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1 Einleitung

In Laufe der Evolution kénnen nur die Lebewesen iliberleben und sich fortpflanzen, die sich
an wechselnde Lebens- und Umweltbedingungen anpassen konnen. Sowohl einzellige
Organismen wie Bakterien als auch hochst komplexe Lebensformen wie Evertebraten, haben
die Fahigkeit, auf Stimuli aus der Umwelt zu reagieren, diese zu verarbeiten und schlieflich
eine physiologische Reaktion darauf auszulésen. Fiir diese Mechanismen stehen
Signaltransduktions-kaskaden zur Verfiigung, die auch in komplexen Netzwerken verkniipft
sind. Fir ein Verstindnis dieser Prozesse sind Informationen iiber die Struktur der
beteiligten Komponenten, ihre Wechselwirkung miteinander wund struktureller

Veranderungen von entscheidender Bedeutung.

Als prominentes Modellsystem hat nicht nur die Chemotaxis von Eubakterien erwiesen,
sondern auch die Phototaxis von Halobakterien, wie Halobacterium salinarum. Dieser Archea
Bakterien besitzt einen stabchenférmigen Zellkdrper mit bipolar insertierten Flagellen. Diese
bilden eine Art Schiffsschraube, die sich durch eine Drehung im Uhrzeigersinn riickwéarts und
gegen den Uhrzeigersinn vorwarts bewegt. Unter konstanten Bedingungen wechselt das
Flagellenbiindel seine Drehrichtung alle 10 Sekunden. Durch zufillige Winkelabweichung
wahrend der Umkehrphase fiihrt die Zelle eine Richtungsanderung aus, die in der Summe zu

einer Zufallsbewegung im Medium fiihrt (Oesterhelt, Marwan et al., 1999).

Bei chemischen oder physikalischen Reizdnderungen reagiert das Bakterium mit einer
Anderung der Schaltfrequenz. Auf die Bestrahlung mit blauem Licht (negativer Stimulus)
reagiert das Bakterium mit einer Erh6hung der Wechselfrequenz, hieraus resultiert eine
Entfernung von der Lichtquelle. Bei der Bestrahlung mit orangenem Licht (positiver Stimulus)
erfolgt eine Verlangsamung der Wechselfrequenz, die eine Verlagerung des statistischen
Bewegungsmittelpunktes der Zelle in Richtung einer attraktiven Umgebung induziert
(Oesterhelt, Marwan et al., 1999). Dieser primitive bakterielle Sehprozefs wird als Phototaxis

bezeichnet (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 Phototaxis und Schwimmverhalten von Halobakterium salinarum. (A) Photophobe
Reaktion des Bakteriums auf Blaulicht. (B) Photophile Antwort auf orangenes Licht. Das
Bild wurde entnommen aus Stoeckenius et al.

1.1 Mikrobielle Rhodopsine

Flir die Verarbeitung dufderer Reize sind membran-gebundene Rezeptoren verantwortlich.
Die auf chemische Botenstoffe reagierenden Rezeptoren werden als Chemorezptoren, die auf
Licht reagierenden als Photorezeptoren bezeichnet. Vier verschiedene bakterielle
Rhodopsine werden in H. Salinarum exprimiert: der lonenpumpen Bakterierhodopsine (BR)
und Halorhodopsin (HR) sowie die sensorischen Rhodopsine (SRI und SRII) (Abbildung 1.2).
Es handelt sich bei alle vier Proteinen um Sieben-Helix-Membranrezeptoren, die einen

Retinalchromphor {iber eine protonierte Schiff'sche Base binden.

BR HR SRI SRII

= ~— — ~—

4 \J \ X
v \ N

extrazellularer

+ Raum + "

Abb. 1.2 Die vier archaebakteriellen Rhodopsine aus H. salinarum.



Einleitung

1.2 Sensorische Rhodopsine und Transducer

Die sensorischen Rhodopsine bilden jeweils einen 2:2 Komplex mit einem spezifischen
»+Halobacterial transducer of rhodopsin®, welches als Htrl bzw. als Htrll bezeichnet wird (Abb.
1.3). Diese Proteine bestehen aus einem transmembranen Bereich und einer
zytoplasmatischen Domadane. Sequenzvergleiche der beschriebenen archaebakteriellen
Transducer zeigen erhebliche Sequenz-Homologien zu den eubakteriellen Chemorezeptoren
(MCP’s: ,Methyl accepting chemotaxis protein“), wie z.B. dem Aspartatrezeptor (Tar) oder
dem Serinrezeptor (Tsr) aus E. coli auf. Insbesondere fiir den zytoplasmatischen Bereich lasst
sich eine auffillige Homologie der Htr's zu den MCP’s feststellen. Daraus lasst sich ableiten,

dass diese beiden Klassen von Proteinen auch strukturell verwandt sein konnten.

Die Rontgenkristallographie hat detaillierte strukturelle Einblicke in bakterielle Rhodopsine
und insbesondere in das SRII geliefert. Die Strukturen konnten sowohl fiir NpSRII allein
(Luecke et al., und Royant et al., 2001), und auch fiir die Transducer gebundene Form, den
NpSRII/NpHtrll-Komplex (Gordeliy et al., 2002) gelost werden. Auch die Intermediate K und
M im Photozyklus konnten auf atomarer Ebene charakterisiert werden ([Edman et al., 2002]

und [Moukhametzianov et al.,, 2006]).

Abb. 1.3 Kristallstruktur des SRII-Transducer Komplexes aus N.pharaonis. Rot: Rezeptor; Griin:
Transducer; Gelb: Retinal. (a) Blick aus Richtung der Membran; ES: extrazellulare Seite; CS:
Zytoplasma. Die gepunkteten Linien schliefien den hydrophoben Teil der Proteine ein. (b)
Der Blick aus Richtung des Zytoplasmas verdeutlicht den rotationssymetrischen Aufbau
des 2:2 Komplexes. (Klare et al., 2004)
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In Abb. 1.3 ist die bisher bekannte NpSRII/NpHtrll-Komplex Kristallstruktur dargestellt
(Klare et al. 2004). Der Komplex, bestehend aus NpSRII und einer verkiirzten Transducer
Variante (NpHtrll1-114), kristallisiert in einer 2:2 Stochiometrie. Dies stimmt mit der
Stochiometrie des natiirlichen Komplexes in der Membran von N. pharaonis liberein
(Wegener, et al,, 2001). NpSRII (rot) und NpHtrll (griin) sind in der Membran iiber die beiden
transmembranen Helizes TM1 und TM2 des Transducers und die Helizes F und G des
Rezeptors assoziiert (Mennes 2006). Da der Abstand zwischen der Transducerhelix TM2 zu
den beiden Rezeptorhelizes etwa gleich ist, besteht die Mdoglichkeit des Signalaustausches
iiber Helix F oder G (Martell 2008). Der in den extrazellularen Raum herausragende Teil des
Transducer-Dimers stellt vermutlich das evolutionire ,, Uberbleibsel” der Ligandenbindungs-
domine eines Proto-Chemorezeptors dar, aus dem sich die Phototransducer entwickelt
haben koénnten (Vgl. Htrll aus H. salinarum, welcher eine Serin-rezeptor Domine
besitzt)(Hou et al.,, 1998). In der Kristallstrukturanalyse des Komplexes konnte jedoch nur
der transmembrane Bereich des NpHtrll  aufgelost werden (Aminosdure 24-82).
Strukturinformationen iiber die restlichen Bereiche, speziell den fiir den Signaltransfer

wichtigen C-Terminus (Htrl183-114), fehlen.

In der archeabakteriellen Phototaxis bewirkt eine Lichteinstrahlung (500 nm) eine
Aktivierung der sensorischen Rhodopsine, wodurch es zu einem sogenannten Photozyklus
kommt. Der Photozyklus ist charakterisiert durch verschiedene Intermediate, bevor
schliefdlich wieder in den Grundzustand erreicht wird. Der Photozyklus des NpSRII ist
schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt. Die Absorption eines Photons fiihrt zu einer
Isomerisierung des Retinals im all-trans Grundzustand zur 13-cis Kofiguration (K-
Intermediat). Dieses verursacht wiederum eine Konformationsanderung des Proteins vom K-
zum L-Zustand. Die Schiff’sche Base wird daraufhin deprotoniert und gibt ihr Proton an die
Aminosdure Asp-75 ab, die im extrazelluliren Protonenkanal lokalisiert ist, wodurch das M1-
Intermediat gebildet wird. Der funktional entscheidende Schritt ist der Ubergang von M1
nach M2. In dieser Umwandlung erfolgt eine Konformationsanderung des Proteins, wodurch
das Signal an den Transducer weitergegeben wird. Die anschlifenden Schritte beinhalten die
Reprotonierung der Schiff’schen Base und die Reisomerisierung des Retinals (M—0), wobei

schliefdlich wird der Grundzustand erreicht wird.



Einleitung
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Abb. 1.4 Modell des Photozyklus des NpSRII aus N.pharaonis. Die Intermediate sind mit den
Buchstaben L, M und O bezeichnet. Die Absorptionsmaxima der Intermediate sind ebenfalls
angegeben (Engelhard & Hofmann, 2005).

Fiir die ermoglichten umfangreiche Elektronen Spin Resonanz (ESR) Messungen Wegener et
al. einen Mechanismus vorzuschlagen, bei dem die Ausklappbewegung der Helix F des
NpSRII eine Rotaionsbewegung der TM2 des Transducers um 15° induziert (Wegener et al.,
2001). Die beiden Bewegungen, die Auswartsbewegung der Helix F des NpSRIIl und die
Rotationsbewegung der TM2 des Transducer geschehen simultan (Abbildung. 1.5). Bei den
Relaxationen in den Grundzustand erfolgt eine Entkopplungsreaktion zwischen dem
Rezeptor und der TM2. Die Riickrotation der TM2-Helix erfolgt etwa 200 ms spéter, als die

des Rezeptors.

Retinal

Isomerisierung

Abb. 1.5 Modell fiir die Signaltibertragung durch lichtinduzierte Auswartsbewegung der Helix F und
Rotationsbewegung der TM2 basierend auf ESR-Daten (Klare et al., 2004).




Einteitung ISR

Die Auswartsbewegung der Helix F konnte allerdings in Kristallstrukturuntersuchungen
nicht nachgewiesen werden. Im Kristall wird eine TM2 Rotation um 15° stattfindet und eine
Verschiebung der der Helix G um 0,5 A induziert (Moukhametzianov et al. 2006)(Abbildung
1.6). Die Unterschiede zwischen beiden Methoden kénnte an der Kristallpackung liegen, die

eine Bewegung der Helix F verhindert.
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Abb. 1.6 Schematische Darstellung von Helixinteraktionen zwischen Transducer und Rezeptor von
der cytoplasmatischen Seite. Der Grundzustand-Komplex is in rot dargestellt und der M-
Zustand-Komplex in gelb. Die Abstinde zwischen Ca-Atomen von Helix F (Leu 170) zu
TM2 (Leu 77), von Helix G(V203) zu TM2 (Leu 77) und TM2 (Leu 78) sind ebenfalls
markiert (Moukhametzianov et al. 2006).

1.3 Modell der Transducer

Anhand von Untersuchungen der Primarstruktur des Transducer-Proteins NpHtrll (Seidel et
al, 1995; Wegener, 2000; Zhang et al., 1996;) ist eine Homologie zu den bakteriellen
Chemotaxis-Rezeptoren (=MCP (Methyl accepting proteins) -Rezeptoren) festgestellt worden.
Aufgrund dieser Analogien sind einige Voraussagen beziiglich der Sekundarstruktur des

NpHtrll-Transducers getroffen worden(Abbildung 1.7).
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Abb. 1.7 Schema des Transducer-Proteins NpHtrll im Vergleich zum Serin-Rezeptor aus E. coli. A)
NpHtrll-Schema des Dimers. B) Schema des Tsr-Dimers. C) Modell des Tsr-Rezeptor-
Dimers nach einer Veroéffentlichung von Kim (Kim et al, 1999). Die gelb markierten Stellen
stehen fiir die Methylierungsstellen des Rezeptors. Die einzelnen Bereiche werden
entsprechend der Funktionalitit unterteilt.

Der generelle Aufbau dieser Membranproteine besteht aus einer Membran- und einer
zytoplasmatischen Domine, wobei die Chemorezeptoren eine zusatzliche extrazelluldre
Rezeptordomane besitzen. Die Membrandoméane besteht aus zwei transmembranen Helizes
(TM1 und TM2). Die C-terminale Helix TM 2 wird durch einen Linkerbereich (HAMP
Domanen. S. Kapitel 1.5) mit der zytoplasmatischen Domédne verbunden. Diese 26 nm langen
stdbchen-formige Abschnitte bilden mit einem zweiten Transducermolekiil eine ,Coiled-
Coil“ Struktur, bestehend aus vier Helizes. Funktionell lassen sich zwei Bereiche
unterscheiden. Zum einen befindet sich an der Spitze des Transducers die Signaldomane.
Diese ist fliir den Signaltransfer vom Transducer zur zytoplasmatischen Signalkaskade
verantwortlich(Abb. 1.9). Zum anderen befindet sich in der Mitte des Molekiils der Bereich,
der mit der Methylierungsstelle fiir die Adaptation der Bakterien verantwortlich ist. Das
Modell des Serin-Rezeptors von Kim et al (Kim et al, 1999) zeigt eine Lange des
zytoplasmatischen Bereichs von ~ 260 A. Dieses beruht auf der Kristallstruktur des
zytoplasmatischen Teils dieses Chemotaxis-Rezeptors. Aufderdem wurde die Kristallstruktur
der Ligandenbindungs-Domaéne des Tar-Rezeptors bestimmt (Bowie et al., 1995; Milburn et

al, 1991).
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1.4 Signaltransduktionskaskade

Die Signaltransduktionskaskade verlduft analog zum Mechanismus der prokaryotischen
Chemotaxis, wie z.B. in E. coli, beginnend am zytoplasmatischen Bereich des Transducers bis
zum Flagellar-Motor im Inneren der Zelle. Der Rezeptor wird durch die Absorption von Licht
aktiviert, was in einer frithen Reaktion zur Isomerisierung des Retinals fiihrt. Anschlief3end
wird die Schiffsche Base deprotoniert und ein Proton wird in das extrazellulire Medium
abgegeben. In diesem Zeitbereich werden auch Konformationsinderungen des Proteins
beobachtet, die eine Auswartsbewegung der Helix F/ Helix G bewirken. Das Signal wird iiber
den Transducer zu dessen zytoplasmatischem Ende weitergeleitet. Im Zytoplasma folgt ein
Zweikomponentensystem, wobei die Sensor-Kinase CheA iiber ein Adapter-Protein (CheW)
an die Signaldomédne gebunden ist, durch die Stimulation des Rezeptors wird die Kinase CheA
autophosphoryliert. ChA kann dann im darauf folgen die nachsten Schritt, die Response
Regulatoren CheY oder CheB phosphorylieren. Phosphoryliertes CheY dient als ein Schalter
fir den Flagellar-Motor. Die Adaptationsprozesse werden durch die phosphoryliert
Methylesterase CheB und der Methyltransferase CheR reguliert. Die Signaltransduktionskette

der Phototaxis ist in Abbildung 1.8 schematisch aufgezeigt.

Flagellar
motor

Abb. 1.8 Schematische Darstellung der archaebakteriellen Signaltransduktion. Gordeliy et al., 2002

Im Allgemeinen wird heute davon ausgegangen, dass die Rezeptoren nicht als voneinander
unabhdngige Dimere in der Zelle vorkommen, sondern dass sie in der Nahe der Flagellen

grofiere Aggregate bilden. In einem Modell wird ein ,, Trimer von Dimer” angenommen, die
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sich in einem Cluster organisieren (Ames et al.,, 2002; Kim et al., 2002; Maddock & Shapiro,
1993). In diesen Clustern wurden auch CheA und CheW Proteine gefunden, was vermuten
lasst, dass die Rezeptoren durch diese Che-Proteine in einem zweidimensionalen Gitter
zusammengehalten werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Proteine im Verhaltnis 6

Tsr:4 CheW:1 CheA in einem Komplex angeordnet sind(Levit et al., 2002) (Abb. 1.9).

Ligand-binding
domain

Receptor

CheW .

Abb. 1.9 Modell der Rezeptor/CheW/CheA Bildung bei den Chemorezeptoren nach Evit et al. (Levit
etal, 2002).

Hazellbauer et. al. haben die Chemoreceptor in Phospholipiddoppelschicht-Nanodisks
eingelagert und in eine Nanodisks einen oder wenige chemorecptor Dimere enthalten. Es ist
gefunden, dass Rezeptor-Dimere Liganden binden und durchfithrt transmembrane
Signalsierung kann, aber keine chemotaxis Histidine Kinase CheA aktivieren. Nur die
Nanodiscs, die drei Chemoreceptor Dimer enthalten, kdnnen CheA aktivieren (Boldog et al.
2006). Das Ergebnis beweist, dass die Amplifikation des Signals liber diese Trimer of Dimer

Cluster von Rezeptor erfolgt.

1.5 Die HAMP Domane

HAMP Domanen wurden 1994 zum ersten Mal in Histidinkinasen und Chemotaxisrezeptoren

entdeckt (Jin und Inouye, 1994) und 1999 von Aravind und Ponting mit HAMP bezeichnet
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(Aravind and Ponting, 1999). Das Akronym HAMP leitet sich vom Erscheinen dieser Doméane
in Histidinkinasen, Adenylatcyclasen, Methylierten Chemotaxisrezeptoren und Phosphatasen
ab. Derzeit sind HAMP Dominen in iiber 8000 Proteinen gefunden worden. Uber ein Fiinftel
aller Histidinkinasen und tiber zwei Drittel der Chemotaxisrezeptoren besitzen die HAMP
Domane. Wenige HAMP Domadnen wurden auch in Pilzen, Pflanzen und Protisten gefunden.
Ihr Ursprung ist wahrscheinlich durch lateralen Gentransfer aus endosymbiontischen

Vorfahren zu erklaren (Koretke et al., 2000).

Im Jahr 1998 vermuteten Butler und Falke, dass HAMP Doménen aus zwei a-Helizes bestehen
und strukturell ein Coiled-Coil Motiv besitzen. Die Strukturen von Coiled-Coil Domanen
beruhen auf der Periodizitiat hydrophober Aminosduren in den a-Helizes. Typische Coiled-
Coils haben eine Periodizitit von 7 Aminosduren (Heptadenmuster), wobei die Positionen
der Periodizitdt der Aminosduren mit den Buchstaben abcdefg wiedergegeben werden. Die
Positionen e und g sind meist polare Aminosauren; b, e und f sind hydrophil und zeigen nach
aufden. Die Positionen a und d sind mit hydrophoben Aminosduren, bevorzugt Leu und lle,
besetzt. Diese Anordnung stabilisiert die Dimerisierung der Helizes durch hydrophobe
Wechselwirkungen. Die hydrophoben Positionen a und d sind an der Ausbildung der
Helixpackung beteiligt, auch fiir die Transducer Proteine Htrl und Htrll beide HAMP-
Domadnen identifiziert worden (Abb. 1.11). Diese wird durch den Aufbau einer kanonischen
Coiled-Coil Struktur definiert auch fiir die Transducer Proteine Htrl, Htrll und HAMP
Domdnen identifiziert worden. Der Sequenzvergleich zeigt zum Teil deutliche
Ubereinstimmungen der Sequenzen der Transducerproteine mit den Chemorezeptoren (Abb.

1.10).

NpHtril-1 86 TAASLSTLAAKASRMGDGDLDVELET-RREDEIGDLYAA DEMRQSV131
NpHtri1-2 159  LOAEAER GEVMDRCADGDFTQRLDAETDNEAMQSIEGSH NEMMDG1204

AT1503 281 ITRPIIELSNTADKIAEGNLEAEVPHONRADENGILAKSIERLRRSL326
Ec-Tsr 218  LVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEV-DGSNEMGQLAESLRHMQGEL263
Ec-Tar 216  LLTPLAKIIAHIREITAGGNLANTLTI-DGRSEMGDLAQSVSHMORSL261
repeat defgabcdefgabcd fgabcdefgabcdefga

Abb. 1. 10 Sequenzvergleich der zwei HAMP Domaénen der archaebakteriellen Transducerproteine N.
pharaonis mit Af1503 aus Archaeoglobus fulgidus sowie der MCP’s Tsr, Tar aus E. coli. Die
Farbkodierung richtet sich nach den Eigenschaften der Aminosdure-Seitenketten:
hydrophob (AILM,P,V), sauer (D,E), basisch (HKR), polar, ungeladen (C,G,N,Q,S,T) und

. Unter ,repeat” sind Aminosaurepositionen der ,coiled coil“-Abschnitte
beschrieben. Die wichtige Positionen der hydrophoben Packung a und d sind mit grau
markiert.
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Abb. 1. 11 Schematische Darstellung der coiled-coil Packung. Ansicht von oben. Grau unterlegte
Kreise: x-Positionen, deren Seitenketten ins Innere des Biindels zeigen, rote und griin
unterlegte Kreise: da-Positionen, deren Seitenketten zur Nachbarhelix zeigen.
Durchgezogene Linien zeigen innerhalb der Untereinheiten Wechselwirkungen;
gestrichelte Linien zeigen Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten. Zwei
Packungsschichten sind gezeigt: obere (schwarz) und untere (grau)(Parkinson 2010).

Ein Durchbruch in dem strukturellen Bild der HAMP Domidne war die Losung der NMR-
Struktur der HAMP Domaéne von Af1503 aus Archaeoglobus fulgidus. Es zeigt, dass die HAMP
Domaine aus zwei parallelen a-Helizes besteht, die durch einen Linker verbunden sind. Zwei
HAMP Domadanen bilden wiederum ein paralleles Homodimer, sodass ein Biindel aus vier
parallelen Helizes entsteht, die leicht gegen die Symmetrieachse geneigt sind (Abb.1.12)
(Hulko, 2006).

Abb. 1. 12 Struktur der HAMP Domaéne von Af1503 aus A.fulgidus (Hulko,2006). A: Seitenansicht als
paralleles Dimer. B: schematische Darstellung eines Monomers.
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Kiirzlich wurde die Kristallstruktur des Aer2 Proteins aus Pseudomonas aeruginosa, welches
drei aufeinander folgende HAMP Domanen enthilt, bestimmt. Die HAMP Doménen 1 und 3
haben eine dahnlichen Biindelstruktur zur der Af1503-HAMP. Die HAMP-2 Domane zeigt eine
deutlich unterschiedliche Struktur (Airola et. al 2010). In der HAMP-2 Struktur haben die vier
Helizes eine parallele Orientierung, sind weniger dicht gepackt und liegen voneinander
abgespreizt vor: AS1 und AS1‘liegen nah zueinander an der Spitze des Biindels; und AS2 und

AS2liegen nah zueinander an der Unterseite des Biindels (Abb. 1.12).

Abb. 1. 13 Struktur der HAMP2 Domaéne aus Pa-Aer2: A) schematische Darstellung eines Dimers. B)
und C) Seidenansicht der Struktur mit 90° Rotation. (Airola et. al 2010)

Mit den Strukturen der HAMP Domaéne aus Af1503 und Pa-Aer2 war es moglich, den
Signaltransduktionsmechanismus von HAMP Domanen zu untersuchen und im Sinne eines

Homologiemodells auf andere HAMP Domanen zu tibertragen.
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es die Eigenschaften der HAMP Doménen zur ndher zu charakterisieren.

Zuniachst sollen die HAMP Domaénen fiir weitergehende Untersuchungen durch heterologe
Expression in E. coli zuganglich gemacht werden. Zur Charakterisierung der HAMP Domanen
sollen sowohl Gelfiltrationsanalysen als auch CD-Spektroskopie und ANS-Fluoreszenz-
Emissions-spektroskopie angewendet werden. Zusatzlich werden NMR und ESR Messungen
durchgefiihrt, um die Struktur des HAMP Domaéne aufzuklaren und Information iiber die
Weiterleitung des Lichtsignals t{iber den transmembranen Teil des Htrll zur

zytoplasmatischen Signal-Domane des Transducer zu erlangen.

Fiir die bakteriellen Chemorezeptoren sind “Trimere von Dimeren“ als eine funktionelle
Einheit fiir die Signaltransduktion vorgeschlagen worden (Kim et. al, 2002). Da das Htrll ein
Strukturhomologon der Chemorezeptoren ist, soll die Giiltigkeit dieses Konzepts auch fiir den
Transducer gepriift werden. Mit Gelfiltrationsanalysen kann die Bindung des Transducer an
das NpSRII beobachtet werden. Durch die Einlagerung in Nanodisks erhilt man ldsliche
Membranproteine in einer Phospholipid-Doppelschicht, die durch einen Proteinmantel von
definierter Grofie und Form umrandet wird. Dariiberhinaus soll die Komplexbildung
zwischen Transducer und Rezeptor sowie die Bildung von hoheren Oligomerer ndher
untersucht werden. Das Bild des in Nanodisks eingelagerten NpSRII/NpHtrIl Komplexes wird
mit Elektronenmikroskopaufnahmen geklart (Zusammenarbeit mit Dr. Elmar Behrmann und

Dr. Stefan Raunser).

Die lichtinduzierte Signaliibertragung von Rezeptor zum Transducer ist der initiierende
Schritt der Signaltransduktionskaskade. Um diese vollstindig aufzukldren, fehlt bislang das
detaillierte Verstindnis liber den Aktivierungsmechanismus des Rezeptors und die damit
einhergehenden Konformationsdnderungen. Die Aktivierung des Retinal-Proteins in der
Membran mittels Festkorper-NMR wurden in vorherigen Arbeiten untergesucht ( [Ader et al,,
2009], [Ader et al.,, 2008], [Ahuja et al,, 2009], [Etzkorn et al., 2008] und [Mak-Jurkauskas et
al,, 2008]). Es wurde gezeigt, dass es mittels Festkorper-NMR mdglich ist, um die molekulare
Struktur und Dynamik von NpSRII in Lipid-Doppelschichten zu studieren (Etzkorn et al,
2007). In dieser Arbeit wird eine 2D-NMR Technik in Kombination mit reverser

Isotopenmarkierung benutzt, um die strukturelle Anderung im Protein zu untersuchen.



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind von p.A.-Qualitit und stammen, wenn nicht gesondert
erwdhnt, von den Firmen Aldrich (Heidenheim), Baker (Grof3-Gerau), Bio-Rad (Miinchen),
Fluka (Neu-Ulm), Gibco-BRL (Neu Isenburg), Merck (Darmstadt), Riedel de Hden (Seelze),
Roth ( Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Steinheim).

Restriktionsenzyme werden von den Firmen Boehringer (Mannheim), New England Biolabs
(NEB, Schwalbach) und Pharmacia (Freiburg) bezogen. Die Polymerase-Kettenreaktionen
werden ausschliefdlich mit dem Pfu PCR-System von Promega (Mannheim) durchgefiihrt.
DNA-Ligationen erfolgen mit der T4 DNA Ligase von Gibco BRL (Neu Isenburg). RNaseA wird

von Boehringer (Mannheim) bezogen.
Der DNA-Marker stammt von Gibco BRL (Neu Isenburg).

Zur Isolierung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten finden Kits der Firma Qiagen (Hilden)

Verwendung.
Die fiir die Zellanzucht verwendeten Antibiotika stammen von der Firma Sigma.

Nédhrmedien (Pepton 140 und Hefeextrakt) fiir die Zellanzucht werden von der Firma Gibco

BRL bezogen.

Die eingesetzten Isotope 13C-Glucose, 15N-Ammoniumchlorid und 1°N-Lysin werden von der

Firma Eurisotop (Saint-Aubin Cedex, Frankreich) bezogen.
Fiir die Isolierung der His-Tag-Proteine wird Ni-NTA-Superflow der Firma Qiagen verwendet.

Der verwendete Protein-Molekulargewichtsmarker stammt von der Firma Pharmacia
(Buckinghamshire UK) und setzen sich aus den Proteinen Lactalbumin (14,4 kDA),
Trypsininhibitor (20,1 kDA), Carboanhydrase (30 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Albumin (66
kDa) und Phosphorylase b (97 kDa) zusammen.

Die Spinlabel (1-Oxyl-2,2¢5,5-tetramethylpyrrolin-3-methyl)methanthiosulfonat (MTS) und
(1-Oxyl-2,2’,5,5’-tetramethylpyrrolin-3-yl) carbamidoethyl-methanthiosulfonat (MTS- 4-oxy)

werden von der Firma Toronto Research Chemicals TRC (Toronto) bezogen.
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2.2 Instrumentation

Die Fermentation der E. coli Bakterien erfolgt in temperierbaren Schiittlern der Firma New
Brunswick (Jersey, USA) unter aeroben Bedingungen. Die Zellen werden an einem
Ultraschallgerat der Firma Branson Ultrasonics (Danbury, USA) oder in einem Mikrofluidizer

M-110S der Firma Microfluidics aufgeschlossen.

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen wird durch Elektroporation mittels eines
GenePulsers der Firma BioRad (Miinchen) in Elektroporationskiivetten der Firma Invitrogen

(Karlsruhe) durchgefiihrt.

Sedimentationen erfolgen in den Zentrifugen RC28S und RC5B der Firma Sorvall (Bad
Homburg) in den Rotoren SS-34, F-28/36 sowie GS3, sowie in der Zentrifuge L8-70 der Firma
Beckmann (Hamburg) in den Rotoren Ti-70 und Ti-45.

Polymerase-Kettenreaktionen werden in den Thermocyclern PCR-Express und PCR-Sprint

der Firma Hybaid (Heidelberg) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzierungen werden mit dem Sequenzierungsgerat 373 von Applied Biosystems

oder von den Firmen Seqlab (Gottingen) beziehungsweise AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.

UV/VIS-Spektren werden mit den Spektrometern Lambda 9 von Perkin-Elmer (Fremont, USA)

sowie DU-650 von Beckmann (Hamburg) aufgenommen.

Polyacrylamid-Elektrophoresen erfolgen mit dem Mini-PROTEAN II-System der Firma
BioRad (Miinchen).

Die CD-Spektren werden am ]J-815 CD Spektrometer Jasco (Grof3-Umstadt) aufgenommen.
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2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Bakterienstimme

E. coli XL1-Blue F* Tn 10 proA*B* lacl? A(lacZ)M15/recA1 and A1 gyrA96(Nalr) Thi
hsdR17 (rv mi*) supE44 relAl lac

E. coliBL21(DE3) F-ompT [lon] hsdSg (r5 mp*) A(DE3)

Vektoren
pET27bmodNpSRII-His: Zur Verfiigung gestellt von A.Goppner.
pET27bmod (Klostermeier et al., 1998)

pET27bmod-NpHtrlli.230-His
pET27bmod-NpHtrlli.157-His
pET27bmod-NpHtrllgs-230-His
pET27bmod-NpHtrllgs-136-His
pET27bmod-NpHtrlli37.230-His
pET27bmod-NpHtrl11-230-V78C-His

pET27bmod-NpHtrl11.,30-A94C-His

Oligonukleotide

Alle im folgenden aufgefiihrten Oligonukleotide werden von der Firma MWG (Gottingen)

bezogen.
T7prom long Primer 5°TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG GAA 3f
T7term long Primer 5°CTA GTT ATT GCT CAG CGG TGG C3°

Die Schmelztemperaturen der nachfolgend aufgefiihrten Oligonukleotide ohne
Beriicksichtigung der Fehlpaarungen (T,) bzw. mit Beriicksichtigung der Fehlpaarungen

(Tmred) berechnen sich nach folgenden Formeln:
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T, :40(:-2(nG +nc)+2°C-Z(nA+nT)

n
TmRed — Tm . (1 OC . Fehlpaarungen ]

nGesamt

Zur Einfihrung von Mutationen in NpHtrll-His werden folgende Oligonukleotide verwendet.
Diese Oligonukleotide werden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen. Die Codons der

neu eingefiihrten Aminosaure sind unterstichen:

Mutation Oligo 5 Sequenz 3¢ Tm/TmRred. [C]

NcolHtrII1 for GAT ATA CCA TGG CGC TGA AC 60/60
HtrlI230EcoRI rev CTC CAT GGA ATT CTC GGC GTT CGC AC 82/59
HtrlI230BamHI rev CTG GGA TCC ATG ACT TAT TAG GCG TTC 80/61
NcolHtrII84 for CGC TGG CCA TGG ACA CCG cCcG C 78/60
SaplHtrl184 for TTG CTG CCA GCT CTT CCA TGG ACACCGCC 94/60
SapIHtrI101 for ~ AAG AAG GAG CTC TTC CAT GTC GCT 72/60

Cystein-Mutationen in NpHtrll;30-His wurden mit Hilfe folgender Primer eingefiihrt:

Mutation Oligo 5° Sequenz 3° Tu/Timred (0]

A94C for CTT TCA ACG CTG TGC GCG AAG GCC T 80/72
rev.  AGG CCT TCG CGC ACA GCG TTG AAA G 80/72

V78C for TCG GAC TCT GTG CTG CCA CGC 65/60

rev. GCG TGG CAG CAC AGA GTC CGA 65/60
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2.4 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders erwadhnt, werden molekulargenetische Methoden nach Sambrook et al,

1989 und Ausubel et al,, 1987 angewendet.

2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgt nach alkalischer Lyse der E. coli Zellen nach Birnboim
und Doly 1979. Die genomische DNA wird durch Zentrifugation abgetrennt und der
Uberstand mit zwei Volumeniquivalenten Phenol/Chloroform (1:1 v/v) und im Anschluf
daran mit einem Volumendquivalent Chloroform extrahiert. Die Fallung der Plasmid-DNA
erfolgt durch Zugabe von 2,5 Volumenaquivalenten Ethanol. Zur Fallung wird 10 min bei 0°C
inkubiert und anschliefdend 10 min bei 14.000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Das
DNA-Pellet wird mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und anschlief3end
in 20-50 pL TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0, 20 pg/mL RNase A)

aufgenommen.

Die praparative Isolierung von Plasmid-DNA erfolgt unter Verwendung von
Anionenaustauscher-Saulen der Firma Qiagen (Hilden) (Qia-Tip-20 und Qia-Tip-100).
Abweichend vom Protokoll des Herstellers wird vor dem Auftrag des Lysates auf die Sdulen
ein RNase A-Verdau (20 pg/mL, 1 h bei 37°C) mit anschlieffender Zentrifugation (20 min,
10.000 x g) durchgefiihrt.

2.4.2 Isolierung und Analyse von DNA-Fragmenten

Die Analyse und Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgt liber die horizontale Agarose-
Gelelektrophorese. Die DNA-Gelelktrophorese dient der Auftrennung der DNA-Molekiile
entsprechend ihrem Molekulargewicht. Dazu werden die entsprechenden Proben in
Probenpuffer (TBE-Puffer, 10 % Ficoll, 0,025 % Bromphenolblau und 0,025 % Xylencyanol)
aufgenommen und auf 0,7 - 2 %ige Agarosegele in TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure,
0,9 mM EDTA, pH 8,9) aufgetragen. Die Anfarbung der Banden erfolgt durch Zugabe von 0,6
mg/] Ethidiumbromid. Als Elektrophorese-Puffer dient ebenfalls TBE. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente erfolgt bei einer Spannung von 3-4,5 V/cm. Die Isolierung von DNA-
Fragmenten erfolgt unter Verwendung eines Gel-Extraktions-Kits der Firma Qiagen (Hilden).
Dazu werden die entsprechenden Banden unter UV-Licht (360 nm) aus dem Gel

ausgeschnitten und die DNA nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert.
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2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgt mittels PCR (Mullis & Faloona, et al, 1987).

Dazu werden in der Regel 50 pl-Ansatze folgender Zusammensetzung verwendet:
5-20 ng DNA Matrize
25 pmol der entsprechenden Primer
je 10 nmol der vier dNTP’s
1 Unit (0,5 uL) Pfu-Polymerase
5 ul 10 x Polymerase-Puffer

Die Zugabe der Polymerase erfolgt nach einem fiinf-miniitigen Denaturierungsschritt bei
96°C und Abkiihlen der Ansitze auf Eis. Die DNA-Amplifikation erfolgt jeweils nach
folgendem Standard-Protokoll:

Denaturierung: 15 s bei 96°C
Hybridisierung: 30 s bei 58°C
Elongation: 75 s bei 72°C

In der Regel werden 15-25 dieser Zyklen durchlaufen. AbschliefRend erfolgt ein weiterer
Schritt von 2 min bei 72°C um die Elongation aller amplifizierten DNA-Fragmente
sicherzustellen. Die Aufreinigung der PCR-Amplifikate erfolgt durch elektrophoretische

Auftrennung (s.o.).

Ortsspezifische Mutationen werden mittels der ,Overlap Extension“-Methode (Ho et al. 1989)

eingefiihrt (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1 Schema der ,Overlap Extension“-Methode zur Einfithrung ortspezifischer Mutationen. Die
rote Box kennzeichnet die Stelle der Mutation.

Es werden zwei PCRs durchgefiihrt. Dabei werden in der ersten PCR durch Kombination der
flankierenden Primer (a,d) und der Mutagenese-Primer (b,c) zwei DNA-Fragmente
synthetisiert. In der zweiten PCR werden die isolierten DNA-Fragmente vereinigt und dienen
als Matrize flr die Amplifikation des vollstdndigen, mutierten Gens mit den flankierenden

Primern a und d.

2.4.4 Restriktionanalyse von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgt durch Inkubation fiir 1-3 h bei 37°C mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym. Die Menge des eingesetzten Enzyms sowie die Wahl des Puffers erfolgt

nach den Angaben des Herstellers.

2.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA erfolgt durch Inkubation von 50 ng des zweifach geschnitten Vektors
mit einem zweifachen molaren Uberschuf des DNA-Fragmentes und 1 U T4-DNA-Ligase in
20 pl Ligase-Puffer (50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl;, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5 % (w/v) PEG
8000, pH 7,6) 5-10 Stunden bei RT. Anschlief;end wird die Ligase durch 15-miniitiges

Erhitzen auf 65°C inaktiviert.
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2.4.6 Transformation in E. coli

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgt mittels Elektroporation mit Plasmid-
DNA nach der Methode von Dower et al. 1988. Dazu werden 10ng Plasmid-DNA
beziehungsweise 10 pL eines Ligationsansatzes (s. Kapitel 2.4.5) mit 10 ul H20 verdiinnt, mit
70 pL einer 10 %igen Glycerinsuspension kompetenter Zellen (OD578 = 100) vermischt und
in eine Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von 2 mm gegeben. Die
Transformation erfolgt mittels eines Gene-Pulsers von BioRad (Miinchen) durch einen Puls
von 1,5 kV, 8000, 25 pF und einer Zeitkonstanten von 10 + 2 s. Die Zellen werden in 1 mL
2TY-Medium aufgenommen, 1 h bei 37°C und 200 Upm geschiittelt und anschliefdend auf
antibiotikahaltigen 2TY- oder LB-Agar-Platten ausplattiert.

2.4.7 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen erfolgen durch Cycle-Sequencing mit fluoreszens-markierten
Didesoxynukleotiden (Sanger et al., 1977). Hierzu werden in 20 ul Reaktionsvolumen 200-
1000 ng Plasmid-DNA, 6 uL Big-Dye-Terminator-Mix (Applied Biosystems, ABI), 10 pmol
Primer-Oligonukleotid und 2 pL DMSO gemischt. Folgender PCR-Zyklus wird 25-mal

durchlaufen:
96°C (10 s) — 55°C (5 s) — 60°C (4 min)

Anschlief}end werden die Reaktionsprodukte mit Ethanol geféillt und das Pellet nach

einmaligem Waschen mit 70 % Ethanol an der Luft getrocknet.

Die elektrophoretische Analyse der Reaktionsprodukte erfolgt an einem DNA-Sequencer

Model 373 (ABI).

2.4.8 Zellanzucht

Die Anzucht von E. coli erfolgt in LB-Medium (10 g Trypton(140)-Hydrolysat, 5 g Hefe-
Extrakt, 10 g NaCl ad 1000 mL, pH 7,2) oder 2TY-Medium (16 g Trypton (140)-Hydrolysat, 10
g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl ad 1000 mL, pH 7,2) in 5 mL Reagenzglasern oder 25-5000 mL
Erlenmeyer-Kolben mit Schikane (Volumenverhaltnis Kultur: Kolben = 1:3 - 1:4) bei 37°C
und 200 Upm. Zur Selektion wird, soweit nicht anders angegeben, das Antibiotikum
Kanamycin mit einer Konzentration von 50 pug/mL verwendet. Die Zellvermehrung wird

durch Triilbungsmessung bei 578 nm (1 ODs7g = 2 x 108 Zellen/mL) verfolgt.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Proteinexpression und Aufreinigung

Die Expressionskultur wird aus einer Vorkultur (ODs7;s ~ 4-6) auf eine ODs7;s ~ 0,06
angeimpft und bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase (ODs7s ~ 1,0) unter
Schiitteln wachsen gelassen (160 rpm, 37°C). Die heterologe Expression des jeweiligen
Proteins erfolgte durch Zugabe von 0,5 mM IPTG. Die Expressionskultur wird nach Induktion
2,5-4 Stunden geschiittelt (160 rpm, 37°C). Die Zellernte erfolgt durch Zentrifugation bei
5000 rpm und 4°C 15 min Das Zellpellet wird mit Zellwaschpuffer (150 mM NaCl, 25 mM
Na;HPO4/KH,PO4, pH 8; 2mM EDTA) gewaschen und kann anschliefdend bei -20°C gelagert

werden oder nach Resuspension in ZWP weiterverarbeitet werden.

25.1.1 Aufreinigung des zytoplasmatischen Proteins

Fiir die Aufreinigung des zytoplasmatischen Proteins NpHtri184-230-His, NpHtrl184-136 und
NpHtrll137-230-His werden folgende Puffer verwendet:

Byt: 300 mM NaCl, 50 mM Na;HPO./KH;PO,, pH=8

Czyto: 300 mM NaCl, 50 mM Na;HPO4/KH;PO., pH 8,0
+ 30 mM Imidazol

Do 300 mM NacCl, 50 mM Na;HPO4/KH2PO., pH 8,0
+ 200 mM Imidazol

Ezwo: 10 mM Tris/HCI, pH =8

Fit: 80 mM NaCl; 10 mM Tris/HCl, pH =8

Gzto: 500 mM NacCl; 10 mM Tris/HCl pH =8

Der Aufschluss der Zellen erfolgt mittels Ultraschall-Behandlung oder im Mikrofluidizer. Die
Membran werde bei 45.000 rpm, 1,5 h, 4°C zentrifugiert. Unldsliche Bestandteile werden
mittels Ultrazentrifugation abgetrennt. Die Reinigung von Protein erfolgt iiber
Affinitatschromatographie mit Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden). Die Saule wird mit By
equilibriert. Nach Auftragen der Proteinlosung wird mit 10 Sdulenvolumina Cg gewaschen
und anschlief3end mit Dy, eluiert. Das Uberschiissige Imidazol wird daraufthin mittels DEAE

Anionenaustauscherchromatographie entfernt. Dazu wird das Eluat auf 30 mM NaCl mit Ey.
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verdiinnt und auf das mit F, equilibirierte Saulenmaterial aufgetragen. Es wird mit 5

Saulenvolumina F,, gewaschen und das Protein mit Gy, eluiert.

25.1.2 Aufreinigung des Membranproteins

Flir die Aufreinigung der Membranproteine NpHtrllhis, NpSRII-His, NpHtrll1-230 und
NpHtrll1-157his werden folgende Puffer verwendet:

A 300 mM NacCl, 50 mM Na;HPO./KH;PO,, pH 8,0, 2 % DDM (w/v)

Bmem 300 mM NaCl, 50 mM Na;HPO./KH;PO,, pH 8,0, 0,05 % DDM (w/v)

Cmem 300 mM NacCl, 50 mM Na;HPO./KH;PO,, pH 8,0, 0,05 % DDM (w/v)
+ 30 mM Imidazol

Dmem 300 mM NacCl, 50 mM Na;HPO4/KH:PO4, pH 8,0, 0,05 % DDM (w/v)
+ 200 mM Imidazol

Emem 10 mM Tris, pH 8,0, 0,05 % DDM (w/v)

Fmem 80 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0, 0,1 % DDM (w/v)

Gmem 500 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0, 0,1 % DDM (w/v)

Dem Puffer ist DDM zur Solubilisierung des NpHtrll1-230 zugesetzt. DDM ist ein mildes

Detergenz, das Membranproteine in Losung stabilisiert. (Struktur sieht Abbildung 2.2.)

Der Zellaufschluss der Membranproteine erfolgt in gleicher Weise wie beim zytoplasmischen
Protein. Durch die Zentrifugation der aufgeschlossen Zellen wird die Zellmembran
sedimentiert, diese in 3-4 mL Puffer A pro Gramm Zellpellet homogenisiert und zur
Solubilisierung mit Puffer A iiber Nacht bei 4°C geriihrt. Nach erneuter Zentrifugation (90
min, 45.000 rpm, 4°C) werden die solubilisierten Proteine iiber eine Ni-NTA-Saule

aufgereinigt. Die Sdule wird vorher mit Bynem equilibriert.

Nach dem Auftragen des Solubilisats wird mit 10 Sdulenvolumina Cmem gewaschen und mit
Dmem eluiert. Das iiberschiissige Imidazol wird mittels DEAE Anionenaustauscher-
chromatographie entfernt. Dazu wird das Eluat auf 30 mM NaCl mit Eyem verdiinnt und auf
das mit Frem equilibirierte Sdulenmaterial aufgetragen. Es werde mit 5 Sdaulenvolumina Frem

gewaschen und das Protein mit Gmem eluiert.
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Abb. 2.2 Struktur des Detergenz Dodecyl-maltosid (DDM)

2.5.1.3 15N,13C-Isotopenmarkierung des Proteins

Fiir die Expression der isotopenmarkierten Proteine wird Mimimal-Medium (7,5 g
Na;HPO4*2H;0, 3,0 g KH,PO4, 0,5 g NaCl, 0,25 g MgS04*7H;0, 0,25 g MgS04*7H;0, 0,014 g
CaCly*2H;0, 1 g NH4Cl pH 7,1 auf 1 L) verwendet.

In 1L Medium wird 10mL Spurenelementlosung hinzugefiigt, die folgende

Zusammensetzung hat:

Spurenelementelsg (SL): 9mL 10 x SL4, 10 mL SL6, 81 mL H:O, steril filtrieren
10 x SL4 Stamml6sung: 500 mg EDTA, 200 mg Fe(11)S04*7H>0, ad H,0 bis 90 mL
SL6 Stammldsung: 100 mg ZnS04*7H:0, 47 mg MnCl,*4H0, 300 mg H3BOs3,

200 mg CoCl>*6H-0, 10 mg CuCl;*2H-0, 18 mg NiSO4+*6H-0,

30 mg Na;Mo04*2H>0 ad H20 bis 1000 ml

Die 2 mL-Vorkultur wird aus einer Einzelkolonie aus BL21(DE3) pET-NpHtr84-230-His in 2
mL Minimal Medium (+ SL), (20 puL 100 g/l NH4Cl, 10 pl 40% D-Glucose, 2 uL 50 g/l
Kanamycin) geimpft und 7 Stunden bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

Diese 2 mL-Vorkultur wird in 100 mL Vorkultur (100 mL MM, 1 mL 100 g/1 NH.C], 0,5 mL 40%
D-Glukose, 100 pL 50 g/L Kanamycin) angeimpft, iiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert
(ODs78 ~ 4-6).

Die 2 Liter Expressionskultur (2 L MM, 4g [13C] D-Glukose, 2 g [1°N] NH4Cl, 2 mL 50 mg/ml
Kanamycin) in einem 5 L Kolben wird aus der 100 mL Vorkultur auf eine ODs7s ~ 0.06
angeimpft und bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase (ODs7s ~ 1.0) unter
Schiitteln wachsen gelassen (160 rpm, 37°C). Die heterologe Expression des Proteins erfolgt

durch Zugabe von 0.5 mM IPTG. Die Expressionskultur wird nach der Induktion 4 Stunden
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geschiittelt (160 rpm, 37°C). Die Zellernte erfolgt durch Zentrifugation bei 5000 rpm bei 4°C
fiir 15 min. Das Zellpellet wird mit Zellwaschpuffer (ZWP) gewaschen und kann anschlief3end

bei -20°C gelagert werden oder nach Resuspension in ZWP weitverarbeitet werden.

Die Aufreinigung der isotopenmakierter Proteine erfolgt wie in Kapitel 2.5.1.1 beschrieben.

2.5.1.4 Reverse-Markierung

Um spektrale Uberlappungen bei der NMR-Spektroskopie zu reduzieren, werden einige
Aminosduren in Protein umgekehrt markiert. Dieses erfolgt durch Zugabe von 1g
ausgewahrter unmarkierter Aminosaure in 1,5L 15N,13C-Mimimal-Medium bei der Protein

Expression.

2.5.2 Spinmarkierung

Um die Cysteinmutanten mit Spinlabel zu markieren, erfolgt zwischen den beiden oben
beschriebenen Sdulenaufreinigungen ein zusatzlicher Reduktionsschritt. Das Eluat der Ni-
NTA-Sdule wird zur Reduktion der Cysteinseitenketten mit DTT (Dithiothreitol) auf eine
Endkonzentration von 10 mM bzw. mit TCEP (Tris-(carboxyethyl)-phosphin) auf eine
Endkonzentration von 5 mM eingestellt und mindestens 2 h bei 4 °C inkubiert. Im Falle der
Reduktion mit DTT erfolgt anschliefend eine DEAE-Sdulenchromatographie, wobei sowohl
das Imidazol als auch das Reduktionsmittel abgetrennt werden. Um die Reoxidierung der
Cysteinseitenketten zu vermeiden, muss dieser Reinigungsschritt unter Schutzgas (Argon)
erfolgen. Bei Verwendung von TCEP entfallt dieser Reinigungsschritt, da es in seiner Struktur

keine Thiole enthalt und daher fiir die nachfolgende Reaktion nicht abgetrennt werden muss.

Dem DEAE-Eluat wird aus einer 100 mM Stammldsung der Spinprobe MTSSL (in DMSO)
1/100 Volumenidquivalent zugegeben und der Reaktionsansatz iiber Nacht bei 4°C unter
Lichtausschluss leicht geschwenkt. Uberschiissiger Spin-Label wird durch DEAE-

Chromatographie abgetrennt.

2.5.3 Rekonstitution der Membranproteine in PM-Lipide

Flir die Rekonstitution der Proteine wird ein Komplex in einem 1:1 (w/w) Verhéltnis mit
polaren Lipiden gebildet. Dabei sollte der DDM-Gehalt etwa 0,05%-0,1% betragen und der
pH-Wert zwischen 7-8 liegen. Zu der Losung gibt man eine Spatelspitze NaCl und inkubiert

diese 10 min bei 4°C. Anschliefend werden Detergenz-Absorber-Beads zugegeben und i.N.
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bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Die Biobeads werden tiber Glaswolle abgetrennt und
mit M-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8) nachgespiilt. Die Losung wird 15 min bei
15000 rpm zenrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird viermal mit M-Puffer

gewaschen und anschliefdend in 100 pl M-Puffer aufgenommen.

Zur Rekonstitution des Rezeptor-Transducer-Komplexes (NpHtrlI-NpSRII) wird zunéchst ein
Komplex im molaren Verhaltnis 1:1 zwischen Rezeptor und Transducer gebildet und 10 min
bei RT inkubiert. Anschlieffend werden polare Lipide in einem Massenverhaltnis 1:1
(NpHtrIl + NpSRII : Lipide) zu dem gebildeten Komplex zugegeben und ebenfalls 10 min bei

4 °C inkubiert. Anschliefdend verfahrt man analog zur oben beschriebenen Vorgehensweise.

2.5.4 Komplexbildung

NpSRII und der Transducer NpHrtll werden in molarer Stochiometrie von 1:1 in Puffer Gmem
gemischt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Ansatz wird am nachsten Tag mit
Gelfiltrationschromatographie (Superdex 200 prep grade, GE Healthcare) aufgearbeitet. Der
isolierte Rezeptor-Transducer Komplex ist fiir mehrere Tage bei 4°C homogen und stabil in

Konzentrationen von 2-3 mg/ml.

2.5.5 Nanodiskformation

Fiir die Formation der Nanodisks werden aufgereinigtes MSPD1E3, SRII oder Photorezeptor
Komplex und Lipide gemischt und inkubiert. Um die Autoformation der Nanodisks
einzuleiten werden 2/3 Volumen Bio-Beads SM2 (BioRad, Hercules, USA) hinzugefiigt und die
Probe leicht geschiittelt. Dabei werden verschiedene Anséatze zur Optimierung angesetzt. Es
konnen die molaren Verhaltnisse, die Lipide sowie die Inkubationszeit und Formationszeit
mit Biobeads variiert werden. Anschlief3end wird die Probe durch einen 22 pm Filter filtriert
und sofort mittels Gelfiltration (Superdex 200 oder Superose 6, GE Healthcare) aufgearbeitet.
Flir die Nanodisk Ansatze und die Gelfiltration wird Puffer (20 mM Tris, 100mM NaCl, pH=7,4)

verwendet.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Denaturierende Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) handelt es sich

um eine Methode, mit der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
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werden. Die Durchfithrung erfolgt nach der Methode von Schigger und Jagow 1991. Durch
Inkubation der Proteine mit SDS werden diese vollstindig denaturiert und dissoziiert. SDS
bindet an hydrophobe Regionen der Proteine. Die stark negative Ladung von SDS nivelliert
alle Ladungen der Proteine, so dass in der Regel alle Proteine negativ geladen sind und sich
nur nach ihrer Grofie unterscheiden. Mit dieser Methode erhalt man Informationen tiber das
Molekulargewicht von Proteinmonomeren und kann gleichzeitig die Effizienz der einzelnen

Reinigungsschritte nachpriifen.

Es wird in der Regel ein 12% Trenngel und 4% Sammelgel verwendet (s.u.). Die angelegte
Spannung liegt zwischen 80-120 V. Danach werden die Proteinbanden zundchst 10 min mit
Coomassie-Blue-Farbelosung gefarbt und anschlief3end i.N. entfarbt. Die verwendeten Puffer

haben folgende Zusammensetzung:

Acrylamid-Stammlésung  30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) N,N-Methylenbisacrylamid

Trenngel-Puffer 1,5 M Tris/HCI, 0,8% SDS, pH 8,8

Sammelgel-Puffer 0,25 M Tris/HCI, 0,4% SDS, pH 6,8

10 % SDS 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in H,0

TEMED = N,N,N’,N’ Tetramethylethylendiamin

10 % APS 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat in H,0

2 x Probenpuffer 0,2 M Tris/HCl, pH 6,8, 6 % SDS, 30 % Glycerin, 0,3 M

Dithiothreitol, 0,05 % Bromphenolblau

Kathodenpuffer 150 mMTris/HCI, 1,5 M e-Aminocapronsaure, pH 7,0
Anodenpuffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,0
Farbelosung 2,5 g Coomassie Blue R-250, 500 mL Methanol, 70 mL Essig-

saure, H,0 ad 1000 mL

Entfarbelosung 500 mL Methanol, 70 mL Essigsdure, H,0 ad. 1000 mL
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2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgt nach der Methode Ehresmann et al,

1973 tiber die Absorption bei 228,5 nm und 234,5 nm nach folgender Formel:

_ (Azzs.s - Az34.5 ) [mg /ml]

NPtri1 3’ 14

2.6.3 Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Durch Massenspektrometrie (MS) wird das Masse-Ladungs-Verhaltnis eines Teilchens
gemessen. Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, einem Analysator und
einem Detektor. Als Analysator werden Quadrupel oder Ionenfallen eingesetzt. Als Detektor
dient ein Photomultipler. Bei der ESI wird die zu analysierende Losung durch eine
Metallkapillare geleitet. In einem elektrischen Feld werden die lonen elektrophoretisch
getrennt. An der Spitze der Kapillare bildet sich dabei ein Kationen Uberschuss, welche iiber
einen Taylor-Konus aus der Kapillare austreten. Aufgrund der Verdampfung des
Losungsmittels verkleinert sich die Tropfengrofie, wiahrend die Dichte des elektrischen
Feldes auf der Tropfen-Oberflaiche zunimmt. Wenn der Radius der Tropfen kleiner als das sog.
Rayleigh Limit wird kommt es zu sog. Coulomb Explosionen, wobei kleinere Tropfchen
entstehen. Dieser Vorgang wiederholt sich solange bis letztlich winzige Tropfen von ca. 1 nm
Durchmesser iibrigbleiben, die nur ein ionisiertes Analytmolekiil enthalten. Diese werden
zum Analysator gelenkt und gemessen. Bei der ESI entstehen auch mehrfach geladene

Molekiile.

2.6.4 Gelchromatographie

Gelfiltrationsmaterialien sind Substanzen mit einer definierte Porengrofie. Partikel, die in
diese Poren eindringen kénnen, steht ein grofieres Aufenthaltsvolumen zur Verfiigung. Kleine

Partikel wandern also langsamer durch eine Gelfiltrationssaule als grof3e Substanzen.

Das Transducer Protein wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule von Amersham
(Buckinghamshire UK) analysiert. Der Laufpuffer, der fiir die Dialysemethode verwendet
wird, enthilt 20mM NacCl, 25 mM NaPi, 5 uM TCEP pH 6. Es wird dieselbe Knauer FPLC-
Anlage wie fiir die Proteinreinigung verwendet. Die Flufdraten betragen 0,5 mL/min. Am
Ende der Aufreinigung wurde die Sdule zuerst mit H,0 und anschliefend mit 20% Ethanol

gewaschen.
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Als Protein-Molekulargewichtstandard dient eine Mischung aus Ferritin (440 kDa), Aldolase
(158 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Ribonuclease (13,7 kDa). Der typische Trennverlauf ist fiir
die Proteinmischung des Gelfiltrations-Standard bei 0,5 ml/min in Abbildung 2.3 dargestellt.
Die Retentionszeit der Makromolekiile ist umgekehrt proportional zu ihrem
Molekulargewicht, so dafd sich in der halblogarithmischen Darstellung eine Eichgrade

konstruieren l1af3t.

Damit bekommt man eine entsprechende Formel fiir das Protein-Molekulargewicht:

Molekulargewicht=107.7+(-0,098*[min])

1000
31.05.06: Marker: Run |

° ——280nm
$ —— 500
1.04 @ nm
3
0.8 4
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0.4 4
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Ovalbumin: 43.000 Da
Ribonuclease A: 13.700 Da

Molekulargewicht /KDa
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Abb. 2.3 Chromatogramme der FPLC-Gelfiltrationen. Links ist die Trennung des Proteinsstandard
dargestellt, aus dem die Eichkurve (rechts) abgeleitet wird.
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2.7 Biophysikalische Methoden und Strukturaufklarung

2.7.1 CD-Spektroskopie

Bei der CD-Spektroskopie (CD, nach englisch ,circular dichroism“) nutzt man die Tatsache,
daf? optisch aktive Substanzen nicht nur mit linear, sondern auch mit zirkular polarisiertem
Licht wechselwirken konnen. Die Extinktionskoeffizienten €. und eg fiir links und rechts
zirkular polarisiertes Licht unterscheiden sich. Die eigentliche Mef3grofie ist die Differenz der
Extinktionskoeffizienten. Praktisch gibt man die sogenannte Elliptizitat ©, an, die wie folgt
definiert ist:
tan © , ol

s+ 1,
Hierbei sind I und I, die Intensitdten des rechts und links zirkular polarisierten Lichts nach
der Absorption durch die Probe. Die Elliptizitit ist wellenldangenabhangig (daher der Index A)
und erlaubt somit das Aufnehmen von Spektren. Unter Beriicksichtigung von Schichtdicke
und Probenkonzentration kann man auch eine molare Elliptizitidt v, in Abhangigkeit von der

Wellenlange, angeben.

CD-aktive Substanzen zeichnen sich durch grofde, iibergeordnete Strukturen aus.
Insbesondere bei Proteinen kann die CD-Spektroskopie wertvolle Informationen iiber den
Sekundarstrukturgehalt liefern. Wahrend ein denaturiertes, ungeordnetes Protein nur wenig
Auslenkung des CD-Signals zeigt, haben a-Helizes und (-Faltblatter deutlich voneinander
unterscheidbare Maxima und Minima im CD-Spektrum. Der Mef3bereich liegt hierbei etwa
zwischen 250 und 190 nm. Die Untergrenze des Mefibereichs wird hierbei durch
Gerateparameter festgelegt. Wird die UV-Absorption der Probe zu hoch, verschlechtert sich
das Signal-Rausch-Verhiltnis. Proben, die unter 200 nm gemessen werden sollen, diirfen
keine im UV-Bereich absorbierenden Substanzen (aufder dem Protein) enthalten und sollten
moglichst verdiinnt und in geringen Schichtdicken verwendet werden. Problematisch ist
ebenfalls die UV-Absorption durch Luftsauerstoff in diesem Wellenldngenbereich, weshalb

die Apparatur stindig mit Stickstoff gespiilt wird.
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Abb. 2. 4 Idealisierte Spektren unterschiedlicher Sekundarstrukturelemente

Die Circulardichroismus-Spektren von Proteinen kdonnen u.a. verwendet werden, um den
Anteil der Sekundarstrukturelemente im Protein zu bestimmen. Abb. 2.4 zeigt ein
idealisiertes CD-Spektrum unterschiedlicher Sekundarstrukturelemente. a-helikale Bereiche
geben beispielsweise ein sehr viel starkeres Signal im kurzwelligen UV-Bereich als (-

Faltblattbereiche.

Alle CD-Spektren wurden mit einem CD-Spektropolarimeter Jasco J-715 (Easton, USA) bei
Raumtemperatur aufgenommen. Die verwendeten Kiivetten hatten eine Schichtdicke von 0,1
mm. Die Probenkammer wurde stindig mit Stickstoff gespiilt, um Absorptionseffekte durch
Sauerstoff zu vermeiden. Die Spektren wurden mit einer Auflésung von 1 nm und einem
Aufnahmebereich zwischen 260 nm und 190 nm innerhalb von 50 nm/min aufgenommen. Es
wurden jeweils zehn Spektren gemittelt. Die Proteinkonzentrationen lagen je nach Messung

zwischen 0,05 und 0,1 mg/ml. Nach Qualitét des Signals werden 10 - 20 Spektren aufaddiert.

Die Ergebnisse werden von der gemessenen Absorption in molare Elliptizitit
([®]mrw/103deg*cm3/dmol) konvertiert. Beides wird mit Hilfe des Programms ,Spectra
Manager” Version 1.53 (Jasco) durchgefiihrt. Die Sekundarstruktur Voraussagen erfolgen
mittels den Algorithmen CCA (Toniolo & Bonora, 1975), Continll und CDSSTR aus dem
Programm Packet CDPro (Sreerama & Woody, 2000) mit einer Referenz von 56 Proteinen,
die 13 Membranproteine einschliefst (SMP56, Referenz kann auf der CDPro Webseite

gefunden werden: http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html).
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2.7.2 Laserblitz-Absorptions-Spektroskopie

Fiir die transienten Absorptionsmessungen wird eine rechnergestiitzte Messvorrichtung
nach Chizhov et al. verwendet. Abbildung 2.5 zeigt den schematischen Aufbau dieser
Apparatur (Chizhov et al., 1996). Die photochemische Anregung der Probe erfolgt mit einem
Laserpuls. Das ungefilterte Licht einer Halogenlampe durchtritt die Probenkiivette
(Quarzglas, Schichtdicke 3 mm) im rechten Winkel zum Laserpuls und wird nach
Wellenldngen-Selektion durch einen Monochromator von einem Photomultiplier detektiert.
Mittels zwei digitalen Oszilloskopen werden die vom Detektor kommenden Signale in zwei
linearen, einander tiberlappenden Zeitfenstern gespeichert. Die Datenverarbeitung geschieht
iber den angeschlossenen Computer. Es werden fiir Photozyklus-Messungen pro
Wellenlange 9 Messwerte gemittelt. Die beiden tberlappenden Zeitfenster beinhalten die
Absorptions-Signale, welche die Kinetik des Photozyklus nach der Probenanregung durch
den Laserpuls bis zur vollstindigen Riickbildung des Grundzustandes erfassen. Die
Messdaten werden auf eine logarithmische Zeitskala (250 Datenpunkte) nach der Methode
von Miiller und Plesser reduziert (1991). Anhand des Fehlers des Grundsignals wird die
Standardabweichung abgeschatzt. Eine Auswertung der Daten erfolgt durch das Programm

MEXFIT.

Computer

Oszilloskop | Oszilloskop I

Verstarker

|__L| Photomultiplier

Monochromator

Spiegel

Trigger Probe

Blende

Halogenlampe Q@ Laser

Abb. 2.5 Schematischer Aufbau der Apparatur zur kinetischen Messung des Photozyklus des
sensorischen Rhodopsins (aus Dissertation J. P. Klare)
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2.7.3 ANS-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie

Die Fluoreszenz-Messungen wurden auf einem Spex Fluoromax-3 Spektrofluorometer (Jobin
Yvon, Edison, NJ, USA) mit einem Temperaturegler durchgefiihrt. Allen Proben wurden in 25
mM NaPi Puffer mit 2 uM ANS und 2puM Htrl184-230-His in 1 ml Quarzkiivetten (1cm ldnge
Zelle) gemessen. Die Anregungswellenldnge betrug bei 380 nm eingestellt und die

Emissionsspektren wurden im Bereich von 400 nm-600 nm aufgenommen.
2.7.4 ESR-Spektroskopie

Elektronen-Spin-Resonanz (ESR), oder auch Elektronen-Paramagnetische-Resonanz (EPR)
genannt, ist eine spektroskopische Methode, mit der Informationen iiber die Zugdnglichkeit,
Dynamik, Wechselwirkung und Kinetik spinmarkierter Proteinseitenketten erhalten werden
konnen. Das EPR-Experiment ist ein magnetisches Resonanzexperiment, das heifdt die zuvor
entarteten Energieniveaus der Elektronenspins werden in einem aufden angelegten
Magnetfeld aufgespalten und Uberginge zwischen diesen Niveaus mithilfe
elektromagnetischer Strahlung induziert. Diamagnetische System, also Molekiile in denen alle
Elektronen gepaart sind, konnen fiir die EPR-Spektroskopie zugdnglich gemacht werden,
indem gezielt so genannte Spinlabel, insbesondere Nitroxide, kovalent an das Biomolekiile
gebunden werden. Im Falle des in dieser Arbeit verwendeten MTS-Spin-Labels ((1 - Oxyl -
2,2,5,5 -tetramethylpyrrolin-3-methyl) methan-thiosulfonat) erfolgt diese kovalente Bindung
an ein, Uber ortsspezifische Mutagenese des Proteins eingefiihrtes, Cystein in Form einer
Disulfid-Briicke an die reaktive SH-Gruppe. Abbildung 2.6 zeigt schematisch die
Kopplungsreaktion dieses Verfahrens, welches als ,site directed spin labelling” (SDSL)

bezeichnet wird (Hubbell & Altenbach, et al, 1994).

MTS-Spinlabel Cystein-Seitenkette

f
SE—CH HS—C(
SO v
N

Abb. 2. 6 Kopplungsreaktion des MTS-Spin-Labels an die Cysteinseitenkette eines Proteins in
schematischer Darstellung
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Mobilitat

Nitroxidspinlabel werden auch hiufig benutzt, um Informationen iiber die Mobilitit von
Biomolekiilen zu erhalten. Dabei wird ausgenutzt, dass sich das Nitroxidspektrum in
Abhangigkeit von der Rotationsfreiheit des Nitroxids andert. Ist es frei in seiner
Rotationsbewegung erhdlt man im X-Band ein isotropes Dreilinienspektrum mit kleiner
Linienbreite wie in Abbildung 2.7 oberes Spektrum gezeigt. Wenn dagegen die Bewegung des
Spinlabels durch starkte Wechselwirkungen mit benachbarten Seitenketten oder Atomen des
Proteinriickgrates eingeschrankt wird, beobachtet man ein anisotropes Spektrum mit
grofderen Linienbreite wie in Abbildung 2.7 unter. Je nach Grad der Einschrankung der
Rotationsfreiheit dndert sich das Linienbreite graduell von klein nach grof3. Diese immobilen
Spektren konnen im Allgemeinen nicht durch ein einfaches isotropes Bewegungsmodell
simuliert werden, da die Wechselwirkung der Spinlabelseitenketten mit benachbarten

Atomen anisotrop ist.

=100 ps

t=10ns

Pulverspektrum

—i
imT

Abb. 2.7 Einfluss der Rotationskorrelationszeit auf das cw-X-Band-EPR-Spektrum des Nitroxids
Tempol. Bei freier Rotation sind die drei Hyperfeinlinien des Nitroxids durch Ais, =1,7mT
aufgespalten. Ist die Rotation voéllig eingefroren, wird das Nitroxidspektrum von der
anisotropen Az-Hyperfein-kopplungskonstante von 3,7mT dominiert (Bildung aus
Holterhues Dissertation 2009).
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3.1 Untersuchung der HAMP Domanen des NpHtrll

Bisher liegen nur wenige strukturelle Informationen zu HAMP Doménen vor. Die
Untersuchungen der Primarstruktur des Transducers NpHtrll zeigen eine Homologie zu den
bakteriellen Chemorezeptoren. Fast alle MCPs enthalten eine Linkerregion, welche ca. 60
Aminosduren umfasst. Die Linkerregion in NpHtrll ist jedoch wesentlichen langer als bei
anderen MCPs, und es konnen zwei HAMP Dominen Einheiten mit Coiled-coil Struktur in
NpHtrll vorausgesagt werden. Die genaue Bedeutung dieser HAMP-Domanen ist noch nicht

geklart.

3.1.1 Klonierung und Priparation der HAMP Domine

In Folgenden werden =zunachst alle Klonierungsstrategien und anschliefienden
Aufreinigungs-Protokolle der in dieser Arbeit verwendeten Proteine beschrieben. Fiir NMR-
und Kristallisationsversuche zur Aufklirung der Struktur der Linker-Region sollen
verschiede NpHtril-Konstrukte herstellt werden: 1. NpHtrll1-230, 2. NpHtrll84-136, 3.
NpHtrll137-230 und 4. NpHtrl184-230.

Table 3.1: NpHtrll Konstrukte

Abkiirzung  Detail Beschreibung

NpHtrllz3o NpHtrll1-230-His C-Terminal verkiirztes NpHtrll 1-230 (TM1+TM2+
HAMP1+HAMP?2 )+ His Tag

T™M2
(TM1+TM2+HAMP1) + His Tag
HAMP2 NpHtrll NpHtrll1-534-His Vollldngen Transducer + His Tag
0 HAMP1 NpHtrlIG84M-136- NpHtrll Aminosauren 84-136 (HAMP1)+ His Tag
His

23

HAMP2 NpHtrl1137M-230- NpHtrll Aminoséauren 137-230 (HAMP2)+ His Tag
His

HAMP1+2 NpHtrlIG84M-230- NpHtrll Aminosduren 84-230 (HAMP1+HAMP2)+ His Tag
His

= n
84 g8
HAMP1 . . .
NpHtrllis7 NpHtrll1-157-His C-Terminal verkiirztes NpHtrll 1-157
157
534

e

Abb. 3.1 Schematisches Modell des NpHtrll-Transducers. Markiert sind die Aminosdureposition am
Anfang der ersten HAMP Doméne (84), zwischen HAMP1 und HAMP2 (157), zwischen
HAMP 2 und Signal-Doméne und die Endposion 534 zur Einordnung der verschiedenen
Transducer-Kiirzungen.
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Zur Expression der im oben beschriebenen Proteine wurde das von Studier und Moffatt
(1986) entwickelte pET-System genutzt (siehe Abb. 3.2). Der Expressionsvektor besitzt die
iiblichen Vektorelemente. ori als Replikationsursprung, eine Ribosomen-Bindestelle und eine
Antibiotikaresistenz, in diesem Fall gegen Kanamycin. Zusatzlich enthalt er noch ein lacl-Gen,
sowie einen T7-Promotor unter der Kontrolle des lac-Operators. Daran schliefdt sich ein
kurzes offenes Leseraster mit einer multiplen Klonierungsstelle fiir den Einbau der
interessierenden DNA in das richtige Leseraster an. In der vorliegenden Arbeit wurden die
DNA-Sequenzen mit Ncol und HindIIl oder Ncol und EcoRI-Schnittstellen versehen und
Ncol/HindIIl oder Ncol/EcoRI geschnitten in den entsprechend gleich geschnitteneren
pET27b-mod-Vektor kloniert. In Bakterien ist dieser Expressionsvektor inaktiv, solange der
lac-Repressor die Transkription der eingebauten DNA verhindert. Damit eine Transkription
erreicht wird, miissen spezielle E.coli Stimme verwendet werden, da der T7-Promotor nur

durch die T7-RNA-Polymerase, nicht aber durch die E.coli-Polymerasen erkannt wird.

Orj
&
3
pET27bmod
)
f1-ori
p——
T7-Transkription/
Expressionsregion
Bglll 17-Promotor lac-Operator
AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACTCACTATAGSGGANT TG TGAGCGEATARCARTTCCCC
Xbal rbs Neol BamHI
TCTAGAAATARTTTTGT TTAACTT TAAGAAGGAGATATACCAT GGATATCGGAAT TAATTCGGATCC
EcoRI Sacl Sall  HindlIII Notl Xhol Nhy
GARTTCEAGCTCCETCGACARGCT TGOGGCCGCACTCEGAGATCAARC GGG TAGCCAGCCAGARCTC
HSV-Tag His-T:

GCCCCGEARAGACCCCGAGGAT GTCGAGCACCACCACCACCACCACT GAGAT CCGGCT GCTARCAARG
T7-Terminator
COCERRAGEGRAGCTGAGT TGO TECTGCCACCGCTCGAGCAATAACTAGCATAACCCCT TEEGEECCTC

TARACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Abb. 3.2 Physikalische Karte des Vektors pET27-bmod (Klostermeier et al, 1998). Die
Komponenten der Transkriptions/Expressionsregion sind in der Sequenz durch Uberstrich
gekennzeichnet. An den fett hervorgehobenen Sequenzbereichen kénnen die T,-Promotor

bzw. T, -Terminator Primer hybridisieren.
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Der in dieser Arbeit verwendete E.coli Stamm BL21(DE3) tragt eine chromosomale Kopie des

T.-RNA-Polymerase-Gens aus dem Bakteriophagen ADE3 unter der Kontrolle des lacUV5-

Promotors, der ebenfalls durch den lac-Operator reguliert wird. Durch Zusatz des Induktors
IPTG, der den lac-Repressor vom Operator titriert, kann die Transkription auf einfache Weise

freigegeben werden.

Durch den Einbau von terminalen Fusionspeptiden, sogenannten ,tags, kann eine nach der
Expression anschlief3ende Proteinaufreinigung vereinfacht werden. In dieser Arbeit wurde
den Proteinen C-terminal ein Oligopeptid aus sieben Histidin-Resten (His-Tags) angehéngt.
Proteine mit His-Tags binden Nickel-Salze und koénnen durch Affinitatssdulen mit
nickelspezifischen Chelatbildnern, wie z.B. Nitrilotriessigsdure (NTA), von den restlichen

Proteinen des Bakterienextraktes getrennt werden. Die Bindung von Proteinen mit His-Tags

-14
an die Ni-NTA-Matrix ist mit einem KD-Wert von ca. 10 sehr stark. Neben den Histidin-

verkniiften Proteinen binden unspezifisch auch andere Proteine, beispielsweise solche die
eine Folge von Histidinen in ihrer Primédrsequenz tragen. Diese konnen jedoch durch
geringere Imidazolkonzentrationen von 30-40 mM verdrangt werden. Eine Erhohung der
Imidazolkonzentration auf etwa 200 mM fiihrt schliefdlich zur Abl6sung der Proteine mit His-
Tag. Eine Lagerung der Proteine in Imidazolpuffer fithrte nach kurzer Zeit zur
Proteinaggregation. Daher wurde nach der Affinititschromatographie eine Ionenaustausch-
Chromatographie mit DEAE Sepharose angeschlossen. In einem ersten Schritt bindet das
Molekiil an die fixierten Ladungen der stationdren Phase (Diethylaminoethyl-Reste), und im
zweiten Schritt erfolgt die Verdrangung und Elution des Proteins durch eine steigende
Salzkonzentration (NaCl) in dem Elutionspuffer. Das Protein-Eluat konnte nun bei -80°C

gelagert werden.

3.1.1.1 Expressionseffizienz und Aufreinigung des NpHtrl184-230-His

Die Expression des Transducers NpHtrll wurde, wie in Kapitel 2.5.1.1 beschrieben, in E. coli
BL21(DE3) ausgefiihrt. Die Kontrolle der Effizienz der Expression erfolgt mittels SDS-
Gelelektrophorese. An dieser Stelle werden die Expressionseffizienz in Abhadngigkeit der Zeit
und die jeweiligen Aufeinigungsschritte beispielhaft fiir NpHtrlI84-230 gezeigt (Abbildung
3.3).

Auf Bahn 1 wurde eine Probe vor Induktion durch IPTG aufgetragen. Bahn 2 enthalt eine
Probe nach 30 min der Induktion. Auf den Bahnen 3, 4, 5, 6 wurden Proben nach 60, 90, 120
und 150 Minuten der Induktion aufgetragen. Es wurden jeweils 100 pL Kulturproben

abgenommen und bei 10.000 x g, 5 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 15 pl 2x SDS-
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Probenpuffer aufgenommen, mittels Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen und auf ein SDS-

Gel aufgetragen.

Durch den Vergleich von Bahn 1 und Bahn 2 kann man erkennen, dass sich eine neue Bande
bei 23 kDa bildet. 90 min nach Induktion ist ersichtlich, dass sich die neu entstandene Bande
nicht weiter verstarkt und somit nicht mehr Protein durch die Bakterien exprimiert wurde.
Auch ein angefertigter Western Blot gegen den C-terminalen Histidin Tag zeigte, dass es sich
bei der neu entstandenen Bande um das erwartete NpHtrl184-230-His handelt. Auf Bahn 7
wurde das Pellet der Zelltriimmer und auf Bahn 8 die Zytoplasmafraktion aufgetragen. Wie
erwartet, zeigte sich, dass das Protein HtrlI84-230 in der Zytoplasmafraktion enthalten ist

und dieses im Pellet nicht nachweisbar war.

1 2 3 4 5 67 8 910
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Abb.3.3 12% SDS Polyacylamid Gel der Expressionseffizienz in Abhingigkeit von der Zeit fiir
Htrl184-230. Bahn 1): Kultur vor Induktion. 2) Kultur nach Induktion von 30 Min. 3) Kultur
nach Induktion von 60 Min. 4) Kultur nach Induktion von 90 Min. 5) Kultur nach Induktion
von 120 Min. 6) Kultur nach Induktion von 150 Min. 7) Pellet. 8) Zytoplasma. 9) und 10):
Marker.

Da das Transducerprotein NpHtrlI84-230-His mit einem C-terminalen Histidin-Tag kloniert
wurde, konnte die Reinigung mittels Ni-NTA-Sdulen erfolgen. Nach dem Aufschluss der Zellen
und Zentrifugation, wurde die Zytoplasmafraktion auf eine Ni-NTA-Sdule aufgetragen, wobei
der Protein HtrlI84-230-His an das Ni-NTA Material gebunden wurde. Die restlichen E. coli
Proteine wurden nicht gebunden und eluierten direkt von der Saule. Etwaige unspezifisch
gebundene Reste wurden mit 10 SV Puffer Ct von der Saule gewaschen. Das an Ni-NTA
gebundene Protein wurde mit 3,5 SV Puffer Dy, eluiert. Die ersten 0,5 SV wurden als Eluat 1
und die folgenden 3 SV als Eluat 2, 3, 4 gesammelt. Alle Fraktionen wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3.4).
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Als Kontrolle wurde in Bahn 1 des SDS-Gels das Pellet der Zelltrimmer, auf Bahn 2 die
Durchflussfraktion, auf Bahn 3 die Waschfraktion, und auf den Bahnen 4, 5, 6, und 7 die
jeweiligen Eluate aufgetragen. Auf Bahn 8 befindet sich der Proteinmarker. Wie erwartet,
wurde im Pellet, in der Durchflussfraktion und der Waschfraktionen das gewiinschte Protein

nicht detektiert.

Die Bahnen 5,6 und 7 weisen eine Bande mit einem molekularen Gewicht von 22 kDa auf.
Auflerdem kann man in Bahn 5 noch zwei schwache Banden, mit einem molekularen Gewicht
von ca. 60 kDa und 70 kDa erkennen. Diese konnten hohere Oligomere des NpHtrl184-230-

His sein, die sich bei hoherer Konzentration ausbilden.

Das berechnete Molekulargewicht von NpHtrl184-230-His betragt 17,5 kDa, wahrend das Gel,
wie oben beschrieben, eine Bande bei 22 kDa auf weist. Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich
in der grofden Anzahl saurer Aminosauren (NpHtrl184-230-His: pl = 4,3), die eine quantitative
Bindung des negativ geladenen SDS durch elektrostatische Abstofdung stark behindern.

Deshalb kénnte das Protein im Gel langsamer wandern.
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Abb. 3.4 12% SDS Polyacylamid Gel zur Charakterisierung der Aufreinigung von NpHtrli84-230-His.
Bahn 1): Zelltriimmerpellet. 2) Ni-NTA Duchfluss. 3) Ni-NTA-Waschfraktion. 4) Ni-NTA-
Elution 1. 5) Ni-NTA-Elution 2. 6) Ni-NTA-Elution 3. 7) Ni-NTA-Elution 4. 8) Marker.

Zur ldentifikation des Proteins wurden eine ESI-MS Analyse durchfiihrt. Das ESI-MS-
Spektrum zeigt Ladungsmuster des Proteins von +4 bis +20 (Abb. 3.5 A). Die aus der
Ladungsverteilung berechnete Masse von 17526,9 Da ist im dekonvolutierten Spektrum (Abb.
3.5 B) dargestellt. Die theoretische Masse betragt 17525,8+1(H*). Dieser Wert stimmt im

Rahmen der Messgenauigkeit mit der berechneten Masse iiberein.
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Abb. 3.5 A: ESI-MS-Spektrum des NpHtrll84-230-His. B: Das
theoretische Masse betragt 17525,8 Da.

3.1.1.2 Konzentrationsbestimmung und Ausbeute

dekonvolutierte Spektrum. Die

Um die Konzentration der Proben zu bestimmen, wurde ein UV /Vis Spektrum aufgenommen.

In Abbildung 3.6 ist ein Absorptionsspektrum von HtrlI84-230 dargestellt. Das Spektrum

enthdlt eine starke Absorption bei 211 nm und ein breites Maximum zwischen 258 nm bis

280. Das breite Maximum bei etwa 260-280 nm entspricht der Absorption von aromatischen

Aminosduren entsprecht von fiinf Phenylalanine (3,2%) und ein Tyrosin (0,6%) fiir

NpHtrlI84-230-His.
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Abb. 3.6 UV-Vis Absorptionsspektrum der Htrll-Konstrukte am Beispiel des NpHtrl184-230-His.

Die Konzentration von Htrll wurde nach folgender Formel berechnet (Ehresmann et al,

1973).

NP

_ (Ezz&s B E234‘5)X10[mg / mI]

3,14

Die Ausbeute des aufgereinigten Proteins NpHtrlI84-230-His, NpHtrli84-136-His und

NpHtrll137-230-His betrug jeweils durchschnittlich 6 mg/L, 3,5 mg/L und 4 mg/L Zellkultur.

Table 3.2: Ausbaute der NpHtrll Konstrukte
Konstrukte NpHtrl184-230-His NpHtrl184-136-His NpHtrl1137-230-His
Ausbeute 6 mg/L 3,5 mg/L 4 mg/L
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3.1.2 Gelfiltrationsanalysen der HAMP Doméanen

Um die oligomeren Formen des Proteins abzutrennen, sowie das Protein aufzureinigen,
wurde eine Grofdenausschluss-Chromatographie mit einer Superdex 75 10/300 GL S&ule, wie
in Abschnitt 2.6.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die Flufirate betrug 0,5 ml/min. In der
Abbildung 3.7 ist das Chromatogramm der praperativen Gelfiltration (HiLoad 16/600
Superdex 75 pg ) dargestellt. Der rote Graph reprasentiert die Absorption bei 210 nm und der
blaue bei 280 nm. Es sind deutlich zwei Peaks bei Betrachtung des roten Chromatogramms
zu erkennen, es kann jedoch keine Absorption bei 280nm beobachtet werden, da das Protein
NpHtrll137-230-His keine Phenylalanine und Tyrosin enthdlt, die eine Absorption bei 280
nm zeigen. Die zwei Peaks wurden separat (Fraktionen 23-25 und Fraktionen 33-39)
gesammelt und einer analytische Gelfiltration unterzogen. Die entsprechenden

Chromatogramme sind in Abbildung 3.8A und B dargestellt.
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Abb. 3.7 Chromatogramm der NpHtrlI136-230-His Aufreinigung {iber eine préperative
Gelfiltrationsséule. Der rote Graph représentiert die Absorption bei 210 nm und der blaue
bei 280 nm. Die gesammelten Fraktionen sind durch eine Nummerierung der senkrechten
Striche angedeutet.

Die Chromatogramme der beiden gesammelten Proben (Abb. 3.8A und B) zeigen deutlich
zwei Peaks mit Retentionszeiten von 17.5 min und 22.4 min. Mit Hilfe der durch den

Proteinstandard erhaltenen Eichgerade lasst sich die Grofde des Proteins bei 17.5 min mit 34
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kDa und bei 22,4 min mit 17 kDa berechnen. Das theoretische Molgewicht des Konstrukts
betragt 11,8 kDa.

A B
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Abb. 3.8 A. Chromatogramm der analytischen Gelfiltration der gesammelten Fraktionen 33-39 von
Htrl1136-230-His. B. Chromatogramm der analytischen Gelfiltration der gesammelten
Fraktionen 23-25 von Htrl1136-230-His.

Um die Form der Proteine zu beriicksichtigen kann bei Gelfiltrationsanalysen der Stokes
Radius (Hydrodynamischer Radius) anstelle des Molekulargewichtes als beschreibende
Grofde verwendet werden. Dieser beschreibt den Radius einer festen Kugel, die dieselben
Diffusionseigenschaften besitzt wie das dazugehorige Molekiil. Meistens ist der Stokes Radius
geringer als der effektive Radius des Molekiils, da diese iiberwiegend keine perfekten Kugeln
bilden. Im Falle des NpHtrll Molekiils und moglicher Multimere, sind stdbchenférmige
Strukturen durch die hohe Homologie zu den Chemorezeptoren zu erwarten, so dass die aus
den Retentionszeiten gewonnenen Molekulargewichte nicht notwendigerweise mit den
wirklichen Massen (MW [NpHtrll136-230-His-Monomer]: 11,8 kDa) korreliert werden
konnen (Brownleader et al, 1996; Marshall et al,, 2005). Auflerdem ist ein ausgedehntes
Volumen eine typische Eigenschaft teilgefaltete Intermediate (Molten Globule) eines Proteins
zu charakterisieren (Fink, 2001). Die Fraktion bei einem Molekulargewicht von 17 kDa
konnte dem HAMP2 Monomer und bei 34 kDa dem Dimer zugeordnet werden. Es muss ein
Gleichgewicht zwischen Dimer und Monomer bestehen, wurde in weiteren Experimenten die

Zeitabhangigkeit der Dimerisierung untersucht.

Abbildung 3.9 zeigen die Gelfiltrationschromatogramm der gesammelten Fraktionen 33-39
nach Inkubation bei 4°C zwei Stunden (rote Linien), 24 Stunden (schwarze Linien) und 48

Stunden (grine Linien). Mit der Zeit nimmt der Dimer Peak zu und der Monomer Peak ab.
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Nach 48 Stunden konnte ein Anstieg des Dimeranteils beobachtet werden. Die Tendenz der

Dimerisierung der Htrll HAMP Domaéne ist deutlich (Abbildung 3.9B).
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Abb. 3.9 Zeit-Abhdngigkeit der Dimerisierung des Proteins NpHtrlI136-230-His.

A. Chromatogramme der analytischen Gelfiltration der gesammelten Fraktionen 33-39
von NpHtrll 136-230-His bei 4°C nach Inkubationszeit 2 Stunden, 24 Stunden und 48
Stunden.

B. Anteil des Dimers nach Zeit.

3.1.3 Untersuchungen zur Struktur mittels CD-Spektroskopie

Um Informationen tiber die Sekundarstruktur und die Sekundéarstrukturanderung der HAMP
Doméne zu erhalten, wurden in dieser Arbeit verschiedene CD-Messungen an den
Transducern NpHtrlI84-136-His, NpHtrll137-230-His und NpHtrll84-230-His durchgefiihrt.
Die Konzentration der Transducer betrug bei allen Messungen 0,1 mg/ml. Die Spektren
wurden im Wellenldngen-Bereich von 250 nm bis 195 nm, in Abhédngigkeit von
Salzkonzentration, pH-Wert, Temperatur, Detergenzkonzentration und TFE Konzentration

aufgenommen.

3.1.3.1 Strukturelle Charakterisierung von HAMP1 (NpHtrli84-136-His) durch CD-
Spektroskopie

Einfluss der Salzkonzentration auf HAMP1
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Die CD-Messungen in Abhdngigkeit der Salzkonzentration auf HAMP 1 wurden bei 20°C, pH 8
durchgefiihrt. Zur Einstellung der lonenstirke wurde das Salz NaF statt NaCl verwendet, da
NaCl eine Absorption im UV-Bereich aufweist. Die CD-Spektren von Htrl184-136-His bei 0,0 M,
0,1M,0,5M, 1M, 2M NaF Konzentration sind in Abbildung 3.10 gezeigt. Unabhangig von der
Salzkonzentration zeigen die CD-Spektren der HAMP1 Domaéne ein deutliches Minimum bei
etwa 200nm sowie ein Plateau um 220 nm. Dieser Verlauf ist nicht typisch fiir klassische
Peptid-Konformationen wie a-Helix und B-Faltblatt. Er entspricht dem eines Zufallsknauels
mit wenigen a-helikalen Anteilen. Zur Berechnung der Sekundarstruktur liegen 27% - 30%
a-helikaler Strukuranteil und 70%-73% Random-coil Strukturanteil bei allen

Salzkonzentrationen vor.
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Abb. 3.10 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrl184-136-His bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen.
Als Puffersystem wurde 25 mM NaP;, pH 8 mit unterschiedlichen NaF Konzentrationen
(NaF: 0M, 0,1M, 0,5M, 1M und 2M) verwendet.

Strukturelle pH-Abhangigkeit von HAMP 1

Zur Abdeckung des pH-Bereiches von 3 bis 8 wurden zwei Puffersubstanzen genutzt. Von pH
3 bis pH 5 wurde die Puffersubstanz MES ausgewahlt, von pH 6 bis pH 8 NaPi. Die Messungen
in Abhdngigkeit von pH-Wert wurden bei 20°C durchgefiihrt. Abbildung 3.11 sind die
gemessenen CD-Spektren bei pH 3 bis pH 8 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass ein etwas
hoherer a-helikaler Strukuranteil bei pH 3 und pH 4 vorliegt, je nach Algorithmus liegt dieser
zwischen 55% und 50%. Die Auffaltung der a-Helix des Proteins zu einer zuféllig geknaulten
Konformation wird bei steigendem pH-Wert beobachtet. Der a-helikaler Strukuranteil fiillt

bei pH 5 auf 30%, bei pH 6 auf 27%, bei pH 7 auf 28% und bei pH 8 nur noch 25%.
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Abb. 3.11 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-136-His bei unterschiedlichen pH-Werten. Als
Puffersystem wurde eine 25 mM NaP; (pH 6-8) oder 50 mM MES (pH 3-5) verwendet.

Strukturelle Temperaturabhingigkeit von HAMP 1

Die CD-Spektren des Proteins NpHtrII84-136 His wurden bei 4°C, 10°C, 20°C und 30°C in 25
mM NaP; Puffer bei pH 6 durchgefiihrt. Die Spektren bei allen Temperaturen zeigen einen
Verlauf, der typisch fiir ein Zufallsknduel ist. Die Sekundéarstruktur der HAMP 1 st
unabhangig von der Temperatur. Zur Berechnung der Sekundarstruktur liegt 29% - 33% a-

helikaler Strukturanteil bei allen Temperaturen vor.

Einfluss von Detergenz auf die Struktur von HAMP 1

Die CD-Spektren (Abbildung 3.12) beschreiben die Sekundarstruktur von NpHtrl184-136-His
in Abhangigkeit der Detergenzkonzentration. Die Messung wurde in NaP; Puffer 25mM, pH8
durchgefiihrt. Die beide Spektren (Protein in Detergenzfreien Puffer und in 1% DDM haltigen
Puffer) weisen einen typischen Zuféllsknduelverlauf auf. Zur Berechnung der

Sekundarstruktur liegen 28% o-helikaler Strukturanteil bei ohne DDM und 32% bei 1% DDM

haltigen Puffer vor.
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Abb. 3.12 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-136-His sowohl in Detergenzfreien Puffer als auch
in 1% DDM haltigen Puffer.

Einfluss von TFE auf die Struktur von HAMP 1

Zugabe von TFE kann die Bildung von a-Helikaler Konformationen in Peptiden induzieren
(Sonnichsen et. al,, 1992). Abbildung 3.13 zeigt die CD-Spektren fiir das Peptid HAMP1 bei
verschiedenen TFE Konzentrationen. Die Spektren werden deutlich durch die Veranderung
der TFE Konzentration beeinflusst. Die Spektrum bei 0% TFE haltigen Puffer zeigt einen
Verlauf, der typisch fiir Zufallsknauel ist: ein deutliches Minimum bei etwa 200nm sowie ein
Plateau um 220nm. Die Form der Kurven bei steigender TFE Konzentration wird immer
charakteristischer fiir eine a-helikale Sekundarstruktur: der minimale Absorptionspeak
verschiebt sich von 197 zu 204 nm und die negative Elliptizitit bei 220 nm steigt mit
steigender TFE-Konzentration. Zur Berechnung liegen 38% a-helikaler Strukuranteil bei 0%
TFE, 60%-94% a-helikaler Strukuranteil bei 10%-40% TFE haltigen Puffer vor. Das Ergebnis
der CD-Messungen zeigt, dass durch TFE die Faltung zur a-Helix in HAMP 1 induziert werden
kann. Mogliche Griinde fiir die beobachtete Stabilisierung der Sekundarstruktur ist die
angendherte Dielektrizitatskonstante des TFE zur Dielektrizitatskonstante des Innenraums
von Proteinen. Unterschiede in der Aciditit und Basizitat im Losungsmittel TFE und Wasser

konnen auch die relative Stabilitat der Wasserstoffbriicken dndern (Sonnichsen et al., 1992).
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Abb. 3.13 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-136-His bei 4°C mit unterschiedlichen TFE-
Konzentrationen. Als Puffersystem wurde 20 mM MES, pH 6 und 500 mM NaF mit
unterschiedlichen TFE Konzentrationen (0%, 10%, 20%, 30% und 40%) verwendet.

3.1.3.2 Strukturelle Charakterisierung von HAMP2 (NpHtrli137-230-His) durch CD-
Spektroskopie

Abbildung 3.14-3.15 prasentieren die CD-Spektren des Transdures NpHtrlI137-230-His in

Abhangigkeit von Salzkonzentration und von pH-Wert.

Einfluss der Salzkonzentration auf HAMP2

Abbildung 3.14 zeigt das CD-Spektrum der 2. HAMP Domane NpHtrl1137-230 sowohl in Salz-
freien Puffer als auch in Anwesenheit von 0.5 M NaF. Es kann ein unmittelbarer
Zusammenhang zwischen der Salzkonzentration und der Sekundarstruktur festgestellt
werden. In Abwesenheit von Salz zeigt das CD-Spektrum einen Verlauf, der typisch fiir ein

Zufallsknduel ist. Bei Zugabe von Salz nimmt der «-helikale Gehalt zu.
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Abb. 3.14 CD-Spektren von 0,1 mg/ml  NpHtrll137-230-His bei  unterschiedlichen
Salzkonzentrationen. Als Puffersystem wurde 20 mM NaP;, pH 8 mit NaF Konzentrationen
von 0 M und 0,5 M verwendet.

Strukturelle pH-Abhangigkeit von HAMP 2

In Abbildung 3.15 sind die gemessenen CD-Spektren bei verschiedenen pH-Werten
dargestellt. Zur Abdeckung des pH-Bereiches von 3 bis 8 wurden zwei Puffersubstanzen
genutzt. Von pH 3 bis pH 5 war die Puffersubstanz MES, von pH 6 bis pH 8 NaP;. Im Bereich
von 222 nm bis 208 nm sind deutlich zwei Minima zu erkennen. Danach steigt die Elliptizitat
in den positiven Bereich bis zu einem Maximum bei ca. 195 nm. Dieser Kurvenverlauf ist
charakteristisch fiir a-Helizes. Es ist deutlich zu erkennen, dass ein hoher a-helikaler
Strukturanteil vorliegt. Je nach Algorithmus liegt diese zwischen 60% und 78%. Mit
steigendem pH-Wert (> 5) steigt der Anteil an ungefalteter Struktur. Dieser liegt zwischen 15%
(pH 3) und 20% (pH 8). Vermutliche Griinde dafiir sind die Abstofdungskrifte zwischen den
negativ geladenen Carboxylatgruppen von Glu und Asp, welche das Protein HoHtrl1137-230

enthalt.
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Abb. 3. 15 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrll137-230-His bei unterschiedlichen pH-Werten. Als
Puffersystem wurde 25 mM NaP; (pH 6-8) oder 50 mM MES (pH 3-5) verwendet.

3.1.3.3 Strukturelle Charakterisierung von HAMP1+2 (NpHtrl184-230-His) durch CD-
Spektroskopie

In weiter Versuche wurde die Abhangigkeit der Struktur der beide HAMP-Domanen (HAMP1
und HAMP2) von duféer Bedingungen untersucht. Abbildung 3.16-3.20 prasentieren die CD-
Spektren des Transdures NpHtrl184-230-His in Abhangigkeit von Salzkonzentration, pH-Wert,

Temperatur und Detergenz.

Einfluss der Salzkonzentration auf HAMP1+2

Die CD-Spektren in Abhidngigkeit der Salzkonzentration wurden unter den gleichen

Bedingungen wie die Messungen von HAMP1 (bei 20°C, pH 8) aufgenommen.

Die CD-Spektren von HtrlI84-230-His bei Konzentration von 0 M, 0,1 M, 0,5 M, 1 M, 2 M NaF
sind in Abbildung 3.16 gezeigt. In Gegenwart von Salz (0,1 M NaF bis 2 M NaF) zeigen die CD-
Spektren ein Maximum bei kleiner Wellenldnge (192nm) und zwei Minima (207 nm und 222
nm) bei langeren Wellenlangen. Das Spektrum in Abwesenheit von Salz zeigt dagegen ein
deutliches Minimum bei etwa 200 nm sowie ein Plateau um 220 nm. Dieser Verlauf ist nicht

typisch fiir klassische Peptid-Konformationen wie a-Helix oder (-Faltblatt. Er entspricht eher
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einem Zufallsknduel (random coil) mit wenigen a-helikalen Anteilen. Die
Sekundarstrukturvorhersagen aus den CD-Daten mittels dreier verschiedener Algorithmen (s.
2.7.1) zeigen einen a-Helikalen Gehalt von 38% bei 0 M NaF. Bei hoherer lIonenstarke (0,1 M
NaF bis 2 M NaF) nimmt der Anteil a-helikaler Strukturen des Proteins zu und es wird ein
Gehalt von 79-97% kalkuliert. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Salzkonzentration eine a-
helikale Struktur induzieren kann. Wird die lonenstirke erhoht, so verstiarken sich die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Aminosduren und hoéhen zur

Sekundarstrukturbildung.

—— ohne NaF

mit 0,1M NaF
mit 0,5M NaF
mit 1,0M NaF
mit 2,0M NaF

35

304

25

15

Elliptizitat (mdeg)
S
1

T T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange(nm)

Abb. 3.16 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-230-His bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen.
Als Puffersystem wurde 25 mM NaPi, pH 8 mit unterschiedlichen NaF Konzentrationen
(NaF: 0,1M, 0,5M, 1M und 2M) verwendet.

pH-Abhingigkeit der Struktur von HAMP 1+2

Die Messungen in Abhdngigkeit vom pH-Wert wurden bei 20°C durchgefiihrt. In Abbildung
3.17 sind die gemessenen CD-Spektren bei pH 3 bis pH 8 dargestellt. Zur Abdeckung des pH-
Bereiches von 3 bis 8 wurden zwei Puffersubstanzen genutzt. Von pH 3 bis pH 5 wurde die
Puffersubstanz MES ausgewahlt, von pH 6 bis pH 8 NaP:. Es ist deutlich zu erkennen, dass ein
hoher o-helikaler Strukuranteil bei pH 3 und pH 4 vorliegt, je nach Algorithmus liegt dieser
zwischen 90% und 95%. Die Auffaltung der a-Helix des Proteins zu einer zufallig geknaulten
Konformation wird bei steigendem pH-Wert beobachtet. Berechnet werden 80% a-helikaler

Strukuranteil bei pH 5, 60% bei pH 6, 30% bei pH 7 und 27% bei pH 8.

Der berechnete pl-Wert von NpHtrli84-230-His liegt bei 4,4. Fir spitere ssNMR

Untersuchungen wurde das beim pl-Wert ausgefallene Protein verwendet. Das Ergebnis der
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CD-Messungen zeigt, dass das Protein bei pH-Werten um den pl eine stabile a-helikale

Sekundarstruktur aufweist.
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Abb. 3.17 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-230-His bei unterschiedlichen pH-Werten. Als
Puffersystem wurde 25 mM NaP; (pH 6-8) oder 50 mM MES (pH 3-5) verwendet.

Strukturelle Temperaturabhingigkeit von HAMP 1+2

Die CD-Spektrum in Abhéngigkeit der Temperatur wurde bei pH-Werten von pH 3 bis pH 8
gemessen. Das Konstrukt weist eine deutliche Temperaturabhingigkeit bei pH 6 und pH 7 auf.
Bei anderen pH-Werten zeigen die CD-Messungen zur Temperaturabhingigkeit der
Sekundarstruktur des Konstrukts keine signifikanten Effekte (Abbildung nicht gezeigt). Die
Abbildung 3.18 zeigt CD-Spektren des Protein NpHtrl184-230-His bei 4°C, 10°C, 20°C und
30°C in 25 mM NaP; Puffer bei pH 6. Die Spektren zeigen, dass das Protein bei niedrigen

Temperaturen einen hoheren a-helikalen Strukuranteil enthalt.
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Abb. 3. 18 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-230-His bei unterschiedlichen Temperaturen. Als
Puffersystem wurde 25 mM NaPi, pH 6 verwendet.

In Abbildung 3.19 ist die thermische Denaturierung von 0,1 mg/ml NpHtrll84-230-His bei
dem pH-Wert 6, 25mM NaP; und 0,0M NaCl dargestellt. Gemessen wurde die Elliptizititen bei
222 nm, da a-helikale Strukturen bei dieser Wellenlange ein Minimum aufweisen. Anhand
des Kurvenverlaufes kann die Verdnderung der Sekundarstruktur in Abhdngigkeit der
Temperatur verfolgt werden. Bei niedriger Temperatur werden geringe Elliptizitiaten
gemessen. Mit steigender Temperatur steigt auch die Elliptizitat. Der Kurvenanstieg kann mit
einem Verlust der helikalen Strukturanteile erklart werden. Ab ca. 47°C ist kein weiterer
Anstieg der Elliptizitit zu beobachten und die helikalen Strukturen sind weitestgehend

denaturiert.

4 20 40 60 80 08

Temperature [°C]

Abb. 3. 19 Thermische Denaturierung von 0,1 mg/ml NpHtrl184-230-His bei 222nm. Als Puffersystem
wurde 25 mM NaP;, pH 6 verwendet.
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Einfluss von Detergenz auf die Struktur von HAMP 1+2

Die CD-Spektren (Abbildung 3.20) beschreiben die Sekundarstruktur von NpHtrl184-230-His
in Abhangigkeit von der Detergenzkonzentration. Die Messung wurde in NaP; Puffer 25mM,
pH8 durchgefiihrt. Das schwarze Spektrum (Protein in Detergenz-freien Puffer) weist
hauptsachlich eine typische zufallig gekndulte Struktur auf, welche durch ein Minimum bei
195 nm charakterisiert ist. Das rote Spektrum (Protein in 1% DDM Puffer) weist typische
Merkmale fiir eine a-helikale Struktur auf. Zur Berechnung der a-helikale Strukuranteil des
Protein NpHtrlI84-230-His liegen bei 79% in 1% DDM haltigen Puffer und bei 38% in
Detergenz-freien Puffer vor. Das Ergebnis zeigt, dass die Anwesenheit von Detergenz die

Ausbildung von a-helikalen Strukturen fordern kann.
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Abb. 3. 20 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrlI84-230-His sowohl in Detergenzfreien Puffer als auch
in 1% DDM haltigen Puffer.

3.1.3.4 Vergleich der verschiedenen NpHtrII-HAMP Domiinen

Abbildung 3.21 zeigt die CD-Spektren fiir die verschiede NpHtrll-HAMP Domane NpHtrll84-
136-His (HAPM1), NpHtrll137-230-His (HAMP2) und NpHtrl184-230-His (HAMP1+2) bei pH
8. Als Puffersystem wurde 25 mM NaP; mit 0,5 M NaF verwendet. Unter diese Bedingungen
zeigt das CD-Spektrum der HAMP1 ein deutliches Minimum bei etwa 200 nm sowie ein
Plateau um 220 nm. Dieser Verlauf entspricht dem eines Zufallsknduels mit weniger a-
helikale Strukturanteilen(27%). Die Spektren von HAMP2 und HAMP1+2 &hnelt dem
typischen Spektrum von einer a-Helix mit einem Maximum im kurzwelligen UV-Bereich bei
192 nm und zwei Minima im langwelligen UV-Bereich bei 207 nm bzw bei 222 nm. Je nach

Berechung liegen 78% und 80% o-helikaler Strukturanteil vor.
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Abb. 3. 21 CD-Spektren von 0,1 mg/ml NpHtrll84-230-His, NpHtrlI84-136-His und NpHtrll137-230-
His bei pH 8. Als Puffersystem wurde 25 mM NaP; mit 0,5 M NaF verwendet.

Domaénen HAMP1 HAMP?2 HAMP 1+2

o-helikaler Strukturanteil 27% 78% 80%

Table 3.3: Vergleich des a-helikaler Strukturanteils der verschieden HAMP Domadnen bei RT,
pH8 und 0,5M NaF.

3.1.4 ANS-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie

8-Anilino-1-naphthalenesulfonsaure (ANS) ist ein amphiphiler, fluoreszierender Farbstoff
und kann als Indikator mit hydrophobe Bereiche von Protein wechselwirkt. Eine haufige
Anwendung von ANS Fluorezenzmessungen ist es, partiell gefaltete Internmediate (,Molten-
Globule“) nachzuweisen. Das Molten-Globule-Intermediat ist ein hoch dynamischer Zustand
mit dhnlicher Sekundarstruktur wie nativen Zustand. Im Vergleich zum nativen Zustand
(gefaltet) fehlt Molten-Globule-Intermediat dicht-Packung und hat es ein exponierte
hydrophobe Oberflichen, was zu der Fahigkeit hydrophobe Farbstoff wie ANS zu binden,
fiihrt. Das Emissions-Spektrum des ANS in Wasser zeigt ein begrenztes Fluoreszenz-
Emissionsspektrum mit Maximum bei 533 nm (Abbildung 3.22 ANS). Wenn das ANS an
hydrophobe Oberflichen bindet, kann ein Anstieg der Fluoreszenz und eine
Blauverschiebung der maximalen Emission des Emissions-Spektrum des ANS beobachtet

werden.
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Abbildung 3.22 zeigt die Fluoreszenz-Emissionsspektren fiir den ANS-NpHtrli84-230-
Komplex bei niedrigem pH-Wert (pH 3), hoher Salzkonzentration ( pH 8) und in
Gegenwart von 8 M Harnstoff (Harnstoff). Der deutliche Anstieg der Fluoreszenz-Intensitat
und eine Blauverschiebung der maximalen Emission werden bei niedrigem pH-Wert und
hoher Salzkonzentration deutlich. Es kann so gezeigt werden, dass die HAMP Domanen von
NpHtrll bei niedrigen pH-Wert und hohen Salzkonzentrationen eine Molten-Globule

Konformation aufweist.
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Abb. 3. 22 Fluoreszenzemissionspektren der 2 uM ANS Loésung in 25 mM NaP; bei pH 8 (ANS), ANS-
NpHtrll184-230-Komplex bei niedrigem pH-Wert (pH 3), hohe Salzkonzentration (
pH 8) und in Gegenwart von 8 M Harnstoff (Harnstoff).

3.1.5 NMR Spektroskopie der HAMP Dominen

Zum Verstdndnis der Mechanismen der phototaktischen Signaltransduktion sind strukturelle
Daten iiber den Rezeptor/Transducer Komplex notwendig. Rontgenkristallographie hat
strukturelle Einblick in den NpSRII/NpHtrll Komplex 1-114 (Gordeliy et al, 2002) und
NpSRII/NpHtrll1-157 (Moukhametzianov et al., 2006) ermoglicht. Allerdings sind alle
verfiigharen Rontgen-Strukturen iiber Htrll auf die Membran-Helizes beschrankt, da die
Elektronendichte nur bis Aminosdure 82 in NpHtrll beobachtet werden konnten. In diese
Arbeit wurde 2D ssNMR in Kombination mit ,,Reverse Labelling” (Kapitel 2.5.1.4) genutzt, um

die Veranderungen in der Proteinstruktur und Proteindynamik zu verfolgen.

Die ssNMR Spektroskopieuntersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Marc Baldus (MPI fiir biophysikalische Chemie Gottingen, jetzt Universitdt Utrecht)
durchgefiihrt.
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3.1.5.1 NpHtrlI84-136 (HAMP 1)

Hochauflosende, strukturelle Informationen der HAMP Domane sind nur begrenzt verfiigbar,
zB. die von Af1503 aus einem thermophilen Archaebakterium (Hulko et al., 2006). Wenn man
die Reste 84-210 in NpHtrll mit der HAMP Domaéne von Af1503 vergleicht, dann weisen die
konservierten Aminosduren (rot) und die konservierten hydrophoben Segmente (grau

unterlegt) auf eine strukturelle Homologie zwischen den drei HAMP Domanen hin (Abb. 3.23).

NpHtril-1 86 TAASLSTLAAKASRMGDGDLDVELET-RREDEIGDLYAAFDEMRQSV131
NpHtri1-2 159 LQAEAERFGEVMDRCADGDFTQRLDAETDNEAMQSIEGSENEMMDGII204
Af1503 281 ITRPIIELSNTADKIAEGNLEAEVPHQNRADE IGILAKSIERLRRSL218
repeat defgabcdefgabcd fgabcdefgabcdefga

Abb. 3. 23 Sequenzalignment der HAMP Domidnen aus Natronomnas pharaonis (Np) und
Archaeoglobus fulgidus (Af) (ClastalW2, Larkin et al, 2007), Rot: identische AS. Grau
unterlegt: konservierte hydrophobe AS.

Um die strukturelle Rolle der HAMP Domane fiir die Komplexformation zu untersuchen,
wurde die HAMP Domane Isotopen-markiert exprimiert (Kapitel 2.5.1.3). Das entsprechende
HSQC-Spektrum wurde bei pH 6 aufgenommen, als Puffer wurden 500 mM NaCl, 20 mM MES
verwendet (Abb. 3.24). Im Unterschied zu dem Protein Af1503 zeigt das Spektrum der HAMP
Domaine 1 von Natronomnas pharaonis hauptsachlich die Struktur eines Zufallsknduels mit
limitierter spektraler Dispersion. Das Ergebnis ist in Einklang mit den Aussagen der CD-

Untersuchung.
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Abb. 3. 24 1H,15N-2D-HSQC-Spektrum von NpHtriI84-136-His (HAMP1) bei pH 6, RT.
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Das Protein NpHtrlI84-136-His fallt bei Zugabe der Prezipitatslosung (NaAcetate 0.1M pH:4.6,
2-Methyl-2, 4 Pentanediol 15%, CaCl; 0,02M) aus. Die ssNMR Spektrum-Korrelation des
gefdllten Proteins wird in Abbildung 3.25 A (graue Muster) gezeigt. Die griinen Punkte sind
die vorhergesagt Korrelation mittels SHIFTX aus dem Strukturmodell in Abbildung 3.25B.
Dieser Annahme liegt die 3D-Struktur der HAMP Domane von Af1503 zugrunde, die eine
Homologie zu HAMP1 aufweist. Tatsdchlich sind viele Messkorrelationen konsistent mit der
vorhergesagten Ein-Band Korrelation. Aber die zusitzlichen Korrelationen geben Hinweise
auf die Existenz von nicht-helikalen Ala Positionen, die nicht im Af1503-Homologie-Model
erwartet wurden, wahrend die erwartenden Korrelationen fiir Ile117 fehlen. Beide Befunde
konnten durch eine erhohte Storung des N-Terminus in beiden Helizes um Ala87, Ala88,

Ile117 und anderen terminalen Resten erklart werden.
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Abb. 3. 25 A: Vergleich von vorhersagten Korrelation (mittel SHIFTX, Neal et al. 2003) aus dem
Homologie-HAMP1-Modell (grin) zur ssNMR Spektren-Korrelation, die von der
ausgefallenen HAMP1 Proben erhalten wurden. B. Seitenansicht und Draufsicht auf das
Strukturmodell fiir HAMP1 (griin) basierend auf der Homologie mit Af1503 (gelb, PDB
Eintrag 2ASW).

3.1.5.2 NpHtrlI84-230-His (HAMP1+2)

Die Sequenzalignments und bioinformatischen Vorhersagen weisen darauf hin, dass die zwei

HAMP Domaénen eine sekundare Struktur mit einer vorwiegend helikale Struktur zeigen, die
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durch Loops verbunden sind. Basierend auf der Homologie zu Af1503 wurden vier
unterschiedliche Modelle der HAMP1+2 von Karsten Seidel (AG Baldus, Gottingen) berechnet
(Anhang 7.2). Nach der Methode, die in Kapitel 2.5.6 beschrieben wurde, konnte NpHtrl184-
230-His gefallt werden. Die (13C, 13C)-ssNMR Messdaten des gefillten Proteins werden in
Abbildung 3.27A gezeigt. Die schwarzen Kreuze in Abbildung 3.26A sind die vorhergesagten
Korrelationen aus dem Modell in Abbildung 3.26B. Das ssNMR Korrelation Spektrum zeigt
deutliche a-helikale Resonanzmuster und gute Ubereinstimmungen zu den vorhergesagten
Korrelationen des Modells. Die nicht iibereinstimmden Korrelationen weisen auf die Exstenz
von nicht-helikalen Lysin Positionen hin. Wegen eines schlechten Signal zu Rausch

Verhaltnisses waren weitergehende Analysen nicht méglich.

B

B

13C chemical shift (ppm)

13C chemical shift (ppm)

Abb. 3.26 A)Vergleich des 13C-13C ssNMR-Korrelationspektrum des NpHtrll84-230-His mit dem
vorhergesagten Ein-Band Korrelationsspektrum (schwarzen Kreuze) des Modells. B)
Seitenansicht auf das Strukturmodell fiir HAMP1+2, welches die Helixstruktur mit
Ausnahmen von HAMP-Loops und C-Terminalen Aminosduern zeigt (von Karsten Seidel).

3.1.5.3 NpHtrlI1-157-His

Die ssNMR Ergebnisse von HAMP Domane und SRII/Htrll Komplex (Etzkorn et al. 2010)
deuteten eine signifikante Erweiterung der Bindungsfliche von SRII mit dem Transducer
Htrll an. Dieses Ergebnis weist auf eine strukturelle Homologie der HAMP1 mit der HAMP
Doméane von Af1503. Auf Grund dieser Vergleichbarkeit wurde ein Modell des NpSRII/
NpHtril157 Komplexes konstruiert, welches auf der Kristallstruktur in Kombination mit der

modellierten HAMP Domaine in Homologie zu Af1503 basiert (Abbildung 3.27B). Die
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Verbindung des transmembranen Teils und der HAMP Domdine in Htrll, so wie die

Linkerregion C-Terminal der HAMP 1 wurden als a-Helikale Konformationen modelliert.

Fiir die ssNMR Experimente wurden ein in die Membran eingelagerter Komplex U-[13C, 15N\],
L, V,R, F ] NpHtril1-157-His/NpSRII-His verwendet. Der Transducer NpHtrll1-157-His ist
einheitlich 13C, 15N markiert mit der Ausnahme von I, L, V, R und F, die mit der natiirliche
Isotropenhdufigkeiten dem Expressionsmedium zugegeben wurden und der Rezeptor ist
unmarkiert. Abbildung 3.27A zeigt den Vergleich der vorhergesagten Korrelationen aus dem
Modell in Abbildung 3.27B mit dem (13C, 13C)-ssNMR Korrelationsspektrum des U-[13C, 15N\],
L, V,R, F ] NpHtrll1-157-His/NpSRII-His Komplexes. Die vorhergesagten Korrelationen am N-
terminalen Ende zwischen Met3-Met22 von Htrll (Leere beige Kreise) werden mobil erwartet
und zeigen daher keine Korrelationen im ssNMR Spektrum. Die Réntgenkristallo-
graphiedaten, die fiir G23-Leu82 gemessen wurden, stimmen gut mit den NMR Daten tiberein
(blaue Punkte). Die vorhergesagten Korrelationen der Aminosduren Gly84-Glu136 liegen in
Ubereinstimmung mit dem ssNMR Spektrum (griine Punkte). Die einzigen Ausnahmen
(Glu108 und Glu110 von HtrIl) sind beide in der Loop Region lokalisiert und kénnen flexibel
oder ungeordnet vorliegen. Der Rest des Spektrums stimmt gut mit einer helikalen Faltung
der Aminosduren Aspl37-Ser160 iiberein (graue Punkte). Die Analyse der chemischen
Verschiebung untersucht hauptsachlich die Sekundarstruktur des Proteins. Aber die gute
Ubereinstimmung zwischen vorhergesagten und experimentellen Spektren von NpHtrlI1-157
im Komplex zeigt, dass die Annahme einer strukturellen Homologie zu der HAMP Domaéne

aus Af1503 stichhaltig ist.

A B
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Abb. 3. 27 A: Vergleich des 13C-13C ssNMR-Korrelationsspektrum des U-[13C, 1°N\[, L, V,R, F | NpHtrII1-
157-His/NpSRII-His Komplex in PML mit dem vorhergesagten Korrelationsspektrum
welches auf dem Modell von NpHtrll1-157/NpSRII basiert. B: Modell von NpHtrll/NpSRII.
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Orange: NpSRII; blau: NpHtrll 1-82; grin: HAMP 1 (NpHtrll84-136); grau: NpHtrll137-
157 (von Manuel Etzkorn).

3.1.6 ESR-Untersuchungen zur Abhangigkeit der HAMP Domine von der

Salzkonzentration

Aus den Ergebnissen der CD-Untersuchungen (Kap. 3.1.3) wird eine Abhdngigkeit der
Struktur der HAMP Domane von der Salzkonzentration gezeigt. Fiir die ESR-Untersuchung
von salzinduzierten Konformationsdnderungen an dem Htrll wurden folgende
Cysteinmutanten hergestellt und mit dem MTS-Spinlabel (R1) markiert und die

Raumtemperatur ESR-Untersuchung durchgefiihrt:
NpHtrlli.157-A94R1 (nur eine HAMP Domane enthaltend)
NpHtrll;30-C173S5-A94R1  (zwei HAMP- Domanen enthaltend)
NpHtrlls34.C1735-A94R1  (Volllangen-Konstukt)

Sollte ein Spinlabel an einer bestimmten Position zu starke Mobilitat aufweisen, so kann eine
Reorientierung des Spinlabels bei salzinduzierten Konformationsanderungen nicht
ausgeschlossen werden. Diese Spinlabelseitenkette A94R1 in der AS 1 zeigt einen breiteren
mittleren Abstand (Holterhues, 2009) und wurde deswegen in diese Arbeit mit

aufgenommen.

Die Raumtemperatur (cw)-ESR-Spektren fiir die Konstrukte NpHtrll wurden bei 150mM KCI
und 3,5 M KCI aufgenommen (Abb.3.28). Die Graphen sin Spin-normiert. Bei der Normierung
der ESR-Spektren auf die Spinzahl werden die Proben denaturiert. Danach werden
Wechselwirkungen, je hoher die Amplitudenstirke desto kleiner sind die

Austauschwechselwirkungen.

Wie in Kapital 2.7.4 geschrieben, die cw-Spektren die Information liber die Mobilitdt des
Spinlabels geben kénnen. Charakteristisch fiir die mobilen Seitenketten sind die Spektren mit
schmalen Linienbreiten und einer kleinen Hyperfeinaufspaltung. Bei niedriger
Salzkonzentration (150 mM KCI, schwarzes Spektrum) zeigen alle Konstrukte diesen
Charakter. Zwei deutliche Komponenten wurden beobachtet: eine immobile (Pfeil 1) und
eine mobile Komponente (Pfeil 2). Die mobile Komponente ist stirker vertreten als die
immobile Komponente. Die Erhéhung der Salzkonzentration auf 3,5 M KClI fiihrte zu einer fast
vollstindigen Unterdriickung der mobilen Komponente und die Spektren zeigen typisch

Charaktere von immobilen Seitketten (griines Spektrum). D. h. Bei niedriger



Ergebnisse

Salzkonzentration weist das Protein mehr dynamischere Struktur auf als bei

Hochsalzkonzentration.

Zur Uberpriifung des Einflusses einer Verkiirzung der HAMP Struktur wurden die Spektren
von drei NpHtrll Konstrukten verglichen. Alle Konstrukte zeigen einen dhnlichen Salzeffekt,
was darauf hindeutet, dass der Salzeffekt spezifisch fiir die HAMP Domaine ist und der

Einfluss der C-terminalen Regionen zu vernachlassigen ist.

2
Ly
v NpHtrll, 54
]
III

NpHtrll, 4,

i

I mT

NpHtrll

Abb. 3. 28 Spin-normierte Raumtemperatur cw X-band ESR-Spektren der NpHtrllx-A94R1 Konstrukte
im Komplex mit NpSRII in rekonstituiertem Zustand in PML. NpHtrll Konstrukte verkiirzt
an den Positionen 157 (NpHtrllis7), 230 (NpHtrlli230-C173S), sowie die Volllingen
Variante (NpHtrll-C173S) wurden bei 150 mM KCI (schwarz Linie) und 3,5 M KCl (griine
Linien) gemessen. Die unmobile Komponente ist durch Pfeil 1 und die mobile Komponente
durch Pfeil 2 markiert.
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3.2 Untersuchungen zur NpHtrll Struktur und Rezeptor-
Transducer Komlexbildung

In diesem Kapitel sollen Struktur und Eigenschaften des NpSRII-His/NpHtrll1-523-His
Komplexes beschrieben werden. Im ersten Abschnitt werden die Bildung des Komplexes und
die Optimierung der Komplexformation mittels Gelfiltration untersucht. Im zweiten Abschnitt
wird die Einlagerung von aufgereinigtem Proteinkomplex in Membran-Nanodisks untersucht

und mittels Elektronenmikroskopie und Laser Flash Absorption charakterisiert.

3.2.1 Untersuchungen zur Bildung des NpSRII/NpHtrll Komplexes mittels

Gelfiltration

3.2.1.1 Gelfiltration des NpHtrll

Die Expression und die Aufreinigung der Proteine NpSRII und NpHtrll in E.coli BL21 DE3
wurden, wie in Abschnitt 2.5.1.2 beschrieben, durchgefiihrt. Das Gelfiltrationschromato-
gramm fiir den solubilisierten Transducer ist in Abbildung 3.29 dargestellt. Das
Chromatogramm des NpHtrll-His unmittelbar nach Ni-NTA (Abb. 3.29 A) zeigt die
Anwesenheit von mehreren verschiedenen Peaks, die mehrere oligomere Formen des
Transducer reprasentieren. In absteigender Reihenfolge werden Peaks bei den
Retentionsvolumen von 8,1, 10,2, 12,0 und 13,1 ml beobachtet, die einem Molukulargewicht
von jeweils ca. >1300 kDa (Aggregate), 600 kDa (Multimer), 180 kDa (Dimer), und 60 kDa

(Monomer) entsprechen.

Das Gelfiltrationschromatogramm des Htrll nach 2 Tage Inkubation bei 4°C (Abb.3.29 B) zeigt
einen Peak bei einem Retentionsvolumen von 8.2 ml. Dieser Peak kann Aggregaten
zugeordnet werden. Dieses deutet auf die Zeitabhingigkeit des Systems hin, bei der die

Ausbildung von Cluster bzw. hoherer Aggregate ein langsamer Prozess ist.
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Abb. 3. 29 Gel-filtrationschromatogramme des NpHtrll . Molekulargrofien sind in kDa angegeben.

A: direkt nach Ni-NTA Aufreinigung

B: Aggregationsbildung nach Zweitdgiger Inkubation bei 4°C.

3.2.1.2 Gelfiltration des NpSRII

Zur Charakterisierung moglicher oligomerer Formen des NpSRII Proteins, wurde ebenfalls
eine Grofdenausschlusschromatographie mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule durch-

gefithrt. Das Chromatogramm fiir solubilisiertes NpSRII ist in Abbildung 3.30 gezeigt.
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Laufsmittel ist Puffer Gmem (500 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 0,05% DDM). Das
Chromatogramm zeigt nur ein Peak mit 110 kDa, wobei es sich um das Protein Dimer
handeln konnte (MW NpSRII-monomer: 26,6 kDa; DDM bildet eine Mizelle mit einer

ungefahren Grofde von ca. 50 kDa).
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Abb. 3. 30 Gelfiltrationschromatogramm des NpSRII gemessen bei den Wellenldngen 280 nm und 500
nm.

3.2.1.3 Gelfiltration des NpHtrll/NpSRII Komplexes

Fiir die Komplexbildung wurden NpSRIl und der Transducer NpHtrll in molarer
Stochiometrie von 1:1 in Puffer Gmem gemischt und 1 Stunde bei RT inkubiert. Der Ansatz
wurde unmittelbar darauf mittels analytischer Gelfiltration (Superdex 200) analysiert. Die

Eluate wurden zu je 0,5 ml Fraktionen gesammelt.

Das Gelfiltrationschromatogramm wurden bei den Wellenldngen 280 nm und 500 nm
aufgenommen(Abb. 3.31). Drei Peaks sind bei 280 nm zu beobachten und mit Hilfe der durch
den Proteinstandard erhaltenen Eichgerade lasst sich die Grofie des Peaks berechnen: der
erste Peak eluiert im Ausschlussvolumen, der zweite Peak kann einer Masse von 620 kDa
zugeordnet werden und der dritte Peak einer Masse von 110 Da. Der erste Peak zeigt eine
Absorption von ca. 320 mAU bei 280 nm, bei 500 nm ist fast keine Absorption zu beobachten.

Die anderen zwei Peaks zeigen sowohl bei 280 nm als auch bei 500 nm Absorption. Die
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Verhaltnisse der Absorption bei 500/280 nm der drei Peaks sind jeweils 0,0; 2,2; 1,2. Daraus
lasst sich schliefden, dass die drei Peaks jeweils von links nach rechts dem Htrll, dem

SRII/Htrll Komplex und dem SRII zugeordnet werden kénnen.
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Abb. 3.31 A: Chromatogramm der Komplexaufreinigung tiber eine Superdex 200 Siaule. Es sind
deutlich 3 Peaks getrennt worden. Uber das SDS-PAGE Gel (B) wird der erste Peak den
Transducer Aggregaten, der zweite Peak dem Komplex und der dritte Peak dem freien SRII
zugeordnet.

Um diese Vermutungen zu iiberpriifen, wurde eine SDS-PAGE der Fraktionen 16-29 der
analytischen Gelfiltration angefertigt (Abb. 3.31B). Als Referenz wurden NpSRII und NpHtrll
jeweils daneben aufgetragen. In den Bahnen 16-19 (entsprechen der Fraktion im
Ausschlussvolumen von 7,5 ml bis 9,5 ml) handelt es sich um Aggregate des Htrll Proteins. In
den Bahnen 20-22 (entsprechen dem Peak im Retentionsvolumen von 10 ml bis 11 ml)
treten zwei Banden auf, deren apparentes Molekulargewicht ca. 26 kDa und 70 kDa betragt.

Die Banden konnen jeweils NpSRII und NpHtrll zugeordnet werden. In den Bahnen 23-29
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(entsprechen dem Peak im Retentionsvolumen von 11,5 ml bis 14 ml) tritt nur eine Bande
mit apparentem Molekulargewicht von ca. 26 kDa auf, daher kann gefolgert werden, dass es

sich hierbei um NpSRII handelt.

Das Gelfiltrationsexperiment zeigt, dass nur ca. 25% des Htrlls an der Komplexformation
beteiligt waren. Weil SRII deutlich stabiler als Htrll (3.2.1.2) ist und grofiere
Expressionsausbeuten liefert, wurde in folgender Optimierungsuntersuchung eine 1,5:1

Stochiometrie SRII zu Htrll gewahlt.

3.2.1.4 Optimierung der Inkubationszeit

Als Erstes soll der Einfluss der Inkubationszeit ermittelt werden. Zwei SRII/HtrlIl Ansitze mit
Stochiometrien 3:2 wurden bei 4°C jeweils 1 Stunde (A) und tber Nacht (B) inkubiert. Die
Abbildungen 3.32 A und B zeigen die Chromatogramme der Gelfiltration iiber eine Superdex
200 Saule. Das Gelfiltrationschromatogramm wurden bei den Wellenlangen 280 nm und 500
nm aufgenommen. Drei Peaks sind zu beobachten und von links nach rechts kdnnen diese
den Aggeregaten, dem SRII/Htrll Komplex und SRII zugeordnet werden (3.2.1.3). Der
Komplex-Peak in Abbildung B ist deutlich stirker ausgepragt als in A. Es ist davon
auszugehen, dass sich die hohere Inkubationszeit positiv auf die Komplexformation auswirkt

und die Ausbeute gesteigert werden kann.
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Abb. 3. 32 Gelfiltrationschromatogramme des SRII/Htrll Komplexes mit Stochiometrien 3:2 nach
Inkubation bei (A) 4°C fiir eine Stunde, (B) 4°C iiber Nacht.

3.2.1.5 Optimierung der Temperatur

Die Temperatur spielt eine sehr wichtige Rolle fiir die Stabilitdt des Htrll Proteins. Drei
SRII/Htrll Ansatze mit Stochiometrien 3:2 wurden jeweils 1 Stunde bei 4°C (A), 20°C (B) und
37°C (C) inkubiert. Die Abbildungen 3.33 A, B und C zeigen die Chromatogramme der
Gelfiltration liber eine Superdex 200 Saule. Das Gelfiltrationschromatogramm wurden bei
den Wellenlangen 280 nm und 500 nm aufgenommen. Drei Peaks sind zu beobachten und
koénnen von links nach rechts den Aggregaten, dem SRII/Htrll Komplex und dem SRII

zugeordnet werden (3.2.1.3). Der Vergleich der Gelfitrationschromatogramme der
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Komplexformationsprodukte bei 4°C, 20°C und 37°C zeigt, dass die Formationsreaktion bei
4°C deutlich langsamer als bei 20°C stattfand. Bei 37°C aggregierten Htrll und SRII, so dass
die Ausbeute des Komplexprodukts niedriger als bei Inkubation bei 20°C ist.
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Abb. 3. 33 Gelfiltrationschromatogramme des SRII/Htrll Komplexes mit Stochiometrien 3:2 nach
Inkubation bei (A) 4°C, (B) 20°C, (C)37°C fiir eine Stunde.
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3.2.1.6 Stabilitit des NpSRII/NpHtrll Komplexes

Zur Herstellung des SRII/Htrll Komplexes wurden NpSRII und der Transducer NpHrtll in
molarer Stochiometrie von 1:1 in Puffer Gmem gemischt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Der
Ansatz wurde am nachsten Tag mittels Gelfiltrationschromatographie (Superdex 200)

aufgereinigt (Abbildung 3.34).

A Komplex

— 280 nm
—— 500 nm

Aggregate

2l S D O T T T T W 2

B
Peak 1 Peak 2 Peak 3
Fraktionen 22232425 26 2728 2930 3132 M 33343536373839 M

Hirll 60

Abb. 3. 34 A: Chromatogramm der Komplexaufreinigung liber eine Superdex 200 Sdule. Es sind
deutlich 3 Peaks getrennt worden. Uber das SDS-PAGE Gel (B) wird der erste Peak
Transducer Aggregaten, der zweite Peak dem Komplex und der dritte Peak freiem SRII
zugeordnet.

Die Fraktionen 27-31 wurden isoliert. Zur Charakterisierung der Stabilitit wurde eine
Gelfiltrationsanalyse des aufgereinigte Komplexes nach Inkubation fiir 1 Tag bei RT

durchgefuhrt. Das Chromatogramm der Gelfiltration ist in Abbildung 3.35 dargestellt. Der
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isolierte Rezeptor-Transducer Komplex bleibt homogen in Konzentrationen von 2-3 mg/ml

bei 4°C fiir mehrere Tage.
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Abb. 3. 35 Gelfiltrationschromatogramme des isolierten Rezeptor-Transducer Komplexes nach
einem Tag Inkubation bei Raumtemperatur.

3.2.2 Einbau und Untersuchung des NpSRII/NpHtrll Komplex in Membran

Nanodisks

Phospholipiddoppelschicht-Nanodisks bilden eine vielversprechende Modellmembran fiir die
Studie von Membranproteinen unter nativen Bedingungen. Nanodisks bestehen aus einer
Lipiddoppelschicht, welche von einem Proteinmantel von definierter Gréfe umgeben ist

(Bayburt et al.,, 2002). Ein Nanodisksmodell ist in Abbildung 3.36 abgebildet.

Abb. 3. 36 Phospholipidnanodisks, Ansicht von oben und parallel zur Lipidschicht. Zwei
Proteinmonomere bilden einen Mantel, der eine definierte Grofie einhélt (Nath et al., 2007).
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Verschiedene Membranproteine konnten schon in Nanodisks eingelagert werden und
weiterhin fiir funktionelle und strukturelle Untersuchungen verwendet werden. Darunter
auch die 7-transmembranen Proteine Rhodopsin (Rind), und Bakteriorhodopsin aus
Halobakterium salinarum und die E.coli Chemotaxisproteine Tar und Tsr. Fiir die bakteriellen
Chemorezeptoren ist bekannt, dass die Signaltransduktion nur durch Trimere von Dimeren
moglich ist (Boldog et al. 2006). Da das Htrll eine Strukturhomologie zu den
Chemorezeptoren aufweist, sollten die Giiltigkeit dieser Theorie iiberpriift werden, ob es
auch fiir den Transducer passen werden. Aufierdem soll die Modellmembran fiir die

aktuellen Forschungsschwerpunkte am Photorezeptorkomplex verfiighar gemacht werden.

In diesem Abschnitt der Arbeit ist es das Ziel, den gesamten Photorezeptorkomplex aus
Natronomonas pharaonis in Nanodisks einzubauen. Der Komplex besteht aus SRII und Htrll
und liegt im nativen Zustand als 2:2 Komplex vor (Gordeliy et al., 2002). Der Einbau sol],
wenn moglich, als Trimer von Dimer erfolgen, um einen Vergleich mit den bakteriellen
Chemorezeptoren durchfiithren zu kénnen. Fiir diese existieren mehrere Studien die belegen,

dass die Signalweiterleitung durch Trimere von Dimeren ausgefiihrt wird.

3.2.21 Nanodiskformation mit eingelagertem NpSRII/NpHtrll Komplex

Wie in Kapital 2.5.5 vorgestellt, wurden fiir die Formation der Nanodisks 20 uM
aufgereinigtes MSP (Membrane scaffold protein), 2 uM NpSRII/NpHtrll Komplex, 2 mM
Lipide und Puffer auf 200 pl gemischt und bei RT fiir 2 Stunden inkubiert. Um die
Autoformation der Nanodisks einzuleiten, werden 2/3 Volumen Bio-Beads SM2 hinzugefiigt
und die Probe leicht eine Stunde geschiittelt. Anschlief;end wird die Probe durch einen 22 um
Filter filtriert und sofort durch Gelfiltration aufgearbeitet. Abbildung 3.37A zeigt die
Chromatogramme der Gelfiltration: es sind zwei Peaks bei einer Wellenldnge von 280 nm zu
erkennen, wobei nur der Peak bei ca. 9 ml Elutionsvolumen eine Absorption bei 500 nm zeigt
und damit SRII enthédlt. Es wurden die Eluate von 7 ml bis 15 ml gesammelt und in 5
Fraktionen geteilt. Die Fraktionen 1-5 wurden auf einem SDS-Gel analysiert, welches in Abb.
3. 38B gezeigt ist. In allen Fraktionen ist das MSP(-) enthalten (29 kDa). Dadurch wird
bestétigt, dass es sich bei dem zweiten Peak (12 ml) um leere Nanodisks handelt. Wie
erwartet zeigen sich in den ersten zwei Fraktionen die Komplexproteine Htrll (79 kDa), MSP
(29 kDa) und SRII (27 kDa). Die Komplexformation wird durch die Denaturierung mit SDS

aufgelost.
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Abb. 3.37 A: Chromatogramm der Gelfiltration tber eine Superdex 200 Siule eines Nanodisk-
formationsansatzes. Es wurde die Absorption bei 280 nm und 500 nm gemessen; B:
Analyse der Fraktionen 1-5 iiber eine SDS-PAGE.

3.2.2.2 Elektronenmikroskopie des NpSRII/NpHtrll Komplex in Nanodisks

Es wurden Aufnahmen der Fraktion 1 der Gelfiltration (vgl. 3.2.2.1) mit einem
Elektronenmikroskop gemacht. Ausschnitte der Aufnahmen sind in Abbildung 3.39 B gezeigt.
Als Vergleich sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Komplexes in Detergenz
DDM in Abbildung 3.38 A dargestellt. Der Komplex in Detergenz zeigt kleine runde
Fragmente mit einem geschatzten Durchmesser von 5 nm. Im rot markierten Bereich ist eine
deutliche Struktur des Transducers Htrll zu erkennen. Dieser ist an eine andere kompakte
Struktur gebunden, was die Komplexbildung wahrscheinlich macht. Anhand des Bildes kann
zwischen einer 1:1 oder 2:2 Stochiometrie des Komplexes nicht unterschieden werden.
Abbildung 3.38B zeigt eine Fraktion aus dem Ausschussvolumen von einem der Nanodisk-
Komplex Ansitze. Es sind deutlich zwei unterschiedliche Strukturen erkennbar. Ein etwas
kleineres Fragment, wobei es sich um den reinen Komplex handelt und zusatzlich grofiere
Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 12 nm, wobei es sich eindeutig um Nanodisks
handelt. Eine Nanodisk mit eingebauten Transducer Molekiilen ist rot markiert. Es ist
bekannt, dass sich das Htrll mehrere Nanometer ins Cytoplasma erstreckt. Anhand dieses
Bildes ist auch eine Aussage lber die Stochiometrie machbar. Es ist deutlich zu erkennen,
dass es sich um 3 Fragmente handelt. Da der Photorezeptor nativ einen 2:2 Komplex bildet,
kann hier gezeigt werden, dass es sich also um Trimere von Dimeren handelt. Dieses Ergebnis

spricht fiir die Theorie, dass der Photorezeptor in nativer Umgebung eine Trimer von Dimer
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Formation annimmt. Die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie zeigen, das eine
Nanodiskformation, sowie der Einbau von Komplex Trimeren funktioniert. Es sollte aber
darauf hingewiesen werden, dass weitere Experimente notwendig sind um den Trimer-

Komplex NpSRII/NpHtrIl nachzuweisen.

Abb. 3. 38 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des NpHtrll/NpSRII-Komplexes in Detergenz(A)
und in Nanodisks(B).

3.2.2.3 Einfluss der Protein/Lipid-Umgebung auf den Photozyklus von NpSRII und
den NpSRII/NpHtrll Komplex

Kenntnisse liber den Photozyklus des NpSRIls sind zum Verstiandnis der Reizaufnahme und
der Weiterleitung an die nachgeschaltete Signaltransduktionskaskade in dem System der
Phototaxis notwendig. Es existieren bereits detaillierte kinetische Untersuchungen iiber den
NpSRII Photozyklus (Chizhov et al., 1998; Schmies et al., 2000). In dieser Arbeit soll die
Laserblitz-Absorptions-Spektroskopie genutzt werden, um den Einfluss der Umgebung, das
heifst den Einfluss des Einbaus des SRII bzw. des SRII/Htrll Komplexes in Nanodisks zu
untersuchen. Da der Photozyklus des NpSRIIs mit Konformationsdnderungen einhergeht, die
sich auch auf die Struktur der Protein-Oberflache auswirken, kénnte die direkte Umgebung

des Photorezeptors einen Einflufs haben. Um den Photozyklus zu bestimmen, werden bei drei
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charakteristischen Wellenlangen (400nm[M-Intermedial], 500nm[Grundzustand] und
550nm[0-Zustand]) folgenden Proben gemessen und verglichen. Die Spektren sind in

Abbildung 3.39 und 3.40 abgebildet.

NpSRII oder NpSRII/NpHtrll Komplex, DDM-solubilisiert
NpSRII oder NpSRII/NpHtrll Komplex, PML-rekonstituiert
NpSRII oder NpSRII/NpHtrll Komplex, in Nanodisks eingelagert

Die transienten optischen Absorptionsdanderungen werden bei drei indikativen Wellenldngen
gemessen. Die Wellenldnge 400 nm reprasentiert die Bildung und den Zerfall des M-
Intermediates, die Wellenldnge 500 nm den Zerfall und die Riickbildung des Grundzustandes
und die Wellenldnge 550 nm steht fiir die Kinetik des Oss0/550-Intermediates. Vergleicht man
den Photozyklus des DDM-solubilisierten Rezeptors (Abb. 3.39, Rot Linien) mit dem des PML-

rekonstituierten NpSRII und dem des in Nanodisks eingelagerten NpSRII (schwarze und

griine Linien), lasst sich deutlich erkennen, dass der L-M Ubergang in rekonstituierter und in

Nanodisks-eingelagerter Form gegeniiber der solubilisierten Form verlangert wird.

Allerdings ist diese Verlangsamung nur minimal .

Die in Nanodisk eingelagerten Proteine, sowohl das NpSRII als ungebundenes Protein als
auch im Komplex mit dem Htrll, durchlaufen alle Zustinde des Photozyklus. Vergleicht man
die Photozyklen des rekonstituierten SRII oder des Komplexes mit dem der Nanodisks
eingelagerten Form, lasst sich ein identischer Einfluss der Bindung des Transducers
beobachten. Dies zeigt, dass die Photorezeptoren sowohl als ungebundenes Protein als auch
im Komplex mit dem Htrll im nativen Zustand vorliegen und voll aktiv sind. Unterschiede in
der Kinetik der Proben zeigen sich nur im Riickgang des M-Zustandes zum Grundzustand
(siehe rote Pfeile), gemessen bei 400 nm. Diese Phase des Photozyklus ist durch mehrere
schnelle Gleichgewichte und die Bildung des O-Zustands charakterisiert (Chizhov et al. 1998).
Der Grundzustand wird langsamer wieder erreicht, wenn der Rezeptor in Lipid Umgebung ist.
Dabei macht es keinen Unterschied, ob es sich um rekonstituierte Proben in Lipiden oder
Proben in Nanodisks handelt. Man beobachtet eine Verlangsamung um den Faktor zwei, was
auch schon vorher fiir rekonstituierte Proben des Komplexes beobachtet wurde (Mennes et

al.,2007).
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Abb. 3. 39 Differentielle Absorptionsianderungen von NpSRII in DDM-solubilisiert (Rot), NpSRII in
PML-rekonstituiert (Schwarz) und NpSRII in Nanodisks eingelagert (Griin).
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Abb. 3. 40 Messung des Photozyklus bei drei verschiedenen Wellenlangen. Rot: NpSRII/NpHtrIl in
DDM, Schwarz: NpSRII/NpHtrll in NpLipiden, Griin: NpSRII/NpHtrll in Nanodisks
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3.3 Festkorper-NMR Untersuchung zur Licht-Aktivierung des
Sensorrhodopsin-Transducer Komplexes

Die vorherigen Arbeiten haben gezeigt, dass mit Hilfe der ssNMR Spektroskopie molekulare
Struktur und Dynamik des SRIIs in einer Lipid-Doppelschicht untersucht werden kann
(Etzkorn et al., 2007). In dieser Arbeit wurden 2D ssNMR in Kombination mit ,Reverse
segmantal labeling“ und Domdnemarkierung verwendet, um die Verdnderung der
Proteinstruktur und Dynamik beziiglich Formation und Aktivierung im NpSRII/NpHtrll
Komplex zu untersuchen. Die ssNMR Spektroskopieuntersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Marc Baldus (MPI fiir biophysikalische Chemie

in Gottingen, jetzt Universitit Utrecht) durchgefiihrt.

3.3.1 Herstellung des lichtaktivierten SRII

Insgesamt sind zwei Methoden durchfiihrbar, um den lichtaktivierten Zustand eines Proteins
durch ssNMR zu charakterisieren: Die erste Methode ist die Verwendung eines
transparenten Rotors (z. B. Saphir), wodurch die Anregung des Proberaums innerhalb der
Proben mittels Laserlicht iiber einen Glasfaserdraht erfolgt (Metz et al. 1992). Die zweite
Methode beschreibt das Einfangen des lichtaktivierten Zustands auf3erhalb des Magneten. Die
angeregte Probe wird in fliissigem Stickstoff eingefroren und unter niedrigen Temperaturen
gemessen, um die aktive Form zu konservieren. In dieser Arbeit wurde die zweite Methode

verwendet, da die Stabilitdt des Saphir-Rotor sehr begrenzt ist.

Unter Beleuchtung mit einer starken Lichtquelle (Projektor in Abbildung 3.41B dargestellt)
durch eine 500 nm cut-off Filter (Absorptionskurve in Abbildung 3.41A gezeigt) bei -10°C
wurde das in die Membranen rekonstituierte NpSRII angeregt, was einem Farbumschlag von
orange zu gelb zu Folge hatte (Abbildung 3.42). Fliissiger Stickstoff wurde verwendet, um den
angeregten Zustand von SRII einzufangen. Die gefrorenen Proben wurden bei -100°C in den

Rotor gefiillt. Die nachfolgenden NMR-Experimente wurden bei -40°C im Rotor durchgefiihrt.



Ergebnisse

A B
a1 illia.
BT —
. \
\
o L

Abb. 3. 41 A) Absorptionsspektrum des Filters (B) Foto von dem Filtereinsatz in den Projektor.

Abb. 3. 42 Fotografien von NpSRllkomplexim Lichtangeregten Zustand (Links, gelb) und Grundzustand
(Recht, Orange).

3.3.2 1D-NMR Spektroskopie von [15N]Lysin-SRII

Um zu bestatigen, dass NpSRII in M-Zustand gefangen ist, werden 1D[15N]-NMR-Spektren von
[*°N]Lysin-SRII, in denen nur die N¢ Position der Lysin-Seitenketten markiert wurde,
durchgefiihrt. Das 15N-Spektrum von [1°N]Lysin-SRII (Abbildung 3.44) zeigt die Beziehung
zwischen Grundzustand von SRII (rot) und dem angeregten SRII (schwarz). Die spektrale
Zuordnung kann leicht durchgefiihrt werden, da nur zwei Lysine (K157 und K205) in NpSRII
vorhanden sind. Von rechts (Hochfeldverschiebung) nach links (Tieffeldverschiebung) sind
die drei Signale von freie Lysin, dem Peptidriickgrat und die Schiff'sche Base in SRII zu
erkennen. Die Hochfeldverschiebung von 27 ppm steht im Einklang mit dem statistischen

Durchschnitt des Lysins in BMRB (BioMagResBank: www.bmrb.wisc.edu, Ulrich et al.,, 2008).

Die Tieffeldverschiebung von 180 ppm stimmt sehr gut mit den experimentellen Ergebnissen

fiir die Schiff'sche Base in BR unter dhnlicher Einstellung tiberein ([Kakshmi et al. 1994] und
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[Hu et al. 1998]). Der Peak bei etwa 120 ppm ist das Signal des Protein-Riickgrats durch die

natiirliche Haufigkeit von 15N hervorgerufen.

In Abbildung 3.43 (Schwarz), wird das Spektrum des NpSRII nach Lichtanregung unter
gleicher Versuchseinstellung gezeigt. Wahrend das Signal aus der freien Lys-Seitenkette und
das Protein-Riickgrat die gleiche Intensitdt zeigen, reduziert sich das Signal des Lys205 um
mehr als einen Faktor zwei. Da in M-Zustand der Stickstoff der Schiff'schen Base deprotoniert
wird, wird die Transfereffizienz der Kreuzpolarisation zu Stickstoff reduziert. Zusammen mit
der charakteristischen Farbanderung der Probe, zeigt dieses Ergebnis, dass die Probe

weitgehend im M-Zustand gefangen war.

— freien Lysin

NpSRIl im
- Grundzustand

NpSRIlim
angeregten
Zustand

int /a.u.

Peptidruckgrat

Schiff'sche Base

400 200 0

Abb. 3.43 1H-15N CP Spektrum der !5N-Lysin SRII in Grundzustand (rot) und Licht angeregten
Zustand (schwarz).

3.3.3 Komformationsanderungen des Rezeptors NpSRII bei der

Lichtaktivierung durch 2D ssNMR Spektroskopie

Nach den in Abschnitt 3.3.2 durchgefiihrten Experimenten, wurde eine lichtaktivierte
U[13C,15N\(V,L,F,Y)] NpSRII/NpHtrll (NpSRII ist einheitlicher 13C, !N markiert und mit
natiirlicher Haufigkeit von V, L, F und Y umgekehrt markiert, der Transducer ist unmarkiert)
vorbereitet. Es wurden 2D (13C, 13C) Korrelations-Experimente mit mittleren (tcc=40ms, Abb.
3.44 A+B) und langen Mischzeiten (tcc=350ms, Abb. 3.45 C+D ) der U [13C, 15N\ (V, L, F, Y)]
NpSRII / NpHtrll im Grundzustand (a + c) und Licht anregten Zustand(B + D) aufgenommen.
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Die spektralen Verdnderungen wurden durch spektrale Subtraktion untersucht. Abbildung
3.44 E zeigt die Differenzspektren der Spektren A-B, Abbildung 3.44F zeigt die der Spektren
C-D. Die positiven Werte (Signal, das starker als in den Grundzustand ist) wurden rot und die
negativen Werte sind griin markiert. Grau-Spektren zeigen gleichbleibende Signale an. Ein
solcher Vergleich fiihrt leicht zur Identifizierung von Asp75 C«-CB, welches einen starken
positiven Peak an der Position im Grundzustand der NpSRII Spektren zeigt. Der enge negative
Crosspeak zeigt, dass Asp75 CP um etwa 2 ppm im aktivierten Zustand verschoben wird. Die
Seitenkette von Asp75 ist der Protonenakzeptor der Schiff'sche Base nach Licht-Aktivierung.
Es wird bestdtigt, dass mittels 2D ssNMR Spektroskopie die Beobachtung der durch

Aktivierung induzierten strukturellen Verdanderungen in Komplexen moglich ist.

Weitere positive und negative Crosspeaks in Abbildung 3.44 E zeigen strukturelle
Veranderungen an denen mindestens ein Thr, Ala, and Ile Rest beteiligt sind. Um die
verbleibenden chemischen Verschiebungsstérungen zu identifizieren, werden die Spektren
mit einer Mischzeit von 350 ms Tcc aufgenommen (Abb.3.44 C+D). Die entsprechenden
Differenzspektren reproduzieren nicht nur die Intra-Rest-Gipfel in Abbildung 3.44 F sondern
ermoglichen auch die sequentielle Zuordnung der Perturbation fiir Gly130-Ala131 und zeigen

die stark konformativen Effekte fiir Ala172-Ile173 und ein zusatzliches Ala-Ile-Paar.
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Abb. 3. 44 ssNMR Detektion der strukturellen Anderungen des durch Licht induzierten Zustands. A-D:
(13C, 13C) PDSD Spektren mit Mischzeiten von tcc = 40ms (A + B) und tec = 350ms (C + D)
der U [13C, 15N \ (V, L, F, Y)] NpSRII / NpHtrll in Grundzustand (A + C) und Licht anregten
Zustand (B + D). E + F zeigen die Differenzspektren der Spektren A-B (in E) und C-D (in F).
Rote Markierungen zeigen die positiven Werte (Signal, das starker als im Grundzustand ist),
und die negativen Werte sind in griin angegeben. Grau-Spektren zeigen gleichbleibende
Signale an. Als Beispiel fiir D75C,-Cgkonnte eine Anderung der chemischen Verschiebung
von dem Grundzustand in den angeregten Zustand identifiziert werden.

Generell ist der Vergleich der chemischen Verschiebungen des Grundzustands mit denen des
aktivierten Zustands im Einklang mit einer Komformationsanderung in Helix F, wie sie auch
aus EPR-Daten abgeleitet wurde. In den Abbildungen 3.45 A und B sind die
Konformationsinderungen (blau) und dynamischen Anderungen (griin) der Aminosiuren
154-157 im Strukturmodell gekennzeichnet. Riickstdnde, die Konformationsanderungen
nach Lichtaktivierung zeigen, sind in rot und orange markiert. Interessanterweise sind
Gly130 und Ala131 in Helix E direkt gegentiber den Riickstanden Ala 172 und Lle173 in Helix
F gelegen. Das zusatzliche Ala-Ile-Paar passt zu keiner zugeordneten Korrelation. Das
einzige nicht zuordbare Ale-Ile Paar ist Ala-Ile211 in Helix G, welche nach dem Modell in

Abbildung 3.45 in der Ndhe der EF-Loop Region und TM2 liegt. Licht-induzierte



Ergebnisse

Veranderungen in diesem Bereich koénnen auf den Verdnderungen der
Wasserstoffbriickenbindung von Argl62 zu Asp 214, welche im Kristall beobachtet werden,
zurlickgefiihrt werden (Moukhametzianov et al, 2006). Wie in Abbildung 3.45 zu sehen,
liegen Gly130 und Alal31 in unmittelbarer Ndhe des Retinals. Daher kénnen die
beobachteten Verdnderungen der chemischen Verschiebung von einem direkten Einfluss der
Isomerisierung oder einem gekoppelten Effekt durch die Helix G Bewegung erklart werden.
Nach den kristallographischen Daten ist die Helix EF-Flache von Bewegungen der Helix G
unbeeinflusst. Daher kann die chemische Verschiebung auf Stérungen der Pertubation in

Helizes E, F und G durch eine Neigung von Helix F erklart werden.

Allerdings spricht die eher begrenzte Anzahl von lichtinduzierten chemischen
Verschiebungen gegen grofde strukturelle Umlagerungen in NpSRII und schldgt beschrankte
Interaktionen vor, die wahrscheinlich durch sterische Kontakte des isomerisierten Retinals
induziert werden. Interessanterweise waren die chemischen Verschiebungen hauptsachlich
in der Ebene von Tyr199NpSRII und Asn74NpHtrll mit Ala172-1le173 auf Helix F und Gly130-
Ala131 auf Helix E beschrankt (Abb. 3.45C). Friihere Arbeiten haben bereits darauf
hingewiesen, wie wichtig die Wasserstoftbriicke zwischen Tyrl74 und Thr204 fiir die
Signaltransduktion ist (Sudo and Spudich, 2006). Da diese Proteinreste in der gleichen Ebene
liegen, deutet es darauf hin, dass die strukturellen Anderungen in der Helix EF-Schnittstelle
direkt an die in der Helix-FG-Schnittstelle gekoppelt sind. Strukturelle Veranderungen rund
um Thr204 waren so erklart, Thr C-Cy chemische Verschiebungsanderung wurde in unsere
Festkdrper-NMR-Untersuchung nach Aktivierung durch Licht beobachtet. Die Bewegung der
Helix F offnet die Grenzflanschen zwischen Transducer und Rezeptor, so dass eine
Umlagerung rundum Tyr199 in NpSRIl und Asn74 in NpHtrll induziert wird. Diese
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den letzten FTIR-Studien (Bergo et al., 2009) und
schlagen einen Signaltransduktionsmechanismus vor, bei dem eine TM2 Drehbewegung eine
gekoppelte Bewegung der Helizes F und G mit einem erweiterten SRII / Htrll Bindungsmodus
hervorrufen. Chimera Studien und Deletionsanalyse zeigten, dass die EF-Schleife eine passive
Rolle bei der Signalisierung spielt (Sasaki et al., 2007). Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit unseren Festkorper-NMR Ergebnissen, die keine strukturellen Anderungen in dem EF-

Loop nach Aktivierung durch Licht erkennen lassen.

Interessanterweise ist die EF-Loop Region hier als zentral fiir die SRII Aktivierung
identifiziert worden. Sie spielt eine entscheidende Rolle in der SRII/Htrll Signalisierung
(Sudo et al.,, 2006) und bei der Umlagerung in Bakteriorhodopsin, einem weiteren Mitglied
der Rhodopsin-Familie (Sudo und Spudich, 2006). Diese Ergebnisse deuten auf einen

effizienten und doch  bemerkenswert anpassungsfahigen  Mechanismus der
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Transportproteine der Rhodopsin-Familie als Meldegerate iiber eine zentrale funktionale
Einheit hin (Sasaki und Spudich, 2008). In diesem Prozess kann die Beobachtung einer
eigenstandigen dynamischen HAMP1 Domane von entscheidender Bedeutung sein, um die

nachfolgenden Stufen der Signaliibertragung zu erklaren.

Met145

lle173
SRIl Trll Trir SRIr

Ala172 Ala131
lle173 Pro175  giy130

helix G

Abb. 3. 45 Konformationsianderungen des Rezeptors bei der Komplexbildung und Licht-Aktivierung
durch 2D-ssNMR (Etzkorn et al,, 2010).

In (A) und (B) sind die Reste, die durch die Transducer Bindung beeinflusst sind, auf der
linken Seite der SRII Struktur hervorgehoben (hell/dunkel blau stehen fiir identifizierte-
/potential chemische Veschiebung). Griine Reste markieren die Proteinreste, welche eine
Verringerung der molekularen Beweglichkeit in dem Komplex zeigen. Hervorgehobe Reste
in dem rechten SRII Strukturmodell veranschaulichen die Bereiche, die Veranderungen der
chemischen Verschiebung nach Lichtaktivierung zeigen. Rote Reste konnten sequenziell
identifiziert werden. Orange Reste sind konsistent mit den Daten. Das Retinal ist in lila
gekennzeichnet. (C) Vergleich von Reste in dieser ssNMR-Analyse (rot) und Reste, die mit
Hilfe der zeitaufgelosten FTIR-Spektroskopie identifiziert wurden (gelb) (Bergo et al,
2009).



4 Diskussion

4.1 Untersuchung zur Strukturaufklarung der HAMP Domine

Strukturelle Daten iiber den Linker-Bereich sind insbesondere wichtig, da ihm eine zentrale
Bedeutung fiir den Signalweiterleitungsmechanismus innerhalb des Transducer-Dimers
zukommt. Die in dieser Region befindlichen HAMP-Domianen miissen zusatzlich eine
allgemeine Bedeutung besitzen, da sie in sehr vielen verschiedenen Organismen zu finden
sind. Die verwendeten Sekundarstrukturvorhersagen fiir diesen Bereich deuten eine coiled-

coil Struktur und a-Helix fiir die Linker-Region an.

Zur Aufklarung der Sekundar- bzw. Tertidrstruktur des Linker-Bereichs des Transducers
existieren bislang zwei Modelle: ein festes Kompaktes vier-Helix-Blindel (HAMP(A)) und ein
lockes vier-Helix-Biindel (HAMP(B)). Das HAMP(A) Modell wurde mit der Veroéffentlichung
der ersten Struktur einer HAMP Domane von Hulko et al. (Hulko et al., 2006) postuliert.
Hulko zeigt, dass sich die in dem Linker-Bereich befindliche HAMP-Doméne im Dimer zu
einem parallelen, vier-helikalen coiled coil formt, wie es durch Sekundarstrukturvorhersagen
vorausgesagt wurde. Die zwei Helizes jedes Monomers sind gleich lang, durch einen Helix-
Turn gegeneinander versetzt und sind durch einen Loop von 13 Aminosduren miteinander

verbunden.

Das HAMP(B) Modell wurde kiirzlich von Airola et al. postuliert (Airola et al. 2010). In der
HAMP(B) Modell haben die vier Helizes auch eine parallele Orientierung aber sind weniger
dicht gepackt und liegen voneinander abgespreizt vor: AS1 und AS1‘ liegen nah zueinander
an der Spitze des Biindels; und AS2 und AS2‘ liegen nah zueinander an der Unterseite des
Biindels. Ein dhnlich Modell wurde von Bordignon et al. beruhend auf den Ergebnissen von
ESR-Experimente vorgeschlagen (Bordignon et al, 2005). Bei ESR-Experimente sind
durchgehend die Aminosauren von der Position 78 bis zur Position 101 und zusatzlich einige
ausgewahlte weiter entfernte Aminosauren im Linker-Bereich untersucht worden. Bis zur
Position 94 wird in der AS-1 eine helikale Region identifiziert, die durch eine hohe
dynamische Domédne und damit von einer undefinierten Struktur gefolgt wird. Diese tritt
deutlich in die wassrige Phase des umgebenden Zytoplasmas ein. Zusammengefasst wird die

Gesamtarchitektur der AS-1 Sequenz als ein ,molten globular” Typ beschrieben.
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4.1.1 Stabilitat der Sekundarstruktur der HAMP Domaéine

In dieser Arbeit wurden die Strukturen und Eigenschaften der HAMP Domaine untersucht.
Dazu wurden drei verkiirzte Transducer Konstrukte NpHtrl184-230-His, NpHtrl184-136-His
und NpHtrll137-230-His aus Natronomonas pharaonis heterolog in E. coli exprimiert und
tiber Affinititstags aufgereinigt (Abb. 3.1). Im Gegensatz zu den Varianten aus H. salinarum
bietet die Verwendung des Transducers NpHtrll den Vorteil hoher Proteinstabilitdt. Durch
die Verwendung von T7-Transskriptionssystemen kann die heterologe Expression von Teilen
des NpHtrll in E. coli erfolgreich durchgefiihrt werden. Analog zur Aufreinigung des NpSRII-
His (Hohenfeld et al., 1999) kann ebenfalls fiir die C-terminal verkiirzten Varianten des

NpHtrll eine schnelle und effektive Reinigung tiber Ni-NTA-S4ulen erreicht werden.

Die Aufklarung der Sekundarstruktur der HAMP Domadine ist ein wichtiger Beitrag zum
Verstandnis der Signaltransduktionskaskade von Photorezeptoren. Die hohe strukturelle
Homologie zwischen Photorezeptoren und Chemorezeptoren, deren Signaltransduktion als
ein Zwei-Komponenten-System beschrieben wird, macht einen &hnlichen Mechanismus
wahrscheinlich. Jedoch unterscheidet sich die HAMP Doméane von Photorezeptoren, deren
Struktur fiir die Funktionalitat verantwortlich ist, strukturell von dem Linkerbreich der
Chemomorezeptoren. Daher ist die Aufklarung dieser Doméane zwingend zum Verstdndnis

der Signaltransduktion von Photorezeptoren notwendig.

Erste Strukturuntersuchungen der HAMP Domane werden mit Hilfe von spektroskopischen
Methoden durchgefiihrt. Durch CD Analysen kann gezeigt werden, dass die solubilisierte

HAMP Domane eine unstabile Sekundarstruktur aufweist.

Das HAMP1 (NpHtrll84-136-His) zeigt durch CD-Analyse hauptsachlich eine zufillig
gekndulte Sekundarstruktur. Die Spektren werden kaum durch die Verdnderung des
Losungsmittels (Salzkonzentration und pH) beeinflusst. Durch Zugabe von TFE kann eine o-
helikale Sekundarstruktur des Proteins induziert werden. Mogliche Griinde fiir die
beobachtete Stabilisierung der Sekundarstruktur ist die angendherte Dielektrizitdtskonstante
des TFE zur Dielektrizitatskonstante des Innenraums von Proteinen. Unterschiede in der
Aciditat und Basizitdt im Losungsmittel TFE und Wasser konnen auch die relative Stabilitat

der Wasserstoffbriicken dndern (Sonnichsen et al., 1992).

Unterschiedlich zu der 1.HAMP Domaine, kann ein unmittelbarer Zusammenhang von
Salzkonzentration und Sekundarstruktur bei HAMP 2 (NpHtrll136-230-His) festgestellt
werden. In Abwesenheit von Salz zeigt das CD-Spektrum hauptsachlich zufallig geknaulte

Sekundarstrukturanteile. Bei Zugabe von Salz nimmt der Anteil a-helikalen Gehalts an.
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Der Einfluss der Salzkonzentration auf HAMP1+2 gibt Hinweise darauf, dass sich wesentliche
Strukturverdnderungen vollziehen: bei niedrigen Salzkonzentrationen zeigt das Protein eine
zufallig geknaulte Konformation mit wenig a-helikalen Anteilen und bei hoherer lonenstarke
nimmt der Anteil a-helikaler Struktur des Proteins zu. Daraus kann vermutet werden, dass
die vorhergesagte vornehmlich a-helikale Struktur in NpHtr84-230-His durch Ionenstirke
stabilisiert wird. Der solubilisierte Transducer weist eine &dhnliche Sekundarstruktur-
Verteilung wie die aufgereinigten und solubilisierten Chemorezeptoren auf [z.B. der Tar-
Rezeptor (Foster et al., 1985) oder der Tsr- Rezeptor (Burrows et al.,, 1989) aus E.coli, welche
einen a-helikalen Anteil von ca. 80 % aufweisen]. Ahnliche Abhingigkeiten der
Sekundarstruktur von der Salzkonzentration wurden in zwei l6slichen Transducern des
HsHtrX und HsHtrIXI von Randy W. Larsen et. al, 1999 beobachtet: HsHtrX liegt bei einer
NaCl Konzentration von 0,2 M iiberwiegend als Zufallsknduel vor, wihrend bei einer NaCl

Konzentration von 3,8 M eine a-helikale Struktur ausgebildet wird.

Die strukturelle pH-Abhéngigkeit der HAMP 1+2 wurde mittels CD-Spektroskopie untersucht:
die Auffaltung der a-Helix eines Proteins zu einer zufillig gekndulten Konformation wird bei

pH-Werten oberhalb von 6 beobachtet. Bei pH-Werten von 9 bis 6 liegt ein Zufallsknauel vor.

Die Temperatur spielt eine wichtige Rolle fiir die Stabilitit der Sekundarstruktur: Bei
niedriger Temperatur liegen fiir HAMP 1+2 «-helikale Strukturen vor, ab ca. 47°C sind die
helikalen Strukturen weitestgehend denaturiert. Unter physiologischen Bedingungen hat N.
pharaonis ein Temperaturoptimum von 45-50 °C ([Rodriguez 1993] und [Robinson et.al.,
2005]). Die geringe Differenz zur experimentell gemessenen Denaturierungstemperatur lasst
vermuten, dass die isolierte HAMP Domaéne in vitro thermisch instabiler ist als der native

Rezeptor- Transducer-Komplex in vivo.

ANS-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie und CD-Daten weisen darauf hin, dass HAMP
Bereiche von NpHtrll bei niedrigem pH-Wert und hohen Salzkonzentrationen im Molten-

Globule Zustand vorliegen.

Aus der weiteren Charakterisierung der HAMP Domine mit Hilfe von Gelfiltrations-
experimenten wurden Monomer und Dimer Spezies nachgewiesen. Zusatzlich wurde deutlich,
dass die HAMP Domaéanen eine zeitabhdngige Dimerisierung aufweisen. Es erhoht sich der
Dimeranteil nach ldngerer Inkubationszeit. Die Sequenzanalyse von NpHtrll zeigt, dass der
Bereich von 165-230 das fiir die parallele ,coiled-coil“-Struktur typische heptadische
Sequenzmotiv aufweist. Die ,coiled-coil“ Struktur besteht aus zwei Homodimeren. Unter der
Annahme, dass der Transducer in nativer Form Dimere bildet, konnte vermutet werden, dass

ein Monomer wahrscheinlich in denaturierter Form vorkommt und dimerisieren muss.
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4.1.2 Singalweiterleitung in der HAMP-Domidne von NpHtrlIl

Durch CD-Spektroskopie konnte eine instabile Sekundarstruktur der HAMP Domaéne gezeigt
werden. Diese Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass die Konformationsdnderung in
HAMP Domainen leicht durch Umweltfaktoren wie Salzkonzentration, Temperatur und
Detergenzskonzentration induziert werden kénnen. Ahnliche Ergebnisse wurden bereit von

Doebber et al. 2008 durch ESR Spektroskopie erhalten.

Doebber et al. Untersuchte den Einfluss der Salzkonzentration auf die Struktur der HAMP
Domdne. Es konnte gezeigt werden, dass fiir die HAMP Domaine von NpHtrll zwei
verschiedene Konformationen bei niederiger und auch hoher Salzkonzentration
nebeneinander koexistieren (Abbildung. 4.1). Diese beiden Konformationen unterschieden
sich durch ihre dynamischen Eigenschaften. Es wurde ein Gleichgewicht zwischen zwei
Zustinden postuliert, welches durch Anderungen der Temperatur oder Salzkonzentration

verschoben werden kann (Doebber et al., 2008).

Abb.4.1 Modelle der vorgeschlagenen Konformationen der Kompakten (cHAMP, links) und der
dynamischen (dHAMP, rechts) Konformation der NpHtrll HAMP Domane. Fiir das cHAMP
Modell sind die Strukturen der A. fulgidus HAMP-Doméine (PDB: 2ASW) und des
NpSRII/NpHtrll-Komplexes (PDB: 1H2S) kombiniert worden. Die dHAMP Struktur basiert
auf dem cHAMP Modell, wobei die erhohte Dynamik dieser Konformation durch diinne
Bander dargestellt ist. (Doebber et al., 2008).

Fiir die cHAMP Konformation unterstiitzen mehrere Befunde eine parallel vier Helixbiindel

Struktur: (1) Sowohl die Mobilitit und Zuginglichkeit von ESR Daten passen zu einem
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definierten Muster von periodischen Eigenschaften in AS1 und AS2, (2) die experimentell
gefundenen periodischen Profile der NiEDDA Zuginglichkeit passen perfekt mit der
berechneten Wasserzuganglichkeit der analogen Reste in dem HAMP NMR Modell von
Af1503 (Hulko,et al., 2006) tiberein. (3) Das beobachtete Inter-Spin-Abstdnde Muster steht
im Einklang mit den erwarteten Abstanden innerhalb eines vier helikalen Biindels. Wahrend
fiir AS1 und AS2 eine ausgezeichnete Ubereinstimmung zwischen den experimentellen Daten
und dem NMR-Modell der HAMP Doméne von A. fulgidus gefunden wurde, kdnnte eine solche
Analyse nicht fiir den Linkerbereich, wo nur ein paar Positonen untersucht wurden,

durchgefiihrt werden.

Disulfid-Scan Daten der HAMP Domdne des Chemorezeptor Tar aus E. coli in intakten
membrangebundenen Chemorezeptoren bestitigen, dass das HAMP NMR-Modell genau die
Architektur der konservierten HAMP Domane der Chemorezeptoren zeigt (Swain und Falke,
2006). In vivo Vorbriickungsstudien (cross-linking) zeigten, dass die HAMP Domdanen von Aer,
dem E.coli Aerotaxis Rezeptor, in die vier Helixbtlindel Kategorie fallen (Taylor et al.). Diese
Entdeckung hebt hervor, dass das NMR-Modell von Hulko tatsachlich ein Prototyp fiir die
HAMP Domanen aus NpHtrll ist.

4.1.3 NMR Spektroskopie der HAMP Domiinen

Um die strukturelle Rolle der HAMP1 Domane fiir die Komplexbildung und Stabilisierung zu
untersuchen, wurde die ssNMR Untersuchung von isotopenmarkierten HAMP Domanen
entsprechend den Resten 84-136 (HAMP1), 84-230 (HAMP1+2) und ein Komplex mit
markierten Transducer und unmarkierten Rezeptor (NpHtrll1-157-His/NpSRII-His)
durchgefiihrt. Anders als die Erkenntnisse zu Af1503 (Hulko et al.,, 2006), ist die HAMP1
Domaine in Losung bei Raumtemperatur weitgehend unstrukturiert. Im Gegensatz dazu
zeigten Festkorper-NMR Experimente an HAMP Domanen a-helikale Resonanzmuster, die im
Einklang mit einem HAMP-Domaéne Strukurmodell, basierend auf der Homologie mit Af1503
(Abbildung. 4.2 A), stehen. Die zusatzlichen Korrelationen geben Hinweise auf die Existenz
von nicht-helikalen Ala Positionen, die nicht im Af1503-Homologie-Modell erwartet wurden,
wahrend die zu erwartenden Korrelationen fiir Ile117 fehlen. Beide Befunde kénnten durch
eine erhohte Storung des N-Terminus in beiden Helizes um Ala87, Ala88, lle117 und anderen
terminalen Resten erklart werden(Abb. 3.25A). HAMP1 zeigt einen viel hoheren a-Helikalen
Gehalt im Prazipitat als im Vergleich zum l6slichen Zustand. Dies weist darauf hin, dass
intermolekulare Wechselwirkungen fiir die Stabilisierung der HAMP1 Domane bedenkende

sind.

Festkorper-NMR Experimente an der HAMP1+2 Domaine zeigten a-helikale Resonanzmuster,

die im Einklang mit dem Strukurmodell in Abbildung 4.2 B stehen. Die zwei HAMP Domaénen
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in dem Modell, basierend auf der Homologie mit Af1503, wurden nach der PsiPred Analyse
modelliert, wobei die Linkerregion als Coiled-coil-Helix dargestellt wurde , was im Einklang

mit Hayashi et. al 2007 steht.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten ssNMR-Messungen implizierten eine signifikante
Erweiterung der Bindungsfliche des SRII/Htrll Komplexes C-Terminal des durch
Rontgenkristallographie nachgewiesen Htrll Rests Leu Leu82 (Etzkorn et al, 2010) und
deuten auf eine strukturelle Homologie von HAMP1 zur HAMP Domaéne von Af1503 hin. Diese
Ergebnisse erlauben ein Modell von NpSRII im Komplex mit NpHtrlI157 zu erstellen, das die
Kristallstruktur in Kombination mit der modellierten HAMP Domaéne in Homologie zu Af1503
berticksichtigt. Das Verbindungselement zwischen der HAMP Domédne und dem
Transmembran Bereich, sowie die Linkerregion wurden als a-Helix modelliert (Abbildung 4.2
C). Die experimentell ermittelten Spektren von Htrll1-157 im Komplex stimmen mit den
vorhergesagten Spektren iiberein. Dies zeigt, dass die Annahme einer strukturellen

Homologie zu der HAMP Domane aus Af1503 stichhaltig ist.
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Abb. 4.2 A: Seitenansicht und Draufsicht auf das Strukturmodell fiir HAMP1 (griin) basierend auf
der Homologie mit Af1503 (gelb, PDB Eintrag 2ASW). B: Seitenansicht auf das
Strukturmodell fiir HAMP1+2 (Modell von Karsten Seidel). C: Strukturmodell fiir NpHtrll1-
157 /NpSRII-Komplex (Etzkorn 2010).

Unsere NMR-Analyse legt nahe, dass die isolierte HAMP1 Domane von NpHtrll eine hohe
molekulare Plastizitidt aufweist und dass intermolekulare Wechselwirkungen fiir die Protein-
Stabilisierung entscheidend sind. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit CD- (Kapital 4.1.1)
und ESR-Ergebnisse([Bordignon et al.,, 2005] und [Doebber et al.,, 2008]), einer dynamisch
destabilisierten HAMP Doméne, die von dufderen Bedingungen wie Temperatur, pH-Wert

oder Salzkonzentration beeinflusst werden kann.
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Trotz der zunehmenden Kenntnisse iber strukturelle Details der HAMP Domane, existiert
kein experimenteller Beweis zur Erkldrung des Mechanismus der Aktivierung der negativen
Phototaxis oder der positiven Taxis. Dennoch wurde die Hypothese eines ,eingefrorenem-
dynamischen“ Modells fiir die Aktivierung / Deaktivierung von Chemorezeptoren von Kim
vorgeschlagen, bei dem die Signaldomane in zwei Konformationen durch verschiedene Grade
der Dynamik charakterisiert wird (Kim, 1994). Dieses Modell ist auf dem Gebiet der
Forschung der bakteriellen Chemotaxis akzeptiert. Die Vorstellung, dass ein Gleichgewicht
zwischen Populationen mit unterschiedlichen Graden der Dynamik der Schliissel der
Aktivierung / Deaktivierung der zytoplasmatischen Domaéne sein kann, wird bei Hazelbauer
et al, 2008 wieder aufgenommen. Kiirzlich wurden Hinweise auf einen Stabilisierungs-
/Destabilisierungs-Mechanismus fiir die bakterielle Signaltransduktion in vivo zur Verfiigung

gestellt (Borrok et al., 2008).

Durch ESR-Spektroskopie und Rontgenkristallographie wurde gezeigt, dass eine Rotation der
TM2 von NpHtrll unter Lichtanregung von NpSRII stattfindet ([Wegener et al. 2001] und
[Moukhametzianov et al. 2006]). Die Rotation in der transmembranen Region des Proteins
kann zu einer Beeinflussung der HAMP Helizes fithren. Die Umdrehung kann das
Gleichgewicht zwischen den beiden HAMP Konformationen in Richtung der Ein- oder Aus-
Zustiande dndern, so dass eine Signaliibertragung hervorgerufen wird. Die Beeinflussung der
Dynamik der HAMP Domaine konnte ein wirksames Mittel sein, die gesamte Transducer
Signalisierung zu modulieren. Dies wiirde zu leichten Verdanderungen in der Wechselwirkung
zwischen den Dimer in Chemorezeptor Trimeren und auch in der Cluster-Struktur fiir die

Chemo- und Photorezeptoren fiihren (Khursigara et al., 2008).
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4.2 Aufbau des Rezeptor/Transducer-Komplexes

Zur Charakterisierung des NpHtrll wurden Gelfiltrationsanalysen durchgefiihrt und die
Anwesenheit von verschiedenen oligomeren Spezies nachgewiesen. Es ist deutlich, dass der
Transducer nicht nur in monomerer Form vorliegt, sondern auch eine hohe Bereitschaft zur
Oligomerisierung zeigt. Sogar die dimere Form, die aus einem coiled coil Biindel besteht, wird
nur zu ca. 20% gebildet. Stattdessen formt der Transducer eher hohere, oligomere Spezies,
wie Trimere von Dimeren und auch grofiere Oligomere. Insgesamt ist eine klare Praferenz
zur Ausbildung von Trimere von Dimeren zu erkennen, die laut Untersuchungen an den
Chemorezeptoren eine funktionelle Einheit darstellen (Francis et al., 2004; Kim et al., 1999).
Zusatzlich wird durch eine weitere Beobachtung deutlich, dass die Oligomerisierung des
Transducers eine Zeitabhangigkeit aufweist: es erhoht sich die Aggregat-Bildung nach einer
langeren Inkubationszeit. Ein Grund fiir diese Oligomerisierung konnte in unspezifischen
Bindungen begriindet liegen. Die sehr langen zytoplasmatischen coiled coil Blindel kénnten
miteinander in unspezifischen Kontakt treten. Jedoch ist eine Clusterbildung der Transducer

auf Grund von spezifischen Interaktionen an der Signal-Domane auch maoglich.

Anders als der Transducer NpHtrll, zeigt das NpSRIl nur eine einzige Spezie in der
Gelfiltrationsanalyse mit dem apparente Molekulargewicht von 110 kDa. Dieser Wert ist in

guter Ubereinstimmung mit der GréfRe eines Dimers in einer DDM Mizelle.

Die Bindung des Transducer an das NpSRII konnte durch Phototzyklus- und ITC-Messungen
( [Hippler-Mreyen et al.,, 2003] und [Mennes et al, 2006]) nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bildung des Komplexes durch Gelfiltrationsexperimente
beobachtet. Der NpSRII/NpHtrll Komplex wurde in der Gelfiltrationsanalyse mit einem
apparenten Molekulargewicht von 620 kDa beobachtet. Der isolierte Rezeptor-Transducer
Komplex ist bei 4°C bzw. 20°C mehre Tage stabil und homogen. Es gibt einen Hinweis fiir eine

Clusterbildung des Komplexes.

Durch eine weitere Beobachtung wird deutlich, dass die Bildung des Komplexes sowohl eine
Zeitabhangigkeit und als auch eine Temperaturabhingigkeit aufweist. Die Ausbeute an
Komplex erh6ht sich nach einer ldangeren Inkubationszeit und/oder einer hoheren

Temperatur.

Phospholipiddoppelschicht-Nanodisks bilden eine vielversprechende Modellmembran fiir die
Studie von Membranproteinen unter nativen Bedingungen. Nanodisks bestehen aus einer
Lipiddoppelschicht, welche von einem Proteinmantel von definierter Grofe umgeben ist

(Bayburt et al., 2002). Einige verschiedene Membranproteine konnten schon in Nanodisks
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eingelagert werden und sind weiterhin fiir funktionelle und strukturelle Untersuchungen
verwendet worden. Darunter auch das 7-transmembrane Protein Rhodopsin (Rind), das
Bakteriorhodopsin aus Halobakterium salinarum und die E.coli Chemotaxisproteine Tar und
Tsr. Uber die bakteriellen Chemorezeptoren ist bekannt, dass die Signaltransduktion nur
nach Zusammenlagerung zu Trimere von Dimeren stattfinden kann. Da das NpHtrll eine
Strukturhomologie zu den Chemorezeptoren aufweist, soll die Giiltigkeit dieser Theorie auch
fir den Transducer gepriift werden. In dieser Arbeit wurde der NpSRII/NpHtrll Komplex
erfolgreich in Nanodisks eingelagert. Die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie zeigen, das
eine Nanodiskformation, sowie der Einbau von Komplex Trimeren funktioniert. Die

Funktionalitdt wurde durch Photozyklus Messungen tliberpriift.

Wird sowohl das NpSRII als ungebundenes Protein und als auch NpSRII im Komplex mit dem
Transducer betrachtet, ldsst sich der gleiche Effekt auf den Photozyklus beobachten. Die
Rekonstitution in Nanodisks oder in Lipiden bewirkt eine Verlangsammen des Photozykluses
im Gegensatz zum solubilisierten Zustand. Dies zeigt, dass die Photorezeptoren sowohl als
ungebundenes Protein als auch im Komplex mit dem Htrll im nativen Zustand vorliegen und

in Bezug auf die Photozyklen voll aktiv sind.

Aus den Ergebnissen der Gelfiltrations- und EM- Experimente kann geschlossen werden, dass
die Formung der Transducer-, als auch der Rezeptor- Transducer-Cluster eine intrinsische
Eigenschaft dieser Proteine ist. Da sie eine grofie Homologie zu den Chemotaxis-Rezeptoren
aufweisen, ist diese Eigenschaft vermutlich auf die Primérsequenz und Sekundarstruktur

zurick zufiihren.



5 Zusammenfassung

Die Negative Phototaxis in dem Haloarchaeum Natronomonas pharaonis wird von einem
Transducer Protein (NpHtrll) vermitteltet. NpHtrll zeigt eine strukturelle Analogie und
funktionelle Ahnlichkeit mit Chemorezeptoren. Anders als bei Chemorezeptoren wird das
Signal nicht von einer periplasmatischen Sensordomaine, sondern durch ein verwandtes
Sensorprotein, das sensorische Rhodopsin II (NpSRII), aufgenommen. SRII gehort zu der
Familie der sieben-Transmembran-Helizes Proteine und iibertrdgt ein Lichtsignal durch
einen noch unbekannten Mechanismus auf das Transducer-Molekiil. Der Transducer leitet

dieses Signal weiter und aktiviert eine Signaltransduktionskaskade.

In dieser Arbeit wurden insbesondere die Struktur und die Eigenschaften des Linkerbereichs
(HAMP) des Transducers und die Bindung des Transducers zum Rezeptor unter Verwendung
von CD-und NMR-Spektroskopie sowie Gel-Chromatographie untersucht, um Anhaltspunkte
fiir den Mechanismus der ersten Schritte in der Signaltransduktion zu finden. Dazu wurden
verschiedene Konstrukte aus dem Tranducer NpHtrll, die eine oder zwei HAMP Domanen
enthalten, erfolgreich heterolog im Modellorganismus E. coli exprimiert und anschliefsend
mit Hilfe eines Affinitdts-Tags aufgereinigt. Mit Hilfe unterschiedlicher Methoden wie CD-
spektroskopie, NMR- und ESR-Untersuchungen ist deutlich geworden, dass die Konformation
der HAMP Domane von dufieren Bedingungen abhdngig ist. Die Struktur ist abhingig von
Ionenstirke und Temperatur. Ein Zwei-Zustands-Gleichgewicht zwischen einer sehr
dynamischen (dHAMP) und einer kompakteren (cHAMP) Konformation wurde gefunden,
welches durch Anderungen der Temperatur oder Salzkonzentration verschoben werden
kann. Die strukturellen Eigenschaften der cHAMP stehen im Einklang mit dem vier Helix-

Biindel NMR-Modell der HAMP Domane aus Archaeoglobus fulgidus.

Des weiteren wurden in dieser Arbeit die Bildung des NpSRII/NpHtrll-Komplexes mit
Gelfiltrationsanalysen beobachtet. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Transducer
sowohl Dimere als auch hoher Oligomere ausbildet. Der Transducer NpHtrll bildet mit NpSRII
einen stabilen, homogenen Komplex mit dem apparenten Molekulargewicht 620 kDa. Daraus
lasst sich ein Trimer von Dimer berechnen, welches die funktionelle Einheit bei den
Chemorezeptoren darstellt. Durch die Einlagerung in Nanodisks erhdlt man ldsliche
Membranproteine in einer Phospholipid Doppelschicht, die durch einen Proteinmantel von
definierter Grofse und Form umrandet wird. Aufnahmen des in Nanodisks eingelagerten
NpSRII/NpHtrll Komplex wurde mittels Elektronenmikroskie erstellt und zeigen ebenfalls die

Hinweise auf Trimere von Dimeren.



Zusammenfassung

Der initiiertende Teil der Signaltransduktion ist die Rotation der Transducerhelix TM2 durch
den aktivierten Rezeptor. Es gibt zwei Modelle der TM2-Aktivierung: Die ESR-
Untersuchungen (Wegener et al, 2001) zeigen eine Aktivierung der TM2-Helix iiber die
Auswartsbewegung der Helix F, wohin gegen Rontgenstrukturuntersuchungen
(Moukhametzianov et al., 2006) eine Rotation der Helix G nahe legen. In dieser Arbeit wurde
die Festkorper-NMR Spektroskopie verwendet, um die Struktur und Dynamik des
sensorischen Rhodopsin / Transducer (SRII/Htrll)-Komplex von N. pharaonis in einer
natiirlichen Membranumgebung zu studieren. Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen
des Grundzustands mit denen des aktivierten Zustands ist im Einklang mit einer

Konformationsanderung in Helix F, wie sie auch aus EPR-Daten abgeleitet wurde.
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7 Anhang

7.1 Proteinsequenzen

7.1.1 NpHtrl184-230-His

10 20 30 40 50
MDTAASLSTL AAKASRMGDG DLDVELETRR EDEIGDLYAA FDEMRQSVRT

70 80 20 100 110
DAEQAQKRAE EINTELQAEA ERFGEVMDRC ADGDFTQRLD AETDNEAMQS

130 140 150
GIEALVGRIE RFADAVSEDA EAVRANAENS HHHHHHH

Number of amino acids: 157
Molecular weight: 17525.8
Theoretical pl: 4.42
Formula: C74H1141N2250267Ss

7.1.2 NpHtrll1-230-His

10 20 30 40 50
MALNVSRLLL PSRVRHSYTG KMGAVFIFVG ALTVLFGAIA YGEVTAAAAT

70 80 20 100 110
VSAILGLIIL LGINLGLVAA TLGGDTAASL STLAAKASRM GDGDLDVELE

130 140 150 160 170
YAAFDEMRQS VRTSLEDAKN AREDAEQAQK RAEEINTELQ AEAERFGEVM

190 200 210 220 230
RLDAETDNEA MQSIEGSFNE MMDGIEALVG RIERFADAVS EDAEAVRANA

Number of amino acids: 240
Molecular weight: 25717.5
Theoretical pl: 4.56
Formula: Ci100H1759N3230370Se

7.1.3 NpHtrlI84-136-His

10 20 30 40 50
MDTAASLSTL AAKASRMGDG DLDVELETRR EDEIGDLYAA FDEMRQSVRT

HH

Number of amino acids: 62
Molecular weight: 6999.5
Theoretical pl: 5.28

FO rmu I a: C291H455Ng4010283

60
SLEDAKNARE

120
IEGSFNEMMD

60
GDAAAVQEAA

120
TRREDE 1GDL

180
DRCADGDFTQ

240
ENSHHHHHHH

60
SLENSHHHHH



7.1.4 NpHtrlI137-230-His

10 20 30
MDAKNAREDA EQAQKRAEET NTELQAEAER

70 80 90
GSFNEMMDGT EALVGRIERF ADAVSEDAEA

Anhang

40 50 60
FGEVMDRCAD GDFTQRLDAE TDNEAMQSIE

100
VRANAENSHH HHHHH

Number of amino acids:

105

Molecular weight: 11836.6

Theoretical pl: 4.53

Formula: Cug7H756N156017856

7.1.5 NpSRII-His

10 20
MVGLTTLFWL GAIGMLVGTL

70 80
VPVAERTVFV PRYIDWILTT

130 140
IERYALFGMG AVAFIGLVYY

190 200
GPPGVALLTP TVDVALIVYL

NSHHHHHHH

Number of amino acids:

30
AFAWAGRDAG

90
PLIVYFLGLL

150
LVGPMTESAS

210
DLVTKVGFGF

249

Molecular weight: 26661.2

Theoretical pl: 6.03

Formula: Ci44H1025N3100326S7

7.1.6 NpHtrll-His

10
MALNVSRLLL

20
PSRVRHSYTG

70
VSAILGLIIL

80
LGINLGLVAA

130
YAAFDEMRQS

140
VRTSLDAKNA

190
LDAETDNEAM

200
QSI1EGSFNEM

250
RAVQN1SDAA

260
GDQTETVQQI

310
TAITEMNEVE

320
SRTEQAVASM

30
KMGAVFIFVG

90
TLGGDTAASL

150
REDAEQAQKR

210
MDGIEALVGR

270
ALEMDDVSAT

330
EELNEDVREI

40
SGERRYYVTL

100
AGLDSREFGI

160
QRSSGIKSLY

220
IALDAAATLR

40
ALTVLFGAIA

100
STLAAKASRM

160
AEEINTELQA

220
I1ERFADAVSE

280
TEEVAASADD

340
GEVSEMIADI

50
VGISGIAAVA

110
VITLNTVVML

170
VRLRNLTVVL

230
AEHGESLAGV

50
YGEVTAAAAT

110
GDGDLDVELE

170
EAERFGEVMD

230
DAEAVRANAE

290
I AKTARQAAE

350
AEQTNILALN

60
YAVMALGVGW

120
AGFAGAMVPG

180
WATYPF IWLL

240
DTDTPAVADE

60
GDAAAVQEAA

120
TRREDEIGDL

180
RCADGDFTQR

240
SVMEASEDVN

300
TGEAGRETAE

360
ASIEAARADG



370 380 390 400 410 420
NSEGFAVVAD EVKALAEETK AATEEIDDLI GTVQDRTQTT VDDIRETSDQ VSEGVETVED

430 440 450 460 470 480
TVDALERIVD SVERTNDGIQ EINQSTDAQA DAAQKATTMV EDMAATSEQT ASDAETAAET

490 500 510 520 530 540
TETQAESVKE VFDLIDGLSE QADSLSETLS RTDTEEASAA DLDDQPTLAA GDDENSHHHH
HHH
Number of amino acids: 539
Molecular weight: 57439.1

Theoretical pl: 4.02
Formula: C2400H3871N6870911S16

7.2 Modelle der Zwei HAMP-Domaine

Anhang

run10_13.pdb runii_39.pdb runi2_44.pdb run13_42.pdb
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