kolonien wurden anschlieBend durch PCR mit den
Primern Ctrl und Ctr2 (Wt — ~1,3 kb, AyjiE — ~ 1,5kb), die beide aullerhalb von yjiE
annealen, oder Ctrl und C1 (Wt — kein Produkt, AyjiE — ~ 0,5 kb) auf die Deletion von
yjiE und die Insertion der Chloramphenicol-Resistenz-Kassette iiberpriift. Der Primer C1

annealt im Chloramphenicol-Resistenzgen. Bevor Glycerinkulturen angelegt wurden, wurden
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die Zellen zwei weitere Male auf LBcamio-Platten mit 10 mM Natriumcitrat ausgestrichen, um

eventuell noch vorhandene infektiose P1-Phagen zu entfernen.

2.2.14.4 Entfernung der Chloramphenicol-Resistenzkassette

Um mogliche Verdnderungen in der Gentranskription durch die Insertion der
Chloramphenicol-Resistenzkassette auszuschlielen, ist es moglich das Gen, das zur Selektion
der Deletionsmutanten notig war, mit Hilfe von FLP-Rekombinase zu entfernen. Neben dem
Chloramphenicol-Resistenzgen befinden sich entsprechende Schnittstellen fiir die FLP-
Rekombinase. Die Vorgehensweise wurde von Datsenko und Wanner (2000) beschrieben
(Datsenko und Wanner, 2000). Zunichst wurde der entsprechende Stamm mit pCP20
transformiert und iiber Nacht bei 30°C unter Selektion mit Ampicillin inkubiert. Diese
Inkubationstemperatur ist wichtig, da durch hohere Temperaturen die Synthese der FLP-
Rekombinase induziert wird und das Plasmid thermosensitiv ist. AnschlieBend wurden einige
Kolonien auf einer LB-Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen und diese iiber Nacht bei 43°C
inkubiert. Durch diese hohe Temperatur wird die FLP-Rekombinase induziert, das
Chloramphenicol-Resistenzgens entfernt und die Zellen verlieren das Plasmid. Der dadurch
bedingte Verlust beider Antibiotikaresistenzen wurde durch Ausstrich auf LBy-, LBcamio- und
LBamp20o-Platten tiberpriift. Zudem wurde die erfolgreiche Deletion der Chloramphenicol-
Resistenz-Kassette durch PCR mit den Primern Ctrl und Ctr2 (AyjiE, Cam® — ~ 1,5kb, AyjiE
— ~0,5 kb) sichergestellt.

2.3 Proteinanalytische Methoden

2.3.1 Fallung von Proteinen mit Trichloracetat

Um die in einer Protein-Ldsung enthaltenen Proteine auszufillen, wurde die Probe mit einer
100 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA)-Losung versetzt, so dass die TCA-Endkonzentration
bei ca. 15 % (w/v) lag. AnschlieBend wurden die Proteine in der gut durchmischten Probe fiir
mindestens 1 Stunde bei -20°C gefillt und dann durch Zentrifugation fiir 30 min bei 13300
rpm und 4°C pelletiert. Das Protein-Pellet wurde zweimal mit Aceton gewaschen und
anschlieBend 10 min bei 133000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dann wurde das Pellet im
geodffneten Reaktionsgefal3 an der Luft getrocknet.
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2.3.2 Bradford-Assay

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt.
Dafiir wurde Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce) 1:1 mit Wasser verdiinnt und 1 ml
der Losung mit 100 pl einer Proteinlosung versetzt. Im Fall von Lysaten wurden 1 bis 2 pl
Lysat mit 99 ul Wasser verdiinnt eingesetzt. Als Referenz diente Wasser. Nach Inkubation fiir
10 min bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Mit Hilfe einer
zuvor anhand von verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellten Eichgerade konnte die

Proteinkonzentration des Lysats durch die Absorption bestimmt werden

2.3.3 Ellmans-Assay

Mit Hilfe von Ellmans-Assay konnen die frei zugidnglichen Thiolgruppen eines Proteins
nachgewiesen werden. Ellmans-Reagenz (DTNB) reagiert mit den exponierten Cysteinen zu
einem gemischten Disulfid. Dabei wird ein 2-Nitrothiobenoat-Anion (NTB) frei, das anhand
seiner charakteristischen Absorption bei 412 nm photometrisch bestimmt werden kann. Der
Absorptionskoeffiezent von NTB betrigt in verdiinnten Losungen 14150 M - cm™ und in
Puffern mit hohen Salzkonzentrationen wie 6 M Guanidiniumchlorid oder 8§ M Harnstoff
13700 M™ - em™.

In einem Experiment wurde YjiE-His oder YjiE-His aus HOCI-gestressten Zellen und in
einem anderen Experiment unbehandeltes YjiE und YjiE, das zunichst fiir 30 min bei 25°C
mit 10-fachen Uberschuss an HOCI oxidiert wurde, bevor mit Methionin gequencht wurde,
miteinander verglichen. Das unbehandelte YjiE wurde ebenfalls mit Methionin versetzt. In
120 pl-Anséitzen wurde 1 h bei Raumtemperatur durch Zugabe von 6 M Harnstoff denaturiert.
AnschlieBend wurden 3,6 ul DTNB (4 mg/ml in 0,1 M Tris pH 8,0) zugegeben und erneut 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Absorption bei 412 nm gemessen. Als
Referenzproben dienten jeweils Proben mit gleicher Pufferzusammensetzung, die kein Protein
enthielten, aber den gleichen Inkubationsschritten unterzogen wurden.

Anhand des Lambert-Beer’schen-Gesetzes konnte die Absorption, die ein freier Cysteinrest
bei der jeweiligen Proteinkonzentration verursacht, berechnet werden. Durch Division des
Absorptionswertes bei 412 nm durch diese Zahl ergab sich die Anzahl der freien Cysteine in
der Probe.
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2.3.4 Diskontinuierliche Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Anhand der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) konnen Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer GroBe aufgetrennt
werden. Dafiir wurden die Proben zunichst 1:1 mit 1x Ldmmli-Auftragspuffer oder 1:6 mit 5x
Lammli-Auftragspuffer versetzt und fiir 10 min bei 95°C inkubiert. Das anionische Detergens
SDS bindet dabei etwa mit 1,4 g/g Protein an die enthaltenen Proteine und maskiert deren
Eigenladung, so dass Mizellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit enstehen.
Durch die Hitze und das B-Mercaptoethanol im Lammli-Auftragspuffer wird das Protein
denaturiert und Disulfidbriicken werden gespalten, so dass es zu einem Verlust der Struktur
kommt. Die Proben wurden auf Neutral-Gele oder Neutral-Gradienten-Gele (Serva) geladen
und bei 35 mA pro Gel in 1x SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Als Marker wurden 10 pl Mark12-
Standard (Invitrogen) oder 5 pl RotiMark prestained Marker (Roth), falls anschlieend ein
WesternBlot durchgefiihrt werden sollte, verwendet.

Die Detektion von Proteinen auf SDS-Gelen erfolgte meist mittels Coomassie-Farbung nach
Fairbanks (Fairbanks et al., 1971). Der Farbstoff Coomassie lagert sich an die
Proteinoberfliche an, wodurch diese blau gefiarbt werden. Das Verfahren wurde abgekiirzt
und durch Hitze beschleunigt. Zunédchst wurde das Gel in Fairbanks A aufgekocht und fiir 10
min unter Schiitteln gefdarbt. Anschliefend wurde das Gel in Fairbanks D aufgekocht und
unter Schiitteln entfdrbt, wobei der Farbstoff Coomassie nach dem Entfirben nur an den
Proteinen zuriick bleibt. Die Gele konnten anschlieBend gescannt und nach Inkubation fiir 30

min in Geltrocknungs-Puffer zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet werden.

2.3.5 Immunoblotting

Durch Immunoblotting (WesternBlot) konnen Proteine spezifisch und bereits in sehr geringen
Mengen anhand von Antikérpern nachgewiesen werden. Alle Inkubationsschritte erfolgten
unter Schiitteln. Zunédchst wurde eine SDS-PAGE mit RotiMark prestained Marker als
Langenstandard durchgefiihrt. Eine PVDF-Membran in der Grofe des Gels wurde durch
Inkubation fiir 15 sec bis 2 min in Methanol aktiviert und anschlieBend gut mit Wasser
gewaschen. Dann wurde die Membran fiir 20 min in WesternBlot-Inkubationspuffer
inkubiert, bevor 6 Whatman-Filterpapiere in der Gréfle des Gels und das Gel selbst zugegeben
wurden und Alles fiir weitere 10 min inkubiert wurde. Darauthin wurden die Proteine mit der

Blot-Apparatur fiir 1 Stunde bei 130 mA vom Gel auf die Membran iibertragen. Danach
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wurden die Banden des RotiMark auf der Membran mit Kugelschreiber markiert und die
freien Bindestellen der Membran durch Inkubation fiir 30-60 min mit PBS-T mit 5 % (w/v)
Milchpulver blockiert. Dann wurde die Membran dreimal 10 min mit PBS-T gewaschen
bevor fiir 45 min mit dem priméren Antikérper in PBS-T mit 1 % (w/v) Milchpulver inkubiert
wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS-T wurde dann ebenfalls 45 min mit
dem sekundiren Antikorper, der fiir den spateren Nachweis mit Peroxidase (POD) gekoppelt
war, in PBS-T mit 1 % (w/v) Milchpulver inkubiert. Die Nachweisreaktion erfolgte nach
dreimaligem Waschen der Membran mit PBS-T mit Hilfe des ECL plus Western Blotting
Detektionssystems. Die WesternBlot-Membran wurde dafiir fiir 2 min mit 1 ml ECL-
Losung A, die zuvor mit 25 pl ECL-Losung B vermischt wurde, inkubiert. Dann wurde
iberschiissige Losung abgenommen und der Blot in eine WesternBlot-Kassette gelegt. In der
Dunkelkammer wurde daraufhin ein Film aufgelegt und die Lichtreaktion, die durch die
Umsetzung des Substrats in der Losung durch die Peroxidase des sekundédren Antikorpers
erzeugt wird, detektiert. Der Film wurde je nach Stirke der Lichtreaktion fiir 1 sec bis iiber

Nacht auf dem WesternBlot belassen, bevor er mit der Entwicklermaschine entwickelt wurde.

Eingesetzte Verdiinnungen der verschiedenen Antikorper

anti-YjiE-Serum (polyklonal aus Kaninchen, von Petra Menhorn gereinigt): 1:10000
anti-Kaninchen-IgG-POD-Konjugat (monoklonal aus Ziege): 1:4000
anti-polyHistidin-Antikérper (monoklonal aus Maus): 1:2000
anti-Maus-IgG-POD-Konjugat (monoklonal aus Schaf): 1:4000

2.3.6 Trypsinverdaue fiir die Auftrennung auf Tricin-Gelen

Anhand von Trypsinverdauen kann eine Aussage iliber die Sensitivitit von Proteinen
gegeniiber der Protease Trypsin getroffen werden. Wenn ein Protein unter bestimmten
Bedigungen eine hohere oder niedrigere Trypsin-Sensitivitit besitzt, so hat sich offenbar
etwas an der Struktur des Proteins gedndert, so dass es nicht mehr so gut oder besser durch
Trypsin gespalten werden kann.

YjiE wurde in den Experimenten unbehandelt eingesetzt oder zunédchst mit verschiedenen
ROS oxidiert und zum Teil anschlieBend wieder reduziert. Zur Oxidation wurde YjiE 30 min
bei 25°C mit 100 uM HOCI oder 1 h bei 37°C mit 1 mM H,0, bzw. 1 mM oxidiertem
Gluthation (GSSG) inkubiert. AnschlieBend wurde das HOCI mit mit einem 10fachen
Uberschuss an Methionin gequencht und das H,O, mit Catalase abgebaut. GSSG musste nicht
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gequencht werden. Die Reduktion mancher Proben erfolgte darauthin fiir 1 h bei 37°C mit 3
mM TCEP. Dann wurden jeweils 2 ul Trypsin (20 pg in 350 ul 50 mM Essigsédure) zu den
Ansitzen mit jeweils 10 ug YjiE gegeben und iiber Nacht bei 37°C verdaut. Nach der Zugabe
von 5x Limmli-Auftragspuffer wurden die Proben auf 16% Tricin-Gelen bei 125 V in Tricin-
Kathoden-Puffer und Tricin-Anoden-Puffer aufgetrennt. Die Laufapparatur wurde dabei mit

Eiswasser gekiihlt.

2.3.7 Thioltrapping

Anhand des sogenannten Thioltrappings kann der Redox-Status der Cysteine eines Proteins
nachgewiesen werden. Dabei werden zunichst die freien Cysteine mit einer thiolreaktiven
Substanz modifiziert. AnschlieBend werden die oxidierten Cysteine, die zum Beispiel als
Disulfidbriicken vorliegen konnen, reduziert und daraufthin mit einer anderen thiolreaktiven
Substanz modifiziert.

Fiir die Analyse der Auswirkungen der Oxidation mit verschiedenen ROS auf YjiE wurde
YjiE zundchst fiir 1 h bei 37°C mit 1 mM TCEP reduziert und das Reduktionsmittel
anschlieBend mit einer PD-10 Saule in 10 NaH,PO4, 400 mM NaCl pH 7,5 nach Anweisung
des Herstellers abgetrennt. Das YjiE in den 140 pl-Ansdtzen wurde dann wie fiir die
Trypsinverdaue (siehe 2.3.6) beschrieben mit verschiedenen ROS behandelt. Ein Teil der
Proben wurde anschliefend fiir 1 h bei 37°C mit 1 mM TCEP reduziert. Die Proben wurden
dann unter Verwendung von Entsalzungssidulchen (Pierce) nach Angaben des Herstellers
wieder in 10 NaH,PO4, 400 mM NaCl pH 7,5 gebracht. Anschliefend wurden 5 mM AMS
oder 5 mM PEG-Maleimide mit einem Molekulargewicht von ca. 5 kDa (Stock-Losungen in
DAB-Puffer) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C geschiittelt. Ab der Zugabe von AMS bzw.
PEG-Maleimide wurde unter Lichtausschluss gearbeitet. Dann wurde das Protein fiir 1 h bei
37°C mit TCEP reduziert und anschlieBend fiir 15 min bei 37°C unter Schiitteln mit
Iodacetamid modifiziert. Nach der Zugabe von 5x Lammli-Auftragspuffer wurden die Proben
auf 14% Tris/Glycin-Gelen bei 120 V in SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Da die Auftrennung
sehr lange dauerte, wurde die Laufapparatur mit Eiswasser gekiihlt.

Um die Auswirkungen der Oxidation von YjiE mit verschiedenen molaren Verhiltnissen an
HOCI zu analysieren, wurde YjiE zundchst 1 h bei 37°C mit TCEP reduziert und das
Reduktionsmittel anschlieBend mit einem Entsalzungssdulchen (Pierce) nach Anweisung des
Herstellers abgetrennt. Dann wurde das Protein in YjiE storage buffer fiir 30 min bei 25°C mit

einem molaren Verhiltniss von 1:1, 1:2, 1:5 oder 1:10 mit HOCI inkubiert, das anschlieSend
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mit einem mindestens 10fachen Uberschuss an Methionin gequencht wurde. Daraufhin
wurden 5 mM AMS oder 5 mM lodacetamid (Stock-Losungen in DAB-Puffer) zugegeben
und fiir 1 h bei 20°C inkubiert. Ab diesem Schritt wurde unter Lichtausschluss gearbeitet. Die
Inkubationsschritte erfolgten unter Schiitteln. AnschlieBend wurden 20 mM DTT zugegeben
und fiir 1 h bei 20°C inkubiert. Die Proben mit AMS wurden dann fiir 1 h bei 20°C mit 67
mM lodacetamid inkubiert, wobei aufgrund der Verdiinnung die AMS-Konzentration 0,7
mM und die DTT-Konzentration 7 mM betruge. Dann wurden die Proben mit TCA gefallt
siche 2.3.1) und anschlieBend in 1x Lammli-Auftragspuffer resuspendiert. Die Proben, die
nach der Oxidation mit HOCI zunichst mit Iodacetamid behandelt wurden, wurden direkt
nach der Reduktion mit DTT mit TCA gefillt und die Pellets anschlieBend fiir 1h bei 20°C
mit 5 mM AMS in DAB-Puffer geschiittelt. Dann wurde 5x Lammli-Auftragspuffer
zugegeben. Die Proben wurden bei 150 V auf Serva Neutralgelen aufgetrennt und YjiE
anschlieBend durch Immunoblotting (siche 2.3.5) mit polyklonalem anti-YjiE-Serum als
priméren und monoklonalem anti-Kaninchen-IgG-POD-Konjugat als sekundédren Antikorper

durch Immunoblotting nachgewiesen.

DAB-Puffer: 200 mM Tris pH 8,7
10 mM EDTA
0,5 % (w/v) SDS
6 M Harnstoff

2.3.8 Zweidimensionale SDS-PAGE (2D-PAGE)

Durch 2D-PAGE konnen Proteine in der ersten Dimension durch Isoelektrische Fokussierung
(IEF) anhand ihres isoelektrischen Punktes und anschlieend in der zweiten Dimension durch
SDS-PAGE nach ihrer Grofe aufgetrennt werden. Dadurch wird es moglich Unterschiede im
Proteom von verschiedenen Zellen zu analysieren. Einzelne Proteine konnen aus dem Gel
ausgestochen und nach einem Trypsinverdau mit Hilfe des Maldi ToF/ToF
Massenspektrometers identifiziert werden. Die 2D-PAGE und die anschlieBende Farbung
wurden von Bettina Richter durchgefiihrt.
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2.3.8.1 Probenvorbereitung fiir die 2D-PAGE

Fiir die 2D-Gel-Proben wurden jeweils 4 ml C600- oder KMG214-Zellen mit einer ODggo
< 0,5 mit 4 ml LB-Medium versetzt und 0 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM oder 7 mM HOCI1
zugegeben. Die Proben wurden fiir 10 min inkubiert bevor 2 ml 5x LB-Medium, zum
Quenchen des hoch reaktiven HOCIs und somit zum Abstoppen des dadurch verursachten
oxidativen Stresses, zugegeben wurden. Die Zellen wurden darauthin 10 min bei 5000 rpm
abgeerntet. Dann wurde das Pellet zweimal mit 1 ml eiskaltem Wasser gewaschen und danach
5 min bei 13300 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde darauthin zu einer ODgg
von 2 in 2D-Lysepuffer resuspendiert und bei bei -20°C gelagert. Zur Aufarbeitung wurden
die Proben zunichst 1 Stunde bei 20°C aufgetaut und geschiittelt. Dann wurden die Proben
dreimal in fliissigem Stickstoff eingefroren und daraufthin unter Schiitteln bei 20°C wieder
aufgetaut. Nach Zentrifugation fiir 45 min bei 13300 und 4°C wurden 800 pl des Uberstandes
in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

2D-Lysepufter: 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
65 mM DTT
32,5 mM CHAPS
1 % (w/v) Serdolit MB-1
2 % (v/v) Pharmalyte 3-10

2.3.8.2 Durchfiihrung der 2D-PAGE

In der ersten Dimension der 2D-PAGE erfolgte die IEF des Proteins auf einem vorgefertigten,
auf einer Plastikfolie polymerisierten isoelektrischen Fokussierungsgradienten (Imobiline
DryStrip pH 4 — 7, 24 cm von GE Healthcare). Dazu wurden in einem Keramikschiffchen
450 pul der jeweiligen Probe vorgelegt (entspricht 0,9 OD-Einheiten). Dann wurde der
DryStrip blasenfrei dariibergelegt und mit 1,6 ml Silikondl iiberschichtet. Die IEF fand in
einer IPGphor (GE Healthcare) statt (6 h,30 V—>6h, 60V — 1 h, 200V — 1 h, 500 V, 1 h,
1000 V — 30 min, Gradient 1000 — 8000 V — 10 h, 8000 V). Anschliefend wurden die
Strips jeweils fiir 15 min in DTT-Losung und in IAA-Ldsung dquilibriert. Dann wurden die
Strips kurz in 2D-Laufpuffer gewaschen, auf 13 %ige 2D-Gele (19 x 24 cm) aufgelegt und in
2D-Agaroselosung eingebettet. Das SDS-PAGE Gel wurde vor dem Auflegen des Streifens
bereits fiir 1 h bei 100 mA laufen gelassen. In einer Ettan Dalt II (GE Healthcare) wurden die
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Proben dann zunichst fiir 1 h bei 165 mA in das Gel einlaufen gelassen und anschlieend fiir

ca. 20 h bei 160 — 170 mA aufgetrennt.

DTT-Losung: 1 % (w/v) DTT in 2D-Aquilibrierungspuffer
IAA-Losung: 4 % (w/v) lodacetamid in 2D-Aquilibrierungspuffer
2D-Gelpuffer: 1,5 M Tris pH 8,6

0,4 % (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Natriumazid

2D-Gel (13 %): 24,14 ml Acrylamid (30, 30,8 %)
14,28 ml 2D-Gelpuffer
2,86 g Glycerin
16,14 ml H,O
2,7 ul TEMED
0,28 ml APS (10 % w/v)

2D-Laufpuffer: 24 mM Tris
0,2 M Glycin
0,1 % (w/v) SDS

2D-Agaroseldsung: 0,5 % (w/v) Agarose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
in 2D-Laufpuffer

2.3.8.3 Colloidal Coomassie-Fdrbung von 2D-Gelen

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele zunéchst kurz mit Wasser gewaschen
und dann {iber Nacht in Colloidal-Coomassie-Losung gefirbt. AnschlieBend wurden sie
erneut kurz mit Wasser gewaschen und dann in 1 % (v/v) Essigsdure entfirbt. Alle
Inkubationsschritte wurden unter Schiitteln bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Danach

wurden die Gele in Wasser aufbewabhrt.

Colloidal-Coomassie-Losung: 10 % (w/v) Ammoniumsulfat
0,1 % (w/v) Serva Blau G-250
2 % (v/v) Phosphorséure
20 % (v/v) Methanol
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2.3.9 Maldi-ToF/ToF-Massenspektrometrie

Durch Massenspektrometrie konnen lonen, die in einem Hochvakuum erzeugt werden, nach
ithrem Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) aufgetrennt werden. Bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Maldi-ToF/ToF-Spektrometer erfolgt die Ionisation der Probe durch Laserpulse
auf die Probe, die in eine Matrix eingebettet ist (Matrix-unterstiitzte
Laserdesorptions/Ioisations-Massenspektrometrie). Die Ionen werden daraufhin beschleunigt
und in einer feldfreien Driftstrecke nach ihrer Flugzeit (Time of Flight) aufgetrennt. Das
verwendete Ultraflex I ToF/ToF-Massenspektrometer (Bruker Daltonik) verfiigt iiber zwei in
Serie geschaltete ToF-Analysatoren. Am Ende des Analysators werden die Ionen durch
Sekundérelektronenvervielfachung detektiert und ihr Masse/Ladungsverhiltnis (m/z)
ausgewertet. Zum Teil wurden Proteine in ihrer vollen Linge analysiert, um nach der
Reinigung die korrekte Masse zu bestitigen. Proteine konnten aber auch zuerst mit Proteasen
verdaut und anschliefend das Peptidmuster anhand der Ionen analysiert werden. Die
Datenanalyse erfolgte mit der Softwarepakete BioTools (Bruker Daltonik) und Mascot
(Matrix Science).

Fiir die Analyse von Proteinen aus SDS-Gelen mit dem Massenspektrometer wurden zunéchst
kleine Gelstlicke aus der Bande des entsprechenden Proteins aus dem SDS-Gel ausgestochen.
Die weitere Aufarbeitung der Proben fiir die Massenanalyse wurde von Bettina Richter oder
Bianca Ludwig durchgefiihrt. Fiir die gesamte Probenvorbereitung war es wichtig
Massenspektrometrie-taugliche Spitzen und Reaktionsgefille sowie spezielles Wasser zu
verwenden. Die Gelstiicke wurden zunéchst zweimal fiir 10 min mit 100 pl einer 10 mM
NH4HCOs-Losung inkubiert, die anschlieBend wieder abgezogen wurde. Dann wurde 10 min
mit 100 pl einer 1:1 Mischung aus Acetonitril und 10 mM NH4HCOs3 inkubiert. Darauthin
wurden 100 pl Reduktionslosung (0,1 mM Tris/HCI pH 8,2, 0,5 mM Guanidiniumchlorid, 0,8
mM EDTA, 80 mM DTT) zugegeben und 30 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurden 10 pl Iodacetamid-Losung (0,5 M in 0,1 M Tris pH 8,2) zugegeben und
im Dunkeln fiir 15 min weiter geschiittelt. Die Fliissigkeit wurde danach abgezogen, 100 pl
10 mM NH4HCO; und 5ul 1 mM B-Mercaptoethanol zugegeben und fiir weitere 5 min
geschiittelt. AnschlieBend wurden die Gelstliickchen in 5 Schritten jeweils fiir 10 min in
100 ul Volumen gewaschen. Dies erfolgte in folgender Reihenfolge: 1) 10 mM NH4HCOs, 2)
Acetonitril 1:1 10 mM NH4HCO;, 3) 10 mM NH4HCOs;, 4) Acetonitril 1:1 10 mM
NH4HCOs;, 5) 10 mM NH4HCO;. Dann wurden die Gelsticke mit Hilfe einer
Vakuumzentrifuge vollstindig getrocknet und darauthin 2 pl Trypsin-Losung (Trypsin,
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sequencing grade modified, Promega, 20 pg in 350 ul des mitgelieferten Puffers) zugegeben
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ul 10 mM NH4HCO;, 5
Acetonitril, 0,1 % (v/v) TFA zugegeben und fiir 10 min im Ultraschallbad inkubiert. Die
Analyse am Massenspektrometer erfolgte daraufhin durch Helmut Krause. Ein ZipTip (C18
fiir Peptide oder C4 fiir Vollingen-Proteine von Millipore) wurde mit 10 ul 50 % (v/v)
Acetonitril und dann mit 10 pl 0,1 % (v/v) TFA gespiilt. Dann wurde die Probe 5 bis 6 mal
aufgezogen und anschliefend mit 10 ul 0,1 % (v/v) TFA gewaschen. Darauthin wurden 1,3 pl
der Matrix (a-Cyano-4-hydroxy-zimtsiure, Sigma-Aldrich) aufgezogen und die Probe mit der
Matrix auf das Target aufgetragen. Nach dem Trocknen wurde die Probe im

Massenspektrometer analysiert.

2.3.10 ESI-MS Massenspektrometrie

Fiir die Analyse von posttranslationalen Modifikationen wurde Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie (ESI-MS) eingesetzt. Bei der Elektrosprayionisation werden die zu
untersuchenden Molekiile in einem fliichtigen Losungsmittel an die Spitze einer leitfdhigen
Kapillare gefiihrt. Durch ein elektrisches Feld zwischen der Kapillarspitze und dem
Massenspektrometer wird der Spray erzeugt durch den es zur lonisation kommt. Zur Analyse
der Ionen wurde eine sogenannte lonenfalle (ion trap) verwendet. Bei dieser Methode werden
die Ionen in einem geeigneten elektrischen Feld eingefangen und fiir eine variable Zeit auf
stabilen Bahnen gehalten bevor ihre Masse analysiert wird. Die Ionenfalle besteht aus einer
Ringelektrode mit zwei Endkappen, an die jeweils Wechselspannung angelegt wird. Jede
Endkappe besitzt auBerdem eine kleine Offnung zum Einlass bzw. Auswurf der Ionen.
Nachdem die Ionen iiber eine bestimmte Zeit in der Falle akkumuliert wurden, wird diese
zundchst blockiert, damit keine weiteren Ionen mehr eintreten. Anschlielend werden die
Ionen mit ansteigendem Molekulargewicht aus der Falle ausgeworfen. Die Detektion der
Ionen erfolgt mit einem Sekundirelektronenvervielfacher. Durch eine gekoppelte reversed
phase HPLC werden die Proben fiir die ESI-MS Analyse vorbereitet und dadurch in ein mit
dem ESI kompatibles Losungsmittel gebracht. AuBlerde werden dadurch Verunreinigungen
abgetrennt und scharfe Peaks generiert.

Fir die Experimente wurde zu YjiE-His und YjiE-His aus HOCI-gestressten Zellen
(YjiE-HOCI) bzw. unbehandeltes YjiE und YjiE das fiir 30 min bei 25°C mit einem 10-
fachenmolaren Uberschuss an HOCI behandelt wurde, bevor das HOCI mit Methionin

gequencht wurde, verwendet. Zundchst wurde den Proben 8 M Harnstoff als Feststoff
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zugegeben und gelost. Dann wurde zur Denaturierung der Proteine 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend mit 50 mM Ammoniumbicarbonat pH 7,8 auf eine Konzentration
von 1 M Harnstoff verdiinnt. Darauthin wurde entweder Trypsin im Masseverhiltnis 1:50
oder Chymotrypsin im Masseverhéltnis 1:20 zugegeben und iiber Nacht bei 37°C (Trypsin)
oder 25°C (Chymotrypsin) verdaut. Im Anschluss an die Proteaseverdaue wurden die Proben
mit Hilfe des sogenannten STAGE Tippings anhand eines von Dr. Johannes Graumann aus
dem Labor von Prof. Matthias Mann (Forschungsgruppe Proteomics and Signal
Transduction, Max-Planck-Institu fiir Biochemie in Martinsried) erhaltenen Protokolls
(Rappsilber et al., 2003) und ebenfalls von ihm zur Verfiigung gestellten STAGE-Tips fiir die
Massenanalyse vorbereitet. Bei den sogenannten STAGE-Tips handelt es sich um
Pipettenspitzen, die etwas Cig-Material zur Bindung der Peptide enhalten. Fiir die einzelnen
Wasch- und Ladeschritte wurden Locher in die Deckel von 2 ml-Reaktionsgefd3en gestochen.
Die Tips wurden in die Locher gesteckt und die Fliissigkeit, die das C;s-Material durchlaufen
sollte in die Pippettenspitze pipettiert. AnschlieBend wurde fiir 1 min bei 10000 rpm
zentrifugiert, wodurch die Fliissigkeit durch das C;g-Material in das Reaktionsgefda3 gedriickt
wurde. Die Tips wurden zunédchst mit 200 ul 80 % Acetonitril, 0,5 % Essigsdure gewaschen
und anschlieBend mit 200 pul Methanol aktiviert. Dann wurde mit 200 pl 2 % Acetonitril, 0,1
% TFA é&quilibriert und daraufhin die zuvor mit 2 % TFA versetzte Probe geladen. Fiir die
Massenanalyse wurden ca. 5 pg Peptide bendtigt. Dann wurden die Tips mit 200 pl 0,5 %
Essigsdure gewaschen und bei -20°C gelagert bis sie fiir die weitere Analyse auf Trockeneis
an Dr. Johannes Graumann geschickt wurden. Die LC-MS-Analyse erfolgte im Labor von
Prof. Matthias Mann wie in Graumann et al., (2008) beschrieben. Es wurden ein Velos
Orbitrap Massenspektrometer und Hochenergie-Kollisionsdissoziation als
Fragmentierungsmethode (Nagaraj et al., 2010) verwendet. Die Rohdaten wurden mit Hilfe

des Programms MaxQuant (Cox und Mann, 2008) interpretiert.

2.3.11 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration erfolgte mit einer Superose 6 10/300 Séule (GE Healthcare) und
einer Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-Anlage von Shimadzu. Durch
Gelfiltration konnen Proteine im nativen Zustand anhand ihrer Grofle aufgetrennt und somit
zum Beispiel der Oligomerisierungszustand analysiert werden. Die Probenauftrennung

erfolgte fiir 50 min bei einer Flussrate von 0,5 ml/min.
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Gereinigtes YjiE wurde unter Verwendung von HPLC-Puffer 1 analysiert. Dazu wurden
4,2 ng YjiE auf die Séule aufgetragen und die UV-Absorption bei 214 nm und 280 nm sowie
die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlenge von 295 nm und einer Emissionswellenldnge
von 350 nm bei einem Verstirkungsgrad (gain) von 4 gemessen.

Fiir die Bestimmung der Oligomerisierung von YjiE in vivo wurden Zelllysate in HPLC-
Puffer 2 aufgetrennt und Fraktionen der Elution aufgefangen. Die Stimme C600 und
KMG230 wurden in 1 Liter LBy bzw. LB amp200 bis zu einer ODggo von ca. 1,5 angezogen. Der
Stamm KMG229 wurde in 2 Liter LBamp200 bei einer ODggo von ca. 0,5 mit 0,1 % Arabinose
induziert und anschlieend 30 min exprimiert. Dann wurden die Zellen fiir 20 min bei 6000
rpm und 8°C geerntet. Nach dem Waschen des Zellpellets mit HPLC-Puffer 2 und
anschlieBendem Zentrifugieren fiir 20 min bei 6000 rpm und 8°C wurden die Zellen in 30 ml
HPLC-Puffer 2 resuspendiert und eine Spatelspitze DNAse 1 (Roche) sowie 1:400 Serva Mix
HP Proteaseinhibitor zugegeben. Die Zellen wurden dann anhand von 3 Durchldufen durch
ein Zellaufschlussgerit (Constant Systems) bei einem Druck von 2 kbar aufgeschlossen und
daraufhin fiir 45 min bei 20000 rpm und 8°C zentrifugiert. Das Lysat mit den l6slichen
Proteinen wurde filtriert und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay (siehe 2.3.2)
bestimmt. Es wurde jeweils 1 mg Protein auf die Séule aufgetragen. Nach dem HPLC-Lauf
wurden 0,5 ml Fraktionen der Elution mit TCA gefillt. Die Proteinpellets wurden in je 45 ul
I1x Lammli-Auftragspuffer resuspendiert und 20 pl davon auf Neutral-Gradienten-Gele
aufgetragen. Die SDS-PAGE wurde bei 20 mA durchgefiihrt und YjiE in den Fraktionen
anschlieBend durch Immunoblotting mit einem polyklonalen anti-YjiE-Serum als priméren
und anti-Kaninchen-IgG-Konjugat als sekunddren Antikdrper nachgewiesen.

Unter Verwendung verschiedener Proteine mit bekanntem Molekulargewicht wurde im
jeweiligen HPLC-Puffer eine Eichgerade zur Bestimmung des Molekulargewichts anhand der
Retentionszeit erstellt. Einige Standardproteine stammten aus dem ,Kit for Molecular
Weights 12,000-200,000“ (Sigma-Aldrich), andere Standardproteine wurden von Kollegen

gereinigt.

Verwendete Standard-Proteine:

- GroEL (Anja Osterauer) MW =803 kDa
- Thyroglobulin (Sigma-Aldrich) MW =669 kDa
- aB-Crystallin (Jirka Peschek) MW =480 kDa
- Apoferritin (Sigma-Aldrich) MW =443 kDa
- B-Amylase (Sigma-Aldrich) MW =210 kDa
- BSA (Sigma-Aldrich) MW = 66 kDa

- Carboanhydrase (Sigma-Aldrich) MW =29 kDa
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2.4 Methoden der Proteinreinigung

2.4.1 Anzucht von Bakterienkulturen

Fiir die Expression von rekombinantem YjJiE in E. coli wurden 5 I-Kolben mit jeweils 1 1 LB-
Medium, das das entsprechende Antibiotikum enthielt, verwendet. Das Medium wurde
zunéchst mit Kolonien von einer Agar-Platte mit einem BL21(DE3) Stamm, der ein Plasmid
mit dem jeweiligen rekombinanten Protein enhielt, angeimpft (JC15 fiir YjiE-His, PM12 fiir
YjiE*?%, KMGS89 fiir YjiE). AnschlieBend wurden die Kolben iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Durch die Inkubation bei 37°C ohne Schiitteln wird die Hitzeschock-Antwort
induziert. Somit werden mehr Chaperone exprimiert, die die Faltung des rekombinanten
Proteins unterstiitzen konnen. Am néchsten Tag wurden die Zellen unter Schiitteln fiir 1
Stunde bei 25°C abgekiihlt und anschlieBend mit 100 uM IPTG induziert. Die Zellen hatten
zu diesem Zeitpunkt eine ODgop von ca. 0,4. AnschlieBend wurde das rekombinante Protein
fiir 4 Stunden unter Schiitteln bei 25°C exprimiert. Durch eine niedrige Expressions-
Temperatur wird der Zellstoffwechsel verlangsamt und Proteine werden langsamer
synthetisiert, so dass die Proteine mehr Zeit haben, um korrekt zu falten. Dadurch kann die
Ausbeute von l6slichen, rekombinanten Protein verbessert werden. Nach der Expression
wurden die Zellen fiir 20 min bei 6000 rpm und 8°C geerntet. Das Pellet wurde dann mit
Zellaufschluss-Puffer gewaschen und 10 min bei 6000 rpm und 8°C zentrifugiert, bevor es im
selben Puffer resuspendiert wurde. AnschlieBend wurde der Zellsuspension Serva Mix HP

Proteaseinhibitor im Verhéltnis 1:400 zugesetzt bevor sie bei -80°C gelagert wurde.

Wenn Methionin durch Selenomethionin ersetzt werden sollte, wurde NM-Medium
verwendet, das mit B834 (DE3)-Zellen mit dem entsprechenden Plasmid fiir das jeweilige
rekombinante Protein angeimpft wurde (KMG187 fiir YjiE, KMG188 fiir YjiE**>"). Der
Stamm B834 ist Methionin-auxotroph und kann somit selbst kein Methionin synthetisieren.
Nach der Inkubation bei 37°C {iber Nacht wurden die Zellen fiir 8 h bei 20°C geschiittelt und
danach wie oben induziert. Bei der Induktion sollte die ODgoy bei ca. 0,3 liegen. Die

Expression erfolgte iiber Nacht bei 20°C.

Wenn YjiE-His aus HOCl-gestressten Zellen gereinigt werden sollte, wurde zu JC15-Zellen
nach dem Austarieren der Zentrifugenbecher zum Abernten der Zellen 2 mM HOCI (1,6 M
HOCI-Stammloésung) zugegeben und sofort 10 min bei 8000 rpm und 8°C geerntet. Die

Zellen wurden direkt in HisTrap Puffer A zum Abstoppen des oxidativen Stresses durch Tris
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resuspendiert und die Zellsuspension nach Zugabe von Serva Mix HP Proteaseinhibitor im

Verhiltnis 1:400 bei -80°C gelagert.

Vor der Induktion und nach der Expression wurde jeweils die ODggo der Zellen gemessen und
eine Probe fiir ein spdteres SDS-Gel genommen. Dafiir wurde 1 ml Zellen fiir 1 min bei 14000
rpm pelletiert und das Pellet in 1x Lammli-Auftragspuffer zu einer ODgy von 0,005
resuspendiert. Die Proben wurden 10 min bei 95°C erhitzt und anschlieBend 10 min bei 14000

rpm zentrifugiert bevor spéter 10 pl auf das Gel aufgetragen wurden.

2.4.2 Zellaufschluss

Nach dem Auftauen der Zellsuspension wurden die Zellen anhand von 3 Durchldufen durch
ein Zellaufschlussgerit (Constant Systems) bei einem Druck von 2 kbar aufgeschlossen und
anschlieBend 45 min bei 20000 rpm und 8°C zentrifugiert. Das Lysat mit den 16slichen
Proteinen wurde filtriert und das enthaltene His-getagte YjiE anschlieBend chromatographisch
gereinigt. Proben des Lysats und des Pellets sowie des spiteren Durchlaufs durch die erste
Sdule wurden ebenfalls entsprehend einer ODgpp von 0,005 mit Ladmmli-Auftragspuffer

verdlinnt und davon spéter 10 pl auf das SDS-Gel aufgetragen.

2.4.3 Chromatographische Methoden

Die chromatographische Aufreinigung von YjiE wurde an einer AKTA-FPLC Anlage bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei der Fraktionskollektor mit Eis gekiihlt wurde. Alle

Puffer wurden vor ihrer Verwendung filtriert.

2.4.3.1 Affinitditschromatographie

Im ersten Reinigungsschritt erfolgte eine Affinitdtschromatographie unter Verwendung einer
HisTrap-Séule (GE Healthcare). Beim Sdulenmaterial handelt es sich bei diesen Sdulen um
Nickel-Sepharose, ein immobilisiertes Metallchelat-Affinitdts-Chromatographie-Material.
Damit konnen rekombinante Proteine mit einem sogenannten HisTag, der einen Komplex mit
den Nickel-Ionen der Séule bilden kann, gereinigt werden. Beim HisTag handelt es sich um

eine kiinstliche Verldngerung des Proteins um sechs Histidine. Die Elution der Proteine von
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der Saule erfolgt bei dieser Methode durch kompetetive Verdrangung des Proteins von der
Matrix durch Imidazol.

Das Zelllysat wurde direkt auf die mit HisTrap Puffer A dquilibrierte HisTrap-Séule (4x 5 ml-
Sdulen nacheinander, 20 ml Gesamtvolumen) geladen und anschlieBend mit dem gleichen
Puffer gewaschen bis die Absorption des Sdulendurchlaufes wieder den Anfangswert erreicht
hatte. Dann wurde mit einem Gradienten iiber 10 Sdulenvolumen auf 100 % HisTrap Puffer B
eluiert und die Sdule anschlieBend mit 5 Sdulenvolumen HisTrap Puffer B regeneriert
(Chromatogramm siehe Abbildung 11). Wiahrend der Elution und Regeneration wurden 4 ml-
Fraktionen gesammelt. Von den Fraktionen, die YjiE enthalten kdnnten, und vom Durchlauf
wihrend des Waschens der Sédule, wurden 20 pl Proben genommen und mit 5 pul 5x Ladmmli-
Auftragspuffer versetzt. Die 25 pl-Proben wurden zusammen mit den 10 pl-Proben der Zellen
vor der Induktion, der Zellen nach der Expression, des Lysats, des Pellets und des Durchlaufs
auf ein SDS-Gel aufgetragen und aufgetrennt (siche Abbildung 12). Nach dem Férben der
Gele wurden Fraktionen, die ausreichende Mengen an YjiE enthielten ohne zu stark mit
anderen unspezifisch an die Sdule gebundenen Proteinen kontaminiert zu sein, vereinigt (hier:
Fraktionen 19 bis 46). Mit Hilfe des Chromatogramms der Elution, in dem neben den
Fraktionen und ihrer UV-Absorption auch der Puffer-Gradient ablesbar war, konnte der
ungefdhre Salzgehalt der vereinigten Fraktionen bestimmt werden. Fiir die anschlieBende
Ionenaustauschchromatographie wurde die Proteinlosung mit Verdiinnungs-Puffer auf einen
Salzgehalt von ca. 200 mM verdiinnt und anschieend aufgrund von Proteinaggregation bei

der Verdiinnung fiir 15 min bei 5000 rpm und 8°C zentrifugiert.
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Abbildung 11: Chromatogramm der Elution von His-T-YjiE von der His-Trap-Saule mit einem Gradienten von
0 % auf 100 % HisTrap Puffer B.
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Abbildung 12: Analytische SDS-Gele der Reinigung von His-T-YjiE mit einer HisTrap-Séule. Es wurden
Proben der E. coli-Zellen vor der Induktion (vor Ind.) und nach der Expression (nach Expr.), von Lysat, Pellet,
Durchlauf und Waschen der HisTrap-Séule sowie den Elutionsfraktionen (hier Fraktionen 16 bis 50) aufgetrennt.

2.4.3.2 lonenaustauschchromatographie

Das Prinzip der Ionenaustauschchromatographie beruht auf elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen dem zu reinigenden Protein und dem S&dulenmaterial. Die
Ladung des Proteins bei einem bestimmten pH-Wert kann anhand des theoretischen
isoelektrischen Punktes, der mit dem Programm ProtParam (www.expasy.ch/tools) anhand
der Proteinsequenz berechnet werden kann, abgeschétzt werden. Da YjiE bei pH 7,5 negativ
geladen ist, wurden HiTrap Q FF-Siulen (GE Healthcare) verwendet. Es handelt sich hier um
Q-Sepharose-Saulenmaterial, bei dem positiv geladene quartire Ammonium-lonen an
Sepharose gekoppelt sind. Die Elution erfolgt bei der lonenaustauschchromatographie durch
Erhoéhung der Ionenstéirke des Puffers durch einen steigenden Salzgehalt.

Die in Q-Sepharose Puffer A é&quilibrierte Sdule (2x 5 ml-Siulen nacheinander, 10 ml
Gesamtvolumen) wurde mit der verdiinnten Proteinlosung von der HisTrap-Séule beladen und
anschlieBend mit 5 Sdulenvolumen Q-Sepharose Puffer A gewaschen. Dann wurde mit einem
Gradienten iiber 10 Sdulenvolumen auf 100 % Q-Sepharose Puffer B eluiert und die Sdule mit
weiteren 5 Sdulenvolumen Q-Sepharose Puffer B regeneriert (Chromatogramm siehe
Abbildung 13). Wihrend der Elution und Regeneration wurden 2 ml-Fraktionen gesammelt.
Mit Hilfe der UV-Absorption der einzelnen Fraktionen im Chromatogramm wurden die

Fraktionen des groBen Peaks, der, wie aus vorherigen Reignigungen bekannt war, YjiE
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enthielt, vereinigt (hier: Fraktionen 27 bis 59). Es wurden 20 pl-Proben der verdiinnten
Proteinvereinigung von der HisTrap-Sdule, vom Durchlauf und vom Waschen der Q-
Sepharose-Sdule und von den vereinigten Proteinfraktionen nach der Q-Sepharose-Siule

genommen und mit 5 pl 5x Lammli-Auftragspuffer versetzt.
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Abblldung 13: Chromatogramm der Elution von His-T-YjiE von der Q-Sepharosesdule mit einem Gradienten
von 0 % auf 100 % Q-Sepharose Puffer B.

2.4.3.3 Grofsenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

Bei der Gelfiltration erfolgt die Trennung von Proteinen aufgrund ihrer GroBe bzw. des
hydrodynamischen Radiuses. Die Matrix der verwendeten Séulen besteht aus einem
dreidimensionalen Netzwerk mit definierter Porengrofle. Proteine, deren Durchmesser die
PorengroBe tiberschreitet, konnen nicht in das Trigermaterial diffundieren und eluieren im
Ausschlussvolumen der Saule. Kleiner Proteine dringen hingegen in die Poren der Matrix ein
und wandern folglich langsamer durch die Séule. Somit eluieren die kleinsten Komponenten
zuletzt.

Mit der verwendeten Superdex 75 prep grade Siule (GE Healthcare) mit einem
Sdulenvolumen von ca. 300 - 330 ml kdnnen Proteine in einem GroBenbereich zwischen
3 kDa und 70 kDa aufgetrennt werden. Das YjiE-Oligomer tiberschreitet diese Grofle und
eluiert daher im Ausschlussvolumen. Das Protein Thrombin und der von His-T-YjiE
abgetrennte HisTag, die entfernt werden sollten, konnen jedoch in die Saulenmatrix

diffundieren und werden dadurch zuriickgehalten.
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Das zu reinigende ungetagte YjiE wurde nach dem Thrombinverdau auf die im jeweiligen
Gelfiltrationspuffer dquilibrierte Sdule aufgetragen. Fiir die préparative Reinigung von YjiE
wurde Gelfiltrations-Puffer 1 verwendet. AnschlieBend wurde mit 330 ml Gelfiltrations-
Puffer eluiert und dabei 3,5 ml Fraktionen gesammelt (Chromatogramm siehe Abbildung 14).
Die Fraktionen des ersten groflen Peaks, der, wie aus vorherigen Reinigungen bekannt war,
YjiE enthielt, wurden vereinigt und auftkonzentriert (hier: Fraktionen 23 bis 36). Eine 20 nl-
Probe der Proteinvereinigung wurde mit 5 pl 5x Lammli-Auftragspuffer versetzt und

zusammen mit den Proben von der Q-Sepharose-Séule auf einem SDS-Gel aufgetrennt (siche
Abbildung 15).
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Abbildung 14: Chromatogramm der Elution von YjiE von der Gelfiltrations-Saule mit 330 ml Gelfiltrations-
Puffer.
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Abbildung 15: Analytisches SDS-Gel der Reinigung von YjiE mit Mark 12 Standard (1) und Proben der
Proteinvereinigung nach der Q-Sepharose-Sdule (His-T-YjiE) (2), der Proteinvereinigung nach dem
Thrombinverdau der Gelfiltration (ungetagtes YjiE) (3), der Proteinverdiinnung nach der HisTrap-Séaule (His-T-
YjiE) (4) sowie dem Durchlauf (5) und dem Waschen der Q-Sepharose-Saule (6).

2.4.4 Abspaltung des Hisg-Tag durch Thrombinverdau

Die Abspaltung des N-terminalen, abspaltbaren HisTags, der vorhanden war, wenn His-T-
YjiE gereinigt wurde, erfolgte durch Zugabe von 18,5 U Thrombin (bovine, high activity von
Calbiochem) nach der Q-Sepharose-Sdule. Das Thrombin wurde zuvor mit einer
Konzentration von 1 U/ul in 50 mM Natriumcitrat; 200 mM NaCl pH 6,5; 0,1 % (w/v)
PEG-8000; 50 % (v/v) Glycerin gelost. Nach der Zugabe des Thrombins und anschlieBendem
Mischen wurde fiir 15 min bei 5000 rpm und 8°C zentrifugiert um Proteinaggregate zu
entfernen. Die Abspaltung des HisTags durch das Thrombin erfolgte dann durch eine
Inkubation fiir mindestens 40 h bei 4°C. Anschliefend wurden das Thrombin und der HisTag
durch Gelfiltration (siche 2.4.3.3) von YjiE abgetrennt.

2.4.5 Aufkonzentrieren der Proteinlosung

Nach der Gelfiltrations-Sdule wurde YjiE mit Hilfe von Amicon Ultra-4 oder Amicon Ultra-
15 Zentrifugations-Filter-Einheiten (10000 MWCO, molecular weight cut off) von Millipore
bei 4000 x g und 8°C aufkonzentriert. Wenn anschlieSend Kristallisations-Ansitze angesetzt
werden sollten, wurde bis zu einer Konzentration zwischen 5 mg/ml und 10 mg/ml
aufkonzentriert und das Protein dann fiir die Kristallisation verwendet. Sollte jedoch YjiE fiir

eine Lagerung bei -80°C und spitere Verwendung in weiteren Experimenten prépariert
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werden, so wurde nach der Gelfiltration in Gelfiltrations-Puffer 1 bis zu einer Absorption bei
280 nm von ca. 0,6 autkonzentriert. Dann wurden 5 % (v/v) Glycerin zugegeben, gemischt
und 15 min bei 5000 rpm und 8°C zentrifugiert um Proteinaggregate zu entfernen. YjiE
wurde dann aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei -80°C
gelagert.

Im Fall von YjiE-His und YjiE-His aus HOClI-gestressten Zellen wurde bereits die
Proteinvereinigung nach der Q-Sepharosesdule aufkonzentriert und mit 5 % (v/v) Glycerin
versetzt, wobei die genaue Natriumchlorid-Konzentration des Puffers in diesem Fall nicht
bestimmt werden konnte. Die Gesamtzusammensetzung war jedoch dem YjiE storage buffer
dhnlich.

Wenn fiir ein Experiment sehr hohe Proteinkonzentrationen bendtigt wurden, wurde das
gelagerte Protein nach dem Auftauen mit Amicon Zentrifugationseinheiten weiter

aufkonzentriert.

2.4.6 Pufferaustausch

Wenn YjiE in einen anderen Puffer {iberfiihrt werden sollte, wurden Protein-
Entsalzungssdulchen (protein desalting spin columns) oder Slide-A-Lyzer Dialysekassetten
von Pierce nach Anweisung des Herstellers verwendet.

Durch mehrfache Verdiinnung mit einem Puffer und anschlieBendes Aufkonzentrieren war
auch mit Amicon Zentrifugationseinheiten zum Aufkonzentrieren von Proteinen ein

Pufferaustausch moglich.

2.5 Spektroskopische Methoden

Alle in dieser Arbeit aufgenommenen Spektren wurden gegen ein Spektrum des Puffers in
dem sich die Probe befand als Referenz korrigiert oder es wurde vor der Messung eine

Basislinie anhand des Probenpuffers erstellt.
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2.5.1 UV/Vis-Spektrometrie

Fir die Absorption von Proteinen sind die Peptidbindungen und die Seitenketten von
Aminosduren sowie zu einem geringen Anteil auch die Disulfidbriicken verantwortlich.
Besonders die aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin zeigen eine
starke Absorption im UV-Bereich. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei ca.
280 nm.

Die Bestimmung von Protein-Konzentrationen erfolgte mit dem Nanodrop Spektrophotometer
mit 3 pl Probenvolumen. Mit Hilfe der Funktion ,,Protein A280“ wurde die Absorption bei
280 nm bei einer Schichtdicke von 1 cm gemessen. Mit dem Programm ,,ProtParam®
(www.expasy.ch/tools) konnte anhand der Aminosduresequenz des Proteins der
Extinktionskoeffizient bei 280 nm und das Molekulargewicht bestimmt werden (Tabelle 5
zeigt die Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte verschiedener YjiE-Konstrukte).
Da YjiE ein cytosolisches Protein ist, wurde angenommen, dass alle Cysteine reduziert sind
und nicht als Disulfidbriicken vorliegen. Uber das Lambert-Beer’schen-Gesetz war es
anschlieBend moglich die molare Konzentration des Proteins zu bestimmen. Die
Konzentration in mg/ml wurde iiber die Formel ¢ = m - M (¢ = Protein-Konzentration [M],

m = Protein-Konzentration [g/1], M = Molekulargewicht [g/mol]) berechnet.

Lambert-Beer’sches-Gesetz: A= g-¢c-d

A = Absorption bei 280 nm

¢ = molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M'cm™]
¢ = Protein-Konzentration [M]

d = Schichtdicke

Tabelle 5: Molekulargewichte und Extinktionskoeffiezienten verschiedener YjiE-Konstrukten

Protein & (280nm) IM Tem™” ] Molekulargewicht [g/mol]
YjiE-His 32430 35534
His-T-YjiE 32430 36512
YjiE 32430 34992
His-T-YjiE(94-303) 25440 25748
YjiE(94-303) 25440 24229
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2.5.2 Fluoreszenzspektrometrie

Die sogenannte ,,intrinsische Fluoreszenz* von Proteinen wird durch die aromatischen
Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan verursacht, die ein delokalisiertes
n-Elektronensystem besitzen. Durch die Absorption von Lichtquanten bei einer
Anregungswellenldnge werden Elektronen auf ein energetisch hoheres Orbital angehoben.
AnschlieBend kehren sie spontan in den energiedrmeren Zustand zuriick, wobei die
aufgenommene Energie in Form von Fluoreszenz bei einer groferen Emissionswellenlédnge
wieder frei wird. Die grofite Rolle spielen dabei die Tryptophanreste eines Proteins. Das
Emissionsmaximum von Tryptophan wird stark durch die molekulare Umgebung bzw die
Losungsmittelumgebung  beeinflusst. Bei einer hydrophoben Umgebung, z.B. im
Proteininneren, liegt das Emissionsmaximum von Tryptophan bei ca. 300 nm, wohingegen es
bei einer hydrophilen Umgebung, z.B. auf der Proteinoberfliche bei ca. 350 nm liegt.
Dadurch ist es moglich Strukturdnderungen eines Proteins anhand der Tryptophanfluoreszenz
zu beobachten.

Die  Fluoreszenz-Emissionsspektren von 1 uM  YjiE  mit  verschiedenen
Argininkonzentrationen zwischen 310 und 450 nm wurden mit einem FluoroMax-4
(HORIBA Jobin Yvon) bei einer Anregungswellenlinge von 295 nm und 20°C
aufgenommen. YjiE wurde zuvor zur Einstellung des Gleichgewichts bereits 1 h mit 200 mM,

250 mM oder 300 mM Arginin bei Raumtemperatur inkubiert.

2.5.3 Fluoreszenzpolarisation (Fluoreszenzanisotropie)

Bei der Fluoreszenzpolarisation werden Fluorophore mit polarisiertem Licht angeregt. In der
Regel geben sie anschlieBend wiederum polarisiertes Licht ab. Wenn die Fluorophore frei
beweglich sind, wie zum Beispiel in einer Losung, dann wird die Fluoreszenzpolarisation
durch die Bewegung der Fluorophore beeinflusst. Die Rotationsgeschwindigkeit von
Fluorophoren ist meist gro3 genug, um Einfluss auf die gemessene Fluoreszenzpolarisation zu
haben, obwohl die Zeit zwischen der Absorption eines Photons und der Emission eines
Photons (Fluoreszenzlebensdauer) sehr klein ist.

Fir die Fluoreszenzanisotropie-Messungen wurde ein Jasco FP-6500 Fluoreszenz-
spektrometer verwendet, das entsprechende Polarisatoren besitzt. Nach einer Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe mit monochromatischem, vertikal linear polarisiertem Licht wird die

Fluoreszenzintensitidt abwechselnd einmal bei vertikal und einmal bei horizontal gestellem
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Emissionpolarisator gemesssen und die Polarisation bzw. die Anisotropie nach folgenden

Formeln bestimmt:

P=(I;)-G-In)/(Iy+ G- 1v)
AZ(IH—G'IJ.)/(IH—Z'G'IJ_)

P = Polarisation

A = Anisotropie

I;; = Intensitdt der parallelen Strahlung

[ = Intensitdt der perpendikuléren Strahlung

G = G-Faktor (Geritekonstante, die vor der Messung fiir die entsprechenden Anregungs- und
Emissionswellenldngen bestimmt wird)

Da die Rotationsgeschwindigkeit eines Molekiils von seinem Volumen abhingt, kann mit
Hilfe der Fluoreszenzpolarisation bzw. Fluoreszenzanisotropie zum Beispiel die Bindung
eines Proteins an DNA beobachtet werden. Durch die Bildung eines DNA-Protein-Komplexes
andert sich die Rotationsgeschwindigkeit und die Fluoreszenzpolarisation nimmt somit zu.

Die Abhingigkeit der Fluoreszenzpolarisation von der Beweglichkeit des Fluorophors wird

durch die Perrin-Gleichung beschrieben:

A()/A=1+T/¢

A = Anisotropie

Ay = intrinsische Anisotropie des unbeweglichen Fluorophors
T = Fluoreszenzlebensdauer des Fluorophors

¢ = Rotationsrelaxationszeit

Die Fluoreszenzanisotropie-Experimente wurden bei einer Anregungswellenlinge von
488 nm und einer Emissionswellenldnge von 515 nm bei 20°C oder 37°C durchgefiihrt. Zu
10 nM einfach-AlexaFluor488-gelabelter yjiE-Promotor-DNA oder fufA-DNA in DNA-
Bindepuffer 2 wurde schrittweise YjiE zutitriert, wobei zwischen den einzelnen Zugaben
mindestens 1 min gewartet wurde. Je nach Experiment wurden gelabelte 102bp-, 158bp-,
315bp- oder 689bp-DNA-Fragmente und reduziertes (1 h, 37°C mit 1 mM TCEP),
unbehandeltes oder mit HOCI-behandeltes (30 min, 25°C — mit Methionin abgestoppt) YjiE,
YjiE-His oder YjiE-His aus HOCI-gestressten Zellen eingesetzt. Aus den innerhalb 1 min

gemessenen Anisotropie-Werten wurde mit Hilfe von Origin ein Mittelwert zur Erstellung
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einer Bindekurve gebildet. In einem Kompetitions-Experiment wurde an 10 nM einfach
AlexaFuor488-gelabelte 158bp-yjiE-Promotor-DNA  zundchst 1 pM YjiE gebunden.
AnschlieBend wurden zweimal 100 nM ungelabelte 158bp-yjiE-Promotor-DNA zugegeben,
um zu sehen, ob die gelabelte DNA durch einen Uberschuss an ungelabelter DNA verdringt

werden kann.

2.5.4 Circulardichroismus (CD)

Der Circulardichroismus (CD) beruht auf der Chiralitidt von optisch aktiven Molekiilen mit
asymmetrischen Kohlenstoffatomen. Ein Molekiil ist optisch aktiv, wenn es links- und rechts-
zirkular-polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbiert und somit die Ebene von linear
polarisiertem Licht dreht. Bei Proteinen trdgt neben den optisch aktiven Aminosduren auch
die Sekundirstruktur zur Chiralitét bei. Im Fern-UV-Bereich (170 — 250 nm) ist fiir a-Helices
ist ein Doppelminimum bei ca. 208 und 222 nm charakteristisch, wéhrend [3-
Faltblattstrukturen zu einem Minimum bei 215 nm bis 220 nm mit deutlich geringerer
Intensitét fiihren.

Als quantitatives MaB fiir die GroBe des Circulardichroismus wird die Elliptizitit verwendet.
Die Berechnung der molaren Elliptizitdt, die auf das durchschnittliche Molekulargewicht von

Aminoséduren bezogen ist, erfolgt nach folgender Formel:

Omrw = (@ - 100 M)/(m -d- NA)

Omrw = molaren Elliptizitit [deg - cm? - dmol'l]
MRW = mittleres Molekulargewicht der Aminosduren
® = gemessene Elliptizitit [deg]

m = Konzentration der Proteinlésung [mg/ml]

d = Schichtdicke der Kiivette [cm]

M = Molekulargewicht [g/mol]

Na = Anzahl der Aminoséduren des Proteins

Die Fern-UV-CD-Spektren wurden mit 0,1 mg/ml Protein bei 20°C zwischen 195 und 260 nm
mit einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min aufgenommen, wobei 16 Einzelspektren
akkumuliert ~wurden. Fiir die Aufnahme von Spektren mit verschiedenen
Argininkonzentrationen wurde DL-Arginin eingesetzt und wie oben Spektren zwischen 215

und 260 nm aufgenommen. YjiE wurde zuvor 1 h bei Raumtemperatur bei der
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entsprechenden Argininkonzentration inkubiert, so dass sich ein Gleichgewicht einstellen
konnte.

Da die molare Elliptizitét nicht von der Temperatur abhingt, ist es moglich Thermotibergédnge
mit dem CD-Spektrometer zu messen. Dafiir wird die Wellenlinge mit dem stédrksten
sekunddrstrukturspezifischen Signal gewéhlt und die Signalintensitit wéhrend der
thermischen Entfaltung gemessen. Im Fall von YjiE wurde bei 222 nm in einem
Temperaturbereich zwischen 20 und 80°C bei einer Heizrate von 20°C/h gemessen. Da YjiE
die Denaturierung von YjiE irreversibel ist, wurde der Ubergang zur Bestimmung der

Schmelztemperatur mit einer Boltzmann-Funktion gefittet.

2.5.5 Analytische Ultrazentrifugation

Fir die analytische Ultrazentrifugation wurde eine ProteomeLab XL-A Ultrazentrifuge
(Beckmann Coulter) verwendet. Wenn ein Fluoreszenzsignal detektiert werden sollte, wurde
ein Fluoreszenzdetektor von Aviv eingesetzt. Die Bedienung der Ultrazentrifuge und die
Auswertung der Léufe wurden von Dr. Titus Franzmann oder Alexander Bepperling

durchgefiihrt.

2.5.5.1 Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation

Bei Sedimentationsgleichgewichtsldufen wird die Probe bei einer relativ niedrigen
Geschwindikeit zentrifugiert und die Gleichgewichtsverteilung der Proteine, die sich durch
das Gegeneinander von Sedimentation und Diffusion einstellt, gemessen. Mit dieser Methode

kann das Molekulargewicht sehr genau bestimmt werden.

c(r) = c(a) exp[Meg - ° - (* - a%) / 2RT]

¢ = Gleichgewichtskonzentrationsverteilung

r = beliebige Entfernung vom Rotorzentrum

a = feste Enfernung vom Rotorzentrum

Mg = M(1-upo) = effektives, um den Auftriebstern reduziertes, Molekulargewicht
o = Winkelgeschwindigkeit des Rotors

R = Gaskonstante

T = Temperatur
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Die Sedimentationsgleichgewichtslaufe wurden bei 6000 rpm, 8000 rpm und 10000 rpm und
4°C durchgefiihrt. YjiE-His wurde mit einer Absorption von 0,5; 0,3 und 0,1 bei 280 nm
eingesetzt. Fiir die Proben mit HOCl-behandeltem YjiE wurde YjiE-His mit einer Absorption
von 0,5 bei 280 nm fiir 30 min mit einem molaren Verhiltnis von 1:0; 1:0,5; 1:1 und 1:5 an
HOCI versetzt bevor der oxidative Stress mit 1 mM Methionin abgestoppt wurde. Als Puffer
wurde 10 mM NaH,;PO4 mit ca. 400 mM NaCl bei pH 7,5 eingesetzt. Die Verteilung des
Proteins in der Probe wurde nach der Einstellung des Gleichgewichts anhand der Absorption

bei 280 nm und des Interferenz-Signals entlang der Zelle gemessen.

2.5.5.2 Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugation

Bei Sedimentationsgeschwindigkeitslaufen wird der Sedimentationskoeffizient s bestimmt.
Dieser spiegelt die Geschwindikeit wieder, mit der sich ein Protein unter Einfluss der
Zentrifugations-, Auftriebs- und Reibungskraft durch die Losung bewegt. Auch hier kann
eine Aussage iliber das Molekulargewicht eines Proteins getroffen werden. Allerdings spielen
dabei auch die Molekiileigenschaften eine Rolle, ebenso wie die Dichte und die Viskositit des
Losungsmittels sowie die Temperatur. Deshalb erfolgt oft eine formale Umrechnung auf die
Dichte und Viskositidt von Wasser bei 20°C. Der zugehorige s-Wert wird mit 520w bezeichnet.
Anhand des Reibungskoeftizienten (frictional ratio) kann eine Aussage liber die Molekiilform

getroffen werden.

s=M(1-dp)/f

s = Sedimentationskoeffizient [S] (1 S = 1 Svedberg-Einheit = 10" sec)

M = Molekulargewicht

v = partielles spezifisches Volumen (in erster Ndherung die reziproke Dichte)
p = Dichte der Losung

f = Reibungskoeftizient des Molekiils

Die Sedimentationsgewschwindigkeitsldufe wurden mit 35000 rpm bei 20°C durchgefiihrt. in
YjiE storage buffer durchgefiihrt. YjiE wurde mit Konzentrationen von 15 pm, 3 uM und
0,6 uM eingesetzt, wihrend die Konzentration von YjiE-His und YjiE-His aus HOCI-
gestressten Zellen 12 uM betrug. In weiteren Experimenten wurde getestet, ob YjiE durch
Harnstoff oder Arginin dissoziiert werden kann. Dazu wurde 4 uM reduziertes YjiE in 10 mM
NaH,PO4, 400 mM NaCl, 1 mM TCEP pH 7,5 mit 0 M; 0,5 M; 0,6 M; 0,7 M; 0,8 M; 0,9 M
oder 1 M Harnstoff oder 0,1 M; 0,15 M; 0,2 M; 0,25 M; 0,3 M; 0,4 M oder 0,5 M Arginin fiir
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eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, so dass sich ein Gleichgewicht einstellen konnte.
Wihrend der Sedimentation wurde wiederholt die Absorption bei 235 und 280 nm entlang der
Zelle gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der dc/dt-Methode (Schuck, 2000), dem
Programm Sedview (Hayes und Stafford, 2010) oder der 2-Dimensionalen-Spektrum-Analyse
(2DSA) (Brookes et al., 2010).

Fiir DNA-Bindestudien mit der analytischen Ultrazentrifuge wurde 10 nM AlexaFluor488-
gelabelte 315bp-yjiE-Promotor-DNA in DNA-Bindepuffer 1 mit 1 mM TCEP mit steigenden
Konzentrationen an reduziertem YjiE (1 h, 37°C, 1 mM TCEP) versetzt. Nach einer
Inkubation fiir 20 min bei 25°C wurde ein Sedimentationslauf bei 35000 rpm mit
Fluoreszenzdetektion bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm wund einer

Emissionswellenldnge von 505 nm durchgefiihrt.

2.6 Biochemische Methoden zur Bestimmung von Aktivititen

2.7.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Mit Hilfe von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs), auch Gelshifts genannt, kann
die Bindung eines Proteins an DNA nachgewiesen werden. Durch die Komplexbildung
verringert sich die Mobilitdit der DNA bei der Auftrennung auf einem Acrylamid-Gel
gegeniiber freier DNA. Fiir die Assays wurde in 15 pl-Ansédtzen 50 ng oder 100 ng yjiE-
Promotor-DNA eingesetzt und in YjiE storage buffer oder DNA-Bindepuffer 1 mit
verschiedenen molaren Verhéltnissen YjiE inkubiert. In jedem Ansatz befand sich auerdem
1 mg/ml BSA. Die Proben wurden 20 min bei Raumtemperatur inkubiert bevor 2 ul EMSA-
Auftragspuffer zugegeben wurden. Anschlieend erfolgte die Auftrennung der Proben in der
Regel auf einem 6 % TBE-Gel von Invitrogen in TBE-Puffer bei 150 V. Es war aber auch
eine Auftrennung auf einem Neutral-Gel von Serva in TAE-Puffer moglich. In diesem Fall
wurden die Proben erst fiir 20 min bei 20 mA in das Gel einlaufen gelassen und dann bei 150
V weiter aufgetrennt. Da die Elektrophorese mit dem Neutral-Gel sehr lange dauerte, wurde
die Laufapparatur mit Eiswasser gekiihlt. Die DNA auf den Gelen wurde, wenn sie
fluoreszenz-gelabelt war, zundchst mit dem Typhoon Scanner detektiert. Dann erfolgte eine
Férbung der DNA in Wasser mit ca. 0,1 pg/ml Ethidiumbromid. Nach dem Abgieen der

Ethidiumbromid-Losung wurde das Gel zweimal kurz mit Wasser gewaschen und
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anschlieend fiir 5 min in Wasser entfirbt, bevor die DNA mit dem Image Quant 300
Geldokumentationssystem mit UV-Licht visualisiert wurde. Als spezifische DNA wurde yjiFE-
Promotor-DNA eingesetzt, da LysR-Transkriptionsfaktoren normalerweise Autoregulation
zeigen. Um die Spezifitdt der DNA-Bindung von YjiE zu testen, wurden auch verschiedene
andere DNA-Fragmente eingesetzt, die keine Bindestellen fiir YjiE besitzen sollten (z.B. tuf4-
DNA). In den Assays wurde entweder reduziertes YjiE (1 h, 37°C, 1 mM TCEP), YjiE-His
oder YjiE-His aus HOCI-gestressten Zellen (YjiE-HOCI) verwendet. Fiir Assays mit YjiE,
das mit verschiedenen ROS oxidiert wurde, wurde YjiE unbehandelt gelassen oder zur
Oxidation fiir 30 min bei 25°C mit 50 pM oder 100 uM HOCI oder fiir 1 h bei 37°C mit 1
mM H;0; bzw. 1 mM oxidiertem Gluthation (GSSG) inkubiert. AnschlieBend wurde das
HOCI mit Methionin gequencht und das H,O, mit Catalase abgebaut. GSSG musste nicht
gequencht werden. Manche Proben wurden darauthin fiir 1 h bei 37°C mit 1 mM TCEP
(HOCI und H,0;) oder 3 mM TCEP (GSSG) wieder reduziert

2.6.2 In vitro Transkriptions-Assay

Durch in vitro Transkription kann nachgewiesen werden, ob ein Transkriptionsfaktor unter
bestimmten Bedingungen bei Bindung an ein entsprechendes Promotor-Konstrukt die
Transkription aktivieren kann. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Martin Seizl
im Labor von Prof. Patrick Cramer am Genzentrum der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen durchgefiihrt. Dabei wurde gréBtenteils wie von Ranish und Hahn (1991) (Ranish
und Hahn, 1991) und Koschubs, Seizl und Kollegen (2009) (Koschubs et al., 2009)
beschrieben vorgegangen.

Zunichst wurden drei Promotorsequenzen mit Xhol und BamHI in den von Prof. Patrick
Cramer erhaltenen pSH515 Vektor, der als Template-DNA fiir die Experimente diente,
kloniert. Als Kontrolle wurden 295 bp der nicht translatierten Region von osmY (pSH515-
295bp-osmY-NTR = pKMG40) verwendet. Dabei handelt es sich um einen konstitutiv
aktiven Promotor bei dem kein zusétzlicher Transkriptionsfaktor notig ist, damit
Transkription stattfinden kann. Auflerdem wurden 350 bp (pSH515-350bp-yjiE-prom =
pKMG41) und 737 bp (pSH515-737bp-yjiE-prom = pKMG42) der nicht translatierten Region
von yjiE kloniert, da nicht bekannt ist wo genau in der eigenen Promotorregion YjiE bindet.
Als Erstes wurde die Aktivitit des verwendeten E. coli RNA Polymerase Holoenzyms
(Epicentre Biotechnologies; 0,5 pg/ul; 450 ng = 1 pmol) in einem Run off Transcription-
Assay getestet. Dazu wurden in 25 pl-Ansdtzen zu 1 pl Template (doppelstrangige DNA +
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entsprechender FAM-gelabelter Primer, 5 pmol/ul) jeweils 2,5 pmol oder 5 pmol RNA-
Polymerase in TB-Puffer gegeben. Nach Inkubation fiir 30 min bei 20°C und 350 rpm wurde
1 mM der NTP-stock Losung zugegeben und anschlieend fiir 10 min bei 37°C inkubiert.
AbschlieBend wurde durch Zugabe eines Volumenverhéltnisses von 1:1 an Harnstoff-Puffer
abgestoppt und 15 pl der Proben auf TBE-Harnstoffgelen fiir 1 h bei 300 V aufgetrennt, bevor
das Transkript mit dem Typhoon-Scanner anhand der FAM-Fluoreszenz detektiert wurde.

AnschlieBend wurden in ersten in vitro Transkriptions-Experimenten RNA-Polymerase-
Konzentrationen von 1 pmol und 0,11 pmol mit den verschiedenen Plasmiden getestet
(Zusammensetzung der Ansétze sieche S. 71). Als Kontrolle fiir die Entstehung eines
Transkripts diente Hefe-Transkriptions-Extrakt (yeast nuclear extract) (Koschubs et al., 2009)
anstelle von E. coli RNA-Polymerase und als Negativ-Kontrolle eine Probe ohne Plasmid mit
E. coli RNA-Polymerase. Die in vitro Transkriptions-Ansédtze ohne NTP-Mix wurden fiir
10 min bei 37°C vorinkubiert und die Transkription dann durch die NTP-Zugabe gestartet.
Nach weiteren 10 min bei 37°C wurde mit 180 pl Stop-Mix abgestoppt. Daraufhin wurde eine
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dafiir wurden 205 pl Phenol-Chloroform
zugegeben und gevortext bevor 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert wurde. Von der oberen,
wissrigen Phase, die die RNA enthielt, wurden 170 pl abgenommen und die RNA gefillt.
Dazu wurden 1/10 Volumen 3 M NaAc und 3 Volumen 100 %-Ethanol (-20°C) zugegeben.
Die Proben wurden nach dem Mischen fiir 20 min auf Trockeneis inkubiert, bevor die gefallte
RNA fiir 10 min bei 14000 rpm und 4°C pelletiert wurde. Die RNA-Pellets wurden mit 500 pl
80 % (v/v) Ethanol (-20°C) gewaschen und anschlieBend erneut fiir 5 min bei 14000 rpm und
4°C zentrifugiert. Nachdem der Ethanol abgenommen wurde, wurden die Pellets in einer
Vakuumzentrifuge fiir 10 bis 15 min getrocknet. Fiir den anschlieBenden Primer-Extension-
Assay wurde die RNA in 10 pl Annealing-Mix, der einen fiir das Transkript spezifischen
FAM-gelabelten Primer enthielt, resuspendiert, fiir 2 min auf 95°C erhitzt und anschlieend
fiir 45 min bei 48°C inkubiert. Ab der Zugabe des Annealing-Mixes wurden die Proben vor
Licht geschiitzt. Dann wurden 20 ul Synthese-Mix fiir die reverse Transkription der RNA zu
DNA zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden DNA und RNA wie
nach der Phenol-Chloroform-Extraktion mit NaAC und Ethanol gefillt und die Pellets in 3 pl
RNase A (40 pg/ml) resuspendiert. Es folgte ein 3-miniitiger Inkubationsschritt in dem die
RNA abgebaut wurde. Dann wurden 3 pl Sequenziergel-Auftragspuffer (Formamid/EDTA,
Bromphenolblau, Xylencyanol) zugegeben und fiir 1 min bei 95°C inkubiert. Die Proben
wurden danach sofort auf Eis abgekiihlt und bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden
die Proben erneut kurz auf 95°C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und dann auf ein 8 %iges FQP-
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Harnstoff-Gel geladen. Das Gel wurde in den entsprechenden FQP-Puffern fiir Kathode und
Anode fiir 10 bis 20 min bei 500 V und 20 mA laufen gelassen. AnschlieBend wurde die
FAM-gelabelte DNA mit dem Typhoon-Scanner detektiert.

Alle folgenden Assays wurden unter Verwendung von 1 pmol RNA-Polymerase
durchgefiihrt. In weiteren Experimenten wurden 1 pmol, 3 pmol und 10 pmol YjiE in storage
buffer sowie 3 uM YjiE, das in molaren Verhiltnissen von 1:1, 1:10 und 1:100 fiir 30 min bei
25°C mit HOCI inkubiert wurde, bevor der oxidative Stress mit Methionin abgestoppt wurde,
verwendet. AuBBerdem wurde auch getestet, was passiert, wenn die drei verwendeten Plasmide
mit der gleichen HOCI-Menge vorinkubiert wurden, um auszuschliefen, dass die DNA durch
HOCI zerstort wird. Im darauffolgenden Experiment wurden mit 100 pmol, 200 pmol und 395
pmol hohere YjiE-Konzentrationen eingesetzt.

In einem letzten Experiment wurde dann getestet, ob bei einer YjiE-Konzentration von
10 pmol die Transkription durch eine Komponente von LB-Medium oder HOCI-oxidiertem
LB-Medium oder durch Zellysat oder Zellysat von HOCI-gestressten Zellen aktiviert werden
kann. Fiir die Herstellung der Lysate wurden BB7224-Zellen bei einer OD von ca. 0,5 direkt
abgeerntet oder zuvor fiir 10 min bei 30°C mit 4 mM HOCI behandelt. Die Zellpellets wurden
mit 20 mM HEPES, 10 mM MgSO,, 1 mM EGTA pH 7,6 gewaschen und zentrifugiert, bevor
sie im gleichen Puffer mit 1 mg/ml Lysozym resuspendiert wurden und etwas DNase |
zugegeben wurde. Die Zellwdnde wurden dann fiir 30 min auf Eis mit Lysozym verdaut und
die Zellen daraufhin zum AufschlieBen 8-mal in fliissigem Stickstoff eingefroren und wieder
aufgetaut. Dann wurde fiir 15 min bei 20000 rpm und 4°C zentrifugiert um das Lysat mit den
16slichen Proteinen zu erhalten, dem anschlieend 20 % (v/v) Glycerin zugegeben wurden.
Die Konzentration der Lysate wurde durch Bradford-Assays (siehe 2.3.2) bestimmt. Kurz vor
der Verwendung in den in vitro Transkriptions-Experimenten wurden 3 mM DTT und
Proteaseinhibitor zugegeben. Das oxidierte LB-Medium wurde durch Zugabe von 4 mM
HOCI hergestellt. Es wurden jeweils 2,5 ul und 5 pl der jeweiligen Medien und Lysate

zusammen mit den drei verschiedenen Plasmiden und 10 pmol YjiE getestet.
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Zusammensetzung der in vitro Transkriptions-Ansitze (25ul)
5 ul 5x TB-Puffer

0,63 ul 0,1 M DTT

3 ul Phospho-Kreatin (192 ng)

9,77 ul H,0O oder YjiE in Puffer

0,25 pl RNase Inhibitor (10 U) (GE Healthcare)

0,1 pl Kreatin-Phosphokinase (0,2 pg)

1 pl Plasmid-DNA (150 ng)

5 pl HA-Puffer mit RNA-Polymerase

0,25 pl NTP-Mix (jeweils 10 mM)

5x TB-Puffer: 100 mM HEPES pH 7,6
(Transkriptions- 500 mM KAC
Puffer) 5 mM EDTA
25 mM MgOAc
HA-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.9
100 mM KAc
1 mM EDTA
I mM DTT

10 % (v/v) Glycerin
— bei -70°C gelagert

Stop-Mix: 100 mM NaAc
10 mM EDTA
0,5 % (w/v) SDS
0,15 % (v/v) tRNA (17 pg/ml)

Annealing-Mix: 5 mM Tris pH 8,3
75 mM KCI
1 mM EDTA
0,15 % (v/v) FAM-Primer (0,125 pmol)

Synthese-Mix: 50 mM Tris pH 8,3
75 mM KCI
4,5 mM MgCl,
15 mM DTT
1,5 % (v/v) ANTP-Mix (10 mM each)
2,5 % (v/v) M-MLV Reverse-Transkriptase (100 U/ul)

Harnstoffgele: 10 ml Acrylamid (19:1)
(fiir 2 kleine Gele) 2 ml 10x TBE
8,41 g Harnstoff (7 M)
— mit Wasser auf 20 ml auffiillen — entgasen
20 ul TEMED
100 pl APS (10 % w/v)
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8 % FQP-Harnstoff-Gele: 8 % Polyacrylamid in FQP-Puffer
— 4 h polymerisieren lassen, Taschen mit Wasser spiilen,
— Gel fiir 5 min bei 500 V und 20 mA vorlaufen lassen

50x FQP-Puffer: 170 mM Bis-Tris pH 7,5
280 mM Tricin
3,3 mM EDTA

FQP-Kathoden-Puffer (oben): 19,5 ml 50x FQP-Puffer + 175,5 ml H,O
FQP-Anoden-Puffer (unten): 15 ml 50x FQP-Puffer + 735 ml H,O

2.6.4 Genexpressionsanalyse durch Transkriptionsprofile

Fiir die Genexpressionsanalyse mit Hilfe von Transkriptionsprofilen wird RNA aus Zellen
isoliert und mittels eines DNA-Microarrays, der komplementire DNA-Sonden aus dem
gesamten E. coli Genom enthilt, analysiert, welche Gene gerade aktiv abgelesen werden.
Anhand von Transkriptionsprofilen kann festgestellt werden wie sich die Genexpression unter
bestimmten Bedingungen dndert.

Fiir die Experimente wurden zundchst C600-Zellen und KMG214- Zellen (C600 AyjiE-
Zellen) bis zu einer ODgyp von ca. 0,5 kultiviert und anschlieBend 2 ml der Zellen zu 0,5 ml
purem LB-Medium oder LB-Medium, in dem bereits HOCI vorgelegt war, so dass die
Enkonzentration im Ansatz 2 mM betrug, gegeben. Nach 5 min Inkubation wurden 2 ml 5x
LB-Medium zugegeben um das HOCI zu quenchen und die Zellen wurden fiir 5 min bei
5000 rpm abgeerntet. Der Uberstand wurde komplett entfernt und die Zellen wurden nach
dem Einfrieren in fliissigem Stickstoff bei -80°C gelagert bis die Proben auf Trockeneis an die
Firma MTF Services in Tiibingen geschickt wurden, wo die RNA-Isolation und die
Genexpressionsanalyse mit Hilfe von E. coli genome 2.0 GeneChips von Affymetrix
erfolgten. Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe von Phenol-Extraktion und unter Verwendung
des RNeasy Midi Kits (Qiagen) nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Aus 3 pg RNA
wurde nach der Fragmentierung nach dem Standard-Protkoll von Affymetrix (Prokaryotic
Sample and Array Processing, Technical Manual 701030 Rev. 5, 2004, Affymetrix)
biotinylierte cDNA hergestellt. Dann wurden 3 pg cDNA fiir 16 h bei 50°C auf E. coli
genome 2.0 GeneChips hybridisiert. Die GeneChips wurden in der Affymetrix Fluidics
Station 450 gewaschen und gefarbt und anschliefend mit dem Affymetrix GeneChip Scanner
3000 7G gescannt. Mit der Affymetrix™ GeneChip Operating Software wurde unter

Verwendung des MASS5-Algorithmuses eine Zusammenfassung der RNA-Level der Proben
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erstellt. Eine Normalisierung der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der Array Assist '™ Software
10.0 (Agilent) unter Verwendung eines GC-RMA (Robust Multichip Average)-Algorithmuses
durchgefiihrt. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Gene, die in mindestens
zwel der drei unabhingigen Experimente entweder ausschlieBlich in Zellen mit yjiE (C600)
einen verdnderten mRNA-Level (Induktions-Verhidltnis >2 in C600 und <2 in KMG214,
Verhiltnis C600/KMG214 >2) oder ein mindestens zwei mal hoheres Induktions-Verhiltnis
in C600- im Vegleich zu KMG214-Zellen zeigten, wurden als signifikant hoch- oder
herunterreguliert betrachtet. Informationen {iber die Funktion der einzelnen Gene wurden iiber

die Datenbank EcoCyc (www.ecocyc.org) gewonnen.

2.7 Mikrobiologische Methoden

Fiir alle mikrobiologischen Methoden wurden sterilen Materialen und Losungen verwendet.

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Experimente bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.7.1 Lebensfahigkeits-Assay

Fiir die Lebensfahigkeits-Assays wurden C600 oder KMG214 Zellen bei 37°C bis zu einer
ODgoo < 0,5 kultiviert und dann mit verschiedenen HOCI-Konzentrationen inkubiert. Nach
dem Quenchen des HOCls, wurden die Zellen in einer Miktrotiterplatte seriell 1:10 verdiinnt
und 5 pl Proben der einzelnen Verdiinnungen auf gut getrocknete LB-Platten aufgebracht.
Nachdem die sogenannten ,,Spots* getrocknet waren, wurden die Platten iiber Nacht bei 30°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Anzahl der Kolonien bei den -einzelnen
Verdiinnungsstufen bestimmt. Die Zellzahl der nicht HOCI-behandelten Zellen wurde auf
100 % normiert und die relative Uberlebensfihigkeit der Zellen unter HOCI-Stress berechnet.
Es wurden jeweils Mittelwerte aus 3 unabhéingigen Experimenten gebildet und die Standard-
abweichung in Form von Fehlerbalken dargestellt.

Die HOCI-Behandlung wurde in LB-Medium oder Phosphat-Puffer durchgefiihrt. Wenn der
HOCI-Stress direkt in LB-Medium erfolgte, wurden 200 pl Zellen zu 800 pl LB-Medium
gegeben und 4 mM, 5 mM oder 6 mM HOCI zugegeben. Nach dem Mischen wurde 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde das HOCI mit 200 pl 5x LB-Medium gequencht.
Wenn der HOCI-Stress in Phosphat-Puffer erfolgte, wurden die Zellen zunichst abgeerntet
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und anschlieend zweimal mit 100 mM NaH,PO,4 (Phosphat-Puffer) gewaschen bevor die
Zellen zu einer ODgop von 0,45 in Phosphat-Puffer resuspendiert wurden. Dann wurde je 1 ml
Zellen zu 4 ml Phosphat-Puffer gegeben und 4 uM, 6 uM, 8 uM, 10 uM oder 12 pM HOCI
zugegeben. Nachdem 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde, wurde das HOCI durch

Zugabe von 1 ml 5x LB-Medium gequencht.

2.7.2 Motilitéits-Assay

In Motilitits-Assays wurden E. coli-Zellen, die aufgrund ihrer Flagellen beweglich sind, auf
Platten mit einem Agar, der es ermoglicht, dass die Bakterien sich bewegen, aufgebracht.
Nach entsprechender Inkubation wurde die Motilitdt der verschiedenen Stimme (C600,
KMG214, KMG232, MG1655, FFS22 und KMG231) anhand des Durchmessers der Kolonien
bestimmt. Der Durchmesser wurde an zwei reprisentativen Stellen der einzelnen Kolonien
gemessen und ein Mittelwert gebildet. AnschlieBend wurde der Durchmesser von Wildtyp-
Zellen auf 1 normiert und die relative Motilitdt der AyjiE-Stimme im Verhéltnis bestimmt.
Die Werte fiir den selben Stamm wurden unter Verwendung aller durchgefiihrten
Experimente gemittelt.

Fiir die Experimente wurden sowohl Trypton-Soft-Agar- (Habdas et al., 2010) als auch
Schwimmagar-Platten im Format 120 x 120 x 16 mm verwendet. Auf die Platten wurden 1 pl
oder 2 ul einer UN-Kultur oder jeweils eine Einzelkolonie von Platte aufgebracht und
anschlielen inkubiert ohne die Platten umzudrehen. Die Inkubation erfolgte fiir ca. 8 h bei
37°C, anschlieBend iiber Nacht (ca. 16 h) bei 25°C und dann fiir ca. weitere 8 h bei 37°C, bis
der Durchmesser der Kolonien gro3 genug war. Alternativ wurde iiber das gesamte

Wochenende (ca. 64 h) bei 25°C inkubiert.

Schwimmagar: 20 g/l LB-Medium-Pulver
0,3 % (w/v) Agar-Agar

Trypton-Soft-Agar: 1 % (w/v) Bacto-Trypton
0,25 % (w/v) NaCl
0,3 % (w/v) Agar-Agar
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2.8 Strukturbiologische Methoden

2.8.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Visualisierung von YjiE mit Hilfe des Tranmissionselektronenmikroskops erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Nathalie Braun und Andreas Kastenmiiller vom Department fiir
Elektronenmikroskopie der Technischen Universitdt Miinchen. Fiir die Aufnahmen von YjiE
mit dem Elektronenmikroskop (JEOL JEM 100CX) bei einer Vergroferung von 50000 bei
100 kV wurde YjiE zundchst mit Entsalzungssdulchen (Pierce) nach Anweisung des
Herstellers in 10 mM NaH,PO4, 200 mM NaCl pH 7,5 gebracht. Die Probe wurde mit Wasser
oder Puffer auf 0,01 bis 0,1 mg/ml verdiinnt und 5 pl auf ein kohlenstoffbeschichtetes
Netzchen (grid) aufgebracht. Der Kohlefilm wurde vorab durch Glimmentladung gereinigt
und hydrophilisiert. Nach 2 min wurde iiberschiissige Proteinldsung entfernt. Die adsorbierte
Probe wurde dann fiir 30 sec mit 5 pl 2 % (w/v) Uranylacetat pH 4,5 negativ kontrastiert und
anschlieend luftgetrocknet. Die daraufhin mit dem Elektronenmikroskop aufgenommenen
Bilder (Negative) wurden mit Hilfe eines ,,FlexTight Precicsion II* Flachbettscanners mit
einer Schrittweite von 8,5 uM digitalisiert, was einer finalen PixelgroBe von 1,69 A
entspricht. Fiir die Bildanalyse wurden Einzelmolekiile mit dem Programm ,,boxer* (EMAN
Software-Paket, Ludtke et al., 2001) ausgewéhlt und mit der ,,IMAGIC Suite* (van Heel et
al., 1996) prozessiert. Nach der iterativen Alignierung wurden die zentrierten Bilder mittels
multivariater statistischer Analyse (MSA) und Multi-Referenz-Alignierungen (MRA)
klassifiziert. Entsprechend der Klasseneinteilungen wurden dann finale Mittelungsbilder
erstellt.

Fiir Proben von YjiE, das mit verschiedenen ROS oxidiert wurde, wurde das Protein in YjiE
storage buffer wie unter 2.3.6 beschrieben mit 100 uM HOCI oder 1 mM H,0O, behandelt.
Zum Teil wurden die Proben anschlieend fiir 1 h bei 37°C mit 3 mM TCEP wieder reduziert.
Dann wurden sie wie oben beschrieben verdiinnt, negativ kontrastiert und Bilder mit dem

Elektronenmikroskop aufgenommen.

2.8.2 Rontgenstrukturanalyse

Mit Hilfe von rontgenkristallographischen Methoden kann die dreidimensionale Struktur von

Proteinen bei atomarer Auflosung bestimmt werden. Die Experimente wurden in
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Zusammenarbeit mit Dr. Melissa Poynor und Prof. Michael Groll vom Lehrstuhl fiir
Biochemie der  Technischen  Universitit  Miinchen  durchgefiihrt.  Fiir  die
Rontgenstrukturanalyse muss das Protein zunichst kristallisiert werden, um anschlieBend
Rontgenbeugungsdaten der Kristalle aufnehmen zu kdnnen. Darauthin miissen die Phasen
bestimmt werden, damit die Elektronendichte interpretiert und das erhaltene Strukturmodell

verfeinert werden kann.

2.8.2.1 Reinigung von YjiE fiir die Kristallisation

Fiir die Kristallisation musste das Protein zunichst gereinigt werden (siehe 2.4). Die
Reinigung von YjiE**>® fiir erste Kristallisationsversuche wurde von Yan Le (Doktorandin
am Lehrstuhl fiir Biotechnologie der Technischen Universitdt Miinchen) durchgefiihrt. Um
die Stabilitdt des Proteins zu erh6hen, wurde es nach dem Thrombinverdau mit 6 mM Tris
versetzt und dann fiir 30 min bei 27°C mit 300 uM HOCI oxidiert. AnschlieBend wurden zum
Quenchen des HOCIs weitere 6,6 mM Tris zugegeben bevor die Reinigung mit der
Gelfiltration in Gelfiltrations-Puffer 2 fortgesetzt wurde. Nach der Gelfiltration wurde das
Protein mit einer Amicon Zentrifugationseinheit aufkonzentriert und durch Zugabe von
insgesamt 20 ml 10 mM Tris, 40 mM NaCl pH 7,5 und anschlieBendes Aufkonzentrieren
umgepuffert. Die Konzentration von YjiE**>” betrug letztendlich ca. 7 mg/ml. Um YjiE**>%
mit Seleno-Methionin anstelle von Methionin fiir die Kristallisation zu reinigen, wurde das
Protein ebenso behandelt. Es wurde jedoch Gelfiltations-Puffer 3 verwendet.

Fir die Kristallisation von YjiE in voller Ldnge wurde YjiE unter Verwendung von
Gelfiltrations-Puffer 3 gereinigt und anschlieBend fiir 1 h bei 37°C mit 1 mM TCEP reduziert.
Dann wurde das Protein mit einer Amicon Zentrifugationseinheiten aufkonzentriert und durch
Zugabe von insgesamt 20 ml 10 mM Tris, 40 mM NaCl, 0, mM TCEP pH 7.5
(Niedrigsalzpuffer) bzw. 10 mM Tris, 400 mM NaCl, 0, mM TCEP pH 7,5
(Hochsalzpuffer) und anschlieBendes Aufkonzentrieren umgepuffert. Die Priparation von
YjiE mit Seleno-Methionin anstelle von Methionin erfolgte ebenfalls mit reduziertem Protein

in Hoch- und Niedrigsalzpuffer.

2.8.2.2 Kristallisation von YjiE

Fiir die Rontgenstrukturanalyse werden gro3e, hoch geordnete, einzelne Kristalle, sogenannte

Einkristalle gebraucht. Da geeignete Bedigungen fiir die Kristallisation von biologischen
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Makromolekiilen nicht vorhergesagt werden konnen, beruht die Technik auf dem Prinzip von
Versuch und Irrtum. Die Uberstittigung der Proteinldsung und dadurch der Ubergang in den
festen Phasenzustand durch Kristallisation wird durch die Zugabe eines Fallungsmittels
erreicht, das die Proteinmolekiile bei einer bestimmten Konzentration aus der Ldsung
verdrangt. Die Erhohung der Proteinkonzentration und der Konzentration des Féllungsmittels
erfolgt durch Entzug des Losungsmittels, wodurch im Idealfall Protein-Protein-
Wechselwirkungen ausgebildet werden und es zur Kristallisation kommt. Als Féllungsmittel
werden beispielsweise Salze (Ammoniumsulfat, Natriumcitrat, Natrium-Kalium-Phosphat),
organische Verbindungen wie Polyethylenglykole (400 — 20000 g/mol) oder Alkohole
(Methylpentandiol, Ethanol, Isopropanol) verwendet. Die Fallungsmittel konnen auch
kombiniert werden. Auflerdem kann der Zusatz von anderen Salzen und Detergenzien getestet
werden. Auch der pH-Wert hat Einfluss auf die Kristallisation, ebenso wie die Temperatur
und die Protein- und Féllungsmittelkonzentration sowie verwendete Puffersubstanzen. Damit
die Konzentrationen von Protein und Féallungsmittel langsam ansteigen, werden am héufigsten
die Héngetropfen-Methode (hanging drop) oder die Sitztropfen-Methode (sitting drop)
eingesetzt, die beide auf Gasphasendiffusion beruhen. Dazu wird eine kleine Menge der
konzentrierten Proteinldsung mit dem gleichen Volumen des Kristallisationspuffers versetzt.
Das Tropfchen befindet sich entweder auf einem Deckplittchen, das iiber dem Reservoir mit
dem Kiristallisationspuffer platziert wird, oder es wird auf eine dafiir vorgesehene Stelle in der
Kristallisationsplatte gesetzt. AnschlieBend wird die Platte luftdicht verschlossen. Aufgrund
der geringeren Konzentration des Fallungmittels im Proteintropfen wird diesem solange iiber
die Gasphase Wasser entzogen, bis ein Konzentrationsausgleich zwischen den Ldsungen
erreicht ist.

Bei den initialen Screening-Experimenten wurde die Sitztropfen-Methode eingesetzt und bei
der anschlieenden Optimierung der Bedingungen die Sitztropfen- oder die Héngetropfen-
Methode verwendet. Fiir die Sitztropfen-Methode wurden kommerziell erhiltliche Screens
(Hampton Research) eingesetzt. Es wurden 96-well Kristallisationsplatten (Art Robbins)
verwendet, in die die Kristallisationsansédtze mit dem Phoenix Mikrodispenser (Art Robbins)
pipettiert wurden. Im Reservoir wurden 40 pl Kristallisationspuffer vorgelegt. Fiir die
Proteinlosung wurden 0,1 pl Protein und 0,1 pl Kristallisationspuffer zusammenpipettiert.
Wenn die Héngetropfen-Methode eingesetzt wurde, wurden Linbro 24-well
Kristallisationsplatten (Jena Bioscience) verwendet. Im Reservoir wurden 300 pl
Kristallisationspuffer vorgelegt und 2 pl Proteinlosung auf dem Deckplittchen mit 2 pl

Kristallisationspuffer versetzt. Die Kristallisationsplatten wurden mit einem Desktop
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Autosealer (HJ-Bioanalytik) luftdicht verschlossen und anschlieend bei 20°C oder 4°C
inkubiert.

2.8.2.3 Aufnahme von Rontgenstrukturdaten

Fiir die Aufnahme von Rontgenstrukturdaten werden eine Rontgenstrahlungsquelle und ein
Detektor zur Mesung der gebeugten Rontgenstrahlen bendtigt. Der groBite Teil des primédren
Elektronenstrahls, der auf den Kristall gerichtet wird, durchquert diesen unverandert, aber ein
Teil des Strahls wechselwirkt mit der Elektronenhiille der Atome im Kristall. Dadurch werden
Elektronen angeregt, die bei der Riickkehr in ihren Grundzustand Rontgenstrahlung in alle
Richtungen abgeben. Dabei kommt es aufgrund der sich regelméBig wiederholenden
Anordnung im Kristall zur Interferenz, die meist zur Ausloschung fiihrt, aber in bestimmten
Richtungen auch eine konstruktive Interferenz ergeben kann. Eine konstruktive Interferenz
filhrt zu einem im Bezug auf den Primérstrahl gebeugten Rontgenstrahl. Durch die von
samtlichen Atomen im Kristall abgegeben Rontgenstrahlen und deren Interferenz ergibt sich
die Beugung des Primirstrahls. Eine Fourier-Transformation gibt den mathematichen
Zusammenhang zwischen den Positionen der Atome in der Einheitszelle und den gebeugten
Rontgenstrahlen wieder.

Fir die Rontgenbeugung wurden die Kristalle 20 sec in ,.cryo Protektans® eingelegt,
anschliefend mit einem sogenannten cryo loop (Hampton Research), bei dem es sich um
einen Nylonfaden mit 0,2 mm bis 1 mm Durchmesser handelt aus dem Cryopuffer
entnommen und im Stickstoffstrom bei 100 K eingeforen. Die Messungen wurden an den
Synchrotron beamlines X06SA des Swiss Light Source (SLS, Villingen, Schweiz)
durchgefiihrt. Die Reflexe und Intensititen der Rontgenstrahlen wurden mittels der
Rotationsmethode aufgenommen bei der der Kristall in kleinen Intervallen (Rotationswinkel ¢
zwischen 0,25° und 1°) um eine definierte Achse rotiert wird, um mdglichst viele
Kristallebenen im Beugungswinkel zum Primérstrahl zu orientieren. Die Belichtungszeit pro
Rotationsaufnahme (frame) betrug 1 sec. Die Qualitit der gemessenen Daten wird durch die

Vollstindigkeit und Genauigkeit der Reflexe sowie deren Intensitdten bestimmit.

2.8.2.4 Prozessierung und Datenreduktion

Die Rohdaten wurden mit dem Programmpaket XDS (Kabsch, 1993) prozessiert. Im ersten

Schritt wurde anhand weniger frames eine Orientierungsmatrix des Kristalls, die die Lage und
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Dimension eines primitiven Kristallgitters bestimmt, erstellt. Dann wurden alle Reflexe und
Skalierungen integriert und die Daten abschlieBend mit den Unterprogrammen XSCALE und
XDSCONYV reduziert. Dabei werden die skalierten Daten auf die asymmetrische Einheit des
reziproken Raumes reduziert und in Intensititen umgewandelt. Die statistische Analyse der
Datenqualitiit erfolgte durch Uberpriifung der Ubereinstimmung mehrfach gemessener,
identischer Reflexe (Rmerge), anhand des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses (I/6(1)) und mit Hilfe
der Vollstindigkeit und Multiplizitédt der Daten.

2.8.2.5 Phasenberechnung

In den gebeugten Rontgenstrahlen eines Kristalls sind die kompletten Informationen iiber die
dreidimensionale Anordnung der Atome im Kiristall enhalten. Die drei beschreibenden
GrofBen einer elektromagnetischen Welle sind die Wellenldnge, die Amplitude und die Phase.
Da die Wellenldnge bei der Beugung nicht verédndert wird, ist sie konstant und somit bekannt.
Die Amplitude kann durch die relative Intensitét der Reflexe bestimmt werden, eine Messung
der Phase ist jedoch nicht moglich. Dadurch fehlt eine wichtige Information iiber die
Anordnung der Atome im Kristall und somit fiir die Berechnung der Elektronendichte. Es gibt
verschiedene Methoden zu Bestimmung der Phaseninformation.

Fiir den isomorphen Ersatz (isomorphous replacement, IR) werden Proteinkristalle in
Losungen von Schwermetallsalzen transferriert, die in den Kiristall diffundieren und
Aminosduren modifizieren oder durch diese koordiniert werden. Durch die starke Streuung
durch Schwermetallionen dndern sich die relativen Intensitidten auf dem Beugungsbild. Im
Falle des gewlinschten isomorphen Ersatzes, bei dem die Proteinstruktur oder Packung im
Kristall nicht verdndert wird, liegen die Reflexe auf den sich entsprechenden
Beugungsaufnahmen an identischen Positionen und die Zellkonstanten sowie die
Kristallsymmetrie &ndern sich nicht. Mit Hilfe der Patterson-Funktion kann dann die Postition
des Schwermetalls bestimmt werden. Dadurch erhélt man eine Phaseninformation mit der die
Phasen fiir die Proteinstruktur abgeschitzt werden konnen. Bei der Methode bei der nur ein
Schwermetallderivat verwendet wird und die daher als single isomorphous replacement (SIR)
bezeichnet wird, ist der Fehler jedoch recht grol und die berechnete Elektronendichte ist
meist nicht interpretierbar. Mit jedem zusitzlichen Derivat in dem das jeweilige Schwermetall
an einer anderen Stelle im Protein bindet, kann durch Kombination der Phaseninformationen
zu einem sogenannten multiple isomorphous replacement (MIR) der Fehler in der

Phasenschétzung verringert werden. Somit wird die Elektronendichtekarte interpretierbar.
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Mit Hilfe der multiplen anomalen Dispersion (multiple wavelength anomalous dispersion,
MAD) kann ebenfalls die Phase bestimmt werden. Bei Proteinkristallen, die nur leichte
Atome enhalten, existieren sogenannte Friedel-Paare. Dabei handelt es sich um Reflexe, die
durch Inversionssymmetrie miteinander verkniipft sind und die gleiche Identitdt bestitzen.
Sind jedoch Schwermetalle im Kristall vorhanden, so unterscheiden sich die Intensitdten der
Friedel-Paare, wobei der Unterschied von der Wellenldge des Rontgenstrahls abhéngt. Wenn
das Rontgenabsorptionsmaxiumum des Metalls der Wellenldnge des Rontgenstrahls
entspricht oder in der Néhe liegt, werden die Elektronen angeregt und es kommt zu einer
anomalen Dispersion durch eine Phasenverschiebung. Somit kann aus den
Intensitdtsunterschieden zwischen den Friedel-Paaren die Phaseninformation berechnet
werden. Fiir ein MAD-Experiment werden drei Datensidtze aufgenommen. Beim
Absorptionsmaximum (Maximum der f"-Kurve) wird ein starkes anomales Signal gemessen
und bei einer Wellenléinge die ca 0,0001 A neben dem Absorptionsmaximum (Wendepunkt
der f"-Kurve) liegt wird ein Datensatz aufgenommen, der isomorphe Differenzen zum dritten
Datensatz ergibt. Der dritte Datensatz ist der nativ Datensatz, der ca. 0,1 A neben dem
Absorptionsmaximum gemessen wird. Da alle Datensdtze von einem einzigen Kristall
stammen sollten, wird der Kristall in fliissigem Stickstoff eingefroren und wiahrend des
Experiments ebenfalls auf diese Temperatur gekiihlt um Schiaden am Protein durch die starke
Synchrotronstrahlung zu vermeiden. Meist kann durch die Kombination der anomalen und
isomorphen Phasen eine interpretierbare Elektronendichte erhalten werden. Fir MAD-
Experimente werden hdufig Kristalle aus rekombinanten Proteinen verwendet in denen
Methionin durch Selenomethionin ersetzt wurde. Daflir werden methioninauxotrophe E. coli-
Zellen fiir die Proteinexpression in Minimalmedium mit Selenomethionin anstelle von
Methionin kultiviert. Da das Schwermetall Selen in diesem Fall bereits im Protein vorhanden
ist, muss nicht lange nach einem geeigneten Schwermetallderivat gesucht werden.

Falls bereits eine Kristallstruktur eines Proteins mit relativ hoher Sequenzidentitit bekannt ist,
kann auch der molekulare Ersatz (molecular replacement, MR) zur Strukturbestimmung
verwendet werden. Daflir werden aus den Koordinaten der vorhandenen Struktur die
Amplituten und Phasen fiir das Modell riickwérts berechnet und mit den Modellphasen und
den gemessenen Amplituden die Elektronendichtekarte fiir die neue Kristallstruktur
berechnet. Dazu muss allerdings zundchst die bekannte Struktur korrekt in der neuen
Kristallzelle platziert werden, da sich meist die Raumgruppen und die Orientierung des

Proteins unterscheiden.
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Durch sogenannte Dichtemodifizierungsmethoden, wie zum Beispiel solvent flattening, kann
eine existierende experimentelle Elektronendichte verdndert werden, wodurch korrektere
Phasen errechnet werden konnen, die zu einer verbesserten Elektronendichte fiihren.

In dieser Arbeit wurde ein MAD-Experiment mit Selenomethionin-Derivaten durchgefiihrt,
wofiir zunichst das Absorptionsmaxiumum des Selenomethionins in einem Fluoreszenzscan
bestimmt wurde. AnschlieBend wurden die sogenannten Bijovoet-Differenzen zwischen den
Friedel-Paaren bestimmt und die Substruktur des anomalen Streuers unter Anwendung der
Patterson-Funktion mit Hilfe des Programms SHELXD (Schneider und Sheldrick, 2002)

daraus berechnet.

2.8.2.6 Interpretation der Elektronendichte und Strukturverfeinerung

In die erhaltene FElektronendichtekarte =~ werden manuell ~Aminosduren oder
Polypeptidfragmente platziert. Dadurch ergibt sich ein dreidimensionales Modell. Die meisten
Proteinkristallstrukturen besitzen eine Aufldsung zwiscchen 2 und 3 A. AnschlieBend werden
mit Hilfe von Computerprogrammen der R-Faktor und die B-Faktoren der Struktur optmiert
und die Struktur dadurch verfeinert. Der R-Faktor driick die Differenz zwischen den
experimentell beobachteten Amplituden und den berechneten Amplituden des
augenblicklichen Modells aus und sollte moglichst klein (< 0,2) sein. Die B-Faktoren spiegeln
die Beweglichkeit der Atome im Kristallgitter wieder und sollten fiir das gesamte Protein

einen Mittelwert von 20 — 30 A* oder weniger haben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1. Lebensfiahigkeits-Assays mit C600- und C600-AyjiE-Zellen

Das Gen yjiE wurde in verschiedenen E. coli K12 Laborstimmen durch P1-Transduktion
(sieche 2.2.14) deletiert, um die Bedeutung von yjiE fiir die Lebensfahigkeit zu analysieren.
Der Grund fiir die Verwendung verschiedener Stimme war, dass die verschiedenen
Laborstamme unterschiedliche Mutationen aufweisen (Peters et al., 2003). Daher konnen sich
in sehr robusten oder weniger robusten Staimmen durch eine weitere Deletion unterschiedliche
Phénotypen ergeben. Es zeigte sich, dass yjiE in allen verwendeten Stimmen keinen Einfluss
auf die Lebensfihigkeit unter Nicht-Stress-Bedingungen hatte. Da die Uberexpression von
YjiE in ArpoH-Zellen (BB7224) jedoch eine HOCI-Resistenz vermittelt (siehe 1.7), wurde
mit Hilfe von Lebensfahigkeits-Assays (siehe 2.7.1) die Lebensfahigkeit der Deletionsstimme
im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-Stamm analysiert. In C600-Zellen fiihrte die Deletion
von yjiE unter HOCI-Stress zu einer ca. 60-fach verringerten Lebensfahigkeit in LB-Medium
mit 5 mM HOCI (siche Abbildung 16A) und zu einer ca. 150-fach verringerten
Lebensfihigkeit in Phosphatpuffer mit 6 pM HOCI (Abbildung 16B). Diese Ergebnisse
zeigen, dass Y]jiE unter HOCI-Stress fiir den Schutz der Zellen wichtig ist. Da HOCI sehr
reaktiv ist, wird in LB-Medium wesentlich mehr HOCI fiir toxische Effekte bendtigt, da ein
Grofiteil der Chemikalie mit Komponenten des Mediums reagiert. In anderen E. coli-
Stimmen konnte kein so signifikanter Effekt der Deletion von yjiE auf die Lebensfahigkeit
unter HOCI-Stress beobachtet werden. Die Lebensfahigkeit unter Stress durch andere ROS
wie beispielsweise H,O, oder Diamide (Sigma-Aldrich) wurde durch die Deletion von yjiE in
C600 nicht beeinflusst (Experimente von Yan Le durchgefiihrt), woraus geschlossen werden

kann, dass YJiE eine spezifische Funktion unter HOCI-Stress besitzt.
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Abbildung 16: Lebensfahigkeits-Assays von C600 und C600 AyjiE (KMG214)-Zellen unter HOCI-Stress.
Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden in LB-Medium (A) oder Phosphatpuffer (B) fiir 10 min
mit HOCI (+) behandelt oder unbehandelt gelassen (-). Die HOCI-Konzentration betrug 5 mM (A) bzw.
6 uM (B). Die Uberlebensfihigkeit der unbehandelten Zellen wurde jeweils auf 100 % normiert. Gezeigt sind
Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei unabhéngigen Experimenten.

3.2 Biophysikalische und biochemische Charakterisierung von
YjiE

3.2.1 Fern-UV-CD-Spektrum und thermische Entfaltung von YjiE

Die CD-Spektroskopie ist eine relativ schnelle Methode um die Konformation von Proteinen
zu untersuchen. Fern-UV-CD-Spektren von Peptiden mit typischer a-helikaler Konformation,
mit B-Faltblattstruktur oder mit einer ungeordneten Konformation (random coil) zeigen
charakteristische Maxima und Minima. So liefern a-helikale Peptide Minima bei ca. 208 nm
und 222 nm, sowie ein Maximum bei 192 nm. Ein Minimum bei 215 bis 220 nm und ein
Maximum bei 195 nm weisen auf eine B-Faltblattstruktur hin. Um die Sekundérstruktur von
YjiE zu untersuchen, wurden CD-Spektren aufgenommen (sieche 2.5.4). Wie in Abbildung
17A zu sehen ist, weist das Fern-UV-CD-Spektrum von YjiE Minima bei ca. 208 nm und
222 nm auf. Dies zeigt, dass das gereinigte YjiE gefaltet ist. Der hohe Anteil an a-helikaler
Sekundarstrukur passt gut zum Helix-turn-Helix Motif der DNA-bindenden Doméne.

Mittels CD-Spektrometrie ist es auch moglich Temperaturiibergidnge von Proteinen zu messen
und dadurch eine Aussage iiber die Thermostabilitit zu treffen. Dazu misst man wéhrend der
thermischen Entfaltung die Intensitit bei einer Wellenldinge mit einem starken

sekundérstrukturspezifischen Signal (siehe 2.5.4). Der Temperaturiibergang von YjiE ist in
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Abbildung 17B zu sehen. Der thermische Ubergangsmittelpunkt von YjiE liegt bei ca. 60°C,

was dafiir spricht, dass das Protein relativ stabil ist.
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Abbildung 17: (A) Fern-UV-CD-Spektrum von YjiE. Das Spektrum wurde mit 0,1 mg/ml YjiE in storage buffer
zwischen 198 nm und 260 nm bei 20°C mit einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min aufgenommen. Es
wurden 16 Einzelspektren akkumuliert. (B) Temperaturiibergang von YjiE. Der Ubergang wurde im CD-
Spektrometer bei 222 nm zwischen 20°C und 80°C mit einer Heizrate von 20°C/h gemessen.

3.2.2 DNA-Bindung von YjiE

Wie bereits unter 1.7 beschrieben, konnte YjiE durch Homologie als LysR-Typ
Transkriptionsregulator (LTTR, siehe 1.3) identifiziert werden. Normalerweise binden LTTRs
sowohl im inaktiven als auch im aktiven Zustand an DNA. Fiir die Aktivierung wird jedoch
meistens ein sogenannter co-inducer, bei dem es sich haufig um ein kleines Molekiil handelt,
bendtigt. Viele LTTRs zeigen auch eine Autoregulation ihrer eigenen Transkription. Daher
wurden fiir die DNA-Bindungsexperimente unterschiedlich langen Fragmenten des Promotors
von yjiE verwendet (102bp-yjiE-Promotor-DNA: Basenpaare -50 bis +52; 158bp-yjiE-
Promotor-DNA: Basenpaare -106 bis +52; 315bp-yjiE- Promotor-DNA: Basenpaare -263 bis
+52; 689bp-yjiE- Promotor-DNA: Basenpaare -637 bis +52).

3.2.2.1 Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) mit DNA und YjiE

Durch sogenannte Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs) kann die Bindung eines
Proteins an DNA anhand der verringerten Mobilitit des DNA-Protein-Komplexes bei der
Auftrennung auf einem Acrylamid-Gel analysiert werden. Die Experimente wurden wie unter

2.6.1 beschrieben durchgefiihrt.
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Wie in Abbildung 18 fiir 315bp-yjiE-Promotor DNA gezeigt ist, bindet reduziertes YjiE an
den eigenen Promotor. Mit steigender Proteinkonzentration kommt es zu einer immer
stairkeren Mobilitdtsverringerung, die bei einem molaren Verhéltnis von DNA zum YjiE-
Monomer von 1:60 in etwa seine maximale Hohe erreicht. Wenn yjiE-Promotor-DNA-
Fragmente mit anderen Langen (102bp-, 158bp- oder 689bp-yjiE-Promotor-DNA) verwendet
wurden, kam es zu vergleichbaren Ergebnissen. Dass ein so groBer Uberschuss an YjiE
benotigt wird ist ungewohnlich, da LTTRs normalerweise in Form von Tetrameren an DNA
binden. Entweder ist ein groBer Anteil des gereinigten Proteins inaktiv oder es bindet
tatsdchlich sehr viel YjiE an die DNA. Es ist aber auch moglich, dass die niedrige Affinitat
von YjiE fiir diese DNA-Fragmente daher riihrt, dass YjiE im Gegensatz zu den meisten
anderen LTTRs nicht effizient an seinen eigenen Promotor bindet, oder, dass eine Aktivierung

von YjiE nétig ist, um eine hohere Affinitdt zu erreichen.
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Abbildung 18: EMSAs von 315bp-yjiE-Promotor-DNA. Es wurden 34,2 nM AlexaFluor488-gelabelte DNA
(Bahn 1) eingesetzt und mit steigenden Konzentrationen an reduziertem YjiE inkubiert (Bahn 2 bis 8 mit jeweils
0,205 uM, 0,41 uM, 0,82 uM, 1,23 uM, 1,64 uM, 2,05 uM, and 2,46 uM YjiE). Die Proben wurden auf einem
Neutralgel aufgetrennt und das Fluoreszenzlabel der DNA anschlieend mit dem Typhoon Scanner detektiert.

EMSAs mit DNA-Fragmenten, die keinen Promotor und daher keine Bindestelle fiir YjiE
aufweisen sollten (393bp-yjiD-DNA, 576bp-rpoE-DNA, 315bp-tufA-DNA) zeigten, dass die
Bindung von YjiE an DNA offenbar unspezifisch ist, da es zu einer vergleichbaren
Mobilititsverringerung kam. Da immer mindestens 150 mM Salz in den Proben vorhanden
war, ist es unwahrscheinlich, dass die unspezifische Bindung auf reinen
Ladungswechselwirkungen beruht. Bereits niedrige Konzentrationen von Heparin, um
unspezifische DNA-Bindung zu verhindern, flihrten dazu, dass die DNA-Bindung komplett

verloren ging, was ebenfalls zeigt, dass es sich scheinbar um unspezifische Bindung handelt.
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Die Zugabe von HOCI, H,O; oder verschiedenen Eisensalzen zu YjiE fiihrte nicht zu einer
verdnderten Bindung an DNA, wodurch eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors durch
diese = Komponenten ausgeschlossen werden konnte. Experimente in denen
Oxidationsprodukte von HOC] mit Ammoniumchlorid, Tris und Methionin oder auch
Glutathion (GSSG), HOCl-oxidiertes LB-Medium oder HOCI-oxidiertes Lysat zugegeben
wurden, wurden von Alexander Eichner und Yan Le durchgefiihrt und fiihrten ebenfalls nicht
zu einer verdnderten DNA-Bindung von YjiE. Bis jetzt konnte keine Moglichkeit gefunden
werden, um YjiE zu aktivieren. Es wurden auch analoge Promotor-Fragmente des Gens cydA4,
das durch YjiE reguliert wird (siehe Tabelle 1 im Anhang) und daher Bindestellen fiir YjiE in
der Promotorregion besitzen sollte, getestet, aber auch hier konnte keine auBBergewohnliche

Verianderung der Mobilitit der DNA beobachtet werden.

3.2.2.2 Fluoreszenzpolarisations-Messungen mit DNA und YjiE

Die Bildung eines DNA-Protein-Komplexes kann auch mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisation
bzw. Fluoreszenzanisotropie (siche 2.5.3) verfolgt werden, da sich durch die Komplexbildung
die Rotationsgeschwindigkeit &ndert und der Anisotropiewert somit zunimmt. Fiir die
Anisotropiemessungen mit YjiE wurden jeweils 10 nM verschiedener einfach AlexaFluor488-
gelabelter yjiE-Promotor-DNA-Fragmente (102bp-, 158bp, 315bp- und 689bp-yjiE-Promotor
DNA) in DNA-Bindepuffer 2 verwendet. In einer riihrbaren Kiivette wurde reduziertes YjiE
in 100 nM-Schritten zutitriert. Aus den in den 60 sec zwischen den einzelnen
Titrationsschritten gemessenen Anisotropiewerten wurden Mittelwerte gebildet. Wie in
Abbildung 19A zu sehen ist, wurden alle DNAs von YjiE gebunden. Bei den lingeren DNA
Fragmenten war jedoch mehr YjiE nétig um eine Sittigung zu erreichen. Die Experimente
wurden mehrfach wiederholt und ergaben sehr dhnliche Bindungskurven. Allerdings hatten
die Bindekurven in manchen Fillen einen sigmoidalen Verlauf, wie in Abbildung 19B zu
sehen ist. Bei den kiirzeren DNA-Fragmenten (102 bp und 158 bp) wurde eine Sattigung der
Bindestellen bei einer Konzentration von ca. 1 uM YjiE erreicht. Das entspricht einem 100-
fachen Uberschuss an YjiE gegeniiber den DNA-Fragmenten. Interessant ist, dass fiir die
Sattigung der Bindung von 102bp- und 158bp-yjiE-Promotor-DNA scheinbar gleich viel YjiE
benoétigt wird, wahrend fiir die 315bp-DNA bereits mehr und fiir die 689bp-DNA sogar noch
mehr YjiE notig ist. Dass fiir lingere DNA-Fragmente mehr Protein fiir die Sattigung der
Bindestellen notig ist, lasst vermuten, dass die Bindung unspezifisch ist und YjiE iiberall an

die DNA binden kann. Die unspezifische Bindung an DNA konnte auch dadurch
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nachgewiesen werden, dass AlexaFluor488-102bp-yjiE-Promotor-DNA und AlexaFluor488-
102bp-tufA-DNA, die keine spezifischen Bindestellen fiir YjiE aufweisen sollte, gleich gut
gebunden wurden (sieche Abbildung 20).
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Abbildung 19: Fluoreszenzanisotropie-Bindekurven mit verschieden langen AlexaFluor488-gelabelten yjiF-
Promotor-DNA Fragmenten und YjiE. Zu 10 nM der jeweiligen DNA in einer gerithrten Kiivette wurde
reduziertes YjiE in 100 nM-Schritten zutitriert. Die Anisotropie wurde bei einer Anregungswellenldange von 488
nm und einer Emissionswellenlinge von 515 nm gemessen. (A) Messungen mit 102bp-, 158bp-, 315bp- und
689bp-yjiE-Promotor-DNA bei 20°C. (B) Messungen mit 158bp- und 315bp--yjiE-Promotor-DNA bei 37°C.
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Abbildung 20: Fluoreszenzanisotropie-Bindekurven mit spezifischer AlexaFluor488-102bp-yjiE-Promotor-
DNA und unspezifischer AlexaFluor488-102bp-7uf4-DNA. Zu 10 nM der jeweiligen DNA in einer geriihrten
Kiivette wurde reduziertes YjiE in 100 nM-Schritten titriert. Die Anisotropie wurde bei 20°C bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm und einer Emissionswellenldnge von 515 nm gemessen. (A) Nicht-
normalisierte Daten. (B) Normalisierte Daten.

In Kompetitions-Experimenten wurde zu 10 nM AlexaFuor488-158bp-yjiE-Promotor-DNA
1 uM YjiE zugegeben um die DNA komplett zu binden. AnschlieBend wurden zweimal
100 nM ungelabelte 158bp-yjiE-Promotor-DNA zur Kompetition der gelabelten DNA
zugegeben. Abbildung 21 zeigt, dass der Anisotropie-Wert nach der Zugabe von ungelabelter
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DNA stark abnimmt. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Bindung von YjiE an DNA dynamisch
ist, da die gelabelte DNA durch ungelabelte DNA verdringt werden kann.
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Abbildung 21: Fluoreszenzanisotropie-Rohdaten zur Kompetition von AlexaFluor488-158bp-yjiE-Promotor-
DNA mit ungelabelter 158bp-yjiE-Promotor-DNA. An 10 nM AlexaFluor488-158bp-yjiE-Promotor-DNA (AF-
DNA) wurde 1 uM YjiE gebunden und anschliefend zweimal 100 nM ungelabelte 158bp-yjiE-Promotor-DNA
(ungel. DNA) zugegeben. Die Messung wurde bei 20°C durchgefiihrt.

3.2.2.3 Analytische Ultrazentrifugation mit DNA und YjiE

Die Komplexbildung von DNA und YjiE kann auch mittels analytischer Ultrazentrifugation
nachgewiesen werden. Dazu wurden zu 10 nM zweifach AlexaFluor488-gelabelter 315bp-
yjiE-Promotor-DNA in DNA-Bindepuffer 1 steigende Mengen an reduziertem YjiE
zugegeben und anschlieBend ein Sedimentationsgeschwindigkeitslauf durchgefiihrt bei dem
das Fluoreszenzsignal detektiert wurde (sieche 2.5.5.2). Wie in Abbildung 22A zu sehen ist,
besitzt freie DNA einen Sedimentationskoeffizienten von ca. 5 S, wéihrend nach der Zugabe
von einer grolen Menge YjiE keine freie DNA mehr vorhanden ist und ein Komplex mit
einem Sedimentationskoeffizienten von ca. 9 S entsteht. Freies YjiE konnte durch
Fluoreszenz nicht detektiert werden, da nur die DNA gelabelt war. Aus der Tatsache, dass
freies YjiE jedoch einen Sedimentationskoeffizienten von ca. 11 S besitzt (siche 3.2.4.2),
kann geschlossen werden, dass YjiE bei Zugabe von DNA dissoziiert und kleinere Oligomere
an DNA binden. Abbildung 22B zeigt die Abhingigkeit des Sedimentationskoeffizienten des
Komplexes von der YjiE-Konzentration. Es werden ca. 1,3 pM YjiE benétigt um eine
Sittigung der Bindung zu erreichen, was einem 130-fachen Uberschuss an Protein gegeniiber

der DNA entspricht.
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Auch mit Hilfe von weiteren Experimenten mit gelabelter 315bp- und 689bp-yjiE-Promotor-
DNA, die beide gebunden wurden, konnte keine Aussage iiber die Bindestochiometrie
getroffen werden, da das partielle spezifische Volumen des DNA-YjiE-Komplexes nicht
bekannt ist. Diese Variable konnte mit Hilfe eines Anton-Paar-Densitometers bestimmt
werden. Ein entsprechendes Gerit ist jedoch am Department Chemie nicht vorhanden.
Messungen mit AlexaFluor488-gelabelter 315bp-tufA-DNA zeigten erneut, dass YjiE auch
diese DNA bindet und es sich offenbar um unspezifische Bindung handelt. Alle diese
Experimente in DNA-Bindepuffer 1, die zusammen mit Titus Franzmann durchgefiihrt
wurden, waren spiter nicht mehr reproduzierbar. Weitere Versuche unter Verwendung von
DNA-Bindepuffer 2, der kein Salz enthielt, zeigten, dass YjiE an alle yjiE-Promotor-
Fragmente (102bp, 158bp, 315bp, 689bp) sowie an tuf4-DNA bindet und sehr grofle
Komplexe mit ca. 20 S bildet. Der Vergleich von DNA-Bindepuffer 1 und DNA-
Bindepuffer 2 und verschiedenen Puffern mit einer dazwischenliegenden Salzkonzentration in
Experimenten, die zusammen mit Alexander Bepperling durchgefiihrt wurden, fiihrte zu dem
Ergebnis, dass die DNA-Bindung offenbar stark von der Salzkonzentration abhingt. Da
jedoch bereits durch den YjiE storage buffer relativ viel Salz mit dem Protein in die Proben
gebracht wurde, kann es sich bei den groBlen Komplexen im Grunde nicht um reine
Ladungswechselwirkungen handeln. Die Abhidngigkeit der DNA-Bindung von der
Salzkonzentration konnte auch bereits zusammen mit Titus Franzmann gezeigt werden, da in
Sedimentationsgeschwindigkeitldufen keine DNA-Bindung beobachtet werden konnte, wenn

YjiE storage buffer, der 380 mM NaCl enthalt, verwendet wurde.
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Abbildung 22: Analyse der DNA-Bindung an YjiE durch Sedimentationsgeschwindigkeits-Ultrazentrifugation.
In DNA-Bindepuffer 1 mit | mM TCEP wurde 10 nM zweifach AlexaFluor488-gelabelte 315bp-yjiE-Promotor-
DNA mit steigenden Konzentrationen an reduziertem YjiE versetzt und wéhrend der Sedimentation bei 35000
rpm und 20°C das Fluoreszenzsignal detektiert. Die S-Werte wurden mit der dc/dt-Methode bestimmt.
(A) Sedimentationskoeffizienten-Verteilung von freier DNA (schwarze Linie) und dem DNA-YjiE-Komplex
(rote Linie) bei gesittigter Bindung. (B) Diagramm der bestimmten S-Werte in Abhédngigkeit von der YjiE-
Konzentration (Bindekurve).

3.2.2.4 Diskussion der Ergebnisse der DNA-Bindungs-Assays

Bei allen Methoden zur Detektion der DNA-Bindung war ein hoher ca. 100-facher
Uberschuss an YjiE gegeniiber yjiE-Promotor-DNA nétig um die Bindung zu sittigen. Dies
ist ungewohnlich, da LTTRs normalerweise als Tetramere an DNA binden. Eine mdogliche
Erklarung dafiir wiére, dass ein grofer Anteil des gereinigten YjiE inaktiv ist. Womdglich
binden aber auch tatsachlich viele YjiE-Molekiile an die DNA. Bei anderen LTTRs sind zum
Teil ebenfalls relativ groe Proteinmengen fiir eine vollstindige DNA-Bindung nétig. Zum
Teil reicht jedoch auch bereits ein dquimolares Verhéltnis aus. Fiir OxyR beispielsweise
existiert keine Konsensussequenz fiir die DNA-Bindestellen und oxidiertes OxyR bindet mit
unterschiedlichen Affinitdten an verschiedene regulierte Gene. Mit ahpC-Promotor-DNA
konnte gezeigt werden, dass die Bindung an spezifische Bindstellen um den Faktor 10° hher
ist als an zufdllige DNA-Sequenzen. Fiir eine vollstindige Bindung der ahpC-Promotor-DNA
ist jedoch ebenfalls ein relativ hoher ca. 90-facher Uberschuss an OxyR nétig (Tartaglia et al.,
1992). Um gdhA-Promotor-DNA durch NAC komplett zu binden wurde hingegen lediglich
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ein Verhéltnis von NAC zu DNA von ca. 1:1 benétigt (Janes et al., 2003). Fiir die Bindung
von CysB an cysP-Promotor-DNA konnte durch quantitative EMSAs ein Kp von
4,72 + 0,35 nM berechnet werden, wobei auf dem entsprechenden Gel zu sehen ist, dass ein
ca. 45-facher Uberschuss von CysB gegeniiber DNA fiir die vollstindige Bindung nétig ist
(Lochowska et al., 2004). In Habdas et al. (2010) wurde YjiE kiirzlich als Zelldichte-
abhédngiger Motilitdtsrepressor (QseD) identifiziert. In den in der Veroffentlichung gezeigten
EMSA-Experimenten mit Qsed aus E. coli K-12 (= YjiE) wurde sogar ein ca. 2500-facher
Uberschuss an Protein gegeniiber DNA benétigt, um eine maximale Verringerung der
Mobilitdt der DNA zu erreichen, und es war ein starker Schmier-Effekt bei den Banden zu
beobachten.

Mit allen eingesetzten Methoden konnte nachgewiesen werden, dass die DNA-Bindung von
YjiE offenbar unspezifisch ist, da auch DNA-Fragmente gebunden werden, die keine
Bindestellen fiir YjiE aufweisen sollten. Moglicherweise muss das gereinigte Y]iE erst durch
einen co-inducer aktiviert werden, damit eine hohere Affinitdt erlangt wird und der
Transkriptionsfaktor spezifisch an bestimmte Promotorbereiche bindet. Bisherige Versuche
mit verschiedenen oxidierenden oder oxidierten Substanzen, Medien und Lysaten waren
erfolglos. Da YjiE in E. coli-Zellen resistenter gegeniiber HOCI-Stress macht (sieche 3.1),
scheint es in vivo in Anwesenheit von HOCI aktiv durch zu sein. Eine Mdglichkeit den
co-inducer zu identifizieren wire daher die Auftrennung von Zelllysaten aus HOCI-
gestressten Zellen durch HPLC. In den aufgefangenen Fraktionen wiirden sich jeweils nur
Zellkomponenten mit einer bestimmten Grof3e befinden. Anschliefend konnte mittels DNA-
Bindungs-Assays getestet werden, ob eine dieser Fraktionen YjiE aktivieren kann. Die
aktivierende Komponente konnte darauthin in weiteren Experimenten identifiziert werden.
Auch eine Immunoprizipitation von YjiE aus gestressten und nicht gestressten Zellen und
eine anschliefende Identifizierung von co-prézipitierten Molekiilen konnte eine Identifikation
eines Aktivators oder auch eines eventuell vorhandenen Repressors ermoglichen.
Entsprechende Experimente wurden von Yan Le durchgefiihrt. Es konnte jedoch kein
Bindungspartner von YjiE identifiziert werden. Eine weitere Erkldrung fiir die niedrige
Affinitdt der DNA-Bindung an yjiE-Promotor-Fragmente wire, dass YjiE im Gegensatz zu
vielen anderen LTTRs keine Autoregulation aufweist und daher nicht an seine eigene
Promotorregion bindet. DNA-Sequenzen an die YjiE spezifisch bindet, konnten
beispielsweise durch Chromatin-Immunoprizipitation (ChIP) identifiziert werden. Dieses
Experiment wurde von Adrian Drazic durchgefiihrt. YjiE wurde in vivo mit DNA gecrosslinkt

und anschlieBend die DNA zusammen mit dem Transkriptionsfaktor durch Co-
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Immunoprézipitation isoliert. Daraufhin wurde versucht die DNA-Fragmente in einen Vektor
zu klonieren und zu sequenzieren. Es konnten jedoch keine Sequenzen an die YjiE bindet
identifiziert werden. Die Ursache fiir das Scheitern der beiden Experimente in denen YjiE
immunoprézipitiert wurde, ist vermutlich, dass die Konzentration von YjiE in Wildtyp-Zellen
zu gering ist. Der Transkriptionsfaktor konnte in Wildtyp-Zellen nicht durch Immunoblotting

nachgewiesen werden.

3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie mit YjiE

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnen Proteine bis zu einen
Molekulargewicht von ca. 200 kDa visualisiert werden. Da die Strahlendosis auf ein
Minimum reduziert wird, um Strahlenschidden zu vermeiden, sind die Einzelaufnahmen der
Molekiile in der Regel sehr verrauscht. Deshalb wurden aus einer Vielzahl von Bildern
Einzelbilder (9918 Molekiile) ausgewéhlt und Mittelungsbilder von vielen Molekiilen mit der
gleichen Orientierung erstellt, wodurch das Signal/Rausch-Verhéltnis deutlich verbessert
wird. Um YjiE fiir die Visualisierung mit dem Transmissionselektronenmikroskop
vorzubereiten, wurde das Protein zunidchst auf einem kohlenstoffbeschichteten Netzchen
(grid) adsorbiert und anschlieBend mit Uranylacetat negativ kontrastiert. Die genaue
Vorgehensweise zur Visualisierung von YjiE ist unter 2.8.1 beschrieben. Die Experimente
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Nathalie Braun und Andreas Kastenmiiller vom
Department fiir Elektronenmikroskopie der TU Miinchen durchgefiihrt. Abbildung 23A zeigt
eine elektronenmikroskopische Aufnahme von YjJiE in der zu sehen ist, dass YjiE vor allem
ringformige Strukturen bildet von denen die meisten hexagonal (75 %) sind. Die Bildanalyse
(typische Mittelungsbilder siche Abbildung 23B) zeigte zudem, dass auch geringere Anteile
an pentagonalen (15%) und heptagonalen (10 %) Strukturen vorhanden sind. Die
iiberwiegend vorkommenden hexagonalen Strukturen besitzen einen Durchmesser von ca. 24
nm bei einer Segmentlédnge und —breite von jeweils 11 nm und 3 nm. Aufgrund der Tatsache,
dass YjiE offenbar eine bevorzugte Adsorbtionsorientierung auf der Kohleschicht aufweist,
sind nur Aufsichten auf das ringformige Oligomer zu beobachten. Mittels
Kryoelektronenmikroskopie, bei der die Probe schockgefroren wird, so dass die Molekiile im
nativen Zustand untersucht werden konnen, konnte YjiE vermutlich in allen Orientierungen
beobachtet werden, was eine 3D-Rekonstruktion erméglichen wiirde. Da YjiE in Ldsung
12mere bildet (siehe 3.2.4), stellen die beobachteten hexagonalen Strukturen entweder einen

Ring mit 12 Untereinheiten oder zwei aufeinander sitzende Ringe mit jeweils 6
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Untereinheiten dar. Durch eine Aufnahme von einer um einen kleinen Winkel gekippten
Probe im Transmissionselektronenmikroskop konnte bisher nicht festgestellt werden, welche

der beiden Moglichkeiten zutrifft.

Abbildung 23: Elektronenmikroskopische Bilder von YjiE. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von mit
Uranylacetat negativ kontrastiertem YjiE (0,1 mg/ml, 2 % (w/v) Uranylacetat). MaBstabsbalken: 100 nm (B)
Klassen-Mittelungsbilder der pentagonalen, hexagonalen und heptagonalen YjiE-Oligomere, die in (A) zu sehen
sind. Mafistabsbalken: 20 nm. (C) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines negativ-kontrastierten 2D-
Kristalls von YjiE. Mafstabsbalken: 100 nm. (D) Mittelungsbild aus (C). Im rechten Bild ist die Lage der
hexagonalen Strukturen im 2D-Kristall gezeigt. MaBstabsbalken: 20 nm.

Zum Teil wurden mit dem Elektronenmiskroskop auch Pseudo-2D-Kristalle beobachtet, die
sich zufillig in der Proteinlosung gebildet hatten (siche Abbildung 23C). Anhand der bereits
mit Hilfe von Einzelbildmittelungen erhaltenen hexagonalen Ringstruktur konnte die Lage
dieser Ringe in Mittelungsbildern der 2D-Kristalle markiert werden (siche Abbildung 23D).
Optimierte 2D-Kristalle konnten auch mittels Elektronenkristallographie untersucht werden.
Dazu werden klassische TEM-Aufnahmen mit Beugungsbildern kombiniert. Mit dieser

Methode kénnen sehr hohe Aufldsungen (6 - 8 A) der untersuchten Molekiile erzielt werden.

3.2.4 Analytische Ultrazentrifugation mit YjiE

Um das Molekulargewicht und somit den Oligomerisierungszustand von YJiE zu bestimmen,
wurden Ultrazentrifugationsexperimente durchgefiihrt. Mit Hilfe von Sedimentationsgleich-
gewichtsultrazentrifugation, bei der bei einer relativ niedrigen Drehzahl solange zentrifugiert

wird bis sich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffusion eingestellt hat, kann
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das Molekulargewicht sehr genau bestimmt werden. Durch Sedimentationsgeschwindigkeits-
ultrazentrifugation ist es ebenfalls moglich das Molekulargewicht zu berechnen, jedoch
spielen dabei auch einige weitere Faktoren, wie zum Beispiel die Molekiilform eine Rolle.
Die Messungen wurden wie unter 2.5.5 beschrieben zusammen mit Dr. Titus Franzmann

durchgefiihrt.

3.2.4.1 Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation mit YjiE

In Abbildung 24 ist die Konzentrationsverteilung von 15 pM YjiE-His bei einem
Sedimentationsgeschwindigkeitslauf unter Gleichgewichtsbedingungen zu sehen. Mit Hilfe
eines Single Species Fits konnte fiir YjiE-His ein Molekulargewicht von 370 kDa berechnet
werden. Fiir 9 uM und 3 uM YjiE-His sowie bei anderen Drehgeschwindigkeiten ergaben
sich sehr dhnliche Werte und ein Gleichgewichtslauf mit nicht-getagtem YjiE fiihrte zu einem
Molekulargewicht von 420 kDa. Diese Daten zeigen, dass YjiE offenbar ein 12mer bildet
(Monomer: ca. 35 kDa).
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Abbildung 24: Sedimentationsgleichgewichtskonzentrationsverteilung des Sedimentationsgleichgewichtslaufs
von 15 uM YjiE-His bei 8000 rpm und 4°C. Inset: Residuals des Single Species Fits der experimentellen Daten.

3.2.4.2 Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugation mit YjiE

Die Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe zeigten, dass YjiE konzentrationsunabhdngig mit
einem Sedimentationskoeffizienten von 11,1 £ 0,3 S sedimentierte (siche Abbildung 25A).
Mit Hilfe von 2-dimensionaler Spektrumanalyse (2DSA, Brookes et al., 2010) konnten das

Molekulargewicht und der Reibungskoeffizient des YjiE-Oligomers berechnet werden. Das
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Molekulargewicht des 11 S-Partikels betrug 395 = 10 kDa. Dieser Wert stimmt gut mit dem
Molekulargewicht fiir das YjiE-Dodekamer aus den Sedimentationsgleichgewichts-
experimenten (siehe 3.2.4.1) iiberein. Der Reibungskoeffizient sagt etwas iiber die Form des
Molekiils aus und war mit 1,66 relativ hoch (sieche Abbildung 25B), was fiir eine lédngliche
oder ausgedehnte Form des Oligomers spricht (ein kugelformiges Partikel besitzt einen
Reibungskoeffizienten von 1). Die mit dem Elektronenmikroskop beobachteten,
aullergewohnlichen, ringformigen Strukturen, die YjiE bildet (siehe 3.2.3), passen gut zu

diesem ungewohnlichen Wert.
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Abbildung 25: Ergebnisse der Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugation von YjiE. (A)
Konzentrationsabhéngige Analyse des Sedimentationskoeffizienten von YjiE. 15 uM, 3 uM und 0,6 pM YjiE
wurden in storage buffer bei 35000 rpm und 20°C sedimentiert. Inset: Verteilung der Sedimentations-
koeffizienten bei den verschiedenen YjiE-Konzentrationen. (B) Pseudo-3D-Représentation der 2DSA-Analyse.

3.2.5 Analytische Gelfiltration von YjiE in vitro und in vivo

Mittels analytischer Gelfiltration konnen Proteine anhand ihrer Grofe aufgetrennt werden
(Prinzip Gelfiltration siehe 2.4.3.3). Die Experimente wurden wie unter 2.3.11 beschrieben
durchgefiihrt. Zunédchst wurde mit Hilfe der Retentionszeit verschiedener Standardproteine
und deren Molekulargewicht eine Eichgerade (siehe Abbildung 26) erstellt, um das

Molekulargewicht von YjiE abschétzen zu kdnnen.
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3.2.5.1 Analytische Gelfiltration von gereinigtem YjiE

Die Analyse von gereinigtem YjiE mittels analytischer Gelfiltration ergab einen Peak bei
einer Retentionszeit von 25,16 min (siche Abbildung 27). Mit Hilfe der Geradengleichung
der Eichgeraden (siehe Abbildung 26) konnte fiir das YjiE-Oligomer ein Molekulargewicht
von ca. 935 kDa berechnet werden. Daraus wiirde sich rechnerisch anhand des
Molekulargewichts des YjiE-Monomers von knapp 35 kDa ergeben, dass es sich um ein
27mer handelt. Allerdings ist die Retentionszeit bei der Gelfiltration stark von der Form des
Molekiils abhdngig, so dass die ausgedehnte ringformige Struktur von YjiE (siehe 3.2.3)
vermutlich ein sehr ungewo6hnliches Laufverhalten zur Folge hat. Es kann jedoch die Aussage

getroffen werden, dass es sich bei YjiE offenbar um ein grofles Oligomer handelt.
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Abbildung 26: Eichgerade, die unter Verwendung einer Superose 6 10/300 Siule bei einer Flussrate von 0,5
ml/min zur Bestimmung des Molekulargewichts anhand der Retentionszeit erstellt wurde. Die Retentionszeit
verschiedener Proteine mit bekanntem Molekulargewicht wurde gegen den Logarithmus des jeweiligen
Molekulargewichts aufgetragen (schwarze Quadrate) und eine Ausgleichsgerade (rote Linie) erstellt.
Geradengleichung: y = (-0,12478) - x + 6,11032.
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Abbildung 27: Fluoreszenzchromatogramm des HPLC-Laufs zur Analyse des Oligomerisierungszustandes von
gereinigtem YjiE. Es wurden 4,2 pg gereinigtes YjiE auf einer Superose 6 10/300 Séule bei einer Flussrate von
0,5 ml/min analysiert und die Fluoreszenz detektiert. Die Anregungswellenlédnge lag bei 295 nm und die
Emissionswellenldnge bei 350 nm (gain x4).
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3.2.5.2 Invivo Oligomerisierungszustand von YjiE

Um zu tberpriifen, ob die in vivo beobachteten 12mere von YjiE auch in vivo relevant sind,
wurden Lysate von C600-Zellen (Wildtyp), eines Stammes, der eine leichte Uberexpression
von yjiE zeigt (KMG230) und eines Stammes mit einer starken induzierten Uberexpression
von yjiE (KMG229) durch analytische Gelfiltration aufgetrennt und Fraktionen gesammelt.
Anschliefend wurden Proben der Fraktionen durch SDS-PAGE aufgetrennt und YjiE durch
Immunoblotting mit einem anti-YjiE-Antikorper nachgewiesen. Die Vorgehensweise ist
detailliert unter 2.3.11 beschrieben und das Ergebnis ist in Abbildung 28 dargestellt. Wie zu
sehen ist, bildet YjiE in Wildtyp-Zellen verschieden grofle Oligomere (Monomere, Dimere,
Hexamere und Dodekamere), wobei das Hexamer die am haufigsten vorkommende Spezies
ist (mit 1 beschriftete Bahnen in Abbildung 28). In KMG230-Zellen, die doppelt so viel YjiE
wie Wildtyp-Zellen (0,0026 % im Vergleich zu 0,0014 % des Gesamtzellproteins)
exprimieren, wurden die gleichen oligomeren Spezies beobachtet. Allerdings war die
Verteilung leicht zu den groeren Oligomeren hin verschoben (mit 2 beschriftete Bahnen in
Abbildung 28). Im Gegensatz dazu wurden in KMG229-Zellen, die yjiE stark
tiberexprimieren (0,18 % des Gesamtzellproteins), groBtenteils Dodekamere und Hexamere
beobachtet (mit 3 beschriftete Bahnen in Abbildung 28, die Fraktionen wurden vor der
WesternBlot-Analyse 100-fach verdiinnt). Diese Ergebnisse zeigen, dass bei einer steigenden
Expression von yjiE in E. coli das Gleichgewicht zwischen groBeren und kleineren
Oligomeren in Richtung der Komplexe mit einem hdheren Molekulargewicht verschoben
wird. Vermutlich wird das Gleichgewicht bei einer Uberexpression von yjiE zu etwa 10 % des
Gesamtzellproteins fiir die Proteinaufreinigung komplett zu den Dodekameren hin
verschoben, weshalb beim gereinigten Protein nur 12mere vorhanden sind. Dass YjiE in vivo
auch kleinere Oligomere bildet, konnte ebenfalls von Adrian Drazic und Alexander
Bepperling durch Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugation und von Dr. Jeannette
Winter durch Sukrosegradientenzentrifugation jeweils unter Verwendung von Lysaten, die
FlAsH-gelabeltes YjiE enthielten, gezeigt werden. Wahrscheinlich sind die beobachteten
Dodekamere eine Art Lagerzustand von YjiE bei hohen Konzentrationen in der Zelle. Bei der
aktiven Spezies handelt es sich vermutlich um kleinere Oligomere. Diese Vermutung wird
durch die Beobachtung unterstiitzt, dass YjiE in Gegenwart von DNA in Tetramere und
Hexamere dissoziiert, was von Adrian Drazic in Sedimentationsultrazentrifugationslédufen

gezeigt werden konnte.
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Abbildung 28: WesternBlot mit Proben von nach einer analytischen Gelfiltration von Lysaten gesammelten
Fraktionen. Es wurde Lysat aus C600- (1), KMG230- (2) und KMG229-Zellen (3) analysiert. Fraktionen, die
eine bestimmt oligomere Spezies enthalten, wurden jeweils nebeneinander aufgetragen. Die Fraktionen des
KMG-229-Lysats wurden 1:10 verdiinnt eingesetzt. YjiE wurde mit Hilfe eines anti-YjiE-Antikorpers detektiert

3.2.6 Diskussion der biophysikalischen und biochemischen
Charakterisierung von YjiE

Anhand der Analyse von YjiE mittels Fern-UV-CD-Spektrometrie und thermischer
Entfaltung konnte gezeigt werden, dass gereinigtes YjiE einen hohen Anteil an a-helikaler
Struktur besitzt und mit einem thermischen Ubergangsmittelpunkt von ca. 60°C relativ stabil
ist.

Mit Hilfe von EMSAs, Anisotropiemessungen und analytischer Ultrazentrifugation konnte
gezeigt werden, dass YjiE an DNA bindet. Allerdings war in allen Experimenten ein hoher
Uberschuss an YjiE gegeniiber der verwendeten yjiE-Promotor-DNA nétig um eine Sittigung
zu erreichen. Dass YjiE auch an DNA-Fragmente bindet, die keine Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor besitzen sollten, zeigte, dass die Bindung offenbar unspezifisch ist.
Vermutlich ist eine Aktivierung von YjiE durch einen co-inducer nétig, der noch identifiziert
werden muss. Es ist jedoch auch moglich, dass YjiE im Gegensatz zu anderen LTTRs keine
Autoregulation zeigt und deshalb nicht an yjiE-Promotor-DNA bindet. Eventuell bindet YjiE
spezifisch an den Promotor eines Gens, das durch eine Genexpressionsanalyse als Teil des
YjiE-Regulons identifiziert wurde (siche 3.8).
Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation von YjiE ergab ein Molekulargewicht von
ca. 400 kDa, was zeigte, dass YjiE ein 12mer bildet. Sedimentationsgleichgewichts-
experimente bestitigten die dodekamere Struktur von YjiE. Die Visualisierung von negativ-
kontrastiertem YjiE durch Transmissionselektronenmikroskopie und eine anschlieBende
Bildmittelung zeigte, dass der Transkriptionsfaktor ungewdhnliche ringformige Strukturen

bildet, die groBtenteils hexagonal sind. Es kamen jedoch auch pentagonale und heptagonale
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Ringe vor. Der anhand von Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugations ermittelte Wert
fiir den Reibungskoeffizienten, der mit 1,66 relativ hoch war, spiegelte ebenfalls eine
ausgedehnte Form von YjiE wieder.

Die analytische Gelfiltration von gereinigtem YjiE ergab aufgrund der auBergewdhnlichen
Form von YjiE ein zu hohes Molekulargewicht von ca. 935 kDa, da die Eichgerade mit Hilfe
von globuldren Referenzproteinen erstellt wurde, die sich ideal verhalten.

Um zu analysieren, ob die ringférmige, dodekamere Struktur von YjiE, die in den
vorangehenden Experimenten gezeigt werden konnte, auch in vivo relevant ist, wurden Lysate
von Zellen, die verschiedene Mengen yjiE exprimierten, mittels analytischer Gelfiltration
aufgetrennt. AnschlieBend wurden gesammelte Fraktionen, die jeweils ein bestimmtes
Molekulargewicht und somit einen bestimmten Oligomerisierungszustand reprasentierten, mit
Hilfe eines WesternBlots analysiert. Es zeigte sich, dass in vivo vor allem kleinere Oligomere
(Dimere, Tetramere, Hexamere) vorhanden sind, Dodekamere kommen jedoch auch vor. Das
Gleichgewicht verschiebt sich zunehmend in Richtung der hoheren Oligomere je mehr yjiE
exprimiert wird. Das ldsst vermuten, dass das 12mer eine Art Lagerzustand von YjiE darstellt,
der vorliegt, wenn mehr YjiE vorhanden ist als bendtigt wird. Die aktive Spezies stellen

wahrscheinlich die kleineren Oligomere dar.

3.3 Einfluss von Oxidationsmitteln auf YjiE

Wie bereits beschrieben wurde (siehe 1.3), werden LysR-Typ-Transkriptionsfaktoren
(LTTRs) haufig durch kleine Molekiile aktiviert. Diese werden als co-inducer bezeichnet. Bei
OxyR und SoxR handelt es sich wie bei YjiE fiir oxidativen Stress spezifische
Transkriptionsfaktoren. OxyR wird durch H,O, und SoxR durch O, aktiviert (siche 1.6).
Beide Transkriptionsfaktoren werden direkt durch Oxidation durch die stressverursachende
ROS reguliert. Das legte nahe, dass auch YjiE moglicherweise direkt durch HOCI oxidiert
und somit aktiviert wird. Daher wurde der Effekt von HOCI und auch von anderen
Oxidationsmitteln auf YjiE genauer untersucht. Da bereits ein 10-facher molarer Uberschuss
an HOCI ausreicht um das redox-regulierte Chaperon Hsp33 zu aktivieren (Winter et al.,

2008), wurden hier ebenfalls niedrige molare HOCI-Uberschiisse eingesetzt.
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3.3.1 Ellmans-Assay mit HOCl-behandeltem YjiE

Mit Hilfe von Ellmans-Assays konnen die frei zugénglichen Thiolgruppen eines Proteins nach
der Reaktion mit Ellmans-Reagenz (DTNB) photometrisch bestimmt werden. Das Protein
YjiE besitzt 5 Cysteine von denen keines konserviert ist. Um nachzuweisen, ob HOCI-
behandeltes YjiE aufgrund von Cysteinmodifikationen eine geringere Anzahl freier
Thiolgruppen besitzt als unbehandelte YjiE, wurde der Transkriptionsfaktor zunédchst mit
einem 10-fachen molaren Uberschuss an HOCI] oxidiert, anschlieBend mit Harnstoff
denaturiert und mittels Ellmans-Assays die Anzahl freier Thiolgruppen bestimmt (siche
2.3.3). Fiir HOCI-behandeltes YjiE wurde eine Anzahl von 0,7 freien Thiole bestimmt. Im
Vergleich dazu wurden fiir denaturiertes, unbehandeltes YjiE im Durchschnitt 3,4 freie Thiole
berechnet. Da es sich bei YjiE um ein cytosolisches Protein handelt, sollten alle Cysteine in
reduzierter Form vorliegen. Dass bereits beim unbehandelten YjiE nicht mehr alle Thiolreste
unmodifiziert waren, zeigt, dass das Protein durch Luft oxidiert wird. Daher wurde YjiE in
der Regel fiir Experimente zundchst mit TCEP komplett reduziert, um sicher zu stellen, dass

YjiE vollstindig reduziert vorlag.

3.3.2 ESI-MS Analyse von HOCI-behandeltem YjiE

Durch Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) konnen posttranslationale
Modifikationen der Aminoséurereste eines Proteins nachgewiesen werden. Um zu bestimmen,
welche Aminoséuren von YjiE durch die Oxidation mit einem 10-fachen molaren Uberschuss
an HOCI] modifiziert werden, wurde wie unter 2.3.10 beschrieben vorgegangen. Eine
unbehandelte und eine HOCI-behandelte Probe von YjiE wurden mit 8 M Harnstoff versetzt
und anschlieBend auf Trockeneis fiir die weitere Analyse an Dr. Johannes Graumann vom
Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried geschickt. Die Analyse nach
Trypsinverdauen ergab, dass auBler den Cysteinresten keine weiteren Aminosduren des

Transkriptionsfaktors durch HOCI modifiziert wurden.
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3.3.3 Fern-UV-CD-Spektrum und thermische Entfaltung von HOCI-
behandeltem YjiE

Um Aussagen iiber eventuelle Effekte der HOCI-Oxidation von YjiE auf die Sekundarstruktur
und die Stabilitit des Proteins zu treffen, wurden Fern-UV-CD-Spektren und
Thermoiiberginge von unbehandeltem und mit einem 5-fachen molaren Uberschuss an HOCI
behandeltem YjiE (30 min, 25°C — mit Methionin abgestoppt), gemessen (Vorgehensweise
siche 2.5.4). Wie in Abbildung 29A zu sehen ist, liberlagern sich die CD-Spektren von
unbehandeltem und oxidiertem YjiE. Spektren, die nach Oxidation mit einem equimolaren
Verhiltnis oder einem 10-fachen Uberschuss an HOCI aufgenommen wurden, sahen ebenfalls
sehr dhnlich aus. Demnach hat die Oxidation des Proteins keine Auswirkungen auf die
Sekundirstruktur. In Abbildung 29B ist zu sehen, dass auch der Thermoiibergang des
oxidierten YjiE nahezu dem des unbehandelten Proteins entspricht. Dementsprechend lag der
thermische Ubergangsmittelpunkt in beiden Fillen bei ca. 60°C. Die Oxidation von YjiE
durch geringe HOCI-Konzentrationen hat daher keinen Effekt auf die Stabilitét des Proteins.
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Abbildung 29: Analyse der Eigenschaften von unbehandeltem und mit einem 5-fachen molaren Uberschuss an
HOCI behandeltem YjiE mittels CD-Spektrometrie. (A) Fern-UV-CD-Spektren mit 0,1 mg/ml YjiE in storage
buffer bei 20°C und einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min. Es wurden 16 Einzelspektren akkumuliert. (B)
Temperaturiibergénge bei 222 nm zwischen 20°C und 80°C mit einer Heizrate von 20°C/h.
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3.3.4 Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation mit HOCI-
behandeltem YjiE

Um zu iberprifen, ob die Oxidation von YjiE einen Einfluss auf den
Oligomerisierungszustand hat, wurde das Molekulargewicht von C-terminal His-getagtem
YjiE (YjiE-His), das mit einem equimolaren Verhilnis oder einem 5-fachen molaren
Uberschuss an HOCI versetzt wurde, anhand von Sedimentationsgleichgewichts-
ultrazentrifugation (siehe 2.5.5.1) bestimmt. Das berechnete Molekulargewicht war dem von
unbehandeltem YjiE (siehe 3.2.4.1) sehr dhnlich, woraus geschlossen werden kann, dass die
Oxidation von YjiE durch geringe Mengen HOCI nicht zu einer Anderung des

Oligomerisierungszustandes fiihrt.

3.3.5 DNA-Bindung von oxidiertem YjiE

Mit Hilfe von EMSAs und Fluoreszenzanisotropie-Messungen (Vorgehensweise siehe 2.5.3
und 2.6.1). wurde tberpriift, ob YjiE, das durch HOCI, H,O, oder oxidiertes Glutathion
(GSSG) oxidiert wurde, ein verdndertes DNA-Bindungsverhalten zeigt. Des Weiteren wurde
untersucht, ob die Oxidation durch die verschiedenen ROS reversibel ist, indem das Protein
anschlieBend mit TCEP reduziert wurde Abbildung 30A zeigt, dass reduziertes YjiE die
Mobilitdt von yjiE-Promotor-DNA deutlich stirker verringerte als unbehandeltes YjiE. Die
Oxidation mit 100 uM HOCI, 1 mM H,0; oder 1 mM GSSG fiihrte zu einem kompletten
Verlust der DNA-Bindefdhigkeit von YjiE. Die DNA-Bindefdhigkeit wurde wieder
hergestellt, wenn YjiE nach der Behandlung mit H>O, oder GSSG mit TCEP reduziert wurde.
Die DNA-Bindefdhigkeit von YjiE, das mit 100 puM HOCI (ca. 25-facher molarer
Uberschuss) oxidiert wurde, konnte durch Reduktion nicht wieder hergestellt werden. In
Abbildung 30B ist jedoch zu sehen, dass nach einer Oxidation von YjiE mit 50 uM HOCI (ca.
12,5-facher Uberschuss an HOCI) die anschlieBende Reduktion mit TCEP zur vollstindigen
Wiederherstellung der DNA-Bindefdhigkeit fiihrte.

Fluoreszenzanisotropie-Messungen zeigten ebenfalls, dass YjiE, das mit einem 10-fachen
Uberschuss an HOCI oxidiert wurde, kaum noch an DNA bindet (siche Abbildung 36A).
Zusammenfassend wird deutlich, dass reduziertes YjiE eine sehr starke DNA-Bindefdhigkeit
besitzt, die durch Oxidation verloren geht. Unbehandeltes YjiE wurde wihrend der Reinigung

bereits teilweise durch Luft oxidiert und bindet daher schlechter an DNA als reduziertes YjiE.
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Eine zusitzliche Oxidation durch verschiedene ROS fiihrt zum kompletten Verlust der DNA-
Bindefdhigkeit, wobei die Oxidation durch H,O, und GSSG, die beide nur Cysteine
modifizieren, vollstindig reversibel ist. Mehrere Experimente mit HOCI zeigten, dass diese
ROS schwer zu handhaben ist, da es zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen kam, obwohl
gleiche Konzentrationen eingesetzt wurden. Es kann jedoch die Aussage getroffen werden,
dass eine Oxidation mit einem geringen Uberschuss an HOCI durch Reduktion mit TCEP
reversibel ist, wiahrend hohe HOCIl-Konzentrationen offenbar zu Modifikationen fiihren, die
durch TCEP nicht riickgingig gemacht werden konnen. Experimente mit geringen molaren
Uberschiissen an HOCI zeigten, dass YjiE bereits bei einem 3-fachen molaren Uberschuss an
HOCI die DNA-Bindefdhigkeit vollstindig verliert. Da sowohl die Oxidation von YjiE durch
Luft, HO, oder GSSG, als auch die Oxidation durch HOCI zu einem Verlust der DNA-
Bindefahigkeit fithren, scheint YJiE in vitro nicht durch HOCI aktiviert zu werden.
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Abbildung 30: EMSAs mit oxidiertem und zum Teil anschlieBend wieder reduziertem YjiE (red.). Es wurde
16,4 nM 689bp-yjiE-Promotor DNA und 3,94 uM YjiE eingesetzt. Die Proben wurden auf 6 %-TBE-Gelen
aufgetrennt bevor die DNA mit Ethidiumbromid gefédrbt und visualisiert wurde. (A) EMSAs mit YjiE, das mit
verschiedenen ROS oxidiert wurde. (B) EMSAs mit YjiE, das mit 50 uM HOCI oxidiert wurde.
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3.3.6 Transmissionselektronenmikroskopie mit oxidiertem YjiE

Anhand von Transmissionselektronenmikroskopie wurde untersucht, ob die Oxidation von
YjiE mit verschiedenen ROS zu einer Anderung in der beobachteten ringférmigen Struktur
(siehe 3.2.3) fiihrt. Die Experimente wurden wie unter 2.8.1 beschrieben in Zusammenarbeit
mit Dr. Nathalie Braun und Andreas Kastenmiiller vom Department fiir
Elektronenmikroskopie der TU Miinchen durchgefiihrt. Abbildung 31A zeigt, dass reduziertes
YjiE sehr schone Ringe bildete. Wenn der Transkriptionsfaktor mit H,O, oxidiert wurde,
zerfielen viele Ringe (Abbildung 31B). Eine anschlieBende Reduktion mit TCEP fiihrte dazu,
dass wieder mehr Ringstrukturen vorhanden waren (Abbildung 31C). Nach Oxidation von
YjiE mit 100 pM HOCI waren lediglich wenige Ringstrukturen zu sehen (Abbildung 31D).
Wenn das Protein anschlieBend reduziert wurde, waren wieder etwas mehr Ringe zu erkennen
(Abbildung 31E). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Oxidation von YjiE zu einem
Zerfall der beobachteten Ringstrukturen fiihrt. Wenn das Protein nach der Oxidation mit
TCEP reduziert wurde, konnten wieder mehr Ringe beobachtet werden. Die oxidativen
Modifikationen scheinen folglich reversibel zu sein. Dass nach der Reduktion nach der HOCI-
Behandlung nur relativ wenige Ringstrukturen vorhanden waren, liegt vermutlich daran, dass
die eingesetzte Konzentration von 100 uM HOCI sehr hoch war und es somit vermutlich auch
zu irreversiblen Modifikationen und strukturellen Anderungen kam. Fiir die unter 3.3.5
beschriebenen EMSAs wurden die selben Proben verwendet und auf Abbildung 30A ist zu
sehen, dass auch die DNA-Bindefahigkeit von YjiE, das mit 100 uM HOCI oxidiert wurde,
durch Reduktion mit TCEP nicht wieder hergestellt werden konnte. Bildmittelungen von
unbehandeltem YjiE im Vergleich mit YjiE das mit verschiedenen, niedrigen molaren
Uberschiissen an HOCI ( 1:1, 1:2, 1:5, 1:10) oxidiert wurde, zeigten keine Unterschiede in

den daraus erhaltenen Ringstrukturen.
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Abbildung 31: Mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop aufgenommene Bilder von negativ-kontrastiertem
YjiE (0,1 mg/ml, 2 % (w/v) Uranylacetat), das mit verschiedenen ROS oxidiert und anschlieBend mit TCEP
wieder reduziert wurde. (A) reduziertes YjiE, (B) YjiE + 1 mM H,0,, (C) YjiE + 1 mM H,0, — reduziert, (D)
YjiE + 100 uM HOCI, (E) YjiE + 100 uM HOCI — reduziert. MaBstabsbalken: 100 nm.

3.3.7 Trypsinverdaue mit oxidiertem YjiE

Durch Trypsinverdaue kann analysiert werden, ob es unter bestimmten Bedingungen zu einer
Strukturdnderung in einem Protein kommt, die zu einer verdnderten Sensitivitit gegeniiber der
Protease Trypsin fiihrt. Mit dieser Methode wurde untersucht, ob die Oxidation von YjiE mit
verschiedenen ROS einen Einfluss auf die Proteinstruktur hat, und, ob die oxidativen
Modifikationen durch Reduktion mit TCEP riickgdngig gemacht werden konnen
(Vorgehensweise siehe 2.3.6). Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der Trypsinverdaue. Es ist

zu erkennen, dass reduziertes YjiE nach dem Verdau mit Trypsin ein anderes Peptidmuster



106 3 Ergebnisse und Diskussion

aufwies als unbehandeltes YjiE. Bei unbehandeltem Protein entstanden hauptsdchlich ein
Peptid mit ca. 21,5 kDa und ein etwas kleineres Peptid mit ca. 18 kDa. Wenn YjiE hingegen
reduziert wurde, waren zwei starke Peptidbanden mit ca. 21,5 und 24 kDa, eine Bande bei ca.
7 kDa und unverdautes YjiE mit einem Molekulargewicht von 35 kDa zu erkennen.
Unverdautes YjiE, das als Kontrolle verwendet wurde, wies aulerdem eine Bande bei ca.
55 kDa auf, die vermutlich ein kovalentes Dimer darstellt, da sie durch Maldi-MS als YjiE
identifiziert werden konnte. Diese Bande war in allen trypsinverdauten Proben verschwunden,
was vermuten lasst, dass diese kovalenten Dimere nicht stabil sind. Proben, die mit HOCI,
H,0, oder GSSG oxidiert wurden, besallen das gleiche Peptidmuster wie unbehandeltes YjiE,
wohingegen Proben, die nach der Oxidation wieder reduziert wurden das gleiche
Peptidmuster wie reduziertes YjiE zeigten. Die zusitzlichen Banden bei ca. 55 kDa und knapp
dariiber in den Proben, die mit H,O, oxidiert wurden, stammen von Katalase, mit der die
Reaktion abgestoppt wurde. Die Daten zeigen, dass das gereinigte, unbehandelte YjiE bereits
zum Teil durch Luft oxidiert wurde, da es ein anderes Peptidmuster aufweist als komplett
reduziertes YjiE. Reduziertes YjiE ist stabiler gegeniiber der Protease Trypsin, da nach dem
Verdau sogar noch unverdautes Protein vorhanden ist. Das Peptidmuster von mit
verschiedenen ROS oxidiertem YjiE entspricht dem des unbehandelten Transkriptionsfaktors.
Durch Reduktion mit TCEP im Anschluss an die Oxidation durch H,0,, GSSG und auch
durch HOCI kénnen die oxidativen Modifikationen wieder riickgéngig gemacht werden und
das Peptidmuster entspricht wieder dem von reduziertem YjiE. Dass die Intensitit der
Proteinbanden nach Oxidation mit HOCI etwas geringer war, weist darauf hin, dass es
vermutlich aufgrund der hohen HOCI-Konzentration von 100 pM teilweise zur Aggregation
von YjiE kam. Dass oxidiertes YjiE weniger stabil ist als reduziertes YjiE, ldsst vermuten,
dass es durch die Oxidation zu einer Strukturdnderung kommt, die den Transkriptionsfaktor

sensitiver flir die Protease Trypsin macht.
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Abbildung 32: 16 % Tricin-Gel mit den Proben der Trypsinverdaue von YjiE, das mit verschiedenen ROS
modifiziert und zum Teil anschlieBend wieder reduziert wurde (red.). Als Kontrolle diente unverdautes YjiE.

3.3.8 Thioltrapping-Assays mit oxidiertem YjiE

Mit Hilfe des sogenannten Thioltrappings kann der Redoxstatus der Cysteine eines Proteins
analysiert werden, indem zunéchst die freien Cysteine eines Proteins mit einer thiolreaktiven
Substanz modifiziert werden, wihrend die restlichen Cysteine nach ihrer Reduktion mit einer
anderen thiolreaktiven Substanz behandelt werden. Die Methode (Vorgehensweise siehe
2.3.7) wurde eingesetzt um zu analysieren, ob die Oxidation von YjiE mit verschiedenen
ROS zu spezifischen Modifikationen der 5 Cysteinreste von YjiE fiihrt, und ob diese
reversibel sind. Eine der beiden verwendeten thiolreaktiven Substanzen war lodacetamid
(IAM), das nur zu einer sehr geringen Massednderung flihrt. Die zweite thiolreaktive
Substanz war entweder AMS, das einen Massezuwachs von ca. 0,5 kDa pro reduziertem
Cystein verursacht, oder PEG-Maleimid mit einem Molekulargewicht von ca. 5 kDa pro
reduziertem Cystein. Die modifizierten Proben wurden auf SDS-Gelen aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung oder Immunoblotting nachgewiesen. Es wurde untersucht, welchen
Effekt die Oxidation mit verschiedenen ROS auf den Redoxstatus der Cysteine von YjiE hat
und, ob die Modifikationen reversibel sind (siche Abbildung 33). AuBBerdem wurde analysiert
welche Auswirkungen die Oxidation von YjiE mit verschiedenen, niedrigen molaren
Verhiltnissen an HOCI auf den Redoxstatus der Cysteine des Transkriptionsfaktors hat (siehe
Abbildung 34). In Abbildung 33 ist zu sehen, dass bereits bei unbehandeltem YjiE zum Teil
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ein Cystein oxidiert war, da sowohl eine Bande auf der Hohe des reduzierten YjiE, als auch
eine etwas darunter liegende Bande erkennbar sind. Bei YjiE, das mit 100 uM HOCI, 1 mM
H,0, oder 1 mM GSSG oxidiert wurde, wurden weitere Cysteine oxidiert, denn die YjiE-
Bande auf Ho6he des reduzierten Proteins ist verschwunden und es sind weitere, bei einem
niedrigeren Molekulargewicht gelegene Banden entstanden. Eine Reduktion nach der
Oxidation durch die verschiedenen ROS fiihrte zu einer Bande auf Hohe des reduzierten
Proteins und einem geringeren Anteil einer etwas kleineren Spezies. Somit kann die Aussage
getroffen werden, dass bereits die Cysteine des gereinigten Transkriptionsfaktors geringfiigig
durch Luft oxidiert wurden und die Behandlung mit verschiedenen ROS zur Oxidation von
weiteren Cysteinen fiihrt. Die entstehenden Cysteinmodifikationen scheinen jedoch
grofBtenteils durch Reduktion mit TCEP reversibel zu sein. Die Ergebnisse des Thioltrappings
mit AMS und PEG-Maleimid stimmen gut {iberein.

Abbildung 34 zeigt, dass die Behandlung von YjiE mit einem bis zu 10-fachen molaren
Uberschuss an HOCI offenbar zu keinen weiteren Cysteinoxidationen fiihrt, da alle Banden
jeweils auf der gleichen Hohe liegen. Beim Verhiltnis 1:1 bei den Proben, die zuerst mit
AMS modifiziert, dann reduziert und dann mit lodacetamid behandelt wurden, ist vermutlich
ein Fehler wihrend der Durchfiihrung des Thioltrappings passiert. Die Auftrennung der
Proben ist jedoch schlecht und die aufgetragene Proteinmenge zu groB3, so dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Banden mit einem geringfiigig abweichenden
Molekulargewicht, wie sie zu erwarten wiren, nicht erkennbar sind. Aus den beiden
Experimenten kann geschlossen werden, dass ein hoher Uberschuss an HOCI
Cysteinmodifikationen verursacht, wihrend ein geringer Uberschuss nicht zu einer Oxidation

von Cysteinresten von YjiE fiihrt.

O ) .
@’ O Q:b &Qp S @)b
\ C}/ /.@ A N A /@ A
> OOQ*O O 012 S’ 3 X S0 01,82
Fr SRR R S 0% OV 5
& D RO O S QIR GO
N 000 QQQQQQ (Q@ N S é\@&@ é\(bbélp@QQQQQQ @“ D QD 6\@
A 060\@6 X\ x\ X\ x\ x'\ x\‘l‘o B \)éok@ x\ x'\ x\ x\ x'\ x\
— —

Abbildung 33: 14 % Tris/Glycin-Gele mit Proben der Thioltrapping-Assays mit YjiE, das mit verschiedenen
ROS oxidiert und zum Teil anschlieBend mit TCEP wieder reduziert wurde (red.). (A) Die Proben wurden
zundchst mit AMS behandelt, dann reduziert und anschlie3end mit Iodacetamid modifiziert. Als Kontrolle diente
YjiE, das nicht mit AMS modifiziert wurde. AMS fiihrt zu einer Zunahme des Molekulargewichts um 0,5 kDa
pro reduziertem Cysteinrest. (B) Die Proben wurden erst mit PEG-Maleimid modifiziert, dann reduziert und im
Anschluss mit Iodacetamid behandelt. PEG fiihrt zu einer Zunahme des Molekulargewichts um 5 kDa pro
reduziertem Cysteinrest.
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Abbildung 34: WesternBlot der Thioltrapping Assays von reduziertem YjiE, das mit verschiedenen molaren
Verhiltnissen an HOCI oxidiert wurde. Nach der Oxidation wurden die Proben zunichst mit AMS behandelt und
nach anschlieBender Reduktion mit Iodacetamid (IAM) modifiziert oder erst mit Iodacetamid behandelt und
nach darauffolgender Reduktion mit AMS modifiziert. Als Kontrolle diente reduziertes YjiE, das mit AMS
modifiziert wurde.

3.3.9 Diskussion des Einflusses von Oxidationsmitteln auf YjiE

Die beiden Transkriptionsfaktoren OxyR und SoxR, die die H,O,- bzw. die O, -Stress-
Antwort regulieren, werden jeweils durch Oxidation durch die stressverursachende reaktive
Sauerstoffspezies selbst aktiviert. Daher wurden die Auswirkungen der HOCI-vermittelten
Oxidation auf YjiE untersucht, um festzustellen, ob der Transkriptionsfaktor moglicherweise
direkt durch HOCI aktiviert wird.

Sowohl im Ellmans-Assay, als auch in EMSAs, Trypsinverdauen und Thioltrapping-Assays
konnte beobachtet werden, dass das gereinigte YjiE offenbar bereits partiell durch Luft
oxidiert wurde. Daher wurde fiir DNA-Bindungsstudien und auch die meisten anderen
Experimente YjiE zundchst immer fiir 1 h bei 37°C mit 1 mM TCEP reduziert, um
standardisierte Bedingungen zu schaffen.

Mit Hilfe von Ellmans-Assays konnte gezeigt werden, dass ein 10-facher molarer Uberschuss
an HOCI gegeniiber YjiE zur Oxidation von 4 der 5 nicht-konservierten Cysteine des Proteins
fithrt. Ein Fern-UV-CD-Spektrum von YjiE mit einem 5-fachen molaren Uberschuss an HOCI
ergab, dass es durch die Oxidation nicht zu einer Strukturdnderung kommt. Der anschlieSend
gemessene Thermoiibergang zeigte, dass auch die Stabilitit des Proteins unverdndert war.
Durch Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation von YjiE mit einem 5-fachen molaren
Uberschuss an HOC1 wurde nachgewiesen, dass das Molekulargewicht ebenfalls gleich bleibt.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein geringer molarer Uberschuss an HOCI
gegeniiber YjiE zwar zur Oxidation von Cysteinen, jedoch nicht zu irgendeiner Anderung in

der Struktur, Stabililtit oder Oligomerisierung des Transkriptionsfaktors fiihrt.
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Mit EMSAs, transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen, Trypsinverdauen und
Thioltrapping-Assays wurde untersucht, welchen Effekt die Oxidation mit groBeren Mengen
HOCI, 1 mM H;0, oder 1 mM GSSG auf die Eigenschaften von YjiE hat, und, ob diese
Auswirkungen reversibel sind. Die EMSAs zeigten, dass die Oxidation von YjiE zum Verlust
der DNA-Bindefdhigkeit fiihrt. Diese konnte jedoch durch Reduktion im Fall von H,O, und
GSSG wieder hergestellt werden. Die reaktive Sauerstoffspezies HOCI war deutlich schwerer
zu handhaben und fiihrte bei gleichen eingesetzten Mengen hdufig zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Es kann jedoch die Aussage getroffen werden, dass eine Oxidation mit einem
geringen Uberschuss an HOCI reversibel ist. Hohere HOCI-Konzentrationen fiihren hingegen
offenbar zu irreversiblen Proteinmodifikationen. Transmissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen von YjiE zeigten, dass oxidiertes YjiE die beobachtete Ringstruktur verliert
und zerfillt. Wenn die Proben nach der Oxidation durch H,O, oder HOCI wieder reduziert
wurden, konnten wieder mehr Ringe beobachtet werden. Hier wurde ein groBer Uberschuss
an HOCI eingesetzt, wodurch sich der Widerspruch zum  Ergebnis der
Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation, die keine Anderung des Oligomerisierung-
szustandes bei Oxidation mit geringen HOCI-Mengen ergab, erkldren ldsst. Durch
Trypsinverdaue konnte nachgewiesen werden, dass reduziertes YjiE stabiler gegeniiber der
Protease Trypsin ist, als oxidiertes YjiE, was eine Strukturdnderung vermuten lasst. Dieses
Ergebnis widerspricht dem der CD-Messungen in denen es unter Verwendung von geringen
HOCI-Mengen zu keiner Strukturdnderung kam, was vermutlich wiederum auf die fiir die
Trypsinverdaue eingesetzte deutlich hohere HOCI-Konzentration zuriickzufiihren ist.
Moglicherweise konnen sehr kleine Strukturdnderungen auch durch CD-Messungen nicht
nachgewiesen werden, haben aber eine Auswirkung auf die Trypsinsensitivitidt. Eine
Reduktion nach der Oxidation durch H,O,, GSSG oder HOCI] machte die Anderung in der
Trypsinsensitivitit und somit die Strukturdnderung riickgingig. In Thioltrapping-Assays
konnte gezeigt werden, dass die Oxidation von YjiE durch H,0,, GSSG oder HOCI zu
Cysteinmodifikationen fiihrt, die ebenfalls durch Reduktion riickgingig gemacht werden
konnen. Ein geringer Uberschuss an HOCI scheint beim Thioltrappig zu keinen
Cysteinmodifikationen zu fiihren, was den Ergebnissen der Ellmans-Assays widerspricht.
Diese Ergebnisse lassen zusammen den Schluss zu, dass die Oxidation von YjiE durch H,O,
oder GSSG reversibel ist. Bei HOCl ist dies jedoch nur bei geringen Konzentrationen der Fall.
Hohe Uberschiisse an HOCI fiihren zu irreversiblen Proteinmodifikationen. Widerspriichliche
Ergebnisse sind entweder auf sehr unterschiedliche verwendete HOCI-Konzentrationen oder

darauf zuriickzufithren, dass HOCI sehr reaktiv und daher schwer handzuhaben ist. Daher
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kann es bei gleichen eingesetzten HOCI-Konzentrationen gelegentlich zu unterschiedlichen
Ergebnissen kommen.

Geringe HOCl-Konzentrationen haben folglich scheinbar keinen Einfluss auf die Struktur von
YjiE. Da jedoch sowohl Luftoxidation als auch Oxidation durch H,O, oder GSSG sowie die
Oxidation durch HOCI zu einem Verlust der DNA-Bindefahigkeit von YjiE fiihren, scheint

der Transkriptionsfaktor in vitro nicht durch HOCI aktiviert zu werden.

3.4 Charakterisierung von YjiE aus HOCI-gestressten Zellen
(YJiE-HOC1)

Da YjiE in vitro nicht durch HOCI aktiviert werden konnte, wurde getestet, ob durch HOCI-
Stress in vivo aktiviertes YjiE aus E. coli-Zellen gewonnen werden kann. Dafiir wurden
YjiE-His exprimierende Zellen wie unter 2.4.1 beschrieben mit HOCI behandelt.
Anschliefend wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und YjiE-His chromatographisch
gereinigt (siche 2.4.3). Das so gewonnene YjiE-His aus HOCI-gestressten Zellen (YjiE-

HOCI) wurde in weiteren Experimenten charakterisiert.

3.4.1 DNA-Bindung von YjiE-HOCI

Anhand von EMSAs und Fluoreszenzanisotropie-Messungen wurde untersucht, ob YjiE-
HOCI im Vergleich zu YjiE-His eine Anderung im DNA-Bindeverhalten zeigt, und, ob es
moglicherweise spezifisch an DNA bindet. Die Vorgehensweise fiir die EMSAs ist unter
2.6.1 und die Vorgehensweise fiir die Anisotropie-Messungen unter 2.5.3 beschrieben. Wie
in Abbildung 35A gezeigt ist, fiihrten gleiche Mengen an YjiE-HOCI zu einer stirkeren
Mobilitdtsverringerung der DNA im Vergleich zu YjiE-His. Es kam jedoch bei yjiE-
Promotor-DNA und tuf4-DNA, die keine Bindestellen fiir YjiE besitzen sollte, jeweils zu
einer gleich starken Mobilitdtsverringerung. Eine Reduktion von YjiE-HOCI und YjiE-His
vor der Verwendung in EMSAs fiihrte dazu, dass die beiden Proteine die Mobilitdt von yjiE-
Promotor-DNA gleich stark verringerten (siche Abbildung 35B). Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass YjiE durch die HOCI-Behandlung in Zellen in irgendeiner Form modifiziert
und dadurch aktiviert wird, so dass es eine hohere Affinitdt zu DNA besitzt. Da spezifische
und unspezifische DNA gleich gut gebunden werden, ist die DNA-Bindung jedoch immer
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noch unspezifisch. Die Tatsache, dass es nach einer Reduktion von YjiE-HOCI und YjiE-His
mit TCEP in EMSAs zu einer gleich starken Mobilititsverringerung der DNA kam, lésst
zunidchst vermuten, dass es sich bei der aktivierenden Modifikation um eine Oxidation
handelt, die reversibel ist. Es fillt auf, dass reduziertes YjiE-His im Vergleich zu
unbehandeltem YjiE-His zu einem stirkeren Mobilitdtsverringerung fiithrte, wahrend YjiE-
HOCI im unbehandelten und im reduzierten Zustand die Mobilitdt in etwa gleich stark
verringert. Es wurde bereits in vorherigen Experimenten festgestellt, dass unbehandeltes YjiE
DNA zu einer geringeren Mobilitdtsverringerung fiihrt als reduziertes YjiE (siehe 3.3.5), was
an der teilweisen Oxidation des Proteins an der Luft liegt. Wenn unbehandeltes YjiE aus
nicht-gestressten oder HOCI-gestressten Zellen verwendet wurde, kam es zu einem stérkeren
Schmier-Effekt bei den Banden als bei reduziertem YjiE. Der Grund dafiir ist vermutlich, dass
das unbehandelte Protein im Vergleich zu reduziertem YjiE aufgrund von Luftoxidation
inhomogen hinsichtlich der Anzahl der oxidativen Modifikationen ist. Dieser Schmier-Effekt
ist auch bei den EMSAs mit unbehandeltem QseD aus E. coli K-12 (=Y]iE) von Habdas et al.
(2010) zu erkennen, wobei in diesen Experimenten ein deutlich groBerer Uberschuss an
Transkriptionsfaktor gegeniiber DNA eingesetzt wurde als in den hier gezeigten

Experimenten.
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Abbildung 35: EMSAs zum Vergleich der DNA-Bindeféhigkeit von YjiE-HOCI und YjiE-His. Es wurde
100 ng DNA cingesetzt. Die Proben wurden auf 6 %-TBE-Gelen aufgetrennt bevor diec DNA mit
Ethidiumbromid geféarbt und visualisiert wurde. (A) YjiE-His und YjiE-HOCI wurden in 60-fachem und 120-
fachem Uberschuss zu 158bp-yjiE-Promotor-DNA oder 158bp-tuf4-DNA gegeben. (B) YjiE-His und
YjiE-HOCI wurden zunichst mit TCEP reduziert und dann in 60-fachem und 120-fachem Uberschuss mit
158bp-yjiE-Promotor-DNA inkubiert.
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Die Anisotropie-Messungen (siche Abbildung 36) zeigten, dass YjiE-HOCI im Vergleich zu
YjiE-His bei DNA-Bindung zu einer deutlich stirkeren Signaldnderung fiihrte (siehe
Abbildung 36A). Das deutet darauf hin, dass es zur Bildung eines anders zusammengesetzten
oder anders geformten Komplexes kommt, was eine Aktivierung von YjiE in HOCI-
gestressten Zellen vermuten ldsst. Experimente mit aus Lysat, das in vitro mit HOCI versetzt
wurde, gewonnenem YjiE, wurden von Yan Le durchgefiihrt. Es konnte in diesem Fall keine
Aktivierung von YjiE beobachtet werden, wodurch die Aussage getroffen werden kann, dass
fiir die Aktivierung von YjiE durch HOCI offenbar eine definierte zellulire Umgebung
benotigt wird. Nach der Reduktion von YjiE-HOCI und YjiE-His mit TCEP im Anschluss an
die Titration zu yjiE-Promotor-DNA zeigt sich in den Anisotropie-Messungen eine in etwa
gleich starke Signalzunahme bei beiden Proteinen (siehe Abbildung 36B). Das spricht dafiir,
dass die Reduktion von YjiE-HOCI die DNA-Bindefahigkeit zusitzlich zu der aktivierenden
Modifikation in HOCI-gestressten Zellen erhoht und, dass die aktivierende Modifikation
durch Reduktion mit TCEP nicht reversibel ist. Der in den Anisotropie-Messungen
beobachtete Unterschied zwischen DNA-Protein-Komplexen von reduziertem YjiE-HOCI
und reduziertem YjiE-His kann durch EMSAs offenbar nicht nachgewiesen werden (siche

Abbildung 35B).
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Abbildung 36: Fluoreszenanisotropie-Messungen mit YjiE-HOCI. Es wurde 10 nM einfach AlexaFluor488-
gelabelte 158bp-yjiE-Promotor-DNA verwendet. Die DNA wurde in einer geriihrten Kiivette vorgelegt und YjiE
in Schritten zutitriert wéhrend die Anisotropie bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm und einer
Emissionswellenldnge von 515 nm bei 37°C gemessen wurde. (A) Bindekurven von YjiE-His (gefiillte Kreise),
YjiE-HOCI (offene Kreise) und YjiE, das mit einem 10-fachen molaren Uberschuss an HOCI behandelt wurde
(offene Quadrate). (B) Bindekurven von YjiE-His (gefiillte Kreise) und YjiE-HOCI (offene Kreise) mit einem
zusétzlichen Wert am Ende, der nach anschlieBender Reduktion fiir 1 h bei 37°C bestimmt wurde.
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3.4.2 Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugation mit
YjiE-HOCI

Um zu tiberpriifen, ob die in den DNA-Bindungs-Experimenten beobachtete Aktivierung von
YjiE auch eine Anderung im Oligomerisierungszustand zur Folge hat, wurden zusammen mit
Alexander Bepperling Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugationsldufe mit YjiE-
HOCI und YjiE-His durchgefiihrt und anschlieBend das jeweilige Molekulargewicht
bestimmt. Dazu wurde wie unter 2.5.5.2 beschrieben vorgegangen. Wie in Abbildung 37 zu
sehen ist, besitzt YjiE-His ein Molekulargewicht von 416 kDa, wihrend YjiE-HOCI ein
Molekulargewicht von 406 kDa aufweist. Die beiden Werte sind sehr dhnlich und stimmen
gut mit den Ergebnissen vorheriger Experimente iiberein, in denen bestimmt wurde, dass YjiE
ein 12mer bildet (siehe 3.2.4). Da die Aktivierung von YjiE durch HOCI-Behandlung in vivo
nichts an der dodekameren Struktur des Proteins #ndert, geht sie nicht mit einer Anderung im

Oligomerisierungszustand einher.
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Abbildung 37: Ergebnisse der Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugationldufe von YjiE-His (A) und
YjiE-HOCI (B). Es wurde 12 uM Protein in YjiE storage buffer eingesetzt und bei 35000 rpm und 20°C
sedimentiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Sedview (Hayes und Stafford, 2010).
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3.4.3 Ellmans-Assay mit YjiE-HOCI

Um zu iiberpriifen, ob YjiE-HOCI mehr modifizierte Cysteine besitzt als YjiE-His aus nicht
gestressten Zellen, wurden Ellmans-Assays durchgefiihrt (Vorgehensweise siehe 2.3.3). Die
Experimente zeigten, dass YjiE-His durchschnittlich 3,7 freie Cysteine besal3, wahrend YjiE-
HOCI durchschnittlich 3,5 freie Cysteine aufwies. Da zwischen den beiden Werten kein
signifikanter Unterschied besteht, scheint es bei der Behandlung von YjiE mit HOCI in vivo

offenbar nicht zu Cysteinmodifikationen zu kommen.

3.4.4 ESI-MS-Analyse von YjiE-HOCI

Mit Hilfe von Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) wurde darauthin
analysiert, welche Aminosduren von YjiE-His durch die Behandlung mit HOCI in vivo
modifiziert werden. Die Versuche wurden in Kooperation mit Dr. Johannes Graumann vom
Labor von Prof. Matthias Mann am Max-Planck-Institut fiir Biochemie wie unter 2.3.10
beschrieben durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass YjiE-HOCI di- und tri-oxidierte
Cysteine (Cys®, Cys®, Cys"’, Cys**) und oxidierte Methionine (Met', Met**®, Met™°, Met**°
Met™) besitzt. Da keines der Cysteine konserviert ist und in vitro HOCl-behandeltes YjiE
vier oxidierte Cysteine besitzt und trotzdem inaktiv ist (siche 3.3.1, 3.3.2 und 3.3.5), sind
Cysteinmodifikationen hochstwahrscheinlich nicht am Aktivierungsmechanismus beteiligt.
Von den Methioninresten sind lediglich Met**® und Met™° konserviert. Im Anschluss wurden
von Yan Le Einzelmutanten hergestellt in denen die Methionine durch Isoleucin oder
Glutamin substituiert wurden. Die Mutanten wurden von ihr hinsichtlich ihrer in vivo
Aktivitdt untersucht. Isoleucin sollte den hydrophoben Charakter von Methionin erhalten,
wiahrend Glutamin den hydrophilen Charakter von Methioininsulfoxid (Vogt, 1995)
nachahmen sollte. Wie erwartet waren die Isoleucin-Mutanten in vivo inaktiv und konnten den
Phéanotyp von AyjiE-Zellen nicht komplementieren. Im Gegensatz dazu resultierte die
Substitution durch Glutamin in aktivem YjiE, das den Wachstumsdefekt von AyjiE-Zellen
unter HOCI-Stress kompensieren konnte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Oxidation der konservierten Methioninreste Met* and Met>® zu Methioninsulfoxid eine

zentrale Bedeutung fiir die Aktivierung von YjiE in HOCI-behandelten E. coli-Zellen besitzt.
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3.4.5 Diskussion zur Charakterisierung von YjiE-HOCI

Da YjiE durch Oxidation mit HOCI in vitro nicht aktiviert werden konnte, wurde YjiE aus
Zellen gereinigt, die in vivo mit HOCI-behandelt wurden, und untersucht, ob das so
gewonnene YjiE-HOCI aktiv ist.

Bei der Analyse der DNA-Bindungseigenschaften von YjiE-HOCI mittels EMSAs konnte
beobachtet werden, dass YjiE-HOCI die Mobilitdt von DNA stirker verringert als YjiE-His.
Die Mobilitdtsverrigerung war jedoch bei yjiE-Promotor-DNA und fuf4-DNA, die keine
Bindestellen fiir YjiE besitzen sollte, in etwa gleich stark. Es kommt folglich offenbar zu
einer Aktivierung von YjiE in intakten Zellen unter HOCI-Stress. Die DNA-Bindung ist
jedoch trotz der Aktivierung immer noch unspezifisch.

In Anisotropie-Messungen wurde festgestellt, das YjiE-HOCI im Vergleich zu YjiE-His zu
einer stidrkeren Signaldnderung bei der Bildung des DNA-Protein-Komplexes fiihrt, was
darauf hindeutet, dass der gebildete Komplex anders zusammengesetzt oder anderes geformt
ist. Das unterstiitzt die Vermutung, dass YjiE in Zellen, die mit HOCI] behandelt werden,
aktiviert wird. Yan Le konnte zeigen, dass es in Zelllysat, das in vitro mit HOCI versetzt wird,
nicht zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors kommt. Eine Reduktion von YjiE-HOCI
und YjiE-His mit TCEP im Anschluss an die Titration zu DNA ergab in beiden Fillen eine
gleich starke Signalzunahme. Demnach erhoht die Reduktion von YjiE die DNA-
Bindefdhigkeit zusdtzlich zu der Modifikation in HOCI-gestressten Zellen, was darauf
hindeutet, dass die aktivierende Modifikation nicht durch TCEP reduziert werden kann.
Sedimentationsgeschwindigkeitsultrazentrifugations-Experimente ergaben, dass YjiE-HOCI
ebenfalls Dodekamere bildet und die Aktivierung von YjiE folglich nicht mit einer Anderung
des Oligomerisierungszustandes einhergeht.

Eine Untersuchung des Redoxzustandes der Cysteine in Ellmans Assays zeigte, dass YjiE-
HOCI im Vergleich zu YjiE-His keine weiteren Cysteinmodifikationen aufwies. Eine Analyse
von YjiE-HOCI mit ESI-MS ergab zwar, dass di- und tri-oxidierte Cysteine vorkommen, da
aber keines der Cysteine konserviert ist und in vitro HOCl-oxidiertes YjiE zwar oxidierte
Cysteine besitzt, aber inaktiv ist, ist die Oxidation von Cysteinen hdchstwahrscheinlich nicht
am Aktivierungsmechanismus beteiligt. Der Grund dafiir, dass in ESI-MS-Analysen im
Gegensatz zu Ellmans-Assay weitere oxidierte Cysteine in YjiE-HOCI nachgewiesen werden
konnten ist vermutlich, dass lediglich ein Teil der Cysteine modifiziert ist. Diese konnen in
ESI-MS-Analysen nachgewiesen werden. Ellmans-Assays ergeben jedoch nur einen

Durchschnittswert flir die Anzahl freier Cysteine eines Proteins. Die Massenanalyse zeigte
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auBerdem, dass auch Methioninreste oxidiert waren von denen Met**® und Met**° konserviert
sind. Yan Le konnte in Experimenten mit Methionin-Mutanten von YjiE zeigen, dass die
Oxidation von Methionin zu Methioninsulfoxid eine zentrale Bedeutung fiir die Aktivierung
von YjiE in HOCl-behandelten Zellen zu haben scheint. Methioninsulfoxid kann durch TCEP

nicht reduziert werden, was gut zu den Ergebnissen der Anisotropie-Messungen passt.

3.5 Dissoziation von YjiE mit Harnstoff und Arginin

Da YjiE in vivo hauptsichlich kleinere Oligomere bildet, die vermutlich die aktive Spezies
darstellen (siehe 3.2.5.2), wurde untersucht, ob YjiE durch Harnstoff oder Arginin dissoziiert
und dadurch aktiviert werden kann. Dazu wurde YjiE in ersten Experimenten zur Dissoziation
des Dodekamers fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen der beiden Substanzen inkubiert,
so dass sich ein Gleichgewicht einstellen konnte. AnschlieBend zusammen mit Alexander
Bepperling Sedimentationsgeschwindikeitsultrazentrifugationsldufe zur Bestimmung des
Molekulargewichts und somit des Oligomerisierungszustandes durchgefiihrt (Vorgehensweise
sieche 2.5.5.2). Abbildung 38A zeigt, dass selbst eine Konzentration von 1 M Harnstoff nicht
zu einer kompletten Dissoziation des 12mers flihrte. Es konnten lediglich eine Spezies
beobachtet werden, die in etwa einem Hexamer entsprach. YjiE ist demzufolge in Gegenwart
von Harnstoff sehr stabil. Die leichte Verschiebung der Peaks zu einem niedrigeren S-Wert
mit steigender Harnstoftkonzentration ist darauf zuriickzufiihren, dass die Viskositit des
Puffers durch die Zugabe von Harnstoff steigt und eine entsprechende Korrektur der Werte
mit dem verwendeten Programm nicht moglich ist. Wurde hingegen Arginin eingesetzt, so
kam es bereits bei einer Konzentration von 200 mM zur Dissoziation zu einem Hexamer und
bei 300 mM Arginin war YjiE bereits vollstindig dissoziiert (siche Abbildung 38B). Die
leichte Verschiebung der Peaks mit zunehmender Argininkonzentration ist wiederum auf die
Zunahme der Pufferviskositit zuriickzufiihren. Da YjiE durch realitv geringe
Argininkonzentrationen dissoziiert werden kann, wurde in weiteren
Ultranzentrifugationsexperimenten zunéchst untersucht, ob der Transkriptionsfaktor wieder
reassoziiert, wenn die Argininkonzentration nach der Dissoziation durch Verdiinnung wieder
verringert wird. Dies war in der Tat der Fall, so dass es nicht moglich war die
Argininkonzentration fiir andere Assays, in denen eine hohe Argininkonzentration stort,

weiter zu senken.
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Anhand von CD- und  Fluoreszenz-Emissions-Messungen  mit  YjiE  bei
Argininkonzentrationen zwischen 200 und 300 mM (Vorgehensweise sieche 2.5.2 und 2.5.4)
wurde tiberpriift, ob es bei der Dissoziation von YjiE auch zu Strukturdnderungen kommt.
Sowohl die CD-Spektren (fiir CD-Messungen wurde DL-Arginin eingesetzt), als auch die
Fluoreszenz-Emissionsspektren waren denen von nativem YjiE sehr dhnlich (siehe Abbildung
39). Daraus kann geschlossen werden, dass sich an der Sekundérstruktur und auch an der
molekularen Umgebung der Tryptophanreste von YjiE nichts verdndert und es folglich nicht
zu einer Strukturdnderung kommt.

Abschliefend wurde zusammen mit Alexander Bepperling die DNA-Bindung von YjJiE bei
verschiedenen Argininkonzentrationen mit der analytischen Ultrazentrifuge analysiert
(Vorgehensweise siehe 2.5.5.2). Es zeigte sich, dass es nur bei Argininkonzentrationen bis zu
ca. 100 mM zu einer Komplexbildung zwischen DNA und dem Transkriptionsfaktor kommt.
Bei hoheren Konzentrationen konnte nur noch freie DNA beobachtet werden, da die hohe

Salzkonzentration vermutlich eine Bindung von YjiE an DNA verhindert.
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Abbildung 38: Auswertung der Sedimentationsultrazentrifugationsldufe mit 4 pM reduziertem YjiE, das zur
Dissoziation des 12mers mit verschiedenen Harnstoff- oder Argininkonzentrationen versetzt wurde. Die Proben
wurden bei 35000 rpm und 20°C sedimentiert. (A) Experimente mit verschiedenen Harnstoffkonzentrationen.
(B) Experimente mit verschiedenen Argininkonzentrationen.
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Abbildung 39: CD- und Fluoreszenzspektren zur Detektion von Strukturdnderungen von YjiE bei verschiedenen
Argininkonzentrationen. (A) Fern-UV-CD-Spektren von 0,1 mg/ml YjiE zwischen 215 nm und 260 nm bei 20°C
und einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min. Es wurden 16 Einzelspektren akkumuliert. Fiir die CD-
Messungen wurde DL-Arginin eingesetzt. (B) Fluoreszenz-Emissionsspektren von 1 pM YjiE zwischen 310 nm
und 450 nm bei einer Anregungswellenlénge von 295 nm und 20°C.
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3.6 In vitro Transkriptions-Assay

Um zu analysieren, ob YjiE tatsdchlich ein aktiver Transkriptionsfaktor ist und bei der
Bindung an den eigenen Promotor die Gentranskription initiiert, wurden in Kooperation mit
Martin Seizl im Labor von Prof. Patrick Cramer am Genzentrum der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen in vitro Trankskriptions-Assays durchgefiihrt. Die Vorgehensweise ist
detailliert unter 2.6.2 geschildert. Zunachst wurde die Aktivitit des verwendeten E. coli RNA
Polymerase Holoenzyms (RNAP) in einem Run off Transcription-Assay getestet. Wie auf
Abbildung 40A zu sehen ist, kam es, in Gegenwart von RNA-Polymerase zur Synthese eines
Transkriptes. Es waren auch Abbaubanden des Transkriptes zu erkennen. Die verwendete
Polymerase war demzufolge aktiv. AnschlieBend wurden verschiedene Mengen des Enzyms
in ersten in vitro Trankskriptions-Assay eingesetzt, um zu bestimmen wie viel Polymerase
eingesetzt werden sollte. Es wurde sowohl das Plasmid pKMG40, das den konstitutiv aktiven
osmY-Promotor enthielt, der auch ohne die Zugabe eines Transkriptionsfaktors transkribiert
wird, als auch das Plasmid pKMG42, das einen grof3en Bereich (737 bp) der yjiE-Promotor-
Region enthielt, verwendet. Abbildung 40B zeigt, dass es bei in vitro Transkriptions-Assays
mit pKMG40 und Hefe-Transkriptions-Extrakt, der aktive Hefe-Polymerase enthilt, wie
erwartet zur Bildung von sehr viel Transkript (Kontrolle 1) kam. Wenn pKMG40 und 1 pmol
oder 0,1 pmol der E. coli-RNA-Polymerase verwendet wurden, entstand ebenfalls Transkript,
wihrend es, wenn pKMG42 eingesetzt wurde, nicht zur Transkription kam. Diese Ergebnisse
bestitigen, dass die RNA-Polymerase in den in vitro Transkriptions-Assays aktiv ist, da es zur
Transkription kommt, wenn ein konstitutiv aktiver Promotor vorhanden ist. Beim yjiE-
Promotor kommt es hingegen nicht zur Bildung von Transkript, da ein Transkriptionsfaktor
zur Aktivierung der Transkription bendtigt wird. Da die Transkript-Bande unter Verwendung
von 1 pmol RNA-Polymerase intensiver war, als unter Verwendung von 0,1 pmol, wurde in
den folgenden Experimenten 1 pmol RNA-Polymerase eingesetzt.

Als nichstes wurden verschiedene Mengen YjiE (1 pmol, 3 pmol, 10 pmol) in den in vitro
Transkriptions-Assay eingesetzt. AuBerdem wurde getestet, ob YjiE durch Vorinkubation mit
verschiedenen molaren Verhéltnissen an HOCI aktiviert werden kann, und, ob die Plasmid-
DNA durch Vorinkubation mit diesen HOCI-Mengen zerstort wird oder der Promotor direkt
durch HOCI aktiviert werden kann. In Abbildung 41 ist zu sehen, dass es bei Verwendung
von pKMG40 mit dem konstitutiv aktiven Promotor, wie zu erwarten, immer zur Bildung von
Transkript kam. Da die Banden deutlich schwécher waren, wenn das Plasmid mit grofen

Mengen HOCI vorinkubiert wurde, scheinen hohe HOCI-Konzentrationen die DNA zu
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zerstoren. Bei den Proben mit pKMG42, das den yjiE-Promotor enthélt, waren hingegen keine
deutlichen Banden zu erkennen. Etwas stirker werdende Schatten bei steigender YjiE-
Konzentration lieBen jedoch die Vermutung zu, dass moglicherweise mehr
Transkriptionsfaktor zur Aktivierung bendtigt wird. Aufgrund dessen wurden im néchsten
Experiment groflere Mengen YjiE eingesetzt. Dieses Mal wurde neben pKMG40 und
pKMG42 auch ein Plasmid mit einem etwas kiirzeren Teil des yjiE-Promotors, der 350 bp
lang war, (pKMG41) verwendet. Abbildung 42 zeigt, dass es wiederum nur bei pKMG40 zur
Synthese von Transkript kam. Daraus wurde geschlossen, dass YjiE auf irgendeine Weise
aktiviert werden muss, um die Transkription initiileren zu konnen. Mogliche aktivierende
Komponenten konnten kleine Molekiile, aber auch Proteine oder andere Zellbestandteile sein.
Der sogenannte co-inducer konnte zum Beispiel eine Substanz sein, die durch HOCI oxidiert
wurde. Daher wurde zu den in vitro Transkriptions-Assays LB-Medium, oxidiertes LB-
Medium, Zelllysat oder Lysat von HOCl-gestressten Zellen zugegeben. Wie in Abbildung 43
zu sehen ist, kam es bei pKMG40 wiederum in allen Proben zur Bildung von Transkript,
wihrend bei pKMG42 in keiner der Proben Transkript nachgewiesen werden konnte. YjiE
scheint also nicht durch eine Komponente des Mediums, 10sliche Zellbestandteile,
Oxidationsprodukte des Mediums oder von Zellbestandteilen oder einer 16slichen, durch
HOCI-Stress regulierten Zellkomponente aktiviert zu werden.

Da sehr viele Faktoren bei in vitro Transkriptions-Assays eine Rolle spielen und
moglicherweise falsch gewidhlt worden sein konnten, kann der genaue Grund fiir das Nicht-
Funktionieren der Assays nicht festgestellt werden. Es konnte jedoch zum Beispiel sein, dass
mit dem storage buffer von YjiE zuviel Salz in die Proben gebracht wurde, so dass keine
DNA-Bindung moglich war. Eventuell ist die Initiation der Transkription am yjiE-Promotor
zu selten, um eine ausreichende Menge an Transkript zu erhalten. WesternBlot-Analysen der
Menge an YjiE in Wildtyp-Zelllysaten von Yan Le haben gezeigt, dass nur sehr wenig YjiE
vorhanden ist.Moglicherweise bindet YjiE auch nicht an seinen eigenen Promotor oder muss
durch einen co-inducer aktiviert werden, der nicht in den verwendeten Medien und Lysaten
enthalten war. Vielleicht war auch irgendeine der eingesetzten Komponenten lediglich nicht
im richtigen Konzentrationsbereich. Es sollten auf jeden Fall weitere Versuche unternommen
werden, um die Transkriptionsaktivitit von YjiE nachzuweisen. Eine wichtige Voraussetzung

dafiir wire jedoch, dass aktives YjiE, das spezifisch an DNA bindet, eingesetzt werden kann.
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Abbildung 40: Assays zum Nachweis der Polymeraseaktivitit und zur Bestimmung der Polymerasemenge, die
fir die folgenden Experimente verwendet werden sollte. (A) TBE-Harnstoff-Gel mit den Proben der Run off
Transcription-Assays mit denen die Polymeraseaktivitét sichergestellt wurde. Als Kontrolle wurde das Template
aufgetragen. (B) FQP-Harnstoff-Gel mit Proben der in vitro Transkriptions-Assays in denen verschiedene
Polymerasemengen getestet wurden. Als Kontrollen dienten pKMG40, dem Hefe-Transkriptions-Extrakt
zugegeben wurde, (Kontrolle 1) und pKMG40, dem keine Polymerase zugegeben wurde (Kontrolle 2).
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Abbildung 41: FQP-Harnstoff-Gele mit Proben der in vitro Transkriptions-Assays in denen die Auswirkungen
von verschiedenen YjiE-Mengen, von YjiE, das mit verschiedenen molaren Verhéltnissen an HOCI vorinkubiert
wurde, und der Vorinkubation der Plasmide mit den gleichen HOCI-Mengen auf die Transkriptsynthese
untersucht wurde. Es wurden pKMG40 und pKMG42 verwendet. Als Kontrolle wurde jeweils das Plasmid ohne
Transkriptionsfaktor und ohne HOCl-Behandlung eingesetzt.
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Abbildung 42: FQP-Harnstoff-Gel mit Proben der in vitro Transkriptions-Assays in denen groflere Mengen
YjiE zusammen mit pKMG40, pKMG41 und pKMG42 eingesetzt wurden. Als Kontrolle wurde jeweils das
Plasmid ohne Transkriptionsfaktor verwendet.
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Abbildung 43: FQP-Harnstoff-Gele mit Proben der in vitro Transkriptions-Assays in denen getestet wurde, ob
verschiedene Mengen LB-Medium, oxidiertes LB-Medium (ox. LB), Lysat oder Lysat von HOCl-gestressten
Zellen (ox. Lysat) den Transkriptionsfaktor YjiE aktivieren konnen. Es wurden pKMG40 und pKMG42
verwendet. Als Kontrolle wurde jeweils das Plasmid ohne Transkriptionsfaktor eingesetzt.

3.7 2D-PAGE mit C600 und C600 AyjiE-Zellen unter HOCI-Stress

Mit Hilfe von zweidimensionaler SDS-PAGE (2D-PAGE) konnen Proteine anhand ihres
isoelektrischen Punktes und ihrer Grofle in zwei Dimensionen aufgetrennt werden, wodurch
es moglich wird Unterschiede im Proteom von verschiedenen Zellen zu analysieren. Um zu
untersuchen, welche Funktion YjiE unter HOCI-Stress hat, wurde eine 2D-PAGE mit Proben
von C600-Zellen (WT) und KMG214-Zellen (C600 AyjiE), die mit verschiedenen HOCI-
Konzentrationen behandelt wurden, durchgefiihrt. Die Vorgehensweise ist unter 2.3.8
beschrieben. AnschlieBend wurden die Intensititen und das Muster der Protein-Spots
verglichen. In Abbildung 44A und 44B sind die beiden 2D-Gele von WT- und AyjiE-Zellen
bei einer Konzentration von 3 mM HOCI zu sehen. Abbildung 44C zeigt eine
Zusammenfassung der Bereiche in denen Unterschiede bei den beiden Stimmen zu
beobachten waren bei allen eingesetzten HOCI-Konzentrationen, wobei die Unterschiede rot
eingekreist oder mit roten Pfeilen markiert wurden. Es ist zu sehen, dass es in AyjiE-Zellen
offenbar bereits bei niedrigeren HOCI-Konzentrationen zu Proteinmodifikationen kommt,
wodurch Isoformen von Proteinen gebildet werden. Diese Isoformen sind als zusétzliche
Protein-Spots, die neben einem bereits bestehenden Spot entstehen, zu erkennen. Durch
Maldi-MS konnten die Proteine, die die verschiedenen Spots bildeten, identifiziert werden.

Die Chaperone DnaK, GroEL und Tig (Trigger Faktor), sowie die Proteine RpsA (Protein S1
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der 30S-Untereinheit des Ribosoms), AtpA (Untereinheit der ATP-Synthase), AtpD
(Untereinheit der ATP-Synthase), Tsf (Elongationsfaktor Ts), EF-TU (Elongationsfaktor Tu),
TnaA (Tryptophanase) und Lpd (Lipoamid-Dehydrogenase) werden in AyjiE-Zellen bereits
bei niedrigeren HOCIl-Konzentrationen oxidativ modifiziert als in WT-Zellen. Dies konnte bei
einer Wiederholung des Experiments bestitigt werden. YjiE scheint demnach Zellen vor

oxidativen Proteinmodifikationen zu schiitzen.
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Abbildung 44: Auswertung der 2D-PAGE-Experimente mit C600- und C600 AyjiE-Zellen, die mit
verschiedenen HOCI-Mengen behandelt wurden. Bereiche in denen Unterschiede zwischen den beiden Stimmen
auftraten, wurden rot eingekreist oder mit roten Pfeilen markiert. (A) 2D-Gel der C600-Zellen bei einer HOCI-
Konzentration von 3 mM. (B) 2D-Gel der C600 AyjiE-Zellen bei einer HOCI-Konzentration von 3 mM.
(C) — (F) Zusammenfassung zum direkten Vergleich der Bereiche in denen Unterschiede zwischen den beiden
Stimmen auftraten bei allen verwendeten HOCl-Konzentrationen.



3 Ergebnisse und Diskussion 125

3.8 Genexpressionsanalyse von C600 und C600 AyjiE-Zellen unter
HOCI-Stress

Um einen Einblick in die regulatorische Funktion von YjiE zu bekommen und einschétzen zu
konnen wie YjiE Zellen vor HOCI-Stress schiitzt, wurden Genexpressionsanalysen von C600-
WT (C600)- und C600 AyjiE-Zellen (KMG214) unter HOCI-Stress durchgefiihrt. Dazu
wurden wie unter 2.6.4 beschrieben Proben fiir Transkriptionsprofile hergestellt und an die
Firma MTF Services in Tiibingen geschickt, wo die RNA-Isolierung und die Microarray-
Analyse erfolgten. Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden entweder
unbehandelt gelassen oder mit einer geringen Menge HOCI behandelt, um eine spezifische
transkriptionelle Antwort auf HOCI-Stress bei 100 %iger Lebensfdhigkeit der Zellen
hervorzurufen. Es wurden jeweils drei unabhidngige Experimente durchgefiihrt. Anschlieend
wurden die Genexpressionswerte der beiden Stamme unter beiden Bedingungen verglichen
und die Gene, deren Level sich als Antwort auf HOCI-Stress énderte, sowie YjiE-regulierte
Gene bestimmt. Gene, die in mindestens zwei von drei unabhéngigen Experimenten eine
Anderung um wenigstens einen Faktor 2 aufwiesen, wurden als signifikant reguliert
betrachtet.

Wenn kein Stress vorhanden war, waren im Vergleich zwischen C600- und KMG214-Zellen
nur wenige Gene mit geringen Unterschieden im RNA-Level zu beobachten. Dazu gehorten
katG und sthA (in KMG214-Zellen 2,1-fach hochregluiert) sowie fimAICDG, fruA, proVW
und yjiY (in KMG214-Zellen 2,2 — 3,5-fach herunterreguliert). Unter HOCI-Stress dnderten
sich die RNA-Level hingegen drastisch. Insgesamt zeigten 385 Gene eine mindestens 2-fache
Verdnderung im RNA-Level als Antwort auf HOCI in C600-Zellen (166 hochreguliert, 219
herunterreguliert) und die RNA-Level von 382 Genen dnderten sich in KMG214-Zellen (240
hochreguliert, 142 herunterreguliert). Diese Gene konnen in drei Kategorien eingeordnet
werden: (I) Gene, die sowohl in C600-, als auch in KMG214-Zellen unter HOCI-Stress
reguliert werden, (II) Gene, die in C600- im Vergleich zu KMG214-Zellen eine stirkere
Anderung zeigen (YjiE-Regulon), und (III) Gene, die in KMG214- im Vergleich zu C600-

Zellen eine stirkere Anderung zeigen.

3.8.1 HOCl-regulierte Gene

Die HOCI-Behandlung resultierte in einer mindesten 5-fachen Anderung der RNA-Level von
132 Genen in C600- und KMG214-Zellen (siche Tabelle A2 im Anhang). Diese gro3e Anzahl
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lasst vermuten, dass die Mehrheit der Gene, die als Antwort auf HOCI reguliert werden,
unabhdngig von YjiE ist. Von vielen dieser Gene ist bekannt, dass sie unter oxidativem Stress
durch H,O,- oder HOCI induziert werden (cysP, dps, fliY, grxA, iscRSU, katG, marRAB, oxS,
sbp, soxS, trxC, bhsA, yhhW, yjgHI, ykgCI) (Wang et al., 2009; Zheng et al., 2001). soxS und
oxyS stellen jeweils das Herzstiick der Antwort auf Superoxid (O;") und H,O, (Imlay, 2008;
Pomposiello und Demple, 2001; Storz und Spiro, 2010) dar, wihrend KatG, Dps, TrxC und
GrxA reaktive Sauerstoffspezies beseitigen oder intrazelluldre Thiolgruppen reduzieren, die
aufgrund von oxidativem Stress oxidiert wurden (Imlay, 2008). Die groBe Uberlappung bei
H;0,- und HOClI-regulierten Genen deutet darauf hin, dass die jeweiligen Genprodukte
schidlichen Effekten, die sowohl durch H,O,, als auch durch HOCI verursacht werden,
entgegenwirken. Eine derartig breite Funktion konnte fiir die Katalase KatG, die H,O, abbaut
und, wenn auch in einem geringeren Ausmall, im Vergleich zu H,O, und durch einen bis
heute unbekannten Mechanismus, die Resistenz von E. coli-Zellen gegeniiber HOCI erhoht,
gezeigt werden (Dukan und Touati, 1996). Das DNA-bindende Protein Dps fungiert als
Radikalfanger unter H,O,-Stress und schiitzt DNA vor Mutationen, die durch H,O, und HOCI
verursacht werden (Barth et al., 2009; Dukan und Touati, 1996; Park et al., 2005). Viele der
stark durch HOCI regulierten Gene werden jedoch in E. coli O157:H7 weder unter H>O,-,
noch durch HOCI-Behandlung reguliert. Einige von ihnen besitzen keine annotierte Funktion
(ybiJ, ygiD, yhal, yigJ,yqiF), wiahrend andere in oxidativen Stress involviert zu sein scheinen
(yhaK und ydiE). yhaK wird durch Nitrosoglutathion stark hochreguliert und die Cysteine von
YhaK sind sensitiv fiir Oxidationen (Gurmu et al., 2009). ydiE wird durch den
Transkriptionsregulator und -repressor Fur reguliert und konnte einen neuartigen
Eisentransporter kodieren (McHugh et al., 2003). Auch viele andere Fur-regulierte Gene oder
Gene, die in den Eisenstoffwechsel involviert sind, werden durch HOCI-Stress mehr als
zweifach herunterreguliert (cird, cydA, entB, entC, entH, exbBD, fecABC, feclR, feoABC,
fepA, fepDC, fes, fhuE, fhuF, ryhB, tonB, ydiE). lhre Herunterregulierung unter HOCI-
Behandlung konnte dazu dienen, dass die zelluldre Eisenlast reduziert und begleitend die
Verstarkung des HOCI-verursachten oxidativen Stresses durch Redox-Zyklen des freien
Eisens verhindern wird. Dementsprechend werden Gene, die an der Eiseneinfiigung in
Proteine beteiligt sind, unter HOCI-Stress hochreguliert (hemH, iscRSU, nfuA). Dukan und
Touati konnten zeigen, dass fur-Mutanten, die aufgrund der fehlenden Herunterregulation der
Eisenaufnahme ein erhdhtes intrazelluldres Eisenlevel besitzen, empfindlicher auf HOCI-
Stress reagieren. Das deutet darauf hin, dass es in E. coli-Zellen mit einem hdheren

intrazelluliren Eisenlevel zu einer verstirkten ROS-Bildung durch die Fenton-Reaktion
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kommt (Dukan und Touati, 1996), und, dass die Herunterregulation der Eisenaufnahme fiir

das Uberleben unter HOCI-Stress von Bedeutung ist.

3.8.2 YjiE-regulierte Gene

Einige der HOCl-regulierten Gene zeigen eine stirkere Regulation in C600-Zellen, wihrend
andere sogar ausschlieBlich in C600-Zellen reguliert und in KMG214 Zellen nicht durch
HOCI beeinflusst werden. Diese 48 Gene gehoren zum YjiE-Regulon (siehe Tabelle A1 im
Anhang). Entsprechend ihrer Funktion konnen sie in Gene, die in die Methionin-Biosynthese
(hochreguliert), die Eisenaufnahme (herunterreguliert) oder den aeroben Stoffwechsel
(herunterreguliert) involviert sind und in Beziechung zu RNA stehende Gene
(herunterreguliert) unterteilt werden. Da Methionin unter HOCI-Stress offenbar schnell
oxidiert und dadurch abgereichert wird, wird durch die Hochregulation der Methioin-
Biosynthese wieder neues Methionin generiert. Viele der HOCl-regulierten Gene, die in den
Eisenstoffwechsel involviert sind (siche oben) werden durch YjiE reguliert (entC, entH,
fecCDE, fecR, yncE). Einige zusitzliche Eisenstoffwechsel-Gene werden unter HOCI-Stress
weniger ausgeprdgt in Abhingigkeit von YjiE reguliert (entEBA, ybbiX; 1,5 bis 2-fache
Anderung). Das deutet darauf hin, dass die Herunterregulation der Eisenaufnahme fiir das
Uberleben unter HOCI-Stress wichtig ist. Es sollte jedoch beachtet werden, dass diese
Regulation unter HOCI-Stress nicht ginzlich durch Fur vermittelt zu werden scheint, da
einige stark durch Fur regulierte Gene keine Verdnderung als Antwort auf HOCI-Stress
zeigen. Die Herunterregulation von in Beziehung zu RNA stehenden Prozessen ist
anscheinend spezifisch fiir YjiE, da die Gene fmt, ksgA, rne, rnpA, rsmB, und truB
ausschlieBlich in C600-Zellen reguliert werden. Die Level von r#R und rhyB, die beide fiir
kleinere RNA-Molekiile (small RNA, sRNA) kodieren, werden zwar durch HOCI beeinflusst,
sind jedoch stark YjiE-abhingig. rhyB ist ein Fur-abhéngiges, regulatorisches SRNA-Molekiil,
das offenbar fiir die Regulation von einigen Fur-abhingigen Genen verantwortlich ist (Masse

und Gottesman, 2002).

3.8.3 Gene, die moglicherweise durch YjiE reprimiert werden

Als Antwort auf HOCI dnderten sich die Level von 76 Genen zwar signifikant in KMG214-,
jedoch nicht in Wildtyp-Zellen (sieche Tabelle 2 im Anhang). Der Grund dafiir konnte eine
potenzielle Funktion von YjiE als Repressor (analog zu OxyR, Zheng et al., 2001) oder eine
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verdnderte Regulation dieser Gene, die durch die Deletion von yjiE verursacht wird, sein. Die
Mehrheit der Gene wird hochreguliert (72 Gene). Sie konnen in Gene, die in die
Proteinfaltung und die Proteolyse (clpA, clpP, fkpB, glpG, ibpB), die Bildung von Biofilmen
und Stress (alx, bhsA, bssS, oxyS, sufd, trxC, xthA) oder den aeroben Stoffwechsel ( das heif3t
den Cystein- und Sulfatstoffwechsel) involviert sind, sowie in Gene mit unbekannter Funktion
(yaaA, ybeZ, yceA, ydeN, yebA, yeeD, yeeE, vhaK, yhhL, yhhW, yhil, yijE, yjel, yjgH, yvqjF)
eingeteilt werden. Anscheinend macht die Deletion von yjiE Zellen unter HOCI-Stress sehr
angreifbar, was zusitzliche Stressantworten hervorruft. Das konnte darauf hindeuten, dass
YjiE eine kritische Funktion in der Homoostase von reaktiven Sauerstoffspezies unter HOCI-
Stress besitzt, die durch andere Systeme kompensiert werden muss, wenn kein YjiE

vorhanden ist.

Ahnlich wie die anderen Transkriptionsfaktoren fiir oxidativen Stress aus E. coli, OxyR und
SoxR, wird YjiE spezifisch durch eine reaktive Sauerstoffspezies aktiviert und reguliert
begleitend eine groBe Anzahl von Genen. Die Regulation vieler Gene dhnelt der von OxyR
und SoxR, da die verursachten Schiden vielfiltig sind, ist aber ungewdhnlich fiir einen LysR-
Typ-Transkriptionsregulator, die iiblicherweise nur wenige Gene regulieren (Maddocks und
Oyston, 2008). Im Fall von SoxR und OxyR verringern die entsprechenden Genprodukte das
Ausmal} des intrazelluldren oxidativen Stresses und reparieren beschidigte Makromolekiile
(Blanchard et al., 2007, Zheng et al., 2001). YjiE unterscheidet sich von OxyR und SoxR
indem es keine Gene reguliert, die augenscheinlich in den Abbau von ROS involviert sind.
Mit yedY wird nur ein Gen reguliert, das in die Reduktion von oxidierten Metaboliten
involviert sein konnte (Loschi et al., 2004). Ob die Gene mit unbekannter Funktion eine
zentrale Rolle bei Schutz von E. coli vor HOCI-Stress spielen, muss untersucht werden.

Der Mittelpunkt der durch YjiE ausgeldsten Antwort scheint darin zu liegen, dass die
intrazelluldre Last an reaktiven Sauerstoffspezies durch die Herunterregulation von Fur-
regulierten Genen, die in die Eisenaufnahme involviert sind, verringert wird. rayB, das fiir
eine SRNA kodiert, die den Umgang mit Eisen signifikant verdndert, konnte auch eine
zentrale Rolle spielen, da es indirekt fur herunterreguliert (Masse et al., 2005; Vecerek et al.,
2007). Die Herunterregulation von rhyB konnte daher indirekt die Expression von fur
hochregulieren und in einem hdheren Level des aktiven Fur-Repressors resultieren
(Anmerkung: in den hier durchgefiihrten Genexpressionsanalysen wurden 1,9-fach hohere
fur-Level unter HOCI-Stress in Wildtyp-Zellen beobachtet). OxyR und SoxR aktivieren die

Expression von fur unter H,O,- oder O, -Behandlung ungefihr 10-fach, was zu einer



3 Ergebnisse und Diskussion 129

Verdopplung der Fur-Konzentration fiihrt (Zheng et al., 1999). Das deutet darauf hin, dass die
Kontrolle der Eisenhomdostase in E. coli einen wesentlichen Teil der Antwort zur Abwehr
von Oxidantien darstellt. Trotz der Erhhung der Fur-Konzentration durch OxyR und SoxR
gehoren Fur-regulierte Gene nicht zu deren Regulons. Im Fall von HOCI-Stress werden
einige, aber nicht alle Fur-kontrollierten Gene herunterreguliert, was darauf hinweist, dass so
etwas wie eine Feinabstimmung der Eisenhomoostase durch YjiE ermdglicht werden konnte.
Es wurde vorgeschlagen, dass HOCI in Anwesenheit von Eisen eine Fenton-Reaktion
eingehen kann (Dukan und Touati, 1996). H,O, und moglicherweise auch HOCI konnen
durch die Fenton-Reaktion cytotoxische Hydroxylradikale bilden, die Zellschiden
verursachen. O, kann zu H;0, umgewandelt werden und Eisen-Schwefel-Proteine
attackieren, wodurch das Eisenlevel erhoht und begleitend die Bildung von
Hydroxylradikalen verstirkt wird (Imlay, 2003). MutmaBlich konnte eine HOCIl-induzierte
oxidative Entfaltung Eisen-enthaltende Proteine stirker als andere reaktive Sauerstoffspezies
beschidigen und dadurch zur Bildung von groBBen Mengen freien Eisens fithren, weshalb eine
direkte Regulation von Genen der Eisenhomdoostase notig wird. Daher sollte die Minimierung
der Aufnahme von zusitzlichem Eisen in Zellen eine Schliisselfunktion eines HOCI-

Abwehrmechanismuses sein.

3.9 Motilitits-Assays mit Wildtyp- und AyjiE-Zellen

Da YjiE kiirzlich als Zelldichte-abhingiger Motilitdtsrepressor (QseD) in E. coli K-12
beschrieben wurde (Habdas et al., 2010), wurde mit Hilfe von Motilitits-Assays untersucht,
ob Wildtyp- und AyjiE-Zellen eine unterschiedliche Motilitdt besitzen. Die Assays wurden
wie unter 2.7.2 beschrieben durchgefiihrt. In den Experimenten wurden C600-Zellen und
C600 AyjiE-Zellen ohne Chloramphenicol-Kassette als Selektionsmarker anstelle des yjiE-
Gens (KMG232), sowie MG1655-Zellen und MG1655 AyjiE-Zellen ohne Chloramphenicol-
Resistenz (KMG231) miteinander verglichen. Die Chloramphenicol-Resistenzkassette wurde
entfernt, damit die Vergleichbarkeit zu den Experimenten von Habdas et al. (2010)
gewdhrleistet war (Vorgehensweise siche 2.2.14.4). Fiir MG1655 wurden 28 und fiir C600 26
biologische Replikate in unabhéngigen Experimenten erzeugt. Der Durchmesser der Kolonien
wurde jeweils an zwei Stellen gemessen und ein Mittelwert gebildet. Anschliefend wurde der

Durchmesser der Wildtyp-Stimme auf 1 normiert und die relative Motilitdt der
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Deletionsstimme bestimmt. Abbildung 45 zeigt, dass die Motilitit von MG1655- und
MG1655 AyjiE-Zellen sowie von C600- und C600 AyjiE-Zellen jeweils vergleichbar war. Da
kein Unterschied in der Motilitdt von Zellen mit und ohne yjiE zu vorhanden ist, besitzt YjiE
scheinbar keine Funktion in der Regulation der Motilitit von E. coli-Zellen. Dies war auch
nicht zu erwarten, da die Genexpressionsanalysen (siche 3.8) keine verdnderten RNA-Level
von Flagellen-Genen oder anderen Genen, die Einfluss auf die Motilitit haben (flgA-N, flhA-
E, fliA-Z, motAB, fhiA, flk, ycgR, yhjH), in C600 AyjiE- im Vergleich zu C600-Zellen ergaben.
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Abbildung 45: Auswertung der Motilitdts-Assays mit MG1655- und MG1655 AyjiE-Zellen (KMG231) sowie
C600- und C600 AyjiE-Zellen (KMG232). (A) Relative Motilitdt der verschiedenen Stimme nach Mittelung der
Ergebnisse aus allen durchgefiihrten Experimenten, wobei die Motilitdt der Wildtyp-Stdimme auf 1 normiert
wurde. Fiir MG1655 wurden 28 und fiir C600 26 biologische Replikate gemittelt und die Standardabweichung in
Form von Fehlerbalken angegeben. (B) und (C) Beispiele fiir Kolonien der Stimme auf Trypton-Soft-Agar
nachdem von einer Einzelkolonie auf die Platte aufgebrachte Zellen fiir 8 h bei 37°C und anschlieBend fiir 15 h
bei 25°C inkubiert wurden. (B) MG1655- und MG1655 AyjiE-Zellen. (C) C600- und C600 AyjiE-Zellen.

3.10 Kristallisation von YjiE

Um die dreidimensionale atomare Struktur von YjiE zu bestimmen wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Melissa Poynor und Prof. Michael Groll vom Lehrstuhl fiir
Biochemie der Technischen Universitit Miinchen Rontgenstrukturanalysen durchgefiihrt. Fiir
die Analysen muss das gereinigte Protein zunéchst kristallisiert werden. AnschlieBend werden
Rontgenbeugungsdaten aufgenommen, worauthin die Phase bestimmt werden muss, damit die
Elektronendichte interpretiert werden kann. Die Experimente wurden wie unter 2.8.2
beschrieben durchgefiihrt. Da LysR-Typ-Transkriptionsregulatoren (LTTRs) schwer zu
kristallisieren sind, konnten bisher nur wenige Kristallstrukturen von vollstindigen LTTRs

gelost werden. Aus diesem Grund wurde zundchst nur eine verkiirzte YjiE-Variante eingesetzt
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(Aminosiuren 94 bis 303 von YjiE (YjiE’**®)) in ersten Kristallisations-Screens eingesetzt.
Diesem Konstrukt fehlt die DNA-bindende Doméne, die in allen LTTRs sehr dhnlich ist.
Daher besteht es sozusagen nur aus der Effektordoméne (co-inducer-Bindedomdne und C-
terminale Doméne). Es wurde erwartet, dass ein verkiirztes Konstrukt leichter zu
kristallisieren ist (vergleiche Choi et al., 2001). Abbildung 46A zeigt die Ergebnisse der
Kristallisations-Screens mit HOCl-oxidiertem YjiE**>%. Erste Versuche ergaben
vielversprechende Ergebnisse in 0,2 M Ammoniumcitrat, 20 % PEG 3350 pH 7,0. Allerdings
filhrten Fein-Screens unter diesen Bedingungen nur zu aggregierten Kristallen (auf den linken
beiden Bildern von Abbildung 46A zu sehen). Daher wurde im optimierten Puffer (0,25M
Ammoniumcitrat, 22 % PEG 4000 pH 7,0) ein Screen mit Additiven durchgefiihrt. Dazu
wurden 96 Kristallisationstropfen fiir die Hangetropfen-Methode mit einem Volumen von
2 ul vorbereitet und jeweils 0,2 pl einer Additiv-Losung zugegeben. Die Zugabe von 0,1 M
Natriumiodid fiihrte zu Kristallen, die jedoch flach waren und keine dritte Dimension besal3en
(auf dem dritten Bild von Abbildung 46A zu sehen). In einem weiteren Additiv-Screen
konnten durch Zugabe von 0,1 M Guanidinium-Hydrochlorid dreidimensionale Kristalle
erhalten werden (auf dem letzten Bild von Abbildung 46A zu sehen). HOCI-oxidiertes
inE94'303 in 10 mM Tris, 40 mM NaCl pH 7,5 konnte folglich in 0,25M Ammoniumcitrat,
0,1 M Nal, 0,1 M GdmCl, 22 % PEG 4000 pH 7,0 kristallisiert werden. Die Kristalle fiihrten
am Synchrotron zu einer Elektronenbeugung mit einer Auflésung von ca. 2,5 A. Da bisher
keine Struktur aufgeklirt wurde, die eine starke Homologie zu YjiE aufweist, musste das
Phasenproblem  experimentell ~ geldst werden.  Deshalb  wurde  YjiE’*?”  in
methioninauxotrophen Zellen in Minimalmedium, das Selenomethionin anstelle von
Methionin enthielt, exprimiert (siche 2.4.1) und anschlieend gereinigt. So konnte Methionin
im Protein durch Selenomethionin ersetzt werden und dadurch ein Schwermetall fiir die
folgenden MAD-Experimente direkt in YjiE eingebaut werden. Das HOCIl-oxidierte Protein
in 10 mM Tris, 40 mM NaCl pH 7,5 konnte in 0,25 M Ammoniumcitrat, 0,1 M GdmClI,
22 % PEG 4000 pH 7.0 kristallisiert werden (siche Abbildung 46B). AnschlieBend wurde am
Synchrotron zunichst durch einen Rontgenwellenldngen-Scan das Absorptionsmaximum des
Selens bestimmt (A =0.979939 A). Darauthin wurden zwei anomale Datensitze bei 0.9796 A
und 0.9797 A aufgenommen. Die Daten wurden mit dem Programm XDS prozessiert und
initiale Phasen wurden berechnet. Es konnte ein starkes anomales Signal mit einer Auflosung
von ca. 3,5 A (sieche Abbildung Al im Anhang) detektiert werden. YjiE**>% besitzt 5
Methionine und sollte daher 5 Selenomethionine aufweisen. Mit dem SHELX Softwarepaket

konnten 8 hoch besetzte Selenomethioninlokalisationen bestimmt werden (siche Tabelle A4
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im Anhang). Ein Losungsmittelanteil von ca. 40 %, wie er hédufig in Kristallen vorkommt,
fiihrt jedoch zu einem Molekulargewicht von 48,7 kDa, was dafiir spricht, dass es sich bei

dem kristallisierten YjiE**>*

mit einem Monomergewicht von 24,2 kDa um ein Dimer
handelt (siche Tabelle A3 im Anhang). Durch solvent flattening und anschlieBende
Dichtemodifikation mit dem Programm sharp konnten initiale Strukturfaktoren berechnet
werden. Die Erstellung eines Strukturmodells von YjiE aus der berechneten
Elektronendichtekarte kann nun erfolgen. Der Zeitaufwand wird jedoch relativ hoch sein, da
das Losen der Struktur in diesem Fall nicht trivial ist (personliche Mitteilung von Prof.
Michael Groll).

Da bisher nur wenige Kristallstrukturen von LTTRs gelost werden konnten, wurde ebenfalls
versucht YJiE in voller Lange zu kristallisieren. Erste Kristallisations-Screens zeigten fiir das
Vollldngenprotein eine Tendenz zur Kristallbildung in Natrium-Kalium-Phosphat-Puffer.
AnschlieBende Fein-Screens, in denen die Salzkonzentration und der pH-Wert variiert
wurden, ergaben schone, grofle Kristalle bei 0,8 M Natrium-Kalium-Phosphat bei pH 5,0
(siche Abbildung 46C), die am Synchrotron zu einer Elektronenbeugung mit einer Auflosung
von ca. 2,9 A fiihrten. Zur Lésung des Phasenproblems wurde ebenfalls versucht Volllingen
YjiE mit Selenomethionin anstelle von Methionin zu kristallisieren. Es wurden mehrere
Kristallisations-Screens durchgefiihrt, die jedoch keine Kristalle ergaben, die fiir
Elektronenbeugungs-Experimente eingesetzt werden konnten. Abbildung 46D zeigt
ungeordnete Kristalle von YjiE mit Selenomethionin in 0,1 M Tris, 3 % Isopropanol pH 8,0,
die nicht den Anforderungen entsprachen.

Die aus den Réntgenstrukturanalysen von YjiE’*** und YjiE erhaltenen Daten sind in
Tabelle A5 im Anhang zusammengefasst. Nach der Erstellung eines Strukturmodells von
YjiE**?” kann die Struktur von YjiE in voller Linge voraussichtlich durch molekularen

Ersatz (molecular replacement, MR) gelost werden.

(@)

Abbildung 46: Bilder der in verschiedenen Kristallisations-Screens entstandenen Kristalle. (A) Kristalle von
YjiE*?" bei 20°C. (B) Kristalle von YjiE**?" mit Selenomethionin anstelle von Methionin bei 4°C. (C)
Kristalle von YjiE bei 20°C. (D) Kristalle von YjiE mit Selenomethionin anstelle von Methionin bei 20°C.
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4 Zusammenfassung der Charakterisierung von
YjiE

HOCI ist eine extrem reaktive und bakterizide reaktive Sauerstoffspezies (reaktive oxygen
species, ROS), die als Desinfektionsmittel eingesetzt wird und auch von Neutrophilen und
Darmepithelzellen produziert wird, um Bakterien abzutéten (Winterbourn et al., 2006, Ha et
al., 2005). Trotz der physiologischen Bedeutung von HOCI fiir die Abtdtung von Bakterien,
wurden bakterielle Schutzmechanismen gegen HOCI verursachte Schdden bisher kaum
untersucht. Antworten auf oxidativen Stress werden in Prokaryoten und Eukaryoten
normalerweise durch Transkriptionsfaktoren, die fiir die Stress-verursachende ROS spezifisch
sind, reguliert. Im Gegensatz zu den gut charakterisierten Antworten auf O, - und H,O,-Stress
wurde bisher noch kein Transkriptionsfaktor gefunden, der Bakterien vor Schidden durch
HOCI schiitzt. Das Gen yjiE wurde von Dr. Jeannette Winter durch Screening einer Plasmid-
Bibliothek von E. coli identifiziert. Es vermittelt HOCI-Resistenz bei Uberexpression. In
dieser Arbeit wurde der putative LysR-Typ-Transkriptionsfaktor (LTTR) YjiE in vivo und in
vitro charakterisiert.

Die Analyse von C600- und C600 AyjiE-Zellen zeigte, dass die Deletion von YjiE zu einer
verminderten Lebensfdhigkeit unter HOCI-Stress fiihrt, woraus geschlossen werden kann,
dass YjiE eine bedeutende Funktion flir die HOCI-Resistenz der Zellen besitzt.
CD-Messungen zeigten, dass gereinigtes YjiE gefaltet und relativ stabil ist. Dass der
Transkriptionsfaktor an DNA bindet konnte durch Electrophoretic mobility shift assays
(EMSA), Fluoreszenzpolarisations-Messungen und analytische Ultrazentrifugation gezeigt
werden. Die Affinitdt der Bindung von YjiE an yjiE-Promotor DNA, die verwendet wurde,
weil LTTRs meist Autoregulation zeigen, war jedoch relativ gering. AuBBerdem konnte durch
Verwendung von beliebigen weiteren DNA-Fragmenten gezeigt werden, dass YjiE
unspezifisch an DNA bindet. Vermutlich muss YjiE erst durch einen sogenannten co-inducer,
bei dem es sich in der Regel um ein kleines Molekiil handelt, aktiviert werden, damit eine
spezifische Bindung mit hoher Affinitit moglich wird. Versuche YjiE in vitro durch
oxidierende oder oxidierte Substanzen oder auch Zelllysate zu aktivieren und den co-inducer
zu identifizieren sowie in  vitro  Transkriptions-Assays zum Nachweis der
Transkriptionsaktivitit von YjiE waren bisher nicht erfolgreich. Moglicherweise zeigt YjiE

im Gegensatz zu anderen LTTRs aber auch keine Autoregulation.
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Mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde beobachtet, dass YjiE sehr
ungewohnliche, groftenteils hexagonale Ringstrukturen bildet. Durch Sedimentations-
geschwindigkeits- und Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation konnte gezeigt
werden, dass es sich dabei um Dodekamere handelt. Dies steht im Kontrast zu anderen
LTTRs, die in der Regel Dimere oder Tetramere bilden. Um festzustellen, ob diese 12mere
auch in vivo von Bedeutung sind, wurden Lysate von Zellen, die verschiedene Mengen an
YjiE produzierten, mit Hilfe von analytischer Gelfiltration untersucht. Anschliefendes
Immunoblotting von Fraktionen, die verschiedene Oligomere repréisentierten, zeigte, dass in
Vivo Monomere, Dimere, Hexamere und Dodekamere vorkommen. Dabei stellen Hexamere in
Wildtyp-Zellen die hiufigste Spezies dar. Mit zunehmender Uberexpression verschiebt sich
das Gleichgewicht in Richtung der hoheren Oligomere. Hochstwahrscheinlich stellen kleinere
Oligomere die aktive Spezies und die Dodekamere eine Art Lagerform von YjiE dar, die bei
hohen YjiE-Konzentrationen gebildet wird.

Die Transkriptionsfaktoren fiir oxidativen Stress, OxyR und SoxR, werden jeweils spezifisch
durch die ROS aktiviert gegen die sie eine Resistenz vermitteln. Deshalb wurde eine
potentielle Aktivierung von YjJIE durch HOCI analysiert. CD-Messungen und
Sedimentationsgleichgewichtsultrazentrifugation zeigten, dass die Oxidation mit einem
geringen molaren Uberschuss an HOCI nicht zu einer Veridnderung der Struktur, Stabilitit
oder Oligomerisierung von YjiE fiihrt. Mit Hilfe von Ellman-Assays, ESI-MS-Analysen und
Thioltrapping-Assays konnte jedoch beobachtet werden, dass Cysteinreste modifiziert
werden. EMSAs zeigten aber, dass YjiE unter diesen Bedingungen seine DNA-Bindeféhigkeit
verliert, woraus geschlossen werden kann, dass YjiE in vitro nicht durch HOCI aktiviert wird.
Darauthin wurde YjiE aus HOCI-gestressten Zellen (YjiE-HOCI) gereinigt. EMSAs und
Fluoreszenzanisotropie-Messungen ergaben, dass YjiE-HOCI im Vergleich zu YjiE aus nicht-
gestressten Zellen eine hohere Affinitit zu DNA besitzt und zu einer stirkeren Anderung des
Anisotropiesignals fiihrt. Das deutet darauf hin, dass der entstehende DNA-Proteinkomplex
anders geformt oder anders zusammengesetzt ist. Offenbar kann YjiE also in einer intakten
zelluldiren Umgebung durch HOCI-Behandlung aktiviert werden. Sedimentations-
geschwindigkeitultrazentrifugation und Ellmans-Assays mit YjiE-HOCI zeigten jedoch keine
Verdnderung des Molekulargewichts und der Cysteinmodifikationen im Vergleich zu YjiE
aus nicht-gestressten Zellen. Eine ESI-MS-Analyse ergab, dass YjiE-HOCI auch oxidierte
Methioninreste besitzt. Yan Le konnte mit Hilfe von Mutanten zeigen, dass die Oxidation der
konservierten Methioninreste Met*®® und Met™° offenbar eine zentrale Bedeutung fiir die

Aktivierung von YjiE in HOCl-behandelten E. coli-Zellen besitzt.
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Um die Funktion von YjiE unter HOCI-Stress zu untersuchen, wurden 2D-PAGE-
Experimente und Genexpressionsanalysen mit C600- und C600 AyjiE-Zellen mit und ohne
HOCI-Stress durchgefiihrt. Die 2D-Gele zeigten, dass in AyjiE-Zellen manche Proteine bereits
bei niedrigeren HOCI-Konzentrationen oxidativ modifiziert werden, woraus geschlossen
werden kann, dass YjiE zelluldre Proteine vor oxidativen Schéden schiitzt. Die
Genexpressionsanalysen ergaben, dass YjiE 48 Gene reguliert von denen im Gegensatz zu
OxyR und SoxR keines augenscheinlich in den Abbau von ROS und nur eines in die
Reduktion von oxidierten Metaboliten involviert zu sein scheint. Die Funktion von YjiE
scheint eher darin zu liegen die intrazellulire ROS-Konzentration durch Repression der
Eisenaufnahme und —freisetzung zu verringern. Dadurch schiitzt YjiE die zelluldren
Makromolekiile vor oxidativen Schidden und erhoht somit die Lebensfahigkeit von E. coli-
Zellen unter HOCI-Stress.

YjiE wurde kiirzlich als Zelldichte-abhingiger Motilitétsrepressor (QseD) in E. coli K-12
beschrieben wurde (Habdas et al., 2010). Deswegen wurden Motilitdts-Assays mit Wildtyp-
und AyjiE-Zellen in den Stimmen C600 und MG1655 durchgefiihrt und gezeigt, dass YjiE
keine Funktion in der Regulation der Motilitdt von E. coli-Zellen besitzt.

Ein verkiirztes Konstrukt von YjiE bei dem die DNA-Bindedoméne deletiert wurde
(YJiE**>%) konnte kristallisiert werden und fiihrte zur Réntgenbeugung mit einer Auflosung
von ca. 2 A. Mit Hilfe von Kristallen mit Selenomethionin anstelle von Methionin konnten in
sogenannten MAD-Experimenten initiale Strukturfaktoren berechnet werden mit deren Hilfe
nun unter groBem Aufwand die Elektronendichtekarte interpretiert werden kann. Es konnte
auch Elektronenbeugung an Kristallen von Volllingen-YjiE durchgefiihrt werden. Allerdings
war es nicht moglich Kristalle von ausreichender Qualitit von Volllingen-YjiE mit

Selenomethionin zu erhalten. Wenn jedoch die Struktur von YjiE***®

gelost ist, kann die
Struktur von YjiE hochstwahrscheinlich mit Hilfe von molecular replacement ebenfalls

geklart werden.
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5 Zusammenspiel des zellularen cAMP-Levels, der
o -Aktivitit und der Resistenz gegen oxidativen
Stress in Escherichia coli

Wie bereits unter 1.7 beschrieben wurde ein Screen mit einer Plasmid-Bibliothek des E. coli-
Genoms durchgefiihrt um Gene zu identifizieren, die in ArpoH —Zellen eine HOCI-Resistenz
vermitteln. Auf diesem Wege wurde auch das Gen cpdA identifiziert, das in ArpoH-Zellen
eine ungefdhr 700-fach erhohte Lebensfdhigkeit unter HOCI-Stress im Vergleich zum
Kontrollstamm bewirkte. Bei CpdA handelt es sich um eine Phosphodiesterase, die cAMP
hydrolysiert. Neben CpdA wird die zellulire cAMP-Konzentration auch durch die
Adenylatcyclase CyaA, die cAMP synthetisiert, reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von CpdA zu einer 10-fachen Verringerung des cAMP-Levels fiihrt.

Die verminderte Wachstumsféahigkeit von cpdA-liberexprimierenden Zellen auf Glycerin oder
Laktose als einziger Kohlenstoffquelle deutete darauf hin, dass CRP durch das reduzierte
cAMP-Level zum Teil inaktiviert wird. Bei CRP (CAMP receptor protein) handelt es sich um
einen Transkriptionsfaktor, der durch cAMP aktiviert wird und zum Beispiel Enzyme
reguliert, die das Wachstum auf alternativen Kohlenstoffquellen ermdglichen. E. coli-Zellen,
die kein crp oder kein cyaA besitzen, konnten auf diesen beiden Kohlenstoffquellen tiberhaupt
nicht wachsen. Acrp-Zellen besitzen sehr hohe cAMP-Level, wihrend AcyaA-Zellen kein
cAMP synthetisieren konnen. Beide Stdmme zeigten jedoch eine fast 10.000-fach erhdhte
Lebensfdhigkeit unter HOCI-Stress und eine iiber 1.000-fach erhdhte Lebensfdhigkeit unter
H,0,-Stress. Die Tatsache, dass die Lebensfahigkeit des cpdA-liberexprimierenden Stammes
(WT +cpdA) unter HOCI- und H,O,-Stress zwar hoher war als bei Wildtyp-Zellen, aber die
Lebensfahigkeit von Acrp und AcpdA-Zellen nicht erreichen konnte, zeigt, dass die geringe
Menge an cAMP in diesem Stamm fiir eine geringe Aktivitdit von CRP ausreicht (siche
Abbildung 47a). Es wurde vorgeschlagen, dass CRP die rpoS-Expression negativ reguliert
oder reprimiert (Hengge-Aronis, 2002). rpoS kodiert fiir den alternativen Sigmafaktor °, der
die generelle Stressantwort in E. coli reguliert. Ein Vergleich der 6°-Konzentrationen (siche
Abbildung 47b) zeigte, dass das o°-Level in WT +cpdA-Zellen dreimal hoher ist als in
Wildtyp (WT)-Zellen. In Acrp und AcpdA-Zellen war das o°-Level sogar 10-fach erhdht und
dem o°-Level in der stationdren Phase sehr hnlich. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen,
dass eine Inaktivierung von CRP zu einer Aufhebung der Repression der Transkription und

somit zu einer Akkumulation von RpoS wihrend des exponentiellen Wachstums fiihrt.
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Abbildung 47: Stimme mit einem nicht-funktionellen cAMP-CRP-System sind resistent gegeniiber oxidativem
Stress. (a) E. coli MC4100 (WT), WT +cpdA, Acrp- und AcyaA-Zellen wurden in LB-Medium bei 37°C
kultiviert und anschlieBend serielle Verdiinnungen der Kulturen auf Platten mit den angegebenen HOCI-Mengen
aufgebracht, um die Lebensfahigkeit zu analysieren. Die Lebensfahigkeit von Zellen auf Platten ohne HOCI
wurde auf 100 % normiert. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment. (b) Die 6°-Level der E. coli-Stimme, die
wie in (a) in LB-Medium bei 37°C kultiviert wurden, wurden mit Hilfe eines WesternBlots mit Antikérpern
gegen ¢° analysiert. (Abbildung aus Barth et al. (2009) adaptiert)

Es wurde beobachtet, dass ArpoS-Zellen sehr sensitiv gegeniiber oxidativem Stress sind.
Dieser Effekt konnte durch Expression von rpoS, jedoch nicht durch die Uberexpression von
cpdA kompensiert werden. Acrp ArpoS-Zellen hingegen waren genauso sensitiv gegeniiber
oxidativem Stress wie ArpoS-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass einzig die durch CRP
vermittelte Hochregulierung von ¢° und die resultierende Hochregulierung der ¢°-abhingigen
Genexpression fiir die beobachtete Resistenz gegen oxidativen Stress verantwortlich sind. Es
stellte sich nun die Frage, wie ¢° eine Resistenz gegen zwei so verschiedene ROS vermitteln
kann. Da ¢° normalerweise in der stationdren Phase exprimiert wird und Verinderungen der
Zelloberfliche und —form in dieser stressresistenten Phase typisch sind, wurde die
Zellmorphologie der Stimme mittels Elektronenmikroskopie verglichen. Anhand von
Diinnschnitten der exponentiell wachsenden Stimme wurden die Dicke der Zellwand und das
Volumen des Periplasmas abgeschitzt. Der Gesamtanteil am totalen Zellvolumen war bei
WT- und bei ArpoS- und Acrp ArpoS-Zellen sehr dhnlich. Bei Zellen mit einer hoheren
Resistenz gegen oxidativen Stress besallen die Zellwand und das Periplasma hingegen einen
groferen Anteil am Gesamtzellvolumen. Im Fall von WT +cpdA-Zellen war der Anteil
doppelt so hoch und bei Acrp und AcpdA-Zellen war der Anteil sogar so hoch wie bei WT-

Zellen in der stationdren Phase. Das deutet darauf hin, dass eine dickere Zellwand eine
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effizientere physikalische Barriere gegen ROS darstellen konnte und diese effektiv davon
abhélt in die Zellen einzudringen. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde zusitzlich
untersucht wie gut die verschiedenen Stimme von au3en zugegebenes H,O, abbauen konnen.
Es zeigte sich, dass Acrp-Zellen H,O, schneller und effektiver abbauen kénnen als WT-,
ArpoS- und Acrp ArpoS-Zellen. Diese Fahigkeit wird offenbar grofitenteils durch den H,O,-
Abbau durch Katalase (KatE) vermittelt, da Acrp AkatE-Zellen H,O, deutlich schlechter
abbauen konnten. Eine Uberexpression von ¢° erhdhte die Abbaufihigkeit, fiihrte jedoch
selbst bei maximaler Induktion nicht zu einer ebenso hohen Abbauaktivitit wie in Acrp-
Zellen, da entweder nicht das gesamte exprimierte RpoS aktiv ist oder CRP weitere Faktoren
negativ reguliert, die die Resistenz gegen oxidativen Stress RpoS-unabhéngig regulieren. Die
Resistenz von Acrp-Zellen scheint also nicht, oder zumindest nicht primir, durch die dickere
Zellwand verursacht zu werden, sondern durch eine erhéhte ROS-Abbaufihigkeit. Um o°-
regulierte Gene, die die Resistenz gegen oxidativen Stress vermitteln, zu identifizieren,

wurden einige der ca. 150 o°

regulierten Gene in WT- und Acrp-Zellen deletiert. Die
Entfernung von bolA, das Einfluss auf die Zellmorphologie hat, oder osmC, das unter
Salzstress wichtig ist und in vitro H,O, abbauen kann (Lesniak et al., 2003; Weber et al.,
2006), hatte sowohl unter H,O,-Stress, als auch unter HOCI-Stress, keinen Einfluss auf die
Uberlebensfihigkeit von WT- oder Acrp-Zellen. KatE hingegen schiitzte Acrp-, aber nicht
WT-Zellen, unter H,O,-Stress. Die Deletion der Exonuclease III XthA fiihrte sowohl in WT-,
als auch in Acrp-Zellen zu einer geringeren H,O,-Resistenz. Eine Entfernung des dps-Gens
hatte hingegen sowohl in WT-, als auch in Acrp-Zellen einen signifikanten Einfluss unter
H,0,- und HOCI-Stress. Da Acrp Adps-Zellen jedoch immer noch sehr viel resistenter gegen
HOCI waren als WT-Zellen, muss es weitere Faktoren geben, die E. coli gegen HOCI
schiitzen. Unter H,O,-Stress wird das in Dps gebundene Eisen oxidiert, wodurch die Bildung
von hochreaktiven Hydroxylradikalen verhindert wird. AuBerdem bildet Dps Kristalle mit
DNA und schiitzt diese dadurch. Wie Dps gegen HOCI-Stress schiitzt ist unbekannt. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass Adps- und Acrp Adps-Zellen unter HOCI-Einfluss
wesentlich starker mutieren, was auf eine DNA-schiitzende Funktion von Dps unter HOCI-
Stress hindeutet. Diese Ergebnisse zeigen, dass hauptséichlich katE und dps fiir die erhohte
Resistenz gegen oxidativen Stress in Acrp-Zellen und generell in Zellen mit einem erhdhten
rpoS-Level verantwortlich sind. Details beziiglich aller Methoden und Ergebnisse konnen in

Barth et al., (2009) nachgelesen werden.
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6 Anpassung von Escherichia coli an das
Wachstum bei hohen Temperaturen

Unphysiologische Bedingungen induzieren Uberlebensmechanismen wie beispielsweise
verdnderte Transkriptions- oder Expressionsmuster, die dazu fithren, dass Organismen mit
diesem Stress besser zurechtkommen und sich anpassen. Aufgrund von limitierender
Membranpermeabilitit und der Proteinstabilitit konnen E. coli Laborstimme bei
Temperaturen iiber 44 — 46°C nicht mehr wachsen. Die Synthese von Hitzeschock-Proteinen
(Hsps, heat shock proteins) aufgrund einer Erhhung der Kultivierungstemperatur fiihrt zu
einer Thermotoleranz wihrend dieser Stresssituation (Guisbert et al., 2008). Zu den Hsps
gehoren Chaperone, die die Faltung von neu-synthetisierten Proteinen unterstiitzen und stress-
induzierte Entfaltung sowie die irreversible Aggregation von Proteinen verhindern. und
Proteasen, die irreparabel geschidigte Proteine abbauen. Um den Prozess der evolutioniren
Anpassung von Bakterien an hohe Temperaturen zu untersuchen, wurde der E. coli-Stamm
MG1655 verwendet, der in LB-Medium eine maximale Wachstumstemperatur von 45,5°C
besitzt. Die Evolution wurde von Birgit Rudolph durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterien
entweder bei 37°C belassen und kontinuierlich kultiviert (BM3) oder schrittweise bei hoheren
Temperaturen inkubiert (42°C (BM15), 45°C (BM16), 48°C (BM25), 48,5°C (BM28)). Die
maximale Wachstumstemperatur von 48,5°C wurde durch eine sukzessive Erhéhung der
Temperatur liber 620 Generationen erreicht. Eine kontinuierliche Weiterkultivierung fiir ca.
600 Generationen bei 48,5°C fiihrte zu keiner weiteren Erhohung der Thermoresistenz. Die
maximale Wachstumstemperatur des Stammes BM3, der fiir fast 3000 Generationen bei 37°C
inkubiert wurde (BM3), lag immer noch bei 45,5°C. Es zeigte sich, dass die Wachstumsrate
von BM15 bei 37°C etwas hoher war als die von BM3, wohingegen BM16, BM25 und BM28
bei dieser Temperatur langsamer wuchsen. Das deutet auf stress-induzierte Mutationen hin
und ldsst vermuten, dass die Anpassung an hohere Temperaturen auf Kosten der
Generationszeit geschieht. Da alle Stimme bei ihrer jeweiligen Wachstumstemperatur eine
ghnliche Morphologie besaBen, scheint die Hitzeanpassung unabhingig vom o°-Level zu sein.
Die Lebensfdhigkeit von BM3 und BM28 unter H,O,-Stress war vergleichbar, was vermuten
lasst, dass BM28 ausschlieBlich an Stress durch extreme Temperaturen angepasst ist.
Verianderungen im Proteom der hitzeresistenten Stdmme wurden mit Hilfe von 2D-Gelen
analysiert (siche Abbildung 48). Der groffite Unterschied zwischen BM3 und den Hitze-

adaptierten Stimmen bestand in einem erhdhten zelluldren Konzentration von Hsps (ClpB,
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DnaK, GroEL, GroES, HtpG, YedU) und LysU. Die Menge von GroEL/GroES (= GroE) in
BM25 und BM28 war 16-mal hoher als in WT-Zellen und machte ungefahr 20 % des
Gesamtzellproteins aus. GroE ist ein ATP-abhingiges Chaperon, das die korrekte Faltung von
Proteinen unterstiitzt (Grallert und Buchner, 2001).Das deutet darauf hin, dass hohe GroE-
Level wéhrend der Hitzeanpassung benétigt werden, um eine erhohte Proteinfaltungskapazitét

fur thermolabile Proteine zu erreichen.

A c
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Abbildung 48: Hohe Hsp-Mengen in Hitze-adaptierten E. coli-Zellen. Uber-Nacht-Kulturen von BM3, BM15,
BM16, BM25 und BM28 bei ihrer spezifischen Wachstumstemperatur wurden auf 2D-Gelen analysiert. (A) und
(B) 2D-Gele von BM3 und BM28 in denen die Regionen, die Hsps zeigen, jeweils mit Boxen markiert sind. Die
aufgetrennten Proteine weisen einen isoelektrischen Punkt zwischen 3 und 10 (von links nach rechts) und ein
Molekulargewicht zwischen 150 und 10 kDa (von oben nach unten) auf. (C) - (F) ausgewihlte Regionen auf 2D-
Gelen, die die Verdnderungen in den Spot-Intensitdten von Hsps (mit einem Pfeil markiert) zeigen. (Abbildung
aus Rudolph et al. (2010) iibernommen)
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Durch Sequenzierung von rpoH, dnaK, groEL, groES, htpG und yedU und ihrer
Promotorregionen konnte ausgeschlossen werden, dass eine Mutation die verdnderte
Expression der Hitzeschock-Gene verursacht. Erstaunlicherweise waren die Hsp-Mengen nur
bei Hitze erh6ht und entsprachen bei 37°C den Mengen in WT-Zellen. Die einzige Ausnahme
war die GroE-Konzentration in BM28, die auch bei 37°C noch sehr hoch war. Da BM28-
Zellen, deren Kultivierungstemperatur von 37°C auf 49°C oder von 48,5°C auf 49°C erhoht
wurde, die gleiche Lebensfdhigkeit besalen, scheint die hohe GroE-Konzentration fiir die
Thermoresistenz verantwortlich zu sein. Aus der Tatsache, dass plasmid-kodiert GroE-
iiberexprimierende BM3-Zellen (BM3 pBB541) eine geringere maximale Wachstums-
temperatur und Lebensfahigkeit bei 49°C als BM28 aufwiesen, wurde geschlossen, dass
weitere Faktoren fiir die hohe Hitzeresistenz von BM28-Zellen bendtigt werden. Die
maximale Wachstumstemperatur von BM3 pBB541 lag jedoch mit 47,5°C hoher als bei BM3,
was darauf schliefen ldsst, dass GroE den E. coli-Zellen eine signifikante Thermotoleranz
verleiht. Da weder GroEL noch GroES posttranslationale Modifikationen aufwiesen und eine
spezifische Induktion von groELS, sowie eine Genduplikation als Griinde fiir das hohe GroE-
Level ausgeschlossen werden konnten, wurde untersucht, ob die erhdhte LysU-Konzentration
dafiir verantwortlich sein konnte. LysU ist hitze-induzierbar und synthetisiert einige
Adenyldinukleotide wie beispielsweise AppppA (ApsA), die unter Hitzeschock-Bedingungen
akkumulieren und an GroEL und andere Hsps binden (Tanner et al., 2006). Die LysU-
Konzentration in BM28 war allerdings nur im Fall einer Kultivierung bei 48,5°C erhoht und
nicht bei 37°C. Trypsinverdaue von Zellextrakten von BM28-Zellen, die bei 37°C und 48,5°C
kultiviert wurden, zeigten keinen Unterschied in der Stabilitdt von GroEL/GroES. Daher kann
ein stabilisierender Effekt von LysU oder ApsA ausgeschlossen werden. Eine Deletion von
lysU in BM3 und BM28 zeigte, dass in diesen beiden Stimmen die Expression von Hsps
unter Hitzeschock-Bedingungen unabhéngig von LysU hochreguliert wird. Permanent hohe
GroE-Mengen werden jedoch durch LysU vermittelt, da BM28 AlysU-Zellen keine erh6hten
GroE-Mengen und eine stark verringerte Lebensfahigkeit bei 49°C aufweisen, die mit der
Lebensfahigkeit von BM3 bei dieser Temperatur vergleichbar ist. Diese Ergebnisse zeigen,
dass das Vorhandensein von LysU und eine permanent erhohte GroE-Konzentration fiir die
Thermoresistenz von BM28-Zellen essentiell sind. Vermutlich kénnen durch die hohe GroE-
Konzentration die negativen Effekte von Mutationen abgeschwécht und thermolabile Proteine
auch bei hohen Temperaturen stabilisiert und somit aktiv gehalten werden. Die Methoden und

Ergebnisse sind in Rudolph et al. (2010) detailliert beschrieben.
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2D-PAGE
ABS
AF488
Amp
AMS
APS

BSA

bp

Cam
cAMP

CD
CRP
Da
DBD
deg
DNA
DMSO
DTNB
DTT
ECL
EDTA
EMSA
ESI

g
GSSG
h
HOCI
HPLC

HTH
IAM
IEF
IPTG
K

k
Kan

1
LTTR
Maldi
min
MS
NES

NTB
OD

zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Aktivierungsbindestelle (activation binding site)
AlexaFluor488

Ampicillin
4-acetamido-4'-maleimidylstilbene-2,2'-disulfonic acid
Ammoniumpersulfat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Basenpaare

Chloramphenicol

zyklisches Adenosinmonophosphat

(cyclic adenosine monophosphate)
Circulardichroismus

cAMP-Rezeptorprotein (CAMP receptor protein)
Dalton (1 Da entspricht 1 g/mol)
DNA-bindende Doméne

degrees = Grad

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
Dimethylsulfoxid

5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
Dithioithreitol

Elektrochemilumineszenz
Ethylendiamin-tetraacetat

Electrophoretic Mobility Shift Assay
Elektrosprayionisation

Gramm

oxidiertes Gluthation

hours = Stunden

Hypochlorige Séure
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(high performance liquid chromatograpy)
Helix-turn-Helix

Iodacetamid

Isoelektrische Fokussierung
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Kelvin

Kilo

Kanamycin

Liter

LysR-Typ-Transkriptionsregulator
Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/Ionisation
Minuten

Massenspektrometrie

Signalsequenz fiir den Export aus dem Nukleus
(nuclear export sequence)
2-Nitrothiobenoat-Anion

optische Dichte
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PAGE
PEG
POD
RBS
RD
RNA
RNAP
ROS
SDS

S

S

sec
TCA
TEM
TCEP
TEMED
TFA
ToF

WT
X-Gal

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyethylenglykol

Peroxidase

regulatorische Bindestelle (regulatory binding site)
regulatorische Doméne

Ribonukleinséure (ribonucleic acid)
RNA-Polymerase

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Natriumdodecylsulfat (sodium lauryl sulfate)
Sedimentationskoeffizient [S]

Svedberg

Sekunden

Trichloracetat
Transmissionselektronenmikroskopie
Tris(2-carboxyethyl)phosphine
Tetramethylethylendiamin

Trifluoracetat (Trifluoressigsaure)

time of flight

iiber Nacht

Wildtyp
2-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid
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9 Anhang

Tabelle Al: Gene, die unter HOCI-Stress in E. coli durch YjiE reguliert werden (YjiE-Regulon). Fufinoten
kennzeichnen Gene die zum ' RpoS-Regulon (Weber et al., 2005) oder zum * Fur-Regulon (McHugh et al., 2003)

gehoren.
Gene Function pathway induction ratio in:
YIE® [ yjiE
up-regulated genes
cysH 3'-phospho-adenylylsulfate reductase metabolism 6.4 1.8
metB O-succinylhomoserine lyase metabolism 34 0.9
metK methionine adenosyltransferase metabolism 2.8 1.6
metN component of methionine uptake ABC permease transport 6.7 1.2
tnaC tna operon leader peptide metabolism 2.2 1.1
yedY periplasmic reductase unknown 6.5 2.2
yjfo conserved protein stress 2.2 1.2
ykgA predicted DNA-binding transcriptional regulator transcription 23 1.0
down-regulated genes
adhE" | alcohol dehydrogenase metabolism 25 10
cydA cytochrome bd-I terminal oxidase subunit I metabolism 39 13
entC? isochorismate synthase 1 Fe acquisition 8.4 2.7
entH? thioesterase in enterobactin biosynthesis Fe acquisition 4.4 2.1
fabB B-ketoacyl-ACP synthases I metabolism 3.1 1.3
fecC? component of iron dicitrate ABC transporter Fe acquisition 5.2 2.4
fecD? component of iron dicitrate ABC transporter Fe acquisition 53 1.3
fecE? component of iron dicitrate ABC transporter Fe acquisition 2.8 1.4
fecR? regulator for fec operon Fe acquisition 11 5.0
flgG flagellar basal-body rod protein motility 4.4 2.0
fmt methionyl-tRNA formyltransferase translation 2.0 0.5
fruA component of fructose PTS transporter transport 7.2 2.6
infA protein chain initiation factor IF-1 translation 10 4.4
iSpA geranyl / farnesyl diphosphate synthase metabolism 2.7 0.6
ksgA 16S rRNA dimethyltransferase RNA related 4.1 1.8
lolA periplasmic lipoprotein chaperone metabolism 2.5 1.0
IpxK tetraacyldisaccharide 4'-kinase metabolism 3.0 1.0
manyY component of mannose PTS permease transport 2.7 1.3
manZ component of mannose PTS permease transport 2.4 0.8
oppB component of murein tripeptide ABC transporter transport 3.8 1.8
oppD component of murein tripeptide ABC transporter transport 5.5 2.2
pdxA 4-hydroxy-L-threonine phosphate dehydrogenase metabolism 5.5 2.6
pflB pyruvate formate-lyase metabolism 4.2 1.6
potC component of putrescine ABC transporter transport 2.7 1.2
proP! osmosensory MFS transporter transport 6.9 24
prov! component of proline ABC transporter transport 9.4 3.2
purA adenylosuccinate synthetase metabolism 4.1 1.9
e ribonuclease E RNA related 4.8 1.8
mpA RNase P protein component RNA related 5.1 2.0
rseP zinc protease proteolysis 2.1 1.0
rsmB 16S rRNA methyltransferase RNA related 2.1 0.7
rttR small RNA regulation 33 12
ryhB? small regulatory RNA involved in iron homeostasis Fe homeostasis 10 2.4
thyA thymidylate synthase metabolism 24 1.2
truB tRNA pseudouridine 55 synthase RNA related 3.7 1.2
ybgT small membrane protein unknown 4.5 2.0
yceD conserved protein unknown 2.6 1.2
yicC predicted protein unknown 2.5 1.1
yigZ predicted elongation factor unknown 2.2 1.0
yncE? conserved protein; probable role in Fe acquisition Fe acquisition 4.3 2.1
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Tabelle A2: Gene, die ausschlieBlich in AyjiE-Zellen durch HOCI reguliert werden.

gene function pathway induction ratio in:
ViiET [ yjiE
up-regulated
acpD NADH-azoreductase, FMN-dependent metabolism 106 415
alr alanine racemase 1 metabolism 0.9 2.1
alx putative membrane-bound redox modulator adaptation 1.1 2.4
avtA valine-pyruvate aminotransferase metabolism 1.7 3.5
bhsA involved in stress resistance and biofilm formation adaptation/stress 102 292
bssS regulator of biofilm formation biofilm 1.9 4.7
clpA protease specificity component and chaperone folding/proteolysis 1.6 5.6
clpP serine protease folding/proteolysis 1.8 5.6
cysK cysteine synthase A metabolism 32 123
cysN component of sulfate adenylyltransferase metabolism 10.4 27
cysP component of thiosulfate ABC transporter metabolism 107 232
cysU component of sulfate & thiosulfate ABC transporter metabolism 7.8 27
dadX alanine racemase 2 metabolism 6.0 13
erpA essential respiratory protein A metabolism 1.3 3.5
fkpB peptidylprolyl isomerase folding/proteolysis 0.8 2.0
frdD fumarate reductase membrane protein metabolism 1.9 4.4
ftsA essential cell division protein cell division 0.8 2.1
ftsE cell division protein cell division 0.9 2.3
fumC fumarase C metabolism 1.7 4.0
glpE thiosulfate sulfurtransferase metabolism 5.5 11
glpG intramembrane serine protease folding/proteolysis 1.3 3.7
glpQ glycerophosphoryl diester phosphodiesterase metabolism 1.6 34
hemF coproporphyrinogen III oxidase metabolism 1.0 2.8
hemH ferrochelatase metabolism 43 21
iaaA asparaginase 111 metabolism 2.3 59
ibpB small heat shock protein adaptation/stress 3.2 10
icd isocitrate dehydrogenase metabolism 1.4 3.1
ileS isoleucyl-tRNA synthetase translation 1.0 2.5
ilvVE branched-chain amino-acid aminotransferase metabolism 23 18
ilvM component of acetohydroxybutanoate synthase metabolism 16 37
inaA involved in stress response, pH-inducible adaptation 1.5 3.0
insA transposase transposition 1.1 4.0
ivbL ilvB operon leader peptide metabolism 1.2 5.9
kefF regulator of KefC-mediated potassium transport ion transport 3.9 17
leuA 2-isopropylmalate synthase metabolism 4.8 18
lldP lactate transporter transport 51 131
IptG component of LptABCFG ABC transporter transport 0.8 2.3
marR transcriptional repressor of marRAB operon transcription 133 325
nemA N-ethylmaleimide reductase metabolism 10 40
oXxyS OxyS RNA/oxidative stress regulator adaptation/stress 6.1 21
panD aspartate 1-decarboxylase metabolism 1.7 3.6
pheL pheA regulatory leader peptide metabolism 1.1 4.2
proA glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase metabolism 1.5 3.1
proB v-glutamy] kinase metabolism 1.8 3.8
PuuA glutamate-putrescine ligase metabolism 1.9 6.1
puuD y-glutamyl-y-aminobutyrate hydrolase metabolism 1.1 3.7
recA involved in DNA strand exchange and recombination DNA repair 0.7 2.6
rime RNA methyltransferase RNA related 1.9 4.1
sbp component of sulfate ABC transporter Metabolism 45 319
sdhC component of succinate dehydrogenase Metabolism 4.2 12
SUfA involved in Fe-S transport/Fe-S cluster assembly metabolism 1.5 33
tatD comp. of Tat-linked protein quality control system transport 1.6 3.9
thrL thr operon leader peptide metabolism 1.5 52
trxC reduced thioredoxin 2 adaptation/stress 69 143
xthA exonuclease 111 DNA repair 1.1 3.7
yaaA conserved protein unknown 1.8 14
ybeZ predicted protein unknown 1.4 3.5
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yceA conserved protein unknown 1.4 32
ydeN putative sulfatase unknown 1.2 2.6
yebA predicted peptidase unknown 2.6 6.5
yeeD conserved protein unknown 40 91
yeeE putative transport system permease protein unknown 94 327
yhaK probably involved in chloride binding unknown 92 261
yhhL conserved inner membrane protein unknown 1.0 2.2
yhhW pirin-like protein unknown 191 451
yhil predicted HlyD family secretion protein unknown 0.8 3.1
yijE predicted permease unknown 1.1 11
yjel conserved protein unknown 2.0 5.0
yjgH predicted mRNA endoribonuclease unknown 125 255
ypfH esterase metabolism 11 27
yqjF predicted quinol oxidase subunit unknown 220 1254
ZnuA component of znuABC ABC transporter metabolism 14 4.7
down-regulated

dhaM dihydroxyacetone kinase subunit M metabolism 1.7 34
hypE hydrogenase maturation protein metabolism 0.9 2.0
matA predicted regulator transcription 1.0 2.3
ygjN translation-dependent mRNA interferase translation 0.8 2.0
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Abbildung Al: Durch YjiE**>* mit Selenomethionin generiertes anomales Signal. Das Signal ist bis zu einer
Auflésung von ca. 3,5 A sehr stark. Die Abbildung wurde mit dem Programm shelxC erstellt.

Tabelle A3: Tabelle, die das Molekulargewicht von YjiE*>*® in Abhingigkeit vom prozentualen
Losungsmittelanteil im Kristall darstellt.

N(mol) Prob(N) Prob(N) Vm Vs Mw |
| for resolution overall A**3/Da % solvent Da
e _______ +
| 1 0.0567 0.1429 4.05 69.64 24359.00 |

| 2 0.9433 0.8571 2.03 39.29 48718.00
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Tabelle A4: Koordinaten der 8 Selenomethionine mit der hochsten Besetzungswahrscheinlichkeit wie sie mit
dem Programm shelxD berechnet wurden.

X \Y z Occupancy
1 35.071 61.342 17.911 0.60
2 37.694 37.382 4.911 0.59
3 35.379 36.297 28.253 0.52
4 37.188 60.872 41.010 0.48
5 34.960 49.412 26 .552 0.54
6 54_.358 61.938 34.912 0.52
7 34.937 47.891 19.550 0.41
8 54.977 33.644 10.874 0.43

Tabelle A5: Daten der Réntgenstrukturanalysen von YjiE***” und YjiE

YjiE™ YjiE YjiE™% selenomethionine
peak inflection
Space group C2(5) p222(16) p222 (16) p222 (16)
Cell dimensions
a,b,c(A) 131.70, 37.62, | 97.93,107.92, 37.13,96.93, 37.13,96.93,
98.06 132.81 109.73 109.73
a, B,y (°) 90, 125.25, 90 | 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Wavelength (A) 1 1 0.9796 0.9797
Resolution (A) 10-2.5 (2.6- 10-2.9 (3.0-2.9) | 10-2.8 (2.9-2.8) | 10-3.1 (3.2-3.1)
2.5)
Rmerge (%) 5.3(18.4) 6.8 (46.7) 6.9 (36.6) 9.6 (39.4)
Mean | / ol 11.34 (4.37) 20.23 (4.07) 17.43 (4.26) 16.21 (4.02)
No. of observations 54435 (6022) 212614 (21189) | 144876 (14872) | 116957 (9538)
No. of unique reflections | 25407 (2851) 31906 (3036) 18894 (1924) 15363 (1234)
Completeness (%) 95.2 (98.2) 99.9 (100) 100 (100) 100 (100)
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Interplay of cellular cAMP levels, ¢° activity and
oxidative stress resistance in Escherichia coli
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Hypochlorous acid (HOCI), the active ingredient of household bleach, functions as a powerful
antimicrobial that is used not only in numerous industrial applications but also in mammalian host
defence. Here we show that multicopy expression of cpdA, encoding the cAMP
phosphodiesterase, leads to a dramatically increased resistance of Escherichia coli to HOCI
stress as well as to the unrelated hydrogen peroxide (H2O5) stress. This general oxidative stress
resistance is apparently caused by the CpdA-mediated decrease in cellular cAMP levels, which
leads to the partial inactivation of the global transcriptional regulator cAMP receptor protein
(CRP). Downregulation of CRP in turn causes the derepression of rpoS, encoding the alternative
sigma factor 6>, which activates the general stress response in E. coli. We found that these highly
oxidative stress-resistant cells have a substantially increased capacity to combat HOCI-mediated
insults and to degrade reactive oxygen species. Mutational analysis revealed that the DNA-
protecting protein Dps, the catalase KatE, and the exonuclease Ill XthA play the predominant roles
in conferring the high resistance of rpoS-overexpressing strains towards HOCI and H,O,, stress.
Our results demonstrate the close regulatory interplay between cellular cAMP levels, ¢° activity
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and oxidative stress resistance in E. coli.

INTRODUCTION

Challenge of bacteria with reactive oxygen species (ROS)
such as superoxide, hydrogen peroxide (H,0,), hydroxyl
radicals and hypochlorous acid (HOCI) causes a stress
condition generally termed oxidative stress (Storz & Imlay,
1999). ROS arise endogenously as byproducts of respira-
tion, and are often released by animals, plants and insects
as a defence against microbial pathogens (Imlay, 2003; Apel
& Hirt, 2004). HOCI is one of the most potent
physiological antimicrobials, a property that arises from
its ability to cause oxidative unfolding of cellular proteins
(Winter et al., 2008). It is produced by neutrophils, which

tThese authors contributed equally to this work.

tPresent address: Deutsches Krebsforschungszentrum, Department
Cell Cycle Control and Carcinogenesis, Im Neuenheimer Feld 242,
69121 Heidelberg, Germany.

Abbreviations: CRP, cAMP receptor protein; ROS, reactive oxygen
species; SEM, scanning electron microscopy; TEM, transmission electron
microscopy; WT, wild-type.

Supporting supplementary material is available with the online version of
this paper.

kill bacteria by ingesting them into phagosomes, where
large amounts of HOCI are generated, and plays an
important role in mucosal barrier epithelia, where HOCI
apparently inhibits bacterial colonization (Ha et al, 2005;
Winterbourn et al., 2006). Owing to their high reactivity,
ROS cause oxidative damage to macromolecules, even-
tually leading to genome-wide mutations, protein inac-
tivation and/or aggregation, and perturbations in
membrane structure and function (reviewed by Imlay,
2003; Davies, 2005). Not surprisingly, a hallmark of the
Escherichia coli response to oxidative stress is the induction
of genes encoding ROS scavenger proteins as well as
proteins involved in DNA and protein repair (Zheng et al.,
2001; Blanchard et al., 2007). In addition to the ROS-
mediated activation of transcription factors such as OxyR
and the concomitant induction of antioxidant genes, other
proteins are activated by oxidative stress. One such
example in E. coli is the redox-regulated heat-shock protein
Hsp33 (Jakob et al., 1999), whose function as molecular
chaperone becomes activated upon oxidative stress (Graf
et al., 2004; Ilbert et al., 2007; Winter et al., 2008). Active
Hsp33 is an efficient chaperone holdase, protecting a
large number of cellular proteins from stress-induced
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aggregation, which is pivotal for the survival of cells
(Winter et al., 2005, 2008).

In this study, we set out to identify novel genes whose
multicopy expression protects E. coli against HOCI-
induced oxidative stress. We used a genomic expression
library to screen for oxidative stress-resistant clones. In one
clone, which conferred high resistance towards either
HOCI or H,O, stress, the observed resistance was found to
be connected to decreased cAMP levels, which led to the
partial inactivation of the cAMP receptor protein (CRP)
and the accumulation of the general stress transcription
factor RpoS (i.e. ¢°) in exponentially growing E. coli cells.
We demonstrated that the high oxidative stress resistance is
entirely mediated by ¢°, as the deletion of rpoS in these
strains completely abolishes the oxidative stress resistance.
Mutant studies revealed that while XthA and the o°-
mediated overexpression of katE are responsible for the
increased ROS-detoxifying capacity and H,O, stress
resistance of these strains, overexpression of dps appears
to be most critical for their exquisite HOCI stress
resistance.

METHODS

Bacterial strains and plasmids. E. coli strains used in this study are
listed in Supplementary Table SI. Detailed protocols on the
generation of strains, plasmids and the genomic library are given in
the supplementary material.

Culture conditions. Strains were cultivated in Luria—Bertani (LB) or
M9 medium supplemented with appropriate antibiotics. Overnight
cultures were diluted and cultivated at 30 or 37 °C to ODgg 0.5 (LB)
or ODgypo 0.3 (M9), unless otherwise indicated. For detailed
information on the oxidative stress treatment, see supplementary
material.

Determination of intracellular cAMP concentration. The con-
centration of cCAMP was analysed using the cAMP EIA kit (Cayman
Chemical Company). A 200 pl volume of cells cultivated in M9
medium to ODgg 0.6-0.7 was transferred into pre-heated tubes and
boiled for 5 min. The lysate was centrifuged (1200 g, 5 min, 4 °C),
and the supernatant was treated and assayed according to the
manufacturer’s instructions. Samples were analysed in duplicate.

Determination of 6° levels. E. coli strains were cultivated in M9 or
LB medium at 37 °C. Samples were removed during exponential or
stationary growth and cell pellets were analysed by Western blotting
with monoclonal antibodies to ¢° (NeoClone Biotechnology
International).

Electron microscopy. Scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM) were performed on E. coli
strains growing exponentially in M9 medium. For details, see
supplementary material.

Analysis of H,0, in the cultivation medium. A 500 pl volume of E.
coli culture grown at 37 °C in M9 medium was diluted in 10 ml fresh
M9 medium. Then, 0.5 mM H,0, was added, and growth was
continued for 2 h at 37 °C. Samples were removed before and during
the stress, and the remaining H,O, was determined using the FOX
method (Wolff, 1994). For details, see supplementary material.

RESULTS AND DISCUSSION

Multicopy expression of cpdA confers resistance
to oxidative stress

HOCl is one of the most potent physiological antimicrobials.
Despite the prominent role of HOCI, little is known about the
bacterial response system(s) towards this potent oxidant.
Recent experiments have revealed that expression of Hsp33
confers increased resistance upon E. coli cells towards HOCI
treatment at both non-stress and elevated temperatures
(Winter et al, 2005, 2008). This became especially evident
when Hsp33 was overexpressed in the ArpoH strain BB7224,
which lacks the alternative sigma factor ¢°> and is devoid of
the general heat-shock response. In an attempt to identify
other genes that, when expressed from a multicopy plasmid,
are able to confer HOCI resistance to ArpoH cells, we used a
genomic overexpression library and selected for clones that
survived exposure to 6 mM HOCI in LB medium at 43 °C.
We identified several clones, but one was particularly resistant
to this oxidative heat treatment, and from this clone, the
corresponding plasmid pJW22 was isolated. We retrans-
formed pJW22 into ArpoH and the corresponding wild-type
(WT) strain MC4100 (KG27), and analysed their resistance
on HOCI-containing LB plates at various temperatures. The
presence of pJW22 resulted in an approximately 700-fold
increase in viable titre for both strains (data not shown for
ArpoH) compared with control cells (Fig. 1). This confirmed
that the observed HOCI resistance in the original library clone
was due to pJW22 and not due to a chromosomal mutation.
It furthermore showed that pJW22 also conferred HOCI
resistance at non-stress temperatures that was independent of
the presence or absence of the heat-shock sigma factor o°-.

Sequence analysis of pJW22 revealed the presence of a ~3 kb
insert with two complete ORFs, yqiB and cpdA. Upon
cloning of both genes separately into pUC18 and compar-
ison of their HOCI resistance, it became obvious that only
multicopy expression of cpdA conferred HOCI resistance.
Importantly, only one of the two tested transformants
expressing cpdA from the multicopy plasmid pKG2 (KG5)
showed the same high resistance to HOCI treatment as
pJW22 (Fig. 1). The second clone (KG4), however, was as
sensitive to HOCI treatment as the WT (Fig. 1), supposedly
due to a point mutation at base 281 in cpdA that fortuitously
resulted in the replacement of Asp94 with Ala. Notably,
Asn94 is one of the most highly conserved amino acids in
CpdA, forming part of its predicted metal-binding site
(Richter, 2002) and being essential for the catalytic activity
of CpdA in Mycobacterium tuberculosis (Shenoy et al., 2005).
These results strongly indicated that the catalytic activity of
CpdA is responsible for the increased oxidative stress
resistance observed in KG5.

Multicopy expression of cpdA leads to partial
inactivation of CRP

The cellular concentration of cAMP is regulated by the
adenylate cyclase CyaA, which synthesizes cAMP, and by
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— HOCI + HOCI
WT Fig. 1. Multicopy expression of cpdA confers
oxidative stress resistance upon E. coli. E. coli
WT + pJW22 strains WT (BB7222), WT+pJW22 (KG27),

104 10% 107 10¢ 104 10® 107 10°

WT + cpdAN94A

WT + cpdA

WT+cpdAN94A (KG4) and WT+cpdA
(KG5) were cultivated in LB medium at
37 °C. Aliquots were removed, serially diluted,
spotted onto LB plates containing either no
HOCI or 4 mM HOCI, and incubated for 24 h
at 37 °C.

the phosphodiesterase CpdA, which hydrolyses cAMP. To
investigate whether the pUC18-driven multicopy expres-
sion of c¢pdA affects cellular cAMP levels, we determined
the cAMP concentration in WT and KG5 strains. While the
WT strain MC4100 had the expected cAMP concentration
of 10.0+1.3 pmol ml ! (Lengeler & Postma, 1999),
multicopy expression of cpdA led to a 10-fold reduction
in cAMP levels (1.0+0.1 pmol ml~"). This was similar to
the findings of earlier reports, which show that multicopy
expression of cpdA decreases the relative cAMP levels to
about 10 % and significantly downregulates transcription
of the lac operon (Imamura et al., 1996). To investigate
whether these reduced cAMP levels affect the activity of
CRP, we tested the WT and KGS5 strains for growth on
alternative carbon sources. We found that multicopy
expression of ¢pdA led to a reduced ability of cells to use
glycerol and lactose, strongly suggesting that CRP is at least
partially inactivated (data not shown). E. coli cells lacking
crp (KG24) or cyaA (FS16) are completely unable to grow
on these carbon sources (data not shown; Shah &
Peterkofsky, 1991; Botsford & Harman, 1992).

Strains lacking cAMP-CRP are highly resistant to
oxidative stress

To investigate whether the increased HOCI resistance of
the WT + ¢pdA strain is directly due to altered cAMP levels
or indirectly due to the inactivation of CRP, we decided to
analyse and compare its oxidative stress resistance with the
oxidative stress resistance of Acrp and AcyaA strains.
Although both strains lack a functional CRP system, Acrp
has very high cAMP levels (437 +52 pmol ml™"), while
AcyaA is unable to synthesize cAMP (Shah & Peterkofsky,
1991). As shown in Fig. 2(a), both strains were highly
resistant to oxidative stress treatment and showed an
almost 10 000-fold higher viable titre on LB +HOCI plates
than the isogenic WT strain. Similar results were obtained
when these strains were exposed to HOCI in liquid LB
medium (data not shown). These strains were similarly
resistant to H,O, in either M9 medium (Fig. 3a and data
not shown for AcyaA) or LB medium (data not shown). A
more than 1000-fold higher viable titre was observed for
Acrp and AcyaA strains after exposure to 6 mM H,O, as
compared with the WT. Although the WT + ¢pdA strain
was significantly more resistant to HOCI (Fig. 2a) and

H,0, (Fig. 3a) than WT E. coli, it never reached the high
oxidative stress resistance observed in Acrp or AcyaA cells.
This suggested that the residual amount of cAMP present
in this strain is sufficient to confer partial CRP activity.
Notably, WT and WT + cpdA cells showed a very similar
growth rate; we can therefore exclude the possibility that
the higher oxidative stress resistance of WT + cpdA cells
results from an altered growth rate.

Our results demonstrated that cells lacking active cAMP-
CRP are resistant to at least two different oxidative
stressors, H,O, and HOCI, both of which are effective

(a)
100+
10
S
—_— 14
2 E
=
© 0.1
> ]
0.014
0001- T T T T T "
0 1 2 3 4 5 6 v
Concentration of HOCI (mM)
(b) WT WT+epdA crp-  cyaA

Fig. 2. Strains with non-functional cAMP-CRP are highly resistant
to oxidative stress. (a) E. coli strains BB7222 (WT), WT + cpdA
(KG5), Acrp (KG24) and AcyaA (FS16) were cultivated in LB
medium at 37 °C. The viability of cells was analysed by spotting
serial dilutions of cultures onto LB plates containing the indicated
amounts of HOCI. The viability of cells without stress was taken as
100%. The result of one representative experiment is shown.
(b) ¢° levels of E. coli strains as in (a) cultivated in LB medium at
37 °C were analysed by Western blotting using antibodies
against ¢°.
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Fig. 3. Oxidative stress resistance is mediated by >, (a) E. coli
strains BB7222 (WT), WT+cpdA (KG5), ArpoS (JW367),
ArpoS+cpdA  (JW393), AoxyR (JW303), AoxyR+cpdA
(JW308), Acrp (KG24) and Acrp rpoS (JW368) were cultivated
at 37 °C in M9 medium. Plasmid-encoded expression of cpdA is
indicated by ‘+'. Cultures were challenged with 6 mM H,0O, for
90 min, and samples were removed, serially diluted and spotted
onto LB plates. The viability of non-stressed cells was taken as
100 %. The mean and sD of at least three independent experiments
are shown. (b) E. coli strains BB7222 (WT), ArpoS (JW367), Acrp
(KG24) and ArpoS +rpoS (JW443) without arabinose (+rpoS) or
with 0.4 % arabinose (+rpoS*) were cultivated and stressed for
the indicated time points as described in (a).

antimicrobials. Notably, WT 4 cpdA cells and cells lacking
active cAMP-CRP were also more resistant to heat stress at
49 °C than WT cells (data not shown). Although it has
been shown before that Acrp and AcyaA strains are resistant
to stress conditions such as high temperature and gamma
and UV radiation (Kumar, 1976), no increased resistance
towards oxidative stress has been reported. On the
contrary, Jenkins and co-workers have reported that a
AcyaA strain is as H,0O,-sensitive as the WT (Jenkins et al.,
1988), whereas others have found that Acrp cyaA or AcyaA

strains are actually more sensitive to H,0O, treatment than
the corresponding WT (Gonzalez-Flecha & Demple, 1997).
These discrepancies cannot be imputed to differences in
growth conditions because those authors used LB or M9
medium, in which we observe stress resistance of Acrp and
AcyaA strains. To exclude the possibility that our results
were allele- or strain background-specific, we also tested
MG1655 and BW25113 strains lacking crp and found a
similarly high increase in oxidative stress resistance (data
not shown). At this time, we are unable to rationalize the
difference between our observations and those of
Gonzalez-Flecha & Demple (1997). It should be noted
that although Acrp and AcyaA cells grow more slowly than
WT cells, they have a similar number of cells per OD unit
as WT cells, and all strains reach the same final OD in
stationary phase (data not shown).

Oxidative stress resistance in cAMP-CRP-
deficient cells is due to increased ¢° levels

What is the underlying mechanism of the oxidative stress
resistance that we observe in cells lacking functional CRP?
The global regulator CRP has been shown to positively
affect the expression of the gene that encodes the oxidative
stress transcription factor OxyR (Gonzalez-Flecha &
Demple, 1997), and has been suggested to have an indirect,
negative effect on the expression of rpoS, which encodes the
alternative sigma factor ¢° that regulates the general stress
response in E. coli (Hengge-Aronis, 2002). Recently, in
Vibrio vulnificus, it has been shown that CRP binds directly
to upstream regions of rpoS, resulting in the repression of
rpoS expression (Lee et al, 2008). Because lack of oxyR
induction in a Acrp strain would decrease rather than
increase the oxidative stress resistance of cells, we
investigated whether the lack of rpoS repression could
account for the increased oxidative stress resistance.

To test whether the partial inactivation of CRP in
WT + cpdA cells is sufficient to increase the intracellular
¢° concentration during exponential growth to a degree
that would explain the observed oxidative stress resistance,
we compared the concentration of ¢° in exponentially
growing WT, WT + ¢pdA and the corresponding Acrp and
AcyaA strains. We found that the cellular concentration of
¢° in exponentially growing cells cultivated in either LB
medium (Fig. 2b) or M9 medium (data not shown) was
about three times higher in the WT + ¢pdA strain than in
the corresponding WT strain. In cells lacking functional
CRP, the ¢° levels were about 10-fold higher than in WT
cells (Fig. 2b) and very similar to ¢° levels observed in
stationary-phase E. coli cells (data not shown). Once the
stationary growth phase was reached, however, the ¢ levels
became very similar in all strains. These results suggest that
partial or complete inactivation of CRP causes the
derepression of rpoS transcription during exponential
growth and leads to the accumulation of ¢° in exponen-
tially growing cells. Similarly, increased ¢° levels have been
observed in a cya mutant (Lange & Hengge-Aronis, 1994),
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which is as oxidative stress-resistant as the Acrp strain
(Fig. 2a). That the ¢° response might be responsible for the
observed oxidative stress resistance in CRP-deficient cells
correlates well with earlier findings that show that the high
H,0, resistance of E. coli cells in the stationary growth
phase depends on increased rpoS expression (McCann et al.,
1991; Lange & Hengge-Aronis, 1991b; Altuvia et al., 1994;
Loewen & Hengge-Aronis, 1994). Our results suggest that
cells with high ¢° levels induced by multicopy expression of
cpdA, inactive CRP or growth in stationary phase (data not
shown) are highly resistant to oxidative stress.

The increased oxidative stress resistance in cpdA-
expressing strains is mediated by ¢°

The ¢° regulon exhibits an extensive regulatory overlap
with the cAMP-CRP regulon and about 55% of all ¢°-
controlled genes exhibit putative cAMP-CRP-binding sites
in their 200 bp upstream regions (Weber et al, 2005). To
test directly whether the oxidative stress resistance observed
in WT + ¢pdA cells, which have partially inactive CRP, is
indeed mediated by ¢°, we analysed the H,0, sensitivity of
ArpoS cells in the presence or absence of the cpdA plasmid
pKG2. ArpoS cells showed a very high sensitivity to
oxidative stress treatment, which was rescued by rpoS
expression (pJW25, Fig. 3b) but, more importantly, no
longer by pKG2 (Fig. 3a). Similarly, we found that Acrp
rpoS cells were as sensitive to oxidative stress as the ArpoS
strain (Fig. 3a). This result clearly demonstrated that the
CRP-mediated upregulation of ¢° and the concomitant
increase in o°-dependent gene expression are responsible
for the observed oxidative stress resistance in our mutant
strains. This acquired oxidative stress resistance was
independent of the peroxide-specific transcription factor
OxyR, because multicopy expression of cpdA was fully able
to restore the oxidative stress resistance of the AoxyR strain
to WT levels (Fig. 3a). Although our results are contrary to
the study by Gonzalez-Flecha and coworkers, who showed
that overexpression of rpoS increases the H,O, sensitivity
of E. coli (Gonzalez-Flecha & Demple, 1997), they are in
line with other studies that show that high levels of rpoS in
stationary phase confer oxidative stress resistance (see
above). Furthermore, it has been suggested that ¢° also
contributes to cellular HOCI resistance (Dukan & Touati,
1996).

E. coli cells with high ¢° levels have thicker cell
walls

HOCI and H,0, are two chemically distinct oxidants.
While HOCI is highly reactive and rapidly and largely non-
selectively reacts with all biological macromolecules
(Hawkins et al., 2003), H,O, shows relatively slow reaction
rates, even with preferred targets such as the sulfur-
containing amino acids cysteine and methionine (Imlay,
2003). In response to HOCI, bacteria appear to induce the
heat-shock and SoxR response (Dukan et al., 1996), while
H,0, induces the OxyR response. These considerations

raised the question of how the ¢° response can mediate the
high oxidative stress resistance towards two seemingly
unrelated oxidants. Because changes in the cell surface,
shape and cell wall are typical properties of stress-resistant
stationary-phase E. coli cells (Lange & Hengge-Aronis,
1991b; Santos et al., 2002), we compared the morphology
of our WT, the oxidative stress-sensitive (ArpoS, Acrp rpoS)
and the stress-resistant (Acrp, WT + cpdA) E. coli strains
during exponential growth by SEM and TEM (Fig. 4;
Supplementary Table S2). While the cell surface of all
strains looked similar, the individual strains differed
substantially in their cell shape (Fig. 4, left panels). E. coli
cells with increased ¢° were substantially shorter but also
wider than WT cells, while stress-sensitive ArpoS cells were
elongated with increased cell volume, which is consistent
with earlier observations (Lange & Hengge-Aronis, 1991a).
Surprisingly, however, the stress-sensitive Acrp rpoS cells
had a cell shape similar to that of the oxidative stress-
resistant Acrp cells. This suggests that the observed changes
in cell shape are likely to be mediated by CRP and do not
directly correlate with ¢° levels or with the oxidative stress
resistance of E. coli cells. To analyse potential morpho-
logical changes in more detail, we analysed ultrathin
sections of exponentially growing, embedded E. coli cells by
TEM (Fig. 4, right panels, Supplementary Table S2). We
focused on the cell wall (dark contrast) and the adjacent
periplasm (light contrast) and estimated their dimensions.
In WT E. coli, the cell wall and periplasm had a combined
volume of about 5-10 % of the total cell volume. This was
very similar in ArpoS (5-8 %) and Acrp rpoS (3—11 %) cells,
suggesting that decreased resistance to oxidative stress does
not correlate to changes in cell wall and periplasmic
dimensions. In contrast, however, we found that increased
resistance to oxidative stress was directly correlated with
increased cell wall thickness. WT + ¢cpdA cells had a twofold
larger combined cell wall/periplasmic volume (10-14 % of
the total cell volume), while the Acrp strain showed an even
larger volume (12-37 %) that was similar to that of AcyaA
cells and WT cells in stationary phase (Supplementary Fig.
S1). Neither the cell volume (Supplementary Table S2) nor
the total protein amount (not shown) was significantly
altered in these cells. These results suggest that the observed
morphological changes correlate with increased o° levels
and an increased oxidative stress resistance.

Increased peroxide stress resistance due to rapid
intracellular ROS detoxification

The morphological changes that we observed correlated
well with increased RpoS levels and oxidative stress
resistance and suggested that thicker cell walls provide
more efficient physical barriers against ROS and prevent
ROS from effectively penetrating cells. Because correlations
do not necessarily reflect a causal relationship, we analysed
the ability of our cells to degrade exogenously added H,0O,
(Fig. 5). This is indicative of the amount of H,O, diffusing
into cells and being degraded by cytoplasmic hydroperox-
idases such as catalase. We found that WT, ArpoS and Acrp
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crp~ rpoS -

Fig. 4. Electron microscopic images of E. coli
WT and mutant cells. Cultures of BB7222
(WT), WT +cpdA (KG5), Acrp (KG24), ArpoS
(JW367) and Acrp rpoS (JW368) were grown
in M9 medium at 37 °C to ODggo 0.3. Whole
cells were analysed by SEM (left panels) and
ultrathin sections of cells were analysed by
TEM (right panels).

rpoS strains degraded about 30 % of the initial H,O, within
the first 30 min and 45-60% 2 h after addition of the
oxidant. The stress-resistant Acrp cells, in contrast,
removed more than 50% of H,O, within the first
30 min and nearly all of it within 2 h of incubation. This
presumably explains why Acrp cells, in contrast to WT and
rpoS mutant cells, can resume growth after this point (data
not shown). The high H,O, degradation capacity of the
Acrp strain appears to be largely mediated by the catalase
KatE, because a Acrp katE strain degraded H,0O, signifi-
cantly more slowly, and the level of H,O, did not decrease
to the very low level produced by the Acrp cells (data not
shown). Multicopy expression of rpoS increased the H,0,
degradation capacity (Fig. 5), although even maximal ¢°
induction did not confer the same high H,0, degradation

activity observed in Acrp cells. This result is consistent with
our earlier observation, in which maximal ¢° levels were
not able to confer the high oxidative stress resistance
observed in Acrp strains. It suggests either that not all of the
expressed RpoS is active or that CRP negatively controls
additional factor(s) that increase the oxidative stress
resistance of bacteria in an RpoS-independent manner
(see Fig. 3b). In summary, our results suggest that the
oxidative stress resistance observed in Acrp strains is not, at
least primarily, due to thicker cell walls that could serve as
an ROS barrier. This is in contrast to the case in Vibrio
cholerae, which upon shifting from its normal translucent
to rugose colony morphology in response to nutrient
starvation, is found to produce exopolysaccharide material
on its surface that significantly promotes H,O, resistance
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supplemented with 0.5 mM H,O, after 30 min (white bars) or 2 h
(striped bars). The mean and sb of at least three independent
experiments are presented.

(Wai et al., 1998). Our results, on the other hand, suggest
that the resistance observed in Acrp strains is mediated by
increased detoxification of ROS.

Which o°-regulated genes are involved in
oxidative stress resistance?

About 150 genes are considered to be the core genes of the
o° regulon. Their expression is induced under salt stress,
pH stress and entry into stationary phase (Weber et al,
2005). To identify ¢°-regulated genes that confer oxidative
stress resistance in Acrp cells, we generated a series of gene
deletions in WT and Acrp cells. We focused primarily on
those o°-dependent genes that are involved in cell
morphology (bolA) or are suggested to be involved in
oxidative stress resistance (katE, dps, xthA, osmC). Both the
catalase KatE and the DNA-binding protein Dps play a role
in the H,O, resistance of stationary-phase growing or
starving E. coli cells (Almiron et al., 1992; Dukan & Touati,
1996; Nair & Finkel, 2004). In addition, dps expression is
also under OxyR control and is massively increased in
exponentially growing E. coli cells upon H,O,-stress
treatment (Altuvia et al., 1994; Zheng et al., 2001). xthA
does not seem to be a member of the RpoS regulon (Weber
et al., 2005); however, it has been shown to be upregulated
in a AoxyR suppressor strain that has increased ¢° levels.
Such increased ¢° levels are able to reverse the H,O,
hypersensitivity of AoxyR mutants (Ivanova et al., 1997).
OsmC, which is primarily important under salt stress, is
able to degrade H,0, in vitro (Lesniak et al., 2003; Weber

et al., 2006), and starving AosmC cells seem more H,0,-
sensitive than the corresponding WT (Conter et al., 2001).
bolA is induced upon oxidative stress and is a morphogene
whose overexpression causes the round cell morphology
observed in stationary-phase growing cells and presumably
in our Acrp cells (see Fig. 4) (Aldea et al., 1988; Santos et al.,
1999).

To determine whether any of these proteins contribute to
the increased oxidative stress resistance of Acrp strains, we
deleted the individual genes in both the WT and Acrp
backgrounds and analysed their viability in response to
H,0, (Fig. 6a) or HOCI (Fig. 6b) treatment. Deletion of
osmC or bolA did not significantly alter the viability of WT
or Acrp cells during either stress treatment, confirming our
previous observations that changes in cell morphology do
not contribute to increased oxidative stress resistance. In
contrast, KatE protects Acrp but not WT cells against H,0,
stress only (Fig. 6). These results agreed with the facts that
the katE gene is solely RpoS-controlled and that Acrp cells
have a higher ROS-detoxifying activity than WT cells
(Fig. 5). At the same time, however, this result excluded the
possibility that RpoS-mediated katE expression is respons-
ible for the observed HOCI-stress resistance of Acrp strains.
This is in line with earlier data showing that a katE deletion
mutant survives HOCI stress with the same viability as the
corresponding WT strain (Dukan & Touati, 1996). The
exonuclease III XthA is clearly involved in mediating H,0O,
resistance but not resistance towards HOCI (Fig. 6).
Deletion of xthA renders WT and Acrp cells sensitive to
H,0, stress, and the viability of the mutant strains is
reduced up to 100-fold compared with the respective
controls (Fig. 6a). This is in line with the observation that
increased ¢° levels and increased xthA transcription in a
suppressor mutant reverse the H,O,-hypersensitivity of a
AoxyR strain (Ivanova et al, 1997). The protective effect of
XthA, however, is restricted to H,O, stress, as deletion of
xthA does not alter the HOCI resistance of E. coli cells
(Fig. 6b). In contrast, deletion of the dps gene significantly
affected both H,0, and HOCI stress resistance in WT and
Acrp strains (Fig. 6a, b). That Dps confers oxidative stress
resistance in exponentially growing WT cells indicates that
the amount of ¢° made during exponential growth is high
enough to promote constitutive dps expression. A similar
observation has been made in E. coli O157:H7, in which
Dps levels during exponential growth are sufficient to
confer some of the observed acid tolerance (Jeong et al.,
2006). The viability of the Acrp dps strain upon exposure to
H,0, or HOCI was at least two to three orders of
magnitude lower than that of the isogenic Acrp strain
(Fig. 6), indicating that Dps indeed plays a central role in
the general defence of E. coli cells against oxidative stress.
Yet Acrp dps cells are still several orders of magnitude more
resistant to HOCI than WT cells, indicating that other, yet
to be identified factors serve to protect E. coli from HOCI-
mediated killing. Considering that HOCI causes oxidative
unfolding and aggregation of proteins (Winter et al., 2008),
an unfolded protein response that upregulates chaperones
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and proteases would be ideally suited to alleviate the stress
caused by HOCI. The two known functions of Dps during
H,0, stress are the oxidation of Dps-bound iron, which
effectively prevents the formation of the highly toxic
hydroxyl radicals, and the formation of protective Dps—
DNA co-crystals (Wolf et al, 1999). How Dps protects
against HOCI stress is not yet known. We found that E. coli
cells lacking dps (Adps and Acrp dps) undergo a
significantly higher extent of spontaneous and HOCI-
induced mutagenesis than the respective isogenic controls
(data not shown), suggesting that the DNA-protective
function of Dps also extends to HOCI stress. Our results
demonstrate that the RpoS-mediated upregulation of both
katE and dps is predominantly responsible for the acquired
oxidative stress resistance observed in Acrp strains and in
strains with increased rpoS levels in general.
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Evolution depends on the acquisition of genomic mutations
that increase cellular fitness. Here, we evolved Escherichia coli
MG1655 cells to grow at extreme temperatures. We obtained a
maximum growth temperature of 48.5°C, which was not
increased further upon continuous cultivation at this tempera-
ture for >600 generations. Despite a permanently induced heat
shock response in thermoresistant cells, only exquisitely high
GroEL/GroES levels are essential for growth at 48.5 °C. They
depend on the presence of lysyl-tRNA-synthetase, LysU,
because deletion of lysl rendered thermoresistant cells thermo-
sensitive. Our data suggest that GroEL/GroES are especially
required for the folding of mutated proteins generated during
evolution. GroEL/GroES therefore appear as mediators of evo-
lution of extremely heat-resistant E. coli cells.

Extended stress favors mutations that fuel evolution of resis-
tance mechanisms (1-3). Bacteria have evolved to grow under a
habitat-defined temperature regime. Yet, specific stress re-
sponses, genome instability, and cellular adaptability to envi-
ronmental challenges may expand their biotope. For instance, a
sudden increase in cultivation temperature induces the evolu-
tionary highly conserved heat shock response upon which heat
shock proteins (Hsps)? are increasingly synthesized (for review,
see Ref. 4). Hsps include chaperones, which assist the folding of
newly synthesized proteins, prevent stress-induced unfolding
and irreversible aggregation of proteins, as well as proteases,
which degrade cellular proteins that are damaged beyond
repair (5 8). Both mechanisms, degradation and prevention of
aggregation, ensure protein homeostasis that is essential for the
viability of cells. The importance of chaperones is most intrigu-
ingly demonstrated for GroE, which is the only indispensable
chaperone system in Escherichia coli because it assists the fold-
ing of several essential E. coli proteins (9).

Growth of laboratory E. coli strains is, depending on the respec-
tive strain and cultivation medium, inhibited above 44 °C—46 °C
(10-12). This is due to limitations of membrane permeability (13)
and protein stability (12, 14). The synthesis of Hsps following
exposure to elevated temperatures confers thermotolerance
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beyond the duration of stress. However, simple overexpression of
heat shock genes is not sufficient (15), suggesting that additional
factors are required for thermotolerance. Here, we cultivated
E. coli MG1655 cells for several hundreds of generations and
evolved them for growth at 48.5 °C. This temperature represents
the absolute maximum at which growth of this E. coli strain is
possible and exceeds the maximum growth temperature of
MG1655 in LB medium by 3 °C. We show that adaptation to high
temperatures is accompanied by an increase in steady-state levels
of Hsps and lysyl-tRNA-synthetase, LysU. However, only high
GroEL/GrokES levels, which exceed the nonstress level in wild-type
cells by 16-fold, in combination with the presence of LysU are
required for thermoresistance.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains and Plasmids—E. coli MG1655 zba:kan
(10) was used for evolution. BM3 [ysl:icam and BM28
lysU::cam were generated by P1 transduction with MC4100
lysU::cam as donor. BM3 cells were transformed with pBB541
(16); GroESL levels similar to BM28 were obtained upon induc-
tion with 25 uM isopropyl 1-thio-B-p-galactopyranoside con-
tained in the overnight culture.

Generation of Heat-adapted Strains—Three lines of E. coli
were founded from one common ancestor (MG1655 zba::kan).
All cultivations during adaptation were performed in 10-ml test
tubes filled with 7 ml of LB medium. Ten serial transfers into fresh
LB medium were done at 37 °C to allow regeneration from freez-
ing. The ancestor was continued to propagate for a total of 2,937
generations at 37 °C for comparative experiments (BM3). The
three replicate lines were adapted to high temperature in a step-
wise manner. First, cultures were gradually shifted to 45 °C; cells
were propagated for 104 generations at 42 °C and 104 generations
at 45 °C. After all periods of adaptation, samples of each culture
were stored as glycerol stocks at —80 °C thereby conserving differ-
ent stages of adaptation. Cells were then directly shifted to 47 °C.
After 24 generations the three lines stopped growing and had to be
propagated for 15 generations again at lower temperature (46 °C).
Then, cells were transferred for 45 generations at 47 °C, 126 gen-
erations at 47.5 °C, and 84 generations at 48 °C. It took a total of
620 generations and about 2 years to reach the actual highest
growth temperature of 48.5 °C. In total, cells were propagated for
1,256 generations at high temperature. Some cultures stopped
growing and were lost at high temperatures and had to be restored
from existing lines or glycerol stocks. During the process of adap-
tation to high temperature the cells were always incubated for 48 h
to reach late stationary phase. This is a growth phase with a high
deleterious genomic mutation rate (17) promoting evolution and
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adaptation to new growth conditions. At temperatures above
45 °C, cells cultivated in test tubes were not able to reach high
densities (maximum ODy, 2.0) or to grow after high dilutions
(optimal dilution factor 1:8). The strains BM3 (2,937 generations
at 37 °C), BM15 (evolved at 42 °C), BM16 (45 °C), BM25 (48 °C),
and BM28 (48.5 °C) were used for further characterization.

Culture Conditions and Heat Stress Treatment—Strains were
cultivated in 10-20 ml of LB medium containing kanamycin
(50 ug/ml) at the indicated temperature in 125-ml flasks with
baffles until stationary phase (total of 16 h). For growth curves,
cultures were diluted to ODg, 0.2 and further incubated at
their specific growth temperature or at 37 °C. Relative fitness
was calculated from the doubling times of heat-evolved strains
at the given temperature compared with that of the control
strain BM3 at the same temperature. For the analysis of viability
at 49 °C, 300 ul of overnight cultures were transferred into
1.5-ml tubes and incubated for 3 h at 1,000 rpm. Samples were
removed, serially diluted, and spotted onto LB plates, and col-
ony-forming units were counted after 24 h at 37 °C.

Analysis of Proteins on Two-dimensional Gels—Strains were
cultivated in LB medium at the indicated temperature in flasks
with baffles until stationary phase (16 h). Cells were harvested
(5 min, 5,000 rpm, 8 °C) and washed once with ice-cold water.
Cell pellets corresponding to OD,,, 2 were resuspended in 1 ml
of two-dimensional sample buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 1%
(w/v) Serdolit MB-1, 1% (w/v) dithiothreitol, 4% (w/v) Chaps,
and 0.5% (v/v) Pharmalyte 3—10), incubated at 20 °C, 1,000 rpm
for 1 h and then lysed by repeated freeze-thawing (four times).
Samples were centrifuged (13,300 rpm, 45 min, 4 °C), the superna-
tant was transferred to a new tube and the centrifugation repeated.
For the first dimension (i.e. isoelectric focusing), identical protein
amounts (450-ul samples corresponding to 0.9 X OD) were
applied onto 24-cm IPG strips (pH 4—7; GE Healthcare). Two-
dimensional gel electrophoresis was performed exactly as
described previously (18, 19). Two-dimensional gels were stained
with Coomassie Blue and destained with 10% acetic acid and sub-
sequently scanned. The spot intensity of elongation factor TU
(TufA) was very similar in all cell samples and was used as an
internal loading control. Protein spots of interest were excised
from the two-dimensional gels, subjected to trypsin digestion
(according to Ref. 20), and afterward analyzed using an Ultraflex I
ToF/ToF mass spectrometer (Bruker Daltonik). Data analysis was
performed using the BioTools (Bruker Daltonik) and Mascot
(Matrix Science) software packages.

Sequencing of Heat Shock Genes—Chromosomal DNA was
extracted from BM3, BM15, BM16, BM25, and BM28 cells
(GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit, Sigma-Aldrich), and
the heat shock genes were amplified using primers annealing
200 bp downstream and upstream of the respective gene. DNA
sequencing was performed using the purified PCR products as
template and the mentioned primers.

Quantitative Western Blot Analysis—The amount of GroEL
and GroES in heat-adapted cells (BM28) and control cells
(BM3) was analyzed using cell extracts of overnight cultures
grown for 16 h at 37 °C in LB medium. Six different concentra-
tions of cell extracts (BM3: OD 0.001-0.004/lane (for GroEL)
and OD 0.0015-0.025/1ane (for GroES); BM28: OD 0.00005—
0.00025/lane (for GroEL) and OD 0.0001-0.0025/lane (for
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GroES)) along with five different concentrations of GroEL
(1.3-5 ng/lane) and GroES (2.5-12.5 ng/lane) were separated
on Neutral gradient gels (Serva). Proteins were transferred onto
nitrocellulose membrane, and GroEL/GroES was detected
using antibodies raised against GroES and GroEL, respectively.
The amount of GroEL/GroES in BM3 and BM28 cell extracts
was quantified by comparison with the signals in the linear
range obtained for the reference proteins. Average values were
determined based on five independently repeated analyses.

Analysis of the Maximum Growth Temperature—BM3, BM3
pBB541, and BM28 cells grown on LB plates containing kana-
mycin (50 ug/ml) at 37 °C were used to inoculate aerobic or
anaerobic LB medium or M9 minimal medium. Anerobic
media were obtained by adding Oxyrase for broth (Oxyrase).
Freshly inoculated media were either transferred into 125-ml
flasks with baffles (5-10-ml volume, aerobic growth) or into
1.5-ml reaction tubes (filled with 1.5 ml, anaerobic growth) and
incubated at 44 °C—49 °C with (aerobic) or without (anaerobic)
shaking. After 24 h, growth was analyzed by measuring OD .
The temperature at which growth was barely detectable is con-
sidered the maximum growth temperature. It should be men-
tioned that anaerobic media incubated at high temperatures
form a slight precipitate, which results in an OD,,, of 0.06
(44 °C) to0 0.12 (47 °C) and should be regarded.

Analysis of the Heat Shock Response—Overnight cultures
grown in LB medium at 37 °C for 16 h were diluted 1:40 into
fresh LB medium and cultivated further until an OD, of 1.5
was reached. Then, 700 ul of cells was transferred to 1.5-ml
tubes and cultivated at 37 °C or 45 °C (1,000 rpm). After 20 min
the complete cultures were harvested (5 min, 13,300 rpm, 4 °C),
resuspended in two-dimensional sample buffer, and analyzed
on two-dimensional gels as described above.

RESULTS AND DISCUSSION

Adaptation of E. coli MG1655 Cells to Heat—Nonphysiologi-
cal conditions induce survival mechanisms, e.g. altered tran-
scription or expression patterns or mutations that can result in
an increased ability to cope with this stress (2). To study the
process and mechanism of evolutionary adaptation of bacteria
to heat, we used the E. coli strain MG1655. E. coli cells were
cultivated in LB medium in which genes involved in amino acid
biosynthesis, such as of the met operon required for methionine
biosynthesis, are neither induced nor required and should
therefore not limit growth (11). We determined the maximum
growth temperature of MG1655 cells in liquid LB medium to
45.5°C, which is about 1°C less than on agar plates (10).
MG@G1655 cells were either maintained at 37 °C (BM3) or succes-
sively shifted to higher temperatures, i.e. 42 °C (BM15), 45 °C
(BM16), 48 °C (BM25), and 48.5°C (BM28). The maximum
growth temperature of48.5 °C (BM28) was reached after a step-
wise increase in temperature for 620 generations. Continuous
cultivation at 48.5 °C for about 600 generations did not result in
a further increase in thermoresistance. For comparison, the
maximum growth temperature of BM3 cells, which were culti-
vated at 37 °C for almost 3,000 generations, was identical to that
of the ancestral strain (45.5 °C). The relative fitness at 37 °C (i.e.
the growth rate of the evolved strain at 37 °C compared with
that of the ancestor at 37 °C) increased for cells adapted to 42 °C
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(BM15) but decreased for cells continuously cultivated at 45 °C-
48.5°C (BM16, BM25, BM28) (Fig. 1A). This indicates stress-
induced mutations and suggests that adaptation to higher tem-
peratures occurs on the expense of generation times.
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BM3 BM15 BM16 BM25 BM28
37°C 42°C 45°C 48°C 48.5°C

BM3 BM15 BM16 BM25 BM28

37°C 42°C 45°C 48°C 48.5°C
FIGURE 1. Fitness of heat-evolved E. coli strains. A, overnight cultures of
BM3, BM15, BM16, BM25, and BM28 grown at 37 °C, 42 °C, 45 °C, 48 °C, and
48.5 °C, respectively, were diluted and growth further followed at 37 °C.
B, 300-l cultures from A were shifted to 49 °C and the number of viable cells
determined after 3 h. Relative fitness/viability was calculated by determining
the doubling times/viability of the evolved strain relative to that of BM3,
which was setto 1.

GroE as Mediator of Evolution of Heat Resistance

Cultivation of cells at 49 °C resulted in a decreased viability,
with a decline specific to each culture (Fig. 1B, 3 h). BM3 cells
completely lost viability whereas that of BM15 and BM16 cells
was reduced to about 0.0006%. BM25 and BM28 cells, in con-
trast, showed only a small decrease in the number of surviving
cells, which corresponded to an at least 2 X 10°-fold increased
viability at 49 °C compared with the control cells.

All cells grown at their specific growth temperature showed a
similar morphology. Cells were analyzed by scanning electron
microscopy and showed the typical rod-like shape with a length of
~1.3-1.5 um and a width of ~0.5— 0.7 wm (compare with Ref. 21).
Wild-type-like dimensions suggest that heat adaptation is inde-
pendent of elevated o> levels, which would render cells signifi-
cantly shorter (22). To test whether heat adaptation confers cross-
protection against other stresses, we tested the viability of BM3
and BM28 cells upon exposure to hydrogen peroxide (0—8 mwm,
37°C, 3 h). Both strains showed a similar viability during the oxi-
dative stress treatment, suggesting that BM28 cells are only
adapted to extreme growth temperatures. This is in line with ear-
lier observations by Cullum and co-workers (23) who showed that
adaptation of E. coli cells to 42 °C does not confer any cross-protec-
tion or preadaptation to other, not yet encountered, stress types.

Heat-adapted Cells Show Increased

A c

Bm3,37°c|] B

Hsp Levels—The decreased fitness of
BM28 cells at 37 °C suggests that they
acquired mutations during adapta-
tion to high temperatures. It has been
demonstrated earlier that the level of

c BM28, 48.5°C

® the Hsp GroEL is increased in

F mutated bacterial lineages (24, 25). To
- analyze potential changes in the pro-

. teome, we analyzed the control cells
(BM3) and heat-adapted cells (BM15,
BM16, BM25, BM28) on two-dimen-
sional gels. The most significant dif-
ferences between BM3 and heat-

adapted cells were an increase in

ClpB —F—>

steady-state levels of Hsps (i.e. ClpB,
Dnak, GroEL, GroES, HtpG, YedU)
and LysU (Fig. 2). In contrast, the level

DnaK — . Y -

GroEL —— @ )

Tig ——

of the chaperone trigger factor, Tig
- (Fig. 24) was reduced. Tig assists the
folding of newly synthesized pro-
teins and has been shown to
increase the viability of E. coli cells

at low temperatures (26) but is

HtpG

E LysU __ |y O . -

apparently not required for survival
at high temperatures. Also, other

F YedU —— -

proteins with functions unrelated to
protein folding show significantly
. altered steady-state levels. They

BM25
48°C

BM3
37°C

BM15
42°C

BM16
45°C

FIGURE 2. High Hsp levels in heat-evolved E. coli cells. Overnight cultures of BM3, BM15, BM16, BM25, and
BM28 grown at their specific growth temperature were analyzed on two-dimensional gels. A and B, two-
dimensional gels of BM3 and BM28 with the regions comprising Hsps marked with boxes, respectively. Sepa-
rated proteins show an isoelectric point of 3-10 (left to right) and a molecular mass from 150 to 10 kDa (upper
to lower part). C-F, selected regions of two-dimensional gels showing changes in the spot intensities of Hsps

(labeled by an arrow).
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include the metabolic enzymes tryp-
tophanase, thymidine phosphorylase,
deoxyribose-phosphate aldolase, and
purine nucleoside phosphorylase
with decreased levels and asparagi-
nase II and cysteine synthase A with
increased levels (not indicated in the

BM28
48.5°C
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BM3
1.3 19 25385 ng GroEL
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13192538 5 ng GroEL
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FIGURE 3. Quantitative Western blot analysis of GroE levels in BM3 and
BM28 cells. Lysates of overnight cultures were analyzed by immunoblotting
using GroEL- and GroES-specific antibodies. Purified GroEL (1.3- 5 ng) or
GroES (2.5-12.5 ng) was loaded along with lysates of BM3 (OD 0.0005/ul) and
BM28 (0.00005/ul), respectively. GroEL and GroES signals in lysates were com-
pared with those of the reference proteins and quantified to 1.2 ug/OD (BM3,
GroEL, and GroES), 20 1.g/OD (BM28, GroEL), and 19 ug/OD (BM28, GroES).

two-dimensional gels). Because Hsps are vital for survival at high
temperatures and are therefore likely to support heat adaptation,
we focused only on the cellular levels of the chaperones.

Of note, GroEL/GroES levels in BM15 and BM16 are ele-
vated, and BM25 and BM28 cells show GroEL/GroES levels
that largely exceeded the respective amount produced upon
heat shock in wild-type cells (27) (compare also Figs. 2D and
5A) and observed in mutated lineages (24, 25). In fact, according
to quantitative Western blot analysis, GroEL and GroES levels in
BM28 cells are increased 16 times compared with BM3 cells (aver-
age of five independent analyses; representative data shown in Fig.
3). Although BM3 cells contained about 1.2 ug of GroEL and
GroES/OD unit, BM28 cells contained about 20 ug of GroEL and
19 ug of GroES/OD unit, which corresponds roughly to 20% of the
total cellular protein. High GroE (i.e. GroEL/GroES) levels during
heat adaptation suggest a requirement for a significantly increased
protein folding capacity for thermolabile proteins. GroE is a pro-
miscuous, ATP-dependent chaperone system in the E. coli cytosol,
which entraps proteins during the functional cycle and promotes
their folding to the native state (6, 28 —31). Upon heat shock con-
ditions, GroE is required to shift the equilibrium of folding inter-
mediates toward a productive folding pathway, whereby it facili-
tates the native state of thermolabile proteins under usually
nonpermissive folding conditions (32).

High Levels of GroEL/GroES Are Maintained at 37 °C—Ele-
vated levels of Hsps usually result from increased gene expres-
sion in response to stress, mediated by the heat shock transcrip-
tion factor, 0> (RpoH). To analyze whether mutations caused
the high steady-state levels of Hsps in heat-evolved cells, we
sequenced the rpoH, dnaKk, groEL, groES, htpG, and yedU genes,
including their promoter regions. Neither in cells that were main-
tained at 37 °C nor in any heat-adapted cells did we identify muta-
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TABLE 1

Maximum growth temperatures of E. coli strains during aerobic and
anaerobic growth in LB medium and M9 medium

Maximum growth temperature

Strain Aerobic growth Anaerobic growth
LB medium M9 medium LB medium M9 medium
°C °C °C °C
BM3 46 45.5 46 46
BM3 pBB541 47.5 46 47.5 47.5
BM28 48.5 47.5 46 46

tions in these genes/promoters. This excludes the possibility of a
direct mutation-derived cause for altered transcription/expres-
sion of heat shock genes or increased stability/activity of the
respective Hsp that could be derived by amino acid substitution.
However, we cannot exclude that an unknown factor is responsi-
ble for altered transcription, translation, or stability of Hsps.

We reasoned that the high Hsp levels are only induced upon
high temperatures and should resume wild-type levels upon
return to non—heat shock temperatures. However, GroE levels
in BM28 cells remained uniquely high upon cultivation at 37 °C
whereas the levels of all other Hsps, Tig, and the metabolic
enzymes that showed drastically altered levels returned to wild-
type levels (see Fig. 5A and data not shown). Surprisingly, the
viability of BM28 cells that were either shifted from 37 °C to
49 °C or from 48.5°C to 49 °C was very similar (0.5% versus
2.2%), indicating that high GroE levels are sufficient for ther-
moresistance. Therefore, we analyzed the maximum growth
temperature and the viability at 49 °C of BM3 cells that
expressed groELS from a plasmid (BM3 pBB541) to the levels
observed in BM28 cells (Table 1 and Fig. 4). High plasmid-
derived GroE levels (see Fig. 4, inset) increased the maximum
growth temperature of BM3 cells from 46 °C to 47.5 °C (Table
1), and their viability at 49 °C compared with BM3 cells by at
least 1,000-fold (Fig. 4). Of note, BM3 cells that overexpressed
groELS to even higher levels showed a viability at 49 °C similar
to the above mentioned groELS overexpressor (Fig. 4). We con-
clude that high GroE levels contribute to heat resistance but
that additional factors are required for the extreme heat resis-
tance of BM28 cells during aerobic growth in LB medium.

To test whether high GroE levels confer general thermore-
sistance, we tested the maximum growth temperature of the
BM3, BM3 pBB541, and BM28 strains also in M9 minimal
medium as well as under anaerobic conditions (Table 1). The
maximum growth temperature of the BM3 and BM3 pBB541
strains was 46 °C and 47.5 °C, respectively, with the exception of
aerobic growth in M9 medium, which was only possible until
45.5°C (BM3) and 46 °C (BM3 pBB541). Surprisingly, BM28 cells
showed a high maximum growth temperature of 48.5 °C (LB) and
47.5°C (M9) during aerobic growth, but their growth during
anaerobic conditions was very similar to that of the BM3 strain
(46 °C). These data indicate that BM28 cells are only evolved for
high temperature tolerance during aerobic growth. Supposedly,
certain mutations arose in BM28 cells during the time course of
heat adaptation that limit anaerobic growth to 46 °C despite very
high GroE levels. Given that high GroE levels as observed in BM3
pBB541 enable growth at 47.5 °C during aerobic and anaerobic
growth in LB medium, we conclude that high cellular GroE con-
centrations confer significant thermotolerance to E. coli cells.

VOLUME 285+NUMBER 25+JUNE 18, 2010

0TO0Z ‘0T Jaquigydas uo ‘NIHONINW NL ¥e Bio-agl-mmm wouj papeojumoq


http://www.jbc.org/

Role of LysU in the Heat Resistance of Evolved Cells—We
analyzed the relationship between LysU and GroE to under-
stand the reason for high GroE levels in heat-adapted cells.
Neither GroEL nor GroES carries any post-translational mod-
ifications that could account for a decreased turnover (data not

viability at 49°C [%)]

N
m
o

0 1 2 3
time at stress [h]

FIGURE 4. High GroE levels confer heat resistance. 300-ul overnight cul-
tures of BM3 (circles), BM3 pBB541 (diamonds), and BM28 (squares) were
shifted to 49 °C, and viability was determined at the indicated time points.
The viability of nonstressed cells was set to 100%. Given are the averages =
S.D. (error bars) of three to four independent experiments. Inset, Western blot
analysis of GroEL levelsin BM3,BM3 pBB541, and BM28 cells. 10, 20,and 40 ng
of GroEL (lanes 1-3) were loaded along with 5 wl of lysates of BM3 (lane 4, OD
0.0005/ul), BM3 pBB541 (lane 5, OD 0.00005/ul), and BM28 (lane 6, OD
0.00005/ul). GroEL signals in lysates were quantified to 1.2 ug/OD (BM3), 15
1ng/OD (BM3 pBB541), and 20 ng/OD (BM28).

GroE as Mediator of Evolution of Heat Resistance

shown). We can also exclude the specific induction of groESL
because the entire heat shock genes are induced in response to
heat shock or accumulating unfolded proteins (33). A gene
duplication event as described by Riehle and co-workers in
E. coli cells evolved at 41.5 °C for 2,000 generations (34) seems
an unlikely cause for high GroE levels in our heat-adapted cells
as it could not account for the massively increased GroE levels.
High GroE levels at high temperatures may result indirectly
from increased LysU levels (Fig. 2B). LysU is heat-inducible; it
synthesizes a number of adenyl dinucleotides, such as AppppA
(Ap4A), which accumulate upon heat shock (35) and were
shown to bind to GroEL and other Hsps (36, 37). Ap,A may be
involved in the expression of groELS; it could affect the tran-
scriptional or translational efficiency of groELS; however, noth-
ing is known about the effect of Ap,A on tRNAs associated with
GroE translation. LysU/Ap,A could also be involved in control-
ling the expression of other thermotolerance genes that in turn
affect the expression of groELS. Although this may apply to
48.5 °C, the situation is different at 37 °C. GroE levels appar-
ently did not directly correlate with LysU levels because GroE
levels were identical when BM28 cells were cultivated at 48.5 °C
or 37 °C (see above), and LysU levels were elevated at 48.5 °C
but wild-type like at 37 °C. We tested whether GroE was LysU-
dependently stabilized in cell extracts. For this we tested the tryp-
sin sensitivity of GroES and GroEL in heat-resistant BM28 cells
that were either cultivated at 48.5 °C or 37 °C and BM28 AlysU
cells expressing plasmid-encoded groELS. However, GroEL/
GroES were similarly degraded by trypsin in both strains at both
temperatures (data not shown), indi-
cating that LysU/Ap,A did not or not

A BM3 BMS3 lysU~ BM28 BM28 lysU~ significantly affect GroE stability.
37°C 45°C 37°C 45°C 37°C 45°C 37°C 45°C Dinucleotides, including Ap,A,
Brak —+8 - . -, ~ - o e have been proposed to act as modu-
¢ lators of the heat shock response
GFOE_L T ¢ \ g . ‘ " : - (38); yvet, their direct involvement
Tig ——> ¥ = y - L3 4 L has not been tested so far. There-
fore, we analyzed the heat shock
HtpG ——» ot - ) < . . .
LysU ——" response in exponentially growing
BM3 lyst*’~ and BM28 lysl"'~
100 cells. All strains produced similarly
B increased amounts of Hsps upon
10+ heat shock in a LysU-independent
14 T manner (Fig. 5A4). The only excep-
0.1 tion was GroE, whose high levels
< in BM28 cells were not further
* 0.014 . :
- increased during the heat shock
= 1E-34 treatment. Therefore, LysU is nei-
2 1E-44 ther required for nor does it appar-
1E-54 T ently modulate the heat shock
1E6 T response in E.coli. In this line, if
| | | LysU is required for the production of
187 T T T T other thermotolerance proteins, their
BM3 BM3 lysU ~ BM28 BM28 lysU ~ :
57°0 3790 3ToC 7o influence on the heat shock response

FIGURE 5. LysU is required for thermoresistance and high GroEL/GroES levels but not the heat shock
response. A, exponentially growing BM3, BM3 AlysU, BM28, and BM28 AlysU cells were either maintained at
37 °Cor shifted to 45 °C for 20 min and analyzed on two-dimensional gels. Selected regions of two-dimensional
gels are presented to show changes in the Hsps upon heat shock. B, 300 ul of cells as in A were grown to
stationary phase and shifted to 49 °C, and viability was determined after 3 h. The viability of nonstressed cells
was set to 100%. Given are the averages = S.D. (error bars) of three independent experiments.
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and heat shock survival is only mar-
ginal. Strikingly, BM28 lysU ™ cells
lack the permanently increased GroE
levels (Fig. 54). We tested whether
LysU is also responsible for thermore-
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sistance by analyzing the viability of BM3 lyst/*’~ and BM28
lyslI™'~ cells at 49 °C. Deletion of lysU only slightly reduced the
viability of BM3 cells at 49 °C (Fig. 5B). In contrast, deletion of lyst/
in BM28 cells decreased the viability at 49°C by more than
100,000-fold to a BM3-like viability (Fig. 5B). Therefore, LysU is
indispensable for the thermoresistance of BM28 cells. This links
the thermoresistance of BM28 cells to both the presence of LysU
and permanently increased GroE levels, but, interestingly, not to
the permanent heat shock response in general.

What could be the benefit of high GroE levels in heat-evolved
cells? Heat-evolved cells (BM16, BM25, BM28 but not BM15)
showed a fitness decline at 37 °C (see Fig. 14), which either could
be indicative for the acquisition of mutations or for the prolonged
interaction of GroE with cellular proteins. We can exclude the
latter possibility because the GroE levels in BM15 and BM16 cells
are similarly high, but their relative fitness at 37 °C is largely differ-
ent. We thus speculate that high GroE levels in heat-evolved cells
are primarily required to buffer mutations and stabilize (mutated)
cellular proteins at high temperatures. This is in line with previous
work by Todd et al. who suggested GroE could ameliorate the
effects of mutations (39). Besides GroE, the chaperone Hsp90 was
also shown to promote evolutionary change. Hsp90 keeps genetic
determinants silent in eukaryotes; however, when Hsp90 is
mutant or impaired, then genetic variation occurs (40). Tanner et
al. (37) showed that Ap,A binds to GroEL, thereby enhancing its
chaperone activity at high temperatures, resulting in a higher fold-
ing capacity during stress. This likely applies also to our heat-
evolved E. coli cells, at least when they were cultivated at 48.5 °C at
which a large number of thermolabile cellular proteins require
assistance to maintain their active structure. The fact that from all
Hsps only GroE is required for heat resistance indicates that some,
supposedly mutated, proteins are especially aggregation-prone
and now depend on GroE for folding. This is supported by the
observation that GroE-dependent substrates (9) show a high pro-
pensity to aggregate (41). Further support for the hypothesis that
high GroE levels are especially required for the folding of mutated
proteins is derived from previous reports showing that GroEL is
up-regulated in bacteria encountering a high mutation rate and
mitigates the consequences of deleterious mutations (24, 25). Vice
versa, elevated GroE levels allow for an increased number of accu-
mulating mutations in proteins and assist their folding even if they
carry mutations in the core or mutations that lead to a large desta-
bilization (42, 43). Therefore, the primary role of GroE in heat-
evolved cells is to specifically keep thermolabile or mutated pro-
teins active. Taken together, our results imply that the extreme
up-regulation of GroEL/GroES is central to the evolution of ther-
moresistance in E. coli.
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