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ZUSAMMENFASSUNG

Das twin-arginine-translocation (Tat)-System transportiert gefaltete Proteine iliber prokary-
otische, plastiddre und einige mitochondriale Membranen. Das Tat-System von Escherichia
coli besteht aus den Komponenten TatA/E, TatB und TatC. Diese assemblieren im Laufe des
Transportes zu Tat-Komplexen mit unterschiedlichen Molekulargewichten, welche mit zu
transportierenden Substraten interagieren konnen. TatB und TatC stellen zentrale Bestandteile
aller bisher beobachteten Tat-Komplexe dar. Jedoch ist weder die Rolle von TatA/E bei der
Assemblierung von Tat-Komplexen, noch die Stéchiometrie der einzelnen Komponenten in-
nerhalb dieser Komplexe bekannt. Ebenso ist der Mechanismus des Tat-abhéngigen Protein-

transports ungeklért.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Einfliisse der Tat-Komponenten und Tat-
Substrate auf die bekannten Tat-Komplexe sowie auf einen bisher nicht charakterisierten Tat-
Komplex untersucht. Hierflir wurden die assemblierten Tat-Komplexe in An- und Abwesenheit
einzelner oder mehrerer Komponenten des Tat-Systems mittels BN-PAGE/Western-Blot
analysiert. Fiir die Untersuchung des Einflusses von Tat-Substraten wurde die Substrataffinitat
der Tat-Komplexe anhand spezieller Aminosdureaustausche modifiziert. Hierbei zeigte sich,
dass die Tat-Komponenten TatA/E, TatB und TatC essenziell fiir die Assemblierung
funktionaler Tat-Komplexe sind. AuBerdem handelt es sich bei dem zuvor nicht
charakterisierten Tat-Komplex um einen TatABC-Komplex. Dieser liegt, in Anwesenheit von
TatA, nicht in Assoziation mit Substraten vor. Die TatA-Abhdngigkeit sowie die Dissoziation
von assoziierten Substraten weisen darauf hin, dass es sich bei dem Tat-Komplex um ein spites

Intermediat des Tat-Translokons handeln konnte.

Neben der Charakterisierung und Untersuchung von Tat-Komplexen wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ebenfalls Strategien fiir die Reinigung von Tat-Komplexen etabliert.
Hierbei gelang es, die bisher bekannten TatABC-Komplexe anzureichern. Es konnten weiterhin
Riickschliisse auf die Stabilitdt verschiedener Tat-Komplexe gezogen werden. So zeigte sich,
dass stabilisierende Agenzien wie Saccharose fiir die Anreicherung vom Tat-Komplex 2
benotigt werden, wihrend Tat-Komplex 1 auch ohne den Zusatz von Saccharose angereichert

werden konnte.

Schlagworter: Escherichia coli, Twin-arginine-translocation, Membranproteinkomplexe



ABSTRACT

The twin-arginine translocation (Tat) system transports folded proteins across membranes of
prokaryotes, plant plastids, and some mitochondria. The Tat system of Escherichia coli consists
of the components TatA/E, TatB and TatC. These components assemble in the course of
transport into Tat complexes of different molecular weights, which can interact with substrates.
TatB and TatC are central components of all previously described Tat complexes. However,
neither the role of TatA/E in assembly of Tat complexes, nor the stoichiometry of the individual
components within the complexes is known. Similarly, the mechanism of Tat dependent protein

transport is unclear.

In the present work, the effects of the Tat components and Tat substrates on the known Tat
complexes and a so far uncharacterized Tat complex were investigated. For this purpose, the
assembled Tat complexes were analyzed by BN-PAGE/Western-Blot in the presence and
absence of one or more components of the Tat system. To study the influence of Tat substrates,
the substrate affinity of the Tat complexes was modified by means of specific amino acid
changes. It was shown that the Tat components TatA/E, TatB and TatC are essential for the
assembly of functional Tat complexes. In addition, the so far uncharacterized Tat complex is a
TatABC complex. In the presence of TatA this complex is not associated with substrates. The
TatA dependence as well as the dissociation of associated substrates indicate that the Tat

complex may be a late intermediate of the Tat translocon.

In addition to the characterization and investigation of Tat complexes, strategies for the
purification of Tat complexes have been established in the present work. These strategies were
used to enrich the known TatABC complexes. It was also possible to draw conclusions about
the stability of different Tat complexes. Thus, it was shown that stabilizing agents such as
sucrose are needed specially for the enrichment of Tat complex 2, while Tat complex 1 could

be enriched without the addition of sucrose.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Alle Lebewesen eint das Bestreben, sich im Laufe der Zeit den dufleren Bedingungen
anzupassen. Dies dient kurzfristig dem Fortbestand einzelner Organismen und langfristig dem
Fortbestand von Arten. Bei der Anpassung spielen die biologischen und chemischen
Bedingungen der Umgebung eine zentrale Rolle. Die Aufnahme und Verstoffwechselung
anorganischer und organischer Stoffe unter moglichst geringem Energiecaufwand und die
effiziente Nutzung der Ressourcen bietet einen evolutionidren Vorteil gegeniiber kon-
kurrierenden biologischen Systemen. Zu diesem Zweck haben sich im Laufe der Zeit sowohl
in eukaryotischen, als auch in prokaryotischen Zellen rdumlich voneinander getrennte
Reaktionsrdaume (Kompartimente) entwickelt. Diese Kompartimentierung bietet den Vorteil,
dass unterschiedliche Reaktionen unter jeweils optimalen Bedingungen parallel stattfinden
konnen. Die Kompartimente sind meist durch Biomembranen voneinander abgegrenzt. Ein
Austausch zwischen den Kompartimenten wird durch die selektive Permeabilitidt dieser
Membranen ermoglicht. Des Weiteren kann iiber Membranen ein Konzentrationsgradient

aufgebaut werden, der als Energiequelle fiir chemische Reaktionen genutzt werden kann.

Das Gram-negative Bakterium Escherichia coli besitzt mit dem Cytoplasma (CP) und dem
Periplasma (PP) zwei dieser Kompartimente. Die Cytoplasmamembran (innere Membran, IM)
trennt das Cytoplasma vom umgebenden Periplasma. Dieses wird durch die dullere Membran
(OM) vom umgebenden (extrazelluldren) Raum abgegrenzt. Gram-positive Organismen hin-

gegen besitzen keine dullere Membran und folglich mit dem Cytoplasma nur ein Kompartiment.

Die Proteinbiosynthese findet im Cytoplasma statt. Jedoch haben viele Proteine Gram-negativer
Bakterien ihren Funktionsort in der Cytoplasmamembran, dem Periplasma, der &ulleren Memb-
ran oder gar dem extrazelluldren Raum. Um Proteine vom Ort der Proteinbiosynthese zu ithrem
Bestimmungsort zu transportieren, hat sich im Laufe der Zeit eine Vielzahl von Protein-

sektionssystemen entwickelt.



EINLEITUNG

1.1 Proteintransportsysteme Gram-negativer Bakterien
Die unterschiedlichen Proteintransportsysteme Gram-negativer Bakterien konnen grund-

sdtzlich anhand des Bestimmungsortes der zu transportierenden Proteine klassifiziert werden.

Integrale Membranproteine der Cytoplasmamembran werden in der Regel mithilfe des SRP-
abhingigen Sec-Transports transportiert und durch die Insertase YidC lateral in die Membran
entlassen (Xie und Dalbey 2008). Proteine, bei denen nur wenige hydrophile Reste auf die peri-
plasmatische Seite der Cytoplasmamembran transportiert werden miissen, werden Sec-

unabhingig von YidC in die Cytoplasmamembran insertiert (Kiefer und Kuhn 2007).

Die Mehrzahl der periplasmatischen Proteine wird im ungefalteten Zustand iiber das Sec-
System transportiert (Driessen und Nouwen 2008). Einige periplasmatische Proteine hingegen
konnen ihre funktionelle Konformation nur im Cytoplasma einnehmen. Diese Proteine falten
bereits im Cytoplasma und werden anschlieBend mithilfe des Tat-Systems iiber die Cyto-

plasmamembran transportiert (Hamsanathan und Musser 2018).

Fiir die Insertion integraler Membranproteine der dufleren Membran sind zwei Transport-
systeme bekannt. Nach dem Transport iiber die Cytoplasmamembran durch das Sec- oder das
Tat-System werden Lipoproteine iiber das Lol-System (Tokuda und Matsuyama 2004) und f-
barrel Proteine liber das BAM-System in die d&uBBere Membran insertiert (Knowles ez al. 2009).
Auch Proteine, die Oberflachenstrukturen bilden, sind in der dulleren Membran verankert. Die
Untereinheiten werden im ungefalteten Zustand mithilfe des Sec-Systems in das Periplasma
transportiert und durch Poren, die aus B-barrel- oder Lipoproteinen bestehen, zu den
assemblierenden Pili weitergeleitet. Auf diese Weise werden Typ-I-Pili, P-Pili, cur/i-Pili und

Typ-IV-Pili gebildet (Kline et al. 2010).

Die Sekretion von Proteinen iiber die duBlere Membran kann anhand zweier verschiedener
Mechanismen stattfinden. Der Mechanismus der Sekretionssysteme vom Typ I, III, IV und VI
beinhaltet keine periplasmatischen Intermediate. Beispielsweise werden Proteine vom Typ-III-
Sekretionssystem iiber das sogenannte Injektosom vom Cytoplasma iiber die innere- und duf3ere
Membran direkt in das Cytoplasma einer eukaryotischen Wirtszelle transportiert. Sekretions-
systeme vom Typ Il und V hingegen transportieren periplasmatische Proteine, die zuvor Sec-
oder Tat-abhéngig transportiert wurden. Oft handelt es sich bei diesen extrazelluldren Proteinen
um Exotoxine. Diese werden in einem zweiten Schritt mithilfe des Typ-II- oder Typ-V-

Sekretionssystems iiber die dullere Membran transportiert (Dalbey und Kuhn 2012).
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1.2 Proteintransportsysteme der Cytoplasmamembran

Mit Ausnahme der Substrate der Sekretionssysteme vom Typ I, III, IV und V und derer, die
Sec-unabhéngig von YidC in die Cytoplasmamembran insertiert werden, konnen Proteine der
inneren und dulleren Membran sowie periplasmatische und extrazelluldr vorliegende Proteine
ihren Bestimmungsort nur mithilfe des Sec- oder Tat-Systems erreichen. Damit spielen die
Proteintransportsysteme der Cytoplasmamembran eine Schliisselrolle. Proteine, die mithilfe
des Sec- oder Tat-Systems transportiert werden sollen, tragen sich prinzipiell dhnelnde N-
terminale Signalpeptide. So zeichnen sich die Signalpeptide durch eine positiv geladene,
aminoterminale Region (n-Region), einen hydrophoben Kern (h-Region) und eine hydrophile
carboxyterminale Region (c-Region) aus. Letztere enthélt eine konservierte Sequenz zur
Erkennung und Abspaltung des Signalpeptids durch die Typ I Signalpeptidase. Sec-Signal-
peptide werden anhand dieser Eigenschaften erkannt und enthalten keine weiteren konser-
vierten Aminosduresequenzmotive (Natale ef al. 2008). Tat-Signalpeptide besitzen zusétzlich
das hochkonservierte, namensgebende twin-arginine Motiv [S/T]-R-R-X-F-L-K im Ubergang
zwischen der n- und der h-Region (Berks 1996). Urspriinglich wurde dieses Motiv als
hydrogenase signal peptide consensus box R-R-X-F-X-K anhand der Signalpeptide von
Hydrogenasen identifiziert (Niviere et al. 1992).

1.2.1 Der Sec-abhingige Proteintransport

Das Sec-System (general secretion system) transportiert den Grof3teil der periplasmatischen
Proteine. AuBlerdem werden die meisten Lipoproteine und B-barrel-Proteine der dulleren
Membran sowie die Untereinheiten, die zur Assemblierung von Pili auf der Zelloberfliche
bendtigt werden, initial mithilfe des Sec-Systems im ungefalteten Zustand iiber die Cyto-
plasmamembran transportiert (Dalbey und Kuhn 2012). In E. coli besteht die zur Translokation
genutzte Pore aus den Komponenten SecE, SecG und SecY, welche den heterotrimeren,
membranintegralen SecYEG Proteinkomplex bilden. Dieser ist peripher mit der ATPase SecA
assoziiert und wird fiir die Translokation groBer, hydrophiler Regionen benétigt (Kuhn 1988;
Deitermann et al. 2005). Hydrophobe Doménen werden hingegen von der Sec-Translokase
transportiert und konnen mit der Hilfe von YidC in die Membran insertiert werden (Houben et
al. 2004). SecY besteht aus 10 Transmembrandoménen und interagiert mit SecE und SecG um
den Translokationskanal zu bilden (Breyton ef al. 2002). Die Energie fiir die Membraninsertion
von SecA zur Initiation der Translokation liefern die Hydrolyse von ATP und die protonen-

motorische Kraft (PMF) (Driessen und Wickner 1991; Nishiyama et al. 1999).
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Der Transport kann beschleunigt werden, wenn SecA durch einen Komplex aus SecD, SecF
und YajC stabilisiert wird (Duong und Wickner 1997). Dieser Komplex ist flir die Trans-
lokation jedoch nicht essenziell (Pogliano und Beckwith 1994). Berechnungen zeigten, dass
ATP-abhingige Konformationsdnderungen des SecYEG-Komplexes dazu flihren, dass der
precursor auf der cytoplasmatischen Seite der Translokationspore ungefaltet bleibt, wihrend
auf der periplasmatischen Seite die Bildung einer Helix induziert wird. Auf diese Art und Weise
konnen sich precursor-Proteine, welche sich in der Translokationspore befinden, nur in eine

Richtung bewegen (Corey et al. 2019).

Grundsétzlich ist beim Sec-abhdngigen Transport zwischen dem kotranslationalen, SRP-
abhingigen Transport und dem posttranslationalen, SecB-abhingigen Transport zu unter-

scheiden (Fekkes und Driessen 1999) (siche Abbildung 1).

cp

PP

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Sec-abhédngigen Proteintransportes basierend auf Nathale ez al. 2008.
(a) Kotranslationaler, SRP-abhingiger Sec-Transport. (b) Posttranslationaler, SecB-abhingiger Sec-Transport.
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1.2.1.1 Der kotranslationale, SRP-abhiingige Sec-Transport

Beim kotranslationalen, SRP-abhéngigen Sec-Transport wird der signal recognition particle
(SRP) bendtigt, um das zu transportierende Substrat an die Cytoplasmamembran zu bringen.
Die meisten integralen Proteine der Cytoplasmamembran werden iiber den SRP-abhéngigen
Sec-Transport transportiert (Ulbrandt ef al. 1997; Wickstrom et al. 2011). Der bakterielle SRP
besteht aus dem Fth Polypeptid und der 4.5S RNA und interagiert mit hydrophoben Bereichen
des naszierenden Polypeptids eines Membranproteins. Der Komplex aus SRP, dem
naszierenden Polypeptid und dem Ribosom wird anschliefend zum membranassoziierten SRP-
Rezeptor FtsY geleitet (Luirink und Sinning 2004). SRP und FtsY sind SIMIBI-Typ GTPasen,
deren Aktivitit durch Dimerisierung reguliert wird (Wittinghofer und Vetter 2011). Die aktive
Tasche entsteht erst durch die Dimerisierung beider Proteine und bindet zwei Molekiile GTP
(Egea et al. 2004; Focia et al. 2004). Durch die Hydrolyse von GTP entstandenes GDP wird
mithilfe eines intrinsischen Nukleotid-Austauschfaktors durch GTP ersetzt (Moser et al. 1997).
Die Hydrolyse von GTP bedingt die Dissoziation von SRP und FtsY. In der Folge wird das
Ribosom mit dem naszierenden Polypeptid an SecY iibergeben, woraufhin die Translokation
durch SecYEG erfolgt. Transmembrandoménen werden mithilfe von YidC lateral in die
Membran entlassen (Beck ef al. 2001). Befinden sich mehr als 13 Aminosduren zwischen den
Transmembrandoménen, ist auBerdem die eine zusitzliche Offnung des Sec-Translokons durch

SecA erforderlich (Deitermann et al. 2005).

1.2.1.2 Der posttranslationale, SecB-abhingige Sec-Transport

Beim posttranslationalen, SecB-abhédngigen Transport wird das Signalpeptid des naszierenden
Polypeptids vom Trigger-Faktor gebunden (Beck ef al. 2000). Nach der Abspaltung vom
Ribosom kann der precursor entweder von nicht-membranassoziiertem, cytoplasmatischem
SecA (Chun und Randall 1994) oder von SecB iiber das N-terminale Signalpeptid des zu
transportierenden Proteins gebunden werden. SecB fungiert dabei als Chaperon und verhindert
die Faltung des precursors (Randall und Hardy 2002; Zhou und Xu 2005). Es liegt in tetramerer
Form als Dimer von Dimeren vor (Murén et al. 1999) und besitzt zwei Kanéle, die zur Bindung
des Signalpeptids dienen (Xu et al. 2000). Durch die Interaktion eines SecB-Tetramers mit zwei
SecA-Protomeren erfolgt die Ubergabe des precursors an SecA (Zhou und Xu 2003; Suo ef al.
2011). Unter der Verwendung von ATP als Energiequelle initiiert SecA die Translokation des
precursors iiber das SecYEG-Translokon in das Periplasma (Economou und Wickner 1994;

Economou et al. 1995).
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1.2.2 Der Tat-abhingige Proteintransport

Die funktionelle Konformation einiger Proteine ist von einem Kofaktor abhédngig (Jack et al.
2004) oder kann nur mithilfe cytoplasmatischer Chaperone eingenommen werden (DeLisa et
al. 2003; Kerner et al. 2005; Stolle et al. 2016). Der Transport gefalteter Proteine iiber die
Cytoplasmamembran wird mithilfe des Tat-Systems durchgefiihrt (Berks 1996). Substrate, die
Tat-abhingig transportiert werden, weisen das hochkonservierte, namensgebende twin-
arginine Motiv auf (Natale et al. 2008). Das Tat-System pflanzlicher Plastide und Gram-
negativer Proteobakterien wie E. coli besteht aus den Komponenten TatA (Tha4) (Mori ef al.
1999; Sargent et al. 1998), TatB (Hcf106) (Settles 1997; Sargent et al. 1999) und TatC (cpTatC)
(Bogsch et al. 1997; Mori et al. 2001). TatB weist starke Ahnlichkeiten zu TatA auf (Yen et al.
2002; Briiser 2007) und ist kein Bestandteil minimaler Tat-Systeme Gram-positiver Bakterien,
die nur die Komponenten TatA und TatC bendtigen (Pop et al. 2002; Jongbloed et al. 2004).
Einige Gram-negative Bakterien besitzen ein zusétzliches TatA-Paralog, TatE (Sargent et al.
1998). Auch mitochondriale Tat-Systeme sind bekannt, die sich aus den gleichen Komponenten
in unterschiedlichen Kombinationen (TatAC, TatBC, TatC) zusammensetzen (Yen ef al. 2002;
Petrii ef al. 2018).

Bei TatABC-Systemen besteht die vollstindig funktionale Tat-Translokase aus den Komponen-
ten TatA/E, TatB und TatC (Sargent et al. 1999). TatB und TatC bilden den TatBC-Komplex,
welcher mit dem Signalpeptid von precursor-Proteinen interagiert (Alami et al. 2003; Gérard
und Cline 2006; Maurer ef al. 2010; Ramasamy et al. 2013; Hamsanathan et al. 2017). TatA
interagiert im Rahmen des Tat-Transportes mit dem TatBC-Komplex. Nicht mit dem TatBC-
Komplex assoziiertes TatA bildet Homooligomere verschiedener Gréf3en und kann unabhéngig

von TatBC mit Tat-Substraten interagieren (Pop et al. 2003; Taubert ef al. 2015).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Mechanismus des Tat-abhéngigen Proteintransports. (A) Trans-
latierte precursor-Proteine werden zunéchst, teilweise mithilfe spezifischer oder genereller Chaperone, gefaltet.
Auch die Insertion von Kofaktoren (Pentagon) findet in der Regel bereits im Cytoplasma statt. (B) Bedingt durch
die hydrophobe h-Region assoziieren precursor-Proteine anhand des Signalpeptids an die Membran. (C)
Precursor-Proteine interagieren dort sowohl mit TatBC-Komplexen, als auch mit TatA. (D) AnschlieBend bilden
sich Substrat-assoziierte TatABC-Komplexe. (E) Die Substratbindung hat die verstarkte Assoziation von TatA an
Tat-Komplexe zur Folge. (F) Das Substrat passiert die Membran auf bisher ungeklarte Weise. (G) Letztlich wird
das Signalpeptid mithilfe der Signalpeptidase entfernt.

Im Gegensatz zu anderen Transportsystemen scheinen die Komponenten des Tat-Systems keine
stabile, dauerhafte Pore zu bilden, durch die Substrate transportiert werden konnen. Viel eher
scheint das Tat-Translokon bei Bedarf zu assemblieren. Der Mechanismus des Tat-Transports
ist jedoch noch nicht vollstdndig aufgeklart und es existieren unterschiedliche Modelle. Diese
reichen von einer symmetrischen Pore als Assemblierung von TatA, TatB und TatC (Aldridge
et al. 2014; Blimmel et al. 2015; Alcock et al. 2016) iiber eine asymmetrische Pore, bei der die
symmetrische Pore durch die Assoziation von weiteren TatA-Protomeren erweitert wird,
(Alcock et al. 2016) bis hin zu einer Schwichung der Membran (membrane weakening). Die
Theorie der Membranschwéchung basiert auf der lateralen Assoziation von TatA-Assemb-
lierungen an TatBC-Komplexe, sodass das zu transportierende Substrat die geschwichte

Membran ohne die Bildung einer Pore passieren kann (Briiser und Sanders 2003).



EINLEITUNG

1.3 Das Tat-System von Escherichia coli

Fiir den Import von Proteinen in pflanzliche Thylakoide waren bereits zwei Mechanismen
bekannt. Neben einem zum Sec-Transport analogen Mechanismus konnte ein zweiter
Mechanismus identifiziert werden, der maf3geblich vom Protonengradienten (ApH) abhingig
ist (Mould und Robinson 1991; Cline et al. 1992). Spéter konnte das konservierte twin-arginine
Motiv mit diesem Mechanismus in Verbindung gebracht werden (Chaddock ez al. 1995). Dieses
konservierte Sequenzmotiv wurde zuvor bereits bei Signalpeptiden von Hydrogenasen aus
Gram-negativen, Sulfat-reduzierenden Bakterien beobachtet (Niviere et al. 1992) und wurde
spéter auch bei Bakterien mit dem Tat-abhéngigen Transport in Verbindung gebracht (Berks
1996; Santini et al. 1998; Weiner et al. 1998).

Escherichia coli ist der bisher am intensivsten untersuchte prokaryotische Organismus und ein
Vertreter der Enterobacteriacae. Es handelt sich um ein stdbchenférmiges, Gram-negatives und
fakultativ-anaerobes Bakterium. In E. coli sind die Gene, die fiir die Tat-Komponenten TatA,
TatB und TatC codieren, im fatABCD-Operon organisiert. Das flir TatE codierende Gen
befindet sich isoliert vom tatABCD-Operon an anderer Stelle des Genoms (Sargent et al. 1998).
TatD ist nicht essenziell fiir den Tat-abhéngigen Transport in E. coli (Wexler et al. 2000). TatB
und TatC sind hingegen zwingend fiir die Funktionalitit des Tat-Systems notwendig (Bogsch
et al. 1998; Sargent et al. 1999). TatE ist ein TatA-Paralog. Die Anwesenheit einer der beiden

Komponenten ist Voraussetzung fiir den Tat-abhdngigen Transport (Sargent ef al. 1998).

1.3.1 Die Tat-Komponenten
Aufbau und Struktur der Tat-Komponenten

Bei TatA, TatB, TatC und TatE handelt es sich um membranintegrale Proteine. TatA, TatB und
TatE zeichnen sich durch eine L-formige Konformation aus. An einen kurzen periplasmatischen
N-Terminus schlief8t sich eine Transmembrandoméne an. Es folgt eine amphipathische Helix,
die mit der cytoplasmatischen Seite der Membran interagiert. Die Transmembranhelix (TMH)
und die amphipathische Helix (APH) sind durch eine kurze, flexible hinge-Region getrennt. Bei
TatA und TatE folgt auf die amphipathische Helix ein unstrukturierter C-Terminus (Baglieri et
al. 2012; Rodriguez et al. 2013). TatB besitzt zwei weitere Helices, welche deutlich flexibler
sind als die TMH und die APH. Aufgrund der Ladungsverteilung von a3 und 04 wird davon
ausgegangen, dass diese sich frei beweglich im Cytoplasma befinden, was eine Interaktion von
a3 und 04 mit zu transportierenden Substraten nahelegt (Zhang et al. 2014) (siche Abbildung 3
und Abbildung 4).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Dominen und helikalen Bereiche der Tat-Komponenten TatA/E,
TatB und TatC.

Sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus von TatC befinden sich in unstrukturierter
Konformation im Cytoplasma. TatC besitzt 6 Transmembranhelices (Sargent et al. 1998), die
durch zwei cytoplasmatische und zwei periplasmatische Regionen getrennt werden (siche
Abbildung 3). Die periplasmatischen und cytoplasmatischen Regionen weisen groBtenteils
keine Sekundirstruktur auf, bestehen aber auch teilweise aus helikalen Elementen. Die erste
Helix ragt weit aus der Membran heraus, wodurch die erste periplasmatische Region einen
groBBen helikalen Bereich hat. Aufgrund der kurzen Transmembranhelices 5 und 6 liegt der
Bereich zwischen diesen Helices innerhalb der Lipiddoppelschicht und ragt nicht in das
Periplasma (Rollauer et al. 2012; Ramasamy et al. 2013). Bedingt durch die Anordnung der
Helices dhnelt die Struktur von TatC einem Handschuh mit einer konkaven und einer konvexen

Seite (Ramasamy et al. 2013) (siche Abbildung 4 und Abbildung 7).
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Abbildung 4: NMR-Strukturen von TatA (PDB 2LZR) und TatB (PDB 2MI2) aus E. coli (Rodriguez et al. 2013;
Zhang et al. 2014). Das Modell von TatC aus E. coli basiert auf der Kristallstruktur von TatC aus Aquifex aeolicus
(PDB 4HTS) (Ramasamy et al. 2013) und wurde mit RaptorX (Peng und Xu 201 1; Kéllberg et al. 2014) modelliert.
Die Bildbearbeitung wurde mit UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004) durchgefiihrt.
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Membraninsertion der Tat-Komponenten

Kleinere Komponenten von Transportsystemen wie SecE und TatA und TatB aus Chloroplasten
(cpSecE, Tha4 und Hcfl06) integrieren ohne die Hilfe einer Insertase oder eines
Transportsystems eigenstdndig in die Membran (Steiner et al. 2002; Fincher et al. 2003).
GrofBere Komponenten mit mehreren Transmembrandoménen wie TatC kénnen nicht eigen-
standig in die Membran insertieren. Weder cpSecY noch Alb3 (SecY und YidC aus Chloro-
plasten) werden fiir die Membraninsertion von cpTatC benotigt. Das weist auf die Existenz
einer spezialisierten Translokase zur Membranintegration von Transportsystemen in Chloro-
plasten hin (Martin et al. 2009). Die Membraninsertion von TatC in inverse Membranvesikel
(INV) von E. coli konnte hingegen nur in der Anwesenheit von SecYEG und YidC beobachtet
werden. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass SecYEG und YidC fiir die Membraninsertion
von TatC in E. coli bendtigt werden. Die Anwesenheit von SecYEG und YidC ist jedoch nur
fiir den Transport des ersten und zweiten periplasmatischen Bereichs von TatC zwingend
notwendig. Die Transmembranhelices 5 und 6 sind deutlich kiirzer als die anderen
Transmembranhelices und werden nur durch einen kurzen hydrophoben Bereich voneinander
getrennt. Dieser befindet sich innerhalb der Lipiddoppelschicht und wird ohne die Hilfe von
SecYEG und YidC transportiert (Welte et al. 2012; Zhu et al. 2012).

1.3.2 Die Tat-Substrate
Die Faltung auf3erhalb des Cytoplasmas ist eine Voraussetzung fiir die Funktionalitdt von Sec-
abhéngig transportierten Proteinen. Das Tat-System transportiert Proteine, die ihre funktionelle

Konformation nur im Cytoplasma einnehmen konnen. Die Griinde hierfiir sind vielféltig.

Manche Proteine benétigen flir die Faltung und Insertion von Kofaktoren spezifische
Chaperone. Die Trimethylamin-N-Oxid (TMAO)-Reduktase TorA spielt eine wichtige Rolle
bei der anaeroben Atmung. Mithilfe eines Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid (MGD) Ko-
faktors reduziert TorA TMAO zu Trimethylamin (Méjean et al. 1994). Fiir die Insertion des
MGD Kofaktors wird das spezifische Chaperon TorD bendtigt (Pommier et al. 1998). TorD
interagiert nicht nur mit der maturen Doméne von TorA, sondern auch mit dem TorA-
Signalpeptid, wodurch der Transport erst nach der Insertion des Kofaktors stattfinden kann

(Jack et al. 2004).

10
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Die [Ni-Fe]-Hydrogenase 2 ist ein membranassoziiertes Heterodimer aus HybO und HybC.
HybO besitzt ein N-terminales Tat-Signalpeptid. HybC bindet den [NiFe]-Kofaktor, besitzt
jedoch kein Signalpeptid (Rodrigue et al. 1999). Nach der Integration des Kofaktors wird der
C-Terminus von HybC im Cytoplasma durch HybE prozessiert. Das mature HybC bildet ge-
meinsam mit HybO den HybOC-Komplex, der mithilfe des Tat-Signalpeptids von HybO Tat-
abhéngig transportiert wird (Dubini und Sargent 2003).

Andere Tat-abhingig transportierte Proteine bendtigen zwar keinen Kofaktor, kdnnen jedoch
nur mit der Hilfe allgemeiner, cytoplasmatischer Chaperone gefaltet werden. So kann die N-
Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase AmiA ihre funktionelle Konformation nur mithilfe des

cytoplasmatischen Chaperons GroEL einnehmen (Kerner et al. 2005).

1.3.3 Das Tat-Signalpeptid

Tat-Substrate besitzen N-terminale Signalpeptide. Die dreigliedrige Struktur &hnelt der von
Sec-Signalpeptiden. Sec-Signalpeptide werden nur anhand dieser Struktur, die sich durch eine
positiv geladene, N-terminale n-Region, einen zentralen, hydrophoben Kern (h-Region) und
eine polare, C-terminale c-Region auszeichnet, erkannt (Freudl 2018) (siche Abbildung 5). Die
Effizienz des Sec-abhingigen Transportes wird maligeblich durch die Nettoladung der n-
Region sowie die Lange und Nettoladung der h-Region beeinflusst (Inouye et al. 1982; Chou
und Kendall 1990; Goldstein et al. 1991). Fiir die korrekte Abspaltung des Signalpeptides durch
die Signal-Peptidase miissen sich an der -3 und -1 Position Aminosduren mit kleinen unpolaren

Seitenketten (A-X-A) befinden (Heijne 1984; Karamyshev ef al. 1998) (siche Abbildung 5).

SPase

|

AXA

Sec n-Region h-Region

SPase

|

AXA

Tat | n-Region h-Region

linger / \weniger hydrophob positive Ladungen

[S/T]-R-R-X-F-L-K

Abbildung 5: Generelle Eigenschaften von Sec- und Tat-Signalpeptiden basierend auf Freudl 2018. Beide
besitzen eine dreigliedrige Struktur bestehend aus einer n-, h- und c-Region. Am Ende der c-Region befindet sich
eine Erkennungssequenz filir die Signalpeptidase (Konsensussequenz A-X-A). Im Unterschied zu Sec-Signal-
peptiden besitzen Tat-Signalpeptide neben der hochkonservierten twin-arginine Sequenz eine lingere n-Region,

eine weniger hydrophobe h-Region und positive Ladungen in der c-Region (sec avoidance).
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Tat-Signalpeptide weisen einige zusétzliche Eigenschaften auf, die sie von Sec-Signalpeptiden
unterscheiden. Hierzu zdhlt unter anderem das hochkonservierte, namensgebende twin-arginine
Motiv [S/T]-R-R-X-F-L-K, wobei X hidufig fiir eine polare Aminosédure steht. Diese befindet
sich im Ubergang zwischen der n- und der h-Region (Berks 1996). Im Vergleich mit Sec-
Signalpeptiden besitzen Tat-Signalpeptide in der Regel eine langere n-Region und eine weniger
hydrophobe h-Region (Berks 1996; Cristobal et al. 1999). AuBerdem befinden sich in der
c-Region von Tat-Signalpeptiden in einigen Féllen positiv geladene Aminosduren. Diese sind
in der c-Region von Sec-Signalpeptiden nicht zu finden. Gemeinsam mit der geringeren Hydro-
phobizitit der h-Region verhindern die positiven Ladungen der c-Region, dass Tat-Signal-
peptide durch Komponenten des Sec-Systems erkannt werden (sec avoidance) (Bogsch et al.

1997; Cristobal et al. 1999; Blaudeck et al. 2003) (siche Abbildung 5).

1.4 Die Tat-Translokase

Fiir den Tat-abhéngigen Transport von gefalteten Proteinen iiber die Cytoplasmamembran
werden die Tat-Komponenten TatA/E, TatB und TatC benétigt. TatB und TatC bilden den
TatBC-Komplex (Cline und Mori 2001; Bolhuis et al. 2001). Tat-Substrate interagieren nicht
nur mit dem TatBC-Komplex (Cline und Mori 2001; Richter und Briiser 2005), sondern auch
mit TatA (Frobel ef al. 2011; Taubert ef al. 2015). Dieses liegt sowohl frei in der Membran als
auch in Assoziation mit dem TatBC-Komplex vor (Bolhuis et al. 2001; Oates et al. 2003).
Freies, nicht mit dem TatBC-Komplex assoziiertes TatA bildet Homooligomere unter-

schiedlicher GroBBen (McDevitt et al. 2006; Behrendt et al. 2007).

1.4.1 Interaktionen der Tat-Komponenten

Hinweise auf den Mechanismus des Tat-abhéngigen Proteintransportes konnen mithilfe
unterschiedlicher Methoden erhalten werden. Eine Moglichkeit die Interaktionen zwischen den
Komponenten des Tat-Systems zu untersuchen ist die Quervernetzung (cross-linking) der
Komponenten. Hierbei werden Modifikationen verwendet, die unter bestimmten Bedingungen
zur Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen zwei benachbarten Proteinen fiithren. So
koénnen Homo- oder Heterodimere erhalten werden, die nach SDS-PAGE/Western-Blot mittels
spezifischer Antikorper detektiert werden konnen. Es ist zwischen der monodirektionalen und
der bidirektionalen Quervernetzung zu unterscheiden. Bei der monodirektionalen Quer-
vernetzung wird nur bei einem der Interaktionspartner eine Aminosdure durch eine reaktive

Aminosdure ausgetauscht. Unter bestimmten Bedingungen reagiert diese beispielsweise mit
12
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Peptidbindungen von benachbarten Proteinen. Der interagierende Bereich des Nachbarproteins
lasst sich hierbei mithilfe massenspektrometrischer Analysen identifizieren. Zum FEinsatz
kommen beispielsweise aromatische Aminoséduren wie Trifluoromethyldiazirin-L-Phenylalanin
1 (Tmd-Phe) oder p-Benzoyl-L-Phenylalanin 2 (Bpa) (siche Abbildung 6), die durch die
Bestrahlung mit UV-Licht in einer radikalischen Reaktion unspezifisch mit benachbarten

Proteinen reagieren (Beck ef al. 2000; Young et al. 2010).

(0] o)
. H5N.,
H2N . % OH 2 5 OH
cr, D
N-N (o)
1 2

Abbildung 6: Strukturformeln von Trifluoromethyldiazirin-L-Phenylalanin 1 (Tmd-Phe) und p-Benzoyl-L-
Phenylalanin 2 (Bpa).

Bei der bidirektionalen Quervernetzung wird in beiden interagierenden Proteinen ein Cystein-
Austausch vorgenommen. Befinden sich die beiden Cysteine in direkter Nachbarschaft, bildet
sich unter oxidativen Bedingungen eine Disulfidbindung, die beide Proteine kovalent miteinan-
der verkniipft (Lee et al. 2006, Punginelli ef al. 2007; Aldridge et al. 2014; Habersetzer et al.
2017). Auch die chemischen Eigenschaften anderer Aminosduren konnen zur Quervernetzung
genutzt werden. Beispielsweise konnen Amidbindungen zwischen Carboxyl- und Aminogrup-

pen mithilfe von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) gebildet werden (Bliimmel ez al. 2017).

1.4.1.1 TatBC-Interaktionen
Sowohl Hef106 und cpTatC des Tat-Systems von Chloroplasten als auch TatB und TatC des
Tat-Systems von E. coli interagieren miteinander, um TatBC-Komplexe zu bilden (Cline und
Mori 2001; Bolhuis et al. 2001). Innerhalb dieser Komplexe liegen TatB und TatC im
Verhiéltnis 1:1 vor (Bolhuis et al. 2001). Die Transmembranhelix (TMH) und die amphi-
pathische Helix (APH) von TatB sind von zentraler Bedeutung fiir die Funktionalitdt des Tat-
Systems (Lee ef al. 2002). Nach der Quervernetzung von TatB-Protomeren konnten kovalent
verkniipfte TatB-Oligomere aus bis zu vier Protomeren erhalten werden. Dies weist auf eine
zentrale Lage von vier TatB-Protomeren innerhalb eines tetrameren TatBC-Komplexes hin
(Lee et al. 2006; Blimmel et al. 2015).

13
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Abbildung 7: Modell von TatC aus E. coli. Das Modell basiert auf der Kristallstruktur von TatC aus Aquifex
aeolicus (PDB 4HTS) (Ramasamy ef a/. 2013) und wurde mit RaptorX (Peng und Xu 2011; Kéllberg et al. 2014)
modelliert. Die Bildbearbeitung wurde mit UCSF Chimera (Pettersen ef al. 2004) durchgefiihrt. Es zeigt sich eine

Struktur mit einer konkaven und einer konvexen Seite (Ramasamy et al. 2013).

Es konnten zahlreiche Interaktionen zwischen TatB- und TatC-Protomeren beobachtet werden.
Diese deuten darauf hin, dass TatB-Protomere sich in der Regel auf der konkaven Seite von
TatC befinden (siche Abbildung 7 und Abbildung 8). So interagiert TatB mit dem
cytoplasmatischen Bereich von TMH1 und TMH3 sowie dem zentralen Bereich von TMH4
(Zoufaly et al. 2012; Blimmel et al. 2015). Eine Interaktion der Transmembranhelix von TatB
mit TMHS von TatC wurde vorhergesagt (Rollauer ef al. 2012) und konnte spiter mithilfe von
Quervernetzungen bestitigt werden (Kneuper et al. 2012; Alcock et al. 2016). Auch
substratabhéngige Interaktionen der Transmembranhelix von TatB mit TMH6 von TatC

konnten beobachtet werden (Habersetzer et al. 2017).

Die Oligomerisierung von TatC-Protomeren basiert malBgeblich auf der Interaktion der
periplasmatischen Bereiche verschiedener TatC-Protomere (Zoufaly et al. 2012; Cléon et al.
2015; Bliimmel et al. 2015). Jedoch hat auch die Anwesenheit von TatB einen entscheidenden
Einfluss auf die Quervernetzung von TatC-Protomeren (Bliimmel ef al. 2015). Gemeinsam mit
der groBen Anzahl an TatB-TatC Interaktionen legt dies nahe, dass ein TatC-Protomer nicht
nur mit einem, sondern mit mindestens zwei TatB-Protomeren interagiert. So konnte die
Interaktion eines TatB-Protomers mit zwei TatC-Protomeren, die wiederum jeweils mit zwei
TatB-Protomeren interagieren, zur Assemblierung von TatBC-Komplexen fiihren (Bliimmel et

al. 2015; Alcock et al. 2016) (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung eines tetrameren TatBC-Komplexes. Basierend auf Blimmel et al. 2015.
Sicht auf die Translokase von der periplasmatischen Seite. Die Interaktionen von TatB (rot) sowohl mit TMHI1
(dunkelblau), TMH3 und TMH4 (griin) als auch mit TMHS5 (gelb) legen die Interaktion eines TatB-Protomers mit

zwei verschiedenen TatC-Protomeren nahe (Bliimmel et al. 2015; Alcock ef al. 2016).

Die Quervernetzung von TatC-Protomeren resultierte sowohl in TatC-Dimeren als auch in
TatC-Tetra- und Hexameren (Punginelli ef al. 2007; Zoufaly et al. 2012; Bliimmel ef al. 2015).
Des Weiteren wurde die Funktionalitit des Tat-Systems nicht nennenswert durch die
Produktion von TatC-TatC-Fusionsproteinen eingeschrinkt, sodass TatC-Dimere die minimale
funktionale Einheit zu bilden scheinen (Maldonado ef al. 2011). Jedoch ist die Orientierung der
interagierenden TatC-Protomere schwer zu bestimmen. Neben TatC-Protomeren eines TatBC-
Komplexes konnten auch TatC-Protomere unterschiedlicher TatBC-Komplexe miteinander
interagieren (Punginelli et al. 2007). Wiahrend hexamere TatC-Oligomere nur in der
Abwesenheit von TatB beobachtet werden konnten (Behrendt und Briiser 2014; Bliimmel ef al.
2015), konnten dimere und tetramere TatC-Strukturen auch in Anwesenheit von TatA und TatB

erhalten werden (Zoufaly et al. 2012; Bliimmel et al. 2015).

Der TatBC-Komplex interagiert mit Substraten, die Tat-abhéngig transportiert werden (Cline
und Mori 2001; Richter und Briiser 2005). Neben dem bereits beschriebenen Aufbau des
Signalpeptids (sieche Abschnitt 1.3.3) sind hierfiir auch die interagierenden Regionen von TatB
und TatC von zentraler Bedeutung. Die Interaktion des Signalpeptids mit TatB und TatC ist
vom hochkonservierten twin-arginine Motiv abhingig (Kreutzenbeck et al. 2007; Lausberg et
al. 2012). Auch weitere Eigenschaften des Signalpeptids beeinflussen die Interaktion mit dem
TatBC-Komplex. Die Hydrophobizitit der h-Region und die Nettoladung der c-Region iiben
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entscheidenden Einfluss auf die Transporteffizienz aus. Beispielsweise konnte das Fehlen des
twin-arginine Motivs durch eine erhéhte Hydrophobizitit der h-Region oder eine positivere
Nettoladung der c-Region ausgeglichen werden (Ulfig et al. 2017; Ulfig und Freudl 2018).
Essenziell fir die Erkennung des twin-arginie Motivs sind vor allem der N-terminale Bereich
von TatB sowie der cytoplasmatische Bereich von TatC (Holzapfel et al. 2007; Kreutzenbeck
et al. 2007; Lausberg et al. 2012; Zoufaly et al. 2012). Bereits einzelne Mutationen in diesem
Bereich bewirken, dass Substrate nicht mehr mit TatC interagieren (Holzapfel et al. 2007;
Behrendt und Briiser 2014). Die cytoplasmatische Doméane von TatB interagiert zusétzlich mit
der maturen Doméne von Substraten (Maurer et al. 2010). Es gibt Hinweise, dass TatBC-
Komplexe mit mehreren Substraten zeitgleich interagieren (Tarry et al. 2009; Ma und Cline
2010; Aldridge ef al. 2014). Die Interaktion von Signalpeptiden mit dem TatBC-Komplex ist
nicht von der protonenmotorischen Kraft abhdngig (Zoufaly et al. 2012). Aufgrund der zwei
hydrophilen Regionen des Signalpeptids formt dieses eine Art Hairpin (siche Abbildung 2),
wodurch die h-Region zwischen zwei TatC-Protomeren eines TatBC-Komplexes in die
Membran insertiert (Aldridge et al. 2014; Hamsanathan et al. 2017). Auch in der Abwesenheit
von TatB konnen Signalpeptide unabhéngig von der protonenmotorischen Kraft mit TatC
interagieren und in die Membran insertiert werden. Jedoch wird das Signalpeptid in
Abwesenheit von TatB transportunabhéngig abgespalten, was auf eine regulatorische Funktion
von TatB bei der Interaktion von Signalpeptiden und TatBC-Komplexen hindeutet (Frobel et
al. 2012).

1.4.1.2 TatA/E-Interaktionen

TatA-Protomere neigen dazu, homooligomere Komplexe unterschiedlicher Groen zu bilden.
Diese konnen mittels BN-PAGE/Western-Blot als eine Art Leiter zwischen 100 und 500 kDa
erhalten werden (Oates et al. 2005). Die Koelution kleiner Mengen TatA bei der Reinigung von
TatBC-Komplexen mittels GroBenausschlusschromatographie deutet darauf hin, dass TatA in
Assoziation mit dem TatBC-Komplex vorliegt, jedoch nur schwach mit diesem interagiert
(Bolhuis et al. 2001). In Anwesenheit von Tat-Substraten konnen gréfere Mengen TatA
erhalten werden, die mit dem TatBC-Komplex interagieren (Mori und Cline 2002). Auch eine
Stabilisierung des TatBC-Komplexes durch TatA wurde bereits diskutiert (Mangels et al.
2005).
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Anhand von Quervernetzungen konnte gezeigt werden, dass die Transmembranhelix von TatA
sowohl mit TatB als auch mit TatC interagiert (Frobel ef al. 2011). Dabei interagiert TatA mit
dem periplasmatischen Bereich von TMH4 und dem Bereich zwischen TMHS und TMH6 von
TatC (Zoufaly et al. 2012). Die Interaktionen von TatA mit TMH4 und TMHS von TatC treten
dabei vermehrt in Anwesenheit eines Substrates auf und sind von der protonenmotorischen
Kraft abhidngig. Das deutet darauf hin, dass TatA-Protomere verstiarkt an Substrat-gebundene
TatBC-Komplexe assoziieren (Aldridge et al. 2014). AuBlerdem lieferte die Quervernetzung
von TatA- und TatC-Protomeren unterschiedliche Addukte, je nachdem, ob die Experimente in
An- oder in Abwesenheit von TatB durchgefiihrt wurden. Aus diesem Grund wurde vermutet,
dass einzelne Bereiche von TatC im Laufe des Transports sowohl mit TatA als auch mit TatB
interagieren (Bliimmel et al. 2015). Das konnte durch bidirektionale Quervernetzungen von
TatC- mit TatA- und TatB-Protomeren in Anwesenheit und in Abwesenheit hoher Substrat-
Konzentrationen bestétigt werden. So interagiert TatB mit TMHS von TatC und TatA mit
TMHG6 von TatC, sofern keines der Tat-Substrate {iberproduziert wird. Wurde jedoch ein Tat-
Substrat in erhohtem MaBle produziert, schienen TatA und TatB die Positionen zu tauschen,
sodass TatA-Interaktionen mit TMHS von TatC und TatB-Interaktionen mit TMH6 von TatC
beobachtet werden konnten (Habersetzer et al. 2017). Des Weiteren konnten Interaktionen der
Transmembranhelix, der amphipathischen Helix und des unstrukturierten C-terminalen
Bereiches von TatA mit dem Signalpeptid des Tat-Substrats Sufl beobachtet werden. Diese
Interaktionen waren stets von der protonenmotorischen Kraft und der Anwesenheit von TatB
und TatC abhingig. Interaktionen von TatA mit TatB und TatC konnten jedoch auch in
Abwesenheit von Tat-Substraten beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass der TatBC-
Komplex immer mit einigen TatA-Protomeren assoziiert ist (Frobel ef al. 2011; Bliimmel ef al.
2015). Auch in Abwesenheit von TatB und TatC konnten spezifische Interaktionen von TatA
mit Tat-Substraten gezeigt werden. Diese waren nicht vom twin-arginine Motiv, sondern von
der prinzipiellen Struktur des Signalpeptids und einigen Bereichen der maturen Domine

abhéngig (Taubert et al. 2015).

Auch fiir TatE konnten Interaktionen beobachtet werden, die denen von TatA entsprechen. So
liegt ein GroBteil der TatE-Protomere nicht in Assoziation mit TatBC-Komplexen, sondern in
Assoziation mit weiteren TatE- und TatA-Protomeren vor. Es konnten auch Interaktionen von
TatE mit TatB und TatC beobachtet werden. Diese waren jedoch in Anwesenheit von TatA
deutlich seltener (Eimer et al. 2015). Quervernetzungen von TatE mit einem Tat-Substrat
zeigten ebenfalls, dass TatE in Anwesenheit von TatB und TatC mit d&hnlichen Bereichen des

Tat-Signalpeptids interagiert wie TatA (Eimer ef al. 2018).
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1.4.2 Tat-Komplexe in Escherichia coli

Hinweise auf den Mechanismus des Tat-abhdngigen Proteintransports konnen auch mithilfe
von Analysen der nativen Tat-Komplexe erhalten werden. Um Membranproteine und
Membranproteinkomplexe in Losung zu bringen, werden Detergenzien verwendet. Diese
bilden Mizellen, die Membranproteine aus der Membran herauslosen. Proteine, die gemeinsam
Proteinkomplexe bilden, interagieren in der Regel anhand von nichtkovalenten, wie ionischen
oder hydrophoben, Wechselwirkungen. Ionische Detergenzien konnen diese Wechsel-
wirkungen unter Umstdnden storen, sodass Proteinkomplexe disassemblieren. Aus diesem
Grund werden flir die Solubilisierung von membranintegralen oder membranassoziierten
Proteinkomplexen meist nichtionische Detergenzien verwendet, die die Interaktionen zwischen
den einzelnen Komponenten eines Proteinkomplexes nicht beeinflussen. Fiir die Solu-
bilisierung von Tat-Komplexen hat sich das nichtionische Detergens Digitonin 3 etabliert. Es
handelt sich dabei um ein Glykosid aus der Gruppe der Saponine, welches aus dem Samen des

Fingerhuts (Digitalis purpurea) extrahiert wird (siche Abbildung 9).
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3

Abbildung 9: Strukturformel von Digitonin 3.

Fir die Analyse von Tat-Komplexen wurden in der Vergangenheit hauptsdchlich zwei
Methoden verwendet. Bei der Blue-native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)
werden die solubilisierten Tat-Komplexe mithilfe nicht denaturierender Acrylamidgele elektro-

phoretisch der Groe nach aufgetrennt (Schigger und Jagow 1991; Cline und Mori 2001).
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Alternativ werden die solubilisierten Tat-Komplexe mittels Gréenausschlusschromatographie
der GroBe nach aufgetrennt. AnschlieBend werden die Fraktionen in Bezug auf die Einzel-
komponenten unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE/Western-Blot untersucht

(Bolhuis ef al. 2001).

Fiir pflanzliche Tat-Systeme wurde zunichst ein Tat-Komplex aus den Komponenten Hcf106
(TatB) und cpTatC (TatC) mit einem ungefdhren Molekulargewicht von 700 kDa beobachtet.
Fir diesen TatBC-Komplex konnten Interaktionen mit in vitro synthetisierten Substraten
gezeigt werden (Cline und Mori 2001). Ein dhnlicher Tat-Komplex wurde auch fiir das Tat-
System von E. coli erhalten. Jedoch wies dieser ein Molekulargewicht von etwa 600 kDa auf
und enthielt neben TatB und TatC auch TatA. TatB und TatC lagen innerhalb dieses Komplexes
im Verhiltnis 1:1 vor (Bolhuis et al. 2001). Auch fiir diesen Komplex lie8 sich spéter eine
Interaktion mit Signalpeptiden nachweisen (Leeuw et al. 2002). In Abwesenheit von TatA
wurden TatBC-Komplexe mit identischem Molekulargewicht erhalten (McDevitt et al. 2005).
Tat-Komplexe mit &hnlichem modularem Aufbau wurden auch fiir die Tat-systeme von

Salmonella typhimurium und Agrobacterium tumefaciens beobachtet (Oates et al. 2003).

Aus der Beobachtung von TatA-Homooligomeren unterschiedlicher Grof3en wurde geschlos-
sen, dass nur ein kleiner Teil der TatA-Protomere in Assoziation mit TatBC-Komplexen
vorliegt. TatA-Protomere hingegen, die nicht in Assoziation mit TatBC-Komplexen vorliegen,
interagieren mit anderen TatA-Protomeren (Oates et al. 2005). In dhnlicher Weise neigt auch
TatB dazu Homooligomere verschiedener Groflen zu bilden. Dies konnte jedoch nur in
Abwesenheit von TatC beobachtet werden, wihrend sich die TatB-Homooligomere in
Anwesenheit von TatC zugunsten von zwei TatBC-Komplexen auflosten (Behrendt et al.
2007). TatC bildete in Abwesenheit von TatB und TatA einen Komplex mit einem
Molekulargewicht von etwa 250 bzw. 230 kDa. Daraus wurde geschlossen, dass dieser TatC-
Komplex den Kern des Tat-Komplexes bildet und durch die Interaktion mit TatB-Protomeren
TatBC-Komplexe mit Molekulargewichten von 430, 440 bzw. 580 kDa entstehen (Behrendt et
al. 2007; Orriss et al. 2007). Der 580 kDa TatBC-Komplex konnte bei der Verwendung
geringerer TatB-Konzentrationen in Abwesenheit von TatA nicht erhalten werden. Das weist
darauf hin, dass es sich beim 580 kDa Tat-Komplex um einen TatABC-Komplex handelt
(Behrendt und Briiser 2014).
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BN-PAGE/Western-Blot-Analysen zeigten, dass die Inaktivierung des Tat-Systems durch
TatCp4ga von einer Disassemblierung der Tat-Komplexe herriihrt. Untersuchungen weiterer
inaktivierender Mutationen wiesen jedoch darauf hin, dass die Inaktivierung des Tat-Systems
nicht zwingend durch die Destabilisierung der Tat-Translokase bedingt ist (McDevitt et al.
2005; Barrett et al. 2005; Behrendt und Briiser 2014). So resultiert TatCro4a zwar in einer
Inaktivierung des Tat-Systems, jedoch nicht in einer Disassemblierung der Tat-Komplexe
(Barrett et al. 2005; Behrendt und Briiser 2014). Die Disassemblierung von Tat-Komplexen
konnte ebenfalls durch harschere Bedingungen bei der Solubilisierung herbeigefiihrt werden

(Gérard und Cline 2007).

Die Interaktion von Tat-Komplexen mit Tat-Substraten scheint von unterschiedlichen Faktoren
beeinflusst zu werden. So ist die Interaktion des Tat-Substrates Sufl mit dem Tat-Komplex
unabhingig vom twin-arginine Motiv (McDevitt et al. 2006). Andererseits konnte nur anhand
des Tat-Signalpeptids ein substratassoziierter Tat-Komplex mit dem Sec-Substrat PhoA
erhalten werden. Hierfiir wurde der mature Bereich mit einem Tat-Signalpeptid inklusive
intaktem twin-arginine Motiv fusioniert. Aufgrund des ungefalteten maturen Bereichs fiihrte
dies zu einem stabilen Komplex mit einem Molekulargewicht von etwa 580 kDa. AuBlerdem
wurde ein weiterer Tat-Komplex ohne gebundenes Substrat und einem Molekulargewicht von

etwa 440 kDa beobachtet (Richter und Briiser 2005).

Dies deutet darauf hin, dass Tat-Substrate auf unterschiedliche Art und Weise mit der Tat-
Translokase interagieren. Auch ist nicht abschlieBend geklirt, wie viele Substrat-Protomere im
Rahmen des Transportes mit einem Tat-Komplex interagieren. Jedoch geht die Assoziation von
Substraten in allen bisher untersuchten Féllen mit einer Erh6hung des Molekulargewichts von
Tat-Komplexen einher (Tarry et al. 2009; Ma und Cline 2010; Behrendt und Briiser 2014).
Elektronenmikroskopisch wurden TatBC-Komplexe in Assoziation mit einem oder zwei
Protomeren des Tat-Substrates Sufl identifiziert (Tarry ef al. 2009). Auch vier quervernetzte
Substrate mit vier Signalpeptiden wurden transportiert (Ma und Cline 2010). Sowohl der Tat-
Komplex mit einer Gro3e von 440 kDa als auch der mit einer GroB3e von 580 kDa Tat-Komplex
kénnen Substrat-assoziiert vorliegen. Dies wurde anhand der Uberproduktion des Tat-
Substrates EfeB (YcdB) gezeigt. Hierbei konnten zwei EfeB-Tat-Komplexe mit leicht erhohten
Molekulargewichten von 500 und 600 kDa erhalten werden (Behrendt und Briiser 2014).
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Die vorliegenden Daten unterstreichen die Dynamik des Tat-abhéngigen Proteintransportes, die
einige Schwierigkeiten bei der Isolation von Tat-Komplexen verursacht. Neben destabilisieren-
den Modifikationen konnten jedoch auch stabilisierende Modifizierungen vorgenommen
werden. So wurden einzelne Aminosdureaustausche in TatB und TatC durchgefiihrt, die die
Stabilitdt der Tat-Komplexe erhohten und die Interaktion mit Signalpeptiden ohne twin-
arginine Motive erlaubten (Huang et al. 2017). Ebenso konnten Tat-Komplexe gereinigt
werden, die nach der Reinigung in vitro mit Tat-Substraten interagierten (Wojnowska et al.

2018).

1.4.3 Modelle der Tat-Translokase

Fiir die Struktur der Tat-Translokase wurden verschiedenste Modelle vorgeschlagen. Diese
basieren zum Beispiel auf quervernetzten Addukten von Tat-Komponenten oder Analysen
nativer Tat-Komplexe und deren Disassemblierung unter bestimmten Bedingungen. So wurde
unter anderem ein dimeres Modell der Tat-Translokase vorgeschlagen, welches auf der
Beobachtung von TatC- und Substratdimeren nach der kovalenten Quervernetzung beruht
(Aldridge et al. 2014) (siche Abbildung 10A). Die Quervernetzung von TatB und TatC
resultierte in einigen Fillen in TatB- und TatC-Addukten aus vier Protomeren, was zur
Entwicklung eines tetrameren Models der Tat-Translokase fiihrte (Blimmel et al. 2015) (siche
Abbildung 10C). Auch eine trimere Struktur wurde anhand von molekulardynamischen
Berechnungen unter Beriicksichtigung der bekannten Interaktionen vorgeschlagen (Alcock et
al. 2016) (siche Abbildung 10B). Hexamere Modelle beruhen auf der Quervernetzung von
TatC-Protomeren in Abwesenheit von TatA und TatB. Hierbei wurden TatC-Addukte aus sechs
Protomeren erhalten (Blimmel ez al. 2015). Auch die Solubilisierung von TatC-Komplexen
unter harscheren Bedingungen mit dem Detergenz Ci2Eo lieferte sechs TatC-Oligomere
unterschiedlicher Grof3e (Behrendt und Briiser 2014). Heptamere Strukturen aus 7 TatC- und 7
TatB-Protomeren, bei denen Substrate lateral an den Translokase-Komplex assoziieren, wurden
basierend auf der -elektronenmikroskopischen Untersuchung von TatBC-Komplexen
vorgeschlagen (Tarry et al. 2009). Aus kinetischen Untersuchungen von Tat-Systemen aus
pflanzlichen Thylakoiden und Chloroplasten wurde auf eine oktamere Struktur der Tat-

Translokase geschlossen (Celedon und Cline 2012).
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Abbildung 10: Schematische Darstellungen des dimeren, trimeren und tetrameren Modells der Tat-Translokase.
Die Perspektive zeigt die Sicht auf die Translokase von der periplasmatischen Seite. (A) Dimeres Modell der Tat-
Translokase basierend auf Aldridge et al. 2014. (B) Trimeres Modell der Tat-Translokase basierend auf Alcock et
al. 2016. (C) Tetrameres Modell der Tat-Translokase basierend auf Bliimmel ez al. 2015 und Alcock et al. 2016.
Bei allen Modellen interagieren die TatC-Protomere (grau) an beiden Seiten der konkaven Struktur mit je einem

TatB- (rot) und einem TatA-Protomer (griin). TatA, TatB und TatC liegen im Verhiltnis 1:1:1 vor.

Alle genannten Modelle eint die Annahme, dass die Komponenten TatA, TatB und TatC
innerhalb des Kern-Komplexes im Verhéltnis 1:1:1 vorliegen. Dabei befinden sich TatA und
TatB in direkter Nachbarschaft und tragen zur Interaktion zwischen den TatC-Protomeren bei
(siche Abbildung 10). Abhingig von der protonenmotorischen Kraft assemblieren im Laufe
des Transportes verstirkt TatA-Protomere an den Kern-Komplex, wodurch die Membran-
passage von Substraten ermdglicht wird. Jedoch konnte bisher nicht aufgeklart werden, wie
viele Substrate an einen Translokase-Komplex assoziieren und wie der Transport genau

stattfindet (Hamsanathan und Musser 2018) (siche Abbildung 2).

1.4.4 Zellulire Lokalisation der Tat-Komponenten

Zur Bestimmung der zelluldren Lokalisation der Tat-Komponenten wurden diese als
Fusionsproteine mit fluoreszierenden Proteinen produziert und die Zellen anschlieBend mikro-
skopisch mithilfe konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Die Fusion von TatA,
TatB und TatC aus E. coli an das Griin-fluoreszierende-Protein (GFP) hatte dabei keinen
Einfluss auf die Aktivitit des Tat-Systems. TatA-GFP war gleichmiBig in der Membran
verteilt, lag jedoch in erhéhten Konzentrationen an den Zellpolen vor. TatB-GFP akkumulierte
in kleinen Bereichen, die sich an den Zellpolen befanden. TatC-GFP konnte vermehrt an den
Zellpolen lokalisiert werden (Berthelmann und Briiser 2004). In einer weiteren Studie konnte
anhand der Reinigung von Tat-Komplexen mittels GroBenausschlusschromatographie gezeigt

werden, dass die Fusion von TatA, TatB und TatC mit YFP-, CFP- und GFP (-XFP) die
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Interaktion zwischen den einzelnen Tat-Komponenten nicht beeinflusst. Fiir TatA- und TatB-
XFP konnten dhnliche zelluldare Lokalisationen beobachtet werden. TatC-XFP hingegen lag
nicht nur an den Zellpolen, sondern in der ganzen Membran und nur in wenigen Bereichen in

erhohter Konzentration vor (Ray et al. 2005).

Im Rahmen weiterer Studien konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Bildung von Bereichen
mit erhdhten TatA-GFP-Konzentrationen an den Zellpolen strikt von der PMF und der
Anwesenheit von TatB und TatC abhéngig ist. Die Produktion eines Tat-Substrates fiihrte zur
punktuellen Akkumulation von TatA-GFP und TatC-mCherry, wihrend die Akkumulation von
TatB-mCherry vor allem von der Anwesenheit von TatA und TatC abhédngig war. Aulerdem
wurde eine Kolokalisation der Bereiche mit erhohten Konzentrationen TatA-GFP und TatB-
mCherry beobachtet (Rose et al. 2013). Die Akkumulation von TatB-YFP und TatC-YFP fand
unabhingig von der protonenmotorischen Kraft oder der Produktion von Tat-Substraten statt

(Alcock et al. 2013).

1.5 Mechanismen des Tat-Transportes

Auf der Basis der beschriebenen Daten und Modelle wurden verschiedene Mechanismen des
Tat-abhingigen Proteintransports vorgeschlagen. TatA spielt in allen vorgeschlagenen
Mechanismen eine zentrale Rolle, da TatA-Protomere Substrat- und PMF-abhéngig verstérkt
an das Tat-Translokon assemblieren und somit die Membranpassage von Substraten
ermdglichen (Mori und Cline 2002; Dabney-Smith et al. 2006; Dabney-Smith und Cline 2009;
Rose et al. 2013; Alcock et al. 2013; Cline 2015). Fiir die TatA-abhidngige Membranpassage
wurden unterschiedliche Mechanismen diskutiert. Vorgeschlagen wurde unter anderem die
Bildung einer temporéren Pore aus TatA-Protomeren, durch die Substrate transportiert werden.
Solche Poren aus TatA-Protomeren wurden jedoch nur in Abwesenheit von TatB und TatC
beobachtet (Gohlke et al. 2005; White et al. 2010; Rodriguez et al. 2013). Eine weitere
Moglichkeit stellt die Schwichung der Membran durch die auffillig kurze Transmembranhelix
von TatA dar. In der Konsequenz konnte die Assemblierung von TatA-Protomeren punktuell
zu einer solchen Destabilisierung der Membran fiihren, dass diese temporar perforiert wird. In
der Folge konnten Substrate die Membran passieren konnen (Briiser und Sanders 2003; Hou ef
al. 2018). Die Tatsache, dass sowohl TatA als auch TatE nur gemeinsam mit TatB und TatC zu
funktionellen Tat-Translokasen assemblieren konnen, lasst darauf schlieBen, dass es sich um
Assemblierungen aller drei Komponenten handelt, bei denen die Anzahl und das Verhéltnis von

TatA/E-Protomeren variieren kann (Baglieri ef al. 2012).
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Abbildung 11: Modelle der TatA-Assoziation an den TatABC-Komplex. Basierend auf Hamsanathan und Musser
2018. Die Anzahl und die Anordnung von TatA (magenta), TatB (blau) und TatC (grau) ist unbekannt. Exempla-
risch wurde das dimere, tetramere und heptamere Modell verwendet. Das twin-arginine Motiv des Signalpeptids
(orange) interagiert mit der konkaven Seite von TatC (dunkelgrau). (A) Bei der symmetrischen Assoziation von
TatA assoziieren TatA-Protomere an zwei Stellen der Translokase. (B) Bei der asymmetrischen Assemblierung
von TatA assoziieren TatA-Protomere nur an einer Interaktionsstelle. (C) Bei der lateralen Assoziation von TatA
bleibt der Kern-Komplex intakt. Die Membranpassage wird von lateralen TatA-Assemblierungen TatBC-abhéngig
(Leake et al. 2008) ermoglicht.

Unklar ist, ob TatA lateral an den Tat-Komplex assoziiert, oder ob die Assoziation von TatA
zu einer VergroBerung des Tat-Komplexes fiihrt. Modelle, die von einer lateralen Assoziation
von Substraten ausgehen (Tarry et al. 2009), legen nahe, dass auch TatA-Protomere lateral an
den Translokase-Komplex assoziieren und die konkave Seite von TatC nach auBlen orientiert

ist (siche Abbildung 11C) (Hamsanathan und Musser 2018).

Viele der beobachteten Interaktionen zwischen den einzelnen Tat-Komponenten deuten aber
auch darauf hin, dass die konkave Seite von TatC, welche mit dem Signalpeptid von Substraten
interagiert, dem Zentrum des Tat-Komplexes zugewandt ist (Punginelli et al. 2007; Ma und
Cline 2010; Aldridge et al. 2014; Bliimmel et al. 2015). Signalpeptide von Substraten wiirden
dann zentral mit dem Tat-Komplex interagieren. Die verstdrkte Assoziation weiterer TatA-
Protomere an den Tat-Komplex konnte zu einer VergroBerung des Translokase-Komplexes
fithren. Dabei besteht sowohl die Moglichkeit der symmetrischen, als auch der asymmetrischen
Assoziation von TatA-Protomeren (siche Abbildung 11A und B). Aus wie vielen Protomeren
der einzelnen Komponenten der Translokase-Komplex besteht, wird hierbei nicht vom

Mechanismus vorgegeben (Hamsanathan und Musser 2018).
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1.6 Zielsetzung

Im Rahmen von vorangegangenen Abschlussarbeiten von Dr. Eyleen Sabine Heidrich und
Christoph Stefan Nikolin wurde eine Position innerhalb der ersten periplasmatischen Doméne
von TatC identifiziert, welche nicht nur eine Rolle bei der Oligomerisierung von TatC-
Protomeren spielt, sondern auch zur Stabilisierung eines zuvor nicht charakterisierten Tat-

Komplexes fiihrte.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte dieser Tat-Komplex charakterisiert werden.
Um die Ursachen fiir das erhohte Molekulargewicht des Komplexes aufzukléren, sollten die
Einfliisse der einzelnen Komponenten des Tat-Systems auf die Assemblierung dieses

Komplexes untersucht werden.

Aufgrund des erhohten Molekulargewichtes und des Fehlens leichterer Tat-Komplexe oder
Disassemblierungsprodukte wurde auBlerdem davon ausgegangen, dass es sich um einen
stabilisierten Tat-Komplex handelte. Dieser sollte fiir die Entwicklung einer Strategie zur

Reinigung von Tat-Komplexen genutzt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

2.1.1 Bakterienstaimme

Im Folgenden sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten E.-coli-Stimme

tabellarisch aufgelistet (siche Tabelle 1).

Tabelle 1: Verwendete E.-coli-Stimme.

Stamm Genotyp/Charakteristika Herkunft/Referenz
XL1-Blue MRF* A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl Agilent, Waldbronn
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F" proAB
lacl? ZAM15 Tnl0 (Tet")]
DADE MC4100 AtatABCDAtatE (Wexler et al. 2000)
DADE D6 ara® MC4100 AtatABCDAtatE ara® (Lindenstrauss et al. 2010)

2.1.2 Plasmide

Im Folgenden sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide tabellarisch

aufgelistet (siche Tabelle 2).

Tabelle 2: Verwendete Plasmide.

Plasmid

Charakteristika

Herkunft/Referenz

pEVOL-pBpF-tet Tet®

Plasmid zur Produktion der Bpa
spezifischen tRNA Synthase
(Anticodon: TAG)

(Young et al. 2010)

pBAD-ycdBsirep AmpR  pBAD-Derivat zur heterologen (Behrendt und Briiser 2014)
Uberproduktion von YcdB (EfeB)
pABS-tatABChs Cm®  pABS-pspCus-Derivat mit tatABC Dr. Denise Mehner-
(Ndel, BamHI) Breitfeld
pABS-tatABCg103a-1s Cm?  pABS-tatABCps-Derivat, TatC EI03A  Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)
pABS-tatAC Cm?  pABS-tatABC-Derivat mit mutiertem (Behrendt et al. 2007)
TatB Startcodon
PABS-Puss)-tatBCurs Cm®  pABS-tatABCpys-Derivat mit tatBCurs Dr. Michael Thomas Ringel

und tatB-RBS
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Plasmid Charakteristika Herkunft/Referenz

PABS-Pup)-tatBChs Cm®  pABS-Pup)-tatBCyrs-Derivat mit Diese Arbeit
tatB-RBS (EcoRV, Pstl)

pABS-tatEBChs Cm®  pABS-tatABCus-Derivat mit tatE, tatE- Diese Arbeit
RBS und C-terminal verldngertem (3
AS) TatE zur Erhaltung der fatB-RBS

pABS-tatABsiepCrs Cm®  pABS-tatABCrs-Derivat mit N- Diese Arbeit
terminaler Strep-Tag® Il Sequenz an
TatB unter Erhaltung der tatC-RBS

pABS-tatABGs-sirepChris Cm®  pABS-tatABCys-Derivat mit N- Diese Arbeit
terminaler GS-Strep-Tag® 1l Sequenz
an TatB unter Erhaltung der tatC-RBS

pDE-tatACus Cm®  pDE-Derivat mit tatAC aus pABS- Diese Arbeit
tatAC (Ndel, BamHI)

pDE-ftatABCys Cm®  pABS-tatABCus-Derivat, ori p15A Dr. Denise Mehner-
durch ori ColA aus pCOLAduetl Breitfeld, Dr. Eyleen
ausgetauscht (Nhel, Xbal) Sabine Heidrich

pDE-tatAB CrsoBpa-ris Cm®  pDE-tatABCrs-Derivat, TatC 150Bpa Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatABCisoy-us Cm®  pDE-tatABCpus-Derivat, TatC 150Y Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatABCisow-ws Cm®  pDE-tatABCus-Derivat, TatC I50W Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatABCisor-us Cm®  pDE-tatABCus-Derivat, TatC I50F Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatABCri03a-16 Cm®  pDE-tatABCps-Derivat, TatC E103A Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-ftatABCroaq, E103A-Hs CmR pDE-tatABCri03a-rs-Derivat, TatC Diese Arbeit
F94Q und E103A Austausch
(QuikChange®)

pDE-tatABCisoppa,E103A-6 Cm®  pDE-tatABCgio3a-ns-Derivat, TatC Diese Arbeit

150Bpa und E103A Austausch
(Fusions-PCR)
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Plasmid Charakteristika Herkunft/Referenz

pDE- Cm®  pDE-tatABCisoppa, E103a-16-Derivat, Diese Arbeit

tal‘ABCls()Bpa,F94Q,E1()3A.H6 TatC ISOBpa, F94Q und E103A
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatABCisoy, E103A-Hs CmR pDE-tatABCisoy-ns-Derivat, TatC und Diese Arbeit
E103A Austausch (QuikChange®)

pDE-ftatABCisoy r94Q,E103A-Hs CmR pDE-tatABCisoy, e103a-rs-Derivat, TatC Diese Arbeit
F94Q Austausch (QuikChange®)

PDE-P,u5-tatBCrs Cm®  pABS-P.us-tatBCrs-Derivat, ori pI5A  Diese Arbeit
durch ori ColA aus pCOLAduet]
ausgetauscht (Avrll, Spel)

PDE-Pyus-tatBCisoppa-ts Cm®  pDE-Pp-tatBCus-Derivat, TatC Diese Arbeit
150Bpa Austausch (QuikChange®)

pDE-P,u5-tatBCisoy-us Cm®  pDE-P.p-tatBCus-Derivat, TatC I50Y  Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pDE-tatChrs Cm?  pDE-Derivat mit ta¢C unter Kontrolle Diese Arbeit
des tatA-Promotors (Ndel, BamHI)

pDE-tatCrsospa-ris Cm®  pDE-fatCys-Derivat mit 150Bpa Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pZA31-tatBC Cm®  pZA31-MCS-Derivat mit tatBC (Behrendt und Briiser 2014)
(EcoRlI, Pstl)

pZA31-tatBCus Cm®  pZA31-tatBC-Derivat mit tatBCrs Diese Arbeit
(EcoRlI, Pstl)

pZX31-tatBCus Cm®  pZA31-tatBCus-Derivat, ori p15A Diese Arbeit
durch ori ColA aus pCOLAduet1
ausgetauscht (Avrll, Spel)

pZX31-tatBCisoppa-ts Cm®  pZX31-tatBCps-Derivat mit TatC Diese Arbeit
150Bpa Austausch (QuikChange®)

pZX31-tatBCisoy-us Cm®  pZX31-tatBCps-Derivat mit TatC I50Y  Diese Arbeit
Austausch (QuikChange®)

pZX31-tatB Cisopa,E103A-Hs CmR  pZX31-tatBCisoppa-ris-Derivat mit TatC ~ Diese Arbeit
E103A Austausch (QuikChange®)

pZX31- Cm?  pZX31-tatBCisopapiosa-ns-Derivat mit ~ Diese Arbeit

tatBCi50Bpa,F4Q,E103A-H6

TatC F94Q Austausch (QuikChange®)
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Plasmid Charakteristika Herkunft/Referenz

pZX31-tatCus Cm®  pZX31-tatBCus-Derivat mit tatC Diese Arbeit
(EcoRlI, Pstl)

pZX31-tatCisopa-ts Cm?  pZX31-tatBCys-Derivat mit tatCisoppa Diese Arbeit
(EcoRl, Pstl)

pBW-tatd AmpR?  pBW-Derivat zur heterologen Dr. Denise Mehner-
Produktion von TatA Breitfeld

pBW-tatB AmpR  pBW-Derivat zur heterologen Diese Arbeit
Produktion von TatB (P4, tatB-RBS,
EcoRI, Pstl)

pBW-tatAB Amp®  pBW-Derivat zur heterologen Diese Arbeit
Produktion von TatAB (P4, tatA-RBS,
EcoRlI, Pstl)

pBW-tatABCus Amp®  pBW-Derivat zur heterologen Diese Arbeit
Produktion von TatABC (P4, tatA-
RBS, EcoRlI, Pstl)

pBW-tatABGs.swepChis Amp®  pBW-tatABCps-Derivat mit tatABgs. Diese Arbeit
sirepCr6 (Praa, tatA-RBS EcoRlI, Pstl)

pBW-tatABsuepChis Amp®  pBW-tat4BCps-Derivat mit Diese Arbeit
tatABsiepCris (Praa, tatA-RBS EcoRlI,
Pstl)

pBW-tatBCrs Amp?  pBW-Derivat zur heterologen Diese Arbeit
Produktion von TatBC (P4, fatB-RBS,
EcoRI, Pstl)

PBW-ycdBsiep AmpR  pBW-Derivat zur heterologen (Sturm et al. 2006)

Uberproduktion von YcdB (EfeB)
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2.1.3 Oligonukleotide
Im Folgenden sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide

tabellarisch aufgelistet (siche Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz (5¢ — 3°) Verwendung
tatA-Ndel-F TCTTCTCATATGGGTGGTATCAGTATTT  Amplifikation von fat4 mit Einfithrung
GGC einer Ndel-RSS zur Insertion in

pDE/pABS-Plasmide

Pracy-tat4+SD- GATCGAATTCAGGCGCTTTTTAGACTG  Amplifikation von fatA mit tat4-RBS

EcoRI-f GTCGTAATGAACCACAGAGGAACACAT und einem Teil vom P, und EcoRI-
ATGG RSS zur Insertion in pPBW Plasmide

tatB-EcoRI-F GAAGACGCGAATTCCCACGATAAAGA  Amplifikation von fatB mit EcoRI-RSS
GC zur Insertion in pZX31-Plasmide

Prhaep)-tatB+SD- GATCGAATTCAGGCGCTTTTTAGACTG  Amplifikation von fatB mit tatB-RBS

EcoRI-f GTCGTAATGAAAAAGAGCAGGTGTAAT und einem Teil von P, und EcoRI-
CCG RSS zur Insertion in pBW-Plasmide

tatC-Ndel-f CCGTACATATGTCTGTAGAAGATACTC  Amplifikation von fa¢C mit Ndel-RSS
AACCGC zur Insertion in pPDE/pABS-Plasmide

tatC-EcoRI-f CCTTCGAATTCGTCGAGTGATAAACCG  Amplifikation von fatC mit EcoRI-RSS

zur Insertion in pZX31-Plasmide

tatC-BamHI-R CAAGCGGATCCTTCTTCAGTTTTTTCGC  Amplifikation von fatC mit BamHI-
TTTCTGCTTC RSS ohne Stopcodon zur Insertion in
pDE/pABS-Plasmide

tatCrs-Pstl-R TAGCCACTGCAGTTAATGGTGATGGTG  Amplifikation von tatCrs mit Stop-
ATGGTGTTCTTCAGTTTTTTCGCTTTC codon und PstI-RSS zur Insertion in
pZX31/pBW-Plasmide

tatE+RBS-Ndel-F  GATCCATATGAAGAAGGTATCTATGGG  Amplifikation von tatE mit tatE-RBS
TGAGATTAGTATTACCAAAC und Ndel-RSS zur Insertion in
pDE/pABS-Plasmide

tatE-tatB-F GAAAAGCTCTCTCATAAAGAGCAGGTG Amplifikation von fatE mit C-
TAATCCGTGTTTGATATCG terminaler fatA Sequenz (9 bp) zur
Erhaltung der tatB-RBS und

homologem Bereich zu tatB
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Name

Sequenz (5 — 3°)

Verwendung

tatE-tatB-R

CCGATATCAAACACGGATTACACCTG
CTCTTTATGAGAGAGCTTTTC

Amplifikation von zatB mit tatB-RBS,
C-terminalem Bereich von tat4 (9 bp)

und homologem Bereich zu tatE

tatC-E103A-F

GTATAAGCATGCGCGTCGCCTGGTG

E103A Austausche in fatC

tatC-E103A-R

CACCAGGCGACGCGCATGCTTATAC

E103A Austausche in fatC

tatC-150Bpa-F

CACCTGGTATCCGCGCCATTGTAGAA
GCAGTTGCCGCAAGGTTC

150Bpa Austausche in tatC

tatC-150Bpa-R

GAACCTTGCGGCAACTGCTTCTACAA

150Bpa Austausche in tatC

TGGCGCGGATACCAGGTG

tatC-150Y-F GGTATCCGCGCCATTGTATAAGCAGT  I50Y Austausche in tatC
TGCCGCAAG

tatC-150Y-R CTTGCGGCAACTGCTTATACAATGGC  I50Y Austausche in tatC
GCGGATACC

tatC-I50F-F GTATCCGCGCCATTGTITCAAGCAGTT  ISOF Austausche in tatC
GCCG

tatC-I50F-R CGGCAACTGCTTGAACAATGGCGCGG  I50F Austausche in tatC
ATAC

tatC-I5S0W-F GTATCCGCGCCATTGTIGGAAGCAGTT  I50W Austausche in tatC
GCCGCAAG

tatC-I5S0W-R CTTGCGGCAACTGCTTCCACAATGGC  I50W Austausche in tatC
GCGGATAC

tatC-F94Q-F CTATCAGGTGTGGGCACAGATCGCCC  F94Q Austausche in tatC
CAGCGCTG

tatC-F94Q-R CAGCGCTGGGGCGATCTGTGCCCACA  F94Q Austausche in tatC

CCTGATAG

ColA-AvrlI-F

GATCCCTAGGAAACGTCCTAGAAGAT
GCCAGGAGGATA

Amplifikation des ori ColA mit Avrll-
RSS

ColA-Spel-R

GATCACTAGTTGGTGTCGGGAATCCG
TAAAGG

Amplifikation des ori ColA mit Spel-
RSS
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MATERIAL UND METHODEN

Name

Sequenz (5¢ — 3¢)

Verwendung

pBw-seq-F

CACAATTCAGCAAATTGTGAAC

Fiir pPBW-Konstrukte; bindet in
P rha

PLsei0-1-Prom-seq-F

CCCTATCAGTGATAGAGATAC

Fiir pZ-Derivate, bindet in Prr0-1

tatA-seq-F GGCCGTGTAACGTATAATC Fiir tatA; bindet in P
tatC-CT-1F TCAGCCGACCTGAATGGG Fiir tatA; bindet in P
tatB-seq-F GGATACGAATCAGGAACAGGC Fiir tatB; bindet in tatA4
tatC-seq-F GCGGACGCTGAACCGAAAAC Fir tatC; bindet in fatB
pABS-seq-R GTCAGCCCCATACGATATAAG Fiir tatC; bindet hinter tatC

2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 Plasmid-Minipriparation

Zur Gewinnung von reiner Plasmid-DNA aus einer 4 ml Ubernachtkultur von E. coli wurde das
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (peqlab/VWR, Erlangen) verwendet. Die Plasmid-DNA
wurde mit 50 ul H>O von der Silicagel-Membran eluiert. AnschlieBend wurde die Konzentra-
tion der Plasmid-DNA mithilfe eines Nanodrop2000 Spektralphotometers (Thermo Scientific,

Dreieich) bestimmt und fiir weitere molekulargenetische Arbeiten bei -20 °C gelagert.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Fiir die Durchfiilhrung von Polymerasekettenreaktionen wurde der FlexCycler’ oder der T-

Personal 48 Thermocycler (Biometra/Analytik Jena AG, Jena) verwendet.

2.2.2.1 Standard-PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde mithilfe der Polymerasekettenreaktion
durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine selbst hergestellte Pfi-Polymerase oder die Phusion® High-
Fidelity-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Aus lyophi-
lisierten Oligonukleotiden (Biomers, Ulm) wurden durch die Zugabe des entsprechenden
Volumens H>O Stammldsungen mit einer Konzentration von 100 pmol/ul hergestellt. Fiir
Standard-PCRs wurden hieraus Arbeitslosungen mit einer Konzentration von 25 pmol/ul

erstellt. Tabelle S zeigt ein Pipettierschema und Tabelle 6 ein Programm fiir die Standard-
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Polymerasekettenreaktion. Die Anlagerung (4nnealing) der Oligonukleotide wurde bei 55 °C
durchgefiihrt. Bei der Beobachtung unspezifischer Amplifikate wurde die Annealing-
Temperatur erhoht. Die Elongationszeit wurde in Abhingigkeit von der Syntheseleistung der
verwendeten Polymerase und der Linge des erwarteten Fragments gewéhlt (Pfu-Polymerase:

0,5 kb/min; Phusion®-Polymerase: 2 - 4 kb/min).

Tabelle 5: Pipettierschema fiir eine Standard-Polymerasekettenreaktion.

Volumen Komponente

1 ul Ausgangs-DNA (10 - 100 ng/ul)

1l forward Primer (25 pmol/pl)

1l reverse Primer (25 pmol/pl)

1 pl dNTPs (10 pmol/ul)

1l Polymerase

5ul/10 pl 10 x / 5 x Puffer (Phusion®-/Pfu-Polymerase)
+2,5ul DMSO

ad 50 pl H>O

Tabelle 6: Programm fiir eine Standard-Polymerasekettenreaktion.

Schritt Zeit Temperatur
1. Initiale Denaturierung 2 min 96 - 98 °C
2. Denaturierung 15s 96 - 98 °C
3. Primeranlagerung 15s 55°C
4. Elongation 1 min/kb (Pfu-Polymerase) 68 -72°C

15 - 30 s/kb (Phusion®-Polymerase)
5. Finale Elongation 1 min/kb (Pfu-Polymerase) 68 - 72 °C
15 - 30 s/kb (Phusion®-Polymerase)

6. Lagerung o0 8 °C

Vor der finalen Elongation wurden die Schritte 2., 3. und 4. 30-mal wiederholt
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2.2.2.2 QuikChange®-Site-Directed-Mutagenese

Mithilfe der QuikChange®-Site-Directed-Mutagenese (Agilent, Waldbronn) wurden gezielt
ein, zwei oder drei Basen der Plasmid-DNA ausgetauscht. Hierfiir wurden zwei komplementire
Oligonukleotid-Primer verwendet, die die gewliinschten Basenaustausche beinhalten. Die
amplifizierten Plasmide mit den gewiinschten Basenaustauschen liegen im Gegensatz zu den
Ausgangsplasmiden nicht methyliert vor. Im Anschluss an die PCR wurden die Ausgangs-
plasmide mit dem Restriktionsenzym Dpnl abgebaut, welches nur methylierte DNA schneidet.

Hierfiir wurde je 50 ul PCR-Ansatz 1 ul Dpnl zugegeben und fiir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 7: Pipettierschama fiir QuikChange®-Site-Directed-Mutagenesen.

Volumen Komponente

1 ul Ausgangs-DNA (10 - 100 ng/ul)

1 ul forward Primer (10 pmol/ul)

1 ul reverse Primer (10 pmol/ul)

1 ul dNTPs (10 pmol/ul)

1l Polymerase

5ul/10 pl 10 x / 5 x Puffer (Phusion®-/Pfu-Polymerase)
+2,5ul DMSO

ad 50 pl H>O

Tabelle 8: PCR-Programm fiir QuikChange®-Site-Directed-Mutagenesen.

Schritt Zeit Temperatur
1. Initiale Denaturierung 2 min 96 - 98 °C
2. Denaturierung 30s 96 - 98 °C
3. Primeranlagerung 30s 55°C
4. Elongation 1 min/kb (Pfu-Polymerase) 68 -72°C

15 - 30 s/kb (Phusion®-Polymerase)
5. Finale Elongation 1 min/kb (Pfu-Polymerase) 68 - 72 °C
15 - 30 s/kb (Phusion®-Polymerase)

6. Lagerung 00 8 °C

Vor der finalen Elongation wurden die Schritte 2., 3. und 4. 20-mal wiederholt
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2.2.2.3 Fusions-PCR

Die Fusion zweier PCR-Produkte wurde mittels Fusions-PCR durchgefiihrt. Als Ausgangs-
DNA wurden PCR-Produkte verwendet, die mithilfe einer Standard-PCR (sieche Abschnitt
2.2.2.1) erstellt wurden. Die 5°-Uberhiinge zweier Oligonukleotid-Primer wurden hierbei so
gewdhlt, dass die resultierenden Amplifikate homologe Bereiche von mindestens 17 bp
besitzen. Von beiden Amplifikaten wurden je 10 fmol als Ausgangs-DNA fiir eine Polymerase-
kettenreaktion unter Standardbedingungen (siche Tabelle S und Tabelle 6) verwendet.
Anschlieend wurden 10 Zyklen ohne die Zugabe von Oligonukleotid-Primern durchgefiihrt,
sodass nach der Anlagerung der homologen Bereiche ein Produkt aus den fusionierten
Amplifikaten entstand. Nach 10 Zyklen wurde je 1 pl des forward- und des reverse Primers
(25 pmol/pul) zugegeben und fiir weitere 25 Zyklen eine PCR unter Standardbedingungen (siche
Abschnitt 2.2.2.1) durchgefiihrt.

2.2.2.4 Kolonie-PCR/Kontroll-PCR

Ligationen von DNA-Fragmenten und geschnittener Plasmid-DNA sowie QuikChange®-
Mutagenesen wurden mittels Kolonie- oder Kontroll-PCR iiberpriift. Hierfiir wurde pro
Kolonie oder Plasmid eine PCR in einem Volumen von 25 pl durchgefiihrt. Als DNA-
Polymerase wurde die OneTaq® Quick-Load® DNA-Polymerase (New England Biolabs,
Frankfurt am Main) verwendet. AuBerdem wurde 5 x OneTaq® Quick-Load® Puffer (New
England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet, sodass die PCR-Ansétze ohne die Zugabe
von Probenpuffer direkt fiir die Agarose-Gelelektrophorese verwendet werden konnten.
Tabelle 9 zeigt ein Pipettierschema und Tabelle 10 ein PCR-Programm fiir eine Kontroll- oder
Kolonie-PCR. Bei der Kolonie-PCR wurde eine Kolonie mithilfe einer Pipettenspitze
aufgenommen. Anschlieend wurde diese Pipettenspitze fiir das Einbringen von Zellmaterial
in den PCR-Ansatz verwendet und in LB-Medium mit entsprechenden Zusétzen abgeworfen,
sodass die verwendeten Kolonien weiterverwendet werden konnten. Bei der Kontroll-PCR

wurde 1 pl isolierter Plasmid-DNA als Ausgangs-DNA verwendet.
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Tabelle 9: Pipettierschema fiir eine Kolonie-/Kontroll-PCR.

Volumen Komponente

1 ul oder 1 Kolonie Plasmid-DNA (10 - 100 ng/ul) oder 1 Kolonie
0,5 ul forward Primer (25 pmol/ul)

0,5 pul reverse Primer (25 pmol/pl)

0,5 pul dNTPs (10 pmol/ul)

0,125 ul OneTaq® Quick-Load® DNA-Polymerase

Sul 5 x OneTaq® Quick-Load® Puffer

ad 25 pl H>O

Tabelle 10: PCR-Programm fiir eine Kolonie-/Kontroll-PCR.

Schritt Zeit Temperatur
1. Initiale Denaturierung 2 min 94 °C
2. Denaturierung 30s 94 °C
3. Primeranlagerung 30s 55°C
4. Elongation 1 min/kb 68 °C
5. Finale Elongation 1 min/kb 68 °C
6. Lagerung 00 8 °C

Vor der finalen Elongation wurden die Schritte 2., 3. und 4. 30-mal wiederholt

2.2.3 Agarose Gelelektrophorese

Fiir die Separation von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden horizon-
tale Flachbettapparaturen (Perfect Blue™ Gelsystem Mini S, Mini M und Mini L, peqlab/VWR,
Erlangen) verwendet. Kleinere DNA-Fragmente (< 500 bp) wurden in einem 2 %igen (wW/v)
und grofBere DNA-Fragmente sowie Plasmide in einem 1,5 %igen (w/v) Agarosegel aufge-
trennt. Zur Detektion der DNA-Fragmente wurden der aufgekochten Agaroselosung vor der
Polymerisation 5 pl HD-Green+ DNA Stain (Intas, Gottingen) zugegeben. Das Probenvolumen
fiir analytische Gele betrug 25 pl und fiir priparative Gele 50 pul. Vor dem Beladen der Gele
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wurden die Proben mit %des Probenvolumens an 6 x Probenpuffer [50 % (w/v) Glycerin,

200 mM EDTA, 0,2 % (w/v) Xylencyanol oder Bromphenolblau] vermischt. Die Gelelektro-
phorese erfolgte fiir 30 - 45 min in TAE-Puffer [40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA]
bei einer Spannung von 100 - 130 V. Als GroBenstandard wurden 5 ul der SERVA FastLoad
100 bp DNA-Leiter oder der SERVA FastLoad 1 kb DNA-Leiter (SERVA, Heidelberg) verwen-
det. Die Detektion erfolgte anschlieBend unter UV-Licht mithilfe des Intas-UV-System Gel
Stick (Intas, Gottingen).

2.2.4 DNA-Restriktion

Sofern Ligationen von DNA-Fragmenten und QuikChange®-Mutagenesen nicht mittels
Kontroll- oder Kolonie-PCR iiberpriift wurden, fand eine Kontrolle anhand einer Testrestriktion
statt. Testrestriktionen von Plasmid-DNA wurden in einem Volumen von 20 pl und préaparative
Restriktionen von DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA in einem Volumen von 50 pl durchge-
fiihrt. DNA-Restriktionen wurden fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Bei Verwendung der
Restriktionsendonuklease Ndel wurde die Inkubationszeit auf drei Stunden verléngert. Sofern
diese verfiigbar waren, wurden High-Fidelity (HF®) Restriktionsendonukleasen verwendet.
Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen stammten von dem Unternehmen New England
Biolabs (Frankfurt am Main). Sollten PCR-Amplifikate geschnitten werden, wurden die
verwendeten Oligonukleotid-Primer so erstellt, dass diese einen 5‘-Uberhang tragen, der die
Schnittstelle der entsprechenden Restriktionsendonuklease und mindestens vier weitere
Nukleotide enthdlt. Tabelle 11 zeigt ein Pipettierschema fiir eine Testrestriktion und
Tabelle 12 ein Pipettierschema fiir eine préparative Restriktion von DNA-Fragmenten bzw.

Plasmid-DNA.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir eine Testrestriktion von Plasmid-DNA.

Volumen Komponente

10 pl Plasmid-DNA (100 - 300 ng/ul)
je 1 ul je Restriktionsendonuklease

2 ul 10 x CutSmart® Puffer

ad 20 pl H.O
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Tabelle 12: Pipettierschema fiir die préparative Restriktion von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten.

Volumen Komponente

40 pl Plasmid-DNA oder DNA-Fragment (100 - 300 ng/ul)
je 2,5 ul je Restriktionsendonuklease

Sul 10 x CutSmart® Puffer

ad 50 pl H.O

2.2.5 Reinigung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte und geschnittene Plasmid-DNA wurden zunichst elektrophoretisch von uner-
wiinschten Nebenprodukten getrennt. Die erhaltenen Fragmente wurden unter UV-Licht
sichtbar gemacht und Fragmente der gewiinschten GroBe mithilfe eines Skalpells ausge-
schnitten. Zur Reinigung von PCR-Produkten, bei denen weniger als 50 bp durch Restriktions-
endonukleasen entfernt wurden, wurde keine vorherige Agarosegelelektrophorese durch-
gefiihrt. Die DNA-Fragmente wurden mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel, Diiren) gereinigt. Die Elution von der Silica-Gel Membran erfolgte in zwei
Schritten mit je 15 pul H>O. Sollte eine hohere Konzentration der DNA-Fragmente erhalten
werden, wurde das Volumen fiir die Elution entsprechend verringert. Anschliefend wurde die
Konzentration der DNA-Fragmente mithilfe des Nanodrop2000 Spektralphotometers (Thermo
Scientific, Dreieich) bestimmt und fiir weitere molekulargenetische Arbeiten bei -20 °C

gelagert.

2.2.6 Ligation von geschnittenen DNA-Fragmenten

Nach der Reinigung wurden geschnittene PCR-Produkte (/nsert) und Plasmid-DNA mithilfe
der T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Frankfurt am Main) tiber Nacht bei 16 °C ligiert.
Die Ligation wurde in einem Volumen von 20 ul durchgefiihrt. Es wurden je 0,02 pmol der
geschnittenen Plasmid-DNA verwendet. Jede Ligation wurde in zwei unterschiedlichen
Ansitzen durchgefiihrt, bei denen das Insert und die geschnittene Plasmid-DNA einmal im
Verhéltnis 3:1 (0,06 pmol Insert) und einmal im Verhéltnis 5:1 (0,1 pmol Insert) eingesetzt
wurden. Zusétzlich wurde immer eine Kontroll-Ligation ohne /nsert mitgefiihrt. Tabelle 13
zeigt ein Pipettierschema fiir die Ligation von geschnittenem PCR-Produkt (/nsert) und

geschnittener Plasmid-DNA.
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Tabelle 13: Pipettierschema fiir eine Ligation von geschnittenem PCR-Produkt (/nserf) und geschnittener

Plasmid-DNA.

Volumen / Stoffmenge Komponente

0,02 pmol geschnittene Plasmid-DNA

0,06 bzw. 0,1 pmol geschnittenes PCR-Produkt (/nsert)
2 ul 10 x T4 DNA Ligase Puffer

1 pul T4 DNA Ligase

ad 20 pl H>O

2.2.7 Herstellung ultrakompetenter Zellen

Fiir die Herstellung ultrakompetenter Zellen wurde zunéchst aus einer Glycerinkultur eine 5 ml
Ubernachtkultur aus LB-Medium und den entsprechenden Zusitzen inokuliert und iiber Nacht
bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde eine 25 ml Hauptkultur aus LB-Medium und den
entsprechenden Antibiotika mit 500 pl dieser Ubernachtkultur angeimpft. Diese wurde bei
37 °C solange schiittelnd inkubiert, bis eine optische Dichte (bei 600 nm) von 0,6 erreicht war
und dann fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen fiir 10 Minuten bei
4°C und 6.800 xg sedimentiert, der Uberstand verworfen, die Zellen in 7,5 ml Trans-
formationspuffer [10 mM PIPES (pH 6,7), 55 mM MnCl,, 15 mM CaCly, 250 mM KCI]
resuspendiert, fiir 45 Minuten auf Eis inkubiert und erneut fiir 10 Minuten bei 6.800 xg und
4 °C sedimentiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes und dem Resuspendieren der Zellen
in 2,5 ml Transformationspuffer wurden diese fiir 45 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden langsam 160 ul DMSO zugegeben und vermischt. Nach einer erneuten Inkubation fiir
10 min auf Eis wurde die Suspension ultrakompetenter Zellen aliquotiert. Die Aliquots wurden

in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.8 Transformation ultrakompetenter Zellen

Fiir die Transformation ultrakompetenter E. coli Zellen wurden je 90 - 100 ul ultrakompetente
Zellen (siche Abschnitt 2.2.7) langsam auf Eis aufgetaut, mit 10 ul eines Ligationsansatzes bzw.
Plasmid-DNA vermischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde ein
einminiitiger Hitzeschock bei 42 °C, gefolgt von einer zweiminiitigen Inkubation auf Eis
durchgefiihrt. Nach der Zugabe von 1 ml SOC-Medium [2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v)
Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs, 20 mM Glucose]
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wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C geschiittelt. Nachfolgend wurden die Zellen fiir
5 Minuten bei 6.800 xg (kleine Tischzentrifuge) sedimentiert, im Riickstand resuspendiert, auf

LB-Agar mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.9 Fast-Transformation

Fiir die schnelle Transformation (Fast-Transformation) einzelner E.-coli-Stimme wurde
zunichst aus einer Glycerinkultur eine 5 ml Ubernachtkultur aus LB-Medium und den
entsprechenden Antibiotika inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Anschliefend
wurde eine 5 ml Hauptkultur aus LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika mit 100 ul
dieser Ubernachtkultur angeimpft. Diese wurde bei 37 °C solange schiittelnd inkubiert, bis eine
optische Dichte (bei 600 nm) von 0,3 - 0,4 erreicht war und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Nachfolgend wurden je Transformationsansatz die Zellen aus 1 ml fiir 5 Minuten bei 6.800 xg
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100 ul TSS-Puffer [LB-
Medium (pH 6,5), 10 % (w/v) PEG 6000, 5 % (v/v) DMSO, 33 mM MgSQ4] resuspendiert.
Nach der Zugabe von 2 - 4 ul Plasmid-DNA wurde der Transformationsansatz fiir 30 Minuten
auf Eis inkubiert, 1 ml SOC-Medium hinzugegeben und fiir eine Stunde bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 6.800 xg sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen im Riicklauf resuspendiert, auf LB-Agar mit den

entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.10 DNA-Sequenzierung

Zur Kontrolle von Basenaustauschen durch QuikChange®-Mutagenesen und der korrekten
Ligation von geschnittenen PCR-Produkten und geschnittener Plasmid-DNA wurden die DNA-
Sequenzen iiberpriift. Die Sequenzierung wurde mittels Sanger-Sequenzierung vom Unter-
nehmen Seqlab/Microsynth (Gottingen) durchgefiihrt. Hierfiir wurden je 9 ul gereinigter
Plasmid-DNA mit je 1 ul des entsprechenden Oligonukleotid-Primers (25 pmol/pl) vermischt.
Die Oligonukleotid-Primer wurden hierbei so gewéhlt, dass diese mindestens 50 bp vor dem zu
sequenzierenden Bereich binden. Bei der Insertion langer DNA-Fragmente mit geschnittener
Plasmid-DNA wurden mehrere Sequenzierungen mit unterschiedlichen Oligonukleotid-
Primern durchgefiihrt, sodass die gesamte Sequenz des insertierten DNA-Fragmentes sowie die

korrekte Ligation liberpriift werden konnte.
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2.3 Kultivierungsbedingungen

2.3.1 Nahrmedien und Zusiatze

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Nahrmedien wurden fiir 20 Minuten bei
121 °C autoklaviert (Systec VX-150 und Systec DE-23, Systec, Linden). Nicht hitzebesténdige
Substanzen wie Antibiotika, Zucker, Aminosduren und weitere Zusitze wurden mithilfe eines
Spritzenfilters (0,2 um Porendurchmesser) sterilfiltriert und erst nach dem Abkiihlen der

Medien hinzugefiigt.

Die Kultvierung von E.-coli-Stammen erfolgte in Luria-Bertani-(LB)-Medium (Miller) (siche
Tabelle 14). Sollte die Kultivierung auf festem Ndhrmedium durchgefiihrt werden, wurde
diesem zusitzlich 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt. Nach der Transformation von Zellen wurde

SOC-Medium zur Kultivierung verwendet (siche Tabelle 15).

Tabelle 14: Zusammensetzung von Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) (Miller).

Konzentration Substanz

1 % (w/v) Trypton

1 % (W/v) NaCl

0,5 % (W/v) Hefeextrakt

Tabelle 15: Zusammensetzung von SOC-Medium.

Konzentration Substanz
2% (W/v) Trypton

0,5 % (W/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgClz

10 mM MgSO4

20 mM Glucose

41



MATERIAL UND METHODEN

Je nach Stamm bzw. der codierten Antibiotikaresistenz der enthaltenen Plasmid-DNA wurden
den Medien Antibiotika zugegeben (siche Tabelle 16). Die Stammldsungen wurden bei -20 °C
gelagert. In H,O geldste Antibiotika wurden hierbei in Aliquots von 1 ml und in Ethanol geloste
Antibiotika in 50 ml Reaktionsgefd3en autbewahrt.

Tabelle 16: Auflistung der verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum Resistenz Konzentration der Endkonzentration
Stammlésung im Medium
Ampicillin AmpR 100 mg/ml in H2O 100 pg/ml
Chloramphenicol Cm® 25 mg/ml in Ethanol (abs.) 25 pg/ml
Tetracyclin Tet® 12,5 mg/ml in 70 % (v/v) Ethanol 12,5 pg/ml

2.3.2 Anzucht und Zellernte

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten E.-coli-Stimme wurden in fliissigem
oder auf festem LB-Medium mit den entsprechenden Zusétzen bei 37 °C unter oxischen
Bedingungen kultiviert. Fiir Ubernachtkulturen wurde Zellmaterial aus einer Glycerinkultur
oder eine einzelne Kolonie von einer Agarplatte entnommen, um 5, 25 oder 50 ml LB-Medium
mit den entsprechenden Zusétzen zu beimpfen. Fiir Ubernachtkulturen mit einem Volumen von
5 ml wurden sterile Reagenzgldser mit Metalldeckeln verwendet und bei seitlichem Schiitteln
inkubiert. Fiir Ubernachtkulturen mit Volumina von 25 ml oder 50 ml wurden Erlenmeyer-
kolben mit einer Schikane verwendet und schiittelnd bei 180 rpm inkubiert. Hauptkulturen mit
den entsprechenden Zusitzen wurden mit 2 - 4 % (v/v) der Ubernachtkultur inokuliert. Es
wurden Hauptkulturen mit Volumina zwischen 5 ml (Bestimmung der SDS-Sensitivitét, in
Reagenzglidsern) und 11 (Reinigung von Tat-Komplexen) kultiviert. Ab einem Volumen von
25 ml wurden die Kultivierungen in Erlenmeyerkolben mit Schikanen durchgefiihrt, die

schiittelnd bei 180 rpm inkubiert wurden.

Das Wachstum der Kulturen wurde photometrisch anhand der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 600 nm (ODsoo) verfolgt. Die Messung erfolgte anhand einer homogen
durchmischten Probe mit einem Volumen von 1 ml und einer Kiivette mit einer Schichtdicke
von 1 cm in dem Spektralphotometer Libra S11 (Biochrom, Cambridge). Fiir die Messung der
optischen Dichte bei 600 nm im linearen Bereich zwischen 0 und 0,3 wurde die Probe ggf.
verdiinnt. Die optische Dichte bei 600 nm von Hauptkulturen mit einem Volumen von 5 ml

wurde direkt in den KultivierungsgefaBBen mithilfe eines Genesys 20 Spektrophotometers
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(Thermo Scientific, Dreieich) bestimmt. Das unbeimpfte Medium wurde jeweils als Leerwert

verwendet.

Die Induktion der Expression von Genen, die unter der Kontrolle des Rhamnose-Promotors
standen (pBW-Derivate) erfolgte durch die Zugabe von 0,01 - 0,1 % (w/v) Rhamnose bei einer
optischen Dichte (ODegoo) zwischen 0,5 und 0,8. Einzig bei der Bestimmung der SDS-
Sensitivitdt wurde den Hauptkulturen unmittelbar nach dem Animpfen 0,05 % (w/v) Rhamnose
zugegeben. Sofern Rhamnose zugegeben wurde, erfolgte die Kultivierung fiir 3 Stunden nach

der Induktion. Alle weiteren Hauptkulturen wurden fiir 5 Stunden kultiviert.

Fiir die Zellernte wurden die Zellen mittels Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 6.800 xg vom
Medium getrennt. Das Zellpellet wurde einmal in PBS-Puffer resuspendiert, die Zellen erneut
fiir 10 Minuten bei 6.800 xg sedimentiert und der Uberstand verworfen. Hierfiir wurde die
Tischzentrifuge PerfectSpin 24 Plus (bis 2 ml, peqlab/VWR, Erlangen) oder eine der
Kiihlzentrifugen 5804R (bis 50 ml, Eppendorf, Hamburg), Z326K (bis 50 ml, Hermle,
Wehingen) oder Sorvall Lynx 4000 (bis 1 1, Thermo Scientific, Dreieich) verwendet. Zellpellets

wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C fiir maximal zwei Wochen gelagert.

2.3.3 In-vivo-cross-linking

Fiir die Quervernetzung von TatC-Protomeren wurden E.-coli-Stémme verwendet, die das
pEVOL-pBpF-Plasmid (Young et al. 2010) enthielten. Auf diesem ist eine tRNA-Synthase
codiert, sodass Bpa mithilfe einer spezifischen tRNA (Anticodon TAG, Amber-Stopcodon) in
die Peptidsequenz integriert werden kann. Fiir die Expression des fiir die tRNA-Synthase
codierenden Gens und die Integration von Bpa in die Peptidsequenz wurden den
entsprechenden Hauptkulturen direkt beim Beimpfen 100 uM Arabinose und 100 uM Bpa

zugegeben.

Fiir die Quervernetzung von TatC-Protomeren wurden die Kulturen der entsprechenden
Stdimme vor der Zellernte fiir 30 Minuten mit UV-Licht bei einer Wellenldnge von 365 nm
bestrahlt (+UV). Den Hauptkulturen der entsprechenden Negativkontrollen (-UV) wurde
ebenfalls final 100 uM Arabinose und 100 uM Bpa zugegeben, jedoch erfolgte keine
Bestrahlung mit UV-Licht. Der Eintrag von Tageslicht flihrte nicht zu einer Quervernetzung
von TatC-Protomeren, weshalb auf einen Ausschluss von Tageslicht verzichtet wurde. Im
Anschluss an die UV-Bestrahlung wurden die Zellen wie beschrieben geerntet (siche Abschnitt

2.3.2).
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2.3.4 Stammbhaltung

Fiir die Stammbhaltung wurden Glycerinkulturen angelegt. Von neu erstellten Staimmen wurde
hierfiir zunichst eine Ubernachtkultur mit einem Volumen von 5 ml und den entsprechenden
Zusitzen mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft. Von iibernommenen Stimmen
wurde eine Ubernachtkultur mit den entsprechenden Zusitzen mit Zellmaterial aus einer
Glycerinkultur beimpft. Nach der Inkubation bei 37 °C iiber Nacht wurden 600 ul der
Ubernachtkultur mit 600 pl LB-Medium mit 30 % (v/v) Glycerin vermischt (Endkonzentration
15 % (v/v)) und bei -80 °C gelagert.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Praparation von Membranen
Vor der Analyse von Tat-Komplexen mittels BN-PAGE/Western-Blot und der Reinigung von
Tat-Komplexen wurden zunéchst die Membranen der entsprechenden Stimme préipariert und

die Membranproteine mithilfe des Detergens Digitonin solubilisiert.

Fiir die Analyse von Tat-Komplexen mittels BN-PAGE/Western-Blot wurden Hauptkulturen
mit einem Volumen von 100 ml und den entsprechenden Zusitzen mit 4 ml einer Ubernacht-
kultur beimpft und wie beschrieben kultiviert (siche Abschnitt 2.3.2). Nach der Kultivierung
wurden Stimme, die pABS- oder pDE-Derivate enthielten, bei der Zellernte auf eine optische
Dichte (600 nm) von 1,0 normiert. Stimme, die pZX31-Derivate enthielten, wurden aufgrund
der schwachen Genexpression auf eine optische Dichte (600 nm) von 2,0 normiert. Die Zell-
pellets wurden mit PBS-Puffer gewaschen, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Zellpellets wurden in 4 ml eiskaltem BN-Aufschlusspuffer [S0 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0),
20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCl] auf Eis resuspendiert. Vor dem Zellaufschluss wurden
25 ul DNasel (10 mg/ml) und 2 mM PMSF zugegeben. Der Zellaufschluss wurde in 2 - 3
Passagen mithilfe der French Pressure Cell Press Model FA-078 (SLM Aminco, Urbana, USA)
bei einem Druck von 18.000 psi durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Zelltrimmer fiir
20 min bei 4 °C und 20.000 xg (Kiihlzentrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg oder Z326K,
Hermle, Wehingen) sedimentiert. 3 ml des Uberstandes wurden in UltrazentrifugationsgefiBe
iiberfiihrt, die Membranen fiir 30 Minuten bei 4 °C und 130.000 xg mittels Ultrazentrifugation
(Sorvall Discovery M120SE, Thermo Scientific, Dreieich) sedimentiert und der Uberstand

verworfen.
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Die Reinigung von Tat-Komplexen sollte ausreichende Mengen fiir strukturbiologische
Analysen liefern. Aus diesem Grund wurde mehr Ausgangsmaterial benétigt und es wurden
Zellpellets aus Hauptkulturen mit einem Volumen von 1 1 verwendet. Das oben beschriebene
Protokoll und die entsprechenden Volumina wurden daher an die Menge des

Ausgangsmaterials angepasst (siche Abschnitt 3.4).

Fiir die Reinigung von Tat-Komplexen wurden Membranen aus groBBeren Zellpellets préapariert
(11, ODgoo = 1.0). Diese wurden wie oben beschrieben prozessiert. Jedoch wurden die Zellen
in 30 ml eiskaltem BN-Aufschlusspuffer auf Eis resuspendiert. Die Zelltrimmer wurden fiir
30 Minuten bei 4 °C und 6.800 xg entfernt (Kiihlzentrifuge Sorvall Lynx 4000, Thermo
Scientific, Dreieich). Fiir die Sedimentation der Membranen (30 Minuten bei 130.000 xg und
4 °C) wurde im Anschluss die Ultrazentrifuge Optima L-100XP (Beckman Coulter, Krefeld)

verwendet.

2.4.2 Solubilisierung von Membranproteinen

Membranpellets, die aus Zellpellets einer 100 ml-Hauptkultur prépariert wurden, wurden
anschliefend auf Eis in 160 pl eiskaltem BN-Aufschlusspuffer resuspendiert. Der Suspension
wurden 40 pl 5 % (w/v) Digitonin (Endkonzentration 1 % (w/v) Digitonin) zugegeben.
Anschlieend wurde die Suspension fiir 30 Minuten rithrend auf Eis inkubiert, um die
Membranproteine in Losung zu bringen. Nicht solubilisierte Bestandteile der Membran wurden
anschliefend mittels Ultrazentrifugation fiir 30 Minuten bei 4 °C und 130.000 xg sedimentiert
(Sorvall Discovery M120SE, Thermo Scientific, Dreieich). Der Uberstand wurde anschlieBend
fiir BN-PAGE/Western-Blot-Analysen (sieche Abschnitte 2.4.6 und 2.4.8) verwendet.

Fiir die Solubilisierung von Membranproteinen aus grofleren Membranpellets (pripariert aus
1 1 Kulturvolumen, ODsoo = 1,0) wurden die Membranen in 1,6 ml eiskaltem BN-Aufschluss-
puffer auf Eis resuspendiert. Die Suspension wurde anschlieBend a 160 pl aliquotiert. Nach der
Zugabe von je 40 pul 5 % (w/v) Digitonin (Endkonzentration 1 % (w/v) Digitonin) wurden die
Ansitze 30 Minuten oder tiber Nacht schiittelnd bei 4 °C inkubiert (Revolver Rotator D-6050),
neolLab, Heidelberg). Nach der Inkubation wurden die Ansédtze vereinigt und nicht solubilisierte
Membranbestandteile mittels Ultrazentrifugation fiir 30 Minuten bei 4 °C und 130.000 xg
(Optima L-100XP, Beckman Coulter, Krefeld) sedimentiert. Der Uberstand wurde anschlie-
Bend fiir affinitdts- und groBenausschlusschromatographische Reinigungen (siehe Abschnitte

2.4.3,2.4.4und 2.4.5) verwendet.
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Herstellung von Digitonin-Losungen

Fiir die Herstellung von 5 %igen (w/v) Digitonin-Lésungen wurde die entsprechende Menge
Digitonin in H2O suspendiert. Das schwerldsliche Digitonin wurde durch fiinfminiitiges
Erhitzen auf 95 °C in Losung gebracht und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Nicht geloste
Bestandteile wurden im Anschluss durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 12.000 xg
sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bis zu einer
Woche bei -20 °C gelagert. Direkt vor der Verwendung wurden unldsliche Bestandteile erneut

durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 12.000 xg sedimentiert und der Uberstand verwendet.

2.4.3 Strep-Tactin®-Affinititschromatographie

Fir die Reinigung von Tat-Komplexen und Substrat-assoziierten Tat-Komplexen wurden
einige Proteine als Strep-Tag® II-Fusionsproteine produziert (Strep-Tag® II-Peptidsequenz:
WSHPQFEK). Hierbei wurden sowohl Gravitationssdulen mit Strep-Tactin® Superflow®

Sdulenmaterial, als auch MagStrep ,,type 3 XT beads (IBA, Gottingen) verwendet.

Das Sdulenmaterial wurde so gewdhlt, dass die gewiinschten Proteine spezifisch mit diesem
interagieren. Bei Gravitationssdulen passieren der Puffer und nicht bindende Bestandteile
aufgrund der Schwerkraft das Sdulenmaterial. Bei der Verwendung magnetischer Partikel
hingegen bilden diese die stationdre Phase, die spezifisch mit den gewlinschten Proteinen
interagiert. Mithilfe eines Magneten konnen die Partikel an der GefdBwand immobilisiert
werden. So kann die mobile Phase mit unerwiinschten Bestandteilen mit einer Mikropipette
entfernt werden. Die Volumina der stationidren Phasen und der verwendeten Puffer wurden den
Volumina der Proben angepasst. Im Folgenden soll die Reinigung von solubilisierten
Fusionsproteinen aus einem Kulturvolumen von 100 ml beschrieben werden. Aus Lsungen
mit solubilisierten Membranproteinen wurde vor der Reinigung eine Probe entnommen.
Alternativ wurde eine zweite, identische Solubilisierung durchgefiihrt (US), sodass die
gereinigten Fraktionen mit nicht gereinigten Fraktionen verglichen werden konnten. Tabelle 17

zeigt die Zusammensetzung der fiir die Reinigung verwendeten Puffer.
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Tabelle 17: Verwendete Puffer fiir die Strep-Tactin®-Affinititschromatographie.

Aquilibrierungs-/Waschpuffer Elutionspuffer

50 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0) 50 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0)
20 % (w/v) Saccharose 20 % (w/v) Saccharose

10 mM MgCl, 10 mM MgCl,

50 mM Imidazol 50 mM Imidazol

0,1 % (w/v) Digitonin 0,1 % (w/v) Digitonin

50 mM D-Desthiobiotin / D-Biotin

Reinigung mittels Gravitationssdulen

Zuniichst wurden Poly-Prep® Chromatographiesiulen (Bio-Rad, Miinchen) mit 100 pl Strep-
Tactin® Superflow® Siulenmaterial (IBA, Gottingen) beladen. Die Lagerungsldsung wurde
entfernt und das Sdulenmaterial mit 1 ml (10 SV) des Aquilibrierungspuffers dquilibriert.
AnschlieBend wurden 200 pl solubilisierter Membranproteine (sieche Abschnitt 2.4.2)
aufgetragen. Zur besseren Bindung der Strep-Tag® I1I-Fusionsproteine wurden die Probe und
das dquilibrierte Sdulenmaterial ggf. fiir 30 Minuten bei 4 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die
Probe entfernt (Durchlauf, DL). Zur Entfernung unspezifisch gebundener Bestandteile wurden
zweimal je 1 ml (10 SV) Waschpuffer aufgetragen und nach Passage der stationdren Phase
separat gesammelt (Waschfraktionen 1 und 2, W1 und W2). Die Elution der gebundenen
Fusionsproteine wurde in mehreren Schritten a 100 pl (1 SV) durchgefiihrt. Hierfiir wurden je
100 ul Elutionspuffer (mit D-Desthiobiotin) aufgetragen und nach Passage der stationdren
Phase separat gesammelt (Elutionsfraktionen, E). Die Elutionsfraktionen wurden sowohl fiir
analytische Zwecke (BN-PAGE/Western-Blot, SDS-PAGE/Western-Blot) als auch fiir weitere
Reinigungsschritte verwendet. Fiir weitere Reinigungsschritte wurden die Elutionfraktionen E2

und E3 vereinigt.

47



MATERIAL UND METHODEN

Reinigung mittels magnetischer Partikel

Zunidchst wurden 40 pl MagStrep ,,type 3“ XT beads (IBA, Gottingen) in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl tiberfiihrt und die Lagerungslosung mithilfe eines Magneten entfernt. Fiir die
Aquilibrierung der Partikel wurden zweimal 200 ul Aquilibrierungspuffer zugegeben, der
Puffer und die Partikel vermischt, magnetisch separiert und der Puffer entfernt. Anschliefend
wurden 200 pl solubilisierter Membranproteine (siche Abschnitt 2.4.2) mit den dquilibrierten
Partikeln fiir 30 Minuten bei 4 °C schiittelnd inkubiert (Revolver Rotator D-6050, neoLab,
Heidelberg). Nach der Separation wurde die Probe entfernt und gesammelt (Durchlauf, DL).
Fiir die Entfernung unspezifisch gebundener Bestandteile wurden die Partikel zweimal je mit
400 pl Waschpuffer vermischt, separiert, der Puffer entfernt und gesammelt (Waschfraktionen
1 und 2, W1 und W2). Die Elution der gebundenen Fusionsproteine wurde in mehreren
Schritten a 25 ul durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Partikel mit je 25 pl Elutionspuffer (mit D-
Biotin) vermischt, separiert, der Elutionspuffer entfernt und gesammelt (Elutionsfraktionen, E).
Fiir die erste Elutionsfraktion (E1) wurden die Partikel mit dem Elutionspuffer fiir 30 Minuten
bei 4 °C schiittelnd inkubiert (Revolver Rotator D-6050, neoLab, Heidelberg). Die Elutions-
fraktionen wurden sowohl fiir analytische Zwecke (BN-PAGE/Western-Blot, SDS-
PAGE/Western-Blot) als auch fiir weitere Reinigungsschritte verwendet. Filir weitere

Reinigungsschritte wurden die Elutionsfraktionen E1 und E2 vereinigt.

2.4.4 Ni-Chelat-Affinititschromatographie

Als weitere Methode zur Reinigung von Tat-Komplexen und Substrat-assoziierten Tat-
Komplexen wurden einige Proteine als Fusionsproteine mit einem Hexahistidin-7ag produziert.
Fiir die Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie (Ni-IMAC) wurden sowohl Gravitationssdulen
mit Protino® Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel, Diiren) als auch HisPur™ Ni-NTA Magnetic

Beads (Thermo Scientific, Dreieich) verwendet.

Die Volumina der stationdren Phasen und der verwendeten Puffer wurden den Volumina der
Proben angepasst. Im Folgenden soll exemplarisch die Reinigung von Hexahistidin-Fusions-
proteinen aus einem Kulturvolumen von 100 ml beschrieben werden. Aus Losungen mit
solubilisierten Membranproteinen wurde vor der Reinigung eine Probe entnommen. Alternativ
wurde eine zweite, identische Solubilisierung durchgefiihrt (US), sodass die gereinigten
Fraktionen mit nicht gereinigten Fraktionen verglichen werden konnten. Tabelle 18 zeigt die

Zusammensetzung der fiir die Ni-Chelat-A ffinititschromatographie verwendeten Puffer.
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Tabelle 18: Verwendete Puffer fiir die Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie.

Aquilibrierungspuffer Waschpuffer Elutionspuffer

50 mM Bis-Tris HClpH 7,0 50 mM Bis-Tris HCl1 pH 7,0 50 mM Bis-Tris HCI pH 7,0

20 % (w/v) Saccharose 20 % (w/v) Saccharose 20 % (w/v) Saccharose

10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgCl,

0,1 % (w/v) Digitonin 0,1 % (w/v) Digitonin 0,1 % (w/v) Digitonin
50 mM Imidazol 250 mM Imidazol

Reinigung mittels Gravitationssdulen

Zunichst wurden Poly-Prep® Chromatographiesiulen (Bio-Rad, Miinchen) mit 100 pl
Protino® Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel, Diiren) beladen und die Lagerungslosung
entfernt. Das Saulenmaterial wurde im Anschluss mit 1 ml (10 SV) des Aquilibrierungspuffers
4quilibriert. Nach der Passage des Aquilibrierungspuffers wurden 200 pl einer Lsung mit
solubilisierten Membranproteinen (siche Abschnitt 2.4.2) aufgetragen. Bei Bedarf wurde die
Probe mit dem &quilibrierten Sdulenmaterial fiir 30 Minuten bei 4 °C zur besseren Bindung der
Hexahistidin-Fusionsproteine geriihrt. Die Probe wurde nach der Passage der stationdren Phase
gesammelt (Durchlauf, DL). Unspezifisch gebundene Bestandteile wurden durch zweimalige
Passage von je 1 ml (10 SV) Waschpuffer entfernt und gesammelt (Waschfraktionen 1 und 2,
W1 und W2). Die gewiinschten Fusionsproteine wurden in mehreren Schritten mit je 100 pl
(1 SV) vom Sidulenmaterial eluiert. Hierfiir wurden je 100 pl des Elutionspuffers aufgetragen
und nach Passage der stationdren Phase separat gesammelt (Elutionsfraktionen, E). Die
Elutionsfraktionen wurden sowohl fiir analytische Zwecke (BN-PAGE/Western-Blot, SDS-
PAGE/Western-Blot) als auch fiir weitere Reinigungsschritte verwendet. Fiir weitere

Reinigungsschritte wurden die Elutionsfraktionen E2 und E3 vereinigt.

Reinigung mittels magnetischer Partikel

Zunichst wurden 40 pl HisPur™ Ni-NTA Magnetic Beads (Thermo Scientific, Dreieich) in ein
1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 160 ul Aquilibrierungspuffer vermischt. Die Partikel
wurden magnetisch immobilisiert und der Puffer entfernt. Fiir die Aquilibrierung der Partikel
wurden diese erneut zweimal mit 200 pl Aquilibrierungspuffer vermischt, magnetisch

immobilisiert und der Puffer entfernt. Anschlieend wurden 200 pl einer Losung solubilisierter
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Membranproteine (siche Abschnitt 2.4.2) mit den dquilibrierten Partikeln fiir 30 Minuten bei
4 °C schiittelnd inkubiert (Revolver Rotator D-6050, neoLab, Heidelberg). Die Probe wurde
entfernt und gesammelt (Durchlauf, DL). Unspezifisch gebundene Bestandteile wurden durch
die zweimalige Vermischung mit je 400 ul Waschpuffer und anschlieender Entfernung des
Puffers gesammelt (Waschfraktionen 1 und 2, W1 und W2). Die Elution der gebundenen
Fusionsproteine erfolgte in mehreren Schritten a 25 pl. Hierfiir wurden die Partikel mit je 25 pl
Elutionspuffer vermischt, die Partikel magnetisch immobilisiert, der Elutionspuffer entfernt
und in einzelnen Fraktionen gesammelt (Elutionsfraktionen, E). Fiir die erste Elutionsfraktion
(E1) wurden die Partikel mit 25 pl Elutionspuffer fiir 30 Minuten bei 4 °C schiittelnd inkubiert
(Revolver Rotator D-6050, neoLab, Heidelberg). Die Elutionsfraktionen wurden sowohl fiir
analytische Zwecke (BN-PAGE/Western-Blot, SDS-PAGE/Western-Blot) als auch fiir weitere
Reinigungsschritte verwendet. Fiir weitere Reinigungsschritte wurden die Elutionsfraktionen

El und E2 vereinigt.

2.4.5 GrofBlenausschlusschromatographie

Nach der affinitdtschromatographischen Reinigung von Tat-Komplexen wurden diese bei
Bedarf in einem weiteren Schritt groBenausschlusschromatographisch mithilfe eines FLPC-
Systems gereinigt. Hierfiir wurde ein AKTApurifier FPLC-System mit einem UV-900 UV-
Detektor, einem pH/C-900 pH- und Leitfdhigkeitssensor, einem P-900 Pumpensystem, einem
Frac-950 Fraktionensammler und einer Superose 6 10/300 GL Gelfiltrationssdule mit einem

ungefdahren Volumen von 24 ml (GE Healthcare, Freiburg) verwendet.

Injiziert wurden immer Elutionsfraktionen einer Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie mittels
Protino® Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel, Diiren). Hierfiir wurden die Elutionsfraktionen
E2, E3 und E4 vereinigt, wodurch sich ein Injektionsvolumen von 600 pl unter Verwendung
einer 1 ml Injektionsschleife ergab. Die verwendeten Puffer und Losungen wurden filtriert, um
Schwebstoffe zu entfernen und in einem Ultraschallbad bei vermindertem Druck entgast. Die
gesamte Reinigung wurde bei 4 °C mit vorgekiihlten Puffern und Losungen durchgefiihrt. Zur
Lagerung wurde das FPLC-System und die Gelfiltrationssdule mit 20 % (v/v) Ethanol und
0,002 % (w/v) NaN3 gespiilt. Vor dem Gebrauch wurde das ganze System zunéchst mit H>O
gespiilt und anschlieBend mit dem fiir die Reinigung verwendeten Puffer [SO mM Bis-Tris HCI1
(pH 7,0), 20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCl, 0,1 % (w/v) Digitonin] dquilibriert. Digitonin
wurde dem Puffer erst kurz vor Gebrauch zugegeben. Die Aquilibrierung der Superose 6 10/300
GL Gelfiltrationssdaule wurde mithilfe des UV-Detektors bei Wellenldngen von 254 nm und
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280 nm und des pH- und Leitfdhigkeitssensors verfolgt. Fiir das verwendete Puffersystem und
die verwendete Gelfiltrationssdule wurde aufBlerdem eine Kalibration mit Proteinen
durchgefiihrt, deren Molekulargewicht bekannt war. Hierfiir wurden Thyroglobulin (669 kDa),
Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa) und Conalbumin (75 kDa) verwendet (siche
Abbildung 38). Die Aquilibrierung wurde direkt vor dem Gebrauch durchgefiihrt, sodass die
vereinigten Elutionsfraktion direkt injiziert werden konnten. Die Reinigung erfolgte bei
Flussraten zwischen 0,15 und 0,20 ml/min, einem maximalen Druck von 1,5 mPa und wurde
mithilfe des UV-Detektors bei 254 nm und 280 nm verfolgt. Die Elutionsfraktionen wurden
separat in Volumina von je 0,5 ml gesammelt. Bei der Passage von etwa einem Sadulenvolumen
(ca. 24 ml) wurde die Reinigung sowie die Fraktionierung beendet. Fiir weitere Arbeiten
wurden die zu den Signalen des entsprechenden Molekulargewichts gehdrigen Elutions-
fraktionen vereinigt. Aus den vereinigten Elutionsfraktionen wurde eine Probe fiir analytische
Zwecke (BN-PAGE/Western-Blot, SDS-PAGE/Western-Blot) entnommen. Das restliche
Volumen wurde fiir die weitere Reinigung bzw. Konzentration der Tat-Komplexe mittels Ni-

Chelat-Affinitidtschromatographie verwendet (siche Abschnitt 2.4.4).

2.4.6 BN-PAGE
Fir den Nachweis von Proteinkomplexen wurden diese mittels BN-PAGE (Blue-native
Polyacrylamidgelelektrophorese) elektrophoretisch voneinander getrennt. Dabei erfolgten alle

Arbeitsschritte bei 4 °C oder auf Eis. Die Proben aus solubilisierten Membranproteinen (ohne
Reinigung) oder gereinigten Tat-Komplexen wurden jeweils mit % des Gesamtvolumens an

10 x BN-Probenpuffer [100 mM Bis-Tris HCl (pH 7,0), 500 mM e-Aminocapronséure,
30 % (w/v) Saccharose, 5 % (w/v) Coomassie G250] vermischt. Als Markerproteine wurden
1 mg Thyroglobulin (669 kDa, Merck KGaA, Darmstadt), 1 mg Ferrtin (440 kDa, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) und 5 mg Katalase (230 kDa, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) oder
Aldolase (158 kDa, GE Healthcare, Freiburg) in 180 ul BN-Aufschlusspuffer gelost und mit
20 ul 10 x BN-Probenpuffer vermischt. Sowohl von den Proben als auch von den geldsten
Markerproteinen wurden jeweils 10 ul aufgetragen. Es wurden 5 - 13,5 %ige BN-Acryl-
amidgele mit 4 %igen Sammelgelen (siche Tabelle 19) oder 4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele

mit 3,5 %igen Sammelgelen (siche Tabelle 20) verwendet.
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Tabelle 19: Pipettierschema fiir ein 5 - 13,5 %iges Trenngel und ein 4 %iges Sammelgel.

Substanz 4 % Sammelgel 5 % Trenngel 13,5 % Trenngel

Acrylamid/Bisacrylamid 121 pl 212 ul 573 ul
49,5 % (w/v), 1,5 % C

3 x Gelpuffer 500 pl 700 pl 700 pl
75 % (v/v) Glycerin - 140 pl 560 pul
H>O 860 ul 1028 pl 247 pl
TEMED 3ul 2l 2 ul

5 % (w/v) APS 16 pl 11 pl 11 ul

Tabelle 20: Pipettierschema fiir ein 4 -12 %iges Trenngel und ein 3,5 %iges Sammelgel.

Substanz 3,5 % Sammelgel 4 % Trenngel 12 % Trenngel

Acrylamid/Bisacrylamid 106 pl 170 pl 510 pl
49,5 % (w/v), 1,5 % C

3 x Gelpuffer 500 pl 700 pl 700 pl
75 % (v/v) Glycerin - 140 pl 560 pul
H>O 875 ul 1070 ul 310 pl
TEMED 3l 2l 2l

5% (w/v) APS 16 pul 11 pl 11 pl

Der 3 x konzentrierte Gelpuffer setzte sich hierbei aus 150 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0) und
1,5 M e-Aminocapronsdure zusammen und wurde bei 4 °C gelagert. Es wurden 0,75 mm dicke
Gradientengele mithilfe einer Gradientenmischkammer und einem SE245 Dual Gel Caster
(Hoefer, Holliston, USA) gegossen. Fiir einen gleichmiBigen Gradienten wurden die Gele zur

Polymerisation bei 4 °C gelagert. Die Gele konnten mehrere Tage bei 4 °C gelagert werden.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte zunédchst bei 100 V mithilfe von vertikalen SE250
Mighty Small Il Mini Protein-Elektrophoreseeinheiten (Hoefer, Holliston, USA). Hierbei wurde
Kathodenpuffer [0,5 M Tricin, 150 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0)] verwendet, dem 0,01 % (w/v)

Coomassie G250 zugesetzt wurde. Dieses interagiert aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
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mit den Proteinen und dient als Ladungstriager flir die elektrophoretische Trennung von
Membranproteinen mit geringer Eigenladung. Nach etwa 2 Stunden und halbem Lauf wurde
der Kathodenpuffer durch Kathodenpuffer ohne Coomassie G250 ausgetauscht, die Spannung
auf 40 V reduziert und die Elektrophorese iiber Nacht fortgesetzt. Als Anodenpuffer wurde
50 mM Bis-Tris HCI (pH 7,0) verwendet.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder mittels kolloidaler Coomassie-Férbung
gefarbt (siche Abschnitt 2.4.8) oder es wurde ein Western-Blot (siche Abschnitt 2.4.9) durch-
gefiihrt. Vor dem Western-Blot wurden die BN-Acrylamidgele fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur in 50 ml Towbin-Puffer [25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol] mit
0,5 ml 10 % (w/v) SDS geschwenkt. Nach der Platzierung eines Gels auf der Membran wurden

aullerdem die Markerproteine mit einem Kugelschreiber nachgezeichnet.

2.4.7 SDS-PAGE

Fiir einen quantitativen Vergleich wurden alle Proben, die mittels BN-PAGE/Western-Blot
analysiert wurden, auch mittels SDS-PAGE/Western-Blot analysiert. Die denaturierende SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach einer Methode von Laemmli
(Laemmli 1970) durchgefiihrt. Die Proben wurden zuvor im Verhéltnis 1:1 mit 2 x SDS-
Probenpuffer [100 mM Tris HCI (pH 6,8), 20 % (v/v) Glycerin, 4 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau, 200 mM DTT] vermischt. Der SDS-Probenpuffer wurde ohne DTT gelagert.
Erst kurz vor dem Gebrauch wurde die entsprechende Menge einer 2 M DTT Losung
zugegeben. Vor der Elektrophorese wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 95 °C erhitzt. Fiir
die Analyse der Tat-Komponenten TatA, TatB und TatC wurden die Proben vor der Elektro-
phorese nicht erhitzt, sondern direkt verwendet. Es wurden 1 mm dicke 4,5 %ige Sammelgele
und 10, 12,5 und 15 %ige Trenngele (siche Tabelle 21) verwendet. Diese konnten fiir mehrere

Tage bei 4 °C gelagert werden.
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Tabelle 21: Pipettierschema fiir ein denaturierendes, 4,5 %iges Sammel- und ein 10, 12,5 oder 15 %iges Trenngel.

Substanz 1 Sammelgel 1 Trenngel
4,5 % 10 % 12,5 % 15 %
Acrylamid/Bisacrylamid 630 ul 2,5 ml 3,3ml 3,75 ml

30 % (Wiv), 2,6 % C

0,5 M Tris HCI (pH 6,8) 950 ul - - -
1,5 M Tris HCI (pH 8,8) - 1,88 ml 1,88 ml 1,88 ml
H>O 2,13 ml 3 ml 2,35 ml 1,72 ml
10 % (w/v) SDS 37,5 ul 75 ul 75 ul 75 ul
TEMED 37,5 ul 75 ul 75 ul 75 ul
10 % (w/v) APS S5ul 10 pl 10 pl 10 pl

Als GroBenstandard wurden 3 ul des PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific, Dreieich) aufgetragen. Das Volumen der aufgetragenen Proben betrug je 10 ul. Die
Elektrophorese wurde in vertikalen Minigel-Twin Elektrophoresesystemen (Biometra/Analytik
Jena, Jena) bei 100 V durchgefiihrt. Der SDS-Laufpuffer setzte sich aus 200 mM Glycin,
20 mM Trisund 1 % (w/v) SDS zusammen. Nachdem die Lauffront das Trenngel erreicht hatte,
wurde die Spannung auf 120 - 130 V erhoht und die Elektrophorese fortgesetzt.

2.4.8 Kolloidale Coomassie-Farbung

Um quantitative Aussagen iiber die gereinigten Proteinmengen treffen zu konnen, wurden die
BN-Acrylamidgele von Reinigungsprofilen nach der BN-PAGE mittels kolloidaler Coomassie-
Féarbung gefarbt. Hierfiir wurden die Gele direkt nach der Elektrophorese zunéchst fiir eine
Stunde in je 25 ml Fixierlosung [40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsédure] geschwenkt. Pro
Gel wurden 25 ml Fiarbelosung verwendet. Hierfliir wurden die Losungen A und B (siche
Tabelle 22) im Verhéltnis 98:2 vermischt, 20 % (v/v) Methanol zugegeben und fiir einige
Stunden vor dem Gebrauch geriihrt oder geschwenkt. Nach dem Fixieren wurde das Gel iiber
Nacht in der Farbelosung geschwenkt. Die Farbelosung wurde anschlieBend entfernt und das
Gel durch mehrfaches Waschen mit Wasser entféarbt. Die Dokumentation erfolgte mithilfe eines

Perfection V850 Pro Scanners (Epson, Meerbusch).
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Tabelle 22: Losungen fiir die kolloidale Coomassie-Farbung.

Losung A Losung B
2 % (w/v) ortho-Phosphorséure 85 % 5 % (w/v) Coomassie G250
10 % (w/v) (NH4)2SO4

Farbelosung (fiir ein Gel)

19,6 ml Losung A
0,4 ml Losung B
5ml Methanol

2.49 Western-Blot

Nach der nativen oder denaturierenden Gelelektrophorese wurden die Proteine bzw.
Proteinkomplexe mittels Western-Blot auf Nitrocellulose oder PVDF-Membranen {ibertragen,
um einen Nachweis einzelner Proteine mithilfe spezifischer Antikorper zu ermdglichen.
Western-Blots wurden im semi-dry Verfahren mithilfe von Fastblot B44 Blotkammern
(Biometra/Analytik Jena, Jena) durchgefiihrt. Es wurden Roti®-PVDF Membranen (Carl Roth,
Karlsruhe) mit einer PorengroBe von 0,45 pm oder Amersham™ Protran 0.2 um NC
Nitrocellulose Membranen (GE Healthcare, Freiburg) sowie 0,34 mm dickes Whatman™

Chromatographie-Papier (GE Healthcare, Freiburg) verwendet.

Native BN-Acrylamidgele wurden nach der Elektrophorese fiir 10 Minuten in 50 ml Towbin-
Puffer [25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol] mit 0,5 ml 10 % (w/v) SDS
geschwenkt und anschlieend mit Towbin-Puffer ohne SDS gewaschen. PVDF-Membranen
wurden vor dem Gebrauch durch 5-miniitiges Schwenken in Methanol aktiviert. Nitrocellulose

und PVDF-Membranen wurden direkt vor dem Western-Blot mit Towbin-Puffer dquilibriert.

Drei Filterpapiere wurden in Towbin-Puffer getrdnkt, iiberschiissige Fliissigkeit entfernt,
Lufteinschliisse durch leichten Druck entfernt und auf der Anodenplatte platziert. Darauf wurde
die Membran, gefolgt vom Acrylamidgel und drei weiteren Filterpapieren, platziert. Vor dem
Auflegen der Anodenplatte wurden Lufteinschliisse durch leichten Druck entfernt. Das Blotten

erfolgte bei 0,7 mA/cm? fiir 60 - 90 Minuten.
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2.4.10 Proteindetektion

Fiir die Detektion einzelner Proteine mithilfe spezifischer Antikoérper wurden die Membranen
nach dem Western-Blot geblockt. Hierfiir wurden Membranen von denaturierenden Gelen fiir
eine Stunde und Membranen von nativen Gelen fiir zwei Stunden in PBS-Puffer [4 mM
Na;HPO4, 2 mM KH2PO4, 13,7 mM NaCl, 3 mM KCI] mit 5 % (w/v) Magermilchpulver
geschwenkt. Alternativ erfolgte das Blocken iiber Nacht bei 4 °C.

Nach dem Blocken wurden die Membranen drei Mal fiir je 5 Minuten durch leichtes Schwen-
ken in PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Membranen mit einem spezifischen,
primdren Antikorper schwenkend inkubiert. Fiir die Detektion von denaturierten Proteinen
(nach SDS-PAGE) wurde diese Inkubation fiir eine Stunde und fiir die Detektion von Protein-
komplexen (nach BN-PAGE) fiir zwei Stunden durchgefiihrt. Gereinigte Antikdrper gegen
TatA, TatB, TatC, EfeB und B-Lactamase wurden 1:2000 - 1:5000 in PBS-Puffer mit
0,5 % (w/v) BSA und 0,02 % (w/v) NaN3 verdiinnt. Fiir die Detektion des Biotin-Carboxy-
Carrier-Proteins (BCCP) wurde ein Strep-Tactin®-HRP-Konjugat (IBA, Géttingen) verwendet.
Dieses wurde 1:4000 in PBS-Puffer mit 0,5 % (w/v) BSA verdiinnt.

Nach der Inkubation mit dem primédren Antikorper wurde die Membran dreimal fiir je
5 Minuten unter leichtem Schwenken mit PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die
Membranen fiir eine Stunde mit einem sekundidren Antikorper schwenkend inkubiert. Fiir die
Detektion von TatA, TatB, TatC und EfeB wurde goat-anti-rabbit- und fiir die Detektion von
B-Lactamase mouse-anti-rabbit-HRP-Konjugat verwendet. Diese wurden vor der Verwendung
1:3000 in PBS-Puffer mit 0,5 % (w/v) BSA verdiinnt. Fiir die Detektion von BCCP wurde kein
sekundérer Antikorper benotigt.

Tabelle 23: Verwendete Antikorper.

Antikorper Typ Antigen Verdiinnung Quelle

a-EfeB/ a-YcdB Kaninchen-IgG  precursor 1:2000 (Behrendt und
(Serum) EfeB/YcdB Briiser 2014)

a-TatA Kaninchen-IgG  TatA 1:5000 (Mehner et al.
(Serum) 2012)

a-TatB Kaninchen-IgG  TatB 1:5000 (Behrendt und
(Serum) Briiser 2014)
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Antikorper Typ Antigen Verdiinnung Quelle
a-TatC Kaninchen-IgG  TatC 1:5000 (Behrendt und
(Serum) Briiser 2014)
a-B-Lactamase Maus-IgG B-Lactamase 1:5000 Acris, Herford
goat-anti-rabbit- Ziegen-1gG Kaninchen- 1:3000 Carl Roth,
HRP-Konjugat (Serum) IgG Karlsruhe
mouse-anti-rabbit-  Maus-1gG Maus-IgG 1:3000 Carl Roth,
HRP-Konjugat (Serum) Karlsruhe
Strep-Tactin®- rekombinant Strep-Tag® 11 1:4000 IBA, Géttingen

HRP-Konjugat

Im Anschluss an die Antikorper-Inkubation wurden die Membranen dreimal fiir 5 Minuten
schwenkend in PBS-Puffer gewaschen. Der PBS-Puffer wurde entfernt und je 10 ml der ECL-
Entwicklungslésung [100 mM Tris HCI (pH 8,0), 1,25 mM Luminol, 0,225 mM p-Coumarin-
sdure] auf die Membranen gegeben. Stammldsungen von Luminol und p-Coumarinsédure
wurden bei -20 °C gelagert (250 mM Luminol in DMSO und 90 mM p-Coumarinsdure in
DMSO). Direkt vor der Entwicklung wurden 6 pl 30 % (v/v) H202 zugegeben und die Signale
mithilfe eines MF-ChemiBIS (DNR, Neve Yamin, Israel) oder eines ChemoStar 6.0 ECL (Intas,
Gottingen) Fluoreszenz- und Chemilumineszenz-Systems detektiert und aufgenommen. Die

Bildverarbeitung wurde mit /mageJ (Schneider et al. 2012) durchgefiihrt.

2.4.11 Antibody stripping von Western-Blots

Um eine Komigration mehrerer Proteine innerhalb eines Proteinkomplexes nachzuweisen,
wurden die gebundenen Antikorper nach der Detektion eines Proteins chemisch entfernt
(Antibody stripping). Hierfiir wurden die Membranen nach der Detektion eines Proteins (sieche
Abschnitt 2.4.10) fiir 20 - 30 Minuten in AB stipping-Puffer [100 mM Gylcin (pH 2,8),
1 % (w/v) SDS, 0,2 % (v/v) Tween 20] schwenkend inkubiert. Nach mehrfachem Waschen der
Membran mit Wasser wurden die Membranen erneut fiir zwei Stunden in PBS-Puffer mit
5 % (w/v) Magermilchpulver geblockt. Es folgten drei fiinfminiitige Waschschritte mit PBS-
Puffer. Um sicherzustellen, dass alle primaren Antikorper vollstindig entfernt wurden, wurde

eine einstiindige Inkubation mit dem sekundidren Antikorper durchgefiihrt, die Membranen
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dreimal fiir 5 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen und mit einer Belichtungszeit von mindes-
tens 15 Minuten entwickelt (siche Abschnitt 2.4.10). Sofern keine Signale mehr detektiert
werden konnten, wurde die Membran nach dreimaligem Waschen fiir 5 Minuten in PBS-Puffer
fiir die Detektion eines weiteren Proteins verwendet. Hierfiir wurde erneut eine zweistiindige
Inkubation mit dem entsprechenden primdren Antikdrper und eine einstiindige Inkubation mit
dem entsprechenden sekundiren Antikorper inklusive der jeweiligen Waschschritte durchge-
fiihrt. (siche Abschnitt 2.4.10). Fiir die Illustration der Kolokalisation wurden die aufgenom-
menen Bilder mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms /mageJ (Schneider et al. 2012) unter-
schiedlich gefarbt, anhand der GroBenstandards und der Abmessungen der Membran kongruent

ausgerichtet und die Ebenen multipliziert.

2.5 Funktionalititstests

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Methoden verwendet, um die
untersuchten Tat-Systeme hinsichtlich ihrer Aktivitdt zu analysieren. Hierbei wurden entweder
Phénotypen untersucht, die von transportierten Tat-Substraten vermittelt werden oder die

Lokalisation von Tat-Substraten direkt mittels subzelluldrer Fraktionierung bestimmit.

2.5.1 In-vivo-Translokationsanalyse: Subzellulire Fraktionierung
Um die Lokalisation von einzelnen Tat-Substraten zu bestimmen, wurde eine in-vivo-
Translokationsanalyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden Periplasma, Membran und Cytoplasma

der Zellen einer Kultur voneinander separiert und mittels SDS-PAGE/Western-Blot analysiert.

Fiir eine Ubernachtkultur wurden 5 ml LB-Medium, welches die entsprechenden Antibiotika
enthielt, mit Zellmaterial aus einer Glycerinkultur inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C
schiittelnd inkubiert. Eine Hauptkultur mit einem Volumen von 50 ml und den entsprechenden
Zusitzen wurde mit 2 ml der Ubernachtkultur beimpft und schiittelnd bei 37 °C bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm von 1,5 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 6.800 xg und 4 °C sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Fiir den osmotischen Schock wurde das Zellpellet zunédchst in 20 ml TES-Puffer
[10 mM Tris HCI (pH 8,0), 0,1 mM EDTA, 20 % (w/v) Saccharose] resuspendiert und fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden erneut fiir 10 Minuten bei
6.800 xg und 4 °C sedimentiert, das Pellet in 1 ml 5 mM MgSO4 resuspendiert und fiir
10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 10 Minuten bei 20.000 xg
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und 4 °C pelletiert. Aus dem Uberstand wurden 100 pul Probe (Periplasma) entnommen und mit
100 pl 2 x SDS-Probenpuffer versetzt. Das Zellpellet wurde erneut in 1 ml 5 mM MgSO4
resuspendiert und mittels Ultraschall auf Eis aufgeschlossen (3 Minuten, 30 Sekunden
Intervalle, Duty Cycle 60 %, Intensitéit 2). Nach dem Zellaufschluss wurden die Zelltrimmer
fiir 10 Minuten bei 20.000 xg und 4 °C sedimentiert. 900 pl des Uberstandes wurden in
UltrazentrifugationsgefdB3e iiberfithrt und die Membranen fiir 30 Minuten bei 130.000 xg und
4 °C pelletiert (Sorvall Discovery M120SE, Thermo Scientific, Dreieich). Aus dem Uberstand
wurden 100 pl Probe (Cytoplasma) entnommen und mit 100 ul 2 x SDS-Probenpuffer versetzt.
Der restliche Uberstand wurde verworfen und das Membranpellet in 900 pl 5 mM MgSOs4
resuspendiert. Hiervon wurden 100 pul Probe (Membran) entnommen und mit 100 pl 2 x SDS-
Probenpuffer versetzt. Die Proben (Periplasma, Cytoplasma, Membran) wurden fiir SDS-
PAGE/Western-Blot-Analysen verwendet. Es wurde ein spezifischer Antikorper gegen das Tat-
Substrat EfeB (YcdB) fiir die Detektion verwendet (siche Tabelle 23). Fiir die Kontrolle der
Fraktionierung wurde auBerdem das cytoplasmatische BCCP anhand eines Strep-Tactin®-HRP-
Konjugats und die periplasmatische f-Lactamase mithilfe eines a-f-Lactamase (Maus) Anti-
korpers und eines goat-anti-mouse-HRP-Konjugats detektiert und deren korrekte Lokalisation
iiberpriift. Bei korrekter Lokalisation dieser beiden Proteine konnte die Kontamination des

Periplasmas durch cytoplasmatische Proteine aufgrund von Zelllyse ausgeschlossen werden.

2.5.2 SDS-Sensitivititsmessung

Die SDS-Sensitivititsmessung beruht auf der Tatsache, dass sich bei E.-coli-Stimmen ohne
funktionelles Tat-System ein langsameres Wachstum in Gegenwart von SDS beobachten ldsst.
Hierbei spielt die periplasmatische Lokalisierung der Amidasen AmiA und AmiC eine Rolle
(Ize et al. 2003). Der genaue Zusammenhang zwischen AmiA/AmiC und der SDS-Sensitivitit

ist jedoch noch nicht bekannt.

Die Bestimmung der SDS-Sensitivitdt wurde nach einer Methode von Ize et al. durchgefiihrt
(Ize et al. 2003). Hierflir wurde das Wachstum der zu untersuchenden Stimme in LB-Medium
mit sechs unterschiedlichen SDS-Konzentrationen (0; 0,25; 0,5; 1; 2 und 4 % (w/v) SDS) in
Triplikaten bestimmt. Es wurde je eine 5 ml Ubernachtkultur, welche die entsprechenden
Antibiotika enthielt, mit Zellmaterial einer Glycerinkultur beimpft und tiber Nacht schiittelnd
bei 37 °C inkubiert. Pro Konzentration und Stamm wurden drei 5 ml Hauptkulturen, die
entsprechende Zusitze enthielten, mit 100 pl der Ubernachtkultur inokuliert und fiir drei

Stunden schiittelnd bei 37 °C kultiviert. Nach drei Stunden wurde die optische Dichte bei
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600 nm bestimmt (Genesys 20 Spektrophotometer, Thermo Scientific, Dreieich) und der Mittel-
wert berechnet. AnschlieBend wurde das Verhiltnis zwischen den erhaltenen Mittelwerten und
dem Mittelwert des jeweiligen Stammes bei 0 % (w/v) SDS (=1) bestimmt. Diese normalisierte
ODsoo wurde graphisch gegen die prozentuale SDS-Konzentration aufgetragen. Neben den
bendtigten Antibiotika wurden auch weitere Zusétze wie Bpa, Arabinose oder Rhamnose direkt
beim Beimpfen zugegeben. Teilweise wurden abweichende SDS-Konzentrationen (0; 0,1; 0,5;

1; 2,5 und 4 % (w/v) SDS) verwendet.

2.5.3 Bestimmung des Kettenphiinotyps

Der Kettenphénotyp beruht auf der Tatsache, dass sich bei E.-coli-Stimmen ohne funktionelles
Tat-System Zellketten mikroskopisch beobachten lassen (Stanley et al. 2001; Thomas et al.
2001). Im Rahmen der Zellteilung spielen die Amidasen AmiA und AmiC bei der Spaltung des
Murein-Septums eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund fiihrt das Fehlen von AmiA und
AmiC ebenfalls zur Bildung von Zellketten (Heidrich et al. 2001). Beide Amidasen werden
Tat-abhingig in das Periplasma transportiert, sodass anhand der Zellketten auf die
Funktionalitit des Tat-Systems geschlossen werden kann (Ize et al. 2003; Bernhardt und Boer
2003). Jedoch kann sowohl AmiA als auch AmiC Sec-abhéngig transportiert werden (Ize et al.
2003; Tullman-Ercek et al. 2007). Dies verdeutlicht, dass die Ursachen fiir die Bildung von
Zellketten nicht vollstidndig geklért sind.

Die Bestimmung des Kettenphinotyps wurde direkt im Anschluss an die Bestimmung der SDS-
Sensitivitét (siche Abschnitt 2.5.2) durchgefiihrt. Hierfiir wurde 1 pl der Kulturen, die in LB-
Medium mit 0 % (w/v) SDS gewachsen waren nach dreistiindigem Wachstum entnommen, auf
Agar-Slides (sieche Abschnitt 2.6.1) getropft und mittels Durchlichtmikroskopie (siche
Abschnitt 2.6.2) untersucht.
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2.6 Mikroskopische Methoden

2.6.1 Herstellung von Agar-Slides

Zur Vermeidung von Bewegungsunschirfe bei mikroskopischen Aufnahmen wurden die Zellen
mithilfe einer Agaroseschicht fixiert. Hierfiir wurde eine 1 %ige (w/v) Agarose-Losung erstellt.
Durch das Aufkochen der Losung wurde die Agarose vollstidndig gelost und 0,9 ml auf einem
Objekttrager platziert. Eine glatte und gleichmiflige Oberfliche wurde durch das Auflegen
eines weiteren Objekttragers erreicht. Nach der Polymerisation wurde ein Objekttriger entfernt
und es wurde 1 pl einer Bakteriensuspension (bis zu 10 Proben pro Objekttriger) auf der
Oberfldache des Agars platziert. Nachdem die Proben eingezogen waren, wurde ein Deckglas

dariiber platziert und eine mikroskopische Untersuchung durchgefiihrt.

2.6.2 Durchlichtmikroskopie

Fiir durchlichtmikroskopische Aufnahmen von Agar-Slides wurde ein Axio Imager.M2
Mikroskop mit einer AxioCam MRm und einem EC Plan-Neoluar 100x/1,30 Olimmersions-
objektiv (Carl Zeiss, Jena) verwendet. Eine Kontrastverstairkung wurde mittels Phasenkontrast
(Ringblende Ph3) erreicht. Die Aufnahme erfolgte mit der Software AxioRel 4.8.2 und die
Bildbearbeitung mit der Software Zen 2.3 (blue edition) (Carl Zeiss, Jena).

2.7 Geriate und Chemikalien

2.7.1 Zentrifugen und Rotoren

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Zentrifugen mit den entsprechenden
Rotoren sind in Tabelle 24 aufgefiihrt. AuBerdem wurde die Tischzentrifuge PerfectSpin 24
Plus (Peqlab/VWR, Erlangen) verwendet.

Tabelle 24: Verwendete Zentrifugen und Rotoren.

Zentrifuge Rotor Maximales Volumen
Eppendorf F-45-30-11 30x 1,5 bzw. 2 ml
Centrifuge 5804R A-4-44 4 x50 ml bzw. 16 x 15 ml
Hermle 220.87 24 x 1,5 bzw. 2 ml
Z326K 220.72 8 x 50 ml bzw. 12 x 15 ml
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Zentrifuge Rotor Maximales Volumen
Thermo Scientific A37-8x50 8 x 50 ml

Sorvall Lynx 4000 F10-4x1000 4 x 1000 ml

Thermo Scientific S100-AT4 6 x 3 ml

Sorvall Discovery M120SE S55-A2 12 x 1,5 ml

Beckman Coulter Ti 70.1 12 x 10,4 ml

Optima L-100XP Ti 70 8 x26,3ml

2.7.2 Chemikalien, Enzyme und Wasser

Sofern nicht gesondert aufgefiihrt wurden Chemikalien der Unternehmen Alfa Aesar (Kandel),
AppliChem (Darmstadt), Becton Dickinson GmbH (Heidelberg), Carl Roth (Karlsruhe), IBA
(Gottingen), Merck KGaA (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt am Main), Oxoid
Limited (Basingstoke), SERVA (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und VWR

(Erlangen) verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Enzyme wurden vom Unternehmen New England

Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. Antikdrperkonjugate wurden von den Unternehmen Carl

Roth (Karlsruhe) und IBA (Go6ttingen) bezogen.

Fiir die Herstellung aller Medien wurde vollentsalztes Wasser verwendet. Das Wasser fiir alle

weiteren Puffer und Losungen wurde aus einer Typ I Wasseraufbereitungsanlage PURELAB

flex mit einem LCI97 Biofilter (Elga LabWater/Veolia Water Technologies, Celle)

entnommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfliisse von TatCisoppa auf die Tat-Translokase

Der erste periplasmatische Loop und ein Teil der ersten Transmembranhelix (TMH) bilden die
erste periplasmatische Doméne von TatC (siche Abbildung 12). Aus vorherigen Studien ist
bekannt, dass dieser Bereich grof8en Einfluss auf die Funktionalitit und die Stabilitit der Tat-
Translokase hat (Allen et al. 2002; Barrett ef al. 2005; Kneuper et al. 2012). Einige Mutationen
in diesem Bereich fiihren dazu, dass kein Transport von Substraten stattfinden kann. So fiihrt
beispielsweise der Austausch von Prolin an Position 48 von TatC durch Alanin bedingt durch
die Disassemblierung des Translokons zur Inaktivierung des Tat Systems. (Allen et al. 2002;

Behrendt und Briiser 2014)

90°

TatC / ‘

Abbildung 12: Model von TatC aus E. coli. Position 150 (orange) befindet sich im Periplasma (PP) am Ende der
ersten Transmembranhelix im Ubergang zur ersten Schleife (Loop 1). Zusammen bilden diese Bereiche die erste
periplasmatische Doméne von TatC. Das Model wurde mit RaptorX (Peng und Xu 2011; Kéllberg et al. 2014)
basierend auf der Kristallstruktur von TatC aus Aquifex aeolicus (Ramasamy et al. 2013) modelliert. Die
Bildbearbeitung wurde mit UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004) durchgefiihrt. TM: Transmembranhelix, PP:
Periplasma, CP: Cytoplasma.

3.1.1 In-vivo-cross-linking Studien zu Position 50 von TatC

3.1.1.1 TatCisospa fithrt zur Bildung von UV-abhéngigen TatC-Dimeren

Aufgrund des bekannten Einflusses der ersten periplasmatischen Domédne hat Dr. Eyleen
Sabine Heidrich im Rahmen ihrer Masterarbeit (2013), dessen Ziel die Identifizierung von
Interaktionsstellen von TatC mit anderen Komponenten des Tat-Translokons war, unter

anderem Position 50 von TatC untersucht. Praziser wurden einige Aminosduren von TatC durch

63



ERGEBNISSE

die unnatiirliche Aminosdure para-Benzoyl-L-Phenylalanin 2 (Bpa) ausgetauscht (Heidrich
2013). Bpa besitzt eine Benzophenon-Seitenkette (siche Abbildung 6). Durch die Bestrahlung
mit UV-Licht bilden sich Radikale, die unspezifisch mit beispielsweise Amidbindungen in
unmittelbarer Umgebung reagieren. Befindet sich diese Benzophenon-Seitenkette an einer
Position oder in der Nihe einer Position, die in die Interaktion mit einem anderen Protein
involviert ist, so lassen sich spezifische Addukte (Homo- oder Heterooligomere) mittels SDS-

PAGE und Western-Blot beobachten.

In ihrer Masterarbeit (2013) konnte Dr. Eyleen Sabine Heidrich zeigen, dass der Austausch von
Isoleucin durch Bpa an der Position 50 von TatC zur Bildung von TatC-Dimeren fiihrt, welche
nur nach der Bestrahlung mit UV-Licht erhalten werden kdnnen. Dies legt nahe, dass sich ein
Isoleucin 50 eines TatC-Protomers in direkter Nachbarschaft eines weiteren TatC-Protomers
befindet. AuBlerdem zeigt dies, dass ein Isoleucin 50 bei der Dimerisierung von TatC-

Protomeren, beispielsweise bei der Assemblierung der Tat Translokase, involviert ist.

Die von Dr. Eyleen Sabine Heidrich durchgefiihrten Versuche dienten als Ausgangspunkt
dieser Arbeit. Um die Ausbeute des kovalent verbundenen TatC-TatC-Dimers zu erhohen,
wurde in dieser Arbeit ein anderes Expressionssystem verwendet. Dabei wurde tat4 BCrs unter
der Kontrolle des tat4-Promotors exprimiert und auf einem pDE-Derivat codiert. Fiir die
Produktion von TatABC wurde der Tat-defiziente E.-coli-Stamm DADE D6 ara® verwendet.
Dessen Genom fehlen die Gene tatA, tatB, tatC, tatD und tatE, sodass die Eigenschaften der
Plasmid-codierten Gene der Tat-Komponenten ohne einen Hintergrund aus Wildtyp-Tat-
Komponenten untersucht werden konnten. Sollte Bpa in die Peptidsequenz integriert werden,
wurden Stimme (E. coli DADE D6 ara®) verwendet, die das Plasmid pEVOL-tet besaBen
(Young et al. 2010). Auf diesem Plasmid ist eine Bpa-spezifische tRNA-Synthase codiert.
Diese bewirkt, dass Bpa mithilfe eines Amber-Stopcodon (TAG) in die translatierte
Peptidsequenz eingebaut wird. Die Membranen wurden aus 100 ml Kulturvolumen (ODgoo =
1.0) prapariert und mit 1% (w/v) Digitonin solubilisiert. Eine Reinigung wurde nicht
durchgefiihrt. Die solubilisierten Membranfraktionen wurden nach SDS-PAGE und
anschlieBendem Western-Blot mithilfe von spezifischen Antikorpern gegen TatC und TatB
hinsichtlich UV-abhingig gebildeter TatC-Dimere oder kovalent verkniipfter TatB-TatC-
Addukte untersucht.

64



ERGEBNISSE
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Abbildung 13: TatCisospa bildet UV-abhiangig Dimere (*). Vergleich der solubilisierten Membranfraktionen aus
Kulturen, die vor der Zellernte mit UV-Licht bestrahlt wurden (+UV) mit Kulturen, die nicht bestrahlt wurden
(-UV). Die Membranen wurden aus E. coli DADE D6 ara® pEVOL-tet pDE-tat4BCisoppa-ris pripariert. SDS-
PAGE/Western-Blot-Analyse, 15 %ige SDS-Polyacrylamid Gele, 3 ul Marker- und 10 pl Probenvolumen. Die
verwendeten Antikorper sind unter- und die verwendeten Protein-Grofenstandards links neben den Blots indiziert.

Die Detektion erfolgte mittels einer ECL-Reaktion.

Es lieB sich beobachten, dass die Expression von fat4ABCisogpa UV-abhingig zur Bildung von
TatC-Dimeren fiihrte (siche Abbildung 13, *). Somit konnte gezeigt werden, dass die
Ergebnisse von Dr. Eyleen Sabine Heidrich mit dem hier gewihlten Expressionssystem

reproduziert werden konnten und auf eine Anreicherung von TatC verzichtet werden kann.

3.1.1.2 TatA ist fiir die Bildung des TatCisopa-cross-links nicht notwendig

Des Weiteren wurde der Einfluss von TatA auf die beobachtete Dimerisierung untersucht.
Unter natiirlichen Bedingungen sind fatA, tatB und tatC im tatABCD-Operon organisiert und
stehen unter der Kontrolle des tat4-Promotors. Bei der Transkription entsteht eine mono-
cistronische mRNA und die Genprodukte TatA, TatB und TatC liegen im Verhéltnis 25:1:0,5
vor (Sargent et al. 2001). Fiir die Produktion von TatB und TatC in Anwesenheit von TatA
wurde ein Expressionssystem verwendet, bei dem tat4ABC unter der Kontrolle des tatA-
Promotors exprimiert wird und auf einem pDE- bzw. pABS-Plasmid codiert ist. Fiir die
Produktion von TatB und TatC in Abwesenheit von TatA wurde tat4 deletiert. Die Expression
von tatBC unter der Kontrolle des tat4-Promotors hat jedoch zur Folge, dass TatB analog zum

TatA-Uberschuss unter natiirlichen Umstéinden im Uberschuss vorliegt.
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Aus diesem Grund wurde fiir die Produktion von TatB und TatC in Abwesenheit von TatA ein
Expressionssystem verwendet, bei dem tatBCrs unter der Kontrolle des fet-Promotors steht und

auf einem pZX31-Plasmid kodiert ist.
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Abbildung 14: TatCisospa bildet UV-abhiangig Dimere (*). Vergleich der solubilisierten Membranfraktionen aus
Kulturen, die vor der Zellernte mit UV-Licht bestrahlt wurden (+UV) mit Kulturen, die nicht bestrahlt wurden (-
UV). Die Membranen wurden aus E. coli DADE D6 ara® pEVOL-tet pDE-tat4BCisoppa-tis (A) bzw. aus E. coli
DADE D6 ara® pEVOL-tet pZX31-tatBCisopa-ris (B) prépariert. SDS-PAGE/Western-Blot-Analyse, 15 %ige
SDS-Polyacrylamid Gele, 3 ul Marker- und 10 ul Probenvolumen. Die verwendeten Antikdrper sind unter- und
die verwendeten Protein-GroBenstandards links neben den Blots indiziert. Die Detektion erfolgte mittels einer

ECL-Reaktion.

Analog zu den in Abschnitt 3.1.1.1 durchgefiihrten Experimenten wurden auch in Abwesenheit
von TatA durch den Austausch von Isoleucin an der Position 50 von TatC durch Bpa UV-
abhédngige TatC-Dimere erhalten (siche Abbildung 14B, *). Die Bildung von UV-abhingigen

TatC-Dimeren ist somit unabhingig von TatA.

3.1.2 TatCisospa beeinflusst nicht die Funktionalitit des Tat-Systems

Einige Mutationen im Bereich der ersten periplasmatischen Doméne von TatC gehen mit einer
Inaktivierung des Tat-Translokons einher. Aus diesem Grund wurden die Tat-Systeme, die die
TatCisospa- Variante beinhalten auf ihre Funktionalitéit hin tiberpriift. Hierbei kdnnen verschie-
dene Eigenschaften des Tat-Systems bzw. seiner Substrate genutzt werden, um die Funktiona-
litdt der Tat-Translokase zu analysieren. So kann ein inaktives Tat-System dazu fiihren, dass
Substrate nicht mehr iiber die Cytoplasmamembran transportiert werden konnen. Periplasma,

Membran und Cytoplasma konnen mittels subzelluldrer Fraktionierung voneinander getrennt
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(fraktioniert) und mittels SDS-PAGE/Western-Blot hinsichtlich der Anwesenheit bestimmter
Tat-Substrate analysiert werden. Der Einfluss des Austausches von TatC Isoleucin 50 durch
Bpa auf die Funktionalitdt der Tat-Translokase wurde mithilfe dieser Methode analysiert und
die Translokation des Tat-Substrates EfeB (Sturm ef al. 2006) untersucht. Hierfiir wurde ein
Stamm (E. coli DADE D6 ara®) verwendet, der neben einem pDE-Derivat zur Produktion der
Tat-Komponenten und dem pEVOL-Plasmid auch ein pBW-Derivat (pBW-efeBsip) enthilt,

welches zur Produktion von EfeB dient.
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Abbildung 15: TatCisoppa flihrt nicht zu einer Inaktivierung des Tat-Systems. Funktionsanalysen von
TatABCisogpa- und TatBCisoppa-Systemen. (A) SDS-PAGE/Western-Blot-Analyse der in-vivo-Translokations-
analyse des Tat-Substrates EfeB unter Verwendung eines Antikorpers gegen EfeB (A, oben, 10 %ige SDS-Gele).
Verwendet wurden Stimme (E. coli DADE D6 ara®), die die Plasmide pEVOL-tet und pBW-efeBs., sowie pDE-
bzw. pZX31-Derivate flir die Produktion der Tat-Komponenten (pDE-tatABCrs, pDE-tatABCisospa-ts bzw.
pZX31-tatBCrs) besitzen. Als Fraktionierungskontrolle dienten B-Lactamase (Bla, a-Bla, periplasmatisch) und
das Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP, a-Strep, cytoplasmatisch) (A, unten, 15 %ige SDS-Gele). (B) SDS-
Sensitivitdtsmessung des TatABC-Systems mit TatCisoppa im Vergleich zum Wildtyp-TatABC-System und dem
Tat defizienten E. coli Stamm DADE D6 ara®. Aufgetragen ist die normalisierte optische Dichte bei 600 nm gegen
die prozentuale SDS-Konzentration des verwendeten LB-Mediums. (C) Phasenkontrastmikroskopie der

verwendeten Stimme.

Im Gegensatz zu anderen inaktivierenden Aminosduresubstitutionen innerhalb der ersten
periplasmatischen Doméne konnte fiir TatABCisopa-Systeme der Transport des Tat-Substrates

EfeB mittels subzelluldrer Fraktionierung nachgewiesen werden (siche Abbildung 15).
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Manche Tat-Substrate sind auBlerdem an Prozessen beteiligt, die sich mikroskopisch oder
photometrisch analysieren lassen. Beispielsweise werden Amidasen, die eine wichtige Rolle
wihrend der Zellteilung spielen, durch das Tat-System transportiert. So wird vermutet, dass das
Vorliegen der Tat-abhingig transportierten Amidasen AmiA und AmiC im Periplasma
essenziell fiir eine effiziente Trennung der Zellen nach der Zellteilung ist. Liegen AmiA und
AmiC nicht im Periplasma vor konnen mittels Phasenkontrastmikroskopie Zellketten
beobachtet werden. Fiir TatABCisospa-Systeme konnten jedoch keine Zellketten beobachtet
werden. Das deutet darauf hin, dass ein aktives Tat-System vorliegt (siche Abbildung 15C).
AulBlerdem wird vermutet, dass der Export von AmiA und AmiC ebenfalls eine Resistenz gegen
SDS vermittelt, sodass Zellen von E. coli unverandert in LB-Medium wachsen konnen, das
SDS enthilt. Liegt ein inaktives Tat-System vor, ist das Wachstum deutlich verlangsamt, wenn
dem Medium SDS zugegeben wird (Ize et al. 2003). Abbildung 15B verdeutlicht, dass durch
TatCisospa keine SDS-Sensitivitit vermittelt wurde und bestétigt somit die Beobachtungen der
anderen Funktionalititsanalysen. Als Negativkontrolle wurden TatBCisopa-Systeme

verwendet, da die Anwesenheit von TatA essenziell fiir Funktionalitét des Tat-Systems ist.

3.1.3 TatCisospa stabilisiert Tat-Komplex 3

Vorherige Untersuchungen von Punktmutationen innerhalb der ersten periplasmatischen
Domine von TatC wiesen nicht nur darauf hin, dass dieser Bereich einen bedeutenden Einfluss
auf die Aktivitéit des Tat-Systems hat (Allen et al. 2002; Kneuper et al. 2012). Untersuchungen
der Tat-Komplexe mittels BN-PAGE/Western-Blot ergaben auflerdem, dass die Inaktivierung
des Tat-Systems in einigen Fillen, wie bspw. TatCpssa, auf einer Destabilisierung der Tat-
Komplexe beruht. So konnte zum Beispiel fiir TatCpsga eine Disassemblierung der Tat-
Komplexe beobachtet werden (Barrett et al. 2005; Behrendt und Briiser 2014). Ist die Stabilitét
der Tat-Komplexe verringert, sind diese nach Solubilisierung nicht mehr detektierbar. Im Falle
von TatCpasa fiihrt die Destabilisierung dazu, dass statt der literaturbekannten 440 kDa und
580 kDa Komplexe nur kleinere Assemblierungen stabil genug sind, um nach Solubilisierung,
BN-PAGE und Western-Blotting detektiert werden zu konnen (Barrett et al. 2005; Behrendt
und Briiser 2014). Da es sich bei den literaturbekannten Tat-Komplexen um verschiedene
Assemblierungsstadien handelt, deren Molekulargewicht maB3geblich von der Menge an TatA,
die am Komplex gebunden ist, abhingt, sollen die Komplexe im Folgenden nach ihrem TatA-
Assemblierungsstadium benannt werden. Komplexe, die auch TatA-unabhdngig gebildet

werden und ein Molekulargewicht von ca. 440 kDa aufweisen (Behrendt und Briiser 2014),
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sollen im Folgenden als Tat-Komplex 1 bezeichnet werden. Komplexe, die nur in Anwesenheit
von TatA oder bei Uberproduktion von TatB gebildet werden und eine Molekulargewicht von
ca. 580 kDa aufweisen (Behrendt ef al. 2007; Behrendt und Briiser 2014) werden folgend als
Tat-Komplex 2 bezeichnet.

Aufgrund der Destabilisierung der Tat-Komplexe durch Mutationen innerhalb der ersten
periplasmatischen Domiéne von TatC und der UV-abhéngigen Dimerisierung (siche Abschnitt
3.1.1) wurde der Einfluss auf die Tat-Komplexe von TatCisopa bereits im Rahmen der Master-
arbeit von Christoph Stefan Nikolin (2016) untersucht. Die Untersuchung der Tat-Komplexe
mittels BN-PAGE/Western-Blot zeigte, dass TatCisoppa nicht zur Disassemblierung, sondern zu
einer Stabilisierung von Tat-Komplexen mit signifikant hoherem Molekulargewicht fiihrt. Im
Rahmen der Masterarbeit von Christoph Stefan Nikolin konnte auch gezeigt werden, dass die
Stabilisierung dieser Komplexe, im Gegensatz zur Dimerisierung von TatCisospa, nicht von der
Bestrahlung mit UV-Licht bzw. der Bildung von kovalent verkniipften TatC-Protomeren

abhéngig ist und auch UV-unabhingig zu beobachten war (Nikolin 2016).
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Abbildung 16: TatCisospa flihrt zur Stabilisierung eines neuen Tat-Komplexes (3) mit signifikant erhdhtem
Molekulargewicht. (A) BN-PAGE/Western-Blot-Analyse der Membranfraktion, prépariert aus TatABCisoppa
produzierenden Stdmmen (E. coli DADE D6 ara® pDE-tatABCisops) im Vergleich mit dem Wildtyp-Tat-System.
5-13.5 %ige BN-Acrylamidgele, 10 pl Marker- und Probenvolumen. (B) Dazugehorige SDS-PAGE/Western-
Blot-Analyse. 15 %ige Acrylamidgele, 3 pl Marker- und 10 pl Probenvolumen. Die verwendeten GroB3enstandards
sind links neben- und die verwendeten Antikdrper unterhalb den Blots indiziert. Ein (m) markiert einen leichteren

Tat-Komplex, der nicht genau zugeordnet werden kann.
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Im Rahmen dieser Dissertation konnten die von Christoph Stefan Nikolin beschriebenen
Ergebnisse reproduziert werden (siche Abbildung 16A, 3). Weitergehend konnte beobachtet
werden, dass nicht nur eine Spezies von Tat-Komplexen durch TatCisospa stabilisiert wurde.
Neben Komplexen mit erhohtem Molekulargewicht (siche Abbildung 16A, 3) wurden auch
leichtere Komplexe (siche Abbildung 16A, m) detektiert, die in threm Gewicht etwa dem von
Komplex 2 (siche Abbildung 16A, 2) oder Komplex 2S (siche Abbildung 17, 2S) des
Wildtyp-Tat-Systems entsprechen. Tat-Komplex 2S entspricht einem Substrat-assoziierten Tat-
Komplex 2 (Behrendt und Briiser 2014), auf den spiter noch genauer eingegangen werden soll.
Eine Differenzierung zwischen Komplex 2 und Komplex 2S kann jedoch nicht allein anhand
der GroBe durchgefiihrt werden und wurde im Rahmen spéterer Experimente durchgefiihrt
(siche Abschnitt 3.2.4). Da der beobachtete Tat-Komplex sich beziiglich seines Migrations-
verhaltens deutlich von den Komplexen 1 und 2 unterscheidet, soll dieser im Folgenden als

Komplex 3 bezeichnet. Nachfolgend sollte dieser Komplex charakterisiert werden.

3.2 Charakterisierung von Tat-Komplex 3

Tat-Komplex 3 wurde im Rahmen der Masterarbeit von Christoph Stefan Nikolin das erste Mal
beobachtet und unterschied sich beziiglich des Migrationsverhaltens deutlich von den zuvor
charakterisierten Tat-Komplexen (siche Abbildung 17). Abbildung 17 zeigt einen Vergleich
des Migrationsverhaltens der zuvor charakterisierten Tat-Komplexe 1 und 2 und der Substrat-
assoziierten Tat-Komplexe 1S und 2S des Wildtyp-Tat-Systems mit Tat-Komplex 3 und einem
leichteren Komplex des TatABCisospa-Systems. Die Substrat-assoziierten Tat-Komplexe 1S
und 2S kdnnen beobachtet werden, wenn das Tat-Substrat EfeB iiberproduziert wird (Behrendt
und Briiser 2014). Die Ursachen, aus denen TatCisogpa zur Detektion eines unbekannten
Komplexes fiihrte, wurden nicht genauer untersucht. Um die Ursachen zu kldren, sollte im

Rahmen dieser Arbeit die Charakterisierung von Tat-Komplex 3 durchgefiihrt werden.

Da Proteinkomplexe bei der BN-PAGE in ihrer nativen Form voneinander separiert werden,
findet die Auftrennung streng genommen nicht anhand ihres Molekulargewichtes, sondern
anhand ihrer Oberfliche statt. Dabei interagiert der verwendete Farbstoff Coomassie-
Brilliantblau G250 mit den hydrophoben Bereichen der Proteinkomplexe und ersetzt so nach
und nach das nicht-ionische Detergens Digitonin, das zur Solubilisierung verwendet wurde.

Coomassie-Brilliantblau dient dabei als Ladungstréger.
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Abbildung 17 zeigt den Vergleich der TatABCisoppa-Komplexe mit den bisher bekannten Tat-
Komplexen. Es wird deutlich, dass Tat-Komplex 3 ein signifikant differierendes Migrations-
verhalten in der BN-PAGE zeigt. Aufgrund der Methodik lésst sich das Molekulargewicht nur
ungenau bestimmen. Das Migrationsverhalten weist jedoch darauf hin, dass die Tat-Komplexe
sich durch unterschiedlich gro3e Oberflichen auszeichnen. Dies konnte bedeuten, dass Tat-
Komplex 3 ein Assemblierungsstadium darstellt, in dem eine oder mehrere Komponenten des
Tat-System in verstirktem MaBle mit dem Translokon interagieren, sodass sich dessen

Oberflache verandert.
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Abbildung 17: Der durch TatCisoppa stabilisierte Tat-Komplex entspricht keinem der bisher charakterisierten Tat-
Komplexe. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse von TatABCisoppa-Komplexen im Vergleich mit Wildtyp-Tat-
Komplexen. Wird fatABC auf einem Plasmid mit mittlerer Kopienzahl (pDE) codiert, sind die Tat-Komplexe 1
und 2 detektierbar (links). Wird zusétzlich das Tat-Substrat EfeB {iberproduziert (pBW), sind die Substrat-
assoziierten Tat-Komplexe 1S und 2S detektierbar (Mitte). Der neue TatABCisospa-Komplex 3 entspricht keinem
der zuvor charakterisierten Tat-Komplexe. Der leichtere TatABCisospa-Komplex (2/2S) ist nicht nur anhand seines

Migrationsverhaltens einzuordnen (rechts).

3.2.1 Tat-Komplex 3 wird auch durch TatCisoy stabilisiert

Die zuvor durchgefiihrten BN-PAGE/Western-Blot-Analysen gemeinsam mit den SDS-
PAGE/Western-Blot-Analysen lassen darauf schlieBen, dass die Stabilisierung von Tat-
Komplex 3 unabhdngig von der UV-induzierten kovalenten Dimerisierung von TatCisopa-
Protomeren ist. So konnte auch ohne die Bestrahlung mit UV-Licht Tat-Komplex 3 erhalten
werden, obwohl hierbei keine kovalente Verkniipfung von TatCisoppa-Protomeren beobachtet

wurde (siche Abbildung 16).
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Aus diesem Grund wurde folgend untersucht, ob Komplex 3 nur durch den Austausch der
Isopropyl-Seitenkette des Isoleucins durch eine aromatische Seitenkette, die bei Bpa vorhanden
ist, stabilisiert wird. Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen, wurde Isoleucin 50 von
TatC durch die natiirlichen aromatischen Aminosduren Phenylalanin (F), Tyrosin (Y) und
Tryptophan (W) ausgetauscht. Anhand des SDS- und des Kettenphinotyps wurden die Tat-
Systeme zundchst hinsichtlich ihrer Funktionalitit untersucht (siche Abbildung 18A und B).

A B C
TatABC TatABC
* tatABC _—
150Y 150B
tatABCsoy WT IS0Y pa
1,2 * tatABC sy ;
k/ * tatABCisyyy 669 kDa— | a 669 kDa — - .
s 1 * Atat
g i i 440 kDa — 440 kDa— z
Z 08 - 5
= =
g - z - Z
g™ 158 KDa— 158 kDa —

8 a-TatC a-TatC
TatB @illp @mm __ )5 (Dy— e e— =
- O
— _ T =
¢(SDS) / [% (WV)] TatC, 55 kDa o - 2
o &
[75]

TatC @R == — 25 kDa— e e

Abbildung 18: TatCisoy fiithrt ebenfalls zur Stabilisierung des neuen Tat-Komplexes mit signifikant erhdhtem
Molekulargewicht. Funktionalititsanalysen von TatCisor, TatCisoy und TatCisow sowie vergleichende BN-
PAGE/Western-Blot-Analysen von TatCisoy. (A) SDS-Sensitivititsmessung von Stdmmen (E. coli DADE D6
ara®), die TatABCisor, TatABCisoy und TatABCisow produzieren (pABS). Aufgetragen ist die normalisierte
optische Dichte bei 600 nm gegen die prozentuale SDS-Konzentration des verwendeten LB-Mediums. (B)
Mikroskopische Bestimmung des Kettenphénotyps der entsprechenden Stimme. (C) BN-PAGE/Western-Blot-
Analysen zum Vergleich von TatABCisoy mit Wildtyp-TatABC und TatABCisorpa sowie die dazugehdrigen SDS-
PAGE/Western-Blot-Analysen.

Die Analysen der SDS-Sensitivitdt und des Kettenphidnotyps zeigten, dass der Austausch von
Isoleucin 50 in TatC gegen Phenylalanin (TatCisor) und Tryptophan (TatCisow) zu einer
Inaktivierung des Tat-Systems fiihrte. Bei einem Austausch gegen Tyrosin (TatCisoy) hingegen
lie} sich keine Inaktivierung beobachten (siche Abbildung 18A und B). Aus diesem Grund
wurde der Austausch von TatCiso durch Tyrosin genauer untersucht. Vergleichende BN-
PAGE/Western-Blot-Analysen von fatABCisoy exprimierenden Stimmen zeigten, dass dieser
Austausch ebenfalls zur Detektion zweier Tat-Komplexe mit einem im Vergleich zu den Tat-
Komplexen 1 und 2 des Wildtyp-Tat-Systems erhohten Molekulargewicht fiihrte (siehe
Abbildung 18C, links). Weitere Analysen, in denen TatABCisoy direkt mit TatABCisospa
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verglichen wurde, verdeutlichen weiter, dass beide Modifikationen zur Detektion der

identischen Tat-Komplexe fiihren (siche Abbildung 18C, rechts).

Der Austausch von TatC Isoleucin 50 durch Tyrosin bestétigt, dass die Stabilisierung des Tat-
Komplexes 3 nicht durch die Bildung kovalent verkniipfter TatC-Protomere ausgelost wird,
sondern dass die Stabilisierung des Tat-Komplexes 3 nur durch den Austausch von Isoleucin

50 durch eine aromatische Aminosdure bedingt ist.

Aus diesem Grund wurde in den folgenden Experimenten, sofern es um die Charakterisierung
des Tat-Komplexes 3 ging, auf das UV-abhingige cross-linking von TatC-Protomeren

verzichtet.

3.2.2 Tat-Komplex 3 beinhaltet kein Substrat

Bereits aus vorherigen Studien ist bekannt, dass unterschiedliche Molekulargewichte der Tat-
Komplexe durch eine verdnderte Stochiometrie zwischen den einzelnen Komponenten des Tat-
Systems hervorgerufen werden kénnen. So kann beispielsweise die Uberproduktion des Tat-
Substrates EfeB (frither YcdB) das Gleichgewicht zwischen den Tat-Komplexen insofern
beeinflussen, dass vermehrt Tat-Komplexe vorliegen, die mit EfeB assoziiert sind (Behrendt
und Briiser 2014). Wie bereits beschrieben wird durch das verdnderte Assemblierungsstadium
auch das Migrationsverhalten in nativen Gelen verdndert, sodass diese Komplexe in der Regel
bei einem hoheren Molekulargewicht migrieren. Des Weiteren sind Varianten von TatC
(TatCyis4a, TatCpi72a) bekannt, die eine Substratassoziation stabilisieren. In diesen Fillen
kénnen bereits ohne die Uberproduktion von Tat-Substraten Tat-Komplexe detektiert werden,
die in ihrem Molekulargewicht dem von Substrat-assoziierten Tat-Komplexen entsprechen. Da
jedoch in der Regel nicht nur die Assoziation eines bestimmten Substrates stabilisiert wird, ist
meist kein einzelnes Substrat in so hohem Grade assoziiert, dass eines der Substrate mittels BN-
PAGE/Western-Blot detektiert werden kann (siche Abbildung 17, Mitte) (Behrendt und Briiser
2014). Dieses Problem kann beispielsweise durch die Uberproduktion von EfeB gelost werden.
Die hohe Konzentration bewirkt, dass das Gleichgewicht in Richtung der Komplexe beeinflusst
wird, die mit EfeB assoziiert sind. In der Folge kann die Kolokalisation von EfeB mit den Tat-

Komponenten TatB und TatC detektiert werden (Behrendt und Briiser 2014).
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Eine weitere Moglichkeit zu untersuchen, ob ein Komplex Substrat-assoziiert ist, ist die Ver-
dnderung der Substrataffinitdt von Tat-Komplexen. In vorherigen Studien konnte gezeigt
werden, dass bestimmte Aminosduren von TatC essenziell fiir die Interaktion des Tat-
Translokons mit Substraten sind (Zoufaly et al. 2012). Dabei zeigte sich, dass vor allem die
Glutaminsdure an Position 103 und das Phenylalanin an Position 94 von TatC eine wichtige
Rolle bei der Interaktion mit Signalpeptiden von Substraten spielen. Werden diese Amino-
sduren ausgetauscht, nimmt die Substratbindung je nach Substrat signifikant ab. Dabei hat sich
die Substitution von Glutaminsdure 103 gegen Alanin (TatCgi03a) und von Phenylalanin 94
gegen Glutamin (TatCrosq) als besonders effektiv erwiesen. Durch die Kombination beider

Substitutionen kann die Bindung von Substraten noch stirker eingeschrinkt werden (Huang et

al. 2017).
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Abbildung 19: Die Verdnderung der Substrataffinitét fiihrt zur Inaktivierung des TatABCisospa-Systems. Funk-
tionalitdtsanalyse von Tat-Systemen mit verdnderter Substrataffinitét. Hierfiir wurden Stimme (E. coli DADE D6
ara® verwendet, die TatABC-Systeme mit unterschiedlichen TatC-Varianten produzieren (pDE). (A) SDS-
Sensitivitdtsmessung. Aufgetragen ist die normalisierte optische Dichte bei 600 nm gegen die prozentuale SDS-

Konzentration des verwendeten LB-Mediums. (B) Phasenkontrastmikroskopie der verwendeten Stamme.

Diese Aminosduresubstitutionen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf genetischer
Ebene in die verwendeten Konstrukte (pDE und pZX31) mittels QuikChange®-Mutagenese
oder Fusions-PCR eingebracht. Abbildung 19 zeigt, dass auch fiir das hier verwendete
Expressionssystem eine Inaktivierung des Tat-Systems beobachtet werden konnte, wenn die

TatC-Varianten TatCgio3a und TatCrosq, sowohl einzeln als auch in Kombination eingefiihrt
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wurden. Zudem konnte ein deutlich stirkerer Effekt beobachtet werden, wenn diese Mutationen
kombiniert wurden (siche Abbildung 19A, vergleiche tat4ABCisoppariosa (schwarz) und
tatABCis0Bpa,ro4QE103A (blau)). Diese Verdnderungen der Substrataffinitit filhren dazu, dass
mittels BN-PAGE/Western-Blot keine Substrat-assoziierten Tat-Komplexe mehr detektiert

werden konnen (Behrendt und Briiser 2014).

Eine plausible Moglichkeit fiir das erhohte Molekulargewicht von Tat-Komplex 3 stellt daher
eine stabilisierte Assoziation von Substraten und Tat-Komplexen dar. Basierend auf den oben
genannten Moglichkeiten sollte diese Fragestellung im Folgenden bearbeitet werden. Hierfiir
wurde das Tat-Substrat EfeB mithilfe eines induzierbaren Expressionssystems produziert.
AuBerdem wurde die Substrataffinitit mit den oben genannten TatC-Varianten modifiziert.
Anschliefend wurden die Tat-Komplexe mittels BN-PAGE und Western-Blot analysiert (siche
Abbildung 20).

TatABCisopp TatABCisopp

F94Q F94Q

E103A +EfeB E103A +EfeB
669KkDa — P8 “‘. ’* 669 kDa — Jr— . F

: . .
440 kDa — : 440 kDa — } A ﬁ - freies
3 L ) » ."- \Y* EfeB
o-TatC o-TatC — o-EfeB

669 KD2 = - n - 15 kDa — _— TatA
25kDa — -e—l |23
440 kDa— ] 25 kDo — W ——  T2(C

o-TatB
55 kDa — s EfeB
SDS-PAGE

Abbildung 20: Tat-Komplex 3 (*) ist nicht mit Substraten assoziiert. Der leichtere Tat-Komplex (m) scheint
jedoch mit der Bindung von Substraten im Zusammenhang zu stehen. Analyse der Kolokalisation von EfeB und
den Tat-Komponenten mittels BN-PAGE/Western-Blot (E. coli DADE D6 ara®, pDE, 10 ul Marker- und
Probenvolumen, 4 -12 %ige BN-Acrylamidgele) und AB stripping sowie die dazugehorigen SDS-
PAGE/Western-Blot-Analysen (3 pul Marker- und 10 pl Probenvolumen, 15 %ige Acrylamidgele). EfeB kann
auch nach der Uberproduktion (pBW) nicht in Tat-Komplex 3 (*) detektiert werden. Die Verinderung der
Substrataffinitidt durch TatCrosqrio3a beeinflusst die Bildung von Komplex 3 nicht, jedoch die des leichteren

Komplexes (m).
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Um die Assoziation von EfeB mit dem Tat-Komplex 3 zu untersuchen, wurde der TatC-
spezifische Antikdrper nach der Entwicklung der Membran entfernt (4B stipping) und die
Membran anschlieBend mit EfeB-spezifischen Antikorpern entwickelt. Auf diese Weise
konnen zwei Proteine auf einer Membran nachgewiesen werden, sodass eine Aussage liber die
Kolokalisation getroffen werden kann. Eine Kolokalisation von EfeB und Tat-Komplex 3
konnte dabei nicht beobachtet werden (sieche Abbildung 20, *). Auch die Modifizierung der
Substratbindung durch TatCrosggri03a lieB auf keinen Effekt der Substratbindung auf die
Assemblierung von Tat-Komplex 3 schlieen. Auftéllig war jedoch, dass die Modifikation der
Substrataffinitdt dazu fiihrte, dass der leichtere Tat-Komplex (2 oder 2S) in deutlich
verringertem Mal3e detektiert wurde (siche Abbildung 20, m). Dies l4sst darauf schlieBen, dass
es sich bei dem leichteren Tat-Komplex moglicherweise um den Substrat-assoziierten Tat-

Komplex 28 handelt. Diese Hypothese soll in Abschnitt 3.2.5 genauer untersucht werden.

3.2.3 Tat-Komplex 3 assembliert nur in Gegenwart von TatA

Neben der Uberproduktion von einzelnen Komponenten des Tat-Systems kann das
Gleichgewicht auch durch das Fehlen einzelner Komponenten beeinflusst werden. Fehlen
Interaktionspartner, die fiir das ndchste Assemblierungsstadium notwendig sind, akkumulieren
die Proteinkomplexe, die sich aus den verfiigbaren Komponenten zusammensetzen (Behrendt
und Briiser 2014). Auf diese Weise werden Proteinkomplexe detektierbar, die in Anwesenheit
aller Komponenten aufgrund ihrer Kurzlebigkeit nicht detektierbar sind. Eine wichtige Rolle
spielt hierbei die Stochiometrie zwischen den Tat-Komponenten. Aufgrund der strukturellen
und biochemischen Ahnlichkeit zwischen TatA und TatB konnen TatB-Protomere mit der
TatA-Bindestelle von TatC interagieren. Jedoch ist die Affinitdt von TatB zu dieser Bindestelle
deutlich niedriger als die von TatA (Habersetzer ef al. 2017). Wird tatBC unter der Kontrolle
des tatA-Promotors exprimiert, liegt TatB im Uberschuss vor, sodass TatB wahrscheinlich mit
TatA-Bindestellen von TatC interagiert. Dies wiirde erkldren, warum Tat-Komplex 2 in
Abwesenheit von TatA erhalten werden konnte, wenn TatB tiberproduziert wurde (Behrendt et
al. 2007). Aus diesem Grund wurde fiir Experimente, die der Analyse des Tat-Systems in
Abwesenheit von TatA dienten, tatBC unter der Kontrolle des tet-Promotors exprimiert. Hierbei
ist die Effizienz der Transkription aufgrund des Promotors deutlich geringer, wodurch letztlich
weniger Protein produziert wird (siche Abbildung 21, SDS-PAGE, vergleiche ABC (Pa4) und
BC (Pr«0-1)). Die geringere TatB-Konzentration hat wahrscheinlich zur Folge, dass keine

TatA-Bindestellen durch TatB besetzt werden konnen. Dies wirde das Fehlen von Tat-
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Komplex 2 nach der Expression von fatBC unter der Kontrolle des tet-Promotors erkldren
(Behrendt und Briiser 2014). Auf den Einfluss der Stochiometrie der Tat-Komponenten und
den Einfluss der TatB-Konzentration auf die Tat-Komplexe soll im spiteren Verlauf dieser
Arbeit noch detaillierter eingegangen werden (siche Abschnitt 3.3.4). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden fiir die Analyse von TatBC-Komplexen Stimme (E. coli DADE D6 ara®) verwendet,
die tatBC unter der Kontrolle des tet-Promotors exprimieren und mit den entsprechenden
Stdimmen verglichen, die tatABC unter der Kontrolle des tatA-Promotors exprimieren (siche

Abbildung 21).
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Abbildung 21: Tat-Komplex 3 ist nur in Anwesenheit von TatA detektierbar. In Abwesenheit von TatA wird
durch TatCisoppa €in leichterer Komplex (m) stabilisiert, der Tat-Komplex 2 oder 2S entspricht. BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse der solubilisierten Membranfraktionen aus Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die
TatBC (pZX31) und TatABC (pDE) ohne Aminoséduresubstitution (WT) und mit TatCisospa- oder TatCisoy-
Variante produzieren. *TatCisoy tragt keinen C-terminalen Hexahistidin-7ag, weshalb das Migrationsverhalten in

der SDS-PAGE leicht abweicht.

Fiir das Wildtyp-Tat-System konnte bereits in fritheren Studien gezeigt werden, dass Tat-
Komplex 2 bei niedrigen TatB-Konzentrationen nur in Anwesenheit von TatA detektiert
werden kann (Behrendt ez al. 2007; Behrendt und Briiser 2014). Die BN-PAGE/Western-Blot-
Analyse des Tat-Systems, bei dem TatCiso durch Tyrosin ausgetauscht wurde, zeigte, dass auch
hier die Tat-Komplexe 2 und 3 nicht in Abwesenheit von TatA detektiert werden konnen.
Stattdessen konnte nur Tat-Komplex 1 beobachtet werden (siche Abbildung 21, Bahnen 3 und
4). Durch den Austausch von TatCiso gegen Bpa war jedoch Tat-Komplex 1 schon in
Anwesenheit von TatA nicht detektierbar (siche Abbildung 21, Bahn 5). Stattdessen konnten
zwei schwerere Komplexe detektiert werden. Die Abwesenheit von TatA fiihrte des Weiteren

dazu, dass Tat-Komplex 3 nicht mehr gebildet werden konnte. In diesem Fall stellt der leichtere
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Tat-Komplex (2 oder 2S) die stabilste Assemblierung dar (siche Abbildung 21, Bahn 6).
AuBerdem konnten Spuren von Tat-Komplex 1 detektiert werden. Dies weist darauf hin, dass
der Tat-Komplex 3 einen TatABC-Komplex darstellt. Die Komplexe 2 oder 2S sind in Tat-
Systemen ohne Mutation nur in Anwesenheit von TatA detektierbar (siche Abbildung 21,
Bahnen 1 und 2). TatCysospa flihrt jedoch dazu, dass dieser Komplex auch in der Abwesenheit
von TatA stabil ist (siche Abbildung 21, Bahn 6). Ein mdglicher Grund hierfiir kann eine
erhohte Affinitdt von TatCisoppa zu TatB sein, sodass TatB in hoherem MaBle mit TatA

Bindestellen interagiert.

3.2.4 1In Abwesenheit von TatA stabilisiert TatCisoppa Tat-Komplex 2S

In der Folge sollte die beobachtete TatA-Abhdngigkeit von Tat-Komplex 3 verifiziert werden,
um auszuschlieBen, dass das erhohte Molekulargewicht von Tat-Komplex 3 neben der
Anwesenheit von TatA auch von anderen Faktoren abhingig ist. Es sollte ausgeschlossen
werden, dass die Assoziation von Tat-Substraten an die Tat-Translokase einen Anteil an der
Bildung des schwereren Tat-Komplexes 3 hat. Hierfiir wurden Stimme (E. coli DADE D6 ara®)
verwendet, die das Tat-Substrat EfeB {iiberproduzieren. Durch die Assoziation von Tat-
Substraten an den TatBC-Komplex sollte dann ein erhohtes Molekulargewicht und das damit

einhergehende veridnderte Migrationsverhalten in der BN-PAGE beobachtet werden.
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Abbildung 22: In Abwesenheit von TatA stabilisiert TatCisoppa €inen leichteren Komplex (m), der das Tat-Substrat
EfeB binden kann. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse von Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die zusitzlich zu
TatBCrsospa (pZX31) auch das Tat-Substrat EfeB (pBW) produzieren (Bahn 2). Als direkter Vergleich wurden
Stimme (E. coli DADE D6 ara®) verwendet, die TatBCisoppa (Bahn 1, pZX31) und TatABCisoppa (Bahn 3, pDE)

produzieren, jedoch kein zusétzliches EfeB. (m) markiert den leichteren Tat-Komplex (2/285).
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Die Uberproduktion von EfeB in Stimmen, die TatBCisoppa produzierten, fiihrte nicht zur
Bildung- oder Stabilisierung von Substrat-assoziierten Tat-Komplexen mit erhdhtem
Molekulargewicht (siche Abbildung 22, Bahn 2). Die Detektion von TatB und TatC zeigte,
dass sich das Molekulargewicht der detektierbaren Tat-Komplexe nicht verdnderte, wenn
zuséatzlich das Tat-Substrat EfeB produziert wurde. In beiden Féllen konnte ein Tat-Komplex
detektiert werden, der etwas leichter war als Komplex 3 (siche Abbildung 22, Bahnen 1 und 2,
m). Dies unterstiitzt die vorher beobachtete Stabilisierung von Tat-Komplex 3, die in Anwesen-
heit von TatA stattfindet (vergleiche Abbildung 21). Des Weiteren kann damit ausgeschlossen
werden, dass die Assoziation von Tat-Substraten einen Anteil an der Erh6hung des Molekular-
gewichts hat und unterstreicht die Aussage, dass Tat-Komplex 3 nicht mit Tat-Substraten

assoziiert ist.

Auftillig ist jedoch, dass mithilfe eines Antikorpers gegen EfeB neben freiem EfeB auch ein
spezifisches Signal detektiert werden konnte, dass in etwa dem Molekulargewicht der Tat-
Komplexe entsprach. Um dies genauer zu untersuchen, wurden die Antikorper nach der
Detektion von TatB entfernt (4B stripping) und die Membran anschlie8end fiir die Detektion

von EfeB verwendet.
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Abbildung 23: In Abwesenheit von TatA stabilisiert TatCisoppa Tat-Komplex 2S. Kolokalisation von EfeB und
TatB. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse der solubilisierten Membranfraktionen aus Stimmen (E. coli DADE D6
ara®), die zusitzlich zu TatBCrsoppa (pZX31) auch das Tat-Substrat EfeB (pBW) produzieren (Bahn 2). Als direkter
Vergleich wurden Stimme (E. coli DADE D6 ara®) verwendet, die TatBCisoppa (Bahn 1, pZX31) und TatABCisoppa
(Bahn 3, pDE) produzieren, jedoch kein zusitzliches EfeB. Nach BN-PAGE/Western-Blot und TatB-Detektion
(links) wurde die Membran fiir AB stripping verwendet und EfeB detektiert (Mitte). Die Bilder wurden eingeférbt
(TatB rot, EfeB blau), anhand des Groflenstandards ausgerichtet und multipliziert (rechts).
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EfeB wurde genau dort mithilfe eines spezifischen Antikorpers detektiert, wo auch TatB
detektiert werden konnte. Dies spricht fiir eine Kolokalisation von EfeB und TatB. Dass jedoch
keine Verdnderung des Molekulargewichtes beobachtet wurde, ist ein Hinweis darauf, dass der
Tat-Komplex auch ohne die Uberproduktion von EfeB bereits bei niedrigen Konzentrationen
der Tat-Substrate mit diesen interagiert. Die niedrige Konzentration bedingt jedoch, dass keine
ausreichende Konzentration fiir die Detektion mit einem spezifischen Antikorper vorliegt. Der
durch die Uberproduktion von EfeB bedingte EfeB-Uberschuss in der Zelle fiihrt dazu, dass
vermehrt Tat-Komplexe gebildet werden, die mit EfeB interagieren. In der Folge konnte EfeB

in Kolokalisation mit TatB detektiert werden (siche Abbildung 23, Bahn 2).

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass es sich bei dem leichteren Tat-Komplex, der durch
den Austausch von TatC Isoleucin 50 durch Bpa stabilisiert wird, um einen Substrat-
assoziierten Komplex handelt. Dieser ist bereits bei niedrigen Substrat-Konzentrationen mit

Substrat assoziiert, weshalb er nachfolgend als Tat-Komplex 2S bezeichnet werden soll.

3.2.5 Die Substratbindung beeinflusst die Assemblierung der Tat-Komplexe 2S und 3

Nachfolgend sollte der Einfluss der Substratbindung auf die Tat-Komplexe detaillierter
analysiert werden. Aus der Tatsache, dass TatCisoppa nicht nur zur Stabilisierung von Tat-
Komplex 3, sondern auch von Tat-Komplex 2S fiihrt, ergab sich die Frage, ob die Substrat-
bindung eine Grundvoraussetzung fiir die Stabilisierung dieser Tat-Komplexe ist. AuBerdem
sollte untersucht werden, ob die Verhinderung der Substratbindung dazu fiihrt, dass Tat-
Komplex 3 nicht mehr assembliert werden kann. Dies wiirde darauf hinweisen, dass Tat-

Komplex 3 durch die Interaktion von Tat-Komplex 2S mit TatA entsteht.

Um den Einfluss der Substratbindung auf die Komplexbildung zu untersuchen, wurden die oben
beschriebenen TatC-Varianten TatCrosq und TatCgio3a mit TatCisoppa kombiniert und mittels
BN-PAGE/Western-Blot analysiert. Diese Austausche wurden nicht nur im TatABC-System
vorgenommen, um den Einfluss der Substratbindung auf Tat-Komplex 3 zu untersuchen,
sondern auch im TatBC-System. So sollten genauere Aussagen iiber den Einfluss der

Substratbindung auf den Tat-Komplex 2S gemacht werden.
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Abbildung 24: Tat-Komplex 3 kann auch in Abwesenheit von TatA stabilisiert werden. Einfluss der Substrat-
bindung auf die Tat-Komplexe 2S und 3. BN-PAGE/Western-Blot- und SDS-PAGE/Western-Blot-Analyse der
solubilisierten Membranfraktionen aus Stimmen (. coli DADE D6 ara®), die TatABCisopparosq.E103a (PDE) und
TatBCisoppa,ro4Q,£103a (PZX3 1) produzieren (Bahnen 2 und 5). Zum internen Vergleich wurden TatABCisospa (pPDE)
und TatBCisopa (pZX31) ohne verdnderte Substratbindestelle ohne (Bahnen 1 und 4) und mit (Bahnen 3 und 6)
EfeB-Uberproduktion (pBW) verwendet.

Die Modifikation der Substratbindung durch das Einbringen der Austausche TatCrosq und
TatCg103a in Kombination mit TatCisopa zeigte deutlich, dass die Substratbindung in Anwesen-
heit von TatA keine Grundvoraussetzung fiir die Assemblierung von Tat-Komplex 3 ist, da
dieser auch ohne Substratbindung detektiert werden konnte. Im Gegensatz dazu fiel jedoch auf,
dass die Modifikation der Substratbindung dazu fiihrte, dass deutlich weniger Komplex 2S
detektiert werden konnte. Entgegen der Erwartungen hatte die modifizierte Substratbindestelle
in Anwesenheit von TatA jedoch nicht wie erwartet zur Folge, dass noch leichtere Tat-
Komplexe detektiert wurden, sondern im Gegenteil dazu schien das Gleichgewicht sogar eher

in Richtung von Tat-Komplex 3 verschoben zu sein (siche Abbildung 24, Bahn 2).

In Abwesenheit von TatA konnte Ahnliches beobachtet werden. In Abwesenheit von TatA
resultierte TatCrsopa ausschlieBlich in der Stabilisierung von Tat-Komplex 28S. Tat-Komplex 3
konnte bis dahin nur in Anwesenheit von TatA detektiert werden (vergleiche Abbildung 21).
Die Modifikation der Substratbindung resultierte jedoch entgegen der Erwartungen nicht in der
Detektion von leichteren Tat-Komplexen, sondern in der Detektion von Tat-Komplex 3 - trotz
der Abwesenheit von TatA. Tat-Komplex 2S konnte trotz TatCrosq und TatCgioza weiterhin
detektiert werden (siche Abbildung 24, Bahn 5). Dies kann eventuell dadurch erklart werden,
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dass Aminosédureaustausche, nicht die Bindung aller Substrate auf die gleiche Weise beein-
flussen. So wurden bereits unterschiedliche TatC-Varianten im hinsichtlich ihres Einflusses auf
die Interaktion mit Tat-Substraten untersucht mit dem Ergebnis, dass die fiir die Interaktion

essentiellen Positionen je nach Substrat variieren (Holzapfel et al. 2007).

Deutlich wird jedoch, dass TatCisospa Zu einer starken Stabilisierung von Tat-Komplex 3 fiihrt.
So ist nicht nur die Affinitét von TatCisospa zu TatB deutlich erhoht, was sich darin duflert, dass
- auch in Abwesenheit von TatA - nur Tat-Komplexe mit hoherem (2S und 3) und nicht mit
geringerem Molekulargewicht (1) isoliert und detektiert werden konnen. Zusitzlich ist auch die
Affinitdt des Translokase-Komplexes zu TatA deutlich erhoht, da TatA unabhingig von der
Substratbindung mit dem TatBC-Komplex interagiert. Dies fiihrt zur Assemblierung von Tat-
Komplex 3.

3.3 Stochiometrie des Tat-Systems

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwihnt, spielt das Verhiltnis zwischen den einzelnen Tat-
Komponenten eine entscheidende Rolle bei der Assemblierung der verschiedenen Tat-
Komplexe. Bereits vorherige Studien zeigten, dass auch in Abwesenheit von TatA Tat-
Komplexe detektiert werden konnen, die nur aus TatB- und TatC-Protomeren bestehen. Es
wurde beobachtet, dass erhéhte Konzentrationen von TatB dazu fiihren, dass mittels BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse kein GroBenunterschied zwischen TatBC-Komplexen, die in
Anwesenheit von TatA assemblieren und solchen, die in Abwesenheit von TatA assemblieren,
besteht (Behrendt et al. 2007). Im Rahmen neuerer Studien konnte weitergehend gezeigt
werden, dass sowohl TatA als auch TatB mit den Transmembranhelices 5 und 6 von TatC
interagieren (Habersetzer et al. 2017). Dabei konnte beobachtet werden, das TatA mit der
TMH6 und TatB mit der TMHS5 von TatC interagiert, sofern keine Uberproduktion des Tat-
Substrates CueO stattfindet. Die Uberproduktion von CueO fiihrte zu einer Interaktion von
TatA mit TMHS und TatB mit TMH6 von TatC. Basierend auf diesen dhnlichen Bindungs-
eigenschaften von TatA und TatB wurde ein Positionswechsel von TatA und TatB im Laufe

des Tat-abhangigen Transportes postuliert (Habersetzer et al. 2017).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass TatCysoppa Sowohl in Anwesenheit
als auch in Abwesenheit von TatA Tat-Komplexe stabilisiert, die hochstwahrscheinlich ein
hoheres Assemblierungsstadium der Tat-Translokase reprisentieren (sieche Abschnitt 3.2.3,
Abbildung 21). Um ein besseres Verstdndnis iiber den Einfluss der Stochiometrie zwischen

den TatA, TatB und TatC zu erlangen, sollte die Stéchiometrie im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit anhand des Wildtyp-Tat-Systems untersucht werden. Des Weiteren sollten diese
Erkenntnisse auf den zuvor charakterisierten Tat-Komplex 3 und auf die vierte Tat-
Komponente TatE, die eine sehr hohe Ahnlichkeit zu TatA aufweist, iibertragen werden. Eine
funktionelle Komplementation des Fehlens von TatA durch TatE konnte bereits gezeigt werden
(Sargent et al. 1999). Eine strukturelle Analyse der Komplementation im Hinblick auf die Tat-
Komplexe hat jedoch nicht stattgefunden und sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit

durchgefiihrt werden.

3.3.1 Alle bekannten Tat-Komplexe konnen in Abwesenheit von TatA assemblieren

Wie bereits in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, sind fiir die Untersuchung von TatBC-Komplexen
in Abwesenheit von TatA gewisse Modifikationen auf genetischer Ebene nétig, um eine
Okkupation von TatA-Bindestellen der TatC-Protomere durch TatB zu verhindern bzw. so weit
wie moglich einzuschrianken. Die Gene fatA, tatB und tatC sind in einem Operon organisiert
und stehen unter der Kontrolle eines gemeinsamen Promotors. Die Genexpression wird dabei
so reguliert, dass TatA, TatB und TatC unter natiirlichen Bedingungen im Verhéltnis 25:1:0,5
vorliegen (Sargent et al. 2001). Wird tatA deletiert, liegt ein starker TatB-Uberschuss vor.
Bereits in vorherigen Studien, in denen TatC in geringen Mengen und TatB mithilfe eines
Arabinose-induzierbaren Expressionssystems (pBAD) in hohen Mengen produziert wurde,
konnte beobachtet werden, dass sich alle bis dahin bekannten Tat-Komplexe bei hohen
Konzentrationen von TatB auch in Abwesenheit von TatA detektieren lassen (Behrendt et al.
2007). Um dieses Problem zu umgehen, werden tatB und tatC in den hier durchgefiihrten

Analysen unter der Kontrolle des zet-Promotors exprimiert (Behrendt und Briiser 2014).

Neben den bereits untersuchten Expressionssystemen, bei denen tatBC unter der Kontrolle der
Prras- oder Prio-1-Promotoren exprimiert wurden (Behrendt ef al. 2007; Behrendt und Briiser
2014), wurde im Rahmen verschiedener Studien zur Lokalisation der Tat-Komponenten mittels
MT3-Tags von Dr. Michael Thomas Ringel ein weiteres Expressionssystem etabliert. Dabei
wurde fatA aus dem Operon entfernt und die ribosomale Bindestelle (5°-AGAGGA-3°), die sich
zwischen tatA-Promotor und dem tatA-Startcodon befindet, gegen die ribosomale Bindestelle
von tatB (5°-AGCAGG-3°) ausgetauscht. Da sowohl die Sequenz, als auch die Entfernung der
ribosomalen Bindestelle zum Startcodon einen Einfluss auf die Translationseffizienz und damit
auf die Konzentration der Proteinprodukte haben (Ma et al. 2002), sollte anhand dieser
Modifikation eine TatB-Konzentration erreicht werden, die eher den natiirlichen Umstdnden

entspricht. Dieser modifizierte tat4-Promotor soll fortan als ta¢(B)-Promotor (P m5)) bezeichnet
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werden. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde tatBCurs aus
dem Plasmid pABS-Pump-tatBCyrs durch tatBCrhs ausgetauscht. AnschlieBend wurden
Membranen von den entsprechenden Stimmen (E. coli DADE D6 ara®) pripariert, die
Membranproteine solubilisiert und anschlieend mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert
(siche Abbildung 25).
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Abbildung 25: Mithilfe eines TatB-Uberschusses konnen auch in Abwesenheit von TatA TatBC-Komplexe
gebildet werden, deren Molekulargewicht dem von TatABC-Komplexen entspricht (*). (A) TatCwr, (B) TatCisoy
und (C) TatCisospa verhalten sich in dieser Hinsicht gleich. BN-PAGE/Western-Blot- sowie SDS-PAGE-Western-
Blot-Analysen von solubilisierten Membranfraktionen aus Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die tatBC unter der
Kontrolle des modifizierten fat4-Promotors exprimieren (pDE-P..5) im Vergleich mit den entsprechenden
TatABC-Systemen (pDE-Pu.). 4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele (10 pl Marker- und Probenvolumen), 15 %ige
Acrylamidgele (3 pl Marker- und 10 pl Probenvolumen).
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Obwohl die ribosomale Bindestelle von fatA durch die von tatB ersetzt wurde, zeigte die
Entfernung von fat4 aus dem Operon den bereits in vorherigen Studien beobachteten Effekt auf
die Assemblierung der TatBC-Komplexe. Unter den vorliegenden Bedingungen konnten auch
in der Abwesenheit von TatA die Tat-Komplexe mit hoherem Molekulargewicht detektiert
werden. So konnte beim Wildtyp-Tat-System Tat-Komplex 2 detektiert werden (siche
Abbildung 25A). Fiir TatBCisoy (siche Abbildung 25B) und fiir TatBCisoppa (siche
Abbildung 25C) konnten die Tat-Komplexe 2S und 3 beobachtet werden. Die BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse von TatBCisoppa wurde von Max Hinrich Werner im Rahmen
seiner Masterarbeit durchgefiihrt. Als interner Vergleich wurden jeweils die entsprechenden
TatABC-Systeme aufgetragen. Die entsprechenden Gene wurden unter der Kontrolle des

natiirlichen fat4-Promotors exprimiert.

Des Weiteren wurden Tat-Komplexe im Rahmen der vorliegenden Arbeit in grolen Mengen
mit dem Ziel der Reinigung und anschlieBender strukturbiologischer Studien der Tat-Komplexe
produziert. Hierfiir wurde ein Expressionssystem genutzt, welches mittels der Zugabe von
Rhamnose induziert werden kann (pBW). Die urspriingliche ribosomale Bindestelle wurde aus
dem Rhamnose-Promotor (P,x,) entfernt. AnschlieBend wurden tatABC bzw. tatBC inklusive
der entsprechenden ribosomalen Bindestellen von tatA4 (fiir tatABC, Prhas)) und tatB (fiir tatBC,
P.sa) eingebracht. Mit diesen Konstrukten wurde der E. coli Stamm DADE D6 ara®
transformiert. Die solubilisierten Tat-Komplexe wurden mittels BN-PAGE/Western-Blot
analysiert (siche Abbildung 26).

Prha(B) PtatA Prha(A) Prha(B) PtatA Prha(A)
TatABC TatABC
TatBC soppa  TatABC TatBC soBpa 1atABC

669 kDa— — 669 kDa— - —
—— ae]

a-TatB a-TatC

Abbildung 26: Die Uberproduktion von TatB und TatC fiihrt zur Bildung von Tat-Komplex 2 in Abwesenheit
von TatA. Produktion von Tat-Komplexen mithilfe eines Rhamnose-induzierbaren Expressionssystems. BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse von Stimmen, die #atBC und tatABC unter der Kontrolle des modifizierten
Rhamnose-Promotors exprimieren (pBW-P,sq) und pPBW-P,s404)). 4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker-
und Probenvolumen. Die Induktion fand bei ODgoo = 0,6 durch die Zugabe von 0.1 % Rhamnose statt. Zum

Vergleich wurde ein Stamm verwendet, der fat4BCisospa unter der Kontrolle des tat4-Promotors exprimiert (pDE).
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Auch bei der Produktion von Tat-Komplexen in grofBen Mengen zeigte sich, dass die
Konzentration von TatB entscheidend dafiir ist, welche Tat-Komplexe assemblieren konnen.
Die Expression von fatBC unter der Kontrolle des modifizierten tat4-Promotors (P ) fithrte
ebenfalls dazu, dass Tat-Komplex 2 in Abwesenheit von TatA detektiert werden konnte (siche

Abbildung 26, Bahn 1).

3.3.2 TatB zeigt biochemische Ahnlichkeiten zu TatA

In vorausgegangenen Studien von Jana Behrendt konnte bereits gezeigt werden, dass TatB in
Abwesenheit von TatC zur Bildung von Homooligomeren neigt (Behrendt ef al. 2007). Im
Gegensatz dazu bildet TatA unabhingig von anderen Tat-Komponenten stabile oligomere
Strukturen aus. Wihrend die verschiedenen TatA-Homoololigomere mittels BN-PAGE/Wes-
tern-Blot nur eine geringe Massendifferenz aufweisen und daher kaum zu differenzieren sind,
ist die Differenz zwischen den TatB-Oligomeren nach Solubilisierung mit Digitonin deutlich

grofer, was eine Differenzierung der verschiedenen Oligomere erlaubt.

Neben der Frage, welchen Einfluss TatA und TatB auf die Assemblierung der Tat-Komplexe
ausliben, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch der Einfluss der anderen Tat-
Komponenten untersucht werden. Unter Verwendung eines anderen Expressionssystems
(pBW) konnten die Ergebnisse von Jana Behrendt reproduziert werden. Hierfiir wurden sowohl
die Gene einzelner Tat-Komponenten als auch Kombinationen von Genen verschiedener Tat-
Komponenten unter der Kontrolle des induzierbaren Rhamnose-Promotors von Zellen des
Stammes E. coli DADE D6 ara® exprimiert. Nach der Priparation der Membranen und
Solubilisierung der Membranproteine mit Digitonin wurden die Tat-Komplexe mittels BN-

PAGE/Western-Blot analysiert.
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Abbildung 27: In Abwesenheit von TatC neigen TatB-Protomere dazu, miteinander zu interagieren und bilden
Homooligomere verschiedener GroBlen. (A) Mittels BN-PAGE/Western-Blot-Analyse kann eine Art TatB-Leiter
beobachtet werden, die in Anwesenheit von TatC zugunsten der Tat-Komplexe 1 und 2 schwécher wird. Im Ver-
gleich dazu sind TatA-Oligomere kaum differenzierbar. (B) Der dekadische Logarithmus des Molekulargewichts
der Markerproteine wurde gegen die Rp-Werte aufgetragen (). Diese Punkte wurden fiir eine lineare Regression
verwendet, mit der anschlieBend die Massen der TatB-Oligomere () berechnet wurden. (C) Die Rg-Werte, Massen

sowie die Massendifferenz zum néchstgroferen TatB-Oligomer wurden tabellarisch zusammengefasst.

Neben den strukturellen Ahnlichkeiten zwischen TatA und TatB konnten auch deutliche bio-
chemische Gemeinsamkeiten der beiden Tat-Komponenten beobachtet werden. Bei hohen
Konzentrationen kann TatB TatA bei der Assemblierung der Tat-Komplexe 2 und 3 ersetzen
(siche Abschnitt 3.3.1). TatB neigt auerdem - genau wie TatA dazu, Homooligomere ver-
schiedener GroBen zu bilden. Es unterscheiden sich jedoch die Bedingungen, unter denen die
Homooligomerisation von TatA und TatB beobachtet werden kann. Wahrend TatA-Protomere
unter allen (bisher untersuchten) Bedingungen Homooligomere bilden, zeigt TatB diese Eigen-
schaft nur in Abwesenheit von TatC. Ein weiterer Unterschied konnte in Bezug auf die Masse
der verschiedenen Oligomere beobachtet werden. Aufgrund der geringen Massendifferenz
zwischen den verschiedenen TatA-Oligomeren konnen diese nicht klar voneinander differen-
ziert werden. Die Massendifferenz zwischen den TatB-Oligomeren hingegen ist deutlich
grofer, sodass die verschiedenen Oligomere voneinander differenziert und deren Grofle

approximiert werden kann (siche Abbildung 27A).
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Anhand der Rp-Werte und der Molekulargewichte der Markerproteine wurde eine lineare
Regression durchgefiihrt, die zur Berechnung der Massen der verschiedenen TatB-Oligomere
verwendet wurde (siche Abbildung 27B). Die Differenz zwischen den Massen weist darauf
hin, dass die bessere Differenzierbarkeit mdglicherweise durch die Stochiometrie der
Oligomere bedingt ist. So liegen zwischen den TatB-Oligomeren Massendifferenzen zwischen
80 und 111 kDa vor. Dies entspricht deutlich mehr als einem TatB-Monomer mit einer Masse
von ca. 17 kDa (siche Abbildung 27C). Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass Proteine mittels
BN-PAGE in ihrer nativen Form separiert werden, wodurch die Oberflache einen bedeutenden
Einfluss auf das Migrationsverhalten hat. Aus diesem Grund soll an dieser Stelle lediglich auf
die biochemischen Ahnlichkeiten von TatB und TatA hingewiesen und auf eine quantitative

Aussage verzichtet werden.

3.3.3 TatA ist fiir die Funktionalitit des Tat-Systems zwingend notwendig

Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, wird durch den Austausch von TatCisospa ein Tat-Komplex
mit héherem Molekulargewicht stabilisiert. Im Gegensatz zu allen vorherigen Studien kann
sogar bei niedrigen Konzentrationen von TatB (tatBC unter der Kontrolle des fet-Promotors)
Tat-Komplex 2S detektiert werden. In vorherigen Studien, wie auch in dieser Arbeit, konnten
alle Tat-Komplexe mit einem hoheren Molekulargewicht als Komplex 1 oder 1S nur dann beo-
bachtet werden, wenn TatB in hohen Konzentrationen vorlag. Aus diesem Grund stellte sich
die Frage, ob die Assemblierung von Tat-Komplex 2S hinreichend fiir die Funktionalitit des
Tat-Systems ist oder ob die Anwesenheit von TatA zwingend notwendig ist. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden Funktionalitdtsanalysen von TatBCisoppa- und TatBCisoy-Systemen in
Abwesenheit von TatA durchgefiihrt. Als Referenz wurden diese Funktionalitdtsanalysen auch
in Anwesenheit von TatA und mit TatABC- und TatBC Systemen ohne Mutation durchgefiihrt
(siche Abbildung 28). Verwendet wurden Stimme (E. coli DADE D6 ara®), die tatABC,
tatABCis0Bpa, tatABCisoy unter der Kontrolle des fatA-Promotors (pDE-Derivate) und Stimme
(E. coli DADE D6 ara®), die tatBC, tatBCisospa, tatBCisoy unter der Kontrolle des zet-Promotors

(pZX31-Derivate) exprimieren.
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Abbildung 28: Die Aktivitdt von Tat-Systemen ist von TatA abhingig. Aktivititsanalysen von TatBC-,
TatBCrsospa- und TatBCisoy-Systemen in Anwesenheit (pDE) und in Abwesenheit (pZX31) von TatA. (A) SDS-
Sensitivititsbestimmung, aufgetragen ist die normalisierte optische Dichte bei 600 nm gegen die prozentuale (w/v)
SDS-Konzentration (in LB-Medium). Normalisiert wurde jeweils auf die optische Dichte bei 0 % (w/v) SDS. (B)
Phasenkontrastmikroskopie der verwendeten Stdimme. (C) Translokationsanalyse von EfeB mittels Peri-
plasmafraktionierung und SDS-PAGE/Western-Blot-Analyse der verwendeten Stimme. 10 %ige Acrylamidgele,
3 ul Marker- und 10 pl Probenvolumen. CP: Cytoplasma, M: Membran, PP: Periplasma.

Die durchgefiihrten Funktionalitdtsanalysen zeigten, dass die Abwesenheit von TatA in jedem
Fall zur Inaktivierung des Tat-Systems fiihrte. So lie sich bei allen Stimmen (E. coli DADE
D6 ara®), die TatBC, TatBCisoppa oder TatBCisoy in Abwesenheit von TatA produzierten, ein
deutlich eingeschrinktes Wachstum in SDS-haltigem LB-Medium beobachten (siche
Abbildung 28A). Mittels Phasenkontrastmikroskopie konnte zudem eine Kettenbildung beo-
bachtet werden. Eine Separation der Zellen zeigte sich ausschlieBlich in der Anwesenheit von
TatA (siche Abbildung 28B). Des Weiteren wurden subzelluldre Fraktionierungen mit allen
Stammen durchgefiihrt. Der Transport des Tat-Substrates EfeB konnte nur nachgewiesen

werden, wenn TatA zusitzlich zu TatBC produziert wurde (siche Abbildung 28C).

Aus den beschriebenen Ergebnissen kann der Schluss gezogen werden, dass die Assemblierung
von Tat-Komplex 2S nicht gleichbedeutend mit einer Funktionalitdt des Tat-Systems ist.
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3.3.4 TatA, TatB und TatC sind fiir die Assemblierung von Tat-Komplexen essenziell

Im vorherigen Abschnitt konnte im Einklang mit der Literatur gezeigt werden, dass TatA in
Abwesenheit von TatE essenziell fiir den Tat-Transport ist (Sargent ez al. 1998). Aufgrund der
strukturellen und biochemischen Ahnlichkeiten von TatA und TatB sowie der Neigung von
TatA Homooligomere zu bilden, ist der Einfluss von TatA auf die Assemblierung der Tat-
Komplexe jedoch deutlich schwerer zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde im Folgenden
der Einfluss von TatA, TatB und TatC auf die Assemblierung von Tat-Komplexen basierend
auf Stimmen (E. coli DADE D6 ara®) untersucht, die nur eine oder zwei Tat-Komponenten
produzieren. Zusitzlich wurden induzierbare Expressionssysteme (pBW, Py und Priaes)
verwendet, um die konstitutive Produktion (pZX31, Prsw0-1) von einer Tat-Komponente zu
komplettieren. Dies sollte Riickschliisse auf den Einfluss einzelner Tat-Komponenten erlauben.
AnschlieBend wurden die Membranen pripariert, die Membranproteine mit Digitonin

solubilisiert und mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert.

TatC TatC TatC
(PLIeIO-l ) (PLtet()- 1) (PLtetOfI )
TatA TatB TatAB TatAB TatAB TatB
(Prha(A)) (Prha(B)) (Prha/A)) (Prha(A)) (Prha(A)) (Prhu(B))
| e | B
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1
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b 230kDa— _
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a-TatA o-TatB o-TatB o-TatC o-TatB

Abbildung 29: Die Homooligomerisation von TatB wird von TatA und TatC beeinflusst. Vergleichende BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse solubilisierter Membranfraktionen aus Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die nur
TatA oder TatB produzieren (pBW, P,jq.4) oder Piqe5)) mit einem Stamm, der sowohl TatA als auch TatB produziert
(pPBW, P,ja4y) sowie Stammen, die zusétzlich tatC konstitutiv (pZX31, Preo-1) - in An- und Abwesenheit von
TatA - exprimieren. 4 - 12 %ige BN-Polyacrylamidgele, 10 pl Marker- und Probenvolumen. Die verwendeten

ProteingréBenstandards sind neben- und die verwendeten Antikdrper unter den jeweiligen Blots indiziert.
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Die Untersuchung des Assemblierungsverhaltens einzelner sowie die Kombination
verschiedener Tat-Komponenten ergab, dass bei der Produktion von TatA dieses zur Bildung
von Homooligomeren neigt. Diese TatA-Homooligomere konnen mittels BN-PAGE/Western-
Blot als eine Art Leiter detektiert werden (siche Abbildung 29, TatA). TatB neigte, wie bereits
zuvor beschrieben, nur in der Abwesenheit von TatC zur Bildung von Homooligomeren, die
dhnlich wie TatA-Homooligomere als eine Art Leiter detektiert werden konnten (siche
Abbildung 29, TatB). Im Gegensatz zu TatA unterschieden sich die einzelnen TatB Homo-
oligomere jedoch deutlicher in ihrer Masse, sodass nach Solubilisierung mit Digitonin weniger
unterschiedliche Homooligomere detektiert werden konnten (siche Abbildung 29, TatB).
Wurde TatB in Anwesenheit von TatA produziert, konnten nur TatB-Assemblierungen mit
hoherem Molekulargewicht detektiert werden. Diese lieBBen sich, dhnlich wie TatA-Oligomere,
nicht voneinander differenzieren (siche Abbildung 29, TatAB). Wurde zusitzlich TatC in
niedrigen Konzentrationen produziert (pZX31-tatCus), konnten die Tat-Komplexe 1 und 2
detektiert, jedoch keine TatB-Oligomere mehr beobachtet werden (siche Abbildung 29, TatC
+ TatAB). Ahnliches konnte auch in Abwesenheit von TatA beobachtet werden: Die Produktion
von TatB in hohen Konzentrationen (pBW-tatB) in Gegenwart von niedrigen TatC-Kon-
zentrationen (pZX31-tatCps) fiihrte nicht nur dazu, dass Tat-Komplex 1 detektiert werden
konnte, sondern ebenfalls Tat-Komplex 2. Diese Beobachtung stimmt mit den in Abschnitt

3.3.1 beschriebenen Beobachtungen {iberein (siche Abbildung 29, TatC + TatB).

AnschlieBend sollte untersucht werden, ob die Assemblierung der Tat-Komplexe 1 und 2 durch
die Produktion von TatB bzw. TatAB in Gegenwart von geringen Konzentrationen an TatC
auch mit einer Funktionalitét des Tat-Systems einhergeht. Hierfiir wurden SDS-Sensitivitéts-

messungen durchgefiihrt sowie der Kettenphédnotyp bestimmt.
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Abbildung 30: Die Uberproduktion von TatA und TatB in Anwesenheit von TatC fiihrt nicht zur Assemblierung
aktiver Tat-Komplexe. (A) Bestimmung der SDS-Sensitivitiit von Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die TatC in
niedrigen- (pDE-tatCrs) und TatB bzw. TatAB in hohen Konzentrationen (pBW-tatB bzw. pBW-tatAB) produ-

zieren. (B) Phasenkontrastmikroskopie der verwendeten Stamme.

Die Bestimmung der SDS-Sensitivitit sowie des Kettenphidnotyps ergaben widerspriichliche
Ergebnisse. So konnte, wie erwartet, durch die Produktion von TatB in Anwesenheit von TatC
keine verringerte SDS-Sensitivitit oder eine Auflosung von Zellketten beobachtet werden
(siche Abbildung 30). Die Produktion von TatA und TatB in Anwesenheit von TatC filihrte
jedoch zu einer Auflésung von Zellketten, was auf das Vorliegen eines funktionellen Tat-
Systems hindeutet, obwohl der gleiche Stamm keine SDS-Resistenz zeigte (siche
Abbildung 30, TatC + TatAB). Moglicherweise kann diese Diskrepanz auf die unterschied-
lichen Sensitivitdten der Aktivitdtsmessungen zuriickgefiihrt werden und eine Funktionalitdt
des Tat-Systems kann anhand des Kettenphénotyps schneller beobachtet werden als anhand der
SDS-Sensitivitdt. Es kann jedoch auch sein, dass die zugegebene Rhamnose zur Induktion der
Expression von tat4 und tatB nicht homogen von allen Zellen aufgenommen wurde, sodass nur
in einem Teil der Zellen ein funktionelles Tat-System vorlag. Das wiirde erkléren, warum diese
mikroskopisch zwar zu beobachten waren, aber aufgrund des geringen Anteils keine verringerte
SDS-Resistenz der gesamten Kultur beobachtet werden konnte. Die Bestimmung der SDS-
Sensitivitit l14sst aus methodischen Griinden eher eine Aussage iiber die Aktivitit des Tat-
Systems zu, da hierbei die Zellen einer ganzen Kultur zum Phénotyp beitragen. Da keine SDS-
Resistenz zu beobachten war, wird in diesem Fall von einem inaktiven Tat-System

ausgegangen.
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3.3.5 TatA ist Bestandteil der Tat-Komplexe 1, 2, 2S und 3

Wie bereits erwihnt, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum Zweck von struktur-
biologischen Untersuchungen der Tat-Komplexe eine Reinigungsstrategie entwickelt werden.
Auf diese Reinigungsstrategie soll im Abschnitt 3.4 detailliert eingegangen werden. Da im
Verlauf der Entwicklung dieser Reinigungsstrategie klar wurde, dass mit steigender Anzahl an
Reinigungsschritten mittels BN-PAGE/Western-Blot definiertere Signale fiir Tat-Komplexe
mit einem TatA-spezifischen Antikorper erhalten werden konnten, wurde diese Reinigungs-
strategie auch verwendet, um Aussagen iiber die Lokalisation von TatA in den Tat-Komplexen
zu treffen. Da fatA das erste Gen des tatABC-Operons ist, liegt TatA in deutlich hoherer
Konzentration in der Zelle vor als TatB und TatC. TatA neigt dazu, wie zuvor beschrieben,
Homooligomere verschiedener Gréfen zu bilden und kann daher mittels BN-PAGE/Western-
Blot nur als eine Art Leiter detektiert werden. Dies macht die Zuordnung von TatA zu den fiir
TatB und TatC detektierbaren Tat-Komplexen unmoglich. Im Rahmen der Entwicklung der
Reinigungsstrategie zeigte sich, dass diese TatA-Homooligomere mithilfe der verwendeten
Reinigungsstrategie entfernt werden konnten, sodass fiir TatA ein definiertes Signal detektiert
werden konnte, welches sich in etwa auf gleicher Hohe mit den Tat-Komplexen befand, die fiir
TatB und TatC detektiert werden konnen. Hierfiir wurde eine Reinigungsstrategie aus drei
aufeinanderfolgenden Reinigungen durchgefiihrt. Zundchst wurden die Membranen wie
beschrieben préipariert und TatCue anhand einer Ni-IMAC gereinigt. Mit dem Eluat wurde
anschliefend eine GroBenauschlusschromatographie (Superose 6 10/300 GL, GE Healthcare,
Freiburg) mittels FPLC durchgefiihrt. Nachfolgend wurde TatCue mittels Ni-NTA-magnetic
beads aus den Fraktionen mit den Proteinkomplexen des gewiinschten GroBenbereichs
gereinigt. Durch das geringere Volumen der Elutionsfraktionen wurde auflerdem eine
Konzentration der Proben erreicht. Die Elutionsfraktionen wurden anschlieBend auf ein BN-

Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels Western-Blot/Immunodetektion analysiert.

93



ERGEBNISSE

A B
El El El E1l
669 kDa — 669 kDa — t ! 669 kDa — 669 kDa — ! :‘
440 kDa— 440 kDa — 440 kDa — 440 kDa — - 1
158 kDa — 158 kDa — 158 kDa — 158 kDa —
o-TatC a-TatB a-TatA o-TatC  o-TatC o-TatC/

— a-TatA
o-TatA Overlay

Abbildung 31: Nachweis von TatA innerhalb der Tat-Komplexe 1 und 2. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse,
5-13,5 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker- und Probenvolumen. (A) Aufgetragen wurde jeweils die erste
Elutionsfraktion nach der dritten Reinigung mittels Ni-NTA-magnetic beads. Dieser dritte Schritt schloss sich an
eine Ni-IMAC und eine GroBenausschlusschromatographie an. Verwendet wurde ein Stamm (E. coli DADE D6
ara®), der TatABCpe (pABS) produziert. (B) Zum Nachweis von TatA wurde der Antikérper nach der Detektion
von TatC entfernt (4B stripping) und dic Membran fiir den Nachweis von TatA verwendet. Die Einzelbilder

wurden eingeféarbt (TatC rot, TatA blau), anhand des GroBenstandards ausgerichtet und multipliziert.

Obwohl zur affinitidtschromatographischen Anreicherung nur der Hexahistidin-7ag von TatCre
verwendet wurde, konnten sowohl TatB als auch TatA in den Elutionsfraktionen nachgewiesen
werden (siche Abbildung 31A). Des Weiteren konnte deutlich beobachtet werden, dass - im
Vergleich zu nicht angereicherten Proben - signifikant weniger TatA-Homooligomere detek-
tiert werden konnten (siche Abbildung 31A, TatA). Dies lie3 darauf schlieen, dass TatA-
Homooligomere durch die Anreicherung von TatC entfernt wurden, wodurch ein stirker
definiertes Signal mit einem TatA-spezifischen Antikdrper erhalten werden konnte. Aus diesem
Grund wurde der Antikorper nach der Detektion von TatC und TatB von den Membranen
entfernt und diese anschlieBend fiir die Detektion von TatA verwendet (4B stripping). Um die
Kolokalisation der erhaltenen Signale zu untersuchen, wurden die von einer Membran
erhaltenen Signale fiir TatC/TatB und TatA unterschiedlich gefarbt, anhand der Grdfen-
standards tibereinandergelegt und die Ebenen multipliziert. Abbildung 31B zeigt exemplarisch
das Overlay fiir die erhaltenen Signale von TatC und TatA. Anhand der erhaltenen Daten kann
eindeutig erkannt werden, dass es sich bei den detektierten Signalen um Proteinkomplexe
identischer GrofBe handelt. Dies bedeutet, dass sowohl Tat-Komplex 1, als auch Tat-Komplex
2 nicht nur aus TatB- und TatC-Protomeren bestehen, sondern auch TatA-Protomere Bestand-

teile dieser Tat-Komplexe sind.
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Um diese Aussage auf die Tat-Komplexe 2S und 3 zu erweitern, wurde die verwendete
Reinigungsstrategie ebenfalls fiir Membranen verwendet, die aus einem Stamm (E. coli DADE

D6 ara®) prépariert wurden, der TatABCisoppa-tis produzierte (siche Abbildung 32).

A B
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440 kDa — 440 kDa— 440 kDa — y 440 kDa — ;
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Abbildung 32: Nachweis von TatA innerhalb der Tat-Komplexe 2S und 3. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse,
5-13,5 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker- und Probenvolumen. (A) Aufgetragen wurde jeweils die erste
Elutionsfraktion nach der dritten Reinigung mittels Ni-NTA-magnetic beads. Dieser dritte Schritt schloss sich an
eine Ni-IMAC und eine Groflenausschlusschromatographie an. Verwendet wurde ein Stamm (E. coli DADE D6
ara®), der TatABCisoppans (pPDE) produziert. (B) Zum Nachweis von TatA wurde der Antikorper nach der
Detektion von TatB entfernt (4B stripping) und die Membran fiir den Nachweis von TatA verwendet. Die

Einzelbilder wurden eingefarbt (TatB rot, TatA blau), anhand des Groflenstandards ausgerichtet und multipliziert.

Die Reinigung von TatCisospa-He €rgab, dass auch hier ein definiertes Signal mithilfe eines TatA-
spezifischen Antikorpers erhalten werden konnte (sieche Abbildung 32A). Auch hier wurden
die Antikorper nach der Detektion von TatC und TatB von der Membran entfernt und die
Membranen fiir die Detektion von TatA verwendet. Abbildung 32B zeigt exemplarisch das
Overlay der Signale, die fiir TatC und TatA von der gleichen Membran erhalten wurden.

Auch hier konnte beobachtet werden, dass die erhaltenen Signale von Tat-Komplexen
identischer Grofe stammen. Diese Beobachtung bestitigt damit die zuvor getroffenen Aus-
sagen, dass es sich bei den Tat-Komplexen 2S und 3 um TatABC-Komplexe handelt. Diese
assemblieren in ihrer funktionellen Form nicht nur ausschlieBlich in der Anwesenheit von TatA.

Vielmehr sind TatA-Protomere ebenfalls essenzielle Bestandteile dieser Tat-Komplexe.
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3.3.6 TatE kann TatA nicht nur funktionell, sondern auch strukturell ersetzen

Wie in Abschnitt 3.3.5 beschrieben konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass TatA-Protomere Bestandteile der Tat-Komplexe 1, 2, 2S und 3 sind. Diese kdnnen
aufgrund der Neigung Homooligomere zu bilden jedoch erst nach mehreren Reinigungs-
schritten in Kolokalisation mit den Tat-Komplexen nachgewiesen werden. Bereits aus
vorherigen Studien ist bekannt, dass TatE in E. coli ein funktionelles Paralog von TatA ist
(Sargent et al. 1998; Sargent et al. 1999). Cross-linking Studien zeigten auBBerdem, dass TatE
auf dhnliche Weise mit den anderen Komponenten des Tat-Systems interagiert wie TatA (Eimer
et al. 2015; Eimer et al. 2018). Jedoch wurde der Einfluss von TatE auf die Assemblierung von
Tat-Komplexen bisher nur mikroskopisch untersucht (Baglieri et al. 2012). Dabei kann der
Nachweis von funktionellen Tat-Komplexen in TatEBC-Systemen hilfreiche Hinweise auf den
Einfluss der detektierbaren Tat-Komplexe auf die Funktionalitit des Tat-Systems liefern.
Bisher konnte eine Funktionalitdt des Tat-Systems nur in Anwesenheit von TatA beobachtet
werden. Funktionale Tat-Systeme in Abwesenheit von TatA konnten nur beobachtet werden,
wenn TatA durch TatE ersetzt wurde. Sollten in diesem Fall die gleichen Tat-Komplexe
detektiert werden, wiirde dies einen Hinweis darauf liefern, dass die Assemblierung dieser Tat-

Komplexe tatsidchlich essenziell fiir die Funktionalitdt des Tat Systems ist.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit fat4 inklusive der zugehdrigen ribosomalen
Bindestelle aus dem tat4ABC-Operon entfernt und durch und fatE inklusive der dazugehdrigen
ribosomalen Bindestelle (5°-AGAAGG-3°) ersetzt. Zur Erhaltung der ribosomalen Bindestelle
von tatB, die sich am 5’-Ende von fat4 befindet, wurde tatE um die letzten 6 Nukleotide von
tatA verlidngert, gefolgt von einem Stop-Codon. AnschlieBend wurden Zellen des Stamms
E. coli DADE 6 ara® mit dem pABS-tatEBCps Konstrukt transformiert. Diese wurden fiir die
Durchfiihrung von SDS-Sensitivititsmessungen (siche Abbildung 33A) und die Priparation
von solubilisierten Membranen und BN-PAGE/Western-Blot-Analysen verwendet (siche

Abbildung 33B).
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Abbildung 33: TatE kann sowohl funktionell, als auch strukturell das Fehlen von TatA komplementieren.
Funktionalititsanalyse und Analyse der Assemblierung von TatBC-Komplexen beim TatEBC-System. (A) SDS-
Sensitivitdtsmessung vom TatEBC-System im Vergleich zum Wildtyp-Tat-System. Aufgetragen wurde die
normalisierte optische Dichte bei 600 nm gegen die prozentuale SDS-Konzentration des LB-Mediums. (B) BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse des TatEBC-Systems im Vergleich zum Wildtyp-TatABC-System. 4 - 12 %ige BN-
Acrylamidgele, 10 ul Marker- und Probenvolumen. Die verwendeten GroBenstandards sind links neben- und die

verwendeten Antikdrper unter den Blots indiziert.

Anhand der SDS-Sensitivitdtsmessungen konnten die Ergebnisse voriger Studien, in denen eine
funktionelle Komplementation des Fehlens von fat4 durch tatE beobachtet werden konnte,
bestitigt werden. So konnte bei der Verwendung von TatEBC-Systemen keine SDS-Sensitivitét
beobachtet werden (siche Abbildung 33A). Des Weiteren konnten mittels der BN-PAGE/
Western-Blot-Analysen von Membranen, die mit Digitonin solubilisiert wurden, TatBC-
Komplexe von identischem Molekulargewicht im Vergleich zum Wildtyp-TatABC-System
detektiert werden. Prdziser konnten hierbei die Tat-Komplexe 1 und 2 unter Verwendung
spezifischer Antikorper gegen TatB und TatC detektiert werden (siche Abbildung 33B). Ein
spezifischer Antikorper gegen TatE stand zu diesem Zeitpunkt nicht zur Verfligung. Dies ldsst
darauf schlieen, dass TatE TatA nicht nur funktionell, sondern auch strukturell vollstindig
ersetzen kann. Die Tatsache, dass fiir TatB und TatC die identischen Tat-Komplexe wie im
Wildtyp-TatABC-System detektiert werden konnten, konnte darauf hinweisen, dass die
Assemblierung dieser Komplexe tatséchlich eine Notwendigkeit fiir die Funktionalitit des Tat-

Systems darstellt.
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3.3.7 Die Assemblierung der Tat-Komplexe ist unabhingig vom Membranpotential

Neben der Anwesenheit der einzelnen Tat-Komponenten ist die Funktionalitét des Tat-Systems
auch vom Membranpotential abhéngig. So kann der Tat-abhéngige Transport sowohl in vivo
als auch in vitro nur iiber energetisierte Membranen stattfinden (Cline 2015). Durch die Zugabe
des Entkopplers Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) konnen Membranen
permeabilisiert werden. Diese Permeabilitét fiihrt dazu, dass Protonen die Membran passieren
konnen. In der Folge kommt das Membranpotential zum Erliegen, die Membran kann nicht
mehr energetisiert werden und es kann kein Tat-abhéngiger Transport von Substraten
stattfinden (Cline 2015). Unklar ist bisher jedoch, welchen Einfluss das Membranpotential auf

die Interaktion zwischen den einzelnen Tat-Komponenten wéhrend des Transports hat.

Um den Einfluss des Membranpotentials auf die Assemblierung von Tat-Komplexen zu
untersuchen, wurde den Kulturen eine Stunde vor der Zellernte 100 uM CCCP zugegeben. Zum
Vergleich wurde eine zweite Kultur verwendet, die identisch behandelt wurde. Jedoch wurde
auf die Zugabe von CCCP verzichtet. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, aufge-
schlossen, die Membranen préipariert und die solubilisierten Membranproteine mittels BN-

PAGE/Western-Blot analysiert (siche Abbildung 34).

TatABC TatABCysopp TatABC TatABCigypp
+CCCP +CCCP +CCCP +CCCP
3 : ¢ . .
669 kDa — a a m 669 kDa — . ‘ &
440 KDa— | 440 KDa — L

o-TatB o-TatC

kD T c—— — 25 kDi— G S — —

Abbildung 34: Die Assemblierung von Tat-Komplexen ist nicht von der protonenmotorischen Kraft abhéngig.
BN-PAGE/Western-Blot-Analyse (4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele, 10 pl Marker- und Probenvolumen) sowie die
dazugehorigen SDS-PAGE/Western-Blot-Analysen (15 %ige Acrylamidgele, 3 pl Marker- und 10 pl Proben-
volumen) der solubilisierten Membranfraktionen aus Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die TatABC bzw.
TatABCisospa produzierten (pDE). Je eine Kultur wurde mit 100 uM CCCP behandelt und mit der solubilisierten

Membranfraktion der entsprechenden Kultur verglichen, die nicht mit CCCP behandelt wurde.
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Der Vergleich von Tat-Komplexen, die aus mit CCCP behandelten Kulturen stammen, mit Tat-
Komplexen aus solchen Kulturen, die nicht mit CCCP behandelt wurden, zeigte, dass die
Zugabe von CCCP keinen Einfluss auf die detektierbaren Tat-Komplexe hatte. So konnten auch
nach der Zugabe von CCCP die Tat-Komplexe 1 und 2 fiir Wildtyp-TatABC-Systeme (siche
Abbildung 34, Bahnen 1 und 2) und die Tat-Komplex 2S und 3 fiir TatABCjsopa-Systeme
detektiert werden (siche Abbildung 34, Bahnen 3 und 4). Dies spricht dafiir, dass die Assem-
blierung von Tat-Komplexen, im Gegensatz zum Tat-abhéngigen Transport von Substraten,
nicht durch das Membranpotential beeinflusst wird. Wére der Schritt, der den Tat-abhéngigen
Transport vom Membranpotential abhdngig macht, die Assemblierung der Tat-Komplexe, hitte
sich ein eindeutiger Unterschied zwischen solubilisierten Membranen aus Kulturen, die mit
CCCP behandelt wurden und solchen, die nicht mit CCCP behandelt wurden, ergeben miissen.
In diesem Fall hitte erwartet werden konnen, dass CCCP die Interaktion zwischen den Tat-
Komponenten unterbindet und keine Tat-Komplexe mittels BN-PAGE/Western-Blot detektiert
werden konnen. Da dies jedoch nicht der Fall war, kann davon ausgegangen werden, dass die

Assemblierung von Tat-Komplexen nicht von einem intakten Membranpotential abhingig ist.

3.4 Etablierung von Strategien zur Reinigung von Tat-Komplexen

Wie bereits in Abschnitt 3.3.5 erwéhnt wurde, sollten Strategien zur Reinigung von Tat-
Komplexen etabliert werden. Diese Strategien sollten vor allem fiir strukturbiologische Studien
verwendet werden. Jedoch ergaben sich aus der Analyse gereinigter Tat-Komplexe auch einige
Hinweise beziiglich ihrer Zusammensetzung (siche Abschnitt 3.3.5). Aus vorherigen Studien
war bekannt, dass Tat-Komplexe gereinigt werden konnen. Allerdings gelang es dabei nur, Tat-
Komplex 1 zu reinigen. Fiir die Reinigung wurden TatABC-, TatBC- und TatC-Systeme
verwendet. Die stabilsten Tat-Komplexe konnten mittels BN-PAGE/Western-Blot-Analyse
nach der Reinigung von TatBC-Systemen beobachtet werden. Jedoch zeigte sich auch immer
eine deutliche Disassemblierung von Tat-Komplexen durch die Detektion von kleineren
Proteinkomplexen (Orriss et al. 2007). Aus diesem Grund sollten Strategien zur Reinigung von
TatABC-Komplexen etabliert werden, bei der Tat-Komplexe in stabiler Form erhalten werden
konnen. Des Weiteren sollte ein Auftreten von Disassemblierungsprodukten so weit wie
moglich vermieden werden. Mit der Reinigungsstrategie sollte eine mdglichst hohe Reinheit
bei ausreichender Ausbeute erreicht werden, um so viel Material flir strukturbiologische

Untersuchungen wie moglich zu generieren.
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Die Reinigung der Tat-Komplexe sollte unter Zuhilfenahme affinititschromatographischer
Methoden durchgefiihrt werden, wobei auf Hexahistidin-Tags und Strep-Tags® 11 zuriick-
gegriffen wurde. Als Matrices wurden Agarose und magnetic beads eingesetzt. Wéahrend bei
der Verwendung von funktionalisierter Agarose das Volumen einer Elutionsfraktion in der
Regel dem Volumen des Sdulenmaterials entsprechen muss, weisen magnetic beads den Vorteil
auf, dass die stationire Phase nicht nur mit der Probe, sondern auch mit dem Elutionspuffer
inkubiert werden kann. Dies ermdglich die Elution von allen gebundenen Proteinen in sehr
kleinem Volumen, wodurch eine hohere Konzentration des Zielproteins in der Elutionsfraktion
im Vergleich zu Durchflussverfahren erreicht werden kann. Fiir die Etablierung einer
Reinigungsstrategie wurden einzelne Anreicherungsschritte durchgefiihrt. Mittels BN-
PAGE/Western-Blot wurde anschlieBend die Stabilitit bzw. das Auftreten von Disassem-
blierungsprodukten iiberpriift. Anhand von BN-PAGE in Verbindung mit einer Silber- oder
kolloidalen Coomassie-Féarbung konnte des Weiteren der Grad der Reinheit bzw. das Auftreten
von ungewiinschten Koeluenten abgeschitzt werden. Diese sollten durch die Kombination

verschiedener Reinigungstechniken mdglichst komplett entfernt werden.

3.4.1 Affinititschromatographische Reinigung von TatABC-Komplexen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass TatC-Protomere, die als Fusionsprotein mit einem 7ag
produziert werden, die Assemblierung der Tat-Komplexe nur geringfligig bis gar nicht
beeinflussen. Im Rahmen vorheriger Experimente konnten fiir das verwendete TatCue-
Fusionprotein nur selten Disassemblierungsprodukte detektiert werden. Aus diesem Grund
sollte der Hexahistidin-7ag des TatCue-Fusionsproteins zur affinititschromatographischen

Reinigung mittels Ni-IMAC oder Ni-NTA-magnetic beads verwendet werden.

Zu diesem Zweck wurden zundchst Membranen aus 100 ml Kulturen von E. coli DADE D6
araR pABS-tatABCrs (ODeoo = 1,0) pripariert und die Membranproteine durch die Zugabe von
1 % (w/v) Digitonin solubilisiert. Nach der Entfernung von nicht solubilisierten Membran-
bestandteilen mittels Ultrazentrifugation wurde TatCues unter Verwendung des BN-Aufschluss-
puffers [50 mM Bis-Tris HC1 (pH 7,0), 20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCL, 1 % (w/v)
Digitonin] und Ni-NTA Agarose angereichert. Zur Elution des gebundenen TatCus wurde der
identische Puffer mit 250 mM Imidazol verwendet. AnschlieBend wurden die erhaltenen
Fraktionen inklusive einer nicht angereicherten Probe (US) mittels BN-PAGE/Western-Blot
analysiert (siche Abbildung 35).
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Abbildung 35: Die Tat-Komplexe 1 und 2 konnen mittels Ni-NTA-Agarose gereinigt werden. BN-
PAGE/Western-Blot- (5 - 13 %ige BN-Acrylamidgele, 10 pl Marker- und Probenvolumen) sowie SDS-
PAGE/Western-Blot-Analyse (15 %ige Acrylamidgele, 3 ul Marker- und 10 pl Probenvolumen) des Elutions-
profils der affinitidtschromatographischen Reinigung von Wildtyp-TatABC-Komplexen. Aufgetragen wurden die
solubilisierten Membranen vor der Reinigung (US), der Durchlauf (DL), die Waschfraktion (W) sowie die 6
Elutionsfraktionen (E1 - E6).

Das Elutionsprofil der affnitdtschromatographischen Reinigung mittels Ni-NTA-Agarose
zeigte, dass nicht nur TatChe gereinigt werden konnte. Unter den gewédhlten Bedingungen
wurde die Interaktion zwischen TatB und TatCus nicht nennenswert gestort, sodass die Tat-
Komplexe 1 und 2 in den Elutionsfraktionen 2 und 3 (E2 und E3) mittels BN-PAGE/Western-
Blot detektiert werden konnten. Lediglich eine geringe Menge TatB konnte mittels SDS-
PAGE/Western-Blot im Durchlauf detektiert werden (DL) (siche Abbildung 35). Da aufgrund
der Organisation des tat4ABC-Operons jedoch hohere Mengen von TatB als von TatC vorliegen,
kann es sich dabei auch um iiberschiissiges TatB handeln, welches keine TatC-Protomere als

Interaktionspartner hat.

AuBlerdem sollte die Reinigung von Tat-Komplexen mittels Ni-NTA-magnetic beads
durchgefiihrt werden. Auch fiir die Reinigung mittels Ni-NTA-magnetic beads wurden
zundchst testweise Reinigungen mit Membranen durchgefiihrt, die aus 100 ml Kulturvolumen
(ODsoo = 1,0) nach dem oben beschriebenen Protokoll priapariert wurden. AnschlieBend wurde
die erste Elutionsfraktion (E1) jeweils im Vergleich zu einer nicht gereinigten Probe (US)

mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert (siche Abbildung 36).
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Abbildung 36: Reinigung von Tat-Komplexen mittels Ni-NTA-magnetic beads. BN-PAGE/Western-Blot-
Analyse (5 - 13,5 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker- und Probenvolumen) der ersten Elutionsfraktion der
affinitdtschromatographischen Anreicherung von TatABC- und TatABCisoy-Komplexen (pABS). Aufgetragen

wurden die solubilisierten Membranen vor der Anreicherung (US) sowie die erste Elutionsfraktion (E1).

Bei der Reinigung von TatChe mithilfe von Ni-NTA-magnetic beads zeigte sich, dass auch hier
unter den gewédhlten Bedingungen keine Disassemblierung der Tat-Komplexe zu beobachten
war. So konnten die Tat-Komplexe 1 und 2 in der ersten Elutionsfraktion detektiert werden
(siche Abbildung 36, Bahn 3). Des Weiteren konnten die Tat-Komplexe 1, 2S und 3 nach der
Reinigung von TatCisoy-ne in der ersten Elutionsfraktion detektiert werden (siehe
Abbildung 36, Bahn 4). Auftillig war hierbei, dass die Reinigung von TatCisoy-ne dazu fiihrte,
dass in einem geringen Mal} Disassemblierungsprodukte in der ersten Elutionsfraktion
detektiert wurden. Dies bestétigte vorherige Beobachtungen, wonach Tat-Komplexe, bei denen
TatC Isoleucin 50 durch Tyrosin ausgetauscht wurde, eine deutlich geringere Stabilitdt
aufweisen. Es konnten jedoch anhand der Reinigungen von TatCue sowohl unter Zuhilfenahme
von Ni-NTA-Agarose als auch von Ni-NTA-magnetic beads die Tat-Komplexe 1, 2, 2S und 3

erfolgreich gereinigt werden.

3.4.2 GrolBlenausschlusschromatographische Reinigung von TatABC Komplexen

Nach der erfolgreichen Reinigung von Tat-Komplexen mittels Ni-IMAC wurden Membranen
aus mehr als 100 ml Kulturvolumen prépariert. Zundchst wurde hierfiir 1 1 Kulturvolumen
verwendet und das oben beschriebene Protokoll dementsprechend angepasst. Die Membran-
proteine wurden solubilisiert und TatCus mittels Ni-IMAC gereinigt. Um die Reinheit zu
iiberpriifen und den Anteil unerwiinschter Koeluenten abzuschétzen, wurden die BN-Acryl-

amidgele mithilfe einer kolloidalen Coomassie-Farbung geférbt (siche Abbildung 37).
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Abbildung 37: Reinigung von TatCus (pABS) aus 1 1 Kulturvolumen mittels Ni-NTA-Agarose. (A) Kolloidale
Coomassie-Farbung des Acrylamidgels. (B) BN-PAGE/Western-Blot-Analyse (5 - 13,5 %iges BN-Acrylamidgel,
10 ul Marker- und Probenvolumen) des Elutionsprofils. Fiir die Reinigung wurden die Membranen aus 1 1
Kulturvolumen verwendet. Aufgetragen wurden Proben vor der Reinigung (US), aus dem Durchlauf (DL), der
Waschfraktion (W) sowie den Elutionsfraktionen (E1 - E6). Die verwendeten Groflenstandards sind links neben-

und die verwendeten Antikorper unter den Blots indiziert.

Die BN-PAGE/Western-Blot-Analyse zeigte zwar, dass die Reinigung von Tat-Komplexen aus
1 1 Kulturvolumen erfolgreich war (siche Abbildung 37B), jedoch deutete das (Kolloidal-
Coomassie)-gefarbte BN-Acrylamidgel darauf hin, dass die gereinigten Tat-Komplexe nur
einen vergleichsweise geringen Anteil der Protein-Konzentration der Elutionsfraktionen
ausmachten (siche Abbildung 37A). Daraus lieB3 sich schlieBen lie3, dass die Reinheit nicht
ausreichend fiir strukturbiologische Untersuchungen war. Des Weiteren konnte beobachtet
werden, dass das Upscaling dazu fiihrte, dass deutlich mehr Disassemblierungsprodukte der
Tat-Komplexe detektiert werden konnten (siche Abbildung 37B). Dies konnte zum Beispiel an
der Konzentration der Tat-Komponenten wéhrend der Bindung an das S&ulenmaterial liegen.
Moglich wiren jedoch auch Verdiinnungseffekte bei der Solubilisierung der Membranproteine.
Aus diesem Grund wurde der Ansatz fortan nach der Préparation der Membranen in 200 pl
Ansitze geteilt, sodass jeder Solubilisierungsansatz einem Membranpellet aus 100 ml

Kulturvolumen (ODsoo = 1,0) entsprach.

Um die Tat-Komplexe weiter anzureichern und eine héhere Reinheit in den Elutionsfraktionen
zu erreichen, sollte der Anreicherung mittels Ni-IMAC ein weiterer Anreicherungsschritt
folgen. Anhand einer bekannten Prozedur (Orriss et al. 2007) sollte die Reinigung der Tat-
Komplexe mithilfe einer GroBenausschlusschromatographie (Superose 6 10/300 GL, GE
Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt werden. Hierfiir sollte aus technischen Griinden die

Digitonin-Konzentration im Laufe der Reinigung auf 0,1 % (w/v) reduziert werden, sodass die
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Reinigung mittels FPLC und GroBenausschlusschromatographie mit einem modifizieren
Puffersystem [50 mM Bis-Tris HCl (pH 7,0), 20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCla,
0.1 % (w/v) Digitonin] durchgefiihrt wurde. Mit diesem Puffersystem und dem zu ver-
wendenden Sdulenmaterial wurde zunichst eine Kalibration mit bekannten Proteinen durch-

gefiihrt, die daraufhin als Grof3enstandard dienen sollten (siche Abbildung 38).

A B
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= 50 A1
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Abbildung 38: Kalibration der Superose 6 10/300 GL Séaule fiir die GroBenausschlusschromatographie. (A)
Elutionsprofil der Grofenstandards Thyroglobulin (669 kDa, 1), Ferritin (440 kDa, 2), Aldolase (158 kDa, 3) und
Conalbumin (75 kDa, 4). Aufgetragen wurde die Absorption bei 280 nm in mAU gegen das Puffervolumen nach
der Probeninjektion. (B) Auflistung der verwendeten Grofenstandards sowie deren Molekulargewicht und das
Elutionsvolumen fiir die verwendete Superose 6 Sdule. (C) Anhand der verwendeten GroBenstandards wurde der
Logarithmus des Molekulargewichts gegen das Elutionsvolumen aufgetragen und eine lineare Regression

durchgefiihrt.

Anhand des Molekulargewichts der verwendeten GroBenstandards Thyroglobulin, Ferritin,
Aldolase und Conalbumin und den entsprechenden Elutionsvolumina wurde eine lineare
Regression durchgefiihrt (siche Abbildung 38C). Diese sollte in den folgenden Experimenten

als GroBenstandard dienen.
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3.4.2.1 GroBenausschlusschromatographische Reinigung von TatABCisospa-Komplexen
Um die Reinheit zu erhéhen, sollten im Folgenden die in den Elutionsfraktionen der Ni-IMAC
enthaltenen Proteine mittels GroBenausschlusschromatographie voneinander separiert werden.
Auf diesem Wege sollten die Tat-Komplexe mit hoherem Molekulargewicht erhalten - und die
unerwiinschten Koeluenten der ersten Reinigung sowie Disassemblierungsprodukte der Tat-
Komplexe entfernt werden. Hierfiir wurden die Elutionsfraktionen 2 und 3 der Ni-Affinitéts-
chromatographie (siche Abbildung 37) zusammengefiihrt und fiir die GroBenausschluss-
chromatographie (AKTA purifier, Superose 6 10/300 GL, GE Healthcare, Freiburg) verwendet.
Mithilfe eines UV-Detektors wurde die Absorption des Eluats in mAU bei einer Wellenldnge
von 280 nm aufgezeichnet. Das Elutionsprofil wurde erhalten indem die Absorption gegen das
Elutionsvolumen aufgetragen wurde (siche Abbildung 39). Das FEluat wurde in je 1 ml

Fraktionen gesammelt.

35 - TEIIABC|5[)Bpa-H6

30 A
25 A
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Absorption bei 280 nm / [mAU]
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Volumen / [ml]

Abbildung 39: Elutionsprofil der GroBenausschlusschromatographie mittels Superose 6 10/300 GL. Aufgetragen
wurde die Absorption bei 280 nm in mAU gegen das Elutionsvolumen nach der Probeninjektion. Injiziert wurden
die Elutionsfraktion 2 und 3 nach einer Reinigung von TatCisoppa-ns (pDE) mittels Ni-NTA Agarose. Verwendet

wurden die Elutionsvolumina von 11 bis 14 ml nach der Probeninjektion.

Nach affinitdtschromatographischer Reinigung von TatABCisospa-ns und anschlieBender
GroBenausschlusschromatographie zeigte das Elutionsprofil zwei deutliche Peaks (siche
Abbildung 39, 1 und 2). Diese traten bei einem Elutionsvolumen von 11,88 ml (1) und
16,84 ml (2) auf. Da das Migrationsverhalten der Tat-Komplexe nicht bekannt war, wurden
beide Peaks fiir die weitere Analyse verwendet. Hierflir wurden die Elutionsfraktionen fiir Peak

1 (11 - 14 ml) und Peak 2 (15 - 18 ml) zusammengefiihrt. Aufgrund des groen Volumens der
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Fraktionen (je 3 ml) wurde nach der Entnahme einer Probe fiir BN-PAGE/Western-Blot-
Analysen (siche Abbildung 40, US) eine Konzentration mittels Ni-NTA-magnetic beads
durchgefiihrt. Auf diese Art und Weise wurde eine Konzentration um Faktor 100 erreicht.
Sowohl die Proben vor der Konzentration (US) als auch die Elutionsfraktionen nach der
Konzentration wurden anschlieBend mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert. (siehe
Abbildung 40).

Peak 1 Peak 2 Peak 1 Peak 2
US E1 E2 E3 E4 US E1 E2 E3 US E1 E2 E3 E4 US E1 E2 E3
. B " - ? [ e . ne » . ‘“
669 kDa — u 669 kDa— - ~ - :
440 kDa— . , “ . 440 kDa—
a-TatB a-TatC

Abbildung 40: Elutionsprofil der Reinigung der Elutionsfraktionen nach GroBenausschlusschromatographie
mittels Ni-NTA-magnetic beads. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse. 5 - 13,5 %ige BN-Acrylamidgele. 10 pl

Marker- und Probenvolumen.

Nach der erneuten Reinigung von TatCisoppa-ns aus den Elutionsfraktionen der
GrofBenausschlusschromatographie konnten die Tat-Komplexe 2S und 3 vor allem aus den
zusammengefiihrten Fraktionen von Peak 1 angereichert werden (Peak 1, El). Die
Notwendigkeit der erneuten Konzentration wurde auBBerdem dadurch deutlich, dass diese Tat-
Komplexe nicht in den Proben detektiert werden konnten, die vor der Konzentration ent-
nommen wurden (US). Die BN-PAGE/Western-Blot-Analyse der zusammengefiihrten
Fraktionen des zweiten Peaks ergab, dass nur geringere Mengen der Tat-Komplexe 2S und 3
nach der anschlieBenden Konzentration mittels Ni-NTA-magnetic beads erhalten werden
konnten. (siche Abbildung 40). Aus diesem Grund wurde davon ausgegangen, dass es sich
beim zweiten Peak des Elutionsprofils der Grof3enausschlusschromatographie nicht um ein Tat-

spezifisches Signal handelte.

Die hier verwendeten BN-PAGE/Western-Blot-Analysen zeigten aufBlerdem, dass iiber-
schiissiges TatA, welches zur Bildung von Homooligomeren neigt, mithilfe der gewéhlten
Methode entfernt werden konnte. Auf diese Weise konnte TatA nach der Reinigungsstrategie

in Kolokalisation mit den Tat-Komplexen 2S und 3 detektiert werden (siche Abschnitt 3.3.5).
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3.4.2.2 GroBenausschlusschromatographische Reinigung von TatABCwr-Komplexen
Nach der erfolgreichen Reinigung von TatABCisospa-He-Komplexen mithilfe von drei
aufeinanderfolgenden Reinigungsschritten sollten ebenfalls TatABCus-Komplexe, die denen
des Wildtyp-TatABC-Systems entsprechen, gereinigt werden. Unter Verwendung der
beschriebenen Methode (siehe Abschnitt 2.4.5) konnte ein dhnliches Elutionsprofil erhalten
werden (siche Abbildung 41).

70 1 TatABCy
60 1

50
40 -
30 -
20 -

10 -

Absorption bei 280 nm/ [mAU]

0 5 10 15 20 25 30
Yolumen / [ml]

Abbildung 41: Elutionsprofil der Grofenausschlusschromatographie mittels Superose 6 10/300 GL. Aufgetragen
wurde die Absorption bei 280 nm in mAU gegen das Elutionsvolumen nach der Probeninjektion. Injiziert wurden
die Elutionsfraktionen 2 und 3 nach einer Reinigung von TatCps (pABS) mittels Ni-NTA-Agarose. Verwendet

wurden die Elutionsfraktionen von 10 ml bis 13 ml nach der Probeninjektion.

Im Gegensatz zur Reinigung von TatABCisospa-H6-Komplexen konnte Peak 2 bei der Reinigung
von TatABCus-Komplexen nur mit deutlich verringerter Intensitét beobachtet werden. Peak 1
hingegen wies eine deutlich hohere Intensitdt als bei der Reinigung von TatABCisopa-He-
Komplexen auf. (siche Abbildung 41). Aufgrund dieser Tatsache und den Beobachtungen aus
dem vorherigen Experiment, bei dem deutlich wurde, dass die gewiinschten Tat-Komplexe
hauptsichlich in Verbindung mit dem Auftreten des ersten Peaks stehen, wurden nur die
Elutionsfraktionen fiir Peak 1 zusammengefiihrt. Die zusammengefiihrten Elutionsfraktionen
(10 - 13 ml) wurden ebenfalls nach der Entnahme einer Probe (US) fiir die BN-PAGE/Western-
Blot-Analyse zwecks Konzentration fiir eine weitere Reinigung von TatCue mittels Ni-NTA-
magnetic beads verwendet. Die erhaltenen Proben wurden zusammen mit der vorher

entnommenen Probe (US) mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert (siche Abbildung 42).
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US DL W E1 E2 E3 E4 E5 Eé6 US DL W E1 E2 E3 E4 E5 Eé6
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Abbildung 42: Elutionsprofil der Reinigung der Elutionsfraktionen von Peak 1 (10 - 13 ml) nach GroBen-
ausschlusschromatographie mittels Ni-NTA-magnetic beads. BN-PAGE/Western-Blot-Analyse. 5 - 13,5 %ige
BN-Acrylamidgele. 10 pl Marker- und Probenvolumen. Aufgetragen wurde die Probe vor der letzten Reinigung
(US) sowie der Durchlauf (DL), die Waschfraktion (W) und die Elutionsfraktionen (E1 - E6) der Reinigung mittels
Ni-NTA-magnetic beads. Die verwendeten GréBenstandards sind links neben- und die verwendeten Antikdrper

unter den Blots indiziert.

Auch bei der Reinigung von TatABCus-Komplexen konnten die erwarteten Tat-Komplexe 1
und 2 nach der finalen Konzentration mit Ni-NTA-magnetic beads in den Elutionsfraktionen
detektiert werden (siche Abbildung 42, E1 - E3). Die Notwendigkeit der finalen Konzentration
wurde ebenfalls deutlich, da in der Probe, die vor der finalen Konzentration entnommen wurde,

keine Tat-Komplexe detektiert werden konnten (Abbildung 42, US).

Solubilisierung Affinitats- Grofienausschluss Affinitiits- BN-PAGE/
von =—p- Chromatographie = -chromatographi¢ =——p Chromatographie =——p Western-Blot
Membranproteinen (Ni-NTA-Agarose) (SEC) (Ni-NTA-beads) Analyse

Schema 1: Arbeitsschema fiir die Reinigung von Tat-Komplexen.

Anhand der beschriebenen Reinigungsstrategie, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entwickelt wurde (siehe Schema 1), konnten die Tat-Komplexe 1, 2, 2S und 3 gereinigt werden.
Ziel der Reinigung war jedoch die Generation von Material in ausreichender Menge, um
strukturbiologische Studien durchzufiihren. Hierfiir sollten die Tat-Komplexe nach dem letzten
Reinigungsschritt zumindest in solcher Quantitdt vorliegen, dass diese mithilfe einer
Coomassie-Féarbung eines BN-Acrylamidgels detektiert werden kdnnen. Dies war mit der ver-
wendeten Reinigungsstrategie nicht moglich. Aus diesem Grund sollte eine weitere Strategie

entwickelt werden sollte.
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3.4.3 Kombination zweier affinititschromatographischer Reinigungsschritte

Aufgrund der geringen Ausbeute wéahrend der Reinigung wurde im Folgenden auf die GréBen-
ausschlusschromatographie verzichtet. Stattdessen wurden zwei aufeinanderfolgende affini-
tatschromatographische Reinigungen durchgefiihrt. Um trotzdem eine moglichst hohe Reinheit
zu erreichen, sollten die beiden Reinigungsschritte mit unterschiedlichen stationdren Phasen
durchgefiihrt werden. Auf diese Weise konnten Koeluenten, die unspezifisch an eine der

stationdren Phasen binden, durch einen zweiten Reinigungsschritt entfernt werden.

3.4.3.1 Reinigung von Substrat-assoziierten TatABC Komplexen

Die Reinigung sollte anhand von His-Tag-Fusionsproteinen sowie Strep-Tag® II-
Fusionsproteinen durchgefiihrt werden. Fiir die Detektion von substratassoziierten-Tat-
Komplexen wurde bereits in vorherigen Experimenten (siche Abschnitte 3.2.2, 3.2.4 und 3.2.5)
ein DNA-Konstrukt (pBW-efeBsi.p) verwendet, welches zur heterologen Produktion von
EfeBsuep-Fusionsproteinen eingesetzt wurde. Das codierende Gen efeBsi¢ wird dabei unter der
Kontrolle eines Rhamnose-induzierbaren Promotors (P,,) exprimiert. EfeB ist ein Tat-Substrat,
welches im Laufe der Translokation mit dem Translokase-Komplex interagiert. Die Interaktion
mit der Tat-Translokase ist dabei im Vergleich zu anderen Tat-Substraten so stark, dass EfeB-
Tat-Komplexe solubilisiert und nach BN-PAGE/Western-Blot-Analyse detektiert werden
konnen (Behrendt und Briiser 2014).

In vorherigen Experimenten wurde bereits ein Stamm (E. coli DADE D6 ara®) verwendet, der
neben EfeBsuep (pBW) auch TatABCus (pABS) produziert. Dieser Stamm wurde auch im
Rahmen der Etablierung einer neuen Reinigungsstrategie verwendet. Nach der Praparation von
Membranen wurden die Membranproteine solubilisiert. Anschlieend wurde TatCys mittel Ni-
NTA magnetic beads gereinigt. Die Elutionsfraktion wurde anschlieend fiir die Reinigung von
EfeBsuep mittels Strep-Tactin®XT magnetic beads verwendet. AnschlieBend wurde mittels BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse {iberpriift, ob EfeB-Tat-Komplexe erhalten wurden (sieche
Abbildung 43).
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Abbildung 43: Reinigung von Tat-Komplexen, dic mit dem Tat-Substrat EfeB assoziiert sind. BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse, 5 - 13.5 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker- und Probenvolumen. (A) EfeB-
Tat-Komplexe im Vergleich zu TatABC-Komplexen. (B) Waschfraktion (W) und erste Elutionsfraktion (E1) nach
der Reinigung mit Strep-Tactin®XT magnetic beads. Die verwendeten GroBenstandards sind links neben- und die

verwendeten Antikdrper unter den Blots indiziert.

Nach der zweistufigen Reinigung, bei der zunichst Ni-NTA- und dann Strep-Tactin®XT
magnetic beads verwendet wurden, konnten sowohl fiir TatB als auch fiir EfeB Signale im
Bereich von Tat-Komplexen detektiert werden. Bei der Verwendung eines Antikdrpers gegen
EfeB konnten zwei Signale beobachtet werden, die wahrscheinlich den substratassoziierten Tat-
Komplexen 1S und 2S entsprechen. Es konnte jedoch auch freies EfeB detektiert werden,
welches entweder unspezifisch an die Ni-NTA magnetic beads gebunden hat oder wéhrend der
Reinigung aus der Disassemblierung von EfeB-Tat-Komplexen resultierte (siche
Abbildung 43B). Bei der Verwendung eines spezifischen Antikdrpers gegen TatB sollten
eigentlich die drei Tat-Komplexe 1, 1S und 2S detektiert werden (siche Abbildung 43A). Nach
zwei affinitdtschromatographischen Reinigungen konnte einer der Tat-Komplexe klar
detektiert werden. Die extrem schwachen Signale darunter und dariiber lassen vermuten, dass
es sich dabei um Tat-Komplex 1S handelt. Fiir eine genauere Aussage miisste das Experiment

allerdings mit einer grofBeren Menge Ausgangsmaterials wiederholt werden.

Solubilisierung Affinitits- Affinitits- BN-PAGE/
von ==p Chromatographic = Chromatographie =—p  Western-Blot
Membranproteinen (Ni-NTA beads) (Strep-Tactin®*XT beads) Analyse

Schema 2: Arbeitsschema fiir die Reinigung von Tat-Komplexen mittels affinitidtschromatographischer

Methoden.

110



ERGEBNISSE

Mithilfe der gewihlten Reinigungsstrategie (siche Schema 2) konnten substratassoziierte Tat-
Komplexe bzw. EfeB-Tat-Komplexe gereinigt werden. Fiir die Detektion von EfeB-Tat-
Komplexen ist es jedoch ndtig, dass EfeB in grolen Mengen produziert wird. Auf diese Weise
wird das Gleichgewicht zwischen den einzelnen Tat-Komplexen so beeinflusst, dass vermehrt
EfeB-Tat-Komplexe assemblieren. Aus diesem Grunde sollte der Strep-7ag® II an TatB
fusioniert werden, sodass auch Tat-Komplexe gereinigt werden konnen, die nicht mit Tat-

Substraten assoziiert sind.

3.4.3.2 Reinigung von TatABsuepChe-Komplexen
Durch die Verwendung von Strep-Tag® II- und Hexahistidin-Tag-Fusionsproteinen konnten
erfolgreich EfeB-Tat-Komplexe gereinigt werden. Diese Strategie sollte im Anschluss fiir die

Reinigung von Tat-Komplexen verwendet werden, die nicht Substrat-assoziiert vorliegen.

Hierfiir wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene DNA-Konstrukte erstellt.
Aufgrund seines geringen Einflusses auf die Funktionalitit und die Assemblierung von Tat-
Komplexen sollte TatC als Fusionsprotein mit einem Hexahistidin-7ag verwendet werden. Um
einen Strep-Tag® 11 fiir die Reinigung verwenden zu konnen, sollte auBerdem TatB als Strep-
Tag® 11-Fusionsprotein oder TatC als Fusionsprotein mit einem Hexahistidin-Tag und einem
Strep-Tag® 11 verwendet werden. In allen Fillen wurde ein kurzer, flexibler Aminosiurelinker,
bestehend aus Glycin und Serin, zwischen dem Protein und dem 7ag bzw. zwischen den Tags
positioniert (TatBgs-swep und TatCas-suep-Gs-ts). Die Einfliisse dieser Fusionsproteine auf die
Assemblierung der Tat-Komplexe wird im folgenden Abschnitt 3.4.4 detailliert beschrieben.
Neben einem TatCre-Fusionsprotein (mit GS-Linker) wurde ein TatBsuep-Fusionsprotein (ohne

GS-Linker) fiir die Reinigung von Tat-Komplexen verwendet.

Fir die Reinigung wurde die in Abschnitt 3.4.3.1 beschriebene Strategie aus zwei
aufeinanderfolgenden affinititschromatographischen Reinigungen mittels Ni-NTA- und Strep-
Tactin®XT magnetic beads durchgefiihrt. Fiir die Beurteilung wurden die erhaltenen Proben

anschlieBend mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert (siche Abbildung 44).
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Abbildung 44: Reinigung von TatABsy.,Cus-Komplexen (pBW). BN-PAGE/Western-Blot-Analyse. 4 - 12 %ige
BN-Acrylamidgele. 10 pl Marker- und Probenvolumen. Aufgetragen wurden die solubilisierten Membranproteine
vor der Reinigung (US), die Waschfraktion (W), die ersten beiden Elutionsfraktionen (E1, E2) der ersten
Reinigung sowie der Durchlauf (DL) und die ersten beiden Elutionsfraktionen (E1, E2) der zweiten Reinigung.
Die verwendeten Grofenstandards sind links neben- und die verwendeten Antikorper unter den Blots indiziert.

Die BN-PAGE/Western-Blot-Analysen nach der Reinigung von TatABsuepyChe-Komplexen
anhand zweier aufeinanderfolgender affinititschromatographischer Reinigungen (Strep-
Tactin®XT- gefolgt von Ni-NTA-magnetic beads) zeigte, dass erfolgreich die Tat-Komplexe 1
und 2 sowie ein weiterer leichterer Tat-Komplex erhalten werden konnten (siehe
Abbildung 44, His E1). Es wurde jedoch auch deutlich, dass anhand dieser Methode keine
Konzentration der gewiinschten Komplexe erreicht werden konnte. So zeigte der Vergleich von
Elutionsfraktion 1 der ersten Reinigung (Strep E1) mit der Probe vor der Reinigung (US) zwar,
dass deutlich starkere Signale detektiert werden konnten, was fiir eine Konzentration durch den
ersten Reinigungsschritt spricht. Jedoch zeigte gerade die Detektion von TatB, dass sehr viel
TatB gereinigt wurde, welches nicht mit den Tat-Komplexen 1 oder 2 assoziiert war. Dies
konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass im ersten Schritt TatBsuep-Fusionsproteine gereinigt
wurden. Aufgrund der Reihenfolge im tatABC-Operon liegt mehr TatB als TatC vor. Im ersten
Reinigungsschritt wurden daher wahrscheinlich auch freie TatBsuep-Protomere gereinigt, die
nicht Bestandteil von Tat-Komplexen waren. Der Vergleich der Elutionsfraktion des zweiten
Reinigungsschritts (His E1) mit der Probe vor der Reinigung (US) zeigt jedoch deutlich, dass
Verluste wiahrend der beiden Reinigungen dazu fiihrten, dass keine Konzentration der Tat-

Komplexe erreicht werden konnte.

Aus den oben genannten Griinden sollte die Reinigungsstrategie in umgekehrter Reihenfolge
durchgefiihrt werden. Durch die Reinigung von TatChe-Fusionsproteinen im ersten
Reinigungsschritt sollte erreicht werden, dass {iiberschiissige TatBsuep-Protomere entfernt
werden, da nur TatBsuep-Protomere koeluieren, die mit TatCus-Protomeren interagieren.
AnschlieBend sollten TatBsuep-Fusionsproteine mittels Strep-Tactin®XT magnetic beads
gereinigt werden, sodass nur TatCpe-Protomere koeluieren, die mit TatBsuep-Protomeren

interagieren (siche Abbildung 45).
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Abbildung 45: Reinigung von TatABswpCrs-Komplexen (pBW) in verdnderter Reihenfolge. BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse. 4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele. 10 ul Marker- und Probenvolumen. Aufgetragen
wurden die solubilisierten Membranproteine vor der Reinigung (US), der Durchlauf (DL), zwei Waschfraktionen
(W1 und W2), die erste Elutionsfraktion (E1) der ersten Reinigung sowie der Durchlauf (DL), die Waschfraktion
(W) und die erste Elutionsfraktion (E1) der zweiten Reinigung. Die verwendeten GroBenstandards sind links
neben- und die verwendeten Antikdrper unter den Blots indiziert. Aufgrund des Probenvolumens konnte nur eine
BN-PAGE/Western-Blot-Analyse durchgefiihrt werden. Die Membran wurde mittels AB stripping fiir den

Nachweis von TatB und TatC verwendet.

Nach der Reinigung von TatABsuepChs-Komplexen in umgekehrter Reihenfolge und BN-
PAGE/Western-Blot-Analyse konnte beobachtet werden, dass auch hier die Tat-Komplexe 1
und 2 sowie ein leichterer Tat-Komplex gereinigt werden konnten (siche Abbildung 45, His
E1). Des Weiteren zeigte der Vergleich der Elutionsfraktion der zweiten Reinigung (His E1)
mit der Probe vor der Reinigung (US), dass vor allem eine Konzentration von Tat-Komplex 1,
erreicht werden konnte. Jedoch wurde auch deutlich, dass die verwendeten Fusionsproteine nur
sehr schlecht an das verwendete Sdulenmaterial gebunden hatten. Aus diesem Grund konnten
in den Waschfraktionen der ersten Reinigung (Strep W1 und W2) sowie im Durchlauf der
zweiten Reinigung (His DL) grofe Mengen von Tat-Komplexen detektiert werden. Dies kann
einerseits daran liegen, dass zu wenig Sdulenmaterial verwendet wurde oder daran, dass die

Interaktion zwischen den 7ags und dem S@ulenmaterial nur sehr schwach war.

Auffillig war auch, dass in fast allen Fraktionen kleinere Disassemblierungsprodukte der Tat-
Komplexe detektiert werden konnten. Dies spricht dafiir, dass die Komplexe unter den ge-
wihlten Bedingungen nicht stabil genug waren, sodass ein Teil der Komplexe im Laufe der

Reinigungen disassemblierte.
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3.4.4 Tags konnen Tat-Komplexe destabilisieren

Wie oben erwihnt, wurde im Rahmen dieser Dissertation stets ein TatCus-Fusionsprotein
genutzt. Dieser Hexahistidin-7ag sollte im spidteren Verlauf fiir die affinitdtschromato-
graphische Reinigung von Tat-Komplexen verwendet werden. Um eine hohere Reinheit zu
erreichen, sollte auch TatB als Fusionsprotein mit einem anderen Tag produziert werden.
Hierfiir wurde TatB als Fusionsprotein mit einem Strep-Tag® II produziert. Um eine hdhere
strukturelle Flexibilitit zu gewéhrleisten wurden der Strep-Tag® 11 und TatB nicht direkt mit-
einander fusioniert, sondern durch einen GS-Aminoséurelinker voneinander getrennt. Auf diese
Weise sollte eine hohere Beweglichkeit des Tags erreicht werden und mogliche Einfliisse des
Tags auf Protein-Protein-Interaktionen minimiert werden. Vor der Reinigung sollte jedoch eine
mogliche Destabilisierung der Tat-Komplexe durch die Verwendung eines TatBsuep-Fusions-
proteins ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck wurde mittels BN-PAGE/Western-Blot

iiberpriift ob eine normale Assemblierung der Tat-Komplexe stattfindet (siche Abbildung 46).
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Abbildung 46: Die Destabilisierung von Tat-Komplexen durch C-terminale Fusionsproteine geht nicht mit einer
Inaktivierung des Tat-Systems einher. Analyse von TatABC-Komplexen unter Verwendung von TatBsiep-,
TatCre- und TatCsyep-ne-Fusionsproteinen. (A) BN-PAGE/Western-Blot-Analyse von Stimmen, die TatABChg,
TatABsuepCrs (TatBswep mit GS Linker) und TatABCsyep-ns produzieren (pBW). (B) BN-PAGE/Western-Blot-
Analyse zweier aufeinanderfolgender Reinigungen von TatABsiepCres (TatBsuep ohne GS Linker, pBW, 1. mittels
Ni-IMAC und 2. mittels Strep-Tactin®XT magnetic Beads). (C) SDS-Sensitivititsmessung von Stimmen, die
TatABstepCris und TatABCsirep-tis produzieren. Aufgetragen ist die normalisierte optische Dichte bei 600 nm gegen
die prozentuale SDS-Konzentration des LB-Medium. 4 - 12 %ige BN-Acrylamidgele, 10 ul Marker- und

Probenvolumen.

114



ERGEBNISSE

Die Verwendung von TatBsuep-Fusionsproteinen zeigte deutlich, dass bereits kleine
Modifikationen des C-Terminus gravierende Auswirkungen auf die Assemblierung bzw.
Stabilitdt der Tat-Komplexe haben. Wihrend fiir TatCue-Fusionsproteine keinen nach-
weisbaren Einfluss auf die detektierbaren Tat-Komplexe hatte, konnten nach einer Reinigung
nur Spuren von Tat-Komplex 1 detektiert werden, wenn ein TatBseuep-Fusionsprotein mit einem
GS-Aminosiurelinker zwischen TatB und dem Strep-Tag® Il verwendet wurde. Auch die
Verwendung von TatCsuep-H6-Fusionsproteinen flihrte dazu, dass nach einer Reinigung mittels
Strep-Tactin®XT magnetic beads deutlich mehr kleinere Tat-Komplexe detektiert werden
konnten (siche Abbildung 46A). Aus diesem Grund wurde der GS-Aminosdurelinker zwischen
TatB und dem Strep-Tag® 11 entfernt. Dies fiihrte zu einer deutlich erhdhten Stabilitit der Tat-
Komplexe, sodass die Tat-Komplexe 1, 2 und ein leichterer Tat-Komplex nicht nur nach der
Solubilisierung von Membranen (US), sondern auch nach einer ersten Reinigung mittels Ni-
IMAC (His E1) und nach einer zweiten Reinigung mittel Strep-Tactin®XT magnetic beads
(Strep E1) detektiert werden konnten (siche Abbildung 46B). Dies ldsst darauf schlieen, dass
die verwendeten TatBsuep (mit GS Linker) und TatCseep-ns-Fusionsproteine einen Einfluss auf
die Interaktion zwischen den einzelnen Tat-Komponenten ausiiben, wodurch auch die Stabilitit
der Tat-Komplexe beeinflusst wird. Diese sind, auler bei der Verwendung TatBseep (ohne GS
Linker) und TatCpe¢-Fusionsproteinen, nicht mehr stabil genug, um nach der affinitéts-

chromatographischen Reinigung mittels BN-PAGE/Western-Blot detektiert zu werden.

AuBerdem wurden SDS-Sensitivititsmessungen von Tat-Systemen mit TatBsuep (ohne GS
Linker) oder TatCsuep-ns-Fusionsproteinen durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass Tat-
Komplexe von funktionalen Tat-Systemen gereinigt werden. Obwohl die BN-PAGE/Western-
Blot-Analyse von TatABCsuep-ts darauf hinweisen, dass die Stabilitdt von Tat-Komplex 2
durch die Verwendung von TatCsep-He-Fusionsproteinen deutlich abnimmt, konnte keine SDS-
Sensitivitit beobachtet werden (siche Abbildung 46C). Das bestitigt die Annahme, dass die
Modifikationen am N-Terminus von TatC hauptséichlich die Stabilitit von Tat-Komplexen
beeinflussen. Moglicherweise wird die Aktivitédt des Tat-Systems hiervon nicht beeinflusst, da

die Komplexe in vivo einem stiandigen Gleichgewicht unterliegen.

Um moglichst intakte Tat-Komplexe reinigen zu konnen, wurden die Konzentrationen einiger
Bestandteile des Puffers variiert. Auf diese Weise sollte der Einfluss dieser Pufferbestandteile

auf die Stabilitdt der Tat-Komplexe analysiert werden.
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3.4.5 Tat-Komplexe konnen durch Saccharose stabilisiert werden

Im Laufe dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die im Puffer enthaltene Saccharose zu den
meisten Einschrdnkungen in Bezug auf die Handhabung fiihrte. Fiir die Préparation und
Reinigung von Tat-Komplexen wurde konsequent mit einem Puffersystem gearbeitet, welches
von Silke Richter (Richter und Briiser 2005) optimiert und etabliert wurde [SO0 mM Bis-Tris
HCI (pH 7,0), 20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCl]. Dieses Puffersystem wurde nach Bedarf
modifiziert. So wurde zum Beispiel fiir die Solubilisierung von Membranproteinen Digitonin-
oder fiir die Elution von gebundenen Komplexen Imidazol oder Biotin zugegeben. Vor allem
fiir die strukturbiologische Analyse von Proteinkomplexen (bspw. mittels Kryo-Elektronen-
mikroskopie) stellt Saccharose jedoch ein Problem dar, da es zu einer Verringerung des
Kontrasts flihrt. Aus diesem Grund muss vor der Analyse ein Pufferaustausch mit unbekannten
Auswirkungen auf die Stabilitdt der Komplexe durchgefiihrt werden. Auch fiir die Reinigung
von Tat-Komplexen mittels FPLC/GroBenausschlusschromatographie bei 4 °C fiihrt die hohe
Viskositdt des Puffers dazu, dass nur sehr geringe Flussraten genutzt werden konnen. Aus
diesen Griinden sollte untersucht werden, ob die Prdparation und Reinigung auch in

Abwesenheit oder mit reduzierter Konzentration von Saccharose durchgefiihrt werden kann.

Zu diesem Zweck wurden drei identische Experimente durchgefiihrt, bei denen Membranen
von Stimmen (E. coli DADE D6 ara®), die TatABCue produzierten (pABS), aus 1 L
Kulturvolumen (ODegoo = 1,0) priapariert wurden. Aus den solubilisierten Membranproteinen
wurden anschlieBend TatABCus-Komplexe mittels Ni-NTA-Agarose und der bereits
beschriebenen Methode (sieche Abschnitt 3.4.1) gereinigt. Einzig die Konzentration von
Saccharose wurde variiert. Als Referenz wurde Experiment 1 mit 20 % (w/v) Saccharose in
allen Puffern durchgefiihrt (siche Abbildung 47). Fir Experiment 2 wurde 10 % (w/v)
Saccharose in allen Puffern verwendet (siche Abbildung 48). Letztlich wurde in Experiment 3

auf Saccharose in allen Puffern verzichtet (siche Abbildung 49).
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20 % (w/v) Saccharose 20 % (w/v) Saccharose
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Abbildung 47: Elutionsprofil der Reinigung von TatABCus-Komplexen mittels Ni-NTA Agarose bei einer
Saccharose-Konzentration von 20 % (w/v). BN-PAGE/Western-Blot-Analyse, 5 - 13.5 %ige BN-Acrylamidgele,
10 pl Marker- und Probenvolumen. Gereinigt wurde TatCps aus Membranen, die aus 1 1 Kulturvolumen prépariert
wurden. Aufgetragen wurden die solubilisierten Membranen vor der Reinigung (US), der Durchlauf (DL), die
Waschfraktion (W) sowie sechs Elutionsfraktionen (E1 - E6). Die verwendeten GroBenstandards sind links neben-

und die verwendeten Antikorper unter den Blots indiziert.

Die BN-PAGE/Western-Blot-Analyse der Reinigung von TatABChe-Komplexen aus
Membranen, die aus einem Liter Kulturvolumen prépariert wurden, zeigte, dass sowohl Tat-
Komplex 1 als auch Tat-Komplex 2 mit der gewidhlten Methode gereinigt werden konnten
(siche Abbildung 47, E3). Im Durchlauf und der Waschfraktion konnten keine Tat-Komplexe
nachgewiesen werden. Dies spricht fiir eine starke Interaktion sowohl zwischen TatCus und
dem S&dulenmaterial als auch zwischen den einzelnen Komponenten der Tat-Komplexe unter
den gewéhlten Bedingungen. Auflerdem konnten in den Elutionsfraktionen nur sehr geringe

Mengen von Disassemblierungsprodukten detektiert werden.
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Im Anschluss wurde ein identisches Experiment (2) durchgefiihrt, bei dem 10 % (w/v)

Saccharose in allen Puffern verwendet wurde (siche Abbildung 48).

10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose
US DL W E1 E2 E3 E4 E5 E6 US DL W E1 E2 E3 E4 E5 E6
669 kDa — . 4 669 kDa — .
440 kDa — : 440 kDa —
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Abbildung 48: Elutionsprofil der Reinigung von TatABCps-Komplexen mittels Ni-NTA Agarose bei einer
Saccharose-Konzentration von 10 % (w/v). BN-PAGE/Western-Blot-Analyse, 5 - 13.5 %ige BN-Acrylamidgele,
10 pl Marker- und Probenvolumen. Gereinigt wurde TatCps aus Membranen, die aus 1 1 Kulturvolumen prépariert
wurden. Aufgetragen wurden die solubilisierten Membranen vor der Reinigung (US), der Durchlauf (DL), die
Waschfraktion (W) sowie sechs Elutionsfraktionen (E1 - E6). Die verwendeten Gréfenstandards sind links neben-

und die verwendeten Antikorper unter den Blots indiziert.

Nach der Reinigung von TatABCus-Komplexen unter Verwendung des bekannten Puffer-
systems mit 10 % (w/v) Saccharose wurden deutlich schwichere Signale fiir den (oberen) Tat-
Komplex 2 erhalten (siche Abbildung 48, E2). Tat-Komplex 1 hingegen konnte in guten
Ausbeuten gereinigt werden. Schon die Analyse der Probe vor der Reinigung zeigte, dass sich
das Verhiltnis zwischen Tat-Komplex 1 und 2 deutlich von dem Verhiltnis, das in Experiment
1 (20 % (w/v) Saccharose) beobachtet wurde, unterschied (siche Abbildung 47 und
Abbildung 48, US). Des Weiteren fiel auf, dass in den Elutionsfraktionen deutlich stirkere
Signale fiir die Disassemblierungsprodukte der Tat-Komplexe erhalten werden konnten als in

Experiment 1 (siche Abbildung 47, E3 und Abbildung 48, E2).
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Nachfolgend wurde ein drittes, identisches Experiment durchgefiihrt, bei dem auf Saccharose

in allen Puffern verzichtet wurde (siche Abbildung 49).

0 % (w/v) Saccharose 0 % (w/v) Saccharose
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Abbildung 49: Elutionsprofil der Reinigung von TatABCus-Komplexen mittels Ni-NTA Agarose bei einer
Saccharose-Konzentration von 0 % (w/v). BN-PAGE/Western-Blot-Analyse, 5 - 13.5 %ige BN-Acrylamidgele,
10 pl Marker- und Probenvolumen. Gereinigt wurde TatCps aus Membranen, die aus 1 1 Kulturvolumen prépariert
wurden. Aufgetragen wurden die solubilisierten Membranen vor der Reinigung (US), der Durchlauf (DL), die
Waschfraktion (W) sowie sechs Elutionsfraktionen (E1 - E6). Die verwendeten GroBenstandards sind links neben-

und die verwendeten Antikorper unter den Blots indiziert.

Die Verwendung von Puffern ohne Saccharose bei der Préparation und Reinigung von
TatABCue-Komplexen fiihrte dazu, dass bereits in der Probe vor der Reinigung deutlich
schwichere Signale erhalten wurden. Tat-Komplex 1 konnte detektiert werden, wahrend fiir
Tat-Komplex 2 keine definierten Signale mehr erhalten wurden (sieche Abbildung 49, US).
Durch die Reinigung konnte eine Anreicherung von Tat-Komplex 1 erreicht werden, wéahrend
nur geringe Spuren von Tat-Komplex 2 detektiert werden konnten (siche Abbildung 49, E2).
Im Vergleich zu Experiment 2 (10 % (w/v) Saccharose) konnten in den Elutionsfraktion &hnlich

starke Signale von Disassemblierungsprodukten der Tat-Komplexe erhalten werden.
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Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus allen drei Experimenten zeigte deutlich, dass
Saccharose einen grof3en Einfluss auf die detektierbare Menge von Tat-Komplex 2 hatte. Schon
die Analyse der Proben, die vor der Reinigung entnommen wurden, zeigte, dass mit steigender
Saccharose-Konzentration auch stirkere Signale fiir Tat-Komplex 2 erhalten werden konnten
(siche Abbildung 47, Abbildung 48 und Abbildung 49, US). Des Weiteren wurden mit der
Reduktion der Saccharose-Konzentration mehr Disassemblierungsprodukte der Tat-Komplexe
sichtbar. Tat-Komplex 1 konnte jedoch in allen drei Experimenten in dhnlichen Mengen
gereinigt werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass das Entstehen von Disassemblierungs-
produkten hauptsidchlich mit der Disassemblierung von Tat-Komplex 2 in Verbindung steht
(siche Abbildung 47, Abbildung 48 und Abbildung 49, US). Dieser Einfluss von Saccharose
scheint sich dabei nicht erst bei der Reinigung von Tat-Komplexen bemerkbar zu machen. Die
geringere Stabilitdt der Tat-Komplexe durch die Reduktion der Saccharose-Konzentration
konnte bereits nach der Solubilisierung eine Disassemblierung bis hin zu Monomeren zur Folge
haben. Diese sind aufgrund ihres geringen Molekulargewichts, mittels BN-PAGE/Western-
Blot nicht detektierbar. Diese wiirde erkldren, warum bereits nach der Solubilisierung geringere

Mengen der Tat-Komplexe detektiert werden konnten.
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4 DISKUSSION

4.1 Einfluss von TatCso auf die Stabilitat und Funktionalitit von Tat-Komplexen
Das Wissen tiber die Interaktionen zwischen den einzelnen Tat-Komponenten sowie die Ein-
fliisse einzelner Regionen der Tat-Komponenten auf diese Interaktionen ist von zentraler
Bedeutung fiir das Versténdnis des Tat-Systems und des zugrunde liegenden Mechanismus. Im
Rahmen vorheriger Studien zur Oligomerisierung des Tat-Translokons von Dr. Eyleen Sabine
Heidrich sowie zur Oligomerisierung von TatC in E. coli von Christoph Stefan Nikolin konnten
einige Positionen identifiziert werden, die bei der Interaktion einzelner Tat-Komponenten eine
zentrale Rolle spielen. Im Rahmen dieser Studien konnte beobachtet werden, dass der Aus-
tausch von Isoleucin 50 durch den UV-aktivierbaren cross-linker p-Benzoyl-L-phenylalanin
(Bpa) in TatC zur UV-abhédngigen Dimerisierung von TatC-Protomeren flihrt. Des Weiteren
zeigten BN-PAGE/Western-Blot-Analysen, dass dieser Austausch die Stabilisierung eines
neuen Tat-Komplexes bewirkte, welcher ein hoheres Molekulargewicht aufwies als die zuvor

charakterisierten Tat-Komplexe (Richter und Briiser 2005).

Auf Basis dieser Studien wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Einfliisse von TatC
Position 50 auf die Funktionalitdit und die Assemblierung der Tat-Translokase genauer

untersucht und sollen im Folgenden diskutiert werden.

4.1.1 TatCisoBpa-Dimere belegen eine Dynamik der Tat-Translokase

Die Interaktionen zwischen den einzelnen Tat-Komponenten wurden bereits eingehend im
Rahmen von Quervernetzungsstudien untersucht. In der Regel werden hierbei einzelne
Aminosduren durch Aminosdurederivate ausgetauscht, die zur Bildung einer kovalenten Bin-
dung genutzt werden konnen. Bei der bidirektionalen Quervernetzung werden zwei Cysteine in
direkter Nachbarschaft durch die Bildung einer Disulfidbindung kovalent miteinander ver-
kniipft. Bei der monodirektionalen Quervernetzung hingegen muss nur eine Aminosiure aus-
getauscht werden. Normalerweise werden hierbei aromatische Aminosduren verwendet, die
nach der Bestrahlung mit UV-Licht in einer radikalischen Reaktion unspezifisch mit beispiels-
weise Amidbindungen in der Nachbarschaft reagieren. Auf diese Weise konnen Interaktionen
zwischen zwei Proteinen untersucht werden. Die Bildung von Dimeren oder Oligomeren kann

mittels SDS-PAGE/Western-Blot analysiert werden.
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Anhand von TatC wurden bereits einige Quervernetzungsstudien durchgefiihrt. Die Struktur
von TatC aus Aquifex aeolicus konnte von Rollauer und Kollegen (2012) sowie Ramasamy und
Kollegen (2013) aufgeldst werden (Rollauer et al. 2012; Ramasamy et al. 2013). Aufgrund
einer Sequenzidentitit von 40 % (Rollauer ef al. 2012) zwischen TatC aus 4. aeolicus und TatC
aus E. coli kann die Struktur von TatC aus A. aeolicus prinzipiell auf TatC aus E. coli iibertragen
werden. Anhand dieser Struktur von TatC sowie der anderen Tat-Komponenten und Quer-
vernetzungsstudien wurden bereits einige Modelle zur Assemblierung der Tat-Translokase
entwickelt. Die hier erhaltenen Ergebnisse sollen nachfolgend im Zusammenhang mit den

bereits vorhandenen Modellen zur Assemblierung der Tat-Translokase diskutiert werden.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand nicht die Untersuchung der Interaktionen zwischen den
Tat-Komponenten mittels in-vivo photo cross-linking und SDS-PAGE/Western-Blot. Es sollten
vielmehr die Einfliisse der unterschiedlichen Modifikationen auf die Assemblierung von Tat-
Komplexen mittels BN-PAGE/Western-Blot genauer analysiert werden. Im Gegensatz zu den
von Dr. Eyleen Sabine Heidrich durchgefiihrten Experimenten wurde ein Plasmid mit hoherer
Kopienzahl (pDE) fiir die Expression der Tat-Gene verwendet. Dadurch wurde erreicht, dass
die Untersuchungen anhand eines geringeren Kulturvolumens durchgefiihrt werden konnten.
Mit diesem Expressionssystem konnten die Ergebnisse von Dr. Eyleen Sabine Heidrich
reproduziert werden und eine UV-abhidngige Dimerisierung von TatCisospa-Protomeren
beobachtet werden. AuBBerdem konnten die Untersuchungen auf TatBCisoppa-Systeme erweitert
und bestéitigt werden (siche Abbildung 13). Die Tatsache, dass nur mit einem TatC-
spezifischen Antikorper ein Signal bei etwa 55 kDa erhalten werden konnte, nicht aber mit
einem TatB-spezifischen Antikorper, deutet darauf hin, dass dieses Signal von einem kovalent

verkniipften TatC-Dimer stammt (Geise et al. 2019).

Die Beobachtung von TatCisoppa-Dimeren verdeutlicht die Dynamik des Tat-Systems unter
Riicksichtnahme auf bisher durchgefiihrte Studien zu Interaktionen zwischen den Tat-Kompo-
nenten. In vielen Studien wurden die erhaltenen Daten zu Quervernetzungen zwischen den Tat-
Komponenten gesammelt und in passenden Modellen zusammengefiihrt. In diesen Modellen
wurden achsensymmetrische Assemblierungen von 2, 3, 4, 6, 7 oder 8 TatC-Protomeren vor-
geschlagen, bei denen die Substratbindetasche in der Regel dem Mittelpunkt zugewandt ist.
TatC-Protomere sind dabei in der Regel rdumlich durch TatA- und TatB-Protomere getrennt,
welche mit den Transmembranhelices 5 und 6 von TatC interagieren und so die Detektion von
kovalent verkniipften TatAC und TatBC Heterodimeren erklaren (Aldridge ef al. 2014; Alcock
et al. 2016; Habersetzer et al. 2017; Blimmel et al. 2017).
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Auftillig ist jedoch gerade bei Studien zu Interaktionen zwischen TatC-Protomeren, dass in der
Regel nach der Kniipfung von kovalenten Bindungen TatC-Dimere jedoch keine TatC-Tri- oder
Tetramere beobachtet wurden (Punginelli et al. 2007; Cléon et al. 2015; Habersetzer et al. 2017;
Bliimmel et al. 2017). Nur in Einzelfillen konnten bisher Oligomere aus mehr als zwei TatC-
Protomeren erhalten werden. Hierbei fillt auf, dass TatC-Hexamere nur in der Abwesenheit
von TatB beobachtet werden konnten (Behrendt und Briiser 2014; Bliimmel et al. 2015). TatC-
Tetramere konnten zwar in Anwesenheit von TatB, jedoch bisher nur in einer Studie erhalten
werden (Bliimmel et al. 2015). Bei einer achsensymmetrischen Assemblierung von 3, 4 oder 6
TatC-Protomeren stellt sich jedoch die Frage, warum der Grofteil der durchgefiihrten Studien
kovalente Quervernetzungen von zwei TatC-Protomeren lieferte, die teilweise bei niedrigen

Temperaturen nicht mehr erhalten werden konnten (Punginelli e al. 2007).

Dimer Trimer Tetramer

Abbildung 50: Schematische Darstellung eines TatC-Di-, Tri- und Tetramers. TatA- und TatB-Protomere wurden
zur besseren Ubersicht nicht beriicksichtigt. Sicht aus dem Periplasma. Die fiir die Substratbindung essenziellen
Aminosduren F94 und E103 sind gelb markiert, einige bekannte TatC-TatC Interaktionsstellen rot. Rote Pfeile

zeigen die Nachbarschaft zweier TatC-Protomere an.

Abbildung 50 soll exemplarisch fiir TatC-Tri- und Tetramere verdeutlichen, dass achsen-
symmetrische Anordnungen keine Erkldrung fiir die Beobachtung von kovalent verkniipften
TatC-Dimeren eines Tat-Komplexes liefern konnen. Jede Interaktion, die bei der
Quervernetzung zu einer kovalenten Bindung zwischen zwei TatC-Protomeren eines Tat-
Komplexes fiihrt, miisste bei einer tri- oder tetrameren Anordnung zur Bildung von kovalent
verkniipften Tri- oder Tetrameren fiithren. Eine mdgliche Ursache fiir diese Diskrepanz konnte
sein, dass das Tat-System einer hohen Dynamik unterliegt. Es ist zu beachten, dass jedes
Quervernetzungs-Experiment nur eine Momentaufnahme abbildet. Durch die Quervernetzung

werden genau die Protomere kovalent miteinander verkniipft, die sich zu einem bestimmten
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Zeitpunkt in direkter Nachbarschaft befinden. Da im Laufe des Transportes unterschiedliche
Tat-Komplexe assemblieren, die wahrscheinlich nach dem Transport wieder disassemblieren,
werden genau die Assemblierungen beobachtet, die besonders langlebig sind und daher in
grofBerer Menge vorliegen als andere, kurzlebige Assemblierungen. Dies schlieBt keinesfalls
aus, dass TatC-Protomere tri-, tetra- oder hexamere Assemblierungen bilden. Die haufige
Beobachtung von TatC-Dimeren ldsst jedoch darauf schlieBen, dass TatC-Protomere
groftenteils nur mit einem weiteren TatC-Protomer interagieren (Maldonado et al. 2011;

Rollauer et al. 2012; Aldridge et al. 2014).

Diese Dynamik wird auch durch die Menge der bisher gefundenen Interaktionsstellen unter-
strichen. Solche Interaktionsstellen konnten bisher in fast allen helikalen- und peri-
plasmatischen Bereichen von TatC gefunden werden. Dies verdeutlicht, dass zwar alle
bisherigen Modelle durch experimentelle Daten unterstiitzt werden, diese wahrscheinlich nur

eine von vielen tempordren Assemblierungen darstellen.

Monomer TatCysypp,-Dimere

Abbildung 51: TatCisoppa-Dimere suggerieren eine Interaktion von zwei TatC-Protomeren iiber die konvexe Seite
der TatC-Struktur. Schematische Darstellung eines TatC-Monomers sowie moglicher TatCisoppa-Dimere. TatA-
und TatB-Protomere wurden zur besseren Ubersicht nicht beriicksichtigt. Einige bekannte TatC-TatC

Interaktionsstellen sind rot markiert. Rote Pfeile zeigen die Nachbarschaft zweier TatC-Protomere an.

Die Verteilung der bisher gefundenen Interaktionsstellen (siche Abbildung 51, Monomer)
zwischen zwei TatC-Protomeren ldsst vermuten, dass entweder nicht alle Interaktionsstellen
einer einzigen Assemblierung zugeordnet werden konnen oder die Flexibilitit einiger Bereiche
stark unterschétzt wurde. So wurde bei den bisherigen Modellen davon ausgegangen, dass die
Bindung des Substrates im Zentrum der Translokase stattfindet (Aldridge et al. 2014; Alcock
et al. 2016; Bliimmel et al. 2017). Die fiir die Substratbindung essenziellen Aminosduren F94
und E103 auf der konkaven Seite der TatC-Struktur wurden daher in der Regel in Richtung des
Zentrums der Translokase ausgerichtet (siche Abbildung 50). Die bekannten Kristallstrukturen
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von TatC hingegen suggerieren, dass Position 150 nicht in die angenommene Richtung des
Substrates ausgerichtet ist, sondern sich eher auf der konvexen Seite der TatC-Struktur befindet.
Die Bildung eines TatCisoppa-Dimers konnte dann zum Beispiel durch eine deutlich héhere
Flexibilitdt des ersten periplasmatischen Loops als von der Kristallstruktur suggeriert, erklart
werden. Aullerdem wére auch eine Interaktion von zwei TatC-Protomeren {iber die konkave
Seite der Struktur denkbar. Dies wiirde, sofern man von einer Substratbindung im Zentrum des
Tat-Komplexes ausgeht, eine Interaktion zwischen unterschiedlichen Tat-Komplexen
implizieren. Aufgrund der hohen Dynamik kann ebenso in Erwdgung gezogen werden, dass
TatC-Dimere nicht immer in der gleichen Orientierung vorliegen (Alcock et al. 2016). Eine
temporidre, ggf. durch TatCisoppa stabilisierte Dimerisierung von TatC-Protomeren in
differierender Orientierung konnte dann durchaus zur Bildung von TatCisospa-Dimeren fithren
(siche Abbildung 51). Da nicht genau bestimmt werden kann, welcher Zeitpunkt des Tat-
Transportes durch die Quervernetzung fixiert und welche Verkniipfung von TatCisospa gebildet
wird, konnten massenspektrometrische Methoden zur genaueren Analyse des TatCisopa-

Dimers genutzt werden.

4.1.2 TatCisospa fithrt zu einer Stabilisierung der Tat-Translokase

Im Rahmen der Masterarbeit von Dr. Eyleen Sabine Heidrich (2013) wurden bereits
Funktionalititsanalysen von TatABCisoppa-Systemen in Form von in-vivo-Translokations-
analysen des Tat-Substrates HiPIP aus Allochromatium vinosum durchgefiihrt. Diese wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit wiederholt und konnten reproduziert werden. So konnte
fiir das Tat-Substrat HiPIP aus A. vinosum fiir das TatABCisospa-System aus E. coli kein
Transport in das Periplasma beobachtet werden. Jedoch wurde das Tat-Substrat EfeB aus E. coli
fiir die Analyse von Substrat-assoziierten Tat-Komplexen verwendet, welches sich aufgrund
der starken Interaktion mit der Tat-Translokase hierfiir eignet. Aus praktischen Griinden
wurden fiir die Durchfiihrung von in-vivo-Translokationsanalysen des Substrates EfeB Stimme
verwendet, die zuvor fiir die Analyse von EfeB-assoziierten Tat-Komplexen verwendeten
wurden. Fiir das Tat-Substrat EfeB konnte ein Transport in das Periplasma nachgewiesen
werden (siche Abbildung 15A). Aufgrund dieser nicht iibereinstimmenden Ergebnisse wurden
weitere Funktionalititsanalysen fiir das TatABCisoppa-System durchgefiihrt. Dabei konnte
weder eine SDS-Sensitivitit, noch die Ausbildung des Kettenphénotyps beobachtet werden
(siche Abbildung 15B und C). Das deutet darauf hin, dass TatCisoppa nicht zu einer
Inaktivierung des Tat-Systems fiihrt.
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Position 150 befindet sich innerhalb des ersten periplasmatischen Loops von TatC. Dieser
erstreckt sich in etwa von Position Y36 bis F68 und besteht nicht nur aus einer unstrukturierten
Region ohne Sekundérstruktur, sondern auch aus dem Ende der ersten Transmembranhelix,
welche fast wie eine amphipathische Helix auf der periplasmatischen Seite der Cytoplasma-
membran aufliegt (siche Abbildung 52). Dieser Bereich wurde bereits eingehend untersucht
und beinhaltet eine verhdltnisméBig groBe Anzahl an Aminosduren, die essenziell fiir die
Aktivitdt des Tat-Systems von E. coli sind. Abbildung 52 zeigt eine schematische Darstellung
von TatC aus E. coli. Aminosduren, die sich innerhalb des ersten periplasmatischen Loops
befinden und deren Einfliisse auf die Aktivitdt des Tat-Systems bereits untersucht wurde sind

farblich hervorgehoben.

Abbildung 52: Schematische Darstellung von TatC aus E. coli. Hervorgehoben sind Aminoséuren, die sich
innerhalb des ersten periplasmatischen Loops befinden und deren Einfluss auf die Aktivitdt des Tat-Systems von
E. coli bereits untersucht wurde (Allen et al. 2002; Barrett et al. 2005; Kneuper et al. 2012). Aminoséduren, deren
Austausch zu einer Inaktivierung des Tat-Systems fiihrte sind rot hervorgehoben. Aminoséuren, deren Austausch

nicht zu einer Inaktivierung des Tat-Systems fiihrte sind griin hervorgehoben.

Auffillig ist hierbei vor allem die Nidhe von I50 zu P48. TatCpss wurde bereits gegen Alanin,
Leucin und Serin ausgetauscht. Dabei fiihrte jeder bisher untersuchte Austausch zu einer
Inaktivierung des Tat-Systems (Allen et al. 2002; Barrett et al. 2005; Kneuper et al. 2012).
Neben P48A, P48L und P48S fiihrten auch die Austausche S46F, M59K, I60N, D63V, V64A
und F68S zur Inaktivierung des Tat-Systems, wéhrend dieses durch die Austausche A47T,
L49S, L49P, P54L, A61T, A61V, T62A, P67S nicht inaktiviert wurde (Kneuper et al. 2012).

Die Vielzahl der Modifikationen innerhalb des ersten periplasmatischen Loops, die zu einer

Inaktivierung des Tat-Systems fiihrten sowie die starken Einfliisse einzelner Aminoséuren auf
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die Stabilitdt der Tat-Translokase verdeutlichen die Wichtigkeit dieser Region fiir die Funk-
tionalitdt des Tat-Systems. Die Tatsache, dass TatCisospa die Funktionalitit des Tat-Systems
nicht beeinflusst und weitergehend zu einer effektiven kovalenten Dimerisierung von TatC
fiihrt, ldsst vermuten, dass moglicherweise sogar eine Stabilisierung der Tat-Translokase vor-
liegen konnte (Geise et al. 2019). Aus diesem Grund sollten weitergehend die Effekte von

TatCrsospa auf die Tat-Komplexe untersucht werden.

4.1.3 Aromaten an Position 50 von TatC beeinflussen Stabilitit und Funktionalitat

Vor allem aufgrund des bekannten destabilisierenden Effektes von TatCpssa auf die Tat-
Komplexe (Allen et al. 2002; Behrendt und Briiser 2014) wurden bereits im Rahmen der
Masterarbeit von Christoph Stefan Nikolin vergleichende Analysen der TatABCisopa-
Komplexe mittels BN-PAGE/Western-Blot durchgefiihrt. Dabei fiel auf, dass fiir
TatABCisospa-Systeme ein starkes Signal fiir einen zuvor nicht beobachteten Tat-Komplex er-
halten werden konnte. Im Vergleich zu den Tat-Komplexen 1 und 2 des Wildtyp-TatABC-
Systems migrierte dieser Tat-Komplex bei signifikant hoherem Molekulargewicht und soll aus
diesem Grund fortan als Tat-Komplex 3 bezeichnet werden. Des Weiteren wurde der Effekt der
Bestrahlung mit UV-Licht bzw. der kovalenten Quervernetzung auf diesen Tat-Komplex unter-
sucht. Hierfiir wurden zwei identische Kulturen verwendet, von denen eine vor der Zellernte
mit UV-Licht bestrahlt wurde (+UV). Bei der zweiten Kultur wurde auf die Bestrahlung mit
UV-Licht verzichtet (-UV). Die Analyse der solubilisierten Membranproteine aus beiden
Kulturen mittels BN-PAGE/Western-Blot lieferte jedoch entgegen den Erwartungen keine

unterschiedlichen Tat-Komplexe.

Die beschriebenen Ergebnisse aus der Masterarbeit von Christoph Stefan Nikolin konnten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit reproduziert werden (siche Abbildung 16). So konnte ein
Unterschied zwischen der mit UV-Licht bestrahlten Probe und der nicht bestrahlten Probe nur
mittels SDS-PAGE/Western-Blot beobachtet werden. Hier konnten UV-abhidngige TatC-
Dimere detektiert werden. Mittels BN-PAGE/Western-Blot konnte in beiden Fillen ein starkes
Signal fiir Tat-Komplex 3 erhalten werden, der im Vergleich zu den Tat-Komplexen bei signi-
fikant hoherem Molekulargewicht migrierte. Des Weiteren konnte ein zweiter Tat-Komplex
mit geringerem Molekulargewicht detektiert werden. Anhand eines Vergleiches mit den Tat-
Komplexen 2 und 2S konnte allerdings nicht genau zugeordnet werden, um welchen Komplex
es sich dabei handelt. Diese Frage konnte im Rahmen spéterer Experimente beantwortet werden

(siehe Abschnitt 4.2.2).
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Die Tatsache, dass Tat-Komplex 3 nicht von der Bildung eines kovalent verkniipften TatC-
Dimers abhéngig war, lie8 darauf schlieen, dass einzig der Austausch von Isoleucin 50 durch
Bpa der Grund fiir die Stabilisierung dieses Komplexes war. Aus diesem Grund wurden weitere
Mutagenesen durchgefiihrt, bei denen TatCiso durch die natiirlichen aromatischen Aminosiuren
Phenylalanin (F), Tyrosin (Y) und Tryptophan (W) ausgetauscht wurde. Fiir TatABCisor- und
TatABCisow-Systeme konnte weder eine Aktivitit des Tat-Systems (siche Abbildung 18) noch
die Bildung von Tat-Komplexen beobachtet werden. Dies konnte auf einen Abbau von TatCisor
und TatCisow zuriickgefiihrt werden. Fiir TatABCisoy-Systeme hingegen konnte sowohl die
Aktivitdt des Tat-Systems als auch die Assemblierung von Tat-Komplexen beobachtet werden.
Vergleichende Analysen von TatABC-, TatABCisoppa- und TatABCisoy-Systemen zeigten
aullerdem, dass TatCisoy nicht nur zur Stabilisierung des Tat-Komplexes 3 fiihrte, sondern auch
Tat-Komplex 1 detektiert werden konnte. Dies war fiir TatABCisoppa-Systeme nicht der Fall
(siche Abbildung 18) (Geise et al. 2019).

Die Inaktivierung des Tat-Systems durch TatCisor und TatCisow zeigt, dass nicht jede
aromatische Aminoséure an Position 50 zu einer Stabilisierung des Tat-Komplexes 3 fiihrt und
verdeutlicht den zuvor beschriebenen Einfluss des ersten periplasmatischen Loops auf die
Aktivitit des Tat-Systems sowie die Stabilitdt der Tat-Translokase. Anhand der Struktur-
formeln von Bpa und Tyrosin lassen sich Riickschliisse darauf ziehen, welche strukturellen
Eigenschaften hierbei entscheidend fiir die Stabilisierung des Tat-Komplexes 3 sind. Bpa und
Tyrosin unterscheiden sich von Phenylalanin durch die Funktionalisierung des Benzolrings in
para-Position mit einer Benzophenon- bzw. Hydroxygruppe. Die Struktur von Tryptophan
unterscheidet sich aufgrund des Indolringes noch deutlicher von den anderen aromatischen
Aminosduren (siche Abbildung 53). Es liegt daher nahe, dass eine entsprechend funktional-

isierte Seitenkette fiir die Stabilisierung des Tat-Komplexes 3 notig ist.

HoN., HoN., HoN,, HoN,,
sy OH (s OH sy OH S

/
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Abbildung 53: Strukturformeln von para-Benzoyl-L-Phenylalanin 2 (Bpa), L-Tyrosin 4 (Y), L-Phenylalanin 5 (F)

und L-Tryptophan 6 (W). Die polaren Reste in para-Position der Benzolringe wurden rot markiert.
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Genauere Untersuchungen von TatABCpaga-Systemen zeigten, dass deren Inaktivierung
strukturelle Ursachen hatte. So fiihrte TatCpaga zu einer Disassemblierung der Tat-Translokase.
Anhand von BN-PAGE/Western-Blot-Analysen von TatABCp4ga-Systemen konnten nur noch
Spuren der Tat-Komplexe 1 und 2 detektiert werden. Stattdessen wurden starke Signale fiir
kleinere Disassemblierungsprodukte der Tat-Translokase erhalten (Allen ef al. 2002; Behrendt
und Briiser 2014). Ein moglicher Grund hierfiir konnten die strukturellen Einfliisse sein, die
Proline in Proteinen ausiiben. Durch die eingeschrinkte Rotation der Amidbindung verédndern
Proline die Orientierung von Helices und beeinflussen damit die rdumliche Struktur (Chou und
Fasman 1974; Richardson 1981; Barlow und Thornton 1988). Des Weiteren konnte fiir
Membranproteine gezeigt werden, dass Proline fiir die Kniipfung von Inter-Helix-Kontakten
verantwortlich sind. Diese haben ebenfalls bedeutenden Einfluss auf die Faltung (Lu et al.

2001).

Trotz der rdumlichen Ndhe von TatCiso und TatCpsg konnten anhand von BN-PAGE/Western-
Blot-Analysen keine destabilisierenden Effekte von TatCisospa und TatCrsoy beobachtet werden.
So konnten fiir TatABCisoppa keine und fiir TatABCisoy-Systeme nur sehr geringe Mengen von
Disassemblierungsprodukten nachgewiesen werden. TatCisopa scheint Tat-Komplex 3 sogar so
stark zu stabilisieren, dass Tat-Komplex 1 nicht mehr detektiert werden kann. Fiir TatABCisoy-
Systeme hingegen konnten die Tat-Komplexe 1, 2 und 3 detektiert werden. Dies konnte darauf
hinweisen, dass TatCisospa e€inen grofleren stabilisierenden Einfluss auf Tat-Komplex 3 ausiibt

als TatCisoy (siche Abbildung 18).

Da die unterschiedlichen Molekulargewichte der Tat-Komplexe in der Vergangenheit immer
auf die Zusammensetzung dieser Komplexe zuriickgefiihrt werden konnten, lag es nahe, dass
Tat-Komplex 3 sich in seiner Zusammensetzung von den bereits bekannten Tat-Komplexen 1,
1S, 2 und 2S unterscheidet. Aufgrund des erhohten Molekulargewichts konnte es sich dabei
moglicherweise um ein spites Intermediat der Tat-Translokase handeln, welches aufgrund
eines oder mehrerer gebundener Substrat-Protomere ein erhohtes Molekulargewicht aufweist.
Aus diesem Grund sollten nachfolgend die Einfliisse einzelner Tat-Komponenten, des

Substrates und der Substratbindung auf Tat-Komplex 3 genauer untersucht werden.
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4.2 Die Tat(A)BCisoppa-Komplexe

Betrachtet man die Unterschiede zwischen den literaturbekannten Tat-Komplexen, so fillt auf,
dass diese sich vor allem durch ihr Molekulargewicht voneinander unterscheiden. Verursacht
werden diese Unterschiede durch die Zusammensetzung der Tat-Komplexe. Bei Analysen von
TatABC-Komplexen konnte fiir Tat-Komplex 1 in der Regel das stdrkste Signal erhalten
werden (Oates et al. 2005; Richter und Briiser 2005). Spétere Untersuchungen zeigten, dass
Tat-Komplex 1 auch in der Abwesenheit von TatA beobachtet werden kann. Tat-Komplex 2
hingegen konnte bei geringen TatB-Konzentrationen, nur in Anwesenheit von TatA detektiert
werden. Dies flihrte zu dem Schluss, dass es sich bei Tat-Komplex 1 um einen TatBC- und bei
Tat-Komplex 2 um einen TatABC-Komplex handelt (siche Abbildung 54). Wurde zusétzlich
das Tat-Substrat EfeB (friiher YcdB) iiberproduziert, konnten zwei Substrat-assoziierte Tat-
Komplexe erhalten werden. Hierbei wies einer der beiden Komplexe ein etwas geringeres und
der andere ein etwas hoheres Molekulargewicht als Tat-Komplex 2 auf. Daraus wurde
geschlossen, dass diese jeweils die Tat-Komplexe 1 und 2 mit gebundenem Substrat
reprasentieren (Behrendt und Briiser 2014). Im Rahmen dieser Arbeit werden diese Komplexe

daher als Tat-Komplexe 1S und 2S bezeichnet (siche Abbildung 54).

Tat-Komplex 1 Tat-Komplex 2

Periplasma

Cytoplasma

TatC TatB TatA TatC TatB

Tat-Komplex 1S Tat-Komplex 25

Periplasma

Cytoplasma

Abbildung 54: Schematische Darstellung der Tat-Komplexe 1, 1S, 2 und 2S nach bisherigem Wissensstand
(Behrendt und Briiser 2014). Zu beachten ist, dass die Anzahl der Protomere pro Komplex nicht bekannt ist und
aus Griinden der Ubersichtlichkeit so weit wie mdglich reduziert wurde. Die Darstellung soll dient der

Verdeutlichung welche Tat-Komponenten Bestandteile der Komplexe sind.
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Zur Untersuchung der Einfliisse einzelner Tat-Komponenten, des Substrats und der Substrat-
bindung stehen unterschiedliche Mdglichkeiten zur Verfligung. Beispielsweise kann die Ana-
lyse von TatBC-Komplexen in der Abwesenheit von TatA hilfreiche Hinweise auf den Einfluss
von TatA auf die Assemblierung von Tat-Komplexen liefern. Mithilfe der Uberproduktion ein-
zelner Tat-Substrate (im speziellen EfeB) kann die vermehrte Assemblierung von Substrat-
assoziierten Tat-Komplexen erreicht werden. Diese konnten dann mittels BN-PAGE/Western-
Blot und spezifischen Antikorpern gegen diese Substrate nachgewiesen werden (Behrendt und
Briiser 2014). Auf der anderen Seite kann die Bindung von Substraten an die Tat-Translokase
durch den Austausch der fiir die Substratbindung essenziellen Aminosduren gezielt verhindert
werden. Hierbei spielen vor allem TatCros und TatCgio3 eine grofle Rolle. Die Austausche
TatCrosa, TatCrosq und TatCgioza fiihren nicht nur zu einer Inaktivierung des Tat-Systems
(Buchanan et al. 2002), sondern auch dazu, dass in vitro und in vivo keine Bindung von Sub-
straten an die Tat-Translokase beobachtet wird (Holzapfel et al. 2007; Behrendt und Briiser
2014; Huang et al. 2017).

4.2.1 TatCisoBpa zeigt eine erhohte Affinitit zu TatA und TatB

Um zu untersuchen, ob das erhohte Molekulargewicht von Tat-Komplex 3 durch die Asso-
ziation von Substraten an die Tat-Translokase verursacht wird, wurde der Stamm verwendet,
der bereits fiir die Translokationsanalyse von EfeB verwendet wurde. Dieser produziert neben
TatABCisoppa auch das Tat-Substrat EfeB. Durch eine Uberproduktion von EfeB sollte eine
vermehrte Assemblierung von EfeB-Tat-Komplexen erreicht werden (Behrendt und Briiser
2014). BN-PAGE/Western-Blot-Analysen fiihrten jedoch nicht dazu, dass EfeB-Tat-Komplexe
detektiert werden konnten. Des Weiteren wurden die Aminosdureaustausche 150Bpa, F94Q und
E103A in TatC kombiniert, um den Einfluss der Substratbindung auf Tat-Komplex 3 zu unter-
suchen. Diese zeigten keinen Einfluss auf die Assemblierung von Tat-Komplex 3 (siehe
Abbildung 20). Jedoch fiihrte die Modifikation der Substratbindung von TatABCisoppa-
Systemen dazu, dass der leichtere Tat-Komplex (2 oder 2S) nur noch in deutlich geringeren
Mengen detektiert werden konnte (siche Abbildung 20). Diese Beobachtungen deuten darauf
hin, dass es sich bei Tat-Komplex 3 nicht um einen Substrat-assoziierten Komplex handelt und
das erhohte Molekulargewicht nicht durch die Bindung von Substraten verursacht wird. Jedoch
scheint die Verhinderung der Substratbindung die Assemblierung des kleineren Komplexes zu

beeinflussen. Dies deutet darauf hin, dass es sich hierbei um Tat-Komplex 2S handeln konnte.
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Da kein Einfluss der Substratassoziation auf die Assemblierung von Tat-Komplex 3 nach-
gewiesen werden konnte, sollte nachfolgend der Einfluss von TatA untersucht werden. Hierfiir
wurden TatBCisoppa- und TatBCisoy in der Abwesenheit von TatA produziert. Die Analyse der
solubilisierten Membranproteine mittels BN-PAGE/Western-Blot zeigte, dass Tat-Komplex 3
weder fiir TatBCisospa noch fiir TatBCisoy in der Abwesenheit von TatA detektiert werden kann.
Stattdessen konnte fiir TatBCisospa nur der leichtere Tat-Komplex, welcher dem Tat-Komplex
2 oder 28 entspricht, erhalten werden (Geise et al. 2019). Fiir TatBCisoy hingegen konnte auch
dieser in der Abwesenheit von TatA nicht beobachtet werden. So konnte nach der Produktion
von TatBCisoy in der Abwesenheit von TatA nur Tat-Komplex 1 detektiert werden (siche

Abbildung 21).

Das deutet darauf hin, dass eine Assoziation von TatA fiir das erhohte Molekulargewicht von
TatABCisopa-Komplex 3 verantwortlich ist. Demzufolge konnte das erhdhte Molekulargewicht
von Tat-Komplex 3 auf eine erhohte Affinitdt von TatCisopa zu TatA zuriickzufiihren sein. Die
Tat-Komplexe 2 und 2S konnen fiir Wildtyp-Tat-Systeme nur in der Anwesenheit von TatA
erhalten werden. Dass jedoch fiir TatBCisopa auch in Abwesenheit von TatA ein Tat-Komplex
mit entsprechendem Molekulargewicht zu beobachten war, deutet darauf hin, dass auch die
Affinitdt von TatCisoppa zu TatB erhoht ist. So konnten TatA-Bindestellen durch TatB besetzt
werden, was zur Detektion von TatBCisoppa-Komplexen fiihrt, die ein dhnliches Molekular-

gewicht wie die Wildtyp-TatABC-Komplexe 2 oder 2S aufweisen (siche Abbildung 55).

TatBCs9p,, TatABC5pp,
Komplex 2 Komplex 3

W Lo 0

Periplasma
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TatB TatC TatB TatA TatC TatB

Abbildung 55: Schematische Darstellung des TatBCisogpa-Komplexes 2 und des TatABCisoppa-Komplexes 3. Die
Anzahl der Protomere pro Komplex ist nicht bekannt und wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit so weit wie
moglich reduziert. Das erhohte Molekulargewicht von Tat-Komplex 3 ist durch eine Assoziation von TatA

bedingt.
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Auffillig ist, dass TatCisoppa €ine erhohte Affinitdt sowohl zu TatA als auch zu TatB aufzu-
weisen scheint. Jedoch konnte fiir TatBCisoppa-Systeme keine Aktivitit nachgewiesen werden.
Das konnte bedeuten, dass die Assemblierung dieser TatBCisoppa-Komplexe nur in Abwesen-
heit von TatA stattfindet, da TatB-Protomere mit TatA-Bindestellen interagieren. Das wiirde in
der Folge bedeuten, dass es sich bei beiden Komplexen, die fiir TatABCisoppa-Systeme
beobachtet werden kdnnen, um TatABC-Komplexe handelt. Jedoch resultiert aus der erhdhten
Affinitdt von TatCisospa zu TatB in der Abwesenheit von TatA eine Besetzung der TatA-Binde-

stellen durch TatB-Protomere, was die Detektion von TatBCisoppa-Komplex 2 oder 28 erklirt.

4.2.2 TatCisoBpa stabilisiert neben Tat-Komplex 3 den Tat-Komplex 2S

Es konnten keine Hinweise darauf erhalten werden, dass das erhohte Molekulargewicht von
TatABCisopa-Komplex 3 im Zusammenhang mit der Assoziation von Substrat an das Tat-
Translokon steht. Um diese Ergebnisse zu bestétigen, sollte in der Folge ausgeschlossen
werden, dass eine Assoziation von Substrat an den leichteren Tat-Komplex 2 oder 2S zu einer
Erhohung des Molekulargewichts fiihrt. Hierfliir wurde ein Stamm verwendet, welcher
TatBCisospa in der Abwesenheit von TatA produziert und damit den beobachteten TatBCisopa-
Komplex 2 oder 28 bildet. Durch die Uberproduktion von EfeB sollte untersucht werden, ob
dieses an den TatBCisoppa-Komplex 2 oder 2S bindet und so zu einer Erh6hung des Molekular-

gewichts bzw. der Assemblierung von Tat-Komplex 3 fiihren kann.

Vergleichende BN-PAGE/Western-Blot-Analysen mit dem TatBCisoppa-Komplex 2 oder 2S
und dem TatABCisoppa-Komplex 3 zeigten, dass mithilfe der Uberproduktion von EfeB keine
Erhohung des Molekulargewichtes von TatBCisoppa-Komplex 2 oder 2S erreicht werden
konnte. Die Uberproduktion von EfeB fiihrte jedoch zur Detektion eines zusitzlichen Signals
nach der Verwendung eines spezifischen Antikérpers gegen EfeB. Dieses entsprach in etwa
dem Molekulargewicht des TatBCisoppa-Komplexes 2 oder 2S (siche Abbildung 22). Aus
diesem Grund wurde die Membran, die fiir die Detektion von TatB verwendet wurde, erncut
fiir die Detektion von EfeB verwendet. Zu diesem Zweck wurden die Antikorper entfernt (48
stripping, siche Abschnitt 2.4.11). Die erhaltenen Signale fiir TatB und EfeB wurden unter-
schiedlich eingeféarbt, anhand der GroBenstandards ausgerichtet und multipliziert (Overlay).
Das Overlay zeigte, dass die erhaltenen Signale fiir EfeB und TatB vom gleichen Komplex
stammten (siche Abbildung 23). Dies deutet darauf hin, dass es sich bei dem TatBCisoppa-
Komplex um Komplex 2S handelt. Da keine Anderung des Molekulargewichts beobachtet

werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass dieser Komplex bereits ohne die Uberproduktion
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von Substrat als Substrat-assoziierter-Komplex vorliegt. Die Uberproduktion von EfeB fiihrt
lediglich dazu, dass groBere Mengen an EfeB-Tat-Komplexen vorliegen, sodass EfeB in

Kolokalisation mit TatB detektiert werden kann (siche Abbildung 56).

TatBCsypya TatABC5pp,
Komplex 28 Komplex 2S

Periplasma

-~ [ 4~ a
YA 7 v v . ) ] —» v J . \
Cytoplasma

TatB TatC TatB TatA TatC TatB

PP WAPNAVARN

Abbildung 56: Schematische Darstellung des TatBCisoppa-Komplexes 2S und des TatABCisoppa-Komplexes 2S.
Die Anzahl der Protomere pro Komplex ist nicht bekannt und wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit so weit

wie moglich reduziert. Das erhohte Molekulargewicht von Tat-Komplex 3 ist von TatA abhingig.

Abbildung 56 zeigt eine schematische Darstellung des Substrat-assoziierten TatBCisoppa-
Komplexes (links). Wie bereits erwihnt, sind TatBCisoppa-Systeme nicht funktionell (siehe
Abbildung 28). Das gebundene Substrat kann daher nicht in das Periplasma transportiert
werden. Aus diesem Grund akkumulieren EfeB-Tat-Komplexe in der Membran, sodass diese

detektiert werden konnen (siche Abbildung 23) (Geise et al. 2019).

Wird EfeB hingegen in Anwesenheit von TatABCisospa-Komplexen tiberproduziert, kann EfeB
nicht in diesem Komplex nachgewiesen werden (siche Abbildung 20). Jedoch sind
TatABCisopa-Komplexe funktionell und kénnen Substrate in das Periplasma transportieren.
Wird EfeB iiberproduziert, bilden sich zwar vermehrt EfeB-Tat-Komplexe, das gebundene
EfeB wird jedoch anschlieBend in das Periplasma transportiert (siche Abbildung 15A). Aus
diesem Grund akkumulieren keine EfeB-Tat-Komplexe in der Membran und kdnnen nicht
detektiert werden (siche Abbildung 56, rechts). Analog zu Abschnitt 4.2.1 ist es wahrschein-
lich, dass der EfeB-TatBCisoppa-Komplex 2S nur aufgrund der erhohten Affinitit von TatCisopa
zu TatB in Abwesenheit von TatA als TatBC-Komplex assembliert. Es ist nicht davon auszu-
gehen, dass es sich bei diesem Komplex auch in Anwesenheit von TatA um einen reinen EfeB-
TatBC-Komplex handelt, sondern eher um einen EfeB-TatABC-Komplex. Dies konnte anhand
von spéter durchgefiihrten Reinigungen von TatABCisospa-Komplexen bestdtigt werden, mit-

hilfe derer TatA in beiden Tat-Komplexen nachgewiesen werden konnte (siche Abbildung 32).
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Einen weiteren Hinweis lieferten Modifikationen der Substratbindung (siche Abschnitt 3.2.2).
Die TatC-Aminosdureaustausche F94Q, E103A sowie deren Kombination verhindern die
Bindung von Substraten an die Tat-Translokase (Holzapfel et al. 2007; Huang et al. 2017).
Wurden diese Mutationen mit TatCisospa kombiniert, so konnten fiir TatABC-Systeme nur noch
Spuren dieses Komplexes detektiert werden (siche Abbildung 20, m). Dies weist darauf hin,
dass es sich hierbei auch in TatABCisoppa-Systemen um einen Substrat-assoziierten Tat-

Komplex 2S handelt.

4.2.3 Die Modifikation der Substratbindung induziert die Bildung von Tat-Komplex 3

Es stellte sich nun die Frage, ob die verstéirkte Assoziation von TatA-Protomeren und die Disso-
ziation des Substrates miteinander gekoppelt sind und ob letztere den Transport reprisentiert.
Eine Kopplung von TatA-Assoziation und Substrat-Dissoziation wiirde bedeuten, dass Tat-
Komplex 3 nicht nur von TatA, sondern auch von der Existenz eines Vorldufer-Komplexes
abhéngig ist, der mit einem oder mehreren Substraten assoziiert ist. Hierfiir sollen im Folgenden
die Einfliisse einer modifizierten Substratbindung auf die Assemblierung von Tat-Komplex 3
diskutiert werden. In Abschnitt 4.2.2 wurde bereits auf den Einfluss der Substratbindung auf
TatABCisopa-Komplex 2S diskutiert. Im Rahmen dieses Experiments konnte beobachtet
werden, dass die Kombination von TatCisoppa mit F94Q und E103A zu einer reduzierten Assem-
blierung von Tat-Komplex 2S fiihrt. Das bestétigt, dass es sich bei diesem Komplex um den
Substrat-assoziierten Tat-Komplex 2S handelt. Des Weiteren konnte auch beobachtet werden,
dass die vorgenommene Unterbindung der Substratbindung keinen Einfluss auf die Assem-
blierung von Tat-Komplex 3 hatte. So konnten dhnlich starke Signale fiir Tat-Komplex 3
erhalten werden wie bei TatABCisoppa-Systemen, deren Substratbindung nicht modifiziert

wurde (siche Abbildung 20).

Auch fiir TatBC-Systeme wurden die Aminosdureaustausche TatCisoppa, TatCrosq und
TatCgi03a kombiniert. Da TatBCisoppa-Systeme bereits bei endogenen Substrat-Konzentra-
tionen Tat-Komplex 2S bilden, wurde hier davon ausgegangen, dass das Verhindern der Sub-
stratbindung zu kleineren Tat-Komplexen fiihrt. Erwartungsgemill wurden deutlich
schwichere Signale flir Tat-Komplex 2S erhalten. Jedoch konnte Entgegen der Erwartungen
beobachtet werden, dass es zu einer Assemblierung von Tat-Komplex 3 in der Abwesenheit

von TatA kam (siche Abbildung 24).
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Moglicherweise verursacht TatCisoppa €ine so starke Stabilisierung von Tat-Komplex 3, dass
dieser sich auch unabhédngig von der Substratbindung bilden kann. Auffillig ist hierbei, dass
TatA sowohl bei modifizierter als auch bei nicht modifizierter Substratbindung an das Tat-
Translokon assoziiert, sodass Tat-Komplex 3 detektiert werden kann. TatB hingegen assem-
bliert nur in hoherem Malle an das Tat-Translokon, wenn die Substratbindung modifiziert
wurde. Dies konnte durch eine erhdhte Affinitdt von TatC-Protomeren mit modifizierter
Substratbindung zu TatB erkldrt werden. Es ist jedoch auch denkbar, dass die Affinitit zu
Substraten unter natiirlichen Umsténden hoher ist als zu TatB und eine TatB-Assoziation nur
moglich ist, wenn keine Assoziation von Substraten stattfinden kann. Abbildung 57 zeigt

schematische Darstellungen der TatBCisoppa,Fo40,E103a- und TatABCisospa,Fo4Q,E103a-Komplexe.
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Abbildung 57: Schematische Darstellung des TatBCisopa,ro4q,e103a-Komplexes 3 und des TatABCisospa,ro4Q,E1034-
Komplexes 3. Die Anzahl der Protomere pro Komplex ist nicht bekannt und wurde aus Griinden der Ubersicht-

lichkeit so weit wie moglich reduziert.

Die beobachteten Komplexe deuten darauf hin, dass Tat-Komplex 2S in Abwesenheit von TatA
und bei intakter Substratbindung die stabilste Assemblierung darstellt. Wird die Bindung von
Substraten verhindert, kann noch mehr TatB mit dem Tat-Translokon interagieren, sodass Tat-
Komplex 3 in Abwesenheit von TatA assemblieren kann (siche Abbildung 57). Da die Sub-
strate sich strukturell untereinander teils stark unterscheiden, kann die Modifikation der
Substratbindung durch TatCrosaq und TatCgio3a nicht mit vergleichbarer Effektivitit die Bin-
dung aller Substrate unterbinden (Holzapfel ef al. 2007). Diese Tatsache konnte eine Erklarung
dafiir liefern, warum auch nach modifizierter Substratbindung immer noch Spuren von Tat-

Komplex 28 detektiert wurden.
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In Anwesenheit von TatA hingegen scheint Tat-Komplex 3 auch bei intakter Substratbindung
die stabilste Assemblierung darzustellen. Jedoch kann Tat-Komplex 3 auch bei verminderter
Substratbindung beobachtet werden. Einen moglichen Grund hierfiir konnte die erhohte
Affinitdt von TatCisoppa zu TatA liefern. Moglicherweise ist die Assoziation von TatA in der
Folge kinetisch so stark bevorzugt, dass dieses auch ohne funktionellen Transport an das Tat-
Translokon bindet, um Tat-Komplex 3 zu bilden. Andererseits darf auch die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dass die starke Erhohung der Affinitdt von TatCisospa zu TatA zur
Assemblierung eines nicht funktionalen, artifiziellen Tat-Komplexes fithren konnte, welcher in

keinem Zusammenhang mit dem Tat-Transport steht.

Zusammenfassend konnen fiir TatABCisospa-Systeme zwei Tat-Komplexe beobachtet werden.
Ein kleinerer Komplex, welcher dem Tat-Komplex 2S entspricht und in Assoziation mit
Substraten vorliegt sowie Komplex 3, welcher keinem der vorher charakterisierten Komplexe
entspricht. Dieser kann, unabhéngig von der Substratbindung, in Anwesenheit von TatA
erhalten werden, ist jedoch nicht mit Substrat assoziiert und kann bei modifizierter
Substratbindung auch in Abwesenheit von TatA erhalten werden. Eine mogliche Erkldrung
hierfiir konnte die erhdhte Affinitit von TatCisoppa zu TatA und TatB liefern. Dies konnte auch
der Grund dafiir sein, dass nur Tat-Komplexe mit hoherem Molekulargewicht beobachtet
werden konnen, die bei Wildtyp-TatABC-Systemen nur in Anwesenheit von TatA
assemblieren. Die erhaltenen Ergebnisse bestétigen auBerdem frithere Studien, im Rahmen
derer gezeigt werden konnte, dass TatB im Laufe des Transportes an TatA-Bindestellen von
TatC bindet (Habersetzer et al. 2017). All dies legt die Stabilisierung zweier spéter Intermediate
des Tat-abhingigen Proteintransportes durch TatCisopa nahe. Moglicherweise stellt Tat-
Komplex 28 eines der letzten Intermediate vor dem Transport dar. Die verstarkte Assoziation
von TatA-Protomeren an diesen Komplex und die Dissoziation des Substrates konnten zur
Bildung von Tat-Komplex 3 fiihren. Sofern die Dissoziation des Substrates auf der
periplasmatischen Seite geschieht, wire Tat-Komplex 3 ein posttranslokationales Intermediat,
welches die Tat-Translokase nach dem Transport repriasentiert (Geise et al. 2019). Jedoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Intermediate existieren, die mit der bisher

verwendeten Methodik nicht identifiziert werden konnen.
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4.3 Die Rolle der Komponenten bei der Assemblierung von Tat-Komplexen

In E. coli sind die Gene tatA, tatB und tatC unter natiirlichen Bedingungen gemeinsam im
tatABCD-Operon organisiert. Dieses steht unter der Kontrolle des gemeinsamen tat4-Pro-
motors (P:z4), sodass bei der Transkription eine polycistronische mRNA entsteht. Ausgehend
von dieser polycistronischen mRNA entstehen nach der Translation die Proteinprodukte TatA,
TatB und TatC. Diese liegen unter natiirlichen Bedingungen im Verhiltnis 25:1:0,5 vor
(Sargent et al. 2001). Eine Moglichkeit die Einfliisse von TatA genauer zu untersuchen sind
vergleichende Analysen von TatABC- und TatBC-Systemen. Bereits im Rahmen friitherer Stu-
dien wurde gezeigt, dass die Tat-Komplexe 1 und 2 auch in Abwesenheit von TatA erhalten
werden konnen, sofern TatB iiberproduziert wird. Auch wenn tat4 aus dem tatABCD-Operon
entfernt wird, sodass fatB und tatC unter der Kontolle des tat4-Promotors exprimiert werden,
konnen die Tat-Komplexe 1 und 2 in der Abwesenheit von TatA erhalten werden (Behrendt et
al. 2007). Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich, dass TatB und TatC nach der Deletion von tatA
im Verhiltnis 25:1 vorliegen. Dies entspricht einem massiven Uberschuss an TatB, dhnlich wie
bei der bei Uberproduktion von TatB. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von TatA und
TatB konnen beide mit den gleichen Regionen von TatC interagieren (Habersetzer et al. 2017).
Wird TatB im Uberschuss verwendet, bindet dieses in Abwesenheit von TatA trotz niedrigerer
Affinitit an die TatA-Bindestellen von TatC. In der Folge assemblieren TatBC-Komplexe,
deren Oberfldche der der TatABC-Komplexe 1 und 2 dhnelt, wodurch diese ein identisches
Migrationsverhalten in der BN-PAGE zeigen. Werden fatB und tatC jedoch unter der Kontrolle
des tet-Promotors exprimiert, liegt weniger liberschiissiges TatB vor, sodass nur Tat-Komplex

1 in Abwesenheit von TatA erhalten werden kann (Behrendt und Briiser 2014).

Die Einfliisse der verschiedenen Tat-Komponenten auf die Assemblierung der Tat-Komplexe
und die Funktionalitit des Tat-Systems wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir das
Wildtyp-Tat-System genauer untersucht und teilweise auf den zuvor charakterisierten Tat-
Komplex 3 des TatABCisospa-Systems iibertragen. Die erhaltenen Ergebnisse sollen

nachfolgend diskutiert werden.
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4.3.1 TatA kann strukturell, jedoch nicht funktionell durch TatB ersetzt werden

Neben den bereits untersuchten Expressionssystemen, bei denen tatB und tatC unter der
Kontrolle des fatA- und des tet-Promotors exprimiert werden (Behrendt ef al. 2007; Behrendt
und Briiser 2014), wurde ein weiteres Expressionssystem verwendet, welches von Dr. Michael
Thomas Ringel etabliert wurde. Bei diesem Expressionssystem werden die Gene fa¢B und tatC
unter der Kontrolle eines modifizierten tat4-Promotors (Pu«s)) exprimiert. Dieser beinhaltet
anstelle der zu tat4 gehorigen ribosomalen Bindestelle die fiir tatB spezifische ribosomale
Bindestelle. Da sowohl die Sequenz als auch die Entfernung der ribosomalen Bindestelle zum
Startcodon einen Einfluss auf die Translationseffizienz und damit auf die Konzentration der
Proteinprodukte hat (Ma et al. 2002), sollte anhand dieser Modifikation eine TatB-

Konzentration erreicht werden, die eher den natiirlichen Umsténden entspricht.

Des Weiteren wurde ein Expressionssystem etabliert, welches auf einem modifizierten
Rhamnose-Promotor (P4,) basiert. Hierfiir wurde die urspriingliche ribosomale Bindestelle
entfernt und tatABCrs bzw. tatBCps inklusive der entsprechenden ribosomalen Bindestellen fiir
tatA bzw. tatB insertiert (fortan P,u.4) und Puep). Die solubilisierten Membranen der
entsprechenden Stdmme wurden mittels BN-PAGE/Western-Blot analysiert (siche
Abbildung 25 und Abbildung 26). Aulerdem wurden Funktionalitdtsanalysen mithilfe der
entsprechenden Stimme durchgefiihrt (siche Abbildung 28).

Fiir alle beschriebenen tatBCrs-Expressionssysteme konnten in Abwesenheit von TatA TatBC-
Komplexe erhalten werden, die auch flir die entsprechenden TatABC-Systeme erwartet
wurden. Dies gilt nicht nur fiir die bereits untersuchten Wildtyp-Tat-Komplexe 1 und 2
(Behrendt et al. 2007), sondern auch fiir Tat-Komplex 3. Dieser konnte sowohl fiir das
TatBCisospa-System als auch fiir TatBCisoy-System in der Abwesenheit von TatA erhalten
werden (siche Abbildung 25). Die Funktionalitit der entsprechenden TatBC-Systeme konnte
hingegen fiir keinen der analysierten Stamme nachgewiesen werden (siche Abbildung 28).
Auch nach Uberproduktion beider Komponenten, TatB und TatC, konnten die Tat-Komplexe
1 und 2 in der Abwesenheit von TatA beobachtet werden (siche Abbildung 26). Die erhaltenen
Wildtyp-TatBC-Komplexe sind in Abbildung 58 schematisch dargestellt.
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Abbildung 58: Schematische Darstellung der TatBC-Komplexe 1 und 2. Alle Tat-Komplexe kdnnen auch in der
Abwesenheit von TatA abhingig von der TatB-Konzentration erhalten werden. Die Anzahl der Protomere pro

Komplex ist nicht bekannt und wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit so weit wie mdglich reduziert.

Eine Begriindung fiir die gemachten Beobachtungen konnte die Interaktion von TatB-
Protomeren mit TatA-Bindestellen von TatC liefern (Habersetzer ef al. 2017). So konnten bei
der Verwendung eines TatB-Uberschusses alle Tat-Komplexe, die auch in der Anwesenheit
von TatA zu beobachten sind, als TatBC-Komplexe erhalten werden. Das deutet darauf hin,
dass die Konzentrationen von TatA und TatB von entscheidender Bedeutung fiir den Tat-
Transport sind. So kann TatB offensichtlich, wenn auch mit geringerer Affinitdt, mit TatA-
Bindestellen interagieren. In Abwesenheit von TatA konnen folglich alle TatA-Bindestellen mit
TatB-Protomeren besetzt werden, was zur Assemblierung von TatBC-Komplexen fiihrt, deren
Migrationsverhalten dem von TatABC-Komplexen gleicht. Da jedoch fiir keines der
untersuchten TatBC-Systeme Funktionalitidt beobachtet werden konnte, ist es wahrscheinlich,
dass TatA immer ein Bestandteil der Tat-Komplexe ist, sofern TatA anwesend ist (siche
Abbildung 28). Die Tatsache, dass die Tat-Komplexe 2 und 3 erst unter Verwendung eines
Uberschusses an TatB auch in Abwesenheit von TatA erhalten werden kdnnen, legt nahe, dass
es sich bei den zu beobachtenden Tat-Komplexen 1, 2 und 3 um verschiedene Assemblierungs-
stadien handelt. Die unterschiedlichen Mengen assoziierter TatA-Protomere bedingen wiirden
in der Folge in unterschiedlichen Molekulargewichten resultieren. All diese Beobachtungen
sprechen dafiir, dass TatBC-Komplexe unter natiirlichen Umstéinden nicht existieren und
lediglich aufgrund struktureller Ahnlichkeiten in der Abwesenheit von TatA assemblieren. Bei
TatBC-Komplexen handelt es sich unter natiirlichen Bedingungen wahrscheinlich er um eine
Art Kern-Komplexe, welche erst durch die Assoziation mit TatA-Protomeren aktiv am Tat-

Transporte teilnehmen.
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Es stellt sich folglich die Frage, ob es sich bei Tat-Komplex 1 tatsdchlich unter natiirlichen
Umstdnden um einen reinen TatBC-Komplex handelt (Behrendt und Briiser 2014). Die
erhobenen Daten lassen ebenso den Schluss zu, dass die Verwendung des fet-Promotors
allgemein zu einer geringeren Konzentration von TatB und TatC fiihrt (siche Abbildung 21).
In der Folge wiirden weniger Tat-Komplexe assemblieren. Betrachtet man die Tat-Komplexe
des Wildtyp-Tat-Systems fallt auf, dass Tat-Komplex 1 immer in gréeren Mengen vorliegt als
Tat-Komplex 2. Bei geringerer Konzentration von TatB und TatC wire eine logische Folge,
dass geringere Mengen beider Tat-Komplexe assemblieren. Die Konzentration von Tat-
Komplex 2 konnte dann unter die Nachweisgrenze fallen, sodass nur Tat-Komplex 1 detektiert
werden kann. Ein Beweis, dass TatA Bestandteil des Tat-Komplexes 1 ist, kann jedoch nur
durch den Nachweis von TatA innerhalb des Komplexes, beispielsweise durch AB stripping,
erbracht werden. Entsprechende Experimente wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit

durchgefiihrt und sollen im folgenden Abschnitt 4.3.2 diskutiert werden.

Zusammenfassend konnte anhand der Verwendung unterschiedlicher Expressionssysteme
gezeigt werden, dass auch in der Abwesenheit von TatA alle bisher bekannten Tat-Komplexe
erhalten werden konnen. Fiir die Assemblierung der Tat-Komplexe 2 und 3 wird dabei ein
Uberschuss an TatB bendtigt. Damit konnte bestitigt werden, dass TatB und TatA aufgrund
dhnlicher Interaktionen mit dem Tat-Translokon assoziiert sind und lésst. Dies ldsst durchaus
die Moglichkeit eines Positionstausches von TatA- und TatB-Protomeren im Laufe des Tat-

abhédngigen Transportes zu (Habersetzer et al. 2017).

4.3.2 Die Tat-Komplexe 1, 2, 2S und 3 sind TatABC-Komplexe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Strategien zur Reinigung von Tat-Komplexen
unter nicht-denaturierenden Bedingungen entwickelt (siche Abschnitt 3.4). Bei der Etablierung
dieser Reinigungsstrategien konnte auch beobachtet werden, dass freies TatA mithilfe der
GroBenausschlusschromatographie effizient entfernt werden kann. Freie TatA-Protomere sind
nicht mit der Tat-Translokase assoziiert und neigen dazu, homooligomere Strukturen unter-
schiedlicher Grofen zu bilden. Diese konnen nach BN-PAGE/Western-Blot-Analysen als eine
Art Leiter detektiert werden und verhindern eine Aussage iiber die Lokalisation von TatA
innerhalb der Tat-Komplexe. Nach der Entfernung dieser freien TatA-Assemblierungen
konnten fiir TatA Signale erhalten werden, die etwa dem Molekulargewicht der Tat-Komplexe

entsprachen.
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Um zu untersuchen, welche der Tat-Komplexe in Assoziation mit TatA vorliegen, wurden Tat-
Komplexe von Wildtyp-TatABC- (siche Abbildung 31) und TatABCisospa-Systemen (siche
Abbildung 32) anhand dreier aufeinander folgender Reinigungsschritte prapariert und mittels
BN-PAGE/Western-Blot analysiert. Hierbei konnten TatB und TatC als Bestandteile der Tat-
Komplexe 1 und 2 (Wildtyp-Tat-System) sowie die Komplexe 2S und 3 (TatABCisoppa-System)
detektiert werden. Nach der Detektion von TatB und TatC wurden die Antikdrper mittels AB
stripping von den Membranen entfernt. Die Membranen wurden anschlieend fiir die Detektion
von TatA verwendet. Die erhaltenen Bilder einer Membran wurden unterschiedlich eingefarbt,
passend ausgerichtet und multipliziert (Overlay), sodass die Kolokalisation zweier Proteine
anhand der Kolokalisation zweier Signale bestimmt werden konnte (siche Abbildung 31 und

Abbildung 32).
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Abbildung 59: Schematische Darstellung der Wildtyp-Tat-Komplexe 1 und 2. Die Tat-Komplexe 1 und 2 sind
TatABC-Komplexe.

Nach der Reinigung und Analyse von Tat-Komplexen des Wildtyp-TatABC-Systems konnte
TatA in Kolokalisation mit TatC detektiert werden. Dabei konnte jedoch nicht nur ein Signal
erhalten werden, welches Tat-Komplex 2 entspricht. Ebenfalls konnte ein Signal erhalten
werden, welches Tat-Komplex 1 entspricht (siche Abbildung 31). Vorherige Studien waren
davon ausgegangen, dass es sich bei Tat-Komplex 1 um einen TatBC-Komplex handelt, da
dieser auch in der Abwesenheit von TatA erhalten werden kann (Behrendt und Briiser 2014).
Die erhaltenen Ergebnisse deuten jedoch eher darauf hin, dass es sich bei Tat-Komplex 1 um
einen TatABC-Komplex handelt. Abbildung 59 zeigt eine schematische Darstellung der
TatABC-Komplexe 1 und 2.
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Alle Tat-Komplexe, die sich fiir TatABC-Systeme beobachten lassen, konnen abhidngig von der
TatB-Konzentration auch in der Abwesenheit von TatA erhalten werden. Die Detektion von
Tat-Komplex 1 in der Abwesenheit von TatA bei geringen Konzentrationen von TatB, lédsst
sich daher wahrscheinlich eher durch die Konzentration der Tat-Komponenten erkldren. In der
Regel werden stirkere Signale fiir Tat-Komplex 1 erhalten. Eine geringere Konzentration von
TatB und TatC (siche Abbildung 21) wiirde in der Folge dazu fiihren, dass nur noch geringe
Mengen von Tat-Komplex 1 detektiert werden konnen. Die Konzentration von Tat-Komplex 2
hingegen fillt unter die Nachweisgrenze, sodass dieser gar nicht mehr detektiert werden kann.
Es ist davon auszugehen, dass die unterschiedlichen Molekulargewichte der Tat-Komplexe von
unterschiedlichen Mengen assoziierter TatA-Protomere herrithren. Dementsprechend ist auch
eine groflere Anzahl von TatB-Protomeren nétig, um die Komplexe 2 und 3 in der Abwesenheit
von TatA als TatBC-Komplexe zu erhalten.

TatABC50ppa TatABCisopp,
Komplex 28 Komplex 3
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Abbildung 60: Schematische Darstellung der Tat-Komplexe 2S und 3 von TatABCisoppa-Systemen. Die
Komplexe 28 und 3 sind TatABCisoppa-Komplexe.

Analog zur Reinigung und Analyse von Tat-Komplexen des Wildtyp-TatABC-Systems wurde
ebenfalls eine Reinigung und Analyse der Tat-Komplexe des TatABCisoppa-Systems
durchgefiihrt. TatA konnte in Kolokalisation mit TatB detektiert werden. Praziser konnten fiir
TatA die beiden Signale erhalten werden, die auch fiir TatB und TatC detektiert wurden und
den Tat-Komplexen 2S und 3 entsprechen (siche Abbildung 32). Tat-Komplex 2S konnte in
vorherigen Studien nur in Anwesenheit von TatA erhalten werden (Behrendt und Briiser 2014).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dieser fiir TatBCisoppa-Systeme auch in der
Abwesenheit von TatA erhalten werden (siche Abbildung 22). Da nach der Reinigung und
Analyse von TatABCisospa-Systemen jedoch TatA in Kolokalisation mit TatB detektiert werden
konnte, ist davon auszugehen, dass auch hier Tat-Komplex 2S nur in der Abwesenheit von TatA
als TatBC-Komplex erhalten wird. Des Weiteren konnte anhand der Analysen bestétigt werden,

dass es sich bei Tat-Komplex 3 um einen TatABCisospa-Komplex handelt (Geise et al. 2019).
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Auch dieser konnte bei geringen TatB-Konzentrationen in Abwesenheit von TatA nicht
detektiert werden (siche Abbildung 22). Lag TatB hingegen in hoheren Konzentrationen vor,
konnte auch Tat-Komplex 3 in der Abwesenheit von TatA als TatBC-Komplex erhalten werden
(siche Abbildung 25). Diese Beobachtungen unterstreichen, dass es sich bei den Tat-
Komplexen 1, 2, 2S und 3 um TatABC-Komplexe handelt, die in Assoziation mit
unterschiedlich vielen TatA-Protomeren vorliegen, was die differierenden Molekulargewichte
dieser Tat-Komplexe erklért. In Abwesenheit von TatA kann TatB mit den TatA-Bindestellen
von TatC interagieren, sodass TatBC-Komplexe mit identischem Migrationsverhalten
assemblieren. Da das Molekulargewicht mit der Anzahl der assoziierten TatA-Protomere steigt,
miissen hohere TatB-Konzentrationen vorliegen, um die schwereren Tat-Komplex 2 und 3 in
Abwesenheit von TatA als TatBC-Komplexe zu erhalten. Aufgrund der héheren Affinitét von
Tatisoppa zu TatB kann der TatBCisogpa-Komplex 2S bereits bei geringeren TatB-

Konzentrationen erhalten werden.

4.3.3 Funktionelle Tat-Komplexe assemblieren nur in Anwesenheit von TatA/E, TatB
und TatC

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die Tat-Komplexe 1, 2,

2S und 3 auch in der Abwesenheit von TatA als nicht-funktionale TatBC-Komplexe erhalten

werden konnen. Fiir die Assemblierung der TatBC-Komplexe 2 und 3 mit héherem

Molekulargewicht wird dabei ein Uberschuss an TatB benétigt (siche Abschnitt 4.3.1).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass TatA und TatB auf dhnliche Weise mit den
anderen Komponenten des Tat-Systems intergieren. Es existieren jedoch Unterschiede
zwischen TatA und TatB, die bedingen, dass in Abwesenheit von TatA kein funktionaler Tat-
Transport stattfinden kann. Um die Einfliisse von TatA und TatB auf die Assemblierung der
Tat-Komplexe und die Funktionalitit des Tat-Systems genauer zu untersuchen, wurden
vergleichende Analysen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Komponenten einzeln und
in Kombination mit jeweils einer oder zwei weiteren Tat-Komponenten produziert. Die
solubilisierten Membranproteine bzw. Proteinkomplexe wurden anschlieBend mittels BN-
PAGE/Western-Blot analysiert (siche Abbildung 29). Tabelle 25 zeigt eine Zusammenfassung

der beobachteten Proteinkomplexe.
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Tabelle 25: Beobachtete Assemblierungen nach der Produktion zweier sowie dreier Tat-Komponenten.
Kombinationen fiir die die Tat-Komplexe 1 und 2 mittels BN-PAGE/Western-Blot detektiert werden konnten,
wurden mit ,,1 + 2° gekennzeichnet. Kombinationen oder Einzelkomponenten, fiir die eine Oligomerisation
beobachtet wurde, wurden mit ,,0lig.* gekennzeichnet. Kombinationen, fiir die keine Proteinkomplexe detektiert

werden konnten, wurden mit ,,(-)“ gekennzeichnet.

TatA TatB TatC
TatA Olig. Olig. -)
TatB Olig. Olig. 1+2
TatC ) 1+2 (Behrendt und Briiser 2014)
TatA TatB TatC
TatAB 1+2
TatAC 1+2
TatBC 1+2

Anhand der Analyse der Proteinkomplexe mittels BN-PAGE/Western-Blot konnte bestdtigt
werden, dass TatA- und TatB-Protomere zur Homooligomerisation neigen, wobei Homo-
oligomere verschiedener Groflen entstehen. TatA zeigte diese Eigenschaft sowohl in der An-
als auch in der Abwesenheit von TatB und TatC. Fiir TatB hingegen kénnen Homooligomere
nur erhalten werden, wenn TatB in der Abwesenheit von TatC produziert wurde (Behrendt et
al. 2007). Zusétzlich zeigte sich, dass TatA einen Einfluss auf die Assemblierung von TatB-
Homooligomeren ausiibt. So wurden in Anwesenheit von TatA TatB-Assemblierungen mit
signifikant hoherem Molekulargewicht detektiert. Im Gegensatz zu den TatB-
Homooligomeren, die in Abwesenheit von TatA erhalten wurden, konnten diese nicht
voneinander differenziert werden (siche Abbildung 29). Anhand des Migrationsverhaltens
(bzw. der Rp-Werte) der einzelnen TatB-Homooligomere im Vergleich zum Migrations-
verhalten der verwendeten Markerproteine konnten die Differenzen zwischen diesen berechnet
werden. So ergab sich eine Differenz des Molekulargewichts zwischen den einzelnen TatB-
Homooligomeren zwischen 85 und 110 kDa. Diese entspricht in etwa den Differenzen, die
bereits in friiheren Studien angegeben wurden (Behrendt et al. 2007) und durch trimere

Assemblierungen von TatB erklédrt wurde (Behrendt und Briiser 2014).
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Damit resultieren die strukturellen Ahnlichkeiten von TatA und TatB nicht nur in der Bildung
von TatBC-Komplexen, die dem Molekulargewicht von TatABC-Komplexen entsprechen.
Auch in Bezug auf die Homooligomerisierung zeigen TatA und TatB auffillige Ahnlichkeiten.
Zu beachten ist jedoch, dass sich die TatA-dhnlichen Eigenschaften von TatB ausschlieBlich in
der Abwesenheit von TatA zeigen. Des Weiteren scheinen sich TatB-Homooligomere in der
Gegenwart von TatC aufgrund einer TatB-TatC-Interaktion zugunsten der Tat-Komplexe 1 und
2 aufzuldsen. Die Aktivitét des Tat-Systems kann nur in der Gegenwart von TatA nachgewiesen
werden. Dies liefert einen deutlichen Hinweis darauf, dass sowohl die Anwesenheit von TatA
als auch von TatB und TatC fiir die Assemblierung von funktionalen Tat-Komplexen zwingend

notwendig ist.

Funktionalititsanalysen zeigten auBerdem, dass die Stochiometrie der einzelnen Komponenten
eine entscheidende Rolle fiir die Funktionalitidt des Tat-Systems spielt. So konnte nach der
induzierten Uberproduktion von TatA und TatB in Gegenwart von TatC die Assemblierung der
Tat-Komplexe 1 und 2 beobachtet werden (siche Abbildung 29). Obwohl hierbei mikro-
skopisch eine Komplementation des Kettenphdnotyps beobachtet werden konnte, zeigte sich
keine Reduktion der SDS-Sensitivitdt (siche Abbildung 30). Somit kann nicht eindeutig
nachgewiesen werden, ob erhdhte Konzentrationen von TatA und TatB toleriert werden. Die
fehlende SDS-Resistenz kdnnte einerseits durch eine nicht homogene Aufnahme des Induktors
Rhamnose bedingt sein. Andererseits konnte der Tat-abhingige Transport auch durch freie
TatA- oder TatB-Protomere gestort sein, sodass zwar Tat-Komplexe assemblieren, jedoch kein

Transport stattfinden kann.

Aufgrund der Ahnlichkeiten wird erwartet, dass TatA-Protomere in Abwesenheit von TatB mit
TatB-Bindestellen von TatC interagieren, sodass TatAC-Komplexe mit analogen Molekular-
gewichten assemblieren. Die schwache Interaktion bzw. die starke Detergenz-Sensitivitdt der
Interaktion von TatA mit dem TatBC-Komplex erschwerte schon in fritheren Studien den
Nachweis von TatAC-Komplexen (Barrett et al. 2007; Behrendt et al. 2007). Auch im Rahmen
der vorliegenden Arbeit konnten keine TatAC-Komplexe in Abwesenheit von TatB detektiert
werden. Trotzdem weisen Funktionalitdtsanalysen von TatAC-Systemen auf eine geringe
Funktionalitét hin (Ize ef al. 2002; Blaudeck et al. 2005). Auch in vitro konnten Interaktionen
zwischen TatA und TatC in Abwesenheit von TatB beobachtet werden (Bliimmel et al. 2015).
Damit erscheint die Existenz von funktionalen TatAC-Komplexen als duflerst wahrscheinlich.
Jedoch scheinen diese nicht ausreichend stabil zu sein, um mit den momentan angewandten

Methoden nachgewiesen zu werden.
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Vorherige Studien zeigten aullerdem, dass TatC-Protomere zu Homooligomeren assemblierten,
die ein Molekulargewicht von etwa 230 - 250 kDa aufwiesen (Orriss et al. 2007; Behrendt et
al. 2007). Die Disassemblierung dieser Homooligomere in harscheren Detergenzien deutete
darauf hin, dass diese aus sechs TatC-Protomeren bestehen (Behrendt und Briiser 2014). Solche
TatC-Komplexe konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden.
Untersuchungen von TatC-TatC-Interaktionen in vitro lieferten jedoch nur in Abwesenheit von
TatA und TatB Quervernetzungsadduke aus sechs TatC-Protomeren (Bliimmel ef al. 2015). In
Anwesenheit von TatA und TatB wurden hingegen maximal Quervernetzungsadduke aus vier

TatC-Protomeren detektiert.

Auffillig ist weiterhin, dass korrespondierende Signale zwischen 230 - 250 kDa in An- und in
Abwesenheit von TatB bei etwa dem gleichen Molekulargewicht detektiert wurden (Orriss et
al. 2007). In Anwesenheit von TatB wurden diese jedoch sowohl fiir TatB als auch fiir TatC
erhalten (Behrendt und Briiser 2014), was darauf hindeutet, dass es sich in Anwesenheit von
TatB um TatBC-Komplexe handelt. Diese konnten moglicherweise durch Disassemblierung
der Tat-Komplexe 1 und 2 entstehen, wdhrend TatC-Komplexe zwar ein dhnliches
Molekulargewicht aufweisen, jedoch nur in Abwesenheit von TatA und TatB erhalten wurden.
TatBC-Komplexe mit geringerem Molekulargewicht als Tat-Komplex 1 konnten im Rahmen
dieser Arbeit fiir Tat-Systeme mit verringerter Stabilitdt (wie TatABCisoy) detektiert werden.
Die Assemblierung von TatB- und TatC-Oligomeren in Abwesenheit der anderen Tat-
Komponenten verdeutlicht jedoch die Bedeutung von TatA/E, TatB und TatC. So weicht das
Verhalten der Einzelkomponenten in Abwesenheit der anderen Komponenten teilweise stark
vom Verhalten innerhalb funktioneller Tat-Systeme ab. Unklar ist jedoch, ob das Verhalten der
einzelnen Komponenten Riickschliisse auf mechanistische Aspekte des Tat-Transportes zulésst,

da stets Zustédnde untersucht werden, die nicht den natiirlichen Bedingungen entsprechen.
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Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass TatA und TatB aufgrund
ihrer strukturellen Eigenschaften signifikante Ahnlichkeiten aufweisen. Diese Ahnlichkeiten
liefern auch eine Erklérung fiir die Assemblierung von nicht funktionalen TatBC-Komplexen
in Abwesenheit von TatA. Die Notwendigkeit der Anwesenheit von TatA fiir den funktionellen
Tat-Transport wird auflerdem durch die Tatsache unterstrichen, dass TatA-dhnliche
Eigenschaften von TatB nur in Abwesenheit von TatA beobachtet werden kdnnen. Die
Funktionalitit des Tat-Systems kann nur beobachtet werden, sofern TatA/E, TatB und TatC
anwesend sind (Sargent et al. 1998; Bogsch et al. 1998; Sargent et al. 1999). Das verdeutlicht,
dass jede der Komponenten im Laufe des Tat-abhidngigen Transportes eigene Funktionen
erfiillt, die nicht von einer der anderen Komponenten tibernommen werden konnen. Strukturelle
Ahnlichkeiten zwischen TatA und TatB beruhen wahrscheinlich auf einer evolutiondren

Verwandtschaft der beiden Komponenten.

4.3.4 TatA kann funktionell und strukturell durch TatE ersetzt werden

Die Ahnlichkeiten von TatA und TatB wurden im Rahmen friiherer Studien sowohl im Hinblick
auf strukturelle als auch auf funktionsgebende Eigenschaften untersucht (Sargent et al. 1998,
Behrendt ef al. 2007; Behrendt und Briiser 2014). E. coli verfiigt auBerdem iiber eine weitere
Tat-Komponente, TatE. TatE stellt ein TatA-Paralog dar, welches noch deutlichere
Ahnlichkeiten zu TatA ausweist als TatB. In Anwesenheit von TatA ist TatE nicht essenziell
fiir die Funktionalitdt des Tat-Systems. Die fehlende Funktionalitit des Tat-Systems in der
Abwesenheit von TatA kann jedoch durch die Produktion von TatE komplementiert werden
(Sargent et al. 1998). Neben den Einfliissen von TatE auf die Funktionalitdt des Tat-Systems
konnte anhand von cross-linking-Experimenten gezeigt werden, dass einige Positionen von
TatE sich in dhnlicher Nachbarschaft zu TatB und TatC befinden wie die korrespondierenden
Positionen von TatA (Eimer ef al. 2015). Dies konnte fiir einige Positionen von TatE auch fiir
die Substrat-Interaktion gezeigt werden. Als Substrat wurde dabei ein Fusionsprotein aus dem
Signalpeptid des Tat-Substrates TorA und der maturierten, C-terminalen Doméne des
periplasmatischen Maltose-bindenden Proteins MalE verwendet (Eimer et al. 2018). Der
Einfluss von TatE auf die Assemblierung von TatBC-Komplexen wurde jedoch zuvor nicht

untersucht.
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Fiir die Untersuchung des Einflusses von TatE auf die Assemblierung von Tat-Komplexen
wurde das fiir TatABC-Systeme verwendete Expressionssystem modifiziert. Da kein
spezifischer Antikorper gegen TatE zur Verfiigung stand, wurden die solubilisierten
Membranen mittels BN-PAGE/Western-Blot beziiglich der TatBC-Komplexe analysiert. So
konnte TatE zwar nicht innerhalb der Tat-Komplexe nachgewiesen werden, jedoch konnten
Aussagen iiber den Einfluss von TatE auf die Assemblierung von TatBC-Komplexen getroffen

werden.

Aus dem fiir die Produktion von TatABC verwendeten pABS-tatA BCrs-Plasmid wurde hierfiir
tatA entfernt und fatE inklusive der dazugehdrigen ribosomalen Bindestelle eingefiigt. Zur
Erhaltung der ribosomalen Bindestelle von fatB wurde tatE um die letzten neun Basenpaare
von fatA verldngert. Zur Feststellung der Funktionalitit wurde anschlieBend die SDS-Sensi-
tivitdt des tat-defizienten Stammes bestimmt, welcher TatEBC produziert (Abbildung 33A).
Die Assemblierung der Tat-Komplexe wurde anhand von BN-PAGE/Western-Blot-Analysen

der solubilisierten Membranen des entsprechenden Stammes untersucht (Abbildung 33B).

TatEBC TatEBC
Komplex 1 Komplex 2 )
_‘—-‘- _‘. ..‘__.‘! —‘— Periplasma
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TatE TatC TatB TatE TatC TatB

Abbildung 61: In Abwesenheit von TatA kann TatE dieses funktionell und strukturell ersetzen. Schematische
Darstellung der TatEBC-Komplexe 1 und 2.

Bei dem Vergleich von TatEBC- und TatABC-Systemen konnte fiir TatEBC-Systeme auch in
Abwesenheit von TatA keine SDS-Sensitivitit beobachtet werden. So konnte mit dem
verwendeten System zur Produktion von TatEBC eine vollstindige Komplementation des
Fehlens von TatA durch TatE erreicht werden (siche Abbildung 33A). Auflerdem konnten die
Tat-Komplexe 1 und 2 mithilfe spezifischer Antikérper gegen TatB und TatC detektiert werden
(siche Abbildung 33B). Das zeigt, dass TatA nicht nur funktionell, sondern auch strukturell
durch TatE ersetzt werden kann und die Assemblierung der Tat-Komplexe nicht durch das
Ersetzen von TatA durch TatE beeintrachtigt wurde. Die TatEBC-Komplexe 1 und 2 sind in
Abbildung 61 schematisch dargestellt und basieren auf den bisherigen Kenntnissen {iiber

TatABC-Komplexe.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die fiir TatABC-Systeme beobachteten Komplexe auch
in der Abwesenheit von TatA erhalten werden konnen. Es ist davon auszugehen, dass das
dhnliche Migrationsverhalten bei der nativen Gelelektrophorese durch strukturelle Ahnlich-
keiten zwischen TatA, TatB und TatE bedingt ist. Diese strukturellen Ahnlichkeiten fiihren
dazu, dass die Assoziation von TatA, TatB und TatE an das Tat-Translokon auf vergleichbaren
Interaktionen beruht. Die Assemblierung von Tat-Komplexen geht jedoch nicht immer auch
mit der Funktionalitit des Tat-Systems einher. So kann beispielsweise das Fehlen von TatA
oder TatE strukturell durch TatB ausgeglichen werden, sodass Tat-Komplexe des zu
erwartenden Molekulargewichts assemblieren. Jedoch sind diese TatBC-Komplexe nicht in der

Lage, Tat-Substrate liber die Cytoplasmamembran in das Periplasma zu transportieren.

Das bedeutet, dass die detektierbaren Tat-Komplexe nicht immer zwangsldufig im Zusammen-
hang mit der Funktionalitét des Tat-Systems stehen. So ist es durchaus denkbar, dass im Laufe
des Tat-abhingigen Proteintransportes weitere, bisher unbekannte Komplexe eine ent-
scheidende Rolle spielen. Diese konnten jedoch mithilfe der etablierten Methoden noch nicht
untersucht werden. Dies konnte beispielsweise durch deren kurze Lebensdauer oder sehr
schwache bzw. nicht Detergens-resistente Interaktionen zu begriinden sein. Fiir die Existenz
weiterer Tat-Komplexe spricht ebenfalls, dass fiir Tat-Systeme Funktionalitit beobachtet
werden konnte, fiir die keinerlei Tat-Komplexe detektiert werden konnten (Barrett et al. 2007).
Dementsprechend sollte beriicksichtigt werden, dass es sich hierbei um einen Versuch handelt,
den Mechanismus des Tat-Systems anhand der verfligbaren experimentellen Daten zu
entschliisseln. Die Charakterisierung eines jeden, zuvor nicht beobachteten Tat-Komplexes
kann dabei helfen, ein detaillierteres Modell des Tat-abhidngigen Proteintransportes zu

entwickeln.
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Anhand der beschriebenen Ergebnisse ldsst sich der Mechanismus des Tat-Transportes
erweitern. Bisher wurde davon ausgegangen, dass es sich bei den Tat-Komplexen 1 und 1S um
TatBC-Komplexe und bei den Tat-Komplexen 2 und 2S um TatABC-Komplexe handelt (siche
Abbildung 54). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich auch bei Tat-Komplex 1 um
einen TatABC-Komplex handelt. Die Assemblierung der TatBC-Komplexe 2, 2S und 3 durch
die Uberproduktion von TatB ldsst darauf schlieBen, dass die Assemblierung der TatABC-
Komplexe 2, 2S und 3 unter natiirlichen Umstidnden aus der verstirkten Assoziation von TatA-
Protomeren resultiert. Die Tat-Komplexe 2S und 3 werden von TatCisospa stabilisiert. Tat-
Komplex 3 liegt im Gegensatz zu Tat-Komplex 2S nicht Substrat-assoziiert vor. Jedoch wird
eine erhohte TatA-Konzentration fiir die Assemblierung von Tat-Komplex 3 bendtigt. Es bleibt
ungekldrt, ob die Assoziation von TatA-Protomeren mit der Dissoziation des Substrates

verkniipft ist und damit den Transport représentiert (siche Abbildung 62).

Komplex 1 Komplex 1S
+S
—_—
1+A l
Komplex 2 Komplex 28 ”
+S
_—

s 1+A

Komplex 3 Q

Abbildung 62: Vorgeschlagener Mechanismus des Tat-abhéngigen Proteintransportes in E. coli. TatA (griin) ist
Bestandteil aller bekannten Tat-Komplexe. Die genaue Anzahl der Protomere innerhalb der Komplexe ist
unbekannt. ,,+A* deutet auf die TatA-Assoziation und ,,+S* auf die Substrat-Assoziation an den TatBC-Komplex
hin. ,,-S* deutet auf die Substrat-Dissoziation und ,,?* auf den unbekannten Zusammenhang zwischen Transport

und Substrat-Dissoziation hin. TatB wurde rot, TatC blau und das Substrat gelb eingefarbt.
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4.4 Anreicherung von Tat-Komplexen

Bereits in vorherigen Studien konnten Tat-Komplexe unter nicht-denaturierenden Bedingungen
gereinigt werden. In der Regel wurden die Tat-Komplexe hierbei mittels Gréenausschluss-
chromatographie oder Affinitdtschromatographie anhand von TatC-Fusionsproteinen gereinigt.
Grundlegende Unterschiede zwischen den durchgefiihrten Studien zeigen sich vor allem in der
Analyse der Tat-Komplexe nach der Reinigung. Eine gut etablierte Methode ist die Analyse der
Elutionsfraktionen beziiglich der Einzelkomponenten mittels SDS-PAGE/Western-Blot.
Hierbei wird das Molekulargewicht der Tat-Komplexe anhand einer vorher durchgefiihrten
Kalibration mit Proteinen bekannter GroBBen bestimmt. Proteine mit identischem Molekular-
gewicht eluieren nach der GroBenausschlusschromatographie bei identischem Retentions-
volumen. Die Elution der Proteinkomplexe wird anhand eines UV-Detektors bei einer
Wellenldnge von 280 nm aufgezeichnet. AnschlieBend werden die Komponenten der eluierten
Proteinkomplexe unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE der Grofe nach
aufgetrennt und kdnnen nach Western-Blot und Immunodetektion bestimmt werden. So lassen
sich genaue Aussagen dariiber treffen, aus welchen Komponenten die eluierten Komplexe

bestehen (Leeuw et al. 2001; Bolhuis et al. 2001; Barrett et al. 2005; McDevitt ef al. 2006).

Eine weitere Moglichkeit stellt die Analyse der eluierten Proteinkomplexe mittels BN-
PAGE/Western-Blot dar. Hierbei kann das Molekulargewicht der Proteinkomplexe nicht nur
anhand des Retentionsvolumens bei der GroéBenausschlusschromatographie, sondern auch
anhand des Migrationsverhaltens bei der nativen Gelelektrophorese bestimmt werden. So ist in
der Regel eine genauere Bestimmung des Molekulargewichts mdglich, wéhrend das
Molekulargewicht nach der GroBenausschlusschromatographie nur auf einen Bereich
eingeschrankt werden kann. Sofern die Tat-Komplexe nach der Reinigung mittels BN-
PAGE/Western-Blot analysiert wurden, lie3 sich bisher nur Tat-Komplex 1 erhalten. Auflerdem
wurden TatBC-Komplexe aus Stimmen gereinigt, die kein TatA produzierten (Orriss et al.
2007; Wojnowska et al. 2018). Eine Reinigung des Tat-Komplexes 2 konnte bisher noch nicht
durchgefiihrt werden.

Fiir Tat-Komplex 3 von TatABCisospa-Systemen konnten mittels BN-PAGE/Western-Blot sehr
starke Signale erhalten werden. Auflerdem konnten bei der Analyse von TatABCisopa-
Systemen keine kleineren Tat-Komplexe als Tat-Komplex 2S detektiert werden. Auch das
Auftreten kleinerer Disassemblierungsprodukte konnte nicht beobachtet werden, was auf eine
effiziente Stabilisierung spiter Intermediate der Tat-Translokase schlieBen lie. Aus diesem

Grund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Strategie zur Reinigung von Tat-
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Komplex 3 etabliert werden. Im Falle des Erfolgs sollte diese Strategie auch fiir die Reinigung
der anderen bereits bekannten Tat-Komplexe verwendet werden. Die dabei gemachten
Beobachtungen sollen im Folgenden in Bezug auf die Stabilitit und die Art der erhaltenen Tat-

Komplexe diskutiert werden.

4.4.1 Fiir die Reinigung sind stabilisierende Malinahmen notwendig

Im Rahmen der Etablierung von Strategien zur Reinigung von Tat-Komplexen wurden sowohl
unterschiedliche Methoden als auch unterschiedliche Bedingungen getestet. Dabei konnten in
Bezug auf einige Parameter besonders gravierende Einfliisse auf die Menge und die Art der
erhaltenen Tat-Komplexe festgestellt werden. Im Folgenden sollen die Einfliisse der
Skalierung, der gewihlten Reinigungsmethode sowie der stabilisierenden Agenzien diskutiert

werden.

Der Hintergrund fiir die Reinigung von Tat-Komplexen war vor allem das Ziel, weiterfithrende
Analysen durchzufiihren, die nur mit gereinigten Proteinen durchgefiihrt werden konnen.
Beispielsweise sollten die Tat-Komplexe fiir strukturbiologische Studien mittels Kryo-EM
(Hauer et al. 2015) gereinigt werden. AuBlerdem konnen native massenspektrometrische
Methoden verwendet werden, um zu ermitteln, wie viele Protomere der einzelnen Kompo-

nenten Bestandteil bestimmter Proteinkomplexe sind (Peetz et al. 2019).

4.4.1.1 Verdiinnungseffekte konnen zur Disassemblierung der Tat-Komplexe fithren

Fiir die Analyse von Tat-Komplexen mittels BN-PAGE/Western-Blot wurden Membran-
proteine aus Membranen von 100-ml-Kulturen (ODgoo = 1,0) verwendet. Da auch geringe
Proteinmengen mithilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen werden kdnnen, wurden die BN-
PAGE/Western-Blot-Analysen fiir diesen MaB3stab optimiert. Fiir strukturbiologische Analysen
von Proteinkomplexen sind jedoch in der Regel groere Proteinmengen nétig. Beispielsweise
werden fiir single-particle-Analysen mittels Kryo-Elektronenmikroskopie gentigend Partikel
fiir eine statistische Auswertung bendétigt. Hierfiir reicht die erhaltene Menge an Protein-
komplexen aus 100 ml Kulturvolumen nicht aus. Dies bedeutet, dass groflere Kulturvolumina
fiir die Reinigung der Tat-Komplexe verwendet werden mussten. Fiir den Test neuer Methoden
und Bedingungen wurden zundchst Tat-Komplexe aus 100 ml Kulturvolumen gereinigt.
Im Falle der erfolgreichen Reinigung wurde das Kulturvolumen anschlieend schrittweise

erhoht (siehe Schema 3). Folglich mussten auch die folgenden Schritte wie der Zellaufschluss,
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die Priparation der Membranen sowie die Solubilisierung der Membranproteine in groBeren

Volumina durchgefiihrt werden.

Durch die Reinigung von TatABCh¢-Komplexen mittels Ni-NTA-Agarose und Ni-NTA-
magnetic beads aus einem Kulturvolumen von 100 ml konnten die Tat-Komplexe 1 und 2 ohne
nennenswerte Disassemblierungsprodukte angereichert werden (siche Abbildung 35 und
Abbildung 36). Es fiel jedoch auf, dass nach der Verwendung eines Kulturvolumens von 1 1
und der Durchfiihrung der folgenden Schritte in entsprechend angepassten Volumina deutlich
mehr Disassemblierungsprodukte erhalten wurden (siche Abbildung 37). Die Disassem-
blierung von Tat-Komplexen, vor allem bei der Verwendung von angepassten, grofleren
Volumina wéhrend der Ultrazentrifugation und der Solubilisierung der Membranproteine, 14sst
sich eventuell durch Verdiinnungseffekte erkldren, die zur Destabilisierung einiger Tat-

Komplexe fiihrten.

100 ml Kulturvolumen ' 1 L Kulturvolumen ' Bis 6 L Kulturvolumen
ODgyp=1.0 ODgy=1.0 ODg, = 1.0

l

Reinigung von
solubilisierten
Tat-Komplexen

l

BN-PAGE/
Western-Blot
Analyse

Schema 3: Vorgehensweise fiir die Etablierung von Strategien zur Reinigung von Tat-Komplexen.

Im weiteren Verlauf wurden die verwendeten Volumina kritischer Schritte daher angepasst und
gegebenenfalls in mehreren Ansdtzen mit verringertem Volumen durchgefiihrt. Fiir die
Reinigung mittels Grofenausschlusschromatographie wurde auf eine vorherige Verringerung
der Volumina verzichtet, da Disassemblierungsprodukte anhand des differierenden
Molekulargewichtes von den gewiinschten Tat-Komplexen separiert werden konnten. So
konnten keine Disassemblierungsprodukte beobachtet werden, sofern die Reinigungsstrategie
eine Reinigung mittels GroBenausschlusschromatographie beinhaltete (siche Abbildung 40

und Abbildung 42).
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Die affinitdtschromatographische Reinigung von Tat-Komplexen wurde anhand der Reinigung
von Fusionsproteinen, die einen C-terminalen 7ag trugen, durchgefiihrt. Dieser bindet an die
stationdre Phase. Proteine, die mit diesen Fusionsproteinen interagieren und somit Protein-
komplexe bilden, werden aufgrund der Interaktion ebenfalls angereichert (koeluiert). Jedoch
beinhalten auch Disassemblierungsprodukte der Tat-Komplexe diese Fusionsproteine. Auf-
grund des 7ags binden diese ebenfalls an die stationire Phase und kdnnen somit nicht von den
gewiinschten Tat-Komplexen separiert werden. Aus diesem Grund wurde im Falle der
Reinigung von Tat-Komplexen anhand einzelner oder mehrerer aufeinanderfolgender
affinitdtschromatographischer Reinigungen vor allem die Solubilisierung in mehreren,
kleineren Ansidtzen durchgefiihrt, um die Disassemblierung von Tat-Komplexen durch

Verdiinnungseffekte zu vermeiden.

4.4.1.2 Fusionsproteine konnen die Stabilitit der Tat-Komplexe beeinflussen

Die verwendeten Volumina mussten nicht nur dem Kulturvolumen, sondern auch der ange-
wandten Reinigungsmethode angepasst werden. Anhand der Disassemblierung der Tat-
Komplexe zeigte sich dabei ein deutlicher Vorteil der GréBenausschlusschromatographie, bei
der Disassemblierungsprodukte mit geringerem Molekulargewicht von den gewiinschten Tat-
Komplexen separiert werden konnten. Jedoch zeigte sich auch, dass bei der gro8enausschluss-
chromatographischen Reinigung enorme Verluste zu verzeichnen waren. Bedingt durch das
Volumen der Elutionsfraktionen und das Migrationsverhalten der Tat-Komplexe waren die
Protein-Konzentrationen in den erhaltenen Elutionsfraktionen sehr gering, sodass die Tat-
Komplexe final mithilfe von Ni-NTA-magnetic beads konzentriert werden mussten. Um
vergleichbare Mengen der Tat-Komplexe zu erhalten wie nach einer affinititschromato-
graphischen Reinigung aus einem Liter Kulturvolumen mussten mindestens drei Liter Kultur-
volumen fiir die Reinigung verwendet werden (Vergleiche Abbildung 37, Abbildung 40 und
Abbildung 42).

Aus diesem Grund sollte nachfolgend eine Strategie entwickelt werden, die auf der affinitéts-
chromatographischen Reinigung basiert, sodass auf die GroBenausschlusschromatographie
verzichtet werden konnte. Hierbei zeigte sich jedoch das Problem, dass gerade solubilisierte
Membranproteine aufgrund ihrer hydrophoben Bereiche oft unspezifisch miteinander oder mit
der stationdren Phase interagieren (siche Abbildung 37). Eine effiziente Entfernung von
unerwiinschten Membranproteinen konnte aus diesem Grund nur durch die Kombination

zweier unterschiedlicher affinitidtschromatographischer Reinigungen erreicht werden. Hierfiir
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wurde die bereits durchgefiihrte Reinigung mittels Ni-NTA-Agarose oder Ni-NTA-magnetic
beads mit einer Reinigung mittels Strep-Tactin®-magnetic beads kombiniert. Sowohl die
Produktion von TatB als TatBswep- als auch die Produktion von TatC als TatCsrep-He-
Fusionsprotein zeigte jedoch, dass die Tags erheblichen Einfluss auf die erhaltenen Tat-
Komplexe hatten. Einzig flir TatABsuepCHs-Systeme konnten Komplexe erhalten werden,

welche mit den Wildtyp-TatABC-Komplexen {ibereinstimmten (siche Abbildung 46).

Bei der Reinigung von TatABsuepyChs-Komplexen zeigten sich einige Probleme. Es wurde
sowohl versucht die Komplexe zunichst iiber das TatBsuep- als auch iiber das TatCus-
Fusionsprotein zu reinigen. AnschlieBend wurde der jeweils andere 7ag fiir den zweiten
Reinigungsschritt verwendet. Dabei wurden gro3e Mengen freier TatBsuep-Protomere gereinigt,
sofern im ersten Schritt eine Reinigung mittel Strep-Tactin®-magnetic beads durchgefiihrt
wurde (siche Abbildung 44). Einen moglichen Grund hierfiir liefert das Verhéltnis der Tat-
Komponenten. TatB und TatC liegen in der Zelle in einem Verhéltnis von 2:1 vor. Die
Stochiometrie der Tat-Komplexe ist nicht endgiiltig geklart. Experimentelle Daten weisen
jedoch darauf hin, dass TatB und TatC innerhalb der Tat-Komplexe im Verhéltnis 1:1 vorliegen
(Bolhuis et al. 2001). In der Konsequenz wiirde die gleiche Anzahl an TatB-Protomeren, die in
Assoziation mit TatC vorliegt auch frei vorliegen. Dies wiirde die Reinigung grofler Mengen
freier TatB-Protomere erkldren. Weiterhin ist unklar, ob TatBsuep-Fusionsproteine dhnlich

effizient mit TatC zu TatBC-Komplexen assemblieren wie TatB-Protomere ohne 7ag.

Wurden die Reinigungen in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt, wurde der Grof3teil der
Tat-Komplexe im Durchlauf der zweiten Reinigung detektiert (siche Abbildung 45). Dies
kénnte darauf hinweisen, dass der Strep-Tag 11® des TatBsyep-Fusionsproteins moglicherweise
nicht exponiert vorliegt, sofern TatBsuep in Assoziation mit dem Tat-Komplex vorliegt. Die
Folge wire eine erschwerte Bindung an die stationdre Phase, wodurch nicht gebundene Tat-

Komplexe in der Durchlauf-Fraktion detektiert werden.

4.4.1.3 Saccharose beeinflusst die Stabilitit der Tat-Komplexe positiv

Fiir die Reinigung von Tat-Komplexen wurde das Puffersystem verwendet, welches auch fiir
die Analyse von Tat-Komplexen mittels BN-PAGE/Western-Blot verwendet wurde [5S0 mM
Bis-Tris HCI (pH 7,0), 20 % (w/v) Saccharose, 10 mM MgCl]. Fiir die Solubilisierung von
Membranproteinen wurde diesem Puffer 1 % (w/v) Digitonin zugegeben. Im Laufe der
Reinigung wurde die Digitonin-Konzentration schrittweise auf 0.1 % (w/v) verringert. Bei der

Reinigung mittels Ni-NTA-Agarose oder Ni-NTA-magnetic beads wurde zur Elution der Tat-
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Komplexe der identische Puffer mit 250 mM Imidazol verwendet. Analog wurde dem
Elutionspuffer bei der Reinigung mittels Strep-Tactin®-magnetic beads 50 mM Biotin

zugegeben.

Bei der Kryo-Elektronenmikroskopie wird keine Farbung des Analyten durchgefiihrt, um den
Kontrast zu erhdhen. Aus diesem Grund stellt Saccharose fiir die Kryo-Elektronenmikroskopie
ein Problem dar, da es zur Verringerung des Kontrastes fiihrt. AuBerdem erhoht Saccharose die
Viskositit der Puffer, sodass bei Reinigungen mittels FPLC nur geringe Flussraten moglich
sind. Aus diesem Grund wurde untersucht, inwiefern Saccharose die Stabilitit der Tat-
Komplexe beeinflusst. Hierfiir wurde die zuvor etablierte Reinigung mittels Ni-NTA-Agarose
unter Verwendung von 20, 10 und 0 % (w/v) Saccharose durchgefiihrt. Aufféllig war hierbei,
dass mit steigender Saccharose-Konzentration Tat-Komplex 2 in groferen Mengen erhalten
werden konnte, wiahrend dieser bei 0 % (w/v) Saccharose nicht detektiert werden konnte. Tat-
Komplex 1 hingegen konnte bei allen Saccharose-Konzentrationen in &hnlichen Mengen
erhalten werden. AuBBerdem zeigte sich, dass mit sinkender Saccharose-Konzentration immer
groBBere Mengen kleinerer Tat-Komplexe detektiert wurden, bei denen es sich wahrscheinlich
um Disassemblierungsprodukte der Tat-Translokase handelte (siche Abbildung 47,
Abbildung 48 und Abbildung 49). Aufgrund der gewéhlten Reinigungsmethode kann jedoch
nicht genau gesagt werden, ob die Tat-Komplexe bereits bei der Solubilisierung oder erst im
Laufe der Reinigung disassemblierten, da auch kleinere Tat-Komplexe an das verwendete
Saulenmaterial binden kénnen. Der Vergleich mit vorherigen Studien unter Beriicksichtigung
der vorliegenden Beobachtungen verdeutlicht, warum die verwendeten Reinigungsstrategien
nur Tat-Komplex 1 liefern konnten. Fiir die Préparation der Membranen, die Solubilisierung
der Membranproteine und die Reinigung wurden Puffersysteme ohne den Zusatz von
stabilisierenden Agenzien wie Saccharose verwendet. Nach der anschlieBenden Analyse der
Elutionsfraktionen mittels BN-PAGE/Western-Blot konnte nur Tat-Komplex 1 detektiert
werden (Barrett et al. 2005; Oates et al. 2005; Orriss et al. 2007; Wojnowska et al. 2018).
Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Komponenten Einfluss auf die

erhaltenen Komplexe haben, da ebenfalls verschiedene Puffersysteme verwendet wurden.
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Fiir die groenausschlusschromatographischen Reinigungen ldsst sich nur schwer eine konkrete
Aussage beziiglich der Molekulargewichte der erhaltenen Tat-Komplexe treffen. Anhand der
fiir die Kalibration verwendeten Proteine wurden Komplexe mit Molekulargewichten zwischen
400 und 550 kDa (McDevitt et al. 2006) und 600 kDa (Bolhuis ef al. 2001; Sargent et al. 2001;
Barrett et al. 2005; Oates et al. 2005) identifiziert. Vergleiche der ermittelten Molekular-
gewichte anhand von BN-PAGE/Western-Blot und Groenausschlusschromatographie zeigten
jedoch auch, dass die ermittelten Molekulargewichte sich teilweise deutlich unterschieden
(Barrett et al. 2005; Oates et al. 2005). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet
werden, dass sich die Molekulargewichte anhand ihres Retentionsvolumens bei der Gréfen-
ausschlusschromatographie nur schwer differenzieren lassen. So konnten sowohl die Tat-
Komplexe 2S und 3 (siche Abbildung 39 und Abbildung 40) als auch die Tat-Komplexe 1 und
2 (sieche Abbildung 41 und Abbildung 42) nicht anhand ihres Retentionsvolumens, sondern
nur anhand ihres Migrationsverhaltens nach BN-PAGE differenziert werden. Da jedoch auch
das Migrationsverhalten der Tat-Komplexe bei der BN-PAGE bspw. in Abhdngigkeit der Gel-
Konzentrationen, des Detergens oder der GroBenstandards variiert, wurden die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Tat-Komplexe immer mithilfe der Tat-Komplexe 1 und 2 des

Wildtyp-Tat-System und 2S und 3 des TatABCisopa-Systems identifiziert.

Der Verzicht auf Saccharose scheint einen dhnlichen destabilisierenden Effekt auf die Tat-
Komplexe (vor allem auf Tat-Komplex 2) zu haben wie die Durchfithrung destabilisierender
Aminosaureaustausche, sodass in der Folge kleinere Disassemblierungsprodukte der Tat-
Komplexe erhalten werden (Allen et al. 2002; Orriss et al. 2007; Behrendt und Briiser 2014).
Ein moglicher Grund, dass diese kleineren Tat-Komplexe bei der Verwendung von 20 % (w/v)
Saccharose nur in sehr geringen Mengen detektiert werden, stellt der stabilisierende Effekt dar,
den Saccharose auf Makromolekiile wie Proteine ausiibt. Diese liegen bevorzugt durch die
Interaktion mit Wassermolekiilen hydratisiert vor. Die Faltung von Proteinen beruht auf
intramolekularen Wechselwirkungen und geht mit einer Minimierung der Oberfliche und
folglich der freien Energie einher, da weniger Wassermolekiile fiir die Hydratisierung benotigt
werden. Saccharose liegt in Losung ebenfalls hydratisiert vor. Die geringere Verfligbarkeit von
Wassermolekiilen fiihrt zu einer Erhohung der freien Energie. Dieser Effekt steigt mit der
Oberfldche eines Makromolekiils (Timasheff ef al. 1976). Da ungefaltete Proteine eine grof3ere
Oberfldche als gefaltete Proteine oder Proteinkomplexe aufweisen wird die ungefaltete Form
in Anwesenheit von Saccharose energetisch noch ungiinstiger (Gekko und Timasheft 1981; Lee
und Timasheff 1981; Timasheff 1993). Auf diese Art und Weise werden native Proteine und

Proteinkomplexe stabilisiert.
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Zusammenfassend konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Strategien zur
Reinigung von TatABC-Komplexen etabliert werden. Mithilfe der Affinititschromatographie
konnen im Vergleich zur Grofenausschlusschromatographie groe Mengen gereinigter Tat-
Komplexe aus vergleichsweise wenig Kulturvolumen erhalten werden. Aufgrund der
Verwendung von Tags konnen hierbei die groBeren Tat-Komplexe nicht von kleineren
Disassemblierungsprodukten separiert werden. Bei der GroBenausschlusschromatographie
konnen diese aufgrund des geringeren Molekulargewichtes entfernt werden. Die Ausbeute ist
bei der GroBenausschlusschromatographie jedoch deutlich geringer, weshalb mehr Kultur-
volumen verwendet werden muss, damit vergleichbare Mengen gereinigter Tat-Komplexe
erhalten werden. Wihrend Tat-Komplex 1 gegebenenfalls in Abwesenheit von Saccharose fiir
strukturbiologische Studien gereinigt werden kann, scheint die Zugabe von Saccharose fiir die
Reinigung von Tat-Komplex 2 zwingend notwendig zu sein. Fiir die Reinigung von Tat-
Komplex 2 in Abwesenheit von Saccharose miissten daher weitere Methoden zur Stabilisierung

etabliert werden.
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