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Energie-getriebener Transport durch die auBere Membran von Escherichia coli

Substrate werden durch die duBere Mem-
bran (OM) Gram-negativer Bakterien liber
Diffusion, erleichterte Diffusion oder akti-
ven Transport aufgenommen. Da die OM
kein Membranpotenzial und keine energie-
reichen Substrate enthilt, bedarf es fiir
den aktiven Transport eines besonderen
Mechanismus der Energiebereitstellung.
Tomasz Pienko und Joanna Trylska (PLoS
Comput Biol, https:doi.org/10.1371/
journa.pcbi.1008024) untersuchten einen
aktiven Transporter mit biophysikalischen
Verfahren (conventional molecular dyna-
mics simulation, steered molecular dyna-
mics (SMD), umbrella sampling, Gaussian
force-simulated annealing).

B Vitamin B,, (B,,) bindet an das BtuB-Re-
zeptorprotein, das eine Fass-artige Struktur
(B-barrel) einnimmt, die innen einen Kanal
bildet, der durch eine globuldre Domane ver-
schlossen ist. Um die Translokation von B,
durch BtuB zu bestimmen, bauten sie BtuB in
eine asymmetrische heterogene Lipiddoppel-
schichtmembran ein, die die OM simulieren
soll. B,, bindet zunéchst an die zehn extrazellu-
laren Schleifen. In den SMD-Experimenten

folgt B,, nicht der globuldren Doméne in Rich-
tung Periplasma, sondern wird von den extra-
zelluldren Schleifen festgehalten. Erst beim
Anlegen einer Kraft von 20 kcal/moI/A wird
B,, freigesetzt, wobei die globulédre Doméne
sich um 175 A dehnt. Wahrend der ersten
0-24 A Domanenbewegung rotiert B, , um die
BtuB-Hauptachse, sodass der Corrinring pa-
rallel zur Achse orientiert ist. Die Messung der
Schleifenbewegungen unterscheidet flnf
Strukturvarianten: ohne gebundenes B,/ Do-
méne gefaltet, gebundenes B,,/ Doméne ge-
faltet, gebundenes B,,/ Doméne entfaltet,
partiell transportiertes B, ,/ Doméne entfaltet,
vollig transportiertes B,,/ Doméne entfaltet.
BtuB ohne Beladung mit B,, steht im Gleich-
gewicht zwischen offener und geschlossener
Form. Zu Beginn des Transports sind die Kon-
formationen der Schleifen auf die Bindung von
B,, optimiert. Wahrend der Bewegung der
Doméne wird die offene Schleifenform bevor-
zugt, die sich tber der B, ,-Bindestelle schlieBt.
Die partielle Entfaltung der Doméne dient da-
zu, wahrend des Transports die SchlieBung
der Schleifen zu initiieren. Dies zeigt eine
hohe Strukturdynamik des BtuB-Transporters

mit massiven Anderungen wihrend des Trans-
ports.

—> Die Arbeit untersucht die Strukturdnderun-
gen, die sich in BtuB bei der Bindung von B,
und wdihrend des Transports von B, durch
BtuB abspielen. Es werden nicht die Struk-
turdnderungen in BtuB als Reaktion auf das
elektrochemische Potenzial der Cytoplasma-
membran bestimmt, das in vivo die BtuB-Pore
Offnet. BtuB ist iiber den N-Terminus im Peri-
plasma an TonB gekoppelt. TonB bildet zusam-
men mit den Proteinen ExbB und ExbD einen
Komplex in der CM, der auf noch unbekannte
Weise das elektrochemische Potenzial der CM
fiir Energie-abhdngige Transportvorgdnge in
der OM bereitstellt. Nach der gingigen Vorstel-
lung iibt TonB eine Kraft aus, die die Struktur
der Domdne so verdndert, dass B, , durch BtuB
in das Periplasma gelangt. Es gibt Antibiotika,
die durch aktiven TonB-abhdingigen Transport
in Zielzellen eindringen. Dabei bildet die OM
keine Permeationsbarriere, sondern férdert die
Aufnahme.

Volkmar Braun

Neue Anti-Gram-negative Leitstruktur mit dualem Wirkmechanismus

Neue antibakterielle Substanzen mit Wir-
kung gegen Gram-negative Keime und
neuem Wirkmechanismus, die sich als
Startpunkte fiir die Antibiotikaentwick-
lung eignen, sind rar. In einem Screening
auf Aktivitat gegen Gram-negative Keime
fiel Zemer Gitai und Kollegen (Martin JK
et al., Cell (2020) 181:1518-1532) die
Substanz SCH-79797 auf, ein syntheti-
sches niedermolekulares Molekiil, das
zuvor als Anti-Koagulans und Herzthera-
peutikum beschrieben worden war.
Positiv stachen dessen antibakterielle Breit-
spektrum-Aktivitat, fehlende Kreuzresistenz

gegen vermarktete Antibiotika und extrem
langsame Resistenzentwicklung hervor. Breit
angelegte Studien zum Wirkmechanismus
zeigten, dass die Substanz zwei Targets be-
sitzt: Eine der beiden Zielstrukturen ist die
Dihydrofolatreduktase, die auch vom vermark-
teten Antibiotikum Trimethoprim inhibiert
wird, und das zweite Target ist die die bakte-
rielle Cytoplasmamembran. Parallel blockiert
SCH-79797 den Folsdurestoffwechsel und
destabilisiert die Membran. lhre besonderen
Eigenschaften verdankt die Substanz der
Kombination dieser beiden Aktivitaten. Struk-

turelle Optimierung fuhrte zur einer deutlich
potenteren, von den Autoren Irresistin-16 ge-
nannten Leitstruktur mit guter Pharmakokine-
tik und nachgewiesener in vivo-Wirksamkeit
gegen Neisseria gonorrhoeae.

— Was die Arbeit interessant macht, sind ele-
gante Wirkmechanismusstudien und die kon-
sequente Profilierung als Leitstruktur durch
Untersuchung der Pharmakokinetik, in vivo-
Pharmakologie und den die Aktivitdt bestim-
menden Gruppen des Kombinationsmolekiils.

Heike Brétz-Oesterhelt
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Sulfatierte Zeckenspucke hilft bei Entzindungen

Diese fiesen, kleinen Blutsauger lassen
sich auf unserer Haut nieder - Miicken
nur fiir kurze Zeit, Zecken gerne aber auch
mal fiir ein paar Stunden oder gar Tage.
Blutsaugende Arthropoden injizieren
gleich zu Beginn ihrer Mahlzeit einen Sub-
stanzcocktail an der Einstichstelle. Eine
Klasse dieser im Speichel enthaltenen
Substanzen sind die entziindungshem-
menden Evasine. Wie Evasine auf moleku-
larer Ebene wirken, war bisher unklar.

B Mittels eines semisynthetischen Ansatzes
bringt jetzt ein australisches Forscherteam
Licht ins Dunkel (Franck C et al., Proc Natl
Acad Sci USA (2020) 117:12657-12664). Zu-
néchst untersuchten Charlotte Franck und
ihre Mitstreiter das Evasin-Protein ACA-01 der
in Amerika beheimateten Zecke Amblyomma
cajennense. Expression in Sdugetier-Zellen
und anschlieBende Analyse mittels SDS-PAGE
und Westernblot mit einem anti-Sulfotyrosin-
Antikorper zeigten, dass ACA-01 sowohl gly-
cosyliert als auch sulfatiert ist. Der N-Termi-
nus von ACA-01 enthélt zwei Tyrosin-Seiten-
ketten, die von allerlei negativ geladenen
Resten umgeben sind, ein klassisches Sulfa-
tierungsmotiv. Massenspektrometrisch wur-
den doppelt-sulfatierte, einfach-sulfatierte
und unsulfatierte Spezies detektiert.
AnschlieBend produzierten die Forscher ver-
schiedene Varianten des Evasin-Proteins: Der
N-Terminus wurde in verschiedenen Sulfatie-
rungsvarianten mittels Festphasen-Synthese
erzeugt und der Rest des Proteins wurde re-
kombinant hergestellt. Dann wurden die bei-
den Teile mittels nativer chemischer Ligation
miteinander verbunden - daher auch das Wort
~semisynthetisch”im Titel der Studie. Anfangs
befanden sich die Proteine noch geldstin 6 M
Guanidinhydrochlorid - entfaltet und redu-
ziert. Darum schloss sich ein Schritt zur oxi-
dativen Proteinfaltung an. In einem eher diin-
nen und leicht basischen Puffer mit Glutathion
konnten sich tber Nacht die vier Disulfid-Bri-
cken ausbilden. Das Muster der Disulfid-Bri-
cken wurde durch Massenspektroskopie der
oxidierten Proteine Uberpriift; es entsprach
dem nativen Protein.
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Die verschiedenen Sulfatierungsvarianten des
ACA-01-Proteins wurden schlieBlich auf ihre
Affinitat zu den Chemokinen CCL11, CCL24,
CCL26, CCL2, CCL8 und CCL7 untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass die Proteinsul-
fatierung nicht einfach nur die Affinitat stei-
gerte. Viel mehr modifizierten die Tyrosyl-
Sulfate die Selektivitat der ACA-01-Bindung
an die verschiedenen Chemokine. Ein einzel-
nes Evasin-Protein zeigt also, abhéngig von
seinem Sulfatierungsmuster, bereits eine er-
staunliche Vielfalt an Bindeeigenschaften. Im
Speichel blutsaugender Anrthopoden sind
verschiedene Evasine mit unterschiedlichen
Sulfoprotein-Varianten enthalten. Die aktuelle
Studie liefert einen ersten Einblick in das kom-
plexe molekulare Geschehen beim Einstich
des Zeckenrissels.
—> Wir kennen Proteinsulfatierung bisher als
eine Art molekularen Klebstoff. Die aktuelle
Arbeit, in der sulfatierte Evasin-Proteine mit
groffem Aufwand erzeugt wurden, bestitigt
und ergdnzt dieses Bild. Zecken spielen hier
molekulares Mimikry - ihre Evasine ahmen
die Interaktionen zwischen Chemokin-Ligan-
den und Chemokin-Rezeptoren nach, die im
menschlichen Korper beim Entziindungsge-
schehen eine Rolle spielen. Eines Tages konn-
ten mit sulfatierten Peptiden oder Proteinen
verschiedenste Krankheiten behandelt werden,
bei denen Entziindungen eine Rolle spielen.
Jonathan Wolf Mueller ™

Abb.: Eine blutdirstige Zecke. Bild: © astendal /
stock.adobe.com.

Kurz gefasst

Abbau von Braunalgen

B Riesentang-Walder und blihen-
de Golftange bedecken den Atlantik
und spielen eine wichtige Rolle im
globalen Kohlenstoffkreislauf. Sie
produzieren Fucoidan, ein komplexes
und sehr stabiles Zellwand-Polysac-
charid. Andreas Sichert et al. (Nat
Microbiol (2020) 5:1026-1039) ent-
deckten, dass der Fucoidan-Abbau
auf ein spezialisiertes Bakterium der
Gattung Lentimonas limitiert ist. Fur
den Abbau muss eine bemerkens-
werte Bandbreite an 284 Proteinen
exprimiert werden, die eine Fucoin-
danase-Aktivitat besitzen und in spe-
zialisierten bakteriellen Mikrokom-
partimenten agieren. Die Erkenntnis-
se erklaren die Stabilitat von Wéldern
und Bliten aus Braunalgen.
Matthew Mcintosh, Jonas Kretz

Phantomgedachtnis bei der Zell-
teilung

B Staphylococcus aureus weist
nach bisheriger Sichtweise eine
Besonderheit bei der Zellteilung auf:
Teilungsebenen stehen jeweils senk-
recht auf den beiden vorhergehenden
Teilungsebenen (wie zwei Wande,
die im rechten Winkel zueinander
und gleichzeitig senkrecht auf dem
FuBboden stehen). Bei jeder dritten
Zellteilung sollte also die urspriingli-
che Teilungsebene wiederverwendet
werden. Damit stellte sich die Frage,
wie sich die Zelle ihre bisherigen
Teilungsebenen merkt. Der Mecha-
nismus flr dieses ,Gedéchtnis* blieb
unbekannt. Bruno Saraiva et al. (Nat
Comm (2020) 11:4097) zeigen, dass
jede Teilungsebene lotrecht auf der
vorhergehenden Ebene steht; dies
gilt aber nicht immer fiir die Ebene
der vorvorhergehende Teilung. Ent-
scheidend fiir die neue Teilungsebe-
ne ist das Noc-Protein, das in der
Nahe des oribindet und die Polyme-
risation des Teilungsproteins FtsZ
verhindert. Dies stellt sicher, dass
das Chromosom bei der Teilung nicht
zerschnitten wird. Ein weitergehen-
des ,Gedachtnis“ ist somit nicht
erforderlich.

Johannes Sander
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Die Rolle von CD9 bei HPV 16-Infektionen

Das Humane Papillomavirus Typ 16
(HPV16) kann Gebarmutterhalskrebs,
eine der haufigsten Krebsarten bei Frauen,
verursachen. Bei dessen Endocytose sind
Tetraspanin-reiche Mikrodoménen beson-
ders wichtig. S. Mikuli¢i¢ et al. (Med
Microbiol Immunol (2020) 209 461-471)
fanden heraus, dass eine geringe CD9-Ex-
pression eine HPV 16-Infektion begilinstigt.
B Das Binden des HPV 16-Pseudovirus an die
Oberflache von HelLa-Zellen ist CD9-unabhén-
gig. Allerdings verschlechtern sich der Trans-
port von HPV 16 zu CD63-positiven endosoma-
len Vesikeln sowie der Capsid-Abbau bei Ab-
wesenheit des Tetraspanins CD9. Daher un-
tersuchten S. Mikuli¢i¢ et al. den Einfluss un-
terschiedlicher CD9-Expressionen auf die In-
fektionsrate von HPV 16 in unterschiedlichen
Epithelzellen. HaCaT-Zellen, eine immortali-
sierte Keratinozyten-Zelllinie, exprimieren
4- bis 10-mal mehr endogenes CD9 als Hela-
Zellen und normale humane epidermale Kera-
tinozyten (NHEK). Wahrend ein siRNA-Knock-

down von CD9 zu einer Abnahme der HPV 16-
Infektionsrate in HeLa- und NHEK-Zellen flihrt,
kommt es in HaCaT-Zellen zu einer Zunahme.
Es wird geschlussfolgert, dass sowohl eine
Abwesenheit als auch eine Uberexpression
von CD9 zu einer verminderten HPV 16-Infek-
tionsraten fiihren. Dies wird nochmals da-
durch bestatigt, dass bei einer Transfektion
mit zunehmenden Mengen an CD9 in Hela-
Zellen die Infektionsrate dosisabhangig ab-
nimmt. Daher fordert lediglich eine geringe
CD9-Konzentration, wie sie natirlich in HelLa-
und NHEK-Zellen vorkommt, eine HPV-Infek-
tion. Weiterhin steuert dieses Tetraspanin
auch die Sheddase-Aktivitat der Zellmembran-
protease ADAM 17, welche den ERK-Signal-
weg aktiviert. Letzterer spielt wiederum eine
Rolle in der Bildung des HPV 16-Eintrittsrezep-
tors. Sowohl eine CD9-Uberexpression als
auch eine Depletion verringern die ERK1/2-
Phosphorylierung in HeLa-Zellen.

— CD9 ist ein wichtiger Regulator fiir den
Viruseintritt von HPV16 und wirkt sich auch

auf den ERK-Signalweg aus. Diese Studie hebt
die Bedeutung von Tetraspaninen als master
organizers hervor, wodurch diese magliche
antivirale targets darstellen — auch in Bezug
auf andere Viren (Influenza A und Coronavi-
rus). Dabei konnte speziell CD9 interessant
sein, da es offenbar als Regulator fiir HPV16-
basierte Infektionen genutzt werden kénnte.
Khadija Aichane &

Abb.: 3D-illustration des Humanen Papillomavirus.
Bild: © Kateryna_Kon / stock.adobe.com.

Selektive Translation reloaded: alternative Ribosomen in Mykobakterien

In vielen Bakterien findet man Mehrfach-
kopien von Genen, die fiir ribosomale
RNA und Proteine codieren, sich aber
durch Sequenzvariationen auszeichnen.
Infolge dieser kleinen aber feinen Unter-
schiede besitzen Zellen ein Gemisch ver-
schiedener Ribosomensubtypen mit spe-
zifischen Translationsprofilen. Wahrend
das Phanomen bereits fiir Gram-negative
Bakterien beschrieben wurde, zeigt eine
aktuelle Arbeit, dass auch Gram-positive
Mikroorganismen die Vorteile der selekti-
ven Translation in eigener Weise nutzen.
B In der Maiausgabe des BlIOspektrums
2019 (Lassak J, BIOspektrum (2019) 3:291)
berichtete ich Uber zwei Arbeiten (Kurylo CM
etal., CellRep (2018) 25:236-248; Song W et
al., Nat Microbiol (2019) 4:515-526), die Ri-
bosomenheterogenitat in Escherichia coli res-
pektive Vibrio vulnificus beschreiben. Eine

aktuelle Studie (Chen YX et al., Proc Natl Acad
Sci USA (2020) 32:19487-19496) schildert
das Phanomen fiir Mycobacterium smegmatis,
einen harmlosen Verwandten des Erregers der
Tuberkulose. Wahrend sich die beiden friihe-
ren Publikationen auf Variationen in der ribo-
somalen RNA konzentrierten, wird hier die
Bedeutung paraloger ribosomaler Proteine
(AItRPs) bei der Bildung alternativer Riboso-
men beleuchtet. Eine gut charakterisierte
Gruppe solcher AltRPs sind diejenigen, die
sich in Bezug auf den Cysteingehalt von ihren
urspriinglichen Gegenstiicken unterscheiden.
Wahrend cysteinreiche Abschnitte charakte-
ristisch fiir die kanonische Form sind, fehlen
entsprechende Sequenzmotive in den AltRPs.
Dennoch werden auch AltRPs in Ribosomen
verbaut, die man aber bislang fiir translations-
inaktiv hielt. Dass es sich hierbei um einen
Irrtum handelt, demonstrieren Chen et al. in-

dem sie Ubersetzungsaktivitat anhand eines
Translationssystems zeigen, das sie mit einem
AItRP als Baustein rekonstituierten. Mehr
noch, die Translationsprofile dieser alternati-
ven Ribosomen sind signifikant unterscheid-
bar von denen, die mit herkdmmlichen Ribo-
somen erzeugt werden. Phéanotypische Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass dies ins-
besondere fiir optimales Wachstum unter Ei-
senmangel wichtig ist.
—> Damit scheinen sowohl die Sequenzvaria-
tionen in den multiplen Kopien ribosomaler
DNA als auch paraloger ribosomaler Proteine
Anpassungen an bestimmte Stresssituationen
zu sein. Alternative Ribosomen erweitern so
das Regulationsportfolio von Bakterien um
einen weiteren, bislang wenig beleuchteten
Aspekt.

Jurgen Lassak ®
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Kleine Schere mit groBer Wirkung

Die Entdeckung der adaptiven CRISPR-
Immunsysteme von Mikroorganismen hat
zu einer Revolution in der Manipulation
von Genomen gefiihrt. Diverse CRISPR-
Systeme prokaryotischen Ursprungs wer-
den seither als vielféltige Werkzeuge zur
Genmanipulation eingesetzt. Es werden
stetig neue Systeme untersucht, auch um
moglicherweise kompaktere und solidere
Enzyme entdecken zu kénnen.

B Patrick Pausch et al. (Science (2020)
369:333-337) berichten von einem neuarti-
gen CRISPR-System, aus Genomen von Rie-
senphagen der Familie der Biggiephagen. Wie
auch fiir andere CRISPR-Systeme gezeigt,
funktioniert CRISPR-Cas® durch das Erken-
nen CRISPR-RNA(crRNA)-komplementéarer
Sequenzen in DNA, um zielgenau fremde Pha-
gen zu zerstoren. Wahrend der bisher kom-

pakteste Cas9-Komplex aus einem etwa
120 kDa groBen Enzym und zwei crRNA-Kom-
ponenten besteht, ist Cas® mit seiner etwa
70 kDa groBen Nuklease und einer crRNA nur
etwa halb so groB. Trotz dieser Reduktion
kann Cas® in seinem aktiven Zentrum sowohl
crRNA aus precursor-crRNA (CRISPR-Array-
Transkript) erzeugen als auch DNA schneiden.
Damit handelt es sich hierbei um das derzeitig
kleinste bekannte CRISPR-System. Um nicht
das eigene Genom durch Anvisieren des CRIS-
PR-Arrays zu zerschneiden, erkennen CRISPR-
Komplexe eine kurze PAM-Sequenz (protospa-
cer adjacent motif), die nicht im CRISPR-Array
vorkommt. Pausch et al. identifizierten das
PAM mittels einer Plasmidbibliothek als 5°-
TBN-3‘ (B = G, T oder C). Die Autoren zeigen,
dass Cas® sowohl in Escherichia coli als auch
in kultivierten humanen Nierenzellen
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(HEK293) und in Pflanzenzellen von Arabidop-
sis thaliana erfolgreich DNA erkennen und
schneiden kann.

—> Diese Kombination aus kompaktem CRIS-
PR-System, minimalen PAM und der bekann-
ten Steuerbarkeit tber ein CRISPR-Array
ermdglicht die Entwicklung eines neuen, noch
vielfiltiger einsetzbaren, Genmanipulations-
Werkzeuges. Insbesondere kénnte die geringe-
re Grdfle es ermdglichen, dieses CRISPR-System
leichter in eukaryotische Viren einzubauen, die
dann als Vektoren verwendet werden kénnen,
um schwer zugdngliche eukaryotische Zellen
zu erreichen und zu manipulieren. Die gerin-
gere Grifie des Cas® kénnte zudem ermdégli-
chen, durch Sekunddrstrukturen besser
geschiitzte DNA-Abschnitte zu erkennen und
zu schneiden.

Nils Mais und Gert Bange

Heart-on-a-chip als neuer Ansatz fur die Ischamieforschung

Ischamische Herzerkrankungen fiihren
durch einen verminderten Blutfluss zu
einer Unterversorgung des Herzgewebes
mit Sauerstoff. Dies fiihrt zu einer Beein-
trachtigung der Herzfunktion, was z. B.
Herzrhythmusstérungen und Herzinsuffi-
zienz als Folge haben kann. Bis heute
steigt die Zahl an ischdamiebedingten
Todesféllen weltweit, wahrend viele Fra-
gen lber die Auswirkungen einer Ischa-
mie auf Herzzellen auf zellularer Ebene
ungeklart sind.

B Unter hypoxischen Bedingungen veréndert
sich das Verhalten von Kardiomyozyten (KM).
Bisher existiert jedoch kein optimales Modell
fir die Untersuchung dieser ischdmischen
Veréanderungen. Um die Auswirkungen einer
Hypoxie auf die Funktion des Herzgewebes
zukiinftig besser untersuchen zu kénnen ha-
ben H. Liu et al. (Nano Lett (2020) 20:2585-
2593) ein Heart-on-a-chip-Modell erstellt.
Dabei handelt es sich um ein System, in dem
KM auf einem Chip mit Nanoséaulen kultiviert
werden und durch elektrische Sensoren unter-
sucht werden kénnen. Dieses Modell soll fiir

BIOspektrum | 06.20 | 26.Jahrgang ¢\ Springer

die Simulation verschiedener Auswirkungen
einer Hypoxie mit anschlieBender Reperfusion
benutzt werden. Durch Modulierung des Sau-
erstoffgehalts im Kulturmedium simulierten
Liu et al. normoxische (21 % O,) und hypoxi-
sche (1-4 % O,) Bedingungen. Fiir die Versu-
che wurden murine, atriale HL-1-Zellen ge-
wahlt. Diese Zellen weisen unter Ischdmie und
Reperfusion ein dhnliches Verhalten wie pri-
mare KM auf. Uber immunohistochemische
Nachweise konnten ausgepragte Aktinstruk-
turen und eine hohe Expression von Conne-
xin-43 in den kultivierten Zellen festgestellt
werden. Dies spricht fiir den Erhalt des Cyto-
skeletts und der elektrischen Leitfunktion der
Zellen.

Um die Eignung dieses Modells fiir zukiinftige
Untersuchungen an zelluldren Antworten un-
ter Hypoxie zu untersuchen, wurde zunachst
die Expression des Transkriptionsfaktors Hy-
poxia-inducible factor-1-alpha (HIF-1ct) nach
Inkubation der Zellen in hypoxischem Medium
fir finf Stunden Uberprift. HIF-1a ist ein
wichtiger Regulator fir die zelluldre Antwort
auf Sauerstoff-Unterversorgung. Wie erwartet

wurde HIF-1o unter Hypoxie starker expri-
miert. Die Expression fiel nach einer Inkubati-
on in normoxischem Medium fiir 90 min. wie-
der auf den Basalwert. Die Inkubation mit hy-
poxischem Medium bewirkt zudem eine nach-
weisliche Verdnderung der Schlagfrequenz
und eine verringerte, nicht uniforme Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit der elektrischen Impul-
se. Wie erwartet zeigten sich ebenfalls eine
Verkirzung der Aktionspotentiale sowie lan-
gere Intervalle zwischen diesen. Eine Reperfu-
sion ermdglicht eine Riickkehr zur Ausgangs-
frequenz. Dieser Verlauf wurde ebenfalls in
KM aus murinen Primérkulturen beobachtet.

— Liu et al. haben ein Ischemia-on-a-chip-
Modell kreiert, mit dem eine Hypoxie simuliert
und verschiedene Auswirkungen auf die Zell-
funktion untersucht werden kénnen. Hierbei
bleibt die native Zellstruktur erhalten und
sowohl einzelne Zellen als auch mehrere Zellen
kénnen simultan gemessen werden. Zukiinftig
kann dieses Modell modifiziert werden, um
neben einer Hypoxie weitere Effekte einer Isch-
dmie, wie z. B. eine Azidose, zu untersuchen.

Daniela Kruck
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Nanohaloarchaeen als Juniorpartner beim Chitinabbau

Hypersaline Gewasser beherbergen
neben zahlreichen Prokaryoten, Pilzen,
Algen und Protisten oft auch Arthropo-
den. Deren Exoskelett besteht aus Chitin,
das somit eines der haufigsten Biopoly-
mere in diesem Lebensraum ist. Viele
halophile Prokaryoten haben sich daher
auf den Chitinabbau spezialisiert. Eine
Partnerschaft mit Nanohaloarchaeen, die
zum weit verbreiteten, aber bisher kaum
erforschten Superphylum DPANN gehé-
ren, erweitert das Nahrungsspektrum

und hilft, Chitin-lose Zeiten zu liberstehen.
B Violetta La Cono et al. (Proc Natl Acad Sci
USA (2020) 117:20223-20234) isolierten aus
der Salina della Laguna auf Sizilien das chiti-
nolytische, aerobe Euryarchaeon Halomicro-
bium sp. LC1THmM. Wahrend LC1Hm sowohl
alleine als auch zusammen mit dem ektosym-
biontischen, mikroaerotoleranten Nano-
haloarchaeon Candidatus Nanohalobium

constans LC1Nh kultiviert werden kann, ist
LC1Nh obligat auf Vertreter der Gattung Halo-
microbium angewiesen. Halomicrobium kann
Chitin sowohl in Reinkultur als auch in Kokul-
tur extrazellulér abbauen. In Kokultur kann es
darliber hinaus o-Glucane wie Stérke und
Glykogen nutzen. GemaB Genomsequenz ist
Halomicrobium ein typisch heterotroph und
kann alle zum Leben bendtigten Verbindungen
selbst herstellen. Nanohalobium hingegen ist
auxotroph fiir Aminosauren, Nukleotide, Li-
pide und Coenzyme. Sein Stoffwechsel ist
fermentativ: Extrazeluldare Enyzme zerlegen
o-Glucane. Zucker werden Uber die Glykolyse
zu Laktat, Ethanol, Acetat und Malat abge-
baut. Die Anheftung an den Wirt diirfte iber
Pili-ahnliche Archaellen erfolgen. Vielfalt-
generierende Retroelemente (DGRs), also.
Retrotransposons, die durch gezieltes Sprin-
genin ihre Zielgene (mutagenes Retrohoming)
genetische Vielfalt erzeugen kénnen, helfen

wahrscheinlich dabei, sich stets rasch an den
Wirt anzupassen.

— Nanohalobium nutzt das beim Chitinab-
bau durch Halomicrobium gebildete N-Acety!l-
Glukosamin zur Energiegewinnung und erhdlt
dariiber hinaus zahlreiche Stoffwechselbau-
steine. Halomicrobium wiederum profitiert von
der Fdihigkeit seines Ektosymbionten, a-Gluca-
ne abzubauen. Diese werden maglicherweise
von Algen gebildet, die hohere Salzkonzentra-
tionen ertragen als Arthropoden. Bemerkens-
wert ist, dass Halomicrobium das Chitin nicht
nur extrazelluldr in kleine Bruchstiicke zerlegt;
auch der Abbau zu Monomeren erfolgt extra-
zelluldiir, sodass sich Nanohalobium an der
Mahlzeit beteiligen kann. Vorteilhaft diirfte die
Partnerschaft von Halomicrobium mit Nano-
halobium vor allem unter schwankenden Salz-
konzentrationen sein, wenn Chitin nicht dauer-
haft verfiigbar ist.

Johannes Sander

Kryo-EM-Einzelpartikelanalyse eines Membrantransporters in Liposomen

Membranproteine sind sehr haufig (etwa
30 % im gesamten Proteom) und spielen
eine essenzielle Rolle bei verschiedenen
zelluldren Prozessen wie z. B. das Auf-
rechterhalten der elektro-chemischen
Gradienten. Aufgrund ihrer Beteiligung in
pathologischen Prozessen (z. B. als Mem-
brantransporter, die eine multidrug-Tole-
ranz von Krankheitserregern oder Krebs-
zellen verursachten) sind Membranpro-
teine in den Fokus der biomedizinischen
Forschung geriickt und stellen ein bedeu-
tendes molekulares Ziel fiir Wirkstoffe dar.
B Durch Untersuchungen der Proteinstruktur
konnen wichtige Rickschliisse auf die spezi-
fische Funktion des Proteins gezogen werden.
Je besser die Erkenntnisse der Strukturanaly-
se, desto genauer die Vorhersagen zur Rolle
des Proteins im gesunden oder kranken Orga-
nismus. Seit Jahren war Rontgenkristallogra-
phie fast die einzige Methode fiir die Struktur-
analyse von Membranproteinen, trotz mehre-
rer Herausforderungen, z. B. dass sie riesige
Proteinmengen braucht und nicht fir jedes
Protein anwendbar ist. Seit die Kryo-Elektro-

nenmikroskopie (Kryo-EM) vor einigen Jahren
gllicklicherweise eine Revolution in der Aufl6-
sung erfahren hat, ist sie zurzeit zu einem be-
liebten und leistungsstarken Werkzeug fir
Strukturuntersuchungen von Membranprote-
inen geworden. Eine neue Studie von X. Yao
et al. (Proc Natl Acad Sci USA (2020)
117:18497-18503) demonstrierte einen neu-
en Ansatz der Kryo-EM Einzelpartikel Struktur-
analyse (single particle analysis) des in Liposo-
men eingebetteten bakteriellen Multidrug-
Exporters AcrB. Die Autoren wendeten wah-
rend des Workflows eine Kombination aus
mehreren Optimierungsschritten an, die es
ermdglichten, eine endgiiltige Auflésung der
AcrB-Rekonstruktion in Proteoliposomen von
3.9 A zu erreichen. Erstens verbesserten sie
Schritte der Proteinrekonstitution in Liposo-
men und die verwendeten Reinigungstechni-
ken, um eine homogene Mischung von Lipo-
somen zu erhalten. Zweitens nutzten sie gra-
phen-cryogrids, Objekttrager, die flr eine
bessere Probenabbildung in der Kryo-EM die-
nen. Darliber hinaus implementierten sie ei-
nen neuen Ansatz in der Bildverarbeitung zur

effizienteren Anreicherung geeigneter Partikel
fur die dreidimensionale (3D) Rekonstruktion
der Proteinstruktur. All diese Verbesserungen
des Arbeitsablaufs ermdglichten es, die Struk-
tur des in der Lipiddoppelschicht enthaltenen
AcrB, unter Verwendung von Kryo-EM Einzel-
partikelanalyse zu untersuchen. Die im Artikel
vorgestellte Technik erlaubte es sogar einige
zusatzliche Merkmale zu detektieren, bei-
spielsweise den Einfluss der Membrankrim-
mung auf die Proteinkonformation.

—> Die Arbeit ist ein weiterer Fortschritt fiir
Kryo-EM-Untersuchungen von Membranprote-
inen unter nahezu nativen Bedingungen. Es
wdre auferdem erstrebenswert zu testen, ob
der vorgestellte Workflow fiir andere Membran-
proteine als AcrB anwendbar ist. Dartiber hin-
aus wdre es interessant, verschiedene Zustdin-
de eines solchen Membrantransporters in der
Lipiddoppelschicht wihrend seines Arbeitszy-
klus zu erfassen. Die vorliegende Studie erdff-
net neue Horizonte in Strukturstudien von
Membranproteinen und bietet Raum fiir viel-
versprechende Methodenentwicklung.

Dmitry Shvarev
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Pilzinfektionen haben weitreichende Folgen fiir das pflanzliche Immunsystem

Pflanzen sind kontinuierlich den Angriffen
von pathogenen Mikroben ausgesetzt, die
diese meist erfolgreich abwehren. Spezia-
lisierte Pathogene kdnnen jedoch mit
ausgekliigelten molekularen Mechanis-
men die pflanzliche Immunabwehr umge-
hen. Dann kommt es zu Infektionssymp-
tomen sowie mitunter zur starken Schadi-
gung der Pflanze bis hin zum Absterben.
B Der Pilz Zymoseptoria tritici 16st in Weizen
die Blattdlrre aus, die in Anbaugebieten auf
der gesamten Welt zu Ertragsverlusten von bis
zu 50 Prozent fiihrt. Heike Seybold et al. (Nat
Commun (2020) 11:1910) nutzten Ko-Infekti-

onen dieses Pilzes mit Varianten des Bakteri-
ums Pseudomonas syringae sowie Metabo-
lom- und Mikrobiomstudien, um die Auswir-
kungen der Pilzbesiedlung auf das pflanzliche
Immunsystem zu untersuchen. Die Autorinnen
zeigen, dass eine bestehende Pilzbesiedlung
sekundére Infektionen selbst von ansonsten
apathogenen P. syringae-Varianten begiins-
tigt. Dies beobachteten sie auch bei Infektion
unterschiedlicher Blatter, was auf eine syste-
mische Reaktion der Pflanze hindeutet. Zu-
grunde liegt eine Manipulation der Biosynthe-
se von pflanzlichen Abwehrstoffen durch den
Pilz. Damit unterdriickt er die pflanzliche Im-

munabwehr. Im Gegenzug induziert der Pilz in
resistenten Pflanzen die Abwehr, was die Viel-
falt der bakteriellen Besiedlung deutlich redu-
ziert.
—> Hdufig sind Infektionsstudien auf bindre
Wirt-Pathogen-Interaktionen beschrinkt. Die
Autorinnen untersuchen in einem eleganten
Ansatz den Einfluss von Pilzinfektionen auf
die weitere Besiedlung der Pflanze. Der Nach-
weis einer systemischen Schwdchung des
pflanzlichen Immunsystems stellt einen wich-
tigen Schritt fiir die Etablierung neuer Strate-
gien im Pflanzenschutz dar.

Kerstin Schipper H

Stickstofffixierung: Freundschaft oder Knechtschaft?

Rhizobien fixieren Stickstoff in Symbiose
mit Pflanzen. Versuche, diese Fahigkeit
kiinstlich auf andere Organismen zu liber-
tragen, erreichten nie die Effizienz der
natiirlichen Symbiose, da wichtige
Bestandteile unbekannt sind.
Stickstofffixierung durch Symbiose wird
oft mit einer Vereinbarung verglichen, bei
der fixierter Stickstoff gegen Kohlenstoff
getauscht wird. Carlos E. Flores-Tinoco

et al. (Mol Syst Biol (2020) 16:9419) zei-
gen ein anderes Bild, bei der die Pflanze
die Bakterien in eine Falle lockt und Stick-
stofffixierung durch Bereitstellung
bestimmter Metabolite erzwingt.

B Um die niedrige Sauerstoffkonzentration
und den niedrigen pH in der Umgebung zu
liberleben, missen die Bakterien atmosphéri-
schen Stickstoff durch Nitrogenase-Enzyme

fixieren, die sehr viel Energie beanspruchen.
Der niedrige pH wird demzufolge neutralisiert;
als Abfallprodukt entsteht Ammonium. Laut
Studie stellt die Pflanze zwei Metabolite be-
reit: Succinat und die stickstoffreiche Amino-
saure Arginin. Sowohl der Stoffwechsel von

x T i
Abb.: Kndllchenbakterien (blau) in einer Pflanzen-
wurzel. Braun sichtbar sind pflanzliche Proteine,
kolorierte elektronenmikroskopische Aufnahme.

Bild: ETH Ziirich / Anne Greet Bittermann.

Succinat als auch der von Arginin (CATCH-N)
erflillen den bakteriellen Verbrauch an Stick-
stoff und generieren ein hohes ATP-Niveau,
wie es die Nitrogenase benotigt. Die Relevanz
des CATCH-N-Systems spiegelt sich in der
enormen Anzahl an Genen, die mindestens
zehn Transportersysteme und 23 Enzyme
mit stark Uiberschneidenden Funktionen co-
dieren.
- Die Studie verdeutlicht, wovon eine Uber-
tragung auf andere Organismen abhdngt: Die
Pflanze muss neben Aufrechterhaltung einer
bestimmten Umgebung auch Metabolite bereit-
stellen, damit die Bakterien anfangen, Stick-
stoff zu fixieren, um zu tiberleben. Das Endpro-
dukt Ammoniak ist ein Abfallprodukt fiir die
Bakterien, aber eine wertvolle Ressource fiir
die Pflanze.
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