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ZUSAMMENFASSUNG

Bakterien besitzen Porine in ihrer aul3eren Membran, die die Aufnahme verschiedenster
Substanzen in die Zelle ermdglichen. Diese Porine stellen in der biotechnologischen
Anwendung Ziele zur Entwicklung neuer Antibiotika dar und als Nanokanale mit
gewilnschten Eigenschaften. Unabhangig vom Anwendungsgebiet ist das Verstandnis des
Struktur-Funktions-Zusammenhanges von grof3er Bedeutung, um Porine zielgerichtet
verandern zu konnen. Die Porinselektivitat wird haufig sowohl durch den
Porendurchmesser wie auch durch die Anordnung geladener und aromatischer
Aminoséauren im Poreninneren bestimmt. Die meisten Porine besitzen eine Engstelle in der
Pore, die durch das Ruckfalten einer Schleife in das Porenlumen entsteht, in der positiv und
negativ geladene Aminosaurereste als Selektivitatsfilter dienen.

Auch das saccharose-spezifische, trimere Porin ScrY besitzt eine solche Engstelle in der
Pore, die durch Schleife L3 gebildet wird. Molekulardynamische Simulationen zeigten im
Vorfeld dieser Arbeit, dass unter Beteiligung von drei Asparaginsaure-Resten in Schleife L3
zwei Energiebarrieren fiir den Transport von Saccharose durch die Pore bestehen. Gemarf3
der Modellvorhersage sollte ein Austausch zweier Asparaginsaure-Reste (Asp'®* und
Asp?°?) gegen Alanin in der Mutante D194A-D201A die Energiebarriere deutlich verringern.
Bei der experimentellen Uberpriifung dieser Vorhersage wurde eine signifikante Erhéhung
des Ky-Wertes flir Saccharose in der Einzelmutante ScrY D194A und der Doppelmutante

ScrY D194A-D201A in in vivo Aufnahmemessungen mit Saccharose bestimmt.

Das monomere, unspezifische Porin OmpG hingegen hat keine durch eine riickgefaltete
Schleife entstehende Engstelle in der Pore, sondern einen Ring aus jeweils zwei Bereichen
mit Arginin- und Glutaminsaure-Resten. Diese basischen und sauren Bereiche liegen sich
jeweils ahnlich einem Quadrupol gegeniber. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Bedeutung des geladenen Ringes fiir die Substratspezifitat der Pore gegenlber
ungeladenen und geladenen Substraten untersucht. Hierflr wurden Mutanten erstellt, die
entweder einen komplett basischen Ring, einen Ring aus neutralen und basischen
Bereichen, einen ungeladenen Ring oder einen Ring mit durchmischter Ladungsverteilung
besitzen. Die Faltungseigenschaften der Mutanten wurden jeweils durch Proteingele und
CD-Spektren Uberpriuft. Bei der Uberprifung der Spezifitit der OmpG-Mutanten fur
verschiedene Pentosen, Hexosen und Disaccharide war der gréf3te Effekt in der Mutante

mit Histidin-Resten anstelle von Glutaminsdure-Resten erkennbar, da hier der
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Zuckertransport beinahe unabhangig von der MolekulgroRe war. Weiterhin verringerten
ungeladene Bereiche im Ring den Transport von Disacchariden, was jedoch durch das
Einbringen eines beinahe ganzlich ungeladenen Ringes nicht weiter verstarkt wurde.
AulRerdem konnte die lonenselektivitat der OmpG-Mutanten durch die Messung der
Umkehrpotentiale und die daraus abgeleitete Berechnung der Permeabilitatsverhéaltnisse
mit drei verschiedenen Kationen-Anionen-Paaren bestimmt werden. Interessanterweise
hing die Kationenselektivitdt von OmpG stark von der GrtRe des Kations ab. Das
Einbringen eines komplett ungeladenen oder positiv geladenen Ringes senkte die
Selektivitat fir Kationen in Kaliumchlorid ebenfalls, wahrend das Einbringen eines Ringes
aus positiv geladenen und ungeladenen Bereichen die Kationenselektivitat der Pore noch
deutlicher abschwachte. Insgesamt konnte im Rahmen der vorgelegten Arbeit gezeigt
werden, dass Manipulationen des geladenen Ringes im Porenlumen die Selektivitat von
OmpG fur ungeladene und geladene Substrate beeinflussen kénnen, obwohl OmpG keine
Porenengstelle und einen verhéltnismaRig grolen Porendurchmesser von ca. 13 A
aufweist.

Der Mechanismus des pH-abhdngigen SchlieBens wird aktuell diskutiert; bisher wurde
angenommen, dass das Histidinpaar His?*' und His?%! fur das SchlieRen bei saurem pH
verantwortlich ist. Ein neues Modell schlagt die Beteiligung der Arginin- und Glutaminséaure-
Bereiche des geladenen Ringes im Porenlumen vor, indem die geladenen Reste in der
Schleife L6 mit den geladenen Bereichen im Ring durch Anziehung und Abstof3ung
interagieren, sodass bei neutralem pH die offene Konformation und bei saurem pH die
negative Konformation des Porins stabilisiert wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass das Einbringen von Histidin-Resten und eine Durchmischung der Ladungsverteilung
im Ring das pH-abhéngige SchlieBen der Pore beeinflussen. Eine durchmischte
Ladungsverteilung reduzierte die pH-Sensitivitat dabei stark. Ein Austausch von drei
komplementéar geladenen Aminosaureresten in Schleife L6, die sich beim Schliel3en in das
Porenlumen zuriickfaltet, fihrte in einer Mutante mit durchmischter Ladungsverteilung zu
einer teilweisen Wiederherstellung des Wildtyp-Verhaltens. Dies legt den Schluss nahe,
dass die Interaktion der drei gewdahlten Aminosaurereste in Schleife L6 mit den
komplementar geladenen Resten des geladenen Ringes im Porenlumen den
Schaltmechanismus maf3geblich beeinflusst. Diese Annahme wird dadurch bekraftigt, dass
dieselben Aminosaureaustausche in Schleife L6 des Wildtypproteins die Sensitivitat fur pH-
Anderungen herabsetzen. Auf Basis der hier vorgestellten Daten lassen sich gezielte
Experimente ableiten, die zukinftig die Bedeutung einzelner Aminosauren in Ring und

Schleife L6 aufklaren kénnen.




SUMMARY

SUMMARY

Bacteria have porins in their outer membrane which enable the uptake of different nutrients
into the cell. These porins are potential targets for the developement of new antibiotic
agents and also as tailor-made nanotubes with specific features for biotechnological
applications. Independent of the field of application, the understanding of the structure-
function-relationship is of great importance for targeted modification of porins. Porin
selectivity is usually determined by the pore diameter and the arrangement of charged and
aromatic residues in the pore lumen. Most porins possess a constriction zone in the pore
that is formed by one loop folding back into the pore lumen. Positively and negatively

charged amino acid residues act as selectivity filter in the constriction zone.

The sucrose-specific, trimeric porin ScrY also possesses a constriction zone in the pore
which is formed by loop L3. A preceding study showed by molecular dynamics simulations
that three aspartic acid residues of loop L3 are involved in two energy barriers for sucrose
transport through the pore. The exchange of two aspartic acid residues (Asp!®* and Asp?°?)
by alanine residues in the mutant D194A-D201A reduces the energy barriers considerably
according to the model simulations. Experimental testing of this prediction showed a
significantly enhanced Ku-value for sucrose in the single mutant ScrY D194A and the
double mutant ScrY D194A-D201A in in vivo uptake experiments with radioactively labeled

sucrose.

In contrast, the monomeric, unspecific porin OmpG has no constriction zone made by
folding back of one loop into the pore, but a ring consisting of two arginine and two glutamate
patches. The positively and negatively charged patches are located opposite each other in
a quadrupol-like arrangement. In the focus of this study was the evaluation of the
importance of the charged ring for the substrate specificity of the pore for charged and
uncharged substrates. Therefore, OmpG-mutants with a completely basic or neutral ring,
as well as mutants with neutral and basic patches and mutants with disordered charge
distributions were constructed. The mutant with histidine patches instead of glutamate
showed the highest effect on the substrate specificity for different pentoses, hexoses and
disaccharides. In this mutant, the transport of sugars seems to be less dependent on
substrate size than in the other mutants or in the wildtype. Furthermore, the introduction of
uncharged areas in the ring led to a decrease of disaccharide transport; this effect was not
enhanced by the introduction of a completely uncharged ring. Moreover, ion selectivity of

the OmpG-mutants was determined by reversal potential measurements and the calculation




SUMMARY

of permeability ratios of three different pairs of anions and cations. Interestingly, the cation
selectivity of OmpG highly depends on the cation size. The introduction of either a
completely uncharged or positively charged ring reduced the selectivity for cations in
potassium chloride, while a ring with positively charged and uncharged areas reduced the
cation selectivity even more. Altogether it was shown that manipulations in the charged ring
in the pore lumen of OmpG can influence the substrate specificity for uncharged and
charged substrates although the pore has no distinct constriction zone and a higher pore
diameter of 13 A.

The mechanism of pH-dependent gating of OmpG is still under debate; the histidine pair
His®*! and His?! was until recently thought to be responsible for the pH-dependent gating.
A recently published model suggests the involvement of the arginine and glutamate patches
of the charged ring in the pore lumen in the gating mechanism by an interaction with loop
L6 via attraction and repulsion. These interactions stabilize the open conformation at neutral
pH and the closed conformation at acidic pH. In this thesis, it was shown that the mutant
with histidine patches instead of glutamate and one mutant with disordered charge
distribution showed an altered pH-dependent gating behaviour. A disordered charge
distribution reduced the sensitivity for pH-changes significantly. An exchange of three
complementary amino acid residues in loop L6, which folds back into the pore lumen, led
to a partial recovery of the wildtype behaviour in the mutant with disordered charge
distribution. These results led to the conclusion that the interaction of the selected amino
acid residues in loop L6 with the complementary charged residues of the charged ring in
the pore lumen influences the gating mechanism substantially. This assumption is
supported by the observation that an exchange of the same residues in loop L6 of the
wildtype protein decreased the sensitivity towards pH-changes. Further experiments to
elucidate the importance of single amino acid residues in the charged ring and in loop L6

for pH-dependent gating can be derived from the data presented in this thesis.
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1. EINLEITUNG

1.1. BAKTERIELLE ZELLEN

Die Grundvoraussetzung fur die Entstehung von Organismen ist die Ausbildung von
kompartimentierten Reaktionsrdumen, da nur so eine Abgrenzung vom umgebenden Milieu
und die Bildung einer abgeschlossenen Zelle mdglich ist. In Eukaryoten gibt es zusatzlich
weitere kompartimentierte Reaktionsraume, wie den Zellkern oder Mitochondrien, die
erma@glichen, dass bestimmte Prozesse innerhalb der Zelle raumlich voneinander getrennt
ablaufen. In Bakterien fehlen solche membranumschlossenen, internen Reaktionsraume
zwar, Plasmamembran und Zellwand dienen jedoch als Abgrenzung des Zellinneren von
der Umwelt. Das Zytoplasma enthélt neben der gro3en zirkul&aren genomischen DNA
ebenso kleine zirkulare Plasmide, die nicht essenzielle Gene tragen und wird von der
zytoplasmatischen Membran begrenzt. In diese Phospholipid-Doppelschicht sind
verschiedene Proteine wie beispielsweise Permeasen, Transferproteine und
Sensorproteine eingebaut (Kayser et al. 2010). Gram-positive Bakterien besitzen eine
mehrschichtige Mureinhllle als Zellwand, die bis zu 80 nm dick ist und 30 - 40% der
Trockenmasse ausmachen kann. Gram-negative Bakterien haben im Gegensatz dazu nur
eine dlinne, einschichtige Peptidoglycan-Schicht mit einer Dicke von ca. 2 nm, die 10% des
Trockengewichtes einnimmt (Kayser et al. 2010). Die Zellwand dieser Bakterien besteht
weiterhin aus dem periplasmatischen Raum und einer &u3ere Membran, wodurch eine
geringe Permeabilitat fir Substanzen aus der Umwelt gegeben ist (Alberts et al. 2005;
Kayser et al. 2010). Die &uRere Membran besteht neben Phospholipiden aus
Lipopolysacchariden und Proteinen, die bis zu 50% der Masse einnehmen. Die auf3ere
Hullmembran ist asymmetrisch aufgebaut, wobei die Lipopolysaccharide vor allem auf der
auReren Seite der Membran zu finden sind (Kayser et al. 2010). Die auf3ere Membran dient
als Schutzbarriere und Selektivitatsfilter fur die Bakterienzelle und ihre Permeabilitat wird
groftenteils durch Membranproteine, sogenannte Porine, definiert. Durch diese Porine
kdnnen Substanzen wie Nahrstoffe, Zucker, Fettsduren, Phosphate und Nukleoside in den
periplasmatischen Raum bzw. das Zellinnere aufgenommen werden und gleichzeitig
schiitzt die Spezifitdt der Porine die Zelle vor dem Eintritt toxischer Substanzen (Pageés et
al. 2008).
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1.2. BAKTERIELLE PORINE IM UBERBLICK

Der Begriff ,Porin“ wurde 1976 mit der ersten Entdeckung eines kanal-formenden Proteins
aus der aufleren Membran gram-negativer Bakterien gepragt (Nakae 1975; Nakae 1976)
und beschrieb urspriinglich generelle, unspezifische Diffusionskanéle wie die klassischen
trimeren Porine OmpF, OmpC und PhoE aus Escherichia coli. In den vergangenen Jahren
wurde der Begriff jedoch aufgeweitet und auch fiir spezifische Porine, wie das Maltoporin
LamB, verwendet. Porine ermdglichen den Transport von N&hrstoffmolekilen tber die
aullere Membran. Neben unspezifischen Porinen (OmpC, OmpG, OmpF) finden sich auch
substratspezifische Porine in der &uf3eren Bakterienmembran, wie das Maltoporin LamB,
das saccharose-spezifische ScrY oder die Occ-Porine (outer membrane carboxylate
channels) aus Pseudomonas putida. Die Expression von Porinen wird gréf3tenteils durch
Umweltbedingungen wie Nahrstoffverfigbarkeit, Verfluigbarkeit verschiedener Zucker
(LamB, ScrY), Phosphatlimitierung (PhoE), Anderungen des pH-Wertes oder der
Osmolaritat (OmpC) reguliert (Nikaido 2003; Fairman et al. 2011; Vollan et al. 2016).

1.2.1. Allgemeiner struktureller Aufbau von Porinen

Porine bestehen aus 10 bis 22 B-Faltblattern, diese transmembranen Stréange sind durch
kurze Turns auf der periplasmatischen Seite und langere Schleifen (Loops) auf der
extrazelluldaren Seite miteinander verbunden und formen ein 3-barrel (Schulz 2002; Fairman
et al. 2011, Vollan et al. 2016). Die klassischen generellen Diffusionsporen besitzen 16 3-
Faltblatter.

Einige Porine bilden monomere Kanale, wie beispielsweise OmpG, die Klasse der Occ-
Porine aus Pseudomonas putida und das Porin NanC der KdgM-Familie aus E. coli. Der
Grol3teil der Porine hingegen aggregiert zu Trimeren, wie LamB, ScrY und die klassischen
Porine OmpF, OmpC und PhoE (Vollan et al. 2016). Diese Trimere werden durch
hydrophobe und polare Interaktionen zwischen den Monomeren stabilisiert. Die trimere
Konformation einiger Porine wird auRerdem durch die Interaktion einer Schleife mit der
benachbarten Untereinheit stabilisiert, wie beispielsweise Schleife L2 in OmpF (Nikaido
2003). Zur Platzierung und Stabilisierung in der Membran besitzen Porine aromatische
Bereiche (aromatic girdles), die in Richtung der umgebenden Membran ausgerichtet sind
(Cowan et al. 1992).
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Der strukturelle Aufbau von Porinen als B-barrels verleiht den Proteinen eine sehr hohe
Stabilitat, beispielsweise gegeniiber verschiedenen Detergenzien, pH-Anderungen,
moderaten Temperaturerhéhungen und ebenso gegentber Mutationen (Nikaido 2003;
Fairman et al. 2011; Lin et al. 2017), was diese Porine zu einem Baustein fur
biotechnologische Anwendungen und synthetische Systeme macht (siehe 1.2.2).

1.2.2. Porine als Ziel biotechnologischer Anwendungen

Porine rickten in den letzten 30 Jahren zunehmend in den Fokus der Forschung, da mit
steigendem  Verstandnis des  Struktur-Funktions-Zusammenhangs auch eine
biotechnologische Anwendung von Porinen als Nanoporen mit definierbaren Eigenschaften
mdglich wird (Chen et al. 2008; Fahie et al. 2015; Fahie und Chen 2015; Fahie et al. 2016).
Aulerdem stellen Porine die Eintrittspforte flr Antibiotika in das Zellinnere von gram-
negativen Bakterien dar und sind somit ein vielversprechendes Ziel fur die Entwicklung
neuer Antibiotika (Chen et al. 2008; Pages et al. 2008; Delcour 2009; Fernandez und
Hancock 2012). Mit der steigenden Anzahl an Infektionen durch multiresistente gram-
negative Bakterien gewinnt die Erforschung neuer antibakterieller Stoffe zunehmend an
Bedeutung. Ein wichtiger Schritt bei einer Antibiotikatherapie ist, dass das Antibiotikum die
aullere Membran Uberwinden kann, die unter anderem als Barriere zum Schutz vor
toxischen Substanzen dient und undurchlassig fir grof3e, geladene Molekiile ist (Nikaido
2003). Damit ein Antibiotikum in der Zelle wirken kann, muss es daher im ersten Schritt
durch ein Porin hineintransportiert werden. Es gibt dabei einen Zusammenhang zwischen
der Suszeptibilitat verschiedener Bakterienstamme und der Expressionshdhe bestimmter
Porine (Pages et al. 2008). In Klebsiella pneumoniae besitzen Zellen, die OmpK35
exprimieren, eine deutlich hdhere Suszeptibilitdt gegenliiber B-Laktamen als OmpK36-
exprimierende Zellen. OmpK35 ist ein Porin der OmpF-Gruppe mit groRer PorengroRle,
OmpK36 hingegen gehoért zur OmpC-Gruppe und hat nur eine geringe Porengrof3e.
Tetracyclin wird durch das Porin OmpF in E. coli-Zellen transportiert, eine verringerte OmpF
Expression geht dabei mit einer erh6hten Resistenz gegeniiber Tetracyclin einher (Cohen
et al. 1988; Thanassi et al. 1995; Delcour 2009). Fir die Entwicklung neuer antibiotischer
Substanzen ist das Verstdndnis Uber den molekularen Mechanismus des

Antibiotikatransports in die Zelle von grundlegender Wichtigkeit.

Auch fiir ein gezieltes channel engineering ist das Wissen uber den Zusammenhang von

Struktur und Funktion Voraussetzung, um den Kanalen die gewinschten Eigenschaften
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durch Mutation zu verleihen oder unerwinschte Eigenschaften zu entfernen. Neben
Studien zur Veranderung des gesamten Porenaufbaus (Slusky 2017), wie der Anderung
der Porengrof3e (Saint et al. 1996; Krewinkel et al. 2011; Reina et al. 2013; Korkmaz et al.
2015; Liu et al. 2017) oder der Adaption der Poren an dickere oder dunnere kinstliche
Membranen durch eine Verlangerung der B-Strange (Muhammad et al. 2011), ist die
Erforschung von Faktoren, die die Selektivitat einer Pore beeinflussen, und damit
einhergehend auch die Veranderung der Porenselektivitdt im Fokus der Porinforschung
(siehe 1.2.3).

1.2.3. Die Porenengstelle als Selektivitatsfilter

Die meisten Porine besitzen eine Engstelle in der Pore (constriction zone), die als
Selektivitatsfilter dienen kann und physikalisch durch den Porendurchmesser und ggf.
durch ein elektrisches Feld, das durch die geladenen Aminosauren an der Engstelle
entsteht, bestimmt wird. Die Schleife L3 ist in vielen Porinen sehr lang und faltet sich in das
Porenlumen zuriick (u.a. OmpF, ScrY), wodurch diese Porenengstelle entsteht (Fairman et
al. 2011). Es gibt jedoch auch wenige Ausnahmen (OmpG, NanC), in denen die Schleife
L3 nicht in das Porenlumen riickgefaltet vorliegt und die demnach keine deutliche Engstelle
haben (Yildiz et al. 2006; Wirth et al. 2009). In generellen Diffusionsporen liegen saure
Aminosaurereste auf der rickgefalteten Schleife und basische Aminosduren auf der
gegenuberliegenden Porenwand (Cowan et al. 1992; Nikaido 2003; Fairman et al. 2011).

Diese Aminoséauren bestimmen durch ihre Ladung die Selektivitat der Pore.

Der Zusammenhang zwischen der Ladung im Poreninneren und der Selektivitat der Pore
wurde insbesondere fur die Porine OmpF und PhoE aus E. coli, aber auch fiir andere Porine
intensiv untersucht (Bauer et al. 1989; Benz et al. 1989; Saint et al. 1996; Van Gelder et al.
1997). Eine Erhdhung der positiven Nettoladung in der Pore resultierte in allen Beispielen
in einer erhohten Selektivitat fir Anionen, wahrend im Gegenzug eine Erhdhung der

negativen Nettoladung eine erhdhte Kationenselektivitat bedingte.

In der kationenselektiven, generellen Diffusionspore OmpF sind einige negativ geladene
Aminosauren auf Schleife L3 lokalisiert (u.a. Asp'®® und Glu'?’), wahrend an der
gegenuberliegenden Porenwand positiv geladene Reste positioniert sind, sodass ein
elektrisches Feld generiert wird. Der Austausch der Arginin-Reste gegen ungeladene
Aminosauren (R42C, R82C oder R132P) flihrt zu einer Erh6hung der Kationenselektivitat,
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wobei die Mutation R132P dabei den grofdten Effekt hat (Saint et al. 1996). Auch das
Einbringen von negativen Ladungen oder der Austausch von positiven durch negative
Aminosauren in der Porenengstelle verstarkt die Kationenselektivitat (Miedema et al. 2004).
Im Gegensatz dazu bedingt eine Verringerung der sauren Ladungen (D113G), ebenso wie
das Einbringen zusatzlicher basischer Reste, eine Reduktion der Kationenselektivitat (Saint
et al. 1996; Schirmer und Phale 1999; Phale et al. 2001; Miedema et al. 2004; Hajjar et al.
2010). Auch der Austausch anderer positiver Reste in der Porenwand (K16A, K16D, R132A
oder R132D) verandert die Selektivitat der Pore (Bredin et al. 2002). Die Mutationen von
Lys?® erhohen die Selektivitat fir Kationen um 60 - 70%, ebenso wie der Austausch von
Arg'® gegen Asparaginsaure, wahrend ein Austausch gegen Alanin keinen Effekt auf die
lonenselektivitat hat.

Die schwache Selektivitat des Phosphoporins PhoE fiir Anionen wird durch mehrere Lysin-
und Arginin-Reste, sowie einige andere geladene Reste im Porenlumen bestimmt. Bei
einem Mutageneseansatz wurden die Lysin-Reste Lys'®, Lys?°, Lys% und Lys'?® gegen
Glutaminsaure ausgetauscht (Bauer et al. 1989). Der Austausch von Lys!? zeigt dabei den
starksten Effekt und andert die Selektivitat hin zu einer kationenselektiven Pore (Bauer et
al. 1989), da dieser Rest die Bindestelle fir Anionen bildet. Auch der Serin-Rest Ser'!®ist
indirekt an der Selektivitat beteiligt, indem er die Seitenkette von Lys'?® in das Kanalinnere
ausrichtet (Cowan et al. 1992; Van Gelder et al. 1997).

Die Selektivitat von FhuA verandert sich durch das Entfernen von sauren Aminosaureresten
von kationen- zu anionenselektiv (Wolfe et al. 2016) und im Gegensatz dazu wird aus dem
leicht anionenselektiven Paracoccus denitrificans Porin durch den Austausch der beiden
Arginin-Reste Arg®® und Arg?®! zu Glutaminséaure ein kationenselektives Porin (Saxena et al.
1999).

Auch in zuckerspezifischen Porinen kann die Substratspezifitdt durch den Austausch von
Aminosaureresten in der Porenengstelle veréndert werden. Die am besten untersuchten
Beispiele hierfir sind das Maltooligosaccharid-spezifische LamB und das Saccharose-
spezifische Porin ScrY (Ulmke et al. 1999; Van Gelder et al. 2001; Kim et al. 2002). Eine
einzige Mutation (D201Y) im Selektivitatsfilter der Pore verandert dabei die Selektivitat von
ScrY zugunsten von Maltose, sodass die Poreneigenschaften des veranderten ScrY an
LamB angeglichen wurden (Ulmke et al. 1999). Umgekehrt bewirkt die Doppelmutation
R109A-Y118A in LamB einen erhéhten Saccharosetransport (Van Gelder et al. 2001). In
Kapitel 1.3.3.3 wird der Vergleich der beiden Poren und die Auswirkungen von Mutationen

in der ScrY-Pore weitergehend ausgefthrt.
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1.3. SCRY - EIN SACCHAROSE-SPEZIFISCHES PORIN

Das saccharose-spezifische Porin ScrY kommt insbesondere in Enterobakterien wie
Escherichia coli und Salmonella typhimurium vor (Schmid et al. 1991) und ermdglicht den
Bakterien ein Wachstum auf Saccharose als einziger Kohlenstoffquelle. Das Porin ist
Bestandteil des scr-Regulons, das auf dem Plasmid pUR400 codiert ist, und vermittelt die
Saccharoseaufnahme Uber die auflere Bakterienmembran. Neben zahlreichen
Publikationen Uber das scr-Regulon (Schmid et al. 1982; Schmid et al. 1988; Hardesty et
al. 1991) wurden auch verschiedenste Studien zur Aufklarung der Struktur, der Spezifitat
und des Transportmechanismus des Porins ScrY veroffentlicht (Schmid et al. 1991;
Schilein et al. 1991; Forst et al. 1998; Ulmke et al. 1999; Michels et al. 2002; Sun et al.
2016).

1.3.1. Das scr-Regulon

Zur Aufnahme und Verwertung von Saccharose haben Bakterien unterschiedliche Systeme
entwickelt. Mehr als 90% der Klebsiella pneumoniae Wildtypstdmme besitzen einen Scr*
Phéanotyp, wohingegen nur in 50% der E. coli Stdmme und sogar nur in 10% der Salmonella
Stdmme dieser Phanotyp beobachtet werden kann (Sprenger und Lengeler 1988; Holt et
al. 1994; Jahreis et al. 2002). Eine Mdglichkeit der Zuckeraufnahme und Metabolisierung in
Bakterien ist das Phosphotransferase-System (PTS). Dabei wird der Transport von Zuckern
uber die Membran an deren Phosphoenolpyruvat—abh&ngige Phosphorylierung gekoppelt.
An diesem Vorgang sind mehrere verschiedene Enzyme beteiligt (eine Ubersicht findet sich
z.B. in Gorke und Stiilke 2008). Die Phosphorylierungskaskade beginnt am Enzym | (El)
durch die Autophosphorylierung unter Verbrauch von Phosphoenolpyruvat (PEP). Die
Phosphatgruppe wird dann auf den His!>-Rest des Histidin-Proteins (HPr) tberfiihrt und
anschlieend auf einen Histidin-Rest der A-Doméane eines substratspezifischen
Transporters oder einer Permease (Ell) iibertragen. Nach der Ubertragung auf die B-
Doméane der Permease wird der Zucker wahrend des Transports durch die

Membrandoméne C phosphoryliert (Gorke und Stiilke 2008).

Die PTS-abhangige Aufnahme von Saccharose wurde in verschiedenen gram-positiven
Bakterien, wie Bacillus subtilis, Streptococcus mutans und Lactococcus lactis, und gram-
negativen Bakterien, wie Klebsiella pneumoniae und Vibrio aginolyticus, untersucht (ein

Uberblick findet sich beispielsweise in Luo et al. 2014). In E. coli und Salmonella Stammen
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ist das PTS-abhangige scr-Regulon plasmid-codiert und liegt auf dem Plasmid pUR400.
Dieses scr-Regulon ist eng verwandt mit dem sac-Plasmid aus Salmonella thompson und
dem chromosomal codierten scr-Regulon von Klebsiella pneumoniae (Cowan et al. 1991;
Schmid et al. 1991; Postma et al. 1993). Zu dem auf pUR400 liegenden scr-Regulon
gehoren neben dem Gen scrY auch die Gene scrK, scrA, scrB und scrR (Abbildung 1A).
Weiterhin vermittelt das Plasmid pUR400 eine Resistenz gegeniiber Tetracyclin (Schmid et
al. 1982). Das Gen scrR codiert fir den Repressor ScrR (39 kDa). Eine
Transkriptionseinheit des Regulons besteht nur aus dem Gen scrK, das fir eine ATP-
abhangige Fruktokinase (39 kDa) codiert (Aulkemeyer et al. 1991). Eine weitere
Transkriptionseinheit wird aus den Genen scrY, scrA und scrB gebildet; scrY codiert dabei
fur das Porin ScrY (58 kDa) (Schmid et al. 1982; Hardesty et al. 1991), scrA fir eine
Saccharose-Permease EIIS® (45 kDa) (Ebner und Lengeler 1988; Cowan et al. 1991;
Titgemeyer et al. 1996) und scrB fir eine intrazellulare Saccharose-6-phosphat-Hydrolase
(55 kDa) (Schmid et al. 1988; Cowan et al. 1991; Titgemeyer et al. 1996), wobei die letzten
beiden Gene translational gekoppelt sind (Postma et al. 1993; Titgemeyer et al. 1996).
Insbesondere in den beiden Genen scrY und scrA ist die Verwendung seltener Codons sehr
hoch (Hardesty et al. 1991).

Bei der Aufnahme werden die Saccharosemolekile durch das Porin ScrY Uber die dul3ere
Membran und durch die saccharose-spezifische Permease EIIS® (iber die innere Membran
transportiert (Abbildung 1B). Dabei sind auch die chromosomal codierten, generellen PTS-
Proteine (EI, HPr und EINIA®) fir den Transport der Saccharose Uber die innere
Hillmembran und die Phosphorylierung notwendig, sodass die aufgenommene
Saccharose als Saccharose-6-phosphat ins Zellinnere gelangt (Schmid et al. 1982;
Sprenger und Lengeler 1988; Hardesty et al. 1991; Titgemeyer et al. 1996; Luo et al. 2014).
AnschlieRend entsteht durch das Enzym Saccharose-6-phosphat Hydrolase, fiir das scrB
codiert, B-D-Fruktose und a-D-Glukose-6-phosphat. Die ATP-abhangige Fruktokinase,
codiert durch scrK, wandelt die B-D-Fruktose in Fruktose-6-phosphat um, sodass beide
phosphorylierten Zucker weiter verstoffwechselt werden kénnen (Schmid et al. 1982;
Sprenger und Lengeler 1988; Aulkemeyer et al. 1991).

Als endogene Induktoren fir das scr-Regulon fungieren neben Saccharose auch Fruktose
und Raffinose, wobei die Induktion durch Raffinose von der Expression des lac-Operons
bzw. des Porins lacY abhangig ist (Schmid et al. 1982). In scrB-Mutanten, die
Saccharose-6-phosphat nicht hydrolysieren kénnen, dient jedoch ausschlie3lich Fruktose

als Induktor (Schmid et al. 1982). Glukose, Laktose und Melibiose fihren hingegen nicht
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zur Induktion des Regulons. Der Repressor ScrR reguliert die Expression von scrK, scrY,
scrA und scrB negativ, der Promoter von scrK ist dabei jedoch weniger sensitiv als der
scrYAB Promoter (Cowan et al. 1991). Wahrend die Verfugbarkeit von Glukose im
Kulturmedium einen deutlich negativen Effekt auf die Induktion des scr-Regulons durch
Saccharose aufweist, erhoht eine Zugabe des Signalmolekils cyclo-AMP (cCAMP) in das
Kulturmedium die Expression des scr-Regulons (Cowan et al. 1991). Dies spricht fur eine
Abhangigkeit der scr-Induktion von der Katabolitrepression (CCR), da der cAMP-Rezeptor
Crp katabolitrepressionsabhangige Gene aktiviert, die die Verwertung weniger favorisierter
Kohlenstoffquellen steuern. Die CCR bedingt einen sequenziellen Verbrauch von mehreren
gleichzeitig angebotenen Kohlenstoffquellen (Diauxie) und ist auf3erdem stark von dem
Phosphorylierungszustand des EIIA®® abhangig. Phosphoryliertes Enzym EIAS® bindet
und aktiviert Adenylatcyclasen, die cAMP bilden. Hohe cAMP-Konzentrationen fiihren zur
Bildung des cAMP-Crp-Komplexes, der die Promotoren katabolischer Gene binden und
aktivieren kann (Gorke und Stulke 2008). In der Region zwischen scrK und scrY befindet
sich eine Crp-Bindestelle, sodass die Bindung des cAMP-Crp-Komplexes fiur eine
vollstdndige Aktivierung der Translation notwendig zu sein scheint; dadurch ist auch die
CCR-Sensitivitat des scrY-Promoters bedingt (Schmid et al. 1982; Cowan et al. 1991,
Schmid et al. 1991). Eine konstitutive Expression der scr-Gene scheint kritisch fiir die Zelle

zu sein und fuhrt zu einem Verlust des Plasmides (Schmid et al. 1988).
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Abbildung 1: Genetische Karte des scr-Regulons (A) und schematischer Mechanismus der scr-
vermittelten Saccharoseaufnahme (B). (A) Dargestellt ist das 9,3 kb grofRe scr-Regulon mit den
Transkriptionseinheiten fur scrK, sowie scrYAB und scrR mit den jeweiligen Promotoren (P, blau) und den
codierenden Bereichen (rot) (modifiziert nach Cowan et al. 1991). (B) Das Plasmid pUR400 codiert fur das scr-
Regulon mit scrK (K), scrY (Y), scrA (A), scrB (B) und scrR (R), die jeweiligen Promotoren sind mit P
gekennzeichnet (oben links). Saccharose wird durch ScrY und EIIS® (ScrA) in die Zelle transportiert und
gleichzeitig mithilfe zelleigener PTS-Proteine phosphoryliert. AnschlieRend spaltet die Saccharose-6-phosphat
Hydrolase (ScrB) das Saccharose-6-phosphat in a-D-Glukose-6-phosphat und B-D-Fruktose, das durch die
ATP-abhangige Fruktokinase (ScrK) phosphoryliert wird. Diese beiden phosphorylierten Zucker kénnen dann
weiter verstoffwechselt werden. Modifiziert nach Luo et al. 2014
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1.3.2. Struktur des Porins ScrY im Vergleich zum Maltoporin LamB

Das Porin ScrY besteht in unprozessiertem Zustand aus 505 Aminosauren, die
N-terminalen 22 Aminosduren fungieren dabei als Signalpeptid, sodass das reife Protein
nur noch aus 483 Aminosaureresten besteht und ca. 55 kDa grof3 ist (Hardesty et al. 1991).
Ein Vergleich mit dem verwandten, sehr gut charakterisierten Maltoporin LamB zeigt mehr
als 20% Ubereinstimmung der C-terminalen 411 Aminosauren, wohingegen die
N-terminalen 72 Aminosauren kein Aquivalent in LamB besitzen (Hardesty et al. 1991;
Schmid et al. 1991; Schdlein et al. 1991; Forst et al. 1998).

Forst et al. konnten 1998 die Kristallstruktur des Porins ScrY aus Salmonella typhimurium
aufklaren. Das Porin ist ein Homotrimer, jedes Monomer besteht dabei aus 18 p-Strangen
(Abbildung 2). Wie bei anderen Porinen, sind diese B-Strénge auf extrazellularer Seite
durch lange Loops und auf periplasmatischer Seite durch kirzere Turns miteinander
verbunden. Die Pore hat einen sanduhrférmigen Langsschnitt mit einer groReren Offnung
auf extrazellularer Seite und einer kleineren Offnung auf periplasmatischer Seite. Die
Engstelle der Pore wird durch den in das Porenlumen riickgefalteten Loop L3 gebildet und
besitzt einen Durchmesser von 8,5 x 11A. Bei dem Vergleich der Kristallstruktur von ScrY
und LamB zeigt sich eine strukturelle Konservierung zwischen den beiden Porinen (Forst et
al. 1998). Die Untersuchung des Zuckertransports durch LamB beruht auf der Interaktion
des Substrates mit sechs aromatischen Aminosaureresten, die das Porenlumen
durchziehen (Schirmer et al. 1995; Meyer et al. 1997). Bei der Zuckerbindung durch
Proteine wechselwirken die Zucker durch van der Waals-Krafte mit den aromatischen
Resten der Porenwand (Vyas 1991), sodass die Zucker durch die Pore gleiten kénnen
(greasy slide). Auch in ScrY ist eine ahnliche Anordnung von aromatischen Resten zu
beobachten. Vier der sechs Reste des Maltoporins sind in ihrer Position in ScrY konserviert
(Tyr8, Tyrt8 Trpst, Trp82), wahrend Trp*® aus LamB in ScrY durch Phe*®® ersetzt ist (Forst
et al. 1998). In der Nahe der greasy slide sind auRerdem mehrere ionisierbare
Aminosauren lokalisiert (ionizable track), die zwischen LamB und ScrY ebenfalls
hochkonserviert sind und durch Wasserstoffbrickenbindungen mit den Zuckermolekilen
interagieren kénnen, wie aus der Co-Kristallisation mit einigen Zuckermolekilen abgeleitet
werden kann (Dutzler et al. 1996; Meyer et al. 1997; Wang et al. 1997; Forst et al. 1998).
Der Vergleich der in der Engstelle lokalisierten Aminosaurereste zeigt ebenfalls eine hohe
Konservierung zwischen LamB und ScrY, nur drei Aminosdurereste unterscheiden sich
hierbei und definieren somit den Durchmesser der Porenengstelle. Wahrend in ScrY Asn2,

Asp?®! und Phe?** in der Engstelle der Pore liegen, sind in LamB Arg®®, Tyr!!8 und Asp??!
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dort lokalisiert (Forst et al. 1998; Kim et al. 2002). Dadurch ist der Durchmesser der
Porenengstelle in LamB (7 x 10 A) geringer als in ScrY (8,5 x 11A).

Die 72 N-terminalen Aminosaurereste des Porins ScrY bilden eine 3-strangige a-helikale
coiled-coil Domane, die auf periplasmatischer Seite lokalisiert ist (Dumas et al. 2000). Eine
Deletion dieser Domane in ScrY A3-72 hat keinen negativen Einfluss auf die
Oligomerisierung von ScrY oder die Insertion in die Membran, fuhrt jedoch zu einer
starkeren Assoziation mit der Peptidoglycan-Schicht (Schilein et al. 1995). Die Doméne ist

fur die Trimerisierung des Porins folglich nicht von Bedeutung.
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Abbildung 2: Struktur des saccharose-spezifischen Porins ScrY (1A0S, nach Forst et al. 1998). Das Porin
besteht aus drei Monomeren, die in grau dargestellt sind. Die Aminosaurereste Asp'®* (rot) und Asp?°! (blau)
des Loops L3 sind farbig markiert. Die Strukturdarstellung wurde in iCn3D durchgefuhrt
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/Structure/icn3d/icn3d.html).
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1.3.3. Biochemische Charakterisierung von ScrY

Die Aufklarung der Kristallstruktur ist ein wichtiger Schritt zur funktionellen
Charakterisierung eines Proteins. Basierend auf der Strukturdarstellung kdnnen die fir die
Funktion wichtigen Bereiche und Aminosdurereste eines Proteins identifiziert und
anschlieRend verdndert werden, um die Eigenschaften und Bedeutung dieser Gruppen
aufzuklaren. Die funktionelle Charakterisierung des saccharose-spezifischen Porins ScrY,
insbesondere der N-terminalen Domane (Schiilein et al. 1995; Andersen et al. 1998; Ulmke
et al. 1999; Dumas et al. 2000) und der Porenengstelle (Ranatunga et al. 1999; Ulmke et
al. 1999; Kim et al. 2002), war Gegenstand intensiver Forschung.

1.3.3.1. Funktionelle Charakterisierung des ScrY-Wildtypproteins

Einzelkanalmessungen des trimeren Wildtypkanals ergaben eine Leitfahigkeit von 1,4 nS
in 1 M KCI, was vergleichbar zu den generellen Diffusionsporen OmpF und OmpC ist,
jedoch um Faktor 10 héher als in LamB (Schilein et al. 1991). ScrY ist leicht
kationenselektiv, die Auspragung der Selektivitat ist stark von der GréRe bzw. der Mobilitat
der verwendeten lonen abhéngig (Schulein et al. 1991). Die Stabilitatskonstanten des
Porin-Substratkomplexes fur verschiedene Maltooligosaccharide erh6hen sich mit
steigender Anzahl der Glukosemolekile bis hin zu einer Sattigung bei finf Glukose-
Molekilen (Schulein et al. 1991), was mit den funf von Forst et al. (1988) anhand der
Kristallstruktur vermuteten Bindestellen tbereinstimmt. Hardesty et al. (1991) beschrieben
die Spezifitat von ScrY durch die Rekonstitution des Porins in Liposomen und die
Bestimmung der relativen Permeabilititsraten unterschiedlicher Zucker durch das
osmotische Schwellen von Liposomen (Liposome swelling assay). Die Raten wurden auf
Saccharose (100%) normiert, fuir Arabinose und Glukose wurden Raten von 122%
bzw. 117% der saccharose-abhangigen Raten gemessen. Mit dem Substrat Fruktose ergab
sich eine Rate von nur 66%, fur die Disaccharide Laktose und Maltose wurden relative
Raten von weniger als 1% gemessen. Laktose und Maltose dienen folglich nicht als
Substrat fur ScrY. In dieser Publikation wurden auch Probleme bei der Aufreinigung von
ScrY beschrieben, da sich eine Uberexpression des Porins als kritisch fur die Vitalitat der
Zellen erwies und das Expressionsplasmid daher nur unter starkem Selektionsdruck
propagiert wurde, auRerdem war der Proteinverlust wahrend der Isolation hoch (Hardesty et
al., 1991).
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1.3.3.2. Charakterisierung der N-terminalen coiled-coil Domane

Zur Charakterisierung der N-terminalen coiled-coil Doméane generierten Schilein et
al. (1995) die Deletionsmutante ScrY A3-72. Diese Studie zeigte, dass der N-Terminus des
Porins keinen negativen Einfluss auf die Bildung von Trimeren oder die Insertion des Porins
in die Membran hat. ScrY A3-72 exprimierende E. coli Zellen zeigen im Gegensatz zu ScrY
exprimierenden Zellen eine in vivo Aufnahme von Maltopentaose (Schilein et al. 1995),
aul’erdem hat die Deletion der coiled-coil Doméane keinen Einfluss auf den Ky-Wert fir
Saccharose und nur einen geringen Einfluss auf den Kuy-Wert fiir Maltose (Ulmke et al.
1999). Die Deletionsmutante zeigte eine im Vergleich zu ScrY um 50% reduzierte
Leitfahigkeit und eine beinahe um den Faktor 2 erh6hte Kationenselektivitat (Schilein et al.
1995). Weiterhin hat die Deletion des N-Terminus keinen signifikanten Einfluss auf die
Stabilitdtskonstanten der Bindung verschiedener Zucker in dem Porin, mit Ausnahme von
Maltotriose (Schilein et al. 1995; Andersen et al. 1998), was nahelegt, dass die
Veranderungen im in vivo Zuckertransport mit den Bindungseigenschaften im
periplasmatischen Raum zusammenhangen. Eine Fusion der N-terminalen Doméane von
ScrY an das Maltoporin LamB, das kein Aquivalent zu dieser Doméane besitzt, resultiert in
einem erhdhten Transport von Malto-Oligosacchariden, die Doméne kénnte also eine
Verlangerung des Zuckertransport-Leitwegs durch die Pore darstellen (Dumas et al. 2000).
Bei der Expression der N-terminalen Domane als Peptid kommt es zur Bildung von stabilen

dimeren und trimeren Komplexen mit zuckerbindenden Eigenschaften (Michels et al. 2002).

1.3.3.3. Identifizierung und Bedeutung entscheidender

Aminosaurereste in der Porenengstelle

Die beiden Glykoporine ScrY und LamB weisen eine grof3e strukturelle Homologie auf
(Forst et al. 1998) und doch unterscheiden die beiden Porine sich deutlich in ihrer Spezifitat
fur Zucker (Hardesty et al. 1991, Forst et al. 1998; Ranatunga et al. 1999; Ulmke et al. 1999;
Kim et al. 2002). ScrY zeigt im Gegensatz zu LamB eine hohe Permeabilitat fir Saccharose
(Hardesty et al. 1991; Andersen et al. 1998). Die Engstellen der beiden Poren
unterscheiden sich insbesondere in drei Aminosaureresten voneinander. Wahrend in ScrY
Asn'®2, Asp?? und Phe?** in der Engstelle der Pore liegen, sind in LamB Arg*®®, Tyr!® und
Asp'? dort lokalisiert (Forst et al. 1998; Kim et al. 2002). Diese drei Aminosauren definieren
zum einen den Durchmesser der Porenengstelle, zum anderen kann anhand der

Kristallstruktur vermutet werden, dass Arg'® und Tyr!® in LamB aus sterischen Griinden
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die Bindung von Saccharose an eine Zuckerbindestelle in der Pore blockieren und damit
den Transport von Saccharose behindern (Forst et al. 1998). Saccharose stellt somit kein
Substrat fur LamB dar; in ScrY liegen an denselben Positionen jedoch die beiden
Aminosaurereste Asn'®2 und Asp?®?, durch die die Bindestelle in ScrY fiir Saccharose
zuganglich ist.

Zur weiteren Aufklarung der Bedeutung dieser Aminosaurereste in ScrY sollte durch
Mutation die Engstelle von LamB nachempfunden werden. Sowohl die Einzelmutanten
ScrY N192R, ScrY D201Y, ScrY F204D, wie auch die Dreifachmutante zeigen wie erwartet
eine Verringerung der Leitfahigkeit im Vergleich zu ScrY (Kim et al. 2002). AuRerdem
besitzen diese ScrY-Punktmutanten eine stark verringerte Kationenselektivitat (Kim et
al. 2002) in KCI, wohingegen LamB eine deutlich hthere Selektivitat fur Kationen besitzt als
ScrY. Eine Mutation der drei Aminosdurereste transformiert ScrY hinsichtlich der
lonenselektivitat folglich nicht in LamB, was maoglicherweise durch die Beteiligung weiterer
geladener Reste am Poreneingang oder im Porenlumen bedingt sein kdnnte. In in vivo
Aufnahmeexperimenten konnten Ulmke et al. (1999) fur Zellen mit induzierbarer
ScrY-Expression und konstitutiver Expression von EIS® fur das ScrY-Wildtypprotein
Ku-Werte von 4 uM fir Saccharose und 7 pM fur Maltose messen, wéahrend fur das
LamB-Wildtypprotein Ku-Werte von 85 pM fir Saccharose bzw. 3 uM fur Maltose bestimmt
wurden. In vivo Experimente mit den Mutanten ergaben einen nur sehr geringen Einfluss
der Mutation F204D auf den Ky-Wert fir Saccharose und Maltose (Ulmke et al. 1999). Die
Mutation N192R erhohte den Ku-Wert fir Saccharose von 4 uM auf 10 uM, die Mutation
D201Y sogar auf 90 uM, wahrend beide Mutationen zu einer Verringerung des Ky-Werts
fir Maltose von 7 uyM auf 3 pM filhrten. ScrY D201Y exprimierende Zellen besitzen
demnach ahnliche Transporteigenschaften wie LamB exprimierende Zellen. Dies trifft auch
auf die Dreifachmutante zu, fiir die ein Ky-Wert von 100 uM fur Saccharose und 5 uM fir
Maltose gemessen werden konnte. Interessanterweise bedingt eine zusatzliche Deletion
des N-Terminus eine deutlich geringere Erhéhung des Ku-Wertes fiir Saccharose auf
nur 30 uM, wahrend die Affinitdt fir Maltose unverdndert bleibt (Ulmke et al. 1999).
Insbesondere der Aminosaurerest Asp?®! scheint also von Bedeutung fiir die Selektivitat
von ScrY fiur Saccharose zu sein, da dessen Austausch die Selektivitat von ScrY fur
Saccharose und Maltose derart verandert, dass die Selektivitat der Pore dadurch LamB

ahnelt.
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1.3.4. Modellierung energetischer Barrieren fir den Saccharosetransport
durch ScrY

Im Rahmen des Projekts ,Synthetic Biology“ der Emerging Fields Initiative wurden von
Prof. Rainer Bockmann und Dr. Liping Sun (Computational Biology, FAU Erlangen-
Nurnberg) Simulationen zum Saccharosetransport durch ScrY durchgefuhrt (Sun et
al. 2016). Mithilfe von molekulardynamischen Simulationen wurde der Energieaufwand fur
die Bewegung eines Saccharosemolekiils entlang der ScrY-Pore, das potential of mean
force (PMF), bestimmt, indem simuliert wurde, dass ein Saccharosemolekil durch einen
der drei ScrY-Kanale gezogen wird (umbrella sampling). Molekulardynamische
Simulationen zeigten, dass Saccharosemolekiile sich zwar spontan in den Kanal bewegen
kénnen und dort nahe der Poreneingange binden, jedoch im betrachteten Zeitraum nicht
transportiert werden (weniger als 1 ms). Weiterhin wurden 7 Na* und 1 CI pro 100 ns
Simulationszeit durch die Pore transportiert, die Pore ist im Modell somit kationenselektiv,
wie bereits zuvor durch Einzelkanalmessungen gezeigt wurde (Schuilein et al. 1991).
Grinde hierfir kbnnen das negative elektrostatische Potential sein, das durch mehrere
Asparaginséure-Reste am Poreneingang und in Schleife L3 im Inneren der Pore entsteht
(Sun et al. 2016). Wie bereits in friheren experimentellen Studien beobachtet wurde
(Andersen et al. 1998), blockiert auch in den Simulationen das Binden eines
Saccharosemolekils in der Porenengstelle den lonentransport durch die Pore (Sun et al.
2016). Die Porenengstelle wird durch Schleife L3 definiert und besitzt einen minimalen
Radius von 0,3 nm. Schleife L3 wird durch Wasserstoffbriickenbindungen insbesondere zu
Schleife L1 stabilisiert, dabei bildet Arg*° (Schleife L1) Bindungen zu His'®® und Trp®’ aus,
wahrend Tyr®” (Schleife L1) Bindungen zu Asp®® und Ser?® ausbildet. Das PMF weist zwei
Energiebarrieren beim Transport von Saccharose auf, Barriere B1 mit ca. 19 kJ/mol und
Barriere B2 mit ca. 22 kJ/mol. B1 ist dabei an der periplasmatischen Seite lokalisiert,
wahrend sich B2 an der Engstelle befindet. Der Weg des Saccharosemolekuls orientiert
sich auch in den Simulationen vor allem an den aromatischen Resten der greasy slide. Bei
der Betrachtung der jeweiligen Beteiligung der Aminosaurereste im Porenlumen an dem
PMF des Saccharosetransportes zeigen die auf Schleife L3 liegenden Aminosdurereste
Asp® Asp®®® und Asp?® die hochsten Interaktionsenergien, diese Coulomb-Interaktionen
korrespondieren mit den beiden simulierten Energiebarrieren. Aufgrund der Beteiligung an
der Stabilisierung der Schleife L3 durch Wasserstoffbriicken in der Pore kdnnte der
Aminosaurerest Asp*®® von Bedeutung fur die Proteinstabilitat sein, weshalb nur Asp!**und

Asp?®! im Rahmen der vorgelegten Doktorarbeit mutiert wurden (Abbildung 2). Die Mutation
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der Aminosauren Asp!®* und Asp?®? zu Alanin fuhrten in den Simulationen zu einer
deutlichen Reduktion der Energiebarrieren B1 und B2, die Gesamthdhe der Barrieren
reduzierten sich um ca. 8 kJ/mol, was den in vivo Saccharosetransport in der
Doppelmutante deutlich erhdhen sollte. Diese Simulationsstudien dienten als Vorarbeiten
fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente zur Bestimmung der
Transporteigenschaften der Doppelmutante ScrY D194A-D201A.

1.4. OMPG - EIN MONOMERES, UNSPEZIFISCHES PORIN

Bei einem Screening von lamB-defizienten E. coli-Zellen auf ein Wachstum auf Maltodextrin
wurde das outer membrane protein G (OmpG) 1989 erstmals beschrieben (Misra und
Benson 1989). OmpG vermittelte in diesen Zellen eine Aufnahme von Maltodextrin, ohne
dass das Maltoporin exprimiert wurde. Die genetische Kartierung des Genlokus ergab, dass
OmpG aus der cog-Mutation (control of OmpG) im E. coli Genom resultiert. Der cog-192
Stamm tragt eine grol3e, chromosomale Deletion (13,1 kb), die pspA und ompG in
unmittelbare Néhe zueinander bringt und eine transkriptionelle Fusion der beiden Gene
nahelegt. Es wurde geschlussfolgert, dass beide Gene unter der Kontrolle des
psp-Promoters stehen (Fajardo et al. 1998). Obwohl das Porin OmpG in E. coli Wildtyp-
Stammen nicht exprimiert wird, konnte die Expression sowohl in Salmonella wie auch in
Shigella Stammen nachgewiesen werden, die Expressionshdhe ist jedoch deutlich geringer

als die anderer Porine, was die spate Entdeckung dieses Porins erklart (Fajardo et al. 1998).

1.4.1. Strukturelle Besonderheiten der Porenarchitektur

Anders als andere unspezifische Porine bildet OmpG keine Trimere sondern sehr stabile
Monomere aus. Die gemessenen CD-Spektren des Proteins sind charakteristisch fur
Strukturen, die vor allem aus [B-Faltblattern bestehen (Fajardo et al. 1998; Conlan et
al. 2000). In zwei unabhéangigen Publikationen wurden 2006 Kristallstrukturen von OmpG
veroffentlicht. Subbarao und van den Berg beschrieben die Kristallstruktur von OmpG nach
Uberexpression und nativer Aufreinigung aus E. coli mit einer Aufldsung von 2,3 A. Yildiz
et al. (2006) hingegen exprimierten OmpG in E. coli Einschlusskérpern, denaturierten diese,
fuhrten eine Rickfaltung von OmpG in Detergenz durch und analysierten die Kristallstruktur

bei neutralem (2,3 A) und saurem pH (2,7 A). Das Protein hat in gefaltetem Zustand eine
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apparente molekulare Masse von 29 kDa im Proteingel, nach der Denaturierung verschiebt
sich die Bande auf 34 kDa (Conlan et al. 2000; Conlan und Bayley 2003), wodurch die
Effizienz der Ruckfaltung kontrolliert werden kann. Beide Publikationen zur Kristallstruktur
bestatigen, dass OmpG eine monomere Pore aus 14 antiparallelen B-Strangen bildet. Die
Pore besitzt einen Neigungswinkel von 60° relativ zur Membranebene und hat einen
Porendurchmesser von 13 A (Subbarao und van den Berg 2006) bzw. 15 x 12 A (Yildiz et
al. 2006) unter Einbeziehung der Seitenketten. Wie alle Porine besitzt auch OmpG zwei
Gurtel aus aromatischen Aminosaureresten zur Stabilisierung in der Membran (aromatic
girdles), ebenso wie kurze Turns auf periplasmatischer Seite und l&ngere Loops auf
extrazellularer Seite. Anders als in den generellen Diffusionsporen ist Schleife L3 hier
jedoch nicht in das Porenlumen zuriickgefaltet (Subbarao und van den Berg 2006; Yildiz et
al. 2006). Yildiz et al. (2006) konnten zeigen, dass OmpG einen pH-abhangigen
Schaltmechanismus (gating) zeigt, da OmpG bei neutralem pH in einer offenen
Konformation vorliegt, wahrend Schleife L6 sich bei saurem pH in das Porenlumen
zurtckfaltet, sodass die Pore in geschlossener Konformation vorliegt (Yildiz et al. 2006;
Korkmaz-Ozkan et al. 2010; Matri et al. 2010; Zhuang et al. 2013). Obwohl auch Subbarao
und van den Berg (2006) die Kristallisierung bei saurem pH durchfiihrten, stellt die Struktur
die Pore in offener Konformation dar. Dies ist insbesondere dadurch begriindet, dass
Schleife L6, ebenso wie L1 und L2, in der Elektronendichtekarte nicht aufgeldst werden

konnte, weshalb die Autoren auf eine ungeordnete Anordnung dieser Reste schlossen.

Eine charakteristische Besonderheit von OmpG ist die Ladungsverteilung im Poreninneren
(Abbildung 3). An der inneren Porenwand sind geladene und auch aromatische Reste in
Richtung des Porenlumens exponiert. Es gibt jeweils zwei Bereiche mit basischen Arginin-
Resten und sauren Glutaminsaure-Resten. Die gleich geladenen Bereiche liegen einander
ahnlich wie in einem Quadrupol gegenliber (Subbarao und van den Berg 2006; Yildiz et al.
2006) und bilden einen Ring aus alternierend geladenen Abschnitten im Porenlumen. Aul3er
in OmpG ist eine annahernd @hnliche Ladungsverteilung in einem monomeren Porin nur in
Proteinen der KdgM-Familie bekannt, hier liegen sich zwei basische Bereiche im
Porenlumen gegenuber (Wirth et al. 2009).

Die Pore besitzt auRerdem eine mdgliche aromatic slide, die &hnlich wie in LamB oder ScrY
aus aromatischen Resten (Tyr®, Tyr%, Tyr®, Phe® und Tyr*®) umgeben von ionisierbaren
Resten besteht und von der extrazellularen Seite bis ins Poreninnere verlauft (Subbarao
und van den Berg 2006; Yildiz et al. 2006) und so mdgliche Bindestellen fir Zuckermolekile

bereithalt. Yildiz et al. mutmaf3ten anhand der Detergenzmolekile, die in der Kristallstruktur
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gebunden waren zwei weitere potenzielle Zuckerbindestellen (Arg®®, Tyr!%, Glu'®, Glu??
und Trp®! bzw. Trp3t, Tyr!3® und Glu®®?).

G|u174 G|u152
[} y ,::‘Q

Abbildung 3: OmpG in der gedffneter Konformation (2IWV) in der Seitenansicht (links) und der Aufsicht
(rechts). Die Glutaminsiure-Reste im geladenen Ring sind rot eingefarbt, die Arginin-Reste blau. Die
Strukturdarstellung wurde in iCn3D durchgefihrt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/icn3d.html).

1.4.2. Funktionelle Charakterisierung von OmpG

Wie eingangs berichtet, wurde OmpG in einem Mutagenese-Screening gefunden, bei dem
LamB- Stamme auf ihr Wachstum auf Maltodextrin selektiert wurden (Misra und Benson
1989), daher ist naheliegend, dass OmpG die Aufnahme von Zuckern in die Zelle bewirkt.
Eine Messung des Bakterienwachstums von OmpG* Stammen auf verschiedenen Zuckern
zeigt, dass OmpG™* Stdmme auf Maltose, Maltotriose und Maltotetrose so gut wachsen
kénnen wie LamB* Stdmme. Auf Maltopentose ist das Wachstum etwas schlechter als in
LamB™* Stdmmen, auf Maltohexosen kénnen die Zellen jedoch nicht wachsen (Misra und

Benson 1989). Messungen zum osmotischen Schwellen von Liposomen ergaben fir
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Disaccharide eine Schwellrate von 15-30% bezogen auf die Pentose Arabinose, aul3erdem
war mit verschiedenen Zuckern keine Substratspezifitat erkennbar (Fajardo et al. 1998).
Daher wird angenommen, dass die Funktion von OmpG die Aufnahme bestimmter Zucker
in die Zelle ist. In elektrophysiologischen Messungen wurde weiterhin die
Kationenselektivitdt der Pore nachgewiesen, aul3erdem konnten eine offene und eine
geschlossene Konformation der Pore aufgeltst werden (Conlan et al. 2000; Conlan und
Bayley 2003; Liang und Tamm 2007).

Porine kénnen weiterhin den Transport von antibiotischen Substanzen in die Zelle
vermitteln (Pagés et al. 2008; Delcour 2009). Da Antibiotika anhand ihrer Gré3e und
Ladung durch Porine in die Zelle aufgenommen werden, wurden auch OmpG* Stamme auf
ihre Sensitivitat fur Antibiotika getestet. Hierbei wurden in einer Studie (Misra und Benson
1989) kein Einfluss auf die Sensitivitdt gegentuber Ampicillin, Carbenicillin, Benzylpenicillin,
Chloramphenicol, Rifampicin, Erythromycin oder Novobiocin gefunden. Fajardo et al.
(1998) berichteten hingegen von einer erhéhten Sensitivitat gegeniiber den hydrophoben
Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol.

1.4.3. Der pH-abhangige Schaltmechanismus der Pore

Der Mechanismus des pH-abhangigen Schaltverhaltens der Pore (gating) ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Die verfigbaren Daten legen jedoch nahe, dass Schleife L6 eine
Rolle im SchlieBmechanismus spielt. Schleife L6 faltet sich in der geschlossenen
Konformation in das Porenlumen zurtick (Yildiz et al. 2006; Liang und Tamm 2007;
Korkmaz-Ozkan et al. 2010; Mari et al. 2010; Zhuang et al. 2013). Eine Verringerung der
Flexibilitat von Schleife L6 durch das Einbringen einer Disulfidbriicke und auch das Kirzen
der Schleife um 12 Aminosauren verringert die Offnungswahrscheinlichkeit der Pore
deutlich (83 - 95%), was die Bedeutung von Schleife L6 fur das Gating bestatigt (Chen et
al. 2008; Grosse et al. 2014). Neben dem pH-abhéngigen Gating kann auch ein spontanes
SchlieRen und Offnen der Pore beobachtet werden, das sogenannte Flickering (Chen et al.
2008; Grosse et al. 2014). Das Gating ist ein pH-abhangiger Prozess, bei dem ein saurer
pH-Wert zum Schlie3en der Pore durch die Rickfaltung und Stabilisierung von Schleife L6
in der Pore fihrt, wahrend die Schleife L6 beim Flickering unabhangig vom pH-Wert flir eine

kurze Zeit vom offenen in den geschlossenen Zustand und wieder zurtick springt.
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Aufgrund des Vergleiches der OmpG-Kiristallstrukturen in saurem und neutralem pH wurde
die Beteiligung des Histidinpaares His?*! und His?®! an der Konformationsanderung
vermutet (Yildiz et al., 2006). In diesem Modell soll der Protonierungszustand eine
AbstofRung der beiden Aminosauren bei saurem pH bewirken, so Schleife L6 verlangern
und eine Ruckfaltung der Schleife in die Pore mdglich machen (Yildiz et al. 2006; Korkmaz-
Ozkan et al. 2010). Bei der Evaluierung der funktionellen Rolle der beiden Histidin-Reste
durch Punktmutationen war kein Unterschied in der Offnungswahrscheinlichkeit der Pore
messbar, sofern nur einer der beiden Histidin-Reste gegen Alanin ausgetauscht wurde
(Korkmaz-Ozkan et al. 2010). Ein Austausch beider Aminosduren gegen Alanin verdoppelt
zwar die Offnungswahrscheinlichkeit im Vergleich zu Wildtyp OmpG, diese Studie legt
jedoch auch nahe, dass das Gating nicht vollstandig abhangig von diesem Histidinpaar ist
(Perez-Rathke et al., 2018). Auch eine Verknipfung von Loop L6 mit der Membran
(Zhuang und Tamm 2014) oder das Einbringen einer Disulfidbindung zur Reduktion der
Flexibilitat von Schleife L6 (Chen et al. 2008) reduzieren das Gating.

Perez-Rathke et al. (2018) publizierten kirzlich einen funktionellen Nachweis dafir, dass
das pH-abhéngige SchlieRen der Pore durch Interaktionen zwischen den geladenen
Glutaminsaure- und Arginin-Resten im Porenlumen und den udberwiegend negativ
geladenen Aminoséaureresten in Schleife L6 durch Anziehung und Abstol3ung bewirkt wird.
Auf Basis modellierungsbasierter Experimente wird angenommen, dass Schleife L6 durch
die positiv geladenen Bereiche in der Pore angezogen wird und diese Anziehung das
Ruckfalten der Schleife in das Porenlumen bewirkt. Gleichzeitig wird die Schleife bei
neutralem pH-Wert von den negativen Bereichen im Porenlumen abgestol3en, was eine
Energiebarriere fir das Ruckfalten der Schleife in die Pore darstellt. Bei neutralem pH
bewirkt diese Energiebarriere die Stabilisierung der Pore in der offenen Konformation. Bei
saurem pH werden die Glutaminsaure-Reste zunehmend protoniert und ungeladen, was
die Energiebarriere fir das Rickfalten der Schleife herabsetzt und das Rickfalten der
Schleife ermdglicht. Im Porenlumen kann die Schleife mit den positiv geladenen Arginin-
Bereichen interagieren, was eine Stabilisierung der geschlossenen Konformation bedingt
(Perez-Rathke et al. 2018).

1.4.4. Das Potential von OmpG fir die Biotechnologie

Das Porin OmpG hat ein grol3es Potential fiur eine modellbasierte Manipulation zur

Erstellung von Poren mit anpassbaren, gewiinschten Eigenschaften. OmpG kann durch die
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Expression in Einschlusskdrpern in groRen Mengen in E. coli hergestellt werden und auch
die Rickfaltung des denaturierten Proteins ist mit relativ geringem Aufwand verbunden.
Neben der leichten Produktion der Pore ist auch ihre hohe Stabilitdt von grol3em Vorteil fur

biotechnologische Ansatze.

Die Ruckfaltungseigenschaften von OmpG wurden eingehend mittels Einzelmolekil-
Kraftspektroskopie untersucht (Damaghi et al. 2011). Verschiedene Studien zielten auf die
Reduktion des Gatings der Pore ab, wie die Mutation des Histidinpaares H?*! und H?5!
(Korkmaz-Ozkan et al. 2010) oder das Kirzen von Schleife L6 um 12 Aminoséauren (Grosse
et al. 2014). Durch weitere Kirzung aller Schleifen bis auf ihre minimale Lange wurde eine
.Minimalpore® entwickelt, die noch immer eine funktionale Pore bildet und
Uberraschenderweise noch immer offene und teilweise geschlossene Zusténde in
elektrophysiologischen Messungen aufweist, obwohl Schleife L6 nicht mehr vorhanden ist.
Diese Beobachtung wurde durch eine mdgliche Deformation der Pore durch Streckungs-
und Biegungsvorgénge erklart (Grosse et al. 2014). Das Einbringen einer Disulfidbindung
zur Reduktion der Flexibilitat von Schleife L6 (Chen et al. 2008) reduzierten das Gating,
diese Pore mit reduziertem Gating, quiet OmpG (qOmpG), wurde erfolgreich fir die
stochastische elektrochemische Detektion von ADP verwendet (Chen et al. 2008), was das
Potential von OmpG als Nanopore beispielsweise zur Detektion von Nukleotiden bei der

Sequenzierung von Nukleinsauren zeigt.

Die Poreneigenschaften von OmpG wurden auf3erdem durch chemische Modifikationen
verandert. Ein partielles VerschlieBen der Pore wurde durch die Erstellung einer
OmpG-dansyl-hybrid Pore erzielt, in der die Dansyl-Reste im Porenlumen angeordnet sind
(Grosse et al. 2010). Das Einbauen des licht-sensitiven Modulators Diethylaminocoumarin
in OmpG AL6 bewirkt ebenfalls ein VerschlieRen der Pore, welches jedoch durch die
Bestrahlung mit Licht (385 nm) wieder aufgehoben werden kann, sodass die Pore durch
Licht aktivierbar ist (Kahlstatt et al. 2018). AuRerdem wurden basierend auf der Analyse
von Sequenzmotiven, die die Interaktion mit Membranen bzw. anderen Porinmonomeren
bewirken, OmpGF Hybride erstellt. Dabei wurden die g-Strange 1-6 von OmpF durch die
von OmpG ersetzt, was in einer chimaren monomeren Pore OmpGF resultierte, die eine
hohere Leitfahigkeit als OmpF besal? (Lin et al. 2017). OmpG besitzt demnach ein hohes
Potential fur biotechnologische Anwendung, wie die gezielte Manipulation der
Porenarchitektur, die Entwicklung von licht-aktivierbaren Poren, die chemische Modifikation

der Pore und die Detektion verschiedener Molekile wie Nukleinsduren.
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1.5. ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die modellbasierte Modifikation der Spezifitat von Porinen
anhand der Proteine ScrY aus Salmonella typhimurium und OmpG aus E. coli untersucht

werden.

Fur das trimere, saccharose-spezifische Porin ScrY aus Enterobakterien wurden im Vorfeld
dieser Arbeit Simulationen zur Identifizierung moglicher Energiebarrieren fur den
Saccharosetransport durchgefuihrt (Sun et al. 2016). Dabei wurden drei Aminosaurereste
gefunden, Asp!®, Asp!® und Asp??, die maRgeblich an den beiden identifizierten
Energiebarrieren des Saccharosetransportes durch die Pore beteiligt sind. Asp!®® scheint
von Bedeutung fur die Proteinstabilitdt zu sein, daher sollte im Rahmen dieser Arbeit der
Einfluss der Mutationen D194A bzw. D201A sowie beider Aminosaurereste untersucht
werden. Hierfir sollte die Transportspezifitdt einerseits in vitro und andererseits in vivo

gemessen werden.

Eine charakteristische Eigenheit des monomeren, unspezifischen Porins OmpG aus E. coli
ist der geladene Ring aus Arginin- und Glutaminsaure-Resten im Lumen der Pore. Die
Reste sind in jeweils zwei positiv geladenen und negativ geladenen Bereichen lokalisiert
und zeigen eine quadrupol-dhnliche Anordnung. Die Bedeutung dieses geladenen Ringes
fur die Transportspezifitdt des Porins OmpG ist bisher nicht untersucht worden und sollte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit evaluiert werden. Der Einfluss von Mutationen in
diesem geladenen Ring auf die Spezifitat der Pore sollte einerseits fiir ungeladene Zucker
durch das osmotische Schwellen von Liposomen und andererseits flr geladene Substrate
durch die elektrophysiologische Bestimmung der Umkehrpotentiale und die Berechnung

der Permeabilitatsverhéaltnisse von Kationen und Anionen evaluiert werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIAL
2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von den
Firmen AppliChem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), New England Biolabs (Frankfurt am
Main), Sigma-Aldrich (Steinheim), Thermo Fisher Scientific (Schwerte) und VWR

(Darmstadt) verwendet.

2.1.2. Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main) und

Thermo Fisher Scientific (Schwerte) bezogen.

2.1.3. Antikorper

Fir die immunologische Detektion von 6xHis-gekoppelten Proteinen im Western Blot wurde
der  Antikbrper  Anti-His-POD  (monoklonaler  Anti-Polyhistidin =~ Klon  HIS-1
Peroxidasekonjugat) in einer Verdiinnung von 1:2000 - 1:5000 von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim) verwendet.

2.1.4. Oligonukleotide und synthetische DNA Fragmente

Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion International (Martinsried) bezogen.
Synthetische DNA-Fragmente wurden als GeneArt® DNA Strings von der Firma
Lifetechnologies (Regensburg) bzw. Thermo Fisher Scientific (Schwerte) bezogen. Die

Sequenzen sind im Anhang (Tabelle 6) angegeben.
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2.1.5. Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden von der Firma GATC (Konstanz) durchgefuhrt.

2.1.6. Vektoren und Plasmide

In dieser Arbeit wurde der Vektor pET21a(+) (Novagen, Darmstadt, Deutschland) als
Expressionsvektor fur die OmpG-Mutanten sowie das ScrY-Wildtyp-Porin verwendet
(Abbildung 4). Dieser Vektor tragt einen durch IPTG induzierbaren T7lac-Promoter, zur

Klonierung wurden immer die Schnittstellen Ndel und Xhol verwendet.

Als DNA-Matrizen zur Klonierung der OmpG-Konstrukte wurden synthetische DNA-
Fragmente (GeneArt® DNA Strings, Lifetechnologies bzw. Thermo Fisher Scientific)
(Tabelle 7) synthetisiert und mittels spezifischer Oligonukleotide amplifiziert (#101 und
#102; Tabelle 6) und in pET21a(+) kloniert.

Als DNA-Matrize zur Klonierung des ScrY-Wildtyp-Konstruktes wurde ein DNA-Fragment
(Tabelle 7) synthetisiert (GeneArt® DNA Strings, Lifetechnologies bzw. Thermo Fisher
Scientific), mittels spezifischer Oligonukleotide amplifiziert (#55 und #56, Tabelle 6) und in

pET21a(+) kloniert, sodass eine C-terminale 6xHis-Signatur angehangt wurde.
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Xhol (159)

Ndel (239)
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Abbildung 4: Schematische Karte des E. coli Expressionsvektors pET21a(+). Der Vektor tragt ein
Ampicillin-Resistenzgen (B-Laktamase), sowie einen pBR322 ORI und einen f1 ORI (ori). AuRBerdem trégt der
Vektor einen T7lac-Promoter, eine C-terminale 6xHis-Signatur (6xHis-Tag), einen T7-Terminator, sowie einen
Repressor (lacl). Zur Klonierung wurden die eingezeichneten Schnittstellen Ndel, die im Startcodon liegt, und
Xhol verwendet.

Das Plasmid pJOE637 wurde von Knut Jahreis (Universitat Osnabriick) zur Verfligung
gestellt (Schmid et al., 1988). Das Plasmid pJOE637 codiert fiir das gesamte scr-Regulon
mit den Genen scrK, scrY, scrA, scrB und scrR, das als 9,3 kb gro3es DNA-Fragment aus
dem saccharose-katabolisierenden Plasmid pUR400 herausgeschnitten und in den Vektor
pBR328 einkloniert wurde (Abbildung 5) (Schmid et al., 1988).

Zur Erstellung der Mutagenesekonstrukte wurde der Bereich zwischen den beiden Xmal-
Schnittstellen in scrK und scrA aus pJOE637 herausgeschnitten und mit den veranderten
Codons wieder ligiert. Hierfur wurden mithilfe spezifischer Oligonukleotide (#79, #80, #61-
66; Tabelle 6) jeweils zwei Teilsticke amplifiziert. Die entsprechenden Mutationen lagen
auf den Oligonukleotiden #61 - 66. AnschlieRend wurden die amplifizierten Fragmente als
Matrize fur eine overlapPCR verwendet. Das PCR-Amplifikat wurde mit dem

Restriktionsenzym Xmal verdaut, gereinigt und in pJOE637 ligiert.

29



MATERIAL UND METHODEN

Tet? AmpF
( ploe637

{ Sk e | ara s 2R
I

Xmal Xmal

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Plasmids pJOE637. Auf dem Plasmid liegen ein Tetracyclin-
Resistenzgen (TetR), sowie ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) fur die Selektion in E. coli. AuRBerdem tragt es
das 9,3 kb grof3e scr-Regulon mit den Genen scrK, scrY, scrA, scrB und scrR.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 1 aufgefiihrten Plasmide erstellt:

Tabelle 1: Liste der verwendeten Plasmide

Plasmid Beschreibung Mutationen Sl dgne-
marker
E. coli OmpG CDS ohne Signalpeptid, C-
terminaler TEV-Proteaseschnittstelle und
pET21/ o . . -
OmbGwt 6xHis-Signatur zur Expression in E. coli Ampicillin
P mittels IPTG induzierbarem T7lac-
Promoter
E15H
E17H
PET21/ Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt E31H Ampicillin
OmpG #1 E52H
E152H
E174H
E15K
E17K
pET21/ . . E31K —
OmpG #2 Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt E5oK Ampicillin
E152K
E174K
E15R
E17R
O?:Jél#i‘l Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt Eg;: Ampicillin
E152H
E174H
R92E
OF::JCZSZS Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt 21;5 Ampicillin
R235E
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Plasmid

Beschreibung

Mutationen

Selektions-
marker

pET21/
OmpG #6

Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt

E15R

E31R

R92E
R111E
R211E
E174R

Ampicillin

pET21/
OmpG #7

Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt

E15A
E17A
E31A
ES52A
E152A
E174A

Ampicillin

pET21/
OmpG #8

Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt

E15R

E31R
E174R

R92E
R111E
R211E

Ampicillin

pET21/
OmpG #9

Plasmid basierend auf pET21/OmpGwt

E15A
E17A
E31A
ES52A
E152A
E174A
R68A
R92A
R111A
R150A
R194A
R211A

Ampicillin

pET21/
OmpGwt
R228E-

E229R-D232R

Plasmid basierend auf pET21/OmpGwit;

R228E
E229R
D232R

Ampicillin

pET21/
OmpG #6
R228E-

E229R-D232R

Plasmid basierend auf pET21/OmpG #6

R228E
E229R
D232R

Ampicillin
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Plasmid Beschreibung Mutationen Sl UEnE-
marker
Salmonella typhimurium ScrY CDS mit
pET21/ Signalpeptid und C-terminalem 6xHis-Tag Ampicillin
Scrywt zur Expression in E. coli mittels IPTG P
induzierbarem T7lac-Promoter
pJoe637/ : . D194A -
SerY D194A Plasmid basierend auf pJOE637 in Sery Ampicillin
pJOEG37/ . : D201A -
SerY D201A Plasmid basierend auf pJOE637 in Sery Ampicillin
pJOE637/ D194A
ScrY D194A- Plasmid basierend auf pJOE637 D201A Ampicillin
D210A in ScrY
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2.1.7. Biologisches Material

2.1.7.1. Bakterienstamme
Fur Klonierungsarbeiten wurden die E. coli Stdamme XL1-blue und DH5a verwendet.

Zur Expression der OmpG-Mutanten in Einschlusskérpern (IBs) wurde der E. coli Stamm
C41 (DE3) (Lucigen Corporation, Middleton, USA) verwendet. Die Uberexpression des
ScrYwt-Proteins wurde in E. coli C43 (DE3) durchgefuhrt.

Zur Induktion des auf dem Plasmid pJOE637 codierten scr-Regulon wurden E. coli M15
[PREP4] verwendet.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Bakterienstamme.

Stamm Genotyp Verwendung Referenz
recAl endAl gyrA96 thi-1
E. coli hsdR17 supEdd relAl lac Klonierung Bullock et al. 1987

XL1-blue [F" proAB lacliZAM15
Tn10 (Tet")]
F— ®80lacZAM15
A(lacZzYA-argF) U169

%:;LI recAl endAl hsdR17 (rK-, Klonierung Therm?slzﬁ\rl]vzrri)clentmc
mK+) phoA supE44 A- thi-
1 gyrA96 relAl
F— P80lacZAM15 Expression der
E coli A(lacZzYA-argF) U169 DJOE637
recAl endAl hsdR17 (rK—, . Qiagen (Hilden)
M15 . basierten
mK+) phoA supE44 A- thi- Plasmide
1 gyrA96 relAl
. Uberexpression Miroux und Walker
E. coli F~ ompT hsdSg (rs" mg’) gal der OMpG- 1996;
C41 (DE3) dcm (DE3) Mutanten Dumon-Seignovert,
Cariot, und Vuillard 2004
Miroux und Walker
E. coli F-ompT hsdSg (rs" mg’) gal  Uberexpression 1996;
C43 (DE3) dcm (DE3) von Scrywt Dumon-Seignovert,

Cariot, und Vuillard 2004
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2.1.7.2. Anzuchtbedingungen und Medien

Fur Klonierungsarbeiten wurden die Bakterien in LB-Medium oder SOC-Medium wahrend
der Transformation regeneriert und auf festem LB-Medium bzw. in flissigem LB-Medium

mit den 100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C angezogen (Sambrook und Russel 2001).

Fur die Expression der OmpG-Mutanten in Einschlusskérpern wurden die transformierten
E. coli Zellen in TB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 37 °C angezogen und
die Proteinexpression bei Erreichen einer oDeoo von 0,5 mit 1 mM IPTG induziert (siehe
2.2.2.2.1).

Fur die Expression der ScrYwt in E. coli wurden die transformierten Zellen in LB-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika bei 28 °C angezogen und die Proteinexpression bei
Erreichen einer oDggo Von 0,5 mit 1 mM IPTG induziert (siehe 2.2.2.2.2).

Die Anzucht der mit den pJOE637-Varianten transformierten Zellen erfolgte zuerst in LB-
Medium mit 0,5% (w/v) Glukose bei 28 °C, um die Repression des scr-Operons zu
gewabhrleisten. Anschlieend wurden die Zellen in MOPS-Minimalmedium mit 1% (w/v)
Glukose bei nicht induzierenden Bedingungen bzw. mit 1% (w/v) Saccharose und 0,2%

(w/v) Fruktose bei induzierenden Bedingungen angezogen.

LB-Medium
Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (W/v)
NacCl 1% (w/v)
Fir Festmedium: Agar 1,5% (wiv)

Autoklavieren (121 °C, 20 min)
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SOC-Medium
Trypton 2% (W/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM

in H2Og4q I6sen und pH 7.0 einstellen

MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glukose 20 mM

Autoklavieren (121 °C, 20min)

Terrific Broth (TB)- Medium

Trypton 1,2% (w/v)
Hefeextrakt 2,4% (W/v)
Glycerol 0,5% (W/v)

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

MOPS-Minimalmedium (Neidhardt et al. 1974)

10x MOPS- Mischung 10% (v/v)
0,132 M K-HPO, 1% (V/Iv)
Auf 90 % des Endvolumens mit H2Oqq auffullen
pH 7,2 einstellen
Sterilfiltrieren, Lagerung bei 4 °C fur maximal einen Monat

Vor Verwendung: 10% (v/v) 10x Zuckerlésung zugeben
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10x MOPS- Mischung fur MOPS-Minimalmedium

MOPS 0,4M
Tris 0,04 M
Mit H.Oqq auffiillen (ad. 300 ml)
pH 7,4 mit KOH einstellen

FeSO, 10 mM 10 ml
NH4CI 19M 50 ml
K2SOq4 0,276 M 10 ml
CaCl; 0,02 M 0,25 ml
MgCl, 25M 2,1 ml
NacCl 5M 100 ml
Spurenelemente 5000x 0,2 ml

Mit H,Oqq auffiillen (ad. 2000 ml)
Sterilfiltrieren
200ml Aliquots bei -20 °C lagern

5000x Spurenelemente fiir MOPS-Minimalmedium (50 ml)

(NH4)sM0702 X 4 H20 0,009 g
H.BO3 0,062 g

CoCl; 0,018 g
CuSOq 0,006 g

MnCl; * 2 H,O 0,049
ZnS0Oq4 0,007 g
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2.2. METHODEN
2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden der klassischen Klonierung, wie die Amplifikation
von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Restriktionsverdau, Ligation, Agarose-
Gelelektrophorese und die Praparation von Plasmiden, wurden nach Sambrook und Russel
(2001) durchgefihrt.

Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie Restriktionsverdau-Ansatzen wurde das
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet. Fiur die Extraktion von DNA-
Fragmenten nach einer Agarose-Gelelektrophorese wurde das QIAquick® Gel Extraction
Kit (Qiagen) verwendet. Zur Isolierung von sehr sauberer Plasmid-DNA aus E. coli Zellen
wurde das QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) verwendet. Bei der Verwendung dieser

Kits wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.1.2. Klonierung der pJOE637-Mutagenesekonstrukte

Zur Erstellung der pJOE637-Mutagenesekonstrukte wurde der Bereich zwischen den
beiden Xmal-Schnittstellen in scrK und scrA aus pJOE637 herausgeschnitten (siehe 2.1.6).
Mithilfe spezifischer Oligonukleotide (#79, #80, #61-66; Tabelle 6) wurden jeweils zwei
Teilsticke mittels PCR amplifiziert, die den Bereich zwischen den beiden Xmal-
Schnittstellen abdeckten und die entsprechenden Mutationen in scrY trugen. Die
entsprechenden Mutationen lagen auf den Oligonukleotiden #61 - 66. Anschlie3end wurden
die amplifizierten Fragmente als Matrize fiir eine overlapPCR verwendet ((#79, #80; Tabelle
6). Das PCR-Amplifikat wurde mit dem Restriktionsenzym Xmal verdaut, gereinigt und
mithilfe einer T4-Ligase (Thermo Fisher Scientific) in pJOE637 ligiert. Die erstellten
Konstrukte wurden durch Sequenzierung Uberprift (siehe 2.1.5).

2.2.1.3. Klonierung der Uberexpressionskonstrukte von ScrYwt und

der OmpG-Mutagenesekonstrukte

Als DNA-Matrize zur Klonierung des ScrY-Wildtyp-Konstruktes wurde ein DNA-Fragment
(Tabelle 7) synthetisiert (GeneArt® DNA Strings, Lifetechnologies bzw. Thermo Fisher
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Scientific) und mittels spezifischer Oligonukleotide amplifiziert (#55 und #56, Tabelle 6).
Das Fragment wurde mittels Gelextraktion aufgereinigt, mit Ndel und Xhol verdaut und
anschlieend aufgereinigt (siehe 2.2.1.1). Auch der bakteriellen Expressionsvektor
pET21la(+) wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol verdaut und durch
Gelextraktion aufgereinigt (siehe 2.2.1.1). Das DNA-Fragment wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in den bakteriellen Expressionsvektor pET21a(+)
kloniert, sodass eine C-terminale 6xHis-Signatur angehangt wurde. Das erstellte Konstrukt
wurde durch Sequenzierung uberpruft (siehe 2.1.5).

Als DNA-Matrizen zur Klonierung der OmpG-Konstrukte wurden synthetische DNA-
Fragmente (GeneArt® DNA Strings, Lifetechnologies bzw. Thermo Fisher Scientific)
(Tabelle 7) synthetisiert, die die entsprechenden Mutationen, sowie eine C-terminale 6xHis-
Affinitatssignatur und ein Stopcodon trugen. Diese Fragmente wurden nach
Herstellerangaben verdinnt und mittels spezifischer Oligonukleotide amplifiziert (#101 und
#102; Tabelle 6). und in pET21a(+) kloniert. Die Fragmente wurden mittels Gelextraktion
aufgereinigt, mit Ndel und Xhol verdaut und anschliel3end wiederum aufgereinigt (siehe
2.2.1.1). Auch der bakteriellen Expressionsvektor pET2la(+) wurde mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Xhol verdaut und durch Gelextraktion aufgereinigt (siehe
2.2.1.1). Das DNA-Fragment wurde tber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in den
bakteriellen Expressionsvektor pET21a(+) kloniert. Die erstellten Konstrukte wurden durch
Sequenzierung Uberprift (siehe 2.1.5).

Die Schleife L6-Mutationen wurden ebenfalls durch Amplifikation von Teilstiicken, die die
entsprechenden Mutationen trugen und anschlieBende overlapPCR hergestellt. Als Matrize
wurden die bereits korrekt sequenzierten Plasmide pET21/OmpGwt und pET21/OmpG #6
(siehe 2.1.6) verwendet. Die Mutationen lagen auf den Oligonukleotiden #105 und #106
(Tabelle 6) und wurden jeweils in Kombination mit dem entsprechenden forward bzw.
reverse Primer #101 und #102 verwendet. Zur overlapPCR wurden die Primer #101 und
#102 verwendet. AnschlieRend wurden die Fragmente durch Gelextraktion gereinigt, mit
Ndel und Xhol verdaut und das gereinigte Fragment in pET21a(+) einligiert. Die erstellten

Konstrukte wurden durch Sequenzierung uberprift (siehe 2.1.5).
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2.2.2. Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1. Transformation von E. coli Zellen

2.2.2.1.1. Herstellung CaCl, - kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung CaCl,; kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach Inoue et al. 1990.

Die E. coli-Zellen wurden auf LB-Medium ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C
angezogen. AnschlielRend wurden 3 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und
Uiber Nacht bei 37 °C im Reagenzglas-Roller inkubiert. Es wurden 250 ml SOC-Medium mit
0,25 ml der Vorkultur angeimpft und bei 18 °C und 130 rpm bis zum Erreichen einer oDego
von 0,5 — 0,6 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 10 min auf Eis inkubiert und bei
2.500 g fir 10 min bei 4 °C sedimentiert. Nach dem Resuspendieren in 80 ml eiskaltem
SEM-Puffer wurden die Zellen wieder fur 10 min auf Eis inkubiert und anschlie3end wieder
sedimentiert. Das Pellet wurde in 15 ml eiskaltem SEM-Puffer resuspendiert und 1 ml 100%
DMSO hinzugegeben. Nachdem die Suspension fir weitere 10 min auf Eis inkubiert wurde,
wurden 100 pl Aliquots in Eppendorf-GefalRe tberfiihrt, in flissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80 °C gelagert.

SEM-Puffer
HEPES 10 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
pH 7,6 einstellen (KOH)
MnCl; 55 mM

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.2.2.1.2. Transformation CaCl, kompetenter E. coli-Zellen (Sambrook und
Russel 2001)

Zur Transformation der CaCl, kompetenten E. coli-Zellen wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut und 5 pl eines Ligationsansatzes bzw. ca. 5 ng aufgereinigtes Plasmid
zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, dann erfolgte ein 60 s Hitzeschock
bei 42 °C. Nach dem Abkihlen auf Eis wurde 1 ml SOC-Medium oder LB- Medium
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zugegeben und der Ansatz fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen auf

LB-Platten mit Antibiotika ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.2. Induktion der Proteinexpression in E. coli

2.2.2.2.1. Expression von OmpG in Einschlusskdrpern von E. coli C41
(DE3) (nach Grosse et al. 2010)

Zur Expression der OmpG-Varianten wurden die Expressionsvektoren in den E. coli-Stamm
C41 (DE3) transformiert, auf festem LB-Medium mit Ampicillin zur Selektion ausgebracht
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde in 2 ml LB-Medium mit
Ampicillin bei 37 °C fir ca. 8 Stunden angezogen und 0,5 ml dieser Kultur wurden
anschlie3end verwendet, um eine 100 ml Vorkultur (LB—Medium mit Ampicillin) anzuimpfen.
Diese Vorkultur wurde tber Nacht bei 28 °C und 140 rpm angezogen. Am nachsten Morgen
wurde die oDeoo der Vorkultur gemessen und die Hauptkultur (TB- Medium mit Ampicillin)
auf eine oDego = 0,2 angeimpft. Diese Kultur wurde bei 37 °C und 140 rpm angezogen. Die
Proteinexpression wurde bei einer 0Dgoonm 2 0,5 durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert.
Die Kultur wurde fur weitere 4 bis 5 Stunden bebritet. AnschlieRend wurden die Zellen
durch Zentrifugation geerntet und die Zellpellets bei -20 °C gelagert.

22222 Expression des ScrYwt-Porins im E. coli Stamm C43 (DE3)

Zur Expression von ScrYwt wurde das Expressionskonstrukt in E. coli C43 (DE3)
transformiert, auf festem LB-Medium mit Ampicillin zur Selektion ausgebracht und lber
Nacht bei 28 °C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin bei
28 °C fur ca. 8 Stunden angezogen, 0,5 ml dieser Kultur wurden anschlieBend verwendet
um eine 100 ml Vorkultur (LB-Medium mit Ampicillin) anzuimpfen. Diese Vorkultur wurde
Uber Nacht bei 28 °C und 140 rpm angezogen. Am nachsten Morgen wurde die 0Deoo der
Vorkultur gemessen und die Hauptkultur (LB-Medium mit Ampicillin) auf eine 0Dgoonm = 0,2
angeimpft. Diese Kultur wurde bei 28 °C und 140 rpm angezogen. Die Proteinexpression
wurde bei einer 0Dggonm = 0,5 durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Kultur wurde
fur weitere 4 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation

geerntet und die Zellpellets bei -20 °C gelagert.

40



MATERIAL UND METHODEN

Zur Kontrolle der Proteinexpression mittels eines immunologischen Nachweises (Western
Blot, siehe 2.2.3.3) wurden zum Zeitpunkt O h (nicht induziert), sowie zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Induktion (1, 2, 3, 4, 6, 24 h) Proben enthommen. Die oDsoo der Proben
wurde unmittelbar nach der Probennahme bestimmt, die Zellen abgeerntet, in 2x Protein-
Probenpuffer resuspendiert und fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Das verwendete Volumen
an Protein-Probenpuffer wurde wie folgt berechnet:

Volumen (ul) = gemessene 0Dggo X 100

1x Protein-Probenpuffer

Tris/HCI pH 6,8 62,5 mM
SDS 2 % (wiv)
Glycerin 11,5 % (viv)
DTT 1,5 % (Wiv)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
2.2.2.2.3. Induktion des scr-Regulons

Die mit den auf pJOE637 basierenden Plasmiden transformierten E. coli M15 Zellen wurden
zuerst auf LB-Medium mit Ampicillin selektiert und anschlieRend wurde eine Einzelkolonie
in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin bei 28 °C tber Nacht angezogen. Als Vorkultur wurden
die Zellen mit einer oDggo von 0,2 in MOPS-Minimalmedium mit 1% (w/v) Glukose Uberimpft
und bei 28 °C fir ca. 8 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die Hauptkulturen mit einer
0Dsoonm VON 0,05 — 0,1 angeimpft, indem die entsprechenden Volumina der Vorkulturen
abgeerntet und die Zellpellets mit H.Oq4q4 gewaschen wurden, um die Kontamination der
Hauptkulturen mit Glukose zu verringern. Fir die Hauptkulturen unter nicht-induzierenden
Bedingungen wurde MOPS-Minimalmedium mit 1% (w/v) Glukose, fir Hauptkulturen unter
induzierenden Bedingungen wurde MOPS-Minimalmedium mit 1% Saccharose (w/v) und
0,2% (w/v) Fruktose verwendet. Die Hauptkulturen wurden bei 28 °C und 140 rpm
angezogen, bis eine 0Dgoonm VON 0,4 — 0,6 erreicht war, anschlieRend wurden die Zellen fir

Aufnahmemessungen mit radioaktiv markierter Saccharose verwendet (siehe 2.2.6).
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2.2.3. Biochemische Methoden

2.2.3.1. Auftrennung von Proteinen udber Bis-Tris SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden der Gro3e nach durch Bis-Tris SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) unter Verwendung von Bis-Tris-Gelen (12%) und 1x MOPS-Tris-Laufpuffer
aufgetrennt. Die Gele liefen bei ca. 120 V. Als Standard wurden 3 - 5 yl PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific verwendet.

Bei der Gelelektrophorese von riickgefaltetem OmpG wurde der Gellauf im Kihlraum bei 8

°C durchgefiihrt, um ein Erhitzen der Gele und ein damit verbundenes Denaturieren zu

vermeiden.
Trenngel 12% Sammelgel
1,25 M Bis-Tris-Puffer (pH 6,5-6,8) 1,075 mi 535 ul
30% Acrylamid / 0,8% Bis-Acrylamid 1,5ml 263 ul
H2O4q 1,18 ml 1,08 ml
TEMED 1,5 pl 3ul
10 % (v/v) APS 15 pl 18,75 pl

5x MOPS-Tris-Laufpuffer

MOPS 250 mM
SDS 0,5% (W/v)
Tris 250 mM

EDTA 5 mM

2.2.3.2. Proteinfarbung durch Coomassie-Blau

Zur Visualisierung der Proteinbanden nach der Gelelektrophorese wurden die Gele
entweder mit Coomassie-Blau oder mit kolloidalem Coomassie-Blau (Kang et al. 2002)

angefarbt, entfarbt und anschlielRend eingescannt.

Bei der Farbung mit Coomassie-Blau wurden die Gele mindestens 30 min in Farbelésung

inkubiert und anschlieRend mit Entfarber entfarbt.
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Bei der Farbung mit kolloidalem Coomassie wurden die Gele zuerst zweimal fiir 15 min in
H>O44 gewaschen und anschliel3end Uber Nacht in der Farbeldsung gefarbt. AnschlieRend

wurden die Gele fur 5 min in Entfarber entfarbt und fir 10 min in H.Oq4 gewaschen.

Coomassie — Blau Farbelbésung Entfarber
H204d 50% (v/v) 50% (v/v)
Methanol 40% (vIv) 40% (vIv)
Essigsaure 10% (v/v) 10% (v/v)
Coomassie Brilliant Blue G-250/R-250 0,05% (wi/v) -
Kolloidales Coomassie-Blau Féarbeldsung Entfarber
Aluminiumsulfat 5% (w/v) -
Ethanol 10% (v/v) 10% (v/v)
HsPO4 (85%) 2% (vIv) 2% (vIv)
Coomassie Brilliant Blue G250 0,02% (wi/v) -

2.2.3.3. Elektrotransfer von Proteinen auf eine Nitrocellulose-
Membran und immunologischer Nachweis (Western Blot) (Sambrook
und Russel 2001)

Durch den Transfer der GréRe nach aufgetrennter Proteine auf eine proteinbindende
Nitrocellulose-Membran, kdnnen spezifische Proteinbanden immunologisch nachgewiesen
werden. Die Proteine wurden im Halbtrockenverfahren, bei dem die Membran und die
Whatman-Filterpapiere mit 1x Transferpuffer befeuchtet wurden, auf eine Nitrocellulose-
Membran (GE Healthcare Life Sciences) transferiert, indem ein elektrisches Feld
(75 - 90 min bei 0,8 mA/cm? Gel) angelegt wurde.

1x Transferpuffer

Glycin 39 mM
Tris 48 mM
Methanol 20 % (viv)

pH 8,2 - 8,3 (HCI)
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Nach Beendigung des Elektrotransfers wurden freie, unspezifische Proteinbindestellen auf
der Membran blockiert, indem die Membran fur mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur
bzw. Uber Nacht bei 8 °C in Blockierlosung geschwenkt wurde. AnschlieBend wurde die
Membran mit dem Antikorper, der in Verdunnungspuffer verdiinnt war, fir mehrere Stunden
bei 8 °C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal fir 10 - 15 min in 1x TBS Puffer
gewaschen, um nicht gebundene Antikérper von der Membran zu waschen. AnschlieRend
wurden die an die Zielproteine gebundenen Antikérper mithilfe der ECL-Reaktion
visualisiert. Die ECL-L6sungen wurden in einem Verhaltnis von 1:1 flr 1 Minute gemischt,
dann wurde die Membran fur eine weitere Minute mit dieser Mischung inkubiert. Das
Auflegen eines Roéntgenfilms macht die emittierte Lumineszenz sichtbar (3 min

Expositionsdauer).
1x TBS-T Blockier- Verdinnungs-
LAV [FLintEs Puffer [6sung puffer
Tris/HCI pH 7,5 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
NacCl 500 mM 500 mM 500 mM 500 mM
Tween 20 - 0,1% (v/v) 0,1% (v/v) 0,1% (v/v)
Magermilchpulver - - 5% (w/v) 1% (w/v)
ECL-LOsung 1 ECL-LOsung 2
Tris/HCI pH 8,5 5ml 5ml
CulLu-Mix 72 ul -
H>0» - 5 p.'
CuLu-Mix
Luminol 250 mM
Cumarinsaure 90 mM

2.2.3.4. Aufreinigung des ScrYwt-Proteins aus E. coli

Von den abgeernteten Zellpellets der ScrY Expressionskulturen (2.2.2.2.2) wurden zuerst
Gesamtmembranen prapariert. Hierfir wurden die Zellpellets in Lysepuffer mit 1 mg/ml

Lysozym und 1 mM Pefabloc® (Sigma Aldrich) auf Eis aufgetaut und resuspendiert. Mittels
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Ultraschallaufschluss durch einen SONOPLUS Ultraschall-Homogenisator (Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 90% output control und 50% duty cycle bei 10 min im
Eisbad) wurden die Zellen aufgeschlossen und anschliel3end nicht aufgeschlossene Zellen
und Zelltrimmer sedimentiert (6.000 g, 30 min, 4 °C). Der Uberstand wurde
weiterverwendet um die Membranen abzuzentrifugieren (SS-34, 25.000 g, 90 min, 18 °C).
Die Membranfraktion wurde in Lysepuffer mit 2% (v/v) Triton X-100 resuspendiert und fur
30 min solubilisiert, anschlieRend wurde die nicht solubilisierte Fraktion abzentrifugiert
(SS-34, 25.000 g, 90 min, 18 °C) und fur die Aufreinigung durch Affinitatschromatographie
weiterverwendet. Die Fraktion wurde in Lysepuffer mit 0,5% (w/v) SDS fur 30 min
solubilisiert und anschlieend noch einmal zentrifugiert (20 min, 25.000 g, 18 °C). Die
solubilisierte Fraktion wurde abgenommen, verdinnt und fir mindestens 3 h mit 1 mi
Ni-NTA-Agarose (Qiagen) inkubiert. AnschlieRend wurde das Saulenmaterial 3 Mal mit 1
Volumen Waschpuffer gewaschen und anschlieBend in zwei Schritten mit insgesamt %

Volumen Elutionspuffer eluiert.

Lysepuffer Waschpuffer Elutionspuffer
Tris/HCI pH 8,0 10 mM 5mM 5mM
NaCl 300 mM 300 mM 300 mM
Imidazol 2mM 20 mM 250 mM

2.2.3.5.  Aufreinigung der OmpG-Mutanten
2.2.35.1. Aufreinigung von Einschlusskérpern aus E. coli

Zur Aufreinigung von Einschlusskorpern wurde die von Grosse et al. (2014) beschriebene
Methode in abgewandelter Form verwendet. Das gefrorene Zellpellet (siehe 2.2.2.2.1)
wurde in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 200 mM NaCl) mit 1 mg/ml Lysozym und 1
mM PMSF aufgenommen und auf Eis aufgetaut, wobei mehrmals gevortext wurde.
AnschlieRend wurde das Pellet durch Ultraschallbehandlung (SONOPLUS Ultraschall-
Homogenisator, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 90% output control und 50%
duty cycle) fur 10 min im Eisbad aufgeschlossen. Der Rohextrakt wurde zentrifugiert (30
min, 8.000 g, 12 °C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dreimal mit
Triton-TEN-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2,5 % (v/v)
Triton-X100) und zweimal mit TN-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl) gewaschen

und geerntet. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurden die aufgereinigten
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Einschlusskdrper in TN-Puffer aufgenommen, die Proteinkonzentration der Proben mittels
NanoDrop bestimmt und eine Konzentration von 5 mg/ml oder 10 mg/ml eingestellt. Die

Einschlusskdrper wurden aliguotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.3.5.2. Passive Elution von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen

Zur passiven Elution von ungefaltetem OmpG-Protein aus Polyacrylamid-Gelen wurden
denaturierte Einschlusskorper verwendet. Zur passiven Elution von gefaltetem Protein
wurden Ruckfaltungsansatze mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die entsprechenden Banden
wurden nach der Elektrophorese mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten, in
ReaktionsgefalRe uberfuhrt und mit Puffer versetzt. Zur Elution von ungefaltetem Protein
wurde 100 mM Tris/HCI pH8,0 verwendet, riickgefaltetes Protein wurde in 1,5 % (w/v) Oktyl-
B-D-Glucopyranosid und 50 mM Tris/HCI pH 8,0 eluiert. Die Proben wurden tiber Nacht im

Kihlraum inkubiert.

2.2.3.5.3. Denaturierende Proteinfallung

Nach der passiven Elution von ungefaltetem Protein aus Polyacrylamid-Gelen wurden die
Proteine mittels einer Aceton-Fallung gefallt. Hierfir wurde 1 Volumen Probe mit 4 Volumen
kaltem 100% Aceton versetzt. Nach dem Mischen wurden die Proben zuerst fur 10 min
bei -70 °C und anschliel3end fir mindestens 90 min bei -20 °C inkubiert, wobei das Protein
ausfallt. Zum Sedimentieren der Proteine wurden die Proben 15 min bei 4 °C und 17.000 g
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Proben in der Speed-Vac oder
unter der Sterilbank getrocknet. Anschliel3end wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

2.2.3.5.4. Aufreinigung durch Affinitdtschromatographie

Zur Generierung von Probenmaterial fur planare Lipid Bilayer Experimente wurden die
OmpG-Varianten unter denaturierenden Bedingungen aus E. coli Einschlusskorper
aufgereinigt. Hierfir wurden gereinigte Einschlusskorper (siehe 2.2.3.5.1) einer
Proteinkonzentration von 2 - 4 mg/ml in 6 M Harnstoff, 10 mM Tris/HCI pH 8,0 bei 50 °C fir
30 min denaturiert. Die denaturierten Einschlusskorper wurden dann mit 0,6 - 1 ml

aquilibrierter Ni-NTA Agarose (Qiagen) versetzt und fir 3-6 Stunden bei 8 °C inkubiert. Die
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Suspension wurde in einen Saulenrohling (PD10-Saulen von Sigma-Aldrich bzw. Poly-
Prep®-Saulen von Bio-Rad) gefillt und der Durchfluss verworfen. Die Ni-NTA Agarose
wurde mit mindestens 3 Volumen Waschpuffer 1 und anschlieRen mit mindestens 3
Volumen Waschpuffer 2 gewaschen. Die OmpG-Mutanten wurden mit 1 Volumen
Elutionspuffer vom Saulenmaterial eluiert. Die Elutionsfraktionen wurde mithilfe von Amicon
Ultra-4 Zentrifugationseinheiten von Merck Millipore (Darmstadt) mit einer Ausschlussgrofde
von 10 kDa oder 30 kDa aufkonzentriert und der Puffer dabei gegen 8 M Harnstoff, 10 mM
Tris/HCI pH 8,0 ausgetauscht.

Denaturierte Proteinfraktionen einer Konzentration von 1 — 2 mg/ml Protein wurden durch
schnelles Verdinnen in 2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid mit 2,5 M Harnstoff und
100 mM Tris/HCI pH 8,0 riickgefaltet. Nach 24 - 48 h Inkubation bei 30 °C unter leichtem
Schitteln (300 rpm), wurden die riickgefalteten OmpG-Varianten weiter durch
lonenaustauschchromatographie aufgereinigt. Hierfir wurden die Rickfaltungsansatze
verdinnt und mit aquilibrierter HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Life
Science) versetzt und fir 3 - 6 h bei 8 °C inkubiert. Das Saulenmaterial wurde mit
mindestens 2 Volumen Waschpuffer gewaschen und das riickgefaltete Protein wurde mit
einem Volumen Elutionspuffer eluiert. AnschlieBend wurden die Elutionsfraktionen mithilfe
von Amicon Ultra-4 Zentrifugationseinheiten von Merck Millipore (Darmstadt) mit einer
Ausschlussgréfze von 10 kDa oder 30 kDa zu ca. 1 mg/ml Protein aufkonzentriert. Die
Proben wurden entweder bei 4 °C gelagert und umgehend weiterverwendet oder zur
Aufbewahrung mit 10% (v/v) Glycerin versetzt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Ni-NTA Agarose Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 Elutionspuffer
Tris 10 mM 10 mM 10 mM
Harnstoff 6 M 6 M 6 M
pH (HCI) 6,9 5,9 4,5
HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow Waschpuffer Elutionspuffer
Tris/HCI pH 8,0 50 mM 50 mM
NacCl 250 mM 500 mM
Oktyl-B-D-Glucopyranosid 1% (wiv) 1% (wiv)
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2.2.3.6. Ruckfaltung von denaturiertem Protein in Detergenzmizellen

Die praparierten Einschlusskérper wurden in 8 M Harnstoff und 200 mM Tris/HCI pH 8,0 fir
30 min bei 50 °C denaturiert und kurz zentrifugiert (13.000 g, 1 min, RT) um unlésliche
Aggregate abzutrennen. Die OmpG- Mutanten wurden durch schnelle Verdinnung in
2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid und 100 mM Tris/HCI pH 8,0 zu einer Konzentration
von 1 - 2 mg/ml Protein rickgefaltet. Die Ansatze wurden danach Gber Nacht bei 30 °C und
300 rpm inkubiert.

2.2.3.7. Proteinase K-Verdau der Rickfaltungs-Anséatze

Zur Entfernung von ungefaltetem OmpG-Protein und Kontaminationen wurden die
Ruckfaltungs-Ansétze mit Proteinase K verdaut (Grosse et al. 2014). Hierfir wurden 10
pg/ml Proteinase K zugegeben und fur 1 - 5 min bei 30 °C inkubiert. Proteinase K wurde
durch die Zugabe von 13 mM PMSF inaktiviert. Um die verdauten Proteinfragmente zu
entfernen und das rlickgefaltete Protein aufzukonzentrieren, wurden Amicon Ultra-2 oder

Ultra-4 Zentrifugationseinheiten (Merck Millipore, 30 kDa Ausschlussgrofie) verwendet.

2.2.3.8. CD-Spektroskopie

Die Faltung der OmpG-Mutanten wurde mittels Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie
Uberprift. Hierfir wurde rickgefaltetes OmpG Protein durch passive Elution aus einem
Proteingel eluiert (siehe 2.2.3.5.2), aufkonzentriert und Uber Nacht gegen 1,46% (w/v)
Oktyl-B-D-Glucopyranosid und 10 mM Tris/HCI pH 8,0 dialysiert. Nach dem Dialysieren
wurde die Proteinkonzentration mittels Konzentrationsbestimmung am NanoDrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific) auf 0,1 mg/ml Protein eingestellt.

Die Messung der CD- Spektren wurden an einem Jasco J-815 Spektropolarimeter (Jasco,
Tokyo, Japan) durchgefiihrt. Es wurde eine Kivette mit 0,05 cm Pfadlange verwendet und
die UV-C Spektren wurden bei 20 °C im Bereich zwischen 200 nm und 240 nm
aufgenommen. Die Einstellungen bei der Aufnahme der Spektren waren eine Bandbreite
von 1 mm, 20 mm pro Sekunde Scangeschwindigkeit, 0,1 nm Data Pitch und die Sensitivitat
wurde auf Standard gesetzt. Jedes Spektrum zeigt den Durchschnitt aus 10 akkumulierten

Spektren und ist korrigiert um den Probenpuffer.
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Die thermische Stabilitat der OmpG-Mutanten wurde durch eine Analyse des thermalen
Scans ermittelt. Die Veranderungen der Sekundarstruktur wurden anhand der Messung des
Spektrums bei 214 nm verfolgt, wahrend die Probe von 20 °C auf 95 °C aufgeheizt wurde.
Die Einstellungen betrugen 1,0 mm Bandbreite, 8 s Daten-Integrationszeit und die
Sensitivitdt wurde auf Standard gesetzt. Die Probe wurde um 1 °C pro Minute erhitzt und
ein Datenpunkt pro 0,2 °C aufgenommen.

Die Daten wurden in die mean residue weight (MRW) ellipticity ([6]wrw) umgerechnet, wie
in der Literatur beschrieben (Kelly et al. 2005):

0 ]_CDxMRW
MRWI™ "t x d x 10

CD: Messwert
MRW: mean residue weight = Molekulargewicht / (Anzahl Aminosauren -1)
C: Konzentration in g/l

d: Pfadlange der Klvette

2.2.4. Messungen zum osmotischen Schwellen von Liposomen

2.2.4.1. Rekonstitution von gefaltetem Protein in Liposomen durch

Trocknen und Rehydrieren

Zum Rekonstituieren von gefaltetem Protein in Liposome flir Messungen zum osmotischen
Schwellen von Liposomen (Liposome swelling assays; Luckey und Nikaido 1980; Nikaido
und Rosenberg 1982; Nikaido und Rosenberg 1983) wurden 6,2 pmol L-a-
Phosphatidylcholine (Sigma 61755) und 0,2 pumol Dicetylphosphat in 200 pl Chloroform
gel6st und unter Vakuum in einem Glasgefal getrocknet, sodass ein dinner Lipid-Film
entstand. Zu dem Lipid-Film wurden 400 pl H>Og4¢ und 20 pg ScrY-Protein bzw. 10 g
rickgefaltetes OmpG-Protein in das Glasgefal3 gegeben und Uber Nacht bei leichtem
Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze kurz gevortext um den Lipid-Film
vollstandig zu resuspendieren und die Lipid-Protein Mischung wieder getrocknet. Bei der
Rekonstitution von ScrY-Wildtyp wurden zum Rehydrieren 400 pl zweier verschiedener
Puffer zur Methodenetablierung getestet. Einerseits wurden ein Puffer angelehnt an
Hardesty et al. (1991) verwendet (2 mM Tris/HCI pH 7,5, 12 mM Stachyose) und
andererseits ein Puffer nach Nikaido et al., (1983) (4 mM Na-NAD, 1 mM Imidazol-NAD,
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12 mM Stachyose). Bei der Rekonstitution von OmpG wurden 400 pl 17 % (w/v)
Dextran T40 (Carl Roth), 5 mM Tris/HCI verwendet (Hardesty et al. 1991). Der pH-Wert des
Puffers in den Messungen mit OmpG wurde eingestellt, wie jeweils angegeben. Die Proben
wurden fir mehrere Stunden bzw. Uber Nacht bei Raumtemperatur rehydriert und
anschlieRend kurz gevortext. Direkt vor der Messung (siehe 2.2.4.2) wurden die Liposome
durch eine 0,3 mm Kanule und 0,45 pm Filter gedriickt, um Aggregate zu vermeiden.

2.2.4.2. Liposome swelling assay

Der Fluss von Substraten durch Porine kann mithilfe von Liposome Swelling Assays
gemessen werden (Luckey und Nikaido 1980; Nikaido und Rosenberg 1982; Nikaido und
Rosenberg 1983). Hierfir muss das Protein in Liposomen rekonstituiert werden
(siehe2.2.4.1), in die ein nicht transportierbarer Zucker eingeschlossen ist. Fir die
Messungen der OmpG-Mutanten wurde Dextran T40 und fur die Messungen von ScrY
wurde Stachyose verwendet. Die Liposomen werden dann in isoosmotischen
Zuckerlésungen verdinnt; kann der Zucker durch die eingebauten Porine in die Liposomen
gelangen, so flieBt Wasser nach, was zu einem Schwellen der Liposome fuhrt. Dieses
Anschwellen kann durch die Messung der oD43o aufgenommen werden und relativ zu einem

Referenzzucker (Arabinose) angegeben werden.

Fur die Messungen wurden zuerst die isoosmotischen Zuckerkonzentrationen bestimmt,
die fir OmpG zwischen 30 und 40 mM Zucker lagen. In eine Kivette wurden 800 pl
isoosmotische Zuckerlésung vorgelegt. Nach der Zugabe von 10 pl Liposomensuspension
(siehe 2.2.4.1) wurde die Kuvette kurz gevortext und anschlieend sofort die Aufzeichnung
bei oDaszonm gestartet. Fir die Messung von ScrYwt wurde entsprechend der beiden
getesteten Protokolle entweder 2 mM Tris/HCI pH 7,5 und 18 mM Zucker bzw. 1 mM
Imidazol-NAD pH6,0, 1 mM Na-NAD pH 6,0 und 18 mM Zucker verwendet. Zu 800 pl der
Zuckerlosungen wurden 10 - 20 pl Liposome (siehe 2.2.4.1) zugegeben. Die Veranderung
der oDasonm innerhalb der initialen 15 s wurde zur Ermittlung der Transportraten verwendet

und mithilfe folgender Formel umgerechnet:
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1

0D430nm

dt

d(
Transportrate =

0D430nm: Messwerte bei 430nm

dt: Messzeit

Die Daten wurden entweder intern auf Arabinose (100%) oder auf die Arabinoserate von
OmpGwt (100%) normiert.

2.2.5. Planare Lipid Bilayer Experimente

Um die Selektivitat fur Anionen und Kationen zu bestimmen, wurde das Umkehrpotential
der OmpG-Mutanten fur Natriumchlorid, Natrium-Glutamat und Arginin-Chlorid gemessen.
Diese Messungen wurden an der Jacobs-Universitat in Bremen (AG Professor Winterhalter)
durchgefihrt.

Hierflr wurde eine Kuvette verwendet, deren Kammern durch einen Teflonfilm mit einem
100 - 120 um Loch getrennt waren. Damit sich eine Lipid-Doppelschicht an der Offnung im
Teflonfilm bilden konnte, wurde 1 - 5% (v/v) Hexadecan gelost in n-Hexan an der Offnung
aufgetragen. Die Kuvetten trockneten 10 - 15 min zur Entfernung des Ldsungsmittels.
Anschlieend wurden 2,5 ml Puffer in die Kammern gefullt, hierfir wurden 100 mM KCl,
Na-Glu oder Arg-Cl, jeweils pH 8,0, verwendet. Zur Bildung der Lipid-Doppelschicht wurden
7 pl 1,2-diphytanoyl-sn-glycerophosphocholin (4 - 5 mg/ml in n-Pentan) in jede Kammer
zugegeben. Verdiinnungen der aufgereinigten OmpG Praparationen (Konzentration der
Stamm-Ldsungen: ca. 1 mg/ml) wurden zur cis-Seite hinzugegeben. Durch Auf- und Ab-
pipettieren bildete sich eine Lipid-Doppelschicht und durch das Anlegen von 50 - 100 mV
Spannung wurde der Einbau von Proteinen in die Lipid-Doppelschicht induziert. Nach dem
Einbau der Proteine wurde zuerst eine Blind-Messung durchgefihrt, bei der nacheinander
Spannungen von (-75) / -50 / -25 /0 / 25/ 50 / (75) mV angelegt wurden. Anschlie3end
wurde 1 ml Puffer auf der cis-Seite entnommen und durch 1 ml 1 M Substratldsung
(Endkonzentration: 400 mM) ersetzt und die Messung erneut durchgefihrt. Es wurden
kommerzielle Calomel Elektroden (Metrohm) verwendet, die cis-Seite der Kivette war
geerdet, die Elektrode der trans-Seite war mit dem Axopatch 500B Amplifier verbunden,
der fur die Leitfahigkeitsmessungen im voltage clamp Modus verwendet wurde. Das Signal

wurde durch einen integrierten Bessel-Tiefpass-Filter bei 10 kHz gefiltert und mit einer
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Abtastfrequenz von 50 kHz gespeichert. Die Messungen wurden mit Clampfit (Axon
Instruments, Molecular Devices, Biberach an der Riss) ausgewertet. Fur jedes Experiment
wurden Strom-Spannungs-Kurven aufgezeichnet (Abbildung 6) und anhand derer die
Umkehrpotentiale ermittelt. Zur Ermittlung der relativen Permeabilitat fir Anionen und
Kationen in einer bi-ionischen Messung wurden die experimentellen Ergebnisse aus den
Strom-Spannungs-Kurven abgelesen und anhand der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung
berechnet (Ghai, Pira, et al. 2017; Ghai, Winterhalter, et al. 2017):

2 (—ZFV)
VF? (Ccis — Cerans)e” RT
I(V, Py, Ccis) Cerans) = Pxz* RT = rar_tsZFV
1—eCrr)

Py: relative Membranpermeabilitat

F: Faraday-Konstante 94,485 sA/mol

T: Temperatur in Kelvin

R: thermodynamische Gaskonstante (8,314 J/mol/K)

z: Ladung der lonenspezies

Ccis: Konzentrationen der lonen auf der cis-Seite der Klvette

Cuans: KONnzentrationen der lonen auf der trans-Seite der Kivette (mit Amplifier verbunden)
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Abbildung 6: Exemplarische IV-Kurve zur Verwendung fiir die Berechnung der Umkehrpotentiale. Die
bi-ionischen Strom-Spannungs-Messung zeigt OmpGwt mit symmetrischer Verteilung von 0,1M
Natriumglutamat (Na-Glu) auf der cis- und trans-Seite (schwarz); die bi-ionische Strom-Spannungs-Messung
mit asymmetrischer Verteilung von 0,4 M Natriumglutamat auf der cis-Seite und 0,1 M Natriumglutamat auf der
trans-Seite (rot).
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2.2.6. Physiologische Methode zur in vivo Aufnahmemessungen radioaktiv

markierter Saccharose in E. coli

Zur Messung der in vivo-Aufnahmeaktivitdt von Zuckern in E. coli wurde die oDeggo der nicht
induzierten bzw. induzierten Kulturen (siehe 2.1.7.2 und 2.2.2.2.3) gemessen. Pro Replikat
wurden Zellen &quivalent zu 0,25 o0Dego-Einheiten bendtigt, das entsprechende
Kulturvolumen wurde geerntet (20 min, 6.000 g, 18°C), mit H.O4s gewaschen, erneut
abzentrifugiert und in 200 pl 200 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 6,6 resuspendiert.

Die Aufnahme wurde bei 5 verschiedenen Saccharose-Konzentrationen mit einer
spezifischen Aktivitat von 0,1 uCi pro Probe bestimmt, sodass Endkonzentrationen von 0,5
UM, 1 pM, 5 pM, 10 uM, 20 pM Zucker vorlagen. Hierfiir wurden zum Messstart 50 pl der
5x Zucker-Stammldsungen mit 0,1 uCi [**C]-Saccharose versetzt und zu der Zellsuspension
gegeben. Die Probe wurde bei 28 °C inkubiert und bei der Probennahme zu den
Zeitpunkten 20 s und 40 s nach Messstart wurde 100 pl Probe entnommen, lber ein
Mehrfach-Filtergerat der Firma GEWO Feinmechanik GmbH (W&rth/Hoérlkofen) auf einen
0,45 ym Whatman-Filter abfiltriert und mit ca. 4 ml Natrium-Phosphat-Puffer gewaschen.
Der Filter wurde in ein Szintillationsgefaf’ Uberfiihrt und mit 3 ml Rotiszint® Eco Plus (Roth)

versetzt, sodass die Vermessung im Szintillationszahler mdglich war.

2.2.7. Bioinformatische Methoden zur in silico Analyse der Stabilitat von

Mutationen in OmpG

Die Vorhersagen zur Proteinstabilitdt der OmpG-Mutanten wurden mit Hilfe der Online-
Anwendungen MAESTROweb durchgefihrt (Universitat Salzburg;
https://biwww.che.sbg.ac.at/maestro/web).
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3. ERGEBNISSE

3.1. VERANDERUNG DER ASPARAGINSAURE-RESTE AsP194 UND AsP201 M

SACCHAROSE-SPEZIFISCHEN PORIN SCRY

Im Rahmen dieser Dissertation sollten auf Grundlage der Molekulardynamik-Simulationen,
die in der Arbeitsgruppe von Prof. Rainer Bockmann von Dr. Liping Sun (Lehrstuhl fur
Biotechnik, FAU Erlangen-Nirnberg, siehe 1.3.4) angefertigt wurden (Sun et al. 2016), die
beiden ScrY Einzelmutanten D194A und D201A, sowie die Doppelmutante D194A-D201A
auf mogliche Veranderungen der Transporteigenschaften fir Saccharose hin untersucht

werden.

Zu diesem Zweck besteht die Moglichkeit, die mutierten Porine sowohl in vitro als auch in
vivo zu charakterisieren. Die Messung der Porin-Spezifitdt sollte zum einen in vitro mittels
Liposome swelling assays mit aufgereinigtem, in Liposomen rekonstituiertem Protein
etabliert werden (siehe 3.1.1). Diese Technik basiert auf dem Prinzip, dass Porine in
Liposomen rekonstituiert werden, in deren Innenlésung ein nicht durchgangiger Zucker
geldst ist. Verdinnt man diese Liposomen in einer isoosmotischen Lésung eines Zuckers,
der durch das Porin transportiert werden kann, so stromt Wasser ber Osmose den in die
Liposomen aufgenommenen Zuckermolekilen hinterher, was zum Schwellen der Liposome
fuhrt. Dieses Schwellen fuhrt zu einer Verringerung der Lichtstreuung an der
Liposomenoberflache, die durch Messung der oDasonm Verfolgt werden kann. Verwendet
man eine isoosmotische Losung eines Zuckers, der nicht durch das Porin transportiert
werden kann, so sollte sich die LiposomengroBe nicht verandern und die 0Dasonm

weitestgehend stabil bleiben.

Andererseits wurden die in vivo Transporteigenschaften der ScrY-Mutanten an transgenen
E. coli-Bakterien durch Aufnahmemessungen mit radioaktiv markierter Saccharose
gemessen (siehe 3.1.2). Hierfir wurde das gesamte scr-Regulon, inkl. der entsprechenden
Mutationen im scrY-Gen, in E. coli Zellen transformiert und die Aufnahmerate von
Saccharose in Zellen mit und ohne Induktion des scr-Regulons gemessen. Durch Zugabe
von radioaktiv markiertem Zucker in das AufRenmedium kann hierbei bestimmt werden, wie
viel Zucker die Zellen zeitabhangig aufnehmen. Aus diesen Daten konnten mittels
Lineweaver-Burk-Plot die Michaelis-Konstante Ky, die unabhéngig von der Proteinmenge

ist und Auskunft Gber die Substrataffinitdt der ScrY-Mutanten gibt, und die maximale
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Umsatzgeschwindigkeit Vmax, die jedoch abhangig von der Induktionsstarke des scr-

Regulons ist, ermittelt werden.

3.1.1. Messung der Porinaktivitat in vitro

Um mdgliche Veranderungen der Transporteigenschaften von ScrY-Mutanten zu
untersuchen, sollte zuerst eine Methode zur in vitro Aktivitdtsmessung etabliert werden.
Hierflir waren zum einen die Etablierung eines Protokolls zur Expression und Aufreinigung

und zum anderen die Etablierung von Liposome swelling assays notwendig.

Zur heterologen Expression von ScrYwt wurde die codierende Sequenz von scrY unter
Kontrolle eines IPTG induzierbaren T7lac Promoters gestellt und eine C-terminale 6xHis-
Affinitatssignatur angehéngt. Der C-Terminus wurde hierbei gegentber der N-terminalen
coiled-coil Doméane bevorzugt, da diese fir die Saccharosebindung wichtig zu sein scheint
(Michels et al. 2002).

3.1.1.1. Expression und Aufreinigung von ScrYwt durch
Affinitdtschromatographie

Zuerst wurde die heterologe Expression von ScrYwt durch Induktionskinetiken
(siehe 2.2.2.2.2) in verschiedenen E. coli Stdmmen getestet, um die besten
Expressionsbedingungen zu finden. Der E. coli Stamm C41 (DE3) zeigte hierbei bei 28 °C
die beste Expression, was durch einen immunologischen Nachweis der 6xHis-
Affinitatssignatur im Western Blot Uberprift wurde (Abbildung 7A; siehe 2.2.3.3). Die
Proteinexpression des ScrYwt-Monomers, das eine Grol3e von 59 kDa hat, stieg von 0 bis
6 h nach Induktion deutlich an, wohingegen die Intensitat der Proteinbande bei 24 h wieder
abnahm. Die Negativkontrolle, mit dem Leervektor pET21a(+) transformierte E. coli C41
(DE3)-Zellen, zeigte wie erwartet kein Antikorpersignal (Abbildung 7B). Daher wurde dieser
Stamm weiterverwendet, um das Protein ScrYwt zu exprimieren und aufzureinigen (siehe
2.2.3.4). Durch Affinitatschromatographie konnte das in SDS solubilisierte ScrY-Monomer
aufgereinigt werden (Abbildung 7C), wobei bereits wahrend des Aufreinigungsprozesses
viel Protein verloren ging. Im Durchfluss der Ni-NTA Agarosesaule und ebenso in den
Waschschritten waren bereits deutliche ScrY Banden zu erkennen, was durch eine nur

mafige Bindung des Proteins an die Saulenmatrix bedingt sein kénnte.
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Abbildung 7: Immunologischer Nachweis des heterolog exprimierten ScrYwt-Proteins in
Induktionskinetiken in E. coli C41 (DE3), sowie Coomassie-gefarbtes Proteingel der Aufreinigung durch
Affinitdtschromatographie. A: Induktionskinetik der pET21/ScrYwt transformierten E. coli C41 (DE3). Die
Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4, 6 und 24 h nach Induktion durch Zugabe von 1 mM IPTG.
Das ScrYwt-Monomer hat eine GréBe von 59 kDa (roter Pfeil). B: Induktionskinetik der pET2la(+)
transformierten E. coli C41 (DE3) als Negativkontrolle. Die Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3,
4, 6 und 24 h nach Induktion durch Zugabe von 1 mM IPTG. C: Aufreinigung des monomeren ScrY mittels Ni-
NTA Agarose. Als Ausgangsmaterial dienten Triton X-100 vorbehandelte Membranen (Spur 1), es wurden
sowohl Proben des Saulendurchflusses (Spur 2), und der Waschschritte 1-3 (Spur 4-6), wie auch der
Elutionsfraktionen (Spur 7-8) aufgetragen.

3.1.1.2. Messung der Aktivitdt rekonstituierter Porine mittels

Liposome swelling assays

Um Liposome swelling assays als Methode zur in vitro Aktivitatsmessung zu etablieren
(siehe 2.2.4), wurden zwei verschiedene Praparationsmethoden getestet, die auf den
Publikationen von Hardesty et al. (1991) und Nikaido & Rosenberg (1983) basieren. Fir
beide Methoden wurden jeweils Laktose und Saccharose als Substrate eingesetzt. Da ScrY
ein saccharose-spezifisches Porin ist, sollte die Schwellrate in Laktoseldsung deutlich
geringer als in Saccharoselésung ausfallen. Beide Praparationsmethoden wurden in drei
unabhangig durchgefuhrten Versuchsansétzen getestet, um die Konsistenz der Ergebnisse

zu Uberprifen, wobei die Schwellraten immer auf Laktose normiert wurden (Abbildung 8).
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Die Liposome ohne Protein, die als Kontrolle vermessen wurden, verhielten sich in allen
drei Messungen nach Hardesty in Laktose und Saccharose vergleichbar (Abbildung 8A). In
den Versuchsansatzen nach Nikaido & Rosenberg hingegen waren die Schwankungen
zwischen Laktose und Saccharose etwas grof3er, in der 2. Messung lag die Schwellrate in
Saccharose bei ca. 160% relativ zu Laktose. Diese Ergebnisse legten nahe, dass mit der
Préaparationsmethode nach Hardesty stabilere Liposome erzeugt werden konnten.
Betrachtet man die Liposomen mit ScrYwt, so waren die Schwellraten in Messung 1 und 2
nach Hardesty zwar in Saccharose deutlich hoher als in Laktose (Abbildung 8A), jedoch
schwankten die Werte stark. Im 1. Versuch lag die Rate bei ca. 400% und im 2. Assay bei
ca. 700% relativ zu Laktose. Im 3. Versuch hingegen waren die Raten in Saccharose und
Laktose vergleichbar, dies deutete auf eine nicht funktionale Rekonstitution von ScrYwt in
die Liposomen hin. Im 1. und 3. Versuchsansatz nach Nikaido & Rosenberg waren die
Schwellraten in Laktose und Saccharose gleich hoch (Abbildung 8B), was auf eine nicht
funktionale Rekonstitution von ScrYwt hindeutet. Ausschlie3lich in der 2. Messung war die

Rate in Saccharose hoher als in Laktose (ca. 210%).

Folglich konnten mit keiner der beiden Praparationsmethoden in allen drei Experimenten
konsistente Ergebnisse erzielt werden. Eine mdgliche Begrindung fur die mangelnde
Reproduzierbarkeit der funktionalen Rekonstitution von ScrY kdnnte Unterschiede in der

Quartarstruktur der rekonstituierten Porine sein, da ScrY nur als Trimer funktional ist.

Um weiteren Aufschluss hiertiber zu erhalten, wurden Liposome ohne Protein und mit
ScrYwt aus dem 2. und 3. Ansatz beider Praparationsmethoden durch Gelelektrophorese
aufgetrennt (Abbildung 9). Die Kontroll-Liposome zeigten den Erwartungen nach keine
Proteinbanden, da in diesen Liposomen kein Protein rekonstituiert wurde. In allen Proben
der Liposome mit ScrY war eine deutliche Monomer-Bande mit einem apparenten
Molekulargewicht von 59 kDa sichtbar. Eine potenzielle Trimer-Bande war jedoch
ausschlielich im 2. Ansatz nach Hardesty erkennbar (Abbildung 9, rote Markierung).
Dieses Ergebnis korrespondiert mit den gemessenen Schwellraten, da nur im 2. Assay
nach Hardesty eine deutliche ScrYwt-Aktivitat mit Saccharose im Vergleich zu den
Kontrollen mit Laktose gemessen werden konnte (Abbildung 8). Die Trimerbildung der
aufgereinigten ScrYwt-Monomere verlief nicht ausreichend kontrolliert, sodass der Anteil
an monomerem und trimerem ScrYwt in den Liposomenpraparationen nicht reproduzierbar
war. Madaglicherweise interferierte die 6xHis-Affinitatssignatur mit der Ausbildung der

Trimere.
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Abbildung 8: Liposome swelling assays fur ScrYwt nach Hardesty et al., 1991 (A) bzw. Nikaido und
Rosenberg, 1983 (B). Dargestellt sind die Ergebnisse von 3 unabhangig durchgefiihrten Versuchsansatzen,
wobei jeweils Liposome mit ScrY und Liposome ohne Protein als Kontrolle vermessen wurden. Die Daten
wurden jeweils auf Laktose normiert (100% Schwellrate) und zeigen die Mittelwerte und den Standardfehler von
n =5 - 6 Replikaten.
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Abbildung 9: Auftrennung der rekonstituierten Proteine in Kontroll- und ScrYwt-Liposomen. Aufgetragen
wurden Liposome aus dem zweiten (oben) und dritten (unten) Versuchsansatz nach Hardesty et al. (1991, links)
bzw. Nikaido & Rosenberg (1983, rechts). Zum Vergleich der Préparationsmethoden wurden jeweils Liposome,
die nach Hardesty et al., 1991 (links) und nach Nikaido & Rosenberg, 1983 (rechts) hergestellt wurden,
verwendet. Aufgetragen wurden jeweils 20 pl der Liposomen-Préparationen. Mit einem roten Kasten markiert
ist die Bande aus potenziell trimerem ScrY.
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3.1.2. Messung der Porinaktivitat in vivo durch Aufnahmemessungen mit

radioaktiv markierter Saccharose

Nachdem sich die Transportmessungen mit den ScrY-Mutanten in vitro als nicht
ausreichend reproduzierbar herausgestellt hatten (siehe 3.1.1), wurde versucht, die ScrY-
Mutanten in vivo zu charakterisieren. Um Erkenntnisse dber die in vivo
Transporteigenschaften der ScrY-Mutanten zu erhalten, wurden die Mutationen ScrY
D194A, D201A und D194A-D201A in das Plasmid pJOE637 (Schmid et al. 1988)
eingebracht, welches das vollstéandige, induzierbare scr-Regulon enthalt (siehe 2.1.6).
Durch Induktion mit Fruktose und Saccharose konnte die Expression des gesamten
Saccharose-Aufnahmesystems, bestehend aus dem Repressor ScrR, dem Enzym EIIS
(ScrA), der Saccharose-6-phosphat Hydrolase ScrB, der Fruktokinase ScrK und der
jeweiligen Variante des Porins ScrY, gesteuert werden (siehe 2.2.2.2.3). Alle Proteine
wurden ohne Affinitatssignatur exprimiert, insbesondere um eine Interferenz mit der
Trimerbildung von ScrY zu verhindern. Eine Abschatzung der Expressionshdhe der

einzelnen Proteine war somit jedoch nicht méglich.

Uber in vivo Aufnahmemessungen mit radioaktiv markierter [**C]-Saccharose wurde die
Aufnahme des Substrates bei verschiedenen Saccharosekonzentrationen gemessen,
sodass die Berechnung der kinetischen Konstanten Ky und Vmax mithilfe von Lineweaver-

Burk-Plots moglich war (siehe 2.2.6).

Die proteinmengen-unabhangige Michaelis-Konstante Ky, die die Substrataffinitat
beschreibt, lag in ScrYwt exprimierenden Zellen bei 9,15 uM (Abbildung 10A). Die Mutante
ScrY D201A war mit einem Ky-Wert von 11,3 uM vergleichbar zum Wildtyp. Die Mutante
ScrY D194A zeigte jedoch einen signifikant erhéhten Ky-Wert von 15,6 uM, wéahrend es in
der Doppelmutante ScrY D194A-D201A sogar zu einer Verdopplung des Ku-Werts auf 22,4
UM kam. Die Einzelmutation ScrY D201A schien den geringsten Effekt auf den Ky-Wert zu

haben.

Aullerdem wurde die maximale Transportgeschwindigkeit Vmax errechnet, wobei
angenommen wurde, dass alle ScrY-Mutanten gleich stark exprimiert wurden. Hierbei
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den ScrY-Mutanten gemessen werden
(Abbildung 10B). Dieses Ergebnis konnte dadurch begrindet sein, dass die
vorgenommenen Mutationen die maximale Transportgeschwindigkeit nicht beeinflussen.
Andererseits kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine unterschiedliche

Expressionshohe der Porine bzw. des gesamten Operons die gemessenen Vmax-Werte
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beeinflusst. Da die Proteinmenge in diesem Experiment nicht festgestellt werden konnte,
war eine Normierung auf die Proteinmenge nicht moglich, was die Berechnung der

maximalen Transportgeschwindigkeit verfalscht haben kdnnte.
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Abbildung 10: Bestimmung von Kwu (A) und Vmax (B) der ScrY-Mutanten durch in vivo [**C]-Saccharose-
Aufnahmemessungen mit E. coli M15 Zellen, die mit pJOE637 bzw. den in ScrY mutierten pJOE637-
Plasmiden transformiert waren. Die zeitabh&ngige Aufnahme von Saccharose wurde mit Konzentrationen
von 0,5, 1, 5, 10 und 20 uM Saccharose und einer spezifischen Aktivitat von 0,1 uCi [**C]-Saccharose
gemessen. Es wurden jeweils induzierte Zellen und nicht induzierte Zellen vermessen, wobei die
Aufnahmeraten der nicht induzierten Zellen als Hintergrundwert von den Aufnahmeraten der induzierten Zellen
abgezogen wurden. Mittels eines Lineweaver-Burk-Plots wurden aus den Aufnahmeraten die Michaelis-
Konstante Ku und die maximale Umsatzgeschwindigkeit Vmax bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte und
Standardfehler aus 4 unabhéngigen Messungen mit jeweils 3 - 4 Replikaten. Signifikante Unterschiede zu
pJOEG637 sind mit einem Stern gekennzeichnet (Student’s t-test, p<0,05).

3.1.3. Fazit zur Arbeit mit dem saccharose-spezifischen Porin ScrY

Eine weitere Charakterisierung der ScrY-Mutanten Uber die Bestimmung des Ky-Wertes
hinaus gestaltete sich schwierig, da das Uberexprimierte Protein nicht als Trimer
aufgereinigt werden konnte (siehe 3.1.1.1) und sich die Monomere auch bei der
Rekonstitution in Liposome nicht reproduzierbar zu Trimere anlagerten (siehe 3.1.1.2). Die
Monomere schienen nicht aktiv zu sein und ein mdgliches Interferieren der verwendeten
6xHis-Affinitatssignatur mit der Trimerisierung des Proteins erschwerte die Verwendung
einer Affinitatssignatur zur Aufreinigung des Proteins. Des Weiteren wurde eine zu hohe
Expression des Proteins als toxisch fur die Zellen beschrieben (Hardesty et al. 1991;
Fajardo et al. 1998), was die Uberexpression von ScrY ebenfalls erschwert. Auch die

Abschéatzung der Proteinexpressionshohe in den pJOE637-Transformanten war ohne
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Affinitatssignatur nicht moéglich, weshalb der proteinmengen-unabhangige Ku-Wert der

verlasslichste gemessene Parameter ist (siehe 3.1.2).

Um das Problem der mangelnden Trimerisierung zu vermeiden, kdnnte ein monomeres
Porin ein besseres Ziel fir die Untersuchung der Abhangigkeit der Substratspezifitat von
der Architektur des Porenlumens darstellen. Unter den monomeren Porinen ist OmpG ein
guter Kandidat, da die Expression in Einschlusskérpern und die relativ einfach Rickfaltung
in Detergenzmizellen (Yildiz et al. 2006; Grosse et al. 2014) die Herstellung groRRer
Proteinmengen erlaubt. Des Weiteren besitzt das Porin eine recht grof3e Pore mit einer
besonderen Porenarchitektur (siehe 1.4.1), deren Einfluss auf die Substratspezifitat bisher
nicht untersucht war. Aus diesen Griinden wurde sich im Rahmen dieser Arbeit fir eine

Weiterarbeit an dem monomere Porin OmpG entschieden.
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3.2. MODIFIKATION DES GELADENEN RINGES DES SUBSTRAT-UNSPEZIFISCHEN,

MONOMEREN PORINS OMPG

OmpG ist ein monomeres Protein, das in ausreichenden Mengen in aggregierter Form in
Einschlusskorpern  (IBs)  produziert und durch  schnelles Verdinnen in
Oktyl-B-D-Glucopyranosid riickgefaltet werden kann (Yildiz et al., 2006; Grosse et al., 2010,
2014; Kdster et al., 2015). Ein weiterer Vorteil ist, dass dieses Porin als Monomer funktional
ist, eine Multimerisierung in vivo oder in vitro ist somit nicht notwendig. Diese Eigenschaften
machen OmpG zu einem guten Kandidaten fir Mutationsanalysen zur Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen der Ladungsverteilung im Poreninneren und der
Substratspezifitat der Pore. Eine charakteristische Eigenschaft von OmpG ist die
quadrupol-ahnliche Anordnung der geladenen Arginin- und Glutaminsaure-Reste in einer
Ebene im Porenlumen (Abbildung 3), die in jeweils zwei gegenlberliegenden Bereichen
angeordnet sind. Durch die abwechselnd positiv und negativ geladenen Bereiche entsteht
in der Pore ein geladener Ring, dessen Bedeutung fiir die Substratspezifitat von OmpG,
das im Gegensatz zu den meisten anderen Porinen keine durch die riickgefaltete Schleife
L3 entstehende Engstelle als Selektivitatsfilter besitzt, unklar ist.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Bedeutung des geladenen Rings in OmpG fir die
Selektivitdt ungeladener und geladener Substrate , indem verschiedene Mutanten mit
veranderter Ladungsverteilung erstellt und auf inre Spezifitat hin durch die Messungen des
osmotischen Schwellens von Liposomen in Zuckerlosungen (siehe 3.2.4.1) und der
Umkehrpotentiale fir verschiedene Anionen-Kationen-Kombinationen (siehe 3.2.4.2)
untersucht wurden. Des Weiteren ergab sich aus den Messungen zum osmotischen
Schwellen von Liposomen ein Einfluss des geladenen Ringes auf das pH-abhangige

Schaltverhalten, der daraufhin weiter untersucht wurde (3.2.5).

3.2.1. In silico Vorhersagen der Stabilitat von OmpG-Mutanten

Punktmutationen kdnnen einen grof3en Einfluss auf die Stabilitdt von Proteinen haben,
insbesondere aber das Einbringen mehrerer Mutationen kann sich negativ auf die Faltung
und damit auch auf die Funktionalitat von Proteinen auswirken. Computeralgorithmen zur
Vorhersage der Proteinstabilitit konnen das Protein Design deutlich vereinfachen,
beispielsweise durch die ldentifikation von Aminoséureresten, die besonders sensitiv bzw.

insensitiv fir Mutationen sind. Aufgrund der mangelnden Verfiigbarkeit eines Programmes
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zur Simulation von Stabilitatsdnderungen speziell in B-barrel Membranproteinen wurde das
Online-Programm MAESTROweb verwendet (siehe 2.2.7), das Modellierungen auf Basis
der experimentell bestimmten Kristallstruktur vornimmt (Laimer et al. 2015; Laimer et al.
2016). MAESTROweb bietet mehrere Simulationsmdglichkeiten; es kann der Einfluss
spezifischer Mutationen auf die Stabilitdt errechnen, ein Mutations-Sensitivitatsprofil
erstellen; stabilisierende und destabilisierende Mutationen suchen oder mdgliche
(stabilisierende) Disulfidbriicken bestimmen. Das Programm wurde verwendet, obwohl es
nur mit Sets Idslicher Proteine und nicht mit Membranproteinen trainiert wurde, da kein
Programm verfigbar war, welches sich ausschlie3lich fir B-barrell Membranproteine
eignet.

Im ersten Schritt wurde eine Sensitivitdtsanalyse durchgefiihrt, um einen Eindruck tber die
Auswirkungen von Mutationen auf die Stabilitat von OmpG zu erhalten. Interessant fiir diese
Arbeit waren insbesondere die Aminoséaurereste im geladenen Ring des Lumens, weshalb
hier nur die Ergebnisse fir diese Aminosauren gezeigt werden (Abbildung 11). Die
Sensitivitdtsanalyse zeigte, dass die modellierte Sensitivitat der Arginin-Reste gegenuber
einem Austausch gegen die neutrale, kleine Aminosaure Alanin mit einem mittleren

AAGyred. > 0 kcal/mol héher als die Sensitivitat der Glutaminsaure-Reste war.
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Abbildung 11: Sensitivitatsanalyse zur Stabilitdt von Einzelmutationen in OmpG durch MAESTROweb.
Dargestellt ist der Median und die Standardabweichung der AAGpred-Werte. AAGpred beschreibt die
Stabilitatsanderung durch Punktmutationen, Werte < 0,0 kcal/mol beschreiben eine geringe Sensitivitat,
wéahrend Werte > 0,0 kcal/mol eine hohe Sensitivitéat beschreiben (Laimer et al. 2015; Laimer et al. 2016).
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Unter der Mallgabe, dass der Ladungszustand moglichst beider positiv bzw. negativ
geladenen Bereiche gleichzeitig umgekehrt werden sollte, wurden im néchsten Schritt die
Auswirkungen spezifischer Mutationskombinationen auf die Proteinstabilitdt modelliert
(siehe Tabelle 3). Zum einen wurde der Austausch aller Glutaminséure-Reste gegen
basische Aminoséauren getestet, um OmpG-Mutanten mit einem Ring aus ausschlief3lich
basischen Aminoséuren zu erzeugen. Der Austausch gegen Histidin zeigte hierbei den
stabilisierendsten Effekt (AAGpred. = -1,065 kcal/mol), gefolgt von dem Austausch gegen
eine Mischung aus Histidin und Arginin (AAGpred. = -1,000 kcal/mol). Fur einen Austausch
gegen Lysin wurde kein starker Effekt vorhergesagt (AAGpred. = 0,003 kcal/mol). Weiterhin
wurde der Austausch der Arginin-Bereiche oder Glutaminsaure simuliert, um Mutanten mit
einem negativ geladenen Ring zu erzeugen. Der Austausch aller Arginin-Reste gegen
Glutaminsaure-Reste hatte jedoch rechnerisch einen sehr stark destabilisierenden Einfluss;
aulBerdem hatte bereits die eingangs durchgefiihrte Sensitivitatsanalyse ergeben, dass
diese Bereiche eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber Mutationen zeigen (Abbildung 11).
Daher wurden die Simulationen fiir einen partiellen Austausch der Arginin-Reste wiederholt,
das beste Ergebnis hierbei erzielte die kombinierte Mutation der Reste Arg®?, Arg*!t, Arg®®,
Arg?®® gegen Glutaminsaure mit AAGpreq. = 0,378 kcal/mol. Auch der Austausch der negativ
geladenen Bereiche gegen ungeladene Aminosauren war von Interesse, um Mutanten mit
einem teilweise oder komplett ungeladenen Ring zu erzeugen. Die Simulationen ergaben
nur geringe Auswirkungen eines Austausches der Glutaminsaure-Reste gegen Alanin
(AAGpred = -0,0005 kcal/mol). Ein deutlicher Effekt auf die Proteinstabilitat wurde fur den
Austausch aller Glutaminsdure- und Arginin-Reste gegen Alanin  berechnet
(AAGpred. = 1,172 kcal/mol).  Wurde Arg?® ausgespart, verringerte sich AAGpred.
auf 0,843 kcal/mol, dies war die hdchste vorhergesagte Stabilitat fir die Mutation von 12
der 13 Aminosauren im Ring. Um die Bedeutung der quadrupol-artigen Anordnung der
Ladungen im Lumen zu evaluieren waren auch Mutanten von Interesse, bei denen die
rdumlich strukturierte Anordnung der geladenen Aminosaurereste in eine ungeordnete
Verteilung der sauren und basischen Reste verandert wurde. Hierfir wurde die Auswirkung
von multiplen Mutationen in allen Bereichen des Rings simuliert. Die zwei Varianten mit den
besten Stabilitaitswerten ergaben AAGpeq-Werte von 0,179 bzw. 0,250 kcal/mol (siehe
Tabelle 3).
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Tabelle 3: Berechnung des Einflusses ausgewahlter Mutationskombinationen auf die Proteinstabilitat
von OmpG. Die Vorhersagen wurden durch das Online-Programm MAESTROweb durchgefihrt (Laimer et al.
2015; Laimer et al. 2016). AAGpred. beschreibt die Stabilitatsdnderung durch Punktmutationen,
Werte < 0,0 kcal/mol bezeichnen stabilisierende Mutationen (griin gekennzeichnet), Werte = 0,0 kcal/mol
bezeichnen destabilisierende Mutationen (rot gekennzeichnet). Cpred. bezeichnet eine Konfidenzabschatzung
zwischen 0 und 1, wobei 1 fiir eine perfekte Ubereinstimmung aller Simulationen steht.

Auf Basis der Struktur 2IWV simulierte AAGpred. Cored
pred.
Mutationen (kcal/maol)
E15H, E17H, E31H,
E52H, E152H, E174H -1,065 0.810
E15K, E17K, E31K,
E52K, E152K, E174K 0,003 0,909
E15R, E17R, E31H, 1000 0,780
E52R, E152H, E174H ’
R92E, R111E,
R150E, R235E 0.378 0,760
E15A, E17A, E31A,
ES52A, E152A, E174A -0,0005 0,802
E15A, E17A, E31A, ES2A, E152A, E174A,
R68A, R92A, R111A, R150A, R194A, R211A, 1,172 0,712
R235A
E15A, E17A, E31A, ES2A, E152A, E174A, 0.843 0735
R68A, R92A, R111A, R150A, R194A, R211A
E15R, E31R, E174R,
R92E, R111E, R211E 0.179 0.808
E17R, E52R, E152R,
R68E, R111E, R211E 0,250 0,792
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3.2.2. Erstellung von OmpG-Mutanten

Anhand der unter 3.2.1 beschriebenen Vorhersagen wurden verschiedene OmpG-
Mutanten erstellt, in denen die Ladungsverteilung im geladenen Ring verandert war, ohne
dass die Stabilitat des Proteins maf3geblich beeintrachtigt war mit Aufnahme der Mutante
mit einen ungeladenen Ring, die die geringste vorhergesagte Stabilitat besitzt (siehe
Tabelle 3).

Neben Expressionskonstrukten (siehe 2.1.6 und 2.2.1.3) im bakteriellen Expressionsvektor
pET2l1la(+) fur das OmpGwt-Porin wurden drei Konstrukte fir die Expression von
Porinmutanten mit einem aus basischen Aminoséuren bestehenden Ring erstellt. Der Ring
der Mutante OmpG E15-174H wies alternierende Arginin- und Histidin-Bereiche auf,
wahrend der Ring von OmpG E15-174K aus Arginin-Bereichen und Lysin-Bereichen
bestand. OmpG E15,17,52R/E31,152,174H tragt neben den Arginin-Bereichen eine
Mischung aus Arginin und Histidin in den basischen Bereichen (siehe Tabelle 4). Diese
Mutante wurde zwar auf ihre Faltungseigenschaften (siehe 3.2.3) und ihre Zuckerspezifitat
(siehe 3.2.4.1) hin untersucht, wurde jedoch nicht fir die Messungen der Spezifitat fur
geladene Substrate (siehe 3.2.4.2) und zum Gating-Verhalten (siehe 3.2.5) verwendet, da
hierfir nur die beiden Mutanten mit einheitlich veranderten Bereichen verwendet wurden.
Als Mutanten mit partiell oder komplett ungeladenen Bereichen wurden Konstrukte fir
OmpG E15-174A mit jeweils zwei Bereichen aus Arginin- und Alanin-Resten, sowie OmpG
E15-174A/R68-211A, bei dem alle Reste im geladenen Ring auRer Arg®® gegen Alanin
ausgetauscht wurden, erstellt (siehe Tabelle 4). AuRerdem wurden zwei Konstrukte flr
Mutanten mit durchmischter Ladungsverteilung erstellt, OmpG E15,31,174R/R92,111,211E
und OmpG E17,52,152R/R68,111,211E. Die Aminosauresequenzen sind in Tabelle 8

aufgelistet.

Die Proteine wurden jeweils ohne Signalpeptid exprimiert, um eine Uberexpression in
Einschlusskdrpern zu gewahrleisten (siehe 2.1.6). Im Rahmen dieser Maodifikation wurde
ein zusatzlicher N-terminaler Methionin-Rest eingefiigt. Alle OmpG-Mutanten wurden mit
C-terminaler TEV-Proteaseschnittstelle und 6xHis-Affinitatssignatur exprimiert (siehe
2.2.2.2.1).
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Tabelle 4: Uberblick uiber die erstellen OmpG-Mutanten mit veranderter Ladungsverteilung im geladenen

E31,152,174H

E152H, E174H

Basischer und positiv geladener Ring

Einige Arginin-Reste gegen

Ring.
OmpG- Eingebrachte | Ladungs- .
Mutante Mutationen verteilung Beschreibung
Ring mit zwei positiv (R) und zwei
OmpGwt - negativ geladenen Bereichen (E), die
sich jeweils gegenuber liegen
E15H, E17H, Glutaminsaure-Reste gegen Histidin
OompG
E15-174H E31H, E52H, ausgetauscht
E152H, E174H Basischer und positiv geladener Ring
E15K, E17K, ‘ T Glutaminsaure-Reste gegen Lysin
OmpG ‘RY (R
E15-174K E31K, E52K, TR R ausgetauscht
E152K, E174K Positiv geladener Ring
OmpG E15R, E17R, f{r% Glutaminsaure-Reste gegen Arginin
E15,17,52R/ E31H, E52R, ﬁ;f :\'RR%\ und Histidin ausgetauscht
f

OmpG R92E, R111E, L
R92-235E R150E. R235E Glutaminsaure ausgetauscht
’ Uberwiegend negativ geladener Ring
OMDBG E15A, E17A, Glutaminsaure-Reste gegen Alanin
E15. 1p7 AA E31A, E52A, ausgetauscht
E152A, E174A Neutral und positiv geladener Ring
E15A, E17A,
E31A, E52A, — Glutaminsaure- und Arginin-Reste
A A
E 105mlg(j A/ R68A, R92A, ,«AK \A\ (auRer R?®) gegen Alanin
Res.o11a | RILIA RIS0A, (® 5 ausgetauscht
E152A, E174A, w_&“ GroRtenteils ungeladener Ring
R194A, R211A
OmpG E15R, E31R,
E15,31,174R/ E174R, R92E, Durchmischte Ladungsverteilung

R92,111,211E

R111E, R211E

OmpG
E17,52,152R/
R68,111,211E

E17R, E52R,
R68E, R111E,
E152R, R211E

Durchmischte Ladungsverteilung
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3.2.3. Analyse der Ruckfaltungseigenschaften der OmpG-Mutanten

Die Uberexpression der OmpG-Mutanten in Einschlusskorpern von E. coli (siehe 2.2.2.2.1)
erzielte zwar eine hohe Proteinausbeute, die Proteine waren jedoch falsch gefaltet und
aggregiert. Die Einschlusskdrper wurden daher nach der Praparation zuerst mit Harnstoff
denaturiert (siehe 2.2.3.5.1) und die OmpG-Mutanten anschlieRend durch schnelles
Verdinnen in Oktyl-B-D-Glucopyranosid rickgefaltet und mindestens tber Nacht bei 30 °C
inkubiert (siehe 2.2.3.6).

Zur Analyse der Riickfaltungseigenschaften wurden einerseits bekannte Eigenschaften von
OmpG mittels SDS-PAGE Uberprift (siehe 3.2.3.1) und zum anderen Zirkulardichroismus-
Spektren der Proteine aufgenommen (siehe 3.2.3.2).

3.2.3.1. Uberprifung der Proteineigenschaften mittels SDS-PAGE

Conlan und Bayley (2003) beschrieben, dass nach einer gelelektrophoretischen
Auftrennung das denaturierte, ungefaltete OmpG-Protein ein apparentes Molekulargewicht
M; von 34 kDa aufwies, wahrend flr korrekt gefaltetes OmpG Protein ein M, von 29 kDa zu
erkennen war, sodass beide Faltungszustdnde mittels SDS-PAGE voneinander
unterschieden werden konnten. In gefaltetem Zustand war OmpG stabil gegenlber einer
Behandlung mit Proteinase K, jedoch nicht im ungefalteten Zustand. Auf3erdem ist OmpG
ein hitzemodifizierbares Protein, d.h. der gefaltete Zustand kann durch Kochen in den

ungefalteten Zustand Uberfuhrt werden (Conlan und Bayley 2003).

Zur Einschatzung der Ruckfaltungseigenschaften der erstellten OmpG-Mutanten wurden
die beschriebenen Charakteristika Uberprift (Abbildung 12; siehe 2.2.3.6 und 2.2.3.7).
Hierflr wurden praparierte Einschlusskdrper in 6 M Harnstoff denaturiert (Abbildung 12,
Spur 1 ,denaturierte IBs*) und in 2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid Uber Nacht bei 30 °C
und 300 rpm rickgefaltet (Abbildung 12, Spur 2 ,rlckgefaltete 1Bs*). Hierbei war ein
deutliches Abnehmen der Menge an ungefaltetem Protein (M: von 34 kDa) fast aller
OmpG-Mutanten erkennbar. Auf3erdem wurde bei diesen OmpG-Mutanten eine neue
Proteinbande bei 29 kDa sichtbar, die in der Spur der denaturierten IBs nicht vorhanden
war (Abbildung 12, Spur 1,denaturierte 1Bs*) und dem riickgefalteten Protein entsprach.
Ausschlie8lich die Mutante OmpG R92-235E zeigte keine Ruckfaltung in Oktyl-B-D-
Glucopyranosid, weshalb die Rickfaltung dieser Mutante in weiteren Detergenzien (Triton
X-100, CHAPS, Dodecyl-Maltosid) getestet wurde (Abbildung 13). In keinem der
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verwendeten Detergenzien war eine Bande des gefalteten Proteins erkennbar, daher wurde

diese Mutante nicht mehr weiterbearbeitet.

Die ruckgefalteten Einschlusskérper wurden entweder mit Proteinase K behandelt, mit bzw.
ohne SDS erhitzt und nach dem Erhitzen langsam abgekuhlt, um eine mdgliche durch die
Abklhlung bedingte Rickfaltung zu beobachten (Abbildung 12).

Nach dem Proteinase K-Verdau waren weder eine Bande des ungefalteten Proteins noch
Kontaminanten im Proteingel sichtbar, nur die Bande des gefalteten Proteins bei ca. 29 kDa
war in allen Praparationen deutlich erkennbar (Abbildung 12, Spur 3 ,Proteinase K*). Alle
erstellten OmpG-Mutanten waren somit in rickgefalteter Form stabil gegeniiber der
Behandlung mit Proteinase K. Die Intensitat der Banden des riickgefalteten Proteins war
nach dem Proteinase K-Verdau (Abbildung 12, Spur 2 , rickgefaltete IBs®) in
OmpG E15-174A/R68-211A, OmpG E15,31,174R/R92,111,211E und
OmpG E17,52,152R/R68,111,211E geringer als vor dem Proteinase K-Verdau (Abbildung
12, Spur 3 ,Proteinase K*), was darauf hindeutete, dass diese OmpG-Mutanten die
geringste Stabilitdt gegenuber Proteinase K besalfien.

Das Erhitzen nach Zugabe von SDS-haltigem Probenpuffer fihrte bei allen OmpG-
Mutanten zu einem beinahe vollstandigen Verschwinden der Bande bei 29 kDa durch die
hitzebedingte Denaturierung, wobei die Intensitdt der Bande bei 34 kDa, die dem
ungefalteten Protein entsprach, zunahm (Abbildung 12, Spur 4 ,erhitzt in SDS*). Auch das
Erhitzen ohne SDS zeigte vergleichbare Ergebnisse (Abbildung 12, Spur 5 ,erhitzt).
Langsames Abkiihlen nach dem Erhitzen ohne SDS fiihrte wiederum in allen Mutanten zum
Erscheinen einer Bande bei 29 kDa (Abbildung 12, Spur 6 ,erhitzt, langsames Abklhlen®),
die hitzebedingte Denaturierung konnte folglich zumindest teilweise riickgangig gemacht

werden.

Die Analyse der Faltungseigenschaften zeigte, dass alle OmpG-Mutanten, mit Ausnahme
von OmpG R92-235E, in Oktyl-B-D-Glucopyranosid riuckfaltbar waren und fir OmpG
typische Eigenschaften, wie die Stabilitat gegentiiber einer Proteinase K-Behandlung und

eine adaquate Hitzemodifizierbarkeit, besal3en.
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Abbildung 12: Analyse der Eigenschaften der OmpG-Mutanten. Auf die jeweiligen SDS-PAGE-Gele wurden
denaturierte Einschlusskorper (IBs) (Spur 1) und in 2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid riickgefaltete
Einschlusskorper (Spur 2) aufgetragen. Die riickgefalteten Einschlusskodrper waren das Ausgangsmaterial fir
die Spuren 3 - 6, in denen Proteinase K-behandelte Proben (Spur 3), bei 95°C fir 5 min in SDS-haltigem
Probenpuffer gekochte (Spur 4) sowie ohne SDS gekochte Proben, die entweder umgehend nach dem Kochen
mit Probenpuffer versetzt wurden (Spur 5) oder langsam abgekuihlt wurden (Spur 6), aufgetragen wurden. Es
wurden pro Spur 15 pg Protein geladen.
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Abbildung 13: Analyse der Rickfaltung von OmpG R92-235E. Die Rickfaltung wurde durch schnelles
Verdinnen der denaturierten Einschlusskdrper (Spur 1) in 2% (v/v) Triton X-100 (Spur 2), 2% (w/v) CHAPS
(Spur 3), 2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid (Spur 4) oder 2% (w/v) Dodecyl-Maltosid (Spur 5) und einer
Inkubation bei 30 °C fiir 24 h getestet.

3.2.3.2. Messung der CD-Spektren der OmpG-Mutanten

Eine weitere Analyse der Sekundarstruktur der rickgefalteten Proteine erfolgte durch die
Messung der Zirkulardichroismus [Circular Dichroism (CD)]-Spektren im fernen UV-A
Bereich zwischen 205 und 240 nm (siehe 2.2.3.8). Bedingt durch starkes Rauschen, das
mdglicherweise durch das Protein selbst oder das verwendete Detergenz verursacht
worden war, waren die Spektren unterhalb von 205 nm nicht aussagekraftig.
Charakteristisch fur antiparallele B-Faltblatter ist ein Minimum zwischen 210 und 216 nm
(Kelly et al. 2005; Miles und Wallace 2016), das auch fur OmpG beschrieben wurde
(Fajardo et al. 1998; Conlan et al. 2000; Conlan und Bayley 2003; Grosse et al. 2014; Lin
etal. 2017).

Die gemessenen CD-Spekiren aller OmpG-Mutanten zeigten ebenfalls das bereits
beschriebene Minimum bei ca. 214 nm (Abbildung 14). Alle OmpG Mutanten besalRen somit
eine Uberwiegend in pB-Faltblattern angeordnete Sekundarstruktur. Die mittlere
Resteelliptizitdt ([6]wvrw) der Proteine bei 214 nm lag zwischen -14000
und -16500 deg-cm?-dmol?. Eine Ubereinstimmung mit Literaturwerten konnte hierbei nur
teilweise ermittelt werden, da diese stark schwankten, was von der Wahl des Detergens
oder der Methoden der Rickfaltung oder Aufreinigung abhéngen konnte. Fir gefaltetes
OmpG-Protein wurden mittlere Resteelliptizitatswerte von -6000 (Fajardo et al. 1998), -9000
bis -9500 (Conlan et al. 2000; Conlan und Bayley 2003; Grosse et al. 2014),
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bzw. -15000 deg-cm?dmol? (Lin et al. 2017) berichtet. Im ungefalteten Zustand wurden
Werte von -5000 (Conlan und Bayley 2003) und -8000 deg-cm?dmol? (Lin et al. 2017)
gemessen. Der Minimalwert der mittleren Resteelliptizitat konnte folglich nicht als
eindeutiger Beweis einer korrekten Ruckfaltung herangezogen werden. Da die CD-
Spektren jedoch deutlich eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur nahelegten und auch die
Analyse der Ruckfaltungseigenschaften mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.3.1) zeigte, dass die
Eigenschaften der OmpG-Mutanten mit denen des OmpGwt-Proteins vergleichbar waren,
wurde von einer korrekten Faltung der OmpG-Mutanten ausgegangen.
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Abbildung 14: CD-Spektren der riickgefalteten OmpG-Mutanten im Bereich zwischen 205 und 240 nm.
Die riickgefalteten OmpG-Porine wurden in 1,46% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid und 10 mM Tris/HCI pH 8,0
vermessen. Die Abbildung zeigt die mittlere Resteelliptizitat ([6jmrw) im Wellenlangenbereich zwischen 205 und
240 nm. Die Spektren zeigen das gemittelte Spektrum aus 10 Akkumulationen und sind gegen den Puffer
korrigiert.
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3.2.4. Einfluss der Mutationen im Porenlumen auf die Selektivitat fur

ungeladene und geladene Substrate

Die Funktion des bakteriellen Porins OmpG ist unter anderem die Aufnahme von
Oligosacchariden in die Zelle. Es wurden bislang verschiedene potenzielle Bindestellen fir
Zucker bzw. greasy slides beschrieben (siehe 1.4.1), mit denen Zucker interagieren
konnen. Aus diesem Grund waren die Auswirkungen einer Anderung der Ladungsverteilung
im geladenen Ring des Porenlumens auf die Selektivitat flr verschiedene Mono- und
Disaccharide von groRem Interesse. OmpG hat eine Pore mit einem relativ gro3en Radius
von 13 A, daher hangt der Fluss von Zuckern insbesondere von ihrer GréRe ab. Mittels
Liposome swelling assays wurden die OmpG-Mutanten auf ihre Spezifitat fir Pentosen,
Hexosen und Disaccharide getestet.

Neben der Untersuchung des Einflusses der veranderten Ladungsverteilung im Ring auf
die Selektivitat fir ungeladene Zuckermolekile wurde auch der Einfluss auf die Kationen-
bzw. Anionenselektivitat analysiert. Hierfir wurden Umkehrpotential-Messungen mit
Kaliumchlorid,  Arginin-Chlorid und  Natrium-Glutamat  durchgefiihrt und die

Permeabilitatsverhaltnisse von Kationen und Anionen bestimmt.

3.2.4.1. Die Architektur des geladenen Ringes hat Einfluss auf die
Zucker-Selektivitat

Die Selektivitat der erstellten OmpG-Mutanten fur die Pentosen Arabinose und Xylose, die
Hexosen Glukose, Galaktose und Fruktose, sowie die Disaccharide Saccharose, Laktose
und Maltose wurde in Liposome swelling assays analysiert (Abbildung 15 und Abbildung
16) (siehe 2.2.4). Die Schwellraten wurden fiir jede OmpG-Mutante auf Arabinose (100%)
normiert, um durch unterschiedliche Rekonstitutionseffizienzen bedingte Unterschiede zu
vernachlassigen (Abbildung 15). Des Weiteren wurden die Daten auf die Schwellrate von
OmpGwt mit Arabinose normiert (Abbildung 16), um einen Eindruck davon zu bekommen,
wie hoch die Transportraten der Mutanten relativ zum Wildtyp waren. Diese Normierung
unterliegt jedoch grol3eren Schwankungen als die interne Normierung auf Arabinose, da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Rekonstitution der verschiedenen OmpG-
Mutanten unterschiedlich effizient verlief. Liposomen ohne Protein, die als Kontrolle
vermessen wurden, besalRen bei dieser Normierung Schwellraten von maximal 15% der
Arabinose-Rate des Wildtyps (Abbildung 16).
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OmpGwt zeigte im Vergleich zu Arabinose (100%) relative Schwellraten von ca. 80% flr
Hexosen und von ca. 60 - 65 % flr Disaccharide (Abbildung 15 und Abbildung 16). Frihere
Studien beschrieben eine deutlich geringere relative Transportrate von nur 30% fir
Saccharose im Vergleich zu Arabinose (Fajardo et al. 1998). Nach Renkin (Renkin 1954)
ist jedoch eine Verringerung der relativen Schwellrate um ca. 40% fir Disaccharide fir eine
Pore mit einer Porenweite von ca. 13 A (Yildiz et al. 2006) zu erwarten.

Die Transportraten der Mutanten OmpG E15-174K und OmpG E15,17,52R/E31,152,174H,
in denen alle Glutaminsaure-Reste gegen Lysin bzw. eine Mischung von Arginin und
Histidin ausgetauscht wurden, waren mit OmpGwt vergleichbar (Abbildung 15). Im
Gegensatz hierzu hatte ein Austausch derselben Glutaminsiure-Reste gegen Histidin-
Reste jedoch einen sehr starken Effekt auf die Zuckerselektivitdt. Die relativen
Transportraten der Mutante OmpG E15-174H fir Hexosen (Glukose: 95,1 = 4,2%;
Galaktose: 94,7 + 3,7%; Fruktose: 95,9 + 3,7%) und auch fir Disaccharide (Saccharose:
90,2 + 4,4%; Laktose: 86,5 + 3,5%; Maltose: 90,4 + 4,1%) waren signifikant héher als im
Wildtyp. In dieser Mutante schienen die Transportraten demnach beinahe unabhangig von
der MolekulgréRe der Zucker zu sein. Die Normierung der Daten auf die Arabinose
Transportrate von OmpGwt (Abbildung 16) zeigte, dass die Transportraten von Pentosen
und Hexosen geringer waren als bei OmpGwt, wahrend die Disaccharid-Schwellraten nicht
signifikant reduziert waren. Das Einbringen von Histidin-Bereichen bedingte folglich
weniger einen erhdhten Transport grof3er Zucker, sondern vielmehr einen verringerten
Transport kleinerer Zucker wie Pentosen und Hexosen.

Der Austausch der Glutaminsdure-Reste gegen ungeladene Alanin-Reste hatte zwar keine
Auswirkungen auf die Transportraten der Hexosen (Abbildung 15), die Raten der
Disaccharide waren jedoch signifikant verringert auf nur 30 - 34% der Arabinose-Raten.
Das Einbringen weiterer Alanin-Reste anstelle der basischen Arginin-Reste bewirkte
ebenfalls deutlich reduzierte Transportraten fir Disaccharide, der Austausch der sauren
und basischen Aminoséaure- Bereiche gegen Alanine flihrte aber zu keinem additiven Effekt
(Abbildung 15). Ungeladene Bereiche bzw. das Fehlen von sauren Bereichen im
Porenlumen beeinflussten den Transport von Disacchariden demnach negativ, wahrend ein
solcher Effekt auf Pentosen und Hexosen nicht zu erkennen war.

Die beiden Mutanten mit durchmischter Ladungsverteilung zeigten keine verdnderten
Transportraten fur Disaccharide (Abbildung 15). Die Transportraten fir Hexosen waren in
OmpG E15,31,174R/R92,111,211E jedoch vergleichbar mit den Pentose-Raten. Diese
Beobachtung traf auf OmpG E17,52,152R/R68,111,211E jedoch nicht zu, folglich waren

die Positionen der geladenen Reste fir diesen Effekt von Bedeutung. Die Normierung auf
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die Arabinose-Rate von OmpGwt ergab, dass die Transportraten der beiden Mutanten mit
durchmischter Ladungsverteilung generell niedriger waren als im Wildtyp-Protein
(Abbildung 16).
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Abbildung 15: Relative Transportraten der OmpG-Mutanten fur Pentosen, Hexosen und Disaccharide.
Die Daten wurden intern auf die Arabinose-Rate (100%) jeder OmpG-Mutante normiert. Dextran T40
enthaltende Liposomen wurden in isoosmotische Zuckerlésungen (pH 8,0) verdiinnt und die Anderungen der
0Dasonm gemessen. Als Pentosen (150,3 g/mol) wurden Arabinose (schwarz) und Xylose (schwarz mit weil3en
Punkten) verwendet. Als Hexosen (180,16 g/mol) wurden Glukose (blau), Galaktose (blau mit schwarzen
Punkten) und Fruktose (blau-schwarz gestreift) verwendet. Als Disaccharide wurden Saccharose (rot), Laktose
(rot mit schwarzen Punkten) und Maltose (rot-schwarz gestreift) verwendet. Fir jedes Konstrukt wurden die
initialen Schwellraten (15 s) verwendet. Die Daten zeigen die Mittelwerte von mindestens 3 unabhéngigen
Messungen mit jeweils mindestens 3 Replikaten. Signifikante Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten t-Test
nach Student) zu dem korrespondierenden Substrat mit OmpGwt sind mit einem Stern gekennzeichnet,
wahrend signifikante Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten t-Test nach Student) zur Arabinose-
Transportrate der jeweiligen OmpG-Mutante mit einem Plus gekennzeichnet sind.
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Abbildung 16: Relative Transportraten der OmpG-Mutanten fur Pentosen, Hexosen und Disaccharide.
Die Daten sind normiert auf die Arabinose-Rate von OmpGwt (100%) Dextran T40 enthaltende Liposomen
wurden in isoosmotische Zuckerlésungen (pH 8,0) verdiinnt und die Anderungen der oDasonm gemessen. Als
Pentosen (150,3 g/mol) wurden Arabinose (schwarz) und Xylose (schwarz mit wei3en Punkten) verwendet. Als
Hexosen (180,16 g/mol) wurden Glukose (blau), Galaktose (blau mit schwarzen Punkten) und Fruktose (blau-
schwarz gestreift) verwendet. Als Disaccharide wurden Saccharose (rot), Laktose (rot mit schwarzen Punkten)
und Maltose (rot-schwarz gestreift) verwendet. Fur jedes Konstrukt wurden die initialen Schwellraten (15 s)
verwendet. Die Daten zeigen die Mittelwerte von mindestens 3 unabhangigen Messungen mit jeweils
mindestens 3 Replikaten. Signifikante Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten t-Test nach Student) zu dem
korrespondierenden Substrat mit OmpGwt sind mit einem Stern gekennzeichnet, wahrend signifikante
Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten t-Test nach Student) zur Arabinose-Transportrate der jeweiligen
OmpG-Mutante mit einem Plus gekennzeichnet sind.
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3.2.4.2. Veranderte Selektivitdt der OmpG-Mutanten fur Kationen und

Anionen

Neben einem Einfluss der erzeugten Mutationen auf die Selektivitdt von OmpG fir
ungeladene Zucker war auch eine Untersuchung der Selektivitdt von geladenen Substraten
von Interesse. Die Selektivitat fur Anionen und Kationen hangt nicht allein von deren
Ladung ab, sondern auch von deren GroéRR3e und vom jeweiligen Gegenion, da Anionen und
Kationen sich beim Porendurchtritt gegenseitig beeinflussen kénnen. Aus diesem Grund
wurden drei verschiedene Kationen-Anionen-Paare fir die bi-ionische Messungen der
Umkehrpotentiale (reversal potential, V) bei pH 8,0 verwendet, Kaliumchlorid, Natrium-
Glutamat und Arginin-Chlorid. Das Umkehrpotential ist die (kunstlich angelegte)
Membranspannung, bei der alle lonenstréme im Gleichgewicht sind und demnach kein
Nettostrom flie3t. Das Umkehrpotential ist daher abhangig von den verwendeten
lonenspezies und dem Konzentrationsgradienten. Aus den bestimmten Umkehrpotentialen
konnten dann die Permeabilitdtsverhaltnisse von Kationen zu Anionen anhand der

Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung (siehe 2.2.5) berechnet werden (Tabelle 5).

OmpGwt zeigte mit einem Umkehrpotential von 29,5 + 1,1 mV fir KCl eine deutlich
Kationenselektivitat mit einem K*: CI Verhaltnis von 13,3 : 1. Keine Selektivitatsdnderung
bewirkte ein Ring mit durchmischter Ladungsverteilung; weder in OmpG E15,31,174R/
R92,111,211E (K*: CI Verhéltnisvon 9,3 : 1) noch in OmpG E17,52,152R/ R68,111,211E
(K*: CI Verhaltnis von 11,2 : 1). Starkere Auswirkungen brachten jedoch das Einbringen
eines uniform basischen Rings und eines neutralen Rings. In OmpG E15-174K, in der der
Ring komplett positiv geladen war, lag das Umkehrpotential bei 23,5 + 1,1 mV, woraus sich
ein K*: ClIVerhaltnis von 5,3 : 1 errechnen lasst. Der neutral geladene Ring in OmpG E15-
174A/R68-211A bewirkte ebenfalls eine Verminderung des Umkehrpotentials auf 24,2 + 0,4
mV, dies entsprach einem K*: CI Verhaltnis von 5,9 : 1. Diese Mutanten transportieren
vergleichen mit OmpGwt nur halb so viele Kationen pro Anion. Die gréfZten Auswirkungen
hatte jedoch das Einbringen eines Rings aus Histidin- und Arginin-Resten in
OmpG E15-174H bzw. neutralen Resten in OmpG E15-174A. Ein Ring aus basischen und
neutralen Aminosauren in OmpG E15-174A fuhrte zu einer deutlich verringerten
Kationenselektivitdt mit einem K* : CI- Verhaltnis von 4,8 : 1. Die eingebrachten Histidin-
Bereiche in OmpG E15-174H fuhrten zu einer noch deutlicheren Verschiebung des K™ : CI
Verhaltnisses zu 3,4 : 1. Vergleichen mit dem Wildtyp war die Selektivitat zwischen
Kationen und Anionen in diesen beiden OmpG-Mutanten um den Faktor 4 zugunsten der

Anionen verschoben.

80



ERGEBNISSE

Die lonenselektivitat ist nicht nur von der Ladung, sondern auch von der Grof3e der
Substrate abhangig. Daher wurde die Selektivitat der OmpG-Mutanten auch jeweils mit
einem groReren organischen Anion bzw. Kation getestet. Bei der Messung mit Natrium-
Glutamat zeigten sich alle OmpG-Mutanten kationenselektiv, auch wenn die
Kationenselektivitat geringer ausgepragt war als bei KCI (Tabelle 5). Das Umkehrpotential
von OmpGwt mit Natrium-Glutamat lag bei 22,8 + 0,5 mV, was einem Na* : Glu™ Verhaltnis
von 53 : 1 entspricht. Fur fast alle OmpG-Mutanten konnten vergleichbare
Umkehrpotentiale und Permeabilitéatsverhaltnisse gemessen werden. Einzig fir OmpG
E15-174A mit einem Ring aus basischen und neutralen Bereichen im Porenlumen konnte
ein verringertes Umkehrpotential von 14,2 + 29 mV und eine damit einhergehende
Halbierungen der Kationenselektivitat auf 2,5 : 1 gemessen werden, pro Kation wurden
folglich doppelt so viele Anionen durch die Pore transportiert als im Wildtyp.

Bei der Messung mit dem grof3eren organischen Kation Arginin und Chlorid als Gegenion
war bei allen OmpG-Mutanten eine Selektivitdt zugunsten des kleineren anorganischen
Anions messbar (Tabelle 5). OmpGwt war mit einem Umkehrpotential von -18,3 + 0,7 und
einem Permeabilitdtsverhaltnis Arg* : Cl-von 1 : 3,4 leicht anionenselektiv. Die beiden
OmpG-Mutanten OmpG E15-174K mit einem uniform basischen Ring und die Mutante
OmpG E15-174A/R68-211A mit einem ungeladenen Ring im Porenlumen verhielten sich
wie der Wildtyp. Ebenso waren in einer Mutante mit durchmischter Ladungsverteilung keine
Unterschiede messbar (OmpG E17,52,152R/ R68,111,211E). Die andere Mutante mit
durchmischter Ladung (OmpG E15,31,174R/ R92,111,211E) hingegen besal eine starkere
Anionenselektivitat als OmpGwt, hier war ein Permeabilitatsverhaltnis Arg* : Clrvon 1: 5,3
messbar (Viev = -23,3 + 0,33 mV). Ein starkerer Effekt war wiederum in den Mutanten mit
Alanin- bzw. Histidin-Bereichen erkennbar, hier verschob sich das Permeabilitatsverhaltnis
mit 1 : 7 (Arg* : CI? weiter zugunsten der Anionen zu 1 : 7 (Viev = -23,75 *+ 0,14 mV) bzw.
1:7,3 (Viev =-26,3 0,33 mV).
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Tabelle 5: Umkehrpotentiale (Vrev) und daraus errechnete Permeabilitdtsverhéltnisse von Anionen zu
Kationen der OmpG-Mutanten mit Kaliumchlorid, Natrium-Glutamat und Arginin-Chlorid. Fir jedes
Umkehrpotential (Vrev) ist der Mittelwert der Replikate, deren Standardabweichung und die Anzahl der Replikate
(n) angegeben. Die Permeabilitatsverhaltnisse wurden durch das Programm GSH-Simulations auf Grundlage
der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung aus den Mittelwerten der Umkehrpotentiale berechnet. Die deutlichsten
Anderungen der Permeabilitatsverhéltnisse sind fett gedruckt.

Kalium- Natrium- Arginin-
chlorid Glutamat Chlorid
cis-Seite: 0,4 M cis-Seite: 0,4 M cis-Seite: 0,4 M
OmpG-Mutante trans-Seite: 0,1 M trans-Seite: 0,1 M trans-Seite: 0,1 M
Vrev K*+CI Vrev Na*: Vrev Arg™:
(mV) ’ (mV) Glu (mV) Cl-
29,5 22,8 -18,3
' 13,3:1 ' 01 ' 1:34
OmpGwt +1,1 33 +0,5 53 +0,7 3,
n= n=3 n=
18,3 ) 22,7 ) -26,3 .
OompG £16 34:1 +1.9 53:1 £0.33 1:7,3
E15-174H
n= n= n=3
23,5 ) 22,2 ) -17.,5 .
OmpG £11 53:1 £0.3 48:1 £175 1:3,4
E15-174K
n= n= n=3
21,5 ) 14,2 . -23,75 .
OompG £19 48:1 £29 25:1 +0.14 1:7
E15-174A
n= n= n=
OoOmpG 24,2 22,6 -17,5
1 01 1:3,4
E15-174A/ +0,4 >9 +272 53 +1 3
R68-211A n= n= n=
OoOmpG 27,2 23,8 -23,3
01 01 1:
E15,31,174R/ +1,1 93 +1,7 5.9 +0,33 53
R92,111,211E n= n= n=
OmpG ) 20,8 ) -16,7 .
112:1 44:1 1:3,1
E17,52,152R/ +0,7 +0,14
R68,111,211E n=3 n=3 n=3

82



ERGEBNISSE

3.2.4.3. Zusammenfassung des Einflusses der Manipulation des

geladenen Ringes auf die Porenselektivitat

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die starksten Auswirkungen auf die
Zuckerselektivitat und die lonenselektivitat das Einbringen von Histidin-Resten anstelle von
Glutaminsaure-Resten in der Mutante OmpG E15-174H hatte. Hier war der Zuckertransport
beinahe unabhangig von der Substratgrof3e. Eine Normierung auf OmpGwt deutete dabei
auf einen verringerten Transport von Monosacchariden hin (Abbildung 16), dennoch ist ein
Unterschied von nur knapp 10% zwischen den Transportraten von Pentosen und
Disacchariden tberraschend (Abbildung 15). Die Messung der Umkehrpotentiale (Tabelle
5) ergab, dass die eingebrachten Histidin-Reste den Transport von Anionen beginstigten.
AuBerdem beeinflussten auch die eingebrachten Alanin-Reste in OmpG E15-174A
einerseits die Zuckerselektivitat, da der Disaccharid-Transport deutlich reduziert war
(Abbildung 15) und andererseits auch die lonenpermeabilitdt der Pore in allen drei
getesteten Kationen-Anionen-Paaren deutlich in Richtung Anionen verschoben war
(Tabelle 5).

Der komplett ungeladene Ring in OmpG E15-174A/R68-211A beeinflusste den
Zuckertransport ahnlich wie ein nur teilweise ungeladener Ring (Abbildung 15), doch der
Einfluss auf die lonenselektivitat war etwas geringer; nur in Kaliumchlorid war die
Kationenselektivitat im Vergleich zu OmpGwt etwa halbiert (Tabelle 5).

Lysin-Reste statt Glutaminsadure-Reste in OmpG E15-174K bewirkten zwar eine
Verringerung der Kationenselektivitat in Kaliumchlorid (Tabelle 5), hatten sonst jedoch
keine Auswirkungen auf die lonen- oder Zuckerselektivitat (siehe 3.2.4.1 und 3.2.4.2.).

Die Veradnderung der Ladungsverteilung in OmpG E15,31,174R/R92,111,211E erhoht
einerseits die Transportrate fir Hexosen (Abbildung 15) und andererseits die
Anionenselektivitat der Pore in Arginin (Tabelle 5), der Einfluss auf die Selektivitat in
Kaliumchlorid und Natrium-Glutamat ist jedoch geringer.
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3.2.5. Einfluss der Mutationen im geladenen Ring auf das pH-abhéangige

Schaltverhalten der Pore

Eine charakteristische Eigenschaft von OmpG ist das pH-abhéngige Schaltverhalten
(gating). Bei pH 8,0 befindet sich Schleife L6 aul3erhalb der Pore, sodass der Kanal offen
vorliegt. Bei saurem pH-Wert (pH 5,5) faltet sich Schleife L6 in das Poreninnere zurtick,
sodass der Kanal geschlossen ist. Eine Kkurzlich veréffentlichtes Modell des
Schaltmechanismus erklart die pH-Abhangigkeit des Offnens und SchlieRens durch eine
elektrostatische Interaktion der Aminosauren in Schleife L6 und der geladenen Bereiche im
Porenlumen (Perez-Rathke et al. 2018). Eine Anderung der Ladungsverteilung im
Porenlumen kdnnte demnach auch Einfluss auf das Schliel3-Verhalten der OmpG-Mutanten
haben. Aus diesem Grund wurde die pH-Abhangigkeit der Zuckertransportraten in
Liposome swelling assays mit Arabinose und Glukose evaluiert. Die Schwellraten wurden
bei pH-Werten von 8,0 (vollkommen offene Konformation), 7,5, 7,0, 6,5 bis hin zu 5,5

(vollkommen geschlossene Konformation) bestimmit.

3.25.1. OmpG-Mutanten mit unveréandertem pH-abhangigem

Schaltverhalten

Einige der Mutanten zeigten in den Messungen zum osmotischen Schwellen von
Liposomen im Vergleich zum Wildtyp keine Verdnderung des pH-abhéngigen
SchlieBmechanismus (Abbildung 17). Die Transportraten von OmpGwt hahmen sowohl mit
Arabinose, als auch mit Glukose bei sinkendem pH-Wert kontinuierlich ab (Abbildung 17,
schwarz), da die Wahrscheinlichkeit einer getffneten Pore bei pH 8,0 am héchsten ist und
mit sinkendem pH-Wert absinkt. Die Transportraten von Arabinose fielen beim OmpG-
Wildtyp-Protein von 100% bei pH 8,0 auf 41,7% bei pH 5,5 wahrend die
Glukosetransportraten von 82,3% bei pH 8,0 auf 43,7% bei pH 5,5 absanken.

Die Mutanten OmpG E15-174K (Abbildung 17, orange), OmpG E15-174A/R68-211A
(Abbildung 17, rot) und OmpG E17,52,152R/R68,111,211E (Abbildung 17, griin) zeigten
weder bei den Messungen mit Arabinose, noch mit Glukose signifikante Unterschiede zum
Wildtyp. Nur OmpG E15-174A zeigte eine im Vergleich zu OmpGwt verringerte
Transportrate mit Glukose bei pH7,0, jedoch keine Unterschiede, wenn Arabinose als
Substrat verwendet wurde (Abbildung 17, blau). Weder der komplett basische Ring in
OmpG E15-174K hatte in Liposome Swelling Assays folglich Auswirkungen auf das pH-

abhéangige Gating-Verhalten, noch beeinflusste ein (teilweise) ungeladener Ring im
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Porenlumen das SchlieRverhalten, mit der Ausnahme von OmpG E15-174A mit Glukose
als Substrat bei pH 7.0.
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Abbildung 17: OmpG-Mutanten mit einer unveranderten pH-Abhangigkeit der Zuckertransportraten.
Dextran T40 enthaltende Liposomen wurden in isoosmotische Arabinose- (links) bzw. Glukoselésungen (rechts)
verdiinnt und die Anderungen der oD430 gemessen. OmpGwt (schwarz), OmpG E15-174K (orange), OmpG
E15-174A (blau), OmpG E15-174A/R68-211A (rot) und OmpG E17,52,152R/R68,111,211E (griin) wurden bei
pH-Werten von 5,5, 6,5, 7,0, 7,5 und 8,0 vermessen. Die Schwellraten in Arabinose wurden fir jede OmpG
Variante als 100 % gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte von mindestens 2 unabh&ngigen Messungen mit
jeweils 4-6 Replikaten. Signifikante Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten t-Test nach Student) zu OmpGwt
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Schwellraten bei demselben pH-Wert sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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3.25.2. OmpG-Mutanten mit verandertem pH-abhé&ngigem
Schaltverhalten

Zwei der OmpG Mutanten zeigten signifikante Unterschiede im SchlieRverhalten verglichen
mit dem Wildtyp. Das Einbringen von Histidin- anstelle der Glutaminsaure-Bereiche
bedingte eine veranderte Abh&ngigkeit der Transportraten vom pH-Wert (Abbildung 18,
oben). Die Transportraten sowohl fur Arabinose wie auch Glukose nahmen nicht wie im
Wildtyp kontinuierlich ab, sondern sanken erst zwischen pH 7,5 und 7,0. Zwischen pH 7,0
und 5,5 gab es keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp. Da der pKa von Histidin bei
ca. 6,0 liegt, waren die Histidin-Reste zwischen pH 7,0 und 8,0 wahrscheinlich ungeladen
und anderten ihren Ladungszustand erst mit weiterem Absenken des pH-Wertes. Diese
Eigenheit kdnnte moglicherweise das pH-abhangige Schlieverhalten beeinflussen.

Einen deutlich starkeren Effekt der Mutationen auf das SchlieRverhalten konnte in OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E, einer der Mutanten mit durchmischter Ladungsverteilung,
beobachtet werden. Hier war Uber den gesamten gemessenen pH-Bereich kein Abfallen
der Zuckertransportraten zu erkennen (Abbildung 18 unten), was nahelegt, dass der pH-

abhangige SchlieBmechanismus gestort ist.
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Abbildung 18: OmpG Mutanten mit einer veranderten pH-Abhangigkeit der Zuckertransportraten.
Dextran T40 enthaltende Liposomen wurden in isoosmotische Arabinose- (links) bzw. Glukoselésungen (rechts)
verdiinnt und die Anderungen der oDaso gemessen. OmpGwt (schwarz), OmpG E15-174H (blau) und OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E (rot) wurden bei pH-Werten von 5,5, 6,5, 7,0, 7,5 und 8,0 vermessen. Die
Transportraten in Arabinose bei pH 8,0 wurden fiir jede OmpG Variante als 100% gesetzt. Die Daten zeigen die
Mittelwerte von mindestens 3 unabhéngigen Messungen mit jeweils 4-6 Replikaten. Signifikante Unterschiede
(p<0,05 in einem gepaarten t-Test nach Student) zu OmpGwt bei demselben pH-Wert sind mit einem Stern
gekennzeichnet.
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3.2.5.3. Mutation von Resten in der Schleife L6 im Hintergrund von
OmpGwt und OmpG E15,31,174R/R92,111,211E

Anhand der Kristallstruktur wurden die Aminosaurereste in der Schleife L6 identifiziert, die
Wechselwirkungen mit den im Lumen ausgetauschten Aminosaureresten eingehen
koénnten. Betrachtete man die Porenebene, auf der der geladene Ring lag, so waren hier
auch die Aminosauren Arg??8, Glu??®, Gly?*°, His?3! und Asp?*? von Schleife L6 lokalisiert.
Auffallend war hier insbesondere, dass die Seitengruppen der negativ geladenen
Asparagin- und des Glutaminsaure-Reste E??° und D?*2 in Richtung der positiv geladenen
Arginin-Gruppen im Porenring zeigten und die des Arginins R228 in Schleife L6 in Richtung
eines Glutaminséure-Bereiches im Porenring. Um zu dberprufen, ob in OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E die Aminos&uren mutiert sind, die fur die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Schleife L6 und dem Porenring in der geschlossenen
Konformation von Bedeutung sind, wurden Schleife L6-Mutanten im Wildtyp- und im OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E-Hintergrund erstellt, in denen die Mutationen R228E, E229R
und D232R eingebracht wurden. Sollte die Annahme stimmen, dass diese drei Reste aus
Schleife L6 spezifisch mit Resten des Porenringes interagieren, wirde die Ladungsumkehr
dieser drei Aminosaurereste die Ausbildung elektrostatischer Wechselwirkungen im
Wildtyp-Hintergrund stéren, wahrend die Interaktion von Schleife L6 und dem Porenring im
Hintergrund der Mutante verbessert werden wirde. Die Ruckfaltung der Schleife
L6-Mutanten wurde mittels SDS-PAGE analysiert und durch CD-Spektren Uberprift
(3.2.5.3.1), anschlieRend wurde die pH-Abhangigkeit der Zuckertransportraten der

Mutanten in Liposome swelling assays mit Arabinose und Glukose Uberprft (3.2.5.3.2).

3.2.5.3.1. Uberprufung der Faltungseigenschaften durch SDS-PAGE und
CD-Spektren

Die Faltungseigenschaften der L6-Mutanten wurden, wie auch die der tbrigen Mutanten
(siehe 3.2.3), ebenfalls mittels SDS-PAGE und CD-Spektren tberprift. Auch die beiden L6-
Mutanten zeigten eine zu den anderen Konstrukten (siehe 3.2.3.1) vergleichbare
Proteinase K-Resistenz und Hitze-Modifizierbarkeit (Abbildung 19A).
Auch die CD-Spektren der beiden L6-Mutanten zeigten ein fur eine aus B-Faltblattern
bestehende Sekundarstruktur charakteristisches Spektrum mit einem Minimum zwischen
210 und 216 nm (Abbildung 19B) und einem Minimalwert von ca. -16000 deg-cm?-dmol?, .,
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die ebenfalls vergleichbar zu den unter 3.2.3.2 gezeigten CD-Spektren der anderen OmpG-
Varianten waren. Die Analyse der Proteineigenschaften mittels SDS-PAGE legten in
Kombination mit den CD-Spektren somit ebenfalls eine korrekte Faltung dieser beiden
OmpG-Mutanten nahe.

A
OmpGwt L6-Mutante OmpG 15,31,174R/R92,111,211E
R228E-E229R-D232R L6-Mutante R228E-E229R-D232R
ruckgefaltete IBs rickgefaltete IBs
3 3
g @ E 8 &8 £
o g x & 3§ o 2 x & 8
£t 2 o o c t 2 9o o c
2 =3 & ¢ &5 ' s & ¢ &5
5 © £ C o <T 5 © £ C o <¢
T 2 2 N N NS T 2 © N N N3
[ e} ‘= & &X C e} = B =X
s 8 £ £ £ £3 s S £ £ £ £32
kDa © 2 & & 0 o< T 2 O ¢ 0 o<
36 — | — — — — -— W s s | denaturiert
28 — —— — ] ruckgefaltet
-— s —
L. s | — -~ o— |
B
0.
-2
4
-6
@ o
o
T 5 8
=N
g £ 10
= g = OmpG
e 14 E15,31,174R/
-16 OmpGwt R92,111,211E
18 Loop6-Mutante Loop6-Mutante

205 210 215 220 225 230 235 240 205 210 215 220 225 230 235 240
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 19: Analyse der Ruckfaltungseigenschaften der Schleife L6-Mutanten. A: Coomassie-Farbung
der Proteingele zur Analyse der Eigenschaften der OmpG Mutanten. Auf die jeweiligen SDS-PAGE-Gele
wurden denaturierte IBs (Spur 1) und in 2% (w/v) Oktyl-B-D-Glucopyranosid ruckgefaltete IBs (Spur 2)
aufgetragen. Die ruickgefalteten IBs waren das Ausgangsmaterial fur die Spuren 3-6, in denen Proteinase K-
behandelte Proben (Spur 3), bei 95°C fiir 5 min in SDS-haltigem Probenpuffer gekochte (Spur 4), sowie ochne
SDS gekochte Proben, die entweder umgehend nach dem Kochen mit Probenpuffer versetzt wurden (Spur 5)
oder langsam abgekuihlt wurden (Spur 6). Es wurden pro Spur 15 pg Protein aufgetragen. B: CD-Spektren der
ruckgefalteten OmpG-Mutanten im Bereich zwischen 205 und 240 nm. Die rickgefalteten OmpG-Porine wurden
in 1,46 % (w/v) Oktyl-B-D- Glucopyranosid und 10 mM Tris/HCI pH8,0 vermessen. Die Abbildung zeigt die
mittlere Resteelliptizitat ((B]MRW) im Wellenlangenbereich zwischen 205 und 240 nm. Die Spektren zeigen das
gemittelte Spektrum aus 10 Akkumulationen und sind gegen Puffer korrigiert.
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3.2.5.3.2. Einfluss der Mutationen R228E-E229R-D232R in der Schleife L6
auf die pH-Abhangigkeit von OmpGwt und OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E

Um nun herauszufinden, ob die Mutationen R228E-E229R-D232R eine Rolle fiir die
Interaktion von Schleife L6 mit dem Porenring spielen, wurde die pH-Abhangigkeit des
Zuckertransportes der Schleife L6-Mutanten in Liposome swelling assays untersucht.
Hierflr wurden die Transportraten von OmpGwt, OmpG E15,31,174R/R92,111,211E und
den korrespondierenden L6-Mutanten fir Arabinose (Abbildung 20A) und Glukose
(Abbildung 20B) ermittelt. Wie bereits beschrieben (siehe 3.2.5.2), wurde im Gegensatz
zum Wildtyp mit beiden Monosacchariden keine Korrelation zwischen pH-Wert und
Zuckertransportrate in OmpG E15,31,174R/R92,111,211E beobachtet (Abbildung 20). Die
OmpGwt L6-Mutante reagierte weniger sensitiv auf eine Verringerung des pH-Wertes als
OmpGwt. Dieser Effekt zeigte sich mit Arabinose (Abbildung 20A) deutlicher als mit
Glukose (Abbildung 20B). Die Messung mit Glukose als Substrat zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen OmpGwt L6-Mutante und OmpG E15,31,174R/R92,111,211E im pH-
Bereich von 5,5 bis 7,5. Mit Arabinose als Substrat unterscheiden die Transportraten sich
jedoch nicht signifikant voneinander, die pH-Abhangigkeit der Transportraten der OmpGwt
L6-Mutante sind demnach vergleichbar mit denen von OmpG E15,31,174R/R92,111,211E.
Die Zuckertransportrate der OmpG E15,31,174R/R92,111,211E L6-Mutante besald eine
héhere Sensitivitat fur die pH-Wert-Verringerung als OmpG E15,31,174R/R92,111,211E.
Nur bei jeweils einem pH-Wert ist ein signifikanter Unterschied der Transportraten der
OmpG E15,31,174R/R92,111,211E L6-Mutante zum OmpGwt-Protein messbar
(Arabinose: pH 5,5; Glukose: pH 6,5). Die Aminoséureaustausche in der Schleife L6 fuihrten
in dieser Mutante demnach zumindest teilweise zu einer Wiederherstellung des der pH-

Abhangigkeit des Zuckertransports von OmpGwit.
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Abbildung 20: Einfluss der Mutationen in Schleife L6 auf die pH-Abhangigkeit der Zuckertransportraten
von OmpG. Dextran T40 enthaltende Liposomen wurden in isoosmotische Arabinose- (A) bzw.
Glukoselésungen (B) verdiinnt und die Anderungen der oD430 gemessen. OmpGwt (schwarz, durchgezogene
Linie), OmpG E15,31,174R/R92,111,211E (rot, durchgezogene Linie) und deren Schleife L6-Mutanten
(gestrichelte Linien) wurden bei pH-Werten von 5,5, 6,5, 7,0, 7,5 und 8,0 vermessen. Die Schwellraten in
Arabinose bei pH 8,0 wurden fur jede OmpG Variante als 100 % gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus
3 unabhéngigen Messungen mit jeweils 4-6 Replikaten. Signifikante Unterschiede (p<0,05 in einem gepaarten
t-Test nach Student) zwischen OmpGwt und OmpG E15,31,174R/R92,111,211E sind mit einem Stern
gekennzeichnet, zwischen OmpGwt und der OmpG E15,31,174R/R92,111,211E L6-Mutante sind mit einem
Plus gekennzeichnet und zwischen OmpG E15,31,174R/R92,111,211E und der OmpGwt L6-Mutante mit einem
Kreis.
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4. DISKUSSION

4.1. DER SACCHAROSETRANSPORT DURCH DAS SACCHAROSE-SPEZIFISCHE

PORIN SCRY

Das Saccharose-spezifische Porin ScrY ist ein trimeres Porin mit einer Porengréf3e von
8,5x 11 A, das von verschiedenen Enterobakterien zur Aufnahme von Saccharose als
Kohlenstoffquelle exprimiert wird (Schmid et al. 1982; Schmid et al. 1991; Schiilein et al.
1991; Forst et al. 1998). Das scrY-Gen ist Teil des auf dem Plasmid pUR400 codierten scr-
Regulons, das die Aufnahme und die Metabolisierung von Saccharose ermdglicht (Schmid
et al. 1982; Schmid et al. 1988). Zur Charakterisierung der tbrigen Komponenten des scr-
Regulons wurden verschiedenste Studien durchgefiihrt (Schmid et al. 1982; Aulkemeyer et
al. 1991; Cowan et al. 1991; Titgemeyer et al. 1996; Tangney und Mitchell 2000; Van Gelder
et al. 2001; Jahreis et al. 2002) und ebenso fiir ScrY (Hardesty et al. 1991; Schmid et al.
1991; Schulein et al. 1991; Schulein et al. 1995; Andersen et al. 1998; Forst et al. 1998;
Ranatunga et al. 1999; Ulmke et al. 1999; Van Gelder et al. 2001; Kim et al. 2002; Michels
et al. 2002). Die in den im Rahmen des EFI SynBio-Projektes durchgefiihrten Arbeiten der
Arbeitsgruppe Béckmann (Computational Biology, FAU Erlangen-Nurnberg) identifizierten
die Interaktion von Saccharose mit den Aminosaurereste Asp!® und Asp?°! im Porenlumen
als potentielle Energiebarrieren flr den Saccharosetransport (Sun et al. 2016). Eine
Mutation der beiden Aminoséaurereste gegen Alanin verringert diese Energiebarriere laut

computergestitzter Simulationen um mehr als 15 kJ/mol (Sun et al. 2016).

Die Co-Kristallisation von ScrY im Komplex mit Saccharose zeigte zwei gebundene
Saccharose-Molekiile, die Uber van der Waals-Bindungen mit den aromatischen
Aminosaureresten Trp®®t, Tyr''® Tyr’® Trp*2, Phe*® der sogenannten greasy slide
interagierten (Forst et al. 1998). AuBerdem bildeten die Saccharosemolekile
Wasserstoffbriickenbindungen mit  ionisierbaren  Aminosauren in  unmittelbarer
Nachbarschaft zur greasy slide, der sogenannten ionic track. Zu diesen ionisierbaren
Aminosauren gehoren nach Forst et al. (1998) auch Asp!®* und Asp?l. Die strukturelle
Anordnung dieser aromatischen und ionisierbaren Reste ist auch in anderen
zuckerspezifischen Porinen, wie im Maltoporin LamB, zu finden (Dutzler et al. 1996; Wang
etal. 1997; Forst et al. 1998), dabei ist die Konservierung der ionisierbaren Reste von LamB
und ScrY sehr hoch, mit Ausnahme von drei Aminosauren: Arg'®, Tyr'!8 und Asp!?! im

Maltoporin sind in ScrY ausgetauscht gegen Asn®?, Asp?! und Phe?%4,
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In den im Rahmen des EFI SynBio-Projektes durchgefihrten Arbeiten der Arbeitsgruppe
Bockmann (Computational Biology, FAU Erlangen-Nurnberg; siehe 1.3.4) wurden die
Interaktionen von Saccharose mit den Aminosaurereste Asp®* und Asp?®! im Porenlumen
als potentielle Energiebarrieren fir den Saccharosetransport identifiziert (Sun et al. 2016).
Eine Mutation der beiden Aminosaurereste gegen Alanin verringert diese Energiebarriere
laut molekulardynamischer Simulationen um mehr als 15 kJ/mol (Sun et al. 2016). Zur
Uberprufung der Simulationsergebnisse, sollte die Aktivitat einer ScrY-Mutante, bei der
Asp®®* und Asp?? gegen Alanin ausgetauscht sind (ScrY D194A-D201A), in vitro (siehe
3.1.1) und in vivo (siehe 3.1.2) tberprift werden.

4.1.1. Nicht kontrollierbare Multimerisierung der ScrY-Monomere in vitro

Fur die funktionelle Charakterisierung von Proteinen ist deren erfolgreiche heterologe
Expression meist unabdingbar fir die nachfolgende Aufreinigung und Aktivitdtsmessung.
Eine unkontrollierte Uberexpression von ScrY wurde bereits als schadlich fur E. coli Zellen
beschrieben (Schmid et al. 1991; Ulmke et al. 1999), sodass die Uberexpression im
Rahmen der vorgelegten Arbeit unter der Kontrolle eines T7lac-Promoters durchgefihrt
wurde (siehe 3.1.1.1). Bei der Expression in E. coli C41 (DE3) konnte, anders als in den
Ubrigen getesteten Bakterienstdmmen, eine deutliche Induktion der Proteinexpression von
ScrYwt als Monomer beobachtet werden (Abbildung 7). Bei der weiteren Aufreinigung von
ScrY mittels Affinitatschromatographie wurde ebenfalls sichtbar, dass ScrYwt nur als
Monomer, jedoch nicht als Trimer, vorliegt (Abbildung 7). Generell war die Bindung des
Proteins an die Ni-NTA-Agarose nicht gut, was an den hohen Verlusten in der
Durchflussfraktion und den Waschfraktionen wahrend der Aufreinigung erkennbar ist. Zwei
mdgliche Begriindungen hierflrr sind die Unzuganglichkeit der 6xHis-Signatur im gefalteten
Protein oder die fur die Verwendung mit Ni-NTA-Agarose suboptimalen
Aufreinigungsbedingungen, bei denen ein SDS-haltiger Puffer verwendet werden musste.
Im gefalteten Protein liegt der C-Terminus direkt hinter einer Transmembrandomaéne,
sodass die 6xHis-Signatur moglicherweise rdumlich so liegt, dass eine Bindung an die
Saulenmatrix nur schlecht méglich ist. Durch die hohe Stabilitat gegentiber Detergenzien
sind viele Porine nur durch starke anionische Detergenzien wie SDS solubilisierbar, die
Verwendung von SDS und Tris als Puffersubstanz sind jedoch nur bedingt mit Ni-NTA-

Agarose kompatibel. Dennoch ist in den Elutionsfraktionen der Aufreinigung einer
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deutlichen ScrYwt-Monomerbande mit nur wenigen Kontaminationen durch andere

Proteine erkennbar (siehe 3.1.1.1).

Fur die in vitro Aktivitatsmessung durch osmotisches Schwellen von Liposomen ist die
Rekonstitution von  funktionalem Protein essenziell. ~Zur Uberprifung der
Reproduzierbarkeit wurden zwei unterschiedliche Methoden in drei unabhéngigen
Messungen getestet (siehe 3.1.1.2). Dabei ist aufféllig, dass die Messungen deutliche
Unterschiede in den relativen Transportraten zeigen und die Messungen somit nicht
reproduzierbar sind (Abbildung 8). Die Proteingele zu zwei der Messreihen zeigen, dass in
einer Messung eine deutliche Trimerbande erkennbar ist, in der anderen Messung jedoch
nicht (Abbildung 9). Die Multimerisierung der aufgereinigten Monomere verlauft folglich
nicht ausreichend kontrollierbar, um valide Messergebnisse zu erhalten. Strukturell
gesehen unterscheidet sich das erstellte ScrYwt-Protein nur durch die C-terminale 6xHis-
Signatur von nativem ScrY-Protein. Dies legt nahe, dass die C-terminale 6xHis-Signatur
moglicherweise mit der Trimerisierung von ScrY interferierte, was die Bestimmung der

Porinaktivitat der ScrY-Mutanten in vitro Uber Liposome swelling assays unméglich machte.

4.1.2. Die Mutationen ScrY D194A und D194A-D201A fihren zu einer

signifikanten Erhohung des Kmu-Wertes fur Saccharose

Neben der in vitro Aktivititsmessung ist auch die Bestimmung der kinetischen Konstanten
von ScrY fur den Transport von Saccharose in vivo moglich. Um nicht nur die Aufnahme
von Saccharose in den raumlich begrenzten, periplasmatischen Raum sondern in das
Zellinnere zu messen, wurden die ScrY-Mutanten gemeinsam mit allen weiteren Scr-
Komponenten vom Plasmid pJOE637 (Schmid et al. 1988) exprimiert und die
Saccharoseaufnahme in induzierte und nicht induzierte E. coli Zellen gemessen
(siehe 3.1.2). Es wurden keine Affinitatssignaturen an die Proteine angehangt, um ein
mdgliches Interferieren der Affinitatssignatur mit der Trimerisierung von ScrY und damit
einhergehend eine mangelnde Funktionalitdt des Porins zu verhindern (siehe 4.1.1). Aus
diesem Grund war eine Ermittlung der Expressionshéhe und eine Normierung der Daten

auf den Proteingehalt nicht méglich.

Mit dem Austausch von Asp?® gegen Tyrosin erreichten Ulmke et al. (1999) eine deutliche
Erhdhung des Ku-Wertes fur Saccharose (von 4 uM zu 90 pM). Der Aminosaureaustausch

sollte Asp?®!, eine der drei sich in den Porenengstellen von Maltoporin und ScrY
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unterscheidenden Aminosauren, durch die korrespondierende Aminosaure aus LamB
ersetzen (Tyr'!®). Aufgrund der ScrY-Kristallstruktur (Forst et al., 1998) lasst sich vermuten,
dass Tyr''® in LamB die Bindung von Saccharose an der Engstelle sterisch behindert,
wahrend Asp?? in ScrY die Bindung von Saccharose nicht sterisch behindert, somit ist
dieser Aminoséureaustausch mitverantwortlich fur die unterschiedlichen Spezifitdten der
beiden Glykoproteine. Ein Grund fur den Einfluss der Mutation auf den Saccharosetransport
in der Mutante ScrY D201Y konnte also die sterische Behinderung der Substratbindung
sein. Diese Mutation beeinflusste den Maltosetransport durch ScrY jedoch nicht (Ulmke et
al. 1999).

Die Ermittlung der kinetischen Konstanten der erstellten Alanin-Mutanten zeigt, dass die
Mutation D194A und die Doppelmutation D194A-D201A den groften Einfluss auf den
Saccharosetransport von ScrY besitzen (Abbildung 10). Wéahrend die Mutation D194A zu
einer Erhéhung des Ky-Wertes von 10 pM im Wildtyp auf 15,6 uM fihrt, verdoppelte die
Mutation D194A-D201A den KM-Wert auf 22,4 pM. Die beiden Mutationen verringern
folglich die Affinitat des Porins flir Saccharose additiv. Die von Forst et al. (1998) publizierte
Kristallstruktur und das Netzwerk der zwischen den Saccharosemolekilen und den
ionisierbaren Resten in der Pore ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen lasst
erkennen, dass das  Zuckermolekiil, das an Tyr’®  gebunden ist,
Wasserstoffbriickenbindungen zu den ionisierbaren Resten Arg®, Arg'??, Glu'?, Arg®?,
Asp®®® und Asp? eingeht. Das zweite, an Trp*®? gebundene Saccharosemolekil geht nur
Zu einer einzigen ionisierbaren Aminosaure Wasserstoffbriickenbindungen ein, diese
Aminosaure ist Asp%. Der geringere Einfluss der Mutation D201A kénnte demnach damit
zusammenhangen, dass das Saccharosemolekil neben Asp?®! auch mit finf weiteren
Aminosauren des ionic tracks interagieren kann. Das Saccharosemolekil, das in der
Kristallstruktur an Trp*8? gebunden ist, kann jedoch nur mit Asp®* interagieren, daher ist
der Effekt dieser Mutation mdglicherweise starker. Die Verstarkung des Effektes in der
Doppelmutante spricht fur einen additiven Effekt beim Austausch von Asp®* und Asp?®!
gegen Alanin-Reste. Moglicherweise stellen die beiden Asparaginsaure-Reste weniger eine
sich negativ auf den Transport auswirkende Energiebarriere dar, sondern sind vielmehr
wichtig fur die Diskriminierung unterschiedlicher Zucker und die hohe Affinitat des Porins

fir Saccharose.

Die in vivo bestimmten maximalen Transportraten (Vmax) der untersuchten ScrY-Mutanten
kénnen jedoch nicht gut miteinander verglichen werden, da die Expressionshdohe der

Proteine des scr-Regulons nicht quantifiziert und somit keine Normierung des
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Saccharosetransportes auf die Proteinmenge vorgenommen werden konnte
(Abbildung 10B). Somit lasst sich keine quantitative Aussage darlUber treffen, ob die

Energiebarrieren flr den Saccharosetransport in den Mutanten wirklich verringert sind.
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4.2. DER GELADENE RING IM PORENLUMEN VON OMPG BEEINFLUSST DIE

SUBSTRATSPEZIFITAT UND DIE PH-ABHANGIGKEIT DES PORINS

Das bakterielle Porin OmpG besitzt einige charakteristische Eigenschaften, die ihm unter
den Porinen eine besondere Rolle verleihen. Anders als die klassischen, generellen
Diffusionsporen wie beispielsweise OmpF und OmpC aus E. coli, die Trimere aus
Monomeren mit je 16 transmembranen B-Strangen bilden (Cowan et al. 1992), ist OmpG
ein monomeres Porin mit 14 transmembranen 3-Strangen (Conlan et al. 2000). Die zirkulére
Pore von OmpG besitzt einen groRen Durchmesser von ca. 13 A (Yildiz et al. 2006; Chen
et al. 2008; Vollan et al. 2016) und im Gegensatz zu vielen anderen Porinen fehlt OmpG
eine deutliche Verjingung im Kanal (Subbarao und van den Berg 2006; Yildiz et al. 2006).
Diese Engstellen werden meist durch das Rickfalten einer Schleife in das Porenlumen
gebildet, wie durch Schleife L3 in OmpF und PhoE (Cowan et al. 1992; Koebnik et al. 2000)
oder ScrY (Forst et al. 1998). Diese Engstellen haben einen Durchmesser von
beispielsweise ca. 3 A im Nukleosid-Kanal Tsx aus E. coli (Ye und van den Berg 2004) und
ca. 7 - 8 A bei OmpC und OmpF. Bei diesen Porinen besitzt die im Lumen lokalisierte
Schleife spezifische Ladungen, die gemeinsam mit den an der gegenuberliegenden
Porenwand angeordneten Ladungen zur Selektivitat des Porins beitragen (Benz et al. 1989;
Cowan et al. 1992; Saxena et al. 1999; Nikaido 2003). OmpG und beispielsweise auch
NanC, ein Porin der KdgM-Familie, besitzen eine spezielle Anordnung von negativ und
positiv geladenen Aminosauren im Porenlumen (Abbildung 3), die mit je zwei sich
gegenuberliegenden positiven und negativen Bereichen &hnlich einem Quadrupol
angeordnet sind (Yildiz et al. 2006; Wirth et al. 2009). In OmpG wird die Konstriktionsstelle
somit nur durch die nach innen zeigenden Aminosadurereste in diesem Ring gebildet
(Subbarao und van den Berg 2006). Da die Ladungsanordnung im Lumen anderen Porinen
Spezifitéat verleihen kann (Koebnik et al. 2000; Nikaido 2003), ist der Einfluss der geladenen
Bereiche in OmpG ebenfalls von groRem Interesse. Zu diesem Zweck sollten verschiedene
OmpG-Mutanten untersucht werden, die Mutationen im geladenen Ring im Porenlumen

haben.
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4.2.1. Der Austausch der Glutaminsaure-Bereiche des geladenen Rings

beeinflusst Ruckfaltung und Stabilitat nicht negativ

Zur ldentifizierung von Aminosaureresten, die bei einer Mutation kritisch fur die
Proteinstabilitat oder -funktion sind, kann in essenziellen Porinen, die einen bestimmten
Phanotyp vermitteln, beispielsweise ein Mutagenese-Screening durchgefiihrt werden. Die
Durchfiihrung einer zufélligen plasmid-basierten Mutagenese von PorB aus Neisseria
gonorrhoeae zeigte in der anschlielenden Untersuchung der Wachstumsfahigkeit der
Bakterien, dass 20 Aminosauren des Porins essenziell sind, da keine Porine mit Mutationen
in diesen Aminosauren gefunden wurden (Chen und Seifert 2014). Dieses Vorgehen ist fur
OmpG schwieriger, da OmpG kein fiir das Bakterienwachstum essenzielles Porin ist.
Mdglichweise konnte ein Mutagenese-Screening im Hintergrund eines LamB™ E. coli
Stammes durchgefihrt werden, da OmpG in diesem Stamm ein Wachstum auf Maltodextrin
vermitteln kann (Misra und Benson 1989), um fur die Mutation kritische Aminosauren zu
identifizieren. Eine experimentelle Identifikation kritischer Aminosauren war im Rahmen
dieser Arbeit jedoch nicht durchfiihrbar, auRerdem waren nur Mutationen im geladenen
Ring von Interesse fur diese Arbeit, daher wurden computergestitzte Simulationen auf
Basis der Kristallstruktur von OmpG durchgefiihrt (siehe 3.2.1). Die Simulationen zur
Proteinstabilitdt mithilfe des Web-Programms MAESTROweb (Laimer et al. 2015; Laimer
et al. 2016) zeigen eine deutlich hohere Sensitivitat bei der Mutation der Arginin-Reste im
geladenen Ring verglichen mit den Glutaminsaure-Resten (siehe 3.2.1, Abbildung 11).
Ebenso zeigen die Berechnungen der Proteinstabilitditsdnderung mehrfacher Mutationen
keinen negativen Auswirkungen (AAGpred. £ 0O kcal/mol), sofern nur die Glutaminsaure-
Bereiche von den Mutationen betroffen sind (siehe 3.2.1, Tabelle 3). Deutlich negativere
Auswirkungen auf die Proteinstabilitdét haben Mutationen in den Arginin-Bereichen des
geladenen Ringes. Sowohl fir die Mutationen der OmpG-Mutanten mit durchmischter
Ladungsverteilung (AAGpred. = 0,179 bzw. 0,250 kcal/mol), wie auch fur die Mutationen in
OmpG E15 174A/R68-211A mit dem ungeladenen Ring im Lumen
(AAGpred. = 0,843 kcal/mol) sind deutlich destabilisierende Effekte vorhergesagt. Die
Mutation von vier Arginin-Resten gegen Glutaminsdure in OmpG R92-235E hatte bei der
experimentellen Uberpriifung die negativsten Auswirkungen auf die Proteinstabilitat, da
diese Mutante sich nicht durch Verdiinnen in Detergenz ruckfaltet (Abbildung 13), obwohl
diese Mutante eine deutlich geringere vorhergesagte Proteinstabilitditsanderung aufweist
als andere Mutanten (AAGpred. = 0,378). Auch Perez-Rathke et al. (2018) beschrieben, dass

eine Mutation der gesamten positiv geladenen Bereiche nicht durchgefuhrt werden konnte,
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weshalb nur einige Aminoséauren ausgetauscht werden konnte
(R111S/K113S/R211S/R216S). Die positiv geladenen Bereiche scheinen demnach
essenzieller fur die Proteinfaltung und die Stabilitdét des Proteins zu sein, sodass ein
Austausch der gesamten Bereiche gegen Serin-Reste (Perez-Rathke et al. 2018) bzw.
bereits ein teilweiser Austausch gegen Glutaminséure-Reste (siehe 3.2.3) kritisch fur die
Proteinfaltung ist.

4.2.2. Die geladenen Bereiche im Lumen von OmpG beeinflussen die

Spezifitat des Porins fur Zucker

Der Einfluss bestimmter Aminosaurereste auf die Zuckerspezifitdt wurde insbesondere fir
zuckerspezifische Porine untersucht, wie beispielsweise in den Studien zur Porenengstelle
von LamB und ScrY, deren Strukturen sich stark &hneln (siehe 1.3.3.3). In der
Porenengstelle von ScrY sind die Aminosaurereste Asn'®?, Asp?®! und Phe?* an den
Positionen lokalisiert, an denen in LamB die Aminosaurereste Arg!®, Tyr!'8 und Asp?!
liegen (Forst et al. 1998). Arg'% und Tyr!*® blockieren in LamB aus sterischen Griinden die
Bindung von Saccharose an eine Zuckerbindestelle, wodurch Saccharose nicht durch die
Pore transportiert werden kann. Wenige Aminosaureaustausche, die die Auskleidung des
Porenlumens dem jeweils anderen Porin angleichen, verdndern hier die Spezifitat fur
Saccharose bzw. Maltose (Van Gelder et al. 2001; Kim et al. 2002). In ScrY geniigt eine
einzelne Mutation (D201Y), damit die Spezifitat von ScrY der von LamB ahnelt (Ulmke et
al. 1999). In LamB sind zwei Aminosaureaustausche notwendig (R109A-Y118A) um einen
erhdhten Saccharosetransport zu erzielen (Van Gelder et al. 2001).

Doch auch fir generelle Diffusionsporen wurde ein Einfluss der geladenen Aminosauren in
der Pore auf den Zuckertransport gezeigt. Ein Austausch von drei Arginin-Resten an der
OmpF-Porenwand gegen neutrale Aminosauren fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung des
Disaccharid-Transportes (Phale et al. 2001). Diese Erhéhung konnte vor allem auf eine

geringere sterische Hinderung des Substrattransports zurickgefiihrt werden.

Im Gegensatz zu vielen anderen Porinen wird die Porenengstelle in OmpG nicht durch eine
in das Lumen gefaltete extrazellulare Schleife gebildet, sondern durch die nach innen
zeigenden Aminosaure-Seitenketten des geladenen Rings (Subbarao und van den Berg
2006; Yildiz et al. 2006). Aufgrund der Kristallstruktur wurden von Yildiz et al. und Subbarao
et al. verschiedene, potenzielle Zuckerbindestellen beschrieben. Einerseits wurden die

aromatischen Reste Tyr®®, Phe®, Tyr%, Tyr%, Tyr%, Phe®, Tyr*¢ und Tyr!*® als potentielle
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Bindestelle identifiziert (Subbarao und van den Berg 2006). Aromatic slides ermdglichen
gerade in zuckerspezifischen Porinen die Wechselwirkung der Zuckermolekile mit den
aromatischen Resten im Porenlumen durch van der Waals-Krafte (Vyas 1991). lonisierbare
Aminosaurereste, die nahe dieser aromatic slides lokalisiert sind, konnen durch
Wasserstoffbrickenbindungen mit den Zuckermolekilen interagieren (Dutzler et al. 1996;
Meyer und Schulz 1997; Wang et al. 1997; Forst et al. 1998). Die Bindung eines
Glukosemolekiils und eines Oktylglukosid-Molekuls in den OmpG-Kristallen brachten Yildiz
et al. (2006) zu der Annahme, dass es zwei maogliche Zuckerbindestellen gibt, eine
beinhaltet die finf Aminosaurereste Arg®®, Tyr'%, Glu'4, Glu®® und Trp*®, die andere
besteht aus den drei Aminosaureresten Trp!, Tyr'*® und Glu*®2. AuBerdem wurden hier
zwei potenzielle aromatic slides beschrieben. Die erste besteht aus den Aminosauren Tyr,
Tyr%, Tyr®*, Phe® und Tyr® (und Tyr'*¢in L4), die zweite beginnt zwischen Tyr® und Tyr®®
und beinhaltet Phe®®’, Tyr’® und Trp®! (und Tyr'#® in L4) (Abbildung 21). Von den
geladenen sauren und basischen Aminosaureresten des geladenen Ringes ist nur die
Aminosaure Glu'®? Bestandteil einer potentiellen, aus der Kristallstruktur abgeleiteten

Zuckerbindestelle.

Inwieweit der geladene Ring der relativ grof3en Pore Einfluss auf die Zuckerspezifitat hat,
wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand von Liposome swelling assays mit Pentosen,
Hexosen und Disacchariden untersucht (siehe 3.2.4.1). Bei der Normierung auf OmpGwt
fallt auf, dass die Transportraten der OmpG-Mutanten generell deutlich niedriger liegen als
in OmpGwt (Abbildung 16), was entweder auf einen reduzierten Transport oder eine
geringe Rekonstitutionseffizienz hindeutet. Einzig der Austausch der Glutaminsaure-
Bereiche gegen Lysin bzw. eine Kombination aus Arginin und Histidin fihrte in OmpG zu
keiner signifikanten Veranderung der Transportraten verglichen mit dem Wildtyp (Abbildung
16A). Hier betragt die relative Rate fiir Hexosen ca. 80% und fiur Disaccharide ca. 60% der
Pentose-Raten. Die Ubrigen Mutationen der geladenen Aminosauren fiihren jedoch zu
Veranderungen der Zuckerspezifitat. Einen geringen Effekt zeigten die Mutanten mit
durchmischter Ladungsverteilung. Hier zeigt OmpG E15,31,174R/R92,111,211E bei
interner Normierung auf Arabinose eine erhdhte Transportrate fir Hexosen (Abbildung 16).
Histidin-Reste statt saurer Bereiche im geladenen Ring fuhren in OmpG E15-174H zu einer
deutlich geringeren Abhangigkeit des Transports von der Substratgrof3e (Abbildung 16).
Die Betrachtung der auf OmpGwt normierten Transportraten weist dabei entweder auf eine
deutlich verringerte Rekonstitutionseffizienz der Mutante und damit einhergehend einen
erhdhten Transport von Hexosen und Disacchariden oder auf einen deutlich verringerten

Transport von Pentosen und Hexosen hin, wahrend die Disaccharid-Raten dem Wildtyp
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entsprechen (Abbildung 16). Die eingebrachten Histidin-Reste fihren demnach zu einer
Favorisierung von Disacchariden im Vergleich zu Monosacchariden. Der Austausch der
sauren gegen ungeladene Bereiche in OmpG E15-174A zeigt hingegen einen kontraren
Effekt und bedingt eine signifikante Verringerung des Transports von Disacchariden
(Abbildung 16). Wie auch von Phale et al. (2001) fur das deutlich kleinlumigere OmpF
beschrieben, hat der Austausch geladener gegen ungeladene Aminosauren also trotz des
groRen Porendurchmessers von OmpG einen Einfluss auf den Transport von
Disacchariden. Es liegt nahe zu vermuten, dass die alternierenden geladenen Bereiche
somit wichtig fur den Transport von Disacchariden sind und das Einbringen ungeladener
Bereiche die Transportraten grof3erer Zucker verringert. In OmpF fihrt der Austausch von
drei Arginin-Resten gegen die kleineren Alanin-Reste zu einem erhdhten
Saccharosetransport, da der Weg der Zuckermolekiile durch die Pore sterisch weniger
behindert wird (Phale et al. 2001). Die Verringerung des Saccharosetransportes in OmpG
E15-174A kann jedoch nicht durch eine erhohte sterische Hinderung bedingt sein, da die
Alanin-Reste kleiner sind als die Glutaminsaure-Reste und die sterische Hinderung der
durchtretenden Zuckermolekiile somit geringer ist. Auch die Effekte in OmpG E15-174H
deuten nicht auf eine sterische Hinderung des Transports von Disacchariden hin, da die
Histidin-Reste groRer als Alanin-Reste sind und eine sterische Hinderung des Transports
sich daher in OmpG E15-174H noch viel deutlicher auf Disaccharide als auf
Monosaccharide auswirken misste. Mdglicherweise basiert der Transport gro3erer Zucker
durch OmpG auf einem ahnlichen Mechanismus wie in den zuckerspezifischen Porinen
LamB und ScrY, bei denen die Zuckermolekile auf der aromatic bzw. greasy slide aus
aromatischen Resten durch den Kanal geleitet werden. In unmittelbarer Nahe der
aromatischen Reste sind saure und basische Reste lokalisiert, die wahrend der Passage
durch den Kanal mit den Zuckermolekilen interagieren (Wang et al. 1997; Ranatunga et al.
1999). Auch OmpG besitzt eine aromatic slide, die von der extrazellularen Porendffnung
bis weit in das Porenlumen hinein reicht (Yildiz et al. 2006). Die Strukturdaten von OmpG
zeigen, dass die Aminosaurereste der Glutaminsaure-Bereiche in der N&ahe dieser
aromatischen Reste lokalisiert sind (Abbildung 21), wenn auch etwas weiter entfernt als in
den zuckerspezifischen Porinen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass der Transport
groRerer Zucker in OmpG ebenfalls durch die aromatic slide und die Interaktion mit
benachbarten ionisierbaren Resten begiinstigt wird. Die kontraren Effekte in den Mutanten
OmpG E15-174H und OmpG E15-174A kénnte demnach mit einer Interaktion der
Zuckermolekile mit den aromatischen bzw. ionisierbaren Aminoséureresten

zusammenhdangen. In Zuckerbindestellen von Proteinen sind die Aminosduren Tryptophan
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und Tyrosin zwar haufiger lokalisiert als Histidin (Hudson et al. 2015), dennoch interagieren
auch Histidin-Reste durch aromatische Stapel-Wechselwirkungen mit Zuckermolekdilen.
Auch Simulationen zur Interaktion von Imidazol und Glukose zeigt die mogliche Ausbildung
von Stapel-Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen (Chen et al. 2012). Der
Austausch eines Tyrosin-Restes durch Histidin in der Zellulosebindedoméane der Cel7A
Zellobiohydrolase aus Trichoderma reesei bewirkte beispielsweise eine &hnlich hohe
Substratbindung wie im Wildtyp, diese Bindung war jedoch pH-abhangig (Linder et al.
1999). Die eingebrachten Histidin-Reste in OmpG E15-174H kénnten somit durch Stapel-
Wechselwirkungen insbesondere den Transport von Disacchariden begunstigen. Der
Austausch geladener Reste gegen Alanin in OmpG E15-174A kénnte demnach durch die
Mutation einiger Aminosauren des ionizable tracks eine geringere Stabilisierung von
Disacchariden in der Pore durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu den
geladenen Aminoséaureresten und somit auch einen verringerten Transport bewirken. Ein
zusatzlicher Austausch der basischen Bereiche gegen Alanin in OmpG E15-174A/R68-
211A fihrt nicht nur zu der bereits fur OmpG E15-174A gezeigten signifikanten
Verringerung der Disaccharid-Transportraten, sondern bei der Normierung auf OmpGwt
auch zu einer Reduktion der Raten von Arabinose und aller getesteten Hexosen (Abbildung
16B). Misra und Benson (1989) belegten fir OmpG eine in vivo Transportaktivitat von
Oligosacchariden in E. coli LamB-Mutanten. Es ware aufgrund der Zuckerspezifitatsdaten
interessant, ob die Mutanten mit dem teilweise bzw. komplett ungeladenen Ring ebenfalls
einen in vivo Transport von Oligosacchariden in LamB-defizienten Zellen komplementieren

kdnnen.
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Abbildung 21: OmpG in der gedffneten Konformation (2IWV). Die Glutaminsaure-Reste des geladenen
Rings sind rot eingefarbt, die aromatischen Reste der aromatic slide (Yildiz et al. 2006) sind blau eingefarbt. Die
Strukturdarstellung wurde in iCn3D durchgefihrt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/icn3d.html).

4.2.3. Die Ladungsverteilung im Poreninneren von OmpG beeinflusst die

lonenselektivitat der Pore

Die Bedeutung geladener Aminosadurereste in der Porenengstelle als Selektivitatsfilter fur
Anionen und Kationen ist seit langem bekannt (Bauer et al. 1989; Benz et al. 1989; Saint et
al. 1996; Van Gelder et al. 1997; Schirmer 1998; Schirmer und Phale 1999). Die Selektivitat
von PhoE fiir Anionen wird durch vier positiv geladene Aminosauren in der Porentffnung
bzw. innerhalb des Kanals vermittelt, die Interaktion mit Polyphosphaten ist dabei
insbesondere abhangig von Lys'? (Bauer et al. 1989). Eine Mutation dieses Lysin-Restes
zu Glutaminsdure andert die Selektivitat von Kationen gegeniber Anionen von 1:3 im
Wildtyp zu 3,8:1 in der Mutante, das Einbringen einer negativen Ladung machte das Protein
folglich deutlich kationenselektiver (Bauer et al. 1989). Die Kationenselektivitdt von OmpF
(Na":K* Verhéltnis = 4,5:1) wird hingegen durch drei positiv geladene Reste an der
Porenwand und zwei saure Reste auf Schleife L3 bedingt (Phale et al. 2001). Es wurde
gezeigt, dass das Entfernen der beiden sauren Ladungen die Selektivitat fir Kationen

reduziert, sodass Anionen und Kationen in gleichem Mal3 durch den Kanal flieRen kénnen.
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Das Entfernen aller funf geladenen Aminosauren fuhrt hingegen zu einer dreifachen
Erhéhung der Kationenselektivitat des Porins, was die Autoren durch eine mdgliche
Beteiligung verbleibender geladener Reste an der Kanaltffnung erklaren, die den Eintritt

von Anionen negativ beeinflussen konnten (Phale et al. 2001).

Perez-Rathke et al. (2018) konnten bereits zeigen, dass der geladene Ring im Lumen von
OmpG von Bedeutung fiir den pH-abhéangigen Schaltmechanismus ist (Perez-Rathke et al.
2018). AuRerdem konnte in dieser Arbeit die Bedeutung des geladenen Ringes auf die
Spezifitét fir ungeladene Substrate gezeigt werden (siehe 3.2.4.1). Dies fuhrte zu der
Frage, ob der geladene Ring im Porenlumen als Konstriktionsstelle ebenfalls Einfluss auf
die lonenselektivitdt des Kanals besitzt, obwohl der strukturelle Aufbau und die
Ladungsverteilung der Pore sich deutlich von anderen Poren wie OmpF oder PhoE
unterscheiden, bei denen eine eindeutige Engstelle durch das Rickfalten einer Schleife in
das Porenlumen entsteht und so durch den Porendurchmesser und das aus geladenen
Aminoséauren entstehende elektrische Feld als Selektivitatsfilter wirkt. Die Bedeutung der
geladenen Bereiche fir die lonenselektivitat der Pore wurde mittels elektrophysiologischer
Multikanalmessungen mit verschiedenen Anionen-Kationen-Kombinationen analysiert, aus
denen Uber das Umkehrpotential das Permeabilitatsverhaltnis bestimmt wurde (siehe
3.2.4.2). Fir die Transporteigenschaften eines Substrates durch einen Kanal ist nicht nur
die Ladung des Substrates ausschlaggebend, sondern auch die Gré3e des Substrates und
die verwendeten Gegenionen (Ghai, Pira, et al. 2017; Ghai, Winterhalter, et al. 2017). Aus
diesem Grund wurden die Messungen der Umkehrpotentiale mit kleinen Anionen und
Kationen (Kaliumchlorid), sowie einem groRen Anion (Natrium-Glutamat) bzw. einem
grof3en Kation (Arginin-Chlorid) durchgeftihrt.

OmpGwt ist deutlich kationenselektiv bei den Messungen mit KCI (K*:Cl- = 13,3:1) und Na-
Glu (Na*:Glu = 5,3:1), jedoch anionenselektiv bei der Messung mit dem gréReren Kation
Arginin. Trotz der unterschiedlichen Architektur fihrt das Entfernen positiver Ladungen in
OmpG ahnlich wie in PhoE und OmpF zu einer verringerten Kationenselektivitat bei der
Messung mit KCI (Tabelle 5; Bauer et al., 1989; Phale et al., 2001). Der Austausch der
Glutaminsaure-Bereiche gegen Lysin in OmpG E15-174K halbierte die Kationenselektivitat
ebenso wie das Einbringen eines beinahe ungeladenen Ringes in
OmpG E15-E174A/R68-211A. Uberraschenderweise hat der Austausch beider
Glutaminsaure-Bereiche gegen Histidin oder Alanin einen deutlicheren Effekt und fuhrt zu
einer vierfachen Verminderung der Kationenselektivitat in KCI. Die Histidin-Reste liegen
durch ihren pKs-Wert von 6,0 wahrend der Messungen bei pH 8,0 vorwiegend deprotoniert

und ungeladen vor, wahrend die Lysin-Reste unter diesen Bedingungen positiv geladen
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sind. Ein elektrisches Feld aus zwei positiv geladenen und zwei ungeladenen Bereichen
scheint folglich die Kationenselektivitat der Pore deutlich abzuschwachen und somit den
Transport von Anionen zu begunstigen. Auch die kationenselektive Pore FhuA aus E. coli
wird durch das Entfernen der negativen Ladungen zu einer schwach anionenselektiven
Pore (Wolfe et al. 2016). Weiterhin sind Histidin-Reste in Kationenbindestellen von
Proteinen normalerweise nicht zu finden, was durch die schlechten Bindungseigenschaften
in Kationen-mr-Interaktionen begriindet sein kdnnte (Mecozzi et al. 1996), dies konnte
zusatzlich zu den Ladungseffekten zur Verringerung der Kationenselektivitat beitragen.

Im Gegensatz zu FhuA aus E. coli andert der Austausch von Arginin-Resten zu
Glutaminsaure-Resten im Paracoccus denitrificans Porin die Selektivitdt von leicht
anionenselektiv zu kationenselektiv. Sowohl ein uniform positiv geladener Ring in
OmpG E15-174K als auch ein ungeladener Ring in der Pore von
OmpG E15-174A/R68-211A fuhren zu einer hdheren Selektivitat fir Kationen im Vergleich
zu den Mutanten mit teilweise ungeladenen Bereichen. Auch bei der Messung mit Natrium-
Glutamat hat der Austausch der Glutaminsaure-Reste gegen Alanin mit einer Halbierung
der Kationenselektivitat den ausgepragtesten Effekt (Tabelle 5), wohingegen die Histidin-
Mutante diesen Effekt nicht zeigt. In der Alanin-Mutante scheint sich die Ladungsanordnung
auch bei dieser Messung negativ auf die Kationenselektivitdt auszuwirken. Ein weiterer
mdglicher Grund hierfir kénnte sein, dass die grofen Anionen durch die positiven
Ladungen im Ring angezogen werden und aus sterischen Griinden aufgrund der GroRRe
von Alanin besser durch die Pore von OmpG E15-174A transportiert werden kdnnen als
durch die der anderen Mutanten mit (teilweise) positivem Ring. Das Entfernen beinahe aller
geladenen Reste fuhrt also ebenso wenig zu einer Umkehr der Kationenselektivitéat wie das
Einbringen eines ganzlich positiv geladenen Ringes. Hierfir gibt es mehrere mdgliche

Erklarungen:

1. Die Interaktion der Alanine mit anderen Resten in der Porenwand unterscheidet sich
von der der Histidine
Die Konformation der Pore wird durch Alanine anders beeinflusst als durch Histidine
Andere geladene Reste in der Porentffnung und dem Kanal tragen zur

lonenselektivitat bei

Durch die unterschiedlichen Eigenschaften der nicht reaktiven Methyl-Seitenkette von
Alanin und der Imidazolgruppe von Histidin ist eine unterschiedliche Wechselwirkung mit
benachbarten Aminosauren wahrscheinlich, was die Selektivitat der Poren beeinflussen

kann. So ist beispielsweise der Serin-Rest Ser!'®durch die Ausrichtung der Seitenkette von
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Lys'®indirekt an der Selektivitat von PhoE beteiligt (Cowan et al. 1992; Van Gelder et al.
1997). Bereits die unterschiedliche GroéRRe der beiden Seitenketten bedingt aul3erdem einen
unterschiedlichen Aufbau der Konstriktionsstelle. Die Alanin-Reste sollten demnach zu
einem leicht vergroRerten Durchmesser der Konstriktionsstelle fihren und weniger
sterische Hinderung fiir den Transport grof3erer Substrate bieten. Insbesondere die
Selektivitat fur geladene Substrate kann jedoch auch durch Aminosauren, die an der
Kanal6ffnung lokalisiert sind, beeinflusst werden; so sind nicht nur in der Porenengstelle
sondern auch an der Porendffnung lokalisierte Aminosauren fir die Selektivitdt von OmpF
und PhoE von Bedeutung (Bauer et al. 1989; Phale et al. 2001).

Bei der Verwendung eines grof3en Kations in der Messung mit Arginin-Chlorid besitzen alle
OmpG-Mutanten eine Selektivitat fur Anionen (Tabelle 5). Der Transport von Molekilen
durch eine Pore hangt nicht nur von dessen Ladung ab, sondern wird auch deutlich von der
GroRRe des Molekils und dessen Mobilitat beeinflusst (Nikaido 2003; Acosta-Gutierrez et al.
2018). Ausgehend von der Molekulgrof3e wird ein kleines Molekul folglich besser durch eine
Pore transportiert als ein grof3es Molekl. Das hier verwendete kleinere Anion wird aufgrund
seiner GroR3e also besser durch die Pore transportiert als das grof3e Kation, weshalb sich
die Selektivitat kationenselektiver Poren bei der Verwendung eines grof3en Kations und
eines kleinen Anions umkehren kann. Wahrend im Wildtyp 3,4-fach mehr Anionen als
Kationen durch den Kanal flieRen, ist die Anionenselektivitat in einer der Mutanten mit
durchmischter Ladungsverteilung (OmpG E15,31,174R/R92,111,211E) leicht erh6ht. Auch
in dieser Messung zeigen die Mutanten OmpG E15-174H und OmpG E15-174A mit positiv
geladenen und ungeladenen Bereichen den deutlichsten Unterschied zum Wildtyp, in
beiden Mutanten ist die Anionenselektivitat 2-fach erhdht. Auch hier kdnnten die bereits fur
die Selektivitat in KCI beschriebenen Effekte zur Verstarkung der Anionenselektivitat bzw.
die Verringerung des Kationenflusses durch die Pore beitragen. Das Zusammenspiel aus
Arginin-Resten und kleinen, ungeladenen Alanin-Resten kdnnte demnach den Fluss von
Anionen durch die Pore beglinstigen, da hier méglicherweise die positiv geladenen Arginin-
Reste die Anionen ausreichend anziehen und aufgrund des durch die kurzen Seitenketten
von Alanin leicht vergroRerten Porendurchmesser auch der Transport gréR3erer Anionen

relativ gut ablaufen kann.
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4.2.4. Die eingebrachten Histidin-Bereiche in OmpG E15-174H und die
Veradnderung der Ladungsverteilung in OmpG E15,31,174R/R92,111,211E
beeinflussen den pH-abhéangigen Schaltmechanismus des Porins

Das pH-abhangige Offnen und SchlieRen von OmpG ist bereits bei der Kristallisation des
Proteins beschrieben worden, sodass fir die offene und die geschlossene Konformation
Kristallstrukturen vorliegen (Yildiz et al. 2006). Hierbei liegt die Schleife L6 bei einem
pH-Wert oberhalb von 7,5 aul3erhalb der Pore, sodass der Porendurchgang zuganglich ist.
Bei saurem pH faltet sich die Schleife L6 in das Porenlumen zurlick, sodass die Pore in
geschlossener Konformation vorliegt. Als Grund fir die pH-Abhangigkeit wurde zuerst das
Histidinpaar H?*! und H?*! an der Basis von Schleife L6 angenommen, das bei saurem pH
protoniert vorliegt, sich gegenseitig absto3t und so bewirkt, dass Schleife L6 sich in das
Porenlumen hineinfalten kann (Yildiz et al. 2006; Korkmaz-Ozkan et al. 2010; Mari et al.
2010). Eine Mutation der beiden Histidin-Reste gegen Alanin fuhrte jedoch nur zu einer
Halbierung der Offnungswahrscheinlichkeit bei saurem pH (Perez-Rathke et al. 2018), was
gegen eine (ausschlie3liche) Begriindung der pH-Abhangigkeit in dem Histidinpaar spricht.

Alternativ schlagen Perez-Rathke et al. (2018) einen Schaltmechanismus vor, der die zwei
positiv geladenen und einen der negativ geladenen Bereiche im Porenlumen in das Modell
einbezieht. Bei neutralem pH wird laut Modell die teilweise negativ geladene Schleife L6
elektrostatisch von einem der beiden Glutaminsaure-Bereiche (Glu®®, Glu'’, Glu*, Glu®?)
abgestol3en, sodass die Lage der Schleife L6 auRerhalb der Pore energetisch favorisiert ist
und die offene Konformation stabilisiert wird. Bei einem pH unter 6,0 werden die sauren
Reste protoniert und die elektrostatische AbstoRung somit verringert, sodass sich die
Schleife L6 in die Pore zurlickfalten kann. Hier kann die Schleife elektrostatische
Interaktionen mit den Arginin-Resten eingehen, sodass die geschlossene Konformation
energetisch favorisiert ist und stabilisiert wird. Ein Mutation des Glutaminsaure-Bereiches
E15S/E17S/E31S/ES2S fuhrt in Einzelkanalmessungen zu einer deutlichen Verringerung
der Offnungswahrscheinlichkeit der Pore (Perez-Rathke et al. 2018). Eine Mutation der
Aminoséaurereste R111S/K113S/R211S/R216S hatte einen gegensatzlichen Effekt (Perez-
Rathke et al. 2018).

Die pH-Abhangigkeit des Zuckertransportes wurde durch Liposome swelling assays mit
Arabinose und Glukose bei verschiedenen pH-Werten zwischen 5,5 und 8,0 Uberpruft
(siehe 3.2.5). Der Grofiteil der OmpG-Mutanten zeigt ein Abfallen der Transportraten mit

sinkendem pH, ebenso wie der Wildtyp (Abbildung 17). Nur zwei Mutanten unterscheiden
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sich deutlich von OmpGwit, einerseits die Histidin-Mutante OmpG E15-174H, andererseits
OmpG E15,31,174R/R92,111,211E, <eine der Mutanten mit durchmischter
Ladungsverteilung (Abbildung 18). Die Ubrigen Mutanten zeigen interessanterweise keine
signifikanten Unterschiede in der pH-Abhangigkeit des osmotischen Schwellens im
Vergleich zum Wildtyp (siehe 3.2.5.1), obwohl Perez-Rathke et al. (2018) deutliche
Auswirkungen der Mutation eines Glutaminsaure-Bereiches gegen Serin auf die pH-
abhangige Offnungswahrscheinlichkeit beschrieben. Wahrend im Wildtyp die
Transportraten mit sinkendem pH-Wert kontinuierlich abfallen, ist ein Abfallen der Rate in
der Histidin-Mutante erst bei deutlich niedrigerem pH-Wert zu erkennen (Abbildung 18). Bei
pH 8,0 und 7,5 ist die Transportrate weitestgehend konstant und sinkt erst zwischen pH 7,5
und 7,0 ab. Bei pH-Werten unter 7,0 verhdlt sich die Mutante vergleichbar wie der Wildtyp.
Moglicherweise hangt dies mit dem tatsachlichen pKa-Wert bzw. den Ladungszustanden
der eingebrachten Histidin-Reste zusammen, die die Interaktion mit der Schleife L6
beeinflussen. Das Schaltverhalten der Pore kdnnte also weniger sensitiv auf den pH-Wert
reagieren, solange die Histidin-Reste Uberwiegend neutral vorliegen, sodass erst eine
zunehmende Protonierung der Histidin-Reste zur Normalisierung des Schaltverhaltens der
Pore flhrt.

Interessanterweise zeigt die Mutante OmpG E15,31,174R/R92,111,211E keine pH-
abhangige Anderung der Zuckertransportraten in den durchgefiihrten Liposome swelling
assays (Abbildung 18). Die Transportraten fiir Arabinose bleiben Uber den gesamten
gemessenen pH-Bereich stabil und sind unterhalb eines pH-Wertes von 7,5 signifikant
hoher als im Wildtyp. Es ist daher anzunehmen, dass die Stabilisierung der Schleife L6 in
der geschlossenen Konformation bei saurem pH in dieser Mutante gestort ist, sodass kein
pH-abhéngiges SchlieBen der Pore mehr erfolgen kann. Es kénnten also méglicherweise
die Aminoséuren mutiert worden sein, die mit den Aminosauren in Schleife L6 interagieren
und das SchlieBen der Pore vermitteln (Abbildung 22). Bei der Betrachtung der Positionen
der ausgetauschten Aminosauren in der bekannten Kristallstruktur sind folgende
Interaktionen mit Schleife L6 denkbar:

e Arg®?®in Schleife L6 mit Glu'® und Glu®! in der Pore

e Glu??in Schleife L6 mit Arg®? und Arg!! in der Pore

e Asp?®?in Schleife L6 mit Arg?! in der Pore

Die positiv geladenen Aminoséaurereste in der Pore sind auch laut der von Perez-Rathke et
al. (2018) erhobenen Daten zur Mutante OmpG R111S/K113S/R211S/R216S an der

Stabilisierung der Schleife L6 in der Pore bei saurem pH beteiligt, sodass insbesondere die
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fehlenden Interaktionen der Schleife L6 mit Arg®? und Arg!'! sowie Arg?!! von Bedeutung
fur die ausbleibende pH-Abhéngigkeit des Zuckertransports in der Mutante
OmpG E15,31,174R/R92,111,211E sein kdénnten.
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Abbildung 22: Querschnitt durch die geschlossene Konformation von OmpG auf der HOhe des
geladenen Rings im Porenlumen. Ein Teil von Schleife L6 ist in der Mitte der Aminosduren des geladenen
Rings abgebildet. Die sauren Aminoséauren sind rot eingefarbt, die basischen Aminoséuren blau und die
neutralen Aminosauren grau. Alle Aminosaurereste sind nach ihrer Position in der Proteinsequenz
gekennzeichnet. Die Strukturdarstellung wurde in iCn3D auf Basis der Kristallstruktur 2IWW nach Yildiz et. al
(2006) erstellt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/icn3d.html).

4.2.5. Mutationen in Schleife L6 kdnnen die pH-Abhéangigkeit der
Zuckertransportraten von OmpG E15,31,174R/R92,111,211E teilweise

wiederherstellen

Eine mogliche Hypothese zur verringerten pH-Abhangigkeit von OmpG
E15,31,174R/R92,111,211E ist, dass die Aminosaurereste Arg??®, Glu?° und Asp?*? der
Schleife L6 durch die Ladungsumkehr bestimmter Aminos&uren im geladenen Ring nicht
mehr mit den komplementar geladenen Resten im Porenlumen interagieren kénnen. Ein
Austausch der entsprechenden Aminoséauren in Schleife L6 kdnnte die entsprechenden

Interaktionen wieder ermdglichen.
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Im Hintergrund von OmpGwt und OmpG E15,31,174R/R92,111,211E wurden in Schleife
L6 die Aminosaure-Austausche R228E-E229R-D232R vorgenommen. Diese Aminosauren
wurden ausgewahlt, da sie aufgrund der Kiristallstruktur (Abbildung 22) am
wahrscheinlichsten mit den in OmpG E15,31,174R/R92,111,211E mutierten Aminosauren
interagieren konnten und ein Austausch dieser Reste somit den grof3ten Effekt erzielen

kdnnte.

Die OmpGwt L6-Mutante zeigt eine geringere pH-Abhéngigkeit der Transportraten als der
Wildtyp (Abbildung 20) und verhélt sich im Liposome swelling assay mit Arabinose nicht
signifikant unterschiedlich zu OmpG E15,31,174R/R92,111,211E (Abbildung 20A). Dies
deutet darauf hin, dass die eingefligten Mutationen in Schleife L6 dazu fiihren, dass die
geschlossene Konformation schlechter stabilisiert wird, sodass das Protein vermehrt in der
offenen Konformation bleibt und mehr Substrat durch den Kanal flieBen kann. Die
L6-Mutationen im Hintergrund von OmpG E15,31,174R/R92,111,211E konnen die
pH-Abhé&ngigkeit der Transportraten zumindest partiell wiederherstellen (Abbildung 20),
dennoch liegt die Transportrate fiir Arabinose bei pH 5,5 um 20% hdher als in OmpGwit.
Die Ergebnisse deuten tatsachlich darauf hin, dass die Interaktionen von Arg??® in Schleife
L6 mit Glu®® und Glu® in der Pore, Glu?® in Schleife L6 mit Arg®? und Arg!!! in der Pore und
Asp?? in Schleife L6 mit Arg?! in der Pore von Bedeutung fir den pH-abh&ngigen

Schaltmechanismus sind.

Die nur teilweise Wiederherstellung der pH-Abhangigkeit kénnte dadurch begriindet sein,
dass noch weitere geladene Reste in direkter Umgebung in der Porenwand lokalisiert sind,
die die Wechselwirkungen mit den Aminosaureresten in der Schleife ebenfalls beeinflussen
konnten. Eine Aminosaure, die in der Studie von Perez-Rathke et al. beispielweise zum
positiv geladenen Bereich zahlt ist Lys*'3, dieser Lysin-Rest wurde in der vorgelegten Arbeit
jedoch nicht beachtet, da hier nur mit dem geladenen Ring aus Arginin- bzw.
Glutaminsaure-Bereichen gearbeitet wurde (Subbarao und van den Berg 2006; Yildiz et al.
2006). Eine Beeinflussung der ausgetauschten Aminosaurereste in Schleife L6 durch
Aminoséaurereste im Porenlumen ist somit denkbar. Aul3erdem wurden nur bestimmte
Aminoséaurereste im Porenlumen ausgetauscht, deren Interaktion mit den Resten auf
Schleife L6 anhand der vorliegenden Kristallstruktur wahrscheinlich waren; die
benachbarten geladenen Reste aus den Glutaminsaure- bzw. Arginin-Bereichen kdnnten
jedoch ebenfalls mit der Schleife wechselwirken, sodass eine Stabilisierung in der

geschlossenen Konformation nicht im selben MalR mdglich sein kdnnte wie im Wildtyp.
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Hierfir wéren in Zukunft systematische Untersuchungen zur Beteiligung der einzelnen
Reste ndtig. Mithilfe von Einzelkanalmessungen und der Bestimmung der Zeitdauer, die die
Porine in offener bzw. geschlossener Konformation verweilen, kénnten so die
Offnungswahrscheinlichkeit der Poren bestimmt werden. Hierfir konnte durch
Einzelmutanten zuerst der Beitrag einzelner Aminosaurereste der Schleife L6 zur pH-
Abhangigkeit bestimmt werden. Ein Austausch gegen neutrale Aminosauren oder eine
Ladungsumkehr, wie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, konnten hierbei aufschlussreiche
Erkenntnisse liefern. Im né&chsten Schritt konnten die Effekte einzelner
Aminosaureaustausche im geladenen Ring der Pore untersucht werden, um
herauszufinden, ob tats&chlich gréf3ere Bereiche von Glutaminséure- bzw. Arginin-Resten
fur die pH-Abhangigkeit verantwortlich sind (Perez-Rathke et al. 2018) oder ob die
Aussagen uber Interaktionspartner der Aminosaurereste in der Schleife auf wenige einzelne

Aminosaurereste eingegrenzt werden koénnen.
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[6]
%
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Da
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mikro
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control of ompg
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et alii
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gegebenenfalls
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Isopropyl-x-D-thiogalactopyranosid
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J Joules
Kwm Michalis-Konstante
[ Liter

Wegléange des Lichts/ Kuvettenlange

m milli

m Meter

M Molaritat/molar

mA Milliampere

min Minuten

M, apparente molekulare Masse

MRW mean residue weight = Molekulargewicht / (Anzahl Aminosauren -1)
MW molecular weight, Molekulargewicht

n nano

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

oD optische Dichte
Omp outer membrane protein
ORI origin of replication

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion
PMF potential of mean force

PTS Phosphotransferase-System
Py relative Membranpermeabilitat
rpm Umdrehungen pro Minute

R thermodynamische Gaskonstante
RT Raumtemperatur

S Sekunden

S Siemens

SDS Natriumdodecylsulfat

T Temperatur in Kelvin

u.a. unter anderem

% volume

vV Volt

\ Geschwindigkeit

w weight

z Ladung der lonenspezies
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9. ANHANG

Tabelle 6: Primersequenzen

Nummer Sequenz 5° - 3° Bezeichnung
ScrY_Ecoli_fwd
#50 TCA GTG GTG GTG GTG
ScrY WT
ScrY_Ecoli_rev
#51 AGC TAT ACA TAT GTA CAG AAA AAG
ScrY WT
#55 TGG TGC TCG AGG GCC AAG AA overlap PCR ScrY
#56 GCTTTTTCTGTACATATGTATAGC overlap PCR ScrY
CACGACAGCAGAGTCAATCCAGTGAATA
#61 ScrY_D194A D201A fwd
GCGAAATT
AATTTCGCTATTCACTGGATTGACTCTG
#62 ScrY_D194A D201A rev
CTGTCGTG
#63 AAT CCA GTG AAT AGC GAA ATT GTC ScrY_D194A_fwd
#64 GACAATTTCGCTATTCACTGGATT ScrY_D194A rev
#65 GAA CAC GAC AGC AGA GTC AAT CCA | ScrY_D201A fwd
#66 TGGATTGACTCTGCTGTCGTGTTC ScrY_D201A _rev
pUR400 Xmal in ScrK fwd
#79 TACTGGTGACCCGGGGCAAAG
#80 GATGGCGTTGCCCGGGTCAAC pUR400 Xmal in ScrA rev
AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTG
#101 OmpG-Mut_fwd
GCAC
TGGTGCTCGAGGGTCATCAATGATGATG
#102 ATGATGATGTCCCTGGAAGTAGAGGTTT | OmpG_Mut_rev
TCGAACGAGTAATTTACGCCGACA
4105 ATTGAAGAACGCGGCCATCGCTTTAACC | OmpG_R228E-E229R-
GTGTAGGT D232R_fwd
4106 GTTAAAGCGATGGCCGCGTTCTTCAATA | OmpG_R228E-E229R-
TCATCCTG D232R_rev
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Tabelle 7: DNA-Sequenzen der GeneArt® DNA Strings zur Erstellung der Uberexpressionskonstrukte.
Zur Klonierung verwendete Restriktionsschnittstellen sind rot markiert, das Startcodon ist rot und fett gedruckt,
Stopcodons sind fett gedruckt, die TEV-Proteaseschnittstelle ist blau markiert und die 6xHis-Affinitatssignatur

ist griin markiert.

ScrYwt
GeneArt® DNA
String

GCTATACATATGTACAGAAAAAGCACACTTGCGATGCTTATCGCT
TTGCTAACCAGCGCTGCCTCAGCCCATGCGCAAACGGATATAAG
CACCATTGAAGCCCGACTCAACGCGCTGGAAAAACGCCTGCAG
GAGGCAGAAAACAGGGCGCAAACGGCGGAAAACCGCGLCCGGG
GCTGCGGAGAAAAAAGTTCAGCAACTCACCGCGCAGCAGCAAAA
AAACCAGAACTCGACTCAGGAAGTGGCTCAGCGTACCGCCAGAC
TTGAGAAAAAAGCCGATGACAAAAGCGGATTTGAGTTTCACGGTT
ACGCCCGCTCCGGCGTGATAATGAATGATTCCGGCGCCAGCAC
CAAATCCGGAGCCTACATAACGCCGGCAGGTGAAACCGGCGGA
GCTATCGGCCGTCTGGGAAACCAGGCCGATACCTATGTTGAAAT
GAATCTTGAACATAAGCAGACCCTGGATAATGGGGCCACGACCC
GCTTTAAGGTGATGGTCGCCGACGGGCAAACCTCTTATAACGAC
TGGACTGCAAGCACCAGCGATCTGAACGTTCGTCAGGCCTTTGT
CGAATTGGGTAACCTGCCGACGTTCGCTGGGCCATTTAAGGGCT
CCACCCTGTGGGCCGGGAAACGTTTCGACCGCGACAATTTCGAT
ATTCACTGGATTGACTCTGATGTCGTGTTCCTCGCCGGCACCGG
TGGTGGTATCTATGACGTGAAGTGGAACGACGGCCTGCGGAGTA
ATTTCTCCCTGTACGGGCGTAACTTCGGCGACATTGATGATTCCA
GCAACAGCGTGCAGAACTATATCCTCACCATGAATCACTTCGCA
GGTCCGCTGCAGATGATGGTCAGCGGTCTGCGGGCGAAGGATA
ACGACGAGCGTAAAGATAGCAACGGCAATCTGGCAAAAGGCGAT
GCGGCAAACACCGGCGTACATGCGCTGCTCGGCCTGCATAACG
ACAGTTTCTACGGCCTGCGCGACGGTAGCAGTAAAACCGCTCTG
CTTTATGGTCATGGTCTGGGCGCAGAGGTTAAAGGTATCGGATC
TGATGGCGCACTTCGTCCGGGAGCCGACACATGGCGCATTGCC
AGTTACGGCACCACGCCGCTCAGCGAAAACTGGTCTGTTGCCCC
GGCAATGCTGGCGCAACGCAGTAAAGACCGCTATGCCGATGGC
GACAGCTATCAGTGGGCAACATTCAACCTGCGTCTGATTCAGGC
AATCAATCAGAATTTCGCTCTCGCCTACGAAGGCAGCTACCAGTA
CATGGATCTTAAACCCGAAGGTTATAACGATCGTCAGGCGGTGA
ACGGTAGCTTCTACAAGCTCACCTTCGCCCCGACATTTAAGGTC
GGCAGTATCGGTGATTTCTTCAGTCGCCCGGAGATTCGTTTCTAT
ACCTCCTGGATGGACTGGAGCAAAAAACTGAATAATTACGCCAG
CGACGACGCCCTGGGCAGTGACGGTTTTAACTCGGGCGGCGAA
TGGTCTTTCGGTGTGCAGATGGAAACCTGGTTCTTGGCCCTCGA
GCACCACCACCACCACCACTGA
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OmpG #1
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACCACATACACAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGCATCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGCATGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTACGTTGAT
GAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGCGCTGGAAAATCG
CGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAAC
GGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACC
GGTTACGCTGATACCCGTGTCCATACGGAAACAGGTCTGCAATA
TACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCCA
TCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTT
CCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAAC
CACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCGCTGGA
GTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGAT
TTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA
CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA
CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA
ATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC

OmpG #2
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCG
GCGCGATGTACAAGATAAAGAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGAT
ATGGATGGGCTGGCGAAGCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAA
CGGGCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGAAAGGGCCG
GTAGATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCC
GGAGCTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCA
GTTTCGGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTAC
GTTGATGAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGCGCTGGAA
AATCGCGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTT
TCAACGGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACA
CTACCGGTTACGCTGATACCCGTGTCAAGACGGAAACAGGTCTG
CAATATACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTAT
CTCAAGCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGA
GTTTTCCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCG
GCAACCACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCG
CTGGAGTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCC
ATGATTTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAA
CGGACTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATC
ACGACGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGC
GTAAATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC
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Anhang

OmpG #3
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCG
GCGCGATGTACCGCATACGCAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGA
TATGGATGGGCTGGCGCGTCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCA
ACGGGCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGCGTGGGCC
GGTAGATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCC
CGGAGCTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTC
AGTTTCGGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTAC
GTTGATGAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGCGCTGGAA
AATCGCGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTT
TCAACGGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACA
CTACCGGTTACGCTGATACCCGTGTCCGTACGGAAACAGGTCTG
CAATATACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTAT
CTCCGTCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGA
GTTTTCCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCG
GCAACCACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCG
CTGGAGTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCC
ATGATTTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAA
CGGACTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATC
ACGACGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGC
GTAAATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGAGAAAACCTC
TACTTCCAGGGA TGATGACCCTCGAGC
ACCACCAC

OmpG #4
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACAGAATAAGAAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGCATCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGAGAGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTACGTTGAT
GAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGCGCTGGAAAATCG
CGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAAC
GGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACC
GGTTACGCTGATACCCGTGTCCACACGGAAACAGGTCTGCAATA
TACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCCA
TCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTT
CCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAAC
CACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCGCTGGA
GTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGAT
TTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA
CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA
CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA
ATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC
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OmpG #5
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACGAAATAGAAAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGGAGCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGGAAGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCGAGAATTATGGTTATCACTACGTTGA
TGAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGGAGTGGAAAATCG
CGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAAC
GGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACC
GGTTACGCTGATACCGAGGTCGAAACGGAAACAGGTCTGCAATA
TACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCGA
GCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTT
CCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAAC
CACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCGCTGGA
GTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGAT
TTTAACGAGGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA
CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA
CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA
ATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC

OmpG #6
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACCGAATAGAAAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGCGACCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGGAAGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCGAGAATTATGGTTATCACTACGTTGA
TGAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGGAGTGGAAAATCG
CGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAAC
GGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACC
GGTTACGCTGATACCCGTGTCGAAACGGAAACAGGTCTGCAATA
TACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCCG
ACGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTT
CCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAAC
CACTCGGTGACGCCGTATACGGAGATTGGGCTGGATCGCTGGA
GTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGAT
TTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA
CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA
CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA
ATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC
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Anhang

OompG #7
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACGCCATAGCCAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGGCTCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGGCTGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATCGCCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTACGTTGAT
GAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGCGCTGGAAAATCG
CGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAAC
GGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACC
GGTTACGCTGATACCCGTGTCGCTACGGAAACAGGTCTGCAATA
TACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCGC
TCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTT
CCACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAAC
CACTCGGTGACGCCGTATACGCGCATTGGGCTGGATCGCTGGA
GTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGAT
TTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA
CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA
CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA
ATTACTCGTTCAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC

OmpG #8
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACGAAATAAGAAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGGAGCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGAGAGGGCCGGTAG
ATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATGAGCCGGAG
CTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTTC
GGCCTGACCGGCGGTTTCCGTAATTATGGTTATCACTACGTTGAT
GAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGGAATGGAAAATCGC
GCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAACG
GTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTACCG
GTTACGCTGATACCCGTGTCAGAACGGAAACAGGTCTGCAATAT
ACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCGAA
CGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTTTC
CACGCAAGAAATTCGCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAACC
ACTCGGTGACGCCGTATACGGAAATTGGGCTGGATCGCTGGAGT
AACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGATTT
TAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGACT
TTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGACG
AAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAAATT
ACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC
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Anhang

OmpG #9
GeneArt® DNA
String

AGTTCATATGGAGGAAAGGAACGACTGGCACTTTAATATCGGCG
CGATGTACGCAATAGCCAACGTCGAGGGTTATGGCGAAGATATG
GATGGGCTGGCGGCGCCTTCAGTCTATTTTAATGCCGCCAACGG
GCCGTGGAGAATTGCTCTGGCCTATTATCAGGCAGGGCCGGTA
GATTATAGCGCGGGTAAACGTGGAACGTGGTTTGATGCCCCGGA
GCTGGAGGTGCATTATCAGTTCCTCGAAAACGATGATTTCAGTTT
CGGCCTGACCGGCGGTTTCGCTAATTATGGTTATCACTACGTTG
ATGAACCGGGTAAAGACACGGCGAATATGCAGGCCTGGAAAATC
GCGCCAGACTGGGATGTGAAACTGACTGACGATTTACGTTTCAA
CGGTTGGTTGTCGATGTATAAATTTGCCAACGATCTGAACACTAC
CGGTTACGCTGATACCGCTGTCGCGACGGAAACAGGTCTGCAAT
ATACCTTCAACGAAACGGTTGCCTTGCGAGTGAACTATTATCTCG
CGCGCGGCTTCAATATGGACGACAGCCGCAATAACGGTGAGTTT
TCCACGCAAGAAATTGCCGCCTATTTGCCGCTGACGCTCGGCAA
CCACTCGGTGACGCCGTATACGGCGATTGGGCTGGATCGCTGG
AGTAACTGGGACTGGCAGGATGATATTGAACGTGAAGGCCATGA
TTTTAACCGTGTAGGTTTATTTTACGGTTATGATTTCCAGAACGGA

CTTTCCGTTTCGCTGGAATACGCGTTTGAGTGGCAGGATCACGA

CGAAGGCGACAGTGATAAATTCCATTATGCAGGTGTCGGCGTAA

ATTACTCGTTCGAAAACCTCTACTTCCAGGGA
TGATGACCCTCGAGCACCACCAC

Tabelle 8: Proteinsequenzen der OmpG-Mutanten. Die mutierten Aminoséuren sind in rot gekennzeichnet.

OmpGwt

MEERNDWHFNIGAMYEIENVEGYGEDMDGLAEPSVYFNAANGPW
RIALAYYQEGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQRWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVETETGLQYTFNETVALRVNYYLERGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTRIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OmpG
E15-174H

MEERNDWHFNIGAMYHIHNVEGYGEDMDGLAHPSVYFNAANGPW
RIALAYYQHGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQRWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVHTETGLQYTFNETVALRVNYYLHRGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTRIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OmpG
E15-174K

MEERNDWHFNIGAMYKIKNVEGYGEDMDGLAKPSVYFNAANGPW
RIALAYYQKGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQRWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVKTETGLQYTFNETVALRVNYYLKRGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTRIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**
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Anhang

OmpG
E15,17,52R/
E31,152,174H

MEERNDWHFNIGAMYRIRNVEGYGEDMDGLAHPSVYFNAANGPW
RIALAYYQRGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQRWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVHTETGLQYTFNETVALRVNYYLHRGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTRIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OmpG
E15-174A

MEERNDWHFNIGAMYAIANVEGYGEDMDGLAAPSVYFNAANGPW
RIALAYYQAGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQRWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVATETGLQYTFNETVALRVNYYLARGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTRIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OmpG
E15-174A/
R68-211A

MEERNDWHFNIGAMYAIANVEGYGEDMDGLAAPSVYFNAANGPW
RIALAYYQAGPVDYSAGKRGTWFDAPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFANYGYHYVDEPGKDTANMQAWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTAVATETGLQYTFNETVALRVNYYLARGFNM
DDSRNNGEFSTQEIAAYLPLTLGNHSVTPYTAIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OmpG
E15,31,174R/
R92,111,211E

MEERNDWHFNIGAMYRIENVEGYGEDMDGLARPSVYFNAANGPW
RIALAYYQEGPVDYSAGKRGTWFDRPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFENYGYHYVDEPGKDTANMQEWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVETETGLQYTFNETVALRVNYYLRRGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTEIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

OompG
E17,52,152R/
R68,111,211E

MEERNDWHFNIGAMYEIRNVEGYGEDMDGLAEPSVYFNAANGPW
RIALAYYQRGPVDYSAGKRGTWFDEPELEVHYQFLENDDFSFGLTG
GFRNYGYHYVDEPGKDTANMQEWKIAPDWDVKLTDDLRFNGWLS
MYKFANDLNTTGYADTRVRTETGLQYTFNETVALRVNYYLERGFNM
DDSRNNGEFSTQEIRAYLPLTLGNHSVTPYTEIGLDRWSNWDWQD
DIEREGHDFNRVGLFYGYDFQNGLSVSLEYAFEWQDHDEGDSDKF
HYAGVGVNYSFENLYFQGHHHHHH**

136




Verdffentlichungen

VEROFFENTLICHUNGEN

Engelsdorf, Timo; Will, Cornelia; Hoffmann, J6rg; Schmitt, Christine; Merritt, Brian; Rieger,
Leonie; Frenger, Marc; Marschall, André; Franke, Rochus; Pattathil, Sivakumar und Voll,
Lars (2017). Cell wall composition and penetration resistance against the fungal pathogen
Colletotrichum higginsianum are affectes by impaired starch turnover in Arabidopsis
mutants. J Exp Bot 68 (3): 701-713

Schmitt, Christine; Lippert, Anna H.; Bonakdar, Navid; Sandoghdar, Vahid und Voll, Lars
(2016). Compartmentalization and Transport in Synthetic Vesicles. Front. Bioeng.
Biotechnol. 4:19.doi: 10.3389/fbioe.2016.00019

VORTRAGE

September 2018: Vortrag an der Jacobs Universitat in Bremen

137



