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1 Abstract 
For more than 450 million years the ethylene signaling pathway has been highly con-

served in the plant kingdom. The phytohormone ethylene is involved in a number of 

plant processes, including germination, leaf abscission and fruit ripening. In the pres-

ence of the copper cofactor ethylene is capable of binding to the transmembrane do-

mains (TMDs) of the ethylene receptors (ETRs), which are located in the membrane 

of the endoplasmic reticulum (ER). Through this a reaction cascade is activated and 

results in the ethylene response. The used model system is Arabidopsis thaliana, 

which contains five ETRs. Only the cytosolic domains of the ETRs have been crystal-

lized so far. The mechanism of the conformational change in the receptor is still un-

known.  

In this thesis, the structural analysis of the TMD was carried out using a combination 

of mutants and the following methods: Electron paramagnetic resonance (EPR) spec-

troscopy and comparative molecular dynamics (MD) simulation was used to analyze 

the arrangement of the three TM helices of the ETR1 monomer with two different com-

puter-based models. Additionally, copper binding experiments were done. To resolve 

the structure of ETR1 lipidic cubic phase (LCP) crystallization was used in combination 

with different additives (metals, peptides). 

The EPR results indicate that the TMD is more flexible than it was predicted by the two 

comparative computer-based models. In addition, mutation studies and copper binding 

experiments demonstrate that the amino acid positions D25 and K91 exhibit additional 

stabilization in vivo and in vitro, while copper is complexed by positions C65 and H69. 

This copper coordination is a crucial aspect of ethylene binding.  

The results of the mutation studies and copper binding experiments enabled the re-

finement of the copper coordination in the structural model of ETR1 which was pub-

lished by Schott-Verdugo et al. (2019). Furthermore, crystals of the TMD could be pro-

duced for the first time, leading to first diffraction patterns. Optimizations in crystalliza-

tion and the application of a combination of other methods could facilitate the elucida-

tion of the structure of the ETR1 receptor and thus enable a deeper understanding of 

copper coordination, ethylene binding, conformational changes of the receptor and its 

signal transduction.  
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2 Zusammenfassung 
Der Ethylensignalweg ist im Pflanzenreich seit mehr als 450 Millionen Jahren hoch 

konserviert. Das Phytohormon Ethylen ist an einer Reihe von Pflanzenprozessen be-

teiligt. Dazu gehören u. a. die Keimung, Blattabszission und die Fruchtreife. In Anwe-

senheit des Kupfer-Cofaktors ist Ethylen in der Lage an die Transmembran-Domänen 

(TMDs) der Ethylenrezeptoren (ETRs) zu binden, die in der Membran des endoplas-

matischen Retikulums (ER) lokalisiert sind. Dadurch wird eine Reaktionskaskade aus-

gelöst, welche zu der sogenannten Ethylenantwort führt. Das verwendete Modellsys-

tem Arabidopsis thaliana enthält fünf Ethylenrezeptoren (ETRs). Der genaue Mecha-

nismus, welcher zu der Konformationsänderung im Rezeptor führt, ist unbekannt, da 

bisher nur die zytosolischen Domänen der ETRs kristallisiert werden konnten. Aus die-

sem Grund wurde eine Strukturanalyse der TMD mit einer Kombination aus ausge-

wählten Mutanten und folgender Methoden durchgeführt: Mithilfe von Electron Para-

magnetic Resonance (EPR) Spektroskopie und vergleichender molekulardynamischer 

(MD) Simulation wurde die Anordnung der drei TM-Helices des ETR1-Monomers mit 

zwei verschiedenen computerbasierten ETR1-Modellen analysiert. Zudem wurden 

Kupferaffinitätsexperimente durchgeführt. Ein weiteres Ziel war die Strukturaufklärung 

von ETR1 mittels Lipidic Cubic Phase (LCP)-Kristallisation in Kombination mit diversen 

Additiven (Metallen, Peptide). Die EPR-Ergebnisse deuten darauf hin, dass die TMD 

flexibler ist als in den vergleichenden computerbasierten Modellen angenommen 

wurde. Darüber hinaus zeigen Mutations- und Kupferbindungsexperimente in vivo und 

in vitro, dass die Aminosäurepositionen D25 und K91 zu einer zusätzlichen Stabilisie-

rung führen, während Kupfer durch C65 und H69 komplexiert wird. Diese Kupferkoor-

dination spielt eine wesentliche Rolle bei der Ethylenbindung. Die Resultate der Muta-

tionsstudien, sowie der Kupferbindungsexperimente, ermöglichten eine detailliertere 

Darstellung der Kupferkoordination im von Schott-Verdugo et al. (2019) veröffentlich-

ten Strukturmodell von ETR1. Darüber hinaus konnten erstmals Kristalle von der TMD 

gebildet werden, die erste Diffraktionsmuster erzeugen. Optimierungen in der Kristal-

lisation und die Anwendung einer Kombination anderer Methoden könnten die Aufklä-

rung der Struktur des ETR1-Rezeptors erleichtern und damit ein tieferes Verständnis 

der Kupferkoordination, der Ethylenbindung, der Konformationsänderungen des Re-

zeptors und seiner Signaltransduktion ermöglichen. 
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3 Einleitung 
3.1 Hintergrundinformationen – Ethylen 
Die Samenkeimung, Blütenentwicklung, Abszission, Seneszenz und Fruchtreifung 

sind pflanzliche Prozesse, die durch ein gasförmiges Phytohormon reguliert werden - 

Ethylen (Abbildung 1; Burg und Burg 1962; Johnson und Ecker 1998; Abeles et al. 

2012; Mattoo 2018). Aufgrund des vielfältigen Einflusses in Pflanzen, spielt dieses ein-

fache Alken eine wichtige Rolle in der Agrarökonomie. Hierbei wird Ethylen beispiels-

weise zur beschleunigten Reifung von klimakterischen Früchten wie Tomaten, Bana-

nen oder Äpfeln eingesetzt (Abbildung 1; Burg und Burg 1962; Abeles et al. 2012). 

 

Abbildung 1: Reifung einer Tomate unter Einfluss von Ethylen. Modifiziert nach Kessenbrock et al. 

2017. 

Das unpolare Gas kann ungehindert intra- und interzellulär durch Pflanzenzellen und 

-organe, sowie zwischen Pflanzen diffundieren (Yang und Hoffman 1984; Abeles et al. 

2012). Die Produktion von Ethylen wird nicht nur durch Entwicklungsprozesse in der 

Pflanze gesteuert, sondern auch durch biotische und abiotische Faktoren. Dazu zählen 

u. a. Pathogenbefall, hohe Salzkonzentrationen im Boden, Überflutungen und Tro-

ckenstress durch Hitze (Williamson 1950; Dubouzet et al. 2003; Goel et al. 2010; 

Abeles et al. 2012; Arraes et al. 2015). Ethylen diffundiert in Wasser zwar 10. 000 -

fach langsamer als in Luft, dies hat jedoch den Vorteil, dass das Gas z. B. in semi-

aquatischen Pflanzen physikalisch in den Blättern eingeschlossen wird. Dadurch wird 

bei Überflutung ein Auftrieb der Blätter gewährleistet (Jackson 1985; Bleecker und 

Kende 2000). Synthetisiert wird Ethylen in der Vakuole der Pflanzenzelle im Yang–

Zyklus. Dabei wird die Aminosäure Methionin (M) über katalytische Prozesse zu dem 

Ethylenvorläufer 1 - Aminocyclopropancarbonsäure (ACC) umgesetzt. Danach erfolgt 

die Katalyse in Ethylen (Guy und Kende 1984; Yang und Hoffman 1984).  
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Abbildung 2: Vergleich der Triple Response von Arabidopsis-Keimlingen, die im Dunkeln ange-
zogen wurden. Links ist das Wachstum eines Keimlings ohne den Einfluss von Ethylen. Rechts ist der 

Triple Response-Phänotyp nach Zugabe und Inkubation von 10 µM des Ethylenvorläufers 1 - Aminocyc-

lopropancarbonsäure (ACC) erkennbar (Benavente und Alonso 2006). 

Dokumentiert wurde der Einfluss von Ethylen erstmals 1901 durch im Dunkeln gehal-

tene Erbsensamen (Neljubow 1901). Keimlinge, die unter dem Einfluss von Ethylen 

standen, zeigten verkürzte und dicke Hypokotyle und Wurzeln, sowie eine Krümmung 

an der Spitze der Keimlinge - die Apikalhaken (Abbildung 2; Neljubow 1901; Guzmán 

und Ecker 1990). Diese erstmalige Beschreibung der typischen Ethylenantwort, auch 

Triple Response (Dreifachantwort) genannt, bildet die Grundlage für diverse geneti-

sche Studien, die mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (A. thaliana) durchgeführt 

wurden. Durch Mutagenese und Experimente an Früchten, wie z. B. Tomaten, konnte 

man zwischen Komponenten der Ethylenbiogenese, -wahrnehmung und der -signal-

weiterleitung unterscheiden (Kende und Boller 1981; Yang und Hoffman 1984; Privalle 

und Graham 1987; Bleecker et al. 1988; Kieber et al. 1993; Hua et al. 1995; Schaller 

und Bleecker 1995; Chao et al. 1997; Hua et al. 1998; Johnson und Ecker 1998; Sakai 

et al. 1998; Bleecker und Kende 2000; Jafari et al. 2013).  
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3.2 Ethylenrezeptoren und – Unterfamilien 
Das Phytohormon Ethylen wird durch eine Familie membrangebundener Rezeptoren 

(ETRs) im Endoplasmatischen Retikulum (ER)-Golgi-Netzwerk wahrgenommen, was 

zur Signaltransduktion und Auslösung des Ethylensignalweges führt (Chen et al. 2002; 

Gao et al. 2003; Grefen et al. 2008; Dong et al. 2010; Binder 2020). Die Proteinse-

quenzen dieser Rezeptoren sind im Pflanzenreich hoch konserviert (Ju et al. 2015; 

Kessenbrock et al. 2017; Klein et al. 2019; Hoppen et al. 2019b). In A. thaliana konnten 

fünf Rezeptoren identifiziert werden, die sich in zwei Unterfamilien unterteilen lassen 

(Hua et al. 1998; Bleecker 1999). Unterfamilie 1 setzt sich aus dem Ethylene Receptor 

1 (ETR1) und dem Ethylene Response Sensor 1 (ERS1) zusammen (Abbildung 3; Ble-

ecker 1999; Hall et al. 2000). Zu der Unterfamilie 2 gehören Ethylene Receptor 2 

(ETR2), Ethylene Response Sensor 2 (ERS2) und Ethylene Insensitive 4 (EIN4; Ab-

bildung 3; Hua et al. 1998; Bleecker 1999). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Ethylenrezeptorfamilie aus Arabidopsis thaliana. 
Ethylene Receptor 1 (ETR1) und Ethylene Response Sensor 1 (ERS1) gehören zur ersten Unterfamilie 
(links). Unterfamilie 2 setzt sich aus Ethylene Receptor 2 (ETR2), Ethylene Insensitive 4 (EIN4) und 
Ethylene Response Sensor 2 (ERS2) zusammen (rechts). Alle Rezeptoren haben einen gemeinsamen 
Aufbau, beginnend mit einer Transmembran-Domäne (TMD; grau) in der ER-Membran. Pro TMD-Mo-
nomer wird ein Kupferion (Cu(I); blau) gebunden. Im Zytosol folgt eine cGMP-Specific Phosphodiester-
ases, Adenyl Cyclases, Formate Hydrogen Lyase Transcriptional Activator-Domäne (GAF-Domäne; 
dunkelgrün). Daran schließt sich eine Kinase-Domäne an. Analog zu anderen Histidin-Kinasen ist auch 
beiETR1 die Histidin-Kinase-Domäne (HK) in eine dimerisierende Histidin-Phosphotransfer-Domäne 
(DHp; gelb) und in eine katalytische ATP-Bindedomäne (CA; violett) unterteilt. Die anderen ETRs besit-
zen eine degenerierte HK-Domäne mit einer Serin-Threonin-Kinase-Aktivität (hellgrün). ETR1, ETR2 
und EIN4 haben am C-Terminus eine Receiver-Domäne (RD; pink). Dimere sind über die TMD und 
GAF-Domäne vermittelt. Zusätzlich werden die Dimere am N-Terminus über C4 und C6 stabilisiert (rot). 
Modifiziert nach Binder (2020). 

Alle Isoformen haben einen ähnlichen modularen Aufbau (Abbildung 3; Lacey und Bin-

der 2014; Binder 2020). Die Transmembran-Domäne (TMD) verankert die Rezeptoren 

in der ER-Membran (Abbildung 3 und 4). Zudem können durch Disulfidbrückenbindun-

gen an den Aminosäurepositionen C4 und C6 durch zwei Monomere ein funktionelles 

ETR-Dimer gebildet werden (Abbildung 3 und 4; Schaller und Bleecker 1995; Schaller 

et al. 1995). 
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Die TMD besteht bei Unterfamilie 1 aus drei α-Helices (Rodríguez et al. 1999). Unter-

familie 2 verfügt möglicherweise über eine vierte Helix, die vermutlich der Signaltrans-

duktion dient (Hua et al. 1998; Sakai et al. 1998). Pro Rezeptor-Monomer kann ein 

Cu(I)-Kofaktor an die ersten beiden Helices gebunden werden, wodurch wiederum 

Ethylen gebunden werden kann (Abbildung 3 und 4). Durch Mutagenese konnte nach-

gewiesen werden, dass die Aminosäuren an den Positionen C65 und H69 im direkten 

Zusammenhang mit der Bindung des Cu(I)-Kofaktor stehen. Des Weiteren wird ver-

mutet, dass D25 einen stabilisierenden Effekt auf die Kupferkoordinierung haben 

könnte (Rodríguez et al. 1999; Wang et al. 2006; Schott-Verdugo et al. 2019).  

Die cGMP-Specific Phosphodiesterases, Adenyl Cyclases, Formate Hydrogen Lyase 

Transcriptional Activator-Domäne (GAF-Domäne) ist für die Bildung von Hetero- und 

Homodimeren, sowie höherer Oligomere der ETRs verantwortlich (Abbildung 3; Gao 

et al. 2008; Chen et al. 2010; Berleth et al. 2019). Die Histidin-Kinase-Domäne (HK) 

ist für die Signalweiterleitung innerhalb des Rezeptors verantwortlich. Diese setzt sich 

bei ETR1 aus der dimerisierenden Histidin-Phosphotransfer-Domäne (DHp) und der 

Abbildung 4: Vergrößerte Darstellung einer dimerisierten TMD (grau) eines Ethylenrezeptors. 
N-terminal ist das Dimer über die Aminosäurepositionen C4 und C6 eines Monomers mit denen 

eines zweiten Monomers kovalent über Disulfidbrücken (rot) verbunden. Die Nummerierung der 

transmembranen Helices eines Rezeptor-Monomers beginnt am N-terminalen Bereich (Helix I), fort-

laufend mit Helix II, an welche der Cu(I)-Kofaktor (blau) bindet. Die Nummerierung endet mit Helix 

III. Modifiziert nach Binder (2020). 
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katalytischen ATP-Bindedomäne (CA) zusammen (Abbildung 3). Während die Unter-

familie 1 eine HK-Aktivität aufweist, verfügt die Unterfamilie 2 über eine degenerierte 

HK mit einer Serin-Threonin-Kinaseaktivität (Abbildung 3). ERS1 weist in vitro beide 

Aktivitäten auf (Moussatche und Klee 2004). 

Die HK-Domäne und die Receiver-Domäne (RD) sind homolog zum Zwei-Komponen-

ten-System aus Bakterien (Chang et al. 1993; Grefen und Harter 2004). Innerhalb der 

HK-Domäne wird ein Histidin autophosphoryliert. Dieser Phosphorylrest wird auf die 

RD eines Asparaginsäurerestes übertragen, falls der Rezeptor eine RD aufweist (Gre-

fen und Harter 2004; Gao und Stock 2009). Die flexible RD phosphoryliert das dimere 

Constitutive Triple Respone 1 (CTR1), eine Rapidly Accelerated Fibrosarcoma (Raf) - 

ähnliche Serin-Threonin-Proteinkinase, und verstärkt die Interaktion zwischen den 

Ethylenrezeptoren (Clark et al. 1998; Chang und Stadler 2001; Shakeel et al. 2015).  

3.3 Ethylensignalweg 
Die membrangebundenen Ethylenrezeptoren (ETRs; vgl. Kapitel 3.2) stellen einen in-

tegralen Bestandteil des Ethylensignalweges dar, bei dem die Bindung von Ethylen 

durch die Interaktion mit zwei Cu(I)-Ionen erfolgt (Schott-Verdugo et al. 2019).  

Die Kupferchaperone Antioxidant 1 (ATX1) und Copper Chaperone (CCH) transportie-

ren Cu(I) bevorzugt zu der P1B-Typ ATPase Response To Antagonist 1 (RAN1), wel-

ches die ETRs belädt. In Abhängigkeit von der Kupferhomöostase in der Zelle erfolgt 

die Beladung der Rezeptoren mit dem Metallion direkt durch die Chaperone (Abbil-

dung 5; Hoppen et al. 2019a). 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Ethylensignalweges in Abwesenheit von Ethylen. In 

Abwesenheit von Ethylen sind die kupferbeladenen Ethylenrezeptoren (ETR1, ETR2, ERS1, ERS2, 

EIN4) aktiv und aktivieren das dimere Constitutive Triple Response 1 (CTR1), eine Rapidly Accelerated 

Fibrosarcoma (Raf) - ähnliche Serin-Threonin-Proteinkinase. Diese phosphoryliert das C-terminale 

Ende von Ethylene Insensitive 2 (EIN2-CEND). Der Skp 1 Cullen F-Box E3-Ubiquitin-Ligase- EIN2-

Targeting Protein 1 und 2 (SCF-E3-ETP 1/2) -Komplex ubiquitiniert das C-terminale Ende von EIN2. 

Ebenfalls erfolgt dies mit den Transkriptionsfaktoren Ethylene Insensitive 3 (EIN3) und EIN 3-Like 1 und 

2 (EIL1/2), welche durch den SCF-E3- EIN 3 Binding F-Box 1 und 2 (EBF1/2) -Komplex ubiquitiniert 

werden. Diese werden durch das 26 S Proteasom abgebaut. Somit wird keine Ethylenantwort ausgelöst. 

Modifiziert nach Binder (2020). 

Die Rezeptordimere sind aktiv, wenn sie in Abwesenheit von Ethylen kupferbeladen 

sind (Abbildung 5; Zhao et al. 2002). Über Autophosphorylierung aktivieren die ETRs 

die CTR1-Kinase (vgl. Kapitel 3.2; Abbildung 5; Mayerhofer et al. 2012). CTR1 phos-

phoryliert über ATP-Verbrauch das zytosolische C-terminale Ende des Membranpro-

teins Ethylene Insensitive 2 (EIN2), welches N-terminal ebenfalls am ER gebundenen 

ist (Abbildung 5; Ju et al. 2012). Der C-Terminus von EIN2 (EIN2-CEND) wird durch 

den Skp 1 Cullen F-Box E 3-Ubiquitin-Ligase-Komplex (SCF-E3), der die F-Box-Pro-

teine EIN2-targeting Protein 1 (ETP1) und ETP2 enthält, ubiquitiniert und vom 26S 

Proteasom abgebaut (Abbildung 5; Qiao et al. 2009; An et al. 2010). Im Zellkern liegen 

die Transkriptionsfaktoren Ethylene Insensitive 3 (EIN3), EIN 3-Like 1 (EIL1) und 

EIN 3-Like 2 (EIL2) vor. Diese werden mithilfe des anderen E3-Ubiquitin-Ligase-Kom-

plexes, bestehend aus der SCF-Box und der EIN 3 Binding F-Box 1 und 2 (EBF1/2), 
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ubiquitiniert und ebenfalls im 26S Proteasom abgebaut (Abbildung 5; Guo und Ecker 

2003; Binder et al. 2007; An et al. 2010; Binder 2020). Als Ergebnis wird keine Ethyl-

enantwort ausgelöst (Abbildung 5). 

ETR1 und CTR1 sind Negativregulatoren. Die Bindung des Liganden, wie in diesem 

Fall Ethylen, führt zur Inaktivierung des Proteins. In Anwesenheit von Kupfer wird Ethy-

len gebunden und die Autokinaseaktivität der HK-Domäne von ETR1 inaktiviert (Abbil-

dung 6; Schaller und Bleecker 1995; Zhao et al. 2002; Voet-van-Vormizeele und Groth 

2008). Aufgrund der fehlenden Phosphorylierungskaskade erfolgt bei CTR1 ebenfalls 

eine Inaktivierung durch Konformationsänderung oder durch Ablösen vom ETR1-

CTR1 Komplex (Clark et al. 1998; Hua und Meyerowitz 1998; Gao et al. 2003; Voet-

van-Vormizeele und Groth 2008). EIN2-CEND wird nicht phosphoryliert. Es erfolgt die 

Abspaltung des EIN2-CENDs mittels einer unbekannten Protease (Abbildung 6; Ju et 

al. 2012). EIN2-CEND enthält eine Nuclear Localization Sequence (NLS), welche für 

den Transport in den Nukleus verantwortlich ist (Wen et al. 2012). Importin β erleichtert 

vermutlich den Transport von EIN2-CEND in den Nukleus (Lu et al. 2023). Im Nukleus 

bindet EIN2-CEND an das EIN2 Nuclear Associated Protein 1 (ENAP1), welches für 

die Regulation der Transkriptionsfaktoren (TKF) von Ethylene Insensitive 3 (EIN3) und 

EIN 3-Like 1 (EIL1) verantwortlich ist (Abbildung 6). Durch die Akkumulierung dieser 

TKFs wird eine Transkriptionskaskade ausgelöst, die u. a. den TKF Ethylene 

Response Factor 1 (ERF1) aktiviert (Abbildung 6; Chao et al. 1997; An et al. 2010; Ju 

et al. 2012; Wen et al. 2012; Zhang et al. 2017). Durch die ERFs wird die sogenannte 

Ethylenantwort ausgelöst, die physiologisch zu den oben genannten Effekten führt 

(vgl. Kapitel 3.1; Solano et al. 1998). 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Ethylensignalweges in Anwesenheit von Ethylen. 
Durch die Bindung von Ethylen an die die kupferbeladenen Ethylenrezeptoren (ETR1, ETR2, ERS1, 

ERS2, EIN4) werden diese, sowie das dimere Constitutive Triple Respone 1 (CTR1), eine Rapidly Ac-

celerated Fibrosarcoma (Raf) - ähnliche Serin-Threonin-Proteinkinase, inaktiviert. Durch eine unbe-

kannte Protease wird das C-terminale Ende von Ethylene Insensitive 2 (EIN2-CEND) abgespalten und 

wandert in den Nukleus. Dort wird EIN2-CEND von dem Nuclear Associated Protein 1 (ENAP1) stabili-

siert und eine stromabwärts gerichtete Kette von den Transkriptionsfaktoren Ethylene Insensitive 3 
(EIN3) und EIN3-Like 1 und 2 (EIL1/2) gebildet, die wiederum die Ethylenantwort auslöst. EIN2-CEND 

kann abgesehen von der Bindung an ENAP1, auch an die Messenger-RNA (mRNA) von SCF-E3- EIN 

3 Binding F-Box 1 und 2 (EBF 1/2) binden. Diese mRNAs werden in Prozessierungskörperchen, auch 

P-Bodies genannt, eingeschlossen. Dadurch können EIN3 und EIL1/2 im Zellkern akkumulieren, wel-

ches zur Ethylenantwort führen. Ein weiterer Signalweg kann über die Übertragung eines Phosphoryl-

restes der ETRs an die Arabidopsis Histidine Phosphotransfer Proteins (AHPs) zu den Response Re-

gulator Proteins (ARRs) erfolgen. Dabei wandert das phosphorylierte AHP in den Nukleus und transfe-

riert den Phosphorylrest an ARR, welches wiederum Transkriptionsfaktoren bildet. Modifiziert nach Bin-

der (2020). 

Eine zusätzliche Funktion von EIN2-CEND ist die Bindung an die Messenger-RNA 

(mRNA) von EBF 1/2 (Abbildung 6). Die mRNA von EBF 1/2 werden in Prozessie-

rungskörperchen (P-Bodies) sequestriert d. h. EIN3 und EIL1 können im Zellkern ak-

kumulieren anstatt ubiquitiniert und abgebaut zu werden (Abbildung 6; Zhang und Wen 

2015). Die P-Bodies dagegen werden durch Exoribonuklease 4 (XRN4, auch EIN5 

genannt) abgebaut (Olmedo et al. 2006; Potuschak et al. 2006). Dafür interagiert EIN5 
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zusätzlich mit EIN2-CEND, Poly(A)-Binding Proteins (PABs), Untranslated Region 

(UTR) und Up-Frameshift Surpressor 1 (UPF1; Li et al. 2015). 

Ein weiterer Signalweg wird über die Arabidopsis Histidine Phosphotransfer Proteins 

(AHPs) und Response Regulator Proteins (ARRs) vermittelt (Abbildung 6). Dabei wird 

eine Phosphorylgruppe der ETRs auf die AHPs übertragen (Scharein et al. 2008; 

Scharein und Groth 2011; Zdarska et al. 2019). Die phosphorylierten AHPs wandern 

in den Nukleus und transferieren den Phosphorylrest an ARRs, welche TKFs sind und 

u. a. zur Schließung der Stomata oder zur Hemmung des Wurzelwachstums führen 

(Sakai et al. 2000; Mira-Rodado et al. 2012; Street et al. 2015; Binder 2020).  

3.4 NOP-1 und andere Inhibitoren 
NLS Octapeptide 1 (NOP-1) ist ein Peptid, das der Aminosäuresequenz 1262-1269 

von EIN2 entspricht (Bisson und Groth 2011, 2015). Die Proteinsequenz LKRYKRRL 

von NOP-1 konnte anhand einer Kombination aus Mutagenese- und Interaktionsstu-

dien zwischen EIN2 und ETR1, sowie aus Computeranalysen ermittelt werden (Bisson 

et al. 2009; Bisson und Groth 2010, 2011, 2015). Die erhaltenden Informationen sind 

für dieses NLS-Motiv und den Transport von EIN2-CEND in den Nukleus von Bedeu-

tung, da Ethylen, dessen Signalweg und somit auch die NLS-Reste und NOP-1 Bin-

destellen in unterschiedlichsten Pflanzenorganismen seit über 450 Millionen Jahren im 

Pflanzenreich konserviert sind (Bisson und Groth 2011; Ju et al. 2012; Qiao et al. 2012; 

Wen et al. 2012; Ju et al. 2015; van de Poel et al. 2015; Bisson et al. 2016; Hoppen et 

al. 2019b).  

Interaktionsstudien zwischen ETR1, EIN2 und NOP-1 haben gezeigt, dass dieses Pep-

tid als Inhibitor von ETR1 agiert (Bisson und Groth 2015; Bisson et al. 2016). NOP-1 

bindet hoch affin an die ETR1-GAF-Domäne mit einer Dissoziationskonstante (KD) von 

104 nM. Das Peptid bindet aufgrund seiner positiven Ladung, bedingt durch die vielen 

Lysine und Arginine, bevorzugt an negativ geladene Asparagin- und Glutaminsäu-

rereste. Durch die Bindung an die GAF-Domäne wird vermutlich die Konformationsän-

derung und die Signalweiterleitung von der TMD zur HK-Domäne blockiert. Daher wird 

die Interaktion mit EIN2 gestört, wodurch es keine bzw. eine verzögerte Ethylenantwort 

gibt (Bisson und Groth 2015; Milić et al. 2018; Hoppen 2020). Eine Verzögerung der 

Fruchtreife und Blütenseneszenz in Schnittblumen konnte in verschiedenen Spezies 
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nachgewiesen werden (Abbildung 7; Bisson et al. 2016; Kessenbrock et al. 2017; Hop-

pen et al. 2019b; Klein et al. 2019; Aghdam und Razavi 2021). 
 

 
Abbildung 7: Verzögerung der Blütenseneszenz von Rosen. In der oberen Reihe wurden Rosen nur 

mit Tris-Acetat-Puffer pH 8 behandelt. Die Rosen verwelkten bereits nach sechs Tagen und zeigten 

deutlich verfärbte und eingerollte Blütenblätter. In der unteren Reihe wurden die Rosen mit 0,5 mM des 

Peptids Nuclear Localization Sequence Octapeptide 1 (NOP-1) behandelt, welche eine deutliche Ver-

zögerung der Seneszenz um sechs bis acht Tage zeigten. Modifiziert nach Hoppen et al. (2019b). 
 

Neben NOP-1 wurden weitere von der NLS abgeleitete Inhibitoren analysiert wie das 

NLS Icosapeptide 1 (NIP-1). NIP-1 (AFPKGKENLASVLKRYKRRL) entspricht der Ami-

nosäuresequenz 1250–1269 von EIN2 (Bisson und Groth 2015). Die Affinität des Pep-

tids zur ETR1-GAF ist um 36 nM stärker als zu NOP-1(Milić et al. 2018). 

Weitere Inhibitoren sind bekannt, welche die Ethylenproduktion hemmen (1-Amino-

ethoxyvinylgylcin (AVG), Aminooxyessigsäure (AOA) und Cobaltsalze). Trans-Cyc-

loocten (TCO), 1-Methylcyclopropan (1-MCP), 2,5-Norbornadien (NBD) und Silber-

salze dagegen inhibieren die ETRs (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Vereinfachte schematische Darstellung der Ethylenbiosynthese, sowie deren Inhi-
bitoren. S-Adenosylmethionin (SAM) wird aus der Aminosäure Methionin synthetisiert. Die 1-Aminocyc-

lopropancarbonsäure (ACC) Synthase katalysiert die Umwandlung von SAM zu ACC. ACC wiederum 

wird durch die ACC Oxidase in Ethylen umgewandelt. Ethylen kann an die ETRs (Abbildung 3) binden 

und löst eine Ethylenantwort aus. Es gibt Inhibitoren, die die Enzyme in der Ethylenbiosynthese beein-

flussen (grüner Hintergrund). 1-Aminoethoxyvinylgylcin (AVG) und Aminooxyessigsäure (AOA) hem-

men die ACC-Synthase, während Cobalt (Co(II)) einen Einfluss auf die ACC Oxidase hat. Zudem kann 

die Ethylenantwort (blauer Hintergrund) durch die Substanzen Silber (Ag(I)), 1-Methylcyclopropan (1-

MCP), 2,5-Norbornadien (NBD) und das Oktapeptid Nuclear Localization Sequence Octapeptide 1 

(NOP-1), trans-Cycloocten (TCO) beeinflusst werden. Modifiziert nach Depaepe und van der Straeten 

2020; Li et al. 2022). 

AVG und AOA beeinflussen die Produktion der Ethylenvorstufe ACC, indem die ACC-

Synthase, welche S-Adenosylmethionin (SAM) in ACC umwandelt, inhibiert wird (Ab-

bildung 8). Dadurch wird die endogene Ethylenproduktion unterbunden. Physiologi-

sche Effekte wie die Blütenseneszenz, sowie die Blattabszission werden verzögert (Yu 

et al. 1979; Yu und Yang 1979; Amrhein und Wenker 1979; Sagee et al. 1980).  

Cobalt (Co(II)) ist ein Inhibitor, der an die ACC-Oxidase bindet und dadurch die Kata-

lyse von ACC zu Ethylen inhibiert (Abbildung 8). Es konnte gezeigt werden, dass ob-

wohl Auxin die Ethylenproduktion anregt, unter dem Einfluss des Schwermetallions 

Co(II) nur eine Anreicherung von ACC stattfindet. Der genaue Mechanismus ist jedoch 

unbekannt (Yu und Yang 1979). 

Ein weiteres Schwermetall, das anstelle von Cu(I) als nicht-kompetitiver Inhibitor an 

die ETRs bindet, ist Silber (Ag(I)). Es besteht die Vermutung, dass, obwohl Ethylen in 

Gegenwart von Ag(I) gebunden werden kann, keine Konformationsänderung stattfin-

det, wodurch die Signalweiterleitung und Ethylenantwort unterbrochen wird (Rodríguez 

et al. 1999; Zhao et al. 2002; McDaniel und Binder 2012). Die Wirkung des Ag(I) kann 

durch die Zugabe von Cu(I) aufgehoben werden (Knee 1995). Es konnte gezeigt wer-

den, dass Ag(I) vor allem die Ethylenbindung an ETR1 und ERS1 beeinflusst, während 

bei den Rezeptoren der Unterfamilie 2 keine Ethylenbindung nachgewiesen werden 
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konnte (McDaniel und Binder 2012). Häufig wird Ag(I) in Form von Silbernitrat (AgNO3) 

oder Silberthiosulfat (STS, Ag2S2O3) als Zusatzstoff zur Verlängerung der Haltbarkeit 

von Schnittblumen eingesetzt (Beyer 1976; Veen und van de Geijn 1978).  

Ein Ethylen-Analogon, das an den Rezeptor bindet, ist das geruchlose und ungiftige 

Cyclopropen 1-MCP (Sisler und Serek 1997; Serek et al. 2006). 1-MCP wird mithilfe 

des cyclischen Zuckerkomplexes Cyclodextrin umschlossen und kann so gelagert wer-

den. Gelangt dieser Zuckerkomplex in eine wässrige Lösung, wird 1-MCP als Gas frei-

gesetzt und konkurriert vermutlich mit Ethylen um die Bindestelle (Blankenship und 

Dole 2003). Bereits geringe Mengen 1-MCP in geschlossenen Räumen reichen für 

eine effektive Wirkung aus, welche bei verschiedenen Schnitt- und Topfblumen, sowie 

Obst- und Gemüsesorten angewendet werden kann (Serek et al. 1995; Sisler und 

Serek 1997; Fan et al. 1999; Sisler et al. 1999; Martínez-Romero et al. 2003; Serek et 

al. 2006; Watkins 2006; Reid und Çelikel 2008).  

Weitere volatile, allerdings giftige Stoffe, die an den Rezeptor binden und die Ethyl-

enantwort in Schnittblumen unterdrücken, sind 2,5–Norbornadien und trans-Cyclooc-

ten. Durch verschiedene Enantiomere von trans-Cycloocten konnte festgestellt wer-

den, dass die Ethylenbindungsstelle asymmetrisch ist, obwohl Ethylen selbst ein sym-

metrisches Molekül darstellt (Sisler et al. 1983; Sisler et al. 1986; Sisler et al. 1990; 

Sisler und Serek 1999; Pirrung et al. 2008).  
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3.5 Kupfer als Kofaktor  
Kupfer (Cu) ist eins der 25 am häufigsten vorkommenden Metalle in der Erdkruste 

(Conry 2006). Dieses Übergangsmetall wird zusammen mit den Elementen Silber, 

Gold und Röntgenium im Periodensystem der Nebengruppe 11 zugeordnet (Cao et al. 

2020). Eine Vielzahl von Prozessen in der Pflanze wird durch den Mikronährstoff Kup-

fer als Kofaktor beeinflusst.  

Einige Proteine, die Kupfer als Kofaktor nutzen, sind z. B. die Cytochrom-c-Oxidase 

sowie die ETRs (Rodríguez et al. 1999; Raven et al. 1999). Kupfer ist in den zwei 

Oxidationsstufen Cu(I) und Cu(II) verfügbar. Ein Wechsel des Redoxzustandes des 

Metalls kann in der Zelle die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = Reactive 

Oxygen Species) zur Folge haben wie z. B. Wasserstoffperoxide, Hydroxylradikale 

oder Hyperoxidanionen (Halliwell und Gutteridge 1984; Han 2023). Diese ROS können 

DNA, Lipide, Proteine und andere Biomoleküle schädigen und schließlich zerstören 

(Halliwell und Gutteridge 1984; Kehrer 2000; Yruela 2005). 

Zur Vermeidung der Kupferzytotoxizität wird das Metallion in Organismen mithilfe von 

Chaperonen in gebundener Form im Zytosol zu den entsprechenden Proteinen in den 

verschiedenen Zellkompartimenten transportiert. Beispielsweise wurde bei Saccharo-

myces cerevisiae (S. cerevisiae) festgestellt, dass bei einer intrazellulären Kupferkon-

zentration von 70 μM der Gehalt an freien Kupferionen weniger als ein Ion pro Zelle 

beträgt (Rae et al. 1999). Es gibt auch Proteine, die Kupfer als Kofaktor benötigen und 

in der Lage sind die gebildeten ROS zu Wasser und Sauerstoff zu katalysieren wie 

beispielsweise die Kupfer-Zink-Superoxiddismutase (Cu-Zn-SOD; Rodríguez et al. 

1999; Raven et al. 1999; Alscher 2002; Festa und Thiele 2011; Rubino und Franz 

2012; Dluhosch et al. 2024). 

Die Komplexierung von Cu(I) als Kofaktor erfolgt mit vier bis fünf Substituenten, wäh-

rend das Metall beim Transport und Transfer auf andere Proteine zwischen zwei und 

vier Atomen koordiniert ist. Dementsprechend kann Cu(I) linear, trigonal-planar oder 

tetraedrisch koordiniert sein (Conry 2006; Rubino und Franz 2012). 

Cu(II) hingegen kann durch vier bis sechs Atome gebunden sein. Die Geometrien, die 

sich ausbilden können, sind quadratisch-planar und quadratisch-pyramidal bzw. okta-

edrisch (Conry 2006; Rubino und Franz 2012). 
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Abbildung 9 : Darstellung verschiedener Kupferkoordinationszentren anhand verschiedener 
Proteine. A) Das Kupferzentrum TypI wird in drei Klassen unterteilt. Hier ist Klasse 1 und 2 tetraedrisch 
koordiniert, während bei Klasse 3 eine trigonal-bipyramidale Anordnung durch fünf Atome zur Stabili-
sierung verwendet wird. In allen drei Klassen sind jeweils die Stickstoffatome zweier Histidine (pink) und 
das Schwefelatom eines Cysteins (orange) an der Koordinierung beteiligt. In Klasse 1 wird bei 
Plastocyanin zusätzlich das Schwefelatom eines Methionins (türkis) zur Stabilisierung hinzugezogen. In 
Klasse 2 wird bei dem Protein Umecyanin anstelle von Methionin das Sauerstoffatom einer Aminosäure 
verwendet, hier Glutaminsäure (grün). In der dritten Klasse wird ebenfalls ein Sauerstoffatom, im Fall 
von Azurin als fünfter Koordinationspartner verwendet. Hier ist es Glycin (violett). B) Kupferzentren des 
TypII koordinieren das Kupfer beispielweise in der Cu-Zn-SOD mithilfe von vier Histidinen. C) Dagegen 
besitzen Kupferzentren des Typ III zwei Kupferatome, wobei jedes Kupferatom von drei Histidinen tri-
gonal-planar koordiniert wird. Durch die Bindung des Liganden Sauerstoff (blau) ändert sich die Konfor-
mation von trigonal-planar in trigonal-bipyramidal. Die Typen und Klassen der Kupferkoordinationszen-
tren sind unabhängig von dem Oxidationszustand des Kupfers. Anhand von C) sieht man auch, dass 
sich die Kupferkoordinierung auch innerhalb eines Proteins ändern kann. Modifiziert nach (Rubino und 
Franz 2012).  
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Es gibt drei verschiedene Typen von Kupferzentren, die das Metallion in Proteinen 

komplexieren. Zu den Kupferzentren des Typ I gehören hauptsächlich Elektronen-

transferproteine wie Azurin und Plastocyanin (Abbildung 9A). Die trigonal-planare Ko-

ordinierung des Kupferions erfolgt von den Stickstoffatomen des Imidazolrings zweier 

Histidine und dem Schwefelatom eines Cysteins (Choi und Davidson 2011; Rubino 

und Franz 2012). Darüber hinaus sind die Kupferzentren des Typ I in drei weitere Klas-

sen aufgespalten, die mit der Anzahl zusätzlich axialer Koordinationsstellen zusam-

menhängen (Rubino und Franz 2012). In der ersten Klasse wird Kupfer zusätzlich 

durch das Schwefelatom eines Methionins axial stabilisiert, wie in Plastocyanin (Abbil-

dung 9A). In der zweiten Klasse hingegen wird anstelle von Methionin eine andere 

nicht-schwefelhaltige Aminosäure wie z. B. das Sauerstoffatom der Glutaminsäure zur 

Komplexierung verwendet (Abbildung 9A). In Klasse drei ist im Vergleich zur zweiten 

Klasse eine weitere Aminosäure an der Komplexierung des Kupfers beteiligt wie z. B. 

in Hämocyanin. Hier bindet zusätzlich das Schwefelatom des Methionins und das Car-

bonylsauerstoff des Glycins (Abbildung 9A). Daraus ergibt sich für die ersten beiden 

Klassen eine tetraedrische und für die dritten Klasse eine trigonal bipyramidale Geo-

metrie zum Kupfer (Abbildung 9A; Rubino und Franz 2012). 

Beim Typ II der Kupferzentren bildet sich hauptsächlich durch die Stickstoffatome der 

Histidine eine quadratisch-planare Geometrie aus (Abbildung 9B). Zum Teil erfolgt 

eine zusätzliche Koordination des Kupferkomplexes über Sauerstoffatome, die meist 

von Arginin- (R) oder Tyrosinresten (Y) stammen. Dazu zählen beispielsweise Oxido-

reduktasen wie die Cu-Zn-SOD (Abbildung 9B; Choi und Davidson 2011; Rubino und 

Franz 2012). 

Kupferzenten des Typ III binden zwei Kupferionen innerhalb eines Proteins, bei der 

jedes Kupfer durch drei Histidine gebunden wird wie z. B. in Oxidasen und Hämocya-

nin (Abbildung 9C). Durch die Ligandenbindung des Sauerstoffes verändert sich die 

Koordination aus einer trigonal-planaren zu einer bipyramidalen Geometrie (Abbil-

dung 9C; Choi und Davidson 2011; Rubino und Franz 2012). 

Der Mikronährstoff Kupfer kann in der Wurzel von A. thaliana über zwei verschiedene 

Transportsysteme aus der Erde aufgenommen werden. Zum einen wird Cu(II) zusam-

men mit Zink über Zinc Transporter 2 und 4 (ZIP 2/4) aufgenommen und durch Copper 

Transporter 1 und 2 (COPT 1/2) in die Pflanzenzelle transportiert. Zum anderen kann 
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Kupfer in reduzierter Form als Cu(I) bereitgestellt werden. Dies erfolgt durch die Ferric 

Reductase Oxidase 4 und 5 (FRO 4/5; Wintz et al. 2003; Festa und Thiele 2011; Jain 

et al. 2014). Danach wird das Kupfer beispielsweise für den Ethylensignalweg genutzt, 

da für die Wahrnehmung des Ethylens Kupfer benötigt wird (vgl. Kapitel 3.3; Rodríguez 

et al. 1999).  

Im Zytosol von Arabidopsis befinden sich Metallochaperone aus der Antioxidant 1 

(ATX1) - Familie. Zu dieser Familie gehören ATX1 und Copper Chaperone (CCH). 

Diese besitzen hoch konservierte Kupferbindemotive mit dem Sequenzmotiv MxCxxC. 

Durch die zwei Cysteine im Kupferbindemotiv wird ein Kupferion gebunden (Abdel-

Ghany et al. 2005). Die beiden Chaperone haben einen ähnlichen strukturellen Auf-

bau. Im Vergleich zu ATX1 besitzt CCH einen zusätzlichen, ungefalteten, pflanzen-

spezifischen Bereich im C-Terminus. Dieser besteht aus 40 Aminosäuren (Mira et al. 

2001a; Mira et al. 2004; Puig et al. 2007; Hoppen 2020; Hoppen und Groth 2020). 

Dieses C-terminale Ende spielt eine indirekte Rolle bei der Stabilisierung der Dimeri-

sierung von CCH (Mira et al. 2001a; Dluhosch et al. 2024). 

Ist Kupfer gebunden und liegt kein Ethylen vor, ist der ETR1 aktiv und hemmt den 

Signalweg (vgl. Kapitel 3.3). Die Expression der ER–Membran gebundenen P1B-Typ-

ATPase Response To Antagonist 1 (RAN1) wird negativ reguliert, wenn eine erhöhte 

Kupferkonzentration in der Zelle vorliegt. Dadurch wird möglicherweise eine direkte 

Interaktion zwischen ETR1 und ATX1 bzw. CCH möglich (Del Pozo et al. 2010; Hop-

pen et al. 2019a). Es besteht die Annahme, dass ATX1 direkt an den Rezeptor bindet 

und Kupfer verteilt (Shin et al. 2012), während CCH eine gegensätzliche Rolle spielt. 

Dabei könnte CCH beispielweise bei der Entfernung des Kupferkofaktors beteiligt sein, 

bevor der Rezeptor proteasomal abgebaut wird (Mira et al. 2001a; Hoppen 2020; Hop-

pen und Groth 2020). Eine andere Möglichkeit ist, dass CCH an der Mobilisierung von 

Kupfer aus alten, absterbenden Pflanzenteilen beteiligt ist, da CCH auch bei hohen 

Kupferkonzentrationen stabil ist (Mira et al. 2001a; Mira et al. 2001b; Printz et al. 2016; 

Hoppen 2020; Dluhosch et al. 2024). 

Durch die Dimerisierung von CHH, wird zum einen das Metallbindemotiv vor Oxidation 

geschützt. Zum anderen wird Kupfer selbst bei der Bindung und einem möglichen 

Langstreckentransport von CCH vor äußeren Einflüssen abgeschirmt, um die Zelle zu 
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schützen (Dluhosch et al. 2024; Mira et al. 2001b; Hoppen 2020; Hoppen und Groth 

2020). 

Die kupferbeladenen Metallochaperone transportieren das Kupfer zu RAN1 (Festa und 

Thiele 2011; Hoppen et al. 2019a). P1B-Typ-ATPasen, wie RAN1, katalysieren den 

Transport von Schwermetallionen unter ATP-Verbrauch (Mira et al. 2002). Als Schwer-

metalltransporter (HMA = Heavy Metal P-Type ATPases) besitzt RAN1, auch HMA7 

genannt und einer von acht HMAs in Arabidopsis, wie die ATX1-Familie Kupferbinde-

motive am C-terminalen Ende. Dieser Bereich wird deshalb auch als Metallbindedo-

mäne (MBD) oder als ATX-ähnliche Faltungsmuster (ATX-Like-Folds) bezeichnet 

(Andrés-Colás et al. 2006; Hoppen und Groth 2020). Sie binden hoch affin an die TMD 

von ETR1, übertragen das Kupfer an den Rezeptor und wirken vermutlich stabilisie-

rend. Zudem ist RAN1 am Crosstalk zwischen Ethylen und der Kupferhomöostase, 

sowie bei der Rekrutierung der Kupferchaperone in der Zelle beteiligt (Mira et al. 2002; 

Binder et al. 2010; Del Pozo et al. 2010).  

Eine Kupferdetoxifizierung, durch den Export des Schwermetalls aus der Zelle, wird 

durch HMA5 ausgeführt, wenn ein Kupferüberschuss in der Zelle vorliegen sollte. Da-

bei wird Kupfer entweder in den extrazellulären Raum oder in den Tonoplasten trans-

portiert (Andrés-Colás et al. 2006; Pilon et al. 2006; Festa und Thiele 2011; Huang et 

al. 2016; Khoudi 2021). Sollte ein Kupfermangel in der Zelle vorliegen, kann Kupfer 

mithilfe von COPT5 aus der Vakuole ins Zytosol transportiert werden und ist somit für 

die Chaperone verfügbar (Festa und Thiele 2011).  

Phänotypisch können Symptome eines Kupfermangels oder –überschusses beobach-

tet werden. Biomoleküle werden bei einem Kupferüberschuss durch die Bildung von 

ROS geschädigt, was mit einer reduzierten Enzymaktivität einhergehen kann (Halliwell 

und Gutteridge 1984; Kehrer 2000; Yruela 2005). Dadurch werden Wurzel und Blatt-

gewebe stark beschädigt und Grana- und Stromalamellen in den Chloroplasten bauen 

sich ab. Daraus resultieren vor allem in Keimlingen kleine und verkümmerte Pflanzen 

mit inhibiertem Wurzelwachstum, sowie vergilbtes (Chlorose) und absterbendes Blatt-

gewebe (Nekrose; Lequeux et al. 2010; Yruela 2005). Bei einem Kupfermangel sinkt 

die Enzymaktivität in juvenilen Pflanzen um 70-95 %. Dies führt zu einem gehemmten 

Wachstum der gesamten Pflanze und zur mangelhaften Ausbildung von Früchten und 

Blüten (Walker und Loneragan 1981). Außerdem bildet sich an den Blatträndern der 
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juvenilen Pflanze Chlorose aus, welche anschließend zum Zusammenrollen, Verwel-

ken und Absterben von Blättern führen kann (Yruela 2005).  

3.6 GFP 
Das grün fluoreszierende Protein (GFP), ein natürlich vorkommender Fluoreszenzre-

porter, hat einen großen Einfluss in der Forschung an Pro- und Eukaryoten wie z. B. 

in der Entwicklungs-, Molekular-, Zellbiologie und Proteinbiochemie (Chalfie 1995; 

Chalfie und Kain 2005). Häufig dient GFP als Fusionsprotein, wodurch nach erfolgrei-

cher Expression und Reinigung eine grüne Färbung der Fusionsproteine erkennbar 

ist. Eine GFP-Fusion führt häufig zu einer besseren Stabilität, Faltung und Löslichkeit 

von unlöslichen Proteinen (Phillips 1997; Waldo et al. 1999; Pédelacq et al. 2006), 

weshalb GFP für die Kristallisation in dieser Arbeit verwendet wurde. Darüber hinaus 

korreliert die Fluoreszenz des GFPs meistens mit der richtigen Faltung des Zielpro-

teins und somit auch mit der Proteinausbeute während der Expression (Phillips 1997; 

Waldo et al. 1999). In der Bakterienzelle liegt GFP nativ gefaltet im Zytosol vor (Feil-

meier et al. 2000).  

Die cDNA des natürlich vorkommenden Fluoreszenzreporters GFP wurde erstmals 

1992 aus der Qualle Aequorea victoria (A. victoria) isoliert (Prasher et al. 1992). Die 

heterologe Expression und Reinigung erfolgte in bzw. aus verschiedensten Organis-

men wie A. victoria, Caenorhabditis elegans (C. elegans) und Escherichia coli (E. coli; 

Morise et al. 1974; Chalfie et al. 1994; Yang et al. 1996). Kovalente GFP-Dimere wer-

den bei einem KD-Wert von 100 µM ausgebildet (Phillips 1997). 

GFP besteht aus 238 Aminosäuren und hat eine Größe von 26,9 kDa (Prasher et al. 

1992). Die Strukturaufklärung des GFPs erfolgte im Jahr 1996 mithilfe von Röntgen-

strukturanalyse, mit einer Auflösung von 1,9 Å (Ormö et al. 1996; Yang et al. 1996). 

Elf β-Faltblätter bilden die Struktur eines β-Fasses mit einem Durchmesser von 30 Å 

und einer Länge von ca. 40 Å. Im Zentrum des β-Fasses, befindet sich eine α-Helix. 

Diese Helix enthält einen grünen Chromophor, welcher für die Farbgebung des Pro-

teins verantwortlich ist (Chalfie et al. 1994; Yang et al. 1996). Dieser Chromophor setzt 

sich aus einem Imidazolon- und einem Phenolring zusammen, welche durch kovalente 

Bindungen miteinander verbunden sind. Die Aminosäuren Serin 65 (S65), Tyrosin 66 

(Y66) und Glycin (G67) bilden durch eine autokatalytische Reaktion innerhalb der α-

Helix diesen Chromophor (Shimomura 1979; Prasher et al. 1992; Cody et al. 1993). 
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Abbildung 10: Fluoreszenz von GFP. A) Chromophor in deprotonierter (links) und protonierter Form 

(rechts). B) Anregungs- (blau) und Emissionsspektrum (grün). Modifiziert aus Chalfie und Kain 2005. 
 

GFP hat zwei verschiedene Anregungs- und Emissionsspektren, welche auf zwei ver-

schiedene Ladungszustände des Chromophors zurückzuführen sind (Abbildung 10A). 

Ist der Chromophor negativ geladen (protoniert), wird GFP bei 395 nm angeregt und 

emittiert bei 508 nm (Abbildung 10B). Wird ein Proton dagegen abgegeben, kann die 

deprotonierte Form des Chromophors bei 475 nm angeregt werden und emittiert bei 

503 nm (Abbildung 10B; Heim et al. 1994; Chalfie und Kain 2005). 

Durch Mutationen der Aminosäuren innerhalb des farbgebenden Chromophors konn-

ten weitere Varianten erzeugt werden, deren Anregungs- und Emissionsspektren sich 

vom GFP-Wildtyp unterscheiden wie z. B. mTurquoise2 (mT2). Zu diesen Mutanten 

zählen auch GFP-Homologe, welche aus verschiedensten Korallen isoliert wurden 

(Heim und Tsien 1996; Matz et al. 1999; Shaner et al. 2004; Chalfie und Kain 2005; 

Goedhart et al. 2012). 
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4 Zielsetzung 
ETRs lösen in Anwesenheit von Kupfer und Ethylen eine Reaktionskaskade aus, die 

in einer Ethylenantwort wie z. B. der Fruchtreife resultiert (vgl. Kapitel 3.3). Diese Re-

zeptoren sind für die Agrarökonomie hinsichtlich des Transportes und der Lagerung 

von Gemüse, Obst und Schnittblumen wichtig, da eine zu schnelle Reifung zum Ver-

derb führt (Reid und Wu 1992; Bleecker und Kende 2000; Barry und Giovannoni 2007; 

Binder 2020). Vor kurzem wurde der Kupfertransport aus der Zelle zum Rezeptor auf-

geklärt (Hoppen et al. 2019a). Zusätzlich wurde die ETR1 Kupferkoordination – Kup-

ferstöchiometrie experimentell, sowie über molekulardynamische (MD) Simulationen 

ermittelt. Anhand der Ergebnisse konnte das erste ETR1-Strukturmodell dazu entwi-

ckelt werden (Schott-Verdugo et al. 2019).  

Eine experimentell bestimmte Struktur des ETR1-Volllängenrezeptors existiert nicht. 

Bisher gelang über Röntgenkristallographie und Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) 

die Strukturaufklärung der zytosolischen Domänen von ETR1 306-738 (Grantz et al. 

1998; Panneerselvam et al. 2013; Mayerhofer et al. 2015). Die Struktur der TMD ist 

weiterhin unbekannt. Dieses Ziel sollte mit den nachfolgend genannten Methoden er-

reicht werden. 

Lipidic Cubic Phase (LCP)-Kristallisation ist eine bewährte Methode für die Kristallisa-

tion von Membranproteinen. Sie eignet sich insbesondere für Membranproteine mit 

einer großen extrazellulären Domäne, wie auch ETRs sie aufweisen. Mittels LCP 

konnten beispielsweise bereits die Struktur verschiedener G-Protein Coupled Rezep-

toren (GPCRs; Wadsten et al. 2006; Caffrey und Cherezov 2009; Zabara et al. 2017a; 

Zabara et al. 2017b). Entsprechend sollen verschiedene Mutanten von A. thaliana 

ETR1 und ETR2 mit und ohne GFP-Derivat mTurquoise2 (mT2) generiert, exprimiert 

und über eine Immobilisierende-Metall-Ion-Affinitätschromatographie (IMAC) gereinigt 

werden. Diese sollen mit verschiedenen für die LCP geeigneten Lipiden und Kristalli-

sation Screening Kits kristallisiert werden. Eine ggf. erforderliche Stabilisierung der 

Rezeptoren wäre über die Zugabe geeigneter Liganden wie z. B. NOP-1 und Cu(I) 

möglich. 

Die Topologie der TMD und die im Modell von Schott-Verdugo et al. (2020) und Alpha-

fold vorgeschlagene Orientierung der TMHs soll mithilfe von Elektronenspinresonanz 
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(EPR) Spektroskopie untersucht werden. Dafür sollen alle natürlich vorkommenden 

Cysteine in der TMD mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) entfernt und durch Se-

rine ersetzt werden. Danach sollen anhand des ETR1- Modells an ausgewählten Stel-

len über Klonierung andere Aminosäuren durch Cysteine in die TMD erneut eingefügt 

werden. Der Zweck dieser Vorgehensweise besteht darin, die chemische Markierung 

durch Methanethiosulfonate Spin Label (MTSSL), welches spezifisch an Cysteine bin-

det, für die EPR-Spektroskopie einzusetzen.  

Dadurch werden intra- und interhelikale Abstandsmessungen in der TMD möglich. Zu-

dem soll der Einfluss von Kupfer im Zusammenhang mit einer möglichen Konformati-

onsänderung in der TMD evaluiert werden. Die Ergebnisse werden mit den Resultaten 

des bereits vorhandenen Strukturmodells von Schott-Verdugo et al. (2019; Modell 1), 

sowie dem Strukturmodell, welches mit Alphafold (Jumper et al. 2021, Modell 2) erstellt 

wurde, verglichen.  

Ein weiteres Ziel ist die Untersuchung der Kupferkoordination in der TMD. Aus dem 

Modell von Schott-Verdugo et al. (2019) war bekannt, dass die Aminosäurestellen Cys-

tein 65 (C65) und Histidin 69 (H69) für die Kupferkomplexierung verantwortlich sind. 

Aus dem Strukturmodell wurde abgeleitet, dass die Aminosäuren an den Position As-

paraginsäure 25 (D25) und Lysin 91 (K91) eine zusätzliche Stabilisierung bei der Kom-

plexierung des Kupfers haben könnten (Schott-Verdugo et al. 2019). Um diese Hypo-

these experimentell zu überprüfen wurden die Klonierung, Expression und Reinigung 

entsprechender Mutanten vorgesehen. Zudem sollen der Einfluss der genannten Po-

sitionen mithilfe von Kupferbindungsstudien ermittelt werden. Die vorliegende Arbeit 

befasst sich mit der Analyse der TMD unter Ausnutzung verschiedener Techniken. Als 

Methoden wurden LCP-Kristallisation, EPR-Spektroskopie und Kupferbindungsstu-

dien eingesetzt. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Kartierung der Helixanordnung der Transmembran-Domäne des ETR1- 
Ethylenrezeptors durch EPR-Spektroskopie 
 

Titel: Mapping the helix arrangement of the reconstituted ETR1 ethylene receptor 
transmembrane domain by EPR spectroscopy 

 

Autoren: Anandi Kugele, Buket Uzun, Lena Müller, Stephan Schott-Verdugo, Holger 
Gohlke, Georg Groth und Malte Drescher 

 

Eigener Anteil: 

35 % Planung, Durchführung und Auswertung der Experimente: 

 

Veröffentlicht in: 

Royal Society of Chemistry advances 12, 04.03.2022, Artikelnummer: 12, Creative 

Commons Attribution 3.0 Unported Licence 

 

DOI: 10.1039/D2RA00604A 
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5.2 Molekulare Grundlage der hochaffinen Ligandenbindung im Transmemb-
ranbereich des Ethylenrezeptors ETR1 
 

Titel: Basis for high-affinity ethylene binding by the ethylene receptor ETR1 of Ara-
bidopsis 

 

Autoren: Beenish J. Azhar, Safdar Abbas, Sitwat Aman, Maria V. Yamburenko, Wei 
Chen, Lena Müller, Buket Uzun, David A. Jewell, Jian Dong, Samina N. Shakeel, 
Georg Groth, Brad M. Binder, Gevorg Grigoryan und G. Eric Schaller 

 

Eigener Anteil: 

10 % Planung, Durchführung und Auswertung der Experimente 

 

Veröffentlicht in: 

Proceedings of the National Academy of Sciences 120, 30.05.2023, Artikelnum-

mer: 23, Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivates License 4.0  

 

DOI: 10.1073/pnas.2215195120 
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5.3 Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse des Ethylenrezeptors 
 

Titel: Crystallization of Ethylene Plant Hormone Receptor – Screening for Structure 

Autoren: Buket Rüffer, Yvonne Thielmann, Moritz Lemke, Alexander Minges und 
Georg Groth 

 

Eigener Anteil: 

35 %, Planung, Durchführung und Auswertung der Experimente 

 

Veröffentlicht in:  

Biomolecules 375, 20.03.2024, Artikelnummer:14, Creative Commons Attribution li-
cense 4.0 
 
DOI: 10.3390/biom14030375 
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6 Diskussion 
Der Ethylensignalweg ist im Pflanzenreich hoch konserviert (Ju et al. 2015). Um das 

gasförmige Phytohormon Ethylen binden zu können werden die im ER lokalisierten 

Ethylenrezeptoren benötigt (vgl. Kapitel 3.2; Chen et al. 2002; Gao et al. 2003; Grefen 

et al. 2008; Dong et al. 2010). Die Rezeptoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, 

stammen aus dem Organismus A. thaliana. Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um 

Negativregulatoren, die in Anwesenheit von zwei Cu(I)-Kofaktoren pro Dimer aktiv sind 

(Schott-Verdugo et al. 2019; Binder 2020). Durch Autophosphorylierungsschritte in der 

HK-Domäne und in der RD wird CTR1 aktiviert, welches wiederum EIN2-CEND phos-

phoryliert. Wenn kein Ethylen vorliegt werden in der darauffolgenden Kaskade wichtige 

Elemente (EIN2-CEND, EIN3, EIL1/2) die zur Ethylenantwort führen würden, proteo-

lytisch abgebaut (vgl. Kapitel 3.3; Binder 2020). In Anwesenheit von Ethylen und Kup-

fer werden die Ethylenrezeptoren inaktiviert. Dadurch findet keine Autophosphorylie-

rung der Rezeptoren statt. Somit wird EIN2-CEND nicht mehr abgebaut und kann in 

den Nukleus transportiert werden. Durch Transkriptionsfaktoren wird die sogenannte 

Ethylenantwort ausgelöst (vgl. Kapitel 3.3; Abbildung 6; Binder 2020). Beispiele hierfür 

sind die Blütenseneszenz und die Fruchtreife (Burg und Burg 1962; Johnson und 

Ecker 1998). Sowohl der genaue Mechanismus, der zur Bindung von Ethylen und der 

damit verbundenen vermuteten Konformationsänderung führt, als auch die Struktur 

der Rezeptoren sind jedoch unbekannt. Bisher sind nur die Kristallstrukturen für die 

HK und RD des ETR1 bekannt (Grantz et al. 1998; Panneerselvam et al. 2013; Ma-

yerhofer et al. 2015). Im Jahr 2019 wurde eine ganze Reihe funktionaler Studien an 

ETR1 im Zusammenhang mit dem Kupferkofaktor durchgeführt, die zur Aufklärung der 

Kupfertransportroute führte (Hoppen et al. 2019a; Hoppen 2020). Dadurch konnte das 

erste experimentell, validierte Strukturmodell der ETR1-TMD - bestehend aus drei He-

lices - erstellt werden (Schott-Verdugo et al. 2019; Müller 2020). Mithilfe der etablierten 

Kupfer-Bicinchoninsäure (BCA)-Methode konnte die Kupferstöchiometrie im Rezeptor, 

die Kupferaffinität des Rezeptors und der Kupfertransfer der Chaperone ATX1 und 

CCH auf ETR1 untersucht werden (Schott-Verdugo et al. 2019; Hoppen et al. 2019a; 

Hoppen 2020; Müller 2020).  

Diese Resultate und Methoden sollten nun weiterführend für strukturelle Analysen ge-

nutzt werden. Um weitere Informationen über die TMD zu erhalten, wurde in dieser 
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Arbeit die relative Anordnung der TM-Helices von ETR1 zueinander mithilfe von EPR-

Spektroskopie untersucht. Dazu wurden die experimentellen Ergebnisse mit den 

Strukturmodellen, welche von Schott-Verdugo et al. (2019; Modell 1) und Alphafold 

(Jumper et al. 2021; Modell 2) vorhergesagt wurden, verglichen (vgl. Kapitel 5.1). Ba-

sierend auf der Annahme von Schott-Verdugo et al. (2019), dass die Aminosäureposi-

tion D25 einen Einfluss auf die Kupferbindung haben könnte, erfolgten weitere Bin-

dungsstudien zur Kupferkoordinierung. Mit diesen konnte die Bedeutung der Amino-

säuren D25 und K91 im Zusammenhang mit der Kupferkoordinierung besser einge-

ordnet werden (vgl. Kapitel 5.2). Darüber hinaus konnte die Methode der LCP-Kristal-

lisation für ETR1 und ETR2 etabliert werden, welche zu ersten Kristallen und Diffrakti-

onsbildern führte (vgl. Kapitel 5.3).  

6.1 Diskussion der Ergebnisse aus der EPR-Spektroskopie 
Mithilfe des chemischen Farbstoffs Methanethiosulfonate Spin Label (MTSSL), der 

kovalent an Cysteine bindet, sollten die intra- und interhelikalen Abstände der trans-

membranen Helices mittels EPR-Spektroskopie bestimmt werden (vgl. Kapitel 5.1; Fi-

gure 1; Altenbach et al. 1990). Dazu wurden Cysteine an ausgewählten Positionen in 

der TMD durch Substitutionen mittels PCR erfolgreich eingefügt. Um unspezifische 

Bindungen des Farbstoffs zu vermeiden, wurden die natürlich vorhandenen Cysteine 

C4, C6, C65 und C99 zu Serinen mutiert (vgl. Kapitel 5.1). Nach der erfolgreichen 

rekombinanten Expression und Reinigung dieser Cysteinmutanten, konnte die Me-

thode der EPR-Spektroskopie erfolgreich genutzt werden, um Untersuchungen an der 

TMD des ETR1 durchzuführen (vgl. Kapitel 5.1; Supplemental Figure S4). Im direkten 

Vergleich weisen die experimentell gewonnenen Ergebnisse eine höhere Übereinstim-

mung mit der Helixanordnung des Modells von Schott-Verdugo et al. (2020) als in das 

von Alphafold generierte Modell ein (vgl. Kapitel 5.1, Figure 3). 

Die intrahelikalen Abstände, welche im Experiment ermittelt wurden, stimmen bei He-

lix I und Helix II für beide Modelle überein. Im Vergleich zu Modell 1 und den experi-

mentellen Ergebnissen zeigt die vorhergesagte Anordnung zwischen Helix I und Helix 

III von Modell 2 an den Aminosäurepositionen L17C/V86C, A31C/S114C und 

Y41C/S114C eine Abweichung (vgl. Kapitel 5.1; Figure 3). Dies könnte daran liegen, 

dass Alphafold ein Vorhersageprogramm ist, welches auf einer künstlichen Intelligenz 

basiert. Dabei wird die Aminosäuresequenz eines Proteins aus UniProt und oder der 
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homologen Struktur aus der Proteindatenbank genutzt (Jumper et al. 2021). Im Ver-

gleich zu Modell 2 wurde für die Erstellung des Modell 1 von Schott-Verdugo et al. 

(2019) eine Kombination verschiedener Vorhersageprogramme verwendet. Zusätzlich 

wurden die Ergebnisse aus der experimentell validierten Daten Tryptophan-Scanning-

Mutagenese integriert (Schott-Verdugo et al. 2019). 

Die intrahelikale Messung an Helix II an den Aminosäurepositionen V54C/F76C ergab, 

dass der Abstand zwischen den beiden Positionen größer war als erwartet (vgl. Kapitel 

5.1, Figure 3). Eine weitere intrahelikale Messung an Helix II an den Aminosäureposi-

tionen V54C/F76C zeigte, dass der Abstand zwischen den beiden Positionen größer 

war als angenommen wurde (vgl. Kapitel 5.1, Figure 3). Der experimentell ermittelte 

Abstand weicht demnach von den in Modell 1 und 2 vorhergesagten Werten ab. Die 

Diskrepanz lässt sich vermutlich darauf zurückführen, dass MTSSL den Abstand ver-

größert hat (vgl. Kapitel 5.1, Figure 3).  

Zusätzlich scheint die zweite Helix eine höhere Flexibilität an den Schleifenregionen 

(Position V54C, F76C) aufzuweisen. Weitere Hinweise auf eine hohe Flexibilität in der 

TMD, abgesehen vom größeren Abstand zwischen V54C/F76C, sind die nicht mess-

baren Bereiche des chemischen Markers an den Positionen L17C/V54C und 

A31C/F76C (vgl. Kapitel 5.1). Die zu messenden Abstände lagen vermutlich außerhalb 

des Messbereichs für die EPR-Spektroskopie (<1,8 nm oder >5,6 nm; vgl. Kapitel 5.1; 

Jeschke 2012). 

In einem weiteren Experiment wurden ausgewählte Mutanten mit Kupfer-BCA bela-

den, sowie die Kupferstöchiometrie berechnet (Schott-Verdugo et al. 2019; Müller 

2020). Es wird angenommen, dass durch die Bindung des Kupferkofaktors und des 

Liganden Ethylen eine Konformationsänderung verursacht wird, wodurch die Rezep-

toren von dem inaktiven in den aktiven Zustand wechseln sollten. Deshalb ist eine 

erhöhte Mobilität in diesen Bereichen anzunehmen (Zhao et al. 2002).Durch die Bela-

dung des Rezeptors mit Kupfer-BCA könnte, anhand der chemisch markierten Cys-

teine, eine ligandenbedingte Konformationsänderung im Rezeptor gemessen werden. 

Dies würde zu detaillierteren Informationen über die Funktionalität und Anordnung der 

Helix führen.  
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Neben den Mutanten L17C/V54C und A31C/F76C, wurde die Mutante V54C/F76C für 

die Kupferbeladung eingesetzt, um mögliche Konformationsänderungen in der flexib-

len zweiten Helix zu untersuchen. Bei der Mutante A31C/S114C wäre nach der Kup-

ferbeladung und Konformationsänderung ebenfalls ein messbarer Unterschied zu er-

warten gewesen, da Helix III für die Signaltransduktion innerhalb des Rezeptors ver-

antwortlich ist (Wang et al. 2006).  

Eine Kupferbindung ist zwar in diesen Experimenten nachweisbar, führt allerdings zu 

keiner messbaren Konformationsänderung (vgl. Kapitel 5.1, Figure 3; Supplemental 

Figure S7). Im Vergleich zu den übrigen mit Kupfer-BCA getesteten Mutanten zeigt die 

Mutante L17C/V54C eine geringere Kupferbeladung (vgl. Supplemental Figure S7C). 

Dies lässt sich vermutlich auf die räumliche Nähe des MTSSL- Spin Labels zum mög-

lichen Kupferkoordinationszentrum D25 C65S und H69 zurückführen, wodurch die 

Komplexierung des Kupfers behindert wird. Zusätzlich sind die Marker an diesen Po-

sitionen eher nach innen als nach außen orientiert (vgl. Kapitel 5.1, Supplemental Fi-

gure S7 und Figure S9; vgl. Kapitel 5.2, Figure 7; Rodríguez et al. 1999; Wang et al. 

2006; Schott-Verdugo et al. 2019). 

Zusammenfassend konnte ermittelt werden, dass die Anordnung der TMH in Struktur-

modell 1 von Schott-Verdugo et al. (2019) besser mit den experimentellen Daten über-

einstimmen als die in Strukturmodell 2, welches mit Alphafold generiert wurde. Helix II 

ist vor allem in den C-terminalen Schleifenregionen flexibler, als in Modell 1 und 2 

angenommen wurde. Cu(I) allein führte zu keiner maßgeblichen Änderung in der Kon-

formation der TMD. Zudem konnte erfolgreich eine Methode entwickelt werden, um die 

Anordnung der α-Helices von ETR1 genauer zu untersuchen und mit verschiedenen 

computerbasierten Modellen zu vergleichen. 

Durch die Ergebnisse aus der EPR haben sich neue Herausforderungen ergeben. Um 

einen stärkeren Effekt in der EPR in Bezug auf die Konformationsänderung zu erken-

nen, könnte in zukünftigen Experimenten versucht werden z. B. Ethylen hinzuzufügen 

(Zhao et al. 2002), welcher zu einem messbaren Unterschied in den Abständen der 

markierten Helices führen könnte. Ergänzend dazu könnten Circulardichroismus    

(CD) -, Nuclear Magnetic Resonance (NMR) - und Fluoreszenzspektroskopie ange-

wandt werden, um eine Veränderung in der Konformation zu beobachten (Greenfield 

2015; Hu et al. 2021; Dos Santos Rodrigues et al. 2023). 



Diskussion 
__________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________ 
 

99 
 

Es besteht die Möglichkeit, dass andere Domänen (GAF-, DHp-, HK-, RD-Domäne) 

einen entscheidenden Faktor bei der Konformationsänderung einnehmen. Daher 

könnten weitere EPR-Experimente an ausgewählten Stellen von ETR1-GAF 1–316 oder 

mit dem Volllängenrezeptor von A. thaliana durchgeführt werden, die bereits für Re-

konstitution von Nanodisks verwendet wurden (vgl. Kapitel 5.3; Lemke et al. 2023). 

Als alternative Methode zur EPR-Messung mit Proteoliposomen kann der Einsatz von 

Nanodisks in Betracht gezogen werden. Dies hätte den Vorteil, dass eine definierte 

Anzahl des ETR1 in einer festgelegten Größe in der Nanodisk vorliegen, während bei 

Proteoliposomen keine genaue Aussage über die Orientierung des Rezeptors und die 

Anzahl der Rezeptoren pro Proteoliposom getroffen werden kann (Bayburt et al. 2002; 

Bayburt und Sligar 2010). Des Weiteren besteht die Möglichkeit die Anwesenheit des 

ETR1 in den Nanodiscs mithilfe von Size-Exclusion-Chromatographie (SEC) Proben 

auf einem Coomassie-gefärbten SDS-Gel nachzuweisen (Lemke et al. 2023). Bei den 

Proteoliposomen wird die tatsächliche Anwesenheit von ETR1 erst bei der continuous 

wave (cw) -EPR-Spektroskopie über die Spin Label überprüft. Allerdings kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass zusätzlich ein gewisser Anteil an ETR1 in Detergens 

vorliegt (vgl. Kapitel 5.1). Darüber hinaus konnte die Funktionalität der HK-Domäne 

anhand von Nukleotidbindung an ETR1 in Nanodisks nachgewiesen werden, welches 

zusätzlich auf die korrekte Faltung des Proteins zurückzuführen ist (Lemke et al. 2023). 

Auch bei anderen Proteinen, wie z. B. dem Epidermal Growth Factor Rezeptor, konnte 

die Rezeptorfunktionalität in Nanodisks in vitro nachgewiesen werden (Mi et al. 2008; 

Bayburt und Sligar 2010). 

Um die Flexibilität der zweiten Helix zu reduzieren, könnten zudem chemische Cross-

linker wie Bissulfosuccinimidylsuberat (BS3) alleine oder in Kombination mit Cu(I) oder 

Ag(I) verwendet werden, welche eine kovalente-Amin-Amin-Verknüpfung herstellen. 

Dies konnte beispielhaft bei dem Histidin-Kinase-Rezeptor CusS gezeigt werden, bei 

dem die Monomere durch Crosslinking erfolgreich zu Dimeren und Oligomeren ver-

netzt wurden (Aravind 2012).  

Quecksilberchlorid (Hg2Cl) könnte ebenfalls zur Quervernetzung von ETR1 eingesetzt 

werden. Mithilfe von Hg2Cl konnte ZIP stabilisiert und eine Konformation des Proteins 

in LCP kristallisiert werden. Dabei bindet Hg an zwei Cysteinreste (Zhang und Sui und 

Hu 2023). Andere Metalle, die für das Crosslinking verwendet werden könnten sind 
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Kupfer, Aluminium und Blei (Wedrychowski et al. 1986). Alternativ könnten die aufge-

listeten Crosslinker ebenfalls zur Optimierung der LCP-Kristallisation dienen, um ETR1 

oder ETR2 zu stabilisieren. Glutaraldehyd ist ein weiterer Crosslinker, welcher für die 

EPR-Spektroskopie verwendet werden könnte (vgl. Kapitel 6.3; Richards und Knowles 

1968; Lusty 1999). 

Allerdings besteht auch die Möglichkeit, dass die Auflösungsgrenze von der EPR-

Spektroskopie mit 1,8 nm zu gering ist (Jeschke 2012), um kleine Konformationsän-

derungen oder eine Stabilisierung in ETR1 nachzuweisen. In diesem Fall können al-

ternative Methoden wie Kryoelektronenmikroskopie (Kryo-EM) oder Kristallisation zur 

Strukturaufklärung eingesetzt werden. Mit Kryo-EM lässt sich eine Auflösung von bis 

zu 0,125 nm erreichen, mit Kristallisation von bis zu 0,27 nm (Smith et al. 2002; Yip et 

al. 2020). 

6.2 Diskussion der Ergebnisse aus der Ligandenbindung im Transmembran- 
bereich des Ethylenrezeptors ETR1 
In Bezug auf den Ethylenrezeptor ETR1 ist bekannt, dass die ersten beiden Helices, 

abgesehen von der Kupferkoordination, auch die Ethylen-/Kupfer-Bindungstasche 

ausbilden. Es wird angenommen, dass die Ethylenbindedomäne und die Kupferbin-

dungsdomäne benachbart sind oder sich überlappen (Wang et al. 2006; Azhar 2021). 

Die Geometrie des Komplexes, der das Cu(I) in ETR1 koordiniert, ist bislang nicht 

bekannt. Die bisherigen Modellierungs-, X-ray Absorption Spectroscopy (XAS) und Ex-

tended X-ray Absorption Fine Structure (EXFAS)-Analysen deuten darauf hin, dass 

das Kupferion in ETR1 lediglich zwischen zwei oder drei oder vier Atomen koordiniert 

wird. Die aktuelle Theorie besagt, dass neben dem Stickstoffatom von H69 und dem 

Schwefelatom von C65 auch die Sauerstoffatome von Wasser an der Koordination 

beteiligt sind (Schott-Verdugo et al. 2019; Müller 2020; Cutsail et al. 2022). Die Koor-

dinierung durch zwei Cysteine und zwei Histidine oder nur durch zwei Cysteine ist 

beispielsweise bei der Bindung von Kupfer an dem humanen ATX1-Homologon Anti-

oxidant1 Copper Chaperone (ATOX1) zu beobachten (Ansbacher und Shurki 2012). 

In Bezug auf dieses Thema stellt sich die Frage, ob und welche weiteren Aminosäuren 

neben C65 und H69 an der Kupferkoordination bei ETR1 beteiligt sind, da Cu(I) im 

allgemeinen linear, trigonal-planar oder tetraedrisch koordiniert sein kann (Abbil-

dung 9; Conry 2006; Rubino und Franz 2012). Es besteht die Vermutung, dass D25 
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an der Kupferkoordination beteiligt sein könnte, wie durch MD-Simulationen nahege-

legt wird (Abbildung 11A; Schott-Verdugo et al. 2019; Müller 2020). 

Ein Hinweis auf die Involvierung von D25 in der Kupferkoordination ist beispielsweise, 

dass bei EPR-Messungen, bei denen die Stelle C65 zu Serin mutiert wurde, trotzdem 

eine Kupferbeladung in den Mutanten nachgewiesen werden konnte (vgl. Kapitel 5.1, 

Supplemental Figure S7). Zudem konnte anhand der neusten Mutagenese- und Kup-

ferbindungsstudien gezeigt werden, dass D25 einen Einfluss auf die Kupferkoordina-

tion hat (vgl. Kapitel 5.2). Für die Mutante D25A wurde beim Kupferbindungsversuch 

keine Affinität zum Metallion gemessen, was in einer fehlenden Ethylenbindung resul-

tiert (vgl. Kapitel 5.2; Figure 1B; Wang et al. 2006).  

Theoretisch hätte eine Kupferbindung bei Glutaminsäure (E)-Mutante (E25) stattfinden 

müssen, da diese Aminosäure die gleiche negative Ladung wie die Asparaginsäure 

(D) hat, was jedoch nicht der Fall war (vgl. Kapitel 5.2, Figure 1B). Ebenfalls konnte 

keine Kupferbindung beim Ersatz durch das polare Glutamin (Q) D25Q nachgewiesen 

werden, welches im Vergleich zur Glutaminsäure über eine Amingruppe verfügt (vgl. 

Kapitel 5.2, Figure 1B). Im Vergleich zu den Aminosäuren Asparaginsäure und Aspa-

ragin (N) verfügen sowohl die Aminosäuren Glutaminsäure als auch Glutamin über 

eine zusätzliche Methyliden (CH2)-Gruppe. Diese zusätzliche Gruppe könnte in der 

ETR1-TMD eine sterische Behinderung in der Bewegung des Aminosäurerestes zum 

Kupferion verursachen (Abbildung 11D). Andere Aminosäuren (25A, 25E, 25Q) schei-

nen teilweise trotz ihrer Ähnlichkeit zur Asparaginsäure nicht in der Lage zu sein, die 

Kupferbindung positiv zu beeinflussen. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse lässt 

sich ableiten, dass D25 spezifisch für das Kupfer ist. 
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Abbildung 11: Schematischer Ausschnitt aus der 
Transmembran-Domäne von ETR1 vom Modell 
Schott-Verdugo et al. (2019). In den Aminosäuren 
sind Schwefel (gelbe Markierung) -, Sauerstoff (rote 
Markierung) - und Stickstoffatome (dunkelblaue Mar-
kierung), sowie Monomer 1 (hellblau) und Monomer 
2 (hellgrün) entsprechend eingefärbt. Mutanten sind 
an der Schrift dunkelgrün markiert. A) Eingezeichnet 
sind die Aminosäurepositionen im TM-Dimer, die 
Kupfer (rote Kugel) komplexieren könnten. Der ge-
messene Abstand der Asparaginsäure 25 (D25) be-
trägt 6,7 Å zum Kupfer, zu Tyrosin 32 (Y32) 4,1 Å 
und 8,3 Å, zu Cystein 65 je 1,9 Å und zu Histidin 69 
(H69) je 1,9 Å. In Monomer 2 wird Asparagin (D25N) 
stellvertretend für die Komplexierung des Kupfers 
von der Birne, Cyanobakterien und Traubenerbse 
dargestellt. Die Abstände zum Kupfer sind grau ge-
stichelt. B) Die möglichen Abstände folgender Atome 
aus den Mutanten D25N, C65S und H69A betragen 
für Sauerstoff 3,6 Å und 1,9 Å, für Stickstoff 4,2 Å und 
4,3 Å. C) Der Abstand von D25A zum Kupfer kann 
5,8 Å oder 8,5 Å betragen, wodurch keine Kupfer-
komplexierung durch diese Aminosäure stattfinden 
kann. D) Darstellung der Glutaminsäure (D25E) -, E) 
der Asparagin (D25N) -, und F) der Serin (C65S) -
Mutante. Rote Scheiben zeigen Schnittstellen und 
sterische Behinderungen mit anderen Molekülen auf, 
sowie deren Überlappungen mit Van-der-Waals-
Kräften. Grüne Punkte oder Scheiben zeigen an, 
wenn sich Atome fast berühren oder deren Van-der-
Waals-Kräfte sich leicht überlappen. Im Vergleich zu 
D25E, zeigen D25N und C65S eine geringere steri-
sche Behinderung mit anderen Molekülen und Über-
lappung mit Van-der-Waals-Kräften an. 
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Eine Ausnahme bildet das strukturell zu Asparaginsäure ähnliche, polare Asparagin, 

das eine geringfügige Restbindung zu Kupfer aufweist (vgl. Kapitel 5.2, Figure 1B). 

Zudem scheint D25N im Vergleich zu D25E nur keine oder eine geringfügige, mögliche 

sterische Behinderung zu anderen Aminosäuren aufzuweisen (Abbildung 11D und 

11E). Durch die Triple-Mutante D25N C65S H69A in der ETR1-TMD wurde gezeigt, 

dass D25 eindeutig an der Kupferkomplexierung beteiligt ist, da im Vergleich zur Mu-

tante C65S H69A, kein Signal für die Kupferbindung detektiert wurde (vgl. Kapitel 5.2, 

Figure 1B). Die geringfügige Bindung in der D25N-Mutante ist voraussichtlich darauf 

zurückzuführen, dass, in manchen Organismen wie in Birnen, Cyanobakterien und 

Traubenerbsen die Kupferkomplexierung durch Asparagin möglich ist (vgl. Kapi-

tel 5.2).  

In diesem Zusammenhang besteht noch Unklarheit, ob D25 eine direkte oder indirekte 

Beteiligung an der Kupferkoordinierung durch Kupferbindung und/ oder Stabilisierung 

aufweist. Von Rodriguez et al. (1999) ist bekannt, dass durch die Mutation der metall-

bindenden Aminosäurereste an den Positionen C65 und H69 zu Serin und Alanin fast 

kein Ethylen mehr gebunden wird. Dies deutet auf die essentielle Kupferbindestelle hin 

(Rodríguez et al. 1999). In dieser Arbeit wurden anhand der erzeugten Doppelmutan-

ten (C65S H69A) in dem Kupfer-BCA-Experiment eine geringe Kupferbeladung ver-

zeichnet, sodass die Beteiligung eines dritten und / oder vierten Liganden an der Kup-

ferbindung angenommen werden kann (vgl. Kapitel 5.2). Diese Erkenntnis stützt die 

Modellierungs-, XAS- und EXFAS-Analysen, welche besagen, dass für die Cu(I)-Ko-

ordinierung von ETR1 zwei, drei oder maximal vier Atome beteiligt sein können 

(Schott-Verdugo et al. 2019; Müller 2020; Cutsail et al. 2022).  

Bei der Chelatierung des Kupfers von der ETR1-TMD-Doppelmutante (C65S H69A) 

könnte voraussichtlich Asparaginsäure 25 (D25), Alanin (H69A) und Serin 65 (C65S) 

beteiligt sein, da diese sich in der Nähe zum Metallion befinden. Obwohl C65S eine 

geringe sterische Behinderung aufweist, könnte eine Kupferbindung erfolgen (Abbil-

dung 11F). Serin würde hier die Rolle des Cysteins übernehmen und das Alanin, die 

Rolle des Histidins (Abbildung 11BDie Sauerstoff- oder Stickstoffatome könnten an der 

Kupferkoordinierung involviert sein (Abbildung 11B). Eine ähnliche Kupferkoordination 

aus den Aminosäuren D25, C65S und H69 könnte bei den EPR-Experimenten vorlie-

gen, da trotz der mutierten Stelle C65S, eine Kupferbindung nachgewiesen werden 
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konnte (vgl. Kapitel 5.1). Allerdings scheint das H69 in dem Fall besser an das Kupfer 

zu binden als das H69A aus dem Kupferbindungsexperiment (vgl. Kapitel 5.1; Supp-

lemental Figure 7; vgl. Kapitel 5.2 Figure 1B). Dies ist wahrscheinlich auf den geringen 

Abstand des Stickstoffatoms des Histidins (1,9 Å), im Vergleich zu dem Stickstoffatom 

des H69A (3,6 Å) zurückzuführen (Abbildung 11A und 11B).  

Bei dem Kupferbindungsexperiment mit D25A scheint die Distanz des Alanins mit 

5,8 Å und 8,5 Å zum Kupfer zu groß zu sein, sodass dessen Stickstoff und Sauerstoff-

atom Kupfer nicht komplexieren kann und deshalb keine Kupferbindung stattfindet (Ab-

bildung 11 C). In der Literatur hat Sauerstoff bei der Koordinierung mit Cu(I)-Ionen 

einen Abstand von ca. 1,9 - 3,3 Å und bei Stickstoff 1,9-2,5 Å. Für Schwefel konnte ein 

Abstand zwischen 2,1-3,3 Å ermittelt werden (Shepard et al. 1990; Shepard et al. 1993; 

Lyashenko et al. 2006).  

Einige gemessen Werte für die Aminosäuren, die Kupfer binden könnten, ähneln den 

Literaturangaben wie z. B. das Stickstoffatom von H69 (1,9 Å; Abbildung 11A). Für 

C65S konnte ein Wert von 1,9 Å und 3,6 Å für die Sauerstoffatome, sowie 4,6 Å für 

Stickstoff gemessen werden (Abbildung 11B). Bei C65S, Y32 und D25 mit einem Wert 

von 3,6 Å, 4,1 Å und 8,3 Å, sowie 6,7 Å für Sauerstoff ist die gemessene Entfernung 

zu groß (Literaturwert Sauerstoff 1,9-3,1 Å; Abbildung 11A, und 11B). Das gleiche gilt 

für den gemessenen Abstand von Kupfer zu dem Stickstoffatom von C65S. Die Ent-

fernung des Schwefelatoms von C65 für Cu(I) ist mit 0,2 Å zu kurz. Jedoch könnte man 

anhand von Computeranalysen feststellen, wie sich die Aminosäurereste noch aus-

richten könnten und dadurch an der Kupferbindung beteiligt sind.  

In ETR1 könnte versucht werden D25 zu Methionin oder Cystein zu mutieren. Wenn 

diese Mutante eine stärkere Affinität zu Kupfer aufweist, ist davon auszugehen, dass 

D25 indirekt an der Kupferkoordination beteiligt ist. Wenn die Bindung der erstellten 

Mutante gleichwertig zum Wildtyp oder schwächer ist, würde dies für eine direkte Ko-

ordinierung des Kupfers über H69 sprechen. 

Des Weiteren wurde über Computeranalysen vorhergesagt, dass die Position K91 mit 

D25 interagiert (vgl. Kapitel 5.2). Anhand dessen wurden weitere Mutagenesestudien, 

als auch Kupferbindungsexperimente in Arabidopsis und Hefe als Einzel- und Doppel-

mutanten durchgeführt. Es wurde nachgewiesen, dass K91 keinen Einfluss auf die 
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Kupferbindung hat (vgl. Kapitel 5.2). Allerdings wurde beobachtet, dass diese K91-

Mutanten eine verminderte Ethylenbindung aufweisen. Somit konnte gezeigt werden, 

dass die Position K91 eine Rolle bei der Ethylenbindung oder bei der Stabilisierung 

der Ethylenbindungstasche spielt (vgl. Kapitel 5.2). 

In der Literatur wird Tyrosin (Y) 32 als ein weiterer potenzieller Ligand für die Kupfer-

koordination aufgeführt (Wang et al. 2006). Y32 befindet sich in der Nähe der Kupfer-

bindestelle, sodass dessen nahe gelegenes Sauerstoffatom in Bezug auf die Kupfer-

koordination ein weiterer Ligand für ETR1 wäre (Abbildung 11). Anhand von Muta-

genesestudien konnte gezeigt werden, dass bei den Einzelmutation, von jeweils D25 

und Y32 zu Alanin (A), keine Ethylenbindung stattfindet (Wang et al. 2006; Cutsail et 

al. 2022). Diese Annahme müsste allerdings anhand von weiteren Experimenten un-

tersucht werden, da bislang keine weiteren Studien zu der Position Y32 existieren. 

Zukünftig könnten Kupferbindungsexperimente mit Y32-Mutanten erfolgen in Kombi-

nation mit MD-Simulation, um zu ermitteln, ob diese Stelle einen Einfluss auf die Chela-

tierung des Metalls nimmt. Als Mutante könnte hierfür ETR1 1-157 Y32A C65S H69A 

verwendet werden, um zu prüfen, ob die Kupferbindung ähnliche wie bei ETR1 1-157 

D25N C65S H69A ausbleibt. Falls dies nicht geschieht, beeinflusst Y32 voraussichtlich 

nicht die Kupferbindung. Stattdessen könnte die Position Y32, ähnlich zu K91, ein sta-

bilisierender Bestandteil bei der Ethylenbindung sein, da eine hohe räumliche Nähe 

bzw. Überlappung zwischen der Kupferbindungsstelle und der Ethylenbindestelle an-

genommen werden kann (Wang et al. 2006). 

6.3 Diskussion der Ergebnisse aus der LCP-Kristallisation 
Von dem ER-ständigen Membranprotein ETR1, welches bei Bindung von Kupfer und 

Ethylen die Ethylenantwort initiiert, war bisher nur die Kristallstruktur der zytosolischen 

Domäne bekannt (vgl. Kapitel 3.3; Grantz et al. 1998; Panneerselvam et al. 2013; Ma-

yerhofer et al. 2015; Binder 2020). Aufgrund dessen lag in dieser Arbeit der Fokus auf 

der Strukturaufklärung der ETR-TMD (ETR1 1-157) mittels der LCP-Kristallisation unter 

Verwendung verschiedener Lipidmischungen und Screening Kits. 

Aufgrund der beteiligten Dimerisierung der GAF-Domäne, die dadurch einen stabilisie-

renden Effekt haben sollte (Grefen et al. 2008; Milić et al. 2018; Berleth et al. 2019), 

wurden zusätzlich zwei verschiedene ETR1-GAF-Mutanten (ETR1-GAF1-316, ETR1-

GAF 1-407) zur Kristallisation verwendet. Aufgrund der Sequenzhomologie von 71% in 
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der TMD von ETR2 (Sakai et al. 1998), wurde parallel die ETR2-TMD (ETR2 1-186) 

kristallisiert (vgl. Kapitel 5.3). Erstmals konnte mithilfe der LCP-Kristallisation Kristalle 

von der ETR1- und ETR2-TMD gebildet und erste Diffraktionsbilder aufgenommen und 

dokumentiert werden.  

Zusätzlich wurde das GFP-Derivat, mTurquoise2 (mT2) an die TMDs fusioniert. Durch 

die korrekte Faltung des mT2 erhält man ein Fluoreszenzsignal, welches ebenfalls in-

direkt einen Hinweis auf die korrekte Faltung der Fusionskonstrukte gibt. Des Weiteren 

könnte mT2 einen stabilisierenden Effekt auf die TMD haben und die Löslichkeit des 

Fusionskonstruktes erhöhen (Phillips 1997; Waldo et al. 1999; Pédelacq et al. 2006).  

Aus den experimentellen Daten ist zu entnehmen, dass die meisten Kristalle mit 

ETR1 1-316 gebildet (7,1 %, Supplemental S1 Figure 1) und geerntet werden konnten, 

d. h., dass dieses Konstrukt aufgrund des dimerisierenden Effektes der GAF-Domäne 

voraussichtlich am stabilsten ist. Am zweit stabilsten scheint ETR2 1-186mT2 zu sein 

(6,0 %), gefolgt von ETR1 1-157mT2 (3,4 %). Die geringste Kristallausbeute hatte 

ETR1 1-407 (1,7 %, Supplemental S1 Figure 1). Vermutlich führt die Verlängerung des 

ETR1 1-316 Konstruktes um 91 Aminosäuren in Richtung des C-Terminus (ETR1 1-407) 

zu einer größeren Flexibilität und damit, zumindest für die Kristallisation zu einer Insta-

bilität. Das GFP-Derivat mT2 zeigt einen stabilisierenden Effekt in den TMDs. Aller-

dings scheint die Stabilisierung während der Kristallisation durch das monomere Tur-

quoise2 u.a. aufgrund der Flexibilität der Rezeptor-TMD nicht ausreichend zu sein. 

Das Detergens Foscholine-14 hat zum Zeitpunkt der Membransolubilisierung und nach 

der Reinigung nicht zu einer Denaturierung von mT2 geführt, da nach der Reinigung 

und nach dem Anmischen der LCP ein Fluoreszenzsignal beobachtet wurde. Dennoch 

könnten die Lipide der LCP einen Einfluss auf das mT2 haben, wodurch das Signal 

des Fluorophors in der LCP abgeschwächt wird. Um diesen Effekt entgegenzuwirken, 

könnten für zukünftige LCP-Ansätze andere GFP-Varianten wie z. B. superfolder GFP 

(sfGFP) verwendet werden. Dieser Fluoreszenzreptorer ist stabiler gefaltet (Pédelacq 

et al. 2006) und unempfindlicher gegenüber Temperaturen (Cava et al. 2008) und De-

tergenzien (Kai 2012). Durch diese Eigenschaften hat sfGFP voraussichtlich einen 

stärkeren stabilisierenden Effekt auf die TMD als monomeres Turquoise2 (Kai 2012). 

Es gibt zwar von mT2 auch eine sfmT2-Variante, sowie eine sfmT2ox-Variante vor 

(Meiresonne et al. 2019),die unempfindlicher gegenüber ROS ist, jedoch liegen keine 
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Informationen über die Stabilität bei unterschiedlichen pH-Werten oder über Photob-

leaching vor. Darüber hinaus könnte eine Dimerisierung von sfGFP in der LCP einen 

zusätzlichen stabilisierenden Effekt haben. Um eine bessere Vernetzung in der LCP 

und zwischen den Wasserkanälen und damit eine höhere Stabilität im Rezeptor bzw. 

Kristall zu erhalten, könnte sfGFP ebenfalls am N-Terminus fusioniert werden. Dies 

würde zu einer Dimerisierung des GFPs in den Wasserkanälen und mit ETR1-Mono-

meren führen. 

Eine weitere Möglichkeit ist die Verwendung von split-sfGFP, wobei die GFP-Hälften 

an das C- und N-terminale Ende der TMD kloniert werden. Bei korrekter Faltung des 

gesamten Konstruktes würden die GFP-Hälften ein Fluoreszenzsignal erzeugen (Liu 

et al. 2022). Voraussetzung hierfür ist jedoch eine gerade Anzahl von TMDs, welches 

nur mit Rezeptoren der zweiten Unterfamilie möglich wäre, da eine vierte TMD vermu-

tet wird (vgl. Kapitel 3.2; Liu et al. 2022). 

Ein neuer Ansatz wäre die Generierung zweier unterschiedlicher split-GFP-ETR1-Kon-

strukte. Dabei würde beispielsweise das erste ETR1-Monomer mit den ersten zehn β-

Faltblättern des GFPs fusioniert werden. Das zweite Monomer könnte an das GFP nur 

mit dem elften β-Faltblatt fusioniert werden. Beim Mischen der beiden Konstrukte sollte 

daraufhin ein grünes Fluoreszenzsignal entstehen, welches auf die korrekte Faltung 

und Expression der Proteine hinweist (Pédelacq und Cabantous 2019). Andere Prote-

ine, die die Stabilität und Löslichkeit von ETR1 begünstigen könnten, sind z. B. Thio-

redoxin, Lysozym oder das Maltosebindeprotein. Diese könnten ebenfalls N- oder C-

terminal oder als Termini Restrainer fusioniert werden (Liu und Li 2022; Liu et al. 2022). 

Die Kristalle zeigen zwar ein Signal im UV-Licht, jedoch streuen diese nicht bei der 

Bestrahlung mit Röntgenstrahlen. Dies ist wahrscheinlich auf die unregelmäßige An-

ordnung des Proteins im Kristallgitter zurückzuführen. Des Weiteren lässt sich vermu-

ten, dass die zweite Helix, wie bereits in Bezug auf die erwähnten EPR-Ergebnisse 

angenommen wurde, zu flexibel ist. (vgl. Kapitel 5.1). Hier könnten, neben den bereits 

bei der EPR genannten Crosslinkern (vgl. Kapitel 6.1), weitere verwendet werden, die 

für die EPR ungeeignet wären. Bei der EPR sind beispielsweise Crosslinker über Cys-

teine ungeeignet, da die Disulfidbrücken über Dithiothreitol (DTT) für das Spin Labeling 

reduziert werden müssen und sowohl MTSSL (vgl. Kapitel 5.1), als auch Crosslinker 

wie Bismaleimidohexan (BMH) an Cysteine binden. Eine erfolgreiche Stabilisierung für 
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die Kristallisation einer Histidin-Kinase aus Cyanobakterien konnte mit Dithiobis-suc-

cinimidylpropionate erzielt werden (Wang 2018). Auch natürliche Sulfhydryl-Crosslin-

ker könnten durch gezielte Mutationen in ETR1 die Flexibilität im Rezeptor einschrän-

ken (Hiromoto et al. 2022). Zudem besteht die Möglichkeit Glutaraldehyd zu verwen-

den, um den Rezeptor für die LCP-Kristallisation zu stabilisieren. Für Vapor Diffusion 

Kristallisationsansätze konnte Glutaraldehyd bereits zielführend verwendet werden 

(Richards und Knowles 1968; Lusty 1999).  

Um den ETR1 Rezeptor für die Kristallisation zu stabilisieren, könnte eine Kokristalli-

sation mit RAN1 erfolgen. Der Vorteil wäre, dass das Membranprotein RAN1 ebenfalls 

im Lipidbereich lokalisiert wäre wie ETR1. Darüber hinaus hat RAN1 eine hohe Bin-

dungsaffinität zu ETR1 (KD RAN1 = 33 nM). Die alleinige Verwendung der MBDs wären 

für Stabilisierung von ETR1 während der Kokristallisation nicht ausreichend, da die 

Affinität vergleichsweise zur RAN1-Volllänge geringer ist (KD Nter RAN1= 205 nM; 

KD Cter RAN1= 2611 nM; Hoppen et al. 2019a). 

Zudem wurde getestet, ob während der Kristallisation Zink zur Stabilisierung des ETR1 

beitragen könnte, da dieses zweiwertige Metall bereits erfolgreich bei der Kristallisation 

von kupferbindenden Chaperonen eingesetzt wurde (Badarau et al. 2013; Mangini et 

al. 2022). Die Kristallisationsrate von ETR1 mit Zink lag bei 11,5 % (vgl. Kapitel 5.3, 

Supplemental S1 Figure 1). Aufgrund dessen wäre es sinnvoll zu prüfen, ob ETR1 

auch in der Lage ist, Zn(II) zu binden. Hierfür könnte ein kolorimetrischer Assay ähnlich 

zum Kupfer-BCA-Assay aufgesetzt werden (Schott-Verdugo et al. 2019). Falls Zn(II) 

bindet, könnte anhand des gebundenen Zinks ebenfalls die Stöchiometrie berechnet 

werden. Dabei könnte ETR1 kupferfrei mit Tris-2-chlorehyl-phosphat (TCEP) gereinigt 

werden (Müller 2020), um bei der Zugabe und Inkubation eines Zink-komplexierenden, 

farbgebenden Mittels mögliche Interaktionen zu vermeiden. Danach würde der Über-

schuss des Zn-Farbkomplexes von der Probe abgetrennt werden. Analog zum Kupfer-

BCA Assay, würde man anschließend die ZnCl2 gesättigte ETR1-Probe mit 20% SDS 

und dem Zink-komplexierenden Mittel aufkochen (Schott-Verdugo et al. 2019). Wenn 

Zn(II) von ETR1 komplexiert wurde, sollte sich ein farbiger Zinkkomplex bilden. Bei 

einer bestimmten Wellenlänge kann diese Farbgebung im Photometer erfasst werden.  

Wenn ein kompetitiver Assay durchgeführt werden sollte, wäre es sinnvoll kupferfreies 

ETR1 mit dem Zn-Farbkomplex (analog zur Kupfer-ETR1 Titration; Schott-Verdugo et 
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al. 2019) zu titrieren, um ggf. eine Entfärbungsreaktion zu beobachten. Da ETR1 in 

der Lage ist Cu(II) zu binden, allerdings ineffektiver und vermutlich unspezifischer als 

Cu(I) (Müller 2020), ist eine Zn(II) Bindung trotzdem nicht ausgeschlossen. 

Ein geeigneter Zinkchelator wäre z. B. Zincon. Bei der Komplexierung von Zincon ist 

zu berücksichtigen, dass Zink bei 618 nm in Abhängigkeit vom pH-Wert 6-11 absor-

biert und einen KD von 2,09 x 10-6 M bei pH 7.4 aufweist, wodurch es für die genannten 

Versuche besser geeignet wäre als Kupfer. Zwar ist Zincon in der Lage Cu(I) zu bin-

den, dieser Komplex absorbiert allerdings von pH 2-12 durchgängig und hat einen KD 

von 4,68 x 10-17 M (Kocyła et al. 2017). Im Vergleich dazu bindet ETR1 an Cu(I) schwä-

cher mit einer Affinität von 1,3 x 10-15 M (Schott-Verdugo et al. 2019). Das Detektions-

limit für Zincon beträgt komplexiert mit Zn(II)- oder Cu(I)-Ionen in 50 mM Boratpuffer 

(pH 9,0) mit 8 M Urea liegt bei 200 nM (Säbel et al. 2010). 

Der Bildung von Kristallen, die nicht beugen, könnte auch auf inhomogene Proteinpro-

ben zurückzuführen sein. Nach der IMAC-Reinigung könnte die Entfernung von Ag-

gregaten und Oligomeren mithilfe eines 0,2 µm Filters nicht ausreichend sein (vgl. Ka-

pitel 5.3), wodurch bei den Kristallisationsansätzen keine homogene Kristallisations-

probe vorliegen würde. Aus diesem Grund könnte ETR1 über eine Größenausschlus-

schromatographie gereinigt werden, um Aggregate, Oligomere und Dimere voneinan-

der zu trennen und anschließend zu kristallisieren. Außerdem könnten Verunreinigun-

gen durch beispielsweise Outer Membrane Porins (Omps) vorliegen, welche in der 

äußeren Membran von E. coli vorkommen. Bei der Reinigung und Kristallisation eines 

HK-Rezeptors in Anwesenheit von Foscholine-12 wurde beispielsweise die Verunrei-

nigung des Porins OmpF festgestellt, welches als Monomer eine Größe von ca. 38 kDa 

aufweist (Kefala et al. 2010). Diese Größe ist ähnlich zu den kristallisierenden ETR1- 

bzw. ETR2-Konstrukten (vgl. Kapitel 5.3). Falls eine Verunreinigung durch Omps vor-

liegen würde, könnte zur Expression der E. coli Stamm BL21 Gold (DE3) ΔABCF ein-

gesetzt werden, bei dem die vier Omps ABCF deletiert wurden (Meuskens et al. 2020). 

Für die Funktionalität des Proteins, sowie für die Rekonstitution des Proteins in der 

LCP oder in Nanodisks, wäre ein Austausch des Detergens über die IMAC wahrschein-

lich sinnvoll. Beispielsweise konnte durch den Austausch von Foscholine durch DDM, 

nachfolgend ein ABC-Transporter aus Bakterien erfolgreich in Nanodisks rekonstituiert 

werden und eine Proteinaktivität nachgewiesen werden (Kanonenberg et al. 2019). 
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Zudem ist DDM eines der am häufigsten verwendeten Detergenzien, welches in der 

Kristallisation verwendet wird (Stetsenko und Guskov 2017).  

In dieser Arbeit entstanden die meisten Kristalle mit dem Lipid MO/DOPC (12,8 %, 

vgl. Kapitel 5.3, Supplemental S1 Figure 1). Phosphatidylcholine und Sterole sind in 

der Pflanzenmembran weit verbreitet (Donaldson und Beevers 1977; Brown und Du-

pont 1989). Die Verwendung des Phosphatidylcholinlipids DOPCs stellt, vermutlich 

eine natürlichere Umgebung für die Ethylenrezeptoren dar als DSPG, Cholesterol oder 

Cardiolipin. Letzteres ist zwar in Mitochondrien weit verbreitet (Donaldson und Beevers 

1977), jedoch besteht durch die starke Verzweigung des Cardiolipins die Möglichkeit 

besonders große Wasserkanäle zu bilden (Cherezov et al. 2002). DSPG ist ebenfalls 

durch seine Struktur und die elektrostatische Ladung in der Lage stark vergrößerte 

Wasserkanäle zu bilden. Im Gegensatz dazu verursacht Cholesterol durch seine starre 

Sterolstruktur eine geringere Krümmung an der Lipidoberfläche, was vergrößerte Was-

serkanäle zur Folge hat (Zabara et al. 2018). 

Um natürlichere Bedingungen für die ETRs zu schaffen könnten MO oder MP mit kom-

merziell erhältlichen Lipidextrakten aus E. coli gemischt werden, da die heterologe Ex-

pression der ETRs in E. coli erfolgt (vgl. Kapitel 5.1 - 5.3). Darüber hinaus wurde bei-

spielsweise das E. coli polar extract bereits zum einen für die Rekonstitution der Na-

nodisks von der Histidin-Kinase CusS und zum anderen nach der Rekonstitution für 

die EPR-Spektroskopie verwendet (Martens et al. 2016; Affandi und McEvoy 2019). 

Ein weiteres kommerziell erwerbliches Lipid, welches mit MO und MP mischbar wäre, 

ist das pflanzliche Sojalipidextrakt. Obwohl die Zusammensetzung vermutlich nicht 

exakt der Zusammensetzung der Membran von A. thaliana entspricht, könnte es den-

noch die Kristallisation positiv beeinflussen, da die Ethylenrezeptoren- und weitere 

Komponenten des Signalweges in pflanzlichen Organismen hoch konserviert sind (Ju 

et al. 2015; Kessenbrock et al. 2017; Hoppen et al. 2019b) und eine natürlichere Um-

gebung für diese pflanzlichen Rezeptoren geschaffen wird. 

Es besteht die Möglichkeit, dass die ausgewählten Lipide nach der Rekonstitution in 

Nanodisks besser in LCP kristallisieren, da sich das Membranprotein bereits in einer 

Lipidumgebung vorliegt, bevor es in die LCP eingebaut wird. Bisher wurde die LCP-

Kristallisation nur mit Styrene Maleic Anhydrid (SMA) Nanodisks dokumentiert (Bro-

ecker et al. 2017).  
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In Anbetracht der Ähnlichkeit der ETRs mit dem Zwei-Komponenten-System wäre es 

eine weitere Möglichkeit, Monovaccenin zu verwenden und die gleichen Kristallisati-

onsbedingungen zu testen, die bereits für die Histidin-Kinase NarQ verwendet wurden 

(Gordeliy et al. 2002; Gushchin et al. 2017).  

Des Weiteren könnte eine andere Variante der LCP-Kristallisation, die LCP-Sandwich 

Methode ausprobiert werden. Hierbei wird die LCP mit einer Pufferlösung zwischen 

zwei Glasplatten gelegt und durch Spacer getrennt. Die Methode, die in dieser Arbeit 

verwendet wurde, ist jedoch einfacher in der Durchführung, da die Probe langsamer 

austrocknet bzw. keine Kristalle verloren gehen oder zerbrechen können (vgl. Kapi-

tel 5.3). Erfahrungsgemäß ist es jedoch aufgrund der dreidimensionalen Anordnung 

der LCP teilweise schwierig, die genauen Kristallkanten und -formen im Durchlicht zu 

erkennen und den Kristall zu entnehmen. Für die Sandwich-Methode gibt es eine op-

timierte Version, bei dem die Kristallproben mit der gesamten Konstruktion aus einer 

96-Well-Glasplatte herausgeschnitten werden. Durch die dünne Lipidschicht sind die 

Kristalle besser sichtbar. Zudem können die Kristalle direkt in den Glasplättchen ver-

messen werden (Huang et al. 2020a; 2020b). 

Eine andere Kristallisationsmethode, die zur Strukturaufklärung führen könnte, ist die 

Hanging Drop Vapor Diffusion, welche für die Histidin-Kinasen NarX und CitA ange-

wandt wurde (Sevvana et al. 2008; Cheung und Hendrickson 2009). Des Weiteren 

könnte diese Methode für stabilisierende Proteine wie sfGFP verwendet werden 

(vgl. S. 101). Aufgrund der großen Oberfläche und der löslichen Eigenschaft von 

sfGFP ist anzunehmen, dass außerhalb der Detergensmizelle bessere Kristallkontakte 

mit dem ETR1-TMD-Fusionskonstrukt geknüpft werden könnten als durch ETR1 ohne 

sfGFP (Liu und Li 2022).  
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6.4 Zusammenfassung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Anwendung der LCP- und EPR-Methode 

zur Durchführung von Strukturanalysen am ETR1 etabliert. Die EPR-Ergebnisse zei-

gen mit dem Strukturmodell von Schott-Verdugo et al. (2019) eine höhere Überein-

stimmung als dem mit Alphafold erstellten Alternativmodell. Des Weiteren konnte fest-

gestellt werden, dass die TMD eine hohe Flexibilität aufweist, insbesondere an TM-

Helix II. In den Cysteinmutanten, bei denen die Kupferbindungsstelle C65 mutiert war, 

konnte dennoch Kupfer gebunden werden, was darauf hinweist, dass weitere Amino-

säuren wie D25 und H69 in die Kupferkoordination involviert sind. Die Erstellung diver-

ser Kupfermutanten diente der Bestätigung der These, dass D25 einen Einfluss auf 

die Kupferbindung bzw. -koordinierung ausübt. Dies führte zu einer Verbesserung des 

Kupferbindungsmodells. Die genaue Rolle von D25 und K91 in der Kupferbindung 

muss jedoch noch weiter untersucht werden, beispielsweise anhand der Kristallstruk-

tur. Mithilfe der LCP-Kristallisation führte zwar zur Bildung erster streufähiger Kristalle, 

allerdings besteht weiterhin das Problem, dass die Diffraktionsmuster bislang nicht 

ausreichend sind, um die Struktur der TMD zu bestimmen. Zurückzuführen ist dies 

ebenfalls auf die Flexibilität der TMD, die eine regelmäßige Anordnung innerhalb des 

Kristalls verhindert. Die besten Ergebnisse hinsichtlich der Kristallisation wurden mit 

ETR1-GAF 1-316 und ETR2 1-186mT2 erzielt, was vermutlich auf die Stabilisierung durch 

die GAF-Domäne bzw. durch mT2 zurückzuführen sein könnte. Durch die Vielzahl 

möglicher Optimierungen könnte die Struktur von ETR1 mittels der hier vorgestellten 

Methode in den nächsten Jahren gelöst werden. Darüber hinaus könnten neben der 

LCP-Kristallisation weitere Methoden zur Strukturauflösung eingesetzt werden wie z. 

B. Vapor Diffusion Kristallisation oder Kryo-EM. Wenn die Struktur der TMD aufgeklärt 

werden kann, ist ein wichtiger Aspekt in der Kette des Ethylensignalweges gelöst, da 

die Ethylenantwort erst durch die Bindung von Kupfer und Ethylen ausgelöst wird. Die 

Struktur erlaubt eine detaillierte Analyse des Koordinationszentrums des Kupferkofak-

tors und der Ethylen-Bindungstasche. Möglicherweise können neue Inhibitoren inner-

halb der Ethylen-Signalübertragung identifiziert werden. Darüber hinaus können de-

taillierte Einblicke gewonnen werden wie beispielsweise der Kupferkofaktor von den 

Metallochaperonen ATX1, CCH und RAN1 auf die ETR1-TMD übertragen wird. Des 

Weiteren kann der Signaltransduktionsmechanismus, der zur Konformationsänderung 

und Aktivierung der Signalkaskade führt, erklärt werden.  
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8 Anhang 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 

Abkürzungen Bedeutung 

α Alpha 

β Beta 

Δ Delta 

ε Extinktionskoeffizient  

π Pi 

µg Microgramm 

µm Mikrometer 

µM mikromolar  

1-MCP 1-Methylcyclopropan 

% Prozent 

%-ig/er Prozentig/er 

°C Grad 

Å Ångström 

A Alanin 

aa Aminosäuren/Amino Acids 

Ab Antibody 

ABC-Transporter ATP-Binding Cassette Transporter 

ACC 1- Aminocyclopropancarbonsäure 

acrAB Acridine Resistance Protein A And B 

Ag Silber 

AgNO3 Silbernitrat 

Ag2S2O3/ STS Silberthiosulfat 

AHP Arabidopsis Histidine Phosphotransfer 

Protein 

Amp100 Ampicillin (100 µg/ µL) 

AOA Aminooxyessigsäure 

A. thaliana Arabidopsis thaliana 
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ARGOS Auxin-Regulated Gene Involved In Or-

gan Size 

ARR Response Regulator Protein 

ATP Adenosintriphosphat 

ATPase Adenosintriphosphatase 

ATX1 Antioxidant1 

ATOX Human Antioxidant1 Copper Chape-

rone 

AVG 1-Aminoethoxyvinylgylcin 

A. victoria Aequorea victoria 

BCA Bicinchoninsäure 

BMH Bismalemidhexan 

BS3 Bis(sulfosuccinimidyl)suberat 

bzw. beziehungsweise 

C Cystein 

C Kohlenstoff 

C2H4 Ethylen 

CA katalytische ATP-Bindedomäne 

ca. Circa 

CaCl2 Calciumchlorid 

C. cajan Cajanus cajan 

CAPE SCP Domain-Containing Protein 

CCH Copper Chaperone 

cDNA Complementary DNA 

CD-Spektroskopie Circulardichroismus-Spektroskopie 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

CH2-Gruppe Methyliden-Gruppe 

CHS Cholesterylhemisuccinat 

CitA Sensor-Histidin-Kinase CitA 

cm Zentimeter 

cmc Critical Micelle Concentration 

Co(II) zweiwertiges Cobalt-Ion 
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Col-0 Arabidopsis Ökotyp Columbia 

COPT Copper Transporter 

 

CRISPR-Cas 

Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats- CRISPR-Associ-

ated Protein 9 

C-terminal Carboxy-terminal 

C-Terminus Carboxy-Terminus 

CTR1 Constitutive Triple Response1 

Cu Kupfer 

Cu(I) Kupfer (I)-Ion 

CusS Sensor Histidine-Kinase CusS 
cw Continuous Wave 

D Asparaginsäure 

Da Dalton 

dB Dezibel 

DHp dimerisierende Histidin-Phosphotrans-

fer-Domäne 

ddH2O demineralisiertes, steril filtriertes Was-

ser 

DDM n-Dodecyl-β-Maltoside 

DEER Double Electron-Electron Resonance 

Spectroscopy 

d. h. das heißt 

DLS Dynamic Light Scattering 

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phos-

phocholin 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

D2O Deuteriumoxid 

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phos-

phocholin 
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DOPE 1,2-di-(9Z-Octadecenoyl)-sn-Glycero-

3-Phosphoethanolamin 

DSP Dithiobis(succinimidylpropionate) 

DSPG 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-

glycerol 

DTT Dithiothreitol 

E Glutaminsäure 

EBD Ethylenbindedomäne 

EBF EIN3 Binding F-Box 

E. coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  

EGTA Ethylenglycolbis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

EIL EIN3-Like 

EIN Ethylene Insensitive 

EIN2-CEND Carboxy-terminales Ende von EIN2 

ENAP EIN2 Nuclear Associated Protein 

EPR Electron Paramagnetic Resonance 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERF Ethylene Response Factor 

ERS Ethylene Response Sensor 

ESI Electronical Stored Information 

et al. et aliae 

ETP EIN2 Targeting Protein 

ETR Ethylene Receptor 

ETR1 1-157ΔC In ETR1 TMD wurden die Aminosäu-

ren C4, C6, C65 und C99 durch Serin 

ersetzt 

ETRs Ethylenrezeptoren, Ethylene Recep-

tors 

EXFAS Extended X-ray Absorption Fine Struc-

ture 
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EXP Expansin-A 

F Phenylalanin 

FRO Ferric Reductase Oxidase 

g Gramm 

G Glycin 

 

GAF 

cGMP-Specific pPhosphodiesterases, 

Adenyl Cyclases, Formate Hydrogen 

Lyase Transcriptional Activator 

GFP Grün fluoreszierendes Protein 

GHz Giga Hertz 

GPCR G-Protein Coupled Receptors 

GST Glutathion-S-Transferase 

h/ hr Stunde 

H Histidin 

H Wasserstoff 

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfon-

säure-Puffer 

Hg2Cl Quecksilberchlorid 

HIK2 Histidin-Kinase 2 

HK Histidin-Kinase 

HMA Heavy Metal p-type ATPases 

H2O Wasser 

HPLC High Pressure Liquid Chromatography 

HRP Meerrettichperoxidase 

Hz Hertz 

I Isoleucin 

IMAC Immobilisierende-Metall-Ion-Affinitäts-

chromatographie 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

K Lysin 

K Kelvin 

KanR Kanamycin Resistenz 
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Kb Kilobasen 

KD Dissoziationskonstante 

kDa Kilo Dalton 

Kryo-EM Kryoelektronenmikroskopie 

L Liter 

L Leucin 

L Load 

LCP Lipidic Cubic Phase 

LLPs Lipid-Like Peptides 

LMNG Lauryl Maltose Neopentyl Glycol  

LUV Large Unilamellar Vesicles 

m Meter 

mm Millimeter 

mM Millimolar 

M Methionin 

M Molarität 

MAG Monoacylglycerol 

MBD Metallbindedomäne 

MD Molecular Dynamics 

mg Milligramm 

mHz Millihertz 

min Minute 

mL Milliliter 

mM Millimolar  

MMM Multiscale Modeling Of Macromole-

cules Software 

MO Monoolein 

MOR244-3 Mouse Olfactory Receptor244-3 

MP Monopalmitolein 

mRNA Messenger RNA 

MSP1D1 Membrane Scaffold Protein D1 

MST Microscale Thermophoresis 
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mT2 Monomeric Turquoise2 

MTSSL Methanethiosulfonate Spin Label 

MW Molekulargewicht 

mW milliWatt 

n Nano 

N Asparagin 

N2/N Stickstoff 

NaCl Natriumchlorid 

nanoDSF Nano Differential Scanning Fluorimetry 

NarQ Nitrat/Nitrit Sensor Protein NarQ 
NarX Nitrat/Nitrit Sensor Protein NarX 
NBD 2,5-Norbornadien 

NIP-1 NLS icosapeptide1 

nL Nanoliter 

NLS Nuclear Localization Sequence 

nm Nanometer 

nM nanomolar 

nmol nanomol 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 

NOP-1 NLS Octapeptide1 

ns Nanosekunde 

N-terminal Amino-terminal 

N-Terminus Amino-Terminus 

O/O2 Sauerstoff 

OD600 bei 600 nm gemessene optische 

Dichte 

Omp Outer Membrane Porin  

ORS Organ Size Related 1 

P Prolin 

PAB Poly(A)-Binding Protein 

P-Body/P-Bodies Prozessierungskörperchen 

P. communis Pyrus communis 
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PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PDB Proteindatenbank 

PEG Polyethylenglycol 

pI isoelektrischer Punkt 

pH pH-Wert 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-Glycero-3-Phos-

phocholin 

POPG 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-

Phosphatidylglycerol 

Q Glutamin 

R Arginin 

Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 

RAN1 Response To Antagonist 1 

RD Receiver-Domäne 

RNA Ribonukleinsäure 

ROS Reactive Oxygen Species 

rpm Revolutions Per Minute 

S Serin 

SAM S-Adenosylmethionin 

SAXS Small Angle X-Ray Scattering 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SCF Skp1 Cullen F-Box 

SCF-E3 Skp 1 Cullen F-Box E3-Ubiquitin-

Ligase-Komplex 

SD/ SE Standardabweichung 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamide-

lektrophorese 

SDSL Site-Directed Spin Labelling 

SEC Größenausschlusschromatographie 

sec Sekunde 

sfGFP Superfolder Green Fluorescent Protein 
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sfmT2 Superfolder Monomeric Turquoise2 

sfmT2ox Superfolder Monomeric Turquoise2, 

stabil gegenüber oxidierenden Bedin-

gungen 

SI Stored Information 

SMA-Nanodisks Styrene Maleic Anhydrid Nanodisks 

T Threonin 

T Tesla 

Tab. Tabelle 

TBS Tris gepufferte Kochsalzlösung 

TBT Tris gepufferte Kochsalzlösung mit 

Tween 

TCEP Tris(2-chlorehyl)phosphat  

TCO trans-Cycloocten 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TKF Transkriptionsfaktoren 

TM Transmembran 

TMD Transmembran-Domäne 

TMH Transmembran-Helix 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

TTM Ammoniumtetrathiomolybdat 

TWT amplifier Traveling Wave Tube Amplifier 

u. a. unter anderem 

ÜN Über Nacht 

UPF Up-Frameshift Surpressor 1 

UTR Untranslated Region 

UV ultraviolett 

UZ Ultrazentrifuge 

V Valin 

V Volt 

v/v Volume Per Volume 

vgl. vergleiche 
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Vol-% Volumenprozent 

W Watt 

W Wash 

WT Wildtyp 

w/v Weight Per Volume 

w/w Weight by Weight 

XAS X-ray Absorption Spectroscopy 

xg / g Zentrifugalkraft/Beschleunigung 

XRN4 Exoribonuklease 4 

Y Tyrosin 

2YT 2×Yeast Extract And Tryptone 

z. B. Zum Beispiel 

ZIP Zinc Transporter 

Zn Zink 

ZnCl2 Zinkchlorid 
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