Strukturelle und funktionelle Untersuchungen
des Transducers Htrll aus Natronomonas pharaonis

und von Htrll/Tar-Chimaren

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Nadine Mennes

aus Hamm (Westfalen)

Dortmund, 2006



Die vorliegende Arbeit wurde am Max-Planck-Institut flir molekulare Physiologie in Dortmund,
in der Abteilung Physikalische Biochemie von Prof. Dr. R. S. Goody, unter der Leitung von Prof.
Dr. M. Engelhard angefertigt.

Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen

Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referent: Prof. Dr. Georg Buldt
Koreferent: Prof. Dr.Dieter Willbold

Tag der mindlichen Prifung: 18.01.2007



Die Neugier steht immer am Anfang eines Problems,

das geldst werden will.

Galileo Galilei

Meinen Eltern und GrofRReltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1
2

Einleitung

Material und Methoden
2.1 Chemikalien

2.2 Instrumentation

2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

2.4  Antikorper
2.5 Molekularbiologische Methoden

251
2.5.2
253
254
2.5.5
2.5.6
2.5.7
2.5.8
259
2.5.10
2511
2.5.12

Zellanzucht

Isolierung von Plasmid-DNA

Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration
Restriktion von DNA

Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Ligation von DNA-Fragmenten

Transformation von E. coli Zelllen durch Elektroporation und Hitzeschock

Polymerase-Kettenreaktion
Oligonukleotid Annealing
DNA-Sequenzierung

Herstellung von Glycerinstabs

2.6 Proteinchemische Methoden

2.6.1
2.6.2
2.6.3
264
2.6.5
2.6.6

Proteinexpression in E. coli

Zellaufschluss und Aufreinigung der Proteine
Kopplung von Spinproben

Isolierung polarer Lipide aus H. salinarum
Rekonstitution von Proteinen in PM-Lipide

Phosphorylierungs-Assay

2.7 Analytische Methoden

2.7.1
2.7.2
2.7.3
274
2.7.5

Denaturierende Protein-Gelelektrophorese

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Immunologischer Nachweis nach Western Transfer

Massenspektrometrie

Analytische Gelfiltration

14
14
15
16
18

19
19
20
21
21
21
21
22
22
23
24
25
25
26
26
26
29
30
30
31
32
32
32
33
34
34



Inhaltsverzeichnis

2.8 Biophysikalische Methoden

2.8.1
2.8.2
2.8.3
2.8.4
2.8.5
2.8.6

CD-Spektroskopie
Laserblitz-Absorptions-Spektrometrie
ESR-Spektroskopie

Isotherme Titrations Kalorimetrie
Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR)

Mikroskopische Untersuchungen zur Phototaxis

2.9 Sonstige Methoden

29.1

Sequenzanalyse und Erstellung von Plasmidkarten

3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und Praparation der Proteine

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.15
3.1.6
3.1.7
3.1.8
3.1.9
3.1.10
3.1.11
3.1.12
3.1.13
3.1.14

3.1.15
3.1.16

Expression und Aufreinigung des NpHtrll

Aminoséaureanalyse des NpHitrll

Klonierung zytoplasmatischer NpHtrll-Fragmente

Expression und Aufreinigung der zytoplasmatischen Fragmente
Mutagenese der NpHitrll-Cysteinmutanten

Expression und Aufreinigung der Cysteinmutanten

Auswahl der Fusionsschnittstellen fir NpHtrll/MCP2-Chiméaren
Klonierung der Chimaren

Expression und Aufreinigung der Chiméaren

Klonierung der Che-Proteine

Expression und Aufreinigung der Che-Proteine

Klonierung des E. coli Tar-Rezeptors

Expression und Aufreinigung des Aspartat-Rezeptors
Umklonierung der Chiméren in den pTrc-99A Vektor fur den in vivo
Schwimmversuch

Testexpression im RP437wt Stamm

Umklonierung der Fusionsproteine und des NpSRII-Rezeptors auf einen
Vektor

3.2 Untersuchungen zur NpHtrll Struktur und Rezeptor-Transducer-

Bindung
3.2.1 Gelfiltrations-Analysen des NpHitrll
3.2.2 Circular Dichroismus Spektroskopie (CD)
3.2.3 Untersuchungen des Photozyklus des NpSRII/NpHtrll-Komplexes
3.2.4 Isotherme Titrations Kalorimetrie am NpSRII/NpHtril-Komplex
3.2.5 Untersuchung zur Ruckfaltung des zytoplasmatischen NpHtrl|

3.2.6

FTIR-Messung des NpHitrll

35
35
35
36
38
39
40
41
41
42

42
42
45
47
50
53
54
55
59
61
63
63
71
72

73
74

76

77
77
85
87
88
93
94



Inhaltsverzeichnis

© 00 N O O

3.3 Kiistallisation von NpHtrll-Konstrukten
3.3.1 Vorbereitungen zur Kristallisation

3.4 ESR-Untersuchungen zur Strukturaufklarung und

Signaltransduktion

3.4.1 ESR-Untersuchungen am Transducer Molekl

3.4.2 ESR-Untersuchungen an den Fusionsproteinen
3.5 Untersuchungen zur Funktionalitat der NpHtrll/MCP2 Chimaren
3.5.1 Invitro Phosphorylierungs-Assay

3.5.2 Invivo Untersuchungen zur Funktionalitat der Chimaren im Organismus
E. coli

3.5.3 Phototaxismessungen bzw. Schwimmversuch-Messungen
Diskussion
4.1  Struktur- und Bindungs-Charakterisierung des NpHtrii
4.2 Modell des NpHtrll, insbesondere der Linker-Region
4.3 Untersuchungen zur NpHtrll-Struktur und Weiterleitung des
Signals
4.4  Funktionsuntersuchungen der Transducer-Chemorezeptor-
Chimaren
Zusammenfassung
Summary
Literaturverzeichnis
Abkurzungen

Anhang

96
96

98

98
105

113
113

119
119

124
125
132

136

142
146
148
150
158
161



Einleitung 1

1  Einleitung

Organismen missen sich in ihrer Umgebung orientieren, Nahrung suchen, Gefahren ausweichen,
Licht erkennen oder auf Stimuli der Fortpflanzung reagieren. Dafiir miissen entsprechende Reize
aus der Umgebung wahrgenommen, aufgenommen und verarbeitet werden. Diese Schritte
beinhalten die Weiterleitung der Reize (Transduktion), die Analyse bzw. Interpretation und
abschlieBend die Antwort auf das wahrgenommene Signal der Umwelt. Fir diese Mechanismen
stehen komplexe Netzwerke zur Verfligung, die sich im Laufe der Evolution an die jeweiligen
Lebensbedingungen der einzelnen Organismen angepasst haben.

Am Beginn dieser Signaltransduktionskaskaden befinden sich meistens Rezeptoren, die als
Sieben-Helix-Transmembran-Proteine bekannt sind. Fir jeden Reiztyp, z.B. chemische oder
mechanische Signale, existieren entsprechend ausgerlstete Rezeptoren. In héheren Organismen
stellen diese Rhodopsin-ahnlichen Sieben-Helix-Rezeptoren oder auch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) eine groRe Familie dar. Diese leiten Signale durch Interaktion mit
Guanylnukleotid-bindenden Proteinen (Buck & Axel, 1991) weiter. Zu dieser Familie zéhlen
Geruchs- und Geschmacks-Sensoren (Buck & Axel, 1991), Hormon- als auch Neuro-Transmitter
(Birnbaumer et al., 1990) und die Lichtrezeptoren (Hargrave & McDowell, 1992). Fir die zuletzt
genannte Funktion ist das Rhodopsin verantwortlich. Die Sieben-Helix-Transmembran-Proteine
finden sich nicht nur in héheren Organismen, sondern durchziehen alle Bereiche des Lebens, wie
Eukaryoten, Eubakterien und Archaebakterien. Lichtrezeptoren in Archaebakterien Uben ihre
Funktion durch archaebakterielle Rhodopsine aus, die Retinal als Chromophor gebunden haben.
Archaea gehoren zytologisch zu den Prokaryoten. Sie weisen aber einige Strukturmerkmale auf,
die sie von den Eubakterien unterscheiden. Es sind drei Gruppen der Archaebakterien bekannt,
die durch phénotypische Merkmale unterschieden werden. Die Gruppe der chemolithotrophen
methanogenen Bakterien, die zur Energiegewinnung Kohlenmonoxid zu Methan reduzieren
(Balch et al.; 1979), die schwefelabhangigen, thermophilen bzw. thermoazidophilen und die
halophilen Bakterien (Tindall & Truper, 1986). Allen gemeinsam ist die Eigenschaft in extremen
okologischen Biotopen zu leben. Eine bisher gut untersuchte Familie ist die der
Halobacteriaceae, zu der auch die beiden Organismen Halobacterium salinarum und
Natronomonas pharaonis zahlen (Skulachev, 1993). Beide leben an Orten mit hohem Salzgehalt
und starker Sonneneinstrahlung, wie z.B. dem Toten Meer, den Salztimpeln der Westksten und
den Hochplateaus der USA oder der Salinen (Larsen, 1971) (siehe Abb. 1.1).
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(C)W.P. Armstrong 2002

Abb. 1.1: Owens Lake in Kalifornien, USA besiedelt mit halophilen Archaebakterien
(http://waynesword.palomar.edu/plsept98.htm).

Das Bakterium H. salinarum ist eine stabchenférmige Zelle mit mono-, eher seltener bipolar
insertierten Flagellen, die sich zu einer rechtsgangigen Helix zusammen lagern (Alam &
Oesterhelt, 1984). Die Zelle ist nun in der Lage dieses Geil3elblindel entweder im Uhrzeigersinn
oder gegen den Uhrzeigersinn durch Rotation des in der Zellmembran verankerten
Flagellenmotors zu drehen, so dass das Bakterium entweder geschoben oder gezogen wird (Alam
& Oesterhelt, 1984). Eine Besonderheit ist die einfache Umkehrung der Flagellen ohne dass das
Bundel wie bei E. coli in einzelne GeiReln zerfallt. Bei konstanten Lichtverh&ltnissen schwimmt
das Bakterium ca. 10 Sekunden in eine Richtung bevor die Drehrichtung des Flagellenmotors
gewechselt wird. Dadurch kommt es zu einem Vor- und Zurtickschwimmen der Zelle. Durch die
Brown’schen Molekularbewegungen erhalt das Bakterium eine zuféallige Richtungsanderung. Als
Folge dessen kommt es zu ungerichteter Bewegung der Zelle (,,random walk®) (Spudich &
Bogomolni, 1988). Im Falle eines positiven Stimulus, wie z.B. orangenes Licht, dndert sich das
Schwimmverhalten der Zelle. Die Schaltfrequenz der Umschaltungen des Flagellenmotors wird
erniedrigt, so dass das Schwimmintervall verlangert wird und die Zelle in Richtung eines
positiven Signals schwimmt. Wenn hingegen der positive Stimulus verschwindet oder ein
negativer Reiz auftritt, vergroBert sich die Schaltfrequenz, was verkirzend auf das
Schwimmintervall wirkt. Dieses fiihrt schlieBlich zu einem Entfernen der Zelle vom schédlichen
kiirzerwelligen Licht. Eine Antwort auf die Stimuli erfolgt nur auf eine Anderung der
Signalintensitat und nicht auf deren absolute GroRe (Spudich & Stoeckenius, 1979). Durch eine
konstante Einwirkung des Stimulus kommt es zur Adaptation, wodurch das Bakterium in der
Lage ist sich im Raum nur durch Reizgradienten gelenkt zu orientieren. Die Zelle ist durch dieses
relativ einfache Bewegungsmuster befahigt, sich in ihrer Umgebung sehr effektiv zu bewegen
und schnell optimale Bedingungen aufzusuchen (Spudich & Stoeckenius, 1979; Stoeckenius et
al., 1988). Die Bewegungsabléaufe sind in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.
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A

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Schwimmbewegungen einer H. salinarium
Bakterienzelle.
A: Ungerichtete, statistische Bewegungen bei neutralen, konstanten Licht-
verhéltnissen.
B: Flucht der Zelle vor blauem Licht zum positiven Stimulus (orangenes Licht).

Die Untersuchung an phototaktischen Zellen ist weit verbreitet, da Licht ein sehr einfach zu
handhabendes Medium ist, d. h. es ist exakt quantifizierbar, kann kontrolliert, verzdgerungslos,
sowie rickstandsfrei an- und abgeschaltet werden.

Das Schwimmverhalten der Bakterien reprasentiert ihre Fahigkeit zur Phototaxis, was auch an
Anlehnung an die eukaryotischen Rhodopsine als primitiver Sehvorgang bezeichnet werden
kann. Die halophilen Archaebakterien schiitzen sich zum einen durch Anwendung der Phototaxis
vor schadlichem UV-Licht. Zum anderen kann es in ihren Lebensrdumen vorkommen, dass eine
ausreichende Menge an Sauerstoff nicht mehr gewéhrleistet ist, so dass die Bakterien ihre
Energie nicht mehr durch oxidative Phosphorylierung gewinnen koénnen. In Halobacteriaceae
sind vier bakterielle Rhodopsine (Abb. 1.3), zwei lonenpumpen und zwei Sensoren bzw.
Lichtrezeptoren, flr diese Funktionen verantwortlich. Es handelt sich bei diesen Proteinen um 7-
Helix-transmembran Proteine, die den Chromophor Retinal (Vitamin A-Aldehyd) als
prosthetische Gruppe tber eine protonierte Schiff’sche Base (SB) kovalent an die e-Aminogruppe
eines konservierten Lysinrests auf der siebten transmembranen Helix (G) gebunden haben
(Henderson & Schertler, 1990).

lonen Pumpen Sensoren

BR HR SRI SRII

Vi . .

A - A

extrazellularer
Raum

Abb. 1.3: Darstellung der vier archaebakteriellen Rhodopsine aus H. salinarum (Klare &
Engelhard, 2004).
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Mit Hilfe der beiden lonenpumpen Bakteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) sind die
Bakterien in der Lage unter anaeroben Bedingungen ATP durch Nutzung von Lichtenergie zu
erzeugen. Viele Untersuchungen haben sich mit den Pumpen im Archaebakterium H. salinarum
beschéftigt. Neben den beiden lonenpumpen besitzt das Bakterium zudem zwei sensorische
Rhodopsine SRI und SRIlI (s. Abb. 1.3), welche die Zelle befahigen, fir optimale
Lichtbedingungen fir die Funktion der lonenpumpen BR und HR zu sorgen und schédliches
kirzerwelliges Licht zu meiden. SRI (bt eine duale Funktion aus. Es ist in einem Ein-Photon-
Prozess fur die photophile Antwort auf orangenes Licht der Bakterien verantwortlich und in
einem Zwei-Photonen-Prozess tbermittelt es eine photophobe Antwort der Bakterien auf blaues
Licht. SRII hingegen ist nur fir die photophobe Reaktion auf blau-grines Licht verantwortlich
(Bogomolni & Spudich, 1982; Spudich & Bogomolni, 1984).

Die sensorischen Rhodopsine bilden in der Plasmamembran jeweils einen 2:2 Komplex mit
einem entsprechenden ,,halobacterial transducer protein®, welches folglich als Htrl bzw. als Htrll
gekennzeichnet wird (Abb. 1.4). Diese bestehen aus einem transmembranen Bereich und einem
zytoplasmatischen Bereich.

Bei den Transducer-Molekiilen gelang es Yao und Spudich (Yao & Spudich, 1992) den offenen
Leserahmen (ORF) des als Htrl bezeichneten Proteins zu identifizieren. Einige Zeit danach
wurden die ORFs der beiden Gene fir das HsSRII und fur das NpSRII gefunden. Beide liegen
zusammen mit ihrem homologen Transducer Protein in einem Operon und werden von einem
Promotor als bicistronische mMRNA kotranskribiert (Seidel et al., 1995; Zhang et al., 1996).

Htril

H

e BR f,,
7_' I_ _'_ﬁ @ HR/ﬂr
s W
7 é?
g

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der vier archaebakteriellen Rhodopsine aus
H. salinarum. Das SRI und SRIlI kommt in einem 2:2 Komplex mit seinem
entsprechenden Transducer-Molekdl (Htrl und Htrll) vor (Chen & Spudich, 2002;
Wegener et al., 2001).
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Der 2:2 Komplex fir SRI/Htrl wurde 2002 (Chen & Spudich, 2002) proteinchemisch
identifiziert. Fir den SRII/Htrll Komplex gaben ESR-Messungen am transmembranen Bereich
des Komplexes den ersten Hinweis auf einen 2:2 Komplex (Wegener, 2000; Wegener et al.,
2001), welcher spater durch Rontgenstrukturdaten bestatigt werden konnte (Gordeliy et al., 2002)
(Abb. 1.5).

In der Kiristallstruktur-Analyse des NpSRII/NpHtrll-Komplexes konnte jedoch nur der
transmembrane Bereich des NpHtrll von Aminoséure 24 —82 aufgel0st werden, so dass
Strukturinformationen Uber die restlichen Bereiche noch fehlen. In der Abb. 1.5 ist die bisher
bekannte Kristallstruktur dargestellt. Das NpSRII (rot) und NpHtrll (grin) sind in der Membran
uber die beiden transmembranen Helizes TM1 und TM2 des Transducers und die Helizes F und
G des Rezeptors assoziiert. Im extrazellularen Raum ist vermutlich das evolutionére
,Uberbleibsel“ der Ligandenbindungsdoméne des Transducers zu erkennen. Dieses stammt
vielleicht aus einem Photo-Chemorezeptor, aus dem sich die Photorezeptoren entwickelt haben.
Ein Hinweis fur diese evolutiondre Abstammung erbringt der Htrll-Rezeptor aus H. salinarum,
der noch eine Serin-Rezeptor Domane besitzt (Hou et al., 1998).

Abb. 1.5: Kristallstruktur aus Rontgenstrukturdaten des 2:2 Komplexes von NpSRII (rot)
und NpHitrll (grin). Das Retinal ist in gelb dargestelit.
A: ES bedeutet extrazellularer Raum und CS steht fur zytoplasmatischer Raum.
Der Komplex wird von der Seitenansicht gezeigt.
B: Blick von der zytoplasmatischen Seite.
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Auf Grund grofRer Sequenz- und Struktur-Homologie zu den eubakteriellen Chemotaxis-
Rezeptoren (= MCP (Methyl
archaebakteriellen Transducer-Proteine aufgestellt werden (s. Abb. 1.7). Beide Proteinfamilien

accepting proteins) -Rezeptoren) kann ein Modell der
lassen sich in den extrazelluldren Bereich, der die Ligandenbindungs-Doméne einschliel3t, in die
Transmembran-Domane mit zwei Helizes TM1 und TM2 und in den zytoplasmatischen Bereich
einteilen. Der Letztere beinhaltet einen Linker-Bereich, der zwei HAMP-Domanen (Histidin-
Kinase, Adenylatcyclase, Methly-akzeptierende Proteine, Phosphatase (Aravind & Ponting,
1999)) bei den Archaebakterien einschliet. Die Struktur einer HAMP-Domane wird wiederum in
drei Bereiche eingeteilt. Sie bestehen aus zwei amphiphatischen Sequenzen (AS1 und AS2), die

durch eine Connector-Region miteinander verbunden sind (Abb. 1.6).

83 93 103 109 119 129

\ ) \ \) 2 \)
NpHtrII |GGDTAASLST LAAKASRMGD GDLDVE---- LETRREDEIG DLYAAFDEMR QSWRT
HsHtrlI AAETVASIKE IAAQTERWAN GNLEQE---- VTSTRTDEEG SLADSIEQMR QSLRG
HsHtrII GSTTVTALRQ FSRRADEMAA GDLDTD---- IDTSRNDEEG TLAESFRSMR DSLSE
EcTar RRMLLTPLAK IIAHIREIAG GNLANT---- LTIDGRSEMG DLAQSWSHMQ RSLTD
EcTsr KASLVAPMNR LIDSIRHIAG GDLVKP---- IEVDGSNEMG QLAESLRHMQ GELMR
EcAer EWQIVRPIEN WAHQALKVAT GERNSVE-HL NRSDELGLTL RAVGQLGLMC RWLIN
EcNarX RARLLOPWRQ LLAMASANSH RDFTQR---- ANISGRNEMA MLGTALNNMS AELAE
EcYhjK NRLILHPLRN IARELNAIPA KELVGHQLAL PRLHQDDEIG MLVRSYNLNQ QLLOR
Af1503 » STITRPIIE LSNTADKIAE GNLEAE---V PHONRADEIG ILAKSIERLR RSLKV 328
heptad abcdefgabc defgabcd ab cdefgabcde fga

Amphiphatische Sequenz 1 (AS1) Connector Amphiphatische Sequenz 2 (AS2)

278

Abb.1.6: Sequenzvergleich der ersten HAMP-Domane der archaebakteriellen Transducer

NpHTtrll, HsHtrl und HsHtrll mit den Rezeptoren Tar, Tsr, Aer und NarX aus E.
coli und dem 1503 aus Archaeoglobus fulgidus. Zusétzlich wird das E. coli Protein
YhjK verglichen.

Die Abbildung 1.6 veranschaulicht zudem die hohe Sequenzhomologie der HAMP-Domane
zwischen verschiedenen Proteinen der Archaebakterien und Eubakterien.

Auf die zwei HAMP-Domanen (bei E.coli 1 HAMP-Domane) folgt eine Methylierungs-Doméne,
die die Aktivitat der Signaldoméane moduliert, indem sie eine wichtige Rolle bei der Adaptation
des Systems spielt (siehe unten).
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T ’K- % 4 Liganden-

" £383 bindungs-
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2 Periplasma | . 235
~40 A ZEzz Transmembran
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Domane
- 260 A
3 Signal-
Domane
Vv Vv
A B C

Abb. 1.7: Schematischer Strukturvergleich des NpHtll und des Serin- (Tsr) Rezeptors aus E.
coli. nach Kim et al. (Kim et al., 1999).
A: Dimer des NpHitrll.
B: Tsr-Dimer aus E.coli als schematische Darstellung.
C: Modell des Tsr-Rezeptors nach Kim et al. (Kim et al., 1999).
Rechts: Domanenbezeichnung der Proteine bezlglich ihrer Funktionalitat.

Die Chemotaxis-Rezeptoren Tar (Aspartat- und Maltose-Rezeptor) und Trg (Ribose- und
Galaktose-Rezeptor) besitzen jeweils vier, der Tsr- (Serin-) Rezeptor finf Methylierungsstellen
(Kehry et al., 1984). Die archaebakteriellen Transducer HsHtrl und HsHtrll weisen flnf
Methylierungsstellen bzw. ein Methylierungspaar auf (Koch, 2005; Perazzona & Spudich, 1999).
Das Modell des Serin-Rezeptors von Kim et al. (Kim et al., 1999) zeigt eine L&nge des
zytoplasmatischen Bereichs von ~260A. Dieses beruht auf der Kristallstruktur des
zytoplasmatischen Teils des Chemotaxis-Rezeptors. Die Arbeiten von Weis et al. (Weis et al.,
2003) schlagen dagegen ein verkirztes Modell der Chemotaxis-Rezeptoren vor. Sie haben durch
elektronenmikroskopische ~ Aufnahmen des Serin-Rezeptors, der sich in isolierten
Membranfraktionen von (berexprimierten Zellen befand, eine ca. 20 % igeVerkirzung der
zytoplasmatischen Domaéne bestimmt. Dadurch wird eine kompaktere Anordnung der
Polypeptide in der Linker-Region angenommen, die direkt an der Membran (s. Abb. 1.8)
lokalisiert ist. AuRBerdem konnte die Kristallstruktur der Ligandenbindungs-Doméne des Tar-
Rezeptors bestimmt werden (Bowie et al., 1995; Milburn et al., 1991).
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Abb. 1.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme von isolierten Tsr Doppelmembranen. Ein
Zwilling der Doppelmembran ist gekennzeichnet um die Topologie des Rezeptors
zu verdeutlichen. p: periplasmatische Ligandenbindungs-Domane; b: Membran
Doppelschicht; c¢: zytoplasmatische Domine; o: Uberlappende Region; I:
vermutlicher Linker-Bereich; Grofe: 25 nm.

Im Allgemeinen wird heute davon ausgegangen, dass die Rezeptoren nicht als voneinander
unabhéngige Dimere in der Zelle vorkommen, sondern, dass sie in der Nahe der Flagellen
grolRere Aggregate bilden. In einem Modell wird ein ,, Trimer of Dimer“ angenommen, die sich in
einem Cluster organisieren (Ames et al., 2002; Kim et al., 2002; Maddock & Shapiro, 1993). In
diesen Clustern wurden auch CheA und CheW Proteine gefunden, was vermuten lasst, dass die
Rezeptoren durch diese Che-Proteine in einem zweidimensionalen Gitter zusammengehalten
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Proteine im Verhaltnis 6 Tsr:4 CheW:1 CheA in
einem Komplex angeordnet sind (Levit et al., 2002).

Durch die zusétzliche 2. HAMP-Domane in den archaebakteriellen Transducern kommt die Frage
auf, ob Unterschiede in der Signalweiterleitung zur Signaldomdne und der anschlielenden
Signaltransduktionskaskade im Vergleich zu den Chemorezeptoren vorliegen.

In der archaebakteriellen Phototaxis bewirkt eine Lichteinstrahlung eine Aktivierung der
sensorischen Rhodopsine und lonenpumpen, wodurch es zu einem sogenannten Photozyklus
(s. Abb. 1.9) kommt.
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hﬂ&‘]‘;[ all-trans — 13-cis
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™ = 200ms

reprotonation of Schiff-base
of Schiff-base M400
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Abb. 1.9: Modell des Photozyklus des photophoben Rezeptors NpSRII aus N. pharaonis als
Beispiel. Die Intermediate sind mit den Buchstaben K, L, M und O bezeichnet.
Die Absorptionsmaxima sind als Indizes angegeben (Chizhov et al., 1998).

Der Photozyklus ist charakterisiert durch verschiedene Intermediate des Proteins, die wéhrend
des Zyklusses nacheinander entstehen und anschliefend wieder in den Grundzustand des
jeweiligen Proteins zuruckkehren. Die Photozyklen der 4 archaebakteriellen Rhodopsine (SR,
HR und BR) wurden im Detail untersucht (zusammengefasst in (Engelhard et al., 2003; Schéfer
et al., 1999; Spudich et al., 2000)). NpSRII wurde von Chizhov et al. (Chizhov et al., 1998)
detailliert charakterisiert und ist schematisch in Abbildung 1.9 dargestellt. Die Absorption eines
Photons fuhrt zu einer Isomerisierung des Retinals im all-trans Grundzustand zur 13-cis
Konfiguration (K-Intermediat). Dieses verursacht wiederum eine Konformationsanderung des
Proteins vom K- zum L-Zustand. Die Schiff’sche Base wird daraufhin deprotoniert und gibt ihr
Proton an die Aminosdure Asp-75 ab, die im extrazellularen Protonenkanal lokalisiert ist,
wodurch das M-Intermediat gebildet wird. Dieses Intermediat ist durch einen Ubergang vom M1
in den M2-Zustand charakterisiert, der als Hauptschritt des Photozyklusses bezeichnet werden
kann. In dieser Umwandlung erfolgt eine Konformationsidnderung des Proteins, wodurch das
Signal an den Transducer weitergegeben wird. Die nadchsten Schritte beinhalten die
Reprotonierung der Schiff’schen Base und die Reisomerisierung des Retinals (M — O).
Schlieflich relaxiert das Protein in den Grundzustand (O — NpSRiI|).

Eine zweite Charakteristik der bakteriellen Rhodopsine (mit Ausnahme vom HR) ist ihre
Fahigkeit, wéhrend des Photozyklusses, Protonen lber die Plasmamembran zu transportieren.
Durch die hohe Effizienz des BR Protonen (ber die Membran aus dem Zytoplasma in den
extrazellularen Raum zu befordern, entsteht ein Protonengradient. Dieser dient der
Energiegewinnung durch ATP-Synthese (Marwan & Oesterhelt, 2000; Racker & Stoeckenius,
1974). Im Gegensatz zum BR pumpt HR durch Lichtaktivierung Chlorid-lonen ins Zytoplasma
der Zelle. Der so entstandene Chloridgradient spielt eine physiologische Rolle bei der
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Energiegewinnung des Bakteriums (zusammengefasst in (Schafer et al., 1999)). Optimale
Aktivitét besitzen beide lonenpumpen bei orangenem Licht der Wellenlange Amax =570 nm.

Aus ESR-Daten (Klare et al., 2004; Wegener et al., 2000) wurde geschlossen, dass bei den
sensorischen Rhodopsinen das Lichtsignal wahrend des Ubergangs von M; zu M, im
Photozyklus auf die Transducer ubertragen wird. Das daraus entwickelte Modell der
Signallibertragung zwischen den Proteinen zeigt durch Lichtanregung im SRII und im BR eine
auswarts gerichtete Bewegung der finften Helix (Helix F) auf. Gleichzeitig wird die zweite
transmembrane Transducer-Helix (TM2) in einer Rotationsbewegung von etwa 20°
mitgenommen. Diese Konformationsanderung konnte zu der Aktivierung der zytoplasmatischen
Signaltransduktions-Kaskade fuhren. Die Rickwartsbewegung in den Grundzustand der beiden
Proteine erfolgt dagegen entkoppelt. Die TM2-Helix des Transducers kehrt mit einer
Zeitverzogerung von ca. 200 ms in den Grundzustand zuriick. Fir die Chemorezeptoren ist
dagegen bei einem positiven Signal, z.B. die Bindung eines Aspartats an den Tar-Rezeptor, eine
Kolbenbewegung um ca. 1,6 A der TM2 in Richtung des Zytoplasmas postuliert, die sich
gleichzeitig um 5° neigt (Chervitz & Falke, 1996; Falke & Hazelbauer, 2001).

Unabhédngig von diesem speziellen Mechanismus fuhrt die Konformationsanderung zu einer
Aktivierung der Signaldomane. Hier beginnt ein Zwei-Komponenten System, welches eine grolie
Homologie zu der Chemotaxis der Eubakterien aufweist. Rudolph und Oesterhelt (Rudolph et al.,
1995; Rudolph & Oesterhelt, 1995;Rudolph & Oesterhelt, 1996) konnten dies nachweisen, indem
sie die fur die Chemotaxis notwendigen Che-analogen Proteine in H. salinarum deletierten. Die
Bakterien waren dadurch nicht mehr in der Lage auf chemotaktische wie auch auf phototaktische
Signale zu reagieren. Damit konnte bewiesen werden, dass in Archaebakterien das gleiche Zwei-
Komponenten-System der Chemotaxis zur Durchfiihrung der Phototaxis benutzt wird.

Ein Zwei-Komponenten-System ist dadurch gekennzeichnet, dass ein Signal von einer Histidin-
Kinase aufgenommen wird, die das Signal in Form einer Ubergabe eines Phosphat-Restes an
einen ,,Respons Regulator” weiterleitet. Dieses zweite Protein wird dadurch aktiviert und 16st
eine Antwort des Bakteriums auf den duf3eren Reiz aus (s. Abb. 1.10).
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Abb. 1.10:  Schematische Darstellung des Zwei-Komponenten-Systems der archaebakteriellen
Phototaxis und der eubakteriellen Chemotaxis. Ein Signal wird von einem
Rezeptor aufgenommen und an das Zellinnere weitergeleitet, wo es zu einer
spezifischen Antwort des Systems kommt.

In den Archaebakterien und Eubakterien ist an die Signal-Domane die Histidin-Kinase CheA als
Dimer (ber das Adapterprotein CheW gebunden. CheA verfligt (ber eine
Autophosphorylierungs-Aktivitat, wodurch bei einem negativen Signal ein Histidin-Rest unter
ATP Verbrauch an einer der Untereinheiten des CheA-Dimers phosphoryliert wird. Das Phosphat
wird dann an einer der beiden Response-Regulatoren CheY (Aspartat-Kinase) oder CheB
(Methyl-Esterase) weitergegeben. CheY-P diffundiert daraufhin durch das Zytoplasma zum
Flagellenmotor. Hier interagiert es mit den FIiM Proteinen im C-Ring des Flagellenmotors, die
ca. 30 Bindungsstellen fur das CheY-P haben, und bewirkt eine Erhthung der Umschaltfrequenz
des Flagellenmotors.

Im Fall eines positiven Reizes wird die Autophosphorylierungs-Aktivitdt des CheA herunter
gesetzt, was zu einer geringeren Konzentration von Che-P fiuhrt. Zusatzlich wird das noch
vorhandene CheY-P dephosphoryliert durch eine Autophosphatase-Aktivitat und durch die
Phosphatase CheC (in E. coli: CheZ), die in den Archaebakterien H. salinarum und N. pharaonis
von Szurmant et al. identifiziert wurde (Szurmant et al., 2004). Die geringere CheY-P
Konzentration fuhrt zu einer langeren Schaltfrequenz des Flagellenmotors. Damit kommt es zu
einer kontinuierlichen Schwimmbewegung des Bakteriums.

Eine konstante Reizeinwirkung auf das Bakterium flhrt zur Adaptation der Zelle, die durch zwei
Proteine, die Methyl-Esterase CheB und die Methyltransferase CheR, bewirkt wird. Von der
Histidin-Kinase CheA phosphoryliertes CheB (CheB-P) kann dann eine Glutaminséure bzw. die
Carboxylmethylester an den Methylierungsstellen der Transducer bzw. Rezeptoren

demethylieren. Dabei entsteht Methanol und freies y-Carboxyl der Glutaminsdure. Durch diese
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Demethylierung wird die Autophosphorylierungs-Aktivitat des CheA herunter geregelt und es
erfolgt eine Rickkehr zu kontinuierlichem Schwimmen.

Auf der anderen Seite wird durch ein starkes positives Signal ( = geringe CheA-Aktivitat) das
Methylierungsniveau stark erhoht. Dieses wird durch die konstitutive Methyl-Transferase CheR
verursacht. Sie methyliert den Rezeptor bzw. Transducer indem Methylgruppen von S-
adenosylmethionin auf die y-Carboxylgruppe eines bestimmten Glutaminséurerestes der
Methylierungsstellen tbertragen werden. Die CheA-Aktivitat wird durch diesen Mechanismus
wieder erhoht.

Da sich die Konzentrationen des phosphorylierten CheB und des CheR in der Regel um einen
ahnlichen Wert befinden, kann das Bakterium sich an seine Umgebung adaptieren. Dadurch ist es
der Zelle ermoglicht, sich unabh&ngig von lokalen Konzentrationen eines Lock- bzw.
Schreckstoffes in Richtung graduell besserer Bedingungen zu orientieren.

Die hohe strukturelle Homologie und physiologische Ahnlichkeit der archaebakteriellen und
eubakteriellen Zwei-Komponenten-Systeme macht es wahrscheinlich, dass gleiche Mechanismen
der Signaltransduktion benutzt werden, so dass die einzelnen Komponenten austauschbar sind.

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist, die bisher gefundenen strukturellen Erkenntnisse tber den
archaebakteriellen Transducer Htrll aus dem Bakterium Natronomonas pharaonis zu bestatigen
und weiterfihrend zu vervollstdndigen, um genauere Informationen tber die Weiterleitung des
Lichtsignals vom Rezeptor SRII tiber den transmembranen Teil des Htrll zur Signal-Doméne des
Transducers zu erlangen und das Verstandnis der transmembranen Signaltransduktion zu
verbessern. Zu diesem Zweck soll zunédchst das vollstandige NpHtrll flir weitergehende
Untersuchungen durch heterologe Expression in E. coli zugénglich gemacht werden. Bisherige
Studien wurden lediglich mit C-terminal verkirzten Konstrukten durchgefihrt, denen die
gesamte Methylierungs- und Signal-Doméne fehlt. Zur Charakterisierung des Proteins sollen im
Weiteren sowohl Gelfiltrations-Analysen als auch CD-Spektroskopie angewendet werden.
Zusétzlich werden Laserblitz-Absorptions-Spektrometrie  Messungen und [TC-Messungen
durchgefuhrt, um die Funktionalitat des Konstruktes zu testen.

Zur Strukturaufklarung der fehlenden zytoplasmatischen Bereiche sollen zudem l6sliche NpHitrll-
Fragmente Kkloniert werden. Mit diesen zytoplasmatischen Fragmenten und mit dem NpHitrll
sollen in Zusammenarbeit mit der Gruppe von G. Bildt (IBI-2, Forschungszentrum Jilich)
Kristallisationsversuche durchgefiihrt werden.

Im Weiteren soll die Methode der Elektronen-Resonanz-Spektroskopie zur Anwendung gebracht
werden, um sowohl strukturelle Daten als auch Informationen Uber die Signalweiterleitung im
zytoplasmatischen Bereich des Transducers, einschlielich der Interaktion mit der Histidin-
Kinase CheA, zu erlangen.

Gleichzeitig sollen auf Grundlage der hohen Homologie und Ahnlichkeit zwischen der
eubakteriellen Chemotaxis und der archaebakteriellen Phototaxis Phototransducer-Chemo-
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rezeptoren-Chimaren entwickelt werden, mit dem Ziel, in vitro Daten auf die physiologische
Ebene zu verifizieren. Diese Homologie l&sst erwarten, dass die Chimdren aktiv sein kdnnten.
Dies wurde z.B. von Spudich dokumentiert, der Chimare Transducer, bestehend aus der
archaebakteriellen Membrandoméane und der eubakteriellen zytoplasmatischen Domane, in E.
coli exprimiert hat und dies zu phototaktisch aktiven Zellen fiihrt (Jung et al., 2001; Trivedi &
Spudich, 2003). Aus funktionellen Fusionsproteinen lassen sich eventuell neue Erkenntnisse
gewinnen, die zur besseren Aufklarung der Vorgehensweisen dieser biologischen Systeme
fuhren. Zusatzlich kann man die gefundenen Ergebnisse auf andere verwandte Systeme
ubertragen. Die Chimaren sollen aus dem transmembranen Teil des NpHtrll fusioniert mit dem
zytoplasmatischen Teil des Tar-Rezeptors aus E. coli bestehen. Um eine erste Charakterisierung
der Fusionsproteine durchzufuhren und um Einblicke in die Signaltransduktionskaskade zu
erhalten, soll die Elektronen-Resonanz-Spektroskopie erneut eingesetzt werden. Des Weiteren
soll die Funktionalitdt der Chiméren mit Hilfe eines in vitro Phosphorylierungs-Assay sowie
einem in vivo Schwimmversuch untersucht werden. Durch den Versuch Phototaxis in E. coli
Zellen einzufthren kdnnte ein Zugang zur Physiologie der Zellen moglich sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind von p.A.-Qualitdt und werden, wenn nicht gesondert
aufgefiihrt, von folgenden Firmen bezogen: Baker (GroB-Gerau), BioRad (Miinchen), GIBCO
BRL (Neu Isenburg), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Steinheim).

Fiir molekularbiologische Reaktionen werden Produkte von den Firmen Boehringer (Mannheim),
New England Biolabs (NEB, Schwalbach), Pharmacia (Freiburg) und Promega (Mannheim)
verwendet.

Zur Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten und Plasmiden werden Quiagen Kits
(Hilden) verwendet. Zur DNA-Sequenzierung werden Reagenzien von Applied Biosystems, ABI
(Foster City, CA94404, USA) bezogen. Restriktionsenzyme werden von New England Biolabs
(Schwalbach), RNase A von Boehringer (Mannheim) und der 1 kb DNA-
Molekulargewichtsmarker von der Firma Invitrogen (Groningen) bezogen.

Zur Zellanzucht werden Nidhrmedien von der Firma GIBCO BRL verwendet. Antibiotika, sowie
all-trans Retinal stammen von der Firma Sigma.

Das zur Aufreinigung benutzte Ni*-NTA des Typs Superflow wird von Quiagen verwendet. N-
Dodecyl-B-D-maltosid (DDM) wird von der Firma Calbiochem (Schwalbach am Taunus)
bezogen.

Als Protein-Molekulargewichtstandard fiir SDS-Gele wird der LMW der Firma Amersham
Bioscience (Freiburg) verwendet: Phosphorylase b (97 kDa), Albumin (66 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Kohlenstoff-Anhydrase (30 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa) und a-Lactalbumin
(14,4 kDa). Als Protein-Molekulargewichtstandard fiir Western Blots dient der Prestained Protein
Marker, Broad Range (Premixed Format) der Firma New England Biolabs: MBP-B3-Galaktosidase
(175 kDa), MBP-Paramyosin (83 kDa), Glutamin-Dehydrogenase (62 kDa), Aldolase (47,5 kDa),
Triosephosphat Isomerase (32,5 kDa), B-Lactoglobulin A (25 kDa), Lysozym (16,5 kDa) und
Aprotinin (6,5 kDa). Die PVDF-Membran stammt von Bio-Rad (Miinchen) und entsprechende
Rontgenfilme werden von Kodak bezogen.

Der Spinlabel (MTSL) stammt von der Firma Toronto Research Chemicals (TRC, Toronto). Das
radioaktive ATP wird von der Firma Amersham Bioscience (Freiburg) geliefert. Der

Gelfiltrations-Standard LMW bzw. HMW wird ebenfalls von der Firma Amersham bezogen.
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2.2 Instrumentation

Die Zellanzucht der E.coli Bakterien erfolgt unter aecroben Bedingungen in den Schiittlern der
Firma New Brunswick (Niirtingen). Die 15L und 30 L Fermenter stammen von der Firma
Biotech International (Melsungen).

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgt durch Elektroporation mittels eines
GenePulsers der Firma BioRad (Miiber Nachtchen) in Elektroporationskiivetten (2 mm) der
Firma Invitrogen (Leek).

Sedimentationen erfolgen in den Zentrifugen RC28S und RC5B der Firma Sorvall (Bad
Homburg) in den Rotoren SS-34, F-28/36 und GS3 sowie in der Ultrazentrifuge Optima L-80 XP
Ultrazentrifuge der Firma Beckmann in den Rotoren Ti-70 und Ti-45. Zellaufschliisse werden mit
einem Mikrofluidizer M-110S der Firma Microfluidics Corp. (Newton) oder einem
Ultraschallgerét der Firma Heinemann (Schwébisch Gmiind) durchgefiihrt.
Polymerase-Kettenreaktionen erfolgen in den Thermocyclern PCR-Express und PCR-Sprint der
Firma Hybaid (Heidelberg). DNA-Sequenzierungen werden mit dem Sequenzierungsgerat Model
377 von Applied Biosystems oder von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.
UV/Vis-Spektren werden mit den Spektrometern UV-2401 PC UV-Vis Recording
Spectrophotometer (Shimadzu) sowie DU-640 von Beckmann aufgenommen. Fiir pH-Messungen
wird das pH-Meter 766 Calimatic und die pH Elektrode Typ pH/pt 1000 der Firma Knick
(Berlin) verwendet.

Polyacrylamid-Elektrophoresen erfolgen mit dem Mini-PROTEAN II-System der Firma BioRad.
Zum FElektrotransfer auf Membranen wird das Fastblot B43 Gerdt der Firma Biometra
(Gottingen) verwendet.

Zum Ankonzentrieren von Proteinlésungen werden Centricons YM-50 und YM-10 von Amicon
(Bedfort, USA) oder S0OMWCO, 30MWCO 10MWCO und SMWCO von Millipore (Bedford,
USA) verwendet, wobei die Zentrifuge Allegra X-15R von Beckmann Coulter sowie die
Zentrifuge 5810R von Eppendorf (Hamburg) benutzt wird.

Die Gelfiltrationschromatographie wird in einem Waters HPLC-System mit folgenden Geréten:
600S Controller, 717 plus Autosampler, 2487 Dual A Absorbance Detector, durchgefiihrt. Die
verwendete 10/300 GL Siule ist mit einem Superdex 200 Material gefiillt.
Circular-Dichroismus-Messungen werden mit einem J-715 Spectropolarimeter von Jasco (Tokio,
Japan) ausgefiihrt. Phototaxismessungen werden mit dem umgebauten Mikroskop Orthoplan der
Firma Leitz (Wetzlar) durchgefiihrt (Stoeckenius ef al., 1988).

Die hier nicht aufgezihlten Gerite werden in den entsprechenden Methodenteilen erwéhnt.



Material und Methoden 16

2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue F’ Tn 10 proA B lacl® A(lacZ)M15/recAl andAl gyrA96(Nal") Thi
hsdR17 (v my') supE44 relAl lac (Bullock et al., 1987)

E. coli B121(DE3) F ompT [lon] hsdSg (r5 ms") A(DE3) (Studier und Moffatt, 1986)

E. coli Rosetta (DE3) F ompT gal [dcm] [lon] hsdSB (rB-,mB-) AM(DE3) pRARE(CmR)
(Novagen)

E. coli HCB721 Atsr(7021) trg::Tnl0 A(cheA-cheY):: Xhol(Tn5) (Conley et al.,
1989)

E. coli RP437 Wildtyp fiir Chemotaxis

Thr(Am)-1 leu B6 tonA31 lacY1 tsx-78 sup0 eda50 his-4 rfbD1 mgl-
51 rpsL136 xyl-5 mtl-1 metF(Am)159 thi-1 ara-14 (Scharf et al.,
1998a)

E. coli UU1250 Derivat des RP437: Atsr-7028 A(tar-tap) 5201 Atrg-100 Aaer-1
(Ames et al., 2002)

Natronomonas

pharaonis SP1/28 hR™, sR-II"Y, Car™ (Bivin und Stoeckenius, 1986)

E. coli RP437 mit
pSM_CT pTrcNpSRII a
pTrc NpHtrllwt His (Mennes, 2003)

E. coli RP437 mit

pSM_CT pTrcNpSRII a

pSM_Fus_ Htrll

MCP2 116 247 Zur Verfiigung gestellt von S. Mreyen (MPI-Dortmund)

E. coli RP437 mit

pSM_CT pTrcNpSRII a

pSM_Fus Htrll

MCP2 123 254 Zur Verfiigung gestellt von S. Mreyen (MPI-Dortmund)

E. coli BL21(DE3)+pArg
pET19b-tev Zur Verfiigung gestellt von A.J. Scheidig (Alexandrov ef al., 1999;
Brinkmann et al., 1989)
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Plasmide

pET27bmod
pET27bmod-npHtrll His
pTrc Htrllwt His

pRPS1

pDV4

pUCBM20

pET27b"

pTXB3 INT-N

pRL22

pET27mod
NpHtIIMCP2 102-233
pET27mod
NpHtrIIMCP2_116-247
pET27mod
NpHtrIIMCP2 223-266
pTrc-99A

pSM_CT pTrcNpSRII a
pACYC184

(Klostermeier et al., 1998)

Zur Verfligung gestellt von R. Seidel (MPI-Dortmund)
(Mennes, 2003)

Zur Verfligung gestellt von R. Seidel (MPI-Dortmund)
(Scharf et al., 1998Db)

Boheringer Mannheim

Novagen (Abingdon)

Zur Verfiigung gestellt von R. Seidel (MPI-Dortmund)
Zur Verfiigung gestellt von B. Scharf (Uni Regensburg)

(Mennes, 2003)

Zur Verfiigung gestellt von S. Mreyen (MPI-Dortmund)

Zur Verfiigung gestellt von R. Seidel (MPI-Dortmund)
Pharmacia

Zur Verfiigung gestellt von S. Mreyen (MPI-Dortmund)
New England Biolabs

Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Die konstruierten Plasmide sind im Anhang aufgelistet.

Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgefiihrt.
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2.4 Antikorper

Anti-Histidin
Anti-mouse-
IgG POD-Konjugat

Anti-NpHtrll

Anti-Kaninchen-

IgG POD-Konjugat

Monoklonaler Anti-Polyhistidine Clone His-1 von Sigma.

Sekundérer Antikorper aus der Ziege, der mit Peroxidase gekoppelt ist,
gegen Maus.

Polyklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen, dessen Paratop gegen die AS
77-149 des Transducers NpHtrll gerichtet ist (Wegener, 2000).

Sekundirer Antikdrper aus der Ziege, der mit Peroxidase gekoppelt ist,

gegen Kaninchen (Boehringer).
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2.5 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders erwdhnt werden molekularbiologische Methoden nach Sambrook et al.
(1989) und Ausubel (1987) angewendet.

2.5.1 Zellanzucht

Die Anzucht von E. coli Zellen zur Expression oder Plasmidpriparation erfolgt in LB-Medium
(10 g Pepton(140)-Hydrolysat, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g NaCl ad 1000 ml, pH 7,2 - 7,5) in 5 ml
Reagenzglisern oder 25—5000 ml Erlenmeyer-Kolben mit Schikane (Volumenverhiltnis
Kultur : Kolben = 1:3 — 1:4). Die Inkubationstemperaturen betragen 37°C bei 150 — 170 Upm
oder 30°C bei 120 — 150 Upm.

Die Zellanzucht zu Phototaxismessungen erfolgt in Trypton-Medium (1 % Trypton, 0,5 % NaCl).
AuBlerdem werden ,,gute Schwimmer* auf Schwarmplatten (1 % Trypton, 0,5 % NaCl, 0,3 %
Agar) selektiert.

Zur Selektion der Bakterien werden gegebenenfalls die Antibiotika Tetracyklin (12,5 pg/ml)
und/oder Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pug/ml) und/oder Chloramphenicol (30
ng/ml) zugefiigt.

Die Zelldichte wird mittels Triibungsmessung bei 578 nm (1 ODs7s= 2 x 10® Zellen/ml) ermittelt.
GroBBere Mengen E. coli Zellen werden in 15 L oder 30 L Fermentern der Firma Braun Biotech
GmbH (Melsungen) gezogen.

Natronomonas  pharaonis wird in  25—-100ml Erlenmeyer-Kolben ohne Schikane
(Volumenverhéltnis Kultur : Kolben = 1:3 — 1:4) bei 40°C und 120 Upm unter orangefarbenem
Licht in einem synthetischen Minimalmedium (s. Tabelle 2.5.1) herangezogen.

Zur Herstellung von Agar-Platten wird 1,5 % Agar vor dem Autoklavieren zum synthetischen
Minimalmedium zugefiigt oder zur Selektion hochmotiler Bakterien 0,3 % Agar fiir

Schwarmplatten.



Material und Methoden 20

Tabelle 2.5.1: Synthetisches Minimalmedium flir Natronomonas pharaonis

Substanz Endkonzentration / 1L Substanz Endkonzentration / 1L

NacCl 34M L-Glutaminsdure

Na-Salz 24 mM
Na,CO; 175 mM L-Alanin 0,4 mM
MgSO4 x 7H,0 4 mM L-Asparaginsdure 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,POq4 2 mM L-Threonin 0,4 mM
Na,HPO4 2 mM L-Tyrosin 0,4 mM
FeSO4 x 7H,O 5uM L-Valin 0,4 mM
CaCl, x 2H,0 3 uM L-Arginin 0,4 mM
ZnSO4 x 7H,0 3 uM Glycin 0,8 mM
MnCl, x 4H,O 4 uM L-Methionin 0,4 mM
CuSO4 x SH,O 4 uM Thiamin 15 uM
L-Cystein 2,9 mM Folsdure 15 uM
L-Leucin 3,8 mM Biotin 2 uM

pH-Wert 9,2 — 9.3 des Mediums mit 10 % Salzséure.

2.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA zur Restriktionskontrolle wird folgendermaBen durchgefiihrt:
Die alkalische Lyse wird nach Birnboim und Doly (1979) ausgefiihrt. Nachdem die genomische
DNA durch Zentrifugation abgetrennt wird, erfolgt eine Ethanol-Féllung der Plasmide. 2,5
Volumeniquivalente abs. EtOH werden zur Zelllosung zugefiigt. Die Fillung erfolgt durch 15
miniitige Zentrifugation bei 4°C. Das an Luft getrocknete Pellet wird in 30 pl Wasser mit 2 pl
RNase A (1 mg/ml) aufgenommen.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA zur Sequenzierung und weiteren Klonierung wird ein Mini-
Préiparations Kit (QIAprep Spin Miniprep Kit) von Quiagen (Hilden) verwendet.

Groflere Mengen an Plasmid-DNA werden mittels einer Anionenaustauscher-Sdule des

Perfectprep Plasmid Midi-Kits von Eppendorf (Hamburg) hergestellt.
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2.5.3 Bestimmung der Nukleins&urekonzentration

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration einer DNA-Losung erfolgt durch
Absorptionsmessung bei 260 nm an einem BioPhotometer der Firma Eppendorf. Der Quotient
OD260nm/ODa2gonm sollte bei gereinigter DNA bei ca. 2,1 liegen. Eine OD2gpnm von 1 entspricht 50
png DNA pro ml. Bei kleineren Mengen DNA erfolgt eine Konzentrationsbestimmung durch
Abschitzung der Bandenintensitdt im Vergleich zum Marker im Agarosegel (s. 2.5.5).

2.5.4 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgt in 15 pl Ansdtzen (Kontrollrestriktionen) oder 50-100 pl
Ansitzen (praparative Restriktion) fiir 1 — 5 h bei 37°C in dem vom Hersteller fiir das jeweilige
Restriktionsenzym entsprechenden Puffer. Die Menge des Enzyms wird ebenfalls nach Angaben

des Herstellers zugefiigt.

2.5.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Analyse oder Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgt eine horizontale Agarose-
Gelelektrophorese. Die DNA-Proben werden dazu mit 3 x Probenpuffer (TBE-Puffer, 10 %
Ficoll, 0,025 % Bromphenolblau und 0,025 % Xylencyanol) versetzt und auf ein 0,6 — 1,5 % iges
Agarosegel aufgetragen. Fiir Gele und Laufpuffer wird TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM
Borsédure, 0,9 mM EDTA, pH 8,9) verwendet. Die Farbung der DNA erfolgt durch Zugabe von
0,6 mg/l Ethidiumbromid zum Puffer. Bei einer Spannung von 3 —4,5 V/cm werden die DNA-
Fragmente aufgetrennt. Als Marker dient ein 1 kb DNA-Standard. Zur Sichtbarmachung der
Banden werden die Gele unter UV-Licht der Wellenldnge 302 nm photographiert.

2.5.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgt mittels des Gel Extraktions Kits
von Quiagen. Zuvor werden die entsprechenden DNA-Fragmente aus dem Gel unter UV-Licht

(366 nm) herausgeschnitten.
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2.5.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgt in 20 pl Ansétzen. Diese enthalten neben H,O und
lul T4-DNA-Ligase (1 U/ul) die vom Hersteller empfohlene Menge Ligase-Puffer sowie die
DNA-Fragmente in einem Verhéltnis von 1:3 (Vektor : Insert). Die Inkubation des Ansatzes wird
bei Raumtemperatur fiir 3 - 6 h durchgefiihrt. AnschlieBend werden 30 ul Wasser zugefiigt und

bei 4°C oder — 20°C (zur langeren Lagerung) bis zur Transformation gelagert.

2.5.8 Transformation von E. coli Zellen durch Elektroporation und
Hitzeschock

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgt durch Elektroporation mit Plasmid-DNA
nach der Methode von Dower et al. (1988). Hierzu werden 2 - 10 ng supercoiled Plasmid oder 25
pl des Ligationsansatzes (s. 2.5.6) mit ca. 80 pl einer 10 %igen Glycerinkultur kompetenter
Zellen (ODs7g~ 120 —160) vermischt und in eine Elektroporationskiivette mit einem
Elektrodenabstand von 2 mm iiberfiihrt. Die Transformation erfolgt in einem GenePulser der
Firma BioRad (Miinchen) durch einen Puls von 1,5 kV, 800 Q, 25 uF und einer Zeitkonstanten
zwischen 7 und 16 ms. Anschlieend werden die Zellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen und
fiir 1 h bei 37°C und 150 — 170 Upm inkubiert. Die weiterfolgende Inkubation erfolgt bei 37°C

auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum.

Die Transformation von Plasmid-DNA in hitzekompetente E. coli Zellen erfolgt durch
Hitzeschock bei 42°C fiir ca. 50 sec. Zuvor werden die Zellen mit der DNA gemischt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock erfolgt eine weitere Inkubation von 2 min auf
Eis. AnschlieBend wird 0,5 ml NZY "-broth Medium (siehe unten) zugefiigt und die Zellen fiir 1 h
bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend erfolgt eine Ausplattierung auf LB-Platten mit
entsprechendem Antibiotikum.
NZY" broth Medium: 10 g Trypton
5 g Hefe Extrakt
5 g NaCl
add 1L H,O, pH 7,5
Nach dem Autoklavieren werden noch folgende sterilfiltrierte Substanzen
zugefiigt: 12,5 ml 1 M MgCl,
12,5 ml I M MgSO4
20 ml 20 % Glucose
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2.5.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgt durch PCR (Mullis & Faloona, 1987). Der
Standardansatz sieht folgendermal3en aus:

5 —20 ng DNA Matrize

30 — 50 pmol der entsprechenden Primer

je 10 nmol der vier ANTP’s

1 U Pfu-Polymerase

5 pl 10 x Polymerasepuffer

ad 50 pl mit H,O

Die Pfu-Polymerase wird erst nach einem 2 - 5 miniitigen Denaturierungsschritt und eventuell
anschliefender Kiihlung der Proben auf Eis dem Ansatz zugefiigt.

Die PCR-Programme der entsprechenden Versuchsteile sehen folgendermallen aus:

Die Mutation des pTXB3 N His TEV mut Ncol beruht auf der ,,Overlap Extension“~-Methode
(Ho et al, 1989), wobei in einer ersten PCR zwei DNA-Fragmente mit Hilfe je eines
flankierenden und einem Mutationsprimer hergestellt werden. In einer anschlieenden zweiten
PCR-Runde werden beide DNA-Fragmente miteinander zu einem vollstindigen Gen-Abschnitt

verbunden. Das folgende PCR-Programm 1 wird verwendet:

96-98°C 2’-5> = Proben auf Eis, Zugabe der Polymerase
96-98°C -2
96-98°C 15-1°

53-63°C 307 x 20-25
72°C 757-2°
72°C 2-4 =2 4°C

Die Amplifikation der zytoplasmatischen Fragmente des NpHtrll erfolgt ebenfalls mit dem PCR-
Programm 1.
Die Cysteinmutanten werden mittels der ,,Overlap Extension“-Methode hergestellt (PCR-
Programm1).
Das PCR-Programm 2 wird zur Amplifikation des NpHtrlI-Teils der Chiméren und des Tar-Teils

verwendet:

96°C 4’-5 = hot start: Zugabe der Polymerase
96°C 40>

48°C/53°C 307 } x 20-25

72°C 1°-2°

72°C 3’ - 4°C

Zur Mutation der Ndel-Schnittstelle im Tar-Gen wird die ,,Overlap Extension“-Methode mit

PCR-Pogramm 1 angewendet.
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Der Tar-Teil der Chiméren und die Ligations-PCR der ,,Overlap Extension*“-Methode werden mit
PCR-Programm 1 amplifiziert.

Die Amplifikation der Che-Proteine und der Chiméren erfolgt mittels des PCR-Programms 2.

Fiir die Amplifizierung des Tar-Gen-Teils und fiir die Ligations-PCR der beiden Tar-Fragmente
wird das PCR-Programm 1 angewendet.

Die Mutationen des pTrc-99A Vektors werden mit Hilfe des QuikChange site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene durchgefiihrt. Das PCR-Programm 3 zur Amplifizierung lautet

folgendermalien:

98°C 3 = Abkiihlen der Proben auf Eis, dann Zugabe der Polymerase
98°C 30

98°C 30”

72°C 8’ } x 12

72°C 3’ - 4°C

Das NpSRII-Gen wird mit dem PCR-Programm 4 amplifiziert:

96°C 3 = Abkiihlen der Proben auf Eis, dann Zugabe der Polymerase
96°C I

96°C 30”

45°C 30 } X 8

72°C 75>

96°C 30”

58°C 307 x 12

72°C 75

72°C 3’ - 4°C

aufgetrennt und anschli

Nach der PCR-Amplifik3tion werden die DNA-Fragmente mittels eines Agarosegels (s. 2.5.5)
end aus der Agarose extrahiert (s.2.5.6) oder mit Hilfe des PCR

Purification Kits von Quiagen (Hilden) gereinigt.

2.5.10 Oligonukleotid Annealing

Die zu hybridisierenden Oligonukleotide werden in den Konzentrationen von 50 pmol/ul in
Annealing-Puffer (5 mM NaCl, 2mM Tris pH 7,5) zusammengefiigt und auf 96°C fiir 30 sec
erhitzt. Danach werden die Proben aus dem Heizblock herausgenommen und langsam bei RT
abgekdihlt.
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2.5.11 DNA-Sequenzierung

Fir die DNA-Sequenzierung wird ein Cycle-Sequencing mit fluoreszens-markierten Didesoxy-
nukleotiden (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt. Dazu wird ein Reaktionsansatz von 20 pl
Gesamtvolumen verwendet:

150 — 300 ng DNA, 4 ul Terminations-Mix (Big-Dye-Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit),
2 pl Sequenzierungs-Puffer, 3,2 pmol Primer ad H,O

Anschliefend erfolgt eine Amplifikation durch PCR mit folgendem PCR-Programm:

96°C 10 sec
55°C Ssec x 25

60°C 4 min

Das PCR-Produkt wird wie folgt aufgearbeitet: Zugabe von 1 ul 125 mM EDTA, 2 ul 3 M Na-
Acetat und 50 pl abs. EtOH. Inkubation bei RT fiir 15 min und anschlieBende Zentrifugation
(10 min, 10000 Upm, 4°C). Dann erfolgt ein Waschschritt mit 400 ul 70 % EtOH. Das
getrocknete Pellet wird in einem DNA-Sequencer oder von der Firma AGOWA (Berlin)

analysiert.

2.5.12 Herstellung von Glycerinstabs

Zur Herstellung von Glycerinstabs werden 2 —3 ml Zellkultur bis zu einer OD von 0,6 — 0,8
inkubiert. Dann werden 750 pl der Zellkultur mit 250 pl 80 % Glycerin vermischt und bei -80°C
gelagert.
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2.6 Proteinchemische Methoden

2.6.1 Proteinexpression in E. coli

Zur Expression von Proteinen werden die E. coli Stimme BL21(DE3) bzw. E. coli Rosetta (DE3)
verwendet. Die Hauptkultur wird auf eine ODs75 von = 0,1 angeimpft. Die Inkubation erfolgt bei
37°C und 150 Upm bis die Zellkultur eine ODs75 von 1,2 — 2,5 erreicht hat. Die Proteinexpression
wird durch Zugabe von 0,5 mM — 1 M IPTG induziert und anschlieBend fiir weitere 2,5 -3 h
inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgt durch Zentrifugation bei 7000 Upm fiir 10 min bei 4°C.
Ein Waschschritt folgt, bei dem die Zellen in Zellwaschpuffer (ZWP: 150 mM NaCl, 25 mM
Natriumphosphat pH = 8,2 mM EDTA) aufgenommen und erneut durch Zentrifugation pelletiert

werden. Das Pellet kann nun bei -80°C oder -20°C bis zur Aufreinigung gelagert werden.

2.6.2 Zellaufschluss und Aufreinigung der Proteine

Allgemeiner Zellaufschluss

Das Zellpellet wird in 1/100 des verwendeten Kulturvolumens ZWP (s. 2.6.1) unter Zugabe einer
Spatelspitze DNaseA resuspendiert. Beim Aufschluss des NpHtrll und seiner Cysteinmutanten
werden zusétzlich Protease Inhibitor Tabletten (Complete, Protease Inhibitor Tablets, EDTA free,
Roche) zugefiigt (1 Tablette fiir 50 ml Zelllosung). Der Aufschluss erfolgt dann im
Mikrofluidizer, bei dem die Zellen mechanisch bei 800 bar zerstért werden. Durch Zentrifugation
des Zelllysates bei 100.000x g, 4°C fir 1,5h werden die zytoplasmatischen und
periplasmatischen Komponenten (befinden sich im Uberstand) von den Membrankomponenten,
Zelltrimmern und der DNA getrennt. Bei Aufreinigung von Membranproteinen wird das
Sediment in 1/100 des verwendeten Kulturvolumens Puffer Apem (s.u.) homogenisiert und
anschlieBend iiber Nacht bei 4°C langsam geriihrt (Solubilisation). Die darauf folgende
Zentrifugation bei 100.000 x g, 4°C, 1,5 h trennt das Solubilisat (solubilisierte Membranproteine)

von den ungeldsten Bestandteilen.

Ni-Affinitdtschromatographie von His-getaggten Proteinen

Bei His-getaggten Proteinen wird das Solubilisat (Membranproteine) oder bei 16slichen Proteinen
das Zytoplasma auf eine mit Puffer Byem bzw. B (s. u.) dquilibrierte Ni-NTA-Agarose-Matrix
(Typ Superflow, Quiagen) aufgetragen. Beim Auftrag des NpHtrll und seiner Cysteinmutanten

wird 15 mM Imidazol zum Solubilisat zugefiigt, um unspezifische Bindungen zu vermindern. Die
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Sdule wird mit 15 Saulenvolumen (SV) Puffer Cyem bzw. C gewaschen. Die Elution des Proteins

erfolgt mittels Puffer Dy, bzw. D.

Puffer: Amem 300 mM NaCl, 50 mM Natriumphosphat (NaPi1) pH =8, 2 % DDM
Biem 300 mM NacCl, 50 mM NaPi pH = 8§, 0,05 % DDM
Cmem 300 mM NaCl, 50 mM NaPi pH = 8§, 0,05 % DDM + 40 mM Imidazol
Diem 300 mM NacCl, 50 mM NaPi pH = 8§, 0,05 % DDM + 200 mM Imidazol
A-D analog zu Amem — Dmem nur ohne DDM

Die N-terminal mit His-TEV-getaggten Proteine werden nach der Ni-Sdule in 1 x TEV-Puffer
(s. u.) tiber Nacht bei 4°C dialysiert. Im anschlieBenden TEV-Verdau, der unter reduzierenden
Bedingungen durchgefiihrt wird, wird der His-Tag vom Protein durch die TEV-Protease (1:50
(w/w) Protease : Protein eingesetzt) abgeschnitten. Die Abtrennung des Tags erfolgt durch eine
zweite Ni-NTA-Sdule, die mit Puffer B dquilibriert wird. Das zytoplasmatische Protein befindet
sich im Durchfluss der Sidule. Um das gesamte Protein von der Sdule zu eluieren wird zusitzlich
mit Puffer B oder TEV-Puffer nachgespiilt. Die Ni-Sdule wird anschlieBend mit Puffer C (s. o0.)

gewaschen und die TEV-Protease mit Puffer D eluiert.

TEV-Puffer 50 mM Tris/HCI pH = 8,0; 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA pH = 8,0

Aufreinigung der TEV-Protease

Das Zellpellet der TEV-Protease wird in Puffer 1 (s. u.) resuspendiert und anschlieend mit Hilfe
des Mikrofluidizers aufgeschlossen. Die Zelltrimmer und die Membranen werden durch eine
Zentrifugation bei 45.000 Upm und 4°C fiir 30 Minuten abgetrennt. Der entstandene Uberstand
wird auf eine mit Puffer P2 (s. u.) dquilibrierte Ni-NTA-Saule aufgetragen. Die Sdule wird mit 10
Sadulenvolumen Puffer P3 (s.u.) gewaschen und die TEV-Protease wird mit Puffer P4 (s. u.)

eluiert. AnschlieSend erfolgt noch eine Dialyse des Eluates liber Nacht gegen Puffer P5 (s. u.).

Puffer P1: 50 mM NaPi, pH 8 Puffer P2: 50 mM NaPi, pH 8
300 mM NacCl 300 mM NaCl
2 mM B-Mercaptoethanol 2 mM B-Mercaptoethanol
1 mM PMSF
Puffer P3: 50 mM NaPi, pH 8 Puffer P4: 50 mM NaPi, pH 8
300 mM NacCl 300 mM NaCl
2 mM B-Mercaptoethanol 2 mM B-Mercaptoethanol
30 mM Imidazol 200 mM Imidazol
Puffer P5: 50 mM Tris, pH 7,5
100 mM NacCl
2 mM B-Mercaptoethanol
1 mM EDTA

10 % Glycerol
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Aufreinigung des CheA

Das CheA wird nach der Methode von Hess ef al. (1991) (Hess et al., 1991) aufgereinigt. Das
Zellpellet wird in TEDG20-Puffer (50 mM Tris, pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 2 mM DTE; 20 % (v/v)
Glycerin) resuspendiert und im Mikrofluidizer (s. 0.) aufgeschlossen. Durch Zentrifugation bei
28.000 Upm und 4°C fiir 1 h wird das Zytoplasma von den Zellbestandteilen getrennt. Das CheA
wird durch die Zugabe von (NH4),SOs und Inkubation fiir 5 Minuten auf Eis gefillt. Das
Prizipitat wird durch Zentrifugation pelletiert. Dieses wird anschlieBend in TEDG20
resuspendiert und iiber Nacht bei 4°C gegen TEDG20-Puffer dialysiert, um Salze zu entfernen.
Die Probe wird nun auf eine Affi-Gel Blue-Saule (100-200 mes, BioRad), dquilibriert mit TEDG
(50 mM Tris, pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 2 mM DTE; 10 % (v/v) Glycerin), aufgetragen. Die Sédule
wird mit 2 — 3 SV gewaschen, bevor das CheA durch einen 0,25 — 1 M NaCl/TEDG Gradienten
iiber 10 SV eluiert wird. Die CheA enthaltenen Fraktionen werden zusammengefasst und erneut
durch die Zugabe von (NH4),SO,4 gefillt. Das Pellet wird in TEDG resuspendiert und erneut auf
eine mit TEDG é&quilibrierte FPLC-Sédule (Superdex 200, Amersham Bioscience) aufgetragen.
Die Fraktionen mit CheA werden zusammen gefiigt und gegen TKMD (50 mM Tris pH 7,5;
50 mM KCl, 10 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 1% Octylglucosid) Puffer dialysiert. Die CheA-

Proben werden mit 10 % Glycerin eingefroren.

Aufreinigung der ungetaggten Chimdren

Die ungetaggten Chimdren werden analog zu den His-getaggten Proteinen aufgereinigt. Die
Proteine befinden sich jedoch nach der Ni-Sdule im Durchfluss. Zu diesem Durchfluss wird
NpSRII-His in einem Mol-Verhiltnis von 1:1 zugefiigt und fiir ca. 2 h bei 4°C zur Bildung des
Komplexes inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine erneute Ni-Sdule bei der der Komplex mit Puffer

Diem (8. 0.) eluiert wird.

Aufreinigung des Tar-Rezeptors

Die Tar Aufreinigung erfolgt nach dem Protokoll von Borkovich et al. (Borkovich et al., 1989)
und Chen und Koshland (Chen & Koshland, 1995). Alle Aufreinigungsschritte erfolgen bei 4°C.
Die Zellen werden in Salz-freien-Puffer (100 mM NaPi, pH 7,0; 10 % Glycerol, 5 mM EDTA,
I mM PMSF) von 6 — 12 ml/Liter Kultur resuspendiert und im Mikrofluidizer aufgeschlossen.
AnschlieBend wird eine Zentrifugation von 15 min bei 5000 x g durchgefiihrt. Diese wird so oft
wiederholt bis kein sichtbares Pellet mehr erkennbar ist. Der Uberstand wird dann erneut fiir
25 min im Ti 45 Rotor bei 38.000 Upm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird nun zweimal
mit Hoch-Salz-Puffer (20 mM NaPi, pH 7,0; 2 M KCI, 10 % Glycerol, 5 mM EDTA, 1 mM
PMSF) gewaschen und einmal mit End-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,0; 10 % Glycerol, 5 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 5 mM 1,10-phenanthroline). Die Membranen werden anschlieBend in
1 ml/Liter Kultur End-Puffer resuspendiert und bei -80°C eingefroren.
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Zur Isolierung des Tar-Rezeptors aus den E. coli Membranen wird das Detergenz Octyl-glycosid
(OG) zu 1,4 % (w/v) zu den aufgetauten Membranen zugefiigt und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Die solubilisierten Membranproteine werden durch Ultrazentrifugation bei 95.000 Upm fiir
10 min (TLA 100.4 Rotor, Beckmann) von den Membranen getrennt. Zum Uberstand wird dann
Ammoniumsulfat bis zu 20 % (w/v) zugefiigt. Das Prézipitat wird durch Zentrifugation bei
5000 Upm und 10 min pelletiert. Dieses wird in 20 ml Zwittergent-Puffer (20 mM Tris-Cl,
pH 7,5; 10 % Glycerol; 1 mM EDTA; 0,1 mM PMSF; 0,4 % Zwittergent 3-12) resuspendiert.
Dann werden die Proteine auf eine w-Aminooctyl-Agarose Saule, die mit dem Zwittergent-Puffer
dquilibriert ist, aufgetragen. Die Saule wird mit 3 SV des Zwittergent-Puffers gewaschen.
Anschlieffend erfolgt die Elution der Proteine mit einem linearen Gradienten von 0 — 750 mM
NaCl in 20-bed Volumen OG-Puffer (20 mM Tris-Cl, pH 7,5; 10 % Glycerol; 1 mM EDTA;
0,1 mM PMSF; 1,2 % OG). Eine anschlieBende SDS-Gel Analyse (s.2.7.1) identifiziert die
einzelnen Fraktionen, die den Tar-Rezeptor enthalten. Diese werden zusammengefasst und mit
einem Pufferaustausch gegen OG-Puffer ankonzentriert. Abschliefend wird eine 1:2 Verdiinnung

mit 100 % Glycerin (w/v) durchgefiihrt und der Rezeptor bei -20°C gelagert.

2.6.3 Kopplung mit Spinproben

Fiir die Kopplung von Spinproben an eine Cystein-Seitenkette eines Proteins wird das Ni-Eluat
(s.2.6.2) mit 10 mM DTT fir mind. 1 h inkubiert. Die Abtrennung des DTT iiber DEAE-
Chromatographie erfolgt direkt vor der beabsichtigten Kopplung mit der Spinprobe. Dazu wird
die Probe mit Puffer Eem (s. u.) 1:4 verdiinnt und auf eine mit Puffer E,e dquilibrierte DEAE-
Séule aufgetragen. Die Sédule wird mit 10 — 15 SV Puffer Fyem gewaschen und mit Puffer Gmem
eluiert. Um die reduzierenden Bedingungen beizubehalten wird die Chromatographie unter
Argonatmosphédre durchgefiihrt.

Zur Kopplung wird nun zum DEAE-Eluat aus einer 100 mM Stammlosung der Spinprobe MTSL
(in DMSO) 1/100 Volumeniquivalent zugegeben und der Reaktionsansatz iiber Nacht bei 4°C
unter Lichtausschluss leicht geschwenkt. Zur Abtrennung iiberschiissigen Spinlabels erfolgt
erneut eine DEAE-Séule (s. 0.). Der Auftrag muss in diesem Fall mit Puffer Epem 1:10 verdiinnt

werden.

Puffer: Emem 10 mM Tris pH = 8§, 0,05 % DDM
Frem 80 mM NaCl, 10 mM Tris pH =8, 0,1 % DDM
Gmem 500 mM NacCl, 10 mM Tris pH = 8, 0,1 % DDM
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2.6.4 Isolierung polarer Lipide aus H. salinarum

Zur Isolierung der Lipide aus H. salinarum wird eine abgewandelte Version der Methode von
Kates et al. (Kates et al., 1982) angewendet (Wegener, 2000). Statt ganzer Zellen wird nur die
Purpurmembran verwendet. Diese (BR-Gehalt = 300-350g) werden in 200 ml NaCl
resuspendiert. AnschlieBend erfolgt eine Zugabe von 500 ml Methanol und 250 ml Chloroform.
Diese Losung wird tiber Nacht bei RT unter Lichtausschluss geriihrt. Dann wird die Suspension
fiir 15 min bei 3800 x g in Metallrdhrchen zentrifugiert und der gelbliche Uberstand unter
Stickstoffatmosphdre und Lichtausschluss abgenommen. Die Pellets werden erneut, wie oben
beschrieben, extrahiert und aufgearbeitet. Alle so gewonnenen Uberstinde werden iiber ein
Filterpapier (Whatman No.1), das 2 h in Methanol/Chloroform = 1:1 eingeweicht wird, abfiltriert.
Nun erfolgt eine Zugabe von 500 ml H,O und 500 ml Chloroform. Die Kolben werden gut
geschiittelt und iiber Nacht im Dunkeln stehen gelassen, damit sich die beiden Phasen trennen
konnen. Die Chloroformphase wird abgenommen und wunter Lichtausschluss am
Rotationsverdampfer bis zur Trocknung bei 30°C eingedampft. Der getrocknete Uberstand wird
in 12 ml Chloroform geldst und erneut zentrifugiert (30 min, 24.000 x g, 0°C). Der Uberstand
wird abermals verdampft. Der nun entstandene Riickstand wird in 45 ml Aceton bei 0°C im
Ultraschallbad geldst. Danach erfolgt die Zugabe von 1 ml einer methanolischen Losung von
10 % MgCl,. Diese Lésung wird zentrifugiert (1000 x g, 0°C). Der Uberstand wird nun so lange
in 10 ml Aceton extrahiert bis er farblos bleibt. Der im Olpumpenvakuum getrocknete Riickstand
wird gewogen und in einer Konzentration von ca. 40 mg/ml Methanol/Chloroform = 1:1 geldst.
Durch eine feine Kaniile wird diese Suspension unter Argon und Lichtausschluss in eine 50 mM
Natriumphosphat, pH 8,0, die einen 20-fachen Volumeniiberschuss an wéssriger Losung besitzt,
eingespritzt. Durch eine Ultraschallbad-Behandlung wird diese Losung homogenisiert und
danach lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in der urspriinglichen Menge in Wasser resuspendiert,
so dass die entstehende Suspension eine Konzentration von 2 mg/ml polare Lipide enthilt. Diese

werden bei -80°C gelagert.

2.6.5 Rekonstitution von Proteinen in PM-Lipide

Zur Rekonstitution in PM (Purpurmembran)-Lipide werden Proteinlosungen mit einem DDM-
Gehalt von 0,05 % - 0,1 % verwendet. Diese werden beim Htrll und seiner Mutanten als erstes
knapp unter die CMC von 0,007 % mit Puffer M (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8) verdiinnt.
Die PM-Lipide werden in einem Massenverhdltnis von 1:1 (bezogen auf den verkiirzten

Transducer NpHtrlI-157) bei den Chiméren bzw. 2:1 beim NpHtrll und seiner Cysteinmutanten
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eingesetzt. Nach Zugabe von einer Spatelspitze NaCl wird die Zellsuspension bei 4°C oder RT
fiir 10 Minuten inkubiert. Danach werden Detergenzabsorber-Beads (BioRad) in einem 1/3 - 2/3
Volumenverhéltnis zugefiigt. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht bei 4°C. Proben mit dem Protein
NpSRII werden unter Lichtausschluss geschwenkt. Nach Abtrennung der BioBeads werden die
Membranen bei 15.000 Upm in einer Tischzentrifuge sedimentiert und 4 x gewaschen. Das Pellet

wird anschlieend in dem gewiinschten Puffer aufgenommen.

2.6.6 Phosporylierungs-Assay

Der Phosphorylierungs-Assay erfolgt dhnlich der Methode von Trivedi and Spudich (Trivedi &
Spudich, 2003). Die Fusionsproteine im Komplex mit SRII werden in L-a-Posphatidylcholine,
(PC) Dimyristoyl (C14:0) (C36H72NOgP) Lipide in einem molaren Verhéltnis zu SRII von 150:1
rekonstituiert.

Der Assay wird folgendermallen durchgefiihrt: Pro Fusionsprotein werden mind. 6 Versuche
(2 x 3 Versuche) durchgefiihrt. Pro Versuch werden 3 gleiche Ansétze verwendet, die mittels
Filtern unterschiedlich belichtet werden. Der erste Ansatz wird in ein braunes Reaktionsgefdall
pipettiert und mit Licht der Wellenlédnge > 750 nm bestrahlt. Der zweite Ansatz wird mit Licht
der Wellenldnge > 650 nm und der letzte Ansatz mit Licht im Wellenldngenbereich von 470 —
585 nm bestrahlt. In allen Ansdtzen wird CheA, CheW, FP + SRII, TKMD-Puffer (s. 2.6.2) und
ATP* (40.000 cpm/pmol: 0,025 mM) im Verhiltnis 1:2:5 (CheA:CheW:FP+SRII) zugefiigt.

Die Durchfiihrung sieht folgendermaBlen aus: Die Proben werden ohne ATP* fiir 5 min bei 25°C
inkubiert. Dann werden 27 pl entnommen und zu 3 pl ATP* gegeben. AnschlieBend erfolgt die
Belichtung bei den entsprechenden Wellenldnge fiir 30 sec. Durch Zugabe von 10 pl 4 x LSB
(125mM Tris pH®6,8; 8% SDS, 40% Glycerin, 20% 2-Mercaptoethanol; 0,2 %
Bromphenolblau) + 50 mM EDTA wird die Reaktion gestoppt und anschlieBend auf einem SDS-
Gel (s. 2.7.1) analysiert. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe des Phospho-Imagers FLA-5000 (Fuji
Film).

Die Durchfithrung der positiven Kontrolle (Tar-Rezeptor) erfolgt analog den Ansdtzen der
Chiméren mit folgenden Anderungen. Anstelle des Lichtsignals wird zu einem Ansatz 1 mM

Aspartat zugefiigt. Es werden pro Versuch nur 2 Ansétze bendtigt.
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2.7 Analytische Methoden

2.7.1 Denaturierende Protein-Gelelektrophorese

Die analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) wird nach der Methode von
Schigger und Jagow (1987) durchgefiihrt. Fiir Proteine der Grofe 10 kDa — 100 kDa wird ein
4 % Sammelgel, indem die Proteine konzentriert werden, und ein 12 % Trenngel, indem eine
Auftrennung nach dem Molekulargewicht stattfindet, verwendet. Als Apparatur wird eine
Minigelkammer der Firma BioRad (Mini-PROTEAN II Cell) benutzt. Als GroBenstandard wird
ein LMW Marker (s. 2.1) verwendet. Vor dem Auftragen der Proteinproben werden diese mit
einem 2 x SDS-Probenpuffer versetzt. Expressionsproben werden in SDS-Probenpuffer geldst
und mit Ultraschall, um die genomische DNA zu scheren, behandelt. Nach dem Laufen des Gels
wird das Gel mit einer Coomassie Féarbelosung fiir 10 — 20 min gefarbt und anschlieend wird der
Hintergrund mit einer Entfdrber-Losung wieder entfirbt, so dass die Proteinbaden sichtbar

werden.

2 x SDS-Probenpuffer: 120 mM Tris/HCI pH 8,0
8,5 % SDS
35 % Glycerin
410 mM Monothioglycerol
0,05 % Bromphenolblau

Coomassie-Féarbelosung: 10 % Essigsdure Entfarberlosung: 10 % Essigsaure
50 % Ethanol 5 % Ethanol
0,1 % Coomassie R250

2.7.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des NpHtrll, seiner Mutanten und der
zytoplasmatischen Fragmente erfolgt nach der Methode von Ehresmann ef al. (Ehresmann et al.,
1973). Hierbei wird die Absorption bei 228,5 nm und 234,5 nm gemessen. Die Konzentration
wird nach folgender empirischer Formel berechnet:

A28.5 - A234.5

CNthrII (mg/ ml) = 314

Bei bestimmten Puffern ist die Absorptionsmessung nicht moglich, da die Puffer schon in diesem

Bereich absorbieren. Zur Proteinbestimmung wird hier der ,,Bicinchoninic Acid* (BC) Assay von
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Pierce verwendet. Zu 100 pl Proteinlosung wird 2 ml des BC Assay Reagenzes (gemixt mit
Puffer A : Puffer B im Verhiltnis 50 Teile A + 1 Teil B) zugefiigt und fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Danach wird auf Grund der hohen optischen Absorption des entstehenden Cu'-
Komplexes bei 562 nm gemessen. Die Konzentration kann dann an Hand einer Referenz-Kurve
mit BSA in mg/ml abgelesen werden.

Alternativ kann zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Bradford-Tests (Bradford, 1976)
verwendet werden.

Die Bestimmung des NpSRII erfolgt durch Absorptionsmessung des Retinal-Chromophors bei
498 nm. Der Extinktionskoeffizient betragt €493 = 40000 cm *M'. Die Konzentration des Proteins
kann mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetztes bestimmt werden.

Die Reinheit des Rezeptors kann durch den Quotienten A,gy (Absorption der aromatischen
Aminosduren) / Asog  (Absorption des Chromophors) Ttberpriift werden. Ein Wert von
Ango / Agos = 1,3 entspricht einer Reinheit > 95 %.

2.7.3 Immunologischer Nachweis nach Western Transfer

Nach Auftrennung der Proteine iiber eine SDS-Page (s.2.7.1), werden sie nach dem Semi-dry
Verfahren mit dem Puffersystem von Schéigger und Jagow (1987) (Schiagger & Jagow, 1987) auf
eine PVDF-Membran elektrotransferiert. Die Blockierung unspezifischer Bindungen erfolgt
anschliefend durch Inkubation in TBS-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0 (HCl)) mit
Blocking solution des BM Chemiluminescene Western Blotting Kits von Boehringer
(Mannheim) im Verhéltnis 20:1 iiber Nacht bei 4°C. Als néchstes erfolgt die Inkubation mit dem
ersten Antikorper (Anti-His, 1:5000 in TBS) fiir 2 h. Die Membran wird dann 3 x mit TBST-
Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0 (HCl), 0,1 % Tween) fiir mind. 10 min gewaschen.
Der sekunddre Antikorper (Anti-Maus IgG-POD-Konjugat, 1:5000 in TBST) wird fiir 2 h mit der
Membran inkubiert. Es folgen weitere drei Waschschritte mit TBST fiir jeweils mind. 15 min.
Die Detektion erfolgt durch Betrdufeln des Blots mit 1 ml der Chemiluminescence-Ldsung von
Boehringer. Nach 1 min wird die Membran mit einem Filterpapier abgetupft. Durch Auflegen
eines Rontgenfilms werden die Banden detektiert. Die Expositionsdauer ist abhingig von der
jeweiligen Probe. Sie wird so gewdhlt, dass das intensivste Signal eine vollstindige

Schwarzfarbung erreicht.
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2.7.4 Massenspektrometrie

Matrix assisted laser desorption ionisation (Maldi)

Fir die Maldi-Spektrometrie werden die Proben mit der Matrix a-cyano-4-hydroxy cinnamic
acid in Acetonitril (2:1) vermischt und auf eine Maldi-Platte aufgetragen. Dann erfolgt die
Messung mit einem Voyager-DE Pro MALDI-Massenspektrometer der Firma Perseptive

Biosystems (Weiterstadt).

Elektrospray lonisation (ESI)

ESI-Spektren werden an einem LCQ Advantage Max (Finnigan) gemessen. Die Proben werden
entweder mit TCA oder mit Aceton gefallt.

Bei der TCA-Fillung werden 10 % TCA zur Probe im Volumenverhiltis 1:1 zugefiigt und fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert. In einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt wird die
ausgefallene Probe pelletiert. Es folgt ein Waschschritt mit 70 % EtOH. Das Pellet wird in 50 %
Acetonitril in H,O + 0,1 % TFA aufgenommen und gemessen.

Bei der Aceton-Fillung wird Aceton zur Probe zugefiigt und analog zur TCA-Fillung

weiterbehandelt.

2.7.5 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration erfolgt an einem Waters HPLC Gerét. Als Sdule wird eine Superdex
200 10/300 GL Siaule verwendet. Die Flussrate des ITC-Puffers (150 mM NaCl, 10 mM Tris
(pH 8), 0,05 % DM) betriagt 0,5 ml/min. Eine Detektion der Proteine erfolgt bei 280 nm und bei
500 nm (fiir SRII Proben).

Als GroBenstandard werden die LMW und HMW von Amersham benutzt:

LMW: Ribonuklease A (13,7kDa, SR:1,6), Chymotrypsinogen A (25,0 kDa, SR:2,1),
Ovalbumin (43,0 kDa, SR: 3,1), Albumin (67,0 kDa, SR: 3,6).

HMW: Aldolase (158 kDa, SR: 4,8), Catalase (232 kDa, SR: 5,2), Ferritin (440 kDa, SR: 6,1),
Thyroglobulin (669 kDa, SR: §,5).
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2.8 Biophysikalische Methoden

2.8.1 CD-Spektroskopie

Die Circular-Dichroismus-Messungen werden mit einem J-715 Spectropolarimeter von Jasco
(Tokio, Japan) ausgefiihrt. Die Proteinproben befinden sich in einer 0,1 mm Kiivette. Die
Temperatur wihrend der Messung wird mittels eines Thermostaten konstant gehalten.

Die Proben sind entweder in folgendem Puffer: 25 mM NaPi, 0,05 % DDM oder in Puffer der
25 mM NaPi, 1 M NaF, 0,05 % DDM enthélt. Die Puffer werden als Basislinie gescannt, welche
dann vom Protein-Spektrum subtrahiert werden. Die Daten werden in einem Bereich von 260 nm
bis 190 nm mit einer Schrittweite von 1 nm gescannt (100 nm/min). Nach Qualitdt des Signals
werden 10 - 20 Spektren aufaddiert.

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

2.8.2 Laserblitz-Absorptions-Spektrometrie

Fiir die transienten Absorptionsdnderungen wird eine rechnergesteuerte Messvorrichtung nach
Chizhov et al. (Chizhov et al., 1996) verwendet.

Bei der Messung handelt es sich um eine zeitaufgeloste Absorptionsmessung. Die gespeicherten
Absorptionsdaten umspannen einen Zeitraum des Photozyklus von 100ns nach der
Probenanregung bis zur Riickbildung des Grundzustandes. Die Messdaten werden auf eine
logarithmische Zeitskala (250 Datenpunkte) nach der Methode von Miiller und Plesser (Miiller &
Plesser, 1991) reduziert. Anhand des Fehlers des Grundsignals wird die Standardabweichung
abgeschitzt. Eine Auswertung der Daten erfolgt durch das Programm MEXFIT (Miiller &
Plesser, 1991).
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2.8.3 ESR-Spektroskopie

Theoretischer Hintergrund

Die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) beruht auf der resonanten
Absorption von Mikrowellenstrahlung (hier: A = 3 cm) durch paramagnetische Substanzen. So
genannte Spinlabel (Spin-Sonden) werden dabei als paramagnetische Substanzen benutzt. Es
handelt sich bei diesen Labeln um stabile organische Radikale, die kovalent an das zu
untersuchende Molekiil gebunden sind.

Bringt man eine Probe mit nicht gepaarten Elektronenspins (verfiigen iliber ein permantes
magnetisches Moment) in ein Magnetfeld, so kommt es zu einer Aufspaltung der entarteten
Energiezustinde, was als Zeeman-Effekt bezeichnet wird. Durch die Bestrahlung mit
elektromagnetischer Strahlung (Mikrowellenstrahlung), deren Energie der Aufspaltung der
Zeeman-Niveaus entspricht, kommt es zur Absorption. Nach der Absorption wird die
urspriingliche Besetzungsverteilung der Energieniveaus durch Relaxation wieder hergestellt.

Die Wechselwirkung der Elektronen mit den magnetischen Momenten mit benachbarten
Atomkernen erzeugt auch eine Aufspaltung der Resonanzlinie, was als Hyperfeinwechselwirkung
bezeichnet wird.

Als Beispiel zeigt die Abbildung 2.8.1 die Hyperfeinaufspaltung der Zeeman-Niveaus des
Stickstoffes (auch in dem hier verwendeten Spin-Label vorhanden) durch Wechselwirkung mit

dem Kernspin.

mI mS
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Abb. 2.8.1:  Hyperfeinaufspaltung der Zeeman-Niveaus durch Wechselwirkung mit dem

Kernspin am Beispiel des Stickstoffes ('*N) mit I = 1. Das resultierende
Linienspektrum des freien Spin-Labels zeigt die drei Hyperfeinlinien gemif
QI+ 1)=3.

Es werden die drei Energiezustinde der Elektronenspins gezeigt, welche den drei beobachtbaren

Linien im ESR-Spektrum entsprechen.
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Spin-Sonden

Wie bereits erwdhnt dienen als Spin-Sonden stabile organische Radikale. Das in dieser Arbeit
verwendete Molekiil ist das MTS-Spin-Label ((1-Oxyl-2,2,5,5-tetrametylpyrrolin-3-methyl-
metan-thiosulfonat). Dieses wird {liber eine kovalente Bindung in Form einer Disulfid-Briicke an
eine Cystein-Seitenkette des Proteins gebunden, ein Prozess der als ,,site directed spin labeling*
(SDSL) (Hubbell & Altenbach, 1994) bezeichnet wird. Das Cystein wird, falls nicht vorhanden,
durch ortsspezifische Mutagenese in das Protein eingefiihrt. In der Abbildung 2.8.2 ist das
Verfahren der SDSL schematisch dargestellt:

MTS-Spinlabel Cystein-Seitenkette

Abb. 2.8.2:  Schematische Darstellung der Kopplungsreaktion des MTS-Labels an die
Cysteinseitenkette des Proteins.

Messaufbau
Zur Messung der ESR-Spektren werden selbstgebaute (Prof. Dr. H.-J. Steinoff, Universitat
Osnabriick) X-Band-Spektrometer sowie das Gerdt MiniScope 200 der Firma MagneTech

(Berlin) benutzt. Die Messungen erfolgen in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. H.-J. Steinhoff.

Messmaoglichkeiten des ESR
Mit der ESR-Spektroskopie konnen verschiedene Bereiche eines Proteins untersucht werden. In

Abbildung 2.8.3 sind die einzelnen Methoden graphisch dargestellt.
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Zytoplasma . -

Abb. 2.8.3:  Schematische Darstellung der Messmdglichkeiten der ESR-Spektroskopie.

Die erste Mdoglichkeit der ESR-Spektroskopie ist die Messung der Spin-Label Mobilitit
(angedeutet durch die Kegel). Der Spin-Label ist mobiler, wenn er im Zytoplasma lokalisiert ist,
als im Inneren eines Proteins oder in der Lipid-Doppelschicht. Ein weiterer Parameter, der
bestimmt werden kann, ist die Zuginglichkeit des Labels gegeniiber frei diffundierenden
paramagnetischen Molekiilen (,,Quencher®), in diesem Fall Sauerstoff und Ni-EDDA (Nickel-
Ethylendiamindiessigsdure). = Molekularer ~ Sauerstoff  zeigt hohe  Loslichkeit und
Diffusionsfahigkeit in Lipid-Doppelschichten, wahrend Ni-EDDA fast nur in wassrigem Medium
zu finden ist. Im Protein-Inneren sind beide Molekiile kaum vertreten. Durch Bestimmung der
Kollisionsfrequenz des Spinlabels mit diesen Molekiilen kann eine Aussage dariiber getroffen
werden, ob sich die Nitroxid-Seitenkette im Protein-Inneren, in der wiéssrigen Phase oder in der
Lipid-Membran befindet. Weitere Messungen ermdoglichen die Bestimmung von Interspin-
Abstinden im Bereich von etwa 8 A bis 20 A mit einer Genauigkeit von 1 -2 A. Als letzter
Punkt konnen transiente strukturelle Verdnderungen gemessen werden, wenn eines dieser oben
genannten Parameter {iber die Zeit beobachtet wird. In dieser Arbeit werden die Verdnderungen
durch Licht induziert und das entstehende M-Intermediat des Rezeptors wihrend der Messung

eingefangen.

2.8.4 Isotherme Titrations Kalorimetrie

Die Isotherme Titrations Kalorimetrie (ITC) wird mit Hilfe eines VP-ITC MicroCalorimeter
(MicroCal, USA) durchgefiihrt. Mittels ITC Messungen kann die Thermodynamik einer
Bindungsreaktion untersucht werden. Enthalpie (4H) und Entropie (4S) sowie die

Bindungsstédrke und Stochiometrie einer Reaktion konnen direkt bestimmt werden.
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Abb. 2.8.4:  Schematischer Aufbau des ITC-Gerites.

Die Abbildung 2.8.4 zeigt den schematischen Aufbau des ITC Gerdtes. Zwei identische
Kammern, die Messzelle und die Referenzzelle, sind in einem adiabatischen Mantel eingehiillt,
um sie vor Wirmeaustausch zu schiitzen. Eine geringe, kontinuierliche Energiemenge wird
staindig durch den Referenz-Heizer zugefiihrt. Ein thermosensitiver Stromkreis misst jede
Temperaturdnderung zwischen der Referenzzelle und der Messzelle. Je nach Reaktion (exotherm
oder endotherm) wird der Zell-Feedback-Heizer seine Energie steigern oder herabsetzen, um die
Temperatur in der Messzelle mit der Referenz Zelle konstant zu halten. Der Energieverbrauch ist
die messbare Grofe in einem ITC-Experiment und ist somit eine direkte Messung der Warme, die
an der Bindung der beiden Proteine beteiligt ist.

Die Protein-Proben werden vor der ITC-Messung in ITC-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris
(pH 8), 0,05 % DDM) oder in ITCyy-Puffer (4 M NaCl, 10 mM Tris (pH 8), 0,05 % DDM)
dialysiert und anschliefend gegebenenfalls ankonzentriert. Das NpSRII-His, welches sich in der
Spritze befindet, hat eine 6 — 10 fach hohere Konzentration im Gegensatz zum NpHtrll-His (in
der Messzelle). 250 pl NpSRII werden dann zu 1,4ml NpHtrll in 5-20 pl Schritten
(Intervallzeit: 4 Minuten) titriert. Die Titrationen erfolgen bei 45°C. In Kontroll-Experimenten
wird Puffer gegen NpHtrll titriert und NpSRII wird in Puffer titriert. Die Daten werden

anschliefend mit dem Programm Origin-ITC ausgewertet.

2.8.5 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR)

Die Fourier-Transform-Infarotspektroskopie Messungen werden in Zusammenarbeit mit der

Arbeitsgruppe von F. Siebert (Universitit Freiburg) durchgefiihrt.
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2.8.6 Mikroskopische Untersuchungen zur Phototaxis

Als Vorbereitung zu den Phototaxis-Messungen werden die Zellen nach Anzucht auf eine ODs7g
von 0,3-0,5 und anschlieBender Induktion mit 1M IPTG und 10uM Retinal nach
unterschiedlichen Zeiten geerntet und in Motilitdtsmedium (10 mM KPi pH 7,0, 0,1 mM EDTA,
0,067 M NaCl, 1 uM Methionin, 0,01 M Laktat pH 7,0) aufgenommen. Dann wird ein ca. 2 —
4 ul groBer Zelltropfen auf ein mit EtOH gereinigtem Objekttriger in die Mitte von zwei
Deckgléschen gebracht. Ein weiteres Deckglédschen, welches auf die unteren beiden als eine Art
Briicke aufgelegt wird, dient zur Abdeckung der Zellen.

Die mikroskopischen Untersuchungen zur Phototaxis werden in der von Stoeckenius et al.

(Stoeckenius et al., 1988) beschriebenen Apparatur durchgefiihrt.

Abb. 2.8.5:  Schema der Phototaxis-Apparatur nach Stoeckenius et al. (1988)
L1: photochemisch wirksame Lichtquelle (150W XBO-Lampe); L2: gemessene Lichtquelle;
L3: Hintergrundlicht; M: Monochromator; F1: UV-Filter; F2: Infrarot-Filter; F3:
Interferenzfilter fiir Hintergrundlicht; PM: Photomultiplier.

Als Lichtquelle fiir die in der Abbildung 2.8.5 beschriebenen Apparatur dient eine 150 Watt
XBO-Lampe, der ein Monochromator nachgeschaltet ist. Die Lichtstrahlen werden durch diesen
in das Innere des Mikroskops geleitet und dienen dort als Standardlichtquelle. Die XBO-
Lichtquelle (L1) kann das zu beobachtende Priparat durch Einstellung der Blende in einem
170 pm breitem Feld in der Mitte mit phototaktisch wirksamen Licht ausleuchten. Gleichzeitig
kann der Spot durch die Lichtquelle L2 von unten durch den Dunkelfeldkondensator bestrahlt

werden. Um nur Licht bestimmter Wellenlédnge durchzulassen, die die Messung nicht stéren, wird
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ein Schott RG 750 Filter auf die Lichtquelle L2 platziert, der nur Licht der Wellenldnge > 750 nm
passieren lasst.

In diesem kleinen Spot wird die Zelldichte durch Dunkelfeldmikroskopie gemessen. Ein
Spezialkondensor sorgt in diesem Fall dafiir, dass direkt auf das Objektiv fallende Licht
ausgefiltert wird und nur Streulicht auf den als Detektor angeschlossenen Photomultiplier fillt.
Dieser verstirkt das Lichtsignal und wandelt es in die der Zelldichte proportionalen
Messspannung um, welche direkt von einem Schreiber aufgezeichnet wird. Gleichzeitig werden
die Daten auf einem PC in einer institutseigenen Software Lab32 gespeichert. Die Daten konnen
spéter mit dem Programm Origin 7G ausgewertet werden.

Die Messungen werden, falls nicht gesondert vermerkt, folgendermallen durchgefiihrt: Als Erstes
wird eine 5 miniitige Basislinie, bei der die Zellen mit Licht > 750 nm bestrahlt werden,
gemessen. Danach werden sie 5 Minuten dem phototaktischen Licht, d.h. blau-griinem Licht der
Wellenldnge 498 nm, ausgesetzt. AnschlieBend erfolgen weitere 5 Minuten bei Licht der
Wellenldnge > 750 nm.

Als positive Kontrolle dienen Natronomonas pharaonis Kulturen, da sie zur Phototaxis fahig
sind. Als negative Kontrolle werden Zellen des E.coli RP437wt Stammes und des UU1250
Stammes verwendet. Beide E. coli Stimme sollten keine Reaktion auf das Licht zeigen, da sie die

Féhigkeit zur Phototaxis nicht besitzen.

2.9 Sonstige Methoden

2.9.1 Sequenzanalyse und Erstellung von Plasmidkarten

Sequenzanalysen werden mit Hilfe des Chromas-Programms (Technelysium Pty Ltd (Tewantin,
Qld, AU)) durchgefiihrt und dann per Hand ausgewertet.
Die Erstellung von Plasmidkarten erfolgt mit dem Programm Clone Manager 6.0 (Science and

Educational Software (Cary, USA)).
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3  Ergebnisse

3.1 Klonierung und Préaparation der Proteine

Im Folgenden werden zunidchst alle Klonierungsstrategien und die anschlieBenden

Aufreinigungsprotokolle der in dieser Arbeit verwendeten Proteine beschrieben.

3.1.1 Expression und Aufreinigung des NpHitrill

Es wird ein Expressions- und Aufreinigungsprotokoll entwickelt, mit dem das Htrll aus
Natronomonas pharaonis heterolog in E. coli Zellen exprimiert und mit hoher Reinheit fiir
weitere Versuche erhalten werden kann.

Fiir die Expression des NpHtrll wird das von Studier und Moffat (Studier & Moffat, 1986)
entwickelte pET-System verwendet. In diesem System wird die Gen-Transkription durch einen
zweistufigen Mechanismus reguliert. Das Gen fiir den Transducer steht unter der Kontrolle der
Promotorregion des Bakteriophagen T7 in dem Expressionsvektor pET27bmod (Abb. 3.1.1).
AuBlerdem besitzt der Vektor die iiblichen Elemente wie einen ori, den Replikationsursprung,

eine Ribosomenbindestelle und das Gen fiir eine Kanamycin-Resistenz.
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Abb. 3.1.1:  Plasmidkarte des pET27bmod _npHtrII-His.

Der T7-Promotor des Vektors wird nur von der T7-RNA-Polymerase erkannt und nicht von den
E. coli eigenen Polymerasen, wodurch ein kontrollierbares System entsteht. Die T7-RNA-
Polymerase wird durch den verwendeten E. coli Expressionsstamm mitgebracht und durch

Basalexpression exprimiert. Um eine Transkription des Zielgens zu verhindern, wird der T7-
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Promotor der Polymerase durch einen lac Repressor blockiert. Eine Induktion mit
Isopropylthiogalactosid (IPTG) fiihrt zum Ablosen des Repressors und zur Expression der
Polymerase und damit des Zielgens.

Als Expressionsstamm wird der E. coli Rosetta (DE3) verwendet. Dieser tragt auf einem Plasmid
Gene, die fir in E. coli seltene Transfer-RNAs (tRNAs) codieren (AGA, AGG, AUA, CUA,
CCC, GGA).

Das NpHtrll-His-Gen wurde von R. Seidel (Seidel et al., 1995) durch PCR amplifiziert und mit
Hilfe der eingefiihrten Restriktionsschnittstellen, am 5’-Ende eine Ncol-Schnittstelle und am 3’-
Ende eine HindIII-Schnittstelle, in den pET-Vektor ligiert. Zudem wurde ein aus 7 Histidin-
Resten bestehender Tag am C-Terminus des Proteins eingefiihrt.

Die Expression des NpHtrll erfolgt wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben. Zur Expressionskontrolle
werden sowohl vor der Induktion, als auch nach der Induktion mit IPTG bis zur Ermte 1 ml
Zellkultur-Proben entnommen, die nach Pelletation in 2 x SDS-Probenpuffer (s.2.7.1) lysiert
werden. Eine Analyse der Proben auf einem SDS-Gel (s.2.7.1) zeigt keine liberexprimierte
Protein-Bande. Das NpHtrII liegt demnach nur in geringen Konzentrationen in der Zelle vor.
Nach der Expression erfolgt eine Aufarbeitung des Zellpellets nach Kapitel 2.6.2. Diese
Arbeitsschritte werden auf einem SDS-Gel analysiert (s. Abb. 3.1.1). Die Spur 1 des SDS-Gels A
zeigt die Zytoplasma-Fraktion der Aufreinigung, die alle l6slichen Bestandteile des Zelllysates
beinhaltet. Spur 2 enthélt die ungeldsten Bestandteile nach Solubilisation der Membranproteine.
Das Solubilisat mit den gelosten Membranproteinen, einschlieBlich des NpHtrll, wird in der Spur
3 gezeigt.

AnschlieBend kann das Protein mittels Nickel-lonen-Affinititschromatographie aufgereinigt
werden (Crowe et al., 1994). Jedoch kommt es nicht zu einer kompletten Abtrennung des
gewlinschten Proteins von den restlichen Proteinen des Zelllysates, da diese wahrscheinlich
interne Histidine besitzen, die ebenfalls an die Ni-Matrix binden. Um diese Fremdproteine zu
entfernen wird der Bindungkompetitor Imidazol eingesetzt. Durch geringe Konzentrationen an
Imidazol von 20 — 30 mM kdnnen diese verdrangt werden. Das NpHtrIl wird anschlieBend durch
eine Imidazolkonzentration von 200 mM von der Sdule eluiert. Die einzelnen Proben werden auf
einem SDS-Gel analysiert (Abb. 3.1.2).
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Abb.3.1.2:  SDS-PAGE der Aufarbeitung und anschliefender Aufreinigung des NpHtrlI-His
aus E. coli Rosetta (DE3). A: 1: Zytoplasma, 2: ungeloste Bestandteile,
3: Solubilisat. B: 1: Solubilisat, 2: Ni-Durchfluss, 3: Ni-Waschen, 4: Ni-Eluat,
5: LMW-Standard; der Pfeil markiert die Bande des aufgereinigten NpHtrII.

Das Solubilisat wird erneut auf das Gel B auftragen (Spur 1). Die anschlieenden Spuren 2 - 4
(Gel B) veranschaulichen die einzelnen Aufreinigungsschritte der Affinititschromatographie mit
dem Durchfluss (Spur 2), der Wasch-Fraktion (Spur 3) und dem Eluat (Spur 4), welches das
aufgereinigte NpHtrll beinhaltet. Hier ist neben der NpHtrlI-Bande noch eine zweite Bande
erkennbar, wobei es sich vermutlich um eine Verunreinigung handelt. Der Transducer wird durch
eine Abschidtzung vom Gel mit einer Reinheit von iiber 90 % erhalten. Zu beobachten ist
allerdings, dass das NpHtrIl, durch Western Blot nachgewiesen (s. u.), mit einer Bande bei einem
apparenten Molekulargewicht von ca. 80 kDa (Pfeil) erscheint. Dieser Wert stimmt nicht mit der
berechneten molaren Masse von 57,91 kDa iiberein. Bereits fiir andere halobakterielle
Transducer-Proteine ist dieses Verhalten beobachtet worden (Alam & Hazelbauer, 1991). Auch
Wegener (Wegener, 2000) und Hippler-Mreyen (Hippler-Mreyen, 2003b) stellten diese
Besonderheit bei verkiirzten Transducer-Fragmenten fest. Der Grund konnte vielleicht in der
groBBen Zahl saurer Aminosduren (NpHtrIl: pI = 4,3) liegen, durch die eine homogene Bindung
des negativ geladenen SDS durch elektrostatische AbstoBung behindert wird.

Der Western Blot (s.2.7.3) mit einem anti-Histidin-Antikorper ist in der Abbildung 3.1.3

dargestellt.
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Abb. 3.1.3:  Western Blots der beiden SDS-Gele (Abb. 3.1.2) mit einem Anti-His-Antikorper.
A: 1: Zytoplasma, 2: Pellet, 3: Solubilisat. B: 1: Solubilisat, 2: Ni-Durchfluss, 3:
Ni-Waschen, 4: Ni-Eluat. Jeweils rechts neben dem Blot ist ein Teil des Prestained
Protein Markers aufgetragen.
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Die beiden Western Blots zeigen in den Spuren die analogen Proben zu den beiden SDS-Gelen
(s. Abb. 3.1.2). Es ist zu erkennen, dass alle Fraktionen das NpHtrll enthalten. Das positive
Signal im Zytoplasma kommt dadurch zustande, dass nicht alle Kopien in die Membran
eingebaut werden. Das Pellet enthilt noch Protein auf Grund unzureichender Solubilisation. Das
Vorkommen des Transducers im Durchfluss, als auch in der Wasch-Fraktion der Ni-NTA
Aufreinigung konnte in der Konformation des NpHtrll begriindet liegen. Der His-Tag am C-
Terminus konnte nicht ausreichend zugénglich sein, so dass die volle Bindungsaffinitdt nicht
ausgeschopft werden kann. Zusitzlich wird dem Auftrag schon eine Imidazolkonzentration von
15 mM zugefiigt, wodurch es zu einer geringen Besetzung der Ni-lonen mit Imidazol kommt und
so die Bindungsstellen fiir den Transducer teilweise schon besetzt sind.

Die Ausbeute des NpHtrll, mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie berechnet (s. 2.7.2), betrigt
0,6 — 0,9 mg pro 1 L Zellkultur.

Auf Grund des Vorkommens erheblicher Mengen nicht degradierten Proteins im Zytoplasma,
wird das NpHtrll aus dieser Fraktion aufgereinigt. Dadurch konnte die Ausbeute erhoht und
eventuell Arbeitsschritte eingespart werden. Die Aufreinigung erfolgt analog zur Aufreinigung
des Solubilisats mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie. Das Ni-Eluat wird auf einem SDS-
Gel analysiert (s. Abb. 3.1.4). Es kann ebenfalls relativ reines Transducer Protein isoliert werden.
Jedoch ist auch hier eine zweite Bande unterhalb des NpHtrll sichtbar, bei der es sich
wahrscheinlich um die gleiche Verunreinigungsbande wie bei dem aus der Membran

aufgereinigtem NpHtrIl handelt, da der entsprechende Western Blot nur eine Bande aufweist.
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Abb. 3.1.4:  SDS-Gel der Ni-Eluat Probe der Zytoplasma Aufreinigung (Spur 2).
Spur 1: LMW-Standard. Der Pfeil markiert das aufgereinigte Protein.

3.1.2 Aminosaureanalyse des NpHitrll

Zur weiteren Identifikation und zur weiteren Bestimmung der Konzentration des Transducers
wird eine Aminosdureanalyse durchgefiihrt. Fiir diese wird das aus dem Zytoplasma aufgereinigte

NpHtrll im Verhéltnis 1:20 in 20 mM Ammoniumacetat pH 6,5 verdiinnt und anschlieBend
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lyophilisiert. Die Analyse wird von der Firma ARS (Universitit Bern, Schweiz) durchgefiihrt.
Das Ergebnis ist in der Tabelle 3.1.1 dargestellt.

Auswertung der Analyse
Menge der AS Mol AS pro .

Name Injektion (pmol)| Soll-Wert Mol Protein Abweichung
Asp/Asn 738,4 69 58,4 -10,6
Glu/GIn 1083 97 85,7 -11,3

Ser 393,9 36 31,2 -4.8
Gly 583 30 46,1 16,1
His 138,1 8 10,9 2,9
Arg 381,9 27 30,2 3,2
Thr 495,8 46 39,2 -6,8
Ala 977,5 90 77,3 -12,7
Pro 0 2 0 -2
Tyr 91,1 3 7,2 4,2
Val 506,2 39 40,1 1,1
Met 177 15 14 -1
C-C 24,3 } 1 1,9 0,9
lle 356,4 27 28,2 1,2
Leu 498,4 35 39,4 4,4
Phe 181,6 10 14,4 4.4
Lys 248,6 9 19,7 10,7
Total 6875,2 544 544 5,8
Eingesprizte Proteinmenge: | 12,64 pmol |
Hydrolysierte Proteinmenge: | 31,60 pmol |
Theoretische Proteinmenge 100%: | 1735,65 pmol |
Masse fur Auswertung: | 57615,37 Da |
Gehalt: 1,82 %

Tabelle 3.1.1: Ergebnis der Aminosdureanalyse von NpHtrIl aus dem Zytoplasma.
(C-C = Disulfid-Briicken-Bindungen)

Die experimentell bestimmten Stoffmengen der jeweiligen Aminosduren (Spalte 1, C-C
entspricht einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen) sind in Spalte 2 angegeben. Dazu
wurden die erhaltenen Daten (Fliachenintegrale des HPLC-Chromatogramms) mit einem
entsprechenden Standard verglichen. Die Summe ergibt eine Gesamtstoffmenge von 6875,2 pmol
Aminosduren. Aus diesem Wert wird die eingespritze Stoffmenge an Protein mittels Division
durch die Aminosdureanzahl des NpHtrII (Spalte 3, Summe) berechnet. Im nichsten Schritt wird
die Anzahl der jeweiligen Aminosduren im Protein bestimmt, indem jeweils die experimentellen
Werte (Spalte 2) durch die eingesetzte Proteinmenge dividiert werden. In der letzten Spalte wird
die Abweichung der zuvor berechneten Anzahl an Aminoséuren pro Mol Protein von dem Soll-
Wert laut Aminosdure-Sequenz (Spalte 3) beschrieben. Der Wert 5,8 entspricht der

durchschnittlichen Abweichung. Diese geringe durchschnittliche Abweichung ldsst auf eine
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entsprechend hohe Reinheit des aufgereinigten Proteins schlieen, und bestétigt zudem dessen
Identifizierung. Zusitzlich wird die experimentell bestimmte hydrolysierte Proteinmenge
angegeben, bei der es sich um das 2,5 fache der eingespritzen Menge handelt. In Bezug auf die
Angaben der Konzentration der Probe sollten sich 1735,65 pmol in der hydrolysierten Probe
befinden. Daraus ergibt sich, dass die Konzentrationsangabe nicht korrekt war und sich
tatsdchlich lediglich 1,82 %, bezogen auf die urspriingliche Konzentrationsangabe, des Proteins
in der Probe befinden. Aus dem prozentuallen Gehalt wird eine Konzentration der Probe von ca.
0,3 - 0,4 mg/ml bestimmt, was anndhernd dem Wert aus der Konzentrationsbestimmung nach der
UV-VIS-Methode entspricht.

3.1.3 Klonierung zytoplasmatischer NpHtrll-Fragmente

Fir Kiristallisations-Versuche zur Aufkldrung der Struktur der Linker-Region sollen drei
verschiedene zytoplasmatische NpHtrII-Konstrukte hergestellt werden. Die Auswahl der
Fragmente beruht vor allem auf Resultaten der ESR-Spektroskopie (Wegener et al., 2001), als
auch auf Sekundarstrukturvorhersagen. Folgende Konstrukte des NpHtrll werden ausgewéhlt: 1.
NpHtrll L82C-534, 2. NpHtrll K96C-534 und 3. NpHtrIl 130-534.

Die beiden Fragmente 1 und 2 enthalten jeweils ein N-terminales Cystein, das durch
,»Crosslinking im jeweiligen Transducer-Dimer iiber eine S-S Briicke fixiert werden kann, so
dass die laut Sekundirstrukturvorhersagen existierende coiled-coil Struktur erhalten bleibt
(s. Abb. 3.2.1). Es werden genau die Positionen 82 (Konstrukt 1) und 96 (Konstrukt 2)
ausgewahlt, da diese Positionen jeweils im Dimer nach Angaben der ESR-Daten (Wegener et al.,
2001) bzw. dem ESR-Modell von Bordignon et al. (Bordignon et al., 2005a) aufeinander zu
orientiert sind, d.h. sie liegen relativ nah beieinander.

Das Fragment 1 NpHtrlI L82C-534 beinhaltet somit den kompletten zytoplasmatischen Bereich,
inklusive beider HAMP-Doménen, des Transducers beginnend an der Position 82, die zu einem
Cystein mutiert wird, bis zum C-Terminus (AS 534). Das Fragment 2 NpHtrll K96C-534
beginnt mitten in der amphipatischen Helix 1 der ersten HAMP-Domine an der Position 96 mit

einem mutierten Cystein.
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Abb. 3.1.5:  Modell der benachbarten Region des NpHtrII-157 im Komplex mit dem NpSRII in
PML rekonstituiert basierend auf ESR Daten (Bordignon et al., 2005b).

Das dritte zytoplasmatische Fragment 3 NpHtrll 130-534 beginnt an der Aminosédure 130. Die
Position wurde ausgesucht, da sie die vorletzte Aminosdure der ersten HAMP-Doméne darstellt.
Durch das Entfernen der wahrscheinlich relativ flexibeln und damit eventuell unstrukturierten
1. HAMP-Domine, konnte die Moglichkeit eine Kristallstruktur zu erhalten erhoht werden. Auf
eine Mutation der Aminosdure an Position 130 zu Cystein wurde verzichtet, da keine genauen
Strukturdaten {iber diese Region bekannt sind, und so durch ein ,,Crosslinking* der Transducer
durch die Kopplung der beiden Cysteine eventuell in unnatiirliche Konformation gezwungen
werden konnte. Die 2. HAMP-Domine wird nicht entfernt, da iiber diesen Breich ebenfalls keine
Strukturdaten existieren.

Zur Veranschaulichung der Anfangsaminosduren der Fragmente ist die erste HAMP-Doméne des

Transudcers in der Abbildung 3.1.6 dargestellt.
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NpHtrII [LGGDTAASLST LAAKASRMGD GDLDVE---- LETRREDEIG DLYAAFDEMR QSVRT
heptad abcdefgabc deflgabcd ab cdefgabcde flga

Amphiphatische Sequenz 1 (AS1) Connector Amphiphatische Sequenz 2 (AS2)

Abb. 3.1.6:  Erste HAMP-Doméne des NpHtrIl mit Markierung der Anfangsaminosauren (rot)
und der Schnittstellen (Pfeil) der zytoplasmatischen Fragmente.

Die drei NpHtrll-Fragmente werden als ein N-terminales His TEV-Kostrukt kloniert. Das
bedeutet, dass an das Protein N-terminal eine TEV-Schnittstelle mit einem anschlieBenden His-
Tag, der durch einen kurzen Linker mit der TEV-Erkennunssequenz verbunden ist, angefiigt
wird. Der Vorteil dieser Klonierungs-Strategie besteht darin, dass das Protein durch den His-Tag

mittels einfacher Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden kann. AnschlieBend erfolgt eine
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Abspaltung des Tags mit Hilfe der TEV-Protease, die direkt hinter ihrer Erkennungssequenz
schneidet. Durch den Schnitt bleibt die natiirliche Sequenz des gewiinschten Konstruktes erhalten
(Abb. 3.1.7).

| His-Tag |Linker| TEV NpHtrll_L82C-534 |
| His-Tag |Li|1ker TEV NpHtrll_K96C-534 I
I His-Tag |Linker TEV ‘ NpHtrll_130-534 ‘

Abb. 3.1.7:  Schematische Darstellung der drei zytoplasmatischen Fragmente des NpHtrII.

Die jeweils codierende DNA wird mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, s. 2.5.9) aus
dem Vektor pTrc_Htrllwt His amplifiziert. Wahrend der PCR werden durch die Oligonukleotide
N-terminal die Restriktionsschnittstelle Sapl und C-terminal BamHI eingefiihrt. Nach Restriktion
der PCR-Produkte erfolgt eine Ligation in den Vektor pTXB3 N His TEV mut Ncol, welcher
folgendermaBlen hergestellt wird. Der Ausgangsvektor pTXB3 Int-N wird Ncol und Sapl
geschnitten, und das entstandene 6234 bp Fragment wird mit vier zuvor hybridisierten
Oligonukleotiden ligiert. Diese enthalten die Ncol-Schnittstelle, den His-Tag mit anschlieBendem
Linker und nachfolgender TEV-,site”, sowie eine Sapl Schnittstelle zur Ligation in den
pTXB3 INT-N. Das fertige Plasmid pTXB3 N-His-TEV enthilt eine Mutation in der Ncol-
Schnittstelle, bei der die Base G deletiert ist. Das Plasmid (Abb. 3.1.8) kann jedoch weiter

verwendet werden, da sich die Deletion vor dem Start-Kodon des Protein-Gens befindet.

\ Rﬁ
His-Tev 3

TT-Pro- ™ iNT-N-Intein

3 |
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~.0 PTXB3_N_His_Tev <y
mut Ncol M
6307 bps

Abb. 3.1.8:  Plasmidkarte des pTXB3 N His TEV Vektor mit mutierter Ncol-Schnittstelle.

Vor der Ligation wird der Vektor mittels der ,,Overlap Extension*“-Methode (s. Kapitel 2.5.9) an

der Sapl-Schnittstelle entsprechend der Anfangsaminosdure des einzufiihrenden Gens mutiert.
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Die entstehenden Vektoren sind identisch zu der Plasmidkarte in Abbildung 3.1.8. Die Sapl-
Schnittstelle enthilt anstatt der Sequenz ATG als iiberhdngendes Ende, die Sequenz TGT
(Cystein) bzw. TCG (Serin). Abbildung. 3.1.9 zeigt die Plasmidkarten der durch Ligation mit

dem jeweiligen Zielgen hergestellten Vektoren.
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Abb. 3.1.9:  Plasmidkarten der drei zytoplasmatischen Fragmente des NpHtrII.

Die Plasmide werden in E. coli XL1 transformiert (s.2.5.7 und 2.5.8). Eine anschlieBende
Testrestriktion der Mini-Priparationen (s. 2.5.4 und 2.5.2) ermittelt die positiven Klone, deren

Korrektheit durch Sequenzierung tiberpriift wird.

3.1.4 Expression und Aufreinigung der zytoplasmatischen Fragmente

Die Expression der Proteine erfolgt analog zu der in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Methode.
Wihrend der Expression werden 1 ml Zelllésungen, sowohl vor der Induktion mit IPTG, als auch

nach der Induktion als Expressionskontrollen abgenommen und in 2 x SDS-Probenpuffer lysiert.
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Die Aufreinigung erfolgt mit Hilfe der Ni-Affinitdtschromatographie (s. 2.6.2; Abb. 3.1.10). Das
eluierte N-terminale His-TEV-Konstrukt wird zur Vorbereitung auf den TEV Verdau iiber Nacht
bei 4°C gegen TEV-Puffer dialysiert.

6 12 5 6
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Abb. 3.1.10: SDS-Polyacrylamid-Gele der Expression und Aufreinigung bis zum TEV-Verdau
am Beispiel des NpHtrII L.82C-534 Konstruktes.
A: 1: Zelllosung (ZL) vor der Induktion, 2: ZL 30’ nach Ind., 3: ZL 1,5 h nach
Ind., 4: ZL 2,5 h nach Ind., 5: Zytoplasma, 6: LMW-Standard.
B: 1: Zytoplasma, 2: Ni-Durchfluss, 3: Ni-Waschen, 4: Ni-Eluat, 5: Ni-Eluat in
TEV-Puffer dialysiert, 6: LMW-Standard. Der Pfeil markiert das -eluierte
NpHtrll N His TEV_L82C-534.

In den Expressionsproben (Abb. 3.1.10 A, Spuren 2 - 4) ist im Vergleich zu der Probe vor der
Induktion (Spur 1) keine zusétzliche Bande zu erkennen. Auch im Zytoplasma (Spur 5) last sich
das Protein in Gegenwart zytoplasmatischer Proteine im SDS-Gel nicht identifizieren. Die
Abbildung 3.1.10 B zeigt eine Aufreinigung des zytoplasmatischen Fragmentes iiber die Ni-
Saule. Unerwiinschte Proteine werden im Durchfluss (Spur 2) und in einem Waschschritt
(Spur 3) abgetrennt. Das Ni-Eluat (Spur 4 und 5) enthélt drei Banden bei den Molekular-
gewichten von ca. 80— 85 kDa, 70 — 75 kDa und 27 kDa. Der Pfeil markiert das Transducer-
Fragment, das durch den anschlieBenden TEV-Verdau nachgewiesen (s. u.) wird. Das Protein
erscheint bei einer GroB3e von ca. 70 - 75 kDa, trotz seines kalkulierten Molekulargewichtes von
50,6 kDa. Das NpHtrll N His TEV_K96C-534 und das NpHtrll N His TEV 130-534 zeigen
ebenfalls ein hoheres apparentes Molekulargewicht als erwartet, und zwar 70— 75 kDa
(kalkuliertes MW: 49.4 kDa) bzw. ca. 60 kDa (kalkuliertes MW: 45,5 kDa). Die entsprechenden
Gele zeigen ansonsten ein gleiches Muster wie die in der Abbildung 3.1.10 gezeigten. Bei den
anderen beiden Proteinbanden handelt es sich um Verunreinigungen.

Zur weiteren Aufreinigung der zytoplasmatischen Fragmente wird der N-terminale His-TEV-Tag
abgespalten. Dazu wird als erstes stellvertretend fiir alle drei zytoplasmatischen Fragmente am
NpHtrll N His TEV_L82C-534 getestet in welchem Verhiltnis die C-terminal His-getaggte
TEV-Protease eingesetzt werden muss, damit es zur vollstindigen Abspaltung kommt. Es wird

zundchst ein Test-TEV Verdau durchgefiihrt. Jeweils 2,5 ug Protein-Proben werden mit
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verschiedenen Konzentrationen der TEV-Protease inkubiert und anschlieBend auf einem SDS-
Gel analysiert (nicht gezeigt). In dem Bandenmuster ist kein Unterschied zwischen den einzelnen
Proben sichtbar. Der Unterschied von 2kDa kann vermutlich bei den groBlen
Molekulargewichten nicht auf einem SDS-Gel detektiert werden. Deshalb wird erneut ein Test-
TEV Verdau durchgefiihrt, bei dem nach der Inkubation eine Ni-Chromatographie durchgefiihrt
wird. Das NpHtrll L82C-534 befindet sich im Durchfluss der Sdule. Als Beispiel wird in
Abbildung 3.1.11 A das entsprechende SDS-Gel eines 1:50 Verhiltnisses (Massenverhiltnis
TEV-Protease : NpHtrII-Fragment) gezeigt, welches auch fiir spitere Abspaltungsreaktionen

eingesetzt wird.
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Abb. 3.1.11:  SDS-Gele der 2. Ni-Sdule nach dem TEV-Verdau der drei zytoplasmatischen
NpHtrll-Fragmente (durch Pfeile markiert). Die TEV-Protease mit His-Tag
befindet sich im Ni-Eluat.

A: NpHtrII L82C-534: 1: Ni-Durchf., 2: Ni-Waschen, 3: Ni-Eluat, 4: LMW.

B: NpHtrll _K96C-534: 1: Ni-Durchf., 2: Durchf. ankonzentriert, 3: Ni-Waschen,
4: Ni-Eluat, 4: LMW.

C: NpHtrll 130-534: 1: Ni-Durchf., 2: Ni-Waschen, 3: Ni-Eluat, 4: ankonzen-
trierter Ni-Durchfluss, 5: LMW.

Die Spuren 1 der Abbildung 3.1.11 zeigen jeweils die Ni-Durchfliisse nach dem TEV-Verdau.
Die zytoplasmatischen Fragmente NpHtrll L82C-534 (kalkuliertes MW: 48,5 kDa),
NpHtrll K96C-534 (kalkuliertes MW: 47,3 kDa) und NpHtrll 130-534 (kalkuliertes MW:
43,4 kDa) befinden sich jeweils bei den apparenten Molekulargewichten von ca. 70 kDa, 68 kDa
und 60 kDa. Im Eluat (Spuren 3 (A+C) und 4 (B)) ist die TEV-Protease bei ca. 27 kDa sichtbar.

Die zytoplasmatischen Proteine werden anschlieBend auf 1 — 8 mg/ml ankonzentriert.
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3.1.5 Mutagenese der NpHtrll-Cysteinmutanten

Fir die ESR-Untersuchungen zur Struktur und Funktion von NpHtrll werden verschiedene

Cysteinmutanten hergestellt (s. Abb. 3.1.12).

N346C e a0
1347C—" G
L348C
A349C
L350C

V368C
E372C

Abb. 3.1.12:  Schematische Darstellung der ausgesuchten Positionen zur Spinmarkierung im
NpHtrll Molekiil. Die einzelnen Aminoséuren sind farblich gekennzeichnet. Die
Kristallstruktur des NpSRII/NpHtrlI Komplexes (obere Bilder) ist aus Gordeliy
(Gordeliy et al., 2002) entnommen. Die unteren Bilder stellen die Kristallstruktur
des Tsr-Rezeptors (Kim et al., 1999) mit den entsprechenden Positionen im
NpHtrlI dar.

Die Positionen werden ausgewéhlt um folgende Fragen zu beantworten:

S62C: Bewegt sich die TM2 auch auf der extrazelluldren Seite?

N346C - E372C: Wird fiir diesen Bereich eine coiled-coil Struktur gefunden? Ist die
Signalweiterleitung an die Histidin-Kinase CheA gestort?

E469C und Q470C: Findet eine Beeinflussung der Methylierung des Transducers statt?

Eine Auswahl der Positionen erfolgt auf Grundlage der Sequenzhomologie zu den
Chemotaxisrezeptoren und den Daten zur Aktivierung/Inhibierung der Histidin-Kinase CheA von
Mehan et al. (Mehan et al., 2003). Die analogen Aminosduren des NpHtrIl an den Positionen
L350C, V368C und E372C zum Tar-Rezeptor zeigen laut Mehan eine Inhibierung des CheA bei
den Eukaryoten. Zusétzlich soll eine 1,5 Helix-Windung untersucht werden, um die erwartete
coiled-coil-Struktur zu identifizieren und eventuelle Konformationsinderungen bzw eine

Dynamik zu beobachten. Die beiden Positionen E469C und Q470C entsprechen laut
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Sequenzalignment zwei Methylierungsstellen des NpHtrll, die auf Informationen von M. Koch
(Koch, 2005) beruhen.

Die Mutagenese der Cysteinmutanten erfolgt mit Hilfe der ,,Overlap Extension Methode* von Ho
et al. (Ho et al., 1989) (s.2.5.9). Bevor jedoch die ecinzelnen Cysteinmutationen eingefiihrt
werden konnen, muss das natilirliche Cystein an Position 173 entfernt werden. Als
Ausgangsvektor fiir die PCR wird der pET27bmod-npHtrll His Vektor und die Primer unter
Kapitel 9 verwendet. Das Cystein wird zu einem Serin mutiert, um Einfliisse auf die Struktur zu
minimieren. Der so klonierte Vektor pET Htrll C173S His wird als Ausgangsvektor fiir die
eigentlichen Mutationen verwendet. Die amplifizierten mutierten Gen-Fragmente werden
anschliefend zuriick in den Ausgangsvektor, aus dem das entsprechende Stiick heraus geschnitten
wird, ligiert und in den E.coli XL1 Stamm zur Sequenzanalyse transformiert. Abbildung 3.1.13
zeigt als Beispiel die Plasmidkarte der Mutanten S62C.

Hlndlll

EcoRV

> 4 ==h
Sacl , f-origin
K NpHirll-S62C-His ! fean
Pstl

Mel_l W pET_Htrll_S62C_His
rctmu:\iarr"?I 6939 bps

\/

EcoRV

Abb. 3.1.13:  Plasmidkarte der Cysteinmutanten NpHtrII S62C-His im pET27bmod Vektor. Die
Karten der anderen Mutanten sehen entspechend aus.

3.1.6 Expression und Aufreinigung der Cysteinmutanten

Die mittels Sequenzierungsanalyse identifizierten korrekten Klone werden in den
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. Die Expression und Aufreinigung der
Cysteinmutanten erfolgt analog den Protokollen unter den Kapiteln 2.6.1 und 2.6.2.
Expressionsproben werden nicht abgenommen, da aus den Erfahrungen der Experimente mit dem
NpHtrlI (s. 3.1.1) keine Proteinbande im SDS-Gel sichtbar ist, die auf eine Uberexpression des
Proteins hinweisen konnte. Die Solubilisate werden {iber Ni-Affinitdtschromatographie

aufgereinigt und anschlieend auf einem SDS-Gel analysiert (Abb. 3.1.14).
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Abb. 3.1.14: SDS-Polyacrylamid-Gel der Ni-Affinitdtsaufreinigung am Beispiel der
Cysteinmutanten NpHtrII-L348C. Spur 1: Solubilisat; 2: Ni-Durchfluss; 3: Ni-
Waschen; 4: Ni-Eluat; 5: LMW-Standard. Der Pfeil markiert die aufgereinigte
Cysteinmutante.

Die Spuren 1 (Solubilisat) und 2 (Ni-Durchfluss) zeigen nahezu die gleichen Proteinbanden,
wobei es sich um verschiedene Membranproteine handelt. Durch den Waschschritt werden
zusitzlich Fremdproteine entfernt (Spur 3). Das Gel zeigt in der Spur 4 (Ni-Eluat) die erhaltene
Mutante bei einem apparenten Molekulargewicht von ca. 70 kDa. Jedoch sind ein paar
zusétzliche Banden bei kleineren Molekulargewichten erkennbar, bei denen es sich um
Degradationsbanden des Transducers handeln konnte.

Alle Cysteinmutanten zeigen vergleichbares Verhalten, wobei einige Mutanten deutlich mehr
Degradationsbanden aufweisen. Die Reinheit der Proteine liegt schédtzungsweise zwischen
60 - 90%. Die Ausbeute betrigt ca. 1 — 2 mg pro Liter Zellkultur.

3.1.7 Auswahl der Fusionsschnittstellen fir NpHtrlI/MCP2-Chimaren

Auf Grundlage der Sequenz-Homologie zwischen den archaebakteriellen Transducern und den
eubakteriellen ~Chemotaxis-Rezeptoren, und somit vermutlich auch beziiglich ihrer
Proteinstruktur, sollen Fusionsproteine hergestellt werden. Diese Chiméren sollten aus dem
transmembranen Bereich und der Linker-Region des Htrll aus Natronomonas pharaonis
fusioniert mit dem zytoplasmatischen Teil des Aspartat-Rezeptors aus E. coli bestehen. Die
Auswahl der Schnittstellen zwischen beiden Proteinen wird anhand von Sequenzdaten des
Transducer NpHtrll im Vergleich mit den existierenden homologen Daten der Primérstruktur der
Chemotaxis-Rezeptoren durchgefiihrt (Seidel et al., 1995; Wegener, 2000; Zhang et al., 1996).
Die Ausrichtung der Primérstruktur zwischen den einzelnen Proteinen beruht auf dem
Sequenzvergleich von Le Moual und Koshland (Le Moual & Koshland, Jr., 1996), in dem die

groe Homologie zwischen den Transducern und den Chemotaxis-Rezeptoren sehr deutlich wird.
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Dieses Sequenzalignment wird in der von Wegener (2000) und Klare (2003) nachbearbeiteten
Version verwendet. In der Abbildung 3.1.15 ist der Sequenzvergleich zwischen dem
archaebakteriellen Transducer NpHtrll und dem Tar-Rezeptor aus E. coli dargestellt. Die
vorausgesagte Sekunddrstruktur und das flir coiled-coil-Strukturen typische Heptaden-Muster

sind an den entsprechenden Stellen angegeben.

NpHtrII 1 MSLNVSRLLL PSRVRHSYTG KMGAVFIFVG ALTVLFGAIA YGEVTARARA. .......00: crerevesas sosarasans
EcTar 1 MINRI RVVTLLVMVL GVFALLQLIS GSLFFSSLHH SQKSFVVSNQ LREQQGELTS TWDLMLQTRI
repeat

Structure HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

NpHtrII B0 VLGP ERRE SRR P e EeNE G TSI SRR AR i e
EcTar 66 NLSRSAVRMM MDSSNQQSNA KVELLDSARK TLAQAATHYK KFKSMAPLPE MVATSRNIDE KYKNYYTALT ELIDYLDYGN
repeat

Structure

NpHtrII B0 ittt e e e e e e e e

EcTar 146 TGAYFA..QP TQGMONAMGE AFAQYALSSE KLYRDIVT.. ... ......i: trunnnnrns srnnrannns sranennnns
repeat
Structure
NpHtrII B0, coniensvies SEOESEEEEET YRR e R TGD AAAVQEAAVS AILGLIILLG INLGLVAATL GGDTAASLST
EcTar TBZ  cowimesiey e vwveREEE R e e D NADDYRFAQW QLAVIALVVV LILLVAWYGI REMLLTPLAK
repeat gabc
Structure HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH
102 116

NpHtrII 93 LAAKASRMGD| GDLDVELETR REDHIGDLYA AFDEMRQSVR TSLEDAKNAR ....... EDA EQAQKRA... .........
EcTar 223 IIAHIREIAG GNLANTLTID GRS DLAQ SVSHMORSLT DTV...:iusi ssscesssas sassinssse ansnssesal
repeat defgi:cdeA .......... i AL QALOOG. .5 BavieE e b e e W E R e e Sor e e e b
Structure H HHH HHHHHHHHHHH

228 1233 247/248 223

NpHtrII 153 .EEINTELQA EAERFGEVMD RCADGDFTQR LDAETDNEAM QSIEGSFNEM MDGIEALVGR IERFADAVSE D. \VRANAE
EcTar PO s e e B R N R STl e e o e (e R e

EODARY 3 seesemenes s AETGAB. BB i sweniisames a bcecdefgabed e. .. .. gabc defgabcdef gabcdefgab
Structure 237 HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
NpHtrII 232 SVMEASEDVN RAVONISDAA GDQTETVQQI ALEMDDVSAT TEEVAASADD IAKTARQAAE TGEAGRETAE TAITEMNEVE
EcTar 266 .....| THVR EGSDAIYAGT REIAAGNTDL SSRTEQQASA LEETAASMEQ LTATVKONAD NARQASQLAQ SASDTAQHGG
repeat cdefgabcde fgabecdefga bedefgabed efgabedefg abedefgabe defgabedef gabedefgab cdef. ... ..
Structure HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHEHHHEH
266

NpHtrII 312 SRTEQAVASM EELNEDVREI GEVSEMIADI AEQTNILALN ASIEAARADG ..... NSEGF AVVADEVKAL AEETKAATEE
EcTar 340 EVVDGVVETM HEIADSSKKI ADIISVIDGI AFQTNILALN AAVEAARAGE ..... QGRGF AVVAGEVRNL ASRSAQAAKE
repeat =00 ........ ga becdefgabed efgabcdefg abcdefgabe defgabed.. .......... ..... cdefg abcdefgabe
Structure HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH

NpHtrII 387 IDDLIGTVQD RTQTTVDDIR ETSDQVSEGV ETVEDTVDAL ERIVDSVERT NDGIQEINQS TDAQADAAQK ATTMVEDMAR

EcTar 415 IKALIEDSVS RVDTGSVLVE SAGETMNNIV NAVTRVTDIM GEIASASDEQ SRGIDQVALA VSEMDRVTQQ NASLVQESAA
repeat defgabcdef ga........ .. .fgabcde fgabcdefga bedefgabed efgabedefg abecdefgabe defgabedef
Structure HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHH
NpHtrII 467 TSEQTASDAE TAAETTETQA ESVKEVFDLI DGLSEQADSL SETLSRTDT. EEASAADLDD QPTLAAGDD 534
EcTar 495 AARALEEQAS RLTQAVSAFR LAASPLTNEP QTPSRPASEQ PPAQPRLRIA EQDPNWETE 553
repeat gabcdefgab cdefgabcde fgabcdefga becdefgabed efgabede

Structure HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHA

Abb. 3.1.15:  Sequenzalignment zwischen dem NpHtrIl und dem EcTar mit Kennzeichnung der
vorausgesagten Sekundérstruktur und dem Heptaden-Muster. Die Aminosduren
sind entsprechend der Eigenschaften ihrer Seitenketten farbcodiert: hydrophob (A,
I; L; M; P; V), sauer (D, E), basisch (H, K, R), polar, ungeladen (C, G, N, Q, S, T)
und . Zusétzlich sind die Schnittstellen der Fusionsproteine
eingezeichnet.

Durch das Sequenzalignment wird sichtbar, dass sich der archaebakterielle Transducer NpHtrII in
seinem periplasmatischen Loop und dem Linker-Bereich im Vergleich zum Aspartatrezeptor
stark unterscheidet. Dagegen stimmen die Sequenzen sehr gut in den iibrigen Regionen der
Proteine iiberein. In der Linker-Doméne kann ein im Transducer zusétzlich vorkommender

Bereich von 102 Aminosduren erkannt werden. Unter Einbeziehung weiterer Sequenzdaten aus
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den beiden Proteinklassen der Eubakterien und der Archaebakterien zeigt sich, dass dieser
Bereich spezifisch bei den halobakteriellen Transducern ist. Beim NpHtrll liegt dieser Bereich
zwischen der Aminosdure 136 und der Aminosiure an Position 237. Le Muoal und Koshland (Le
Moual & Koshland, Jr., 1996) identifizierten diese Region ebenfalls als spezifisch fiir die
archaebakteriellen Transducer. Spidter wurde diese Region als eine 2. HAMP-Doméne
identifiziert (Koch, 2005).

Die Auswahl der Fusionsstellen orientiert sich an diesem Homologie- und Analogievergleich.
Zusitzlich werden Mutationsstudien an HsHtrl und HsHtrII (Spudich, 1998; Zhang et al., 1999),
die gezeigt haben, dass der transmembrane Teil des Transducers NpHtrll fiir die Aufnahme und
Weiterleitung des Lichtsignals vom HSSRII notwendig ist, mit in die Auswahl einbezogen. Aus
weiteren Studien ist deutlich geworden, dass die zytoplasmatische Doméne der Transducer
austauschbar ist. Ein Fusionsprotein aus HsHtrII verbunden mit dem zytoplasmatischen Bereich
des HsHtrl war funktionell (Zhang et al., 1999). Auch Trivedi und Spudich (Trivedi & Spudich,
2003) zeigten die Funktionalitdt einer Chimédre zwischen NpHtrll und EcTsr. Die Schnittstellen
werden so gewidhlt, dass sie zum einen die zusétzliche fiir Transducer-Proteine spezifische
Region enthalten, welche die zweite HAMP-Domine einschlie3t, und zum zweiten das typische
fiir coiled-coil auftretende Heptaden-Muster (abcdefg), nicht unterbrechen. Die Positionen a und
d entsprechen typischerweise hydrophoben Seitenketten und f und g geladenen Seitenketten.
Beim NpHtrll werden zwei verschiedene Positionen fiir die Schnittstellen gewahlt, die sich direkt
am Ende der eingeschobenen Transducer-Sequenz, also der 2. HAMP-Domaine, befinden, wobei
die Schnittstelle 237 auf Grundlage des neuesten Sequenzalignments (s. Abb. 3.1.16) ausgewéhlt
wird und die Position 223 auf eine alternative Version zuriickgefiihrt wird, da in dieser Version

der Transducer-spezifische Bereich schon an der Aminosdure 223 endet.

223
NpHtrII 193 SIEGSFNEM MDGIEALVGR IERFADAVSE DAEAVRANAE SVME.AEJEDVN RAVONISDAA GDQTETVQQI
EcTar B0 o o R B R N R R R AR THVR EGSDAIYAGT REIAAGNTDL
repeat cdefgabed e..... gabc defgabcdef gabcdefgab cdefgabcde fgabcdefga becdefgabed
Structure HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH
237
NpHtrII 193 SIEGSFNEM MDGIEALVGR IERFADAVSE D VRANAE SVMEASEDVN RAVONISDAA GDQTETVQQI
EcTar 288 o e PRIEELIYR S SRR EEERE W THVREGSD AIYAGTREIA AGNTDLSSRT EQQASALEET
repeat cdefgabed e..... gabc defgabcdef gabcdefgab cdefgabcde fgabcdefga bcecdefgabed
Structure HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH

Abb. 3.1.16: Ausschnitt des Sequenzalignments zwischen dem NpHtrll und dem EcTar mit
Kennzeichnung der vorausgesagten Sekundirstruktur und dem Heptaden-Muster
(Le Moual & Koshland, Jr., 1996). Die untere Version entspricht dem neuesten
Alignment (Wegener (2000) und Klare (2003)) und der obere Vergleich stellt die
alternative Version dar.

Die Schnittstellen im Aspartat-Rezeptor (AS 266, 248, 247, 223, s. Abb. 3.1.15) werden so
gewdhlt, dass das Heptaden-Muster nicht unterbrochen wird, d. h. endet der NpHtrII-Teil mit
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einer Aminosédure an der Position a, beginnt der Tar-Teil an einer Aminosiure an der Position b.
Zusitzlich wird der zytoplasmatische Teil des MCP2 immer grof3er, so dass der C-Terminus bei
den Fusionsproteinen d und e keinen Kontakt mehr mit dem archaebakteriellen Teil des
Fusionsproteins haben kann. Es wird angenommen, dass der zuriickgefaltete C-Terminus
eventuelle Interaktionen mit der ersten zytoplasmatischen Helix des coiled coil eingeht. Die fiinf
Fusionsproteine sind im Folgenden mit ihren jeweiligen Schnittstellen (in der Abb. 3.1.15
markiert) angegeben:

NpHtrII/MCP2-237/266 (FP-a)

NpHtrII/MCP2-237/248 (FP-b)

NpHtrII/MCP2-223/248 (FP-c)

NpHtrlI/MCP2-237/228 (FP-d)

NpHtrII/MCP2-223/228 (FP-e)

Die Abbildung 3.1.17 zeigt eine schematische Darstellung der fiinf Chimédren nach Vorbild der
Sekundérstruktur-Zuweisung des Serin-Rezeptors von Kim et al. (Kim et al., 1999).

2N % VN

—_L'“ &

[3] [ I

i H 2371223
N 266 }\ “i:“és.a

Abb. 3.1.17:  Schematische Zeichnung der fiinf entwickelten Chimédren nach dem Vorbild von
Kim et al. (Kim et al., 1999). In griin sind die einzelnen Positionen der jeweiligen
Schnittstellen angegeben.

Zusitzlich zu diesen flinf Chiméren werden noch weitere Fusionsproteine aus NpHtrll und EcTar,
die in anderen Arbeiten (Hippler-Mreyen, 2003b; Mennes, 2003) hergestellt wurden, iiberpriift.
Die Schnittpunkte dieser Chimiren sind an folgenden Positionen (s. Abb. 3.1.15):

NpHtrII/MCP2-102/233 (FP-102) (Mennes, 2003)
NpHtrII/MCP2-116/247 (FP-116) (Hippler-Mreyen, 2003a)
NpHtrII/MCP2-223/266 (FP-223) (Zur Verfiigung gestellt von R.Seidel)
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3.1.8 Klonierung der Chimaren

Zur Konstruktion der Fusionsproteine werden beide Proteinteile getrennt voneinander durch eine
PCR-Reaktion amplifiziert. Zunichst wird im Tar-Gen die Ncol-Schnittstelle mutiert, um diese
bei der weiteren Klonierung an anderer Stelle verwenden zu konnen. Dazu wird ein Teilbereich
des Tar-Gens, von der Xbal- bis zur HindIII-Schnittstelle, aus dem pDV4 Vektor (Scharf et al.,
1998) amplifiziert und nach anschlieBender Restriktion in den pUCBM20 Vektor ligiert. Die fiir
die PCR-Reaktionen notwendigen Primer sind in Kapitel 9 beschrieben. Die Ndel-Schnittstelle
wird nun mit Hilfe der ,,Overlap Extension Methode* im pUCBM20 Tar-Teil Vektor
(s. Abb.3.1.19 A) mutiert. Dieser mutierte pUCBM20 Tar-Teil Mut Ndel = Vektor
(s. Abb. 3.1.19 A) wird als Matrize fiir die Amplifikation der einzelnen MCP2-Teile fiir die
Fusionsproteine eingesetzt. Die NpHtrll-Fragmente werden aus dem Vektor pRPS1 heraus
amplifiziert. Die flankierenden Primer der beiden PCR-Reaktionen fithren am Anfang des Gens
eine Ndel-Schnittstelle und am Ende des Gens eine HindIII-Schnittstelle mit einem
vorgeschalteten Stop-Codon in das offene Leseraster der beiden Gen-Teile ein. Die
Schnittstellen-Primer enthalten jeweils an ihrem 5’-Ende einen 15 — 16 bp langen Uberhang, der
zu dem entsprechendem Gen-Fragment des anderen Proteins in der Chimére komplementér ist.
Dadurch konnen sich die beiden Fusionsstellen in einer folgenden Ligations-PCR, durch die das
komplette Fusionsprotein amplifiziert wird, aneinander lagern. Die Strategie dieser Klonierung ist

in Abbildung 3.1.18 schematisch dargestellt.

PCR 1: PCR 2:
P2 P4
+ ...... +

T —— pe=apaee—

NpHtrll-Gen MCP2-Gen
N I
+ .‘....—.‘

Pl |pcr1 P4 |pcr2

NpHtrll-Gen MCP2-Gen

PCR 3:
P4
— <+
P1
|Pcr3

NpHtrll/MCP2-Gen

Abb. 3.1.18: Schematische Darstellung der Polymerase-Kettenreaktion zur Konstruktion der
Fusionsproteine zwischen dem NpHtrll und dem Tar- (MCP2) Rezeptor aus E.
coli. Die einzelnen Gen-Bereiche und Restriktionsschnittstellen sind farblich
voneinander unterschieden.

Nach den PCR-Reaktionen werden die fusionierten Gen-Produkte durch eine Restriktion mit den

beiden Restriktionsendonukleasen Ndel und HindIII geschnitten. Eine anschlieBende Ligation
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dieser Gene in den ebenfalls mit Ndel und HindIII geschnitten pET27b" Vektor fiihrt zu dem in
Abbildung 3.1.19 B gezeigten Plasmid. Die Plasmide der vier anderen Chimidren sehen
entsprechend aus. Das Fusionsgen steht hier ebenfalls unter der Kontrolle des T7-Promotors.
Dieses Expressionssystem wird ndher unter Kapitel 3.1.1 beschrieben. Die Identitit der PCR-

Produkte wird nach der Ligation durch Sequenzierung nachgewiesen.

Xbal
EcoRl

P

lacZ
o 1
% Tar: Tell mut Ndel
3500

pUCBMZO Tar-Teil_| Mut Ndel )\

_Agel

3933 bps

Hindlll

Abb. 3.1.19: Plasmidkarte =~ von  pUCBM20 Tar-Teil Mut Ndel (A). Der  Vektor
pUCBM20 Tar-Teil sieht entsprechend aus. In B ist der Vektor
pET NpHtrII/MCP2 237 266 dargestellt. Die Karten der anderen Chiméren
sehen entspreched aus.

Die Chimiren sind im pET-Vektor ohne einen Tag zur Aufreinigung kloniert worden. Deshalb
werden sie in den pTXB3 N His TEV Vektor mit mutierter Ncol-Schnittstelle (s.3.1.8)
umkloniert, so dass sie einen N-terminalen His-Tag mit anschlieBender TEV-Schnittstelle
erhalten. Dazu werden die Chimdren mittels PCR aus dem pET-Vektor amplifiziert. Durch die
Primer wird am N-Terminus eine Sapl-Schnittstelle und am C-Terminus eine BamHI-
Schnittstelle eingefiigt, so dass sie nach anschlieBender Restriktion mit diesen Enzymen in den
pTXB3 N His TEV Vektor ligiert werden konnen. Die Sequenz der Fusionsproteine wird erneut
durch Sequenzierung auf Fehler getestet. Die entsprechenden Plasmide sind in Abbildung 3.1.20
am Beispiel der Chimire 237/266 (a) dargestellt und enthalten das Fusionsprotein als N-
terminales His-TEV-Konstrukt, wie auch schon in Abbildung 3.1.7 fiir die zytoplasmatischen
NpHtrll-Konstrukte gezeigt wird.



Ergebnisse 61

A!II!MCPZ 237_266 \
r |
// \'“" M13or S
l.l’"."’ el <\J|l
[ || PTXB3_N_His_Tev_Chimare_237_266 o

Kbal _
A N_His_Tev 2000 _ ol ||
7496 bps |
| = T7-Prom .
o0

|I|

Abb. 3.1.20: Plasmidkarte des pTXB3 N His TEV FP-a. Die Karten der anderen Chimiren
sehen identisch aus.

3.1.9 Expression und Aufreinigung der Chiméaren

Die Expression der Fusionsproteine erfolgt mit den Vektoren pTXB3 N His TEV FP im E. coli
BL21(DE3) Stamm (s. 2.6.1). Die anschlieBende Aufreinigug der His TEV-Konstrukte wird in
Kapiel 2.6.2 beschrieben. Bei der folgenden SDS-PAGE Analyse ist das Fusionsrotein als sehr
undeutliche Bande sichtbar. Zusétzlich sind viele weitere Banden erkennbar, bei denen es sich
vermutlich um Degradationsbanden handelt. Durch einen zusdtzlichen Western Blot lésst sich die
Fusionsbande nicht genau identifizieren, da eine starke Hintergrund-Farbung auftritt. Daher wird
diese Methode der Aufreinigung nicht weiter verfolgt.

Ein alternativer Ansatz macht sich die Bindung des Transducers an den Rezeptor NpSRII zu
Nutzen. Dazu werden die Vektoren pET FP (s. 3.1.19 B) ebenfalls in den Expressionsstamm E.
coli BL21(DE3) transformiert. Die Zellen werden analog zu Kapitel 2.6.2 aufgereinigt. Die Ni-
Affinitdtschromatographie mit dem solubilisierten Membranprotein erfolgt, um in einem ersten
Aufreinigungsschritt die an das Ni-Material bindenden Proteine abzutrennen. Da die Chiméren
keinen Affinitits-Tag, weder C-terminal noch N-terminal, besitzen, binden die Fusionsproteine
nicht an die Ni-Matrix, sondern sind im Durchfluss der Saule zu finden. Dieser enthilt neben dem
Fusionsprotein auch ca. 2/3 E. coli Proteine, die als Verunreinigungen entfernt werden miissen.
Die Chiméren sollen nun durch eine Co-Aufreinigung mit dem Rezeptor NpSRII aus dieser
Proteinmischung isoliert werden. Eine Konzentrationsbestimmung der Losung erfolgt mit Hilfe
des Bradford-Tests. Die erhaltene Gesamtmenge an Protein wird durch 3 dividiert, da nach einer
Abschitzung aus dem SDS-Gel die NpHtrll-Menge ca. 1/3 betrdgt. Der Rezeptor wird
anschlieBend in einem 1:1 Verhdltnis (Molarverhdltnis Rezeptor : Chimére, theoretisch

berechnet) zum Ni-Durchfluss zugefiigt. Nach einer 2 - 4 stiindigen Inkubation bei 4°C wird
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erneut eine Ni-Chromatographie durchgefiihrt. Da das NpSRII C-terminal mit einem His-Tag
versehen ist, bindet dieses Protein im Komplex mit der Chimére an die Ni-Matrix und wird mit
Puffer Dyem (5. 2.6.2) als saubere Fraktion eluiert. Die einzelnen Schritte der Expressionsanalyse
und der anschlieBenden Aufreinigung werden in Abbildung 3.1.21 anhand von SDS-PAGE-
Analysen dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8
- = — e
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Abb. 3.1.21: SDS-Polyacrylamidgele der Expressionsuntersuchung und anschlieBender
Aufreinigung des Fusionsproteins NpHtrII/MCP2 237/266 (a) zusammen mit dem
Rezeptor NpSRII als Beispiel.

Gel A: 1: Zelllosung vor Induktion; 2-3: Zelllosung nach Iduktion (30°, 1,5 h,
2,5h); 5: LMW-Standard; 6: Zytoplasma; 7: Membranen; 8: unlosliche
Bestandteile; 9: Solubilisat.

Gel B: 1: Solubilisat; 2: 1 x Ni-Durchfluss; 3: 1 x Ni-Eluat; 4: 1 x Ni-Durchfluss +
NpSRII; 5: 2 x Ni-Durchfluss; 6: 2 x Ni-Waschen; 7: 2 x Ni-Eluat; 8: LMW-
Standard.

Der LMW-Standard ist in kDa angegeben. Die Pfeile markieren das NpSRII und
das Fusionsprotein.

Aus dem SDS-Gel (A) ist erkennbar, dass in den Expressionproben keine Bande vorhanden ist,
die durch eine Uberexpression eines Proteins verursacht wird. Im Solubilisat (Gel A: Spur 9; Gel
B: Spur 1) ist das Fusionsprotein als etwas dickere Bande bei einem Molekulargewicht von ca.
66 kDa sichtbar (Pfeil). Bei der anschlieBenden Aufreinigung ist die Chiméiren-Bande nach der
ersten Ni-Affinititschromatographie noch nicht deutlich detektierbar, da im Ni-Durchfluss (Gel
B: Spur 2) fast alle Fremdproteine des Solubilisates erneut auftreten. Die Spur 4 (Gel B) zeigt
wieder den Ni-Durchfluss mit zusétzlichem NpSRII (ca. 27 kDa). Beide Proteine, Chimére und
NpSRII, sind hier neben ein paar Fremdbanden deutlich sichtbar (Pfeile). Ein Teil des Komplexes
befindet sich jedoch auch in der Waschfraktion. Der His-Tag des NpSRII ist vermutlich nicht
ungestort zugédnglich auf Grund der Komplexbildung. Im Eluat sind NpSRII und die Chimére in
ausreichender Menge mit einer Reinheit > 90 % detektiertbar (Pfeile). Die Ausbeute betrigt ca.
15 mg Fusionsprotein / 1 L Zellkultur. Die Aufreinigung der anderen Fusionsproteine erfolgt

analog. Es werden dhnliche Ausbeuten erhalten.
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3.1.10 Klonierung der Che-Proteine

Die Funktion der Chiméren soll iiber die Aktivierung der Zwei-Komponenten-Kaskade tiberpriift
werden. Hierzu miissen CheA, CheW und CheY isoliert und aufgereinigt werden.

Die Klonierung der Che-Proteine wird mit Hilfe der PCR-Reaktion durchgefiihrt. Das CheA und
das Adapterprotein CheW werden aus dem Vektor pDV4 (s. 2.3) amplifiziert. Fiir die PCR des
CheY dient der pRL22-Vektor als Matrize. In allen drei Féllen wird durch die Polymerase-
Kettenreaktion N-terminal eine Sapl-Schnittstelle und C-terminal eine BamHI-Restriktions-
schnittstelle durch die Primer eingefiihrt. Durch die anschlieende Restriktion der PCR-Produkte
mit diesen beiden Restriktionsenzymen, konnen die Gene der Che-Proteine in den Vektor
pTXB3 N His TEV ligiert werden. Dadurch entstehen Plasmide durch die die Proteine mit
einem N-terminalen His-TEV-Tag versehen sind. Die Plasmidkarten sind analog zu der in
Abbildung 3.1.20 dargestellten Karte des pTXB3 N His TEV_ Chimére 237 266.

3.1.11 Expression und Aufreinigung der Che-Proteine

Die Plasmide werden ebenfalls in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. Die
Expressionsbedingungen und die Methode der Aufreinigung sind unter den Kapiteln 2.6.1 und
2.6.2 beschrieben. Da es sich bei den Che-Proteinen um zytoplasmatische Proteine handelt, kann
der Uberstand aus der Zentrifugation des Zelllysates direkt {iber Ni-Chromatographie aufgereinigt
werden. Das erhaltene Eluat enthdlt jeweils das N-terminale His-TEV-Konstrukt des
entsprechenden Che-Proteins. Durch eine Dialyse in TEV-Puffer werden die Bedingungen fiir
den TEV-Verdau hergestellt. Die TEV-Spaltung wird optimiert um ideale Bedingungen zu
bekommen. Nach dem Abspalten des His-Tags vom Protein wird die Losung erneut auf eine Ni-

Saule aufgetragen. Das natiirliche Che-Protein befindet sich im Durchfluss.

Aufreinigung des CheW

In den Expressionsproben der CheW Expression ldsst sich keine Bande mit zunehmender
Intensitéit fiir das Protein erkennen (Abb. 3.1.22 A, Spuren 1 - 4). Nach der Ni-Sdule (Spuren
8 - 10) findet sich bei ca. 27 kDa und 21 kDa zwei Banden im Eluat (Spur 10), wobei die 21 kDa
Bande dem N-terminalen His TEV-Konstrukt entspricht, das ein theoretisches Molekulargewicht
von 20,1 kDa besitzt. Bei der 27 kDa Bande handelt es sich vermutlich um Cytochrome, die unter
Stressbedingungen bei der Expression von den Zellen hergestellt werden und an eine Ni-Siule
gebunden werden. Die zusitzliche Bande bei ca. 80 kDa stellt vermutlich eine Verunreinigung

durch ein E. coli endogenes Protein dar.
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Abb. 3.1.22: SDS-PAGE der Expression und Aufreinigung des CheW.
Gel A: 1: Zelllosung vor Induktion; 2-4: Zelllosung nach Induktion (30°, 1,5 h,
2,5 h); 5: Zytoplasma; 6: Membranen; 7: LMW-Standard; 8: Ni-Durchfluss; 9:Ni-
Waschen; 10: Ni-Eluat.
Gel B: TEV-Verdau 1: Ni-Eluat + TEV-Protease = Auftrag; 2-5: Ni-Durchfluss in
Fraktionen; 6: LMW-Standard; 7: Ni-Waschen; 8: Ni-Eluat.
Der LMW-Standard ist in kDa angegeben. Die Pfeile markieren das N _His TEV-
CheW (Gel A) und das CheW (Gel B).

Das eluierte Konstrukt des Adapterproteins CheW wird mit der N-terminal His-getaggten TEV-
Protease in einem Verhéltnis von 1:10 (TEV : CheW) {iber Nacht gespalten. Der Ansatz wird
erneut liber Ni-Affinitdtschromatographie aufgereinigt, wobei der Durchfluss das geschnittene
CheW bei ca. 18 kDa enthélt (Abb. 3.1.22, Gel B, Spur 2 - 5). Das kalkulierte Molekulargewicht
von CheW betrédgt 18,1 kDa. Das Protein hat eine, durch Abschitzung der Bande vom SDS-Gel,
Reinheit von > 95 %. In der Spur 8 (Gel B) ist die TEV-Protease erkennbar, die durch einen C-
terminalen His-Tag an der Ni-Matrix gebunden bleibt. Die Durchfliisse werden vereinigt und
anschlieend in TKMD-Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM DTT,
pH 7.5) iiber Nacht bei 4°C dialysiert. Nach folgender Konzentrationsbestimmung wird die
Proteinlosung aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die Ausbeute des CheW betrigt ca. 0,4 mg/L
Zellkultur.

Zur Identifikation des CheW wird ein ESI durchgefiihrt. Das Spektrum ist in Abbildung 3.1.23
dargestellt.
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Abb. 3.1.23: ESI-Spektrum des aufgereinigten CheW.
Die Masse von 18.080,9 Da entspricht der theoretischen Masse von 18.083,8 Da des CheW.
Aufreinigung des CheY

Die Aufreinigung des Response Regulators CheY erfolgt analog zur Aufreinigung des CheW.
Die Gele der Expression und Aufreinigung zeigt die Abbildung 3.1.24.
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Abb. 3.1.24: Auftragung der Expressionsproben und der Schritte der ersten Ni-Sdule der CheY
Aufreinigung auf ein SDS-Gel.
Gel A: 1: Zelllosung vor Induktion; 2-3: Zelllosung nach Iduktion (30°, 1,5 h,
2,5 h); 5: LMW-Standard; 6: Zytoplasma; 7: Membranen.
Gel B: Spur 1: Zytoplasma; 2: Ni-Durchfluss; 3: Ni-Waschen; 4: Ni-Eluat; 5: Ni-
Eluat ankonz.; 6: LMW-Standard.
Der LMW-Standard ist in kDa angegeben. Die Pfeile markieren das N _His TEV-
CheY.

Bei den Expressionsproben (Gel A, Spuren 1-4) kann eine leichte Zunahme der
Bandenintensitit bei ca. 16 kDa beobachtet werden (Pfeil). Das Zytoplasma (Gel A, Spur 6 und
Gel B, Spur 1) enthilt sehr viele verschiedene Proteinbanden, so dass das N His TEV CheY
nicht sichtbar ist. Nach der Ni-Aufreinigung (Gel B, Spuren 2 - 4) eluiert das Protein bei einem
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Molekulargewicht von ca. 16 kDa (Gel B, Spur 4+5). Das theoretische Molekulargewicht
entspricht 16,2 kDa. Die Bande bei ca. 27 kDa entspricht vermutlich ebenfalls wieder
Cytochromen. Da diese aber erfahrungsgemif an das Ni-Material binden, kdnnen sie spéter bei
der zweiten Ni-Chromatographie vom verdauten CheY Molekiil abgetrennt werden.

Eine Optimierung des TEV-Verdaus wird auch beim N His TEV_ CheY-Konstrukt
durchgefiihrt. Folgende Ansédtze werden getestet: 1:2; 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:250 (TEV-
Protease:CheY) (Abb. 3.1.25 A).
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Abb. 3.1.25:  SDS-Polyacrylamid-Gele des Test-TEV Verdaus des CheY (Gel A) und die
anschlieBende Ni-Sdule (Gel B). Die Pfeile markieren das N_His TEV-CheY (Gel
A) und das CheY (Gel B). Der LMW-Marker ist in kDa angegeben.
Gel A: Spur 1-7: TEV-cut (1:250; 1:100, 1:50, 1:25, 1:10, 1:5, 1:2); 8: LMW-
Standard; 9: Ni-Eluat mit N His TEV-CheY.
Gel B: Spur 1: Auftrag: Ni-Eluat + TEV-Protease; 2: LMW-Standard; 3+4: Ni-
Durchfluss; 5+6: Ni-Waschen; 7: Ni-Eluat.

In der Abbildung 3.1.25 ist erkennbar, dass die TEV-Protease, als Doppelbande bei ca. 27 —
30 kDa, in den Ansétzen immer deutlicher sichtbar wird (Gel A, Spuren 1 - 7). Zusétzlich wird
die N _His TEV-CheY-Bande bei 16 kDa erst beim 1:2 Ansatz (Gel A, Spur 7) deutlich kleiner
und es entsteht eine zusétzliche Bande bei ca. 14 kDa. Diese ist schon in geringerem Malle ab
einem Verhiltnis von 1:25 (Spur 4) sichtbar. Durch diese Optimierungsversuche wird ein
Verhiltnis von 1:2 (TEV : Protein) bestimmt. Der TEV Verdau erfolgt anschlieend iiber Nacht.
Die Abtrennung der TEV-Protease mit C-terminalem His-Tag und des His-Tags des CheY erfolgt
durch Ni-Affinitdtschromatographie. Das Gel B, Spur 1 zeigt den Auftrag auf die Ni-Sdule mit
dem gespaltenen CheY und der TEV-Protease. Das CheY befindet sich deutlich sichtbar in der
Durchfluss-Fraktion bei einem apparenten Molekulargewicht von ca. 14 kDa (theoretisches MW
14,1 kDa) (Spur 3+4). Das Protein kann mit einer Reinheit von > 95 % isoliert werden. Die
Ausbeute betragt ca. 1,2 mg/L Zellkultur. Anschliefend erfolgt eine Dialyse in TKMD-Puffer
und eine Aliquotierung. Das Protein wird bei -80°C gelagert.

Zur Identifikation des Proteins werden ebenfalls eine ESI-Messung und zusétzlich eine MALDI-
Messung durchgefiihrt. Die Probe wird wie in Kapitel 2.7.4 beschrieben vor der Messung

behandelt. Fiir die ESI-Messung wird eine Probe sowohl durch eine Aceton-Féllung (nicht
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gezeigt), als auch eine TCA-Féllung vorbereitet, um das enthaltene Salz zu entfernen. Die

Spektren sind in der Abbildung 3.1.26 dargestellt.
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Abb. 3.1.26: Massenspektrometrische Spektren der CheY Probe. A: MALDI; B: ESI mit TCA-
Féllung.

In beiden Fallen wird das theoretische Molekulargewicht der Aspartat-Kinase CheY aus E. coli
von 14.097,3 Da unter Abzug eines H-Atoms bestimmt. Das ESI-Spektrum fiir die Aceton-
Fallung ergibt analog zur TCA-Fillung eine Masse von 14.096,0 Da.

Aufreinigung des CheA
Die SDS-Gele der Expression und der anschlieBenden Aufreinigung der Histidin-Kinase CheA ist

in der Abbildung 3.1.27 gezeigt.
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Abb. 3.1.27: SDS-PAGE der Expression und Aufreinigung des CheA.
Gel A: 1: Zelllosung (ZL) vor Induktion; 2-4: ZL nach Iduktion (30°, 1,5 h, 2,5 h);
5: LMW-Marker; 6: Zytoplasma; 7: Membranen.
Gel B: 1: Zytoplasma; 2: Ni-Durchfluss; 3: Ni-Waschen; 4: Ni-Eluat; 5: LMW-
Marker.
Der LMW-Marker ist in kDa angegeben. Der Pfeil markiert das CheA.
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In den Expressionsproben (Gel A, Spuren 1-4) ldsst sich auch bei dieser Expression keine
deutliche Uberexpression erkennen. Jedoch wird nach der Ni-Aufreinigung eine Bande bei ca.
80 kDa sichtbar, die dem N _His TEV CheA-Konstrukt (kalkuliertes Molekulargewicht:
73,5 kDa) entsprechen konnte (Gel B, Spur 4). Die iibrigen Banden lassen sich durch
Verunreinigungen erkldren, die durch eine zweite Ni-Chromatographie nach der TEV-Spaltung
abgetrennt werden. Die TEV-Protease wird in einem Verhiltnis von 1:2 (TEV : CheA) in die
Reaktion eingesetzt. Die Abbildung 3.1.28 zeigt das SDS-Gel der anschlieBenden Ni-

Chromatographie zur Abtrennung des natiirlichen CheA.
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Abb. 3.1.28: Auftragung der Aufreinigungsschritte der zweiten Ni-Sédule auf ein SDS-PAGE-
Gel nach dem TEV-cut des CheA. Spur 1: CheA vor dem TEV-cut; 2: CheA nach
TEV-cut; 3-6: Ni-Durchfliisse; 7: LMW-Standard; 8+9: Ni-Waschen; 10: Ni-
Eluat. Der LMW-Standard ist in kDa angegeben.

Das SDS-Gel zeigt in der Spur 1 erneut das Ni-Eluat der ersten Séule (s. Abb. 3.1.27 B). Die
restlichen Banden sind vermutlich Verunreinigungen. Die gleiche Ldsung ist mit Zusatz der
TEV-Protease in Spur 2 zu sehen. Die Abspaltung des N-terminalen His-TEV-Tag des CheA
durch die TEV-Protease wird deutlich, da das CheA sich im Ni-Durchfluss (Spur 3 - 6) befindet.
Es ist aber nicht nur eine Doppelbande sichtbar, sondern mindestens zwei weitere Banden mit
einem geschitzten Molekulargewicht von 66 kDa und 55 kDa, da das CheA vermutlich nicht
stabil ist und abgebaut wird. Es konnte sich um eine spontane Degradation des Proteins handeln.
In den beiden Waschfraktionen (Spur 8 + 9) sind noch Proteinbanden erkennbar, die dem CheA
entsprechen. Zusétzlich befindet sich in der Spur 9 die dicke Verunreinigung bei ca. 27 kDa. Im
Eluat der Ni-Sédule ist die TEV-Protease mit C-terminalem His-Tag sichtbar, die ebenfalls bei
einem Molekulargewicht von ca. 27 kDa erscheint. Auf Grund der Degradation der Histidin-
Kinase CheA hat sich diese Methode der Aufreinigung jedoch nicht bewihrt.

Alternativ wird das CheA nach der Methode von Hess et al. (Hess et al., 1991) isoliert (s. 2.6.2).
Die Expression des CheA wird mit dem Vektor pDV4 im Expressionsstamm E. coli BL21(DE3)
durchgefiihrt. Die Uberexpression des CheA-Gens wird durch IAA (3B-Indoleacrylicacid)
induziert. Die Zellen werden geernet und das Pellet mit TEDG20-Puffer (s. 2.6.2) gewaschen.

Nach Aufschluss der Zellen und Féllung durch Ammoniumsulfat wird das resuspendierte Pellet
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in TEDG20-Puffer iiber Nacht dialysiert und anschlieBend auf eine AffiGel Blue Séaule
aufgetragen. Das FPLC-Chromatogramm ist in Abbildung 3.1.29 dargestellt.
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Abb. 3.1.29:  Chromatogramm der CheA Aufreinigung iiber eine AffiGel Blue Saule. Die
gesammelten 2,5 ml Fraktionen sind durch eine Nummerierung der senkrechten
Striche angedeutet.

Der blaue Graph reprisentiert die Absorption bei 280 nm. Die ersten beiden grofen Peaks
entsprechen Verunreinigungen der Probe. Im dritten breiten Peak eluiert das CheA, von dem
2,5ml Fraktionen gesammelt werden (durch die senkrechten Striche angedeutet). Zur

Identifikation werden diese Fraktionen der Sdule auf einem SDS-Gel (Abb. 3.1.30) aufgetrennt.
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Abb. 3.1.30: SDS-Polyacrylamid-Gel der Aufreinigung liber die AffiGel Blue Saule. Spur 1:
Durchfluss; 2: Waschen; 3 -12: 2,5 ml Fraktionen des Gradienten in zweier
Schritten von 2 — 20; 13: LMW-Standard in kDa.

Das CheA ist bei einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa sichtbar. Die Fraktionen 6 - 20 (Spur
5 - 12) werden vereinigt, da dort der grofite Anteil des CheA vorhanden ist, und erneut durch die
Zugabe von Ammoniumsulfat geféllt. Nach Inkubation auf Eis wird das Prézipitat pelletiert und
in TEDG-Puffer (s.2.6.2) resuspendiert. Diese Protein-Losung wird {iber eine Superdex 200

Saule, aufgetrennt. Das entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 3.1.31 zu sehen.
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Abb. 3.1.31: FPLC-Chromatogramm der Superdex 200 Séule mit dem Auftrag des CheA.

Das Chromatogramm zeigt 4 Peaks, bei den ungefidhren Retentionszeiten 25, 31, 56 und 70 min.
Der Peak bei 31 min erscheint mit einer zusétlichen Schulter, die allerdings im SDS-Gel
(s. Abb. 3.1.32) keinen Unterschied zur Peakspitze bei 31 min zeigt. Wahrend des Laufs wird pro
Minute eine Fraktion gesammelt, die mittels SDS-PAGE (Abb. 3.1.32) analysiert werden.
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Abb. 3.1.32: Auftragung der einzelnen Fraktionen des FPLC-Laufs mit der Suerdex 200 Saule
und dem Auftrag des CheA (Gel A). Spur 1: LMW-Standard. Die restlichen
Spuren geben die Retentionszeiten in Minuten der aufgetragenen Fraktionen an.
Gel B: CheA, nach der Dialyse in TKMD-Puffer (Spur 2), Spur 1: LMW-
Standard. Der Pfeil markiert das CheA.
Der LMW-Standard ist in kDa angegeben.

Das CheA (bei ca. 70 kDa) eluiert in einer breiten Verteilung mit der Hauptmenge in den
Fraktionen 30 - 38 (Gel A). Diese werden zu einer Fraktion zusammengefasst. Anschliefend
erfolgt eine Dialyse in TKMD-Puffer (s.2.6.2) iiber Nacht bei 4°C und eine
Konzentrationsbestimmung. Das CheA kann ohne zusédtzliches Ankonzieren (Gel B, Spur 2)
durch Zugabe von 10 % Glycerin stabilisiert werden und wird bei -80°C mit einer Konzentration

von 1,88 mg/ml gelagert. Durch diese Praparationsmethode kann die Histidin-Kinase mit einer
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Reinheit von > 90 % hergestellt werden. Die Ausbeute des CheA betrégt nach der Aufreinigung
etwa 2,3 mg/L Zellkultur.

3.1.12 Klonierung des E. coli Tar-Rezeptors

Fir den Phosphorylierungs-Assay wird der Tar-Rezeptor als positive-Kontrolle bendtigt. Zu
diesem Zweck muss das Protein kloniert, exprimiert und aufgereinigt werden.

Bei der Klonierung muss die interne Ndel-Schnittstelle im MCP2-Gen mutiert werden, damit
diese am Anfang des Gens eingebaut werden kann. Die Mutation der Ndel-Schnittstelle erfolgt
mittels der ,,Overlap Extension Methode* (s. 2.5.9). Das Tar-Gen-Fragment wird aus dem Vektor
pDV4 amplifiziert. Die Sequenz beginnt am Anfang des Gens mit gleichzeitiger Einfiihrung einer
Ndel-Schnitstelle und endet an der Mutationsstelle der internen Ndel-Schnittstelle. Der zweite
Teil des Tar-Gens wird aus dem Vektor pUCBM20 Tar-Teil Mut Ndel amplifiziert. Diese
Sequenz beginnt an der Mutationsstelle und endet an der eingefithrten HindIII-Schnittstelle im
Tar-Gen. Beide Teile dienen nun als Matrize fiir die Ligations-PCR. Das entstandene PCR-
Produkt wird mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und HindIII geschnitten und kann
anschlieBend in den Vektor pET27b" ligiert werden. Eine folgende Sequenzierung iiberpriift die
Korrektheit der Sequenz. AnschlieBend wird das Tar-Gen wieder durch die beiden Enzyme Ndel
und HindIIl aus dem pET-Vektor ausgeschnitten und in den Vektor pTrc-99A ligiert. Die
Plasmidkarten der resultierenden Vektoren sind in Abbildung 3.1.33 dargestellt.

T7-Prom. \
Tar_Mut_Ndel \
1
~ rd
000 1000 \

pET_Tar_Mut v

= 6966 bps o0 T7-Term. «p

f1 origin I.IJ
0 3000
A}

—

EcoRV

Tar_Mut_MNdel

-

1000
Hindlil pTrc_Tar_Mut

5786 bps

!/

Abb. 3.1.33  Plasmidkarten des pET Tar Mut (A) und des pTrc_Tar Mut (B).
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3.1.13 Expression und Aufreinigung des Aspartat-Rezeptors

Zur Expression des Aspartat-Rezeptors wird das pTrc_Tar Mut Plasmid in den Expressionstamm
E. coli HCB721 (s.2.3) transformiert. In diesem Stamm sind alle Chemorezeptoren und der
Aerotaxisrezeptor deletiert. Die Expression erfolgt wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben und die
anschlieBende Aufreinigung des Tar-Rezeptors wird nach der Methode von Borkovich et al. und
von Chen et al. (Borkovich et al., 1989;Chen & Koshland, 1995) durchgefiihrt (s. 2.6.2). Nach
der Membranprdparation erfolgt die Aufreinigung des Rezeptors. Das solubilisierte
Proteingemisch wird dabei {iber eine Sdule mit w-Aminoocty-Agarose aufgetrennt. Es werden

jeweils Fraktionen mit 3,4 ml gesammelt und auf SDS-Gelen (Abb. 3.1.34) analysiert.
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Abb. 3.1.34: SDS-Polyacrylamid-Gele der FPLC-Séule der Tar-Aufreinigung.
Gel A: Fraktionen 14 - 40 in 2er Schritten; L: LM W-Standard.
Gel B: L: LMW-Marker; Fraktionen 42 - 58 in 2er Schritten; N: Nachspiilen der
Séule.
Der LMW-Standard ist in kDa angegeben. Die Pfeile markieren den Tar-Rezeptor.

Auf dem SDS-Gel ist sichtbar, dass die Fraktionen 14 - 18 mechrere Proteinbanden enthalten,
wobei die beiden am stirksten vertretenden Banden bei einem ungefihren Molekulargewicht von
22 und 54 kDa liegen. Erst ab Fraktion 18 wird eine neue Bande bei ca. 46 kDa sichtbar, die
jedoch nur bis zu der Fraktion 38 vorhanden ist. Bei diesen Proteinbanden handelt es sich um E.
coli eigene Membranproteine. Das Tar-Protein wird ab der Fraktion 20 deutlich auf der Hohe
seines kalkulierten Molekulargewichts von 60 kDa sichtbar. Die Fraktionen 19 — 39 werden als
eine unsaubere Tar-Fraktion zusammengefiigt und bei -80°C gelagert. Die Fraktionen 40 - 58 mit
der anschlieBenden Spiil-Fraktion (N) werden vereinigt und nach Zugabe von 50 % Glycerin bei
-20°C gelagert. Der Tar-Rezeptor hat eine Reinheit von > 95 %, die Ausbeute betrigt ~ 0,5 mg/L
Zellkultur.
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3.1.14 Umklonierung der Chimaren in den pTrc-99A Vektor fir den in vivo
Schwimmversuch

Zur Drchfiihrung des in vivo Schwimmversuchs muss eine Umklonierung der Gene durchgefiihrt
werden, da das Gen der jeweiligen Chiméare nur auf einem pET-Vektor existiert und da die
Expression bzw. das Schwimmverhalten im E. coli RP437wt Stamm untersucht wird. Bei diesem
Stamm handelt es sich um einen Wildtyp-Stamm, der keine T7-Polymerase besitzt, sondern nur
E. coli eigene Polymerasen zur Transkription verwenden kann. Deshalb werden die Chiméren-
Gene aus dem pET-FP Vektor durch die Restriktionsendonukleasen Ndel und HindIIl wieder
herausgeschnitten und sollen in den pTrc-99A Vektor ligiert werden, da dieser einen pTrc-
Promotor besitzt.

Der pTrc-99A Vektor muss allerdings vor der Ligation mit den Fusionsprotein-Genen modifiziert
werden. Zundchst wird die Ndel-Schnittstelle im Vektor entfernt. Da der Vektor nur eine
GesamtgroB3e von 4176 bp hat, wird zur Mutation der Ndel-Schnittstelle das ,,QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit“ (s. 2.5.9) verwendet. Bei dieser Methode wird das gesamte Plasmid
mit Hilfe der beiden Mutationsprimer (s. Kapitel 9) in einem Schritt amplifiziert. Der entstandene
pTrc_ mut Ndel weg Vektor wird durch Sequenzierung auf eventuelle Fehler iiberpriift. Nach
positiver Auswertung erfolgt der zweite Schritt der Modifizierung des Vektors. Dieser beinhaltet
die Mutation der Ncol-Schnittstelle in eine Ndel-Schnittstelle. Die Durchfiihrung dieser
Anderung wird ebenfalls mit Hilfe des ,,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ ausgefiihrt.
Als Matrize dient der hergestellte Vektor pTrc mut Ndel weg. Eine Plasmidkarte des
modifizierten Plasmides pTrc mut Ndel Ncol-Ndel, welches durch Sequenzierung iiberpriift
worden ist, ist in Abbildung 3.1.35 A dargestellt.

Die geschnittenen Chimédren werden nun in den durch die Enzyme Ndel und HindIIl
geschnittenen Vektor pTrc_mut Ndel Ncol-Ndel ligiert. Als Beispiel ist in der Abbildung 3.1.35

B die Plasmidkarte des Fusionsproteins a dargestellt.
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Abb. 3.1.35: Plasmidkarten des Vektors pTrc mut Ndel Ncol-Ndel (A) und des Vektors
pTrc NpHtrIIMCP2 237 266 (B).
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3.1.15 Testexpressionen im RP437wt Stamm

Der E. coli RP437 Stamm ist Wildtyp fiir die Chemotaxis, d. h. er besitzt alle entsprechenden
Gene. Fiir den Schwimmversuch werden die entwickelten Plasmide pTrc_ NpHtrIIMCP2 mit den
jeweiligen Fusionsproteinen und das Plasmid pSM_CT pTrcNpSRII a, das von Hippler-Mreyen
(Hippler-Mreyen, 2003a) hergestellt wurde, in diesen Stamm transformiert. Der
pSM_CT pTrcNpSRII a Vektor enthélt das NpSRII-Gen unter der Kontrolle des Trc-Promotors.
Zusitzlich besitzt er eine Tetrazyklin- und eine Chloramphenicol-Resistenz, einen C-terminalen
His-Tag am NpSRII-Gen und einen p15A Replikationsursprung. Durch den unterschiedlichen
Origin im Grundvektor der beiden Gene, NpSRII und Fusionsprotein, sind beide Plasmide
zueinander kompatibel.

Um vor dem eigentlichen Phototaxis-Experiment zu testen ob beide Proteine exprimiert werden,
wird hier als Beispiel an Hand des Fusionsproteins a eine Testexpression beschrieben. Die Zellen
werden bei 30° und 120 — 150 rpm auf eine ODs7gpm von = 1 - 1,5 angezogen und anschlieBend
mit 0,1 M IPTG und 10 uM Retinal, als Chromophor fiir den Rezeptor, induziert. Nach 2,5 h
weiterer Inkubation erfolgt die Zellernte durch Zentrifugation. Wéahrend der Expression werden
1 ml Zelllosungen fiir eine SDS-Gel-Analyse vor der Induktion und 30, 90 und 150 min nach der
Induktion abgenommen. Zusétzlich wird eine zweite Kultur als negativ-Kontrolle angezogen, die
wie die erste Kultur behandelt wird, nur dass diese nicht mit IPTG und Retinal induziert wird.
Die Expressionsproben werden pelletiert und in 100 pl 2 x SDS-Probenpuffer (s.2.7.1)
resuspendiert. Eine SDS-Gel-Analyse dieser Proben ergibt folgendes Bild (Abb. 3.1.36).
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ADbb. 3.1.36:  SDS-Polyacrylamid-Gel der Expressionsuntersuchung des E. coli RP437 Stammes
mit den beiden Plasmiden pSM _CT pTrcNpSRII a und pTrc NpHtrll-
MCP2 237 266. Spur 1: Zelllosung vor Induktion; 2-7: Zelllosungen nach der
Induktion mit 2: K-30’; 3: I-30’; 4: K-90’; 5: I-90°; 6: K-150’, 7: I-150°.

K = nicht induzierte Probe, I = induzierte Probe. 8: LMW-Standard in kDa.

Alle Expressionsproben, sowohl die induzierten, als auch die nicht induzierten Proben sehen auf
dem SDS-Gel vollkommen identisch aus. Es ist keine deutliche Uberexpression einer

Proteinbande sichtbar. Zur Uberpriifung, ob dennoch das Rezeptor-Molekiil und die Chimire



Ergebnisse 75

exprimiert werden, wird eine Western Blot Analyse durchgefiihrt. Eine Membran wird mit einem
His-Tag Antikorper entwickelt, der das NpSRII identifiziert und der zweite Blot wird mit Hilfe
eines NpHtrll-spezifischen Antikorpers, dessen Paratop sich gegen die AS 77 — 149 des NpHtrll
richtet (Wegener, 2000), inkubiert. Es werden zwei identische Gele mit der gleichen Auftragung
wie Abbildung 3.1.36 hergestellt, von denen die Proteine auf die Membran geblottet werden. Die
Entwicklung der Blots ist in Abbildung 3.1.37 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
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Abb. 3.1.37: Immunologischer Nachweis der Expressionsproben der Chimére a und des NpSRII
im RP437 Stamm durch Western Blot mit Hilfe des His-Antikorpers (A) und des
NpHtrlI-Antikorpers (B). Spur 1: Zellldsung vor Induktion; 2-7: Zelllosungen
nach der Induktion mit 2: K-30’; 3: I-30’; 4: K-90°; 5: I-90’; 6: K-150°, 7: I-150’.
K = nicht induzierte Probe, I = induzierte Probe. 8: Prestained Proten Marker in
kDa.

Der Blot mit dem Anti-His (Gel A) zeigt lediglich 2,5 h nach der Induktion eine schwache Bande
(Spur 7, Pfeil). Die Grofle des Proteins stimmt gut mit dem apparenten Molekulargewicht von
26,93 kDa des NpSRII-Rezeptors iiberein. Alle nicht induzierten Proben, also die negativen
Kontrollen (Spuren 2, 4 und 6), zeigen keine Expression des Rezeptors. Im Gegensatz dazu ldsst
sich im zweiten Blot (B), der mit einem NpHtrII-Antikérper entwickelt wird, in allen Spuren eine
Bande bei ca. 75 kDa erkennen. Da diese Bande auch in der Probe vor der Induktion vorkommt,
handelt es sich wahrscheinlich um eine Kreuzreaktion mit einem E. coli eigenem Protein,
eventuell den Chemorezeptoren, da sie eine schwache Sequenzhomologie zu dem Paratop zeigen.
Zusitzlich lassen sich auf dem Gel B bei zwei Kontrollen, der 90 min (Spur 4) und der 150 min
(Spur 6) Probe nach Induktion, eine schwache Bande erkennen. Dieses kann von einer schwachen
Basalexpression des RP437 Stammes herriihren. Deutlich ist die Uberexpression in den
induzierten Proben sichtbar (Spuren 3, 5 und 7, s. Pfeil). Demnach werden beide Proteine, sowohl
das NpSRII als auch die Chimére exprimiert und daher kénnen diese Stimme fiir die folgenden

Phototaxis Experimente eingesetzt werden.
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3.1.16 Umklonierung der Fusionsproteine und des NpSRII-Rezeptors auf
einen Vektor

An Hand dieser Ergebnisses (s. 3.1.15) wird deutlich, dass die beiden Proteine, NpSRII und
Chimére, zusammen erst nach 2,5 h Stunden Inkubation in der Zelle detektierbar exprimiert
werden. Auf Grund der unterschiedlichen Expressionsraten werden beide Proteine gemeinsam
auf einen Vektor kloniert, um eine 1:1 Expression zu garantieren.

Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Umklonierung der Plasmide durchgefiihrt werden.
Die Klonierungsstrategie sieht folgendermalBBen aus. Das NpSRII-Gen wird in Kombination mit
dem Trc-Promotor aus dem Vektor pSM_CT pTrcNpSRII a mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert. Die dazu verwendeten Primer (s. Kapitel 9) fithren gleichzeitig vor
den Promotor eine ECORI-Schnittstlle ein und am C-Terminus des Gens eine Sacll-Schnittstelle.
Nach der folgenden Restriktion des PCR-Produktes mit den beiden Restriktionsenzymen ECORI
und Sacll wird es in den ebenfalls mit ECORI und Sacll geschnittenen Vektor pACYC184 (s. 2.3)
ligiert. Das entstandene Plasmid pACYC pTrc NpSRII (Abb.3.1.38 A) wird durch
Sequenzierung auf eventuelle Fehler wihrend der PCR iiberpriift. In einem weiteren Schritt wird
dieser Vektor mit der Restriktionsendonuklease Tatl geschnitten, so dass er linearisiert wird.
Gleichzeitig werden die Gene fiir die Fusionsproteine ebenfalls mit Tatl aus dem jeweiligen
Vektor pTrc-FP herausgeschnitten. Durch diese Restriktion entsteht ein Fragment, das neben der
Chimére den Trc-Promotor und das Lacl-Gen enthélt. Eine Ligation dieses Fragmentes mit dem
linearisierten pACYC_pTrc_NpSRII Vektor ergibt ein Plasmid, das sowohl den Rezeptor NpSRII
unter der Kontrolle des Trc-Promotors, als auch das Fusionsprotein hinter dem Trc-Promotor
enthélt. Die Abbildung 3.1.38 B zeigt die Plasmidkarte pACYC_pTrc NpSRII-pTrc-FP-a der

Chimdre a als Beispiel.
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Abb. 3.1.38: Plasmidkarten = des  pACYC pTrc NpSRII = Vektor (A) und des
pACYC pTrc NpSRII-pTrc-FP-a Vektors. Die Plasmidkarten der anderen fiinf
Chiméren a — e sehen entsprechend aus.
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3.2 Untersuchungen zur NpHtrll Struktur und Rezeptor -Transducer -
Bindung

In dieser Arbeit werden erstmalig Experimente mit einem vollstdndigen NpHtrII-Konstrukt

durchgefiihrt.

3.2.1 Gelfiltrations-Analysen des NpHitrll

Zur Charakterisierung moglicher oligomerer Formen des NpHtrll Molekiils wird eine
GroBenausschluss-Chromatographie mit einer Superdex 200 10/300 GL Sidule durchgefiihrt
(s. 2.7.5). Die optimale Trennleistung der Séule liegt im Bereich von 10.000 — 600.000 Da mit
einem linearen Bereich bis ca. 1300 kDa. Abbildung 3.2.1 zeigt die Trennleistung der Sdule mit
zwei gemischten Gelfiltrations-Standards (LMW und HMW, s. 2.7.5).

Absorbtion
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25
A Zeit in min B Zeit in min

Abb. 3.2.1:  Chromatogramme der Gelfiltrations-Standards der HPLC Gelfiltration mit
Angaben der Elutionszeit (min), dem Molekulargewicht (kDa) und dem Stokes
Radius (SR, nm).
A: Run-1: Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), Ovalbumin (43 kDa),
Ribonukleasea A (13,7 kDa);
B: Run-2: Thyroglobulin (669 kDa), Catalase (232 kDa), Albumin (67 kDa),
Chymotrypsinogen A (25 kDa).

Aus den Retentionszeiten der Abbildung 3.2.1 beider Chromatogramme ldsst sich in der
halblogarithmischen Darstellung eine Eichgerade konstruieren, da die Retentionszeit spérischer
Makromolekiile umgekehrt proportional zu ihrem Molekulargewicht ist. Es werden fiir das
Molekulargewicht zwei verschiedene Eichgeraden entwickelt, wobei die erste Auftragung das

Molekularwicht in logarithmischer Darstellung gegen die entsprechenden Elutionzeiten der
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Standardproteine setzt. Die zweite Auftragung wird entsprechend unter Beriicksichtigung des

Ausschlussvolumens nach folgender Formel berechnet:

_Ve-Vo
Vc-Vo

Ve = Elutionsvolumen der Proben-Peaks, Vo = Ausschlussvolumen, V¢ = Sdulenvolumen. Der

av (Amersham Bioscience)

Ka-Wert wird gegen den Logarithmus des Molekulargewichts aufgetragen. Aus den ermittelten
Werten beider Eichgeraden wird ein Mittelwert gebildet, um ein ungefdhres Molekulargewicht

fir die einzelnen Protein-Peaks zu erhalten.

Gelfiltration des NpHtrll

Das Chromatogramm fiir den solubilisierten Transducer ist in Abbildung 3.2.2 dargestellt.
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Abb. 3.2.2:  Chromatogramme des NpHtrII.
Links: RT und 0 Minuten Inkubation. Pfeilspitzen deuten die Retentionszeiten der
Standardproteine an. MolekulargroBen sind in kDa angegeben.
Rechts: Zeitabhédngigkeit der Aggregationsbildung des Transducers bei 45°C.

Das Chromatogramm (links) zeigt die Anwesenheit von mehreren verschiedenen Spezies, die
verschiedenen oligomere Formen des Transducer reprasentieren. Das Ausschlussvolumen liegt
bei der Retentionszeit 16,5 min, so dass dieser Peak und der erste Peak bei einer Retentionszeit
von 15 min ein Molekulargewicht > 1,3 MDa haben und somit hoher oligomere Komplexe
darstellen. In absteigender Reihenfolge werden Peaks bei den Retentionszeiten von 17.9, 20.4,
23.6, 28.1 und 30.2 min beobachtet, die einem Molekulargewicht von jeweils ca. 1100, 600, 280,
100 und 60 kDa entsprechen. Die Werte, die im Weiteren in Klammern angegeben werden,
reprisentieren die Fraktionen der jeweiligen Spezies (in %, bezogen auf die gesamte betrachtete
Flache), die durch einen Gauss’schen Fit bestimmt werden. Die 1100 kDa Fraktion eluiert mit
einem schmalen Peak (29 %), gefolgt von einer Spezies mit einem breitem Peak bei ca. 600 kDa
(43 %). Eine andere Spezies folgt gut separiert mit einem starken Peak bei 280 kDa (16 %).
Kleinere Fraktionen eluieren bei Volumina, die einem Molekulargewicht von 100 kDa (< 1 %)
und 60 kDa (3 %) entsprechen.
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Um die Form der Proteine zu beriicksichtigen kann bei Gelfiltrations-Analysen der Stokes Radius
(Hydrodynamischer Radius) anstelle des Molekulargewichtes als beschreibende Gréf3e verwendet
werden. Dieser beschreibt den Radius einer festen Kugel, die dieselben Diffusionseigenschaften
besitzt wie das dazugehorige Molekiil. Meistens ist der Stokes Radius geringer als der effektive
Radius des Molekiils, da diese iiberwiegend keine perfekten Kugeln bilden. Im Falle des NpHtrII-
Molekiil und seiner entsprechenden Multimere, sind ,,rod-like* Strukturen durch die hohe
Homologie zu den Chemorezeptoren zu erwarten, so dass die aus den Retentionszeiten
gewonnenen Molekulargewichte nicht notwendigerweise mit den wirklichen Massen (MW
NpHtrlI-Monomer: 57,91 kDa) korreliert werden konnen (Brownleader et al., 1996; Marshall et
al., 2005). Aus diesem Grund werden die Stokes Radii der verschiedenen Transducer-Spezies auf
Grundlage einer Eichkurve der Standardproteine bestimmt. Fiir die entsprechenden oben
genannten Peaks werden folgende Radii ermittelt: 8.1, 7.1, 6.0, 4.4 und 3.6 mit einer Abweichung
von + 0.5 nm. In Gelfltrations-Studien am E. coli Tar-Rezeptor wurde ein apparentes Molekular-
gewicht von 248 kDa mit einem entsprechendem Stokes Radius von 5.6 nm fiir den in
Octylglucoside (OG) solubilisierten Aspartat-Rezeptor gefunden (Foster et al., 1985). In anderen
Untersuchungen mittels Sukrose-Dichte-Zentrifugation wurde ein Stokes Radius von 5,4 nm fiir
den Tar-Rezeptor bestimmt, was zu einem, mit Hilfe des Stokes Gesetzes, berechneten
Molekulargewicht von 122 kDa fiihrt (Milligan & Koshland, Jr., 1988). Dieser Wert ist in guter
Ubereinstimmung mit dem Rezeptor-Dimer (60 kDa pro Monomer). Auf Grund der strukturellen
und funktionellen Homologie zwischen dem Transducer und den Chemorezeptoren kann die
Annahme gemacht werden, dass NpHtrll ebenfalls als Dimer mit einer &hnlichen Form
vorkommt. Deshalb konnte es sich bei der Spezies, die mit einem Stokes Radius von 6.0 nm
(280 kDa) eluiert, um ein Transducer-Dimer handeln (im Vergleich zu 248 kDa von Tar, s. 0.),
obwohl der theoretisch berechnete Wert eines Dimers bei ca. 170 kDa liegt. Das Tar-Rezeptor-
Dimer eluiert bei den Gelfiltrationsexperimenten ebenfalls mit einem hoheren Molekulargewicht,
als das theoretisch berechnete. Der hoher ermittelte Wert des Transducers (6.0 nm im Gegensatz
zu 5.6 nm) kann wie folgt erkldrt werden. Zwar besitzt der NpHtrIl keine Ligandenbindungs-
Doméne, die ca. 8 nm lang ist, aber stattdessen ist die zytoplasmatische Domédne um ~ 100
Aminoséuren, die die zweite HAMP-Doméne enthélt, ldnger als der Tar-Rezeptor. Daher kann
von einer gleichen Léinge beider Proteine ausgegangen werden. Zudem ist der Transducer in
DDM solubilisiert anstatt in OG. DDM bildet eine Mizelle mit einer ungefdhren Grofle von
50 kDa, im Gegensatz zu OG, dessen Mizellengrofle ca. 7 kDa betrdgt. Deshalb kann auch eine
groBere gebundene Menge an Detergenz am Transducer-Dimer erwartet werden.

Basierend auf dieser Zuordnung des Transducer-Dimers miissen die Spezies mit kleineren Stokes
Radii entweder Monomere darstellen und/oder fehlgefaltetes Protein. Die Fraktion bei einem
Molekulargewicht von 60 kDa kénnte dem Transducer Monomer zugeordnet werden. Unter der
Annahme, dass der Transducer in nativer Form Dimere bildet, konnte vermutet werden, dass ein

Monomer wahrscheinlich in denaturierter Form vorkommt. Deshalb konnte der 60 kDa Peak
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einer unstrukturierten Form entsprechen, da es sonst wahrscheinlich zu héheren Molekular-
gewichten verschoben wire. Uber die in Spuren vorkommende andere Spezies bei 4.4 nm
(100 kDa) kann nur spekuliert werden, dass sie entweder einem fehlgefalteten Dimer oder einem
teilweise gefalteten Monomer entspricht. Jedoch hat diese Fraktion nur einen Anteil von < 1% am
Gesamtprotein in der Probe.

Die Spezies bei einem Stokes Radius von 7.1 nm (600 kDa) stellt die Hauptkomponente dar
(43 %). Es konnte sich hierbei, ausgehend von einer parallelen Anordnung der Transducer-
Dimere im Vergleich zu den Chemorezeptoren (Francis et al., 2004; Kim et al., 1999), um eine
,, Irimer of Dimer* Formation handeln. Der Peak bei einem Stokes Radius von 8.1 nm miisste
nicht ndher bestimmbaren hoheren Oligomeren entsprechen.

Die ITC-Experimente (s. u.) werden bei 45°C durchgefiihrt. Deshalb sollte die Oligomerbildung
und die Zeitabhingigkeit auch unter diesen Bedingungen untersucht werden. Aus den Egebnissen
dieser Gelfiltrations Experimente kann eine Zunahme der relativen Menge des Ausschlusspeaks
(Abb. 3.2.2, rechts) beobachtet werden. Dieses deutet auf eine Zeitabhidngigkeit des Systems hin,

bei der die Formung der Cluster bzw. hoherer Aggregate einen langsamen Prozess darstellt.
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Abb. 3.2.3:  A: Chromatogramm des NpPSRII gemessen bei den Wellenlingen 280 nm und
500 nm. Molekulargewichtsangaben sind in kDa angegeben.
B: Auftragung des Reinheitsquotienten von 280 nm / 500 nm gegen die Zeit der
einzelnen Peaks des NpSRII Chromatogramms.

Das Chromatogramm (Abb. 3.2.3) des solubilisierten NpSRII zeigt sechs Peaks, wobei es sich bei
dem Ersten und Zweiten erneut um Protein-Aggregate handelt, die im Ausschlussvolumen mit
einem Molekulargewicht > 1,3 MDa eluieren. Die Schulter bei ~ 860 kDa stellt wahrscheinlich
oligomere Formen des NpSRII dar. Jedoch lést sich aus dem 500/280 nm Verhiltnis (ca. 2,25,
optimales Verhiéltis: 1,21) feststellen, dass es sich teilweise um eine denaturierte Form handelt,

die vielleicht durch Wechselwirkungen mit dem S&ulenmaterial zustande kommen konnte, da das
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in diesem Versuch verwendete NpPSRII ein 500/280 nm Verhédltnis von ca. 1,3 aufweist.
Zusitzlich ist aus fritheren Arbeiten deutlich, dass das NpSRII in Detergenzien wie DDM stabil
ist.

Die Abbildung 3.2.3 B zeigt die berechnete Reinheit des NpSRII in den einzelnen Peaks. Drei
weitere Fraktionen mit einer relativ hohen Absorption bei 500 nm werden bei apparenten
Molekulargewichen von ~ 195 kDa (nur andeutungsweise als Schulter sichtbar), ~ 150 kDa und
~ 120 kDa beobachtet. Die Spezies bei 195 kDa und 120 kDa scheinen eine dimere und eine
monomere Form des funktionellen NpSRII zu repréasentieren. Dies ergibt sich durch Betrachtung
des Verhéltnisses der Absorptionen bei 280 und 500 nm, welche bei der 120 kDa Spezies 1,31
(92 % funktionell) und bei der 195kDa Fraktion 1,38 (88 % funktionell) betrdgt. Das
ungewohnlich hohe apparente molekulare Gewicht ist durch die groBe DDM Mizelle und die
daraus resultierende scheibenférmige Gestalt des Protein-Detergenz-Komplexes zu erkliaren. Die
letzte Fraktion bei 150 kDa konnte vermutlich einem denaturierten Monomer entsprechen, der
wahrscheinlich eine lidnger gestreckte Konformation aufweist, so dass das scheinbare

Molekulargewicht grofer wiirde.

Gelfilration des 1:1 NpSRII/NpHtrll Komplexes
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Abb. 3.2.4:  Gelfiltrationschromatogramme des 1:1 NpSRII/NpHtrll Komplexes. Die
Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Es wird gleichzeitig die
Zeitabhingigkeit des Komplexes bei Raumtemperatur (A), als auch bei 45°C
untersucht (B).

Es lésst sich, wie bei allen anderen Chromatogramen, die Aggregat-Peaks (~ 15 und 16 min)
erkennen. Im Vergleich zu dem Chromatogramm des NpHtrll sind die Spezies, die zum Einen
das Transducer-Dimer bei einem Molekulargewicht von 280 kDa und zum Anderen eine
oligomere Form bei 1100 kDa darstellen, hier nicht mehr sichtbar. Zusitzlich lisst sich eine
kleinere Verschiebung bei der oligomeren Form mit einem molekularen Gewicht von
600 — 620 kDa (RZ 20.1, 40 %) feststellen Die 860 kDa Spezies des freien Rezeptors ist
entweder auch verschwunden oder ist auf Grund seiner geringen Grof3e unter den anderen Peaks

untergelagert.
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Die Abwesenheit der Peaks des Transducer-Dimers und der oligomeren Form, als auch eventuell
des NpSRII-Peaks bei 860 kDa, resultiert aus der Bindung des Rezeptors an den Transducer.
Auch die Verschiebung zu hoherem molekularen Gewicht ldsst sich mit der Anwesenheit des
Rezeptors erkldren. Dieses wird auch durch eine Erhohung der Absorption bei 500 nm (= Apmax
(NpSRII)) fiir die entsprechenden Peaks im Chromatogramm nachgewiesen.

Interessant ist, dass nach einer 90 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur, das 1100 kDa
Transducer-Oligomer wieder erscheint, dass jedoch auch zu einem hoheren Gewicht von
~ 1180 kDa (RZ 17.3, 38 %) verschoben ist. Bei dieser Spezies findet eine Zunahme von 17 % zu
38 % statt, wohingegen die Fraktion der 620 (600) kDa Spezies (43 % — 38 %) einen leichten
Abfall zeigt. Die Spezies bei 180 kDa (RZ 25.4, 15 %) kénnte eine Uberlagerung von dem freien
NpHtrIl und dem freien NpSRII sein, oder ein Komplex zwischen dem 100 kDa NpHtrlI-Peak
und dem NpSRII-Dimer. Dagegen handelt es sich wahrscheinlich bei den Spezies um 110 kDa
(RZ 27.5, 12 %) und 60 kDa (RZ 30.0, 1 %) um freies NpSRII bzw. NpHtrll, die sich teils noch
iiberlagern, was in der anschlieBenden SDS-Page-Analyse (s. Abb.3.2.7) bestitigt wird.
Zusitzlich kann festgestellt werden, dass auch nach 90 miniitiger Inkubationszeit noch freies
NpSRII detektierbar ist, was darauf hinweist, dass nicht alle Transducer-Molekiile in der Lage
sind an den Rezeptor zu binden.

In einer weiteren Serie von Experimenten wird die Zeitabhidngigkeit der Komplexbildung bei
erhohter Temperatur von 45°C, die identisch zu der Temperatur ist, die in den ITC-Experimenten
verwendet wird (s. 3.2.4), untersucht (Abb. 3.2.4 B). Mit der Zeit nimmt die Spezies bei 620 kDa
(43 % — 30 %) zu und die Peaks der wahrscheinlich freien NpHtrll und NpSRII Molekiile
werden kleiner (Abb. 3.2.5).

0,16 - . 202
« 276
Fit der 20,2 min Daten
Fit der 27,6 min Daten

=
[x]

0,08 -I'

Absorption 280 nm

o
E

0,00

1 1 1 T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Inkubationszeit bei 45°C

Abb. 3.2.5:  Auftragung der Verdnderung der Peaks bei der zeitabhingigen Messung bei 45°C.

Interessant ist auch, dass die stirkste Fraktion (ermittelt durch den Gauss’ Fit) (Abb. 3.2.6) die
Spezies bei 1180 kDa ist, die wiahrend der Inkubation um einen Faktor 2 zunimmt
(17% — 35 %), zu Lasten der Spezies bei 180 und 110 kDa. Die erhohte Temperatur
beschleunigt die Bildung der 1180 kDa Spezies und der 620 kDa Spezies. Zusédtzlich wird aber
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auch hier nicht die komplette NpSRII-Fraktion an den Transducer gebunden. Eine Abschitzung
durch Integration der jeweiligen Flichen der Elutionspeaks bei der 500 nm Absorption ergibt
~ 43 % komplexiertes NpSRII direkt nach dem Mischen der Proteine, 58 % nach 5 min und 72 %
nach 30 min Inkubation bei 45°C.

= Original Chromatogram 20 == Original Chromatogram
) — Gauss Fit =— Gauss Fit
Komponenten des Gauss'schen Fits = Komponenten des Gauss'schen
1
§ 40 = g
= = 2 104
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E 204 E
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A Wellenlange B Wellenlénge

Abb. 3.2.6:  Chromatogramme des 1:1 NpSRII/NpHtrll Komplexes bei 45°C und 30 min
Inkubation. Zusitzlich sind die Ergebnisse des Gauss’schen Fits dargestellt.
A: Chromatogramm bei 280 nm. B: Chromatogramm bei 500 nm.

Um die Zusammensetzung der Peaks zu iiberpriifen werden 0,5 ml Fraktionen der Liufe
gesammelt und anschlieBend auf einem SDS-Gel analysiert. Dazu werden die Fraktionen

lyophilisiert und in ~40—50 pl Puffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel analysiert

(Abb. 3.2.7).
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Abb. 3.2.7:  SDS-Polyacrylamid-Gele der Gelfiltrations-Analysen des 1:1 NpSRII/NpHtrll
Komplexes bei RT und keine Inkubation (A+B) und bei 45°C und 30 min
Inkubation (C+D). Spuren 1 in Gel A+C: Auftrag auf die Siule; Spuren 2 (A+C)
u. 15 (B+D): LWM-Standard. Die restlichen Spuren zeigen die jeweiligen
Fraktionen der Gelfiltration. Angaben des Standards in kDa.
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Die Gele A und B zeigen die einzelnen Fraktionen des Gelfiltrations-Experimentes fiir den 1:1
Komplex bei RT. Die Gele C und D représentieren die entsprechenden Fraktionen der Messung
bei 45°C mit einer Inkubationszeit von 30 min. Die Spuren 1 der beiden Gele A und C zeigen den
Auftrag des Komplexes auf die Sdule. Zusitzlich wird auf jedem SDS-Page ein LMW-Standard
aufgetragen (Spuren 2: Gel A+C; Spuren 15: Gel B+D). In den Fraktionen 13 - 17 sind keine
Banden sichtbar. Erst ab Fraktion 18 lassen sich deutlich die Banden von NpHtrlI (ca. 80 kDa)
und NpSRII (27 kDa) erkennen (Pfeile). Auch durch das SDS werden die hoheren Aggregate
beider Proteine nicht zerstort (Fraktionen 18 -26). Dagegen nimmt die Konzentration des
Transducers in den Fraktionen, die kleinere Molekulargewichte représentieren, ab (Fraktionen
27 - 29). Woraus die 60 kDa gro3e Spezies besteht ist schwer zu sagen, da die Bestandteile dieser
Fraktionen nur schwach auf dem SDS-Gel zu erkennen sind (Fraktionen 30, 31). Durch das
gemeinsame Vorkommen des NPSRII und des NoHtrII in einer Fraktion kann die Bindung dieser

Proteine nachgewiesen werden.

Untersuchungen zur Stochiometrie des Komplexes

Zusitzlich werden noch Untersuchungen beziiglich der Stochiometrie des NpPSRII/NpHtrIl
Komplexes durchgefiihrt. Die Abbildung 3.2.8 zeigt die beiden Chromatogramme der 1:0,5
(NpHtrlI : NpSRII) (A) und der 1:2 (NpHtrll : NpSRII) (B) Stochiometrie. Es lassen sich keine
bemerkenswerten Anderungen im Vergleich zum 1:1 Komplex (Abb. 3.2.4) feststellen, bis auf

den Peak bei 620 kDa, der hauptsichlich bei einer Stochiometrie von 1:0,5 zu beobachten ist.

NpSRII+NpHirll 2:1

NpSRII+NpHtril 1:0.5

—— 280 nm

Absorption
Absorption

T T T T T 7T T 1 T T
10 15 20 25 30 35 10 15 20 25 30 35
A Zeit in Minuten B Zeit in Minuten

Abb. 3.2.8:  Gelfiltrations-Chromatogramme des NpSRII/NpHtrll Komplexes mit den
Stochiometrien 0,5:1 (A) und 2:1 (B) bei den Wellenldngen 280 und 500 nm.
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3.2.2 Circular Dichroismus Spektroskopie (CD)

Zur Analyse der Sekundirstruktur des NpHtrll werden von dem in DDM solubilisierten
Transducer CD-Spektren aufgenommen (s. 2.8.2). Die Konzentration des Transducers in den
Proben betrdgt zwischen 7 und 16 pM (=0,5-0,9 mg/ml). Die Spektren werden im
Wellenldngen-Bereich von 260 nm bis 190 nm aufgenommen.

Abbildung 3.2.9 A zeigt das CD-Spektrum des solubilisierten NpHtrII-Molekiils sowohl in Salz-

freien Puffer als auch in Anwesenheit von 1 M NaF.
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Abb. 3.2.9:  CD-Spektren vom solubilisierten NpHtrII sowohl in Salz-freien Puffer als auch in
1 M NaF Puffer.

In Abwesenheit von Salz zeigt das CD-Spektrum ein mit hauptsdchlich helikalen Anteilen
versehendes Spektrum mit einem Maximum bei kleiner Wellenldnge (192 nm) und zwei Minima
(207 nm und 222 nm) bei lingeren Wellenldngen. Die Sekundérstruktur Vorhersagen aus den
CD-Daten mittels dreier verschiedener Algorithmen (s. 2.8.2) zeigen einen a-helikalen Gehalt
von 30 % an (s. Tabelle 3.2.1). Bei hoherer Ionenstirke (1 M NaF) nimmt der Anteil a-helikaler
Struktur zu und es wird ein Gehalt von 50 % kalkuliert. Durch die nativeren Bedingungen konnte
die Struktur des Transducer verstirkt werden, die aus den Ergebnissen der ESR-Messungen (s. u.)
eine hohe Dynamik in solubilisierter Form aufweist und damit durch CD-Messungen nicht
vollstidndig greifbar ist.

Abbildung 3.2.10 reprisentiert die entsprechenden Messungen fiir den NpHtrII/NpSRII Komplex
(1:1 Stochiometrie).
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Abb. 3.2.10: CD-Spektren des solubilisierten NpHtrII/NpSRII Komplexes entweder in Salz
freiem Puffer oder in 1 M NaF Puffer (A). B zeigt die Messung der Temperatur-
abhingigkeit des Komplexes in 1 M NaF.

Wie erwartet zeigt das CD-Spektrum des Komplexes in Anwesenheit des Rezeptors einen hohen
a-helikalen Anteil an der Gesamtstruktur (Abb. 3.2.10 A). Der aus Sekundérstrukturvorhersagen
berechnete theoretische a-helikale Anteil des Komplexes liegt bei ca. 78 % (NpHtrll: 92 %,
NpSRII: 63 %). Ohne Salz erfahrt diese Fraktion schon eine Zunahme auf 47 % nach den
Algorithmen-gestiitzten Strukturvorhersagen. Der Effekt der hoheren Ionenstdrke ist weniger
ausgeprdgt. Es ist eine Zunahme von 5% in der Probe mit 1 M NaF zu beobachten
(s. Tabelle 3.2.1).

CD-Messungen zur Temperaturabhingigkeit der Sekundérstruktur des NpHtrII/NpSRII-
Komplexes, zeigen keinen signifikanten Effekt im Bereich von 12,9°C bis 38,5°C
(Abb. 3.2.10 B).

Bei den Ergebnissen der drei verschiedenen Algorithmen sollte angemerkt werden, dass die
Ergebnisse fiir den Rezeptor-Transducer Komplex in allen drei Varianten sehr gut miteinander
iibereinstimmen, aber flir die Analyse des Transducers groB3e Abweichungen in den Vorhersagen
bestehen (Tabelle 3.2.1).

a-helix B-sheet turn random coil
NpHtrll OM 24— 36" 12-19 19-23 30-39
NpHtrll 1M 44 - 54 4-9 13-18 24 - 39
complex OM 47 z2 9 +2 17 2 27 +1
complex 1M 52 =1 8 =1 15 +2 26 +1

' Bereich der Werte in % ermittelt durch die drei verschiedenen Algorithmen
? Mittelwerte der durch die drei Algorithmen ermittelten Werte

Tabelle 3.2.1: Sekundirstruktur Vorhersagen mit Hilfe von Netzwerk-basierender CD-Software.
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3.2.3 Untersuchungen des Photozykluses des NpSRII/NpHtrll Komplexes

Die Kenntnis iiber den Photozyklus des NpSRII ist notwendig zum Verstdndnis der
Reizaufnahme und der Weiterleitung an die nachgeschaltete Signaltransduktionskaskade in dem
System der Phototaxis. Es existieren bereits detaillierte kinetische Untersuchungen tiber den
NpSRII Photozyklus (Chizhov et al., 1998; Schmies et al., 2000). In dieser Arbeit soll die
Laserblitz-Absorptions-Spektrometrie (s. 2.8.3) genutzt werden, um den Einfluss der Bindung
des Transducers an das NpSRII auf die Kinetik des Photozyklus des Rezeptors zu untersuchen.
Die transienten optischen Absorptionsinderungen werden bei drei indikativen Wellenldngen
gemessen. Die Wellenldnge 400 nm reprisentiert die Bildung und den Zerfall des Mago-
Intermediates, die 500 nm den Zerfall und die Riickbildung des Grundzustandes und die
540/550 nm Wellenldngen stehen fiir die Kinetik des Os4¢/550-Intermediates (Abb. 3.2.11).

AOD
AOD

10° 10° 10" 107 107 10" 10" 10'
A Zeit in Sekunden B Zeit in Sekunden

Abb. 3.2.11: Differentielle Absorptionsdnderungen bei den drei indikativen Wellenldngen
400 nm, 500 nm und 540/550 nm fiir NpSRII (rot), NpSRII/NpHtrII-157 (griin)
und NpSRII/NpHtrIl (schwarz). Die Proben werden im solubilisierten Zustand (A)
und in rekonstituierter Form gemessen.

Es werden sowohl das Rezeptor-Molekiil, als auch der NpSRII/NpHtrII-157 Komplex (NpHtrII-
157 zur Verfiigung gestellt von Swetlana Martell und Annika Goppner) und der NpSRII/NpHtrlI
Komplex untersucht.

Abbildung 3.2.11 A zeigt die Photozyklen der drei solubilisierten Proben. In diesem Zustand
findet man nur einen kleinen Effekt des verkiirzten Transducers NpHtrlI-157. Der Zerfall des M-
Intermediates wird verlangsamt und des O-Intermediates beschleunigt. Dieses Verhalten wurde
auch schon Klare et. al. (Klare et al., 2006) beobachtet. Im Gegensatz dazu wird kein
abweichender Effekt des verkiirzten Transducers im Vergleich zu der NpSRII-Probe im
rekonstituierten Zustand beobachtet. Der NpHtrIl zeigt jedoch einen Effekt auf das Verhalten des
Photozykluses des NpSRII im rekonstituierten Zustand (Abb. 3.2.11 B). Dieser Effekt ist
insbesondere fiir den M-Zerfall beobachtbar, der etwa um einen Faktor 2 in Anwesenheit des

Transducers im Vergleich zu den anderen beiden Proben, verlangsamt ist.
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3.2.4 Isotherme Titrations Kalorimetrie am NpSRII/NpHtril Komplex

Theoretischer Hintergrund zur ITC-Messung

Durch Isotherme Titrations Kalorimetrie (ITC) (s.auch 2.8.5) wird die Bindung zwischen
Reaktionspartnern durch Messung der Reaktionswérme die als endotherme Energie dem System
zugefiigt werden muss oder als exotherme Energie frei wird, bestimmt. Dabei dient als
Messsignal ein Heizstrom an der Messzelle, der Temperaturdifferenzen, durch Freisetzung oder
Aufnahme von Wiarme, zur Referenzzelle, ausgleicht.

Aus den Messungen konnen direkt die folgenden Parameter bestimmt werden: Bindungsaffinitit
kp, Enthalpy AH und Bindungs-Stochiometrie n. Dieses geschieht durch die Integration der
Flachen der einzelnen Injektionspeaks. Mit Hilfe dieser Daten kann sowohl die Entropie AS, als

auch die freie Energie AG berechnet werden:

AG = -RTInK = AH-TAS.

Titrationskontrollen

In einer Reihe von Experimenten wird die Bindungsaffinitit des Rezeptors NpSRII zum
Transducer NpHtrIl durch ITC-Messungen (s. 2.8.5) untersucht. Alle Messungen erfolgen bei
45°C mit tiber Nacht in ITC-Puffer dialysierten Proben. Zunéchst werden als erstes Kontroll-
Titrationen zur Uberpriifung der Mischwirmen bei der Titration zweier verschiedener Losungen
durchgefiihrt. Bei der ersten Messung wird der Rezeptor in unterschiedlichen Konzentrationen in

ITC-Puffer titriert. Abbildung 3.2.12 A - C zeigt die entsprechenden Titrations-Kurven.
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Abb. 3.2.12: ITC-Kontroll-Messungen von NPSRII in ITC-Puffer (A-C) mit verschiedenen
Konzentrationen (A: 100 uM, B: 200 uM, C: 345 pM) und ITC-Puffer in NpHtrlIl
(D). Die oberen Bereiche der Daten stellen jeweils die Basislinien-korrigierten
Rohdaten dar. Im unteren Bereich sind die aus der Messkurve berechneten
molaren Wirmen in Abhingigkeit von dem Titrationsfortschritt aufgetragen.

Die Kontroll-Titrationen von NpSRII in den Puffer lassen erkennen, dass es sich bei diesen
Titrationen um Verdiinnungskurven handelt. Die negativen Peaks werden mit zunehmender
Injektionszahl relativ schnell kleiner und stagnieren dann etwas unter dem Nullpunkt. Auffallend

ist allerdings, dass neben den negativen Peaks, die eine exotherme Verdiinnungswérme
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darstellen, auch positive Peaks, die entsprechend endotherme Energien reprasentieren, auftreten.
Jedoch handelt es sich um schmale Peaks, die nur einen kleinen Effekt reprdsentieren. Eine
Auswertung der Roh-Daten liefert sowohl ohne Einbezug der positiven Peaks, als auch mit Bezug
der positiven Flichen vergleichbare Ergebnisse, so dass sie vernachldssigt werden kénnen. Zur
zweiten Kontrollmessung wird ITC-Puffer aus der Spritze in die Transducer-Probe, die sich in
der Messzelle befindet, titriert. Es ist kein wesentlicher Effekt erkennbar (s. Abb. 3.2.12 D). Es
treten zwar negative Peaks auf, die eine endotherme Reaktion andeuten, jedoch ergibt eine
Auswertung der Roh-Daten keine Verdiinnungskurve. Die positiven Peaks in dieser Messung
sind wahrscheinlich auf Grund eines duBleren, storenden Einflussen entstanden und konnen

vernachléssigt bzw. aus der Wertung heraus genommen werden.

Titrationen von NpSRII zu NpHtrll

Bei den eigentlichen Titrationsversuchen, sowie den Kontrollen, liegt der Transducer, isoliert aus
der Membranfraktion, in solubilisierter Form in DDM vor und wird wie das solubilisierte
Rezeptor Molekiil auf 45°C vorgewdrmt. Folgend wird das NpSRII in 5 pl —20 pl Portionen
durch die Spritze zur Messzelle, in der sich der Transducer befindet, zugefiigt. Die Messungen
werden bei 45°C durchgefiihrt, da die verkiirzten Transducer-Fragmente keine bemerkenswerten
Effekte bei niedrigeren Temperaturen in fritheren Experimenten gezeigt haben (Hippler-Mreyen
et al., 2003). Die Titrationskurve, in Anwesenheit von 150 mM NaCl, ist in Abbildung 3.2.13 A
dargestellt.
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Abb. 3.2.13: ITC-Messungen von NpSRII mit dem NpHtrII (isoliert aus der Membranfraktion)
entweder in Puffer, der 150 mM NaCl (A) oder 4 M NaCl enthélt (B). In A sind
5 ul Injektionen und in B 20 pl Injektionen durchgefiihrt worden. Die oberen
Bereiche der Daten stellen jeweils die Basislinien-korrigierten Rohdaten dar. Im
unteren Bereich sind die aus der Messkurve berechneten molaren Wérmen in
Abhidngigkeit vom Titrationsfortschritt aufgetragen.
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Aus den Rohdaten (Abb. 3.2.13 A) ist erkennbar, dass negative Peaks auftreten, die mit der Zeit
immer kleiner werden. Die auch hier auftauchenden positiven Peaks konnen ebenfalls
vernachlédssigt werden. Die Auswertung der Daten (Abb. 3.2.13 A unten) zeigt eine typische
Bindungskurve mit AH =-22 kJ/mol. Bei der Bindung des Rezeptors an den Transducer handelt
sich um eine exotherme Reaktion. Aus vorigen Messungen mit dem verkiirtzen NpHtrll;s;-His
wurde ein AH=-17.9 kJ/mol erhalten. Die Titration ergibt eine 1:0,52 Stochiometrie
(NpHtrIl : NpSRII), mit einer Dissoziationskonstanten von 654 nM. Im Vergleich zu den
Messungen mit den verkiirzten Transducer Fragmenten (z.B. NpHtrll;s;-His (kp > 163 nM)
(Hippler-Mreyen et al., 2003)) und unter Beriicksichtigung der Messungenauigkeit wird hier eine
ca. vierfache Zunahme des apparenten kp Wertes beobachtet, d. h. eine deutliche schwéchere
Bindung. Durch diese Werte wird ein Hinweis auf Unterschiede in der Bindung zwischen dem
Rezeptor und den verkiirzten Transducern im Vergleich zum NpHtrIl gegeben.

Um den Einfluss der ionischen Stirke auf die Rezeptor-Transducer Bindung zu testen, wird eine
weitere Reihe von Experimenten in Anwesenheit von 4 M Natriumchlorid, das den natiirlichen
Bedingungen der halophilen Bakterien dhnelt, durchgefiihrt. Die Abbildung 3.2.13 B zeigt eine
Titrationskurve dieser Versuchsreihe mit 20 pl Injektionen. Auch hier sind hauptsichlich
negative Peaks sichtbar und ein paar kleinere positive Peaks. Die Roh-Daten zeigen allerdings
keine eindeutige Bindungskurve. Werden stark streuende Datenpunkte aus der Auswertung
herausgenommen, ergibt sich die in Abbildung 3.2.13 B unten dargestellte Auftragung aus der
eine Bindung des Transducers an NpPSRII hervorgeht. Die Bindungsaffinitét liegt unter diesen
Bedingungen bei 207 nM, was einer Zunahme um einen Faktor 3 entspricht. Die Stochiometrie
liegt in diesem Versuch bei 1:0,72 (NpHtrIl : NpSRII). Bemerkenswert ist, dass der enthalpische
Beitrag der Bindungsenergie im Vergleich zu den Experimenten mit einer Salzkonzentration von
150 mM NaCl um einen Faktor 4 auf AH = - 5.0 kJ/mol abnimmt.

Die Ergebnisse dieser Messungen einschlielich des Vergleichs mit den publizierten Daten des

verkiirzten Transdcuer Fragments NpHtrll;s; sind in der Tabelle 3.2.2 dargestellt.

Craci 1 1 1 6 -1 -1 kp
NpHitrll n AH (kI mol™) | Ky (M'x 10% | AG (kI mol™) | AS (J mol'K™)
(mM) (nM)
full 150 0.52 -22.0 1.7 -37.6 49 654
length | 4000 0.72 -5.0 5.0 -40.6 112 207
157 | 1s0 | 10 | 179 | 62 | 414 | 74 | 160

'Stochiometrie Transducer : Rezeptor =1 : n
*Daten von Hippler-Mreyen et al. (Hippler-Mreyen et al., 2003)

Tabelle 3.2.2: Thermodynamische Parameter der Bindung von NpHtrll und NpHtrll;s; an
NpSRII.
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Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass die gefundene Stochiometrie von 1:0,52 - 0,72
gut ibereinstimmt mit den Ergebnissen aus den Gelfiltrations-Experimenten bei 45°C bei denen
kein vollstindiger Verbrauch des Rezeptors fiir die Bindung an den Transducer festgestellt
werden konnte (s. 3.2.1). Zusitzlich wird, dhnlich der Zeitabhingigkeit der Komplex Bildung bei
den Gelfiltrations-Exerimenten, beobachtet, dass bei ldngerer Inkubationszeit (7 anstatt 4 min)
zwischen den einzelnen Injektionen bei den ITC-Messungen bei hoher Salzkonzentration, eine
hohere Rezeptor-Transducer Stochiometrie beobachtet wird (0,72 im Gegensatz zu 0,52).

Die bisher unternommenen ITC-Messungen bezogen sich auf den aus der Membran isolierten
Transducer. Da aber auch ein groBer Anteil des NpHtrll im Zytoplama der Zelle vorliegt, soll
durch ITC-Messungen die Bindungsstirke des Transducers an den Rezeptor iiberpriift werden.
Dazu werden die aus dem Zytoplasma aufgereinigten und in DDM aufgenommenen Transducer
Molekiile unter gleiche Versuchsbedingungen wie die vorigen Messungen gebracht. Der
Rezeptor wird dann zu den NpHtrlI Molekiilen in 5 pl Schritten in einem Verhéltnis von ca. 6:1

(NpSRII : NpHtrlI) titriert. Abbildung 3.2.14 zeigt die entstandenen Titrationskurven.
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Abb. 3.2.14: ITC-Messungen von NPSRII mit dem NpHtrll, isoliert aus der Zytoplasma-
Fraktion, entweder in Puffer, der 150 mM NaCl enthélt (A) oder der 4 M NaCl
entdlt (B). Die oberen Bereiche der Daten stellen jeweils die basislinien-
korrigierten Rohdaten dar. Im unteren Bereich sind die aus der Messkurve
berechneten molaren Wiarmen in Abhédngigkeit von dem Titrationsfortschritt
aufgetragen.

Beide Titrationskurven zeigen klar negative Peaks pro Injektion ohne positive Peaks. Die Kurven
entsprechen Verdiinnungskurven wie sie in der Abbildung 3.2.12 fiir die Kontrollmessungen des

Rezeptors dargestellt sind. Das bedeutet, dass eine Bindung des Rezeptors an den Transducer
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nicht stattfindet. Es ldsst sich daraus folgern, dass der aus dem Zytoplasma aufgereinigte

Transducer, vermutlich auf Grund von Fehlfaltung nicht zur Bindung den Rezeptor fahig ist.

3.2.5 Untersuchung zur Rickfaltung des zytoplasmatischen NpHitrli

Aus den oben beschriebenen ITC-Messungen ist deutlich geworden, dass NpHtrll, das aus dem
Zytoplasma aufgereinigt wird (s. 3.1.1) keine korrekte Faltung aufweist, da es mit dem NpSRII
Rezeptor keine Bindung eingehen kann. Daher soll versucht werden, den Transducer nach
Denaturierung wieder in seine aktive Form zu falten. Die Denaturierung erfolgt durch Zugabe
von 6 M Guanidinium-Hydrochlorid zum solubilisierten NpHtrll fiir 2h unter geringem
Schiitteln bei 4°C. AnschlieBend wird eine Dialyse gegen ITC-150 mM-Puffer (150 mM NacCl,
10 mM Tris (pH 8), 0,05 % DDM) iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Eine folgende SDS-Page
(s. 2.7.1) Analyse iiberpriift die behandelte Probe (Abb. 3.2.15).

1 2 3

Abb. 3.2.15:  SDS-Polyacrylamid-Gel der Denaturierung und anschlieBenden Riickfaltung des
aus dem Zytoplasma isolierten NpHtrII.
Spur: 1: LMW-Marker, 2: NpHtrIl + 6 M GuHCI vor der Dialyse, 3: NpHtrIl nach
Dialyse in 150 mM NaCl
Der obere Pfeil markiert die Grofe des funktionellen NpHtrll, der untere die
abgebaute NpHtrlI-Bande.

Im SDS-Gel ist klar ersichtlich, dass das NpHtrII durch die Denaturierung mit GuHCI eine starke
Tendenz zur Aggregation zeigt. Zusitzlich weist es eine unterschiedliche Faltung zum nicht
denaturierten Transducer auf, die wahrscheinlich zu einem veridnderten Laufverhalten im Gel
fithrt, da hauptsédchlich nur noch eine Bande bei ca. 70 kDa auftritt. Trotz der Diaylse in GuHCI
freien Puffer wird keine deutliche Besserung mehr erreicht. Daher wird dieser Ansatz nicht weiter

verfolgt.
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3.2.6 FTIR-Messung des NpHtrll

Die FTIR-Messung des Transducers NpHtrll wird in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
F. Siebert (Universitdt Freiburg) durchgefiihrt. Die Abbildung 3.2.16 zeigt das FTIR-Spektrum
von NpHtrll (blau). Das Spektrum ebenfalls vermessener PM-Lipide ohne Protein (rot) wird als
Basislinie vom eigentlichen FTIR-Spektrum des Transducers subtrahiert um das reine
Proteinspektrum (schwarz) zu erhalten. Zur Normierung der Spektren wird eine Bande des

Absorptionsspektrums bei ca. 3330 cm™ (Amid A-Region: N-H-Streckschwingung) verwendet, in

denen Proteine nicht absorbieren.

06

Htrll mit Lipid-Absorption
—— Lipid-Absorption

.
0.5 4| —— Htrll Absarption minus normierte g_?
Lipid-Absorption T
=
04 g
<

Absorption / 0.d.

T T T T T T . T T
1000 1200 1400 1600 1800 2000

Wellenzahl / cm’™

Abb. 3.2.16: FTIR-Spektrum des solubilisierten NpHtrll mit Lipid-Absorption (blau), ohne
Lipid-Absorption (schwarz) und der Lipide (rot).

Das FTIR-Spektrum der Lipid-Losung zeigt einen deutlichen Peak bei der Wellenzahl von
ca. 1640 cm™ (Amid I) und einen sehr kleinen Peak bei 1075 cm™. Die beiden F TIR-Spektren des
solubilisierten NpHtrIl sehen fast identisch aus. Sie zeigen beide die gleichen Peaks nur mit
unterschiedlicher Amplitude. Vier deutliche Peaks sind ca. bei den Wellenzahlen 1656 (Amid I),
1632 (Amid I), 1541 (Amid II) und 1061 cm™ zu erkennen. Vier weitere kleinere Peaks liegen in
dem Wellenzahlbereich zwischen 1460 und 1226 cm™ (Amid III).

Die Amid I und Amid II Regionen sind wichtig beziiglich der Bestimmung der Sekundérstruktur.

Um die genauen Peak-Positionen im Spektrum zu bestimmen wird das Derivat (2. Ableitung)
berechnet (Abb. 3.2.17).
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2. Ableitung der Amid | und Amid Il Region

Amid 1l Amid |

0,001 -

10,000 -

2. Ableitung
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-0.002 4

T 1 1
1400 1500 1600 1700
Wellenzahl / cm’”

Abb. 3.2.17: 2. Ableitung der Amid I und Amid II Region des NpHtrIl Interferogramms mit
abgezogener PML-Kontrolle.

Im Amid I und Amid II Bereich finden sich verschiedene Peaks, wobei die deutlichsten bei den
Wellenzahlen 1452, 1468, 1516, 1547, 1628, 1657, 1680 und 1693 em zu erkennen sind. Die
Amid I-Region geht ca. von der Wellenlénge 1600-1700 cm™, die Amid II-Region erstreckt sich
zwichen den Wellenldngen 1480 - 1575 cm™. Beide Regionen zeigen sowohl B-Faltblatt, als auch
a-helikale Strukturen. Die Peaks bei den Wellenlingen 1547 und 1657 cm™ weisen auf eine o-
helikale Struktur hin, wohingegen die Peaks bei den Wellenldngen 1628 und 1693 cm™ auf ein f-
Faltblatt deuten. Der Peak bei 1680 cm™ gibt zusitzlich einen Hinweis fiir einen p-Turn. Die
iibrigen Peaks konnen nicht eindeutig einer Sekundérstruktur zugeschrieben werden. Durch diese
FTIR-Messung wird ein weiterer Hinweis auf eine mdgliche coiled-coil Konformation des

Transducer geliefert.
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3.3 Kristallisation von NpHtrll-Konstrukten

Bisher konnte vom NpSRII/NpHtrll Komplex nur der Rezeptor und der transmembrane Teil des
Transducers Molekiils aus kubischen Lipidphasen kristallisiert, und deren Struktur bestimmt
werden (Gordeliy et al., 2002). So existieren, zusammen mit den Erkenntnissen struktureller
Daten iiber die Chemorezeptoren, Informationen {iber die Rezeptordomine, den
Transmembranteil, sowie iiber die groe zytoplasmatische Domine. Es fehlen immer noch Daten
iiber den fir den Signaltransfer wichtigen Linker-Bereich, der sich zwischen dem
transmembranen Bereich und der zytoplasmatischen Doméne befindet. Zudem existieren die
Informationen iiber den zytoplasmatischen Bereich nur von den Daten der Chemorezeptoren
(Kim et al., 1999). Um diese Liicke zu schlieBen werden drei verschiedene zytoplasmatische
NpHtrlI-Konstrukte kloniert und fiir Kristallisationsversuche aufgereinigt, die den Linker-Bereich
enthalten. Die Kristallisation dieser Fragmente und des Transducers werden in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Georg Biildt (IBI-2, Forschungszentrum Jiilich) durchgefiihrt. Die

Kristallisationsansétze werden von V. Gordeliy optimiert und ausgefiihrt.

3.3.1 Vorbereitungen zur Kristallisation

Die zytoplasmatischen NpHtrll-Fragmente, NpHtrll L82C-534, NpHtrll K96C-534 und
NpHtrIl 130-534, werden in Kristallisationspuffer (25 mM Hepes, | mM EDTA, pH 7,4) iiber
Nacht dialysiert und an V. Gordeliy (Forschungszentrum Jiilich) zur Kristallisation iibergeben.

Zusitzlich wird versucht NpHtrll zu kristallisieren. Dazu wird das Ni-Eluat dieses Proteins
(s. 3.1.1), aufgereinigt aus der Membranfraktion, verwendet. Es wird sowohl ein Ansatz mit dem
Trasducer, als auch im Komplex mit NpSRII durchgefiihrt. Fiir die Kristallisations-Versuche
werden die Proteine der beiden Ansidtze in die kubische Lipidphase iiberfiihrt, was von V.
Gordeliy durchgefiihrt wird. Erste Kristallbildungen des Komplexes sind in der Abbildung 3.3.1
dagestellt. Die Kristalle sind bislang klein und nicht geeignet um mit ihnen Streuversuche

durchzufiihren, so dass Optimierungsarbeit notwendig ist.
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Abb. 3.3.1:  Erste Kristalle des Ansatzes des Transducers im Komplex mit NpSRII in der
kubischen Lipidphase.
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3.4 ESR-Untersuchungen zur Strukturaufklarung und
Signaltransduktion

Zum Verstindnis der Mechanismen der phototaktischen Signaltransduktion sind nicht nur
strukturelle, sondern auch kinetische Daten iiber den Rezeptor/Transducer Komplex notwendig.
Daher wird neben der Rontgenstrukturanalyse eine weitere Methode, die ESR-Spektroskopie (in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von H.-J. Steinoff) unter Anwendung der Methode des
,site-directed  spin-labeling” angewendet. Diese Methode erlaubt es zusitzlich zur
Strukturuntersuchung dynamische Vorginge zu analysieren. Um das bisher bestehende statische
Bild des Signaltransfers zu verbessern, werden verschiedene Cysteinmutanten hergestellt, mit

denen der Signaltransfer von der Membran zur Signaldoméne untersucht werden soll.

3.4.1 ESR-Untersuchungen am Transducer Molekiil

Spinmarkierung

Zur Analyse der Mutanten mit Hilfe der ESR-Spektroskopie wird der Spin-Label MTSL kovalent
iiber eine Disulfidbriicke an das Cystein des Molekiils gebunden (s. 2.8.4). Neben der Markierung
der Cysteinmutanten des NpHtrIl wird auch das natiirliche Cystein an Position 173 gelabelt. Die
Spin-Markierung der Proteine erfolgt wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben. Pro Transducer-Konstrukt
werden vier verschiedene Proben hergestellt, das Transducer-Molekiil in solubilisierter und in
rekonstituierter Form und jeweils solubilisiert und rekonstituiert in einem 1:1 Komplex mit dem
Rezeptor NpSRIL.

Untersuchungen zur Austauschwechselwirkung
Da es sich beim NpHtrll um Dimere und Oligomere handelt (s. 3.2.1), kann eine Spin-Spin-
Interaktion dann stattfinden wenn beide Label in rdumlicher Ndhe zueinander sind. Abbildung

3.4.1 stellt die theoretische Struktur des Transducer-Dimers in der Signaldoméne dar.

m

ey Ly |
L '

J

— 0

L350 —— L350
A349 —— A349
L348 — L348
1347 — 1347

Abb.3.4.1:  Schematische Darstellung der Signaldoméne des Transducer-Dimers.
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Die Positionen A349 und L348 zeigen in das Innere des coiled-coil Biindels, so dass Spin-Spin-
Interaktionen wahrscheinlicher sind, als bei den nach aulen zeigenden Spin-Labeln (z. B. L350,
N346).

Die ESR-Daten der Cysteinmutanten des NpHtrlIl beziiglich dieser Austauschwechselwirkungen
sind in der Abbildung 3.4.2 aufgefiihrt.

NpSRII-His + NpHitrll-x-His, DDM
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Abb.3.4.2:  ESR-Spektren der solubilisierten NpHtrlI-Cysteinmutanten im Komplex mit
NpSRII unter 500 mM NaCl und 3 M NaCl Bedingungen. Die Spektren sind Spin-
normiert.

Zur Normierung der ESR-Spektren auf die Spinzahl werden die Proben denaturiert. Dadurch
werden Wechselwirkungen ausgeschlossen und es kann eine Normierung auf die
Spinkonzentration erfolgen. Die Amplitudenstirke der normalisierten Spektren (Abb. 3.4.2) ist
ein MaB fiir die Austauschwechselwirkungen. Je hoher die Amplitude, destso kleiner sind die
Austauchwechselwirkungen.

Bei den eine 1,5 Helix-Windung repriasentierenden Cysteinmutanten N346C bis L350C lasst sich
kein deutlicher Hinweis auf eine bestehende coiled-coil Struktur bei 500 mM NaCl erkennen. Es
ist aber klar ersichtlich, dass es deuliche Austauschwechselwirkungen an bestimmten Positionen,
wie z. B. A349C, gibt. Auch bei den Positionen V368C und E372C sind gewisse Anteile
vorhanden. Insgesamt wird die Austauschwechselwirkung an allen Positionen bei Anwesenheit
von 3 M KCl, bis auf die Cysteinmutante 1347C, intensiver, was auf engere Packung unter den
nativeren Bedingungen hinweist. Bei 3 M Salz wird zudem ein Hinweis fiir eine coiled-coil
Konformation gefunden, da die Austauschwechselwirkungen an den Positionen L348C und

A349C, die nach Sekundérstruktur-Vorhersagen ins Innere des coiled-coil zeigen, sehr stark sind
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und bei den nach auBlen zeigenden Aminoséuren, N346C, 1347C und L350C, geringere

Wechselwirkungen erkennbar sind.
Mobilitatsuntersuchungen

Zusitzlich wird die Mobilitét dieser spinmarkierten Proben gemessen. Die Abbildung 3.4.3 zeigt

das Ergebnis dieser Messungen.

07 ~ NpHirll-x-His + NpSRIl, DOM, Mobiitatsparameter

n
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Abb. 3.4.3:  Auftragung des Mobilitidtsparameters der NpHtrII-Cysteinmutanten im Komplex
mit NpSRII in solubilisierter Form unter 500 mM oder 3 M Salz.
AH',, = inverse Linienbreite der Hauptfeldlinie.

Der Mobilitatsparameter gibt die Mobilitdt des Spin-Labels an der entsprechenden Position an. Je
hoher der Wert des Parameters, destso mobiler ist der Spin-Label (0,6 - 0,7: sehr mobil, fast
vollig frei). Alle Positionen weisen eine hohe Mobilitdt (0,3 - 0,6) des Spin-Labels auf. Auch bei
dieser Messung wird deutlich, dass die Hoch-Salz Bedingungen zu einer starreren Konformation
des Proteins fithren. Die Proteine weisen aber unter diesen Bedingungen noch eine hohe Dynamik
auf. Die Positionen L350C und V368C zeigen die stirkste Beeinflussung durch das Salz im
Gegensatz zu den anderen Positionen. Die Verteilung der Mobilitdtszunahme bzw. -abnahme in
Abhiéngigkeit von der Position, die eine gewisse Periodizitit aufweist, deutet eine helikale

Struktur an. Dieses ist besonders deutlich bei dem Ergebnis der Hoch-Salz Messungen.

Effekte der Rezeptor-Bindung
In weiteren ESR-Messungen werden einige Cysteinmutanten im Komplex mit dem Rezeptor im

Vergleich zu den Transducer-Proteinen in solubilisierter Form untersucht (Abb. 3.4.4).
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Abb.3.4.4:  Vergleich der Cysteinmutanten S62C, L350C, V368C und 372C mit den
Transducer-Proteinen im Komplex mit dem Rezeptor NpSRII in solubilisierter
Form. Pfeile reprdsentieren die immobile (schwarz) und mobile (griin)
Komponente. Die Spektren sind Spin-normiert.

Die beiden Spektren, Transducer und NpHtrII/NpSRII-Komplex, der Cysteinmutanten S62C
zeigen nur geringe Abweichungen voneinander, d. h. die Bindung des Rezeptors hat keinen
Einfluss auf den Transducer. Im Gegensatz zur Position S62C zeigen die Positionen L350C und
V368C eine deutliche Anderung zwischen den Spektren im Komplex mit NpSRII und ohne
Komplex. In Anwesenheit des Rezeptors wird die mobile Komponente (griiner Pfeil) erheblich
reduziert.

Die mobile Komponente der Cysteinmutanten kann wahrscheinlich auf Grund der Proben-
Préparation nicht auf freien Spin-Label zuriickgefiihrt werden, ist aber nicht ganz ausgeschlossen.
Die Mutante E372C zeigt wiederrum ein identisches ESR-Spektrum sowohl fiir den Transducer,

als auch im Komplex.

Untersuchungen an der Position 173
Das natiirliche Cystein des NpHtrIl an Position C173 wird ebenfalls mit ESR untersucht. Auch
hier wird eine Salzabhingigkeit im solubilisierten Zustand gefunden (Abb. 3.4.5).
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NpHtril-C173R1-His + NpSRII-His, DDM
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Abb. 3.4.5:  Salzabhdngigkeit der solubilisierten Probe des natiirlichen Cysteins des NpHtrIl
unter 500 mM NaCl und 3 M KCI. Zusitzlich ist das Differenz-Spektrum
dargestellt. Die Graphen sind Spin-normiert. Die Pfeile repridsentieren die
immobile (schwarz) und mobile (griin) Komponente.

Die Spektren des Transducers zeigen sowohl eine mobile (griiner Pfeil), als auch eine immobile
Komponente (schwarzer Pfeil). Die mobile Komponente ist unter Niedrig-Salz Bedingungen
(500 mM NaCl) starker vertreten als die immobile Komponente. Unter Hoch-Salz Bedingungen
wird die mobile Komponente reduziert. Zudem finden sich an der Position C173 stdrkere
Austauschwechselwirkung bei 3 M Salz im Vergleich zu Niedrig-Salz Bedingungen. Auch aus
der Mobilitits-Messung wird deutlich erkennbar, dass die Mobilitdt des Spin-Labels unter 3 M
Salz stark erniedrig wird, wenn das Protein sich im Komplex mit NpSRII befindet (Abb. 3.4.6).
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Abb.3.4.6:  Vergleich der Mobilititen des Spin-Labels an der Position C173 im Komplex mit
NpSRII unter Niedrig-Salz und Hoch-Salz Bedingungen.

Die Mobilitits-Messung des Transducers unter Hoch-Salz Bedingungen ist noch nicht
durchgefiihrt worden.

Zusitzlich wird auch an dieser Position eine Vergleichs-Messung im solubilisierten Zustand unter
500 mM Salz beziiglich des Verhaltens des Transducers, als auch des NpHtrII/NpSRII-
Komplexes durchgefiihrt (Abb. 3.4.7).
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Abb. 3.4.7:  Vergleich der ESR-Spektren des Transducers und im Komplex mit dem Rezeptor
in der solubilisierten Form unter 500 mM Salz an der Position C173. Graphen sind
Spin-normiert.

Auch hier sind beide Spektren fast vollig identisch. Dieses weist daraufhin, dass die Bindung des

Rezeptors keinen Einfluss auf die Konformation des Transducers an der Position C173 hat.

Untersuchungen mit rekonstituierten Proben
Des Weiteren sind anfangliche ESR-Messungen mit rekonstituierten Proben der Cysteinmutanten
durchgefiihrt worden. Abbildung 3.4.8 zeigt die ersten Ergebnisse der Messungen mit den

rekonstituierten Mutanten N346C - L350C zur Bestimmung der Austauschwechselwirkungen.
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Abb. 3.4.8: ESR-Messungen mit den rekonstituierten Proben N346R1, 1347R1, L348R1,
A349R1 und L350R1 im Komplex mit NpSRII in 150 mM NacCl zur Bestimmung
der Austauschwechselwirkungen. Die Spektren sind Amplituden-Normiert. Die
Pfeile reprasentieren die immobile (schwarz) und mobile (griin) Komponente.
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Die untersuchten Cysteinmutanten sind im Komplex mit NpSRII rekonstituiert. Das Spektrum
der Mutanten N346C weist auf eine relativ geringe Austauschwechselwirkung hin, da die mobile
Komponente (griiner Pfeil) noch stark vertreten ist. Dagegen ist die mobile Komponente in den
vier anderen Spektren stark reduziert und die immobile Komponente (schwarzer Pfeil) wird
deutlicher, wodurch ein Hinweis auf stirkere Austauschwechselwirkungen gegeben ist. Diese
vier Spektren sehen insgesamt sehr dhnlich aus. Diese Experimente miissen wiederholt werden
um eindeutige Aussagen iiber die Effekte treffen zu konnen.

Zusitzlich sind anfingliche Zugénglichkeits-Messungen mit den rekonstituierten Proben S62C,
C173, 1347C, L348C, A349C und E372C durchgefiihrt worden. Die Zugénglichkeit der Spin-
Label wird sowohl fiir Sauerstoff, als auch fiir Ni-EDDA untersucht. Die Ergebnisse der bisher

durchgefiihrten Experimente sind in der Tabelle 3.4.1 zusammengefasst.

Cysteinmutante Wex (O,/Lutft) Wex (Ni-EDDA
Htrll in MHz 3mM) in MHz
S62C 1,16 0,02
C173 0,79 0,04
1347C 1,86 0,16

L.348C 0,84 0,04
A349C 0,52 0,11
E372C 1,42 0,04

Tabelle 3.4.1: Ergebnisse der Zuginglichkeits-Messungen der  Cysteinmutanten im
rekonstituierten Zustand.
W.x = Austauschfrequenz des Spin-Labels mit den paramagnetischen Quenschern.

Die ermittelten Daten zeigen, dass die einzelnen Spin-markierten Positionen iiberwiegend im
wiassrigen Milieu oder im Proteininneren lokalisiert sind. Zusdtzlich wird durch die niedrigen
Zuginglichkeits-Werte fiir Ni-EDDA ein Hinweis auf eine Oligomerisierung der Transducer-
Molekiile geliefert, da fiir alle Positionen dhnliche Daten bestimmt werden.

Weitere anfiangliche ESR-Messungen an Transienten geben deutliche erste Hinweise auf
lichtinduzierte Anderungen in der Signaldomine, so dass das Signal wahrscheinlich von der
transmembranen Doméne bis zur Signaldoméne weitergeleitet wird (personliche Mitteilung E.
Bordignon / J. Klare). Jedoch bedarf die Transienten-Messung noch der Optimierung, so dass

noch keine eindeutgen Ergebnisse gezeigt werden kdnnen.
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3.4.2 ESR-Untersuchungen an den Fusionsproteinen

Spinmarkierung und Rekonstitution

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Fusionsproteine a - d Spin markiert. Dieses erfolgt leicht
abgewandelt zur unter Kapitel 2.6.3 beschriebenen Methode. Der isolierte Komplex aus NpSRII
und Chimére wird zur Reduktion der Cystein-Seitenketten mit 10 mM TCEP fiir 1 h bei 4°C
unter leichtem Rotieren inkubiert. Anschlieend erfolgt die Zugabe des Spinlabels (MTSL). Die
Inkubation wird iiber Nacht durchgefiihrt. Der tiiberschiissige Spinlabel wird durch einen
Pufferaustausch abgetrennt, indem die Lésung ankonzentriert und anschlieend wieder verdiinnt
und erneut ankonzentriert wird (ca. 4 — 5 x). Von dieser Losung wird die solubilisierte Probe
abgenommen und entsprechend ankonzentriert. Die restliche Losung wird zur Rekonstitution
eingesetzt. Die PM-Lipide werden in einem 1:1 Verhéltnis (Massenverhiltnis) eingesetzt. Die

weitere Durchfithrung entspricht der unter Kapitel 2.6.5 beschriebenen Methode.

Positionsbeschreibung des Cysteins

Die ESR-Untersuchungen der Fusionsproteine a-d basieren auf dem Vorhandensein eines
natiirlichen Cysteins an der Position 173 im NpHtrlI-Fragment. Diese Aminosdure ist nach
Sekundérstruktur-Vorhersagen in einer helikalen Region an der Position d im vorgeschlagenen

Heptaden-Muster lokalisiert (s. Abb. 3.1.15) und zeigt damit ins Innere der coiled-coil Struktur.

Effekte der Solubilisation durch Raum-Temperatur ESR-Spektren
Die Messungen zur Untersuchung der Effekte der Solubilisation auf die strukturellen und
dynamischen Eigenschaften der Chiméiren werden bei RT durchgefiihrt. Abbildung 3.4.9 zeigt die

Ergebnisse der Chiméren im solubilisierten und im rekonstituierten Zustand bei 150 mM NaCl.
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Abb. 3.4.9:  Vergleich der solubilisierten und der rekonstituierten Probe der Fusionsproteine a
(rot), b (schwarz), ¢ (blau) und d (griin) bei RT in 150 mM Salz. Die Pfeile
reprasentieren die mobile (griin) und immobile (schwarz) Komponente. Die

Spektren sind Amplituden-normiert.
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Die Spektren der solubilisierten Proben der Fusionsproteine zeigen die Anwesenheit von zwei
Komponenten. Es sind sowohl eine mobile (griiner Pfeil) als auch eine immobile (schwarzer
Pfeil) Komponente vorhanden. Zusitzlich sind bei den Chimiren Austauschwechselwirkungen,
d. h. Spin-Spin-Wechselwirkungen, in den RT-Spektren sichtbar. Bei der Chimire a scheint keine
deutliche immobile Komponente im solubilisierten Zustand zu existieren. Aulerdem zeigt das
Spektrum nur eine geringe Fraktion an Austauschwechselwirkung. Diese konnen experimentell
bedingt nicht stirker gemessen werden, da die Probe eine zu geringe Spin-Labeling Effizienz
aufweist. Die Fusionsproteine b, ¢ und d besitzen im solubilisierten Zustand beide Komponenten.

Die Spektren der in PML rekonstituierten Proben (Abb. 3.4.9 rechts) zeigen ebenfalls zwei
spektrale Komponenten (mobil und immobil). Das Fusionsprotein ¢ zeigt im Vergleich zu den
Chiméren a, b und d nicht so einen groBlen Anteil der sehr mobilen Komponente. Hinweise auf
Spin-Spin-Wechselwirkungen kénnen in den rekonstituierten Proben nicht gefunden werden.
Dieses konnte an experimentellen oder préparativen Problemen liegen, da zur Rekonstitution PM-
Lipide verwendet werden und nicht Np-Lipide, die der natiirlichen Umgebung der
transmembranen Proteinteile entsprechen. Ein weiterer Hinweis fiir diese Problematik liefern die
Ergebnisse der ESR-Messungen mit den rekonstituerten Proben des Transducers (s. 3.4.1). Eine

Zusammenfasung ist in der Tabelle 3.4.2 dargestellt.

solubilisiert Rekonstituiert
Chiméare | mobile | immobile |Austausch- mobile | immobile | Austausch-
Komponente wechselwirkung Komponente wechselwirkung
a + - gering + + -
b + + + + + -
c + + + gering + -
d + + + + + -

Tabelle 3.4.2: Vergleich der mobilen und immobilen Komponente und der
Austauschwechselwirkungen der Chiméren im solubilisierten und rekonstituierten
Zustand. (+ = vorhanden, - = nicht vorhanden).

Effekte der ionischen Starke durch Raum-Temperatur ESR-Spektren

In weiteren ESR-Messungen wird der Einfluss der ionischen Stirke untersucht, um eventuell
Aussagen zum Mechanismus der Signaltransduktion und der notwendigen, umgebenden
Bedingungen fiir die Struktur und Funktion in vivo machen zu konnen. Die Proben werden in
Puffer mit 4 M NaCl (nur FP-b, sonst 800 mM NaCl) getestet.

Als Beispiel sind in der Abbildung 3.4.10 die Spektren der solubilisierten Proben und der

rekonstituierten Proben des Chimére b dargestellt.
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Abb. 3.4.10: Spektren der solubilisierten und rekonstituierten Proben des Fusionsroteins b in
I150mM und in 4MNaCl bei Raumtemperatur. Zusétzlich sind die
Differenzspektren und die wieder in 150 mM Salz zuriickgewaschene Probe im
solubilisierten Zustand gezeigt. Die Pfeile représentieren die mobile (griin) und
immobile (schwarz) Komponente. Spektren sind Spin normiert.

Die Chimdre b zeigt im solubilisierten Zustand unter Hoch-Salz Bedingungen bzw. 4 M NaCl
eine drastische Anderung in ihrem Spektrum im Vergleich zum Niedrig-Salz Spektrum. Unter
beiden Bedingungen ist die mobile (griiner Pfeil) und immobile (schwarzer Pfeil) Komponente
erkennbar. Jedoch ist die mobile Komponente, in der sich Austauschwechselwirkungen erkennen
lassen, sehr stark reduziert unter 4 M Salz. Das Differenzspektrum zeigt unter Hoch-Salz
Bedingungen, dass die mobile Komponente nicht mehr nachweisbar ist. Wird die Hoch-Salz
Probe wieder in 150 mM Salz zuriick gewaschen erkennt man eine vollstdndige Reversibilitéit des
Effektes, was auf ein Gleichgewicht zwischen der mobilen und immobilen Komponente hinweist.
In der rekonstituierten Chimire b ist unter 4 M Salz ebenfalls eine starke Anderung im Spektrum
im Vergleich zum Niedrig-Salz (150 mM) sichtbar. Auch hier sind jeweils zwei Komponenten
erkennbar, wobei die mobile Komponente unter Hoch-Salz geringer ist. Das Differenzspektrum
zeigt auch in diesem Fall, dhnlich zu den Ergebnissen der solubilisierten Probe, eine starke
Abnahme der mobilen Komponente.

Das Fusionsprotein d zeigt ein vergleichbares Verhalten zur Chimére b. Auch die Fusionsproteine
a und c verhalten sich im solubilisierten Zustand dhnlich. Dagegen weisen sie in rekonstituierter
Form einen abweichenden Effekt auf. Unter Hoch-Salz Bedingungen wird nur eine kleine
Anderung in den spektralen Eigenschaften im Verglich zu 150 mM NaCl sichtbar.Die mobile
Komponente wird um einen kleinen Anteil reduziert. Durch diesen geringen Effekt scheint es, als
ob die Konformation der Chiméren a und ¢ schon unter Niedrig-Salz Bedingungen stabil ist. Die

Chimére c ist aber im Gegensatz zum Fusionsprotein a reversibel, d. h. die Probe zeigt nach dem



Ergebnisse

108

Waschen der Hoch-Salz Probe zuriick in Niedrig-Salz Puffer wieder das gleiche Spektrum wie

unter 150 mM Salz Bedingungen. Die Tabelle 3.4.3 zeigt eine Zusammenfassung der Daten.

solubilisiert Rekonstituiert
Chimare Salzabhéangigkeit Reversibilitat Salzabhangigkeit Reversibilitat
(Verringerung der (hoch —» (Verringerung der (hoch —»
mobilen Komponente) | niedrig Salz) | mobilen Komponente) | niedrig Salz)
a n.b. n.b. gering
b + + + n.b.
c n.b. n.b. gering +
d + + + n.b.

Tabelle 3.4.3: Zusammenfassung der Salzabhédngigkeit der Chiméren.

(+ = vorhanden; - = nicht vorhanden; n.b. = nicht bestimmt).

Die Abbildung 3.4.11 verdeutlicht noch einmal die Auswirkungen des Hoch-Salzes auf die

Chimare b.

Abb. 3.4.11:
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Vergleich der Hoch-Salz Spektren der Chimére b im solubilisierten (schwarz) und
im rekonstituierten (rot) Zustand mit Beispielen eines immobilen Spektrums mit
dipolarer Verbreiterung (NpSRII-L159R1 + NpHtrII-L90R1, rekonstituiert; griin)
und ohne dipolare Verbreiterung (NpSRII-V17R1, rekonstituiert; blau).

Die Abbildung 3.4.11 zeigt ein Vergleich zwischen den Hoch-Salz Spektren des Fusionsproteins

b im solubilisierten und im rekonstituierten Zustand und zwei Beispielen von immobilen Spin-
Labeln mit dipolarer Verbreiterung (NpSRII-L159R1 + NpHtrlI-L90R1, rekonstituiert) und ohne
dipolare Verbreiterung (NpPSRII-V17R1, rekonstituiert). In der solublisierten Hoch-Salz Probe

der Chimére b ist eine dipolare Verbreitung klar erkennbar. Daraus ergibt sich ein Abstand im

Bereich von 1 nm. In der Hoch-Salz rekonstituierten Probe ist kein Hinweis fiir einen kurzen

Abstand zwischen den Spins gegeben. Auch konnen keine starken Interaktionen beobachtet

werden. Durch dieses unterschiedliche Verhalten wird angedeutet, dass die Chimire deutlich



Ergebnisse 109

unterschiedliche Konformation in den verschiedenen Umgebungen besitzt. Dieses stimmt auch
mit Ergebnissen tliberein, die fiir den verkiirzten Tranducer NpHtrII-157 im Komplex mit NpSRII
gefunden wurden (Klare et al., 2006).

Temperatureffekte auf die ESR-Spektren

In weiteren Experimenten wird die Temperaturabhidngigkeit untersucht. Zunéchst wird jeweils
von 20°C in 5°C Schritten bis 5°C gemessen. Dann wird erneut ein Spektrum bei 20°C
aufgenommen, um die Reversibilitit zu iiberpriifen. Als letztes wird die Temperatur bis 30°C in
5°C Schritten erhdht, um so den Temperatur-Bereich von 5°C - 30°C abzudecken. Beispielhaft
werden die Spektren der Chimire b in der Abbildung 3.4.12 in Abhéngigkeit der Temperatur

dargestellt.

T30
T25

—T20 T30

s — 70

b T15

' TO5 T10

S T05

33I50 I 341EID . 34|5EI 3350 3360 3370
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Abb. 3.4.12: Spektren der rekonstituierten Chimére b in Abhingigkeit der Temperatur (A und
B). B: AusschnittvergroBerung der Spektren. Pfeil deutet die immobile
Komponente an.

Der Temperatur-Effekt wird bei dem Fusionsprotein b im rekonstituierten Zustand getestet. Die
Spektren sind auf die Amplitude der immobilen Komponente im niedrig-Feld (markiert durch
den Pfeil) normiert. Auch eine Normierung auf die Amplitude der mobilen Komponente wére
moglich gewesen. Der Anteil der mobilen Komponente wird mit fallender Temperatur reduziert.
Die Abbildung 3.4.12B zeigt eine AusschnittsvergroBerung des Spektrums. Der
Temperatureffekt der mobilen Komponente ist reversibel, da eine erneute Messung des
Spektrums bei 20°C nach Beendigung der Temperaturuntersuchungen ein identisches Ergebnis
zeigt wie die erste 20°C Messung. Dieses zeigt, dass die Verdnderungen durch die Erniedrigung
der Temperatur reversibel sind. Fiir die Chimédren ¢ und d kénnen die gleichen Effekte beobachtet
werden wie fiir das Fusionsprotein b. Die Chimére a wird nicht getestet.

Die Daten werden anschlieBend nach dem Arrhenius Modell ausgewertet (Abb. 3.4.13), um die

zum untersuchten Gleichgewicht gehorigen thermodynamischen Daten zu bestimmen.
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Abb. 3.4.13: Thermodynamische Auswertung der Spektren der Chimére b nach Arrhenius, die
bei den unterschiedlichen Temperaturen beobachtet werden. Der Graph der
anderen Chimdren ist dhnlich.

Es wird die Fraktion der Fliche der immobilen Komponente der Temperaturspekren in Bezug zur
Gesamtfliche (Abb. 3.4.12 A) ermittelt. AnschlieBend wird der dekadische Logarithmus dieser
Werte gegen die inverse Temperatur in Kelvin aufgetragen. Durch einen linearen Fit der
aufgetragenen Werte wird mittels der Steigung und des Achsenabschnitts auf der Y-Achse die
Geradengleichung ermittelt. Mit dieser konnen die thermodynamischen Daten berechnet werden.

Die Tabelle 3.4.4 fasst diese Daten fiir die Chiméren b, ¢ und d zusammen.

Chimére Enthalpie (kJmol™) Entropie (Jmol 'K™")
b 5 14
3 9
d 2 6

Tabelle 3.4.4: Zusammenfassung der thermodynamischen Daten der Fusionsproteine b, ¢ und d.

Aus dem Vergleich mit fritheren Messungen des NpSRII/NpHtrII-157-S91R1 Komplexes mit den
Werten 80 Jmol'K™! und 23 kJmol'l, ergibt sich, dass die Werte bedeutend kleiner sind. Es wurde
auflerdem aus den fritheren Messungen ein Gleichgewichts-Modell aufgestellt. Dieses besagt,
dass das NpHtrlI die intrinsische Eigenschaft besitzt 2 Komponenten, und zwar eine mobile und
eine immobile, zu haben, die sich im Gleichgewicht befinden. Aus den Ergebnissen in dieser

Arbeit kann festgestellt werden, dass dieses Modell auch fiir die Chimiren b und d giiltig ist.

Tieftemperatur-Messungen zur Bestimmug der Interspin-Abstande

Um nun die Konformation der verschiedenen Chiméren und die Ausbildung eines 2:2 Komplexes
im rekonstituierten und im solubilisierten Zustand zu untersuchen, werden Tief-Temperatur-
Messungen durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Experimente kann die Beobachtung der

Austauschwechselwirkungen quantitativ bestédtigt werden, indem der Abstand zwischen den
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beiden benachbarten Positionen 173 im Komplex bestimmt wird. Auch hier wird als Beispiel das

Spektrum des Fusionsproteins b dargestellt (Abb. 3.4.14).

/\jj Chimére b solubilisiert
o T W

Chimare b rekonstituiert

T
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Abb. 3.4.14: Tief-Temperatur-Spektrum der Chimére b (schwarz) in solubilisierter Form, in
rekonstituierter Form wund in Anwesenheit von 800 mM NaCl beim
rekonstituierten Zustand. Fit (rot).

Die Tief-Temperatur-Spektren werden bei 160 K aufgenommen. Die solubilisierte Probe weist
einen Spin-Spin-Abstand von 0,9 nm bei 30 % nicht interagierende Spins auf. Die rot gestrichelte
Linie stellt den durchgefiihrten Fit dar. Bei der rekonstituierten Probe wird unter 150 mM Salz
ein Abstand > 2 nm ermittelt. Dagegen zeigen sich bei Hoch-Salz Bedingungen (800 mM NacCl,
eine hohere Konzentration ist bei den Tief-Temperatur-Messungen nicht mdglich) keine
relevanten Verdnderungen, nur eine kleine Verbreiterung der Linien ist sichtbar. Die beste
Simulation ergibt bei 15 % ig interagierender Spins einen Spin-Spin-Abstand von 0,9 nm. Die
Zugabe des Salzes hat gezeigt, dass ca. 50 % der mobilen Spezies entfernt wird, so dass eine
grofere Fraktion an interagierender Spezies erwartet wiirde. Die Zugabe des Glycerols (zur
Verhinderung der Bildung von Eiskristallen/Gefrierschutz) verursacht keine relevanten
Unterschiede im Spektrum und kann deshalb vernachléssigt werden. Das Fusionsprotein ¢ zeigt
dhnliches Verhalten wie Fusionsprotein b. Die solubilisierte Probe zeigt einen Abstand von
0,9 nm (24 % interagierende Spins), wohingegen in der rekonstituierten Form ein Abstand von
> 2 nm unter Niedrig-Salz gefunden wird.

Die Chimére d zeigt das gleiche Verhalten. Es wird ebenfalls ein Abstand von 0,9 nm (33 % ige
interagierende Spins) in der solubilisierten Probe berechnet. Im rekonstitiuerten Zustand unter
Hoch-Salz erhilt man einen Abstand von 0,9 nm und 17 % interagierende Spins. Die Ergebnisse

sind in der Tabelle 3.4.5 zusammengefasst.
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thermodynamische Solubilisiert rekonstituiert
Daten niedrig Salz hoch Salz
Spin- inter- Spin- inter- inter-

Spin- agierende Spin- agierende | Spin-Spin- | agierende
Entropie | Enthalpie | Abstand | Spinsin | Abstand | Spinsin | Abstand | Spinsin

FP | (Jmol*K™) | (kdmol™) | in nm % in nm % in nm %
b -118 23 0,9 30 >2 n.b. 0,9 15
-121 20 0,9 24 >2 n.b. n.b. n.b.
-133 19 0,9 33 n.b. n.b. 0,9 17

Tabelle 3.4.5: Zusammenfassung der thermodynamischen Daten und der Spin-Spin-Absténde der
untersuchten Chiméren. (n. b. = nicht bestimmt).

Tieftemperatur-Messungen zur Bestimmung eines Lichteffektes
Als letzte ESR-Messung wird der Einfluss von Licht auf das Verhalten der Chiméire b im
Komplex mit NpSRII getestet (Abb. 3.4.15).

Chimare b sol. dunkel

Chimare b sol M-Zustand

T T T
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Abb. 3.4.15: Tief-Temperatur-Spektrum der Chimére b (schwarz) im solubilisierten Zustand
unter dunklen Bedingungen und im M-Zustand. Rot ist der Fit.

Die Tief-Temperatur-Messung des Fusionsproteins b wird mit der solubilisierten Probe
durchgefiihrt. Die Probe wird zunichst unter Lichtausschlufl gemessen. Anschlieend wird von
der gleichen Probe ein Spektrum unter Belichtung aufgenommen, indem das M-Intermediat durch
kontinuierliche Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 500 nm wihrend des Herunterkiihlens der
Probe von 273 K auf 160 K festgehalten wird. Die beiden Spektren sind vollkommen identisch,
eine Konformationsdnderung an dieser Position bei Aktivierung des Komplexes kann somit fiir

Chimare b nicht nachgewiesen werden.
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3.5 Untersuchungen zur Funktionalitat der NpHtrli/MCP2 Chimaren

Um die Physiologie der Signaltransduktion néher zu studieren, wird in dieser Arbeit versucht die
Funktionalitidt der Fusionsproteine, die aus dem N-terminalen Bereich des archaebakteriellen
NpHtrII fusioniert mit dem C-terminalen Teil des E. coli Tar-Rezeptors bestehen, nachzuweisen.
Es werden zwei verschiedene Ansétze verwendet, ein in vitro Phosphorylierungs-Assay und

einen in vivo Versuch zur Phototaxis.

3.5.1 In vitro Phosphorylierungs-Assay

Der in vitro Phosphorylierungsversuch quantifiziert die Autophosphorylierungsaktivitit der
Histidin-Kinase CheA. Dieser Assay beruht auf der von Spudich & Trivedi benutzten Methode
(Trivedi & Spudich, 2003) mit radioaktiven ATP (*). Die aufgereinigten Fusionsproteine im
Komplex mit NpSRII oder der EcTar-Rezeptor werden zundchst in TKMD-Puffer + 0,05 %
DDM (s. 2.6.7) liber Nacht dialysiert. AnschlieBend werden sie in PC (L-a-Phosphatidylcholine,
Dimyristoyl (C14:0)) Lipide rekonstituiert. Die Lipide werden in einem molaren Verhéltnis von
150:1 (Lipide : NpSRII (Die Konzentartion wird iiber die Absorption von NpSRII bestimmt) oder
Tar) eingesetzt. Die Losung (Lipide + FP + NpSRII oder Tar) wird mit BioBeads versetzt und
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die BioBeads werden abgetrennt und die Losung mit Ultraschall
behandelt bis sich die Proteine prézipitieren lassen. Die Proteinsuspension wird mit den
entsprechenden aufgereinigten Signaltransduktions-Kaskaden Komponenten, dem Adapterprotein
CheW, der Histidin-Kinase CheA, sowie in einigen Experimenten mit dem Response Regulator
CheY im Reaktionsansatz vereinigt.

In einem ersten Versuchsteil wird der Tar-Rezeptor aus E. coli als positive Kontrolle getestet. Als
Stimulus wird hier das chemische Substrat Aspartat zugefiigt. Das Verhiltnis zwischen den
einzelnen Proteinen wird folgendermaflen gewdhlt, 1:2:5 (Trivedi & Spudich, 2003) und 1:4:12
(CheA : CheW : Tar-Rezeptor). Die Reaktion wird nach 10 und nach 30 sec durch Zugabe von
4 x LSB (s. 2.6.6) beendet.
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ohne Aspartat| mit Aspartat ohne Aspartat [ mit Aspartat | ohne Aspartat| mit Aspartat

Tar-Rezeptor Tar-Rezeptor 265 61

01:02:05"" 98 01:04:12% 211 49

92 31 32

98 111 114

102 79 146

100 85 100 95 100 51

114 77 104

81 39 122

85 243 55

69 99

101 63

Stchiometrie (CheA : CheW : Rezeptor)

Tabelle 3.5.1: Quantitative  Auswertung der Bandenintensitit des CheA~P*  beim
Phosphorylierungs-Assay mit dem Tar-Rezeptor in zwei verschiedenen

Stochiometrien. Die Werte werden in Prozent angegeben, dabei wird das Ergebnis
der Probe ohne Aspartat auf 100 % festgelegt und die Werte der Proben mit
Aspartat entsprechend berechnet.

Die Tabelle 3.4.1 zeigt die quantitative Auswertung der Bandenintensitit der CheA~P* Banden
der einzelnen Versuche mit dem Tar-Rezeptor. Die Intensitdten werden in Prozent umgerechnet,
wobei die Probe ohne Zugabe von Aspartat gleich 100 % gesetzt wird.

Es wird deutlich, dass die Werte sehr stark streuen und keine einheitliche Richtung einer Zu- oder
Abnahme der Bandenintensitit gefunden werden kann. Fiir eine positive Kontrolle sollten die
Werte jedoch einheitlicher sein. Deshalb wird in diesem Versuchsteil keine weitere statistische
Auswertung mit Standardabweichung durchgefiihrt.

Trotz der grofen Varianz der Messwerte der positiven Kontrolle wird in einem weiteren
Versuchsteil die Funktionalitit der Chimidren untersucht. Vielleicht liegt der Effekt der
Lichtreaktion iiber dieser Varianz, so dass auswertbare Ergebnisse ermittelt werden. Zur
Uberpriifung der Chimére wird die Autophosphorylierung der Histidin-Kinase CheA ausgenutzt,
d. h. wird ein Lichtsignal vom Rezeptor NpSRII aufgenommen und an das Fusionsprotein
weitergegeben, sollte dieses das Signal im Falle einer funktionsfihigen Chimire zur Signal-
Domine weitergeleitet werden und dort das CheA aktivieren. Dazu werden pro Versuch drei
verschiedene Ansétze durchgefiihrt (s. 2.6.7), bei denen die Proben mit Licht unterschiedlicher

Wellenldngen-Bereiche bestrahlt werden (Abb. 3.5.1).
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Abb. 3.5.1:  Absorptionsspektrum des NPSRII mit dem Aktivierungsmaximum bei 498 nm.
Die Balken reprisentieren den Wellenldngen Bereich der verwendeten Filter im
Phosphorylierungs-Assay.

Die farbigen Balken (Abb. 3.5.1) repridsentieren den Wellenldngen-Bereich der verwendeten
Filter zur Erstellung der Lichtsignale. Das Absorptionsspektrum zeigt die Absorption des
Rezeptors NpSRII mit seinem Aktivierungs-Maximum bei 498 nm. Als negative Kontrolle wird
das Filter, das Licht >650nm durchldsst, verwendet, um eventuelle Wéirmeeffekte
auszuschlieBen. Zusétzlich werden alle Fusionsproteine unter dunklen Bedingungen untersucht
fiir die sowohl ein braunes ReaktionsgefaB, als auch ein Filter > 695 nm verwendet wird. Beide
Filter lassen nur Licht passieren, das den Rezeptor nicht aktivieren kann. Theoretisch sollte nur
das griine Filter (425-600 nm) Licht hindurchlassen, das zu einer Aktivierung des NpSRII fiihrt.
In diesem Fall sollte das Signal auf die Chimdre {bertragen werden und die
Autophosphorylierung des CheA ansteigen. Die Reaktion wird nach 30 sec Bestrahlung gestoppt.
Die Intensitdt der radioaktiv markierten (*) CheA~P-Bande wird anschlieBend auf einem SDS-
Gel iiberpriift und mit Hilfe eines Phospho-Imagers ausgewertet.

Der Phosphorylierungs-Assay wird mit den Chimédren a-e, 102, 116 und 223 durchgefiihrt.
Abbildung 3.5.2 zeigt ein ausgewertetes Gel als Beispiel fiir den Phosphorylierungs-Assay.

Kontroll-Liposomen Chimére e Chimire a

A A A
r LY N/ \

d r g d Ir g d r
18092" 18215" 18043' 9244 8978' 9415 26807' 23589" 25488

'(Integral der Bande - Hintergrund)

Abb. 3.5.2:  Beispiel eines mit Hilfe des Phopho-Imagers ausgewerteten SDS-Gels des
Phosphorylierungs-Assays. d = dunkles Filter > 695 nm; r = rotes Filter > 620 nm;
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Die Banden reprédsentieren das phosphorylierte* CheA. Die ersten drei Spuren werden mit
Kontroll-Liposomen, Liposomen ohne rekonstituierten Rezeptor und ohne Fusionsprotein,
durchgefiihrt. Jedoch erfolgt die Zugabe des CheA, CheW und des ATP*. Zusétzlich ist noch
jeweils ein Versuch der zwei Chiméren, e und a, dargestellt. Die unter jeder Spur erscheinende
Zahl représentiert die quantitative Auswertung der Intensitét der jeweiligen Bande (Integral der
Bande — Hintergerund). Ist die Chimére funktionell sollte die Bandenintensitdt bei einer Probe
jeweils von links nach rechts zunehmen, da die Lichtanregung rechts (griiner Filter) am
optimalsten ist, so dass es zu einer starken CheA Autophosphorylierung kommen sollte. Mit
jedem Fusionsprotein wird dieser Versuch mindestens 6 x durchgefiihrt, so dass eine statistische
Auswertung moglich ist. Die Tabelle 2.5.2 zeigt eine Auflistung der Werte der

Bandenintensititen aus den einzelnen Versuchen der Chimiren und der Kontroll-Liposomen.

dunkel rot dunkel rot

Kontroll-Liposomen 12977 12583 18223 FP-d 2700 2859 2593

18463 19313 19248 3274 2905 3040

12224 13904 11683 2816 2807

26269 27149 26301 50847 46479 44133

26453 26313 24413 50304 48944 49542

19405 20793 20973 38964 46182 48328
18092 18215 18044

21560 17399 18222 FP-e 45696 56009 55835

18817 18433 17649 54853 59896 58148

58863 8807 59266

FP-a 7096 6068 6211 51524 47814 49275

5386 5204 5776 48749 45435 48257

6740 6046 5764 55195 47236 47430

17298 15397 13700 8997 9120 9270

14642 14734 15237 9244 8978 9415
13042 13010 13356

36514 34280 37232 FP-102 23577 20579 21273

33711 36703 38800 21323 23194 25042

39022 33111 36366 45620 23254 21836

26807 23589 25488 54506 53398 54644

52387 63017 58464

FP-b 10636 12054 10716 52825 50549 56640
11186 11106 11318

9636 11027 9225 FP_116 23928 24329 24299

14157 13930 14628 24349 25860 24038

13381 15808 13565 26628 26349 25249

14702 14291 15623 2702 2393 2625

2546 2458 2435

FP-c 3235 2855 3376 1956 2342 2631
2752 2635 2826

2693 2976 3430 FP_223 68608 70545 72062

28781 30755 31316 70273 69292 70116

25554 29041 27851 63245 66373 69409

28034 34117 32816 2344 2281 2535

6409 6838 7184 2248 2776 2577

6344 6147 5868 1928 2554 2585
5677 6693 5890

Tabelle 3.5.2: Auflistung der Werte der Bandenintensitdten aller durchgefiihrten Versuche der
jeweiligen Fusionsproteine und der Kontroll-Liposomen. Die blauen Werte
werden von der anschlieBenden Auswertung ausgeschlossen, da sie innerhalb ihres
Versuches (Zeile) zu starke Abweichungen zeigen.

Aus dieser Tabelle (Tab. 3.5.2) ldsst sich nur eine starke Streuung der Werte zwischen den

einzelnen Versuchen (einzelne Zeilen) erkennen. Zur anschlieBenden Auswertung werden die
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Bandenintensititen jeweils durch die Stundenanzahl der Belichtung beim Phospho-Imager
dividiert um eine Normierung auf 1 h Belichtungszeit zu erhalten. Zusétzlich werden die Werte
eines Versuchstages summiert und durch die hundertfache Anzahl der Messwerte dividiert.
Hieraus ergibt sich ein Radioaktivitits-Faktor. AnschlieBend werden die auf 1 h Belichtungszeit
normierten Werte durch diesen Faktor dividiert. Daraus ergeben sich auf die Belichtungszeit und
auf 100 cpm/pmol Radioaktivitit normierte Werte. Weiterhin wird der Mittelwert aus den
verschiedenen Versuchen, jeweils flir die Bedingungen dunkel, rotes und griines Filter pro
Chimaére, mit der entsprechenden Standardabweichung ermittelt. Der normierte Mittelwert der
dunklen Probe wird auf 100 % gesetzt. AnschlieBend werden die prozentuallen Anteile der

beiden entsprechenden Werte fiir den roten Filter und den griinen Filter relativ zum dunklen Filter

berechnet.
rel. MW nor. auf| rel. MW nor. auf| rel. MW nor. auf
Fusions- 1h BZ u. 100 1h BZ u. 100 1h BZ u. 100 Standard- Standard-
protein cpm/pmol RA | cpm/pmol RA | cpm/pmol RA | abweichung | abweichung
dunkel rot rot
KL 102 101 14 15
FP-a 93 96 8 6
FP-b 106 102 6 8
FP-c 106 108 8 10
FP-d 100 95 94 3 7
FP-e 96 98 3 2
FP-102 102 104 9 6
FP-116 97 99 4 5
FP-223 106 108 7 2
Tablle 3.5.3: Statistische Auswertung der Bandenintensititen der Phosphorylierungs-

Experimente mit den Kontroll-Liposomen und den Chiméren.

In der folgenden Abbildung 3.5.3 ist die graphische Darstellung dieser statistischen Auswertung

dargestellt.
relativer Vergleich zwischen der roten und griinen Probe
20,0
Kl FP-a FP-b FPT  FP-d  FP-e FP-102 FP-116 FP-223
sol T T
3
g 10,0 8|4 T 718
é §) 8 Bestrahlung
& 50 40
'; 23 @- > 620 nm
S @- 425- 600nm
;‘ 0,0
é -5,0
g 1 I
=
-10,0
-15,0
Abb. 3.5.3:  Statistische Auswertung des relativen Vergleichs der roten und der griinen Probe

im Verhéltnis zu 100 % der Dunkel-Probe mit Angabe der Standardabweichung.
Die Werte sind auf 1 h Belichtungszeit beim Phospo-Imager und 100 cpm/pmol
Radioaktivitdt normiert.
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Positive Werte entsprechen einer photophoben Antwort auf den Lichtreiz, negative Werte
reprasentieren dagegen entsprechend die photophile Antwort. Betrachtet man die
Standardabweichung zeigen alle Fusionsproteine keine signifikante Antwort im Verhéltnis zu den
Kontroll-Liposomen, so dass keine Aussage iiber die Funktionalitit getroffen werden kann.

In einem nidchsten Versuchsteil wird die Phosphatiibergabe vom CheA auf den Response
Regulator CheY analysiert. Der Versuchsaufbau entspricht dem ersten Teil des
Phophorylierungs-Assays mit folgenden Anderungen: Zugabe des CheY mit einem 6,7 fachen
molaren Uberschuss im Verhiltnis zum CheA und einer Belichtungszeit von 30 bzw. 10 sec. Mit
den beiden Chimédren ¢ und d werden jeweils 3 Versuche durchgefiihrt. Die ermittelten
Bandenintensititen des CheY~P* werden nicht normiert, da alle Versuche unter den gleichen
Bedingungen ausgefiihrt werden. Es erfolgt lediglich eine Umrechnung in Prozentsidtze. Dazu
werden die einzelnen Banden-Werte der dunklen Probe auf 100 % gesetzt und der prozentualle
Anteil der iibrigen Werte (rot und griines Filter) fiir jeden Versuch einzeln ermittelt. Die

Tabelle 3.5.4 zeigt die umgerechneten Prozentsitze der einzelnen Versuche.

dunkel rot
FP-c 10" 109 115
100 95 106
91 93
FP-c 30" 120 115
100 87 73
102 116
FP-d 10" 106 72
100 103 118
95 102

Tabelle 3.5.4: Auflistung der prozentuellen Werte bezogen auf 100 % der Dunkel-Probe der
CheY~P*-Banden des Phosphorylierungs-Assays der Chiméren ¢ und d.

Wie sich allerdings aus der Tabelle 3.5.4 erkennen ldsst, streuen die Werte ebenfalls sehr stark.
Dieses bedeutet, dass die Lichtinduzierte Reaktion der Proteine nicht stirker ist als die
vorkommende Varianz in den Messwerten, so dass keine Aussage liber die Funktionalitit der

Chiméren mit Hilfe des Phosphorylierungs-Assays gemacht werden kann.
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3.5.2 In vivo Untersuchungen zur Funktionalitat der Chimaren im
Organismus E. coli

Die in vitro Phosphorylierungs-Versuche sollen durch physiologische Experimente ergénzt
werden. Hierzu wird ein in vivo Schwimmversuch durchgefiihrt. Gleichzeitig dient dieser
Versuch dem Aufbau eines Modellsystems der Phototaxis in dem Organismus Escherichia coli.
Die bisher verwendeten in vitro Testsysteme konnten durch ihre kiinstlich hergestellten
Bedingungen zu Artefakten fithren. Ein in vivo System wiirde dieses ausschlieBen. Da noch kein
geeignetes Expressionssystem im Archaebakterium Natronomonas pharaonis existiert, wird in
dieser Arbeit versucht Phototaxis im Bakterium E. coli zu etablieren, wobei die im Kapitel 3.1.7

beschriebenen Chiméren verwendet werden.

3.5.3 Phototaxismessungen bzw. Schwimmversuch-Messungen

Das Verhalten der Bakterien beim Schwimmversuch kann nur mit ,,schwimmfdhigen* bzw.
mobilen Stimmen durchgefiihrt werden. Dieses wird durch Selektion beziiglich der Mobilitét
erreicht. Dazu erfolgt die Anzucht der Zellen auf Schwarmplatten. Bei diesen speziellen
Agarplatten wird ein Zelltropfen auf die Mitte der Platte gesetzt. Die Inkubation bei 30°C fiihrt
zu einem Ausschwirmen der Bakterien, da sie dem Néhrstoffangebot folgen. Vom duBersten
Zellrand werden Bakterien entnommen und erneut auf die Mitte einer Schwarmplatte entlassen.
Diese Methode wird ca. 4 - 6 Mal wiederholt bis die Zellen eine gute Mobilitdt aufweisen, die
durch Mikroskopieren {iberpriift wird. AnschlieBend erfolgt eine Anzucht bei 120 — 150 rpm und
30°C im Fliissigmedium, Trypton-Medium (s. 2.5.1), das ein geringes Nahrungsangebot aufweist.
Die Schwimmversuch-Messungen werden wie in Kapitel 2.8.7 beschrieben durchgefiihrt. Dabei
sind die gemessenen Spannungs-Werte proportional zu der Zellzahl im Spot. Durch eine
entsprechende Normierung konnen die Werte dargestellt und untereinander verglichen werden.

In einem ersten Versuchsteil werden mit dieser Apparatur (s.2.8.7) Kontroll-Messungen
durchgefiihrt. Das Archaebakterium N. pharaonis dient dabei als positive Kontrolle. Die Zellen
besitzen den NpSRII-Rezeptor und die notwendigen Signaltransduktions Komponenten. Eine
Selektion der Bakterien erfolgt ebenfalls auf Schwarmplatten mit einem Spezial-Medium
(s. 2.5.1). AnschlieBend werden sie auf eine phototaktische Reaktion auf blau-griines Licht der
Wellenldnge 498 nm getestet. Die Zellen sollten eine photophobe Antwort zeigen. Die Ergebnisse
dieser Messungen sind in Abbildung 3.5.4 dargestellt.
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Abb. 3.5.4:  Phototaxis-Kontroll-Messungen am Bakterium N. pharaonis. Das blau-griine
Licht wird nach 5 miniitiger Basislinie angeschaltet und nach 5 min wieder
ausgeschaltet. In der rechten Abbildung wird dieses Verfahren einmal wiederholt.

In beiden Versuchen wird eine 5 miniitige Basislinie gemessen und anschlieBend das blau-griine
Licht fiir weitere 5 min angeschaltet. Die Zellen zeigen eine sehr deutliche Reaktion auf das
Lichtsignal indem sie aus dem Lichtfleck heraus schwimmen, was durch einen starken Abfall der
Kurve verdeutlicht wird. Durch die Ausschaltung des negativen Reizes wird ein Anstieg der
Kurve beobachtet. Die Zellen schwimmen zuriick in den Spot. Wenn das Lichtsignal erneut
angeschaltet wird, fillt die Kurve, d.h. die Fluchtreaktion wird wiederholt hervorgerufen
(Abb. 3.5.4 rechts). Nach dem Ausschalten des Signals beginnen die Bakterien zuriick zu
schwimmen und ein Anstieg der Kurve kann beobachtet werden. Dieses Verfahren ldsst sich
wiederholt durchfiihren.

In weiteren Kontroll-Messungen werden der E. coli Stamm RP437wt und der E. coli Stamm
UU1250 ohne ein transformiertes Plasmid als negative Kontrollen gemessen. Die Durchfiihrung
dieser Experimente erfolgt wie in Kapitel 2.8.7 beschrieben. Die Zellen werden bis auf eine OD
von 0,3 - 0,5 heran gezogen und dann mit IPTG und Retinal induziert. Die Phototaxis-Messungen
erfolgen vor der Induktion und in bestimmten Zeitintervallen nach der Induktion. Als Beispiel fiir
diese Experimente sind in der Abbildung 3.5.5 jeweils eine Messung fiir jeden Kontroll-Stamm
dargestellt.
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Abb. 3.5.5:  Phototaxis-Messungen des E. coli Stammes RP437 2,5 h nach der Induktion (A)

und der E. coli Stammes UU1250 2,5 h nach der Induktion (B). Beide Stimme
zeigen eine Reaktion auf das blau-griine Lichtsignal (Wright et al., 2006).
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Die gezeigten Messungen der Stimme RP437 und UU1250 erfolgen 2,5 h nach der Induktion.
Jedoch zeigen alle Messungen bei unterschiedlichen Zeiten nach Induktion, als auch bei der
Messung vor Induktion ein gleiches Verhalten der Bakterien. Wie zu erkennen ist, zeigen beide
Stamme eine sehr schwache Reaktion auf das blau-griine Lichtsignal. Der anfanglich leichte
Anstieg der Kurve nach Belichtung konnte zwei verschiedene Ursachen haben. Die erste
Mbglichkeit beruht auf einer Anderung der Lichtstreuung, die durch das Taumeln der Bakterien
ausgelost wird, so dass ein Anschein einer Akkumulation der Zellen in dem Lichfleck
hervorgerufen wird. Zweitens konnte das Verhalten der Bakterien auf einer von Wright et al.
postulierten Antwort von E. coli Wildtyp Zellen beruhen, wobei es sich um eine komplizierte
Reaktion handelt (Wright et al., 2006). Wright et al. berichtet, dass enterische Zellen bei
Bestrahlung mit Licht der Wellenlédnge 390 — 530 nm kréftig taumeln, dann graduell langsamer
werden und schlieBlich paralysiert sind. Dadurch konnten die Bakterien durch zufilliges
Hineinschwimmen in den Lichtfleck gefangen werden und es kommt zu einer tatsdchlichen
Anhédufung der Zellen.

Im zweiten Teil des Schwimmversuch-Experimentes werden die Chiméren (s. Aufzdhlung unten)
getestet. Dazu werden von allen Chiméren jeweils entweder Messungen bei 30, 60, 90, 120, und
150 min oder 60, 120, 180, 240 min nach der Induktion mit IPTG und Retinal durchgefiihrt.

Folgende Stimme werden getestet:

E. coli RP437 mit 1. pSM_CT pTrcNpSRII a und pTrc NpHtrIIMCP2 237 266 (a)

2. pSM_CT pTrcNpSRII aund pTrc NpHtrIIMCP2 237 248 (b)
pSM_CT pTrcNpSRII aund pTrc NpHtrIIMCP2 223 248 (¢)
pSM_CT pTrcNpSRII aund pTrc NpHtrIIMCP2 237 228 (d)
pSM_CT pTrcNpSRII aund pTrc NpHtrIIMCP2 223 228 (e)
pSM_CT pTrcNpSRII aund pSM_Fus HtrlIMCP2 123 254 (Hippler-
Mreyen, 2003a)

7. pSM_CT pTrcNpSRII aund pSM_Fus HtrIIMCP2 116 247 (Hippler-

Mreyen, 2003a)

8. pSM_CT pTrcNpSRII aund pTrc NpHtrlIwt His (Mennes, 2003)

9. pACYC pTrc NpSRII-pTrc-FP-a

10. pACYC pTrc NpSRII-pTrc-FP-b

11. pACYC pTrc_NpSRII-pTrc-FP-c

12. pACYC pTrc NpSRII-pTrc-FP-d

13. pACYC pTrc_ NpSRII-pTrc-FP-e

SANER AN R

Die Abbildung 3.5.6 zeigt die Ergebnisse der Phototaxis-Messungen der Stimme 1 — 8.
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Abb. 3.5.6:  Phototaktische Messungen der Fusionsproteine mit NpSRII auf zwei Plasmiden im
E. coli RP437 Stamm nach Induktion mit IPTG und Retinal.

Bei den Messungen wird eine 5 miniitige Basislinie gemessen. Dann erfolgt eine blau-griine Licht
Bestrahlung der Zellen fiir 5 oder 10 min bevor es wieder fiir 5 oder 10 min ausgeschaltet wird.
Die Experimente in der Abbildung 3.4.24 werden alle mit den RP437 Stdmmen, die die Chimére
und NpSRII auf zwei Plasmiden besitzen, durchgefiihrt. Bei den Fusionsproteinen ¢ und 123 lésst
sich eine schwache Reaktion auf das Licht erkennen, die analog zum Verhalten der negativen

Kontrollen ist. Die restlichen Chimiren zeigen jedoch keine sichtbare Anderung in ihrem
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Schwimmverhalten. Die fehlende schwache Antwort auf das Lichtsignal, analog zur negativen
Kontrolle, konnte vielleicht auf eine geringe photophobe Reaktion der Zellen hinweisen.
Phototaxis-Messungen der Stimme mit dem Fusionsproteine a bis ¢ und dem NpSRII-Gen auf

einem Plasmid sind in der Abbildung 3.5.6 dargestellt.
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Abb. 3.5.6  Messungen der phototaktischen Reaktion der Bakterien mit dem Fusionsprotein
und dem NpSRII auf einem Plasmid im E. coli RP437 Stamm nach Induktion mit
IPTG und Retinal.

Auch in diesen Féllen wird eine Basislinie von 5 min gemessen bevor die Beleuchtung
angeschaltet wird. Diese Inkubation erfolgt analog zu den vorigen Messungen fiir 5 oder 10 min.
AnschlieBend wird das Lichtsignal ausgeschaltet und das Experiment weitere 5 oder 10 min
verfolgt. Die Ergebnisse entsprechen den bereits gemachten Beobachtungen, dass die Chimére ¢
eine schwache Reaktion auf das Licht, analog zu den negativen Kontrollen, zeigt und dass bei
den restlichen Fusionsproteinen keine Anderung im Schwimmverhalten sichtbar ist.

Weder der in vitro Phosphorylierungs-Assay, noch der in vivo Schwimmversuch zur Phototaxis

zeigen eindeutige Ergebnisse beziiglich der Funktionalitdt der Chiméren.
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4 Diskussion

In der archaebakteriellen Phototaxis wird ein Lichtsignal aus der Umgebung von Rezeptoren, den
sensorischen Rhodopsinen, aufgenommen und durch einen noch unbekannten Mechanismus auf
die jeweils entsprechenden Transducer-Molekiile (bertragen. Diese Proteine, die eine grofie
Homologie zu den Chemotaxis-Rezeptoren aufweisen, leiten das Signal weiter und aktivieren
eine Signaltransduktionskaskade, die identisch zu dem Zwei-Komponenten-System der
Chemotaxis aus E. coli ist.

In dieser Arbeit sollen Informationen uber die Struktur des NpHtrll ermittelt und die Bindung
zum Rezeptor-Molekil untersucht werden. Dazu soll der Transducer Htrll aus Natronomonas
pharaonis heterolog im Modellorganismus E. coli exprimiert werden. Bisher gibt es lediglich
strukturelle Informationen ber den transmembranen Bereich des NpHtrll, so dass weitergehende
Informationen uber die Signalweiterleitung ins Zellinnere nur aus den Homologievergleichen zur
Chemotaxis zugéanglich sind. Zudem konnten bisher nur verkirzte Transducer-Fragmente
heterolog in E. coli exprimiert und aufgereinigt werden, wodurch die Aussagekraft von in vitro
Studien eingeschrankt ist.

Zur Aufklarung dieser Daten sollen Gelfiltrations-Experimente, CD-Spektroskopie und
Photozyklus-Messungen eingesetzt werden. Hinweise auf die Struktur des Proteins sollen zudem
durch FTIR-Messungen erhalten werden.

Die Bindung des Transducers an den Rezeptor soll zusatzlich durch ITC-Messungen untersucht
werden.

Des Weiteren werden in dieser Arbeit Kristallisations-Ansatze zur Strukturaufklarung vom
NpHtrll, als auch von zytoplasmatischen Konstrukten des Transducers durchgefiihrt.

Ein zusatzlicher Teil dieser Arbeit beruht auf der Anwendung der ESR-Spektroskopie mit side-
directed spin labeling, die eine Basis fir das Verstandnis der Signalweiterleitung im NpHtrll
liefern soll.

In einem letzten Teil dieser Arbeit soll die Physiologie der Signaltransduktion naher untersucht
werden. Hierzu sollen Fusionsproteine auf ihre Funktionalitat geprift werden mittels eines in
vitro Phosphorylierungs-Assays und eines in vivo Schwimmversuchs.
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4.1 Struktur- und Bindungs- Charakterisierung des NpHitrill

Zur Charakterisierung des NpHtrll werden ein stabiles Expressionssystem und ein
Aufreinigungsprotokoll benétigt. Ein geeignetes Expressionssystem im naturlichen Wirt N.
pharaonis existiert bis jetzt noch nicht. AuBerdem wirde eine Zellanzucht der Archaebakterien
sehr lange dauern. Eine Isolierung ohne Uberexpression scheidet ebenfalls aus, da der Transducer
nur in einer geringen Kopienzahl von ca. 430 Kopien in der Zelle vorkommt (Otomo et al., 1989).
Daher erfolgt die Expression mit Hilfe des pET-Systems heterolog im Bakterium E. coli. Dieses
erlaubt weiterhin eine schnelle und einfache Zuganglichkeit fir Modifikationen, wie Mutationen
oder Deletionen.

Durch die Klonierung eines C-terminalen His-Tags an das Gen des Transducers, kann eine
einfache und schnelle Aufreinigung mittels Ni-Affinitdtschromatographie analog zu der
Aufreinigung der verkirzten NpHtrll-Fragmente (Hippler-Mreyen, 2003; Wegener, 2000)
erfolgen. Die Ausbeute des Transducers liegt mit 0,6 - 0,9 mg pro Liter Zellkultur in der
GroRenordnung wie sie auch flr die verkirzten Fragmente NpHtrllio; und NpHtrllg, (Hippler-
Mreyen, 2003) und fur das von Hohenfeld et al. (Hohenfeld et al., 1999) isolierte NpSRII-His
erhalten wurden. Im Gegensatz zu friheren Versuchen von Wegener (Wegener, 2000) den
Transducers aufzureinigen, werden in dieser Arbeit Protease-Inhibitoren zum resuspendierten
Zellpellet zugefuigt, um einer vorzeitigen Degradation durch endogene Proteasen vorzubeugen.
Das NpHtrll kann dadurch mit einer Reinheit > 90 % aufgereinigt werden.

Erste Strukturuntersuchungen des NpHtrll-Molekiils werden mit Hilfe von spektroskopischen
Methoden durchgefiihrt. Durch CD Analysen kann gezeigt werden, dass der solubilisierte
Transducer eine ahnliche Sekundarstruktur-Verteilung aufweist wie die aufgereinigten und
solubilisierten Chemorezeptoren, wie z.B. der Tar-Rezeptor (Foster et al., 1985) oder der Trg-
Rezeptor (Burrows et al., 1989) aus E. coli, die beide einen a-helikalen Anteil von ca. 80 %
aufweisen. Da eine grof’e Homologie zwischen den archaebakteriellen Transducern und den
eubakteriellen Chemorezeptoren besteht, kann dementsprechend vermutet werden, dass der
Transducer eine korrekte Faltung aufweist. FTIR-Messungen unterstiitzen dieses Ergebnis, da
auch hier groRe Bereiche mit einer a-helikalen Sekundarstruktur vorhergesagt werden.

Aus der weiteren Charakterisierung des Transducers mit Hilfe von Gelfiltrations-Experimenten
wird die Anwesenheit von verschiedenen oligomeren Spezies nachgewiesen.

Eine Oligomerisierung in solubilisierter Form findet sowohl fiir den Transducer, als auch fir den
Rezeptor-Transducer-Komplex statt.

Zusétzlich wird eine Bindung des Transducers an den NpSR1I-Rezeptor beobachtet, welche durch
Phototzyklus- und ITC-Messungen bestatigt wird. Durch diese nachgewiesene Komplex-Bildung
mit dem Rezeptor wird die Annahme einer korrekten Faltung des Proteins zusétzlich fir den
transmembranen bzw. in die Rezeptorbindung involvierten Teil unterstiitzt.



Diskussion 126

Aus den Gelfiltrations-Experimenten konnen detaillierte Informationen gewonnen werden. Es
wird deutlich, dass der Transducer nicht in monomerer Form vorkommt, sondern eine hohe
Bereitschaft zur Oligomerisierung zeigt. Sogar die dimere Form, die aus einem coiled coil Blindel
besteht, kommt nur zu 16 % des Gesamtvorkommens vor. Stattdessen formt der Transducer eher
hohere, oligomere Spezies, die als ,, Trimers of Dimers* und als groRere Oligomere dieser Einheit
bestimmt werden. Eine klare Bevorzugung haben die , Trimers of Dimers®, die laut
Untersuchungen an den Chemorezeptoren eine funktionelle Einheit darstellen (Francis et al.,
2004;Kim et al., 1999). Aber auch die hoheren oligomeren Aggregate aus den Dimeren sind stark
vertreten. Ein Grund fir diese Oligomerisierung kénnte in unspezifischen Bindungen begrindet
liegen. Die sehr langen zytoplasmatischen coiled coil Bindel kdnnten miteinander in
unspezifischen Kontakt treten. Jedoch wahrscheinlicher ist eine Clusterbildung der Transducer
auf Grund von spezifischen Interaktionen an der Signal-Doméne. Ein weiterer Hinweis fur
spezifische Wechselwirkungen wird durch die bestehende Oligomerisierung des Transducers im
Komplex mit NpSRII verdeutlicht. Auch unter diesen Bedingungen werden héhere, oligomere
Formen gebildet, deren relative Verteilung sogar signifikant gedndert wird. Die grofieren
Aggregate nehmen stark zu. Zusatzlich scheint das NpHtrll-Dimer nicht mehr zu existieren.
Weiterhin wird durch die Bindung des Transducers an den Rezeptor in solubilisierter Form keine
1:1 Stéchiometrie gefunden, die von verschiedenen anderen Studien, wie z.B. ITC-Messungen,
mit verkurzten Transducer-Fragmenten, denen fast die komplette zytoplasmatische Domane fehlt
(Hippler-Mreyen et al., 2003) nachgewiesen wurde. Die Abwesenheit dieses erwarteten 1:1
Komplexes weist demnach daraufhin, dass das ,,Clustering” bzw. Zusammenlagern des Rezeptor-
Transducer-Komplexes zu héheren oligomeren Spezies durch die Anwesenheit des NpSRII nicht
gestort, sondern eventuell sogar gefordert wird.

Zusétzlich wird durch eine weitere Beobachtung deutlich, dass sowohl der Transducer, als auch
die NpHtrll/NpSRII-Komplexe eine Zeitabhangigkeit und eine Temperaturabhangigkeit
aufweisen. Bei beiden Formen erhoht sich die Aggregat-Bildung nach einer langeren
Inkubationszeit und/oder einer héheren Temperatur. AulRerdem ist beachtenswert, dass selbst
nach langerer Zeitspanne nicht das komplette freie NpSRII verbraucht worden ist, sondern immer
noch freie Formen existieren. Dieses konnte andeuten, dass die Clusterbildung einen
komplizierten Vorgang repréasentiert, bei dem die spezifischen Interaktionen genauestens
Uberpruft werden.

Die Ergebnisse aus den Gelfiltrations-Experimenten mussen allerdings mit Vorsicht interpretiert
werden, da sie, auf Grund von methodischen Begrenzungen, nicht unter physiologischen Salz-
Konzentrationen durchgefiihrt wurden. Zusatzlich lassen sich keine genauen Aussagen uber die
Zusammenlagerung der hoheren Aggregate treffen. Trotzdem kann aus diesen Ergebnissen
geschlossen werden, dass die Formung der Transducer-, als auch der Rezeptor-Transducer-
Cluster eine intrinsische Eigenschaft dieser Proteine ist, da sie eine grofle Homologie zu den
Chemotaxis-Rezeptoren aufweisen. Fir die MCPs wurde diese Art von Clusterbildung postuliert,
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wodurch groRBe Signalkomplexe zusétzlich mit den entsprechenden Che-Proteinen der
anschlieBenden Zwei-Komponenten-Kaskade entstehen (Kim et al., 2002) (Abb. 4.1 A).
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Abb. 4.1: A: Modell der Cluster-Bildung bei den Chemorezeptoren nach Kim et al. (Kim et
al., 2002). Jedes ,, Trimer of Dimer* ist ein einer Farbe gekennzeichnet.
B: Modell der moglichen Anordnung der Cluster-Bildung aus ,,Trimers of
Dimers* des NpSRII/NpHtrll-Komplexes (Martell, 2005).

Die ,, Trimer of Dimer* scheinen auch im Falle der Photorezeptor-Transducer-Komplexe eine
natrliche Einheit zu sein, die eine klare Prioritat zur Selbstorganisation zu héheren geordneten
Clustern besitzen. Ein Modell dieser Cluster-Bildung wurde auch schon von S. Martell (Martell,
2005) aufgestellt, bei dem sich 18 Komplex-Dimere bestehend aus 6 ,, Trimer of Dimers” zu
einem hoheren Cluster zusammen lagern (Abb. 4.1 B). Es kann spekuliert werden, dass eines der
beobachteten hoheren oligomeren Aggregate diesen Komplex reprasentieren konnte. Die
Abweichung der Kkleineren beobachteten Cluster im Gelfiltrations-Experiment kénnte vielleicht
durch die Verwendung von Detergenz-Molekilen anstatt von natirlichen Lipiden verursacht
werden. Diese bilden eine kiinstliche Mizelle als Modell der Membran in der Zelle und stellen
somit keine natiirliche Umgebung der Proteine dar.

Zusétzlich konnte vielleicht die Beobachtung, dass besonders der Transducer eine deutliche
Tendenz zeigt, schon bei mikromolaren Konzentrationen zu prézipitieren, einen weiteren Hinweis
fur eine Clusterbildung des Proteins geben. Der prézipitierte Transducer konnte dabei durch
unlésliche, héher geordnete Cluster, gebildet werden. Andererseits konnte die Prazipitation des
Proteins in den Aufbewahrungs-Bedingungen begrundet sein, da der Transducer sowohl unter
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niedrig-Salz, als auch in Detergenzien gelagert wird, die nicht den natirlichen
Umgebungsbedingungen entsprechen.

Auch aus den neuesten ESR-Messungen an Transducer-Cysteinmutanten lassen sich gewisse
Andeutungen flr eine Zusammenlagerung von mehreren Molekdlen finden, die spater genauer
erlautert werden. Es mussen jedoch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, die die
Organisation dieser Proteine in ihrer natiirlichen Lipid-Umgebung analysieren, um die Fragen zur
Organisation des Rezeptor-Transducer-Komplexes angemessen beantworten zu kénnen.

Aus den Ergebnissen der Photozyklus-Messungen wird ein weiterer Hinweis fir die Bindung des
Transducers an den Rezeptor geliefert. In solubilisierter Form hat das NpHtrll im Komplex mit
NpSRII keinen zu detektierbaren Effekt auf den Photozyklus. Im Gegensatz dazu hat der
verkirzte Transducer NpHtrll-157 im Komplex einen geringfiigigen, aber nachweisbaren Effekt
auf das Verhalten des Photozykluses. Diese Anderung wurde auch schon von Klare et al. (Klare
et al., 2006) beobachtet und durch eine im solubilisierten Zustand mégliche Zuruckfaltung des
verkirzten zytoplasmatischen Teils erklart (Helix 1 der ersten HAMP-Domane). Dadurch kénnte
eine zusatzliche Bindungsstelle zum Rezeptor entstehen, die einen messbaren Einfluss auf den
Photozyklus ausiiben konnte. In rekonstituierter Form des Proteins wird dagegen kein
abweichender Effekt im Vergleich zur Rezeptor-Probe beobachtet. In diesem Zustand kdnnte die
Ruckfaltung der verkirzten Helix durch die starrere Umgebung der Lipid-Doppelschicht
verhindert werden, so dass keine zusétzliche Bindung zum NpSRII besteht, was durch ESR-
Daten nachgewiesen wurde (Bordignon et al., 2005).

Wird nun das NpHtrll im Komplex mit dem Rezeptor betrachtet, l&sst sich im solubilisierten
Zustand kein Effekt auf den Photozyklus im Vergleich zum NpSRII beobachten, aber stattdessen
wird eine deutliche Anderung in der rekonstituierten Form des Komplexes sichtbar. Dieses
gegensétzliche Verhalten des Transducers im Vergleich zu dem verkurzten NpHtrll-157 konnte
sich folgendermalen erkléren lassen. In solubilisierter Form bilden die Transducer-Molekiile ein
Dimer mit einer coiled-coil Struktur im zytoplasmatischen Bereich, analog zu den
Chemorezeptoren auf Grund der hohen Homologie in diesem Bereich. Dadurch ist eine
Ruckfaltung der Helices auf den Rezeptor nicht mdglich, so dass keine zusétzliche Interaktion
mit dem NpSRII besteht. Dadurch konnte kein zusétzlicher Einfluss auf den Photozyklus
entstehen. Im rekonstituierten Zustand bleibt die coiled-coil Struktur der zytoplasmatischen
Doméne zwar bestehen, so dass auch hier keine Zuriickfaltung dieser Helices stattfinden kann,
aber durch die starrere Lipid-Umgebung wird die Interaktion zwischen Transducer und Rezeptor
verstarkt. Zusatzliche Wechselwirkungen die den Photozyklus des NpSRII beeinflussen sind
nicht direkt nachweisbar. Allerdings konnten weitere Interaktionen entweder durch eine fehl
gefaltet Konformation des Proteins, oder durch eine korrekte Faltung der HAMP-Doménen
verursacht werden, die in solubilisierter Form eine unstrukturierte Konformation besitzen
kénnten. Durch die Formung der HAMP-Domanen konnte wiederum ein zusatzlicher Kontakt
zum NpSRII entstehen, wodurch es zu dem beobachteten Effekt auf den Photozyklus kommen
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konnte. Die korrekt gefaltete Struktur der HAMP-Doménen konnte vielleicht durch ein teils
zuriickgefaltetes 4-Helix-Blindel charakterisiert sein, wie es auch schon fiir die HAMP-Doméne
aus dem Organismus Archaeoglobus fulgidus beschrieben wurde (Hulko et al., 2006).

Diese Erklarung konnte zudem durch die Beobachtungen von Weis et al. (Weis et al., 2003)
unterstitzt werden, der eine Verdickung an der Membran gefunden hat. Dadurch konnte eine
~190 A lange zytoplasmatische Domane im Serin-Rezeptor beobachtet werden. Diese
Verkiirzung des Rezeptor steht im Gegensatz zu dem Modell von Kim et al. (Kim et al., 1999),
der eine ~ 260 A lange zytoplasmatische Region vorhergesagt hat. Der Unterschied in der Lange
konnte durch die spezielle Konformation der HAMP-Domaéne zustande kommen.

Zur weiteren Charakterisierung des Transducers werden in dieser Arbeit kalorimetrische
Experimente durchgefihrt. Es sollen die Bindung an den Rezeptor NpSRII und der entsprechende
Bindungsparameter bestimmt werden. Die Ergebnisse dieser Messungen zeigen vier wesentliche
Aspekte, die die Rezeptor-Transducer-Interaktion betreffen:

1) Es wird keine 1:1 Stéchiometrie beobachtet.

2) Bei geringer lonenstarke (150 mM NacCl) wird eine vierfach geringere Bindungsaffinitat fur
den Transducer im Vergleich zu vorigen Untersuchungen an dem C-terminal verkirzten
Transducer-Fragment NpHtrll-157 beobachtet.

3) Eine hohe lonenstéarke (4 M NaCl) flihrt zu einer Zunahme der Bindungsaffinitat.

4) Der enthalpische Beitrag zur freien Energie der Komplex-Bildung ist bei hoher lonenstéarke
reduziert.

Aus vorigen Untersuchungen mit den verkurzten Transducer-Fragmenten, z. B. NpHtrll-157,
(Hippler-Mreyen et al., 2003) wird eine 1:1 Stochiometrie fur den NpSRII/NpHtril-Komplex
gefunden. Im Gegensatz zu dieser Stéchiometrie wird in den ITC-Messungen dieser Arbeit mit
dem NpHtrll nur ein 0,5:1 bzw. 1:2 (NpSRII : NpHtrll) Verhéltnis beobachtet. Hoch-Salz
Bedingungen scheinen eine Verdnderung in der Stochiometrie zu bewirken, da dort ein
Verhéltnis von 0,72:1 bzw. 1,44:2 (NpSRII : NpHtrll) gefunden wird. Diese Beobachtung wird
von den Ergebnissen der Gelfiltrations-Experimente unterstiitzt, da dort eine Dimer-Bildung des
Transducers bestimmt wird. Falls diese Dimere auch die interagierende Spezies darstellen, wirde
das bedeuten, dass nur eine Bindungsstelle fir den NpSRII-Rezeptor vorhanden ist.
Offensichtlich ist der Transducer in DDM-solubilisierter Form nicht vollstandig aktiv, so dass er
nicht die erwartete 2:2 Stochiometrie eingehen kann. Deshalb kann sich in den ITC-Messungen
nur ein NpSRII-Molekal mit einem Htrll-Dimer (1:2) zusammenlagern. Auch die Beobachtungen
bei den Gelfiltrations-Experimenten bei 45°C stimmen gut mit dieser Annahme Uberein, da trotz
einer theoretisch kalkulierten Konzentration fir einen 1:1 Komplex immer noch Fraktionen mit
freiem NpSRII vorhanden sind.

Die etwas erhohte Stochiometrie unter Hoch-Salz Bedingungen gibt erneut einen Hinweis auf
eine unterschiedliche Konformation des Proteins und der damit verbundenen Clusterbildung in
Abhéangigkeit der lonenstérke.
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Der zweite Punkt kann direkt mit der Tatsache in Verbindung gebracht werden, dass der
Transducer NpHtrll-157 im solubilisierten Zustand nachgewiesenermal’en nur in monomerer
Form existiert (Wegener et al., 2001). Daraus ergibt sich, wie schon oben beim Effekt auf den
Photozyklus erwéhnt, dass der membran-assoziierte Teil des C-terminal verklrzten Transducer
mit dem Rezeptor-Molekil interagiert anstatt in einer Interaktion mit seinem Gegenpart im
Transducer-Dimer involviert zu sein. Diese zusatzliche Rezeptor-Transducer Interaktion ist
verantwortlich fir die hohere Bindungsaffinitét, die bei dem monomeren, verkiirzten Transducer
(Hippler-Mreyen et al., 2003) im Vergleich zu dem dimeren vollstandigen Transducer beobachtet
wird. Das NpHitrll weist eine coiled-coil Konformation im zytoplasmatischen Bereich auf, so dass
die zusétzliche Interaktion mit dem Rezeptor fehit.

Der dritte und vierte Punkt zeigt, dass die Rezeptor-Transducer Bindung offenbar stark abhangig
ist von der lonenstarke im umgebenden Puffer. Bei hohen Salzkonzentrationen, die die natirliche
Umgebung des Proteins widerspiegeln, wird eine hohere Bindungsaffinitat mit fast ausschlielRlich
entropischen Beitrdgen zur freien Energie der Bindung beobachtet. Dieses weist daraufhin, dass
elektrostatische Wechselwirkungen eine groRe Rolle bei den Ereignissen wahrend einer Protein-
Protein Interaktion spielen. Schon in der Literatur wurde von Effekten der lonenstérke auf
Protein-Liganden- (Waldron et al., 2005) und auf Protein-Nukleinséure-Interaktionen (Kozlov &
Lohman, 1998; Lohman et al., 1996; Overman & Lohman, 1994) berichtet. Diese Berichte zeigen
reduzierte AH Werte wahrend einer Zunahme der lonenstarke wie in dem Fall dieser Arbeit mit
dem Transducer. Allerdings sind diese reduzierten Bindungsenthalpien normalerweise mit einer
Abnahme der Bindungsaffinitat verkniipft, also ohne eine Kompensation durch ein steigendes AS.
Eine Frage, die sich daraus ableitet, ist, was diesen signifikant ansteigenden, entropischen
Gewinn verursacht?

Ein entropischer Beitrag zur Bindung bei hohen lonen-Konzentrationen koénnte durch die
Freisetzung von Anionen und/oder Kationen, die spezifisch an die Bindungs-Oberflache
gebunden sind, wahrend der Protein-Protein Bindung entstehen. Dieses ist allerdings ziemlich
unwahrscheinlich fir den in der Membran verankerten Teil der Bindungs-Oberflache. Jedoch
sind mogliche lonen-Bindungsstellen auf der zytoplasmatischen Oberfl&dche beider Proteine, also
des Transducers und des Rezeptors, vorhanden, die fur zusétzliche Interaktionen zwischen diesen
Teilen des Rezeptors und des Transducers sorgen konnten. Diese Wechselwirkungen wurden
schon friher vermutet (Royant et al., 2001), aber ein experimenteller Beweis fiir diese Interaktion
fehlt bis heute. Eine Bindung von lonen an die Protein-Oberflachen kdnnte nicht nur durch
spezifische Bindungsstellen verursacht werden, sondern durch die allgemein negative Ladung der
Oberflache. lonen konnten daran binden und durch die coiled-coil Form des Transducers
kompensiert werden. Die Freisetzung der lonen von der Bindungs-Oberflache wahrend der
Bindung kdnnte auch das geringe negative AH flr die Bindung erklaren, da die Freisetzung der

lonen von einer Bindungsstelle mit einem AH > 0 assoziiert ist. Dieses kann auch durch eine
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Hydratisierung von lonen erklart werden. Natirlich missen weitere Experimente, die die Frage
versuchen zu beantworten, ob lonen spezifisch an die Proteine gebunden sind und wéhrend einer
Protein Zusammenlagerung entlassen werden, durchgefuhrt werden, um diese Annahme zu
testen. Im Gegensatz zum Transducer zeigt der verkirzte Transducer keine signifikante
Abhéangigkeit beziglich der lonenstarke (Hippler-Mreyen et al., 2003). Ein Grund konnte sein,
dass dieser durch die Verkirzung der zytoplasmatischen Doméne keine negativen Ladungen
mehr aufweist an denen die lonen binden kénnten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen demnach, dass die Interaktionen zwischen NpSRII und
seinem  entsprechenden  Transducer-Molekul viel ~komplexer sind, als bisherige
kristallographische, ESR und ITC Untersuchen an verkilrzten Transducer-Fragmenten andeuten.
Einen zusétzlichen Hinweis liefern auch die Beobachtung aus den Photozyklus-Messungen und
den Gelfiltrations-Experimenten. Die Beweise auf eine Abhadngigkeit der lonenstérke, sowie
maogliche Interaktionen zwischen den zytoplasmatischen Teilen der beiden Proteine, NpSRII und
Transducer, im funktionellen Komplex konnte entscheidende Hinweise bezuglich des
Mechanismus der Signal-Weiterleitung liefern.

Zusammenfassend kann vermerkt werden, dass der Transducer NpHtrll erfolgreich heterolog im
Modellorganismus E. coli exprimiert und anschlielend mit Hilfe eines Affinitats-Tags
aufgereinigt werden kann. Mit Hilfe unterschiedlicher Methoden ist deutlich geworden, dass der
Transducer eine a-helikale Konformation besitzt. Die Struktur ist jedoch Salzabhédngig. Diese
lonenstéarke-Abhéngigkeit kann neben einer Temperaturabhangigkeit auch bei der Bildung von
oligomeren Formen sowohl beim NpHitrll, als auch beim Transducer-Rezeptor-Komplex
beobachtet werden. Daraus kénnte gemutmalit werden, dass die vollstandig korrekt gefaltete
Konformation des NpHitrll, als auch die Komplex-Bildung, erst unter anndhernd nativen
Bedingungen ausgebildet werden.
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4.2 Modell des NpHtrll, insbesondere der Linker-Region

Vom NpSRII/NpHtril-Komplex konnte bislang nur die Kristallstruktur vom transmembranen
Bereich des Komplexes (Gordeliy et al., 2002) bis zur Aminosdure 82 des Transducers bestimmt
werden. Zusétzlich besteht die Maoglichkeit, auf Grund der groRen Homologie zu den
Chemorezeptoren,  vergleichende  Analysen mit den  bestehenden  Daten  aus
Kristallstrukturanalysen der Chemorezeptoren durchzufiihren. Hier wurden Réntgenstrukturdaten
des zytoplasmatischen Bereichs des Serin-Rezeptors (Kim et al., 1999) und des MCP;143 von
Thermotoga maritima (Park et al., 2006) geldst. Jedoch sind erste Informationen Uber den
Zwischenbereich dieser Domanen, erst kiirzlich veréffentlicht worden (Hulko et al., 2006), wobei
allerdings die Signifikanz der Ergebnisse fir die hier beschriebenen Transducer noch fragwiirdig

ist.
1
o y Rontgenstruktur
Lichtinduzierte tr;):s%?eritglrlanuendes
Signal A
<= Bereichs
Aufnahme (Gordeliy et al., Nature 2002)
\ Réntgenstruktur
der HAMP-Domane
der Linker-Region
(Hulko et al.,Cell 2006)
Signal-
Transfer
AL Rontgenstruktur der
i zytoplasmatischen coiled-
coil Doméane (EcTar)
(Kim et al., Nature 1999)
Histidin-
Kinase-
Bindungsstelle

Abb. 4.2: Schematisches Modell des NpHtrll-Transducers mit den bereits geldsten
Kristallstrukturen des transmembranen Bereichs und der zytoplasmatischen
coiled-coil Doméne des Tsr-Rezeptors.

Strukturelle Daten (ber den Linker-Bereich sind insbesondere wichtig, da ihm eine zentrale
Bedeutung fir den Signalweiterleitungsmechanismus innerhalb des Transducer-Dimers
zukommt. Die in dieser Region befindlichen HAMP-Domé&nen missen zusétzlich eine allgemeine
Bedeutung besitzen, da sie in sehr vielen verschiedenen Organismen zu finden sind. Die
verwendeten Sekundarstrukturvorhersagen flr diesen Bereich deuten eine coiled-coil Struktur

und a-Helix fur die Linker-Region an.



Diskussion 133

Zur Aufklarung der Sekundar- bzw. Tertidrstruktur des noch unklaren Linker-Bereichs des
Transducers existieren bislang zwei Modelle. Das erste Modell wurde von Bordignon et al.
postuliert (Bordignon et al., 2005). Es beruht auf den Ergebnissen von ESR-Messungen, beli
denen durchgehend die Aminoséuren von der Position 78 bis zur Position 101 und zusatzlich
einige ausgewahlte weiter entfernte Aminosauren im Linker-Bereich untersucht worden sind. Bis
zur Position 94 wird in der AS-1 eine helikale Region identifiziert, die durch eine hohe
dynamische Domane und damit von einer undefinierten Struktur gefolgt wird. Diese tritt deutlich
in die wassrige Phase des umgebenden Zytoplasmas ein. Zusammengefasst wird die
Gesamtarchitektur der AS-1 Sequenz als ein ,molten globular“ Typ des coiled-coil Biindels
beschrieben.

Das zweite Modell wurde kirzlich mit der Veroffentlichung der ersten Struktur einer HAMP-
Doméne von Hulko et al. (Hulko et al., 2006) postuliert. Hulko zeigt, dass sich die in dem
Linker-Bereich befindliche HAMP-Domane im Dimer zu einem parallelen, vier-helikalen coiled-
coil formt, wie es durch Sekundarstrukturvorhersagen vorausgesagt wurde. Die zwei Helices
jedes Monomers sind gleich lang, durch einen Helix-Turn gegeneinander versetzt und sind durch
einen Loop von 13 Aminosduren miteinander verbunden.

Auf Grund der groflen Homologie zwischen den HAMP-Doménen verschiedener Organismen,
kann davon ausgegangen werden, dass die HAMP-Domanen im Linker-Bereich des Transducers
ebenfalls eine coiled-coil Form bilden. Zusatzliche Hinweise fir diesen moglichen Aufbau im
NpHtrll lassen sich eventuell aus dem Sequenzalignment (s. 3.1.15) ableiten. Ein mdogliches
Modell fir den Transducer konnte folgendermalien aussehen (s. Abb.4.2). An die zweite
transmembrane Helix konnte sich ebenfalls eine solche HAMP-Domadnen Struktur anschliel3en,
bestehend aus ca. 5 Helix-Windungen langes paralleles ,,coiled-coil“-Motiv, das die beiden
Transducer-Molekiile in engen Kontakt bringt. AnschlieBend konnte ein ca. 13 Reste
ungeordneter Bereich folgen. Dieser kénnte dann in ein flr die Chemorezeptoren Ubliches anti-
paralleles ,,coiled-coil* bergehen, was auch durch das Auftreten eines typischen Heptaden-
Musters (Le Moual & Koshland, Jr., 1996) gekennzeichnet ist. Aus den Sequenzvergleichen ist
zuséatzlich bekannt, dass die Transducer-Proteine zwei HAMP-Domanen in dem Linker-Bereich
besitzen. Das Phanomen, das Proteine mehrere HAMP-Domadnen hintereinander geschaltet
besitzen, ist auch schon in anderen Proteinklassen bekannt (Aravind & Ponting, 1999).

Da bislang nur Modelle tber den Linker-Bereich des Transducers existieren und keine
vollstandigen strukturellen Daten zur Verfligung stehen, sollten in dieser Arbeit Erkenntnisse
uber die Struktur des fehlenden Bereichs gewonnen werden. Mit Hilfe von zwei verschiedenen
Ansétzen wird versucht Informationen Gber den Linker-Bereich zu gewinnen.

Zum einen wird der Transducer in Kiristallisations-Versuchen eingesetzt. Wenn
Rontgenstrukturdaten von diesem Protein geldst werden, wiirde zum ersten Mal wahrscheinlich
eine komplette Struktur des Transducers aus Natronomonas pharaonis vorhanden sein mit der
eine Aufklarung des Signaltransfers erleichtert wiirde. Jedoch konnte es auch passieren, dass ein
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Artefakt aufgelost wirde, der durch methodisch bedingte Einflisse wie z. B. eine zu enge
Kristallpackung, entstehen kdnnte, so dass das Protein in eine unnatlrliche Form gezwungen
wirde. Optimierungsarbeiten an den Kristallisationsansdtzen kdnnten diesen Nachteil eventuell
beheben, so dass der Transducer seine nattirliche Konformation einnehmen konnte. Ein weiterer
Nachteil in der Kristallisation des NpHtrll besteht darin, dass es sich um ein komplettes
Membranprotein handelt. Zusétzlich besitzt das Protein einen sehr groRen zytoplasmatischen
Bereich, so dass eine vollstandige Rontgenstrukturauswertung sehr schwierig sein wird.

Als weitere Alternative zum vollstandigen Transducer werden in dieser Arbeit zytoplasmatische
Transducer-Fragmente hergestellt, die ebenfalls in Kristallisations-Versuchen eingesetzt werden.
Aus Untersuchungen an den Chemorezeptoren wurden schon erfolgreiche Kristallisationen von
zytoplasmatischen Fragmenten, wie z.B. vom Tsr-Rezeptor (Kim et al., 1999) oder vom MCP1143
aus T. maritima (Park et al., 2006), nachgewiesen. Die Auswahl der Schnittstellen beruht, wie
unter Kapitel 3.2.1 beschrieben, auf ESR-Daten. Die beiden Konstrukte NpHtrll-L82C-534 und
NpHtrll-K96C-534 decken den, auf Grund unvollstdndiger Daten aus Kristallisationsversuchen
und ESR-Messungen, fehlenden Bereich im Transducer-Molekil ab. So wirde ein lickenloser
Anschluss an die existierenden Informationen geknupft. Das dritte Transducer-Konstrukt
NpHtrll1-130-534 beginnt erst am Ende der 1. HAMP-Doméne. Dieses Fragment entspricht einem
Konstrukt des Chemorezeptors aus T. maritima (Park et al., 2006). Das zytoplasmatische Protein
bildet laut Réntgenstrukturanalysen ein Dimer mit einem 225 A langen vier-Helix-Biindel und
einem Durchmesser von ~ 20 A. Beide Untereinheiten bestehen aus zwei Helices, CD1 und CD2,
die durch einen kurzen, hoch konservierten U-Turn (U-Schleife) an der Biindelspitze miteinander
verbunden sind (Abb. 4.3).

MCP1143C  Tsrg
gL Sites of
2 | modification

100 A
‘J\Signaling;f
region (tip)
Abb. 4.3: Strukturen der zytoplasmatischen Fragmente des T. maritima MCP1143c und des E.

coli Tsrc (Park et al., 2006). Der MCP1143¢ ist langer als der Tsr. und besitzt mehr
separierte Methylierungsstellen (lila Punkte).
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Im Gegensatz zu dem in der Struktur des MCP;143c vollstdndig durchgehenden vier-Helix-Biindel
kdnnte es nach Park et al. sein, dass das zytoplasmatische E. coli Tsr-Fragment kein komplett
zusammen hangendes Helix-Bindel am N-Terminus auf Grund der Verkiirzung an dieser Region
zeigt. Aus dem Vergleich dieser Daten zum hier verwendeten Konstrukt kénnen gewisse
Erwartungen beziiglich der Kristallstruktur des NpHtrll-Fragmentes entnommen werden.
Zusétzlich scheint die Aminoséure an der Position 130 aber nach ESR-Daten sehr flexibel zu
sein, wodurch die Kristallstruktur gestort werden konnte, bzw. zu einer anderen Kristallstruktur
als die erwartete ,, Trimer of Dimer* Konformation fuhren konnte.

Der vorliegende Stand der Experimente zeigt, dass sich in den Ansédtzen des vollstdndigen
Transducers Kristalle bilden, so dass eine Strukturaufklarung vielleicht moglich wird. Jedoch
sind diese bisher noch zu klein, um Réntgenstrukturdaten zu erhalten, so dass Optimierungsarbeit
notwendig ist.
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4.3 Untersuchungen zur NpHitrll-Struktur und Weiterleitung des
Signals

Die ESR-Messungen am Transducer NpHtrll und seiner Cysteinmutanten sollen zum einen der
Strukturaufklarung des Transducer dienen und zum anderen einen Beitrag zur Kl&rung der
Signaltransduktion innerhalb des Rezeptor/Transducer Komplexes leisten. Bei den in dieser
Arbeit durchgefiihrten ESR-Experimenten handelt es sich zundchst um anfangliche Messungen,
die auf jeden Fall weitergefiihrt und vertieft werden massen.

Zur Interpretation der ESR-Daten kann ein in der Literatur postuliertes Modell eines coiled coil
des Vimentin-Proteins heran gezogen werden (Hess et al., 2002) (Abb. 4.4).

Abb. 4.4: Schematische Darstellung des coiled-coil Riickgrades mit den Positionen der Spin-
Label. Die a-Helices eines jeden Monomers assoziiert innerhalb eines Dimers sind
in blau dargestellt (Hess et al., 2002).

In der Abbildung 4.4 wird das a-helikale Rickgrad jedes einzelnen Monomers innerhalb des
Vimentin-Dimers blau dargestellt. Die von Hess et al. verwendeten Spin-gelabelten Cysteine an
den Positionen a - d eines Monomers sind farblich kodiert. Mit Hilfe der bestehenden Kristall-
Struktur des Cortexillin wurde die coiled-coil Form des Vimentins bestimmt. Die Positionen a
und d bzw. a’ und d’ sind im Inneren der Struktur lokalisiert, was mit den Vorhersagen des
Heptaden-Musters tbereinstimmt. Die beiden anderen Reste b und c sind an weiter nach auf’en
gerichteten Positionen lokalisiert. Die inneren Spin-Label sind nach Hess et al. in der Lage
Interspin-Wechselwirkungen durchzufiihren. Positionen b und c¢ sind fiir Spin-Spin-Kontakte zu
weit entfernt und damit am Limit des messbaren Abstandes.

Vergleicht man dieses Modell mit den in dieser Arbeit bestimmten praktischen Daten kénnte
entnommen werden, dass die CysteinmutanteA349C im Heptaden-Muster an den Positionen a
oder d im Dimer lokalisiert sein kdnnte, da sie eine starke Austauschwechselwirkung aufweist.
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Diese Annahme stimmt gut mit den Sekundarstrukturvorhersagen (s. Abb. 3.1.15) fir diese
Position Uberein.

Die ESR-Messungen an den Cysteinmutanten des Transducers geben erste Hinweise auf die
vorhandene  Struktur des Transducers und die Signalweiterleitung innerhalb der
zytoplasmatischen Domane, so dass auch unabhé&ngig von dem Modell von Hess et. al. ein
eigenes Struktur-Modell fir die Signal-Doméne aufgestellt werden kann. Die ESR-Daten fiir ein
vollstandig eigenstandiges Modell des NpHtril reichen noch nicht aus. Die Abbildung 4.5
veranschaulicht die moégliche Anordnung bzw. Struktur des Transducer-Dimers am Ende der
Signal-Doméne.

A349
L348

L350 ‘
1347 E372

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der mit ESR untersuchten Positionen der
Cysteinmutanten (farbige Codierung) des NpHtrll mit Blick vom Zytoplasma und
der Seitenansicht als mdgliches Modell des Endes der Signal-Doméne des
Transducers.

Die Abbildung beruht auf den Daten der Sekundarstruktur des Serin-Chemorezeptors, die in dem
Bereich der Signal-Domane eine nahe zu 100 %ige Homologie zu den Transducern zeigen. Es ist
daher anzunehmen, dass auch der NpHtril strukturelle Ahnlichkeiten aufweist. Es wird deutlich,
dass die Positionen L348 und A349 ins Innere des coiled-coil zeigen und eine geringere Mobilitat
und eine starkere Austauschwechselwirkung aufweisen mussten. Dieses stimmt auch gut mit den
ESR-Daten aus den solubilisierten Proben unter Hoch-Salz tberein (s. 3.4.2). Die Proben zeigen
geringe Austauschwechselwirkungen und weisen zudem eine schwache Mobilitdt auf. Die
anderen Positionen weisen laut des Heptaden-Musters zunehmend nach auf3en. Damit sollten
theoretisch die Mobilitdten zunehmen und die Austauschwechselwirkungen abnehmen. Auch
dieses passt mit den unter Hoch-Salz Bedingungen gemessenen Spektren (berein. Ein weiterer
Hinweis fir diese coiled-coil Form geben zudem die Mobilitdtsmessungen, die einen Anfang
einer Periodizitat andeuten.
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Werden nun die Niedrig-Salz Proben mit dem hier aufgestellten Modell (Abb. 4.5) verglichen,
kann keine vollstandige Ubereinstimmung erkannt werden, da die Proben unterschiedliche
Austauschwechselwirkungen und damit eine andere Struktur aufweisen. Dieses deutet an, dass
der Transducer unter geringer lonenstéarke eine andere Konformation aufweist, bei der die beiden
Proteine im Dimer nicht so fest aneinander gebunden sind.

Zusétzlich lasst sich auch in den erhaltenen Daten fir die solubilisierten NpSRII/NpHitrll-
Komplexe der Cysteinmutanten des Transducers eine starke Salzabh&ngigkeit erkennen. Unter
Hoch-Salz Bedingungen zeigen alle untersuchten Positionen starkere
Austauschwechselwirkungen als bei mittlerer lonenstarke. Auch in den Mobilitats-Messungen
lasst sich die Abhédngigkeit beobachten. Die Mobilititen nehmen mit steigender
Salzkonzentration insgesamt ab, wobei die Positionen L350C und V368C am Ende eines Turns
am stérksten betroffen sind. Die Abhangigkeit des Transducers von der lonenstérke scheint ein
wichtiger Gesichtspunkt fur die Strukturausbildung und Funktion zu sein, die auch schon in
anderen Experimenten, z.B. Gelfiltrations-Experimente, ITC- und Photozylus-Messungen,
gefunden wurde.

Die Austauschwechselwirkungen lassen sich durch eine Spektrenverbreiterung erkennen. Die
Verbreiterung wird durch eine Zunahme in dem hyperfeinen anisotropen Beitrag oder durch die
dipolare Kopplung zwischen benachbarten (< 2 nm) Spin-Labeln oder durch beides verursacht.
Durch die starken Austauschwechselwirkungen wird wahrscheinlich ein Hinweis auf eine
Clusterbildung gegeben, da sich die Daten mit sehr starken Austauschwechselwirkungen an
Positionen b und ¢ des Heptaden-Musters nicht mit dem einfachen 4-Helix-Biindel Modell
(Abb. 4.5) erklaren lassen. Normalerweise sollten sie in einem Dimer nur geringe
Austauschwechselwirkungen zeigen, da sie nach aufllen weisen und dort genug Platz zur freien
Bewegung ware. Wirde sich allerdings ein Cluster ausbilden, wie es in dieser Arbeit schon durch
Gelfiltrations-Experimente und durch die Homologie zu den Chemotaxis-Rezeptoren angedeutet
wird, wirden die Spin-Label eines 4-Helix-Biindels mit den Labeln eines benachbarten Dimers in
Kontakt kommen.

Ein weiterer Punkt ist die Untersuchung von Effekten der Bindung des Rezeptors an den
Transducer auf ausgewahlte Positionen der zytoplasmatischen Doméne. Hier wird ein Vergleich
des Verhaltens der Spin-markierten Positionen im Transducer und im NpHtrlI/NpSRII-Komplex
durchgefuhrt. Die Position S62 zeigt keinerlei Beeinflussung durch die Bindung des Rezeptors.
Nur leichte Abweichungen sind in den beiden Spektren beobachtbar. Dieses kdonnte bedeuten,
dass der Rezeptor nicht an die Cysteinmutante gebunden hat, vermutlich bedingt durch die
Anwesenheit der Spin-Label-Seitenkette im Bindungs-Interface. Auch an der Position C173 hat
die Bindung des Rezeptors keinen sichtbaren Einfluss auf das ESR-Spektrum. Diese Position
liegt weiter entfernt von der zur Bindung benétigten Region des Transducers im
zytoplasmatischen Bereich, so dass kein Effekt erwartet wird. Interessant dabei ist zudem, dass
die Position 173 nicht irgendwo auf der zytoplasmatischen Domane liegt, sondern in dem fur
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archaebakterielle Transducer spezifischen Bereich, was daraufhin deutet, dass diese Region eine
von der Bindung des Rezeptors unabhangige Funktion besitzt.

Im Gegensatz dazu wird allerdings wieder in der zytoplasmatischen Domane an der Position
L350 und V368 eine Veranderung durch die Anwesenheit des NpSRII festgestellt. Die Spin-
Label an diesen Positionen werden immobiler, so dass die Konformation durch die Bindung
starrer wird. Jedoch konnte an diesen Stellen bisher noch nicht Gberprift werden, ob der
Transducer noch freien Spin-Label enthalt, der zu diesen Spektren fiihren wiirde oder ob es sich
tatsdchlich um eine Beeinflussung handelt. Das Ergebnis der Messung an der Position E372
widerspricht der Annahme, dass die Bindung des Rezeptors einen Effekt auf die in der Signal-
Doméne gelegenen Positionen ausibt. An dieser Stelle wird kein Einfluss des Rezeptors auf den
Transducer beobachtet, obwohl sich diese Position nur 4 Aminoséuren entfernt von V368
befindet, die eine Anderung zeigt. Zudem sind beide Aminosauren fast identisch im Transduer-
Dimer orientiert. Um diese Diskrepanz klaren zu kdnnen missen weitere ESR-Messungen
durchgefuhrt werden, insbesondere an den Positionen zwischen diesem Bereich.

Die Ergebnisse der ESR-Messungen mit den rekonstituierten Proben beziiglich der
Austauschwechselwirkungen und der Zuganglichkeiten des Spin-Labels kdnnen nicht eindeutig
interpretiert werden. Die fast vollig identischen Spektren der Positionen 1347 bis L350 kommen
vermutlich durch Schwierigkeiten bei der Probenpraparation zustande, d.h. die Mutanten
konnten eine Fehlfaltung oder einen Funktionsverlust erfahren. Nach dem coiled-coil Modell
(s. Abb. 4.5) sollten die Spektren, als auch die Zuganglichkeitsparameter unterschiedliche
Formen bzw. Werte aufweisen, da die Spin-Label in einem Helix-Turn lokalisiert sind und damit
verschiedene Bewegungsfreirdume haben sollten. Durch diese Ergebnisse kdnnte ein weiterer
Hinweis auf eine komplexe Clusterbildung gegeben sein, so dass das hier aufgestellte
Transducer-Dimer-Modell fir die Auswertung nicht mehr ausreichend ist.

Der zweite Teil der ESR-Messungen beschaftigt sich mit den Untersuchungen des naturlichen
Cysteins einiger Fusionsproteine, die aus dem N-terminalen Bereich des NpHtrll fusioniert mit
dem C-terminalen Bereich des EcTar-Rezeptors bestehen, an der Position 173. Diese Position
représentiert nach entsprechenden Sekundarstruktur-Vorhersagen die Position d im Heptaden-
Muster. Der Spin-Label an dieser Position ist demnach erwartungsgemal im Inneren der coiled-
coil Konformation und sollte deshalb eine geringe Mobilitat aufweisen. Wie auch schon oben
erwéhnt, wird von Spin-Labeln an den Positionen a und d des Heptaden-Musters ein Abstand von
1.0-1.5 nm nach Hess et al. (Hess et al., 2002) erwartet (Abb. 4.4). Ein Vergleich mit dem
Wildtyp Transducer an dieser Position kann auf Grund fehlender Daten noch nicht durchgefiihrt
werden.

Die Chiméren b und d sind beide durch eine groRe Fraktion der mobilen Komponente in 150 mM
Salz charakterisiert, die durch die Zugabe von erhéhten Salzkonzentrationen unterdriickt werden
kann. Dieser Effekt ist bei der Chimdare b reversibel und bei der Chimdre d nicht. Die
Fusionsproteine a und c¢ sind nur durch eine kleine Fraktion der mobilen Komponente unter
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Niedrig-Salz Bedingungen charakterisiert. Auch eine Erh6éhung der Salzkonzentration flhrt zu
keiner signifikanten Anderung im ESR-Spektrum, wodurch ein Hinweis gegeben wird, dass diese
Proteine schon unter 150 mM Salz ihre wahrscheinlich korrekte Konformation besitzen oder dass
sie eine Fehlfaltung aufweisen, die selbst durch die erhéhte lonenstérke nicht aufgehoben werden
kann. Eine solche Fehlfaltung kdnnte durch eine ungeeignet gewéhlte Schnittstelle entstehen.
Jedoch muss bei den Interpretationen der Daten beriicksichtigt werden, dass es sich um ein
Fusionsprotein handelt, deren Ursprung in verschiedenen Organismen liegt. Da Archaebakterien
an hochsaline Umgebungen angepasst sind, stellen die Bedingungen des Hoch-Salzes natirliche
Zustande fur den NpSRII/NpHtrll Komplex-Teil dar. Im Gegensatz dazu sind E. coli Zellen an
Niedrig-Salz Bedingungen abgestimmt, so dass der Tar-Teil der Chimdare nicht an andere
Umgebungen angepasst ist. Demzufolge kann sich der NpHtrll-Teil in Anwesenheit von Hoch-
Salz richtig falten und zeigt eine entsprechende Salzabhé&ngigkeit, wie sie schon in friiheren
Experimenten fir den verklrzten Transducer gefunden wurde (nicht publizierte Ergebnisse).
Zusétzlich zeigt auch der in dieser Arbeit aufgereinigte Transducer eine Salzabhéngigkeit. Jedoch
ist es noch unklar, ob der fusionierte Tar-Teil in erhohter lonenstarke eine natirliche
Konformation einnehmen kann, so dass die Frage nach einer gesamten korrekten Faltung der
Fusionsproteine unter Hoch-Salz auch Gegenstand weiterer ESR-Messungen sein muss.

Aus Messungen mit dem verkirzten Transducer gibt es Hinweise auf die Anwesenheit eines
Gleichgewichtes zwischen zwei Konformationen der HAMP Doménen im NpSRII/NpHtrll-157-
Komplex, welches durch eine Anderung der Temperatur verlagert werden kann (Bordignon et al.,
2005). Daraus wurde geschlossen, dass dieses Gleichgewicht eventuell der Grund sein kdnnte,
dass bei den Rontgenstrukturdaten nur Daten bis zur Aminosédure 82 beobachtet werden konnten,
da es fur den nachfolgenden Bereich mindestens zwei verschiedene Konformationen gibt.
Zusétzlich weist diese Region eine undefinierte Struktur auf, die von Bordignon et al. als ein
»molten globular* Typ bezeichnet wird. Dieses Gleichgewicht sollte auch in den
Fusionsproteinen b, ¢ und d untersucht werden. Auch hier ergeben die Ergebnisse Hinweise auf
ein bestehendes Gleichgewicht zwischen der mobilen und immobilen Komponente, die auch bei
den Cysteinmutanten des Transducers gefunden werden. Dieses konnte ahnliche Eigenschaften
der Fusionsproteine zum Wildtyp Transducer andeuten. Die niedrigeren thermodynamischen
Daten der Fusionsproteine im Vergleich zu den Werten des verkirzten Transducers konnten auf
eine verminderte Funktion der Chiméren hinweisen.

Aus den Tieftemperatur-Messungen kann das Vorhandensein einer coiled-coil Form geschlossen
werden. Jedoch zeigt sich eine eng aneinander liegende Form (Abstand 0,9 nm) nur im
solubilisierten Zustand und rekonstituiert unter Hoch-Salz Bedingungen. Eine weiter gedffnete
Form (Abstand > 2 nm) des wahrscheinlich immer noch vorhandenen coiled-coils findet sich im
rekonstituierten Zustand unter Niedrig-Salz. Dieses weist auf eine unterschiedliche Konformation
des Proteins oder auf eine verénderte Cluster-Bildung des langen zytoplasmatischen Bereichs
unter den jeweiligen Umstanden hin.
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Mit Hilfe der ESR-Daten aus dieser Arbeit kdnnen erste Anhaltspunkte, die zur Klarung der
Struktur und der Signalweiterleitung beitragen, geliefert werden. Aber die Daten reichen noch
nicht aus um ein vollstandiges Bild vom archaebakteriellen Signaltransfer zu erhalten.

Bislang existieren in der Literatur verschiedene Modelle wie das Signal weitergeleitet wird. Die
Abbildung 4.6 zeigt die verschiedenen Ansétze.
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Abb. 4.6: Modelle der Signalweiterleitung.
A: ,,Swinging piston* Modell (Falke & Hazelbauer, 2001).
B: “Gear shift” (Zahnrad) Modell (Hulko et al., 2006)
C: “Flexible rotation” (Flexible Rotations) Modell (Moriki et al., 2001)

Falke und Hazelbauer postulieren das ,,.Swinging piston“ Modell, bei dem die Signal-Helix eine
Piston-Bewegung, d. h. eine gleitende abwarts Bewegung, in der Transmembranen Domane
durchfiihrt. Weiterfolgend wird das Signal Uber unbekannte strukturelle oder dynamische
Anderungen bis zur Histidin-Kinase Aktivierung weitergeleitet (Falke & Hazelbauer, 2001). Das
zweite existierende Modell beschreibt einen ,,Gear shift“. Hierbei wird eine Rotationsbewegung
der vier einzelnen Helices in entgegen gesetzter Richtung um 26° durchgefihrt, die aus der
beobachteten Konformation eine kanonische coiled-coil Form herstellt. Durch diesen Wechsel in
der Konformation des Proteins soll das Signal ins Zellinnere weiter geleitet werden (Hulko et al.,
2006). Moriki et al. bevorzugt ein Modell, das als ,,Flexible rotation* bezeichnet wird. In diesem
Modell kommt es durch die Bindung eines Liganden zu einer unflexibeln Konformation der
Ligandenbindungs-Domaéne. Gleichzeitig rotiert das coiled-coil Bundel, so dass die unflexible
Struktur der Signal-Doméne in eine flexible Konformation umgewandelt wird (Moriki et al.,
2001).

Unter Einbezug der in dieser Arbeit erhaltenen Daten, kann keines der drei Modelle diskriminiert
werden.
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4.4 Funktionsuntersuchungen der Transducer-Chemorezeptor-
Chimaren

Die archaebakterielle Phototaxis weist eine hohe Homologie zu der eubakteriellen Chemotaxis
auf. Dieses betrifft sowohl die Sequenz der Transducer bzw. Chemorezeptoren, als auch ihre
strukturellen Eigenschaften. Die weiter folgende Zwei-Komponenten-Signaltransduktionskaskade
besitzt ebenfalls eine hohe Homologie. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit Chimaren
hergestellt werden, die aus dem C-terminalen Bereich des Transducers NpHtrll fusioniert mit
dem N-terminalen Teil des Tar-Rezeptors aus E. coli bestehen und deshalb in der Lage sein
sollten phototaktische Reaktionen im Modellorganismus E. coli auszuldsen.

Es wurden schon sehr friih funktionsfahige Fusionsproteine der hier betrachteten Proteinklassen
hergestellt. Krikos et al. entwickelten 1985 Chimaren aus den beiden Chemotaxisrezeptoren Tar
und Tsr, die beide chemotaktische Antworten zeigten (Krikos et al., 1985). Weiterhin wurden
1989 von Utsumi et al. Chimaren zwischen Tar und EnvZ, einer transmembranen Histidin-
Kinase aus E. coli, (Utsumi et al., 1989) und 1994 von Baumgartner & Hazelbauer Chimaren, die
aus dem Chemorezeptor Trg und EnvZ bestehen hergestellt (Baumgartner et al., 1994). In beiden
Fallen waren fast alle Fusionsproteine funktionell. 1999 entwickelten Zhang et al. auch Chimaren
aus archaebakteriellen Transducer-Proteinen (Zhang et al., 1999). Sie stellten verschiedene
Fusionsproteine aus dem HsHtrl und dem HsHtrll her, wobei sie herausfanden, dass die
transmembranen Helices vom HsHtrl und HsHtrll ihre Spezifitat bezuglich der Interaktion mit
dem Rezeptor HsSRI bzw. HsSRII definieren. Die restlichen Transducer-Doménen kénnen, mit
nur geringem oder keinem Effekt, Signale vom Rezeptor aufzunehmen, entfernt oder
ausgetauscht werden. Jung et al. (2001) gelang es Chiméren zu entwickeln, die sich aus zwei
Proteinteilen aus verschiedenen Organismen zusammensetzen. Er stellte Fusionsproteine her, die
aus dem NpHtrll fusioniert mit dem SeTar- bzw. EcTsr-Rezeptor bestehen. Zusétzlich waren
diese Chimaren kovalent Uber ein Linker—Peptid mit dem NpSRII-Gen verbunden (Jung et al.,
2001).

NpSRII NpHirll StTar (EcTsr)
EEEE i 77777 | P-fusion
224 88 334 (316)
iz 1 (G-fusion
102 320 (302)
T TR — 77777 1 M-fusion
125 297 (279)
Abb. 4.7: Schematische Darstellung der Fusionsproteine nach Jung et al.. Die Nummern

représentieren die Positionen der Aminoséuren an den Schnittstellen (Jung et al.,
2001).
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Alle Fusionsproteine konnten in E. coli exprimiert werden und fur die M-Fusionen detektierte
man schwache, phototaktische Reaktionen. Etwas spater wurde dieses Ergebnis durch in vitro
Phosphorylierungsversuche bestatigt (Trivedi & Spudich, 2003). Mit diesen Chiméren konnten
allerdings keine Aussagen uber die Bindungs- bzw. Komplexbildungs-Eigenschaften gemacht
werden, da beide Proteine in einem Konstrukt exprimiert wurden. Zudem konnten durch diese
Fusion andere Eigenschaften, wie z.B. eine Dynamik gestort werden oder Einschrankung der
konformationellen Beweglichkeit stattfinden, so dass das gemessene Signal nur sehr klein wére
im Vergleich mit dem natlrlichen Signal. Diese Beispiele belegen aber dennoch, dass es im
Bereich der Chemo- und Phototaxis theoretisch mdglich ist, funktionsfdhige Chimaren zu
entwickeln.

Deshalb sollten die in dieser Arbeit hergestellten Fusionsproteine unabhdngig vom Rezeptor
NpSRII kloniert und exprimiert werden, so dass sich beide Proteine lediglich Gber die natirliche
Komplexbildung zusammenlagern. Aus den Bindungsstudien des Rezeptors mit verkirzten
Transducer-Fragmenten (Hippler-Mreyen et al., 2003) und den Untersuchungen aus dieser Arbeit
kann von einer Zusammenlagerung ausgegangen werden. Zusatzlich werden alle verwendeten
Fusionsproteine, mit Ausnahme der Chimare 102_233, so konstruiert, dass es theoretisch moglich
sein sollte das vom Rezeptor aufgenommene Lichtsignal ins Innere der Zelle weiterzuleiten.

Erste Funktionalitatsuntersuchungen der Chimaren sind durch einen in vitro Phosphorylierungs-
Assay durchgefuhrt worden. Die einzelnen Versuchsreihen weisen eine starke Streuung auf, so
dass keine eindeutigen Ergebnisse vorliegen. Zwar konnte durch Auswertung der Daten auf den
ersten Blick eine Reaktion bei den Chiméren ¢, 102 und 223 (photophobe Antwort) und bei der
Chiméare d (photophile Antwort) beobachtet werden (s.3.5.1), jedoch wenn die
Standardabweichung mit in die Betrachtung einbezogen wird, lasst sich bei allen
Fusionsproteinen  keine  eindeutige  Reaktion erkennen. Neben der mangelnden
Reproduzierbarkeit der einzelnen Versuchsreihen kann auch eine grofRe Streuung bei den
Kontrollversuchen (Tar-Rezeptor und Kontroll-Liposomen) beobachtet werden. Beim in vitro
Phosphorylierungs-Assay handelt es sich eigentlich um einen etablierten Versuch, der schon
anscheinend erfolgreich bei Chiméren, wie bereits oben erwahnt, angewendet (Trivedi &
Spudich, 2003) wurde. Jedoch zeigen Trivedi and Spudich keine Kontrollversuche, so dass die
Aussagekraft der experimentellen Versuche nicht Gberprift werden kann. Zudem ist aus ihren
Daten nicht sichtbar, wie haufig die einzelnen Versuchsreihen durchgefiihrt wurden, so dass ein
Vergleich zu den hier ermittelten statistischen Ergebnissen nicht uneingeschrankt maoglich ist.
Weiterhin kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass in dieser Arbeit ein methodisches
Problem vorliegt, das bei Trivedi und Spudich nicht vorlag. Ein Problem liegt moglicherweise in
der Signaltransduktionskaskade des Zwei-Komponenten-Systems mit Che-Proteinen, da das
CheA seine gebundene Phosphatgruppe sehr schnell wieder verliert. So konnte es durch die
verwendeten Reaktionsbedingungen zu einem Verlust des Phosphates kommen bevor die
Reaktion fixiert wurde. Weiterhin konnte es an der verwendeten Messapparatur oder an dem
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Lichtsignal liegen. Trivedi und Spudich verwendeten anstatt einer Kaltlichtlampe eine Halogen-
Lampe mit 100 W.

Eine alternative Methode zur Funktionalitatsbestimmung der Fusionsproteine stellen die in vivo
Schwimmversuche dar. Diese Phototaxis-Messungen an E. coli Zellen sollen zudem
Informationen zur Physiologie der Signaltransduktion ermitteln. Dazu werden die
Fusionsproteine gemeinsam mit dem Rezeptor NpSRII im schwimmfahigen E. coli RP437
Stamm exprimiert. Da die Anwesenheit dieser beiden Proteine in den E. coli Zellen
nachgewiesen worden ist (s. 3.1.15), sollte eine Signalaufnahme und Weiterleitung ins Innere der
Zelle grundsatzlich moglich sein.

Die Ergebnisse der Schwimmversuchs-Messungen kdnnen nur sehr spekulativ diskutiert werden,
da keine deutlichen Reaktionen entsprechend der positiven Kontrolle beobachtet werden kdnnen.
Allerdings kann eine photophobe Antwort der Chiméren ¢ und 123 ausgeschlossen werden, da sie
eindeutig das gleiche Verhalten zeigen wie die beiden negativen Kontrollen der Stamme RP437
und UU1250. Mit diesen Stdimmen wurde mit der Phototaxis-Apparatur die Blaulicht-Reaktion
der Bakterien nachgewiesen, die von Wright et. al. postuliert wird (Wright et al., 2006). Aus der
Antwort der Chimaren ¢ und 123 kdnnte vermutet werden, dass diese beiden Fusionsproteine
nicht funktionell sind. Allerdings steht dieses Ergebnis im Gegensatz zu den Beobachtungen aus
dem Phosphorylierungs-Assay, wenn diese Uberhaupt interpretiert werden koénnen, indem die
Chimére c anscheinend eine photophobe Antwort durchfiihrt.

Bei den restlichen untersuchten Fusionsproteinen zeigen die Zellen keine zu den negativen
Kontrollen analoge Antwort auf den Lichtreiz der Wellenldange 498 nm. Ihr Schwimmverhalten
scheint sich im ersten Moment trotz des negativen Signals nicht von dem Verhalten wahrend der
Basislinien Aufnahme zu unterscheiden, so dass es erst den Anschein macht, als ob diese
Chimaéren ebenfalls ihre Funktion nicht ausiben kdnnten. Es ware aber denkbar, dass gerade
diese Proteine funktionsféhig in Bezug auf die Phototaxis sind, da sie sich eben nicht wie die
negativen Kontrollen verhalten. Die Zellzahl im Spot bleibt konstant, wodurch eine gewisse, sehr
schwache photophobe Reaktion interpretiert werden konnte. Eine eindeutige photophobe Antwort
wie sie bei den Natronomonas pharaonis Bakterien beobachtet wird, ist aber nicht sichtbar.
Dieses konnte daran liegen, dass der verwendete E. coli Stamm ein Wildtyp-Stamm bezliglich der
Chemotaxis ist, so dass auch alle Chemotaxis-Rezeptoren und der Aerotaxis-Rezeptor vorhanden
sind, die ebenfalls Signale aus der Umgebung aufnehmen kdnnen. Das Phototaxis-Signal konnte
in diesen Antworten untergehen. Ein weiterer Grund flr die schlechte Auswertbarkeit der
Reaktionen kdnnte eine schadigende Wirkung des IPTGs auf die Bakterienkultur sein. Es lielen
sich unter dem Lichtmikroskop viele Zellen beobachten, die ihre Zellteilungs-Fahigkeit verloren
hatten. Diese Zellen werden durch die Bildung eines sehr langen Zellkorpers, teilweise bis zum
10 fachen der normalen La&nge, identifiziert. Solche Bakterien sind entsprechend in ihrer
Mobilitat stark eingeschrankt. Zusatzlich kann das zugefuigte Retinal, wie auch schon Spudich
vermutet hatte, eine schadigende Wirkung auf die Zellen ausiben (Jung et al., 2001). Diesem
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Problem konnte in zukunftigen Experimenten entgangen werden, indem ein E. coli Stamm
verwendet wird, der das Retinal endogen herstellt, so dass eine zusétzliche Zugabe der
Chemikalie in das Medium von auRen nicht mehr notwendig ware (von Lintig & Vogt, 2000).
Eine weitere Schadigung kann durch die Einlagerung der Uberexprimierten Proteine in die
Zellmembran verursacht werden.

Eine Ursache fur die nicht eindeutigen Ergebnisse kdnnte zudem die Messapparatur liefern. Diese
wurde fur H. salinarum Zellen optimiert. Da E. coli aber eine andere ZellgroRe, als auch ein
unterschiedliches Schwimmverhalten besitzt, konnte die Detektierbarkeitsgrenze ungeeignet sein.
Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden scheinen nicht geeignet zu sein, um die
Funktionalitat der Fusionsproteine zu tberprifen. Deshalb ist es notwendig durch weiterfiihrende
Experimente diese Funktionalitdt zu testen. Dazu werden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von D. Oesterhelt Experimente geplant, die auf der direkten Beobachtung von
Zellen beruhen. Dieses ,cell tracking® System erlaubt es einzelne Zellen und nicht nur, wie im
Schwimm-Versuch komplette Zellpopulationen, zu untersuchen. So kénnte das direkte
Schwimmverhalten der Zelle beobachtet werden und Anderungen in der Frequenz des
Umschaltens des Flagellenmotors mit in die Beobachtungen einbezogen werden.
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5 Zusammenfassung

Das Archaebakterium Natronomonas pharaonis besitzt die F&higkeit zur Phototaxis. Diese wird
unter Anderem durch das sensorische Rhodopsin NpSRII vermittelt, welches auf blau-griines
Licht reagiert und das Signal weiter an den entsprechend gebundenen Transducer NpHitrll leitet.
Dieser wiederum Ubertragt den Reiz auf ein, zur eubakteriellen Signaltransduktion analoges,
Zwei-Komponenten-System, wodurch es zu einer photophoben Reaktion des Bakteriums kommt.
Im Rahmen dieser Arbeit kann durch ein T7-Transkriptionssystem die Uberexpression des
NpHtrll in E. coli durchgefiihrt werden. Eine anschliefende Aufreinigung mittels Ni-
Affinitatschromatographie liefert das Protein mit einer Reinheit >90 %. Die anschlieRende
Charakterisierung des Proteins schliefSt sowohl Strukturstudien, als auch Bindungsstudien mit
ein.

CD-spektroskopische Daten, sowie auch FTIR-Experimente, liefern Hinweise auf eine
vorwiegend a-helikale Struktur des Proteins, die zudem eine Abhédngigkeit von der umgebenden
lonenstérke zeigt. Durch Gelfiltrations-Experimente kann nachgewiesen werden, dass der
Transducer sowohl Dimere als auch hoher oligomere Komplexe ausbildet, von denen einer ein
putatives ,, Trimer of Dimer“, die die funktionelle Einheit bei den Chemorezeptoren darstellen,
représentieren konnte. In Anwesenheit des Rezeptors werden die gleichen Spezies beobachtet.
Jedoch é&ndert sich die relative Verteilung und sie werden entsprechend der Bindung des
Rezeptors zu hoheren Molekulargewichten verschoben. Der Transducer, als auch im
NpHtrlI/NpSRII-Komplex, zeigt zudem eine Temperatur- und Zeitabh&ngigkeit bezlglich der
Bildung hoher oligomerer Komplexe. Laserblitz-Absorptions-Spektroskopische Untersuchungen
zeigen, dass der Transducer im solubilisierten Zustand keinen Einfluss auf die Kinetik des
Photozykluses ausiibt, jedoch in rekonstituierter Form, im Gegensatz zu dem verkirzten NpHtrlI-
157-Protein, einen nachweisbaren Effekt hervorruft. Durch Bindungsstudien des Transducers an
den Rezeptor mittels isothermer Titrationskalorimerie kann bei mittlerer lonenstarke eine
Dissoziationskonstante von ca. 0,6 uM und in Anwesenheit von 4 M NaCl eine etwas starkere
Bindung mit einer kp von ca. 0,2 uM beobachtet werden.

Des Weiteren werden in dieser Arbeit Probenpraparationen fur Kristallisationsversuche zur
Strukturaufklarung durchgefiihrt. Neben der Verwendung des Transducers werden zu diesem
Zweck auch zytoplasmatische Transducer-Konstrukte kloniert und exprimiert.

Um weitere Hinweise auf die Struktur des Proteins und zur Signalweiterleitung zu erhalten,
werden ESR-spektroskopische Untersuchungen am NpHtrll und an ortsspezifischen, speziell im
Bereich der CheA-Interaktions-Domane, Spin-markierten Cysteinmutanten durchgefiihrt. Die
erhaltenen Ergebnisse bestétigen die strukturellen Eigenschaften, welche sich aus dem Vergleich
mit den Chemorezeptoren ergeben und liefern zudem Hinweise auf ausgepragte dynamische
Eigenschaften, sowie eine starke Abhédngigkeit von der umgebenden lonenstarke des
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untersuchten Bereiches. Zudem kann mittels dieser Methode erstmals Reiz-induzierte strukturelle
Anderungen im Bereich der CheA-Bindungs-Domane des NpSRII/NpHtrll-Komplexes
nachgewiesen werden.

Des Weiteren werden Chimaéren, die aus dem N-terminalen Teil des NpHtrll fusioniert mit dem
C-terminalen Bereich des E. coli Tar-Rezeptors bestehen, ESR-spektroskopisch untersucht. Die
Ergebnisse zeigen die Anwesenheit von zwei Komponenten mit verschiedenen dynamischen
Eigenschaften, die sich in einem Salz- und Temperaturabhéngigen Gleichgewicht befinden.

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte versucht werden die Physiologie der Signaltransduktion néher
zu charakterisieren. Die Funktionalitt der neu entwickelten Chimaren und schon bestehender
Fusionsproteine wird getestet, indem in vitro Phosphorylierungs-Versuche durchgefuhrt werden.
Bei diesen sollte die Autophosphorylierungs-Aktivitat der Histidin-Kinase CheA ausgenutzt
werden. Des Weiteren werden phototaktische Messungen in vivo durchgefuhrt. E. coli Bakterien,
die das Fusionsprotein und den Rezeptor enthaltenen, sollten auf ihre Reaktion auf blau-griines
Licht untersucht werden. Beide Methoden liefern keine eindeutigen Ergebnisse und sind demnach
nicht geeignet, um die Funktionalitat der Chimé&ren zu untersuchen.
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6 Summary

The archaeon Natronomonas pharaonis has the ability to do phototaxis. This function is mediated
by the sensory rhodopsin NpSRII, which reacts on blue-green light and transfers this signal to the
corresponding transducer protein NpHtrll. The signal is then transmitted to a signal transduction
cascade, a two-component-system, homologous to the eubacterial chemotaxis system, thereby
inducing a photophobic response of the bacterium.

In this work the overexpression of the NpHtrll could be accomplished by utilizing the T7-
transcription-system. Applying Ni-affinity-chromatography, the protein could be obtained with
> 90 % purity. Subsequently, structural studies as well as investigations on the interaction with
the receptor NpSRII were carried out to characterize the protein.

CD-spectroscopical data and FTIR-experiments indicate an a-helical structure of the protein,
which additionally depends on the ionic strength. Gelfiltration analysis proved that NpHtrll forms
a dimer as well as higher oligomeric complexes. One of these oligomers is likely to account for a
“Trimer of Dimer”, which is thought to be a functional unit in case of the chemoreceptors. In the
presence of the receptor the same species are visible with a devious relative distribution and a
slightly higher apparent molecular weight, corresponding to the binding of the receptor. The
transducer as well as in the complex shows a temperature- and time-dependency with regard to
the formation of higher oligomeric complexes. Laser-absorption-spectroscopy experiments
demonstrate no significant effects of the solubilized transducer on the photocycle kinetics of
NpSRII. On the other hand, if the proteins are reconstituted into purple membrane lipids, a
significant effect can be detected, in contrast to what was observed for the shortened transducer
NpHtrll-157. Binding-studies of the transducer to the receptor by using isothermal titration
calorimetry, revealed a dissociation constant of 0,6 uM at medium ionic strength. In the presence
of 4 M NacCl stronger binding with a kp around 0,2 UM can be observed.

Further on in this work protein preparations for crystallisation experiments were performed.
Beside the transducer, cytoplasmic transducer-constructs were cloned and expressed for this
purpose.

To obtain more information on the structure of the protein and on the signal transfer, EPR
measurements have been carried out. For that, spin labeled native NpHtrll as well as cysteine
mutants, especially in the CheA binding region, were tested. The results confirm the structural
properties, which were found by comparison with the chemoreceptors. Additionally, there are
hints for specific dynamic properties of the protein and for a strong dependency on the ionic
strength of the environment. Moreover, with this method for the first time light induced structural
changes in the CheA binding region of the receptor/transducer complex could be observed.
Furthermore, chimeras consisting of the N-terminal part of the NpHtrll fused to the C-terminal
part of the E. coli Tar-receptor were analysed by using EPR spectroscopy, revealing the presence
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of two components with different dynamic properties, being in a salt- and temperature-
dependence equilibrium.

In the last part of this work, endeavours have been made to characterize the physiology of the
signaltransduction. Therefore the above mentioned chimeras and new ones were tested for their
functionality. This was done by means of an in vitro phosphorylation assay as well as an in vivo
experiment. In the phosphorylation assay the autophosphorylation activity of the histidine kinase
CheA was tried to assay. The phototactic in vivo measurements were carried out with E. coli
bacteria expressing the fusion protein and the receptor. These cells were tested if they show a
reaction to the blue-green light. Both approaches didn’t show a clear result, so that they are not
suited to test the functionality of the chimeras.
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8  Abklrzungen

Abb.
ATP
AS
AS1
bp

BR
Che A
Che B
CheC
CheR
Che W
CheY
Chez
CPM
Da
DDM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
ESR
EtOH
FPLC
GPCR
h

HCI
His
HMW
H,O
HPLC
HR

H. salinarum (H.s)
Htr

Abbildung
Adenosintriphosphat
Aminosaure
Amphiphatische Sequenz 1
Basenpaar
Bakteriorhodopsin
Chemotaxisprotein A
Chemotaxisprotein B
Chemotaxisprotein C
Chemotaxisprotein R
Chemotaxisprotein W
Chemotaxisprotein Y
Chemotaxisprotein Z

counts per minute. Strahlung pro Minute.

Dalten

N-Dodecyl-p-D-maltosid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Erhylendiamintetraessigsdure
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
Ethanol

fast protein liquid chromatography
G- Protein gekoppelter Rezeptor
Stunde

Salzséure

Histidin

high moleular weight

Wasser

high performance liquid chromatography
Halorhodopsin

Halobacterium salinarum
halobakterieller Transducer
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IPTG
kb
kDa

L

LB
LMW
MCP
MqgCl,
min
MTSL
MW
NaCl
Ni-NTA

N. pharaonis (N.p.)

oD

P

PCR
PEG
pH
PVDF
RT

s. Abb.
S. 0.

S. u.
SDS-PAGE
sec
SRI
SRII
Tar
™
Trg
Tsr
TY
Upm
wt

Isopropylthiogalactosid

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Luria Bertani

low molecular weight

methyl accepting chemotaxis protein
Magnesiumchlorid

Minuten

1-Oxyl-2,2,5,5-tetrametylpyrrolin-3-methyl-metan-thiosulfonat-Label

Molekulargewicht
Natriumchlorid
Nickel-Nitrilotriessigsaure
Natronobacterium pharaonis
optische Dichte
Phosphat-Rest

Polymerase Kettenreaktion
Polyethylenglucol

negativer dekadischer Logarithmus der lonenkonzentration
Polyvenyidenfluorid
Raumtemperatur

siehe Abbildung

siehe oben

siehe unten
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunden

sensorisches Rhodopsin |
sensorisches Rhodopsin 11
Aspartat-Rezeptor
Transmembrane Helix
Galaktose-Rezeptor
Serin-Rezeptor

Trypton yeast

Umdrehungen pro Minute
Wildtyp
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Far die 20 nattrrlichen Aminosauren wurde der Dreibuchstaben- oder Einbuchstabencode nach IUPAC-
IUB-Vereinbarungen (1969) verwendet.

Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Asparaginsaure D Asp
Cystein C Cys
Glutamin Q GIn
Glutaminsaure E Glu
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin I lle
Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Phenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptophan W Trp
Tyrosin Y Tyr
Valin Vv Val
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9 Anhang

Im Rahmen dieser Arbeit

konstruierte Plasmide

pTXB3_N_His_TEV mut Ncol

pTXB3_N_His TEV_TGT mut Ncol

pTXB3_N_His TEV_TCG mut Ncol

pTXB3_N_His TEV_L82C-534

pTXB3_N_His TEV_K96C-534

pTXB3_N_His TEV_130-534

pET_Htrll_C173S_His

pET_Htrll_S62C_His

PET_Htrll_N346C_His

PET_Htrll_1347C_His

PET_Htrll_L348C_His

PET_Htrll_A349C_His

PET_Htrll_L350C_His

pET_Htrll_\V/368C_His

pET_Htrll_E372C_His

Beschreibung

In den pTXB3 - Vektor wird ein N-terminaler His-
Tag mit folgender TEV-Schnittstelle eingefugt.

Die Sapl-Schnittstelle im pTXB3_N_His TEV mut
Ncol wird mutiert zu TGT als Anfangstriplett des
Proteins.

Die Sapl-Scnittstelle im pTXB3_N_His TEV mut
Ncol wird mutiert zu TCG als Anfangstriplett des
Proteins.

Zytoplasmatisches Fragment L82C-534 von NpHitrlil
als N-terminales His-TEV-Konstrukt.
Zytoplasmatisches Fragment K96C-534 von NpHitrll
als N-terminales His-TEV-Konstrukt.
Zytoplasmatisches Fragment 130-534 von NpHitrll als
N-terminales His-TEV-Konstrukt.

NpHtrll mit Mutation C173S als C-terminales His-
Tag-Konstrukt.

NpHtrll  mit Mutation C173S wund S62C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll mit Mutation C173S und N346C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.
NpHtrll  mit Mutation C173S und
C-terminales His-Tag-Konstrukt.
NpHtrll  mit Mutation C173S und L348C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll mit Mutation C173S und A349C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll  mit Mutation C173S und L350C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll mit Mutation C173S und V368C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll  mit Mutation C173S und E372C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

1347C als
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pET_Htrll_E469C_His
pET_Htrll_Q470C_His
pUCBM20_Tar-Teil
pUCBM20_Tar-Teil_Mut_Ndel
PET_NpHtrlIMCP2_237_266 (a)
PET_NpHtrlIMCP2_237_248 (b)
PET_NpHtrlIMCP2_223 248 (c)
PET_NpHtrlIMCP2_237_228 (d)
PET_NpHtrlIMCP2_223 228 (e)
pTXB3_N_His TEV_CheA
pTXB3_N_His TEV_CheW
pTXB3_N_His TEV_CheY
pTXB3_N_His TEV_FP-a
pTXB3_N_His TEV_FP-b
pTXB3_N_His TEV_FP-c
pTXB3_N_His TEV_FP-d
pTXB3_N_His TEV_FP-e
pET_Tar_Mut

pTrc_Tar_Mut
pTrc_mut_Ndel _weg
pTrc_mut_Ndel_Ncol-Ndel
pTrc_NpHtrlIMCP2_237_266 (a)

pTrc_NpHtrlIMCP2_237_248 (b)
pTrc_NpHtrlIMCP2_223 248 (c)

NpHtrll  mit Mutation C173S und E469C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

NpHtrll mit Mutation C173S und Q470C als
C-terminales His-Tag-Konstrukt.

Teil des Tar-Gens von Xbal-Schnittstelle bis zum
Ende des Gens.

Teil des Tar-Gens von Xbal-Schnittstelle bis zum
Ende des Gens mit mutierter Ndel-Schnittstelle.

FP zwischen NpHtrll und MCP2 aus E. coli mit den
AS 1-237 vom Htrll und 266-553 vom MCP2.

FP zwischen NpHtrll und MCP2 aus E. coli mit den
AS 1-237 vom Htrll und 248-553 vom MCP2.

FP zwischen NpHtrll und MCP2 aus E. coli mit den
AS 1 -223 vom Htrll und 248 — 553 vom MCP2.

FP zwischen NpHtrll und MCP2 aus E. coli mit den
AS 1 - 237 vom Htrll und 228 — 553 vom MCP2.

FP zwischen NpHtrll und MCP2 aus E. coli mit den
AS 1 -223 vom Htrll und 228 — 553 vom MCP2.
CheA aus E. coli als N-terminales His-TEV-
Konstrukt.

CheW aus E. coli als N-terminales His-TEV-
Konstrukt.

CheY aus E. coli als N-terminales His-TEV-
Konstrukt.

FP-a als N-terminales His-TEV-Konstrukt.

FP-b als N-terminales His-TEV-Konstrukt.

FP-c als N-terminales His-TEV-Konstrukt.

FP-d als N-terminales His-TEV-Konstrukt.

FP-e als N-terminales His-TEV-Konstrukt.

Tar-Gen mit mutierter Ndel-Schnittstelle.

Tar-Gen mit mutierter Ndel-Schnittstelle.

Die Ndel-Schnittstelle im pTrc-99A Vektor ist
entfernt worden.

Die Ncol-Schnittstelle ist im pTrc_mut_Ndel_weg zur
Ndel-Schnittstelle mutiert.

FP-aim pTrc_mut_Ndel_Ncol-Ndel Vektor.

FP-b im pTrc_mut_Ndel _Ncol-Ndel Vektor.

FP-c im pTrc_mut_Ndel_Ncol-Ndel Vektor.
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pTrc_NpHtrlIMCP2_237_228 (d)
pTrc_NpHtrlIMCP2_223 228 (e)
pACYC_pTrc_NpSRII
pPACYC_pTrc_NpSRII-pTrc-FP-a

pACYC_pTrc_NpSRII-pTrc-FP-b

pPACYC_pTrc_NpSRII-pTrc-FP-c

pACYC_pTrc_NpSRII-pTrc-FP-d

pPACYC_pTrc_NpSRII-pTrc-FP-e

Oligonukleotide

FP-d im pTrc_mut_Ndel Ncol-Ndel Vektor.

FP-e im pTrc_mut_Ndel_Ncol-Ndel Vektor.

Das NpSRII-Gen mit vorgeschaltetem pTrc-Promotor.
Das FP-a und das SRII-Protein stehen beide jeweils
hinter einem pTrc-Promotor auf einem Plasmid.

Das FP-b und das SRII-Protein stehen beide jeweils
hinter einem pTrc-Promotor auf einem Plasmid.

Das FP-c und das SRII-Protein stehen beide jeweils
hinter einem pTrc-Promotor auf einem Plasmid.

Das FP-d und das SRII-Protein stehen beide jeweils
hinter einem pTrc-Promotor auf einem Plasmid.

Das FP-e und das SRII-Protein stehen beide jeweils
hinter einem pTrc-Promotor auf einem Plasmid.

Alle im Folgenden aufgefiihrten Oligonukleotide werden von der Firma MWG (Géttingen) oder

Metabion (Martinsried) bezogen.

Die Mutationen im pTXB3 _N_His TEV mut Ncol Vektor werden mit den im Folgenden

beschriebenen Oligonukleotiden durchgefunhrt:

Name

Sapl_TGT _f
Sapl_TGT_r
Sapl_TCG f
Sapl_TCG_r
Xbal_His TEV_f
BamHI_His_TEV

Orientierung
hin 5°-TCT
rev 57—CAG
hin 5°—CTA
rev 57—CAG
hin 57-ATT
rev 5°-TTA

Sequenz

ACT TCC AGT GTC GAA GAG CTG-3”
CTC TTC GAC ACT GGA AGT AGA-3~
CTT CCA GTC GCG AAG AGC TG-3~
CTC TTC GCG ACT GGA AGT AG-3”
CCC CTC TAG AAA TAA TTT TG-3~
GCA GCC GGA TCC TAT TAT-3~

Zur Konstruktion von zytoplasmatischen Frag. des NpHtrll finden diese Primer Verwendung:

Name

Sapl_L82C-534
_NpHtrll_f
Sapl_K96C-534
_NpHtrll_f
Sapl_130-534
_NpHtrll_f
BamHI_553
NpHtrll_r neu

hin

hin

hin

rev

Orientierung

Sequenz

57-ACT CGT TGG CTC TTC GTG TGG CGG TGA C-3”

57-TTT CAA CGC GCT CTT CGT GTG CCT CGC G-3”

57-TTC GAC GAG AGC TCT TCG TCG GTG CGG A-3~

57-GTG GTG GTG GGA TCC TTA ATC ATC CCC-3”
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Zur Einflihrung von Cystein-Mutationen in den NpHtrlI-His dienen diese Primer:

Folgende Oligonukleotide werden zur Entfernung des nattrlichen Cysteins benutzt:

Name

Agel_Htrll_f
Htrll_Sacl_R
FP_C173S_f
FP_C173S_r

Orientierung

hin
rev
hin
rev

Als flankierende Primer der PCR dienen folgende:

Name
Htrll_Pstl_f:

HindI_Htrll_r

Agel_Htrll_f
Htrll_Sacl R

Orientierung

hin
rev

(s. oben)
(s. oben)

Sequenz

57—CGC GAC CGG TGA TGC CGC A-3~
57—TTC GTT GAG CTC TTC CAT CG-3~
5°—TGA TGG ACC GCT CTG CCG AC-3~
57—GTC GGC AGA GCG GTC CAT CA-3~

Sequenz

57—GGA ACT GCA GGC CGA AGC-3~
57—GGC CGC AAG CTT TAT TAG TG-3~

In den Mutationsprimern ist das der neu eingefiihrten Aminoséure entsprechende Codon jeweils

durch Unterstreichung hervorgehoben:

Mutation
S62C

N346C
1347C

L348C
A349C
L350C
V368C
E372C
E469C

Q470C

Orientierung

hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev
hin
rev

57-CGG
57—CGA
57-CCG
57—CGA
57—CAG
57—CAG
57—GAC
5°—GTT
57-AAC
57—-GAG
57-ATC
57-ATA
57-GCT
57-GTC
57-TCG
57-GCC
57-GCG
5°-CTT
57—GAC
57-GCT

Sequenz

CAG
GAA
AGC
GGA
ACG
CGC
GAA
CAG
ATC
GCG
CTC
GAG
TCG
GGC
TCG
TTG
ACA
GCA
ATC
TGC

TAT
TGG
AGA
TGC
AAC
GAG
CAT
CGC
cTC
TTC
GCG
GCG
CGT
GAC
CCG
ACG
TCC
GTC
CGA
AGT

GCG
CGC
CGT
ACG
TGC
GCA
CTG
GCA
TGC
AGG
TGC
TTG
GCG
GCA
ACT
CAG
TGT
TGA
ATG
ACA

CCA
ATA
GCA
TCT
cTC
GTT
cGe
GAT
CTG
CAG
AAC
CAC
TCG
CGC
GCG
TCG
CAG
CAG
TAC
TTC

TTC
CTG
TCC
GCT
GCG
CGT
GCT
GTT
AAC
AGG
GCC
GCG
CCG
GAA
TCA
GCG
ACT
GAT
TGC
GGA

TCG-3~
CCG-3~
TCG-3~
CGG-3~
CTG-3~
CTG-3~
GAA-3~
CGT C-3~
GCC TC-3~
ATG TT-3~
TCT AT-3~
AGG AT-3’
AC-3~
GC-3~

AGG C-3~
ACG A-3~
GCA AG-3~
GTC GC-3~
AAG C-3~
TGT C-3~

Zur Klonierung der Fusionsproteine werden folgende Primer verwendet:

Die Amplifikation des Tar-Teils erfolgt mit diesen Oligonukleotiden:
Orientierung

Name

Tar_Xbal f
Htr/Tar-Stop
Hindlllr

hin

rev

Sequenz
5°-TGA TTA TCT AGA TTA TGG CAA TAC-3’

57-AGT AAA AGC TTA TCA AAA TGT TTC CCA-3~
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Zur Mutation der Ndel-Schnittstelle im Tar-Gen werden folgende Primer verwendet:

Name Orientierung Sequenz
Tar_Xbal_f (s.0.)

Tar768bpT/Cmut_f hin  5”-GCG TTT CAC ACA TGC AAC GCT C-3~
Tar768bpT/Cmut_r rev  5”-GAG CGT TGC ATG TGT GAA ACG C-3~
Tar_Agel_r rev ~ 57-GCA CCG AAC CGG TAT CAA CG-3~

Flankierende Primer der PCR der einzelnen Teile der Chiméren:

Name Orientierung Sequenz

NpHtril_Ndel_f hin  57-AAT AAC ACC ATA TGT CGC TGA AC-3’
Htr/Tar-StopHindlllr (s.0.)

Schnittstellen-Oligonukleotide:
Schnittst. Orientierung Sequenz

237_266 hin 57—GGT CAT GGA GGC CAG CAC TCA TGT CCG CGA AG-3’
rev 57—CTT CGC GGA CAT GAG TGC TGG CCT CCA TGA CC-3”
237_248 hin 5”-GGT CAT GGA GGC CAG CGG CGA CCT GGC GCA G-3~
rev 57—CTG CGC CAG GTC GCC GCT GGC CTC CAT GAC C-3~7
223_248 hin 57—GGT CTC CGA GGA CGC AGG CGA CCT GGC GCA G-3~
rev 5°-CTG CGC CAG GTC GCC TGC GTC CTC GGA GAC C-3~
237_228 hin 57—GGT CAT GGA GGC CAG CCG CGA AAT CGC CGG TG-3~
rev 57—CAC CGG CGA TTT CGC GGC TGG CCT CCA TGA CC-3”
223_228 hin 57—GGT CTC CGA GGA CGC ACG CGA AAT CGC CGG TG-3”
rev 57—CAC CGG CGA TTT CGC GTG CGT CCT CGG AGA CC-3~

Zur Herstellung des pTXB3_N_His_TEV mut Ncol werden phosphorylierte Primer verwendet:

Name Orientierung Sequenz
Ncol_His_ hin 5”—PHO-CAT GGA TGC ACC ACC ACC ACC ACC link f
ACG GTG GTG GTG GT-3~”

link TEV_ hin 5”—PHO-GAG AAC CTC TAC TTC CAG ATG CGA AGA
Sapl_Spel _f GC-3~

Ncol His_ rev 5”—PHO-CCA CCA CCG TGG TGG TGG TGG TGG TGC
link_r ATC-3~

link TEV_ rev 5”—PHO-GCA GCT CTT CGC ATC TGG AAG TAG AGG

Sapl_Spel_r TTC TCA CCA-3~’



Anhang 166

Fur die Amplifizierung der Che-Proteine aus E. coli und der Chiméren dienen folgende
Oligonukleotide:

Che Orientierung Sequenz
A hin 5”_CAC ACA CAC GCT CTT CGA TGA GCA TGG ATA TAA-3”
rev 57—CGC GGA TCC TCA GGC GGC GGT GTT CG-3”
W hin 57_CAC ACA CAC GCT CTT CGA TGA CCG GTA TGA CGA ATG—
3’
rev 5”—CGC GGA TCC TTA CGC CAC TTC TGA CGC-3~’
Y hin 57_CAC ACA CAC GCT CTT CGA TGG CGG ATA AAG AAC TT-
3’

rev 57—CGC GGA TCC TCA CAT GCC CAG TTT CTC A-3~

FP hin 57—CAC ACA CAC GCT CTT CGA TGT CGC TGA ACG TAT CAC—
3,
rev 57-CGC GGA TCC TTA TCA AAA TGT TTC CCA GTT-3”

Zur Amplifizierung und gleichzeitiger Mutation der Ndel-Schnittstelle im Tar-Gen Teil wurden
folgende Primer verwendet:

Name Orientierung Sequenz
Ndel _Tar_for hin 5”—GGA ATT CCA TAT GAT TAA CCG TAT CCG CGT -3~
Tar_Agel_r (s.0.)

Htr/Tar-StopHindlllr (s.0.)

Zur Einfihrung der Mutationen, d.h. Entfernung der Ndel-Schnittstelle und Umwandlung der
Ncol in eine Ndel-Schnittstelle, im pTrc-99A Vektor wird das QuikChange site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene mit folgenden Oligonukleotiden verwendet:

Name Orientierung Sequenz

pTrc_Ndel hin 5”-CGG TAT TTC ACA CCG CAA ATG GTG CAC TCT CAG
_weg_f TAC-3~

pTrc_ Ndel rev 5°—GTA CTG AGA GTG CAC CAT TTG CGG TGT GAA ATA
_weg_r CCG-3~

pTrc_Ncol/  hin 5°—TTT CAC ACA GGA AAC AGA CAT ATG AAT TCG AGC
Ndel_Mut_f TCG GTA CCC GGG G-3”

pTrc_Ncol/ rev 57—CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA TAT GTC TGT
Ndel_Mut_r TTC CTG TGT GAA A-3”
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Die Umklonierung der Fusionsproteine und des SRII-Proteins auf ein Plasmid wird mittels

folgender Primer durchgefiihrt:

Sequenz

5°—TCA CTG CAG AAT TCG TGT CG-3~

Name Orientierung
EcoRI_

pTrcSRII_f hin
SRII_Sacll r rev

57-TGC CGC GGT TAC TAG TCG GCG AC-3”

Zur Kontrolle der durch PCR amplifizierten Produkte werden folgende Primer zur Sequenzierung

verwendet:

Name Orientierung

T7-prom Primer hin 57-TAA
T7-term Primer rev 5”-GCT
T7 terminternrev  rev 57-GGA
Mittleres NpHitrll hin 57-TAC
pHtrll-D115C-5' hin 57—-CCG
RPS 09 rev 5°—CTA
M13 -40 hin 5°—GTT
M13 rev rev 57 -CAG
M13 uni hin 5”-GTA
cheA 882 for hin 5”—-ACT
cheA 1082 rev rev 5”-TCA
Seq_SRII_rev rev 57-CGC
FP_E400C_f hin 57-GTG
NpHtrll_A122C _for hin 57—CGA
NpHtrll_A290_for hin 57—-CCG
Ndel Tar_f hin 5”—GGA

Sequenz

TAC
AGT
TAT
AGG
TCG
GTT
TTC
GAA
AAA
GGA
GTA
CAC
GCG
CCT
AAA

GAC
TAT
AGT
AGG
CGA
ATT
CCA
ACA
CGA
CCC
GAA
CAC
GGT
CTA
CGG

TCA
TGC
TCC
CGG
GTG
GCT
GTC
GCT
CGG
GGT
CTG
TGA
TGC
TTG
GCG

CTA
TCA
TCC
CAG
CGA
CAG
ACG
ATG
CCA
TAA
CcCC
TTT
GTG
TGC
AAG

TAG GG-3~
GCG G-37

TTT CAG-3~
TAT-3~

AAT CGG C-3~”
CGG TGG-3~
AC-3”

ACC-3~
GTG-3”

TCA T-37

ACC A-3~
GAG-3~”

CGT AAT-3”
CTT CGA CG-3”
CC-3~

ATT CCA TAT GAT TAA CCG TAT CCG
AG-3~

CGT

Als zusétzliche Sequenzierungsprimer werden auch Primer benutzt, die schon zur PCR

Amplikation gebraucht wurden.
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