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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli ist ein gramnegatives, stabchenférmiges Bakterium aus der Familie der
Enterobacteriaceae, die der Gamma Gruppe der Proteobakterien zugeordnet wird.
Escherichia coli ist ein fakultativ anaerober Vertreter der Enterobacteriaceae, dessen
natdrliches Habitat der Darm von Menschen und warmblitigen Tieren ist. Von medizinischer
Bedeutung sind intestinal pathogene Stamme, die nicht zur normalen Darmflora gehéren und
Durchfallerkrankungen bis hin zur Colitis und Dysenterie hervorrufen, sowie extraintestinal
pathogene Stamme; diese verursachen im Intestinaltrakt keine Erkrankungen, kénnen aber
extraintestinal zu Infektionen wie Meningitis und Sepsis sowie Infektionen des
Urogenitaltrakts fuhren. Intestinal pathogene E. coli werden anhand ihrer Virulenzfaktoren in
sieben Pathotypen unterteilt: Enterohamorrhegische (EHEC), enteropathogene (EPEC),
enterotoxinbildende (ETEC), enteroinvasive (EIEC), enteroaggregative (EAEC), diffus
adharente (DAEC) und adharent invasive (AIEC) E.coli (Rendon et al.; 2007, Shpigel et al.,
2008; Barnich & Darfeuille-Michaud, 2007). Bei den extraintestinal pathogenen Vertretern
werden als wichtigste Pathotypen uropathogenische E. coli (UPEC) als Erreger der
Urogenitaltraktsinfektionen und Meningitis/Sepsis assoziierte E. coli (MNEC) unterschieden.
Infektionen des Urogenitaltrakts gehéren zu den haufigsten bakteriellen Infektionen beim
Menschen, wobei vor allem Frauen betroffen sind; etwa 90% dieser Infektionen werden
durch UPEC hervorgerufen (Johnson & Stamm, 1989). Eine Urogenitaltraktsinfektion (UTI)
ist definiert als erhéhte Bakterienkonzentration im Urin (Stamm, 1982), und kann auch
asymptomatisch (asymptomatische Bakteriuria) verlaufen. Bei symptomatischen Bakteriuria
unterscheidet man die Cystitis, wenn die Infektion sich auf die Blase beschrankt, und die
Pyelonephritis, wenn auch die Nieren betroffen sind. Auffallig bei UPEC ist die hohe Zahl
unterschiedlicher und unterschiedlich kombinierter Virulenzfaktoren bei den verschiedenen
Isolaten (Johnson et al., 1998; Marrs et al.,, 2005). Die am haufigsten auftretenden
Virulenzfaktoren sind Fimbrien zur Adhasion bei mehr als 80 % der isolierten UPEC-
Stamme, Siderophore zur Eisenversorgung, und die zur Zelllyse flihrenden Toxine a- und -

Hamolysin sowie CNF (cytotoxic necrotising factor) (Kucheria et al., 2005).

1.2 Bakterielle Toxine

Toxine sind von ihrem Produzenten hergestellte Verbindungen, die grundlegende zellulare
Prozesse anderer Organismen stdren oder schadigen, und diese somit stark beeintrachtigen
oder toten. Bei pathogenen Bakterien stellen die Toxine haufig wichtige Virulenzfaktoren dar,
die das Krankheitsbild hervorrufen oder zu diesem beitragen. Die bakteriellen Toxine werden
unterteilt in Endo- und Exotoxine. Bei den Endotoxinen handelt es sich um einen Bestandteil

der duBeren Membran gramnegativer Bakterien, den Lipoplysacchariden, die in der Regel
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bei der Lyse der Zelle freigesetzt werden. Exotoxine sind Peptide oder Proteine, die wahrend
des Wachstums der Organismen aktiv in die extrazellulare Umgebung freigesetzt werden.
Die meisten Exotoxine lassen sich drei groRen Gruppen zuordnen: Cytolytische Toxine
lysieren Zellen durch die Bildung von Poren in der Zellmembran oder den enzymatischen
Angriff auf Membranbausteine wie Phospholipide. A-B-Toxine bestehen aus zwei
Untereinheiten, wobei die B-Untereinheit in der Regel an die Zielzelle bindet und den Eintritt
der enzymatisch aktiven A-Untereinheit in die Zelle vermittelt. Superantigentoxine fihren zur
Stimulation von Immunzellen und rufen dadurch massive Entziindungsreaktionen hervor.

Die Freisetzung von Exotoxinen erfolgt durch Sekretion. Bei Bakterien werden flinf
Sekretionssysteme (I-V) unterschieden, die wiederum in das Sec-abhangige und das Sec-
unabhangige System unterteilt werden. Bei der Sec-abhangigen Sekretion (Il und V) erfolgt
die Translokation des Proteins Uber die Cytoplasmamembran durch Proteine der Sec-
Transportmaschinerie. Das fir den Export bestimmte Protein bendétigt ein Signalpeptid, das
im Verlauf der Sekretion abgespalten wird. Der Transport Uber die dufRere Membran
gramnegativer Bakterien ist ein zweiter, unabhangiger Schritt der Sekretion. Bei der Sec-
unabhangigen Sekretion (I, Il und IV) dagegen erfolgt die Translokation Uber die innere und
die auRere Membran in einem Schritt. Der Transport Uber die innere Membran wird hierbei

durch zur ABC-Familie gehérende Proteine vermittelt, und ist in der Regel substratspezifisch.

1.3 Porenbildende Toxine

Porenbildende Toxine (PFTs, Poreforming toxins) sind die gréRte bekannte Klasse bakteriell
gebildeter Exotoxine. Durch ihre porenbildende Funktion verursachen sie Schadigungen der
Zellmembran und Stérungen des Membranpotenzials von Zellen, die zur Lyse der
betroffenen Zelle fihren. Neben bakteriellen Toxinen sind auch einige porenbildende Toxine
hoherer Organismen wie z. B. Cnidarien, Seeanemonen, Wirmern und Pilzen bekannt (Sher
et al.; 2005, Sousa et al.; 1994, Kem, 1994; Canicatti & Roch, 1993; Mancheno et al., 2005).
Die Proteine werden in wasserloslicher Form von ihrem Produzenten sekretiert, und
multimerisieren im Allgemeinen in einer amphipathischen Struktur, die spontan in die
Zellmembran inseriert und die hydrophile Pore bildet. Diese Fahigkeit des Konvertierens von
der lI6slichen in die porenbildende Form ist die gemeinsame Eigenschaft aller bekannten
porenbildenden Toxine. Die meist verbreitete Art der Klassifizierung von porenbildenden
Toxinen beruht auf der Struktur der porenbildenden Region. Unterschieden wird hierbei
zwischen  o-PFTs  mit a-helicaler =~ Transmembranregion und  [(-PFTs  mit
membraninserierender B-Faltblattsstruktur.

a-PFTs: a-PFTs besitzen hydrophobe, a-helicale porenbildende Doméanen. Die
Porenbildung beinhaltet Bindung, Konformationsdnderung und Insertion des Toxins (Tilley &

Saibil, 2006); ein allgemein gtltiger Mechanismus ist jedoch nicht bekannt (lacovache et al.,
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2008). Die am besten charakterisierten o-PFTs sind von Escherichia coli gebildete
porenbildende Colicine, die bakterizid auf verwandte Escherichia coli wirken (Cascales et al.,
2007). Neben porenbildenden Colicinen sind auch Colicine mit anderen bakteriziden
Funktionen bekannt (Lakey et al., 2001; Cascales et al., 2007). Die Poren von Colicinen
werden durch Oligomerisierung und Insertion von bis zu zehn a-Helices gebildet (Lakey et
al., 2001; Parker et al., 1990). Weitere gut untersuchte a-PFTs sind die von Seeanemonen
produzierten Actinoporine, die ihre etwa zwei Nanometer grolRen Poren durch
Tetramerisierung bilden; jedes Monomer besitzt eine N-terminale, porenbildende a-Helix
(Kristan et al., 2004).

Im Gegensatz zu diesen gut untersuchten a-PFTs ist im Fall der Mitglieder der RTX (Repeat
in toxin)-Familie, die durch die calciumbindenden RTX-Domanen charakterisiert sind,
lediglich bekannt, dass die porenbildende Struktur aus a-Helices besteht; die Frage der
Anzahl porenbildender Helices innerhalb eines Molekils und der Oligomerisierung ist nicht
eindeutig geklart. FUr das Bordetella pertussis Adenylat Cyclase Toxin wurden funf putativ
porenbildende a-Helices und eine oligomere Porenbildung postuliert (Iwaki et al., 1995; Lee
et al., 2005), fur das Escherichia coli a-Hamolysin dagegen acht putativ porenbildende a-
Helices (Ludwig et al., 1991), und unterschiedliche Aussagen in Bezug auf die Porenbildung
als Monomer (Bhakdi et al., 1986; Menestrina et al., 1987; Menestrina, 1988) oder Oligomer
(Benz et al., 1989; Ludwig et al., 1993).

B-PFTs: Die Pore der B-PFTs wird von B-Faltblattern, angeordnet in einem B-Barrel,
gebildet. B-Barrels sind gro3e, membranspannende Faltblattstrukturen, bei denen die B-
Faltblatter antiparallel angeordnet sind, und einen hydrophoben Kern im Innern des Barrels
bilden. Die Monomere der PFTs multimerisieren in zirkulare Polymere, wobei die Zahl der
Molekiile stark variiert. Im Fall des Aerolysins aus Aeromonas spp. und des a-Toxins aus
Staphylococcus aureus besteht das Oligomer aus sieben Toxinmolekullen (Wilmsen et al.,
1992; Moniatte et al., 1996; Gouaux et al., 1994). Bei a-Toxin bildet die porenformende
Region ein antiparalleles B-Barrel, bei dem polare und nicht polare Aminosauren alternieren;
die polaren Aminosauren ragen in die Membran der Zielzelle, die nicht polaren begrenzen
das Lumen der Pore (Valeva et al.; 1996, Valeva et al.; 1997). Andere B-PFTs bilden ihre
Poren durch Multimerisierung von bis zu 50 Monomeren, wie im Fall von Streptolysin O
(SLO) aus Streptococcus pyogenes und Perfringolysin O (PFO) aus Clostridium perfringens
(Walev et al.,, 2001; Olofsson et al., 1993). Diese beiden Toxine werden der gréfiten
bekannten Klasse der PFTs zugeordnet, den cholesterolabh&ngigen Cytolysinen (cholesterol
dependent cytolysins, CDC), die eine Ahnlichkeit der Sequenz von 40-80% aufweisen
(Tweten et al., 2005). Die Poren der cholesterolabhangigen Cytolysine erreichen
Durchmesser von bis zu 50 nm, im Vergleich zu ca. zwei nm bei Aerolysin und dem

Staphylococcus aureus a-Toxin.
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Posttranslationale Aktivierung: Haufig ist der Prozess der Porenbildung abhangig von
einer posttranslationalen Aktivierung des Protoxins. Die Aktivierung von Pro-Aerolysin erfolgt
z.B. proteolytisch durch Proteasen des Darms, Aeromonas Proteasen oder Mitglieder der
humanen Furin-Proteasen (Abrami et al., 1998,; Howard & Buckley, 1985), die eine C-
terminale Sequenz, bestehend aus 40 Aminosauren, abspalten (van der Goot et al., 1992).
Vibrio cholerae Cytolysin (VCC) wird durch Abspaltung eines 14 kDa gro3en N-terminalen
Bereichs von Pro-VCC, u. a. durch zellulare Metalloproteasen, aktiviert (Valeva et al., 2004).
Bei RTX (Repeat in toxin)-Toxinen, zu denen auch das Escherichia coli a-Hamolysin gehort,
erfolgt die posttranslationale Aktivierung dagegen modifizierend durch Fettsdureacylierung
spezifischer Aminosauren (Welch, 2001).

Bindung der Toxine an die Zielzelle: Die Bindung der Toxinmolekile ist bei zahlreichen
PFTs rezeptorabhangig. Staphylococcus aureus a-Toxin bindet mit groRter
Wahrscheinlichkeit an die Kopfgruppen geclusterter Lipide (Valeva et al., 2006), Aerolysin an
lipidgebundene Proteine (glycosyl-phosphatidylinositol anchored receptors) (Nelson et al.;
1997, Abrami et al., 1998,). Bei cholesterolabhangigen Cytolysinen wird zwischen Bindung,
Oligomerisierung oder Membraninsertion in Abhangigkeit von Cholesterol differenziert
(Giddings et al., 2003). Perfringolysin O bindet z.B. direkt an Cholesterol, und die durch die
Bindung verursachten konformationellen Anderungen beglinstigen die Multimerisierung und
somit die Porenbildung. Listeria monocytogenes Listeriolysin O (LLO) und Streptococcus
intermedius Intermedilysin (ILY) dagegen sind Liganden von CDS59, einem GPI (-glycosyl-
phosphatidylinositol) verankerten Molekill (Jacobs et al., 1998; Giddings et al, 2004), und
bendtigen das Cholesterol erst nach der Bindung fur die Porenbildung (Soltani et al., 2007).
Im Fall von Escherichia coli a-Hamolysin wurde die Bindung an B.-Integrin Rezeptoren bei
Leukozyten und Glycophorin Erythrozyten beschrieben (Lally et al., 1997; Cortajarena,
2001). Weitere Untersuchungen mit Granulozyten zeigten jedoch, dass der [.-Integrin
Rezeptor nicht essentiell fiir Bindung und Porenbildung des Toxins ist (Valeva et al., 2005;,).
Auch flir die Bindung des Bordetella pertussis Adenylat Cyclase Toxins (ACT), dessen
Hamolysin-Domane eine groRe Sequenzhomologie zum Escherichia coli a-Hamolysin
aufweist, wird ein Rezeptor fir die Bindung an die Zielzelle nicht zwingend benétigt (Martin et
al., 2004).

Porenbildung: Zwei unterschiedliche Mechanismen der Porenbildung bakterieller PFTs sind
bisher bekannt. Im ersten Fall erfolgen Oligomerisierung, Konformationsanderung und
Membraninsertion in einem Schritt, ohne dass verschiedene Stadien beobachtet werden;
dieser Mechanismus wurde z.B. fur Aerolysin nachgewiesen (lacovache et al., 2006).

Beim zweiten bekannten Mechanismus, der u. a. fur Staphylococcus aureus a-Toxin (Valeva
et al,, 1997, Kawate & Gouaux, 2003) und Vibrio cholerae Cytolysin (L6éhner et al.,

unpublizierte Daten) nachgewiesen wurde, binden mehrere Molekile an die Zellmembran,



Einleitung 5

bilden als Oligomer die so genannte ,Prapore, und inserieren erst dann gemeinsam als
porenbildende Struktur in die Zellmembran.

Porenbildende Colicine, die zu den a-PFTs gehoren, bilden ihre Pore aus bis zu zehn a-
Helices, von denen zunachst nur zwei in die Zielmembran inserieren. AnschlieRend kommt
es durch Insertion der restlichen Helices zur Offnung der Pore (Lakey et al., 2001; Parker et
al., 1990). Bei RTX-Toxinen, die durch calciumbindende RTX (Repeats in toxin)-Domanen
charakterisiert sind und ebenfalls zu den a-PFTs gehdren, ist bislang nicht eindeutig geklart,
ob und wann es zur Oligomerisierung kommt. Lediglich fir das Adenylat Cyclase Toxin von
Bordetella pertussis wurde oligomeres Verhalten bereits in Losung vor der Bindung an die
Zielzelle nachgewiesen (Lee et al., 2005), wahrend im Fall von a-Hamolysin von Escherichia
coli, wie bereits erwahnt, unterschiedliche Aussagen Uber eine mogliche Oligomerisierung
existieren (s.0.). Laut Lally et al. (1999) kénnte nach der Bindung von RTX-Toxinen die
Membraninsertion durch Konformationsdnderungen des Toxins in eine nicht-native,
intermediare Form, die so genannte Molten Globule Form, erfolgen.

Rolle von PFTs bei Infektionen: Bisher ist nur wenig dariber bekannt, welchen Vorteil
pathogene Bakterien von der Bildung porenbildender Toxine haben. Eine allgemein gultige
Erklarung ist moglicherweise die Versorgung mit Eisen, insbesondere im Fall der Lyse von
Erythrozyten. Bei einigen Toxinen sind jedoch auch andere Funktionen bekannt: Listeriolysin
O vermittelt den Austritt des Bakteriums aus dem Phagolysosom in das Cytoplasma der
Wirtszelle und somit den Schutz vor Phagozytose (Cossart & Sansonetti, 2004). Streptolysin
O aus Streptococcus pyogenes ermoéglicht die Translokation des Effektor-Molekils NAD-
Glycohydrolase in das Cytosol der Zielzelle, was wiederum zur Produktion der zyklischen
ADP-Ribose und einer cytotoxischen Zellantwort fuhrt (Madden et al., 2001).

Immunantwort des Wirts auf PFTs: Die Immunantwort der Wirtszellen auf verschiedene
porenbildende Toxine ist vielfaltig, und beinhaltet die Aktivierung zellularer Reaktionen durch
Rezeptoren, osmotischen Stress oder Calcium-Influx, die zur Reparatur der Membran,
Uberleben der Zelle durch Aktivierung zellulérer Prozesse und Autophagie bis hin zur
Apoptose flhren.

Ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunantwort auf bakterielle Infektionen sind
zellulare Rezeptoren der Wirtszellen, die so genannten PRPs (pattern recognition receptors);
diese erkennen Pathogen-assoziierte Zielstrukturen, wie spezifische Bestandteile der
bakteriellen Zellwand, bakterielle Nukleinsduren und Flagellen (Scott & Saleh, 2007). Die
Rezeptoren werden in zwei Klassen unterteilt: Die Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind in der
Membran verankert, und ihre Ligandenbindedomane ragt in den extrazelluldaren Raum oder
ins Endosom und erkennt spezifische Molekile. Die NOD-like Rezeptoren (NLRs) sind
cytoplasmatisch lokalisiert (Franchi et al., 2006,), und werden u. a. durch Behandlung der

Zelle mit verschiedenen porenbildenden Toxinen aktiviert. Dabei kommt es zur Bildung
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eines Multiproteinkomplexes und Interaktion mit Effektor- und/oder Adaptorproteinen,
wodurch letztlich verschiedene zellulare Reaktionen ausgeldst werden kdnnen, u. a. auch die
Aktivierung der Caspase-1, die zur Apoptose der Zelle flhrt (Walev et al.,1995,.,; Walev et
al., 2002; Martinon et al., 2005; Franchi et al., 2006,; Gurcel et al., 2006; Scott & Saleh,
2007). Der NLR-assoziierte Multiproteinkomplex wird als Inflammasom bezeichnet (Martinon
et al.,, 2002). Da die unterschiedlichen PFTs sich in ihrer Sequenz stark voneinander
unterscheiden, liegt bei der Aktivierung der NLRs durch PFTs vermutlich ein anderer
Mechanismus als der der Ligandenbindung an die Rezeptoren vor.

Neben der méglichen rezeptorabhangigen Zellantwort auf Toxine spielt bei der Porenbildung
auch der lonenhaushalt der Zelle eine Rolle. Durch Kalium-Efflux wird unter sublytischen
Konzentrationen verschiedener Toxine, wie Pneumolysin, Streptolysin O und S. aureus a-
Toxin, die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase beobachtet (Stringaris et al., 2002;
Stassen et al., 2003; Husmann et al., 2006; Ratner et al., 2006); der Map-Kinase-Weg ist u.
a. an der Regulation des Zellwachstums und der Apoptose in eukaryontischen Zellen
beteiligt. Calciumoszillationen durch Calcium-Influx, nachgewiesen mit dem Escherichia coli
a-Hamolysin, fuhren zur Aktivierung von Cytokinen wie [|-«<B und NF-B und
proinflammatorischer Zellantwort (Soderblom et al., 2002; Koschinski et al., 2006).

Eine ganz andere Zellantwort ist fir das Vibrio cholerae Cytolysin bekannt. Dieses
porenbildende Toxin kann die Autophagie betroffener Wirtszellen auslésen (Gutierrez et al.,
2007). Autophagie ist ein regulierter Mechanismus der Organellen-Degradation, und dient u.
a. dem Uberleben der Zelle bei Versorgungsdefiziten oder Stress.

Membranreparatur: Im Falle einiger PFTs wurde eine Reparatur der geschadigten
Zellmembran durch die Zielzelle nachgewiesen. Nach Porenbildung durch Staphylococcus
aureus a-Toxin wird die Membran beispielsweise durch Endozytose der porenbildenden
Struktur repariert (Walev et al.,, 1994; Husmann, unpublizierte Daten), ebenso wie bei
Streptolysin O (Walev et al.,, 2001; Idone et al.,, 2008). Auch gebundenes nicht-
oligomerisiertes Streptolysin O wird von der Zellmembran entfernt (Walev et al., 1995,).

Die Escherichia coli a-Hamolysin-Pore wird von der Zelle unter sublytischen
Toxinkonzentrationen ebenfalls geschlossen (Koschinski et al., 2006). Der Mechanismus ist

in diesem Fall bislang unbekannt.

1.4 RTX-Proteine

Die Familie der RTX-Proteine (Repeats in Toxin) ist charakterisiert durch eine variable
Anzahl an Nonapeptid-Repeats mit der Consensus-Sequenz LXGGXG(D/N)DX. Diese
Repeats binden zweiwertige Kationen, in der Regel Calcium, wodurch eine Stabilisierung der
B-helicalen Struktur und eine hydrophobe Konformation des Proteins erreicht werden. Die -

helicale Struktur wird auch als ,B-Rolle” bezeichnet (Lilie et al., 2000).
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RTX-Toxine werden von gramnegativen Bakterien produziert und sind haufig an deren
Virulenz beteiligt. RTX-Toxin-produzierende Bakterien gehdren u. a. Gattungen wie
Escherichia, Actinobacillus, Bordetella, Proteus und Vibrio an (Lally et al., 1999; Welch,
2001). Prototypen sind z.B. das Bordetella pertussis Adenylat Cyclase Toxin und das
Escherichia coli a-Hamolysin. Wahrend das E. coli a-Hamolysin ausschliefldlich als
porenbildendes Toxin bekannt ist, besitzt das B. pertussis Toxin neben der porenbildenden
Doméane (Hamolysin) zusatzlich die N-terminale, etwa 400 Aminosauren grof’e Adenylat
Cyclase (Glaser et al., 1988; Glaser et al., 1989; Benz et al., 1994). Diese gelangt durch die
Pore in die Zielzelle, wo zellulares ATP zu cAMP abgebaut wird (Glaser et al., 1989; Bellalou
et al., 1990). Zudem kommt es unabhangig vom Calcium-Influx durch die Pore zu einem
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration (FiSer et al., 2007).

RTX-Toxine werden von ihren Produzenten cytoplasmatisch durch Fettsdureacylierung
spezifischer Aminosauren von einer Acyltransferase aktiviert, und anschlieRend sekretiert
(Lally et al., 1999). Die Sekretion des Toxins erfolgt durch zwei weitere Proteine und wird
durch ein C-terminales Sekretionssignal vermittelt (Coote, 1992); die Sekretionssignale
einiger bekannter RTX-Toxine sind aufgrund ihrer homologen Struktur kompatibel (Zhang et
al., 1993; Sebo & Ladant, 1993). Die Gene fir die Modifikations- und Sekretionsproteine
werden gemeinsam mit dem Strukturgen der RTX-Toxine in einem Operon codiert (Coote,
1992).

Abgesehen von RTX-Toxinen sind RTX-Repeats auch von ,Antifreeze” Proteinen (AFPs) aus
Bakterien, Arthropoden, Fischen, Pflanzen und Pilzen bekannt (Garnham et al., 2008;
Duman, 2001; Graether & Sykes, 2004; Fletcher et al., 2001; Breton et al., 2000; Hoshino et
al., 2003). Die Proteine sind stark oberflachenaktiv und senken den Gefrierpunkt wassriger

Lésungen, wodurch die Existenz in kalter Umgebung ermdglicht wird.

1.5 Das Escherichia coli a-Hamolysin (HlyA)

Das Escherichia coli a-Hamolysin ist ein a-porenbildendes Toxin und gehért zur Familie der
RTX-Proteine. Es wird von ca. 50% der UPEC-Stamme synthetisiert (Andrade & Suassuna,
1988). Codiert wird das Protein von dem Gen hlyA, das gemeinsam mit den Genen fir die
Proteine der posttranslationalen Modifikation und des Transports in dem Operon hlyCABD
(Abb. 1-1) liegt (Goebel & Hedgpeth, 1982; Felmlee et al., 1985; Welch & Pellett, 1988). Das
Operon befindet sich auf Plasmiden tierischer Isolate und dem Chromosom humaner
uropathogener lIsolate (Muller et al., 1983; Welch et al.,, 1983). Das 107 kDa grole o-
Hamolysin, das aus 1024 Aminosauren besteht (Felmlee et al., 1985), wird von E. coli als

inaktives Protoxin synthetisiert, posttranslational modifiziert und sekretiert.
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Abb. 1-1: Das Operon hlyCABD mit den Genen fir Modifikation (hlyC), a-Hamolysin (hlyA) und Sekretion (hlyB
und hlyD).

1.5.1 Die Wirkungsweise von HIyA

HlyA wird den a-PFTs zugeordnet, und wirkt cytolytisch auf verschiedene eukaryontische
Zelltypen durch Porenbildung in der Zellmembran (Gadeberg & Jrskov, 1984; Bhakdi et al.,
1989; Bhakdi et al., 1990; Menestrina et al., 1990; Pellett & Welch, 1996; May et al., 1996).
HlyA wird als inaktives Protoxin (proHIyA) gebildet. Die Aktivierung erfolgt im Cytosol
posttranslational durch Fettsdureacylierung der Lysine an den Positionen 564 und 590 mit
C14- (68%), C15- (26%) und C17-(6%) Carbonfettsduren (Issartel et al., 1991; Ludwig et al.,
1996; Lim et al., 2000; Langston et al., 2004). Die Acylierung wird durch das Genprodukt von
hlyC katalysiert. Nicht acyliertes Pro-HIyA bindet an Membranen, ist jedoch nicht lytisch aktiv
(Bauer & Welch; 1996, Moayeri & Welch, 1997; Sanchez-Magraner et al., 2005). Die
Porenbildung ist weiterhin abhéngig von zweiwertigen Kationen wie Ca?* oder Sr**, die in der
zweiten Halfte des Toxins an die Glycin-Asparagin-reichen RTX-Repeats gebunden werden
(Boehm et al., 1990; Doébereiner et al., 1996; Goni & Ostalaza, 1998). Es werden
verschiedene Arten der Interaktion von HlyA mit der Membran unterschieden: Die reversible
Adsorption, die irreversible, nicht-lytische Insertion, und die Porenbildung (Bauer & Welch,
1996; Bakas et al., 1996; Sanchez-Magraner et al., 2006). Bindung und nicht-lytische
Insertion des Toxins kdnnen im Gegensatz zur Porenbildung unabhangig von zweiwertigen
Kationen erfolgen (Bauer & Welch, 1996; Schindel et al., 2001; Valeva et al., 2005y;
Sanchez-Magraner et al., 2007). Fir eine lytische Insertion muss die Calciumbindung an die
RTX-Domane bereits vor der Bindung des Toxins an die Zielzelle erfolgen (Ostolaza & Goni,
1995). Weitere Faktoren, welche die lytische Aktivitat von HIyA beeinflussen, sind
Temperatur und Inkubationszeit (Eberspacher et al., 1989). Die durch HIyA gebildeten Poren
sind spannungsabhangig und Kationen-selektiv (Menestrina et al., 1987; Benz et al., 1989);
und ihre GroRe variiert laut Moayeri & Welch (1994) in Abhangigkeit von der Temperatur und
der Toxinkonzentration von 0,6-1,2 nm. Es wurde beschrieben, dass die HIlyA-Poren
Calcium-Oszillationen in der Zielzelle ausldosen, die zellulare Reaktionen wie Induktion der
proinflammatorischen Cytokine Interleukin 6 und Interleukin 8 bewirken (Uhlén et al., 2000;

Laestadius et al., 2002; Soderblom et al., 2002). Anders als zunachst angenommen handelt
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es sich dabei jedoch nicht um nicht um eine Zellantwort auf das Toxin durch Deregulation
von Calciumkanalen, sondern vielmehr um einen Calcium-Influx durch die Pore (Koschinski
et al.,, 2006). Die Aktivitdt von HIyA hangt teilweise mit der Anwesenheit von
Lipopolysacchariden (LPS) der bakteriellen Membran zusammen. HlyA und LPS bilden einen
Komplex, durch den die HlyA-Konformation vermutlich stabilisiert wird (Bauer & Welch, 1997;
Herlax et al., 2005). Eine weitere mogliche Funktion des Komplexes ist die Bindung an die
Zielmembran Uber den LPS-Rezeptor TLR4 (Mansson et al., 2007).

1.4.2 Die Struktur von HIyA

Die Struktur von HIyA (Abb. 1-2) wird in der N-terminalen Halfte (AS 1 bis etwa 416) von
hydrophoben a-Helices dominiert, die an der Porenbildung beteiligt sind (Ludwig et al., 1987;
Ludwig et al., 1991; Schindel et al., 2001). Die Aminosduren 272 bis 298 bilden eine
membranspannende, amphipathische a-Helix, die direkt in die Porenbildung involviert ist
(Valeva et al., 2008, Abb. 1-3); neben dieser a-Helix wird die direkte Beteiligung weiterer a-
Helices an der porenbildenden Struktur erwartet. Die zweite Halfte des Toxins besteht aus
den beiden fur die Porenbildung bedeutenden Acylierungsstellen Lysin 564 und 590 (Stanley
et al.,, 1994), einer Glycophorinbindedomane im Bereich der Aminosauren 914-936
(Cortajarena et al., 2001), 11-17 RTX-Repeats (Boehm et al., 1990; Sanchez-Magraner et
al., 2007) und dem C-terminalen Sekretionssignal (Felmlee & Welch, 1988; Holland et al.,
1990).

Sekretions-

RTX-Repeats signal

& v

N_t_ I-C

+ 1 .

Lys 564 Lys 690

Hydrophobe Doméanen

Glycophorin-
Bindedoméne

Abb. 1-2: Schematische Darstellung von HIlyA. Die N-terminale Halfte des Proteins besteht iberwiegend aus
hydrophoben a-Helices. In der C-terminalen Halfte finden sich die beiden Lysine, die posttranslational
fettsdureacyliert werden, 17 RTX-Repeats, die Calcium-lonen binden, sowie eine Glycophorin-Bindedomane und
das Sekretionssignal fur den ABC-Transporter HlyB.

Die Calciumbindung der RTX-Repeats fuhrt zu einer kompakteren B-Faltblatt-Struktur der
RTX-Domane, die sich auf die Konformation der hydrophoben N-terminalen Halfte des
Toxins auswirkt, und dadurch die Porenbildung erméglicht (Goni & Ostalaza, 1998; Sanchez-
Magraner et al., 2007). DarlUber hinaus kénnen die Glycin-Asparagin-reichen RTX-Repeats

unabhangig von Calciumionen mit Membranen interagieren (Sanchez-Magraner et al., 2007).
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Das C-terminale Sekretionssignal von HIyA weist ein Helix-Turn-Helix Motiv gefolgt von
einem Faltblatt-Loop-Faltblatt Motiv auf; diese Struktur ist charakteristisch fir das
Sekretionssignal verschiedener RTX-Toxine, weshalb die Sekretionssignale teilweise ohne

Funktionsverlust gegeneinander austauschbar sind (Zhang et al., 1993).

Hydrophylic site

Hydrophobic site

Abb. 1-3: Porenbildende Region von HlyA. Die Aminosauren 272-298 wurden durch Fluoreszenzspektrometrische
Messungen auf ihre Interaktion mit Erythrozytenmembranen untersucht. Dargestellt ist die Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums badanmarkierter Aminosauren durch die Interaktion mit Membranen. Die Periodizitat der
gemessenen Spektren zeigt die a-helicale Struktur der Region, bei der ein Teil der Aminosauren in der
hydrophoben Membran verankert ist, wahrend der andere Teil in die hydrophile Pore ragt.

ND= not determined (nicht bestimmt) Quelle: Valeva et al., 2008

1.5.3 Porenbildung durch HIlyA

Die Porenbildung vieler Toxine beinhaltet die Bindung an Rezeptoren, Oligomerisierung und
Membraninsertion. Fir HlyA wurde die Bindung an die Zielzelle Uber Glycophorin bei
Erythrozyten und Uber N-verknlpfte Oligosaccharide an f,-Integrin Rezeptoren bei
Leukozyten beschrieben (Cortajarena, 2001; Lally et al., 1997; Morova et al., 2008). Die
Rezeptoren sind jedoch, im Gegensatz zu vielen anderen porenbildenden Toxinen, fur die
Bindung nicht essentiell; Valeva et al. (2005) wiesen die B,-Integrin unabhangige Bindung
von HIyA an Granulozyten nach, und zahlreiche Publikationen postulierten die
rezeptorunabhangige Bindung, Insertion und Porenbildung des Toxins bei kinstlichen
Lipidmembranen unterschiedlicher Zusammensetzung (Ostolaza et al., 1993; Menestrina et
al., 1994; Hyland et al., 2001).



Einleitung 11

HIlyA existiert in drei Formen: als Aggregate unterschiedlicher GréRe, als Monomer und als
membrangebundenes Toxin (Ostolaza et al., 1997). In Ldsung liegt ein Gleichgewicht
zwischen Aggregat und Monomer vor. Die Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten des
Aggregats reduziert die lytische Aktivitdt des Toxins (Cortajarena et al., 2002), d.h. es
handelt sich bei dem monomeren Toxin in Loésung um die lytisch aktive Form von HIyA. Es
existieren einige Studien dazu, ob es im Verlauf der Bindung oder Porenbildung zur
Dimerisierung oder Oligomerisierung des Toxins kommt, wie es fir andere PFTs postuliert
wurde. Einige Studien deuten auf eine Oligomerisierung der Toxinmolekile hin (Benz et al.,
1989, Ludwig et al., 1993), andere postulieren eine durch ein Monomer gebildete Pore
(Bhakdi et al., 1986; Menestrina et al.1987; Menestrina, 1988). In letzterem Fall ware HIyA

das erste bekannte porenbildende Toxin, das als Monomer lytisch aktiv ist.

1.5.4 Die Modifikation von HlyA: HlyC

HIyC ist ein 20 kDa grofies Protein, das als Homodimer aktiv ist. Das Protein Ubertragt als
Lysin-Acyltransferase Fettsdurereste von Acyl-ACP auf die beiden Lysine 564 und 690 des
Protoxins Pro-HIyA (Issartel et al., 1991; Ludwig et al., 1996). Diese beiden Lysine
unterscheiden sich von anderen Lysinen innerhalb der Aminosduresequenz dadurch, dass
sie unmittelbar hinter einem Glycin liegen. Die beiden aufeinander folgenden Aminosauren
Glycin und Lysin sind hoch konserviert in Toxinen, die durch Acylierung von Lysinen aktiviert
werden. Der Austausch des Glycins gegen eine andere Aminosaure flhrt zu einer fast
vollstéandigen Inaktivierung von HIyA (Pellett & Welch, 1996; Langston et al., 2004); unklar ist
jedoch, ob es sich hierbei um eine Erkennungssequenz flir die Acylierung handelt, oder ob
es beim Austausch gegen eine andere Aminosaure zu sterischen intramolekularen
Behinderungen kommt. Die Acylierung der beiden Lysine erfolgt unabhangig voneinander,
d.h. durch die Mutation eines der Lysine wird die Acylierung des anderen Lysins nicht
beeintrachtigt (Langston et al., 2004). Die Verhinderung der Acylierung von Lysin 564 durch
Aminosaureaustausch flihrt zu einer verminderten HIyA-Aktivitdt, jedoch nicht zur
vollstandigen Inaktivierung; die Acylierung des Lysins 690 ist dagegen essentiell fir die
lytisch aktive Form des Toxins (Stanley et al., 1994; Pellett & Welch, 1996).

Innerhalb der Aminosauresequenz von HIyC sind die Aminosauren an Position 127-129 von
groflier Bedeutung flir die Funktion des Proteins (Guzman-Verri et al., 1997). Der Austausch
dieser Aminosauren fuhrt zu einer starken Reduktion der Aktivitat bis hin zur vollstandigen
Inaktivierung. Vermutlich sind die Aminosauren an der Erkennung von HIyA beteiligt, und der
durch die Mutagenese erzielte Effekt beruht auf der verminderten Affinitat des Proteins zu
HIyA.
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1.5.5 Sekretion von HiyA: HlyB und HlyC
Die Sekretion von HIyA ist Sec-unabhangig und wird durch die Proteine HlyB und HlyC

vermittelt (Abb. 1-4). Das Sekretionssystem wird den Typ |-Sekretionssystemen zugeordnet.

HlyB gehort zur Familie der ABC-Transporter (ATP binding cassette transporter), die auch in
Eukaryonten vorkommen. HIlyB besteht neben zwei hydrophoben Membrandomanen mit
jeweils 6 a-helicalen Transmembrandomanen, die einen Membrankanal in der inneren
Zellmembran bilden, aus zwei hydrophilen Nukleotidbindedomanen (Zaitseva et al., 2005).
Die Transmembrandomanen bilden einen Kanal innerhalb der Membran. Der
Exportmechanismus von HIyA Uber die innere Membran wird dadurch vermittelt, dass die
beiden Nukleotidbindedomanen bei Substratbindung dimerisieren und es durch ATP-
Hydrolyse zu einer Konformationsanderung kommt (Zaitseva et al., 2005; Hanekop et al.,
2006; Randak & Welsh, 2005); diese Konformationsdnderung bewirkt wiederum

Konformationsanderungen der Membrandomanen, wodurch der Transport von HIyA erfolgt.

HlyD gehort zur Familie der Membranfusionsproteine (membrane fusion protein, MFP) und
ist als Trimer aktiv (Thanabalu et al., 1998). Das Protein ist in der inneren Membran der
Bakterienzelle verankert, und ein essentieller Faktor bei der Sekretion von HlyA. Studien
zeigten, dass HIyD u. a. fur die Faltung von HIyA in die finale, aktive Form verantwortlich ist
(Pimenta et al., 2005). HlyD ist mit HlyB komplexiert und bildet die Brucke zwischen HlyB,
dem Transporter Uiber die innere Membran von E. coli, und dem Porin-ahnlichen Transporter
TolC, der den Transport durch die aul’ere Membran vermittelt (Wandersman & Delepelaire,
1990; Thanabalu et al., 1998); das fiir den Transport essentielle TolC-Trimer wird durch HlyD

stabilisiert.
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Abb.1-4: Sekretion von HIyA durch HlyB, HlyD und TolC. HIyB hydrolysiert ATP und vermittelt die
Translokation von HIyA Uber die innere Membran (A). Das mit HlyB komplexierte HlyD trimerisiert und bildet
die Verbindung zwischen HIyB und TolIC. Es stabilisiert TolC (B), welches HIlyA (iber die duflere Membran
transportiert (C). IM=innere Membran, OM=3aultere Membran

Quelle: Thanabalu et al., 1998
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Struktur des Escherichia coli o-
Hamolysins (HIyA), welches einen bedeutenden Virulenzfaktor vieler uropathogener
Escherichia coli Stdmme darstellt. HIyA besteht aus der N-terminalen porenbildenden Halfte
und der C-terminalen calciumbindenden Domane. Die Aminosduren 272-298 waren als
direkt an der Porenstruktur beteiligte amphipathische a-Helix identifiziert worden (Valeva et
al., 2008). Es bestanden darliber hinaus Hinweise auf weitere porenbildende Domanen
innerhalb der N-terminalen Halfte des Toxins (Ludwig et al., 1991). Die Arbeit fokussierte
sich daher zum Teil auf die Charakterisierung weiterer porenbildender Regionen innerhalb
der N-terminalen Halfte des Proteins. Einen weiteren Ansatz sollten Untersuchungen zur
Funktion des N-Terminus im Bereich der Aminosauresequenz darstellen, tUber den bis zu
diesem Zeitpunkt nur wenig bekannt war.

Weiterhin konzentrierte sich die Arbeit auf Untersuchungen zur Porenbildung durch HIyA. Bis
zur Vollendung dieser Arbeit lagen widersprichliche Aussagen dazu vor, ob das Toxin die
Pore durch ein Monomer oder ein Dimer bzw. Oligomer bildet. Die These der monomeren
Porenbildung ist von besonderem Interesse, da die Porenbildung aller bisher auf diesen
Aspekt hin untersuchten porenbildenden Toxine, die zur Schadigung der eukaryontischen
Zellmembran fuhren, die Oligomerisierung einschlieRt. HlyA wirde somit einen neuen
Archetyp porenbildender Toxine reprasentieren, bei denen die Porenbildung durch ein

Monomer erfolgt.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und andere Materialien

Kaninchenerythrozyten wurden vom Tierstall des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie
bereitgestellt, Humanerythrozyten von freiwilligen Probanden bei Entnahme durch arztliches
Personal des Universitatsklinikums Mainz. Antikérper gegen E. coli HIyA und S. aureus a-

Toxin wurden aufgereinigt und zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Bhakdi.

Chemikalie/Material Hersteller

Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Anti-rabbit Ig, biotinylated species-specific whole antibody GE Healthcare, Minchen

ATP Bioluminescence Assay Kit CLS I Roche Applied Science,
Mannheim

Bacto™Agar Becton & Dickinson, Heidelberg

Bacto™Tryptone Becton & Dickinson, Heidelberg

Bacto™Yeast Extract Becton & Dickinson, Heidelberg

Badan (6-bromoacetyl-2-dimethylaminonaphtalene) Molecular Probes (Invitrogen),
Paisley, UK

Biotin-Malemid Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Blutagar (COL-S, BD Columbia 5% SB) Becton & Dickinson, Heidelberg

BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) Roche Applied Science,
Mannheim

Calcein (Bis[N,N-bis(carboxymethyl)- Sigma-Aldrich, Taufkirchen

aminomethyl]fluorescein)

Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Chromatography Paper 3MM Chr Whatman, Dassel

Crosslinker DMA, DSS und EGS Pierce,Erembodegem-Aalst,
Belgien

DMEM + GlutaMAX™-| Gibco (Invitrogen), Paisley, UK

DNA GroRenstandard 1kb DNA ladder New England BioLabs, Ipswich, UK

Einmalkuvetten, 1,5 ml (Halbmikro) MBT Brand, Giel3en

Falkonréhrchen Greiner Bio-One, Solingen

FCS (Fetal Bovine Serine) Gibco (Invitrogen), Paisley, UK

Fuji Medical X-Ray Film Super RX FUJIFILM Europe GmbH,
Dusseldorf

HBSS (10x) (Hank’s balanced salt without phenol red) Gibco (Invitrogen), Paisley, UK

HEPES Gibco (Invitrogen), Paisley, UK

Lipide (3-sn-Phosphatidyl-L-serine, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-a-Phosphatidylcholin,Cholesterol, Sphingomyelin)

Nitrocellulose Transfer Membrane PROTRAN® Whatman, Dassel

n-Octyl-B-D-glycopyranoside (Octylglucosid) Alexis, Lorrach

PageRuler™Prestainde Protein ladder Fermentas, St. Leon-Rot

PenStrep (10000U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) Gibco (Invitrogen), Paisley, UK

peqGold Gel Extraction Kit PEQLab, Erlangen

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG  Jackson Immuno Research
Suffolk, UK

Pfu Ultra™HF DNA-Polymerase Stratagene (Agilent), Heidelberg

QIAprep Miniprep Kit / QlAprep Midiprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Reaktionsgefale MBT Brand, GielRen

Roéntgenentwickler LX24 Kodak, Stuttgart

Rontgenfixierer AL4 Kodak, Stuttgart

Polycarbonatfilter Cyclopore™Track Etched Membrane ~ Whatman, Madistone, England
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Chemikalie/Material

Restriktionsenzyme
Sepharose CL-4B
Shrimps alkalische Phosphatase

Hersteller

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Rot

Streptavidin biotinylated horseradish peroxidase complex GE Healthcare, Miinchen

T4 DNA Ligase
Toyopearl HW-55S

Trypsin-EDTA Solution 10x
96-Well-Platten

Fermentas, St. Leon-Rot
Toyo Soda Mfg. Soda,
Yamaguci, Japan

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Greiner Bio-One, Solingen

Nicht aufgeflihrte Chemikalien wurden von der Firma Roth aus Karlsruhe bezogen.

2.2 Gerdtenachweis
Gerét

Allegra™6KR Centrifuge

Autoflow CO,Water Jacketed Incubator
Biofuge fresco

Brutschrank

Controlled Environment Incubator Shaker

Dampfsterilisator
Elektro-Blottkammer

Electrophoresis Power Supply Consort EV243/
Electrophoresis Power Supply EPS1001
Fluoreszenzimager BioDoc Analyse
Fluoreszenzphotometer Ultrospec®2000
Fraction Collector Modell 2110

Gefrierschrank Hera freeze (-70°C)
Liposomenpresse Avanti®Polar Lipids

Lumat LB9507

Magnetruhrer IKAMAG®RCT
Peristaltic Pump P-1

Power Supply Model 160/1.6

Saule XK16

Schuttelinkubator 3032

Schutteltisch Duromax 2030
Sorvall®RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
Spektrofluorometer FluoroMax™
Sterilbank Typ ANTAES 48/72

Test Tube Rotator

Thermocycler Mastercycler gradient
Thermomixer compact

Thermomixer 5437

Trockensterilisator

Ultrazentrifuge Optima™LE-80K
Ultraschallreiniger SONOREX RK 156
UV-Detektor 2238 UVICORD S I

Hersteller

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
NuAire, Plymouth, MN, USA
Heraeus, Langenselbold
Heraeus, Langenselbold

New Brunswick Scientific, Edison,
NJ, USA

Holzner GmbH, NufRloch

von Keutz Labortechnik, Reis-
kirchen

Amersham Pharmacia Biotech.,
Wien

Biometra, Géttingen

Pharmacia Biotech, Freiburg
BioRad, Miinchen

Heraeus, Langenselbold
Avanti®, Alabaster Alabama, USA
Berthold Technologies, Bad Wild-
bad

IKA Labortechnik, Staufen
Pharmacia Fine Chemicals, Stock-
holm, Schweden

BioRad, Miinchen

Pharmacia Biotech, Freiburg
GFL, Burgwedel

Heidolph, Schwabach

Thermo Fisher

Spex GmbH Berlin

BioHit Deutschland GmbH, Koéln
Kisker, Steinfurt

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus, Hanau

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Bandelin electro, Berlin
Labequip, Ontario, Kanada
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2.3 Bakterienstamme und Zelllininien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen die in Tabelle 2-1 dargestellten Bakterienstamme

und Zelllinien zum Einsatz. Die Escherichia coli

Kolonakis (Cambridge University, Cambridge, UK) zur Verfligung gestellt.

Tab. 2-1: Bakterienstamme und Zelllinien

Stdmme wurden von C. Hughes und V.

Name Domaéne, Reich | Eigenschaften Kulturmedium Referenz
Escherichia coli | Bacteria, Genotyp: LB-Bouillon, LB- Casadaban &
MC1061 Proteobacteria araD139A(ara-leu)7697, | Agar,TY 2x Cohen, 1980
AlacX74, gal U, gal K,
hsdR, strA
Escherichia coli | Bacteria, siehe Escherichia coli LB-Bouillon, LB- Stanley et al.,
MC1061 + Proteobacteria MC1061, CM-Resistenz | Agar,TY 2x 1994
pLG575
HaCaT-Zellen Eukarya, Tiere humane Keratinozyten, | DMEM + CLS Cell Lines
adharent GlutaMAX™-| Service,
(Gibco) mit 10 % Eppelheim
FCS

2.4 Stammhaltung und Medien
2.4.1 Escherichia coli

Folgende Medien wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

LB-Bouillon (Luria-Bertani Bouillon): 10 g Trypton + 5 g Hefeextrakt + 10 g NaCl ad 11 A. dest
LB-Agar: 16 g Agar + 1| LB-Bouillon
TY Medium 2x (Tryptone-Yeast): 16 g Trypton + 10 g Hefeextrakt + 5 g NaCl ad 11 A.dest

Die Stammhaltung und Kultivierung des Bakterienstamms Escherichia coli MC1061 erfolgte
in LB-Bouillon und auf LB-Agar bei 37°C flr 16-24 Stunden (Flissigkultur unter Schiitteln bei
Escherichia coli MC1061 + pLG 575 wurde
Chloramphenicol [33 pg/ml] zur Selektion des Plasmids pLG 575 zugesetzt. Medien flr

160 rpm). Dem Medium des Stamms

Bakterienstamme nach einer Transformation des Plasmids pYA-Wt bzw. Derivaten dieses
Plasmids wurde Ampicillin [100 pg/ml] zugesetzt.

Dauerkulturen wurden angelegt, indem 1 ml Flussigkultur mit 1 ml Glycerin (100%) versetzt
und bei -70°C gelagert wurde.

TY 2x Medium diente der Kultivierung der Bakterien flr Toxinreinigungen.

Die zur Selektion verschiedener Stdmme eingesetzten Antibiotika lagen in folgenden
Stammldsungen vor:

Ampicillin in A. dest [100 mg/mi]

Chloaramphenicol in 96% Ethanol [33 mg/ml]
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2.4.2 HaCaT-Zellen

Die Kultivierung von HaCaT-Zellen erfolgte in DMEM + GlutaMAX™-I (Gibco) mit 10 % FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin in Kulturflaschen (Cellstar®Tissue Culture Flasks) im 37°C
CO; Inkubator (3% CO,). Die Zellen wurden wdchentlich trypsiniert und nach Verdinnung
erneut kultiviert; die Trypsinierung erfolgte maximal 25-mal, danach wurde eine neue
Zellkultur angesetzt. Die Trypsinierung dient bei adharenten Zellen der Abldsung, ohne dass

die Zellen geschadigt werden.

Puffer: Lésung | fir 10x PBS: 14,196 g/l Na,HPO,
100 g/l NaCl
2,5 g/l KCI
Losung Il fir 10x PBS: 3,9 g/l NaH,PO4x 2H,0

10 x PBS: 1 Liter Lésung | + 250 ml Lésung Il (pH 7,3 - 7,5)
1 x PBS: 100 ml 10 x PBS ad 1 Liter A. dest

5 x Trypsin-EDTA Solution in PBS

Durchfuhrung der Trypsinierung:

Das Kulturmedium wurde unter sterilen Bedingungen abgenommen. Die Zellen wurden mit
10 ml PBS 10’ bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abnahme des Puffers wurde 1 ml 5x
Trypsin auf die Zellen gegeben, und diese einige Minuten bei 37°C bis zur vollstandigen
Ablésung vom Flaschenboden inkubiert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 5 ml
Kulturmedium abgestoppt. 1 ml der Zellen wurde mit 20 ml Medium verdinnt und wie
beschrieben kultiviert.

Die Kultivierung von HaCaT-Zellen erfolgte in DMEM + GlutaMAX™-I (Gibco) mit 10 % FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin in Kulturflaschen (Cellstar®Tissue Culture Flasks) im 37°C
CO; Inkubator (3% CO,). Die Zellen wurden wéchentlich trypsiniert; die Trypsinierung

erfolgte maximal 25-mal, danach wurde eine neue Zellkultur angesetzt.

2.5 Plasmide
Zwei Plasmide kamen im Rahmen der Arbeit zum Einsatz, die freundlicherweise von C.
Hughes und V. Kolonakis (Cambridge University, Cambridge, UK) zur Verfigung gestellt

worden waren (Stanley et al., 1994):

1) Das Plasmid pLG 575 codiert die Gene hlyB und hlyD, deren Genprodukte fir die HIyA-
Sekretion essentiell sind, sowie das Gen flr Chloramphenicol-Resistenz, das die selektive
Kultivierung der Bakterien mit Plasmid ermdglichte. Das Plasmid lag stabil und unverandert
in dem Stamm Escherichia coli MC 1061 + pLG 575 vor.
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2) Das Plasmid pyA-WT (Abb. 2-1) basiert auf dem Plasmid pBr322 (Sutcliffe, 1978), und
tragt neben einem Resistenzgen gegen Ampicillin (Amp®), das die Selektion mit Ampicillin
ermdglicht, u. a. die Gene hlyA und hlyC fir die HIyA-Synthese und -Modifikation. Das
Plasmid wurde als Matrize fur PCR-basierte Mutagenese und als Vektor fur Klonierungen
eingesetzt. Die Klonierung mutierter Fragmente erfolgte nach Restriktionsverdau (siehe
Kapitel 2.8.7) von Vektor und Insert mit dem Enzym BamH |. Die Einfihrung von Cysteinen
in die N-terminale Halfte von HIyA in die bestehende Mutante AB (Lys 690 Arg) erfolgte in
der Regel durch Klonierung von Sphl-Fragmenten.

Zur Kontrolle derivatisierter Plasmide nach der Klonierung und Transformation wurde das

Restriktionsenzym Scal eingesetzt, welches das Plasmid in 3 Fragmente spaltet.

\ Scall
e T W / pBR322revers
1 o, mit Amp"®

Rmém \\\ /

HIyB NS

Sphl \‘\
\

PYA-WT \
pBr322 reverse + HlyC / A-Fragment \
ca. 13100 bp |

Sca |

Abb. 2-1: Plasmid pyA-WT

2.6 Oligonukleotide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Mutanten durch PCR-basierte, zielgerichtete
Mutagenese hergestellt und durch die Firma GENterprise (Mainz) sequenziert. Die bei der
PCR eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon bezogen.
Eine Auflistung der Oligonukleotide findet sich in Tabelle 2-2. Zur besseren Ubersicht wurden

lediglich zwei Primer (k32c f und k32c r) zur Herstellung eines HIyA-Cysteinderivates
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exemplarisch fir alle HIlyA-Cysteinderivate, und zwei Primer (s352p a355p f) zur Herstellung

eines HlyA-Doppelprolinderivates fur alle HlyA-Doppelprolinderivate aufgefihrt.

Tab.2-2: Zur Amplifikation und Mutagenese eingesetzte Oligonukleotide. Dargestellt sind Name,
Nukleotidsequenz, Funktion und Schmelztemperatur. Alle Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmol/ul
vor. AS= Aminosaure, Ty= Schmelztemperatur

Primer Primersequenz Aufgabe Eigenschaften
BamHI_HIyC_F 5’-tgatgttacctcattagttgcagaagac-3’ .aulderer Primer®, | Tu =62,2°C
Amplifikation von
HIyA
BamHIpBr322_R | 5'-ttcgctacttggagccactatcgactac-3’ L<aulerer Primer®, | Tm = 66,6°C
Amplifikation von
HIyA
k32c f 5’-gcaggacaaagcacgtgcgatgcattaaaaaaagc-3’ Einfliihrung eines | Tu=68,2°C
Cysteins durch AS-
Austausch
k32r 5’-gctttttttaatgcatcgcacgtgctttgtcctge-3’ Einfiihrung eines | Ty =68,2°C
Cysteins durch AS-
Austausch
s$352p a355p f 5’-gaccectttacttcctgctttccacaaagaaac-3’ Einflihrung zweier Tm=66,9°C
Proline durch AS-
Austausch
s352p a355p r 5’-gaaagcaggaagtaaagggtcaccatcgtatccaag-3’ Einflhrung zweier Tm=70,6°C
Proline durch AS-
Austausch
20-39 f 5’-cactgcagtctgcaaagcaatcccaaacccgcaatgeg-3’ Deletion AS 1-40 Tm=74,9°C
20-39r 5’-ctgtttcccgceattgegggtttgggattgctitgcaga-3’ Deletion AS 1-40 Tum=73,8°C
HlyA-D1-50F 5’-ggtaattaaatgttacttatccctaaagattataaag-3’ Deletion AS 1-50 Tu=61,7°C
HlyA-D1-50R 5’-gggataagtaacatttaattacctcttaaccag-3’ Deletion AS 1-50 Tm =63,3°C
Hlya d1 100f 5’-gaggtaattaaatgggcctcaccgaacggggagtg-3’ Deletion AS 1-100
Hlya d1 100r 5’-cggtgaggcccatttaattaccicttaaccagttaatg-3’ Deletion AS 1-100
n-term ha f 5'- Austausch der 12 N- | Ty =>75°C
tatccctatgacgtcccecgactatgecctgcagtctgcaaagcaa terminalen AS durch
tcc-3’ das HA-Epitop
YPYDVPDYA
n-term har 5’-ggcatagtcggggacgtcatagggatacatttaattacctctt Austausch der 12 N- | Ty =74,4°C
aaccag-3’ terminalen AS durch
das HA-Epitop
YPYDVPDYA

2.7 Sterilisationsverfahren und Entsorgung von Bakterienstimmen

Alle verwendeten Gefalle, Zubehdr, Lésungen und Nahrmedien wurden vor Gebrauch durch
30-minltiges Erhitzen im Dampfsterilisator (121°C) sterilisiert. Die Sterilisation von
Glaspipetten erfolgte fir vier Stunden bei 180°C im Heilluftsterilisator.

Bakterienstdamme sowie bakteriell kontaminierte Lésungen und Materialien wurden vor ihrer

Entsorgung durch 30-miniltige Dampfsterilisation bei 134°C behandelt.

2.8 Methoden

2.8.1 Messung intrazellularen ATPs

Das Enzym Luziferase katalysiert die ATP-abhangige Umsetzung von Luziferin zu
Oxiluziferin, in deren Verlauf Energie in Form von Licht abgegeben wird. Die Lichtemission

ist proportional zum ATP-Gehalt der Zelle. Die Methode ist somit geeignet, um den ATP-
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Verlust der Zelle durch porenbildende Toxine zu untersuchen. Aus der Zelle durch die Poren
ausgetretenes ATP wird vor der Messung durch Abnahme des Uberstandes vor der

Messung entfernt.

Durchfiuhrung:
0,4 x 10° Zellen / ml Kulturmedium wurden zu je 200 pl 16-24 h in 96-Well Platten wie

beschrieben kultiviert. Nach der Kultivierung wurde das Medium entfernt, 100 ul
vorgewarmtes HBSS mit oder ohne Toxin auf die Zellen gegeben, und 30-60 Minuten bei
37°C inkubiert. Zur Messung intrazellularen ATPs wurde der Uberstand entfernt, die Zellen in
100 pl 1% Triton X-100 lysiert, mit 150 pl A. dest verdinnt und nach Zugabe von 20 pl
Luziferase (ATP Bioluminescence Assay Kit CLS Il) die Lichtemission im Lumat LB9507

gemessen.

2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA nach Birnboim & Doly (1979)

Die Plasmidpraparation nach Birnboim & Doly beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
zum Aufschluss von Bakterienzellen, und auf der selektiven Ethanol-Prazipitation von DNA.
Die Methode eignet sich besonders =zur Kontrolle von Klonen nach Plasmid-
Transformationen. Fur enzymatische Reaktionen sind die Plasmide nur bedingt geeignet,

weil die Plasmid-DNA nicht vollstdndig von Salzen und genomischer DNA gereinigt werden

kann.
Puffer: Lésung I: 50 mM Tris HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0
Lésung II: 1% SDS (w/v), 0,2 M NaOH
Lésung lll: 3 M Kalium-Acetat, pH 5,5
Durchfihrung :

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in der Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus) bei
13000 rpm und 4°C.

1,5 ml einer Uber Nacht kultivierten Flissigkultur wurden durch 3-minttige Zentrifugation
abgeerntet und das Bakterienpellet in 100 ul Lésung | resuspendiert. Durch Zugabe von 200
Ml Losung Il erfolgte die Lyse der Zellen. Die Proteine wurden durch Zugabe von 200 pl
Lésung Il préazipitiert. Nach 10-minitiger Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen
und zur Prazipitation der DNA mit 1 ml 96%-igem Ethanol versetzt. Nach 10-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur konnte die Plasmid-DNA abzentrifugiert (5-10 min) und der
Uberstand verworfen werden. Das vollstandig getrocknete DNA-Pellet wurde in 35 pl A. dest

aufgenommen.
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FUr enzymatische Reaktionen wurde die Plasmid DNA mit dem QIlAprep Miniprep Kit oder
dem QIAprep Midiprep Kit von Qiagen nach Angaben der Hersteller isoliert. Diese Isolierung
der Plasmid DNA beruht auf der alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim und Doly, 1979), und
der anschlielRenden Adsorption der DNA an eine Silikamatrix bei hoher Salzkonzentration.
Die Salze werden in einem Waschschritt durch einen speziellen Puffer entfernt, wahrend die
Plasmid-DNA gebunden bleibt. AnschlieRend kann die DNA mit einem Puffer mit niedriger

Salzkonzentration oder mit sterilem Wasser von der Saulenmatrix eluiert werden.

2.8.3 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden spezifische Fragmente amplifiziert, d.h. es wurden jeweils zwei
spezifische Oligonukleotidprimer eingesetzt, die als Startpunkt flir die DNA-Polymerase
dienten. Die PCR besteht generell aus drei Reaktionen: (I) Denaturierung von DNA-
Doppelstrangen bei 94°C, (lI) Anlagerung der Primer und (lll) Synthese des komplementaren
DNA-Strangs durch die Polymerase bei 72 °C.

Durchfuhrung:
Die in Tabelle 2-3 angegebenen Komponenten der PCR wurden in 200 pyl Reaktionsgefalien

zusammenpipettiert. Die Reaktionen der PCR wurden im Thermocycler durch das zuvor
eingestellte PCR-Programm gesteuert. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit
der Pfu-Polymerase. Die Pfu-Polymerase besitzt eine Korrekturlese-Funktion (proof reading

function), wodurch das PCR-Produkt deutlich weniger Fehler in der Sequenz aufweist.

Tabelle 2-3 : Pipettierschema fur PCR-Ansatze.

Komponente Endkonzentration im Ansatz
10 ul 10x Puffer (Pfu-Polymerase) 1X

1yl ANTP-Mix [20 mM] 200 uM

1 pl Vorwarts-Primer [100 uM] 0,5 uM

1 yl Rickwarts-Primer [100 uM] 0,5 uM

0,5-1 ul DNA Template

1 ul Pfu-Polymerase [2,5 U/pl] 2,5 U/100 ul

ad 100 pl A.dest

PCR-Programm :

1. 10’ 95°C initiale Denaturierung
2. 30”7 95°C Denaturierung

1 50°C Primer-Anlagerung 30x
10 72°C Polymerase-Reaktion
3. 12” 72°C finale Polymerase-Reaktion

4, Holding Temperature 8°C
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2.8.4 Zielgerichtete Mutagenese

Durchflihrung:

Die zielgerichtete Mutagenese erfolgte durch PCR in zwei Schritten (Abb. 2-2): bei der ersten
PCR wurden in zwei verschiedenen Ansatzen zwei DNA-Fragmente amplifiziert, die sich im
Bereich der ,inneren“ Primer (Primer innerhalb hlyA) Uberlappten; diese Primer wiesen die
gewlnschte Mutation auf. Als ,aulere* Primer wurden die Primer BamHI_HIyC F und
BamHIpBr322_R (siehe Tab.1) eingesetzt, die aullerhalb der hlyA-Sequenz und jenseits der
beiden BamHI-Restriktionsstellen des Plasmids pYA-WT binden. Sofern im Ergebnisteil nicht
anders angegeben, wurde als Matrize der ersten PCR ein Derivat des Plasmids pYA-WT mit
der Mutation N234A verwendet. Das codierte Toxin besitzt die uneingeschrankte
hamolytische Aktivitat von Wildtyp-HIyA, neigt aber weniger zur Bildung von Aggregaten (Dr.
Valeva, pers. Mitteilung). In der zweiten PCR dienten die aufgereinigten PCR-Fragmente der
ersten PCR als Matrize. Das vollstandige Fragment mit der gewlinschten Mutation wurde mit

Hilfe der ,aulieren” Primer aus der ersten PCR amplifiziert.

Schritt 1: PCR1 + PCR 2
(Matrize Plasmid pyA-WT)

i

Schritt 2: PCR 3 (Matrize PCR Produkte
aus Schritt 1)

II

ST
<4~ = Mutation

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der zielgerichteten Mutagenese.

i
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Toxinmutanten mit zusatzlicher Mutation des Lysins 690 wurden durch Restriktion des
modifizierten Plasmids pYA-WT mit dem Restriktionsenzym Sphl (Pael) und Umklonierung
des Inserts in das bereits existierende Plasmid mit der gewunschten Lysin-Mutation (Derivat
AB) hergestellt.

2.8.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der Eigenschaft der DNA, auf Grund ihrer negativen Ladung
durch die Phosphatreste in einem elektrischen Feld zur Anode zu wandern. Die
Geschwindigkeit, mit der die DNA dabei das Agarose-Gel passiert, ist proportional zur ihrer
Grolie. Die PorengroRe des Gels ist abhangig von der Gelkonzentration: je hochprozentiger
das Gel ist, desto kleiner sind die Poren.

Die DNA ist mit Ethidiumbromid detektierbar, das in die DNA interkaliert. Das interkalierte

Ethidiumbromid hat die Eigenschaft, unter UV-Licht zu fluoreszieren.

Puffer und Losungen:

50 x TAE-Puffer: 121,14 g/l Tris
9,31 g/l Na,EDTA*2 H,0O
2,7% Eisessig (v/v)

1 x TAE-Puffer (1 1): 20 ml 50 x TAE-Puffer ad 1 | A.dest
Beschwererlésung: 0,1% Bromphenolblau (w/v)

50% Glycerin (v/v)

50 mM EDTA
Durchfihrung:

1% Agarose wurde in 30-50 ml 1 x TAE-Puffer aufgekocht. Das Gel wurde auf etwa 60°C
abgekihlt und nach Zugabe von 2 pl Ethidiumbromidlésung auf den Geltrager gegossen. Die
Polymerisation des Gels dauerte 30 Minuten. Die DNA wurde vor dem Auftragen mit
mindestens 25% Beschwererldsung versetzt. Spannung und Stromstarke wahrend der
Gelelektrophorese betrugen maximal 100 V und 80 mA, um ein Schmelzen der Agarose zu

verhindern.

2.8.6 Gelelution mit dem QlAquick PCR Purification Kit oder peqGold Gel Extraction
Kit

Die Methode der Gelelution erlaubt die Auftrennung von DNA nach ihrer GréRe durch
Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.8.5), und die anschlieRende Elution der

gewlnschten DNA-Fragmente aus der Agarose. Durch die selektive Bindung der DNA an
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das Saulenmaterial Kits wird die DNA von ungewlnschten Komponenten gereinigt, und
schliel3lich in Elutionspuffer von der Saule geldst.
Die Durchfuhrung erfolgte nach Anleitung der Hersteller mit den zu den Kits gehdrenden

Puffern. Zentrifugiert wurde in der Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus).

2.8.7 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte mit der Hilfe von Restriktionsendonukleasen. Diese Enzyme
erkennen spezifische Palindrome in der DNA-Sequenz, und schneiden die DNA an diesen
Stellen. Die Schnittstellen kdnnen einander gegeniber angeordnet (glatte Enden, blunt ends)

oder aber versetzt sein (kohasive Enden, sticky ends).

Durchflihrung:
Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur Restriktionsenzyme verwendet, die zu kohasiven

Enden der verdauten DNA fuhrten.
Die Reaktion erfolgte in folgendem Restriktionsansatz:

x ul DNA

0,1V 10x Puffer des entsprechenden Restriktionsenzyms
0,05-0,1 V Restriktionendonuklease

ad 1V A.dest

Der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert. Bei der Synthese von Vektor- und Insert-DNA, die zur
Klonierung eingesetzt werden sollten, erfolgte der Restriktionsverdau fur 3-5 Stunden. Wurde
der Verdau zur Plasmidkontrolle durchgefuhrt, erfolgte er dagegen lediglich fir 45 Minuten
bis 1,5 Stunden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von mindestens 0,1 V Beschwererldsung

abgestoppt.

2.8.8 Dephosphorylierung von DNA

Die alkalische Phosphatase spaltet freie Phosphatgruppen von DNA und Proteinen ab. Diese
Eigenschaft wurde zur Dephosphorylierung von Vektor-DNA genutzt, um eine Ruckligation
des Vektors zu verhindern, und stattdessen die Insertion und Ligation (s. u.) der Insert-DNA

zu fordern.

Durchfiuhrung:
Die DNA-Dephosphorylierung erfolgte mit Shrimp alkalischer Phosphatase (SAP) fir 1 h bei
37°C in folgendem Versuchsansatz:

x ul DNA

0,1V 10x Puffer
0,05-0,1 V SAP
ad 1V A.dest

Die Reaktion wurde abgestoppt durch 15-minitige Inkubation bei 65°C.
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2.8.9 Ligation

Unter einer Ligation versteht man die Verknipfung zweier DNA-Strange mit Hilfe des
Enzyms DNA-Ligase. Dieses Enzym katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen zwei DNA-Ketten. Dazu bendtigt es eine freie Hydroxyl-Gruppe am 3’-Ende der
einen und eine Phosphatgruppe am 5-Ende der anderen Kette. Das in dieser Arbeit
verwendete Enzym aus dem Phagen T4 kann sowohl glatte als auch kohasive Enden

miteinander verknupfen.

Durchfiuhrung:
Die zuvor mit Restriktionsenzymen geschnittenen und durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgereinigten DNA-Fragmente (Vektor und Insert) wurden in folgendem Ansatz miteinander
ligiert:

X Ml Insert-DNA

y Ml Vektor- DNA

0,1V 10x Puffer der T4 DNA Ligase
0,1V T4 DNA Ligase

ad 1V A.dest

Das Verhaltnis von Vektor:Insert betrug ungefahr 3:1. Das Mengenverhaltnis der DNA-
Fragmente wurde im Agarosegel per Auge abgeschatzt. Die Ligation erfolgte tGber Nacht bei

16 °C oder flir 1-3 Stunden bei Raumtemperatur.

2.8.10 Bestimmung von OD und Proteinkonzentration

Bei der Photometrie wird die Absorption von Molekilen oder Zellen bei einer bestimmten
Wellenlange gemessen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode zur Bestimmung der
optischen Dichte (OD) von Bakterienkulturen verwendet. Das Wachstum der Zellen wurde
anhand der Turbiditat bei 600 nm verfolgt. Eine ODggo = 1 kann bei Escherichia coli mit einer
Zellzahl von etwa 2 x 10° gleichgesetzt werden.

Weiterhin wurde die Methode genutzt, um die Proteinkonzentration geloster Proteine mit
Hilfe von Bradford-Reagenz (BioRad) zu bestimmen. Bradford-Reagenz bildet mit Proteinen

einen blauen Komplex, dessen Absorption bei 595 nm proportional zur Konzentration ist.

Durchflihrung:
1) Die Absorption von 1 ml der Bakterienkultur wurde bei 600 nm in Kivetten (10 x 4 x 45

mm) gegen 1 ml des entsprechenden Kulturmediums gemessen.

2) Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde die Absorption von 5 pl Protein in 1 ml 1:5
mit A. dest verdinntem Bradford Reagenz bei 595 nm bestimmt. Als Referenz zur
Abschatzung der Proteinkonzentration diente eine Eichreihe aus verschiedenen

Konzentrationen des Standrdproteins Bovine serum albumin (BSA).
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2.8.11 Herstellung kompetenter Zellen

Zur gezielten Transformation genetischen Materials in Bakterienzellen wird die Zellwand
perforiert, um die Zellen zur maximalen Aufnahme zu befdhigen. Dies gelingt optimal bei
einer Bakterienkultur, die sich in der friihen exponentiellen Wachstumsphase befindet, durch
Behandlung unter hypotonischen Bedingungen.

Derivate des Plasmids pYA-WT wurden nach Mutagenese und Klonierung zunachst in den
leichter transformierbaren Bakterienstamm E. coli MC1061 (iberfiihrt. Nach Uberpriifung der
so erhaltenen Klone wurde das Plasmid mit der gewiinschten Mutation aus den Bakterien
prapariert und in den Stamm E. coli MC1061 + pLG 575 transformiert, der die Reinigung des

modifizierten und sekretierten Toxins erlaubt.

Durchfihrung:
Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 3000 rpm, 4°C und hoch eingestellter Bremse in

einer Sorvall Zentrifuge in 50 ml Falkonréhrchen.

200 ml LB-Medium in einem 1 Liter Erlenmeyerkolben wurden mit 2 ml einer Uber Nacht
kultivierten Bakterienkultur angeimpft. Im Fall von E. coli MC1061 pLG75 wurde dem
Medium zur Selektion Chloramphenicol in einer Konzentration von 33 mg/l zugesetzt,
wahrend die Kultivierung von E. coli MC1061 ohne Selektionsdruck erfolgte. Die
Bakterienkultur wurde unter Schitteln (160 rpm) bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,2
kultiviert, und die Bakterien durch 15-minttige Zentrifugation pelletiert. Die Resuspension der
Zellpellets erfolgte in insgesamt 40 ml eiskaltem, 0,1 mM CaCl,. Nach 15-minltiger
Inkubation auf Eis wurden die Zellen wie zuvor abgeerntet, und in 1 ml eiskaltem 0,1 mM
CaCl, aufgenommen. Die Zellen wurden nach 3-5-stlindiger Inkubation auf Eis in 50 ul-
Aliquots mit jeweils 25 pl sterilem Glycerin versetzt, in Flissigstickstoff schockgefroren und
bei -70°C gelagert.

2.8.12 Transformation kompetenter Zellen

Durchfihrung:

Die Transformation von E. coli MC1061 pLG575 erfolgte im Gegensatz zu der
Transformation von E. coli MC1061 unter standigem Chloramphenicol-Selektionsdruck [CM
33 mg/l].

Die bei -70°C gelagerten kompetenten Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, und
auf Eis mit 1-3 pl Plasmid-DNA bzw. 10 pl Ligationsansatz 30 Minuten inkubiert. Danach
folgten ein 2-minutiger Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad und erneute 2-minltige
Inkubation auf Eis. Die transformierten Zellen wurden in 1 ml LB-Medium (mit oder ohne CM)

Uberfiihrt und zur Expression des sich auf dem Plasmid befindenden Resistenzgens Amp"®
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eine Stunde unter Schutteln (160 rpm) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 100-500 pl
der Zellsuspension auf LB-Agar mit Ampicillin [100 mg/l] bzw. LB mit Ampicillin und
Chloramphenicol ausplattiert, um die Zellen zu selektieren, die das Plasmid aufgenommen
hatten. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C bebritet.

Die Kontrolle der Klone auf die Aufnahme des gewinschten Plasmids erfolgte wie
beschrieben durch Plasmidpraparation und anschlieRenden Restriktionsverdau mit dem

Restriktionsenzym Scal.

2.8.13 Reinigung des a-Hamolysins aus Escherichia coli

Das a-Hamolysin wird von E. coli sekretiert und kann somit aus dem Kulturiberstand
gereinigt werden. Die Reinigung durch Gelfiltration erlaubt die Auftrennung von Proteinen in
Abhangigkeit ihrer GroRe.

Durchfuhrung:
2 x 1 Liter 2x TY-Medium in 2-Liter Erlenmeyerkolben wurden mit je 20 ml Uber Nacht

kultivierter Bakterienkultur angeimpft. Der Selektionsdruck zum Erhalt der Plasmide pyA-WT
(bzw. Derivate dieses Plasmids) und pLG 575 erfolgte durch Zugabe von Ampicillin [100 ng/I]
und Chloramphenicol [33 ng/l]. Im Fall der Aufreinigung von HIyA-Cysteinderivaten wurden
dem Medium zum Schutz der freien SH-Gruppe zusatzlich jeweils 500 upl Natrium-
Thioglykolat (0,4 g/ml in A.dest, Endkonzentration 0,2 g/l) zugesetzt. Die Erlenmeyerkolben
wurden zur Minimierung der O,-Versorgung mit Parafilm verschlossen und die Kulturen bei
37°C unter Schitteln (200 rpm) bis zu einer ODgog von eins kultiviert. Die Bakterienzellen
wurden durch zweimalige Zentrifugation (Beckmann-Zentrifuge, Rotor GS3, 9000 rpm, 4°C,
mit Bremse) entfernt. Der Kulturiiberstand wurde in zwei 2-Liter Erlenmeyerkolben mit 1 M
Malonsaure auf einen pH-Wert von 4,5 eingestellt und mit je 260 ml 96%-igem Ethanol
(Endkonzentration ca. 20%) versetzt. Die Proteinprazipitation erfolgte unter Rihren Uber
Nacht bei 4-8°C. Nach der Zentrifugation (Beckmann-Zentrifuge, Rotor GS3, 9000 rpm, 4°C,
mit Bremse) wurde der Uberstand verworfen. Das sich am Becherrand gesammelte
Prazipitat wurde einige Minuten bei Raumtemperatur im umgedrehten Becher getrocknet und
in 1 ml 8 M Guanidin, 10 mM Bis-Tris, 10 mM DTT, pH 6,0 aufgenommen. Zur Entfernung
unerwulnschten, schlecht I6slichen Prazipitats wurde das Toxin noch einmal fiir 10 Minuten
zentrifugiert (Tischzentrifuge, 13000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde Uber eine XK16 Saule
mit Toyopearl HW-55S S&ulenmaterial aufgereinigt und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die
Detektion der Toxin enthaltenden Fraktionen erfolgte mit einem UV-Detektor (UVICORD S I,
Modell 2238). Mit jeweils 50 pl der gesammelten Fraktionen wurden, nach
Ethanolprazipitation zur Entfernung des Guanidins, durch SDS-Gelelektrophorese (Kapitel
2.8.21) in einem 10%-igen SDS-Gel und Coomassie-Farbung (Kapitel 2.8.22) die Reinheit
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des Toxins uberpruft. Die Fraktionen mit viel Toxin und mdglichst geringen Mengen anderer
Proteine wurden vereinigt, die Proteinkonzentration bestimmt und die Aktivitat im

Hamolysetiter Uberprift (Kapitel 2.8.14).

2.8.14 Untersuchung der hamolytischen Aktivitat im Hamolysetiter
Als Hamolyse wird der Austritt von Hamoglobin aus Erythrozyten verstanden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde sie zur Untersuchung der porenbildenden Aktivitat von a-Hamolysin

eingesetzt.

Durchfiihrung: Je nach Toxinkonzentration wurden 1-10 ul Toxin in 100 pl HBSS renaturiert
und schrittweise 1:1 verdinnt. AnschlieRend erfolgte eine 1:1 Verdinnung mit
Kaninchenerythrozyten, die zuvor im Verhaltnis 2,5:100 in HBSS verdlinnt worden waren.
Diese wurden im nachfolgenden als 2,5 %-ige Erythrozyten beschrieben. Die Erythrozyten
wurden fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Hamolyse wurde zur einfachen Uberpriifung
der Toxinaktivitat per Auge abgelesen; die Hamolyse ist erkennbar durch eine durchsichtig
rote Farbe im Vergleich zu nicht lysierten Erythrozyten.

Zur genaueren Ermittlung der konzentrationsabhangigen hamolytischen Toxinaktivitat wurde
die Platte eine Minute bei 1000 rpm (Beckman Zentrifuge) zentrifugiert, und die Absorption
des freien Hdmoglobins in einer 1:10 Verdinnung bei 414 nm bestimmt; die Absorption ist

proportional zur Hamolyse.

2.8.15 Untersuchung der hamolytischen Aktivitiat auf Blutagar

Blutagar wurde nachtraglich mit Amplicillin [100 mg/l] und Chloramphenicol [33 mg/mi]
versetzt. Escherichia coli MC1061 + pLG575 wurde nach Transformation mit dem Plasmid
pYA-WT oder einem Derivat des Plasmids auf dem Agar bei Vereinzelung der Zellen
ausgestrichen, und Uber Nacht bei 37°C kultiviert. Die hamolytische Aktivitat zeigte sich
durch einen klaren, kreisformigen Hof um die vereinzelten Bakterienkolonien herum, der

durch die Lyse der Erythrozyten zustandekommt.

2.8.16 Osmo-Protektion (Schutzversuche)

Schutzversuche stellen eine Methode zur Untersuchung der Porengréen. Molekille mit
definiertem Molekulargewicht und definiertem Radius werden eingesetzt, und verhindern
durch osmotische Protektion die Cytolyse / Hamolyse der Zielzelle, sofern sie zu grof3 sind
um die Pore zu passieren. Zum Vergleich der PorengroRe von Wildtyp-HIyA und dem
deletierten HlyA-Derivat A1-50 wurde in dieser Arbeit der Protektor Polyethylenglykol (PEG)

mit unterschiedlichen Molekulargewichten verwendet.
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Durchfiuhrung:
a-Hamolysin in einer Konzentration von etwa 300 ng/ml wurden mit 1,25%-igen

Kaninchenerythrozyten in HBSS unter Zugabe der Protektoren 15 bis 30 Minuten bei 37°C
inkubiert, zentrifugiert (1min, 2000 rpm) und die Absorption des 1:10 verdinnten
Uberstandes bei 412 nm bestimmt. Die eingesetzten Protektoren und ihr molekularer Radius
(Scherrer & Gerhardt, 1971) sind in Tabelle 2-3 dargestellt. Die Konzentration wurde so

eingestellt, dass er mit dem osmotischen Druck im Innern der Zelle ungefahr identisch war.

Tab. 2-4: Osmoprotektoren

Substanz Molaritat [mM] | Molekularer Radius [nm]
Polyethylenglykol 300 | 90 ~0,58 nm
Polyethylenglykol 400 | 80 ~0,68 nm
Polyethylenglykol 600 | 60 ~0,8 nm

2.8.17 SH-spezifische Markierung von HIlyA

Die Aminosauresequenz von HIyA enthalt kein Cystein. Nach Einfihrung eines Cysteins
durch zielgerichtete Mutagenese ist daher die spezifische Markierung mit den Substanzen
Badan und Biotin-Malemid maéglich, die an freie SH-Gruppen binden. Die Markierung mit
dem Fluorophor Badan, dessen Emission abhangig von der Umgebung ist, erlaubt die
fluoreszenzspektrometrische Untersuchung maoglicher Protein-Membran-Interaktionen. Die
Biotinylierung erlaubt die Detektion des Proteins mit Streptavidin nach einem Westernblot

sowie Immunprazipitation mit Biotin-spezifischem Gelmaterial.

Durchfiuhrung:
1,5 ml Toxin in Guanidin mit einer Konzentration von etwa 120 bis 240 ug/ml wurde 1:10 in

96%-igem Ethanol fur mindestens 30 Minuten bei -20°C prazipitiert, 10 Minuten
abzentrifugiert, und nach einmaligem Waschen mit eiskaltem 70%-igen Ethanol getrocknet
und in 300 pl 8 M Guanidin, 20 mM Hepes, pH 7,0 aufgenommen. Das Toxin wurde fir 1h im
Dunkeln mit 1 mM Badan bzw. 1 mM Biotin-Malemid [20 mM in DMSQ] inkubiert und
anschliellend wie zuvor prazipitiert. Die finale Resuspension erfolgte in 35 pl 8 M Guanidin,
20 mM HEPES.

Badanmarkiertes Toxin wurde durch SDS-PAGE auf freies Badan Uberprift. Dazu wurden
zwei bis funf ug Toxin auf ein 7,5-prozentiges SDS-Gel aufgetragen, und das Gel nach der
Elektrophorese unter UV-Licht fotografiert. Eventuell vorhandenes freies Badan wird durch
die Elektrophorese von dem Toxin getrennt und ist als fluoreszierende Bande auf Hohe der
Probenpuffer-Lauffront im Gel erkennbar. Toxinproben mit freiem Badan wurden nicht fir

Versuche verwendet.
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2.8.18 Gewinnung von Ghosts aus Kaninchen-Erythrozyten
Die hypotonische Lyse von Erythrozyten erlaubt die Entfernung aller zelluldren Komponenten
und die Isolierung der Membranen. Durch diese Methode kann man auf Membranen mit

naturlicher Lipid- und Proteinzusammensetzung zurtckgreifen.

Durchfiuhrung:
10-20 ml 3 mal in PBS (siehe Kapitel 2.4.2) gewaschener Kaninchen-Erythrozyten wurden

auf Eis in 10 mM HEPES, pH7,5, hypotonisch lysiert. Die Membranen wurden durch
Zentrifugation (Sorvall-Zentrifuge, Rotor SS34, 15 min, 13000rpm, 4°C) pelletiert und so
lange mit eiskaltem 10 mM HEPES gewaschen, bis der Uberstand klar blieb. Der finale
Waschschritt erfolgte zur starkeren Aufkonzentrierung in 10 mM HEPES, 125 mM NaCl, pH
7,5. Der Uberstand wurde méglichst vollstandig entfernt, und die Ghosts aliquotiert und bei -
20°C gelagert.

2.8.19 Gewinnung von Ghosts aus Human-Erythrozyten
Puffer: 5 mM Phosphatpuffer (6 mM NaH,PO, + 5 mM Na,HPOQO,), pH 8,0

Durchfuhrung:
Die Gewinnung von Ghosts aus Human-Erythrozyten erfolgte im Wesentlichen wie unter

Kapitel 2.7.18 beschrieben. Anstelle von HEPES oder HEPES/NaCl wurde jedoch 5 mM
Phosphatpuffer, pH 8,0, verwendet.

2.8.20 Toxin-Membran-Interaktionsstudien mit cysteinsubstituiertem HlyA

Die Messung der Fluoreszenz spezifisch fluoreszierender Substanzen (Fluorophore) erlaubt
die Aufnahme von Emissionsspektren und die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat bei
definierter Anregungswellenlange. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluoreszenzmessungen
mit cysteinsubstituierten, badanmarkierten a-Hamolysin-Derivaten zur Untersuchung von
Toxin-Membran-Interaktionen durchgefiihrt. Das Fluoreszenzspektrum von Badan ist
umgebungsabhangig; in hydrophober Umgebung, wie sie auch Membranen darstellen,

erfolgt eine Verschiebung des Maximums in den kurzwelligeren Emissionsbereich.

Abb. 2-3: Strukturformel von Badan.
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Durchfiuhrung:
Badanmarkiertes Toxin wurde in Lésung und nach Interaktion mit Kaninchen-Ghosts

fluoreszenzspektrometrisch untersucht. Toxin in Lésung wurde in einer Endkonzentration
von 10 mg/ml in 700 pyl HBSS + 20 mM HEPES renaturiert, und die Badan-Fluoreszenz
unmittelbar im  Fluoreszenzspektrometer gemessen. Zur  Untersuchung der
Membraninteraktion wurde Toxin in 700 pyl HBSS + 20 mM HEPES [30 mg Toxin/ml] mit 50
Ml Kaninchen-Ghosts 30 min bei 37°C unter Schitteln inkubiert, die Ghosts zweimal durch
dreiminitige Zentrifugation und Entfernung des Uberstandes gewaschen, und schlieBlich in
700 pyl HBSS + 20 mM HEPES aufgenommen, um dann das Fluoreszenzspektrum
aufzunehmen.

Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgte bei einer Anregung von 365 nm und einer
Emission von 400-600 nm im SPEX Fluoromax. Die Fluoreszenz des jeweiligen Ansatzes
wurde gemessen, der Ansatz anschlieBend mit 1% Triton versetzt, und ein weiteres
Spektrum aufgenommen. Die Kontrolle (Puffer mit und ohne Ghosts / mit und ohne Triton)
wurde wahrend der Aufnahme der Spektren automatisch abgezogen, um ausschlie3lich das
Fluoreszenzspektrum des Badans ohne Eigenfluoreszenz anderer Komponenten zu

erhalten. Das Maximum des Spektrums wurde abgelesen.

2.8.21 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970)

Die Bedingungen der SDS-PAGE erlauben die Auftrennung von Proteinen proportional zu
ihrem Molekulargewicht. Die Proteine werden durch Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert
und Disulfidbriicken, die an der Tertiarstruktur der Proteine beteiligt sind, durch
Mercaptoethanol reduziert. Die SDS-Anionen binden an die Aminosaurereste der Proteine,
wodurch ein Komplex mit negativer Nettoladung entsteht, die proportional zu der GréRRe des
Proteins ist. Die natlirliche Ladung des Proteins ist dabei vernachlassigbar. Im elektrischen
Feld wandert der Anionen-Protein-Komplex zur Anode. Das Gel besteht aus einem gering
vernetzten Sammelgel und einem hoch vernetzten Trenngel. Im Sammelgel werden die
Proteine bei niedrigem pH (6,8) zu einer schmalen Bande konzentriert. Im Trenngel erfolgt
ein pH-Sprung auf pH 8,8, und die Proteine passieren das Gel ihrem Molekulargewicht

entsprechend unterschiedlich schnell.

Puffer und Losungen:

Elektrophoresepuffer: 14,4 g/l Glycin
1% SDS (w/v)
3,03 g/l Tris (w/v)

4 x SDS-Probenpuffer: 10% Glucose (w/v)
10% SDS (w/v)
10 mM Tris
0,05 % Bromphenolblau (w/v)
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Tab. 2-5: Pipettierschema fiir SDS-Gele.

Sammelgel | Trenngel 7,5% | Trenngel 10%

A. dest 1,5 ml 2,7 ml 2 ml
Acrylamidlésung | 350 ul 1,25 ml 1,67 ml

0,5 M Tris, pH 6,8 | 625 pl - -

1,5 M Tris, pH 8 - 1,25 ml 1,25 ml

10% APS 12,5 25 pl 25 pl

20% SDS 12,5 25 pl 25 pl

TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
Durchfihrung:

Die Komponenten der Gele wurden in der in Tabelle 2-5 dargestellten Reihenfolge
zusammengegeben, und nacheinander Trenngel und Sammelgel im SDS-GieRRstander
gegossen. Die Polymerisation der Gele erfolgte fur jeweils 20 Minuten. Die Protein-Proben
wurden mit mindestens 25% 4x SDS-Probenpuffer versetzt und 3-5 Minuten auf 95 erhitzt.
Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgte in Elektrophoresepuffer bei einer Spannung von
maximal 150 V. Die Proteine wurden entweder durch Farbung mit Coomassie-Blau sichtbar

gemacht, oder im Westernblot detektiert.

2.8.22 Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blau
Der Farbstoff Coomassie-Blau interagiert mit den Aminosauren der Proteine. Daher kann,
nachdem das Polyacrylamidgel zuerst

gefarbt wurde, Uberschiissige Farbe durch

Entfarberlésung entfernt werden, bevor es zu einer Entfarbung der Proteine kommt.

LAsungen:

Farbeldsung: 15% Ethanol (v/v)

15% Eisessig (v/v)
0,05% Coomassie blue R250 (w/v)

Entfarberlésung: 20% Ethanol (v/v)

10% Eisessig (v/v)

2.8.23 Westernblot und Immundetektion

Beim Western- oder Immunblot werden die zuvor durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
von dem SDS-Gel durch ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld auf eine
Tragermembran (Nitrocellulose) Ubertragen. Spannung und Stromstarke werden in
Abhangigkeit vom Molekulargewicht der zu transferierenden Proteine gewahlt. Nach dem

Transfer kénnen die Proteine auf der Tragermembran mit Hilfe von Antikérpern detektiert
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werden. Diese Methode erlaubt eine spezifische Analyse durch Einsatz spezifischer

Antikérper und ist bereits mit geringsten Proteinkonzentrationen durchflihrbar.

Losungen und Antikorper:

CAPS-Puffer: 2,2 g/l CAPS
10% Methanol (v/v)

pH 11,0
TBS: 6,05 g/l Tris
8,76 g/l NaCl
pH 7,0
TBS-T: TBS + 0,1 % Tween 20

1. Antikdrper: - Anti-HIyA Antikérper 1:10 000 verd.

Anti-a-Toxin Antikdrper 1:2000 verd.
- Rabbit Anti-HA Tag, affinity isolated antibody 1:1000 verd.

2. Antikorper: - Anti-rabbit Ig biotinylated species-specific whole antibody,1:1000 verd.
- Peroxidase-conjugated AffiniiPure Goat Anti-Rabbit IgG 1: 4000 verd.

Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex 1:1000 verd.

Durchfihrung:
Der Westernblot wurde wie folgt aufgebaut: sechs Lagen Chromatography Paper (6x9 cm),

Nitrocellulose Transfer Membrane, SDS-Gel, drei Lagen Chromatography Paper. Die
Membran wurde vor Gebrauch einige Minuten in Reinstwasser und kurz in Caps-Puffer
getrankt, das Chromatography Paper einige Minuten in Caps-Puffer. Der Transfer der
Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte fur eine Stunde bei 200 V und maximal 30 mA.
Die Membran wurde anschlielend Uber Nacht bei 4°C in in TBS mit 5 % Magermilchpulver
inkubiert, um die unspezifische Bindung des Antikbrpers an Proteine zu vermeiden.
Denselben Effekt erzielt man auch durch Zugabe von 0,5 % Roti Block (RB) zu TBS bzw.
TBS-T in den nachfolgend beschriebenen Schritten.

Die Membran wurde dreimal 5 Minuten in TBS + RB gewaschen und 1 h bei 4°C mit dem
ersten Antikérper inkubiert. Nach 3-maligem Waschen in TBS-T + RB folgte die einstlindige
Inkubation mit dem 2. Antikérper bei Raumtemperatur. Bei Immundetektion mit dem 2.
Antikorper Anti-rabbit Ig wurde die Membran nach erneutem Waschen zusatzlich 30 Minuten
in Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex inkubiert. Alternativ wurde als 2.
Antikorper Peroxidase-conjugated AffiniiPure Goat Anti-Rabbit IgG eingesetzt. Die Membran
wurde abschlieend viermal 10-15 Minuten in TBS-T gewaschen, und mit BM
Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) nach Angaben des Herstellers entwickelt. Die
Filme (Fujifilm) wurden in einer Filmkassette 30 Sekunden bis zu mehreren Minuten auf der
Membran belichtet, und anschlieBend bis zum Erscheinen eines deutlichen Signals in
Entwicklerlésung geschwenkt. Die Reaktion wurde durch Uberfiihren des Films in A. dest

und kurzes Schwenken in Fixiererlosung abgestoppt.
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2.8.24 Coimmunprazipitation (,,Pull-down Assay*“)

Die Methode der Coimmunprazipitation erlaubt Untersuchungen der Interaktion zweier
Proteine. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode zur Untersuchung einer moglichen
Oligomerisierung von HIyA auf Ghosts eingesetzt. Dazu wurde ein HIyA-Derivat mit N-
terminalem HA-Epitop hergestellt, und ein bereits existierendes HIlyA-Derivat (288C) mit
Biotin markiert; dies erlaubte den Pull-Down Assay entweder mit EzZview™Red Anti-HA
Affinity Gel oder mit Immobilized NeutrAvidin™Gel und eine anschlieRende spezifische
Detektion des HA-Derivates mit Rabbit Anti-HA-tag antibody und des biotinylierten Toxins mit
Streptavidin. Die Co-Detektion beider Toxinderivate nach einem Pull-down Assay spricht flr

die Interaktion zweier oder mehrerer Toxinmolekule.

HlyA-HA + biotinyliertes Toxin

30 min. Inkubation
mit Ghosts, 37°C

zweimaliges Waschen der Ghosts

Membranlyse mit Triton
oder Octylglucosid

N

1 h Inkubation mit Agarose-Beads

dreimaliges Waschen der Beads

N

Elution des Toxins von den Beads

4

2 SDS-Gele

i {

Immundetektion mit Anti-HA  Immundetektion mit Streptavidin

Detektion beider Toxine: Dimer/Oligomer, Detektion eines Toxins: Monomer

Abb. 2-4: Schematische Darstellung des Prinzips der Coimmunprazipitation von HIyA.

Durchflihrung:
Die beiden Toxinmutanten wurden im Verhaltnis 1:1,5 bis 1:2 (Uberschuss der Mutante, die

jeweils nicht spezifisch flr die Beads war) gemischt und in 1 ml HBSS + 20 mM HEPES

renaturiert. Zur Untersuchung der Interaktion auf Membranen erfolgte die Zugabe von 50 ul
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humanen Erythrozytenmembranen (Ghosts) und 15 mM DTT, um die Bildung von
Aggregaten in Losung zu reduzieren; die hamolytische Aktivitat mit 15 mM DTT war zuvor im
Hamolysetiter Gberprift worden. Die Versuchsansatze wurden 30 Minuten bei 37°C unter
Schitteln (600rpm im Thermoblock) inkubiert, und die Ghosts zweimal drei Minuten bei
13000 rpm abzentrifugiert und in Puffer resuspendiert, um ungebundenes Toxin zu
entfernen. Die Membranen wurden in 1% Triton bzw. 2% Octylglucosid in HBSS + 20 mM
HEPES lysiert, abzentrifugiert und die Ghosttrimmer verworfen. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von 30 pl mit HBSS + 20 mM Hepes aquilibrierten Beads und einstiindige Inkubation
im Rotator bei 4-8°C. Die Beads wurden 30 Sekunden bei 9000 rpm zentrifugiert um
ungebundenes Toxin zu entfernen, in 1 ml HBSS aufgenommen, erneut 5 Minuten wie zuvor
inkubiert, und noch zweimal gewaschen. Die Beads wurden mit 40 ul SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 Minuten bei 95°C erhitzt, um die Proteine von den Beads zu losen.
AnschlieRend wurden die Beads kurz abzentrifugiert, der Uberstand geteilt und auf zwei
7,5%-ige SDS-Gele aufgetragen. Die Proteine wurden im Westernblot detektiert. Eine
Membran wurde mit Rabbit Anti-HA-tag antibody und Peroxidase-conjugated AffiniiPure
Goat Anti-Rabbit 1gG, die andere mit Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase

complex entwickelt.

2.8.25 Herstellung kiinstlicher Liposomen

Die Lipide Cholesterol, Sphingomyelin, Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin wurden zu
je 25% gemischt und in einen Rundkolben mit 2 ml Methanol:Chloroform (1:2) gegeben. Die
Lipide wurden unter Schwenken mit einem leichten Stickstoff-Luftstrom getrocknet, in 2 mi
Trichlormethan/Chloroform aufgenommen und erneut getrocknet. Dieser Schritt wurde nach
Bedarf mehrmals wiederholt, bis sich die Lipide als gleichmafiger Film an der Glaswand
abgesetzt hatten. Zur vollstandigen Entfernung der Lésungsmittel wurden die Lipide
mindestens 30 Minuten unter Vakuum getrocknet und anschliefend im Ultraschallbad in
HBSS + 20 mM HEPES gel6st (Endkonzentration 5 mg Lipid/ml); die so behandelten Lipide
konnen mehrere Wochen bei -20°C gelagert werden, bevor sie zu Liposomen gepresst
werden. Das Pressen erfolgte unmittelbar vor dem Einsatz der Liposomen mit einer

Liposomenpresse durch einen 0,1 uym Polycarbonatfilter.

2.8.26 Vernetzen von Toxinen auf Liposomen durch Einsatz von Crosslinkern

500-1000 pl Liposomen mit DTT [15 mM] wurden mit Toxin [10-16 pg/ml] 30 Minuten im
Thermoblock (37°C, 600 rpm) inkubiert. Die Liposomen wurden mit 60% Saccharose
versetzt und in Zentrifugenréhrchen mit jeweils einem Milliliter 30% Saccharose, 15%
Saccharose und HBSS (berschichtet. Nach einstindigem Flotieren (Ultrazentrifuge,

45000 rpm, 4°C, Beschleunigen und Bremsen slow) wurden die im oberen Bereich
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abgesetzten Liposomen (ca. 400-500 ul) abgenommen. Die Methode des Flotierens erlaubt
die Abtrennung ungebundenen Toxins von dem mit Liposomen interagierenden Toxin. Die
Liposomen wurden mit den vorgelegten Crosslinkern DMA (0,5 mM), DSS (0,2 mM) und
EGS (0,2 mM) entweder 30 Minuten bei Raumtemperatur oder zwei Stunden auf Eis
inkubiert; die Crosslinker reagieren mit Aminogruppen und sind membranpermeabel, d. h. es
wird auch die Verknipfung membranstandiger Peptide ermdglicht. Die Reaktion wurde
abgestoppt durch Zugabe von 100 mM Tris (Stammlésung1M in A. dest, pH 8,0) und 15-
mindtige Inkubation. Der Ansatz wurde anschlieRend mit 25% 4x SDS-Probenpuffer mit DTT
[15 mM] versetzt und 3 Minuten bei 95°C gekocht. Die weitere Analyse erfolgte durch SDS-
PAGE im 7,5%-igen Gel, Westernblot und Immundetektion mit den Antikérpern Anti-HIyA

bzw. Anti-a-Toxin.

2.8.27 Herstellung calceingefillter Liposomen

Die Herstellung calceingefllter Liposomen erfolgte im Wesentlichen wie unter Kapitel 2.7.25
beschrieben. Als einziger Unterschied wurden die Lipide vor dem Pressen mit 50 mM
Calcein (Stammlésung 200mM) gemischt. Nach dem Pressen wurden die Liposomen zur
Abtrennung freien Calceins Uber eine 10 ml Sepharose CL-4B Saule gereinigt und in 500 pl
Fraktionen mit HBSS, 20 mM HEPES eluiert. Grolie Moleklile wie Lipide passieren die Saule
auf direktem Weg, und werden somit schneller eluiert als kleine Molekile wie das freie
Calcein. Die Fraktionen mit den calceingefullten Liposomen konnten unter UV-Licht durch
ihre leichte Fluoreszenz erkannt werden. Die Liposomen wurden unmittelbar vor dem

Versuch prapariert.

2.8.28 Calceinfreisetzung aus Liposomen

Calcein fluoreszeiert bei der Anregung mit einer definierten Wellenlange. Bei einer hohen
Konzentration der Calceinmolekile, wie sie in calceingefiillten Lipiden vorliegt, wird die
Emission gequencht. Bei einer Porenbildung in den calceingefiillten Lipiden tritt Calcein aus
den Lipiden aus. Bei der Freisetzung kommt es zur Verringerung der Calceinkonzentration,

und die messbare Fluoreszenzintensitat nimmt zu.

Durchfihrung:
50 pl calceingeflllite Liposomen wurden mit Toxin [16 pg/ml] versetzt und 30 Minuten im

Thermoblock (37°C, 600 rpm) inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Toxin. Die
Liposomen wurden auf 700 ul mit HBSS verdinnt und die Fluoreszenz im Flurimeter bei
einer Anregung von 485 nm und einer Emission von 538 nm gemessen. Zur Messung der
100%-igen Calceinfreisetzung wurde die Probe anschliefend mit 1% Triton versetzt und die

Fluoreszenz erneut gemessen. Die prozentuale Calceinfreisetzung durch das Toxin wurde
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anhand der Kontrolle ohne Toxin (0%) und der Fluoreszenz nach Zugabe des Tritons (100%)

errechnet.

2.8.29 Bindungsstudien von HlyA an Erythrozytenmembranen

Durchfuhrung:

20 ug Toxin wurden in einem ml HBSS + 20 mM HEPES renaturiert. Das Toxin wurde eine
Stunde mit 50 pl Erythrozytenmembranen (Ghosts) bei 37°C unter Schiitteln (600 rpm)
inkubiert, und anschliellend zweimal durch Zentrifugation (3 min, 13000 rpm) und Aufnahme
des Ghostpellets in 1 ml HBSS + 20 mM HEPES gewaschen, um nicht gebundenes Toxin zu
entfernen. Das Ghostpellet wurde nach dem letzten Waschschritt in SDS-Probenpuffer

aufgenommen und durch SDS-PAGE im 7,5%-igen Trenngel und Westernblot analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Porenbildung durch a-Hamolysin

Bis zum Abschluss dieser Arbeit lagen unterschiedliche Aussagen dazu vor, ob das
Escherichia coli a-Hamolysin (HIlyA) im Verlauf der Porenbildung oligomerisiert (Benz et al.,
1989, Ludwig et al., 1993), wie es bereits fur viele porenbildende Toxine nachgewiesen
werden konnte, oder die Pore durch ein Monomer gebildet wird (Bhakdi et al., 1986,
Menestrina et al.1987, Menestrina, 1988). Der Mechanismus der Porenbildung wurde daher
mit drei etablierten Methoden untersucht, die zur Klarung dieser Fragestellung beitragen
sollten: Nachweis einer moglichen Oligomerisierung durch Mischen von lytischen und nicht-
lytischen HIyA-Derivaten und anschliefliender Untersuchung der hamolytischen Aktivitat,

Coimmunprazipitation und Einsatz von Crosslinkern.

3.1.1 Untersuchung der moglichen Oligomerisierung von HIyA durch Mischen
unterschiedlicher HlyA-Derivate

Bei der Oligomerisierung porenbildender Toxine kommt es, wenn zwei unterschiedliche
Derivate des entsprechenden Toxins miteinander gemischt werden, in der Regel zur Bildung
von Heterooligomeren, die aus beiden Derivaten bestehen. Beim gemeinsamen Einsatz
einer hamolytisch aktiven und einer nicht-lytischen Form des Toxins wird eine Veranderung
der hamolytischen Aktivitat des Iytischen Toxins erwartet, wenn das Oligomer auch Molekiile
des nicht-lytischen Toxinderivates enthalt (Valeva et al., 1997,, Lee et al., 2005): in einem
geringen molaren Verhaltnis des nicht-lytischen Toxinderivates zum lytischen Toxin wird die
Mutation des nicht-lytischen Derivates in der Regel kompensiert, und die lytische
Gesamtaktivitat bei gleich bleibender Konzentration des aktiven Toxins wird gesteigert. Bei
einem Uberschuss an nicht-lytischem Toxin bestehen die Oligomere hauptsachlich aus den
inaktiven Toxinmolekulen, und es kommt zu einer Verminderung der hamolytischen Aktivitat.
In diesem Versuch wurden das lytische HIyA-Derivat HIyA-S288C und die beiden nicht-
lytischen Derivate HIyA-AB und HIyA-G284P/I1287P/S288C eingesetzt. HIyA-S288C besitzt
die uneingeschrankte Aktivitdt von Wildtyp-Toxin (Schindel et al., 2001). HIyA-AB ist nicht-
Iytisch durch Verhinderung der essentiellen Fettsdureacylierung an Lysin 690, wobei aber die
Bindung an die Zielzelle nicht beeintrachtigt wird (Stanley et al., 1998). Bei HIyA-
G284P/1287P/S288C wurde die porenbildende a-helicale Struktur im Bereich 272-298 durch
EinfGhrung der beiden Proline verandert, und dadurch die Bildung der funktionellen Pore
verhindert (Valeva et al., 2008).

Im ersten Versuch wurde die hdmolytische Aktivitat einer konstanten Menge aktiven Toxins
HlyA-S288C [40ng/ml] mit steigenden Mengen des nicht-lytischen Toxinderivates HIyA-AB
bestimmt. Die Toxine wurden im denaturierten Zustand miteinander gemischt, gemeinsam

renaturiert, und die hamolytische Aktivitat auf Kaninchenerythrozyten bestimmt. HiyA-S288C
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wurde in einem molaren Verhaltnis von 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 und 1:20 mit HIyA-AB gemischt.
Als Kontrolle der 100%-igen Lyse wurde ein Uberschuss aktiven Toxins [10ug/ml] eingesetzt.
Das Ergebnis des Versuchs ist in Abb. 3-1 dargestellt. HIlyA-S288C in einer Konzentration
von 40 ng/ml fuhrte zu einer 49,3%-igen Hamolyse. Die gleiche Konzentration des Toxins
S288C mit steigenden Mengen AB wies eine prozentuale Hamolyse von 49,2 — 52,4 % auf,
d.h. die Aktivitat wurde durch das nicht-lytische Toxin nicht beeinflusst. Die Kontrollen mit
entsprechend steigenden Konzentrationen (80-8000 ng/ml) des lytischen Toxins S288C

fuhrten dagegen wie erwartet zur Steigerung der Hamolyse.
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Abb. 3-1: Die prozentuale Hamolyse einer konstanten Menge des aktiven Toxins HIyA-S288C gemischt mit
steigenden Mengen des nicht-lytischen Toxins HlyA-AB. Das durch Mutagenese monoacylierte, nicht lytische
Toxin hat keinen Einfluss auf die Aktivitat des aktiven Hamolysins. Bei einer entsprechenden Steigerung der
Menge aktiven Toxins wird dagegen bereits bei Zugabe der fiinffachen Menge eine etwa 100%-ige Hamolyse
erreicht. Das dargestellte Ergebnis ist reprasentativ fir mehrere unabhdngig voneinander durchgefiihrte
Versuche.

Ein ahnliches Bild ergibt sich, wenn man bei festem Verhaltnis von lytischem und nicht-
Ilytischem HIyA die konzentrationsabhangige hamolytische Aktivitat bestimmt. Dieser
Versuch sollte sicherstellen, dass es bei der im ersten Versuch gewahlten
Toxinkonzentration nicht zu verfalschenden Artefakten kommt. Zusatzlich zu dem nicht-
lytischen Toxinderivat HIyA-AB wurde hier auch das nicht-lytische Derivat HIyA-
G284P/1287P/S288C eingesetzt, dessen Mutation eine andere funktionelle Domane betrifft;
dieses zweite Toxinderivat sollte zeigen, dass es sich bei dem Ergebnis aus dem ersten
Versuchsteil um eine allgemeingultige Aussage handelt, die unabhangig von der Art der
Mutation ist, die zur lytischen Inaktivitat des Toxins fUhrt.

Das lytische Toxin HIyA-S288C wurde im molaren Verhaltnis 1:2 (nicht dargestellt) und 1:20
(Abb. 3-2) mit den nicht-lytischen Toxinen HlyA-AB und HIyA-G284P/1287P/S288C gemischt.
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Die Toxine wurden schrittweise 1:1 verdinnt, und die hamolytische Aktivitat bestimmt. Wie
Kurven der hamolytischen Aktivitat in Abb. 3-2 zeigen, wurde die Aktivitdt des lytischen
Toxins durch keines der beiden nicht-lytischen HlyA-Derivate verandert. Als Positivkontrolle
wurde HIyA-S288C mit dem lytischen Toxinderivat HlyA-384C (diese Arbeit) gemischt. In
diesem Ansatz war eine gesteigerte Aktivitat durch den hoheren Verlauf der Kurve klar
erkennbar. Die Aktivitat von HIyA-S288C fiel erst ab einer Toxinkonzentration von < 5,5
ng/ml unter einen Wert von 50% Hamolyse, im Vergleich zu >80 ng/ml ohne 384C.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nicht-lytisches Escherichia coli a-Hamolysin
keinen Einfluss auf die hamolytische Aktivitat lytischen Toxins hat. Dieses Ergebnis spricht

gegen die Bildung von Heterooligomeren.
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Abb. 3-2: Der Einfluss der beiden nicht-lytischen Toxinmutanten HIyA-AB und HIyA-284P287P auf die
konzentrationsabhangige hamolytische Aktivitat von HIyA-S288C. Die inaktiven Toxinmutanten wurden dem
aktiven Toxin in einem Verhaltnis von 1:20 zugesetzt. Keines der nicht-lytischen Toxinderivate beeinflusste die
hamolytische Aktivitat des Wildtyps. Als Positivkontrolle ist die deutlich gesteigerte Aktivitat von HlyA-S288C
durch Zugabe eines aktiven Toxinderivates (384C) dargestellt. Das dargestellte Ergebnis resultiert aus den
Mittelwerten dreier unabhangiger Versuche.

3.1.2 Coimmunprazipitation (Pull-down Assay)

Bhakdi et al. (1986) postulierten die monomere Porenbildung durch die Detektion
ausschlieBlich monomeren Toxins im Westernblot nach Interaktion des Toxins mit
Membranen. Bei diesem experimentellen Ansatz kann jedoch eine SDS-Instabilitat méglicher
Oligomere nicht ausgeschlossen werde. Eine alternative Methode zur Untersuchung einer
maoglichen Oligomerisierung stellt die Coimmunprazipitation dar, die Untersuchungen zu
Protein-Protein-interaktioenen unabhangig von einer mdégliche Dissoziation durch SDS im

Verlauf der SDS-Gelelektrophorese erlaubt. Dazu werden zwei spezifisch nachweisbare
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Toxinderivate gemischt, und im Pull-down Assay mit Hilfe von Affinitatsgel (Agarose-Beads)
immunprazipitiert, an die lediglich eines der Derivate spezifisch bindet. Die Detektion beider
Proteine nach dem Pull-down Assay spricht fiir eine Interaktion von zwei oder mehr Protein.
Fur diesen Versuch wurde durch zielgerichtete Mutagenese ein Toxinderivat konstruiert, bei
dem die N-terminalen 12 Aminosauren durch ein HA-Epitop ersetzt wurden. Als
Bindungspartner wurde das Cystein-spezifisch mit Biotin-Malemid markierte Toxin HIyA-
S288C verwendet, das mit Immobilized NeutrAvidin™'Gel prézipitierbar ist. Die
porenbildende Aktivitat beider Proteine wurde vor Versuchsbeginn im Hamolysetiter
Uberprift. Beide Toxine wiesen dabei die gleiche Aktivitat wie Wildtyp-Toxin auf (nicht
dargestellt). Die Toxine wurden im Verhaltnis 1:1,5 zugunsten des nicht zu prazipitierenden
Toxins gemischt, mit Human-Ghosts (Erythrozytenmembranen) inkubiert, und nach Lyse der
Ghosts mit EZview™Red Anti-HA Affinity Gel oder Immobilized NeutrAvidin™Gel prazipitiert.
Die Lyse der Ghosts erfolgte mit zwei verschiedenen nicht-ionischen Detergenzien, Triton X-
100 und Octylglucosid; dieser doppelte Versuchsansatz wurde gewahlt, um einen moglichen
Zerfall von Oligomeren durch ein bestimmtes Detergenz weitestgehend ausschliefen zu
kdénnen. Die Ergebnisse der beiden Ansatze mit unterschiedlichen Detergenzien wichen nicht
voneinander ab, und wurden daher nicht differenziert aufgefiihrt. Als Kontrolle der
Toxinbindung an die Ghosts diente ein Ansatz mit beiden Toxinen, bei dem kein Pull-down
Assay durchgefiuhrt wurde. Die Spezifitat der eingesetzten Beads wurde durch zwei jeweils
nur eines der beiden Toxine enthaltende Ansatze nachgewiesen. Ein weiterer Ansatz ohne
Ghosts diente der Uberpriifung einer méglichen Oligomerisierung von a-Hamolysin in
Lésung. Die Ansatze wurden im Westernblot getrennt immundetektiert: einer Membran
wurde mit Rabbit Anti-HA Tag das Derivat HlyA-HA immundetektiert, auf einer zweiten
Membran mit Streptavidin das biotinylierte Toxin. In allen Fallen war nach einem Pull-down
Assay jeweils nur das HlyA-Derivat detektierbar, das flir die eingesetzten Agarosebeads
spezifisch war (Abb. 3-3 und 3-4). Ohne Pull-down Assay konnten beide Mutanten detektiert
werden, und bestatigten somit die korrekte Bindung an die Ghosts.

In einigen Versuchsansatzen (siehe Abb. 3-4) wurde zusatzlich Toxin in L&sung
coimmunprazipitiert. Da der Puffer in diesem Fall kein DTT enthielt kam es hier zeitweise,
jedoch nicht immer, zur Bildung gemischter Dimere, ebenso wie auf Ghosts ohne DTT (nicht
dargestellt). Durch 15 mM DTT konnten diese Dimere vollstandig verhindert werden, ohne
dass die hamolytische Aktivitat des a-Hamolysins signifikant beeintrachtigt wurde (nicht
dargestellt). Diese Codetektion beider Toxine in Abwesenheit von DTT wurde auf die Bildung
von Aggregaten zuruckgefuhrt.

Das Ergebnis der Coimmunprazipitation spricht gegen eine Dimerisierung/Oligomerisierung
von a-Hamolysin wahrend der Interaktion mit Erythrozytenmembranen, und fur die Bildung

der Pore durch ein Monomer.
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Abb. 3-3 : Coimmunprazipitation von HlyA-HA und biotinyliertem HlyA mit EZview VRed Anti-HA Affinity Gel. Ein
Westernblot wurde mit Streptavidin entwickelt um die biotinylierte Mutante zu detektieren(A), der zweite mit
Rabbit Anti-HA-tag antibody (B). Bei der Kontrolle ohne Pull-Down Assay wurden beide Toxine immundetektiert
(Spur 1). Nach dem Pull-Down Assay war das biotinylierte nicht detektierbar (Spur2), HlyA-HA mit N-terminalem
HA-Tag konnte dagegen detektiert werden (Spur 3). Der Ansatz mit beiden Toxinen wies ausschlief3lich HIlyA-HA
auf (Spur 4).

Abb. 3-4: Coimmunprazipitation mit Immobilized NeutrAvidin™Gel. Ein Westernblot wurde mit Streptavidin
entwickelt, um das biotinylierte Toxin zu detektieren(A), der zweite mit Rabbit Anti-HA-tag antibody (B). In Lésung
war nach einem Pull-down Assay lediglich biotinyliertes HlyA nachweisbar (Spur 1). Bei der Kontrolle ohne Pull-
down Assay auf Ghosts wurden beide Toxine immundetektiert (Spur 2). Nach dem Pull-down Assay auf Ghosts
wurde das biotinylierte Toxin detektiert (Spur3), HlyA-HA dagegen nicht (Spur 4). Der Ansatz mit beiden Toxinen
wies ausschliel3lich biotinyliertes Toxin auf (Spur 5).

3.1.3 Einsatz von Crosslinkern

Die Porenbildung von a-Hamolysin wurde weiterhin durch den Einsatz von Crosslinkern
untersucht. Durch die Verwendung von Crosslinkern konnen interagierende Proteine
kovalent miteinander verknlpft werden, was die Analyse der Proteine im ,lst-Zustand®
wahrend der Interaktion mit Membranen ermdglicht. Im Fall einer Dimerisierung oder
Oligomerisierung im Verlauf des porenbildenden Prozesses werden im SDS-Gel Oligomere
mit entsprechendem Molekulargewicht erwartet, die SDS-stabil sind, und nicht durch Kochen

der Proben zum Monomer dissoziieren. Die Methode erlaubt die Analyse des Proteins in
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Bezug auf eine mogliche Oligomerisierung, ohne dass es zum Einsatz mdglicherweise
stérender Faktoren wie Detergenzien kommt. Als Positivkontrolle fir den Versuchsablauf und
die Funktionalitat der Crosslinker diente Staphylococcus aureus a-Toxin, das als Heptamer
Poren bildet (Gouaux et al., 1994, Valeva et al., 1997,). Der Versuch wurde auf kiinstlichen
Liposomen [5mg Lipid/ml] durchgefihrt, um ein unspezifisches Vernetzen des Toxins mit
Membranproteinen zu vermeiden. Ungebundenes Toxin wurde durch Flotieren in einem
Saccharose-Dichte-Gradienten von den Liposomen entfernt. Das mit der
Liposomenmembran interagierende Toxin wurde mit den Crosslinkern DMA (Dimethyl
adipimidate - HCI, 8,6 A), DSS (Disuccinimidyl suberate, 11,4 A) und EGS (Ethylene
glycolbis(succinimidylsuccinate), 16,1 Z\) inkubiert, die sich in der Lange ihrer Spacer
unterscheiden (Abb. 3-5). Alle drei Crosslinker sind membranpermeabel, d.h. die Reaktion

wird sowohl auf3erhalb als auch innerhalb der Membran ermdéglicht.
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Abb. 3-5: Strukturformeln der in der Arbeit verwendeten Crosslinker DMA, DSS und EGS. Quelle: Perbio Science

Die Toxine HIyA und S. aureus a-Toxin wurden nach der Inkubation mit den verschiedenen
Crosslinkern mittels SDS-PAGE, Westernblot und Immundetektion mit spezifischen
Antikérpern analysiert. Bei dem Escherichia coli a-Hamolysin (HIyA) wurde ungekocht,
gekocht und mit den Crosslinkern ausschlieRlich das Monomer mit einem Molekulargewicht
von 107 kDa nachgewiesen (Abb. 3-6). Trotz Einsatz von Crosslinkern unterschiedlicher

Lange der Spacer wurde das Toxin in keinem Ansatz zu Moleklilen hdéheren
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Molekulargewichts vernetzt. Die Crosslinker wurden in Konzentrationen von 0,2 mM (DSS,
EGS) und 0,5 mM (DMA) eingesetzt, die im Bereich der vom Hersteller empfohlenen
Mengen liegen. S. aureus a-Toxin wies ungekocht eine etwa 240 kDa Proteinbande auf, die
auf die Bildung der heptameren Pore hinweist (Abb. 3-6). Durch Kochen der Probe
dissoziierten die Oligomere ohne Crosslinker, hier war nur noch das Monomer mit einem
Molekulargewicht von etwa 34 kDa nachweisbar. Die drei Proben mit den Crosslinkern DMA,
DSS und EGS wiesen wie erwartet Banden verschiedenen Molekulargewichts auf, je nach
Anzahl der durch die Crosslinker verknlpften Molekile aus dem Oligomer. Das Ergebnis des
Versuchs mit Crosslinkern weist darauf hin, dass, anders als bei S. aureus a-Toxin, keine
Interaktion mehrerer a-Hamolysin-Moleklle wahrend der Interaktion mit Lipidmembranen
stattfindet.

Kontrolle S. aureus a-Toxin

230 kDa-

33 kDa-

107 kDa:
ungek. gekocht +DMA +DSS +EGS

ungekocht gekocht + DMA + DSS + EGS

Abb. 3-6: Westernblot nach Einsatz von Crosslinkern fir E. coli a-Hamolysin auf kinstlichen Liposomen. Sowohl
ungekocht als auch gekocht mit und ohne Crosslinker weist das Toxin ausschlielich das Monomer mit einem
Molekulargewicht von 107 kDa auf. Eingesetzt wurden die Crosslinker DMA, DSS und EGS. Die Proben mit
Crosslinker wurden, ebenso wie die gekochte Probe ohne Crosslinker, 5 Minuten bei 95°C inkubiert.

Die Funktionalitat der Crosslinker wurde im Versuch mit Staphylococcus aureus a-Toxins bestatigt.

Die Porenbildung auf den verwendeten Liposomen wurde mit identisch hergestellten,
calceingefiillten Liposomen Uberprift (Abb. 3-7). Bei dem Calceinefflux aus klnstlichen
Liposomen handelt es sich um einen bereits mehrfach publizierten Nachweis der
porenbildenden Aktivitat von HIyA (Menestrina, 1988, Ostolaza et al., 1993). Das E. coli a-
Hamolysin und die Positivkontrolle S. aureus a-Toxin wurden wie zuvor beschriebenen in
einer Konzentration von 16 pg/ml bei 37°C mit den Liposomen inkubiert, und die
Calceinfreisetzung anhand der Fluoreszenz-Emission freien Calceins im Spektrofluorometer

bestimmt. Als Kontrolle dienten Liposomen ohne Toxin mit und ohne Guanidin, um einen
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moglichen Einfluss des Guanidins ausschlielen zu kénnen, in dem das verwendete a-
Hamolysin vorlag (nicht dargestellt). Guanidin alleine fihrte nicht zu einem Efflux des
Calceins aus den Liposomen. Die 100%-ige Calceinfreisetzung wurde von jeder Probe
ermittelt, indem die Liposomen des jeweiligen Ansatzes nach der ersten Messung durch
Zugabe von 1% Triton X100 vollstandig lysiert wurden. Die prozentuale Freisetzung mit
Toxin wurde anhand der Fluoreszenz-Emission ohne Toxin (0%) und der mit Triton (100%)
ermittelt. Wie in Abb. 3-7 dargestellt, wurde nach 10-minutiger Inkubation durch S. aureus a-
Toxin eine 8,3%-ige Calceinfreisetzung, durch E. coli  a-Hamolysin eine 62%-ige
Calceinfreisetzung erreicht. Nach 30-minutiger Inkubation wurde eine Freisetzung von 59
bzw. 100% erreicht.
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Abb. 3-7: Toxininduzierte Calceinfreisetzung aus kiinstlichen, calceingefillten Liposomen. Die Liposomen wurden
10 bzw. 30 Minuten bei 37°C mit Toxin [16 pg/ml] inkubiert und die Calceinfreisetzung anhand der Fluoreszenz-
Emission des Calceins bei 538 nm bestimmt. Der Versuch diente als Kontrolle der Porenbildung unter den beim
Einsatz von Crosslinkern eingesetzten Bedingungen wie Liposomen, Inkubation und Toxinkonzentration. Das
dargestellte Ergebnis ist reprasentativ fir mehrere unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der drei Methoden zur
Untersuchung des porenbildenden Mechanismus von a-Hamolysin alle auf eine monomere

Pore hinweisen.

3.2 Charakterisierung der N-terminalen Region von a-Hamolysin

Die N-terminale Halfte von HIyA besteht aus hydrophoben Domanen und bildet die
porenbildende Region des Toxins (Ludwig et al., 1987, Ludwig et al., 1991, Schindel et al.,
2001; Valeva et al., 2008). Ungeklart ist bisher jedoch die Funktion der N-terminalen 176
Aminosauren, wobei die ersten 50 Aminosauren eine amphipathische Struktur aufweisen
(Ludwig et al., 1991).

Zur Charakterisierung der N-terminalen 50-100 Aminosduren wurden drei Toxinderivate mit

Deletionen der Aminosauren 20-40, 1-50 und 1-100 hergestellt, und der mdgliche Einfluss
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dieser Deletionen auf die Porenbildung untersucht. Weiterhin wurden im Bereich der HIyA-
Aminosauresequenz 13 bis 55 insgesamt 20 einzelne Cysteine eingeflihrt. Cysteine sind
spezifisch mit Badan markierbar, und erlauben Untersuchungen zur Interaktion der

entsprechenden Aminosaure mit Membranen.

3.2.1 Charakterisierung der Mutanten HlyA-A20-40 und HlyA-A1-50

Zur Charakterisierung der 50 N-terminalen Aminosauren wurden zunachst zwei
Toxinderivate hergestellt und aufgereinigt, bei denen die Aminosauresequenz 20-40 (HIyA-
A20-40) bzw. 1-50 (HIyA-A1-50) durch PCR-basierte Mutagenese deletiert worden war. Der
mogliche Einfluss der Deletionen auf Hamolyse und Cytolyse wurde auf Kaninchen-
Erythrozyten und auf humanen HaCat Zellen U(berprift. Mogliche Anderungen der
Porengrofle N-terminal deletierten Toxins im Vergleich zum Wildtyp wurden durch
Osmoprotektionsversuche mit PEG untersucht.

Der erste Versuchsteil fokussierte sich auf die Aktivitdt der deletierten Toxinderivate, wozu
die konzentrationsabhangige hamolytische Aktivitat der Deletionsmutanten im Vergleich zu
Wildtyp-Toxin auf Kaninchen-Erythrozyten bestimmt wurde. Der Versuch wurde in drei
unabhangigen Anséatzen durchgefuhrt, und die Ergebnisse als Mittelwert in Abb. 3-8
dargestellt. Der Kurvenverlauf der hamolytischen Aktivitat der Toxine mit Deletionen des N-
Terminus wies keine signifikanten Unterschiede zum Verlauf des Wildtyp-Toxins auf. Sowohl
das Toxin HIyA-A1-50 als auch das Wildtyp-Toxin bewirkten eine 90-100%-ige Hamolyse bis
zu einer Konzentration von ca. 1,8 yg/ml, danach nahm die Aktivitat bei beiden Toxinen
gleichmaflig bis zu einer Konzentration von etwa 27,75 ng/ml auf eine kaum noch
bestimmbare Hamolyse von unter 10% ab. Da die beiden Toxine HIlyA-A20-40 und HIyA-A1-
50 keine Unterschiede aufwiesen, wurde auf die Darstellung der konzentrationsabhangigen
Aktivitat von HlyA-A20-40 verzichtet.
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Abb. 3-8: Vergleich der konzentrationsabhangigen hamolytischen Aktivitat des HlyA-Derivates A1-50 im Vergleich
zu Wildtyp-HIyA. Die Toxine wurden schrittweise 1:1 verdunnt, und mit 1,25 %-igen Kaninchenerythrozyten
inkubiert. Die prozentuale Hamolyse wurde photometrisch bei 412 nm bestimmt. Das dargestellte Ergebnis
resultiert aus den Mittelwerten dreier unabhangiger Versuche.

Zur Bestatigung der Annahme, dass eine Deletion der 50 N-terminalen Aminosauren keine
zelltypspezifische Auswirkung auf die lytische Aktivitat des a-Hamolysins hat, wurde die
Aktivitdt des HIlyA-Derivates HlyA-A1-50 im Vergleich zum Wildtyp zusatzlich auf humanen
Keratinozyten (HaCat-Zellen) bestimmt. Dies erfolgte durch Messung der intrazellularen
ATP-Konzentration, die umgekehrt proportional zur prozentualen Lyse der Zelle ist, nach 30-
minutiger Inkubation der Zellen mit Toxinkonzentrationen von 62,5 bis 1000 ng/ml. Bei
Porenbildung kommt es zu einem konzentrationsabhangigen ATP-Verlust der Zelle. Der
intrazelluldare ATP-Gehalt wurde mit Hilfe der Luziferase-Reaktion ermittelt, und die
prozentuale Zellyse in Abb. 3-9 dargestellt. Eine 40-50%-ige Hamolyse wurde sowohl mit

Wildtyp-HIyA als auch mit HlyA A1-50 in einer Toxinkonzentration von 62,5 ng/ml erreicht.
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Abb. 3-9: Lyse humaner Keratinozyten nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Wildtyp-Toxins und
HlyA-A1-50. Das dargestellte Ergebnis resultiert aus zwei unabhangigen Versuchen und ist reprasentativ fir
weitere Versuchsdurchfiihrungen mit vergleichbaren Resultaten. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Abweichung
der Einzelmessung von dem dargestellten Mittelwert dar.
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Das Derivat HIlyA-A1-50 wies keinen signifikanten Unterschied zum Wildtyp-Toxin auf. Beide
Toxine fUhrten in Konzentrationen von etwa 220ng/ml zu einem etwa 50%-igen ATP-Verlust
der Zellen.

Die Untersuchung der cytolytischen Aktivitdt der Deletionsmutante bestatigte das oben
aufgefiihrte Ergebnis der Hamolyse: die Deletion der N-terminalen 50 Aminosauren
beeinflusst die lytische Aktivitat von a-Hamolysin nicht. Diese Aussage kann sowohl flr
Kaninchenerythrozyten als auch fir humane Keratinozyten getroffen werden, und ist somit

maoglicherweise allgemein flr verschiedene Zelltypen gultig.

Der osmotisch protektive Einsatz von Polyethylenglykol (PEG) bei der Hamolyse liefert
Hinweise auf die GroRe der von Toxinen gebildeten Poren, da sich der molekulare Radius
von PEG unterschiedlichen Molekulargewichts voneinander unterscheidet (siehe auch Tab.
2-4). In der vorliegenden Arbeit wurden PEG 300 (~0,58 nm), PEG 400 (~0,68 nm) und PEG
600 (~0,8 nm) zur Untersuchung modglicher GréRenunterschiede der von HIyA-A1-50
gebildeten Pore im Vergleich zum Wildtyp verwendet. Die Toxine wurden in einer
Konzentration von etwa 300 ng/ml eingesetzt, die ohne wirksamen Protektor zu einer 90-
100%-igen Hamolyse 1,25%-iger Kaninchenerythrozyten fuhrte. Die ermittelte prozentuale
Hamolyse mit und ohne Protektor ist in Abb. 3-10 dargestellt. Mit PEG 300 wurde die
Hamolyse sowohl bei Wildtyp-Toxin als auch bei HIyA-A1-50 nicht signifikant beeintrachtigt.
PEG 400 fuhrte bei den Toxinen zu einer Verminderung der Hamolyse auf etwa 50% bei
dem N-terminal deletierten Toxin und etwa 60% beim Wildtyp-Toxin, wahrend die Hamolyse
durch PEG 600 verhindert wurde. Die Resultate von Wildtyp und Derivat wichen nur
unwesentlich voneinander ab und waren im Rahmen der Messgenauigkeit miteinander
vergleichbar. Das Ergebnis zeigt, dass der Radius der Pore durch Deletion der N-terminalen
50 Aminosauren nicht verandert wurde, und bestatigt die Annahme der vorhergegangenen

Versuche, dass der N-Terminus von HIyA nicht an der Porenbildung beteiligt ist.
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Abb. 3-10: Schutzversuche zum Vergleich der Porengréfie von Wildtyp-HIyA und dem Derivat HlyA-A1-50. Als
Protektoren wurden PEG 300, PEG 400 und PEG 600 eingesetzt. Wildtyp und Deletionsmutante wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf. Der Versuch wurde mehrfach durchgefiihrt und die Ergebnisse als Mittelwert
dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Abweichung der Einzelmessung von dem dargestellten Mittelwert
dar.

3.2.2 Charakterisierung der Mutante HlyA-A1-100

Zur Untersuchung der Funktion der 100 N-terminalen Aminosauren wurde ein Toxinderivat
mit Deletion der Aminosauren 1-100 (HlyA-A1-100) hergestellt und aufgereinigt. Die Menge
sekretierten Toxins unterschied sich nicht von der bei Wildtyp-Toxin Ublichen Menge: Aus
zwei Liter Bakterienkultur (ODgoe=1) erhielt man etwa ein Milligramm Toxin. Die hadmolytische
Aktivitat wurde durch einen Hamolysetiter im Vergleich mit dem Wildtyp untersucht. Eine
etwa 50 %-ige Hamolyse von 1,25%-igen Kaninchenerythrozyten wurde mit HlyA-A1-100 bei
einer Konzentration von etwa 2800 ng/ml erreicht. Fur eine vergleichbare Hadmolyse durch
Wildtyp-Toxin wurden dagegen nur etwa 80 ng/ml eingesetzt, d.h. die hamolytische Aktivitat
von HIyA wurde durch die Deletion der N-terminalen 100 Aminosduren um den Faktor 35
reduziert (nicht dargestellt).

Auch die Untersuchung der lytischen Aktivitdt auf humanen Keratinozyten (HaCat Zellen)
bestatigte die stark verminderte Aktivitat der Deletionsmutante: wahrend Wildtyp-Toxin in
einer Konzentration von 1 pg/ml bei 30-minutiger Inkubation zu einem 100%-igen ATP-
Verlust der Zellen flihrte, wies das Toxinderivat A1-100 in derselben Konzentration keinerlei
Iytische Aktivitat aus (nicht dargestellt). Das Ergebnis zeigt deutlich, dass es sich bei der
Reduktion der lytischen Aktivitat durch die Deletion nicht um ein flir Kaninchenerythrozyten

spezifisches Ergebnis handelt.

Die hamolytische Aktivitat von HlyA-A1-100 wurde zusatzlich durch Kultivierung der Mutante

auf Blutagar Uberpriift, um die Denaturierung und anschlieRende Renaturierung des Toxins
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wahrend des Reinigungsprozesses zu vermeiden. Die Deletion von Proteinbereichen kann
mdglicherweise dazu fihren, dass nach einer Denaturierung eine nur unvollstandige korrekte
Faltung wahrend der Renaturierung erfolgt. Der Bakterienstamm Escherichia coli MC 1061 +
pLG575 wurde nach Transformation mit dem das entsprechende Toxin codierende Plasmid
pyYA-WT (bzw. Derivat A1-100) Uber Nacht auf Blutagar kultiviert (nicht dargestellt). Beim
Wildtyp-Toxin zeigte sich die Hamolyse der Erythrozyten durch einen durchsichtigen Hof im
Bereich der Bakterienkolonien. Dieser Bereich war bei HlyA-A1-100 im Vergleich zum
Wildtyp deutlich kleiner. Das Ergebnis bestatigt somit das oben aufgefiihrte Resultat, dass
eine Deletion der N-terminalen 100 Aminosauren zu einer deutlich verringerten
hamolytischen Aktivitdt fihrt. Die Annahme, dies konne alleine auf einer unvollstandigen
korrekten Faltung bei der Renaturierung des im Verlaufe der Toxinaufreinigung denaturierten

Proteins beruhen, konnte durch diesen Versuch mit Blutagar widerlegt werden.

Die Bindung von HIlyA-A1-100 wurde auf Erythrozytenmembranen (Ghosts) von Kaninchen-
und Humanerythrozyten im Vergleich zu dem lytisch aktiven HlyA-Derivat HlyA-S288C
Uberpruft. Wie in Abbildung 3-11 dargestellt ist, wurde die Bindung von HIyA durch die
Deletion der Aminosauresequenz 1 bis 100 nicht beeintrachtigt, sondern das deletierte Toxin

band in vergleichbarer Menge irreversibel an die Zellmembranen wie lytisch aktives HIyA.

Toxin in Lésung Toxin auf Ghosts
(~ 0!1'0!2 I‘Jg) (~ 015'018 I“Ig)

-— ﬁv

WT A 1-100 WT A 1-100

Abb. 3-11: Westernblot: Bindungsstudien der Toxin-Deletionsmutante HlyA-A1-100 im Vergleich zu Wildtyp-HIyA.
Zum Vergleich der Toxinkonzentration wurden die beiden Toxine als Kontrolle in Ldsung aufgetragen. Die
Bindung an Ghosts erfolgte fiir 30 Minuten bei 37°C unter Schitteln. AnschlieBend wurden die Ghosts zweimal
gewaschen, um ungebundenes Toxin zu entfernen, und dann in SDS-Probenpuffer aufgenommen und durch
SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Der Versuch war sowohl auf Kaninchenghosts als auch auf
Humanghosts mehrfach reproduzierbar.
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Durch Protektionsversuche (siehe auch Kapitel 3.2.1) mit PEG 300, PEG 400 und PEG 600
wurde HIyA-A1-100 auf eine mdgliche Veranderung der Porengrofe im Vergleich zum
Wildtyp untersucht (Abb. 3-12). Wildtyp-Toxin wurde in einer Konzentration von etwa 300
ng/ml eingesetzt, wodurch ohne Protektoren eine etwa 92%-ige Hamolyse der 1,25%-igen
Kaninchenerythrozyten erreicht wurde. HIyA-A1-100 musste in einer Konzentration von etwa
3000 ng/ml eingesetzt werden, um eine etwa 60%-ige Hamolyse zu erreichen. Die Resultate
mit den unterschiedlichen Protektoren weisen nicht auf eine Anderung der PorengroéRe hin.
Bei beiden Toxinen erfolgte erst mit PEG 600 ein (nahezu) 100%iger osmotischer Schutz der

Erythrozyten.

100
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Abb. 3-12: Osmo-Protektion zur vergleichenden Darstellung der PorengroBe von Wildtyp-HlyA und HlyA-A1-100. Als
Protektoren wurden PEG 300, PEG 400 und PEG 600 eingesetzt. Wildtyp-HlyA wurde in einer Konzentration von 300 ng/ml
eingesetzt, das nur geringfligig lytische Toxinderivat HlyA-A1-100 in der 10-fachen Konzentration [3000 ng/ml].

3.2.3 Untersuchung moglicher Interaktionen des N-Terminus mit Membranen

Die Einfuhrung von Cysteinen in die Cysteinfreie Aminosauresequenz von HIyA erlaubt nach
SH-Gruppen-spezifischer Markierung mit Badan Untersuchungen zur moglichen Insertion
der entsprechenden Aminosaure in die Membran. Das badanmarkierte Protein in Ldsung
weist in der Regel ein Fluoreszenzmaximum zwischen etwa 490-500 nm auf. In Abbildung 3-
13 sind exemplarisch die Fluoreszenzmessungen des Toxinderivates HlyA-A27C dargestellt.
Bei Insertion der markierten Aminosdure in die hydrophobe Membran erfolgt eine
Verschiebung des Fluoreszenzmaximums zum kurzwelligeren Bereich (,Blueshift®). Bei Lyse
der Membran und der damit verbundenen Anderung der Umgebung des Badans kommt es
zu einem ,Ruckshift des Maximums. Der ,Rickshift” ist in der Regel nicht ganz so grof3 wie
der ,Blueshift®. Erkldrungen hierfir sind unvollstandige Membranlyse oder evtl.
konformationelle Anderungen des Toxins durch die Interaktion mit der Membran, die auch

bei der anschliefenden Lyse der Membran zumindest teilweise erhalten bleiben.
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Abbildung 3-13:Fluoreszenz-Emissionsspektren des Badanmarkierten HIyA-Derivates S27C (A) und des
monoacylierten, nicht lytischen HIlyA-Derivates AB/S27C (B). Beide Toxine zeigen eine Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums in den kurzwelligeren Emissionsbereich  (,Blue-Shift) bei Interaktion mit
Erythrozytenmembranen im Vergleich zu Toxin in Ldsung, sowie einen ,Ruckshift* nach der Membranlyse mit
Triton. Zum Vergleich wurde das Spektrum des HIyA-Derivates S383C aufgefiihrt (C), bei dem keine
Verschiebung der Emission erfolgt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden innerhalb der Aminosauren 1-55 von HIyA insgesamt 21
einzelne Cysteine durch zielgerichtete Mutagenese eingefihrt und
fluoreszenzspektrometisch auf Membraninsertion untersucht, um Hinweise auf eine mogliche
Funktion des N-Terminus zu erhalten. Die Toxinderivate und die Ergebnisse der
fluoreszenzspektrometrischen Messungen sind in Abbildung 3-14 zusammengefasst. Bei
allen Toxinmutanten kam es nach Inkubation mit Kaninchenghosts im Vergleich zu Toxin in
Lésung zu einem ,Blueshift* der Badanemission von 11 bis 32 nm. Durch Lyse der Ghosts
mit 1% Triton erfolgte ein ,Ruckshift von 3,5 bis 19 nm. Dieses Ergebnis weist auf die

Insertion aller untersuchten markierten Aminosauren in die Membran hin, ohne dass eine
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Periodizitat in Bezug auf den ,Blueshift* erkennbar ist, wie sie von einer porenbildenden
Region erwartet wird, bei der ein Teil der Aminosauren in die hydrophile Pore ragt, wahrend
der andere Teil in der hydrophoben Membran verankert ist (Valeva et al., 2008). Der N-
Terminus inseriert demnach vollstandig in die Membran, ohne direkt an der Porenbildung

beteiligt zu sein.

Cysteinmutanten

Verschiebung des
Emissionsmaximums [nm]
N
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Abb. 3-14: Verschiebung des Badan-Fluoreszenzmaximums bei Toxinderivaten mit N-terminal eingefuhrten
Cysteinen. Mit aufgefiihrt sind die Messungen der Aminosaure 30, die bereits vor Beginn dieser Arbeit vorlagen
(Valeva et al., 2008). Die Verschiebung zur kurzwelligeren Emission (,Blueshift‘) erfolgte nach Bindung der
Toxine an Kaninchenghosts im Vergleich zu Toxin in Ldsung, die Rickverschiebung (,Backshift*) nach der
anschlieRenden Lyse der Membran mit Triton. Die Aufnahme der Fluoreszenzspekiren erfolgte jeweils in drei
unabhangigen Versuchen. Die dargestellten Werte resultieren aus dem Mittelwert der Messungen. Die mittlere
Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert ist als Fehlerbalken dargestellt.

Zur Untersuchung der N-terminalen Membraninsertion in Abhangigkeit von der Porenbildung
wurde der Grofteil der Cysteinsubstituierten Toxine auch mit einer zweiten Mutation, dem
Austausch des fur die Porenbildung essentiellen, fettsdureacylierten Lysins 690 gegen
Arginin (AB), hergestellt. Die Fluoreszenzspektren dieser monoacylierten, nicht-lytischen
Toxinderivate ahnelten im Wesentlichen denen der lytischen Toxine (siehe auch Abb. 3-13);
es erfolgte bei allen markierten Aminosauren ein ,Blueshift* des Badan-Emissionsmaximums
auf Kaninchenghosts und ein ,Ruckshift* nach Lyse der Membran mit Triton (Abb. 3-15). Alle
Cysteine inserierten demnach auch ohne die Fettsaureacylierung von Lysin 690 in die
Membran. Dieses Ergebnis spricht flr eine von Interaktion des N-Terminus mit der
Zielmembran, die unabhangig von der Modifikation des Toxins und vom Prozess der

Porenbildung erfolgt.
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Abb. 3-15: Verschiebung des Emissionsmaximums von Badan bei nicht-lytischen Toxinderivaten (AB) mit N-
terminal eingefiihrten Cysteinen. Die Toxine sind nicht-lytisch aufgrund der zusatzlichen Mutation von Lysin 690,
und die dadurch fehlende essentielle Fettsadureacylierung. Die Verschiebung zur kurzwelligeren Emission
(,Blueshift®) erfolgte nach Bindung der Toxine an Kaninchenghosts im Vergleich zu Toxin in Losung, die Riick-
Verschiebung zur langwelligen (,Backshift‘) bei der anschlieRenden Lyse der Membran mit Triton. Die Aufnahme
der Fluoreszenzspektren erfolgte jeweils in drei unabhangigen Versuchen. Die dargestellten Werte resultieren
aus dem Mittelwert der Messungen. Die mittlere Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert ist als
Fehlerbalken dargestellt.

Eine weitere Kontrolle lieferte das nicht acylierte Toxinderivat HIyA-AAB/S26C, bei der die
beiden Lysine 564 und 690 ausgetauscht und somit die Fettsaureacylierung von HIyA
vollstandig verhindert worden war. Das Fluoreszenzverhalten des nicht acylierten HIyA-
Derivates HIyA-AAB/S26C im Vergleich zum monoacylierten Derivat HlyA-AB/S26C und dem
lytischen, acylierten Derivat HIyA-S26C ist in Abbildung 3-16 dargestellt. Die
Fluoreszenzspektren des acylierten, monoacylierten und nicht acylierten Toxins zeigten
keine signifikanten Unterschiede in der Verschiebung des Emissionsmaximums durch Toxin-
Interaktion mit Ghosts, und alle drei Toxinmutanten wiesen eine Verschiebung zum
langerwelligen Emissionsbereich nach der Lyse der Ghosts auf. Das Ergebnis bestétigt die
Resultate der monacylierten Toxine (AB), dass die Membraninsertion des N-Terminus von

HlyA unabhangig von der fir die Porenbildung essentiellen Fettsdureacylierung erfolgt.
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Abb. 3-16: Verschiebung der Emissionsmaxima bei dem Badanmarkierten HlyA-Derivat S26C auf Ghosts
(Blueshift) und nach Lyse der Ghosts mit Triton (Backshift) im Vergleich zu dem entsprechenden monoacylierten
Toxinderivat AB/S26C (Mutation Lysin 690) und dem nicht acylierten Toxinderivat AAB/26C (Mutation Lysine 564
und 690). Die mittlere Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert ist als Fehlerbalken dargestelit.

3.3 Charakterisierung putativ porenbildender Regionen von a-Hamolysin

Die Einfuhrung von Prolinen innerhalb einer a-Helix verandert die a-helicale Struktur und ihre
Eigenschaften. a-Helices besitzen haufig hydrophobe Eigenschaften, und bilden bei vielen
Transmembranproteinen die membraninserierende Struktur. Die Einfihrung von zwei
Prolinen in eine a-Helix, vor allem im N- oder C-terminalen Bereich der Helix, resultiert in der
Regel in einer stark eingeschrankten bzw. verhinderten Membraninsertion (Caputo &
London, 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Toxine mit Doppelprolinsubstitution
hergestellt, um mégliche porenbildende Regionen innerhalb der Sequenz von HIyA zu
identifizieren. In vorausgegangenen Arbeiten wurde bei a-Hamolysin die Verhinderung der
Porenbildung durch Einflhrung zweier Proline an Position 284 und 287 in der
porenbildenden Region 282-298 erreicht, wahrend die Einfuhrung von Prolinen in eine
andere Region des Toxins (254P/257P) ohne Einfluss auf die hamolytische Aktivitat blieb
(Valeva et al., 2008). Anhand von Untersuchungen zu Membraninteraktionen essentieller,
putativ a-helicaler Bereiche durch Cysteinsubstitutionen und Badanmarkierung kann zudem

deren Beteiligung an der Porenbildung analysiert werden.

3.3.1  Charakterisierung von Doppelprolinsubstituierten HlyA-Derivaten zur
Identifizierung moéglicher porenbildender Regionen in HiyA

Zu Beginn der Arbeit wurden mit dem Programm PredictProtein (Rost & Liu, 2003) anhand
der Aminosauresequenz von HIyA putative a-Helices in der N-terminalen Halfte des Toxins
bestimmt (Valeva et al., 2008). Durch zielgerichtete Mutagenese wurden jeweils zwei Proline

in ausgesuchte Bereiche der Aminosauresequenz von HIyA eingefihrt, um die Struktur der
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entsprechenden putativen a-Helices zu verandern. Bei membraninserierenden a-Helices
wird in diesem Fall die Reduktion der Insertion und damit eine Beeintrachtigung der HIyA-
Aktivitat erwartet. Als Matrize bei der Mutagenese diente das modifizierte Plasmid pYA-WT
mit der Mutation S288C (Schindel et al., 2001); dies erlaubte spatere Untersuchungen der
Toxine in Bezug auf die Interaktion der porenbildenden Region 278-298 mit Membranen
durch die Cysteinmarkierung mit Badan. Dreizehn HIyA-Derivate mit Doppelprolinsubstitution
wurden im Rahmen der Arbeit angefertigt (Tabelle 3-1). Die aufgereinigten Toxine wurden
auf ihre hamolytische Aktivitat im Hamolysetiter getestet. Die Mutanten und das Ergebnis der

Aktivitdtsbestimmung sind in Tabelle 3-1 und in Abbildung 3-17 dargestellt.

Tab. 3-1: HIyA-Derivate mit Doppelprolinsubstitution unter Angabe der putativ a-helicalen Aminoséurebereiche
und der hamolytischen Aktivitat. Eine nicht beeintrachtigte hamolytische Aktivitat entspricht ungefahr einer 50%-
igen Hamolyse von 1,25%-igen Kaninchenerythrozyten durch etwa 80 ng Toxin/ml.

Toxinderivat Putativ a-helicaler Bereich Hamolytische Aktivitat
(Aminosauren)
L139P/A142P/288C 132-167 nicht beeintrachtigt
[188P/L191P/S288C | 177-217 nicht beeintrachtigt
S214P/S217P/S288C | 177-217 nicht beeintrachtigt
G224P/N227P/S288C | 177-230 nicht beeintrachtigt
S288C/1310P/A313P | 307-316 nicht lytisch
S288C/A333P/I336P | 321-345 eingeschrankt [7 pg/ml]
S288C/S352P/A355P | 350-358 nicht beeintrachtigt
S288C/I371P/V374P | 366-377 nicht lytisch
S288C/A397P/G400P | _ eingeschrankt [0,6 -1,2
pg/ml]
S288C/S413P/A416P | 406-432 eingeschrankt [0,3 — 0,6
pug/ml]
S288C/A447P/A450P | 445-472 nicht lytisch
S288C/1484P/L487P | 476-490 eingeschrankt [10 pg/ml]
S288C/S499P/S502P | 494-508 nicht beeintrachtigt

Die  HlyA-Derivate = L139P/A142P/288C, 1188P/L190P/288C, S214P/S217P/288C,
G224P/N227P/288C und S288C/S499P/S502P wiesen keinen Unterschied der
hamolytischen Aktivitat zum Wildtyp auf, und wurden daher nicht néher charakterisiert. Die
Derivate  S288C/A333P/I1336P,  S288C/A397P/G400P, S288C/S413P/A416P  und
S288C/1484P/L487P zeigten unterschiedlich starke Einschrankungen ihrer hamolytischen
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Dieses Ergebnis deutet auf eine Bedeutung der putativ a-
helicalen Struktur dieser Aminosaure-Bereiche fir die hamolytische Funktion des
Hamolysins hin. Die hdmolytische Aktivitdt wurde durch Einfuhrung dieser Proline zum Teil
stark beeintrachtigt. Die drei Toxinderivate S288C/I310P/A313P, S288C/S352P/A355P und
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S288C/A447P/A450P waren nicht-lytisch bei allen eingesetzten Toxinkonzentrationen (bis
etwa 10 pg/ml). Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass die a-helicale Struktur dieser
Bereiche essentiell fur die lytische Aktivitdt des Toxins ist, und sie moglicherweise direkt in
die Porenbildung involviert sind. Weitere Untersuchungen auf porenbildende Regionen

innerhalb des Toxins wurden daher besonders auf diese Bereiche fokussiert.
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3.3.2 Untersuchung eingeschrankt lytischer und nicht-lytischer
doppelprolinsubstituierter HlyA-Derivate in Bezug auf die porenbildende Region 272
bis 298

Die eingeschrankt lytischen HIyA-Derivate S288C/A333P/I336P, S288C/A397P/G400P,
S288C/S413P/A416P und S288C/1484P/L487P und die nicht nicht-lytischen HlyA-Derivate
S288C/1310P/A313P, S288C/I371P/V374P und S288C/A447P/A450P wurden Cystein-
spezifisch mit Badan markiert, um die Interaktion der porenbildenden Region 272-298 mit
Erythrozytenmembranen (Ghosts) fluoreszenzspektrometrisch zu untersuchen. Diese
Messungen sollten zeigen, ob sich die Mutationen auf die einzige bisher eindeutig
identifizierte porenbildende Region (Valeva et al., 2008) des Toxins auswirken. Gleichzeitig
sollte durch diese Untersuchung gezeigt werden, ob die Bindungsfahigkeit der Toxine durch
die Mutation eingeschrankt wird: bei allen gemessenen Mutanten war nach Bindung an
Ghosts trotz mehrfacher Waschschritte zur Entfernung ungebundenen Toxins die
Fluoreszenz des Badans im flr aktives HIyA Ublichen Intensitatsbereich messbar, d.h. die
Bindung des Toxins an Erythrozytenmembranen wurde durch die Mutationen nicht
eingeschrankt. Die eingeschrankt hamolytisch aktiven HIyA-Derivate zeigten nach
Badanmarkierung der Aminosaure 288 alle sowohl eine Verschiebung des
Emissionsmaximums in einen kurzwelligeren Emissionsbereich um etwa -9 bis -20 nm
(,Blueshift’) bei Interaktion mit Membranen, als auch eine Ruckverschiebung um etwa 6 bis 9
nm (,Ruckshift*) bei anschlieBender Membranlyse mit Triton (Tab. 3-2). Diese Messungen
belegen, dass die Membraninsertion der porenbildenden Region 272-298 durch die

Einfihrung der Proline nicht verhindert wurde.

Das Fluoreszenzspektrum des badanmarkierten Cysteins an Position 288 des nicht-lytischen
HlyA-Derivates S288C/I310P/A313P deutet auf die Bildung von Toxinaggregaten durch
Einflhrung der beiden Proline hin: das Toxin zeigte bereits in Lésung ein deutlich in den
kurzwelligen Wellenlangenbereich verschobenes Emissionsmaximum, dass sich bei Zugabe
von Triton ins langwelligere Spektrum verschob. Moglicherweise verursacht diese Neigung
zur Bildung von Aggregaten die lytische Inaktivitat der Mutante.

Bei dem nicht-lytischen HIyA-Derivat S288C/I371P/V374P zeigte die Badanmarkierte
Aminosaure 288, genau wie beim lytischen Derivat S288C (Valeva et al., 2008), eine
deutlichen Verschiebung von etwa -20 nm, und einen Rickverschiebung von 8-9 nm. Die
Insertion der porenbildenden Region 278-298 mit der Membran wurde demnach durch
Prolinsubstitution der Aminosauren 371 und 374 nicht beeintrachtigt, was eine direkte
Interaktion der beiden Regionen im Bereich der Aminosauren 280 und 370 bei der
Porenbildung als unwahrscheinlich erscheinen lasst. Dagegen wurde im Fall des nicht-
lytischen HIyA-Derivates S288C/A447P/A450P keine Verschiebung der Emission durch
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Membraninteraktion gemessen. Der porenbildende Bereich 272 bis 298 konnte demnach
durch die Prolinsubstitution der Aminosauren 447 und 450 nicht mehr in die Membran
inserieren. Dies deutet auf eine mogliche Interaktion der beiden Toxinbereiche um die
Aminosauren 280 und 450 herum hin, oder um eine Strukturdnderung des Toxins, die sich

auf die porenbildende Region 278-292 auswirkt und deren Membraninsertion verhindert.

Tab.3-2: Verschiebung der Emissionsmaxima der Badanmarkierten Aminosadure 288C in HIyA-Derivaten mit
Doppelprolinsubstitution. Dargestellt ist neben der hamolytischen Aktivitdt der Toxine die Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums nach der Bindung an Ghosts im Vergleich zu Toxin in LOsung, sowie die
Riickverschiebung nach der anschliefenden Lyse der Ghosts mit Triton. n.b. = nicht bestimmt

AS- Hamolytische Verschiebung E.x von Verschiebung E .« von 288C
Position | Aktivitat 288C auf Ghosts (Shift) nach Membranlyse (Backshift)
Proline

139/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

142

188/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

191

214/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

217

224/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

227

310/ nicht lytisch Bildung von Aggregaten

313

333/ eingeschrankt [7 -16 nm 6 nm
336 pg/mi]

352/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

355

371/ nicht lytisch -20 nm 9 nm
374

397/ eingeschrankt [0,6 - | -12 nm 7 nm
400 1,2 yg/mi]

413/ eingeschrankt [0,3 | -9 nm 6 nm
416 — 0,6 pg/mi]

447 | nicht lytisch kein Shift kein Shift
450

484 / eingeschrankt [10 -20 nm 9 nm
487 pag/mi]

499/ nicht beeintrachtigt | n.b. n.b.

502

3.3.3 Membran-Interaktionsstudien essentieller, putativ a-helicaler Aminosaure-
Bereiche

Die im ersten Versuchsteil als essentiell charakterisierten putativen a-Helices wurden durch
EinfGhrung von einzelnen Cysteinen und deren Badanmarkierung auf Membraninsertion
untersucht. Bei der Interaktion mit Membranen wird eine Verschiebung des Badan-
Fluoreszenzmaximums zum kurzwelligeren Emissionsbereich erwartet. Vor diesen
Untersuchungen wurden die gereinigten Toxine im Hamolysetiter mit Kaninchenerythrozyten

auf ihre hamolytische Aktivitdt Gberprift. Alle im Rahmen der Arbeit hergestellten und
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nachfolgend aufgefuhrten Cysteinsubstituierten HlyA-Derivate zeigten uneingeschrankte
Wildtyp-Aktivitat, d.h. eine etwa 50%-ige Hamolyse 1,25%-iger Kaninchenerythrozyten durch
etwa 80 ng Toxin/ml.

Im Bereich der nicht-lytischen Toxinmutante S288C/I310P/A313P wurden die Aminosauren
310, 311 und 313 cysteinsubstituiert (HIyA-Derivate HIyA-1310C, HIyA-A311C und HIyA-
A313C). Die fluoreszenzspektrometrischen Messungen des Toxins I1310C deuteten auf die
Bildung von Aggregaten hin und waren nicht auswertbar. Hlya-A311C zeigte einen starken
,Blueshift* auf Ghosts, aber keinen signifikanten ,Rickshift* nach Membranlyse mit Triton;
dieses Ergebnis ist ein Hinweis auf intramolekulare Interaktionen und/oder Veranderungen
der Proteinkonformation in diesem Bereich durch die Interaktion des Toxins mit Membranen,
jedoch kein Hinweis auf die Insertion der Aminosaure 311 in die Membran. Die Messungen
von HlyA-A313C wiesen auf eine ,hydrophobe* Proteintasche hin, in der sich die Aminosaure
befindet, da das Fluoreszenzmaximum bereits in Losung mit 466 nm bei einem relativ
kurzwelligen Emissionsbereich lag. Durch Interaktion des Toxins mit
Erythrozytenmembranen kam es in diesem Fall zu keiner Veranderung des
Emissionsspektrums, d.h. dass auch diese Aminosaure vermutlich nicht direkt in die
Membran inseriert. Trotz der vollstdindigen Hemmung der hamolytischen Aktivitdt durch
Prolinsubstitution der Aminosauren 310 und 314 konnte eine Interaktion der Aminosauren
310, 311 und 313 mit der Membran nicht bestatigt werden. Somit handelt es sich bei diesem
Bereich von HIyA mit hochster Wahrscheinlichkeit nicht um eine porenbildende Region; eine
bedeutende Rolle flr die Konformation des lytisch aktiven Toxins ist jedoch auf Grund der

Ergebnisse mit groRer Wahrscheinlichkeit anzunehmen.

Im Bereich der nicht-lytischen Mutante S288C/I371P/V374P wurden die HlyA-Derivate HIyA-
S372C und HIyA-V374C konstruiert. Das Fluoreszenzmaximum von Badan verschob sich bei
diesen Toxinderivaten um etwa -11 bzw. etwa -17 nm bei der Bindung an
Erythrozytenmembranen (Ghosts), und um etwa 4 bzw. 7 nm bei der Membranlyse (Abb. 3-
18). Diese Ergebnisse sprechen fir eine Membraninsertion der Aminosauren. Weiterhin
wurden die Toxinderivate S383C und A384C hergestellt und auf Membraninteraktion
untersucht. Obwohl die Aminosaure an Position 380 in Membranen inseriert (Schindel et al.,
2001), konnte dies fir die beiden Aminosauren 383 und 384 nicht bestatigt werden. Es kam
durch die Interaktion des Toxins mit Membranen zu keiner signifikanten Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums von Badan (Abb. 3-18, siehe auch Abb. 3-13 ), d.h. die Aminosauren
sind nicht an der direkten Membraninteraktion beteiligt. Fir die membraninteragierende und
putativ porenbildende a-helicale Sequenz, in der auch die Aminosduren 372 und 374 liegen,

bedeutet dies, dass sie maximal bis zu Aminosaure 282 reicht.
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20 B Blueshift
15 O Backshift
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oM . .
1310C A311C A313C S372C V374C S383C A384C

Toxinderivate

Verschiebung des Fluoreszenzmaximums [nm]

Abb. 3-18: Verschiebung des Badan-Fluoreszenzmaximums bei Cysteinsubstituierten HlyA-Derivaten. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Messungen.
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4. Diskussion

Porenbildende Toxine werden in wasserloslicher Form von ihrem Produzenten sekretiert,
binden an Zielmembranen, und inserieren in einer amphipathischen Struktur, die eine
hydrophile Pore bildet. Bei allen porenbildenden Toxinen, flr die der Mechanismus der
Porenbildung bislang aufgeklart wurde, beinhaltet der Prozess der Porenbildung eine
Oligomerisierung oder Multimerisierung (Wilmsen et al., 1992; Olofsson et al., 1993; Gouaux
et al., 1994; Sliwinski-Korell, 1999; Walev et al., 2001; Kristan et al., 2004; lacovache et al.,
2006). Bei B-PFTs wird die porenbildende Struktur durch Insertion einer $-Haarnadelstruktur
aus jedem Protomer gebildet (Valeva et al., 1996; Valeva et al., 2005), wahrend a-PFTs ihre
Pore durch Insertion einer oder mehrerer a-Helices bilden (Ludwig et al., 1991; Kristan et al.,
2004; Basler et al., 2005; Valeva et al., 2008).

41 Der Prozess der Porenbildung durch a-Hamolysin beinhaltet keine
Oligomerisierung

Der porenbildende Mechanismus von RTX-Toxinen, zu denen auch das a-Hamolysin von
Escherichia coli gehdrt, ist bislang nicht gut untersucht, und Uber die Struktur ist wenig
bekannt. Nach Lally et al. (1999) erfolgt nach der Bindung des Toxins an die Zielmembran
die Insertion der porenbildenden Struktur mdglicherweise durch eine Konformationsanderung
in eine nicht-native, intermediare Form, die so genannte Molten Globule Form (Lally et al.,
1999). Die Frage einer moglichen Dimerisierung oder Oligomerisierung im Verlauf der
Porenbildung ist jedoch fiir RTX-Toxine noch nicht eindeutig geklart. Untersuchungen zu
einem Prototypen der RTX-Toxine, dem Bordetella pertussis Adenylat Cyclase Toxin, weisen
allerdings auf eine lytisch aktive dimere oder oligomere Form dieses Toxins hin (lwaki et al.,
1995; Lee et al., 2005).

Zum porenbildenden Mechanismus von HIyA existieren unterschiedliche Postulate. Einige
Studien deuten auf eine durch ein Monomer gebildete Pore hin (Bhakdi et al., 1986;
Menestrina et al., 1987; Menestrina, 1988), andere auf die Oligomerisierung des Toxins
(Benz et al., 1989; Ludwig et al., 1993). Bhakdi et al. (1986) konnten ausschlielllich die
monomere Form des Toxins auf Erythrozyten nachweisen, jedoch keine Dimere oder
Oligomere. Das membrangebundene Toxin wurde nach der Porenbildung durch SDS-
Gelelektrophorese analysiert und im Westernblot nachgewiesen. Durch den Einsatz von
Crosslinkern und durch die Methode der Coimmunprazipitation in der vorliegenden Arbeit
wurde die Entstehung moglicher Oligomere wahrend der Porenbildung auf verschiedenen
Membranen weitestgehend ausgeschlossen, und somit das Ergebnis von Bhakdi et al.
(1986) bestatigt. Im Falle von Protein-Interaktionen, wie sie auch eine Dimerisierung oder
Oligomerisierung darstellt, kommt es durch den Einsatz von Crosslinkern zur irreversiblen,

SDS-stabilen Vernetzung der interagierenden Proteinmolekiile, die durch SDS-PAGE und
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Westernblot detektierbar sind (Sliwinski-Korell, 1999; Ramjeesingh et al., 2001; Zeng et al.,
2006). Bei der Coimmunprazipitation handelt es sich ebenfalls um eine etablierte Methode
zum Nachweis von Interaktionen zwischen Proteinen (Taylor et al., 2001; Lee et al., 2005).
Mit beiden Methoden konnten fir HlyA keine Oligomere nachgewiesen werden. Hierbei ist
jedoch anzumerken, dass es moglicherweise zur Bildung geringer Mengen von lytisch
aktiven Oligomeren kommen koénnte, deren Konzentration aber unterhalb der
Nachweisgrenze der im Westernblot eingesetzten Antikorper liegt.

Menestrina et al. (1987) postulierten die monomere Porenbildung von HIlyA anhand der
linearen Abhangigkeit der lonenleitfahigkeit von der Toxinkonzentration. Auch der Ablauf des
Permeabilisierungsprozesses calceingefillter Lipidvesikel durch a-Hamolysin wurde als eine
Art ,Reaktion pseudo-erster Ordnung“ gedeutet, die auf die Bildung der Pore durch ein
Monomer hinweist (Menestrina, 1988). Auf der anderen Seite gibt es einige Publikationen, in
denen eine Oligomerisierung des Toxins favorisiert wurde. Benz et al. (1989) widerlegten die
von Menestrina et al. (1987) beschriebene konzentrationsabhangige lonenleitfahigkeit von
Lipidvesikeln durch a-Hamolysin; in ihrer Studie publizierten sie vielmehr einen Anstieg der
lonenleitfahigkeit in Abhangigkeit von der Toxinkonzentration, der auf eine Oligomerisierung
des Toxins hinweist. Auch Ergebnisse von Ludwig et al. (1993) mit verschiedenen,
ausschlielllich nicht-lytischen HlyA-Derivaten, deren Coexpression zur Rekonstruktion der
hamolytischen Aktivitat fuhrte, wurden als Beweis der Oligomerisierung von E. coli o-
Hamolysin aufgefihrt. Bei oligomerisierenden porenbildenden Toxinen wird bei
gemeinsamer Inkubation zweier unterschiedlicher Derivate des entsprechenden Toxins die
Bildung von Heterooligomeren erwartet, die aus beiden Derivaten bestehen. Beim Einsatz
Iytischen und nicht-lytischen Toxins wirkt sich das nicht-lytische Toxin in der Regel auf die
porenbildende Aktivitat des lytischen Toxins aus. Eine veranderte hamolytische Aktivitat in
Abhangigkeit vom molaren Verhaltnis Iytischen und nicht-lytischen Toxins wurde
beispielsweise fir das Staphylococcus aureus a-Toxins nachgewiesen, das als Heptamer
aktiv ist (Valeva et al., 1997,), und fir das Bordetella pertussis Adenylat Cyclase Toxin, flr
das ein oligomeres Verhalten bereits vor der Bindung an die Zielmembran beschrieben
wurde (Lee et al., 2005). Teilweise wurde bei diesem Toxin auch durch die Oligomerisierung
zweier nicht-lytischer Toxinderivate mit Mutationen in unterschiedlichen funktionellen
Domanen eine Rekonstruktion der cytolytischen Aktivitat beobachtet (lwaki et al., 1995). Im
Gegensatz zu anderen porenbildenden Toxinen wurde eine Rekonstruktion der
hamolytischen Aktivitat von nicht-lytischen HlyA-Derivaten nur im Fall der Coexpression der
unterschiedlichen Derivate erreicht, jedoch nicht durch Mischen getrennt exprimierter
Proteine (Ludwig et al., 1993); eine Oligomerisierung vor oder wahrend der Sekretion wurde

allerdings durch Versuche mit einem Sekretions-defizienten HlyA-Derivat ausgeschlossen.
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Trotz dieser widersprichlichen Ergebnisse ihrer Versuche postulierten die Autoren damals
die Oligomerisierung des Escherichia coli a-Hamolysins.

In der vorliegenden Arbeit wurde lytisch aktives HlyA mit unterschiedlichen ausschlief3lich
nicht-lytischen HIlyA-Derivaten gemischt, ohne dass ein Einfluss auf die ha&molytische
Aktivitdt beobachtet werden konnte. Da HIyA als Monomer sekretiert wird (Ludwig et al.,
1993) deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass es, im Vergleich zu anderen bekannten
porenbildenden Toxinen, vor oder wahrend der Porenbildung nicht zu Bildung von

Oligomeren kommt.

Fur einige porenbildende Toxine wurde die rezeptorabhangige Bindung an die Zielzelle im
Verlauf der Porenbildung nachgewiesen. Staphylococcus aureus a-Toxin bindet z. B. mit
grolier Wahrscheinlichkeit an die Kopfgruppen geclusterter Lipide (Valeva et al., 2006),
Listeria monocytogenes Listeriolysin O (LLO) und Streptococcus intermedius Intermedilysin
(ILY) an CD59, ein GPI-verankertes Molekul (Jacobs et al., 1998; Giddings et al, 2004). Der
Vorteil der Rezeptorabhangigkeit porenbildender Toxinen kdnnte in der Zusammenfihrung
und Aufkonzentrierung mehrerer Monomere liegen, durch die eine Multimerisierung
ermoglicht und beglnstigt wird (Abrami & van der Goot, 1999). Fur das Escherichia coli a-
Hamolysin wurde die Bindung an B.-Integrin Rezeptoren bei Leukozyten und an Glycophorin
bei Erythrozyten beschrieben (Lally et al., 1997; Cortajarena, 2001). Weitere
Untersuchungen zur Bindung an [,-Integrin Rezeptoren auf Granulozyten zeigten jedoch,
dass Bindung und Porenbildung des Toxins auch ohne diesen Rezeptor erfolgen (Valeva et
al., 2005;). Auch die unabhangige Bindung einzeln exprimierter Domanen des HIyA-Molekuls
an Liposomen sprechen gegen die rezeptorabhangige Bindung (Hyland et al., 2001), ebenso
wie die mehrfach demonstrierte Porenbildung durch HIyA in proteinfreien, kinstlichen
Liposomen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung (Menestrina et al., 1987; Ostolaza
et al., 1993; Menestrina et al., 1994). Die Rezeptorunabhangigkeit kdnnte somit ebenfalls
einen modglichen Hinweis auf eine von einer Oligomerisierung unabhangige Porenbildung

darstellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Bildung der Pore
unabhangig von der Etablierung langlebiger Oligomere erfolgt. Durch diese Arbeit konnte
das Postulat von Bhakdi et al. (1986) und Menestrina et al. (1987 und 1988) bestatigt
werden, dass HIyA mit groRter Wahrscheinlichkeit als Monomer Iytisch aktiv ist. Es handelt
sich somit bei HlyA um das erste bakterielle porenbildende Toxin, bei dessen Porenbildung
in eukaryontischen Zellmembranen keine Notwendigkeit zur Oligomerisierung besteht. Im

Gegensatz zu allen anderen bisher auf die Porenbildung untersuchten porenbildenden
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Toxinen reicht bei HIyA ein einzelnes Toxinmolekil aus, um eine funktionelle Pore in der

Zielmembran zu bilden.

Die vorliegende Studie schlief3t weiterhin aus, dass die Funktion der fur die Porenbildung
essentiellen Fettsaurereste an den Lysinen 564 und 690, die bislang ungeklart ist und zu der
lediglich spekulative Thesen aufgestellt wurden (Stanley et al., 1998), in der Wechselwirkung

zwischen mehreren Toxinmolekiilen liegt.

4.2 Charakterisierung des N-Terminus von Escherichia coli a-Hamolysin

Das Escherichia coli a-Hamolysin besteht aus einer N-terminalen Halfte, in der hydrophobe
o-Helices dominieren, und der C-terminalen Halfte mit Modifikationsdoméane,
calciumbindenden RTX-Repeats und Sekretionssignal, die Uberwiegend eine -
Faltblattstruktur aufweist. Die N-terminale Halfte des Proteins wird mit der Bildung der Pore
in  Verbindung gebracht, und die Aminosduresequenz 178 bis 410 wurde als
membraninteragierende und porenbildende Struktur beschrieben (Ludwig et al., 1991). Die
genaue Funktion der N-terminalen Aminosauren vor dieser Sequenz ist dagegen bislang

ungeklart.

4.2.1 Die Aminosduresequenz 1 bis 55 ist nicht essentiell fiir die Porenbildung,
interagiert aber mit der Zielmembran

Ludwig et al. (1991) postulierten eine amphipathisch a-helicale Struktur des N-Terminus von
HlyA. Viele porenbildende Toxine weisen amphipathische Sequenzen auf, die als
porenbildende Struktur in die Membran der Zielzelle inserieren; haufig handelt es sich hierbei
um B-Faltblattstrukturen, bei denen hydrophobe und hydrophile Aminosauren alternieren, wie
z.B. beim Staphylococcus aureus a-Toxin (Valeva et al., 1996). Es wurden jedoch, u. a. bei
HlyA, auch membranspannende a-Helices mit amphipathischer Struktur identifiziert
(Slotboom et al., 2001; White et al., 2006; Valeva et al., 2008); eine etablierte Methode zur
Identifikation amphipathischer membraninserierender Domanen ist die Cysteinsubstitution
und anschlielende cysteinspezifische Markierung mit umgebungssensitiven Fluorophoren
und fluoreszenzspektrometrischer Analyse.

Trotz der putativ amphipathischen, a-helicalen Struktur der etwa 40 N-terminalen
Aminosauren von HIyA, die eine Sequenz als porenbildenden Struktur pradestiniert, wurde
schon in frhen Studien gezeigt, dass dieser Bereich nicht an der Porenbildung beteiligt ist
(Ludwig et al., 1991); vielmehr fuhrten Deletionen innerhalb dieser Sequenz zur Bildung
groBerer, langer geodffneter Poren in Asolectinmembranen, und einer gesteigerten lytischen
Aktivitat auf Erythrozyten. Im Gegensatz zu diesem Ergebnis konnten in der vorliegenden

Arbeit weder deutliche Veranderungen der lytischen Aktivitat auf Kaninchenerythrozyten und
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humanen Keratinozyten, noch eine Veranderung der Porengrofle bei Toxinderivaten mit
Deletionen im Bereich der 50 N-terminalen Aminosauren festgestellt werden. Die Beteiligung
an der porenbildenden Struktur wurde aufgrund der unveranderten Aktivitat ausgeschlossen.
Porenbildende a-Helices weisen einen amphipathische Struktur auf, bei der ein Teil der
Aminosauren in der hydrophoben Membran verankert ist, wahrend die Gbrigen Aminosauren
das Lumen der Pore begrenzen und somit in einer hydrophilen Umgebung lokalisiert sind
(White et al., 2006; Valeva et al., 2008). Im Gegensatz zur porenbildenden Sequenz 272 bis
298 (Valeva et al., 2008) wurde innerhalb der membraninserierenden N-terminalen Sequenz
13 bis 55 kein periodisches Muster in Bezug auf die Membraninsertion der Aminosauren
nachgewiesen, das auf eine amphipathische a-Helix hinweisen wirde. Zusatzliche
Untersuchungen mit monoacylierten und nicht-acylierten Toxinderivaten zeigten dartber
hinaus, dass die Membraninsertion des N-Terminus unabhangig von der Modifikation des
Toxins durch Fettsaureacylierung der Lysine 564 und 690 erfolgt.

Die Fettsaureacylierung des Lysins 690 ist essentiell fur die lytische Aktivitat von HIyA; die
Modifikation des Lysins 564 ist ebenfalls bedeutend fir die Porenbildung, ohne diese
Modifikation wird die lytische Aktivitdt des Toxins stark vermindert (Stanley et al., 1994;
Pellett & Welch, 1996). Uber die Wechselwirkungen der Fettsaurereste, die zur Porenbildung
beitragen, ist bisher nichts bekannt. Mogliche Funktionen sind die Bindung an oder die
Insertion in die Membran der Zielzelle, oder intramolekulare Interaktionen mit anderen
Bereichen des Toxins (Stanley et al., 1998). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kdnnen
Wechselwirkungen der Fettsaurereste mit der N-terminalen Sequenz ausgeschlossen
werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass der N-Terminus sowohl lytischen als auch nicht -lytischen a-
Hamolysins in die Membran inseriert. Eine eigenstandige irreversible Insertion des N-
Terminus unabhangig von anderen Bereichen des Toxins kann aufgrund friherer Studien
ausgeschlossen werden: Untersuchungen verschiedener HlyA-Peptide hatten gezeigt, dass
ein Peptid, bestehend aus N-Terminus und porenbildenden Domanen (Aminosauren 1 bis
520), sowohl an Liposomen band als auch irreversibel inserierte (Hyland et al., 2001),
wahrend N-terminale Peptide, bestehend aus den Aminosauren 1 bis 255 und 1 bis 315, nur
zu 5-10 % an Liposomen gebunden vorlagen. Diese Publikation verdeutlicht, dass der N-
Terminus von HIyA eigenstandig nicht oder nur sehr eingeschrankt irreversibel an
Lipidmembranen bindet. Mdglich ware aber eine eigenstandige, reversible Insertion des N-
Terminus.

Bei HlyA werden drei Arten der Interaktion mit Membranen unterschieden: die reversible
Adsorption, die irreversible nicht-lytische Insertion und die Porenbildung (Bauer & Welch,
1996, Bakas et al., 1996, Sanchez-Magraner et al., 2006), wobei letztere abhangig von

Calciumbindung und Fettsdureacylierung des Toxins ist (Boehm et al., 1990; Ddbereiner et
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al., 1996; Bauer & Welch, 1996; Goni & Ostalaza, 1998; Schindel et al., 2001; Valeva et al.,
2005; Sanchez-Magraner et al., 2007); die Bindung der Calciumionen muss flr eine lytische
Aktivitat bereits vor der Bindung des Toxins an die Membran erfolgen (Ostolaza & Goni,
1995). Ob das Toxin reversibel bindet oder irreversibel inseriert ist primar abhangig von
Membrankomposition und -zustand: fluide Membranen fordern die Insertion des Toxins
(Bdakas et al., 1996). Moglicherweise handelt es sich bei der Adsorption um eine initiale
Interaktion mit der Membran, die eine spatere Insertion und Porenbildung erleichtert. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der N-Terminus, obschon nicht essentiell
fur die Insertion, sowohl in nicht-lytischem als auch in lytischem Toxin mit der Zielmembran
interagiert. Die putative Funktion des N-Terminus kdnnte in einer initialen Adsorption an die
Membran bestehen, die eine spatere Insertion des Toxins begunstigt; eine bedeutende Rolle
konnte diese Funktion bei der Interaktion mit Zellmembranen haben, deren Zustand oder

Zusammensetzung die Insertion des Toxins hemmen.

4.2.2 Die Deletion der 100 N-terminalen Aminosauren fiihrt zu einer starken
Beeintrachtigung der lytischen Aktivitat von HiyA

Die Deletion der N-terminalen Aminosauresequenz 1 bis 100 beeintrachtigte die lytische
Aktivitat von HIyA um den Faktor 35; die Sequenz 56 bis 100 ist jedoch weder an der
Bindung des Toxins an die Zielmembran beteiligt, obwohl die Aminosauren 1 bis 55 in die
membran inserieren, noch bildet sie einen Teil der porenbildenden Struktur. Bereits friihere
Studien hatten darauf hingedeutet, dass dieser Bereich des Toxins nicht essentiell fur die
Bindung an Membranen ist (Bauer & Welch, 1996; Hyland et al., 2001), und, im Gegensatz
zu dem analogen Bereich des RTX-Toxins Leukotoxin von Pasteurella haemolytica, keine
toxinspezifische Bedeutung fiir die lytische Aktivitat aufweist (Forestier & Welch, 1991);
durch den Austausch der N-terminalen Aminosauresequenz 1 bis 169 von HIyA gegen die
entsprechende Sequenz des Leukotoxins wurde die lytische Aktivitat von HIyA nicht
bedeutend verandert. Die Funktion eines Proteins ist starker mit der dreidimensionalen
Struktur als mit der per se Primarstruktur verknlpft, weshalb die Tertiarstruktur in der
Evolution starker konserviert wurde als die Aminosauresequenz. Der starke Funktionsverlust
von HIyA durch die Deletion der 100 N-terminalen Aminosauren bei weitestgehend
unveranderter Aktivitat nach Austausch des N-Terminus gegen die nicht-homologe Sequenz
von Leukotoxin kdnnten somit ein Hinweis auf eine strukturelle Funktion der Sequenz fir die
lytisch aktive Konformation von HlyA sein. Von Interesse ware in diesem Zusammenhang die
Untersuchung einer Toxinmutante mit Deletion der Aminosduren 50 bis 100; diese kdnnte
zeigen, ob die Bedeutung der Aminosauren 50 bis 100 unabhangig von der Deletion der
ersten 50 Aminosauren ist, die, wie oben beschrieben, keinen Einfluss auf die lytische
Aktivitat hat.
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Wie bereits erwahnt, ist die Porenbildung abhangig von Calciumbindung und Modifikation
des Toxins. Durch die Calciumbindung wird die B-Faltblatt-Struktur der RTX-Domane
stabilisiert, und die Struktur wird kompakter; diese Veranderung der Struktur wirkt sich auf
die Konformation der hydrophoben N-terminalen Halfte des Toxins aus, und ermoglicht
dadurch die Bildung der Pore (Ostolaza et al., 1995; Bdkas et al, 1996; Goni & Ostolaza,
1998; Sanchez-Magraner et al., 2007). Studien von Schindel et al. (2001) hatten am Beispiel
der Aminosdure 67 durch Cysteinsubstitution und fluoreszenzspektrometrische
Untersuchungen gezeigt, dass auch dieser Bereich von HIyA nach der Bindung von Calcium
konformationelle Veranderungen durchlauft. Die Tertiarstruktur von Proteinen ist neben der
Ausbildung von Disulfidbriicken, die jedoch in HIlyA durch die fehlenden Cysteine nicht
auftreten, in hohem Malle abhangig von intramolekularen hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Bereichen des Proteins. Somit kénnte die Funktion der Sequenz 56
bis 100 in einer Beteiligung an der lytisch aktiven Tertiarstruktur des Hamolysins durch
hydrophobe Wechselwirkungen mit anderen Bereichen des Toxins liegen. Eine interessante
Moglichkeit ist in diesem Zusammenhang auch eine Art von Wechselwirkung mit den
Fettsdureresten der modifizierten Lysine, deren genaue Funktion bisher nicht geklart werden
konnte (Stanley et al., 1998). Bekannt ist aber, dass die Modifikation des Lysins 690
essentiell fur die lytische Aktivitat ist, wahrend eine Verhinderung der Fettsaureacylierung an
Lysin 564 zu einer stark verminderten Aktivitat fihrt (Stanley et al., 1994; Pellett & Welch,
1996); diese Ergebnisse scheinen sich mit dem Resultat der Deletion der
Aminosauresequenz 1 bis 100 zu erganzen, und weitere Untersuchungen zu einer
moglichen Wechselwirkung zwischen Fettsaureresten und der Sequenz 56 bis 100 sind von

grofitem Interesse.

4.3 Identifizierung putativ porenbildender a-Helices

Bemuhungen zur Aufklarung der Struktur von HIyA gestalten sich aufgrund der GroRRe des
Proteins, der Modifikation durch Fettsaureacylierung und der starken Tendenz zur Bildung
von Aggregaten als schwierig. Kristallographische Analysen, wie sie flr andere
porenbildende Toxine existieren (Song et al., 1996; Wiener et al., 1997; Olson et al., 1999;
Olson & Guoaux, 2005), liegen daher bislang weder flr HlyA noch flr andere zur Familie der
RTX-Proteine gehérenden Toxine vor.

Ein Ansatz zur Identifikation putativer Helices basiert auf der Prolinsubstitution innerhalb der
putativ  a-helicalen  Sequenz, sowie auf  spektrofluorometrischen  Analysen
cysteinsubstituierter  Toxinderivate, die cysteinspezifisch mit umgebungssensitiven
Fluorophoren markiert werden; letztere dienen der Charakterisierung membraninserierender
Sequenzen, und wurden bereits fur HIlyA und verschiedene andere Proteine, u. a. weitere

porenbildende Toxine, angewendet (Ward et al., 1994; Palmer et al., 1996; Slotboom et al.,
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2001; Nassi et al., 2002; Valeva et al., 2005,; Valeva et al., 2008). Im Gegensatz zu vielen
anderen bekannten Toxinen, die ihre Poren durch Oligomerisierung und Insertion
amphipathischer B-Faltblatter bilden, bildet HIyA eine monomere Pore (diese Arbeit) durch
Insertion a-helicaler Domanen (Ludwig et al., 1991; Valeva et al., 2008). Die Aminosauren
272 bis 298 wurden in friheren Studien als amphipathische, porenbildende Sequenz
identifiziert (Valeva et al., 2008), und der Befund, dass HIyA als Monomer aktiv ist, verlangt
zwingend nach weiteren porenbildenden Regionen innerhalb der Aminosauresequenz.

Durch die Charakterisierung putativ porenbildender Domanen durch doppelprolin- und
cysteinsubstituierte HlyA-Derivate konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende
Ergebnisse erzielt werden:

A) Aminosauresubstitutionen  A333P/I336P, A397P/G400P, S413P/A416P und
1484P/L487P resultierten in eingeschrankt lytischem Toxin. Diese Bereiche besitzen
eine a-helicale Struktur, die fir die Porenbildung von Bedeutung und mdglicherweise
essentiell sind.

B) Die Aminosauresubstitutionen 1310P/A313P, 1371P/V374P und A447P/A450P
resultierten in nicht-lytischem Toxin. Diese a-helicalen Bereiche sind fur die
Porenbildung essentiell.

C) Die Aminosauresubstitution A447P/A450P verhindert die Membraninsertion der
porenbildenden Region 278-298.

D) Die Aminosauresubstitutionen L139P/A142P, 1188P/L190P, S214P/S217P,
G224P/N227P, S352P/A355P und S499P/S502P hatten keinen Einfluss auf die
hamolytische Aktivitat von HIyA.

Zu A und B) Sieben der im Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruierten
doppelprolinsubstituierten HIyA-Derivate wiesen eine stark reduzierte oder vollstandig
verhinderte Aktivitat der hamolytischen Aktivitat ohne signifikante Reduktion der Bindung an
Membranen auf, ein Hinweis auf die a-helicale Struktur mit Bedeutung fiir die Porenbildung.
Die Veranderung membraninserierender a-helicaler Strukturen durch Einflihrung von ein bis
zwei Prolinen reduziert oder verhindert die Membraninsertion (Caputo & London, 2003). In
friheren Studien zu HIyA konnte gezeigt werden, dass die Einfiihrung zweier Proline in den
Bereich der porenbildenden Region 272 bis 298 zu einer nicht-lytischen Form von a-
Hamolysin fihrte (Valeva et al., 2008); die Einfihrung von Prolinen in eine nicht-
membraninserierende putative a-Helix hatte dagegen keinen Einfluss auf die hamolytische
Aktivitdt des Toxins. Auch das dem HIyA homologe Adenylat Cyclase Toxin (CyA) von
Bordetella pertussis, das ebenfalls zu der RTX-Toxin Familie gehort, zeigte bei Einfuhrung
einzelner Proline in die vorhergesagten Transmembransegmente 502 bis 522 und 565 bis
591 eine stark reduzierte hamolytische Aktivitat, und eine Verminderung der Translokation

des Adenylat Cyclase Domane Uber die Zellmembran, die durch die gebildete Pore erfolgt
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(Basler et al., 2007). Neben diesen beiden Transmembrandomanen wurden durch
Prolinsubstitutionen drei weitere putative a-Helices mit Bedeutung fur die Porenbildung
charakterisiert, bei denen die Proline als Helixbrecher die hamolytische Aktivitat stark
reduzierten (Powthongchin & Angsuthanasombat, 2008).

Ludwig et al. (1991) postulierten durch Vorhersagen zur Konformation von HlyA anhand der
Aminosauresequenz acht a-Helices im Bereich der Aminosauren 178 bis 410 von
Escherichia coli HlyA. Deletionen der Aminosauren 238 bis 289, 300 bis 319 und 366 bis 410
resultierten in nicht-lytischem Toxin, und wurden daher als hydrophobe, porenbildende
Regionen (Domane [, Il und Ill) interpretiert. Diese Domanen umfassen funf putative a-
Helices. Die Domanen Il und Il von Ludwig et al. (1991) wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durch die prolinsubstituierten, nicht-lytischen Toxinderivate 310P/313P
und 371P/374P bestatigt, allerdings konnten fir den Aminosaurebereich 310 bis 313
Membraninsertionen und somit die Beteiligung an der porenbildenden Struktur bereits
ausgeschlossen werden. Diese a-helicale Doméane ist vermutlich ein wichtiger struktureller
Bestandteil flr die porenbildende Tertiarstruktur des Toxins, ohne direkt in die Pore involviert
zu sein. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass es sich um einen nicht-
membraninserierenden Teil der Pore handelt, und es durch die Prolinsubstitution und die
Veranderung der a-helicalen Struktur zur SchlieBung der Pore kommen.

Far Aminosauren 372 und 374, die in der von Ludwig et al. postulierten Domane Il liegen
und Bestandteil einer essentiellen a-Helix sind, konnte dagegen die Insertion in Membranen
nachgewiesen werden; hier missten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden, um
aufzuklaren, ob diese Domane einen Teil der Pore bildet. Untersuchungen von Schindel et
al. (2001) legen die Vermutung nahe, dass der membraninserierende Bereich sich ungefahr
bis zur Aminosaure 380 erstreckt, da diese Aminosaure in die Membran inseriert. Die
nachfolgenden Aminosauren 383 und 384 dagegen, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden, inserieren nicht in Membranen.

Die porenbildende Funktion der Aminosauren 272 bis 298, die innerhalb der Domane | von
Ludwig et al. (1991) liegt, wurde bereits in friheren Arbeiten durch prolin- und
cysteinsubstituierte Toxinderivate und Membraninteraktionsstudien bestatigt (Valeva et al.,
2008).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate durch Doppelprolinsubstitutionen
bestatigten zusatzlich zu den bereits erwdhnten bedeutenden a-Helices die Bedeutung von
vier weiteren Domanen innerhalb der Aminosauresequenz 272 bis 490, bei denen die
Veranderung der a-helicalen Struktur durch Doppelprolinsubstitution zur Einschrankung der
hamolytischen Toxinaktivitat fuhrte. Diese putativen a-Helices sind demnach ebenfalls
bedeutend fur die Porenbildung. Unklar ist bislang, ob diese Bereiche eine wichtige Rolle fur

die Konformation des lytisch aktiven Toxins spielen, oder ob sie direkt an der Porenbildung
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beteiligt sind. Die Frage lasst sich durch weitere Cyteinsubstitutionen und Untersuchungen
zur Membraninteraktion klaren.

Zu C) Die Doppelprolinsubstitution 447P/450P, die zu nicht-lytischem Toxin flhrte,
verhinderte die Membraninsertion der in der porenbildenden Region liegenden Aminoséaure
288. Hier kommen mehrere Erklarungen in Betracht: 1) Die Aminosduresubstitution wirkt sich
auf die Konformation des Toxins aus, und verhindert dadurch die Insertion der
porenbildenden Sequenz 272 bis 298. 2) Es handelt sich bei diesem Bereich ebenfalls um
eine porenbildende Region, die mit der ersten porenbildenden Region interagiert, um
porenbildend in die Membran zu inserieren. 3) Die Domane interagiert mit oder stabilisiert die
Konformation der Aminosauren 272 bis 298, wodurch deren Insertion in die Membran
ermoglicht wird.

Zu D) Doppelprolinsubstitutionen innerhalb putativer a-Helices im Bereich der Sequenz 100
bis 350 hatten keinen Einfluss auf die hamolytische Aktivitat von a-Hamolysin. Diese
Resultate sprechen gegen eine Bedeutung der putativ a-helicalen Strukturen fir die
Porenbildung, und gegen eine Beteiligung an der porenbildenden Struktur. Schindel et al.
(2001) wiesen die Membraninsertion der Serine 214 und 250 nach, und in weiterfihrenden
Studien wurden drei weitere membraninserierende Aminosauren innerhalb der Sequenz 224
bis 263 identifiziert (Valeva et al., 2008); vier nicht-membraninserierende Aminosauren
wurden dagegen innerhalb der Sequenz 171 bis 184 Region des Toxins identifiziert. Hyland
et al. (2001) postulierten durch Untersuchungen zu Bindung und Insertion verschiedener
HlyA-Peptide eine hydrophobe, membraninteragierende Aminosauresequenz innerhalb der
Aminosauren 177 bis 411, und in dieser Domane die amphipathisch a-helicale Sequenz der
Aminosauren 238 bis 410, die pradestiniert flr die Porenbildung sind.

Zusammengefasst sprechen die Resultate der vorliegenden und vorheriger Arbeiten dafr,
dass die Aminosauren im Bereich von etwa 100 bis 250 mit Membranen interagieren, sofern
sie Teil eines lytischen oder membraninserierenden HlyA-Proteins oder -Peptides sind, ohne
an der Porenbildung selber beteiligt zu sein. Bei alleiniger Expression eines N-terminalen
Peptides bis hin zur Aminosaure 315 kommt es nur zu einer geringfliigigen Bindung an
Membranen (Hyland et al., 2001). Die Erklarung hierfiir ist entweder eine stark verminderte
Bindung durch die fehlende Interaktion anderer Toxindomanen mit der Membran, oder aber
dass dieser Aminosaurebereich eine fir HIyA postulierte Bindung an Membranen vermittelt,
die im Gegensatz zur Insertion des Toxins und der Porenbildung reversibel ist (Bdkas et al.,
1996, Sdnchez-Magraner et al., 2005). Bdkas et al. zeigte die reversible Bindung und
irreversible Insertion von HIyA an unterschiedliche Liposomen, wobei Lipide in fluider Phase
die irreversible Bindung férderten. Zudem scheinen die Aminosauren im Bereich 160 bis 255
die Insertion von weiter C-terminal gelegenen Domanen von HIyA zu unterstutzen(Hyland et

al., 2001). Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass es initial zu einer
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reversiblen Bindung des Toxins an Membranen kommt, die anschlie®end durch Insertion in
einen irreversiblen Status Ubergeht, und dass die nicht-porenbildenden, hydrophoben

Bereiche von HIyA an dieser initialen Interaktion beteiligt sind.

Verschiedene Studien zur N-terminalen Halfte von HIyA hatten auf eine hydrophobe,
membraninserierende Domane im Bereich der Aminosauren 177 bis 411 hingewiesen,
innerhalb derer Aminosauren der Sequenz 238 (bzw. etwa 270, Valeva et al., 2008) bis 411
an der Porenbildung beteiligt sind (Ludwig et al., 1991; Moayeri & Welch, 1997; Hyland et al.,
2001; Schindel et al., 2001; Valeva et al., 2008). Die Untersuchungen und Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit unterstitzen diese These und zeigten, dass die putativen a-Helices im
Bereich der Aminosauren 139 bis 240 keine porenbildenden Domanen sind, und die putativ
a-helicale Struktur auch keine Bedeutung fir die Porenbildung hat. Im Bereich der
Aminosauren 300 bis 490 wurden hingegen sieben a-Helices mit Bedeutung fir die
Porenbildung identifiziert. Dies bestatigt die Ergebnisse der zuvor erwahnten Publikationen,
und beschreibt darlber hinaus erstmals die Bedeutung fur die lytische Aktivitat und mogliche
Beteiligung an der porenbildenden Struktur von Aminosauren innerhalb der Sequenz 412 bis
490 von HIyA.

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Pore des Escherichia coli a-
Hamolysins mit hdchster Wahrscheinlichkeit von einem Monomer gebildet wird. Es handelt
sich somit um das erste porenbildende Toxin, das die Membranen eukaryontischer Zellen
durch Bildung einer aus einem Monomer bestehenden Pore perforiert. Dieser Befund
verlangt zwangslaufig nach dem Vorhandensein weiterer porenbildender Regionen innerhalb
der HlyA-Sequenz neben der bereits identifizierten a-Helix im Bereich der Aminosauren 272-
298 (Valeva et al., 2008). Durch Doppelprolinsubstitutionen wurden sieben a-Helices im
Bereich der Aminosauren 300 bis 500 identifiziert, die eine Bedeutung fur die Porenbildung
haben. Fir eine dieser Helices konnte die Interaktion mit Membranen ausgeschlossen
werden, eine weitere lieferte Hinweise fiir eine Membraninsertion und moglicherweise direkte
Beteiligung an der porenbildenden Struktur selbst. Weitere Cysteinsubstitutionen innerhalb
der fir die Porenbildung bedeutenden a-helicalen Sequenzen und auf diesen basierende
Membraninteraktionsstudien sind von Interesse, um die porenbildenden Doméanen innerhalb
der HIyA-Sequenz eindeutig zu identifizieren.

Fir Aminosduren innerhalb der Sequenz13-55 konnte die von der Modifikation des
Hamolysins und der Porenbildung unabhangige Membraninsertion aller untersuchten
Aminosduren gezeigt werden. Die direkte Beteiligung an der Porenbildung wurde

ausgeschlossen, die Funktion der Sequenz ist weiterhin unklar. Es wurde die These
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aufgestellt, dass dieser Proteinbereich eine Rolle bei der reversiblen Bindung von HIyA an
Membranen spielt; diese Adsorption tritt insbesondere unter Umstanden auf, die eine
irreversible Insertion des Toxins in die Membran erschweren oder verhindern.
Untersuchungen mit Liposomen unterschiedlicher Membranzusammensetzung und bei
geringen Temperaturen, die eine starre Phase der Lipidmembranen férdern und somit die
Insertion hemmen, koénnten zeigen, ob die 50 N-terminalen Aminosauren hierbei eine
entscheidende Funktion fiir die Interaktion mit der Membran aufweisen, und ob ein
Unterschied zwischen lytischen und nicht-lytischen Toxinderivaten besteht.

Nach Deletion der 100 N-terminalen Aminosauren wies HIyA eine stark verringerte lytische
Aktivitat auf, ohne dass sich die Grolke der Pore veranderte. Eine Beteiligung dieser
Aminosauren an der Pore selbst wurde daher ausgeschlossen. Da die Deletion der
Aminosauren 1 bis 50 keinen Einfluss auf die hamolytische Aktivitat hatte, ist es sehr
wahrscheinlich, dass der Grund fir die Verringerung der Aktivitat in der Deletion der
Aminosauren innerhalb des Bereiches 51 bis 100 liegt. Diese Annahme kdnnte mit einer
entsprechenden Deletionsmutante untersucht werden. Aulierdem kénnte ein Toxinderivat mit
Doppelprolinsubstitution in der putativen a-Helix innerhalb dieses Bereiches zeigen, ob die
Sekundarstruktur fur die uneingeschrankte hamolytische Porenbildung von Bedeutung ist.
Weiterhin von Interesse sind Untersuchungen zu intramolekularen Wechselwirkungen der
Sequenz mit anderen Bereichen des Toxins, insbesondere auch mit den Fettsaureresten der
modifizierten Lysine 564 und 690.

Untersuchungen zur Funktion der erwahnten Fettsdurereste sind allgemein von gro3em
Interesse. Als mdgliche Funktionen wurden bislang intermolekulare Wechselwirkungen
zwischen den Fettsaureresten mehrerer Toxinmolekilile beschrieben, Interaktionen mit der
Zielmembran (Bindung und/oder Insertion), sowie intramolekulare Wechselwirkungen mit
anderen Domanen des Toxins (Stanley et al., 1998); erstere Mdéglichlichkeit konnte durch

den Beweis der monomeren Porenbildung in dieser Arbeit bereits ausgeschlossen werden.

Bislang konnte weder in friheren Arbeiten noch im Rahmen dieser Arbeit durch
Doppelprolinsubstitutionen in putativ a-helicalen Bereichen innerhalb der Aminosauren 100
bis etwa 270 deren Funktion fir das a-Hamolysin geklart werden. Bisher Iasst sich lediglich
sagen, dass die Aminosauren teilweise in die Membran inserieren, fir die lytische Funktion
aber eine a-helicale Struktur nicht unbedingt von Bedeutung ist. Der gesamte Proteinbereich
oder Teile davon konnten die Bindung des Toxins an Membranen vermitteln oder
unterstitzen, die Pore stabilisieren, oder an der Ausbildung der lytisch aktiven Struktur des
Toxins durch intramolekulare Wechselwirkungen beteiligt sein. Ein erster Ansatz zur
Anndherung an die Fragestellung kdnnten verschiedene Toxinderivate mit Deletionen

innerhalb der Aminosauresequenz 100 bis 270 darstellen.
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5. Zusammenfassung

Das Escherichia coli a-Hamolysin (HlyA) gehort zur Klasse der a-porenbildenden Toxine, die

Iytisch durch Insertion und Porenbildung a-helicaler Domanen in Zellmembranen sind. Die N-

terminale Halfte von HIlyA besteht aus hydrophoben a-Helices und bildet die Pore, wahrend

die C-terminale Halfte aus Domanen flir Modifikation, Calciumbindung und Sekretion besteht

und eine B-Faltblattsruktur aufweist. Die Studien der vorliegenden Arbeit fokussierten sich

auf die Frage, ob HIyA als Monomer oder Oligomer lytisch aktiv ist, sowie auf die Funktion

des N-Terminus und die Identifizierung putativ porenbildender a-Helices.

5
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte HIyA als erstes bekanntes porenbildendes Toxin
beschrieben werden, bei dem die Pore durch ein Monomer gebildet wird.

Im Bereich der Aminosduren 13 bis 55 inserierten alle auf Membraninteraktionen
untersuchten Aminosduren in die Membran von Kaninchenerythrozyten. Diese
Insertion war unabhangig von der Porenbildung und von der Modifikation des Toxins
durch Fettsdureacylierung; intramolekulare Wechselwirkung zwischen der Sequenz
und den Fettsauresresten konnten somit ausgeschlossen werden.

Die Deletionen der Aminosauren 20 bis 40 und 1 bis 50 hatte keine Auswirkung auf
die lytische Aktivitat von HIyA, oder auf die GrofRe der durch das Toxin gebildeten
Poren in Erythrozytenmembranen.

Die Deletion der 100 N-terminalen Aminosauren von HIlyA reduzierte die lytische
Aktivitat des Toxins um den Faktor 35, ohne dass die GrofRe der Pore einen
Unterschied zu einer von Wildtyp-Toxin gebildeten Pore aufwies.

Im Bereich der Aminosauren 300 bis 500 wurden durch Doppelprolinsubstitutionen
sieben putative a-Helices identifiziert, die eine Bedeutung fiir die porenbildende
Aktivitdt von HIyA aufweisen, und moglicherweise direkt an der Struktur der Pore
beteiligt sind. Fur die innerhalb zwei dieser putativen a-Helices liegenden
Aminosauren 310, 311 und 313 konnte eine Insertion in Membranen
ausgeschlossen, fur die Aminosauren 372 und 374 dagegen bestatigt werden.

Die Veranderung der putativ a-helicalen Struktur im Bereich der Aminosauren 476
bis 490 durch Doppelprolinsubstitution verhindert die Membraninsertion der
porenbildenden Region 272-298.

Fir den hydrophoben Bereich von HIyA ab Aminosaure 131 bis 345 wurde mit Hilfe
von Doppelprolinsubstitutionen in putativen a-Helices gezeigt, dass putativ a-
helicale Strukturen innerhalb dieser Sequenz keine Bedeutung flr die porenbildende
Aktivitat haben.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
A.dest
Amp
ATP
Badan
Br.
bzw.
CM
d.h.
Da / kDa
DMA
DMSO
DNA
DNAse
DSS
DTT
EDTA
EGS

h

HA
HA-Tag
HBSS
LB

M

min
oD
Pen-Strep
PFT
PC

PS
rpm
RT
RTX
SDS

S. 0.
Tab.
UN

V

viv
wiv
WT

Abbildung

Aqua destilliert

Ampicillin

Adenosintriphosphat
6-bromoacetyl-2-dimethylaminonaphtalene
Bremse

beziehungsweise
Chloramphenicol

das heif3t

Dalton / Kilodalton

Dimethyl adipimidate - HCI
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleinacid
Desoxyribonuklease
Disuccinimidyl suberate
Dithiotreit
Ethylendiamintetraacetat
Ethylene glycolbis(succinimidylsuccinate)
Stunde

Influenza Hamagglutinin Protein
Epitop-Tag des Influenza Hamagglutinin Protein
Hank’s balanced salt without phenol red
Luria-Bertani Bouillon

Molar

Minute

optische Dichte
Penicillin-Streptomycin
Poreforming toxin
L-a-Phosphatidylcholine
3-sn-Phosphatidyl-L-serine
Rotations per minute
Raumtemperatur

Repeat in toxin

Sodium Dodecyl Sulfate

siehe oben

Tabelle

uber Nacht

Volumen

Volumen / Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

Die Abkurzung physikalischer GroRen, chemischer Elemente, Nukleotide und Aminosauren

erfolgte nach den Ublich geltenden Regeln. Abklrzungen, die lediglich in einzelnen Tabellen

verwendet wurden, sind in deren Beschriftung gesondert angegeben. Die Namen von

Bakterien und Proteinen wurden wie literarisch bekannt abgekdurzt.
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