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1 EINLEITUNG

1.1 Proteintransport in und lber die innere E. coli Membran

Membranen dienen als hydrophobe physikalische Barrieren, die das Innere der Zelle umgeben
oder die Zelle in verschiedene Kompartimente unterteilen, um biologische Reaktionen
raumlich voneinander zu trennen. Bakterielle Zellen besitzen ein wassriges Cytoplasma, das

durch ein (Gram-positive) oder

zwei  (Gram-negative) Lipid-
doppelschichten begrenzt wird.

JuRere { (e Im Falle von Gram-negativen

Zell- Membran

Bakterien wie Escherichia coli
wand

Peptidoglykan

Plasma-
membran

wird das Cytoplasma von einer

Phospholipiddoppelschicht als

innere  Membran  (Plasma-

Cytoplasma

membran) und einer weiteren
Abbildung 1: Aufbau der Membranen von Gram-negativen

Bakterien. Das Cytoplasma Gram-negativer Bakterien wird von Lipiddoppelschicht, die im
zwei Lipiddoppelschichten, der inneren und der &uleren
Membran, umschlossen. Die &dulRere Membran enthélt
Lipopolysaccharide (LPS). Zwischen den beiden Membranen Lipopolysaccharide enthalt, als
befindet sich das Periplasma mit der Peptidoglykanschicht

(Abbildung nach Campbell & Reece, 2003b). duBere Membran, umschlossen.

Zwischen den beiden Memb-

auBeren Blatt vor allem

ranen befindet sich ein weiterer wassriger Raum, das Periplasma. Das Periplasma enthalt eine
Peptidoglykanschicht, die im Vergleich zu der in Gram-positiven Bakterien sehr viel diinner ist

(Campbell & Reece, 2003b; Nelson & Cox, 2001a; Abbildung 1).

Mehr als ein Drittel der bakteriellen Proteine erfiillen ihre Funktion aullerhalb des
Cytoplasmas, dem Ort ihrer Synthese (Orfanoudaki & Economou, 2014). Hierfiir missen sie in
oder Uber die Membranen transportiert werden. Im Falle von Gram-negativen Bakterien
stehen dafiir mehrere Systeme zur Verfligung, die die Proteine in die innere Zellmembran, das
Periplasma, die &uBere Membran oder in den extrazelluldren Raum translozieren
beziehungsweise inserieren (Crane & Randall, 2017) oder sogar bis in Wirtszellen

transportieren (Green & Mecsas, 2016).
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Einige Proteinsekretionssysteme (T1SS, T3SS, T4SS, und T6SS) transportieren ihre Substrate in
einem Schritt tGber beide Membranen (Abbildung 2). Dabei kdnnen die Systeme T3SS, T4SS,
und T6SS Proteine bis in eine Wirtszelle, also zusatzlich noch Uber eine dritte Membran,
transportieren (Green & Mecsas, 2016).

Periplasmatische oder OM-Proteine (outer membrane protein = Membranprotein der dufReren
Membran) werden meist posttranslational mithilfe der Sec-Translokase vor ihrer Faltung (iber
die innere Membran transportiert (Steinberg et al., 2018). Fiir den Transport von bereits fertig
gefalteten Proteinen (ber die innere Membran ist das Tat-System (Twin Arginine
Translocation) verantwortlich (Palmer & Berks, 2012; Patel et al., 2014). Die Substrate dieser
Translokase besitzen zwei nebeneinander liegende Argininreste (Twin Arginine) in ihrer
Signalsequenz. Sollen die Proteine weiter iber die duBere Membran hinaus transportiert
werden, geschieht dies in einem zweiten Schritt tiber das T2SS oder T555-System (Green &

Mecsas, 2016; Abbildung 2).

Wirts-
| — membran
T5SS
AuRere
H . Membran
Periplasma \J |
] ==l |
" ' Innere
: ; 7 Membran
Cytoplasma Tat Sec T1SS T3SS T4SS T6SS

Abbildung 2: Sekretionssysteme in Gram-negativen Bakterien. Die verschiedenen Sekretionssysteme
in Gram-negativen Bakterien koénnen ihre Substrate Uber eine, zwei oder drei Membranen
transportieren. Uber die innere Membran werden Proteine meist (iber die Sec-Translokase
(ungefaltete Proteine) oder das Tat-System (gefaltete Proteine) transportiert. Sollen diese Proteine
auch die duBere Membran passieren, geschieht dies in einem zweiten Schritt (Abbildung aus: Green &
Mecsas, 2016).

Die Membranproteine der cytoplasmatischen Membran (IM-Protein = inner membrane
protein) besitzen vor allem a-helikale Transmembrandomanen. Diese sind meist hydrophober
als die B-Faltblattstrukturen der Membranproteine der dulReren Membran (Chaturvedi &
Mahalakshmi, 2017; Steinberg et al., 2018; Zhang & Han, 2016). Daher neigen IM-Proteine
wahrend und nach ihrer Synthese in der wassrigen Umgebung des Cytoplasmas zur

Aggregation (Kuhn et al., 2017a). Um dies zu verhindern, werden sie meist cotranslational
3
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mithilfe der Sec-Translokase oder YidC-Insertase inseriert (Koch et al., 1999; Steinberg et al.,
2018; Valent et al., 1998; Welte et al., 2012). Die Insertion kann in Kooperation von SecYEG
und YidC (Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2017; Samuelson et al., 2000; Scotti et al.,
2000) erfolgen. Je nach Substrat konnen SecYEG und YidC aber auch unabhangig voneinander
agieren (Chen et al., 2002b; Koch & Miiller, 2000; Samuelson et al., 2000). Einige kleinere ein-
und zweispannige Membranproteine kénnen auBerdem posttranslational vor allem von YidC

allein inseriert werden (Robinson & Woolhead, 2013).

Das Sec-System ist ein lange konservierter Mechanismus des Protein-Transports und findet
sich in allen Reichen des Lebens (Bakterien, Archaeen, Eukaryonten) wieder. Das System
besteht aus drei Teilen: einer Komponente, die fiir das Protein-Targeting an die Membran
verantwortlich ist, einer Energie-liefernden Komponente und dem multimeren Kanal-
bildenden Membranproteinkomplex, der SecYEG-Translokase (Green & Mecsas, 2016).

Ebenso ist YidC in allen Reichen des Lebens mit Homologen der YidC/Oxa/Alb-Familie

vertreten (Borowska et al., 2015; Funes et al., 2011).

1.1.1 Protein-Targeting zum SecYEG-Translokon und zur YidC-Insertase

Viele Proteine werden als Prdproteine synthetisiert, die erst nach proteolytischer Spaltung
ihre mature GroRRe besitzen. Sekretorische und membranstandige Praproteine besitzen eine
N-terminale Signalsequenz von 18-30 Aminosaduren, die im Fall der sekretorischen Proteine
nach der Translokation durch eine Membran-gebundene Signalpeptidase entfernt wird.
Mithilfe dieser Signalsequenz finden die Proteine ihren Weg zur Membran beziehungsweise
zur Translokase und Insertase. Auflerdem kénnen im maturen Teil des Proteins ebenfalls
Signalsequenzen vorhanden sein (Blobel & Dobberstein, 1975; Fekkes & Driessen, 1999;

Robson & Collinson, 2006).

In E. coli finden sich zwei wichtige Wege, (iber die Proteine zur Sec-Translokase oder zur YidC-
Insertase geleitet werden (Abbildung 3): der SRP-abhdngige (signal recognition particle,

Signalerkennungspartikel) und der SecA/B-abhangige Weg (Steinberg et al., 2018).
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A B )3 .
SecA
Trigger Faktor
bhinei SecB
SRP-abhingiges SecA-a angiges
Cytoplasma Targeting Targeting /
SecDFYajC o

Y

V)% SecVEG
\f)

. Yidc SecDFYajC
Periplasma YidC :

Abbildung 3: SRP- und SecA-abhangiges Targeting in E. coli. In Gram-negativen Bakterien wie E. coli
sind zwei Protein-Targeting-Wege zur Membran zu finden. (A) Das SRP-abhangige Targeting leitet vor
allem Membranproteine cotranslational an den SRP-Rezeptor FtsY, um diese liber SecYEG oder YidC in
die innere Membran zu inserieren. (B) Uber das Targeting in Abhingigkeit von SecA werden
hauptsachlich periplasmatische und OM-Proteine posttranslational zum SecYEG-Translokon geleitet.
Einige Beobachtungen zeigen, dass das Targeting (iber SecA auch cotranslational ablaufen kann.
(Abbildung: abgewandelt aus Steinberg et al., 2018)

SRP und sein Rezeptor FtsY

Der bakterielle SRP ist ein Ribonukleoprotein, das aus der GTPase Untereinheit Ffh und einer
4,55 RNA (in Gram-negativen bzw. 6S RNA in Gram-positiven Bakterien) besteht. Ffh (48 kDa)
ist hochkonserviert und homolog zur eukaryontischen SRP54 Untereinheit, woher auch der

Name stammt: Fifty-four-homologue (Ffh, 54-Homolog).

Der bakterielle SRP-Rezeptor FtsY besitzt ebenfalls eine GTPase Untereinheit. FtsY ist durch
seine Lipid- und SecY-Bindestellen auch ohne eigenen Membrananker am Translokon

assoziiert.

Ffh und FtsY bestehen jeweils aus drei Domanen, wovon zwei (N- und G-Domane) homolog
zueinander aufgebaut sind. Die N-Domane ist aus einem Biindel von vier Helices aufgebaut,
auf die die GTPase G-Domane folgt. Bilden Ffh und FtsY Uber diese beiden Domanen einen
Komplex, wird die GTPase-Aktivitat verstarkt. Die dritte nicht homologe FtsY-Domane ist die

5
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A-Domane, die sich am N-Terminus befindet. Sie besitzt N-terminal eine Lipid-bindende Helix
sowie die Bindestelle fiir das Sec-Translokon, um den Rezeptor direkt am Translokon zu
assoziieren. Weitere SecY-Bindestellen finden sich in der NG-Doméane. Die M-Domane, die
nicht homologe dritte Domadne am C-Terminus von Ffh, ist flexibel an die NG-Domane
gebunden. Sie erkennt die hydrophoben N-terminalen Signalsequenzen der
Membranproteine und interagiert mit der 4,55 RNA, die eine Haarnadelstruktur formt und die
GTP-Hydrolyse reguliert. Neben dem Erkennen und Binden von Signalsequenzen von
naszierenden Proteinen erkennt SRP vor allem {iber die N-Doméane von Ffh auch das Ribosom

(Steinberg et al., 2018).

Ribosomen sind ebenfalls Ribonukleoproteine und bestehen aus ribosomalen Proteinen und
ribosomaler RNA (rRNA). Wahrend der Proteinbiosynthese libersetzen sie den genetischen
Code in Form von mRNA in die Aminosdaurensequenz der Proteine. Das bakterielle 70S
Ribosom besteht aus einer kleinen (30S) und einer groRen Untereinheit (50S). Die kleine
Untereinheit wird aus 21 ribosomalen Proteinen, die als S1-S21 bezeichnet werden (S=small),
und einer 16S rRNA gebildet. Die groBe Untereinheit setzt sich aus 33 Proteinen (L1-L36;
L=large) und zwei rRNAs, der 23S und der 5S rRNA, zusammen (Shajani et al., 2011). Neu
synthetisierte Proteine verlassen das Ribosom durch einen Tunnel (ribosomal tunnel exit) an
der Riickseite der groRen Untereinheit. Dieser ist ca. 80-100 A lang und hat Platz fiir 30-
40 Aminosduren eines naszierenden Proteins (Bernabeu & Lake, 1982; Malkin & Rich, 1967).
An seinem dufleren Ende bilden die konservierten ribosomalen Proteine L22, L23, L24 und L29
und die nur in Prokaryonten vorkommenden Proteine L17 und L32 einen Kranz (Kramer et al.,
2009). SRP interagiert mit dem Ribosom Uber einige dieser Proteine. Die N-Domaéane von Ffh
interagiert vor allem mit L23, aber auch mit L29. L22 und L24 sind Kontaktstellen fiir die M-
Domaéne (Schaffitzel et al., 2006). AulRerdem interagiert die 4,55 RNA von SRP mit L32 in

Bakterien.

SRP-abhéingiges Targeting

Das Targeting von den meisten der etwa 1000 verschiedenen bekannten Membranproteinen

lauft wie in 1.1 erwdhnt cotranslational in Abhangigkeit von SRP (Koch et al., 1999) ab

(Abbildung 3A). Hierbei erkennt und bindet SRP die N-terminale Signalsequenz von

naszierenden Proteinen und Ribosomen, die das Membranprotein translatieren (Gu et al.,

2003; Halic et al., 2004; Pool et al., 2002; Schaffitzel et al., 2006). Diese N-terminale
6
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Signalsequenz wird Signalankersequenz (signal anchor sequence) genannt und unterscheidet
Membranproteine von sekretorischen oder cytosolischen Proteinen. Die Sequenz besteht
nicht aus einer bestimmten Aminosaureabfolge, sondern aus hydrophoben und aromatischen
Aminosauren, die N-terminal von basischen und C-terminal von polaren Resten umgeben sind
(Steinberg et al., 2018). Die Signalankersequenz unterscheidet sich von Signalsequenzen
sekretorischer Proteine jedoch kaum. Hierbei spielt die hohere Hydrophobizitat der
Signalankersequenz eine wichtige Rolle (Beck et al., 2000; Valent et al., 1995). Ein weiterer
Unterschied ist, dass Signalankersequenzen oft keine Proteaseschnittstelle besitzen und selbst
als erste Transmembrandomaéne dienen (Steinberg et al., 2018). Es gibt aber auch einige
sekretorische Proteine mit relativ hydrophoben Signalsequenzen wie die B-Laktamase, die

abhangig von SRP sind (Luirink et al., 1994; Phillips & Silhavy, 1992).

Der Komplex aus SRP, dem Ribosom und der naszierenden Peptidkette (RNC: ribosome
nascent chain) wird an den SRP-Rezeptor FtsY geleitet, der an SecYEG gebunden ist. Dort
bindet der RNC an das SecYEG-Translokon. Die gleichzeitige GTP-Hydrolyse durch die GTPase-
Domanen von SRP und FtsY fihrt dazu, dass sich SRP vom Komplex I6st (Freymann et al., 1997;
Kusters et al., 1995; Steinberg et al., 2018; Valent et al., 1998). Durch das Fortschreiten der
Translation werden die Transmembrandomanen des Membranproteins liber den vom
SecYEG-Translokon gebildeten Kanal in die Membran eingebaut (Knyazev et al., 2018). Die
Insertion kann dabei auch in Kooperation mit YidC erfolgen (Petriman et al., 2018; Sachelaru
et al., 2017; Samuelson et al., 2000; Scotti et al., 2000). Fir die Translokation von groRen
periplasmatischen Domdnen wird zusatzliche Energie von der SecA-ATPase bendtigt
(Deitermann et al., 2005; Neumann-Haefelin et al., 2000; Saaf et al., 1995; van der Laan et al.,
2004a). Einige Membranproteine kdonnen also gleichzeitig von SRP (Targeting) und SecA
(Energielieferant) abhangig sein.

Neben dem Targeting an das SecYEG-Translokon kdnnen RNCs liber den SRP-Weg auch zu
YidC transportiert und Membranproteine ohne groRe periplasmatische Domane unabhangig
von der SecYEG-Translokase inseriert werden (Facey et al., 2007; Kedrov et al., 2013 und 2016;
Kohler et al., 2009; Welte et al., 2012). Auller dem SRP-Weg spielen beim Targeting an YidC
elektrostatische Interaktionen zwischen Substrat und den Phospholipid-Kopfgruppen sowie

Interaktionen zwischen YidC und Ribosomen eine Rolle (Geyter et al., 2019).
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SecB — Das Chaperon

SecB ist ein homotetrameres Protein, welches als Dimer von zwei Dimeren (dimer of dimers)
beschrieben werden kann (Dekker et al., 2003; Murén et al., 1999; Smith et al., 2008; Topping
et al.,, 2001; Watanabe & Blobel, 1989). Das Monomer besteht aus 155 Aminosduren mit

einem Molekulargewicht von 17,3 kDa (Kumamoto & Nault, 1989; Weiss et al., 1988). Es ist zu

einem B-Faltblatt aus vier antiparallelen
Strangen und einer langen a-Helix (al)
gefaltet. Das Dimer bildet sich aus zwei 180°
zueinander gedrehten Monomeren. Aus
zwei Dimeren wird letztendlich ein
Tetramer gebildet, indem die a-Helices

zwischen die B-Faltblatter gepackt werden.

Am C-Terminus findet sich eine weitere

Abbildung 4: Die E. coli SecB Struktur (PDB 1QYN; kurze o-Helix (a2). In der Kristallstruktur
Dekker et al., 2003) bildet ein Dimer aus Dimeren.
Die vier Monomere sind jeweils unterschiedlich
eingefarbt. (A) Die Ansicht von vorne zeigt die Reste (Dekker et al., 2003).

beiden 4-strangigen B-Faltblatter von zwei um 180°

zueinander gedrehten Monomeren. (B) In der

seitlichen Ansicht ist zu sehen, dass die a-Helices SecB wurde kurz nach SecA entdeckt
zwischen den B-Faltbldttern der beiden Dimeren
liegen.

(Abbildung 4) fehlen 11 weitere C-terminale

(Kumamoto & Beckwith, 1983) und spielt
eine wichtige Rolle bei der
Proteinsekretion. Es fungiert als Chaperon und schiitzt so neu synthetisierte Proteine vor
Aggregation oder einer zu friithen Faltung, also einer Faltung vor dem Export (iber das Sec-
Translokon (Collier et al., 1988; Crane & Randall, 2017; Weiss et al., 1988). Die Signalsequenz
von sekretorischen Proteinen verzogert die Faltung der Praproteine, sodass SecB Zeit hat, um
zu binden und die Proteine in einem ungefalteten Zustand zu halten (Liu et al., 1988; Liu et al.,
1989; Randall & Hardy, 1986). Dabei wird die Signalsequenz nicht direkt erkannt, ist aber fiir
die verzogerte Faltung wichtig. SecB bindet an den dadurch zugdnglichen maturen Teil des
Proteins (de Cock et al., 1992; Collier et al., 1988; Gannon et al., 1989; Liu et al., 1989; Randall
et al., 1990; Randall et al., 1998). Durch die grolRe Anzahl an unterschiedlichen Liganden ist
die Spezifitat der Substratbindung bei hoher Affinitat gering (Randall, 1995; Randall et al.,
1998). Die Moglichkeit, viele unterschiedliche Substrate zu binden, ist der Flexibilitat der SecB-

Struktur geschuldet (Dekker et al., 2003). SecB kann daher auch Proteine binden, die nicht zu



EINLEITUNG

seinen Substraten gehoren, wenn diese ungefaltet sind. Ein versehentlicher Export wird aber

durch das Fehlen der entsprechenden Signalsequenz verhindert (Hardy & Randall, 1991).

Neben SecB spielen Hitzeschockproteine (heat shock protein) wie DnaK/Dnal oder
GroEL/GroES eine Rolle als Chaperone bei der Sec-abhangigen Proteinsekretion (Altman et al.,
1991; Ito et al., 1986; Wild et al., 1993). Dabei konnen aber in Abwesenheit der eigentlich
vorzugsweise genutzten Chaperone oft andere einspringen (Altman et al., 1991; Miller, 1996;
Randall & Hardy, 2002; Wild et al., 1992; Wild et al., 1993). Dadurch ist SecB kein essentielles
Chaperon und Proteine, die als SecB-abhangig eingestuft sind, sind tatsdchlich nicht komplett
abhédngig (Crane & Randall, 2017). Zum Beispiel wurde proPhoA, je nach Quelle, als SecB-
abhangig (Kusukawa et al., 1989) oder unabhangig (Collier et al., 1988; Kumamoto & Beckwith,
1985) beschrieben. Tatsachlich nutzt proPhoA primar die Hitzeschockproteine DnaK/Dnal als
Chaperone (Wild et al., 1992). In Abwesenheit von DnaK/Dnal kann deren Funktion aber von

SecB Gibernommen werden (Miller, 1996).

Eine weitere Aufgabe von SecB ist es, die ungefalteten Praproteine zur Translokase an der
Membran zu leiten. Hierfiir bindet SecB spezifisch an SecA (den Blaauwen et al., 1997; Hartl
et al., 1990). Der Komplex aus SecB, dem gebundenen Praprotein und SecA bindet an den
SecYEG-Kanal (Fekkes et al., 1997; Hartl et al., 1990). SecB kann dabei an cytosolisches SecA
oder an bereits Membran-gebundenes SecA binden, wobei die Affinitdat von SecB fiir SecA
deutlich hoher ist, wenn dieses bereits an SecYEG gebunden ist (den Blaauwen et al., 1997;
Hartl et al., 1990). Die Bindung eines Praproteins durch SecB erhoht die Affinitat zusatzlich
(Hartl et al., 1990). Das an SecB gebundene Prdprotein wird an SecA und letztendlich an
SecYEG weitergegeben (Fekkes et al., 1997; Hartl et al., 1990). Durch die Bindung von ATP an

SecA 16st sich SecB wieder vom Komplex (Fekkes et al., 1997).

Die ATPase SecA — Das Motorprotein des Translokons

Das secA Gen war das erste Gen des Sec-Systems, das identifiziert wurde (Oliver & Beckwith,
1981). SecA ist ein 102 kDa (901 Aminosauren; UniProtKB P10408) groRes Protein mit ATPase-
Aktivitat (Lill et al., 1989), welches fir den Proteinexport in Bakterien essentiell ist
(Cunningham et al., 1989). Es interagiert unter anderem mit Praproteinen, SecB, SecY und

Phospholipiden (Crane & Randall, 2017).
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SecA ist aus mehreren Doméanen aufgebaut. Das N-terminale Segment besteht aus zwei
Nukleotidbindedomanen, der NBD und IRA2 (Intramolecular Regulator of ATPase 2) bzw.
NBD2, und der Praproteinbindedomane (PBD). Das C-terminale Segment bildet die C-Domane
und besteht aus a-Helices (Helix Scaffold Domain, HSD). Zwei kiirzere dieser Helices bilden die
IRA1 (Intramolecular Regulator of ATPase 1) -Domane, auch two-helix finger genannt
(Papanikolau et al., 2007). SecA ist ein sehr dynamisches Protein. Es kommt wéahrend des
gesamten Translokationsprozesses zu verschiedenen Konformationsanderungen. Dadurch
gibt es viele unterschiedliche SecA-Kristallstrukturen (Chen et al., 2015; Crane & Randall, 2017;
Papanikolau et al., 2007; Zimmer et al., 2008; Zimmer & Rapoport, 2009).

SecA existiert in vivo als Monomer und Dimer (Papanikolau et al., 2007). SecB bindet an die
dimere Form von SecA. Wann SecA wdhrend der Translokation als Monomer oder Dimer
vorliegt und wodurch der Ubergang zwischen den beiden Quartérstrukturen ausgeldst wird,
wird diskutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass SecA als Dimer an SecYEG bindet (Chatzi et al.,
2014; Geyter et al., 2019). Wahrend des Translokationsprozesses scheint SecA abhangig vom
ATP-Hydrolyse-Zyklus zwischen monomerer und dimerer Form zu wechseln oder, je nach

Substrat, komplett vom SecYEG-Komplex zu dissoziieren (Sanganna Gari et al., 2019).

Sekretorische Praproteine miissen fiir den Export zum SecYEG-Translokon geleitet werden. Sie
binden dafiir mit oder ohne Hilfe von Chaperonen an freies im Cytoplasma vorliegendes oder
an bereits SecY-gebundenes SecA (Chatzi et al., 2014). Etwa die Halfte von SecA liegt frei im
Cytoplasma vor, die andere Halfte ist mit derinneren Membran assoziiert (Cabelli et al., 1991).
Die Praproteine werden von SecA sowohl Uber die Signalsequenz als auch durch Interaktion
mit dem maturen Teil des Proteins gebunden (Chatzi et al., 2014; Papanikou et al., 2005).
Wichtig fiir die Substraterkennung ist die PBD (Papanikou et al., 2005). Wie oben beschrieben
werden Praproteine, die zur Aggregation oder schnellen Faltung neigen, zuerst von SecB
gebunden und erst spdter an SecA weitergegeben. Die Affinitdit des SecB-Prdprotein-
Komplexes ist fir membrangebundenes SecA hoher als fiir cytoplasmatisches (Hartl et al.,
1990). Nach der Bindung des SecA-SecB-Praprotein-Komplexes an das Translokon wird das
Praprotein an SecA weitergegeben (Fekkes et al., 1997; Hartl et al., 1990).

Im Anschluss an die Bindung des Prdaproteins an SecA kommt es zu ersten
Konformationsdanderungen und ATP wird gebunden (Fekkes et al., 1997). Die Mononukleotid-
Bindestelle befindet sich zwischen den Domanen NBD1 und IRA2, die ATP zwischen sich

10
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einklemmen (Chatzi et al., 2014; Papanikolau et al., 2007). Die PDB-Doméane unterliegt groBen
Konformationsdanderungen (Chen et al., 2015; Zimmer et al., 2008; Zimmer & Rapoport, 2009).
Einzelmolekl-FRET (Férster resonance energy transfer) -Experimente haben gezeigt, dass sich
die PDB in Abhédngigkeit des ATP-Bindezustands bewegt (Ernst et al.,, 2018) und so der
Translokationsprozess initiiert wird (Chatzi et al., 2014; Gold et al, 2013). Nach der Initiation
der Translokation muss die PDB keine weiteren Konformationsanderungen mehr leisten (Gold
et al, 2013). Nach der Aktivierung der ATPase erflillt SecA seine Aufgabe als Motorprotein und
stellt Energie fiir die Translokation bereit (Lill et al., 1989). Durch mehrere ATP-Binde- und -
Hydrolyse-Zyklen kommt es durch weitere groRe Konformationsanderungen zur Bewegung
von SecA-Domanen und der Translokation des Praproteins in mehreren Schritten (Crane &
Randall, 2017; Papanikolau et al., 2007; Schiebel et al., 1991). Auch die two-helix-finger-
Domane bewegt sich und schiebt sich immer wieder in den Eingang des SecY-Kanals (Zimmer
et al., 2008). Da sie mit dem translozierenden Praprotein interagiert, ware es moglich, dass
diese Bewegung das Praprotein Stlick fur Stiick in den Kanal schiebt (Catipovic et al., 2019;
Erlandson et al., 2008). Pro ATP-Binde- und Hydrolysezyklus werden etwa 30 Aminosauren
transloziert (Geyter et al., 2019). Da die Beweglichkeit der two-helix-finger-Doméane aber nicht
essentiell fur die Translokation von Praproteinen ist, kann dies zumindest nicht allein die
treibende Kraft sein (Whitehouse et al., 2012). Im Gegensatz zu dieser sogenannten Power
stroke Theorie steht das Brownian ratchet Modell (Allen et al., 2016; Corey et al., 2019) zur
Diskussion, wobei die Diffusion des Praproteins durch die Brownsche Molekularbewegung in
den Kanal ausschlaggebend ist. Die Diffusion wird durch SecA unterstiitzt, indem es den Kanal
offnet und das Zurickrutschen des Polypeptids verhindert. Bauer et al. (2014) schlagen eine
Mischung der beiden Modelle vor. Der genaue Mechanismus ist aber noch zu klaren (Allen et

al., 2016; Bauer et al., 2014; Chatzi et al., 2014; Kuhn & Dalbey, 2016).

SecA-abhdingiges Targeting

Die meisten der ungefdahr 600 sekretorischen Proteine, die nicht so stark zur Aggregation
neigen wie Membranproteine, werden posttranslational mithilfe von SecA oder SecB zum
Translokon geleitet (Abbildung 3B; Koch et al., 1999; Steinberg et al., 2018). Die
Signalsequenzen (Leader-Peptide) dieser Proteine sind weniger hydrophob als die der
Proteine, welche durch SRP erkannt werden (Beck et al., 2000; Valent et al., 1995). AulRerdem

weisen sie eine Proteaseschnittstelle auf, an der die Signalsequenz nach der Translokation im

11
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Periplasma abgeschnitten wird. Diese Prozessierung erfolgt durch die Signalpeptidase
(Leaderpeptidase; Lep), die in der inneren Membran verankert ist (Steinberg et al., 2018).
Neben der Signalsequenz selbst besitzt auch der mature Teil des Praproteins Targeting-Signale

(Chatzi et al., 2017).

Nach der vollstéandigen Translation des Proteins bindet dieses entweder direkt an SecA oder
wird vom Chaperon SecB gebunden und zu SecA weitergeleitet und so zur Membran gebracht
(Alami et al., 2007; Steinberg et al., 2018; Zimmer et al., 2008). Mithilfe der Energie aus der
protonenmotorischen Kraft (proton motive force, PMF) und durch mehrere ATP-
Hydrolyseschritte wird das Protein Stick fir Stick durch den SecYEG-Kanal transloziert
(Karamanou et al., 1999; Knyazev et al., 2018; Tomkiewicz et al., 2006).

Inzwischen gibt es einige Erkenntnisse, die zeigen, dass SecA auch cotranslational mit RNCs
interagiert (Abbildung 3B). In diesem Fall ist SecA noch nicht an SecYEG gebunden. Ob die
anschliefende Translokation co- oder posttranslational ablauft, ist noch nicht geklart (Chun &
Randall, 1994; Huber et al., 2011; Huber et al., 2017; Karamyshev & Johnson, 2005; Kn{ipffer
et al., 2019; Origi et al., 2019). Auch beim Targeting und der Insertion von einigen
Membranproteinen spielt SecA eine Rolle (Deitermann et al., 2005; Rawat et al., 2015; Wang
et al., 2017). So wird YidC zwar abhangig von SRP an die Membran geleitet, fiir die Insertion
ist aber aufgrund der groRen periplasmatischen Domane von YidC SecA als Energielieferant
notig (Deitermann et al., 2005; Koch et al., 2002; Welte et al., 2012). Ahnlich sieht es bei der
Insertion der Signalpeptidase aus. Das zweispannige Membranprotein besitzt eine groRe
periplasmatische Domdne am C-Terminus (Uniprot PO0803), deren Translokation abhangig

von der SecA-ATPase ist (Wolfe et al., 1985).

1.1.2 SecYEG - Der Kernkomplex des Sec-Translokons

Nach dem Targeting der Prdproteine an die Membran missen diese Uiber die Membran
transloziert oder in die Membran eingebaut werden. Dazu miissen hydrophile Bereiche der
Proteine die hydrophobe Barriere des Membraninneren und hydrophobe Protein-Segmente
die hydrophile Membranschicht der Phospholipid-Kopfgruppen (berwinden. Das
Heterotrimer SecYEG, ein stark konservierter stabiler Komplex, bildet den Kernkomplex des

Translokons.

12
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SecY bildet den Transportkanal

Der E. coli Protein-Translokations-Kanal ist aus drei integralen Membranproteinen aufgebaut:
SecY, SecE und SecG (Ito et al., 1983; Nishiyama et al., 1994; Riggs et al., 1988). Das ubiquitar
in Prokaryonten vorhandene SecY wurde 1984 identifiziert (Ito, 1984) und ist ein stark
hydrophobes Protein mit einem Molekulargewicht von 48 kDa und einer Lange von 443
Aminosauren (UniProtKB POAGA?2). Es besteht aus zehn transmembranen a-Helices, wobei der
C- und N-Terminus auf der cytosolischen Seite der Membran liegen (Abbildung 5). Unterteilt
wird SecY in eine N- und eine C-terminale Domé&ne (Transmembranhelices 1-5 und
Transmembranhelices 6-10). Die beiden Domanen sind Uber einen periplasmatischen Loop
zwischen dem fiinften und sechsten transmembranen Segment, der wie eine Art Gelenk die
beiden Halften zueinander flexibel werden lasst, verbunden. Die beiden Halften stehen sich
gegeniliber, wodurch sich in der Mitte eine Pore bildet (Frauenfeld et al., 2011; van den Berg
et al., 2004). Durch diese 16-22 A enge Pore kann das Substrat die Membran durchqueren
bzw. in die Membran inserieren (Cannon et al., 2005; Geyter et al., 2019). SecE, das wie eine
molekulare Klammer wirkt, halt die beiden SecY Doméanen zusammen (Frauenfeld et al.,
2011). In E. coli besitzt SecE drei transmembrane Segmente und hat ein Molekulargewicht von
14 kDa (UniProtkKB POAG96). SecG, welches mit einem Molekulargewicht von 11 kDa zwei
Transmembrandomanen besitzt (UniProtKB POAG99), ist peripher am Komplex lokalisiert (van
den Berg et al., 2004). Bei der Reinigung von SecY werden SecE und G co-gereinigt (Brundage
et al.,, 1990; Homma et al., 1997). Der SecY-Kanal ist wie eine Sanduhr geformt: Auf der
cytosolischen Seite ist der Kanal wie ein umgekehrter Trichter geformt und verjlingt sich in der
Mitte zu einem engen Ring, der aus sechs hydrophoben Aminosauren (in E. coli: Isoleucin) an
den Transmembrandomanen (TM) 2a, 5, 7 und 10 besteht. Auf der periplasmatischen Seite
zeigt die Struktur eine Aushohlung, die durch die SecY-Helix 2a, die in die Trichter-dhnliche
Aushohlung geknickt wird, geschlossen wird (Frauenfeld et al., 2011; van den Berg et al.,
2004). Dieser plug (plug, Stopfen) sowie die Verengung in der Mitte des Kanals verschlieRBen
diesen und verhindern den Verlust von kleinen Molekiilen wie Wasser und lonen (Li et al.,
2007; Saparov et al., 2007; van den Berg et al., 2004). AuBerdem zeigt die Kristallstruktur von
Tanaka et al. (2015), dass ein cytoplasmatischer Loop von SecG die Pore zusatzlich auf der
cytoplasmatischen Seite verschlielt. Es wird angenommen, dass der plug bei Beginn der
Translokation den Kanal frei gibt und dieser somit gedffnet ist (Bondar et al., 2010; Robson et

al., 2009; Tam et al., 2005; van den Berg et al., 2004). Der Kanal sowie der plug sind in der
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Kristallstruktur von M. jannaschii (van den Berg et al.,, 2004) sehr schén zu erkennen
(Abbildung 6). AuBerdem kommt es zu weiteren Konformationsanderungen in SecY, was
letztendlich dazu fuhrt, dass der hydrophobe Ring leicht gedffnet wird und das sekretorische
Protein durch die Pore hindurch passt. (van den Berg et al., 2004). Vier der sechs hydrophoben
Reste des Rings interagieren mit dem translozierenden Protein. Der Ring wirkt also wie eine
Dichtung und die Pore bleibt fiir andere Molekiile verschlossen (Tsukazaki, 2019). Es wird
angenommen, dass die SchlieBung des Kanals am Ende der Translokation unter anderem von
der Spannung, also vom Membranpotential, abhdngt und dabei die TM2b als Teil eines

Spannungssensors eine Rolle spielt (Knyazev et al., 2020).

A N-terminale C-terminale B cytoplasmatische Ansicht
Domane SecY Domane SecY
Periplasma plug

lateral gate  Plug

\Q{
v

C-terminale
g o Domiéne SecY
>
lateral y ~
W e
l?ﬂ, e\
/ﬁy‘l\ /( ,&Aﬁ,

N-terminale
Domane SecY

Abbildung 5: Kristallstruktur von E. coli SecYE (PDB 3J01; Frauenfeld et al., 2011). Die Kristallstruktur
zeigt SecYE (A) aus Sicht der Membran und (B) vom Cytoplasma aus betrachtet. Die Domadnen wurden
nach Angaben von UniProtKB - POAGA2 angefarbt. SecY wird in eine N-terminale (TM 1-5, violett) und
eine C-terminale Doméane (TM 6-10, blau) unterteilt, die in ihrer Mitte einen Kanal bilden. SecE (gelb)
umschliet die beiden Halften wie eine Klammer. Der Kanal wird unter anderem durch einen
beweglichen plug, die SecY-Helix 2a (griin), verschlossen. Um Proteine in die Membran entlassen zu
kénnen, bilden die TM 2b, 3, 7 und 8 eine Offnung in Richtung Lipidbilayer, das lateral gate (rot).

Neben der Translokation von Proteinen liber die Membran kénnen Proteine mit hydrophoben
Transmembransegmenten mithilfe von SecYEG auch in die Membran eingebaut werden.
Hydrophobe Regionen in Praproteinen kdnnen als Stop-Transfer-Sequenzen wirken und einen
Translokationsarrest und die laterale Freisetzung aus dem Kanal verursachen (Duong, 1998;
Saaf et al., 1998a) Die Freisetzung in die Membran wird durch das lateral gate ermdglicht,

welches sich durch Konformationsanderungen in Richtung Membranbilayer 6ffnet.
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SecY hat neben SecE und SecG noch viele weitere Interaktionspartner. Dazu gehdren unter
anderem SecF, SecA, YajC, YidC, FtsY und RNCs (Crane & Randall, 2017; Petriman et al., 2018;
Steinberg et al., 2018). Dies spiegelt das komplexe Zusammenspiel vieler Proteine im Sec-

Translokon wider.

Das ‘lateral gate’ von SecY
Nachdem das naszierende Membranprotein mit dem Ribosom zum Translokon gebracht
wurde, missen die periplasmatischen Segmente (iber die Membran transloziert und die

Transmembrandomédnen in die Membran inseriert werden. Die hydrophilen

periplasmatischen Bereiche nutzen zum

RN KRS { Passieren der hydrophoben Membran den

SecY
(TMs 6-10)

hydrophilen Bereich im SecY-Kanal (Park et
al., 2014). Die hydrophoben Trans-

membransegmente dagegen miissen lateral

Lateral
gate

in die Membran entlassen werden. Sie

interagieren mit den Helices des

SecY ' @ sogenannten lateral gates von SecY, durch
(TMs 1-5) SecG
(Secp) welches sie vermutlich in die Membran

Abbildung 6: Kristallstruktur des SecYEB-Kanals €ingebaut werden (Hizlan et al., 2012;
von M'fa’,'_"a“h"' In der Stru!(tur VO Jjomaa et al., 2016; Park et al., 2014; van den
M. jannaschii ~ (Archaeon) aus Sicht des

Cytoplasmas ist zwischen der N- (rot) und C- (blau) Berg et al., 2004). Das lateral gate wird
terminalen Halfte von SecY der Kanal, der gebildet
wird, gut zu erkennen. Der hydrophobe Ring in der
Mitte des Kanals ist angedeutet. In dieser Struktur
ist der plug, der den Kanal verschlossen halt, sehr
schén zu sehen. Im Gegensatz zur E. coli Struktur  Transmembrandomdnen 2b, 3, 7 und 8
(Abbildung 5) ist hier nicht nur SecE (gelb), sondern
auch SecP (griin; SecG Analog) dargestellt. Das
lateral gate ist in dieser Struktur geschlossen. 2011; Reithinger et al., 2014; Tsukazaki et
(Struktur: van den Berg et al., 2004; Abbildung

abgewandelt aus Driessen & Nouwen, 2008). al., 2008; van den Berg et al., 2004).

durch eine Offnung des Kanals in Richtung

Membranbilayer zwischen den SecY-

gebildet (Abbildung 5; Frauenfeld et al.,

Wie genau die Transmembrandomanen das Translokon verlassen, ist nicht vollstandig geklart.
Einige mehrspannige Membranproteine verlassen das Translokon der Reihe nach (Houben et
al., 2004), andere paarweise (Hou et al., 2012; Ojemalm et al., 2012). Die Faltung der
Membranproteine findet erst nach Verlassen des Translokons statt. SecY inseriert je nach
Substrat die Membranproteine in Kooperation mit YidC. Dieses steht in Kontakt mit dem
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lateral gate und Ubernimmt vermutlich die Transmembrandomanen von SecY, um die

korrekte Faltung des Membranproteins zu unterstitzen (Kuhn et al., 2017a).

In verschiedenen Kristallstrukturen zeigt sich, dass das lateral gate je nach Zustand
geschlossen (Abbildung 6; van den Berg et al., 2004), halb gedffnet (Hizlan et al., 2012) oder
geoffnet (Abbildung 5; Egea & Stroud, 2010; Frauenfeld et al., 2011; Jomaa et al., 2016; Park
etal., 2014) ist. Unter anderem das Binden von Ribosomen an das Translokon (Ge et al., 2014),
vor allem aber die naszierende Polypeptidkette (Kater et al., 2019; Park et al., 2014) und das
Binden der hydrophoben Signalsequenz an das /ateral gate (Ge et al., 2014; Egea & Stroud,
2010; Hizlan et al., 2012; Jomaa et al., 2016) fithren zum Offnen des gates. Durch die Gelenk-
Funktion der TM5-TM6-Verbindung konnen sich die beiden SecY-Halften auseinander
bewegen und das lateral gate 6ffnen (Park et al., 2014; van den Berg et al., 2004). Dabei
bewegen sich Helix 2b und 7 von etwa 7 A (van den Berg et al., 2004) bis 15 A (Allen et al.,
2016) im geschlossenen Zustand tiber 18 A (halboffen; Allen et al., 2016) auf ca. 24-26 A (Allen

et al., 2016; Frauenfeld et al., 2011) im gedffneten Zustand auseinander.

Neuere Studien deuten darauf hin, dass die Insertion durch SecY eventuell gar nicht im Kanal
beginnt, sondern direkt am lateral gate stattfindet. Das heilt, das lateral gate stellt eine
Kavitat dar, die im Inneren hydrophile Bereiche des Substrats aufnehmen und weiter aulRen
hydrophobe TM binden kann, ohne dass das Substrat den eigentlichen Kanal benutzt. Der

Insertionsprozess ware dem von YidC dhnlich (Ito et al., 2019).

Nicht nur bei der Insertion von Membranproteinen spielt das lateral gate eine wichtige Rolle.
Auch bei der Translokation sekretorischer Proteine wird das lateral gate getffnet, um den
Kanal zu vergroRern (Crane & Randall, 2017; du Plessis et al., 2009; Egea & Stroud, 2010) und
weitere Konformationsanderungen herbeizufiihren (du Plessis et al., 2009). Die Signalsequenz
der sekretorischen Proteine bindet dabei ebenfalls auRen an die Helices des lateral gates,
wahrend der hydrophile Bereich des Proteins die hydrophile Umgebung der Pore nutzt, um
die Membran zu iberqueren (Park et al., 2014; Plath et al., 1998). Dies wird auch durch eine
neuere Cryo-EM-Struktur von aktivem SecA-SecY mit einem translozierenden Substrat
dargestellt (Ma et al, 2019). Es gibt einige Hinweise darauf, dass fir die
Konformationsidnderungen, die zur Offnung des lateral gates fiihren, auch die Bindung von

SecA an SecY (Zimmer et al., 2008) bzw. die Bindung von ATP an SecA (Allen et al., 2016) eine
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Rolle spielt. Gleichzeitig ist das Offnen des lateral gates wichtig fiir die Aktivierung der ATPase.
Die beiden Prozesse bedingen sich also gegenseitig (Allen et al., 2016; du Plessis et al., 2009).
Neben der Offnung des lateral gates ist das Weiten des hydrophoben Rings in der Mitte des
Kanals und das Freigeben des Kanals durch den plug von groRer Bedeutung. Die
Konformationsanderungen hangen zusammen und beeinflussen sich gegenseitig (du Plessis et

al., 2009; Egea & Stroud, 2010; Hizlan et al., 2012; Park et al., 2014).

SecYEG Oligomerisierung

SecYEG kommt sowohl als Monomer als auch in dimerer Form vor. AuBerdem gibt es Hinweise
auf Oligomere, die aus mehr als zwei SecYEG Protomeren bestehen (Manting et al., 2000;
Meyer et al., 1999). In vivo existieren zwei unterschiedliche Dimere von SecYEG (Park &
Rapoport, 2012; Zheng et al., 2016): Beim front-to-front Dimer treffen die beiden lateral gates
aufeinander, wodurch eventuell eine groBere Pore entstehen kénnte. Das back-to-back Dimer
ist Gber die SecE-Proteine auf der Riickseite der beiden SecY-Monomere verbunden (Mitra et
al., 2005; 2006).

Ob SecYEG als Monomer oder als Dimer aktiv ist, wird kontrovers diskutiert, da es viele
verschiedene Studien mit teils widersprichlichen Ergebnissen gibt. Hinweise gibt es sowohl
fiir die monomere (Kedrov et al., 2011; Ménétret et al., 2007; Park & Rapoport, 2012) als auch
fir die dimere (Dalal et al., 2012; Osborne & Rapoport, 2007; Scheuring et al., 2005; Zheng et
al., 2016) Form. Anzumerken ist, dass der Kanal von einem einzigen SecYEG Protomer gebildet
wird (Frauenfeld et al., 2011; van den Berg et al., 2004). Im Falle des Dimers stellt sich
aullerdem die Frage, welche Dimer-Form aktiv ist. Auch hier gibt es sowohl fiir das front-to-
front (Mitra et al., 2005) als auch fiir das back-to-back (Deville et al.,, 2011) Dimer
Anhaltspunkte. Es hat sich auBerdem gezeigt, dass, auch wenn das Dimer vorliegt, trotzdem
nur eines der beiden Protomere aktiv ist, solange das andere inaktiv bleibt (Hizlan et al., 2012;
Osborne & Rapoport, 2007). Welche Rolle dabei das passive Protomer spielt, ist ebenfalls nicht
geklart. Die vielen unterschiedlichen Ergebnisse lassen vermuten, dass SecYEG sowohl als
Monomer und als auch als Dimer in beiden Formen (front-to-front/ back-to-back) aktiv sein
kann. Der oligomere Zustand ist wahrscheinlich von verschiedenen Faktoren wie dem
Substrat, den beteiligten Liganden und dem Fortschritt des Prozesses abhangig (Boy & Koch,
2009; Deville et al., 2011; Ménétret et al., 2007; Scheuring et al., 2005). Zwischen monomerem

und dimerem SecYEG besteht also ein Gleichgewicht (Sanganna Gari et al., 2013), welches von
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den verschiedenen Interaktionspartnern beeinflusst wird (Scheuring et al., 2005). Auch hier
zeigt sich wieder die Dynamik und Komplexitat des Sec-Systems und, dass es auch an dieser

Stelle noch einige Fragen zu klaren gibt.

Sec-Homologe finden sich in allen Reichen des Lebens
Die Sec-Translokase ist hoch konserviert (iber alle drei Reiche des Lebens. Dies lasst auf eine
ahnlich Funktionsweise der Homologen schlieBen und unterstreicht die Wichtigkeit des Sec-

Systems.

Im Reich der Prokaryonten ist SecYEG nicht nur in der inneren Membran von Gram-negativen
Bakterien wie E. coli, sondern auch in den Gram-positiven zu finden. In manchen Gram-
positiven Bakterien wurde neben dem Ublichen (Suh et al., 1990) sogar ein zusatzliches Sec-
System entdeckt. Dieses weist ein zweites SecA (SecA2) und in manchen Féllen auch ein
weiteres SecY (SecY2) auf (Prabudiansyah & Driessen, 2017). In Cyanobakterien wurden
SecYEG Homologe nicht nur in der Cytoplasmamembran, sondern auch in der

Thylakoidmembran nachgewiesen (Nakai et al., 1992; M. Nakai et al., 1993).

In Eukaryonten wurde zunachst im Endoplasmatischen Retikulum der Hefe (Deshaies &
Schekman, 1987; Hartmann et al., 1994), spater auch in Sdugetierzellen (Gorlich & Rapoport,
1993; Hartmann et al., 1994), das SecYEG Homolog Sec61afy entdeckt. Ebenfalls in Hefen
wurde neben Sec61 noch ein weiteres Homolog, Ssh1 (Sec sixty-one homolog 1), gefunden.
Ssh1l ist nicht essentiell und fungiert moglicherweise als back-up-System fiir Sec61 (Finke et
al., 1996; Robb & Brown, 2001).

In der Thylakoidmembran von Chloroplasten sind Komponenten des Sec-Translokons (Secl)
schon langer bekannt (Hartmann et al., 1994; Laidler et al., 1995; Scaramuzzi et al., 1992;
Schuenemann et al., 1999b). Inzwischen wurde aber auch in der inneren Membran von
Chloroplasten ein weiteres Sec Homolog (Sec2) identifiziert (Day & Theg, 2018; Li et al., 2015;
Skalitzky et al., 2011). Es wird angenommen, dass Sec2 sowohl Proteine, die Zellkern-codiert
sind, als auch solche, die in den Chloroplasten selbst synthetisiert werden, in die innere
Chloroplastenmembran inseriert. Vor ihrer Insertion werden die Zellkern-codierten Proteine
mithilfe des TOC/TIC (translocon on the outer/inner chloroplast membrane)-Systems aus dem

Cytosol in die Chloroplasten transportiert (Fernandez, 2018).
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Auch die meisten mitochondrialen Proteine werden an cytosolischen Ribosomen synthetisiert
und missen anschliefend (ber oder in die duBere und innere Mitochondrienmembran
transportiert werden. Dies geschieht in den meisten Fallen aber nicht Gber ein Sec-System,
sondern vor allem Gber den TOM/TIM (translocase of the outer/inner membrane)-Komplex
(Hansen & Herrmann, 2019). Es wird vermutet, dass SecY in Mitochondrien evolutionar durch
TIM ersetzt wurde und die beiden Systeme nur noch in wenigen Beispielen coexistieren (Tong
et al., 2011). Bisher konnte nur im mitochondrialen Genom von einigen Pflanzenarten der
Jakobea, die zu den Asternartigen gehoren, mitochondriales SecY identifiziert werden (Burger

et al., 2013; Lang et al., 1997, Petrl et al., 2018; Tong et al., 2011).

Mit SecYEP ist auch im Reich der Archaeen ein SecYEG Homolog vorhanden (Arndt, 1992; Auer
et al., 1991; Bondar et al., 2010; Hartmann et al., 1994; Kath & Schafer, 1995; Kinch et al.,
2002; van den Berg et al., 2004).

SecY im Labor

Bei den Experimenten mit SecY muss beachtet werden, dass SecY in SDS-Gelen niedriger lauft
(~35 kDa) als das Molekulargewicht von 48 kDa vermuten ldsst. Eventuell ist dies auf ein
UbermaRiges Binden von SDS durch das stark hydrophobe Protein zurtickzufiihren (Ito, 1984;
Rath et al., 2009).

Aullerdem wird SecY von der periplasmatischen Protease OmpT geschnitten, was bei der
Reinigung beachtet werden muss. OmpT (Protease VIl) ist eine Protease, die mit der duBeren
Membran von E. coli assoziiert ist (OmpT = outer membrane-associated protease T) und
Proteine spezifisch zwischen zwei aufeinanderfolgenden basischen Aminosduren schneidet
(Baneyx & Georgiou, 1990; Sugimura & Higashi, 1988). SecY wird von OmpT in der
cytoplasmatischen Domane 4 (C4) zwischen den beiden Argininresten 255 und 256
geschnitten (du Plessis et al.). Beim Abbau von SecY in vitro entsteht ein N-terminales
Fragment, das auf SDS-Gelen auf Héhe von 22 kDa erscheint (Akiyama & Ito, 1990). Bei der
Reinigung von SecY muss daher ein OmpT-Deletionsstamm verwendet werden. Durch PMSF

und viele andere Proteaseinhibitoren wird OmpT nicht inaktiviert (Sugimura & Higashi, 1988).
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Weitere Sec-Proteine: SecDFYajC
Der heterotrimere Komplex SecDFYajC ist Teil des Sec-Translokons. Dabei stehen SecF und
YajCin direktem Kontakt zu SecY. Weitere Interaktionen gibt es zwischen SecD und SecF sowie

YidC. (Crane & Randall, 2017).

Fiir E. coli SecD und SecF stehen noch keine Kristallstrukturen zur Verfiigung. Um den Aufbau
zu betrachten, kann die Kristallstruktur aus Thermus thermophilus (Abbildung 7; PDB
3AQ0/3AQP/2RRN; Tsukazaki et al., 2011) herangezogen werden. SecDF ist in Bakterien und

Archaeen konserviert (Eichler, 2003). In manchen Bakterien wie in T. thermophilus wird SecDF

als ein Membranprotein, welches aus zwolf
Transmembrandomanen und zwei grolRen
periplasmatischen Domanen (P1 und P4) besteht,
exprimiert (Tsukazaki et al., 2011). In E. coli sind SecD
(66,6 kDa) und SecF (35,4 kDa) zwei einzelne
Proteine, die jeweils aus sechs transmembranen
Helices bestehen und je eine grofle periplasmatische

Domaéne besitzen (Crane & Randall, 2017). In der

Cytoplasma T. thermophilus (Tt) Struktur zeigt sich, dass die N-

SecD SecF und die C-terminalen Halften, welche in E. coli SecD

Abbildung 7: Kristallstruktur von SecDF  ynd SecF entsprechen, in einer pseudo-
in F-Form aus T. thermophilus (PDB

3AQP; Tsukazaki et al., 2011). Die Tt- symmetrischen Form angeordnet sind (Tsukazaki et
SecDF-Struktur besteht aus zwolf TMs
und den beiden periplasmatischen
Domdnen P1 und P4. Die P1-Domdne entspricht in E. coli der periplasmatischen Domane

kann auBerdem in die Basis- und die ) )
flexible Kopf-Domane unterteilt werden,  VON SecD (Crane & Randall, 2017). P1 kann in zwei

al., 2011). Die groRRe periplasmatische Doméane P1

Die N-terminale Domane (grin; TM 1-6)
entspricht dem E.coli SecD, die C-
terminale Domane (blau; TM 7-12) E. coli  unterteilt werden. Die P1-Basis-Domane st
SecF.

Subdoménen, die Basis- und die Kopf-Domane,

strukturell homolog zur P4-Doméne. Die P1-Kopf-
Domane ist beweglich und kann sich um 120° in Richtung Periplasma drehen. Hieraus geben
sich zwei wichtige Konformationen von SecDF, die F- (Drehung Richtung Membran) und die I-
(Drehung Richtung Periplasma) Form (Tsukazaki et al., 2011). In spateren Kristallstrukturen
zeigte sich noch eine weitere Konformation, die Super-F-Form, bei der die P1-Kopf-Domane

noch weiter Richtung Membran gedreht ist (Furukawa et al, 2018). Der Wechsel zwischen den
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Konformationen ist fir die Funktionalitat von groRer Bedeutung (Tsukazaki et al., 2011). Eine
weitere SecDF Struktur aus Deinococcus radiodurans |asst erkennen, dass SecDF in der I-Form
einen Tunnel bilden kann, der Protonen transportieren konnte, was durch einen konservierten
Asp-Rest in der TM-Region reguliert wird (Furukawa et al., 2017). Weitere konservierte
geladen Aminosaurereste in den Transmembranhelices sind ebenfalls essentiell fiir die SecDF-
Funktionalitat (Tsukazaki et al.,, 2011). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass strukturelle
Bewegungen in der TM-Region mit Konformationsdanderungen in den periplasmatischen
Domanen zusammenhangen (Furukawa et al, 2018).

In E. coli formt SecDF einen stabilen Komplex mit dem nicht essentiellen YajC (Pogliano &
Beckwith, 1994b; Tsukazaki et al., 2011). YajC ist nur 11,9 kDa (110 Aminosauren) grol8 und

besitzt nur eine einzige Transmembrandomane (UniProt POADZ7).

SecDF ist zwar nicht essentiell, steigert aber die Translokationseffizienz (Pogliano & Beckwith,
1994a). Trotzdem ist die Funktion des Komplexes beziehungsweise der genaue Mechanismus
noch nicht abschlielend geklart. Es wird vermutet, dass SecDF die Proteinsekretion
unterstitzt, indem es das Praprotein angetrieben durch die Energie aus der PMF auf der
periplasmatischen Seite herauszieht (Furukawa et al., 2017, 2018; Tsukazaki et al., 2011).

Die verschiedenen Kristallstrukturen und weitere Analysen ergaben wichtige Hinweise auf die
SecDF Funktion und den Mechanismus dahinter: (a) SecDF nutzt die Energie aus der PMF und
leitet Uber die TM-Region abhdngig von der Anwesenheit eines ungefalteten Proteins
Protonen, wobei die konservierten geladenen Aminosauren in der TM-Region und die
Flexibilitat der P1-Domaéne eine wichtige Rolle spielen (Tsukazaki et al., 2011; Furukawa et al.,
2017); (b) Die P1-Kopf-Domane besitzt eine Praprotein-bindende Kavitat, die mit ungefalteten
Praproteinen interagiert (Tsukazaki et al., 2011; Furukawa et al., 2017); (c) SecDF durchlauft
mehrere Konformationsianderungen, die essentiell fiir seine Funktion sind und mit dem
Protonentransport zusammenhangen (Furukawa et al, 2017; Tsukazaki et al., 2011).

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wird von Furukawa et al. (2017) und Tsukazaki (2018)
ein moglicher Mechanismus vorgeschlagen: Die Praprotein-bindende Kavitat der P1-Kopf-
Domaéne interagiert in der Super-F-Form mit dem Praprotein, das auf der periplasmatischen
Seite den SecY-Kanal verldsst. Durch eine Konformationsdanderung zur |-Form wird das
Praprotein aus dem Kanal gezogen. Dabei entsteht aulRerdem der oben genannte Tunnel,

durch den Protonen durch die Membran hindurchgeleitet werden. Das Praprotein 16st sich
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von der P1-Bindestelle, der Protonentunnel schlieft sich und SecDF kehrt in die Super-F-Form
zurlick, um mit dem néachsten Teil des Prdproteins zu interagieren. Durch mehrere Zyklen
dieser durch die PMF angetriebenen Konformationsanderungen wird die Translokation
beendet. Moglicherweise zieht SecDF das Praprotein nicht aktiv aus dem SecY-Kanal, sondern
verhindert nur ein Zurilickrutschen (Botte et al., 2016; Tsukazaki et al., 2011). Um die Funktion
von SecDF im Proteinexport abschlieBend zu klaren, werden weitere strukturelle und
funktionelle Analysen bendtigt.

Die Funktion von YajC ist bisher ungeklart. Es ist in E. coli nicht essentiell (Pogliano & Beckwith,
1994b) und ist nicht in allen Prokaryonten vorhanden (Crane & Randall, 2017). Da YajC in
einem 5-10-fachen Uberschuss zu SecDF vorkommt (Pogliano & Beckwith, 1994b), erfiillt es

moglicherweise Aufgaben unabhangig vom Proteinexport (Crane & Randall, 2017).

Neben der Interaktion mit dem Sec-Translokon interagiert SecDFYajC auch mit YidC (Xie et al.,
2006; Nouwen & Driessen, 2002). Diese Interaktion spielt eine Rolle bei der Sec-abhangigen
YidC-Insertion von Membranproteinen (Chen et al., 2005; Nouwen & Driessen, 2002).
SecDFYajC verbindet YidC mit SecY und bildet das sogenannte Holotranslokon (Botte et al.,
2016; Komar et al., 2016; Schulze et al., 2014).

1.1.3 Die YidC-Insertase

Die E. coli-Membraninsertase YidC ist Teil der YidC/Oxa/Alb-Familie und verantwortlich fur die
Insertion von vielen Membranproteinen (Samuelson et al.,, 2000). Kleine ein- oder
zweispannige Membranproteine kann YidC eigenstandig inserieren, mehrspdnnige YidC-
abhangige Membranproteine werden in Kooperation mit der Sec-Translokase in die Membran
integriert (Chen et al., 2002b; Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2017; Samuelson et al.,
2000; Scotti et al., 2000). YidC bindet ungefaltete Substratproteine und unterstitzt ihren
Einbau und ihre Faltung in die innere Membran. Wird YidC depletiert, werden Chaperone wie
DnaK, PpiD und GroEL hochreguliert (Wickstréom et al., 2011). Eingebaut in die Membran wird
YidC (iber das SRP-abhédngige Targeting und in Abhéngigkeit von der Sec-Translokase. Auch
YidC selbst scheint eine Rolle bei seiner eigenen Insertion zu spielen. Fir die Translokation der
grofRen periplasmatischen Domane ist die YidC-Insertion auch von SecA abhangig (Koch et al.,

2002; Urbanus et al., 2002).
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Die Struktur von E. coli YidC

Nach der Identifizierung von YidC als Teil des Membranprotein-Insertionsprozesses
(Samuelson et al., 2000) wurden zahlreiche Studien zu Struktur und Funktion der Insertase
durchgeflihrt. Kumazaki et al. (2014b) |6sten die Kristallstruktur von E. coli-YidC ohne die erste
Transmembrandomane (Abbildung 8) und gaben damit tiefere Einblicke in den Aufbau der

Insertase.

A Membranansicht B periplasmatische Ansicht

P1

CytopTasma

C1

Abbildung 8: E.coli YidC Kristallstruktur (PDB 3WVF; Kumazaki et al., 2014b). (A) Die
Membranansicht der YidC-Struktur zeigt die periplasmatische Domane P1 aus zwei antiparallelen B-
Faltblattern, die Transmembranhelices 2-6 (TM2 orange, TM3 rot, TM4 gelb, TM5 griin, TM6 blau) und
die coiled-coil Struktur der cytoplasmatischen Domane C1. Durch die hydrophoben Reste an TM3 und
5 wirken diese beiden Helices bei der YidC-only Substratinsertion wie eine hydrophobe Rutsche. (A, B,
C) Durch die Liicke dieser beiden Helices 6ffnet sich die hydrophile Tasche in Richtung Lipidbilayer. Die
Tasche ist auRerdem vom Cytoplasma aus zuganglich (C), in Richtung Periplasma ist sie geschlossen

(B).
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E. coli-YidC ist ein sechs-spanniges Membranprotein (Saaf et al., 1998b) der inneren Membran
bestehend aus 548 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 61 kDa (UniProt P25714).
Die ersten beiden TM sind durch die grofl3e periplasmatische P1 Domadne verbunden. Die P1
Domaéne besteht aus einem R-Sandwich mit 18 R-Strdangen (Oliver & Paetzel, 2008) und macht
mehr als die Halfte der GréRe von YidC aus (319 Aminosauren; UniProt P25714). Die Deletion
eines groRen N-terminalen Teils der P1 Domaéne ist nicht letal (Jiang et al., 2003). Co-
Reinigungs-Experimente haben gezeigt, dass die P1 Domane mit SecF in Kontakt steht (Xie et
al., 2006).

Die TM 2-6 sind innerhalb der YidC/Oxa/Alb-Familie stark konserviert (Kiefer & Kuhn, 2018).
Diese flinf Helices sind eng gepackt und bilden eine hydrophile Tasche, die sich in Richtung
Cytoplasma und Membranbilayer offnet. Auf der periplasmatischen Seite ist diese
verschlossen. Im Gegensatz zu SecY bildet YidC also keinen durchgangigen Kanal. Die TM 3 und
TM 5 sind am Rand der hydrophilen Tasche in Richtung Bilayer-Offnung zu finden (Kumazaki
et al., 2014b) und bilden eine hydrophobe Rutsche (Kiefer & Kuhn, 2018), die mit den
Substratproteinen in Kontakt steht (Klenner et al., 2008; Klenner & Kuhn, 2012; Neugebauer
et al., 2012; Yu et al, 2008). Die TM 1 konnte in der E. coli Struktur nicht dargestellt werden.
Es wird daher vermutet, dass diese TM nicht fest mit den anderen Helices interagiert
(Kumazaki et al., 2014b). AuBerdem scheint die erste TM nicht essentiell fiir die Aktivitdt von
E. coli-YidC zu sein (Jiang et al., 2002), stellt aber eine Signalankersequenz fiir die
Membraninsertion von YidC selbst durch die Sec-Translokase dar (Saaf et al., 1998b).

Die cytoplasmatische C1 Domadne zwischen TM 2 und TM 3 zeigt eine flexible coiled-coil
Struktur, die essentiell fir die YidC-Funktion ist (Kumazaki et al., 2014b).

Da YidC keinen verldangerten C-Terminus wie einige der Homologen besitzt, ist die Affinitat zu
nicht-translatierenden Ribosomen gering. Im Gegensatz dazu haben RNCs mit einem YidC-
Substrat eine hohe Bindungsaffinitat zu YidC (Kuhn et al., 2017a). Der positiv-geladene C-
Terminus scheint auch in dieser kiirzeren Version eine Rolle bei der RNC-Bindung zu spielen,

ebenso wie die positiv geladene C2-Domane (Geng et al., 2015).

Die hydrophile Tasche von YidC schiitzt hydrophile Substratbereiche
Die hydrophilen periplasmatischen Bereiche von Substratproteinen miissen Uber die
hydrophobe Membran gebracht werden. Daran wird vermutlich die hydrophile Tasche von

YidC, die zwischen den Helices 2-6 gebildet wird, beteiligt sein (Abbildung 8 und 9). In der
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Mitte der Tasche ist ein konservierter positiv geladener Argininrest (R366) zu finden (Kumazaki
et al., 2014a und b), der in E. coli aber nicht essentiell ist (Chen et al, 2014). Die
Tasche ist in Richtung Cytoplasma und Lipidbilayer durch eine Liicke zwischen TM3 und TM5
geoffnet (Kumazaki et al., 2014b). Es wird angenommen, dass die hydrophile Doméane des
Substratproteins kurzzeitig von der hydrophilen Tasche aufgenommen wird, bevor diese
weiter ins Periplasma transloziert wird (Kiefer & Kuhn, 2018; Abbildung 10B). Nachdem dieser
Bereich der Substratproteine damit etwa die Halfte des Weges Uber die Membran
zurlickgelegt hat, die Tasche aber in Richtung Periplasma geschlossen ist, muss der weitere

Weg durch die Membran auf eine andere Weise erleichtert werden. Zum einen kénnten

‘ \ Konformationsanderungen innerhalb von YidC dazu
beitragen (Imhof et al., 2011; Kedrov et al., 2016).
AuBerdem wird davon ausgegangen, dass YidC die
Dicke des hydrophoben Teils der Membran von 33 A

auf etwa 28 A verringert, wodurch die Distanz,

welche die periplasmatische Domdane durch die

drophobic
slide

Abbildung 9: Die hydrophile Tasche und  wird die Translokation der periplasmatischen
hydrophobe Rutsche von YidC. YidC-
TM3 und 5 bilden eine hydrophobe Domadne energetisch erleichtert (Chen et al., 2017).

Membran zuriicklegen muss, verkiirzt wird. Dadurch

Rutsche(hydrophobicslide, blaue Pfeile), YidC  kann
an denen die TM der Substrate

entlanggleiten koénnen, wahrend die periplasmatischen Domanen eigenstandig
Kavitdat im Inneren der YidC-TM eine
hydrophile  Umgebung  (hydrophilic
groove, siehe griiner Bereich) fir peri-
plasmatische  Substratbereiche dar-
stellen. (Abbildung aus He et al., 2020) limitierend ist (Kiefer & Kuhn, 2018).

nur Proteine mit relativ kleinen

inserieren. Es wird vermutet, dass unter anderem der

beschrankte Platz in der hydrophilen Tasche hierfiir

TM 3 und TM 5 bilden eine hydrophobe Rutsche fiir Substratproteine

Die beiden Membranhelices drei und funf (Abbildung 8-10) interagieren mit YidC-abhangigen
Membranproteinen (Klenner et al., 2008; Klenner & Kuhn, 2012; Neugebauer et al., 2012; Yu
et al, 2008). Zwischen diesen beiden Helices bildet sich eine Liicke (6 A), die moglicherweise
ein Substratprotein zwischen sich klemmen kann (Kumazaki et al., 2014b). Die an den
Kontakten mit dem Substratprotein beteiligten Aminosauren sind hydrophob. Aus diesem

Grund wird davon ausgegangen, dass der hydrophobe Bereich des Substratproteins an diesen
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Resten entlang rutschen kann, die beiden TM 3 und 5 also eine hydrophobe Rutsche fiir

Substrate bilden (Kiefer & Kuhn, 2018; Abbildung 9).

Das Modell der Pf3 coat Insertion (N-out-C-in Topologie) schldgt folgendes vor: Das Substrat

bindet an YidC (Abbildung 10A). Es bildet dabei eine Haarnadel-Struktur, wobei beide Termini

im Cytoplasma bleiben.

AnschlieBend gleitet die

hydrophobe ™ an der

Periplasma

hydrophoben Rutsche, gebildet

o A aus TM 3 und 5, entlang, wahrend
pf‘“ j‘ \?fa
¢ der  N-terminale  hydrophile

Abbildung 10: Modell der Membraninsertion von Pf3 coat Bereich, der die Membran
durch die Insertase YidC. Nach der Bindung des Substrats Pf3

coat an YidC (A) rutscht die transmembrane Pf3 coat-Region ~ Passieren muss, kurzfristig in der
(orange) an den hydrophoben Resten von TM3 (rot) und TM5
(lila) entlang (B). Der N-terminale hydrophile Pf3 coat-Bereich
(blau) wird von der hydrophilen Tasche von YidC TM 3 und 5 aufgenommen wird
aufgenommen und Pf3 coat schlielllich in die Membran

entlassen (C). (Abbildung aus Kiefer & Kuhn, 2018) (Abbildung 10B). Im Anschluss

hydrophilen Tasche zwischen

wird das Substrat in die Membran
inseriert (Abbildung 10C). Dabei wird der TM-Bereich durch hydrophobe Wechselwirkungen
in die Membran entlassen und der hydrophile N-Terminus unter Verwendung der PMF
transloziert (He et al., 2020; Kiefer & Kuhn, 2018; Tsukazaki, 2019). Der Kontakt zwischen YidC
und seinem Substrat dauert von Bindung bis Entlassung in die Membran nur 20 ms (Winterfeld

et al., 2013).

Aufgrund der Position von TM 3 und 5 und der Beteiligung an der Substratbindung kdnnten
bei der SecY/YidC-abhdngigen Membraninsertion diese beiden Helices am SecY/YidC-Kontakt

beteiligt sein und Substrate vom SecY /ateral gate ibernehmen oder an dieses libergeben.

YidC Oligomerisierung

Ob YidC als Monomer oder Dimer aktiv ist, wurde vielfach diskutiert. Boy und Koch (2009)
zeigten, dass YidC Dimere bilden kann. Ob die Dimerisierung eine funktionelle Voraussetzung
ist, blieb offen. Einige strukturelle Studien haben gezeigt, dass YidC als Monomer an
Ribosomen bindet (Kedrov et al., 2013; Seitl et al., 2014; Wickles et al., 2014). Auch die

Kristallstrukturen lassen auf ein Monomer schlieBen (Kumazaki et al., 2014a und b). Spater
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wurde auflerdem gezeigt, dass bei einem YidC-YidC-Fusionsprotein nur eines der beiden
Protomere fiir eine intakte YidC-Aktivitat funktionell sein musste (Spann et al., 2018). Dies

lasst darauf schlieen, dass YidC als Monomer aktiv ist.

Die YidC/Oxa/Alb Familie: YidC-Homologe finden sich in allen Reichen des Lebens

Die Membraninsertasen der YidC/Oxa/Alb-Familie sind in Prokaryonten und Organellen von
Eukaryonten zu finden. Die Mitglieder dieser Protein-Familie zeichnen sich durch eine
gemeinsame Kernregion bestehend aus flinf Helices aus, die den TM 2-6 in E. coli-YidC
entsprechen. Ebenfalls konserviert ist die cytoplasmatische C1-Domane mit ihrer coiled-coil
Struktur. Die TM 1 und die groRe periplasmatische Domane P1, die im bakteriellen YidC der
Gram-negativen zu finden ist, ist bei den anderen Vertretern der Familie in den maturen
Proteinen nicht vorhanden (Funes et al., 2011). In einigen Féllen, wie zum Beispiel B. subtilis
sowie weiteren Bacillus-Spezies, Lactococcus lactis oder Staphylococcus aureus, wird YidC
aber als Praprotein mit einer N-terminalen Signalsequenz synthetisiert. Diese TM wird
allerdings prozessiert und ist im maturen Protein nicht mehr vorhanden (Serrano et al., 2003;
Tjalsma et al., 2003). In E.coli wird die TM1 nicht prozessiert und stellt eine
Signalankersequenz dar (liang et al., 2002; Saaf et al., 1998b). In vielen Gram-positiven
Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten wurden die yidC-Gene dupliziert, wodurch zwei
YidC-Paraloge zu finden sind (Abbildung 11). Jeweils einer dieser Vertreter hat haufig einen
verlangerten C-Terminus, der die Ribosomenbindung unterstiitzt (Funes et al., 2011). E. coli
YidC besitzt diesen verlangerten C-Terminus nicht. Das YidC aus manchen anderen Gram-
negativen Bakterien wie Rhodopirellula baltica und Oceanicaulis alexandrii dagagen schon.
Eine Fusion der C-Termini dieser marinen Bakterien an E. coli YidC zeigt eine Verstarkung der
Bindungsaffinitat fir Ribosomen und kann sogar den Verlust der SRP-Rezeptor-Funktion
ausgleichen (Seitl et al., 2014).

Wird die YidC-Funktion in E. coli depletiert, kann diese sowohl von den beiden Paralogen der
Gram-negativen Bakterien (Dong et al.,, 2008; Saller et al.,, 2009), als auch von den
mitochondrialen (van Bloois et al., 2005 und 2007) und Chloroplasten-Homologen (Benz et al.,
2009; Jiang et al., 2002) komplementiert werden. Man geht daher von teilweise ahnlichen
Funktionen der YidC-Homologen aus. Dies wird auch durch die Beteiligung von YidC (van der

Laan et al., 2004b; Yi et al., 2003), Oxal (Altamura et al., 1996), Alb4 (Benz et al., 2009) und
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beiden Paralogen der Gram-negativen (Saller et al., 2009) an der Insertion und Assemblierung
der F1F, ATP Synthase unterstrichen.

Oxal und Oxa2 (Cox18) sind in der inneren Membran von Mitochondrien zu finden (Funes et
al., 2004b). Urspriinglich wurde Oxal als essentieller Bestandteil fiir die Assemblierung der
Cytochrom-c-Oxidase Cox2 (Oxidase assembly; Oxal) in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
identifiziert (Bonnefoy et al., 1994). Es ist aber auch an der Insertion von vielen weiteren
Zellkern- und mitochondrial kodierten Proteinen beteiligt. Proteine, die im Cytoplasma
synthetisiert werden, werden vor der Insertion durch Oxal tber den TOM/TIM-Komplex in die
Mitochondrien transportiert. Oxa2 (Cox18) ist gemeinsam mit Oxal an der Insertion der
Untereinheit 2 der Cytochrom Oxidase beteiligt (Fiumera et al., 2009; Funes et al., 2011).

In der Thylakoidmembran von Chloroplasten ist AIb3 fir die Insertion von
Lichtsammelkomplexproteinen (LHCP; light-harvesting chlorophyll binding proteins)
verantwortlich (Bellafiore et al., 2002). Blatter von Pflanzen ohne funktionelles Alb3 sind
gelblich-weiR gefarbt, woher auch der Name (Alb = albino) stammt (Sundberg et al., 1997).
Alb4 ist wie oben erwahnt fiir die Assemblierung der ATP Synthase essentiell (Benz et al.,
2009). Ahnlich wie im Fall der Mitochondrien miissen Proteine, deren Synthese im Cytoplasma
stattfindet, vor der Insertion mithilfe des TOC/TIC-Komplexes liber die beiden Membranen in
das Innere der Chloroplasten transportiert werden.

Im Modell-Organismus der Gram-positiven, B. subtilis, ist YidCl essentiell fir die
Sporenbildung und wird auch SpolllJ genannt (Errington et al., 1992; Murakami et al., 2002).
Das zweite Homolog, YidC2 (YqjG), wird dann synthetisiert, wenn Spolll) ausgelastet ist, was
auf eine teilweise (iberlappende Funktion der beiden Paraloge schlieBen ldsst (Chiba et al.,
2009). Gestutzt wird dies durch die Tatsache, dass nur eines der beiden Paraloge fiir das

Zellwachstum notig ist (Murakami et al., 2002; Tjalsma et al., 2003).

Bis zur Identifizierung von Get1l (Golgi to ER traffic protein 1) im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) war auBerhalb der endosymbiontischen Organellen lange Zeit kein YidC-dhnliches Protein
bekannt. Das Get-System inseriert tail-anchored Membranproteine, also Proteine mit einer C-
terminalen TM und einer cytoplasmatischen Domédne am N-Terminus (Anghel et al., 2017; F.
Wang et al., 2014; Zalisko et al., 2017). Zwar ist die Sequenzdhnlichkeit mit YidC sehr gering,

Strukturvorhersagen deuten aber darauf hin, dass Get1 drei Transmembranhelices, die eine

28



EINLEITUNG

hydrophile Substrat-bindende Tasche bilden, sowie eine cytoplasmatische coiled-coil Domane

besitzt (Anghel et al., 2017).

Oxal

b{\q’o — - -
¢ R
e o
N— —_— L

[ 0Oxa2 (Cox18)

(

Abbildung 11: Die YidC/Oxa/Alb-Familie. Das YidC Gram-negativer Bakterien besitzt als einziges
Homolog der Familie auch im maturen Protein eine zusatzliche N-terminale TM und eine groRe
periplasmatische Domdane zwischen TM1 und 2. Gram-positive Bakterien, Mitochondrien und
Chloroplasten verfiigen liber jeweils zwei YidC-Homologe mit finf TM im maturen Protein. In den
meisten Fallen besitzt eines der beiden Paraloge einen verlangerten C-Terminus. YidC2 aus
beispielsweise B. subtilis weist diesen aber nicht auf, Streptococcus mutans und viele andere Gram-
positive Bakterien wie hier dargestellt dagegen schon (Funes et al., 2011). Mit DUF106 ist eine YidC-
ahnliche Insertase bestehend aus nur drei TM auch in Archaeen vorhanden (Borowska et al., 2015).
(Abbildung nach Funes et al., 2011)

Inzwischen wurden auch in der dritten Doméane des Lebens, den Archaeen, YidC/Oxa/Alb-
dhnliche Insertasen in der inneren Membran gefunden (Borowska et al., 2015; Kuhn & Kiefer,
2017). Die Sequenz-Ubereinstimmung der als DUF106 (Domain of Unknown Function 106)
bezeichneten Proteine mit den YidC/Oxa/Alb-Mitgliedern ist mit 10-15 % eher gering. Es
werden zwar ebenfalls eine coiled-coil-Struktur der Cl-Doméane, aber nur drei bis vier

Transmembrandomanen vorhergesagt. Die Kristallstruktur des Methanocaldococcus
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jannaschii DUF106-Vertreters Mj0480 deckt die strukturellen Gemeinsamkeiten auf. Die drei
Transmembranhelices von Mj0480 bilden &hnlich wie E.coli und B. subtilis YidC eine
hydrophile Tasche. Das Archaeen-Homolog scheint damit eine minimalistische Version der
Vertreter der YidC/Oxa/Alb-Familie zu sein (Abbildung 11). Trotzdem kann DUF106 aus
verschiedenen Archaeen E. coli-YidC und S. cerevisiae-Oxal nicht komplementieren

(Borowska et al., 2015).

Die grol3e Verbreitung von YidC-Homologen Uber alle drei Reiche des Lebens unterstreicht die
Wichtigkeit dieses Systems und weist auf einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung hin. Die
Ahnlichkeiten und Unterschiede zeigen, wie sich die Homologen wihrend der Evolution

verandert haben kénnten und verschiedene Eigenschaften dazukamen oder verloren gingen.

1.1.4 Insertion und Translokation von Sec- und YidC-abhangigen Substraten

Membranproteine kdnnen die Membran einmal, zweimal oder mehrfach durchspannen und
ihren N- und C-Terminus auf der periplasmatischen oder cytoplasmatischen Seite der
Membran lokalisiert haben. Einspdannige Membranproteine werden in drei Klassen eingeteilt.
Typ-1-Proteine zeigen eine N-out-C-in Topologie. Manche davon werden mit einer
Signalsequenz synthetisiert, die nach der Insertion entfernt wird. Typ-2- und Typ-3-Proteine
haben dagegen ihren N-Terminus im Cytoplasma und den C-Terminus im Periplasma. Sie
unterscheiden sich darin, dass Typ-3-Proteine ihre TM am C-Terminus und damit eine langere
N-terminale Domane im Cytoplasma besitzen. Typ-3-Proteine werden auch als C-tail-anchored
Proteine bezeichnet (Kuhn et al., 2017a).

Doch wodurch wird bestimmt, wie genau ein Substratprotein in die Membran eingebaut wird?
Geladene Reste, die an die TM angrenzen, spielen bei der Orientierung der Membranproteine
eine wichtige Rolle, vor allem bei den YidC-abhangigen. Bei einspannigen Membranproteinen
gilt die positive inside rule. Ist der Aminoterminus positiv geladen, bleibt dieser im Cytoplasma,
wahrend der C-Terminus in das Periplasma transloziert wird, und umgekehrt (Kiefer et al.,
1997; von Heijne, 1986). Durch Vertauschen der Ladungen an N- und C-Terminus werden die
Proteine in der jeweils anderen Orientierung inseriert, was fiir Pf3 coat gezeigt wurde (Kiefer
et al., 1997). Bei mehrspannigen Proteinen ist die Ladung ebenfalls malRgebend, wobei
vermutlich die als erstes inserierte TM die Orientierung bestimmt. Die Orientierung der

folgenden TM ergibt sich (Boyd & Beckwith, 1989; Hartmann et al., 1989; vonHeijne, 1989).
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Fiir die Translokation von negativ geladenen Resten in periplasmatischen Regionen wird
h&ufig das elektrochemische Membranpotential benotigt (Andersson & von Heijne, 1994; Cao
et al., 1995). Durch die positive Ladung auf der periplasmatischen Seite der Membran ist die
fiir die Translokation der negativen Reste notwendige Aktivierungsenergie herabgesetzt. Die
Stimulation der Translokation durch das Membranpotential wurde zum Beispiel fiir die
negativ geladene periplasmatische Domane des YidC-abhdngigen Substrats M13 procoat
gezeigt (Schuenemann et al., 1999a). Die positive inside rule kann aber nicht mit dem
Membranpotential erklart werden, wie urspriinglich vermutet wurde (Andersson & von
Heijne, 1994). Azidophile Bakterien besitzen ein umgekehrtes Membranpotential, die
Membraninnenseite ist also positiv geladen (Cox et al., 1979; Matin et al., 1982; Michels &
Bakker, 1985). Trotzdem gilt auch hier die positive inside rule (van de Vossenberg et al., 1998).
Warum genau positive Reste in den cytoplasmatischen Regionen haufiger vorkommen als in
den periplasmatischen, ist noch nicht komplett geklart. Moglicherweise kdnnten unter
anderem anionische Lipide, die die positiven Reste auf der cytoplasmatischen Membranseite
festhalten, zur positive inside Topologie beitragen (van Klompenburg, 1997). Fiir M13 procoat
konnte gezeigt werden, dass die Bindung der positiven Reste im N-Terminus an die negativ

geladenen Phospholipide fiir die Insertion erforderlich sind (Gallusser & Kuhn, 1990).

Die verschiedenen Substrate gelangen liber unterschiedliche Wege in die Membran. Manche
Membranproteine kdnnen unabhangig von Insertasen in die Membran integrieren. Hierzu
gehoren das Kalium Sensorprotein KdpD (Facey & Kuhn, 2003) und der Kaliumtransporter
KcsA (Altrichter et al., 2017; van Dalen et al., 2002). Aber auch in diesen Fallen wird davon
ausgegangen, dass Insertasen genutzt werden, wenn sie zur Verfligung stehen (Kuhn et al.,
2017a). Fur Pf3 coat (Ernst et al., 2011) und M13 procoat (Soman et al., 2014) konnte gezeigt
werden, dass durch Erhéhung der Hydrophobizitdt der TM ebenfalls eine SecY- und YidC-
unabhangige Insertion moglich ist. Sehr hydrophobe Transmembrandomanen kdnnen
spontan und unabhédngig von Insertasen in die Membran integrieren, da dieser Prozess
energetisch giinstig ist (Soman et al., 2014). Die TM der meisten Membranproteine sind dafir
aber nicht hydrophob genug, zudem miissen hydrophile Bereiche lber die Membran ins
Periplasma gelangen. Diese Proteine bendtigen Insertasen. Moderat hydrophobe TM fiihren
deshalb zu einer YidC-Abhangigkeit (Ernst et al., 2011; Price & Driessen, 2010; Zhu et al.,

2013a). Die fur die Translokation notwendige Aktivierungsenergie wird durch den Beitrag der
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hydrophoben Interaktion heruntergesetzt (Zhu et al.,, 2013a). Durch Hinzufiigen von
geladenen Resten zur translozierten Region und damit der Erhohung der Polaritat kann ein
YidC-only-Substrat abhdngig von der Sec-Translokase werden und umgekehrt (Neugebauer et
al., 2012; Soman et al., 2014; Stiegler et al., 2011; von Heijne, 1989; Zhu et al., 2013a). Die
Erh6hung der Polaritat der periplasmatischen Domadne erhoht die energetische Barriere, die
bei der Translokation dieser Region Uber die hydrophobe Membran iberwunden werden
muss. Vermutlich kommt deshalb SecY ins Spiel (Soman et al., 2014). Ob ein Substrat Sec- oder
YidC-abhéangig ist, hangt aber letztendlich von einigen weiteren Faktoren ab. Dazu gehoren die
Anzahl seiner TM, deren Hydrophobizitdt, die GroRe der translozierten Bereiche und die

Ladung in den verschiedenen Segmenten.

Sec-abhdingige Insertion und Translokation

Wie oben beschrieben kann das Sec-Translokon unabhéangig von YidC Membranproteine meist
cotranslational an SRP gebundene Substratproteine in die Cytoplasmamembran inserieren
oder sekretorische Proteine meist posttranslational Gber den SecB/A-Weg translozieren
(Abbildung 12A). Die Energie hierfiir kann aus unterschiedlichen Quellen stammen. Die
ATPase-Aktivitdt von SecA (Karamanou et al., 1999; Lill et al., 1989), die PMF (Knyazev et al.,
2018) und das Fortschreiten der Translation am Ribosom bzw. die GTP-Hydrolyse zur Initiation
der cotranslationalen Insertion (Knyazev et al., 2018) spielen dabei je nach Substrat eine Rolle.
In dieser Arbeit wurde mit dem Substrat proPhoA als Sec-abhangiges sekretorisches Protein

gearbeitet.

Die Alkalische Phosphatase PhoA

Die Alkalische Phosphatase PhoA ist ein periplasmatisches Enzym. Die Translokation ihres
Praproteins proPhoA erfolgt in Abhangigkeit von SecYEG und SecA (Chatzi et al., 2017;
Gouridis et al., 2009; Zhang et al., 2013). Die 21 N-terminalen Aminosauren des Praproteins
dienen als Signalpeptid, ab Aminosaure 22 (GrofRe proPhoA: 471 Aminosauren) beginnt das
mature PhoA (UniProtKB-P00634). In dieser Arbeit wurde mit einer verkirzten Variante von
proPhoA als Modell-Protein fiir die Sec-abhdngige Translokation gearbeitet. Nach den
Aminosauren 1-221 (ACys) folgt ein Cystein und ein 6-facher His-Tag. Diese verkiirzte Version
ist unabhangig von SecA und kann damit auch in Abwesenheit von SecA transloziert werden
(unveroffentlichte Daten von Isabel Ernst, Arbeitsgruppe A. Kuhn, Universitdt Hohenheim;
Gouridis et al., 2010). Das Molekulargewicht dieser proPhoA-Variante betragt 24 kDa.
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YidC-abhdéingige Insertion

Ein- und zweispannige Membranproteine konnen von YidC eigenstandig inseriert werden
(Abbildung 12B; Dalbey et al., 2014). GroRe periplasmatische Doméanen (iber etwa 80-
100 Aminosauren kann YidC nicht selbststdandig translozieren (Kuhn, 1988; Wickstrom et al.,
2011). YidC besitzt keine Energie-liefernde Domane und nutzt vermutlich hydrophobe
Wechselwirkungen, um die Membraninsertion energetisch zu begiinstigen (Dalbey et al.,
2014). Bei der Insertion hydrophober TM in die Membran kann Energie freiwerden, die dann
zur Translokation von hydrophilen Segmenten verwendet werden kann (Soman et al., 2014).
Reicht die Energie nicht aus, kommt SecY ins Spiel (Kiefer & Kuhn, 2018). Wie oben
beschrieben kdnnen die hydrophoben Bereiche eines Substrats an den hydrophoben Resten
von YidC-TM3 und 5 entlanggleiten, wahrend periplasmatische Bereiche kurzfristig in der

hydrophilen Tasche aufgenommen werden.

Abbildung 12: Insertion und Translokation von SecY- und YidC-abhangigen Substraten. (A) SecYEG
(gran) kann sekretorische Proteine translozieren und Membranproteine in die innere Membran
inserieren. (B) Kleinere ein- und zweispannige Membranproteine kdnnen auch Sec-unabhangig von
YidC (blau) inseriert werden. (C) Die YidC-abhangige Insertion von mehrspannigen Membranproteinen
oder Membranproteinen mit grofSen periplasmatischen Domanen erfolgt in Kooperation mit SecYEG.
Wie genau SecY und YidC interagieren und kooperieren, ist noch nicht vollstdndig geklart. (Zur
Vereinfachung wurden weitere Komponenten des Insertions- und Translokationsprozesses in der
Abbildung nicht gezeigt.)

Zu den Substraten, die tUber den YidC-only Insertionsweg in die Membran gelangen, zdhlen
unter anderem die Untereinheit c der ATP Synthase (van der Laan et al., 2004b; Yi et al., 2003),
die Hillproteine der Phagen Pf3 und M13, Pf3 coat (Chen et al., 2002a; Serek et al., 2004) und
M13 procoat (Samuelson et al., 2000; Stiegler et al., 2011), und der mechanosensitive Kanal
MscL (Facey et al., 2007; Neugebauer et al., 2012). SciP (TssL) als C-tail-anchored Protein

gehort ebenfalls zu den YidC-only Substraten (Aschtgen et al., 2012; Pross et al., 2016).

33



EINLEITUNG

Das Hullprotein des Bakteriophagen Pf3: Pf3 coat protein

Das Hiillprotein des filamentdsen Bakteriophagen Pf3 (Pf3 coat protein, Major coat protein,
Gene 8 protein, g8p) wird vor der Assemblierung in die Phagenhille ohne Signalsequenz
synthetisiert und in die innere Membran von Pseudomonas aeruginosa inseriert (Luiten et al.,
1983). Pf3 coat kann auRerdem rekombinant in E. coli exprimiert werden, wo es ebenfalls in
die innere Membran eingebaut wird. Die Insertion ist unabhangig von der Sec-Translokase,
benotigt aber YidC (Chen et al., 2002a; Ernst et al., 2011; Rohrer & Kuhn, 1990; Serek et al.,
2004). Das Protein ist 44 Aminosauren lang und besitzt ein Molekulargewicht von 4,63 kDa
(Luiten etal., 1983). Es durchspannt die Membran einmal mit einer N-out-C-in Topologie (Ernst
et al., 2011; Kuhn et al., 2017a; Welsh et al., 1998). In dieser Arbeit wurde es als Beispiel-

Substrat fur eine YidC-abhdngige Insertion eingesetzt.

Kooperation von YidC und der Sec-Translokase

In Kooperation mit dem Sec-Translokon ist YidC auch bei der Insertion von mehrspannigen
Membranproteinen mit groReren periplasmatischen Domanen beteiligt (Abbildung 12C).
Sachelaru et al. (2013) konnten Interaktionen zwischen YidC und dem SecY lateral gate zeigen.
Man geht davon aus, dass YidC die TM der Substrate am lateral gate von SecY entgegennimmt
und ihre Entlassung in die Membran erleichtert. Die Interaktion von SecY und YidC scheint von
SecDFYajC unterstiitzt zu werden (Nouwen & Driessen, 2002; Xie et al., 2006), aber nicht
davon abhéangig zu sein (Sachelaru et al., 2013). Der Komplex aus den sieben Untereinheiten
SecYEG/YidC/SecDFYajC, dem eine hohere Insertionseffizienz zugeschrieben wird als SecYEG
und YidC allein, wird als Holotranslokon bezeichnet (Komar et al., 2016; Schulze et al., 2014).
In einer Struktur des Holotranslokons mit geringer Auflosung (14 A) von Botte et al. (2016)
zeigt sich, dass sich YidC in der Nahe des lateral gates befindet. Aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl an SecY (200-1300, je nach Quelle; Crane & Randall, 2017) und YidC
(2500-3000; Urbanus et al., 2002) und der deutlich geringeren Anzahl an SecDFYajC (Crane &
Randall, 2017) pro Zelle kann es nur einige wenige Holotranslokons geben. Die Komponenten
befinden sich vermutlich in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen dem Holotranslokon
und anderen Zusammensetzungen in der Membran (Kuhn et al., 2017a).

Zu den Sec/YidC-abhangigen Substraten gehoren unter anderem die Untereinheit a der FiF,
ATP Synthase (Kol et al., 2009; Yi et al., 2003), CyoA (van Bloois et al., 2006; van der Laan et

al., 2003), eine Untereinheit der Cytochrom o Oxidase, die Laktose-Permease LacY (Nagamori
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et al., 2004), MalF (Wagner et al., 2008a), eine Komponente des Maltosetransportkomplexes,
und TatC (Zhu et al., 2012), eine Untereinheit der Twin Arginin Translokase. Bei manchen
SecY/YidC-Substraten lauft die Insertion des gesamten Membranproteins abhangig von SecY
und YidC ab. Bei anderen Substraten wie zum Beispiel CyoA ist dies nicht der Fall. CyoA ist ein
zweispanniges Membranprotein, welches als preCyoA mit einer weiteren N-terminalen TM als
Signalsequenz synthetisiert und inseriert wird. Die Insertion der N-terminalen Signalsequenz
und der ersten TM sind nur abhdngig von YidC, die Insertion der zweiten TM und die
Translokation der groRen periplasmatischen Domane sind dagegen SecY-abhangig (Celebi et
al., 2006; van Bloois et al., 2006). Neben der Insertion selbst kann auch die korrekte Faltung
und Assemblierung der inserierten Proteine zu den Chaperon-Aufgaben von YidC gehoren. Im
Falle von MalF (Wagner et al., 2008a) und LacY (Nagamori et al., 2004; Serdiuk et al., 2016,
2017 und 2019; Zhu et al.,2013b) ist die Insertion abhangig von SecY, nicht aber von YidC.
Trotzdem sind diese Substrate auch abhangig von YidC, das fur die Faltung der Proteine
verantwortlich ist. Im Falle von LacY konnte liberraschenderweise gezeigt werden, dass in vitro
YidC allein fur die Insertion und Faltung ausreicht, in Anwesenheit von SecYEG dieses aber die
Fihrung tGbernimmt und YidC dann vermutlich wieder nur noch an der Faltung beteiligt ist
(Serdiuk et al., 2019).

Die Frage, wie genau SecY und YidC interagieren und zusammenarbeiten, ist noch nicht

vollstandig geklart und das Thema dieser Arbeit.

1.2 Disulfid-Cross-Linking von Proteinen

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen, in dieser Arbeit zwischen dem SecY /ateral
gate und YidC, werden in vivo Cross-Links durchgefiihrt. Beim Protein-Cross-Linking wird durch
einen chemischen Vorgang, zum Beispiel eine Oxidation von zwei Thiolgruppen (-SH), eine
kovalente Bindung zwischen den Proteinen ausgebildet. Die Proteine werden also
quervernetzt (Cross-Link). Hierfir werden Einzelcystein-Mutanten von SecY und YidC
generiert, die ein Cystein an einer moglichen Interaktionsposition tragen. Mithilfe eines
Oxidationsmittels, zum Beispiel DTNB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure); Ellmans Reagenz),
kdnnen Disulfidbricken zwischen diesen Cystein-Positionen gebildet und die beiden Proteine
miteinander vernetzt werden (Abbildung 13). Der Cross-Link findet nur statt, wenn die beiden

Cysteine in unmittelbarer Ndhe (4-7 A) zueinander stehen. Findet keine Interaktion statt, wird
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kein Cross-Link gebildet. Zur Kontrolle kann ein gebildetes Cross-Link-Produkt mithilfe von DTT
wieder reduziert werden. Durch die Vernetzung der Proteine verdndert sich deren
Laufverhalten im SDS-Gel. So kann der Cross-Link und damit die Interaktion Ulber eine
zusatzliche Bande im SDS-Acrylamid-Gel nachgewiesen werden. Spann et al. (2018) haben so
zum Beispiel Interaktionen zwischen YidC und M13 procoat nachgewiesen. Disulfid-Cross-

Linking kann sowohl in vivo als auch in vitro durchgefihrt werden.

SH HS o} @;02 S Protein 2 jNoz /@:02
/ g S OH ~
o " wo M:@ R — Proteinl S s O s on
ON 0 0 0

Protein1l Protein 2

Proteine DTNB vernetzte Proteine reduziertes
reduziert (freie Thiole) oxidiert (Disulfid) DTNB

Abbildung 13: Oxidation von zwei Proteinen mittels DTNB. Mithilfe des Oxidationsmittels DTNB
kénnen die Thiolgruppen der Cysteine von Proteinen oxidiert werden, wodurch eine kovalente
Disulfidbriicke gebildet wird. DTNB selbst wird bei dieser Reaktion reduziert.

Um auf dem Gel nur das Ziel-Protein Uber eine radioaktive Markierung zu detektieren, wird
eine Immunprazipitation durchgefiihrt. Das Ziel-Protein wird von einem spezifischen
Antikorper erkannt und der Protein-Antikorper-Komplex mit Staph A prazipitiert. Bei Staph A
handelt es sich um abgetotete Staphylococcus aureus Zellen, die Protein A-positiv sind. Das
Protein A an der Zellwand von S. aureus bindet die Fc-Region des Antikorpers (Goding, 1978).
Der Komplex aus Zielprotein mit gebundenem Antikorper und Staph A ldsst sich durch
Zentrifugation vom Uberstand, der die restlichen vom Antikérper nicht erkannten Proteine

enthalt, abtrennen.

1.3 Fluoreszenz und FRET

1.3.1 Fluoreszenz

Als Fluoreszenz wird die kurzzeitige spontane Lichtemission bezeichnet, die beim Ubergang
eines elektronisch angeregten Systems zuriick in seinen Grundzustand niedrigerer Energie
auftritt. Zur Anregung muss hierbei Licht einer bestimmten Wellenldnge
(Anregungswellenldange) auf ein Molekil treffen, wobei Photonen absorbiert werden und
Elektronen des Molekiils in ein energetisch hoheres Orbital angehoben (angeregt) werden.

Diese Elektronen fallen dann rasch auf ihr urspriingliches Energieniveau zuriick. Dabei wird
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die Differenz an Energie zwischen den beiden Zustanden frei. Diese wird in Form von Warme

und Fluoreszenz (Photonen) abgegeben.

Die Elektroneniibergédnge lassen sich mithilfe des Jablonski-Diagramms (Abbildung 14), einem

Energie-Diagramm, darstellen. Durch die Absorption eines Anregungsphotons (hv) wird ein

Elektron aus seinem Grundzustand S in einen angeregten Zustand S; angehoben (Abbildung

Angeregter S
Zustand

Energie
Absorption
Fluoreszenz

>
<

hv

Grund- y
zustand 0

Abbildung 14: Vereinfachtes Jablénski-Diagramm. Durch
die Absorption eines Anregungsphotons (hv) wird ein
Elektron aus seinem Grundzustand Sp in einen angeregten
Zustand S; angehoben (blau). Da dieser Zustand
energetisch unginstig und damit nicht stabil ist, kommt es
zu einem strahlungslosen Ubergang von héher angeregten
Schwingungszustanden des S;-Niveaus in den S;-
Schwingungsgrundzustand. Die dabei freigewordene
Energie wird in Form von Warme abgegeben und als
Schwingungsrelaxation bezeichnet (ocker). Der Ubergang
vom S;-Schwingungsgrundzustand zu hoher angeregten
Schwingungszustanden des Se-Niveaus erfolgt durch
Fluoreszenz (griin). Der Ubergang von den hoher
angeregten Schwingungszustanden des Se-Niveaus zum
So-Schwingungsgrundzustand erfolgt wieder strahlungs-
frei durch Relaxation (ocker).

14, blau). Dieser angeregte Zustand
ist energetisch unglinstig und damit
nicht stabil, weshalb ein
strahlungsloser Ubergang von héher
angeregten Schwingungszustanden

des  Si-Niveaus in den  S;i-

Schwingungsgrundzustand  erfolgt.
Die freigewordene Energie wird in
Form von Warme abgegeben und als
Schwingungsenergie oder
Schwingungsrelaxation  bezeichnet
(Abbildung 14, ocker). Der Ubergang
vom Si-Schwingungsgrundzustand zu
hoher angeregten Schwingungs-
zustinden des So-Niveaus erfolgt
durch die Emission von Photonen,
also Fluoreszenz (Abbildung 14,
griin). Der Ubergang von den héher
angeregten Schwingungszustanden

des So-Niveaus zum So-
erfolgt

durch

Schwingungsgrundzustand
wieder strahlungsfrei

Relaxation (Hochreiter et al., 2015).

Dadurch, dass nur ein Teil der Energie als Licht abgegeben wird, ist das emittierte

Fluoreszenzlicht energiedrmer, also langwelliger, als das Anregungslicht. Die Differenz
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zwischen der Anregungs- und der Fluoreszenzwellenlange wird als Stokes-Differenz (*Stokes-

Shift’) bezeichnet und liegt bei 20-50 nm (Hochreiter et al., 2015; Wannas et al., 2019).

Durch die Wechselwirkung mit zum Beispiel Kaliumiodid (KI) kann die Fluoreszenz gequencht,
das heiRt geléscht, werden. Dabei wird Energie auf den Quencher libertragen, ohne dass Licht
emittiert wird. Die Fluoreszenz wird also geldscht. Dies kann sich zu Nutze gemacht werden,
um zum Beispiel die Zuganglichkeit eines Fluorophors zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde

auf diese Weise getestet, ob Substrate in Proteoliposomen inseriert bzw. transloziert wurden.

1.3.2 FRET: Forster-Resonanzenergietransfer zur Untersuchung von

SecY/YidC-Interaktionen

Die Methode der FRET-Messungen (Forster- oder Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer)
macht sich den physikalischen Prozess der Energielibertragung von einem Farbstoff auf einen
anderen zu Nutze. Der Effekt wurde 1946 von Theodor Forster beschrieben (Férster, 1946 und
1948). Hierbei wird ein sogenannter Donor-Fluoreszenzfarbstoff angeregt. Die Energie des
Donors wird unter bestimmten Voraussetzungen nicht nur als Fluoreszenz wie oben
beschrieben frei, sondern durch dipolare Wechselwirkungen teilweise auf einen sogenannten
Akzeptor-Fluoreszenzfarbstoff strahlungsfrei libertragen (Hochreiter et al., 2015). Forster
geht davon aus, dass sich die Fluorophore wie schwingende elektrische Dipole verhalten, die
in Resonanz treten und Energie von einem auf den anderen Gbertragen konnen (Forster, 1946

und 1948).

In Abbildung 15 ist diese Energielibertragung im Jablonski-Diagramm dargestellt. Der
Ubergang vom Si-Schwingungsgrundzustand zu héher angeregten Schwingungszustanden des
So-Zustands des Donor-Farbstoffs erfolgt anders als in Abbildung 14 beschrieben nicht nur
durch messbare Fluoreszenz (Abbildung 15, griin). Ein Teil der Energie wird strahlungsfrei auf
den Akzeptor-Farbstoff Gbertragen (FRET, Abbildung 15, grau). Dadurch wird der Akzeptor-
Farbstoff angeregt. Entsprechend den energetischen Ubergéngen beim Donor-Farbstoff fillt
auch das Elektron des Akzeptor-Farbstoffs auf energetisch giinstigere Niveaus zuriick. Ein Teil
der Energie wird dabei als Fluoreszenz (Abbildung 15, rot) frei (Hochreiter et al., 2015). Durch
die Energielibertragung sinkt das Fluoreszenzsignal des Donor-Farbstoffs, das des Akzeptors
steigt an.
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Abbildung 15: Jablénski-Diagramm mit strahlungsfreiem Energietransfer (FRET). Durch die
Absorption eines Anregungsphotons (hv) wird ein Elektron des Donor-Farbstoffs aus seinem
Grundzustand So in einen angeregten Zustand S; angehoben (blau). Der Ubergang vom Si-
Schwingungsgrundzustand zu héher angeregten Schwingungszustanden des So-Niveaus erfolgt durch
Fluoreszenz (griin). Anders als in Abbildung 14 wird aber nur ein Teil der Fluoreszenz als messbare
Strahlung abgegeben. Der andere Teil der Energie wird strahlungsfrei auf den Akzeptor-Farbstoff
Ubertragen (FRET, grau), der angeregt wird. Auch in diesem Fall ist der angeregte Zustand energetisch
ungiinstig und das Elektron fallt durch Relaxation (ocker) und Fluoreszenz (rot) in seinen So-
Schwingungsgrundzustand zurick.

Fiir den Energietransfer gibt es drei Voraussetzungen, die erfiillt sein missen, damit dieser

stattfindet:

1. Uberlappung der Emissions- und Absorptionsspektren

Die Voraussetzung fiir den Energietransfer ist zum einen, dass das Spektrum der Donor-
Emission mit dem Spektrum der Akzeptor-Absorption Uberlappt (Abbildung 16A, 17C). Das
heit, die Wellenlange der Donor-Fluoreszenz muss mit der Wellenldange tUbereinstimmen, bei
der der Akzeptor angeregt wird (Bajar et al., 2016; Hochreiter et al., 2015). Der Donor ist
immer kurzwelliger (high-energy fluorophore) als der Akzeptor (lower-energy fluorophore)
(Hohlbein et al., 2014). In dieser Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe ATTO520 (Donor),
der sein Absorptionsmaximum bei 516 nm und sein Fluoreszenzmaximum bei 538 nm hat
(Abbildung 17A), und ATTO647N (Akzeptor), welcher bei 644 nm maximal absorbiert und bei
669 nm sein Fluoreszenzmaximum zeigt (Abbildung 17B), als FRET-Paar verwendet (ATTO-TEC,
2009).
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Abbildung 16: Bedingungen fiir FRET. Die

Voraussetzungen flir einen strahlungsfreien
Energietransfer von einem Donor-Fluorophor auf
ein Akzeptor-Fluorophor sind (A) die Uberlappung
(grau) des Donor-Emissionsspektrums (Em, griin)
mit dem Akzeptor-Absorptionsspektrum (Ex, gelb),
(B) die Orientierung der Dipolmomente und (C) die
unmittelbare Ndahe der FRET-Partner.

2. Orientierung der Dipolmomente

Die Vektoren der Schwingungsebenen der
Dipole  missen parallel  zueinander
orientiert sein, um Energie von einem auf
den anderen (bertragen zu koénnen
(Abbildung 16B). Bei einer orthogonalen
Anordnung findet kein Energietransfer

statt (Forster, 1946 und 1948).

3. Abstandsabhdingigkeit

Die  Energietransferrate ist zudem
besonders vom Abstand r zwischen den
beiden Fluorophoren abhangig. Die
Abhéangigkeit des Abstands geht mit der
sechsten Potenz in die Berechnung der
Effizienz des Energietransfers ein. FRET ist
also nur effizient, wenn sich Donor und
Akzeptor in unmittelbarer Nahe
zueinander befinden (Bajar et al., 2016;
Forster, 1948; Hochreiter et al., 2015). Bei
den typischen FRET-Farbstoffen wird die
FRET-Effizienz bei einem Abstand uber

10 nm unbedeutend klein (Abbildung 16C).

Der Abstand, bei dem die FRET-Effizienz 50 % betragt, also die Energietransferrate genauso

grof’ ist wie die Donor-Fluoreszenzrate, wird Forster-Radius Ro genannt (Hochreiter et al.,

2015). Bei dem hier verwendeten FRET- Farbstoffpaar ATTO520/ATTO647N betragt der

Forster-Radius Ro = 53 A/5,3 nm (ATTO-TEC, 2009). Durch diese Abstandsabhingigkeit kann

FRET als optischer Abstandsmesser in den Dimensionen von biologischen Makromolekiilen

genutzt werden. Das Auflosungsvermogen liegt dabei deutlich unterhalb konventioneller

optischer Methoden wie der Mikroskopie. Die Eigenschaft der Abstandsabhangigkeit wurde

sich in dieser Arbeit zu Nutze gemacht, um Interaktionen von SecY und YidC in vitro zu

untersuchen.
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Abbildung 17: Absorptions- und Fluoreszenzspektren des verwendeten FRET-Paares
ATTO520/ATTO647N (ATTO-TEC, 2009). Die Absorptionsspektren von ATTO520 (A) und ATTO647N (B)
sind blau dargestellt, die Fluoreszenzspektren rot. (C) Das Fluoreszenzspektrum des Donors ATTO520
(rot) Uberlappt mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors ATTO647N (blau).
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1.4 Ziele der Arbeit

Der Transport von Proteinen in und tber die Cytoplasmamembran ist ein essentieller Prozess
in allen Zellen. Zu verstehen, wie der molekulare Mechanismus des Proteintransports
funktioniert und wie die einzelnen Komponenten miteinander interagieren, ist von zentraler
Bedeutung in der Membranbiochemie. Ein GroRteil der Proteine der inneren Membran
gelangen Uber die Sec-Translokase und die YidC-Insertase in die Membran. SecY sowie YidC
konnen unabhédngig voneinander oder in Zusammenarbeit miteinander agieren. Es wird
vermutet, dass hierflr das lateral gate von SecY mit der hydrophoben Rutsche von YidC in
Kontakt steht. Viele strukturelle Details des Insertionsprozesses sind bereits bekannt. Wie die

Kooperation von SecY und YidC genau ablduft, ist noch nicht geklart.

Ein Ziel dieser Arbeit war, Kontaktstellen zwischen dem SecY lateral gate und der
hydrophoben Rutsche von YidC in vivo zu bestimmen. Daher wurden Einzelcystein-Mutanten
an moglichen Interaktionspositionen generiert und diese Uber Disulfid-Cross-Linking

untersucht.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Kooperation zwischen SecY und YidC,
allerdings wurden die Proteine hier in vitro Gber FRET-Messungen genauer betrachtet. Unter
anderem wurden die Affinitat und die Stéchiometrie der SecY/YidC-Interaktion in Detergens
sowie in Proteoliposomen lber FRET-Analysen bestimmt. Um die Kontaktstellen an der
hydrophoben Rutsche von YidC genauer zu analysieren, wurden Messungen mit einer
Fiinffach-Serinmutante von  YidC (YidC5S), die Serin-Substitutionen in den
Transmembrandomanen 3-5 aufweist, im Vergleich zum Wildtyp durchgefiihrt.

Um sicherzustellen, dass SecY und YidC in vitro in der richtigen Stéchiometrie, in unmittelbarer
Nahe und der richtigen Orientierung zueinander vorlagen, wurde ein Fusionsprotein kloniert
und ebenfalls in Fluoreszenz-Experimenten eingesetzt. Mit diesem Fusionsprotein wurden
aullerdem die Insertion und Faltung der Laktose-Permease in Proteoliposomen analysiert.
Dies wurde mit der Einzel-Molekiil-Kraftspektroskopie von einer Arbeitsgruppe der ETH Ziirich
in einer Zusammenarbeit mit unserem Institut durchgefiihrt. In zukiinftigen Experimenten
kann daher der molekulare Mechanismus der SecYEG/YidC vermittelten Membraninsertion an

einem rekonstituierten System genauer studiert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Kulturmedien und Zusatze

2.1.1 LB-Medium (Luria Bertani)

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,5 eingestellt. Sollen LB-Agar-Platten gegossen werden,
werden aulRerdem 15 g/L Agar zugegeben. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf etwa

60°C kdnnen Antibiotika und andere Zusatze zugegeben werden.
2.1.2 M9 Minimalmedium fiir Pulse-labeling Experimente

M9 Minimalmedium

Fiir 50 mL des Minimalmediums werden 38 mL H,O44 vorgelegt und folgendes zugegeben:

5 mL 10x M9 Salzlésung, 50 uL 1 M MgS0a, 5 uL 1 M CaClz, 5 mL Aminosduremix (19 AS -Met),
250 pL Thiamin/Vitamin B1 (1 mg/ml), 250 uL Eisencitrat (0,1 % Eisen(lll)-Ammoniumcitrat),
500 plL 40 % Glukose. Nach dem Auffiillen auf 50 mL mit H2Oq4q wird das Medium sterilfiltriert

und bei -20°C gelagert.

10x M9 Salzlésung
60 g/L NazHPO4 x 2 H0, 30 g/L KH2PO4, 10 g/L NH4Cl, 5 g/L NaCl

Aminoséduremix ohne L-Met (19 AS - Met)

Im Aminosduremix liegen alle 19 Aminosduren in einer Konzentration von 1 mM vor.

Hierflir werden 2 mL der Tyrosinldsung, je 100 uL der 100 mM Aminosaurelésungen und je
200 pL der 50 mM Losungen (Tabelle 1) mit 6 mL H2044 gemischt und mit 10 pl HClion..

neutralisiert.
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Tabelle 1: Masse und Molaritat fir die einzelnen Aminosaurelésungen

Masse fiir 1,5 mL H2044 [Mg]

Aminosaure *in1,5mL 0,5 N HCI Molaritat [mM]
**in 10 mL 0,1 N NaOH
Alanin 89,09 100
Arginin 15,8 50
Asparagin 19,825 100
Aspartat 19,965* 100
Cystein 18,18 100
Glutamin 21,915 100
Glutamat 11,03 50
Glycin 11,26 100
Histidin 31,44 100
Isoleucin 19,68 100
Leucin 19,68 100
Lysin 27,39 100
Phenylalanin 24,78 100
Prolin 17,265 100
Serin 15,765 100
Threonin 17,865 100
Tryptophan 15,315 50
Tyrosin 9,06** 5
Valin 17,565 100
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2.1.3 SOB-Medium fiir Transformationen

20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 0,6 g/L NaCl, 2,5 mM KClI

Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wird 10 mM MgCl,

zugegeben. Das SOB-Medium wird aliquotiert bei -20°C gelagert.

2.1.4 Antibiotika

Tabelle 2: Antibiotika

Antibiotikum

Stammldsung

Arbeitskonzentration

Ampicillin (Amp)

Chloramphenicol (Cap)

2.1.5 Zucker

Tabelle 3: Zucker

Zucker

200 mg/mL in 50 % Ethanol

25 mg/mL in 100 % Ethanol

Stammldsung

100-200 pg/mL

12,5-25 pg/mL

Arbeitskonzentration

Arabinose (Ara)

Glukose (Glc)

2.2 Bakterienstamme

20 %

40 %

2.2.1 Escherichia coli XL-1 Blue (Stratagene GmbH)

0,2%

0,2%

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (r m*) supE44 relAl lac [F* proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet")]

Der Tetrazyklin-resistente E. coli-Stamm XL-1 Blue eignet sich durch die Endonuklease (endA)-

und Rekombinations (recA)-Defizienz sowie die hsdR-Mutation fiir die Vervielfaltigung und

Isolation von Plasmid-DNA. Durch die Mutation des lacZ-Gens (ZAM15) ist eine Blau-WeiR-

Selektion moglich.
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2.2.2 Escherichia coli C43(DE3) (Miroux & Walker, 1996)

E. coli B F dcm ompT hsdSs (re ms’) gal A (DE3) + weitere nicht genau definierte Mutationen

(=Genotyp BL21(DE3) + weitere nicht genau definierte Mutationen)

Der E. coli B Stamm C43(DE3) ist ein Derivat von C41(DE3), der wiederrum von BL21(DE3)
(Studier & Moffatt, 1986) abstammt. C41(DE3) und C43(DE3) wurden in einem Screening
selektiert, in dem Derivate von BL21 mit verbesserter Toleranz gegeniber toxischen Proteinen
und einer hohen Expression von Membranproteinen isoliert werden sollten. Die Stamme
tragen Mutationen, die zu einer verbesserten Uberexpression von toxischen und
Membranproteinen beitragen, die in BL21 nicht exprimiert werden oder zum Zelltod fiihren.
Wagner et al. konnten zeigen, dass der Schliissel zur verbesserten Membranprotein-
Uberexpression der Walker-Stimme Mutationen im T7 RNA Polymerase-Promotor lacUV5
sind, die zu einer schwiacheren Expression der Polymerase und damit zu einer langsameren
Expression der Zielproteine fiihren (Wagner et al., 2008b). C41 und C43 konnen teils
unterschiedliche Proteine (iberexprimieren. Gene, die unter Kontrolle des T7-Promotors

liegen, konnen exprimiert werden (DE3).
2.2.3 Escherichia coli Lemo21(DE3) (Schlegel et al., 2012; Wagner et al., 2008b)

E. coli B F dcm ompT hsdSg (rs mg’) gal A (DE3) + pLemo (=Genotyp BL21(DE3) + pLemo)
pLemo = pACYC184-PrhaBAD-lysY

Der E. coli Stamm Lemo21(DE3) ist ein Expressionssystem filir schwierige Targets wie
Membranproteine. Die genauere Charakterisierung der Walker-Stamme erlaubte Wagner et
al. (2008b) die Entwicklung eines in der Expression von Proteinen einstellbaren Stammes.
Hierfir wurde BL21(DE3) mit dem sogenannten Lemo-System (pLemo) transformiert. Das
Plasmid pLemo ist ein pACYC-Plasmid, auf dem das Gen des T7 RNA Polymerase-Inhibitors
T7Lys (K128Y) unter die Kontrolle eines L-Rhamnose induzierbaren Promotors gestellt wurde.
Durch die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von Rhamnose kann die Expression der
T7 RNA Polymerase angepasst und somit die Expression des Zielproteins kontrolliert werden.
Durch eine langsamere Expression von Membranproteinen kann eine Sattigung des Sec-
Systems und damit die Aggregation des Zielproteins und anderer Membranproteine
verhindert werden. Durch die Abstimmung von Translation und Membraninsertion werden
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toxische Effekte der Uberexpression minimiert, was zu einer hheren Biomasse und damit zu

einer hoheren Proteinausbeute fihrt.
2.2.4 Escherichia coli BL21.19 (DE3) (Mitchell & Oliver, 1993)

secA13(Am) supF(Ts) trp(Am) zch::Tn10 recA::CAT clpA::KAN

E. coli BL21.19 (DE3) ist ein Derivat von BL21 (DE3) (Studier & Moffatt, 1986). Das
chromosomale secA-Gen tragt eine Amber-Mutation an Position 13. Dies fiuhrt bei nicht-
permissiven Wachstumsbedingungen (37°C und 42°C) zu einem verkiirzten nicht-funktionalen
SecA. Bei permissiven Bedingungen (30°C) wird der Temperatur-sensitive Amber-Suppressor
supF exprimiert, die Transkription des secA-Gens wird nicht unterbrochen und die
Temperatur-sensitive Mutante wachst. Der Stamm ist somit fiir die Expression und Reinigung
von SecA-abhangigen Praproteinen wie proPhoA (Zhang et al., 2013) geeignet. Durch
Ausschalten von secA bleibt das Protein als Praprotein erhalten anstatt transloziert und

prozessiert zu werden.
2.2.5 Escherichia coli SF100 (Baneyx & Georgiou, 1990; Meerman & Georgiou, 1994)

F- AlacX74 galE galK thi rpsL (Str") AphoA AompT

Der E. coli Stamm SF100 entstand durch die Deletion von ompT im Stamm KS272. Durch die
Abwesenheit der Protease OmpT, durch die SecY in der C4-Domane geschnitten wird, ist der

Stamm fiir die Expression und anschlieBende Reinigung von SecY geeignet.
2.2.6 Escherichia coli MKG6S (Klenner et al., 2008)

F A(ara-leu)7697 [araD139]s/- A(codB-lacl)3 galK16 galE15 A" e14- mcrAO relAl rpsL150(Str")
spoT1 mcrB1 hsdR2(rm*) (APYidC, araC-PBAD)

Bei dem E. coli Stamm MK6S handelt es sich um einen Depletionsstamm (depletion
(englisch) = Auszehrung/Abbau), der mithilfe der Datsenko/Wanner-Methode hergestellt
wurde (Datsenko & Wanner, 2000; Meynial-salles et al., 2005). Das chromosomale yidC-Gen
steht unter Kontrolle des araBAD-Promotors, wodurch der Stamm Arabinose-abhangig ist.

Durch Zugabe von Arabinose wird die YidC-Expression induziert, durch Glukose-Zugabe ist
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eine Depletion moglich. Der Stamm eignet sich daher fiir YidC-Komplementationstests und

Versuche, bei denen nur ein Plasmid-codiertes YidC anwesend sein soll.

2.2.7 Escherichia coli AF659 (Baba et al., 1990; Pogliano et al., 1993; Smith et al., 2005)

F-A~araD139 A(argF-lac)169 rpsL150 relAl flhD5301 deoC1 fruA25 rbsR22 secY39

Der E. coli Stamm AF659 (SecY cs) ist ein Derivat des E. coli K-12 Stamms MC4100, der die

secY39-Mutation (R357H, cytoplasmatische Domane 5) tragt. Durch diese Mutation werden

die Zellen Kalte-sensitiv (cs = cold sensitive). Auf eine Temperaturverschiebung von 37°C auf

15-23°Creagieren die Zellen schnell. Die Proteinsekretion wird bei Erreichen nicht-permissiver

Temperaturen innerhalb einer Minute verlangsamt. Die Zellen wachsen bei 37°C, bei 20°C

kann kein Wachstum beobachtet werden. Der Stamm eignet sich daher fiir SecY-

Komplementationstests.

2.3 Plasmide und verwendete Mutanten

Tabelle 4: Plasmid-Liste

Vektor Insert erhalten von Quelle
pGZ119EH E. coli YidC Dorothee Kiefer pGZ: Lessl et al., 1992
pPMS119EH  E. coliYidC Dorothee Kiefer pMS: Balzer et al., 1992;
Strack et al., 1992
pTrc99A Amann et al., 1988
E. coli SecYEG Tassos Economou/ van der Does et al., 1998;

Dorothee Kiefer
E. coli SecY-YidC SecEG diese Arbeit

pET22b E. coli proPhoA Tassos Economou

49

Kaufmann et al., 1999
diese Arbeit

Gouridis et al., 2009



MATERIAL UND METHODEN

2.3.1 E. coli SecY Mutanten

Tabelle 5: E. coli SecY Mutanten

A435S, P468S, F505S,
F509S

Vektor Gen Bezeichnung Mutation His-Tag
in vivo Cross-Linking-Experimente:
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY Co C329A, C385S 10x, N-term.
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY 122C C329A, C385S, Y122C 10x, N-term.
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY 123C C329A, C385S, G123C 10x, N-term.
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY 124C C329A, C385S, T124C 10x, N-term.
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY 328C C329A, C385S, F328C 10x, N-term.
in vitro FRET-Experimente:
pTrc99a E. coli SecY(EG) SecY 142C C329A, C385S, M142C 10x, N-term.
2.3.2 E. coli YidC Mutanten
Tabelle 6: E. coli YidC Mutanten
Vektor Gen Bezeichnung Mutation His-Tag
in vivo Cross-Linking-Experimente:
pGZ119EH E. coli YidC YidC 18C C423S, M18C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 428C C423S, 1428C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 429C C423S, Q429C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 430C C423S, M430C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 431C C423S, P431C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 432C C423S, 1432C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 433C C423S, F433C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 434C C423S, L434C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 498C C423S, M498C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 499C C423S, P499C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 500C C423S, Vv500C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 501C C423S, 1501C 10x, C-term.
in vitro FRET-Experimente:
pMS119EH E. coliYidC YidCWT - 10x, C-term.
pMS119EH E. coli YidC YidC 23C C423S, W23C 10x, C-term.
pGZ119EH E. coli YidC YidC 23C/5S C423S, W23C, M430S, 10x, C-term.
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2.3.3 E. coli SecY-YidC-Fusionsprotein

Tabelle 7: E. coli SecY-YidC-Fusionsprotein

Vektor Gen Bezeichnung  Mutation His-Tag
in vitro FRET-Experimente:
pTrc99a  E. coli SecY-YidC SecEG  SecY-YidC SecY: C329A, C385S 10x, N-term.
YidC: C423S 10x, C-term.
2.3.4 E. coli proPhoA
Tabelle 8: E. coli proPhoA
Vektor Gen Bezeichnung Mutation His-Tag
in vitro FRET-Experimente:
pPET22b  E. coli proPhoA proPhoA 1-221  1-221: C190A, C200A; 6%, C-term.
222C, 223L, 224E
2.4 Antikorper
Antikérper fiir Immunoblotting
Tabelle 9: Priméare Antikorper fiir Immunoblots
Antikorper Herkunft Arbeitskonzentration Hersteller
anti-His I1gG Maus 1:7500 in PBS-T Sigma-Aldrich
anti-YidC (YidC100) Kaninchen 1:7500 in PBS-T Institutsbestand
anti-SecY Kaninchen 1:7500 in PBS-T Arbeitsgruppe
Koch, Freiburg
anti-SecE Kaninchen 1:1000 in PBS-T Arbeitsgruppe
Koch, Freiburg
anti-SecG Kaninchen 1:1000 in PBS-T Arbeitsgruppe
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Tabelle 10: Sekundare Antikdrper fir Immunoblots (Peroxidase-gekoppelt)

Antikorper Herkunft Arbeitskonzentration Hersteller
anti-Maus IgG Ziege 1:10000 in PBS-T Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen IgG Ziege 1:10000 in PBS-T Sigma-Aldrich

Antikérper fiir die Inmunprdzipitation

Tabelle 11: Antikorper flir die Immunprazipitation

Antikorper Herkunft Einsatz (pro 400 uL Zellen)  Hersteller

anti-YidC (YidC100) Kaninchen 1uL Institutsbestand

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (RbCl-Methode)

Mit einer Uber-Nacht-Kultur der Zellen werden 50 mL Medium 1:100 angeimpft und die Kultur
bis zum Erreichen einer Optischen Dichte (ODgsgonm) von 0,6 inkubiert. Nach dem Abkihlen auf
Eis (ca. 20 min) wird die Kultur zentrifugiert (3000g, 5 min, 4°C) und das Pellet in 6 mL
eiskaltem TFB1-Puffer (30 mM KAc, 50 mM MnCl;, 100 mM RbCl, 10 mM CacCl,, 15 % Glycerin;
pH 5,8 mit 2 N Essigsaure) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 90 min auf Eis wird
erneut zentrifugiert und das Pellet in 1,5 mL eiskaltem TFB2-Puffer (10 mM Na-MOPS pH 7,0,
75 mM CaCly, 10 mM RbCl, 15 % Glycerin; pH 7,0 mit HCl) aufgenommen. Die Zellen werden
aliquotiert und anschlieBend direkt fir eine Transformation eingesetzt oder in fllissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
2.5.2 Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Ein Zell-Aliquot wird auf Eis aufgetaut, 1 uL Plasmid-DNA dazu pipettiert und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation von 30-60 min auf Eis wird fir 1,5 min ein Hitzeschock bei
42°C durchgefihrt und die Zellen anschlieBend sofort wieder fir 2 min auf Eis gestellt. Zur

Ausbildung der Antibiotika-Resistenz werden 200 pL SOB-Medium (ohne Antibiotika) zu den
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Zellen gegeben und fiir 20-60 min bei 37°C geschittelt. Die Zellsuspension wird auf LB-Agar-

Platten (mit Antibiotikum zur Selektion) ausplattiert.

2.5.3 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli XL-1 Blue-Zellen wird das Monarch Plasmid Miniprep

Kit von NEB nach Handbuch verwendet. Eluiert wird mit 30-40 pL H04qg.

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Plasmid-DNA werden mit dem NanoDrop™

2000c Spektrophotometer von Thermo Scientific bestimmt.

2.5.4 Zielgerichtete Mutagenese (QuikChange)

Der PCR-Ansatz und der PCR-Ablauf setzen sich wie folgt zusammen:

PCR-Ansatz Stammldsung Volumen
DNA-Template 1pul
Forward-Primer 10 uM 1pl
Revers-Primer 10 uM 1pul
dNTP-Mix 10 mM 1,25 pL
PfuUltra Il Reaktionspuffer 10X 5uL
PfuUltra Il Fusion HS DNA-Polymerase (Agilent) 1ul
H204dd ad 50 uL
PCR-Ablauf Temperatur Zeit PCR-Schritt Anmerkung

1 95°C 2 min Denaturierung

2 95°C 30 sec Denaturierung

3 20 Zyklen X°C 30 sec Primer-Annealing 5-10°C unter Primer-Tm
4 72°C X Elongation 1kb ~30s

5 72°C 10 min finale Elongation

6 12°C oo

Nach der PCR wird die methylierte Template-DNA mit dem Restriktionsenzym Dpnl (New

England BiolLabs, NEB) geschnitten. Hierfir wird 1 puL Dpnl zum PCR-Ansatz zugegeben und

Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wird die DNA mit Ethanol gefallt und E. coli
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XL-1 Blue-Zellen transformiert. Alternativ kann ohne Ethanol-Fillung direkt mit 5 plL

transformiert werden.

2.5.5 Ethanol-Fillung von Plasmid-DNA

Dem PCR-Ansatz der Mutagenese werden 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen
3 M Natriumacetat (pH 5,3) zugefiigt und 45 min bei -20°C geféllt. Nach der Zentrifugation
(16000g, 4°C, 20 min) wird der Uberstand abgenommen. Letzte Reste des Uberstands werden
bei 60°C fiir ca. 5 min verdampft. Die DNA wird in 10 pL H204q aufgenommen und mit dem

gesamten Ansatz 100 pL kompetente E. coli XL-1 Blue-Zellen transformiert.
2.5.6 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wird von der Firma SEQLAB - Sequence Laboratories
Gottingen GmbH durchgefiihrt. Hierzu werden 480-1200 ng Plasmid-DNA mit 3 puL Primer
(10 mM) gemischt, auf 15 puL mit H2Oq4q aufgefillt und an SEQLAB geschickt.

2.5.7 Restriktionsverdau von DNA

Zur Klonierung von DNA-Konstrukten werden die DNA, die als Vektor dienen soll, und die DNA,
die das Insert tragt, welches in den Vektor kloniert werden soll, mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen (Thermo Fisher Scientific, NEB) geschnitten. Bei der spéateren
Uberpriifung der Klonierung wird ein Kontrollverdau durchgefiihrt. Der Restriktionsverdau

setzt sich wie folgt zusammen:

Restriktionsverdau Vektor Insert Kontrollverdau
Plasmid-DNA 7 uL 16 uL 3-4 uL
Reaktionspuffer (10x) 1pul 2 uL 0,5 uL
Restriktionsenzym 1 1pl 1upuL 0,5 puL
Restriktionsenzym 2 1pul 1ul

H204d ad 10 pL ad 20 pL ad 5 plL

Die Ansatze werden bei 37°C fir zwei bis drei Stunden inkubiert, anschlieRend auf ein

Agarosegel aufgetragen und der GroRe nach aufgetrennt (2.5.8).
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2.5.8 Agarose-Gelelektrophorese

Plasmid-DNA, die zuvor geschnitten wurde, kann auf einem Agarosegel der GroRRe nach
aufgetrennt werden. Hierflr wird, je nach GréRBe der DNA-Fragmente, 0,7-1 % Agarose in
40 mL 1x TBE-Puffer (10x TBE: 0,89 M Trizma Base, 0,89 M Borsaure, 0,02 M EDTA, pH 8,0)
aufgekocht. Nach dem Abkuhlen (ca. 10 min) wird die Loésung mit 3 uL Ethidiumbromid
(10 mg/mL) in den Gelschlitten gegossen und der Kamm gesetzt. Nach dem Polymerisieren
wird der Kamm gezogen, die Pufferkammer mit TBE-Puffer beflillt und die DNA-Proben mit
Probenladepuffer aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 100 V. Das
DNA-Bandenmuster kann unter UV-Licht detektiert werden. Wird die geschnittene DNA fiir
eine Ligation bendtigt, wird sie aus dem Gel extrahiert (Gelextraktionskit nach Handbuch:

GenelET™ Gel Extraction Kit, Fermentas) und anschlieBend ligiert (2.5.9).
2.5.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation werden die aus dem Agarosegel extrahierte geschnittene Vektor-DNA und die
Insert-DNA im Verhaltnis 1:3 gemischt (Gesamtvolumen 17 puL) und 2 pulL Ligase-
Reaktionspuffer (10x) sowie 1 uL T4 DNA-Ligase (Promega) zu einem Gesamtvolumen von
20 ulL zugegeben. Als Kontrollansatz kann ein zweiter Ansatz ohne Insert angesetzt werden.
Nach einer Inkubation bei 4°C lGiber Nacht (alternativ drei Stunden bei Raumtemperatur) wird
die Ligase bei 70°C fur 10 min inaktiviert. Nach Transformation von E. coli XL-1 Blue-Zellen mit
dem Ligationsansatz wird die Plasmid-DNA isoliert, mittels eines Kontrollverdaus die GréRe

des Konstrukts Gberpriift und sequenziert.
2.5.10 TCA-Fallung von Proteinen

Zur Fallung von Proteinen mittels Trichloressigsdaure (TCA) wird die Proteinprobe mit 15-20 %
TCA versetzt und Uber Nacht bei 4°C oder fiir eine Stunde auf Eis oder fir 15 min bei -20°C
inkubiert. AnschlieRend wird 10 min bei 16000g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit eiskaltem Aceton gewaschen. Hierfur wird das Pellet in
Aceton aufgenommen, erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das restliche
Aceton wird bei 65°C fir ca. 5 min verdampft und das Proteinpellet in SDS-Probenpuffer

(2.5.11) aufgenommen.
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2.5.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine ihrer GrofRe nach
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel besteht aus einem Sammelgel, in dem die Proteine
konzentriert werden, um scharfere Banden zu erhalten, und einem Trenngel, in dem die
Auftrennung erfolgt. Die beiden Gellésungen setzen sich wie in Tabelle 12 aufgefihrt

Zzusammen.

Tabelle 12: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Losungen

Stammldsung Arbeitskonzentration
Trenngel Sammelgel
Acrylamid 30 % (w/v) Acrylamid:0,8 % 10/12/15% 51%

(w/v) Bis-Acrylamid (37,5:1)

Tris-HCI pH 8,8 2M 375 mM -

Tris-HCl pH 6,8 1M - 125 mM

SDS 25% 0,1% 0,025 %
TEMED 99 % 0,033 % (1:3000) 0,05 % (1:2000)
APS 10 % 0,05 % 0,05 %

H2044 ad gewinschtes Volumen

Es ist zu beachten, dass TEMED und APS erst kurz vor dem GiefRen dazu pipettiert werden, da
anschlieflend die Polymerisation startet. Das Trenngel wird so gegossen, dass noch genligend
Platz fur das Sammelgel bleibt. Nach Giellen des Trenngels wird dieses mit Wasser
Uberschichtet, um eine gerade Kante zu erhalten. Ist das Trenngel polymerisiert, wird das
Wasser entfernt, das Sammelgel gegossen und der Kamm gesetzt. Wenn das Sammelgel
ebenfalls fertig polymerisiert ist, wird der Kamm gezogen und die Taschen vorsichtig mit
Wasser ausgespult. Das fertige Gel kann einige Tage eingepackt in befeuchteten Tiichern bei
4°C aufbewahrt oder direkt verwendet werden.

Hierfir wird es in die Gelelektrophorese-Apparatur eingebaut und diese mit
1x Gelelektrophorese-Laufpuffer befillt (10x Laufpuffer: 250 mM Trizma base, 1,92 M Glycin,
1% SDS). Die Proteinproben werden in SDS-Probenpuffer
(Solution | : Solution Il : 1 M DTT = 5:4:1 mit Solution |: 0,2 M Trizma base, 0,02 M EDTA-Na,
pH 7; Solution II: 83,3 mM Trizma base, 8,3 % SDS, 29,16 % Glycin, 0,15 % Bromphenolblau;
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nach Laemmli (Laemmli, 1970)) aufgenommen, 5 min bei 95°C gekocht und anschlieRend auf
das Gel aufgetragen. Die Spannung fir die Auftrennung richtet sich nach der verwendeten
Apparatur. Das Gel wird im Anschluss mit Coomassie gefdrbt oder ein Western Blot

durchgefiihrt.
2.5.12 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Um die Proteinbanden auf einem SDS-Gel sichtbar zu machen, kann dieses mit Coomassie
angefarbt werden. Dazu wird das Gel mit Coomassie-Farbel6sung (0,2 % Coomassie R-250,
7,5 % Essigsaure, 50 % Ethanol) bedeckt, in der Mikrowelle kurz erhitzt und fiir 15 min leicht
geschittelt. AnschlieBend wird das Gel mit Wasser gespiilt und mit 10 %iger Essigsaure

entfarbt. Durch Erhitzen wird das Entfarben beschleunigt.
2.5.13 Western Blot und Immundetektion von Proteinbanden

Bei einem Western Blot werden die durch eine Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf

eine Tragermembran Ubertragen und das Zielprotein mit Antikorpern detektiert.

Semidry-Blotting

Das SDS-Gel und eine gleichgroRe Membran (Nitrocellulose Blottingmembran, 0,2 um)
werden in Transferpuffer (10x Transferpuffer: 1,92 M Glycin, 250 mM Trizma base) getrankt.
Das Gel wird auf die Membran und beides zwischen zwei ebenfalls in Transferpuffer getrankte
Filterpapiere in die Blotting-Apparatur gelegt und die Luftblasen herausgedriickt. Nach

Zusammenbau der Apparatur wird flir eine Stunde bei 12 V geblottet.

Immundetektion

Nach dem Blotting werden freie Stellen auf der Membran mit einer 5 % Milchpulverlosung in
PBS-T (10x PBS: 1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 101 mM Na;HPO4, 18 mM KH,POs, pH 6,8; PBS-T:
1x PBS, 0,1 % Tween 20) blockiert (eine Stunde bei Raumtemperatur oder Giber Nacht bei 4°C).
AnschlieBend wird die Membran dreimal 5 min mit PBS-T gewaschen. Der primdre Antikdrper
(in PBS-T) wird fur zwei bis drei Stunden mit der Membran inkubiert, die Membran
anschlieBend wieder gewaschen und mit dem sekunddren Enzym (HRP)-gekoppelten
Antikorper bedeckt. Nach einer Stunde wird erneut gewaschen und das Substrat (Immobilon

Western HRP Substrat, Millipore) fiir das Enzym HRP (Horseradish peroxidase) zugegeben. Die
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Detektion erfolgt GUber Chemolumineszenz am ImageQuant LAS 500 oder ImageQuant LAS

4000.
2.5.14 Entfernen von Antikdrpern von einer Membran

Soll eine Detektion mit einem weiteren Antikorper erfolgen, kann der bereits gebundene
wieder entfernt werden. Hierfir wird Stripping-Puffer (0,1 M Glycin, 20 mM
Magnesiumacetat, 50 mM KCI, pH2,2) auf die Membran gegeben und diese bei
Raumtemperatur 10 min leicht geschiittelt. Der Puffer wird ausgetauscht und nochmal 10 min
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS-T (dreimal 5 min) wird die Membran erneut mit

Milchpulverlésung blockiert und der Immunoblot wie unter 2.5.13 beschrieben fortgefihrt.

2.6 In vivo Komplementationstest

2.6.1 YidC-Komplementation

Um die Funktionalitat von YidC-Mutanten zu Uberprifen, wird ein in vivo
Komplementationstest durchgefiihrt. Dazu wird der E. coli Stamm MK6S verwendet, dessen
chromosomales yidC-Gen unter Kontrolle des araBAD-Promotors steht (Klenner et al., 2008).
Nur in Anwesenheit von Arabinose kdnnen die Zellen das chromosomale YidC exprimieren und
wachsen.

Der Stamm wird mit Plasmiden, die das Gen einer YidC-Mutante oder das yidC-Wildtyp-Gen
als Positiv-Kontrolle exprimieren, oder mit einem Vektor ohne Insert als Negativ-Kontrolle
transformiert und Uber-Nacht-Kulturen in je 3 mL LB-Medium (25 pg/mL Chloramphenicol),
dem 0,2 % Arabinose und 0,4 % Glukose zugegeben wurde, angelegt. Am Folgetag werden die
Kulturen zur Entfernung der Arabinose mit LB-Medium gewaschen und je 3 mL LB-Medium
(25 pg/mL Chloramphenicol), angereichert mit 0,4 % Glukose, mit den gewaschenen Kulturen
1:200 angeimpft (ODesoonm < 0,05). Die Kulturen werden bei 37°C bis zum Erreichen einer
Optischen Dichte (ODeoonm) von 1,0 geschiittelt. Um eine vollstandige Depletion von YidC zu
erreichen, missen die Zellen mindestens drei Stunden in Abwesenheit von Arabinose und
Anwesenheit von Glukose wachsen. Von den Kulturen werden Verdiinnungsreihen in LB-
Medium von 10! bis 10% angelegt und je 2puL auf LB-Agar-Platten (25 pg/mL
Chloramphenicol) aufgetragen, die entweder mit 0,2 % Arabinose (Kontrolle) oder 0,4 %

Glukose zur Depletion des chromosomalen YidC versetzt wurden. Nach einer Inkubation bei
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37°C Uiber Nacht sollte unter Kontrollbedingungen (Arabinose) in allen Fallen Wachstum zu
beobachten sein. Unter Depletionsbedingungen (Glukose) kann nur in Anwesenheit eines

Plasmids, das fiir ein funktionales YidC codiert, die Bildung von Kolonien beobachtet werden.
2.6.2 SecY-Komplementation (Karamanou et al., 2008)

Um zu testen, ob SecY-Mutanten funktional sind, wird ein in vivo Komplementationstest
durchgefiihrt. Hierfir wird der E. coli Stamm AF659 verwendet, der die secY39-Mutation
(R357H) enthalt, durch die die Zellen Kalte-sensitiv werden, also bei 20°C nicht wachsen (Baba
et al., 1990; Smith et al., 2005). Die Zellen wachsen bei nicht-permissiven Temperaturen erst
wieder, wenn ein funktionales SecY exprimiert wird.

Die AF659-Zellen werden mit Plasmiden, die das Gen einer SecY-Mutante oder das
SecY Co-Gen als Positiv-Kontrolle exprimieren, oder mit einem Vektor ohne Insert als Negativ-
Kontrolle transformiert. Mit einer Uber-Nacht-Kultur werden 3 mL LB-Medium (200 pg/mL
Ampicillin) 1:100 angeimpft und bis zu einer Optischen Dichte (ODgoonm) von 0,5 bei 37°C
wachsen gelassen. Von den Kulturen werden Verdinnungsreihen in LB-Medium von 10! bis
10* angelegt und je 2 pL auf 2 LB-Agar-Platten (200 ug/mL Ampicillin) aufgetragen. Die
Kontrollplatte wird iber Nacht bei 37°C, die andere Platte fiir 72 Stunden bei 20°C inkubiert.

2.7 Invivo Cross-Links — Pulse-labeling und Immunoprazipitation

Expression, Pulse-labeling und Crosslink

Fur die in vivo Crosslinks werden E. coli MK6S-Zellen mit den beiden Plasmiden, die das Gen
fir die Einzelcystein-Mutanten von YidC und SecY tragen, co-transformiert und Uber-Nacht-
Kulturen in 3 mL LB-Medium (200 pg/mL Ampicillin, 25 pug/mL Chloramphenicol), das mit
0,2 % Arabinose und 0,4 % Glukose versetzt wurde, angelegt. Am Folgetag werden die
Kulturen zur Entfernung der Arabinose mit LB-Medium gewaschen und je 3 mL LB-Medium
(100 pg/mL Ampicillin, 12,5 pg/mL Chloramphenicol), angereichert mit 0,4 % Glukose zur
Depletion von YidC, mit den gewaschenen Kulturen 1:200 angeimpft (ODsoonm < 0,05). Die
Kulturen werden bei 37°C bis zum Erreichen einer Optischen Dichte (ODsoonm) von 0,4-0,5
geschittelt. Um eine vollstdndige Depletion von YidC zu erreichen, missen die Zellen
mindestens drei Stunden in Abwesenheit von Arabinose und Anwesenheit von Glukose

wachsen. Nach Erreichen der OD werden 400 pL der Zellen zweimal mit 400 pL 1x-M9-
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Salzlésung (2.1.2) gewaschen (1 min, 6000g), in 400 uL vorgewarmtem M9-Minimalmedium
(2.1.2) aufgenommen, in Plastik-Kulturréhrchen uGberfiihrt und 45-60 min bei 37°C
geschittelt. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wird die Co-Expression der Einzelcystein-Mutanten
von SecY und YidC induziert. Nach 20 min werden 2 pL radioaktiv-markiertes [3>S]-(L)-
Methionin (10 uCi/uL) zugegeben und weitere 3 min geschuttelt. Um die Cysteine der beiden
Einzelcystein-Mutanten zu oxidieren, werden 200 uM DTNB (Stammldsung: 5 mM in 100 mM
Kalium-Phosphatpuffer pH 7,4) zugegeben. Nach 10 min werden die Proben mit TCA gefallt
(2.5.10). Nach Trocknen der TCA-gefdllten Pellets bei 95°C werden diese in 100 pL
2 % SDS/10 mM Tris-Puffer (pH 8,0) resuspendiert und fiir 5 min bei 95°C gekocht.

Immunpridizipitation

Zu den gekochten Proben werden 1 mL kalter TENTX-Puffer (150 mM NacCl, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 2% Triton-X 100, pH 8,0) und 20 uL Staph A (Zysorbin, USBiological, 10 % in PBS)
zugegeben und 45 min bei 4° auf dem Drehrad inkubiert, um unspezifisch an Staph A bindende
Proteine zu entfernen. Nach Zentrifugation (5-10 min, 16000g, 4°C) der Proben wird der
Uberstand mit dem entsprechenden Antikorper (2.4) iiber Nacht auf dem Drehrad bei 4°C
inkubiert. Nach Zugabe von 30 pL Staph A und einer weiteren Stunde auf dem Drehrad werden
die Proben zweimal mit 1 mL TENTX-Puffer gewaschen (1 min, 6000g, 4°C) und anschlieBend
in 1 mL TEN-Puffer (150 mM NacCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen. Die Proben
werden halbiert, zentrifugiert und der Puffer abgenommen (ein zweites Mal zentrifugieren,
um restlichen Uberstand komplett abzunehmen). Die Pellets werden in 30 uL SDS-
Probenpuffer aufgenommen: Die eine Halfte der Pellets in Probenpuffer mit DTT zur
Reduktion eventuell entstandener Crosslink-Produkte, die zweite Halfte in Probenpuffer ohne

DTT (ersetzt durch H204q).

Detektion radioaktiv-markierter Proteine

Nach Kochen der Proben bei 95°C fiir 5 min werden die Proben zentrifugiert (2 min 16000g)
und der Uberstand auf ein SDS-Acrylamid-Gel aufgetragen. Da die gecross-linkten Proben groR
sind und dadurch schwer sowohl in die Taschen als auch in das Trenngel laufen, werden Gele
mit 7 % Acrylamid im Trenngel und 3 % Acrylamid im Sammelgel verwendet. Nach der
Auftrennung wird das Gel in Fixierlosung (45 % Ethanol, 10 % Essigsaure) fiir 30 min fixiert und
anschliefend fir zweiStunden unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Der Prestained-
Proteinmarker wird mit radioaktivem Abfall markiert, um ihn spater detektieren zu kénnen.
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Das getrocknete Gel wird in einer Expositionskassette mit einer Phosphorspeicherfolie
(Phosphor-Imaging-Platte, DURR MEDICAL) inkubiert. Die Energie der radioaktiven Strahlung
wird von den Speicherleuchtstoffen aufgenommen. Nach ein bis drei Tagen wird die
Bildspeicherplatte am CR-Scanner (CR 35 BIO, DURR MEDICAL) ausgelesen. Bei der Computer-
Radiografie (CR) werden mithilfe eines Laserstrahls die Speicherzentren angeregt und die
Strahlung in Form von sichtbarem Licht abgegeben. Dieses Licht wird vom Scanner in digitale

Signale umgewandelt.
2.8 Protein-Reinigung

2.8.1 Reinigung von E. coli YidC

Expression und Zellernte

Fiir die Reinigung von YidC werden E. coli C43-Zellen, die mit dem entsprechenden YidC-His-
Konstrukt transformiert wurden, in 2 L LB-Medium (100 pg/mL Ampicillin bzw. 12,5 pg/mL
Chloramphenicol) angezogen. Hierfiir werden 2 L Medium 1:40 angeimpft und bei 37°C bis
zum Erreichen einer Optischen Dichte (ODsoonm) von 0,6 geschiittelt. Induziert wird mit 0,5 mM
IPTG flr zwei Stunden. Nach Abkihlen der Zellen auf Eis werden diese durch Zentrifugieren
bei 7000g und 4°C fir 10 min geerntet. Alle weiteren Arbeitsschritte werden auf Eis
durchgefiihrt, die Puffer werden vorgekihlt. Das Zellpellet wird in 10 mL YidC-Puffer 1 (20 mM
Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 % Glycerin) resuspendiert, 1 mM PMSF sowie 1 mM DTT
zugegeben und in Flissigstickstoff schockgefroren. Die Zellen kdnnen bei -80°C gelagert

werden.

Zellaufschluss und Membranpréparation

Die gefrorenen Zellen werden liber Nacht auf Eis oder kurz in lauwarmem Wasser aufgetaut.
Danach werden 1 mM MgCl,, DNase | (Roche Diagnostics) und 1 mM PMSF zugegeben. Der
Zellaufschluss erfolgt durch den Hochdruckhomogenisator One Shot (Constant Systems LTD;
2 Durchgédnge, 2,4 kbar) oder durch eine French Press (American Instrument Company;
3 Durchgange, 10000 psi). Nach dem Abtrennen der Zelltrimmer (Zentrifugation bei 17500g,
20 min, 4°C) werden aus dem Uberstand die Membranen geerntet (Ultrazentrifugation:
140000g, 90 min, 4°C). Das Membranpellet wird mithilfe eines Potter-Elvehjem-

Homogenisators in YidC-Puffer 1 resuspendiert (maximal 10 mL Endvolumen bei spaterer
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Solubilisierung). Die Membranen kénnen an dieser Stelle bis zur weiteren Verwendung in

Flassigstickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert werden.

Solubilisierung der membrangebundenen Proteine durch Detergens

Zur Solubilisierung der membrangebundenen Proteine wird 1 % DDM (CMC = 0,008 %) und
1 mM PMSF zugegeben und die Membranen bei 4°C auf dem Drehrad (fiir mindestens zwei
Stunden bis) liber Nacht inkubiert. Die nicht solubilisierten Membranen werden abgetrennt

(Ultrazentrifugation: 95000g, 30 min, 4°C).

IMAC (Immobilisierte-Metallionen-Affinitdétschromatographie)

Der Uberstand wird mit 1 mL equilibrierter Ni-NTA und 20 mM Imidazol (pH 7,5) in einem
Gesamtvolumen von 50 mL fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Uber eine
Minisdule wird die Ni-NTA-Matrix mit den gebundenen Proteinen vom Puffer (Durchlauf)
getrennt. Zum Abtrennen von unspezifisch schwach gebundenen Proteinen von der Ni-NTA-
Matrix wird mit 10-fachem S&dulenvolumen (10 CV) YidC-Waschpuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5,
300 mM Nacl, 10 % Glycerin, 30 mM Imidazol pH 7,5, 0,03 % DDM) gewaschen. YidC-His wird
anschlieffend mit 10 CV YidC-Elutionspuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 %
Glycerin, 300 mM Imidazol pH 7,5, 0,03 % DDM) in Fraktionen zu je 1 mL eluiert. Von
Durchlauf, Waschfraktion und den Elutionsfraktionen werden je 20 uL mit 10 puL SDS-
Probenpuffer gemischt, auf ein SDS-Gel (12 % Acrylamid) aufgetragen und mit Coomassie
angefarbt. Die Elutionen werden in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Ni-
NTA-Matrix kann mehrfach verwendet werden. Hierfiir wird sie mit 2 M Imidazol gewaschen,

anschliefend mit H,Oqq4 gespllt und in 20 % Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

Dialyse

Zum Entfernen von Imidazol oder Glycerin werden die entsprechenden Elutionsfraktionen
dreimal eine Stunde (bis Gber Nacht) gegen das 100-fache an Volumen in YidC-Dialysepuffer
(20 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl) dialysiert (Dialyseschldauche: Thermo Scientific,
SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K MWCO, 16 mm dry diameter). Nach Entfernen des Glycerins

kann YidC nicht wieder eingefroren werden.
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2.8.2 Reinigung von E. coli SecYEG

Expression und Zellernte

Fiir die Reinigung von SecY werden E. coli SF100-Zellen, die mit dem entsprechenden SecY-
His-Konstrukt transformiert wurden, in 2 L LB-Medium (100 pg/mL Ampicillin) angezogen.
Hierfir werden 2 L Medium 1:40 angeimpft und bei 37°C bis zum Erreichen einer Optischen
Dichte (ODgsoonm) von 0,9 geschittelt. Induziert wird mit 0,5 mM IPTG fir zwei Stunden. Nach
Abklhlen der Zellen auf Eis werden diese durch Zentrifugieren bei 7000g und 4°C fiir 10 min
geerntet. Alle weiteren Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefiihrt, die Puffer werden
vorgekihlt. Das Zellpellet wird in 10 mL SecY-Puffer 1 (20 mM Tris-HC| pH 8, 300 mM Na(l,
10 % Glycerin) resuspendiert, 1 mM PMSF sowie 2 mM DTT zugegeben und in Fliissigstickstoff

schockgefroren. Die Zellen kdnnen bei -80°C gelagert werden.

Zellaufschluss und Membranpréparation

Die gefrorenen Zellen werden Uber Nacht auf Eis oder kurz in lauwarmem Wasser aufgetaut
und 1 mM MgCl,, DNase | und 1 mM PMSF zugegeben. Der Zellaufschluss erfolgt durch den
Hochdruckhomogenisator One Shot (Constant Systems LTD; 2 Durchgange, 2,4 kbar) oder
durch eine French Press (American Instrument Company; 3 Durchgange, 10000 psi). Nach dem
Abtrennen der Zelltriimmer (Zentrifugation bei 17500g, 20 min, 4°C) werden aus dem
Uberstand die Membranen geerntet (Ultrazentrifugation: 175000g, 90 min, 4°C). Das
Membranpellet wird mithilfe eines Potter-Elvehjem-Homogenisators in SecY-Puffer 1
resuspendiert (maximal 10 mL Endvolumen bei spaterer Solubilisierung). Die Membranen
konnen an dieser Stelle bis zur weiteren Verwendung in Flissigstickstoff schockgefroren und

bei -80°C gelagert werden.

Solubilisierung der membrangebundenen Proteine durch Detergens

Zur Solubilisierung der membrangebundenen Proteine wird 2 % DDM (CMC = 0,008 %) und
1 mM PMSF zugegeben und die Membranen bei 4°C auf dem Drehrad fiir zwei Stunden
inkubiert. Die nicht solubilisierten Membranen werden abgetrennt (Ultrazentrifugation:

95000g, 30 min, 4°C).

IMAC (Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie)
Der Uberstand wird mit 0,5 mL equilibrierter Ni-NTA und 30 mM Imidazol (pH 8,0) in einem

Gesamtvolumen von 50 mL fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Uber eine
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Minisdule wird die Ni-NTA-Matrix mit den gebundenen Proteinen vom Puffer (Durchlauf)
getrennt. Zum Abtrennen von unspezifisch schwach gebundenen Proteinen von der Ni-NTA-
Matrix wird mit 10-fachem Saulenvolumen (10 CV) SecY-Waschpuffer (20 mM Tris-HCI pH 8,
300 mM NacCl, 10 % Glycerin, 50 mM Imidazol pH 8, 0,03 % DDM) gewaschen. SecY-His wird
anschlieBend mit 10 CV SecY-Elutionspuffer (20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NacCl, 10 %
Glycerin, 300 mM Imidazol pH 8, 0,03 % DDM) in Fraktionen zu je 1 mL eluiert. Von Durchlauf,
Waschfraktion und den Elutionsfraktionen werden je 20 uL mit 10 uL SDS-Probenpuffer
gemischt, auf ein SDS-Gel (15 % Acrylamid) aufgetragen und mit Coomassie angefarbt. Die
Elutionen werden in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Ni-NTA-Matrix kann
mehrfach verwendet werden. Hierfiir wird sie mit 2 M Imidazol gewaschen, anschliefend mit

H2044 gespiilt und in 20 % Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

Dialyse

Zum Entfernen von Imidazol oder Glycerin werden die entsprechenden Elutionsfraktionen
dreimal eine Stunde (bis Giber Nacht) gegen das 100-fache an Volumen in SecY-Dialysepuffer
(20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl) dialysiert (Dialyseschlduche: Thermo Scientific,
SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K MWCO, 16 mm dry diameter). Nach Entfernen des Glycerins

kann SecY nicht wieder eingefroren werden.
2.8.3 Reinigung des SecY-YidC-Fusionsproteins

Expression und Zellernte

Fiir die Reinigung des SecY-YidC-Fusionsproteins werden E. coli Lemo21(CE3)-Zellen, die mit
dem SecY-YidC-His-Fusionsprotein-Konstrukt transformiert wurden, in insgesamt 4L LB-
Medium (100 pg/mL Ampicillin, 12,5 ug/mL Chloramphenicol) angezogen. Hierfliir werden
8 x0,5L Medium 1:40 angeimpft und bei 37°C bis zum Erreichen einer Optischen Dichte
(ODsoonm) von 0,4-0,5 geschittelt. AnschlieRend werden die Kolben unter kaltem Wasser kurz
abgekihlt und bei 30°C weiter geschuttelt. Nach Erreichen einer Optischen Dichte von 0,6-0,7
wird mit 0,5 mM IPTG fiir eine Stunde bei 30°C induziert. Alternativ kann am Vorabend
angeimpft und Gber Nacht bei 30°C bis zum Erreichen der Optischen Dichte von 0,6-0,7
geschittelt und anschlielend induziert werden. Nach Abkihlen der Zellen auf Eis werden
diese durch Zentrifugieren bei 7000g und 4°C fir 10 min geerntet. Alle weiteren

Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefiihrt, die Puffer werden vorgekuhlt. Das Zellpellet wird
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in 10 mL YidC-Puffer 1 (20 mM Tris-HCI| pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 % Glycerin) resuspendiert,
1 mM PMSF sowie 1 mM DTT zugegeben und in FlUssigstickstoff schockgefroren. Die Zellen

kdnnen bei -80°C gelagert werden.

Zellaufschluss und Membranpréparation

Die gefrorenen Zellen werden Uber Nacht auf Eis oder kurz in lauwarmem Wasser aufgetaut
und 1 mM MgCl,, DNase | und 1 mM PMSF zugegeben. Der Zellaufschluss erfolgt durch den
Hochdruckhomogenisator One Shot (Constant Systems LTD; 1 Durchgang, 2,5 kbar) oder
durch eine French Press (American Instrument Company; 3 Durchgange, 10000 psi). Das
gesamte Zelllysat wird direkt in der Ultrazentrifuge bei 125000g fir 90 min bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wird mithilfe eines Potter-Elvehjem-Homogenisators in YidC-Puffer 1
resuspendiert (maximal 15 mL Endvolumen fir die anschlieBende Solubilisierung). Die
Membranen koénnen an dieser Stelle bis zur weiteren Verwendung in Flissigstickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert werden.

Solubilisierung der membrangebundenen Proteine durch Detergens

Zur Solubilisierung der membrangebundenen Proteine wird 1,5 % DDM (CMC = 0,008 %) und
1 mM PMSF zugegeben und die Membranen bei 4°C auf dem Drehrad fiir zwei bis drei Stunden
inkubiert. Die nicht solubilisierten Membranen werden abgetrennt (Ultrazentrifugation:

95000g, 30 min, 4°C).

IMAC (Immobilisierte-Metallionen-Affinitdétschromatographie)

Der Uberstand wird mit 1 mL equilibrierter Ni-NTA in einem Gesamtvolumen von 50 mL fiir
eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Uber eine Minisdule wird die Ni-NTA-Matrix
mit den gebundenen Proteinen vom Puffer (Durchlauf) getrennt. Zum Abtrennen von
unspezifisch schwach gebundenen Proteinen von der Ni-NTA-Matrix wird mit 10-fachem
Saulenvolumen (10 CV) Waschpuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 % Glycerin,
30 mM Imidazol pH 7,5, 0,03 % DDM) gewaschen. Das Fusionsprotein wird anschlieBend mit
0,7 CV Elutionspuffer (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 300 mM NacCl, 10 % Glycerin, 300 mM Imidazol
pH 7,5, 0,03 % DDM) in Fraktionen zu je 1 mL eluiert. Von Durchlauf, Waschfraktion und den
Elutionsfraktionen werden je 20 uL mit 10 uL SDS-Probenpuffer gemischt, auf ein SDS-Gel
(12 % Acrylamid) aufgetragen und mit Coomassie angefarbt. Falls neben dem Fusionsprotein

noch andere Banden zu sehen sind, werden die entsprechenden Fraktionen vereint, das
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Imidazol durch Dialyse wie unten beschrieben entfernt und mit equilibrierter Ni-NTA und
15 mM Imidazol (pH 7,5) erneut inkubiert (Gesamtvolumen 15 mL). Gewaschen und eluiert
wird wie oben beschrieben. Die Elutionen, die das gewlinschte Protein enthalten, werden in
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Ni-NTA-Matrix kann mehrfach
verwendet werden. Hierflir wird sie mit 2 M Imidazol gewaschen, anschlieRend mit H;Oqq

gespllt und in 20 % Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

Dialyse

Zum Entfernen von Imidazol oder Glycerin werden die entsprechenden Elutionsfraktionen
dreimal eine Stunde (bis tiber Nacht) gegen das 100-fache an Volumen in YidC-Dialysepuffer
(20 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl) dialysiert (Dialyseschlduche: Thermo Scientific,
SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K MWCO, 16 mm dry diameter). Nach Entfernen des Glycerins

kann das Protein nicht wieder eingefroren werden.
2.8.4 Reinigung von E. coli proPhoA (Gouridis et al., 2010)

Expression und Zellernte

Fiir die Reinigung des Praproteins proPhoA werden E. coli BL21.19-Zellen, die mit dem
entsprechenden proPhoA-Konstrukt transformiert wurden, in 4 L LB-Medium (100 pg/mL
Ampicillin) angezogen. Hierfiir werden 4 L Medium 1:40 angeimpft und bei 30°C bis zum
Erreichen einer Optischen Dichte (ODeoonm) von 0,6-0,8 geschittelt. AnschlieBend wird die
Temperatur auf 42°C erhoht. Nach 30 min wird mit 0,5 mM IPTG fiir zwei Stunden bei 42°C
induziert. Nach Abkihlen der Zellen auf Eis werden diese durch Zentrifugieren bei 7000g und
4°C flr 10 min geerntet. Das Zellpellet wird in kaltem Puffer A (50 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM
NaCl, 5% Glycerin, 2 mM DTT) resuspendiert und in FlUssigstickstoff schockgefroren. Die

Zellen kénnen bei -80°C gelagert werden.

Zellaufschluss und Solubilisierung des Proteins

Die gefrorenen Zellen werden Uber Nacht auf Eis oder kurz in lauwarmem Wasser aufgetaut
und 1 mM MgCl,, DNase | (Roche Diagnostics) und 1 mM PMSF zugegeben. Der Zellaufschluss
erfolgt durch eine French Press (American Instrument Company; 3 Durchgange, 10000 psi).
Das Zelllysat wird 30 min bei 4°C und 58500g zentrifugiert. Das Pellet, welches das proPhoA
als Inklusionskoérper (inclusion bodies) enthalt, wird in so viel Puffer B (50 mM Tris-HCl pH 8,

500 mM NacCl, 5 % Glycerin, 2 mM DTT, 8 M Urea; Raumtemperatur) resuspendiert, wie zuvor
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Uberstand abgenommen wurde. Zur Solubilisierung der Proteine aus den Inklusionskdrpern

wird Gber Nacht auf dem Drehrad bei Raumtemperatur inkubiert.

IMAC (Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie)

Nach 30-minitiger Zentrifugation (58500g, 22°C) wird der Uberstand mit Puffer A (RT)
verdlinnt, sodass die Urea-Konzentration 6 M betragt. Fir die IMAC werden 5 mL Ni-NTA mit
10-fachem S&ulenvolumen (10 CV) Waschpuffer C (50 mM Tris-HCIl pH 8, 500 mM NaCl, 5%
Glycerin, 6 M Urea; Raumtemperatur) equilibriert. Das Ni-NTA und 5 mM B-Mercaptoethanol
werden zu dem verdiinnten Uberstand gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur auf
dem Drehrad inkubiert. Nach Trennen der Ni-NTA-Matrix mit den gebundenen Proteinen vom
Puffer (Durchlauf) Giber eine Minisaule wird mit 10 CV Waschpuffer C und anschlieBend mit
15 CV Waschpuffer D (50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NacCl, 5% Glycerin, 6 M Urea; 10 mM
Imidazol pH8,0; Raumtemperatur) gewaschen. Eluiert wird mit 10 CV Elutionspuffer E (50 mM
Tris-HCl pH8, 50mM NaCl, 5% Glycerin, 6 M Urea; 100 mM Imidazol pH 8,0;
Raumtemperatur) in einer einzelnen Fraktion (zu stark konzentriertes proPhoA fillt aus).
ProPhoA wird bei Raumtemperatur gelagert. Die Ni-NTA-Matrix kann mehrfach verwendet
werden. Hierflir wird sie mit 2 M Imidazol gewaschen, anschliefend mit H,Oq4 gespuilt und in
20 % Ethanol bei 4°C aufbewahrt. Von den Wasch- und Elutionsfraktionen werden je 50 pL
gefdllt, in 100 uL SDS-Probenpuffer aufgenommen und davon 20 pL auf ein SDS-Gel
aufgetragen, das anschliefend mit Coomassie gefarbt wird. Die Fraktion, die proPhoA enthilt,
wird mit 30 mM EDTA pH 8 und 1 mM DTT versetzt und fur mindestens drei Stunden bzw. bis

zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur inkubiert.

Dialyse

Zum Entfernen von Imidazol und Urea, zum Austauschen von NaCl gegen KCl und zum Andern
der Glycerin- und EDTA-Konzentration wird dialysiert. Alle Puffer missen gekihlt sein, die
Dialyse findet bei 4°C statt. Dialysiert wird mit den Dialysepuffern F-K (50 mM Tris-HCI pH 8,
50 mM KCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA pH 8; F: + 5% Glycerin und 6 M Urea; G: + 10 % Glycerin
und 4 M Urea; H: + 10 % Glycerin und 2 M Urea; I: + 10 % Glycerin und 1 M Urea; J: + 10%
Glycerin und 0,5 M Urea; K: + 10 % Glycerin) fiir jeweils mindestens zwei Stunden gegen das
100-fache an Volumen (Dialyseschlduche: Thermo Scientific, SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K
MWCO, 16 mm dry diameter). Soll proPhoA im Anschluss mit einem Maleimid-
Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, wird in den letzten beiden Dialysepuffern das DTT
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weggelassen. Nach der Entfernung von Urea ist proPhoA bei Proteinkonzentrationen zwischen
30 uM und 3 mM nur unter 12°C |6slich. Bei einer Konzentration unter 30 uM ist proPhoA

auch bei Raumtemperatur und sogar bis 37°C |6slich (Gouridis et al., 2010).
2.9 Fluoreszenzfarbstoff-Markierung von Proteinen (Labeling)

Zur spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-Markierung von Proteinen wurden Maleimid-
gekoppelte Farbstoffe verwendet, die an die Thiol-Gruppe von Cysteinresten binden. Es
wurden die Farbstoffe ATTO520 und ATTO647N (ATTO-TEC) eingesetzt. Die optischen

Eigenschaften der Farbstoffe sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Optische Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (ATTO-TEC, 2009)

ATTO520 ATTO647N
Aabs 516 nm 644 nm
At 538 nm 669 nm
Emax 1,1 x10° Mt ecm? 1,5x10°M*tecm?
CF2s0 0,18 0,05

Der Fluoreszenzfarbstoff sowie die Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proteine miissen vor Licht
geschiitzt werden. Der in DMSO geldste Farbstoff wird in 1,3-fach molarem Uberschuss zur
Proteinlosung gegeben, 30 min bei Raumtemperatur auf dem Drehrad und anschlieBend tiber
Nacht bei 4°C im Kihlschrank inkubiert. Alternativ kann zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf dem Drehrad markiert werden. Damit nicht gebundener Farbstoff reduziert wird und sich
leichter abtrennen lasst, wird das Protein-Farbstoff-Gemisch mit 10 mM DTT fir zwei Stunden
auf dem Drehrad bei 4°Cinkubiert. Ungebundener Farbstoff wird Gber eine Gelfiltration (2.10)
abgetrennt. Zur Uberpriifung der Farbstoffabtrennung werden Proben der Elutionsfraktionen
in Probenpuffer ohne DTT auf ein 15 %-iges SDS-Gel aufgetragen und die Auftrennung
gestoppt, bevor die Lauffront komplett durchgelaufen ist. Das Gel wird am Fluoreszenz-
Scanner (Typhoon TRIO+, Amersham Biosciences) bei entsprechender Anregungswellenldnge
gescannt (Anregungslaser: ATTO647N, Red (633 nm); ATTO520, Blue (488 nm);
Emissionsfilter: ATTO647N, 670 BP 30 Cy5; ATT0520, 526 SOP Fluorescin Cy2 AlexaFluor488)
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und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Fluoreszenzfarbstoff-markierte Proteine werden

lichtgeschitzt bei -80°C gelagert.
2.10 GroBBenausschluss-Chromatographie

Der freie Farbstoff aus der Labeling-Reaktion kann Uber eine Grofenausschluss-
Chromatographie (Gelfitration) abgetrennt werden. Hierbei werden Proteine und andere
Molekiile der GrofRe nach aufgetrennt. GroBere Molekiile wandern schneller durch das
Sadulenmaterial als kleinere. Das markierte Protein eluiert zu Beginn, der freie Farbstoff muss

einen groBeren Weg durch die Sdulenmatrix zuricklegen.

Die Farbstoff-markierte Probe wird {iber einen Konzentrator (Amicon® Ultra-4 Centrifugal
Filter, Regenerated Cellulose, Millipore) auf 500 uL eingeengt, filtriert (Ultrafree-MC
Zentrifugen-Filtereinheiten, PVDF 0,45 pum, Millipore) und auf eine equilibrierte
Superdex 200 (10/30)-Siule (GE Healthcare Life Sciences) geladen. Uber ein AKTA-
Proteinaufreinigungssystem (AKTApurifier; GE Healthcare Life Sciences) wird mit dem
gewilinschten Puffer, der zuvor filtriert und entgast wurde, lichtgeschiitzt mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 mL/min eluiert und Fraktionen von 500 uL gesammelt. Die
Detektion erfolgt bei 280 nm und am Absorptionsmaximum des Farbstoffs. Fraktionen, die
laut Chromatogramm Protein enthalten, werden wie in 2.9 beschrieben auf einem SDS-Gel

Uberpruft.

2.11 Bestimmung der Proteinkonzentration und der Labeling-

Effizienz (DOL)

Zur Berechnung der Proteinkonzentration und der Labeling-Effizienz (DOL = degree of
labeling) wird die Absorption bei 280 nm und am Absorptionsmaximum des Farbstoffs
(ATTO520: Aabs = 516 nm; ATTO647N: Aabs = 644 nm) photometrisch bestimmt (Cary 50 UV-Vis
Spectrophotometer; Varian). Der Extinktionskoeffizient des Proteins € wird Uber die
Aminosauresequenz mithilfe von Online-Tools (z.B. ExPASy - ProtParam tool) bestimmt. Der
molare Extinktionskoeffizient des Farbstoffs am Absorptionsmaximum E&mnax sowie dessen
Korrekturfaktor CFaso (= €280/Emax) Werden den optischen Eigenschaften des Farbstoffs

entnommen (siehe Tabelle 13). AuRerdem muss die Schichtdicke d der Klivette bekannt sein.
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Die Konzentration von Farbstoff-markierten Proteinen berechnet sich wie folgt:

A280-AFarbstoff x CF280
EProtein x d

c[M]=

Ist das Protein nicht Farbstoff-markiert, entfallt die Farbstoff-Korrektur (Ararbstofs = 0).

Die Labeling-Effizienz wird nach folgender Formel berechnet:

AFarbstoff X EProtein
DOL [%] = x 100
(A280-AFarbstoff x CF280) % Emax

2.12 Herstellung von Liposomen (Olson et al., 1979; Szoka et al., 1980)

Vor der Herstellung der Lipide werden alle Glasgefale und —werkzeuge (Spatel,
Glaskigelchen) mit Dichlormethan gespllt. Die aufgetauten Lipide (Avanti® Polar Lipids)
werden in einen gespilten 250 mL-Rundkolben eingewogen (100 mg) und in 10 mL
Dichlormethan geldst. Mithilfe eines Rotationsverdampfers wird das Dichlormethan langsam
verdampft (Wasserbad 30°C, Vakuum 850 mbar), bis sich ein gleichmaRiger Lipidfilm gebildet
hat. Nach dem Verdampfen wird das Wasserbad ausgeschaltet und die Lipide Gber Nacht
weiter getrocknet. Der Kolben wird mit Stickstoff begast, um eine Oxidation der Lipide zu
verhindern. Nach Zugabe von 10 mL H,O44 wird der Lipidfilm mithilfe von zwei Glaskiigelchen
gelost. Die gelsten Liposomen haben eine Konzentration von 10 mg/mL und sind
multilamellar. Nach dem Aliquotieren der fertigen Liposomen werden diese in Flissigstickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.13 Rekonstitution von Membranproteinen mittels Extruder und

Bio-Beads

Die Liposomen und Proteine werden im gewlinschten Verhaltnis gemischt (molares Verhaltnis
Protein:Lipid = 1:1000). Fir die spatere Zentrifugation der Proteoliposomen ist es wichtig,
dass die Proteinldsung kein Glycerin enthalt. Der Mini-Extruder-Apparat (Avanti® Polar Lipids)
wird nach Herstellerangaben zusammengebaut. Er besteht aus zwei Spritzen, zwei Teflon-
Zylindern mit zwei Filtern und einer Polycarbonat-Membran (Whatman® Nuclepore™ Track-

Etched Membrane; 19 mm Durchmesser, PorengréRe 400 nm) dazwischen. Zur Reduktion des
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Totvolumens wird vor der eigentlichen Extrusion Puffer von der einen in die andere Spritze
gedriickt. Um die gewlinschte Temperatur von 37°C wahrend der Extrusion zu erreichen, wird
der Temperaturblock der Apparatur auf einem Heizblock erwarmt. Die Protein-Liposomen-
Suspension wird mit einer der beiden Spritzen luftblasenfrei aufgenommen und 20-30 Mal
langsam durch die Polycarbonat-Membran gedriickt. Die zu Beginn milchige Suspension wird
dabei klar. Durch einen letzten Extrusionsschritt endet die Suspension in der anderen Spritze.
So bleiben mogliche Aggregate und andere groBere Partikel in der Ausgangsspritze. Die
Suspension wird in ein 1,5 mL-Reaktionsgefall tiberfiihrt und mit den hydrierten Bio-Beads
(Bio-Beads™ SM-2 Adsorbent; Bio-Rad), die vorgelegt wurden, bei 4°C auf dem Drehrad
zweimal eine Stunde bis (iber Nacht inkubiert. Die Bio-Beads adsorbieren das Detergens aus
der Losung, wodurch die Proteoliposomen stabiler werden. Nach der Detergensadsorption
werden die Proteoliposomen geerntet. Hierfliir werden sie zentrifugiert (Beckman Airfuge,
20 psi, 10 min, 4°C) und das Proteoliposomen-Pellet im gewlinschten Puffer aufgenommen.
Die Proteoliposomen koénnen fiir 3-4 Tage bei 4°C (oberhalb der Phasenlibergangstemperatur

Tc) gelagert werden (Avanti Polar Lipids, 2019).

Fir die Fluoreszenzmessungen wurden DOPC-Liposomen (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin; Avanti® Polar Lipids) verwendet, da diese bei den Messungen wenig
Hintergrund zeigen. Die Phasenilibergangstemperatur von DOPC betragt je nach Quelle
zwischen -17°C (Avanti Polar Lipids, 2019) und -22°C (Ladbrooke & Chapman, 1969; Szoka et
al., 1980).

2.14 Bestimmung der PartikelgroBe liber dynamische Lichtstreuung

Die GroBenverteilung der Proteoliposomen kann unter Verwendung der dynamischen
Lichtstreuung (dynamic light scattering, DLS) bestimmt werden. Die Intensitat der
Lichtstreuung eines Lasers, der auf die Proteoliposomen-Suspension trifft, andert sich standig
durch die Brownsche Molekularbewegung der Proteoliposomen in der Suspension. Die
Anderung der Intensitit (iber die Zeit ergibt eine Information lber die Geschwindigkeit der
Partikel und letztendlich Gber deren Grofie.

Es werden 20 uL der Proteoliposomen in eine Kivette pipettiert und anschlieend im

Lichtstreuungsdetektor Avid Nano W130i zehn Messungen tiber je 10 Sekunden durchgefiihrt.
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Die Software berechnet aus diesen Daten den hydrodynamischen Radius beziehungsweise

Durchmesser der Proteoliposomen und die Polydispersitat der Partikel.

2.15 Fluoreszenz-Messungen

2.15.1 Messungen am Fluorometer

Fiir die Fluoreszenz-Messungen werden die Fluoreszenz-markierten Proteine im gewiinschten
Verhdltnis und der gewilinschten Konzentration gemischt bzw. mit DOPC-Liposomen
rekonstituiert, sodass die Proben ein Mindestvolumen von 120 uL (Kivettenvolumen)
aufweisen. Fiir einfache Fluoreszenz-Messungen ist nur eines der Proteine markiert, fir FRET-
Messungen sind entsprechend beide Interaktionspartner mit dem Donor- bzw. Akzeptor-
Farbstoff markiert. Fiir die Interaktionsmessungen zwischen SecY und YidC wurde in dieser
Arbeit YidC mit dem Donor-Farbstoff ATTO520, SecY mit dem Akzeptor-Farbstoff ATTO647N
markiert. Das Fluoreszenz-Spektrometer (Fluorolog®, HORIBA Jobin Yvon GmbH) muss eine
halbe Stunde vor der Messung angeschaltet werden, damit die Lampe auf Betriebstemperatur
kommt. Die Kiivette (Quarzglas SUPRASIL® Mikro-Kiivette, Schichtdicke 10 mm, Fiillvolumen
120 pL, Hellma Analytics) wird mit destilliertem Wasser gespiilt und mit Stickstoff trocken
gepustet. Gemessen wird bei Raumtemperatur und einer konstanten Anregungswellenlange
von 516 nm (Absorptionsmaximum von ATT0520). Mithilfe der Fluoreszenz-Software
FluorEssence™  fir Windows® wird ein  Emissionsspektrum  oberhalb  der
Anregungswellenldnge je nach gemessenem Farbstoff aufgenommen (520-720 nm fir die
Fluoreszenzmaxima von ATTO520 und ATTO647N). Im Falle eines Energietransfers (FRET) sinkt
das Donor-Signal, das des Akzeptors steigt an. Falls die Fluoreszenzléschung gemessen werden

soll, wird vor der Messung 500 mM Kaliumiodid (KI, Sigma) zugegeben.
2.15.2 Auswertung der Fluoreszenzmessdaten

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgt mithilfe der Datenanalyse- und Grafiksoftware
OriginPro (OriginLab Corporation), mit der die Fluoreszenz-Software FluorEssence™ gekoppelt

ist.
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Normierung der Messdaten

Um die Daten aus verschiedenen Messungen besser vergleichen zu kdnnen, werden sie auf
einen ausgewadhlten Wert, der als Basiswert fungiert, normiert. Alle Werte werden dazu durch
diesen Wert dividiert. Der Basiswert betragt damit eins.

Um die Zu- bzw. Abnahme der Fluoreszenz im Vergleich zu diesem Basiswert darzustellen,

kann von den Messdaten der Basiswert eins abgezogen werden.

Bestimmung der Affinitdt (Ks-Wert) und der Stéchiometrie (n) durch Titration

Um die Affinitat, also den Kq-Wert, und die Stochiometrie der Interaktion von SecY und YidC
zu bestimmen, wird SecY mit dem Akzeptor-Farbstoff ATTO647N (im Folgenden als Akzeptor
bezeichnet) und YidC mit dem Donor-Farbstoff ATTO520 (Donor) markiert. Im Falle einer
Interaktion kommt es zu FRET, wodurch das Donor-Signal sinkt, das des Akzeptors steigt. Der
Donor wird vorgelegt, der Akzeptor wird in kleinen Titrationsschritten dazu titriert. Fur jeden
Titrationsschritt wird das Fluoreszenzspektrum von 520-750 aufgenommen. Ziel ist es, die
jeweiligen Fluoreszenzmaxima des Donors bzw. des Akzeptors gegen die entsprechende
Akzeptor-Konzentration aufzutragen, um spdter eine Kurvenanpassung zur Bestimmung von

Kgq und n durchzufiihren.

A) Rechnerische Korrektur der Messergebnisse um Verdiinnungs- und Konzentrationseffekte:

Durch die Zugabe des Akzeptors in jedem Titrationsschritt kommt es zu einer
VolumenvergréRerung und damit zu einer Verdiinnung der Donor-Konzentration. Das Donor-
Signal sinkt also nicht nur durch den FRET-Effekt, sondern auch durch die Verdiinnung. Der
FRET-Effekt muss um den Verdiinnungseffekt rechnerisch korrigiert werden. Um diesen Fehler
korrigieren zu kdnnen, wird der Puffer, in dem der Akzeptor vorliegt (Akzeptor-Puffer), in den
gleichen Schritten wie zuvor der Akzeptor zum vorgelegten Donor titriert. In Abbildung 18A
ist die Berechnung des korrigierten Donor-Signals anhand eines einzelnen Titrationsschritts
dargestellt. Dargestellt ist nur der Wellenlangenbereich, in dem der Donor fluoresziert. Die
schwarze Kurve (D) stellt das Spektrum des Donor-Farbstoffs dar, der bei der Titration
vorgelegt wurde. Die blaue Kurve (D+P) entsteht, wenn zu diesem Donor Akzeptor-Puffer
pipettiert wird. Dadurch sinkt bereits die Fluoreszenz, ohne dass es zu einem Energietransfer
kommt (b =Signalabnahme durch Verdiinnungseffekt). Wird zum vorgelegten Donor das

gleiche Volumen Akzeptor pipettiert, sinkt das Signal nicht nur durch den Verdiinnungseffekt,
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sondern auch durch den strahlungsfreien Energietransfer auf den Akzeptor
(c = Signalabnahme durch Energietransfer und Verdinnungseffekt; rote Kurve (D+A)). Die
griine Kurve stellt das errechnete korrigierte Signal des Donors dar, das durch den
Energietransfer ohne Verdiinnungseffekt (= a) entsteht. Rechnerisch erhadlt man a, indem b
von c subtrahiert wird: a=c—b mit b = D - (D+P) und c = D - (D+A). Der FRET-Effekt a muss
dann vom Ausgangssignal des Donors D abgezogen werden, um das korrigierte Signal zu

erhalten. Die Berechnung wird fir jeden Titrationsschritt durchgefihrt.

A B
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C [
(O] (]
N N
[%] [%]
(] (O]
— —
o o
=} >
[ T
T T 1 T T
500 550 600 650 675
Wellenldange [nm] Wellenldange [nm]

Abbildung 18: Korrektur der Maxima um Verdiinnungseffekt bzw. Eigenfluoreszenz.
(A) Rechnerische Korrektur des Donor-Signals um den Verdinnungseffekt.

schwarze Kurve: Donor-Signal (D) ohne FRET (vorgelegter Donor allein gemessen)

rote Kurve: Zugabe von Akzeptor zum vorgelegten Donor (D+A)

blaue Kurve: Zugabe von A-Puffer zu vorgelegten Donor (D+P)

grine Kurve: korrigiertes Donor-Signal ohne Verdiinnungseffekt =D - a = D - (D+P) + (D+A)
a = Signalabnahme durch Energietransfer (=FRET)

b = Signalabnahme durch Verdiinnungseffekt

¢ = Signalabnahme durch Energietransfer und Verdlinnungseffekt
a=c—bmitb=D-(D+P)und c=D-(D+A) = a = (D+P) - (D+A) = FRET

(B) Rechnerische Korrektur des Akzeptor-Signal um die Eigenfluoreszenz.

rote Kurve: Zugabe von Akzeptor zum vorgelegten Donor

blaue Kurve: Zugabe von Akzeptor zu Donor -Puffer

grine Kurve: korrigiertes Akzeptor-Signal ohne Eigenfluoreszenz =0 + a = (D+A) - (P+A)
a = Signalzunahme durch Energietransfer (=FRET)

b = Signalzunahme durch Eigenfluoreszenz

¢ = Signalzunahme durch Energietransfer und Eigenfluoreszenz

a=c—bmitb=(P+A) und c = (D+A) > a = (D+A) - (P+A)

Neben dem Donor-Signal muss auch das Akzeptor-Signal korrigiert werden. Durch die Zugabe
des Akzeptor-Farbstoffs bei jedem Titrationsschritt wird dieser aufkonzentriert. AuBerdem

wird durch die Anregung des Donors bei 516 nm auch der Akzeptor schwach mit angeregt
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(Abbildung 17). Diese Eigenfluoreszenz, die nicht durch den Energietransfer zustande kommt,
muss vom Akzeptor-Signal abgezogen werden. Dazu wird Akzeptor zu vorgelegtem Donor-
Puffer titriert und die Spektren gemessen. In Abbildung 18B wird die Berechnung beispielhaft
an einem Titrationsschritt dargestellt. Die rote Kurve (D+A) stellt das Spektrum im Akzeptor-
Fluoreszenzbereich, das bei der Zugabe von Akzeptor zu vorgelegtem Donor entsteht, dar. Das
Signal entsteht durch den Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor (FRET) und durch die
Eigenfluoreszenz des Akzeptor-Farbstoffs, die sich mit jedem Titrationsschritt durch die
steigende Akzeptor-Konzentration erhoht (c = Signalzunahme durch Energietransfer und
Eigenfluoreszenz). Hiervon missen der Konzentrationseffekt und die zunehmende
Eigenfluoreszenz abgezogen werden, den die blaue Kurve (P+A) zeigt. Diese ist das Spektrum,
das bei der Zugabe von Akzeptor zu Donor-Puffer gemessen wird. Das Signal entsteht durch
die Eigenfluoreszenz (b = Signalzunahme durch Eigenfluoreszenz) des Akzeptor-Farbstoffs. Die
eigentliche Zunahme des Signals, das auf den Energietransfer, also FRET, zurlickzufiihren ist,
ist kleiner und wird durch a dargestellt. Rechnerisch erhdlt man a, indem b von c subtrahiert
wird: a = ¢ — b mit b = (P+A) und c = (D+A). Das korrigierte Akzeptor-Signal (griine Kurve), das
nur auf den Energietransfer zurlckzufiihren ist, erhalt man also durch Subtrahieren des blauen
Spektrums (Puffermessung P+A) vom roten (D+A). Die Berechnung wird flr jeden

Titrationsschritt durchgefihrt.

Des Weiteren ist beim Akzeptor-Signal zu beachten, dass der Donor-Farbstoff auch bei
669 nm, also am Fluoreszenzmaximum des Akzeptors, noch schwach fluoresziert (Abbildung
17A). Diese Fluoreszenz verfdlscht das Signal. Eine Messung ohne Akzeptor, also mit dem
Donor allein, bei 669 nm kann aber nicht einfach vom Akzeptor-Signal abgezogen werden, da
bei der Messung mit Akzeptor ein Teil der Donor-Fluoreszenz in FRET lbergeht, bei der
Messung des Donors allein nicht. Dadurch ist die Donor-Fluoreszenz, die vom Akzeptor-
Maximum abgezogen werden misste, tatsachlich niedriger als bei der Messung des Donors
allein. Damit wird der Anteil der Donor-Fluoreszenz am Akzeptor-Maximum, also der
gemessene Fehler, kleiner mit steigendem FRET-Effekt: Die Donor-Fluoreszenz bei 669 nm ist
also auch davon abhangig, ob es zu FRET kommt oder nicht und wie viel Energie dabei auf den
Akzeptor Ubertragen wird. Wird wenig oder keine Energie auf den Akzeptor ibertragen, bleibt
viel der Donor-Fluoreszenz bei 669 nm Ubrig, wird mehr Energie auf den Akzeptor Gbertragen,

bleibt weniger Donor-Fluoreszenz lbrig und es wirde zu viel abgezogen und der FRET-Effekt
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in die andere Richtung verfalscht werden. Zu Beginn der Titration ist der Fehler also groRer,
da der Donor-Einfluss groRer ist (dieser wird mit der Zeit verdiinnt) und weniger FRET auftritt,
also mehr an Fluoreszenz librigbleibt. Mit der Zeit wird der Donor verdiinnt, womit der Einfluss
sinkt, und der FRET-Effekt steigt, wodurch weniger Fluoreszenz (ibrigbleibt, die abgezogen
werden musste. Der Fehler nimmt also im Lauf der Titration ab, zu Beginn misste mehr
abgezogen werden als im Verlauf der Titration. Die Konzentrationsanderung des Donors
kdnnte zwar durch die entsprechende Donor+Puffer (D+P)-Messung berlcksichtigt werden,
die unterschiedlichen FRET-Effekte sind aber nicht abschatzbar. Aus diesem Grund wird eine
Fehlerabschatzung gemacht, indem die Extremfalle “1.) Komplette Energielibertragung von
Donor auf Akzeptor” und *2.) Keine Energielibertragung von Donor auf Akzeptor’ betrachtet
werden. In Fall 1 (100 % FRET) wird angenommen, dass die komplette Donor-Fluoreszenz bei
jeder Einzel-Messung der Titration auf den Akzeptor Ubertragen wird. Damit gibt es keine
Donor-Fluoreszenz bei 669 nm, also am Akzeptor-Maximum, mehr, die abgezogen werden
misste. Im zweiten Fall (0 % FRET) wird angenommen, dass keine Donor-Fluoreszenz auf den
Akzeptor Ubertragen wird, also kein FRET stattfindet. Damit bleibt die gesamte Donor-
Fluoreszenz bei 669 nm als Fluoreszenz erhalten und geht nicht strahlungsfrei durch FRET an
den Akzeptor Uber. Die Donor-Fluoreszenz ist also bei der Messung mit und ohne Akzeptor
gleich grof. Somit muss die gesamte Donor-Fluoreszenz, die in der Puffer-Kontrolle (Donor +
Puffer) am Akzeptor-Maximum von 669 nm gemessen wird, vom Wert der Messung mit
Akzeptor abgezogen werden. Durch die beiden betrachteten Extremfdlle '0 % FRET" und
"100 % FRET" ergibt sich fiir den K4-Wert eine Spanne, zwischen der der tatsachliche Wert liegt.
Das Eintreten beider Félle ist unwahrscheinlich, da FRET im Falle von SecY und YidC auftritt
(mehr als 0 %), aber nie die gesamte Energie tUbertragen wird (100 % wird nicht erreicht). Der
tatsachliche Kg-Wert liegt also dazwischen. Zudem kann ein dritter Fall unter Annahme, dass
50 % der Donor-Fluoreszenz durch FRET Ubertragen werden, betrachtet werden. Es ist zu
beachten, dass bei diesen theoretischen Betrachtungen alle Messpunkte der Titration in
Hinblick auf die FRET-Effizienz gleich behandelt werden, obwohl sich diese Uber den
Titrationsverlauf hinweg durch das sich verandernde Donor/Akzeptor-Verhaltnis dndert.

Durch die Betrachtung der beiden Extremfalle wird aber auch dies mit abgedeckt.
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B) Lineare und nichtlineare Kurvenanpassung:

Die Kurvenanpassung zur Bestimmung des Kgq-Werts und der Stochiometrie werden im
Folgenden anhand des Beispiels der SecY/YidC-Interaktion in Detergens und dem Akzeptor-
Signal (3.2.3) erlautert. Hier wurde der Donor vorgelegt, der Akzeptor dazu titriert.

Nach der rechnerischen Korrektur von Akzeptor- und Donor-Signal werden die
Fluoreszenzmaxima gegen die Konzentration der variablen Komponente, hier des Akzeptors,
aufgetragen (Abbildung 32A). Mit steigender Akzeptor-Konzentration steigt die Fluoreszenz,
es kommt zu einer Sattigung und letztendlich wieder zu einer Abnahme des Signals.

Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten Ky wird eine Lineweaver-Burk Linearisierung der
Daten durchgefiihrt. Da diese Berechnung nur fir Sattigungskurven vorgesehen ist, wird nur
der Bereich bis 0,55 uM (vor Signalabnahme) zur Berechnung beriicksichtigt. Fiir die
Linearisierung nach Lineweaver-Burk werden die reziproken x- und y-Werte aufgetragen.
AnschlieBend wird durch die Datenpunkte eine lineare Regressionsgerade gelegt (Abbildung
32B). Mithilfe der Gleichung der Regressionsgeraden kann der Kq-Wert bestimmt werden: Er
berechnet sich als negativer reziproker Wert des Schnittpunkts der Regressionsgeraden mit
der x-Achse: x =-1/Kg mity = 0.

AuBerdem kann die Asymptote der Sattigungskurve als reziproker Wert des
y-Achsenabschnitts bestimmt werden: y = 1/Asymptote mit x = 0.

Diese beiden errechneten Werte werden in einer nichtlinearen Regressionsanalyse (nicht
linearisiertes Diagramm, Abbildung 32A) zur Berechnung des stéchiometrischen Faktors n

eingesetzt. Dieser Analyse liegt folgende Formel zugrunde:

(Kd+X+c)-J[(Kd+X+c)2-4cX]
2c

y=Fi+nxFfx

mit  X: Konzentrationen der titrierten Komponente (hier: Akzeptor) [uM]
Fi (Anfangsfluoreszenz) =0
Ff (Endfluoreszenz) = Asymptote = Wert aus linearer Regression
c: vorgelegte (hier: Donor-)Konzentration [mM]
Kq: Dissoziationskonstante = Wert aus linearer Regression [uM]

n (stochiometrischer Parameter): wird hier bestimmt
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Auch in diesem Fall wird nur der Bereich bis 0,55 uM herangezogen, da die Formel nur fiir eine
Sattigungskurve vorgesehen ist.

Die Auswertung der Messung Uber die Fluoreszenzmaxima des Donors werden entsprechend
durchgefiihrt. Auch hier werden die Fluoreszenzmaxima des Donor-Signals gegen die
Konzentration des Akzeptors (variable Komponente) aufgetragen. Da die Signale sinken, die
Formel der nichtlinearen Regressionsanalyse aber fiir eine steigende Sattigungskurve
vorgesehen ist, wird der reziproke Wert der Fluoreszenz aufgetragen. So wird eine steigende
Sattigungskurve fiir die Analyse erhalten. Entsprechend wird fir die Lineweaver-Burk
Linearisierung die Fluoreszenz (als reziproker Wert der reziproken Fluoreszenz aus der

steigenden Sattigungskurve) gegen die reziproke Akzeptor-Konzentration aufgetragen.

Mit der Regressionsgleichung gibt OriginPro automatisch Kennzahlen zur Beurteilung der
Anpassung an.

Der Korrelationskoeffizient (Pearson R) ist ein dimensionsloses Mafl fiir den linearen
Zusammenhang von Messpunkten und kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Bei einem
Wert von +1 (-1) besteht ein vollstdndig positiver (negativer) linearer Zusammenhang
zwischen den Messpunkten. Betragt der Wert des Korrelationskoeffizienten null besteht kein
linearer Zusammenhang (Burkschat et al., 2012).

Das BestimmtheitsmaR R? beurteilt, wie gut Messwerte zu einem Modell passen. Bei der
linearen  Regression  entspricht das Bestimmtheitsma dem  Quadrat des
Korrelationskoeffizienten und liegt damit in seinem Wert immer unter dem des
Korrelationskoeffizienten. Da R? mit zunehmender Anzahl an unabhingiger Variablen
automatisch ansteigt, auch wenn diese nur einen minimalen linearen Zusammenhang
aufweisen, kann R? durch eine groBere Anzahl an Variablen kiinstlich erhdht werden. Darum
wird mit dem sogenannten korrigierten R? gearbeitet, welches die Anzahl der verwendeten
Variablen beriicksichtigt und immer einen kleineren Wert als das nicht korrigierte
BestimmtheitsmaR annimmt. Ein Wert von R? (korrigiert) =1 weist dabei auf eine ideale

Beschreibung der Anpassung fir alle Messpunkte hin (Burkschat et al., 2012).
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3 ERGEBNISSE

3.1 YidC interagiert in vivo mit dem SecY lateral gate

Das Sec-Translokon inseriert Membranproteine in die innere Bakterienmembran, indem es
die integrierten Transmembransegmente eines Substratproteins durch das lateral gate von
SecY in die Membran entlasst (Botte et al., 2016; Frauenfeld et al., 2011; Martin et al., 2019;
van den Berg et al., 2004). Dabei kann SecYEG, je nach Substrat, in Kooperation mit YidC
(Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2017; Samuelson et al., 2000; Scotti et al., 2000) oder
unabhangig von der Insertase arbeiten (Chen et al., 2002b; Koch & Miiller, 2000; Samuelson
et al., 2000). Wie genau YidC mit SecYEG interagiert, ist noch nicht komplett aufgeklart.

Um Interaktionen von YidC mit dem lateral gate von SecY in vivo nachweisen zu kdnnen,
wurden Cross-Linking-Experimente mithilfe eines Oxidationsmittels durchgefiihrt. Uber
Einzelcystein-Mutanten wurden Positionen im lateral gate von SecY (Abbildung 19A und B)
und in den Transmembransequenzen (TM) 3 und 5 von YidC (Abbildung 19C und D)

untersucht.

Bei diesen Cross-Linking-Experimenten mit Einzelcystein-Mutanten besitzen beide
potentiellen Interaktionspartner, in diesem Fall SecY und YidC, jeweils ein einziges Cystein in
ihrer Sequenz an genau der Position, die auf eine Interaktion hin untersucht werden soll. Unter
oxidativen Bedingungen kann es zur Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den beiden
Cysteinen von SecY und YidC kommen, wenn diese in unmittelbarer Nahe (4-7 A) zueinander
stehen und miteinander interagieren. Durch die Ausbildung der kovalenten Disulfidbriicke im
Falle einer Interaktion entsteht ein Komplex mit groRerem Molekulargewicht, der auf einem
SDS-Gel nachgewiesen werden kann. Interagieren die untersuchten Positionen nicht

miteinander, entsteht kein Cross-Link-Produkt.

Um endogenes YidC depletieren zu kénnen, wurde der E. coli-Stamm MK6S (2.2.6) unter
Glukose-Bedingungen eingesetzt. Dadurch war ein falsch-positives Ergebnis durch einen
Cross-Link mit endogenem YidC ausgeschlossen. Als Oxidationsmittel wurde
Dithionitrobenzoesaure (DTNB), auch als Ellmans Reagenz bekannt, eingesetzt (1.2). Die

Detektion der Proteine erfolgte radioaktiv. Hierbei wurde der Kultur radioaktives Methionin
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(3°S) zugegeben, was zur radioaktiven Markierung der in diesem Zeitraum synthetisierten
Proteine fiihrte (Pulse-labeling). Durch eine Immunprazipitation mit einem Antikérper gegen
YidC konnte dieses genauso wie das Cross-Link-Produkt aus YidC mit SecY spezifisch
nachgewiesen und (ber eine zusatzliche Bande im SDS-Gel sichtbar gemacht werden (2.7).
Das Cross-Link-Produkt aus SecY und YidC wird auf einer Hohe von etwa 90-95 kDa erwartet

(Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2013).

A Membran-Ansicht C Membran-Ansicht

Periplasma

Cytoplasma T™M5 ' Cytoplasma

B D

Abbildung 19: Kristallstrukturen von SecYE (A, B) und YidC (C, D). In der Kristallstruktur von E. coli
SecYE (PDB 3J01, Frauenfeld et al., 2011) ist SecY aus Sicht der Membran (A) und aus periplasmatischer
Sicht (B) dunkelgrau dargestellt. SecE ist hellgrau gefarbt. Rot markiert sind die Helices 2b, 3, 7 und 8
des lateral gates von SecY, welches auf Interaktionen mit YidC untersucht wurde. Die Kristallstruktur
von YidC aus E. coli (PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b) ist aus Sicht der Membran (C) und aus
periplasmatischer Sicht (D) dunkelgrau dargestellt. Rot gefarbt sind die Transmembranhelices 3 und 5,
die auf Interaktionen mit SecY untersucht wurden.
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3.1.1 Depletion von YidC in E. coli MK6S

Zur Uberpriifung der Depletion von YidC in E. coli MK6S wurde der Stamm in Anwesenheit von

Arabinose bzw. in Abwesenheit von Arabinose und Anwesenheit von Glukose fiir drei Stunden

Abbildung 20: Depletion von

bis zu einer Optischen Dichte von 0,5 bei 37°C geschuttelt und

A Gl
{a ZC anschliefend je 1 mL der Proben mit TCA gefallt. Von den TCA-
. gefallten Proben wurden 10 % auf ein SDS-Gel aufgetragen
-—— = YidC
und die Banden im Western Blot mit einem anti-YidC-
a-YidC Antikorper detektiert. In Anwesenheit von Arabinose

(Abbildung 20, Spur 1) wird YidC exprimiert. Unter Glukose-

YidC in E. coli MK6S unter
Glukose-Bedingungen.  YidC
wird nur in Anwesenheit von
Arabinose (Ara, Spurl) in
E. coli MK6S exprimiert. In
Abwesenheit von Arabinose
und Anwesenheit von Glukose
(Glc, Spur2) wird YidC
depletiert.

werden. Es

Antikorper

Bedingungen (Abbildung 20, Spur 2) kann kein YidC detektiert

wurde erfolgreich depletiert. Damit st

sichergestellt, dass es sich bei dem durch den anti-YidC-

prazipitierten YidC in den Cross-Linking-

Experimenten um die Plasmid-codierte Mutante und nicht um

endogenes YidC handelt.

3.1.2 Die

SecY-Transmembrandomane 3

interagiert mit der YidC-

Transmembrandomane 3

YidC

SecY

Abbildung 21: Schematische Dar-
stellung des moglichen SecY/YidC
Kontakts. Stehen sich SecY und
YidC gegeniiber, sodass das lateral
gate von SecY auf die Liicke
zwischen TM3 und TM5 von YidC
trifft, kdnnten SecY-TM3 und YidC-
TM3 bzw. SecY-TM8 und YidC-TM5
interagieren.

Die Positionen 122-124 der Transmembrandomane 3 von
SecY wurden auf Interaktionen mit den Positionen 428-
434 der YidC-Transmembrandomédne 3 getestet. Diese
beiden Transmembrandomanen kénnten nebeneinander
liegen, wenn SecY und YidC sich in der Membran direkt
gegeniiberstehen, sodass die Liicke, die sich zwischen
TM 3 und TM 5 von YidC o6ffnet (Kumazaki et al., 2014b),
auf das lateral gate von SecY trifft (Abbildung 21). Die
untersuchten Positionen befinden sich jeweils etwa in der

Mitte der Membran (Abbildung 22C).
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Abbildung 22: Die Transmembrandomanen 3 von SecY und YidC interagieren miteinander in vivo. (A)
Nach der Oxidation mit DTNB und einer Immunprazipitation mit einem Antikdrper gegen YidC zeigen
die SecY-Positionen 122 und 123 in Kombination mit verschiedenen YidC-Positionen eine Bande auf
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der Hohe, auf der das Cross-Link-Signal (*) von SecY und YidC zu erwarten ist (~ 95 kDa). (B) Fir die
Position 124 von SecY wurden keine Cross-Link-Signale mit den getesteten YidC-Positionen detektiert.
(C) Die Kristallstrukturen zeigen einen Ausschnitt von SecY (oben, PDB 3J01, Frauenfeld et al., 2011)
bzw. YidC (unten, PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b). SecE ist hellgrau dargestellt. Rot eingefarbt sind
die Transmembrandomanen 3 und 5 von YidC und das lateral gate von SecY, griin zeigt die
untersuchten Positionen von SecY (122-124) bzw. YidC (428-434). (D und E) Die Funktionalitat der SecY-
und YidC-Mutanten wurde in Komplementationstests nachgewiesen. Sowohl die YidC-
Cysteinmutanten 428C-434C (D) als auch die SecY-Cysteinmutanten 122C-124C (E) wachsen unter
nicht permissiven Bedingungen (Glc bzw. 37°C) ebenso gut wie die Positiv-Kontrollen (+), wildtypisches
YidC und SecY. Die Negativ-Kontrollen (-), leerer Vektor, wachsen nur auf den Kontrollplatten (Ara bzw.
37°C).

Bei allen getesteten YidC-Positionen ist eine DTT-abhdngige Bande auf der Hohe, auf der ein
Cross-Link-Produkt aus SecY und YidC erwartet wird, mit den SecY-Positionen 122 und 123 zu
sehen (Abbildung 22A). Die SecY-Position 122 zeigt mit den YidC-Positionen 430 (Spur E) und
432 (Spur I) den starksten Cross-Link. Das schwachste Signal ist in Kombination mit der YidC-
Position 428 (Spur A) zu finden. SecY123 zeigt etwas schwachere Cross-Link-Signale als
SecY122 an allen untersuchten YidC-Positionen. Die Cross-Link-Signale weisen auf eine
Interaktion der beiden Proteine an den entsprechenden Positionen hin. An der SecY-
Position 124 ist dagegen kein Cross-Link mit YidC zu detektieren (Abbildung 22B).

Eine weitere DTT-abhangige Bande, die etwas unter 85 kDa zu finden ist (Abbildung 22A/B,
markiert mit #), zeigen fast alle Kombinationen der SecY- und YidC-Positionen. Dieses Signal
ist auch bei SecY124 zu finden. Auf was dieses Signal zuriickzufiihren ist, ist nicht geklart.
Moglicherweise handelt es sich um einen Cross-Link von YidC mit einem anderen
Interaktionspartner. Verschiedene Moglichkeiten werden in Kapitel 4.2.1 diskutiert.

Es ist auBerdem zu beobachten, dass in den Spuren, in denen die Proben nicht mit DTT
reduziert wurden, ein groBerer Teil der Proben nicht in das Trenngel hineinlauft, sondern an

der Grenze zum Sammelgel, zu sehen am oberen Rand der Gelabbildung, hangen bleibt.

Um  sicherzustellen, dass die  Cysteinmutanten  funktional sind, wurden
Komplementationstests durchgefiihrt (2.6). Der Depletionsstamm E. coli MK6S, bei dem das
chromosomale yidC-Gen unter Kontrolle des araBAD-Promotors steht, wurde verwendet, um
die YidC-Mutanten auf ihre Komplementation zu untersuchen. Es wurden Verdiinnungsreihen
von Kulturen des Depletionsstamms angelegt, der mit einem Plasmid transformiert wurde,
das das wildtypische yidC-Gen, das yidC-Gen mit der jeweiligen Cysteinmutation oder kein

Insert tragt. Die Zellen wurden auf Agarplatten mit 0,2 % Arabinose bzw. 0,4 % Glukose
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aufgetragen (Abbildung 22D). Unter Depletionsbedingungen (Glc) wachsen alle E. coli MK6S-
Zellen, die die Cysteinmutanten exprimieren, ebenso gut wie der Wildtyp (+). Die Negativ-
Kontrolle (-), deren Plasmid kein Insert tragt, wachst nicht. Auf der Kontrollplatte (Ara) ist in
allen Fallen Wachstum zu beobachten. Die Funktionalitdt der SecY-Mutanten wurde im Stamm
E. coli AF659, der eine kalte-sensitive Mutation im chromosomalen secY-Gen tragt, getestet.
Es wurden Verdiinnungsreihen von Kulturen des Temperatur-sensitiven Stamms angelegt, der
mit einem Plasmid transformiert wurde, welches die wildtypischen secYEG-Gene, die secYEG-
Gene mit den Cysteinmutationen oder kein Insert zur Kontrolle tragt. Die Zellen wurden auf
Agarplatten aufgetragen und bei 37°C bzw. 20°C inkubiert (Abbildung 22E). Die
Cysteinmutanten wuchsen bei 20°C ebenso gut wie der SecY-Wildtyp. Die Negativ-Kontrolle
ohne Insert (-) bildete dagegen keine Kolonien. Auf der Kontrollplatte (37°C) ist in allen Fallen
Wachstum zu beobachten. Die Funktionalitdt aller verwendeten SecY- und YidC-

Cysteinmutanten ist damit sichergestellt.

3.1.3 Die SecY-Transmembrandomidne 8 interagiert mit der YidC-

Transmembrandomane 5

Eine Position (328) in der SecY-Transmembrandoméane 8 wurde auf Interaktionen mit der
YidC-Transmembrandomaéne 5 (Positionen 498-501) untersucht (Abbildung 23B). SecY-TM8
und YidC-TM5 stehen sich, wie die beiden Transmembrandomanen 3 auf der anderen Seite
des lateral gates, direkt gegeniiber und kdnnten somit miteinander interagieren (Abbildung
21).

Ein schwaches Cross-Link-Signal und damit eine mogliche Interaktion zwischen SecY und YidC
wurde bei der Kombination von SecY328 mit YidC499 (Abbildung 23A, Spur 3) detektiert. Die
anderen Kombinationen, mit YidC498, YidC500 und YidC501, zeigen keine Interaktion. Auch in
diesem Fall ist eine kleinere DTT-abhangige Bande kurz unterhalb von 85 kDa zu finden
(Abbildung 23A, Spur 3, markiert mit #). Wie schon beim vorherigen Gel in Abbildung 22 ist in
den Spuren, deren Proben nicht reduziert wurden (- DTT), ein gréBerer Anteil der Proben nicht

in das Trenngel hineingelaufen.
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Abbildung 23: Die Transmembrandomdane8 von SecY interagiert mit der YidC-
Transmembrandomane 5 in vivo. (A) Nach der Oxidation mit DTNB und einer Immunprazipitation mit
einem Antikorper gegen YidC zeigt Position 328 von SecY ein Cross-Link-Signal (*) in Kombination mit
YidC499. (B) Die Kristallstrukturen zeigen einen Ausschnitt von SecY (oben, PDB 3J01, Frauenfeld et al.,
2011) bzw. YidC (unten, PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b). SecE ist hellgrau dargestellt. Rot eingefarbt
sind die Transmembrandomanen 3 und 5 von YidC und das lateral gate von SecY, grin zeigt die
untersuchten Positionen von SecY (328) bzw. YidC (498-501). (C und D) Die Funktionalitdt der SecY-
und YidC-Mutanten wurde in Komplementationstests nachgewiesen. Sowohl die YidC-
Cysteinmutanten 498C-501C (C) als auch die SecY-Cysteinmutante 328C (D) wachsen unter nicht
permissiven Bedingungen (Glc/37°C) ebenso gut wie die Positiv-Kontrollen (+), wildtypisches YidC und
SecY. Die Negativ-Kontrollen (-), leerer Vektor, wachsen nur auf den Kontrollplatten (Ara/37°C).

Um die Funktionalitat der Cysteinmutanten zu zeigen, wurden ebenfalls wie in 3.1.2
Komplementationstests durchgefihrt. Unter Depletionsbedingungen (Glc) wachsen alle E. coli
MK6S-Zellen, die die YidC-Cysteinmutanten exprimieren, ebenso gut wie der Wildtyp (+). Die

Negativ-Kontrolle (-), deren Plasmid kein Insert tragt, wachst nicht. Auf der Kontrollplatte (Ara)
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ist in allen Fallen Wachstum zu beobachten (Abbildung 23C). Die SecY-Cysteinmutante wachst
bei 20°C ebenso gut wie der SecY-Wildtyp. Die Negativ-Kontrolle ohne Insert (-) bildet dagegen
keine Kolonien. Auf der Kontrollplatte (37°C) ist in allen Fdllen Wachstum zu beobachten
(Abbildung 23D). Die Funktionalitdt aller verwendeten SecY- und YidC-Cysteinmutanten ist

damit gezeigt.

3.1.4 Die DTT-abhangige Bande ist ein Cross-Link-Produkt aus YidC und SecY

Durch die Depletion von endogenem YidC und die Detektion der DTT-abhdngigen Banden in
Abbildung 22 und Abbildung 23 durch eine Immunprazipitation mit einem Antikorper gegen
YidC ist gesichert, dass es sich bei dem detektierten Cross-Link-Produkt um die Plasmid-
codierte YidC-Cysteinmutante handelt. Sichergestellt werden muss aber, dass der Cross-Link
tatsachlich durch eine Interaktion mit SecY entstanden ist. AuBerdem muss liberprift werden,
ob das Cross-Link-Signal auf eine Interaktion mit der Position von SecY, an der die Mutante
das Cystein tragt, zurlickzufiihren ist und nicht durch Interaktion mit den Cystein-Positionen

des endogenen SecY (329 und 385) entstanden ist. Hierflir wurden Kontrollen durchgefiihrt.

A B
SecY - 123C SecY 123C G
YidC 18C 432C YidC 432C
DTT + - + - DTT + - + -
1 2 3 4 1 2 3 4
kDa
120 — | v, %0 ¢

FEE = SecYoyidC " - SecY-YidC

85—

85—

= YidC

50—
[ e

a-YidC a-YidC

Abbildung 24: Kontrollen zur Bestdtigung des SecY/YidC Cross-Links. (A) Um ein YidC-Dimer
ausschlieBen zu kdnnen, wurde der DTNB-Cross-Link aus SecY und YidC mit einem DTNB-Cross-Link aus
einer Dimer-bildenden YidC-Mutante in Abwesenheit von SecY verglichen. Das Cross-Link-Signal des
YidC-Dimers (*) lauft im SDS-Gel oberhalb des SecY/YidC-Signals (*). (B) Die Cystein-freie SecY-Mutante
Co zeigt im Vergleich zu SecY123 keinen Cross-Link (*) mit YidC432.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem potenziellen SecY/YidC-Cross-Link-Produkt eigentlich
um ein YidC-Dimer handelt, wurde durch Oxidation einer Dimer-bildenden YidC-Mutante
(Cystein an Position 18) mit DTNB in Abwesenheit von SecY ein YidC-Dimer erzeugt. Im
Vergleich zu der potenziellen Cross-Link-Bande, die sich aus SecY123 und YidC432 ergibt, zeigt
sich, dass das YidC-Dimer (Spur 2) im SDS-Gel héher lauft als das SecY/YidC-Oxidationsprodukt
(Spur 4). Ein YidC-Dimer kann somit ausgeschlossen werden (Abbildung 24A). Hier zeigt sich
auBerdem wieder deutlich die DTT-abhadngige Bande zwischen 50 und 85 kDa (Spur 4). In

Abwesenheit von SecY wird diese Bande nicht detektiert.

Als Negativ-Kontrolle wurde die YidC-Mutante

SecY  123C o _ . o
_ mit einem Cystein an Position 432 mit einer

YidC 432C
—_— SecY-Mutante, die kein Cystein enthalt, oxidiert

DTT + -
1 5 (Abbildung 24B). Im Vergleich zu SecY123C
';'38 (Spur 2) ist mit der Cystein-freien SecY-Variante
130 =— & & =YidC, (Spur 4) kein Cross-Link zu detektieren. Damit

== SecY-YidC
kann ausgeschlossen werden, dass das Cross-

Link-Produkt aus einem anderen Protein als
1 - YidC SecY mit YidC zustande kommt. Ware der Cross-
Link durch eine Interaktion mit einer der
Cystein-Positionen des endogenen SecY
entstanden, hatte auch in diesem Fall ein Cross-

== SecY
Link-Produkt detektiert werden missen. Somit

kann auch ein falsch positives Ergebnis durch

a-His

die Anwesenheit von endogenem SecY

Abbildung 25: Cross-Link zwischen gerei-
nigtem SecY und YidC in Proteoliposomen in
vitro. Nach der Rekonstitution von SecY123
und YidC432 in Proteoliposomen und der Als weitere Kontrolle wurden SecY und YidC

Oxidation mit DTNB zeigt sich ebenfalls das
SecY/YidC-Cross-Link-Signal (*). gereinigt und anschlieRend im Verhaltnis 1:1

ausgeschlossen werden.

mit DOPC-Liposomen rekonstituiert (Verhaltnis
Protein:Lipid = 1:2000). Die entstandenen Proteoliposomen wurden wie die Zellen in den in
vivo-Experimenten oxidiert. Nach einer TCA-Fallung wurden die Proben in SDS-Probenpuffer

mit bzw. ohne DTT aufgenommen, auf ein SDS-Gel aufgetragen und im Anschluss Uber
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Western-Blotting mit einem anti-His-Antikorper detektiert. Auch in diesem Fall wird eine DTT-
abhangige Bande, die dem SecY/YidC-Cross-Link zugeordnet werden kann, detektiert
(Abbildung 25). Da nur die beiden gereinigten Proteine im Versuchsansatz anwesend waren,
ist sichergestellt, dass es sich bei dem Cross-Link-Produkt um SecY und YidC, die an den
Cystein-Positionen 123 bzw. 432 vernetzt sind, handelt. Das Signal des Cross-Links ist, vor
allem im Vergleich mit den vorigen Versuchen, schwach. Moglicherweise ist der His-Tag des
Cross-Link-Produkts fiir den anti-His-Antikdrper in der Immundetektion des Western Blots
nicht gut zuganglich. Bei den in vivo Versuchen wurde die Immunprazipitation mit einem anti-
YidC-Antikorper durchgefiihrt.

Das YidC-Dimer ist oberhalb des SecY/YidC-Cross-Links zu finden. In vivo bildete sich bei der
Kombination SecY123C/YidC432C kein Dimer (Abbildung 24). Dieses hat sich nur bei dem in
vitro Experiment gebildet. In Proteoliposomen, in denen nur SecY und YidC anwesend sind,
hat YidC keine anderen Interaktionspartner mehr, wodurch schwache Interaktionen gestarkt

werden.

3.2 SecY interagiert mit YidC in vitro mit einer hohen Affinitat

Erfolgreiche  Cross-Linking-Experimente
werden nur bei einer Uberexpression von
SecY und YidC erreicht (Petriman et al.,
2018). Mit dieser niedrigen SecYEG-YidC-
Cross-Linking-Effizienz ist eine genaue
in vivo

Kartierung der Interaktionen

schwierig. Aus diesem Grund wurden
Cytoplasma

verschiedene in vitro FRET-Experimente

(1.3.2)

SecY142C

mit

gereinigten  Proteinen

Abbildung 26: Die Membranproteine SecY142C und

YidC23C sind auf der periplasmatischen Seite mit
ATTO520 und ATTO647N markiert. Bei einer
Interaktion der beiden Proteine wird der Abstand
zwischen den Fluoreszenz-Farbstoffen klein genug,
sodass es zu einem Energietransfer (FRET) kommt.
(YidC: PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b; SecY: PDB
3J01, Frauenfeld et al., 2011)
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und YidC zeigen sollen. Fiur diese
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mit  Fluoreszenz-Farbstoffen
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werden. Hierfir wurden Einzelcystein-Mutanten der Proteine und Maleimid-gekoppelte
Farbstoffe verwendet. Diese Farbstoffe binden kovalent an die Thiol-Gruppe der Cysteinreste.
So kdénnen Proteine spezifisch an einer bestimmten Position markiert werden. YidC wurde an
Position 23 mit dem Donor-Farbstoff ATTO520 markiert, SecY an Position 142 mit dem
Akzeptor-Farbstoff ATTO647N. Beide Proteine sind damit auf der periplasmatischen Seite
markiert (Abbildung 26). Ein Energietransfer kann nur dann gemessen werden, wenn sich die
beiden Farbstoffe in unmittelbarer Ndhe zueinander befinden, also SecY und YidC
interagieren, und damit der Abstand der an die Proteine gebundenen Farbstoffe klein genug

ist (1.3.2).

3.2.1 Reinigung der Membranproteine SecYEG und YidC

Fiir die in vitro Experimente mussten sowohl die Translokase SecYEG als auch die Insertase

YidC gereinigt werden (2.8).

Reinigung des Membranproteins SecYEG

Die Translokase SecYEG (SecY142C) wurde im E. coli-Stamm SF100 im 2 L-Maf3stab von einem
pTrc99a Vektor liber zwei Stunden bei 37°C exprimiert. Nach der Membranpraparation wurde
SecYEG mit 2 % DDM solubilisiert und Gber eine Nickel-Affinitdtschromatographie (IMAC)

mithilfe eines N-terminalen His-Tags am SecY isoliert. SecYEG wurde in 7 x 1 mL-Fraktionen

kDa D W 1 2 3 4 >
T S — .
66,2 m—
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3 — e —— -—-b = SecY
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—
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14,4 e
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Abbildung 27: Reinigung der Translokase SecYEG (SecY142C). Nach der IMAC
wurden Proben (20 pL) des Durchlaufs D, der Waschfraktion W und der
Elutionsfraktionen 1-5 auf ein SDS-Gel (15 %) aufgetragen und mit Coomassie
gefarbt. Durch die native Reinigung werden neben SecY auch SecE und SecG
mitgereinigt.
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eluiert. Von den Elutionsfraktionen sowie von Durchlauf und Waschfraktion wurden je 20 pL
auf ein 15 %iges SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Bei der nativen Reinigung
werden neben SecY auch SecE und SecG mit gereinigt (Abbildung 27). SecYEG ist hauptséachlich
in den ersten drei Elutionsfraktionen zu finden. Das Protein wurde nach dem Schockgefrieren
bei -80°C gelagert und fiir spatere in vitro Analysen verwendet.

Zur Bestimmung der Konzentration (2.11) wurde an einem UV-Vis-Spektrometer die
Absorption bei 280 nm gemessen. Fir die Fraktionen 1-3 (Abbildung 27), die zuvor vereint und
dialysiert wurden, um das Imidazol zu entfernen, wurde eine Konzentration von 6,35 uM

berechnet (Esecv142c=44350 [1/(M x cm)]).

Reinigung des Membranproteins YidC
Die Insertase YidC (23C) wurde in E. coli C43 im 2 L-Malstab vom einem pMS Vektor (bzw. pGZ

im Fall der YidC 55-Mutante) liber zwei Stunden bei 37°C exprimiert.
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Abbildung 28: Expression und Reinigung der Insertase YidC (23C). (A) Nach der IMAC wurden Proben
(20 uL) des Durchlaufs D, der Waschfraktion W und der Elutionsfraktionen 1-10 auf ein SDS-Gel (12 %)
aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. YidC ist mit abnehmender Konzentration in allen zehn
Elutionsfraktionen zu finden. (B) YidC wurde fir die Reinigung Gber zwei Stunden exprimiert, ein
langerer Zeitraum flhrte im Expressionstest zu einer Abnahme der YidC-Ausbeute.

Ein langerer Expressionszeitraum fihrt zu einer sinkenden YidC-Ausbeute. Dies wurde in

einem Expressionstest bestimmt (Abbildung 28B). Es wurden Proben zu unterschiedlichen
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Zeitpunkten nach der Induktion gezogen und mit TCA gefallt. Nach der Normierung auf die
jeweilige Optische Dichte wurden die Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen und YidC im
Western Blot mittels einem anti-His-Antikorper detektiert.

Nach der Expression und der Membranpraparation wurde YidC mit 1 % DDM solubilisiert und
ebenfalls (iber eine Ni-NTA-Saule mithilfe eines C-terminalen His-Tags isoliert. Eluiert wurde
mit 10 mL (£ 10 CV) in 1 mL-Fraktionen. Von den Elutionsfraktionen sowie von Durchlauf und
Waschfraktion wurden je 20 pL auf ein 12 % SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt.
YidC ist mit abnehmender Konzentration in allen zehn Elutionsfraktionen zu finden
(Abbildung 28A). Das Protein wurde nach dem Schockgefrieren bei -80°C gelagert und fiir
spatere in vitro Analysen verwendet.

Uber die Messung der Absorption bei 208 nm an einem UV-Vis-Spektrometer wurde die
Konzentration bestimmt (2.11). Fur die vereinten und dialysierten Fraktionen 1-3

(Abbildung 28) ergab sich eine Konzentration von 7,4 uM (Eyidc23c=90760 [1/(M x cm)]).

Um die beste Lagertemperatur fiir gereinigtes YidC in Glycerin- und DDM-haltigem Puffer zu
bestimmen, wurde eine YidC-Probe gedrittelt und bei 4°C, -20°C und -80°C gelagert. Nach zwei
Wochen wurde uUberprift, wieviel YidC bei welcher Temperatur ausgefallen ist. Nach
Zentrifugation der Proben wurden 10 % der Uberstinde (um das Gel nicht zu iberladen) und

die gesamten Pellets (um sicherzugehen, dass genug Protein aufgetragen wird, um die

Uberstinde vergleichen zu

(1/10) Uberstand Pellet
°c 4 20 -80 4 20 -80 kdnnen) der Proben auf ein SDS-
1 2 3 4 5 6 Gel aufgetragen, wobei das
;gg - ol prazipitierte YidC in den Pellets
120 == . zu finden ist. Da nur ein Zehntel
= . der Uberstinde aufgetragen
gg : o —-¢F—— Yac wurde, ist ein Vergleich nur
40 =— zwischen den Pellets bzw.
20 — zwischen den  Ubersténden
25— sinnvoll. Eine Aussage, welcher

Abbildung 29: YidC ist bei -80°C am stabilsten. Bei einem Anteil pro  Temperatur in

Stabilitatstest Giber zwei Wochen zeigt sich, dass YidC bei -80°C  Uberstand bzw. Pellet zu finden

stabiler ist als bei -20°C. Durch die Lagerung bei 4°C fallt am
meisten Protein aus. ist, kann nicht getroffen
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werden. Am starksten fallt YidC bei einer Lagerung bei 4°C aus. Hier ist im Vergleich zu den
anderen Temperaturen der groRte Anteil im Pellet zu finden. Bei -80°C ist YidC am stabilsten,
es fallt im Vergleich zu 4°C und -20°C am wenigsten Protein aus (Abbildung 29). Da aber auch
hier wenig Protein ausfallt, wurden die Proben nach dem Auftauen immer zentrifugiert und

mit dem Uberstand weitergearbeitet.

3.2.2 Fluoreszenzfarbstoff-Markierung von SecYEG und YidC

Fiir die spateren FRET-Messungen mussten die gereinigten Proteine spezifisch mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden (2.9). Hierzu wurden Einzelcystein-Mutanten der
Proteine und Maleimid-gekoppelte Farbstoffe verwendet. Diese Farbstoffe binden an die
Thiol-Gruppe der Cysteinreste. So kénnen Proteine spezifisch an einer bestimmten Position
markiert werden. Es wurden die Farbstoffe ATTO520 und ATTO647N (ATTO-TEC) eingesetzt.
Im Anschluss an die eigentliche Markierung mit 1,3-fachem molaren Uberschuss an Farbstoff
(2.9) musste der Ubrige nicht gebundene Farbstoff von den markierten Proteinen Uber eine
GroRenausschlusschromatografie (2.10) abgetrennt werden. Um die Abtrennung des freien
Farbstoffs Gberprifen zu konnen, wurden die Proben im Anschluss auf ein SDS-Gel (15 %)
aufgetragen und die Fluoreszenz vor der Coomassie-Farbung im Fluoreszenz-Scanner
detektiert. Damit der freie Farbstoff noch auf dem Gel zu sehen ist, wurde die Elektrophorese
beendet, bevor die Lauffront des Probenpuffers das untere Ende des Gels erreicht hat. Da die
Farbstoffe lichtempfindlich sind, mussten alle Schritte lichtgeschiitzt durchgefihrt und die

Proben lichtgeschitzt gelagert werden.

Fluoreszenzfarbstoff-Markierung von YidC

Es wurden 1-2 Fraktionen (je 1 mL) aus einer YidC(23C)-Reinigung mit 1,3-fachem molaren
Uberschuss an ATTO520 versetzt und Giber Nacht bei 4°C markiert. Nach der Inkubation mit
10 mM DTT wurde die Probe liber einen Konzentrator (Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter, 50K)
auf 500 pL eingeengt. Die Abtrennung des restlichen freien Farbstoffs von markiertem YidC
erfolgte Gber eine GréRenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC)

an einem AKTA-Proteinaufreinigungssystem.
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Die SEC uber eine Superdex 200 10/30-Saule mit einem Sdulenvolumen von 24 mL erfolgte bei
Raumtemperatur mit einer Flussrate von 0,5 mL/min im YidC-IMAC-Elutionspuffer ohne
Imidazol (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl, 10% Glycerin, 0,03% DDM). Das
Chromatogramm von YidC wurde bei einer UV-Absorption von 280 nm, das von ATTO520 bei
516 nm aufgezeichnet (Abbildung 30A). Es wurden Fraktionen von 0,5 mL gesammelt und
Proben von je 20 uL/Fraktion der ersten beiden Chromatogramm-Peaks auf einem SDS-Gel
Uber einen Fluoreszenz-Scanner (Typhoon TRIO+, Anregungslaser: Blue (488 nm),
Emissionsfilter: 526 SOP Fluorescin Cy2 AlexaFluor488) und eine anschlieRende Coomassie-
Farbung analysiert (Abbildung 30B). Die Fraktionen beider Peaks enthalten Farbstoff-
markiertes YidC. Der erste Peak, der Fraktion 3-5 mit einem Elutionsvolumen zwischen 8 und
9,5 mL darstellt (Abbildung 30, blaues Kastchen), enthalt vermutlich entweder oligomeres
(z.B. dimeres YidC (Boy & Koch, 2009)) oder aggregiertes YidC, da groRe Molekiile schneller
das Saulenmaterial durchwandern als kleine und dieser Peak kurz nach dem Totvolumen der
Sdule (7 mL) eluiert wird. Die Fraktionen 10-15 des zweiten Peaks bei einem
Elutionsvolumen zwischen 11,5 und 14,5 mL (Abbildung 30, rotes Kastchen) enthalten das
monomere YidC. Die Peaks sind sauber voneinander getrennt. Alle analysierten Fraktionen
zeigen eine einzige Farbstoff-markierte YidC-Bande im SDS-Gel und enthalten keinen freien
Farbstoff mehr. In der Probe, die vor Beladen der Sdule genommen wurde (Abbildung 308,
Spur L; FS=freier Farbstoff), ist der freie Farbstoff ganz unten im Gel gut zu erkennen. Der freie
Farbstoff eluiert als kleines Molekiil erst ganz am Ende des Saulenvolumens (~ 24 mL). Die
Fraktionen 10-15 wurden bei -80°C lichtgeschiitzt gelagert und fiir spdtere FRET-Experimente

eingesetzt.

Zur Bestimmung der Konzentration und der Labeling-Effizienz (DOL, degree of labeling) wurde
an einem UV-Vis-Spektrometer die Absorption bei 280 nm und 516 nm gemessen (2.11). Fir
die Fraktionen 11-14 (Abbildung 30), die zuvor vereint und dialysiert wurden, um das Glycerin
fiir eine folgende Rekonstitution zu entfernen, wurde eine Konzentration von 0,3 uM und ein
DOL von 38,5% berechnet (€yiac23c=90760 [1/(M xcm)], ATTO520: CF230=0,18,
Emax=110000 [1/(M x cm)]).
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Abbildung 30: SEC-Elutionsprofil von ATTO520-markiertem YidC auf einer Superdex 200 10/30-
Saule. (A) ATTO520-markiertes YidC wurde auf eine Superdex 200 10/30-S&ule geladen, um markiertes
YidC (zweiter Peak zwischen 11,5 und 14,5 mL) von freiem Farbstoff (eluiert gegen Ende des
Saulenvolumens) und aggregiertem oder oligomerem YidC (erster Peak zwischen 8 und 9,5 mL) zu
trennen (Flussrate: 0,5 mL/min). (B) Die Fraktionen der Peaks wurden auf einem SDS-Gel analysiert
und YidC bzw. ATTO520 Uber einen Fluoreszenz-Scanner und anschlielendes Farben mit Coomassie
detektiert (Blaues Kastchen: Proben des ersten Peaks; rotes Kastchen: Proben des zweiten Peaks; L:
Load/Probe vor Auftrennung; FS: freier Farbstoff). Es ist eine einzige Farbstoff-markierte YidC-Bande
und kein freier Farbstoff zu finden.
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Fluoreszenzfarbstoff-Markierung von SecYEG

Flr die Labeling-Reaktion wurden 1-2 Fraktionen (je 1 mL) aus einer SecY(142C)-Reinigung mit
1,3-fachem molaren Uberschuss an ATTO647N versetzt und iber Nacht bei 4°C markiert. Nach
der Inkubation mit 10 mM DTT wurde die Probe Uber einen Konzentrator (Amicon® Ultra-4
Centrifugal Filter, 50K) auf 500 uL eingeengt und der restliche freie Farbstoff von markiertem
SecY Uber eine GroRenausschlusschromatographie an einem AKTA-Proteinaufreinigungs-

system abgetrennt.

Die SecY-SEC Uber eine Superdex 200 10/30-Séule erfolgte bei Raumtemperatur mit einer
Flussrate von 0,5 mL/min im SecY-IMAC-Elutionspuffer ohne Imidazol (20 mM Tris-HCI pH 8,
300 mM NaCl, 10 % Glycerin, 0,03 % DDM). Das Chromatogramm von SecY wurde bei einer
UV-Absorption von 280 nm, das von ATTO647N bei 644 nm aufgezeichnet (Abbildung 31A). Es
wurden Fraktionen von 0,5 mL gesammelt und Proben von je 20 uL/Fraktion der ersten drei
Peaks auf einem SDS-Gel lber einen Fluoreszenz-Scanner (Typhoon TRIO+, Anregungslaser:
Red (633 nm), Emissionsfilter: 670 BP 30 Cy5) und eine anschlieRende Coomassie-Farbung
analysiert (Abbildung 31B). Der erste Peak bei ~ 8 mL (Abbildung 31, blaues Kastchen) und
somit direkt im Anschluss an das Totvolumen (~ 7 mL) enthalt kein SecY. Eventuell kbnnten
sich Aggregate hinter diesem friihen Peak verbergen. Der Peak, der Fraktion 13-15 mit einem
Elutionsvolumen zwischen 12 und 13,5 mL darstellt (Abbildung 31, rotes Kastchen), enthélt
Farbstoff-markiertes SecY. Es ist nur eine einzige SecY-Bande zu detektieren, freier Farbstoff
ist nicht vorhanden. In der Probe, die vor Beladen der Sdaule genommen wurde, ist der freie
Farbstoff ganz unten im Gel gut zu erkennen (Abbildung 31B, Spur L; FS=freier Farbstoff). Ab
Fraktion 16 ist eine Abbau-Bande zwischen 25 und 35 kDa zu sehen, die auch im Elutionsprofil
durch einen weiteren Peak bei ~ 14 mL, der nicht komplett vom vorigen Peak getrennt ist,
dargestellt wird. In weiteren Farbstoff-Abtrennungen ist dieser zweite SecY-Peak oft nur als
Schulter des ersten SecY-Peaks zu erkennen. Ab Fraktion 17 wurde aullerdem freier Farbstoff
mit eluiert (Abbildung 31, griines Kastchen). Dies zeigt auch ein deutlicher Anstieg der
Absorption bei 644 nm, die bis liber das Ende des Sdulenvolumens (~24 mL) hinaus nicht
wieder komplett abféllt. In der Probe, die vor Beladen der Sdule genommen wurde, ist der
freie Farbstoff ganz unten im Gel ebenfalls gut zu erkennen (Abbildung 31, Spur L; FS=freier
Farbstoff). Die Fraktionen 13-15 wurden bei -80°C lichtgeschiitzt gelagert und fir spatere

FRET-Experimente eingesetzt.
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Abbildung 31: SEC-Elutionsprofil von ATTO647N-markiertem SecY auf einer Superdex 200 10/30-
Saule. (A) ATTO647N-markiertes SecY wurde auf eine Superdex 200 10/30-Sdule geladen, um
markiertes SecY (zwischen 12 und 13,5mL) von freiem Farbstoff (eluiert bei spaterem
Elutionsvolumen) zu trennen (Flussrate: 0,5 mL/min). (B) Die Fraktionen der Peaks wurden auf einem
SDS-Gel (15 %) analysiert und SecY bzw. ATTO647N (ber einen Fluoreszenz-Scanner und
anschlieRendes Farben mit Coomassie detektiert (Blaues Kadstchen: Proben des ersten Peaks; rotes
Kastchen: Proben des zweiten Peaks; griines Kastchen: Proben des dritten Peaks; L: Load/Probe vor
Auftrennung; FS: freier Farbstoff). In den Fraktionen 13-15 (rotes Kastchen) ist eine einzige Farbstoff-
markierte SecY-Bande und kein freier Farbstoff zu finden.
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Zur Bestimmung der Konzentration und der Labeling-Effizienz (DOL, degree of labeling) wurde
an einem UV-Vis-Spektrometer die Absorption bei 280 nm und 644 nm gemessen (2.11). Fir
die Fraktionen 13-15, die zuvor vereint und dialysiert wurden, um das Glycerin fiir eine
folgende Rekonstitution zu entfernen, wurde eine Konzentration von 0,72 uM und ein DOL
von 20,8 % berechnet (Esecy142c=44350 [1/(M x cm)], ATTO647N: CF280=0,05,
Emax=150000 [1/(M x cm)]).

3.2.3 SecY und YidC interagieren in aquimolarem Verhaltnis mit hoher

Bindungsaffinitat in Detergens

Zur Einschatzung der Bindungsaffinitat der SecY/YidC-Interaktion in Detergens (DDM) wurde
der Kg-Wert (Dissoziationskonstante) mithilfe von FRET-Experimenten bestimmt (2.15).
AulRerdem wurde die Stochiometrie (n) berechnet. Hierzu wurde ATTO520-markiertes YidC als
Donor vorgelegt (120 uL; 0,85 uM; DOL=18,2 %) und ATTO647N-markiertes SecY (1,32 uM;
DOL=24 %) als Akzeptor dazu titriert. Das Startverhaltnis von SecY zu YidC lag bei 154 YidC-
Molekilen pro SecY-Molekiil. Es wurde titriert, bis 3,5 SecY-Molekiile auf ein YidC kamen. Fir
die FRET-Messungen wurde der Donor-Farbstoff ATTO520 mit einer Wellenldnge von 516 nm
angeregt. Fir jeden Titrationsschritt wurde das Spektrum der Fluoreszenz von 520-750 nm
aufgenommen (Fluorolog®), um die maximale Donor-Fluoreszenz bei 538 nm und die
maximale Akzeptor-Fluoreszenz bei 669 nm zu detektieren. Kommt es zur Interaktion, also zu
FRET, sinkt die Donor-Fluoreszenz, die des Akzeptors steigt. AuBerdem wurde analog dazu der
Puffer, in dem Akzeptor SecY ATTO647N vorlag, zu YidC ATTO520 (Donor) titriert sowie der
Akzeptor zu Donor-Puffer. Die Messwerte wurden damit wie in 2.15.2 beschrieben um den

Verdiinnungs- bzw. Konzentrationseffekt rechnerisch korrigiert und ausgewertet.

Nach dem Auftragen der Fluoreszenzmaxima des Akzeptor-Signals gegen die Konzentration
des Akzeptors (Abbildung 32A) zeigt sich, dass mit steigender Akzeptor-Konzentration die
Fluoreszenz ansteigt, es zu einer Sattigung und letztendlich wieder zu einer Abnahme des
Signals kommt. Da die lineare und nichtlineare Kurvenanpassung nur fir Sattigungskurven
vorgesehen ist, wurde fiir die Auswertung nur der Bereich bis 0,55 uM (vor Signalabnahme)
beriicksichtigt. Aus den nach Lineweaver-Burk linearisierten Daten (Abbildung 32B)

und der Regressionsgeraden ergibt sich folgende Funktionsgleichung:
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y=7,891 x 10 + 3,222 x 107X. Der Korrelationskoeffizient (Pearson R) liegt bei 0,934. Es
besteht also ein linearer Zusammenhang der Messpunkte. Das Bestimmtheitsmall bzw.
korrigierte R? betrdgt 0,865. Auch damit zeigt sich, dass die Anpassung der
Regressionsgeraden einen linearen Zusammenhang beschreibt. Fir die Asymptote wurde ein
Wert von 126722,8 CPS errechnet, die Dissoziationskonstante liegt bei Kq=40,8 nM. Mit
diesen Werten ergibt sich aus der nichtlinearen Regressionsanalyse (Abbildung 32A) der
stochiometrischen Faktors n=0,99888 + 0,01275. Somit liegen SecY und YidC in einem
stochiometrischen Verhaltnis von eins vor. Dieses Verhaltnis ist bei einer Konzentration von
SecY ATTO647N von 0,52 uM erreicht. In Abbildung 32A ist diese Konzentration rot
(senkrecht) markiert. Es ist zu sehen, dass ab dieser Konzentration das Signal wieder zu sinken

beginnt.
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Abbildung 32: Bestimmung der Dissoziationskonstanten Ky und des stéchiometrischen Faktors n in
Detergens iiber das Fluoreszenzmaximum des Akzeptors (669 nm). (A) Die Fluoreszenzmaxima des
Akzeptors wurden gegen die Konzentration des Akzeptors (SecY ATTO647N) aufgetragen. Die rote
senkrechte Markierung bei einer Akzeptor-Konzentration von 0,52 uM zeigt die Konzentration an, bei
der Akzeptor und Donor, also SecY und YidC, in einem Verhaltnis von 1:1 vorliegen. Die rote Kurve stellt
die nichtlineare Anpassung dar. (B) Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten K4 (40,8 nM) wurde
eine Lineweaver-Burk Linearisierung der Daten im Bereich der Sattigungskurve (bis 0,55 uM)
durchgefiihrt und eine Regressionsgerade (rote Gerade) angepasst. Um den stéchiometrischen Faktor
n (0,99888) zu ermitteln, wurde ein nichtlinearer Fit in diesem Bereich (A) durchgefiihrt.
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Wie in 2.15.2 beschrieben, kann das Ergebnis durch das schwache Fluoreszieren des Donor-
Farbstoffs am Fluoreszenzmaximum des Akzeptors (Abbildung 17A) verfalscht werden, je
nachdem, welcher Anteil der Energie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen wird. Aus
diesem Grund wurde eine Fehlerabschdatzung durchgefihrt und die beiden
Extremfalle "komplette Energielibertragung’ (100 % FRET £ der obigen Rechnung) und “keine
Energielibertragung” (0 % FRET) sowie der Fall, dass die Halfte der Energie (ibertragen wird
(50 % FRET) betrachtet. Die Werte der betrachteten Falle sind in Tabelle 14 dargestellt. Durch
die beiden betrachteten Extremfalle "0 % FRET und 100 % FRET’ ergibt sich fur den Kg-Wert
ein Bereich von 40,8 nM bis 150,0 nM. Das Eintreten beider Falle ist unwahrscheinlich, da FRET
auftritt (mehr als 0 %), aber nie die gesamte Energie Ubertragen wird (100 % wird nicht
erreicht). Der tatsachliche Kq-Wert liegt also dazwischen. Fiir die Annahme, dass 50 % der
Donor-Fluoreszenz durch FRET (ibertragen werden, ergibt sich ein Kg-Wert von 69,8 nM. Die

Stochiometrie wird von den unterschiedlichen Féllen kaum beeinflusst.

Tabelle 14: Dissoziationskonstante und stochiometrischer Faktor der betrachteten
Energielibertragungs-Falle

100 % FRET 50 % FRET 0% FRET
Kqg 40,8 nM 69,8 nM 150 nM
n 0,99888 + 0,01275 0,995 + 0,0149 0,979 +0,0217

Durch den Energietransfer im Falle einer SecY/YidC-Interaktion wird nicht nur das Akzeptor-
Signal erhoht. Es kommt auRerdem zu einem Absinken des Donor-Signals. Im Folgenden
wurde die Auswertung der Messung zusatzlich tiber das Fluoreszenzmaximum des Donors
durchgefiihrt. Hierbei wurde tberprift, ob die Ergebnisse mit denen aus der Auswertung tber
das Akzeptor-Signal konsistent sind. Auch hier wurden wie oben beschrieben die
Fluoreszenzmaxima des Donors gegen die Konzentration des Akzeptors aufgetragen. Auch
hier kommt es zu einer Sattigung. Die Sattigung setzt etwa bei der Akzeptor-Konzentration
ein, bei der ein stéchiometrisches Verhaltnis von Akzeptor und Donor von 1 vorliegt. Da die
Signale des Donors im Verlauf sinken, die Formel der nichtlinearen Regressionsanalyse aber
fiir eine steigende Sattigungskurve vorgesehen ist, wurde der reziproke Wert der Fluoreszenz

aufgetragen, um eine steigende Sattigungskurve fiir die Analyse zu erhalten (Abbildung 33A).
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Entsprechend wurde fir die Lineweaver-Burk Linearisierung die Fluoreszenz gegen die
reziproke Akzeptor-Konzentration aufgetragen (Abbildung 33B). Aus der den linearisierten
Daten ergibt sich eine Regressionsgerade mit der Gleichung: y = 6,554 x 10° + 132150,72 X
(Korrelationskoeffizient: 0,963; korrigiertes R2: 0,926). Die daraus berechnete Asymptote liegt
bei 1,5258 x 107, der K¢-Wert betragt 20,2 nM. Aus diesen Werten ergibt sich in der
nichtlinearen Regressionsanalyse (Abbildung 33A) der stochiometrische Faktor

n =1,00024 + 0,0013 (korrigiertes R?: 0,915).

Abbildung 33: Bestimmung
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Die rote Kurve stellt die
nichtlineare Anpassung dar. (B) Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten Kq4 (20,2 nM) wurde eine
Lineweaver-Burk Linearisierung der Daten durchgefiihrt und eine Regressionsgerade (rote Gerade)
angepasst. Um den stochiometrischen Faktor n (1,00024) zu ermitteln, wurde ein nichtlinearer Fit (A)
durchgefihrt.

Je (1/uM] ration von 0,52 pM zeigt die
I

Werden die Werte der Dissoziationskonstanten aus den beiden Auswertungen verglichen,
zeigt sich, dass sie konsistent sind. Beide liegen im nanomolaren Bereich. Ebenso ergibt sich
in beiden Fallen ein stochiometrisches Verhaltnis von 1. Das ist in Abbildung 34
zusammengefasst: Hier sind die Fluoreszenzmaxima von Akzeptor (normiert: hochster
Wert = 1) und Donor (normiert: kleinster Wert = -1) gemeinsam in einem Graphen gegen die
Akzeptor-Konzentration aufgetragen. Die Konzentration, bei der ein dquimolares Verhaltnis
von SecY und YidC besteht, ist mit einer roten Linie gekennzeichnet. Wie oben beschrieben
nimmt ab dieser Konzentration das Akzeptor-Signal wieder ab, beim Donor-Signal kommt es

zu einer Sattigung.
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Abbildung 34: Die Zunahme der
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Der Versuch wurde mit neu gereinigten Proteinen unabhdngig wiederholt. Die
Konzentrationen und Labeling-Effizienzen waren vergleichbar. Auch diese zweite Messung
ergab einen Kq-Wert im nanomolaren Bereich und einen stochiometrischen Faktor von eins

(Tabelle 15).

Um zu Uberprifen, ob der Kq-Wert abhangig von der Proteinkonzentration ist, wurde der
Versuch aullerdem mit einer geringeren Konzentration wiederholt. Der Titrationsablauf,
Volumina und die Verhaltnisse von SecY und YidC zueinander wurden wie oben beibehalten,
die vorgelegte Donor-Konzentration wurde halbiert, ebenso die Konzentration des Akzeptors.
Die Werte wurden wie oben beschrieben ausgewertet. Nach dem Auftragen der Akzeptor-
Maxima gegen die Akzeptor-Konzentration zeigt sich auch hier, dass mit steigender Akzeptor-
Konzentration die Fluoreszenz ansteigt, es zu einer Sattigung und letztendlich wieder zu einer
Abnahme des Signals kommt (Grafiken nicht dargestellt). Aus der Lineweaver-Burk
Linearisierung der Akzeptor-Maxima ergibt sich eine Dissoziationskonstante von
Kg=28,35nM (y=7,430x 10™ + 2,107 x 10°® X; Asymptote: 13458,93 CPS; Korrelations-
koeffizient: 0,95; korrigiertes R?:0,90). Uber die nichtlineare Anpassung ergibt sich ein
stdchiometrischer Faktor von n = 1,00953 + 0,01488 (korrigiertes R%: 0,811). Die Werte sind
vergleichbar mit denen aus den Messungen mit doppelter Konzentration (Tabelle 15). Die

Bindung und damit der Kq-Wert sind also nicht abhdngig von der Konzentration.
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Die Daten aus allen drei Messungen sind in Tabelle 15 zusammengefasst, aulRerdem wurden
der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. Damit ergibt sich in Detergens eine
hohe Bindungsaffinitdt mit der Dissoziationskonstanten von Kg =27,06 £+ 10,07 nM und ein
aquimolares Verhaltnis von SecY und YidC mit einem stochiometrischen Faktor von

n =1,00363 + 0,00450.

Tabelle 15: Uberblick der bestimmten Kg-Werte und stochiometrischen Faktoren aus den
verschiedenen Messungen in Detergens.

Messung Auswertung Kd [nM] n
1 Akzeptor-Maxima 40,8 0,99888
1 Donor-Maxima 20,2 1,00186
2 Akzeptor-Maxima 18,9 1,00423
3 (halbe Konzentration) Akzeptor-Maxima 28,35 1,00953
Mittelwert 27,06 1,00363
Standardabweichung 10,07 0,00450

3.2.4 Rekonstitution der Membranproteine SecYEG und YidC

Translokasen und Insertasen brauchen, um ihre Funktion ausfilhren zu konnen,
membranumschlossene Kompartimente. Darum wurden sie fir spatere FRET-Messungen
nach der Reinigung mit Liposomen rekonstituiert. So kdnnen sie unter definierten
Bedingungen in vitro in Proteoliposomen untersucht werden. Fiir die Fluoreszenzmessungen

wurden DOPC-Liposomen verwendet, da diese bei den Messungen wenig Hintergrund zeigen.

Liposomen bestehen aus einer Doppelschicht an Phospholipiden und schliefen eine wassrige
Phase ein. Damit dienen sie als Modell fir Biomembranen. Sie kdnnen einschichtig
(unilamellar) sein, also wie die innere E. coli-Membran eine Lipiddoppelschicht besitzen, oder
aus mehreren Lipiddoppelschichten bestehen (multilamellar). Multilamellare Liposomen

entstehen spontan beim Kontakt der Lipide mit einer wassrigen Losung (Olson et al., 1979).
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Um unilamellare Liposomen zu erhalten, werden multilamellare Liposomen durch einen
Extruder gepresst (Avanti Polar Lipids, 2019; Rehm & Letzel, 2010; Szoka et al., 1980). Werden
zuvor Membranproteine zugegeben, entstehen dabei Proteoliposomen (2.13). Die
Membranproteine SecY beziehungsweise YidC wurden vor der Extrusion mit DOPC-Liposomen
im molaren Verhéltnis von 1:1000 (Protein:Lipid) gemischt. AuRerdem wird durch die
Extrusion die GroRenverteilung der Liposomen reproduzierbar (Avanti Polar Lipids, 2019;
Rehm & Letzel, 2010; Szoka et al., 1980). Dies zeigt sich bei der Messung der PartikelgrofRe
(2.14) Gber die dynamische Lichtstreuung (Tabelle 16).

Bei der Rekonstitution und den weiteren Versuchen mit den Proteoliposomen sollte oberhalb
der Phasenlibergangstemperatur Tc gearbeitet werden. Unterhalb dieser Temperatur werden
die Liposomen als ‘fest” betrachtet. Die Phospholipide befinden sich in einem geordneten
Zustand, die Kohlenwasserstoffketten sind eng gepackt. Oberhalb der Tc wird der Zustand als
eher “fluid” angesehen. Die Kohlenwasserstoffketten sind zufallig orientiert und ungeordnet
(Avanti Polar Lipids, 2019; Rehm & Letzel, 2010; Szoka et al., 1980). Fir die Extrusion von SecY
und YidC mit DOPC-Liposomen wurde die Apparatur daher zuvor auf 37°C erwdrmt.

Nach der Extrusion wurde das Detergens, das im Protein-Puffer vorhanden war, mithilfe von
Bio-Beads entfernt, um die Proteoliposomen zu stabilisieren. Durch Zentrifugation wurden die
Proteoliposomen geerntet. Um die Liposomen pelletieren zu kdnnen, ist es wichtig, dass vor
der Extrusion das Glycerin im Protein-Puffer durch Dialyse entfernt wurde. Im Uberstand
verbleiben die nicht rekonstituierten Proteine. Die Proteoliposomen wurden pelletiert und im
gewilinschten Puffer ohne Detergens oder Glycerin aufgenommen.

Zur Kontrolle der Rekonstitution wurden die Proteoliposomen nach den FRET-Messungen
ebenso wie die Uberstinde mit TCA gefillt und auf SDS-Gele, die im Anschluss mit Coomassie
gefarbt wurden, aufgetragen. Die Membranproteine SecY und YidC wurden fast vollstandig in
die DOPC-Liposomen eingebaut (Abbildung 35). AuBerdem funktioniert die Rekonstitution wie
ein zusatzlicher Reinigungsschritt. Verunreinigungen, die bei der Protein-Reinigung zuvor
nicht entfernt werden konnten, finden sich in den Proteoliposomen nicht wieder.

Die Proteoliposomen haben eine durchschnittliche GroRe (Durchmesser) von
160,6 (£ 28,2) nm. Berechnet wurde der Wert aus Messungen von fiunf unabhangig
voneinander hergestellten Proteoliposomen-Suspensionen (Tabelle 16). Die Polydispersitat

als MaR fir die Einheitlichkeit der PartikelgréRe liegt zwischen 24,4 und 40 %.
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A B
PL  US PL  Us
kDa kDa
D) = 150 m—
60 m— = YidC
== SecY
4() w—
3() —
30 w—
25 —
20 e—
20 —
12 % 12 %

Abbildung 35: Rekonstitution der Membranproteine mit DOPC-
Liposomen. Nach der Extrusion der Membranproteine mit
multilamellaren DOPC-Liposomen wurde das Detergens (ber eine Bio-
Bead-Adsorption entfernt und die Proteoliposomen (PL) geerntet. Bei
der Zentrifugation wurden die Proteoliposomen pelletiert, die nicht
aufgenommenen Proteine bleiben im Uberstand (US) zuriick. Die
resuspendierten Proteoliposomen und die Uberstiande wurden mit TCA
gefallt, auf SDS-Gele aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Die
Membranproteine SecY (A) und YidC (B) werden fast vollstandig in
DOPC-Liposomen eingebaut.

Tabelle 16: DLS-Messdaten der Proteoliposomen

Durchschnittlicher Polydispersitat
Messung

Durchmesser [nm] [%]

1 184,34 24,37
2 190,77 27,07
3 164,40 40,03
4 135,79 33,77
5 127,75 29,87

Mittelwert 160,61 31,02
Standardabweichung 28,21 6,12
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3.2.5 Bestimmung der Affinitdt und der Stéchiometrie der SecY/YidC-

Interaktion in DOPC-Proteoliposomen

Da SecY und YidC als Membranproteine natirlicherweise nicht l6slich sind, wurde die
Bestimmung der Dissoziationskonstanten und des stéchiometrischen Faktors nicht nur in
Detergens durchgefiihrt. Auch rekonstituiert mit DOPC-Proteoliposomen wurden diese Werte
bestimmt. Zwar setzen sich die Phospholipide der E. coli Membran eigentlich aus
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin (CL) zusammen
(Raetz & Dowhan, 1990), trotzdem wurden hier fiir die Rekonstitution DOPC-Lipide
verwendet. DOPC ist deutlich reiner erhaltlich und ergibt somit weniger Hintergrund bei den
Fluoreszenzmessungen als PE und PG. Es wurden verschiedene Verhdltnisse von
Fluoreszenzfarbstoff-markiertem SecY (Akzeptor, DOL 24,7 %) und YidC (Donor, DOL 30,7 %)
rekonstituiert, mit Donor:Akzeptor = 0:1 bis 20:1. Bei der Rekonstitution wurde das
unterschiedliche Volumen des Donors durch Puffer ausgeglichen. Ein Protein:Lipid-Verhaltnis
von etwa 1:1000 ist bei der Probe mit dem Verhaltnis SecY:YidC = 1:1 gegeben. Angeregt
wurde mit 516 nm, das Spektrum von 520 bis 750 nm wurde fiir jedes Protein-Verhaltnis
aufgenommen.

Bei der Bestimmung der Parameter in Detergens wurde titriert, was eine Volumenanderung
zur Folge hatte. Hier wurden SecY und YidC fir jede einzelne Probe bereits bei der
Rekonstitution zu Proteoliposomen im gewiinschten Verhdltnis gemischt und die
Proteoliposomen nach der Ernte alle im gleichen Volumen aufgenommen. Jede Messung
wurde somit im gleichen Volumen durchgefiihrt. Es kommt also zu keinem Konzentrations-
oder Verdinnungseffekt durch Volumenadnderung, eine Puffermessung wurde nicht
durchgefiihrt. Eine rechnerische Korrektur des Akzeptor-Signals ist damit nicht nétig. Da jede
Probe eine unterschiedliche Menge an Donor enthalt, kann die Auswertung ausschlieBlich
Uber das Akzeptor-Signal und nicht tiber das Donor-Signal erfolgen.

Zur Auswertung wurden die Fluoreszenz-Maxima des Akzeptors gegen die Donor-
Konzentration aufgetragen, die Asymptote (9395,14 CPS) und die Dissoziationskonstante tiber
die Regressionsgerade (y=1,064 x 10 + 1,059 x 10*X, Korrelationskoeffizient: 0,927,
korrigiertes R%: 0,841) der nach Lineweaver-Burk linearisierten Daten (Abbildung 36B) und die

Stéchiometrie Gber die nichtlineare Anpassung (Abbildung 36A, korrigiertes R%: 0,947)
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bestimmt. Der stochiometrische Faktor liegt wie schon bei den Messungen in Detergens bei
n=1,0537 + 0,03928. Die Dissoziationskonstante dagegen liegt mit K¢=994,5 nM um etwa
das 30-fache liber dem Wert, der in Detergens bestimmt wurde. Die Bindungsaffinitdt von

SecY und YidC ist nach diesem Wert in den Proteoliposomen also geringer als in Detergens.
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Abbildung 36: Bestimmung der Dissoziationskonstanten Ky und des stéchiometrischen Faktors n in
DOPC-Proteoliposomen iiber das Fluoreszenzmaximum des Akzeptors (669 nm). (A) Die
Fluoreszenzmaxima des Akzeptors (SecY ATTO647N) wurden gegen die Konzentration des Donors
(YidC ATTO520) aufgetragen. Die rote Markierung bei einer Donor-Konzentration von 0,31 uM zeigt
die Konzentration an, bei der Akzeptor und Donor, also SecY und YidC, in einem Verhaltnis von 1:1
vorliegen. Die rote Kurve stellt die nichtlineare Anpassung dar. Zur Berechnung der
Dissoziationskonstanten Kq (994,5 nM, blau markiert in A) wurde eine Lineweaver-Burk Linearisierung
(B) der Daten durchgefiihnrt und eine Regressionsgerade (rote Gerade) angepasst. Um den
stochiometrischen Faktor n (1,0537) zu ermitteln, wurde ein nichtlinearer Fit (A) durchgefihrt.
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3.2.6 SecY und YidC interagieren lateral in Proteoliposomen

Da in den vorangegangen Versuchen eine Stochiometrie von eins bestimmt wurde, wurden
fur die folgenden Versuche SecY ATTO647N und YidC ATTO520 in dquimolaren Mengen
(jeweils 0,1 nmol) mit DOPC-Liposomen rekonstituiert. Das molare Protein zu Lipid-Verhaltnis
lag bei ca. 1:1000. AuRerdem wurden die beiden Proteine jeweils einzeln in den gleichen
Mengen rekonstituiert. Das fehlende Volumen des jeweils anderen Proteins wurde bei der
Rekonstitution durch Puffer ersetzt. Die Proben wurden bei 516 nm angeregt und das

Spektrum von 520-750 nm gemessen.

Um eine laterale Interaktion von SecY und YidC zu bestatigen, wurde die Fluoreszenz in
Proteoliposomen, in denen SecY und YidC co-rekonstituiert vorlagen, mit einem Mix an
Proteoliposomen, in denen SecY und YidC jeweils einzeln rekonstituiert wurden, verglichen.
Gemessen wurden YidC ATTO520-Proteoliposomen, SecY ATTO647N-Proteoliposomen und
YidC ATTO520/SecY ATTO647N-Proteoliposomen. Die Spektren der Messungen der Einzel-
Protein-Liposomen wurden addiert. Das daraus resultierende Additions-Spektrum entspricht
dem Spektrum, das bei der Messung von co-rekonstituiertem SecY und YidC entstehen wiirde,
ohne dass die beiden Proteine miteinander interagieren, also kein FRET auftritt. Flir die
Auswertung wurde das YidC/SecY-Spektrum mit dem addierten Spektrum verglichen. Die
Fluoreszenzmaxima des Donors wurden dafiir auf das Fluoreszenzmaximum des Donors des
Additions-Spektrums (=1) normiert. Die Akzeptor-Maxima wurden entsprechend auf das
Akzeptor-Maximum der addierten Einzelmessungen normiert. Im Anschluss wurden Donor
und Akzeptor des addierten Spektrums auf null gesetzt, also von allen Werten eins subtrahiert.
Damit ergibt sich die Zu- oder Abnahme der Fluoreszenz, die durch den Energietransfer, also
FRET, in den SecY/YidC-Proteoliposomen im Vergleich zu der addierten Messung, in der ein
Energietransfer ausgeschlossen ist, entsteht. In Abbildung 37A (links: SecY/YidC) ist zu sehen,
dass die Donor-Fluoreszenz (dunkelgrau) um 38 % abnimmt, also auf 62 % abfillt, die
Akzeptor-Fluoreszenz (hellgrau) um 145 % zunimmt, sich also mehr als verdoppelt. Dies zeigt
eine Interaktion von YidC mit SecY an, wenn die Proteine gemeinsam in Proteoliposomen
rekonstituiert wurden.

Um zu Uberprifen, ob die Interaktion tatsdchlich nur stattfindet, wenn SecY und YidC

gemeinsam in Proteoliposomen rekonstituiert wurden oder ob FRET auch dann stattfindet,
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wenn SecY- und YidC-Proteoliposomen nebeneinander vorhanden sind, ist folgende Kontrolle
durchgefiihrt worden: Es wurden SecY ATTO647N-Proteoliposomen mit YidC ATTO520-
Proteoliposomen 1:1 gemischt und anschlieffend gemessen. Als Vergleich wurden die beiden
Protein-Proteoliposomen wie oben einzeln gemessen. In diesem Fall wurden die Einzel-
Proteoliposomen 1:1 mit Puffer verdiinnt, um das gleiche Volumen wie bei der gemischten
Probe zu erhalten. In allen drei Messungen (SecY, YidC und SecY+YidC) war damit die
Proteinkonzentration gleich. Auch hier wurden die Spektren der Einzelmessungen als Nullwert
addiert und die Werte wie oben beschrieben normiert. In diesem Fall nimmt die Donor-
Fluoreszenz nicht ab, die Akzeptor-Fluoreszenz nimmt nicht zu (Abbildung 37A, rechts:
SecY+YidC). Es kommt also zu keinem Energietransfer. FRET kann also nur dann gemessen
werden, wenn YidC ATTO520 und SecY ATTO647N co-rekonstituiert werden. Werden YidC
ATTO520-Proteoliposomen mit SecY ATTO647N-Proteoliposomen gemischt, wird kein FRET
beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die beiden Proteine nur lateral miteinander

interagieren.
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Abbildung 37: SecY und YidC interagieren lateral, wenn sie in Proteoliposomen co-rekonstituiert
werden. (A) SecY und YidC wurden 1:1 co-rekonstituiert (SecY/YidC) oder einzeln rekonstituierte
Proteoliposomen 1:1 gemischt (SecY+YidC). Gemessen wurden auRerdem die einzeln rekonstituierten
Proteine, die als Nullwert addiert wurden. Normiert wurden die Maxima von Donor (dunkelgrau) bzw.
Akzeptor (hellgrau) auf die jeweilige Additionsmessung. Die Additionsmessung wurde anschliefend
auf null gesetzt. Damit ergibt sich eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz um 38 % und eine Zunahme
der Akzeptor-Fluoreszenz um 145 % bei den co-rekonstituierten Proteinen. Befinden sich SecY und
YidC nicht in denselben Proteoliposomen, kommt es zu keinem Energietransfer. (B) In den verglichen
Proteoliposomen sind gleiche Mengen an SecY ATTO647N bzw. YidC ATTO520 vorhanden.
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Im Anschluss an die Messungen wurden die Proben mit TCA gefdllt, auf ein SDS-Gel
aufgetragen und die Fluoreszenz detektiert (Typhoon TRIO+, Anregungslaser: Blue (488 nm),
Emissionsfilter: 526 SOP Fluorescin Cy2 AlexaFluor488 bzw. Anregungslaser: Red (633 nm),
Emissionsfilter: 670 BP 30 Cy). Es ist in allen Proben die gleiche Menge SecY ATTO647N bzw.
YidC ATTO520 vorhanden (Abbildung 37B).

Zu den co-rekonstituierten SecY/YidC-Proteoliposomen wurden aulRerdem verschiedene
Detergenzien dazu gegeben, um die Stabilitat der Interaktion zu testen. Dazu wurden vier
Ansdatze der Proteoliposomen gemessen: Es wurde 1% SDS (& 5xCMC), 1% DDM
(£ 100xCMC) bzw. 1 % DM (£ 10xCMC) (Sigma-Aldrich) oder als Kontrolle das entsprechende
Volumen Wasser zu den Proteoliposomen gegeben. Um sicherzustellen, dass in allen vier
Ansdtzen die gleiche Menge Protein enthalten ist, wurden alle Ansdtze gemeinsam
rekonstituiert und erst vor der Detergens-Zugabe geviertelt. Die Fluoreszenz wurde wie oben
beschrieben gemessen und die GroRe der Proteoliposomen Uber die Dynamische
Lichtstreuung (2.14) gemessen.

Die Fluoreszenzmaxima des Donors bzw. Akzeptors wurden auf das Donor- bzw. Akzeptor-
Maximum der Kontrollmessung mit Wasser normiert (=1). Anschliefend wurde die
Kontrollmessung als Nullwert von allen anderen Werten abgezogen, also von allen Werten
eins subtrahiert. So ergibt sich die Zu- oder Abnahme der Fluoreszenz nach Zugabe von
Detergens im Vergleich zu Wasser als Kontrolle.

Durch die Zugabe von SDS als stark denaturierendes Detergens werden die Proteoliposomen
aufgeldst und die Proteine denaturiert. Dadurch wird die Interaktion geldst und es kann kein
Energietransfer mehr stattfinden, wodurch das Donor-Signal um 113 % ansteigt, also mehr als
verdoppelt wird, und das Akzeptor-Signal um 68 % abfallt (Abbildung 38A, Donor dunkelgrau,
Akzeptor hellgrau).

Durch die Zugabe von DDM und DM als nicht denaturierende Detergenzien werden zwar die
Proteoliposomen solubilisiert, so wie auch die Membranen bei der Protein-Reinigung
solubilisiert werden, die Proteine bleiben aber nativ. Dadurch bleiben auch die Interaktionen
im Vergleich zu SDS deutlich starker erhalten. Die Donor-Fluoreszenz steigt nur um 52 % bzw.
59 %, das Akzeptor-Signal sinkt nur um 7 % bzw. 13 % (Abbildung 38A). Dies zeigt, dass die

Interaktion auch nach der Solubilisierung der Proteoliposomen teilweise stabil bleibt.
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Die DLS-Messung (Tabelle 17) zeigt, dass durch Zugabe von SDS die Proteoliposomen kleiner
werden, durch Zugabe von DM und DDM steigt die PartikelgrofRRe. In allen Fallen steigt die

Polydispersitdt an. Dies zeigt, dass die Detergenzien einen Effekt auf die Proteoliposomen

haben.
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Abbildung 38: Detergens-Solubilisierung und Calcium-Fusion der Proteoliposomen nehmen Einfluss
auf die Interaktion von SecY und YidC. (A) Zur Untersuchung der Auswirkung von Detergenzien auf
den FRET-Effekt wurden 1 % SDS, 1 % DDM oder 1 % DM zu SecY/YidC-Proteoliposomen zugegeben.
Normiert (=1) und genullt wurde auf die Fluoreszenzmaxima der Kontrollmessung (Wasser statt
Detergens), um die Zunahme der Donor-Fluoreszenz (dunkelgrau) bzw. die Abnahme der Akzeptor-
Fluoreszenz (hellgrau) durch den Einsatz der Detergenzien im Vergleich zu Wasser zu erhalten. Nach
Auflésen der Proteoliposomen und Denaturierung der Proteine mit SDS geht die Interaktion von SecY
und YidC verloren. Durch die Solubilisierung mit DDM und DM ist der Effekt deutlich schwéacher. (B)
SecY-Proteoliposomen wurden 1:1 mit YidC-Proteoliposomen gemischt und die Auswirkung von
10 mM und 100 mM CaCl, untersucht. Normiert und genullt wurde wie in (A) beschrieben. Nach der
Zugabe von 100 mM CaCl, kommt es zur Fusion der Proteoliposomen, wodurch auch SecY/YidC-
Proteoliposomen entstehen, und damit zu einer Abnahme der Donor-Fluoreszenz (dunkelgrau) sowie
einer Zunahme der Akzeptor-Fluoreszenz (hellgrau).

Zu den einzeln rekonstituierten Proteoliposomen, die 1:1 gemischt wurden, wurde Calcium
zugegeben, um die Proteoliposomen zu fusionieren. Es wurden 10 mM bzw. 100 mM
Calciumchlorid (CaCl;) oder das gleiche Volumen Wasser als Kontrolle zu den Anséatzen
hinzugefiigt. Um sicherzugehen, dass in beiden Ansdtzen die gleichen Mengen an Protein
enthalten sind, wurden die Ansatze erst nach dem Mischen der einzelnen Proteoliposomen
aufgeteilt. Die Fluoreszenz wurde wie oben beschrieben gemessen und die GroRe der

Proteoliposomen (iber die Dynamische Lichtstreuung (2.14) gemessen.
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Die Werte wurden wie bei der Messung mit Detergens normiert und ausgewertet. So ergibt
sich auch in diesem Fall die Zu- oder Abnahme der Fluoreszenz nach der CaCl>-Zugabe. In
Abbildung 38B ist zu sehen, dass durch Zugabe von 10 mM CaCl; keine signifikante Anderung
der Fluoreszenz messbar ist (0,3 % bzw. 0,4 %). Nach Zugabe von 100 mM CacCl, sinkt das
Donor-Signal (dunkelgrau) um 10 %, die Akzeptor-Fluoreszenz (hellgrau) erhoht sich um 9 %.
Der Durchmesser der Proteoliposomen steigt laut der DLS-Messung (Tabelle 17) um 10 % an.
Dies zeigt, dass die Proteoliposomen teilweise fusioniert sind. Nach der Fusion kommt es zur
Interaktion von SecY und YidC, die jetzt in denselben Proteoliposomen gemeinsam vorliegen,
und es kann ein Energietransfer stattfinden, was den Anstieg des Akzeptor-Signals und die
Abnahme des Donor-Signals erklart. Dies zeigt, dass die in den SecY/YidC-Proteoliposomen
gemessene Interaktion nicht nur auf eine Interaktion vor der Rekonstitution zurlckzufiihren
ist oder durch die Rekonstitution erzwungen wurde, sondern in den Proteoliposomen

stattfindet.

Tabelle 17: Auswirkungen der Detergens- bzw. Calcium-Zugabe auf die
Proteoliposomengrofe.

DLS-Messdaten Durchmesser [nm]  Polydispersitat [%]
Detergens H;0 539,24 38,88

SDS 422,84 48,02

DDM 1558,02 79,55

DM 1403,27 50,70
CaClz H.0 926,40 94,86

CaClz 1018,47 95,02
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3.3 Die Mutante YidC 5S: Gestorte Interaktion zu SecY

Es wurde eine YidC 5S Mutante, die flinf Serin-Substitutionen in den Substrat-Kontaktstellen
(Klenner & Kuhn, 2012) der Transmembrandoménen 3-5 (TM3: M430S, A435S; TM4: P468S;
TMS5: F505S, F509S; Abbildung 39) aufweist, beziiglich ihrer Fahigkeit zur Komplementation,

Insertion und Interaktion mit SecY untersucht.
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Abbildung 39: Die YidC 5S Mutante hat fiinf Serin-Substitutionen in den Transmembrandomanen
3-5. (A) Dargestellt ist die E. coli YidC-Struktur (PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b) ohne die
Transmembrandomédne 1. Die Transmembrandomanen 2-6 sind bunt angefarbt, der peri- und
cytoplasmatische Bereich ist grau dargestellt. (B) VergroBerung des transmembranen Bereichs der
YidC-Struktur. Blau: TM2. Griin: TM3. Gelb: TM4. Orange: TM5. Violett: TM6. Die Positionen der Serin-
Substitutionen sind schwarz dargestellt. (C) Cytosolische Ansicht auf die YidC-Struktur. Die peri- und
cytoplasmatischen Bereiche sind teilweise ausgeblendet.

3.3.1 YidC 5S Mutante komplementiert die YidC-Funktion nicht, inseriert aber

ein SecY-unabhangiges Substrat

Die YidC 5S Mutante wurde auf Komplementation der YidC-Funktion in vivo (2.6.1) untersucht,
wenn das endogene YidC depletiert wird. Hierfir wurde der Stamm E. coli MK6S (2.2.6)
verwendet, in dem der yidC Promotor gegen den araC-araBAD Promoter ausgetauscht
worden war. Chromosomal codiertes YidC wird in Anwesenheit von Arabinose exprimiert und
unter Glukose-Bedingungen depletiert. Unter repressiven Bedingungen (+ Glc) kdnnen die
Zellen nur durch die Expression eines funktionellen Plasmid-codierten YidC wieder wachsen.
Die E. coli MK6S-Zellen wurden mit Vektoren, die den YidC WT als Positiv-Kontrolle (pYidC)
oder die YidC 55 Mutante (pYidC23C/5S) tragen, oder mit einem Plasmid ohne Insert als

Negativ-Kontrolle (leer) transformiert und der Komplementationstest durchgefiihrt. Das
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Ergebnis zeigt, dass in Anwesenheit von 0,2 % Arabinose (Abbildung 40A) alle Proben Kolonien
bilden. Auf den Platten, die keine Arabinose, dafiir aber 0,2 % Glukose enthalten, ist nur in
Anwesenheit des Plasmids, das fir den YidC WT codiert, die Bildung von Kolonien zu
beobachten (Abbildung 40B). Die Zellen, die das Plasmid tragen, das fiir die YidC 5S Mutante
codiert, wachsen unter Depletionsbedingungen nicht. Somit komplementiert die YidC 5S

Mutante die YidC-Funktion nicht.
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Abbildung 40: Die YidC 55 Mutante komplementiert nicht in vivo. Der E. coli MK6S Stamm mit
chromosomalem YidC unter Kontrolle des araBAD Promotors wurde mit Plasmiden, die den YidC-
Wildtyp (Positiv-Kontrolle), die YidC 5S Mutante oder kein Insert als Negativ-Kontrolle tragen,
transformiert. (A, B) Nach Erreichen einer ODggo = 1,0 wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt, diese
auf Agar-Platten aufgetragen und die Bakterien tiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Auf LB-Agar-
Platten mit 200 pg/mL Ampicillin, 0,01 mM IPTG und (A) 0,2 % Arabinose oder (B) 0,2 % Glukose
wachsen unter Depletionsbedingungen (B) nur die Bakterien, die mit dem Plasmid, das fiir den YidC
Wildtyp codiert, transformiert wurden. Die YidC 5S Mutante wachst unter repressiven Bedingungen
(B) nicht und ist somit nicht funktionell. (C) In Anwesenheit von Glukose wurden die Zellen mit 1 mM
IPTG induziert, radioaktiv markiert (3°S-Met) und in einer Immunprézipitation mithilfe eines YidC-
Antikorpers nachgewiesen. Das wildtypische YidC und die YidC 5S Mutante werden exprimiert. In der
Kontrolle ohne Insert ist YidC vollstandig depletiert.

Zum Nachweis der Expression der YidC5S Mutante wurden die Zellen in
Flissigminimalmedium mit IPTG induziert, radioaktiv markiert (3°S-Met) und mithilfe eines
YidC-Antikorpers, der an die C-terminale Domadne von YidC bindet, immunprazipitiert. In der
Kontrolle ohne Insert ist YidC vollstandig depletiert. Das wildtypische YidC wird starker
exprimiert als die 5S Mutante (Abbildung 40C).
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Interessant sind die Ergebnisse der Translokationsassays im Zusammenhang mit der YidC 55

Mutante in der Dissertation von Dirk Spann (Spann, 2017). Hier wurde die Mutante auf die

Fahigkeit zur Substratinsertion mit dem Phagenprotein M13 procoat getestet. Nur wenn M13

+YidCWT
+YidC5S
-YidC

== \M13 Procoat
== 13 Coat

Abbildung 41: Die YidC 55 Mutante inhibiert
die Substratinsertion von M13 procoat nicht
(Spann, 2017). Das M13 procoat-Protein wird
nur dann von der Leader-Peptidase
prozessiert, wenn es von YidC korrekt in die
Membran eingebaut wird. Dies kann durch
das reduzierte Molekulargewicht des Proteins
auf einem SDS-Gel visualisiert werden. Wird es
nicht eingebaut, schneidet die Leader-
Peptidase nicht, was in Abwesenheit von YidC
(Spur 3) der Fall ist. In Anwesenheit des
wildtypischen YidC (Spur 1) und der YidC 5S
Mutante (Spur2) wird das M13 procoat-
Protein von der Leader-Peptidase prozessiert,
also von YidC inseriert. Der Insertionsversuch
wurde von Dirk Spann durchgefiihrt.

procoat korrekt von YidC in die Membran
inseriert wird, prozessiert die Leader-Peptidase
das procoat-Protein zum maturen Huill-Protein
(coat). Dies kann durch das reduzierte
Molekulargewicht des Proteins auf einem SDS-
Gel sichtbar gemacht werden. Dirk Spann
konnte zeigen, dass die Insertion von M13
procoat durch die YidC5S Mutante nicht

inhibiert wird (Abbildung 41).

Die YidC5S Mutante kann das Substrat M13
procoat in die Membran ebenso gut inserieren
wie der Wildtyp, komplementiert die YidC-
Funktion aber nicht soweit, dass die Zellen unter
Depletionsbedingungen wachsen koénnen. Da
die Insertion des M13 procoat-Proteins nur
YidC-, nicht aber SecY-abhéangig ist ('YidC-only-

Insertionspfad” (Samuelson et al., 2001; Wolfe

et al., 1985)), weist dies darauf hin, dass die flinf Serin-Substitutionen die Insertion von

zumindest einigen Substraten, die Uber den YidC-only-Insertionspfad” eingebaut werden,

weiter zulassen. Eventuell beeintrdchtigen die Substitutionen die gemeinsame Insertion von

Membranproteinen mit SecY. Die Unfdhigkeit der YidC5S Mutante, die YidC-Funktion zu

komplementieren, konnte mit einer gestorten essentiellen Interaktion der Mutante mit

anderen Teilen des Insertionsapparats zusammenhangen. In den folgenden Versuchen wurde

die Interaktion der YidC 5S Mutante mit SecY im Vergleich zum YidC WT iber FRET-Messungen

untersucht.
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3.3.2 Die Mutante YidC5S zeigt eine geringere Affinitdt zu SecY als der YidC WT

Die Mutante YidC23C 5S wurde wie auch schon die wildtypische Variante! gereinigt und mit

ATTO520 fir die Fluoreszenz-Messungen in Detergens und Proteoliposomen markiert.

Der FRET-Effekt in dquimolaren SecY/YidC Proteoliposomen: YidC 5S vs. YidC WT

Um zu testen, ob die Mutante YidC 5S in ihrer Interaktion mit SecY gestort ist, wurden FRET-
Messungen in DOPC-Proteoliposomen mit der Mutante im Vergleich zum Wildtyp
durchgefiihrt. Wie in 3.2.6 wurden YidC und SecY in dquimolarem Verhiltnis (jeweils 0,1 nmol)
mit DOPC-Liposomen rekonstituiert (Protein zu Lipid-Verhéltnis ca. 1:1000). AuRerdem
wurden die beiden Proteine jeweils einzeln in den gleichen Mengen rekonstituiert. Das
fehlende Volumen des jeweils anderen Proteins wurde bei der Rekonstitution durch Puffer
ersetzt. Die Proben wurden bei 516 nm angeregt und das Spektrum von 520-750 nm
gemessen (Fluorolog®). Die Normierung und Auswertung wurden wie in 3.2.6 beschrieben
durchgefiihrt. Damit ergibt sich auch hier die Zu- oder Abnahme der Fluoreszenz, die durch
den Energietransfer, also FRET, in den SecY/YidC-Proteoliposomen im Vergleich zu der

addierten Messung, in der ein Energietransfer ausgeschlossen ist, entsteht.

Abbildung 42: Die Mutante YidC5S zeigt in

1’6—_ 1,45 Proteoliposomen mit 4aquimolarem Protein-
1,2 4 Verhiltnis eine deutlich geringere Affinitat zu SecY

~ ] als der YidC WT. SecY und YidC wurden 1:1 co-
S 0,8 rekonstituiert (SecY/YidC). Gemessen wurden
5 1 aullerdem die einzeln rekonstituierten Proteine, die
§ 0,4 H 015 als Nullwert addiert wurden. Normiert wurden die
[ 00_‘ l'_l Maxima von Donor (dunkelgrau) bzw. Akzeptor
o __0’05 (hellgrau) auf die jeweilige Additionsmessung. Die

04 - Additionsmessung wurde anschlieBend auf null
" -0,38 gesetzt. Damit ergibt sich fiir die Mutante YidC 5S

SecY/YidC 55 ' Secy/YidC WT eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz um nur 5%
und eine Zunahme der Akzeptor-Fluoreszenz um
nur 15 %. Im Vergleich zum YidC WT ist damit ein
deutlich geringerer FRET-Effekt messbar.

Proteoliposomen

1 wird im Folgenden von YidC Wildtyp gesprochen, ist die Einzelcystein-Mutante 23C zur Fluoreszenzmarkierung
von YidC gemeint. Die Bezeichnung soll hier die Unterscheidung zur Mutante YidC 5S verdeutlichen.
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Es ergibt sich fir die YidC 5S Mutante eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz um nur 5 % und
eine Zunahme der Akzeptor-Fluoreszenz um nur 15 % (Abbildung 42). Im Vergleich zum YidC
WT (-38 % bzw. +145 %) ist damit ein deutlich geringerer FRET-Effekt messbar. Dies deutet auf
eine schwachere Affinitat zwischen SecY und der Mutante YidC 5S im Vergleich zum Wildtyp
hin.

AuBerdem zeigt dies als Negativ-Kontrolle, dass ohne eine Interaktion der Proteine keine
Energie transferiert wird und im Umkehrschluss ein gemessener FRET-Effekt tatsachlich auf

eine Interaktion zurlickzufihren ist.

Titration in Detergens und Proteoliposomen: YidC 5S interagiert schwéicher mit SecY als der
Wildtyp

Wie schon mit dem wildtypischen YidC wurde auch mit YidC 5S eine Titration zur Einschatzung
der Bindungsaffinitat der SecY/YidC-Interaktion in Detergens (DDM) durchgefihrt. Als Donor
wurde ATTO520-markiertes YidC 5S vorgelegt. ATTO647N-markiertes SecY wurde als Akzeptor
dazu titriert. Gestartet wurde die Titration mit einem Uberschuss an YidC (YidC:SecY = 15,8:1).
Es wurde titriert, bis doppelt so viel SecY wie YidC im Probenvolumen anwesend war
(YidC:SecY = 1:1,9). Der Donor-Farbstoff wurde mit einer Wellenldnge von 516 nm angeregt.
Fir jeden Titrationsschritt wurde das Spektrum der Fluoreszenz von 520-750 nm
aufgenommen (Fluorolog®), um die maximale Donor-Fluoreszenz bei 538 nm und die
maximale Akzeptor-Fluoreszenz bei 669 nm zu detektieren. Wie schon zuvor beim Wildtyp
wurden auch hier die entsprechenden Puffer-Kontrollen mitgefiihrt und damit die Messwerte
wie in 2.15.2 beschrieben um den Verdiinnungs- bzw. Konzentrationseffekt rechnerisch
korrigiert. Die Akzeptor-Maxima wurden auf den Startwert normiert und gegen das Akzeptor-
zu-Donor-Verhaltnis aufgetragen. Ebenso wurden die Akzeptor-Maxima aus der Messung mit
dem YidC WT (3.2.3) zum Vergleich normiert und aufgetragen (Abbildung 43A).

Wahrend es beim Signal des YidC Wildtyps (Abbildung 43A, griine Kreuze) schon friih zu einer
Sattigung kommt, ergibt sich bei der Mutante (blaue Kastchen) keine hyperbolische Kurve im
gemessenen Bereich. Das Akzeptor-Signal erhoht sich zwar mit steigender Akzeptor-
Konzentration, es kommt aber zu keiner Sattigung. Dies deutet auf eine unspezifische Bindung
hin. Diese unspezifische Bindung wiirde es dann zusatzlich zur spezifischen Bindung auch beim

Wildtyp geben. Da der YidC WT mit SecY aber mit so starker Affinitat interagiert, spielt die
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schwachere unspezifische Bindung dort vermutlich keine Rolle. Oder aber eine Sattigung wird
bei der Mutante erst viel spater als beim Wildtyp aulRerhalb des Messbereichs erreicht. Daraus
wirde sich ein hoherer Kq-Wert im Vergleich zum Wildtypen und damit eine viel schwachere
spezifische Bindung zwischen SecY und der Mutante ergeben.

Das Signal bei der Mutante steigt insgesamt hoher als beim Wildtyp. Dies kann auf
unterschiedliche Labeling-Effizienzen in den beiden Versuchen zuriickgefihrt werden. Die
absolute Hohe des Signals ist damit nicht aussagekraftig und zwischen verschiedenen
Versuchen nicht direkt vergleichbar, der Verlauf, der fiir die oben getroffene Aussage wichtig

ist, dagegen schon.

A in Detergens B in Proteoliposomen
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Abbildung 43: Die Mutante YidC 5S (M) zeigt eine geringere Affinitat zu SecY als der YidC WT (X). (A)
Die Mutante YidC 5S wurde mit SecY titriert. Die Fluoreszenzmaxima des Akzeptors wurden auf den
Startwert normiert und gegen das Akzeptor-zu-Donor-Verhaltnis aufgetragen. Die rote Markierung
zeigt das aquimolare Verhaltnis von SecY und YidC an. Zum Vergleich wurde die Titrationskurve des
YidC Wildtyps ebenfalls aufgetragen. Im Gegensatz zur frithen Sattigung und damit hohen Affinitat zu
SecY, die sich beim Wildtyp ergibt, kommt es bei der Mutante im gemessenen Bereich zu keiner
Sattigung. Es kann auf eine deutlich schwachere Bindungsaffinitat zwischen der Mutante und SecY
geschlossen werden. (B) Die Fluoreszenzmessungen in DOPC-Proteoliposomen mit verschiedenen
SecY/YidC-Verhéltnissen bestatigen das Ergebnis der Titration.

Neben der Titration in DDM wurden auch mit der Mutante YidC 5S Messungen in DOPC-
Proteoliposomen mit verschiedenen SecY/YidC-Verhaltnissen durchgeflhrt. Die eingesetzten
Mengen und Verhaltnisse sowie der Versuchsablauf entsprechen genau dem Versuch mit dem
wildtypischen YidC (3.2.5). Die Akzeptor-Maxima wurden auf den Startwert normiert und

gegen das Donor-zu-Akzeptor-Verhéltnis aufgetragen. Ebenso wurden die Akzeptor-Maxima
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aus der Messung mit dem YidCWT (3.2.5) zum Vergleich normiert und aufgetragen
(Abbildung 43B).

Wie auch schon bei der Titration ergibt sich bei der Mutante (Abbildung 43B, blaue Kastchen)
im Gegensatz zum Wildtyp (griine Kreuze) keine hyperbolische Kurve im gemessenen Bereich.
Falls es bei hoheren Konzentrationen noch zu einer Sattigung kommen sollte, ware der Kg-

Wert deutlich hoher und damit die Affinitat schwéacher als beim Wildtyp.

Die Ergebnisse decken sich mit den Messungen in DOPC-Proteoliposomen oben, die ebenfalls
eine deutlich abgeschwachte Affinitdt der Interaktion von SecY mit YidC 5S im Vergleich zum

Wildtyp zeigen (Abbildung 42).

Die Mutante YidC 5S kompetiert schwéicher um die Bindung an SecY als der YidC WT

Fiir einen weiteren Vergleich zwischen YidC 55 und dem Wildtypen beziiglich der Affinitat
wurde ein Kompetitionsexperiment durchgefiihrt. Hierfiir wurden YidC (WT) ATTO520 und
SecY ATTO647N in dquimolarem Verhaltnis gemischt (je 0,042 nmol). Zu den markierten

Proteinen in Detergens wurde dann nicht

S SR * S — markiertes YidC, entweder der Wildtyp oder
g 504 ':( 1 die Mutante5S, dazu titriert und die
E(é 0.9 .ll ; . A Fluoreszenz-Spektren aufgenommen
g (Fluorolog®, Anregungswellenldange: 516 nm,
g 0,8 % | Spektrum: 520-750 nm). Das Verhéltnis von
§ o >;< - nicht markiertem zu markiertem YidC stieg

0 1 2 3 dabei von null bis zu einem 20-fachen

Verhiiltnis YidC/YidCATTO520 Uberschuss. Verdriangt nicht markiertes YidC

Abbildung 44: Der YidCWT (X) verdrdngt
YidCATTO520 starker als YidC 5S (H). In einem
Kompetitionstest wurden SecYATTO647N und  das Akzeptor-Signal sinkt. Da sich durch die
YidC (WT) ATTO520  vorgelegt und  nicht

markiertes YidC dazu titriert, um die Verdringung  Titration das Volumen erh6ht und damit die
von YidC ATTO520 durch den YidC WT und YidC 5S
zu vergleichen. Die gemessenen Werte wurden
um den Verdinnungseffekt korrigiert und aufden  sinkt das Akzeptor-Signal aber auch durch
Startwert normiert. Im dargestellten Bereich bis
zu einem 3-fachen Uberschuss an nicht
markiertem YidC wird YidCATTO520 vom
Wildtypen starker verdrangt als von der Mutante
YidC 5S. anstatt von nicht markiertem YidC in den

das markierte, wird der FRET-Effekt kleiner,

Konzentration der markierten Proteine sinkt,

den Verdinnungseffekt. Darum wurde eine

Pufferkontrolle mitgefiihrt, also Puffer
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gleichen Volumenschritten dazu titriert. Die Ergebnisse wurden wie in 2.15.2 beschrieben um
den Verdiinnungseffekt rechnerisch korrigiert. Die korrigierten Fluoreszenzmaxima des
Akzeptors wurden auf den Startwert normiert (=1) und gegen das Verhaltnis von nicht
markiertem zu markiertem YidC aufgetragen (Abbildung 44).

Erst ab einem Verhaltnis von 1, also bei dquimolaren Mengen von markiertem und nicht
markiertem YidC, ist ein signifikanter Unterschied im Absinken des Akzeptor-Signals zwischen
dem YidC WT und der Mutante zu sehen. Bei der Titration mit YidC WT fallt das Signal bei
diesem Verhaltnis auf 88,2 %, bei der Mutante nur auf 93,4 %. Im Verlauf der Titration sinkt
das Akzeptor-Signal weiter ab. Der nicht markierte Wildtyp verdrangt markiertes YidC WT
starker als YidC 5S.

Auch dieses Ergebnis zeigt wie die vorherigen, dass die YidC-Mutante mit den flinf Serin-

Substitutionen schwacher an SecY bindet als der YidC Wildtyp.

Die deutlich schwéachere Bindungsaffinitdat der YidC 5S Mutante im Vergleich zum YidC WT
lasst darauf schlieBen, dass die Positionen 430 und 435 in der Transmembrandomanen 3
sowie die Position 468 in der Transmembrandomdne 4 und Position 505 und 509 in der
Transmembrandomane 5 wichtig fir die Interaktion mit SecY und damit fur die Insertion von

SecY- und YidC-abhadngigen Substraten sind.

3.4 Das Fusionsprotein SecY-YidC

Fiir einige der Experimente wurden gereinigtes SecY und YidC mit Liposomen rekonstituiert.
Dabei ist die Stochiometrie sowie die Lage von SecY und YidC zueinander wichtig. Um
sicherzugehen, dass SecY und YidC in der gleichen Stochiometrie, der richtigen Orientierung
zur Membranoberfliche und in unmittelbarer Ndhe zueinander vorliegen, wurde ein

Fusionsprotein der beiden Membranproteine konstruiert.
3.4.1 Klonierung des SecY-YidC-Fusionsproteins

Bei der Klonierung des Fusionsproteins wurden die Gensequenzen secY und yidC Uber die
Sequenz eines Linkers verbunden. Das Stop-Codon von secY sowie das Start-Codon von yidC
wurden entfernt. Die Gensequenzen secE und secG liegen ebenfalls auf dem Plasmid
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(Abbildung 45A). Es entsteht ein Fusionsprotein, in dem der N-Terminus von YidC {iber einen
Linker mit dem C-Terminus von SecY verbunden ist. Der Linker enthdlt die
Proteinerkennungssequenz der Prescission Protease. N- und C-terminal besitzt das

Fusionsprotein einen Hisio-Tag (Abbildung 45B).

A

pTrc99a His A Linker His,

— Start = SecY YidC e StOp == SeCE el SeCG  frmmmmm
B Periplasma

SecY

%
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10 COOH
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des SecY-YidC-Fusionsproteins. (A) Die Gensequenzen secY
und yidC wurden Uber die Sequenz eines Linkers fusioniert. Die Sequenzen secE und secG liegen
ebenfalls auf dem Plasmid. (B) So entsteht ein Fusionsprotein, in dem der N-Terminus von YidC (iber
einen Linker mit dem C-Terminus von SecY verbunden ist. Das Fusionsprotein besitzt N- und C-
terminalen einen Hisio-Tag.

3.4.2 Das Fusionsprotein komplementiert die SecY- und YidC-Funktion

Um die Funktionalitat des Fusionsproteins zu liberprifen, wurden in vivo Komplementations-

tests durchgefihrt (2.6).

Die YidC-Funktion wurde mithilfe des E. coli Depletionsstamms MK6S (2.2.6) getestet
(Abbildung 46A). Das chromosomale yidC-Gen steht in diesem Stamm unter Kontrolle des

araBAD-Promotors (Klenner et al., 2008), womit dieser nur in Anwesenheit von Arabinose
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wachsen kann. Unter Depletionsbedingungen, in Abwesenheit von Arabinose und
Anwesenheit von Glukose, kann der Stamm nur wachsen, wenn ein Plasmid-codiertes
funktionales YidC exprimiert wird. Als Positiv-Kontrolle wurde der Stamm mit einem Plasmid,
welches das yidC-Wildtyp-Gen exprimiert, transformiert. Flr die Negativ-Kontrolle wurde ein
Plasmid ohne Insert sowie ein Plasmid mit den secYEG-Genen verwendet. Es wurden
Verdiinnungsreihen von Kulturen des Depletionsstammes, der die aufgefiihrten Plasmide tragt,
angelegt. Die Zellen wurden auf Agarplatten mit 0,2 % Arabinose zur Expression von
chromosomalen YidC beziehungsweise auf Agarplatten mit 0,4 % Glukose zur Repression des
chromosomalen YidC aufgetragen (Abbildung 46).

Auf der Kontrollplatte mit 0,2 % Arabinose (Abbildung 46A, Ara) bilden sich durch die
Expression des chromosomalen YidC sowohl bei der Positiv- als auch den Negativ-Kontrollen
Kolonien. Ebenso wachsen die Zellen, die mit dem Fusionsprotein-Plasmid transformiert
wurden. Unter Depletionsbedingungen (Abbildung 46A, Glc) wachsen die Negativ-Kontrollen
(ohne Insert und pSecYEG) aufgrund des Ausbleibens einer YidC-Expression nicht. Das
endogene YidC ist somit vollstandig depletiert. Die Positiv-Kontrolle (pYidC) bildet Kolonien,
da das Plasmid-codierte wildtypische YidC funktional ist. Die Zellen, die das Fusionsprotein
SecY-YidC exprimieren (pSecYEG-YidC), wachsen ebenfalls. Dies zeigt, dass das YidC im
Fusionsprotein die Funktion von YidC libernehmen kann. Das etwas schwachere Wachstum
der Zellen mit dem Fusionsprotein im Vergleich zu denen mit dem wildtypischen YidC zeigt,
dass das YidC des Fusionsproteins zwar grundsatzlich funktional ist, aber die Funktion weniger

gut Ubernimmt als das einzeln exprimierte YidC.

Um die SecY-Funktionalitat des Fusionsproteins zu testen, wurde der Temperatur-sensitive
E. coli Stamm AF659 (2.2.7) eingesetzt, der durch eine Mutation im chromosomalen secY-Gen
nur bei 37°C, nicht aber bei 20°C wachst (Baba et al., 1990; Smith et al., 2005). Die Zellen
wachsen bei nicht-permissiven Temperaturen erst wieder, wenn ein Plasmid-codiertes
funktionales SecY exprimiert wird. Als Positiv-Kontrolle wurde der Stamm mit einem Plasmid,
welches die secYEG-Wildtyp-Gene exprimiert, transformiert. Fiir die Negativ-Kontrolle wurde
ein Plasmid ohne Insert sowie ein Plasmid mit dem yidC-Gen verwendet. Es wurden
Verdiinnungsreihen von Kulturen des Temperatur-sensitiven Stamms, der die aufgefiihrten
Plasmide tragt, angelegt. Die Zellen wurden auf Agarplatten aufgetragen und bei 37°C zur

Kontrolle beziehungsweise bei 20°C inkubiert.
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Abbildung 46: Das Fusionsprotein SecY-YidC komplementiert die SecY- und YidC-Funktion. (A) Der
Depletionsstamm E. coli MK6S, bei dem das chromosomale yidC-Gen unter Kontrolle des araBAD-
Promotors steht, wurde verwendet, um das Fusionskonstrukt auf seine YidC-Komplementation zu
untersuchen. Es wurden Verdiinnungsreihen von Kulturen des Depletionsstamms angelegt, der mit
einem Plasmid transformiert wurde, das das wildtypische yidC-Gen, die secYEG-Gene, das
Fusionskonstrukt oder kein Insert tragt. Die Zellen wurden auf Agarplatten mit 0,2 % Arabinose bzw.
0,4 % Glukose aufgetragen. Unter Depletionsbedingungen (Glc) wachsen nur die E. coli MK6S-Zellen,
die wildtypisches YidC exprimieren (pYidC), sowie diejenigen, die das Fusionsprotein exprimieren
(pSecYEG-YidC). Die Negativ-Kontrollen (ohne Insert und pSecYEG) zeigen kein Wachstum. (B) Der
Stamm E. coli AF659, der eine kalte-sensitive Mutation im chromosomalen secY-Gen tragt, wurde
verwendet, um das Fusionskonstrukt auf seine SecY-Komplementation zu testen. Es wurden
Verdiinnungsreihen von Kulturen des Temperatur-sensitiven Stamms angelegt, der mit einem Plasmid
transformiert wurde, welches die secYEG-Gene, das wildtypische yidC-Gen, das Fusionskonstrukt oder
kein Insert tragt. Die Zellen wurden auf Agarplatten aufgetragen und bei 37°C bzw. 20°C inkubiert. Bei
20°C wachsen die Negativ-Kontrollen (ohne Insert und pYidC) nicht. Nur die E. coli AF659-Zellen, die
ein Plasmid mit wildtypischem secYEG oder dem Fusionskonstrukt tragen, bilden Kolonien.

Auf der Kontrollplatte, die bei 37°C inkubiert wurde (Abbildung 46B, 37°C), wachsen sowohl
die Positiv- als auch die Negativ-Kontrollen, da das mutierte endogene SecY bei 37°C
funktional ist. Auch die Zellen, die mit dem Fusionsprotein-Plasmid transformiert wurden,
bilden Kolonien. Auf der Platte, die bei 20°C inkubiert wurde (Abbildung 46B, 20°C), wachsen
die Negativ-Kontrollen (ohne Insert und pYidC) nicht, da kein Plasmid mit funktionalem SecY
vorhanden ist, das die Funktion des mutierten endogenen SecY, komplementieren kdnnte.
Durch die Expression des Plasmid-codierten funktionalen SecYEG wachst die Positiv-Kontrolle
(pSecYEG) auch bei 20°C. Ebenso ist eine Koloniebildung der Zellen, die das Fusionsprotein
SecY-YidC (pSecYEG-YidC) exprimieren, zu beobachten. Dies zeigt, dass auch das SecY des

Fusionsproteins in vivo funktional ist. Auch in diesem Fall Gbernimmt das Fusionsprotein zwar
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die Funktion von SecY, die Zellen wachsen aber sowohl bei 20°C als auch bei 37°C schlechter

als die Zellen mit dem einzeln exprimierten SecY.
3.4.3 Expression und Reinigung des SecY-YidC-Fusionsproteins

Bevor das SecY-YidC-Fusionsprotein gereinigt werden konnte (2.8.3), musste ein Stamm
gefunden werden, der das Protein in ausreichenden Mengen exprimiert. In den
Expressionstests (50 mL-MaRstab) wurden Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der

Induktion (induziert nach Erreichen einer Optischen Dichte von ~ 0,5) gezogen und mit TCA

gefallt. Nach der

Oh 1h 2h 3h ON Normierung auf die
SF100 37°C , = SecY-YidC jeweilige Optische Dichte
wurden die Proben auf
C4337°C == SecY-YidC ein SDS-Gel aufgetragen

und das Fusionsprotein

° = SecY-YidC ) .
remo21 37°¢ - - im Western Blot mittels
- 130 eines anti-His-Antikérpers
Lemo21 30°C - = SecY-YidC
= 100 detektiert.
a-His

Die beiden E. coli Stamme

Abbildung 47: Der E. coli Stamm Lemo21 exprimiert das SecY-YidC-  SF100 und C43, in denen
Fusionsprotein. Die E. coli Stamme wurden im 50 mL-Malstab bis zu

einer OD von ~ 0,5 angezogen und mit 0,5 mM IPTG induziert. Die auf SecY bzw. YidC einzeln fir
die OD normierten Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und
Uber Western-Blotting mit einem anti-His-Antikérper analysiert. Die E.
coli Stamme SF100 und C43 exprimieren das Fusionsprotein nicht. Bei werden, exprimieren das
37°C wird das Fusionsprotein von E. coli Lemo21 exprimiert, es ist aber

eine  Abbaubande zu  finden. Durch  Absenken der Fusionsprotein nicht
Expressionstemperatur vor der Induktion auf 30°C kann die (Abbildung 47, Zeile 1 und
Abbaubande vermieden werden.

die Reinigung exprimiert

2). Deshalb wurde das
BL21-Derivat Lemo21(DE3) getestet. In diesem Fall wird das Fusionsprotein bei 37°C zwar
exprimiert, es ist aber eine Abbaubande knapp unterhalb des Fusionsproteins zu sehen
(Abbildung 47, Zeile 3). Aus diesem Grund wird die Expression bei 30°C durchgefiihrt, wodurch
der Abbau vermieden werden kann. Die starkste Expression zeigte sich nach einer Stunde, bei
langeren Induktionszeiten nahm die Proteinkonzentration deutlich ab (Abbildung 47, Zeile 4).

Das Fusionsprotein lauft im SDS-Gel (12 %) auf einer Hohe von etwa 110 kDa.
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Das SecY-YidC-Fusionsprotein wurde nach der Expression und Membranpraparation mit 1,5 %
DDM solubilisiert und tiber zwei aufeinander folgende IMACs isoliert. Da nach der ersten IMAC
noch sehr viele Proteinverunreinigungen zu sehen sind (Abbildung 48A), wurden die
Elutionsfraktionen vereint und nach Entfernen des Imidazols durch Dialyse erneut auf eine
Ni-NTA-Sdule geladen. Das Protein wurde in 7 x 1 mlL-Fraktionen eluiert. Von den
Elutionsfraktionen sowie von Durchlauf und Waschfraktion wurden je 20 uL auf ein 12 %iges
SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Nach der zweiten IMAC sind neben dem
Fusionsprotein nur noch zwei weitere Banden zu finden (Abbildung 48B). Wegen der geringen
Ausbeute an Protein wurde auf eine anschlieBende Gelfiltration verzichtet, da dabei ein
weiterer Verlust des Fusionsproteins zu erwarten ware. Bei der spateren Rekonstitution mit
Liposomen wurden diese Verunreinigungen aber nicht mit in die Proteoliposomen
aufgenommen (Abbildung 50). Das Fusionsprotein wird hauptsachlich in den ersten 3-4
Fraktionen eluiert, nach dem Schockgefrieren bei -80°C gelagert und flr spatere in vitro

Analysen verwendet.

A B
DW12 3 4567 DW1 234567
kDa kDa
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Abbildung 48: Reinigung des Fusionsproteins SecY-YidC. (A) Nach einer ersten IMAC wurden Proben
(20 pL) des Durchlaufs D, der Waschfraktion W und der Elutionen 1-7 auf ein SDS-Gel geladen und mit
Coomassie gefarbt. Es sind neben dem Fusionsprotein noch viele Proteinverunreinigungen in den
Elutionsfraktionen zu finden. Die Fraktionen wurden vereint und auf eine zweite Ni-NTA-Sadule geladen.
(B) Nach der zweiten IMAC der vereinten Elutionen aus IMAC 1 sind nur noch zwei Banden neben dem
Fusionsprotein zu sehen.

Um zu zeigen, dass es sich bei dem gereinigten Protein tatsdchlich um das Fusionsprotein
handelt und dass SecE und SecG wie bei der SecY-Reinigung mit exprimiert und co-gereinigt
werden, wurden Proben auf ein SDS-Gel geladen und mittels Western Blot die Proteine
detektiert. Neben dem gereinigten Fusionsprotein wurden gereinigtes SecY und YidC

aufgetragen. Das Fusionsprotein kann tber einen anti-His-Antikdrper sowie Antikdrper gegen

SecY und YidC detektiert werden (Abbildung 49A, Spur 3, 5 und 7). Mit Antikorpern gegen SecE
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und SecG kann gezeigt werden, dass die beiden Sec-Proteine sowohl bei der SecY- als auch bei

der Fusionsprotein-Reinigung co-gereinigt werden.
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Abbildung 49: Bei der Reinigung des SecY-YidC-Fusionsproteins werden SecE und SecG co-gereinigt.
Gereinigtes YidC, SecY sowie SecY-YidC wurden auf einem SDS-Gel via Western-Blotting mit
verschiedenen Antikérpern analysiert. (A) Das gereinigte Fusionsprotein kann sowohl tber einen anti-
His-Antikorper als auch tber Antikorper gegen SecY und YidC detektiert werden. (B) Durch die native
Reinigung werden neben dem Fusionsprotein bzw. SecY auch SecE und SecG mitgereinigt.

3.4.4 Rekonstitution des SecY-YidC-Fusionsproteins

Wie auch schon SecYEG und YidC einzeln, wurde das SecY-YidC-Fusionsprotein mit DOPC-
Liposomen rekonstituiert, um seine Funktion als Membrantranslokase bzw. -insertase zu
testen.

Zur Kontrolle der Rekonstitution wurden auch hier die Proteoliposomen nach den FRET-
Messungen ebenso wie der Uberstand mit TCA gefillt und auf ein SDS-Gel, das im Anschluss
mit Coomassie gefarbt wurde, aufgetragen. Das Fusionsprotein SecY-YidC wurde fast
vollstéandig in die DOPC-Liposomen eingebaut (Abbildung 50). AuBerdem funktioniert die
Rekonstitution wie ein zusatzlicher Reinigungsschritt. Verunreinigungen, die bei der Protein-
Reinigung zuvor nicht entfernt werden konnten, finden sich in den Proteoliposomen nicht

wieder.
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Abbildung 50: Rekonstitution des SecY-YidC-Fusionsproteins

PL  Us mit DOPC-Liposomen. Nach der Extrusion des Fusionsproteins

mit multilamellaren DOPC-Liposomen wurde das Detergens

kDa Uber eine  Bio-Bead-Adsorption entfernt und die
150 m— == SecY-YidC | Proteoliposomen geerntet. Bei der Zentrifugation werden die
100 w— Proteoliposomen pelletiert, die nicht aufgenommenen Proteine

bleiben im Uberstand zuriick. Die resuspendierten
Proteoliposomen und der Uberstand wurden mit TCA gefillt,

60 == auf ein SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Das

50 m— Fusionsprotein wird fast vollstdndig in DOPC-Liposomen
eingebaut.
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3.4.5 Das Fusionsprotein SecY-YidC inseriert und transloziert Substratproteine

Das Fusionsprotein SecY-YidC wurde in einer Translokations-Studie mit proPhoA und dem
Pf3 coat Protein eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.5.4 dargestellt.

Neben den Translokations-Studien wurde das Fusionsprotein aulerdem in Einzelmolekil-
Kraftspektroskopie-Experimenten an der ETH Ziirich in Basel eingesetzt. Dabei wurden die
Insertion und die Faltung des Praproteins der Lactose-Permease (LacY) durch SecY, YidC und
das Fusionsprotein untersucht. In den Ergebnissen spiegelt sich ebenfalls wider, dass das

Fusionsprotein funktional ist und das Substrat korrekt inseriert wird (Serdiuk et al., 2019).

3.5 Translokation und Insertion von Substratproteinen durch

SecYEG und YidC

Die Aufgabe von SecYEG und YidCist die Insertion von Membranproteinen bzw. Translokation
von sekretorischen Proteinen in bzw. Gber die innere Membran von E. coli. Im Folgenden soll
die Insertion des Hiillproteins des Bakteriophagen Pf3, Pf3 coat, als YidC-abhangiges Beispiel
(Chen et al., 2002a; Ernst et al., 2011; Kuhn et al., 2017a; Rohrer & Kuhn, 1990; Serek et al.,
2004) und die Translokation des Praproteins der Alkalischen Phosphatase, proPhoA, als ein
Sec-abhangiges Beispiel (Chatzi et al., 2017; Gouridis et al., 2009; Zhang et al., 2013)
untersucht werden.
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Fiir die spateren Fluoreszenzmessungen unter Verwendung eines Quenchers war es wichtig,
dass sich der Fluoreszenz-Farbstoff nach erfolgreicher Insertion im Inneren der
Proteoliposomen befindet. Da das Innere der Liposomen dem Periplasma der Bakterienzelle
entspricht, wurde Pf3 coat an Position 16, also auf der periplasmatischen Seite (N-terminus),
mit ATTO520 markiert (Abbildung 51B). Wird Pf3 coat in die Liposomen inseriert, befindet sich
der N-Terminus in den Liposomen und der Fluoreszenzfarbstoff ist geschiitzt (Ernst et al.,
2011; Kuhn et al., 2017b). Das gereinigte und markierte Protein wurde von Max Haase zur

Verfigung gestellt.

Da im Versuchsaufbau kein SecA anwesend war, wurde eine verkiirzte Variante von proPhoA
(proPhoA 1-221) verwendet, die nicht mehr SecA-abhéangig ist (unveroffentlichte Daten von
Isabel Ernst, Arbeitsgruppe A. Kuhn, Universitdt Hohenheim; Gouridis et al., 2010). Markiert

wurde proPhoA an Position 222, also im Anschluss an die verkiirzte Sequenz (Abbildung 51A2).

B Pf3 coat (16C-ATT0O520)
>

Periplasma

% Cytoplasma
Abbildung 51: Die Substrate proPhoA und Pf3 coat wurden mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff ATTO520 markiert. ProPhoA (Struktur: PDB 1aja, Dealwis et al., 1995) ist
ein periplasmatisches Enzym, das ein Dimer aus zwei identischen Untereinheiten
bildet (A1). Eine Untereinheit ist in hellgrau dargestellt, die zweite in dunkelgrau.
Da mit einer verkirzten Variante von proPhoA (1-221) gearbeitet wurde, ist dieser
N-terminale Teil der zweiten Untereinheit griin eingefarbt (A1) und vergréRert
dargestellt (A2). Der blaue Stern symbolisiert die Fluoreszenzmarkierung mit
ATTO520 an Position 222. (B) Das Hiillprotein des Phagen Pf3, Pf3 coat (Struktur:
PDB 1ifp, Welsh et al., 1998), besitze eine Transmembrandomane. Es wurde an
Position 16 (blauer Stern) mit ATTO520 an seiner periplasmatischen Domaéne
markiert (Uniprot P03623: Periplasma: 1-18; TM: 19-39; Cytoplasma: 40-44).

proPhoA 1-221 (222C-ATT0520)
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3.5.1 Reinigung des Substrats proPhoA

Fiir die spéateren in vitro Interaktionsstudien wurde das Substrat proPhoA (1-221) in E. coli
BL21.19 (DE3) im 4 L-MaRstab vom einem pET22b Vektor exprimiert. Da proPhoA als
Praprotein mit seiner Signalsequenz erhalten werden soll, wurde die Kultivierungstemperatur
nach Erreichen einer Optischen Dichte von 0,8 von 30°C auf 42°C erh6ht und anschlieRend fir
zwei Stunden exprimiert. BL21.19 tragt im chromosomalen secA-Gen eine Amber-Mutation an
Position 13, die bei 42°C zu einem verkurzten nicht-funktionalen SecA fihrt. (Gouridis et al.,
2010). Durch die Expression von proPhoA bei 42°C wird dieses durch das Ausschalten von SecA
nicht transloziert und prozessiert, sondern bleibt als Praprotein erhalten. Um sicherzugehen,
dass die Temperaturabhangigkeit besteht, wurden die BL21.19-Zellen auf Agarplatten
ausgestrichen und bei 30°C und 42°C inkubiert. Wachstum konnte nur bei 30°C, nicht aber bei
42°C festgestellt werden.

Nach Zentrifugation des Zelllysats findet sich proPhoA als inclusion bodies im Pellet wieder. Im
Anschluss an die Solubilisierung mit Urea wurde proPhoA {ber eine IMAC isoliert. Nach zwei
Waschschritten wurde mit 50 mL (£ 10 CV) eluiert. Das eluierte Protein wurde als eine einzige
Elutionsfraktion gesammelt, da proPhoA bei zu hohen Konzentrationen ausfdllt. Um die
Reinigung zu Uberprifen, wurden 10 uL aller Fraktionen nach einer TCA-Fallung auf ein SDS-

Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Die verkiirzte proPhoA-Variante lauft auf einer

Hohe von 24 kDa (Abbildung 52).
D w1l W2 E

';[5)8 Das Protein kann bis zur weiteren
85 e Verwendung bei Raumtemperatur
60 m— gelagert werden. Zum Entfernen
40 m— von Imidazol und Urea, zum
30— =g Austauschen von NaCl gegen KCI
25 Wy = proPhoA 1-221 und zum Andern der Glycerin- und
20—

EDTA-Konzentration wurde in

Abbildung 52: Reinigung des verkiirzten Substrats proPhoA. mehreren  Schritten  dialysiert.

Nach der IMAC wurden Proben (10 uL) des Durchlaufs D, der  Nach der Entfernung von Urea ist
Waschfraktionen W1 und W2 und der Elutionsfraktion E auf

ein SDS-Gel (12 %) aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. ProPhoA bei Proteinkonzentra-
Die proPhoA Variante 1-221 hat ein Molekulargewicht von

24 kDa. tionen zwischen 30 uM und 3 mM
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nur unter 12°C I6slich und wird daher bei 4°C gelagert (Gouridis et al., 2010).
Nach Messung der Absorption bei 280 nm an einem UV-Vis-Spektrometer wurde mit dem
Parameter &prophoa1-221=14440 [1/(M x cm)] eine Protein-Konzentration der dialysierten

Elutionsfraktion von 31,37 uM berechnet (2.11).

3.5.2 Fluoreszenzfarbstoff-Markierung des Substrats proPhoA

Fir die Fluoreszenz-Messungen mit Substraten muss proPhoA, wie auch schon SecY und YidC

(3.2.2), mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden (2.9).

Um proPhoA (1-221) mit ATTO520 zu markieren, wurden zu 18,8 nmol Protein (600 uL
dialysiertes proPhoA) der 1,3-fache molare Uberschuss an Farbstoff gegeben und {iber Nacht
bei 4°C markiert. Nach der Inkubation mit 10 MM DTT wurde die Probe auf eine
Superdex 200 10/30-Saule geladen und der restliche freie Farbstoff vom markierten proPhoA
mithilfe eines AKTA-Proteinaufreinigungssystems abgetrennt. Eluiert wurde bei
Raumtemperatur mit einem Tris/KCl-Puffer (50 mM Tris/HCI pH8,0, 50 mM KCl, 10 % Glycerin)
mit einer Flussrate von 0,5 mL/min. Das Elutionsprofil von proPhoA wurde bei einer UV-
Absorption von 280 nm, das Profil von ATTO520 bei 516 nm aufgezeichnet (Abbildung 53A).
Es wurden Fraktionen von 0,5 mL gesammelt und Proben von je 20 pL/Fraktion der ersten drei
Peaks auf einem SDS-Gel liber einen Fluoreszenz-Scanner (Typhoon TRIO+, Blue (488 nm),
Emissionsfilter: ATTO520, 526 SOP Fluorescin Cy2 AlexaFluor488) und eine anschlieBende
Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 53B). Alle drei analysierten Peaks enthalten
proPhoA. Der erste Peak bei ~ 11,5 mL (Abbildung 53, blaues Kastchen, Fraktion 10) enthélt
wenig proPhoA. Moglicherweise handelt es sich um Aggregate oder Oligomere (PhoA bildet
Dimere (Rothman & Byrne, 1963; Torriani, 1968)). Der Peak, der Fraktion 15-18 mit einem
Elutionsvolumen zwischen 14 und 16 mL darstellt (Abbildung 53, rotes Kadstchen), enthélt den
Groldteil an Farbstoff-markiertem proPhoA. Es ist nur eine einzige proPhoA-Bande zu
detektieren, freier Farbstoff ist nicht vorhanden. In der Probe, die vor Beladen der Saule ge-
nommen wurde (Abbildung 53B, Spur L, FS=freier Farbstoff), ist der freie Farbstoff ganz unten
im Gel gut zu erkennen. Ab Fraktion 19 ist im Gel eine weitere Bande auf Héhe von ~ 15 kDa
zu sehen, die auch im Elutionsprofil durch einen weiteren Peak bei ~ 16,5-17,5 mL (Abbildung

53A, griines Kastchen), der nicht komplett vom vorigen Peak getrennt ist, dargestellt wird.
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Abbildung 53: SEC-Elutionsprofil von ATTO520-markiertem proPhoA (1-221) auf einer
Superdex 200 10/30-Sdule. (A) ATTO520-markiertes proPhoA (1-221) wurde auf eine
Superdex 200 10/30-Saule geladen, um markiertes proPhoA (Fraktion 15-18) von freiem Farbstoff
(eluiert bei hoherem Volumen) zu trennen (Flussrate: 0,5 mL/min). (B) Die Fraktionen der Peaks
wurden auf einem SDS-Gel (15 %) analysiert und proPhoA bzw. ATTO520 (iber einen Fluoreszenz-
Scanner und anschlieRendes Farben mit Coomassie detektiert (Blaues Kastchen: Proben des ersten
Peaks; rotes Kastchen: Proben des zweiten Peaks; griines Kastchen: Proben des dritten Peaks; L:
Load/Probe vor Auftrennung; FS: freier Farbstoff). In den Fraktionen 15-18 (rotes K&stchen) ist eine
einzige Farbstoff-markierte proPhoA-Bande und kein freier Farbstoff zu finden.
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Die Fraktionen 15-18 wurden bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert und fiir FRET-Experimente
eingesetzt. Zur Bestimmung der Konzentration und der Labeling-Effizienz (DOL, degree of
labeling) wurde an einem UV-Vis-Spektrometer die Absorption bei 280 nm und 520 nm
gemessen (2.11). Fur die Fraktionen 16 und 17, die zuvor vereint wurden, wurde eine
Konzentration von 1,76 uM und ein DOL von 3,3% berechnet (Eprophoai-

221=14440 [1/(M x cm)], ATTO520: CF250=0,18, Emax=110000 [1/(M x cm)]).

3.5.3 Quenching der Fluoreszenz mit Kaliumiodid

Der Topologie von YidC und SecY nach, die der in der inneren Bakterienmembran entspricht,
muss die periplasmatische Domane von YidC und SecY in das Lumen der Proteoliposomen
zeigen, um die Substrate aus der Losung in die Liposomen zu inserieren bzw. zu translozieren.
So kdnnte SecY bzw. YidC auf ihrer periplasmatischen Seite mit dem einen, das Substrat mit
dem anderen Fluoreszenz-Farbstoff des FRET-Paares (ATTO520, ATTO647N) markiert werden
und die erfolgreiche Insertion oder Translokation iber FRET gemessen werden. In einem
Quenching-Versuch mit YidC ATTO520-Proteoliposomen zeigt sich aber, dass YidC bei der
Rekonstitution mit DOPC-Liposomen nicht komplett nach dieser Topologie eingebaut wird. Es
wurden 0,1 nmol YidC mit DOPC-Liposomen (Protein:Lipid =1:1000) rekonstituiert und
500 mM Kaliumiodid (KI) bzw. das gleiche Volumen an Puffer dazugegeben und das Spektrum
von 520-590 nm (Anregungswellenlange: 516 nm) gemessen (Fluorolog®). Das Ergebnis wurde
auf das Fluoreszenzmaximum des Farbstoffs (538 nm) normiert und die Puffermessung als
Hintergrund abgezogen (-1). So ergibt sich eine Abnahme der Fluoreszenz von 54 % durch das
Quenching mit KI (Abbildung 54B). Ware YidC komplett mit der periplasmatischen Domane
nach innen in die Liposomen eingebaut, wdre der Farbstoff geschiitzt gewesen und nicht
geldscht worden. Kuhn et al. (2017b) zeigte in vorigen Versuchen bereits ebenfalls, dass ein
Teil der YidC-Molekiile mit der periplasmatischen Seite nach aulRen zeigen kann. Da aus
diesem Grund der ATTO-Farbstoff dieses YidC-Anteils nach aullen zeigt, kann die Insertion
nicht durch FRET wie oben beschrieben gemessen werden. Ein Anlagern des Substrats an die
Liposomen kdnnte schon zu einem Energietransfer und damit falsch positiven Ergebnissen
fuhren. Deshalb wurde nur das Substrat markiert und die Insertion oder Translokation tber

Quenching mit KI untersucht.
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Abbildung 54: Quenching der Fluoreszenz mit Kaliumiodid. (A) ProPhoA ATTO520 (griine Struktur mit
Sternen) wurde mit verschiedenen Konzentrationen Kl versetzt und die Fluoreszenz gemessen.
Normiert und genullt wurde auf die jeweilige Puffermessung ohne KI. Die grofSte Fluoreszenz-Abnahme
von 75 % wird durch 500 mM Kl erreicht. (B) YidC ATTO520-DOPC-Protecliposomen wurden mit
500 mM KI bzw. Puffer versetzt und die Fluoreszenz gemessen. Normiert und genullt wurde auf die
Puffermessung. Die Abnahme der Fluoreszenz um 54 % zeigt, dass ein Teil des Farbstoffs nicht vor Kl
geschitzt ist und somit nicht das komplette YidC mit der periplasmatischen Doméane nach innen in die
Liposomen eingebaut wurde.

Um ein moglichst effizientes Quenching zu Erreichen wurden Kl-Konzentrationen von
200-500 nM getestet. Hierfir wurden 0,1 nmol proPhoA ATTO520 in dem Volumen, in dem
spater die Translokationsexperimente durchgefiihrt wurden (120 pL), mit verschiedenen K-
Konzentrationen versetzt und das Spektrum gemessen (520-600 nm; Anregungswellenlange:
516 nm; Fluorolog®). Ebenso wurden Puffermessungen (gleiche Volumina wie KlI) mitgefihrt.

Normiert wurde wie oben auf die Fluoreszenzmaxima der Puffermessungen und diese dann
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von den KI-Messwerten abgezogen. Damit ergibt sich die grofSte Fluoreszenz-Abnahme von
75% bei einer Konzentration von 500 mM KI (Abbildung 54A), die in den folgenden

Translokations-Experimenten eingesetzt wurde.
3.5.4 Translokation und Insertion von Sec- und YidC-abhangigen Substraten

Die Translokation eines Sec-abhdngigen Substrats wurde mit proPhoA (1-221; 222C-
ATTO0520), die Insertion eines YidC-abhangigen mit Pf3 coat (16C-ATT0O520) untersucht. Es
wurden Proteoliposomen verwendet, die entweder SecYEG, YidC WT, YidC5S, SecYEG
zusammen mit den beiden YidC-Varianten oder das Fusionsprotein SecY-YidC enthielten.
Daflir wurden jeweils 0,1 nmol Translokase 1:1000 mit DOPC-Liposomen gemischt und durch
Extrusion und das Behandeln mit BioBeads (2.13) unilamellare Proteoliposomen hergestellt.
Fiir die Hintergrund-Messung wurden auBerdem leere unilamellare Liposomen vorbereitet.
Die (Proteo-)Liposomen wurden in 100 pyL Translokationspuffer (50 mM Tris-Acetat pHS,
50 mM Kalium-Acetat pH8, 5 mM Magnesium-Acetat pH8) aufgenommen und 0,2 mM
Substrat (proPhoA ATTO520 oder Pf3 coat ATTO520) dazu gegeben. Nach einer Inkubation
von 30min bei 37°C wurde der nicht geschitzte Fluoreszenz-Farbstoff mit
500 mM Kaliumiodid gequencht und die Fluoreszenz gemessen (520-600 nm,
Anregungswellenldnge: 516 nm, Fluorolog®). Die Fluoreszenz am Maximum des ATTO520-
Farbstoffs (538 nm) aller Messungen wurde auf die der leeren Liposomen normiert. Da wie in
Abbildung 54A gezeigt nie die gesamte Fluoreszenz des fiir KI noch zugénglichen Farbstoffs
geldscht wird, wurde als Hintergrund der erhaltene Wert (1) der leeren Liposomen von den
anderen Messungen abgezogen (leere Liposomen=0). Wurde Fluoreszenz-markiertes
Substrat in die Liposomen aufgenommen, ist der Fluoreszenzfarbstoff im Inneren der
Liposomen vor dem Quenching durch Kl geschiitzt, da Pf3 coat an seiner periplasmatischen
Domane markiert und proPhoA als periplasmatisches Protein komplett transloziert wurde. So
ergibt sich ein positiver Wert fiir die Translokation oder Insertion der Substrate im Vergleich
zu den leeren Liposomen (=null), in die kein Substrat aufgenommen wurde (Abbildung 55).
Der Versuch wurde mehrfach unabhangig durchgefiihrt und ergab immer wieder ein dhnliches

Ergebnis.
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Abbildung 55: Sec-abhdngige Translokation von proPhoA (A) und YidC-abhdngige Insertion von
Pf3 coat (B). Verschiedene Proteoliposomen und leere Liposomen als Vergleich wurden mit den
Substraten proPhoA-222C-ATT0O520 (A) und Pf3 coat-16C-ATTO520 (B) inkubiert. Der Fluoreszenz-
Farbstoff des aufgenommenen Substrats ist im Inneren der Liposomen vor dem Quencher Kl geschiitzt.
Die Fluoreszenz zeigt als positiven Wert die Translokation oder Insertion der Substrate an, nachdem
die Werte auf die Messung der leeren Liposomen normiert und genullt wurden. ProPhoA wird in alle
Liposomen transloziert, die SecYEG enthalten. Pf3 coat kann dagegen in alle YidC-Liposomen inseriert
werden.

ProPhoA wird von Proteoliposomen, die SecYEG allein oder in Kombination mit YidC oder das
SecY-YidC-Fusionsprotein enthalten, transloziert (Abbildung 55A). Durch YidC allein kommt es
bei proPhoA als Sec-abhangiges Substrat (Chatzi et al., 2017; Gouridis et al., 2009; Zhang et
al., 2013) nicht zu einer Translokation. Die flinf Serin-Mutationen (YidC 5S) haben keinen
Einfluss auf die Translokation, da proPhoA YidC-unabhangig ist. Das SecY des Fusionsproteins
kann das proPhoA-Substrat ebenso gut translozieren wie das einzelne SecY.

Dagegen kann SecYEG allein das Pf3 coat Protein nicht in die Membran einbauen, da die
Insertion YidC-abhangig, aber Sec-unabhéangigist (Chen et al., 2002a; S. Ernst et al., 2011; Kuhn
etal., 2017a; Rohrer & Kuhn, 1990; Serek et al., 2004). In die Membran inseriert wird Pf3 coat
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aber in allen Liposomen, die YidC enthalten (Abbildung 55B). Auch die YidC-Mutante mit den
finf Serin-Substitutionen (YidC 5S) kann das Substrat ebenso gut inserieren wie der Wildtyp.
Dies bestatigt das Ergebnis in der Dissertation von Dirk Spann, der schon zeigte, dass die
Mutante YidC5S die Insertion des YidC-abhangigen und Sec-unabhdngigen Proteins
M13 procoat (Samuelson et al., 2001; Wolfe et al., 1985) nicht inhibiert (Spann, 2017).

Auch hier kann das YidC des Fusionsproteins das Substrat in die Membran inserieren, wodurch

die Funktionalitat des Fusionsproteins erneut bestatigt wird.
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4 DISKUSSION

Etwa 30 Prozent der im bakteriellen Cytoplasma synthetisierten Proteine erfillen ihre
Funktion als Membranproteine. Die Aufgaben sind vielfaltig und oft essentiell fir die
Lebensfahigkeit der Zellen. Unter den Membranproteinen finden sich Kandle und Transporter,
um andere Proteine in oder Uber die Membran zu translozieren bzw. zu inserieren, Nahrstoffe
aufzunehmen, Toxine zu exportieren oder lonen, Protonen oder Elektronen zu transportieren.
Andere Membranproteine besitzen eine Enzymaktivitdt oder sind als Rezeptoren an der
Signaltransduktion beteiligt (Campbell & Reece, 2003a). Die Insertion von Membranproteinen
in die Cytoplasmamembran ist fir die Zelle also ein essentieller Prozess, der in Gram-
negativen Bakterien hauptsachlich (iber die Sec-Translokase und die YidC-Insertase erfolgt
(Koch et al., 1999; Steinberg et al., 2018; Valent et al., 1998; Welte et al., 2012). Die beiden
Systeme, die in allen drei Reichen des Lebens konserviert sind, kdnnen unabhangig
voneinander (Chen et al., 2002b; Koch & Miiller, 2000; Samuelson et al., 2000) oder in
Kooperation miteinander (Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2017; Samuelson et al., 2000;
Scotti et al., 2000) arbeiten. Wie diese kooperative Insertion funktioniert ist noch nicht im
Detail bekannt. Es wird aber vermutet, dass das lateral gate von SecY mit den YidC-
Transmembrandomanen, die eine hydrophobe Rutsche fiir Substratproteine darstellen, in
Kontakt steht (Botte et al., 2016). Die Interaktion zwischen SecY und YidC ist Thema dieser

Arbeit.

Fur die SecY/YidC-Interaktion wurde (iber FRET-Messungen eine hohe Bindungsaffinitat und
die Stochiometrie in Detergens und in DOPC-Proteoliposomen bestimmt. Um Interaktionen
zwischen SecY und YidC genauer zu kartieren, wurden in vivo Disulfid-Cross-Linking
Experimente durchgefiihrt. Es wurden Kontakte zwischen dem SecY lateral gate und der
hydrophoben Rutsche von YidC gefunden. AulRerdem wurden weitere YidC-Positionen in den
TM der hydrophoben Rutsche mithilfe einer YidC-Mutante mit finf Serin-Substitutionen
untersucht. Die YidC5S-Mutante komplementiert die YidC Funktion in einem
Depletionsstamm nicht, kann aber die Sec-unabhangigen Substrate M13 procoat und Pf3 coat
in die Membran inserieren. Uber FRET-Experimente konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion zwischen der 5S Mutante und SecY gestort ist und die betroffenen Positionen
vermutlich wichtig fiir den intermolekularen Kontakt sind. Aus den Ergebnissen der Cross-
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Linking- und der FRET-Experimente konnte ein mogliches Kontaktmodell erstellt werden. Mit
den Beispiel-Substraten proPhoA und Pf3 coat wurden in vitro die Insertion und Translokation
in unterschiedliche SecY- und YidC-Proteoliposomen gezeigt. Zudem wurde ein Fusionsprotein
aus SecY und YidC zur Sicherstellung der richtigen Stdochiometrie, Orientierung und
unmittelbaren Nahe der beiden Proteine kloniert und von einer Arbeitsgruppe der ETH Ziirich
erfolgreich in Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie-Experimenten zur Verfolgung der Insertion
und Faltung von LacY eingesetzt. Zusammenfassend tragt diese Arbeit zu einem besseren

Verstandnis der kooperativen Membraninsertion durch SecY und YidC bei.

4.1 SecY und YidC interagieren in vitro mit hoher Affinitat

Fur die Sec/YidC-abhdngige Membraninsertion ist eine Interaktion zwischen der Sec-
Translokase und der Insertase YidC erforderlich. Schon friih wurde vermutet, dass das Sec-
Translokon und YidC bei der Insertion von Membranproteinen kooperieren. Einen ersten
Hinweis auf eine SecY/YidC-Interaktion lieferte die Co-Reinigung von SecY mit YidC (Scotti et
al., 2000). Kurze Zeit spater wurden Cross-Links zwischen dem Substrat FtsQ mit SecY und YidC
(Urbanus et al., 2001) und zwischen dem Substrat MtIA mit YidC und SecE (Beck et al., 2001)
gezeigt. Zudem wurde fir einige weitere Membranproteine wie die Untereinheit a der F1Fo
ATP Synthase (Kol et al., 2009; Yi et al., 2003), CyoA (van Bloois et al., 2006), die Laktose-
Permease LacY (Nagamori et al., 2004), MalF (Wagner et al., 2008a) und TatC (Zhu et al., 2012)
eine SecY/YidC-Abhangigkeit festgestellt. In spateren Studien wurden einige Kontakte
zwischen SecY und YidC bereits nachgewiesen (Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2013
und 2017). Der Mechanismus hinter der SecY/YidC-abhdngigen Membraninsertion ist aber
noch nicht geklart. Um die SecY/YidC-Interaktion genauer zu analysieren, wurde Uber FRET-
Messungen die Bindungsaffinitdt zwischen den beiden Interaktionspartnern sowie die
Stéchiometrie in Detergens und in Proteoliposomen bestimmt. Da eine Energielibertragung
von einem Fluoreszenzfarbstoff auf den anderen abhangig vom Abstand der Farbstoffe ist,

eignet sich FRET, um Kontakte zwischen zwei Interaktionspartnern zu zeigen (Forster, 1948).

Bei der Titration von SecY ATTO647N zu YidC ATTO520 in Detergens zeigte sich wie erwartet
eine Sattigungskurve, mit deren Hilfe die Dissoziationskonstante und die Stdochiometrie

ermittelt werden konnten. Uberraschenderweise sank das Akzeptor-Signal ab einem
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Verhaltnis der Interaktionspartner von 1 wieder ab (Abbildung 32). Eine mogliche Erklarung
ware, dass nach Sattigung aller Donor-Farbstoffmolekile (YidC ATTO520) mit Akzeptor-
Farbstoffmolekiilen (SecY ATTO647N) jedes weitere Akzeptor-Molekil keinen
Interaktionspartner mehr findet. Dies kann zu einem Self-Quenching der Fluoreszenz fiihren.
Beim Self-Quenching, auch Kreuzrelaxation genannt, wird vor allem bei hohen
Konzentrationen Energie des einen Molekdils, das sich in einem angeregten Zustand befindet,
auf ein anderes identisches Molekiil, das sich im Grundzustand befindet, ibertragen. Es
handelt sich also um eine spezielle Form des Fluoreszenz-Quenchings, bei der das Fluorophor
und der Quencher identisch sind. Voraussetzung ist die Uberlappung des
Absorptionsspektrums dieses Fluorophors mit seinem eigenen Emissionsspektrum. Das ist bei
ATTO647N der Fall (Abbildung 17B). Dadurch wechseln beide ATTO647N-Molekiile zu einem
angeregten Zustand, dessen Energieniveau zwischen den beiden Anfangszustdanden liegt. Da
das Absinken der Energie des ersten Molekiils gleich grof8 ist wie das Ansteigen der Energie
des zweiten Molekiils, wird die Energie nicht als Fluoreszenz freigesetzt, sondern im Self-
Quenching festgehalten (Ghosh et al., 2013; Katoh et al., 2001). In diesem Fall wiirde also ein
vom Donor angeregtes Akzeptor-Molekil Energie auf ein weiteres Akzeptor-Molekiil, das im
Uberschuss vorhanden ist und damit keinen Interaktionspartner als Donor mehr findet,
Ubertragen anstatt zu fluoreszieren. Je mehr Akzeptor-Molekiile dazukommen umso mehr
Energie wird im Self-Quenching festgehalten und geht an messbarer Fluoreszenz verloren.
Folglich sinkt das Fluoreszenzsignal. Eine weitere Erklarung flr das Absinken der Fluoreszenz
bei hohen Akzeptor- bzw. SecY-Konzentrationen wadre eine mogliche SecY-Dimerbildung.
Dadurch kdmen weniger SecY/YidC-Interaktionen zustande, zwischen denen FRET auftreten
kann. Durch einen geringeren Energietransfer nimmt das Akzeptor-Fluoreszenzsignal wieder
ab. Eine SecY-Dimerbildung ist in unterschiedlichen Studien gezeigt worden (Park & Rapoport,
2012; Zheng et al., 2016). Mit steigender SecY-Konzentration kdnnte daher die Dimerbildung

gegenilber der SecY/YidC-Interaktion beginstigt werden.

Uber die Sattigungskurven wurde der Kg-Wert als MaR fiir die Bindungsaffinitit bestimmt. Der
K¢-Wert ist definiert als die Konzentration, fiir die die Fluoreszenz die halbe maximale
Fluoreszenz betragt (F = % Fmax). Je kleiner der Kg-Wert ist, desto schneller wird Fmax erreicht
und desto grofer ist die Affinitat der Bindungspartner. Das Reaktionsgleichgewicht liegt dann

auf der Seite der gebundenen Interaktionspartner. In Detergens wurde eine Affinitat von
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27 (£ 10) nM ermittelt. Die Dissoziationskonstante in DOPC-Proteoliposomen liegt mit 995 nM
um mehr als das 30-fache hoher. Warum die ermittelte Affinitat in Proteoliposomen deutlich
schwacher ist, kann unterschiedliche Griinde haben. Dazu missen verschiedene
Fehlerabschatzungen zur Berechnung des Kg-Werts gemacht werden. Eine Annahme der
Berechnungen war, dass 100% von SecY und YidC bei der Rekonstitution in die
Proteoliposomen eingebaut wurden. Wurde ein Teil der Proteine nicht eingebaut, gehen diese
bei der Rekonstitution verloren. Dies kann die Konzentration des einen Interaktionspartners
um einen anderen Anteil als die Konzentration des zweiten Interaktionspartners reduzieren.
Damit wiirden sich die Verhaltnisse und damit der K4-Wert um denselben Anteil verschieben.
Wurde zum Beispiel nur 90% des Akzeptors im Vergleich zum Donor rekonstituiert, verringert
sich auch der K¢-Wert auf 90%. Bei den Messungen in Detergens waren dagegen immer alle
eingesetzten SecY- und YidC-Molekiile im Probenvolumen anwesend.
Die Topologie der Proteine in den Proteoliposomen hat dagegen keinen Einfluss auf den Kg-
Wert. Eingebaut in die Proteoliposomen kdnnen beide Proteine SecY ATTO647N und
YidC ATTO520 mit der periplasmatischen Farbstoff-

markierten Seite nach innen oder beide nach auflen zeigen
(Abbildung 56A). AuRerdem kann eines der beiden Proteine
mit dem Farbstoff nach innen und das andere nach auRen
zeigen und vice versa (Abbildung 56B). Es ergeben sich also
vier unterschiedliche Moglichkeiten, wie die Proteine in die

Proteoliposomen eingebaut sein kdnnen. Es kommt aber nur

zu einem FRET-Effekt, wenn SecY ATTO647N und

Abbildung 56: Unterschiedliche
Topologie-Moglichkeiten nach

der Co-Rekonstitution von YidC-  |iegen, also so, dass die Farbstoff-markierte Seite beider
ATTO520 und SecY-ATTO647N.

YidC ATTO520 in der richtigen Orientierung zueinander

Proteine auf der gleichen Seite der Membran liegt (Abbildung
56A), und somit nur bei zwei der vier Moglichkeiten. Dadurch verringert sich zwar die
Konzentration an Donor- und Akzeptor-Molekiilen, die flir eine messbare Interaktion zur
Verfligung stehen, in diesem Fall aber fiir den Donor und den Akzeptor im gleichen Mal3e.
Dadurch nimmt dies keinen Einfluss auf den Ky-Wert.

Wie in 2.15.2 beschrieben, kann das Ergebnis durch das schwache Fluoreszieren des Donor-
Farbstoffs am Fluoreszenzmaximum des Akzeptors (Abbildung 17A) verfdlscht werden, je

nachdem, welcher Anteil der Energie vom Donor auf den Akzeptor tbertragen wird. Kontroll-
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Messungen, um diesen Fehler tatsdchlich zu berechnen, sind schwierig, da mit steigender
FRET-Effizienz der Fehler abnimmt. Darum wurden die beiden Extremfdlle "0 % FRET" und
*100 % FRET’ betrachtet (3.2.3). Die Fehlerabschatzung zeigt, dass der tatsachliche K¢-Wert in
Detergens je nach FRET-Effizienz etwas hoher liegt als der berechnete. In den
Proteoliposomen stieg im Gegensatz zu den Messungen in Detergens die Donor-
Konzentration im Verlauf der Messung, die Akzeptor-Konzentration blieb konstant. Damit
miisste bei den Proteoliposomen-Messungen mit steigender Donor-Konzentration mehr
Fluoreszenz vom Akzeptor-Signal abgezogen werden. Die Kurve wiirde im Verlauf flacher, die
Sattigung friher erreicht und die Asymptote kleiner werden, was zu einem kleineren Ky-Wert
fihren wirde. Durch diese Fehlerbetrachtung gleichen sich die ermittelten Kg-Werte in
Detergens und Proteoliposomen weiter an. Der tatsdchliche Wert liegt vermutlich
dazwischen.

Bei allen Fehlerbetrachtungen liegt der Kq-Wert im nanomolaren Bereich, was fiir eine starke
Bindung zwischen SecY und YidC spricht. Ein Einfluss der Konzentration auf den Kq-Wert wurde
durch eine Wiederholung der Messung mit halber Konzentration beider Proteine
ausgeschlossen (Tabelle 15). Die Messungen fanden alle in vitro statt. Die in vivo Situation
unterscheidet sich davon aber durch die Abwesenheit von weiteren Komponenten des
Translokationsapparats und Verwendung von DOPC-Lipiden, die vermutlich ebenfalls Einfluss
auf die Interaktionsaffinitat haben. Die beschriebenen Einfllisse auf den Ky¢-Wert haben keine
Auswirkung auf das Verhadltnis von YidC zu SecY. Es ergab sich in allen Fallen ein
stochiometrischer Faktor von 1. Dies ist (ibereinstimmend mit der Stéchiometrie, die fir das
sogenannte Holotranslokon tiber Cross-Linking Experimente (Schulze et al., 2014) und Gber

dessen Struktur mit geringer Auflésung (Botte et al., 2016) bestimmt wurde.

Bei weiteren Versuchen mit Proteoliposomen, die SecY und YidC in dem zuvor bestimmten
1:1-Verhaltnis enthielten, kam es nur zu einem Energietransfer, wenn SecY und YidC co-
rekonstituiert waren. Lagen SecY und YidC in getrennten Liposomen vor, kam es zu keinem
Energietransfer. Damit konnte gezeigt werden, dass die beiden Proteine nur lateral
miteinander in der Membran interagieren kénnen (Abbildung 37).

Die Fusion der separaten Proteoliposomen durch Calcium und das darauffolgende Auftreten
von FRET (Abbildung 38B) beweist, dass die Interaktion in den Proteoliposomen nicht schon

vor der Rekonstitution zustande kam oder durch die Rekonstitution erzwungen wurde,
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sondern erst in der Membran stattfand. Die
Calcium-Fusion von Liposomen beruht auf
Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen
Ca%*-lonen und negativen Ladungen der Lipide
' (Abbildung 57). Der Effekt wird durch anionische
C\?\ Ca (}:a Lipide verstarkt. DOPC besitzt als Zwitterion zwar
': grundsatzlich eine neutrale Netto-Ladung, in
basischem Puffer, wie in diesen Versuchen
angewendet, verschiebt sich die Ladung von DOPC

aber zum Negativen. Zuséatzlich sind die

Abbildung 57: Calcium-Fusion von Phosphatgruppen negativ geladen, zwischen denen

Liposomen. Nachdem sich die Liposomen  dje Ca?*-lonen Briicken bilden, die letztendlich zur
angendhert haben (A1), beginnt die

juRere Lipidschicht zu fusionieren (A2) Fusion fiihren (Jena, 2009). Dies erklart, warum eine
bevor auch die innere Lipidschicht
fusioniert (A3). (B) Die Ca*-lonen bilden

dabei eine Brucke zwischen den negativ  stattfinden konnte. Die niedrige FRET-Effizienz kann
geladenen Phosphatgruppen der beiden
Liposomen. (Abbildung A1-A3 aus Roy & 2um einen durch eine niedrige Fusionseffizienz

Sarkar, 2011)

Ca?*-vermittelte Fusion auch mit DOPC-Liposomen

erklart werden. Dazu kommt, dass die Fusion nicht
nur zu SecY/YidC-Proteoliposomen fiihrt, sondern moglicherweise auch SecY/SecY- und
YidC/YidC-Proteoliposomen entstanden, bei denen kein FRET auftreten kann.

Durch die Zugabe verschiedener Detergenzien zu den co-rekonstituierten Proteoliposomen
konnte gezeigt werden, dass die Interaktion auch nach einer Solubilisierung stabil war. Nicht
denaturierende Detergenzien wie DDM und DM, die auch bei der Reinigung von SecY und YidC
Verwendung finden, fihrten nur zur Solubilisierung der Proteine. Die Interaktion blieb dabei
groftenteils erhalten. Erst eine Behandlung mit SDS und die damit verbundene Denaturierung
der Proteine I6ste die Interaktion, was im gesunkenen FRET-Signal deutlich wurde (Abbildung

38A).

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Messungen waren in den Proteoliposomen
sowie in Detergens nur die beiden Interaktionspartner anwesend. Das Sec/YidC-System
umfasst in der Zelle noch einige weitere beteiligte Komponenten, die fir die Interaktion von

Bedeutung sein konnen. Im sogenannten Holotranslokon ist neben SecYEG und YidC das
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Heterotrimer SecDFYajC im Komplex vorhanden (Schulze et al., 2014). AulRerdem spielt das
Motorprotein SecA eine wichtige Rolle (Crane & Randall, 2017).

Xie et al. (2006) und Nouwen & Driessen (2002) haben gezeigt, dass YidC einen Komplex mit
SecDF formt, Gber das es mit SecY assoziiert ist. Die periplasmatische P1-Domane von YidC
interagiert dabei mit SecF (Xie et al. 2006). Anhand dieser Ergebnisse wurde vorgeschlagen,
dass SecDFYajC YidC mit SecY verbindet und YidC in Abwesenheit von SecDF nicht effizient an
SecYEG binden kann. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse der FRET-Messungen
zeigen aber auch in Abwesenheit von SecDFYajC eine Interaktion zwischen SecY und YidC.
Ubereinstimmend damit konnten unter SecDF-Depletionsbedingungen SecY/YidC-Kontakte
Uber in vivo Cross-Linking nachgewiesen und damit gezeigt werden, dass YidC auch direkt mit
SecY interagiert (Sachelaru et al., 2013). Xie et al. (2006) zeigten auRerdem, dass die
Interaktion von SecF mit YidC nicht essentiell fur die Lebensfahigkeit der Zelle ist. Auch in
friheren Studien wurde gezeigt, dass SecDF nicht absolut essentiell ist (Pogliano & Beckwith,
1994a). Stimmig ist dies auch in Hinsicht auf das deutlich geringere Vorkommen von
SecDFYajC in Vergleich zu YidC und SecY (Crane & Randall, 2017). SecDF ist also fiir die
Interaktion nicht zwingend erforderlich, kdnnte aber einen verstarkenden Effekt haben, was
auch die effektivere Insertion verschiedener Substrate durch das Holotranslokon im Vergleich
zu SecYEG und YidC gezeigt haben (Komar et al., 2016).

SecA kénnte nach Zimmer et al. (2008) an der Offnung des lateral gates beteiligt und darum
ebenfalls ein wichtiger Faktor fiir die Interaktion sein. In der Studie von Sachelaru et al. (2013)
wurde aber gezeigt, dass die An- oder Abwesenheit von SecA keinen Einfluss auf die
SecY/YidC-Interaktion hat. In den FRET-Messungen dieser Arbeit war fiir die SecY/YidC-
Interaktion ebenfalls kein SecA nétig.

Bei den FRET-Messungen war aullerdem kein Substrat anwesend, flir dessen kooperative
Insertion die SecY/YidC-Interaktion eigentlich zustande kommt. Aufgrund verschiedener
Kristall- und Cryo-EM-Strukturen wird angenommen, dass das Binden von Substraten
beziehungsweise deren Signalsequenz zu Konformationsanderungen und der Offnung des
lateral gates fuhrt (Egea & Stroud, 2010; Hizlan et al., 2012; Park et al., 2014; van den Berg et
al., 2004). Damit stellte sich die Frage, ob eine Interaktion in Abwesenheit von einem
Substratprotein Gberhaupt zustande kommt. Durch die Ergebnisse der FRET-Messungen ohne
Substrat konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Substraten nicht erforderlich fir

die Interaktion ist. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen von in vitro Cross-Linking-
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Experimenten von Sachelaru et al. (2013). Hier konnte ebenfalls beobachtet werden, dass YidC
auch in Abwesenheit eines Substrats an SecY bindet. YidC wird folglich nicht nur an die aktive
SecY-Translokase, die gerade ein Substrat transportiert, rekrutiert, sondern bindet generell an
SecY. Ob sich die Affinitit der Bindung durch die Offnung des lateral gates durch die
Anwesenheit eines Substrats andert, konnte Gber FRET-Messungen mit SecY, dessen lateral
gate nicht gedffnet werden kann, tGiberpriift werden. Uber einen Disulfid-Cross-Link zwischen
den Positionen 87 in TM2b und 286 in TM7 kann das gate geschlossen gehalten werden (du
Plessis et al., 2009).

Ahnliche Interaktionen wie die zwischen YidC und dem Sec-Translokon wurden auch in den
Homologen Systemen gefunden. In Zellen der Pflanze Arabidopsis thaliana wurde Gber Cross-
Linking und Co-Immunprazipitation gezeigt, dass Alb3 mit dem Chloroplasten SecYE assoziiert
ist. Die Interaktion scheint aber relativ schwach und kurzlebig zu sein (Klostermann et al.,
2002). Die Vermutung ist, dass Alb3 mit SecYE gemeinsam cotranslational Proteine in die
Thylakoidmembran inseriert, ahnlich wie die bakteriellen Homologe (Hennon et al., 2015). In
Mitochondrien wurde kein SecY-Homolog gefunden, vermutlich wurde es evolutiondr durch
TIM ersetzt (Tong et al., 2011). Oxal, das YidC-Homolog der Mitochondrien, inseriert aber in

Kooperation mit dem TIM-Komplex Proteine in die Membran (Hennon et al., 2015).

4.2 Das lateral gate von SecY kontaktiert die hydrophobe Rutsche
von YidC

Es wird vermutet, dass eine Interaktion zwischen SecY und YidC am lateral gate und an den
YidC-TM3 und 5 stattfindet. Substrathelices von Membranproteinen verlassen SecY durch das
lateral gate in Richtung Membran (Frauenfeld et al., 2011; van den Berg et al., 2004) und
kdnnten dabei an YidC tUbergeben werden (Kumazaki et al., 2014b; Petriman et al., 2018;
Sachelaru et al., 2013; Schulze et al., 2014). Die Struktur des Holotranslokons zeigt YidC in der
Nihe des lateral gates. Die Aufldsung ist aber zu gering (14 A), um Details zu erkennen (Botte
et al., 2016). Welche genauen Positionen des einen Interaktionspartners dabei mit welchen
des anderen in Kontakt stehen sowie der genaue Mechanismus der kooperativen

Membraninsertion sind unbekannt. Weitere Beweise und tiefere Einblicke beziiglich der
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spezifischen Kontakte lieferten in dieser Arbeit in vivo Disulfid-Cross-Linking Experimente und

in vitro FRET-Messungen.

4.2.1 Invivo Cross-Linking ergibt Kontakte zwischen dem SecY lateral gate und

YidC-TM3 und 5

Uber Disulfid-Cross-Linking konnten Kontakte zwischen dem SecY lateral gate und der
hydrophoben Substrat-Rutsche von YidC in vivo gezeigt werden (Abbildung 22A und 23A). Die
entsprechenden SecY/YidC-Cross-Link Produkte zeigten sich im SDS-Gel auf einer Héhe von ca.
90-95 kDa. Auf dieser Hohe wurde auch in anderen Cross-Link-Studien das SecY/YidC-Produkt
gefunden (Petriman et al., 2018; Sachelaru et al., 2013 und 2017). In diesen Studien zeigte sich
ebenfalls wie bei den Cross-Link Experimenten dieser Arbeit eine weitere Bande zwischen ca.
70 und 80 kDa. Es wurde vermutet, dass diese Bande moglicherweise durch proteolytischen
Abbau des SecY/YidC-Produkts entstanden ist. Da in der vorliegenden Arbeit diese Bande auch
in Abwesenheit von SecY zu finden war und die Immunpréazipitation mit einem Antikérper
gegen YidC durchgefiihrt wurde, kénnte es sich eher um einen Cross-Link von YidC mit einem
anderen Interaktionspartner handeln. SecE und G sowie YajC besitzen kein Cystein fir einen
Disulfid-Cross-Link. Die anderen Komponenten des Holotranslokons, SecDF, sind deutlich zu
grof3, wodurch diese Moglichkeiten ausscheiden. Da die YidC-Mutanten ihr Cystein fur das
Disulfid-Cross-Linking in den Substrat-Kontakthelices (Klenner & Kuhn, 2012) TM3 und 5
aufweisen, kdnnte eventuell ein Kontakt mit einem Substratprotein eine Erklarung sein. Der
genauere Ursprung der Bande wurde in dieser Arbeit nicht ndher analysiert.

Die Signale der Cross-Link-Produkte waren eher schwach im SDS-Gel zu sehen. Dies zeigte sich
auch in anderen Studien (Petriman et al., 2018). Eventuell sind die Interaktionen zwischen
SecY und YidC in vivo eher schwach und kurzlebig. Dafiir spricht, dass Petriman et al. (2018)
nur dann Cross-Links beobachten konnten, wenn SecY und YidC in stochiometrischen Mengen
vorhanden waren. Dies entspricht nicht der tatsachlichen Situation in vivo, in der ein etwa
fiinf- bis zehnfacher Uberschuss an YidC (2500-3000 pro Zelle; Urbanus et al., 2002) gegeniiber
SecY (200-1300 pro Zelle, je nach Quelle; Crane & Randall, 2017) vorliegt. AuRerdem liegen
vermutlich nicht alle SecYEG- und YidC-Proteine als Heterotetramer vor, sondern vielmehr in
einem dynamischen Gleichgewicht zwischen unterschiedlichen Zusammensetzungen

verschiedener Bindepartner (Crane & Randall, 2017; Kuhn et al., 2017a). Die Isomerase PpiD
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(Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase D) und YidC teilen sich sogar SecY-Bindepositionen
(Sachelaru et al., 2013). In den Chloroplasten-Homologen wurde die Interaktion ebenfalls als
eher schwach und kurzlebig eingeschatzt (Klostermann et al., 2002). Der in vitro gemessene
Kg¢-Wert legte dagegen eine starke Bindungsaffinitat nahe. Allerdings ist hier anzumerken, dass
der Versuchsaufbau der in vitro FRET-Messungen nicht der in vivo Situation in der Zelle
entsprach. SecYEG und YidC waren auch hier in stéchiometrischen Mengen vorhanden,
obwohl YidC in vivo wie bereits erwdhnt deutlich zahlreicher vertreten ist als SecY. Das Fehlen
weiterer Komponenten des Translokationsapparats und potenzieller Interaktionspartner, mit
denen YidC und SecY in vivo in einem dynamischen Gleichgewicht vorliegen, kdonnte die
schwache Bindung in vitro beglinstigen. Zusammenfassend kann man vermuten, dass die
Interaktion zwischen SecY und YidC in vivo eher schwach oder zumindest schwacher als in den

in vitro Systemen erscheint.

Bisherige Cross-Link Studien zeigten oft nur eine Kartierung von SecY/YidC-Kontakten an
einem der beiden Interaktionspartner. Wo sich die Interaktionsposition am zweiten Protein
genau befindet, blieb aufgrund des Versuchsaufbaus unklar. Beispielsweise konnten in einer
ersten detaillierteren Studie zur SecY/YidC-Interaktion Uber UV-abhangiges Cross-Linking mit
Para-benzoyl-L-phenylalanin (pBpa) SecY/YidC-Kontakte in allen vier Helices des lateral gates
in vivo identifiziert werden. Da beim pBpa-Cross-Linking nur einer der Partner den Cross-Linker
an einer definierten Position Uber ein Amber-Stop-Codon eingebaut hat und der zweite
Partner unabhangig von einer speziellen Aminosaure und damit unabhangig einer definierten
Position gebunden wird, blieb unklar, wo sich die zugehorigen YidC-Kontaktpositionen
befinden (Sachelaru et al., 2013). Beim Disulfid-Cross-Linking dagegen, wie es in dieser Arbeit
Anwendung fand, sind die Positionen in beiden Interaktionspartnern durch das Einfliihren von
Einzelcysteinen an potenziellen Kontaktstellen definiert. Petriman et al. (2018) zeigten spater
durch pBpa-Cross-Linking einige YidC-Kontaktpositionen mit SecY. Aus demselben Grund
fehlen dann aber die zugehorigen definierten SecY-Positionen. Die Arbeitsgruppe konnte
Kontakte der P1-Doméane und, wie in dieser Arbeit, der YidC-TM3 und 5 mit SecY finden.
AuBerdem kontaktieren die YidC-TM1 und die C1-Domane SecY. Da zuvor YidC-Kontakte im
Inneren des SecY lateral gates gefunden wurden (Sachelaru et al., 2017), wird spekuliert, ob
daran die im Vergleich zu den Ubrigen finf eher flexible YidC-TM1 beteiligt sein konnte

(Petriman et al., 2018).
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Uber Disulfid-Cross-Linking konnten in der vorliegenden Arbeit direkte Kontaktpositionen
zwischen der SecY-TM3 (Position 122, 123) und der YidC-TM3 (Position 428-432) sowie der
SecY-TM8 (Position 328) mit der YidC-TM5 (Position 499) gezeigt werden (Abbildung 58).
Position 431 in der YidC-TM3 konnte bereits in einer Studie von Petriman et al. (2018) als SecY-
Kontakt nachgewiesen werden. Jetzt konnte hier eine zugehdrige SecY-Position identifiziert
werden. An der YidC-TM3 fanden sich eine Vielzahl an Kontakten mit der gleichen SecY-
Position. Dies deutet auf eine Flexibilitdt der Konformation und deren Anderung im Laufe des
Insertionsprozesses hin. In einer anderen Studie wurde ebenfalls gezeigt, dass YidC wahrend
der Insertion neu positioniert wird. Nach der Bindung von RNCs verliert YidC moglicherweise
seine SecY-Kontakte im Inneren des lateral gates und bindet dann an dessen Rand (Sachelaru

et al., 2017).

cdi e

Abbildung 58: Kontaktpositionen der SecY/YidC-YidC-Interaktion in der Kristallstruktur von (A) SecY
(PDB 3J01, Frauenfeld et al., 2011) und (B) YidC (PDB 3WVF, Kumazaki et al., 2014b). (A) Die TM des
lateral gates von SecY sind dunkelgrau eingefarbt und beschriftet. Die YidC-Kontaktpositionen 122,
123 und 328 sind farbig dargestellt. (B) Die TM der hydrophoben Substrat-Rutsche sind dunkelgrau
dargestellt. Kontakte zu SecY, Positionen 428-432 und 499, sind bunt eingefarbt.

Kristallstrukturen wie in Abbildung 58 stellen immer nur den Zustand dar, in dem die Proteine
kristallisiert wurden. Somit erhdlt man immer nur eine Momentaufnahme der in vivo
relevanten Konformationen und kann Uber die Strukturen allein nicht auf einen sich
verdandernden genauen Kontakt schliefen. Dagegen kdnnen beim in vivo Disulfid-Cross-
Linking samtliche dieser Zustidnde und Konformationen der SecY/YidC-Interaktion
eingefangen werden. Durch die gefundenen direkten Kontaktpositionen konnte ein
Kontaktmodell zwischen SecY und YidC erstellt werden (Abbildung 59). Die hydrophobe

Substratrutsche von YidC (TM3 und 5) steht in diesem Modell dem SecY lateral gate
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gegeniber. Aus diesen Kontakten lassen sich Rickschlisse auf den Ablauf der kooperativen

Membraninsertion ziehen (4.2.3).

4.2.2 Die YidC 55 Mutante interagiert nicht mit SecY

Weitere Hinweise zur SecY/YidC-Interaktion lieferten die FRET-Bindungsstudien mit einer
YidC-Mutante mit finf Serin-Substitutionen an Substrat-Kontaktstellen der TM3-5 (Abbildung
39). Diese YidC-Mutante konnte die YidC-Funktion unter Depletionsbedingungen nicht
komplementieren (Abbildung 40). Uberraschenderweise konnte aber gezeigt werden, dass die
Insertion einiger YidC-Substrate nicht von den Mutationen betroffen ist. Dirk Spann konnte in
seiner Dissertation beobachten, dass diese Mutante M13 procoat in vivo ebenso gut inseriert
wie der Wildtyp (Spann, 2017). Mithilfe von AMS-Experimenten wurde aulerdem gezeigt,
dass auch das C-tail-anchored Proteins SciP von YidC 5S inseriert wird (unveréffentlichte Daten
von Eva Pross, Arbeitsgruppe A. Kuhn, Universitit Hohenheim). Ubereinstimmend damit
inhibierten die Mutationen von YidC5S in der Insertionsstudie dieser Arbeit den Einbau von
Pf3 coat in Proteoliposomen im Vergleich zu wildtypischem YidC nicht (Abbildung 55B).
Sowohl M13 procoat (Samuelson et al., 2000; Stiegler et al., 2011) als auch SciP (Aschtgen et
al., 2012; Pross et al., 2016) und Pf3 coat (Chen et al., 2002a; Serek et al., 2004) werden Uber
den YidC-only Weg unabhéangig von SecY inseriert. Im Gegensatz dazu wurde eine Variante der
Untereinheit a der FiF, ATP Synthase in Zellen, die nur YidC5S exprimierten, nicht in die
Membran inseriert (unveréffentlichte Daten von Sri Shanmugam, Arbeitsgruppe R. Dalbey,
Ohio State University). An den C-Terminus dieser Variante der Untereinheit a wurde die P2
Doméne der Leaderpeptidase kloniert. Die Membraninsertion der Untereinheit a-P2 wurde
zuvor als SecY/YidC-abhangig beschrieben (Yi et al., 2004). Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Unfahigkeit der YidC 5S Mutante, den Depletionsstamm zu retten, auf die gestorte
SecY-abhangige YidC-Funktion zurlickzufiihren ist. Durch verschiedene FRET-Messungen
wurde gezeigt, dass die Interaktion der YidC 5S Mutante mit SecY im Vergleich zum Wildtyp
gestort ist. YidC 5S ist die erste bekannte YidC-Mutante, die nicht mit SecY interagiert. Die
deutlich schwachere Bindungsaffinitat der YidC 5S Mutante im Vergleich zum YidC WT legt
nahe, dass die Positionen 430 und 435 in der Transmembrandoménen 3 sowie die Position
468 in der Transmembrandomdne 4 und die Positionen 505 und 509 in der

Transmembrandomane 5 eine wichtige Rolle fiir die Interaktion mit SecY und dadurch fir die
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SecY/YidC-abhéngige Insertion spielen. Auch hier waren die Substrat-bindenden TM3 und 5,
die eine hydrophobe Substrat-Rutsche darstellen (Klenner & Kuhn, 2012), beteiligt. Dies deckt
sich mit den Cross-Linking Experimenten dieser Arbeit. Das durch die Cross-Links erstellte
Kontaktmodell (Abbildung 59) steht somit auch im Einklang mit den Ergebnissen der FRET-
Messungen mit der 55-Mutante. In der oben bereits erwahnten Studie von Petriman et al.
(2018) konnte ebenfalls ein SecY-Kontakt mit der YidC-TM3 (Position 431) und ein schwacher
Kontakt mit der YidC-TM5 (Position 504) gefunden werden. Die dort gefundenen Kontakte

liegen direkt neben zwei der Positionen der YidC 5S Mutante.

Die Fahigkeit der YidC 5S Mutante, Pf3 coat in Proteoliposomen zu inserieren (3.5.4), wirft
weitere Fragen auf. Vier der fiinf Serin-Positionen dieser Mutante, namlich 430 und 435 der
TM3, 468 der TM4 und 505 der TM5, sind gleichzeitig Kontaktstellen zwischen der
hydrophoben Rutsche von YidC und Pf3 coat (Klenner & Kuhn, 2012). Serin ist polar und
ersetzte die hydrophoben Aminosduren Methionin (430), Alanin (435), Prolin (468) und
Phenylalanin (505). Daher ist es Gberraschend, dass die YidC Mutante das Substrat ebenso gut
wie wildtypisches YidC inserieren konnte, obwohl einige der Substrat-Kontaktstellen betroffen
sind. Die betroffenen Positionen liegen in der Mitte (430) bzw. auf der periplasmatischen
Halfte (435, 468, 505) der Membran. Betrachtet man das Insertionsmodell von Pf3 coat
(Abbildung 10), stellt man fest, dass die Insertion vermutlich auf der cytoplasmatischen Seite
der hydrophoben Rutsche beginnt und die Substrat-TM dann erst weiter nach oben Richtung
Periplasma rutscht. Die Disulfid-Cross-Linking Experimente von Klenner & Kuhn (2012) und
neuere Ergebnisse von He et al. (2020) unterstiitzen dies. Diese ersten kontaktierten
Positionen der hydrophoben Rutsche sind bei der YidC5S Mutante nicht betroffen und
kdnnten eventuell ausreichen, um die Insertion in Gang zu bringen. In einer friiheren Studie
mit Serin-Mutationen in TM-Helices von YidC wurde gezeigt, dass die meisten Einzelserin-
Mutanten und Mutanten mit wenigen Serin-Substitutionen funktional sind, so zum Beispiel
die YidC-Mutante S426-430 und S435. Erst wenn mehrere Positionen durch Serin substituiert
wurden, zeigten Zellen, die diese YidC-Mutanten exprimierten, einen Wachstumsdefekt. Dies
lasst darauf schlieen, dass ein Minimum an Hydrophobizitdt fiir die intakte YidC-
Funktionalitat notig ist (Jiang et al., 2003). Klenner & Kuhn (2012) kombinierten verschiedene
Serin-Mutationen an Positionen, die mit Pf3 coat in Kontakt stehen. Wurden alle neun

Pf3 coat-Kontaktpositionen (424, 427, 430, 435, 468, 476, 502, 505, 508) durch Serin ersetzt,
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komplementierte die Mutante die YidC-Funktion nicht. Wurden die Positionen anstatt durch
das polare Serin mit der hydrophoben Aminosdure Alanin ersetzt, beeintrdchtigte dies die
YidC-Funktion nicht. Damit wurde gezeigt, dass nicht die einzelnen Aminosauren, sondern
deren summarisch hydrophobe Eigenschaft an den Positionen ausschlaggebend sind. Wurden
entweder nur die Positionen in der Mitte und der periplasmatischen Halfte der Membran (6S:
430, 435, 468, 502, 505, 508) oder nur in der Mitte und der cytoplasmatischen Halfte (7S: 424,
427,430, 468,476,502, 505) mutiert, blieb die YidC-Funktion erhalten. Die Fahigkeit von YidC,
Substrate zu inserieren, scheint also nur dann beeintrachtigt zu sein, wenn mehrere
Kontaktpositionen lber die gesamte Membranbreite ausgetauscht sind und ein Minimum an
Hydrophobizitdt unterschritten ist. Die YidC5S Mutante unterscheidet sich von der 6S-
Mutante darin, dass die letzte Serin-Substitution an Position 509 und nicht an der Substrat-
Kontaktposition 508 liegt. AuBerdem ist Position 502 bei YidC 5S nicht substituiert. Insgesamt
sind bei YidC5S also zwei Pf3 coat Kontaktpositionen weniger betroffen als bei der
funktionellen 6S-Mutante. Damit steht die Funktionalitat der YidC 5S Mutanten bezliglich der
Insertion der YidC-only Substrate in Einklang mit der Funktionalitdt der 6S-Mutante. Im
Gegensatz zur 6S Mutante konnte die 5S Mutante die YidC-Funktion aber nicht komplett
Ubernehmen und fihrte zu einem Wachstumsdefekt, vermutlich wegen des oben genannten
Verlusts der Interaktion mit SecY und der damit einhergehenden gestérten SecY/YidC-
abhangigen Insertion. Dies deutet darauf hin, dass die Serin-Substitutionen an den Positionen
430, 435, 468 und 505, welche beide Mutanten 5S und 6S aufweisen, nicht ausreichen, um die
SecY-Interaktion bis zu einem Verlust der SecY/YidC-abhangigen Insertion zu beeintrachtigen.
Erst die Substitution einer weiteren Aminosdure an Position 509 fuhrt zum Verlust der
SecY/YidC-Interaktion. Vermutlich wird nicht eine einzelne Position (509) allein fur die
gestorte Interaktion verantwortlich sein, sondern vielmehr das Zusammenspiel mehrerer
SecY-Kontaktpositionen. Wie bei dem erforderlichen Minimum an Hydrophobizitat fir die
YidC-only Insertion kdonnte es auch ein Minimum an Kontaktstellen mit SecY fiir eine
erfolgreiche kooperative Insertion geben. Interessant ware die Untersuchung beziglich der
Komplementation und SecY-Interaktion einer 45-Mutante, die Serin-Substitutionen an den

Positionen 430, 435, 468 und 505 aufweist, nicht aber an Position 509.
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4.2.3 Das Kontaktmodell der SecY/YidC-Interaktion

Der Kontakt des SecY /ateral gates mit der hydrophoben Rutsche von YidC wurde bereits in

unterschiedlichen Studien vermutet. Einige Substrate wie die Leader Peptidase (Houben et al.,

Abbildung 59: Das SecY lateral gate
interagiert mit der hydrophoben Substrat-
rutsche von YidC. Im Kontaktmodell sind nur
die transmembranen Bereiche von SecY
(blau) und YidC (grin) dargestellt
(cytoplasmatische Ansicht). Die Pfeile zeigen
das lateral gate bzw. die Liicke zwischen den
TM der hydrophoben Rutsche an. Rot
dargestellt sind zwei SecY/YidC-Kontakte auf
beiden Seiten des lateral gates. (kombinierte
Kristallstrukturen:  SecY: PDB  3J01/
Frauenfeld et al, 2011; YidC: PDB
3WVF/Kumazaki et al., 2014b)

2002 und 2004) und FtsQ (Urbanus et al., 2001)
stehen sowohl mit SecY als auch mit YidC in
Kontakt und legen diese Art der Interaktion nahe.
Bei Cross-Link-Studien konnten verschiedene
SecY/YidC-Interaktionen gezeigt werden. Fir
Positionen auf der Riickseite von SecY zwischen
TM5 und 6 konnten aber keine Kontakte mit YidC
gezeigt werden, was ebenso dafiir spricht, dass
YidC spezifisch am lateral gate bindet (Petriman
et al., 2018; Sachelaru et al., 2013 und 2017). In
der Struktur des Holotranslokons ist zudem zu
sehen, dass sich YidCin der Ndhe des lateral gates
befindet, die Aufldsung ist aber zu gering (14 A),
um Details zu erkennen (Botte et al., 2016).

Mithilfe der in dieser Arbeit in vivo ermittelten
direkten Kontakte zwischen SecY und YidC konnte

ein Kontaktmodell erstellt werden (Abbildung 59,

cytoplasmatische Ansicht), das sich auch mit den

Ergebnissen der FRET-Messungen mit der YidC 55 Mutante deckt. Die in den FRET-Messungen

bestimmte Stochiometrie von eins spiegelt sich in diesem Kontaktmodell ebenfalls wider. Es

ist noch einmal anzumerken, dass Kristallstrukturen nur Momentaufnahmen sind und die

Konformation der Proteine von deren Bindepartnern und den daraus resultierenden

Zustanden abhangig ist. In vivo kommt es wahrend des Insertionsvorgangs zu verschiedenen

SecY-Konformationsdanderungen, an denen unter anderem die p/lug-Helix 2a und vor allem die

Helices des lateral gates beteiligt sind (1.1.2). Die hier verwendete Struktur von Frauenfeld et

al. (2011) zeigt SecY gebunden an ein RNC (RNC in der Abbildung nicht dargestellt). Auch YidC

ist ein dynamisches und flexibles Protein (Hennon & Dalbey, 2014). Ausgeldst durch das

Binden von Substraten kommt es ebenfalls zu Konformationsdanderungen (Kedrov et al., 2016;
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Imhof et al, 2011; Winterfeld et al., 2009). Die fir das Kontaktmodell verwendete YidC-
Struktur entstand ohne die Bindung eines Substrats (Kumazaki et al., 2014b). Das
Kontaktmodell stellt damit nur einen von vielen moglichen Zustianden der SecY/YidC-
Interaktion dar. In dem Modell steht das SecY lateral gate (Abbildung 59; blauer Pfeil) der
hydrophoben Substrat-Rutsche und der sich zwischen TM3 und 5 6ffnenden hydrophilen
Tasche (Abbildung 59; griner Pfeil) von YidC gegeniiber. SecYEG und YidC bilden ein
Heterotetramer, in dem die Pore von SecY und die hydrophile Tasche von YidC eine
gemeinsame Pore bilden. In einer friiheren Studie von Sachelaru et al. (2017) wurde bereits
vermutet, dass YidC Teil des Kanals sein konnte. Der Kontakt des lateral gates mit der
hydrophoben Rutsche liefert einen weiteren wichtigen Hinweis, wie die SecY/YidC-abhangige
Insertion ablaufen konnte. Eine kooperative Insertion Uber den SecY/YidC-Komplex kénnte
wie folgt aussehen. YidC-TM3- und 5 binden an das lateral gate von SecY. Studien von
Sachelaru et al. (2017) und Petriman et al. (2018) zeigten, dass die TM1 von YidC nicht nur an
die dulleren Bereiche des lateral gates, sondern auch an dessen Inneres bindet. Durch die
Bindung von RNCs an den Komplex (Kater et al., 2019; Park et al., 2014; Sachelaru et al., 2013)
und der N-terminalen Signalsequenz an das lateral gate (Ge et al., 2014; Egea & Stroud, 2010;
Hizlan et al., 2012; Jomaa et al., 2016) kommt es zu Konformationsanderungen innerhalb des
SecY/YidC-Komplex, wodurch unter anderem das lateral gate getffnet wird. YidC verliert dann
den Kontakt im Inneren des lateral gates und verlagert sich mehr in Richtung dessen Rand
(Sachelaru et al., 2017). Dadurch wiirde eine vergroRerte gemeinsame SecYEG-YidC-Pore
entstehen. Gemall diesem Modell wird das Substratprotein durch diese Pore transloziert,
wobei transmembrane Segmente durch das lateral gate (Frauenfeld et al., 2011; van den Berg
et al., 2004) an die hydrophobe Rutsche lbergeben werden. An der SecY/YidC-Schnittstelle
konnte eine Lipid-gefiillte Kavitat gezeigt werden, die dafiir eine hydrophobe Umgebung fiir
die Substrat-TM bereitstellt (Komar et al., 2016). YidC erleichtert dann die Insertion der
hydrophoben TM in die Membran und deren Faltung. Dabei kann YidC eine Chaperon-Aufgabe
erflllen, das heilt die Substrat-TM von SecY lateral Gbernehmen und die korrekte Faltung
unterstitzen ohne an der direkten Insertion beteiligt zu sein. Dies ist zum Beispiel bei MalF
(Wagner et al., 2008a) und LacY (Nagamori et al., 2004; Serdiuk et al., 2016, 2017 und 2019;
Zhu et al.,2013b) der Fall. Es sind aber auch Substrate bekannt, deren Insertion ohne YidC
nicht oder nicht vollstandig erfolgt und die somit die Insertase-Funktion von YidC in Anspruch

nehmen. In diesen Fallen konnten die gemeinsame SecYEG-YidC-Pore und die hydrophile
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Tasche von YidC ebenfalls eine Rolle spielen. Bei anderen Substraten, wie dem zweispannigen
CyoA, wird nur eine Region von SecY in die Membran inseriert, eine andere Doméane desselben
Substrats nur von YidC (Celebi et al., 2006; van Bloois et al., 2006).

Um den Mechanismus der kooperativen Membraninsertion besser zu verstehen, wéren
hochauflosende Kristallstrukturen des SecY/YidC-Komplexes mit verschiedenen weiteren

Bindepartnern in unterschiedlichen Zustdnden interessant.

4.3 In vitro Translokation und Insertion von SecY- und YidC-

abhangigen Substraten

4.3.1 In vitro Experimente mit DOPC-Proteoliposomen

Die Translokations- und Insertionsstudien wurden in DOPC-Proteoliposomen (1,2-Dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin) durchgefiihrt. Die Phospholipide der E. coli Membran setzen sich
eigentlich aus 75-80 % Phosphatidylethanolamin (PE), 20 % Phosphatidylglycerol (PG) und 5 %
Cardiolipin (CL; Diphosphatidylglycerol) zusammen (Raetz & Dowhan, 1990). DOPC zeigt aber
deutlich weniger Eigenfluoreszenz und ergibt somit weniger Hintergrund bei den
Fluoreszenzmessungen als PE und PG.

PE ist ein sogenanntes non-Bilayer-Lipid. Non-Bilayer-Lipide besitzen eine im Vergleich zu

ihren Acylketten kleinere Kopfgruppe als Bilayer-Lipide. Dadurch haben sie die Form eines

Kegels. Bilayer-Lipide, zu denen DOPC gehort, weisen dagegen
A B durch ihre im Verhaltnis groRere Kopfgruppe eine zylindrische Form
auf (Abbildung 60). Durch die Anwesenheit von non-Bilayer-Lipiden

in Lipiddoppelschichten wird deren Eigenschaft beeinflusst. Der

Abbildung  60:  (A) laterale Druck im Inneren der Doppelschicht ist erhoht und im
Bilayer-Lipide mit grofie-
ren Kopfgruppen weisen
eine zylindrische Form den Konformationsanderungen von Membranproteinen und damit
auf. (B) Non-Bilayer-
Lipide mit kleineren

Kopfgruppen zeigen die  non_jlayer-Lipide die Aktivitat stimulieren (van Dalen & de Kruijff,
Form eines Kegels.

duBeren Bereich herabgesetzt. Dies steht im Zusammenhang mit

deren Funktion. Unter anderem flir SecYEG wurde gezeigt, dass

2004; van den Brink-van der Laan et al., 2004). AuRerdem wird
davon ausgegangen, dass die geringere Dichte der Kopfgruppen die Insertion von

Membranproteinen beglinstigt. Am Beispiel der katalytischen Domane der Signalpeptidase
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wurde gezeigt, dass die Membranbindung bei PE und anderen non-Bilayer-Lipiden hoher ist
als bei DOPC (van den Brink-van der Laan et al., 2001). In vivo ist PE zwar nicht essentiell fir
die Protein-Translokation, in vitro zeigte sich aber, dass diese in Abwesenheit von PE
verlangsamt ist (van Dalen & de Kruijff, 2004). Die Ergebnisse der Insertions- und
Translokationsexperimente (Abbildung 55) zeigen, dass diese auch in reinen DOPC-
Proteoliposomen ohne non-Bilayer-Lipide erfolgreich sind. Die Effizienz konnte eventuell
durch Beimischen von PE zu den Proteoliposomen erhoht werden.

Auch beziglich ihrer Ladung unterscheiden sich Lipide voneinander. PE ist ein zwitterionisches
Lipid, das bei physiologischem pH keine Nettoladung besitzt. Negativ geladen sind dagegen
PG und CL (Nelson & Cox, 2011b; van Dalen & de Kruijff, 2004). AuBerdem ist die
Phosphatgruppe bei allen Lipiden negativ geladen. Dass anionische Lipide wichtig fur die
Translokation sind, wurde in vivo und in vitro gezeigt. In diesen Studien war die
Translokationsrate der OM-Proteine OmpA und PhoE in Abwesenheit von PG deutlich
herabgesetzt (de Vrije et al., 1988; Kusters et al., 1991). Der Bedarf von negativ geladenen
Lipiden hat mehrere Ursachen. Eine davon ist die Interaktion der anionischen Lipide mit dem
positiv geladenen N-Terminus von SecA. Das Binden von SecA an die Lipide stimuliert die
ATPase-Aktivitat (Lill et al., 1990). Zudem wird die SecA-SecY-Bindung beeinflusst (Koch et al.,
2019; Ryabichko et al., 2020) und das SecYEG-Dimer vor allem durch CL, aber auch durch PG
stabilisiert (Gold et al., 2010; Ryabichko et al., 2020). Eine weitere Erkldrung fir die
Notwendigkeit von negativ geladenen Lipiden ist, dass in vielen Fallen das positiv geladene
Signalpeptid Uber elektrostatische Wechselwirkungen zu Beginn der Translokation an die
Membran bindet. Da auch im lateral gate anionische Lipide zu finden sind, konnten diese liber
eine Interaktion mit den positiv geladenen Resten des Signalpeptids dazu beitragen, dieses
richtig zu positionieren und zu stabilisieren (Koch et al., 2019). Experimente mit PhoE zeigten
eine von den negativ geladenen Lipiden abhdngige Insertion des Signalpeptids in die
Membran. Zusatzlich zu der elektrostatischen wird aber eine hydrophobe Bindung
vorgeschlagen (Batenburg et al., 1988). Gallusser & Kuhn (1990) konnten zeigen, dass positiv
geladene Reste am N- und C-Terminus des Membranproteins M13 procoat essentiell fiir die
Bindung an die Membran sind und die Interaktion zwischen Praprotein und negativ geladenen
Lipiden vermutlich an der Translokation beteiligt ist. Auch fiir das spontan inserierende
Membranprotein KcsA wurde die Wichtigkeit der elektrostatischen Interaktion zwischen

Membran und Protein nachgewiesen (Altrichter & Haase et al., 2017). Zudem kdénnten
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anionische Lipide zur positive inside Topologie beitragen, indem sie positive Reste auf der
cytoplasmatischen Membranseite festhalten (van Klompenburg, 1997). So zeigt zum Beispiel
Pf3 coat eine N-out-C-in Topologie mit einem negativ geladenen Rest im N-terminalen und
zwei positiv geladenen Resten im C-terminalen Segment. Durch Vertauschen der Ladungen an
N- und C-Terminus wird Pf3 coat in der umgekehrten Orientierung inseriert (Kiefer et al.,
1997). Die verwendeten DOPC-Lipide sind wie PE zwitterionische Lipide und damit neutral, je
nach pH-Wert aber geladen. In den verwendeten basischen Puffern ist die Netto-Ladung von
DOPC ebenfalls negativ. Vermutlich tragt dies dazu bei, dass die in vitro Insertions- und
Translokationsstudien dieser Arbeit auch mit DOPC-Proteoliposomen erfolgreich waren. Fir
Pf3 coat wurde die in vitro Insertion in DOPC-Proteoliposomen bereits in friiheren Studien
gezeigt (Ernst et al., 2011; Winterfeld et al.,2013). Eventuell kdnnte die Insertionseffizienz
durch das Hinzufligen von negativ-geladenen Lipiden in den Proteoliposomen gesteigert

werden, wie es flir KcsA gezeigt wurde (Altrichter & Haase et al., 2017).

4.3.2 In vitro Translokation und Insertion von proPhoA und Pf3 coat

In den in vitro Translokations- und Insertionsstudien konnte die Funktionalitat der SecY- und
YidC-Proteoliposomen gezeigt werden. Das SecY-abhdngige/YidC-unabhangige Fragment
1-221 des Praproteins proPhoA der periplasmatischen Alkalischen Phosphatase PhoA
(Gouridis et al., 2009; Zhang et al., 2013) konnte in alle SecYEG-haltigen Proteoliposomen
transloziert werden (Abbildung 55A). In dem in vitro Versuchsaufbau waren aufRer SecY und
YidC keine weiteren Komponenten des Translokationsapparats anwesend. Fir eine
erfolgreiche Translokation sind einige Konformationsanderungen innerhalb von SecY
erforderlich. Die plug-Helix, die den Kanal verschlieRt, muss diesen freigeben. Zudem miissen
der hydrophobe Ring und das /ateral gate getffnet werden (du Plessis et al., 2009; van den
Berg et al., 2004). Diese Konformationsdanderungen werden unter anderem durch das Binden
der Signalsequenz an das lateral gate verursacht (Ge et al., 2014; Hizlan et al., 2012). Es gibt
Hinweise darauf, dass SecA auch an der Offnung des SecY lateral gates beteiligt ist (Allen et
al., 2016; Zimmer et al., 2008). Die Beteiligung von SecA an der Offnung scheint aber nicht
zwingend erforderlich zu sein (Hizlan et al., 2012). Die posttranslationale Translokation von
proPhoA ist zwar eigentlich abhadngig von SecA (Gouridis et al., 2009; Zhang et al., 2013),

trotzdem konnte proPhoA transloziert werden, da hier eine verkiirzte, nicht mehr von SecA-
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abhangige proPhoA-Version verwendet wurde (unveroffentlichte Daten von lIsabel Ernst,

Arbeitsgruppe A. Kuhn, Universitdt Hohenheim; Gouridis et al., 2010).

Das Hiillprotein (coat protein) des Bakteriophagen Pf3 ist YidC-abhangig (Chen et al., 20023;
Rohrer & Kuhn, 1990; Serek et al., 2004) und wurde in alle Proteoliposomen, die YidC
enthielten, erfolgreich inseriert (Abbildung 55B). Pf3 coat besitzt eine TM mit einer N-out-C-
in Topologie (Ernst et al., 2011; Welsh et al., 1998) und ist damit ein typisches YidC-only
Substrat. YidC kann ein- und zweispannige Membranproteine mit kleinen periplasmatischen
Domanen selbststandig inserieren (Dalbey et al., 2014; Kuhn, 1988; Wickstrom et al., 2011).
Neben Pf3 coat gehéren unter anderem auch das Hillprotein des M13-Phagen (Samuelson et
al., 2000), die Untereinheit c der ATP Synthase (van der Laan et al., 2004b; Yi et al., 2003), der
mechanosensitive Kanal MscL (Facey et al., 2007) oder das C-tail-anchored Protein SciP (Pross
et al., 2016) zu den YidC-only Substraten.

Pf3 coat als Sec-unabhéangiges Substrat benotigt fir seine Insertion keine Komponenten des
Sec-Apparats und interagiert nur dann mit SRP, wenn die C-terminale Region verlangert ist
(Chen et al., 2002a). Pf3 coat konnte inseriert werden, ohne dass SRP im Versuchsaufbau
anwesend war. Dies war auch bei anderen in vitro Insertionsstudien der Fall (Ernst et al., 2011;
Winterfeld et al., 2013). Elektrostatische Anziehungskrafte zwischen dem positiv geladenen C-
Terminus (Lysin) von Pf3 coat und den negativ-geladenen Lipiden kdnnten dabei eine Rolle
spielen. Eine Interaktion zwischen positiv geladenen Aminosduren der Substrate und
anionischen Lipiden wurde wie bereits oben beschrieben zum Beispiel flir M13 procoat
(Gallusser & Kuhn, 1990) und KcsA (Altrichter & Haase et al., 2017) gezeigt. Aulerdem bindet
Pf3 coat nicht nur an die Lipide, sondern auch an den cytoplasmatischen Bereich von YidC
selbst (Winterfeld et al., 2013). Bei der Pf3 coat-Insertion wird von einer posttranslationalen
Insertion ausgegangen (Robinson & Woolhead, 2013), was der Situation der in vitro
Experimente entsprach.

Einigen in vivo Studien bzw. Experimenten mit INVs (inner membrane vesicles) zufolge ist fiir
die Translokation des hydrophilen N-Terminus von Pf3 coat mit zwei negativ geladenen
Aminosauren (Asp) ein Membranpotential notig (He et al., 2020; Kiefer et al., 1997; Kiefer &
Kuhn, 1999; Rohrer & Kuhn, 1990). Bei den in vitro Insertionsversuchen dieser Arbeit war kein
Membranpotential vorhanden. Trotzdem konnte eine Insertion von Pf3 coat in die YidC-

Proteoliposomen gezeigt werden. Auch andere Pf3-Insertionsstudien mit gereinigtem
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rekonstituiertem YidC waren erfolgreich und zeigten keine signifikanten Unterschiede in An-
und Abwesenheit eines Membranpotentials (Ernst et al., 2011; Serek et al., 2004). Dies lasst
darauf schlieRen, dass die Insertion von Pf3 coat in vitro unabhdngig von einem
Membranpotential ist. Ahnlich ist es bei einer Sec-abhingigen Translokation. Auch hier ist ein
Membranpotential in vitro nicht notig (Bassilana & Wickner, 1993). Im Falle der Sec-
abhangigen Translokation wurde aber auch gezeigt, dass SecG die Translokation in
rekonstituierte Proteoliposomen um etwa das 20-fache stimuliert (Hanada et al., 1994;
Nishiyama et al., 1993). In Abwesenheit der PMF ist die Translokation sogar abhangig von
SecG. Mdoglicherweise kann die Abwesenheit des Membranpotentials, das durch die PMF
erzeugt wird, durch die Anwesenheit von SecG zumindest teilweise kompensiert werden
(Hanada et al., 1996).

Die im ersten Moment Uiberraschende Fahigkeit der YidC 5S Mutante, ein YidC-only Substrat
trotz substituierter Pf3 coat-Kontaktpositionen zu inserieren, wurde in 4.2.2 bereits diskutiert.
Um auch die gestorte Sec-abhangige Funktion der YidC5S Mutante in den
Insertionsexperimenten zu Uberpriifen, ware an dieser Stelle die Insertion eines Sec/YidC-
abhangigen Substrats interessant. Hier kime moglicherweise das M13-Phagenprotein pre-g3p
in Frage (unveroffentlichte Daten von Farina Kleinbeck, Arbeitsgruppe A. Kuhn, Universitat
Hohenheim), wobei pre-g3p abhangig von SecA ist und durch hohe Konzentrationen von Urea
oder SecB vor der Faltung geschitzt werden misste. Eine andere Moglichkeit ware eine
Variante des YidC-abhangigen Proteins SciP, das durch einen um 21 Aminosduren verlangerten
C-Terminus auch SecYEG fiir seine Insertion benétigt (Pross et al., 2016), oder eine MscL-
Mutante, die durch Anderung der Ladung in der periplasmatischen Domine zusétzlich zu YidC
auch SecY-abhangig ist (Neugebauer et al., 2012). AuRerdem koénnte die Insertion von CyoA
interessant sein. PreCyoA besitzt als Signalsequenz eine weitere N-terminale TM. Diese Signal-
TM und die erste TM des maturen Proteins werden nur in Abhdngigkeit von YidC, das heif3t
unabhangig von SecY, inseriert. Die Insertion der C-terminalen TM erfolgt dagegen
unabhangig von YidC durch SecY und nur, wenn zuvor die TM1 inseriert wurde (Celebi et al.,
2006; van Bloois et al., 2006). Fiir die Insertion der beiden Domé&nen durch YidC bzw. SecYEG
kdnnte daher ein direkter Kontakt zwischen SecY und YidC nicht unbedingt nétig sein und CyoA
trotz seiner Abhéangigkeit von SecY und YidC moglicherweise auch von der YidC 5S Mutante
inseriert werden. Im Vergleich dazu ist bei dem SecY- und YidC abhangigen Substrat LacY YidC

nicht fur die Insertion selbst, sondern nur fiir die Faltung notwendig (Nagamori et al., 2004;
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Serdiuk et al., 2016, 2017 und 2019; Zhu et al.,2013b). Das ldsst vermuten, dass in diesem Fall
der direkte SecY/YidC-Kontakt fiir die Ubernahme des Substrats durch YidC vom SecY lateral
gate essentiell ist. Dafir spricht eine in vitro Studie mit Oxal, das wie YidC 5S nicht mit SecY
interagiert und die YidC-Funktion nur von Sec-unabhangigen Substraten, nicht aber im Falle
von LacY libernehmen kann (van Bloois et al., 2005). In Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie-
Experimenten konnte allerdings gezeigt werden, dass in vitro sowohl SecYEG als auch YidC
allein fiir die Insertion und Faltung von LacY ausreicht. In Anwesenheit von SecYEG Ubernimmt
dieses aber die Fihrung und YidC ist dann vermutlich nur noch fir die Faltung zustdndig
(Serdiuk et al., 2019; 4.4). Es ware also interessant zu wissen, ob YidC5S in SecY/YidC-

Proteoliposomen funktional fir die LacY-Insertion ist.

4.3.3 Das SecY-YidC-Fusionsprotein inseriert und transloziert YidC- und SecY-

abhangige Substrate

Um sicherzustellen, dass die beiden Proteine in vitro in der richtigen Orientierung und in
unmittelbarer Nahe zueinander sowie der Stdchiometrie von eins vorliegen, wurde das
Fusionsprotein SecY-YidC kloniert. Uber Komplementationstests konnte gezeigt werden, dass
das Fusionsprotein sowohl die SecY- als auch die YidC-Funktion Gbernehmen kann (Abbildung
46). Am Beispiel des Substrats Pf3 coat wurde die erfolgreiche YidC-abhdngige Insertion durch
das Fusionsprotein gezeigt. (Abbildung 55B). Die SecY-abhangige Translokation des Substrats
proPhoA durch das Fusionsprotein konnte ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 55A). Die
unabhangige Funktion von SecY bzw. YidC war bei dem Fusionsprotein vergleichbar mit den
einzelnen Proteinen. Die Funktionalitdt des Fusionsproteins beziglich der kooperativen
Insertion wurde im Rahmen von Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie-Experimenten an der ETH
Zurich fur das SecY/YidC-abhangige LacY gezeigt. In der Linker-Sequenz zwischen SecY und
YidC befindet sich eine PreScission Protease Schnittstelle. Der Vergleich des LacY-
Insertionsmusters des Fusionsproteins, das mit der PreScission Protease geschnittenen
wurde, mit dem ungeschnittenen Protein zeigt, dass die Fusion von SecY und YidC keinen

negativen Einfluss auf die Insertase-Funktion hat (Serdiuk et al., 2019).
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4.4 Die Insertion und Faltung von LacY wird von SecYEG dominiert

Uber AFM- (atomic force microscopy, Raster-Kraft-Mikroskopie) basierte Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie (single-molecule force spectroscopy, SMFS) wurde untersucht, wie SecY
und YidC, einzeln oder in Kooperation, und das SecY-YidC-Fusionsprotein die Lactose-
Permease (LacY) inserieren und falten (Serdiuk et al., 2019). Fir diese gemeinsame Studie mit
der ETH Zirich wurden Proteoliposomen, die gereinigtes Fusionsprotein, SecYEG, YidC oder
SecYEG und YidC enthielten, von mir in Hohenheim hergestellt. Die AFM-basierte
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie wurde anschlieBend von einer Arbeitsgruppe der ETH
Zirich durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird der C-Terminus von LacY, welches mit einer
Phospholipid-Membran rekonstituiert wurde, durch Adhasion an die Spitze der AFM-
Blattfeder (Cantilever) gebunden (Abbildung 61). Der C-Terminus ist dafir durch eine
polyGly(36)-Sequenz verlangert. Durch Zuriickziehen des Cantilevers wird LacY, welches zwolf
TM besitzt, entfaltet und aus der Membran gezogen. Dabei wird die Biegung der Blattfeder in
Abhéngigkeit von der Entfernung der Cantilever-Spitze zur Membran aufgenommen und als
Kraft-Abstand-Kurve dargestellt. Die Kraft-Abstand-Kurve ergibt ein charakteristisches
Spektrum, das das schrittweise Entfalten von LacY zeigt. Jeder Peak stellt einen
Entfaltungsschritt eines strukturellen LacY-Segments dar (Serdiuk et al., 2017). Dieses
Spektrum verhalt sich wie ein Fingerabdruck fiir korrekt gefaltetes LacY. Ist LacY nicht korrekt
gefaltet, andert sich das Muster (Serdiuk et al., 2016). Das entfaltete LacY wird dann von der
Donor-Membran zu einer Ziel-Membran mit integriertem SecY, YidC oder SecY und YidC
gebracht. Bei der cotranslationalen Insertion verldsst der N-Terminus des Substrats das
Ribosom. Aus diesem Grund wird der N-Terminus von LacY nahe (5-10 nm) an die Ziel-
Membranoberflache gebracht. Nach fiinf Sekunden wird erneut ein Kraft-Abstand-Spektrum
aufgenommen. Der Vergleich mit dem charakteristischen "Fingerabdruck’-Spektrum zeigt, ob
LacY korrekt inseriert und gefaltet wurde. Wird das Spektrum zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Aufbringen von LacY auf die Ziel-Membran aufgenommen, nimmt die Anzahl
der Peaks und damit der inserierten Segmente mit der Zeit zu. Die Reihenfolge, in der die
Peaks erscheinen, zeigt an in welcher Reihenfolge die TM inseriert werden (Serdiuk et al.,

2017).
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Entfaltung und Extraktion

Abbildung 61: AFM-basierte Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie fiir Insertions- und Faltungsstudien.
Die Spitze des Cantilevers bindet den C-Terminus von LacY und zieht daran. Dadurch wird LacY aus der
Membran gezogen und entfaltet. Die dafiir aufgewendete Kraft wird in Abhangigkeit vom Abstand,
den sich der Cantilever von der Membran zuriickgezogen hat, gemessen und ergibt ein
charakteristisches Spektrum. Das entfaltete LacY wird auf eine Membran transferiert, die zum Beispiel
SecY-YidC enthalt. Nach einer definierten Zeit wird erneut das Kraft-Abstand-Spektrum aufgenommen,
um durch den Vergleich mit dem ersten Spektrum die Insertion und Faltung von LacY in die
Zielmembran darzustellen. (Abbildung abgeandert aus Serdiuk et al., 2019)

Serdiuk et al. (2019) konnten mit dieser Methode am Beispiel von LacY zum ersten Mal Schritt
fiir Schritt beobachten, wie ein Protein in die Membran inseriert und gefaltet wird. Dabei
inserierte YidC die einzelnen Segmente in zufélliger Reihenfolge; die Insertion via SecY folgte
der Reihenfolge der Segmente. Uberraschenderweise konnte die Insertion mit jedem Segment
gestartet werden, bevorzugt wurde allerdings das C-terminale Helixblindel. Es ware zu
erwarten gewesen, dass als erstes das N-terminale Segment von LacY, das in vivo
cotranslational inseriert, eingebaut wird. Durch den Versuchsaufbau ist die Insertion in diesem
Fall aber als posttranslational zu betrachten. Lagen SecY und YidC gemeinsam in der
Zielmembran vor, folgte die Insertion dem SecY-abhangigen Muster. Dies gilt auch fir das in
dieser Arbeit klonierte Fusionsprotein. Obwohl LacY in vivo von SecY und YidC abhdngig ist
(Nagamori et al., 2004), konnte LacY in den SMFS-Versuchen aber sowohl von SecYEG als auch
von YidC allein inseriert werden. Einige Membranproteine kdnnen méglicherweise den einen
oder den anderen Weg in die Membran nehmen. Lagen SecY und YidC gemeinsam vor, wurde
der Insertions- und Faltungsprozess von der Translokase dominiert. Dies deutet darauf hin,
dass YidC in vivo nur eine unterstiitzende Rolle bei der Insertion von LacY einnimmt (Serdiuk
et al., 2019). Dies bestétigt die Ergebnisse weiterer Studien, die ebenfalls darauf hinweisen,
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dass YidC nur fiir die Faltung, nicht aber fiir die Sec-abhangige Insertion von LacY gebraucht

wird (Nagamori et al., 2004; van Bloois et al., 2005; Zhu et al.,2013b).

4.5 Fazit

Die Sekretion und Insertion von Proteinen in und Uber die Cytoplasmamembran sind
essentielle Prozesse. Der wichtigste Weg hierfir fihrt Gber das konservierte Sec-Translokon
unabhangig oder in Kooperation mit YidC. Das Verstindnis der Insertions- und
Sekretionsmechanismen von Proteinen ist auch fir die Biotechnologie und medizinische
Forschung und Entwicklung von groRem Interesse. Medikamente sind oft auf
Membranproteine ausgerichtet (Kuhn et al., 2017a). Viele Virulenzfaktoren und Toxine von
pathogenen Bakterien werden durch das Sec-System transportiert. Die am Transport in und
Uber die Membran beteiligen Proteine gewannen in den letzten Jahren bei der Suche nach
neuen Antibiotika an Bedeutung. Fur eine therapeutische Anwendung miussen Inhibitoren
aber spezifisch fir die bakteriellen Komponenten sein, was durch die Homologie zu den
eukaryontischen Vertretern flr Schwierigkeiten sorgt. Beispielsweise inhibiert Decatransin
sowohl die prokaryontische SecYEG- als auch die eukaryontische Sec61-Translokation (Junne
et al., 2015). Lange Zeit konzentrierte man sich daher hauptsachlich auf das Motorprotein
SecA. SecA ist in prokaryontischen Zellen essentiell und konserviert, in eukaryontischen Zellen
aber nicht vorhanden und bietet sich dadurch als Antibiotika-Target an. Verschiedene SecA-
Inhibitoren konnten bereits identifiziert werden (Chaudhary et al., 2015; de Waelheyns et al.,
2015; Jin et al., 2018; Rao et al., 2014). Ebenso wurden Antibiotika identifiziert, welche die
Signalpeptidase inhibieren. Die Signalpeptidase ist ebenfalls essentiell in Bakterien und
unterscheidet sich von ihren eukaryontischen Pendants in Sequenz, Lokalisierung, Struktur
und katalytischem Mechanismus (Rao et al., 2014). Ob sich YidC durch seine Homologie als
antibiotisches Ziel eignet, muss weiter untersucht werden. Es wurde entdeckt, dass das
Herunterregulieren von YidC Bakterien gegentber einiger Antibiotika sensibilisiert, was YidC
zu einem potentiellen therapeutischen Target macht (Patil et al., 2013). In einer neueren
Studie wurde auBerdem ein Staphylococcus aureus Virulenz-Inhibitor beschrieben, als dessen
Ziel unter anderem YidC identifiziert wurde (Hofbauer et al., 2018). Neben der Suche nach
neuen Antibiotika ist eine Inhibierung der Translokation auBerdem bei der Entwicklung von

Medikamenten gegen Krebs interessant, da Krebszellen von einer effizienten
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Proteintranslokation zur Unterstitzung ihres schnellen Wachstums abhangig sind (van
Puyenbroeck & Vermeire, 2018). Ein besseres Verstandnis des Proteintransports kann zudem
zur Verbesserung von Stdammen und Biomaterial im Rahmen der Produktion von
Biopharmazeutika, industriellen Enzymen oder Biokraftstoff und weiteren industriellen
Prozessen beitragen (Anné et al., 2016; Karyolaimos et al., 2018 und 2020). AulRerdem ist zu
erwarten, dass sich die in E. coli gewonnenen Erkenntnisse der Proteinsekretion und -insertion
auf andere Prokaryonten, Archaeen sowie Eukaryonten und damit auch auf hohere
Organismen (ibertragen lassen, da die involvierten Proteine und Prozesse konserviert sind.
Neben den seit langerem bekannten und gut charakterisierten Homologen der YidC/Oxa/Alb-
Familie (1.1.3) wurde kirzlich ein weiterer Insertase-Komplex im Endoplasmatischen
Retikulum entdeckt und charakterisiert. Der ER-Membrankomplex (ER membrane complex,
EMC) setzt sich je nach Organismus aus mehreren, bei Wirbeltieren zehn (EMC1-10), EMC-
Untereinheiten zusammen (Wideman, 2015). Eine bioinformatische Analyse identifizierte
EMC3 als Mitglied der YidC/Oxa/Alb-Insertase-Familie, welches mit drei TM eine
minimalistische Version von YidC darstellt (Anghel et al., 2017). Neuere Studien zeigen weitere
strukturelle Ahnlichkeiten zwischen YidC und Teilen des eukaryontischen EMC (Bai et al., 2020;
O’Donnell et al., 2020; Pleiner et al., 2020). Es gibt auRerdem Hinweise auf eine Kooperation
von EMC mit dem Sec61-Translokon bei der Insertion von ER-Membranproteinen (Chitwood
etal., 2018).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit geben weitere Einblicke in den Mechanismus der kooperativen
Membraninsertion durch SecY und YidC und tragen so zum besseren Verstandnis, wie
hydrophobe Bereiche der Proteine in die Membran und hydrophile Bereiche Uber die
Membran gelangen, bei. Trotz der Fortschritte auf diesem Gebiet bleibt Proteintransport ein

wichtiges und herausforderndes Thema der Forschung.
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YidC/Oxal/Alb3-Insertasen und das Sec-Translokon sind Uber alle drei Reiche des Lebens
konserviert und stellen den wichtigsten Weg fiir integrale Proteine in Zellmembranen und
Membranen von eukaryontischen Organellen dar. Die Insertion von Membranproteinen in die
innere Membran von Gram-negativen Bakterien erfolgt hauptsachlich Uber die SecYEG-
Translokase und die YidC-Insertase, die unabhangig voneinander oder in Kooperation
miteinander agieren kdnnen. Fir die kooperative Insertion wird ein enger Kontakt zwischen
SecY und YidC vorausgesetzt. Aufgrund von friiheren Interaktions-Studien und einer kirzlich
geldsten Struktur des sogenannten Holotranslokons mit geringer Auflésung (14 A) wird von
einem Kontakt zwischen dem lateral gate von SecY und der hydrophoben Substratrutsche von
YidC ausgegangen. Welche konkreten Domanen von YidC und SecY dabei direkt miteinander

interagieren, war bisher nicht bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, den Kontakt zwischen SecY und YidC detaillierter zu beschreiben. In
vitro wurde Uber FRET-Messungen mit Fluoreszenzfarbstoff-markiertem SecY und YidC eine
hohe Affinitat fir die Interaktion der beiden Proteine sowohl in Detergens als auch in DOPC-
Proteoliposomen ermittelt. Fiir die Stochiometrie der SecY/YidC-Interaktion wurde der Faktor
eins bestimmt. Um die genauen Kontakte zwischen SecY und YidC zu identifizieren, wurden in
vivo Disulfid-Cross-Linking-Experimente durchgefiihrt. Es konnten direkte Kontakte zwischen
der TM3 und TM8 des SecY lateral gates und der TM3 beziehungsweise TM5 der hydrophoben
Substratrutsche von YidC gezeigt werden. Zudem wurde eine YidC-Mutante mit flnf Serin-
Substitutionen, die den Wachstumsdefekt eines YidC-Depletionsstamms nicht
wiederherstellen konnte, charakterisiert. Obwohl die Serin-Positionen alle in der Mitte und
der periplasmatischen Halfte der hydrophoben Rutsche von YidC liegen und vier der
Positionen mit Substrat-Kontaktstellen Ubereinstimmen, konnte keine Inhibierung der
Insertion der YidC-abhangigen Substrate M13 procoat und Pf3 coat durch die 55 Mutante im
Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. Fiir die YidC-only Insertion scheint ein Minimum
an Hydrophobizitdt notig zu sein, das bei dieser Mutante nicht unterschritten wird. In vitro
FRET-Experimente zeigten eine gestorte Interaktion zwischen SecY und dieser YidC5S
Mutante und bestatigten damit erneut eine Beteiligung der hydrophoben Rutsche am
SecY/YidC-Kontakt. Anhand der ermittelten Cross-Link-Kontakte und der Ergebnisse der FRET-
Messungen konnte ein mogliches Kontaktmodell erstellt werden, in dem das SecY lateral gate
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der hydrophoben Substrat-Rutsche und der sich zwischen TM3 und TM5 offnenden
hydrophilen Tasche von YidC gegentiber steht, wodurch sich eine gemeinsame SecY/YidC-Pore
bildet. Die vorliegende Arbeit liefert damit weitere Beweise, dass das lateral gate der Sec-

Translokase direkt mit der hydrophoben Substratrutsche von YidC interagiert.

In einem weiteren Projekt wurde ein SecY-YidC-Fusionsprotein zur Sicherstellung eines engen
Kontakts, der korrekten Orientierung der Proteine zueinander und der richtigen Stéchiometrie
in rekonstituierten Proteoliposomen kloniert. Fiir eine gemeinsame Studie mit der ETH Zurich
wurden Proteoliposomen, die das Fusionsprotein, SecYEG, YidC oder SecYEG zusammen mit
YidC enthielten, von mir in Hohenheim hergestellt. Die schrittweise Insertion des Sec/YidC-
abhangigen Substrats LacY in diese Proteoliposomen wurde von einer Arbeitsgruppe der ETH
Zlrich mithilfe der AFM-basierten Einzelmolekil-Kraftspektroskopie beobachtet. Die LacY-
Insertion wird im Falle des Fusionsproteins und SecYEG in Kombination mit YidC von der Sec-
Translokase dominiert, wahrend YidC vermutlich nur eine unterstiitzende Rolle bei der

Proteinfaltung einnimmt.
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SUMMARY

YidC/Oxal/Alb3-insertases and the Sec-translocase are conserved across all three kingdoms
of life and constitute the most important pathway for integral proteins into cell membranes
and membranes of eukaryotic organelles. The insertion of membrane proteins into the inner
membrane of Gram-negative bacteria occurs mainly via the SecYEG-translocase and the YidC-
insertase acting independently or in cooperation. For the cooperative insertion a close contact
between SecY and YidC is assumed. Previous interaction-studies and a recently solved low-
resolution structure of the so-called holo-translocon (14 A) indicate a contact between the
lateral gate of SecY and the hydrophobic substrate slide of YidC. Which specific domains of

YidC and SecY thereby interact directly with each other was unknown so far.

The aim of this study was to describe the contact between SecY and YidC in more detail. A
high affinity for the interaction of the two proteins in detergent and in DOPC-proteoliposomes
was determined via FRET measurements with fluorescently labeled SecY and YidC. For the
stoichiometric ratio of the SecY/YidC-interaction a factor of one was calculated. To identify
the specific contacts between SecY and YidC in vivo disulphide cross-linking experiments were
performed. Direct interactions between the transmembrane domain (TM) 3 and TM8 of the
SecY lateral gate and TM3 and TM5 of the hydrophobic slide of YidC were found, respectively.
Furthermore, a YidC mutant with five serine substitutions, which was unable to rescue a YidC
depletion strain, was investigated. Even though the serine positions are located in the middle
and the periplasmic half of the hydrophobic slide of YidC and four of the positions are identical
with substrate contact sites, no inhibition of insertion for the YidC-dependent substrates
M13 procoat and Pf3 coat by the 55 mutant compared to the wildtype YidC was observed. For
the YidC-only pathway a minimum of hydrophobicity seems to be required sufficient to allow
the insertion of these substrates. In vitro FRET measurements showed an impaired interaction
between SecY and the YidC5S mutant and confirmed once again an involvement of the
hydrophobic slide in the SecY/YidC-contact. Based on the cross-linking contacts and the results
of the FRET measurements a possible model of the SecY/YidC-contact was established, which
shows the SecY lateral gate vis-a-vis of the hydrophobic slide and the hydrophilic groove
between TM3 and TM5 of YidC generating a combined SecY/YidC-cavity. Taken together, the
present study provides further evidence that the lateral gate of the Sec-translocase directly
interacts with the hydrophobic slide of YidC.
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In a further project, a SecY-YidC fusion protein was cloned to ensure the two proteins are in
close proximity, the correct orientation and proper stoichiometry after reconstitution into
proteoliposomes. For a collaboration with the ETH Zirich, proteoliposomes hosting the fusion
protein, SecYEG, YidC or SecYEG and YidC together were prepared by myself in Hohenheim.
The stepwise insertion of the Sec/YidC-dependent substrate LacY into these proteoliposomes
was observed by a collaborating group of the ETH Zirich using AFM—based single-molecule
force spectroscopy. The insertion of LacY was observed for the different cases but for the
fusion protein and SecYEG combined with YidC the insertion process is dominated by the Sec-
translocase, whereas YidC probably only has a supporting function in the folding of the

protein.
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6 ANHANG

6.1 Sequenzen

6.1.1 DNA- und Proteinsequenz von SecY

Die in der Sequenz markierten Merkmale sind nicht wie hier dargestellt in einer einzigen

verwendeten SecY-Variante vorhanden, sondern in unterschiedlichen Sequenzen je nach

Bedarf (siehe 2.3.1) enthalten.

10
61

30
121

50
181

70
241

90
301

110
361

130
421

150
481

170
541

190
601

N-terminaler Hisio-Tag
Co: ersetzte endogene Cysteine (329, 385)

getestete Cross-Link-Positionen: 122-124; 328

Fluoreszenzmarkierung M142C

Transmembrandomanen (nach UniProtKB -

HiSlo
MetHisHisHis HisHisHis HisHisHis
ATGCATCATC ATCATCATCA TCATCATCAT

GlnSerAlalys GlyGlyLeu GlyGluLeu
CAAAGTGCCA AAGGTGGCTT AGGCGAGCTG

LeuIleValPhe ArgIleGly SerPhelle
CTGATTGTGT TCCGTATTGG CTCTTTTATT

AlalLysLeuleu GluGlnGln ArgGlyThr
GCCAAACTGC TTGAGCAACA GCGAGGCACC

GlyAlaLeuSer ArgAlaSer IlePheAla
GGTGCTCTCA GCCGTGCTTC TATCTTTGCT

IleIleIleGln LeulLeuThr ValValHis
ATCATTATCC AGCTGCTGAC GGTGGTTCAC

GluSerGlyArg ArgLysIle SerGlnTyr
GAGTCTGGTC GTCGTAAGAT CAGCCAGTAC

PheGlnSerIle GlyIleAla ThrGlyLeu
TTCCAGTCGA TCGGTATTGC TACCGGTCTG

IleAsnProGly PheAlaPhe TyrPheThr
ATTAACCCGG GCTTTGCATT CTACTTCACC

PhelLeuMetTrp LeuGlyGlu GlnIleThr
TTCCTGATGT GGTTGGGCGA ACAGATTACT

IleIlePheAla GlyIleVal AlaGlyLeu
ATTATCTTCG CCGGTATTGT CGCGGGACTC

203

POAGA2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
HisMetAlalys GlnProGly LeuAspPhe
CATATGGCTA AACAACCGGG ATTAGATTTT

LysArgArgLeu LeuPheVal IleGlyAla
AAACGCAGAC TGCTGTTTGT TATCGGTGCG

ProIleProGly IleAspAla AlaVallLeu
CCGATCCCTG GTATTGATGC CGCTGTACTT

IleIleGluMet PheAsnMet PheSerGly

ATCATTGAGA TGTTTAACAT GTTCTCTGGT
TM2b

LeuGlyIleMet ProTyrIle SerAlaSer

CTGGGGATCA TGCCGTATAT TTCGGCGTCG

ProThrLeuAla GlulIlelys LysGluGly

CCAACGTTGG CAGAAATTAA GAAAGAAGGG
122123 124 TM3

ThrArg LeuVal LeuAlalle

ACCCGC CTGGT GCTGGCAATA
142

ProAsn Pro GlyMetGln GlyLeuVal
CCGAAT C CTGGTATGCA AGGCCTGGTG

AlaValValSer LeuValThr GlyThrMet
GCTGTTGTAA GTCTGGTCAC AGGAACCATG

GluArgGlyIle GlyAsnGly IleSerlIle
GAACGAGGTA TCGGCAACGG TATTTCAATC

ProProAlalIle AlaHisThr IleGluGln
CCGCCAGCCA TTGCCCATAC TATCGAGCAA
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210
661

230
721

250
781

270
841

290
901

310
961

330
1021

350
1081

370
1141

390
1201

410
1261

430
1321

AlaArgGlnGly AsplLeuHis PhelLeuVal
GCGCGTCAAG GCGACCTGCA CTTCCTCGTG

ValThrPhePhe ValValPhe ValGluArg
GTGACGTTCT TTGTTGTATT TGTTGAGCGT

LysArgGlnGln GlyArgArg ValTyrAla
AAACGTCAGC AAGGTCGTCG TGTCTATGCT

AsnMetAlaGly ValIlePro AlaIlePhe
AATATGGCGG GGGTAATCCC GGCAATCTTC

IleAlaSerTrp PheGlyGly GlyThrGly
ATCGCGTCAT GGTTCGGGGG CGGTACTGGT

LeuGlnProGly GlnProLeu TyrValLeu
TTGCAGCCTG GGCAACCGCT TTATGTGTTA

PhePheTyrThr AlalLeuVal PheAsnPro
TTCTTCTACA CGGCGTTGGT TTTCAACCCG

GlyAlaPheVal ProGlyIle ArgProGly
GGTGCATTTG TACCAGGAAT TCGTCCGGGA

MetThrArgLeu ThrLeuVal GlyAlaLeu
ATGACCCGCC TGACCCTGGT TGGTGCGCTG

PheMetArgAsp AlaMetLys ValProPhe
TTCATGCGTG ATGCAATGAA AGTACCGTTC

ValValValIle MetAspPhe MetAlaGln
GTTGTCGTGA TTATGGACTT TATGGCTCAA

LeuleuleuVal AlaValleu ValPheAla
TTGCTGTTGG TTGCAGTATT AGTATTTGCA

GlyGlnArgArg IlevValvVal AsnTyrAla
GGTCAACGCC GCATTGTGGT AAACTACGCG

AlaGlnSerThr HisLeuPro LeulLysVal

GCACAGAGCA CACATTTGCC GCTGAAAGTG
™7

AlaSerSerIle IleLeuPhe ProAlaThr

GCTTCCAGTA TTATTCTGTT CCCGGCGACC

TrpAsnTrpLeu ThrThrIle SerLeuTyr
TGGAACTGGC TGACAACAAT TTCGCTGTAT

TM8 328 Co
LeuTyrAlaSer AlalleIle Phe
CTCTATGCGT CTGCAATCAT CTTC
ArgGluThrAla AspAsnleu LysLysSer
CGTGAAACAG CAGATAACCT GAAGAAGTCC

GluGlnThrAla LysTyrIle AspLysVal

GAGCAAACGG CGAAGTATAT CGACAAAGTA
Co

TyrIleThrPhe Ile Leu IleProGlu

TATATTACCT TTATC CT GATCCCGGAG

TyrPheGlyGly ThrSerLeu LeulleVal
TACTTCGGTG GGACCTCACT GCTTATCGTT

ValGlnThrLeu MetMetSer SerGlnTyr
GTGCAAACTC TAATGATGTC CAGTCAGTAT

GluSerAlaleu LysLysAla AsnLeulys GlyTyrGlyArg ***

GAGTCTGCAT TGAAGAAGGC GAACCTGAAA GGCTACGGCC GATAA

6.1.2 DNA- und Proteinsequenz von YidC

1365

Die in der Sequenz markierten Merkmale sind nicht wie hier dargestellt in einer verwendeten

YidC-Variante vorhanden, sondern in unterschiedlichen Sequenzen je nach Bedarf (siehe

2.3.2) enthalten.

C-terminaler Hisio-Tag
Co: ersetztes endogenes Cystein (423)

getestete Cross-Link-Positionen: 428-434, 498-501
Positionen der 5S Mutante: 430, 435, 468, 505, 509

Fluoreszenzmarkierung W23C

Transmembrandomanen (nach UniProtKB -

204

P25714)
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21
61

41
121

61
181

81
241

101
301

121
361

141
421

161
481

181
541

201
601

221
661

241
721

261
781

281
841

301
901

321
961

341
1021

361
1081

381
1141

401
1201

MetAspSerGln ArgAsnlLeu LeuVallle

ATGGATTCGC AACGCAATCT TTTAGTCATC
23

GlnAla Glu GlnAsplys AsnProGln

CZ—\AGCC.G AGCAGGATAA AAACCCGCAA

ThrThrAlaAla GlySerAla AlaAspGln
ACCACCGCAG CGGGTAGCGC CGCCGACCAG

IleSerVallys ThrAsnVal LeuAspLeu
ATCTCGGTTA AGACCAACGT GCTTGATCTG

GlnAlaLeulLeu ProAlaTyr ProLysGlu
CAAGCTCTGC TGCCTGCTTA CCCGAAAGAG

GluThrSerPro GlnPheIle TyrGlnAla
GAAACTTCAC CGCAGTTTAT TTATCAGGCA

AspAsnProAla AsnGlyPro ArgProLeu
GATAACCCGG CTAACGGCCC GCGTCCGCTG

AlaGluGlyGln AsnGluLeu GlnValPro
GCTGAAGGTC AAAACGAACT GCAGGTGCCG

PheThrLysThr PheValleu LysArgGly
TTTACCAAAA CGTTTGTCCT GAAACGTGGT

GlnAsnAlaGly GluLysPro LeuGlulle
CAGAACGCTG GCGAGAAACC GCTGGAAATC

ThrLeuProPro HisLeuAsp ThrGlySer
ACTCTGCCAC CGCATCTCGA TACCGGAAGC

AlaAlaTyrSer ThrProAsp GluLysTyr
GCGGCGTACT CCACGCCTGA CGAGAAGTAT

AsnGluAsnLeu AsnlIleSer SerLysGly
AACGAAAACC TGAACATCTC TTCGAAAGGT

AlaThrAlaTrp IleProHis AsnAspGly
GCGACGGCGT GGATCCCGCA TAACGACGGT

AsnGlyIleAla AlalIleGly TyrLysSer
AACGGCATCG CCGCTATCGG CTATAAATCT

GlyAlaMetAsn SerThrLeu TrpValGly
GGCGCGATGA ACAGCACCCT GTGGGTTGGC

AlaProHisLeu AspleuThr ValAspTyr
GCTCCGCACC TGGATCTGAC CGTTGATTAC

PhelLysLeulLeu LysTrpIle HisSerPhe
TTCAAACTGC TGAAATGGAT CCATAGCTTT

IleThrPhelle ValArgGly IleMetTyr
ATCACCTTTA TCGTTCGTGG CATCATGTAC

AlaLysMetArg MetLeuGln ProLysIle
GCGAAGATGC GTATGTTGCA GCCGAAGATT

LysGlnArgIle SerGlnGlu MetMetAla
AAACAGCGTA TCAGCCAGGA AATGATGGCG

205

Alal.euLeuPhe ValSerPhe MetIleTrp
GCTTTGCTGT TCGTGTCTTT CATGATCTGG

ProGlnAlaGln GlnThrThr GlnThrThr
CCTCAGGCCC AACAGACCAC GCAGACAACG

GlyValProAla SerGlyGln GlyLysLeu
GGCGTACCGG CCAGTGGCCA GGGGAAACTG

ThrIleAsnThr ArgGlyGly AspValGlu
ACCATCAACA CCCGTGGGGG TGATGTTGAG

LeuAsnSerThr GlnProPhe GlnLeulLeu
CTGAACTCTA CCCAGCCGTT CCAGCTGTTG

GlnSerGlyLeu ThrGlyArg AspGlyPro
CAGAGCGGTC TGACCGGTCG TGATGGCCCG

TyrAsnValGlu LysAspAla TyrValLeu
TATAACGTTG AAAAAGACGC TTATGTGCTG

MetThrTyrThr AspAlaAla GlyAsnThr
ATGACGTATA CCGACGCGGC AGGCAACACG

AspTyrAlaVal AsnValAsn TyrAsnVal
GATTACGCTG TCAACGTCAA CTACAACGTG

SerSerPheGly GlnLeulLys GlnSerIle
TCCTCGTTTG GTCAGTTGAA GCAATCCATC

SerAsnPheAla LeuHisThr PheArgGly
AGCAACTTCG CACTGCACAC CTTCCGTGGC

GluLysTyrLys PheAspThr IleAlaAsp
GAGAAATACA AGTTCGATAC CATTGCCGAT

GlyTrpValAla MetLeuGln GlnTyrPhe
GGTTGGGTGG CGATGCTGCA ACAGTATTTC

ThrAsnAsnPhe TyrThrAla AsnLeuGly
ACCAACAACT TCTATACCGC TAATCTGGGT

GlnProValLeu ValGlnPro GlyGlnThr
CAGCCGGTAC TGGTTCAGCC TGGTCAGACT

ProGluIleGln AspLysMet AlaAlaVal
CCGGAAATCC AGGACAAAAT GGCAGCTGTT

GlyTrpLeuTrp PheIleSer GlnProLeu
GGTTGGTTGT GGTTCATCTC TCAGCCGCTG

ValGlyAsnTrp GlyPheSer Ilellelle
GTGGGTAACT GGGGCTTCTC CATTATCATC

ProLeuThrLys AlaGlnTyr ThrSerMet
CCGCTGACCA AAGCGCAGTA CACCTCCATG

GlnAlaMetArg GluArgLeu GlyAspAsp
CAGGCAATGC GTGAGCGTCT GGGCGATGAC

LeuTyrLysAla GluLysVal AsnProLeu
CTGTACAAAG CTGAGAAGGT TAACCCGCTG
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421
1261

441
1321

461
1381

481
1441

501
1501

521
1561

541
1621

Co 428 429 430

GlyGl Phe ProlLeuleu
GGCGGC T TCCCGCTGCT G

MetGlySerVal GluLeuArg GlnAlaPro
ATGGGTTCCG TTGAACTGCG TCAGGCACCG
468

GlnAspProTyr TyrIleLeu IlelLeu
CAGGACCCGT ACTACATCCT G TCCTG

MetSerProThr ThrValThr AspProMet
ATGTCGCCGA CCACAGTGAC CGACCCGATG
501 505 TM5 509

PheThrVal Pheleu Trp
TTCACCG TG

TTCCT GTGG
AsnlLeuValThr IleIleGln GlnGlnLeu
AACCTGGTAA CCATTATTCA GCAGCAGCTG

Pro
CCG

431432433434 435 TM3

LeuTyr TyrMetLeu
TTGTA CTACATGCTG

PheAlalLeuTrp IleHisAsp LeuSerAla
TTTGCACTGT GGATCCACGA CCTGTCGGCA

MetGlyValThr MetPhePhe IleGlnLys
ATGGGCGTAA CGATGTTCTT CATTCAGAAG

498 499 500
GlnGlnLysIle MetThrPhe

SerGlyLeuVal LeuTyrTyr IleIleSer
TCAGGTCTGG TGCTGTACTA TATCATCAGC

IleTyrArgGly LeuGluLys ArgGlyLeu
ATTTACCGTG GTCTGGAAAA ACGTGGCCTG

HiSlo
HisSerArgGlu LysLysLys SerHisHis HisHisHisHis HisHisHis His***
CATAGCCGCG AGAAGAAAAA ATCCCACCAC CACCACCACC ACCACCACCA CCACTGA

6.1.3 DNA- und Proteinsequenz des SecY-YidC-Fusionsproteins

An die SecY-Sequenz (siehe 6.1.1) schlief3t sich eine Linker-Sequenz an, die die Schnittstelle

der PreScission Protease enthalt, gefolgt von der YidC-Sequenz (siehe 6.1.2). Das Stop-Codon

von SecY sowie das Start-Codon von YidC wurden entfernt. Dargestellt ist nur die Sequenz um

den Linker, die restliche SecY- bzw. YidC-Sequenz ist oben dargestellt.

Ende der SecY-Sequenz (ohne Stop-Codon)
Linker mit PreScission Schnittstelle
Beginn der YidC-Sequenz (ohne Start-Codon)

6.1.4 Proteinsequenz von proPhoA

Die Sequenz der verkirzten proPhoA-Variante (1-221) besitzt an Position 222 ein Cystein zur

Fluoreszenzmarkierung.

- Signalpeptid

C-terminaler Hise-Tag
Co: ersetzte endogene Cysteine (190, 200)
Fluoreszenzmarkierung 222C
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Signalpeptid

1 ORI < T PEMPVLE NRAAQGDITA PGGARRLTGD QTAALRDSLS

61 DKPAKNIILL IGDGMGDSEI TAARNYAEGA GGFFKGIDAL PLTGQYTHYA LNKKTGKPDY

121 VTDSAASATA WSTGVKTYNG ALGVDIHEKD HPTILEMAKA AGLATGNVST AELQDATPAA
190 200 222 Hise
181 LVAHVTSRKE YGPSATSEKE PGNALEKGGK GSITEQLLNA RELEHHHHHH

6.1.5 Proteinsequenz von Pf3 coat

Die Sequenz des Pf3 coat Proteins, das fiir das Insertionsexperiment eingesetzt wurde, tragt

im N-terminalen Segment ein Cystein fir die Fluoreszenzmarkierung.

- Fluoreszenzmarkierung 16C
Transmembrandomanen (nach UniProtKB - P03623)

16
1 MQSVITDVTG QLTAVIADIT TIGGAIIVLA AVVLGIRWIK AQFF 44

6.2 Abkiirzungen

A Angstrom

ADP Adenosindiphosphat

AFM atomic force microscopy, Raster-Kraft-Mikroskopie
Alb3 Albino-3

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

Ara Arabinose

ATP Adenosintriphosphat

CL Cardiolipin

CMC critical micelle concentration; Kritische Mizellbildungskonzentration
Cu-P Kupfer-Phenanthrolin

cv column volume; Saulenvolumen

Da Dalton

DDM n-Dodecyl B-D-maltosid
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DNA
DOPC
DTNB
DTT
DUF
EDTA
EM
EMC
ER
etal.
Ffh
Glc
HCI
His-Tag
IMAC

IPTG
LB

MOPS
MW
NaCl
Ni
NTA
oD
OM-Proteine
Oxal
PAGE
PBS
PCR
PE

PG

deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)

Dithiothreitol

Domain of Unknown Function; YidC-Homolog Archaeen
ethylenediaminetetraacetic acid; Ethylendiamintetraessigsaure
Elektronenmikroskop

ER membrane complex; ER Membrankomplex
Endoplasmatisches Retikulum

et alii; und andere

fiftyfour-homolog; 54-Homolog

Glukose

Hydrogenchlorid; Salzsaure

Polyhistidin-Tag

immobilized metal ion affinity chromatography; Metallchelat-
Affinitatschromatographie
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Luria Bertani

molar

3-(N-Morpholino)propansulfonsdure

Molekulargewicht

Natriumchlorid

Nickel

nitrilotriacetic acid; Nitrilotriessigsdure

Optische Dichte

outer membrane-Proteine; Membranproteine der dulleren Membran
Oxidase assembly; mitochondriales YidC-Homolog
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate-buffered saline; phosphatgepufferte Kochsalzlésung
polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylglycerol
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PMF
PMFS
RNA
rom

RT

SDS
SEC
SMFS
SRP
Staph A
TAT
TCA
TEMED
™
Tris

uv

WT

proton motive force; protonenmotorische Kraft
Phenylmethylsulfonylfluorid

ribonucleic acid; Ribonukleinsaure

revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecylsulfat

size-exclusion chromatography; GroRRenausschluss-Chromatographie
single-molecule force spectroscopy; Einzelmolekil-Kraftspektroskopie
signal recognition particle; Signalerkennungspartikel

Staphylococcus aureus Protein A

twin arginine translocase

trichloroacetic acid; Trichloressigsaure
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Transmembrandomane(n)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ultraviolett

Wildtyp

alpha, anti
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ERKLARUNG

Eidesstattliche Versicherung gemaR § 7 Absatz 7 der Promotionsordnung der Universitat

Hohenheim zum Dr. rer. nat.
1. Bei der eingereichten Dissertation zum Thema

Funktion und Dynamik eines gemeinsamen Insertionskomplexes der Sec-Translokase und

YidC-Insertase in der bakteriellen Membran

handelt es sich um meine eigenstdandig erbrachte Leistung.

2. Ich habe nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und mich keiner
unzuldssigen Hilfe Dritter bedient. Insbesondere habe ich wortlich oder sinngemald aus

anderen Werken Gibernommene Inhalte als solche kenntlich gemacht.

3. Ich habe nicht die Hilfe einer kommerziellen Promotionsvermittlung oder - beratung in

Anspruch genommen.

4. Die Bedeutung der eidesstattlichen Versicherung und der strafrechtlichen Folgen einer

unrichtigen oder unvollstdandigen eidesstattlichen Versicherung sind mir bekannt.

Die Richtigkeit der vorstehenden Erklarung bestatige ich: Ich versichere an Eides statt, dass

ich nach bestem Wissen die reine Wahrheit erklart und nichts verschwiegen habe.

Stuttgart, 04.11.2020 = R
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Eidesstattliche Versicherung, Belehrung

Die Universitat Hohenheim verlangt eine Eidesstattliche Versicherung tiber die
Eigenstandigkeit der erbrachten wissenschaftlichen Leistungen, um sich glaubhaft zu
versichern, dass die Promovendin bzw. der Promovend die wissenschaftlichen Leistungen

eigenstandig erbracht hat.

Weil der Gesetzgeber der Eidesstattlichen Versicherung eine besondere Bedeutung beimisst
und sie erhebliche Folgen haben kann, hat der Gesetzgeber die Abgabe einer falschen
eidesstattlichen Versicherung unter Strafe gestellt. Bei vorsatzlicher (also wissentlicher)
Abgabe einer falschen Erkldrung droht eine Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder eine

Geldstrafe.

Eine fahrldssige Abgabe (also Abgabe, obwohl Sie hatten erkennen missen, dass die
Erklarung nicht den Tatsachen entspricht) kann eine Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder

eine Geldstrafe nach sich ziehen.

Die entsprechenden Strafvorschriften sind in § 156 StGB (falsche Versicherung an Eides
Statt) und in § 161 StGB (Fahrldssiger Falscheid, fahrlassige falsche Versicherung an Eides

Statt) wiedergegeben.

§ 156 StGB: Falsche Versicherung an Eides Statt

Wer vor einer zur Abnahme einer Versicherung an Eides Statt zustdndigen Behorde eine
solche Versicherung falsch abgibt oder unter Berufung auf eine solche Versicherung falsch

aussagt, wird mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft.

§ 161 StGB: Fahrldssiger Falscheid, fahrldssige falsche Versicherung an Eides Statt

Abs. 1: Wenn eine der in den §§ 154 und 156 bezeichneten Handlungen aus Fahrldssigkeit

begangen worden ist, so tritt Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder Geldstrafe ein.

Abs. 2: Straflosigkeit tritt ein, wenn der Tater die falsche Angabe rechtzeitig berichtigt. Die

Vorschriften des § 158 Absdtze 2 und 3 gelten entsprechend.

Ich habe die Belehrung zur Eidesstattlichen Versicherung zur Kenntnis genommen.
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