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Geleitwort 

Die Mechanismen des Protein-Einbaus in biologische Membranen inte-
ressieren Biochemiker, Biophysiker und Zellbiologen seit mehreren Jahrzehnten. 
Trotz zahlreicher Fortschritte sind die biophysikalischen Grundlagen der Memb-
ranbiogenese, insbesondere des Einbaus von Proteinen in Membranen, auf der 
Ebene inter- und intramolekularer Wechselwirkungen nicht gut verstanden. Dieses 
Verständnis ist aber bedeutend, da biologische Membranen ein essenzielles struk-
turierendes Element aller Zellen und Zellorganellen sind und damit eine Grundvo-
raussetzung für das Entstehen von Leben darstellen. Biomembranen bestehen aus 
einer Lipid-Doppelschicht, die aus einer Vielzahl verschiedener Lipide aufgebaut 
ist, sowie aus Membranproteinen verschiedenster Struktur und Funktion. Memb-
ranproteine können entweder als Transmembranproteine die Membranen komplett 
durchspannen oder als periphere Proteine an Membranen gebunden sein. Die 
Transmembranproteine ermöglichen den selektiven Stoffaustausch und Transport 
zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten sowie zwischen Zellen und ihrer 
Umgebung, dienen als Enzyme oder der Signalübertragung über Membranen. 

Dieses Werk beschreibt die lokale Strukturbildung und Faltung des es-
senziellen und evolutionär hoch konservierten Transmembranproteins BamA aus 
Escherichia coli (YaeT). BamA ist mit 890 Aminosäureresten die größte Unterein-
heit des sogenannten β-Fass-Aufbau-Maschinerie Komplexes (engl. „β-barrel as-
sembly machinery complex“, BAM-Komplex), der für die Biogenese der Zellwand 
von Gram-negativen Bakterien wie Escherichia coli, Vibrio cholerea, Yersinia 
pestis, oder Salmonella typhimurium notwendig ist. Die Funktionsweise des 
BAM-Komplexes sowie die molekularen Funktionen und Mechanismen seiner 
einzelnen Komponenten sind weitestgehend noch nicht verstanden. BamA ist das 
einzige Transmembranprotein des BAM-Komplexes und bildet in E. coli einen 
Anker für die peripheren vier Untereinheiten des Komplexes. 

Die hier vorgestellten Forschungsarbeiten an Modellsystemen analysie-
ren mit biochemischen, biophysikalischen und spektroskopischen Methoden unter 
welchen Bedingungen die lokale Struktur in β-Strang 9 des BamA (β9) ausgebildet 
wird. Die in dieser Masterarbeit dokumentierten Daten zeigen in beispielhafter 
Weise die Ausbildung von lokaler Sekundärstruktur β9 des BamA, während dieses 
an der Oberfläche der Lipidmembran adsorbiert und als Faltungsintermediat noch 
nicht vor Proteolyse geschützt ist. Für die systematische Untersuchung der 



Geleitwort VI 

Strukturbildung in β9 des BamA wird zunächst die Präparation von Plasmiden be-
schrieben, die für die Expression und Isolation von Einzel-Cystein-Mutanten des 
BamA notwendig sind, in denen jeweils einer der 8 aufeinander folgenden Ami-
nosäurereste der Transmembranregion von β9 durch einen Cystein-Rest ersetzt ist. 
Diese Mutanten werden nach der Expression durch Anionen-Austauschchromato-
graphie gereinigt und mit einem Fluoreszenzmarker an den einzelnen Cystein-Res-
ten markiert. Die Fluoreszenz des Markers hängt von der Polarität seiner Umge-
bung ab, was zur Analyse der lokalen Sekundärstruktur ausgenutzt wird. Mit Pro-
teolyse-Tests und Circulardichroismus-Spektroskopie wird gezeigt, dass diese 
markierten Einzel-Cystein-Mutanten des BamA in Modellmembranen einbauen 
und dabei native Sekundärstruktur entwickeln. Des Weiteren werden Faltungszwi-
schenstufen in wässeriger Umgebung in Abwesenheit von Membranen oder aber 
in Gegenwart von Modellmembranen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung 
bei verschiedenen Temperaturen während der Faltung fluoreszenzspektroskopisch 
charakterisiert. Dabei werden Intermediate des BamA in membranadsorbierter 
Form für die 8 Mutanten nachgewiesen. Die Fluoreszenzdaten der markierten Mu-
tanten bestätigen die erwartete alternierende Struktur (Exposition zur Membran 
bzw. zur wässerigen Phase) in der Orientierung von Aminosäureseitenketten in β9 
nach erfolgter Faltung bzw. dem Membraneinbau.  

Die wesentliche neue wissenschaftliche Erkenntnis ist hier, dass diese al-
ternierende Ausrichtung der Seitenketten bereits in Faltungsintermediaten im β9 
des BamA eingenommen wird, die an die Oberfläche von Membranen adsorbie-
ren. Interessanterweise zeigt die wässerige Zwischenstufe bei der BamA-Faltung 
größtenteils auch die typische Charakteristik für eine Inside-out Struktur der Fass-
Domäne des BamA, die zwar theoretisch vorhergesagt, aber bislang noch nicht 
experimentell beschrieben ist. 

Hier ist eine hervorragende Studie dokumentiert und das vorliegende 
Werk ist ein sehr guter Beitrag zum Stand der Forschung über die Faltung von 
BamA und die Ausbildung lokaler Sekundärstrukturen eines Proteins an der Ober-
fläche von Membranen. Der Text ist klar gegliedert, gut geschrieben und bedeu-
tend für die weitere Forschung zu Themen der Membranproteinfaltung.  

Prof. Dr. Jörg H. Kleinschmidt 
Leiter der Biophysik, Universität Kassel



  
 

Profil des Lehrstuhls Biophysik der Universität Kassel 

Der Lehrstuhl Biophysik der Universität Kassel untersucht Biochemie 
und Biophysik von Membranproteinen und Membranen, die ein wesentliches 
strukturierendes Element von Zellen und Zellorganellen darstellen. Schwerpunkte 
bestehen in Untersuchungen zur Membran-Insertion, zur Faltung und zur Stabilität 
von Membranproteinen. Ein Hauptziel des Arbeitskreises ist es, ein besseres Ver-
ständnis der Mechanismen und der physikalischen Grundlagen bzw. Prinzipien der 
Membranproteinfaltung zu erlangen. Ein weiterer Fokus besteht darin, den Trans-
port und die Wechselwirkungen entfalteter Membranproteine mit molekularen 
Chaperonen und anderen Faltungshelferproteinen in wässriger Lösung und in 
Membranen zu erforschen.  

Zur Untersuchung von Membranen und Proteinen verwendet die Abtei-
lung Biophysik der Universität Kassel molekularbiologische, biochemische und 
biophysikalischen Methoden. Membranproteine und deren Punktmutanten werden 
zunächst überexprimiert und isoliert, um ihre strukturellen Eigenschaften und ihre 
Funktion in Modellmembranen, d.h. Lipid-Doppelschichten von ausgewählter Li-
pid- und Proteinzusammensetzung, zu untersuchen. Das Team benutzt eine Reihe 
von biochemischen und biophysikalischen Methoden, wie ortsgerichtete spektro-
skopischen Markierung von Membranproteinen und Spektroskopie, um die Struk-
tur, Kinetik und Thermodynamik der Proteine zu analysieren. Fluoreszenz, Elekt-
ronenspinresonanz, oder Circulardichroismus Verfahren werden verwendet, um 
Proteine, Membranproteinfaltung, sowie Protein-Protein- und Protein-Lipid-
Wechselwirkungen zu erforschen. Einzelkanalleitfähigkeits-Aufzeichnungen wer-
den verwendet, um die Funktion von Transmembranproteinen als Transporter für 
gelöste Stoffe zu untersuchen.  

Integrale Membranproteine sind in der Regel sehr hydrophob und in Was-
ser unlöslich. Daher ist es notwendig, experimentell zugängliche Modellsysteme 
für Untersuchungen an Membranprotein zu etablieren und die Membranprotein-
faltung zu untersuchen. Ob dies möglich ist, hängt stark von den Eigenschaften 
eines Membranproteins ab. Manche Membranproteine lassen sich in einen entfal-
teten Zustand in einer Lösung bestimmter Denaturierungsmittel wie Guanidinium-
chlorid oder Harnstoff überführen. Aus solchen Lösungen können Proteine durch 
Verdünnung des Denaturierungsmittels zurückgefaltet werden. Dieses Verfahren 
wird verwendet, um die Prinzipien des Membranproteineinbaus, der Faltung und 
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der Stabilität von Proteinen in Membranen zu untersuchen, sowie Wechselwirkun-
gen von molekularen Chaperonen mit Membranproteinen zu analysieren. Darüber 
hinaus entwickelt die Abteilung neue spektroskopische Methoden, wie Verfahren 
der ortsgerichteten Fluoreszenzlöschung in Proteinen. 
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