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Geheimnisvoll am lichten Tag,
lift sich Natur des Schleiers nicht berauben,
und was sie deinem Geist nicht offenbaren mag,
das zwingst du ihr nicht ab
mit Hebeln und mit Schrauben

Goethe, Faust 1
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die physiologische Reaktion von Organismen auf einen Umweltreiz setzt die Mdglichkeit
zur Reizaufnahme, Reizumwandlung und Reizantwort voraus. Die Aufnahme eines Reizes
erfolgt meist liber Membranrezeptoren, welche durch die Interaktion mit dem Primérsignal
in einen aktiven Zustand tiberfiihrt werden. Darauthin wird eine Signalkaskade ausgelost,
die als Bindeglied zwischen Rezeptor und Effektor dient. Die Féhigkeit Umweltreize
aufzunehmen und zu verarbeiten ist eine generelle Eigenschaft aller Lebewesen und wird
auch in einfachen bakteriellen Systemen gefunden. Ein gut untersuchtes Beispiel fiir
bakterielle Signaltransduktion ist die Chemotaxis in E. coli. Die Signalweiterleitung erfolgt
iiber ein Signalsystem, das aufgrund der Beteiligung von zwei konservierten Funktionen
und Strukturdoménen (Sensor und Regulator) als Zwei-Komponenten-System bezeichnet
wurde. Eine dhnlich aufgebaute Signaltransduktion wurde auch in dem Archaebakterium
Halobakterium salinarum fiir die Phototaxis nachgewiesen. Besondere Aufmerksamkeit
soll hier, neben der eubakteriellen Chemotaxis, vor allem der Signaliibertragung in der

archaebakteriellen Phototaxis gewidmet werden.

Chemotaxis in E. coli

Die Bewegung von Bakterien auf Nahrungsstoffe zu und von Schadstoffen weg beginnt
mit der Wahrnehmung der jeweiligen Substanzen durch Chemorezeptoren auf der
Zelloberfliche und wird allgemein als Chemotaxis bezeichnet. Nicht nur Eubakterien
zeigen chemotaktische Fahigkeiten, auch Archaebakterien machen sich die Chemotaxis zu
Nutze. Die erhaltenen Signale werden an die Flagellenmotoren weitergeleitet, die
bestimmen, ob ein Bakterium ruhig in gerader Linie schwimmt oder abrupt seine Richtung
andert. Der erste Schritt der Signalweiterleitung eines dufleren Reizes durch die Membran,
der letztlich die Drehrichtung des Flagellenmotors bestimmt, wird von sogenannten
MCP’s, Methylakzeptor-Chemotaxisproteine, vermittelt (Ubersichtsartikel: (Falke und
Hazelbauer, 2001)). Am besten untersucht ist die Chemotaxis in dem Eubakterium E. coli.
Man kennt fiinf homologe MCP’s; sie werden von den Genen TRS (MCP I, Serinrezeptor),
TAR (MCP II, Aspartat/Maltoserezeptor), TRG (MCP III, Ribose/Galaktose-Rezeptor),
TAP (MCP 1V, Dipeptidrezeptor) und AER (Sauerstoff/Elektronenrezeptor) codiert (Falke
et al., 1997). Neben der chemotaktischen positiven Antwort, die den -einzelnen
Bezeichnungen zu entnehmen ist, werden auch sekundére attraktive und abstolende Reize
vermittelt. Die Wechselwirkung mit den Stimulanzien erfolgt entweder direkt mit der
periplasmatischen Doméne des Rezeptors oder passiv iiber sogenannte Bindungsproteine,
die ausschlieBlich im Periplasma lokalisiert sind. Jedes der fiinf Mitglieder der MCP-

Familie hat eine Masse von etwa 60 kDa und besteht aus vier Domédnen (siche auch
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Abb. 2.1-1): Eine sensorische Domine, die sich an Lock- oder Schreckstoff
beziehungsweise einen Lockstoff-Protein-Komplex bindet, ein transmembranes Segment
aus zwei a-Helizes, eine zytosolische Region, die reversibel methyliert werden kann und

eine signalgebende Doméne, die das Signal an den Flagellenmotor weiterleitet.
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Abb. 2.1-1: Bakterieller Chemorezeptor nach Kim et al. (1999, 2002). Es lassen sich fiinf
Teilbereiche unterscheiden, die entsprechend ihrer Funktion im Periplasma, innerhalb oder in der
Néhe der Zellmembran bzw. im Zytoplasma lokalisiert sind. Die gelb markierten Stellen
bezeichnen die Methylierungsstellen.

Die sensorische Doméne konnte durch Kristallstrukturanalyse als Dimer von zwei
antiparallelen Vier-Helix-Biindeln identifiziert werden, deren erste und vierte Helix sich
bis ins Zytoplasma fortsetzt (Milburn et al, 1991; Kim et al, 2002). Fiir den
Aspartatrezeptor konnte gezeigt werden, dass die Reaktion auf die Bindung eines Aspartats
durch die Bindung eines weiteren Aspartats nicht beeinflusst wird 1994, was allgemein als
negative Kooperativitdt bezeichnet wird (Yeh et al., 1996). Als Konsequenz wird in den
Untersuchungen an der Kristallstruktur nur die Konformationsdnderung in einer a4-Helix
beobachtet, die sich um etwa 1,6 Angstrdm mit einer Kolbenhub-Bewegung in Richtung
der Membran verschiebt (Chervitz und Falke, 1996). Ottemann et al. (1999) stiitzen diese
These weitestgehend. Uber die sich anschlieBende Linker-Domine ist bislang wenig
bekannt. Vernetzungsstudien von Butler und Falke (1998) konnten zwei amphiphatische
Helizes nachweisen, die erste als Fortsetzung der TM 2, die andere als Bestandteil der
Dimer-Kontaktfldche. Beide sind iiber eine geordnete Struktur miteinander verkniipft, die

sich beziiglich der Proteinfunktion als besonders sensitiv herausgestellt hat (Ames und
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Parkinson, 1988). Im zytoplasmatischen Bereich setzt sich die vornehmliche o-helikale
Struktur in der Form eines langgestreckten antiparallelen Vier-Helix-Biindels fort (Kim
et al., 1999). Dieser Bereich ist fiir die Signalgebung von herausragender Bedeutung.
Er bildet ein Geriist fiir die Bindung von Proteinen der sich anschlieBenden Zwei-

Komponenten-Signalkaskade, auf die spéter genauer eingegangen wird.

Die physiologische Reaktion als Antwort auf einen &ulleren Reiz besteht im
Schwimmverhalten der Bakterien. E. coli Bakterien bewegen sich mit Hilfe von Flagellen,
die aus einem einzigen Protein, dem Flagellin, aufgebaut sind. Jede Flagelle ist an der
Basis iiber einen kurzen beweglichen Haken mit einer kleinen Proteinscheibe verbunden,
die in der Bakterienmembran eingebettet ist (siche Abb. 2.1-2). Diese Scheibe stellt einen
Teil eines Motors dar, der die als Transmembran-H -Gradienten gespeicherte Energie dazu
nutzt, die spiralférmige Flagelle durch schnelle Rotation zu drehen. E. coli wechselt
kontinuierlich zwischen Schwimmphasen, bei der die Zelle vorwérts geschoben wird
(Flagellenmotor dreht gegen den Uhrzeigersinn) und unkoordinierten Bewegungen
(Flagellenmotor dreht im Uhrzeigersinn), die als Taumeln bezeichnet werden. Bei Drehung
im Uhrzeigersinn fliegen die Filamente, die peritrisch liber die ganze Zellwand verteilt
sind, auseinander und bringen die Zelle zum Taumeln. Drehen die einzelnen Filamente
gegen den Uhrzeigersinn, so finden sie sich zu einer Art Schraube zusammen und das

Bakterium schwimmt.

Abb. 2.1-2: Schematische Zeichnung des
bakteriellen Flagellenmotors von E. coli.
Die Flagelle (Geifel) ist mit einem
flexiblen Haken verbunden. Am Ende des
Hakens befinden sich mehrere
Proteinringe (rot), die in der dufleren und
inneren Membran des  Bakteriums
b eingebettet sind. Die Rotations-

Thiemben bewegungen entstehen vermutlich durch
F;:’i‘;‘;fﬁ;v““' einen Protonenfluss in einem &dufBeren
|&itm | Ring von Proteinen (den Stator). Diese
J ' meePsme | Proteine  konnen  auch  fiir  den
N Richtungswechsel in der Rotation

GeiBel-Filament

Geilel

Stator

verantwortlich sein. Daten aus (Kubori,
R 1992) und (Francis, 1989).

Das Schwimmverhalten von Bakterien wird durch chemische Lock- oder Schreckstoffe
verdndert. Diese binden an die oben beschriebenen MCP’s und beeinflussen letztlich die
Haufigkeit der Taumelbewegung, indem sie den Zeitraum verldngern oder verkiirzen, der

zwischen den aufeinanderfolgenden Richtungswechseln der Flagellenrotation liegt.
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Schwimmt die Zelle einem Lockstoffkonzentrationsgefille entgegen oder entfernt sich von
einem Schreckstoff wird das Taumeln unterdriickt und umgekehrt. Somit entfernt sich die

Zelle kontinuierlich von schidlichen Reizen und bewegt sich hin zu Lockstoffen.

Phototaxis in Archaebakterien

Auch Archaebakterien haben Moglichkeiten entwickelt sich ihren Umweltbedingungen
optimal anzupassen. Die natiirliche Umgebung von Halobakterien, z.B. Halobakterium
salinarum oder Natronobakterium pharaonis sind konzentrierte Salzlaugen die starker
Sonneneinstrahlung ausgesetzt sind, wie z.B. ausgetrocknete Salztiimpel in Wiisten, das
Tote Meer oder Salinen, in denen durch die natiirliche Verdunstung des Meerwassers
Meersalz gewonnen wird. Da die Loslichkeit von Sauerstoff in salzgesittigtem Wasser bei
Temperaturen von 40 — 50 °C nur sehr gering ist, konnen die flachen Salzsiimpfe in
Monaten des zunehmenden Wasserverlustes und des steigenden Wachstums der Zellen
leicht anaerob werden. Als Ausweg aus dieser Situation haben Archaebakterien wie
H. salinarum die Fiahigkeit entwickelt Lichtenergie fiir den Stoffwechsel nutzbar zu
machen. Diese ,zweite Art“ der Photosynthese wird durch die lichtgetriebene
Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (BR) vermittelt und arbeitet mit Licht als einziger
Energiequelle. BR wurde in den frithen siebziger Jahren durch Oesterhelt und Stockenius
in einem bestimmten Bereich der Membran von H. salinarum, der Purpurmembran,
entdeckt. Das BR bewirkt, dass im Licht ein Protonengradient zwischen AufBlen- und
Innenseite der Membran aufgebaut wird. Die Purpurmembran wirkt also wie eine
Llichtgetriebene Protonenpumpe® und fiithrt zur Erzeugung eines elektrochemischen
Membranpotentials. Der Ladungsausgleich kann mit der Regeneration von ATP durch die
ATP-Synthase einhergehen. Die im Licht gewonnene Energie erginzt die Energie die
durch aerobe Substratoxidation gewonnen wird. Das Halorhodopsin (HR), Ende der
siebziger von Matsubo-Yagi und Mukohata (1980) entdeckt und spéter sequenziert von
Blanck und Oesterhelt (1987), fungiert ebenfalls lichtgetrieben als Ionenpumpe (fiir
CI'-Ionen). An den Photozyklus (spdter im Text ndher erldutert) ist die Translokation eines
Chloridions in das Zellinnere gekoppelt. Dies ermoglicht den Zellen die effiziente
Nettoaufnahme von Salz, d.h. aktive Aufnahme von Anionen gegen das herrschende
Membranpotential wihrend des Wachstums (Bibikov ef al., 1991). Oranges Licht wird von
BR und HR optimal absorbiert, wihrend blaues und ultraviolettes Licht, das der Zelle
schaden wiirde, nicht absorbiert wird. Um Umgebungsbedingungen mit orangem Licht
denen mit schiadlichem Licht vorziehen zu konnen, bedienen sich die Bakterien einer
einfachen Form des Farbsehens. Sie schwimmen zu orangem Licht hin und entflichen
schiadlichem UV-Licht.
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Halobakterien schwimmen wie die E. coli Bakterien mit Hilfe eines Flagellenbiindels. Der
Unterschied besteht in der Anordnung der Flagellen, die bei Halobakterien lediglich an den
Enden der stibchenféormigen Zellen eingebettet sind. Somit bilden die Flagellen
unabhéngig von der Drehrichtung des Motors eine Art Biindel das sich durch Kooperation
links oder rechts drehen kann, wobei es die Zelle schiebt oder zieht (Alam und Oesterhelt,
1984). Der Flagellenmotor wechselt seine Drehrichtung alle 20 bis 30 Sekunden. Das
Umschalten zwischen beiden Drehrichtungen erfolgt spontan und bevorzugt statistisch
keine der beiden Richtungen. Obwohl die Zellen nur vor- oder riickwérts schwimmen
konnen, ist eine Orientierung im Raum mdoglich. Durch die Brown’sche
Molekularbewegung wird die Schwimmrichtung der Zelle meist minimal verdndert und bei
jedem Umschalten des Flagellenmotors tritt eine Reorientierung der Zelle auf. Diese
Bewegung wird allgemein als ,,random walk* bezeichnet (Spudich und Bogomolni, 1988).
Ein positiver Stimulus inhibiert wie auch bei E. coli das Umschalten des Flagellenmotors
und bewirkt somit eine Verldngerung der Schwimmphase. Diese Verlingerung fiihrt zu
einer Schwimmbewegung der Zelle in Richtung einer attraktiven Umgebung. Entfillt ein
positiver Stimulus oder ein negativer Stimulus tritt auf, passiert das Umgekehrte was zur
Reorientierung der Zelle fiihrt. Mit diesem simplen Bewegungsmuster vermag das
Halobakterium sich auBlerordentlich effektiv in seiner Umgebung zu orientieren und
optimale Bedingungen aufzusuchen (Spudich und Stoeckenius, 1979; Stoeckenius et al.,
1988). Abb. 2.1-3 zeigt den Bewegungsablauf einer Bakterienzelle bei einer Flucht aus
Blau-griinem- oder UV-Licht.

ob:
hohe Schaltfrequens

Abb. 2.1-3: Schwimmverhalten einer phototaktischen Bakterienzelle. In Bereichen mit blau-
grimem Licht ist die Frequenz der Schlagumkehr des Flagellenmotors kurzzeitig erhdht, wéhrend
oranges Licht die Schlagumkehr kurzzeitig unterdriickt. Das fiihrt zu einer gerichteten Bewegung
der Bakterien hin zu orangem Licht.
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Die archaebakteriellen Rhodopsine

Als verantwortlich fiir die Phototaxis konnten zwei Lichtrezeptoren beschrieben werden,
die wie BR und HR zu den bakteriellen Rhodopsinen gehoren und sensorische Rhodopsine
I und II genannt wurden (Abb. 2.1-4):

Htrll

Abb. 2.1-4: Schematische Darstellung der vier archaebakteriellen Rhodopsine nach Klare (2003).
Die sensorischen Rhodopsine SRI und SRII wurden nach Veroéffentlichungen von Chen und
Spudich, 2002 (SRI/Htrl) sowie Wegener et al. (2001) (SRII/Htrll) und Gordeliy ef al. (2002)
jeweils als 2:2 Komplexe zusammen mit ihren Transducern dargestellt. Das Zytoplasma ist in
dieser Darstellung oben, der extrazelluldire Raum unten. Retinal als Chromophor der Proteine ist
gelb eingezeichnet (siche dazu Abb. 2.1-6).

Diese Lichtrezeptoren finden sich in allen drei Domédnen des Lebens (Eukaryonten,
Archaebakterien und Eubakterien). Archaebakterielle Rhodopsine zeigen die gleichen
Strukturmerkmale die sich auch filir eukaryontische Rhodopsine finden. Sieben
transmembrane Helizes durchspannen die Membran und bilden eine Bindungstasche fiir
das, kovalent iiber eine protonierte Schiff’sche Base (SB), an einen konservierten Lysin-
Rest gebundene, Retinal-Chromophor. Eine Aktivierung dieser Pigmente erfolgt durch
Lichteinstrahlung und fiihrt zu einer zyklischen Reaktion, die Photozyklus genannt wird.
Im Gegensatz zu Rhodopsinen aus hoheren Organismen, die das G-Protein Transducin
binden und dariiber die Signalkaskade in Gang setzen, ist das archaebakterielle System
etwas einfacher aufgebaut und somit fiir Untersuchungen viel leichter zugénglich.
Aufgrund der Tatsache, dass sie statt auf chemische Substanzen auf experimentell einfach
und prizise zu kontrollierendes Licht reagieren, kdnnten sie als Modell fiir die gesamte

Klasse der transmembranen Sieben-Helix-Rezeptoren dienen, zu deren Mitgliedern
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beispielsweise Hormon- und Neurotransmitter (Birnbaumer et al., 1990), Geruchs- und
Geschmacks-Sensoren (Buck und Axel, 1991) und nicht zuletzt auch Lichtrezeptoren

(Hargrave und McDowell, 1992) gehoren.

Yao und Spudich gelang es 1992 die codierende DNA-Sequenz eines Transducer-Proteins
(HtrI) (Seidel et al., 1995) zu identifizieren, das zwei transmembrane Helizes und eine
umfangreiche zytoplasmatische Doméne aufwies (Abb. 2.1-4 und Abb. 2.1-8, A). Spiter
konnte gezeigt werden, dass die offenen Leseraster (ORF’s) von HsSRII (sensorisches
Rhodopsin aus H. salinarum) und NpSRII (sensorisches Rhodopsin aus N. pharaonis)
polycistronisch zusammen mit den entsprechenden Transducer-Proteinen in einem Operon
vorliegen (Seidel et al., 1995; Zhang et al., 1996b).

Mittlerweile ist bekannt, dass die Rhodopsine einen 2:2 Komplex mit den entdeckten
Transducer-Proteinen eingehen (Chen und Spudich (2002) fiir SRI/HtrI), was im Fall von
NpSRII/NpHtrIl 2000 durch ESR-Messungen ermittelt wurde ((Wegener, 2000; Wegener
et al., 2001b)) und 2002 durch die Rontgenstruktur des Komplexes bestétigt werden konnte
(siche Abb. 2.1-5) (Gordeliy et al., 2002). Durch die sensorischen Rhodopsine (Yao und
Spudich, 1992, Seidel et al., 1995, Zhang et al., 1996a) und den zugehdrigen Transducern,
sind die Archaebakterien in der Lage sich in Richtung der Lichtverhidltnisse zu bewegen,
die fiir die Funktion der lichtgetriebenen Ionenpumpen Bakteriorhodopsin (BR) und
Halorhodopsin (HR) optimal sind (Hildebrand und Dencher, 1975; Marwan und
Oesterhelt, 1990).

Das SRI des H. salinarum (HsSRI) ist im Komplex mit seinem Transducer (HsHtrl)
verantwortlich fiir eine photophile Reaktion auf oranges Licht, sowie fiir eine photophobe
Reaktion auf blau-griines bzw. UV-Licht. SRII aus H. salinarum (HsSRII) und SRII aus
N. pharaonis (NpSRII) vermitteln im Komplex mit den jeweiligen Transducern (HsHtrlII,
bzw. NpHtrll) die photophobe Reaktion auf blau-griines Licht (Bogomolni und Spudich,
1982; Spudich und Bogomolni, 1984). Bemerkenswert ist die intrinsische Eigenschaft von
SRII und SRI wie BR Protonen nach auBlen zu pumpen, die aber durch die Bindung der
jeweiligen Transducer inhibiert wird (siehe dazu auch Abb. 2.1-10) (Schmies, 2000).

Der Photorezeptor aus N. pharaonis zeigt trotz der groBen Ahnlichkeit gegeniiber dem
Rezeptor aus H. salinarum eine hohere Stabilitdt in Bezug auf pH-Wert- und Ionenstérke-
Variationen. Besonderes Augenmerk wird daher dem Rezeptor und dem Transducer aus

N. pharaonis gewidmet.
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Fiir das sensorische Rhodopsin II (NpSRII) aus N. pharaonis alleine (Luecke et al., 2001;
Royant ef al., 2001) und im Komplex mit seinem Transducer (NpHtrll von AS 1-114)
(Gordeliy et al., 2002) sind Rontgenstrukturdaten vorhanden. Die folgende Abbildung

zeigt das sensorische Rhodopsin NpSRII im Komplex mit seinem Transducer NpHtrlII:

™1

Abb. 2.1-5: Links: Kristallstruktur des 2:2 Komplex aus NpSRII (rot) mit dem Retinal-Chromophor
(gelb) und NpHtrll; 4 (griin) (Gordeliy et al., 2002). Die Unterscheidung zwischen den beiden
achsensymmetrischen 1:1 Komplexen erfolgt durch Hinzufiigen eines Apostrophs (°) zu den
Bezeichnungen der hier rechts liegenden Einheit. Der Blick ist hier vom Zytoplasma auf den
Komplex. Rechts: Seitenansicht der Kristallstruktur des Komplexes. Die zytoplasmatische Seite
befindet sich in dieser Darstellung oben. Die grau gestrichelten Linien schlieBen die vorwiegend
hydrophoben Bereiche der Proteine ein und sind nicht notwendigerweise identisch mit den Grenzen
der Lipid-Doppelschicht. NpSRII: rot; NpHtrll: griin.

Die Struktur des NpSRII ist identisch mit der NpSRII-Struktur im Komplex, abgesehen
von einer auffilligen Ausnahme die unten links gezeigt ist. Der aromatische Ring des
Tyrosins in Position 199 der Helix G des Rezeptors verldsst seine urspriinglich
Ausrichtung und dreht sich um etwa 90°, die Phenolgruppe geht dann eine
Wasserstoftbriickenbindung mit dem
Stickstoff im Asparagin 74 der TM 2 des
Transducers ein. Dariiber hinaus bestehen nur
zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Thr-189 in der F-G-Loop-Region
des NpSRII und Glu-43 (TM 1), sowie Ser-62
(TM 2) des Transducers. Ansonsten wird die
Kontaktfliche = zwischen = Rezeptor und
Transducer hauptsédchlich von van der Waals-
Wechselwirkungen bestimmt. Durch diese

Wechselwirkungen sind die Helizes G des

Rezeptors und TM 2 des Transducers fest
aneinander gekoppelt (Gordeliy et al., 2002).
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Im Gegensatz zu den eukaryontischen Rhodopsinen, bei denen der Konformationswechsel
des Chromophors von 11-cis- zu all-trans-Retinal erfolgt (sieche Abb. 2.1-6, rechts), wird
beim Retinal archaebakterieller Rhodopsine ein Konformationswechsel von all-trans- zu
13-cis-Retinal beobachtet (siche Abb. 2.1-6, links). Ein weiterer wesentlicher Unterschied
besteht darin, dass bei den letztgenannten Pigmenten das Retinal nach der Lichtanregung
nicht vom Protein dissoziiert. So kann eine zyklische Reaktion mit thermischer
Reisomerisierung des Chromophors durchlaufen werden, ohne dass eine aktive

Regenerierung des Pigmentes erfolgen muss.

bakterielle Rhodopsine Rhodopsine
l L |
™ ~ \\ HyC S
CH,
CH
11-cis-Retinal
CH CH CH CH, &H. H; H, H
I r o GO PPY!
~ N\, i 2
13-cis-Retinal all-trans-Retinal

Abb. 2.1-6: Die lichtabsorbierende Gruppe der Rhodopsine ist Retinal, das iiber eine protonierte
Schiff’sche Base mit einem spezifischen Lysinrest (griin) verkniipft ist. Links: Der
Konformationswechsel von all-trans-Retinal zu 13-cis-Retinal in archaebakteriellen Rhodopsinen.
Rechts: Der Konformationswechsel von 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal in eukaryontischen
Rhodopsinen.

Diese, als Photozyklus bezeichnete, zyklische Reaktion konnte fiir den aus N. pharaonis
isolierten photophoben Rezeptor NpSRII (Abb. 2.1-7), ebenso wie fiir den Rezeptor SRI
(Bogomolni und Spudich, 1987; Spudich und Bogomolni, 1988), sowie fiir die verwandten
Ionenpumpen BR (Chizhov et al., 1996) und HR (Chizhov und Engelhard, 2001)
untersucht werden (Chizhov et al., 1998). Einer photochemischen Anregung mit Licht
folgen eine Reihe von Photozyklus-Intermediaten, die sich spektroskopisch unterscheiden
und daher analysieren lassen. Im Fall des in dieser Arbeit untersuchten NpSRII (in
Analogie zum BR) ldsst sich dieser Photozyklus nach heutiger Kenntnis wie folgt
beschreiben (Abb. 2.1-7).
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Die Absorption eines Photons fiihrt zur all-frans — 13-cis Isomerisierung des
Chromophors (NpSRII — K). Auf diesen Prozess folgen innerhalb etwa einer
Mikrosekunde Konformationsinderungen des Proteins (K — L). Infolge dieser
strukturellen Modifikation &ndern sich die Protonenaffinitéten einiger Seitenketten und die
Schiff’sche Base gibt ihr Proton an Asp-75 im extrazelluldiren Protonenkanal ab
(korrespondierend zu Asp-85 im BR). Parallel dazu wird auf der extrazelluldren Seite ein
Proton an das Medium abgegeben (L — M), worauthin sich der zytoplasmatische
Protonenkanal offnet und die Schiff’sche Base reprotoniert wird (M — N — O;
korrespondierende Aminosdure im BR ist Asp-96). SchlieBlich reisomerisiert das Retinal

und das Protein relaxiert zuriick in den Grundzustand (O — NpSRII).

PSRy, \hx
1 s
el PO\A \
Pl
Y
52
P, ¥ 10 s
400
s¢P, !
495
A/30 us
‘—
2 ms

Abb. 2.1-7: Modell des Photozyklus von NpSRII nach Chizhov, 1998.



Einleitung 11

Die archaebakteriellen Transducer

Sequenzvergleiche der beschriebenen archaebakteriellen Transducer zeigen erhebliche
Sequenz-Homologien zu den eubakteriellen Chemorezeptoren (MCP’s), wie z.B. dem
Aspartatrezeptor (Tar) oder dem Serinrezeptor (Tsr) aus E. coli auf (siche Abb. 3.4-1).
Diese lassen darauf schlieen, dass diese beiden Klassen von Proteinen auch strukturell
verwandt sind. Insbesondere fiir den zytoplasmatischen Bereich ldsst sich eine auffallige
Homologie der Htr’s zu den MCP’s feststellen (siche Abb. 2.1-8).

*\ 2 "Ij Liganden-
~80 A 3 ¥ bindungs-
A A V gy domiine
-+ Extrazelluliirraum Periplasma L1 K 4
~40A 2Ez: i } Transmembran-
4 _ ) domiine
Zytoplasma NN Zytoplasma N N -k } Lin k(_’ r-
C C (ol }, bereich
Methylierungs-
2.4 domiine
~260 A >
é E:I'." Signal-
34 domiine
3
L vV v é
A B C

Abb. 2.1-8: 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 Veroffentlichung von Kim (Kim et al., 1999). Die gelb markierten Stellen
stehen fiir die Methylierungsstellen des Rezeptors. Die einzelnen Bereiche werden ent-sprechend
der Funktionalitit unterteilt.

Obwohl iiber die genaue Signaltransduktionskaskade der Phototaxis wenig bekannt ist, gab
die Methanolfreisetzung wéhrend einer Adaptation an einen vorhandenen Reiz, den
Hinweis, dass die im Komplex mit den Photorezeptoren vorliegenden Transducer-Proteine
auch hier analog zu den eubakteriellen Chemotaxisrezeptoren arbeiten (Schimz, 1981;
Spudich et al., 1988). Durch immunologische und molekularbiologische Untersuchungen
an verschiedenen Proteinen beider Bakteriengruppen konnte diese Annahme mittlerweile
bestétigt werden (Oesterhelt und Marwan, 1995). Rudolph und Oesterhelt zeigten durch

einen genetischen knock out der fiir die Chemotaxis notwendigen (Che)-Proteine in
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H. salinarum nicht nur einen Verlust der chemotaktischen Fahigkeiten, sondern auch eine
fehlende Phototaxis (Rudolph und Oesterhelt, 1995; Rudolph und Oesterhelt, 1996). Diese
Untersuchungen zeigen, dass eine dem eubakteriellen System analoge Zwei-

Komponenten-Signalkaskade auch die Phototaxis der Archaebakterien vermittelt.

Signaltransduktion im Zwei-Komponenten-System

Die Chemotaxis-Signaliibertragung von E. coli, bzw. die Phototaxis-Signaliibertragung der
Halobakterien, erfolgt iiber das einleitend erwihnte Zwei-Komponenten-System (Abb.
2.1-9). Im vorliegenden Fall ist der zytoplasmatische Teil des transmembranen Chemo-
rezeptors, bzw. Transducers iiber ein Bindeprotein (CheW, in der Grafik mit W abgekiirzt)
an eine zytoplasmatische Histidinkinase (CheA) gebunden. Die Bindung eines
Schreckstoffes an den Chemotaxisrezeptor von E. coli oder die Aktivierung des
photophoben Rezeptors in Halobakterien fiihrt zu einer Aktivierung der Histidinkinase.
Dabei erfolgt die Autophosphorylierung eines konservierten His-Rests unter Verwendung
von ATP als Phosphatdonor. Vom Phospho-Histidin der aktivierten Kinase wird das Signal
an zwei Regulator-Proteine (CheY und CheB) weitergegeben, indem der Phosphatrest auf

einen konservierten Asp-Rest im Regulator iibertragen wird.

Signal Zwei-Komponenten-Signalkaskade Antwort
P——— o
e S — —_—
Phototaxis
Licht
/ > o
4 >

> »

Chemotaxis Methylierung

(+CH,)

Zytoplasma

~ —

Periplasma, bew. EZ
— e, s

Abb. 2.1-9: Schematische Darstellung des Zwei-Komponenten-Systems der bakteriellen Chemo-
taxis, bzw. der archaebakteriellen Phototaxis. Die Aktivierung des Rezeptors, bzw. Transducers
erfolgt durch Bindung eines Schreckstoffes, bzw. einen photophoben Lichtreiz im Photorezeptor.
Die Histidinkinase CheA kann iiber das Briickenprotein CheW (W) binden, wobei CheA
autophosphoryliert wird. CheA {ibertrigt seinen kovalent gebundenen Phosphatrest auf CheY. Das
entstandene CheY-Phosphat bindet an den Flagellenmotor und é&ndert seine Drehrichtung.
Met steht fiir Methylierungsstelle.
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Das phosphorylierte CheY-P interagiert darauthin mit den Komponenten des
Flagellenmotors (F1iG, FliM, FIliN) und induziert somit die Umkehr des Flagellenmotors
(Scharf et al., 1998b). Die zusitzlich von CheA-P phosphorylierte Methylersterase CheB
ist fiir die Demethylierung des Rezeptors/Transducers verantwortlich. Die Bindung eines
Lockstoffes an den Chemotaxisrezeptor, bzw. die Aktivierung eines photophoben
Rezeptors, inhibiert die Autophosphorylierung der Histidinkinase CheA. Somit wird auch
die Phosphorylierung von CheY unterdriickt, was eine geringere Besetzung an
Bindungsstellen der Flagellenproteine zur Folge hat. Bei Eubakterien flihrt das zur
Drehung des Motors gegen den Uhrzeigersinn, bei Archaebakterien wird die vorhandene
Drehrichtung umgekehrt. Weiterhin wird durch die fehlende Phosphorylierung der
Methylesterase CheB die Demethylierung des Rezeptors/Transducers unterdriickt. Die
Adaptation wird iiber eine negative Riickkopplung erreicht, indem die Demethylierung von
CheB zu einer Herabsetzung der Autophosphorylierungs-Aktivitit von CheA fiihrt,
wéhrend die Erhohung des Methylierungsgrades die Autophosphorylierungs-Aktivitét
verstarkt. Die Methylierung wird konstitutiv. von CheR ausgefiihrt, d.h. der
Methylierungsgrad wird allein durch die zu- oder abnehmende Demethylierung bestimmt.
Durch die Adaptation ist die Zelle sofort nach einem negativen oder positiven Reiz wieder

in der Lage auf weitere Konzentrationsverdnderungen zu reagieren.

Die Signaltransduktionskaskade der bakteriellen Chemotaxis ist bisher weit besser
untersucht als die der Phototaxis in Archaebakterien. In der bakteriellen Chemotaxis
erfolgt die Adaptation durch die Methylierung und Demethylierung von Glutamatresten am
Chemorezeptor. Eine Verdnderung des Methylierungslevels des stimulierten Rezeptors
hebt den Effekt der Ligandenbindung auf und versetzt den Flagellenmotor in seine
Ausgangsposition. Ein positiver Reiz (Zugabe eines positiven Stimulus oder Wegnahme
eines negativen Stimulus) verursacht eine Zunahme der Methylierung, wihrend ein
negativer Reiz eine Abnahme der Methylierung verursacht. Die Verdnderung des
Methylierungslevels der Chemorezeptoren von E. coli durch eine Stimulation, konnte in
SDS-Gelelektrophoresen nachgewiesen werden. Das Migrationsverhalten der Proteine
wird durch den Methylierungslevel beeinflusst (Boyd und Simon, 1980; Hazelbauer und
Engstrom, 1989). Eine konservierte Sequenz (NWETF) konnte fiir die Aktivierung der
Methylesterase CheB und der Methyltransferase CheR (Wu et al., 1996) auf molekularer
Ebene nachgewiesen werden. Mutanten denen dieses Pentapeptid fehlt zeigen eine
ineffiziente Deamidierung/Methylierung/Demethylierung (Barnakov et al., 1999). Die
Aktivierung der Methyltransferase erfolgt hierbei durch eine hoch affine Bindungsstelle,
die die Konzentration von CheR in der Ndhe der Methylierungsstellen erhoht und somit
eine Zunahme der Methylierung bewirkt (Wu et al., 1996). Im Gegensatz dazu konnte ein
vollig andere Mechanismus fiir CheB festgestellt werden und zwar der einer allosterischen

Verstirkung (Barnakov et al., 1999). Das archaebakterielle System zeigt viele
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Gemeinsamkeiten im Vergleich zum eubakteriellen System. Die im eubakteriellen System
gefundene Konsensussequenz der Methylierungsstellen (A/S;X;XE;E;X;A/T/S;A;A/T/S)
wurde auch in den archaebakteriellen Transducern gefunden. Fiir das sensorische
Rhodopsin Il aus Halobakterium salinarum konnte nach Stimulation mit Licht der
Wellenldnge 500 nm (negativer Reiz) eine abnehmende Methylierung nachgewiesen
werden, wihrend bei Wegnahme des Lichtes (positiver Reiz) eine zunehmende
Methylierung festgestellt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte eine Stimulation von SRI kein
nachweisbaren Unterschied im Methylierungslevel des Transducers Htrl (Perazzona und
Spudich, 1999). Weiterhin stellten die Autoren fest, das eine Mutation in den
Methylierungssequenzen trotzdem zu einer Adaptation in Bezug auf Licht fiihrte. Somit ist
eine grundsitzliche Gemeinsamkeit in der Reaktion auf positive und negative Stimulanzien

gegeben, der Mechanismus der Adaptation scheint allerdings zu variieren.

Fiir den Asparaginsdure-Rezeptor aus E. coli konnten Chervitz und Falke ein Modell
erstellen, bei dem eine Kolbenhub-Bewegung des zytoplasmatischen Teiles fiir die
Aktivierung der Histidinkinase CheA verantwortlich ist (Chervitz und Falke, 1996). Die
Bindung von Asparaginsidure bewirkt eine Verschiebung der zweiten Transmembranhelix
in Richtung Zytoplasma. Das die Aktivitit der Histidinkinase durch strukturelle
Anderungen im wechselwirkenden Bereich beeinflusst wird, lisst auch ein von Kim und
Mitarbeitern postuliertes Modell am Serinrezeptor TSR vermuten. Hier wird vermutet, dass
strukturelle Unterschiede in einem Lockstoff-gebundenen und einem Schreckstoft-
gebundenen Rezeptor bestehen. Letzterer ist unflexibel, bzw. fester und vermutlich kann
die Histidinkinase hier besser binden. Bindet ein Lockstoff, lockert sich die Struktur des
Rezeptor und die Histidinkinase wird entweder inaktiv oder diffundiert ab (Kim et al.,
2002).

MCP-Molekiile sind nicht liber die gesamte Membran verteilt, sondern in Gruppen
(Cluster) angeordnet an den Polen zu finden (Maddock und Shapiro, 1993; Ames et al.,
2002; Kim et al., 2002). In diesen Clustern sitzen auch CheA und CheW, was vermuten
lasst, dass die Rezeptoren in einem zweidimensionalen Gitter angeordnet sind, das iiber
CheA und CheW zusammengehalten wird. Levit und Mitarbeiter konnten am Tsr-Rezeptor
zeigen, dass die Proteine in Komplexen von 6 Tsr : 4 CheW : 1 CheA angeordnet sind
(Levit et al, 2002). Ohne die Bindung eines funktionellen Rezeptors ist die
Autophosphorylierungsaktivitit von CheA zu gering um die Schlagumkehr des
Flagellenmotors zu bewirken (Ames et al., 2002). Trotz einiger Sequenzanalysen
(LeMoual und Koshland, Jr., 1996) und weiteren Strukturstudien (Butler und Falke, 1998)
konnte der dem transmembranen Bereich folgende, sogenannte Linker-Bereich funktionell

bislang nicht ndher beschrieben werden.
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Im Fall der archaebakteriellen Phototaxis stellte sich ebenfalls die Frage wie das Signal des
Rezeptors iiber den Transducer in das Zytoplasma weitergeleitet wird. Durch zahlreiche
biochemische und biophysikalische Untersuchungen konnten starke Wechselwirkungen
der Photorezeptoren mit ihren Transducern nachgewiesen werden. So konnten fiir das SRI
wesentliche Merkmale des Photozyklus durch die Bindung von Htrl beeinflusst werden
(Spudich & Spudich, 1993). Weiterhin konnte dem Transducer HsHtrlI ein Einfluss auf die
Kinetik des Photozyklus des HsSRII zugewiesen werden (Sasaki und Spudich, 1998).
Besonders bemerkenswert ist die Inhibierung der rudimentdren Protonentranslokation des
SRI durch das Htrl (Bogomolni et al., 1994; Spudich, 1994), die auch fiir das NpSRII
nachgewiesen werden konnte (Schmies, 2000; Sudo et al., 2001b). Abb. 2.1-10 zeigt die
Protonentranslokation, die durch Voltage-Clamp-Messungen am Xenopus-System

gemessen wurde:

Abb. 2.1-10: Photostrom-Messungen der Rezeptors NpSRII (es handelt sich hier um die
Mutante pSRII-F86D, mit der diese Messungen durchgefiihrt wurden) und des Rezeptor/
Transducer-Komplexes (Schmies, 2000). Durch den gebundenen Transducer wird ein fiir
den Rezeptor gemessener transienter Photostrom (siehe oben rechts) inhibiert (siehe unten
rechts).

Hier wurde die intrinsische Protonenpumpaktivitit des Rezeptors NpSRII durch die
Bindung des kompletten Transducers NpHtrll inhibiert. Dabei fiihrten auch verkiirzte
Fragmente, auf die in der Diskussion ndher eingegangen wird, zu einer Inhibierung dieser
Aktivitdt (Schmies, 2000).
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Eine Verkiirzung des Htrl in der zytoplasmatischen Doméne reicht aus um die
photochemischen Eigenschaften des SRI in gleichem Malle wie durch den kompletten
Transducer zu verdndern (Perazzona et al., 1996). Dieser Sequenzbereich beinhaltet einen
hydrophilen Abschnitt von etwa 90 Aminosduren, der fiir die Modulation der
phototaktischen Reaktion von entscheidender Bedeutung ist (Jung und Spudich, 1996).
Durch die photochemische und photophysiologische Untersuchung chimérer Htr-Molekiile
im Komplex mit Sensor-Rhodopsinen konnte die Spezifitit der Wechselwirkung den
transmembranen Bereichen der Transducer zugeordnet werden (Zhang et al., 1999).
Gerade im Hinblick auf den transmembranen Signaltransfer der MCP’s liegt es nahe zu
vermuten, dass die Lichtrezeptoren eine Konformationsédnderung in den transmembranen
Helizes der Phototransducer induzieren. ESR-Daten, die eine Auswértsbewegung der Helix
F des Rezeptors von N. pharaonis zeigen, bestitigen das. Weiterhin konnte ein
Strukturmodell erstellt werden, das eine wahrscheinliche Anordnung der transmembranen
Helizes, analog zu den Dimeren bakterieller Chemorezeptoren postuliert (Wegener, 2000).
Neuere ESR-Daten zeigen, dass die Ausklapp-Bewegung der Helix F synchron mit einer
Schraubenbewegung der TM 2 einhergeht (Klare, 2002), was vermuten ldsst, dass die
Ausklapp-Bewegung die Schraubenbewegung induziert. Struktur-Daten des NpSRII/
NpHtrll-Komplexes zeigen, dass zahlreiche Interkalationen zwischen hydrophoben
Seitenketten einer reinen Kolbenhub-Bewegung, wie sie fiir die Chemorezeptoren
postuliert wird, widersprechen (Gordeliy et al., 2002).

In Bezug zur Chemotaxis wurde fiir die archaebakterielle Phototaxis von Klare eine
Hypothese fiir den Mechanismus der Signalweiterleitung aufgestellt, bei der die durch das
Ausklappen der Helix F induzierte Schraubenbewegung der TM 2 in der nachgeschalteten
Linker-Doméne amplifiziert und so moduliert wird, dass die Dynamik des nachfolgenden
Vier-Helix-Biindels herabgesetzt wird und somit die Phosphorylierungsaktivitdt von CheA
erhoht wird (Klare, 2002). Trotz der vorhandenen Kiristallstruktur konnten bisher keine
Strukturangaben zum zytoplasmatischen Bereich des archaebakteriellen Transducers
gemacht werden. Somit ist weiterhin unklar in welchem Bereich Rezeptor und die
zytoplasmatische Domidne des Transducers miteinander wechselwirken und wie die
Weiterleitung des Signals ins Zytoplasma erfolgt. Genauere Erkenntnisse auf diesem
Gebiet wiirden nicht nur das Verstehen des phototaktischen Systems, sondern auch
Riickschliisse auf die Chemotaxis in Bakterien, wenn nicht sogar in eukaryontischen Zwei-

Komponenten-Systemen, erlauben.
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Zielsetzung

Auf Grundlage der Ergebnisse der Photostrom-Messungen von Schmies und aufbauend auf
Ergebnissen von Wegener sollte in dieser Arbeit die Rezeptor-Bindungsdoméne des
Transducers (RBD-T) bestimmt werden. Dazu sollten neben dem bereits von Wegener
konstruierten Transducer NpHtrll;s; drei weitere verkiirzte Transducer-Varianten kloniert
und durch hetereologe Expression in E. coli zuginglich gemacht werden. AnschlieBend
sollte die Stabilitdt und Stochiometrie des Rezeptors im Komplex mit den verschiedenen
verkiirzten Transducer-Poteinen genauer charakterisiert werden. Durch Bindungsstudien
der vier verkiirzten Transducer-Proteine und dem Rezeptor sollte die Rezeptor-
Bindungsdoméne des Transducers bestimmt werden. Mit Hilfe von Blau-Nativer-
Gelelektrophorese (BN-PAGE) und Isothermer-Titrations-Kalorimetrie (ITC) sollte nicht
nur der Bindungszustand der verkiirzten Transducer an den Rezeptor, sondern auch die

Einfliisse der lonenkonzentration und des pH-Wertes auf die Bindung analysiert werden.

Dartiber hinaus sollten Fusionsproteine aus dem archaebakteriellen Transducer und dem
eubakteriellen Aspartatrezeptor kloniert werden, die in einem Komplex mit dem
Photorezeptor NpSRII Phototaxis in E. coli vermitteln. Die klonierten Fusionsproteine
sollten dazu exprimiert, aufgereinigt und anschlieBend analysiert werden, um sie danach in
einem entsprechenden E. coli (RP437) Stamm auf Funktionalitit zu untersuchen. Somit
stiinde ein Modellsystem nicht nur fiir die bakterielle Chemotaxis, sondern auch fiir die
Phototaxis zur Verfiigung, das als Grundlage fiir zukiinftige Mutationsstudien zu sehen

ware.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 40%
Agarose, niedrig schmelzend
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin, Kanamycin
Tetracyclin,Chloramphenicol
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue G-250 + R-250
DEAE Sepharose CL-6B
Desoxynukleotide
Didesoxynukleotide
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

EDTA (Tritriplex III)

Essigsdure

Ethidiumbromid

Filterpapier

Glycerin

Harnstoff

Hefeextrakt

Imidazol

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Ni-NTA-Sephadex-Superflow,
Pepton 140, Trypton

Phenol

Polyethylenglykol 8000 (PEG)
PVDF-Membran

Radioaktiv markierte Aminoséuren
Rontgenfilme

Szintillationslosung ,,ready Protein*
N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trihydroxymethylaminomethan (TRIS)

Trichloressigsdure

Roth
Sigma
Sigma
Serva
Serva
Serva
Pharmacia
Baker

Serva

Amersham Pharmacia

Boehringer
Boehringer
Serva
Gerbu
Gerbu
Roth

Serva
Whatman
Gerbu
Baker
Difco
Merck
ICN
Quiagen
Merck
Roth
Sigma
Bio-Rad
ICN
Kodak
Beckmann
Merck
Gibco-BRL

Serva
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2.2 Enzyme

DNase I Roche

Kalberdarm-Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase) New England Biolabs

RNaseA Boehringer

T4 DNA-Ligase Gibco-BRL

T4 DNA-Polymerase New England Biolabs

T7 Polymerase New England Biolabs

Restriktionsendonukleasen Boehringer, New England
Biolabs, Pharmacia, MBI
Fermentas

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte ausschlieBlich mit dem Expand High Fidelity
PCR-System von Boehringer (Mannheim).

2.3 Instrumentation

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen wurde durch Elektroporation mittels eines
GenePulsers der Firma BioRad (Miinchen) in Elektroporationskiivetten (2mm) der Firma
Invitrogen (Leek) durchgefiihrt.

Sedimentationen erfolgten 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 in den Rotoren Ti-70 und Ti-45.

Zellaufschliisse wurden mit einem Microfluidizer M-110S der Firma Microfluidics Corp.
(Newton) durchgefiihrt.

Polymerase-Kettenreaktionen wurden in den Thermocyclern PCR-Express und PCR-Sprint
der Firma Hybaid (Heidelberg) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Sequenzierungsgerit 373 von Applied Biosystems
oder von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.

UV/VIS-Spektren wurden mit den Spektrometern Lambda 9 von Perkin-Elmer sowie DU-
650 von Beckmann aufgenommen.

Polyacrylamid-Elektrophoresen erfolgten mit den Mini-PROTEAN II-System der Firma

Biorad.
Phototaxismessungen wurden mit dem Mikroskop Orthoplan der Firma Leitz durchgefiihrt.
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2.4 Bakterienstimme und Plasmide

Bakterienstimme

E.coli DH5aF’ F’, (280dlacZDM15)D(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAI
hsdR17ry my" supE44 I gyrA96 thi- relAl” (Gibco BRL, Gaithersburg,
USA)

E.coli XL-1I Blue F’::Tn 10 proA™B" lacl’ A(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96(Nal') thi
hsdR17 (ri my") supE44 relAl lac (Bullock et al., 1987)

E.coli BL21(DE3)  F ompT [lon] hsdSg (rg” my) A(DE3) (Studier und Moffatt, 1986)
E.coli RP437 Wildtyp fiir Chemotaxis
thr(Am)-1 leuB6 tonA31 lacY] tsx-78 sup0 eda50 his-4 rfbDI1 mgl-51
rpsL136 xyl-5 mtl-1 metF(Am)159 thi-1 ara-14 (Scharf et al., 1998a)

Natronobakterium
pharaonis SP1/28  HR™, sR-II'Y, Car™ (Bivin und Stoeckenius, 1986)

Anzucht der Stimme

Die Anzucht der E. coli Stimme DH5aF’, XL-I Blue und BL21(DE3) erfolgte in LB-
Medium (10 g Pepton (140)-Hydrolysat, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g NaCl ad 1000 ml, pH 7,4)
oder 2 TY-Medium (16 g Pepton (140)-Hydrolysat, 10 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl ad 1000
ml, pH 7,4) in 5 ml Reagenzgldsern oder 25-5000 ml Erlenmeyer-Kolben mit Schikane
(Volumenverhéltnis Kultur : Kolben = 1:3 — 1:4) bei 37°C und 150 Upm in einem
Schiittler der Firma New Brunswick (Niirtingen). Zur Selektion auf eine plasmidkodierte
Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach dem Autoklavieren, soweit nicht anders
angegeben, das Antibiotikum Kanamycin (Gerbo) mit einer Konzentration von 50 pg/ml
zugesetzt. Die Zellteilung wurde durch Triibungsmessung bei 578 nm (1 ODs7gym = 2 % 10®
Zellen/ml) verfolgt. Die Anzucht groBerer Mengen E. coli Zellen erfolgte in den
Fermentern Biostat B (10 Liter) bzw. Biostat C (30 Liter) der Firma Braun Biotech GmbH
(Melsungen). Fiir eine NpSRII-Expression wurde dem Medium wihrend der Expression

10 uM all-trans-Retinal aus ethanolischer Stammlosung zugegeben.

Die Anzucht des E.coli Stammes RP437 erfolgte in Trypton Medium (10g Trypton, 5g
Hefe-Extrakt ad 1000 ml, pH 7,4) in 5 ml Reagenzgldsern oder 25-100 ml Erlenmeyer-
Kolben mit oder ohne Schikane (Volumenverhiltnis Kultur : Kolben = 1:3 — 1:4) bei 30°C
und 130 Upm. Die Antibiotika wurden wie oben beschrieben zugegeben, entweder
Ampicillin (100 pg/ml, Gerbo) und Tetracyclin (25 pg/ml, Gerbo) oder Ampicillin (100
png/ml, Gerbo) und Chloramphenicol (30 pg/ml, Gerbo). Die Bestimmung der OD erfolgte
wie oben beschrieben.
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Natronobakterium pharaonis wurde in einem Schiittler der Firma Braun Biotech GmbH in
25-100 ml Erlenmeyer-Kolben ohne Schikane (Volumenverhiltnis Kultur : Kolben = 1:3 —
1:4) bei 40°C, 100 Upm und unter orangefarbenem Licht in synthetischem

Minimalmedium (siche Tabelle 2.4-1) herangezogen.

Tabelle 2.4-1: Synthetisches Minimalmedium zur Anzucht von Natronobakterium pharaonis

Substanz Endkonzentration Substanz Endkonzentration
NaCl 3,4M L-Glutaminsédure Na-Salz 24 mM
Na,CO; 175mM L-Alanin 0,4 mM
MgSO,4 x 7TH,0 4 mM L-Asparaginséure 0,4 mM
KCL 27 mM L-Isoleucin 0,4 mM
Trinatriumcitrat 10 mM L-Prolin 0,4 mM
Natriumacetat 100 mM L-Serin 0,4 mM
NaH, PO, 2 mM L-Threonin 0,4 mM
Na,HPO, 2 mM L-Tyrosin 0,4 mM
FeSO4x 7 H,O 5uM L-Valin 0,4 mM
CaCl, x 2 H,O 3uM L-Arginin 0,4 mM
ZnS04x 7 H,O 3uM Glycin 0,8 mM
MnCl; x 4 H,O 4 uM L-Methionin 0,4 mM
CuSO,; x 5 H,O 4 uM Thiamin 15 uM
L-Cystein 2,9 mM Folsdure 15 uM
L- Leucin 3,8 mM Biotin 2 uM

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem entsprechenden Medium 1,5% Agar vor dem
Autoklavieren zugesetzt. Zur Selektion von hoch motilen Bakterien wurden sogenannte

Schwarmplatten mit Softagar (0,3% Agar im Medium) angesetzt.

Ausgangsplasmide

pET27b(+) Novagen

pET27bmod (Klostermeier et al., 1998)

pTrc99A Pharmacia

pACYC184 New England Biolabs

pET27bmod-npsoplI-His Von A. Wegener (MPI-Dortmund) zur Verfiigung gestellt

pET27bmod-nphtrll,;s;-His Von A. Wegener (MPI-Dortmund) zur Verfligung gestellt
pET27bmod-nphtrll;4-His Von A. Wegener (MPI-Dortmund) zur Verfiigung gestellt
pDV4 (Scharf et al., 1998Db)
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Im Rahmen dieser Arbeit
konstruierte Plasmide

pET27bmod-SH-ANpSRII-His

pET27bmod-SH-NpHtrll,(;-His

pET27bmod-SH-NpHtrllg,-His

pSM_NpSRII

pSM_CT pTrcNpSRII a

pSM_CT pTrcNpSRIIL b

pET27bmod-SH-Fus 123 254

pET27bmod-SH-Fus 102 233

Beschreibung

pET27bmod-npsoplI-His Ncol/EcoRI geschnitten. Das
5347bp Fragment wurde zur Konstruktion der zwei
folgenden Plasmide genutzt.

C-terminale Verkiirzung des NpHtrll. In einem PCR-
Ansatz wurde das 306bp Fragment gewonnen und durch
eingefiihrte Schnittstellen Ncol/EcoRI in den Vektor
pET27bmod-SH-AnpSRII-His kloniert.
Aminosduresequenz:

MALNV SRMG''NSHHHHHHH

C-terminale Verkiirzung des NpHtrIl. In einem PCR-
Ansatz wurde das 246bp Fragment gewonnen und durch
eingefiihrte Schnittstellen Ncol/EcoRI in den Vektor
pET27bmod-SH-AnpSRII-His kloniert.
Aminosduresequenz:

MALNV AATL®NSHHHHHHH

Das 750bp Ncol/Hindlll-Fragment des Vektors
pET27bmod-npsopll-His wurde in den Ncol/Hindlll
geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert.

Das 3,3Kb Tatl-Fragment des Vektors pSM_NpSRII
wurde in den Tatl-geschnittenen Vektor pACYC184
kloniert, Orientierung a.

Das 3,3Kb 7atl-Fragment des Vektors pSM_NpSRII
wurde in den Tatl-geschnittenen Vektor pACYC184
kloniert, Orientierung b.

C-terminale Fusion von NpHtrlI-AS1-123 mit MCP2-
AS254-553. In zwei parallelen PCR-Ansétzen wurde das
497bp grofle NpHtrll-Fragment von pET27bmod-
nphtrll157-His und das 897bp gro3e MCP2-Fragment von
pDV4 gewonnen. Die Fragmente wurden durch eine dritte
PCR fusioniert und in den Vektor pET27bmod kloniert.

C-terminale Fusion von NpHtrlI-AS1-102 mit MCP2-
AS233-553. In zwei parallelen PCR-Ansdtzen wurde das
434bp grofle NpHtrll-Fragment von pET27bmod-
nphtrll157-His und das 960bp gro3e MCP2-Fragment von
pDV4 gewonnen. Die Fragmente wurden durch eine dritte
PCR fusioniert und in den Vektor pET27bmod kloniert.
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pET27bmod-SH-Fus_116 247 C-terminale Fusion von NpHtrlI-AS1-116 mit MCP2-
AS247-553. In zwei parallelen PCR-Ansdtzen wurde das
476bp grofle NpHtrll-Fragment von pET27bmod-
nphtrll157-His und das 918bp grole MCP2-Fragment von
pDV4 gewonnen. Die Fragmente wurden durch eine dritte
PCR fusioniert und durch eingefiihrte Schnittstellen
Ncol/HindII in den Vektor pET27bmod kloniert.

pSM_Fus Htr[IMCP2 102 233  Das 1,4Kb Ncol/Hindlll-Fragment des Vektors
pET27bmod-Fus 102 233 wurde in den Ncol/Hindl1l
geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert.

pSM_Fus HtrlIMCP2 116 247  Das 1,4Kb Ncol/Hindlll-Fragment des Vektors
pET27bmod-Fus 116 247 wurde in den Ncol/HindIll
geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert.

pSM_Fus HtrIIMCP2 123 254  Das 1,4Kb Ncol/Hindlll-Fragment des Vektors

pET27bmod-Fus_123 254 wurde in den Ncol/Hindlll
geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert.

2.5 Synthetische Oligonukleotide

Alle im Folgenden aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Géttingen)
bezogen.

Oligo Sequenz (5°— 3°) Verwendung
T;-prom primer TAATACGACTCACTATA  gontrolle der durch PCR amplifizierten
GGG .
Fragmente durch Sequenzierung
T;-term primer GCTAGTTATTGCTCAGC  Kontrolle der durch PCR amplifizierten
GG Fragmente durch Sequenzierung

PrimAS60NpHtrll TACAGGAGGCGGCAGT Kontrolle der durch PCR amplifizierten

AT Fusionsfragmente durch Sequenzierung

5-NcHtrll ACACCCCATGGCGCTGA  Konstruktion aller verkiirzten Transducer
ACG

tTr101Ec CGAGGTCGGAATTCCCC  Konstruktion des verkiirzten Transducers
ATCCGCG NpHtrlI,(,His

tTr82Ec CGGTGTCAGAATTCAGC  Konstruktion des verkiirzten Transducers
GTGGCAG NpHitrllg,His

HtrtarStopHindIllr ~AGTAAAAGCTTATCAAA  Zur Amplifikation alle MCP2-Konstrukte
ATGTTTCCCA und anschlieBender Fusion mit den
jeweiligen NpHtrlI-Konstrukten
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MCP2-247-f-neu GCTTGAGACCCGTCGCG  Zur Amplifikation des MCP2,47,-Fragments

AGGACGAAATGGGCGA und anschlieBender C-terminaler Fusion
CCTGGCGCAGAGCGTTT von NthrIL e mit MCP2,47

HtrlI-116-r-neu AAACGCTCTGCGCCAG Zur Amplifikation des NpHtrll; ¢-
GTCGCCCATTTCGTCCTCG
Fragments und anschlie8ender C-
CGACGGGTCTCAAGC terminaler Fusion von NpHtrll; ;¢ mit
MCP2247
SHmcpll233f CCTCGCGGATGGGCGA Zur Amplifikation des MCP2,33-Fragments

CGGTAACCTGGCAATA CC  ynd anschlieBender C-terminaler Fusion
von NpHtrlI;o, mit MCP2,33

SHhtrII102r GGTATTCGCCAGGTTAC Zur Amplifikation des NpHtrll;,-
CGTCGCCCATCCGCGAGG  Fragments und anschlieBender C-
terminaler Fusion von NpHtrll,,mit
MCP2,3;3

SHhtrIl123r GCGTTGCATATGTGAAA  Zur Amplifikation des NpHtrll,3-
CGGCCGCATAGAGGTCG  Fragments und anschlieBender C-
terminaler Fusion von NpHtrll;,; mit

MCP2254
SHmcpll254f CGACTATGCGGCCGTT Zur Amplifikation des MCP2***-Fragments
TCACATATGCA ACG und anschlieender C-terminaler Fusion

von NpHtrII'*® mit MCP2%*

2.6 Antikorper

Anti-NpHtrll Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen
gegen die Aminoséduren 77-149 des Transducers NpHtrll
(Wegener, 2000)

Anti-Kaninchen IgG Sekundir-Antikorper aus Ziege gekoppelt mit Peroxidase
POD-Konjugat gegen Kaninchen (Boehringer)

2.7 GroBenstandards

Der verwendete Protein-Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) setzte sich aus den
Proteinen Phosphorylase b (97 kDa) Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa)
Carboanhydrase (30 kDa) Trypsininhibitor (20 kDa) und Lactalbumin (14,4 kDa)
zusammen. Wenn nach der Gelelektrophorese ein Western Blot durchgefiihrt werden
sollte, wurde ein Prestained Protein Marker der Firma New England Biolabs verwendet,
der sich aus den Proteinen MBP-B-galactosidase (175 kDa), MBP-paramyosin (83kDa),
Glutamic dehydrogenase (62kDa), Aldolase (47,5 kDa), Triosephosphatisomerase (32
kDa), B-Lactoglobulin A (25 kDa), Lysozyme (16,5 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa)

zusammensetzte. Der verwendete 1kb DNA-Standard stammte von der Firma Gibco-BRL.
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2.8 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders erwihnt, wurden molekulargenetische Methoden nach Sambrook et al.
(1989) und Ausubel (1987) angewendet.

2.8.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit einer Grofe von 0,2-20 kb wurden in 0,8-1,2%igen Agarosegelen
aufgetrennt. Als Gel- und Laufpuffer wurde IXxTAE-Puffer (40mM Tris, 40mM
Essigsdure, 2mM EDTA) oder 1x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borséure, 0,9 mM
EDTA, pH 8,9) verwendet (Sambrook et al., 1989). Die Nukleinsduren wurden durch
Zugabe von 0,6 ng/ml Ethidiumbromid zu der noch heiflen Agarose und durch Bestrahlung
mit UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht.

2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach alkalischer Lyse der E. coli Zellen nach
Birnboim und Doly (1979). Nach dem Resuspendieren in Losung I (s.u.) werden die
Bakterien mit Hilfe der Losung II (s.u.) lysiert. Durch den stark alkalischen pH-Wert
denaturiert die Bakterien-DNA und nach Neutralisation mit Losung III (s.u.) kommt es
dann selektiv nur zur Renaturierung kleiner DNA-Fragmente, wie z.B. Plasmiden. Die
chromosomale DNA fillt in Form eines unldslichen Aggregats aus und kann zusammen
mit den mit SDS beladenen Proteinen, die als Kaliumsalze ausfallen, abzentrifugiert
werden. Der aus der Zentrifugation gewonnene Uberstand enthilt die Plasmid-DNA sowie
rRNA und mRNA. Fiir die Priparation von Plasmid-DNA in kleinerem Maf3stab (Mini-
Priparation) wurde der gewonnene Uberstand nach Methode 2.8.6 mit Phenol/Chloroform
extrahiert und anschliefend in 30-50 ul RNA'se A haltigem TE-Puffer (10 mM Tris/HCI,
1 mM EDTA, pH 8,0, 20 pg/ml RNase A) aufgenommen.

Losung | Losung I1 Losung II1
25 mM Tris/HCI pH 7,9 200 mM NaOH 5 M KOAc
10 mM EDTA pH 7.9 1% SDS 11,5% HOAc
50 mM Glucose

Lysozym

Die Isolierung von Plasmid-DNA in groBerem Mafistab (100 ml oder 500 ml) erfolgte
durch Anwendung von Anionenaustauscher-Siulen der Firma Qiagen (Qia-Tip-20 und

Qia-Tip-100) nach Angaben des Herstellers. Abweichend von diesem Protokoll wird vor
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dem Auftrag des Lysates auf die Sdulen ein RNase A-Verdau (20 pg/ml, 1 h bei 37°C) mit
anschlieBender Zentrifugation (20 min, 10.000 x g) durchgefiihrt.

2.8.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel unter langwelligem UV-Licht
(366nm) ausgeschnitten und unter Verwendung des ,,Gel-Extraction-Kit*“ der Firma

Qiagen entsprechend dem Protokoll des Herstellers extrahiert.

2.8.4 DNA-Priparation von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit Hilfe des ,,PCR Purification Kit* der Firma Qiagen nach

Angaben des Herstellers gereinigt.

2.8.5 Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Die DNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bei 260nm in einem Biophotometer
der Firma Eppendorf bestimmt. Bei einer gereinigten DNA-Préparation sollte der Quotient
OD260nm/OD2sonm bei ca. 2,1 liegen. Eine ODygonm von 1 entspricht 50ug DNA pro ml.

2.8.6 Reinigung von DNA-Losungen mittels Phenol/Chloroform Extraktion

Zur Reinigung von DNA-haltigen Losungen wurde eine Phenol-/Chloroform-Extraktion
mit anschlieBender Ethanolfallung durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA-L&sung mit einem
Volumen Phenol und einem Volumen Chloroform versetzt. Nach Durchmischen der
Losungen und anschlieBender Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 g wurde die wissrige
Phase abgenommen und erneut mit Chloroform extrahiert. Darauf erfolgte die
Ethanolfdllung. Dazu wurde die wissrige Phase mit 1/20 Volumen 5 M NaCl und dem
zweieinhalbfachen Volumen Ethanol versetzt. Die abzentrifugierte DNA (10 min, 10000 g,

4°C) wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in H,O aufgenommen.

2.8.7 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit dem
»Expand High Fidelity PCR-System* (Boehringer Mannheim) durchgefiihrt. Jeder Ansatz
bestand aus 5-20 ng Matrizen-DNA, je 25 nmol der vier dNTP’s, je 30 pmol der
entsprechenden Oligonukleotide und 5 pl 10x Puffer.
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Alle Reaktionen wurden nach der ,,Hot-start“-Methode durchgefiihrt bei der den
Synthesezyklen eine Denaturierungsphase von 5 min vorgeschaltet war, bevor die
Amplifizierung durch Zugabe von 3 U der Polymerase gestartet wurde. Falls keine

gesonderten Angaben gemacht werden, wurden danach folgende PCR-Bedingungen

gewahlt:
Denaturierung: 15s bei 96°C
Hybridisierung: 30s bei Tyy-5°C
Elongation: 75s bei 72°C

Die fiir den Hybridisierungsschritt maBgebliche Schmelztemperatur (T,) der
Oligonukleotide berechnete sich nach Wallace et al. (1981). Tyeq beschreibt dabei die

Schmelztemperatur nach Berlicksichtigung der Fehlpaarungen:

T, =4°C-Z(nG +nc)+2°C-Z(nA +n,)

n
_ o Fehlpaarungen
TmRed _Tm_Ll’S C- J

n Gesamt

In der Regel wurden 15-25 dieser Zyklen durchlaufen. AbschlieBend erfolgte ein weiterer
Schritt von 2 min bei 72°C um die Elongation aller amplifizierten DNA-Fragmente zu
gewdhrleisten. Im Anschluss wurden die Reaktionsprodukte im Agarosegel liberpriift. Bei
Bedarf erfolgte eine Priparation der Produkte entweder mittels Isolierung aus dem
Agarosegel (in Abschnitt 2.8.3 beschrieben), oder durch direkte Behandlung des
Reaktionsansatzes mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ der Firma QIAGEN (nach
Anleitung des Herstellers).

2.8.8 Fusion von DNA-Fragmenten

Fiir eine Fusion von Genen oder DNA-Fragmenten wurden zunéchst zwei getrennte PCR-
Reaktionen durchgefiihrt. Beide PCR-Produkte enthielten ca. 15 bp lange Uberhiinge, die
zu den jeweiligen Uberhiingen der Fusionspartner homolog waren. Die PCR-Produkte
wurden gereinigt (vgl. Abschnitt 2.8.4) und in einer weiteren PCR-Reaktion als DNA-
Vorlage eingesetzt. Die jeweiligen PCR-Bedingungen sind fiir den Einzelfall im
Ergebnisteil angegeben. Im Anschluss wurden die Reaktionsprodukte im Agarosegel

iiberpriift.
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2.8.9 Restriktion von DNA

Sequenzspezifische Spaltungen der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden unter den
vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen mit 2-5 U Enzym pro pg Plasmid-
DNA durchgefiihrt.

2.8.10 Modifikation von Plasmid-DNA durch T4-DNA-Polymerase

Um DNA-Fragmente miteinander ligieren zu konnen, die keine komplementéren Enden
besalen, wurden diese mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase zu stumpfen Enden modifiziert.
Die 5°’—3’ DNA-Polymeraseaktivitit der T4 DNA-Polymerase fiillt in Anwesenheit von
Mg”" iiberhingende 5°-Enden zu glatten Enden auf. Mit Hilfe der 3°>5° Exonuklease-
aktivitdt konnen tiberhdngende 3’-Enden abgebaut werden.

Die Reaktion erfolgte direkt im Restriktionsansatz in Anwesenheit von 400 nM dNTP’s
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 1 Einheit T4 DNA-Polymerase pro pmol 3’- bzw.
5’- Enden, fiir 30 min bei 37°C. Zur Entfernung der dNTP’s wurde der Ansatz auf ein
Agarosegel aufgetragen und die DNA extrahiert (2.8.3).

2.8.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Wurde fiir die Klonierung geschnittene Vektor-DNA eingesetzt, die kompatible Enden
enthielt, die bei der Ligation rezirkularisieren konnten, wurde zur Entfernung der
5’-Phosphatgruppe die DNA mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm behandelt. Die
Reaktion erfolgte direkt im Restriktionsansatz unter Zugabe von 1/10 Volumen 10 x Puffer
und einer Einheit Phosphatase pro pmol 5’-Enden. Die Reaktion wurde nach einstiindiger
Inkubation bei 37 °C durch Zugabe von 1/10 Volumen 100 mM EDTA, und Inkubation bei
65 °C fiir 5 min gestoppt. Zur Reinigung schloss sich eine Phenol-/Chloroform-Extraktion

mit Ethanolfillung an.

10 x alkalischer-Phosphatase-Puffer: 100 mM Tris-HCI pH 9,0
100 mM NaCl
50 mM MgCl,
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2.8.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Ansatz aus Vektor-DNA, 3 fachem
molaren Uberschuss Fragment-DNA und 5U T4-Ligase bei einem Gesamtvolumen von
20ul in Ligasepuffer (50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, | mM DTT, 5 % (w/v)
PEG 8000, pH 7,6) . Der Ligationsansatz wurde flir 16 h bei 16°C (iiberstehende Enden)

oder bei Raumtemperatur (glatte Enden) inkubiert.

2.8.13 Herstellung kompetenter E.coli Zellen zur Elektroporation

1 1 LB-Medium wurde mit 10ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgoonm
von 0,5-0,8 bei 37°C geschiittelt. Die folgenden Schritte wurden bei 4°C mit vorgekiihlten
Gefidllen und Losungen durchgefiihrt, um eine maximale Transformationsrate zu erreichen.
Zur Sedimentation der Zellen wurde die gesamte Kultur zentrifugiert (GS3-Rotor, 7000
upm, 15 min, 4°C), und in 1L 5%iger Glycerinldsung (v/v) resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 500 ml 5%iger Glycerinldsung
resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in 20 ml 5%iger Glycerinlosung aufgenommen.
Nach Abschluss des letzten Zentrifugationschrittes (Labofuge 800 g, 15 min) wurden die
Zellen in 2 ml 10%igem (v/v) Glycerin resuspendiert, portioniert und sofort in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die so gewonnenen Portionen konnten bis zum Gebrauch bei
-80°C gelagert werden. Die Transformationsrate wurde durch Transformation von 0,1 ng

ungeschnittener Plasmid-DNA bestimmt und sollte gréBer als 10® Zellen/ug DNA sein.

2.8.14 Transformation von E.coli durch Elektroporation

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgte mittels Elektroporation mit
Plasmid-DNA nach der Methode von Shigekawa und Dower (1988). Dazu wurden 10 ng
Plasmid-DNA beziehungsweise 10 pl eines Ligationsansatzes (s.2.8.12) mit 10 ul H,O
verdiinnt, mit 70 pl einer 10 %igen Glycerinsuspension kompetenter Zellen (ODs7g = 100)
vermischt und in eine Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von 2 mm
gegeben. Die Transformation erfolgte mittels eines GenePulsers (BioRad, Miinchen) durch
einen Puls von 1,5 kV, 800 Q, 25 pF und einer Zeitkonstanten von 10 + 2 s. Die
transformierten Zellen werden in 1 ml 2TY-Medium aufgenommen, 1 h bei 37°C und 150
Upm geschiittelt und anschlieBend auf Antibiotikahaltigen 2TY- oder LB-Agar-Platten
ausplattiert.
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2.8.15 Glycerinkulturen zur Lagerung von Bakterienstimmen

Zur Lagerung von Bakterienstimmen wurde eine 2ml Bakterienkultur angeimpft und bis
zu einer ODs7g,m von 0,6 — 0,8 inkubiert. 700ul Bakterienkultur wurden dann zusammen
mit 300ul 80%igem, sterilem Glycerin in ein Dauerkulturgefdl gegeben, gemischt und bei
—80°C gelagert.

2.8.16 DNA-Sequenzierung

Fir die DNA-Sequenzierung wurde zundchst ein Cycle-Sequencing mit fluoreszens-
markierten Didesoxynukleotiden (Sanger ef al., 1977) durchgefiihrt. Dazu wurden in 20 pL
Reaktionsvolumen 6 pL Big-Dye-Terminatormix (Applied Biosystems, ABI), 0,5 pg
Plasmid-DNA, 10pmol Primer-Oligonukleotid sowie 2uL. DMSO gemischt. Fiir die PCR-
Reaktion wird der folgende Zyklus 25 mal durchlaufen:

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

Die Reaktionsprodukte wurden anschlieBend nach Verdiinnung ad 100 uL mit 500 mM
Kaliumactat pH = 4,6 durch Zugabe vom 2,5-fachen Volumen Ethanol gefillt und nach
einem Waschschritt (70 %iger Ethanol) an der Luft getrocknet. Durch die Koprézipitation
von Dextran-Blau wurde die Probenbehandlung vereinfacht. Die elektrophoretische
Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte an einem DNA-Sequencer Model 373 (ABI) oder
wurde von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt. Die Analyse der Sequenzierungs-
ergebnisse wird mit Programmen des GCG Sequence Analysis Software Package Version
9.0 durchgefiihrt.
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2.9 Proteinchemische Methoden

2.9.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Fiir Expressionsversuche wurden, falls nicht anders angegeben, Transformanden des
Stammes BL21(DE3) verwendet, da alle Expressionsplasmide unter der Kontrolle eines
T;-Promotors standen. Im allgemeinen wurde das Medium mit einer stationdren Kultur
inokuliert, so dass sich eine Zelldichte dquivalent zu ODs7g = 0,06 ergab. Nach Steigerung
der Zelldichte auf entsprechend ODs7g = 0,6-1,0 wurde die Expression durch Zugabe von
1 mM IPTG induziert. Im Falle der NpSRII-Expression und seiner Mutanten wurden
zeitgleich ad 10 pM all-trans-Retinal aus ethanolischer Stammlosung (x1000) zugegeben.
Die Zellernte erfolgte 2,5 h nach Induktion durch 15 miniitige Zentrifugation bei 5000xg
und 4°C.

Die Zellsedimente (2-3 g/L Kultur) wurden mit 1/50 Kulturvolumen Zellwaschpuffer
(150 mM NaCl, 25mM Natriumphosphat pH=8, 2mM EDTA) gewaschen. Die
Zellpellets konnten in dieser Form bei —80°C gelagert, oder in 1/100 Kulturvolumen

resuspendiert und direkt weiterverarbeitet werden.

2.9.2 Zellaufschluf3 und Praparation der Proteine

Die in Waschpuffer resuspendierten E. coli Zellen wurden mit Hilfe eines Microfluidizers
(Microfluidics, Newton, Ma., USA) mechanisch aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde
anschlieBend bei 100.000xg zentrifugiert (Ultrazentrifuge der Firma Beckmann, TI70-
Rotor, 45.000Upm). Der Uberstand enthielt alle zytoplasmatischen und periplasmatischen
Komponenten, im Sediment wurden die Membrankomponenten angereichert. Um die
erhaltenen Membranen zu solubilisieren, wurde das Sediment in 1/100 Kulturvolumen
Puffer Amem (s.u.) homogenisiert und iiber Nacht bei 4°C langsam geriihrt (NpSRII /
Mutanten unter Lichtausschluss). Die ungeldsten Bestandteile wurden durch erneute
Zentrifugation bei 100.000xg abgetrennt. Der Uberstand enthielt die solubilisierten
Membranproteine.

Daraufthin wurde das Solubilisat im Gravitationsfluss auf eine zuvor in Puffer Bpem
(s.u.) dquilibrierte Séule aus Nickel-NTA-Agarose (Typ Superflow, Qiagen) aufgetragen.
Fiir eine vollstindige Bindung des solubilisierten NpSRII-His waren dabei 1-2 mL der
Chromatographie-Matrix je Liter Kulturvolumen ausreichend. Die Abtrennung von
unspezifisch an die Nickel-Affinitdtsmatrix gebundenen Verunreinigungen erfolgte durch
einen Waschschritt mit 5-10 Sdulenvolumina Puffer Cyem (s.u.) woran sich die Elution

mittels Puffer Dyem (s.u.) anschloss.
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Zur Abtrennung des Imidazols wurde darauthin eine DEAE-Chromatographie
durchgefiihrt, bei der durch Verdiinnen mit Puffer E,,n, die Salzkonzentration unter 30 mM
gesenkt und das verdiinnte Eluat auf eine mit etwa 3 Sédulenvolumina Puffer E.nm
aquilibrierte DEAE-Sepharose-Saule aufgetragen wurde. AnschlieBend wird mit 5 — 7
Sdulenvolumina Puffer Fyem NpSRII bzw. Fpem NpHtrll gewaschen und schlieBlich das
Protein mit Puffer Gpen eluiert. Durch diese Vorgehensweise konnten die Proteine in
relativ hoher Konzentration von bis zu 3mg/ml bei niedrigem DDM-Gehalt von 0,1%

erhalten werden.

Puffer:
Apem 300 mM NacCl, 50 mM Natriumphosphat pH = 8, 2% DDM
Bem wie Amem, aber 0,05% DDM
Crem wie Bpem + 40 mM Imidazol
Dimem wi€ Bpem + 200 mM Imidazol
Emem 10 mM Tris pH = 8, 0,05% DDM
Fiem NpSRIT 100 mM NaCl,10 mM Tris pH = 8§, 0,1% DDM

1

mem NpHtrIl 30 mM NaCl, 10 mM Tris pH = 8§, 0,1% DDM
mem 500 mM NacCl, 10 mM Tris pH = 8, 0,1% DDM

Q

2.9.3 Isolierung polarer Lipide aus H. salinarum

Das angewendete Protokoll orientiert sich an einer Vorschrift von Kates et al. (1982).
Dabei wurde statt ganzer Zellen nur die aufgereinigte Purpurmembran verwendet. Die
Purpurmembranen (Bakteriorhodopsingehalt = 300-350 mg) wurden in 200 ml 4 M NacCl
resuspendiert. Nach Zugabe von 500 ml Methanol und 250 ml Chloroform wurde iiber
Nacht unter Stickstoffatmosphére und unter Lichtausschluss bei RT geriihrt. Die
Suspension wurde 15 min bei 3.800 x g in Metallréhrchen zentrifugiert. Die gelben
Uberstinde wurden gesammelt (unter Stickstoffatmosphire und unter Lichtausschluss).
Die Pellets wurden nochmals mit o.g. Methode extrahiert und die Suspension erneut
zentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde wurden iiber ein 2 h in Methanol/Chloroform =
1:1 eingeweichtes Filterpapier (Whatman No. 1) abfiltriert. Es wurden 500 ml H,O und
500 ml Chloroform zugegeben und geschiittelt. Die Phasentrennung erfolgte im Dunkeln
tiber Nacht. Die Chloroformphase wurde abgetrennt und unter Lichtausschluss am
Rotationsverdampfer bei 30°C bis zur Trockne eingedampft. Danach wurde der Riickstand
in 12 ml Chloroform aufgenommen und diese Losung 30 min bei 24.000 x g bei 0°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingedampft und der erhaltene Riickstand wurde in 45 ml Aceton bei 0°C im
Ultraschallbad resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml einer methanolischen Lésung von 10
% MgCl, wurde bei 1000 x g (0°C) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das



Material und Methoden 33

Sediment mehrfach mit 10 ml Aceton extrahiert, bis der Uberstand farblos blieb. Der im
Olpumpenvakuum getrocknete Riickstand wurde dann gewogen und in einer
Konzentration von etwa 40 mg/ml Methanol/Chloroform = 1:1 gelost. Diese Losung wurde
durch eine feine Kaniile in einen 20-fachen Volumeniiberschuss wéssriger Losung von 50
mM Natriumphosphat, pH 8,0, unter Argon und Lichtausschluss eingespritzt. Die
Suspension wurde im Ultraschallbad homogenisiert und im Anschluss lyophilisiert. Das
Lyophilisat wurde mit dem urspriinglichen Volumen Wasser versetzt, worauf sich spontan

eine stabile Suspension ausbildete, die aliquotiert bei -80°C gelagert werden konnte.

2.9.4 Durchflussmessungen der induzierten (H3)-Methanolpr0duktion

Die (H’)-Methanolproduktion wurde in einem Durchflussexperiment nach Kehry et al.
(1984) mit einigen Anderungen bestimmt. Dazu wurden E.coli RP437-Zellen bei 30 °C
und 130 upm bis zu einer ODs7g,, = 0,6-0,7 inkubiert. 10 ml Zellsuspension wurde
zentrifugiert und in Puffer A gewaschen. Das Pellet wurde in 1,5 ml Puffer B resuspendiert
und nach Zugabe von 120uCi (H?)-Methionin 40 Minuten bei 30°C im Wasserbad
geschiittelt. Anschliefend wurden die Zellen zentrifugiert und in 1 ml Puffer C (enthilt
nicht markiertes Met) aufgenommen. Die so behandelten Zellen wurden {iber eine Pumpe
auf einen, mit Puffer A gespiilten, Filter (0,2 um, Firma Gelman) aufgetragen. Die
Flussrate wurde auf 0,5 ml pro Minute festgelegt. Nach achtminiitigem Waschen des
Filters mit Puffer C wurden 0,5 ml Fraktionen in 1,5 ml Reaktionsgefiflen in einem
Fraktionssammler der Firma BioRad gesammelt. Nach 12, 28 und 42 Minuten wurde der
Puffer C jeweils fiir 8§ Minuten durch Puffer D ersetzt (fiir die Kontrollen) oder statt Puffer
D wurde zusitzlich mit Licht der Wellenldnge 500 nm bestrahlt (fiir die Chiméiren und N.
pharaonis). Die einzelnen Reaktionsgefdle wurden in ein Scintillationsgefdss mit 4 ml
Scintillationsfliissigkeit gestellt und {iber Nacht bei 35°C schiittelnd inkubiert. Am
nichsten Morgen wurde die Radioaktivitit gemessen und graphisch gegen die Zeit

dargestellt.

Puffer A: 10mM Tris/HCI pH 7,4

Puffer B: 10mM Tris/HCI pH 7,4, 50mM Na-Succinat

Puffer C : 10mM Tris/HCI pH 7,4, 50mM Na-Succinat, 100uM Met.

Puffer D : 10mM Tris/HCI pH 7,4, 50mM Na-Succinat, 100uM Met., 20uM Ser.
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2.10 Analytische Methoden

2.10.1 Denaturierende Protein-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch eine diskontinuierliche Gelelektrophorese in SDS-Polyacrylamid-
Gelen nach der Methode von Schigger und von Jagow (1987) analysiert. Hierbei findet
nach Anlegen einer Spannung eine Fokussierung der Proteine im Sammelgel statt, die
eigentliche Trennung der Proteine entsprechend ihrem apparenten Molekulargewicht
erfolgt innerhalb des Trenngels. Die Elektrophorese erfolgte in Minigelkammern der Firma
BioRad (Mini-PROTEAN 1II Cell). Zur Darstellung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 20 kDa bis 100 kDa wurden 4%ige Sammelgele und 12 %ige
Trenngele verwendet. Zur Groflenabschidtzung der Proteinbanden wurde zusétzlich ein
Molekulargewichtsstandard mit auf das Gel aufgetragen. Die zu analysierenden
Proteinlosungen wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 2 x SDS-Probenpuffer
versetzt, auf ein Aufkochen wurde speziell bei Membranproteinen verzichtet, um
unspezifische Aggregationen zu vermeiden. Im Falle der Expressionskontrollen behandelte
man die Mischungen aus Zellsuspension mit Probenpuffer vor dem Auftrag mit
Ultraschall, um die genomische DNA zu scheren. Nach Auftrennung der Proteine wurde
das Gel im Anschlul mit Coomassie-Blue angefdarbt und anschlieBend entférbt, bis die

Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

2 x SDS-Probenpuffer Coomassie-Firbelosung Entfirbelosung
120 mM Tris/HCI pH 8,0 10% Essigsédure 10% Essigsdure
8,5% SDS 50% Methanol 5% Methanol
35% Glycerin 0,1% Coomassie R250

410 mM Monothioglycerol
0,05% Bromphenolblau

2.10.2 Blaue Native Gelelektrophorese

Die Blaue-Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) wurde nach Vorschrift
von Schédgger und von Jagow (1991) durchgefiihrt. Zur Auftrennung der Proteine wurde
ein diskontinuierliches System mit 4% Acrylamid im Sammelgel und einem 10%-
20%igem Gradientengel verwendet. Vor dem Beladen des Gels wurde der solubilisierte
Rezeptor NpSRII und sein Transducer NpHtrll fiir 1 Stunde in einem 500 pl Ansatz bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden 60 pl entnommen, mit 3fach
Probenpuffer (4,5ml Glycerin 99%, 0,31g BisTris pH7 ad 10ml H,O) versetzt und auf das
Gel aufgetragen. Als Elektrophoreseapparatur wurde das Hoefer SE-400 System der Firma
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Pharmacia verwendet. Die eingestellten Elektrophoresebedingungen lagen im Sammelgel
bei 150V, 25mA und max. 20W. Nach ca. 2 Stunden und 15 Minuten war die Farbfront in
das Trenngel eingewandert und die Bedingungen konnten auf 500V, 15mA und 20W
gestellt werden. Der Lauf im Trenngel dauerte Erfahrungsgemdll etwa 6-7 Stunden.
Ausgewiéhlte Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, kleingeschnitten, fiir 15
Minuten bei 40°C in SDS-Puffer inkubiert und in einer anschlieBenden SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (siehe 2.10.1) weiter analysiert.

Kathodenpuffer Anodenpuffer Gelpuffer

50 mM Tricin 50 mM Bis-Tris / HC1 150 mM Bis-Tris / HC1

15 mM Bis-Tris pH 7,0 1,5 M e-Aminocapronsdure
pH 7,0 pH 7,0

0,02% Serva Blue G

2.10.3 Aminosiureanalyse

Zur genaueren Bestimmung der Proteinkonzentration der NpHtrll-Proteine und zur
Uberpriifung der in Abschnitt 2.10.4 beschriebenen Methode wurden Aminosiureanalysen
durchgefiihrt. Dazu wurden vier Proben in Doppelbestimmung mit nach Methode 2.10.4
berechneten Proteinkonzentrationen vorbereitet und in entsprechenden Rohrchen
eingeengt. Die Proben wurden in der AG Prof. Dr. H. E. Meyer, Ruhr-Universitidt Bochum

gemessen und ausgewertet.

2.10.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen wurden aufgrund der jeweiligen Proteineigenschaften nach
unterschiedlichen Methoden ermittelt. Im Falle des NpSRII diente dazu die maximale
Absorption des Retinal-Chromophors bei 498 nm mit einem Extinktionskoeffizienten von
€ =40000 cm-L/mol. Die Proteinkonzentration wurde dabei mit Hilfe des Lambert-

Beerschen-Gesetzes ermittelt:

E=¢-¢c-d

nach Einrechnung der molaren Masse ergibt sich folgende Gleichung:

E/e-d-M= CNpSRII (mg/ml)
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E = gemessene Extinktion

€ = Extinktionskoeffizient in L/mol - cm
d = Dicke der Kiivette
M

= molare Masse des Proteins

Der Vergleich zur Absorption der aromatischen Aminosduren bei 280 nm erlaubte eine
Beurteilung der Reinheit, da bei einem empirischen Wert von Ajsp/A49s = 1,3 von einem
Gehalt > 95% ausgegangen werden konnte.

Aufgrund des geringen Vorkommens aromatischer Aminosduren in NpHtrlII( &2 = 3000
cm-L/mol) und des stérenden Einflusses des Detergenz auf Farbassays (Bradford) wurde
hier die Konzentration spektroskopisch iliber die Absorption der Peptidbindung bei 205 nm
(Scopes, 1974) ermittelt. Dabei entspricht eine Absorption von OD = 31 einer
Proteinkonzentration von 1 mg/mL.

Als weitere Moglichkeit konnte die Bestimmung der Protein-Konzentration auch nach der
Methode von Ehresmann ef al. (1973) iiber die Absorption bei 228,5 nm und 234,5 nm

nach folgender Formel bestimmt werden:

Azzs,s - A234,5

C NpHrIT (mg/ml) = 314

2.10.5 Immunologische Nachweise nach Western Transfer

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nach dem Semi-dry Verfahren mit
dem Puffersystem von Schigger und von Jagow (1987) auf Nitrocellulose-Membran
elektrotransferiert. Der Blot wurde anschlieBend in einer 5 %igen Losung von
Trockenmilch in TBS-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0 (HCI)) ii.N. bei 4°C
gelagert, um freie Bindungsstellen der Membran abzusittigen. Die Reaktion mit dem
primdren Antikorper (NpHtrlI-Antikorper aus Kaninchen) erfolgte durch Inkubation des
Blots in 5 ml der Antikorperverdiinnung 1 : 5000 in TBS unter leichtem Schwenken in
einem Plastikbeutel bei RT fiir 1 h. Nach zwei Waschschritten a 30 min in 100 ml TBS-
Puffer + Tween (TBS + 0,05% Tween (TBS-T)) wurde der sekundire Antikorper (Ziege-
Anti-Kaninchen-Antikorper IgG [H+L] konjugiert mit Peroxidase; Johnson Immuno-
chemicals) in einer Verdiinnung von 1 : 2000 zugegeben. Nach 1 h folgten wieder zwei
Waschschritte in TBS-T. Die Detektion erfolgte nach Betrdufeln des Blots mit 1,5 - 3 ml
Chemoluminiszenz-Substrat (Boehringer), je nach GréBe des Blots, durch Auflegen von
Rontgenfilmen. Die Expositionsdauer wurde abgeschitzt, so dass am Ort des grofiten

Signals eine vollstandige Schwérzung erreicht wurde.
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2.10.6 Massenspektrometrie

electrospray ionisation (ESI)

Die ESI-Massenspektren wurden an einem LCQ Elektrospray Massenspektrometer der
Firma Finnigan MAT (Bremen) aufgenommen, das mit einer selbstgebauten (H. Prinz,
MPI-Dortmund) nano-Spray Vorrichtung ausgeriistet ist. Fiir Membranproteine wurde die
Probenvorbereitung analog zu Hufnagel et al. (1996) durchgefiihrt. Als Abwandlung 16st
man das prézipitierte Polypeptid in einer Mischung aus CHCl;:MeOH: TFE:H,O:HCOOH
100:75:50:35:4 (v/v). Die Proteine wurden durch Gelfiltration iiber Sephadex G25
(Pharmacia) von storenden Salzen befreit. Die Messbereiche lagen in Abhdngigkeit von
der Probenart zwischen 300 und 2000 amu. Die Messungen erfolgten mit einer
Genauigkeit von 100 ppm entsprechend 3 amu bei einem Protein mit 30 kDa. Aus den im
Spektrum detektierten Signalen fiir mehrfach geladene Molekiilspezies berechneten sich
unter Verwendung der Finnigan Dekonvolutions Software die mittleren molaren Massen

der vorhandenen Proteine.

matrix-assisted-laser-desorption-ionization (MALDI)

Die MALDI-Massenspektren wurden mit einem MALDI Massensprektrometer Voyager
System 6141 von Applied Biosystems gemessen. Die Probenvorbereitung erfolgte analog
zu der fiir die ESI-Massenspektren beschriebenen Methode. AnschlieBend wurden die

Proben wie in Cadene und Chait (2000) beschrieben weiterbehandelt und gemessen.



Material und Methoden 38

2.11 Biophysikalische Methoden

2.11.1 Isotherme-Titrations-Kalorimetrie

Die Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC) wurde an einem OMEGA Titrations
Kalorimeter der Firma MicroCal (USA) durchgefiihrt. Dieses ist aus einer Thermostat-,
einer Steuerungs- und einer Injektionseinheit aufgebaut. Wie in der abgebildeten
Zeichnung von Wiseman et al. (1989) skizziert ist, besteht ein ITC Gerédt aus zwei
identischen Kammern, einer Messkammer und einer Referenzkammer. Die Kammern sind
durch ein stark wiarmeleitendes Material (Hasteloy oder Gold) miteinander verbunden und

durch einen adiabatischen Mantel, der durch ein zirkulierendes Wasserbad gekiihlt wird,

Spritzenstempal— i Spritze mit langer Nadel vor Wairmeaustausch geschiitzt. Durch

einen thermosensitiven Stromkreis werden
Kupplung . .
fiir Antrieb Temperaturdifferenzen ~ zwischen  den

Halterung beiden Kammern und zwischen Kammern

fur den Rihrer . . .
~~Teflontremmel und Mantel detektiert. Heizelemente, die
sich an beiden Kammern und dem

umschlieBenden Mantel befinden gewéhr-

leisten  identische = Temperaturen im
zur Vakuumpumpe

/l/

v Kihlkreislauf . . .

Referanzkammer |~ Experimentes wird auf die Referenz-
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Heizleistung von etwa einem Milliwatt

Zugangsrdhren

gesamten System. Mess- und Referenz-
Kammer lassen sich iiber lange und enge
Zugangsrohren mit Langnadel-Spritzen
vollstédndig befiillen. Wéhrend eines ITC-

adiabatisches /- L

Schild v

/]

/

\

Meltkammer
iibertragen. Die dadurch entstehende

Temperaturdifferenz zur Messkammer wird durch einen Feedback-Heizstrom kompensiert.
Dieser Heizstrom reprédsentiert die Basislinie. Die Titration erfolgt schrittweise durch
Injektion einer konzentrierten Proteinldsung A iiber eine 250ul Langnadel-Spritze in die
Messkammer, die mit 1,4ml Proteinlosung B vollstindig befiillt ist. Der Spritzenstempel
wird dazu durch einen hochprézisen Schrittmotor herabbewegt. Die Anzahl und Grof3e der
einzelnen Zugaben legt man zuvor als Parameter fest. In den durchgefiihrten Messungen
wurde ein Injektionsvolumen von 10ul verwendet, so dass 25 Injektionen mdglich waren.
Die Zugabe erfolgte innerhalb von je 10 Sekunden in Intervallen von 300 Sekunden. Das
Reaktionsvolumen wurde durch Rotation des gesamten Spritzeneinsatzes iiber Riihrblétter,
die an der Nadelspitze angebracht sind, gemischt. Aufgrund der gleichmédBigen

Riihrgeschwindigkeit wird die Basislinie der Heizleistung nicht beeintrachtigt. Direktes
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Messsignal ist somit die zeitabhdngige Heizleistung, die ndtig ist um die Messkammer
wieder auf die gleiche Temperatur wie die Referenzkammer zu bringen. Endotherme
Reaktionen werden somit als Zunahme, exotherme als Abnahme des Messsignals
aufgezeichnet. Die hier verwendeten Proteinlosungen des NpSRII und NpHtrIl wurden als
Konzentrate in einem Eppendorf-Reaktionsgefall iiber Nacht gegen einen entgasten Puffer
mit 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH =8 0,05% DDM (v/v = 1/2000) dialysiert. Die Spritze
und die Messkammer wurden vor dem Befiillen mit Dialysepuffer gespiilt. Das Befiillen
musste moglichst frei von Luftblasen erfolgen und die Proben durften keine Staubpartikel
enthalten, da diese gegen die Kammerwénde schlagen und die Basislinie beeintriachtigen.
Die Titration ist nach dem thermischen Aquilibrieren vollstindig automatisiert. Die

erhaltenen Daten wurden {iber die mitgelieferte Software Origin-ITC ausgewertet.

2.11.2 Mikroskopische Untersuchungen zur Phototaxis

Die Untersuchungen zur Phototaxis wurden mit der in Stoeckenius et al. (1988)
beschriebenen Apparatur durchgefiihrt, eine selbst entwickelte mikroskopische Methode
im Dunkelfeld, bei der die unterschiedliche Zelldichte in einem Spot der mit
photochemisch aktivem Licht bestrahlt wird gemessen wird. Der Kondensor ist ein
Spezialkondensor, dessen Appertur so grof3 ist, dass die direkt aus ihm kommenden
Lichtstrahlen am Objektiv vorbeigehen. Nur wenn ein Préparat in den Strahlengang
gebracht wird, gelangt das von ihm gebeugte Licht in das Objektiv und trdgt zur Abbildung
bei. Die Strukturen erscheinen leuchtend vor dunklem Hintergrund. Ein angeschlossener
Photomultipler verstarkt das Lichtsignal, d.h. er nimmt das Licht, das durch die Bakterien
abgestrahlt wird, auf und verstidrkt es zu einem messbaren Signal (in mV). Die Daten
wurden {iber einen angeschlossenen Schreiber in einen PC geleitet und mit einer
institutseigenen Software Lab32 aufgenommen und anschliefend mit der Software Origin
6.0 ausgewertet. Dabei entsprechen die erhaltenen Werte in mV prozentual der Zellzahl,
die mit 0-1 konstant gehalten wurde, um die einzelnen Messungen vergleichbar zu machen.
Dabei steht 1 fiir den Anteil der Zellen, die sich zu Beginn der Messung im Spot befinden
und 0 wiirde bedeuten, dass sich keine Zelle mehr darin befindet. Als positive Kontrolle
wurden Kulturen von Natronobakterium pharaonis verwendet, die bis zum Ende der
logarithmischen Phase inkubiert wurden. Als negative Kontrolle wurden Kulturen von
RP437-Wildtyp verwendet, die innerhalb ihrer logarithmischen Phase durch IPTG
induziert wurden. Fiir eine Messung wurde ein Objekttriger mit doppelseitigem Klebeband
im Abstand von 1,5 cm bestlickt. Darauf wurde ein Deckglas platziert und in den
entstehenden Freiraum 20 pl Bakterienkultur pipettiert. Um die Sauerstoffzufuhr wihrend
der Messung zu gewéhrleisten, wurde zwischen Objekttrager und Deckglas immer eine
kleine Luftblase gelassen. Im Mikroskop wurden die Zellen, wenn nicht anders angegeben,

fiir 5 Minuten mit Licht > 750 nm bestrahlt, um eine gleichbleibende Basislinie zu
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erhalten. Darauthin wurden sie zusitzlich mit blau-griinem Licht der Wellenldnge 500 nm

bestrahlt, das nach weiteren 5 Minuten wieder ausgestellt wurde.

In Abb. 2.11-1 ist das Schema und der Lichtweg der Phototaxis-Apparatur nach
Stoeckenius et al. (1988) abgebildet. Als photochemisch wirksame Lichtquelle wird eine
150 W XBO-Lampe genutzt, die durch einen Monochromator geregelt wird. Das Licht
wird von dem Monochromator iiber einen Lichtleiter in das Mikroskop geleitet und ersetzt
dort die Standardlichtquelle. Die Blende wird so eingestellt, dass ein Bereich von 170 pum
im Durchmesser in der Mitte des zu beobachtenden Objektes gleichmiBig mit Licht der
XBO-Lampe bestrahlt werden kann. Dieser Spot kann nun gleichzeitig von oben mit
photochemisch wirksamen Licht und von unten durch den Dunkelfeldkondensor durch die
Lichtquelle L, bestrahlt werden. Auf die Lichtquelle L, wird ein Schott RG 780 Filter
platziert, der nur Licht der Wellenldnge > 750 nm durchldsst. Das Mikroskop wurde so
eingestellt, dass nur das gemessene Licht im Spot zum Photomultiplier gelangt, nicht aber
das Umgebungslicht. Die Intensitit des gemessenen Lichtes ist proportional zur Anzahl der
Zellen im Spot. Der Photomultiplierstrom ist daher in der Lage, wechselnde Anzahlen an

Zellen im Spot zu delektieren.

g JA

Abb. 2.11-1: Schema der Phototaxis-Apparatur nach Stoeckenius et al. (1988), L: photochemisch
wirksame Lichtquelle (150W XBO-Lampe), M: Monochromator. L,: gemessene Lichtquelle, L3:
Hintergrundlicht, F1: UV-Filter, F2: Infrarot-Filter, F3: Interferenz-Filter fiir Hintergrundlicht, PM:
Photomultiplier.
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2.11.3 Sequenzanalyse und Erstellung von Plasmidkarten

Die Analyse der Primérstruktur des NpHtrll erfolgte mit {iber das Internet frei
zuginglichen Algorithmen (http://pbil.ibcp.fr/), dabei wurden insbesondere fiir die
Auswahl der NpHtrll/MCP2-Fusionen die Sequenzanalysen von Wegener (2000) zu
Grunde gelegt.

Die Erstellung von Plasmidkarten erfolgte mit dem Programm CloneManager 6.0,
Sequenzierungen wurden mit Hilfe des Chromas-Programm gedffnet und in das GCG-
Format umgewandelt. Die Analyse von Sequenzierungsergebnissen, die Primerauswahl
und Sequenzvergleiche wurden mit den Programmen des GCG Sequence Analysis

Software Package Version 9.0 durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Bindung des Transducerproteins NpHtrlI
(kurz: Transducer) an den photophoben Rezeptor NpSRII (kurz: Rezeptor) des
Archaebakteriums N. pharaonis untersucht werden. Zur genaueren Charakterisierung der
Rezeptor-Bindungsdoméne des Transducers sollten neben dem bereits vorhandenen
Transducer NpHtrll;s; drei weitere verkiirzte Transducer-Varianten hergestellt werden, die
den Aminosduren 1-114, 1-101 und 1-82 des Transducers entsprechen. Diese vier
Varianten und der Rezeptor sollten heterolog in E. coli exprimiert werden und durch
chromatographische Methoden aufgereinigt werden. Anhand von BN-Plage-Experimenten
und ITC-Messungen sollte die Bindung der Membranproteine in Detergenz sowohl
proteinchemisch als auch auf thermodynamischer Ebene charakterisiert werden.

Aufbauend auf den gewonnenen Erkenntnissen sollte im zweiten Teil der Arbeit ein
phototaktisch sensibler E. coli Stamm entwickelt werden. Dazu sollten E. coli Zellen
konstruiert werden, die funktionell ein Fusionsprotein aus dem archaebakteriellen
Transducer und dem eubakteriellen Chemotaxisrezeptor MCP2 iiberexprimiert. Mit diesem
Stamm soll ein ecubakterielles Modellsystem fiir die transmembrane Signaltransduktion

der archaebakteriellen Phototaxis zur Verfiigung stehen.

3.1 Untersuchungen zur Expression von NpHtrII-Varianten

3.1.1 Experimentelle Grundlagen zur Expression und Reinigung der Proteine

Um die Synthese eines Proteins in groleren Mengen zu gewéhrleisten gibt es verschiedene
kommerziell erhdltliche Expressionsvektoren. Jeder Vektor ist den besonderen
experimentellen Bediirfnissen angepasst. Zur Expression der im folgenden beschriebenen
Proteine wurde das von Studier und Moffatt (1986) entwickelte pET-System genutzt (siche
Abb. 3.1-1). Der Expressionsvektor besitzt die {iblichen Vektorelemente. ori als
Replikationsursprung, eine Ribosomen-Bindestelle und eine Antibiotikaresistenz, in
diesem Fall gegen Kanamycin. Zusitzlich enthilt er noch ein lacl-Gen, sowie einen
T7-Promotor unter der Kontrolle des /ac-Operators. Daran schlief3t 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 Hindlll oder Ncol und EcoRI-Schnittstellen versehen und Ncol/HindlIIl oder
Ncol/EcoRI geschnitten in den entsprechend gleich geschnittetenen 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,
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miissen spezielle E.coli Stimme verwendet werden, da der T;-Promotor nur durch die

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

orj
3
~
pET27bmod
&
f4-ori
===
T7-Transkription/
Expressionsregion
Balll I7-Promotor lac-Operator
AGATCTCGATCCCGCGARAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGUGGATARCAARTTCCCC
Xbal 1bs Neol BamHI
TCTAGAAMTAATTTTGTTTARCT T TAAGARAGGAGATATACCAT GGATATCGGAAT TAATTCGGATCC
EcoRI Sacl Sall  HindIIl Notl Xhol Nhy
GARTTCGAGC TCCGTCGACAAGC T TGCGGCCGCACTCGAGATCARACGGGCTAGCCAGCCAGARCTC
HSV-Tag Hi

GCCCCGGERAAGRCCCCGAGGATGT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCT GCTAACARARG
T7-Terminator

CCCGARAGGARGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCECTGAGCAATAACTAGCATARCCCCTTGGGGCCTE

TARACGGGTCTTGAGGGETTTTTTG

Abb. 3.1-1: 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 konnen die T;-Promotor bzw.
T;-Terminator Primer hybridisieren.

Der in dieser Arbeit verwendete E.coli Stamm BL21(DE3) trdgt 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 anschlieBende Proteinaufreinigung vereinfacht werden. In dieser Arbeit
wurde den Proteinen C-terminal ein Oligopeptid aus sieben Histidin-Resten (His-Tags)
angehdngt. Proteine mit His-Tags binden Nickel-Salze und konnen durch Affinitédtssdulen
mit nickelspezifischen Chelatbildnern, wie z.B. Nitrilotriessigsdure (NTA), von den
restlichen Proteinen des Bakterienextraktes getrennt werden. Die Bindung von Proteinen
mit His-Tags an die Ni-NTA-Matrix ist mit einem Kp-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 Primdrsequenz tragen. Diese
konnen jedoch durch geringere Imidazolkonzentrationen von 30-40 mM verdringt werden.
Eine Erhohung der Imidazolkonzentration auf etwa 200 mM fiihrt schlieBlich zur

Ablosung der Proteine mit His-Tag. Eine Lagerung der Proteine in Imidazolpuffer fiihrte
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nach kurzer Zeit zur Proteinaggregation. Daher wurde nach der Affinititschromatographie
eine lonenaustausch-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 Verdringung und Elution
des Proteins durch eine steigende Salzkonzentration (NaCl) in dem Elutionspuffer. Das

Protein-Eluat konnte nun bei —80°C gelagert werden.

3.1.2 Klonierung von verkiirzten NpHtrII-Varianten mit C-term. Affinititstag

Die heterologe Expression archaebakterieller Pigmente wie NpSRII, pHR, BR oder SRI
(Hohenfeld et al., 1999; Schmies et al., 2000), ist bereits erfolgreich mit dem T;-Promotor
kontrollierten pET-System in E.coli durchgefiihrt worden. Fiir die Transducer-Variante
NpHtrll;s; wurde das System bereits von Wegener (2000) angewendet. Um den genauen
Bereich im Transducer (NpHtrll) zu bestimmen, der fiir die Bindung an den Rezeptor
(NpSRII) verantwortlich ist, sollte der Transducer auf 114, 101 und 82 Aminosiuren
verkiirzt werden und mit diesen Fragmenten und dem Rezeptor jeweils Bindungsstudien
durchgefiihrt werden. Neben dem bereits vorhandenen Transducer NpHtrll;s; (Wegener,
2000) sollte das beschriebene pET-System auch fiir die verkiirzten Transducer NpHtrIl; 4,
NpHtrllo;, NpHtrlls, genutzt werden. Dazu wurden DNA-Sequenzen codierend fiir die
Varianten NpHtrll 4, NpHtrll;p; und NpHtrllg; durch Polymerase-Kettenreaktion
amplifiziert. Als Matrize diente in allen Féllen der Vektor pET27bmod-nphtrll,s;-His
(Wegener, 2000). Als Vorwirtsprimer wurde der T;-prom Primer, der dem Promotor-
Bereich im Vektor entspricht, verwendet. Durch die ausgewdhlten Riickwértsprimer,
tTr82Ec fir pET27bmod-nphtrlls,-His, tTr114Ec fiir pET27bmod-nphtrll;4-His und
tTr101Ec fiir pET27bmod-nphtrll;o;-His, wurde eine EcoRI Schnittstelle eingefiigt. Eine
Ncol Schnittstelle war bereits durch die vorherigen Klonierungen von Wegener vorhanden.
Somit konnte nach der Restriktion der PCR-Fragmente mit Ncol und EcoRI und
anschlieBender Aufreinigung eine Ligation mit dem Ncol/EcoRI geschnittenen Vektor
pET27bmod-SH-AnpsoplI-His durchgefiihrt werden. Die Ligation erzeugte eine C-
terminale Fusion mit einem His-Tag, so dass eine spétere Affinititsaufreinigung
durchgefiihrt werden konnte. Durch diese Klonierungsstrategie wurde die Aminosiure
Serin an Position 2 in der N. pharaonis-Proteinsequenz in ein Alanin umgewandelt, so dass

sich fiir die in dieser Arbeit verwendeten Transducerproteine die folgenden Sequenzen

ergeben:
NpHtrll;s;:  MALNV EINT"”’NSHHHHHHH
NpHtrll;;;:  MALNV TRRE'*"NSHHHHHHH
NpHtrll;p;:  MALNV SRMG'*'"NSHHHHHHH

NpHtrllg;:  MALNV AATL* NSHHHHHHH
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Die konstruierten Plasmide wurden nach der Ligation mit einer Transformationseffizienz
von 2 x 10° Zellen pro pg DNA in E. coli XLI Zellen transformiert und diese auf
kanamycinhaltigen Agar-Platten ausgestrichen. Positive Klone wurden durch DNA-Mini-
Priaparation mit anschlieBender Restriktion ausgewidhlt und nach der unter 2.8.2
beschriebenen Methode isoliert. Um eventuell aufgetretene Fehler bei der PCR-
Amplifikation auszuschlieBen, wurden alle ausgewihlten Fragmente sequenziert. Die
Abbildung Abb. 3.1-2 zeigt am Beispiel von pET27bmod-SH-nphtrll;;-His und
pET27bmod-SH-nphtrlls,-His die Plasmidkarten der vier konstruierten Transducer-

Varianten.

indlll 33

Lo ECORUSEI6 pgininy 33 ——
el Novl 39 ol 5333

1 ' Pynl 1206
dpal 4299 . PSH-NpHtrII101-His smat 1331 pSH-NpHtrlI82-His X Smal 1331

5636 bps

5580 bps
y 13 Bs s Y 5
BesHIL 4095 Clal 1513 BerHILAD Clal 1513

e | 4002
Hpal 4002 fipel

Sapl 2527 Sap1 2527
Bsr 11071 2636 Bst 11071 2636

Abb. 3.1-2: Plasmidkarten der Vektoren pET27bmod-SH-npHtrll,¢;-His und pET27bmod-SH-
npHtrllg,-His. Auf den Zusatz pET27bmod im Namen wurde zur besseren Ubersicht verzichtet.

3.1.3 Expression und Priparation der NpHtrII-Varianten und des NpSRII

Zur Expression wurden die erhaltenen Plasmide und pET27bmod-npsoplI-His (codierend
fir den Rezeptor NpSRII ohne Retinal (Opsin)) in den E.coli Stamm BL21(DE3)
transformiert und analog den wunter 2.9.1 und 2.9.2 beschricben Bedingungen
weiterverarbeitet. Der Chromophor des Rezeptors, das Retinal, wurde gesondert zum
Medium zugegeben. Wahrend der Expression wird das Opsin zusammen mit dem Retinal
als Rhodopsin in die Membran eingebaut. Als Expressions-Kontrollen wurden vor und
nach der Induktion mit IPTG 1 ml-Proben entnommen und in SDS-Probenpuffer lysiert.
Ein Beispiel fiir eine Auftrennung tliber eine SDS-PAGE ist in Abb. 3.1-3 in den Bahnen 1
und 2 (NpsRII) sowie 10 und 11 (NpHtrll;;4) dargestellt. Im Gesamtproteinlysat der

Zellen, die den Rezeptor NpSRII exprimieren, tritt nach Induktion der Zellen eine
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zusdtzliche Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 25-26 kDa auf (Bahn 2).
Im Fall des Transducers NpHtrll; 4 erscheint eine zusétzliche Bande mit einem apparenten
Molekulargewicht von 14-15 kDa (Bahn 11). Die Bahnen 3 und 4 zeigen jeweils das Eluat
der Nickel-Saule, wihrend die Bahnen 6-8 den Durchbruch der einzelnen Waschfraktionen
der NpSRII-Aufreinigung zeigen. Die  Expressionskontrollen der kleineren

Transducerfragmente (NpHtrll;o; und NpHtrllg,) zeigen vor und nach der Induktion keine

Verdnderung.
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
97 _— r ' 97
43 & 43
[a—
20 20
14 14 =%

Abb. 3.1-3: SDS-PAGE in Coomassie-Farbung von Expressionsanséitzen des Rezeptors und des
Transducers NpHtrll;4.

1: Expressionskontr. NpSRII vor der Induktion; 2: Expressionskontr. NpSRII nach der Induktion
3: NpSRII-Aufreinigung: Voreluat der Ni-Séule; 4: NpSRII-Aufreinigung: Eluat der DEAE-Sdule
5: LMW-Marker (Pharmacia); 6: NpSRII-Aufreinigung: Durchbruchfraktion der Ni-Saule

7: NpSRII-Aufreinigung: Waschfraktion 1 der Ni-Sdule; 8: NpSRII-Aufreinigung: Waschfrakt. 2
9: LMW-Marker (Pharmacia); 10: Expressionkontrolle NpHtrll, 4 vor der Induktion

11: Expressionkontrolle NpHtrIl; 4 nach der Induktion

In Abb. 3.1-4 sind die erhaltenen Banden der Protein-Eluate zusammengefasst und werden
im Folgenden ndher erldutert. Die Proteine konnten durch die beschriebene Préparation in
sehr hoher Reinheit und mit einer Ausbeute von 0,5-1 mg pro Liter Expressionskultur fiir
den Rezeptor, 2-3 mg pro Liter Expressionskultur fiir die Transducer NpHtrll;;4 und
NpHtrll;s7 und 0,5 mg pro Liter Expressionskultur fiir die Transducer NpHtrllg, und
NpHtrll; eluiert werden.

10 pl Eluat von NpHtrll;s;
10 pul Eluat von NpSRII
LMW-Marker (Pharmacia)

Abb. 3.1-4:
M 1 2 3 4 5 6 M
— 04 SDS-Gel in Coomassie-Farbung von
04 ) den Eluaten der gereinigten Proteine
43 fnis e 43 nach der DEAE-Chromatographie
- _ we 30 | M LMW-Marker (Pharmacia)
30 e — 1 10 ul Eluat von NpHtrll, 4
- - 20 2 10 pl Eluat von NpHtrll,;
20 3 10 ul Eluat von NpHtrllg,
14 e i I 10 ul Eluat von NpSRII
sopiog 5
6
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Das durch die distinkte Bande im Gel der Abb.3.1-4 (Bahn 4 und 6) angezeigte
Molekulargewicht des Rezeptors stimmt mit dem berechneten Wert von 26,6 kDa {iberein.
Die scheinbaren Molekulargewichte der Transducer, die jeweils angezeigt sind durch die
gefarbten Banden in den Bahnen 1, 2, 3 und 5 in Abb. 3.1-4, von 15 kDa (Bahn 1) fiir
NpHtrll; 4, 14 kDa (Bahn 2) fiir NpHtrll,o;, 12-13 kDa (Bahn 3) fiir NpHtrlIs, und 18 kDa
(Bahn 5) fiir NpHtrll;s; liegen etwas hoher als die berechneten Werte von 12,5 kDa, 11,1
kDa, 9,4 kDa und 17,2 kDa. Dieses Phdnomen ist allerdings fiir archaebakterielle
Transducerproteine bereits bekannt (Alam und Hazelbauer, 1991) und vermutlich ist der
Zusammenschluss aus Detergenz, Protein und SDS dafiir verantwortlich. Ein solch
anormales Migrationsverhalten wurde auch von Wegener (2000) fiir N-terminal verkiirzte
Transducer-Varianten festgestellt. Die genaue Analyse der Proteinmasse erfolgte durch
MALDI- und ESI-Massenspektrometrie, wobei eine genaue Massenbestimmung der
kiirzeren Transducerproteine nicht moglich war. Die Probenvorbereitung fiihrte zu einer
langsamen Aggregation der Proteine, was nach einiger Zeit durch die Eintriibung der
Losung festgestellt werden konnte. Fiir den Rezeptor und die beiden ldngeren Transducer-

Varianten sind die Massenspektren in der folgenden Abbildung gezeigt:
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Die Vorbereitung zur massenspektrometrischen Analyse erfolgte nach Hufnagel et al.
(1996), wobei die Proben zuvor durch eine Extraktion und Fillung mit organischen
Losungsmitteln iiber eine kurze Sephadex-G25-Sdule entsalzt wurden. Als optimaler
Probenpuffer wurde eine Mischung aus CHCI; : MeOH : TFE : H,O : HCOOH mit
100 : 75 :50: 35 : 4 (v/v) bei einer Konzentration von etwa 20 uM Protein verwendet. Die
berechnete Masse von 17202 Da fiir den Transducer NpHtrll;s7 stimmt sehr genau mit dem
Ergebnis der ESI-Messung iiberein. Fiir den kiirzeren Transducer NpHtrll;;4 weicht der
gemessene Wert von dem erwarteten Wert von 12532 Da ab, zeigt aber in jeder Messung
den exakten Wert von 12546 Da. Verantwortlich dafiir konnte die Anlagerung einer
Methylgruppe sein, wodurch der Unterschied von 14 Da erklédrt werden konnte. Allerdings
gibt es dafiir keine genaue biochemische Erkldarung. Der massenspektrometrisch bestimmte
Wert des Rezeptors von 26641 Da stimmt im Rahmen der Fehlergrenze mit dem
berechneten Wert von 26646 Da iiberein.

Protein Experimentelle Theoretische Ausbeute
Masse (Da) Masse (Da) (mg/L Kultur)
NpSRII 26641 26646 0,5-1
NpHtrll;s; 17201 17202 2-3
NpHtrll; 4 12546 12532 2-3
NpHtrll;py - 11004 0,5
NpHtrllg, - 9257 0,5

Tabelle 3.1-1: Ubersicht iiber die berechneten und ermittelten molekularen Massen der Proteine
und deren erhaltene Ausbeuten in einer Proteinaufreinigung.

Die erhaltenen Proteine, der Rezeptor NpSRII und die verkiirzten Transducer-Varianten
NpHtrll;s;, NpHtrll;4, NpHtrll;p; und NpHtrllg,, konnten nach der beschriebenen
Praparation fiir mehrere Wochen bei —80°C gelagert und fiir die im Folgenden

beschriebenen Experimente herangezogen werden.
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3.2 BN-PAGE zur Untersuchung des Membrankomplexes in vitro

Proteingemische werden routinemafig mit SDS-PAGE analysiert. Hierbei werden jedoch
die Proteine denaturiert und dadurch die Proteinkomplexe in ihre Bestandteile zerlegt. Fiir
die Auftrennung von Proteinen unter nativen Bedingungen, d. h. ohne die Proteinkomplexe
zu zerstoren, gibt es verschiedene Methoden. Die in dieser Arbeit verwendete BN-PAGE
liefert zum einen die hochste Auflosung und zum anderen ist sie fiir (fast) alle Proteine,
auch Membranproteine, anwendbar. In der BN-PAGE wird das denaturierende Detergenz
SDS durch Coomassie Blau ersetzt. Coomassie Blau ist wie SDS negativ geladen und
bindet an Proteine, die dann bei physiologischem pH-Wert unabhingig von ihrem
isoelektrischen Punkt zur Anode wandern. Die Proteine/Proteinkomplexe behalten ihre
native Struktur, weil Coomassie Blau nicht als Detergenz wirkt, und bilden auch keine

Aggregate, weil sie sich durch das negativ geladene Coomassie Blau gegenseitig abstoBen.

3.2.1 Analyse der NpSRII/NpHtrII- Komplexbildung

Zur Untersuchung der Komplexbildung wurden der Rezeptor und der Transducer in den
molaren Verhiltnissen NpSRII/NpHtrll von 1:10, 1:5, 1:2, 1:1, 2:1, 5:1 und 10:1 gemischt
und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteine wurden dabei entweder so
gemischt, dass die Gesamtproteinkonzentration des Komplexes mit 50 pumol/l konstant
gehalten wurde (d.h. im Verhiltnis 1:1 beispielsweise wurden 25 uM NpSRII + 25 uM
NpHtrlIl gemischt und inkubiert), oder das die Proteinkonzentration des Rezeptors NpSRII
mit 10 uM konstant blieb und der Transducer NpHtrIl entsprechend zugegeben wurde (im
Verhiéltnis 1:1 heilit das 10 uM NpSRII + 10 uM NpHtrIl). Beide Varianten fiihrten zu den
gleichen Ergebnissen. Ein Nachteil der letzterer Variante lag allerdings, besonders im Fall
von NpHtrll;o; und NpHtrllg,, in der geringen Affinitdt von Coomassie Blau zu den
Transducerproteinen. Bei einer konstanten Proteinkonzentration des Rezeptors von 10 uM
waren die zugegebenen Proteinmengen, besonders in den Verhéltnissen NpSRII/NpHtrIl; o,
10:1 und 5:1, von NpHtrll;p; zu gering um sie durch Coomassie anzufirben. Eine
Erhohung der konstanten Proteinkonzentration des Rezeptors, bei der die Banden der
Transducer auch noch im Verhéltnis NpSRII/NpHtrll;o; 10:1 und 5:1 im Gel gut erkennbar
wiren, wurde durch die starke Anfarbung des Rezeptors behindert, durch die alle anderen

Banden tiberlagert wurden.

In dem ersten Experiment wurden die Bindungseigenschaften des Transducer NpHtrll;s;
an den Rezeptor analysiert. Dazu wurden der Rezeptor und der Transducer in den oben
beschriebenen Verhéltnissen gemischt und fiir eine Stunde inkubiert. In diesem Fall wurde

die Gesamtproteinkonzentration mit 50 pM konstant gehalten. Nach der Inkubation
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wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophoresebedingungen wurden wie in Methode 2.10.2 beschrieben eingestellt. Abb.
3.2-1 zeigt das BN-Gel zur Analyse der Komplexbildung von NpSRII mit NpHtrll;s;. Als
Kontrollen sind in den Bahnen 1 und 2 jeweils 24 pg und 60 pg des Transducers
aufgetragen und in den Bahnen 9 und 10 jeweils 5 pg und 10 pg des Rezeptors. Beim
Vergleich von Bahn 1 und 2 mit Bahn 9 und 10 wird deutlich, dass die Anfarbung durch
Coomassie Blau nicht bei beiden Proteinen gleich stark ist. Der Rezeptor wird schon in
niedrigen Konzentrationen von 5 pg sehr gut gefarbt, wihrend der Transducer trotz hoher
Konzentration von 60 pg nur schwach angefarbt wird. Dies ist auf die Eigenschaft von
Coomassie zuriickzufiihren, bevorzugt an transmembrane Bereiche von Proteinen zu
binden (Schamel und Schamel, 2001), von denen NpSRII sieben und NpHtrll;s; nur zwei
hat. Das Migrationsverhalten des NpSRII und des NpHtrll;s; unterscheidet sich in der
BN-PAGE deutlich von dem in der denaturierenden SDS-PAGE (siche z.B.: Abb. 3.2-1, B,
Bahn 8 und 9). Wihrend dort fiir beide Proteine nur eine distinkte Bande korrespondierend
zum jeweiligen Molekulargewicht beobachtet wird, liegt im nativen Fall ein betrachtlicher
Anteil vermutlich als Dimer bzw. Multimer vor. Fiir das Monomere NpSRII wird ein
apparentes Molekulargewicht von ca. 25-30 kDa beobachtet (Abb. 3.2-1 A; Box 5), das
potentielle Dimer erscheint um 55 kDa (Abb. 3.2-1 A; Box 7) und die Bande einer
vermutlich trimeren Form ist bei > 85 kDa zu beobachten. Im Falle des verkiirzten
Transducers NpHtrll;s; konnen ebenfalls alle Banden einer monomeren (~17 kDa),
dimeren (~34 kDa) oder trimeren (~51 kDa) Form zugeordnet werden, da alle apparenten
Molekulargewichte einem Vielfachen der Masse des Monomers entsprechen. Die
Auftrennung der oligomeren Formen des BN-PAGE in einer denaturierenden SDS-
Gelelektrophorese in die 2. Dimension zeigt beispielsweise flir die vermutlich trimere
Form von NpHtrll,s; eine distinkte Bande mit dem apparenten Molekulargewicht von 18
kDa (Abb. 3.2-1 B; Box 1). Fiir die monomere und die dimere Form des NpSRII wird eine
distinkte Bande bei 26 kDa (Abb. 3.2-1 B; Box 4, 5 und 7) beobachtet. Somit handelt es
sich definitiv um oligomere Formen, die in einer SDS-PAGE in ihre Einzelkomponenten
zerfallen. Eine Oligomerisierung der solubilisierten Membranproteine NpHtrll;s; und
NpSRII konnte auch durch Gelfiltration (Wegener, 2000) und Dynamic Light Scattering

(Tudor Savopol, pers. Mitteilung) nachgewiesen werden.

In den Mischungen aus NpSRII und NpHtrll;s; (Abb. 3.2-1, A, Bahn 3-8) tritt eine neue
Bande auf, die sich deutlich von den Banden der Einzelkomponenten abhebt und die in den
stochiometrischen Verhéltnissen von 1:2 (Bahn 4) und 1:1 (Bahn 5) als einzelne, dicke
Bande hervorsticht. Diese Bande, deren apparentes Molekulargewicht von ca. 42-45 kDa
der berechneten Masse (43 kDa) des NpSRII/NpHtrll;s; Komplexes sehr nahe kommt,
wird in einem denaturierenden SDS-Gel deutlich in die Massen der zwei Komponenten
NpSRII und NpHtrll;s; aufgetrennt (sieche Abb. 3.2-1 B, Box 2 und 3). Sie kann somit dem
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entstehenden Komplex aus NpSRII und NpHtrll zugeordnet werden. Durch den Vergleich
von Bahn 4 mit den Bahnen 2 und 10 wird klar, dass eine stirkere Bindung des Komplexes
NpSRII/NpHtrll;s7; im Vergleich zur Bindung der Proteine untereinander vorliegt. Die
beobachteten oligomeren Formen der Proteine werden durch die Bildung des Komplexes
fast vollstindig verdriangt, so dass in Bahn 4 nur noch eine, nimlich die Komplexbande,
erkennbar ist. Die Prisenz der Komplexbande wird stirker von Bahn 8 (Verhiltnis
NpSRII/NpHtrll;s7 10:1) zu Bahn 5 (Verhidltnis NpSRII/NpHtrll;s; 1:1) und féllt dann
wieder langsam ab (Bahn 3, Verhiltnis NpSRII/NpHtrll;s; 1:5), was einer Titrationskurve

mit dem Umschlagbereich bei 1:1 entsprechen wiirde.

BN-PAGE SDS-PAGE
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Abb. 3.2-1: BN-PAGE und anschlieBendes SDS-Gel zur Untersuchung der Komplexbildung von
NpSRII und NpHtrll;s;. A ) Der Transducer NpHtrll;s; und der Rezeptor NpSRII wurden als
Referenz jeweils in Bahn 1, 2 (24pug und 60pg) und 9, 10 (Spg und 10pg) aufgetragen. Die
solubilisierten Proteine NpSRII und NpHtrll,s; wurden in den molaren Verhéltnissen 1:5, 1:2, 1:1,
2:1, 5:1 und 10:1 gemischt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Aufgetragen wurden
jeweils 3 nmol Gesamtprotein. Die eingerahmten Banden wurden in einer zweiten Dimension
durch eine SDS-PAGE analysiert. B ) Ausgewéhlte Banden des BN-Gels wurden ausgeschnitten,
zerkleinert und bei 40°C fiir 15 Minuten in SDS-Puffer inkubiert. Die eingerahmten Banden und
deren Nummern entsprechen denen des BN-Gels. Als Referenz wurden in Bahn 8 und 9 jeweils
NpHtrll;s; und NpSRII (120ng und 260 ng) aufgetragen.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse, wurden fiir alle verkiirzten Transducer BN-PAGE

Experimente durchgefiihrt.
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Fiir NpHtrll; 4 konnen vergleichbare Aussagen wie fiir NpHtrll;s; getroffen werden. Die
Proteine NpSRII und NpHtrll;;4 wurden ebenfalls in den angegebenen stochiometrischen
Verhiltnissen gemischt und fiir eine Stunde inkubiert. Auch hier wurde die Gesamtprotein-
Konzentration konstant auf 50 uM gehalten. Nach der Inkubation wurden die Proben auf

das Gel aufgetragen und die Elektrophorese nach Methode 2.10.2 gestartet.
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Abb. 3.2-2: A.) und B.) BN-Experiment und anschlieBende SDS-PAGE von NpSRII mit den
verkiirzten Transducer NpHtrll;4,. NpSRII und NpHtrll;;, wurden als Referenz in Bahn 1 (5pg)
und 9 (120pg) aufgetragen. Die Vorgehensweise ist analog zu der in Abb. 3.2-1 beschriebenen,
zusitzlich wurde hier auch das molare Verhédltnis 10:1 aufgetragen. Die Nummern der
eingerahmten Banden in dem BN-Gel entsprechen denen im SDS-Gel.

Abb. 3.2-2 zeigt das BN-Gel und die nachtraglich durchgefiihrte Auftrennung in die zweite
Dimension durch eine SDS-PAGE. Dem NpSRII kénnen, wie bereits fiir das beschriebene
BN-Experiment, die monomeren, dimeren und trimeren Formen mit den apparenten
Molekulargewichten von 25-30 kDa, 55 kDa und > 85 kDa zugeordnet werden (A, Bahn
1). Dem NpHtrll; ;4 kann eine potentieclle monomere Form zugeordnet werden, die der
angefarbten Bande mit einen apparenten Molekulargewicht von 12-15 kDa entspricht (A,
Kasten 7) und in einer zweiten Dimension ebenfalls ein apparentes Molekulargewicht von
~ 12-15 kDa zeigt (B, Kasten 7). Auch in diesem Fall tritt in den Mischungen aus NpSRII
und NpHtrll; 4 eine zusétzliche Bande auf, die sich von den Einzelkomponenten der
Proteine abhebt und im stochiometrischen Verhiltnis von 1:1 am deutlichsten hervorsticht
(A, Bahn 5). Das apparente Molekulargewicht dieser Bande liegt bei ca. 40 kDa und kann
der erwarteten Komplexbande mit dem errechneten Gewicht von 39 kDa zugeordnet

werden. Die Komplexbande ist in diesem Fall in den Bahnen 4 — 8 présent, iiberwiegt



Ergebnisse 53

jedoch im molaren Verhiltnis von 1:1. Sie nimmt von Bahn 2 — 5 langsam zu und von
Bahn 5 — 8 wieder langsam ab. In einer Titrationskurve dargestellt entspricht die
Stochiometrie von 1:1 dem Umschlagpunkt. Die Bindung von NpSRII an NpHtrll; 4
scheint auch hier stirker zu sein als die Bindung der Proteine untereinander, so dass die
Banden der oligomeren Formen durch die Bande des Komplexes fast vollstindig verdriangt
werden. Die Zuordnung der Proteinbanden kann durch eine zweite Dimension im SDS-Gel
bestitigt werden. Die BN-Banden mit den Markierungen 3 und 5 zerfallen in die
Einzelkomponenten korrespondierend zu den Molekulargewichten von NpSRII und
NpHtrll 4. Die Bande im markierten Kasten 1 des BN-Gels kann der dimeren Form des
NpSRII zugeordnet werden, sie zerfallt im SDS-Gel in die monomeren Bestandteile mit
einem apparenten Molekulargewicht von 26 kDa. Die mit 2 und 4 markierten BN-Banden
entsprechen der monomeren und der trimeren Form des Rezeptors NpSRII, sie zerfallen
ebenfalls in die monomeren NpSRII-Bestandteile. Die mit 6 markierte Bande entspricht
eindeutig dem Transducer NpHtrll, 4, was sich durch das apparente Molekulargewicht von
12-15 kDa in einer SDS-PAGE zeigt.

Verkiirzte man den Transducer jeweils um weitere 13 (siche Abb. 3.2-3) oder 32
Aminosduren, so kann in einem BN-Gel unter den beschriebenen Bedingungen keine
Komplexbildung mehr nachgewiesen werden. Abb. 3.2-3 zeigt das BN-Gel von NpSRII
mit dem verkiirzten Transducer NpHtrll;o;. In diesem Fall wurde NpSRII mit 25 uM
konstant gehalten. Wie bereits fiir die langeren Transducer beschrieben unterscheidet sich
das Migrationsverhalten des Rezeptors NpSRII in der BN-PAGE deutlich von dem in der
denaturierenden SDS-PAGE (sieche z.B.: Abb. 3.1-3, Bahn 2). Auch hier konnen dem
NpSRII verschiedene oligomere Formen zugeordnet werden (Bahn 2), die bereits fiir die
langeren Transducer beschrieben wurden. Das Bandenmuster des NpHtrll,o; zeigt zwei

Banden, die sehr nah untereinander laufen (Bahn 1).

NpHtrlI101 NpSRIT'1:10 1:5 1:2 1:1 2:1 5:1 10:1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3.2-3: BN-PAGE mit dem verkiirzten Transducer NpHtrll,o;. Der Transducer NpHtrll,o; und
der Rezeptor NpSRII wurden als Referenz jeweils in Bahn 1 (240pg) und 2 (10pg) aufgetragen.
Die solubilisierten Proteine NpSRII und NpHtrll;,; wurden in den molaren Verhéltnissen 1:10, 1:5,
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1:2, 1:1, 2:1, 5:1 und 10:1 gemischt, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und wie
beschrieben aufgetragen.

Die untere Bande entspricht mit dem apparenten Molekulargewicht von ungefdhr 22 kDa
vermutlich einer dimeren Form, wihrend die obere Bande mit dem Molekulargewicht von
ca. 45 kDa einem Komplex aus vier NpHtrll,o;-Molekiilen entspricht. Die monomere Form
des NpHtrll;o; scheint sich in der Lauffront zu verbergen. Die farbigen Linien deuten die
Banden an, die von den einzelnen Komponenten erzeugt werden (orange: NpsRII; blau:
NpHtrlljo;). Durch die hohe Proteinkonzentration die notig war um eine Anfarbung des
Transducers zu gewéhrleisten, sind die Banden des Rezeptors sehr stark angefarbt. Im
Gegensatz zu den bereits besprochenen BN-PAGE-Analysen der lingeren Transducer-
Varianten NpHtrll;s; und NpHtrll; 4 ist das Erscheinen einer zusitzlichen Bande nicht zu
beobachten. Im Falle des NpHtrlls, war eine Anfarbung der Banden nur schwach zu sehen.
Obwohl dieser Transducer noch beide transmembranen Helizes enthilt, die Coomassie
Blue bevorzugt bindet, scheint eine sehr starke Abnahme der Bindungsaffinitit von
Coomassie Blau an den Transducer NpHtrllg, vorzuliegen. Somit erschien es sinnvoll,

zusiétzliche Methoden zur Untersuchung der Bindungseigenschaften anzuwenden.

3.2.2 Einfluss von verschiedenen Salzkonzentrationen

Um eine Auswirkung von eventuell vorhandenen polaren Interaktionen auf die Bildung des
NpSRII/NpHtrll-Komplexes zu analysieren, wurde ein weiteres BN-Experiment
durchgefiihrt. Hierbei wurden der Rezeptor NpSRII und der Transducer NpHtrll; 4 jeweils
tiber Nacht gegen Puffer (10 mM Tris pH 8, 0,05% DDM) mit unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen dialysiert. Nach der Dialyse wurden der Rezeptor und der Transducer im
Verhidltnis 1:1 gemischt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde mit 50 mM konstant gehalten. Fiir den Gel-Auftrag
wurden die Proben nach der Inkubation mit Probenpuffer gemischt und aufgetragen. Abb.
3.2-4 zeigt das BN-Gel und das Ergebnis der im Anschluss durchgefiihrten SDS-PAGE. In
Bahn A des BN-Geles (links) ist der Rezeptor NpSRII aufgetragen. Die drei Banden
entsprechen jeweils der monomeren Form mit einem scheinbaren Molekulargewicht von
30 kDa, der dimeren Form mit dem apparenten Gewicht von 55 kDa und einer trimeren
Form die im Bereich > 75 kDa beobachtet wird. In Bahn B ist der Transducer NpHtrIl; 4
aufgetragen, dessen dimere Bande sich unterhalb der 30 kDa-Markierung befindet und mit
einem kleinen Pfeil markiert ist. Die monomere Bande ist im Bereich von schitzungsweise
10 kDa zu beobachten und ebenfalls mit einem kleinen Pfeil markiert. Ausgehend von
links nach rechts zeigen die Bahnen des BN-Geles eine steigende NaCl-Konzentration im

Dialyse-Puffer, die oberhalb jeder Bahn einzeln angegeben ist.
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Abb. 3.2-4: A.) BN-PAGE mit anschlieBender SDS-PAGE zur Untersuchung eventuell
vorhandener polarer Interaktionen bei der Komplexbildung. Der Rezeptor NpSRII und der
Transducer NpHtrll; 4, wurden als Referenz jeweils in Bahn A (20ug) und B (60pg) aufgetragen.
Die solubilisierten Proteine NpSRII und NpHtrll,;4 wurden in Puffern unterschiedlicher NaCl-
Konzentration dialysiert, im molaren Verhéltnis 1:1 gemischt und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Proteinkonzentration betrug 50uM in einem 500ul Ansatz. 60pul wurden entnommen,
mit 30ul Probenpuffer versehen und auf das BN-Gel aufgetragen. B.) Alle Komplexbanden wurden
ausgeschnitten, zerkleinert, 15 Minuten bei 40°C inkubiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als
Referenz wurden der Rezeptor (Bahn 8) und der Transducer (Bahn 9) aufgetragen.

In allen Féllen (1-300 mM NaCl) setzt sich klar die Bande hervor, die in den zuvor
beschriebenen Experimenten als die Komplex-Bande identifiziert werden konnte. Ihr kann
das apparente Molekulargewicht von 40 kDa zugeordnet werden. Oligomere Formen, die
beim Auftrag einzelner Proteine (wie z.B. NpSRII Abb. 3.2-4 Bahn A) zu beobachten sind,
werden durch die Komplexbildung fast vollig verdréngt. In einer denaturierenden SDS-
Gelelektrophorese in die 2. Dimension (Abb. 3.2-4, B) wird deutlich, dass es sich wie
erwartet bei den vorhandenen Banden mit dem geschétzten Molekulargewicht von 40 kDa
um den Komplex aus NpSRII mit NpHtrll; 14 handelt. Das SDS-Gel zeigt jeweils zwei
Banden mit den scheinbaren Molekulargewichten von 26 kDa und 14 kDa, die, wie auch in

Bahn 8 und 9 zu sehen, den Einzelkomponenten NSRII und NpHtrll, ;4 entsprechen.
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3.3 Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC)

3.3.1 Experimentelle Grundlagen zu ITC

Die Bindung zweier Reaktionspartner lédsst sich auch tiber die Bindungswérme bestimmen,
d.h. iiber die Wiarme, die bei der Bindung aufgenommen oder abgegeben wird. Durch
ultrasensitive isotherme Titrations Kalorimeter wird die Bindungswirme bei
gleichbleibender Temperatur gemessen. Das Messsignal ist ein Heizstrom an der
Probenkammer, der Temperaturdifferenzen zu einer Referenzkammer ausgleicht. Wird zur
Probe in der Messkammer eine definierte Portion, dn; Mole, des in der Spritze befindlichen
Reaktanden ,,j* injiziert, so geht die Reaktion um die Anderung in der Reaktionslaufzahl
(d&) voran. Eine damit verbundene Freisetzung oder Aufnahme von Wirme, ¢, wird durch
das Kalorimeter mit der Variation des Kompensationsheizstromes beantwortet. Der
zeitliche Verlauf dieses variablen Heizstromes ist das aufgezeichnete Messsignal. Aus
diesem kann durch Integration iiber die Zeit die Warmeentwicklung bei Zugabe von on;
erhalten werden. Grundvoraussetzung fiir derartige Messungen ist, dass sich das System
thermodynamisch im Gleichgewicht befindet. Die beim isobaren Ubergang vom Zustand
vor zu dem nach einer Injektion gemessene Warme ist gemél des ersten Hauptsatzes der
Thermodynamik identisch mit einer Enthalpieinderung dH. Die gemessene Enthalpie ist
als Zustandsfunktion abhéngig von den unabhdngigen Variablen Druck (p), Temperatur

(T) und ,,Anderungen der Reaktionsmischung* (£) und lautet somit:

op re oT ), o0& -

Da im vorliegenden Experiment Druck und Temperatur konstant gehalten wurden (dp = o

und dT = o), ist die Enthalpieanderung bei der Reaktion nur abhéngig von d&:

_ag =91
q—dH—{aél,p dée 1

bzw. nach Division durch die zugegebene Stoffmenge n der Substanz j:
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dn, dn; o0& dn

J J

q :dH:(aHJ o dé

J

Unter der nach Annahme idealer Losungen [es gilt: (0 H/0 § )1, = ArH ] gilt:

i (e :
dnj dn . dnj

J

Allerdings stellt d€ im Gegensatz zu dn; eine unbekannte Grofle dar, weshalb es notwendig
ist eine Beziehung zwischen dem Reaktionsfortschritt und der titrierten Stoffmenge
abzuleiten. Die oben erwédhnte Grundbedingung fiir ein ITC-Experiment ist, dass nach
jeder Zugabe eine Reaktion ablduft, die das System von einem Gleichgewichtszustand in
den anderen tberfiihrt. Die Einstellung eines chemischen Gleichgewichtes korrespondiert

mit der Abnahme der Gibb’s-Energie bis ein Minimum erreicht ist:

(a_Gj/fquil ~ 0 3
o0& -

Unter der Annahme einer 1:1 Stochiometrie gilt:

A+B < AB

Die Gesamtidnderung der Gibb’s-Energie ist darstellbar aus den chemischen Potentialen der
auftretenden Molekiile gemal:

ArGO = ,UAB‘,uA',uB = ‘R'T'anAss 4
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Sie ist auBerdem wie beschrieben mit der Bindungs-Gleichgewichtskonstante

K, = M verkniipft:

* lal-[8]

A + B = AB
t” nach Zugabe N g 0 (mole)
t” im Gleichgewicht na-€ ng-§ 3 (mole)

Nach Einsetzen in das Massenwirkungsgesetz und Umformung wird eine in § quadratische
Gleichung erhalten, aus der sich durch Differenzieren die gesuchte Beziehung fiir d&/dn
herleiten lasst (Ladbury und Chowdhry, 1998):

dgd s 1-1/2-(1+r)-X,/2 .
4 [Xf—zxr(Lq)+0+rYT

X: n/ Tr= 1
nB KASS .nB

Sie beschreibt die Anderung in der Reaktionslaufzahl nach der Injektion einer bestimmten
Menge der Substanz A zu der im Reaktionsgefdll befindlichen Substanz B. Der obige
Quotient ist also abhingig von der Assoziationskonstante sowie der Gesamtmenge der

eingesetzten Substanzen. In Verbindung mit Gleichung 2 folgt der Zusammenhang

9/ A Ha)-|1/2 4 L7Y2 A+ =X, /2
AnA H(aq) £/ +Xf_2xr-(1—r)+(1+f)2]l/2

der im folgenden als Anpassungsfunktion fiir die Messdaten Verwendung findet.
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3.3.2 Untersuchungen der Bindungsaffinitit des NpSRII/NpHtrII-Komplexes

In Anlehnung an die BN-Experimente sollte das Bindungsverhalten der verkiirzten
Transducer NpHtrll; an den Rezeptor NpSRII durch ITC analysiert werden. Zur Titration
wurden die in DDM solubilisierten Proteine aufgereinigt und iiber Nacht in ITC-Puffer
dialysiert. Die Durchfiihrung der ITC-Experimente erfolgte analog zu Methode 2.11.1,
wobei im Fall der Transducer NpHtrll;s; und NpHtrll;;4 und deren Mutanten eine
Temperatur von 45°C gewdhlt wurde, die fiir die kiirzeren Fragmente NpHtrll;o; und
NpHtrllg, auf 22°C geédndert wurde. Eine Inkubation der kiirzeren Transducer fiihrte im
Gegensatz zu den beiden ldngeren Fragmenten bereits nach sehr kurzer Zeit zu einer
Proteinaggregation, was eine 3 stiindige Messung bei 45°C unmoglich machte. Bei 22°C
konnte dagegen eine hohe Stabilitdt der Proteine beobachtet werden, auch nach der
mehrstiindigen ITC-Messung konnte keine Trilbbung der Komplexldsung oder eine
Sedimentation nach Zentrifugation festgestellt werden. Als Kontrolle wurde nach jeder
Messung mit den verschiedenen Transducern eine sogenannte Pufferkontrolle
durchgefiihrt, bei der sich NpHtrlly in der Messkammer und ITC-Puffer in der Spritze
befand. Diese Kontrolle sollte Aufschluss iiber die generell vorhandenen
Mischungswiarmen bei der Titration zweier Losungen geben. In Abb. 3.3-1 sind die
Titrationskurven von NpSRII mit den vier verschiedenen Transducern NpHtrll;ss,
NpHtrll 4, NpHtrll;o; und NpHtrlls; und in Tabelle 3.3-1 die dazugehorigen
thermodynamischen Parameter gezeigt. Der obere Teil der jeweiligen Titrationskurven
repriasentiert die Rohdaten nach Basislinienkorrektur, d.h. die Messkurve gibt den
zeitlichen Verlauf der zugefiihrten Warme pro Sekunde an, die zur Kompensation der
Temperaturdifferenz von Messkammer zur Referenzkammer gebraucht wurde. Im unteren
Teil ist die aus der Messkurve berechnete molare Wérme in Abhingigkeit vom

Titrationsfortschritt aufgetragen.

Die Rohdaten zeigen flir NpHtrll;s; und NpHtrll;;4 zundchst nach jeder Injektion ein
Signal mit negativer Amplitude, entsprechend einer Abnahme des Heizstromes, also die
Folge eines exothermen Prozesses. Das Signal relaxiert dann innerhalb der Wartezeit
wieder zum Ausgangsniveau. Integriert man dieses Signal iiber die Zeit, erhélt man fiir die
freigesetzte Wiarme AH einen Wert von etwa -17 - -18 kJ mol' fiir beide
Proteinkombinationen. Im Bereich der 1:1 Stochiometrie schldgt das Signal in ein positives
Signal mit bedeutend schnellerer Kinetik um. Die aufgenommene Wirme entspricht im
Mittel 2 kJ mol”. Dieses Signal ist auch in der beschriebenen Pufferkontrolle zu
beobachten und kann den generell vorhandenen Mischungswérmen zugeordnet werden.
Mit groBer Wahrscheinlichkeit war dieses Signal in gleicher Grofle schon zuvor
vorhanden, wurde aber durch den exothermen Prozess iiberlagert. Zur Auswertung wurden
die aus der Integration erhaltenen Warmen um den Betrag des endothermen Prozesses

basislinienkorrigiert und gegen das molare Verhéltnis NpSRII/NpHtrll aufgetragen. Als
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stochiometrischen Wert N wird fiir die beiden lingeren Fragmente 1,03 erhalten, was im
Rahmen der Genauigkeit der Proteinbestimmung einem Verhéltnis von 1:1 entspricht.
Unter den vorgegebenen Bedingungen wird fiir NpHtrll;s; eine Komplexbildungskonstante
Kass von 6,2 (£ 0,6) 10° Lmol™ ermittelt, die nach Umrechnung einer Dissoziations-
Konstanten Kp von 160 nM fiir NpHtrll;s; entspricht. Fiir NpHtrll;;4 wird eine
vergleichbare Komplexbildungskonstante Kag von 4,2 (+ 0,6) 10° Lmol™ ermittelt, die der
Dissoziationskonstanten Kp von 240 nM entspricht.
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Abb. 3.3-1: ITC-Messungen von NpSRII mit den verkiirzten Transducern NpHtrll;s;, NpHtrll; 4,
NpHtrll;y; und NpHtrllg,. Die oberen Bereiche der einzelnen Messungen zeigen die basislinien-
korrigierten Rohdaten. In der Messung von NpSRII mit NpHtrll;;4 und NpHtrllg, wurde als
Beispiel die Pufferkontrolle mit eingeblendet, darauf wurde bei den anderen Graphen aus Griinden
der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Beim Assoziationsprozess von NpSRII mit NpHtrll;s; wird eine Reaktionswérme von
AH (318K) = -17,9 (£ 0,1) kJ/mol freigesetzt. Der Assoziationsprozess von NpSRII mit
dem kleineren Transducer-Fragment NpHtrll;;4 setzt eine Reaktionswérme von
AH (318K) =-17,9 (= 0,1) kJ/mol frei. Gemal3 der Definition der freien Enthalpie (Gibbs-
Funktion) AG = AH — TAS und unter Beriicksichtigung von Gleichung 4 kann der Beitrag
der Entropiednderung A.S (318K) = 73,74 J/molK fiir NpHtrll;s; und A;S (318K) = 71,16
J/molK fiir NpHtrll; 4 berechnet werden.

Im Fall des NpHtrll;o; ist eine deutlich schwéchere Bindung zu beobachten. Der
stochiometrische Wert N = 0,75 ldsst in Anbetracht des Signal/Rausch-Verhaltnisses dieser
Messung ebenfalls eine Stochiometrie von 1:1 als sehr wahrscheinlich erscheinen. Die
Komplexbildungskonstante wird hier als Kags = 0,1 (£ 0,04) 10° Lmol" angegeben. Daraus
lasst sich eine Dissoziationskonstante von nur Kp = 10 uM berechnen. Die freigesetzte
Wirme entspricht einem AH = -5,8 kJ/mol. Mit Hilfe von Gleichung 4 und der Definition
der freien Enthalpie ldsst sich ein A.S (295K) = 76,20 J/molK ermitteln.

Fiir das kiirzeste Fragment NpHtrllg, konnte unter diesen Bedingungen keine Bindung
mehr festgestellt werden, was aufgrund der Konzentration von NpHtrllg, in der
Messkammer von 100 uM auf einem Kp-Wert > 100uM hinweist. Der signifikante
Unterschied in den Dissoziationskonstanten von NpHtrll;;4 und NpHtrll;p; um zwei
GroBenordnungen lédsst die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei der Sequenz zwischen AS
101 und AS 114 (GDGDLDVELETRRE) um eine unverzichtbare Struktur fiir die Bindung

des Transducers an den Rezeptor handelt.

Die aus den ITC-Messungen berechneten und im Text beschriebenen Werte sind in der

folgenden Tabelle zusammengefasst:

NpHtrll Cnaa pH T AH’ Kass AG AS’ Kb
(mM) K) (kJ/mol) (M"'-10% kJmol' (J/molK) (nM)
157 150 8 318 -179 6.2 41,35 73,74 160
114 150 8 318 -17.6 4.2 -40,38 71,16 240
102 150 8 295 -5.38 0,1 28,23 76,20 10*
82 150 8 295 - <0,01 - ; > 10°

Tabelle 3.3-1: Thermodynamische Parameter der Komplexbildung NpSRII/NpHtrII.
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3.3.3 Einfluss unterschiedlicher pH-Werte auf die Komplexbildung

Um weitere Informationen zur Natur des Komplexes zu erhalten, sollten ITC-Experimente

mit unterschiedlichen pH-Bedingungen durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Proteine
NpHtrll;s7 und NpSRII nach der Reinigung durch die DEAE-Chromatographie gegen ITC-
Puffer pH 6, pH 5 und pH 4,5 dialysiert. Wahrend die Proteine im Bereich von pH 6 nach
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wie vor stabil waren, konnte man bei pH
4,5 und pH 5 starke Proteinaggregation
beobachten, die eine ITC-Messung nicht
moglich machten. ITC-Experimente im
Bereich von pH 6 lieferten vergleichbare
Ergebnisse zu denen die mit pH 8 erzielt
wurden. Fiir die links abgebildete
Messung konnte eine stochiometrischer
Wert von N = 0,83 bestimmt werden,
was einem dquimolaren Verhéltnis nahe
kommt. Des weiteren kann unter den
vorgegebenen Bedingungen eine
Komplexbildungskonstante zu K, = 9,9
(+ 3,5) 10° Lmol” berechnet werden.

Das entspricht einer Dissoziationskonstante Kp von 100 nM, was im Bereich der

angegebenen Fehlergenauigkeit der Komplexbildungskonstante den Ergebnissen der

langeren Transducern entspricht. Fiir A;H wird in diesem Fall ein Wert von 20 kJ/mol
ermittelt. Auf Basis dieser Werte kann A,S (318K) = 71,10 J/molK ermittelt werden.
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3.3.4 Einfluss von verschiedenen NaCl-Konzentrationen

Wie schon fiir die BN-Experimente beschrieben, sollte auch in diesem Fall der Einfluss der
Ionenkonzentration auf die Bildung des NpSRII/NpHtrll;4-Komplexes analysiert werden.
Dazu wurden die gereinigten Proteine liber Nacht gegen ITC-Puffer mit unterschiedlichen
NaCl-Konzentrationen dialysiert. Die folgende Tabelle zeigt die erhaltenen
Assoziationskonstanten und die daraus resultierenden Dissoziationskonstanten fiir die
NaCl-Konzentrationen 1, 10, 15, 50, 100, 150 und 300 mM.

NpHtrlIl Chaci pH T Kass Kp

(mM) (K) ™' 10% oM
114 1 mM 8 318 3.13 320
114 10 mM 8 318 4.20 240
114 15 mM 8 318 2.97 340
114 50 mM 8 318 4.85 210
114 100 mM 8 318 4.41 230
114 150 mM 8 318 421 230
114 300 mM 8 318 9.37 110

Die K, und somit auch die Kp-Werte sind vergleichbar mit den bereits beschriebenen
Werten fiir die Transducer NpHtrll;s; und NpHtrll;4. Aufgrund der gednderten
Ionenkonzentration wurden keine Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften des
Komplexes beobachtet und es konnte kein Einfluss der lonenstérke auf die Bildung des

Komplexes nachgewiesen werden.

3.3.5 Einfluss spezifisch eingefithrter Mutationen

Um einen tieferen Einblick in den Komplexbindungsbereich zu erlangen, wurden
spezifische Mutationen in den Rezeptor und den Transducer eingefiihrt. Aufgrund von
ESR-Daten (Wegener et al., 2001b), in denen den Aminoséuren Tyr199 des Rezeptors und
Phe28 des Transducers eine zentrale Rolle bei der Komplexbildung zugeordnet wird,
wurde die Aminosdure Tyrosin 199™"°*" durch Phenylalanin oder Alanin ausgetauscht,
zudem wurde das Phenylalanin 28™""™ durch Alanin ersetzt. In Abb. 3.3-2 (oben) ist die

kalorimetrische Titration von NpSRIly;9or mit dem Transducer NpHtrll;s; dargestellt.
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Anhand der Komplexbildungskonstante Ku = 3,22 (+ 0,9) 10° Lmol” kann eine
Dissoziationskonstante von 310 nM ermittelt werden, die vergleichbar ist mit dem bereits
erhaltenen Werten in den Messungen der beiden ldngeren Transducer. Der
stochiometrische Wert N = 0,816 weist auf eine 1:1 Stochiometrie der Proteine hin. Die
Reaktionswiarme betragt 22,6 kJ/mol. Fiir A;S (318K) errechnet sich ein Wert von 53,52
J/molK und AG betrégt -39.62 kJ/mol.

Dieser Effekt &dndert sich allerdings schlagartig, sobald man auch das aromatische
Ringsystem entfernt. Ein Austausch von Tyrosin;g9 gegen Alanin im NpSRII (Abb. 3.3-2,
Mitte) oder der Austausch von Phenylalanin an Position 28 im NpHtrlI in ein Alanin (Abb.
3.3-2, unten) fithren zum Verlust der Komplexbildungsfahigkeit. Auffallig sind hier zwei
exotherme Signale zu Beginn der Messungen, die vermutlich auf eine anfidngliche
Wirmedifferenz von Spritze und Messkammer zuriickzufiihren sind. Eine Pufferkontrolle
(jeweils rechts unten in der Messung eingeblendet) bestitigt diese Vermutung, indem sie
ebenfalls dieses Merkmal zeigt. Die Temperatur der Messkammer wird apparaturbedingt
immer konstant gehalten. Da die Spritze kurz vor der Messung manuell befiillt wird, ist es
moglich, dass die vorgewdrmte Proteinlosung geringfiigig abkiihlt und nicht mehr die
gleiche Temperatur wie die Proteinlosung in der Messkammer aufweist. Dieses Phinomen
ist vermutlich bei allen Messungen bei 45°C vorhanden, wird aber im Fall einer Bindung
der beiden Partner durch deren exothermes Signal iiberlagert. Der Vergleich zur
Pufferkontrolle zeigt, dass hier keine Bindung vorliegt. Somit ist die postulierte
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Tyr199™P**" und dem in der TM 2 lokalisierten
Asn74"PHM (Gordeliy et al, 2002) unter den gemessenen Bedingungen fiir eine
Komplexbildung nicht essentiell. Dagegen scheint das aromatische Ringsystem erheblich

zur Ausbildung des Komplexes beizutragen.
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Abb. 3.3-2: ITC-Messungen von NpSRII,, und NpSRIly 99r mit NpHtrll,s7,, und NpHTRII 57284 -
Oben: Austausch von Tyrosin gegen ein Phenylalanin an Position 199 im Rezeptor. Mitte:
Austausch von Tyrosin gegen ein Alanin an Position 199 im Rezeptor. Der eingefiigte Graph zeigt
die Pufferkontrolle. Unten: Austausch von Phenylalanin gegen ein Alanin an Position 28 im
Transducer. Der Verlauf der Pufferkontrolle ist im eingefiigten Graphen zu sehen. Alle Proteine
wurden im Verhiltnis NpSRII 1000 uM und NpHtrll 100 pM titriert. Die experimentellen
Bedingungen sind analog zu den bereits beschriebenen.
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3.4 Modellsystem zur Untersuchung von Phototaxis in E.coli

Alle bisherigen Ergebnisse wurden auf der Grundlage von in-vitro Experimenten erhalten.
Das heif}t, dass alle Untersuchungen auBlerhalb des entsprechenden archaebakteriellen
Organismus N. Pharaonis durchgefiihrt wurden. Es existiert bisher kein Expressionssystem
in N. pharaonis, so dass ein Einfluss von eingefiihrten Mutationen oder die Antwort auf
unterschiedliche Umgebungsbedingungen nicht direkt anhand des phéinotypischen
Verhaltens der Bakterien untersucht werden kann. Die Konstruktion eines Modellssystems
fiir die archaebakterielle Phototaxis scheint daher neue und interessante Moglichkeiten zu
eroffnen. Durch die Homologie der archaebakteriellen Transducers zu den eubakteriellen
Chemorezeptoren und der gemeinsamen Signalweiterleitung im zwei-Komponenten-
System bietet sich Escherichia Coli als Modellorganismus an. Die Verdopplungszeit von
20 Minuten bei optimalen Bedingungen ist ein weiterer Vorteil dieses Systems gegeniiber
dem in Archaebakterien, mit einer Verdopplungszeit von sieben Stunden. Auf dieser
Grundlage sollte das phototaktische System aus N. pharaonis funktionell im E. coli System
eingefithrt werden. Dazu sollten verschiedene C-terminale Fusionen des Aspartat-
Rezeptors aus E. coli (MCP2) an den archaebakteriellen Transducer NpHtrIl kloniert und
in E.coli exprimiert werden. Unter Voraussetzung einer erfolgreichen Expression und
Membranintegration dieser Fusionsproteine und einer, liber die Chemotaxis-Signalkaskade
weitergeleitete, erfolgreichen Signalgebung, sollte der E.coli Organismus sensibel auf

Licht bestimmter Wellenlédnge reagieren.

3.4.1 Sequenzanalyse zur Auswahl der Fusionsschnittstellen

Die Analyse der Primarstruktur des Transducer-Proteins NpHtrll wurde anhand von bereits
frither erhaltenen Daten zur Homologie bakterieller Chemorezeptoren (Seidel et al., 1995;
Zhang et al, 1996a; Wegener, 2000) durchgefiihrt. Die hohe Homologie des
archaebakteriellen Transducers NpHtrll zu eubakteriellen Chemorezeptoren aus E.coli
wird hier sehr deutlich. Die Ausrichtung der Sequenzen gegeneinander orientiert sich an
einer von LeMoual und Koshland, Jr. durchgefiihrten Sequenzanalyse aus dem Jahr 1996
und wurde manuell von Wegener (2000) und Klare (2003) nachbearbeitet. Das
Sequenzalignment zeigt zum Teil sehr deutliche Ubereinstimmungen (grau unterlegt) bzw.
Homologien (siche Farbcodierung der Aminosduren) der Sequenz des NpHtrll mit den
Chemorezeptoren. Auffallend ist allerdings ein eingeschobener Sequenzbereich von 88
Aminosduren im NpHtrll (AS-136 bis AS-223), der in den Chemorezeptoren nicht
vorhanden ist. Diese Sequenz wurde von Le Moual und Koshland (1996) als eigenstindig

fur archaebakterielle Phototransducer wie Htrl und Htrll beschrieben.
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sek.Strukt.yp ™ 1

HtrIIy, MSLNVSRLLL PSRVRH G KMGAV I \Y ATA EVTAAAA 50
TSrge eewaaaaaan ../ LK KT LL A {32.100* 191
Targe = aeeaaaanas oo I RV L WM I 932-188* 189
sek.Strukt.yp ™ 2 AS 1

HtrIIy, GDAAA' QE[ A AILG IIL L LGLVAA TLGGDTA A KASRM 100
TSrec M I VMI LAVI AV  ........ KAS/'V. M NR D H 232
Targ. AVI L VLIL VA | ........ RRM L AKI H E 230
sek.Strukt.gc o

Register HHHHHHH HHHHHHHHHH
sek.Strukt.y, — AS 2

HtrIIy, D DVE RRED' I AA DE R VRTSLEDAKN AREDAEQAQK 150
TSrec VKPI E LR EMR ..... ..ivovuann 267
Targ. A I R \% R Dl eeii i 265
sek.Strukt.gc. — o6

Register H.LLLL abcd efgabcdefg abcde

HtrIIy, RAEEINTELO AEAER GEVM DRCADGD TOQ RLDAETDNEA MOSIE E 200
TSTEC 0 s e smssass aaaasasaas saaaaaaaaa waamaaaaaa aaaaaasas -
T -
HtrIIy, MMDGIEALVG RIER ADAVS EDAEAVRANA ESVMEASEDV NRAVONISDA 250
TSTre eeeeearaee eeeaaeaaans ...GD A 294
Ta¥pe 0 e eeemaaaas amaaaeaaas HVRE DAI AGTREI AA DLSSR 292
sek.Strukt.gc

Register abcdefga bcdefgabced efgabcdef.

HtrIIy, AGDOTETV IALEMDDVSA EEVAASAD DIAKTAROAA ETGEAGRETA 300
TSrec EOCAASLEE TAASMECOLTA TVKONAENAR OASHLALSAS ETAORGCKVV 344
Targ. ECQOASALEE TAASMECLTA TVKONADNAR OASOLAOSAS DTAUHGCKVV 342
sek.Strukt.gc o/

Register ....efgabc defgabcdef gabcdefgab cdefgabcde fg.......

HtrIIy, ETAITEMNEV ESRTEOQAVAS MEELNEDVRE IGEVSEMIAD IAE ILAL 350
TSrec DNVVOTMRDI STE.....ov vuownvnnn K IADII-VIDG IA ILAL 380
Targ. DGVVKIMHEI ADS .o ivvvs wiennes KK IADII-VIDG IA ILAL 379
sek.Strukt.pe a8

HtrIIy, ASTEAARAD EC AVVA DEVKALAEET KAATEEIDDL IGTVODR 400
TSrec AAVEAARAG EOGRG AVVA CEVRINLAORS AOAAREIKSL IEDSVGKVDV 429
Targ. AAVEAARAC EOGRG AVVA CEVRINLASRS AUAAKEIKAL IEDSVSRVD 428
sek.Strukt.gc o9

HtrIIy, VDDIRETSD QVSEGVETVE DTVDALERIV DSVERTNDEI OEI DA 450
TSTye A A 480
Targ. VLVESACE TMNNIVNAVI RVIDIMCEIA SASDEOSRGI DOVALAVSEM 478
sek.Strukt.gc 10

HtrIIy, ADAAOKATTM VEDMAATSE ASDAETAAE ETOAESVK EV DLIDGL 500
TSTec A AV I RETSAVVK 530
Targ. A LAAS PLTNKPQTP 528
sek.Strukt.gc

HtrIIy, EOADSLSETL SR DTEE ASAADLDDOP TLAAGDD 534
TSrec VT....PAAP RKMAVADSEE ET ..... ....... 551
Targ, RPASEQPPAQ PRLRIAEOQDP ET ..... ....... 553
Abb. 3.4-1: Sequenzvergleich des Transducer-Proteins NpHtrll mit den MCP’s Tsr und Tar aus

E. coli nach Klare 2003 mit Kennzeichnung der vermutlich o-helikalen Abschnitte.
Die Farbkodierung richtet sich nach den Eigenschaften der Aminosdure-Seitenketten:

hydrophob  (A,ILL,M,P,V),

und

saucr

(D.E),

basisch (H,K,R),

Register: Aminosédurepositionen der coiled
coil- Abschnitte und Unterscheidung Helix (H), Loop (L). Die Anzahl und Position
von Aminoséduren der zusétzlichen Signal-Doméne in den Chemorezeptoren ist blau
unterlegt.
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Die im Sequenzvergleich von Le Moual und Koshland (1996) als a5 und a6
gekennzeichneten Bereiche wurden auch von Butler und Falke (1998) als amphiphatische
Helizes gefunden und zunéchst fiir den Aspartat-Rezeptor aus E.coli identifiziert. Spéter
wurden amphiphatische Sequenzen mit vermutlich a-helikaler Struktur in einer ganzen
Reihe von Sensorproteinen und Chemorezeptoren sowie auch im HtrF aus H.salinarum
identifiziert (Williams und Stewart, 1999). Aus dieser Veroffentlichung wurden die
Bezeichnungen AS 1 und AS 2 fiir diese beiden Sequenzabschnitte in diese Arbeit

ubernommen.

Die Grundlage fiir die Konstruktion der Fusionsproteine diente der beschriebene
Sequenzvergleich, sowie Mutationsstudien (Spudich, 1998; Zhang ef al., 1999) und die in
dieser Arbeit erhaltenen Informationen zur Rezeptor-Bindungdoméne des Transducers
(RBD-T). Spudich und Mitarbeiter fithrten Mutationsstudien an HsHtrII und HsHtrI durch.
Die Ergebnisse zeigten, dass die transmembranen Bereiche des Transducers HsHtrll
unerlédsslich sind um ein von HsSRII aufgenommenes Lichtsignal zu iibertragen. Die
periplasmatische Domine des HsHtrll, die im NpHtrll nicht vorhanden ist, hat dabei
keinen Einfluss auf die Phototaxis. Die zytoplasmatische Doméne kann durch die von
HsHtrl ersetzt werden, ohne das Signal zu beeinflussen (Zhang et al., 1999). Daher sollte
die Fusion des NpHtrIl mit einem eubakteriellen Chemorezeptor prinzipiell mdglich sein.
Ein Sequenzvergleich von NpHtrll mit den eubakteriellen Chemorezeptoren MCP 1 und
MCP 2 zeigt zahlreiche Homologien. Besonders auffillig ist die Ausbildung eines
parallelen “coiled-coils* u.a. im Bereich ASji¢.123 mit den dafiir typischen heptadischen
Sequenzmotif (abcdefg),. Dabei tragen a und d typischerweise hydrophobe und f bzw. g
geladene Seitenketten (siche Abb. 3.4-1). Aufgrund der in dieser Arbeit bestimmten
Rezeptor-Bindungsdoméne des zytoplasmatischen Teils des Transducers konnte gezeigt
werden, dass der Bereich bis AS-114 noch eine Bindung an den Rezeptor vermittelt. Der
Transducer wurde daher in den verschiedenen Fusionen mit vollstindiger bzw. verkiirzter
RBD-T eingesetzt. Als Schnittstellen wurden daher die Aminosduren 123, 116 und 102
gewihlt. Um dem heptadischen Sequenzmotif zu folgen, wurden die im Sequenzvergleich
angrenzenden Aminosduren des Aspartat-Rezeptors MCP 2 mit dem Transducer fusioniert
(entsprechende AS sind in Abb. 3.4-1 fett hervorgehoben und unterstrichen). Fiir die

einzelnen Fusionsstellen ergibt sich somit die Sequenz:

NpHtrI/MCP2-102/233 RMGD'%/,33GNLA
NpHtrII/MCP2-116/247 REDE''%/,4MGDL
NpHtrI/MCP2-123/254 LYAA'?/**VSHM
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3.4.2 Konstruktion von Fusionsproteinen aus NpHtrII und MCP2

Zur Konstruktion der Fusionsproteine wurden drei Polymerase-Kettenreaktionen
abweichend von der in 2.8.7 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die beiden ersten PCR-
Reaktionen, die die ausgewihlten DNA-Sequenzen von NpHtrll und MCP2 amplifizieren
sollten, wurden parallel unter gleichen Bedingungen angesetzt. Die Reaktionen wurden
nach der ,Hot-start“-Methode durchgefiihrt, bei der den Synthesezyklen eine
Denaturierungsphase von 4 min vorgeschaltet war, bevor die Amplifizierung durch Zugabe
von 3 U der Polymerase gestartet wurde. Dem schloss sich ein 20 facher Zyklus mit

folgenden Bedingungen an:

Denaturierung: 40s bei 96°C
Hybridisierung: 30s bei 53°C
Elongation: 60s bei 72°C

Abschlielend erfolgte ein weiterer Schritt von 3 Minuten bei 72°C um die Elongation aller
amplifizierten DNA-Fragmente zu gewihrleisten. Nach Préparation der erhaltenen DNA-
Fragmente durch eine Agarose-Gelelektrophorese, wurde eine Fusions-PCR durchgefiihrt,
die beide DNA-Fragmente fusionierte. Dazu wurde eine Denaturierungsphase von 3
Minuten gewéhlt, nach der die Einzelstringe bei RT langsam abkiihlen und die
komplementéren Sequenzen zueinander finden sollten. Nach Zugabe der Polymerase
wurden die Ansidtze fir 30 Sekunden auf 72°C erhitzt, um die Elongation der
komplementiren Sequenzen zu starten. Es folgte ein 20 facher Zyklus mit folgenden

Bedingungen:

Denaturierung: 40s bei 96°C
Hybridisierung: 30s bei 53°C
Elongation: 60s bei 72°C

Abschlieffend erfolgte auch hier ein weiterer Schritt von 3 Minuten bei 72°C um die
Elongation aller amplifizierten DNA-Fragmente zu gewéhrleisten. Als Matrize in den
parallelen PCR-Reaktionen wurde fiir die Transducer-Sequenzen der Vektor pET27bmod-
nphtrll;s7-His und fiir die MCP2-Sequenzen der Vektor pDV4 (Scharf et al, 1998)
verwendet. Als Beispiel sind im Folgenden die Sequenzen und Merkmale der Primer fiir
die NpHtrlI/MCP2-Fusion 116/247 angegeben:
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Primer T-;-Prom.: P1

5> TAATACGACTCACTATAGGG 3’
T; Promotor Bereich (ca 100bp vor dem ATG)

Primer HtrlI-116-r-neu: P2
5° AAACGCTCTGCGCCAGGTCGCCCATITCGTCCTCGCGACGGGTCTCAAGC 3’
homolog zur MCP2-Sequenz NpHtrlI-Sequenz bp 852-829
Primer MCP2-247-f-neu: P3
5’ GCTTGAGACCCGTCGCGAGGACGAAATGGGCGACCTGGCGCAGAGCGTTT 3°
homolog zur NpHtrlII-Sequenz MCP2-Sequenz bp 890-915
Primer HtrtarStopHindIIIr: P4

5° AGTAAAAGCTTATCAAA ATGTTTCCCA 3’
Stop  HindIIl MCP2-Sequenz bp 1813-1798

Als Vorwirtsprimer fiir die Transducer-Sequenz wurde auch hier der T;-prom Primer (P1
in der Beispielskizze) genutzt. Die Ncol Schnittstelle, die in den oben beschriebenen
Klonierungen bereits beschrieben wurde, kommt auch hier zum Einsatz. Als
Riickwartsprimer fiir die Fusionen NpHtrII/MCP2 102/233, 116/247 und 123/254 wurden
jeweils die Primer SHhtrll102r, HtrlI-116-r-neu und SHhhtrlI123r (P2 in der
Beispielskizze) verwendet. Dabei wurde den Primern eine ca. 17-25 bp Sequenz
angehingt, die im Folgenden beschrieben wird. Als Riickwértsprimer fiir die MCP2-
Sequenzen wurde der Primer HtrtarStopHindllr (P4 in der Beispielskizze) eingesetzt,
durch den eine Stop-Sequenz und eine HindllI-Schnittstelle dem offenen Leseraster des
MCP2-Gens angehingt wurde. Die Vorwirtsprimer fiir die drei Fusionen NpHtrlI/MCP2
102/233, 116/247 und 123/254 waren jeweils die Primer SHmcplI233f, MCP2-247-f-neu
und SHmcpll254f (P3 in der Beispielskizze). Auch diesen Primern wurde eine Sequenz
von ca. 17-25 bp angehingt. Die beschriebenen Anhinge von 17-25 bp wurden so gewéhlt,
dass der iiberhdngende Bereich komplementér zur jeweiligen Fusionssequenz ist. Das
heilt, dass die Primer P2 und P3 komplett komplementir zueinander sind. Dadurch
konnten in einer sich anschlieBenden Fusions-PCR (siche Abb. 3.4-2, PCR3) mit beiden
Produkten, die Sequenzen von NpHtrll und MCP2 fusioniert werden. Die folgende Skizze
beschreibt die durchgefiihrten PCR-Reaktionen:
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P2 P4 Hindlll
Neol 4— <p—===--
NpHtrll-Gen MCP2-Gen
. —>
P1 P:
PCR 1 PCR2
Ncol Hindlll
NpHtrll-Gen _ ' MCP2-Gen . ___

Ncol P4
<}— HindIll
—> SR
PCR3
Ncol and]“

Fusion NpHtrII/MCP2

Abb. 3.4-2: Polymerase-Kettenreaktion. Schema fiir die C-terminale Konstruktion von NpHtrIl an
MCP2 durch Fusion der jeweilig codierenden DNA-Sequenzen. Die einzelnen Reaktionen sind
ausfiihrlich im Text erldutert.
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Nach Prdparation der erhaltenen PCR-Amplifikate wurden diese mit den
Restriktionsendonukleasen Ncol und Hindlll geschnitten und in den Ncol/Hindlll
geschnittenen Vektor pET27bmod-SH-ANpSRII-His kloniert. Alle Fusionen wurden durch
die Primer T7prom, PrimAS60NpHtrIl und T;term sequenziert und auf eventuell durch die
PCR entstandene Mutationen tiberpriift.

Da eine Durchfiihrung der geplanten Experimente nur in einem E.coli Stamm stattfinden
konnte der in Bezug auf Chemotaxis dem Wildtyp entspricht (RP437) und dieser Stamm
kein Gen fiir die T7-Polymerase tragt, wurden die 1,4 kb groB3en, in den pET27bmod-SH-
ANpSRII-His klonierten Fusionsfragmente NpHtrII/MCP2 Ncol/HindlIll geschnitten und in
den Ncol/Hindlll geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert. Dieser Vektor trigt einen Trc-

Promotor, ein pBR322 Replikationsursprung und eine Ampicillin-Resistenz.

Eine weitere Voraussetzung fiir das Gelingen des Experimentes ist eine zusitzliche
Expression des Rezeptors NpSRII in den E.coli Zellen, da eine Weiterleitung des
Photosignals ohne den Rezeptor nicht méglich ist. Die Expression von zwei Plasmiden in
einer E.coli Zelle erfordert zwei verschiedene Antibiotika-Resistenzen, um auf eine
plasmidkodierte Resistenz zu selektieren und zwei aus unterschiedlicher Herkunft
stammende Replikationsurspriinge. Somit musste der Rezeptor NpSRII in einen anderen
Vektor als die Fusionsfragmente kloniert werden, aber den gleichen Promotor tragen um
eine vergleichbare Expression zu gewihrleisten. Dazu wurde das Plasmid pET27bmod-
npsopll-His Ncol/Hindlll geschnitten und das 750 bp-Fragment in den Ncol/Hindlll
geschnittenen Vektor pTrc99A kloniert. Das so klonierte Plasmid pSM_NpSRII wurde
daraufhin mit 7atl geschnitten und das 3,3 kb-Fragment in den Tatl-geschnittenen Vektor
pACYCI184 kloniert. Dieses Plasmid pSM_CT pTrcNpSRII trdgt einen Trc-Promotor,
eine Tetrazyklin- und eine Cloramphenicol-Resistenz, einen His-Tag und einen pl15A
Replikationsursprung und kann daher zusammen mit den jeweiligen Fusionsplasmiden in
E.coli exprimiert werden. Durch die Klonierung mit nur einem Restriktionsenzym existiert
das Plasmid in zwei verschiedenen Versionen a und b, die sich in der Richtung des

NpSRII-Leserasters unterscheiden.
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Die aus den beschriebenen Klonierungen entstandenen Plasmide sind in der folgenden
Abb. gezeigt:
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Abb. 3.4-3: Konstruierte Plasmide zur Expression von NpHtrll/MCP2-Fusionsproteinen und
NpSRII in E.coli. Die pSM_Fus HtrI[IMCP2-Plasmide sind alle gleich aufgebaut und tragen einen
starken Trc-Promotor vor dem fusionierten ORF, ein pBR322 Replikationsursprung und eine
Ampicillin-Resistenz. Das Plasmid pSM_CT pTrcNpSRII wurde zur Koexpression mit gleichem
Promotor, aber pl5A Replikationsursprung und anderer Resistenz (Tetrazyklin und
Chloramphenicol) ausgestattet. Die blau unterlegten Regionen markieren die Promotor- und die
Terminatorregionen, wiahrend griin schattierte Pfeile die offenen Leseraster bezeichnen. Das
Protein NpSRII trdgt im Gegensatz zu den Fusionsproteinen einen His-Tag.

3.4.3 Koexpression der Fusionsproteine und des Rezeptors in E. coli

Zur Expression in E.coli wurden die oben beschriebenen Plasmide und das pET27bmod-
npSRII-His in den E.coli Stamm RP437 transformiert. Aus einer vereinzelten Kolonie
wurde eine Vorkultur und aus dieser dann die Expressionskultur inokuliert. Die Inkubation

der Zellen erfolgte analog zu den in 2.4 beschriebenen Bedingungen. Nach Steigerung der
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Zelldichte auf ODs7gym = 0,6-0,8 wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert. Bei der Expression von NpSRII wurde zeitgleich ad 10 uM all-trans-Retinal aus
ethanolischer Stammlosung (x1000) zugegeben. Die Zellernte erfolgte 2,5 h nach
Induktion durch Zentrifugation bei 5000xg und 4°C fir 15 min. Die Prédparation der

exprimierten Membranproteine ist in 2.9.2 beschrieben.

Als Vorversuch wurde das Fusionsprotein NpHtrI[/MCP2-123/254 ohne den Rezeptor
NpSRII in E. coli RP437 exprimiert. Vor der Induktion und 0,5, 1,5 und 2,5 Stunden nach
der Induktion wurden Proben entnommen und in SDS-Probenpuffer lysiert. Nach 2,5
Stunden wurden die Zellen sedimentiert und homogenisiert. Nach der Solubilisierung
wurde die Suspension erneut sedimentiert und aus dem Pellet und dem Uberstand jeweils
zwel weitere Proben entnommen. AnschlieBend wurden Aliquots aller Proben in einer
SDS-PAGE analysiert (Abb. 3.4-4). Bahn 1 zeigt das erwartete Bandenmuster eines
Zelllysats, mit einer etwas stidrkeren Anfarbung in dem Molekulargewichtsbereich von 43
kDa. Diese Bande tritt mit zunehmender Expression immer deutlicher hervor (Bahn 2,3
und 5). Die Bande kann dem Fusionsprotein zugeordnet werden, dessen errechnete
Molekularmasse 42 kDa betrdgt. Durch Betrachten der Bande in Bahn 7
(Proteinauftrennung des Pellets) wird deutlich, dass sich der Hauptanteil des
Membranproteins erwartungsgemall im Pellet befindet. Das Auftreten der Bande bei 43
kDa im Uberstand des Zelllysats (Bahn 6) konnte auf eine unvollstindige Sedimentation

zuriickgefiihrt werden, da nach nochmaliger Sedimentation keine Bande mehr nachweisbar

war.
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Abb. 3.4-4: Expressionsgel der Expression von NpHtrlI/MCP2 123/254. Vor und nach der
Induktion wurden Proben genommen, in SDS-Probenpuffer lysiert und Aliquots auf ein Gel
aufgetragen. Von Bahn 1 bis Bahn 5 (jeweils 8ul einer 1ml Probe) ist die zunehmende
Proteinexpression nach 0; 0,5;1,5 und 2,5 Stunden zu verfolgen. Die Proben die nach der
Solubilisierung aus dem Uberstand und aus dem Pellet entnommen wurden sind jeweils in Bahn 6
(1ul) und 7 (0,4pl) zu sehen.
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Nach der Expression der Proteine wurde eine Aufreinigung iiber den HisTag des NpSRII
durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung konnte in einem SDS-Gel nicht nur die Bande des
NpSRII detektiert werden, sondern ebenfalls die der Fusionsproteine. Die Abb. 3.4-5 zeigt
als Beispiel ein Acrylamid-Gel mit jeweils 10ul DEAE-Eluaten der Fusionen
NpHtrII/MCP2 102/233 und 116/247 mit und ohne Induktion. Als negative Kontrolle
wurden RP437wt-Zellen aufgetragen (Bahn 5 und 6). Bahn 1 zeigt das Eluat nach der
Praparation und Aufreinigung der Zellsuspension von RP437-Zellen, die die Plasmide
codierend fiir NpSRII und das Fusionsprotein NpHtrII/MCP2-102/233 exprimieren (ohne
Induktion). Bahn 2 zeigt Gleiches, allerdings mit Induktion. Die Proteine haben ein
errechnetes Molekulargewicht von 42 kDa (Fusionsprotein) und 26 kDa (Rezeptor
NpSRII), was der GroBe der Banden in Bahn 2 entspricht. Ohne Induktion konnte kein
Protein isoliert werden. Gleiches ldsst sich fiir die Banden in Bahn 4 beobachten. Hier sind
die Eluate der Zellsuspensionen aufgetragen, die das Fusionsprotein NpHtrI/MCP2
116/247 und den Rezeptor NpSRII exprimieren. Wihrend ohne Induktion auch hier kein
Protein isoliert werden konnte (Bahn 3), zeigt die Aufreinigung nach der Induktion zwei
vorherrschende Banden mit dem apparenten Molekulargewicht von 42 kDa und 26 kDa.
Im Falle der negativen Kontrolle wurde erwartungsgemal3 auch nach einer Induktion kein
Protein beobachtet (Bahn 6).
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Abb. 3.4-5: SDS-PAGE der Priparation des NpSRII/NpHTRII/MCP2-Komplexes ohne und mit
Induktion durch 1 mM IPTG. Bahn 1 und 2 zeigt das Eluat der Expression von NpSRII und
NpHtrlIl/MCP2 102/233, ohne und mit Induktion. Bahn 3 und 4 zeigt Gleiches fiir die Expression
von NpSRII und NpHtrIl/MCP2 116/247. In Bahn 5 und 6 wurde das Eluat des wt-Stammes
RP437 zur Kontrolle aufgetragen, ebenfalls ohne und mit Induktion.
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Eine weitere Analyse der Banden durch einen Western Blot bestétigt die Vermutung, dass
es sich im Bereich von ca. 42-45 kDa um das Fusionsprotein handelt. Dazu wurde eine
weitere SDS-PAGE mit anschlieBendem Westerntransfer auf PVDF-Membran
durchgefiihrt. Nach Inkubation mit dem priméiren anti-NpHtrlI-AK sowie dem Peroxidase
gekoppelten zweiten Antikorper erfolgte die Detektion iiber eine Chemiluminiszenz-
Reaktion. Dabei ist die Chemoluminiszenz schon mit dem bloen Auge wahrzunehmen, so
dass eine geringstmogliche Belichtung des Rontgenfilms von 2 Sekunden ausreichte. Der
Antikorper anti-NpHtrII-AK erkennt einen Bereich von 72 Aminosduren im Transducer

NpHtrIl, der in den verwandten Chemorezeptoren des E.coli nicht vorkommt.

Auf dem Film sind Banden (Bahn 3 und 5) mit einem apparenten Molekulargewicht von
ungefahr 42-45 kDa intensiv markiert. Es bestitigt sich also die Vermutung, dass es sich
hier um die Fusionsproteine handelt. In den nicht induzierten Proben (Bahn 2 und 4) ist
keine Markierung zu beobachten, was darauf hinweist, dass eine Basalexpression der
Proteine nur sehr schwach vorhanden ist. Im Falle des Fusionsproteins NpHtrII[/MCP2
116/247 kann eine starke proteolytische Degradation beobachtet werden die durch die
Banden bei 32 kDa, 20 kDa und 10 kDa angezeigt wird. Neben den intensiven Signalen fiir
die exprimierten Fusionsproteine treten bei ca. 75-85 kDa Kreuzreaktionen des primédren
Antikorpers gegen Komponenten des E.coli Zelllysats auf. Diese Kreuzreaktionen wurden
bereits von Wegener (2000) beobachtet, beruhen allerdings nicht auf Reaktionen gegen
Chemotaxisproteine aus E.coli, da diese ein apparentes Molekulargewicht von etwa 64
kDa in SDS-PAGE Analysen aufweisen (Morgan et al., 1993). Bahn 1 zeigt als positive
Kontrolle die Reaktion des Antikérpers auf NpHtrll;s;. Dabei wird eine distinkte Bande
bei 17-18 kDa beobachtet, die dem NpHtrll;s; mit dem errechneten Molekulargewicht von

17,2 zugeordnet werden kann.
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Abb. 3.4-6: Lumigramm des Immun-Nachweises mit dem Antikdrper NpHtrlI(77-149). Bahn 1
zeigt die positive Kontrolle mit NpHtrll,s;. Bahn 2 und 3 zeigen jeweils die nicht induzierte und die
induzierte Probe des Fusionsproteins NpHtrlI/MCP2 102/233, Bahn 4 und 5 zeigt Gleiches fiir
NpHtrII/MCP2 116/247.
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3.44 Kontrollmessungen zur Phototaxis

Es konnten zwei Retinalproteine, HsSRI und HsSRII, identifiziert werden, die
verantwortlich fiir die phototaktische Antwort des Archaebakteriums H. salinarum sind.
Die Kombination dieser Pigmente kontrolliert das Schwimmverhalten in unterschiedlichen
Lichtverhiltnissen (Ubersichtsartikel (Oesterhelt und Marwan, 1990)). Spiter wurde das
NpSRII auch in dem Archaebakterium N. pharaonis gefunden (Bivin und Stoeckenius,
1986). Der Vergleich beider Proteine zeigte Ahnlichkeiten in Bezug auf biochemische und
photochemische Eigenschaften (Scharf et al., 1992). Aus diesen Daten wurde geschlossen,
dass es sich bei dem NpSRII um einen Photorezeptor handeln muss. Den Beweis lieferten
Scharf und Wolff allerdings erst 1994 durch Phototaxis-Messungen im Dunkelfeld (Scharf
und Wolff, 1994). Basierend auf dieser Methode (siche auch 2.11.2) wurden in der
vorliegenden Arbeit Phototaxis-Messungen mit N. pharaonis als positiver Kontrolle, F.
coli RP437wt als negativer Kontrolle und den drei Mutationsstimmen durchgefiihrt. Dabei
entsprechen die erhaltenen Werte in mV prozentual der Zellzahl, die mit 0-1 konstant
gehalten wurde, um die einzelnen Messungen vergleichbar zu machen. Dabei steht 1 fiir
den Anteil der Zellen, die sich zu Beginn der Messung im Spot befinden und 0 wiirde

bedeuten, dass sich keine Zelle mehr darin befindet.
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Um eine positive Vergleichskontrolle zu den folgenden Experimenten zu haben, wurden
Phototaxismessungen mit N. pharaonis durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen wie in 2.4
beschrieben angezogen und auf Schwarmplatten selektiert. Allerdings war im Fall von
N. pharaonis eine Selektion der Zellen auf Schwarmplatten nicht unbedingt nétig, die
Zellen zeigten auch ohne Selektion eine Reaktion auf Licht. Mit Hilfe des beschriebenen
Mikroskops sollte die phototaktische Reaktion der Zellen auf blau-griines Licht der
Wellenldnge 500 nm aufgezeichnet werden. Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf der
Zelldichte gegen die Zeit.
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Abb. 3.4-7: Phototaxismessung von N. pharaonis als positive Kontrolle. Basislinienkorrigiert.
Links: Nach drei Minuten wurden die Zellen mit blau-griinem Licht der Wellenldnge 500 nm
bestrahlt. Nach 18 Minuten wurde das blaue Licht ausgestellt und nach weiteren 4 Minuten wieder
angestellt. Farbig hervorgehoben ist die Anfangssteigung (m = -0,3).

Die Reaktion von N. pharaonis auf Licht der Wellenldnge 500 nm ist deutlich zu
beobachten. Der Graph zeigt die dreiminiitige Basislinie, die nach Bestrahlung mit blau-
grimem Licht stark abfillt. Die Anfangssteigung in den ersten 1,5 Minuten erreicht den
Wert von — 0,3. Sobald das Licht wieder ausgeschaltet wurde, wanderten die Zellen wieder
in den Spot ein, was durch das Ansteigen der Zelldichte gekennzeichnet ist. Bei erneuter
Bestrahlung verlieen sie den Spot erneut, die Zelldichte sinkt. Kurz nach Anschalten des
blau-griinen Lichtes ist eine schnelle, kurze Steigung der Zellzahl zu beobachten, die sofort
wieder sinkt. Gleiches kann man umgekehrt beim Ausschalten des Lichtes beobachten.

Diese, sogenannten Overshoots, sind bereits fiir H. salinarum in der Literatur bekannt und
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charakteristisch fiir das phototaktische Verhalten von Archaebakterien (Stoeckenius et al.,

1988). Es ist jedoch nicht ganz geklart wodurch diese Overshoots zustande kommen.

3.4.5 Phototaxismessungen von E.coli RP437-Chimiiren

Die Reaktion von E. coli Bakterien auf Licht bestimmter Wellenldnge wire der erste
Beweis fiir die erfolgreiche Einflihrung phototaktischer Eigenschaften. Nachdem bereits
nachgewiesen wurde, dass die drei konstruierten RP437-Chimédren die Fusionsproteine
erfolgreich exprimieren, sollte nun das phénotypische Verhalten der Chimédren analysiert
werden. Im Falle eines korrekten Einbaus des Rezeptors und des Fusionsproteins in E. coli
und einer gegebenen Signalweiterleitung, sollten die Zellen auf Licht der Wellenldnge
500 nm abweisend reagieren. Da die hergestellten Fusionsplasmide zwei Antibiotika-
Resistenzen, Chloramphenicol und Tetrazyklin, tragen, und das Plasmid pETbmod-
npSRII-His eine Ampicillin-Resistenz, wurde den Anzuchtmedien in allen drei Féllen
entweder Chloramphenicol und Ampicillin oder Tetrazyklin und Ampicillin zugegeben.
Chloramphenicol wird die Eigenschaft zugeschrieben die Biosynthese der genomischen
DNA, nicht aber die der Plasmid-DNA zu behindern, somit Plasmid in der Zelle
anzuhdufen und sie zu schidigen (Stryer, Biochemie). Durch die Anzucht in zwei
verschiedenen Medien sollte der eventuell schidigende Effekt durch Chloramphenicol
beobachtet werden. Es konnte jedoch weder bei der bereits beschriebenen
Proteinexpression mit anschlieBender Proteinpridparation noch bei den im folgenden
beschriebenen Experimenten ein negativer Einfluss von Chloramphenicol festgestellt

werden. Die Anzucht in unterschiedlichen Medien fiihrte zu den gleichen Ergebnissen.

Weiterhin mussten die Zellen auf ihre ,,Schwimmfihigkeit™ untersucht werden, d.h. um
Reaktionen auf Licht zu erhalten, musste gewihrleistet sein, dass die Zellen tiberhaupt in
der Lage sind, sich schnell fortzubewegen. Das wurde anhand der Chemotaxis iiberpriift.
Dazu wurden jeweils einige Zellen der drei RP437-Chimdren und RP437wt auf die Mitte
einer Schwarmplatte gegeben und bei 30°C iiber Nacht (10-16 Stunden) inkubiert.
Schwarmplatten werden aus Medium mit einem sehr geringen Anteil von Agar gegossen
(0,3% statt 1,5%) und sind daher nicht fest, sondern gleichen eher einer viskosen Masse.
Durch diese Viskositit sind die Bakterien in der Lage sich in der Agarmasse
fortzubewegen. Die Bewegung ist leicht anhand eines entstehenden Kreises zu beobachten,
der von der Mitte gleichméBig nach auflen lduft. Gibt man beispielsweise Asparaginsiure
als Lockstoff ins Medium sieht man den fiir die Chemotaxis typischen distinkten weillen
Ring am Rand des triiben Kreises. Die Bakterien wandern auf der Suche nach Néhrstoffen
von innen nach auen. Die besten ,,.Schwimmer* fressen den zugegeben Lockstoff weg und

lassen somit eine Liicke zu den nachfolgenden Bakterien entstehen. Der Beobachter sieht
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daher einen scharfen weillen Ring, dahinter ein dunkleren Ring indem sich noch keine
Bakterien befinden und nachfolgend die restlichen Bakterien (siche Abb. 3.4-8).

Abb. 3.4-8. Beispiel fiir den Nachweis von Chemotaxis in E. coli Bakterien. Links: Mutanten des
Stammes RP437, die den Rezeptor NpSRII und das Fusionsprotein NpHtrlI/MCP2-123/254
exprimieren. Rechts: Wildtyp RP437 Zellen. Die Bakterien wurden aus einer Fliissigkultur auf die
Mitte einer Schwarmplatte mit asparaginsdurehaltigem Medium geimpft und fiir 10 Stunden
(links), bzw. 14 Stunden (rechts) bei 37 °C inkubiert.

Die obere Abb. zeigt am Beispiel der Mutanten Rp437-NpHtrlI/MCP2-123/254 und
RP437wt deutlich die Chemotaxisfihigkeit der Bakterien, die hier iiberpriift werden sollte.
Die unterschiedliche Grofe der Kreise liegt an der unterschiedlichen Inkubationsdauer der
Platten und hat nichts mit der Schwimmfahigkeit zu tun. Gleiche Ergebnisse wurden auch
fir die Mutanten Rp437-NpHtrlI/MCP2-1163/247 und Rp437-NpHtrI/MCP2-102/233
erhalten (Daten nicht gezeigt). Zur Selektion der Bakterien auf die besten ,,Schwimmer
wurden von den inkubierten Platten am &uBeren Rand Zellen entnommen und auf
Schwarmplatten aus Minimalmedium geimpft. Das Bakterienwachstum ist auch hier von
innen nach auflen zu beobachten, allerdings bilden die Zellen keinen scharfen Rand. Es
entsteht vielmehr ein diffuser Kreis, in dem die schnellsten ,,Schwimmer* auf ihrer Suche
nach Nahrung im &uBleren Bereich zu finden sind. Dieser Vorgang wurde 4 bis 6 mal
wiederholt, bis alle Zellen unter dem Mikroskop deutliche Bewegungsaktivitit zeigten. Fiir
die Aktivitdt der Zellen spielte es, entgegen den Erwartungen, keine Rolle ob Erlenmeyer-
Kolben mit oder ohne Schikane benutzt wurden und ob bei 100 upm oder 130 upm
geschiittelt wurde. In Trypton-Medium war erwartungsgemil3 eine deutlich hoéhere
Aktivitdit der Zellen im Vergleich zum 2 TY-Medium zu beobachten, da das
Nahrungsangebot deutlich geringer war.
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Fiir die Phototaxismessungen wurden alle chimidren RP437-Mutanten wie in 2.11.2
beschrieben inkubiert und vorbereitet. Als negative Kontrolle wurden in Abb. 3.4-9
RP437wt-Zellen gemessen. Nach 5 Minuten wurden die Zellen mit blau-griinem Licht

bestrahlt, das nach weiteren 5 Minuten wieder ausgeschaltet wurde.
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Abb. 3.4-9: Phototaxismessungen von E. coli RP437. Als negative Kontrolle wurden RP437wt-
Zellen mit IPTG induziert und nach 2 Stunden gemessen.

Erwartungsgemill zeigt sich kein Effekt durch Bestrahlung mit blau-griinem Licht.
Wihrend der Aufzeichnung eines Signals konnten apparativ bedingte Schwingungen mit
einer Frequenz von 6 Minuten beobachtet werden, die auch in den folgenden Experimenten
nicht ganz behoben werden konnte. Keine der 15 durchgefiihrten Messungen mit

RP437wt-Zellen zeigte einen Effekt von blau-griinem Licht.
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Im Folgenden wurden Phototaxismessungen mit den konstruierten Chimaren durchgefiihrt.

In den nachstehenden Experimenten sollte durch die beschriebene Expression der

Fusionsproteine die Reaktionsfahigkeit auf Licht nachgewiesen werden. Dazu wurden die
Zellen zundchst 2 Stunden nach der Induktion mit IPTG gemessen. In den in Abb. 3.4-10

gezeigten Experimenten wurde das Schwimmverhalten der RP437-Chiméren in Reaktion

auf die Bestrahlung mit blau-griinem Licht der Wellenldnge 500 nm verfolgt.
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Abb. 3.4-10: Phototaxismessungen der RP347-Chiméren. Links sind die Graphen der nicht
induzierten Proben, rechts der induzierten Proben abgebildet. Die induzierten Zellen wurden 2
Stunden nach Induktion gemessen.
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Zur Kontrolle der Basalexpression des Promotors wurden, neben den induzierten Zellen,
auch nicht induzierte Zellen gemessen. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer Serie von
Experimenten, in denen nicht induzierte Zellen und induzierte Zellen nach 2 Stunden
Induktion gemessen wurden. Die gezeigten Ergebnisse zeigten eine geringe Schwankung
der Basislinie wihrend der ersten 5 Minuten, bei der es moglich war eine Reaktion zu
ermitteln. Im Fall der nicht induzierten Zellen konnte keine Reaktion auf Licht beobachtet
werden konnte. Die Basalexpression der Proteine reichte nicht aus um eine Reaktion der
Zellen auf blau-griines Licht zu vermitteln (Abb. 3.4-10). Das steht im Einklang mit der
Beobachtung, dass ohne eine Uberexpression der Proteine keine Aufreinigung des
Rezeptors, bzw. der Fusionsproteine moglich war (Abbildung 3.4-5, Bahn 1 und 3). Fiir die
Chimére NpHtrII/MCP2 116/247 kann eine leichte Steigung (m = 0,01 Pro Minute) der
Basislinie beobachtet werden, die jedoch liber das Ausschalten des Lichtes hinaus besteht.
Die Chimdren NpHtrII/MCP2 101/233 und NpHtrII/MCP2 123/254 zeigen -eine
kontinuierliche Basislinie im Bereich von 1,0 der Zelldichte.

Eine zweistlindige Induktion der Zellen mit IPTG zeigt im Fall der NpHtrIl/MCP2-
102/233 Chimédre keine signifikante Reaktion, wihrend die beiden anderen
NpHtrII/MCP2-116/247 und NpHtrIll/MCP2-123/254 eine abstolende Reaktion zeigen,
d.h. sie verlassen den Spot. Mit einer berechneten Steigung von — 0,02 pro Minute flir
NpHtrII/MCP2 116/247 und — 0,03 pro Minute fiir NpHtrIl/MCP2-123/254 ist die
Reaktion im Vergleich zur positiven Kontrolle (Abb. 3.4-7) mit einer Steigung von
— 0,30 pro Minute um etwa eine Groflenordnung schwécher. Ein weiterer Unterschied im
Vergleich zur positiven Kontrolle ist, dass die Zellen nach der Bestrahlung nicht wieder in
den Spot einwandern. Der Grund konnte in der geringen Lebensdauer der E. coli Zellen auf
den Objekttragern liegen. Teilweise konnte schon nach bereits 10 Minuten ein deutlicher
Riickgang der Bewegungsaktivitdt unter einen Lichtmikroskop beobachtet werden. Dies
konnte auch eine Erklarung fiir das nur sehr schwache Signal sein. Wenn ein GroBteil der
Zellen schon zu Beginn absterben wiirde, wire eine quantitative Aussage iiber die den
Kreis verlassende Zellzahl nur begrenzt moglich. Weiterhin konnte unter dem
Lichtmikroskop die bereits bekannte schddliche Wirkung von IPTG auf E. coli Zellen
beobachtet werden. Sie verloren die Féhigkeit zur Zellteilung und es entstanden
ungewohnlich lange Zellen, die teilweise ein Zehnfaches der normalen Lange zeigten und
somit in ihrer Bewegung erheblich eingeschrinkt waren. Weiterhin kann eine
iiberexprimierte Einlagerung von Membranproteinen die Zellen zusitzlich schidigen. Um
diese Probleme zu minimieren wurden weitere Messungen durchgefiihrt mit einer
verkiirzten Induktionszeit von 20 Minuten und 40 Minuten. AuBlerdem wurde die
Bestrahlung mit Licht nur 5 Minuten durchgefiihrt.
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Eine Induktionszeit von 20 Minuten fiihrte zu den gleichen Ergebnissen wie die

Messungen ohne Induktion, d.h. man kann davon ausgehen, dass sich noch nicht genug

Protein eingelagert hatte um ein Signal zu erzeugen.

Eine 40 miniitige Induktion der Expression im Fall der beiden Konstrukte NpHtrII/MCP2-
101/233 und NpHtrlI/MCP2-116/247 liefert vergleichbare Ergebnisse zu den bereits
erhaltenen Daten. Wie in Abb. 3.4-11 zu sehen ist, zeigt NpHtrII/MCP2-101/233 auch
diesmal keine Reaktion auf die Bestrahlung, wihrend NpHtrIl/MCP2-116/247 ein

schwaches Signal zeigt mit einer Steigung von — 0,02 pro Minute zeigt.
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Abb. 3.4-11: Phototaxismessungen von NpHtrIl/MCP2-101/233 und NpHtrlI[/MCP2-116/247 nach
40 Minuten Induktion.
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Die RP437-Chimére NpHtrII/MCP2-123/254 zeigt jedoch nach 40 miniitiger Induktion ein
deutlich starkeres Signal als bisher beobachtet. Wie in Abb. 3.4-12 zu sehen, wurden die
Zellen fiir 5 Minuten mit blau-griinem Licht bestrahlt. Die Zelldichte sinkt sofort nach
Einschalten des Lichtes. Es kann eine Steigung von — 0,06 berechnet werden. Das betriagt
1/3 der Steigung der positiven Kontrolle ( Abb. 3.4-7). Nach Ausschalten des Lichtes wird

kein weiterer Abfall beobachtet, die Zellzahl bleibt auf einem konstanten Level.
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Abb. 3.4-12: Phototaxismessung der RP437-Chimire NpHtrIl/MCP2-123/254 nach 40 Minuten
Induktion. m gibt die Steigung zwischen der Bestrahlung mit Licht an.

Wird die Bestrahlung eingestellt bleibt der Anteil der Zellen im Spot nach kurzer Zeit
konstant bei 0,6 stehen. Eine Einwanderung in den Spot kann nicht beobachtet werden. Der
Grund liegt vermutlich trotz der verkiirzten Induktionszeit an der mangelnden
Beweglichkeit der Zellen. Nach der Messung wurden die Zellen unter einem normalen
Lichtmikroskop beobachtet und 90% der Zellen hatten ihre Bewegungsaktivitit eingestellt,

bzw. waren tot.

Zusammenfassend zeigt die Chimdre NpHtrII/MCP2-102/233 keine, die Chimére
NpHtrII/MCP2-116/247 eine sehr schwache abstolende und die Chimidre NpHtrll/
MCP123/254 eine stirkere abstoBende Reaktion auf blau-griines Licht.
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3.4.6 Messung der Methanolfreisetzung

Die Methylierungsdomidne ist im zytoplasmatischen Teil von archaebakteriellen
Transducern und bakteriellen Chemorezeptoren fiir die Adaptation gegeniiber konstanten
Bedingungen verantwortlich. Die Adaptation korreliert mit dem Methylierungslevel der
Transducer / Rezeptoren. Eine Zunahme der Methylierung korreliert dabei mit der
Adaptation auf einen positiven Reiz, eine Abnahme der Methylierung mit der Adaptation
auf einen negativen Reiz (Kehry et al., 1984). Methylgruppen werden dabei von
S-adenosylmethionin auf die y-carboxylgruppe eines bestimmten Glutaminsédurerestes der
Methylierungsdoméne des Rezeptors iibertragen. Der Tsr-Rezeptor besitzt fiinf solcher
Methylierungsstellen, der Tar- und der Trg-Rezeptor jeweils vier (Kehry et al., 1984). Fiir
die Transducer HsHtrl und HsHtrll aus Halobakterium salinarum konnten finf
Methylierungspaare, bzw. ein Methylierungspaar nachgewiesen werden (Perazzona und
Spudich, 1999). Die Methylierungsstellen liegen in einer stark konservierten Region. Die
Konsensussequenz fiir die eubakterielle Methyltransferase lautet (Terwillinger et al., 1986)
A/-/S; X, X; E; E; X; A/T/S; A; A/T/S wobei anstelle der Glutaminsédure (E) ein Glutamin
(Q) stehen kann, welches vor der Methylierung deamidiert wird. Diese Konsensus-Sequenz
ist in dhnlicher Form auch in den archaebakteriellen Transducern vorhanden (Perazzona
und Spudich, 1999). Die Methylgruppen werden durch eine chemotaxisspezifische
Methyltransferase CheR iibertragen. Hydrolyse des Glutamylmethylesters wird durch das
CheB (Methylesterase) Genprodukt katalysiert, es entsteht dann Methanol und freies
y-carboxyl der Glutaminsdure. Die Methylierung durch CheR (Methyltransferase) erfolgt
konstitutiv, wiahrend die Demethylierung von CheA abhingt.

HN—C—CH,—CH,—C00

Glutamatrest

CH,OH .-\\ / \( S-Adenosylmethionin

Estarase Transferase

; A
H,0~ \ / S-Adenosylhomocystein
0

|
—HN—C—CH,—CH,—C—OCH,

o

y-Methylglutamatrest

Abb. 3.4-13: Die reversible Methylierung von Glutamatresten in der zytosolischen Doméne von
Methyakzeptor-Chemotaxis-Proteinen
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Auf der Basis dieser FErkenntnisse sollte nach Kehry et al (1984) die
Methylesteraseaktivitit tiber die Methanolfreisetzung verfolgt werden. Dazu wurden die
Zellen wie in 2.9.4 beschrieben in Medium mit (H’)-markiertem Met inkubiert und auf
einen Filter aufgetragen. Da die Chimére NpHtrlI/MCP2-123/254 das stirkste Signal in
den Phototaxismessungen gezeigt hat, wurden nur mit ihr die folgenden Experimente
durchgefiihrt. In einem ersten Kontroll-Experiment, welches die Methylierung/
Demethylierung in der Chemotaxis untersucht, wurden RP437wt-Zellen und die Chimire
NpHtrII/MCP2-123/254 nach Zugabe von 120uCi (H?)-Methionin 40 Minuten bei 30°C im
Wasserbad inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Von nun an wurde nur noch mit
Puffern gearbeitet, die nicht radioaktives Methionin enthielten. Die Zellen wurden in 1 ml
Puffer ohne Lockstoff (Serin) aufgenommen und auf einen Filter gegeben. Nach
achtminiitigem Waschen (siche Material und Methoden 2.9.4) wurden die Fraktionen 60
Minuten lang in einem Fraktionssammler gesammelt. Von 12 - 20 und 36 - 42 Minuten
wurde der Puffer jeweils durch Puffer mit Lockstoff (Serin) ersetzt. In der ersten Messung
wurde alle 0,6 Minuten eine neue Fraktion gesammelt, in allen folgenden Experimenten
schien eine Fraktion pro Minute ausreichend. Die einzelnen Reaktionsgefille wurden in
Scintillationsgefdaf3en mit 4 ml Scintillationsfliissigkeit gesammelt und {iber Nacht bei 35°C
schiittelnd inkubiert. Da Methanol fliichtig ist, steigt es aus dem Reaktionsgefdll auf und
16st sich in der umgebenden Szintilationsfliissigkeit. Am nédchsten Morgen wurde die
Radioaktivitdt gemessen und graphisch gegen die Zeit aufgetragen. Als Vergleich wurde
eine negative Kontrolle mit RP437-Zellen durchgefiihrt, die ohne den Austausch der Puffer

gemessen wurden.
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Durch die konstitutive Methylierung/Demethylierung des Rezeptors wird das zuvor
eingebaute, markierte (H*)-Met wieder abgebaut und durch nicht markiertes ersetzt. Dies
ist hier sehr anschaulich in der negativen Kontrolle dargestellt (A). Da nur das entstehende,
markierte Methanol gemessen werden kann, ist der Anteil zu Beginn der Messung noch
sehr hoch und wird immer mehr durch nicht markiertes Methanol ersetzt. Diese abfallende
Tendenz war in allen Messungen deutlich zu beobachten. Durch Zugabe eines positiven
Stimulus, wie z.B. Serin oder Asparaginsdure, wird die Histidinkinase CheA
runterreguliert. Das fiihrt zur Inhibierung der Demethylierung (und somit der Freisetzung
von Methanol), wihrend die Methylierung konstitutiv bleibt. Das bedeutet, dass im
Uberstand kein Methanol gemessen werden sollte. Ein negativer Stimulus (z.b. die
Wegnahme eines positiven Stimulus) fiihrt zur Aktivierung der Histidinkinase und somit
zur Aktivierung der Esterase. Das bedeutet, dass der Gehalt an Methanol im Uberstand
ansteigen sollte. Die positive Kontrolle (B) zeigt nach Zugabe von Serin einen, durch die
fehlende Demethylierung hervorgerufenen, deutlich stirkeren Abfall des im Medium
vorhanden radioaktiven Methanols im Vergleich zur negativen Kontrolle. Tauscht man
dem Puffer mit Serin gegen solchen ohne Serin, wird ein kurzzeitig starker Anstieg der
Methanolkonzentration beobachtet. Anhand der Methanolfreisetzung kann somit indirekt
auf die Aktivitdt, bzw. Inaktivitit der Methylesterase geschlossen werden, die wiederum
durch die aktive Histidinkinase aktiviert wird. Ein positiver Stimulus fiihrt in der
bakteriellen Chemotaxis zu einer inaktiven Histidinkinase, die somit nicht in der Lage ist
die Esterase zu aktivieren. Somit ist die Demethylierung inhibiert. Da auch die Chimire
NpHtrII/MCP2-123/254 einen deutlich stiarkeren Abfall des radioaktiven Methanols in Folge
eines positiven Stimulus zeigte und auch ein Anstieg durch einen negativen Stimulus
beobachtet werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass die Chemotaxis durch

die Uberexpression der Phototaxisproteine nicht beeintrichtigt wurde (C).
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Im Folgenden sollte die Methanolfreisetzung der RP437-Chimére NpHtrIl/MCP2-123/254
in der Phototaxis gemessen werden. Als negatives Signal diente hier nicht die Wegnahme
des Lockstoffes, wie in den Messungen zur Chemotaxis, sondern die Bestrahlung mit
blauem Licht. Dazu wurden die Zellen genau wie die oben beschriebenen RP437wt-Zellen
behandelt und auf einen Filter aufgetragen. Jede Minute wurde eine Fraktion gesammelt
und iiber Nacht in Szintilationsfliissigkeit inkubiert. Abwechselnd wurde, wie durch die
Pfeile markiert, mit blau-griinem Licht bestrahlt.
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Abb. 3.4-15: Messung der Methanolfreisetzung der RP437-Chiméire NpHtrlI/MCP2-123/254. Die
Pfeile markieren die Punkte, an denen das blau-griine Licht (500 nm) ein-, bzw. ausgeschaltet

wurde. Negative Kontrolle aus Abb. 3.4-14, A (blau): Messung der RP437-Zellen ohne Austausch
der Puffer.

Als direkter Vergleich wurde die negative Kontrolle aus Abb. 3.4-14 A dem oberen
Graphen zugefiigt. Der Vergleich beider Graphen macht deutlich, dass die Chimaére E. coli
NpHtrII/MCP2-123/254 unter diesen Bedingungen keine Reaktion auf Licht zeigt oder
diese nicht mit einer Anderung des Methylierungslevels einhergeht. Perazzona und
Spudich konnten 1999 nachweisen, dass das Maf} der Methylierung von HsHtrl nicht durch
Licht beeinflusst wird. Obwohl konservierte Methylierungsstellen gefunden wurden, zeigt
H. salinarum zwar eine der Phototaxis entsprechende Schlagumkehr der Flagellenmotoren,
jedoch bleibt das Mal} der Methylierung konstant. Zwar wird im Fall von HsHtrll das
Methylierungslevel durch Licht beeinflusst, aber eine Deletion aller Methylierungstellen
verhindert nicht die Adaptation (Perazzona und Spudich, 1999).
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4 Diskussion

Die Signaltransduktion in der Phototaxis des Archaebakteriums Natronobakterium
pharaonis beginnt mit der Aufnahme eines Lichtreizes durch das sensorischen Rhodopsin
II. Die Weiterleitung des Signals erfolgt iiber Interaktionen des Rezeptors mit der
Rezeptor-Bindungsdoméne des Transducers (RBD-T), wodurch eine Zwei-Komponenten-
Signalkaskade im Inneren der Zelle ausgelost wird. Grundlage fiir das Verstdndnis der
primdren Signalweiterleitung ist die Kenntnis liber den genauen Bereich der Rezeptor-

Bindungsdoméne des Transducers.

Basierend auf den Ergebnissen von Photostrom-Messungen wurden verkiirzte Fragmente
des Transducers ausgewdhlt, um anhand von Bindungsstudien den Bereich der Rezeptor-
Bindungsdoméne des Transducers zu bestimmen. Weiterhin wurden Positionen auswéhlt
an denen Mutationen in die transmembranen Bereiche beider Proteine eingefiihrt werden
sollten, um die Rolle dieser Bereiche bei der Komplexbildung zu definieren. Des weiteren
sollten die stochiometrischen Verhéltnisse der verkiirzten Fragmente, sowie die
Oligomerisierung analysiert werden. Notwendige Voraussetzung fiir die Untersuchungen
war die Klonierung, die préparative Darstellung und Isolierung der verkiirzten Transducer.
Die erhaltenen Daten sollten thermodynamisch betrachtet und mit bereits vorhandenen
Daten verglichen werden. Dabei wurde der Einfluss von pH-Wert und Ionenstdrke mit
einbezogen. Anhand des Bindungsverhaltens der verschiedenen Transducer-Fragmente an
den Rezeptor konnte ein Modell der Rezeptor-Bindungsdomine aufgestellt werden. Die
sich hieraus ergebenden Informationen iiber die Interaktion des Transducers mit dem
Rezeptor konnten zudem weitere Hinweise auf einen moglichen Mechanismus der

Signalverstirkung liefern.

Aufgrund der bestehenden Homologie der archaebakteriellen Phototaxis zur eubakteriellen
Chemotaxis und basierend auf den erhaltenen Erkenntnissen iiber die Rezeptor-
Bindungsdoméne des Transducers, sollte ein phototaktisch sensibles E. coli Modellsystem
entwickelt werden. Als Grundlage hierfiir wurden Fusionsproteine aus dem
archaebakteriellen Transducer (NpHtrll) und dem eubakteriellen Chemotaxis-Rezeptor
(MCP2) kloniert, exprimiert und auf ihre Bindung zu dem archaebakteriellen Rezeptor hin
untersucht. Die Fusionsproteine wurden daraufhin in E. coli RP437 {iberexprimiert und auf

die Fahigkeit zur Vermittlung von Phototaxis hin untersucht.
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4.1 Die Rezeptor-Bindungs-Domiine des archaebakteriellen Transducers

Auf Grundlage der Kristallstruktur des NpSRII/NpHtrll,4.3, Komplexes (Gordeliy et al.,
2002) sind in der folgenden Abbildung die Schnittpositionen der verwendeten Transducer-

Varianten zur Ubersicht verdeutlicht.

-COOH (534A8)

NpHtrll,,

NpHtrll,,,

NpHtrll,,,

NpHirll,,

--------------------------

NpSRII NpHitrll

Abb. 4.1-1: Die Kiristallstruktur von NpSRII und NpHtrll,4g, (Gordeliy et al, 2002). Die
zytoplasmatische Domédne wird durch den grau gezeichneten Abschnitt symbolisiert. Die

Schnittpositionen der verkiirzten Transducer sind durch Pfeile markiert.

Die Fragmente NpHtrll;s; und NpHtrll; 4 tragen einen aus der Membran herausragenden
zytoplasmatischen Teil und sind hier von Interesse, da ihnen die Féhigkeit zugeschrieben
werden kann, wie der komplette Transducer, eine intrinsische Protonenpumpaktivitit des
Rezeptors zu inhibieren (siche Abb. 2.1-10, Schmies, 2000). Die intrinsische
Protonenpumpaktivitit konnte nicht nur fiir das NpSRII, sondern auch fiir das SRI
nachgewiesen werden (Bogomolni et al., 1994; Schmies, 2000). Die genaue Art der
Wechselwirkung des Transducers mit dem Rezeptor ist dabei allerdings noch nicht
eindeutig geklart. Bogomolni et al. (1994) beobachten eine komplette Hemmung des
Protonenpumpens durch die Bindung des Htrl. Weil zudem im SRI/Htr[-Komplex die
Kinetik der SB-Reprotonierung (M-Zerfall) ihre pH-Abhéngigkeit verliert, spekulieren
Spudich und Mitarbeiter, dass Htrl den zytoplasmatischen Protonenkanal blockiert
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(Spudich und Spudich, 1993; Spudich, 1994). Haupts et al. (1996) beobachteten im
Gegensatz dazu allerdings keine Inhibierung des Protonenpumpens, sondern eine Umkehr
des auswirtsgerichteten Protonenstromes. Die Ergebnisse von Bogomolni konnten spéter
durch Schmies bestétigt werden, der in Voltage Clamp-Messungen eine Inhibierung des
Protonenstromes durch den kompletten Transducer, sowie durch die verkiirzten Fragmente
NpHtrll;so, NpHtrll; ;3 beobachten konnte (Schmies, 2000).

Dagegen wurde die Eigenschaft des Transducers den Protonenstrom des Rezeptors zu
inhibieren durch eine Verkiirzung auf 82 Aminosduren zerstort (Schmies, 2000). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass dem Transducer-Fragment von AS 82-114 eine
besondere Rolle bei der Interaktion von Rezeptor und Transducer zukommt. Setzt man
eine Korrelation der Inhibierung der Pumpaktivitit mit der Bindung an den Rezeptor
voraus, wie es auch fiir das SRI spekuliert wird (Spudich und Spudich, 1993; Spudich,
1994), konnten die Transducer-Fragmente eine wichtige Rolle bei Untersuchungen zur
RBD-T spielen. NpHtrlls, beinhaltet lediglich den Bereich von AS 1 bis AS 82, d.h. die
beiden transmembranen Doménen, nicht aber den zytoplasmatischen Teil. Bindungsstudien
mit diesem Transducer-Fragment geben nicht nur Aufschluss dariiber, ob eine fehlende
Inhibierung mit einer fehlenden Bindung einhergeht, sondern zeigen auch, ob die beiden
Transmembrandoménen alleine ausreichen, um eine Bindung an den Rezeptor zu

vermitteln.

Zur weiteren Eingrenzung der RBD-T wurde das vierte Fragment NpHtrll,o; gewaihlt,
welches ein kurzes Stiick der Linker-Region des zytoplasmatischen Teiles tragt (siche Abb.
2.1-8). Dieser Teil beinhaltet nach Sekundarstruktur-Vorhersagen (Wegener, 2000; Klare,
2002) eine amphiphatische a-Helix. Dieses amphiphatische Sequenzmotiv konnte auch fiir
den Aspartatrezeptor, (Butler und Falke, 1998) und fiir andere Sensorproteine und
Chemorezeptoren identifiziert werden (Williams und Stewart, 1999). Seine Rolle in der

Komplexbildung oder der Signalweiterleitung ist aber bislang unklar.

Da bisher kein geeignetes Expressionssystem in N. pharaonis zur Verfligung steht, wurden
die archaebakteriellen Proteine in der vorliegenden Arbeit heterolog in E. coli exprimiert.
Dartiber hinaus ermdglicht die Expression in E. coli eine schnellere Zuganglichkeit flir
genetische Untersuchungen. Die Expression und die Reinigung von NpSRII und
NpHtrll;s;, sowie der in dieser Arbeit konstruierten verkiirzten Transducer und den
hergestellten Mutanten beider Proteine, erfolgte nach den Methoden von Shimono et al.
(1997) und Hohenfeld et al. (1999) (siehe 2.9.2). Das fiir den Rezeptor NpSRII getrennt
zugegebene Retinal wurde bei der Expression zusammen mit dem Opsin als Rhodopsin in
die Membran eingebaut (Hohenfeld ez al., 1999). Der vollstindige Transducer stand fiir die

Untersuchungen nicht zur Verfligung, da es bei der Induktion und Proteinexpression zu
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proteolytischer Degradation und starker Aggregation kam (Wegener, 2000). Auch Sudo
und Kamo konnten das gesamte NpHtrll nicht erfolgreich préparieren (Sudo ef al., 2001a).
Fiir die friher durchgefiihrten Untersuchungen am Rezeptor/Transducer-Komplex wurde
daher der verkiirzte Transducer NpHtrll;s; verwendet (Wegener, 2000), der auch in dieser

Arbeit eingesetzt wurde.

Vergleicht man die Priparation der verkiirzten Transducer NpHtrll;4, NpHtrll;o; und
NpHitrllg, mit NpHtrll;s; oder NpSRII, ergeben sich keine Unterschiede in der Reinheit der
Proteine, jedoch weichen die Ausbeuten deutlich voneinander ab. Fiir das NpSRII und
seine Mutanten konnte eine Proteinmenge von 1 mg pro Liter Bakterienkultur isoliert
werden, was in der gleichen Grofenordnung liegt wie bei Hohenfeld er al. (1999)
angegeben. Die Ausbeuten der Transducer-Fragmente NpHtrll;4 und NpHtrll;s; stimmten
mit 3 mg/L. Bakterienkultur mit den Ergebnissen fiir NpHtrll;s; von Wegener (2000)
tiberein. Fiir die kiirzeren Transducer NpHtrll;o; und NpHtrlls, konnte jedoch maximal
eine Ausbeute von 0,5 mg/L Bakterienkultur erzielt werden, was vermutlich auf die
Bildung von ,,inclusion bodies* zuriickzufiihren war, die sich auch durch die Zugabe

hoherer DDM-Konzentrationen nicht mehr auflosen lief3en.

Um einen ersten Eindruck tiber die vorliegenden stochiometrischen Verhiltnisse der
verkiirzten Transducer zum Rezeptor zu gewinnen, wurde die Komplexbildung der
verkiirzten Transducer mit dem Rezeptor durch Blau-Native-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (BN-PAGE) analysiert. Die Ergebnisse der BN-PAGE’s der Transducer
NpHtrll;s7 und NpHtrll; 4 mit dem Rezeptor zeigen die Bildung oligomerer Formen. Diese
Oligomerisierung ist reversibel, denn die beobachteten Dimere, Trimere und Tetramere
werden durch die Bildung des NpSRII/NpHtrll-Komplexes aufgeldst. Im
stochiometrischen Verhéltnis 1:1 sind alle oligomeren Formen aufgelost und die
Komplexbande ist vorherrschend. Eine Verkiirzung des Transducers auf 101 und 82
Aminosduren zeigt ebenfalls eine Oligomerisierung der einzelnen Proteine, verhindert aber
die Ausbildung eines Rezeptor/Transducer-Komplexes. Somit lassen die Daten neben einer
1:1 Stochiometrie der bindenden Transducer-Fragmente auf eine besondere Rolle des
Bereiches von AS 101 bis AS 114 schlieen. Die erhaltenen Daten stehen im Einklang mit
BN-Ergebnissen von Wegener, der die Ausbildung eines Rezeptor-Transducer-Komplexes
bereits fiir den Transducer NpHtrll;s; zeigen konnte. Weiterhin konnte fiir das NpSRII und
das NpHtrll;s; durch Gelfiltration eine Oligomerisierung festgestellt werden (Wegener,
2000), die durch DLS bestitigt werden konnte (Tudor Savopol, pers. Mitteilung). Die
dabei gebildete Spezies zeigte ein Molekulargewicht, das mit dem eines 1:1 Komplexes in
Einklang zu bringen war. Dartliber hinaus konnte eine 1:1 Stéchiometrie im solubilisierten

Zustand auch von Sudo ef al. (2001a) gezeigt werden.
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Durch Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC) konnten die erhaltenen Daten quantitativ
untersucht werden. Ein groBer Vorteil der ITC ist, dass keine Immobilisierung oder
Markierung der Bindungspartner nétig ist, auf die z.B. bei Oberflichen-Plasmon-Resonanz
(Immobilisierung an einen Goldfilm; Khilko et al. (1993)) gar nicht, und bei der
Sedimentationsgleichgewichts-Zentrifugation (Farbstoffmarkierung; (Fleming, 2000)) nur
schwer verzichtet werden kann. Theoretisch ist es moglich die Bindung von jedem
Liganden an jedes Makromolekiil zu messen. Die Messungen konnen bei unterschiedlichen
Temperaturen und unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt werden und man erhilt nicht
nur die Zahl der Bindungsstellen und den K,s-Wert, sondern auch AH. Ein Nachteil dieser
Methode liegt allerdings in dem hohen Proteingehalt der Probe, der fiir eine ITC-Messung

notig ist.

Das Resultat einer 1:1 Stochiometrie und einer schwicheren, bzw. fehlenden Komplex-
Bildung der Transducer NpHtrll,o; und NpHtrlls, wird auch durch die ITC bestitigt. Der
ermittelte Wert der Dissoziationskonstante liegt fiir den Komplex aus dem Rezeptor
NpSRII und dem Transducer NpHtrll;s; bzw. NpHtrll;;4 bei 160 nM bzw. 240 nM. Somit
werden dltere Ergebnisse des Kp-Wertes fiir die Bindung von NpHtrll;s; mit NpSRII
bestdtigt (Wegener, 2000). Sudo und Mitarbeiter konnten fiir einen verkiirzten Transducer
NpHtrll;so und den Rezeptor eine Dissoziationskonstante von 15 uM beobachten (Sudo et
al., 2002). Dazu titrierten die Autoren eine definierte Menge des verkiirzten Transducers
mit dem Rezeptor und ermittelten die Rate des M-Zerfalls in den verschiedenen molaren
Verhéltnissen. Auf den ersten Blick widerspricht die gefundene erheblich schwéchere
Bindung von Rezeptor und Transducer NpHtrll;s9 dem hier ermittelten Kp-Wert von
~160 nM. Da die Autoren allerdings die Bindungsaffinitdt anhand von Vergleichen des
M-Zerfalls ermittelten, handelte es sich nicht um den Grundzustand, sondern um das
M-Intermediat des Rezeptors. Dies wiirde die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse
unterstiitzen, da die stirkere Affinitit der Proteine im Ausgangszustand eine Riickkehr des

aktivierten M-Intermediates in den Ausgangszustand fordern konnten.

Weitere ITC-Experimente zeigen, dass die Bindung des kiirzeren Transducers NpHtrll,o;
mit der Dissoziationskonstanten von 10 uM signifikant schlechter ist und eine Bindung des
Fragmentes NpHtrllg, an den Rezeptor nicht stattzufinden scheint (siche Abb. 3.3-1). Diese
Ergebnisse stechen mit den Daten der BN-PAGE im Einklang, bei denen die kiirzeren
Transducer-Fragmente keine Komplexbande zeigten. Somit kann der zytoplasmatische
Teil der Rezeptor-Bindungsdoméne des Transducers auf die ersten 114 AS eingegrenzt

werden.
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Im Vergleich sind die bereits beschriebenen Photostrom-Messungen zu sehen, die an
mikroinjizierten Oocyten durchgefiihrt wurden. Diese Methode wurde von Schmies (2000)
fiir elektrophysiologische Untersuchungen an Wechselwirkungen von Rhodopsinen mit
ihren Transducer fiir die Photorezeptoren SRI und SRII genutzt. Parallel zu dieser Arbeit
wurde der auf 101 Aminoséuren verkiirzte Transducer mit NpSRII in Oocyten exprimiert
und der Photostrom des Rezeptors gemessen (Mreyen et. al., 2003). Dieses Fragment
reichte nicht aus, um die intrinsische Protonenpump-Aktivitdt zu inhibieren. Die im
Vergleich zu den langeren Transducern gefundene, schwichere Bindung des NpHtrll;o; an

den Rezeptor konnte dafiir verantwortlich sein und wird weiter unten diskutiert.

Da es nach jeder Zugabe des Rezeptors zum Transducer sehr lange bis zur Einstellung des
Gleichgewichtes dauerte, musste die Intervalldauer der einzelnen Titrationen auf
5 Minuten gesetzt werden. Die in den BN-PAGE’s nachgewiesene Oligomerisierung von
Transducer und Rezeptor spielt hierbei vermutlich eine groBe Rolle. Die gebildeten
oligomeren Formen miissen erst aufgelost werden, um die Voraussetzung der
Komplexbildung zu schaffen. Im Gleichgewichtsfall wiirden diese dann in Konkurrenz zur
Komplexbildung stehen, d.h. die reagierenden Monomerkonzentrationen wiren kleiner als
erwartet. Die ermittelte Dissoziationskonstante kann daher als obere Grenze angesehen
werden. Die gleichen Einschrankungen konnen auch fiir die folgende thermodynamische

Interpretation der Daten gemacht werden.

Die thermodynamische Charakterisierung von Membranproteinen gestaltet sich
komplizierter als die 16slicher Proteine. Popot und Engelmann stellten ein Zwei-Stufen-
Modell der Membranproteinfaltung vor (Engelman et al., 1990). In einem ersten Prozess
dringt die Polypeptidkette eines ungefalteten Proteins, getrieben durch den hydrophoben
Effekt, in die Membran ein und bildet eine o-Helix aus. Das Protein befindet sich dann in
einem experimentell nachgewiesenem Ubergangszustand. Erst in einem zweiten Prozess
assoziieren die a-Helizes des Proteins zu typischen Helix-Biindeln. Da der hydrophobe
Effekt fiir diesen Ubergang nicht von Bedeutung ist, ist die Anderung der Wirmekapazitt
gering. Folglich sind derzeit nur wenige Daten, die durch Sedimentations-Gleichgewichts-

Zentrifugation erhalten wurden, verfiigbar (Ubersichtsartikel: (Fleming, 2000)).

Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Dimerisierung des Glycophorins A. Die Bildung der
Homodimere in Anwesenheit des Detergenz CgEs zeigte einen Kp = 220 nM. AG dieser
Reaktion betrigt 38 KJ mol™” (Fleming ez al., 1997). Engelman und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass der Kp-Wert dieser Reaktion stark von dem benutzten Detergenz abhingig ist.
Experimente, die in SDS-haltigem Puffer durchgefiihrt wurden, zeigten eine Zunahme des
Kp-Wertes auf 2,7 uM. Offensichtlich spielt das gewihlte Detergenz eine aullerordentliche

Rolle fiir die Thermodynamik von Membranproteinen.
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Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten ITC-Daten kénnen als neuer Ansatz dienen, um
die Thermodynamik von Membranproteinen zu untersuchen. Die Dissoziationskonstante
im Bereich von 100 nM des Rezeptors an den verkiirzten Transducer NpHtrll;s; ist
vergleichbar mit dem Glycophorin A System (Fleming et al, 1997) und auch mit
Interaktionen zwischen l6slichen Proteinen, wie dem Ras/RBD System (Sydor et al.,
1998). Die erhaltenen AG-Werte sind mit etwa 40 KJ mol' analog zu denen des
Glycophorin A Systems. Eine wesentliche Erleichterung bei der Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen NpSRII und NpHtrIl in Detergenz ist, dass der Komplex in
einer Detergensumgebung zu einem 1:1 Komplex assoziiert, wihrend sich in einer
Lipidumgebung ein 2:2 Komplex ausbildet (Wegener et al., 2001a). Die Assoziation von
NpSRII und NpHtrll zeigt eine hohere Assoziationskonstante als die der Heterodimere, da
die nativen tetrameren Formen nur in der Membran aber nicht in der solubilisierten Form
entstechen. Dieses Beispiel macht deutlich, dass es in Zukunft wichtig scheint

thermodynamische Daten auch in der nativen Umgebung zu erhalten.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen eine Bindung des NpHtrll; 4, die durch eine Verkiirzung
auf 82 Aminosduren zerstort wird. Das wirft die Frage auf, in wie weit der transmembrane
Bereich in die Komplexbildung involviert ist. Die Kristallstruktur des Rezeptors alleine
(Luecke et al., 2001; Royant et al., 2001) weicht nur minimal von der Kristallstruktur im
Komplex mit seinem Transducer ab (Gordeliy et al., 2002). Einen offensichtlichen
Unterschied zeigt die Position der Aminosdure Y199 des Rezeptors. Der Vergleich des
Tyrosins (AS-199) im Rezeptor alleine und im Komplex mit seinem Transducer, der eine
Drehung des aromatischen Ringes um etwas 90° zeigt, konnte auf eine Rolle dieser

Aminosdure in der Komplexbildung hindeuten (siche Abb. 4.1-2).

Abb. 4.1-2: Position des aromatischen Ringsystems der Aminosdure Tyrosin 199 des Rezeptors
alleine (weill) im Vergleich zu der im Komplex (griin) mit seinem Transducer (Abbildung
freundlicherweise von G. Biildt zur Verfiigung gestellt).
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Die Kristallstruktur des Komplexes zeigt eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
Y199% und N74™ 72 die zwar zur allgemeinen Stabilitit des Komplexes beitragen konnte,
aber flir die Komplexbildung nicht essentiell sein kann. Denn trotz eines Austausches des
Tyrosins gegen ein Phenylalanin, wodurch die Moglichkeit zur Ausbildung einer

Wasserstoffbriickenbindung zu N74™?

zerstort wird, wird eine Bindung von Rezeptor und
Transducer nicht beeinflusst. Das wird durch die Dissoziationskonstante von 300 nM
deutlich (Abb. 3.3-2). Es fihrt lediglich zu einer Abnahme der freien Energie um
~2 kJ/mol, was durch folgende Uberlegungen erklirt werden kénnte: Die Energie die
notig ist, um ein Peptid, welches keine Wasserstoffbriickenbindung ausbildet, aus einem
wéssrigen Milieu in die Membran zu bringen betrdagt ~ 25 kJ/mol. Dagegen betriagt die
bendtigte Energie im Falle einer sich ausbildenden Wasserstoftbriickenbindung nur
~ 2 kJ/mol (Chamberlain et al., 2003). Die Deletion einer H-Briicken bildenden Gruppe
einer AS fiihrt somit zu einer Abnahme der freien Energie von ~ 2 kJ/mol. Weiterhin kann
durch die Deletion der OH-Gruppe eine Anderung der Enthalpie um 5 kJ/mol beobachtet
werden, wéahrend die Entropie AS bei 17,02 anstatt 23,4 kJ/mol liegt. Die Ergebnisse von
Kamo und Mitarbeitern zeigten, dass der Austausch von Tyr199¢ gegen Phenylalanin im
M-Intermediat des Rezeptors einen erheblichen Effekt auf den Kp-Wert hat (Sudo et al.,
2002). Vermutlich spielt also die gefundene Wasserstoffbriickenbindung zwischen Y199

und N74 im aktivierten Zustand, nicht aber im Ausgangszustand, eine grof3e Rolle.

Aufgrund der Komplexizitit der Assoziation, die durch Hydratations-/Dehydratations-
effekte und Detergenz/Mizellen-Wechselwirkungen beeinflusst wird, sind weitere
thermodynamische Studien nétig um eine genaue Interpretation dieser Daten zu
ermdglichen. Generell kann der NpSRII/NpHtrlI-Komplex unter der Voraussetzung
gleicher Versuchsbedingungen aber sicherlich als Modellsystem zur Aufkldrung von

Interaktionen zwischen Membranprotein herangezogen werden.

Wihrend der Verlust einer Wasserstoftbriickenbindung von Y199 zu N74 keinen Einfluss
auf die Komplexbildung hat, wird sie durch die Deletion des aromatischen Ringes des
Tyrosins 199 verhindert (Y199°A). Der Austausch eines gegeniiberliegenden Phe28 der
TM 2 des Transducers in ein Alanin fiihrt ebenfalls zum Verlust der Bindungsfahigkeit,
obwohl die Kristallstruktur keine direkten Hinweise auf eine essentielle Rolle bei der
Bindung zeigt (Gordeliy et al., 2002). Schon 1997 konnte durch Fleming et al. (1997)
nachgewiesen werden, dass der Austausch einer sterisch anspruchsvollen Aminoséure wie
Leucin oder Isoleucin gegen ein “kleines* Alanin die Bindungseigenschaft zweier Proteine
drastisch verdndert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aminosduren Phe28™ '
und Tyr1999 nicht nur durch van-der-Waals-Krifte zur Bindung beitragen, sondern
vermutlich die Proteine zur Komplexbildung in die richtige Position lenken, bzw. dort

halten.
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Die ITC-Messungen zeigen, dass die Rezeptorbindungs-Doméne des Transducers maximal
die ersten 114 Aminosduren enthilt. Unterstiitzt durch die Photostrommessungen kann
dem Peptid von Aminosdure 101-114 eine essentielle Rolle in der Rezeptor-Transducer-
Bindung zugeordnet werden. Die Sequenz des Peptids 101-114
(""GDGDLDVELETRRE'"") enthilt eine Reihe von geladenen Seitenketten. Insgesamt
finden sich sechs negative und zwei positive Ladungen. Es wire moglich, dass erstere an
Wechselwirkungen mit positiv geladenen Arginin-Seitenketten auf der Oberfliche des
Rezeptors beteiligt sind, die in deren Reichweite sein kdnnten (siche Abb. 4.1-3 (Gordeliy
et al., 2002). In HsHtrII aus H. salinarum sind vier der sauren Reste und eine der basischen
Gruppen konserviert (Zhang et al., 1996a), allerdings zeigt die entsprechende Sequenz im
Rezeptor SRI kein solch starkes Ladungsmuster (Blanck ef al., 1989). Auf den ersten Blick
scheint es, als wiren elektrostatische Interaktionen des Peptids '’ GDGDLD mit NpSRII,
wie in Royant et al. (2001) vorgeschlagen, wahrscheinlich. Die hohe Ionenstdrke in dem
natiirlichen Umfeld von N. pharaonis spricht allerdings dagegen, was auch durch
Messungen zum Einfluss der Ionenstirke auf die Rezeptor/Transducer Bindung (Abb.
3.2-4 und 3.3.4) deutlich wird.

“"GDGDLDVELETRRE"™

Abb. 4.1-3: Darstellung des Rezeptors NpSRII als Oberflichenmodell. Die positiv geladenen
Arginin-Seitenketten des Rezeptors sind entsprechend markiert. Die Transducer-Helizes sind bis
AS 101 im Komplex mit dem Rezeptor dargestellt. Die Sequenz des zytoplasmatischen Bereiches
von AS 101-114 wurde zugefiigt
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Modell der Rezeptor-Bindungsdoméine

Aufgrund der erhaltenen Daten und der vorhandenen Kristallstruktur des NpHtrIl/
NpHtrll; ;4 Komplexes kann ein Modell der Rezeptor-Bindungsdoméne des Transducers
erstellt werden, das in der folgenden Abbildung gezeigt und im Weiteren kurz erldutert

wird:

-COOH(534)

/

AS 114

NpSRII NpHtrll

Abb. 4.1-4: Modell der Rezeptor-Bindungsdomine des Transducers NpHtrll. Dargestellt ist die
Kristallstruktur aus Gordeliy et al. (2002). Der schwarze Abschnitt bezeichnet die vermutete Lage
zweier Bereiche der zytoplasmatischen Doméne.

Die Ergebnisse zeigen, dass flir den Bereich des Transducers von 1-101 eine gewisse
Bindungsfahigkeit zu beobachten ist. Eine Verldngerung auf 114 Aminosduren fiihrt
allerdings zu einer erheblich stirkeren Bindung an den Rezeptor. NpHtrll, ;4 erhoht nicht
nur die Bindungsfahigkeit, sondern kann auch den intrinsischen Photostrom des Rezeptors
inhibieren, was durch das Fragment 1-101 nicht moglich ist. Somit kann die Rezeptor-
Bindungsdoméne des Transducers in zwei Bereiche eingeteilt werden.

Fiir den Bereich von 82-101 kann eine Zunahme der Bindungsaffinitit zum Rezeptor
beschrieben werden. Dieser Bereich schlieBt die amphiphatische Helix 1 (88-101) ein, die
anhand von ESR-Daten nahe der Helix F liegt und zur Membran abknickt (Wegener et al.,
2001b; Klare, 2002). Abstandsmessungen zur Bestimmung der Orientierung der
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amphiphatischen Helix 1 deuteten darauf hin, dass die AS 1 nicht parallel zur Membran
angeordnet ist, sondern sich mit aufsteigender Sequenz von der Membran entfernt (Klare,
2002). Der Transducer NpHtrllg, konnte in den durchgefiihrten ITC-Messungen keine
Bindung an den Rezeptor vermitteln, was zum einen daran liegen konnte, das ihm
essentielle Bereiche zur Bindung fehlen, es konnte aber auch eine Falschfaltung des
Proteins vorliegen. Untersuchungen von Wegener sprechen allerdings eher dafiir, dass der
N-terminale Bereich des Transducers mitverantwortlich ist fiir eine korrekte Insertion in
die Membran, wihrend der C-terminale Bereich fiir Modifikationen zuginglich ist
(Wegener, 2000). Chamberlain und Mitarbeiter beschreiben in einer Zusammenfassung,
dass fiir eine korrekte Insertion von Membranproteinen in die Membran meist die
transmembranen Helizes zusténdig sind (Chamberlain et al., 2003). Fiir den Tsr-Rezeptor
aus E. coli konnte nachgewiesen werden, dass die erste amphiphatische Sequenz fiir die
Membrantopologie verantwortlich ist (Seligman und Manoil, 1994). ESR-Messungen oder
eine GFP-Fusion konnten die Lokalisation des NpHtrlls, in der Membran nachweisen. Aus
ESR-Spektren ldsst sich die Mobilitit eines sogenannten Spinlabels an seinem Bindungsort
schlieBen. Spinlabel sind durch ein ungepaartes Elektron an ein Protein verkniipft und
signalisieren Informationen iiber die Mikroumgebung der Struktur, an die sie gebunden
vorliegen. Somit ist es moglich eine Insertion eines Proteins in die Membran
nachzuweisen. Gleiches gilt fiir die GFP-Fusion. Dabei wird auf molekularer Ebene eine
Fusion des entsprechenden Gens mit dem Gen fiir das griin fluoreszierende Protein
hergestellt. Nach Expression des Fusionsproteins ist es durch Fluoreszenzmikroskopie

mdglich die Lokalisation des Proteins zu bestimmen.

Der zweite Bereich von 101-114 trigt erheblich zur Komplexbildung bei, indem er die
Bindungsfahigkeit um den Faktor 100 erhdht. Zudem ist dieser Bereich in der Lage den
intrinsischen Photostrom des Rezeptors zu inhibieren, wie es auch fiir den kompletten
Transducer beschrieben wurde (Schmies, 2000). Geht man von einer moglichen Interaktion
der negativ geladenen Reste des Transducerpeptids '°’ GDGDLDVELETRRE'"* mit den
positiv geladenen Resten des Rezeptors aus, so spricht dies fiir eine sterische Inhibierung
des Protonenkanals, da diese positiven Reste in der Ndhe des Kanals liegen. Der Vergleich
zu den Photostrommessungen ldsst daher vermuten, dass das Transducer-Fragment
NpHtrll;o; zwar noch in der Lage ist an den Rezeptor zu binden, aber nicht lang genug ist,
um iiber eine sterische Hinderung die intrinsische Protonenpumpaktivitit des Rezeptors zu
inhibieren. Eine Konformationsdnderung wihrend des Photozyklus, die zur Inhibierung
des Protonenstromes fithren konnte, kann letztlich nicht ganz ausgeschlossen werden, da
die bislang vorliegenden Kristallstruktur-Daten lediglich die Struktur des Ausgangs-
zustandes zeigen (Gordeliy ef al., 2002; Royant et al., 2001;Luecke et al., 2001), nicht aber
die der Intermediate. Allerdings sollte in diesem Fall eine Inhibierung des Protonenstromes

nach Anregung des Rezeptors alleine nachweisbar sein. Zudem spricht die Inhibierung des
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Photostromes nach Bindung des Transducers, die keine Strukturverdnderung des Rezeptors
bewirkt, fiir einen sterischen Effekt. Die Auflosung von Kristallstrukturen der
verschiedenen Photozyklus-Intermediate kdnnte dariiber in der Zukunft Aufschluss geben.
Der Einfluss des Retinals auf die Komplexbildung, bzw. auf die Rezeptorstruktur wurde
bisher nicht untersucht. In Analogie zum Bakteriorhodopsin ldsst sich allerdings vermuten,
dass das Retinal keinen direkten Einfluss auf die Rezeptorstruktur hat. Bakteriorhodopsin
lasst sich vom Retinal trennen, baut es allerdings nach erneuter Zugabe wieder ein
(Oesterhelt, 1998).

ITC-Messungen mit verschiedenen Mutanten zeigen, dass nicht nur der zytoplasmatische
Teil des Transducers fiir eine Bindung an den Rezeptor essentiell ist, sondern auch der
transmembrane Bereich einen Anteil daran hat. Denn obwohl der transmembrane Bereich
alleine nicht an den Rezeptor bindet, zerstort die Deletion der aromatischen Ringsysteme
der Aminosiuren Y199 oder F28™" die Komplexbildungsfihigkeit. Damit beinhaltet die
Rezeptorbindungs- Domine des Transducers die transmembranen Helizes TM 1 und TM 2,
sowie den Bereich von AS82 — AS114. Da die in der Kristallstruktur gefundene
Wasserstoffbriicken-Bindung als nicht essentiell fiir die Komplexbildung angesehen
werden kann, konnten die transmembranen Bereiche fiir die korrekte Lokalisation der
Proteine in der Membran verantwortlich sein und somit zur Rezeptor-Bindungsdomine des
Transducers beitragen. Moglich wire ein synergistischer Effekt, bei dem sowohl der
transmembrane (1-82) als auch der zytoplasmatische Bereich von 83-114 fiir eine Bindung
erforderlich ist. So konnte beispielsweise die durch die Helix F des Rezeptors induzierte
Schraubenbewegung der TM 2 gro3e Auswirkungen auf den Bereich von AS 101-114 des
Transducers haben, denn durch eine Drehung der Helix 82-100 wiirde sich die Position
dieses Bereiches zum Rezeptor stark verdndern. Somit konnte der Bereich von AS 101-114
als Verstarkungsglied fungieren, der ein erhaltenes Signal amplifiziert und weiterleitet. Fiir
die Zukunft wéren hier sicherlich weitere ITC-Messungen interessant, die mit einen Peptid
durchgefiihrt werden, dass die AS 82-114 des Transducers trigt. Somit konnte geklart
werden, ob der zytoplasmatische Bereich tatsidchlich erst nach einer erfolgreichen
Lokalisation der transmembranen Bereiche beider Proteine an den Rezeptor bindet, oder
ein im Zytoplasma 16sliches C-terminales Peptid fiir eine Bindung ausreichen wiirde. Ein
Vergleich mit fritheren Ergebnissen, hauptséchlich Untersuchungen an SRI/Htrl aus
H. salinarum (Jung und Spudich, 1996; Krah et al., 1994; Perazzona et al., 1996) zeigt,
dass die Rezeptor-Bindungsdomine des HsHtrl einen groBeren Bereich einschlie3t als die
des NpHtrll. Fiir den Transducer HsHtrl konnte ein Fragment von AS1-147 bestimmt
werden, das minimal ndtig ist um einen nicht pH-abhéngigen Photozyklus des Rezeptors
zu erreichen. Dabei spielen einige Aminosduren eine wesentliche Rolle in der
Signalweiterleitung (Jung und Spudich, 1996), was in Zukunft noch genauer untersucht

werden sollte.
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4.2 Phototaxis in Escherichia coli

Durch die grofe Homologie von Chemotaxis und Phototaxis, sowohl beziiglich der
beteiligten Proteine als auch der Art der Signaltransduktionskaskade sollten
Fusionsproteine aus dem archaebakteriellen Transducer und dem eubakteriellen
Chemorezeptor in der Lage sein Phototaxis in E. coli zu vermitteln. Die neu gewonnenen
Erkenntnisse iiber die Rezeptor-Bindungsdoméne des archaebakteriellen Transducers und
Sequenzvergleiche mit Chemorezeptoren machten es moglich die richtigen Fusionsstellen

fiir die Konstruktion dieser Fusionsproteine zu bestimmen.

In der Tat konnten Spudich und Mitarbeiter eine erfolgreiche Préparation des
Fusionsproteins NpsRII-NpHtrlI-StTar, einem gekoppelten Produkt aus Rezeptor NpsRII,
Transducer NpHtrll und Tar-Rezeptor aus Salmonella, und NpsRII-NpHtrII-EcTsr, einem
gekoppelten Produkt aus Rezeptor NpsRII, Transducer NpHtrll und Tsr-Rezeptor aus
E. coli zeigen (Jung et al., 2001a). Die Autoren konnten zudem, durch die Expression
dieser Fusionsproteine in E. coli, eine, allerdings nur sehr schwache, Reaktion auf einen
photochemischen Reiz nachweisen. Durch eine direkte Kopplung von allen drei Proteinen
konnte jedoch keine Aussage iiber die Bindung des Photorezeptors zum Transducer/
Chemorezeptor-Fusionsprotein gemacht werden. Da die in dieser Arbeit ermittelte
Bindungskonstante von Rezeptor und Transducer mit 150 — 200 nM sehr hoch ist, war es
moglich auf eine direkte Verkniipfung von Rezeptor und Transducer zu verzichten. Fiir
Untersuchungen der Signalweiterleitung zwischen Rezeptor und Transducer unter
nativeren Bedingungen wurden beide Proteine daher getrennt exprimiert. Durch die
ermittelte RBD-T konnte der zytoplasmatische Bereich bestimmt werden, der minimal fiir
eine Bindung des Transducers an den Rezeptor notwendig ist. Somit sollten die
transmembranen Helizes und der ermittelte zytoplasmatische Teil der RBD-T in der Lage
sein, ein vom Rezeptor erhaltenes Signal funktionell an einen fusionierten

cytoplasmatischen Teil eines Chemorezeptors aus E. coli zu libertragen.
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Durch PCR wurden drei Fusionsproteine aus dem archaebakteriellen Transducer (NpHtrIl)

und dem eubakteriellen Aspartat-Rezeptor (MCP2) hergestellt, die an unterschiedlichen

Positionen im Linkerbereich fusioniert wurden.
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Abb. 4.2-1: Ubersicht iiber die konstruierten Fusionsproteine aus dem archaebakteriellen
Transducer (gelb) und dem eubakteriellen Chemorezeptor (griin). Die Einteilung der einzelnen
Bereiche eines Transducers sind rechts dargestellt. Durch die erhaltene Kenntnisse iiber die RBD-T
ist dieser Bereich zusitzlich eingefiigt. Die Proteine wurden im Linkerbereich fusioniert. Die
entsprechende Primér- und Sekundérsequenz ist in weiter unten im Text verdeutlicht.
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Durch Sequenzvergleiche der Transducersequenzen archaebakterieller und eubakterieller
Proteine (siche Abb. 3.4-1) wird ein sich wiederholendes Sequenzmotiv aus sieben
Aminosdureresten deutlich (abcdefg),, die ein amphiphatisches coiled coil ausbilden
(LeMoual und Koshland, Jr., 1996). In dieser Heptade werden die Positionen a und d
regelmifBig mit hydrophoben Seitenketten besetzt, wahrend sich in e und g polare und
geladene Aminosduren finden lassen. In den Fusionsproteinen NpHtrlI-MCP2-116/247
und NpHtrlI-MCP2-123/254 wurde diese konservierte Folge von Aminosiduren
beibehalten. Beide Transducer beinhalten die komplette RBD (siche Abb. 4.2-2)

zZRBD- T
sek.Strukt.yp ™ 2 AS 1
HtrIIy, GDAAAVQEAA VSAILGLIIL LGINLGLVAA TLGGDTAASL STLAAKASRI 100
Targ. AQWQLAVIAL VVVLILLVAW YG........ .IRRMLLTPL AKITAHIREI 230
sek.Strukt.gc a5
zZRBD-T
sek.Strukt.y, —.LLLL.... | A 2
HtrIIy DLDVELE TRR-EL DEMRQS VRTSLEDAKN AREDAEQAQK 150
Targ. AG ANTLT IDGRSE L AQS MQRS LTDTV..... ...vvuvunn 265
sek.Strukt.ge — a6
Register iabcd efglabcdefg abcde

102/233 116/247 123/254

Abb. 4.2-2: Ausschnitt aus dem Sequenzvergleich der Abb. 3.4-1 zur Verdeutlichung der
Aminosduresequenz der Fusionsproteine. Auf die Homologien der einzelnen AS und die Eigenschaft
ihrer Seitenketten wird hier nicht eingegangen. Die gelb und griin unterlegten Aminosduren
verdeutlichen die Sequenz der Fusionstellen und entsprechen farblich der Abb. 4.2-1.
L = Loop-Region, (abcdefg), = Heptadenmuster (LeMoual und Koshland, Jr., 1996).
zRBD = zytoplasmatischer Teil der RBD-T.

Fiir das Fusionsprotein NpHtrII-MCP2-102/233 wurde die amphiphatische Sequenz 1
(AS1), die an dieser Stelle in eine Loopregion iibergeht, mit der entsprechenden
Loopregion des MCP2-Rezeptors fusioniert. Dem Transducer fehlt in diesem Fall ein
erheblicher Teil der zZRBD. Er trigt lediglich den Bereich, der in den durchgefiihrten ITC-
Messungen dieser Arbeit als minimal notwendig fiir eine Bindung nachgewiesen wurde. Es
war daher von groem Interesse zu sehen, ob der Bereich bis 101 noch in der Lage ist ein

photochemisches Signal des Rezeptors weiterzuleiten.

Die Expression der Fusionsproteine erfolgte durch Koexpression mit dem Rezeptor
NpSRII in E. coli und die Préparation der Proteine durch Ni-Affinitdtschromatographie
nach den Methoden von Shimono ef al. (1997) und Hohenfeld et al (1999). Die

erfolgreiche chromatographische Koaufreinigung des Fusionsproteins zeigt, dass das
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Fusionsprotein an den Rezeptor bindet, da nur der Rezeptor einen HisTag trdgt. Der
Western Blot in Abb. 3.4-6 macht deutlich das es sich bei der im SDS-Gel gefundenen

potentiellen Fusionsprotein-Bande definitiv um das Fusionsprotein handelt.

Eine Verdnderung des Methylierungslevels, das in der Chemotaxis durch Ligandenbindung
und in der Phototaxis durch Signalweiterleitung von Photorezeptoren auf Transducer
bewirkt wird, kann u.a. durch freigesetztes Methanol im Zelliiberstand gemessen werden
(Methode 2.9.4). Uber den Methylierungsmechanismus in N. pharaonis ist bisher nichts
bekannt. Der Methylierungsmechanismus aus Halobakterium salinarum zeigt dagegen
einige interessante Aspekte (Perazzona und Spudich, 1999). Die fiir die Eubakterien
gefundene Konsensussequenz der Methylierung konnten die Autoren auch auf HsHtrl und
HsHtrll ausweiten. Beim Vergleich mit NpHtrll wird auch hier eine solche
Konsensussequenz deutlich, die die Aminosduren “’ATTEEVAAS®”® beinhaltet (siche
Abb. 3.4-1). Ein fiir Eubakterien gefundenes Pentapeptid NWETF (Wu et al., 1996), das
als Bindungsstelle fiir CheR dient, ist in der Sequenz der archaebakteriellen Proteine
HsHtrl und HsHtrIl nicht vorhanden (Perazzona und Spudich, 1999) Auch fiir NpHtrll
kann dieses Motiv nicht bestdtigt werden (sieche Abb. 3.4-1). Weiterhin konnten die
Autoren zeigen, dass das Mal3 der Methylierung von HsHtrl durch Licht nicht beeinflusst
wird, wéhrend HsHtrll eine Abnahme der Methylierung nach Blaulichtreiz und eine
Zunahme der Methylierung nach Wegnahme dieses Reizes zeigte. Hier ist anzumerken,
dass HsHtrlII nicht nur ein Phototransducer sondern auch ein Chemorezeptor ist, der sich
durch eine umfangreiche extrazellulire Doméne auszeichnet und eine sehr viel geringere
Anzahl an Methylierungsstellen hat (Hou et al., 1998; Perazzona und Spudich, 1999). Das
HsHtrl zeigt eine physiologische Antwort auf Licht und auch eine Adaptation, obwohl die
Methylierung am Transducer gleich bleibt. Eine Deletion der Methylierungsstellen von
HsHtrlI hat keinen Einfluss auf die Reaktion auf Licht oder die Adaptation (Perazzona und
Spudich, 1999). Eine Messung des freien Methanols zeigt jedoch das generell in der Zelle
eine Methylierung/Demethylierung stattfindet, die mit der Zugabe von negativen oder
positiven Reizen korreliert. Im Gegensatz zur Chemotaxis in E. coli bendtigt die
Adaptation der Phototaxis keine Verdnderung der Methylierung des Transducers durch den
das Signal vermittelt wurde (Perazzona und Spudich, 1999). Die Autoren postulieren
daher, dass das Methylierungssystem der Archaebakterien weitaus komplexer ist als bisher
angenommen, da Methylierungen nicht nur Transducerabhéngig erfolgen, sondern weitere
Komponenten involviert sind. Da sich im vorliegenden Fall die Methylierungsstellen aber
im eubakteriellen Teil des Fusionsproteins befinden, sollte eine Methylierung der
Fusionsproteine unter der Voraussetzung einer korrekten Signalweiterleitung analog zur

Chemotaxis-Methylierung ablaufen.
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In dieser Arbeit konnte sowohl durch die Selektion auf Schwarmplatten (siche Abb. 3.4-8),
als auch durch Messung von freiem Methanol im Uberstand (Abb. 3.4-14) eine
funktionelle Chemotaxis nachgewiesen werden. Somit sind alle an der Signalweiterleitung
in der Chemotaxis beteiligten Komponenten funktionell vorhanden. Legt man die
Homologie zur Phototaxis zu Grunde, sollten auch hier alle notwendigen Komponenten
vorhanden sein. Eine Stimulation der Zellen mit Licht statt mit Serin fiihrt allerdings zu
keiner Verdanderung im Methylierungslevel der Zellen (Abb. 3.4-15). Es scheint daher fiir
die Zukunft sinnvoll die Unterschiede der beiden Methylierungssysteme genauer

aufzuklaren.

Die unterschiedliche Motilitdt der Bakterien erschwerte die durchgefiihrten Phototaxis-
Messungen. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte die schidigende Wirkung von IPTG
auf die Zellen sein. Im Lichtmikroskop konnte tatsdchlich eine Schidigung der Zellen
durch mangelnde Zellteilungsfahigkeit nachgewiesen werden. Teilweise zeigten die Zellen
ein Zehnfaches ihrer normalen Grofle, wodurch sie zudem stark in ihrer
Bewegungsfahigkeit eingeschrinkt waren. Wie von Spudich vermutet, kann auch das zur
Expression des Rezeptors notwendige Retinal die Zellen schidigen (Jung et al., 2001a). Im
Fall des Retinals kdnnte man in Zukunft auf einen Stamm zuriickgreifen, der endogen
Retinal produziert, so dass kein Uberschuss an Retinal die Zelle schidigt (von Lintig et al.,
2000). Weiterhin zeigten die Zellen auf dem Objekttrager bereits nach 10 Minuten eine
Abnahme der Motilitdt. Fiir N. pharaonis konnte im Gegensatz zu H. salinarum (Hartmann
et al., 1980) ebenfalls ein Verlust der Motilitdt unter anaeroben Bedingungen festgestellt
werden (Scharf et al., 1992), der sich durch eine Luftblase unter dem Deckglas beheben
lieBB (Scharf und Wolff, 1994b). Im vorliegenden Fall fiihrte dies nicht zur Verbesserung
der Motilitdit. Die Reproduzierbarkeit der durchgefiihrten Phototaxis-Messungen war
dadurch stark eingeschriankt. Im Falle einer Expression bei der nur wenige Zellen einen
Defekt in der Zellteilung zeigten und alle Zellen sehr motil waren konnten die gezeigten
Photoreaktionen beobachtet werden. Anzumerken ist hier allerdings, dass die ausbleibende
Reaktion im Falle der nicht induzierten Zellen oder der Chimire NpHtrIl/MCP2-102/233
unabhingig von der Bewegungsfahigkeit, d.h. auch bei hoch motilen Zellen, zu beobachten

war.

Wihrend die Belichtung mit blau-griinem Licht unter den beschriebenen Gegebenheiten
eine Reaktion bei den Chiméren NpHtrI/MCP2-116/247 und NpHtrII/MCP2-123/254
hervorrief, fiihrte die Wegnahme des Lichtes (als positiver Reiz) zu keiner Reaktion.
Moglicherweise spielte die abnehmende Motilitét der Zellen auf dem Objekttrager hierbei
eine Rolle. Tatsdchlich zeigten 90 % der Zellen nach einer Messung unter einem
Lichtmikroskop eine stark eingeschrinkte Aktivitit. Das konnte bedeuten, dass die Zellen

nicht mehr in der Lage waren in den zuvor bestrahlten Bereich zuriickzuwandern. Unter



Diskussion 107

der Annahme einer tatsdchlichen Reaktion auf Licht lassen sich die Ergebnisse allerdings
sehr gut mit den erhaltenen Daten zur RBD-T und bereits verdffentlichten Daten

vergleichen.

Untersuchungen an Fusionsproteinen aus zwei verschiedenen archaebakteriellen
Transducern HsHtrl und HsHtrll aus H. salinarum zeigten, dass es moglich ist den
zytoplasmatischen Bereich von HsHtrl durch HsHtrll zu ersetzen (Zhang et al., 1999).
Eine groe Anzahl von identischen Aminosiduren im Vergleich zu anderen Transducern
(auch Chemotaxis-Rezeptoren) in der fiir eine Bindung essentiellen Linker-Region macht
vermutlich einen solchen Austausch moglich. Dieser Region, die von Hoff und
Mitarbeitern in Archaebakterien als ,,Stimulus-weiterleitende-Domaéne‘ und in Eubakterien
als ,,Linker-Region‘ bezeichnet wird, wird daher eine besondere Rolle zugeordnet (Hoff et
al., 1997). Sie kann auch in eubakteriellen Fusionsproteinen aus Tar und EnvZ sowie Tsr
und EnvZ fiir die Signalweiterleitung verantwortlich gemacht werden (Baumgartner und
Hazelbauer, 1994). Die E. coli Chimire, die die Fusion NpHtrIl/MCP2-102/233
exprimiert, enthilt nur einen Teil der RBD-T und zeigt eine deutlich schwichere Bindung
zum Rezeptor. Sowohl ITC-Messungen mit dem NpHtrll;¢; als auch die Koexpression von
NpHtrII/MCP2-102/233 und dem NpSRII zeigen eine (wenn auch schwache) Bindung
beider Proteine. Die Weiterleitung eines erhaltenen Lichtsignals ist allerdings unter den
hier durchgefiihrten Bedingungen nicht nachzuweisen. Vermutlich kann also die komplette
zytoplasmatische Domédne des HsHtrll durch die des HsHtrl ersetzt werden, nicht aber die
von NpHtrll durch die des Aspartat-Rezeptors. Der in dieser Arbeit bestimmte
zytoplasmatische Teil der Rezeptor-Bindungsdomine des Transducers (RBD-T) konnte
somit im Rahmen einer Bindung fiir die Signalweiterleitung verantwortlich sein.
Interessant wiren daher fiir die Zukunft Mutationsstudien, die die phototaktische Antwort
nach eingefiihrten Punktmutationen in der Stimulus-weiterleitenden Doméne zeigen.
Anders sieht die phototaktische Antwort der Chimdren NpHtrll/MCP2-116/247 und
NpHtrII/MCP2-123/254 aus. Beide tragen die komplette RBD-T. Diese scheint hier eine
physiologische Antwort auf den Reiz zu vermitteln, obwohl nicht geklért ist, ob diese
Domaine direkt fiir die Signalweiterleitung verantwortlich ist oder ob ihre durch ITC-
Messungen nachgewiesene bessere Bindung an den Rezeptor dafiir verantwortlich ist. Ein
Grund fiir das starkere Signal der NpHtrlI/MCP2-123/254 Chimire konnte die Stimulus-
weiterleitende-Domidne sein, die hier fast vollstindig aus dem archaebakteriellen
Transducer besteht. Dies wiirde auch die fehlenden bis sehr schwachen Signale erkldren,
die Spudich durch die Fusion NpsRII/NpHtrII/EcTsr oder StTar erhielt. Nur eins von drei
Konstrukten enthielt die RBD-T und keins die komplette Stimulus-weiterleitende Doméne
(Jung et al., 2001).
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5 Zusammenfassung

Das sensorische Rhodopsin II (NpSRII) vermittelt im Komplex mit seinem Transducer
(NpHtrIl) die photophobe Reaktion des Archaebakteriums Natronobakterium pharaonis
auf blau-griines Licht. Dabei verursacht ein eintreffender Lichtreiz eine Konformations-
anderung des sensorischen Rhodopsins II. Dieses Signal wird an den Transducer
weitergeleitet der darauthin eine, der eubakteriellen Chemotaxis analoge, Signal-
Transduktionskaskade aktiviert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Rezeptor-
Bindungsdoméne des Transducers charakterisiert und ein Modellsystem der archae-
bakteriellen Phototaxis in dem Eubakterium E. coli entwickelt werden.

Zur Charakterisierung der Rezeptor-Bindungsdomine des Transducers wurden vier
verkiirzte Transducer-Varianten heterolog in E. coli exprimiert und préparativ dargestellt.
Die Bindung dieser Transducer-Varianten an das sensorische Rhodopsin II wurde durch
gelelektrophoretische und kalorimetrische Experimente ndher untersucht. Durch
Isotherme-Titrations-Kalorimetrie konnten die Assoziationskonstanten und die Enthalpie-
Werte der Komplexbildung ermittelt werden. Es wurde gezeigt, dass eine verkiirzte
Transducer-Variante, die die Amlnosauren (AS) 1-114 tragt, mit einer Assoziations-
konstanten von 4,2 - 10° M und einem Enthalpie-Wert von -17,6 kJ/mol, eine den
langeren Transducer-Varianten entsprechende Bindung an das sensorische Rhodopsm II
vermittelt. Die Affinitdt beider Proteine zueinander erwies sich in weiteren
Untersuchungen als unabhéngig von der umgebenden Ionenstérke oder dem pH-Wert. Eine
weitere Verkiirzung des Transducers auf 101 Aminoséduren fiihrte mit einer Assoziations-
konstanten von 0,1 - 10° M zu einer erheblich schwicheren Bindung, die vollig zerstort
wurde, wenn das Protein bis auf seine beiden transmembranen Helizes verkiirzt wurde
(AS 1-82).

Zur weiteren Charakterisierung der Rezeptor-Bindungsdoméne des Transducers wurden
Mutationen in die transmembranen Bereichen des sensorischen Rhodopsins II und des
Transducers eingefiihrt und die Komplexbildung kalorimetrisch analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass eine fehlende Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Tyrosin in
Position 199 (Y199) des Rezeptors und dem Asparagin in Position 74 des Transducers die
Komplexbildung nicht beeinflusst, wihrend die aromatischen Ringsysteme der
Aminoséduren Y199 des sensorischen Rhodopsins und F28 des Transducers essentiell sind.
Aufgrund der erhaltenen Daten konnte ein Modell zur Rezeptor-Bindungsdomine
aufgestellt werden, bei dem neben der ermittelten essentiellen Rolle der transmembranen
Dominen dem Peptid von Aminosdure 101-114 des Transducers eine wichtige Rolle in der
Wechselwirkung mit der zytoplasmatischen Oberfliche des sensorischen Rhodopsins II
zukommt.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte, aufgrund der bestehenden Homologie der
Komponenten der Phototaxis zu den Komponenten der Chemotaxis, die Phototaxis in
E. coli etabliert werden. Angesichts der deutlichen Homologie der zytoplasmatischen
Dominen des archaebakteriellen Transducers und des eubakteriellen Chemorezeptors
MCP 2, wurden drei Fusionsproteine aus dem N-terminalen Teil des Transducers und dem
C-terminalen Teil des Chemorezeptors konstruiert. Durch die erfolgreiche Koaufreinigung
des sensorischen Rhodopsins und der Fusionsproteine konnte erstmals gezeigt werden,
dass die Fusionsproteine in-vitro eine Bindung mit dem Rezeptor eingehen. Vorldufige
Ergebnisse zeigten zudem, dass die Chimire, bestehend aus dem archaebakteriellen
Transducer von Aminosiure 1-123 und dem eubakteriellen Chemorezeptor von
Aminoséure 254-553, bei einer Uberexpression in E. coli eine photophobe Antwort auf
blau-griines Licht vermittelt. Die Ergebnisse zeigen, dass ein phototaktisches System in
E. coli entwickelt werden kann, was die Moglichkeit ero6ffnet, die Signaltransduktion von
Zwei-Komponenten-Systemen physiologisch und biophysikalisch zu untersuchen.
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7 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AS Aminosédure

AS1 Amphiphatische Sequenz 1

AS2 Amphiphatische Sequenz 2

bp Basenpaar

BR Bakteriorhodopsin

CheA Chemotaxisprotein A, Histidinkinase
CheB Chemotaxisprotein B, Methylesterase
CheR Chemotaxisprotein R, Methyltransferase
CheW Chemotaxisprotein W, Adapterprotein
CheY Chemotaxisprotein Y, Aspartatkinase
CheZ Chemotaxisprotein Z, Phosphatase
CPM counts per minute, Strahlung pro Minute
DDM N-Dodecyl-B-D-maltosid

DEAE Diethylaminoethyl

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ESI Elektrospray-lonisierung

G-Protein trimeres GTP-bindendes Regulatorprotein
HR Halorhodopsin

H. salinarum Halobacterium salinarum (zuvor H. halobium)

Htr halobakterieller Transducer des Rhodopsins

HsHtrIl halobakterieller Transducer des Rhodopsins aus H. salinarum
IPTG Isopropylthiogalactosid

kDa Kilodalton

LB-Medium Lauria Bertani medium

M Molekiilmasse

MCP methyl accepting chemotaxis protein

NaCl Natriumchlorid

N. pharaonis Natronobacterium pharaonis

NpHtrll halobakterieller Transducer des Rhodopsins aus N. pharaonis
NTA Nitrilotriessigsdure

OD optische Dichte

ORF offener Leserahmen (open reading frame)
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PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase Kettenreaktion

NpHtrIl N. pharaonis Transducer des sensorischen Rhodopsins 11
NpSRII N. pharaonis sensorisches Rhodopsin I1

rbs ribosomale Bindungsstelle

RBD-T Rezeptor Bindungsdoméne des Transducers NpHtrll
mRNA Boten-RNA

RNA Ribonukleinsédure

RT Raumtemperatur

SB Schiff’sche Base

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TFE Trifluorethanol

™ Transmembrane Helix

Upm Umdrehungen pro Minute

VA Volumen-Aquivalent

wt Wildtyp

A Wellenldnge des Lichtes

Fir die 20 natiirlichen Aminosduren wurde der Dreibuchstaben- oder Einbuchstabencode
nach [IUPAC-IUB-Vereinbarung (1969) verwendet.
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