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Zusammenfassung

Das hyperthermophile Archaebakteriuiethanococcus jannaschivurde 1982 am Rand einer
hydrothermalen Quelle in der Tiefsee isoliert. Vierzehn Jahre spater wurde das genomische Se-
guenzierungsprojekt abgeschlossen, so dass erstmals die genetische Information eines Archae-
bakteriums zur Verfigung stand. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, putative Kaliumkanal- und
Na‘/H* Antiportergene vorM. jannaschiizu identifizieren und zu klonieren sowie mittels he-
terologer Expression der entsprechenden GenprodukEsdherichia coli Aussagen Uber deren
Funktionsweise zu machen.

Drei putative Kaliumkanalgene, Mj0138.1, Mj1357 und Mj0139, wurden identifiziert und die Gen-
produkte mit MjK1, MjK2 und MjKch bezeichnet. MjK1 und MjK2 gehdren phylogenetisch zur
Gruppe der einwartsrektifizierenden Kaliumkanale mit zwei transmembranaren Domanen, wah-
rend MjKch der Familie der spannungsgesteuerten Kanéle mit sechs transmembranéaren Domé&nen
zugeordnet werden kann. Die entsprechenden Gene wurden kloniertBncoilnexprimiert. Ein
immunchemischer Nachweis zeigte, dass MjKch und MjK1 die fur Kaliumkanéle charakteristi-
sche Untereinheitenstochiometrie von jeweils vier Untereinheiten pro Kanal aufweisen, wogegen
MjK2 als Monomer vorliegt. Die Funktion der Kaliumkané&le wurde unter Verwendung der kaliu-
mabhangiger. coli Mutante LB2003 untersucht, die defizient in den Kaliumaufnahmesystemen
Kup, Trk und Kdp ist. Wahrend LB2003 Zellen mit Kontrollplasmid und Zellen, die MjK2 expri-
mierten 100 mM KCI bendétigten, um Wachstumsraten Eesoli Wildtyps zu erreichen, waren
Zellen, die MjK1 und MjKch exprimierten, in der Lage in Gegenwart von 1 mM KCI zu wachsen.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass MjK2 nicht funktioneH.inoli exprimiert wird, wahrend
MjKch und MjK1 einwértsgerichtete Kaliumstrome vermitteln und so die Kaliumversorgung der
Zelle gewahrleisten.

Die Sequenzhomologieuntersuchungen zeigten weiterhin, dass drei Gene, Mj0057, Mj1521 und
Mj1275 existieren, deren Genprodukte zu*l4 Antiportern homolog sind. Entsprechend der
phylogenetischen Familienzugehdrigkeit wurden die Genprodukte mit MjNhaP1, MjNhaP2 bzw.
MjNapA bezeichnet. Die genannten Gene wurden kloniert und die Aktivitat der putativélNa
Antiporter mit Hilfe derE. coli Mutante Fragl14AnhaA AnhaB) untersucht. Wéahrend fir MjNa-

pA und MjNhaP2 keine Funktion nachgewiesen werden konnte, zeigten Membranvesikel nach
Expression von MjNhaP1 zwischen pH 6,0 und 7,5 ein&/NaAntiporteraktivitat. Komplemen-
tationsversuche mit Hilfe der natriumsensitiven Mutante EP432 deuten jedoch daraufhin, dass
MjNhaP1 unter den zellphysiologischen Bedingungen Eonoli nicht aktiv ist, da der Antipor-

ter nicht in der Lage ist, den natriumsensitiven Phanotyp zu komplementieren.

Mit Hilfe der sequenzgerichteten Mutagenese wurden konservierte Aspartat-, Glutamat und
Argininreste sowie alle Histidine von MjNhaP1 mutiert, um Informationen Uber die Struktur-



Funktionsbeziehung dieser Aminoséuren zu erhalten. Die Ergebnisse zeigen, dass D93, D132 und
D161 beziglich des lonentransportes relevant sind, da ihr Austausch entweder zur Inaktivierung
oder zu stark reduzierter Aktivitat von MjNhaP1 fuhrt. R320 und R347 sind ebenfalls fur die
Funktion von MjNhaP1 essentiell und die Substitution von R320 gegen Alanin, Aspartat und
Histidin deutet darauf hin, dass R320 an der Bildung einer Wasserstoffbriicke beteiligt ist. Die
Mutagenese von Histidinresten fiihrte weder zu einer Beeintrachtigung der Proteinfunktion, noch
zeigten sich Effekte hinsichtlich der pH-Regulation von MjNhaP1. Ein Einfluss von Histidinresten
auf die pH-Sensitivitat, wie sie fir die Antiporter Nhak.(coli) und sod2 $chizosaccharomyces
pombe¢ gezeigt wurde, existiert demnach bei MjNhaP1 nicht.



Abstract

The hyperthermophilic archaed. jannaschiiwas discovered in 1986 at the bottom of a deep-
sea hydrothermal vent. Fourteen years later the sequencing project was finished, yielding the first
genomic sequence of an archaebacterial organism. The aim of this study was to identify and clone
genes of putative potassium channels and/Na antiporters. Using heterologous expression in

E. coli, the function of the corresponding geneproducts should be investigated subsequently.

Three putative potassium channel genes Mj0138.1, Mj1357 and Mj0139 were identified and their
corresponding geneproducts were named MjK1, MjK2 and MjKch. MjK1 and MjK2 belong to
the family of inward rectifying potassium channels with two transmembrane domains, whereas
MjKch is a member of the voltage gated channels, consisting of six transmembrane domains.
Immunostaining showed, that the cloned MjK1 and MjKch channels have a tetrameric subunit
stoichiometry, typical for potassium channels, whereas mainly monomers of MjK2 could be de-
tected. The function of the channels was analyzed using the potassium depgendeihmutant

strain LB2003, which is deficient in the three major potassium uptake systems Kup, Trk and Kdp.
Cells harbouring a control plasmid and cells expressing MjK2 required 100 mM KCI to grow at
rates, comparable to tHe. coli wild-type. In contrast, cells expressing MjKch and MjK1 were
able to grow in the presence of 1 mM KCI. The results suggest, that MjK2 is not expressed func-
tionally in E. coli, whereas MjKch and MjK1 can mediate inward directed potassium currents,
thereby providing the host cell with potassium.

By sequence homology three N&i™ antiporter related genes Mj0057, Mj1521 and Mj1275 were
identified. According to their phylogenetic relationships, the corresponding geneproducts were
named MjNhaP1, MjNhaP2 and MjNapA. The activities of the cloned antiporters were analyzed
using theE. coli mutant strain Frag114, which is deficient in the'ida* antiporters NhaA and
NhaB. While MjNhaP2 and MjNapA displayed no function, MjNhaP1 mediated pH dependent
Na' transport between pH 6,0 and pH 7,5, when assayed in everted vesicles. However, MjNhaP1
failed to complement the salt sensitive phenotype ofEheoli mutant EP432{nhaA, AnhaB),
suggesting that the antiporter is not active under cellphysiological conditidasooii.

To gain information about the structure-function relationship, conserved aspartate, glutamate and
histidine residues of MjNhaP1 were exchanged, using site-directed mutagenesis. The results in-
dicate that D93, D132 and D161 are involved in ion translocation, since their exchange either
abolish or strongly alter antiporter activity. R320 and R347 are also essential for antiporter acti-
vity and substitution of R320 against alanine, aspartate and histidine suggests, that the residue is
involved in hydrogen bond formation. Unlike in tie coli and yeast antiporters NhaA and sod2,

the exchange of histidine residues of MjNhaP1 residues neither affected antiporter function nor
the characteristic pH dependent activity-profile, indicating different mechanisms of pH regulation.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 lonenhomoostase

Kalium und Natrium sind die haufigsten in biologischer Materie auftretenden Kationen. Nahe-
zu alle Organismen nehmen Kalium aktiv Uber Transporter oder Kaliumkanéle auf (siehe Kapitel
1.3 und 1.4), so dass die intrazellulare Kaliumkonzentration hoher ist, als die des AulRenmediums
[Christian und Waltho 1962]. Kalium ist daher bei den meisten Zellen das Hauptosmotikum und
hat damit eine entscheidende Funktion bei der Kontrolle des Zellvolumens und der Aufrechterhal-
tung des osmotischen Gleichgewichts [Geck und Pfeiffer 1985].

Die elektrochemische Energie des Natriumgradienten wird von Zellen u.a. fur die Aufnahme von
Nahrstoffen wie Zuckern oder Aminosauren genutzt [Stock und Roseman 1971] und einige Pro-
karyoten besitzen eine NaATPase, so dass mit Hilfe des Natriumgradienten ATP synthetisiert
werden kann [Honer zu Bentrup u. a. 1997]. Im Gegensatz zu Kalium wirkt Natrium bei den
meisten Organismen endogen toxisch. Es wird daher bei vielen Zelltypen UbitNantipor-

ter wieder aus der Zytoplasma heraustransportiert (siehe Kapitel 1.2.1).

1.2 Transporter

Transporter sind in der Lage, lonen oder Molekile entgegen ihres Potentialgradienten zu transpor-
tieren [Shechter 1986]. Die fur den Transport bendtigte Energie wird Giber zwei unterschiedliche
Mechanismen bereitgestellt, so dass zwischen einer primaren und einer sekundaren Klasse von
Transportern unterschieden wird.



1.2 Transporter 2

Die der primaren Klasse nutzen fur den Transport ihres Substrates chemische Bindungsenergie,
die durch die Hydrolyse von ATP oder die Oxidation von NADH frei wird [Mitchell und Moyle
1968, Wilson u. a. 1976]. Diese Reaktionen sind mitunter reversibel, so dass mit Hilfe eines
lonengradienten ATP synthetisiert werden kann, wie es beispielsweise bejfleAFPase der

Fall ist (siehe Abbildung 1.1).

Periplasma
A B C
+ Ht
ADP ATP 2HY Nat
+P; Lactat”
Zytoplasma

Abbildung 1.1: Schematisches Modell verschiedener Transporterklassen. (A) Primarer Transpleyter F
ATPase (B) Elektrogener, sekundarer LactatSymporter, (C) Elektroneutraler, sekundéaref ide Anti-
porter.

Sekundare Transporter hingegen nutzen elektrochemische Gradienten von loneénoalier Mla

fir den Transports ihres Substrates oder bauen durch Substrattransport elektrochemische Gradi-
enten auf. Bei den sekundaren Transportern unterscheidet man zwischen Symportern [Naftalin
1984], welche das Substrat und das energieliefernde lon in die gleiche Richtung transportieren
und Antiportern, bei denen der Transport in die entgegengesetzte Richtung verlauft [Krulwich
1983]. Kommt es beim Transport zu einer Ladungstrennung an der Membran, so sind diese Trans-
porter elektrogen. Tritt keine transportbedingte Veranderung der Ladungsverteilung auf, werden
die Transporter entsprechend als elektroneutral bezeichnet (siehe Abbildung 1.1).

Am besten untersucht sind die lonentransportsysteme des Modellorgarisolsrichia coli
welcher im Wesentlichen drei N&H* Antiporter, NhaA, NhaB und ChaA sowie drei Kaliumauf-
nahmesysteme, Trk, Kdp und Kup (siehe Kapitel 1.3) besitzt. Ihre Funktionen werden nachfolgend
naher charakterisiert.

1.2.1 N&/H* Antiporter

Na"/H* Antiporter sind ubiquitar vorkommende Proteine, die in nahezu allen Zellen und Orga-
nellen nachgewiesen werden konnten [Padan und Schuldiner 1993, Padan u. a. 2001]. Die meisten
bakteriellen N&/H* Antiporter sind elektrogen und transportiered Hnd Na“(Li ™) mit einer
Stochiometrie von 2:1 oder 3:2. Da Natrium im Symport durch natriumgekoppelte Transportsy-
steme in die Zelle gelangt [Stock und Roseman 1971, Turner und Silverman 1977], muss es zur
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Aufrechterhaltung des Gradienten und zur Vermeidung toxischer Effekte wieder heraustranspor-
tiert werden. Dieser Transportvorgang wird bei Bakterien, die meistens keine primaren Natrium-
pumpen besitzen, von N&d* Antiportern geleistet.

Bei E. coliwurden zwei N&/H* Antiporter (NhaA, NhaB) sowie ein unspezifischerrCAd* An-
tiporter (ChaA) identifiziert (siehe Abbildung 1.2), die den auswartsgerichteten Natriumtransport
vermitteln [Pinner u. a. 1992, Taglicht u. a. 1991, Ivey u. a. 1993]. Die Deletion ihrer Gene fiihrt
beiE. colizu erhdhter Natriumsensitivitdt sowie zu einer Beeintrachtigung der intrazellularen pH-
Regulation [Zilberstein u. a. 1982]. Eine erhdhte Natriumtoleranz beziglich des Wildtyps konnte
dagegen bei Bakterien durch die Uberexpression vofiHaAntiportern erzielt werden [Waditee

u. a. 2002].

=i

( ATP ADP+P
FoF4 ut (G} ATP Lactgtl . LPS
ATlQ’ase 2H Epp——

i ADP+P;
Na'/

—

—

D

Substrat
Symporter

Zytoplasma
NADH

% Atmungskette
NAD*

u|pN|E u|pN|E u|§|%

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Kaliumtransporter unt/iNfaAntiporter vonE. coli. Die
Protonengradienten, die durch den LactatSymporter (LPS) und die Atmungskette erzeugt werden, lie-
fern die Energie fur die Kaliumaufnahme, den auswartsgerichteten Natriumtransport und die ATP-Synthese.
Der von N&/H* Antiportern erzeugte Natriumgradient wird fir die Aufnahme von Nahrstoffen durch Na
gekoppelte Symporter genutzt (siehe Kapitel 1.3 und 1.2.1).

Eukaryotische N&H* Antiporter haben im Gegensatz zu prokaryotischen eine elektroneutrale
Transportstochiometrie. lhre Funktion variiert in Abhéangigkeit vom Zelltyp und besteht bei h6-
heren Eukaryoten haufig in der Kontrolle des intrazellularen pH-Wertes. S&ugetierzellen weisen
beispielsweise einen zytoplasmatischen pH Wert von etwa 7,2 auf, welcher massgeblich durch die
Aktivitat von Na'/H* Antiportern stabilisiert wird. Dabei wird Him Austausch gegen Naaus

der Zelle ins Periplasma transportiert, weshalb Zellen, deren Antiporter durch Mutation inaktiviert
sind, eine erhdhte Acidosesensitivitat aufweisen.

Bei Pflanzen besteht die Funktion der'd" Antiporter vorwiegend in der Aufrechterhaltung ei-
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ner niedrigen zytoplasmatischen NKonzentration. FUArabidopsis thalianaind Lycopersicon
esculentunrkonnte gezeigt werden, dass die Uberexpression vakuolargHN&ntiporter der

Nhx1 Familie zu verstarkter NaSequestrierung in der Vakuole fiihrt, was wiederum die Natri-
umtoleranz dieser Pflanzen erhdht [Apse u. a. 1999, Zhang und Blumwald 2001]. Eine erhdhte
Natriumtoleranz wurde ebenso durch Uberexpression des plasmamembranstandigignAxa
tiporters SOS1 erzielt [Shi u. a. 2003].

1.2.2 Transportmechanismus und Regulation von NaH* Antiportern

Trotz intensiver biochemischer und biophysikalischer Charakterisierung vofHNa&ntipor-

tern ist bislang wenig Uber ihren Transportmechanismus bekannt. Struktur-Funktionsanalysen
zugrundeliegende Mutagenesestudien zeigten, dass vorwiegend Aspartat- und Lysinreste fur die
Funktion notwendig sind [Inoue u. a. 1995, Dibrov u. a. 1998]. Man nimmt an, dass Aspartatreste
die transportierten Kationen in einer Struktur koordinieren, die einem Kronenether vergleichbar
ist [Boyer 1988].

Die Aktivitat vieler Na/H* Antiporter wird durch den intra- oder extrazellularen pH-Wert regu-
liert. Bei NhaA €. col)) kommt es beispielsweise zwischen pH 7,0 und 8,5 zu einer Anderung der
Transportgeschwindigkeit um etwa drei GréR3enordnungen [Taglicht u. a. 1991, Gerchman u. a.
1993]. Mutationsstudien an Histidinresten von NhaA haben gezeigt, dass H225 mal3geblich die
pH-Regulation beeinflusst [Rimon u. a. 1995]. Die Bedeutung von Histidinresten hinsichtlich der
pH-Regulation konnte durch Mutagenesestudien an sedifosaccharomyces pombestatigt
werden [Dibrov u. a. 1998].

Zahlreiche Antiporter besitzen C-terminale zytoplasmatische Domé&nen von einigen hundert Ami-
nosauren. Einige dieser Doménen, wie z.B. die TRK Domane von NHa&bk@acterium sp.
NRC-J, sind konserviert und treten ebenfalls bei Kaliumtransportern und Kaliumkanalen auf
[Jiang u. a. 2002]. Da sie ein Rossmanmotiv (G-X-G-X-X-G) enthalten, fir das Konformationsan-
derungen in Abhéngigkeit von NAD/NADH gezeigt wurden, nimmt man an, dass TRK Doméanen
die Aktivitat dieser Antiporter in Abh&ngigkeit des Redoxstatus regulieren [Roosild u. a. 2002].

Eine besonders starke Diversifizierung C-terminaler Doméanen tritt infolge einer Spezialisierung
u.a. bei eukaryotischen Néi* Antiportern der Nhe Familie auf [Orlowski und Grinstein 1997].

Die Aktivitat dieser Antiporter variiert stark mit der intrazellularen ATP Konzentration, weshalb
ATP-bindende Doménen postuliert werden [Cassel u. a. 1986]. Desweiteren existieren bei Nhel
Bindungsstellen fur Calmodulin. Ihre Deletion fuhrt zu einer konstitutiven Aktivierung des Pro-
teins, was ebenfalls bei erhohten intrazellularen Kalziumkonzentrationen der Fall ist. Es wird
daher davon ausgegangen, dass die unbesetzten Calmodulinbindestellen einen autoinhibitorischen
Effekt auf die Proteinaktivitat haben [Wakabayashi u. a. 1994].
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1.2.3 Struktur von Na*/H™ Antiportern

Hydrophobizitatsuntersuchungen der Aminosauresequenzen zeigen, d4d$ Aatiporter aus-
gesprochen hydrophobe Proteine sind, die zehn bis dreizehn transmembranare Domanen aufwei-
sen (siehe Abbildung 1.3 A). Durch die immunchemische Untersuchung von Fusionsproteinen
zwischen Antiporterfragmenten und alkalischer Phosphatase konnten diese Topologievorhersagen
fir NhaA (E. coli) bestétigt werden [Rothman u. a. 1996].

Zytoplasma

A

Abbildung 1.3: (A) Schematisches Sekundarstrukturmodell von NhaA. T1-T12: transmembranare Doma-
nen. Funktionell bedeutsame Aminosauren (siehe Text) sind schwarz unterlegt dargestellt. (B) Dreidimen-
sionale Karte von NhaA mit Ansicht senkrecht zur Membranebene. Die transmembranéaren Helices sind
willkdrlich numeriert und die méglichen Porenbereiche durch weiRe Sterne gekennzeichnet. (C) Ansicht
in der Membranebene auf die Helices 1-6 der Dimerkontaktstelle (siehe Text). (D) Ansicht mehrerer Ein-
heitszellen von NhaA senkrecht zur Membranebene. Die Dimer-Dimer Kontaktstellen sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Abbildungen B-D enthommen aus: [Williams 2000]

Aufgrund der hohen ExpressionsratenEncoli war es zudem mdoglich zwei- und dreidimensio-

nale Kristalle von NhaA zu erzeugen, die eine Darstellung der Struktur mit einer Auflésung von
7 A erlaubten [Williams u. a. 1999]. Die dreidimensionale Karte von NhaA zeigt zwolf elektro-
nendichte Bereiche, die die Membran durchspannen (siehe Abbildung 1.3). Funf dieser Domé&nen
(1-3, 5-6, siehe Abbildung 1.3 B) bilden im Kristall die Kontaktstelle jeweils zweier NhaA Unter-
einheiten (siehe Abbildung 1.3 D). Bislang konnte nicht geklart werden, ob eine dimere Struktur
fur die Funktion von NhaA notwendig ist, doch macht der grof3e Abstand zweier Untereinheiten
eine Lokalisation der lonenpore(n) an den Kontaktstellen unwarscheinlich [Williams 2000]. Die
Helices 10, 11 und 12 sowie die Helices 2, 3 und 8 bilden links-, bzw. rechtsgangige Bundel, in



1.3 Kaliumtransporter 6

deren Zentrum die Elektronendichte niedrig ist. Es wurde daher postuliert, dass sie die lonenporen
von NhaA bilden (siehe Abbildung 1.3 B).

1.3 Kaliumtransporter

Die Kaliumaufnahme wird bek. coli im Wesentlichen durch die Transportsysteme Trk, Kup
und Kdp vermittelt (siehe Abbildung 1.2). Diese Transporter unterscheiden sich bezuglich ih-
rer Affinitat fir Kalium und ihres Transportmechanismus. Zudem sind sie bei unterschiedlichen
zellphysiologischen Bedingungen aktiv, wodurch eine Anpassung an wechselnde Umweltbedin-
gungen gewabhrleistet wirc. coli Mutanten, bei denen alle drei Transporter durch Mutationen
inaktiviert sind, zeigen einen kaliumabhangigen Phéanotyp und bendtigen extrazellular eine etwa
10.000-fach hohere Kaliumkonzentration als der Wildtyp [Stumpe und Bakker 1997].

Das Transportsystem Trk gehdrt zu einer Proteinsuperfamilie von Kaliumtransportern, die in
Pflanzen Bakterien und Pilzen vorkommt und bei den meisten Organismen aus drei Untereinhei-
ten TrkA, TrkE und TrkH besteht [Harms u. a. 2001]. Es wird vermutet, dass der Proteinkomplex
Kalium im Symport mit Protonen transportiert und dass die ATP Abh&ngigkeit des Kaliumtrans-
ports Uber die Untereinheit TrkE vermittelt wird [Schlosser u. a. 1995]. Trk wirdEbeoli
konstitutiv exprimiert, transportiert Kalium mit niedriger Affinitat ((K*) = 1 mM) und wird

durch den Zellturgor reguliert [Bossemeyer u. a. 1989].

Wie Trk gehort auch Kup zu einer Proteinsuperfamilie, die bei Pro- und Eukaryoten gleicher-
malen auftritt. Bei hyperosmotischem Stress und niedrigem pH-Wert wird Kalium hauptséchlich
Uber Kup aufgenommen @K ™) = 0,58 mM), da die Aktivitat von Trk unter diesen Bedingungen
stark reduziert ist [Trchounian und Kobayashi 1999]. Der Transporter ist in der Lage, Kalium in
Abwesenheit einer funktionsfahigegHr-ATPase zu transportieren. [Ba colijedoch durch End-
produktausschleusung einen Protonengradienten erzeugen kann [Ten Brink und Konings 1980],
konnte bislang nicht eindeutig geklart werden, ob eine protonenmotorische Kraft fir den Kalium-
transport notwendig ist.

Bei einer extrazellularen Kaliumkonzentrationen von <udDist die Affinitat der Kaliumtrans-
porter Trk und Kup nicht ausreichend, um eine Versorgung der Zelle mit Kalium sicherzustellen.
Der Zellturgor ist daher erniedrigt, wodurch es zur Induktion der Kdp ATPase kommt [Epstein
1992]. Dieser Multiproteinkomplex wird vom kdpFABCD Operon kodiert und besteht aus vier
membrangebundenen Untereinheiten KdpF, KdpA, KdpB und KdpC. Der Kaliumtransport wird
von der katalytischen Untereinheit KdpB und der translozierenden Untereinheit KdpA geleistet.
Fiar KpdC und KdpF werden stabilisierende Funktionen fur den Proteinkomplex diskutiert [Gassel



1.4 Kaliumkanéle 7

und Altendorf 2001]. Kdp weist von den bEi coli bekannten Systemen mit einenyK\ert von
2 uM die hdchste Affinitat fur Kalium auf [Rhoads u. a. 1976].

1.4 Kaliumkanale

Wahrend die Kaliumaufnahme bgi coli, Haemophilus influenzadycoplasma genitaliupBor-
relia burgdorferiausschliel3lich von Transportern geleistet wird, treten bei anderen Vertretern der
Eu- und Archaebakterien zusatzlich Kaliumkanéle auf, die die Kaliumaufnahme vermitteln.

Kaliumkanéle sind tetramere Membranproteine aus identischen oder ahnlichen Untereinheiten,
die kaliumselektive Poren ausbilden und Kalium entlang des elektrochemischen Gradienten trans-
portieren [Miller 2000]. Die zwei wichtigsten Klassen sind die spannungsgesteuerignidid

die einwartsrektifizierenden Kaliumkanéle g die sechs (6 TM), bzw. zwei transmembranéare
Domanen (2 TM) pro Untereinheit aufweisen [Doupnik u. a. 1995, Latorre u. a. 1984]. Bei beiden
Klassen flankieren die zwei jeweils carboxyterminalen Doméanen die fir Kaliumkanéle charakteri-
stische Signatursequenz (G-Y-G-D), die den Selektivitatsfilter fir Kalium bildet (siehe Abbildung
1.4).

CO2-

CO2-

Abbildung 1.4: Schematisches Sekundarstrukturmodell verschiedener Kaliumkanaltypen. (A) 6 TM, (B)
2 TM+2 TM, (C) 6 TM+2 TM, (D) 2 TM (siehe Text). S1-S6, M1-M2: transmembranare Doméanen, P:
Porenregion mit Signatursequenz (G-Y-G-D).

Waéhrend bei Prokaryoten ausschlie3lich 2 TM und 6 TM Kanale vorkommen, kam es bei Eu-
karyoten als Folge von Genduplikationen und Fusionen zur Bildung so genannter Tandemporen-
kanale. Bei diesen Kanéalen treten zwei Sighatursequenzen in einer Polypetidkette auf, so dass
nur zwei Untereinheiten zur Bildung eines Kaliumkanals notwendig sind. Bei dert RaKzlen

1TOK: tandem poreutward rectifyingk + channel
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(S. cerevisiaghandelt es sich um Proteine mit acht transmembranaren Doménen, die wahrschein-
lich aus der Fusion eines 6 TM Kanals mit einem 2 TM Kanal hervorgegangen sind (6 TM+2 TM)
[Ketchum u. a. 1995]. Eine mdgliche genetische Vorstufe bildet das mjaKchAB Operon bei dem
bereits ein 6 TM und ein 2 TM Kanal unmittelbar hintereinander auf dem Genom lokalisiert, aber
durch ein Stopcodon getrennt sind [Derst und Karschin 1998]. Die PWIREK® und TASK?

Kanéle bestehen aus vier transmembranédren Doméanen pro Untereinheit (2 TM+2 TM), so dass
eine Fusion zweier 2 TM Kanéle wahrscheinlich ist [Fink u. a. 1996, Kim u. a. 2000].

1.4.1 Regulatorische Domanen pro- und eukaryotischer Kaliumkanale

Neben den transmembranaren Doméanen kommen bei zahlreichen prokaryotischen Kaliumkanélen
C-terminale, zytoplasmatische RERomanen vor, die die Kanalaktivitét beeinflussen [Jiang u. a.
2001, Jiang u. a. 2002, Derst und Karschin 1998]. Abhangig vom Kanaltyp sind sie auf die Bin-
dung unterschiedlicher Liganden wie &ZaNAD/NADH oder Glutathion angepasst, so dass die
Kanalaktivitat Uber zahlreiche physiologische Stimuli moduliert werden kann. Da sie bei einigen
prokaryotischen Kaliumkanalen nicht auftreten, sind sie fur die Funktion jedoch nicht essentiell.

Als Folge der Spezialisierung unterlagen die regulatorischen Doméanen eukaryotischer Kalium-
kanéle einer starkeren Diversifizierung, als die der Prokaryoten (siehe Abbildung 1.5). Zudem
treten sie C- und N-terminal auf und sind an ein breiteres Spektrum von Liganden (AP, Mg
c&t, zyklische Nukleotide, G-Proteine) angepasst [Yellen 2002].

Archaea
2T™M
2 TM +RCK
6TM Eukarya
Eubacteria 6TM +RCK
2TM + ATPBD
6TM 6 TM + CABD
6 TM + RCK 6TM Kv
6 TM + GPBD

Abbildung 1.5: Kaliumkan&le und regulatorische Domé&nen bei Eubakterien, Archaebakterien und Euka-
ryoten. RCK:regulator ofconductance oK *-channels, ATPBD: ATP-bindende Doméane, ZNBD: Binde-
domane fur zyklische Nukleotide, CABD: kalziumbindende Doméane, GPBD: G-Protein-bindende Domane,
Ky: spannungsgesteuerter Kanal

2TWIK: tandem porénward rectifyingk = channel
STREK: TWIK relatedK t channel

4TASK: TWIK relatedacid sensitiveK * channel
SRCK: regulator ofconductance oK * channels
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1.4.2 Ky-Kanale

Ky-Kanale andern die Permeabilitat fir Kalium als Funktion des Membranpotentials der Zelle,
d.h. ein fur den jeweiligen Kanal charakteristisches Schwellenpotential muss erreicht werden, um
den Kanal zu aktivieren (siehe Abbildung 1.6).

Trotz ahnlicher Struktur sind die elektrophysiologischen Eigenschaften innerhalb der Gruppe der
Ky-Kandale sehr heterogen. Man unterscheidet Kanéle deren Offenwahrscheinlichkeit bei Hy-
perpolarisation zunimmt und depolarisationsaktivierte Kanéle. Fur beide Kanalfamilien konnte
gezeigt werden, dass der in S4 befindliche Spannungssensor (siehe Abbildung 1.7) bei Depola-
risation der Zelle einer Verlagerung zur extrazellularen Seite der Zytoplasmamembran unterliegt.
Der an diese Konformationsanderung gekoppelte Mechanismus, der bei hyperpolarisationsakti-
vierten Kanalen zum SchlieBen und bei depolarisationsaktivierten Kanalen zum Offnen der Pore
fuhrt, ist jedoch bislang ungeklart.

Ky-Kanéle wurden intensiv in tierischen und pfanzlichen Geweben untersucht. Obwohl bemer-
kenswerte Strukturhomologien zwischen beiden Systemen existieren unterscheiden sigh die K
Kanale insbesondere durch die Lange ihrer Offenzeiten. Die meisten tierisgh&anéle vom
Shaker-Typ sind nur fur einige Millisekunden aktiv und unterliegen dann einer Inaktivierung (siehe
auch Kapitel 1.4.2: Struktur von\«Kanalen). Wahrend dieser Phase, die nach einer Depolari-
sation von Nervenzellen wahrend des Aktionspotentials auftritt, kommt es zum Kaliumausstrom
und damit zu einer Repolarisation der Zelle. Eine signifikannte Anderung der intrazelluaren Kali-
umkonzentration tritt aufgrund der kurzen Offenzeiten nicht ein.

A B

einwartsrektifizierend auswartsrektifizierend

Abbildung 1.6: Strom-Spannungsbeziehung bgi-Kanéalen. Typische Strom-Spannungkennlinie bei: (A)
hyperpolarisationsaktivierten, einwartsrektifizierenden Kaliumkanélen (z.B. Rathdliang), (B) depo-
larisationsaktivierten, auswartsrektifizierenden Kaliumkanélen (z.B. SKORé&liang)). Die Schwellen-
potentiale sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Pflanzliche K/,-Kanale wie Kat1A. thaliang unterliegen demgegeniber keiner Inaktivierung und
kénnen abhéngig vom Membranpotential tUber mehrere Minuten gedffnet sein. Getrieben durch
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die plasmamembranstandigen ATPasen kommt es daher zu makroskopischen Kaliumflissen, die
den Zellturgor beeinflussen, was beispielsweise das Offnen von Schliel3zellen reguliert [Pilot u. a.
2001].

Struktur von K y-Kanalen

Die molekulare Grundlage der spannungsabhéngigen Permeabilitatsanderungen fur Kalium bilden
geladene Aminosaureseitenketten in den Domanen S1-S4 (siehe Abbildung 1.7). Bei den meisten
Ky Kandlen tritt in S4 eine ungewohnlich hohe Dichte positiver Ladungen auf, die durch Lysin
oder Argininreste an jeder 3. Aminosaureposition hervorgerufen wird [Yellen 2002]. Es konnte
gezeigt werden, dass diese mit negativ geladenen Glutamatresten in S2 interagieren [Cha u. a.
1999] und dass es durch Mutation zu einer Beeinflussung des Aktivierungsverhaltens kommt.
Die Domanen S1-S4 werden daher als Spannungssensor bezeichnet [Seoh u. a. 1996].

Der spannungsgesteuerte Shaker Kanal konnte kristallisiert und mit einer Auflésung von 25 A
dargestellt werden, so dass es moglich war, Informationen Uber die Grobstruktur des Kanals zu
erhalten. Die Rontgenstrukturanalysen kristallisieftef1 und CaMBD Doméanen [Schumacher

u. a. 2001, Gulbis u. a. 2000] lieferten weitere Strukturdaten, weshalb derzeit zwei grundsatzliche
Typen spannungsgesteuerter Kanéle unterschieden werden konnen. Beiden gemeinsam ist der
Spannungssensor (S1-S4) und die Porendoméne (S5-P-S6) (siehe Abbildung 1.7 A).

Die Ky1.x-Ky4.x Unterfamilie besitzt zusatzlich eine N-Terminale Tetramerisierungsdomane
(T1), die die Spezifizat bei der Assemblierung der Untereinheiten bestimmt. T1 Domé&nen sind an
der Bindung von [3-Untereinheiten und der Ausbildung verschiedener Protein-Protein Interaktio-
nen beteiligt und modulieren auf diese Weise die Kanalaktivitét (siehe Abbildung 1.7 B). Zudem
besitzen sie ein terminales Peptid, welches in einem als N-Typ Inaktivierung bezeichneten Me-
chanismus autoinhibitorisch auf die Kanalfunktion wirkt [Hoshi u. a. 1990]. Die C-Termini der
Ky Familie weisen keine offensichtliche Domanenstruktur auf, enthalten aber héaufiy BiBZ

die zellulare Lokalisation der Kanéale bestimmen und eine Funktion hinsichtlich der Signaltrans-
duktion haben [Doyle u. a. 1996]. Bei d@aUntereinheiten handelt es sich um regulatorische
Domanen, die die Kanalaktivitat moglicherweise Uber einen direkten Kontakt mit dem Span-
nungssensor modulieren. Sie weisen eine Oxidoreduktaseaktivitat auf und binden NAD/NADH,
weshalb eine regulatorische Funktion in Abhéngigkeit des Redoxstatus wahrscheinlich ist [Gulbis
u. a. 1999].

Viele andere 6 TM Kandle haben eine vom Kyp abweichende Struktur, die durch das Fehlen
der T1 Doméne und die Gegenwart einer C-terminalen regulatorischen Doméane gekennzeichnet

6pDZ: PSD95Disk largeZO domain
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A Periplasma
- +
+

S1 S2 S3 S4 s5| p |s6
+
- +
1 ] N~
Spannungssensor Porendoméne
Zytoplasma

Porendoméanen und
Spannungssensor
(transmembranar)

Regulatorische
Doménen
(zytoplasmatisch)

Abbildung 1.7: Doméanenorganisation von 6 TM Kanalen. (A) Schematisches Sekundarstrukturmodell der
transmembrandren Doméanen eines 6 TM Kanals. Die Domanen sind mit S1-S6 gekennzeichnet. (+) und (-)
symbolisieren die geladenen Aminosauren des Spannungssensors. Die Porenregion ist mit P gekennzeich-
net. (B) Kanal vom i Typ. T1: Tetramerisierungsdomandn,-Untereinheiten (siehe Text). Zwei der
jeweils vier Spannungssensordomanen sind dargestellt. (C) Domanenorganisation von HCN, CNG, SK und
anderen Kanélen (siehe Text). RD: Regulatorische Doméanen, z.B. CaMBD (calmodulinbindende Domane).

ist. Zu dieser Gruppe zéhlen die spannungsgesteuerten KCNQ ufAdkEagle [Schroeder u. a.
2000, Bruggemann u. a. 1993], spannungs- und ligandengesteue?t¢CaK aktiviert) und

HCN?® Kanale (Hyperpolarisations- und Nukleotid-aktiviert)[Xia u. a. 2002, Wainger u. a. 2001],
sowie ligandengesteuerte CGund SK! Kanale [Kaupp und Seifert 2002, Marrion und Tavalin
1998]. In einigen Fallen weisen die C-terminalen Sensoren eine tetramere Struktur auf, wahrend
bei anderen die Bildung zweier Dimere angenommen wird (siehe Abbildung 1.7 C).

"Eag: ether-a-go-go channel

8BK: large conductance calcium-activatéd channel

9HCN: hyperpolarization andyclic nucleotide-gated K channel
10CNG: cyclic nucleotidegated K- channel
115K: small conductance calcium-activatéd™ channel
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1.4.3 Kgr-Kanale

Kir-Kandle sind charakterisiert durch eine erhohte Leitfahigkeit bei Hyperpolarisation sowie ei-

ne erniedrigte Leitféahigkeit bei Depolarisation der Zelle [Namba u. a. 1996]. Im Gegensatz zu
den Ky-Kanélen besitzen jg-Kanéle keinen Spannungsensor. Sie weisen daher keine potenti-

alabhéngige Aktivierung auf, sondern leiten Kalium sobald ein Potentialgradient besteht (siehe
Abbildung 1.8).

Die Funktion von Kr-Kanalen besteht bei Eukaryoten u.a. in der Stabilisierung des Membranru-
hepotentials nahe dem Gleichgewichtspotential von Kalium. Bei Prokaryoten ist sie weitgehend
ungeklart, da die bislang klonierten undin coli exprimierten Kanale KcsAStreptomyces li-
vidang, MthK (Methanobacterium thermoautotrophicuomd Kch Escherichia coli bis auf Kch

keine signifikanten phénotypischen Veranderungen hervorriefen [Schrempf u. a. 1995, Jiang u. a.
2002, Uozumi 2001]. Fur Kch wurde ein Kaliumverlust der Zellen beschrieben, der jedoch nur
auftrat, wenn das Protein unter der Kontrolle eines T7 Promotors tUberexprimiert wurde [Munsey
u. a. 2002]. Die Deletion des Kch-Gens hatte jedoch keine signifikanten Auswirkungen auf den
Phanotyp [Bakker, E., personliche Mitteilung].

Abbildung 1.8: Typisches Strom-Spannungsdiagramm eines einwartsrektifizierenden Kanals (z.B. MthK
(Methanobacterium thermoautotrophiclim

Struktur von K |g-Kanélen

Die meisten Informationen uber die Struktur und Funktion von Kaliumkanélen entstammen den
Rontgenstrukturdaten zweier prokaryotischer Kanéle KSAliyidang und MthK (M. thermo-
autotrophicun), die eine Darstellung der Strukturen bis zu einer Auflésung von 2,5 A bzw. 3,3 A
ermdglichten [Doyle u. a. 1998,Jiang u. a. 2002]. Zwei Segmente, die aufgrund ihrer Lokalisation
als innere und auf3ere Helix bezeichnet werden, bilden das hydrophobe Grundgerist beider Kanéle
(siehe Abbildung 1.9). Zwischen ihnen befinden sich die Signatursequenzen der Porenregion, die
in einer vierfachen Symmetrie den Selektivitatsfilter fur Kalium bilden.
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Die Pore, die von Carbonylsauerstoffatomen der Aminosduren des Selektivitatsfilters gebildet
wird, ahmt die Wasserstruktur um das hydratisierte Kaliumion nach, so dass Kalium die Pore
passieren kann, ohne energetisch unginstige Zustande durchlaufen zu mussen. Da die Hydrat-
hille des Natriumions aufgrund der hoheren Ladungsdichte kompakter ist, trifft dies fir Natrium
nicht zu, wodurch es zu der hohen Selektivitat fir Kalium kommt [Berneche und Roux 2001].
Entlang der Porenregion befinden sich funf Bindungsstellen S0-S4 fur Kaliumionen von denen
unter physiologischen Bedingungen jeweils zwei (S1, S3) oder drei (SO, S2, S4) durch Kalium
besetzt sind, wahrend sich an den unbesetzten Positionen Wassermolekile befinden. Durch elek-
trostatische AbstoBungskrafte zwischen den Kaliumionen werden die Bindungskréfte zwischen
Kalium und den Aminosauren des Selektivitatsfilter minimiert, was die Grundlage fir die hohen
Transportraten, die bis zu 4@nen pro Sekunde betragen kénnen, bildet [Morais-Cabral u. a.
2001].

A _ B C
Periplasma
¢
‘ a
Gly
L}
«d Tyr
| J
o9 Gly
|
Val
Ko 3
Thr
Zytoplasma auRere Helices  innere Helices

Abbildung 1.9: Doméanenorganisation von KcsA. Banderdarstellung von KcsA mit Sicht entlang der (A)
Membranebene und (C) Porenachse. (B) Detaillierte Darstellung des Selektivitatsfilters jeweils zweier Un-
tereinheiten von KcsA mit den Bindestellen S0-S4 fur Kalium (siehe Text). Die Kaliumionen innerhalb
des Selektivitatsfilters sind als rote Kugeln dargestellt. Die vier identischen Untereinheiten des KcsA Te-
tramers sind blau, schwarz, gelb bzw. griin dargestellt. Zur die Darstellung der Bandermodelle wurde das
Programm Rasmol V2.6 verwendet. Zugangsnummer der Atomkoordinaten: 1BL8 (www.pdb.org).

Wahrend die verhaltnisméaRig kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Bereiche von KcsA (40-50
Aminosauren) nur wenig Einfluss auf die lonenleitfahigkeit des Kanals haben [Cortes u. a. 2001],
besitzt MthK regulatorische RCK Domanen, die zwei Drittel des Proteins ausmachen [Jiang u. a.
2002]. Sie enthalten die konservierten Sequenzen TrkA-N und TrkA-C, die haufig bei Kalium-
kanalen, Transportern und Nal* Antiportern auftreten. Bei vielen Kanalen, u.a. auch bei denen
von M. jannaschij enthalten sie ein Rossman Motiv [Derst und Karschin 1998], dass in Abhan-
gigkeit von NAD/NADH Konformationséanderungen unterliegt [Roosild u. a. 2002]. MthK selbst
besitzt kein Rossman Motiv, die Kristallstruktur zeigt aber, dass pro RCK Doméne ein Kalziumion
gebunden wird, was zum Offnen der Pore fiihrt. Eine Regulation der Kanalaktivitat durch Kalzium
wird daher angenommen.



1.5Methanococcus jannaschii 14

Die RCK Doménen von MthK sind in einer ringférmigen Struktur mit vierfacher Symmetrie um
die Porenachse lokalisiert. Je vier der insgesamt acht RCK Domanen werden von den C-Termini
der MthK Untereinheiten gebildet (siehe Abbildung 1.10). Bei den Ubrigen vier RCK Doma-
nen handelt es um I6Rliche Proteine, die Uber eines internes Startcodon (M107) des MthK-Gens
exprimiert werden. Sie bilden ebenfalls eine ringférmige, tetramere Struktur, so dass die zyto-
plasmatische Doméanenorganisation von MthK der oktameren Stochiometrie der regulatorischen
Domanen der k-Kanéle (T14-B4) dhnelt.

Porendoménen
(transmembranar)

RCK Domanen
(zytoplasmatisch)

|6sliche RCK
Doménen

Abbildung 1.10: Doméanenorganisation von MthK. (A) Banderdarstellung von MthK basierend auf ront-
genkristallographischen Koordinaten. Die Darstellung zeigt MthK mit Blick entlang der Membranebene.
Kalziumatome sind als rote Kugeln dargestellt. (B) Schematische Darstellung der Domanen von MthK. Die
Darstellung des Bandermodells erfolgte mit Rasmol V2.6. Zugangshnummer der Atomkoordinaten: 1LNQ
(www.pdb.org).

1.5 Methanococcus jannaschii

M. jannaschiiwurde 1982 im Sudostpazifik aus zwei Kilometern Tiefe vom Rand einer hydrother-
malen Quelle isoliert. Der Organismus gehdrt zum Reich der Archaeen und kann autotroph, durch
Methanogenese und die Fixierung von Stickstoff, leben. ZudeM.ignnaschiiobligat anaerob

und hyperthermophil, d.h. es kann bei Temperaturen oberhalb VoG &hen.

Die genetische Information va. jannaschiikonnte 1996 vollstandig aufgeklart werden, womit
erstmals das Genom eines Archaebakterium sequenziert worden war [Bult u. a. 1996]. Es be-
steht aus einem 1,6 Megabasen grof3en Chromosom, zwei extrachromosomalen Elementen (ECE)
von 58 und 16 Kilobasen und enthalt 1738 offene Leserahmen. Nur bei 44 % der Gene konnte
eine Ubereinstimmung mit bekannten Sequenzen gefunden werden, wodurch die evolutionsge-
schichtliche Distanz zu den Bakterien deutlich wird. Ahnlichkeiten bestehen hauptsachlich auf
der Ebene des Intermediarstoffwechsels, was darauf schliel3en |af3t, das Bakterien und Archaeen
zentrale biochemische Stoffwechselwege von einem gemeinsamen Vorfahren tibernommen haben.
Die DNA Transkription und die Organisation des Genoms &hnelt der der Eukaryoten, was z.B. das
Vorhandensein von Histonen belegt [Morell 1996].
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1.6 M. jannaschii als Modellorganismus eines marinen Lebewesens

Das Meer als Ursprungsort des Lebens stellt in biologischer Hinsicht eine geeignete Umgebung
fur Organismen dar. Die Fahigkeit Salzwasser zu tolerieren ist jedoch vielen im Stiwasser und an
Land lebenden Organismen im Laufe der Evolution verloren gegangen. Dies stellt insbesondere
bei hoheren Kulturpflanzen ein Problem dar, da die durch Bew&sserung von Boden herbeigefihrte
Versalzung immer grol3ere Gebiete fur eine wirtschaftliche Nutzung unbrauchbar werden lasst
[Zhu 2001].

Ein Verstandnis der komplexen an der lonenhomoostase beteiligten Transportvorgange kann nur
dann erfolgen, wenn das Zusammenspiel der daran beteiligten Transporter und lonenkanéle be-
kannt ist. Der am besten verstandene Organismus in dieser Hinsicht ist das Darmbalkteraim

li, welches jedoch nicht an die Bedingungen von Salzwasser adaptiert idil. Mitnaschiistand

erstmals das Genom eines marinen Lebewesens zu Verfiigung, so dass eine umfangreiche Charak-
terisierung der an der lonenhomaoostase beteiligten Proteine moglich war.

Die initiale Sequenzanalyse des GenomsMoijannaschiihat gezeigt, dass das Archaebakterium

drei putative Kaliumkanalgene, Mj0138.1, Mj0139 und Mj1357 sowie eifViN&Antiportergen,
Mj1275, enthdlt [Bult u. a. 1996, Derst und Karschin 1998]. Kirzlich konnten zwei weitere putati-
ve Na'/H* Antiportergene, Mj0057 und Mj1521, identifiziert werden [Hellmer u. a. 2002]. Diese
Arbeit beschreibt die computergestutzte, auf Homologieuntersuchungen basierende ldentifizie-
rung funktionell wichtiger Aminosauren genannter Transporter und Kanale sowie eine Vorhersage
ihrer Sekundarstruktur.

Die Gene Mj0138.1, Mj0139, Mj1357, Mj0057, Mj1521 und Mj1275 wurden Kkloniert und die
entsprechenden Genprodukte heterolog.irwoli exprimiert. Fir die zellphysiologische Charak-
terisierung der Kaliumkanalaktivitdten wurde die kaliumabhanggeoli Mutante LB2003 ein-
gesetzt, deren zelleigene Kaliumtransportsysteme Trk, Kdp und Kup durch Mutation inaktiviert
sind [Stumpe und Bakker 1997]. In einem Komplementationstestsystem wurden dabei die zum
Wachstum bendétigten Kaliumkonzentrationen ermittelt und die Sensitivitat der Kanéle beztiglich
der Kaliumkanalblocker BaCl, TEA und CsCl ermittelt.

Die Aktivitat der putativen N&H* Antiporter wurde mit Hilfe eines auf Membranvesikeln ba-
sierenden Verfahrens fluorimetrisch bestimmt, wobei fir die Préparation der Membranfraktionen
der defizienteE. coli Stamm Frag115 verwendet wurde, dessen zelleigefiéH&ntiportergene
nhaAundnhaB deletiert sind. Die Bestimmung der vivo Aktivitdt wurde unter Verwendung der
Mutante EP432 durchgeflihrt, deren Natriumsensitivitat durch die heterologe Expression zahlrei-
cher N&/H* Antiporter komplementiert werden konnte [Strausak u. a. 1993, Dzioba u. a. 2002].
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Mit Hilfe der sequenzgerichteten Mutagenese wurden konservierte Aspartat-, Glutamat- und Argi-
ninreste sowie alle Histidinreste des Mj0057 Genproduktes MjNhaP1 ausgetauscht. Die mutierten
Proteine wurden ebenfalls in Frag114 Zellen exprimiert und di&'iaAntiporteraktivitat der
Mutanten fluorimetrisch quantifiziert.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Molekularbiologie

2.1.1 Plasmidpraparation auskt. coli

Um Plasmide auk. coli zu isolieren, wurde ein modifiziertes Protokoll der Firma Promega ver-
wendet. Dazu wurden 1,5-5 ml einer LB-Medium Ubernachtkultur 30 s bei 18.§@@ntrifu-

giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in@B@ffer R (50 mM Tris-HCI,

10 mM EDTA, 100ug/ml RNaseA (Roth), pH 7,5) resuspendiert. 20@uffer L (0,2 M NaOH,

0,1% SDS) wurden zugegeben und das Reaktionsgefald dreimal invertiert. Die Losung wurde mit
200l Puffer N (1,32 M Kaliumacetat, pH 4,8) neutralisiert und nach dreimaligem Invertieren 10
min bei 13.006g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 6@DIsopropanol tberfiihrt, gemischt

und 10 min bei 13.000g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurdern680 %-iger
Ethanol zugegeben und fir 2 min bei 13.6@Psedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen,

die DNA bei 50°C getrocknet und anschlieend in 30-10Wasser aufgenommen.

2.1.2 Polymerase Kettenreaktion

Gene wurden mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) [Mullis u. a. 1986] amplifiziert. Fur
Klonierungen wurde SAWADY Pwo Polymerase (Peglab) verwendet, wahrend fur diagnostische
Verfahren BioTherm" TaqDNA Polymerase (Genecraft) eingesetzt wurde. Die Reaktion wurde

in einem Volumen von 100l , einer Primerkonzentration von je 0,6 pmgt! und 1-2,5 UTaq

DNA Polymerase entsprechend den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Pro Reaktionsansatz

17
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betrug dabei die eingesetzte Menge genomischer DA Methanococcus jannaschsioo ng.
Die PCR Reaktion wurde in einen Personal Cy¢tlder Firma Biometr&durchgefuhrt. Falls
nicht anders erwéhnt, wurde daflr das in Tabelle A.1 aufgefiihrte PCR Programm verwendet.

2.1.3 DNA Manipulation

Fur Restriktionsanalysen und Klonierungen wurden Enzyme und Puffer der Firma New England
Biolabs® (NEB) verwendet. Prqg Plasmid-DNA wurden 5 U der jeweiligen Restriktionsendo-
nuklease in einem Volumen von {Deingesetzt und 1 h bei 3T inkubiert.

Ligationen wurden mit 400 U T4 DNA Ligase (NEB) in einem Volumen vonu2éntsprechend

dem Protokoll des Herstellers durchgefuihrt. Die eingesetzte Vektormenge betrug 10-20 fmol,
wahrend das Vektor-Insertverhaltnis zwischen 1:1 und 1:6 (fmol Vektor:fmol Insert) variiert wur-
de.

2.1.4 Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Trennung von DNA Fragmenten erfolgte entsprechend der Molmasse
Uber 1-2 %-ige TBE-Agarosegele mit einer Ethidiumbromidkonzentration vopgsl—! bei

einer Spannung von 14 V cm [Sambrook u. a. 1989]. Der fiir die Elektrophorese verwendete
TBE-Puffer enthielt 90 mM Tris, 90 mM Borséaure, 20 mM EDTA, pH 8,3. Fir das Laden der
Proben wurden diese mit Puffer P (0,25 % Bromphenol Blau, 0,25% Xylen Cyanol, 30% Glycerin)
in einem Verhaltnis von 10:1 (v(Probe):v(Puffer)) versetzt.

2.1.5 Reinigung von DNA aus Agarosegelen und PCR Reaktionen

Fir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen und die Reinigung aus PCR-Reaktionen wurden
Verfahren der Firma GenomedETQUICK Gel Extraction Spin Kibzw. JETQUICK PCR Puri-
fication Spin Kij verwendet und entsprechend den Protokollen des Herstellers verfahren.

2.1.6 Klonierungsvektor pCR®4-TOPO

PCR Produkte wurden fir die Sequenzierung, bzw. die nachfolgende Subklonierung in den Vektor
pCR®4-TOPO kloniert. Der Vektor verfiigt Gber das Ampicillinresistenzidanund das Kana-
mycinresistenzgenea Bindestellen fur T3, T7 und M13 Primer ermdglichen eine Sequenzierung

1Freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. Carsten Zeilinger zur Verfiigung gestellt
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der klonierten Gene. Durch das letaleB Gen [Bernard und Couturier 1992,Bernard u. a. 1994]
wird die Klonierung von religiertem Vektor unterdriickt (siehe Abbildung 2.1 A).

A B - =
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Abbildung 2.1: A: Klonierungsvektor pPCR4-TOPO. B: Expressionsvektoren der pTrc®iBerie.
1) pTrcHisB®, 4404 Basenpaare (Bp), 2) pTrcHis?B4404 Bp, 3) pTrcHis2 TOP®, 4381 Bp.

2.1.7 Expressionsvektoren der pTrcHi®Serie

Fur die Expression von Proteinentin coli wurden Expressionsvektoren der pTrcPi&erie ver-
wendet (siehe Abbildung 2.1 B). Die Expression steht unter der Kontrolle des Hybridprormotors
(Pirc) [Mulligan u. a. 1985, Brosius u. a. 1985] und wird durch dexxOperator reguliertlacO)
[Jacob und Monod 1961]n cis befindet sich eine mutierte Form dies-Repressorslgcl?) mit
erhohter Affinitdt zum Repressor [Miller-Hill u. a. 1968]. Die vorzeitige Termination der Tran-
skription wird durch diernB Antiterminationssequenz reduziert [Li u. a. 1984], wahrend durch
ein Minicistron (MC) eine Erhéhung der Translationseffizienz erzielt wird [Schoner u. a. 1986].
Eine ribosomale Bindestelle (RBS) ermdglicht Ribosomen die Bindung an die mRNA [Olins u. a.
1988] undrrnBT4 und T, Sequenzen (Term) gewdahrleisten die Termination (siehe Abbildung 2.1).

Der Vektor pTrcHis2 TOP®liegt in linearisierter Form vor. An den freien Enden ist das Enzym
Topoisomerase | (TOPO) kovalent gebunden, so dass PCR-Produkte direkt in den Vektor kloniert
werden kénnen.
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In pTrcHis2 TOP®@und pTrcHis2Bklonierte Gene tragen am 3’-Ende die Sequenz eines
Fusionsproteins mit einer Molmasse von 3,7 kD. Das Fusionsprotein beinhaltetmgiae
Epitopsequenz fur die immunchemische Detektion und eine Histidinhexamersequéaiis)(6

die eine affinitatschromatographische Reinigung ermdglicht.

Gene die in pTrcHisBkloniert werden, tragen am 5" -Ende die Sequenz eines Fusionsproteins mit
einer Molmasse von 3,6 kD. Es enthalt eine XpFédspitopsequenz fiir die immunchemischen
Detektion exprimierter Proteine, eine Histidinhexamersequenz sowie eine Enterokinase Schnitt-
stelle, die das Entfernen des Fusionsproteins durch Enterokinase erlaubt.

2.1.8 Vektorkonstrukte

Fur die heterologe Expression iB. coli wurden die putativen Kaliumkanalgene Mj0138.1,
und Mj0139, sowie die putativen N&I* Antiportergene MjO057, Mj1275 und Mj1521

in den Vektor pTrcHis2 TOP®kloniert. Alle anderen Konstrukte wurden erzeugt, indem
die Gene zunéchst in den Vektor pCR4-TCH@niert und nachfolgend in pTrcHisBoder
pTrcHis2B®subkloniert wurden. Die Integritat aller erzeugten Plasmidkonstrukte wurden mit
Hilfe der DNA-Sequenzierung (Agowa) tiberpriift. Eine Ubersicht der Gene und deren Funktion
zeigt Tabelle A.2.

Das Mj1357 Gen wurde in die Vektoren pTrcHi8Bnd pTrcHis2Bkloniert. Desweiteren wurde

eine verkurzte Form des Gens erzeugt, die 303 Nukleotide des 5"-Endes umfasst und in den Vektor
pTrcHisB kloniert wurde. Fir die Subklonierung der Mj1357 Konstrukte in diese Vektoren wur-
denBanH | und Hind 11l Schnittstellen verwendet, die mit Hilfe von Primern (MWG-Biotech)
generiert wurden.

Tabelle A.3 zeigt die erzeugten Plasmide sowie die exprimierten Proteine, wahrend in Tabelle
A.4 die verwendeten Primer mit den jeweilgen Restriktionschnitstellen aufgefuhrt sind. Mit A
bezeichnete Primer sind komplementar zum 5-Ende des jeweiligen Gens, wahrend die mit B
bezeichneten Primer zum 3"-Ende komplementér sind.

2.1.9 Klonierung nach dem TOPO Verfahren

Um Gene in die Vektoren pCRAI-TOPO und pTrcHis2 TOP®zu klonieren, wurden diese mit
SAWADY Pwo Polymerase amplifiziert (Kapitel 2.1.2) und gereinigt (Kapitel 2.1.5). Die fur
Klonierungen nach dem TOPO Verfahren notwendige Adenylierung der PCR Produkte wurde
mit BioThernT™TaqDNA Polymerase durchgefihrt. Hierzu wurden 4@PCR Produkt mit 5
BioThernm™Puffer, 5ul dNTP-Mix (2 mM/ Nukleotid) und 1 U BioTherdY TagDNA Polymerase
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versetzt und 30 min bei 7Z inkubiert. Das adenylierte PCR Produkt wurde gelelektrophoretisch
aufgetrennt, gereinigt (Kapitel 2.1.5) und auf eine Konzentration von fnigingestellt. 2ul
wurden nachfolgend mit 0,4 TOPO Vektor gemischt und 5 min bei 2& inkubiert. Anschlie-
Rend wurde der Ansatz in 30 kompetente Zellen (One SHBTOP10, Invitrogen) Uberfuhrt, 15
min auf Eis inkubiert und eine Hitzepulstransformation durchgefihrt (siehe Kapitel 2.2.4).

2.1.10 Sequenzspezifische Mutagenese

Die sequenzspezifische Mutagenese wurde mit einer auf der PCR basierenden Methode in mo-
difizierter Form durchgefuhrt [Ho u. a. 1989]. Anstelle voaq Polymerase wurde SAWADY
PWO-Polymerase fur die Erzeugung uberlappender DNA Fragmente und deren nachfolgender
Fusion verwendet. Die Fusionsprodukte wurden adenyliert und in den Vektor pTrcHis2®TOPO
klonier®. Mit Hilfe der DNA Sequenzierung (Agowa) wurden die eingefiihrten Mutationen
bestétigt. Die fur die Mutagenese verwendeten Primer (MWG-Biotech) sind in Tabelle A.5
aufgefiihrt. Mit (A) bezeichnete Primer wurden in Verbindung mit dem forwarts-Primer 5-ATG
GAA CTT ATG ATG GCT ATT GGT TAC-3 eingesetzt, um das 5 -Fragment des Konstruktes

zu erzeugen. Fir die Synthese des 3"-Fragments wurden die mit (B) gekennzeichneten Primer
in Kombination mit dem rickwarts-Primer 5°-ATG GTG GGATTC TTC TTT ATACTT TG-3'

verwendet.

2.2 Mikrobiologie

2.2.1 Né&ahrmedien fir die Bakterienzellkultur

Die Kultivierung von Bakterien wurde in Flissigndhrmedien durchgefuhrt, deren Zusammenset-
zungen in Tabelle A.6 aufgefihrt sind. LB, LBK und KML Medium wurden zur Selektion von
Einzelkolonien und fur Komplementationstests auch als Festnéhrmedien mit einer Agarkonzen-
tration von 1,5% verwendet und werden nachfolgend als LB-Agar, LBK-Agar und KML-Agar
bezeichnet. Zur Selektion antibiotikaresistenter Bakterien wurden den Nahrmedien abh&ngig vom
verwendeten Stamm die in Tabelle A.7 aufgefuhrten Antibiotika zugesetzt. Die Bezeichnung der
antibiotikahaltigen Medien setzt sich aus den Mediennamen und den Abkirzungen fur die je-
weiligen Antibiotika, welche in Klammern gesetzt sind, zusammen. Wurde beispielsweise LB

2Dje Konstrukte D156A, H333R, R320D und R320H wurden freundlicherweise von Herrn Dipl. Biol. Andreas
Teubner zur Verfiigung gestellt.



2.2 Mikrobiologie 22

Flassigmedium Kanamycin und Chloramphenicol zugesetzt, so wurde das Medium mit LB(Kan,
Cam) bezeichnet.

2.2.2 Bakterienstamme

In Abhangigkeit der jeweiligen Fragestellung wurden Bszherichia coliStamme TOP10 (Invi-
trogen), XL1-Blue (Stratagene), EP4dPinner u. a. 1993], Frag144ind LB2003 [Stumpe und
Bakker 1997 verwendet (siehe Tabelle 2.1).

Die Stamme TOP10 und XL1-Blue eignen sich aufgrund der Deletionen von Endonuklease Al
und Rekombinase Al insbesondere flr Klonierungen, Plasmidpraparationen und die stabile Repli-
kation von Plasmiden. Sofern keine Probleme beziiglich der Proteindegradation auftraten, wurden
die Stamme ebenfalls fir die Expression rekombinanter Proteine eingesetzt.

Der Stamm EP432 zeichnet sich durch die Deletion dériaAntiportergenenhaA und nhaB

aus. Es wird jedoch noch eine dritte, in der Literatur nicht beschriebene, Mutation diskutiert, die
sich moglicherweise irshaA Gen befindet (Eppstein, W., personliche Mitteilung). Sie wirde den
extrem salzsensitiven Phanotyp von EP432 (>20 mM NaCl, pH 8,5) erklaren, der dem der Drei-
fachmutante TO114 [Ohyama u. a. 1994] entspricht. Aufgrund dieser Eigenschaften eignet sich
EP432 fir Komplementationstudien, was durch die Klonierung voffHfaAntiportern mittels
dieses Verfahrens gezeigt werden konnte [Pinner u. a. 1992, lvey u. a. 1993, Ivey u. a. 1991].

Die GenenhaA und nhaB sind bei dem Stamm Frag114 ebenfalls deletiert. Hier isttla& Gen
jedoch nicht betroffen, so dass der Stamm bis zu 400 mM NaCl (pH 8,0) toleriert. Da evertierte
Vesikel aus Frag114 keine N&trome aufweisen, wenn der unspezifiscHéK Antiporter durch

5 mM KCI gesattigt ist, eignet sich dieser Stamm aufgrund seiner flexibleren Anzuchtbedingungen
besser als EP432 firr die fluoreszenzgestiitzte Messung Vidhl Nantiportern.

DerE. coli Stamm LB2003 zeichnet sich durch eine Kaliumaufnahmedefizienz aus, die durch Mu-
tationen in den Kaliumaufnahmesystemen Trk, Kdp und Kup bedingt ist (siehe Kapitel 1.3). Infol-
ge dessen bendtigen LB2003 Zellen 25 mM KCI fur halbmaximales Wachstum [Epstein und Kim
1971]. Es konnte fur die Kaliumaufnahmesysteme KAT1, HKT1 und KURIHaliang gezeigt
werden, dass sie die Kaliumaufnahmedefizienz von LB2003 Zellen komplementieren [Uozumi
2001, Uozumi u. a. 1998], so dass dieser Stamm zum Funktionsnachweis von Kaliumkanélen und
Kaliumtransportern geeignet ist.

SFreundlicherweise von Prof. Dr. E. Padan zur Verfiigung gestellt
4Freundlicherweise von Prof. Dr. W. Epstein zur Verfiigung gestellt
SFreundlicherweise von Prof. Dr. E. P. Bakker zur Verfiigung gestellt
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Stamm Genotyp

XI1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 su€k4d4relAl lac[F proAB lacl4 ZAM15
Tn10 (TeR)]

TOP10 F mcrA A(mrr-hstRMS-mciBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 dedR recAl
araD139A(ara-leu)7697galU galK rpsL(Str?) endA1 nupG

EP432 meBLid AnhaA::KanAnhaB::CamAlacZY thrl

Fragll4 AnhaA::KanAnhaB::Cam

LB2003 F kuplAkdpABCS5 rpsl metE thi rha galtrkA

Tabelle 2.1: Genotypen der eingesetzten Bakterienstamme

2.2.3 Elektrokompetente Bakterien und Elektrotransformation

Elektrokompetente Bakterien wurden nach einem beschriebenen Verfahren in modifizierter Form
prapariert [Inoue u. a. 1990]. Dazu wurde eine Einzelkoldhieoli Zellen von SOB Festnahr-
medium in 1 | SOB Flussignahrmedium uberfiihrt und beP@7und 400 U min? bis zu einer

ODgoo von 0,6 kultiviert. Die Zellen wurden dann 15 min auf Eis bei 200 U higeschiittelt und

durch 5-malige Sedimentation be?f@ und 3.50g fur 10 min mit nachfolgender Resuspension

in je 200 ml eisgekuhltem, demineralisiertem Wassser gewaschen. Nach dem letzten Zentrifuga-
tionsschritt wurde das Sediment in 2 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin aufgenommen whd 40
Aliquots in flissigem N eingefroren und bei -86C gelagert.

Fur die Transformation wurden 40 Bakterien auf Eis getaut und mit 0,5¢l Ligationsansatz,

bzw. Plasmid-DNA versetzt. Die Bakterien wurden in eisgekihlte Elektroporationsktvetten (Peg-
lab) mit einem Elektrodenabstand von 0,1 cm tberfiihrt und bei 12,5 k¥ amd einer Zeit-
konstante von 4,5-5,0 ms transformiert (Elektroporator 2510, Eppendorf). Nach dem Elektropuls
wurden 500u SOC zugegeben und die Zellen fiir 1 h horizontal bei’@7und 400 U min?
geschdttelt. 10l des Ansatzes wurden dann auf Selektionsndhrmedien (siehe Kapitel 2.2.1) aus-
gestrichen und Uber Nacht bei 3 inkubiert. Transformierte Bakterien wurden mit dem Namen

des Bakterienstammes und dem Namen des jeweiligen Plasmids in Klammern bezeichnet. Ist bei-
spielsweise deE. coli Stamm TOP10 mit dem Plasmid pMj0057 transformiert worden, so wurde
die Zelllinie mit TOP10(pMj0057) benannt.

2.2.4 Chemisch kompetente Bakterien und Hitzepulstransformation

Chemisch kompetente Bakterien wurden nach einer beschriebenen Methode in modifizierter Form
prapariert [Inoue u. a. 1990]. Dazu wurde eine Einzelkolonie TOP10 oder XI1-Blue Zellen von
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SOB Festnéhrmedien in 250 ml SOB Flussignéhrmedien iiberfiihrt und b@i@gd 400 U mirt

bis zu einer Olgygvon 0,4 kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert und
dann bei #C und 3.50&g fur 10 min sedimentiert. Das Sediment wurde in 80 ml eisgekihltem
Puffer T (10 mM Pipes/KOH, 55 mM MnCl, 15 mM Cag£250 mM KCI, pH 6,7) resuspendiert

und 10 min auf Eis inkubiert. Die Sedimentation wurde nochmals durchgefihrt und das Sediment
in 20 ml TB resuspendiert. Nach Zugabe von 1,4 ml DMSO wurden die Zellen ipl28iuots

in flissigem N eingefroren und bei -86C gelagert.

Fur die Transformation wurden 1@0kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 1pd(iga-
tionsansatz gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz 30 $Bei 42
inkubiert, mit 500ul SOC versetzt und fir 1 h horizontal bei 3¢ und 400 U mirm® geschiittelt.
250 yl des Ansatzes wurden dann auf LB-Agar(Amp) ausgestrichen und tber Nacht b&i 37
inkubiert.

2.2.5 Komplementation des salzsensitiven Phanotyps von EP432 Zellen

Die Komplementation stellt im Gegensatz zur fluorimetriscimewitro Messung einn vivo Ver-
fahren zum Nachweis von NAH™ Antiporteraktivitat dar. Dabei wird der salzsensitive Phanotyp
derE. coli Mutante EP432 durch einen plasmidcodierteri/Na Antiporter komplementiert. Um

die Komplementationsfahigkeit von MjNhaP1 zu untersuchen, wurden EP432 Zellen mit pMjO057
transformiert, wahrend als Negativkontrolle das Plasmid pTrcHis2B diente. Nach Anzuchtin LBK
Medium bis zu einer (Okyo) von 1, wurden die Zellen 1.000-fach in LBN Medium verdunnt, er-
neut tiber Nacht angezogen und die Komplementationsfahigkeit anhand der Anderungsgler OD
beurteilt.

2.2.6 Komplementation des kaliumabhangigen Phanotyps von LB2003 Zellen

LB2003(pMj0138.1), LB2003(pMj0139), LB(pMj1357) und LB2003(pTrcHis2B) Zellen wurden
aerob bei 37C in KML Medium (46 mM NgaHPQy, 23 mM NakPO;, 8 mM (NH4)SOy),

1 mM Zitronensaure, 0,4 mM MgSQ6 uM FeSQ,, 3 nM Thiamin-HCI, 10 mM Glukose, 0,02-
100 mM KCI, 50ug mi~* Ampicillin, pH 7,0) kultiviert. Die Kaliumkonzentration betrug dabei
100 mM fir LB2003(pMj1357) und LB2003(pTrcHis2B) sowie 1 mM fir LB2003(pMj0138.1)
und LB2003(pMj0139). Nach dem Erreichen einerdgd¥on 1 wurden je 5 ml der Zellsuspensio-
nen 10 min bei 3.500g zentrifugiert und die Zellen in KML Medium (2aM KCI) resuspendiert.

Das Waschen wurde zweimal wiederholt und die Zellen in 5 ml KML Medium@ddCl) auf-
genommen. Je 5 dieser Suspensionen wurden auf KML Festndhrmedien mit Konzentrationen
von 0,1 mM, 1 mM, 10 mM und 100 mM KCI transferiert und tber Nacht bei@GTnkubiert. Je
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10 ul dieser Kulturen wurden in 10 ml KML Flassignahrmedien tberfuhrt, die ebenfalls 0,1 mM,
1 mM, 10 mM und 100 mM KCI enthielten. Die Kulturen wurden bei €7 und 350 U min?
geschuttelt und die Ofgg Uber einen Zeitraum von 88 h gemessen.

2.3 Biochemie

2.3.1 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde nach einem modifizierten Protokoll der be-
schriebenen Methode durchgefuhrt [Laemmli 1970]. Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle
A.8 aufgefuihrt. Elektrophoresen wurden mit Gelen der Abmessun@®@51 mm bei 40 mA
durchgefihrt. Die Visualisierung der Proteine geschah mit Hilfe eines auf Coof&s&ig80 ba-
sierenden Verfahrens der Firma Invitroge3iniplyBlué'Safe Staipentsprechend den Angaben

des Herstellers.

2.3.2 Elektrotransfer

Um Proteine immunchemisch nachzuweisen, wurden diese tiber SDS-PAGE aufgetrennt und nach-
folgend mit einerFastblot Apparatur (Biometr&) bei 4 mA cm? auf WhatmanNitrozellulose-
membranen (0,Am PorengréRe, Biometfg transferiert. Der Elektrophoresepulffer ist in Tabelle

A.8 aufgefuhrt.

2.3.3 Immunchemischer Nachweis von Fusionsproteinen

Proteine, die unter Verwendung der pTrcHis Vektorserie exprimiert werden, tragen C- oder
N-terminal Fusionspeptide, die mit Hilfe von Antikdrpern nachgewiesen werden kénnen. Bei
pTrcHis2TOP®und pTrcHis2B?handelt es sich um eimycEpitop mit der Aminosauresequenz
(E-Q-K-L-I-S-E-E-D-L) [Evan u. a. 1985]. Dieses laf3t sich mit Hilfe eines monoklonalen
Anti-myc Antikdrpers (Invitrogef"), welcher kovalent an alkalische Phosphatase gekoppelt ist,
nachweisen. Das Fusionspeptid von pTrcHisB beinhaltet die Aminosauresequenz (D-L-Y-D-D-
D-D-K), die als Anti-Xpres8'-Epitop bezeichnet wird und sich mit Hilfe eines monoklonalen
Anti-Xpress™Antikorpers (Invitrogen) detektieren lasst.

Um dasmycFusionsprotein zu identifizieren, wurden Nitrozellulosemembranen nach Elektro-
transfer fir 60 min in PBSM-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM POy, 1,4 mM
KH>PQOy, 5 % Milchpulver, pH 7,3) inkubiert. Durch dreimaliges Waschen der Membranen flr
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5 min in 20 ml TBST-Puffer (20 mM Tris-HCI, 140 mM NacCl, 0,1 % Tween, pH 7,5) wurden
Phosphationen, welche die Detektion beeintrachtigen, entfernt. Die Bindung desyahinti-
korpers erfolgte in TBSTM-Puffer (20 mM Tris-HCI, 140 mM NacCl, 0,1 % Tween, 1 % Milch-
pulver, pH 7,5) fur 60 min bei einer Antikdrperverdinnung von 1:10.000. Nach dreimaligem
Waschen in 20 ml TBST-Puffer fur 5 min erfolgte die Detektion in 10 ml AAP-Puffer (100 mM
Tris-HCI, 100 mM NacCl, 4QuM BCIP, 40uM NBT, pH 9,5).

Das Xpres®'Epitop wurde nachgewiesen, indem Nitrozellulosemembranen nach dem Elektro-
transfer fur 60 min in 20 ml TBSB-Puffer (20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 3 % Rinderse-
rumalbumin Fraktion V (BSA), pH 7,5) geschiittelt wurden. Die Bindung des priméren Anti-
Xpress$" Antikorpers erfolgte durch 60 minitige Inkubation in 10 ml TBSB-Puffer bei einer Anti-
korperverdiinnung von 1:10.000. Nach dreimaligem Waschen der Membran fir 5 min in je 10 ml
TBSB-Puffer erfolgte die Bindung des sekundéaren Antikdrpers (anti Maus 1gG konjugiert mit al-
kalischer Phosphatase, Sigma) in 10 ml TBSB-Puffer fur 60 min. Das Waschen der Membran
wurde wiederholt und die Detektion in 10 ml AAP-Puffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,
40 uM BCIP, 40uM NBT, pH 9,5) durchgefuhrt.

2.3.4 Praparation evertierter Vesikel

Evertierte Vesikel wurden aus defn coli Stamm Frag144 nach dem modifizierten Protokoll einer
beschriebenen Methode isoliert [Rosen 1986]. Die Zellen sind tiber Nacht 5& 806d 300 U
min—! in 600 ml LBK Medium bis zu einer OFyo von 1 angezogen worden. Nach Zugabe von

1 mM Isopropylthiogalactosid (IPTG) wurden die Zellen fur weitere 60 min beiG@escht-

telt und dann bei 3.500g fir 10 min zentrifugiert. Die Sedimente wurden in 5 ml TCDS-Puffer
(20 mM Tris-HCI, 140 mM Cholinchlorid, 0,5 mM Dithiothreitol (DTT), 250 mM Saccharose,
pH 7,5) resuspendiert und die Zellen durch zwei Zyklen in einer eisgekihlten Aufschlusszelle
(FrencH® Press Cell Aminco) bei 0,4 MPa lysiert. Das Lysat wurde 10 min béiCGtund 350 g
zentrifugiert, das Sediment verworfen und der Uberstand 10 min %@iuhd 200.008 g zentri-
fugiert. Das Sediment wurde in 2 ml TCDS-Puffer resuspendiert und in flussigeyelagert.

2.3.5 Kaultivierung und Zellernte von E. coli

Eine Einzelkolonie TOP10 Zellen oder ein gefrorener Glycerinstock wurden in 20 ml LB(Amp)
uberfiihrt und 8 h bei 37C und 400 U min! geschittelt. Daraufhin wurde eine Vorkultur von

1-5mlin 1,51 TB(Amp) transferiert und Uber Nacht im Biostat M (B. Braun) unter Pressluftzufuhr
bei 30°C und 400 U min? kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe
von 1 mM IPTG und fortgesetzter Kultivierung fur 4 h. Nachfolgend wurden die Zellen 10 min
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Detergenz Ladung CM@nM] M, [Dd Aggregations- M der
nummer Mizelle[Dd]
N-Lauroylsarkosin anionisch - 271,4 2 900
CHAPS zwitterionisch 4 614,9 10 6150
n-Dodecylmaltosid  nichtionisch 0,18 510,6 0,1-0,6 51-306
Nonidef® P-40 nichtionisch 0,25 - 100-155 -

Tabelle 2.2: Detergenzien und deren physikochemische Eigenschaften

bei 3.500<g und 4°C sedimentiert, in Puffer AA (50 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 20 mM
NapHPQy, 5 % Glycerin, pH 8,0) bei einer Konzentration von 250°¢ tesuspendiert und bei
-25°C gelagert.

2.3.6 Membranpréparation ausk. coli

E. coli Zellen (Kapitel 2.3.5) wurden aufgetaut und durch zwei Zyklen in einer eisgekihlten
Aufschlusszelle KrencH® Press Cell Aminco) bei 1,5 MPa lysiert. Das Lysat wurde 10 min bei

4 °C und 10.006g zentrifugiert, das Sediment verworfen und der Uberstand 30 min b&i 4

und 100.00& g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Sediment, welches die
Membranfraktion darstellt, in Puffer A (50 mM K00 mM NacCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 %
Glycerin, pH 7,6) mit einer Konzentration von 100 mgthiesuspendiert und bei -2& gelagert.

2.3.7 Solubilisierung von Membranproteinen

Vor der affinitdtschromatographischen Reinigung von Membranproteinen war es notwendig, diese
aus der Lipidumgebung der Zellmembranen herauszulésen und in die wassrige Phase zu Uber-
fuhren. Dies wurde durch eine Reihe von Detergenzien erzielt, die sich u.a. hinsichtlich ihrer
Solubilisierungseigenschatften, ihrer Ladung und der kritischen Mizellenkonzentration (CMC) un-
terscheiden [Tanford und Reynolds 1976, Lichtenberg u. a. 1983, Helenius u. a. 1979]. Die in
dieser Arbeit verwendeten Detergenzien sind in Tabelle 2.2 aufgeflhrt.

2.3.8 Affinitdtschromatographie

Um Fusionsproteine affinitdtschromatographisch zu reinigen, wurde eine Matrelating Sa-
pharose Fast Floywder Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Fur die Beladung der
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Matrix mit Ni%*, bzw. Cd+ lonen wurden 50Q1 Matrix mit 5 ml Wasser gewaschen und nach-
folgend mit 2 ml 0,2 M NiSQ oder 0,1 M CoCl versetzt. Die Matrix wurde erneut mit 5 ml
Wasser gewaschen, mit Puffer A aquilibriert und anschlie3end fir die Affinitatschromatographie
verwendet.

2.3.9 Rekonstitution von Nd/H™* Antiportern

In einem Volumen von 45 ml Puffer D (50 mM KRB0O0 mM NacCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 %
Glycerin, 1 % DDM, pH 7,6) wurden 150 ntg. coli Membranen solubilisiert, mit 10@ Affini-
tatsmatrix versetzt und 60 min auf Eis geschuttelt. Die Matrix wurde 3 min B€i dnd 500<g
sedimentiert und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Das Waschen der Matrix er-
folgte durch viermaliges Inkubieren mit je 1 ml Fraktionen Puffer E (50 mM, BBO mM NacCl,

40 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, 1 % CHAPS, pH 7,6) bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler. Eluiert wurden die Proteine durch zweimalige Inkubation der Matrix inubBQffer F

(50 mM KR, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, 1 % CHAPS, pH 7,6). Beide
Fraktionen wurden vereinigt, mit 8 mg Phosphatidylcholin Typ IV-S versetzt und bei Raumtem-
peratur geschittelt bis das Phosphatidylcholin solubilisiert war. Die Losung wurde in eine Dia-
lysezelle Gberfuhrt und gegen 1 | Puffer G (10 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 140 mM,QH

pH 7,5) bei 4°C Uber Nacht dialysiert. Der Dialysepuffer wurde anschlieRend erneuert und die
Dialyse fur 4 h fortgesetzt. Das Dialysat wurde 15 min beC4und 200.00@ g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment in 0@uffer G aufgenommen. Transportmessungen
sind mit 20l Aliquots dieser Suspension durchgefuhrt worden.

2.4 Biophysik

2.4.1 Fluoreszenzmessung an evertierten Vesikeln

Acridinorange ist ein Fluoreszenzfarbstoff (siehe Abbildung 2.2) mit dem Anderungen des pH-
Wertes in Organellen, aber auch in artifiziellen Vesikeln detektiert werden konnen. Das Verfahren
beruht auf dem lonenfallprinzip, bei dem die protonierte Form von Arcridinorange infolge einer
Ansauerung des Vesikelinnenraums im Vesikel angereichert wird, da sie im Gegensatz zur unpro-
tonierten Form nicht membrangangig ist. Diese Eigenschaften kénnen fir die Quantifizierung des
Protonentransports durch NBl* Antiporter genutzt werden, weil es aufgrund der intravesikula-

ren Akkumulation zu einer reduzierten Fluoreszenzemission kommt [Rosen 1986].
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Abbildung 2.2: Fluoreszenzemissionsspektrum von Acridinorange. Eine Acridinlédsung (10 mM
MES/Tris, 140 mM Cholinchlorid, 5 mM MgGl| 5 mM KCI, 2uM Acridinorange, 3Qu evertierte Vesikel,

pH 7,5) wurde mit Licht der Wellenlange 495 nm bestrahlt und das Fluoreszenzspektrum senkrecht zum
anregenden Licht gemessen. (A) Streulicht der Anregungswellenlange 495 nm, (B) Fluoreszenzemission
mit Intensitatsmaximum bei 530 nm Wellenlange.

2.4.2 Experimenteller Aufbau

Zur Messung von NaH" Antiporteraktivitaten wurde ein UDL200 Farbstofflaser (Laser Tech-
nik Berlin) verwendet. Als Laserfarbstoff diente Coumarin 102, welches mit einem MSG801 SD
Stickstoff Laser (Laser Technik Berlin) angeregt wurde. Die Emissionsspektren wurden mit Hilfe
eines MS125 Spektrometers (Lot-Oriel-GmbH) erzeugt und mit einer Instaspec IV CCD Kamera
aufgenommen. Fur die Transportmessungen wurde eine thermostatisiei@®) (dagnetrihrein-

heit mit Kiivettenaufsatz (Aminco) und Kivetten aus optischem Spezialglas (Typ 101-OS, Hellma)
verwendet. Eine schematische Darstellung der Messgeometrie zeigt Abbildung 2.3.

L
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Abbildung 2.3: Aufbau des Laserspektrometers. (1) Stickstoff Laser, (2) Farbstofflaser bestehend aus (3)
Quarzzylinderlinse (4) Farbstoffktvette (5) schwenkbarem Gitter und (6) Auskoppelspiegel. (7) Glasfaser,
(8) Messkuivette mit Magnetruhreinheit, (9) Spektrometer, (10) CCD Kamera, (11) Messrechner.
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2.4.3 Messung der Aktivitat von N&/H* Antiportern an evertierten Vesikeln

Evertierte Vesikel (20-6Qu, siehe Kapitel 2.3.4) wurden in 2 ml MTCMK Puffer (10 mM
MES/Tris, 140 mM Cholinchlorid, 5 mM MgG| 5 mM KCI, 2 uyM Acridinorange, eingestellt

auf den jeweils angegebenen pH) suspendiert und unter konstantem Ruhren mit einer Anregungs-
wellenlange von 495 nm bestrahlt. Nach der Stabilisierung der Fluoreszenzintensitat bei 530 nm
Wellenlange (ca. 50-100 s) wurden 2 mM Tris-DL-Lactat (eingestellt auf den pH des MTCM
Puffers) zugegeben, was zur Ansauerung des Vesikelinnenraums durch LacEthporter

[Ten Brink und Konings 1980] und damit zur Abnahme der Fluoreszenz fihrt (siehe Abbildung
2.4). Sobald der Gleichgewichtszustand, X@rreicht war (200-600 s), wurde NaCl (1-20 mM)
oder LiCl (1-20 mM) zugegeben, so dass es als Folge défHNaAntiporteraktivitat zu Alkalisie-

rung des Vesikelinneren kommt. Nach dem Erreichen des Gleichgewichtszustaniiesifte

der pH Gradient durch Zugabe von 25 mM NH entkoppelt, wodurch die Fluoreszenz auf den
Ausgangswert (@ ansteigt.

A 2H"/Lactat LPS B
o
T
AF ¢
Na* °
AF AFges
NHA F I_ G,

Abbildung 2.4: (A) Modellschema eines evertierten Vesikels. NHA:*N4t" Antiporter, VM: Vesikel-
membran, LPS: Lactat/HSymporter, AO: Acridinorange, +,-: Ladungsverteilung an der Vesikelmembran
am Gleichgewichtszustand G(B) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz bei NBI* Antiportermessungen an
evertierten Vesikeln. Zugabe vor®) Tris-DL-Lactat, (o) NaCl oder LiCl, (a) NH4Cl . (Gp), (G1), (Gp):
Gleichgewichtszustande (siehe Kapitel 2.4.3)(): Fluoreszenzzunahme infolge des Protonentranspor-
tes durch N&/H" Antiporter. (Fe): Fluoreszenzzunahme durch Entkopplung des pH Gradientéieq:
Summe ausAFT) und(Fe).

2.4.4 Messung der Aktivitat von N&/H* Antiportern in Proteoliposomen

Wahrend Antiporter wie NhaAH. coli) und NhaB E. coli) Natrium in Gegenwart eines Proto-
nengradientenApH) transportieren [Taglicht u. a. 1991, Pinner u. a. 1994], benétigt d&fi-Na
Antiporter ausHalobacterium halobiunsowohlApH als auch eine Potentialdifferenay fir die
Aktivierung [Konishi und Murakami 1990]. Da in evertierten Vesikeln ein pH Gradient und eine
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Potentialdifferenz vorliegt, wurde MjNhaP1 in Proteoliposomen rekonstituiert, um den Einfluss
von ApH und Ay unabhangig voneinander untersuchen zu kénnen. Der pH Gradient entsteht
bei diesem Verfahren durch die auswartsgerichtete Diffusion vog Wéhrend ein Valinomycin
vermittelter Kaliumausstrom ein Membranpotential erzeugt (siehe Abbildung 2.5 A).

Proteoliposomen (2Q1l , siehe Kapitel 2.3.9) wurden in 2 ml MTCM Puffer (10 mM MES/Tris,

140 mM Cholinchlorid, 5 mM MgCJ, 5 mM KCI, 2 uM Acridinorange, pH 6,0) suspendiert und
unter konstantem Rihren mit einer Anregungswellenl&nge von 495 nm bestrahlt. Nach Zugabe der
Vesikel fallt die Fluoreszenzintensitat infolge des Aufbaus des pH Gradientem\auf Ben Wert

F1 ab (siehe Abbildung 2.5 B). Aufgrund eines Protonenleckstroms kommt es zu einem Anstieg
der Fluoreszenz auf den Wert. Bei Zugabe von NaCl (20 mM) oder Valinomycin{1) kommt

es durch die Aktivitat von NaH* Antiportern zur Entkopplung des pH Gradienten, wodurch die
Fluoreszenz auf den Ausgangswegtansteigt .

Na

NHA

Abbildung 2.5: (A) Modellschema eines Proteoliposoms. NHA:*N4" Antiporter, VMY: Valinomy-

cin, VM: Vesikelmembran, AO: Acridinorange, +,-: Ladungsverteilung an der Vesikelmembran bedingt
durch den Kaliumausstrom nach Valinomycinzugabe. (B) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz it Na
Antiportermessungen an Proteoliposomen. Zugabe vohVésikeln, &) NaCl oder Valinomycin. (p),

(F1), (F2): Fluoreszenzintensitétsniveaus (siehe Kapitel 2.4.AFr). Fluoreszenzzunahme infolge des
Protonentransportes durch ME™* Antiporter. AF,): Fluoreszenzzunahme durch Protonenleckstrome.

2.5 Bioinformatik

2.5.1 Computerprogramme

Fur die Erstellung von Sequenzvergleichen auf Proteinebene wurde, falls nicht anders erwahnt, das
ProgrammMegalign™Version 5.0aus dem Programmpakketsergeng DNASTAR) verwendet.

Die Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe des ClustalW Algorithmus durchgefuhrt [Thompson u. a.
1994], wobei dem paarweisen Sequenzvergleich eine Gonet 250 Proteingewichtungsmatrix mit
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einer Luckenstrafe von 10 und einer Lickenfortsetzungsstrafe von 0,1 zugrunde lag. Der multiple
Sequenzvergleich wurde mit einer Lickenstrafe von 10 und einer Lickenfortsetzungsstrafe von
0,2 unter Verwendung einer Gonet Serie durchgeflhrt.

Zur Darstellung von Proteinstrukturen wurde das PrograRaswin Molecular GraphicsVin-
dows Version 2.6 (1993-1995 R.Sayle) verwendet.

Um transmembrandre Domanen von Membranproteinen zu identifizieren, wurde das Programm
Proteari"Version 5.00aus dem Programmpakkasergeneverwendet. Dazu wurde die mittle-

re Hydrophobizitat von jeweils 9 Aminosauren nach dem von Kyte und Doolittle beschriebenen
Verfahren ausgewertet [Kyte und Doolittle 1982].

Die Erstellung von Plasmidkarten erfolgte mit dem Prograimmance Version 3.{Scientific
and Educational Software). Bearbeitung und Konvertierung von Graphiken sindustitator
Versior?8.01und Photoshof® Version 5.5Adobe®) durchgefiihrt worden.

Zur Auswertung der Fluoreszenzmessungen wurde das Proghastespec Version 1.1(Roper
Scientific) in Kombination miOrigin®Version 6.Q(Microcal™) verwendet.

2.5.2 Datenbanken

Gen- und Proteinsequenzen vbh jannaschii wurden mittels der Datenbanken diational
Center for Biotechnology Informatipmesinstitute of Genomic ResearcesSchweizerischen
Instituts fur Biotechnologigwww.expasy.ch/sprot/) sowie désstitute of Genomic Research
(www.tigr.org) akquiriert.

Homologe Proteinsequenzen sind mit Hilfe des BLARRIgorithmus desNational Center for
Biotechnology Informatiorfwww.ncbi.nlm.nih.gov) identifiziert worden [Altschul u. a. 1990].
Den Sequenzvergleichen lag dabei eine Blosum62 Matrix mit einer Lickenstrafe von 11 und einer
Luckenfortsetzungsstrafe von 1 zugrunde.

Die Atomkoordinaten fur die Darstellung der Strukturen von KcsA und MthK wurden der Prote-
instrukturdatenbank (www.pdb.org) entnommen.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Die Kaliumkanéale vonM. jannaschii

Sequenzanalysen des Genoms Wbnjannaschii haben gezeigt, dass mindestens drei Gene,
Mj0138.1, Mj1357 und Mj0139, existieren, die fur putative Kaliumkanéle kodieren [Bult u. a.
1996]. Die entsprechenden Genprodukte wurden mit MjK1, MjK2 und MjKch bezeichnet.

3.1.1 Sequenzanalyse von MjK1 und MjK2

MjK1 und MjK2 sind zu 48 % identisch und gehdren phylogenetisch zur Familie der einwarts-
rektifizierenden Kaliumkanéle (siehe Abbildung 3.1). Zu dieser Gruppe gehdren mitunter die Ka-
liumkanéle KcsA Gtreptomyces lividapsind MthK (Methanobacterium thermoautotrophicym

die bereits in molekularer Auflosung dargestellt werden konnten [Doyle u. a. 1998, Jiang u. a.
2002]. Kaliumkanéle mit einem hohen Verwandtschaftsgrad zu MjK1 und MjK2, wurden u.a. in
den Organismesynechocystis sp. PCC 68(,8 % und 30 % ldentitat) unéllethanosarcina
acetivorang27,1 % und 28,6 % ldentitat) identifiziert.

Hydrophobizitatsuntersuchungen zeigen, dass MjK1 und MjK2 am N-Terminus zwei transmem-
branare Doméanen (M1-M2) aufweisen (siehe Abbildung 3.2), die den fur Kaliumkanéle typischen
Selektivitatsfilter (P) mit der Konsensussequenz (T-X-X-T-V-G-Y-G-D) flankieren (siehe Abbil-
dung 3.3). Der hydrophobe Bereich erstreckt sich bei beiden Proteinen etwa bis zur 90. Aminosau-
reposition, wahrend der C-Terminus, welcher mehr als zwei Drittel des Gesamtproteins ausmacht,
hydrophil ist.

Unter der Annahme einer zu MthK analogen Struktur, handelt es sich beim C-Terminus um ei-
ne zytoplasmatische Domaéne, die in zwei stark konservierte Bereiche TrkA-N (pfam02254) und

33



3.1 Die Kaliumkanale voM. jannaschii 34

TrkA-C (pfam02080) untergliedert ist. TrkA-N beinhaltet ein Rossman Faltungsmotiv (G-X-G-
X-X-G), welches u.a. bei den Kaliumtransportsystemen Ktr Moannaschii (siehe Abbildung
3.3) undBacillus subtilisvorhanden ist, bei MthK jedoch nicht auftritt. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Sequenz bei Kaliumtransportern NAD, bzw. NADH bindet [Roosild u. a. 2002].

Kch E. coli (1)
1 Kat1 A. thaliana (2)
MjKch M. jannaschii (3)
Kv1.10 X. laevis (4)
Shaker D. melanogaster (5)
Kch M. mazei (6)
Kch S. enterica (7)

6TM
Kanale

[

. —— MjK2 M. jannaschii (8)

L—— MjK1 M. jannaschii (9)

L MthK M. thermoautotrophicum (10)
KcsA S. lividans (11)

—— Kch Synechocystis PCC6803 (12)

L Kch D. radiodurans (13)

Kch M. acetivorans (14)

2T™M
Kanale

Abbildung 3.1: Phylogenetische Verwandtschaft von MjKch, MjK1 und MjK2 zu Kaliumkanélen mit
sechs, bzw. zwei transmembrandren Doméanen (6TM Kandle, bzw. 2TM Kanéle). Der Stammbaum wur-
de mit Megalign (DNA-Star) unter Verwendung des ClustalW Algorithmus erstellt. Die Zugangsnum-
mer bezieht sich auf die Nummerierung der Proteine im Stammbaum: (1) AAB60119, (2) AAC49113,
(3) NP_247105, (4) AAK11604, (5) P08510, (6) NP_635213, (7) NP_455757, (8) Q58752, (9) Q57604,
(10) 027564, (11) Q54397, (12) NP_440478, (13) NP_296057, (14) NP_617354.

Die Kristallstruktur von MthK zeigt, das Uber drei negativ geladene Aminosauren (D184, E210,
E212) Kalzium gebunden wird. Diese Negativladungen sind bis auf D209 (MjK2) und E208
(MjK1) in den Kaliumkanélen vorM. jannaschii nicht vorhanden. E210 und E212 von MjK2
bilden hingegen ein zu MthK homologes Sequenzmotiv (E-X-E), wahrend eine zu D184 analoge
Negativladung fehlt (siehe Abbildung 3.3).

3.1.2 Sequenzanalyse von MjKch

MjKch gehort phylogenetisch zur Familie der spannungsgesteuerten Karakes(iéle). Vertre-

ter dieser Gruppe sind u.a. der Shaker Kanalwasophila melanogasteund Katl ausArabi-
dopsis thaliangsiehe Abbildung 3.1). Die zu MjKch nachstverwandten Kaliumkanéle stammen
aus dem Zyanobakteriumdostoc sp. PCC 712(28,2 % ldentitdt) und dem Proteobakterium
Magnetococcus sp. MC{24,9 % ldentitat). Es besteht ebenfalls eine vergleichsweise nahe Ver-
wandtschaft zum eukaryotischen Kaliumkang1K10 aus<enopus laevi§21,5 % |dentitat).
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Abbildung 3.2: (A) Hydrophobizitatsdiagramm und (B) schematisches Sekundarstrukturmodell von MjK1
und MjK2. Die transmembrandren Doméanen wurden mit Protean (DNA-Star) unter Verwendung des
Kyte-Doolittle Algorithmus ermittelt, wobei der Hydrophobizitétsindex von jeweils neun Aminosauren
gemittelt wurde. Informationen lUber konservierte Domanen wurden der Entrez-Datenbank entnommen
(www.nchi.nlm.nih.gov). (M1-M2): transmembranare Domanen, (P): Selektivitatsfilter. TrkA-N und TrkA-

C: konservierte Doménen (pfam02254) und (pfam02080).
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M. jannaschii MjK1 (1) 1
M. jannaschii MjK2 (2) 1
Synechocystis sp. 2TM Kch (3) 20
M. jannschii Ktr (4) 1
M. thermoautotrophicum MthK (5) 14
M. acetivorans 2TM Kch (6) 23

M. jannaschii MjK1 71
M. jannaschii MjK2 71
Synechocystis sp. 2TM Kch 90
M. jannschii Ktr 1

M. thermoautotrophicum MthK 84
M. acetivorans 2TM Kch 95
M. jannaschii MjK1 143
M. jannaschii MjK2 143
Synechocystis sp. 2TM Kch 162
M. jannschii Ktr 36
M. thermoautotrophicum MthK 149
M. acetivorans 2TM Kch 164
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M. jannaschii MjK2 215
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M. jannaschii MjK1 279
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Abbildung 3.3: Sequenzvergleich von MjK1 und MjK2 mit Kaliumkanalen prokaryotischer Herkunft und
dem NAD bindenden Protein Ktr des KaliumaufnahmesystemsMitijgnnaschi). Dunkel-, bzw. hell-
grau unterlegte Bereiche kennzeichnen identische und konservierte Aminoséauren. Die NAD-bindenden

Aminosauren des Rossmanmotivs sind schwarz unterlegt. Schwarz umrandet sind die kalziumkoordinie-

renden Aminoséauren von MthK sowie die entsprechenden homologen Aminoséauren von MjK1 und MjK2.
(M1-M2): transmembranare Doméanen, TrkA-N: NAD-bindende Domane (pfam02254), TrkA-C: konser-
vierte Domane mit ungeklarter Funktion (pfam02080). (P): Selektivitatsfilter. Die Zugangsnummer be-
zieht sich auf die Nummerierung der Proteine im Sequenzvergleichsschema: (1) Q57604, (2) Q58752,
(3) NP_440478, (4) Q58505, (5) 027564, (6) NP_617354.
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Mit Hilfe von Hydrophobizitdtsuntersuchungen konnten sechs transmembranare Doméanen (S1-
S6) bei MjKch identifiziert werden (siehe Abbildung 3.4). Zwischen S5 und S6 befindet sich
in einer hydrophoben Schleife der Selektivitatsfilter (P) mit der Signatursequenz (siehe Abbil-
dung 3.5).

A S1 S2 S3 S4 S5 P S6
& 45
«©
23 OW R N mﬁﬂfﬂ mﬂw{% fﬁ%ﬁ
5% W r W b N
S
T -4’5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L |
Aminosaureposition
B Periplasma
%gg; S1 S2 S3 S4 S5| P |S6 E§§§§
NH3+ COZ
Zytoplasma

Abbildung 3.4: (A) Hydrophobizitatsdiagramm und (B) schematisches Sekundarstrukturmodell von
MjKch. Die transmembrandren Doméanen wurden mit Protean (DNA-Star) ermittelt. Dazu wurde der Hy-
drophobizitatsindex von jeweils neun Aminosauren nach dem Verfahren von Kyte und Doolittle gemittelt.
Die positiv und negativ geladenen Aminosauren des Spannungssensors sind schwarz unterlegt. (S1-S6):
transmembranére Doménen, (P): Selektivitatsfilter.

Die zytoplasmatischen Abschnitte am N- und C-terminalen Ende von MjKch bestehen aus
elf, bzw. vier Aminosaureresten. Regulatorische, zytoplasmatische Domanen, wie z.B. die
C-terminale RCK Domane von Kcli( coli, ~Aminosauren 240-417) [Jiang u. a. 2001] oder die
N-terminale Tetramerisierungsdoméane des Shaker Kanaisnfnosauren 1-197) [Kreusch u. a.
1998] treten bei MjKch demnach nicht auf (siehe Abbildungen 3.2 und 3.5).

In S4 sowie dessen unmittelbarer Umgebung, befinden sich vier Arginin- und drei Lysinreste (K95,
R101, R107, R113, K116, R118, K119), deren positiv geladene Seitenketten den Spannungssen-
sor von MjKch ausmachen. Bei den meistep-Kanélen sind die Positiviadungen durch jeweils

zwei ungeladene Aminosaurereste getrennt [Yellen 2002]. Dieses Motiv besteht beispielsweise
beim Shaker Kanal, bei\KL.10 und bei SeKchSalmonella enterica Bei MjKch sind die ersten

vier Positiviadungen durch finf Aminosauren getrennt, wahrend die Abstdnde der Ladungen im
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C-terminalen Bereich von S4 kirzer werden (siehe Abbildung 3.5). Durch sequenzgerichtete Mu-
tagenese des Shaker Kanals wurde gezeigt, dass E293 (S2) durch seine Negativladung den Span-
nungssensor beeinflusst. Homologe Aminosaurereste existieren u.ay h&DKE236), DrKch

(E76, Deinococcus radioduransMmKch (E78,Methanosarcina mazeund MjKch (E54). Sie
befinden sich bei diesen Kanalen ebenfalls in S2 und sind in die konservierte Aminosauresequenz
(F-T(S)-X-E) integriert.
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Abbildung 3.5: Sequenzvergleich von MjKch mit 6TM Kaliumkanalen pro- und eukaryotischer Herkunft.
Identische und konservierte Aminosauren sind dunkel-, bzw. hellgrau unterlegt. Die geladene Amino-
saurereste der Spannungssensoren sind schwarz unterlegt. Entsprechende Ladungen im Bereich von S2
und S4 von MjKch sind mit (+) , bzw. (-) gekennzeichnet. Fur den Sequenzvergleich wurden ausschliel3-
lich die transmembranaren Bereiche der Proteine beriicksichtigt, die anhand des Kyte-Doolittle Algorith-
mus ermittelt wurden. (P): Selektivitatsfilter, (S1-S6): transmembranare Domanen. Der Sequenzvergleich
wurde mit dem Programm Megalign (DNA-Star) unter Verwendung des ClustalW Algorithmus erstellt.

Die Nummerierung der Proteine im Sequenzvergleichsschema bezieht sich auf die jeweilige Zugangsnum-
mer: (1) NP_247105, (2) NP_635213, (3) NP_455757, (4) AAB60119, (5) AAK11604, (6) AAC49113,

(7) P08510.
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3.2 Expression von MjK1, MjK2 und MjKch in E. coli

3.2.1 Nachweis von MjK1 und MjKch in E. coli Membranen

Das MjK1 Gen Mj0138.1 umfasst 999 Basenpaare und kodiert ein Protein mit einer Molmasse
von 37,1 kD. Mj0138.1 wurde in den Expressionsvektor pTrcHis2 T®RGaniert, so dass sich

unter Berlcksichtigung der Molmasse des Fusionspeptids (siehe Kapitel 2.1.7) eine Molmasse von
40,8 kD fur die monomere Form sowie 163,2 kD fir die tetramere Form von MjK1 ergibt. MjK1
konnte in Membranpréparationen v&n coli immunchemisch nachgewiesen werden. Es bildet
dort Tetramere (p170), die unter dem Einfluss von SDS stabil waren (siehe Abbildung 3.6 A).

Das Gen Mj0139 hat eine Lange von 627 Basenpaaren und wurde ebenfalls in den Vektor pTrcHis2
TOPOPkloniert. Die monomere Form des resultierenden Fusionsproteins MjKch hat eine Mol-
masse von 27,8 kD, wahrend die des Tetramers 111 kD betragt. MjKch konnte in Membranen von
E. coli immunchemisch nachgewiesen werden. Die apparenten Molmassen des Mono- und Tetra-
mers betrugen bei der SDS-PAGE etwa 30, bzw. 110 kD. In Abh&ngigkeit der jeweils untersuchten
Zelllinie zeigten sich Variabilitaten hinsichtlich des Oligomerisierung von MjKch. Wahrend bei
einigen die monomere Form (p30) und die tetramere Form (p170) nachgewiesen werden konnte,
traten bei anderen ausschlief3lich Monomere auf (siehe Abbildung 3.6 B).

A B 1 2
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Abbildung 3.6: Immunchemischer Nachweis von MjK1 und MjKclE. coli TOP10 Zellen wurden in

20 ml TB Medium uiber Nacht bei 37C und 400 U min! geschiittelt. Durch Zugabe von 1 mM IPTG

und fortgesetzter Kultivierung fir 60 min wurde die Proteinexpression induziert. Die Membranfraktion
wurde prapariert (siehe Kapitel 2.3.5 und 2.3.6) und der SDS-PAGE mit nachfolgendem Elektrotransfer
unterzogen. Der immunchemische Nachweis geschah minamtiAntikdrper. A: Zellen mit Plasmid
pMj0138.1, B 1+2: Individuelle Klone mit Plasmid pMj0139.
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3.2.2 Expression und Reinigung von MjK2

Das Mj1357 Gen hat eine Lange von 1029 Basenpaaren und kodiert flr ein Protein mit einer
Molmasse von 38,8 kD. Zuziiglich der Molmasse des Fusionsproteins (siehe Kapitel 2.1.7), betragt
die Molmasse eines Monomers 42,5 kD und die eines Tetramers 170 kD. Das Mj1357 Gen wurde

in die Plasmide pTrcHis2B und pTrcHisB kloniert (siehe Kapitel 2.1.7). Desweiteren wurde eine
verkirzte Form des Gens, die 303 Basenpaare des 5" -Endes des offenen Leserahmens umfasst, in
den Vektor pTrcHis2B kloniert. Der Genabschnitt kodiert fur die Aminoséuren 1-101, welcher

die transmembranaren Doméanen von MjK2 bildet. Entsprechend der Position des Fusionsproteins
(C-Terminus = CT, N-Terminus = NT), wurden die Proteinkonstrukte mit MjK2-CT, MjK2-NT

und MjK2-101-NT bezeichnet.
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Abbildung 3.7: (A) Affinitatschromatographische Reinigung von MjK2. MjK2 wurde mit 0,5 % NLS
solubilisiert und an eine Go-Sepharosematrix gebunden. Die Matrix wurde mit 20 ml Puffer W (50 mM
Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0,5 % NLS, pH 8,0) gewaschen. Nachfolgend wurde MjK2 durch Zugabe von
Imidazol in Puffer E (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0,1 % NLS, pH 8,0) eluiert. Die Matrix wurde
mit je 3 ml Fraktionen der entsprechenden Puffer behandelt wovonijerbiitels SDS-PAGE aufgetrennt
wurden. Spuren 1-6: 20, 40, 60, 80, 100, 200 mM Imidazol, Spur 7: Immunchemischer Nachweis von
MjK2 mit anti-mycAntikdrper nach Elektrotransfer. (B) Relativer Proteinanteil in den Eluatfraktionen. Die
Quantifizierung der Bandenintensitaten erfolgte mit dem Programm Labimage (Kapelan).

MjK2-CT konnte in Membranen voE. coli immunchemisch nachgewiesen werden. Es lag dort
vorwiegend monomer mit einer apparenten Molmasse von 42 kD (p42) vor. Neben p42 wurde
zudem ein kleineres Protein mit einer Molmasse von 31 kD (p31) exprimiert. Durch Peptidse-
quenzierung konnte gezeigt werden, dass es sich um eine verklrzte Form von MjK2 handelt,
deren Translation am dritten Startcodon des offenen Leserahmens beginnt [Hellmer 1998]. p31
ist ein l@sliches Protein und konnte aus zytoplasmatischen ExtrakteB.vamli isoliert werden.
Membranpréparationen wiesen jedoch immer einen Anteil von p31 auf, so dass es bei affinitats-
chromatographischer Reinigung von p42 zu einer gleichzeitigen Reinigung von p31 kam. p42
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und p31 dissoziierten bei affinitatschromatographischer Reinigung ab einer Imidazolkonzentrati-
on von 20 mM von einer Go'-Sepharosematrix. Der Hauptanteil von etwa 83 % eluiert bei einer
Imidazolkonzentration von 40 mM (siehe Abbildung 3.7).

Um den Einfluss der Position des Fusionsproteins auf die Multimerisierung von MjK2 zu untersu-
chen, wurde MjK2 mit einem N-terminalen Fusionsprotein versehen. Hierdurch konnte verhindert
werden, dass es bei affinitatschromatographischer Reinigung von p42 zu einer gleichzeitigen Rei-
nigung von p31 kam. Ein Einfluss auf die Tetramerisierung bestand hingegen nicht, da das Protein
sowohl in Membranpréparationen, als auch nach Reinigung, als Monomer vorlag (siehe Abbil-
dung 3.8). Eine Bildung von Dimeren konnte jedoch induziert werden, indem das Protein tGber
einen Zeitraum von mehreren Stunden mit der Affinitatsmatrix inkubiert wurde. Durch dieses
Verfahren ging innerhalb von 15 Stunden etwa 40 % des Proteins in die dimere Form (p80) Uber,
wahrend eine signifikante Bildung von Tetrameren ausblieb. Neben der Bildung von Dimeren kam
es durch die verlangerte Inkubationsdauer zu einer Anderung der Loslichkeit des Proteins. Dies
fuhrte dazu, dass es bei einer Behandlung der Affinitatsmatrix mit Imidazol oder EDTA nicht mehr
zur Elution des Proteins kam.
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Abbildung 3.8: (A) Untereinheitenstdchiometrie von MjK2 Konstrukten. &: coli Membranen (5 mg)
wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt, elektrotransferiert und mitragg-bzw. anti-Xpress An-
tikdrper nachgewiesen. 1) MjK2-CT, 2) MjK2-NT, 3) MjK-101-NT, (B) Dimerisierung von MjK2-NT.
MjK2-NT wurde mit 0,5 % NLS solubilisiert und an eine €oSepharosematrix gebunden. Unspezifisch
gebundenes Protein wurde durch Waschen der Matrix mit Puffer W (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl,
0,5 % NLS, pH 8,0) entfernt. Nachfolgend wurde MjK2 mit Puffer E (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl,
200 mM Imidazol, 0,1 % NLS, pH 8,0) eluiert 1) oder in gebundener Form mit der Affinitatsmatrix inku-
biert 2). Beide Fraktionen wurden 15 h beP@ gelagert und anschlieRend der SDS-PAGE unterzogen.
3) Immunchemischer Nachweis von MjK2-NT in Fraktion 2 mit anti-Xpress Antikorper.

Fur die Kristallisation von KcsA$treptomyces lividapsvurde eine verkirzte Form des Proteins
verwendet, die die Aminosauren 1-125 des N-Terminus umfasste. Dieser Proteinabschnitt besteht
aus zwei transmembranaren Doménen, und bildet tetramere Kanalproteine aus [Doyle u. a. 1998].
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Um zu Uberprifen, ob die hydrophoben Doméanen von MjK2 ebenfalls in der Lage sind eine tetra-
mere Struktur auszubilden, wurde das Konstrukt MjK2-101-NT erzeugt. Es hat eine theoretische
Molmasse von 15 kD und zeigt bei der SDS-PAGE eine apparente Molmasse von 19 kD (p19).
MjK2-101-NT konnte in Membranen vo&. coliimmunchemisch nachgewiesen werden und trat,
ebenso wie MjK2-NT und MjK2-CT, in monomerer Form auf (siehe Abbildung 3.8).

3.3 Einfluss von MjK1, MjK2 und MjKch auf das Wachstum von
E. coli

Um den Einfluss von MjK1, MjK2 und MjKch auf das Wachstum v&n coli zu untersu-

chen, wurde die Wachstumsgeschwindigkeit von TOP10 Zellen ermittelt, die diese Proteine
exprimierten. Als Negativkontrolle dienten TOP10(pTrcHis2B) Zellen. TOP10(pMj1357) und
TOP10(pTrcHis2B) Zellen unterschieden sich nicht signifikant und erreichten nach etwa 200 min
die mittlere logarithmische Wachstumsphase. Die Expression von MjKch ging mit einer leichten
Verzoégerung des Wachstums einher, so dasgo@ nach 270 min erreicht war (siehe Abbil-
dung 3.9). Die starkste Beeintrachtigung des Wachstums wurde bei Zellen beobachtet, die MjK1
exprimierten. Hier war die Zellteilungsrate um etwa 60 % bezlglich des Wildtyps reduziert und
ODgoo=1 nach 510 min erreicht.
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Abbildung 3.9: Wachstumskinetik von MjK1, MjK2 und MjKch exprimierenden TOP10 Zellen. Eine Ein-
zelkolonie der jeweiligen Zelllinie wurde in LB(Amp) bis zur logarithmischen Wachstumsphasg¢©D
0,4-0,9) bei 37C und 400 U mir? kultiviert. Die Kulturen wurden nachfolgend in LB(Amp) auf eine
ODggp von 0,03 eingestellt und BaCl wie angegeben zugesetzt. Unter fortgesetztem Schiuttelri®@ei 37
und 400 U min! wurde die ORgo ermittelt. (A) Wachstum der TOP10 Zelllinien ohne BaCl. (B) Einfluss
von BaCl auf die Wachstumsgeschwindigkeit von MjK1 exprimierenden Zellen.

Die Toxizitat von MjK1 konnte durch Suppression der Proteinexpression mittels 25 mM Gluko-
se im Nahrmedium reduziert werden. Der Transfer in LB Flissignahrmedibrm(M Kalium)
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fuhrte aber in 60-80 % der Falle zum Absterben der Kulturen, wahrend ein Transfer in LBK
(87 mM Kalium) Flissigndhrmedium nicht moglich war. XL1-Blue(pMj0138.1) Zellen konnten
ebenfalls auf LB-Agar wachsen, reagierten aber empfindlicher auf Anderungen des Milieus als
TOP10(pMj0138.1) Zellen. Der Transfer in Flissigndhrmedium fuhrte sowohl bei LB als auch
bei LBK zum Absterben der Zellen. Die toxischen Effekte von MjK1 konnten durch Verwendung
des Kaliumkanalblockers Bagteilweise unterdriickt werden. Der Effekt war ab einer Konzen-
tration von 0,1 mM zu beobachten und war bei 1 mM Ba@aximal (siehe Abbildung 3.9 B).

3.4 Komplementation des kaliumabh&ngigen Phanotyps von LB2003
Zellen

LB2003 Zellen weisen Mutationen in den Kaliumtransportergenen von Trk, Kup und Kdp auf
(siehe Kapitel 2.2.2). Die Hauptsysteme fir die Kaliumaufnahme sind damit nicht funktionsfahig,
so dass die Zellen eine Konzentration von 25 mM Kalium im Nahrmedium fir halbmaximales
Wachstum bendtigen, wahrend dercoli Wildtyp in Gegenwart von 2M Kalium wachsen kann
[Epstein und Kim 1971]. Es konnte gezeigt werden, dass der kaliumabhangige Phéanotyp von
LB2003 Zellen durch die heterologe Expression der Kaliumaufnahmesysteme Katl, Hktl und
Kupl (A. thaliang komplementiert wird, so dass diese Zelllinie zur ldentifikation von Kalium-
transportern und Kaliumkanélen verwendet werden kann [Uozumi 2001].

Um zu Uberprifen, ob eine Komplementation der Kaliumsensitivitdt durch die Expression von
MjK1, MjK2 und MjKch mdoglich ist, wurden LB2003 Zellen mit den Plasmiden pMj0138.1
pMj0139 pMj1357 und pTrcHis2B (Negativkontrolle) transformiert und auf synthetischen Nahr-
medien mit definierter Kaliumkonzentration kultiviert (siehe Abbildung 3.10).

Bei Zellen, die das Kontrollplasmid pTrcHis2B trugen und Zellen, die MjK2 exprimierten war
nach 16 h Inkubation auf Festnahrmedien ausschlief3lich Wachstum bei einer Kaliumkonzentration
von 100 mM zu beobachten (siehe Abbildung 3.10). Die Expression von MjKch ermdglichte der
E. coli Mutante Uber einen Konzentrationsbereich von 1-100 mM Kalium zu wachsen, wahrend
Zellen, die MjK1 exprimierten zwar bei einer Konzentration von 1 mM KCI, nicht aber in Ge-
genwart von 10 und 100 mM KCI wuchsen. Dies steht im Einklang mit den Wachstumskinetiken
in LB Medium (siehe Kapitel 3.3), bei denen eine Kaliumkonzentration von 5 mM (Kaliumge-
halt von LB-Medium) sich deutlich inhibierend auf das Wachstum von TOP10(Mj0138.1) Zellen
auswirkte.

Die Inkubation von LB2003 Zellen in KML-Flissignahrmedium fuhrte zu vergleichbaren Ergeb-
nissen, wobei jedoch eine verstarkte Toxizitat von Kalium im Vergleich zum Festndhrmedium bei



3.4 Komplementation des kaliumabhangigen Phanotyps von LB2003 Zellen 44

Expression MjKch beobachtet wurde (vgl. Kapitel 3.3). Nach 16 h Inkubation in Gegenwart
von 100 mM KCI befanden sich LB2003(pMj0139) Zellen in der logarithmischen Wachstums-
phase (Olgyg=0,29), wahrend LB2003(pMj1357) und LB2003(pTrcHis2B) Zellen bereits die sta-
tionare Wachstumsphase erreicht hatten. Nach einer Inkubationsdauer von 64 h erreichten auch
LB2003(pMj0138.1) Zellen die stationare Wachstumsphase. Es ist jedoch mdoglich, dass hierbei
Zellen selektioniert wurden die MjK1 nicht exprimierten.

100 mM KCI 10 mM KCI 1 mM KCI 0,1 mM KCI
MjKch  pTrcHis2B MjKch  pTrcHis2B MjKch  pTrcHis2B MjKch  pTrcHis2B

MjK1 MjK2 MjK1 MjK2 MjK1 MjK2
16 . .
T~ —0— MjK1
gl2 e —q o O\‘} f—a—a —0— MiK2
E N /N Qo o a —A— MjKeh
§o 8 / A——a A o "~ —#— pTrcHisB
]
O 04 /] o— 4
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0.04 ZD 0 i oz;/ * {80 0o o e i a—o-46£3—c
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Abbildung 3.10: Kaliumabhangige Wachstumscharakteristik von LB2003 Zellen bei Expression
von MjK1, MjK2 und MjKch. LB2003(pMj0138.1), LB2003(pMj0139), LB2003(pMj1357) und
LB2003(pTrcHis2B) Zellen wurden in KML(Amp) Flussignahrmedien 16 h bei °8 und 350 U
min~! vorinkubiert. Die Kaliumkonzentration betrug dabei 100 mM fiir LB2003(pMj1357) und
LB2003(pTrcHis2B) sowie 1 mM fiur LB2003(pMj0138.1) , LB2003(pMj0139) Zellen. Durch dreimali-
ges sedimentieren der Zellen (3508, 10 min) mit nachfolgender Resuspension in KML Medium (2D
Kalium als Kontamination) wurde die Kaliumkonzentration abgesenkt. Nachfolgend wurde gig @D
Kulturen mit KML Medium auf 0,5 eingestellt. Obere Reihe: Jeb@er Zellsuspensionen wurden auf
KML(Amp) Festndhrmedium (0,1-100 mM KCI) transferiert und bef&7fir 16 h inkubiert. Untere Rei-
he: Jeweils 51 der Zellsuspensionen wurde in 20 ml KML(Amp) Flissigndhrmedien (0,1-100 mM KCI)
transferiert und bei 37C und 400 U min?! geschittelt. Die OBy, wurde liber einen Zeitraum von 88 h
gemessen.

In Gegenwart von 10 mM KCI war nach einer Inkubationsdauer von 16 h, ebenso wie bei Fest-
nahrmedien, ausschliel3lich Wachstum bei LB2003(pMj0139) Zellen zu beobachten. Nach einer
Inkubationsdauer von 40 h hatten alle Zelllinien mit Ausnahme der Negativkontrollgp(&ID1)

die stationédre Wachstumsphase erreicht.

Bei einer Konzentration von 1 mM waren ausschlieR3lich Zellen, die MjK1 und MjKch exprimier-
ten, in der Lage zu wachsen. Zudem waren ihre Wachstumsgeschwindigkeiten sowie die maxi-
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malen optischen Dichten hoher als in Gegenwart von 10 oder 100 mM KCI. LB2003(pMj0139)
Zellen waren als einzige in der Lage bei einer Kaliumkonzentration von 0,1 mM zu wachsen, be-
notigten jedoch 64 h, um eine @gvon 0,26 zu erreichen. Die hdchsten Wachstumsraten von
LB2003(pMj1357) und LB2003(pTrcHis2B) Zellen wurden demnach bei 100 mM KCI beobach-
tet, wahrend bei LB2003(pMj0138.1) und LB2003(pMj0139) Zellen eine Kaliumkonzentration
von 1 mM optimal fur das Wachstum war.

3.5 Einfluss von Kaliumkanalblockern auf die Komplementation

Kaliumkanéle werden durch zweiwertige Kationen wie#Band C$* sowie durch zahlreiche
Stickstoffverbindungen wie TEA (Tetraethylammonium) und 4-AP (4-Aminopyridin) inhibiert
[Heginbotham und MacKinnon 1992, Munsey u. a. 2002]. Die Sensitivitat fir das jeweilige Agens
wird dabei durch bestimmte Sequenzbereiche innerhalb der Porendoménen determiniert [Becker
u. a. 1996].

1 mM KCI 0,5 mM KClI 0,25 mM KCI

BaCl

CsCl TEA

Abbildung 3.11: Wachstumsinhibition von LB2003(pMj0138.1) und LB(pMj0139) Zellen durch BacCl,
CsCl und TEA in Abhangigkeit der Kaliumkonzentration. LB2003(pMj0138.1) und LB2003(pMj0139)
Zellen wurden in 20 ml KML(Amp) Fliissigndhrmedium (1 mM KCI) 16 h bei g7 und 350 U min!
vorinkubiert. Nachfolgend wurde durch dreimaliges sedimentieren der Zellen X300 min) mit nach-
folgender Resuspension in je 20 ml KML Medium (280 Kalium als Kontamination) die Kaliumkonzen-
tration abgesenkt. Die Qfgp der Kulturen wurde mit KML Medium auf 0,5 eingestellt und je 20@er
Zellsuspensionen auf KML(Amp) Festnahrmedium (0,25, 0,5 und 1 mM KCI) transferiert. Die Applikation
der Kaliumkanalblocker erfolgte durch Filterpapierplattches 6 mm), die mit je 1Qu 1 M Ldésungen

von BaCl, CsCl oder TEA getrankt waren. Die Anzucht der Bakterien erfolgte fur 16 h 15€.37
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Um die Sensitivitat von MjK1 und MjKch fiir die Kaliumkanalblocker 8a, CS* und TEA

zu bestimmen, wurden LB2003(pMj0138.1) und LB2003(pMj0139) Zellen auf Selektivndhrme-
dien in Gegenwart von Kaliumkonzentrationen kultiviert, die nahe der wachstumslimitierenden
Konzentration von 0,5 mM fir MjK1 und 0,1 mM fir MjKch lagen. Die Blocker sind mit Hilfe
getrankter Filterpapiere appliziert worden, die auf den wachsenden Bakterienrasen gelegt wurden.
Dadurch wurde eine Wachstumsinhibition verursacht, die sich als klarer Halo um das Filterpapier
bemerkbar machte (siehe Abbildung 3.11).

MjK1 wurde bereits bei einer Kaliumkonzentration von 1 mM deutlich durcR*Band C$*
inhibiert, wahrend TEA keinen Effekt hatte. Die Grol3e des Halos war abhangig von der Kalium-
konzentration, so dass die Wachstumsinhibition in Gegenwart von 0,5 mM stérker ausgepragt war.
Zellen die MjKch exprimierten, wurden dagegen im Wachstum ausschlieRlich Vorgésemmit.

Der Effekt trat ab einer Kaliumkonzentration von 0,5 mM KCI auf und war selbst bei 0,25 mM
KCl deutlich schwécher als bei MjK1 in Gegenwart von 1 mM KCI. Niedrigere Kaliumkonzentra-
tionen als 0,25 mM fuihrten bei LB2003(pMj0139) Zellen zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen,
da der Bakterienrasen unterhalb dieser Konzentration nicht gleichmagig wuchs.
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3.6 Die Na/H* Antiporter von M. jannaschii

Das Genom vomM. jannaschii beinhaltet drei Gene, Mj0057, Mj1521 und Mj1275, deren Gen-
produkte zu N&H* Antiportern homolog sind [Bult u. a. 1996]. Mj0057 und Mj1521 kodieren
fur Na*/H* Antiporter der NhaP Familie und wurden demzufolge mit MjNhaP1 und MjNhaP2
bezeichnet. Das Genprodukt von Mj1275 ist zu'M& Antiportern der NapA Familie homolog
und wurde entsprechend mit MjNapA bezeichnet.

3.6.1 Sequenzanalyse von MjNhaP1 und MjNhaP2

Ein Vergleich der Sequenzen zeigte, dass MjNhaP1 und MjNhaP2 zu 45 % identisch sind. Die
nachstverwandten Proteine sind putative’'/IMd Antiporter vom NhaP Typ, die in den Archae-
bakterienMethanopyrus kandlerf43 % und 47 % ldentitat) unByrococcus abysgiB33 % und

30 % Identitat) identifiziert wurden (siehe Abbildung 3.12). Die Verwandtschaft zu eukaryoti-
schen N&/H™* Antiportern wie SOS1A. thaliang und Nhel Homo sapiens(18-21 % ldentitét)

ist naher als zu den bakteriellen Antiportern NhaA und NH&aBcoli) (10-16 % ldentitat). YcgO,

ein Osmoregulationsprotein vda coli, weist ebenfalls einen vergleichsweise hohen Verwandt-
schaftsgrad auf (20 % und 22 % Identitat) [Verkhovskaya u. a. 2001].

MjNhaP1 und MjNhaP2 haben 12 (Goldman-Engelman-Steitz Algorithmus, www. tigr.org) oder
13 (Kyte-Doolittle Algorithmus) transmembrandre Doméanen (T1-T13). Das zwdlfte Segment,
dessen Lokalisation nicht eindeutig ist, wurde mit T12? benannt (siehe Abbildung 3.13). An
den C-Termini von MjNhaP1 und MjNhaP2 befinden sich zyto- oder periplasmatische Abschnitte
(T12 oder T13 Modell) deren Lange 18-25 Aminosauren betragt. Regulatorische Doménen, wie
sie beispielsweise bei SynNhaPdyfechocystis sp. PCC6§(8Vaditee u. a. 2001] und Nhel

(H. sapien} [Wakabayashi u. a. 2000] auftreten, sind demnach bei MjNhaP1 und MjNhaP2 nicht
vorhanden.

Innerhalb der NhaP Familie wurden drei stark konservierte Bereiche identifiziert, die sich in T5,
T6 und dem putativ transmembrandren Segment T12? befinden (siehe Abbildung 3.14). Das Mo-
tiv (I-X-X-A-T-D) in T5 tritt bei Na*/H* Antiportern prokaryotischer Herkunft, wie z.B. NhaA

(E. coli) und eukaryotischen Transportern, wie SO81thaliang auf. Mit Ausnahme des As-
partatrests existiert dagegen das Sequenzmotiv (E-S-F-N-D-P) aus T6 nur bei archaebakteriellen
Na‘/H* Antiportern. Das Sequenzmotiv (G-P-R-G-V-V-P) in T12? tritt in dieser Konstellation nur

bei Na'/H* Antiportern archaebakterieller Herkunft auf, wahrend die Glycinreste dieser Sequenz
auch in Nd/H* Antiportern anderer Familien (Nhel, SOS1) konserviert sind.
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: NhaP M. kandleri (1)
MjNhaP2 M. jannaschii (2)
L MjNhaP1 M. jannaschii (3)
NhaP P. abyssi (4)
| YcgO E. coli (5)
, Nhx1 A. thaliana (6)
L Nhe1 H. sapiens (7)
—— NhaP1 Synechocystis PCC6803 (8)
L NhaP A. halophytica (9)
NhaP2 Synechocystis PCC6803 (10)
SOS1 A. thaliana (11)
YjcE E. coli (12)
NapA E. hirae (13)
— NapA C. acetobutylicum (14)
NapA B. halodurans (15)
MjNapA M. jannaschii (16)
_: NhaA E. coli (17)
1 NhaA Y. pestis (18)
NhaA H. pylori (19)
_[ NhaB S. enterica (20)

NhaB E. coli (21)
—— NhaB V. parahaemolyticus (22)

Abbildung 3.12: Phylogenetische Verwandtschaft von MjNhaP1, MjNhaP2, MjNapA zu Antiportern

pro- und eukaryotischer Organismen. Der Stammbaum wurde erstellt mit Megalign (DNA-Star) unter
Verwendung des ClustalW Algorithmus. Die Zugangsnummer bezieht sich auf die Nummerierung der
Na"/H* Antiporter im Stammbaum. (1) NP_613837, (2) NP_248529, (3) NP_247021, (4) NP_126974,
(5) NP_415709, (6) NP_198067, (7) P19634, (8) BAA17925, (9) BAB69459, (10) BAA18490,

(11) AAF76139, (12) P32703, (13) CAD22163, (14) NP_347084, (15) NP_243710, (16) NP_248271,
(17) NP_285709, (18) NP_404112, (19) NP_224165, (20) NP_456313, (21) NP_287425, (22) BAA12073.

3.6.2 Sequenzanalyse von MjNapA

Sequenzvergleiche zeigen, dass MjNapA homolog zu Antiportern der NapA Familie ist. Verwand-
te Proteine sind u.a. der putative Md* Antiporter ausClostridium acetobutylicun{31,7 %
Identitat) und NapA aug&nterococcus hira€27,2 % ldentitat) [Strausak u. a. 1993]. Es be-
steht ebenfalls eine Homologie zu Kef€.(coli), einem glutathionregulierten *ftH* Antipor-

ter (22,4 % Identitat) und zu Khal, einem putativefilK" Antiporter ausSaccharomyces cerevi-
siae[Ferguson u. a. 1995, Ramirez u. a. 1998].

Mit Hilfe von Hydrophobizitdtsuntersuchungen wurden bei MjNapA 12 transmembranare Do-
manen identifiziert, die etwa 65 % des Gesamtproteins ausmachen (siehe Abbildung 3.13). Den
C-Terminus von MjNapA bildet ein hydrophiler Bereich von etwa 14 Aminosauren Lange. Regu-
latorische, zytoplasmatische Doméanen, wie sie am C-Terminus von Kefh{inosauren 383-

620) [Loo u. a. 1995] und Khal~<Aminosauren 433-873) [Ramirez u. a. 1998] auftreten, sind
demnach bei MjNapA nicht vorhanden.

Innerhalb der Proteinfamilie existieren 3 stark konservierte Sequenzbereiche in T2 (G-X-I(L)-X-
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Abbildung 3.13: Hydrophobizitatsdiagramm der N&* Antiporter vonM. jannaschii Die transmem-
branaren Doméanen wurden anhand des Kyte-Doolittle Algorithmus unter Verwendung des Programms Pro-
tean (DNA-Star) berechnet und mit T1-T13 bezeichnet. Fur die Berechnung wurden die Hydrophobizi-
tatsindizes von jeweils 9 Aminosauren gemittelt. Da unter Verwendung des Goldman-Engelman-Steitz Al-
gorithmus (www.tigr.org) das zwdlfte hydrophobe Segment von MjNahP1 und MjNhaP2 als putativ trans-
membranar eingestuft wird, wurde es mit T12? bezeichnet.
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T. acidophilum NhaP 368
P. abyssi NhaP 364
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Abbildung 3.14: Sequenzvergleich von MjNhaP1 und MjNhaP2 mit'K&" Antiportern der NhaP Fami-

lie. Identische und konservierte Aminosaurereste sind dunkel-, bzw. hellgrau unterlegt. Die transmembran-
aren Segmente wurden mit T1-T13 bezeichnet. Fir die Berechnung des Sequenzvergleichsschemas wurde
das Programm Megalign (DNA-Star) verwendet. Die Zugangsnummern beziehen sich auf die willkurli-
che Nummerierung der Ni&H* Antiporter im Sequenzvergleichsschema: (1) NP_247021, (2) NP_248529,

(3) NP_613837, (4) NP_394359, (5) NP_126974.
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MjNapA (1) 1

C. acetobutylicum NapA (2) 1

E. hirae NapA (3) 29
S. agalactiae NapA (4) 1

T. elongatus NapA (5) 1

P. abyssi NapA (6) 1
MjNapA 78
C. acetobutylicum NapA 78
E. hirae NapA 105
S. agalactiae NapA 77
T. elongatus NapA 81
P. abyssi NapA 77
MjNapA 158
C. acetobutylicurn NapA 158
E. hirae NapA 185
S. agalactiae NapA 157
T. elongatus NapA 160
P. abyssi NapA 157
MjNapA 232
C. acetobutylicum NapA 238
E. hirae NapA 265
S. agalactiae NapA 233
T. elongatus NapA 237
P. abyssi NapA 237
MjNapA 311
C. acetobutylicum NapA 312
E. hirae NapA 338
S. agalactiae NapA 306
T. elongatus NapA 313
P. abyssi NapA 310
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Abbildung 3.15: Sequenzvergleich von MjNapA mit A" Antiportern der NapA Familie, KefCH. coli)

und Khal 6. cerevisiagsiehe Kapitel 3.6.2). Dunkel-, bzw. hellgraue Unterlegung kennzeichnet identi-
sche, bzw. konservierte Aminoséaurereste. Die nach dem Kyte-Doolittle Verfahren ermittelten transmem-
branaren Doméanen sind mit T1-T12 oberhalb des Vergleichsschemas gekennzeichnet. Die Zugangsnum-
mern beziehen sich auf die Nummerierung def/Nd Antiporter im Vergleichsschema: (1) AAB99281,

(2) NP_347084, (3) CAD22163, (4) AAM998438, (5) C75016. (6) P03819, (7) NP_012441.
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G-P), T3 (F-X-X-G-I(L)-E) und T8 (G-A(S)-F(Y)-X-A(C)-G). 72 % der identischen Aminosauren
sind Glycinreste. Konservierte Aminoséuren mit negativ geladener Seitenkette, welche u.a fur die
Funktion von NhaA E. coli) und NhaD Vibrio cholerag notwendig sind [Inoue u. a. 1995,
Ostroumov u. a. 2002], befinden sich in T3 (E72), T5 (D155) und zwischen T3 und T4 (E76).
Damit unterscheidet sich die Verteilung konservierter Negativladungen von der des NhaA Typs
(T4 und T5) und der des NhaP Typs (T5 und T6).

3.7 Expression von MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA in E. coli

Die putativen N&/H* Antiporter MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA wurden mit Hilfe des Vek-

tors pTrcHis2 TOP® in E. coli exprimiert und konnten in Membranfraktionen immunchemisch
nachgewiesen werden. Die theoretischen Molmassen der Fusionsproteine (siehe Kapitel 2.1.7)
betragen 50 kD (MjNhaP1), 50 kD (MjNhaP2) und 46 kD (MjNapA). Nach Auftrennung durch
SDS-PAGE weisen die Proteine scheinbare Molmassen von 40 kD (MjNhaP1), 40 kD (MjNhaP2)
und 38 kD (MjNapA) auf (siehe Abbildung 3.16). Neben der monomeren Form konnten bei al-
len Proteinen auch Dimere mit apparenten Molmassen von etwa 80 kD nachgewiesen werden
[Hellmer u. a. 2002]. Zudem trat eine weitere Bande auf, deren Molmasse etwa 3 kD kleiner war
als die der monomeren Form. Die Bildung dieses verkurzten Produkts konnte weder durch den
Einsatz von Proteaseinhibitoren noch durch die Verwendung proteasedefizienter Zellen reduziert
werden. U.u. handelt es sich um Translationsprodukte, die an geninternen Startcodons initiiert
werden, was kirzlich fur einen archaebakteriellen Kaliumkanal gezeigt wurde [Jiang u. a. 2002].
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Abbildung 3.16: Immunchemischer Nachweis von MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA. Evertierte Vesikel
(40 pg Protein) sind durch SDS-PAGE aufgetrennt worden. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-
membran elektrotransferiert und die myc-Epitope der Fusionsproteine mib#mi#ntikdrper nachgewie-

sen.
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3.7.1 Reinigung von MjNhaP1

Um die Grundlage fur eine Kristallisation von MjNhaP1 zu schaffen sowie Rekonstitutionsex-
perimente zu ermdglichen, wurde ein Verfahren zu dessen Solubilisierung und Anreicherung ent-
wickelt. Dazu wurde der Einfluss von Detergenzien, der NaCl Konzentration sowie des Detergenz-
Lipidverhaltnisses auf die Solubilisierung von MjNhaP1 untersucht. Desweiteren wurde eine Me-
thode zur affinitatschromatographischen Reinigung mittels eines Imidazolgradienten erarbeitet.
Aufgrund der niedrigen Expressionsrate von MjNhaP1 {ig3rotein/ g Zellen) und der eben-

falls niedrigen Konzentration in gereinigten Fraktionen (flg2ml~1), wurde die Visualisierung
immunchemisch durchgefihrt.
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Abbildung 3.17: Einfluss von Detergenzien auf die Solubilisierung von MjNhafEL.coli Membra-

nen (5 mg) wurden in 1 %-igen Losungen der Detergenzien NP-40, NLS , CHAPS und DDM in Puffer
A (50 mM KP;, 500 mM NacCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, pH 7,6), unter Verwendung ei-
nes Detergenz-Membranen Verhaltnisses von 3:1 (w:w), solubilisiert. Nach 30 mindtigem Schutteln der
Suspension auf Eis wurden nicht solubilisierte Bestandteile durch Zentrifugation fir 15 miri ®aird
200.000<g entfernt. Der Uberstand wurde mit 30 Ni-Sepharose Matrix versetzt und 60 min auf Eis
geschiittelt. Nachfolgend wurde die Matrix 1 min bei ¥@Dsedimentiert und der SDS-PAGE mit an-
schlieRendem Elektrotransfer unterzogen. (A) Immunchemischer Nachweis von MjNhaP1 mityanti-
Antikdrper nach Solubilisierung mit (1) NP40, (2) NLS, (3) CHAPS, (4) DDM. (B) Relativer Solubilisie-
rungsgrad in Abhangigkeit des Detergenzes. Die immunchemischen Signalintensitaten wurden mit dem
Programm Labimage (Kapelan) ausgewertet.

MjNhaP1 wurde in 1 %-igen Detergenzlésungen von N-Lauroylsarkosin (NLS, ionisch), Dodecyl-
maltosid (DDM, nichtionisch), Nonid&tP-40 (NP-40, nichtionisch) und CHAPS (zwitterionisch)

in Losung gebracht. Die beste Solubilisierungseffizienz wurde dabei mit NLS erzielt, so dass sich
nach 30 minutiger Solubilisierung be’C etwa 75 % des Proteins in der |6slichen Phase befand.
Die Solubilisierungseffizienzen von DDM und NP-40 betrugen etwa 90 % und 37 % der von NLS,
wahrend die von CHAPS mit etwa 2 % deutlich niedriger war. Trotz der effizienten Solubilisie-
rung durch NLS wurde die weitere Optimierung der Reinigungsparameter in Gegenwart von DDM
durchgefuhrt,
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Abbildung 3.18: Immunchemischer Nachweis von MjNhaP1 nach Solubilisierung mit M.8oli Mem-

branen (5 mg) wurden in 1,5 ml Puffer S (50 mMKB00 mM NaCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin,

1 % NLS, pH 7,6) 30 min bei4C solubilisiert. Unldsliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation fur

15 min bei 4°C und 200.00& g sedimentiert. Nach Zugabe von HDNi-Sepharose Matrix wurde der
Uberstand unter Schiitteln fiir 60 min auf Eis inkubiert. Das Sediment (Spurl) und die Affinitatsmatrix
(Spur 2) wurden der SDS-Page mit nachfolgendem Elektrotransfer unterzogen und die Fusionsproteine mit
anti-myc Antikdrper nachgewiesen. Die Affinitatsmatrix einer identisch behandelten Probe wurde mit Puf-
fer S1 (50 mM KR, 500 mM NaCl, 40 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, 0,1 % NLS) gewaschen und
gebundenes Protein mitx300 ul Puffer S2 (50 mM KPR, 500 mM NacCl, 300 mM Imidazol-HCI, 20 %
Glycerin, 0,1 % NLS, pH 7,6) eluiert. Nachfolgend wurde die Matrix (Spur 3) sowie 1/20 Volumen der
vereinigten Eluatfraktionen (Spur 4) der SDS-PAGE unterzogen und wie bei den Proben 1 und 2 verfahren.
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Abbildung 3.19: Einfluss des Detergenz-Lipidverhaltnisses auf die Solubilisierung von MjNhaP1. 5 mg
E. coli Membranen wurden mit variablen Detergenzmengen (5-20 mg) in Puffer A (50 mM %0 mM

NaCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, pH 7,6) bei einer DDM Konzentration von 1% solubili-
siert. Nachfolgend sind die Fusionsproteine, wie in Abbildung 3.17 beschrieben, detektiert worden. (A)
Immunchemischer Nachweis von MjNhaP1 nach Verwendung eines Detergenz-Lipidverhaltnisses (w:w)
von (1) 1:1, (2) 2:1, (3) 3:1, (4) 4:1. (B) Relativer Solubilisierungsgrad in Abhéngigkeit des Detergenz-
Lipidverhaltnisses. Fir die Quantifizierung der Bandenintensitaten wurde das Programm Labimage (Kape-
lan) verwendet.
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da MjNhaP1 unter dem Einfluss von NLS nichtlésliche Aggregate an der Affinitatsmatrix bilde-

te, die nach einer Inkubationdauer von 60 min etwa 15 % des Gesamtproteins ausmachten (siehe
Abbildung 3.18). Neben der Wahl des Detergenzes hatte das Detergenz-Lipidverhaltnis einen Ein-
fluss auf die Solubilisierung. Untersucht wurden Detergenz-Lipidverhaltnisse von 1:1-1:4 (w:w),
wobei die héchste Solubilisierungseffizienz mit einem Detergenz-Lipidverhaltnis von 1:3 erzielt
wurde. Niedrigere aber auch hohere Detergenzkonzentrationen fuihrten zu erniedrigter Effizienz.
Wahrend bei bei einem Verhéltnis von 1:1 etwa 64 % der maximalen Proteinausbeute erreicht
wurden, waren es bei einem Verhéltnis von 1:4 etwa 82 % (siehe Abbildung 3.19).

Um den Einfluss von NaCl zu untersuchen, wurde MjNhaP1 in Gegenwart von NaCl Konzen-
trationen zwischen 0-500 mM solubilisiert. Die héchste Solubilisierungseffizienz trat bei einer
Konzentration von 200-300 mM NaCl auf, wéhrend der prozentuale Anteil bei héheren und nied-
rigen Konzentrationen abfiel. Bei 0 mM und 500 mM NaCl betrug die Proteinausbeute 65 %, bzw.
55 % des Maximalwertes (siehe Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Einfluss der Salzkonzentration auf die Solubilisierung von MjNhaP1. Enegli Mem-

branen wurden bei einem Detergenz-Membranverhdltnis von 3:1 (w:w) bei variabler NaCl Konzentration
in Puffer B (50 mM KR, 0-500 mM NaCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, 1% DDM, pH 7,6)
solubilisiert. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte wie in Abbildung 3.17 beschrieben. (A) Immun-
chemischer Nachweis von MjNhaP1 nach Solubilisierung in Gegenwart von 0, 100, 200, 300, 400 und
500 mM NacCl (Spuren 1-5). (B) Relativer Solubilisierungsgrad in Abhangigkeit der Natriumkonzentration.
Die Signalintensitaten des immunchemischen Nachweises wurden mit dem Programm Labimage (Kaplan)
ausgewertet.

MjNhaP1 konnte mit Hilfe einer Ni-Sepharosematrix gereinigt werden. Dazu wurde solubilisiertes
Protein in Gegenwart von 10 mM Imidazol an die Matrix gebunden und durch Behandlung mit
Imidazolkonzentrationen zwischen 10 und 500 mM eluiert. Die Dissoziation von MjNhaP1 von
der Matrix geschah ab etwa 100 mM Imidazol. Bei 250 mM eluierte etwa 83 % des Proteins,
wahrend es bei 100 und bei 500 mM Imidazol 12 %, bzw. 3 % der Gesamtproteinmenge waren
(siehe Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Elutionsverhalten von MjNhaP1l. 5 mg. coli Membranen wurden in Puffer B

(50 mM KPR, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol-HCI, 20 % Glycerin, 1 % DDM, pH 7,6), bei einem
Detergenz-Lipidverhéltnis von 3:1 (w:w), wie in Abbildung 3.17 beschrieben, solubilisiert und mit Ni-
Sepharosematrix inkubiert. (A) Die Matrix wurde mit Imidazolkonzentrationen von 10, 20, 40, 100, 250
und 500 mM (Spuren 1-6) in Puffer C (50 mM KB00 mM NacCl, 20 % Glycerin, 0,1% DDM ,pH 7,6)
gewaschen und die Eluate der SDS-PAGE mit nachfolgendem Elektrotransfer unterzogen. Die immuche-
mische Detektion der Fusionsproteine erfolgte mit amge Antikorper. (B) Prozentuale Verteilung von
MjNhaP1 in den Eluatfraktionen. Zur Quantifizierung der immunchemischen Signale wurde das Programm
Labimage (Kaplan) verwendet.

3.8 Messung der N&/H™ Antiporteraktivitat von MjNhaP1, MjNhaP2
und MjNapA in evertierten Vesikeln

Zur Bestimmung der NdH* Antiporteraktivitat von MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA wurde
der E. coli Stamm Fragl14 (siehe Kapitel 2.2.2) mit den Plasmiden pMj0057, pMj1521 und
pMj1275 transformiert. Als Negativkontrolle diente das Plasmid pTrcHis2B. Die daraus resul-
tierenden Zelllinien wurden mit Frag114(pMj0057), Frag114(pMj1521), Fragl114(pMj1275) und
Fragl14(pTrcHis2B) bezeichnet.

Frag(pTrcHis2B) Zellen weisen eine geringe*'l4" Antiporteraktivitat bei pH-Werten oberhalb

von 7,5 auf. Dieser Protonentransport ist bedingt durch einen unspezifisétigh Kntiporter,
dessen Transportkapazitat durch Zugabe von 5 mM KCI zum Reaktionsmedium gesattigt werden
kann [Brey u. a. 1980]. Die Protonentransportraten des Lacta®nporters variierten mit dem
pH-Wert des Reaktionsmediums [Ten Brink und Konings 1980], wobei das Optimum bei etwa
pH 7,5, dem zytoplasmatischen pH-Wert \rcoli, lag [Zilberstein u. a. 1982]. Der pH-Bereich,

in dem eine ausreichende Aktivitat fur reproduzierbare Messungen vorlag, war zwischen pH 6,0
(ca. 30 % der Maximalaktivitat) und pH 9,0 (ca. 15 % der Maximalaktivitat).

In diesem pH-Bereich unterschieden sich evertierte Vesikel von Fragl114(pMj1521) und
Frag114(pMj1275) nicht signifikant von der Negativkontrolle. Vesikel von Fragl114(pMj0057)
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zeigten nach NaCl Zugabe einen Fluoreszenzanstieg Uber einen pH-Bereich von 6,0-7,5. Die
prozentuale Fluoreszenzzunahiad=r/AFges) x 100 (siehe Abbildung 3.22 und 3.28) war dabei
abhéangig vom pH-Wert des Reaktionsmediums. Sie betrug bei 20 mM Na€3 & (pH 6,0),

31+7 % (pH 6,5), 134 % (pH 7,0) und 64 % (pH7,5).
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Abbildung 3.22: pH-Abhangigkeit der N&H* Antiporteraktivititen von MjNhaP1 , MjNhaP2 und MjNa-

pA in evertierten Vesikeln. Det. coli Stamm Frag114 wurde mit den Plasmiden pMj1521 (A), pMj1275
(B), pMjo057 (C) sowie pTrcHis2B (D) als Negativkontrolle transformiert und evertierte Vesikel wie be-
schrieben prapariert. Die Reaktion wurde in einer 2 ml Kivette mit Ruhreinheit b&t 2irchgefihrt.

Im Reaktionsansatz waren 10 mM MES/Tris (eingestellt auf den jeweiligen pH), 140 mM Cholinchlorid,
5 mM MgCl,, 5 mM KCI, 2 uM Acridinorange und 5@l evertierte Vesikel enthalten. Zugabe vor?){

2 mM Tris-DL-Lactat (pH-Wert eingestellt auf den pH-Wert des Reaktionsmediumk),20 mM NacCl,

(A): 25 mM NH,4CI.

Die initiale Rate des Fluoreszenzansti¢gsr/AFges) x s~ war proportional zur NaCl Konzen-
tration, so dass eine Bestimmung des scheinbaign\fertes moglich war. Fir einen pH-Wert

von 6,0 betrug dieser etwa 10 mM (siehe Abbildung 3.23). Aufgrund der niedrigen Transportraten
fur LiCl war eine Auswertung nach dem Verfahren von Lineweaver und Burk nicht moglich. Der
Kwm Wert konnte daher lediglich anhand der LiCl Konzentration bei halbmaximaler Transportge-
schwindigkeit abgeschatzt werden und betrug etwa 2,5 mM.
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Abbildung 3.23: Konzentrationsabhangigkeit des Natrium- und Lithiumtransports von MjNhaP1. (A) Die
Na*(LiT)/H* Antiporteraktivitat von evertierten Vesikeln wurde in Abhangigkeit det Nand Li* Kon-
zentration bei pH 6,0 ermittelt. Die Messungen sind bei@2n einem Volumen von 2 ml in einer Kiivette

mit Rahreinheit durchgefuhrt worden. Der Reaktionsansatz enthielt 10 mM MES/Tris (pH 6,0), 140 mM
Cholinchlorid, 5 mM MgC$, 5 mM KCI, 2 uM Acridinorange und 5Qi evertierte Vesikel (5Qug Protein).

Zugabe von: ¢): 2 mM Tris-DL-Lactat, pH 6,0, 4): NaCl oder LiCl (Konzentration wie angegebemn)){(

25 mM NH4Cl. (B) Km(Na*) Wert von MjNhaP1 in evertierten Vesikeln. Dep,KNert wurde tber die

initiale Zunahme der Fluoreszenz nach Zugabe von NaCl berechnet. Dazu wurde die relative Anderung der
FluoreszenzAFt/Fgeg pro Sekunde gegen die reziproke Substratkonzentration aufgetragen. Jeweils drei
unabhangige Messungen wurden fur die Berechnung verwendet.

3.9 Messung der Na/H™ Antiporteraktivitat von MjNhaP1 in Pro-
teoliposomen

MjNhaP1 wurde in Proteoliposomen rekonstituiert, um die Effekte eines pH-Gradienten und des
Membranpotentials unabhangig voneinander untersuchen zu kénnen. Nach Suspension der Pro-
teoliposomen in der Reaktionsldsung baute sich an der Vesikelmembran ein pH-Gradient auf, wo-
durch die Fluoreszenzintensitat vog &uf F abfiel (siehe Kapitel 2.4.4). Der durch Leckstrome
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verursachte Anstieg des pH-Wertes im Vesikelinnern fiihrte zu einem Fluoreszenzanstieg, der in
Kontrollversuchen nach 300 s etwa 7 % vbifyesausmachte (siehe Abbildung 3.24 C). Wahrend
proteinfreie Liposomen nach Natriumzugabe keine Effekte beziiglich einer pH-Wert Anderung im
Vesikelinnenraum zeigten, fuhrte dies bei Liposomen in denen MjNhaP1 rekonstituiert war zu ei-
ner Entkopplung des pH-Gradienten. Dieses Phanomen wurde beobachtet, wenn durch Zugabe
von Valinomycin ein Membranpotential an der Vesikelmembran existierte, wahrend ein Protonen-
gradient allein, nicht zu einer Aktivierung von MjNhaP1 fuhrte (siehe Abbildung 3.24 A und B).

A B Cc

A < <

20% |
AF

100s

Abbildung 3.24: Ay Abhangigkeit der MjNhaP1 Aktivitat. Proteoliposomen (@0) wurden in 2 ml

MTCM Puffer (10 mM MES/Tris, 140 mM Cholinchlorid, 5 mM Mg&l5 mM KCI, 2 uM Acridinorange,

pH 6,0) suspendiert und unter konstantem Ruhren mit einer Anregungswellenléange von 495 nm bestrahlt.
Zugabe von: ¢): Vesikeln, @): 20 mM NacCl, #): 1 uM Valinomycin, (¢): 25 mM NH4Cl. (A) und (B):

Vesikel mit rekonstituiertem MjNhaP1, (C) Kontrollvesikel ohne rekonstituiertes Protein

3.10 Komplementation des salzsensitiven Phanotyps von EP432
Zellen

DerE. coli Stamm EP432 zeichnet sich durch einen salzsensitiven Phanotyp aus, der durch die De-
letion der GenehaA und nhaB bedingt ist (siehe Kapitel 2.2.2). Die Mutante ist nicht in der Lage

bei pH 7,5 und einer NaCl Konzentration vos0 mM zu wachsen [Pinner u. a. 1993]. Durch die
plasmidvermittelte Expression verschiedenei/N& Antiporter konnte der salzsensitive Phano-

typ dieser oder vergleichbarer Mutanten komplementiert werden [Inoue u. a. 1999, Strausak u. a.
1993, Nozaki u. a. 1996].

Um zu Uberprtfen, ob MjNhaP1 in der Lage ist eine Salzresistenz zu vermitteln, wurden die Zell-
linien EP432(pMj0057), EP432(pTrcHis2B) (Negativkontrolle) und TOP10(pTrcHis@BA™,

nhaB*, chaA™) in LBN Medien kultiviert, die unterschiedliche Konzentrationen an NaCl ent-
hielten. TOP10(pTrcHis2B) Zellen waren in der Lage innerhalb von 15 Stunden bei einer NaCl
Konzentration von 600 mM zu wachsen. Nach diesem Zeitraum waren EP432(pTrcHis2B) und
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Zelllinie [NaCl] / mM
0 20 40 60 80 100 150 200 400 600 800
EP432(pMj0057) + + + - - - - - - - -
EP432(pTrcHis2B) + + o+ - - - - - - - -
TOP10(pTrcHis2B) + + + o+ o+ + + + + + -

Tabelle 3.1: Komplementation des salzsensitiven Phanotyps von EP432 Zellen. Die Zelllinien
EP432(pMj0057), EP432(pTrcHis2B) und TOP10(pTrcHis2B) wurden 15 h beC3i LBK(Cam, Kan,
Amp) kultiviert und nachfolgend in LBN(Cam, Kan, Amp) mit unterschiedlichen Konzentrationen von
NaCl auf OQypo=0,005 verdunnt. Die Kultivierung wurde fiir 8 h fortgesetzt und das Wachstum der
Zellen anhand der Absorptionsénderung bei 600 nm Wellenlange beurteilt AGBsoom > 0,01, (-):
AODgoonm < 0,01.

EP432(pMj0057) Zellen bis zu einer Konzentration von 40 mM NaCl gewachsen. Ein Einfluss
von MjNhaP1 auf die Salztoleranz von EP432 Zellen konnte daher nicht festgestellt werden (siehe
Tabelle 3.1).

3.11 Sequenzgerichtete Mutagenese von MjNhaP1

Trotz intensiver Forschung sind die molekularen Grundlagen des Transportmechanismus und der
Regulation von N&H* Antiportern bislang weitgehend ungeklart. Die einzigen diesbeziiglichen
Hinweise wurden durch Mutagenesestudien erhalten bei denen man zwei Strategien, die sequenz-
gerichtete Mutagenese und die Zufallsmutagenese, verfolgte. Bei ersterer wurden zumeist gelade-
ne Aminosauren ausgetauscht und nachfolgend die Auswirkungen auf die lonentransportkapazitét
und die lonenselektivitat untersucht [Ostroumov u. a. 2002]. Die Zufallsmutagnese basiert auf
der Selektion bestimmter phanotypischer Veranderungen und nachfolgender Identifikation der in-
volvierten Aminosauren [Noumi u. a. 1997]. Da MjNhaP1 nicht den salzsensitiven Phanotyp von
EP432 Zellen komplementieren konnte [Hellmer u. a. 2002], kam nur das Verfahren der sequenz-
gerichteten Mutagenese in Frage, um Aussagen hinsichtlich des pH-Regulationsmechanismus und
des lonentransports machen zu kénnen.

3.11.1 Homologieuntersuchungen von MjNhaP1

Zur Identifizierung funktionell relevanter Aminoséauren von MjNhaP1 wurde ein Sequenzvergleich
mit Nhel {H. sapien¥ NhaA E. col) und Antiportern der NhaP Familie durchgefuihrt. Dabei
wurden insbesondere Histidinreste und Aminosauren mit geladener Seitenkette berticksichtigt, da
fur diese bereits eine Funktion bei anderen Antiportern gezeigt wurde [Kizis u. a. 2001, Dibrov
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u. a. 1998, Inoue u. a. 1995, Ostroumov u. a. 2002]. Die hierbei gefundenen Sequenzidentitaten
dienten als Grundlage fir die Auswahl der Aminosauren bei der sequenzgerichteten Mutagenese.

Vier Aspartatreste (D65, D133, D163 und D164) befinden sich bei NhaA in transmembranéaren
Sequenzabschnitten. D133, D163 und D164 (siehe Abbildung 3.25) sind fir die Funktion des
Transporters essentiell, wahrend Mutationen von D65 zu veranderter Kationenselektivitat fihrten
[Padan u. a. 2001]. Der Sequenzvergleich zeigt, dass D132 und D161 (MjNhaP1) zu D133 und
D164 (NhaA) homolog sind, wéahrend D93 (MjNhaP1) ausschliefZlich innerhalb der NhaP1 Fa-
milie konserviert ist (siehe Abbildung 3.14). Desweiteren ist E156 (MjNhaP1) zu E262 (Nhel)
homolog, welches die Kationenselektivitat des menschlichen Transporters mitbestimmt (siehe Ab-
bildung 3.25).

MjNhaP1 enthdlt finf Histidinreste, die sich zwischen T7 und T8 (H211, H215), zwischen T11
und T12 (H333), sowie am C-Terminus (H425, H426) des Proteins befinden (siehe Abbildung 3.14
und 3.26). Keine dieser Aminoséauren ist innerhalb der NhaP Familie konserviert, noch bestehen
Homologien zu N&H* Antiportern anderer Klassen.

T4 T5 T6
93 1312 15;6 161
MiNhaP1 (1) 90 VREBTIT G MIEE- - - WeyTERV ML FGA| AATDPATLI PVFS B RNV il HAESI FNDPLGI
MkNhaP (2) 103 [x(lsis(iT N - KEF S FL.G.I [SATDPATLI PVFS - ELPI NI sTAM NSV IV IRey
PaNhaP (3) 90 VTHTKGN L WYHNAE- F SSFL 3 FLFGAI | EATDPATLI RQY KQDI ETVI (WalE S| FNDPLGI
Nheid) 190 LI FARVETEWNEFFL[eclMyAliCL VGGE LLDNL sV plav AvL AMEEE! - - HI EL LVFGLLAVTV
NhaA(5) 94 BAFPMEAAI GoMi VPA- L Y- LARNYAD] TRE ------- AI PIVNEY AFALGYLALLGS PLA Fl A AR ol cAll
} #
133 163,164
™ T12
333 337
MjNhaP1 295 BN YEALEGPRGVVPAAL AYaRVIERE AEK|
MkNhaP 310 L Mk T Fw[Relv CESNVF] ARPIGV Y EDL B MAL EGPRGVVPAAL Mey (s vs PHAV
PaNhaP 312 EMNEEVI W§ - P LKWV\N ----- BYLE ALEGPRGVVPEAL AL N SL
Nhel 400 SHHWNWTEVI STHL FCl ARMLGVL FIENKFRI VKLTF’ D oF | (WY GeL [Heal AFsllcy| LDKKHFPMCLF
NhaA 278 TH WPLE | AGH- - - MEcKERel SLFCRMALRLKLA- - HEP) GTT.Q MavViel Lcal GFTMsI FIAEAF GsVRE

Abbildung 3.25: Homologien zwischen MjNhaP1, Nhel, NhaA und anderen Antiportern der NhaP1 Fa-
milie. Der Sequenzvergleich wurde mit den Programm Megalign (DNA-Star) mit Hilfe des ClustalwW Al-
gorithmus durchgefiuihrt. Fur die Berechnungen wurden die Aminosauren 90-168 und 295-369 (MjNhaP1)
bertcksichtigt. Transmembranére Doméanen (T) sind Uber dem Vergleichsschema gekennzeichnet. Ausge-
tauschte Aminosauren von MjNhaP1 sind oberhalb des Vergleichschemas markiert. Funktionell relevante
Aminosauren von NhaA sind unterhalb des Sequenzvergleichs gekennzeichnet. Zugangsnummer NhaA:
Np_285709, MjNhaP1: NP_247021

Die NhaP1 Familie weist stark konservierte Sequenzbereiche in den transmembrandren Doméanen
T11 und T12 auf (siehe Abbildung 3.25). Beide beinhalten je einen Argininrest (R320, bzw. R347)
der u.a. auch beim menschlichen'™4* Antiporter Nhel auftritt. Homologe Argininreste treten

bei NhaA nicht auf, doch ist zu bemerken, dass sich an Aminosaureposition 300 ein Lysinrest
befindet, der fur die Funktion des Transporters relevant ist [Padan u. a. 2001].
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Bei der sequenzgerichteten Mutagenese von MjNhaP1 wurden aufgrund der gefundenen Sequenz-
homologien die geladenen Aminoséuren D93, D132, D161, E156, R320 und R347 gegen Alanin
ausgetauscht. R320 wurde detaillierter untersucht und zusétzlich gegen Histidin und Aspartat
ausgetauscht, um den Einfluss des pK-Wertes der Aminosaureseitenkette zu untersuchen. Da die
Funktion von Histidinresten hinsichtlich der pH-Regulation fiur die Antiporter NhaA und sod2 ge-
zeigt worden ist, wurden, obwohl keine Homologien innerhalb der NhaP Familie ersichtlich sind,
alle Histidinreste von MjNhaP1 gegen Arginin ausgetauscht oder deletiert (siehe Abbildung 3.26).
Die Bezeichnungen der MjNhaP1 Mutanten und Wildtypformen sind in Tabelle A.4 und Tabelle
A.5 aufgefiuhrt.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12? T13
Zytoplasma
1306 N 365 1382
I R 320 I
Vv 286 A 402

P 115 F 178 L 184 P 244
D 132
D 161 R 347
1204 A219 R264
Abbildung 3.26: Schematisches Sekundarstrukturmodell von MjNhaP1. Die durch Mutagenese ausge-

1329 G345
Periplasma
tauschten Aminoséurereste sind schwarz unterlegt. Aminosauren, die sich am Beginn, bzw. Ende einer

transmembranédren Doméane befinden, sind gekennzeichnet und transmembranédre Segmente mit T1-T13
nummeriert. Die Topologievorhersagen basieren auf den Daten der Kyte-Doolittle Analyse mit dem Pro-
gramm Protean (DNA-Star).

3.11.2 Aktivitditsmessungen von MjNhaP1 Mutanten

Die Aktivitatsmessungen der MjNhaPl Mutanten wurden, den Messungen von MjNhP1,
MjNhaP2 und MjNapA analog, an evertierten Vesikeln durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.27),
die aus Frag114 Zellen préapariert wurden [Teubner 2003, Hellmer u. a. 2003]. Dabei erfolgte die
Expression der Proteine mit Hilfe des pTrcHis2 TOP®ektors, so dass ein immunchemischer
Nachweis in Membranpraparationen vBn coli aufgrund des myc-Fusionsproteins des Vektors
moglich war® (siehe Abbildung 3.28 D).

1Der Klon H42%\, H426A tragt ein Stopcodon am 3'-Ende des MjO057 Gens, so dass das entsprechende Protein
nicht immunaktiv ist.
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Die Aktivitaten der Mutanten wurden auf die Aktivitat des Wildtyps mit Fusionsprotein (WT-myc)
bezogen, wobei die prozentuale Fluoreszenzzunahme nach NaCl Zudgahdézogen auf den
gesamten Fluoreszenzanstiédr.9 als Mal3 fir die Transportaktivitat diente.

Die Transportcharakteristik von WT-myc war gekennzeichnet durch eine kontinuierliche Abnah-
me des relativen Fluoreszenzanstiéds-/AFges zwischen pH 6,0 und pH 8,0 (siehe Abbildung
3.28). Diese Aktivierung bei saurem pH-Wert war ebenfalls charakteristisch fir die Histidinmu-
tanten H211R, H215R und H4&5H426A. Weder eine Verschiebung des pH-Optimums noch
eine signifikante Anderung der Gesamtaktivitat war zu beobachten (siehe Abbildung 3.27 und
3.28 A).

Der Austausch der negativ geladenen Aminosauren D132 und D161 gegen Alanin fiihrte dagegen
zum Verlust der Antiporteraktivitdt innerhalb des gesamten Messbereichs. Durch immunchemi-
schen Nachweis konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt nicht auf eine reduzierte Expressi-
onsrate zuruckzufuhren ist (siehe Abbildung 3.28 D). Die Mutante D93A zeigte eine stark redu-
Zierte Transportaktivitat zwischen pH 6,0 und 8,0, so dass ausschlief3lich bei pH 6,0 und pH 6,5
ein Fluoreszenzanstieg beobachtet werden konnte. Keine signifikante Auswirkung auf die pH-
Abhangigkeit Transports, hatte hingegen die Mutation E156A. Der Klon zeigte im Vergleich zum
Wildtyp lediglich eine leicht erniedrigte Aktivitat iber den gesamten Messbereich (siehe Abbil-
dung 3.28 A).

Die Mutation R320A fiihrte zu einem vollstandigen Verlust der Antiporteraktivitat, wohingegen
die Mutante R347A noch eine geringe Aktivitat bei pH 6,0 besalR. Der immunchemische Nachweis
zeigte, dass die verringerten Transportraten nicht mit einer gleichermal3en verringerten Expressi-
on einhergehen. Wahrend der Klon R320D ebenfalls keine Transportaktivitat aufwies, stimmte
die Transportcharakteristik der Histidinmutante beziglich der pH-abhéngigen Aktivierung weit-
gehend mit der des Wildtyps Uberein. Lediglich eine leicht erniedrigte Aktivitat bei pH 6,0 und
6,5 war zu beobachten.
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WT-myc D93A R320A

A
pH 7.5

A AN

. H211R, H215R

A
pH 7,5
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° H425A, H426A

A

pH 6,0
pH 6,5

A

A

pH 7,0

A
“pH 7,5 20%
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100 s

Abbildung 3.27: pH-Abhéangigkeit des Natriumtransports von MjNhaP1 Mutanten. Evertierte Vesikel
(50 pg Protein) wurden in 2 ml MTCM Puffer (10 mM MES/Tris, 140 mM Cholinchlorid, 5 mM MgCl

5 mM KCI, 2 uM Acridinorange, eingestellt auf den jeweiligen pH-Wert) bei°ZDin einer Kivette mit
Ruhreinheit mit Licht der Wellenlange 495 nm bestrahlt und die Fluoreszenzemission bei 530 nm Wellen-

lange gemessen. Zugabe vofr) (2 mM Tris-DL-Lactat (eingestellt auf den pH-Wert des MTCM Puffers),
(A): 20 mM NacCl, (): 25 mM NH4Cl.
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Abbildung 3.28: pH-Abhangigkeit des Natriumtransports von MjNhaP1 Mutanten (A-C). Evertierte Vesi-
kel wurden von Fragl14 Zellen prapariert, die die entsprechenden MjNhaP1 Mutanten exprimierten. Die
Quantifizierung der NaH* Antiporteraktivitat erfolgte wie in Kapitel 2.3.4 und 2.4.3 beschrieben, wo-
bei eine NaCl Konzentration von 20 mM verwendet wurde. Fir die Bestimmung der Aktivitéat wurde die

prozentuale Fluoreszenzunahme nach NaCl Zugabe) (bezogen auf die maximale Fluoreszenzzunahme
nach NH,Cl Zugabe AFged berechnet. Jeweils drei unabhéngige Messungen wurden dazu ausgewertet. (D)
Immunchemischer Nachweis der MjNhaP1 Mutanten in MembraneiEvaoli. Evertierte Vesikel (5Qug
Protein) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, elektrotransferiert und die myc-Epitope der Fusionsprote-
ine mit Anti-mycAntikdrper nachgewiesen: (1) D93A, (2) D132A, (3) E156A, (4) D161A, (5) R320A,

(6) R320H, (7) R320D, (8) R347A, (9) H211R, H215R, (10) H333R, (11) M2¥26A (Konstrukt ohne
myc-Epitop), (12) WT-myc.



Kapitel 4

Diskussion

Seit Mitte der 90er Jahre liefern genomische Sequenzierungsprojekte eine Fille von Sequenzin-
formationen, deren Umfang derzeit etwa @8 Baasenpaare ausmacht (www.ncbi.nim.nih.gov).
Darunter fallen 80 vollstandig sequenzierte bakterielle Genome mit einer durchschnittlichen Gro-
Re von 3,3 MBp und ungefahr,210° offenen Leseranmen (www.tigr.org). Die Erforschung

der Proteine und ihrer Funktion konnte jedoch mit der enormen Geschwindigkeit, mit der neue
Sequenzen bekannt wurden, nicht schritthalten, was u.a. an dem vergleichsweise geringen Wis-
sen (iber die Struktur archaebakterieller Proteine deutlich wirBie vorliegende Arbeit hatte

zum Ziel, lonentransporter und lonenkanéle des marinen, hyperthermophilen Archaebakteriums
M. jannaschiizu untersuchen, um Aussagen bezuglich der lonenhoméostase machen zu kdnnen.
Dabei stand die Klonierung von Néd* Antiporter- und Kaliumkanalgenen, die heterologe Ex-
pression der Genprodukte i coli sowie die Charakterisierung ihrer Funktionen mit Hilfe bio-
physikalischer, biochemischer und zellphysiologischer Verfahren im Vordergrund.

4.1 Die N&/H™ Antiporter von M. jannaschii

Die Sequenzanalyse dés. jannaschiiGenoms zeigte, dass drei offene Leserahmen, Mj0057,
Mj1275 und Mj1521, existieren, deren Genprodukte zd/Na Antiportern homolog sind. Die

Gene konnten kloniert und die entsprechenden Proteine, MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA, in
E. coli heterolog exprimiert werden [Hellmer u. a. 2002]. Mit Hilfe eines fluorimetrischen
Messverfahrens wurde untersucht, ob die Proteine einen Natriumtransport in Gegenwart eines
Protonengradienten vermitteln. Wahrend dies bei MjNhaP1 der Fall war, konnte fir MjNhaP2
und MjNapA keine N&/H* Antiporteraktivitat nachgewiesen werden. Die moglichen Ursachen
hierfir werden nachfolgend diskutiert.

1Datenbankeintrage (www.pdb.org) coli: 2177,M. jannaschii 55

66
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Sequenzhomologien

MjNhaP2 weist Homologien zu YcgO, einem OsmoregulationsproteirEvaoli, auf. Der Funk-
tionsmechanismus von YcgO ist bislang ungeklart, es gibt jedoch Hinweise, dass das YcgO fur die
Regulation des Zellvolumens bei niedrigen lonenstarken notwendig ist [Verkhovskaya u. a. 2001].
Es konnte ausgeschlossen werden, dass dies Uber einen protonengetrieben Natriumtransport ge-
schieht. Aufgrund der Sequenzhomologien ist es demnach moglich, dass es sich bei MjNhaP2
nicht um einen N&H* Antiporter, sondern um ein Osmoregulationsprotein handelt.

Neben der Verwandtschaft zu NE* Antiportern weist MjNapA auch Sequenzhomologien zu
den K'/H* Antiportern KefC E. coli) [Ferguson u. a. 1995] und KhaSdccharomyces cerevi-
siag auf [Ramirez u. a. 1998]. Zudem wurde beobachtet, dass Zellen, die MjNapA exprimieren,
bei pH 8,0 eine erhohte unspezifische Transportaktivitat fur Natrium aufweisen, die durch Kalium
blockiert werden kann. Um diese Fragestellung zu klaren, sind Messungen miEecarMu-

tante geplant, die keine'fH* Antiporteraktivitat aufweist [Plack und Rosen 1980].

Temperatureinfluss auf Proteinaktivitdt und Faltung

Die Aktivitat von Enzymen thermophiler Organismen ist gekennzeichnet durch eine starke Tem-
peraturabhangigkeit. Fur die P-Typ ATPase Wnjannaschiiist beispielsweise gezeigt worden,
dass unterhalb von 40C keine Aktivitdt messbar ist [Morsomme u. a. 2002a]. Die mechano-
sensitiven Kanéle MscMj und MscMjLRM. jannaschi) sind hingegen bei Raumtemperatur aktiv
und bendtigen vergleichbare (MscMjLR) oder gar niedrigere (MscMj) Aktivierungsenergien als
der mechanosensitive Kanal Eco-Ms¢L ¢oli) [Kloda und Martinac 2001].

Eine Temperaturabhéngigkeit von Me* Antiportern hyperthermophiler Organismen ist bislang
nicht untersucht worden, wirde aber erklaren, warum MjNhaP2 und MjNapA €l azht aktiv

sind. Versuche, die Vesikelmessungen bei hoheren Temperaturen durchzufihren, fihrten jedoch
zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen, da oberhalb v6& 2e Protonenleckstrome zunahmen.
Desweiteren sank die Protonentransportrate des Lacta@inporters, was vermutlich auf eine
erhohte Aktivitdt von Proteasen zuriickzufuhren ist.

Die optimale Wachstumstemperatur Mdnjannaschiibetragt 86'C [Bult u. a. 1996]. Derart hohe
Temperaturen sind bei der Synthese thermostabiler Proteine mitunter notwendig, um eine korrekte
Proteinfaltung zu gewéhrleisten, da fir das 20S Proteasonvivgamnaschiigezeigt wurde, dass

nach heterologer Expressionn coli Proteinaktivitat und Stabilitat von der des Wildtyps abwi-
chen [Frankenberg u. a. 2001]. Erst eine Denaturierung mit nachfolgender Rickfaltung Bei 85
fuhrte zu einem korrekt gefalteten Protein, das die Eigenschaften des Wildtypproteasoms aufwies.
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Demnach ware nicht auszuschliel3en, dass es bei der Expression von MjNhaP2 und MjNapA unter
mesophilen Bedingungen zu einer Fehlfaltung kommt, die mit einem Verlust der Aktivitat einher-
geht.

Einfluss der Lipidkomposition auf die Proteinaktivit&t

Membranproteine sind in ihrer nativen Umgebung von Lipidmolekilen umgeben, deren Zusam-
mensetzung zwischen den Spezies, aber auch in unterschiedlichen Wachstumsphasen einer Spezi-
es betrachtlich variieren kann [Ungar u. a. 2001]. In Anpassung an die Lebensweise, synthetisie-
ren hyperthermophile Organismen in Abhangigkeit der Temperatur makrozyklische Dietherlipide,
Dietherlipide und Tetraetherlipide vor [Albers u. a. 2000], die mesophile Bakteriefcwoeli

nicht aufweisen. Sie fiihren zu einer erniedrigten Fluiditét der Membran, was notwendig ist, um
bei Temperaturen von mehr als 86 eine niedrige Protonenpermeabilitat zu gewahrleisten.

Fur den Kaliumkanal KcsAS. lividan$ ist kirzlich gezeigt worden, dass nur in Gegenwart einer
definierten Lipidkomposition eine korrekie vitro Assemblierung des Kanaltetramers und damit
eine Funktion moglich ist [Cui und Adler 1996]. Es ist denkbar, dass bei MjNhaP2 und MjNapA
ebensolche Lipidbindestellen existieren und dass die Lipidkompositiok.d=ssli Membran den
Anforderungen an die Proteinfaltung von MjNhaP2 und MjNapA nicht gerecht wird.

4.1.1 Transportcharakteristik von MjNhaP1

MjNhaP1 wies in evertierten Vesikeln zwischen pH 6,0 und pH 7,5 eine pH abhangidgd Nen-
tiporteraktivitat auf, wobei die hochste Aktivitat bei pH 6,0 gemessen wurde. Durch Messungen an
evertierten Vesikeln kann ausschlie3lich der Einwartsstrom von Natrium in den Vesikelinnenraum
quantifiziert werden, der einem Auswartsstrom aus der intakten Zelle entspricht. Demzufolge ist
MjNhaP1 prinzipiell in der Lage, auswartsgerichtete Natriumstrome zu vermitteln. Eine Expres-
sion von MjNhaP1 irk. coli EP432 Zellen verbesserte jedoch nicht die Salztoleranz der Zellli-
nie, was auf den zytoplasmatischen pH-Wert #orcoli, welcher weitgehend konstant zwischen

pH 7,6-7,8 liegt [Zilberstein u. a. 1982], zurlickgefuhrt werden kann. Die Vesikelmessungen zei-
gen, dass MjNhaP1 bei pH 7,5 nur eine geringe Aktivitat aufweist, wahrend die Antiporter die
NapA (E. hirag, NhaA H. pylori) und SynNhaP1ynechocystis spgcdie in vergleichbaren
Studien den salzsensitiven Panotyp der Mutante komplementierten, in diesem pH Bereich aktiv
sind [Strausak u. a. 1993, Inoue u. a. 1999, Hamada u. a. 2001].

Als eine weitere Ursache fiur die Eigenschaften von MjNhaP1 im Komplementationstest kommen
die Transportraten des Antiporters in Betracht. MjNhaP1 ben6tigt fur das Einstellen des Gleichge-
wichtszustandes fbei vergleichbareAF Werten einen Zeitraum von Minuten, wéhrend dies bei



4.1 Die N&/H* Antiporter vonM. jannaschii 69

NapA, NhaA und SynNhaP1 innerhalb weniger Sekunden geschieht. Um eine Anreicherung von
NacCl in der Zelle zu verhindern, missen Auswartstransport und Einwartsstrom aber zumindest
im Gleichgewicht stehen. Vermutlich wird dieses Kriterium unter derEbebli vorherrschenden
Bedingungen (37C, pH 7,6) von MjNhaP1 nicht erflllt.

4.1.2 Reinigung von MjNhaP1

Um eine Grundlage fuir die Rekonstitution und Kristallisation von MjNhaP1 zu schaffen, wurde ein
affinitatschomatographisches Reinigungsverfahren angewandt. Bezuglich der Solubilisierungslei-
stung wurde beobachtet, dass MjNhaP1 sich mit Hilfe von DDM und NLS effizient solubilisieren
lie3, wahrend die Proteinausbeuten mit NP40 und mit CHAPS deutlich niedriger waren. Trotz der
guten Solubilisierungseffizienz erwies sich NLS jedoch als ungeeignet, da MjNhaP1 unter dessen
Einfluss zur Bildung unldslicher Proteinaggregate neigte. Insbesondere bei der Verwendung von
Affinitdtsmatrices ist dies bei Membranproteinen ein haufig beobachtetes Phdnomen [Ungar u. a.
2001]. Zudem erwies sich DDM bei der Reinigung anderer NhaA und AtNhx1 als geeignet, da
bezuglich der Proteinaktivitat keine beeintrachtigenden Effekte beobachtet wurden [Venema u. a.
2002, Gerchman u. a. 1999], weshalb die Optimierung der Proteinreinigung in Gegenwart von
DDM erfolgte.

Neben dem Einfluss von Detergenzien konnte ein Einfluss der Salzkonzentration und des
Detergenz-Lipidverhaltnisses auf die Solubilisierung von MjNhaP1 gezeigt werden. Die Schwan-
kungsbreite hinsichtlich der Proteinausbeute war bei diesen Parametern deutlich niedriger, als es
bei der Wahl des Detergenzes der Fall war. Dennoch kam es auch hier zu einer Optimierung, so
dass sich ein Detergenz-Lipidverhéltnis von 3:1 (w:w) und eine NaCl Konzentration von 200 mM
als geeignet herausstellten.

Trotz der Optimierung der Solubilisierung ist zu bemerken, dass die Proteinkonzentration einer
gereinigten Fraktion bei etwa 148 ml~! lag. Die Ursache hierfiir ist vornehmlich die relativ
niedrige Expressionsleistung unter Kontrolle des Trc Promotors, die zu Proteinausbeuten von etwa
1-3 ug Protein pro ¢E. coli Zellen fuhrt. Um ausreichende Mengen flr eine Proteinkristallisation
bereitzustellen, soll kiinftig geklart werden, ob eine Proteinexpression unter der Kontrolle eines
T7 oder eines T5 Promotors zu verbesserten Ergebnissen fuhrt.

Untereinheitenstochiometrie der Nd/H* Antiporter von M. jannaschii

Neben der monomeren Form wurden bei MjNhaP1, MjNhaP2 und MjNapA immunchemisch Di-
mere nachgewiesen. Eine weiterer Hinweis auf eine di- oder multimere Untereinheitenstdchio-
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metrie in der Detergenzmizelle liefert das Elutionsverhalten von MjNhaP1 bei affinitatschromato-
graphischer Reinigung. Der Transporter dissoziiert bei einer Imidazolkonzentration von 100 mM
(Ni%* als komplexierendes lon), wahrend dies beim Kaliumkanal MjK1 (monomer) bereits bei
einer Konzentration von 40 mM geschieht. Die Bildung von Di- oder Multimeren ist eine Eigen-
schaft, die auch auf andere Vertreter dei" /R Antiporter Familie zutrifft, da &hnliche Beob-
achtungen bei der Reinigung des pflanzlicheri/Na Antiporters AtNhx1 A. thaliang gemacht
wurden [Venema u. a. 2002]. Zudem zeigen Quervernetzungsversuche und die Kristallstruktur,
dass NhaAE. coli) als Dimer vorliegt [Gerchman u. a. 2001, Williams 2000], so dass die Bil-
dung von Dimeren eine Eigenschaft von* 4" Antiportern zu sein scheint, die bei Eubakterien,
Archaebakterien und Eukaryoten gleichermalRen auftritt.

4.2 Sequenzgerichtete Mutagenese von MjNhaP1

Um Aussagen hinsichtlich der Struktur-Funktionsbeziehung bei Aminosauren von MjNhaP1 ma-
chen zu kénnen, wurde das Verfahren der sequenzgerichteten Mutagenese angewandt [Durell u. a.
1999], wobei Fragestellungen beztiglich des Transportmechanismus und der pH-Regulation bear-
beitet wurden [Hellmer u. a. 2003].

Durch Austausch konservierter negativ geladener Aminosauren konnte bestétigt werden, dass As-
partatreste am Kationentransport beteiligt sind. Die Mutationen D132A und D161A fuhrten bei
MjNhaP1 zu Verlust der Antiporteraktivitat, was mit den Ergebnissen der Mutationsstudien tber
NhaA korrelliert, da der Austausch der zu MjNhaP1 homologen Aminosauren D133, D163 und
D164 ebenso einen Funktionsverlust zur Folge hatte [Inoue u. a. 1995]. Ahnlich verhielt es sich bei
sod2, bei welchem die Doppelmutation D266N-D267N zum Verlust der el Li*™ Transpor-
taktivitat fuhrte, wahrend die Mutation D241N im Wesentlichen dehTiansport beeintrachtigte
[Dibrov u. a. 1998].

Die gegenwartig akzeptierte Theorie beziglich des lonentransportmechanismus nimmt an, dass
die negativ geladenen Seitenketten der Aspartatreste die Ladungen der transportierten Kationen
in einer Struktur koordinieren, die einem Kronenether vergleichbar ist [Boyer 1988]. Die invol-
vierten Aminosauren missen dabei nicht zwangslaufig in transmembranaren Bereichen lokalisiert
sein, sondern koénnen sich, wie fur Melibiose Perme&sec¢li) angenommen, auch am Uber-
gangsbereich zwischen wassriger und Lipidphase befinden [Poolman u. a. 1996].

Hinweise auf eine mogliche Porengeometrie konnen bislang nur aus den Roéntgenstrukturdaten
von NhaA abgeleitet werden, wobei die kristallographischen Daten zwei Bereiche niedriger Elek-
tronendichte zeigen, die als Pore in Frage kamen [Williams 2000]. Beide putativen Porenbereiche
werden durch je drei transmembranare Doméanen gebildet, die zu einer Art Bundel verdrillt sind.
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Unter Annahme der Kronenethertheorie ware ein Modell denkbar bei dem D132, D162 und D163
(NhaA) in zweiund D93, D132 und D161 (MjNhaP1) in drei dieser Domé&nen lokalisiert sind (sie-
he Abbildung 4.1). Letztendlich werden aber hochauflésende Réngenstrukturanalysen notwendig
sein, um diese Fragen zu klaren.

Hinsichtlich der pH-Regulation konnten die Effekte, die der Austausch von Histidinresten von
NhaA und sod2 auf deren pH-Optimum hatte, nicht bestatigt werden. Die Mutation H225R flhrte
bei NhaA zu einer Verschiebung des pH-Optimums zu sauren Werten, wahrend sod2 durch die
Mutation H367R inaktiviert wurde [Rimon u. a. 1995, Dibrov u. a. 1998]. Die Mutationen H211R-
H215R, H333R und H42%5H426A hatten jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das pH-Profil
und die Aktivitat von MjNhaP1, so dass eindeutige mechanistische Unterschiede bezuglich der
pH-Regulation bei Antiportern angenommen werden mussen.

Abbildung 4.1: Hypothetisches Porenmodell von NhaA und MjNhaP1, basierend auf den Daten der Ront-
genstrukturanalyse von NhaA und Mutagenesestudien von NhaA und MjNhaP1. Transmembranare Do-
ménen (T) sind durch Zylinder dargestellt. Das Modell zeigt die Pore mit Blick entlang der Porenachse.
Ein Kation (+) befindet sich im Zentrum und wird von den Carbonylgruppen der Aspartatreste (siehe Text)
koordiniert.

Die Untersuchungen an NhaA zeigten, dass nicht notwendigerweise (de)protonierbare Amino-
sauren die pH-Regulation bestimmen, da ein Einfluss von Glycin gezeigt werden konnte. Die
Mutation G338S hebt die pH-Regulation von NhaA vollstandig auf und fiuhrt zu einer starken
Aktivierung des Antiporters im pH-Bereich von 6,0-8,0 [Rimon u. a. 1998]. Konservierte Glycin-
reste existieren innerhalb der NhaP Familie und bei Nhel in unmittelbarer Néhe und sind daher
interessant fur kiinftige Mutagensestudien.

Um den Einfluss basischer Aminosauren bezuglich der Aktivitéat von MjNhaP1 zu studieren, wur-
den die konservierten Aminosauren R320 und R347 gegen Alanin ausgetauscht. Wahrend die
Mutante R347 noch eine geringe Aktivitat besaf3, fihrte die Mutation R320A zum Verlust der
Antiporteraktivitat. Diese Ergebnisse korrelieren mit Mutagenesestudien an K300 (NhaA, siehe
Abbildung 3.25), welches flir die Funktion des Antiporters essentiell ist [Padan u. a. 2001].

Da der Austausch von R320 gegen Histidin, welches negativ geladen oder neutral ist, nur ge-
ringflgige Auswirkungen auf die Transportcharakteristik hatte, ist eine Positivladung (obwohl bei
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vielen Antiportern an dieser Position konserviert) offensichtlich nicht notwendig fur die Transpor-
terfunktion. Die gemeinsame Eigenschaft von Lysin, Arginin und Histidin sind NH-Gruppen. Die
Annahme, dass diese Gruppen an H-Briicken beiteiligt sind, wirde erklaren warum die R320H
Mutation nur wenig Einfluss auf die Transportercharakteristik hat, wahrend der Austausch von
R320 gegen Aspartat zum Funktionsverlust von MjNhaP1 fihrt.

4.3 Die Kaliumkanale vonM. jannaschii

Drei Gene, Mj0138.1, Mj0139 und Mj1357, deren Genprodukte homolog zu Kaliumkanélen sind,
wurden im Genom vomM. jannaschiiidentifiziert [Bult u. a. 1996]. Die Gene wurde kloniert
und die entsprechenden Genprodukte, MjK1, MjK2 und MjKch, heteroldg. iooli exprimiert
[Hellmer und Zeilinger 2003].

4.3.1 Charakterisierung von MjK1

Mit Hilfe von Hydrophobizitatsuntersuchungen konnten zwei N-terminale transmembranéare Do-
méanen bei MjK1 identifiziert werden, die den Selektivitatsfilter flankieren. Der C-Terminus, wel-
cher etwa zwei Drittel des Proteins ausmacht, ist hydrophil und beinhaltet die konservierten Se-
quenzen TrkA-N und TrkA-C. Aufgrund des Hydrophobizitatsprofils und der Sequenzhologien
zu MthK kann daher eine ahnlich Doméanenorganisation fir MjK1 angenommen werden. Wah-
rend MthK jedoch durch Kalzium reguliert ist, weist die TrkA-N Domane von MjK1 ein Rossman
Motiv auf, das bei Kaliumtransportern NAD/NADH bindet [Roosild u. a. 2002]. Eine Regula-
tion von MjK1 durch NAD/NADH ist daher wahrscheinlicher, zumal keine zu MthK homologe
Kalziumbindestelle existiert.

Der immunchemische Nachweis von MjK1kn coli Membranen zeigt, dass der Kanal als Tetra-
mer vorliegt, so dass von einer funktionellen Expression ausgegangen werden kann. Im Komple-
mentationstest ermdglichte MjK1 dér. coli Mutante LB2003 das Wachstum in Gegenwart von

1 mM KCI, wohingegen Kontrollzellen 100 mM KCI benétigten, um mit vergleichbaren Zelltei-
lungsraten zu wachsen. Die vermittelten Kaliumstréme sind demnach einwartsgerichtet, so dass
MjK1, im Gegensatz zu KcsA, offenbar unter den zellphysiologischen Bedingungek.vam

li gedffnet ist [Irizarry u. a. 2002].

Die minimale Kaliumkonzentration, die Wachstum von LB2003 Zellen erméglichte, lag bei etwa
0,5 mM KCI. Diese Ergebnisse korrelieren mit den bei Pflanzen und Hefen gefundenen Werten
(0,3 bzw. 0,6 mM KCI) und deuten darauf hin, dass MjK1 eine intrazellulare Kaliumakkumulation
vermitteln kann [Schroeder u. a. 1994, Sentenac u. a. 1992].
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4.3.2 Charakterisierung von MjK2

Das Mj1357 Gen kodiert fir ein Membranprotein mit zwei transmembranédren Domanen, die ei-
ne fur Kaliumkanéle typische Signatursequenz flankieren. Der C-Terminus weist, ebenso wie bei
MjK1, die konservierten Domé&nen TrkA-N und TrkA-C und ein Rossmanmotiv auf, so dass be-
zuglich der Doménenorganisation und der Regulation die gleichen Annahmen gemacht werden
kénnen wie fur MjK1.

Nach Expression von MjK2-CT i&. coli konnten zwei Proteine mit apparenten Molmassen von

41 kD und 32 kD immunchemisch nachgewiesen werden. Durch Peptidsequenzierung wurde ge-
zeigt, dass p41 der vollen Lange von MjK2 entspricht, wahrend es sich bei p32 um eine verkirzte
Form von MjK2 handelt, deren Translation am dritten Startcodon des offenen Leserahmens be-
ginnt [Hellmer 1998]. Ahnliche Beobachtungen wurden krzlich fur die Kaliumkanale MthK und

Kch beschrieben, bei denen es neben der Expression des gesamten Proteins zu einer Expression
der RCK Domane kam [Jiang u. a. 2002]. Da die separate Expression von RCK Domanen bei
Kaliumkanélen aus drei unterschiedlichen Spezies beobachtet wurde, scheint es sich hierbei um
einen konservierten Mechanismus zu handeln, der darauf hindeutet, dass es sich bei MjK2 um
einen Kaliumkanal handelt.

Die nachgewiesenen Molmassen von MjK2Encoli Membranen sowie nach affinitdtschroma-
tographischer Reinigung entsprechen in beiden Fallen der Molmasse einer Kanaluntereinheit. Es
ware maoglich, dass MjK2 aufgrund der denaturierenden Bedingungen bei der SDS-PAGE zerfallt.
Die hohe SDS- und Thermostabilitéat bereits beschriebener Kaliumkanale (KcsA, Kch und MthK)
und insbesondere die auRerordentliche Stabilitat von Proteinen thermophiler Organismen sprechen
jedoch gegen eine Sensitivitat gegentber SDS. Das Elutionsverhalten bei affinitatschromatogra-
phischer Reinigung deutet zudem darauf hin, dass MjK2 bereits vor der SDS-PAGE als Monomer
vorliegt, da das Protein mit einer fir Monomere typischen Konzentration von 40 mM Imidazol
von der Matrix dissoziiert.

Die hohen Expressionausbeuten von MjK2, die Vitalitat der Wirtszellen in Gegenwart hoher Kali-
umkonzentrationen und die monomere Untereinheitenstochiometrie deuten darauf hin, dass MjK2
nicht funktionell in E. coli exprimiert wird. Diese Befunde werden zuséatzlich durch die Komple-
mentationsexperimente gestutzt, bei denen LB2003(pMj1357) Zellen nur unwesentlich schneller
wuchsen als Zellen mit Kontrollplasmid. Es ist moglich, dass die leicht erhéhten Wachstumsraten
der LB2003(pMj1357) Zellen in Gegenwart von 10 mM KCI auf einen kleinen Anteil funktio-
nellem Kanalprotein zurtickzuflihren ist. Die unspezifische Induktion zelleigener Transporter, wie
z.B. Tef , die ebenfalls in geringem MaRe Kalium transportieren, kénnen jedoch ebenfalls fiir
einen solchen Effekt verantwortlich sein [Krulwich u. a. 2001].
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Einfluss des Fusionsproteins auf die Tetramerisierung

MjK2 wurde mit N- und C-terminalen Fusionsproteinen versehen, um den Einfluss auf die Te-
tramerisierung zu untersuchen. Unabhangig von der Position der Fusionproteine kam es jedoch
nicht zur Bildung von Tetrameren. Zudem wurde eine verkirzte Form von MjK2 erzeugt, die aus-
schlieBlich die transmembranaren Doméanen umfasste und damit eine zu KcsA analoge Struktur
aufwies. Wahrend die Expression von KcsA mit dem gleichen Vektorsystem keine Auswirkungen
auf die tetramere Struktur hatte (Zeilinger, C., personliche Mitteilung), konnten bei MjK2 tber-
wiegend Monomere nachgewiesen werden. Unabhangig von der Proteinlange und der Position des
Fusionsproteins ist offenbar keine korrekte Assemblierung der MjK1 Untereinheiten unter den in
E. colivorherrschenden Bedingungen mdoglich.

In vitro Assemblierung von MjK2 Untereinheiten

Einin vitro Verfahren, welches stdchiometrische Mengen an Dimeren von MjK2 erzeugte, war die
Inkubation in gebundenem Zustand auf einer Affinitatsmatrix Giber einen Zeitraum von mehreren
Stunden. Da dieser Effekt zu einer Aggregation des Proteins an der Affinitatsmatrix fuhrte, ist
davon auszugehen, dass das Protein in einer denaturierten Form vorliegt, was fiir die Bestimmung
physikochemischer Eigenschaften nicht geeignet erscheint.

Es ware denkbar, dass Kofaktoren notwendig sind, um eine Assemblierung von MjK2 Unter-
einheiten zu ermdglichen. Versuche mit unterschiedlichen Detergenzien, Salzen und pH-Werten
blieben weitgehend ohne Einfluss auf die Assemblierung [Klein 2002]. Es konnte dagegen ge-
zeigt werden, dass bestimmte Lipidkompositionen zumindest eine teilweise Tetramerisierung von
MjK2 herbeifuihren kdnnen [Zeilinger u. a. 2003]. Diese Ergebnisse korrelieren mit den bereits
gennanten Studien Uber KcsA, bei denen @inatro Assemblierung durch Lipide induziert wurde

[van Dalen u. a. 2002].

Einfluss der Porensequenz auf die Tetramerstabililitat

Ein Vergleich der Sequenzen im Porenbereich verschiedener Kaliumkanéle zeigt, dass sich un-
mittelbar vor der Signatursequenz (G-Y-G-D) die Aminosauren Valin oder Threonin befinden.
Mutagenesestudien an KcsA zufolge, ist diese Aminosaureposition von maf3geblicher Bedeutung
fur die Tetramerstabilitdt. Der Austausch von V76 gegen Alanin und Glutamat fuhrte in beiden
Fallen dazu, dass eine Tetramerisierung bei Expressidh oli ausblieb [Splitt u. a. 2000].

Es ist zu bemerken, dass die Kanédle KcsA, MjK1 und MthK, di&.ircoli Tetramere bilden, an
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dieser Position einen Valinrest aufweisen. Bei den Kanadlen MjK1 und Hpt€lidobacter py-

lori, Bakker, E., personliche Mitteilung), die als Monomer identifiziert wurden, befindet sich an
dieser Position ein Threoninrest. Die geringe Tetramerstabilitéat von MjK2 kénnte demnach T47
zuzuschreiben zu sein.

\
Mik2 1) 40 SV iRETENEE
HPK1(2) 66 TTYYMIATEFEAINEECQEGPI
VISR \/TIETVGYGYTAETF
KesA (4) 69 BYIAIRAYENLEs
mthk (5) 53 TRYAIAWYIELEY 3Ry FReV

Abbildung 4.2: Sequenzvergleich im Porenbereich verschiedener Kaliumkanéle. Der Sequenzvergleich
basiert auf den Aminosauren 40-60 von MjK2 und wurde unter Verwendung des ClustalW Algorithmus des

Programms Megalign(DNA-Star) erstellt. Konservierte Aminosauren sind schwarz unterlegt. Position V76

(KcsA, siehe Text) ist gekennzeichnet. Die Nummerierung der Proteine bezieht sich auf die Datenbankzu-
gangsnummer: (1) Q58752, (2) AAD07558.1, (3) Q57604, (4) Q54397, (5) 027564

Fur einige eukaryotische Kandle ist die Modulation der Kanalaktivitdt durch Bildung heteromerer
Kanéle beschrieben [Sheng u. a. 1993]. Die dabei gebildeten Kanéle setzen sich aus Untereinhei-
ten von Kanalen mit &hnlicher Doméanenorganisation zusammen. Aufgrund der starken Sequenz-
homologien zwischen MjK1 und MjK2 wére es demnach denkbar, dass die eigentliche Funktion
von MjK2 nicht in der Bildung von Homotetrameren, sondern in der Bildung von Heterotetrame-
ren in Kombination mit MjK1 Untereinheiten besteht, um auf diese Weise die Kanalaktivitat zu
modulieren.

4.3.3 Charakterisierung von MjKch

MjKch weist sechs transmembranare Doméanen auf , wobei TM5 und TM6 den fur Kaliumkana-
le charakteristischen Selektivitatsfilter flankieren (siehe Kapitel 1.4). In TM4 befinden sich vier
Arginin- und drei Lysinreste mit Homologien zum spannungsgesteuerten Shaker Ranatlg-
nogastey und zu K,1.10 (X. laevig, so dass MjKch dieser Kaliumkanalfamilie zuzuordnen ist.
Diese Klassifizierung wird zusétzlich durch Homologien negativ geladener Aminoséauren in TM2
gestutzt (D44, E54), fur die beim Shaker Kanal eine Funktion beziglich des Spannungssensors
gezeigt werden konnte [Seoh u. a. 1996].

Durch immunchemischen Nachweis von MjKch in Membranenkocoliwurde gezeigt, dass der

Kanal mono- und tetramer vorliegt, was auf eine funktionelle Expression hindeutet. Bei einigen
Praparationen traten jedoch ausschlief3lich Monomere auf, wahrend andere Mono- und Tetramere
enthielten. Da es sich bei den verwendeten Zelllinien in allen Fallen um TOP10 Zellen handelte,
sind die Ursachen fir die Heterogenitat beztglich des Tetramerisierungverhaltens bislang unbe-
kannt. Untersuchungen Uber Kd. (coli) zeigen, dass bei diesem Kanal ebenfalls Schwankungen
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bezlglich des Verhéltnisses von mono- und tetramerer Form auftreten [Uozumi 2001], die mit
dem Cardiolipin/Phosphatidylglycerin der Plasmamembran in Verbindung gebracht werden konn-
ten [Ungar u. a. 2001]. Die Heterogenitat hinsichtlich der Tetramerisierung von MjKch, kdnnte
demnach durch Variabilitdten in der FettsaurekompositiorEdenli Membran begriindet sein.

Die funktionelle Expression von MjKch wird durch die Ergebnisse der Komplementation besta-
tigt. Hier ermoglichte der Kanal ddt. coli Mutante das Wachstum in Gegenwart von 0,1 mM
KCI. Das Wachstum ist bei diesen Konzentrationen jedoch deutlich eingeschrénkt, so dass min-
destens 0,25 mM KCI notwendig sind, um Wachstumsraten zu erreichen, die denen des Wiltyps
gleichen [Hellmer und Zeilinger 2003, Sesti u. a. 2003]. Diese Werte korrelieren, ebenso wie
die Befunde bei MjK1, mit den bei Pflanzen gefundenen Konzentrationen von etwa 0,3'mM K
und deuten darauf hin, dass MjKch ki jannaschiials niedrigaffines Kaliumaufnahmesystem
fungiert [Schroeder u. a. 1994].

4.4 Toxizitat von Kalium bei E. coli

Der E. coli Wildtyp reguliert die intrazellulare Kaliumkonzentration haupsachlich mit Hilfe der
Kaliumaufnahmesysteme Trk, Kup und Kdp (siehe Kapitel 1.3 und Tabelle 4.1), wahrend der
Kaliumkanal Kch fur die Kaliumaufnahme nicht von Bedeutung ist (Bakker, E. personliche Mit-
teilung). Da die Zytoplasmamembran beztglich der passiven Diffusion vowé&itgehend un-
durchlassig ist, hat eine extrazellulare Kaliumkonzentration von 100 mM KCI keine toxischen
Effekte auf derk. coli Wildtyp. Durch die Expression von Kaliumkanélen kommt es jedoch zu
einer erhohten Kaliumpermeabilitdt der Zytoplasmamembran und, der Nernstschen Gleichung zu
Folge, zu einer Abhangigkeit der intrazellularen Kaliumkonzentration vom Membranpotential so-
wie der extrazellularen Kaliumkonzentration (siehe Gleichung 4.2).

Ay — R?T In % (4.1)
e [Ky] = [Ki] (4.2)

Ein fur E. coli typisches Membranpotential von -120 mV wirde den Zellen demnach eine etwa
110-fache Kaliumakkumulation bezlglich des AuRenmediums ermdglichen. Da die zytoplasma-
tische Kaliumkonzentration vok. coli bei ungefahr 100-200 mM liegt, erklart dieses Modell
warum LB2003 Zellen bei Expression von MjK1 und MjKch in Gegenwart von 1 mM KCIl wach-
sen kénnen, wahrend bei 0,1 mM KCI keine ausreichende Versorgung der Zellen mit Kalium mehr
gewabhrleistet ist [Meury und Kepes 1981].
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Unter der Annahme, dass sich MjK1 elektrophysiologisch ahnlich verhalt, wie der strukturanalo-
ge Kanal MthK [Jiang u. a. 2002], lage das Umkehrpotential bei symmetrischer Kaliumverteilung
(100 mM intrazellular und extrazellular) bei 0 mV (siehe Abbildung 4.3). Sobald die Zelle ein
Membranpotential aufbaut, kdme es demnach zur Depolarisation durch gleichzeitigen Kaliumein-
strom, so dass potentialgetriebene Transportvorgange nicht moéglich waren. Ein physiologisches
Membranpotential von -120 mV héatte zudem eine intrazelluare Kaliumakkumulation bis zu einer
Konzentration von etwa 10 M zur Folge, was die Ursache der Toxizitat von Kalium bei Expression
von MjK1 sein kann.

Die intrazellulare Kaliumkonzentration vdv. jannaschiiist nicht bekannt. Da selbst die mei-
sten nichthalophilen Archaeen eine hohere intrazellulare Kaliumkonzentration aufweiden als
coli (0,6-1,1 M), waren extrazellular 6-11 mM Kalium tolerierbar, ohne dass es zu toxischen Ef-
fekten kAdme [Martin u. a. 1999]. Dies entspricht ungeféhr den Kaliumkonzentrationen von 9,1-
10,7 mM, die im Meerwasser, also dem LebensraumMojannaschij auftreten [Atkinson und
Bingman 1997].

-200 00 / 100 200

Hyperpolarisierung  Depolarisierung

Abbildung 4.3: Stromspannungkennlinie von MjKch und MjK1. Durchgezogene Linie: Strom-
Spannungskennlinie von MjKch bei Einzelkanalmessungen an Hefespheroblasten bei symmetrischer Ka-
liumverteilung. Unterbrochene Linie: Hypothetische Strom-Spannungskennlinie von MjK1 bei symme-
trischer Kaliumverteilung, basierend auf den elektrophysiologischen Eigenschaften des strukturanalogen
Kanals MthK (siehe Text).

Die toxischen Effekte in Gegenwart von 10 und 100 mM waren bei Expression von MjKch nur
schwach ausgepréagt, so dass die Aktivitat von MjKch reguliert zu sein scheint. Da MjKch ein
Schwellenpotential (siehe Abbildung 4.3) von etwa 100 mV aufweist [Hellmer und Zeilinger
2003, Sesti u. a. 2003], kdme es zur Inaktivierung des Kanals, sobald das Membranpotential
durch Kaliumeinstrom gleich dem Schwellenpotential wird. Dieser Mechanismus wirde einen
weiteren Kaliumeinstrom verhindern und gewahrleisten, dass das Membranpotential nicht unter
das Schwellenpotential von MjKch abfallen kann. Die potentialgetriebenen Transportvorgange
der Zelle kamen damit nicht zum Erliegen, was als Ursache fur die geringere Kaliumtoxizitat bei
Expression von MjKch in Betracht kommt. Die Beantwortung dieser Fragestellungen wird kiinftig
durch die Bestimmung der intrazellularen KaliumkonzentrationMojannaschii, einer Messung
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des Membranpotentials vdh coli (pMj0138.1) unckE. coli(pMj0139) Zellen als Funktion der ex-
trazellularen Kaliumkonzentration sowie durch eine elektrophysiologische Charakterisierung von
MjK1 zu klaren sein.

4.5 Natriumhomd@ostase vorM. jannaschii

Die Ergebnisse des Komplementationstests zeigen, dass MjNhaP1 keinen Einfluss auf die Natri-
umsensitivitat vork. coli Zellen hat, was u.a. auf den zytoplasmatischen pH-Wert von 7,6-7,8 bei
E. coli zurtckgefuhrt wird. Die Bestimmung der zytoplasmatischen pH-Werte der methanogenen
ArchaeenMethanopirillium hungatei GPLind Methanobacterium thermoautoptrophicureigt
jedoch, dass Archaebakterien mit pH 6,7 einen deutlich niedrigen zytoplasmatischen pH-Wert
aufweisen kénnen. Da MjNhaP1 bei pH 6,7 aktiv ist, ist eine Funktion bezlglich der Natrium-
extrusion beiM. jannaschiiin Betracht zu ziehen. Mit einemy{Na") Wert von 10 mM wére
MjNhaP1 aktiv, bevor Na intrazellular toxische Kontzentrationen erreicht wirden. Zudem wur-

de kirzlich eine P-Typ ATPase mit einem Aktivitdtsoptimum bei pH 4,0 identifiziert [Morsomme

u. a. 2002b], die diesen Prozess antreiben konnte (siehe Abbildung 4.4)

MiK1 MjK2 MijKch Trk
K* K2 K K'H*
Periplasma
—— 01—
){: NAD/NADH ? /‘d: v
COM-S-S-HTP
Heterodisulfid- —> + AP = C DO P-Typ
reduktase [ H CoM.SH + Zytoplasma ADP+P, ‘HEC) ATPase
HS-HTP
):{:pH
H* ? K*?
- 000——000—008 ’
lU
+ H*? ‘regulatorische
Na ? ):{ Komponente
MjNhaP1 MjNhaP2 MjNapA

Abbildung 4.4: Na'/H* Antiporter und Kaliumkanale voM. jannaschii Modellschema der in dieser
Studie untersuchten Transporter und Kanéle. Primére Transporter wie P-Typ ATPase (*) und Heterodisul-
fidreduktase (**) erzeugen die protonenmotorische Kraft fur den lonentransport. Datenbankzugangsnum-
mern: (*) AAB99229, (**) Untereinheit (UE) A: Mj1190 (keine NCBI Zugangsnummer vorhanden), UE

B1: AAB98737, UE B2: AAB98868, UE C1: AAB98730, UE C2: AAB98869.
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Das Modell der Natriumextrusion durch MjNhaP1 wird zudem durch die Ergebnisse der Vesikel-
messungen gestutzt, bei denen auswartsgerichteter Natriumtransport gezeigt wurden. Die Befunde
der Rekonstitution belegen weiterhin, dass MjNhaP1 bezuglich der spannungsabhéngen Regulati-
on und der pH-Regulation ahnliche Eigenschaften wie deriaAntiporter ausH. Halobium
aufweist. Da dieser Antiporter flr die extreme Salztoleranz MorHalobium verantwortlich
gemacht wird, ist eine durch MjNhaP1 vermittelte NatriumextrusionMirjannaschii wahr-
scheinlich. Der Vesikeltest zeigt jedoch ebenfalls, dass MjNhaP1 Uber einen zytoplasmatischen
pH-Sensor verflgt, so dass eine Kontrolle des intrazellularen pH-Wertes, wie fir Nhel und sod2
gezeigt, gleichermalRen mdglich isih. vivo Untersuchungen all. jannaschiiwerden kinftig zur
Klarung dieser Fragen beitragen mussen.

4.6 Kaliumhomoostase vorM. jannaschii

Ein Vergleich der Kaliumaufnahmesysteme \dn jannaschiiund E. coli zeigt, dass mit Aus-
nahme von Trk keines der Transportsysteme Mejannaschiivorkommt (siehe Tabelle 4.1).

M. jannaschiibesitzt hingegen einwartsrektifizierende Kaliumkanéle, die wiederunt beo-

li nicht auftreten. Da die Kaliumaufnahmesysteme Marjannaschiimit Hilfe von Homologie-
untersuchungen identifiziert wurden, ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass andere nicht homologe
Systeme existieren. Es wird jedoch deutlich, dassoli die Kaliumaufnahme ausschlie3lich Gber
Transporter reguliert, wahrend bdi jannaschiiKanéle und Transporter diese Funktion gemein-
sam Ubernehmen.

Der Transporter Trk wird bekt. coli konstitutiv exprimiert und transportiert Kalium mit niedriger
Affinitét (K= 1 mM). Es ist daher denkbar, dass Trk b&ijannaschiieine analoge Funktion

hat und die konstitutive Kaliumversorgung der Zelle gewahrleistet. Da Kalium im Meerwasser in
einer Konzentration von etwa 10 mM vorliegt, sind hochaffine Transportsysteme nicht notwendig,
was warscheinlich die Ursache dafur ist, Transporter wie Kdp=EuM) bei M. jannaschiinicht
existieren.

Die Wechselzahlen von Transportern liegen jedoch um 4-5 Grof3enordnungen unter denen von Ka-
liumkanélen [Morais-Cabral u. a. 2001, Strausak u. a. 1993, Cabantchik 1999]. Um vergleichbare
Transportraten fir Kalium zu erzielen, misste die Zelle demnat@0mal mehr Transporter

als Kaliumkanéle exprimieren. Die Synthese von Kaliumkanalen ware demnach mit dem Vorteil
einer deutlich geringeren Stoffwechselleistung der Zelle verbunden.

Bislang ist nicht bekannt, welchen Temperaturschwankungen und Konzentrationsgradienten
M. jannaschiiin seiner naturlichen Umgebung, den hydrothermalen Quellen, ausgesetzt ist.
Temperatur- und Konzentrationsschwankungen in einer Umgebung vo@ 86d einem Druck
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Kaliumtransporter

E. coli M. jannaschii Identitat [%]
TrkA (1) TrkA (13%) 28,0

TrkE (2) TrkE (14%) 24,7

TrkG (3) TrkG (15%) 25,7

TrkH (4) TrkG (15%) 26,2

Kup (5) - -

KdpFABC (6,7,8,9) - -
KdpDE (10,11) - -
Kaliumkanale

E. coli M. jannaschii Identitat [%0]
- MjK1 (16) -
- MjK2 (17**) -
Kch (12**) MjKch (18) -

Tabelle 4.1: Kaliumtransportsysteme bé&. coli und M. jannaschii Die Proteindatenbank des NCBI
(www.nchi.nlm.nih.gov) wurde mit Hilfe des BLAST Algorithmus und den vén coli bekannten Se-
guenzen auf Kaliumkanale und Kaliumtransporter untersucht. (*): bislang nicht untersuchtes Protein,
(**): Protein untersucht aber keine Funktion nachweisbar. Die willkiiriche Nummerierung bezieht sich
auf die Zugangsnummer der ENTREZ Datenbank: (1) AAC76315, (2) AAC74373, (3) AAC74445, (4)
AAC76852, (4) AAB98584, (5) AAC76770, (6) NP_415227, (7) AAC73792, (8) Q8X9F9, (9) AAC73790,
(10) AAC73789, (11) NP_752709, (12) AAB60119, (13) AAB99108, (14) AAB98791, (15) AAB99495,
(16) Q57604, (17) Q58752, (18) NP_247105.

von 200 Bar kénnten jedoch eine schnelle Umverteilung von Kalium in Anpassung an wechselnde
Umweltbedingungen nétig machen, die mit Hilfe von Kaliumkanalen schneller stattfinden kdnnte,
als mit Transportern.

Aufgrund der Ergebnisse der Komplementationsexperimente und der Sequenzanalyse ist ein Mo-
dell denkbar, bei dem MjKch die Kaliumaufnahme bei Membranpotentialen gewahrleistet, die
negativer als das Schwellenpotential sind, wodurch die Kaliumaufnahme unter der Kontrolle des
Membranpotentials stiinde. MjK1 hingegen ware, in einer zu MthK analogen Weise, bei hohen
und niedrigen Membranpotentialen aktiv, aber aufgrund des Rossman Motivs durch NAD/NADH
reguliert (siehe Abbildung 4.4). Auf diese Weise wére die Kaliumaufnahme durch zwei unter-
schiedliche Faktoren reguliert, die beide einen Indikator der Energiebilanz der Zelle darstellen.

Fiar MjK2 kommen unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften im Vergleich zu MjK1,
oder regulative Mechanismen auf der Ebene der Expression und Transkription als Ursache fir die
Existenz eines dritten Kanalgenes in Betracht. Die Aktivitat einiger eukaryotischer Kanéale wird
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zudem durch die Bildung heteromerer Kanale moduliert. Da MjK1 und MjK2 bezuglich der pu-
tativen Domanenorganisation starke Ahnlichkeiten aufweisen, ist die Bildung heteromerer Kanale
und eine damit verbundene Erweiterung der molekularen Adaptationsleistung nicht ausgeschlos-
sen.

4.7 AbschlieRende Bemerkungen

Durch die Sequenzierung zahlreicher Genome richtete sich das Interesse der Forschung im letz-
ten Jahrzehnt in zunehmendem Mal3e auf die Funktion von Membranproteinen. Verglichen mit
dem Wissen Uber I6sliche Proteine sind die Kenntnisse tber Membranproteine jedoch vergleichs-
weise gering, da die Expression von Membranproteinen in vielen Fallen mit toxischen Effekten
verbunden ist.

Diese Arbeit bietet erstmalig eine umfangreiche Charakterisierung aller putativél Nanti-

porter und Kaliumkanéle eines Organismus. Mit der auf Trc Promotoren basierenden Expressi-
on, wurde ein System gefunden, dass selbst die Charakterisierung toxischer Proteine wie MjK1
in E. coli ermdglichte und damit fir nahezu jedes Membranprotein geeignet erscheint. Zudem

erlaubt das TOPO Verfahren die effiziente Klonierung von Genen, so dass problemlos ganze Pro-
teinfamilien simultan untersucht werden konnen.

Durch die Verwendung dé. coli Mutanten EP432, Frag114 und LB2003 wurde weiterhin besta-
tigt, wie wichtig der Einsatz defizienter Bakterienstamme flir die Untersuchung von Membranpro-
teinen ist. Zahlreiche N@H* Antiporter konnten bislang mit Hilfe von EP432 Zellen charakteri-
siert werden und LB2003 Zellen wurden zur Untersuchung pflanzlicher Kaliumkanéle eingesetzt.
Die Charakterisierung archaebakterieller Kaliumkanale undt\aAntiporter wird in der vorlie-
genden Arbeit jedoch erstmalig beschrieben.

Diese Arbeit zeigt, dass die Gesetzmaligkeiten bezlglich der temperaturabhé&ngigen Aktivierung,
die fur Enzyme aus thermophilen Organismen gelten, flr lonentransportsysteme nur in einge-
schranktem Mal3e gltig sind. So konnte fur MjNhaP1 eine Aktivitat béiand fur MjK1 und

MjKch eine Aktivitat bei 37°C gezeigt werden, obwohl dir optimale Wachstumstemperatur von

M. jannaschiibei 86°C liegt. Mit dem zunehmenden Verstéandnis tGber die Funktion dieser Protei-
ne, werden sich daher kiinftig in biotechnologischer Hinsicht Anwendungsmoglichkeiten ergeben,
die nicht nur auf thermophile Organismen beschrankt sind. Dies ist insbesondere von Interesse, da
Archaebakterien haufig an extreme Standorte mit hohen Salzkonzentration, stark basischen/sauren
pH-Werten oder hohen/niedrigen Temperaturen angepasst sind.
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Tabellen



Schritt Temperatuf’C] Zyklusdauers]

94 120
2 94 30
3 55 30
4 72 60
Rucksprung zu Schritt 2: 30 mal
72 300
4 Pause

Tabelle A.1: Standard PCR Programm

Gen Funktion Zugangsnummer
NCBI Datenbank

Mj0138.1 Kaliumkanal Q57604

Mj0139 Kaliumkanal NP_247105
Mj1357 putativer Kaliumkanal AAB99365
Mj0057 Na/H* Antiporter NP_247021
Mj1275 putativer N&/H* Antiporter NP_248271
Mj1521 putativer N&/H* Antiporter NP_248529

Tabelle A.2: Klonierte Gene voM. jannaschii

Gen Expressionsvektor Bezeichnung Bezeichnung
des Plasmids des Proteins

Mj0138.1 pTrcHis2 TOPO pMj0138.1 MjK1

Mjo139 pTrcHis2 TOPO pMj0139 MijKch

Mj1357 pTrcHis2B pMj1357CT MjK2-CT
pTrcHisB pMj1357NT MjK2-NT
pTrcHisB pMj1357-303-NT MjK2-101-NT

Mj0057 pTrcHis2 TOPO pMj0057 MjNhaP1

Mj1275 pTrcHis2 TOPO pMj1275 MjNapA

Mj1521 pTrcHis2 TOPO pMj1521 MjNhaP2

Tabelle A.3: Plasmidkonstrukte und exprimierte Proteine.
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Gen Vektor Primer

Mj0138.1 pTrcHis2 TOPO A:5-ATG GAA ACT TAT GAG AAG ATA GAG CTT-3
B:5-TTC TAC TCC CTC AAC ATATCT TTT TAA-3'

Mj0139  pTrcHis2 TOPO A:5-ATG AAC TTA AAA GAT AGG CGG TTA AAG A-3
B:5-ATC TCCCTT TAATGC CTT TTG TAA AGA G-3°

Mj1357  pTrcHisB A: 5°-TAAgga tccGAT GGA GAC GTC-3’

B: 5-AGC Caa gct fTC ATAACT TTT TCT T-3°
Mj1357  pTrcHis2B A: 5°-ATg gat cdG ATG GAG ACG TCA A-3

B:5-TTT GTT CTA GAa agc tiT GTA ACT-3’
Mj1357  pTrcHisB A: 5-TAAgga tccGAT GGA GAC GTC-3
303 Bp B:5-Taa gct TC AAT TTT TCATCT TTT TCA-3°
Mj0057  pTrcHis2 TOPO A:5-ATG GAACTT ATG ATG GCT ATT GGT TAC-3’
(WT- B:5-ATG GTGGGATTCTTC TTT ATACTT TG-3°
myc)
WT B:5-TCAATGGTGGGATTCTTCTTTATACTT TG-3

Mj1275  pTrcHis2 TOPO A:5-ATG GAA AGT TAT TAT TATGTG TTC TTC-3’
B:5-ATTTTTAGCTTTTTT ATTACATTT TGC-3’

Mj1521  pTrcHis2 TOPO A:5-GTG AAT ATT GTATTATTT CTC GGC-3°
B:5-GGAGGTTGAGGTCTTTCTTTT C-3

Tabelle A.4: Primer fur die Klonierung in Vektoren der pTrcHis Serie. Die erzeugten Restriktionsschnitt-
stellen sind fettgedruckt (aagcBanH I, ggatcc:Hind III). WT-myc: MjNhaP1 mit Fusionsprotein. WT:
MjNhaP1 ohne Fusionsprotein (siehe Kapitel 2.1.7).
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Mutation Mutagene Primer Codonaustausch
H211R, A:5-CATACTCAGGAAGTCACAACGTATAAT-3 CAT — CGT
H215R B: 5-ATTATAGQTTGTGACTTCQTGAGTATG-3’
H333R  A:5-GATAGGTTCAAAAGYTTCATTTAAAGAAAAAC-3° CAT — CGT

B: 5 -GTTTTTCTTTAAATGAACGTTTTGAACCTATC-3
AHA425, A: 5-GAAGCTTTTAGGATTCTTCTTTATACTTTG-3

AH426

D93A A: 5-GTAATTAAAAATGTTATTGTA gCTAACCTC-3 GAT— GCT
B: 5 -GAGGTTAGCTACAATAACATTTTTAATTAC-3’

D132A  A:5-GTTGCTGG@ECTGTAGCAG-3 GAC— GCC
B: 5-CTGCTACACGCCCAGCAAC-3’

D161A  A:5-TATTCCCAATGG@CGTTAAAGAT A-3° GAC — GCC
B: 5-TATCTTTAACGCCCCATTGGGAATA-3’

E156A A: 5-TTAAAGATACTCgCCGCCTCTAAC-3 GAG— GCG
B: 5 -GTTAGAGGCGQ@GAGTATCTTTAA-3

R320A  A:5-CCAAGAGGTYCTGCTAAGAATATAG-3" AGA — GCA
B: 5 -CTATATTCTTAGCAQCACCTCTTGG-3"

R347A A: 5"-ACAACACCTgcTGGTCCCTC-3" AGA— GCA

B: 5-GAGGGACCAYCAGGTGTTGT-3’

Tabelle A.5: Primer fir die Sequenzgerichtete Mutagenese. Ausgetauschte Nukleotide sind durch fettge-
druckte Kleinschrift hervorgehoben.
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Medium

Zusammensetzung

LB

10 g I'* Trypton
5 g ' Hefeextrakt
171 mM NacCl

LBK

10 g I'* Trypton
5 g I'* Hefeextrakt
87 mM KCI

LBN

10 g I'* Trypton

5 g I'* Hefeextrakt

70 mM MES/Tris (pH 7,5)
200 mM NacCl

B

23 g I'* Hefeextrakt

12 g I Proteinhydrolysat N-Z Amin
10 g I'* Glycerin

54 mM KoHPOy

16 mM KH,POy

SOB

20 g1 Trypton

5 g I'* Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCh

10 mM MgSQ,

SOC

20 g1t Trypton

5 g I'* Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCh

10 mM MgSQ,

20 mM Glukose

KML

46 mM NapgHPOy

23 mM NaHPOy

8 MM NH4SO

0,4 mM MgSQ

6 UM FeSQ,

11 mM Glukose
Thiaminhydrochlorid 1 mg1t

Tabelle A.6: Flissignédhrmedien fir die Bakterienzellkultur
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Antibiotikum Eingesetzte Konzentratidpg mi—1]
Ampicillin (Amp) 100

Kanamycin (Kan) 50
Choramphenicol (Cam) 50

Tetracyclin (Tet) 12

Tabelle A.7: Konzentrationen der fur die Selektion eingesetzten Antibiotika

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Sammelgel 6 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
0,1 % SDS
0,2 % TEMED
0,08 % APS

Trenngel 12 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
375 mM Tris-HCI (pH 8,8)
0,1 % Natriumdodecylsufat (SDS)
0,25 % TEMED
0,08 % Ammoniumpersulfat (APS)

Ladepuffer 0,35 M Tris-HCI (pH 6,8)
10,28 % SDS
36 % Glycerin
5 % Mercaptoethanol
0,012 % Bromophenolblau

Elektrotransferpuffer 48 mM Tris (pH8,8)
35 mM Glycin
0,1 % SDS
20 % Methanol

Tabelle A.8: Reagenzien fur SDS-PAGE und Elektrotransfer
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Gerat Typenbezeichnung Hersteller
Aufschlusszelle French Pressure Cell Aminco
Brutschrank BV60 K1 Memmert

Dampfsterilisator
CCD-Kamera (Stickstofflaser)
Eismaschine

Elektrophoresekammer (Agarosegele)

Elektroporator
Elektrotransferapparatur
Feinwaage

Fermenter

Heizblock

Heizplatte mit Magnetrihrer
Kihlzentrifuge
Kuhlzentrifuge

Netzgerat (Agarosegele)
Netzgerat (SDS-PAGE)
PCR-Gerat

pH-Meter

Photometer

Pipettierhilfe
Reinluftbank

Schuittler

Schdattler (Brutschrank)
Schiittelheizblock
Spektrometer
Stickstofflaser
Thermostat

Thermostat
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge
Ultrazentrifuge
Vakuumrotationsverdampfer
Waage
Wasserdemineralisierung

Varioklav 500
Instaspec IV
UBE-125
BlueMarin 100
2510 Electroporator
Fastblot
MC1 Analytic AC 210 S
Biostat M
TechneDRi-Block DB-3
IKAMAG RET
Megafugel.OR
J2-MC Centrifuge
74557
Blue Power 3000
Personal Cycler
Metrohm 691

H+P Labortechnik
Lot-Oriel-GmbH
Ziegra
Serva
Eppendorf
Biometra
Sartorius
B. Braun
Thermo-Dux
IKA Labortechnik
Haereus Sepatech
Beckman
Biometra
Serva
Biometra
Herisau

Uvikon Spectrophotometer 932  Kontron

Pipettus-Akku
HBB2448 LaminAir
Unimax 2010

Swip
Thermomixer 5436
MS125

MSG 801 SD

KT-2

Polystat CC-1
miniSpipus
Optima-TL
L8-70M

Alpha RVC
MC1 LC2200P

Milli-Q-Plus

Hirschmann
Haereus
Heidolph
Edmund Buhler
Eppendorf
Lot-Oriel-GmbH
LTB
Haake
Huber
Eppendorf
Beckman
Beckman
Christ
Sartorius
Millipore
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Substanz Hersteller
Acridinorange Merk
Acrylamid Roth
Agar Duchefa
Agarose Eurogentech
Ammoniumchlorid Sigma
Ammoniumpersulfat Roth
Ampicillin Roth
BCIP Roth
Borsaure Fluka
Bromphenolblau Sigma
CHAPS Roth
Chloramphenicol Sigma
Cholinchlorid Sima
Cobaltchlorid Sigma
Coumarin 102 Sigma
Dikaliumhydrogenphosphat Roth
DDM Glycon
DMSO Sigma
DTT Biomol
dNTP Eurogentech
EDTA Roth
Eisensulfat Sigma
Essigsaure Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Roth
Glukose Sigma
Glycerin Roth
Glycin Roth
Hefeextrakt Duchefa
Imidazol Sigma
IPTG Duchefa
Isopropanol Roth
Kaliumacetat Roth
Kaliumchlorid Roth
Kaliumhydroxid Fluka
Kaliumdihydrogenphosphat Fluka
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Substanz Hersteller
Lactat Merk

LB Medium Biol01
Lithiumchlorid Fluka
Magnesiumchlorid Sigma
Mercaptoethanol Sigma
Mes Roth
Methanol Roth
Milchpulver handelsublich
Natriumdihydrogenphosphat Merk
Natriumhydroxid Merk
NBT Roth
Nickelsulfat Sigma
N-Lauroylsarkosin Fluka
Nonidet P-40 Fluka
Phosphatidylcholin Typ IV-S Sigma
Pipes Roth
Rinderserumalbumin Roth
Saccharose Roth
Salzséure Roth
SDS Biomol
TB-Medium Fluka
TEMED Roth
Thiamin-HCI Sigma
Tris Roth
Trypton Duchefa
Tween-20 Sigma
Valinomycin Sigma
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