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We need to find an I am
Keeping one eye in the sky and
Trying to trust
That the song he’s working on is gonna
Shelter us

Eurydice in Hadestown, von Anais Mitchell
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Zusammenfassung

Formiat-Nitrit-Transporter (FNT) sind Uberwiegend in Proteobakterien und anderen
einzelligen Organismen vorkommende Membranproteine, die bidirektional schwache
Sauren leiten. Sie bilden aus Protomeren mit je sechs alpha-helikalen
Transmembranspannen Homopentamere, die so fUnf voneinander unabhangige
Transportporen aufweisen. Jede davon ist durch dieselben hoch-konservierten
Aminosauren geformt, wobei die markanteste ein zentral gelegenes Histidin zwischen
zwei ebenfalls hoch-konservierten Konstriktionen aus je drei hydrophoben

Aminosauren ist.

In der Literatur finden sich drei postulierte Hypothesen Gber den Mechanismus der
Substratpassage durch FNT. Der proton-relay-Mechanismus beinhaltet ein
protoniertes Histidin, wohingegen der dielectric-slide-Mechanismus ein konstant
neutrales Histidin beschreibt und neuere in-vivo-Studien postulieren ein nur beim
Substratimport protoniertes Histidin. Der grofdte Disput in der Literatur kommt demnach
dem zentralen Histidin und dessen Protonierungszustand zu. Zudem schreibt keiner
der Mechanismen den konservierten hydrophoben Konstriktionen eine Beteiligung am

Transportmechanismus zu.

Durch zielgerichtete in-vitro Mutagenese und heterologe Expression in der Hefe
Saccharomyces cerevisae wurde mit dieser Arbeit die Rolle der Konstriktionen und
des zentralen Histidins mit Hilfe von Substrataufnahmeassays erforscht. Erhebungen
zur  Transportrate, pH-Kopplung der Substratpassage, Substrataffinitat,
Aktivierungsenergie, zu Schwerwassereffekten und zur Anderung des endogenen
Substratspektrums nach Modulation der Konstriktionen von zwei FNT (EcFocA und
PfFNT) ordnen den Konstriktionen eine direkte Funktion als Filterregion zu. Sie
bedingen den Ausschluss von Wasser, kleinen neutralen Soluten, und Protonen. Da
durch die Erdffnung der Konstriktionen die Protonierungswahrscheinlichkeit des
zentralen Histidins erhéht wurde und dies die endogene Substratpassage zu
unterbinden schien, suggerieren die Ergebnisse zusatzlich ein konstant neutrales

Histidin wahrend der endogenen Substratpassage.

Diese Arbeit identifiziert so erstmalig die Kationen- und Neutralteilchenbarriere in
FNT und erklart ihnre Anionenselektivitat fur schwache Sauren. Sie stitzt ebenfalls den

dielectric-slide-Transport-Mechanismus.
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English Abstract

Formate-Nitrite-Transporters (FNT) are membrane proteins facilitating bidirectional
membrane passage of weak acids. They only occur in unicellular organisms, mostly in
proteobacteria. They form homopentamers with each protomer forming one substrate
transport pore out of six alpha-helical transmembrane domains. Each pore is formed
by the same highly conserved amino acids, of which the most prominent is a central
histidine sandwiched by two highly conserved constrictions formed by three

hydrophobic amino acids each.

Three different hypotheses on how the substrates pass an FNT are described in
literature. The proton relay mechanism includes a protonated central histidine, the
dielectric slide mechanism involves a constant neutral central histidine. Newer studies
include a protonated histidine only for substrate import. Thus, the most dominant
dispute is about the protonation state of the central histidine. Furthermore, none of

these mechanisms assign a role to the constriction sites.

This work studied the function of the constriction sites and the protonation state of
the central histidine of FNT via site-directed in-vitro mutagenesis and heterologous
expression in Saccharomyces cerevisiae yeast using substrate-uptake assays.
Explorations of transport rates, pH-coupling of substrate passage, substrate affinities,
activation energies, heavy water effects and changes in the substrate spectrum after
modulation of the constriction sites in two FNT (EcFocA and PfFNT) debunk them as
a filter region. The constriction sites ensure the exclusion of water, small neutral solutes
and protons. Concomitantly, the results suggest a constantly neutral histidine, as
increasing its protonation probability by opening of the constrictions lead to self-

impeding of the endogenous substrate passage.

This work as a first identifies a filter region for cation and neutral solutes in FNT and
thereby explains anion selectivity for weak monovalent acids in FNT. It also supports

the dielectric slide transport mechanism.
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Allgemeinwissenschaftliche Zusammenfassung

Formiat-Nitrit-Transporter (FNT) sind Tunnel in Zellmembranen von Bakterien und
anderen Einzellern, die es kleinen Teilchen ermdglichen, Zellmembranen zu
durchqueren. Die Teilchen, die die FNT in eine beliebige Richtung durchqueren
(sogenannte Substrate) sind schwache Sauren wie Ameisensaure oder Milchsaure.
FNT sehen aus wie ein funfseitiges Prisma in welches funf Tunnel gebohrt sind, durch

die die Substrate wandern.

Vor Anfertigung dieser Arbeit gab es eine Meinungsverschiedenheit in den FNT-
Fachkreisen: Man ist sich nicht einig, mit welchem Transportmechanismus die
Substrate durch die Tunnel bewegt werden. Besonders umstritten ist hierbei der
Zustand einer Aminosaure innerhalb des FNTs: dem zentralen Histidin. Manche
sagen, es bindet ein Proton wahrend die Substrate durch die Tunnel wandern, manche
sagen, es tut es nicht, eine dritte Quelle sagt, das zentrale Histidin bindet das Proton
nur, wenn die Substrate in die Zellen wandern. Dieses zentrale Histidin sitzt in der
FNT-Pore zwischen sechs weiteren Aminosauren, die den Tunnel dort verengen (das
sieht man gut auf der Grafik auf der nachsten Seite). Von diesen sechs weiteren
Aminosauren war noch gar nicht bekannt, welche Rolle ihnen in den FNT zukommt —
obwohl Uber 2200 FNT alle dieselben sechs Aminosauren um das zentrale Histidin

verbaut haben.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Experimente mit zwei FNT durchgefuhrt und
so die unbekannte Rolle der Engstellen entschlusselt: Sie sorgen daflr, dass nur die
Substrate und keine anderen Teilchen, wie Wasser oder Proton, durch den Tunnel
kénnen. Es wurden damit auch mehrere Belege daflr gefunden, dass das zentrale

Histidin wahrend der Substratpassage neutral bleiben muss und kein Proton bindet.

Es wurde so erstmalig die Filterregion charakterisiert, die entscheidet, dass nur
schwache Sauren durch die FNT hindurchkommen. Es wurde gezeigt, wieso Wasser
und Protonen nicht durch die FNT wandern, deshalb tragt diese Arbeit den Titel
~Wasser- und Protonenausschluss in Formiat-Nitrit-Transportern®. Es wurde mit dieser
Arbeit ebenfalls ein Beitrag geleistet, um die Meinungsverschiedenheit um das

zentrale Histidin in der Fachwelt zu klaren.
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Graphische Zusammenfassung (graphical abstract)

normales FNT moduliertes FNT
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Normalerweise wandern nur Entfernt man die Engstellen der
negativ geladene Teilchen (grin) FNT-Pore, wird das zentrale
durch die FNT-Pore (grau), die Histidin positiv geladen. Dann
durch zwei Engstellen (orange und kénnen auch neutrale und
blau) verjlingt wird und zwischen positiv geladene Teilchen durch
denen ein neutrales Histidin sitzt. die FNT-Pore.

Daraus lasst sich ableiten, dass die Engstellen das zentrale Histidin vor der Ladung
schitzen und damit neutrale und positive Teilchen an der Passage hindern.
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Einleitung
Schwache Sauren im physiologischen Kontext

1 |Einleitung

1.1 Schwache Sauren im physiologischen Kontext

Die klassische Bronsted-Saure-Basen-Theorie von 1923 besagt, dass eine
Saure als Protonen-Donor agiert (Bronsted, 1923). Demnach kénnen Protonen-
Donoren wie Salzsaure, Schwefelsaure oder Salpetersaure als klassische, starke
Sauren klassifiziert werden, da sie unter jeder Bedingung in wassriger Losung

deprotonieren und so als Bronsted-Saure agieren.

Etwas weniger eindeutiger ist diese Zuordnung zur Saure bei den sogenannten
schwachen oder auch als mittelstark bezeichneten Sauren. Diese reagieren,
abhangig von der bereits vorhandenen Protonenkonzentration im wassrigen
System, unterschiedlich (Mortimer und Muller, 2019). So zeigen schwache Sauren
in einer Lésung von pH 7 eine nahezu komplette Deprotonierung, jedoch nimmt
dieser Anteil mit steigender Protonenkonzentration im Medium ab. So entstehen
fur schwache Sauren pH-abhangige Deprotonierungskurven mit sigmoidalem
Verlauf (Abbildung 1-1). Ob eine Saure protoniert oder deprotoniert vorliegt, hangt
von der Saurestarke (pKs-Wert) der betrachteten Verbindung ab. Fir schwache
Sauren liegt der pKs-Wert grob Uber 3,5, fur starke Sauren darunter. Wenn der
pH dem pKs entspricht, liegt die Halfte der Sauremolekuile deprotoniert vor

(Abbildung 1-1).
100

80 ~

60 -

40

20 A

Anteil protonierte Sdure /%

pH

Abbildung 1-1: pH-abhangige Deprotonierungskurve einer schwachen Saure mit pKs tber
3,5. Wenn der pH-Wert dem pKs-Wert entspricht, sind genau 50 % der Sauremolekiile in
Lésung deprotoniert (orange).

Beispiele flr schwache Sauren sind etwa Milchsaure, Essigsaure,
Ameisensaure, Kohlensaure, salpetrige Saure, Schwefelwasserstoff oder auch
Ammonium. Dies sind alles Verbindungen, die in physiologischen Systemen
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Einleitung
Schwache Sauren im physiologischen Kontext

jeglicher Art vorkommen, da sie als Stoffwechselendprodukte anfallen oder als
Energielieferanten metabolisiert werden kdonnen. Da jedoch die physiologischen
pH-Werte nicht standig konstant oder ubiquitar gleich sind, schwanken ihre
Protonierungszustande im physiologischen Kontext. So kénnen sie, je nach pH,

entweder als Protonen-Donoren oder -akzeptoren wirken.

Das externe pH-Optimum fur das Wachstum von Zellen schwankt stark
zwischen Werten von bis zu 1 fur extrem acidophile Bakterien (Malik und Hedrich,
2021) bis hin zu pH 11 fur sehr alkaliphile Organismen (Horikoshi, 2011).

Der zytosolische pH-Wert ist in gesunden Zellen hingegen auf das jeweilige
Optimum gepuffert, d.h. der pH-Wert ist stabilisiert und kann Anderungen der
Protonenkonzentration abfangen (Boron, 2004; Poznanski et al., 2013). Dieser
physiologische intrazellulare pH-Bereich umfasst hierbei deutlich engere Grenzen
von ca. 5-8 (Padan und Schuldiner, 1987, Madshus, 1988). Das zytosolische
Optimum fur das alkaliphile Bakterium Clostridium paradoxum liegt beispielsweise

trotz eines externen pHs uber 9 bei 7,8 (Cook et al., 1996).

So unterliegen schwache Sauren und Basen im physiologischen Kontext, vor
allem bei der Passage einer Zellmembran ggf. groRen Anderungen, wenn sie vom
Protonen-Donor zum Protonenakzeptor werden. Dies aufert sich neben der
Affinitat zu Protonen auch in der Ladung des Stoffes, so dass etwa Anionen
entstehen oder neutralisiert werden. Dieser Effekt des Wandelns der chemischen
Eigenschaften (shape-shifting) ist ein fundamentales Prinzip, welches bei der
Beobachtung von schwachen Sauren im physiologischen Kontext berucksichtig
werden muss, und bei dem exakt zu unterscheiden gilt, ob das Anion oder die
protonierte Saure der eigentliche Reaktionspartner ist (Bader und Beitz, 2020).

Die meisten dieser einleitend beschriebenen, physiologisch relevanten
schwachen Sauren fallen als Stoffwechselendprodukte unterschiedlicher Wege
der anaeroben Energiegewinnung an (Schlegel et al., 2007). Diese treten
Uberwiegend in Bakterien auf, sind aber teilweise auch in komplexeren
Organismen bis hin zum Menschen zu finden. Physiologisch relevante schwache
Sauren sollen hier ndher erldutert und ihr natirliches Vorkommen anhand eines

Beispiels exemplarisch beschrieben werden.
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Einleitung
Schwache Sauren im physiologischen Kontext

1.1.1 Kurzkettige Carbonsiuren

Die Ameisensaure ist das Endprodukt der Ameisensauregarung, die durch den
anaeroben Abbau von Zuckern in vielen Bakterien fakultativ der Energiegewinnung
dient (Schlegel et al., 2007). Ameisensaure deprotoniert unter den zytosolischen
pH-Bedingungen mit einem pKs-Wert von 3,77 (Williams, 2022) zum Formiat
(Abbildung 1-2), welches flr anaerob wachsende Mikroorganismen eine
uberschussige reduzierende Komponente darstellt, die meist ausgeschleust wird.
Jedoch kann Formiat mit einem Redox-Potential von ca. -420 mV auch als
Energiequelle dienen und weiter zu Wasserstoff und Sauerstoff abgebaut werden
(Li et al., 2018).

h \\\
/tJ\/ PKs = 3,77 / ! r

\ +
‘ " - \ '
\—\/ h KI
Ameisenséure Formiat Proton

A

\\\_ L | PKs=476 < YQ\ s L |
A W

Essigsdure Acetat Proton

__)_,

."K »

TS
\\/

L-Milchsaure L-Laktat Proton

Abbildung 1-2: Deprotonierungsreaktion von Ameisensaure zu Formiat, Essigsaure zu
Acetat und L-Milchsaure zu L-Laktat. Kohlenstoff grau, Wasserstoff weil3, Sauerstoff rot.
Die halbdurchsichtige Hilille stellt die Connolly-Oberflache dar.

Dieser Prozess soll gleichzeitig der Azidifizierung des Zytosols durch Formiat
entgegenwirken. So muss in Organismen, die Formiat produzieren oder dieses
verstoffwechseln, eine feine Regulation fur die intrazellulare Formiat-Konzentration
gegeben sein. Ein Beispiel hierfur sind Enterobakterien wie das Escherichia coli,
welches in anaeroben Phasen durch gemischte Sauregarung viel Formiat

produziert und ausscheidet (Belaich und Belaich, 1976). Beim Absinken des
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Einleitung
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externen pH-Milieus nimmt es Formiat wieder auf und setzt es zu Wasserstoff und
CO2 um (Suppmann und Sawers, 1994). Aus der gemischten Sauregarung fallt in
E. coli zusatzlich Milchsaure (pKs = 3,86; Williams, 2022) und Essigsaure (pKs =
4,76; Williams, 2022) an. Beides sind ebenfalls schwache Sauren, die unter den
physiologischen Bedingungen in der deprotonierten Form als L-Laktat und Acetat
vorliegen, und entweder weiter verstoffwechselt oder ausgeschieden werden
(Abbildung 1-2; Schlegel et al., 2007).

1.1.2 Salpetrige Séiure

Nitrit bildet das deprotonierte Anion der Salpetrigen Saure (Abbildung 1-3).
Diese stellt mit einem pKs-Wert von 3,29 ebenfalls eine schwache Saure dar
(Holleman et al., 2019). Nitrit gehdrt zu den Schlisselverbindungen der Stickoxide
im Stickstoffkreislauf. Es fallt hierbei vor allem bei der ersten Stufe der Nitrifikation
durch aerobe Ammoniak-Oxidation durch Nitritbakterien an (Cole, 1996). In
anderen Organismen, wie E. coli wird es hingegen zum Ammoniak reduziert
(Simon, 2002). So stellt Nitrit eine wichtige Redox-Komponente fiur die
Stickstoffassimilation dar, die gleichzeitig eine Auswirkung auf das Saure-Base-
Gleichgewicht der Zellen hat.

Salpetrige Saure Nitrit Proton

Abbildung 1-3: Deprotonierungsreaktion von Salpetriger Sdure zu Nitrit. Stickstoff blau,
Wasserstoff weil3, Sauerstoff rot. Die halbdurchsichtige Hulle stellt die Connolly-
Oberflache dar.

1.1.3 Schwefelwasserstoff

Schwefelwasserstoff ist ein gasféormiger biologischer Botenstoff (Kimura, 2014),
welcher sowohl physiologische als auch pathophysiologische Effekte auslost und
steuert (Borisov und Forte, 2021). So dient es in geringen Mengen als Ausloser fur
biologisch relevante Prozesse, wie etwa der Reduktion von Disulfidbricken
(Murphy et al., 2019) oder der Stimulation einer ATP-Synthase in Sauger-
Mitochondrien (Mddis et al.,, 2016). Bei erhdhter Konzentration wirkt es jedoch
zytotoxisch und muss abgebaut oder aus Zellen entfernt werden (Borisov und
Forte, 2021). Mit einem pKs von ca. 7 (Li und Lancaster, 2013) liegt es unter
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Einleitung
Formiat-Nitrit-Transporter leiten schwache Sauren iiber biologische Membranen

physiologischen Bedingungen demnach in etwa zur Halfte anionisch und zur

anderen Halfte neutral vor.

Schwefelwasserstoff Hydrogensulfid Proton

Abbildung 1-4: Deprotonierungsreaktion von Schwefelwasserstoff zu Hydrogensulfid.
Schwefel gelb, Wasserstoff weild, Sauerstoff rot. Die halbdurchsichtige Hille stellt die
Connolly-Oberflache dar.

1.2 Formiat-Nitrit-Transporter leiten schwache Sauren
tiber biologische Membranen

Da schwache Sauren unter den physiologisch-zytosolischen pH-Bedingungen
in groRen Teilen als Anionen vorliegen, sind sie in dieser deprotonierten Form nur
malfdig membrangangig. Von den zuvor genannten schwachen Sauren kdnnen
lediglich Acetat und Formiat in kleinen Mengen auch ohne einen spezifischen
Kanal oder Transporter die Zellmembranen passieren (Hannesschlaeger et al.,
2019). Es bedarf also membranstandiger Kanale, Transporter oder Shuttle-
Systeme, um die Homodostase der Verbindungen und damit gekoppelt auch den
zelluldren Saure-Base- und Energie-Haushalt in den Organismen, die die

schwachen Sauren produzieren und metabolisieren, aufrechtzuerhalten.

1994 wurde erstmalig postuliert, dass das Genprodukt des focA aus E. coli an
der Regulation der intrazellularen Formiat-Konzentration beteiligt ist. Das
sogenannte FocA (fur formate channel A) sollte Hydrophobizitat-Plots nach einem
spezifischen, bidirektionalen Kanal mit sechs Transmembranspannen (TM)
ausbilden. Erste Experimente zeigten ebenfalls eine durch die Formiat-
Konzentration regulierte Expression. Eine zu beobachtende Schwefelwasserstoff
Resistenz bei Mutation des focA indizierte zudem, dass auch Formiat-Analoga
durch den postulierten Kanal geleitet werden kénnen (Suppmann und Sawers,
1994). Zwei weitere bis dato bekannte Proteinsequenzen, die des FdhC (fur
Formiat Dehydrogenase C) aus Methanobacterium formicicum (White und Ferry,
1992) und die des NirC (fur Nitrite channel C) aus E. coli (Peakman et al., 1990)
konnten bald als Sequenzanaloga zugeordnet werden. Deren Funktionen waren
bis dahin unbekannt, lediglich ein Zusammenspiel fur die Expressionsregulation
von FdhC und der Formiatkonzentration bereits beschreiben. Spater konnte dem
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NirC eine Funktion als Nitrit-Transporter zugeschrieben werden (Clegg et al.,
2002).

Tabelle 1: Gruppierung der acht Subtypen der FNT-Proteine in Formiat-, Nitrit-,
Hydrogensulfid-Kanale und das YfdC-Cluster. Angaben enthommen aus: Mukherjee et al.,
2017.

Formiat-Kanale

Subtypen FocA, FdhC

praferiertes Substrat Ameisensaure

weitere Gen liegt im pfl-Operon, wird stets

Gemeinsamkeiten coexprimiert

Anteil an FNT ca.32 %

Nitrit-Kanile

Subtypen NirCa, NirCp, NirCy

praferiertes Substrat Salpetrige Saure

weitere wird meist mit Nitrit-Reduktase exprimiert

Gemeinsamkeiten

Anteil an FNT ca. 27 %

Hydrogensulfid-Kaniile

Subtypen HSC

praferiertes Substrat Schwefelwasserstoff

weitere einige sind mit dem asrABC-Operon reguliert

Gemeinsamkeiten

Anteil an FNT ca. 15 %

Y{dC-Cluster

Subtypen YfdCa, YfdCf

praferiertes Substrat unbekannt; auch kationische Substrate
denkbar (Mukherjee et al., 2020)

weitere engste Konstriktionen innerhalb der FNT-

Gemeinsamkeiten Familie

Anteil an FNT ca. 27 %

2005 fallt in der Literatur schlieBlich erstmals der Begriff der Formiat-Nitrit-
Transporter (FNT) (Larsson et al., 2005), welcher durch Vergleich mit den bis 2010
bekannten Sequenzen dann die Proteinklasse der FNT begrindet (Falke et al.,
2010). Inzwischen sind Uber 2200 FNT-Vertreter beschrieben. Das Vorkommen
erstreckt sich hierbei weitestgehend Uber die Bakterien, wobei die Proteobakterien
hier den grofRten Anteil vor den Firmicuten und Actinobakterien ausmachen. Nur
etwa 15 % aller FNT finden sich in Archaeen und Eukaryoten und diese sind dabei
limitiert auf Fungi, Alveolata, Vividriplantae und wenige andere -einzellige
Lebewesen. Mehrzellige Organsimen weisen keine FNT-Analoga auf, sondern
bewerkstelligen die spezifische Membranpassage von schwachen Sauren Uber
andere Kanal- und Transportproteine (Mukherjee et al., 2017).
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Die FNT-Familie wurde zunachst in drei Subgruppen unterteilt (Falke et al,,
2010); nach neusten Analysen umfasst sie acht (Mukherjee et al., 2017). Diese
wurden wiederum zusammengefasst in vier Klassen: Formiat-, Nitrit- und

Hydrogensulfid-Kanale sowie das YfdC-Cluster (Tabelle 1).

1.2.1 Die EcFocA-Struktur

15 Jahre nach seiner Entdeckung konnte die Struktur des focA Genproduktes

mittels Rontgenkristallographie aufgeklart werden (Wang et al., 2009).

Lol .
|~

' 't |

A

55 A

C-Term!

Abbildung 1-5: Darstellung eines EcFocA-Monomers in der Cartoon-Darstellung. Sechs
a-Helices winden sich zu einem Protomer mit innerer Pore umeinander. TM2 (gelb) und
TM5 (hellblau) sind von den signature loops Q (orange) und S (dunkelblau) unterbrochen.
Die Termini sind nicht mit aufgel6st, aber angezeigt und liegen zytoplasmatisch.

Betrachtet man von dieser Struktur zunachst ein EcFocA-Protomer, so zeigen
sich die sechs postulierten a-Helices, die sich rechtslaufig umeinanderwinden, und
so eine Pore ausformen. Von auf3en auf dieses Blndel geschaut, ergibt sich eine
Sanduhr-Form. Beide Termini des Proteins liegen auf derselben Seite, in-vivo
entspricht dies der zytoplasmatischen. Die einzelnen a-Helices sind durch kurze,
loop-Regionen verbunden, zwei der Helices sind aullerdem durch je eine loop-

Region (sog. signature-loops, Q in TM2 und S in TM5) unterbrochen (Abbildung 1-5).

Die zur Zellmembran orthogonale Pore ist aus einer Mischung von geladenen
und hydrophoben Aminosauren ausgekleidet und zeigt so einen amphipathischen
Charakter. In den beiden Vestibulen finden sich einzelne geladene Aminosauren,
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die uber die FNT-Familie konserviert sind (Wang et al., 2009; Mukherjee et al.,
2017). Es ergibt sich eine quasi-Symmetrieachse in der Ebene der Lipidmembran
und der N-terminale Teil bis TM3 wiederholt sich strukturell von TM4 bis TM6 im

C-terminalen Teil des Proteins.

periplasmatische Aufsicht

zytoplasmatische
Konstriktion

i B\

zytoplasmatische Aufsicht

Abbildung 1-6: Der Verlauf der EcFocA-Transportpore zeigt sich als
I6sungsmittelzuganglicher Raum (grau), welcher durch zwei Konstriktionen
(periplasmatisch, orange: F75, F202, A212; zytoplasmatisch, blau: L79, L89, V175)
beschrankt wird. Dazwischen sitzt ein konserviertes Histidin (H209, griin), zytoplasmatisch
vergraben ein konserviertes Threonin (T91, grau). Rechts: Aufsicht von periplasmatischer
oder zytoplasmatsicher Seite (Sekundarstruktur grau). Man sieht in der sphere-
Darstellung die Verjingung durch die jeweilige Konstriktion.

Die Kernporenregion (< 3,5 A Durchmesser) zwischen den Vestibiilen ist nur
15 A lang, rein hydrophob und verjiingt sich zweimal. Auf exoplasmatischer Seite
bildet sich die erste Verjiingung auf einen Durchmesser von 1,8 A durch zwei hoch-
konservierte Phenylalanine (F75, F202) und ein Alanin (A212). 7,5 A weiter entlang
der Pore ergibt sich eine zweite, zytoplasmatische Konstriktion mit einem
Durchmesser von 1,35 A, welche die engste Stelle der EcFocA-Pore darstellt. Sie
wird von zwei Leucinen (L79, L89) und einem Valin (V175) ausgebildet, die
ebenfalls einen hohen Konservierungsgrad aufweisen. Aufgrund dessen, dass
eine solch enge Pore flir das beschriebene endogene Substrat
Formiat/Ameisensaure zu klein ware, wurde diese Struktur als geschlossener

Zustand des Proteins angenommen, der sich bei Substratpassage offnet.
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Zwischen den beiden beschriebenen Konstriktionen befindet sich eine weitere
hoch-konservierte Aminosaure, die in uber 98 % aller bekannten FNT an dieser
Stelle sitzt: Ein Histidin (H209). Es kann in zwei Konformationen (,up“und ,,down*
Position des Imidazolrings, Vergleich Briefumschlag und Halbsesselkonformation
von Cyclopentan; Clayden et al., 2017) vorliegen und ist rotationsbeweglich. Direkt
darunter liegt ein im Kristall gebundenes Wassermolekul, welches wiederum in
Wasserstoffbriicken-Bindungsnahe zu einem hochkonservierten Threonin (T91)

steht. Dieses ragt nicht in die Pore hinein (Abbildung 1-6).

Funf EcFocA-Protomere schlief3en sich durch hydrophobe Wechselwirkungen
zu einem Pentamer zusammen, so dass ein FNT-Protein, wie postuliert (Falke et
al., 2010), stets aus funf gleichen Transportpfaden aufgebaut ist. Durch die radiale
Anordnung der Protomere ergibt sich eine sechste Pore in der Mitte (Abbildung
1-7). Diese ist im Kristall detergens-, in der Membran lipidgefullt und stellt einen
Verankerungspunkt des FNT in der Membran dar. Durch sie wird keines der
endogenen Substrate geleitet. Das EcFocA-Pentamer spannt auf exo- und
zytoplasmatsicher Seite je eine Flache von ca. 5000 A2 auf und besitzt eine finf-
zahnige Symmetrieachse durch die mittige Membranverankerung. Die
Oberflachenladung ist exoplasmatisch Uberwiegend negativ und zytoplasmatisch
ausgepragt positiv (Abbildung 1-7).

periplasmatisch zytoplasmatisch

kcal mol e

SHE TN +5
Abbildung 1-7: Links: Das EcFocA-Protomer lagert sich zyklisch zu einem Homopentamer
(Ketten A-E) zusammen. In der Mitte bildet sich so eine lipidgefllte Pore. Mitte und rechts:
Das Coulomb-Oberflachenpotential ist periplasmatisch stark negativ mit einzelnen
positiven Komponenten an den Poreneingangen und zytoplasmatisch tGiberwiegend positiv
geladen.

1.2.1.1 Strukturelle Ahnlichkeit der FNT zu den Aquaporinen

Mit der Aufklarung der EcFocA-Struktur fiel schnell die Ahnlichkeit des
Protomers mit einem Aquaporin-(AQP)-Protomer auf. Beim strukturellen Alignment
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des AQPs EcGIpF aus E. coli mit EcFocA wird dies besonders deutlich (Abbildung
1-8). In ihrer Sequenz unterscheiden sich AQP und FNT deutlich, und so

Uberraschte diese Entdeckung der analogen Struktur (Wang et al., 2009). Dies wird
deshalb als konvergente Evolution bewertet und nicht als Entwicklung aus
demselben urspringlichen Gen. Zudem unterscheiden sie sich im Multimer, da

AQP stets Tetramere ausbilden.

periplasmatische Aufsicht

zytoplasmatische Aufsicht

Abbildung 1-8: Die Protomere des E. coli-FNT FocA (grau-transparent, zytoplasmatischer
loop blau, exoplasmatischer loop orange) und -AQP GIpF (violett) lassen sich durch
strukturelles Alignment fast deckungsgleich Ubereinanderlegen (r.m.s.d. = 3,2).

Das EcGlIpF-Protomer zeigt ebenfalls sechs TM aus a-Helices, von denen zwei
durch loop-Regionen unterbrochen sind. Auch in den AQP finden sich hoch-
konservierte Aminosauren innerhalb der Pore. Diese tragen eine positive Ladung
bzw. bilden ein positives elektrostatisches Feld, welches flr den Ausschluss von
Protonen und weiterer kationischer Substrate sorgt (Wu et al., 2009; Eriksson et
al., 2013). Sie dienen somit als Selektivitatsfilter. Sie stellen zudem mit einem
Durchmesser von 3 A die engsten Stellen der AQP-Pore und damit Konstriktionen
dar. Wegen der strukturellen Ahnlichkeit wurden fiir das EcFocA mechanistische
Ahnlichkeiten zu den AQP vermutet. So gibt es auch monocarboxylatleitende AQP
(AQP9: Tsukaguchi et al., 1998; Tsukaguchi et al., 1999; Rothert et al., 2017,
SmAQP: Faghiri und Skelly, 2009, TbAQP1-3: Uzcategui et al., 2018, NIP2;1:
Wallace et al., 2006; Choi und Roberts, 2007, LbGIpF4: Bienert et al., 2013, AqpZ:
Wang et al., 2009), und sogar ein Nitrit leitendes AQP (AQP6: Yasui et al., 1999),

10 |



Einleitung
Formiat-Nitrit-Transporter leiten schwache Sauren iiber biologische Membranen

welche hier das mechanistische Bindeglied zwischen den AQP und den FNT bilden

konnten.
1.2.1.2 Die Struktur weiterer FNT

Inzwischen sind funf verschiedene FNT-Strukturen aufgeklart, die unter
verschiedenen Bedingungen aufgeldst wurden und insgesamt siebzehn Eintrage
in der protein database (PDB) lieferten (EcFocA: Wang et al., 2009; VcFocA:
Waight et al., 2010; StFocA; StNirC: Lu et al., 2011; CdHSC: Czyzewski und Wang,
2012; PfENT: Lyu et al., 2021; Peng et al., 2021). Diese decken drei der FNT-
Klassen (Tabelle 1) Uber einer pH-Spanne von 4,0 bis 9,0 ab. Einige Strukturen
wurden dabei in Anwesenheit eines Substrats oder Inhibitors aufgel6st. Vom
CdHSC wurden zusatzlich zum Wildtyp funf Mutanten aufgelost.

Ein Alignment der Aminosaure-Sequenzen der aufgeklarten FNT-Strukturen

zeigt deutlich die hoch-konservierten Positionen der FNT (Abbildung 1-9).

Die konstriktionsbildenden Aminosauren und das zentrale Histidin sind in allen
sechs Sequenzen zu finden. Lediglich im FNT aus Plasmodium falciparum, PfENT,
ist an der EcFocA-Position L79 ein Phenylalanin zu finden. Zusatzlich zeigen sich
uber 20 weitere hochkonservierte Positionen (schwarz hinterlegt in Abbildung 1-9).
Die Verbindung des Histidins und Threonins ist nicht in allen Strukturen Uber ein
fixiertes Wassermolekul gegeben. Beispielsweise wird im VcFocA diese
Verbindung auch direkt tber eine Wasserstoff-Bruckenbindung erreicht (Waight et
al., 2010).
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Abbildung 1-9: Allgnment der Proteinsequenzen von FNT, deren Struktur aufgeklart
wurde. Die Intensitat der grauen Schattierung gibt den Konservierungsgrad der
Aminosauren wieder (siehe Box rechts). Blau umrahmt sind Aminosauren der
exoplasmatischen, orange umrahmt die der zytoplasmatischen Konstriktion. Das
hochkonservierte Histidin (grtin), und Threonin (grau) sind mit Dreiecken angezeigt.

Strukturen, bei denen das Substrat zum Kristallisationsansatz gegeben wurde,
zeigten trotz Anwesenheit dessen keine merkliche Veranderung der bekannten
Struktur und lie3en so erstmalig vermuten, dass es sich bei den FNT um klassische

Kandle und nicht um Transportproteine handelt, und somit keine
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Konformationsanderung zur Substratpassage notig ist (Waight et al., 2010, siehe
1.2.2). Es wurde zudem ersichtlich, dass das Substrat seine Hydrathulle bei der
Passage durch das FNT abstreift (Waight et al., 2010).

Auch beim strukturellen Alignment (superimposing) der funf Strukturen mit dem
EcFocA, welches als ,Prototyp“ und besterforschtes FNT gilt, ergeben sich kaum
Unterschiede. Die Oberflachenpotentiale der bekannten Strukturen zeigten
ebenfalls alle eine hohe Ahnlichkeit zum EcFocA mit zytoplasmatisch tiberwiegend
positivem und peri- bzw. exoplasmatisch Uberwiegend negativem Potential mit
einzelnen positiven Ladungen am Poreneingang (Abbildung 1-10). So zeigt sich
neben der sequenziellen auch eine starke strukturelle Ahnlichkeit der FNT. Dies
lasst auch vermuten, dass alle FNT einem ahnlichen Mechanismus folgen, da sie
die gleichen Voraussetzungen zur Passage der schwachen Sauren haben.
Lediglich in der Konformation des N-Terminus konnten in Abhangigkeit zum pH-
Wert teilweise Anderungen gefunden werden. Der ersten These eines pH-
indizierten gatings des FNT (LU et al, 2011) wurde aber inzwischen
widersprochen, da der N-Terminus einerseits zu flexibel ist und die Pore
andererseits nicht vollstandig verschlieRen kann (Lv et al., 2013). Wie und ob die
Passage durch FNT stattdessen kontrolliert ist, ist unklar. Nur fir das EcFocA wird
ein (pH-unabhangiges) gating durch die Interaktion mit einem anderen Protein und

dem N-Terminus beschrieben (Doberenz et al., 2014; Kammel et al., 2021).

Die FNT-Strukturen lieferten auch Modelle flr Bindemodi von Inhibitoren der
plasmodialen FNT (Lyu et al., 2021; Peng et al., 2021) und liel3en Hypothesen flr
den Transportmechanismus aufstellen, von denen in der Literatur mehrere

postuliert sind und diskutiert werden.
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kcal mol! e

strukurelles Alignment SHE R

zu EcFocA periplasmatisch cytoplasmatisch

StFocA VcFocA

CdHSC StNirC

PfFNT

Abbildung 1-10: Link ent der funf weiteren FNT, deren Struktur
neben dem EcFocA (grau transparent) aufgeklart wurde (VcFocA (orange, PDB #3KLY,
r.m.s.d = 0,65), StFocA (blau, PDB #3Q7K, r.m.s.d. = 0,34), StNirC (griin, PDB #4F4C,
rm.s.d. = 2,5), CdHSC (pink, PDB #3TDR, r.m.s.d. = 11), PfFNT (rot, PDB #7E26,

rm.s.d. = 30)). Mitte und rechts: jeweiliges peri- und zytoplasmatsiches Coulomb
Oberflachenpotential.

1.2.2 Der FNT-Transport-Mechanismus

Die Art und Weise, mit der FNT ihre Substrate durch die Membran beférdern,
war bei ihrer Entdeckung unklar. So ergab sich auch die widersprichliche
Benennung von FN-Transportern und den Subgruppen Formiat-, Nitrit- und
Hydrogensulfid-Kanal (siehe Tabelle 1). Transporter und Kanale sind in der
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Literatur klar voneinander getrennte Proteinklassen, die sich durch
Transportmechanismus, Aktivierungsenergie, Substrataffinitaten und
Ratenkonstanten differenzieren lassen (Muller-Esterl, 2018). Die FNT weisen
Eigenschaften beider Gruppen auf und lassen sich so nicht eindeutig zuordnen
(Wiechert und Beitz, 2017b; Bader und Beitz, 2020). Zudem wurde der Begriff FNT
vor Messung der genannten Eigenschaften etabliert, als nicht feststand, um welche
Klasse von Proteinen es sich handelt. So ist die praziseste Beschreibung der FNT

ein Hybrid der beiden Proteinklassen, das Eigenschaften beider Gruppen aufweist.

Bei der Aufklarung des Transportmechanismus von FNT galt es zunachst die
Frage zu klaren, ob die anionische, deprotonierte oder die neutrale, protonierte
Saure oder gar ein Proton und ein Anion gemeinsam, aber nicht verbunden, im

Sinne eines Co-Transportes, durch die FNT-Pore geleitet wird (1.1).

Erste elektrophysiologische Untersuchungen zeigten, dass ein Stromfluss Uber
StFocA bestlckte Lipidmembranen versagt, sobald Salzsaure dem externen
Medium zugegeben wird. Erst nach erneutem Alkalisieren stellte sich ein
messbares Signal wieder ein (LU et al., 2011). So wurde postuliert, dass das Anion
geleitet wird und es ein pH-sensitives gating der FNT geben muss. Dies wurde
auch durch die physiologische Rolle vom FocA und NirC begrundet, die je nach
Wachstumskonditionen der Enterobakterien Formiat/Ameisensaure und
Nitrit/Salpetrige Saure aufnehmen oder abgeben und die Direktionalitat der

Substratpassage so durch den pH vorgegeben ist (1.1.1, 1.1.2).

Experimente am StNirC zeigten in Proteoliposomen, jedoch die parallele
Passage von Formiat und Proton an (Rycovska et al., 2012). Spatere Experimente
am StNirC zeigten Uber einen pH von 4,0-7,9 keine wesentlichen Unterschiede in
elektrophysiologischen Experimenten und widersprachen damit einem pH-
sensitiven gating (LU et al, 2012b). Es wurde daraufhin das erste Mal
vorgeschlagen, dass ein Proton intern das FNT-Protomer periodisch durchlauft
(internal proton cycling) aber nicht mit auf die andere Seite der Zellmembran
befordert wird, sondern das Substrat nur kurzzeitig fur die Passage durch die
hydrophobe Pore neutralisiert. Zudem wurde hervorgehoben, dass die aufgeldsten
FNT-Strukturen nicht, wie zunachst angenommen, eine geschlossene Struktur des
Proteins darstellen, sondern dass es den porenformenden Aminosauren durch die

signature loops und deren Flexibilitat moglich ist, sich so zu bewegen, dass
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Substrate, trotz der Enge der Konstriktionen, passieren kdénnen (sogenanntes
flickering; LU et al., 2012b).

Weitere Ansatze, um die Frage nach einer pH-Sensitivitat der FNT zu klaren,
lagen etwa in einer Salzbrlicke aus konservierten Leu-Glu-Asn-Resten im
Protomer (Czyzewski und Wang, 2012) oder in einer Verbindung vom zentralen

Histidin mit einem konservierten Asparagin (Feng et al., 2012).

Experimente am StFocA (LU et al, 2012a) offenbarten durch
elektrophysiologische Messungen schliel3lich, dass das FocA polyspezifisch fur
Anionen von schwachen Sauren ist und neben Formiat auch Nitrit, Lactat, Acetat,
Hypophosphit und Pyruvat leiten kann. Selbst Chlorid-lonen, das Anion der starken
Saure Salzsaure, konnten das StFocA passieren. Jedoch war hier die Menge des
geleiteten Substrates deutlich geringer und Chlorid wurde so als physiologisch
nicht relevantes Substrat eingeordnet. Wie beim StNirC versagte die elektrogene
Passage der anionischen Substrate ab pH 5,7. Auch hier wurde ein sogenannte
flickering, also das schnelle Bewegen der porenformenden
Aminosaureseitenketten, als notwendig fur die Substratpassage beschrieben und
indirekt Uber beobachtete Membranpotentiale abgeleitet (LU et al., 2012a).
Dadurch, dass auch Neutralteilchen und bivalente Anionen nicht geleitet wurden,
wurde zudem gefolgert, dass lediglich eine einfach-positiv geladene Aminosaure
im FNT fur die Selektion der monovalenten Anionen zustandig sei. Hierfir wurde
das zentrale Histidin vorgeschlagen, da durch eine StFocA-H209F-Mutante keine

Substratpassage mehr beobachtet werden konnte.
1.2.2.1 Der proton-relay-Mechanismus mit protoniertem Histidin

Ein Review von 2013 postulierte anhand der bis dahin bekannten Datenlage

schlieBlich den ersten Transportmechanismus fur die FNT (LU ef al., 2013).

Die hydrophoben Konstriktionen stellen fur das anionische Substrat eine
energetische Barriere dar und so muss die unter physiologischen Bedingungen
deprotonierte Saure neutralisiert werden, bevor sie die FNT-Pore passiert. Es
wurde gefolgert, dass es, wie in anderen Proteinen Ublich, einen
(de-)protonierbaren Rest in raumlicher Nahe zu den Konstriktionen im Protein

geben muss, der das Proton auf das Substrat Ubertragt.
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Substrat-Passage durch FNTs nach dem profon relay im Neutralen
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Abbildung 1-11: Die Passage von anionischen Substraten durch FNT nach dem proton-
relay-Mechanismus im Neutralen: Formiat dringt in die Pore (grau: wasserzuganglicher
Raum) und passiert die erste Konstriktion. Uber das protonierte zentrale Histidin wird ein
Proton auf das Anion Ubertragen und zur neutralen Ameisensaure. So kann die zweite
Konstriktion passiert werden. Das aufgenommene Proton wird Uber das konservierte
Threonin wieder von der Saure abgestreift und nur das Anion aus der Pore entlassen. In
entgegengesetzte Richtung verlauft der Mechanismus gleich (Bild von rechts nach links
betrachten). Formiat, Ameisensaure, das Proton und Wasser wurden manuell eingefugt.
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Fur den Import diene hierzu das konservierte Histidin, fir den Export das Uber
das konservierte Threonin koordinierte Wassermolekul. Das zentrale Histidin
weise durch die hydrophobe Umgebung auch einen niedrigeren pKs-Wert als im
wassrigen Milieu auf und besitze so die Saurestarke um ein Substrat wie Nitrit zu
protonieren. Unter neutralen pH-Bedingungen streift das Substrat dieses Proton
nach Passage der zweiten Konstriktion wieder ab und gibt es zurtck in die His-
H20-Thr-Kette. So wird netto nur ein anionisches Molekul geleitet, dies aber
trotzdem im neutralen, protonierten Zustand, um die Hydrophobizitat der Pore zu

uberwinden (Abbildung 1-11). Aufgrund des internal proton cycling wurde dieser
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Mechanismus auch der protfon relay (zu Deutsch: Protonen-Staffellauf) genannt.
Im Sauren lauft der Mechanismus bis zur Passage der zweiten Konstriktion gleich
ab, jedoch verbleibt dann das Proton nicht im FNT, sondern wird mit auf die andere
Seite der Membran geleitet. Dies erklart auch, warum elektrophysiologische
Messungen im Sauren kein Signal mehr messen, da dann ein Kation und ein Anion
gemeinsam die Membran passieren und netto keine Ladung uber die Membran
befordert wird. So gibt es nicht direkt ein H*-gekoppeltes gating, jedoch trotzdem
einen Unterschied zwischen dem Mechanismus im sauren und neutralen Milieu:
Im Neutralen verlauft die Passage des Anions passiv, kanalartig; im Sauren
passiert ein Wechsel zu einem sekundar aktiven Transporter, getrieben vom
Protonengradienten.

Erste molecular-dynamics-(MD)-Studien berechneten jedoch, dass das
spontane Ubertragen von Proton auf Formiat zu viel Energie benétigt, um spontan
abzulaufen (Lv et al., 2013). Eine spatere in-silico Studie zeigte, dass das zentrale
Histidin im protonierten Zustand eine sehr hohe freie Enthalpie, AGprt, aufweist
und somit eine Protonierung sehr unwahrscheinlich ist. Lediglich der gekoppelte
Prozess von Eindringen des Anions und Protonierung des zentralen Histidins sei
thermodynamisch moglich. Es sei also mehr ein simultaner Prozess von
Eindringen des Anions und des Protons wahrend der Substratpassge, ein konstant
protoniertes Histidin sei an dem postulierten proton-relay-Mechanismus nicht
beteiligt. Je nachdem, von welcher Seite der Membran das Proton die Pore erreicht
und verlasst, findet dann ein elektroneutraler Symport oder eine elektrogene

Passage des anionischen Substrates statt (Atkovska und Hub, 2017).
1.2.2.2 Der dielectric-slide-Mechanismus mit konstant neutralem Histidin

Sechs Jahre nach der Veroéffentlichung des proton-relay-Mechanismus wurde
diesem ein anderer gegenubergestellt (Wiechert und Beitz, 2017a, Wiechert und
Beitz, 2017b). Durch hetero- und homologe Expression in Saccharomyces
cerevisiae und in E. coli von eukaryotischem PfENT und prokaryotischem EcFocA
wurden experimentelle Daten mit einem direkten Aufnahme-Assay erhoben. Diese
Experimente zeigten die Substratattraktion durch hoch-konservierte Lysine in das
Porenvestibul (siehe Abbildung 1-9) und Uber die positive Oberflachenladung an,

und nicht Uber ein positiv geladenes, protoniertes Histidin.

18 |



Einleitung
Formiat-Nitrit-Transporter leiten schwache Sauren iiber biologische Membranen

Substrat-Passage durch FNTs nach dem dielectirc slide
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Abbildung 1-12: Die Passage von anionischen Substraten durch FNT nach dem dielectric-
slide-Mechanismus: Formiat wird durch ein positiv geladenes Lysin in das Vestibll der
Pore gezogen. Durch die hydrophobe Umgebung sinkt die Dielektrizitatskonstante e.
Dadurch verschiebt sich die Saurestarke so, dass eine Protonierung durch das
Bulkwasser mdglich wird. Als neutrale Ameisensdure kann das Substrat beide
Konstriktionen passieren und erst auf der gegeniliberliegenden Seite im Vestibul wieder
deprotonieren. In entgegengesetzte Richtung verlauft der Mechanismus gleich (Bild von
rechts nach links betrachten).
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Dies wurde durch in-vitro Mutagenese, welche die positive Ladung entfernte
oder verstarkte und die initialen Transportraten damit verlangsamten oder
beschleunigten, untermauert. Demnach verschiebt sich durch die hydrophobe
Umgebung des Vestiblls die Saurestarke des Substrates (Vergleich Abbildung
1-1, die Kurve wird nach rechts verschoben), da die Dielektrizitatskonstante sinki.
Dadurch wird die Protonierung des Substrates erleichtert. So ergab sich auch der
Name des so postulierten dielectric-slide-Mechanismus. Messungen mit

deuteriertem Wasser (schweres Wasser, D20) zeigten zudem, dass nur ein
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Protonierungsschritt am Transportmechanismus beteiligt ist. So wurde gefolgert,
dass das Proton direkt auf das Substrat Ubertragen wird, aber nicht in mehreren
Schritten Uber eine Wasserstoffbrickenkette. Die Protonierung erfolgt diesem
Mechanismus nach durch das Bulkwasser. Neutralisiert passiert das Substrat dann
beide hydrophoben Konstriktionen und das zentrale, stets neutrale Histidin
(Abbildung 1-12). Das Messen des pH-Wertes des Mediums wahrend der
Substrataufnahme und eine Zugabe von Protonophoren zeigte zudem die
Protonen-Abhangigkeit des Transportes. Es wurde auflderdem, widersprichlich zu
den elektrophysiologischen Messungen, beobachtet, dass bei Absinken des
Medium-pHs die initiale Transportrate nicht versagt, sondern exponentiell ansteigt.
Dies zeigte, dass das neutralisierte Substrat oder ein Anion zusammen mit einem
Proton zusammen geleitet wird und die protonenmotorische Kraft (PMF) die

Passage treibt.
1.2.2.3 Die Direktionalitit der Substratpassage durch FNT

Aktuelle Studien mit einem homologen Reportergen-E. coli-System und
Messung der externen Wasserstoff- und Formiat-Konzentration von
fermentierenden E. coli sprechen sich fur einen dritten Transportmechanismus,
abweichend vom proton relay und dielectric slide aus. Es wurde beobachtet, dass
bei Mutation des zentralen Histidins zu Asparagin, Glutamin, Isoleucin und
Threonin ein Export von Formiat noch immer mdglich ist, der Import hingegen nicht
(Kammel et al., 2022a; Kammel et al., 2022b). Eine Schlusselfrage war hierbei
stets, wie das EcFocA die Richtung der Passage des Substrates unterscheiden
kann. Es wurde gefolgert, dass der Protonierungszustand des zentralen Histidins
die Richtung vorgibt und neutral den Export erlaubt, protoniert den Import (Kammel
et al., 2022a; Kammel et al., 2022b). So soll in-vivo die Formiat Homoostase
kontrolliert sein (Kammel und Sawers, 2022). Nur in Importrichtung kénne der
proton-relay-Mechanismus greifen. Frihere Ergebnisse aus diesem Messsystem
sagten dem L79, dem F202 und dem E28 bereits die Regulation des Exportes
sowie dem T91, dem H209 und dem N213 die des Importes zu (Hunger et al.,
2014). So wurde gefolgert, dass die porenbegrenzenden Aminosauren die
Richtung des Transportes vorgeben. Diese Quellen sind die einzigen, die das
zentrale Histidin nicht als essenziell fur ein funktionsfahiges FNT einstufen. Es wird

damit postuliert, dass FNT fur Im- und Export zwei unterschiedliche
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Transportmechanismen aufweisen, die sowohl von proton relay als auch dielectric

slide abweichen. Sie wurden jedoch bisher nicht ausformuliert.

1.2.2.4 Der Disput um das zentrale Histidin zwischen den hydrophoben

Konstriktionen

Die postulierten Mechanismen unterscheiden sich maldgeblich in der Rolle, die
dem zentralen Histidin zukommt. Zur Diskussion um den Protonierungszustand
des zentralen Histidins werden immer wieder die wenigen FNT angebracht, die
kein zentrales Histidin aufweisen. Es gibt in der FNT-Datenbank dbFNT
(Mukherjee et al., 2017; abgerufen 2017 von Prof. Dr. E. Beitz) insgesamt 28 FNT
ohne zentrales Histidin, die an dieser Stelle ein Asparagin, Glutamin oder Prolin
aufweisen. Sie decken damit einen Anteil von 1,2 % aller FNT der Datenbank ab.
Die meisten dieser FNT mit moduliertem zentralem Histidin weisen sonst kaum
Mutationen in den konservierten Bereichen auf. Lediglich drei weisen ein
Asparagin anstelle eines konstriktionsbildenden Phenylalanins und ein Glycin an
der Position des konstriktionsbildenden Alanins auf.

Studien an zwei dieser FNT ohne zentralem Histidin, dem Entamoeba histolytica
FNT (EhFNT) und Bacillus thuringiensis FdhC (BtFdhC), zeigten einen pH-
gekoppelten Transport Uber eine Spanne von pH 4,8 bis 7,8. Dies unterstrich damit
den dielectric-slide-Mechanismus mit neutralem Histidin, da kein protonierbarer
Rest in der Pore dieser FNT zu finden ist, aber eine ungehinderte pH-gekoppelte

Substratpassage (in Import-Richtung) gegeben war (Helmstetter et al., 2019).

Mutationen am zentralen Histidin des EcFocA zeigten den Wandel zu einem
Uniporter (Kammel et al., 2022a, 1.2.2.3). Dem gegenuber stehen alle sonstigen
in der Literatur beschriebenen Experimenten, in denen die Position des zentralen
Histidins mutiert wurde (zum Asparagin, Glutamin, Phenylalanin oder Alanin) bei
denen die Funktion in jedem Falle vollstandig versagte (LU et al., 2012b; Wiechert
und Beitz, 2017b; Helmstetter et al., 2019; Lyu et al., 2021). So lasst sich ableiten,
dass das Histidin tatsachlich essenziell ist, aber die Aussage Uuber den

Protonierungszustand ist widersprichlich.

Alle drei postulierten Mechanismen beschranken sich auf die Erklarung, wie ein
anionisches Substrat vom FNT angezogen, neutralisiert und geleitet wird. Wie
andere Solute oder Wasser vom Transport ausgeschlossen werden, erklart keiner
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der Mechanismen, und die spezifische Anionenselektivitat ist nur indirekt aus den

postulierten Mechnismen abzuleiten.
1.2.2.5 Die unbekannte Rolle der hydrophoben Konstriktionen innerhalb der FNT

Das zentrale Histidin innerhalb der Pore sitzt im FNT zwischen den
hydrophoben Konstriktionen (Abbildung 1-6). Diese sind, ebenso wie das Histidin,
hoch konserviert (Abbildung 1-9). Nur wenige Vertreter der NirC- und HSC
Subtypen weisen tiberhaupt Anderungen hier auf (Mukherjee et al., 2017). Trotz
des hohen Konservierungsgrades werden sie aber von keinem der beschriebenen
Mechanismen einbezogen. lhre Hydrophobizitat spielt zwar im dielectric-slide-
Mechanismus eine Rolle, wurde jedoch nicht naher untersucht; die Enge der Pore
wird zudem nicht mit einbezogen. Gleiches gilt fir den proton-relay-Mechanismus,

der lediglich das Histidin und das Threonin bertcksichtigt.

Erste Experimente zu den Konstriktionen in Proteoliposomen mit moduliertem
EcFocA zeigten, dass eine erhohte Aufnahmekapazitat nach Mutation der
konstriktionsbildenden Aminosauren zum Alanin erreicht wird und postulierten so
eine ratenbestimmende Funktion (Wang et al., 2009). Da die AQP-Konstriktionen
sich in Ladung und Durchmesser von den FNT unterscheiden, wurden keine
Funktionen fir die FNT-Konstriktionen aus der strukturellen Ahnlichkeit abgeleitet
(1.2.1.1). Es wurde lediglich Uberlegt, ob die Konstriktionen eine gating-Funktion
analog einem hydrophoben Methionin im AQPO Ubernehmen kdonnen (Gonen et
al., 2005; Wang et al., 2009).

Bevor der proton-relay-Mechanismus beschrieben wurde, konnten in den
Konstriktionen valin- und isoleucinsubstituierte Varianten des CdHSC der
Rontgenkristallographie zuganglich gemacht werden (Czyzewski und Wang,
2012). Sie zeigten, wie zu erwarten, einen dadurch vergroRerten
Porendurchmesser (Abbildung 1-13). AuRerdem konnte ein anionisches Substrat
in der Struktur mit aufgeldst werden. Experimente mit diesen Varianten in
Proteoliposomen bestatigten die erhohten Aufnahmekapazitaten. Es wurde
postuliert, dass nach Erweiterung einer Pore Wassermolekile bis zum zentralen

Histidin vordringen kénnten (Czyzewski und Wang, 2012).
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CdHSC

Wildtyp F194I L82v

Abbildung 1-13: Modulationen der Konstriktionen (exoplasmatisch: orange,
zytoplasmatisch: blau) des CdHSC lieferten Kristallstrukturen mit erweiterten
Konstriktionen. Der Wildtyp (links) zeigt zwei Verjliingungen im Transportpfad (grau:
I6sungsmittelzuganglicher Raum), nach F194|-Substitution erweitert sich die
exoplasmatische Konstriktion (Mitte) nach L82V-Mutation die zytoplasmatische (rechts).
Abbildung erstellt anhand PDB #3TDR, #3TDS, #3TDX.

Experimente am PfFNT hingegen zeigten bei Substitution eines
konstriktionsbildenden Phenylalanins zum Alanin eine deutliche Verringerung der
Aufnahmeraten und widersprachen so der Hypothese, dass die Konstriktionen die
passierende Substratmenge diskriminieren (Lyu et al., 2021). Ergebnisse des
indirekten Reportergenassays in-vivo in E. coli (1.2.2.3) postulierten, dass jede
Konstriktion auf nur eine Richtung der Substratpassage Einfluss hat (Hunger et al.
2014, 1.2.2.3). Eine Hypothese, dass die periplasmatische Konstriktion als
Wasserbarriere dienen konne, um das Substrat von der Substrathulle zu befreien,
steht ebenfalls zur Debatte, wurde jedoch nicht experimentell gepruft (Waight et
al., 2013).

Eine ehemals postulierte groRendiskriminierende Filterfunktion (Waight et al,,
2013) konnte durch die Charakterisierung des porenvorgelagerten
Grolenausschlussfilters  (sogenannte ®/K-Region) ausgeschlossen werden
(Wiechert et al, 2017). Mit dieser Verjungung im Vestibll vor der
periplasmatischen Konstriktion wird in einem FNT das anionische Substrat nach
der GrolRe selektiert. Die Querschnitssflache die sich hier ergibt muss grof3 genug
fur alle zuganglichen Substrate sein. So schliet beispielsweise das EcFocA
Milchsaure aus, die das eukaryotische PfENT leitet.
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Jedoch wurde den Konstriktionen bei Entdeckung dieses
Grollenselektivitatsfilters keine neue Rolle zugeschreiben und so blieb sie seit

jeher unbekannt.

1.3 Zielsetzung

Die Datenlage in der Literatur zum FNT-Transportmechanismus ist
widerspruchlich, wobei die Rolle des zentralen Histidins hier die grof3te Divergenz
zu einem fruher postulierten proton-relay-Mechanismus (LU et al., 2013) und dem
aktuelleren dielectric-slide-Mechanismus (Wiechert und Beitz, 2017a) darstellt.
Neue in-vivo-Studien (Kammel et al., 2022a; Kammel et al., 2022b) widersprechen
beiden Mechanismen in Teilen. Zudem ist nicht bekannt, wie die Konstriktionen,
die dieses Histidin umrahmen, ins Bild des jeweilig postulierten Mechanismus
passen, denn sie beziehen diese hoch konservierten Regionen nicht oder nur fur
eine Richtung der Substratpassage mit ein. Die Hypothesen Uber ihre Funktion
reichen weit von gating Uber ratendiskriminierend bis hin zur Richtungsweisung

und Selektivitatsfilter-Eigenschaften.

Deshalb sollten die FNT-Konstriktionen durch zielgerichtete in-vitro Mutagenese
in zwei verschiedenen FNT moduliert und ihre Funktion fur die erfolgreiche
Monocarboxylatpassage durch FNT mittels heterologer Expression in
S. cerevisiae untersucht werden. Damit sollten auch Fragen zur Regulation der
Transportrichtung, zur Substratselektivitat und zur Substratneutralisierung
wahrend der Passage beantwortet und der Protonierungszustand des von den

Konstriktionen umrahmten Histidins untersucht werden.
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2 | Material und Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden Substanzen in doppelt destilliertem

Wasser (ddH20) geldst.

2.1 Gerate

Gerit Hersteller

96-well-plate Counter MicroBeta Trilux Perkin Elemer,
Langenfeld

Bio Photometer Eppendorf AG,
Hamburg

Biometra TRIO - Triple Powered PCR thermal cycler
Brutschrank Kelvitron® T
Brutschrank Minitron

ChemoStar Touch ECL und Fluorescence Imager

Digitaler Blockheizer HX-2
Digitales pH-Meter, Lab 850

Dispensette® BRAND® S Organic, Analog-
adjustable bottle-top dispenser
Heizblock Techne Dri-block heater DB-2D

Kolben-Orbitalschuttler Certomat ® MO I
Kuhlschrank zur Hefetemperierung, MF-6W
Kuhlzentrifuge, Perfect Spin 24 R refrigerated
Mikroskop Olympus IX 50 inverted Fluorescence
Phasecontrast Microscope

MultiScreenHTS Vacuum Manifold

OptimaTM XL-80K Ultrazentrifuge, Rotor 50,2 Ti

PCR-Thermocycler, Dualblock Primus advanced
HT2X
pH Elektrode, Blue Line 12pH

Pipetten

Power Pac 200 mit Trans Blot Semi-Dry Transfer
Cell
Quarzkuvette

Rotationsmischer fur Reagenzglaser TC-7

SDS-GelgieRkammer und -Laufkammer
Sterilwerkbank Heraguard
Stopped-Flow-Apparatur:

Analytik Jena, Jena
Heraeus, Hanau

Infors HAT, Bottmingen,
Schweiz

Intas Science Imaging,
Gottingen

PeqLab, Erlangen
Schott Instruments,
Mainz

Merck, Darmstadt

Thermo Ficher,
Scientific, Schwerte
Sartorius, Gottingen
Waeco, Emsdetten
PeqglLab, Erlangen
Olympus, Hamburg

Merck, Darmstadt
Beckman Coulter,
Krefeld

Clemens,
Waldbuttelbronn
Sl-Analytics, Weilheim
Gilson, Middelton, USA;
Eppendorf AG,
Hamburg

Bio Rad, Minchen

Helma, Jena

New Brunswick
Scientific, Edison, USA
PeglLab, Erlangen
Heraeus, Hanau
Jasco, Gross-Umstadt
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Zubehor: Spannungsquelle ALX 250, Verstarker
PMS 250, Microprozessor Einheit MPS 70/2,
Fluoreszenzkuvette FC-15/7,5, Mischeinheit SFM
2000, UV/-Vis- und Fluoreszenzphotometer MOS-

200, Monochromator BH-10-61 UV, BioKine

Software Version 32 V4.74.2
ThermoCompact digital microplate shaker

Tischzentrifuge Isotopenlabor wise spin CF-10

TRI-CARB 2000TR Liquid Szintillation Analyzer

Vortex® Genie 2

Wippschuttler WS 10

Zahlkammer Fuchs Rosenthal, 0,2 mm Tiefe,

0,0625 mm?
Zentrifuge, Perfect Spin 24 Plus

2.2 Chemikalien und Kits

Thermo Fischer
Scientific, Schwerte
Wisd,PMI Laboretchnik,
Wettingen
Perkin-Elmer,
Langenfeld

Scientific Industries,
Bohemia, USA
Edmund Buhler,
Hechingen

Assistent, Sondheim an
der Réhn

PeqlLab Erlangen

Substanz

Anbieter

Acrylamid, Rotiphorese ® Gel 40
Adenin
Agar bacteriological

Agarose, LE

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Ampicillin
Anti-Hamagglutinin-Antikérper, Maus,
monoklonal

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Munchen

New England BioLabs GmbH,
Frankfurt

Genaxxon BioScience, Ulm

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Genaxxon BioScience, Ulm
Roche, Mannheim

Anti-Penta-His-Antikorper, Maus,
monoklonal

Qiagen, Hilden

Anti-Maus-Antikorper, Peroxidase
AffiniPure IgG, Ziege an

Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK

Borsaure Carl Roth, Karlsruhe
Bradfordreagens, Quick Start™ Bradford  Bio-Rad, Mlnchen
Protein Assay

Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

BSA, Rinderserumalbumin Fraktion V

Carl Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Carboxyfluorescein Diacetate N-
Succinimidylester

Sigma Aldrich, Munchen

Clarity™ Western ECL Substrate Kit

Bio-Rad, Munchen

D-(+)-Saccharose

Carl Roth, Karlsruhe

D-Biotin

Carl Roth, Karlsruhe
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Deuteriumoxid (schweres Wasser)

Sigma Aldrich, Minchen und
Eurisotop, Saarbricken

Difco™ Yeast Nitrogen Base (YNB), ohne

Aminosauren

Becton, Dickinson and Company,
Heidelberg

Dimethylsulfoxid

Sigma Aldrich, Minchen

Dithiothreitol

Carl Roth, Karlsruhe

DNA-Natriumsalz Typ lll von
Lachssperma

Sigma Aldrich, Munchen

Eisen(lll)chlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Essigsaure

J. T. Baker, Minchen

Ethanol

J. T. Baker, Minchen

Formiat, Natriumsalz

Merck, Darmstadt

Formiat, Natriumsalz, C-14-markiert

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

Glucose

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol, C-14-markiert

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

HCI

Carl Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt, Bacto™ Yeast Extract

Becton, Dickinson and Company,
Heidelberg

HEPES

Carl Roth, Karlsruhe

Isopropanol

J. T. Baker, Minchen

Kaliumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Kupfer(ll)sulfat

Merck, Darmstadt

LB-Agar, lennox

Carl Roth, Karlsruhe

LB-Medium-Pulver, lennox

Carl Roth, Karlsruhe

L-Glycin Carl Roth, Karlsruhe
L-Histidin Carl Roth, Karlsruhe
L-Histidin Sigma Aldrich, Minchen

Lithiumactetat

Carl Roth, Karlsruhe

L-Laktat, Natriumsalz

ApppliChem, Darmstadt

L-Laktat, Natriumsalz, C-14-markiert

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

L-Leucin

Carl Roth, Karlsruhe

L-Prolin

Carl Roth, Karlsruhe

L-Tryphtophan

Sigma Aldrich, Minchen

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt

MES Carl Roth, Karlsruhe
Methanol J. T. Baker, Minchen
Methionin Sigma Aldrich, Minchen

Methylamin 40 %

Sigma Aldrich, Minchen

MicroScint-20

Perkin EImer, Rodgau

MOPS

Carl Roth, Karlsruhe

NaOH

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumiodid

Sigma Aldrich, Minchen

Natriummolybdat

Carl Roth, Karlsruhe
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Nucleotide (ANTPs)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Oxoid Agar

Oxoid, Basingstoke USA

Pepton, BactoTM Pepto

Becton, Dickinson and Company,
Heidelberg

PeqGOLD Prestained Protein Marker Il

Peqlab, Erlangen

PfuTurbo DNA Polymerase AD und
10xPuffer

Aglient, Santa Clara USA

Polyethylenglycol 3500

Sigma Aldrich, Munchen

Propionat, Natriumsalz

Sigma Aldrich, Munchen

Quicksafe A, flissiger
Scintillationscocktail

Zinsser Analytic, Eschborn

Restriktionsendonucleasen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Rotiszint®, flussiger Scintillationscocktail

Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure

J. T. Baker, Miinchen

Schwefelsaure

J. T. Baker, Miinchen

SDS Applichem, Darmstadt
TEMED Genaxxon bioscience, Ulm
Tris Carl Roth, Karlsruhe
TWEEN20® AppliChem, Darmstadt
Vitamin B1 Carl Roth, Karlsruhe
Vitamin B5 Carl Roth, Karlsruhe
Vitamin B6 Carl Roth, Karlsruhe

Whatman ® Chromatographie Filterpapier

GE Healthcare, Freiburg

Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System

Promega, Mannheim

Zinksulfat

Carl Roth, Karlsruhe

Zitronensaure

Carl Roth, Karlsruhe

Zymolyase, yeast lytic enzyme 20-T

Carl Roth, Karlsruhe
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Anbieter

0,2-mL-Reaktionsgefalle und 8-er-Streifen

1,5-mL-Reaktionsgefalie
96-well-Platten

Amersham™ Hybond® 0.45 PVDF-
Membranen

Deckglaser 30 mm Durchmesser
Diverse Glasgerate

Einmalspritzen NORM-JECT®
Glasskugeln, sauregewaschen

(9 425-600 uM)

Borosilicatfilter, Glassmicrofibre filters
Whatman™ Cytiva

Multiscreen HTS 96 HV Filter Plate,
Opaque

Parafim® M

Partikelfilter Filtropur S (@ 0,45 pm)
Pasteurpipetten

Petrischalen eckig, 120 x 120 x 17 mm
Petrischalen rund

Pipettenspitzen

PlastikkUvetten

Serologische Pipetten

Szintialltionsgefalde, Snaptwist
Scintillation vials 6,5 mL
Sterilfilter Filtropur S (& 0,2 um)

Ultrazentrifugengefald (1,5 ml, PP)

Sarstedt, Niumbrecht
Sarstedt, Niumbrecht
Sarsted, Nimbrecht
GE Healthcare, Freiburg

Assistent, Sondheim an der Réhn
Schott Instruments, Mainz
Eydam, Kiel

Sigma Aldrich, Munchen

VWR, Hannover
Merck, Darmstadt

Bemis, Neenah, USA
Sarstedt, Numbrecht
Eydam, Kiel
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
VWR, Hannover

Sarstedt, Numbrecht
Beckmann Coulter, Krefeld

2.4 Kodierende DNA, Vektoren und Oligonukleotide

Genprodukt Gen-ID NCBI  Vektor Bereitgestellt durch
EcFocA 945513 pDRTXa  Wiechert und Beitz, 2017b
Fps1 850683 pHARS416 Krenc et al., 2013

PfENT 814480 pDRTXa Wu et al., 2015

rAQP1 25240 pHARS426 Beitz et al., 2006

hAQP9 366 pDRTXa Rothert et al., 2017
LeAMT1;1 101265282 pDR196 Krenc, 2012

hMCT1 NM_001166496.1 pDRTXa Kdpnick et al., 2020
TbAQP2 AJ697890.1 pHARS426 Uzcategui et al., 2004

Kodierende DNA flr das jeweilige Wildtyp-Protein stand in einen Vektor ligiert
(PHARS426: Mumberg et al., 1994; pDR196: Wipf et al., 2003; pDRTXa Wu et al.,
2015) zur Verfugung und war durch den Promotor und die Resistenzgene an die

Expression in der Hefe und Vervielfaltigung in E. coli (2.7) angepasst. Die
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verwendeten Vektoren trugen alle ein Ampicillin-(Amp)-Resistenzgen und eine
dem Insert vorgelagerte Sequenz flr einen Hamagglutinin-Anhang (HA-tag), der
so N-Terminal mit exprimiert wurde. Zudem lag im pDRTXa-Vektor nach dem
Insert die Sequenz kodierend fur einen 10x-Histidin-Anhang (His-tag), wodurch im
exprimierten Protein C-terminal zehn Histidine angehangt wurden. Leerplasmide

beschreiben die jeweiligen Plasmide in die kein Gen ligiert wurde.

Oligonukleotide zur zielgerichteten Mutation der verwendeten Gene wurden
sowohl von Thermo Fischer, Schwerte, als auch von Eurofins, Ebersberg, als
Lyophilisat bezogen, zu 100 pM gelést und bei -20 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

Tabelle 2: Sequenzen der fir die in-vitro-Mutagenese und Sequenzierung verwendeten
Oligonukleotide in 5‘—3'-Richtung, forward (fw) oder reverse (rv). Die fur Mutationen
kodierenden Abschnitte sind jeweils fett markiert. Oligonukleotide, die bereits in der
Masterarbeit verwendet und entworfen wurden, sind mit einem (*) markiert (Schmidt,
2018).

Oligonukleotid
EcFocA F75A fw (*)
EcFocA F75V fw
EcFocA F75L fw
EcFocA F75N fw
EcFocA F75R fw

Sequenz, 5‘—3°‘, Mutationen jeweils fett

GTTGGCGGCATTTGCGCATCTCTGGGG

GGCGGCATTTGCGTCTCTCTGGGGCTGATT
GGCGGCATTTGCCTCTCTCTGGGGCTGATT
GGCGGCATTTGCAACTCTCTGGGGCTGATT
GGCGGCATTTGCCGCTCTCTGGGGCTGATT
EcFocA F75X rv (*) GCAAATGCCGCCAACCAGTTTTGCCATGCC

EcFocA F75A/L79A fw GTTGGCGGCATTTGCGCATCTCTGGGGGCG-
*) ATTCTTTGTGTTGTC

EcFocA F75A/L79A rv
EcFocA L79A fw
EcFocA L79A fw opt.
EcFocA L79A rv
EcFocA L89A fw (*)
EcFocA L89A rv (*)
EcFocA F202A fw (*)
EcFocA F202L fw
EcFocA F202V fw
EcFocA F202X rv (*)
EcFocA A212G fw
EcFocA A212G rv
EcFocA H209P fw
EcFocA H209Y fw
EcFocA H209X rv

GCAAATGCCGCCAACCAGTTTTGCCATGC
TCTCTGGGGGCGATTCTTTGTGTTGTCT
CTCTGGGGGCGATTCTTTGTGTTGTCT
AGAGAGAAGCAAATGCCGCCAAC
TGCGGAGCCGATGCATTTACTTCCACCGTG
ATCGGCTCCGCAGACAACACAAAGAAT
CCGGTCGCGATGGCTGTTGCCAGCGGTTTT
CCGGTCGCGATGTTAGTTGCCAGCGGTTTT
CCGGTCGCGATGGTTGTTGCCAGCGGTTTT
CATCGCGACCGGCAGCACCATAATGAACGC
GAGCACAGTATCGGAAACATGTTTATGATC
GATACTGTGCTCAAAACCGCTGGCAACAAA
AGCGGTTTTGAGCCCAGTATCGCAAACATG
AGCGGTTTTGAGTACAGTATCGCAAACATG
CTCAAAACCGCTGGCAACAAACATCGCG
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PfENT FOOA fw
PfENT FOOA rv

TTTGTGTACGGCGCTACATTTCCGATAGCA
TGTAAAGCCGTACACAAAGACACTCATAGA
CCGATAGCAGCCATGTGCATCATCTGTACCG-

PIENTFO4A/L104A fw

GTTCGGATGCGTTTACCGGTAATA
PfENT L104A fw ACCGGTTCGGATGCTTTTACCGGTAATACA
PENT L104A rv ATGTGCATCATCTGTACCGGTTCGGAT
PENT F223A fw GCAGTTTATGCCGCTGCGATTGCCGGCTAT
PENT F223A rv GTATTTTCTGTGTTCTTTGCAGTTTATGCC
PENT V196L fw GGGTTGTAACATATTTCTATGCTTGGCGGT
PFENT V196 rv AAATATGTTACAACCCACGGCTAAGCTAAC
PENT G21E fw AAAAGCGTGTGCGGAGAGGAAGAAAGCTA
PENT G21E rv TCCGCACACGCTTTTGATAGAAACAGGGTC
PMA 5 seq fw CTCTCTTTTATACACACATTC
ADH 3 seq rv CATAAATCATAAGAAATTCGC
MET seq fw AGTAAAGCGTCTGTTAGAAAGG
CYC seq rv ATAGGGACCTAGACTTCAG

2.5 Zelllinien

Zusitze zum

Zellinie Genotyp, knock-outs fett Quelle Néihrmedium
DH5aq, F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA- Hanahan,  Ampicillin
E. coli argF)U169 recA1 endA1 1983
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44
thi-1 gyrA96relA1 A-

W3031A MATa; leu2-3,112 trp1-1 can1- M. Casal, AHLW
Ajen1 100 ura3-1 ade2-1 his3-11-15 Braga,
Aady2, jen1::kanMX4 ady2::hphMX4 Portugal,
S. cerevisiae Casal et

al., 1999
BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 Euroscarf, KHL
Afps1, ura3A0 fps1::KanMX4 Frankfurt
S. cerevisiae
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0  H. MHL
Afps1 Astl1, ura3A0 stl1A:loxP fps1A:loxP Sychrova,
S. cerevisiae Prag,

Tschechien
CY162, MATa ura3-52 trk1A his3A200 Anderson 2xK, 2xH, L,
S. cerevisiae his4-15trk2A1::.pCK64 etal, 1992 2 mM KCI
31019b, MATa ura3 mep1Amep2A::LEU Marini et KHL
S. cerevisiae mep3A::KanMX2 al., 1997
31019b MATa ura3 mep1Amep2A::LEU E. Beitz, KHL
Afps1, mep3A::KanMX2 fps1A0 Kiel

S. cerevisiae
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2.6 Transformation und Lagerung von E. coli

LB-Medien
fliissig fliissig +Amp fest fest +Amp
20g LB- 1mL 1g/10mL 359 LB- 359 LB-Agar
Medium Ampicillin Agar
-Pulver
ad 1L ddH20 ad autoklaviertes ad1L ddH2O [ad1L ddH20
autoklavieren 1L LB-Medium autoklavieren autoklavieren
1mL 1 g/10mL
Ampicillin

Zur Transformation von E. coli mit den gewunschten Plasmiden wurde 0,5 pL
reine Plasmidlésung (200-600 ug/pL) zu 100 uL kompetenter E. coli-Kultur, zur
Verfugung gestellt von Anna Fuchs, auf Eis gegeben. Nach Inkubation fur 30 min

wurde der Ansatz auf festem LB-Amp verteilt.

Zur Transformation mit PCR-Produkten (2.8) wurden hiervon 10 yL zu 100 uL
kompetenter E. coli-Kultur auf Eis gegeben. Nach Inkubation flr 30 min erfolgte
ein Hitzeschock bei 42 °C fur 45-60 s und Kuhlen fur 10 min auf Eis. Der Ansatz
wurde mit 900 pyL LB-Medium versetzt und flir 1 h bei 37 °C unter standigem
Schatteln inkubiert. Die Zellen wurde gesammelt (10.000 g, 30 s), in 100 pL
Uberstandslésung resuspendiert und auf festem LB-Amp ausplattiert. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C konnten so mit der entsprechenden DNA

transformierte E. coli-Kolonien angezogen werden.

2.7 Isolation und Sequenzierung von Plasmid-DNA

Von den angewachsenen E. coli-Kolonien wurden eine (Plasmidamplifikation)
bzw. vier (PCR-Produkte) je Transformations-Ansatz isoliert, in je 5 mL flussiges
LB-Amp-Medium Uberfuhrt und Gber Nacht unter konstantem Schutteln bei 37 °C
inkubiert. Die Plasmidisolation wurde aus 4 mL dieser Kulturen mittels Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System durchgefihrt. Abweichend vom
Herstellerprotokoll wurde ohne alkalische Proteaseldsung gearbeitet und mit 50 pL
ddH20 eluiert. Die Konzentration der so gereinigten Plasmidisolate wurde
photometrisch bestimmt. Hierfir wurde die Absorption einer 1:25 verdlinnten
Probe bei 260 nm bestimmt. Zusatzlich wurde die Reinheit der Probe Uber die
Absorption bei 280 nm im Verhaltnis zur Absorption bei 260 nm gepruft. Zur
Kontrolle der Sequenz des Inserts wurde dieses mit vor und nach dem Insert
bindenden Oligonukleotiden (2.4) am Institut flr klinische Molekularbiologie, IKMB,
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Kiel, nach Sanger sequenziert. Hierflir wurden je 3 pyL 100 mM Plasmid-Lésung

und 1 uL 4,8 mM Oligonucleotid zusammengegeben.

2.8 Zielgerichtete in-vitro Mutagenese

dNTP-Mix

90 mM ATP

je 60 mM GTP, UTP und GTP
sterilfiltireren

Zum gezielten Einbringen von Mutationen im untersuchten Gen, wurde das
Protokoll QuickChange®: Site-Directed Mutagenesis von Stratagene verwendet.
Abweichend trug lediglich ein Oligonukleotid die Information zum Basenaustausch.
Das jeweils gegenlaufige Oligonukleotid setzte direkt upstream der
einzufuhrenden Mutation an und war durchgehend komplementar zum
Ausgangsgen. Hierfur wurde das Ausgangsplasmid mit den spezifischen
Mutagenese-Oligonukleotiden (2.4) mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Die Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches erfolgte nach
Tabelle 3, die Reaktion folgte den Bedingungen in Tabelle 4. Hierbei wurde die
optimale Temperatur der verwendeten Oligonukleotide zum Anlagern dieser an
den denaturierten DNA-Strang nach Formel (1) berechnet. Wenn sich diese
berechneten optimalen Temperaturen bei den zusammen eingesetzten
Oligonukleotiden unterschieden, wurde stets die niedrigere gewahlt. Das PCR-
Produkt wurde zur Vervielfaltigung und Zyklisierung in E. coli-Zellen transformiert
(2.6). Das Einbringen der entsprechenden Mutation wurde durch Sequenzierung

des anschliel3end isolierten Plasmides uberprift (2.7).

600
T =60+ (0,41 GC) — E 1)
wobei:
T = optimale Temperatur fir das Anlagern der Oligonukleotide in °C
GC = GC-Gehalt des Oligonukleotides in %
bp = Basenpaarlange des Oligonukleotides
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Tabelle 3: Reaktionsansatz fir die in-vitro Mutagenese eines in einen Vektor ligierten
Gens.

Volumen /ul.  Reagens

0,5 Ausgangsplasmid
1,5 Oligonukleotid fw, (25 uM)
1,5 Oligonukleotid rv, (25 uM)
4 NTP-Mix
5 10x Pfu-Puffer
0,8 PfuTurbo DNA Polymerase (2,5 U uL™")
1,5 DMSO
35,2 ddH20

Tabelle 4: Reaktionsbedingungen fur die in-vitro Mutagenese eines in einen Vektor
ligierten Gens. Die Temperatur zum Anlagern der Oligonukleotide (*) wurde je nach
Schmelztemperatur dieser angepasst (Formel (1)).

Temperatur /°C Dauer /min

95 5
95 0,5
57-68* 1 16 Zyklen
68 8
68 20
8 max. 18 h

2.9 Transformation und Lagerung von S. cerevisiae

YPD-Medium SD-Medien fiir Hefen
20g Pepton fliissig fest
10g Hefeextrakt 1,7g YNB 20g Oxoid Agar
20g Glucose 59 (NH4)2S 04 ad 1L SD-Medium, flissig
ad 1L ddH20 20g  Glucose
autoklavieren pH 5,2, autoklavieren
Zusatze zugeben

Zusatze zum SD-Medium /mL

-AHLW -KHL -MHL

5 0,5 % (m/V) Adenin 1 2% (m/V) Lysin 5 2 % (m/V) Methionin
1 2 % (m/V) Histidin 5 2% (m/V) Histidin | 5 2 % (m/V) Histidin

5 2% (m/V) Leucin 2 2% (m/V)Leucin |2 2% (m/V) Leucin

2 0,5 % (m/V) Tryptophan

nach dem Autoklavieren, vor dem Ausharten zugeben.

S. cerevisiae-Zellen wurden mittels der Lithiumacetat-Methode nach Gietz
transformiert (Gietz et al., 1995). Hierfir wurde eine naive S. cerevisiae-Kolonie

des gewunschten Stammes in 5 mL YPD-Medium Uberfuhrt und Uber Nacht bei
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konstantem Schutteln bei 30 °C inkubiert. Diese Kultur wurde in 40-50 mL YPD-
Medium auf eine Absorption bei 600 nm (ODsoo) von ca. 0,2 verdinnt und bis zur
zweifachen Verdopplung bei 30 °C unter konstantem Schutteln inkubiert. Die
Zellen wurden pelletiert (4.000 g, 5 min), mit 25 mL und 1 mL ddH20 gewaschen
und in (100(n+1)) yuL ddH20 resuspendiert, wobei n der Anzahl an durchgefuhrten
Transformationen entsprach. Hiervon wurden 100 pL je Transformation mit 240 pyL
50 % (V/V) PEG 3500, 36 uL 1 M Lithiumacetat, 50 pL einzelstrangige Trager-DNA
aus Lachssperma (denaturiert fir 5 min bei 95 °C), 34 yL ddH20 sowie 0,6-2 uL
der jeweiligen Plasmid-Losung versetzt, durch vortexen gemischt und fur
45-60 min bei 42 °C inkubiert. Die Plasmidmenge variierte mit dem verwendeten
Hefestamm, wobei fur BY-Linien (2.5) stets mehr DNA benétigt wurde, um
adaquates Wachstum zu erzielen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(14.000 g, 30 s) gesammelt und in 1 mL ddH20 resuspendiert. 100 yL einer
1:(25-100) Verduinnung der resuspendiert Zellen wurden auf dem Genotyp
entsprechendem festen SD-Medium (2.5) mit entsprechenden Zusatzen verteilt
und fur mindestens vier Tage bei 30 °C inkubiert. Diese Hefekulturen wurden bis
zu acht Wochen bei 4 °C mit Parafilm verschlossen gelagert. Dauerkulturen
wurden aus einer 5 mL Ubernachtkultur angelegt. Diese wurden 1:2 mit 80 %
Glycerol versetzt, durch Vortexen gemischt und bei —80 °C gelagert und bei Bedarf
wieder auf festem Medium angezogen. Dauerkulturen wurden nicht fur biologische

Replikate verwendet.

2.10 Membranproteinisolation aus S. cerevisiae

Puffer B Puffer M
25 mM Tris-HCI, pH 7,5 100 mM Natriumdihydrogenphosphat, pH 8,0
5mM EDTA 50 MM NaCl

4x-SDS-Ladepuffer

250 mM Tris-HCI, pH 6,8

40 % (V/IV) Glycerol

0,02 % (m/V) Bromphenolblau

8 % (m/V) Natriumlaurylsulfat (SDS)
100 mM Dithiothreitol

Von den Hefen auf festem Selektionsagar wurde zur Membranisolation eine
Kolonie isoliert und in 5 mL SD-Medium uberfuhrt und ca. 24 h bei 30 °C unter
konstantem Schutteln inkubiert (Vorkultur). Hiervon wurden 0,2-5 mL in 50 mL SD-

Medium Uberfuhrt und bis zu einer ODsoo von 0,8-1 bei 30 °C unter konstantem
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Schdatteln inkubiert. Die Zellen der Kultur wurden pelletiert (4.000 g, 5 min, 4 °C),
mit ddH20 und 10 mL Puffer B gewaschen und fur mindestens 12 h bei —80 °C
eingefroren. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, in 500 yL Puffer B resuspendiert
und mit 0,5 g sduregewaschenen Glaskugeln versetzt und mindestens zehnmal fir
30 s gevortext. Zwischen jedem Vortexen wurden die Zellen 1 min auf Eis gehalten.
Die Glaskugeln wurden durch Zentrifugation (2.000 g, 5 min, 4 °C) entfernt, und
die Prozedur wiederholt. Die Uberstande wurden vereint. AnschlieBend wurden
Zelltriummer entfernt (10.000 g, 5 min, 4 °C) und die mikrosomale Fraktion durch
Ultrazentrifugation (100.000 g, 40 min, 4 °C) gewonnen und in 100 yL Puffer M
resuspendiert. Die Konzentration wurde mittels Bio-Rad Protein Assay ermittelt.
Hierzu wurden 1-5 pL der Proteinldsung ad 800 yL mit ddH20 verdunnt und mit
200 uL Bradford-Reagens gemischt. Nach Inkubation flir mindestens 5 min bei RT
wurde die Absorption der Probe bei 595 nm gemessen. Als Standard dienten
Rinderserumalbumin-Losungen bekannter Konzentration. Das restliche Isolat
wurde 1:4 mit 4x-SDS-Ladepuffer versetzt und bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.11 SDS-PAGE, Coomassiefirbung und Western-Blot

4x-Sammelgelpuffer 4x-Trenngelpuffer Kathodenpuffer

0,5M Tris-HCI, pH 8,8 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 25mM  Tris

0,4 % SDS (m/V) 0,4 % SDS (m/V) 19,2 mM L-Glycin
0,1 % SDS
pH 8,2-8,8

Die Trennung der isolierten Proteine (2.10) nach der GroRe erfolgte mittels
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Zwischen
zwei Glasplatten wurden hierzu Trenngele mit abschlieRenden Sammelgelen
gegossen (Tabelle 5). In das Sammelgel wurden mit Hilfe eines Plastikkammes bis
zu 12 Geltaschen ausgespart. Die so erhaltenen Gele wurden bis zu einer Woche
bei 4 °C gelagert und zur Verwendung in eine Laufapparatur eingespannt, die mit

Kathodenpuffer beflllt war.

Mit 4xSDS-Ladepuffer versetzte Proben wurden fur 30 min bei 37 °C oder
10 min bei 60 °C inkubiert und anschlief3end in die Geltaschen gefullt, wobei 10-
15 pg Gesamtproteinmasse verwendet wurden. Zusatzlich wurde als Standard
zum GroRenvergleich der peqGold Prestained Protein Marker 1ll in eine der

Geltaschen gefullt. Die Fokussierung der Proben im Sammelgel erfolgte durch
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Anlegen einer Spannung von 160 V fur 15 min und die Trennung erfolgte durch
Erh6hung der Spannung auf 200 V fur mindestens 1 h. Die getrennten Proben
wurden anschlielend im Gel mit Coomassie®-R unspezifisch gefarbt oder fur den
spezifischen Nachweis einzelner Proteine mittels Western-Blot auf eine Membran

ubertragen.

Tabelle 5: Zusammensetzung eines Gels fur die SDS-PAGE.

Trenngel /mL.  Sammelgel /mL.  Reagens

5,25 2,4 ddH20

3 1 entsprechender 4x-Gelpuffer
3,75 0,6 Acrylamid, Rotiphorese ® Gel 40
0,01 0,006 TEMED

0,08 0,025 10 % Ammoniumpersulfat

Die Coomassiefarbung erfolgte durch Inkubation mit Rotiporese®-Blau-R-
Losung, verdunnt nach Herstellerangaben, fur 1 h bei RT unter konstantem
Schitteln. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch 1 h in essigsaurem Ethanol
(30 % (V/V)) und ca. 18 h in ddH20 entfernt.

Sx-Transferpuffer 1x-Transferpuffer

125 mM Tris-HCI, pH 8,3 | 10 mL 5x Transferpuffer

960 mM Glycin 10 ml Methanol

0,2 % (m/V) SDS ad 50 ml ddH20

10x-TBS TBST MTBST

0,2M  Tris-HCIpH 7,6 | 100 mL 10x-TBS 1,59 Milchpulver

1,35 M NaCl 1 ml TWEEN20® | ad 50 mL TBST
ad1L ddH20

Fir einen Western-Blot wurden mittels semi-dry Elektrotransfer die getrennten
Membranproteinisolate aus den Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF-Membran
ubertragen. Diese wurde durch Inkubation von 20-60 s in Methanol aktiviert und
mit dem Gel zwischen je drei in Transferpuffer getrankte Whatman®
Chromatographie Filterpapiere gelegt. Anschliel3end wurde der gesamte Aufbau
zwischen zwei Elektroden platziert. Dies erfolgte so, dass die Proben Richtung
Anode auf die PVDF-Membran fixiert werden konnten. Hierzu wurde fir 1 h eine

Spannung von 17 V angelegt.

Die Membran wurde dann fur 1 h bei RT unter konstantem Schutteln in MTBST
und anschliel3end Uber Nacht mit dem primaren Antikorper aus der Maus (1:5000
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in MTBST) bei 4 °C unter konstantem Schatteln inkubiert und anschliel3end dreimal
fur je 15 min mit MTBST unter konstantem Schutteln bei RT gewaschen. Es folgte
die Inkubation mit dem Sekundarantikorper Anti-Maus aus der Ziege gekoppelt an
Meerrettichperoxidase (HRP) (1:5000, in MTBST) fur 1 h bei RT unter konstantem
Schatteln. Die Membran wurde anschlieBend erneut dreimal flr je 15 min mit
MTBST unter konstantem Schutteln bei RT gewaschen. Die Lagerung der
Membran bis zur Entwicklung erfolgte fur max. 3 h bei 4 °C. Hierzu wurde eine
Chemilumineszenz durch das HRP-Konjugat mit dem Amersahm-ECL-Plus
Reagens-Kit erzeugt und diese im ChemoStar Touch ECL und Fluorescence
Imager detektiert. Die Detektion der emittierten Strahlung erfolgte fir
unterschiedliche Belichtungszeiten, angepasst an das Signal von Wildtyp und
Hefen die lediglich mit Leerplasmid transformiert waren. Das erhaltene Bild wurde
auf ein optimales Kontrast- und Helligkeitsverhaltnis mittels ImagedJ (Rasband,
1997-2018) angepasst.

2.12 Mikroskopie

Zur Kontrolle der ZellgroRe der Hefen wurde eine 5-mL-Vorkultur gesammelt
(4 min, 6.000 g) und mit 1 mL ddH20 gewaschen. Die Zelldichte wurde auf
ODeoo = 1 eingestellt und die Zellen bis zur Beobachtung auf Eis gelagert. 10 pL
dieser Suspension wurden in eine Zahlkammer gegeben, mit einem Glasplattchen

abgedeckt und unter Durchlicht bewertet.

2.13 Bestimmung der Generationszeit von S. cerevisiae
nach Transformation

Die Generationszeit der jeweiligen Hefen wurde aus der ODeoo einer Kultur zu
zwei Zeitpunkten berechnet. Hierzu wurden alle zu vergleichenden Zellen auf
dieselbe Ausgangs-ODeoo verdunnt und nach einem definiertem Zeitintervall
erneut die ODeoo bestimmt. Es wurde exponentielles Wachstum angenommen und

Formel 2 verwendet.
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At

t =
sen 10 0D600'tend (2)
82 0Dgo0.,

wobei:

At = Wachstumsdauer /h

tgen = Generationszeit /h

ODeoo,t0 = Absorption der Zellkultur bei 600 nm zum Startpunkt der Messung /h
ODeoo,tend = Absorption der Zellkultur bei 600 nm zum Messzeitpunkt /h

2.14 Radio-Assay in der Hefe

Messpuffer

pH 3,8-4,8 pH 4,9-5.,8 pH 5,9-7.,3

50 mM Zitronensaure | 50 mM MES 50 mM HEPES
50 mM Tris-HCI 50 mM Tris-HCI [ 50 mM  Tris-HCI

gewunschten pH mit HCl und NaOH einstellen

sterilfiltrieren

Lyonium-Ionen-Puffer

H.O DO

pH |pH |pH (pD |pD |pD
48 158 168 [48 |58 |6,8 |Puffersubstanz/mL
450292 |7901(4,50 [292 |7,90 |0,2M NazH/DPO4

6,13 4,54 4,00 (6,13 | 4,54 | 4,00 |0,1M Zitronensaure

pH einstellen pD mit
(HCI, NaOH) Elektrode bestatigen

4C-Substratpuffer

1-10 mM 10-100 mM 100-200 mM
Gradient Gradient Gradient
. . ) radiomarkiertes Substrat
0,002 uCi/uL | 0,004 uCi/uL 0,006 uCi/uL (55-57 Ci/mol)
5-20 mM 50-500 mM 500-1000 mM Substrat, Natriumsalz

im jeweiligen Messpuffer verdiinnen

Zellen, die mit dem gewulnschten Konstrukt transformiert waren (2.9), wurden
als Einzelkolonie von festem Medium isoliert und in 5 mL als Vorkultur angezogen.
Hiervon wurden 70 L in 5 mL Uberfuhrt und erneut iber Nacht angezogen. Diese
Kultur wurde unter Berucksichtigung der Generationszeit (2.13) schlieBlich so in
ausreichend flissigem Medium (40-200 mL) verdinnt, dass am nachsten Tag eine

Kultur mit ODeoo von 1,0 + 0,05 erhalten wurde. Die Inkubation der Kulturen erfolgte
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bei 30 °C unter konstantem Schutteln. Sie wurden pelletiert (4.000 g, 5 min, 4 °C),
mit 50 mL ddH20 gewaschen und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

Zur Untersuchung wurden die Zellpellets im gewunschten Messpuffer so
resuspendiert, dass eine ODeoo von 50 + 5 gemessen wurde. 80 uL der jeweiligen
Hefesuspension, die durchschnittlich 5,6 mg Hefe enthielten (Kopnick et al., 2021),
wurden aliquotiert, gevortext und fur ca. 2 min bei der gewunschten Temperatur
(4-19 °C; auf Eis, bei RT oder im Kihlschrank) inkubiert. Anschlie3end wurden sie
mit 20 L des jeweiligen Substratpuffers versetzt, wodurch ein zum Zellinneren hin
gerichteter Substrat-Gradient resultierte. Substratpuffer wurden stets in der
funffachen Messkonzentration mit Substrat angesetzt, so dass beim Mischen mit
der Hefesuspension der gewunschte Gradient resultierte. Fur alle Messungen
aulder fur Michaelis-Menten-Messungen wurde ein Gradient von 1 mM angelegt.
Nach einem exakt definierten Zeitintervall wurde die Substrataufnahme durch
Mischen der Probe mit 1 mL eiskaltem ddH20 gestoppt. Die Probe wurde
anschlieRend sofort auf einen 2,2 ym Whatman® Borosilicatfilter gegeben, welcher
an eine Vakuumpumpe geschaltet war, wodurch Uberschussiger Puffer und nicht
aufgenommenes Substrat abgesaugt wurden. Die Hefezellen verblieben dabei auf
dem Filter und wurden mit 6-7 mL eiskaltem ddH20 gewaschen. Die Filter wurden
fur mindestens 12 h in je 3 mL Szintillationscocktail (Quicksafe A oder Rotiszint)
inkubiert und das Hefepellet so lysiert. Zusatzlich wurden 10-20 uL Substratpuffer
direkt in 3 mL Szintillationscocktail Gberfuhrt und als Referenz zur Bestimmung der
aufgenommenen Substratmenge vermessen. Je Messpunkt wurden biologische
Replikate (N) aus zwei oder drei technischen Replikaten durchgefuhrt. Um den
Hintergrund von am Filter haftenden Substrat zu berucksichtigen, wurde der
gemessene Wert fur 10 s von Hefen die mit Leerplasmid transformiert waren (—)

von allen Werten abgezogen.

2.14.1 Durchfithrung in der batch-Methode

Efflux-Messungen wurden mittels batch-Methode durchgefihrt. Fir diese
wurden bis zu sechs Aliquote a 80 pL der Hefesuspension in ein Gefald vorgelegt
und mit Substratpuffer 1:5 inkubiert, wobei die Dauer hierfliir den beobachteten
Transportraten der Proteine angepasst wurde, um ca. die gleiche Beladung der
Zellen zu erzielen. Fur hMCT1 und hAQP9 wurde zudem der Beladungs-pH auf

3,8 gesenkt, um mehr Substrat in die Hefen zu laden. Die Zellen wurden
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anschlieBend pelletiert (15 s, 12.225 g) und der Uberstand abgenommen. Das
Pellet wurde in Messpuffer resuspendiert und so der Substratgradient nach aul3en
gerichtet. Hiervon wurden zum indizierten Zeitpunkt 100 yL abgenommen wie
beschreiben gesammelt und ausgezahlt. So konnte mit dem zurickgehaltenen
Hefepellet die verbleibende Substratmenge in den Hefezellen bestimmt werden.
Als Startpunkt wurde ein Aliquot vor dem Pelletieren entnommen. Es wurden stets
technische Duplikate angefertigt.

2.14.2 Durchfiihrung im 96-well-Platten-Format

Zur zeitsparenden, parallelen Durchfuhrung mehrere Messungen wurde der
Assay auf ein 96-well-Format Ubertragen. Hierfur wurden opaque Multiscreen-HTS
96-HV-Filter-Plates verwendet, die auf eine entsprechende Absaugeinheit
(MultiScreenHTS Vacuum Manifold) gelegt wurden. In die Filter-wells wurden
direkt 80 pL Hefesuspension vorgelegt. Mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette konnten bis
zu acht Messungen gleichzeitig durch Zugabe von Substratpuffer gestartet
werden. Hierbei war die Menge markierten '“C-Substrates verdoppelt gegentiber
dem klassischen Assay. Die Aufnahme in die Zellen wurde zum gewunschten
Zeitpunkt durch Offnen des Vakuumhahns und folgliches Absaugen des
Substratpuffers unterbunden. Es wurde dreimal mit 200 yL kaltem ddH20
gewaschen. Durch zeitlich versetztes Zugeben des Substratpuffers konnten so bis
zu 96 Reaktionen gelichzeitig gestoppt werden.

Die verbliebenen Hefepellets wurden dber Nacht mit je 200 pL
Szintillationscocktail (Microscint-20) unter Schuitteln bei RT inkubiert. Der
Substratpuffer wurde separat in einer handelstblichen, durchsichtigen 96-well-
Platte mit 200 pL Szintillationscocktail als Referenz vermessen. Das Auszahlen
der Aktivitat erfolgte in einem Platten-liquid-scintillation-Counter (MicroBeta Trilux)
mit cross-talk-correction, die fur den Assay eingelesen wurde. Hierbei war auffallig,
dass die aufgenommene Substratmenge sich stets zum Standard-Einzel-Filter-
Assay unterschied, da das Zellepellet nicht komplett lysiert werden konnte und der
Counter weniger sensitiv war. Es wurde ein Faktor von 3,15 durch Vergleich aller
gemessenen Konstrukte bei pH 6,8 bestimmt und die Ergebnisse damit

multipliziert, um die Vergleichbarkeit der Assays zu gewahrleisten.
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2.15 Generierung von Protoplasten aus S. cerevisiae

Protoplastenpuffer
| 11 111

50mM MOPSpH7,2|50mM MOPSpH7,2|50mM NaCl

1,2M Saccharose 1,2 M Saccharose
5mM  CaCl2

10mM MOPS pH 7,2
(10 mM Monocarboxylat)
autoklavieren partikelfrei filtrieren partikelfrei filtrieren

+ 0,2 % B-Mercaptoethanol am Versuchstag

S. cerevisiae-Zellen wurden wie beschrieben (2.9) mit dem gewunschten
Konstrukt transformiert und eine Kolonie wurde vom festen SD-Medium isoliert und
als Vorkultur angezogen. Diese Vorkultur wurde so in 50 mL verdinnt und bei
30 °C unter konstantem Schutteln inkubiert, dass am Folgetag eine ODsoo von 0,9-
1,1 resultierte. Die Zellen wurden pelletiert (4.000 g, 5 min, 4 °C), in 3 mL Puffer |
gewaschen und das mdglichst trockene Pellet gewogen. Nach Zugabe von 2 mL
Puffer | und konstantem Schitteln (140 Umdrehungen pro Minute (rounds per
minute (rpm)) fir 15 min bei 30 °C wurden die Zellen mit 30 U/g Zymolyase und
100 mg Rinderserumalbumin in ad 4 mL Puffer Il fir 1 h unter konstantem
Schatteln (140 rpm) bei 30 °C inkubiert um die Zellwand der Hefen zu verdauen.
Die so gewonnenen Protoplasten wurden gesammelt (2.000 g, 5 min, 4 °C), mit
5 mL Puffer Ill gewaschen und in Puffer Il resuspendiert, so dass eine ODsoo von
2 resultierte. Die Protoplasten wurden bis zur Verwendung fir max. 48 h bei 4 °C

gelagert.

Far Experimente zur Inhibition der Wasserleitfahigkeit wurden Protoplasten in
Puffer Il mit 10 mM entsprechendem Monocarboxylat-Zusatz (Natrium-Formiat,
Natrium-Acetat oder Natrium-Propionat) resuspendiert, so dass eine ODeoo von 2
resultierte und 24 h Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
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2.16 Stopped-Flow-Assays

Puffer 1V

300 mM hypoton 300 mM hyperton |ApH=1

50 mM NaCl 50 mM NaCl 50 mM NaCl

0,6 M  Saccharose 1,8 M  Saccharose 1,2M  Saccharose
5mM CaCl 5mM CaCl 5mM CaCl2

10mM MOPSpH7,2|10mM MOPSpH 72|50 mM MOPS pH 5,2

partikelfrei filtrieren

2.16.1Schwell- und Schrumpf-Assay zur Wasserleitfahigkeit

Die Messung zur Wasserleitfahigkeit erfolgte mittels flussunterbrochener
Analyse (Stopped-Flow-Methode). Die Messbedingungen wurden wie in Tabelle 6
beschrieben eingestellt. Protoplasten, suspendiert in Puffer Ill, wurden im
Verhaltnis 1:1 mit dem gewunschten Puffer IV in der Kuvette der stopped-flow
Apparatur vermischt und die Intensitat des Streulichtes im 90°-Winkel Uber 12 s
gemessen. Je Konstrukt wurden fur ein biologisches Replikat sechs bis zwolf
technische Replikate vermessen.

Tabelle 6: Eingestellte Messparameter flr die Stopped-flow-Messung zur
Wasserleitfahigkeit.

variabler Parameter Einstellung
Xe/Hg-Bogenlampe 100 W
Monochromator 524 nm
Output-Filter 300 us
Photomultiplier 600-800 x
Temperatur der Klvette 20 °C
Injektionsvolumen je Probe 75 pL
Injektionsgeschwindigkeit je Probe 4 mL - s
Messdauer 12s
Messintervall 5 ms
erwartetet Totzeit 2,7 ms

Es wurden bis zu neun Messungen gemittelt, wobei Messungen, die Storsignale
zeigten, manuell selektiert und verworfen wurden. Die resultierende gemittelte
Kurve wurde zur Auswertung verwendet. Der Startpunkt der Kurve (0,02-0,05 s)
wurde auf (0]0) verlegt und die Kurve durch Multiplikation mit dem Kehrwert der
maximalen Signalstarke normiert. Die erhaltene Kurve wurde mit der BioKine-
Software nach Formel (3) einfach exponentiell gefittet und der 1-Wert an
(x =1 - e™") direkt abgelesen. Zur Darstellung wurden die Datenpunkte um den
Faktor 2 reduziert.
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fO)=1-e™ @3)

wobei:
k = Ratenkonstante des Wassertransports in s™',
t = Zeitpunkt der Messung in s

2.16.2Fluoreszenz-Assay zur Protonenleitfahigkeit

S. cerevisiae-Zellen wurden vor Protoplastierung pelletiert (4.000 g, 5 min, 4 °C)
und mit 10 mL 50 mM MOPS pH 7,2 gewaschen. Sie wurden in 50 mL
50 mM MOPS pH 7,2 mit 100 uM Carboxyfluorescein (6-FAM) resuspendiert und
fur 24 h bei 37 °C unter konstantem Schuitteln mit dem Fluoreszenzindikator
beladen. Die inzwischen orangenen Hefezellen wurden pelletiert (4.000 g, 5 min,
4 °C), ein- bis zweimal mit 10 mL 50 mM MOPS pH 7,2 gewaschen, protoplastiert
(2.15) und auf eine ODsoo von 2 eingestellt. Hierbei wurden die Hefen stets vor
Licht geschutzt, indem alle Gefale blickdicht mit Alufolie umwickelt waren. Die
Messung der Protonenleitfahigkeit erfolgte in einer stopped-flow-Apparatur mit
Messbedingungen wie in Tabelle 7 beschrieben.

Tabelle 7: Eingestellte Messparameter flr die stopped-flow-Messung zur
Protonenleitfahigkeit.

variabler Parameter Einstellung
Xe/Hg-Bogenlampe 100 W
Monochromator 495 nm
Output-Filter 300 ps
Detektor cutoff >500 nm
Photomultiplier 700-800 x
Temperatur der Klvette 20 °C
Injektionsvolumen je Probe 75 pL
Injektionsgeschwindigkeit je Probe 4 mL - s
Messdauer 12-60 s
Messintervall 1-20 ms
erwartetet Totzeit 2,7 ms

Beladene Protoplasten, suspendiert in Puffer Ill, wurden im Verhaltnis 1:1 mit
isoosmotischem Puffer IV (ApH = 1) in der Klvette der stopped-flow Apparatur
vermischt. Es resultierte ein zum Zellinneren gerichteter pH-Gradient gegenuber
dem Zellinneren von 1 (mit pH-Elektrode bestatigt durch Mischen von Puffer Ill und
V). Je Konstrukt wurden sechs bis zwolf Replikate vermessen und analog des
Schwell- und Schrumpfassays ausgewertet. Die erhaltene Kurve wurde mit der
BioKine Software nach Formel (3) im Zeitraum bis 1 s einfach exponentiell gefittet
und die Rate ermittelt.
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2.17 Methylamin-Assays
Methylamin-Medium

Losung 1 Losung 2

0,17 % (w/w) YNB 20 ml MES (pH 5,5) oder MOPS (pH 7,5)
2 % (w/w) Glucose 2% Oxoid Agar

50 mM 40 % Methylamin

0,1 % (VIV)  L-Prolin
0,2% (VIV)  L-Lysin
0,2% (VIV)  L-Leucin
pH 5,5 oder 7,5 (HCI), autoklavieren
sterilfiltrieren,
temperieren auf 50 °C
Losung 1 und 2 in gleichen Teilen mischen und vor dem Ausharten in Platten
gielen.

S. cerevisiae-Zellen wurden wie beschrieben (2.9) mit dem gewlnschten
Konstrukt transformiert, eine Vorkultur in 1,5 mL SD-Medium angezogen. Die
Zellen wurden pelletiert (13.000 g, 30 s), in 1 ml ddH20 gewaschen und auf eine
ODeoo von 1 = 0,05 verdunnt. Hiervon wurden je Konstrukt drei serielle 1:10-
Verdlinnungen durchgefihrt und von jeder Verdinnung 10 uL auf festem
Selektions- sowie dem SD-Kontroll-Agar ausplattiert. Die Platte wurde offen unter
der laminar-flow-Werkbank gelagert, bis alle Flussigkeit in den Agar eingezogen
oder verdampft war. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und fur bis zu
14 Tage bei 30 °C inkubiert. Das Koloniewachstum wurde mit dem ChemoStar

Touch ECL und Fluorescence Imager festgehalten (Expert-Mode).

2.18 In-silico-Modellierungen und -Berechnungen

Insofern nicht anders angegeben, wurden zur Darstellung von Proteinen die
PDB-Strukturen aus Tabelle 8 verwendet.

Tabelle 8: Zur Darstellung von Proteinen verwendete PDB-Strukturen.

Protein PDB-Nummer

EcFocA 3KCU
PfENT TE27
EcAmtB 1U77
EcGIpF 1FX8

Zur Darstellung der Veranderung der Porengro3e nach zielgerichteter Mutation
wurde mit Hilfe von PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.7.4.1, Schrodinger, LLC) und Chimera (Version 1.14, Pettersen et al., 2004) das
resultierende Protein simuliert. Durch den Mutagenesis-Wizard in PyMol wurde
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die gewulnschte Mutation an der starren Struktur generiert und das Rotamer mit
der geringsten sterischen Hinderung gewahlt. Der I6sungsmittelzugangliche Raum
wurde als cavities and pockets only (culled) dargestellt. Der Losungsmittelradius
betrug 1,4 A.

Die so generierte Struktur wurde dann als Molfile-Datei gespeichert, um sie in
Chimera zu importieren. Es wurde eine Ebene durch die Ca-Atome der
konstriktionsbildenden Aminosauren gelegt, um den Querschnitt durch alle
Proteinvarianten an derselben Stelle im Transportpfad darzustellen (Abbildung
2-1). Es wurde erneut die 16sungsmittelzugangliche Oberflache dargestellt, und
das Molekul an der eingezogenen Ebene geschnitten. Die Flache wurde durch
Auszahlen der Pixel des sichtbaren I6sungsmittelzuganglichen Raumes mittels
ImagedJ (Rasband, 1997-2018) berechnet. Als Mal3stab wurde die Dreiecksflache

zwischen den die Ebene definierenden Ca-Atomen herangezogen.

Abbildung 2-1: Zur Berechnung der Querschnittsflache im jeweiligen FNT wurden durch
die exoplasmatische (orange) und zytoplasmatische (blau) Konstriktion eine Ebene gelegt.
Sie war jeweils durch die drei Ca-Atome der konstriktionsbildenden Aminosauren definiert
und es wurde stets orthogonal (Pfeile) dazu die Flache berechnet. Hierzu wurde Chimera
verwendet. Exemplarisch fir das EcFocA gezeigt.

Die Saurestarke des zentralen Histidins dieser modulierten Strukturen wurde mit
Hilfe des DEPTH-Algorithmus in einer Wasserbox basierend auf dem SPC216
Wasser-Modell mit zwei benachbarten Wassermolekulen berechnet (Tan et al,,
2013). Hiermit wurden auch die DEPTH-Werte fur den Abstand zum nachsten

Wassermolekil berechnet. Die Anzahl der benachbarten Wassermolekiile wurde

46 |



Material und Methoden
Alignment von Proteinsequenzen

manuell von 1-5 variiert, wobei der Solvensradius bei 4,2 A lag und tiber 75 Zyklen
solvatisiert wurde. Beides wurde fur jedes Protomer berechnet, so dass die
Angaben einen Mittelwert mit S.E.M. darstellen.

2.19 Alignment von Proteinsequenzen

Aminosauresequenzen der alignten Sequenzen wurden aus diversen
Datenbanken entnommen (GenBank, NCBI, uniProt, PlasmoDB) und uber BLAST
nach dem maximal segment pair score mithilfe des Clustal Omega tools (Sievers
etal., 2011; Sievers und Higgins, 2018) aneinander geordnet (Altschul et al., 1990).
Die Darstellung efolgte mit TeXshade (Beitz, 2000) in Overleaf (Online-LaTeX-
Editor).

2.20 Statistische Auswertung

Fir alle Messungen sind Mittelwerte angegeben, die aus zwei bis drei
technischen Replikaten generiert wurden. Es wurden meist mehrere biologische
Replikate (N) angefertigt, die genaue Anzahl ist zum Experiment angegeben. Der
Fehler beschreibt dann den Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.), far
Einfachmessungen die Standardabweichung (S. D.) der technischen Replikate.
Fir aus Fittings abgeleitete Werte ist der Standardfehler des Fit-Parameters aus

SigmaPlot angegeben.

Zur Kurvenanpassung (fitting) fur zusammenhangende Messwerte wurde
SigmaPlot verwendet (Version 11.0 und 14.5, Systat Software Inc.). Fur
beschranktes Wachstum wurde Formel (4) zu Grunde gelegt. Hieraus wurden
Ratenkonstanten und maximale Aufnahmekapazitaten mit Standardfehler
abgelesen. Initiale Transportraten wurden direkt aus einem Datenpunktim linearen
Bereich der Aufnahme, normiert auf eine Minute, berechnet. Fur glockenférmige

Kurvenverlaufe wurde (5) verwendet, wobei die Variable x dem pH entsprach.
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f(&) =yo + aexp(—bt) @)
wobei:
Yo = y-Achsenabschnitt (fir Aufnahemkurven gilt yo = 0)
a = Grenzwert (maximale Aufnahmekapazitat) in nmol mg™

b = Ratenkonstante in s
t = Zeitpunkt in s

f(t) =aexp ( —-0,5 (x —bx0)2> 3)

wobei:

Xo = Lage des Maximums
a = Maximum der Kurve
b = Ratenkonstante

Ein AusreilRertest nach Henning (Mittelwert £ 3s) wurde bei Beobachtung von
groRen Fehlern (>20 %) fur den je hdchsten und niedrigsten Wert der Messreihe
Uber alle Einzelmesswerte durchgefuhrt und so identifizierte Ausreil3er nicht
bertcksichtigt. Zur Prafung auf statistisch signifikante Unterschiede wurde Uber
alle Einzelmessungen des Parameters zunachst auf Normalenverteilung nach
David-Hartley-Pearson (a =0,05) und Varianzhomogenitat mittels F-Test
(a = 0,05) gepruft und bei Erfullung ein t-Test Uber alle Einzelmesswerte (a = 0,05)
durchgefuhrt. Wurde keine Normalverteilung festgestellt, wurde der Mann-
Whitney-U-Test (a =0,05) verwendet. Wenn keine Varianzhomogenitat

beobachtet werden konnte, wurde der Welch-Test (a = 0,05) verwendet.
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3 |Ergebnisse

3.1 Bidirektionale Substratpassage durch
konstriktionserweiterte FNT-Varianten bei pH 6,8

Zur Untersuchung der endogenen Funktion der hydrophoben Konstriktionen
innerhalb des FNT-Transportpfades wurden durch in-vitro Mutagenese (2.8) 18
EcFocA-Varianten und vier PfFNT-Varianten mit erweiterten zyto- und
exoplasmatischen  Konstriktionen, mit modulietem  N-Terminus oder
substituiertem zentralem Histidin generiert (2.8). Fir alle Experimente zur
Monocarboxylatpassage durch so veranderten FNT wurden Hefen der Linie
W3031A Ajen1 Aady2 mit fur die entsprechenden Konstrukte kodierenden
Plasmid-DNA transformiert. Diese Hefen wurden gewahlt, da sie zwei knock-outs
fur endogene Monocarbxylattransporter aufweisen und so das Hintergrundsignal
in Monocarboxylat-Passage-Assays geringhalten (Casal et al., 1999).

Zunachst wurde eine Expressionskontrolle mittels Isolation der mikrosomalen
Fraktion aus den entsprechend transformierten Hefen (2.10) und anschliel3ender
SDS-PAGE und Western-Blot-Analytik (2.11) durchgefuhrt. Hierbei konnten alle
auBer zwei der generierten Varianten mit dem verwendeten Anti-HA-
Primarantikorper gerichtet gegen den N-terminal co-exprimierten HA-fag
nachgewiesen werden (Abbildung 3-1). EcFocA-F75L und -L89A/F202A wurden
so nicht detektiert, weshalb sie nicht fur die durchgefuhrten Aufnahmeexperimente
verwendet wurden. Nahezu gleiche Expressionsraten der verschiedenen Proteine
konnten abgeschatzt werden, da das Gel stets mit derselben Gesamtproteinmasse
beladen wurde (2.11). Um die so gleichmaRige Beladung zu Uberprufen, wurde
zudem einmalig ein SDS-PAGE-Gel mit getrennten Proben mit Coomassie
unspezifisch gefarbt. Dieses zeigte grob dieselbe Intensitat der erscheinenden
Banden flr alle Spuren und bekraftigte so die gleichmalige Beladung und somit
ahnliche Expressionslevel fur alle untersuchen Konstrukte in diesem Hefestamm.
Lediglich die EcFocA-F75V/F202V und -F75A/L79A sowie die PfFNT-G21E-
Variante zeigten eine verminderte Bandenintensitat und somit wohl eine niedrigere
Expressionsrate (Abbildung 3-1). Es wurden zudem Abbruchfragmente des
EcFocA und der als Kontrollen fur Efflux-Experimente verwendeten Proteine
hMCT1 und hAQP9 detektiert.
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S. cerevisiae W3031A Ajenl Aady2
EcFocA-Varianten
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Abbildung 3-1: Western-Blots der mikrosomalen Fraktion eines Zellaufschlusses nach
Transformation mit dem entsprechenden Konstrukt von S. cerevisiae der Linie W3031A
Ajen1 Aady2 nach Trennung per SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der FNT-Varianten.
Der Nachweis erfolgte durch Anti-HA-Primarantikérper und Anti-Penta-His-
Primarantikérper (nur hMCT1). (=) zeigt den getrennten Aufschluss von Hefen, die mit
Leerplasmid transformiert waren. Eine Coomassie-Ladungskontrolle (oben rechts) zeigt
die gleichmaRige Beladung aller Geltaschen von ca. 10 ug anhand einer vorausgehenden
Bradford-Konzentrationsmessung des Zellaufschlusses.

Nach Transformation der Hefen mit den modulierten FNT-Konstrukten und

Anwachsen auf festem Medium wurden die Hefekulturen in flissiges Medium
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ubertragen und das Zellmaterial so flr den jeweiligen Assay vervielfaltigt (2.9).
Hierbei fiel von Beginn an auf, dass die Hefen je nach Konstrukt, mit dem sie
transformiert waren, unterschiedlich schnell wuchsen. So wurde fur die fur
Monocarboxylat-Passage-Assays verwendeten Hefen die Generationszeit nach
Transformation mit EcFocA-Konstrukten bestimmt (2.13, Abbildung 3-2).
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EcFocA-Variante

Abbildung 3-2: Generationszeiten der mit EcFocA-Varianten transformierten Hefen der
Linie W3031A Aady1 Aady2. N = 3, Fehler stellen S.E.M. dar.

Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren, zeigten die kirzeste
Generationszeit von ca. 3 h. Transformiert mit fir den EcFocA-Wildtyp
kodierendem Plasmid oder Einfach- und Doppelmutanten in einer Konstriktion
zeigten die Hefen ahnliche Generationszeiten, wobei die F75A/F202A-Variante am
langsamsten wuchs (tgen VOn ca. 4 h). Von den Hefen, die EcFocA-Kreuz-Mutanten
exprimierten, welche Mutationen in beiden Konstriktionen aufwiesen, wuchs
lediglich die Dreifachmutante F75A/L79A/L89A noch ahnlich schnell. Hefen, die
die Doppelmutanten F75A/L79A und die Quadrupelmutante
F75A/L79A/L89A/F202A exprimierten, wiesen erheblich langere
Generationszeiten auf (> 5 h). Die Variante mit der hochsten Generationszeit war
die EcFocA-Doppelmutante L89A/F202A (> 8 h), dessen Expression auch nicht

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3-1).
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Die Hefen wurden zur Untersuchung auf die Passage von Monocarboxylaten
und Glycerol durch das jeweilig exprimierten FNT mit einem Radio-Assay
untersucht (2.14, Abbildung 3-3).
14C-Substrat

untersuchtes Protein C Influx
B
At Auszahlen =
£
— t
S. cerevisiae
W303 1A Ajenl Aady2
variabel: z:esuspendieren
§ ul & W]
T ¢ t PH 14C-Substrat
Efflux

Auszdhlen,
—_—

t

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des Radio-Assays zur Messung von Influx und
Efflux durch untersuchte Kanale oder Transporter. Die verwendete Zelllinie W3031A Ajen1
Aady2 weist keine endogenen Monocarboxylattransporter auf. Die Hefen wurden mit
C-markiertem Substrat inkubiert, anschlieRend pelletiert und die aufgenommene
Substratmenge durch Auszahlen der Aktivitat im Hefepellet bestimmt (Influx). Flr Efflux-
Messungen wurde das Hefepellet in Puffer ohne Substrat resuspendiert, so der
Substratgradient umgedreht wurde und Substrat ausstromen kann. Durch anschlieRendes
Pelletieren und Auszahlen wurde das in den Zellen verbleibende Substrat bestimmt.
Dieser Assay konnte durch Veranderung von Temperatur (T), Substratkonzentration (c),
Inkubationszeit (t) und pH variiert werden.

Um die Ausgangslage und die Funktionstichtigkeit des Assays zu prufen,
wurden zunachst die Wildtyp-Proteine untersucht. Fur Formiat durch EcFocA
wurde eine maximale Aufnahmekapazitat in die Hefe von (0,10 + 0,01) nmol mg™’
und fir L-Laktat durch PfFNT von (0,21 + 0,01) nmol mg™' beobachtet. Es ergaben
sich initiale Transportraten von (0,12 + 0,02) nmol mg™"' min-! fir EcFocA und
(0,16 + 0,03) nmol mg™" min-" fir PfFNT (Abbildung 3-4). Mit diesen Werten wurde
das Aufnahmeverhalten der generieten Mutanten verglichen, wobei im weiteren
Verlauf das Hintergrundsignal zum jeweiligen Zeitpunkt der Messung direkt

subtrahiert wurde.
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Abbildung 3-4: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch Wildtyp-EcFocA (links,
Quadrate) und L-Laktat Gber Wildtyp-PfFNT (rechts, Dreiecke) sowie zugehdriges
Hintergrundsignal (—) von Hefen die mit Leerplasmid transformiert wurden. N = 3, Fehler
stellen S.E.M. dar.

3.1.1 Erweiterung der exoplasmatischen Konstriktion

Zunachst wurde die exoplasmatische Konstriktion des EcFocA naher
untersucht. Hierfur wurden Mutanten der Phenylalanine an Position 75 und 202
herangezogen (Abbildung 3-1). Die F75A-Variante lieferte eine gegentber dem
Wildtyp deutlich erhohte Aufnahmekapazitat von (0,17 +0,02) nmol mg™ fir
Formiat in die Hefe mit ebenfalls erhodhter initialer Transportrate von
(0,21 + 0,03) nmol mg™' min-! (Abbildung 3-5). Eine einfache Alanin-Substitution an
Position 202 hingegen fuhrte zum Verlust der Substratpassage Uber das
modulierte EcFocA (Abbildung 3-5). Deshalb wurde zunachst nur die Position 75

durch weitere Substitutionen naher untersucht.
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Abbildung 3-5: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch die EcFocA-Varianten
F75A (links, Quadrate, N = 3) und F202A (rechts, Dreiecke, N = 1-2). Der Kurvenverlauf
des Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet. Das Hintergrundsignal wurde
abgezogen, Fehler stellen S.E.M. dar.
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Eine Mutation zum Asparagin an Position 75 war angelehnt an das EhFNT,
welches im Vergleich zu den meisten FNT kein zentrales Histidin aufweist
(Helmstetter et al., 2019). Die F75N-Variante zeigte eine wildtypahnliche initiale
Transportrate von (0,11 + 0,01) nmol mg™" min~' und maximale Aufnahmekapazitat
von (0,075 + 0,01) mol mg™' (Abbildung 3-6). Das Asparagin mit polarem aber
deutlich volumindserem Rest als der Alanin-Substitution, das auch bei manchen
FNT natirlicherweise vorkommt, zeigte also keine Anderung der im

Aufnahmeverhalten bei neutralem pH.

Eine weitere generierte Variante trug ein Arginin mit positiver Ladung an
Position 75. Diese F75R-Variante zeigte eine deutlich verminderte initiale
Transportrate (0,015 + 0,01) nmol mg™' min-! und eine deutlich geringere absolute

Aufnahme im Vergleich zum Wildtyp von (0,044 + 0,03) nmol mg™! (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch die EcFocA-Varianten
F75N (links, Rauten, N = 2, Fehler stellen S.E.M) und F75R (rechts, Kreise, N = 1, Fehler
stellt die S.D. dar). Der Kurvenverlauf des Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet.
Das Hintergrundsignal wurde abgezogen.

Zudem wurden eine Valin- und eine Leucin-Variante generiert, die analog der
Alanin-Variante der Hydrophobizitat des naturlichen Phenylalanins entsprachen,
aber die Konstriktion erweiterten. So sollten Zwischenstufen der Porenerweiterung
zwischen der F75A-Mutante und dem Wildtyp generiert werden. Die F75L-Variante
wurde jedoch nicht in der Hefe exprimiert und so nicht naher charakterisiert
(Abbildung 3-1). Die F75V-Variante zeigte eine zum Wildtyp nahezu identische
initiale Transportrate von (0,12 + 0,03) mol mg-! min-! (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: Initiale Transportraten von EcFocA-Wildtyp (schwarz) und Varianten mit
Modulation am F75 (orange) bei pH 6,8. Fehler stellen S.E.M. dar, fir F75R S.D., N = 1-3.

Die grote Porenerweiterung an Position 75 durch Substitution mit einem Alanin
fuhrte zum grofdten Anstieg der initialen Transportrate, wobei der Effekt bei der
Valin-Variante schwacher war und die Asparagin-Variante mit dem kleinsten Effekt
der Porenerweiterung eine wildtypahnliche Rate aufwies. Die Polaritat der
eingefihrten Aminosaure schien keinen Effekt auf die Substratpassage zu haben.
Das Einbringen des positiven Arginin-Restes hingegen verlangsamte den
Transport deutlich. Dem gegenuber steht die F202A-Variante, die ebenfalls nur
eine Mutation an der exoplasmatische Konstriktion aufwies, aber keine

Substratpassage zeigte.

Doppel-Alanin, -Valin und -Leucin-Varianten der exoplasmatischen Konstriktion
zeigten ein im Vergleich zum EcFocA-Wildtyp deutlich vermindertes maximales
Aufnahmevermdgen (um 0,01 nmol mg™') und reduzierte initiale Transportraten
(um 0,02 nmol mg™" min-', Abbildung 3-8). Die F75A/F202A-Variante zeigte hierbei
die hochste Aufnahmekapazitat. Das Signal-Rausch-Verhaltnis war fur alle drei
dieser nur schwach leitende EcFocA-Varianten bei Aufnahme von Formiat nicht
optimal. So sind die drei Varianten unter Berucksichtigung der Fehler wohl alle ca.
gleich gehindert in ihrem Aufnahmeverhalten und eine exakte Differenzierung
zwischen den Varianten war mit dem durchgeflhrten Assay nicht méglich. Deshalb

wurde lediglich die Doppel-Alanin Mutante im weiteren Verlauf naher untersucht.




Ergebnisse
Bidirektionale Substratpassage durch konstriktionserweiterte FNT-Varianten bei pH 6,8

008 T ——====| T _—===-= —— ===
I’ /’ //

- e e 7

o) 7/ / /

E / / /

© ! / 7

£ / / !

£0,044 ¢ 4 ¢ 4 1

= / T / '

‘s 1 1 !

‘o- ! T~ T T ! I

w ) L L | 71 1] |

I 1 JT A | 19 = N \

0,00 H£—— = = el

0 60 120 180 240 0 60 120 180 240 0 60 120 180 240

t/s tis t/s
Abbildung 3-8: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch EcFocA-Varianten mit
doppelter Mutation der exoplasmatischen Konstriktion: Alanin (links, Quadrate, N = 3),
Valin (Mitte, Dreiecke, N = 2) und Leucin (rechts, Rauten, N = 2). Der Kurvenverlauf des
Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen,
Fehler stellen S.E.M. dar.

Da die einfach mutierte F75N-Variante, die dem EhFNT nachempfunden war,
eine wildtypahnliche Aufnahmekurve zeigte, wurde auch eine Doppelmutante des
EcFocA generiert, bei der die zweite konstriktionsbildende Aminosaure dem
EhFNT nachempfunden war. Diese F75N/A212G-Variante zeigte jedoch, analog
den drei bereits beschriebenen Doppelmutanten, nur eine sehr geringe Passage
von Formiat und stark verminderte initiale Transportraten im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Initiale Transportraten von EcFocA-Wildtyp (schwarz) und -Varianten mit
doppelter Modulation der exoplasmatischen Konstriktion (orange, gedffnet) bei pH 6,8.
N = 2-3, Fehler stellen S.E.M. dar.

56 |



Ergebnisse
Bidirektionale Substratpassage durch konstriktionserweiterte FNT-Varianten bei pH 6,8

3.1.2 Erweiterung der zytoplasmatischen Konstriktion

Der Einfluss der zytoplasmatischen Konstriktion des EcFocA auf die initialen
Transportraten und Aufnahmekapazitaten in die Hefe wurde ebenfalls durch
einfache oder doppelte Mutation an den volumindsesten konstriktionsbildenden
Aminosauren (L79, L89) naher untersucht. Das Einbringen nur eines Alanin-
Restes an Position 89 flhrte bei pH 6,8 zu einer verminderten initialen
Transportrate von Formiat Uber das moduliete FNT in die Hefe von
(0,0071 + 0,007) nmol mg™* min-!, erreichte jedoch nach 4 min ca. den selben Wert
wie der EcFocA-Wildtyp von (0,074 + 0,008) nmol mg™" (Abbildung 3-10). Das
Einbringen eines weiteren Alaninrestes an Position 79 flhrte zu erheblich
gehinderten Formiatpassage uUber das modulierte FNT. Die Aufnahmekapazitat
unterschied sich nicht mehr vom Hintergrundsignal (Abbildung 3-10). Im Vergleich
zur Erweiterung der exoplasmatischen Konstriktion war der Effekt auf die
Substratpassage in Importrichtung bei einfacher Mutation der zytoplasmatischen

Konstriktion demnach starker ausgepragt.
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Abbildung 3-10: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch EcFocA-Varianten mit
Mutation der zytoplasmatischen Konstriktion: L89A (links, geschlossen) und (rechts,
offen). Der Kurvenverlauf des Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet. Das
Hintergrundsignal wurde abgezogen. N = 3, Fehler stellen S.E.M. dar.
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3.1.3 Zusammenspiel beider Konstriktionen

Alle Hefen, die EcFocA-Kreuz-Mutanten exprimierten (Abbildung 3-1), zeigten
bei pH 6,8 keinen Unterschied in der Substrataufnahme zum Hintergrund
(Abbildung 3-11). Hiervon wurden drei verschiedene Varianten untersucht, die alle

keine Passage von Formiat ermdglichten.
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Abbildung 3-11: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch EcFocA-
F75A/F202A/L79A/L89A (links, pink), der Kurvenverlauf des Wildtyps ist schwarz-
gestrichelt eingezeichnet. Rechts: initiale Transportraten bei pH 6,8 von den F75/L79A-,
F75/L79A/L89A- und F75A/F202A/L79A/L89A-Varianten. Das Hintergrundsignal wurde
abgezogen. N = 2-3, Fehler stellen S.E.M. dar.

3.1.4 Direktionalitit der Substratpassage: Influx vs. Efflux

Um die bidirektionale Funktionalitat der FNT nach Eroffnung der Konstriktionen
ebenfalls zu prifen, wurden funktionsfahige Mutanten des EcFocA auch auf den
Substratausstrom durch Hefemembranen hin untersucht. Damit sollte auch geprift
werden, ob der Effekt der Konstriktionserweiterung abhangig von der Richtung der
Substratpassage ist, um Widerspriche diesbezuglich in der Literatur zu
(1.2.2.3). ob die

Neutralisierung der Saure nach Eroffnung der Konstriktionen weiterhin durch das

untersuchen Hiermit konnte zudem Uberprift werden,
Protein erleichtert wird, oder ob das geladene Anion nun als Substrat dient: Kann
ein Protein die Neutralisation nicht begunstigen, ist das Substrat durch das Prinzip
der lonenfalle in den Hefen nach Aufnahme gefangen, da das Anion der
dissoziierten Saure dann im gepufferten Zytosol verbleibt. Echte bidirektionale
Transporter oder Kanale, die das Proton auf das Saureanion Ubertragen, kdnnen
auch aus dem neutral gepufferten Zytosol die protonierte Saure entlang des

Konzentrationsgefalles transportieren (Geistlinger et al., 2022).

So wurde der Formiat-Efflux aus Hefezellen, die EcFocA-Varianten
exprimierten, gemessen (2.14.1, Abbildung 3-3). Hierfur wurden zunachst je eine
Kontrolle vermessen, um die beschriebenen Effekte zu beobachten: Das humane
Aquaporin 9 (hAQP9) als klassischer Kanal der Milchsaure leitet und der humane

Monocarboxylattransporter 1 (hnMCT1), welcher Proton und L-Laktat transportiert,
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und somit keine bereits neutrale Milchsaure fir die Substratpassage bendtigt.
Hierbei wurde fur das hMCT1 ein beschrankter Abfall des Signals, und damit der
zu erwartende Efflux des L-Laktates aus den Zellen, beobachtet (Abbildung 3-12).
Fir das hAQP9 hingegen wurde ein stetiges Signal, dass den Verbleib des
Substrates in den Zellen anzeigte, beobachtet. Der leichte Anstieg der Kurve war
Messungenauigkeiten zuzuordnen. Keinesfalls jedoch wurde ein Ausstrom aus

den Zellen beobachtet, und somit das Prinzip der lonenfalle deutlich.

Hefen, die EcFocA exprimierten, zeigten einen Ausstrom von Formiat. Fur
dieses Experiment wurde Formiat verwendet, da das EcFocA kein L-Laktat leiten
kann (Wiechert et al., 2017). Der Ausstrom ging deutlich schneller vonstatten, als

jener von L-Laktat Uber das hMCT1.
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Abbildung 3-12: Zeitabhangiger L-Laktat-Efflux bei pH 6,8 durch hMCT1 (grin, links),
hAQP9 (gelb, Mitte) und Formiat-Efflux durch EcFocA (rechts, schwarz), MCT1
Kurvenverlauf griin-gestrichelt eingezeichnet. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen.

N = 2, Fehler stellen S.E.M. dar.

Es wurde dann uberprift, ob fur die einfach mutierten EcFocA-Varianten F75A
und L89A ebenfalls ein Ausstrom zu beobachten ist. Varianten mit mehrfacher
Mutation konnten nicht getestet werden, da die Aufnahmekapazitat zu gering war,
um sie fur Efflux-Experimente ausreichend zu beladen (Abbildung 3-3). Fir beide
getesteten Varianten wurde ein schneller Ausstrom beobachtet (Abbildung 3-13).
Die Ratenkonstante aus dem Kurvenfit fur beide Varianten war im Vergleich zum
Wildtyp mit (0,050 + 0,02) s™' leicht vermindert (F75A: (0,037 + 0,01) s und L89A:
(0,028 + 0,01) s™).

So zeigte die L89A-Variante mit Erweiterung der zytosolischen Konstriktion
sowohl fur Influx- als auch Efflux-Experimente eine leicht geringere Transportrate

und ahnliche Aufnahmekapazitaten (3.1.2). Die F75A-Variante war hingegen bei
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Influx-Experimenten schneller als der Wildtyp und zeigt fur diese Efflux-

Experimente ein wildtypahnliches Verhalten.
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Abbildung 3-13: Zeitabhangiger Formiat-Efflux bei pH 6,8 durch die EcFocA-Varianten
F75A (orange, links) und L89A (blau, Mitte). Der Wildtyp-Kurvenverlauf ist gestrichelt
eingezeichnet. Rechts: Die abgeleiteten, normierten Ratenkonstanten. N =2, Fehler
stellen S.E.M. dar. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen.

3.1.5 Effekt der Porenerweiterung auf das eukaryotische PfFNT

Um die Rolle der Konstriktionen universell zu prifen, wurde auch ein
eukaryotischer Vertreter, das PfFNT, in den konstriktionsbildenden Aminosauren
moduliert und auf Anderung in des Transportverhaltens untersucht. Zwei Alanin-
Mutanten der exoplasmatischen Konstriktion, PfFNT-FO0A und -F223A,
entsprechend dem EcFocA-F75A und -F202A (Abbildung 3-5), zeigten eine
verminderte initiale Transportrate gegenuber dem Wildtyp-PfFNT (Abbildung
3-14). Die Aufnahmekapazitat fur L-Laktat fur die F223A-Variante war dabei nicht
vom Hintergrundsignal zu unterscheiden. Dieses Verhalten entspricht dem der
F202A-Variante des EcFocA, welche keine Passage von Formiat ermdglichte
(3.1.1, Abbildung 3-5). Die PfFNT-F90A-Variante leitete initial nur mit etwa halber
Geschwindigkeit des Wildtyps und entsprach so nicht der F75A-Variante des
EcFocA, welche schneller als das Wildtyp-EcFocA leitetet (Abbildung 3-5).

Forschungsergebnisse aus Inhibitorstudien in Zusammenarbeit mit Dr. Philipp
Walloch und Dr. Tobias Spielmann ergaben, dass eine Mutation der
zytoplasmatisch-konstriktionsbildenden Aminosaure V196 zum Leucin eine
Resistenz gegenuber dem PfFENT-Inhibitor BH267.meta zeigte (Walloch, 2021).
Gleiches stellte sich fur eine am N-Terminus gelegene G21E-Mutation heraus.
Deshalb wurden diese Varianten ebenfalls generiert und auf veranderte
Substratpassage hin untersucht. Beide zeigten vom Wildtyp abweichende,

niedrigere initiale Transportraten von (0,11 + 0,02) mol mg" min-' (V196L) und
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(0,060+ 0,02) nmol mg" min-' (G21E). Dies entspricht fiir die V196L-Variante den
Ergebnissen der Experimente mit der EcFocA-L89A-Variante: Bereits die einfache

Mutation der zytoplasmatischen Konstriktion verringert die Substratpassage.

Das PfFNT-G21E zeigte eine erhdhte Aufnahmekapazitat. Es wurde sich jedoch
im weiteren Verlauf auf die Charakterisierung der Konstriktionen beschrankt, so

dass dieses Verhalten nicht ndher untersucht wurde.
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Abbildung 3-14: Zeitabhangige L-Laktat-Aufnahme bei pH 6,8 durch die PfFNT-Varianten
V196L (links, dunkelblau) und G21E (Mitte, hellblau). Der Kurvenverlauf des PfFNT-
Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet, N = 3. Rechts: Initiale Transportraten aller
generierten und in W3031A Ajen1 Aady2 Hefen exprimierten PfENT-Varianten bei pH 6,8.
N = 2-3. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen, Fehler stellen S.E.M. dar.

3.2 pH-abhingige Substratpassage durch FNT mit
erweiterten Konstriktionen

Der Transport durch FNT ist protonengekoppelt. Darum steigt fur FNT im
Sauren bei erhohter Protonen- und damit Co-Substrat-Konzentration, die initiale
Transportrate (Wiechert und Beitz, 2017b). Hierbei wird nicht das Proton und die
anionische Saure separat, sondern die neutralisierte Saure durch den FNT-
Transportpfad geleitet (LU et al., 2013; Wiechert und Beitz, 2017b). Um den
Einfluss der Konstriktionen auf die Substratprotonierung naher zu untersuchen,
wurden deshalb die initialen Transportraten mehrerer FNT-Varianten mit

sinkendem pH verfolgt.

Es zeigte sich fur die Wildtyp-FNT der erwartete glockenféormige Kurvenverlauf
(Wiechert und Beitz, 2017b). In der pH-Spanne von 4,8-7,8 zeigte der EcFocA-
Wildtyp, einen exponentiellen Anstieg der initialen Transportrate zum Sauren hin
(Abbildung 3-15). Sie stieg uber das 30-fache im Vergleich zu pH 6,8 an (3.1). Fur
pH-Werte unter 4,8 sank die initiale Transportrate wieder. Auch fur das PfENT stieg
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die initiale Transportrate im Sauren, erreichet bei ca. pH 4,8 ihr Maximum und sank
danach wieder ab (Abbildung 3-15). Es ist zu bemerken, dass fur das PfFNT die
initialen Transportraten fur Formiat nicht so sehr erhoht wurden wie im EcFocA.
Mit diesen Kurven wurden die pH-abhangigen initialen Transportraten der
Varianten mit eréffneten Konstriktionen verglichen.

EcFocA PfENT
3,0

24
1,8

1,2

initiale Transportrate
Formiat /nmol mg™ min-!

0,6

0,0

35 45 55 65 75 35 4.5 55 6,5

pH pH
Abbildung 3-15: Initiale Transportraten fir Wildtyp-EcFocA (links, Quadrate) und -PfENT
(rechts, Dreiecke) mit steigendem pH. N = 3, Fehler stellen S.E.M dar. Das
Hintergrundsignal wurde abgezogen.

Zunachst wurden die im Neutralen leitfahigen, einfach modulierten Alanin-
Mutanten auf die Substratpassage im Sauren untersucht. Es galt zu prufen, ob mit
erhohter Co-Substratkonzentration die Leitfahigkeit analog zunimmt und so ggf.
dem Wildtyp ahnliche initiale Raten wiederhergestellt werden oder ob das

Verhalten durchgangig unterschiedlich zum Wildtyp bleibt.

Die initialen Transportraten von EcFocA-F75A und der analogen PfFNT-FO0A-
Variante blieben Uber die gesamte untersuchte pH-Spanne nahezu konstant, und
unterschieden sich somit stets vom jeweiligen Wildtyp. Dieser Unterschied wurde
demnach mit sinkendem pH groRer. Es war besonders auffallig, dass die EcFocA-
F75A-Variante, die bei pH 6,8 noch schnellere initiale Transportraten als der
Wildtyp aufwies (3.1.1), bei niedrigeren pH-Werten deutlich langsamer als dieser
war (Abbildung 3-16). Auch die analoge Variante der zytoplasmatischen
Konstriktion, EcFocA-L89A, wies dieses Verhalten auf: Mit steigender
Protonenkonzentration erhdhte sich der Unterschied der initialen Transportrate
zum Wildtyp, da die initiale Transportrate nahezu konstant blieb (Abbildung 3-16).
Auch die analoge PfFNT-F90A-Variante zeigte eine nahezu konstante initiale

Transportrate Uber die gesamte gemessene pH-Spanne (Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-16: pH-abhangige initiale Transportraten fiir einfach in der Konstriktion zum
Alanin mutierte FNT: EcFocA-F75A (links, orangene Quadrate), EcFocA-L89A (Mitte,
blaue Quadrate) und PfFNT-FOOA (rechts, orangene Dreiecke). Der Kurvenverlauf des
jeweiligen Wildtyps ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet, das Hintergrundsignal wurde
abgezogen. N = 3, Fehler stellen S.E.M dar.

Die EcFocA-F75A-Variante zeigt im Vergleich zum Wildtyp bereits eine 24-
fache Erweiterung des Porendurchmessers, die FO0A-Variante des PfFNT eine
dreifache (2.18). Auf zytoplasmatischer Seite wurde mit einfacher Mutation zum
Alanin eine sechsfache Vergrolerung des Porendurchmessers erzielt. Dies zeigt
zum einen den Unterscheid zwischen eu- und prokaryotischen FNT sowie den
zwischen exo- und zytoplasmatischer Konstriktion (Abbildung 3-17). Es war
bekannt, dass das prokaryotische EcFocA einen engeren Transportpfad als das
PfENT hat, und dass die zytoplasmatische Konstriktion enger als die
exoplasmatische ist (Wang et al., 2009, Lyu et al., 2021). Trotzdem schien eine

jeweilige Erweiterung stets denselben Effekt auf die Substratpassage zu bewirken.

Weitere Varianten mit im neutralen pH veranderten Aufnahmeverhalten in die
Hefe (3.1) zeigten eine, der Substitution entsprechende, kleinere oder groRere
Erweiterung der Konstriktionen (Abbildung 3-17). Mit diesen Varianten konnte
untersucht werden, ab welchem Porendurchmesser die pH-Abhangigkeit der
initialen Transportrate verloren geht. Hierfur wurden die F75N- und F75V-
Varianten des EcFocA mit kleinerem Porendurchmesser als die F75A-Variante
sowie die Doppelmutanten F75A/F202A und F75N/A212G als auch die
Quadrupelmutante F75A/F202A/L79A/L89A mit grofdierem Porendurchmesser als
F75A auf pH-abhangige Substratpassage untersucht.
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exoplasmatische EcFocA-Konstriktion, exoplasmatische Aufsicht
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Abbildung 3-17: Effekt der Porenerweiterung auf die Querschnittsflache der Konstriktion
(schwarz) im FNT-Transportpfad.

Von allen untersuchten EcFocA-Varianten (Abbildung 3-18) zeigte nur die
F75N-Variante einen wildtypahnlichen Kurvenverlauf mit exponentiellem Anstieg
hin zum Sauren (Abbildung 3-18). Diese Variante stellt auch die kleinste
Porenerweiterung dar. Die weiteren Einzelmutanten zeigten einen analogen
Verlauf zur F75A-Variante. Die Doppelmutanten unterschieden sich ab einem pH-
Wert von 6,3 nicht mehr vom Hintergrund. Die getestete Quadrupel-Mutante zeigte
auch bei pH 3,8 keine Passage von Formiat. Diese pH-abhangigen Daten zeigen,
dass die Enge der FNT-Konstriktionen fur den funktionsfahigen pH-gekoppelten

FNT-Transportmechanismus mitverantwortlich ist.
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Abbildung 3-18: pH-abhangige initiale Transportraten fir in der exoplasmatischen
Konstriktion mutierte EcFocA-Varianten: F75N (Rauten, N = 3), F75V (Kreise, N = 3),
F75N/A212G (gedffnete Rauten, N = 2) und F75A/F202A (geodffnete Quadrate, N = 3)
sowie die Kreuz-Mutante F75A/F202A/L79A/L89A (pink, N = 2) bei 1 mM Formiat-
Gradienten. Der Wildtypkurvenverlauf ist schwarz-gestrichelt eingezeichnet, Fehler stellen
S.E.M dar. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen.

In der Literatur ist unter anderem postuliert, dass das zentrale Histidin fur die
pH-gekoppelten Transportraten verantwortlich ist (1.2.2.1). Es sind zur Mutation
des zentralen Histidins und anschliel3ender Untersuchung der Funktionalitat des
FNTs diverse Experimente beschrieben. Die meisten Mutationen (zu Asparagin,
Phenylalanin, Alanin, Glutamin und Asparaginsaure; Wiechert, 2017) fihrten zum
Erliegen der Funktionsfahigkeit. Eine Tyrosin-Mutante des EcFocA ist hingegen
als funktionell beschrieben (Hunger et al., 2014). So wurde eine EcFocA-H209Y-
Mutante auf Formiatpassage im Neutralen und pH-abhangig untersucht. In der
dbFNT (Mukherjee et al., 2017, abgerufen von Prof. Dr. E. Beitz 2017) findet sich
auch ein potenzielles FNT aus Lactobacillus helveticus (LhFNT), welches ein
Prolin an der analogen Position tragt. Eine EcFocA-H209P-Variante wurde in
Anlehnung daran generiert und untersucht. Beide EcFocA-Varianten ermoglichten
jedoch die Aufnahme von Formiat in die Hefe nicht (Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: Zeitabhangige Formiat-Aufnahme bei pH 6,8 durch EcFocA-Varianten mit
Mutation des zentralen Histidins: H209Y (Quadrate), und H209P (Dreiecke). Rechts: pH-
abhangige initiale Transportraten der H209Y-Variante, der Kurvenverlauf des Wildtyps ist
schwarz-gestrichelt eingezeichnet. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen. N = 1,
Fehler stellen S.D. dar.

Aus allen pH-abhangigen Messungen liel3 sich eine erste Hypothese aufstellen:
Der Unterscheid zwischen den initialen Transportraten vom Konstrukt zum
jeweiligen Wildtyp nimmt mit steigender Protonenkonzentration zu. So wird
voraussichtlich ein Proton an der beobachteten Abweichung vom wildtypahnlichen
Verhalten beteiligt. Durch die Erweiterung der Pore wird demnach eine
Protonierungsstelle im Protein freigelegt, die dem externen Puffer bisher nicht
zuganglich war. Als einzige protonierbare Aminosaure wird das zentrale Histidin
durch die erlauterten Punktmutationen I6sungsmittelzuganglich (Abbildung 3-17),
alle anderen freigelegten Aminosauren sind nicht protonierbar (siehe 4.5).

Es kann zudem eine zweite Hypothese aus der Literatur aufgegriffen werden:
Durch die Erweiterung einer Konstriktion dringt Wasser tiefer als beim Wildtyp in

die Pore hinein, da nun genug Raum dafur ist (Abbildung 1-13, Abbildung 3-17).

Diese beiden Hypothesen, dass durch Erweiterung der Pore Wasser mit in den
FNT-Transportpfad eindringt und dadurch das zentrale Histidin protoniert werden

kann, sollten im weiteren Verlauf gepruft werden.

3.3 Michaelis-Menten-Kinetik nach
Konstriktionserweiterung

Um die Hypothese der  Protonierung des Histidins nach
Konstriktionserweiterung zu prufen, wurden von EcFocA-F75A Michaelis-Menten-
Kinetiken aufgenommen. Diese Variante wurde gewahlt, da sie die grolte
Porenerweiterung der im Neutralen leitfahigen Mutanten aufwies. Mit einer

Michaelis-Menten-Kinetik kann die Substrataffinitdt zum Protein berechnet sowie
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die maximale Transportgeschwindigkeit des Proteins extrapoliert werden (Nelson
und Cox, 2013). Die Substrataffinitat ware fur die F75A-Variante bei protoniertem,
geladenem Histidin zum anionischen Substrat ggf. erhoht und abzuleitende
maximale Geschwindigkeiten (vmax) des Proteins konnen sich ebenfalls bei
Inhibition der Substratpassage andern. Zum Abbilden der Michaelis-Menten-
Kinetik des EcFocA-Wildtyps und der F75A-Variante wurden zunachst initiale
Transportraten mit steigender Substratkonzentration bei pH 6,8 gemessen.
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Abbildung 3-20: Oben: Michaelis-Menten-Kinetik fir EcFocA-Wildtyp (schwarz) und die
F75A-Variante (orange) bei pH 6,8. N > 3, Fehler stellen S.E.M. dar, Der Hintergrund
wurde abgezogen. Unten: Aus dem Kurvenfit leiten sich Ku-Werte und maximale
Geschwindigkeiten (vmax) @b, Fehler stellen den Standardfehler dar.

Diese Messung lieferte fir den Wildtyp und die F75A-Variante jedoch keine
unterschiedlichen Werte (Abbildung 3-20). Beide Kurven stiegen nur langsam an,
und erreichten bis zur maximal gemessenen Substratkonzentration von 200 mM
Formiat kein Plateau. Die initialen Transportraten unterscheiden sich auf einem
Signifikanzniveau von 95 % zu keiner gemessenen Konzentration (t-Test, 2.20).
Aus dem Kurvenfit abgeleitete Km-Werte lagen wie fur EcFocA und Kanalproteine
bekannt im hohen Bereich (Wiechert und Beitz, 2017b) (Wildtyp: (81 £22) mM;
F75A: (158 £ 40) mM). Die maximalen Geschwindigkeiten lieRen ebenfalls bei
neutralem pH keinen Unterschied zwischen Wildtyp und F75A-Mutante feststellen
(Wildtyp: (6,7 + 0,5) nmol mg™! min'; F75A: (6,8 + 3,4) nmol mg" min").
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Die Michaelis-Menten-Kinetiken wurden dann bei zehnfach erhohter
Protonenkonzentration aufgenommen, da bereits beobachtet wurde, dass sich der
Unterschied der initialen Transportrate zwischen der Mutante und dem Wildtyp im
Sauren vergrolert (3.2). Tatsachlich unterschieden sich die initialen
Transportraten der Variante und des Wildtyps in dieser Messung zu jeder
Konzentration auf einem Signifikanzniveau von 95 % trotz erhohter Schwankungen
der Messwerte signifikant (t-Test, 2.20, Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Oben: Michaelis-Menten Kinetik fir EcFocA Wildtyp (schwarz) und F75A-
Variante (orange) bei saurem pH von 5,8. Das Verhalten bei pH 6,8 ist gestrichelt
eingezeichnet. N > 3, Fehler stellen S.E.M. dar, der Hintergrund wurde abgezogen. Unten:
Aus dem Kurvenfit berechnete Ku-Werte und maximale Geschwindigkeiten. Fehler stellen
Standardfehler dar.

Zunachst war zu beobachten, dass fir den Wildtyp die initiale Rate im Sauren
schneller mit Erhéhung der Substratkonzentration anstieg und ein Plateau bei ca.
70 mM Formiat erreichte. Es liel3 sich eine deutlich h6here Substrataffinitat bei
diesem pH-Wert ableiten. Dies traf nicht auf die F75A-Variante zu. Die initiale Rate
stieg flr sie im Sauren kaum an und erreichte bereits bei ca. 50 mM Formiat ihr
Plateau. Daraus ergaben sich fur den Wildtyp und die F75A-Variante zwar ahnliche
Kv-Werte um 15 mM. Durch den nur schwachen Anstieg der initialen Rate mit
erhohter Substratkonzentration unterscheiden sich jedoch die maximalen initialen
Transportraten von Wildtyp und Mutante auf einem Niveau von 95 % signifikant:

Die maximale Geschwindigkeit der Mutante ist finfmal langsamer als die des
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Wildtyps (t-Test, Abbildung 3-21). Dies unterstreicht erneut die Hypothese, dass
die Protonen den Transport durch das FNT nach Er6ffnung der Konstriktionen

inhibieren.

Es wurde ebenfalls versucht, fur die noch schwach aktive F75A/F202A-
Doppelmutante Michaelis-Menten-Kinetiken aufzuzeichnen. Jedoch war hier die
Substrataufnahme so gering, dass bei erhohten Substratkonzentrationen kein
Unterscheid zum Hintergrund mehr zu beobachten war und so konnten keine

Aussagen getroffen werden (nicht gezeigt).

3.4 Arrhenius-Aktivierungsenergie nach
Konstriktionserweiterung

Ein protoniertes Histidin konnte eine Energiebarriere fur ein im Bulkwasser
anionisches Substratmolekil darstellen. Deshalb wurden die Arrhenius-
Aktivierungsenergien fur drei EcFocA-Varianten und eine PfFNT-Variante mit
Erweiterung in der exoplasmatischen Konstriktion gemessen. Hierfur wurde die

Temperaturabhangigkeit der initialen Transportrate beobachtet.

3.4.1 Aktivierungsenergie bei pH 6,8

Bei Messungen der Temperaturabhangigkeit fir das Wildtyp-EcFocA bei pH 6,8
konnte eine sehr niedrige Aktivierungsenergie bestatigt werden, die initiale
Transportrate blieb Uber die gesamte Temperaturspanne nahezu konstant
(Ea= (1,9 £ 1,7) kcal mol'; Abbildung 3-22). Die Aktivierungsenergie, die fir das
PfFNT gemessen wurde, war mit (7,3 + 1,6) kcal mol-! etwas hoher und eine leichte

Temperaturabhangigkeit zeigte sich (Abbildung 3-22, Abbildung 3-24).

EcFocA PfENT
T1103 /K1 T1103 /K1
3,4 3,5 3,6 3.4 3,5 3,6
0 1 1 1 1

-4
Abbildung 3-22: Temperaturabhangigkeit der initialen Transportraten fir Formiat flr
Wildtyp-EcFocA (links, Quadrate) und -PfFENT (rechts, Dreiecke) bei pH 6. N = 3, Fehler

stellen S.E.M. dar, der Hintergrund wurde abgezogen. Aus der Steigung des Fits kénnen
Aktivierungsenergien berechnet werden.
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Vom EcFocA wurden die F75V- und die F75A-Variante getestet, die sich in der

Konstriktions-Querschnitssflache um ca. 6 A2 unterschieden (Abbildung 3-17) aber

beide eine Passage von Formiat im Neutralen ermoglichten. Beide Mutanten
zeigten zudem keine Anderung in den initialen Transportraten bei sinkendem pH-
Wert (Abbildung 3-16, Abbildung 3-18). Zudem wurde die analoge PfFNT-FOO0A-
Variante getestet.
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Abbildung 3-23: Temperaturabhangigkeit der initialen Transportraten fir FNT-Varianten
mit eréffneter exoplasmatischer Konstriktion. EcFocA-F75V (links, Kreise) und -F75A
(Mitte, Quadrate) sowie PfFNT-F90A (rechts, Quadrate). Der entsprechende Wildtyp ist
gestrichelt eingezeichnet. N = 3, Fehler stellen S.E.M. dar, der Hintergrund wurde
abgezogen. Aus der Steigung des Fits kdnnen Aktivierungsenergien berechnet werden.

Die initialen Transportraten der modulierten EcFocA-Varianten unterschieden
sich zu jeder gemessenen Temperatur vom Wildtyp (Abbildung 3-23). Beide
Mutanten zeigten eine erhohte Temperaturabhangigkeit und damit
Aktivierungsenergie. Diese Abhangigkeit war fur die F75A-Variante mit grof3erer
Konstriktionserweiterung starker (Ea = (19,2 + 3,9) kcal mol™) als fiir die F75V-
Variante (Ea = (13,0 + 3,8) kcal mol!, Abbildung 3-24).

Die F90A-Variante des PfFNT hingegen zeigte keine erhOhte
Aktivierungsenergie im Vergleich zum Wildtyp. Analog zum Wildtyp zeigte sie eine
leichte Temperaturabhangigkeit (Ea= (5,8 +1,9) kcal mol', Abbildung 3-23,
Abbildung 3-24).
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Abbildung 3-24: Arrhenius-Aktivierungsenergien von in der exoplasmatischen Konstriktion
einfach mutierten FNT-Varianten. N = 3, Fehler stellen Standardfehler dar.

Die EcFocA-F75A/F202A-Mutante wurde ebenfalls auf die
Temperaturabhangigkeit der Substratpassage untersucht. Jedoch war wegen der
schwachen Substrataufnahme durch die diese Mutante, die mit kalteren
Messtemperaturen noch weiter abnimmt, keine aussagekraftige Messung damit
moglich. Die Messungen zeigten grof3e Fehler und nur niedrige Unterschiede zum
Hintergrundsignal, und aus dem Kurvenfit wurden keine Daten abgeleitet
(Abbildung 3-25).
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Abbildung 3-25: Temperaturabhangigkeit der initialen Transportraten fir die EcFocA-
Variante-F75A/F202A. Der entsprechende Wildtyp ist gestrichelt eingezeichnet. N = 2,
Fehler stellen S.E.M. dar, der Hintergrund wurde abgezogen.

3.4.2 Aktivierungsenergie bei erhohter Protonenkonzentration

SchlieBlich sollte die Hypothese einer Energiebarriere durch ein potenziell
protoniertes Histidin, resultierend aus der Porenerweiterung, Uber die Erhohung
der Protonenkonzentration Uberpruft werden. Mit Senken des pH-Wertes um eine
Einheit steigt die Protonenkonzentration um den Faktor zehn, wodurch auch der

Anteil protonierten Histidins steigen sollte und so die Energiebarriere groRer ware.
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Abbildung 3-26: Temperaturabhangigkeit der initialen Transportraten fir den EcFocA-
Wildtyp und die F75A-Variante bei pH 5,8 (Rauten, N = 3, Fehler stellen S.E.M. dar) und
pH 4,8 (Dreiecke, N =1, Fehler stellen S.D. dar), der Hintergrund wurde abgezogen.
Rechts: Aus dem Kurvenfit abgeleitete Arrhenius-Aktivierungsenergien, Fehler stellen
Standardfehler dar.

Fur die Messung bei pH 5,8 ergab sich ein Anstieg der Aktivierungsenergie des
Wildtyps (Ea = (9,8 + 2,9) kcal mol'; Abbildung 3-26) im Vergleich zum pH von 6,8
(3.4.1). Die F75A-Mutante verhielt sich erneut nicht wildtypahnlich. Denn im
Gegensatz dazu, sank ihre Aktivierungsenergie im Vergleich bei pH 6,8
(Ea = (11,7 £3,1) kcal mol'';  Abbildung 3-26). So nahern sich die
Aktivierungsenergien der beiden Varianten bei pH 5,8 an. Schliel3lich nahm die
Aktivierungsenergie fur die F75A-Mutante bei Senken des pH-Wertes um eine
weitere Einheit weiter ab (Ea = 1,4 + 1,0 kcal mol') wohingegen der Wildtyp nahezu
konstant blieb (Ea = 7,2 + 2,5 kcal mol'; Abbildung 3-26).

3.5 Schwerwassereffekte auf die Substratpassage durch
FNT
Eine weitere Methode, um die Beteiligung von Protonen an einer Reaktion zu
beobachten und damit die aufgestellten Hypothesen zu prufen, ist die Verwendung
von Deuteriumoxid (schweres Wasser, D20). Experimente mit D20 am EcFocA

sind in der Literatur bereits beschrieben, womit u.a. der dielectric-slide-
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Mechanismus abgeleitet werden konnte. Bei einer Reaktion, bei der
Bindungsbildungen und -briiche zu einem Wasserstoffion beteiligt sind, bewirkt der
sogenannte Schwerwassereffekt veranderte, meist reduzierte, kinetische
Parameter, da das Deuterium mit doppelter Masse des Protons deutlich trager ist
(Urey et al., 1932). Experimente mit schwerem Wasser liefern jedoch nicht nur
Aussagen zur initialen Kinetik der Reaktion, die fur FNT bereits untersucht wurde,
sondern auch uber thermodynamische Effekte, wie die Lage des sich einstellenden
Gleichgewichtes und die Raten, mit denen dieses erreicht wird (Fernandez und
Murkin, 2020).
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Abbildung 3-27: Schematische Darstellung der Anderung des Verlaufes von Substrat-
Aufnahmekurven im verwendeten Hefeassay bei zu beobachtenden solvent isotope
effects (SIEs) unter Verwendung von D>O (blaue Linie) im Vergleich zu H.O (schwarz-
gestrichelte Linie). Die Auswirkungen sind je fir kinetische (kinetic) und das Gleichgewicht
(equilibrium) betreffende Effekte dargestellt. Auch Kombinationen der Effekte sind
madglich.

Hierbei spricht man vom solvent kinetic isotope effect (SKIE) fur kinetische
Effekte oder solvent equilibrium isotope effect (SEIE) fur thermodynamische
Effekte, die sich bei Verwendung von schwerem Wasser beobachten lassen. Um
diese zu beschreiben, wird immer die Anderung der Ratenkonstante oder der
Gleichgewichtslage im schweren Wasser im Vergleich zu den Parametern mit
Protonen beobachtet. Verlauft die Reaktion schneller bzw. ist das Gleichgewicht
zu Seiten des Produktes verschoben, spricht man vom inverse solvent isotopic
effect (iSIE) wohingegen eine Verlangsamung der Reaktion und eine
Verschiebung des Gleichgewichtes zu Seiten der Edukte einem classic solvent
isotope effect (CSIE) entspricht. So ergeben sich auch Kombinationsmadglichkeiten
von inversen und klassischen SIEs: Etwa iSKIE und cSEIE, etc. (Abbildung 3-27).
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Diese lassen sich besonders gut darstellen, betrachtet man das Verhaltnis einer
Konstante in H20 zu D20: ist dieses groler eins liegt ein klassischer Effekt vor,
kleiner eins ein inverser (Anslyn und Dougherty, 2006).

Um die aufgestellten Hypothesen bezlglich der Konstriktionen zu prifen,
wurden Schwerwasser-Experimente am PfENT-Wildtyp durchgefiihrt. Das PfFNT
wurde gewahlt, da es im Vergleich zum EcFocA L-Laktat leitet und so einen
niedrigeren Hintergrund wahrend der Messung aufweist und Daten bezuglich des
EcFocA teilweise schon erhoben wurden (Wiechert und Beitz, 2017b). Um die SIE
zu beobachten, wurden zeitabhangige Aufnahmekurven in Puffern mit derselben
Lyonium-lon-Konzentration (pL entsprechend pH oder pD) aufgenommen und
anschlie3end analog den Aufnahmekurven zur Substratpassage vermessen (2.14,
3.1).
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Abbildung 3-28: Zeitabhangige L-Laktat-Aufnahme durch den Wildtyp-PfENT in H.O
(geschlossene Symbole) oder D,O (gedffnete Symbole) bei pL 6,8 (Quadrate, links) und
5,8 (Rauten, rechts). N = 2, Fehler stellen S.E.M. dar.

Bei neutralen Bedingungen von pL 6,8 zeigte sich fur den Wildtyp der bekannte
Kurvenverlauf mit dem Erreichen eines Gleichgewichtzustandes ab ca. 90 s
(Abbildung 3-28) der sich mit einer schnellen Ratenkonstante von
(0,021 + 0,009) s einstellte (Abbildung 3-29). Bei Verwendung von schwerem

Wasser zeigte sich, wie zu erwarten war, ein cSKIE, da die Ratenkonstante mit
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(0,0092 + 0,001) s " deutlich langsamer war, als die bei Verwendung von Protonen.
Das Verhaltnis der Ratenkonstanten in H20 zu D20 lag deutlich Uber eins
(Abbildung 3-29). Fur den SEIE zeigte sich ein inverser Effekt: Die absolute
Aufnahme in schwerem Wasser lag ca. 4,5-fach Uber der Aufnahmekapazitat in
H20 (H20: (0,25 + 0,04) nmol mg'; D20: (1,1 +0,1) nmol mg'). Das Verhaltnis

der Aufnahmekapazitaten in H20 zu D20 war deutlich kleiner eins (Abbildung

3-29).
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Abbildung 3-29: Ratenkonstanten (oben links), Aufnahmekapazitaten (unten links)
abgeleitet aus Aufnahmekurven mit L-Laktat durch PfFNT in H.O (geschlossene Balken)
oder D>O (gedffnete Balken) bei sinkendem pL. Rechts: Verhaltnisse der Konstanten
(pH/pD), Werte kleiner eins (gestrichelte orangene Linie) zeigen einen inversen SIE an.
N = 2, Fehler stellen Standardfehler des Fits dar.

Bei Ansauern um eine pL-Einheit sank sowohl fir Messungen mit Protonen als
auch mit Deuteronen die Ratenkonstante (Abbildung 3-28,
H20: (0,0063 + 0,001) s'; D20: (0,0031 + 0,0004) s™'). Der Unterschied blieb im
Vergleich zu pL 6,8 gleich und die Messwerte beschrieben auch hier einen cSKIE,
was sich durch ein Verhaltnis der Ratenkonstanten von H* zu D* Uber eins zeigte
(Abbildung 3-29). Die Aufnahmekapazitaten hingegen naherten sich bei Ansauern
an: Bei Verwendung von D20 bei pL 5,8 wurde nur noch das 1,6-fache im Vergleich
zu H20 aufgenommen und der Effekt des ISEIE verringerte sich
(H20: (1,6 £ 0,2) nmol mg™'; D20: (2,6 + 0,3) nmol mg', Abbildung 3-29). Das
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Verhaltnis der Aufnahmekapazitaten in H20 zu D20 blieb jedoch kleiner eins
(Abbildung 3-29).

3.6 Erweiterung des Substratspektrums von EcFocA-
Varianten durch Konstriktionserweiterung

EcFocA-Mutanten mit zwei oder mehr Mutationen in den Konstriktionen zeigten
keine Passage fur das endogene Substrat, obwohl die Pore deutlich im
Durchmesser vergroRert wurde. Zudem wurde bereits die Hypothese aufgestellt,
dass durch diese Erweiterung Wasser mit in die Pore eindringen konnte und dieses
bei Erdffnung beider Konstriktionen den FNT-Transportpfad vielleicht sogar
komplett passieren kann. Um auf eine solche Erweiterung des Substratspektrums
durch Erweiterung der Konstriktionen zu prufen, wurden Schwell- und Schrumpf-
Assays mit den die EcFocA-Varianten exprimierenden Hefen durchgefuhrt
(2.16.1). Um sicherzustellen, dass das jeweilig exprimierte Protein keinen Einfluss
auf die Zellgrole der exprimierenden Hefen und damit die Ausgangslage der
Experimente hat, wurde dies exemplarisch fur Hefen die den Wildtyp und die

F75A/F202A/L79A/L89A-Variante exprimierten Uberprift (Abbildung 3-30).

EcFocA-Variante
_ F75A/F202A/
Wildtyp L79A/L89A

25 ym

S. cerevisae
W3031A Ajenl Aady2

Abbildung 3-30: GréRenvergleich der EcFocA-Varianten exprimierenden Hefen W3031A
Ajen1 Aady2.

Die Beobachtungen zeigten, dass auch bei Expression von mehrfach mutiertem
FNT keine Anderung der ZellgroRe zu beobachten war, weshalb fir alle Assays
dasselbe Ausgangs-Zellvolumen angenommen werden konnte. Zwar zeigte sich,
dass nicht alle Zellen einer Kultur gleich gro3 waren, jedoch wiesen die
observierten Proben die gleiche Heterogenitat auf, weshalb gleiche Bedingungen

angenommen werden konnten.
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3.6.1 Wasserpassage durch EcFocA-Varianten nach
Konstriktionserweiterung

Es war bereits bekannt, dass trotz der strukturellen Ahnlichkeit von FNT zu AQP
Wasser FNT nicht passieren kann (Wang et al., 2009). Zur Prifung auf
Wasserleitfahigkeit nach Konstriktionserweiterung wurde ein etablierter Schwell-
und Schrumpf-Assay verwendet (2.16.1) indem Hefeprotoplasten (2.15) einem
osmotischen Gradienten ausgesetzt werden. Gelangt dadurch Wasser in die
Zellen oder aus ihnen hinaus, andert sich das Zellvolumen, was uber
Streulichtintensitaten im 90°-Winkel nachzuverfolgen ist. Die Geschwindigkeit des
Schrumpfens und Schwellens zeigt damit indirekt eine Wasserleitfahigkeit an
(Abbildung 3-31). Hierzu wurde der Hefestamm BY4742 Afps1 mit deletiertem
endogenen AQP verwendet, um das Hintergrundsignal klein zu halten.

Efflux
AP
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Zellgrole :
—_— g
untersuchtes c
Protein n
S. cerevisiae Influx

BY4741 Afpsl
Protoplasten

nrom. Int

Verfolgen

der ZellgroRRe n

Abbildung 3-31: Schematische Darstellung des Schwell- bzw. Schrumpfassays zur
Messung von Influx oder Efflux von Wasser durch untersuchte FNT-Varianten in der Hefe.
Die verwendete Zelllinie BY4742 Afps1 wies dabei kein endogenes Aquaporin auf. Die
Hefen wurden vor dem Assay protoplastiert um die Osmosensibilitat zu erhohen. Durch
die Messung der Streulichtintensitat der Hefesuspension konnte die Anderung der
Zellgré3e nachverfolgt werden.

Die Kontrolle der Expression der untersuchten EcFocA-Varianten im
verwendeten Hefestamm erfolgte mittels Western-Blot-Analytik (Abbildung 3-32).
Analog der Expression im Hefestamm W3031A Ajen1 Aady2, konnten in dem
AQP-knock-out-Stamm alle Konstrukte auf3er EcFocA-L89A/F202A exprimiert und
in der mikrosomalen Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 3-1).

Bestimmungen der Generationszeiten zeigten auch in diesem Hefestamm, dass
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diese fur Kreuz-Mutanten im Vergleich zu denen der Hefen, die andere Varianten

exprimierten, erhoht waren (Abbildung 3-32).

Zudem wurden Hefen, die das AQP TbAQP2 exprimierten auf dessen
Expression untersucht und als Kontrolle flr die Wasserleitfahigkeit eingesetzt. Mit
dem verwendeten Anti-HA-Antikorper konnte das TbAQP2 jedoch nicht in der
Hefemembran nachgewiesen werden. Da die funktionsfahige Expression im
Arbeitskreis jedoch bekannt und Uberpruft war (Petersen und Beitz, 2020), wurde
kein weiterer Western-Blot angefertigt, um die Expression erneut zu bestatigen.
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Abbildung 3-32: Western-Blots der mikrosomalen Fraktion eines Zellaufschlusses nach
Transformation mit dem entsprechenden Konstrukt von S. cerevisiae der Linie BY4742
Afps1 nach Trennung per SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der FNT-Varianten. Der
Nachweis erfolgte durch Anti-HA-Primarantikérper. () zeigt den getrennten Aufschluss
von Hefen die mit Leerplasmid transformiert waren. Unten: Generationszeiten der Hefen
nach Transformation mit den entsprechenden Konstrukten. N = 3, Fehler stellen S.E.M.
dar.
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3.6.1.1 Wasser-Efflux aus EcFocA-Varianten nach Konstriktionserweiterung

Zunachst wurde der Wasser-Efflux durch EcFocA uberpruft im Schrumpf-Assay
bei hypertonem Milieu untersucht. Die Kurve der EcFocA-exprimierenden Hefen
glich der Kurve von Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren und zeigte so
die Undurchlassigkeit des FNTs fur Wasser (Abbildung 3-33). Um den
Kurvenverlauf auch quantitativ zu vergleichen, wurden die T1-Werte der
Streulichtkurven bestimmt. Dieser Wert beschreibt den Zeitpunkt, an dem die
Kurve einen Wert von (1 —e™) erreicht. Je kleiner der 1-Wert ist, desto schneller

leitet das Konstrukt das Wasser aus den Zellen hinaus.
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Abbildung 3-33: Schrumpfkurven von Hefen die TbAQP2 (griin), EcFocA (schwarz), die
EcFocA-Varianten L89A (blau), F75A (orange), F75A/F202A (braun) oder
F75A/F202A/L79A/L89A (pink) oder kein heterologes Protein (grau) exprimieren. Der 1-
Schwellenwert ist gestrichelt eingezeichnet. Gezeigt ist die Mittelung aus sechs bis neun
technischen Replikaten, deren Ergebnis mit N = 3 bestatigt wurde.

Wie zu erwarten, glichen sich der 1-Wert von mit Leerplasmid transformierten
Hefen von (2,3 £ 0,3) s und EcFocA (2,6 £ 0,3) s, wahrend der 1-Wert des TbAQP2
mit (1,5 £ 0,4) s knapp 40 % erniedrigt war und somit die Wasserleitfahigkeit Uber

das AQP anzeigte (Abbildung 3-34).

Als nachstes wurden zwei EcFocA-Varianten mit eroffneter exoplasmatischer
Konstriktion untersucht. Erneut wurden die F75A- und F75A/F202A-Varianten
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gewahlt, da sie die grote Erweiterung der Pore darstellten die noch
Formiatpassage erlaubten. Beide Mutanten zeigten bereits eine zum
Hintergrundsignal ca. 30 % erniedrigten 1-Wert fur den Ausstrom von Wasser mit
F75A: (1,5 £ 0,2) s und F75A/F202A: (1,7 £ 0,2) s (Abbildung 3-33). Eine

Wasserleitfahigkeit des modulierten FNT war demnach zu beobachten.

Die Untersuchung der L89A-Variante, die in der zytoplasmatischen Konstriktion
eroffnet war, zeigte ebenfalls die Passage von Wasser. Dieser war jedoch mit
(2,0 £ 0,2) s nicht so schnell wie fir die bereits erwahnten Mutanten mit eréffneter

exoplasmatischer Konstriktion (Abbildung 3-34).

Die Quadrupel-Mutante des EcFocA, F75A/F202A/L79A/L89A, zeigte ebenfalls
eine Wasserleitfahigkeit und wies von allen untersuchten EcFocA-Varianten die
schnellste Wasserleitfahigkeit auf. Der 1-Wert lag mit (1,0 £ 0,2) s sogar unter dem
des als PK getesteten TbAQP2 (Abbildung 3-34).

F75A
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F75A/F202A

F75A/L79A/LBOAIF202A

EcFocA-Variante

Abbildung 3-34: 1-Werte der Wasserleitfahigkeit fur Hefen, die EcFocA-Varianten
exprimierten, im Vergleich zu Hefen transformiert mit Leerplasmid (-) (grau) und solchen
die TbAQP2 exprimierten (grun). N = 3, Fehler stellen S.E.M. dar.

3.6.1.2 Wasser-Influx aus EcFocA-Varianten nach Konstriktionserweiterung

Diese Beobachtung der Wasserleitfahigkeit durch FNT nach Erdéffnung der
Konstriktionen sollte durch die Umkehr des Gradienten bestatigt werden. Zudem
sollte analog der endogenen Substratpassage uberpruft werden, ob FNT stets als
bidirektionaler Kanal rein gradientengetrieben leiten, oder ob die Mutation in nur
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einer Konstriktion die Direktionalitat bedingt (Abbildung 3-13). Dazu wurden die
das jeweilige FNT exprimierende Hefeprotoplasten in hypotonen Puffer gegeben,
um den Gradienten fur Wasser umzukehren und das Schwellverhalten Uber die
Streulichtintensitat nachverfolgt (Abbildung 3-31).
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Abbildung 3-35: Schwellkurven von Hefen die TbAQP2 (grin, N = 2), die EcFocA-
Varianten L89A (blau, N = 1), F75A (orange, N = 2), F75A/F202A (braun, N = 1) oder
F75A/F202A/L79A/L89A (pink, N = 2) oder kein heterologes Protein (=) (grau, N = 2)
exprimierten. Der (1 — 1)-Schwellenwert ist gestrichelt eingezeichnet. Gezeigt ist die
Mittelung aus sechs bis neun technischen Replikaten. Unten rechts: (1 — 1)-Werte der
Wasserleitfahigkeit in Import-Richtung. Fehler stellen S.E.M. dar.

Die Passage von Wasser durch EcFocA-Varianten konnte so auch in
umgekehrter Richtung gezeigt werden (Abbildung 3-35), wobei zum Vergleich
analog dem Influx der Zeitpunkt herangezogen wurde, an dem (1 —T1) erreicht
wurde. Erneut zeigten Hefeprotoplasten mit moduliertem EcFocA oder TbAQP2
nachdem sie einem hypotonen Gradienten ausgesetzt wurden, eine schnellere
Anderung des Zellvolumens als die Hefen, die kein Protein heterolog exprimierten
mit (1 —T1) von (3,1% 1,0) s. Jedoch war der Unterschied zwischen TbAQP2 und
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Hefen die kein Protein heterolog exprimierten bei diesen Assay-Bedingungen nicht
so deutlich wie bei hypertonem Gradienten, denn das TbAQP2 zeigte einen (1 — 1)-
Wert von (2,9+ 0,2) s. Zudem war der gemessene Wasser-Influx langsamer als
der Efflux.

Fir die Mutanten mit eréffneter exoplasmatischer Konstriktion, d.h. fir EcFocA-
F75A und -F75A/F202A, war fur den Efflux eine schnellere Leitfahigkeit als fur das
TbAQP2 zu beobachten ((2,2 £ 0,7) s und 1,4 s). Die Mutante mit einfacher
Mutation in zytoplasmatischer Konstriktion, EcFocA-L89A, wies ebenfalls eine
schnellere Wasserleitfahigkeit als das TbAQP2 auf (1,7 s) und erreichte
zusammen mit der F75A/F202A- und F75A/F202A/L79A/L89A-Mutante
((1,8 £ 0,6) s) den niedrigsten (1 — 1)-Wert. Es ist zu bemerken, dass fur einige
Messungen nur ein biologisches Replikat angefertigt wurde und deshalb kein

Fehler angegeben werden kann (Abbildung 3-35).

3.6.1.3 Wasser-Efflux aus EcFocA-Varianten nach Konstriktionserweiterung in

Anwesenheit des endogenen Substrates

Die Quadrupelmutante leitete im radio-Assay kein endogenes Substrat (), aber
Wasser. Um zu prufen, ob das endogene Substrat die Passage durch die
erweiterte EcFocA-Pore unterbindet, wurde die Wasserpassage in Anwesenheit
von endogenem FocA-Substrat Uberpruft. Dazu wurden Hefeprotoplasten Uber
Nacht mit 10 mM Formiat, Acetat oder Propionat inkubiert, und dann auf
Wasserleitfahigkeit geprift. Hierbei stellen Formiat und Acetat endogene
Substrate des EcFocA dar. Fur das Propionat ist nicht bekannt, ob es ein FNT-
Substrat ist, es stellt aber das nachstgrofere unverzweigte Monocarboxylat dar.
Die Hefeprotoplasten wurden nach der Inkubation analog der Wasser-Export
Messungen behandelt (3.6.1.1).

Hierbei zeigten Protoplasten mit der Quadrupel EcFocA-Variante in der
Membran bei der Kontrollmessung von Inkubation in Puffer ohne Zusatze erneut
einen schnelleren Wasserausstrom als Hefen ohne Expression eines heterologen
Proteins (Abbildung 3-36). Der 1-Wert dieses Hintergrundsignal blieb auch stets
auf demselben Niveau, egal mit welcher Substanz vorinkubiert wurde. Dies zeigte,
dass die Monocarboxylate keinen Effekt auf die Protoplasten wahrend der
Vorinkubation hatten.
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Fur die FNT-Mutanten exprimierenden Protoplasten blieb der 1-Wert allerdings
auch unabhangig von einer Vorinkubation konstant, so dass ein Effekt der
Porenverstopfung durch das endogene Substrat Formiat oder Acetat ausblieb.
Selbst das grolkere Propionat konnte die Porenverstopfung fir Wasser nicht
herbeifihren (Abbildung 3-36).
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Abbildung 3-36: Schrumpfkurven von Hefen die EcFocA-F75A/F202A/L79A/L89A (pink)
oder kein heterologes Protein (=) (grau) exprimieren. Der 1-Schwellenwert ist gestrichelt
eingezeichnet. Mittelung aus sechs bis neun technischen Replikaten gezeigt, mit N = 2
bestatigt.

3.6.2 Protonen-Passage durch EcFocA-Varianten nach
Konstriktionserweiterung
Klassische wasserleitende Kanale schlieRen Protonen aus (Beitz et al., 2006).
Dem gegenuber stand fur die wasserleitenden EcFocA-Varianten die Hypothese
der Protonierung des zentralen Histidins, da eine AQP-ahnliche
Wasserleitfahigkeit die Passage von Protonen verhindern wiarde (Murata et al.,
2000). So sollte als nachstes geprift werden, ob Protonen mit dem Wasser durch

das erweiterte EcFocA mit erzeugter Wasserleitfahigkeit gelangen konnen.
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Um das Passieren von Protonen zu prufen, wurde ein neuer Assay entwickelt,
bei dem die Hefeprotoplasten mit dem Fluoreszenz-pH-Indikator 6-FAM beladen
wurden. Dieser verliert mit Sinken des pH-Wertes, auch innerhalb von Hefezellen,
an Fluoreszenzintensitat (Bracey et al., 1998). Gelangen Protonen in die
beladenen Hefen, senkt sich demnach das gemessenes Fluoreszenzsignal der
Probe (Abbildung 3-37). So wurden Hefeptoplasten, die EcFocA-Wildtyp oder die
Quadrupel-Mutante EcFocA-F75A/F202A/L79A/L89A exprimierten, vermessen
(2.16.2). Es wurden Protoplasten generiert und vermessen, um die Bedingungen

den Experimenten zur Wasserleitfahigkeit gleich zu halten.

H+
untersuchtes
Protein 91
Verfolgen der
Fluoreszenz
ApH _ >

S. cerevisiae
BY4741 Afpsl
Protoplasten

Abbildung 3-37: Schematische Darstellung des Fluoreszenz-Assays zur Messung von
Protonenfluss durch untersuchte FNT-Varianten in der Hefe. Die verwendete Zelllinie
BY4742 Afps1 wies dabei kein endogenes Aquaporin auf. Die Hefen wurden mit dem
Fluoreszenz-pH-Indikator 6-FAM (gelb) beladen, protoplastiert und einem pH-Gradienten
ausgesetzt. Kénnen durch das untersuchte Protein Protonen in die Hefen gelangen, nimmt
das Fluoreszenzsignal ab.

Fur Hefeprotoplasten die mit Leerplasmid oder dem Plasmid kodierend flr das
Wildtypprotein transformiert waren, waren lediglich Spannungsanderungen, die die
Anderung der Fluoreszenzintensitat abbilden (Abbildung 3-37), um 0,3V zu
vermerken. Die initiale Rate aus dem Fit durch die gemessenen Datenpunkte belief
sich fur den EcFocA-Wildtyp nach Abzug des Hintergundsignals auf
(0,045 +0,018) s'. Fir die EcFocA-Quadrupelmutante hingegen war eine
deutliche  Abnahme des  Fluoreszenzsignals nach  Anlegen des
Protonengradienten durch die Anderung der gemessenen Spannung am
Photomultiplier zu vermerken. Die Anderung betrug (iber 1 V und die initiale Rate
aus dem Fitting durch die gemessenen Datenpunkte belief sich nach Abzug des
Hintergrundsignals auf (0,38 + 0,23) s™'. Dies entspricht der neunfachen Rate des
Wildtyps. So wurde geschlussfolgert, dass durch die Eroéffnung beider

Konstriktionen ein Protonenstrom durch das FNT maoglich ist.
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Abbildung 3-38: Anderung der gemessenen Fluoreszenzintensitat von mit 6-FAM
beladenen Hefeprotoplasten, die den EcFocA-Wildtyp (N=2) oder die
F75A/F202A/L79A/L89A-Mutante (N =3) exprimierten, nach Anlegen eines
Protonengradienten von ApH = 1. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen (N = 3).
Gezeigt ist eine Mittelung aus sechs bis neun technischen Replikaten. Rechts: Abgeleitete
initiale Raten k fiir die Protonenleitfahigkeit, Fehler stellen S.E.M. dar.

3.6.3 Passage von neutralem Methylamin durch EcFocA-Varianten
nach Konstriktionserweiterung

Ein weiteres Substrat, das auf Passage durch die erdffneten EcFocA-Mutanten
gepruft wurde, war Methylamin. Durch einen phanotypischen Detoxifizierungs-
Assay kann der Export des zytotoxischen Stoffes aus Hefezellen beobachtet
werden und so auf die Passage des Methylamins durch das jeweilig exprimierte
Protein rickgeschlossen werden. Ohne methylaminleitendes Membranprotein ist
das Wachstum der Hefezellen in diesem Assay gehindert. Ein Anwachsen der
Hefen zeigt demnach die Passage von Methylamin an (Abbildung 3-39, Wu et al.,
2008). Um das Hintergrundsignal moglichst gering zu halten, wurden Hefen mit
deletiertem endogenen AQP (Fps1) und Glyceroltransporter (StI1) flr den

Detoxifizierungsassay verwendet.
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Abbildung 3-39: Schematische Darstellung des Detoxifizierungs-Assays zur
phanotypischen Beobachtung von einer Methylaminpassage durch untersuchte FNT-
Varianten in der Hefe. Die verwendete Zelllinie BY4741 Afps1 Astl1 wies dabei keine
endogenen Wasser- oder Glycerol-Kanale auf. Die Hefen nehmen das im Medium
protonierte Methylamin Uber die endogenen Ammoniumtransporter Mep1-3 auf. Im Zytosol
wird dieses neutralisiert. Nur wenn das jeweilig heterolog exprimierte Protein dieses
neutrale Methylamin leiten kann, kann dieser zytotoxische Stoff wieder ausgeschleust
werden und die Zellen kdnnen anwachsen.

Die Expression in der Zelllinie BY4741 Afps1 Astl1 konnte flir die untersuchten
Konstrukte mittels Western-Blot-Analytik bestatigt werden (Abbildung 3-40). In
dieser Zelllinie konnte, im Vergleich zu anderen verwendeten Hefestammen in
anderen Experimenten, auch ein Signal flir die EcFocA-L89A/F202A-Variante
detektiert und damit untersucht werden. Auch die Generationszeiten der diese
Variante exprimierenden Hefen war naher im Bereich der Hefen, die andere Kreuz-
Mutanten exprimierten. Erneut wurde fur das TbAQP2 keine Bande im
durchgefuhrten Western-Blot-Experiment nachgewiesen, aber die beobachtete

Funktion liel® erneut auf den erfolgreichen Einbau in der Membran rickschliel3en.

Nach serieller Verdlinnung der entsprechend transformierten
Hefesuspensionen auf SD-Kontrollmedium und Methylamin-Medium (pH 5,5)
wurden die Kulturschalen bis zum sichtbaren Anwachsen von Hefen die TbAQP2
exprimierten, welches Methylamin leiten kann, inkubiert. Auf den SD-
Kontrollplatten zeigten alle Kolonien auch bei 1000-facher Verdinnung ein
ahnliches Wachstum durch sichtbare Koloniebildung (Abbildung 3-41). Dadurch
wurde die Unversehrtheit der Zellen, die fur das Experiment verwendet wurden,

bestatigt.
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Abbildung 3-40: Western-Blots der mikrosomalen Fraktion eines Zellaufschlusses nach
Transformation mit dem entsprechenden Konstrukt von S. cerevisiae der Linie BY4741
Afps1 Astl1 nach Trennung per SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der FNT-Varianten.
Der Nachweis erfolgte durch Anti-HA-Primarantikérper. (—) zeigt den getrennten
Aufschluss von Hefen, die mit Leerplasmid transformiert wurden. Unten:
Generationszeiten der Hefen nach Transformation mit den entsprechenden Konstrukten,
N = 1-3, Fehler stellen S.E.M. dar.

Auf dem Methylamin-Selektionsagar wuchsen bereits ab der unverdlinnten
Reihe nicht alle Hefen gleichermalden. Ab dem ersten Verdinnungsschritt zeigten
Hefen, die die EcFocA-F75A-Variante exprimierten, ein sichtbar vermindertes
Wachstum. Ab dem zweiten Verdunnungsschritt wuchsen auch Hefen die mit
Leerplasmid transformiert waren, Hefen die den EcFocA-Wildtyp oder die
EcFocA-L89A- und -F75A/L79A-Variante exprimierten deutlich weniger gut. Die

Expression weiterer getesteter Konstrukte (TbAQP2,
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EcFocA-L89A/F202A, -F75A/L79A/L89A und -F75A/L79A/L89A/F202A) fuhrte

jedoch bis zur 1000-fachen Verdinnungen zu sichtbarem Koloniewachstum

(Abbildung  3-41). Dies zeigte, dass die Einfach-Mutanten keine
Methylaminpassage ermdglichten, analog dem EcFocA-Wildtyp, und den Hefen

die kein Protein heterolog exprimierten.

SD-Kontrolle

TbAQP2
()
Wildtyp

F75A

L89A
F75A/L79A

L89A/F202A

EcFocA-Variante

F75A/L79A/L89A

F75A/LT9A/LB9A/F202A
ODg, 100 107 102 10 100 10" 102 1079
Abbildung 3-41: Serielle Verdinnung von Hefesuspensionen auf festem SD-Kontroll-
Medium (links) und Methylamin-Medium (25 mM, pH 5,5, rechts). Die Hefen exprimierten
EcFocA-Varianten mit Eroffnung der Konstriktionen (exoplasmatisch: F75A (orange),
zytoplasmatisch: L89A (blau), Kreuz: F75A/L79A, L89A/F202A, F75A/L79A/L89A,
F75A/L79A/L89A/F202A (pink)), TbAQP2 (grun) oder kein heterologes Protein (=) (grau).
Die einfache Durchfiihrung des Experimentes ist gezeigt und wurde mit N = 3 bestatigt.
Fir die EcFocA-F79A/L89A-Variante konnte in einem biologischen Replikat
ebenfalls die Passage von neutralem Methylamin beobachtet werden (Abbildung
3-42). So zeigten alle getesteten Kreuz-Mutanten des EcFocA und das TbAQP2

eine Passage des neutralen Methylamin.
SD-Kontrolle Methylamin pH 5,5
(=)
TbAQP2
Wildtyp

F75A/L7T9A

EcFocA-
Variante

ODg, 10° 107 102 103  10° 101 102 103

Abbildung 3-42: Serielle Verdinnung von Hefesuspensionen auf festem SD-Kontroll-
Medium (links) und Methylamin-Medium (25 mM, pH 5,5, rechts). Die Hefen exprimierten
den EcFocA-Wildtyp (schwarz) und die F75A/L79A-Variante (pink) TbAQP2 (griin) oder
kein heterologes Protein (-) (grau). Einfache Durchfiihrung des Experimentes gezeigt, mit
N = 2 bestatigt.
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3.6.4 Passage von protoniertem Methylamin durch EcFocA-Varianten
nach Konstriktionserweiterung

Der bereits verwendete Methylaminassay wurde abgewandelt, um nicht auf die
Passage von neutralem, sondern von protoniertem, positiv geladenen Methylamin
zu testen. Hierbei wurde auf die Aufnahme des kationischen Substrates gepruft
und nicht auf das Ausschleusen des Neutralteilchens. Kann protoniertes
Methylamin entlang des Konzentrationsgradienten aufgenommen werden, wird es
im Zytosol neutralisiert und verbleibt dort nach dem Prinzip der lonenfalle. Dadurch
sterben die Zellen, die ein Protein exprimieren welches kationisches Methylamin
leiten kann, ab (Abbildung 3-14).

untersuchtes
Protein

Wachstum )(

Zelltod

S. cerevisiae
31091 Amepl-3 Afpsl

Abbildung 3-43: Schematische Darstellung des Intoxikations-Assays zur phanotypischen
Beobachtung einer Aufnahme von protoniertem Methylamin durch untersuchte FNT-
Varianten in der Hefe. Die Zelllinie 31091b Amep1-3 Afps1 weist keine Kanale flr das
protonierte oder neutrale Methylamin auf, und ist damit optimal flr den Assay. Sind die
heterolog exprimierten Proteine in der Lage, protoniertes Methylamin zu leiten, gelangt
dieses entlang des Konzentrationsgradienten in die Zellen und fihrt zum Zelltod oder zu
verlangsamtem Wachstum.

Es sollte die Zelllinie 31091b Amep1-3 Afps1 verwendet werden, der neben
dem Gen fur das endogene Hefe-AQP Fps1 auch die Gene fur die drei endogenen
Ammonium-Transporter Mep1-3 deletiert aufweist. Zudem sollte zur Beobachtung
von Kationenleitfahigkeit ein ausreichend hoher pH gewahlt werden (Krenc et al.,
2013). So soll der Hintergrund minimiert werden, da Uber Fps1 ggf. neutrales
Methylamin mit in die Zellen hinein- oder wieder hinausgelangt bzw. Uber die
Ammoniumkanale Mep-1, -2 oder -3 das kationische Methylamin das Zytosol in
jedem Falle erreicht. Dieser Hefestamm stand jedoch nicht naiv zur Verfugung,
weshalb der Stamm 31091b Amep1-3, der noch das intakte fps1-Gen aufweist,

verwendet wurde.
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Abbildung 3-44: Oben: Western-Blots der mikrosomalen Fraktion eines Zellaufschlusses
nach Transformation mit dem entsprechenden Konstrukt von S. cerevisiae der Linie
31091b Amep1-3 nach Trennung per SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der FNT-
Varianten. Der Nachweis erfolgte durch Anti-HA-Primarantikérper. (-) zeigt den
getrennten Aufschluss von Hefen die mit Leerplasmid transformiert waren. Unten:
Generationszeiten der Hefen nach Transformation mit den entsprechenden Konstrukten,
N=1.

Die Expressionskontrolle der EcFocA-Varianten in diesem Stamm erfolgte
mittels Western-Blot-Analytik (Abbildung 3-44). Hierbei zeigte sich, wie bei
anderen in dieser Arbeit verwendeten Hefelinien, dass die Kreuz-Mutante EcFocA-

L89A/F202A nicht intakt, sondern nur als Abbruchfragment nachweisbar war. Wie

in anderen Hefezelllinien lagen die Generationszeiten der Kreuz-Mutanten
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exprimierenden Hefen Uber denen der anderen, aber der Effekt war in dieser

Zelllinie weniger deutlich ausgepragt (Abbildung 3-44).

Fur Hefen, die kein Protein heterolog exprimierten, wurde ein deutliches
Hefewachstum auf festem Methylaminmedium mit pH 7,5 erwartet. Hefen, die mit
dem Gen fur den Ammoniumtransporter aus der Tomate, LeAMT1;1, transformiert
waren, sollten die Aufnahme von kationischem Methylamin anzeigen. Hier wurde
ein deutlich vermindertes Hefewachstum erwartet, da dieser Kanal das
Ammoniumanalogon leiten kann (Ludewig et al., 2002). Eine weitere Kontrolle
stellten Hefen, die das TbAQP2 exprimierten, dar. Das TbAQP2 kann lediglich
neutrale Teilchen wie das neutrale Methylamin leiten und sollte somit ebenfalls gut
auf festem Methylaminmedium mit pH 7,5 wachsen. Die beiden Kontrollen
LeAMT1;1  und TbAQP2 konnten nicht mittels Western-Blot-Technik
nachgewiesen werden, die intakte Expression und Funktion in der Hefe war jedoch
bereits in anderen Studien gezeigt (Krenc, 2012; Petersen und Beitz, 2020) und
die korrekte Gensequenz des zur Transformation verwendeten Plasmids wurde

durch Sequenzierung bestatigt (2.7).

Jedoch wurde wider Erwarten weiterhin ein Wachstum fur Hefen, die LeAMT1;1
exprimierten, festgestellt werden (Abbildung 3-45). Das Wachstum dieser Hefen
unterschied sich erst im letzten Verdunnungsschritt deutlich von Hefen, die kein
Protein heterolog exprimierten, welche in allen Verdinnungen deutliches
Wachstum auf den Selektionsplatten zeigte. Das TbAQP2 weist eine hohe
Leitfahigkeit fur das neutrale Methylamin aber keine fur das kationische auf
(Uzcategui et al., 2018; Abbildung 3-41). Hefen, die das TbAQP2 exprimierten,

wuchsen von allen getesteten Konstrukten am deutlichsten auf Selektionsmedium.

Flr das untersuchte EcFocA sowie fur die Einfach-Mutanten F75A und L89A
zeigte sich ein deutliches Wachstum der mit den entsprechenden Plasmiden
transformierten Hefen auf Kontroll- und dem Selektionsagar. Ab dem zweiten
Verdunnungsschritt zeigte sich ein abgeschwachtes Wachstum gegenuber den
Hefen die kein Protein heterolog exprimierten (Abbildung 3-45). Fir die Kreuz-
Mutanten des EcFocA zeigte sich wildtypahnliches Wachstum auf Kontroll-Agar.
Auf dem Methylamin-Selektionsmedium mit einem pH von 7,5 zeigte sich hingegen
kein Anwachsen. Lediglich die F75A/L79A- und die F75A/L79A/L89A-Variante

zeigten in der unverdinnten Reihe noch schwaches Wachstum. Dies lasst die
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Interpretation zur vermehrten Aufnahme des kationischen Methylamins zu,

welches dann nicht ausreichend aus den Hefen geschleust werden kann.

Wildtyp
Y
~
=
]
= L89A
g F75A/L79A
3
< L89A/F202A
<
= F75A/L79A/L89A
F75A/L79A/L89A/F202A

ODggo 10 10" 102 10 10° 10" 102 103

Abbildung 3-45: Serielle Verdinnung von Hefesuspensionen auf festem SD-Kontroll-
Medium (links) und Methylamin-Medium (25 mM, pH 7,5, rechts) flir den phanotypischen
Assay zur Prufung auf die Passage von protoniertem Methylamin durch EcFocA-Varianten
nach Erdffnung der Konstriktionen. Exoplasmatisch: F75A (orange), zytoplasmatisch:
L89A (blau), Kreuz: F75A/L79A, L89A/F202A, F75A/L79A/L89A, F75A/L79A/L8OA/F202A
(pink) im Vergleich zu Hefen die kein Protein heterolog exprimierten (=) (grau) und Hefen
die LeAMT1;1 und TbAQP2 exprimierten (grin). Die einfache Durchfiihrung des
Experimentes ist gezeigt, wurde mit N = 3 bestatigt.
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3.6.5 Glycerol-Passage durch EcFocA-Varianten nach
Konstriktionserweiterung

Mit dem Radio-Assay (2.14) konnte auch auf die Passage von Glycerol nach
Konstriktionserweiterung untersucht werden. Die Messung erfolgte in dem
Monocarboxylat-knock-out-Stamm W3031A Ajen1 Aady 2, flr den die Expression
der getesteten Konstrukte bereits bekannt war (Abbildung 3-1). Hefen, die TbAQP2
exprimierten, welches Glycerol leiten kann, nahmen in 240 s ca. 0,1 nmol mg""
Glycerol auf. Sowohl Wildtyp-EcFocA als auch die drei untersuchten Varianten
EcFocA-F75A, -F75A/F202A und -F75A/F202A/L79A/L89A zeigten keine
Aufnahme Uber dem Niveau des Hintergrunds (Abbildung 3-46).

Glycerol
/nmol mg-1 240 s

F75A| B

o
&

Wildtyp i—c
—

F75A/F202A|
TbAQP2

F75A/F202A/L79A/L89A

EcFocA-Variante
Abbildung 3-46: Glycerol-Aufnahme nach 240 s bei pH 6,8 durch die EcFocA-Varianten
F75A (orange, geschlossen), F75A/F202A (orange, geoffnet), F75A/F202A/L79A/L89A
(pink) im Vergleich zum EcFocA-Wildtyp N = 2, Fehler stellen S.E.M dar, und TbAQP2
N = 1, Fehler stellt hier die S.D. dar. Das Hintergrundsignal wurde abgezogen.
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Die Rolle der hochkonservierten, hydrophoben Konstriktionen innerhalb der
FNT-Familie war vor dem Verfassen dieser Arbeit in der Literatur nicht
abschlieRend geklart. Es finden sich widersprichliche Hypothesen und
Ergebnisse, die ratenbestimmende (Wang et al., 2009) oder richtungsweisende
Funktionen (Hunger et al., 2014), Selektivitatsfiltereigenschaften (Wang et al.,
2009) oder Wasserbarrieren postulieren (Czyzewski und Wang, 2012; 1.2.2.5).
Auch Uber den Transportmechanismus und die Form des schwach sauren
Substrates (protoniert oder deprotoniert) herrschte Uneinigkeit (1.2.2). Die
strukturelle Ahnlichkeit zu den AQP lieR nur wenige Schllisse zur Klarung dieser
Fragen zu (1.2.1.1). Am prominentesten aber ist der Disput um das in nahezu allen
FNT zu findende zentrale Histidin zwischen diesen Konstriktionen, dessen

Protonierungszustand diskutiert wird.

4.1 Evaluation des Hefe-Testsystems

Zur Charakterisierung der hydrophoben Konstriktionen der FNT wurde der
prokaryotische Prototyp, das EcFocA, sowie ein eukaryotischer Vertreter der
Familie, das PfFNT, durch Modulation ihrer Konstriktionen untersucht. Die
entsprechenden Gensequenzen konnten gezielt mutiert und erfolgreich in
Hefezellen eingebracht werden (3.1). Western-Blot-Analysen bestatigten die
erfolgreiche Expression nahezu aller generierten Varianten und der im Verlauf
verwendeten Kontrollen in der fur Substratpassageestudien verwenden Hefelinie
W3031A Ajen1 Aady2 (3.1). Hierbei zeigten sich neben der Bande fur das intakte
Protomer auch kirzere Abbruchfragmente, vor allem fur das EcFocA (Abbildung
3-1). Dies war fur die Proteine bekannt und es war bereits beschrieben, dass die
Funktion dadurch nicht gestort ist (EcFocA: Wiechert, 2017; hAQP9: Bader und
Beitz, 2020; hMCT1: Kopnick et al., 2021). So konnten die generierten Varianten

der FNT in der Hefe auf Basis der erfolgreichen Expression charakterisiert werden.

S. cerevisiae-Hefe stellt ein dulRerst robustes, zellbasiertes Expressionssystem
dar, das Uber die untersuchte pH- und Temperaturspanne stabil ist (Volkov, 2015).
Durch den knock-out der endogenen Monocarboxylattransporter Jen1 und Ady2
konnten sehr geringe Hintergrundeffekte erzielt werden (Wiechert, 2017). Dies
wurde durch Aufnahmekurven im Neutralen bestatigt (Abbildung 3-4). Die korrekte

Insertion von Mutanten, welche nur das Innere eines Membranproteins verandert
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in die Hefe-Zellmembran vorwiesen, wurde bereits gezeigt (Wu et al., 2015;
Koépnick et al., 2021). Aulerdem ist der Radio-Assay fur den diese Hefen
eingesetzt wurden fur die Bestimmung von kinetischen Parametern von
Monocarboxylattransportern ausgelegt (Grollman et al., 2000) und wurde im
Arbeitskreis seit 2015 fur das Hefe-Expressionssystem optimiert (Wu et al., 2015).
Das Anwendungsspektrum des Assays wurde durch Anwendung in einem 96-well-
Platten-Format (2.14.2) und Efflux-Experimenten (2.14.1) erweitert und optimiert.
Durch die Ubertragung auf das 96-well-Format wurde die Messmethodik so auch
fur screenings zu FNT- und MCT-Inhibitoren optimiert (Meier, 2020) und die
Erhebung der Daten wesentlich verkurzt wodurch der Durchsatz erhoht wurde.
Gleichzeitig wurde das Abfallvolumen im Vergleich zum vor Beginn dieser Arbeit
etablierten Assay im Sinne des Strahlenschutzes deutlich verringert (2.14.2).
Durch Verwendung dieses Assays konnten so reine Effekte der Messbedingungen
auf das FNT allein untersucht werden. Zusatzlich ist die Vermessung des
eukaryotischen PfENT in bakteriellen Systemen wie E. coli nicht moglich, da sich
Proteinaggregate (bekannt als inclusion bodies) bilden (Holm-Bertelsen, 2016).
Aulerdem sind Hefen Uber eine grof3en pH-Bereich stabil und konnten so Uber die
gesamte untersuchte pH-Spanne verwendet werden. Deshalb und zur
Vergleichbarkeit des erhobenen Datensatzes mit in der Literatur publizierten

Ergebnissen wurde auf die homologe Expression von EcFocA in E. coli verzichtet.

Studien an FNT zeigten bereits, dass jeder Subtyp ein praferiertes Substrat hat,
welches deutlich hdhere Aufnahmekapazitaten zeigt als Nebensubstrate (Tabelle
1; Rycovska et al., 2012, Lu et al., 2012b, Czyzewski und Wang, 2012, Wiechert
et al., 2017). Deshalb wurde flr Experimente mit EcFocA-Varianten nur Formiat
als endogenes Substrat gewahlt und fir PfFNT-Varianten meist L-Laktat, um das
Signal-Rausch-Verhaltnis zu optimieren. Zur Vergleichbarkeit von Daten zum
PfENT mit EcFocA wurde jedoch teilweise auch die Formiat-Passage durch PfFNT

gemessen.

4.2 Die FNT-Konstriktionen haben eine
ratendiskriminierende Funktion
Die Ergebnisse zur endogenen Substratpassage durch diverse EcFocA- und
PfENT-Mutanten mit erweiterten Konstriktionen (3.1) bestatigen das

widerspruchliche Bild in der Literatur, dass Erweiterungen der Konstriktionen
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teilweise zu erhdhten, in anderen Studien zu gesenkten Aufnahmeraten
oder -kapazitaten fihrten (Wang et al., 2009; Czyzewski und Wang, 2012; Lyu et
al., 2021; 1.2.2.5). Diese Beobachtung wurde sowohl bei Einfach- und
Doppelmutation flr die exo- als auch fur die zytoplasmatische Konstriktion
gemacht (3.1.1, 3.1.2). Bei Erweiterung beider Konstriktionen kam die
Substratpassage schlielBlich ganzlich zum Erliegen (3.1.3). Solche Kreuz-
Mutanten sind in der Literatur noch nicht beschrieben und die Beobachtung, dass
durch extreme Erweiterung der Konstriktionen der Transport komplett erliegt, ist

neu.

Dies betont zunachst die essenzielle Funktion der Konstriktionen und ihrer
Zusammensetzung, welche sich anhand des Konservierungsgrades bereits
vermuten lie (Mukherjee et al., 2017; Abbildung 1-9). Es zeigt zudem die feine
Abstimmung des Konstriktionsdurchmessers fiur die endogen optimale
Substratpassage auf: Eine zu enge Pore wurde Substrate der GroRe wegen
ausschlielen (Wiechert et al., 2017), aber eine sehr weite Pore scheint die Raten
durch das Protein nicht unermesslich zu steigern, sondern ab einem gewissen
Durchmesser zu verlangsamen. Anhand mehrerer Mutanten von zwei
verschiedenen FNT wurde so experimentell die ratendiskriminierende Funktion der
hydrophoben Konstriktionen der FNT gezeigt.

4.3 Die Richtung der Substratpassage durch FNT ist
nicht durch die Konstriktionen bedingt

Neuere Literatur zum EcFocA postuliert zwei verschiedene Substratpassage-
mechanismen fur Influx und Efflux (Kammel et al., 2022a; Kammel et al., 2022b;
1.2.2.3). Einzelne konstriktionsbildende Aminosauren seien demnach allein fur den
Export und andere allein fur den Import zustandig (Hunger et al., 2014). Der
dielectric-slide-Mechanismus wurde allein durch Substratimport-Experimente
aufgestellt und aufgrund der pseudo-symmetrischen Struktur der FNT (Abbildung
1-5) die Ubertragbarkeit fiir den Export zwar angenommen, aber nicht
experimentell Uberpruft (Wiechert, 2017). Der proton-relay-Mechanismus wurde
durch Metaanalysen aufgestellt und soll bidirektional gleich ablaufen (Lu et al.,
2013). Fur bakterielle FNT sind beide Passage-Richtungen gleichbedeutend, da je
nach physiologischem Zustand und Umgebung die Substrate aufgenommen oder

abgegeben werden (Suppman und Sawers, 1994). Fur einige FNT, wie dem
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eukaryotischen PfFENT, ist hingegen allein die Efflux-Passage physiologisch
relevant, da sie allein zum Ausschleusen von Stoffwechselendprodukten

verwendet werden (Wu et al., 2015).

Um den Einfluss der Konstriktionen auf die Direktionalitdt der FNT zu
untersuchen, wurden die generierten EcFocA-Varianten mit einfach modulierter
Konstriktion neben dem Influx- auch auf Anderungen im Efflux-Verhalten hin
untersucht (3.1.4). Hierbei wurde bestatigt, dass die FNT bidirektional leiten, und
gezeigt, dass unabhangig von der Lage der eingebrachten Mutation ahnliche
Auswirkungen auf den Substratexport, analog dem Influx, resultierten. Da die
eingesetzten Hefen fur Efflux-Kurven aufgrund unterschiedlicher Raten in Influx-
Richtung (3.1.1, 3.1.2) eine unterschiedliche Beladung zum Start der Efflux-
Messung aufwiesen, musste fur einen Vergleich untereinander das Messsignal fur
Efflux-Kurven auf den jeweiligen Startpunkt normiert werden. Dadurch ist ein
direkter Vergleich mit Zahlenwerten der Influx-Experimente nicht moglich. Es ist
dennoch abzuleiten, dass die Konstriktionen fir beide Richtungen der
Substratpassage essenziell sind, da die einfache Erweiterung bereits zu
Anderungen des endogenen Transportverhaltens in beide Richtungen fiihrte. Dies
spricht gegen unterschiedliche Transportmechanismen je Transportrichtung
(Kammel et al., 2022a; Kammel et al., 2022b, 1.2.2.3).

Kontrollen mit einem milchsaureleitenden Kanalprotein (hAQP9), einem
Monocarboxylat/H*-leitenden Transporter (hMCT1) und dem Wildtyp-EcFocA
(Abbildung 3-12) zeigten aullerdem, dass das gewahlte und optimierte
Messsystem in der Lage war, die Unterschiede zwischen den Proteintypen
darzustellen: Der klassische Transporter hMCT1 zeigte verglichen zum EcFocA-
Wildtyp einen langsameren Ausstrom aus den Hefezellen. Der klassische Kanal
hAQP9 hingegen zeigte keinen Efflux, da es die Substratprotonierung nicht
erleichtert und zytosolisch (neutraler pH) kaum das neutralisierte Substrat
Milchsaure vorliegt. Dies zeigte so die Akkumulation von L-Laktat Gber das hAQP9
in den Hefezellen nach dem Prinzip einer lonenfalle an. Dieser lonenfallen-
Mechanismus Uber hAQP9 wurde von Katharina Geistlinger erstmalig beobachtet
und wurde durch die in dieser Arbeit getatigten Efflux-Experimente bestatigt
(Geistlinger et al., 2022). Es zeigte sich durch diese Vergleiche, dass die
Substratprotonierung vom Wildtyp-EcFocA auch in Efflux-Richtung erleichtert ist,

da sonst kein Efflux zu beobachten ware.
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In den zitierten homologen in-vivo-Studien am EcFocA ist zwar der knock-out
des focA-Gens im E. coli-Genom gegeben (Hunger et al., 2014), jedoch sind
andere Effekte nicht direkt bericksichtigt. Es ist beispielsweise bekannt, dass
Formiat die Bakterien auch Uber einen bisher unbekannten Weg verlassen kann,
etwa Uber ein weiteres FNT, wie das EcNirC, oder auch Uber noch nicht
identifizierte Proteine (Beyer et al., 2013). Zudem ist auch die feine Abstimmung
der Expression der Pyruvat-Formiat-Lyase B (PfIB) und dem EcFocA in-vivo
beschrieben (Sawers, 2006). Aul3erdem sind mehrere Gene in E. coli durch die
Formiat-Hydrogen-Lyase A (FhIA) reguliert, welche durch Formiat stimuliert wird
(Beyer et al., 2013). So sind im homologen Testsystem sicher die Bedingungen
naher an den endogenen und bilden die ganze Funktion des Formiat-
Stoffwechsels in E. coli ab. Um jedoch eindeutige SchlUsse, allein Uber das
EcFocA und damit im Allgemeinen Uber FNT zu treffen, mag ein isoliertes

Testsystem besser geeignet sein.

Auch die in einigen Studien zu den FNT verwendeten Proteoliposomen decken
diese Eigenschaften ab. Hier gestaltet sich jedoch die Extraktion aus einem zell-
oder zellfrei-basierten Expressionssystem als limitierender Schritt und viele der
Messungen sind etwa aufgrund der Stabilitat oder Grof3e der Proteoliposomen nur
bedingt in solchem Umfang moglich, wie die in dieser Arbeit getatigten
Experimente in der Hefe (Holm-Bertelsen et al., 2016). Daten zur Funktionalitat
des PfENT bestatigten bereits die Vergleichbarkeit von hefe- und zellfreibasierten
Studien uber FNT und unterstitzen so die Nutzung des heterologen

Expressionssystems (Hajek et al., 2019).

So sind die neuesten Hypothesen zum EcFocA aus in-vivo-Studien im Kontext
des Gesamtproteoms und dessen genetischer Regulation in E. coli-Bakterien zu
betrachten, wohingegen die in dieser Arbeit und die meisten der sonst zu FNT
veroffentlichten Studien, allein auf die FNT zu beziehen sind. So kann mit den
Daten zum FNT-Efflux aus dieser Arbeit (3.1.4) vermutlich ausgeschlossen
werden, dass ein FNT allein zwei verschiedene Transportmechanismen aufweist.
Ein gating durch ein intrazellular bindendes Protein (wie vom PfIB am EcFocA)
hingegen konnte tatsachlich ein FNT beeinflussen und in-vivo einen Einfluss auf
die Richtung der Substratpassage haben. Dies konnte die Diskrepanzen in der
Literatur (LU et al., 2013; Wiechert und Beitz 2017b; Helmstetter et al., 2019;
Kammel et al., 2022a; Kammel et al., 2022b; 1.2.2.3) erklaren.
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4.4 Die pH-abhangige Substratpassage durch FNT ist
nur mit hydrophoben Konstriktionen moglich

Far FNT war bekannt, dass sie im neutralen noch einen leichten Anionenstrom
aufweisen, aber im Sauren durch Nutzen der PMF reine Anion/H*-Symporter sind
(Wu et al., 2015; Wiechert und Beitz 2017b). Deshalb wurde die pH-Abhangigkeit
der Susbstratpassage der generierten FNT-Varianten Uber eine pH-Spanne von
vier Einheiten mit dem Wildtyp-Verhalten verglichen (3.2). Fur die beiden Wildtyp-
FNT zeigte sich der bekannte glockenférmige, pH-abhangige Kurvenverlauf
(Abbildung 3-15; Wiechert und Beitz, 2017b). Der Anstieg ergibt sich durch die
ansteigende Protonenkonzentration im Sauren, der Abfall ist damit zu erklaren,
dass ab ca. pH = pKs weniger anionisches Substrat vorliegt, und damit die
Substratattraktion verringert ist (LU et al., 2011; Wiechert und Beitz, 2017b). Es
bestatigte sich auch, dass das PfFNT weniger und langsamer Formiat leitet als das
EcFocA. Dies ist durch die Grélke des vorgelagerten ®/K-Filters zu erklaren, der
fur jedes FNT an das endogene Hauptsubstrat angepasst ist (Wiechert et al.,
2017).

Die untersuchten EcFocA-Varianten decken eine Vergrof3erung der
exoplasmatischen Konstriktion um das 12- bis 36-fache ab (Abbildung 3-17). Fur
alle Mutanten, aul3er die EcFocA-Variante mit der kleinsten Erweiterung (EcFocA-
F75N), zeigte sich eine Entkopplung der initialen Transportrate vom pH-Wert des
externen Mediums und nur schwache, konstante initiale Transportraten oder der
vollstandige Verlust der Formiatpassage im Sauren (3.2, Abbildung 3-18). So
wurde der Unterschied zwischen Mutanten und Wildtyp im Sauren immer groR3er.
FUr das modulierte eukaryotische PfFNT zeigte sich derselbe Sachverhalt. Dies
unterstreicht damit den Modellcharakter vom EcFocA und zeigt die allgemeine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit auf andere Vertreter der FNT-

Familie, besonders fur den Subtyp der Formiat-Kanale (Tabelle 1).

FNT erleichtern endogen die Protonierung des Substrates (Bader und Beitz,
2020; 4.3). Dies wird besonders deutlich, betrachtet man das
Protonierungsgleichgewicht des Substrates eines Kanal- oder Transportproteins
parallel zum Anstieg der initialen Transportrate flr dieses (Abbildung 4-1). Fur das
EcFocA zeigt sich hierbei, dass die gefittete Glockenkurve, die den Verlauf der

gemessenen initialen  Transportrate  abbildet, deutlich  Uber dem
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Protonierungsgleichgewicht der Ameisensaure verlauft (Abbildung 4-1). Daraus
kann gefolgert werden, dass EcFocA die Protonierung des Substrates erleichtert,
da es das zeitweise neutrale Substrat leitet und so das Proton mit durch die Pore
fuhrt. FUr ein Protein, welches allein die bereits protonierte Saure leitet, liegt die
Kurve, die die initiale Transportrate abbildet, auf der Protonierungskurve der Saure
(Rothert et al., 2017).
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Abbildung 4-1: Vergleich von initialer Transportrate von Formiat durch FNT-Varianten und
dem frei in Lésung vorliegenden Anteil Ameisensaure (grau gestrichelt). Die maximal
gemessene initiale Transportrate (3 nmol mg™" min™') wurde hier einem Ameisensaure-
Anteil von 100 % gleichgesetzt.

Betrachtet man analoge Diagramme exemplarisch fur drei in dieser Arbeit
getesteten Alanin-Mutanten der exoplasmatischen Konstriktion (EcFocA-F75A und
-F75A/F202A; PfFNT-F90A), zeigt sich, dass der Verlauf der initialen Transportrate
nicht konstant Uber der Protonierungskurve verlauft. Die EcFocA-F75A-Mutante
liegt ab ca. pH 4,5 darunter, fur die Doppelmutante EcFocA-F75A/F202A bereits
ab einem pH von 5,5. Dies entspricht in diesem Fall dem pH-Wert, ab dem sich
der Transport ganzlich einstellte (Abbildung 4-1).

Ein solch schwacher Anstieg der pH-abhangigen initialen Transportrate ist

bereits fur die EcFocA-K156C-Mutante bekannt, bei welcher ein Verlust der
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Substratattraktion bekannt war (Wiechert und Beitz, 2017b). Dies bestatigt: Wenn
die Substratpassage nicht durch das FNT erleichtert wird, steigt die initiale
Transportrate nur schwach im Vergleich zum Wildtyp an. Im Falle der K156C-
Mutante war die Substratattraktion ausgeschaltet und resultierte im beschrieben
Kurvenverlauf. Da das fur die Substratattraktion notwendige Histidin (proton relay)
bzw. Lysin (dielectric slide) unverandert in den genannten Mutanten war, kann hier
nur der Effekt der erleichterten Substratprotonierung der zur Substratpassage
notwendig ist zu tragen kommen. Diese war in den generierten Mutanten demnach

nicht mehr erleichtert.

Dieses zum Wildtyp abweichende Verhalten im Sauren (ab pH < 6,3) fur die
genannten konstriktionserweiterten FNT-Varianten schreibt den Konstriktionen
damit eine funktionelle Rolle im Transportmechanismus zu. Nur mit intakten, engen
Konstriktionen ist die endogene Funktionsweise des FNTs vollstandig gegeben: Ist
die Pore weiter, steigt zwar ggf. im Neutralen die initiale Transportrate (EcFocA-
F75A), aber kann im Sauren nicht mehr exponentiell erhoht werden.

Der saurere pH-Bereich, bei dem gemessen wurde, scheint zunachst
physiologisch nicht relevant. Jedoch kann das Zytosol oder der peri- bzw.
exoplasmatische Raum bei erhohter Laktat-/Formiat-/Acetat-Produktion
oder -Assimilierung partiell deutlich unter dem physiologischen pH liegen (Putnam,
2012). Genau dann kommt dieser FNT-Mechanismus mit erhdéhten Raten im
Sauren, zu tragen. Durch die Attraktion des Substrates zur Pore, wird, wie bei
milchsaureleitenden AQP, lokal der pH gesenkt und damit die Rate zur schnelleren
Passage gesteigert (Rothert et al., 2017).

Da das unterschiedliche Verhalten der konstriktionserweiterten EcFocA- und
PfFNT-Mutanten verstarkt im Sauren beobachtet wurde, verknlpft es das
veranderte Transportverhalten so zwangslaufig mit einem Protonierungsvorgang,
da auler der erhdhten Protonenkonzentration keinerlei Anderungen im
Messsystem vorgenommen wurden. Die einzige Protonierungsstelle die innerhalb
des Proteins durch die Konstriktionserweiterung freigelegt wird, ist das zentrale
Histidin, da sonst innerhalb der FNT-Pore keine protonierbaren Aminosauren
liegen (Abbildung 1-6).

Obwohl durch die durchgefuhrten Substitutionen von Phenylalanin und Leucin

gegen Alanin und Valin die Hydrophobizitat innerhalb der Konstriktionen erhalten
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blieb, wurden sie durch diese Mutationen so weit, dass Wasser ausreichend Platz
hatte, in den Transportpfad einzudringen (Abbildung 4-2). Kristallstrukturen des
CdHSC zeigen ebenfalls, dass mit einer solchen Mutation die Pore weit genug fur
Wasser wird (Abbildung 1-13; Czyzewski und Wang, 2012). Es konnte zudem
bereits durch MD-Simulationen gezeigt werden, dass wahrend der
Substratpassage nur eine Konstriktion zurzeit durch flickering getffnet vorliegt und
sich nie eine durchgehend gedffnete Pore ausbildet (Mukherjee et al., 2020). Dies
ware durch so modulierte Konstriktionen nicht mehr mdglich, und kénnte eine

dauerhaft fir neue Substrate wie Wasser gedffnete Pore darstellen.

EcFocA Variante
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Abbildung 4-2: Seitenansicht konstriktionserweiterter EcFocA-Varianten. Grau:
I6sungsmittelzuganglicher Raum, orange: exoplasmatische Konstriktion, blau:
zytoplasmatische Konstriktion. Es ist zu erkennen, dass der I6sungsmittelzugangliche
Raum durch die Alanin-Substitutionen erweitert wird.

Basierend auf diesen ersten Ergebnissen wurden drei Hypothesen aufgestellt,
die eine Erklarung flr das beobachtete Verhalten bieten:
1. Durch die Eroffnung der Konstriktionen kann Wasser in den Transportpfad

eindringen.
2. Das eindringende Wasser kann das zentrale Histidin protonieren.

3. Durch das Eindringen des Wassers sind Substratmolekule nicht vollstandig
von der Hydrathulle befreit und deren Protonierung wird erschwert.

4.5 Die Eroffnung der FNT-Konstriktionen fihrt zur
Protonierung des zentralen Histidins

Um die Hypothese, die ein etwaig protoniertes Histidin vermutet, zu prufen,

wurden Substrataffinitaten und Arrhenius-Aktivierungsenergien von bereits
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beschriebenen FNT-Varianten gemessen und mit in-silico-Vorhersagen
verglichen.

4.5.1 Die Substrataffinitit der FNT dndert sich nicht mit eroffneter
Konstriktion

Bei einem kationischen, protonierten Histidin war eine Erhéhung der Affinitat
des anionischen Substrates zum FNT zu erwarten. Michaelis-Menten-Kinetiken
bestatigten diese Hypothese jedoch nicht (3.4). Unter neutralen pH-Bedingungen
wiesen EcFocA-Wildtyp und F75A-Mutante beide kanaltypisch niedrige
Substrataffinitaten und schnelle maximale Raten auf (Conde et al., 2010,
Abbildung 3-20) die sich gut in die Literatur figen (Tabelle 9). Die niedrigen
Substrataffinitaten bzw. hohen Km-Werte sind eines der Hauptmerkmale, die die
Zuordnung der FNT zu den klassischen Transportern oder Kanalen erschweren
(1.2). Aufgrund der enzymahnlich proteinvermittelten Erleichterung der
Substratprotonierung ist inzwischen jedoch die Klassifizierung als sekundar aktive
Transporter vorgeschlagen und begrindet (Bader und Beitz, 2020). Lediglich fur
das StFocA und Formiat findet sich eine deutlich hohere Substrataffinitat (Tabelle
9). In dieser Quelle ist jedoch der pH der Messung nicht nachvollziehbar, der einen
grol3en Einfluss auf die Substrataffinitat hat. Denn im Sauren zeigte sich, dass fur
beide untersuchten EcFocA-Varianten der Kwm-Wert sank und damit die
Substrataffinitat stieg, jedoch im selben Ausmall (3.4.2). Die maximale
Geschwindigkeit der F75A-Mutante hingegen war deutlich niedriger als die des
EcFocA-Wildtyps (Abbildung 3-21). So wurde erneut deutlich, dass Ansauern ein
FNT mit erdffneten Konstriktionen inhibiet und dass die erhohte
Protonenkonzentration vom modulierten FNT nicht mehr toleriert werden kann.
Dies spricht fur ein Protonierungsevent. Es bestatigt, dass die (intakten)
Konstriktionen mafgeblich daran beteiligt sind, die Substratpassage auch bei
erniedrigtem pH zu gewahrleisten (4.4). Auch, dass die Affinitat zum Substrat im

Sauren steigt, fugt sich in die Literatur ein (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die in der Literatur bestimmten Substrataffinitaten (Ky-Werte) zu
verschiedenen pH-Werten fir FNT.

FNT Kym/mM  Substrat pH Referenz
EcFocA 8122 Formiat 6,8 diese Arbeit
16 £2 5,8
EcFocA-F75A 158 + 44 Formiat 6,8 diese Arbeit
16+ 6 5,8
EcFocA 119 £ 32 Formiat 6,8 Wiechert und Beitz 2017b
EcFocA-E208Q2 51 20
StFocA 96 + 14 L-Laktat 5,8-74 Luetal, 2012a
24 £ 2 Acetat
11,7 +£0,1 Formiat
PfENT 87 L-Laktat 6,8 Wu et al., 2015
17 4,8
EnFNT > 200 Acetat 6,8 Helmstetter et al., 2017
StNirC 2,9 Nitrit 7,0 Rycovska et al., 2012
12 Nitrat

Fur das StNirC hingegen sind unabhangig von einem pH zwischen 5 und 8
deutlich niedrigere Kv-Werte und damit hohere Substrataffinitaten beschreiben
(Tabelle 9). Diese Unterschiede zwischen FocA- und NirC-Vertretern der FNT-
Familie (Tabelle 1, 1.2) sind durchaus plausibel. EcNirC zeigte im Messsystem,
welches auch in dieser Arbeit verwendet wurde, deutlich langsamere initiale
Transportraten fur Formiat als das EcFocA und PfFNT, was auf hohere Affinitaten
spekulieren lasst (Wiechert et al., 2017). So sind die Ergebnisse dieser Arbeit mit
der Literatur vereinbar und verknipfen nun die Erweiterung der Konstriktionen mit
der maximalen Transportrate. Erhohte Substrataffinitaten, die eine vermutete
Bindung zwischen anionischem Substrat und protoniertem Histidin anzeigen

wurden, konnten jedoch nicht observiert werden.

4.5.2 Die Aktivierungsenergie der FNT steigt durch
Konstriktionserweiterung

Ein protoniertes Histidin konnte eine Energiebarriere fUr das anionische
Substrat darstellen. So sollten sich mit eroffneten Konstriktionen die
Aktivierungsenergien erhohen (3.4). Bestimmungen der Aktivierungsenergien
zeigten fur das EcFocA mit der Literatur kongruente ebenfalls kanaltypische
niedrige Aktivierungsenergien (Liu et al., 1996; Conde et al., 2010; 4.5.1). Fur die
alanin- und valinsubstituierten Varianten lag die Ea deutlich hoher und zeigte somit
tatsachlich, dass eine Energiebarriere fur das Substrat durch Eroffnung einer
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Konstriktion geschaffen wurde (Abbildung 3-23). Dies konnte ein potenziell
protoniertes Histidin anzeigen. Es lasst sich ableiten: Je weiter die Pore ist, desto
hoher ist vermutlich der Anteil protonierten Histidins und desto groRer ist die
Hemmung der Substratpassage. Dies erklart auch den Verlust der

Formiatpassage-Fahigkeit von Doppel- und Kreuz-Mutanten.

Die abgeleitete Ea flir das PfFNT lag deutlich hoher als ein in der Literatur
bekannter Wert (1,5 kcal mol-'; Wiechert und Beitz, 2017b), aber immer noch im
niedrigen kanalproteintypischen Bereich. Die PfFNT-F90A-Variante zeigte im
Neutralen keine Erhdhung der Ea im Vergleich zum Wildtyp und im Unterscheid
zum EcFocA-Analogon. Vergleicht man die gemessene Aktivierungsenergie der
PfFNT-FO0A-Variante mit dem Literaturwert der Aktivierungsenergie fur das PfENT
liegt sie jedoch deutlich darliber und im Einklang mit den Daten, die sich aus
Experimenten am EcFocA ergaben. Die Messung am PfFNT wurde flr die
Vergleichbarkeit mit dem Literaturwert mit Formiat durchgefuhrt. Es wurde jedoch
bereits diskutiert, dass das PfFNT fur Formiat nur eine niedrigere Rate zeigt (4.1)
und somit der Unterscheid zum Hintergrund geringer ausfallt als bei der
Verwendung von L-Laktat. Fur aussagekraftigere Daten zum PfENT sollte die
Messung deshalb mit L-Laktat wiederholt werden. Zudem war die Messung durch
die nur schwache Temperaturabhangigkeit und damit nur sehr geringen
Steigungen des Raten-Temperatur-Plots der untersuchten FNT mit grof3en
Fehlern behaftet (Abbildung 3-25).

Im Sauren sollte der Anteil von protoniertem Histidin steigen (1.1). Messungen
der Aktivierungsenergien im Sauren zeigten, dass sich die Aktivierungsenergien
von EcFocA-Wildtyp und F75A-Mutante im Vergleich zum pH 6,8 annahern (3.4.2).
So scheint sich der EcFocA-Wildtyp im Sauren mit erhdhter Ea eher
transportertypisch zu verhalten und die F75A-Variante immer kanalahnlicher zu
werden. Zwar wurde die Messung bei pH 4,8 nur einmalig durchgefuhrt und sollte
mit biologischen Replikaten wiederholt werden, nichtsdestotrotz ist ein Trend
abzulesen. Es verfestigte sich damit weiter die Beobachtung, dass mit erweiterter
Konstriktion die endogene Funktion des FNT nicht mehr gegeben ist und sich

dieser Effekt bei Erhdhung der Protonenkonzentration verstarkt.

Zur Erklarung der Annaherung der Aktivierungsenergien konnen die
gemessenen Substrataffinititen herangezogen werden (4.5.1). Eine hohere
Affinitat stellt eine groRere Energiebarriere fur das Substrat dar. Dies schien
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zunachst widerspruchlich, da sich die initialen Transportraten im Sauren erhdéhten
und so keine erhohte Energiebarriere erwartet wurde. Niedrige Affinitaten sind mit
schnellen Raten verknlpft, dies scheintim FNT aber umgangen zu werden. Denn
die Erhéhung der Substrataffinitat (um Faktor 6) ist nicht so deutlich wie die
Erhdhung des Protonengradienten (um Faktor 100), der die Substratpassage
treibt. So kann ein Anstieg der Transportrate (um Faktor 35) trotz erhohter
Substrataffinitaten im Sauren erklart werden. Da dies von der Mutante nicht

erbracht wurde, stltzt dies die These eines protonierten zentralen Histidins.

Die Aktivierungsenergie beschreibt die Temperaturabhangigkeit der
Substratpassage. Temperaturabhangig ist bei der FNT-Substratpassage vor allem
die Bewegung der Seitenketten der Konstriktionen, da sie aufschwingen muissen,
damit Substrat passieren kann (flickering). Je grof3er und volumindser die sich
bewegenden Reste sind, desto hodher ist demnach auch die aufzubringende
Energie (Wambo et al, 2017). Sind die Reste kleiner, ist weniger
Bewegungsenergie notig und desto groer sind die Raten bei warmen
Temperaturen. Dies resultiert in einer erhdhten Temperaturabhangigkeit. So
beschreibt die erhdhte Aktivierungsenergie auch den Effekt, der vermindert
notwendigen Seitenkettenbewegung (flickering) nach Konstriktionserweiterung
und kann erhOhte Aktivierungsenergien der Mutanten erklaren. Ein ahnlicher Effekt
ist fur AQP mit unterschiedlich gro3en Selektivitatsfiltern beschrieben (Wambo et
al., 2017). Dies gilt selbstverstandlich nur Uber einen vom Protein tolerierten
Temperaturbereich, der nicht zur Denaturierung fuhrt in dem die
Diffusionsgeschwindigkeit nicht mafRgeblich beeintrachtigt ist. Deshalb wurde nur
zwischen 4 °C und 19 °C gemessen.

4.5.3 In-silico-Modellierungen bestiitigen ein protoniertes Histidin bei
eroffneter Konstriktion

Die Ergebnisse der pH-abhangigen Substratpassage, der maximalen
Transportrate und der Aktivierungsenergie stutzen die aufgestellte Hypothese des
durch Konstriktionserweiterung eroffneten Histidins. Genau wie fur die Substrate
kann flr den Anteil der protonierten Histidinreste der pKs-Wert des Imidazolrings
der Seitenkette herangezogen werden. Dieser betragt in Wasser 6,5 (Williams,
2022). Damit ware unter den neutralen Messbedingungen bereits die Halfte der
zentralen Histidine der exprimierten FNT protoniert. Mit Aufklarung der StNirC-

Struktur wurde jedoch vermutet, dass der pKs-Wert des zentralen Histidins in der
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hydrophoben Pore niedriger ist, da eine Ladung hier nicht bevorzugt ist (LU et al.,
2012). Dasselbe Prinzip liegt dem dielectric-slide-Mechanismus fur die

Verschiebung der Saurestarke zugrunde (siehe 1.2.2.2).

Modellierungen der Solvatisierung (2.18) von FNT-Varianten ergeben fur das
EcFocA, dass der pKs des zentralen Histidins tatsachlich deutlich von den anderen
|6sungsmittelzuganglichen Histidinen im EcFocA abweicht (Abbildung 4-3). Dies
widerspricht anderen in-silico-Studien am EcFocA, die einen pKs-Wert von 8,25

postulieren (Feng et al., 2012).
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Abbildung 4-3: Oben links: Berechnung der pKs-Werte der Histidine im EcFocA. Unten
links: Berechnung der pKs-Werte fir das zentrale Histidin an Position 209 (grin) fur
verschiedenen EcFocA-Varianten. Fehler stellen die Schwankung tGber die finf Protomere
als S.E.M. dar. Rechts: Lage aller im FNT vorkommenden Histidine. Orange und blau:
Konstriktionen als Spharen sowie das mit dem zentralen Histidin und Threonin (grau)
koordinierte Wassermolekiil (rote Kugel).

Far die modulierten EcFocA-Varianten ergeben die Berechnungen im Vergleich
zum Wildtyp erniedrigte Saurestarken und damit erhdhte pKs-Werte fur das
zentrale Histidin. Dies indiziert, wie durch die experimentellen Daten vermutet, je
weiter die Pore ist, desto wahrscheinlicher ist die Protonierung des Histidins bzw.
desto groRer ist der Anteil von protoniertem Histidin (Abbildung 4-3).
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Dies stutzt die These, dass mit Porenerweiterung das zentrale Histidin zu
vermehrten Anteilen protoniert vorliegt. Analoge Resultate, dass eine eroffnete
Pore den pKs-Wert des zentralen Histidins in FNT erhoht, wurden bereits fur das
PfENT mit gebundenem Inhibitor gezeigt (Seick, 2021). Die erfolgreiche Inhibition
des PfFNTs fuhrt zum Verlust der Laktatpassage-Fahigkeit und in-vivo zum
Absterben der malariaerregenden Plasmodien (Golldack et al., 2017; Walloch et
al., 2020; Walloch et al., 2021). Der Inhibitor MMV007839 schiebt sich dazu von
zytoplasmatischer Seite in eine FNT-Transportpore und verstopft sie so (Peng et
al., 2021). Dadurch werden die konstriktionsbildenden Phenylalanine in eine
geoffnete Rotamer-Position gezwungen und dort fixiert. Damit erhdht sich der pKs-
Wert des zentralen Histidins im PfENT um knapp eine Einheit (Seick, 2021). Erneut
wird so die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von pro- auf eukaryotische FNT

untermauert.

Jegliche Form der Mutation des Histidins fuhrte im Rahmen dieser Arbeit
(Abbildung 3-19) und in anderen Studien (LU et al., 2012b; Wiechert und Beitz,
2017b; Helmstetter et al., 2019; Lyu et al., 2021) zum Funktionsverlust der FNT.
So koénnte zunachst Uberlegt werden, dass das zentrale Histidin analog dem
proton-relay-Mechanismus aktiv am Transport beteiligt ist. Da jedoch Messungen
an naturlich vorkommenden FNT ohne zentrales Histidin ebenfalls eine pH-
gekoppelte initiale Transportrate zeigten, obwohl kein protonierbarer Rest in der
FNT-Pore zu finden ist, kann das zentrale Histidin nicht an der Neutralisierung des
Substrates beteiligt sein (Helmstetter et al., 2018). Die essenzielle Rolle des hoch-
konservierten Histidins wurde als rein strukturell eingeordnet, da es durch die
Wasserstoffbrickendonoreigenschaften nicht nur die Pore in ihrer Form fixieren

kann, sondern auch ein neutrales Substrat stabilisiert (Atkovska und Hub, 2017).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stutzen diese These (4.2, 4.3, 4.4) und
widersprechen damit den erlauterten in-vivo-Studien am EcFocA, die ein
protoniertes Histidin fir den Substrat-Import postulieren (Kammel et al., 2022a;
Kammel et al., 2022b). Aus den diskutierten Ergebnissen kann geschlossen
werden, dass die Konstriktionen das zentrale Histidin vor einer Protonierung durch
das Bulkwasser schutzen (4.7.2). Das Einbringen eines positiv geladenen Arginins
in die exoplasmatische EcFocA-Konstriktion fuhrte bereits bei neutralem pH zu

deutlich verminderten initialen Transportraten (Abbildung 3-6) und bekraftigt somit
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ebenfalls die These, dass eine kationische Ladung innerhalb der FNT-Pore die

Passage des endogenen Substrates hemmt.

FNT scheinen nach dem Prinzip des Ladungsausgleiches (charge
compensation, Ruprecht et al., 2019) genau eine positive Ladung aufzuweisen, um
ein  monovalent-anionisches Substrat anzuziehen. So ist durch die
Substratattraktion netto keine Ladung mehr im Protein. Ware das zentrale Histidin
(zeitweise) protoniert, wéare mit dem Lysin im Vestibil ein Uberschuss an positiver
Ladung in der FNT-Pore. Es ware denkbar, dass dann kleine bivalente Anionen
dem FNT zuganglich sind, und die Selektivitat fur monovalente Anionen verloren
geht. Denkbar waren Hydrogenphosphat oder Sulfat, wobei hier zu
bertcksichtigen ist, dass dies Anionen starker Sauren sind und damit trotz der

Verschiebung der Saurestarke schwer zu protonieren waren.

4.6 Die Anionenselektivitat der FNT ist durch die
Konstriktionen gegeben

Die Hefen, die fur die Experimente zur endogenen Substratpassage verwendet
wurden, zeigten nach Transformation mit dem jeweiligen Konstrukt
unterschiedliche Generationszeiten (Abbildung 3-2). Besonders die Kreuz-
Mutanten, welche kein endogenes Substrat leiteten (3.1.3), zeigten deutlich
verlangsamtes Wachstum (Abbildung 3-2). Hefen, die mit dem fur die L8OA/F202A-
Kreuz-Mutante kodierenden Plasmiden transformiert waren, zeigten die mit
Abstand hochste Generationszeit. Fur diese Variante konnte in der verwendeten
Hefe auch kein Expressionsnachweis geliefert werden (Abbildung 3-1). Dies kann
korrelieren, da ein vermehrter Abbau eines etwa fehlgefalteten heterolog
exprimierten Proteins viel Energie bedarf und dadurch das Wachstum verlangsamt
ist (Amm et al., 2014).

Die verlangsamten Generationszeiten von Hefen, bei denen die Expression des
entsprechenden Konstruktes nachgewiesen wurde, legt die Vermutung nahe, dass
durch die Porenerweiterung ein unspezifisches Leck im FNT fur andere Solute
entstanden sein kdnnte. Damit waren die Hefen etwa einem erhdhten osmotischen
Stress oder einem Nahrstoffmangel ausgesetzt, was das verlangsamte Wachstum
erklaren konnte (Wu et al., 2009). Zudem wurde anhand der Ergebnisse zur
Substratpassage bereits postuliert, dass Wasser mit in und gegebenenfalls durch

die Pore dringen und das zentrale Histidin so protonieren kann (4.4). Eine
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veranderte Zellgrolie von Hefen, was einen Wassereinstrom anzeigen konnte,
wurde jedoch nicht durch die Expression der EcFocA-F75A/F202A/L79A/L89A-
Variante beobachtet (Abbildung 3-30). MD-Simulationen postulieren, dass mit
einem kationischen Histidin auch Wasser als Dipol in die Pore gezogen wird,
dadurch den Solvatationsgrad des Substrates erhoht (Lv et al., 2013) und eine
Porenerweiterung die FNT in ein AQP umwandeln konnten (Atkovska und Hub,
2017). MD-Simulationen zeigten auch, dass mit positiv geladenem Histidin Wasser
mit einer Rate von bis zu 2 ys™' die FNT-Pore von EcYfdC, CdHSC und VcFocA
passieren kann (Mukherjee et al., 2020). Dies ist zwar deutlich langsamer als die
Wasserleitfahigkeit durch ein klassisches Aquaporin (3000 us™', Zeidel et al.,
1992), indiziert aber die Mdglichkeit, dass die Passage von Wasser durch FNT
nach Histidinprotonierung denkbar ist. Fiir AQP wurde eine Ubertragbarkeit von
durch MD-Simulationen bestimme Raten auf experimentell bestimmte Raten
bereits gezeigt (Groot und Grubmdller, 2001) und liel® vermuten, dass auch die
MD-Daten zur Wasserleitfahigkeit durch FNT mit dem vermuteten protonierten

Histidin experimentell belegbar sind.

4.6.1 Ein FNT kann durch die Erweiterung der Konstriktionen in einen
aquaporinihnlichen Wasserkanal umgewandelt werden

Eine Prifung auf Wasserleitfahigkeit zeigte deutlich den postulierten Wasser-
Efflux fur die konstriktionserweiterten EcFocA-Mutanten an (3.6.1, Abbildung
3-33). Bereits das Eroffnen einer Konstriktion reichte aus, um einen Wasserfluss
zu beobachten, die Erdffnung beider Konstriktionen flhrte sogar zu einer noch
schnelleren Wasserleitfahigkeit als die des TbAQP2 (Abbildung 3-34). So wurde
das EcFocA in einen funktionsfahigen AQP-ahnlichen Kanal umgewandelt. Der
Wasser-Efflux Uber Mutanten der exoplasmatischen Konstriktion war schneller als
Uber jene mit Erweiterung der zytoplasmatischen Konstriktion. Demnach konnte
die geschlossene innere Konstriktion von Wasser leichter passiert werden als die
geschlossene aullere Konstriktion. Dies indiziert, dass die aulere Konstriktion,
obwohl sie etwas weiter ist (Abbildung 1-6), etwas starrer ist.

Bei Umkehr des Gradienten zeigte sich, dass auch die Direktionalitat des
Wasserflusses gedreht werden konnte. Zwar waren die Geschwindigkeiten im
hypertonen Medium nicht exakt dieselben wie im hypotonen Medium (Abbildung
3-35), jedoch war hier auch der Unterschied zwischen Hefen, die kein Protein

heterolog exprimierten und solchen die das TbAQP2 exprimierten geringer. So ist
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in Relation zu den Kontrollen die Aussage noch immer belastbar. Das neu
zugangliche Substrat Wasser spricht somit ebenfalls dagegen, dass die Lage der
Mutation einen Einfluss auf die Direktionalitat der Substratpassage hat (1.2.2.3,
4.3).

Auch in-silico-Solvatisierungen der Quadrupelmutante des EcFocA in Wasser
zeigten, dass Wassermolekule ausreichend Platz haben, die erweiterte Pore zu
durchdringen (Abbildung 4-4). Zwar sind FNT-Poren nicht, wie die der AQP,
hydrophil ausgekleidet, jedoch zeigt sich wie in dieser Arbeit als Hypothese
postuliert (4.4) deutlich die Ausbildung einer Kette an Wassermolekilen, die sich
durch die Pore legt und bis zum Histidin ragt (Abbildung 4-2).

Abbildung 4-4: Die Quadrupelmutante EcFocA-F75A/F202A/L79A/L89A zeigt bei der in-
silico-Solvatisierung eine Wasserkette in der geweitete Pore. Modellierung durchgefiihrt
von Prof. Dr. E. Beitz.

Mit der ermoglichten Wasserpassage konnten die hydrophoben Konstriktionen
der FNT als Wasserbarriere ausgemacht werden, die im endogenen Zustand unter
anderem fur den Ausschluss von Wasser sorgen. Diese Daten unterstitzen damit
auch die dritte aufgestellte Hypothese, dass das Substrat bei erweiterter
Konstriktion mit Hydrathulle oder zumindest mit einzelnen Wassermolekulen und
damit anionisch in die FNT-Pore eindringen kann. Zudem ist es so mdglich, dass
Hydroxoniumionen das zentrale Histidin erreichen und es protonieren kénnen.
Berechnet man in-silico den Abstand vom zentralen Histidin zum nachsten
Bulkwassermolekul (Tan et al, 2013), zeigt sich, dass bei Erdéffnung der
Konstriktionen dieser Abstand geringer wird (Abbildung 4-5). Bei intakten

Konstriktionen ist das nachste Wassermolekiil noch iber 11 A entfernt, mit
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Einfacher Alanin-Substitution (EcFocA-L89A und -F75A) verringert sich der
Abstand bereits auf 9 A und halbiert sich nahezu fiir die Quadrupelmutante auf 6 A
(Abbildung 4-5).

Einzelne und nicht mit dem Bulkwasser verbundene Wassermolekule innerhalb
der Struktur sind mithilfe des angewandten Algorithmus bereits entfernt, und so
bilden diese Berechnungen tatsachlich die Distanz zum nachsten
bulkwasserverbundenen Wassermolekul ab (Chakravarty und Varadarajan, 1999).
Auch Bulkwassergruppierungen von zwei Molekilen sind in den Mutanten noch
deutlich ndher am zentralen Histidin. Die EcFocA-F75N-Variante, die sich in allen
untersuchten Experimenten wildtypahnlich verhalt, zeigt hierbei stets gleiche
Abstande wie der Wildtyp. Dies zeigt die Vereinbarkeit der in-silico-Berechnungen
mit den experimentellen Daten und die damit aufgestellte Hypothese des

eindringenden Wassers und untermauert diese damit.
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Abbildung 4-5: In-silco Solvatisierungen von EcFocA-Varianten zeigen den Abstand vom
zentralen Histidin 209 zu den nachsten Bulkwassermolekdl(en).

Mehrere Ergebnisse der Arbeit zeigen somit bereits ein durch
Konstriktionserweiterung protoniertes Histidin an und dass dadurch die endogene
Substratpassage versagt und zusatzlich Wasser die modulierten EcFocA-
Varianten passieren kann (4.2, 4.4, 4.5, 4.6.1).

Strukturen von konstriktionserweiterten CdHSC-Mutanten (Abbildung 1-13)
lieRen das anionische und nicht das neutralisierte Substrat in der Pore vermuten
(Czyzewski und Wang, 2012). Es wurde uberlegt, dass das durch
Konstriktionserweiterung protonierte Histidin ein anionisches Substratmolekiil
binden kann, und dadurch die endogene Substratpassage zum Erliegen kommt

(4.5.1). Das Substrat wurde dann wie ein Inhibitor die FNT-Pore verstopfen.
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Messungen der Substrataffinitat bestatigten diese Hypothese nicht (4.5.1). Auch
die Wasserpassage wurde durch Inkubation mit anionischen Substraten durch die
EcFocA-Quadrupel-Mutante nicht unterbunden (3.6.1.3). Somit kann eine
Inhibition der Substratpassage durch das endogene, anionische Substrat welches
das protonierte Substrat bindet im Neutralen nicht gezeigt werden. Um eine
Inhibition der Substratpassage durch das endogene anionische Substrat, zu
beobachten, konnte die Messung im Sauren wiederholt werden, um mehr
protoniertes zentrales Histidin vorliegen zu haben und den vermuteten Effekt zu
verstarken (4.5.3).

Es lasst sich jedoch nicht ganzlich ausschliel3en, dass die Bindung zwischen
anionischem Substrat und protoniertem Histidin nicht ausgebildet wurde oder ob
Wasser trotzdem durch die Pore, an den gebundenen Substraten vorbei geleitet
werden kann. Aul3erdem kénnte das etwaig ionisch gebundene Substrat durch den
deutlich hoheren angelegten Wassergradienten verdrangt werden. Zur Prifung
dessen konnte die EcFocA-F75A-Variante analog untersucht werden, die weniger
weit geodffnet ist und die Konzentration des Monocarboxylates wahrend der
Inkubation erhéht werden. Die Ergebnisse zeigen aber, dass eine
Wasserleitfahigkeit durch Erweiterung der Konstriktionen gegeben ist, selbst in
Anwesenheit des endogenen Substrates, und dass in diesem Falle Wasser

bevorzugt die erweiterte Pore passiert.

4.6.2 Ein konstriktionserweitertes EcFocA leitet Protonen

In selektiv wasserleitenden AQP werden Protonen und Kationen durch
AbstolRung von positiven Ladungen der AQP-Konstriktionen (Wu et al., 2009; Wree
et al, 2011) sowie Uber die Reorientierung des Dipols der passierenden
Wassermolekule ausgeschlossen (Beitz et al., 2006; Li et al., 2011). Da den
erweiterten FNT Wasser als Substrat zuganglich war, sollte gepruft werden, ob

Protonen noch ausgeschlossen werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Assay entwickelt werden, der den Transfer
von Protonen in Hefen und Hefeprotoplasten anzeigt, indem diese mit einem pH-
sensitiven Fluoreszenzindikator beladen wurden (2.16.2). Dieser zeigt, dass fur
Wildtyp-EcFocA kaum ein Unterschied zum Hintergrundsignal vorlag. Fir die
Quadrupelmutante  EcFocA-F75A/F202A/L79A/L89A, die die schnellste

Wasserleitfahigkeit aufwies, zeigte sich hingegen ein eindeutiger Abfall des
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Fluoreszenzsignals, und somit ein Einstrom von Protonen in die Hefen (Abbildung
3-38). So konnte ein Protonenfluss durch das konstriktionserweiterte EcFocA
ausgemacht werden. Dies unterstreicht die Hypothese, dass das zentrale Histidin
durch die Konstriktionserweiterung fur Protonen zuganglich wird. Damit konnten
die hydrophoben Konstriktionen zusatzlich als Protonenselektivitatsfilter in den
FNT identifiziert werden. Dieser unterscheidet sich von dem Protonenfilter der
strukturell verwandten AQP, da er keine positive Ladung aufweist. Es kann mit den
Ergebnissen jedoch nicht unterschieden werden, ob die HsO*-lonen frei durch die
Pore tunneln, oder ob sie durch einen Grotthul3-Mechanismus (Grotthuss, 1806;
Pomés und Roux, 1996) entlang der sich bildenden Wasserkette auf die andere

Seite der Zellmembran gelangen.

4.6.3 Sind die FNT-Konstriktionen ein unspezifischer Neutralteilchen
und Kationenfilter?

An die Beobachtung der Wasser- und Protonendurchlassigkeit nach
Konstriktionserweiterung schloss sich die Frage an, ob die Konstriktionen nicht nur
diese Teilchen, sondern ganz allgemein vor Neutralteilchen und Kationen
abschirmen. Dann wurde die Pore mit erweiterten Konstriktionen nur noch rein

grolenselektiv filtern.

Mit phanotypischen Assays in verschiedenen Hefezelllinien und dem bereits
etablierten Radio-Assay wurden die Passage von neutralem Methylamin (3.6.3),
kationischem Methylamin (3.6.4) und Glycerol (3.6.5) durch die generierten

EcFocA-Varianten untersucht.

Auch hier zeigten Hefen der jeweilig verwendeten Zelllinie, die Kreuz-Mutanten
exprimierten, eine langere Generationszeit als solche, die andere Varianten
exprimierten (Abbildung 3-2, Abbildung 3-40, Abbildung 3-44). Das modulierte
EcFocA, welches von der Hefe nicht kontrollierbar ist und als wasserleitender
Kanal fungiert, sorgt fur osmotischen Stress, wodurch das verlangsamte
Wachstum zu erklaren ist (4.6.1). Jedoch zeigten auch Einfachmutanten eine
Wasserleitfahigkeit (3.6.1), die Generationszeit war bei den diese Varianten
exprimierenden Hefen aber nicht so sehr verlangsamt wie bei Kreuz-Mutanten.
Deshalb wurde vermutet, dass neben Wasser und Protonen ein weiteres Substrat
den Kreuz-Mutanten zuganglich war, welches nicht durch Einfachmutanten geleitet

wurde.
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Far alle generierten EcFocA-Kreuz-Mutanten, wurde eine Passage des
neutralen Methylamins beobachtet (Abbildung 3-41, Abbildung 3-42, 3.6.3). Dies
war nicht fur die Mutanten mit nur einer erweiterten Konstriktion zu beobachten. Es
lasst vermuten, dass bei Eroffnung beider Konstriktionen unspezifisch
Neutralteilchen durch die Pore passen, wenn sie klein genug sind, um den ®/K-
GroRenausschlussfilter zu passieren. Fur das grof3ere neutrale Molekul Glycerol
(Abbildung 4-6) wurde konsistent mit dieser Vermutung keine Passage durch eine
der getesteten EcFocA-Varianten beobachtet (3.6.5). Daraus lasst sich folgern,
dass die hydrophoben Konstriktionen als unspezifische Neutralteilchenbarriere
dienen.

Ameisensidure Wasser Methylamin Glycerol

-
| f |
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Abbildung 4-6: GroRe des endogenen EcFocA-Substrates Ameisensaure im Vergleich zu
den durch Erweiterung der Konstriktionen zuganglichen Substraten Wasser, Methylamin
und dem unzuganglichen Glycerol. Kohlenstoff grau, Wasserstoff weil3, Sauerstoff rot. Die
halbdurchsichtige Hille stellt die Connolly-Oberflache dar.

90°+

Da kleine neutrale Teilchen auch ohne Kanalprotein biologische Membranen
passieren konnen, mag dies nicht der Hauptgrund fur den hohen
Konservierungsgrad der hydrophoben Konstriktionen der FNT sein. Dennoch kann
die hohe Spezifitat fir monovalente Anionen in der FNT-Familie gewahrleistet und
erklart werden. Eine Begrindung, warum der Ausschluss von physiologisch
vorkommenden kleinen Neutralteilchen trotzdem sinnvoll ist, ist die
Geschwindigkeit, mit der die erleichterte Diffusion Uber Kanale stattfindet. So kann
z.B. Wasser biologische Membranen auch in kleinen Mengen passieren (zu
erkennen an den Kurven der Hefen die mit Leerplasmid transformiert waren, im
stopped-flow-Wasser-Efflux-Assay, graue Kurve in Abbildung 3-33), jedoch mit
deutlich langsamerer Rate. So sollte die unspezifische, schnelle Passage von
Teilchen durch ein Membranprotein stets unterbunden sein, um zytosolischen

Konzentrationen besser zu kontrollieren und aufrecht zu erhalten. Als weitere
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kleine Neutralteilchen, die neben den nachgewiesen Stoffen Wasser und
Methylamin durch die hydrophoben Konstriktionen ausgeschlossen werden
konnten, waren Ethanol, Ammoniak oder Wasserstoffperoxid denkbar.

Die Testung auf Passage von kationischem, protoniertem Methylamin lieferte
Indizien dafur, dass auch dieses die EcFocA-Varianten mit erweiterten
Konstriktionen passieren kann (3.6.4). Studien am EcYfdC zeigten ebenfalls, dass
bei modulierten konservierten Regionen die Passage von Kationen durch ein FNT
moglich wird (Mukherjee et al., 2020). Zwar zeigten Hefen, die den
Ammoniumtransporter LeAMT1;1 exprimierten die Passage im gewahlten Assay
nur schwach an. Jedoch lasst sich durch das Ausbleiben des Wachstums der die
modulierten Varianten exprimierenden Hefen im verwendeten Intoxikations-Assay
vermuten, dass auch kleine Kationen nach Konstriktionserweiterung die FNT
passieren kdnnen und diese sonst durch intakte Konstriktionen ausgeschlossen
werden. Um die Passage des kationischen Methylamins durch
konstriktionserweiterte FNT zu bestatigen, sollte der Assay mit einer
aussagekraftigen, schneller leitenden Kontrolle (etwa ein anderer Vertreter der

Methylamin-Permease-Familie; Zheng et al., 2004) wiederholt werden.

Auch fur die unspezifische Kationenpassage sind physiologisch relevante kleine
Solute denkbar, die den ®/K-Filter passieren kdonnten und deshalb von der
Passage durch FNT abgeschirmt werden sollten. Es kommen etwa Ammonium
oder Kalium in Frage. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, mit
phanotypischen Assays die Passage von Kalium und Ammonium zu untersuchen,
die verwendeten Assays konnten jedoch nicht endgultig etabliert werden und
lieRen so keine Schlisse zu (siehe Anhang, 6.1, 6.2).

Alle  Ergebnisse zur Erweiterung des  Substratspektrums nach
Konstriktionserweiterung zeigen also Wasser und neutrales Methylamin als
Neutralteilchen sowie Protonen als Kation als neu zugangliche Substrate an.
Zudem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass auch protoniertes und damit
kationisches Methylamin die FNT-Pore passieren kann. Demnach verhindern im
Wildtyp-EcFocA die Konstriktionen die Passage von kleinen Neutralteilchen, die
sonst den GrolRenausschlussfilter passieren konnten und schirmen durch ihre
Hydrophobizitdt gleichzeitig kleine kationische Solute ab. So kann den

Konstriktionen eine Filterfunktion gegenliber Wasser, neutralen und kationischen
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kleinen Soluten sowie Protonen zugesprochen werden. Sie bedingen dadurch im

Umkehrschluss die Anionenselektivitat der FNT.

4.7 Die hydrophoben Konstriktionen bedingen und
ergianzen den dielectric-slide-Mechanismus

Die Ergebnisse der Experimente dieser Arbeit zeigen unter anderem, dass die
Konstriktionen als Wasserbarriere dienen und dass bei Konstriktionserweiterung
Wasser bis zur Porenmitte eindringen oder sogar ganz durch die Pore hindurch
geleitet wird (3.6.1, 3.6.1.3). Gleichzeitig versagte mit diesen Erweiterungen die
pH-abhangige Substratpassage (3.2). Diese Ergebnisse lassen sich nun im

Kontext der ausformulierten Transportmechanismen einordnen.

4.7.1 Die Substratprotonierung erfolgt nicht durch das zentrale
Histidin

Dem proton-relay-Mechanismus nach (LU et al., 2013) wird das Substrat von
einem protonierten Histidin in die FNT-Pore gezogen. Das Proton wird Uber die
His-H20-Thr-Kette kurzzeitig auf das Substrat tbertragen (1.2.2.1) und dann intern
recycelt (neutraler pH) oder mit-geleitet (saurer pH). Dringt nun in diesem Kontext
Wasser mit in die Pore, ist das Histidin leichter zu protonieren (4.5.3) und konnte
auch eher das Proton fur den proton relay zu Verfugung stellen. Dieser Effekt sollte
sich im Sauren, bei mehr Protonenverfugbarkeit, verstarken. So sollten
konstriktionserweiterte FNT im Sauren dem proton-relay-Mechanismus nach

schnelleren Raten zeigen als der Wildtyp.

Dem dielectric-slide-Mechanismus nach (Wiechert und Beitz, 2017a) erfolgt die
Substratattraktion Uber die positive Ladung der zytosolischen Oberflache bzw. der
hoch-konservierten Lysine im Vestibul des FNTs. Dort verschiebt sich durch die
hydrophobe Umgebung die Dielektrizitatskonstante. So wird eine Ladung
innerhalb der Pore energetisch unglnstiger und die Protonierung des Substrates
ausgehend vom Bulkwasser erleichtert. Dieser Effekt sollte bei Eindringen von
Bulkwasser in die Pore gehemmt werden, da Wassermolekule als Dipol vor der
hydrophoben Umgebung abschirmen wirden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zum Verlust der pH-gekoppelten initialen
Transportraten (4.4) zusammen mit den Ergebnissen der Wasser- und

Protonenleitfahigkeit (4.6.1, 4.6.2) durch Konstriktionserweiterung sowie erhdhter
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Aktivierungsenergien (4.5.2) und verlangsamten maximalen Transportraten (4.5.1)

untermauern demnach den dielectric-slide-Mechanismus.

Am eukaryotischen PfFNT wurden zusatzlich Untersuchungen mit schwerem
Wasser durchgefuhrt, um die Frage nach dem Mechanismus der Substratpassage
zu beleuchten (3.5). Besonders eindrticklich wird ein Schwerwassereffekt, wenn
man ihn in Abhangigkeit eines Parameters misst, der die Aktivitat des Proteins
moduliert (Northrop, 2001). Diese Aussage kann mit den in dieser Arbeit getatigten
Ergebnissen zum Aufnahmeverhalten durch PfFNT bestatigt werden. Es ergibt
sich im Neutralen ein cSKIE, der die Verlangsamung der Ratenkonstante unter
Einsatz von Deuterium anzeigt und auch fur das EcFocA und Formiat beschrieben
war (Wiechert und Beitz, 2017b). Auch im Sauren blieb dieser Effekt erhalten.
Dieser klassische Schwerwassereffekt lasst sich wie folgt erklaren: Eine Bindung
zu 2D ist starker als eine Bindung zu 'H (Urey et al., 1932). So bricht eine Bindung
zu 2D langsamer als eine Bindung zu 'H. Damit wird auch die Ratenkonstante einer
Reaktion, bei der ein Wasserstoff-lon Ubertragen wird, langsamer. Dieser Effekt ist
demnach unabhangig von der Lynonium-lonen-Konzentration und auch im Sauren

zu vermerken.

Betrachtet man diese Ergebnisse wieder im Kontext der beiden ausformulierten
Substratpassage-Mechanismen, sprechen sie erneut fir den dielectric-slide-
Mechanismus. Die Reduktion der Ratenkonstante in schwerem Wasser musste bei
mehr als einem Bindungsbruch deutlich starker sein, da jeweils ein Faktor von ca.
40 % zum Tragen kommt (DeCoursey und Cherny, 1997). Dies ist nicht der Fall
(Abbildung 3-29) und spricht somit gegen den proton-relay-Mechanismus der
mindestens zwei Bindungsbildungen bzw. -briche involviert (vom zentralen
Histidin auf das Substrat und wieder zurtick auf die His-H20-Thr-Kette).

Es konnte neben dem cSKIE zu beiden pL-Werten ein iSEIE beobachtet
werden, der anzeigt, dass die Lage des Gleichgewichtes in schwerem Wasser zu
Seiten der Aufnahme in die Hefen hin verschoben ist (Abbildung 3-28). Inverse
Schwerwassereffekte sind selten, kdnnen aber ebenfalls durch die festere bzw.
bevorzugte Bindung von Deuterium zu den beteiligten Reaktionspartnern erklart
werden (Anslyn und Dougherty, 2006). Sie kdnne zum Beispiel anzeigen, dass
geschwindigkeitsbestimmende Schritte nicht innerhalb eines Proteins stattfinden

oder diese kein Proton involvieren (Fernandez und Murkin, 2020).
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Carboxylate praferieren die Bindung zu D*-lonen uber H*-lonen (Erlenmeyer et
al., 1937). Daraus ergibt sich in D20 ein um 0,4 erhodhter pKs-Wert fur
Carbonsauren (Bell und Kuhn, 1963). Der pKs fur L-Laktat innerhalb des PfFNTs
ist dem dielectric-slide-Mechanismus nach in Wasser auf 5,8 erhoht (Wiechert und
Beitz 2017b). Fur D20 ergibt sich damit ein pKs-Wert von 6,2. So kann bei
Messbedingungen von pL 6,8 in D20 mehr Substrat in die neutrale Transportform
uberfuhrt und geleitet werden, weil der Unterschied zwischen Messpuffer pH und
pKs des Substrates kleiner ist. Ein iSEIE ist zu beobachten (Abbildung 3-29).

Messbedingungen von pL 5,8 hingegen sind an bzw. unterhalb pH = pKs des
Substrates innerhalb des Proteins. Daher wird in beiden L&sungsmitteln viel
transportfahiges Substrat innerhalb des Proteins gebildet (1.1). Damit verringert
sich das Ausmal} des iSEIEs (Abbildung 3-29). Diese Erklarung lasst sich nicht auf
den proton-relay-Mechanismus ubertragen, da er keine Verschiebung der
Saurestarke beschreibt. Es sollte dem proton-relay-Mechanismus nach kein iSEIE

zu beobachten sein oder er sollte sich nicht Uber die pL-Senkung andern.

Die Ergebnisse des iSEIE und cSKIE fur das PfFNT sprechen damit gegen den
proton-relay-Mechanismus. Sie untermauern demnach die These, dass mit
intakten Konstriktionen das zentrale Histidin nicht protoniert vorliegt. In Anbetracht
dieser Ergebnisse konnte untersucht werden, welches Verhalten ein FNT mit
eroffneter Konstriktion in D20 zeigt. Ist die Substratprotonierung wie vermutet nicht
mehr durch das FNT erleichtert (4.4), sollten sich die maximalen
Aufnahmekapazitaten annahern. Ein solcher Effekt ist beispielsweise fur das
hAQP9 unter denselben Messbedingungen wie in dieser Arbeit verwendet zu
beobachten. Hier unterscheidet sich die Gleichgewichtslage zwischen D20 und
H20 nicht, da das Protein die Substratprotonierung nicht vermitteln kann

(unveroffentlichte Daten; persdnliche Mitteilung von Katharina Geistlinger).

4.7.2 Das Zusammenspiel der hydrophoben Konstriktionen und dem
zentralen Histidin in FNT
Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Iasst sich begrinden, dass intakte
FNT-Konstriktionen essenziell fur die Passage von schwachen Sauren mit Proton
durch FNT sind. Sie dienen nicht nur als Filterregion flir Wasser, sondern auch fur
Protonen und andere kleine nicht-anionische Solute. Es wurden Anhaltspunkte
daflir geliefert, dass eine ebenso essentielle Funktion der beiden hydrophoben
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Konstriktionen der Schutz des zentralen hochkonservierten Histidins vor
Protonierung ist (4.5). Dies gelingt durch das Unterbrechen einer Wasserkette, die
sich sonst durch die FNT-Pore ausbilden konnte und eine Protonenleitung zum
zentralen Histidin ausbilden wirde (4.6.1). Dies erklart auch, warum es zwei
Konstriktionen, eine auf zytoplasmatischer und eine auf exoplasmatischer Seite,
geben muss. Fur einen GroRenausschlussfilter reicht hingegen bereits eine
Verjungung der Pore (Hub und Groot, 2008; Savage et al., 2010). So wird auch
durch die zweifache Ausfluhrung der hydrophoben Konstriktion indiziert, dass ihnen

eine andere Rolle als die der GroRRenselektion zukommt.
4.7.2.1 Vergleich zu anderen Kanilen mit Konstriktionen

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen deutliche Unterschiede zu den strukturell
verwandten AQP (1.2.1.1), die durch nur eine Konstriktion (sog. ar/R-Region,
Abbildung 4-7) Protonen und gleichzeitig zu groRBe Substratmolekile
ausschlieRen, aber Wasser leiten (Fu et al., 2000; Sui et al., 2001; Beitz et al.,
2006; Wu et al., 2009; Eriksson et al., 2013). Die Innenauskleidung der AQP-Pore
ist deutlich hydrophiler als die der FNT und tragt kein zentrales Histidin (Murata et
al., 2000). Die weitere hoch-konservierte Asparagin-Prolin-Alanin-(NPA)-Region,
verjungt die Pore nicht (Murata et al., 2000).

Diese Eigenschaften nahern die FNT hingegen der Amt/Mep/Rh-Familie der
Ammoniumtransporter (Khademi et al., 2004) an, die ebenfalls hydrophobe
Konstriktionen aus Phenylalaninen um zwei zentrale Histidine innerhalb der Pore
aufweisen (Khademi und Stroud, 2006, Abbildung 4-7). Auch hier sind die
zentralen Histidine und die sie umgebenden Konstriktionen hoch-konserviert
(Andrade und Einsle, 2007). Diese Ahnlichkeit wurde bereits mit dem Postulieren
des dielctric-slide-Mechanismus erwahnt (Wiechert und Beitz 2017b). Analog der
Substratpassage durch FNT, muss zur Passage ein lon neutralisiert werden. Nur
in diesem Falle genau anders herum: kationisches Ammonium muss zum
neutralen Ammoniak deprotoniert werden, um die neutrale Transportpore zu
passieren. Es ist beschrieben, dass die m-m-Wechselwirkung der Histidine die
neutrale Transportform des Substrates stabilisiert (Khademi et al., 2004). Auch hier
sinkt die Saurestarke des Substrates innerhalb der Pore und ermdglich so die
Deprotonierung der Base. Sind neutrale Histidine wie in den FNT- oder
Amt/Mep/Rh-Konstriktionen von Phenylalaninen umgeben, sind die resultierenden

m-mm-Wechselwirkung zwischen den Aminosaureresten ebenfalls stabilisiert und
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sogar starker als van-der-Waals-Krafte (Liao et al, 2013). Strukturell
unterscheiden sich die Amt/Mep/Rh-Kanale jedoch mit elf TM und dem Ausbilden
eines Homotrimers mit exoplasmatischem N-Terminus deutlich von den FNT
(Andrade und Einsle, 2007). So kann auch mit analogen Vertretern die Plausibilitat
des postulierten FNT-Transport-Mechanismus und die Funktion der zugehdrigen
Struktur hierbei untermauert werden.

EcFocA EcAmtB EcGlpF
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Abbildung 4-7: Vergleich der Konstriktionen des EcFocA, des Ammoniumtransporters
EcAmtB und AQP EcGIpF. Alle weisen eine periplasmatische Konstriktion (orange) auf.
Nur EcFocA und EcAmtB tragen ein oder zwei zentrale Histidine (griin) und eine zweite,
zytoplasmatische Konstriktion (blau). Das EcGIpF tragt zytoplasmatisch das AQP-typische
NPA-Motiv (grau). Die Lésungsmittelzugangliche Oberflache ist grau dargestellt. Unten:
Reaktion zur Neutralisation zur transportfahigen Form des Substrates (A = Saure,
B = Base, fett). Das EcGIpF leitet bereits neutrale Wassermolekiile.

4.7.2.2 Ein erginzter dielectric-slide-Mechanismus

Die Ergebnisse dieser Arbeit stlitzen den dielectric-slide-Mechanismus (4.2-4.6)
und lassen ihn wie folgt erweitern (Abbildung 4-8). Ein Substrat muss, um ein FNT
zu passieren, zwei Kontrollstellen (Checkpoints) passieren. Der erste Checkpoint
selektiert auf die anionische Ladung. Wie fur monocarboxylat- bzw.
milchsaureleitende Kanale und Transporter Ublich, geschieht dies uber eine
positive Ladung (Rothert et al., 2017; Wiechert und Beitz, 2017a; Kdpnick et al.,
2021). Diese wird durch hoch-konservierte Lysine in den Vestibulen bzw. durch die

zytoplasmatisch positive Oberflachenelektrostatik und nicht Gber ein protoniertes
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Histidin ausgebildet. Der zweite Checkpoint selektiert auf die Fahigkeit,
neutralisiert zu werden. Die hydrophobe Umgebung der Konstriktionen und des
neutralen Histidins zwingt das anionische Substrat zur Neutralisation. Kann die
Ladung nicht aufgehoben werden, kann es nicht passieren. So lasst sich die
Selektivitat fur schwache, monovalente Sauren der FNT erklaren (1.2, Abbildung
4-8). Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Funktion der hydrophoben Konstriktionen in
den FNT beschreiben so eine feine Abstimmung von Enge der Konstriktionen mit

der FNT-Poren-Struktur, die eines konservierten, neutralen Histidins bedarf.
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Abbildung 4-8: Um bidirektional eine FNT-Pore zu passieren, muss das anionische
Substrat der schwachen Saure zwei Kontrollstellen passieren: 1. Checkpoint: Die positive
Ladung eines Lysins im Porenvestibll. Nur anionische Substrate werden in den
Poreneingang gezogen, wo sich die Saurestarke senkt, um die Protonierung durch das
Bulkwasser zu erleichtern. 2. Checkpoint: Die jeweilig erste hydrophobe Konstriktion
innerhalb der Kernporenregion. Es erfolgt eine zweite Selektion auf Neutralisation. Das
Substrat muss innerhalb des hydrophoben Vestibils ein Proton binden, um die
hydrophoben Konstriktionen zu passieren. So werden gleichzeitig alle sonstigen
geladenen Teilchen ausgeschlossen. Die Dopplung der Konstriktionen bedingt, dass das
zentrale Histidin konstant neutral bleibt. Dieser ergénzte dielectric-slide-Mechanismus ist
beispielhaft dargestellt an der Passage von Formiat und Proton in Form der Ameisensaure
durch das EcFocA.
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6 | Anhang

6.1 Kalium-Passage durch EcFocA-Varianten nach
Konstriktionserweiterung

Kalium-Medium Spurenelemente Vitamin-Losung
12 mM L-Arginin 160 uM H3BOs 0,3 mM Vit. B1

1 mM MgCl2 4 uM CuSO4 0,4 mM Vit. B5
0,1 mM CaCl2 13 uM Nal 0,5mM Vit. B6
2% Glucose 16,5 uM NazMoOs4 0,6 yM  D-Biotin
5% Agar 49 uM ZnS0O4 sterilfiltrieren

pH 5,5 einstellen (H3PO4) 47,6 mM Zitronen-

autoklavieren saure

0,1% Spurenelemente 2,4 mM MgSO4

1% Vitamin-Losung 18,5mM  FeCls

0,1 % L-Histidin sterilfiltrieren

0,1-2mM KCI

vor dem Ausharten in
Platten giel3en

Ein weiteres kationisches Substrat, welches auf Zuganglichkeit fur leitfahige
EcFocA-Varianten untersucht werden sollte, war Kalium. Die Methodik erfolgte
analog den Methylamin-Assays phanotypisch (2.17). Hierzu wurde die
Hefezelllinie CY162 Atrk1-2, welche keine endogenen Kalium-Kanale aufweist, mit

den zu untersuchenden Konstrukten transformiert (2.9).

untersuchtes
Protein

Zelitod ),

pH 7,2 Wachstum

S. cerevisiae
CY169 Atrk1-2

Abbildung 6-1: Schematische Darstellung des Rescue-Assays zur phanotypischen
Beobachtung einer Passage von Kaliumionen durch untersuchte FNT-Varianten in der
Hefe. Die zu verwendende Zelllinie CY162 Atrk1-2 weist keine endogenen Kanale flr
Kalium auf. Sind die heterolog exprimierten Proteine in der Lage Kalium zu leiten, gelangt
dieses entlang des Konzentrationsgradienten in die Zellen. Bei niedrigen
Kaliumkonzentrationen (unter 0,5 mM) ist dies essenziell flir das Wachstum der Zellen.

Durch den knock-out des Trk1 und Trk2 kénnen diese Hefen auf Kalium-
Mangel-Medium nur wachsen, wenn durch ein heterolog exprimiertes Protein die

Kalium-Aufnahme wiederhergestellt wird (Abbildung 6-1). Bei hdheren
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Kaliumkonzentrationen (> 0,5 mM) kdnnen Kaliumionen auch Uber unspezifische
lonenkanale in Hefen gelangen (Anderson et al., 1992; Wu et al., 2009).
S. cerevisiae CY162 Atrkl-2
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Abbildung 6-2: Expressionskontrolle von EcFocA-Varianten in S. cerevisiae CY162
Atrk1-2. Die mikrosomale Fraktion eines Zellaufschlusses nach Transformation mit dem
entsprechenden Konstrukt wurde mittels SDS-PAGE getrennt und mittels Western-Blot-
Technik auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis erfolgte durch Anti-HA-
Primarantikoérper aus der Maus und HRP-Konjugierte-Anti-Maus-Sekundarantikérper. (-)
zeigt den Aufschluss von Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren. Zudem wurden
fur Kontrollen Hefen mit dem Plasmid kodierend fir rAQP1 und dessen Mutante
H180A/N192D/R195V transformiert und entsprechend analysiert.

Die rAQP1-H180A/N192D/R195V-Mutante kann Kalium leiten und wurde als
weitere Kontrolle eingesetzt (Wu et al., 2009). Als nicht-leitende Kontrollen galten
hier das orthodoxe, ionenausschliefende AQP aus der Ratte (rAQP1) sowie
Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren. Die Plasmide hierfur wurden von
Dr. Christina Steinbronn generiert und in E.-coli-Dauerkulturen bereitgestellt. Die
Kontrolle der Expression erfolgte mittels Western-Blot und zeigte, dass alle
untersuchten EcFocA-Mutanten im verwendeten Hefestamm nachgewiesen
werden konnten (Abbildung 6-2). Die rAQP1-Varianten wurden nicht detektiert. Da
ihre Funktion jedoch bekannt und die Expression bereits nachgewiesen war (Wu
et al., 2009), wurde auf einen expliziten Nachweis verzichtet. Fur die verwendete
Zelllinie war bereits in SD-Kontrollmedium ein langsameres Wachstum als fur

andere Zelllinien zu beobachten. So mussten zum erfolgreichen Anziehen der
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Zellen als flussige Vorkulturen zusatzliches Histidin, Lysin und Kalium zum Medium

zugegeben werden (2.5).

Nach dem Ubertragen auf festes Medium zeigten besonders Hefen, welche
rAQP1-Varianten und Kreuz-Mutanten des EcFocA exprimierten, ab dem zweiten
Verdinnungsschritt auf SD-Medium kaum Wachstum. Die anderen getesteten
Zellen, die mit Leerplasmid oder Genen kodierend fur EcFocA-Varianten
transformiert waren, zeigten auf der SD-Kontrollplatte ein adaquates Wachstum
(Abbildung 6-3). Diese Beobachtung auf SD-Kontroll-Medium zeigte sich auch auf
allen getesteten Kalium-Selektionsmedien. Die auf SD-Medium sichtbar
wachsenden Zellen zeigten stets grol3ere Zellkolonien auf den Selektionsplatten.
Erst ab einer Kaliumkonzentraton von 1mM zeigte die rAQP1-
H180A/N192D/R195V-Mutante ein besseres Wachstum als der entsprechende
Wildtyp.

Dies entsprach nicht den Erwartungen, die dieser Mutante ein deutlich besseres
Wachstum selbst bei niedrigen Kaliumkonzentrationen zusagten (Wu et al., 2009).
Zwischen dem EcFocA-Wildtyp und den in je nur einer Konstriktion erweiterten
Mutanten (F75A, L89A, F75A/F202A) konnte kein Unterschied festgestellt werden.
Sie wuchsen jedoch wider Erwarten auch auf Kaliummangelmedium von 0,1 mM.
Die EcFocA-Kreuz-Mutanten exprimierenden Hefen wuchsen analog dem rAQP1
schwacher, jedoch war die Fitness dieser Zellen bereits auf SD-Medium schlechter
zu bewerten. Damit konnte der Kalium-Assay nicht ausreichend etabliert werden,
um stichhaltige Schlusse uber die Kaliumpassage durch konstriktionserweiterte
EcFocA-Mutanten zu treffen. Der Assay sollte mit der Verwendung einer Kontrolle,
welche schneller Kalium leitet, z.B. dem Arabidopsis thaliana Kalium-Kanal
AtKAT1 (Anderson et al., 1992), wiederholt werden und die Expression der
Kontrollen z.B. durch Verwendung eines rAQP1-spezifischen Antikdrpers

sichergestellt werden.
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0,5 mM K*
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Abbildung 6-3: Serielle Verdinnung von Hefesuspensionen auf festem SD-Kontroll-
Medium (oben links) und Kalium-Medium (0,1, 0,5, 1 und 2 mM) flir den phanotypischen
Assay zur Passage von Kalium durch EcFocA-Varianten nach Eréffnung der
Konstriktionen (exoplasmatisch: F75A, F75AF202A (orange); zytoplasmatisch: L89A
(blau); Kreuz: F75A/L79A, L89A/F202A, F75A/L79A/L89A, F75A/L79A/L89A/F202A
(pink)) sowie Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren (-) und rAQP1 (grau) und
rAQP1-H180A/N192D/R195V, das Kalium leiten kann (grin). Einfache Durchfiihrung des
Experimentes gezeigt, mit N = 2 bestatigt.
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6.2 Ammonium-Passage durch EcFocA-Varianten nach
Konstriktionserweiterung

Ammonium-Medium

Losung 1 Losung 2

0,17 % (w/w) YNB 4 mM Ammoniumsulfat
3 % (w/w) Glucose 40 mM  MOPS

pH 7,5 einstellen (NaOH) pH 7,5 einstellen (NaOH)
sterilfiltrieren 4.2 % Agar
temperieren auf 50 °C autoklavieren

Losung 1 und 2 1:1 mischen und vor dem Ausharten in Platten gieRRen.

Ein weiteres kationisches Substrat, dass zur Prifung der Passage positiv
geladener Teilchen nach Konstriktionserweiterung herangezogen wurde, war das
Ammonium. Die Methodik erfolgte analog den Methylamin-Assays (2.17). Dazu
wurde ein phanotypischer Assay auf Mangelmedium durchgefuhrt, bei dem
Ammonium als einzige Stickstoffquelle diente. Nur Hefen, die einen Kanal
exprimieren, welcher Ammonium in die Zellen befoérdert, kdnnen auf dem

Selektionsmedium wachsen (Rescue-Assay, Abbildung 6-4).

untersuchtes
Protein

Zelltod )

pH7,2 Wachstum

S. cerevisiae
31091 Amepl1-3

Abbildung 6-4: Schematische Darstellung des Rescue-Assays zur phanotypischen
Beobachtung einer Passage von Ammonium durch untersuchte FNT-Varianten in der
Hefe. Die zu verwendende Zelllinie 31901b Amep1-3 weist keine endogenen Kanale flr
Ammonium und kleine neutrale Solute auf. Sind die heterolog exprimierten Proteine in der
Lage Ammonium zu leiten, gelangt dieses entlang des Konzentrationsgradienten in die
Zellen. Da sonst keine andere Strickstoffquelle zur Verfligung gestellt wird, kdnnen nur
solche Zellen auf dem Medium wachsen.

Hierzu wurde erneut der Hefestamm 31091b Amep1-3 verwendet, bei dem die
Gene fur die endogenen Ammoniumtransporter deletiert sind und die Expression
der getesteten Konstrukte bekannt war (Abbildung 3-44). Hefen, die mit dem Gen
kodierend fir den Ammoniumtransporter aus der Tomate, LeAMT1;1, transformiert
waren, sollten Ammonium aufnehmen koénnen und sollten demnach deutlich
wachsen (Ludewig et al., 2002). Hefen, die mit Leerplasmid transformiert waren,

sollten kein Wachstum zeigen.
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SD-Kontrolle

Ammonium pH 7,5
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Abbildung 6-5: Serielle Verdinnung von Hefesuspensionen auf festem SD-Kontroll-
Medium (links) und Ammonium-Medium (2 mM, pH 7,5, rechts) flr den phanotypischen
Assay zur Passage von Ammonium von EcFocA-Varianten nach Eréffnung der
Konstriktionen (exoplasmatisch: F75A (orange); zytoplasmatisch: L89A (blau); Kreuz:
F75A/L79A, L89A/F202A, F75A/L79A/L89A, F75A/L79A/L89A/F202A (pink)) sowie der
Hefen die mit Leerplasmid transformiert waren (=) (grau) und LeAMT1;1 (griin). Die
einfache Durchfihrung des Experimentes ist gezeigt und wurde mit N = 2 bestatigt.

Hefen die das LeAMT 1;1 exprimierten zeigten auf dem Selektionsagar mit 2 mM
Ammonium bei pH 7,5 entsprechend den Erwartungen das deutlichste, starkste
Zellwachstum und somit die Passage von Ammoniumionen an. Allerdings zeigten
auch andere getestete Kulturen, etwa Hefen die kein Protein heterolog
exprimierten oder Hefen, die den EcFocA-Wildtyp exprimierten, ein adaquates
Wachstum auf dem Selektionsagar (Abbildung 6-5). Zwar waren die Kolonien
dieser Kulturen nicht so dicht gewachsen, jedoch waren sie selbst bei 1000-facher
Verdunnung noch eindeutig auszumachen, obwohl eine Ammoniumpassage durch
die exprimierten Konstrukte ausgeschlossen werden konnte. Auch die
Einfachmutanten EcFocA-F75A und -L89A zeigten dieses Verhalten. Hefen die
EcFocA Kreuz-Mutanten oder das TbAQP2 exprimierten, wuchsen im Vergleich
nur schwach auf dem Selektionsagar. Allerdings wuchsen hier auch die Kontrollen
auf SD-Medium langsamer (Abbildung 6-5). So war im Assay nicht eindeutig
zwischen Aufnahme von Ammonium und einem Ausbleiben dessen zu
unterscheiden und es konnte keine endgultige Aussage zur Ammoniumpassage
der untersuchen EcFocA-Varianten getroffen werden. Sie sollten mit einer

Kontrolle wiederholt werden, bei der die Expression eindeutig nachgewiesen ist.
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