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Kurzzusammenfassung

Das Phage—shock—System von Fscherichia coli reagiert auf durch u.a. Sekretine
oder starken Hitzeschock ausgelosten Zellstress und scheint unter diesen Bedingun-
gen eine Rolle als Stress—Sensor und Stabilisator der Membran zu spielen. Trotz
der zahlreichen Umsténde, unter denen eine Induktion des Systems beobachtet
werden konnte, liegt seine konkrete Funktion weiterhin im Dunkeln. Die vorliegende
Arbeit beschéaftigt sich hauptsachlich mit PspA, dem zentralen Effektorprotein des
Systems, und seiner regulativen Interaktion mit dem bakteriellen Enhancer—Protein
PspF. PspF ist der Aktivator des o°*-abhingig exprimierten psp-Systems und ein
Mitglied der AAA+-ATPase-Familie. Beide Protein bilden einen Komplex, in dem
die Aktivitdt von PspF inhibiert wird, und bisherige Studien deuten darauf hin,
dass die Aktivierung von PspF unter Stressbedingungen durch Dissoziation von
PspA erfolgt. Wéhrend die Interaktion der beiden Proteine zu einem inhibierenden
Komplex bereits beschrieben wurde, existiert keine mechanistische Vorstellung
dartiiber, wie diese Regulation durch PspA molekular realisiert ist. In dieser Arbeit
konnte die PspF-Bindedoméane von PspA identifiziert und ihre Struktur bestimmt
werden. Dariiber hinaus wurden die fiir die PspF-Bindung verantwortlichen Re-
gionen von PspA identifiziert, und ihre Wirkung auf PspF im inhibitorischen
Komplex der beiden Proteine in vivo und in vitro mittels verschiedener Metho-
den charakterisiert. Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen, dass die regulative
Interaktion von PspA und PspF komplexer ist, als gemeinhin angenommen, und
fithren zu einer Neuinterpretation der Rolle, die PspA im PspA-PspF-Komplex
spielt. Uberraschenderweise zeigte sich, dass dieser Komplex strukturell sowie
in seinen regulatorischen Eigenschaften stark einer anderen Gruppe der AAA+—
Proteine ahnelt, den ClpB-Disaggregasen. Dies deutet darauf hin, dass diese beiden
AAA+-ATPasen trotz vollkommen verschiedener Funktionen tiber einen dhnlichen

Mechanismus reguliert werden.



Abstract

The phage shock system (psp system) is a stress responsive system of FE. coli thought
to be involved in membrane stress sensing and membrane stabilization. Although
the psp system is found to be induced in a multitude of situations, e.g. secretin
stress and severe heat shock, its functions remain obscure. This work mainly
focusses on the pivotal effector protein of the system, PspA, and its regulatory
interaction with the bacterial enhancer binding protein PspF, an AAA+-ATPase
and the activator of the psp system. PspA and PspF form a regulatory complex
to inhibit ¢®*-dependent psp expression, activiation of the system is thought to
involve dissociation of PspA from PspF. While the interaction of these two proteins
has been described before, the mechanism by which PspA regulates PspF is still
unknown.

This work presents the identification and structure determination of the PspF—
binding domain of PspA. Furthermore, the regions of PspA responsible for PspF—
binding and regulation were characterized in vivo and in vitro and their effect on
the regulatory complex of PspA and PspF was assessed from several experimental
perspectives. The results indicate that the regulatory interaction of PspA and PspF
is more complex than previously thought and lead to a re-interpretation of the role
of PspA in the PspA—PspF complex. Surprisingly, its structural and functional
characteristics strongly resemble the regulatory mechanism of another group of
AAA+-proteins, ClpB-disaggregases, suggesting that these AAA+-ATPases with

divergent cellular functions are regulated via a similar mechanism.
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1 Einleitung

1.1 Phage shock protein A und das psp—System

Das phage shock protein A (PspA) wurde vor knapp 25 Jahren wihrend der In-
fektion des y—Proteobakteriums Fscherichia coli mit dem filamentosen Phagen
f1 identifiziert, da es unter diesen Bedingungen stark in der Zelle akkumulierte
(Brissette et al., 1990). Als Grund fiir diese starke Produktion von PspA konnte
die Synthese des Sekretins pIV bestimmt werden, eines in der dufleren Membran
Poren zur Phagensekretion bildenden Proteins. Dieses Sekretin lokalisierte bei
starker Produktion auch in die Cytoplasmamembran und fithrte so zur Induktion
der pspA-Expression. Da PspA zu gleichen Teilen peripher mit der Cytoplasma-
membran interagierend und cytoplasmatisch vorlag, wurde eine Rolle von PspA
als Stressprotein im Kontext von Membranstress postuliert. Neben der Induktion
durch das pIV-Sekretin konnten dazu auch Ethanol, starker Hitzestress sowie
hyperosmotischer Schock als Induktionsbedingungen fiir pspA beobachtet werden.
PspA ist ein etwa 26 kDa grofles Protein, dessen Sekundérstruktur zum Grofiteil
als coiled coil vorhergesagt ist (Brissette et al., 1991). Das fir PspA codierende
pspA bildet mit den Genen pspBCDE ein Operon, dessen Expression vom alter-
nativen Sigmafaktor o® reguliert wird (Weiner et al., 1991). Die Induktion der
o®*-abhingigen Genexpression benétigt die ATP-abhéingige Aktivierung durch ein
bacterial enhancer binding protein (bEBP; Popham et al., 1989). Hier konnte PspF
als spezifischer Aktivator des pspA-Operons identifiziert werden (Weiner et al.,
1995; Jovanovic et al., 1996), dessen Gen im 5'—Bereich auf dem Gegenstrang zu
pspA codiert und o"-abhingig konstitiutiv exprimiert wird (Abb. 1; Jovanovic
et al., 1997). Dariiber hinaus konnte mit pspG ein weiteres unter der Kontrolle
von 0% /PspF stehendes Gen identifiziert werden (Lloyd et al., 2004), sodass das
PspF—-Regulon insgesamt sechs Gene umfasst. Drei der Genprodukte, PspA, PspB
und PspC, bilden zusammen mit PspF das minimale psp—System.

Bereits mit der Sequenzierung von pspF wurde bemerkt, dass PspF im Gegensatz
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Abbildung 1 Das psp—Regulon von Escherichia coli. Das Regulon besteht aus sieben
Genen, 5 davon sind im pspA-Operon organisiert. PspF wird ¢%-abhéingig produziert und ist der
Aktivator der o°*-abhéngigen Expression von pspABCDE sowie pspG. PspA wirkt als Inhibitor
auf PspF und reguliert das psp—Regulon somit in einem negativen Feedback—Loop.

zu anderen bEBPs keine cis-agierende N-terminale Regulatordoméne besitzt, die
die Aktivitat des Proteins inhibieren konnte (Jovanovic et al., 1996). Es konnte im
Folgenden gezeigt werden, dass PspA diese Rolle einer regulatorischen Doméne
tibernimmt und somit durch Bindung die Regulation der PspF-Aktivitéit in trans
realisiert (Dworkin et al., 2000). Das PspF-Regulon wird demnach tiber einen
negativen Feedback—Loop von PspA und PspF kontrolliert. Als weitere Interak-
tionspartner von PspA konnten die beiden kleinen Membranproteine PspB und
PspC identifiziert werden (Adams et al., 2003), fiir die aufgrund ihrer bereits
zuvor beobachteten Fahigkeit zur Induktion der psp—Expression bei Sekretinstress
(Weiner et al., 1991) eine Rolle als Membranstress—Sensoren postuliert wurde. Die
weiteren im PspF-Regulon kontrollierten Gene pspDEG spielen eine unklare, wohl
aber nicht entscheidende Rolle innerhalb des psp—Systems. PspD ist ein peripheres
Membranprotein (Adams et al., 2003), PspE eine periplasmatische Rhodanase
(Sulfurtransferase; Adams et al., 2002) und PspG ein kleines Membranprotein
(Lloyd et al., 2004).

1.2 Die PspA/IM30-Familie

Nach der Entdeckung des psp—Systems in FE. coli konnten PspA—homologe Prote-
ine (zusammengefasst in der PspA /IM30-Familie; IM30 steht fir 30kDa inner
membrane protein) in vielen weiteren Organismen aller drei Doménen des Lebens

identifiziert werden. Unter ihnen sind LiaH Bacillus subtilis, welches durch das
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LiaRS—Zweikomponentensystem reguliert wird (Mascher et al., 2004), ein unter
verschiedenen Stressbedingungen induziertes Homolog in Streptomyces lividans
(Vrancken et al., 2008) und ein bei Salzstress produziertes PspA aus dem Archaeon
Haloferaz volcanii (Bidle et al., 2008). Weiterhin konnte ein um eine kurze C—
terminale Sequenz verlangertes 30 kDa schweres Homolog, VIPP1 (vesicle—inducing
plastid protein 1) in den Chloroplasten von Pisum sativum (Li et al., 1994) sowie in
Chlamydomonas reinhardtii (Liu et al., 2005) identifiziert werden, welches essentiell
fir die Biogenese der Thylakoidmembranen ist (S. Westphal et al., 2001). Mitglieder
der PspA—Familie gehoren dabei zu den Proteinen mit dem hochsten relativen
Coiled—coil-Anteil in den jeweiligen Organismen (Rose et al., 2005). Die genomische
Einbettung von pspA in das psp—System (mit pspF, pspB und pspC) ist nur in
~v—Proteobacteria deutlich konserviert. Insbesondere auflerhalb der Proteobacteria,
wo nur in wenigen Fallen PspF-homologe Regulatoren identifiziert werden konnten
(Francke et al., 2011), sind pspA-homologe Gene in verschiedenem genetischen

Kontext organisiert.

Eine interessante, aber bisher weitgehend unbeachtete Tatsache ist der Umstand,
dass etliche Organismen mehrere pspA—Homologe in ihrem Genom besitzen (Abb. 2,
Osadnik, 2009), Cyanobacteria wie Synechocystis sp. beispielsweise sowohl VIPP1
als auch PspA (S. Westphal et al., 2001). Zu den Organismen mit mehreren
psp—Kopien gehort auch E. coli, auf dessen Chromosom sich zuséatzlich zu pspA
das pspA-homologe yjf.J findet. YjfJ wurde bereits als PA3731 in Pseudomonas
aeruginosa beschrieben (Macé et al., 2008) und ist dort Teil des bac—Clusters
(biofilm-associated cluster) mit einer moglichen Funktion in der Biofilm—Bildung,.
Das in P. aeruginosa im 5'—Bereich vor yjfJ liegende yjfl existiert ebenfalls in
E. coli; und dariiber hinaus im gleichen genomischen Kontext mit yjf.J, sodass
anzunehmen ist, dass Yjfl und YjfJ ein funktional konserviertes System bilden,
das Yjf-System. Psp— und Yjf-Systeme kommen in einigen Organismen (wie
E. coli) gemeinsam vor, u.a. in P.aeruginosa wie auch Xanthomonas—Spezies
existiert hingegen nur das Yjf-System, und in Proteobacteria der Gattungen

Yersinia und Vibrio findet sich nur das kanonische psp-System (Abb. 2, Mitte).
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Abbildung 2 PspA und seine Homologe sind weit verbreitet und existieren gleich-
zeitig in Organismen. Die drei PspA/IM30-Gene pspA, yjfJ und VIPP1 sind in ihrem
jeweiligen genetischen Kontext in verschiedenen Organismen gezeigt, wenn es hier sich hierbei um
konservierte Gene handelt. Gleiche Einfiarbung zeigt homologe Gene an. Die Genbezeichnungen
aus FE. coli sind oben angegeben, im Falle der Existenz mehrerer &hnlicher Homologe in einem
Organismus sind die entsprechenden UniProt-Identifikationsnummern zur Orientierung ebenfalls

angegeben.
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Wahrend das Vorhandsein von zwei Psp-artigen Systemen haufiger zu beobachten
ist, gibt es in extremene Fallen mehrere Homologe von Psp— und Yjf-Systemen
in einem Organismus: Hahella chejuensis vereint ein vollstandiges psp—System,
zwei Yjf-Systeme sowie ein isoliertes pspA—Homologon in seinem Genom, jedoch
konnte in diesem und keinem anderen Organismus mehr als ein pspF im Genom
identifiziert werden. Wahrend man fiir Cyanobacteria wie Synechocystis sp. eine
mogliche Erkléarung der Existenz zweier PspA-Homologe darin sehen kann, dass sie
zwei verschiedene Membransysteme zur PspA—Interaktion besitzen, ist der Grund
fiir die Existenz mehrerer psp—Systeme in den anderen Organismen vollkommen
unklar, was unter anderem auch mit der ungeklarten Funktion des psp—Systems

zusammenhangt.

1.3 Die Psp—Antwort — auf der Suche nach einer

Funktion

Obwohl alle Proteine des psp—Systems in E. coli seit langerem bekannt sind, und
ihre Interaktionen und Lokalisationen in der Zelle grundlegend charakterisiert
wurden, liegt die physiologische Funktion des psp—Systems weiter im Dunkeln.
Dabei sind Bedingungen, unter denen das psp—System induziert wird, vielfach
charakterisiert worden: Eindeutig gezeigt wurde die Induktion in E. coli bei pIV—
Sekretinproduktion, bei starkem Hitzestress oder Zugabe von 10 % (v/v) Ethanol
(Brissette et al., 1990), bei Zugabe des Protonophors CCCP (Weiner und Mo-
del, 1994), hyperosmotischem Schock mit 0,4 M NaCl (Weber et al., 2006) oder
durch den Einfluss antimikrobieller Peptide (Frénzel et al., 2012). Ebenfalls zu
einer stiarkeren Produktion der Psp—Proteine kommt es in Biofilmen (Beloin et al.,
2004), wahrend einer Phageninfektion (Poranen et al., 2006), dem Eintritt in die
stationdre Phase (Weiner und Model, 1994) oder dem Wachstum auf Blattoberflé-
chen (Fink et al., 2012). In einem zweiten Modellorganismus der Psp—Forschung,
Yersinia enterocolitica, konnte gleichfalls eine massive Induktion u.a. durch Se-

kretinproduktion nachgewiesen werden (Maxson und Darwin, 2004). Auch einige
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Gendeletionen bzw. Proteindepletionen fithren zur psp—Induktion, unter anderem
die Deletion von tolC' (Dhamdhere und Zgurskaya, 2010), tatC (Ize et al., 2004)
oder die Depletion von YidC (van der Laan et al., 2003) in E. coli. Die Deletion
von pspBC' hat einen negativen Einfluss auf die Indol-Induzierte Bildung von

Persister—Zellen (Vega et al., 2012).

Als mogliches Stress—Signal fiir die Induktion des psp—Systems wurde schon frith
die Schwichung der Integritat der Cytoplasmamembran postuliert (Brissette et
al., 1991), insbesondere auch aufgrund der peripheren Bindung von PspA an die
Membran, sowie der Lokalisation des pIV—Sekretins in selbige. PspA sollte daher
eine Funktion als Stabilisator der Membran tibernehmen. Dies konnte einmalig
in vitro mit gereinigtem PspA und Membranvesikeln gezeigt werden (Kobayashi
et al., 2007). Kleerebezem et al. (1996) zeigten, dass der Protonengradient tiber
der Cytoplasmamembran (proton motive force, PMF) in einem psp—deletierten
Stamm unter Sekretionsstress geschwécht ist, was die Hypothese einer Stabilisie-
rung der Membran durch PspA bestatigte. Gleiches konnte fiir die Produktion des
PulD-Sekretins beobachtet werden (Guilvout et al., 2006), sodass die Schwichung
der PMF als zentrales Signal fiir die psp—Induktion angenommen wurde. Es schien
wahrscheinlich, dass dieses Signal iiber PspC detektiert wird, da PspC in vielen
Fallen notwendig ist, um eine Induktion des psp—Systems unter Stress beobachten
zu konnen. Dies gilt insbesondere fiir Sekretine (Darwin und V. L. Miller, 2001).
Als Bestatigung der Membranstabilisations—Hypothese konnte weiterhin gezeigt
werden, dass PspA in der Lage ist, grolere homo-oligomere Strukturen mit einer
netzwerkartigen Feinstruktur zu bilden (Standar et al., 2008, diese schienen nach
Detergenzbehandlung und Singe—particle-Analyse ringférmig zu sein; Hankamer
et al., 2004), sodass diese Strukturen die mogliche aktive Effektor-Form von PspA
darstellen.

Als moglicher Sensor, der das Signal an PspC weiterleitet, wurde ArcB, die mem-
branstédndige Sensorkinase des ArcAB—Systems postuliert. IThre Autophosphory-

lierung hangt von dem Oxidationszustand der Chinone, und damit indirekt vom
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Membranpotential ab (Malpica et al., 2006). Die ArcB-Abhéangigkeit konnte je-
doch nicht zweifelsfrei gezeigt werden: Wahrend in einer ersten Studie ein Einfluss
einer arcB-Deletion auf die psp—Expression gezeigt wurde (Jovanovic et al., 2006),
widersprach dem eine weitere Studie, die zeigte, dass fiir die Sekretin—abhéngige
Induktion des psp—Systems ArcB prinzipiell nicht notwendig ist (Seo et al., 2007).
Es deutete sich im Folgenden an, dass eine ArcB—Abhéangigkeit moglicherweise
konditional und nur unter microaeroben Bedingungen von Bedeutung ist (Jova-
novic et al., 2009). Weiterhin konnte keine psp—Induktion durch Schwichung der
PMF mit Valinomycin oder Acetat beobachtet, und dariiber hinaus auch eine
Unabhéangigkeit der psp—Regulation vom Oxidationszustand der Chinone gezeigt
werden, sodass mittlerweile davon ausgegangen wird, dass die PMF nicht das
Signal fiir die Induktion des psp-Systems darstellt, und es in der Lage ist, multiple
und teils unidentifizierte Signale zu integrieren (Engl et al., 2011). Somit ist bis
heute kein eindeutiges Signal fiir die Induktion des psp—Systems bekannt.

Die Identifikation der Funktion des psp—System wird weiterhin durch die Tat-
sache erschwert, dass die Induktion des psp—Systems augenscheinlich nicht mit
der Schwere des Membranstresses korreliert. Brissette et al. (1990) konnten be-
reits beobachten, dass die Produktion des pIV—Sekretins keine Auswirkungen auf
das Wachstum von FE. coli hatte, in Y. enterocolitica hingegen wirken Sekretine
in Stammen ohne psp—Gene bei Uberproduktion teilweise toxisch (Darwin und
V. L. Miller, 2001). Jedoch waren die stirksten psp-Induktoren, die in einem
screening in Y. enterocolitica identifiziert werden konnten keine Sekretine, und
hatten keinen Einfluss auf die Membranstabilitit, sodass der Grund fir ihre stark
induzierende Wirkung vollkommen unklar ist (Maxson und Darwin, 2004).! In
ahnlichen Versuchen mit Varianten von pIV in E. coli waren gerade die am schwers-
ten membranschadigend wirkenden nicht jene, die psp am stéirksten induzierten
(Spagnuolo et al., 2010).

Die physiologische Rolle des psp—Systems ist damit weiterhin unklar, da die direkte

Im Falle des stark induzierenden Membranproteins YE0566 hat eine Uberproduktion sogar
einen negativen Effekt auf das Wachstum des WT—-Stammes, nicht aber auf das eines Apsp—
Stammes (Horstman und Darwin, 2012).
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Korrelation von Stress, Signal, und Psp-Funktion bisher nicht gelingen konnte. Ein
funktioneller Zusammenhang mit der Cytoplasmamembran und Membranstress
scheint wahrscheinlich, da die starken Induktoren zum Grofiteil Membranprote-
ine sind, und viele der anderen Induktoren einen Einfluss auf die Stabilitat der
Membran haben. In den letzten Jahren wurde daher verstéarkt versucht, die Inter-
aktionen der Psp—Proteine untereinander und mit der Membran aufzukléaren, um

iiber diesen Weg die Rolle des psp—Systems charakterisieren zu kénnen.

1.4 Die Psp—Proteine und ihr Verhalten wihrend der

Psp—Antwort

Das aktuelle Modell des psp—Systems und seiner Reaktion auf induzierende Be-
dingungen geht mit wenigen Modifikationen auf Hankamer et al. (2004) zuriick,
und basiert in der hier gezeigten Form auf dem Konsens der u.a. in Yamaguchi
et al. (2010), Mehta et al. (2013) und Yamaguchi et al. (2013) beschriebenen Mo-
dellvorstellungen. Diese und andere neuere Studien konkretisieren das Modell des
psp—Systems und dabei insbesondere der raumlichen Verteilung der Komponenten
in der Zelle auf Basis Fluoreszenzprotein—fusionierter Psp—Proteine (Engl et al.,
2009; Lenn et al., 2011; Yamaguchi et al., 2013; Mehta et al., 2013).

Dem Modell folgend basiert die Induktion des psp—Systems vornehmlich auf einer
Umverteilung von PspA zwischen PspF und PspB-C (Abb. 3). Wie bereits er-
wahnt sind PspB und PspC zwei miteinander und mit PspA interagierende, kleine
Membranproteine (Adams et al., 2003). Sie sind mafigeblich an der Reaktion des
psp—Systems auf Sekretinstress beteiligt (Weiner et al., 1991; Darwin und V. L.
Miller, 2001), weswegen ihnen eine zentrale Rolle als Membranstress—Sensoren
des psp—Systems zugesprochen wird, die sie vermutlich als Heterodimer ausiiben
(PspB-C). Unter nicht—induzierenden Bedingungen liegen sie, wie aus Versuchen
mit GFP-fusionierten Proteinen hervorging, mobil in der Cytoplasmamembran vor
und iiberpriifen moéglicherweise iiber einen nicht naher charakterisierten Mechanis-

mus den Zustand der Membran (Abb. 3a; Yamaguchi et al., 2013). Wéahrenddessen
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PspB:C

Abbildung 3 Das Modell der Psp—Antwort. (a) Im uninduzierten Zustand ist PspF
(griin/grau) von PspA (orange) inhibiert und kann die Membran bzw. den putativen
Membranstress—Sensor PspB-C (hellblau) und den pspA-Promotor kontaktieren, eventuell iiber
PspA, welches in ungebundener Form ebenfalls mit PspB-C und der Membran interagiert. (b) 1.
Die Detektion eines unbekannten Membranstress—Signals (Blitz) durch PspB-C fiithrt 2. zur festen
Bindung von PspA an den Sensor, wodurch weniger PspA zur PspF-Inhibition zur Verfiigung
steht, sodass 3. PspF die Psp—Antwort induzieren kann. 4. Das neu gebildete PspA bindet dann
direkt oder iiber PspB-C an Membranen und stabilisiert sie iber einen unbekannten Mechanismus.
Gleichzeitig bindet es PspF und stellt somit die Inhibition des psp—Systems wieder her. Weitere
Details sieche Haupttext.
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wird PspF durch PspA gebunden, und damit in seiner Funktion als EBP inhibiert
(Yamaguchi et al., 2013; Mehta et al., 2013). Es liegt dabei in PspA—gebundener
Form als Hexamer am Nukleoid und transient an der Membran bzw. PspB-C-
kontaktierend vor (Mehta et al., 2013). In einer anderen Studie konnte allerdings
keine Nukleoid-Interaktion erkannt werden (Yamaguchi et al., 2013). GFP-PspA
liegt nach statistischer Auswertung von single molecule photobleaching iberwiegend
in hexamerer Form in der Zelle vor (Lenn et al., 2011), sodass der inhibierende
Komplex von PspA und PspF aus einem PspF-Hexamer und einem PspA-Hexamer
besteht, welcher sich zwischen psp—Promotor und der Membran bzw. PspB-C be-
wegen kann, um moglicherweise des Zustand von PspB-C oder der Membran zu
messen (Mehta et al., 2013).

Unter Sekretinstress-Bedingungen konnte eine deutliche Verdnderung der Lokali-
sation der Psp-Komponenten beobachtet werden, einhergehend mit der Induktion
des psp—Systems (Abb. 3b). Die Induktion geschieht nach diesem Modell iiber das
Losen von PspF aus der inhibierenden Bindung zu PspA, der daraus resultierende
Ablauf der Psp—Antwort ldsst sich dabei in mehrere Schritte einteilen: PspB-C
messen zu Beginn der Kaskade ein bisher uncharakterisiertes Signal, welches durch
die Produktion von Sekretin ausgelost wird (Abb. 3b, 1.). Dies fihrt dazu, dass sich
PspA verstarkt an PspB-C anlagert (2.). Dadurch wird PspF frei (3., wahrscheinlich
iiber eine einfache Titration durch die Bildung von PspA-B-C; Yamaguchi et al.,
2013; Jovanovic et al., 2014) und kann die o®*-abhingige Expression des pspA—
Operons aktivieren. Darauthin wird PspA in grofien Mengen gebildet und kann an
ebenfalls neu gebildetes PspB-C bzw. direkt an die Membran binden (Yamaguchi
et al., 2010). Dies geschieht vermutlich in den fiir PspA beschriebenen oligomeren
Komplexen (4. (Standar et al., 2008; Hankamer et al., 2004)), wodurch aufgrund
eines bisher nicht charakterisierten Mechanismus die Membran stabilisiert wird.
Dabei fithrt die Bildung von PspA im Uberschuss zu einer erneuten Bindung von
PspF, und damit zur Inhibition des psp—Systems, wodurch es in den uninduzierten
Zustand zuriickkehrt.

Die in diesem Modell postulierte Verschiebung des Gleichgewichts von einem

PspA-F-Komplex zu einem PspA-B-C-Komplex konnte als Reaktion auf Sekre-
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tinstress mittels GFP—Fusionen gezeigt werden (Yamaguchi et al., 2013). Dort
co-lokalisierten PspA, PspB und PspC primér in grofien polaren Foci ohne PspF,
ebenso konnten vereinzelte kleine laterale Foci beobachtet werden. Versuche mit
FLASH-Tag fusioniertem PspA konnten ebenfalls eine Verdnderung der bevorzug-
ten Interaktionspartner von PspA von PspF hin zu PspB-C zeigen, insbesondere
auch in Versuchen, in denen die Produktion der Psp—Proteine konstant gehalten
wurde, sodass die Veranderung der Interaktionspartner nicht ausschlieflich eine
Folge der Induktion des psp—Systems darstellen kann (Yamaguchi et al., 2013). In
ahnlichen Untersuchungen mit GFP-PspA (Engl et al., 2009; Jovanovic et al., 2014)
konnten ebenfalls sowohl die lateralen als auch die polaren Foci beobachtet werden.
Hier divergieren die Interpretation dariiber, welche der Foci einen Sensor—-Komplex
und welche Effektor—Komplexe darstellen (Engl et al., 2009; Yamaguchi et al.,
2013).

In jedem Falle wird aber deutlich, dass die Regulation der PspF—Aktivitat den
zentralen Punkt der psp—Regulation darstellt, und dass der Induktionszustand des
psp—Systems ausschliefSlich iber die regulative Interaktion von PspA und PspF
kontrolliert wird, da PspB-C nach dem momentanen Modell die Induktion des
Systems nur indirekt iiber die Bindung freien PspAs realisieren. Dariiber hinaus
gibt es — wie weiter oben erlautert — einige Induktionsbedingungen, die nicht
PspB-C-abhéngig zu sein scheinen, in jedem Fall aber iber PspF zur Induktion
des psp—Systems fithren miissen. Ein molekulares Verstandnis der PspA—PspF—
Interaktion ist demnach von grofiter Bedeutung fiir eine akkurate Beschreibung

der Regulation des psp—Systems.

1.5 Die Aktivierung des psp—Systems durch PspF und die
Rolle von PspA

PspF ist ein in aktiver Form hexameres Protein und gehort, wie bereits einlei-
tend erwahnt, zu den bacterial Enhancer—Binding Proteins (bEBP), die fir die

o%'-abhingige Transktriptionsinitiation in Bakterien benotigt werden (Popham
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et al., 1989). bEBPs besitzen eine ATPase-Aktivitdt und gehoren ihrerseits zu
der grofien Familie der AAA+—Proteine (ATPases associated with a variety of
cellular activities; Neuwald et al., 1999). Die Mitglieder dieser funktionell diversen
Familie sind oligomere Proteine (hdufig ringformige Hexa— oder Heptamere) und
erfilllen beispielsweise Aufgaben in der DNA—-Replikation (DnaA), als Motorprote-
ine (Dynein), in der Protein-Disaggregation (ClpB), Proteolyse (FtsH) und, wie
PspF, in der Transkriptions—Regulation (Ogura und Wilkinson, 2001). Sie alle
zeichnet dabei das Vorhandensein einer konservierten AAA+-Domaéne aus, in der
zwei hochkonservierte Sequenzen (Walker A und Walker B; Walker et al., 1982)
fiir die ATP-Bindung und Hydrolyse verantwortlich sind.

In bEBP ist die ATP-Hydrolyse an die Aktivierung der Transkriptionsinitiation
durch das ¢°*-RNA-Polymerase-Holoenzym (o%*-RNAP) gekoppelt (Schumacher
et al., 2004), welche — insbesondere auch durch Arbeiten mit PspF — im Detail
charakterisiert werden konnte (Abb. 4). Die Struktur von PspF ist bekannt, und
cryo-EM-Daten zu seiner o®-Interaktion liegen ebenfalls vor (Rappas et al., 2005;
Rappas et al., 2006). Im nicht—aktivierten Zustand bindet ¢°* mit seiner DNA—
Binderegion (Region III) an konservierte o°*-Bindestellen im Promoterbereich der
regulierten Gene (-24 und -12bp vor Transkriptionsstart; Wang et al., 1999), ohne
jedoch die Transkription zu initiieren, es bildet sich ein RNAP-DNA-Komplex
(closed complexr, RP¢). PspF bindet nun mittels einer DNA-Bindedoméne im
C—terminalen Bereich des Proteins an eine im 5'—Bereich des Promoters lokalisierte
Enhancer—spezifische Bindestelle an der DNA (UAS, upstream activating sequence).
Mittels einer von ITHF (integration host factor) verursachten DNA-Biegung (Schro-
der et al., 1993) gelangt der N-terminale Bereich von PspF in Kontakt mit o5
(Abb. 4a, links), wo er mittels einer flexiblen Loop—Region (dem GAFTGA-Motiv
von Loop 1; Bordes et al., 2003) mit der Enhancer—Bindedoméne des bEBPs
interagiert (der Region I; Abb. 4a, Detailansicht rechts). Hierbei interagieren die
Loop-1-Regionen mehrerer PspF-Protomere mit ¢°* (Zhang et al., 2012) und
fiihren dabei zu leichten strukturellen Anderungen des Sigma—Faktors (Sharma
et al., 2014).

Im aktivierenden Zustand (Abb. 4b) vollzieht der PspF-Ring unter ATP-Hydrolyse
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Abbildung 4 Modell der Aktivierung der o®*-abhingigen Transkriptionsinitiation
durch PspF. (a) Im uninduzierten Zustand bindet PspF (Protomere alternierend in griin/grau)
mit seiner DNA-Bindedoméne (siehe Detailansicht rechts) an die upstream—activating sequence
(UAS) auf der DNA, und mit dem GAFTGA-Motiv von Loop 1 an die Enhancer—Binderegion (RI)
der iiber Region IIT (R III) promotergebundenen o*-RNA-Polymerase (pink/grau), unterstiitzt
durch DNA-Biegung des Integration Host Factors (IHF). Die PspF—ATPase ist hierbei durch
PspA (in orange angedeutet) inhibiert, und ¢®*~RNAP liegt in einem Komplex mit nur schwach
gedffnetem DNA-Doppelstrang vor (closed complez, RP¢). (b) Bei Dissoziation von PspA
wird die PspF—ATPase aktiv, und induziert iiber eigene Konformationsdnderungen durch die
ATP-Hydrolyse Strukturverinderungen in 0°*, wodurch die DNA weiter gedffnet wird und der
transkriptionsinitiierende open complex (RPo) gebildet wird.
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eine Konformationsanderung (Joly und Buck, 2011), die im bEBP NtrC mit der
Bildung einer asymmetrischen Anordnung der L1-Loops einhergeht (Sysoeva et
al., 2013). Diese strukturelle Verinderung wird auf o> iibertragen, dessen PspF—
gebundene Regionl damit ndher an den Transkriptionsstart positioniert wird,
wobei gleichzeitig die beiden DNA-Strange weiter gedffnet werden (RPg, open
complex; (Abb. 4b, rechts) und die Transkription mit dem Ablésen von PspF
beginnt (Sharma et al., 2014). Diese Aktivierung der Transkription durch PspF
wird durch Bindung von PspA an die AAA+-Doméne von PspF inhibiert (El-
derkin et al., 2002). Fiir den inhibitorischen Komplex (PspA-F-Komplex) wurde
tiber Gelfiltrationsstudien ((Joly et al., 2009) und Fluoreszenzanalysen (s.o.; Lenn
et al., 2011) ein 6:6-Verhéltnis (PspA:PspF) bestimmt, in dem PspA als hexameres
Oligomer vorliegt. Die Inhibition der psp—Induktion geschieht nicht durch steri-
sche Behinderung, da auf Basis von In—vitro-Gelshift—-Experimenten mit PspA,
PspF und o°* gezeigt werden konnte, dass PspF gleichzeitig mit PspA, der DNA
und 0°* interagieren kann, und dass PspA ebenfalls in der Lage ist, an einen
PspF-0%-Komplex zu binden, in dem PspF zuvor mittels ADP-AIF, im Uber-
gangszustand der ATP-Hydrolyse fixiert wurde (Joly et al., 2009). PspA inhibiert
aber die ATPase—Aktivitdt von PspF durch Bindung und verhindert somit die
RPo-Bildung der ¢®*-RNAP (Elderkin et al., 2002). In Fragmentationsstudien
konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass die fiir die PspF-Inhibition bendtigten
Determinanten auf PspA im Fragment PspA;_1g6 liegen (Elderkin et al., 2002). Auf
der Oberflache von PspF konnten W56 (Elderkin et al., 2005) sowie benachbarte
Aminosauren (der W56-Loop; Zhang et al., 2013) als moglicher PspA—bindender

FW56A

Bereich identifiziert werden, da Psp und PspA keinen stabilen Komplex in

Gelfiltrationen bilden konnten.

Neuere Studien zu PspA versuchen seine Membraninteraktion sowie seine Interakti-
on mit PspF néher zu beleuchten, so wurde von Jovanovic et al. (2014) die Existenz
zweier amphipatischer Helices im N-terminalen Bereich von PspA postuliert, die
fiir die sequenzielle Membraninteraktion und Bindung des hydrophoben W56-Loops

auf PspF verantwortlich sein sollen. Die Struktur von PspA konnte bisher nicht
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geklart werden, sodass fiir die Erklarung der PspA—PspF-Interaktion Struktur-
vorhersagen herangezogen werden, die jedoch aufgrund des Fehlens vergleichbarer
Strukturen nur von sehr geringer Aussagekraft sind (Zhang et al., 2013). Somit
sind die strukturellen Determinanten fiir die PspA—PspF-Interaktion auf Seiten
von PspA bisher nicht identifiziert worden, sodass keine strukturelle Vorstellung
und kein mechanistisches Modell der PspA-PspF-Interaktion sowie der Regulation

der PspF-abhéngigen Transkriptionsaktivierung existiert.

1.6 Zielsetzung

Da die exakte Funktion des psp—Systems, wie oben dargestellt, weitgehend unbe-
kannt ist, und die Bearbeitung dieser Fragestellung durch die widerspriichlichen
und erratischen Phinotypen der Induktion des Systems erschwert werden, lag
das vornehmliche Ziel dieser Arbeit in der Identifikation der Strukturelemente
von PspA, moglicher Doménen und ihrer Funktionen. Hier stand, nachdem erste
Untersuchungen zur Selbst—Oligomerisierung in Fortfithrung der in Osadnik (2009)
entwickelten Anséatze nicht erfolgreich waren, insbesondere die Interaktion von
PspA mit PspF im Vordergrund, da diese die einzige Interaktion innerhalb des Psp—
Proteine darstellt, deren physiologischer Zweck, die Regulation des psp—Systems,
bisher mit grofler Sicherheit identifiziert werden konnte. Hier sollten auf Basis
einer genauen Identifizierung der PspF—bindenden Doméne Interaktionsdetermi-
nanten auf PspA identifiziert, und ihre Auswirkung auf die PspA—PspF—-Interaktion
untersucht werden. Um den komplexen Beziehungen der Psp—Komponenten un-
tereinander (wie z.B. den Feedback—Loops) Rechnung zu tragen, wurden mehrere
experimentelle Ansétze in vivo, in vitro und in silico verfolgt, um eine moglichst
viel-dimensionale Beschreibung dieser Interaktion und ihrer Konsequenzen fiir die
psp—Regulation im PspA-F-Komplex zu erhalten. Nachdem mit PspA,_,,, im
Rahmen dieser Arbeit die PspF-Bindedoméane von PspA identifiziert werden konn-
te, wurde die mogliche Oligomerisierung von PspA durch den Rest des Proteins
grundlegend untersucht, da auch die Oligomerisierung eine zentrale Eigenschaft

von PspA darstellt. Das PspA-Homolog YjfJ, welches neben dem bekannten PspA
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ebenfalls in F. coli existiert, wurde auf Ahnlichkeit zu PspA hin untersucht, da
dieses System bisher vollig uncharakterisiert ist. Im Zuge dieser Experimente
konnte die hohe Ahnlichkeit von YjfJ und PspA deutlich gemacht werden. Die
erhaltenen Ergebnisse fiihrten zu einem neuen Verstandnis des psp—Systems und
der psp—Regulation, welches Impulse fiir eine Reinterpretation des psp—Systems

lieferte.
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2 Material und Methoden

Alle verwendeten Labormaterialien und Medien wurden bei fiir 20 min bei 121 °C
autoklaviert. Hitzelabile Substanzen (Antibiotika etc.) wurden sterilfiltriert (Sprit-
zenfilter, Rotilabo, Carl Roth, Karlsruhe) und Medien erst nach Abkiihlung zuge-
geben. In allen Versuchen wurde bi—destilliertes Wasser verwendet. Alle Anzuchten
erfolgten, so nicht anders angegeben, bei 37 °C in LB-Medium (1% (w/v) Trypton,
1% (w/v) NaCl, 0,5% (w/v) Hefeextrakt), schiittelnd in Kolben (~180 U/min)
bzw. in geregelten 10-1-Fermentern (New Brunswick, Enfield, CT). Zum Herstellen
fester Medien wurden 1,5% (w/v) Bactoagar vor dem Autoklavieren zugegeben.
Antibiotika (Ampicillin, 100 ¥; Kanamycin, 50 £8: Chloramphenicol, 25 £8: jeweils

Endkonzentration) wurden je nach Bedarf verwendet.

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Sdmme sind in Tabelle 1 augefiihrt. Fiir alle
Messungen der Aktivitiat des pspA—Promotors wurde der Stamm F. coli MC3
(Bergler et al., 1994) verwendet, in dessen A—attachement site eine pspA—lacZ—
Fusion integriert ist. Arabinose-resistente Klone dieses Stammes wurden mittels
wiederholtem Ausstrich auf 1% (w/v) Arabinose enthaltenden LB-Agaroseplatten
selektiert. Alle in dieser Arbeit aufgefithrten Versuche wurden mit diesem Klon
durchgefiihrt, um artifizielle Phdnotypen durch schwankende Arabinose-Level in
den Zellen zu vermeiden (Lindenstrauss et al., 2010). Apsp—Reporterstimme auf
Basis dieses Klons wurden durch P1-Phagentransduktion nach Thomason et al.
(2007) aus E. coli MC3 und den E. coli BW25113—psp—Deletionsstammen der Keio
Collection (Baba et al., 2006) hergestellt, und die erfolgreiche Transduktion mittels

geeigneter Primer der umliegenden psp—Gene tiiberpriift. Fiir Transformationen
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wurden CaCly—kompetente Zellen der Stdmme nach Sambrook und Russell (2001)
hergestellt bzw. eine Fast-Transformation nach Chung et al. (1989) durchgefiihrt.

2.1.2 Plasmide und Klonierungen

Klonierungen erfolgten wie zuvor beschrieben (Osadnik, 2009; Mehner, 2011) mit
Restriktionsenzymen von New England Biolabs (Frankfurt am Main) und, je nach
Erfolg dieser Protokolle, mit diversen Anpassungen. Details zu den jeweiligen
Klonierungen und verwendeten Restriktionsenzymen finden sich in den folgenden
Abschnitten. Alle Primer wurden von Biomers (Ulm) synthetisiert, Plasmidreini-
gungen erfolgten mittels peqGOLD Plasmid Miniprep Kit 1 (peqlab, Erlangen).
Reinigungen von PCR-Produkten bzw. restringierten DNA-Fragmenten erfolgten
mittels NucleoSpin Extract Kit (Machery-Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben.
Alle konstruierten Plasmide wurden mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit hin

tiberpriift (Seqlab-Microsynth, Gottingen).

Plasmide

In dieser Arbeit wurden die unten aufgefithrten Plasmide als Ausgangspunkt fir
Klonierungen verwendet (Tab. 2). Fur eine bessere Kompatibilitat der Vektoren
untereinander (insbesondere ihrer Restriktionsschnittstellen) wurden der pBW-
Vektor sowie der pUL—Vektor tiber Primeriiberhédnge eines amplifizierten pspF
modifiziert (pBWgorg bzw. pULoTs ) sodass beide eine 3'~Xhol-Schnittstelle auf-
wiesen (Verdau mit Ndel-HindIII fiir die Erstklonierung), zur Herstellung (mit
pspA als Insert) siehe Tabelle 8. Die fiir Klonierungen verwendeten Restriktionsen-
zyme (entsprechend als Primeriiberhénge in den PCR-Produkten enthalten) sind

ebenfalls angegeben.

PspA Fragmentierung und Varianten

Zur Fragmentierung von PspA wurden die entsprechenden Genbereiche mittels
Kombinationen von 5’-Forward— und 3’-Reverse-Primern amplifiziert (Tab. 4 gibt

die Primer an, pspA-NX steht dabei fiir die erste mit diesem Primer codierte
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2.1.2 Plasmide und Klonierungen

Tabelle 1 Stamme und ihre Charakteristika

Bezeichnung genetische Charakteristika Quelle/Referenz
BW25113 AaraBAD567, lacIp— Datsenko und Wanner, 2000
4000(lacl?), ArhaBAD568,
AlacZ)787::rrnB-3, AT,
rph—1, hsdR51/
JWK1297 BW25113ApspA::kan Baba et al., 2006
JWK1298 BW25113ApspB::kan Baba et al., 2006
JWK1299 BW25113ApspC::kan Baba et al., 2006
JWK5716 BW25113ApspG::kan Baba et al., 2006
JWK1296 BW25113ApspF::kan Baba et al., 2006
MC4100 araD139, A(lac)U169, relA1, Casadaban, 1976
rpsL150, thi, mot, flB5301,
deoC'7, ptsF25, rbsR, F~
MC3 MC4100 mit integriertem Bergler et al., 1994

MC3 ApspA::kan
MC3 ApspB::kan
MC3 ApspC::kan
MC3 ApspG::kan
MC3 ApspF::kan

XL1-Blue

APAD3, 529 bp psp—Promotor
mit lacZ fusioniert

aus Pl-Transduktion
MC3 mit JW1297

aus Pl-Transduktion
MC3 mit JW1298

aus Pl-Transduktion
MC3 mit JW1299

aus Pl-Transduktion
MC3 mit JW5716

aus Pl-Transduktion
MC3 mit JW1296

F' A(merA)183, A(merCB-
hsdSMR-mrr)173,endAl1, su-
pE44, thi—1, recAl, gyrA96,
relA1, lac(F~ proAB, lacl?,
ZAMI15 Tn5 (kan®)), ultra-
kompetent

von

von

von

von

von

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Stratagene (Heidelberg)
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Tabelle 2 Ausgangsplasmide fiir Klonierungen

Bezeichnung Charakteristika Restriktion Quelle/Referenz

pBAD22 araC,araBAD-Promotor, Ncol Guzman et al., 1995
Amp?® Xhol

pBW22 rhaBA D—Promotor, ColEl- Ndel Wilms et al., 2001
origin, Amp’? BamHI

pBWors pBW22 mit 3'—Xhol- Ndel diese Arbeit
BamHI-hg-BamHI-HindIII Xhol
—Schnittstelle

pUL-Ptat pCHAPS-Derivat mit pSC101- Ndel Mehner, 2011
origin, Cam® HindIII

pULoT2 pUL-Ptat mit 3'-Xhol-HindIII ~Ndel diese Arbeit
—Schnittstelle Xhol

Aminoséure (5'-Forward), pspA-CX fir die letzte (3’-Reverse); Cstop bezieht sich
auf Primer die fiir ein Stop—Codon codieren, wodurch tag—freie Fragmente auf
ihre regulativen Eigenschaften hin untersucht werden konnten). Die Restriktion
erfolgte mit Ncol und Xhol (Zielvektor pBAD22), die erhaltenen Plasmide inklusive
der Primerkombinationen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Fiir die Herstellung des
C-terminalen PspA-Fragmentes mit GW-Linker (Tryptophan-markiert fir besser
UV-Detektion) wurde, wie angegeben, der pBWors verwendet.

Zur Einfithrung von Einzelaminosaurenaustauschen in PspA wurden zwei Methoden
verwendet. Ein Grofiteil der Austausche wurde mittels mismatches in komplementa-
ren Primern eingefiihrt. Hierbei wurde nach dem Standard-Quikchange-Protokoll
(Agilent, Santa Clara, CA) verfahren und die PCR-Strategie je nach Erfolg des
Standard—Verfahren modifiziert. Die finalen fiir die Versuche verwendeten Plas-
mide sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. In einem zweiten Ansatz wurde mittels silent
mutagenesis eine BspHI-Schnittstelle in das fiir L31 codierende Codon einge-
bracht. Hierzu wurden zwei Fragmente von pspA hergestellt (5-bis BspHI, BspHI
bis 3’) und in einer anschlieenden Doppelligation (pBAD22 mit Ncol/Xhol ge-
schnitten, 5’~Fragment mit Ncol /BspHI, 3'-Fragment mit BspHI/Xhol) das neue
Plasmid hergestellt (Tab. 6). Weitere Austausche erfolgten dann durch in 5" bzw.

3’ von der BspHI-Schnittstelle ausgehenden Primern, wobei mit dem respektiven
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2.1.2 Plasmide und Klonierungen

pspA—Primer (pspA-N1 bzw. pspA-C222) eine PCR durchgefiithrt und mittels
Ncol/BspHI-Verdau bzw. BspHI/Xhol-Verdau kloniert wurde.

Klonierung von pspF, und Genen des yjf—Systems

Zur Klonierung von pspF wurde das pBWgre—Plasmid verwendet, welches zuvor
durch ein Ndel-Pstl-verdautes PCR-Produkt (pspA mit 3’-Xhol-BamHi-hg—
BamHi-Pstl-Uberhang) aus pBW22 hergestellt wurde. Mittels BamHI-Verdau
kann in diesem Plasmid in einem Schritt der Histidin—tag entfernt werden. Die
weiteren Klonierungen erfolgten analog zu pspA, die W56 A—Variante von PspF
wurde ebenfalls iiber Quikchange herstellt, und Fragmentierungen (fir das verkiirzte
PspFi_265) des WT—PspF bzw. seiner W56 A—Variante durchgefiithrt. Primer und
finale Plasmide finden sich in Tabelle 7. Die Klonierung von yjfJ, sowie das
Einbringen von Einzelaustauschen erfolgte analog zu pspA. Zur Klonierung von
yifl und yjfJ wurde wie mit pspF verfahren. Primer und finale Plasmide finden

sich sich hierzu in Tabelle 8.
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Tabelle 3 Primer fiir Fragmentierungen von PspA

Primer Sequenz (5" — 3')

pspA-N1 ATATACCCATGGGTATTTTTTCTCGCTTTGC
pspA-N5 TATATCCATGGGTTCTCGCTTTGCCGACATC
pspA-N8 TATATCCATGGGTGCCGACATCGTGAATG
pspA-N12 TATATCCATGGGTAATGCCAACATCAACGCTC
pspA-N17 TATATCCATGGGTGCTCTGTTAGAGAAAGCGC
pspA-N21 TATATCCATGGGTAAAGCGGAAGATCCACAGAAAC
pspA-N26 TATATCCATGGGTCAGAAACTGGTTCGTCTGATG
pspA-N146 ATATACCATGGGTCAGGCGGCAAACTCGTC
pspA-N160 ATATACCATGGGTAAACTGGATGAAGCAATGG
pspA-C25 ATATACTCGAGCAGTGTATCTTCCATCTCCTG
pspA-C40 ATATACTCGAGCTGCCATTCAACCTCACG
pspA-CT71 ATATACTCGAGTGCCAGATCCTCTCTCTC
pspA-C116 ATATACTCGAGCGTATCGTCCACCAG

pspA-C121 ATATACTCGAGGGCCTCTTTCTTCATGCGTGC
pspA-C124 ATATACTCGAGGGCCTCGCCAATCTCTTTCTTC
pspA-C128 ATATACTCGAGTTTGTTTTCCAGCTCGC
pspA-C131 ATATACTCGAGTTCGCTCAATTTGTTTTCCAG
pspA-C135 ATATACTCGAGGCGAGCGCGT

pspA-C144 ATATACTCGAGCTGATGACGTAACATCAATGC
pspA-C160 ATATACTCGAGTTTGCCACTGTCCAG

pspA-C168 ATATACTCGAGGAAACGAGCCATTGCTTCATC
pspA-C175 ATATACTCGAGAATACGACGTTCGAAAGATTCGAAAC
pspA-C187 ATATACTCGAGGAAGCTGTGGCTTTCTGC
pspA-C196 ATATACTCGAGATCGTCCAGCGATTTTTGTTTACC
pspA-C222 ATATACTCGAGTTGATTGTCTTGCTTCATTTTGGCTTTTA

pspA-C116stop
pspA-C121stop
pspA-C124stop
pspA-C128stop
pspA-C131stop
pspA-C135stop
pspA-Cl44stop
pspA-C-GW

ATATACTCGAGTCACGTATCGTCCACCAG
ATATACTCGAGGGCTCACTCTTTCTTCATGCGTGC
ATATACTCGAGGGCTCACTCGCCAATCTCTTTCTTC
ATATACTCGAGTCATTTGTTTTCCAGCTCGC
ATATACTCGAGTCATTCGCTCAATTTGTTTTCCAG
ATATACTCGAGTCAGCGAGCGCGTGTT
ATATACTCGAGTCACTGATGACGTAACATCAATGC

ATATACTCGAGCCAGCCTTGATTGTCTTGCTTCATTTTGG—

—CTTTTAATTG

Bei iiberlangen Primern wurde ein Zeilenumbruch (—) eingefiigt
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Tabelle 4 Plasmide fiir Fragmentstudien mit PspA

Plasmid pspA-X-F  pspA-X-R
pPBAD-pspA1_o5-hg N1 C25
pBAD*pSpA1_4Q *h@ N1 C40
pBAD-pspA1_71-hg N1 Cr1
pBAD-pspA1_g5—hg N1 C85
pBAD-pspA1_116-hg N1 C116
pBAD-pspAi_101-hg N1 C121
pBAD-pspAi_104-hg N1 C124
pBAD-pspA1_128-hg N1 C128
pBAD-pspA1_131-hg N1 C131
pBAD*pSpA1_135 *hﬁ N1 C135
pBAD-pspA1_144-hg N1 C144
pBAD-pspA1_160-hs N1 C160
pBAD-pspA1_163—hg N1 C168
pBAD*pSpA1_175 *hﬁ N1 C175
pBAD-pspA1_187-hg N1 C187
pPBAD-pspA1_195-hg N1 C195
pBAD-pspA1_122-hg N1 C122
pBAD*pSpA5_144 *hﬁ N5 Cl44
pBAD-pspAg_144-hg N8 Cl44
pBAD-pspAis_144-hg N12 C144
pPBAD-pspA17_144-hg N17 C144
pBAD*pSpA21_144 *hﬁ N21 0144
PBAD-pspAog_144-hg N26 C144
pBAD-pspAq_116—stop N1 Cl16stop
pBAD—pspAq_191—stop N1 C121stop
pBAD-pspA_194—stop N1 C124stop
pBAD-pspA1_198—stop N1 C128stop
pBAD-pspAq_131—stop N1 C131stop
pBAD—pspAq_135—stop N1 C135stop
pBAD-pspA_144—stop N1 Cl44stop
pPBAD-pspAi46_187—hg N146 C187
pBAD-pspAi46_196—hs N146 C196
pPBAD-pspAi46_222—hg N146 C222
pBAD*pSpAlﬁo_lgﬁ *h6 N160 C196
pPBAD-pspAi60_292—hg N160 C222

pBWora—" pspAigo—202-hs  N1(Nde) C-GW
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Tabelle 8 Klonierung und Einzelautausche von yjfJ

Plasmid

Primersequenz (5" — 3')

Grundvektoren
pPBAD-—yjfJ-hg

pULoT2—yifJ-strep

Einzelaustausche
pBAD—yjfJ-Q33A-hg

pBAD—yjfJ-135A~hg

pBAD—yjfJ-R36A—hg

pBAD—yjfJ-D37A~hg

pBAD—yjfJ-V142A-hg

pBAD-yjfJ K1/3Ahg

pBAD—yjfJ-E146A-hg

Klonierung von yjfJ und yjfK
PBWora—yjfl-he

pPBWora—yjfK—hs

TATATCCATGGGTGGAATTTTAAAAAGTTTATTTACGCTGGG
ATATACTCGAGCTCGCCCTGTTGGC
TATATCATATGGGAATTTTAAAAAGTTTATTTACGCTGGG
ATATACTCGAGCTCGCCCTGTTGGC

GCGCATGCTGGAAGCGCATATTCGTGACG
CGTCACGAATATGCGCTTCCAGCATGCGC
GCATGCTGGAACAGCATGCGCGTGACGCTAAAGCTG
CAGCTTTAGCGTCACGCGCATGCTGTTCCAGCATGC
CATGCTGGAACAGCATATTGCGGACGCTAAAGCTGAACTCG
CGAGTTCAGCTTTAGCGTCCGCAATATGCTGTTCCAGCATG
GGAACAGCATATTCGTGCGGCTAAAGCTGAACTCG
CGAGTTCAGCTTTAGCCGCACGAATATGCTGTTCC
CAGCAAATGGAAGTCGCGAAAGCCACTGAAGCC
GGCTTCAGTGGCTTTCGCGACTTCCATTTGCTG
GCAAATGGAAGTCGTTGCGGCCACTGAAGCCATGC
GCATGGCTTCAGTGGCCGCAACGACTTCCATTTGC
GAAGTCGTTAAAGCCACTGCGGCCATGCAGCGTGCACAAC
GTTGTGCACGCTGCATGGCCGCAGTGGCTTTAACGACTTC

TATATCATATGACATGGAATCCGTTGGC
ATATACTCGAGGTGTGAATATTCTTCTGTAATTTCAGCC
TATATCATATGTCTGGTTTTTTCCAGCGTC
ATATAGAGCTCACCAATAATATGAAGTGATGTCAGCG

36



2.1.2 Plasmide und Klonierungen

2.2 Zellanzucht und Proteinreinigungen fiir

In—vitro—Studien

Zellanzucht

Fiir Standard-Proteinreinigungen wurde Medium mit einer Ubernachtkultur auf ei-
ne ODggo von 0,05 angeimpft. In der exponentiellen Wachstumsphase (~ODggg 0,8)
wurde die Proteinproduktion mit 0,1 % (w/v) Arabinose (pBAD) bzw. Rhamnose
(pBW) induziert. Nach 4 h erfolgte die Zellernte bei 6.000 g (Sorvall RC-5C PLUS,
Waltham, MA). Die Zellpellets wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

Proteinreinigung mittels Ni-IMAC und Ionentauscher

Der Zellaufschluss erfolgte nach Losen der Zellen in 3 bis 5—fachem Volumen Puffer
(20 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 20 mM Imidazol) mittels French Press (2
Durchgénge, 138 MPa). Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten bei 4 °C. Nach
der Zelltriimmerabtrennung (20 min, 5.000 g, Eppendorf 5804 R) wurde Membra-
nen und weitere unlosliche Bestandteile mittels Ultrazentrifugation (140.000 g, 1h,
Beckman Optima L-80 XP, SW32Ti-Rotor) abgetrennt. Der Uberstand wurde
fiir die Ni-IMAC-Reinigung weiterverwendet. Fiir Lokalisationsstudien wurde das
Pellet der Ultrazentrifugation im gleichen Puffervolumen wieder aufgenommen, und
Proben des Uberstandes und des resuspendierten Pellets mittels Schigger- PAGE
und Wester—Blot verglichen. Mittels Ni-IMAC (Nickel-immobilized metal affini-
ty chromatography) wurden die His—tag—fusionierten, rekombinant produzierten
Proteine fiir die weitere Reinigung angereichert. Dazu wurde eine aquilibrierte
Ni-NTA-Saulenmatrix (Quiagen; 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 20 mM
Imidazol) mit der lésliche Fraktion der Ultrazentrifugation beschickt. Das Séu-
lenvolumen richtete sich nach der erwarteten Proteinausbeute der Zellanzuchten
und betrug im Regelfall zwischen 4 ml (PspF aus ~60 g Zellen aus einer Fermen-
teranzucht) und 0,7 ml (~15g Zellen aus 3x1-1-Kolbenanzuchten). Nach dem

Durchlauf wurde die Sdule mit 5 Volumen Puffer gewaschen, und daraufhin das
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Protein eluiert (4x0,5 und 3x1 Saulenvolumen; 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM
NaCl, 250 mM Imidazol). Wenn auf die Ni-IMAC direkt der Ionentauscher folgte,
und das Protein bereits mehrfach erfolgreich gereinigt werden konnte, wurde auf
eine fraktionierte Elution verzichtet, und das Protein in einem einzigen Schritt (5x
Saulenvolumen) eluiert. Die durch Ni-IMAC angereicherten Proteine wurden zur
vollsténdigen Abtrennung von Kontaminanten iiber einen lonentauscher gereinigt
(Resource Q1 bzw. Q6 an einem AKTA Purifier, alle GE Healthcare, Chalfont
St. Giles). Um eine Bindung des sich im Elutionspuffer der Ni-IMAC gelosten
Proteins an die Matrix zu ermdoglichen, wurde die Ni-IMAC-Elutionsfraktion 1:5
(PspF) bis 1:10 (PspA, Yjfl) in 20 mM Tris/HCI pH 8,0 verdiinnt. Nach Bela-
den der mit 20 mM Tris/HCI pH 8,0 dquilibrierten Sdule und Waschen mit zwei
Saulenvolumen dieses Puffers wurde die Salzkonzentration im Puffer iiber ein
Volumen von 20 bis 40 Sdulenvolumen sukzessive bis 500 mM NaCl erhoht, und
dann iiber einen Sprung auf 1M NaCl restliche Kontaminanten von der Saule
entfernt. Wahrend des Gradienten wurde die Absorption des eluierenden Puffers bei
230nm verfolgt, und Elutionsfraktionen (je 0,5-1 Sdulenvolumen) gesammelt. Die
Uberpriifung des Reinigungserfolges erfolgte mittels Schigger PAGE von Proben

der Elutionsfraktionen.

Konzentrationsbestimmung und Pufferwechsel

Sowohl PspF_o65 als auch PspA;_,,, und ihre Varianten konnten in 20 mM Tris/H-
Cl pH 8,0, 100 mM NaCl bei -80 °C langfristig gelagert werden. Sie zeigten keinen
mefBbaren Aktivitdatsverlust in ATPase—Assays bzw. Aggregation in der AUC oder
SEC. Sie wurden entweder per AKTA Purifier und HiTrap-Séulen (GE Healthcare
Life Sciences) aus dem Ionentauscher—Puffer in den Lagerpuffer iberfithrt, oder
per Ultrafiltration (Vivaspin, 10.000 MWCO, Sartorius Stedim, Gottingen) in
der Tischzentrifuge (4.000 g; Eppendorf 5804 R), wo kein Verlust der Proteine in
den filtrierten Puffer bzw. durch Interaktion mit dem Filtermaterial beobachtet
werden konnte. Proteinkonzentrationen wurden standardméfig mittels NanoDrop
2000 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts) tiber den Extinktionskoeffizienten

bei 280 nm bestimmt. Fiir ATPase—Assays, bei denen die eingesetzten Konzentra-
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tionen sehr genau bestimmt werden mussten und gleichzeitig sehr gering waren,
wurde die Konzentration mittels UV /Vis—Spektrophotometers in vier gemittelten

Durchgangen bestimmt (Jasco V-650 Gross-Umstadt).

Reinigung von SeMet—-PspA,_,,,

Zur Losung des Phasenproblems wurde Seleno-Methionin-markiertes PspA;_,,,
(SeMet—PspA;_,4,) verwendet. Die Anzucht der Zellen und die Reinigung von
SeMet-PspA;_,,, geschah gemafl der Standardprozedur, mit einigen Anpassungen:
Die Zellanzucht erfolgte in M9—Medium (Sambrook und Russell, 2001) mit 0,1 %
(w/v) Glucose als C-Quelle und 0,1 % (v/v) SL12 Spurenelementlésung (Overmann
et al., 1992). Seleno—Methionin (ACROS organics/Fisher Scientific, Schwerte) wurde
15 Minuten vor Induktion der rekombinanten Genexpression bei gleichzeitiger
Unterdriickung der Methionin—Biosynthese hinzugegeben (Van Duyne et al., 1993).
Weiterhin wurde den Puffern in allen Reinigungsschritten 5 mM 2-Mercaptoethanol

zugesetzt, um eine Oxidation des Selens zu verhindern.

Kristallisation und Strukturaufklirung

Gereinigtes PspA,_,,, wurde mittels Hanging—drop—Methode? in 10 mM Tris/H-
Cl, pH 8,0 und 50 mM NaCl bei bis zu 974 kristallisiert. Dazu wurden 11uM
PspA,_,4 mit 1pM HEPES/NaOH pH 7,5, 10 % (w/v) Polyethylenglycol 6.000
und 5% (v/v) 2-Methyl-2,4-Pentandiol gemischt und bei 15°C inkubiert. Uber
seeding der Kristalle in 279 Protein in einer modifizierten Kristallisationpuffer
(HEPES/NaOH pH 7,2, 10% (w/v) Polyethylenglycol 6.000 und 5% (v/v) 2—
Methyl-2,4-Pentandiol) wurden schlussendlich hoch streuende Kristalle gewonnen.
SeMet-PspA;_,,4 wurde in &dhnlicher Weise in 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 50 mM
NaCl und 5mM 2-Mercaptoethanol kristallisiert, aber mit cross—seeding durch
native PspA,_,,, Kristalle. Die Kristalle erschienen innerhalb von 3 Tagen und
erreichten ihre finale Grole in einer Woche. Nach der Zugabe von 15% (v/v)
(R.R)—(—)-2,3-Butandiol (Merck Milipore) als Cryoprotektans wurden die Kris-
tall schockgefrostet. Native und drei MAD-Datensétze wurden bei 100 K in der

2Methode und Datensiitze bereitgestellt von C. Parthier, Strukturaufklirung durch Dr. Michael
Schopfel, Dr. Christoph Parthier und Prof. Milton Stubbs
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BESSY Synchroton-beamline 14.1 (Helmholtz Zentrum, Berlin) gesammelt und
mittels XDS (Kabsch, 2010) verarbeitet (Tab.9]. Die Phasebestimmung erfolgte
mittels SHELX (Sheldrick, 2010) und SHARP, gefolgt von SOLOMON innerhalb
der auoSHARP pipeline (Vonrhein et al., 2007). Die Struktur konnte aufgrund
ausreichend genauer Elektronendichte mit ARP/wARP (Langer et al., 2008) und
BUCCANEER aus der CCP4-Suite (Winn et al., 2011) groBtenteils automatisch
eingepasst werden, weitere manuelle Refinement—Schritte erfolgten mittels COOT
(Emsley et al., 2010) und Refmach (Murshudov et al., 1997) unter Verwendung
des hochst aufgelosten nativen Datensatzes (1,8 A). Damit konnte die Struktur fiir
die Reste 3-20 und 24-142 gelost werden. Die Reste 12 bis 31 zeigen signifikant
hohere konformelle Diversitéit als der Rest der Struktur, zu sehen an den hoheren
B-Faktoren und der schlecht aufgelosten Elektronendichte in dieser Region. Die
Struktur wurde mittels Molprobity (Chen et al., 2010) validiert.

2.2.1 Biochemische Analysen und Assays

PAGE und Western—Blot

Zur Analyse der Proteinreinigungen, sowie fiir Co—Elutionsexperimente wurden
Polyacrylamidgelelektrophoresen (Mini—Protean—Tetra—Kammern, Bio-Rad und
Standard Power Pack P25, Biometra, Géttingen) nach Laemmli (1970) sowie
insbesondere zur Auftrennung kleinerer Proteine und Fragmente (<20kDa) nach
Schagger (2006) durchgefithrt. Als Marker wurde die PageRuler Prestained Plus
Protein Ladder (Fermentas, Schwerte) verwendet. Zur Analyse wurden die Gele
nach der Elektrophorese mit Coomassie-Farbelosung gefirbt (0,2 % (w/v) Coo-
massie Brilliant Blue R-250, 0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 20%
Ethanol, 10 % Acetat). Fiir Lokalisations— und Co-Elutionsstudien sowie als Kon-
trolle des Reinigungserfolges wihrend der Erarbeitung von Reinigungsstrategien
wurden Proteine nach der Schigger—-PAGE mittels Western—Blot und Immuno-
detektion nachgewiesen. Nach dem Western-Blot mittels Semi-Dry—Verfahren
(Biometra Fastblot-Kammer B 43, Biometra, Gottingen) in Towbin—Puffer wurde

die Membran (Nitrocellulose, parablot NCP, Macherey—Nagel, Diiren) mit 5%
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Tabelle 9 Datensétze und refinement der PspA, _,,,—Kristallisation

2.2.1 Biochemische Analysen und Assays

Datensatz

Radiation source

PspA, _, 4, nativ

BESSY BL14,1

SeMet-PspA; _ 4,4
MAD remote
BESSY BL 14,1

SeMet—PspA, _,,
MAD peak
BESSY BL 14,1

SeMet—PspA; ;44
MAD inflection
BESSY BL14,1

Wavelength (A)

Energy (kEV)
Resolution range (A)

Highest resolution shell (A)
Space group
Cell dimensions

0,0184

135,000
39,73 - 1,8

1,9-1,8
2

0,9759

127,100
39,80 - 2,01

2,13 - 2,01
C2

0,0798

126,540
39,87 - 2,01

2,13 - 2,01
C2

0,9799

126,525
39,87 - 2,06

2,18 - 2,06
C2

a, b, c (A) 79,65, 30,38, 80,48 79,72, 30,39, 80,70 79,95, 30,47, 80,87 79,94, 30,43, 80,94
o, B,7 (°) 90, 115,61, 90 90, 115,27, 90 90, 115,29, 90 90, 115,28, 90
Rmerge 3,1 (39,8) 5,2 (40,9) 4,7 (42,7) 4,8 (40,4)
1/ol 20,5 (3,5) 11,0 (2,0) 11,7 (1,9) 12,0 (2,0)
Completeness (%) 96,8 (95,6) 96,8 (94,8) 96,7 (95,1) 96,8 (95,8)
Multiplicity 3,4 (3,4) 2,2 (2,2) 2,2 (2,20) 2,2 (2,2)
Wilson B 37,2 36,8 38,7 40,0
Refinement

No, reflections (work/test) 15170 / 798

Ruwork / Ryree 0,213 / 0,264

No, atoms

Protein 1127

Buffer components 8

Water 7

B-factors (A?)

Protein 54,5

Buffer components 71,8

Water 41,7

R,m,s deviations

Bond lengths (A) 0,018

Bond angles (°) 1,87

Ramachandran plot (%)

Favoured 94,9

Allowed 2,90

Outlier 2,20
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(w/v) Magermilchpulver in PBS geblockt, und mit Primérem und Sekundérem
Antikorper inkubiert (je 1h, dazwischen 3 Waschschritte je 5 Minuten). Der His—tag
der Proteine wurde mittels eines Gemisches aus Tetra— und Penta—His—Antikorper
(je 1:5.000 verdiinnt, Quiagen) und anschliefender Inkubation mit anti-Maus-IgG—
HRP-Konjugaten (1:5.000, Roth) mittels ECL-Reaktion (0,2mM Coumarinsaure,
1,25 mM Luminol, 0,009 % H05) im ChemiBis 3.2 (Berthold, Barsinghausen) de-
tektiert. Im Falle der Co-Elutionsstudien wurde wahrend der Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper zur His—tag—Detektion auch Strep—Tactin—AP-Konjugat
(1:3.000, IBA, Gottingen) hinzugegeben, und erméglichte nach der Detektion mit-
tels ECL eine anschlieBende Detektion der strep—Fusionsproteine durch Messung
der Aktivitat der alkalinen Phosphatase iiber BCIP/NBT nach Standardprot-
koll (Carl Roth, Karlsruhe). Die Detektion von PspA-Doménen erfolgte eben-
falls mit anti-PspA—Antikorpern (Standar et al., 2008), 1:3.000 verdiinnt, und
Goat—Anti-Rabbit-IgG-HRP-Konjugat (Bio—Rad, Miinchen) und anschlieender
ECL-Detektion wie beschrieben.

Co—Elutionsstudien

Fir die Co—Elutionsexperimente wurde E. coli BW25113 mit pUL—yjfJ—strep
sowie pPBWqoro—yifl-hg bzw. pPBWoro—1yjfK-hg transformiert. Hierbei erlaubte der
P;.—Promotor eine geringe, aber konstitutive Expression des yjfJ-strep, sodass auf-
grund der geringen Proteinmenge durch Uberproduktion beider Proteine induzierte
Interaktionsartefakte weitgehend ausgeschlossen werden konnten. Ubernachtkul-
turen wurden auf eine OD von 0,05 verdiinnt und nach 1,5h Wachstum wurde
die pPBW-abhingige Yjfl/YjfK-Produktion mit 0,01 % (w/v) Rhamnose induziert.
Auch hier wurde nur ein schwaches Induktionslevel gewiahlt, um Uberprodukti-
onsartefakte zu vermeiden. Nach weiteren 3 h Wachstum wurden die Zellen wie
bereits oben zur Proteinreinigung beschrieben geerntet und bei -20 °C gelagert.
Nach dem Zellaufschluss und der Zelltrimmerabtrennung wurde kein weiterer
Zentrifugationsschritt mehr durchgefiihrt, sondern die gesamte losliche Fraktion
fir die Ni-IMAC eingesetzt. Vor der Analyse iiber Schigger-PAGE wurden die
Proteine mit Aceton geféllt (5-faches Volumen Aceton, 30 min bei -20 °C, pellettiert
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und restliches Aceton abgedampft, in 1/5-Volumen SDS-PAGE-Probenpuffer auf-
genommen), und die Detektion im weiteren Verlauf wie oben beschrieben mittels

ECL—- und AP-Reaktionen nachgewiesen.

Gelfiltration

Gelfiltrationsanalysen wurden am AKTA Purifer durchgefiihrt. Fiir analytische
Ansétze wurden Proteine iiber eine Superose—6-10/300-GL— bzw. Superdex—200—
10/300-GL—-Saule aufgetrennt (4 °C). Fiir praparative Anséitze erfolgte die Auf-
trennung tber eine Superdex—200-16/600-HiLoad-Saule (alle GE Healthcare Life
Sciences). Alle Sdulen wurden mit 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl dqui-
libriert und die entsprechenden Flufiraten nach Herstellervorgaben verwendet.
Die Detektion erfolgte bei den jeweils angegebenen Wellenlangen. Fiir Untersu-
chungen der kleinen C—terminalen Fragmente von PspA sowie Yjfl wurde eine
lineare Eichkurve mittels der globulidren Proteine Ovalbumin (43 kDa, Peak bei
15,51ml), Carbonic Anhydrase (29kDa, 16,8ml) und Rnase A (13,7kDa, 13,7 ml; al-
le Amersham/GE Healthcare Life Sciences) erstellt. Aufgrund des stark aberranten
Laufverhaltens von PspA,_,,, konnte fiir dieses Protein sowie die Spezies in den

PspA-F-Komplex—Titrationen keine GroBenbestimmung durchgefithrt werden.

Analytische Ultrazentrifugation

Alle Messungen? erfolgten bei 20 °C in einer Optima XL—A-Zentrifuge (Beckman,
Palo Alto, CA) mit An50Ti-Rotor und Doppelsectorzellen in 20 mM Tris/HCI
pH 8,0, 100 mM NaCl, mit Ausnahme der Messungen von Yjfl und WPspAig0_292,
die in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 bei 300 mM NaCl durchgefithrt wurden. Die
Sedimentation von PspA;_,,, wurde bei 3, 10 und 30 pMund 14.000 U/min (bis
zum Gleichgewicht), bzw. 40.000 U/min fiir 4h (Sedimentationsgeschwindigkeit)
verfolgt, PspFy_s65 bei einem bis 30 pMund 5.000/14.000 U/min (Gleichgewicht)
respektive 40.000 U/min (Sedimentationsgeschwindigkeit). Die Komplexbildung
von PspA,_,,, und PspF;_o6;5 wurde bei den im Ergebnisteil angefithrten Kon-

zentrationen und 5.000 U/min (Gleichgewicht) bzw. 40.000 U/min (Sedimenta-

3In Kooperation mit Dr. Hauke Lilie, MLU Halle
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tionsgeschwindigkeit) verfolgt. Die Sedimentation von Yjfl wurde bei 22 pMund
18.000 (Gleichgewicht) bzw. 40.000 U/min (Geschwindigkeit) gemessen, die von
WPspAi60_202 bei 40 pMund 20.000 bzw. 40.000 U/min (Gleichgewicht/Geschwin-
digkeit). Die Detektion erfolgte abhéngig von den Proteinen und Zugabe von z.B.
Nukleotiden bei den jeweils angegebenen Wellenléngen. Die Daten wurden mittels

SedFit (Schuck, 2000) analysiert.

LacZ—Aktivitatstest

Die Aktivitat der psp-lacZ—Reporterfusionen in den einzelnen Stédmmen wurde
mittels des klassischen LacZ-Aktivitatstests nach J. H. Miller (1972) durchge-
fithrt. Um auf nicht—oligomerisierende und nicht—-membraninteragierende PspA—
Fragmente zu selektieren, wurde eine Induktion der pBAD—-abhédngigen PspA—
Fragmentproduktion bereits in der Ubernachtkultur mit 0,1% (w/v) Arabinose
induziert. Ubernachtkulturen wurden dann auf eine OD von 0,05 in LB mit
0,1% (w/v) Arabinose verdiinnt und fiir 3h wachsen gelassen bevor der LacZ-
Aktivitatstest durchgefithrt wurde. Alle Messungen wurden als Dreifachansatz
durchgefiihrt, die Fehlerbalken in den Abbildungen entsprechen einer Standard-
abweichung. Zusatzlich wurden in jedem Versuch mehrere intrinsische Kontrollen
mitgefiihrt (mindestens eine pPBAD22-Leervektorkontrolle sowie eine entsprechende

Positivkontrolle wie PspA;_,,- oder WT-YjfJ-produzierende Stamme).

ATPase—Assays

ATPase-Aktivitdtsmessungen erfolgten in 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 100 mM NaCl-
mit 10 mM MgCl, in Dreifachansitzen (Balken zeigen eine Standardabweichung).
Da PspA,_,,, PspFi_s6; Hexamere extrem stabilisieren kann, wurde PspF;_og5
vor Zugabe von PspA,_,,, bei fast finalem Endvolumen (ca. 190-195 pl bei 200 pl
Endvolumen) fiir mindestens eine Stunde dquilibriert. Die im Ergebnisteil ange-
gebene Endkonzentration an PspA,_,,, wurde durch Zugabe hoch-konzentrierter
Stammlosung erreicht (ca. 5pl), sodass sich das Volumen des Ansatzes durch die
PspA—Zugabe nicht nennenswert vergrofierte. Nach einer weiteren Inkubation bei

30°C (15 Minuten) wurde der Versuch durch Zugabe von 2mM ATP gestartet, und
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Proben nach 2, 5 und 11 Minuten genommen. Die Menge an gebildetem Phosphat
wurde mittels des colorimetrischen Malachtigriin—Assays (Lanzetta et al., 1979)
in modifizierter Form (Turgay et al., 1997) durchgefiihrt. Negativkontrollen ohne
PspFy_965 wurden mitgefithrt um den Effekt spontaner Hydrolyse des ATP zu
berticksichtigen, dieser war aber am Rande der Nachweisgrenze und veranderte
die Messergebnisse nicht. Fiir die Dissoziationsexperimente zur k.g—Bestimmung
wurden PspA;_;,, (30 pnM) und PspF;_g65 (20 nM) fiir eine Stunde prainkubiert
(bei diesen Konzentrationen bilden sich vollstandig gesattigte PspA-F-Komplexe).
Der ATPase-Assay wurde durch 1:40-Verdiinnung in einen bereits 2mM ATP
enthaltenden ATPase-Ansatz gestartet. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen (Dreifachansatz). Als Referenz wurden PspA;_,,, (0,75 1M,
entspricht 30 pM1:40 verdiinnt) und PspF;_s65 (0,511M) wie oben beschrieben mit
Pra—Aquilibrierung von PspF;_s65 angesetzt und nach Mischung eine weitere Stun-
de dquilibriert. Die Hydolyserate (0,1387 % diente als Referenz fiir die folgende
numerische Bestimmung des kg (Copeland et al., 2011) unter Verwendung des

nls—Algorithmus (200.000 Iterationen) von R (R Core Team, 2013). Da die Disso-

_ 0,693

ziation eine Reaktion erster Ordnung ist, kann die Halbwertszeit tiber t/, = fo

bestimmt werden (Tummino und Copeland, 2008).

2.2.2 In—stlico—Arbeiten

Vorhersagen

Coiled—coil-Vorhersagen fiir PspA (UniProt: POAFM) wurden mittels COILS—
Algorithmus (Lupas et al., 1991) und einem Vorhersagefenster von 21 Aminosauren
(MTIDK-Matrix) fiir die préziseste Vorhersage von Coiled—coil-Start— und End-
punkten (siehe auch (Osadnik, 2009)) durchgefithrt. MULTICOILS (Wolf et al.,
1997) wurde mit Standardeinstellungen durchgefiihrt, ebenso wie die Consensus

disorder prediction®.

4http:/ /protease.burnham.org/www/tools/html/introduction.html

45



2 Material und Methoden

Consensus—Histogramme

Die Sequenzen der PspA /IM30-Familie aus y—Proteobakterien wurden der Pfam—
Datenbank entnommen (Punta et al., 2012). Deutlich zu kurze Sequenzen, denen
groBere Bereiche der Primarstruktur fehlten wurden verworfen. Innerhalb der
verbleibenden 715 Sequenzen wurde die Redundanz mittels Jalview (Waterhouse
et al., 2009) reduziert, um die Uberreprisentation stark untersuchter Gattungen
zu unterbinden. Das Consenus—Histogramm wurde daraufhin ebenfalls mit Jal-
view erstellt. Fiir das Consensus—Histogramm der gesamten PspA /IM30-Familie
wurde die reprasente PFam—RP35-Gruppe fir die PspA /IM30-Familie verwendet
(165 Sequenzen aus allen Phyla). In allen Consensus-Histogrammen bedeutet
100 eine vollstindige Konservierung des Consensus in allen Sequenzen, 0 keine

Konservierung.

Modellierung und Simulation

Fiir den Vergleich der ClpB-MD und PspA,_,,, wurde das Riickgrat der coiled—
coil-bildenden Anteile der Proteine (ClpBsgg_513 aus PDB-ID 4HSE; PspAgr_141)
mittels Swiss—PdbViewer (Guex und Peitsch, 1997) iibereinandergelegt, unter
Verwendung der Algorithmen magic fit und explore fragment alternative fit, da das
Primérstruktur—Alignment aufgrund der unterschiedlichen Doménenanordnung in
beiden Proteinen scheiterte. Die beste Ubereinstimmung zeigte eine durschnitlliche
Standardabweichung pro Rest (RMSd) von 1,1 A iiber 284 Riickgrat-Atome mit
einem Score von 68. Dieser fit wurde fiir alle gezeigten Analysen verwendet. Fiir
die Simulationen wurden unkristallisierte Loops von PspF (PDB-ID 2BJW) und
PspA mittels fill loop in COOT modelliert. Hexameres PspF wurde mittels Galaxy-
Gemini (H. Lee et al., 2013) mit Energieminimierung modelliert. Die Orientierung
von PspA,_,,, in PspA-F-Komplexen fiir die Simulationen erfolgte entweder von
Hand in PyMol (Schrodinger, 2010) oder durch Alignment hexameren ClpBs
(ebenfalls wie PspF modelliert) und darauffolgendes Alignment der hexameren
AAA-1-Doméne von ClpB mit hexamerem PspF, und die Modellierung von PspA

in die M-Doméne gemaf der oben gefundenen besten strukturellen Uberlagerung
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beider coiled coils. Die atomistischen Simulationen® (je n=4) wurden mit Gromacs
Version 4.6 (Hess et al., 2008) und dem AMBER99SB-ILDN force field (Lindorft-
Larsen et al., 2010) und TIP4P —Wassermodell durchgefiihrt. Elektrostatische
Wechselwirkungen wurden iiber die Particle Mesh Ewald—Methode berechnet. Eine
Simulationbox wurde um die Proteinkomplexe angepasst, die 2nm Abstand zu
der periodic boundary erlaubte. Die Temperatur der Simulationen wurde an ein
externes Warmebad von 303 K gekoppelt (velocity rescale method mit tau_t=0,1
ps). Der externe Druck war an 1 bar gekoppelt iiber den Berendsen—Barostat
(compressibility= 4,5x1075 bar~1, tau_p= 1,0 ps). Die Simulationszeit betrug
zwischen 129 und 145 ns (138 ns Durchschnitt).

Chemikalien

Alle Chemikalien und Enzyme, deren Herkunft nich gesondert aufgefithrt werden,
stammen von AppliChem (Darmstadt), Bachem (Weil am Rhein), Carl Roth (Karls-
ruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt am Main), ( Quiagen
(Venlo, NL), Sartorius Stedim (Gottingen) und Sigma Aldrich (Taufkirchen)

®Durchgefiihrt von Dr. H. Jelger Risselada, MPI Gottingen
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3 Ergebnisse

3.1 PspA,_,,: Struktur und funktionelle Bereiche der

PspF—inhibierenden PspA—-Doméne

3.1.1 Identifikation der PspF—inhibierenden Doméne von PspA in

VIVO

Wie in der Einleitung deutlich gemacht wurde, ist die Interaktion von PspA und
PspF' der zentrale Regulationspunkt im psp—System. Bisherige Fragmentierungs-
studien auf Basis der PspA-Strukturhypothese von Elderkin et al. (2002) zeigten,
dass sich die hauptsachliche PspF-Bindedoméne von PspA im Fragment PspA;_1g4
befindet (Abb. 5, beige; Elderkin et al., 2005), jedoch ist PspA;_jg6 ineffektiver
als Volllangen-PspA (PspAj_s92) beziiglich der Inhibierung der PspF-ATPase
(Elderkin et al., 2005; Joly et al., 2009). PspA;_1g3¢ wurde fir In-vitro-Studien
nach Ultrazentrifugation mit CHAPS® aus der unléslichen Fraktion gereinigt, da
es iiberwiegend in jener lokalisiert ist (Elderkin et al., 2005; Jovanovic et al., 2014).
Diese Lokalisation konnte sowohl durch Membraninteraktion als auch Aggregation
des Fragmentes begriindet sein, da es im Gegensatz zu PspA;_999 keine grofleren
oligomeren Komplexstrukturen ausbildet, die sonst ebenfalls mit Membranen sedi-
mentieren (Joly et al., 2009). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass
PspAi_is6 zwar die fir die PspF-Bindung notwendige Doméne enthélt, jedoch
weitere Determinanten innerhalb des Fragments fiir seine scheinbare Membranlo-
kalisation und die Stoérung der PspA—PspF-Interaktion verantwortlich sind. Die
PspF-interagierende Doméne von PspA sollte jedoch vornehmlich cytoplasmatisch
lokalisiert sein, da die PspF-Bindung keine Membranbindung benétigt.

Fir PspA wird aufgrund seiner Primarstruktur ein grofler Gehalt an Coiled—coils
vorhergesagt (Brissette et al., 1991), dhnliche Vorhersagen ergeben sich auch fiir
andere Vertreter der PspA/IM30-Familie (Osadnik, 2009). Daher wurden im

63-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
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Rahmen dieser Arbeit zur Identifikation des minimal PspF—interagierenden PspA—
Fragments eine Fragmentation auf Basis der Coiled—coil-Vorhersage fiir PspA
durchgefithrt, die fir PspA eine klare Unterteilung in drei coiled coils (CC1-3)
zeigte (Abb. 5).

o PSPAves

soeneooy | HDY | HD2 | HD3 | HD4 |
PspAi.144

Diese Arbeit @-{*| CC1 H €C2 —CC3—©

p (coiled coil)

0 50 100 150 200
PspA Primérsequenz

Abbildung 5 PspA besitzt drei Coiled—coil-Helices. COILS—Vorhersage (win21) fir die
Primérsequenz von PspA von E. coli mit daraus abgeleiteten Coiled—coil-Helices 1-3 (CC1-CC3).
Das Fragment PspA,_,,, ist orange hervorgehoben. Zum Vergleich die Strukturvorhersage von
Elderkin et al. (2002) oberhalb mit PspA;_1s6 in beige. Aus Griinden der Einheitlichkeit ist CC1
bereits um den mit * markierten Bereich verlingert, der er in der Kristallstruktur ebenfalls als
Teil von CC1 erkennbar ist.

In—vivo—Fragmentationsstudien

Um den PspF-inhibierenden Effekt von PspA-Fragmenten zu untersuchen, wurden
LacZ-Aktivitdtsstudien mit einem psp—Reporterstamm durchgefiihrt (MC3, Bergler
et al., 1994), der zusétzlich zum endogenen psp—System eine chromosomal integrierte
pspA-lacZ—Fusion enthalt. Dabei wurde zur Identifikation der minimalen (d.h.
nicht membraninteragierenden bzw. oligomerisierenden) PspF-bindenden Doméne
auf eine paradoxe Eigenheit des psp-Systems zuriickgegriffen: Uberproduktion von
PspA induziert das Psp-System in vivo (Yamaguchi et al., 2010; Jovanovic et al.,
2006), vermutlich durch die spontane Bildung groerer PspA—Oligomerstrukturen

und ihre Membraninteraktion, die die inhibierende Bindung von PspA an PspF
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verhindert (Yamaguchi et al., 2013). Ein ausschliellich PspF-bindendes Fragment
sollte unter diesen Bedingungen der Uberproduktion also keine Induktion des psp—
Systems hervorrufen. Daher wurden Fragmente von PspA im psp—Reporterstamm
tiber einen langeren Zeitraum produziert (pBAD-abhéngig, Induktion mit 0,1 %
Arabinose in der Vorkultur tiber Nacht sowie in der Hauptkultur) und die durch sie
hervorgerufenen Anderungen im Psp-Level bestimmt (Abb. 6). Hierbei zeigte ein
Stamm, der Volllingen—PspA produzierte (PspA;_295), der Erwartung entsprechend
eine etwa 3,5-fach erhohte LacZ-Aktivitat (Abb. 6, ganz rechts) im Vergleich zum

unbeeinflussten WT-Level (Leervektorkontrolle, gestrichelte Linie).

1. 25 80 85 115 144 160 187 222
* | ccCi H cG2 I ccs —©
61 WT-Reporter

pspA-Reporteraktivitat (normiert)
w

PspA-Fragmente

Abbildung 6 PspA,_,,, inhibiert das psp—System in wvivo. Einfluss von PspA-
Fragmenten auf die Aktivitdt einer chromosomalen pspA—lacZ—Reporterfusion relativ zum WT-
Psp-Level (Leervektorkontrolle, gestrichelte Linie). Die Produktion von PspA;_,,, inhibierte das
psp—System stark (orange, Pfeil), wihrend Fragmente ohne vollstindige CC2 (z.B. PspA;_131
sowie deutlich ldngere Fragmente (PspAj_157, beige) und Volllingen—PspA (PspAj_s99, ganz
rechts) das System induzierten.

Im Gegensatz dazu zeigte ein Fragment von PspA (PspA,;_,,,), welches nur den
N-terminalen Bereich sowie die ersten beiden Coiled—coil-Doménen enthielt, eine
starke Inhibition des psp—Systems auf ~10 % des WT-Levels selbst nach langerer
Uberproduktion (Abb. 6, Pfeil; orange hervorgehoben in Abb. 5 und 6]). Eine
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leichte Verkiirzung des Fragments um 9 Aminosduren (PspA;_135) hob diese
inhibierende Wirkung bereits auf, ebenso wie langere Fragmente, die CC3 oder
Teile von ihr enthielten. Unter diesen nicht—inhibierenden Fragmenten war auch
PspA;_1s7 (beige, quasi identisch mit dem von Elderkin et al. (2005) verwendeten
PspA;_ig6), sodass auf Basis der hier gezeigten Fragmentationsstudie PspA; ;,4
als die minimale PspF-inhibierende Doméane von PspA identifiziert werden konnte.
Da die gezeigten Untersuchungen mit His—tag—fusioniertem PspA durchgefiihrt
wurden, wurde der Versuch mit einigen His-tagfreien Fragmenten wiederholt,
auch hier zeigte sich ein ahnliches Bild wie zuvor und starke Inhibierung des

psp—Systems durch PspA,_,,, (Abb. 7).

1200 WT-Reporter

1000
800
600

400

pspA-Reporteraktivitat (Miller Units)

200

PspA-Fragmente (ohne Tag)

Abbildung 7 Der psp-Inhibierende Effekt von PspA,_,,, ist unabhingig vom
His—tag. LacZ-Aktivitdts-Assays mit einem PspA-Fragmente tberproduzierenden psp—
Reporterstamm. Die Fragmente waren nicht mit einem His—tag fusioniert, zeigten aber dhnliche
Auswirkungen auf die psp—Regulation wie die Fragmente mit His—tag (vgl. Abb. 6).

PspA,_,,, reguliert das psp—System stark und von anderen Psp—Proteinen

unabhingig

Die bereits im WT-Reporterstamm deutlichen regulativen Auswirkungen von

PspA,_,,, auf das psp—System waren noch weit starker, wenn ein ApspA-Reporterstamm
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verwendet wurde (MC3 ApspA), der durch das Fehlen endogenen PspAs zur Regu-
lation des Systems eine 100-fach erhohte Reporteraktivitat zeigte. Hier konnte das
Psp-Level durch PspA,_,,, auf 1% des unregulierten Systems inhibiert werden,
wihrend erwartungsgemafl weder ein im WT-Reporterstamm induzierendes, kiirze-
res Fragment (PspA;_156), noch Volllaingen-PspA (PspA;_s99) einen inhibierenden
Einfluss zeigten (Abb. 8a). Es wurde weiterhin deutlich, dass das psp—System
sehr sensitiv auf das Vorhandensein von PspA,_,,, reagiert, denn die Induktion
der pBAD-abhangigen PspA, ;,,~Produktion mit 0,0005% Arabinose fiir drei
Stunden reichte bereits aus, um die psp—Reporteraktivitdat um ein Viertel zu senken
(Abb. 8b).
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pspA-Reporteraktivitat (normiert)
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o
N

o
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PspA-Fragmente % (w/v) Arabinose

Abbildung 8 Das psp—System reagiert stark und sensitiv auf die Produktion von
PspA,_,,, in einem ApspA-Reporterstamm. (a) Der LacZ-Aktivitdtstest in einem Stamm
ohne endogenes PspA (100-fach erhohte Reporteraktivitit) zeigt eine Inhibition des psp—Systems
auf 1% durch PspA;_, 44, und keine Inhibition durch kiirzeres PspA;_116 oder Vollldingen-PspA
(PspAj_292). (b) Bereits die Induktion der PspA; _;,,~Produktion mit 0,0005 % (w/v) Arabinose
(pBAD—pspA;_144—Vektor) fiir 3 h fithrte zu der Inhibition des psp—Systems um 25 %.

Dariiber hinaus konnte der inhibierende Effekt von PspA,_,,, auch in Reporter-
stammen mit Deletionen der fiir die beiden membransténdigen Interaktionspartner
von PspA kodierenden Gene pspB und pspC nachgewiesen werden, ebenso wie in

einem ApspG-Reporterstamm (Abb. 9, Pfeile). Nur im ApspF-Stamm, welcher
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aufgrund des Fehlens des Aktivators per se nur ein minimales (uninduzierbares)
Reporterlevel zeigte, hatte PspA,_,,, keinen Effekt, wodurch gezeigt werden konn-
te, dass der inhibierende Effekt von PspA,_,,, auf das psp—System — wie fiir die
PspF-inhibitorische Doméane zu erwarten war— einzig vom Vorhandensein des

Aktivators PspF abhéngt (Abb. 9b).
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Abbildung 9 Die Inhibition des psp—Systems durch PspA,_,,, ist nur von PspF
abhéngig. (a) LacZ-Aktivitatstests zeigten die Inhibition des psp—Systems in verschiedenen
Apsp-Reporterstimmen wenn PspA,_;,, produziert wurde. PspA;_116 und PspAj_s99 induzier-
ten wie zuvor (Abb. 6). (b) In einem ApspF-Reporterstamm hatte die Produktion von PspA
und seinen Fragmenten keine Auswirkung auf das psp—Reporterlevel.

PspA,_,, ist ein rein cytoplasmatisch lokalisiertes, monomeres Prote-
in

Nach der Identifikation von PspA,_;,, wurde seine Lokalisation in vivo mittels
Ultrazentrifugation von Gesamtzell-Extrakten und anschlieSender Detektion des

Proteins mittels SDS-PAGE/Westernblot, sowie sein Oligomerisationszustand

mittels Analytischer Ultrazentrifugation” (AUC) untersucht (zur Reinigung von

"In Kooperation mit Dr. Hauke Lilie, Universitit Halle-Wittenberg

54



3.1.2 PspA,_,,4 ist ein Coiled—coil-Protein mit konservierter Architektur

PspA;_,4, siehe 3.2.1, S.74). Dabei zeigte sich, dass PspA,_,,, ausschlieflich cy-
toplasmatisch lokalisiert ist (Abb. 10a, links) und sowohl mit anti-PspA— als
auch anti—His—Antikorpern als stabiles Protein detektiert werden konnte. Mittels
Sedimentationsgleichgewichts—Zentrifugation konnte weiterhin gezeigt werden, dass
PspA,_,,4 in vitro ausschlieBlich als monomeres Protein vorliegt. Die mangelnde
Membraninteraktion sowie die ebenfalls ausbleibende Oligomerisierung des Frag-
ments sind auf der Hand liegende Erkléarungen dafiir, dass dieses Fragment in vivo
deutlich besser mit PspF interagieren und dieses inhibieren konnte als die teilweise

membranlokalisierten langeren Fragmente wie PspA;_igs.

a b
PSPA1-144 M, = 17.6 +/- 0.8 kDa
Pel Us 0.8}
c 0.6
c
aPspA - 5
& 04
0.2
00l .« .
aHis - g 005F ) .
- 3 0.00 |t maiiindeis = NSoONIS NN o
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Abbildung 10 PspA,_,,, ist ein cytoplasmatisches, monomeres Protein. (a) PspA
war nach Ultrazentrifugation von Gesamtzellextrakt (1h, 140.000 g) ausschliefllich in der 16sli-
chen Fraktion detektierbar. Pel Pelletfraktion, Us-Loslicher Uberstand. Immunodetektion von
PspA;_44 im Westernblot mit anti-PspA—Antikorpern (oben) bzw. anti-His-Antikérpern (un-
ten). (b) Im Sedimentationsgleichgewicht (Analytische Ultrazentrifugation) bildete PspA;_;44
eine distinkte Spezies, deren Gréfie mit der eines PspA;_;,,~Monomers iibereinstimmt

3.1.2 PspA,_,,, ist ein Coiled—coil-Protein mit konservierter

Architektur

Nach erfolgreicher Identifikation von PspA,_,,, gelang es, dieses Fragment von

PspA zu kristallisieren und seine Struktur mit einer Auflésung von 1,8 A zu
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3 Ergebnisse

bestimmen® (Abb. 11). Dies ist die erste Kristallstruktur fiir ein Protein der

PspA /IM30-Familie.
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Abbildung 11 Die Kristallstruktur von PspA,;_,,, zeigt, dass die evolutionir kon-
servierten Aminosduren in PspA fiir die Bildung zentraler Strukturelemente not-
wendig sind (a) Die Kristallstruktur von PspA;_;,, bei 1,8 A Auflésung. CC1 und CC2 bilden
einen anti-parallelen coiled coil mit einer kurzen Tip-Region (rot) und einer lateral zuriickfalten-
den N-terminalen Region (NTR), die mit konservierten Resten an ebenfalls konservierte Bereiche
des Coiled—coils bindet (griin). Einige konservierte Aminosiuren unbekannter Funktion sind
in der Mitte von CC1 konserviert (gelb). (b) Konservierte Bereiche der PspA /IM30-Familie
(Consensus—Histogramm, mitte), zur Orientierung dariiber die bereits in Abb. 5 eingefiihrte
Strukturaufteilung in CC1 und CC2. Konservierte Aminosiuren wie in (a) eingeférbt, dazu
Detailansicht der alignierten Sequenzen der konservierten Bereiche der drei Modellproteine PspA,
LiaH und VIPP1 (unten).

'
n, N D)

E. coli PspA G1Es FADIVNAN I .

A. thal VIPP1 NLEFERFSRVVKSYANAL I|SSF
B. sub LiaH MVLKR | ROMFVASVHEGLIDKM

PspA,_,4, zeigt sich als langes Coiled—coil-Protein, dessen zwei helikalen Doménen
(CC1 und CC2) im Bereich der Aminoséuren 25-144 einen langen, anti-parallelen,
intramolekularen coiled coil ausbilden. Der distale Bereich zwischen CC1 und CC2
(~75-91) bildet eine Spitze aus ( Tip—Region), der N-terminale Bereich (NTR, 3-25)
faltet lateral auf den aus CC1 und CC2 gebildeten coiled coil zuriick (Abb. 11a;
die drei Aminosauren 21-23 zwischen NTR und CC1 konnten nicht kristallisiert

werden und wurden in der Abbildung ergénzt). Vergleicht man die Konserviertheit

8Tn Kooperation mit Michael Schopfel, Christoph Parthier und Milton Stubbs, Universitéit
Halle-Wittenberg
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3.1.2 PspA,_,,4 ist ein Coiled—coil-Protein mit konservierter Architektur

von Resten bzw. Bereichen der Primérsequenz innerhalb der gesamten PspA /IM30-
Familie (Abb. 11b, Mitte) mit ihrer Lage in der Struktur von PspA (farbliche
Hervorhebungen) so fillt deutlich auf, dass ein Grofiteil der konservierten Bereiche
in den End- und Ubergangsbereichen der von PspA gebildeten Sekundérstrukturen
liegen (von der NTR zur Coiled—coil-Region, griin, sowie im Bereich CC1-Tip—
CC2, rot). Eine Ausnahme bilden hier wenige Aminoséuren mittig auf CC1 (gelb),
der Grund ihrer Konservierung ist noch unklar. Der ansonsten klare Bezug von
evolutiondrer Konservierung und Strukturbildung gilt insbesondere fiir Alanin—
Leucin—Paare im hydrophoben Kernbereich des Coiled—coils an der Tip—Region,
welche durch die kleine Seitenkette des Alanins zu einer deutlichen Verjiingung des
Coiled—coils unmittelbar vor der distalen Spitze fithren (Abb. 11a). Die fiir diese wie
auch die anderen Ubergangs-Regionen verantwortlichen Aminoséiuren sind in den
starker untersuchten Modellproteinen der PspA /IM30-Familie konserviert (PspA
von E. coli, VIPP1 von A. thaliana und LiaH von B. subtilis; Abb. 11b, unten),
sodass anzunehmen ist, dass die hier geloste Struktur von PspA die generelle

Architektur der PspA /IM30-Proteine widerspiegelt.

Die zuriickfaltende N—terminale Region von PspA stabilisiert das Ende

der Coiled—coil-Region

Wahrend die Existenz der zwei Coiled—coil-Helices CC1 und CC2 in PspA aufgrund
der COILS—Vorhersagen zu erwarten war (Abb. 5, Osadnik, 2009), ist die riickfal-
tende N-terminale Region (NTR) ein interessantes konserviertes Strukturmerkmal
von PspA, dessen Existenzgrund sich nicht unmittelbar erschliefit. Kiirzlich wurde
fiir diesen Bereich die Hypothese der Existenz zweier konservierter amphipatischer
Helices ahA und ahB aufgestellt (Jovanovic et al., 2014), fir die diverse Funktionen
(u.a. Membraninteraktion, Signalerkennung und —weiterleitung) angenommen wur-
den. Thre Existenz wurde dabei insbesondere aufgrund der — in Helixprojektion
zu erkennenden — breiten, hydrophoben Bereiche ahnlich klassischer amphipa-
tischer Helices postuliert (vgl. Cornell und Taneva, 2006). Aus der Analyse der
Kristallstruktur ergab sich jedoch eine deutlich anderes Bild: Wie aus der Struktur

von PspA,_;,4 zu erkennen war, sind die hoch-konservierten hydrophoben Reste
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der NTR zu CC1 hin orientiert (Abb. 12, pink; in a ist die Lage der Aminoséuren
in der Struktur, in b eine schematische Ansicht dieses Bereiches und in ¢ die
Konservierung einzelner Aminosauren innerhalb der y—Proteobacteria dargestellt).
Sie interagieren mit hydrophoben Aminosiuren auf der Oberfliche von CC1, die
lateral aus den hydrophoben Aminoséduren der Coiled—coil-Heptaden hervortreten
(orange). Jene Aminosduren verbinden damit den von CC1 und CC2 gebildeten,
hydrophoben Kernbereich des Coiled—coils mit der lateral angelegten NTR und
bilden so einen erweiterten hydrophoben Bereich aus (Abb. 12b). Weiterhin in-
teragieren auch einige konservierte Aminosduren von CC2 mit der NTR, unter
ihnen K128 (tirkis) und L125 (gelb; der moglicherweise fiir die PspC-Interaktion

notwendige Rest N14 und sein Interaktionspartner in blau, vgl. Diskussion).

Wie die verhéltnisméflig schwache Elektronendichte im Bereich der NTR und damit
verbundene hohe B-Faktor—Werte in der Struktur zeigten, scheint der Bereich des
Ubergangs von NTR in CC1 sowie angrenzende Regionen sehr flexibel zu sein
(Abb. 13a, weile Pfeile). Die Struktur der kurzen Verbindung von NTR zu CC1 (drei
Aminosdauren) konnte aufgrund dessen nicht strukturell gelost werden. Der Rest des
Proteins, insbesondere auch bereits der kurze o—helikale Abschnitt am N-Terminus
der NTR (schwarzer Pfeil) ist hingegen weniger flexibel. Atomistische Simulationen
von PspA bestétigten diese Annahme in silico (Abb. 13b) und deuteten darauf
hin, dass sich die NTR auch in wéassriger Umgebung nicht vom Rest des Proteins
16st. Hier zeigte das simulierte PspA;_,,, eine deutliche Flexibilitdt der NTR und
des Ubergangs von NTR zu CC1 (Aminosiuren 13-24). Jedoch war deutlich zu
erkennen, dass sich die NTR nicht von ihrer lateralen Position am coiled coil 16ste,
sodern insbesondere mit dem kurzen a—helikalen Abschnitt (Aminosauren 5-10)
fest auf dem Rest des Proteins verankert blieb. Es ist somit eher unwahrscheinlich,
dass die von Jovanovic et al. (2014) als amphipatische Helices postulierten Bereiche
tatsdchlich in der dort angenommenen Weise funktionieren. Die Fehldeutung des
Beginns von CC1 als amphipatische Helix rithrt daher, dass CC1 zusétzlich zu den
fiir die Coiled—coil-Bildung bendétigten hydrophoben Resten weitere hydrophobe

Aminosduren fiir die NTR-Interaktion besitzt, die in helikaler Projektion den
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Erweiterte hydro-
phobe Region
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Abbildung 12 Die zuriickgefaltete NTR sowie die Enden von CC1 und CC2 bil-
den einen gemeinsamen hydrophoben Kernbereich. Farbliche Hervorherbungen in allen
Bildteilen siche Haupttext. (a) Detailansicht der NTR in der Kristallstruktur von PspA;_ 4.
(b) Schematische Darstellung der linken Ansicht aus (a), die den erweiterten hydrophoben
Kernbereich durch die Verbindung von NTR und Coiled—coil-Kern illustriert. (¢) Consensus—
Histogramm von PspA;_,,, (7—Proteobacteria) mit Detailansicht der NTR/ des Beginns von
CC1 sowie dem Ende von CC2.
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NTR

Abbildung 13 Die NTR und der Beginn von CC1 bilden einen stabilen, aber fle-
xiblen Abschluss des Coiled—coils. (a) Einfirung der Kristallstruktur anhand des B-Faktors
der Reste. blau— hohe Stabilitéit; rot— hohe Flexibilitdt. Dabei zeigte sich Flexibilitédt in der
Struktur insbesondere am Ubergang des Coiled—coils zur NTR (weiBe Pfeile), wohingegen der
helikale Bereich der NTR stabil an CC1 lag (schwarzer Pfeil). (b) Auch atomistische Simulationen
(n=19) von PspA;_,,, zeigten nach 18ns simulierter Zeit die hohe Flexibilitdt von NTR im
Bereich des Ubergangs zu CC1, wihrend der kurze helikale Bereich der NTR auf CC1 fixiert
war. Proteine verschieden gefdrbt und aligniert in der CC1/NTR-Region, Pfeile wie in (a).
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Anschein einer amphipathische Helix erwecken. Diese zusétzlichen hydrophoben
Aminosauren sind auch der Grund, aus dem in der COILS —Vorhersage der Beginn
von CC1 nicht als coiled coil vorhergesagt werden konnte (vgl. Abb. 5).

Um den Einfluss der NTR auf die im Rahmen dieser Arbeit im Fokus stehenden
regulierenden Interaktionen von PspA mit PspF zu beleuchten, wurden Fragmente
von PspA,_,,, hergestellt, in denen der N-Terminus sukzessive verkiirzt wurde,
sodass das PspA—Fragment in seiner kiirzesten Version keine NTR mehr besafl
(PspAgs_144). Wie bereits zuvor wurden die Effekte dieser Vekiirzungen auf die
Regulation des psp—Systems mittels LacZ-Reporterassays untersucht (Abb. 14).
Hier zeigte sich ein heterogenes Bild: Wahrend das vollstandige Fehlen der NTR

2,0 WT-Reporter

1,5

1,0}

0,5

pspA-Reporteraktivitat (normiert)

ANTR-Varianten

Abbildung 14 Verkiirzungen der NTR haben divergente Effekte auf die psp—
Inhibition in vivo. LacZ-Aktivitdtsassays wie zuvor (Abb. 6), hier mit ANTR-Varianten im
WT-psp—Reporterstamm. Die Verkiirzung von PspA;_;,, um die komplette NTR (PspAgg_144)
fithrte zu einer Induktion des psp—Systems (ganz rechts, die gestrichelte Linie gibt das natiirliche
Psp-Level in der Leervektorkontrolle an). Kiirzere Fragmente hatten teilweise noch inhibierende
Effekte, selbst PspAagy_144 (orange—schwarz schraffiert) inhibierte das psp—System noch nahezu
wie PspA;_,,, (orange).

in PspAgg_144 aufgrund gestorter regulatorischer Funktionalitdt zur Induktion
des psp—Systems fiihrte, war das etwas langere Fragment PspAs;_144 noch in der
Lage, vergleichbar zu PspA;_,,, in der Inhibiton des Systems zu wirken, wenn
auch mit leicht schlechterer Effizienz (~ 2-faches Reporterlevel, Abb. 14, orange

schraffiert). Da jedoch langere Fragmente sowohl teilweise induzierende wie auch
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inhibierende Effekte auf die psp—Regulation zeigten, ist anzunehmen, dass bei der
Wirkung N-terminal verkiirzter PspA-Fragmente sekundare Effekte wie Stabilitat
gegentiber Proteolyse, Aggregationsanfalligkeit etc. eine mafigebliche Rolle spielen.
Da innerhalb der Reporteraktivitdtsstudien mit stark iiberproduziertem PspA
gearbeitet wurde, konnen instabile Proteine verstiarkt aggregieren oder — im
gegenteiligen Fall — eine erhohte Proteolyseanfalligkeit der Fragmente durch die
vergleichsweise hohe Produktionsrate der Proteine maskiert werden.

Zusammenfassend lasst sich daher auf Basis der vorliegenden Daten schlussfolgern,
dass die NTR im strukturell hochkonservierten PspA,_,,, in vivo vermutlich eine
Rolle in der Stabilisierung des Proteins gegeniiber Abbau/Entfaltung einnimmt,
indem ein ansonsten exponierter N-Terminus lateral auf dem strukturell stabilen

coiled coil fixiert wird.

3.1.3 In—vivo—Identifikation der PspF-Binderegion 1 (FBR1) auf CC1

Auf Grundlage der gelosten Struktur von PspA; ,,, sollten Bereiche auf PspA
identifiziert werden, die von zentraler Bedeutung fiir die PspA-PspF-Interaktion
sind. Dazu wurden einzelne Aminosduren von PspA,_,,, zumeist gegen Alanin
ausgetauscht, und der Effekt dieser Austausche auf die Reporteraktivitat in vivo
bestimmt.

Hierbei galt der Fokus zunéchst den konservierten Aminosduren 20-40 im N-—
terminalen Bereich von CC1, da die Konservierung anderer Aminoséurebereiche
von PspA,_,,, groBtenteils auf die strukturelle Wichtigkeit ihrer Reste in der
Ausbildung der Tip—Region und der Bindung des riickfaltenden N-Terminus zu-
riickzufithren war (vgl. Abb. 11; einen vollstiandigen Uberblick iiber die Struk-
turmerkmale von PspA;_,,, sowie ein vergleichendes Consensus—Histogramm bie-
tet Abb. 21, S.73). PspA,_,,,—Varianten mit einzelnen Aminosidureaustauschen
wurden wie zuvor in einem psp—Reporterstamm produziert. Um dabei sicherzu-
stellen, dass die beobachteten Effekte auf das Reporterlevel ausschliefSlich auf
die PspA,_,,,—PspF-Interaktion zuriickzufiihren sind, wurden diese Versuche in

ApspA-Reporterstammen ohne endogenes PspA durchgefithrt. Aufgrund des star-
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ken Effekts von PspA;_,,, vor diesem Stammbhintergrund (Regulation des Reporters
auf 1% der unregulierten Aktivitdt) versprach dieser Ansatz zugleich eine hohe

Sensitivitit gegentiber Veranderungen in der PspA-PspF-Interaktion.

Austausche in der hydrophoben Kernregion schwiachen die PspF—-Interaktion

vermutlich durch Destabilisierung

Fiir einige der PspA,_,,,—Varianten konnte eine etwa 10 bis 25-fach erhohte
psp—Reporteraktivitiat gezeigt werden (Abb. 15a, b zeigt die Positionen der aus-
getauschten Aminosduren in PspA; ,,,), was die Bildung einer PspF-bindenden
Region (FBR1) durch die ausgetauschten Aminoséuren wahrscheinlich macht. Unter
den Loss—of-requlatory—function-Varianten waren mit PspAP3,, und PspA}3SH
(purpur) auch zwei Varianten, in denen hydrophobe, mit CC2 interagierende Ami-
nosauren ausgetauscht waren. Eine direkte Involvierung dieser Aminoséuren in die
PspF-Interaktion ist unwahrscheinlich, ihr Inhibitions—schwéchender Effekt liegt
vermutlich in der strukturellen Destabilisierung des PspF—interagierenden Bereichs
begriindet, da sich eine Destabilisierung dieser Region auch auf die oberflachlich
lokalisierten PspF-interagierenden Aminoséuren auswirkt. Als Bestatigung dieser
Annahme kann geltend gemacht werden, dass dhnliche Inhibitions—aufthebende
Effekte bereits durch die weiter oben angefiihrten Verkiirzungen von PspA;_;,,
sowohl im C-terminalen (z.B. PspA;_j25, Abb. 6) als auch N-terminalen Bereich
(PspAgg_144, Abb. 14; beide Verkiirzungen in Abb. 15b als purpurfarbene Sekun-
dérstrukturen hervorgehoben) hervorgerufen wurden, und diese destabilisierenden

Verkiirzungen wie auch I33S und M36A denselben Bereich von PspA;_;,, betreffen.

Austausche auf der Oberflaiche von PspA fiihren zu stark geschwichter
PspF—-Inhibition

Unter den auf der Oberfliche von PspA lokalisierten Aminosauren zeigten eben-
falls einige Aminosdureaustausche deutliche Effekte auf die PspF—abhéngige psp—
Regulation (z.B. E37A, hellrot in Abb. 15a), wihrend andere kaum einen Einfluss
auf die psp—Regulation zeigten (z.B. Q34A, grau). Da der konservierte Rest Q136

63



3 Ergebnisse
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Abbildung 15 In—vivo—Identifikation der PspF-Binderegion 1 (FBR1). (a) Verdnde-
rung der pspA—-Reporteraktivitit im Apsp—Reporterstamm durch Aminosdurenaustausche in
PspA,_44. Normiert auf das durch WT-PspA; _,,, inhibierte Psp—Level (WT, orange und ge-
strichtelte Linie). Purpur— Austausche in der hydrophoben Kernregion; grau— Q34A-Austausche
mit schwachem Effekt auf das Psp-Level; orange-rot— E37A—Austausch mit starkem Effekt auf
das Psp-Level; griin— Austausche in CC2; fiir ndhere Erlduterung siche Haupttext. (b) Lage der
Austauschpositionen in PspA (sticks—Darstellung). Farben wie in (a), zusétzlich alle weiteren
Positionen, deren Austausch starke Effekte auf die psp—Inhibition zeigten in rot, bzw. grau bei
schwachem Effekt; Sekundarstrukturelemente, deren Entfernung den gleichen Effekt hatte wie
Einzelaustausche im hydrophoben Kern in purpur.

64



3.1.3 In—vivo-Identifikation der PspF-Binderegion 1 (FBR1) auf CC1

(griin) auf CC2 in der Nahe der schwécher inhibierenden R30, und E37 liegt
und damit ebenfalls einen moglichen Einfluss auf die PspF—Interaktion besitzt,
wurde auch er gegen Alanin ausgetauscht, um die Rolle der CC2 in der PspF—
Interaktion naher zu beleuchten. Dieser Austausch zeigte keinen Effekt auf die
PspF-Regulation, im Gegensatz zu dem anschlieSenden Einbringen einer Ladung
an dieser Stelle (Q136K). Erst dieser Austausch hatte einen dhnlich starken Effekt
wie die Austausche R30A /E37A in CCl1, was auf eine untergeordnete Rolle von
CC2 in der PspF-Interaktion hindeuten kénnte. An dieser Stelle muss erwahnt
werden, dass selbst Austausche von Oberflichen—Aminosduren von PspA, deren
direkter Kontakt mit PspF aufgrund ihrer Lage wahrscheinlich ist, nur indirekt auf
die PspF-Interaktion wirken kénnen. So kénnte z.B. durch das Einbringen oder
Entfernen von Ladungen interne Salzbriicken stabilisiert bzw. destabilisiert oder
sonstige Effekte auf die Proteinstruktur induziert werden. Dies mag fiir einige der
Austausche tatséchlich eine Rolle spielen, ist jedoch als alleiniger Grund fiir die
beobachteten Effekte aller Einzelaustausche nicht wahrscheinlich. Die im spéteren
Verlauf dieser Arbeit beschriebenen In-vitro-Studien mit PspA,_,,,—Varianten

bestatigen dies.

Die durch PspA, _,,,Varianten erhaltenen Verédnderungen des Psp-Expressionslevels
konnten qualitativ auch mit Volllingen—PspA (PspA;_s22) nachgewiesen werden
(Abb. 16; E37A induziert starker als Q34A), sodass die mit der isolierten PspF—
Bindedoméane gemessenen Ergebnisse die Funktion der Doméne innerhalb des
PspA;_999 widerspiegeln. Hierbei musste wieder mit einem WT—Reporterstamm
mit endogenem PspA gearbeitet werden (PspA;_s99 reprimiert den Reporter im
ApspA-Stamm nicht, Abb. 8), in dem aufgrund der vermutlichen PspA;_g90—
Oligomerisierung und ~Membranlokalisation bei Uberproduktion sowie der In-
teraktion des endogenen WT-PspAs und der PspA—Varianten etliche PspA-PspF—
interaktionsunabhangige Effekte das System beeinflussten, sodass diese Versuche
zwar als Bestatigung der Interpretationen fiir die weitaus praziser auswertba-

ren PspA, ,,,—Versuche im ApspA-Stamm herangezogen, jedoch Ansatze mit
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PspA;_999 nicht weiter verfolgt wurden.

WT-Reporter

pspA-Reporteraktivitat (normiert)

FBR1-Varianten (PspA_o25)

Abbildung 16 FBR1-Austausche wirken in PspA;_sy» &hnlich wie in PspA;_, .
Messung der Reporteraktivitit eines psp-Reporterstammes wie zuvor (vgl. Abb. 6). Austausche
Q34A und E37A hatten einen geringen (Q34A) bzw. stark erhéhenden (E37A) Einfluss auf das
Psp—Level relativ zu WT-PspA;_s99, wie bereits fiir PspA;_,,, gezeigt (vgl. Abb. 15).

Ein langgestreckter Bereich von PspA bildet die FBR1

Interessanterweise konnte trotz starker Auswirkungen einzelner Austausche auf
die psp—Regulation kein Rest identifiziert werden, dessen alleiniger Austausch die
Interaktion mit PspF vollsténdig unterbindet, da dies ein etwa 100-faches Ansteigen
der Reporteraktivitit zur Folge gehabt hétte. Selbst im Falle von E37A war das
Psp—Level jedoch ,nur” etwa 22—fach erhoht, sodass die Interaktion mit PspF
zwar geschwacht wurde, aber immer noch stattgefunden haben muss, und somit
vermutlich mehrere Reste auf der Oberfliche von PspA fir die PspF-Interaktion
verantwortlich sind. Diese Annahme wird von der Tatsache untermauert, dass sich
der Bereich mutierter Reste, welche die PspF-Interaktion schwéchen, in der PspA-

Struktur iiber eine Distanz von 21 A erstreckt (D24 bis D38), was es wahrscheinlich
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macht, dass dieser Bereich eine langgestreckte Region zur Interaktion mit PspF

konstituiert (FBR1).

3.1.4 Eine zweite PspF-Binderegion (FBR2) reguliert die
PspA—Aktivitat

Da mit der Identifikation von FBR1 deutlich wurde, dass ein verlangerter Bereich
auf PspA fiir die PspF-Interaktion verantwortlich sein musste, wurde PspA auf
weitere PspF-Interaktionsbereiche hin untersucht. Da PspF ein quasi ausschliefllich
proteobakterielles bEBP ist, und dort insbesondere gehauft in yv—Proteobacteria
vorkommt (Francke et al., 2011), wurden mogliche PspF-Interaktionsbereiche
auf PspA in silico unter der Pramisse gesucht, dass die in ihnen enthaltenen
Aminosduren in den PspAs der yv—Proteobacteria deutlich konserviert sein sollten,
ihr Konservierungsgrad innerhalb der gesamten PspA /IM30-Familie hingegen nur
schwach sein sollte. Mit diesem Ansatz konnten zwei Aminosauren, K55 und R59,
auf CC1 in silico identifiziert werden (Abb. 17a, siehe auch hier zur Ubersicht
Abb. 21 S.73). Diese beiden Reste zeichnen sich dadurch aus, dass sie in einer Linie
mit den zentralen Aminoséduren der FBR1 auf CC1 ausgerichtet sind (Abb. 17b),
sodass die gleichzeitige Interaktion von FBR 1 und K55/R59 mit PspF von einem

strukturellen Standpunkt aus moglich ist.

Auch hier wurden wieder Einzelaustausche der Aminoséduren durchgefithrt, und die
Effekte der entstandenen PspA,_,,,—Varianten auf den psp—Reporter tiberprift.
Austausche der Aminoséure K55 gegen Alanin oder Glutamat zeigten einen leicht
induzierenden Effekt im WT-Reporterstamm und der Austausch K55E einen
deutlicheren Anstieg des Reporterlevels (~4—fach) im ApspA-Stamm, welcher
deutlicher war als der schwach induzierender Varianten von FBR1 (bis 2-faches
Reporterlevel), jedoch nicht die Dimensionen der starken Austausche (R30A, E37A)
in FBR1 erreichte (Abb. 18).
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Abbildung 17 Reste der potentiellen PspF-Binderegion 2 (FBR2) sind konser-
viert und in gleicher Richtung wie FBR1 orientiert. (a) Ausschnitt des vergleichen-
den Consensus—Histogramms fiir PspA (vgl. Abb. 21). Die Reste K55 und R59 sind in -
Proteobacteria stark konserviert (oben), jedoch nicht in der gesamten PspA/IM30-Familie
(unten), was ein Hinweis auf ihre mégliche Rolle in der PspF-Regulation sein konnte. (b) Lage
und Orientierung der beiden FBR2-Reste im Vergleich zu FBR1. FBR1 und FBR2 sind auf
auf derselben Seite von PspA in dieselbe Richtung orientiert, sodass eine gleichzeitige PspF—
Interaktion von FBR1 und FBR2 moglich ist.

WT-Reporter 4t ApspA-Reporter

pspA-Reporteraktivitat (normiert)
pspA-Reporteraktivitat (normiert)

0
$FE &S S FE S
FBR1-Varianten (PspAi.144) FBR1-Varianten (PspAi_144)

Abbildung 18 Der Austausch von R59 fiihrt zu einem Gain—of—inhibitory—function
von PspA;_,,,. LacZ-Aktivitdtsstudien mit FBR1-Austauschvarianten von PspA;_;,, (a) im
WT-Reporterstamm und (b) im ApspA-Reporterstamm, normiert auf die Inhibition durch
WT-PspA;_,,, (orange, gestrichelte Linie). Wahrend K55—-Austausche leicht induzierend wirkten,
wurde das psp—System durch R59-Austauschvarianten besser inhibiert als durch PspA;_;,,.
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Austausche von R59 fiihren zu einem gain of inhibitory function

Weitaus interessanter waren in dieser Region Austausche von R59, die schon
im Falle des R59A—-Austausches sowohl im WT— (Abb. 18a) als auch im ApspA-
Reporterstamm (b) zu einer stérkeren Inhibition von PspF (und damit Senkung des
psp—Reporterlevels) fiihrten, als es durch WT-PspA;_,,, der Fall war. Im ApspA—
Stamm entsprach die Regulation durch PspAl)}, einer 130-fachen Inhibition
des unregulierten Reporters. Dies ist die einzige in dieser Arbeit charakterisierte
Position von PspA, fiir die ein derartiger Gain—of—inhibitory—function—FEffekt
gezeigt werden konnte. Fiir den PspA;_,,,~Austausch R59E konnte in Messungen
im WT-Reporterstamm eine noch stirkere Inhibition als durch PspAR*%, gezeigt
werden (Abb. 18a), dort lag die Reporteraktivitiat bei dem 0,2-fachen des bereits
WT-PspA,_,,,-inhibierten Levels, und damit an der Nachweisgrenze des LacZ—
Assays (< 3 Miller Units). Dieser Austausch zeigte im ApspA-Stamm keine weitere
Senkung des Reporterlevels.” Aufgrund der Konserviertheit und Lage der Reste
K55/R59 sowie des inhibierenden Effekts der R59-Mutationen kann auch im Falle
dieses Bereichs angenommen werden, dass er eine Rolle in der Regulation der

PspF-Aktivitit spielt, sodass die Reste um K55/R59 wahrscheinlich eine zweite
PspF-Binderegion (FBR2) bilden.

3.1.5 Aminosiauren in der Tip—Region beeinflussen die

PspF—Regulation leicht

Nachdem die fiir die strukturellen Merkmale NTR, Tip, den Coiled-coil aus CC1
und CC2 sowie die fiir die regulatorisch wichtigen FBR1/FBR2 verantwortlichen

9Da der Gain—of-inhibitory—function-Effekt des R59-Austausches sowohl im WT- als auch
im (zuvor meist verwendeten) ApspA-Reporterstamm deutlich gezeigt werden konnte, und
dies die zentrale Aussage dieser Experimente darstellt, wird auf eine detaillierte Analyse der
unterschiedlichen Stérke des Effekts vor den verschiedenen Stammbhintergriinden verzichtet.
Generell wurden alle LacZ—Messungen der Effekte von Aminosdureaustauschen jeweils in
WT- und ApspA-Stammen und mit Varianten von PspA;_,,, und PspA;_g9s sowie weiterer
Fragmenten durchgefithrt. Die durchgéngig sichtbare Tendenz war, dass leichte Erh6hungen
(oder Senkungen der LacZ-Aktivitit im Fall von R59-Austauschen) im WT-Reporterstamm
besser differenziert werden konnten als im ApspA—Stamm, in dem insbesondere Effekte starker
Aktivierung quantitativ deutlicher differenziert werden konnten als im WT—-Stamm. Die hier
entscheidenden qualitativen Aussagen (Repression/schwache oder starke Induktion) blieben
davon unberiihrt.
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Aminoséuren identifiziert wurden, und damit fiir einen Grofiteil der konservierten
Aminosaurenbereiche von PspA;_,,, der funktionale Kontext abgesteckt werden
konnte, wurde auch der Einfluss jener konservierter Aminosauren der Tip—Region
auf die psp—Regulation untersucht, die augenscheinlich nicht aus Grinden der
Strukturbildung — wie die in 3.1.2 beschriebenen Leucin—Alanin—Paare im sich
verjingenden coiled coil (Abb. 19a, grau)— konserviert sind. Der experimentelle
Ansatz orientierte sich hierbei an Untersuchungen zur Tip—Region des Transkripti-
onsfaktors DksA (J.-H. Lee et al., 2012), der die Aktivitat der RNA-Polymerase
iiber eine strukturell &hnliche Region mit ebenfalls konservierten, negativ gelade-
nen Resten reguliert. Jedoch konnte keine ahnlich zentrale Rolle der Tip—Region

fir PspA beobachtet werden. Mehrere der meist geladenen Aminoséduren in der

a
y-proteobacterielles PspA
100
0§
100
gesamte PspA/IM30-Familie
b

FBR1 FBR2 Tip

O R o P TTIT
%5%@%‘%31}‘75 .

D85

Abbildung 19 Konservierte Aminosduren in der Tip—Region (a) Ausschnitt aus dem
vergleichenden Konsensus—Histogramm fiir die T%p-Region von PspA. Aminosduren, die fiir
die strukturelle Ausbildung der Tip—Region notwendig sind, sind grau hinterlegt. Gelb/braun—
E84 und D85, die einzigen beiden Positionen, deren Austausch einen deutlichen Einfluss auf die
psp—Inhibition hatte, siehe Haupttext. (b) Lage der ausgetauschten Tip—Aminosduren auf PspA.
Sie liegen auf der FBR1/2-gegeniiberliegenden Seite von PspA.

Tip—Region wurden gegen Alanin ausgetauscht (E82A, E84A, D85A, R88A, dazu
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D85R). Im Falle der apikalen E84 und D85 wurden zusétzlich die Austausche
E84(Q), D85N sowie der Doppelaustausch ED84QN durchgefiihrt, um mogliche
Effekte durch die Groenverdnderung der Seitenketten, die im Loop die hydropho-
be Endfliche des coiled coil abdecken, zu vermeiden. In Voruntersuchungen im
WT-Reporterstamm zeigten sich grofitenteils nur marginale Effekte der Austausche
auf die psp—Regulation, auch durch ,harte* Austausche wie D58R (unveréffent-
lichte Daten). Nur zwei Varianten, PspAP®N, und PspATPHIN seigten cine etwas
starker erhohte psp—Reporteraktivitat, sodass mit ihnen weitere Untersuchungen

im ApspA-Reporterstamm durchgefithrt wurden (Abb. 20). Auch hier hatten

50 ¢ ApspA-Reporter

pspA-Reporteraktivitat (normiert)

Tip- / Tip+FBR1-Varianten (PspAj_144)

Abbildung 20 Tip—Austausche verstirken den psp—Inhibitionsverlust der
PspA374,~Variante. LacZ-Aktivititsmessungen des ApspA-Reporterstamms. Die Austausche
D85N und ED84QN verdnderten das PspA;_;,,—inhibierte Psp—Level nur leicht (links, vgl. mit
WT-PspA,_,44 in orange). Sie verstirkten den Effekt von E37A (starker Inhibitionsverlust),
hatten jedoch kaum Effekte auf Q34A (schwacher Inhibitionsverlust). Zum Vergleich ist rechts
der Einfluss der FBR1-Einzelaustausche aus Abb. 15 gezeigt.

PspAPSN und PspAFPEN nur eine leichte Erhohung der Reporteraktivitét zur
Folge (weniger als PspAK%E, in FBR2), wobei die Induktion durch PspAPPHRN
leicht stérker als durch PspAPS3Y war. Wurden diese Tip—Austausche jedoch zu-

sammen mit dem stark induzierenden Austausch E37A in PspA,_,,, eingefiihrt
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(PspAP3TAPIN ynd Psp AR TAEPIONY "o filhrten sie zu einer sichtbaren Erho-
hung der Reporteraktivitit relativ zu PspAF374, mit WT- Tip-Region. Wurde statt
E37A der Austausch Q34A eingefiihrt (der kaum induzierend auf das psp—System
wirkt), blieben auch die Doppelaustausche (PspA?fﬁ[D%N und PspA?Eﬁ[EDMQN)
erwartungsgemaf ohne nennenswerten Effekt. Aufgrund der eher multiplikativen
als additiven Effekte von E37A und D85N oder ED84QN liefle sich spekulieren,
dass FBR1 und die T%p—Region unabhangig voneinander in der psp—Regulation
wirken. Aufgrund dessen und der nur marginalen Effekte der Tip—Austausche auf
die psp—Regulation sowie ihre Lage im Protein (von FBR1/FBR2 entfernt und auf
der gegeniiberliegenden Seite des Coiled—coils orientiert) scheint es wahrscheinlich,
dass die T%p-Region in der direkten PspF-Regulation nicht von zentraler Relevanz
ist.

Mit der Untersuchung der Tip—Region wurde dennoch erreicht, dass alle konser-
vierten Aminosaurebereiche von PspA,_,,, zumindest grundlegend auf ihre PspF—
regulatorischen Eigenschaften hin untersucht wurden, sodass davon auszugehen ist,
dass die hier identifizierten FBR1 und FBR2 zentrale Bereiche zur PspF-Regulation
darstellen (Abb. 21). Somit konnte ein stabiles monomeres Fragment von PspA
identifiziert, seine Struktur aufgeklart, sowie die fiir die PspF—Interaktion wichtigen

Bereiche charakterisiert werden.
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3.2 Der PspA-F-Komplex: PspA,_,,, stabilisiert
PspF-Hexamere und moduliert ihre ATPase—Aktivitat

Die Interaktion von PspA und PspF, die in auf In—silico-Analysen basierenden
Studien in vivo bereits eingehend charakterisiert werden konnte, wurde im Fol-
genden in vitro fortgefiihrt. Hierbei stand die Untersuchung der Bildung und
der biochemischen Eigenschaften des regulativen Komplexes aus PspA und PspF
im Mittelpunkt, bei der die Einfliissse der in vivo identifizierten PspF-bindenden
Regionen auf den PspA-F-Komplex ndher beleuchtet wurden. Dabei konnten
bisher unbeschriebene Eigenschaften des Komplexes beobachtet werden, die das

Verstandnis der Rolle von PspA im PspA-F-Komplex grundlegend verdnderten.

3.2.1 Reinigung der Proteine fiir In—vitro-Studien

Alle im Laufe der Untersuchungen benétigte Proteine wurden iiber Ni-IMAC und
Anionentauscherchromatographie gereinigt und der Reinigungserfolg mittels SDS—
PAGE und SEC iiberpriift. Hierbei konnten die l6slichen und stabilen PspA;_;,,
und PspF;_s65 (eine Variante von PspF mit deletierter DNA-Bindedoméne zur
Steigerung der Loslichkeit) bereits auf der Ni-IMAC-Séaule stark angereichert
werden (Abb. 22), und durch einen linear ansteigenden Salzgradienten problemlos

vom lonentauscher eluiert und bis zur Homogenitét gereinigt werden (Abb. 23).

Das fiir die Kristallisation eingesetzte Seleno—Methionin—markierte PspA (SeMet—
PspA,_,,,) konnte indes aufgrund geringer Produktion des rekombinanten Proteins
iiber die Ni-IMAC nur teilweise von ebenfalls Ni-NTA bindenden Kontaminanten
getrennt werden (Abb. 24a, links). Auch hier konnte das Protein jedoch durch
den Ionentauscher (Abb.24b) bis zur Homogenitat gereinigt werden (Abb. 24a,
rechts).

74



3.2.1 Reinigung der Proteine fiir In—vitro—Studien
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Abbildung 22 PspA,_;,, und PspF;_ 545 lassen sich iiber Ni-IMAC stark anrei-
chern. Ni-IMAC—Reinigung der stabilen und 16slichen Proteinframente iiber einen fusionierten
His—tag. (a) PspA;_;44, (b) PspF;_s65. Reinigung aus dem Uberstand nach Ultrazentrifugati-
on. Die Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gele (15 %) zeigen Proben des Durchlaufs (D), des
letzten Waschschrittes (W) und der Elutionsfraktionen (E1-7). Markerbanden links, Grofie der
Markerproteine in kDa. Lauththe von PspA;_;,, bzw. PspF;_sg5 mit Pfeil markiert.
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Abbildung 23 Reinigung von PspA,_,,, und PspF;_45 liber einen Anionentauscher.
Elutionsprofil der bereits tiber Ni-IMAC angereichtern Proteine, (a) PspA;_144, (b) PspF1_265.
Nach dem Beladen des Ionentauschers (bei ~5 mM NaCl) wurden die Proteine mit einem
Salzgradienten (0-1M NaCl, gestrichelte Linie und rechte Ordinate) von der Séule eluiert.
Elutionspeaks der zu reinigenden Proteine grau hinterlegt.
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Abbildung 24 Reinigung von schwach produziertem SeMet—PspA,_,,,. (a) SeMet—
PspA; _144 konnte tiber Ni-IMAC nur teilweise angereichert werden (vor, vereinte Elutionsfraktio-
nen), jedoch gelang auch hier die vollstédndige Reinigung des Proteins durch einen Ionentauscher
(nach, Elutionsfraktion des Tonentauschers). Schigger-PA-Gel (16 %), Coomassie-Féarbung. Grofie
der Markerproteine in kDa, Laufhohe des SeMet-PspA;_;,, mit Pfeil markiert. (b) Elutionsprofil
der in (a, vor) gezeigten Ni-IMAC-angereicherten Probe, Elutionspeak von SeMet-PspA; 4,
grau hinterlegt. Probe des Peaks gezeigt in (a, nach).

3.2.2 PspA,_,,, und PspF;_ o4 bilden einen SEC—stabilen Komplex

Die Interaktion und Komplexbildung von PspA, PspF und ihrer Fragmente ist
bereits mittels Gelshift-Experimenten (Elderkin et al., 2002; Elderkin et al., 2005)
sowie Groflenausschluss—-Chromatographie (size exclusion chromatography, SEC)
untersucht worden (Joly et al., 2009; Zhang et al., 2013). Hierbei wurde von Joly
et al., 2009 die Komplexstoichiometrie auf Basis von Gelfiltrationsdaten mit etwa
6 PspA zu 6 PspF angegeben. Im aktuell diskutierten Modell entsteht der 6:6—
PspA-F-Komplex durch die Interaktion eines selbst—oligomerisierten Hexamers
von PspA mit einem PspF-Ring (Mehta et al., 2013; Jovanovic et al., 2014, siehe
Abb.3 S.17). Nach jenem auf In-vivo—Messungen mit PspA-GFP-Fusionen (Lenn
et al., 2011) und Gelfiltrationen (Joly et al., 2009) basierenden Modell ist der
hexamere PspF-Ring demnach nur partiell und asymmetrisch mit (oligomerem)
PspA besetzt, welches seinerseits eine Vorstufe groflerer Oligomere darstellt. Fur
erste Studien zur Interaktion von PspA;_,,, und PspF;_s6; wurden im Rahmen

dieser Arbeit ebenfalls SEC-Experimente durchgefiihrt.
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3.2.2 PspA,_,,4 und PspFi_os5 bilden einen SEC-stabilen Komplex

PspA,_,,, eluierte auf einer Superose-6-Saule bei etwa 18,1 ml, was einem Mo-
lekulargewicht von etwa 38 kDa und damit einem PspA;_,,,~Dimer entspricht
(~36kDa, Abb. 25, oben). Da fir PspA,_,,, bereits mittels AUC etabliert wurde,
dass es in Losung ausschliefllich in monomerer Form vorliegt, ist dieses Lauf-
verhalten deutlich aberrant. Wie aus der Struktur des Proteins ersichtlich wird
(Abb. 10, S.55), ist es etwa 10-mal so lang wie breit. Dies resultiert in einem erhoh-
ten hydrodynamischen Radius relativ zu einem globuldren Protein von 17,6 kDa,
und macht eine Bestimmung des ungefdhren Molekulargewichts von PspA;_,,
(oder von Komplexen, an denen es beteiligt ist) mittels SEC somit nicht méglich.
PspF;_o65 eluierte bei 16,3 ml und somit etwa 131kDa (~4,4-fache GroBe des
PspF;_s65—Monomers) mit deutlichem Tailing durch den sukzessiven Zerfall des

hexameren Rings wihrend der Chromatographie (Abb. 25, unten).

Trotz der eingeschrankten Aussagekraft der Gelfiltrations—Daten hinsichtlich des
Molekulargewichts konnte die Bildung des PspA-F-Komplexes!® eindeutig nach-
gewiesen werden: Bei Titration von PspA,_,,, zu PspF;_o65 zeigte sich bei etwa
14,8 ml ein zweiter Peak im Chromatogramm bei gleichzeitiger Abnahme des
PspF1_o65—Peaks, was auf die Bildung eines PspA-F-Komplexes hindeutet. Dieser
Peak wurde mit steigender Konzentration von PspA,_,,, starker und sein Maxi-
mum verlagerte sich im Zuge der Séttigung des Komplexes mit PspA,_,,, auf etwa
14,6 ml. Die Analyse von Elutionsfraktionen konnte die Co-Elution von PspA;_;,,
und PspF;_o65 in einem PspA-F-Komplex—Peak bestéatigen (Abb. 26, hier ist die
Elution des PspA-F-Komplexes von einer praparativen Superdex—200-Saule ge-
zeigt). Ab einem molaren Verhéltnis von etwa 0,7 zu 1 (PspA:PspF) konnte in den
Chromatogrammen der Titrationen auch freies PspA,_,,, nachgewiesen werden.
Interessanterweise war die Bildung des PspA-F-Komplexes als distinkte Spezies
schon bei einem deutlichen Unterschuss von 0,17 zu 1 (PspA:PspF) erkennbar, wor-
aus auf eine hohe Stabilitdt des Komplexes tiber die Dauer des Gelfiltrationslaufs

(~30min) geschlossen werden konnte.

0Der Einfachheit halber wird im weiteren Verlauf der PspA;_;,4-PspF;_o65-Komplex wie auch
der Komplex der WT—Proteine als PspA-F-Komplex bezeichnet.
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Abbildung 25 Die Titration von PspA,;_,,, zu PspF_ss5 zeigt die Bildung eines
PspA-F-Komplexes in der Gelfiltration. PspF;_s65 (130 pM) wurde mit ansteigenden Men-
gen von PspA,_,,, prainkubiert (relatives molares Verhaltnis PspA:PspF jeweils links angegeben)
und die Komplexbildung mittels Gelfiltration verfolgt. Der PspA-F-Komplex konnte bereits bei
0,17:1 (PspA:PspF) nachgewiesen werden. Mit ansteigender PspA—Konzentration stieg auch
die PspA-F-Peakintensitit, wihrend die des freien PspFs sank. Superose—6-10/300 GL Gelfil-
trationssdule, Chromatogramme von PspA;_,, (oben) und PspF;_a5 (unten) zum Vergleich
aufgefiihrt.
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3.2.2 PspA,_,,4 und PspFi_os5 bilden einen SEC-stabilen Komplex
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3 Ergebnisse

3.2.3 Analytische Ultrazentrifugation zeigt die stabilisierende
Funktion von PspA im PspA-F-Komplex

Mittels Gelfiltration konnte die Komplexbildung durch PspA,_;,, und PspF;_o¢5
zwar nachgewiesen werden, jedoch machten das aberrante Laufverhalten von
PspA,_,,, sowie die Verdiinnung der Proben wiahrend der Gelfiltration (und damit
einhergehend eine moégliche Komplex—Dissoziation) detailliertere Betrachtungen
zur Klarung der Komplexstoichiometrie und —stabilitdt unmoglich. Daher wurden
zur Bearbeitung dieser Fragestellungen Messungen mittels Analytischer Ultrazentri-
fugation (AUC) durchgefithrt. PspA,_,,, wurde in ansteigender Konzentration zu
10 pM PspF_o45 titriert und die Sedimentationsgeschwindigkeit der enstehenden
Spezies in Abhéngigkeit der PspA-Konzentration bestimmt (Abb. 27). Weiterhin
wurden Titrationen mit den beiden Varianten PspA7%, und PspARY, durchge-
fithrt, um den Einfluss der beiden in vivo identifizierten PspF—Bindedoméanen FBR1
und FBR2 auf die PspA-F-Komplexbildung ndher zu untersuchen. Die FBR1-
Variante PspA373, wurde ausgewihlt, da der Austausch E37A in vivo den stirksten
Loss—of—inhibitory—function—Effekt einer auf der PspA—Oberfliche lokalisierten
Aminoséure zeigte (vgl. Abb. 15, S.64). PspAT5{ - eine FBR2-Variante, wurde
aufgrund ihres Gain—of-inhibitory—function-Effektes gegeniiber WT-PspA,_,,,

ausgewahlt.

PspA,_,,, zeigte starke Bindung zu PspF;_o45, einhergehend mit der Bildung eines
PspA-F-Komplexes mit einem apparenten Sedimentationskoeffizienten von 11 S*
(Abb. 27, schwarz). Der Kp wurde mit etwa 1 1M bestimmt. Aus der Gleichgewichts—
Titrationskurve konnte weiterhin eine 1:1-Komplexstoichiometrie fiir den PspA-F—
Komplex bestimmt werden (Schnittpunkt der Start— und End-Tangenten der
Bindekurve, gestrichtelte Linien), in Ubereinstimmung mit der aus SEC-Messungen
bestimmten Stoichiometrie (Joly et al., 2009). Da PspF bei den eingesetzten

Konzentrationen zu einem deutlichen Teil in hexamerer Form vorlag (Abb. 28, das

1 Auch im Falle der AUC sind genaue Bestimmungen nur im Sedimentationsgleichgewicht moglich.
Die hier meist durchgefiihrten Sedimentationsgeschwindigkeitsmessungen lassen daher nur
die Angabe eines apparenten Sedimentationskoeffizienten zu.
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3.2.3 Die AUC zeigt die stabilisierende Funktion von PspA im PspA-F-Komplex
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Abbildung 27 Bestimmung der Komplex—Stoichiometrie und des K -Wertes fiir
die PspA—PspF—-Interaktion bei 10 uM PspF. Analytische Ultrazentrifugation, Titration
von PspA;_,,, oder seiner Varianten PspAF374, und PspAR®9E, zu groftenteils hexamerem
PspF (10 pM). Angegeben ist der apparente Sedimentationskoeffizient der am schnellsten sedi-
mentierenden Spezies. Der Schnittpunkt der gestrichelten Anfangs— und End-Tangenten der
PspA,_ 44 Titration (bei ~10 pM PspA) ergibt eine Komplex—Stoichiometrie von 1:1 und damit
einen 6:6—Komplex.

Hexamer sedimentierte mit etwa 7,8 S,;,p,), bilden PspA und PspF folglich einen 6:6-
Komplex aus. PspA,_,,, ist ein ausschlieflich monomeres Protein (Abb. 10, S.55),
sodass PspA folglich an sechs distinkte Bindestellen auf einem hexameren PspF—
Ring bindet. Dies widerspricht der Vorstellung, dass PspA im 6:6-PspA-F-Komplex

asymmetrisch und oligomerisiert an PspF bindet.
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Abbildung 28 PspF;_o55 liegt bei einer Konzentration von 1pM nicht in hexa-
merer Form vor. Sedimentationskoeffizientenverteilung der PspF—Spezies bei verschiedenen
Konzentrationen, Analytische Ultrazentrifugation (4 h, 40.000 rpm). PspF;_o65 bildete bei hohen
Konzentrationen (>10 pM) eine homogene, oligomere Spezies (PspF¢— PspF-Hexamer, ~7,5 S,pp ).
Bei einer Konzentration von 1 1M bildete PspFq_og5 diese Spezies nicht mehr.
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3 Ergebnisse

Die im Vergleich zu WT-PspA,_,,, untersuchten FBR—-Varianten zeigten einen
Kp fiir die Bindung an PspF;_og; in gleicher GroBlenordnung wie WT-PspA, 4,
was zu erwarten war, da in beiden Fallen lediglich einzelne Reste in aus mehreren
Aminoséduren bestehenden PspF-Interaktionsbereichen ausgetauscht worden waren,
und in beiden Fallen PspF in vivo gebunden und inhibiert werden konnte. Die FBR1-
Variante PspAT374, zeigte hierbei jedoch eine deutlich schwiichere Bindung (rot,
Kp von 6 uM), wihrend die FBR2-Variante PspAR{Y, vergleichbar zu PspA; 4
mit PspF interagierte (blau, Kp 20,7 pM). Beide Varianten bildeten mit PspF;_ogs5

wieder die bei Sattigung mit 11 S,;,, sedimentierende Komplex—Spezies.

Ein PspA,_,,,—~Monomer ist ausreichend, um ein PspF-Hexamer zu sta-
bilisieren.

Bisher wurde die Komplexbildung von PspA und PspF bei hoher Konzentration
der beiden Proteine untersucht (wodurch PspF per se in hexamerer Form vorliegt),
und somit insbesondere die Interaktion von PspA—Monomeren mit PspF—Ringen
beleuchtet. Jedoch existiert PspF in vivo mit nur etwa 130 Kopien pro Zelle und
damit in einer Konzentration unterhalb 1 pM (Jovanovic et al., 1997, PspA mit
~1500 Kopien, Valgepea et al., 2013). Bei diesen Konzentrationen verschiebt sich
das Oligomerisierungsgleichgewicht von PspF, sodass das Protein ausschlieflich
in nicht-hexamerem Zustand vorliegt (Abb. 28). Daher stellte sich die Frage, wie
PspA mit PspF bei physiologischen Konzentrationen interagiert, d.h. ob PspA nur
hexameres (also aktives) PspF bindet und damit inhibiert, oder ob es in der Lage ist,
bereits mit nicht-hexamerem PspF praventiv zu interagieren und moglicherweise
die Hexamerisierung zu unterbinden (eine typische Funktion der regulatorischen
Doménen anderer bEBPs, De Carlo et al., 2006). Fiir Messungen bei in—vivo—
ahnlichen Bedingungen wurde daher 1 nM PspF;_s65 eingesetzt, der Sy, der grofiten
PspF-Spezies sank in Folge geringerer bzw. ausbleibender Oligomerisierung dadurch

von etwa 8 auf 4. Wiederum wurde mit PspA und seinen Varianten titriert.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass PspA; ;,, und PspF; a5 auch bei 10-fach
geringerer Konzentration beider Proteine weiterhin einen stabilen Komplex bildeten

(Abb. 29a). Insbesondere fiel die sprunghafte Entstehung des Komplexes bereits bei
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3.2.3 Die AUC zeigt die stabilisierende Funktion von PspA im PspA-F-Komplex

Zugabe von 0,08 pM PspA,_,,, auf (schwarz). Diese mit ~108S,,,, sedimentierende
Spezies machte dabei etwa 46 % der gesamten UV-Absorption in der Messkiivette
aus (Abb.29b). Da die UV-Absorption von PspA,_,,, bei diesen Konzentrati-
onsverhéltnissen zu vernachlassigen ist (der Molare Extinktionskoeffizient von
PspA,_,,, ist zusatzlich 4-fach geringer als der von PspF;_s45), befinden sich dem-
nach 46 % des PspF (0,46 pM) im PspA-F-Komplex. Setzt man diesen Wert nun zu
den eingesetzten 0,08 uM PspA;_,,, ins Verhéltnis (0,08:0,46 nM oder 1:5,8) wird
deutlich, dass ein Monomer von PspA,_,,, bereits in der Lage ist, ein Hexamer
von PspFi_o65 zu binden und iiber den Zeitraum der Ultrazentrifugationsmessung
zu stabilisieren. Wéahrend die stabile Interaktion von PspA und PspF bei hohen
Konzentrationen beider Proteine und dem Einsatz von PspA im Uberschuss bereits
beschrieben wurde (Joly et al., 2009), ist dies die erste Beobachtung der sub—
stoichiometrischen Stabilisierung von PspF-Hexameren durch PspA, die zusétzlich

dazu auch bei physiologischen Konzentrationen gemacht werden konnte.

Wahrend die Menge des gebildeten PspA-F-Komplexes mit zunehmender Konzen-
tration von WT-PspA,_,,, erwartbar stieg (Abb. 29b), zeigte sich fir die Varianten
PspA374, und PspARE, ein anderes Bild: PspARY, war wie WT-PspA, ,,, in
der Lage, bei sub—stoichiometrischem Verhéltnis einen stabilen PspA-F-Komplex
zu bilden, jedoch erreichte die von ihm gebildete schnell sedimentierende Spezies
erst bei einem Verhéltnis von 0,5:1 einen ahnlichen S,,, wie PspA;_,,, (Abb.29a,
blau), und auch dann vereinte der Komplex nur ~40 % der UV—-Absorption auf sich
(Abb.29b). Dieser Wert stieg im Verlaufe der Titration nicht weiter an, sodass die
Komplexstabilitat durch einen Austausch in der FBR2 gestort zu werden scheint.
Die Effekte der FBR1-Variante waren ebenfalls deutlich auszumachen: So zeigte
PspAF374, keine Stabilisierung von PspF im sub-stoichiometrischen Bereich, jedoch
nahezu WT-édhnliche Komplexstabilisierung ab einer Konzentration von 1 pM, mit
leicht geringerer Effektivitdt (Abb. 29, rot).

Diese Veranderungen der PspA-PspF-Interaktion durch die Austausche E37A und

R5H9E in wvitro bestatigen, dass es sich bei den in vivo identifizierten und evolutionér
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Abbildung 29 PspA,_ju stabilisiert PspF-Hexamere bei 1pM
PspF_o65.Analytische-Ultrazentrifugations-Titrationen von WT-PspA;_,,,, PspAF374, und
PspARSIY  (vgl. Abbildung 27), hier jedoch mit 1 M. (a) Verdnderung des Sedimentations-
koeffizienten der am schnellsten sedimentieren Spezies mit steigender PspA—Konzentration.
(b) Anteil der in (a) gezeigten Spezies an der Gesamtabsorption in der Messkiivette. Mit
0,08 pM WT-PspA;_,,, in der Probe bildete 11uM PspF;_og5 bereits zu ~46 % hexamere
Komplexe, sodass hierfiir 1 PspA pro PspF-Ring ausreichend war. Varianten von PspA;_; 4,
fiihrten entweder deutlich spiter (PspAP374,) oder deutlich schwiicher (PspAR9%) zur

PspA-F-Komplexbildung.

84



3.2.3 Die AUC zeigt die stabilisierende Funktion von PspA im PspA-F-Komplex

konservierten FBR1 und FBR2 tatséchlich um fiir die PspF—Interaktion kritische
Bereiche auf PspA handelt.

N—terminale Modifikation von PspA,_,,, verhindert die PspF-Interaktion

Da bereits minimale Mengen von PspA in der AUC ausreichten um PspF in
hexamerer Form zu stabilisieren, konnte iiber diese Methode keine Aussage dariiber
getroffen werden, ob PspA nur bereits hexamerisiertes PspF stabilisiert, oder es
auch an nicht-hexamerisiertes PspF bindet und dadurch die Hexamerisierung von
PspF induziert. Um die eingesetzten Mengen von PspA weiter verringern und durch
Interaktion entstehende Spezies besser detektieren zu konnen, wurde PspA,_,,, in
vitro mit einem N-terminalen Atto488-Fluorophor markiert (A*°PspA;_144). Trotz
stabiler Reinigung (Abb. 30a) und Sedimentation vergleichbar dem unmarkierten
PspA, ,,4 konnte keine Interaktion von A"°PspA; 14 und PspF;_s; in AUC-
Versuchen nachgewiesen werden. Das fluorophormarkierte PspA sedimentierte auch

bei Zugabe von 1 pM PspF vollstandig auf Hohe des Monomers (Abb. 30b).
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Abbildung 30 Die N—terminale Modifikation von PspA,_,,, in vitro verhindert die
PspA—-PspF-Interaktion (a) Nachweis des N-terminal mittels Atto488-HNS-Esters fluores-
zenzmarkierten PspA;_;,, (Pfeil) durch Fluoreszenz im Schigger—Gel (16 %, Anregung bei
480 nm und Detektion mit GFP-Filter im Biolmager). (b) A*°PspA; ;44 sedimentierte trotz
Prainkubation mit PspF;_og5 in der AUC ausschlieflich als Monomer. Sedimentationsgeschwin-
digkeitsmessung, Detektion des Fluorophors durch Cutoff—Filter bei >505 nm.

Da das Fluorophor am Ende der riickfaltenden NTR und damit in unmittelbarer

Nachbarschaft zu FBR1 lokalisiert ist, ist ein direktes Eingreifen von Atto488 in
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die Interaktion denkbar. Moglich ist aber auch eine indirekte Storung der Interak-
tion durch strukturelle Modifikation der FBR1 (z.B. durch Destabilisierung oder
Verénderung der Sekundérstruktur). Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund
einiger Studien von Bedeutung, die Funktionen und Lokalisationen von N—terminal
GFP—funsioniertem PspA untersuchen (Engl et al., 2009; Mehta et al., 2013; Jova-
novic et al., 2014), da selbst eine Markierung mit einem deutlich kleineren Molekiil
schon zu einem Verlust der PspF-Interaktion in vitro, und damit moglicherweise

auch der PspF-Regulation in vivo kommt (sieche hierzu S.150 in der Diskussion).

Nukleotide haben keinen Einfluss auf die Bildung von PspF-Hexameren

Da durch AUC-Messungen ein ungewohnlich starker PspF-stabilisierender Effekt
von PspA gezeigt werden konnte, stellt sich die Frage, welche Relevanz der in vitro
beobachtete Einfluss von PspA auf den Oligomerisierungszustand von PspF in vivo
haben konnte, auch im Vergleich zu anderen PspF-stabilisierenden Faktoren. Fiir
viele AAA+-Proteine sind Nukleotide zur Stabilisierung ihrer oligomeren Form
von grofer Bedeutung (Morito et al., 2014; Akoev et al., 2004). Im Falle von PspF
ist zwar gezeigt worden, dass sowohl ADP als auch ATP PspF;_s75 stabilisieren,
jedoch liegen hier nur Gelfiltrationsdaten fiir per se grofitenteils hexameres PspF
vor (> 9pM PspF;_o75, Joly et al., 2006), sodass nicht unterschieden werden kann,
ob Nukleotide die Hexamerisierung von PspF unterstiitzen, oder vielmehr nur
den Zerfall des Komplexes wahrend der Gelfiltration verzogern. Weiterhin wurde
mittels [sothermer Titrationskalorimetrie gezeigt, dass Nukleotide im Vergleich
zu anderen AAA+-Proteinen nur schwach an PspF binden (Joly et al., 2006). Im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte AUC-Messungen bei nahezu physiologischen
Konzentrationen von 1 M PspF zeigten keinen messbaren Einfluss von ADP auf
die Oligomerisierung des AAA+-Proteins (Abb. 31). Sowohl die Sedimentations-
koeffizienten der von PspF gebildeten Spezies als auch ihre ungeféhre Verteilung
blieben bei ADP-Konzentrationen zwischen 0,05 und 0,5 mM ADP nahezu konstant.

Eine weitere Steigerung der Nukleotidkonzentration war aufgrund der geringen
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3.2.4 PspA,_,,4 ist ein Modulator der PspF—~ATPase im geséttigten
PspA-F-Komplex
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Abbildung 31 ADP hat keinen Effekt auf die Bildung und Stabilitdt von PspF—
Hexameren. Die Zugabe von 0,05-0,5 mM ADP zu 1 pM PspF;_o65 zeigte keine Verdnderung
in den von PspF;_s65 gebildeten Spezies. Ein hexamerer PspF-Komplex wiirde mit ~8 S,y

sedimentieren. Analytische Ultrazentrifugation, Sedimentationsgeschwindigkeitsmessung (vgl.
28).

Proteinmenge und der starken Absorption durch die Nukleotide nicht moglich.!?
Die hier eingesetzten 0,5 mM ADP entsprechen jedoch bereits dem 5—fachen Kp der
ADP-Bindung (Joly et al., 2006), sodass durch ADP hervorgerufene Anderungen
im Oligomerisationsgleichgewicht erkennbar hétten sein miissen. Auf Basis der
vorliegenden Daten kann daher angenommen werden, dass Nukleotiden keine zen-
trale Rolle in der Oligomerisierung von PspF unter physiologischen Bedingungen
zukommt, insbesondere nicht im Vergleich zu PspA. Dies macht es wahrscheinlich,
dass PspA auch in vivo zur Stabilitat von hexamerem — und damit aktivem —

PspF mafigeblich beitrigt.

3.2.4 PspA,_,,, ist ein Modulator der PspF—-ATPase im gesattigten
PspA-F-Komplex

Die Aktivierung der o> -abhdngigen Transkription der psp—Gene ist die zentrale
Bedeutung des bEBPs PspF (Jovanovic et al., 1997). PspA kommt dabei nach
vorherrschender Interpretation die Rolle eines Inhibitors dieser Funktion zu, indem

es die ATPase-Aktivitdt der AAA+-Domaéne von PspF durch Bindung inaktiviert

12 Messungen mit dem ATP—Analogon AMPPNP waren bisher aufgrund des Ausfallens von
PspF1_965 in der Probe ohne Erfolg und miissen in zukiinftigen Versuchen wiederholt werden.
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(siehe uw.a. Elderkin et al., 2002; Joly et al., 2009; Zhang et al., 2013). Daher sollte
der Einfluss von PspA,_,,, und ihrer FBR1/FBR2-Varianten auf die ATPase—
Aktivitdat von PspF naher untersucht werden. Aufgrund der bereits mittels AUC
bestimmten Kp—Werte der PspA-F-Interaktionen konnten die ATPase—Aktivitdten
dabei direkt in Beziehung zu den unter den jeweiligen Messbedingungen gebildeten

Komplexenspezies gesetzt werden.

Der gesattigte PspA-F-Komplex besitzt eine basale ATPase—Aktivitat

Bei einer Konzentration von 10 pM PspF';_s65 sowie 30 uM PspA,_,,, oder seiner
Varianten konnte sowohl fiir WT-PspA, _,,, als auch PspAF*72, und PspARIE eine
deutliche Inhibierung der ATP-Hydrolyse im Vergleich zur nicht—inhibierten PspF—
Aktivitdt beobachtet werden (Abb.32). Interessanterweise zeigte PspF in allen
Féllen eine deutlich ausgepragte basale ATPAse—Aktivitat von etwa 20 %. Diese ist
umso bemerkenswerter, als PspA;_;,, und PspF;_s45 bei diesen Konzentrationen
bereits einen vollstédndig saturierten PspA-F-Komplex ausbilden (vgl. Abb.27,
S.81). Diese basale ATPase—-Aktivitat wurde bereits sowohl fir WT-PspA als
auch PspA-Fragmente beobachtet, aber aufier Acht gelassen (Elderkin et al., 2002;
Elderkin et al., 2005; Joly et al., 2009). Letztlich konnte in keiner Veroffentlichung
die vollstandige Inhibierung von PspF durch PspA gezeigt werden. Dariiber hinaus
konnte unerwarteterweise eine Verdnderung der basalen ATPase—Aktivitiat durch
PspA—Varianten gezeigt werden, die nicht mit den fiir beide Varianten bestimmten
Kp—Werten korrelierte: Das schlechter bindende PspAF374, (Kp ~ 6 pM ) zeigte
eine um 30 % erniedrigte, PspA®E (Kp ~ 0,7pM ) eine um etwa 30 % erhohte
basale ATPase-Aktivitat von PspF.

Der PspA-F-Komplex dissoziiert langsam

Wie kommt es zu dem nicht unwesentlichen basalen ATPase—Level von PspF?
Hier gidbe es zum einen die Moglichkeit, dass der gesittigte PspA-F-Komplex
eine basale Aktivitat zeigt, was PspA in seiner Funktion als Inhibitor der PspF—

ATPase als ineffektiv erscheinen liefle, und zum anderen wére moglich, dass einzelne
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PspA-F-Komplex

10 uM PspF

1,0 +

ATPase-Aktivitat (normiert)

] basale ATPase

Abbildung 32 PspA,_,,, inhibiert die ATPase-Aktivitit von PspF im gesattig-
ten PspA-F-Komplex auf ein basales Level. Messung der ATPase-Aktivitdt von 10 pM
PspF;_265 (links) sowie ihre Verdnderung nach Prainkubation mit 30 pM WT-PspA; _,,, oder
seiner Varianten. Durch WT-PspA,_,,, wurde die ATPase-Aktivitat von PspF auf ~20%
gesenkt, die Varianten senkten (PspA¥374,) oder erhéhten (PspAR®9%,) das basale Level um 30 %.
Nachweis der ATP-Hydrolyse anhand des freiwerdenden Phosphats mittels Malachitgriin—Assays,
Daten normiert auf die unregulierte PspF;_o55—-Aktivitat im Messzeitraum.

PspF-Protomere im PspA-F-Komplex durch die Dissoziation von PspA transient
ATPase—aktiv werden, bevor sie erneut von PspA gebunden werden. Zur Kla-
rung dieser Fragestellungen wurde die apparente Dissoziationskonstante kg fiir
die PspA-PspF-Interaktion bestimmt. Da die ATP-Hydrolyserate von PspF mit
der Dissoziation von PspA erhéht wird, kann die zeitabhingige Anderung der
ATP-Hydrolyserate von PspF nach starker Verdiinnung von gesattigten PspA-F—
Komplexen zur indirekten Messung des k.g dienen, eine Methode die haufig im
Rahmen von Inhibitorstudien verwendet wird (Copeland et al., 2011). Hierzu
wurde gesattigter und hoch konzentrierter PspA-F-Komplex (30 pM PspA;_, 4,
20 uM PspF;_o65) 1:40 in ATPase—Assaypuffer verdiinnt und die Phosphatakkumu-
lation durch ATP-Hydrolyse zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen (Abb. 33a).
Als Referenz diente eine aquilibrierte Probe mit gleicher Endkonzentration von
PspA und PspF (Abb. 33b). Fiir den PspA-F-Komplex ergab sich ein ko (app) von
2,69x107*s7! und dementsprechend eine Halbwertszeit von ~43 Minuten. Dieses

Ergebnis zeigt, dass der PspA-F-Komplex sehr stabil ist und bestétigt damit die
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bisherigen Beobachtungen aus der Gelfiltration und Analytischen Ultrazentrifuga-
tion, in denen der PspA-F-Komplex tiber die Messung hinweg als stabile Spezies
vorlag. Als Schlussfolgerung der k,g—Bestimmung ergibt sich, dass das gemessene
basale ATPase—Level von PspF eine integrale Eigenschaft des vollstandig mit PspA
geséttigten, stabilen PspA-F-Komplexes ist.
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Abbildung 33 Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstanten k.g fiir
PspA-F. (a) Konzentrierter PspA-F-Komplex wurde 1:40 in ATPase—Assaypuffer verdiinnt
und die Zunahme der PspF—Aktivitdt durch Dissoziation von PspA bestimmt (Malachitgriin—
Assay). Als Referenz diente die in (b) gezeigte ATPase—Aktivitit einer aquilibrierten Probe.
Fiir weitere Details siche Haupttext. Der kog (app) von 2,69x10~4s~! ergab sich aus iterativem
Néherungsverfahren (200.000 Iterationen) mittels R.

Die Regulation des basalen ATPase—Levels ist eine distinkte Funktion
von PspA nach der PspF—Bindung

In weiteren ATPase—Messungen konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die
Regulation des basalen ATPase—Levels eindeutig eine distinkte Funktion von PspA
nach Bindung an PspF ist. Dazu wurde die ATPase-Aktivitat von PspF;_o65 (bei
nahezu physiologischer Konzentration von 1M im teil-saturierten (PspA_¢-Fg—
Komplex) im Vergleich zum vollstandig gesattigten PspA-F-Komplex bestimmt
(Abb. 34, vergleiche hierzu die Bestimmung der Kp—Werte fiir 10 pM PspF, Abb. 27
S.81).
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Abbildung 34 Der Kp beeinflusst die PspF—Inhibition nur im ungesittigten Kom-
plex. ATPase-Aktivitdtsmessungen mit 1 pM PspF;_s65 und nicht-séittigenden (11M) bzw.
den Komplex séttigenden (16 pM) Konzentrationen von WT-PspA;_,,, und seinen Varianten.
Unter nicht—séttigenden Bedingungen war die Effektivitat der Inhibition durch PspA und seine
Varianten den Kp—Unterschieden entsprechend, im geséttigten Komplex war die Inhibition
der basalen ATPase hingegen unabhéngig vom Kp. Nachweis der ATP—Hydrolyse anhand des
freiwerdenden Phosphats mittels Malachitgriin—Assays, Daten normiert auf die unregulierte
PspFy_og5—Aktivitat im Messzeitraum.

Die Stérke der Inhibition von PspF war bei Einsatz von PspA und PspF in dqui-
molaren Konzentrationen (je 1 pM) durch den Kp der PspA-PspF-Interaktion von
PspA,_,,4 bzw. seiner Varianten bestimmt: WT-PspA,_,,, (Kp ~1pM) inhibierte
PspF1_ag5 auf ~70 % der nicht—inhibierten Aktivitat, die schwécher bindende FBR1-
Variante PspAP374, (Kp ~6 1M) inhibierte PspF hingegen deutlich schwicher auf
90 % der Aktivitit unregulierten PspFs. PspAf9 (Kp ~ 0,7 pM), die Variante
mit einem Austausch in FBR2, inhibierte PspF aufgrund des WT—édhnlichen Kp
vergleichbar mit WT-PspA,_,,,. Ein anderes Bild zeigte sich jedoch in vollstandig
saturierten PspA-F-Komplexen, d.h. bei hohem Uberschuss von PspA (16 pM).
Hier konnte fir WT-PspA,_,,, eine basale PspF—Aktivitat von ~18 % gemessen
werden, fiir das schlechter PspF-bindende PspAF374, jedoch unerwarteter Weise
eine um 30 % geringere basale ATPase-Aktivitit, und fiir das WT-PspA; |,
dhnlich bindende PspAR59 eine 40 % hohere Aktivitét. Diese Aktivititen stimmen

91
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mit denen hoher konzentrierter Komplexe iiberein (Abb. 32) und zeigen deutlich,
dass die bindungsabhingige Inhibition von PspF Kp—abhéingig ist, PspA und
seine Varianten jedoch nach vollzogener Bindung Kp—unabhéngig auf die ATPase—
Aktivitdt einwirken. Eine interessante wenn auch kontraintuitive Beobachtung war
R59E

hier, dass die in vivo starker psp-inhibierende Variante PspAj”{y, eine hohere

ATPase-Aktivitat als WT-PspA,_,,, zeigte, die in vivo induzierend wirkende Va-
riante PspAF374, hingegen zu einer geringeren basalen ATPase-Aktivitit von PspF
im PspA-F-Komplex fithrte, entgegen der Annahme, dass die ATPase—Aktivitéit
von PspF direkt mit seiner Fahigkeit zur Transkriptionsinduktion zusammenhéngt.
Jedoch kann mittels ATPase-Aktivitatsmessungen nur der Wert der durchschnitt-
lichen ATPase-Aktivitat fiir PspF bestimmt werden. Varianten von PspA kénnten
hingegen z.B. die regulierte Abfolge der ATP—Hydrolyse in PspF—Hexameren storen
oder modulieren, was die Transkriptionsinitiation stark beeinflussen wiirde, in
ATPase-Messungen jedoch nicht erkennbar wére (fiir die weiterfithrende Diskussion
siehe S. 4.1.1).

Als Randnotiz zur weiteren Bestéitigung dieser Interpretation sei hier noch der
Effekt mangelnder Aquilibrierung von PspF und PspA vor Beginn der ATPase—
Assays angefithrt (Abb. 35). Nach der k,g—Bestimmung, welche die hohe Stabilitat
des PspA-F-Komplexes nach Verdiinnung deutlich machte, wurde das Versuch-
sprotokoll fiir ATPase-Messungen deutlich verdndert. Die Pri-Aquilibrierung von
PspF;_g65 erfolgte im nahezu finalen Volumen des ATPase—Assays (ohne PspA
und ATP) fur 1 Stunde. Konzentriertes PspA wurde erst danach in einem geringen
Volumen zugegeben, gefolgt von einer weiteren Stunde Inkubation, sodass PspF
vor PspA-Zugabe bereits in ~98 % des Endvolumens des Ansatzes dquilibriert
werden konnte, und PspA dadurch nicht in Kontakt mit hoch-konzentriertem
hexameren PspF kam. Ohne diese Pria—Aquilibrierungen konnte in fritheren Ver-
suchen ein stérkerer Effekt von WT-PspA,_,,, auf die Kp—abhéngige Inhibition
von PspFj_s65 beobachtet werden (Abb.35). PspA fithrte hier bei d&quimolaren
(End—)Konzentrationen von 1 pM zu einer Inhibition von PspF auf 30 % der nicht
inhibierten Aktivitat (statt 70 %, gestrichelte Linie). Dies geschah wahrscheinlich

aufgrund der Pra—Inkubation der beiden Proteine bei hoheren Konzentrationen,
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3.2.5 PspAF3™ jst ein Aktivator der PspF-Variante PspF" 564

welche die (Kp— und konzentrationsabhéngige) Bildung des PspA-F-Komplexes
begiinstigten. Dadurch konnte eine artifiziell hohe Menge an PspF auch nach
der Verdiinnung aufgrund des niedrigen k., im PspA-F-Komplex fixiert* und
inhibiert werden. Die basale ATPase—Aktivitat des gesattigten Komplexes blieb

davon wie erwartet unberihrt.

1 pM PspF B nicht aquilibriert
. aquilibriert

Kp-abh.

ATPase-Aktivitat (normiert)

basale ATPase

Abbildung 35 Mangelnde Pri-Aquilibrierung verstirkt die Kp—abhiingige Inhibi-
tion von PspF;_s5 durch PspA,_,,,, dndert das basale ATPase—Level aber nicht.
Aufgrund der hohen Halbwertszeit fiir die PspA-F-Interaktion wurde (bei gleicher Endkon-
zentration im Ansatz) eine hohere Inhibition durch PspA;_,,, erreicht, wenn PspF;_s65 nicht
ausreichend pra—dquilibriert wurde (orange), Aktivitét der dquilibrierten Probe gestrichelt skiz-
ziert (aus Abb.34). Das basale ATPase—Level blieb hiervon unberiithrt und sank nicht weiter.
Nachweis der ATP-Hydrolyse anhand des freiwerdenden Phosphats mittels Malachitgriin—Assays,
Daten normiert auf die unregulierte PspF;_og5—Aktivitdt im Messzeitraum.

3.2.5 PspAP3A ist ein Aktivator der PspF—Variante PspFW56A

Bereits vor langerer Zeit wurde die Aminosdure W56 auf der Oberfliche von
PspF als Determiante zur Bindung von PspA identifiziert (Elderkin et al., 2005).
Daher wurde in einigen Experimenten die Wirkung des W56A—Austausches auf
die PspA,_,,,—PspF-Interaktion untersucht (Abb. 36).

FW564 in einem psp-Reporterstamm mit deletiertem

Hierzu wurden pspF bzw. psp
chromosomalem pspF von einem Low—copy—Plasmid aus konstitutiv exprimiert

(pUL). Dies fiithrte zu einem etwa 10-fach erhohten psp—Level, welches jedoch

93



3 Ergebnisse

durch gleichzeitige Produktion von PspA,_,,, wie erwartet reduziert werden konn-
te (Abb. 36a, links). PspF}V2%52 produzierende Stimme zeigten generell ein erhéhtes
psp—Level im Vergleich zu WT-PspF, was die schlechtere Regulation dieser PspF—
Variante durch das endogene PspA widerspiegelt. Simultane Produktion des effek-
tivsten PspF-inhibierenden PspA-Fragments PspA,_,,, konnte das psp-Level nur
unwesentlich senken (Abb. 36a, griin). Gleichzeitig konnten Messungen in der AUC
zeigen, dass PspA,_,, nur sehr schwach mit PspF}V5%4 interagiert (Abb. 36b, griin).
Der Kp konnte aufgrund der schlechten Bindung nicht genau bestimmt werden, lag
aber etwa beim 100-fachen Kp der Interaktion der WT-Fragmente. Gleiches wurde
ebenfalls in Gelfiltrationsexperimenten deutlich, wo keine Komplexbildung durch
PspF}V%82 und PspA, _,,, erkennbar war, unabhingig von den Konzentrationen

beider Proteine (Abb. 36¢, der schwarze Pfeil markiert das Elutionsmaximum des

PspA-F-Komplexes, siche Abb. 25 S.78).

PspAF374, aktiviert PspFV*4 {iber einen von der PspA—Inhibitorfunktion

entkoppelten Mechanismus

Dies machte es umso bemerkenswerter, dass die Variante PspAF374, in wvivo
einen aktivierenden Effekt auf PspFW*64zeigte (Abb. 36, blau). Trotz mit WT—
PspA,_,,vergleichbarer, schlechter Bindung an PspFWV?%4 wurde das psp-Level
durch PspAP*74, auf das 1,5-fache erhoht. Dieser Effekt kann nicht durch eine

schlechtere Bindung von PspA¥374, als PspA, ,,, an PspF zustande gekommen

sein, denn im Falle schlechter Bindung hétte sich das psp-Level des PspAF374,—
produzierenden ApspF-Reporterstammes der Aktivitat der Leervektorkontrolle
anndhern missen. Der beobachtete Effekt liefle sich aber folgendermaflen erklaren:
PspA, ,,, und PspAP374, binden gleich schlecht an PspFWV?64  aufgrund ihrer ho-
hen Konzentration in Zellen bilden beide aber trotzdem einen geséttigten Komplex
mit PspFW50A aus (dies funktioniert bei ca. 30-fachem Uberschuss des Fragments in
vivo, siche Abb. 36b). In diesem Komplex stort der W56 A—Austausch auf PspF nun
die inhibitorische Funktion der Fragmente, sodass keine Inhibition durch PspA;_;,,

und PspAl374, erfolgt. Gebundenes PspAF374, besitzt aber eine induzierende Ei-
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Abbildung 36 Die nur schwach PspA,_,,, bindende W56 A—Variante von PspF wird
von PspAF374, in wvivo aktiviert. (a) in-—vivo-Reporterstudien im ApspF-Reporterstamm.
LacZ-Aktivitdtsmessungen des Effekts von WT-PspA;_,, bzw. PspAF372, (pBAD) auf das
in trans produzierte PspF bzw. PspFW56A (pUL) zeigten, dass PspAP374, die Aktivitit von
PspFW56A i vivo erhohte (griin). (b) Titrationsmessungen: PspA;_;,, und PspAF374, inter-
agieren nur noch schwach mit PspF}V%2 (kp>1001M). Zum Vergleich ist die Titration mit
WT-PspF gezeigt (vgl. Abb. 27). Analytische Ultrazentrifugation, Sedimentationsgeschwindig-
keitsmessung, dargestellt ist die am schnellsten sedimentierende Spezies. (c¢) Gelfiltration (Supe-
rose 6 10/300 GL): Es konnte keine Bildung eines PspA-F-Komplexes mit PspF}V%2 beobachtet
werden, weder bei Priinkubation von 70 pM PspF}V252 + 110 M PspA,_,,, (durchgezogenen

Linie), noch mit PspA-Uberschuss (40 pMPspF + 200 tMPspA, gestrichelte Linie).
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genschaft: PspAF374, scheint im ApspA-Reportertamm weniger inhibierend als

PspA,_ 4, (vgl. 15, S. 64), ,iberstimmt“ aber auch im WT-Reporterstamm die
PspF-Inhibition durch endogenes WT-PspA;_ 995 und fiithrt zur Induktion des
Reporters (vgl. 16, S. 66). Scheinbar funktioniert dieser induzierende Effekt in der

FW56A wie mit WT-PspF, und ist von dem inhibitorischen

Interaktion mit Psp
Effekt von PspA entkoppelt, der durch PspFW564 aufgehoben wird. Dies kann als
weiterer deutlicher Hinweis darauf interpretiert werden, dass gebundenes PspA als
Modulator der PspF—Aktivitat wirkt, hier mussen in Zukunft aber noch weitere

Experimente, wie ATPase—Assays, zur genaueren Charakterisierung dieses Effektes

durchgefiithrt werden.

Zusammenfassend deutet die hier gezeigte biochemische Charakterisierung der
Stoichiometrie, Kinetik und ATPase-Aktivitdt des PspA-F-Komplexes darauf hin,
dass PspA und PspF einen Komplex aus 6 PspA und 6 PspF ausbilden, welcher
tiber einen langen Zeitraum hinweg stabil ist. PspA wirkt bei Bindung inhibierend
auf die ATPase von PspF, bis zum Erreichen eines basalen ATPase—Levels im
gesittigten PspA-F-Komplex. Varianten von PspA zeigen hierbei, dass die Bereiche
FBR1 und FBR2 an der Bindung und Inhibierung von PspF sowie der Regulation
der basalen ATPase beteiligt sind. Die Modulation dieses basalen ATPase—Levels
stellt aufgrund ihrer Kp—Unabhéangigkeit wahrscheinlich keine direkten Effekt der
Bindung von PspA an PspF dar, sondern kann auf Basis der vorliegenden Daten
als eigenstidndige Funktion von gebundenem PspA im PspA-F-Komplex gesehen
werden. Diese sind bisher unbeschriebene Eigenschaften des PspA-F-Komplexes,
die nahelegen, dass PspA in vivo eher die Funktion eines Modulators der PspF—

Aktivitat zukommt als die eines klassischen Inhibitors.
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3.2.6 ClpB als Vorlage fiir den PspA-F-Komplex

Auf Grundlage der Monomerstrukturen von PspA und PspF wurde ein Modell des
PspA-F-Komplexes entwickelt. Dabei diente die Disaggregase ClpB als Vorlage,
da sie — wie PspF — eine hexamerisierende AAA+-Doméne besitzt, deren
Aktivitat durch einen coiled coil reguliert wird, die M—Doméne (ClpB-MD; S.
Lee et al., 2003; Mogk et al., 2003; Schirmer et al., 2004). PspA; ,,, und ClpB-
MD zeichnet eine hohe strukturelle Ahnlichkeit aus, die im Folgenden analysiert
wird. Thre funktionale Ahnlichkeit, die sich weit iiber strukturelle Aspekte hinaus
erstreckt, wird in der Diskussion weiterverfolgt. Auf Basis von ClpB wurde mittels
atomistischer Simulationen eine stabile PspA-PspF-Interaktion gefunden, bei der

ein PspA—-Monomer zwei Protomere des PspF—Rings bindet.

ClpB-MD und PspA, ,,, zeigen grofie strukturelle Ahnlichkeit

Das Proteinrtickgrat von PspA,_,,, und ClpB-MD (ClpBj;g9-513) wurde mittels
Swiss-PdbViewer iiberlagert. Das Ergebnis des besten fits ist in Abbildung 37a
dargestellt (b zeigt die stereoskopische Ansicht des Riickgrats). Hier zeigte sich
die hoch-éhnliche Struktur beider Proteine (RMSd fiir alle Riickgrat—Atome
1,1 A), die jedoch durch zwei unterschiedliche Architekturen hervorgebracht wird:
Als grofle Gemeinsamkeit besitzen beide Proteine eine durchgehende, coiled—coil—
bildende Helix von quasi identischer Lange (CC2 in PspA bzw. H2 in ClpB;
siche Schema in Abb.37c). Thr Interaktionspartner besteht in PspA ebenfalls
aus einer durchgehenden Helix (CC1), in ClpB jedoch wird diese Struktur aus
zwei einzelnen helikalen Bereichen gebildet (H3/4 und H1), an deren Enden die
ClpB-MD mit der AAA+-Doméne fusioniert ist. Trotz dieser unterschiedlichen
helikalen Aufteilung ist die N-C—terminale Richtung der Primérsequenz in beiden
Proteinen identisch (schwarze Pfeile in Abb. 37¢). Die unterschiedliche Aufteilung
der helikalen Doménen erschwerte das Alignment der Primérstruktur von PspA
und ClpB und fithrte dazu, dass Strukturalgorithmen, die haufig auf Basis eines
Primérsequenz—Alignments arbeiten, nicht in der Lage waren, PspA und ClpB-MD
strukturell zu vergleichen (z.B. align in PyMol und SwissPdb). Dies mag auch der
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PspA M-Doméne von ClpB

CC2

CC1

Abbildung 37 Vergleich von PspA,_;,, und ClpB-MD. PspA in orange, ClpB-MD
in grau. (a) Uberlagerung der helikalen Bereiche von PspA; _;,, und ClpB-MD mittels Sekundér-
strukturalignments in Swiss-PdbViewer. (b) Zwei stereoskopische Ansichten des Proteinriickgrats
der in (a) gezeigten Uberlagerung (c) Gegeniiberstellung der Aufteilung von PspA;_,,, und
ClpB-MD. Links Benennung der Helices, rechts schematische Darstellung. In beiden Proteinen
ist die N—zu—C-terminale Orientierung der Doménen trotz unterschiedlicher Aufteilung gleich
(schwarze Pfeile). Fiir Details siehe Haupttext.
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Grund dafiir sein, dass die Ahnlichkeit von PspA und ClpB bisher in silico nicht

aufgefallen ist.

Atomistische Simulationen zeigen einen moglichen PspA-F-Komplex

ClpB diente nun im Weiteren als Leitvorstellung fiir atomistische Simulationen'?,

mit Hilfe derer mogliche Interaktionsstellen von PspA auf PspF gefunden werden
sollten. Hierzu wurde hexameres PspF aus der bekannten Kristallstruktur (Rappas
et al., 2005) modelliert, und PspA,_,,, nach dem Beispiel von ClpB-MD lateral
an seiner Oberfliche positioniert. Die Orientierung der ClpB-MD am AAA+-Ring
ist flexibel (Zietkiewicz et al., 2010) und seine genaue Ausrichtung trotz bekannter
(Monomer-)Kristallstrukturen noch Gegenstand aktueller Diskussionen (Zietkie-
wicz et al., 2010; Oguchi et al., 2012; Desantis et al., 2014; Carroni et al., 2014),
sodass PspA dementsprechend in verschiedenen Winkeln (von flach liegender*
bis hin zu senkrechter Ausrichtung) zu PspF hin orientiert wurde. In allen Féllen
wurde PspA so positioniert, dass die Regionen FBR1 und FBR2 zu PspF hin
zeigten und PspA die Region um W56, eine mogliche PspA—Bindestelle auf PspF
(Elderkin et al., 2005), kontaktierte. Wahrend sowohl die flach an PspF anliegenden
als leicht rotierten PspA—Molekiile ohne erkennbare Interaktion von PspF abdif-
fundierten (unveroffentlichte Daten), konnte eine senkrechte Positionierung von
PspA an PspF identifiziert werden, durch die PspA stabil an PspF verweilte und
sich selbst nach einer Simulationszeit von durchschnittlich 138 ns, in der andere
PspA—Monomere sich bereits von PspF entfernten und sich die PspA-F-Komplexe
teilweise deutlich in der simulierten Einheitszelle bewegten, nicht von PspF 16ste
(Abb. 38, oben). Dieses Ergebnis zeigte sich in 4 unabhéngigen Simulationen. In
einer Gegenkontrolle wurde PspA 180° um die Léngsachse rotiert, sodass PspA —
bei gleicher Langsausrichtung an PspF — mit FBR1/FBR2 von PspF abgewandt
positioniert war (Abb. 38, unten). Hier konnte keine Interaktion von PspA und

PspF nachgewiesen werden, und PspA diffundierte wie in anderen Ansétzen ab.

13In Kooperation mit H. Jelger Risselada, MPI fiir Biophysikalische Chemie, Abteilung Theore-
tische und Computergestiitzte Biophysik, Gottingen.
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FBR1/2 PspF zugewandt stabile Interaktion

» E37/Q136
/

K55/R59

FBR1/2 PspF abgewandt

sensor |l

Abbildung 38 Eine senkrechte Orientierung von PspA,_,,, an PspF fiihrt zu einer
stabilen Interaktion in atomistischen Simulationen. Simulierte Bindung von PspA an
PspF mit FBR1 und FBR2 zu PspF hin orientiert (oben), dort bindet PspA stabil an PspF
(n=4, 138 ns simulierter Zeit) und in gleicher Ausrichtung 180° um die Léngsachse gedreht (unten,
Kontrolle), dort diffundieren die PspA—Molekiile wihrend der Simulation von PspF ab. Links
jeweils schematische Darstellung des PspF—Hexamers und eines PspA—Monomers, rechts die
vier iiberlagerten Endzustdnde von PspA zum Endpunkt der jeweiligen Simulation sowie die
Ausgangsorientierung in weifl. Fiir weitere Details siehe Haupttext.
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3.2.6 CIpB als Vorlage fiir den PspA-F-Komplex

In der stabilen Orientierung waren sowohl FBR1 als auch FBR2 in die Bindung
an PspF involviert, bemerkenswerter Weise interagierten sie mit unterschiedlichen
Protomeren des AAA+-Rings: FBR1 interagierte mit der Region um W56 auf
einem PspF—Protomer, FBR2 mit der Oberfliche der Sensor—II-Doméne auf dem
angrenzenden PspF. Die Bindung zweier PspF—Protomere durch ein PspA konnte
dabei erkldren, warum PspA die Bildung von PspF-Hexameren so effektiv zu sta-
bilisieren vermag, und warum sich die Bereiche zur PspF-Bindung auf PspA dazu
tiber eine vergleichsweise lange Distanz erstrecken (miissen) — die Aminosdauren
D24 von FBR1 und K59 von FBR2 sind etwa 40 A von einander entfernt. Auf Basis
dieser stabilen PspA-PspF-Interaktion wurde ein PspA-F-Komplex modelliert
(Abb. 39). Da die Simulationen mit Komplexen durchgefithrt wurden, in denen
PspA unter den o.g. Vorannahmen positioniert war, und die Simulationszeit zwar
den Eindruck einer stabilen Bindung zwischen PspA und PspF vermittelte, der
simulierte Zeitraum jedoch nicht fiir eine vollstandige In—silico-Bewertung der
Interaktionsstabilitat ausreichte, konnen die Simulationsergebnisse nur als eine
Moglichkeit der Interaktion interpretiert werden. In jedem Fall kénnen sie aber
aufzeigen, dass die Bildung eines PspA-F-Komplexes tiiber FBR1/FBR2 prinzipiell
moglich ist, sodass mit diesen Simulationen auf Basis zweier monomerer Kristall-
strukturen die erste molekulare Modellvorstellung des PspA-F-Komplexes erhalten

werden konnte.
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3 Ergebnisse

Abbildung 39 Ein moglicher PspA -F-Komplex. Modellierter PspA-F-Komplex nach der
in Abb. 38 gezeigten stabilen Interaktion von PspA;_,,, und PspF;_ss5. PspA-Monomere in
gelb/orange, PspF—Protomere im Ring abwechselnd grau und griin.
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3.3.1 In-silico-Analysen zu CC3/CTR

3.3 Die mogliche Oligomerisierungsdoméane PspA 50_220

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Struktur des groflen PspA-Fragmentes
PspA,_,,, geklart, und seine Rolle in der PspF-Bindung und ~Regulation be-
leuchtet werden. Damit waren etwa 2/3 des Proteins zumindest grundlegend cha-
rakterisiert. In diesem Abschnitt werden nun Untersuchungen zum C—terminalen
Drittel des Proteins behandelt, welches vermutlich eine zentrale Rolle in der

Oligomerisierung des Proteins spielt.

3.3.1 In—silico— Analysen zeigen PspAi40_222 als eigenstandige

Domaine von PspA

Der etwa 70 Aminosduren lange C-terminale Bereich von PspA (PspAjss_290) ent-
halt als vermutlich zentrales Strukturmerkmal die vorhergesagte Coiled—coil-Helix
CC3 (vgl. Abb.5, S.50), die mit 27 Aminosduren Lange weniger als halb so lang
ist wie CC2 (Abb. 40a, oben). Die Consensus Disorder Prediction'® stuft den CC2
und CC3 verbindenden, etwa 15 Aminosduren langen Bereich als nativ ungefaltete
Region ein (Abb. 40a, unten), sodass ihm in PspA mit hoher Wahrscheinlichkeit
die Rolle eines Linkers zukommt. Dies geht auch aus den Fragmentationsstudien
hervor (Abb. 6, S.51), in denen das den Linker enthaltende Fragment (PspA;_14)
ebenso effektiv in der psp—Inhibition war wie PspA,_,,,, und erst mit Hinzunahme
eines Abschnittes von CC3 (PspA;_i45) die Inhibition verschlechtert wurde. Da
CC1 und CC2 eine stabil gefaltete und in sich abgeschlossene Doméne bilden, ist
der C-terminale Bereich um CC3 und den C-Terminus (CTR) daher vermutlich
eine weitere Doméne von PspA mit distinkter Funktion (Abb.40b).'?

1 Consensus der Algorithmen COILS, REM465, HOTLOOPS , disopred und GLOBPIPE;
Burnham Institute for Medical Research

15 Bisherige Untersuchungen zum PspA beschiftigten sich nur am Rande mit diesem Bereich
(Elderkin et al., 2002; Elderkin et al., 2005; Joly et al., 2009). Durch die Fragmentierung von
PspA anhand der dort postulierten helikalen Doménen (vgl. Abb. 5, S.50), ist CC3 in einem
Fragment zusammen mit der Hélfte von CC2 und dem Linker untersucht worden. Fir H4
(CTR in dem in dieser Arbeit etablierten Modell) wurde eine destabilisierende Rolle in der
PspF-Regulation angenommen (Elderkin et al., 2005).
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3 Ergebnisse

a
Linker
Coiled-coil-Vorhersage (COILS)
1 25 80 85 115 144 160 187 222
* | CCl H cc2 H—ccs —©
Consensus Disorder Prediction (CDP) 143 156 181 190
b
CC2 ‘ CC3
cct

Abbildung 40 In-silico—Vorhersage eines Linkers zwischen der PspF-Bindedoméine
und CC3. (a) Coiled—coil-Vorhersage (COILS, vlg. Abb.5) und Consensus Disorder Prediction
fiir PspA (Consensus von COILS, REM465, HOTLOOPS , disopred und GLOBPIPE). Fiir die
Region 143-156 wird ein unstrukturierter Bereich vorhergesagt, vermutlich ein Linker (Pfeil).
(b) Modellskizze der Doménenaufteilung mit Linker zwischen CC2 und CC3.

Interessanterweise zeigte der MultiCoil-Algorithmus, der weniger zur generellen
Vorhersage von Coiled—coil-Regionen, als insbesondere fiir eine Unterscheidung
dimerer und trimerer Coiled—coils geeignet ist (Wolf et al., 1997), eine hohe Wahr-
scheinlichkeit dafiir an, dass CC3 einen homo—trimeren coiled coil bildet (Abb. 41a—
die Wahrscheinlichkeit fiir eine dimere CC3 liegt unterhalb 0,1, Daten nicht gezeigt).
Diese Hypothese wurde dadurch bestarkt, dass ein von Kammerer et al. (2005)
in empirischen Untersuchungen gefundenes Aminosauremotiv, welches typisch fiir
kurze trimere Coiled—coils ist, in Proteinen der PspA-Familie konserviert ist:'6
Dieses Motiv, RhxxhE (h- eine beliebige hydrophobe Aminoséure, x— eine be-
liebige Aminosaure), findet sich prototypisch als RID QME in PspA von E. coli
(Abb. 41b). In einigen anderen Vertretern der PspA /IM30-Familie findet sich Lysin
statt Arginin zu Beginn des Motivs, so auch in VIPP1. Das Motiv existiert nicht
zwingend in jedem trimeren Coiled—coil, jedoch sind Coiled—coils mit diesem Motiv

in den allermeisten Féllen Trimere (Kammerer et al., 2005).

16Eine Ausnahme bilden hier einige YjfJ-#hnliche PspA-Homologe

104



3.3.1 In-silico-Analysen zu CC3/CTR

a
N— * [ cci H cc2 H_cca  —©
Trimer-Vorhersage (MultiCoil)
’é‘ 0,6
= 0,4
=
20,2
0
0 50 100 150 200
PspA-Priméarsequenz
b

Konservierung

102 LTINS | TRl i i

E. coliPspA|R | DQME
B.subliaH|R | EEME
A. thal VIPP1 [K\V MAME
Rh x xhE Kammerer et al. (2005)

Abbildung 41 In-silico- und Sequenz—Analysen deuten auf eine Trimerisierung
von CC3 hin (grau). (a) Trimerisierungsvorhersage fiir die Primérsequenz von PspA
(MultiCoil), die eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine CC3-Trimerisierung anzeigte (Dimer—
Wahrscheinlichkeit dort unter 0,1). COILS—Vorhersage dariiber zur Orientierung. (b) Consensus—
Histogramm der Aminoséuren in der PspA—Sequenz (y—Proteobacteria), eingeférbt von gelb
nach rot mit ansteigender Konservierung (JalView). Im C-terminalen Bereich ist der Bereich der
CC3 starker konserviert. Der Detailausschnitt zeigt den Consensus sowie die Primérsequenz der
drei PspA—Modellproteine PspA, LiaH und VIPP1 im Vergleich zu einem empirisch gefundenen
charakteristischen Trimerisierungsmotiv (Kammerer et al., 2005).
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3 Ergebnisse

Es ist demnach auf Basis der In-silico-Untersuchungen wahrscheinlich, dass es
sich bei dem C-terminalen Abschnitt PspAjgp_220 um eine von PspA,_,,, isolierte
Doméne handelt, die durch Selbstinteraktion einen coiled coil bildet. Auf Basis die-
ser Hypothese wurden Fragmente des C—terminalen Bereichs von PspA konstruiert

und auf ihre Oligomerisierung hin untersucht.

3.3.2 Fragmente des PspA—C—Terminus sind 16slich und bilden

homogene Spezies in Gelfiltrationen

Fiinf Fragmente von PspA, die alle mindestens CC3 sowie N— bzw. C—terminal
weitere Bereiche des Proteins enthielten, wurden mittels Ultrazentrifugation auf ihre
zellulare Lokalisation hin untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass alle
detektierbaren Fragmente nahezu vollstandig 16slich waren, und demnach in vivo
nicht stabil mit Membranen interagieren (Abb. 42). Dies ist insofern bemerkenswert,
als dass somit weder PspA,_,,, noch PspAj5_200 per se fiir das Sedimentieren
von PspA mit der Membranfraktion verantworlich zu sein scheinen. Weiterhin
wurde deutlich, dass Fragmente ohne intakten C—Terminus in geringerer Menge
in der Zelle detektiert werden konnten als solche mit vollstandiger C—terminaler
Region. Dies kann auf eine hohere Instabilitat der Proteine zuriickzufiithren sein.
Daher wurden anschlieBende In-vitro-Untersuchungen mit den beiden stabilsten

Fragmenten, PspAi46_292 und PspAigo_222 durchgefiihrt.

Auch diese beiden C-terminalen Fragmente konnten wie zuvor PspA;_,,, und
PspFy_965 iber Ni-IMAC und einen Anionentauscher bis zur Homogenitat gerei-
nigt werden (Abb.43). Das Fragment PspAj46 222 (~10kDa) zeigte dabei nach der
Reinigung zwei Banden nach der Schagger—-PAGE. Die Bande des vermutlichen
Monomers zeigte sich etwas oberhalb des 10 kDa-Markers (der in der Schégger—
PAGE unterhalb seiner eigentlichen Hoéhe lauft), dazu konnte eine Bande etwa
bei 25 kDa nachgewiesen werden. Im Rahmen einer auf diesem Thema betreuten
Bachelorarbeit konnte beide Banden in Westernblots mittels anti—-His—tag— und

anti-PspA—-Antikorpern detektiert werden (Lebe, 2013), sodass es sich in beiden
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3.3.2 C-terminale PspA—Fragmente
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Pel Us Pel Us Pel Us Pel Us Pel Us
15
10—
b
146 160 187 222
PspAise-187 CC3
PspAis6.196 CC3
PSpA14s-222 ©
PSpA1co.156
PspAieo-222 ©

Abbildung 42 Fragmente der C—terminalen Doméine von PspA sind 16slich. (a)
Lokalisation der fiinf in (b) skizzierten Fragmente von PspA nach Ultrazentrifugation (1h,
130.000 g). Pel- Pelletfraktion, Us— Uberstand. Detektion nach Schigger-PAGE (16-%Gel) und
Westernblot mit anti-His—tag—Antikorpern. Vier der fiinf Fragmente konnten detektiert werden,
alle in der 16slichen Fraktion. Laufhohe der Fragmente jeweils mit einem Pfeil markiert.

Fallen um PspAj46_292 handelt. Dies kann als Hinweis auf eine SDS-stabile Oligo-
merisierung dieser Doméne gesehen werden, jedoch kann es sich hierbei auch um

ein SDS-induziertes Artefakt handeln (vgl. Watt et al., 2013).

In der GroBlenausschluss—Chromatographie eluierte PspAig9_200 als homogener
Peak von der Superdex—200-Saule (Abb. 44). Dessen Elutionsvolumen entsprach
etwa einem Protein eines apparenten Molekulargewichts von 30 kDa, und damit

der Grofle eines Trimers des 10 kDa schweren PspAi46_222.

Zusatzlich zu PspAj46_2992 wurde auch das um die Linker—Region verktirzte Frag-
ment PspAig0_222 gereinigt und mittels Gelfiltration untersucht, es eluierte ebenfalls
als homogener Peak, jedoch leicht verzogert im Vergleich zu PspAj46_202 (Abb. 45a).
Das Peakmaximum entsprach einem apparenten Molekulargewicht von 27 kDa, was
bei einer Monomergrofie des PspAig9_292 von 8,3 kDa wieder auf einen trimeren
Oligomerzustand hindeutete. Da aus Gelfitrationen bestimmte Proteingréffen nur

fiir globulére Proteine Giiltigkeit besitzen (siehe insbesondere auch das aberrant

107



3 Ergebnisse
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Abbildung 43 Reinigung von PspAj,5_222. (a) Elutionprofil des Anionentauschers. Nach
vorheriger Ni-IMAC-Reinigung und dem Beladen des Ionentauschers (bei ~5 mM NaCl) wurde
das Fragment mit einem Salzgradienten (0—1M NaCl, gestrichelte Linie und rechte Ordinate)
von der Sdule eluiert. Elutionspeak von PspAj46_222 grau hinterlegt. (b) Auf einem Schigger—
Gel (16 %) aufgetrennte Elutionsfraktion aus dem Ionentauscher, Coomassie-Farbung. Zu einer
Bande auf Hohe des PspAj46_200—Monomers (Pfeil) konnte auch eine weitere Bande (mégliches
Oligomer) angeférbt werden (*).

30,1 kDa

PSpA 16,72 ml

146-222
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Elutionsvolumen (ml)
Abbildung 44 PspAi4s_222 eluierte auf Hohe eines Trimers von der Gelfiltrations-

saule. Grole des Monomers: 10 kDa; Konzentration etwa 100-200 pM, Detektion bei 230 nm,
Superdex 200 10/300 GL.
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3.3.3 PSpA160_222fModiﬁkationen

auf Dimerhohe eluierende PspA; ,,,), sind diese apparenten Proteingrofien fiir die

direkte Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von PspA ungeeignet.

a b
PspA foorm
300 A P 160-222 Y 201
5 250 1 =15
< 200 - <
g £
S 150 - £104
& &
< 100 A < |
50
0 LANLINE N I I N B I L I L L B | O'm
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Abbildung 45 PspAigy_222 eluierte ebenfalls auf Trimer—Ho6he von der Gelfiltrati-
onssaule. Grofie des Monomers: 8,4 kDa; theoretisches Trimer 25,2 kDa. Konzentration etwa
100200 tM. Superdex 200 10/300 GL.(a) Detektion des tryptophan—freien Proteins bei 230 nm.
(b) Absorption des Proteins bei 280 nm. Ausschnitt des Bereichs des Elutionspeaks aus (a), es
ist keine Detektion des Proteins moglich.

3.3.3 Die mogliche Oligomerisierung von PspA 40_222 ist sensitiv

gegeniiber Proteinmodifikationen

Da sowohl PspAi46_292 als auch PspAigp_202 in der Gelfiltration gleiches Laufver-
halten zeigten, und in PspAig9_200 die moglicherweise ungefaltete und demnach
Strukturaufklarung storende Linker—Region nicht vorhanden war, wurden die weite-
ren Untersuchungen zur Funktion der C-terminalen Doméne mit diesem Fragment
weitergefithrt. Ein generelles Problem der Untersuchungen der CC3-Fragmente
war, dass in diesem Bereich der Primarsequenz von PspA kein Tryptophan vorhan-
den ist, und somit keine genaue Konzentrationsbestimmung des Proteins mittels
UV-Absorption bei 280 nm moglich war. Alternative Ansitze, wie die Messung der
Proteinkonzentration tiber die Absorption der Phenylalanine oder Bradford—Assays
waren erfolglos bzw. sehr ungenau. In geringen Konzentrationen war auch die
Coomassie-Farbbarkeit der Fragmente nur sehr schwach, der Grund ist bisher
unbekannt.

In einem SEC—Versuch konnte aber diese fehlende Absorption von PspAigy_222 bei
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3 Ergebnisse

280 nm ausgenutzt werden (Abb. 45b, Ausschnitt der Absorption bei 280 nm wéh-
rend der in a bei 230 nm detektierten Elution von PspAig9_292; absolute AU-Werte
fir beide Wellenlédngen angegeben). Da, wie oben gezeigt, weder PspAjgp_202 noch
PspA,_,,4 spontan in groferen Komplexen oligomerisieren bzw. mit Membranen
assoziieren, sollte durch Prainkubation beider Fragmente und anschlieBende Gel-
filtration eine mogliche Interaktion der beiden Doménen durch Verdanderung des
Elutionsverhaltens untersucht werden. Die Elution von PspA,_,,, konnte dabei oh-
ne weitere Modifikationen bei 280 nm detektiert werden. Das Fragment eluierte als
homogener Peak bei 16,3 ml (apparente Grofie von 34 kDa), sowohl mit (Abb. 46),
als auch ohne Prainkubation mit PspAjg0_g22 (nicht gezeigt), sodass zumindest aus
den Gelfitrationsdaten keine stabile Interaktion von PspAigp_220 und PspA;_;,4

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 46 PspA,_,,, und PspA 5222 interagieren nicht stabil. Nach Préinkubati-
on (15min, ~10 pM PspA; 4,4, und ~50 pM PspA;60—222 wurden die Proteine in der Gelfiltration
aufgetrennt (Superdex 200 10/300 GL). PspA;_,, konnte dabei aufgrund seiner Absorption
bei 280 nm (unteres Chromatogramm) separat detektiert werden und eluierte in einem homogen
Peak als Monomer (aberrantes Laufverhalten auf Dimerhohe).

Um in weiteren Studien die Moglichkeit zu besitzen, PspAig_299 verlisslich nach-
weisen zu konnen, wurden zwei verschiedene Anséatze verfolgt: So wurde im C—
Terminus ein Tryptophan—Linker eingefiigt, um das Protein durch eine Absorption

bei 280 nm detektierbar zu machen (WPspAigy_292), sowie in einem zweiten Ansatz
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3.3.3 PSpA160_222fModiﬁkationen

der N-Terminus des Fragments in vitro mit dem Fluorophor Atto488 markiert
(A"°PspAg0_222). Die Experimente mit den beiden modifizierten PSpA 60_222—
Varianten deuteten darauf hin, dass PspAig9_292 zwar in der Lage zu sein scheint
zu oligomerisieren, die Modifikationen des Proteins sich jedoch negativ auf seine

Stabilitat und Oligomerbildung auszuwirken scheinen.

AUC-Messungen deuten auf grofitenteils monomeres WPspA j50_220 hin

Um den Oligomerisationszustand von PspAig9_292 zu bestimmen, wurden mittels
Analytischer Ultrazentrifugation Gleichgewichtssedimentations—Messungen mit

dem tryptophan-markierten WPspA g9_o20 durchgefithrt (Abb. 47a).
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Abbildung 47 WPspAigo_220 ist grof3tenteils monomer in der Analytischen Ultra-
zentrifugation. (a) Die Verteilung von tryptophan—markiertem PspAjgo_222 im Sedimentati-
onsgleichgewicht (nach 30h) entspricht der eines Monomers. (b) Wé&hrend Sedimentationsge-
schwindigkeitsmessungen (1h) konnte neben der dominanten Monomerspezies auch eine grofiere
Oligomerspezies nachgewiesen werden, die schneller sedimentierte.

Das Sedimentationsgleichgewicht entsprach dabei nach 30 h dem eines Monomers,
sodass hier keine Oligomerisierung erkennbar wurde. Jedoch zeigte sich nach 30 h ei-
ne Veranderung innerhalb der Probe (Abweichung der Spektren vom isosbestischen
Punkt; personliche Kommunikation, Hauke Lilie), sodass Abbau— oder Aggregati-
onsvorginge in der Probe zu beginnen schienen. WPspA 49_220 konnte zuvor auch
in nur verhéaltnismafig geringen Mengen aus E. coli gereinigt werden, sodass die

Tryptophan—Modifikation das Protein moglicherweise destabilisiert. Wurde hinge-
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gen die Sedimentationsgeschwindigkeit von WPspAg0_220 verfolgt (1h), konnte die
Bildung zweier Spezies durch das Protein beobachtet werden (Abb. 47b). Auch hier
zeigte sich WPspA g9_290 zum iiberwiegenden Teil als Monomer, jedoch war auch

eine deutlich schneller sedimentierende, distinkte Oligomerspezies erkennbar.

AttoPgp A 140_290 oligomerisiert stabil in Mischkomplexen

Das aufgrund seiner N-terminalen Fluoreszenzmarkierung auch in geringen Mengen
nachweisbare A"°PspA40_200 zeigte — als erstes C—terminales PspA-Fragment
iiberhaupt — ein verdandertes Laufverhalten in Gelfiltrationsexperimenten und
eluierte deutlich spéter als unmarkiertes PspAigp_222 von der Superdex—200-Saule
(bei 17,94 statt 16,97 ml, Abb.48a), was auf einen niedrigeren Oligomerisierungs-
zustand des Atto—markierten Proteins gegeniiber dem unmarkierten hindeutete.
Die Untersuchung des Sedimentationsgleichgewichtes von (AttOPSpAlﬁo_Qgg) mittels
AUC bestétigten, dass diese modifizierte Variante im Gleichgewicht ebenfalls als
Monomer vorliegt (personliche Kommunikation, Hauke Lilie), sodass der Peak die-
ser PspA-—Variante in der SEC wahrscheinlich dem Monomer von 2*°PspA;4_290

zugeordnet werden kann.

Bemerkenswerterweise eluierte 2"°PspA 0_220 nach Mischung mit PspAig_222
bei 16,93 ml und damit auf Hohe des unmarkierten PspAjgy_200 (Abb. 48b, vlg.
auch Abb.45 S.109), was stark darauf hindeutet, dass es sich bei den in einem
Elutionspeak um ~30kDa eluierenden Fragmenten PspAj46_299 und PspAigp_202
tatsachlich um Oligomere dieser Domane handelt. Dariiber hinaus wurde durch
diese Experimente deutlich, dass N— und C—terminale Modifikationen zwar die
Detektion der ansonsten schwer nachweisbaren Fragmente verbessern, sich aber
massiv auf die Oligomerisierung von PspA auswirken. Da das N-terminale Fluoro-
phor in PspAjgp_200 direkt am Beginn der CC3 lokalisiert ist, scheint die Existenz
mehrerer Fluorophore hier die Ausbildung des Coiled—coils zu behindern, bzw.
seine Destabilisierung zu férdern. Fiir das C—terminal eingefiihrte Tryptophan in
WPspAg0_222 ist ein dhnlicher Einfluss auf die Stabilitit denkbar. Wie bereits fiir
N-terminale Modifikationen von PspA,_,,, diskutiert, die zu einem Verlust der

PspF-Interaktion fiihrten, muss also auch fiir die in Lokalisationsstudien verwen-
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Abbildung 48 Elution von A"'"°PspA 50_292 auf Oligomerhthe nach Mischung mit
unmarkiertem PspAigy_s00. (a) Attod88-markiertes PspAjgo_222 eluiert nicht mehr auf
Hohe eines apparenten Trimers von der Gelfiltrationssidule (vgl. Abb.45). (b) Durch Prainku-
bation mit unmarkiertem PspAjgo—222 (~10-15—facher Uberschuss des unmarkierten) eluierte
AOPgH A1 60_220 jedoch auf Hohe eines apparenten Trimers. Nachweis von Atto488 iiber die
Absorption des Fluorophors bei 501 nm. Superdex 200 10/300 GL.
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deten, C—terminalen Fusionen von PspA (PspA-GFP; Yamaguchi et al., 2013) mit
einer Veranderung des naiirlichen Verhaltens von PspA in vivo gerechnet werden,
und die Aussagen dieser Studien unter Beriicksichtigung der in der vorliegenden

Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden.

Insgesamt betrachtet konnte mit den beschriebenen Experimenten eine funktionelle
Einordnung des C—terminalen Drittels von PspA geschehen, sowie die Homo—
Oligomerisierung von PspA iiber diese distinkte C—terminale Doméne ansatzweise

gezeigt werden.
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3.4.1 YjtJ ist ein PspF-interagierendes PspA—Homolog von FE. coli

3.4 Das Yjf—System von E. coli

E. coli besitzt neben PspA ein weiteres Protein der PspA /IM30-Familie, YjfJ. Dies
ist kein Einzelfall, da die Existenz multipler PspA—Proteine fiir eine Vielzahl von
Organismen bekannt bzw. vorhergesagt ist (siehe 1.2, S.10). Neben der Charak-
terisierung von PspA, die in den vorhergehenden Abschnitten behandelt wurde
und den Schwerpunkt der Arbeit darstellte, wurden daher auch Experimente zur
grundlegenden molekularen und biochemischen Charakterisierung von YjfJ und
eines moglichen Yjf-Systems durchgefiihrt. Hierbei wurde die hohe strukturelle
Ahnlichkeit von PspA und YjfJ deutlich, sowie zwei Interaktionspartner von YjfJ
identifiziert: Das im vermutlichen yjf-Operon codierte, konservierte Yjfl, sowie —

unerwarteterweise — der Regulator des psp-Systems, PspF.17

3.4.1 YjfJ ist ein PspF—interagierendes PspA—-Homolog von E. coli

Die Uberproduktion von YjfJ in einem ApspA-Reporterstamm fithrte zu einer
unerwarteten Senkung des psp—Reporterlevels auf ~50 % der uninhibierten Aktivi-
tat (Abb.49a). Aufgrund des Fehlens des endogenen PspAs zur PspF-Inhibition
deutete dies auf einen direkte Regulation von PspF durch YjfJ hin.

Weitere Untersuchungen mit psp-Deletionsstammen zeigten dariiber hinaus, dass
die Inhibition nur in einem ApspA-Hintergrund auftritt (Abb.49b). Im Ubrigen
verhielt sich YjfJ bei Uberproduktion wie PspA (vgl. Abb.9, S.54) und induzierte
das System im WT—und ApspG—Reporter, wenn auch schwécher. Im Rahmen einer
Bachelorarbeit (Klaus, 2013) konnte gezeigt werden, dass YjfJ —wie vorhergesagt—
in seinen strukturellen Charakteristika mit PspA tibereinstimmt. So wurde fiir YjfJ
u.a. die Bildung der bereits durch Standar et al. (2008) fur PspA beschriebenen

Oligomerformen gezeigt und mittels Circulardichroismus—Spektroskopie auf einen

"Einzelne vom Autoren dieser Arbeit untersuchte Aspekte auf dem Gebiet des Yjf-Systems
wurden im Rahmen von ihm betreuter Bachelorarbeiten vertieft (Klaus, 2013; Terhorst, 2014;
Bohl, 2014), und aus ihnen erhaltene Anséitze von ihm weiterentwickelt. Um den durchgehenden
Faden der auf diesem Gebiet durchgefiihrten Forschung darstellen zu kénnen, sind daher an
einigen Stellen zentrale Ergebnisse einzelner Bachelorarbeiten unter Kenntlichmachung ihres
Ursprungs in Text angefiihrt.
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Abbildung 49 YjfJ ist ein Regulator des psp—Systems. LacZ-Aktivitdtsstudien mit
Apsp-Reporterstimmen ohne (-) oder mit Uberproduktion von YjfJ. (a) YjfJ fiihrte im
ApspA-Reporterstamm zu einer Senkung des Psp—Levels um 50 % (Pfeil). (b) In einem WT—
Reporterstamm und den anderen Deletionsstammen fiihrt YjfJ nicht zur Inhibition und zeigte
ansonsten dhnliche Effekte wie PspA-Uberproduktion.

hohen Anteil an a—Helices im Protein geschlossen werden. Auflerdem konnte die
Hypothese einer direkten YjfJ-PspF-Interaktion in Co-Elutionsstudien bestéatigt
werden (alle Klaus, 2013), sodass es sich bei YjfJ um einen zweiten Regulator des

psp—Systems handelt, ein bisher nicht beobachtetes Phanomen.

Auf Grundlage der fiir PspA identifizierten FBR1 (Abschnitt 3.1.3, S.62) wurden
ahnliche Austausche in YjfJ eingefithrt und ihr Effekt auf die Reporteraktivitat in
einem ApspA-Reporterstamm untersucht (Abb. 50). Drei der Austausche (Q33A
und D37A auf CC1, V142A auf CC2) fiihrten zu fast vollstandigem Verlust der
Inhibierung von PspF, sodass hier die Bildung einer FBR1-ahnlichen Region durch
die ausgetauschten Aminosduren wahrscheinlich ist. Allerdings konnen sekundére
Effekte wie eine Destabilisierung von YjfJ zu einem &hnlichen Inhibitions—Verlust
fithren, sodass diese Varianten von YjfJ in zukinftigen Studien genauer charakte-
risiert werden miissen. Bemerkenswerterweise wird das mutmafliche Yjf-System
nicht durch PspF reguliert (Bury—Moné et al., 2009), sodass YjfJ damit in die
Selbstregulation des psp—Systems eingreift.
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Abbildung 50 Aminosiduren—Austausche in der FBR1-dhnlichen Region von YjfJ
storen die psp—Inhibition.Verdnderungen der LacZ-Aktivitat des ApspA—Reporterstammes
bei YjfJ-Uberproduktion durch die angegebenen Einzelaminosiurenaustausche in YjfJ. Normiert
auf die Leervektorkontrolle. Unveréndertes YjtJ (WT) als Kontrolle mitgefiihrt.

3.4.2 Das konservierte, dimere Yjfl ist ein cytoplasmatischer

Interaktionspartner von YjfJ

YjfJ konstituiert moglicherweise ein Operon mit den umliegenden Genen, unter
ihnen yjfl, yjfK, yjfL. Der genetische Kontext ist hierbei nur fir yjfl und das
3" von ihm liegende yjfJ konserviert, diese beiden Gene finden sich in gleicher
Organisation aber anderem genetischen Umfeld auch in Pseudomonas aeruginosa
(Macé et al., 2008). Eine Untersuchung moglicher Interaktionspartner von YjfJ
mittels Co—Elutionsexperimenten zeigte, dass YjfJ stabil mit Yjfl interagiert, da
YjfJ-Strep mit Yjfl-His von Ni-NTA-Saulen eluiert werden konnte (Abb. 51a), und
dass Yjfl groBtenteils cytoplasmatisch in der Zelle lokalisiert ist (Abb. 51b).

Eine Interaktion von YjfJ mit den Proteinen YjfK und YjfL. konnte nicht nach-

gewiesen werden (Abb. 52 zeigt beispielhaft das cytoplasmatisch lokalisierte aber
nicht YjfJ co—eluierende YjfK).
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Abbildung 51 YjfJ und YjfI interagieren stabil in Co—Elutionsstudien. (a) Immuno-
detektion von Yjfl-His (16 kDa; oben, ECL) und YjfJ-Strep (25kDa; unten, AP) in Proben des
Durchlaufs (D), der letzten Waschfraktion (W) und den Elutionsfraktionen (E1-6) einer Ni-IMAC.
B- BCCP-Signal durch das Streptactin-AP-Konjugat. Schagger—Gel (16 % — dadurch leicht ver-
anderte Migrationsgeschwindigkeit der Markerproteine), Westernblot (anti-His—tag—Antikérper,
anti-Streptactin-Konjugat), Proben der Wasch— und Elutionsfraktionen 5-fach konzentriert.
Monomerhéhe in allen Féllen mit Pfeilen markiert. Fiir weitere Details siche Materialien und
Methoden (S.42) (b) YjfI ist ein cytoplasmatisches Protein. Lokalisation durch Ultrazentrifu-
gation (1h, 130.000 g). Pel- Pelletfraktion, Us— Uberstand. Detektion nach Schigger-PAGE
(16-%—Gel) und Westernblot mit anti-His—tag—Antikorpern. Auf den Blots ist mindestens eine
weitere Yjfl-Bande (~45kDa, *) zu erkennen, die auf eine mogliche Oligomerisierung hindeutet.
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Abbildung 52 Bei einer Ni-IMAC—Anreicherung von YjfK—His co—eluiert YjfJ
nicht. (a) Immunodetektion von YjfK-His (25kDa; oben, ECL) und YjfJ-strep (25kDa; unten,
AP). (b) YjfK ist ein cytoplasmatisches Protein. Lokalisation durch Ultrazentrifugation. Pel-
Pelletfraktion, Us— Uberstand. Weitere Details wie in Abbildung 51 beschrieben. Laufhéhe der
Proteine jeweils mit einem Pfeil markiert.
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3.4.2 Yjtl-YjtJ-Interaktion

In der Bachelorarbeit von Bohl (2014) konnte durch Co—Elutionsstudien mit Frag-
menten von YjfJ zudem gezeigt werden, dass Yjfl mit dem C—terminalen Bereich
von YjfJ interagiert (entspricht CC3 in PspA).

Da Yijfl nach Schigger-PAGE und Westernblot eine deutliche erkennbare Oli-
gomerbande zeigte!® (Abb.51,*), wurde das Protein gereinigt und in vitro auf
eine mogliche Oligomerisierung hin untersucht. Messungen mittels Analytischer
Ultrazentrifugation ergaben hier, dass Yjfl eine homogene Spezies bildet, die einem

Yjfl-Dimer entspricht (Abb. 53).
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Abbildung 53 Yjfl bildet ein Homo—Dimer. Analytische Ultrazentrifugation. (a) Die
Verteilung Yjfl im Sedimentationsgleichgewicht (nach 30h) entspricht der eines Dimers (Mo-
nomergréfie 16 kDa). (b) In Sedimentationsgeschwindigkeitsmessungen (1h) sedimentierte YjfI
ebenfalls als homogene Dimerspezies.

In diesen grundlegenden Arbeiten zum PspA-Homolog YjfJ konnten somit zwei
cytoplasmatische Interaktionspartner dieses Proteins, Yjfl und PspF, identifziert
werden. Die beiden Proteine binden an unterschiedliche Doménen von YjtJ: das di-
mere Yjfl interagiert mit der C—terminalen Doméne von YjfJ (&hnlich PspAig0_222),
PspF hingegen mit der N—terminalen PspA; ;,,—dhnlichen Doméne (gesetzt den
Fall dass YjfJ und PspA auf &hnliche Weise mit PspF interagieren, und darauf
deuten sowohl die hohe strukturelle Ahnlichkeit als auch die FBR1-Austausche in

YjtJ hin). In zukinftigen Studien muss die Interaktion von Yjfl und YjfJ néher

¥ Homo-Oligomerisierung von Yjfl wurde auch in der Bachelorarbeit von Terhorst (2014) mittels
Co—Elution gezeigt
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untersucht werden, um die Funktionen des Yjfl-J-Komplexes ndher zu charakteri-
sieren, und damit die Frage, warum Organismen mehrere psp—Systeme besitzen,

beantworten zu konnen.
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Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand das phage shock protein A. Da dieses Prote-
in aufgrund verschiedener Eigenheiten wie u.a. der Feedback-Regulation (Dworkin
et al., 2000) und seiner Tendenz zur spontanen Oligomerisierung (Yamaguchi et al.,
2010) experimentell schwer zugénglich ist, erfolgte die Bearbeitung dieses Vorhabens
parallel in vivo, in vitro sowie in silico, um ein Gesamtbild dieses Proteins in mehre-
ren experimentellen Dimensionen zeichnen zu kénnen. In der folgenden Diskussion
wird zuerst ein mechanistisches Modell des PspA-F-Komplexes und der durch ihn
moglichen psp-Regulation aus den Charakterisierungen von PspA; ,,, und der
PspA-PspF-Interaktion erarbeitet, und dieses dann mit dem aktuell diskutierten
Regulations—Modell des psp—Systems verglichen. In den weiteren Abschnitten wird
eine mogliche Oligomerstruktur von PspA auf Basis der Oligomerisierungsdoméne
PspAigo_202 und der PspA,_,,,—Struktur entworfen, sowie ihre Relevanz im Ver-
gleich zu den fiir PspA bekannten Oligomerstrukturen diskutiert, bevor die Arbeit

mit einem Ausblick auf zukiinftig zentrale Forschungsschwerpunkte schlief3t.

4.1 PspA, ;4 und der PspA-F-Komplex— ein neues
Modell der psp—Regulation

In der vorliegenden Arbeit erfolgt die erste biochemische Charakterisierung des
PspA-F-Komplexes unter annahernd physiologischen Bedingungen, und die ers-
te Untersuchung der PspA-PspF-Interaktionskinetik iiberhaupt. Dabei wurden
bisher veroffentlichte Daten zur Komplex—Stoichiometrie (Joly et al., 2009) und
zur inhibitorischen Wirkung von PspA auf die PspF-ATPase (Dworkin et al.,
2000; Elderkin et al., 2002; Elderkin et al., 2005) teilweise bestatigt. So konnte
sowohl der auf Gelfiltrationsdaten basierende 6:6-Komplex von PspA und PspF im
Gleichgewicht (AUC) nachgewiesen, als auch die ATPase—inhibitorische Funktion

von PspA gezeigt werden. Dartiber hinausgehende Untersuchungen erlaubten die
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biochemische Charakterisierung des PspA-F-Komplexes unter nahezu physiolo-
gischen Proteinkonzentrationen, und die Kristallstruktur von PspA; ,,, zeigte
unerwartete strukturelle Parallelen zwischen PspA-F und der Disaggregase ClpB
auf. Dieser Fortschritt im Verstédndnis der PspA-F-Regulation wurde insbesondere

aufgrund des neu identifizierten PspA-Fragments PspA,_,,, erreicht.

Das PspA-Fragment PspA,_,,, als neuer experimenteller Standard fiir

die In—vitro—Untersuchung des psp—Systems

Ein Grofiteil der Untersuchungen zu PspA und der PspA-PspF-Interaktion wurde
mit dem Fragment PspA,_,,, durchgefiihrt, welches zuvor in vivo als minimales
PspF—inhibierendes Fragment von PspA ermittelt werden konnte. Durch die ge-
wahlten Anzuchtbedingungen, insbesondere die lange Induktionsdauer, wurden
membran—interagierende und oligomerisierende Fragmente von PspA (wie das
bisher fir In—vitro-Studien herangezogene PspA;_j56) ausselektiert, sodass mog-
liche sekundire Effekte (insbesondere Aggregation/Oligomerisierung) wahrend
der In—vitro-Studien nahezu ausgeschlossen werden konnten. Fiir das bisher am
héufigsten in In—vitro-Studien verwendete PspA;_1g¢ (Zhang et al., 2013; Joly
et al., 2009; Elderkin et al., 2005) wurde das Detergenz CHAPS zur Reinigung aus
Membranfraktionen benotigt (Elderkin et al., 2002), sodass eine Aggregationsanfil-
ligkeit bzw. Tendenz zur Oligomerisierung fiir dieses und andere bisher untersuchte
Fragmente von PspA zu bestehen scheint. Ein Hauptgrund dafiir scheint in der
Auswahl der Fragmentierungspunkte in PspA zu liegen (basierend auf Elderkin
et al., 2002, vgl. Abb.5), welche innerhalb der Coiled—coil-Helices liegen, und
somit diese Domane artifiziell destabilisieren. Die hohe Stabilitdt von PspA;_,,,
gegeniiber anderen Fragmenten ist wahrscheinlich auch der Grund dafiir, dass mit
ihm die erste Kristallstruktur eines Proteins der PspA /IM30-Familie gel6st werden
konnte. Ebenso gelang eine detaillierte Charakterisierung des durch PspA,_,,, und
PspFy_o65 gebildeten PspA-F-Komplexes. In vivo scheint die PspF—Regulation
durch dieses Fragment dquivalent zu WT-PspA zu funktionieren (gleiche Effek-
te von Austauschen in FBR1, vgl. Abb. 16, S.66 und Abb. 15, S.64), nur ohne

gleichzeitige Oligomerbildung/Membraninteraktion (siehe zu diesem Punkt auch
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Abschnitt 4.2), sodass die mit den Fragmenten PspA; ,,, und PspF; o5 in vitro
erhaltenen Ergebnisse auch fiir Interaktionen der beiden Vollangen—Proteine in
vivo ihre Aussagekraft behalten sollten. Somit steht mit PspA;_,,, nun zum ersten
mal ein ausschliellich cytoplasmatisches, stabiles und strukturell charakterisiertes

Fragment von PspA zur Verfiigung.

4.1.1 PspA-F und ClpB — die konvergente Evolution einer
Coiled—coil-abhingigen AAA+—-Regulation

PspA,_,, und die M-Doméne der AAA+-Disaggregase ClpB (ClpB-MD) zeichnet
eine hohe sekundirstrukturelle Ahnlichkeit aus, wie bereits unter 3.2.6 in Grund-
ziigen gezeigt. Diese ist umso bemerkenswerter, als ClpB-MD cis-agierend und
daher kovalent mit der zu regulierenden AAA+-Doméne fusioniert ist (Abb. 54),

wahrend PspA seine regulatorische Funktion in trans ausiibt.

CipB

M-Doméne

Abbildung 54 Modelliertes Hexamer der monomeren Kristallstruktur von ClpB
aus T. thermophilus. M—Domaéne in dunkelgrau, die AAA+-Protomere abwechselnd in weif3
und hellgrau (PDB-ID: H4SE).

Die daraus resultierende, unterschiedliche Abfolge und Aufteilung der an der
Coiled—coil-Doméne beteiligten Helices (vgl. Ab.37, S.98) bei gleichzeitig nicht
konservierter Priméarstruktur deutet darauf hin, dass sich in einer konvergenten
Evolution eine dhnliche Losung zur Regulation zweier AAA+-Doménen entwickelt

hat. Bei naherer Betrachtung, welche erst durch die in dieser Arbeit gezeigte
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strukturellen Charakterisierung von PspA,_,,, sowie die Identifizierung der PspF—
regulierenden Regionen ermdglicht wird, zeigt sich eine tiber strukturelle Aspekte
hinausgehende, funktionale Ahnlichkeit beider Doménen. So stabilisieren sowohl
PspA (diese Arbeit; Joly et al., 2009) als auch ClpB-MD (Watanabe et al.,
2009) die hexamere Form ihrer AAA+-ATPasen. Wie im Falle von PspA, dessen
Abwesenheit eine etwa 10-fach erhohte ATPase-Aktivitat von PspF (Abb. 33,
S.90) sowie eine erhohte Psp—Transkriptionsrate zur Folge hat (Abb.8, S.53),
fithrt die Deletion der M—Doméne zu steigender Aktivitét von ClpB (~30—-fache
Disaggregase—Aktivitéit; Seyffer et al., 2012). ClpB zeigt dazu (wie PspA-F) eine
basale ATPase-Aktivitat (Haslberger et al., 2007), sodass sich die Stabilisierung
und Inhibierung der regulierten ATPase als Hexamer, sowie die Modulation des
basalen ATPase—Levels als zentrale Funktionen der beiden Coiled—coil-Doméanen
identifizieren lassen.

Diese scheinen zudem tiber einen auch im Detail ahnlichen Mechanismus realisiert
zu werden: Wie der Strukturvergleich zeigt, befindet sich FBR2 auf PspA dort, wo
ClpB-MD iiber zwei Linker an AAA-1 fusioniert ist (von der AAA+-Doméne hin
zu H1 sowie von H4 zuriick zu AAA-1; Abb. 55a, tiirkis). So scheint iiber diese
Region in beiden Proteinen eine Interaktion mit der AAA+-Doméne stattzufinden,
wobei sich dies fiir ClpB-MD aus der kovalenten Verbindung ergibt, und fiir FBR2
die regulatorischen Effekte in vivo und in vitro eine direkte Interaktion ebenfalls

wahrscheinlich machen.
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a
CipB PspA
H3/4 FBR1
AAA-1 Linker FBR2 PspF
b c

Abbildung 55 Die M-Domine von ClpB und PspA =zeigen iibereinstimmende
Struktur— und Funktionsmerkmale. (a) Schematische Ubersicht iiber die helikalen Bereiche
beider Proteine sowie die konservierten Interaktionsstellen mit ihren AAA+-Doménen, tiirkis—
FBR2 in PspA bzw. Linker in ClpB; rot— FBR1 bzw. H3/4 in ClpB. (b) Im strukturellen
Alignment beider Proteine (vgl. Abb. 37, S.98) sind mit Y503 (ClpB) sowie R30 (PspA) zwei
Aminosauren hervorgehoben, deren Austausch zu einer Aktivitatssteigerung der AAA-+-ATPase
fithrt. Beide Aminosduren liegen in gleicher Richtung orientiert auf dem Coiled—coil. E37 auf
PspA zur Orientierung mit angegeben. (c) Flexibilitdt von H3 und der NTR/CC1. H3 wird
dabei durch H2 fixiert, CC1 durch die riickfaltende NTR (griin). Weitere Details siehe Text.

Der FBR1 von PspA entsprechen im strukturellen Alignment von ClpB-MD die
kurzen Helices H3 und H4, die, zusammen mit dem gegeniiberliegenden Teil der
Helix 2 (H2), zum Motiv 2 (motif 2; S. Lee et al., 2003) zusammengefasst werden.
H3 in ClpB (Haslberger et al., 2007) und FBR1 in PspA (diese Arbeit; Osadnik,
2009) gehoren zu den stark konservierten Bereichen ihrer jeweiligen Proteine. Fiir

H3 wurde eine direkte Interaktion mit ClpB-MD zur Regulation der ATPase—
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Aktivitét gezeigt (Haslberger et al., 2007), und die in dieser Arbeit durchgefiithrten
Versuche legen die gleiche Rolle fiir FBR1 nahe, sodass auch hier strukturelle
wie auch funktionelle Deckungsgleichheit in PspA und ClpB-MD zu bestehen
scheint. Dieser Interpretation entsprechend zeigt eine Destabilisierung von Motiv 2
(ClpB) bzw. der FBR1 (PspA) gleiche Auswirkungen auf die ATPase-Regulation:
Verdnderungen in der hydrophoben Kernregion von Motiv 2 der ClpB—MD fiihrten
zur Stimulation der ATPase—Aktivitat, und gleiches konnte fiir die Austausche
hydrophober Aminoséuren (I33S und M36A; Abb. 15) sowie Destabilisierung von
FBR1 durch Verkiirzung von CC2 (Abb. 6) in PspA beobachtet werden.

Eine weitere interessante Entdeckung aus der Analyse von ClpB-Strukturen (S. Lee
et al., 2003) war, dass Helix 3 in zwei verschiedenen Konformationen kristallisierte,
und in einer der beiden Konformationen teilentfaltet vorlag. Wurde H3 in seiner he-
likalen Form fixiert (durch Cysteinbriicken mit der gegentiberliegenden H2), konnte
kein Kontakt von H3 und der AAA+-Doméne nachgewiesen werden (Haslberger
et al., 2007), sodass die Plastizitat dieser Region eine zentrale Rolle in der AAA+—
Modulation zu spielen scheint. Den Hinweis auf eine dhnliche Plastizitit der FBR1
von PspA liefert sowohl die Kristallstruktur von PspA,_,,,, in der Aminoséuren
im Bereich der FBR1 und NTR deutlich hohere B-Werte aufweisen als solche
im Rest des Proteins, sowie die atomaren Simulationen, die auf eine deutliche
Flexibilitat dieser Region in wassriger Losung hinweisen (Abb. 13). Hier scheint also
die Flexibilitat dieser AAA+—Interaktionsregion in beiden Coiled—coil-Regulatoren
vorhanden zu sein. Diese Flexibilitat und Teilentfaltung der Region ist fiir ClpB—
MD strukturell wenig problematisch, da H3 N-terminal kovalent mit der stabil
gefalteten H2 verkniipft ist (Abb. 55¢, griin). In PspA besteht hingegen aufgrund
der nicht—kovalenten Bindung zu CC2 jederzeit die Gefahr der Entfaltung, sodass
die Rolle der evolutionér konservierten NTR, von PspA insbesondere darin liegen
konnte, eine ausreichende Stabiliat der Region gegen Entfaltung bei gleichzeitiger
Flexibilitat zu ermoglichen.

Durch Aminosédurenaustausche in dieser Region konnten sowohl in PspA, als auch
in ClpB Varianten der Proteine hergestellt werden, die die Aktivitit der Proteine,
insbesondere die Beziehung von ATPase—-Aktivitit zu physiologischer Wirkung,

126
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deutlich veranderten: Der Austausch von Y503 in ClpB—MD fiihrt zu einer erhéhten
ATPase—, aber nahezu volligem Verlust der Disaggregations—Aktivitat (Oguchi
et al., 2012; Y507 in Hsp104, Desantis et al., 2014), wahrend die Austausche der
Reste R30, E37 sowie einiger anderer in FBR1 zu erhohter Psp—Produktion in vivo
fithren, dabei aber, wie exemplarisch fir E37TA gezeigt, die ATPase—Aktivitat des
PspA-F-Komplexes deutlich senken (diese Arbeit; die wichtigen Reste Y503 von
ClpB und R30 von PspA zeigen sich im Strukturalignment an gleicher Stelle und
gleich orientiert, Abb. 55b).

Auf Basis der Auswirkungen der Y503— und weiterer ClpB-MD—Varianten wurde
postuliert, dass die Aktivitadt von ClpB durch die M—Doméne tiber ein ausbalan-
ciertes salt bridge network (Oguchi et al., 2012) reguliert wird. Betrachtet man in
der vorliegenden Arbeit in FBR1 und FBR2 identifizierten Reste auf der PspA—
Oberfache die fir die psp—Regulation in vivo von Bedeutung sind, ist auch hier die
Mehrheit geladen (D24, R30, E37, D38, K55, R59 gegen 1.31). Damit erscheint
gleichzeitig die Hypothese, dass PspA insbesondere mit einem hydrophoben Be-
reich an PspF interagieren miisse (Zhang et al., 2013; Jovanovic et al., 2014) als
sehr unwahrscheinlich. Diese Hypothese wurde bereits durch die Kristallstruktur
weitgehend widerlegt, da sich als zentral fiir die PspF-Interaktion angenommene
amphipatische Helices von PspA als hydrophobe Kernbereiche der Struktur her-
ausstellten (Abb. 12, S.59).

Die nunmehr sowohl fiir PspA als auch ClpB beschriebene Entkopplung der AT Pase—
Aktivitdt und des physiologischen Effekts erscheint demnach zwar bei isolierter
Betrachtung von PspA-F verwunderlich, kann aber vor dem Hintergrund ahnlicher
Effekte in ClpB als typisches Phénomen im Zuge derartiger Austausche eingeordnet
werden. Damit sind jetzt fiir PspA und PspF (Zhang et al., 2013) Varianten beschrie-
ben worden, die die vermutliche lineare Abhangigkeit der psp—Expressionsstarke
von der ATPase—Aktivitat aufheben und teilweise ins Gegenteil verkehren. Dies
deutet auch darauf hin, dass die PspF-Aktivitiat, sowie die Mechanismen der
PspF-Modulation durch PspA komplexer sind als bisher angenommen, jedoch mit
ATPase—Assays nicht untersucht werden kénnen. Wie bereits in der Zusammen-

fassung der ATPase—Assays kurz angedeutet (vlg. S.92), liegt die Schwachstelle
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von ATPase—Assays insbesondere in der mangelnden Auflésung zeitlicher und
rdaumlicher Abfolgen, da nur ein durchschnittlicher ATPase—Aktivitatswert pro
Monomer erhalten wird. Dabei wird gerade durch neuere Studien deutlich, dass
diese (kontrollierte) zeitliche und rdumliche Abfolge der ATP—Hydrolyse fur die
Funktion von AAA+-Proteinen eine zentrale Rolle spielt, und an die jeweilige
Funktion der AAA+—-ATPase stark angepasst ist: So sorgt die gekoppelte, se-
quentielle ATP—Hydrolyse im PspF-adhnlichen bEBP NtrC vermutlich fiir eine
spiralige Anordnung (staircase—like arrangement) der L1— und L2-Loops (mit
dem o°*-interagierenden GAFTGA-Motiv) und dadurch fiir die Aktivierung der
o%*-abhingigen Transkription (Sysoeva et al., 2013). Untersuchungen an PspF
deuten darauf hin, dass auch dort eine sequentielle Abfolge der ATP—Hydrolyse
zur Transkriptionsaktivierung notwendig ist (Joly und Buck, 2011). Im Falle von
ClpX sorgt die koordinierte, quasi simultane ATP-Hydrolyse in zwei bis vier der
sechs Protomeren fiir eine Entfaltung und Translokation von Substraten (Sen et al.,
2013), und auch fiir das in dieser Arbeit als PspA-F—Vorlage dienende ClpB ist
eine Koordination der ATPase-Aktivitdat wahrscheinlich. Hier scheint die DnaK-—
bindende M-Doméne durch ihre Rotation fiir eine wellenférmige Aktivierung der
Protomere veranwortlich zu sein (Carroni et al., 2014). Vor dem Hintergrund dieser
Modelle ist auch im PspA-F-Komplex eine M—Doménen—ahnliche Rolle von PspA
in der Koordination der PspF—~ATPase moglich. So liefle sich auch der — auf den
ersten Blick nur schwer verstéindliche — Effekt der PspAT©{%,—Variante erkléren,
deren Produktion in vivo eine stéarkere Inhibition des Psp—Levels als die des WT—
PspA, 4, hervorruft, die gleichzeitig aber in wvitro (bei gleich starker Bindung)
im PspA-F-Komplex eine etwa 30 % hohere ATPase-Aktivitat zeigt. Wenn die
Folge einer Rhb9E-Mutation der Koordinationsverlust der PspF—ATPasen ware, d.h.
ATPasen auflerhalb ihrer eigentlichen Hydrolyse—Abfolge aktiver wiirden, konnte
dies die Transkriptionsinitiation in vivo storen und damit zu einem geringeren

Psp-Level in der Zelle fithren.
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4.1.2 Die Modulation der PspF—Aktivitat — ein Paradigmenwechsel?

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bisher unbeschriebene Eigenschaften des PspA-F—
Komplexes beobachtet werden, die die Rolle von PspA in diesem Komplex in
einem neuen Licht erscheinen lassen. Besonders hervorzuheben sind hierbei die
langzeit—stabile Interaktion von PspA und PspF (Abb. 33), die Fahigkeit von PspA,
PspF-Hexamere selbst bei einem substoichiometrischen Verhéltnis von 1:6 zu
stabilisieren (Abb.29), und das hohe basale ATPase-Level des PspA-F-Komplexes
(Abb. 34). Insbesondere durch die Messungen des Kp und des kog konnte hierbei
gezeigt werden, dass dieses basale ATPase—Level in vitro weder durch ungeséttigten
Komplexe, noch durch dissoziierendes PspA zustande kommen kann. Ahnliches
zeigte sich auch in vivo, wo ein basales Psp-Level —trotz der Uberproduktion
von PspA,_;,, — in jedem Fall zu beobachten war. Hier zeigte die Variante
PspATIE | die das psp—Reporterlevel unter das Detektionslimit senkte, dass die
psp—Expression prinzipiell vollstdndig von PspA inhibiert werden konnte, dies aber
im natiirlichen psp-System nicht passiert.!? Dies bestétigen auch Proteomanalysen
von E. coli (Calloni et al., 2012; Valgepea et al., 2013), aus denen deutlich wird,
dass PspA in deutlichen Mengen in ungestressten Zellen vorliegt, insbesondere
auch im Vergleich zu dem u.a. 0% -abhingig produzierten und stress-induzierten
IbpB (Kuczyniska-Wisniik et al., 2001), welches in nicht gestressten Zellen kaum
detektierbar ist. Interessanterweise konnten von PspB, trotz gleicher Abundanz
der mRNA, nur ~ 40 Kopien pro Zelle detektiert werden, statt ~ 1.500 von PspA,
PspC konnte nicht detektiert werden (Valgepea et al., 2013).

So muss das basale Psp—Level nicht, wie bisher geschehen, durch geringe Stress-
Induktion auch unter normalen Bedingungen gesehen werden (Jovanovic et al.,
2014), sondern kann als immanente Figenschaft des Systems im Gleichgewicht
verstanden werden. Wenn man sich die Regulation des psp-Systems als negativen

Feedback—Loop vor Augen fithrt, d.h. die hohe Induktion des Systems bei Nicht—

9Da fiir die psp-Systeme in E. coli und Y. enterocolitica eine nicht o°*-abhingige, schwache
Expression von pspBC gezeigt wurde (Brissette et al., 1991; Maxson und Darwin, 2006), kann
auch die Notwendigkeit, die putativen Stress—Sensoren PspBC konstitutiv produzieren zu
miissen, mit hoher Wahrscheinlichkeit als Induktionsgrund ausgeschlossen werden.
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Abbildung 56 PspA wird auch in ungestressten Zellen in deutlichen Mengen pro-
duziert. Abundanz zelluldrer Proteine, absteigend sortiert. Lage von PspA und Vergleichspro-
teinen im Abundanzprofil markiert, n.d. — nicht detektierbar. Daten aus Calloni et al. (2012)
— Gesamtzell-Lysat, (Tabelle S1, 631 Proteine aufgefiihrt); Valgepea et al. (2013) — Proteom
von E. coli bei exponentiellem Wachstum (p = 0,49 h~1, Tabelle S2, 1321 Proteine detektiert).
Zur besseren Darstellung des relevanten Bereichs ist die Abundanz der wenigen, am starksten
vorhandenen Proteine auf der Ordinate beschnitten.
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Sattigung des aktiven PspF—Hexamers in vivo mit einbezieht (etwa 100—fach
iiber dem WT-Level in einem ApspA-Stamm), sowie die Stabilitat des PspA-F—
Komplexes, kann man sogar davon ausgehen, dass der PspA-F-Komplex unter
natiirlichen Bedingungen nicht nur dauerhaft im , Energieminimum* des Systems,
d.h. vollstdndig gesattigt in der Zelle vorliegt, sondern das Bestreben des Systems

sehr stark ist, diesen Zustand zu erreichen/zu erhalten (dies ist in Abb. 57 skizziert).

max

Psp-Induktion

0

Abbildung 57 Freies PspF ist bestrebt, einen PspA-F-Komplex auszubilden. Sche-
matische Darstellung der ,Induktions—Energiezustinde“ der PspA—PspF-Interaktion. Sobald ein
PspA (weif) an PspF (dunkelgrau) gebunden hat und das Hexamer stabilisiert, ist das System
mit einer hohen psp-Induktion bestrebt, den geséittigten PspA-F-Komplex herzustellen, also das
yInduktionsminimum® zu erreichen (welches bei einem konstanten Induktionswert iiber null liegt).
Dieser wird dann nach der (sehr langsamen) Dissoziation von PspA durch erneute PspA-Bindung
bzw. starke Induktion der psp—Expression unmittelbar wieder hergestellt.

PspA im PspA-F-Komplex— ein Modulator der PspF—-Aktivitét

Die Tatsache, dass PspA in der Lage ist, PspF sub-stoichiometrisch zu stabilisieren,
spricht in Verbindung mit der Erkenntnis, dass der gesattigte PspA-F-Komplex
ein basales psp—Induktionslevel besitzt, gegen eine alleinige Rolle von PspA als
Inhibitor der PspF-abhingigen PspA-Induktion, und insbesondere auch gegen

eine signifikante Rolle von freiem PspF in der Regulation des Systems. Demnach
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ist PspA auf Basis der hier vorliegenden Daten als stabilisierender Modulator
der PspF-abhéingigen Regulation zu sehen, analog zur Rolle der M—Doméne
in ClpB. Dies gilt insbesondere auch im Kontext , klassischer® cis—agierender
Regulatordoménen (N—terminaler Receiver—Doménen) anderer EBPs, die jede
Komplexbildung des EBP unter nicht-induzierenden Bedingungen verhindern,
indem sie inaktive Dimerformen induzieren (z.B. in NtrC und DctD; De Carlo et
al., 2006). In NtrC wird diese Receiver—Doméne zur Aktiverung des EBPs reversibel
phosphoryliert, und die Dephosphorylierung tiber eine intrinsische Phosphatase—
Aktivitdt sowie eine andere Phosphatase des Regulationssystems (PII-gebundenes
NRII) sorgt nach kurzer Aktivitat fiir eine Inhibition und Riickkehr von NtrC in
die inaktive Dimerform (Pioszak und Ninfa, 2004).

Eine Modulator—Funktion von PspA wiirde auch die Ergebnisse von In-vitro—
Gelshift-Experimenten mit PspA, PspF und dem alternativen Sigma-Faktor o4
erkliren, die nicht nur zeigten, dass PspA-F stabil mit der DNA und o°* interagie-
ren kann, sondern dariiber hinaus, dass PspA in der Lage ist an einen PspF-o%%-
Komplex zu binden, in dem PspF zuvor mittels ADP-AIF, im Ubergangszustand
der ATP-Hydrolyse fixiert wurde (Joly et al., 2009). Dieser PspFapp_arr, - 07—
Komplex wird gemeinhin als transkriptionsaktivierender Zustand von PspF angese-
hen (Chaney et al., 2001; Burrows et al., 2010; Sharma et al., 2014), sodass PspA
demnach nicht nur inaktives PspF-0®* binden und damit einen inhibierten ,Ready—
to—go“~Komplex formen kann (klassisches Modell der psp—Inhibition), sondern
PspA auch an einen aktiven, transkriptionsinduzierenden Komplex gebunden sein
kann. Da auch die ATP-Hydrolyse von PspA nicht vollstandig unterbunden wird
(wie oben diskutiert), gibt es demnach keine Evidenz dafiir, dass PspA tiberhaupt

von PspF dissoziieren muss, damit PspF transkriptionsaktivierend wirken kann.

Hinweise auf interprotomere Regulation von PspF durch PspA
Wie konnte dieser transkriptionsaktivierende PspA-F-Komplex aussehen? Wenn
man die atomaren Simulationen, die auf eine stabile Orientierung von PspA auf

dem hexameren Ring hinweisen, als Grundlage nimmt, ware PspA mit FBR1
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senkrecht an PspF orientiert, und im Bereich des als PspA-Bindestelle postulierten
W56 (Zhang et al., 2013; Elderkin et al., 2005) auf PspF gebunden. Die Bindung
von FBR2 wiirde auf der Oberfiche von PspF im Bereich der Sensor-I1I-Helix
erfolgen, welche mittels eines Lysin—Restes (K230) an der Bindung von ATP in der
Nukleotidbindetasche beteiligt ist (Rappas et al., 2006), und die stark konserviert
ist (Ogura und Wilkinson, 2001). Ein PspA wiirde dabei mit zwei benachbar-
ten Protomeren im hexameren PspF interagieren, d.h. interprotomer regulieren
(Abb. 58a). PspA wiirde in einem derartigen Komplex die Nukleotidbindung nicht
verhindern (Abb. 58a, rechts), da es die zwischen zwei Protomeren befindliche
Nukleotidbindetasche nicht verdecken wiirde. Aufgrund der Tatsache, dass PspA
lateral am PspF-Ring orientiert ist, konnte in dieser Orientierung zudem auch
o®* auf der Oberseite des Hexamers simultan zu PspA an PspF binden, und PspF
mit seiner DNA-Bindedoméne auf der Unterseite seine Aktivatorbindestelle im

5'-Bereich des psp-Promotors kontaktieren (Abb. 58b).

a b
CTR
o54
L )
NTR
FBR2
¥
Sensor-Il DNA

Abbildung 58 PspA bindet wahrscheinlich zwei nebeneinanderliegende PspF-—
Protomere. (a) Seitenansicht und Aufsicht eines hypothetischen PspA-F-Komplexes nach
Vorbild atomarer Simulationen. PspA (orange, NTR und CC3 angedeutet) wiirde mit FBR1
(rot) in der Region des W56—Loops (pink) auf PspF (griin und grau) binden, und mit FBR2
(blau) auf der Oberflache von Sensor—II (grau schraffiert) des benachbarten PspF. Dabei wére
die ATP-Bindung nicht behindert (rechts). (b) Im PspA-F-Komplex mit lateral gebundenem
PspA kénnte PspF sowohl ¢°* als auch die Aktivator-DNA binden. Die DNA-Bindedoméne ist
unterhalb der AAA+-Doméne in etwa mafistabsgetreu angedeutet.

Es sei an dieser Stelle deutlich gemacht, dass eine mogliche stabile Orientierung

von PspA auf PspF zwar durch atomistische Simulationen im Rahmen der Simula-
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tionsgenauigkeit und der getroffenen Vorannahmen bestimmt werden konnte, diese
jedoch in der hier prasentierten Form nur als Andeutung auf mogliche Komplexkon-
formationen zu verstehen ist. Letztendlich ist die genaue Orientierung von PspA
aber fir das hier aufgestellte Modell des PspA-F—Komplexes nicht von integraler
Wichtigkeit, da das Modell unabhéangig von der Simulation Giiltigkeit besitzt. Die
Komplex—Kristallstruktur wird fiir die tatséchliche Bestéitigung oder Falsifizierung
der moglichen Orientierungen notwendig sein.

Eine Bindung des benachbarten AA A4+—Protomers ist bereits fiir die PspA—édhnliche
ClpB-MD beschrieben worden (Oguchi et al., 2012), und auch die Wahrschein-
lichkeit, dass ein PspA im PspA-F-Komplex zwei PspF-Protomere gleichzeitig
bindet, ist ungeachtet der Tatsache, wo sich die genauen Bindestellen befinden,
hoch — insbesondere auch deshalb, weil die PspF-Binderegionen auf PspA zu lang
zu sein scheinen, um nur als Bindestelle auf der Oberfliche eines PspF zu dienen
(wie auch in ClpB-MD). Weiterhin kénnte die Bindung zweier PspF—Protomere
durch ein PspA den in dieser Arbeit beobachteten Effekt der substoichiometrischen
Stabilisierung sehr einfach erkldren, da ein von einem PspA gebundenes, dimeres
PspF als Nukleationspunkt fiir die Hexamerisierung dienen kénnte, bzw. die Di-
sassemblierung hexameren PspFs durch PspA-Bindung verhindert werden kénnte.
Als weiteres Indiz fiir interprotomere Bindung zeigten Zhang et al. (2013) mit-
tels kiinstlicher PspF-Dimere (fiir die sie WT-PspF sowie kaum PspA-bindende
PspFW564_Monomere fusionierten und so PspF-Hexamere mit einer festgelegten
PspF-PspFWV?5A-Protomer—Abfolge erzeugen konnten), dass PspF-Hexamere, in
denen WT-PspF und die W56A—Variante alternierend angeordnet sind, nicht mehr
von PspA inhibiert werden kénnen, und keine in Gelfiltrationen nachweisbaren
PspA-F-Komplexe gebildet werden. Wenn PspA mit FBR1 und FBR2 ausschlie3-
lich intraprotomer (d.h. nur auf einem Protomer) und nicht interprotomer (auf
zwei Protomeren) binden und regulieren wiirde, kénnte fiir solche PspF-PspFW26A—
Dimere zumindest die PspA-Bindung an jedes zweite Protomer erwartet werden.
Wenn PspA aber — wie hier postuliert — auf zwei benachbarte Protomere bindet,
konnte die Storung der Bindung an jedes zweite Protomer bereits dafiir sorgen,

dass die PspA-PspF-Interaktion derart geschwécht wird, dass keine stabile Bin-
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dung von PspA mehr erfolgen kann. Insgesamt sprechen also mehrere Indizien fir
die interprotomere Bindung von PspA im PspA-F-Komplex, unabhingig von der
simulierten Orientierung von PspA an PspF.

Eigene Untersuchungen mit PspFW%4 und insbesondere der Interaktion von
PspFW56A mit PspA-Varianten zeigten, dass diese PspFWV?54 Variante trotz schlech-
ter Bindung von PspA (Kp > 100 uM) in vivo immer noch von der PspAF374 —
Variante aktiviert werden konnte, sodass mit diesem Ergebnis eine weitere Bestéati-
gung dafiir erhalten werden konnte, dass der aktivierende Effekt, den PspAF374, im
Vergleich zu WT-PspA,_,,, auf die psp-Regulation hat, durch eine Veranderung
der Funktion der FBR1 von PspA¥74, im PspA-F-Komplex zustande kommen
muss.?’ Hier ist zu bemerken, dass die Aminosiuren E37 (PspA) und W56 (PspF)
in den Simulationen zwar keine direkten Interaktionspartner waren, aber doch in
mittelbarer Nachbarschaft lagen (6 A), sodass moglicherweise kein starker Effekt
von E37A in der W56 A—PspF—Variante in vivo zu erwarten gewesen wére, wenn
durch W56A in PspF der gemeinsame Interaktionsbereich beider Reste bereits
stark gestort worden wire (worauf die AUC-Messungen hindeuten). Auch hier
wird letztendlich die Kristallstruktur des Komplexes benotigt, um weitere Schluss-

folgerungen zum Effekt von E37A anstellen zu kénnen, seine Rolle als Aktivator

ist jedoch deutlich gezeigt.

Signalintegration und Transkriptionsregulation durch einen aktiven PspA-F—

Komplex

Wie konnte nun die psp—Regulation und —Induktion durch einen stabilen PspA-F—
Komplex aussehen? Fir die Disaggregase ClpB, die aufgrund der PspA—é&hnlichen
Regulationsdoméne im Rahmen dieser Arbeit als ideelle Vorlage fiir den PspA-F—
Komplex genommen wurde, konnte eine Induktion der Disaggregase—Aktivitat
durch Bindung von DnaK an die M—Doméne nachgewiesen (Seyffer et al., 2012)
und weiterhin gezeigt werden, dass diese DnaK-MD-Interaktion mit einer Rotation

der M-Doméne einhergeht (Carroni et al., 2014). Auf dhnliche Weise kénnte auch

20Wie bereits im Ergebnisteil angedeutet (S. 94), hitte sich das Ausbleiben einer Regulation
von PspFWo6A durch PspAP374, dadurch gezeigt, dass das psp-Reporterlevel auf Hohe der
Leervektorkontrolle geblieben wére.
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eine PspA—abhéingige Induktion des psp—Systems stattfinden. So kénnten durch
partielles Dissoziieren von PspA (d.h. z.B. Losen der FBR1-PspF-Interaktion)
PspF-Protomere aktiviert werden (Abb. 59a; aktives PspF in rot), ohne dass PspA
vollstdndig vom Komplex dissoziieren miisste. Hier konnte eine Signalintegrati-
on dartiber passieren, dass ein gewisser Grenzwert an gleichzeitig aktivierbaren
PspF-Protomeren erreicht sein muss, sodass die gerichtete ATPase-Aktivitit des
Komplexes stattfinden kann. Der PspA-F-Komplex konnte dabei frei in der Zelle
diffundieren (und, wie teilweise postuliert, mit PspB-C interagieren, Mehta et al.,

2013) bzw. am Promotor verbleiben und dort durch (bisher unbekannte) Signale

tiber PspA aktiviert werden (Abb. 59b).

Diese, im Falle der Induktion teilweise aufgehobene interprotomere Interaktion
von PspA koénnte auch erklaren, wie PspA die PspF-ATPase in gebundenem
Zustand inhibiert: Mittels einer asymmetrischen Kristallstruktur des EBP NtrC
konnten Hinweise darauf erhalten werden, dass sich fiir die ATP-abhéngige o°*—
Aktivierung Liicken zwischen benachbarten EBP—Protomeren bilden miissen, die
nukleotidabhangig induziert werden und evtl. den Zustand des Rings kurz nach der
ATP-Hydrolyse in einer der Untereinheiten widerspiegeln (Sysoeva et al., 2013).
Wenn PspA zwei Protomere von PspF im Hexamer binden koénnte, wiirde diese
Interaktion die benachbarten PspF-Protomere aneinander fixieren, sodass keine

Liickenbildung zwischen den Protomeren stattfinden wiirde, und PspF tiber diesen

Mechanismus somit von PspA inhibiert werden konnte.

Die Tip—Region wirkt eventuell indirekt auf die psp—Regulation

Eine interessante Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit bei dem Austausch
einiger konservierter Aminosduren in der Tip—Region gemacht werden, deren nur
marginaler Effekt auf die PspF-Inhibition sich mit Austauschen in der FBR1 zu
multiplizieren schien, wodurch auf unterschiedliche Funktionen beider Austausche
in der Regulation geschlossen werden kann. In ClpB konnte fiir die entsprechende
Region (Loop zwischen H1 und H2) sowohl eine Interaktion mit dem benachbarten
AAA+-Protomer (Oguchi et al., 2012), als auch der Spitze der benachbarten M-

Doméne (dort der Loop zwischen H1 und H2; Carroni et al., 2014) gezeigt werden.
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Repression

Signalintegration

Induktion

Abbildung 59 Die Aktivierung von PspF und eine moégliche Signalintegration durch
den PspA-F-Komplex. (a) Die Aktivierung von PspF konnte durch partielles Losen der
PspA-PspF-Interaktion realisiert werden (aktives PspF in rot). Hierbei konnte sich eine wéh-
rend des ATP—Hydrolysezyklus eventuell notwendige Liicke zwischen zwei PspF—Protomeren
bilden (rechts), sobald PspA eines der beiden gebundenen Protomere entlasst. (b) Mogliche
Signalintegration durch das gebundene PspA im PspA-F-Komplex. Der PspA-F-Komplex kann
in inhibierter Form an ¢°* und die DNA binden, bzw. frei durch die Zelle diffundieren (eventuell
PspB-C kontaktierend). Erst wenn ein Signal-Grenzwert iiberschritten ist (Blitze), sind gentigend
PspF—Molekiile im PspA-F-Komplex aktiv, um die Transkription zu induzieren.
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Die Interaktion der M—Doménen untereinander in einer planaren Head—to—tail—
Anordnung um den AAA+-Ring représentiert hierbei die inaktive Form von ClpB.
Die Aktivierung erfolgt iber Bindung von DnaK und die damit einhergehende, oben
bereits beschriebene Rotation der M—Doméne. Fir die Tip—Region von PspA wére
eine dhnliche Funktion in einem putativen, inaktiven PspA-F-Komplex denkbar,
allerdings konnte diese Region auch, wie das in Abbildung 59 gezeigte Modell
andeutet, mit Elementen auf der DNA bzw. der DNA-Bindedoméne von PspA
interagieren, wodurch der regulatorische Effekt der T%p-Region nicht zwangslaufig
mit der direkten Modulation der ATPase—Aktivitdt von PspF zusammenhingen

muss.

4.1.3 Ein aktiver PspA-F-Komplex im Kontext des aktuellen
Psp-Modells

In den vorangegangenen Abschnitten wurde das Modell eines Modulator-PspAs aus
den eigenen In-vitro-Untersuchen heraus etabliert, und dessen Giiltigkeit sowohl
in vivo als auch im Kontext publizierter In-vitro-Studien zur PspA-PspF-o0°%-
Interaktion demonstriert. Dieses Modell steht jedoch in einigen Punkten im Wi-
derspruch mit dem aktuell diskutierten Modell der psp—Regulation. Im Folgenden
werden die beiden Modelle gegeniibergestellt und Erklarungsansétze fiir ihre unter-

schiedliche Interpretation der psp—Regulation gegeben.

Modulation vs. Assoziation—Dissoziation — Zwei Zustinde der psp—

Regulation

Das aktuell diskutierte Modell zum psp—Regulationsmechanismus besagt zusam-
mengefasst, dass die Induktion des psp—Systems tiber die Dissoziation von PspA
von PspF geschieht. Die Dissoziation erfolgt durch ein PspBC-abhéngiges Signal
(aufgrund von Membranstress), welches zur Bindung von PspA und damit der
Ausbildung eines PspABC-Komplexes fithrt. Entweder durch Ubergabe von PspA
oder durch einfache Dissoziation wird dadurch PspF frei, welches im Folgenden

zu einer Induktion des psp—Systems fithrt (siehe Einleitung; Yamaguchi et al.,
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2010; Yamaguchi et al., 2013; Mehta et al., 2013; Zhang et al., 2013; Jovanovic
et al., 2014). Die Dauer der Induktion und deren Stérke hédngen dabei von dem
PspA-Séttigungsgrad des hexameren PspF ab. Ein Vergleich dieser hier relevanten
Eigenschaften des Modells der , Assoziation—Dissoziation* mit dem neu aufgestell-
ten ,Modulator“—Modell ist in Abbildung 60 dargestellt und wird im weiteren

Verlauf detaillierter erlautert.

Hochinduktoren als Goldstandard der psp—Regulation

Das Assoziations—Dissoziations-Modell der PspA-abhéngigen PspF-Regulation
wurde innerhalb der letzten Jahre durch einige Studien bestétigt, in denen mittels
Co-FElutionsstudien eine klare Verschiebung von PspA aus PspA-F-Komplexen in
PspA-B-C-Komplexe bei Stress—Induktion gezeigt werden konnte. Ein Grofiteil
der in vivo gewonnenen Daten zur stressabhingigen Induktion des psp—Systems ist
dabei mit einer begrenzten Zahl von stark psp—induzierenden Proteinen erhalten
worden, die im Folgenden als ,,Hochinduktoren“ bezeichnet werden. Zu ihnen gehort
das Phagensekretin pIV, dessen stark induzierender Einfluss auf das psp—System
in FE. coli letztlich zur Entdeckung und Namensgebung von PspA gefithrt hat
(Brissette et al., 1990), sowie einige in einem Screening auf (Hoch-)Induktoren des
psp—Systems identifizierte Proteine aus Yersinia enterocolitica (Maxson und Darwin,
2004). All diesen Proteinen ist gemein, dass sie einen stark induzierenden Effekt
auf das psp—System zeigen, der den regulativen Einfluss anderer Induktoren des
Systems (osmotischer Stress, CCCP) in den meisten Féllen weit iibersteigt (Tab.10,
fett). Die Stérke aller Induktionen, die nicht durch Hochinduzierer ausgelost wurde,
konnte durch in dieser Arbeit hergestellte Varianten von PspA,_,,, erreicht werden
(Tab.10, kursiv). Die artifizielle Aktivierung des PspA-F—Komplexes fithrt daher zu
einer mit Stressbedingungen vergleichbaren Induktion. Da auch die aktivierenden
PspA—Varianten weiterhin stark an PspF binden, kann geschlussfolgert werden,
dass das in vivo bei Stress beobachtete Induktionsniveau des psp—Systems mit
gebundenem PspA erreicht werden kann, wenn ein Signal in gebundenem PspA

eine ,aktivierende“ Konformation/Orientierung induziert.
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Modulation Assoziation-Dissoziation
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Abbildung 60 Vergleich der beiden postulierten psp—Regulationsmechanismen.
(links) psp—Induktion nach in diesem Abschnitt postulieren Modulator—-Modell, (rechts) Induk-
tion nach dem in der Literatur diskutierten Assoziation—Dissoziation—-Modell . At— Reaktionszeit
des Komplexes bis zur psp—Induktion (qualitative Darstellung). Beide Modelle gehen von einem
gesittigten PspA-F-Komplex aus (unten). Nach Detektion eines Stressignals wird im Falle des
Modulators die psp—Expression durch Konformationsinderung im Komplex induziert (links, kurze
At), was zu PspA-Produktion fithrt (gestrichelte Pfeile). Im Assoziations—Dissoziations—Modell
muss PspA von PspF abdissoziieren (rechts, dieser Vorgang ist von der Halbwertszeit t;/, des
Komplexes abhéngig), daher ist die Reaktionszeit At vergleichsweise hoch. Neu produziertes PspA
wiirde dann an die Membran binden und ebenfalls das aktivierte PspF zur erneuten Inhibition
abséttigen.
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Tabelle 10 Vergleich von Induktionsbedingungen des psp—Systems

Bedingung Induktion Quelle

R59E 0,3 diese Arbeit

Osmotischer Schock 2,4-3,3  Weber et al., 2006

K27A 2,5 diese Arbeit

T3SS (Virulenzplasmid) 2,6 Darwin und V. L. Miller, 2001
10% EtOH 3,6 Jovanovic et al., 2006
K55F 4 diese Arbeit

40uM CCCP 4 Engl et al., 2011

50°C 4.4 Jovanovic et al., 2006

pH 9 iiber Nacht 10 Becker et al., 2005
Bakteriophagen—Infektion (PRD1) 11,2 Poranen et al., 2006

E37A 23 diese Arbeit

AmpE 30 Maxson und Darwin, 2004
MP196 (Hexapeptid) 36 Franzel et al., 2012

pIVv 100 Lloyd et al., 2004™

YsaC 115 Maxson und Darwin, 2004
Yts1lD 121 Maxson und Darwin, 2004

Qualitative Ubersicht iiber das Induktionsniveau des psp—Systems unter verschiedenen Bedingun-
gen (x-fach, linear). Hierbei sind Daten aus verschiedenen y—Proteobacteria zusammengefasst.
In Fettdruck sind ,,Hochinduzierer* hervorgehoben, in dieser Arbeit erzeugte Varianten von
PspA,_,44 kursiv gedruckt; mit ihnen lésst sich ein Grofiteil der Induktionsbedingungen simu-
lieren. T Original-supplement der Publikation nicht mehr abrufbar; zitiert in Jovanovic et al.
(2014).
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Neben ihrer Fahigkeit, das psp—System stark zu induzieren, stimmen die Hoch-
induzierer weiterhin in der Eigenschaft iiberein, dass sie keine natiirlicherweise
auftretenden Induktoren des Systems sind, sondern bei isolierter Uberproduktion
zu Hochinduktoren werden (mit Ausnahme des pIV-Sekretins). Insbesondere die
in Studien verwendeten Sekretine von Y. enterocolitica besitzen natiirlicherweise
Faltungs— bzw. Insertionshelfer, die die korrekte Lokalisation des Proteins auch
im Falle hoher Produktion sicherstellen (z.B. das Lipoprotein YscW im Falle des
Sekretins YscC), wodurch es unter ihren natiirlichen Produktionsbedingungen zu
keiner massiven Induktion des psp—Systems kommt (~2,6-fach; Darwin und V. L.
Miller, 2001).

Diese Hochinduktor-Bedingungen kénnten damit im psp—System einen anderen
Regulationsmechanismus auslosen, als jenen, der unter physiologisch moglicher-
weise relvanteren, niedrigen Induktionsbedingungen vorherrscht. Im Rahmen der
fiir die ATPase-Inhibitionstudien in dieser Arbeit verwendeten Begrifflichkeiten
konnte durch Hochinduzierer die Regulation des PspA-F-Komplexes also von
,Basal-Level“~Regulation auf ,Kp—abhdngige* Regulation verschoben werden (vgl.
Abb. 34, S.91). Wie in Abbildung 60 angedeutet, miissten die Reaktionszeiten
auf Stressoren nach dem ,, Assoziations—Dissoziations“—Modell im Vergleich zum
»Modulator“~Modell hoch sein (At), da sie von der Halbwertszeit des PspA-F—
Komplexes abhingen (~43 Minuten in vitro), und nicht bloe Konformationsén-
derungen des Komplexes darstellen. Tatsachlich scheint die Hypothese, dass die
durch Hochinduzierer ausgeloste psp—Induktion durch langsame PspA—Dissoziation
hervorgerufen wird, bestatigt zu werden, da die Psp—Level 30 Minuten (Jovanovic
et al., 1996) bzw. eine Stunde (Spagnuolo et al., 2010) nach Beginn der Sekretinpro-
duktion kaum ansteigen, nach vier Stunden aber deutlich erhoht sind (Horstman
und Darwin, 2012).>! Dementsprechend ist in Betracht zu ziehen, dass die im Falle
der Hochinduzierer beobachtete starke Regulation des psp—Systems den Grenzfall
(und nicht den Normalfall) der psp—Regulation darstellen, also den Zustand, in

dem der PspA-F-Komplex sich nicht mehr im Gleichgewicht befindet.

2INur in einem Fall konnte eine schnellere Reaktion auf Sekretine nachgewiesen werden (Brissette
et al., 1990), der Grund hierfiir ist unklar.

142



4.1.3 FEin aktiver PspA-F-Komplex im Kontext des aktuellen Psp-Modells

4.2 PspAig0_200: Welche physiologische Relevanz haben
PspA—-Oligomere?

Di— oder Trimere sind die minimale Oligomerstruktur von PspA /IM30—

Proteinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben der Charakterisierung von PspA,_,,, und
des PspA-F-Komplexes auch grundlegende Untersuchungen mit dem C—terminalen,
nicht kristallisierten Bereich von PspA durchgefiihrt. Hierbei zeigten In—silico—
Vorhersagen, dass es sich bei dem Bereich der Aminosauren 160-222 vermutlich
um eine eigenstindige Doméne von PspA handelt, in der sich mit CC3 eine
weitere Coiled—coil-Helix befindet. Es lag daher die Vermutung nahe, dass der
C—terminale Bereich von PspA die Oligomerisierungsdoméne des Proteins dar-
stellt, da PspA in der Lage ist, grofere Oligomere zu bilden (Hankamer et al.,
2004; Standar et al., 2008). Diese putative Oligomerisierungsdoméne zeigte sich in
AUC-Sedimentationsgleichgewichtsstudien als Monomer, und nur in einer kiirzeren
Sedimentationsgeschwindigkeitsmessung konnte sie teilweise in oligomerer Form
detektiert werden (Abb.47, S.111). In Gelfiltrationsstudien gelang der Nachweis
einer oligomeren Konformation, jedoch erst in Mischversuchen mit markiertem und
unmarkiertem PspAigg_200. Insgesamt erwies sich dieser Bereich als experimen-
tell schwer zuganglich, da selbst eine In—vitro-Modifikation wie die N-terminale
Attod88-Markierung zu einem Verlust der Oligomerisierung fithrte, was scheinbar
auch fiir das ebenfalls in der AUC untersuchte, C—terminal um einen Tryptophan-
Linker erweiterte Fragment der Fall war, sodass das Oligomer dieser Doméne von
PspA in isolierter Form in vitro moglicherweise instabil ist.

Da PspA,_,,, in Losung ausschlieflich als Monomer vorliegt und damit nicht zur
Oligomerisierung des Proteins beitragen sollte, ist das minimale Oligomer von
PspA vermutlich ein ,Biindel* von drei (oder zwei, fiir diese Unterscheidung waren
die Gelfiltrations- und Sedimentationsdaten zu ungenau) am C-Terminus mitein-
ander verbundenen PspF-Bindedoménen (Abb. 61 zeigt mehrere Moglichkeiten

der Orientierung — a,b Trimere, ¢ Dimer). Da diese dritte Coiled—coil-Helix in
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vielen Psp/IM30-Proteinen konserviert ist (insbesondere auch das bis auf wenige
Abweichungen konservierte putative Trimerisierungsmotiv; Kammerer et al., 2005),
scheint neben der Architektur von PspA,_,,, auch diese Di-/Trimerisierung evo-
lutionér konserviert zu sein. Die Proteine der PspA/IM30-Familie dhneln damit
strukturell dem periplasmatischen Chaperon Skp (Walton und Sousa, 2004) aus
E. coli, fiir das die Bildung eines quasi identischen Komplexes in der Kristallstruktur
gezeigt wurde, sowie dem eukaryotischen und archaealen Prefoldin (Siegert et al.,
2000).

Dariiber hinaus konnte fiir das PspA—Homolog YjfJ die Bindung eines konservier-
ten, dimeren Proteins (Yjfl) an den C-terminalen Bereich gezeigt werden (Abb.
61d), dessen Bindung eine noch unbekannte Rolle spielt. Da die Interaktion von
Yjfl und YjfJ aufgrund der genomischen Nachbarschaft von yjfl und yjfJ u.a.
in E. coli und P. aeruginosa konserviert ist (unverdffentlichte Daten; vgl. Klaus,
2013; Macé et al., 2008), scheint diese Komplexbildung von zentraler Bedeutung zu
sein. Ahnliche, 16sliche Interaktionspartner sind fiir andere PspA-Proteine bisher
nicht beschrieben worden. Hier miissen zukiinftige Studien zeigen, ob Yjfl an der
Oligomerisierung von YjfJ unterstiitzend beteiligt ist (denn nur in YjfJ-&hnlichen
Proteinen ist in diesem Bereich das , Trimermotiv* leicht schwécher konserviert),
und die Proteine moglicherweise in einem stabilen Yjfl-J-Komplex vorliegen, oder
ob die Interaktion einen anderen Grund hat. Erste weiterfithrende Versuche deu-
ten auf Interaktionen von Yjfl mit weiteren zelluldren Proteinen von FE. coli hin

(Terhorst, 2014), sodass auch die Rolle eines Adapterproteins moglich scheint.

Eine interessante Frage ist nun, ob und wie aus diesen minimalen Einheiten grofiere
oligomere Strukturen entstehen kénnen. Hierzu konnte gezeigt werden, dass sowohl
PspA,_,,, als auch PspAjgp_290 vollstandig 16slich sind, und somit beide Doméanen
von PspA iiber keine Determinanten verfiigen, die eine stabile Interaktion mit der
Membran ermoglichen. Daher kann auch die von Jovanovic et al. (2014) postu-
lierte Funktion der hypothetischen amphipatischen Helix ahA (entspricht etwa
der rickfaltenden NTR) als Membranbindedeterminante nahezu ausgeschlossen

werden, denn PspA,_,,, enthélt die NTR und ist 16slich. Auch eine konditionale
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Abbildung 61 Mogliche Formen des minimalen PspA /IM30-Oligomers. (a,b) Tri-
mere ,Biindel“ von PspA mit unterschiedlichen Ausrichtungen der Doménen zueinander. (c)
Dimere Konformation. Blau — C—terminale Doméne (PspAigg_222), orange— PspF-Bindedoméne
(PspA;_;,44). Die Unterscheidung in Di— oder Trimer war aufgrund der erhaltenen Daten (Gelfil-
tration, AUC) nicht moglich. PspA;_; 4, ist ein 16sliches Monomer und interagiert wahrscheinlich
im Komplex nicht mit anderen PspA;_;,,. (d) Mogliche Oligomerstruktur des PspA-Homologs
YijfJ aus E. coli, analog zur PspA—Struktur. Fiir YjfJ ist das homodimere YjfI (lila) als Inter-
aktionspartner im C—terminalen Bereich von YjfJ (braun) identifiziert worden. Der Zweck der
Interaktion ist bislang unbekannt.

PspA,
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Membranbindung der NTR (also erst bei ,,Aktivierung® des psp—Systems) ist sehr
unwahrscheinlich: Da die Uberproduktion von PspA;_s, ausreicht, um dessen
Membraninteraktion zu induzieren (Yamaguchi et al., 2010), sollte der gleiche
Effekt auch eine konditionale Membranbindedeterminante in einem Fragment dazu
veranlassen, an die Membran zu binden. PspA; ,,, kann jedoch (wie auch die
C—terminalen Fragmente) so stark wie PspA;_ 999 tiberproduziert werden, und ist
dennoch vollstédndig 16slich. Dennoch kénnte eine Membraninteraktion von PspA
zustande kommen, wenn die in Nachbarschaft zueinander liegenden N'TR und
CC3/CTR (vgl. Abb.61) miteinander interagieren, was durch die isolierte Un-
tersuchung der Fragmente PspA;_,,, und PspAjg0_222 ausgeschlossen war. Einen
Hinweis auf eine solche mogliche synergistische Funktion von NTR und CC3/CTR
in der Oligomerisierung gibt die Tatsache, dass ein PspA—Fragment ohne NTR
(PspAas_19; Jovanovic et al., 2014) loslich vorliegt, also die NTR fiir die Mem-
branbindung notwendig zu sein scheint, aber nur in Verbindung mit CC3/CTR.
Weitere Evidenz ergibt sich aus dem Effekt von Einzelaustauschen in der NTR und
CTR von PspA (PspANP und PspAL20% | Yamaguchi et al., 2010), die jeweils
sowohl die Membraninteraktion, als auch die Induktion des psp—Systems unter
Stress verhindern. Hier kénnte durch jene Austausche die Interaktion der beiden
Doménen NTR und CTR unterbunden werden. In Gelfiltrationen zeigte sich keine
stabile Interaktion von PspA; ,,, und PspAjg_222 (Abb.46, S.110), die NTR
und CC3/CTR enthielten (allerdings auf getrennten Fragmenten), sodass schein-
bar nicht nur diese beiden Abschnitte des Proteins, sondern auch ihre kovalente

Interaktion notwendig ist, um groflere Oligomere zu induzieren.

Sind grofle in vitro beobachtete PspA—Oligomere Aggregationsartefak-

te?

Hiermit stellt sich mit der strukturellen Aufklarung von PspA,_,,, und der Cha-
rakterisierung von PspAig_299 auch die Frage der physiologischen Relevanz solcher
grofler PspA—Oligomere. Jene groflen Komplexe zeigten sich als netzwerkartige
Strukturen von heterogener Grofle, die durch CHAPS-Behandlung kollabierten
(Standar et al., 2008; Osadnik, 2009). Nicht mit Detergenz behandelte Oligomere
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waren etwa 30—fach ineffektiver in der PspF-Inhibition (Dworkin et al., 2000) als in
Anwesenheit von CHAPS gereinigte und gelagerte (Elderkin et al., 2005), was fiir
einen teilweisen Funktionsverlust von PspA in diesen Oligomeren spricht (man kann
hier damit argumentieren, dass dieser Verlust der PspF-Bindung physiologisch rele-
vant ist, um das psp—System zu induzieren). PspA—Oligomere sind von heterogener
Grofe, die von Hankamer et al. (2004) auf Basis von SEC-Grofenbestimmung pos-
tulierten 36—mere (1023 kDa) eluierten in spateren Untersuchungen auf Hohe eines
90-mers (Joly et al., 2009) oder 72—mers (~2000 kDa; Jovanovic et al., 2014), was
durch das in der vorliegenden Arbeit gezeigte aberrante Laufverhalten von PspA
zustande kommt, und jede Groenbestimmung der Oligomere fraglich erscheinen
liasst. Aseeva et al. (2004) konnten PspA-identische, heterogene Netzwerkstruktu-
ren fir das plastidare PspA—Homolog VIPP1 nachweisen, hier jedoch sogar nach
Rickfaltung aus inclusion bodies, wodurch angenommen werden kann, dass PspA
und VIPP1 diese oligomeren Strukturen spontan und ohne den Einfluss anderer
zellulare Komponenten ausbilden kénnen.

In diesem Kontext der spontanen Strukturbildung ist auch die Eigenschaft von
PspA zu erklaren, bei starker Expression von pspA — ob ektopisch von einem
Plasmid aus oder durch Hochinduktoren wie Sekretine vom natiirlichen Locus
aus — spontan mit der Membran zu interagieren (Yamaguchi et al., 2010). Diese
Eigenschaft wird mit der membran—stabilisierenden Rolle von PspA in membran-
gebundenen Oligomeren erklart (also einer PspBC—unabhéngigen Moglichkeit der
Membranstabilisation unter Stressbedingungen). Eine Membranstabilisierung gilt
als kanonische Funktion dieses Proteins neben der PspF-Regulation (Jovanovic
et al., 2014; Mehta et al., 2013; Yamaguchi et al., 2013), jedoch gibt es keine
Vorstellung dartiber, mit welchen Bereichen PspA dabei an die Membran bindet,
oder wie PspA diese Funktion molekular realisieren konnte.?? Die Kristallstruktur
von PspA,_,,, liefert ebenfalls keine bestétigenden Hinweise fiir eine mogliche
Phospholipidbindung, da in jener keine augenfalligen Membrankontaktflichen

erkennbar waren (positiv geladene oder hydrophobe patches; unveroffentlichte

22Eine Vesikel-stabilisierende Funktion von PspA in wvitro ist bisher einmalig von Kobayashi
et al. (2007) beschrieben worden, jedoch ohne weitere mechanistische Erlduterung.
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Daten). Demnach konnen weder die Bildung grofier Oligomere, noch die dedizierte
Membraninteraktion von PspA durch publizierte Studien und die im Rahmen
dieser Arbeit erhaltenen strukturellen Daten erklért werden.

Es besteht bei grofien (Homo—)Oligomerstrukturen stets die Wahrscheinlichkeit,
dass sie als Aggregate durch Uberproduktion und Instabilitit von Proteinen ent-
stehen. Dabei konnen die aggregatbildenden Proteine noch zum Grofiteil gefaltet
und aktiv in diesen Strukturen vorliegen (Garcia-Fruités et al., 2005), sodass
die Funktionalitdt von Proteinen in Oligomerstrukturen kein Ausschlusskriterium
fir Aggregatbildung ist. Tatséchlich konnte die Bildung teilstrukturierter active
inclusion bodies durch C-terminale Fusion einer kurzen amphipatischen Helix an
ein Zielprotein induziert werden, wobei diese Strukturen je nach Ladungsverteilung
auf der Helix cytoplasmatisch oder membranassoziiert vorlagen (Lin et al., 2013).
Im Falle, dass die PspA—QOligomere aus einer Aggregatbildung entstehen, wiirde
man insbesondere eine Interaktion der Oligomere mit Chaperonen erwarten bzw.
eine Hochregulation der o3*-abhéingigen Hitzeschockantwort (Lesley et al., 2002).
Beides wurde gezeigt, so gibt es DnaK/DnaJ-abhéngigen Abbau von VIPP1-
Strukturen in Chlamydomonas reinhardtii (Liu et al., 2005), sowie eine Interaktion
von VIPP1 mit der plastiddren Disaggregase ClpB2 (Hamad, 2008). Bereits in den
ersten Veroffentlichungen zum psp—-System in E. coli wurde eine Verldngerung der
psp-Induktion in o*?-Deletionsmutanten beschrieben (Weiner et al., 1991), was mit
einer Rolle der Hitzeschock-Proteine in der Disaggregation von regulativ inaktiven
PspA-Oligomeren/Aggregaten zu erkliaren wéire. Komplementér dazu fithrte die
Uberproduktion von PspA (psp-Expression von einem Plasmid aus) insbesondere
zur Hochregulation von ¢lpB (5-fach, und damit auf Platz 6 der durch PspA hoch-
regulierten Gene) und anderer Chaperon—/ oder Proteasegene (dnaK, lon, dnalJ,
alle ~3-fach; Jovanovic et al., 2006). Da die oben beschriebenen Hochinduzierer
das psp—System ohne weiteres auf etwa das 20-100—fache des basalen Psp—Levels
induzieren kénnen (oder hoher, vgl. Tab.10), kommen diese psp—Expressionsraten
de facto einer artifiziellen Uberproduktion nahe, sodass die physiologische Rolle

der Membranbindung und Oligomerisierung in groffle Komplexe in Zukunft stirker
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hinterfragt werden sollte, auch da grofie PspA—Oligomere zumindest teilweise die

Eigenschaften von Proteinaggregaten zeigen.

Die beobachteten Psp—Komplexe in vivo konnten GFP—Artefakte sein

Die Theorie, dass PspA in vivo in groflen Komplexen organisiert und an der
Membranstabilisierung beteiligt ist, basiert grundlegend auf den oben erlauterten
Beobachtungen von PspA/VIPP1-Oligomeren in vitro, sowie auf Studien mit
GFP-Fusionen unter Hochinduktionsbedingungen (Engl et al., 2009; Yamaguchi
et al., 2013; Mehta et al., 2013; Jovanovic et al., 2014), in denen zwei distinkte Psp—
Komplexe in Zellen nachgewiesen werden konnten, ein PspBC-abhéangiger, polarer
und statischer Komplex, sowie wenige mobilere Komplexe, die ausschliefllich aus
PspA bestanden. Diese lateralen Komplexe nahmen in den Zellen teilweise helikale
Formen an, sodass eine Abhéngigkeit dieser Komplexe von MreB postuliert wurde
(Engl et al., 2009; sie zeigten sich dort auch nicht in einem AmreB—Stamm). Fiir
den polaren Komplex wurde hier sowohl eine Rolle als Sensor— (Engl et al., 2009)
als auch als Effektor vermutet (Yamaguchi et al., 2013). Bei der Interpretation
dieser Daten ist zu bedenken, dass GFP-Fusionsuntersuchungen aufgrund der
fusionsbedingten Verdnderung des Zielproteins artefaktanfillig sind. So zeigten die
Lokalisationsveranderungen von GFP— und mCherry-markierten Psp-Proteinen
bei Sekretinstress weitgehende Parallelen zu der Lokalisationsverdanderung von
GFP—PullL und GFP-PulM, Proteine des sekretorischen Pullulanase Systems,
nach Uberproduktion (Buddelmeijer et al., 2006). Pull. und PulM sind kleine
interagierende Transmembran—Proteine (wie PspB/PspC), die sich gegenseitig
vor Abbau schiitzen (PspB stabilisiert PspC; Singh und Darwin, 2011; Horstman
und Darwin, 2012). Bei moderater Produktion waren GFP-Pull. und GFP-PulM
schwach detektierbar in der gesamten Zellmembran verteilt (mit einigen etwas
starker fluoreszierenden Foci), lokalisierten bei hoher Produktion jedoch in hell
fluoreszierende, unbewegliche und runde Aggregate an den Zellpolen (Buddel-
meijer et al., 2006). Eine dhnlich lautende Beschreibung der Verdnderung der
GFP-PspB/PspC-Lokalisation bei Induktion des psp—Systems mit Hochindukto-
ren findet sich bei Yamaguchi et al. (2013), insbesondere auch die Verschiebung
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der schwachen Fluoreszenz in hell leuchtende, unbewegliche, am Pol lokalisierte
runde Foci, die fiir Buddelmeijer et al. (2006) ein Indiz fiir die Aggregation der
Fusionsproteine darstellen, da eine Anreicherung von Membranproteinen in der
polaren Membran zu flacheren und leicht gekrimmten Foci in der Membran fiih-
ren miisse. Es konnte dartiber hinaus am Beispiel Fluoreszenzprotein—markierter
Clp—Proteasen gezeigt werden, dass deren als physiologisch relevant eingestuften
kleinen Fluoreszenz—Foci (die den lateralen ,Effektor“~PspA-Foci stark dhneln)
ein Fusionsartefakt darstellen, und dass insbesondere Proteine, die in vivo als
Homooligomere vorliegen (wie PspA), zur Focibildung durch GFP-scaffolding
neigen (Landgraf et al., 2012). Die ebenfalls beobachteten helikalen Strukturen,
die GFP-PspA ausbilden kann und die als MreB—Abhéngigkeit der lateralen PspA—
Bewegung interpretiert werden (Jovanovic et al., 2014), sind mit &hnlicher Vorsicht
zu deuten, da im Falle von MreB gezeigt werden konnte, dass die Bildung der
helikalen Strukturen ein Artefakt der N-terminalen YFP—-Fusion darstellt (Swulius
und Jensen, 2012).

GFP—-PspA—Fusionen fiihren wie auch In—vitro—Modifikationen zum

Verlust der PspF—-Inhibition

Als Bestatigung der physiologischen Funktionalitiat von PspA—GFP-Fusionen wird
in den entsprechenden Studien auf die Fahigkeit von PspA-GFP verwiesen, nach
pspA—gfp—Insertion in den natiirlichen pspA-Locus das psp—System ahnlich wie
WT-PspA zu regulieren (Yamaguchi et al., 2013). Dies ist in den meisten Fallen
annahernd zutreffend (auch wenn das basale Psp-Level teilweise leicht erhoht
bzw. die Induktion durch Sekretine beeintrachtigt ist). Jedoch zeigen alle PspA—
GFP-Fusionen proteolytische Instabilitdt (Osadnik, 2009; Yamaguchi et al., 2013;
Jovanovic et al., 2014) und fithren zu grofen PspA-Fragmenten (>20kDa) sodass
davon ausgegangen werden kann, dass etwa 15— 20 % des PspAs unmarkiert in der
Zelle vorliegt. Zieht man die Effektivitiat der psp—Regulation in Betracht (also die
langfristige und stabile Bildung eines PspA-F-Komplexes), konnten hier aktive
Abbauprodukte ohne GFP die physiologische Nicht—Funktionalitat von PspA-GFP
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iberdecken. Da N-terminal modifiziertes PspA;_,,, in vitro nicht mehr mit PspF
interagiert (Abb. 30, S.85), sind auch Daten zu N-terminal GFP—fusioniertem
PspA interessant, die zeigten, dass sowohl eGFP-WT-PspA als auch eine Variante,
in der die FBR1 deletiert war (eGFP—PspAags_40) zu einem erhohten zelluldren
PspC-Level fihren (Jovanovic et al., 2014, Suppl. Fig. 4a). Demnach ist es bei
N-terminaler Modifikation von PspA irrelevant, ob das Protein noch eine PspF-—
Binderegion besitzt oder nicht. So muss in Betracht gezogen werden, dass das fir
In—vivo-Studien verwendete eGFP-PspA (Engl et al., 2009; Jovanovic et al., 2014)
physiologisch inaktiv war, und Interpretationen zum Verhalten von PspA in vivo
auf Basis von eGFP-PspA mit Vorsicht betrachtet werden sollten.

So kann also weder aufgrund der oben diskutierten Aggregat—Ahnlichkeit groferer
PspA-Oligomere, noch aufgrund der hier aufgefiihrten in vivo beobachteten Loka-
lisationen der GFP—Fusionen mit Gewissheit die Existenz physiologisch relevanter
PspA-Oligomere angenommen werden. Es besteht vielmehr die Moglichkeit, dass
kleinere Einheiten, wie die postulierten di— bzw. trimeren Strukturen von PspA
(Abb. 61) die zentral wichtige Oligomerisationsstufe von PspA und anderer Mitglie-
der der PspA/IM30-Familie darstellen, und gréfiere Strukturen fusions— respektive
iiberproduktions—induzierte Artefakte dieses Proteins sind, womit ein Grofiteil der
postulierten Funktionen des psp—Systems an der Membran in Zukunft diskutiert

werden muss.

4.3 Quo vadis, PspA?

Im Laufe der Diskussion konnte auf Basis der erhaltenen Daten und bisher publizier-
ter Studien das Konzept eines stabilen, transkriptionsaktiven PspA-F-Komplexes
entwickelt werden, welches oberflachlich gesehen der bisherigen Vorstellung der Psp—-
Antwort widerspricht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass man das Assoziations—
Dissoziations—Modell als Grenzfall des Modulator—-Modells der psp—Regulation
auffassen kann, und somit beide Modelle zwei unterschiedliche Phasen im ,regu-
latorischen Zustandsraum® des psp—System verkorpern konnen. Weiterhin wurde

aufgezeigt, dass bisherige Daten zur Lokalisation und Funktion von PspA auf Basis

151



4 Diskussion

von Proteinfusionen in Zukunft kritisch zu hinterfragen sein werden, was ebenfalls
fiir Daten zu hochmolekularen Oligomeren des Proteins gilt. Wahrend somit also,
auch aufgrund der ersten Kristallstruktur eines Proteins der PspA/IM30-Familie
und der erfolgreichen Identifikation seiner PspF—Bindestellen, ein grofler Schritt
hin zur Aufklarung der molekularen Funktionsweise der PspA—PspF-Interaktion
gemacht werden konnte, bleibt der Mechanismus der Membraninteraktion von
PspA weiterhin unklar, ebenso wie eine mogliche Funktion von PspA an der Mem-
bran. In der Tat deuten die in den vorangegangenen Abschnitten diskutierten
Ergebnisse zur Bildung grofierer PspA—Oligomere, zu den membranlokalisierten
Komplexen sowie zur Sensitivitdt von PspA gegeniiber Modifikationen darauf hin,
dass die physiologische Rolle der Membraninteraktion und groflen Homooligome-
risierung iiberdacht werden sollte, und Alternativen zur Erklarung der Funktion
des psp—Systems entwickelt werden miissen. Dies gilt insbesondere auch aufgrund
der in der Einleitung umrissenen, heterogenen und inkonsistenten Phanotypen,
die psp—Mutanten zeigen, sowie aufgrund der zumeist mangelnden bis nicht exis-
tenten Korrelation von psp-Induktionsstarke und Membranschwéachung. In diesem
Zusammenhang konnen auch die hier erhaltenen Ergebnisse zu der C-terminalen
Oligomerisierungsdoméne von PspA von Bedeutung sein, die auf die Bildung kleiner
Di- oder Trimere durch Proteine der PspA/IM30-Familie hindeuten, und keinen
Aufschluss iber mégliche hohere Oligomerisierungsgrade geben. In Verbindung mit
der Kristallstruktur ergeben sich daher in Zukunft zu beantwortende Fragen, die
im bisherigen Verlauf der Diskussion ausgespart wurden, hier aber abschlieSend

kurz skizziert werden sollen.

Sind Proteine der PspA /IM30—Familie evolutionér konservierte AAA-+—

Regulatoren?

Die interessanteste Frage ist wohl, warum ausgerechnet jener Teil von PspA, der
in weiten Teilen zur Interaktion mit PspF benotigt wird (PspA;_,,,), der am
starksten konservierte Bereich der Proteine der PspA/IM30-Familie ist. Man
kénnte sogar so weit gehen, zu behaupten, dass Proteine der PspA /IM30-Familie

aus einer PspF-Bindedoméne mit einem kleinen Oligomerisierungs—Anhang be-
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stehen (PspA; ,, und der Linker machen bereits 3/4 des Proteins aus). Dies ist
verwunderlich, da PspF fast nur in Proteobakterien vorkommt, und insbesondere
in y—Proteobacteria (Francke et al., 2011). Man kénnte argumentieren, dass die
PspF-Bindedoméne auch in E. coli noch andere Funktionen (Membraninteraktion,
MreB-Interaktion; Jovanovic et al., 2014) besitzt, allerdings scheinen mit der Zuord-
nung der PspF-Binderegionen sowie der strukturell konservierten Bereiche (NTR,
Tip) nur noch vereinzelte konservierte Aminosauren fiir weitere Funktionen des
Proteins in Frage zu kommen, sodass es aus der Konservierung der Primarsequenz
und der Kristallstruktur keine Evidenz dafiir gibt, dass PspA,_,,, eine deutlich von
der PspF-Bindung verschiedene, weitere Funktion hat (auler eventuell eine ClpB-
dhnliche Bindung an der Tip—Region). Vergegenwartigt man sich jedoch, dass das
zweite PspA /IM30-Protein von E. coli, YjfJ, ebenfalls mit PspF interagiert, trotz
der deutlich verschiedenen Primérstruktur, wére eine Rolle von PspA—Proteinen in
der Regulation von AAA+-ATPasen eine Moglichkeit, die Konserviertheit dieser
Doméne zu erkldren. PspA interagiert bekanntermafien mit PspF, aber auch eine
Interaktion mit FtsH, einer membranstédndigen AAA+-Protease (Langklotz et al.,
2012) wurde bereits gezeigt (K. Westphal et al., 2012). Dabei wurde PspA nicht von
FtsH abgebaut, sodass die Moglichkeit besteht, dass PspA auch hier modulierend
auf die AAA+—-ATPase wirkt. AAA+-Doménen sind sich in vielen Féllen sehr
ahnlich (Neuwald et al., 1999), sodass eine Zelle mittels mehrerer PspA—&hnlicher
Proteine die Aktivitéit etlicher AAA+—Proteine parallel regulieren kénnte. Die
Oligomerisierungsdoméane kénnte dabei, in Kooperation mit PspB und PspC, di—
bzw. trimeres PspA an die Membran binden. So wirde ein Komplex gebildet,
der eine gewisse Ahnlichkeiten mit dem fiir RseA-ResB-o¥ beschrieben Komplex

Ein inaktiver Form an der Membran bereitgehalten, und durch

zeigt, in dem o
proteolytischen Abbau von ResA entlassen wird (Collinet et al., 2000; Cezairliyan
und Sauer, 2007). Hier bietet sich auch die interessante Moglichkeit, dass PspA
durch Proteolyse der C—terminalen Oligomerisierungsdoméne bzw. des vermutlich
exponierten Linkers in die hochaktive PspA,_,,,-Form tiberfiihrt werden konnte.

Aufgrund seiner hohen regulatorischen Effektivitdt wiirden vermutlich geringe

Mengen des Fragments fiir eine effektive PspF—Regulation ausreichen.
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Abbildung 62 Ausblick auf mogliche Funktionen und Eigenschaften von PspA.PspA
koénnte proteolytisch in die hochaktive PspA;_,,, Form tberfiihrt werden, an der Membran
mittels PspBC ,, gespeichert” werden, oder andere AAA-+-ATPasen regulieren. Fiir FtsH ist eine
Interaktion bereits nachgewiesen worden (K. Westphal et al., 2012).

Welche der hier skizzierten Moglichkeiten in vivo tatséchlich realisiert worden
sind, werden zukiinftige Versuche zeigen miissen. Die Kristallstruktur von PspA,
das Verstidndnis des regulatorischen PspA-F-Komplexes sowie die Erkenntnis,
dass PspA, YjfJ und die M—Doméne von ClpB eine AAA+—ATPase auf dhnliche
Weise regulieren konnen, erdffnen neue Perspektiven auf dem Gebiet des psp—
Systems und in Richtung einer moglicherweise globalen Regulationsmdoglichkeit fiir

AAA+—-ATPasen.
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