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1 Einleitung 9

l1Einleitung

Das Leben benétigt Grenzen. Ein entscheidender Schritt in der Entwicklung des
Lebens war die Ausbildung von Hutle welche es erlaubten, die Diffusion von
Reaktionprodukten zu kontrollieren und somit Reaktionennabhangig von der
Umgebung endglichten™ ? In der Evolution haben sich, mit Ausnahmen der meisten
Viren, Lipide als primarer Baustein dieser Barrieren durchgesetzt. Der Grund hierfur ist,
dass aus Lipiden gebiltleMembranen sehr flexibel sind: durch Assemblierung &tem
Bausteine konnen Barrieren unterschiedlichsten Ausmalies gebildet werden, sie sind
stabil und dennoch verformbar, und sie bilden ddeemeationsarrierefir hydraghile
Stoffe. Im Laufe deEvolution wurden diese biologischen Barrieren immer kompléker.
Speziell durch den Einbau verschiedenster Proteine wurde es mdgjkclgesamte
Membran oder nur Teilbereiche durch gezielte Modellierung @asgen. Ein Beispiel
hierflr ist die Einstllpng kleiner Membranbereiche als Vesikel, welche die Aufnahme
von extrazellularem Medium und somit N&hrstoffen erméglichen. Auch gestatten
Proteine einen definierten Austausch von Reaktionsprodukten Uber die Membran. In
Eukaryoten wurde das Prinzip der Reéaksbegrenzung durch Membranen noch einen
Schritt weiterentwickelt: durch eine Kompartimentalisierung des Zellinnern mittels
interner Membranen wurden spezialisierte Bereiche abgetrennt, z.B. fir die Lagerung und
Verarbeitung der genetischen InformatidrDieses Membrasystem bezeichnet man als

das Endmmembransystem.

1.1 Eukaryotisches Endomembransystem

Das eukaryotische Endomembransystem definiert einen Zellkern als Speicher
und Verarbeitungsort der genetischen Information, ein endoplasmatisches Retikulum
(ER) als Ort der Membranproteinsynthese und Qualitatskontrolle sowie der- Lipid
synthese, einen Goldipparat als wichtige Weichenstelle des vesikularen Transportes
sowie als Prozessierurggs vieler Proteine, Endosomen als Sortierstelle von aufge
nommen Stoffen und Proteinen, Lysosomen (bzw. Vakuole in Hefen) als Orte der
Protein und Peptiddegradation, sowie Peroxisomen, welche eine wichtige Rolle bei

oxidativen Prozessen spieléh.
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Abb. 1.1: Kompartimentalisierung der eukaryotischen Zelle. Schematisee Darstellung der
Verteilung der Phosphatitijositolphosphate (PIPs) an spezifischiéampartimente Zur
Vereinfachung wrden nur die dominanten PIPs dargestellt. Abbildung ngsiT].
Vergleiche auch Abhl.3.

Einzelne Kompartimente unterscheiden smetht nur durch ihr Inneres, sondern
weisen definierte Oberflachen auf (Abb.l). Neben bstimmten Membraifassoz
iertent) Proteinen, welche flr die Kompartimente spezifisch sind, unterscheiden sie sich
auch in ihrer Lipidzusammensetzung. Beispielswéitget das Sterollipid Cholesterin
einen Gradienten vom ER zur Plasmamembran, in welcher es die hochste Konzentration
aufweist!”! Eine weitere Lipidklasse, die zur Definition von Kompartimenten beitragt,
sind die Phosphatidylinositolphosphate (PIPs, Abl). PIPs unterscheiden sich in
Anzahl sowie Position der Phosphatgruppen am Zucker. Spezifische Kinasen und
Phosphatasen erlauben somit dynamische UmwandIihgen.

Damit die Zelle als Ganzes funktionieren kann, missen die einzelnen kompar
timenten mieinander kommunizieren. Eines der Hauptkommunikationsmittel ist der
vesikulare Transport, durch welchen Metabolite, Proteine als auch Lipide zwischen den

einzelnen membranumschlossenen Kompartimenten ausgetauscht werden kdénnen.

1.1.1  Vesikuléarer Transport

Der wesikulare Transportweg beruht auf kleinen Membranblaschen welche von
Donormembranen abgeschnirt, dann entlang des Zytoskeletts transportiert, um schluss

endlich gezielt mit einer Akzeptormembran verschmolzen zu werden (A)b.
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Abb. 1.2: Schematische @rstellung des vesikularen Transports. Abbildung naché6, 8].

1.1.1.1 Vesikelbildung

Vesikel sind kleine, kugelférmig in sich geschlossene Membranen mit einem
Durchmesser von meist 50 bis 120 nm. Ihre Oberflache weist durch den geringen Durch
messer im Vergleickaur Kompartimentbzw. Donormembran eine hohe Krimmung auf,
welche energetisch ungunstig ist. Die Bildung der Vesikel kann somit nicht spontan
erfolgen. Initiatoren sind integrale Membpaateine, sogenannte Retanen, welche
sowohl mit l6slicher Fradhals auch mit Hullproteinen, vermittelt Gber Adapterproteine,
interagieren und diese lokal konzentrieren. Die Hullproteine stabdisiezw. induzieren
die hohe Krimmung der Lipidmembran. Die schlussendliche AbschniBuwlglihg des
Vesikels erfolgt eargieabhéangig durch spezialisierte Proteine. Auch wenn der generelle
Mechanismus gleich ist, so unterscheiden sich die einzelnen involvierten Proteine je nach
Ziel und Transportweg. Bei den Transpaegen werden endozytotische, biosynthetisch
sekretorisch sowie lysosomal/vakuolare Trammstwege unterschieden. Insbesondere die
verwendeten Hullproteine sind fur die jeweiligen Transportwege charakteristisch.

Der endozytotische Weg zwischen Plasmamembran und frihem Endosom, sowie
zwischen trangsolgi und fihem Endosom, verwendet das Hullprotein Clathrin
(Abb. 1.3). Die kleinste Untereinheit der Clathtitille (coad) ist ein Hexamer aus drei
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leichten Proteinketten mit je 2®a sowie drei schwere Ketten mit je 190 kDa.
Zusammen bil den dAnadeng’ e Ander Fld3maeentbean poli
meri si er en me-Rimheitenezu &r@m gekrbineniten Polygonnetz, welches
durch Adapterprotekomplexe an der Membran gehalten wird. Diese Vorstufen der
Vesikelabschnirung werden an der Plasmamembran cédshrin-coated pits
bezeichnet'!! Die Spezifitat vemittelnden Adapterproteine sind AP, AP3*¥ und
AP4* am Golgi, wobei letztere beide auch Clathwimabhangige Transportwege
induzieren konnét?!, sowie APP® an der Plasmamembran.

Der biosynthetischsekretorische und retrograshterograde Transport zwischen
ER und GolgiApparat weist zwei verschiedene Hullproteine auf, welche als C622|
COPII (COat Protein-Htllen bezeichnet werden. Im Gegensatz zu Clathrin erkennen die
CORHullproteinedirekt die Sortiersignalsequenzen ihrer Frachtproteine und sind somit
nicht auf Adapterproteine angewiesen. COPI ist fur den gediden Transport vom
Golgi-Apparat zum ER" verantwortlichund besitzt einen heptameren Aufbau By,
boo, -, & CCOPM® Der Gesamtkomplex wird auch aleatamerbezeichnet. COPII,
welches aus den Proteinen Sec23, Sec24, Secl3 und Sec31 gebildet wird, ist fir den

anterograden Transport vom ER zum Gdigparatverantwortlich*®!

1.1.1.2 Vesikel-Tethering

Mit einem durchschnittlichen Durchmesser vd830 pm sind eukaryotische
Zellen zu groB3, als dass ein reiner Diffusionsmechanismus fiir den Vesikeltransport
ausreichend waré” Stattdessen werden Vesikel aktiv mittéfetorproteinen entlang
des Cyoskeletts transortiert. Fur die finale Zielerkennung sind spezielle GTPasen,
welche sich auf dem Vesikel frden, im Zusammenspiel mit sogenannten Anheftungs
(Tethering) Faktoren navendig Bis jetzt sind zwei Gruppen vohetheringFaktoren
bekannt Zum einen sind dieslange, stabférmige, montere coiled-coil Tethering
Faktoren und zum anderen die multimefgtheringKomplexel®2® Jeder Transport
weg wird dabei durch eine Kdymnation aus GTPase und spezifisch&atheringFaktor
adressiert. Ei@ Ubersicht Uber die bekannt&atheringFaktoren wird in Kapitel 1.1.2.2
gegeben. Nach erfolgreicher Adressierung erfolgt die Fusion des Vesikels mit der Ziel
membran durch SNARE(soluble NSF [N-ethylmaleimidesensitive factor]attachment

proteinrecepta) Proteing?”
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1.1.1.3 Vesikelfusion

Durch dasTetheringwerden Vesikel zwar in die Nahe der Zielmembran gebracht,
die Fusion zweier Lipidmembranen ist aber energetisch unginstig. Um die fur die Fusion
bendtigte Aktivierungsenergie aufzubringen, werden die SNRRieine bendtigt. Der
energetisch treibende Faktor ist dabei die Bildung efireess SNARE-Komplexes aus
den SNAREs der Donormembran (awesicleSNARES,v-SNARES) und der Akzepter
membran (auckarget SNARES,t-SNARES). Dieser Komplex weist ein eneigelh sehr
génstiges suphkealhied i Ban el M Va efr, bei dem j e
der Interaktion partizipiere®® In monomeren SNARESs liegen diese, als SNAR@&iv
bezeichneten Aminosauren unstrukturiert % Je nach der zentralen Amosaure,
Glutamin bzw. Arginin, im SNARE Motiv werden SNAREs ir zw. RSNARES ein
geteilt.[29] Q-SNAREs kdnnen anhand ihrer Sequenz weiter ) Q- und Q-SNAREs
eingeteilt werdeff” SNARE-Komplexe werden immer aus vier SNAREs mit -ver
schiedenerSNARE Motiven gebildet, so dass ein@Q:R-SNARE Komplex entsteht,
in dessen Zentrum ein charakteristisches Muster aus \Btgfimiicken zwischen einer

Arginin- und drei GlutamirSeitenketten ausgédet wird.

1.1.2 Proteine des Tethering-Schrittes

1.1.2.1 Rab-GTPasen

RabProteine sind GDP/GTFBindende Proteine der R&iperfamilie. Es sind 72
verschiedene RaBroteine in humanen Zellen und 11 in der H&8accharomyces
cerevisiaebekannt**4 Sie alle sind an der Regulierung des intrazellularen vesikularen
Transprts beteiligt. Jedes RdProtein ist dabei nur einem einzigen Kompartiment
zugeordnet. Beispielsweise sind Rabbd Rab7GTPase (Guanosifriphosphatase) an
der Regulierung des intrazellularen vesikularen Transports zum Endosom und zum
Lysosom beteiligt>3*"! Wahrend dieser Redierung durchlaufen die RaBroteine
zyklisch veschiedene funktionelle Stadien. Die Substratbindung der GTPasen erfolgt
iber einen GDRAustauscHraktor (GEF,GDP exchange factof*® 3! Dieser Faktor
bindet inaktives Protei(GDP-gebunden) und 6ffnet die Nukleotidbindungstasche. Somit
wird die Verweildauer gebundenen Nukleotids in der Bindungstasche stark reduziert und
ein Audausch mit Nukleotiden aus der Umgebung ermdéglicht. Durch die hdhere
Konzentration an GTP im Vergtgh zu GDP in der Zelle wird GTP praferiert von der
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GTPase gebunden. Die so aktivierten fRabteine (GTRyebunden) aktivieren ihrerseits
Effektorproteine, die an der Vesikelreifung und dem Vesikeltransport beteiligt sind.
Wahrend des gesamten Transportsn vier Donormembran zur Akzeptormembran
verbleibt die GTPase an der Vesik@mbran. Nach der Fusion des Vesikels mit der
Membran hydrolysiert das Rdtrotein GTP zu GDP und wird damit in seinen inaktiven
Zustand Uberfiihrt. Die Hydrolyse wird durch ein G3@aktivierendes Protein (GAP)
stimuliert, welches die intrinsische Hydrolyserate des-Ratteins stark erhoHt*3 Fiir

den RuUcktransport des R&woteins werden GDBissoziatiosinhibitoren (GDI)
bendtigt. Diese besitzen nur eine Affinitat fur GD&lundene Ral’roteine und kdnnen
diese durch Komplexbildung solubilisieren und zur Donormembran zZomiagent®® 4!

Danach steht die GTPase wieder flr einen weiteren Transportzyklus zur Verfigung.

1.1.2.2 Tethering-Komplexe

Vakuole

cory Ve
-
\__:' y
Intl “ — s
[ [ L ¥
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trans
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Abb. 1.3: Transportwege in einer eukaryotischen Zelle. Einige der unterschiedlichen Hullproteine
sind farbig dargestellt: COPI (rot), COPII (blau) und Clathrin (oran@. bekannten
multimerenTetheringKomplexe sind durch farbige Ovale hervorgehoben: [13&pbendence
on SLY120; COG, conserved oligomeric Golgi complexCORVET, class C core
vacuole/endosome tethering compl®ARP, GolgiAssociated retrograde protein complex
HOPS,homotypic fusion and vacuole protein sorting (or class C vacuolar protein sorting)
complex TRAPP transportprotein particle Exocyst. Abbildung nacf5]. Vergleiche auch
Abb. 1.1.

1.1.2.2.1 TRAPP-Komplex
Der TRAPP TRAnsport Protein ParticeKomplex ist einer der funktioné&ff’

und strukturelf”! am besten charakterisiert@etheringKomplexe. In Hefaintescheidée
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man den fur defransportweg vom ER zumis-Golgi zustandigen TRAPR{omplex

mit den Untereinheiten Trs20, Trs23, Trs31, Trs33, Bet3, Bet5 und Trs85 vom TRAPPII
Komplex, welcher zusatzlich Trs130, Trs120 sowie Trs65 enthalt und fir den Transport
vom trans- zum cis-Golgi zustandig is¥® Dass eine Untereinheit, namlich Bet3, in zwei
Kopien vorkommt, ist eine Besonderheit von TRAPP und wurde fir keinen weiteren
Tetheringkomplex beschrieben. Fur den Menschen wurde nur ein TR&dMRplex
identifiziert. Diegr wurde in zwei Subkomplexen fast vollstandig kristallisiert sowie
mittels Elektronenmikroskopie dargestéift.Interessanterweise konnte bis heute nur fir
den TRAPP Komplex eine GEF Funktion, fur die RabPase Yptl, direkt nage
wiesen werdeH? ¥ Eine SNAREBindung konnte fir den TRARRomplex nicht

gezeigt werden.

1.1.2.2.2 COG-Komplex

Der COG (Conserved Oligomeric GolgiKomplex ist entscheidend fir die Auf
rechterhaltung der Struktur und Funktion des Galgparates und dient dem (retro
gradem)intra-Golgi-Transporf®™ Wie auch TRAPP interagiert COG mit Yptl,sitet
aber keine nachgewiesene GE#nktion. Jedoch bindet COG spezifisdtptl-GTP
gegeniber YptIGDP, ist mithin also ein GTPaggffektor undkein Austauschfaktdr?
Auch interagiert COGnit &hnlichen GolgiSNAREs swie GolgiHullproteinen, namlich
COPI, wie der TRAPHKomplex? Der Tetheringkomplex wird aus den Untereinheiten
COGL1 bis 8 gebildet von denen bislang nur die Struktur von COG2, und hiervon auch nur
eine Fragment ohne 100mAnosauren des Nerminus, mittels NMR aufgeklart werden
konnté®®!, sowie der €Terminus von COG4 mittels Protéistallographid®” Die
Gesamtstruktur des Komplexes aus der Kuh konnte bei niedriger Auflosung durch
elektronenmikroskopische Untersuchencaufgeklart werden. Sie zeigt eine zweigeteilte
Struktur aus COG2 sowie COGEH/, welche durch ein COG1/CO&8terodimer

zusammengehalten wiftf: *°

1.1.2.2.3 GARP-Komplex

Der GARR (Golgi Associated Retrograde ProtgirKomplex ist mit dem retro
graden Transpo vom spata Endosom zum Golghpparatassoziierf”! GARP beteht
aus den drei Kernuntereinheiten Vps52, Vps53 und Vps54 sowie, zumindest in Hefe, aus

Vps51. Letztere Untereinheit konnte jedoch nicht als entscheidend fur die Stabilitat des
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Komplexes nehgewiesen werdérf! Fir das humane Ortholog von Vps52, hVps52,
konnte eine direkte Interaktion mit der GTPase Rab6 nackgemiwerdef” In Hefe
gibt es Indikationen, dass der GARBmMplex eine Interaktion mit der GTPase Ypt6

eingeht®”

1.1.2.2.4 Exocyst-Komplex

Der Exocystkomplex besteht aus den acht Untereinheiten Sec3, Sec5, Sec6,
Sec8, Secl0, Secl5, Exo70 und Exo84 und ist an dem sekretorischen Transportweg vom
Golgi-Apparat zur Plasmamembran beteilfgt.Es konnte eine direkte Interaktion von
Sec15 mii der GTPase Sec4 nachgewiesen wéfdeaber auch andere Ungémheiten
interagieren mit GTPasen, z.B. Sec3 mit Rf{hIMehrere Doménen der Untereinheiten,
z.T. auch mit ihren Interaktionspartnern, konnten kristallisiert werden und zeigten alle
elongerte coiled-coil-Strukturerf®” Eine Besonderheit des Exocystethering
Komplexes ist, dass Sec3 auf der Akzeptormembran wartet und detandige

Komplex so erst wahrend des Anheftungsvorgangs ausgebildefihird.

1.1.2.2.5 Dsll1-Komplex

Mit nur drei Untereinbiten ist der DsHKomplex der kleinste bekannte
Tetheringkomplex. Er bestehend aus den Untereinheiten Dsl1, DsI3 (auch bekannt als
Sec39) swie Tip20 und ist strukturell sehr gut charakterisiert. So ist die Kristallstruktur
von isoliertem Tip20 in volgindiger Lange sowie als-términales Peptid zusammen mit
dem Nterminalen Bereich von Dsl1 bekariit. Der Gterminale Bereich von Dsl1
wurde zusammen mit DsI3 kristallisiétt! Alle drei Untereinheiten lokalisieren am ER
und fangen dort vermutlich voolgi-Apparat abgeschniirte Vesikel &h % Der Dslt
Komplex ist der einzigeletheringKomplex, fir den keine interagierenden GTPasen

bekannt sind.

1.2 HOPS- und CORVET-Komplex

Die im Fokus dieser Arbeit stehend@&etheringkomplexe HOPS HOmotypic
fusion and vacuole Protein Sortingund CORVET ¢lass C cORe Vacuole/Endosome
Tethering bestzen ein@ gemeinsamen Kern gebildet aus dgdass GVpsProteinen
Vpsll, Vpsl6, Vpsl8 und Vps3Beide Komplexe agieren im engsosomalen
Transportweg, wobei CORVETetheringam frilhe Endosom vemittelt,”") wahrend
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HOPS fiir dasTetheringan derVakuole zustandig if! (Abb. 1.4). Deletion einer der
Kernuntereinheiten resultiert in einem Phanotyp mit fragieetler Vakuolé’®"? Des
Weiteren wurde eine Storurder Assemblierung von SNAREomplexen beobachtet,

wenn eine der Kernuntereinheit deletiert wWird.

Plasma-
membrane

CORVET /O Ly
. @’ - 0 Vakuole
Endocytotisches 7
V \\ |

Vesikel CORVET

Fruhes ¢
Endosom A oder MVB
\ HOPS
\ O ap3 A a\_ﬂ/
\ Transportweg / HOPS
CORVET  HOPS e y4&) y
N /, /
e & g o
18 18 C———— Q
1 1 & @
2 = Golgi Apparat
Autophagosom

@ Vps21 @ Ypt7

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der CORVET und HOPS-Funktion im endolysosomalen
Transportweg. Adaperprotein in rot, Frachtprotein in grin. Die rpmke Verteilung der
GTPasen Vps21 und Ypt7 wird durch zwei Graustt@eadienten angedeutet. Abbildung
nach[74].

Diese Bebachtung wurde als Hinweis auf eine latdron mit SNAREProteinen
gedeutet. Fur die zur Secl/MuneR8&teinfamilie gehdrende ereinheit Vps33 konnte
eine Inteaktion mit dem vakuoléare®,-SNARE Vam3 nachgewiesen werden, jedoch nur
auBehalb eines SNAREKomplexes™® ™! zusatzlich konnten auch Interaktionen mit
dem SNAREProtein Vam7 sowie direkt zu PIPs fur den HGR@nplex nachgewiesen
werden’® Vam3 interagiert wiederum mit den SNAREs Vtil sowie Vdff7Durch
diese Interaktion wird vermutlich die Vesik&hnéherung eindeitet. HOPS/CORVET
sind die einzigenTetheringKomplexe, flr die nadewiesen ist, dass sie eingefite
Interaktion mit SNARES eingehen kénnen.

Neben den Kernuntereinheiten weisen beide Komplexe je zwei weitere, @pezifi
vermittelnde Untereinheiten auf: CORVET die Untereinheiten Vps3 sowie Vps8 und
HOPS die Untereinheiten Vps39 sowie Vp&4hinteressanterweise ist die CORVET

Untereinheit Vps3 die einzige, welche nur in Hefe gefunden wurde und fiir welche noch
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kein direktes Homolog in anderen Organismen identifiziert werden konnte. Diehest
Untereinheiten sind sehr gut zwischen Spezies koieseund konnten dort auch analoge
Komplexe bilderd’” Fur die Unteeinheiten Vps16, Vps33 und fiir die HOBSezifische
Untereinheit Vps39 wurden fiir den Menschen sogar je zwei Isoformen izientiff"

Nur im Falle von Vps39 besteht eine hohe ®agidentitat zwischen den Isoformen. Wie
genau der Komplexaufbau in Saugern ablauft, ist aufgrund dieser Homologe noch reine
Spekulation.

Vps8® 7™ und auch Vps¥ interagieren mit der RaBTPase Vps21, deren
humanes Homolog Rab5 ist, und vermittelm die Spezifitdt fir das frihe Endosom
(Abb. 1.4).BY |m Unterschied dazu interagieren die HG§@zifischen Untereinheiten
Vps39 und Vps4l mit Ypt7, einer fur das spate Endosom und die Vakuole spezifischen
und zum humanen Rab7 homologen GTPase. Dateagiert Vp89 swohl mit Ypt7
GTP als auch mit YptGDP®I, wahrend Vps4l spezifisch fur Yp&TP st
Aufgrund der Interaktion von Vps39 mit Ypt7 in der Nukledfidien als auch in der
GDP- und GTRForm wurde zunéchst eine GB¥ktivitat vermutet?, auch wenn die
gefundene 8ache Beschleunigung des GDP/GABstausches fir eine GHFRunktio-
nalitat sehr gering ist. So weist Mo€kz1l eine wdaus hohere GERKtivitat
(1600fache Beschleunigung) fur Ypt7 auf, jedoch nur in der Gegenwart von
Membrana™® #! Vps41 kann auch auRerhalb von HOPS eine Aktivitat haben, da diese
Untereinheit ebenfalls dig-Unterinheit des APB (Adaper Protein-3)-Komplexes, ein
Protein des Endosommabhangigen Transparéges zur Vakuole, bind&8:%® Der
Schalter wischen beiden Transportwegen ist vermutlich ein ALR@phipathicLipid-
Packing &nso)-Motiv in Vps4l, welches entweder die Membran bindet und so die
Bindungstelle zurut-Unterinheit maskiert, oder aber phosphoryliert vorliegt und die
Bindungstelle somit vefiigbar macht. Emteder kénnte die Eigenschaft der jeweiligen
Membran, das ALP®/otiv zu binden, erscheidend selfl’, oder aber die Lokalisieng
der CaseirKinase Yck3¥, welche fiir die Phosphorylierung von Vps4l zusténdig
ist®8% |n vitro konnte fir isoliertes Vps41 auch auferhalb des HR&SBplexes eine
Phosphorylierung nachgewiesen werffén.

Da HOPS und CORVET den gleichen Kern an Untereinheiten aufweisen, wurde

manchmalvermutet, dass beim Ubergang vom frilhen zum spaten Endosbmder
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komplette Komplex getauscht wird, sondern nur die spezifisthrgareinheiten ersetzt
werden!® - *lpjese Frage konnte jedoch noch nicht eindeutig geklart werden.

1.2.1  Struktur von Vps33

Vps33 stellt einen Sonderfall der HOPS/CORVHiitereinheita dar, da es eine
von den restlichen Untereinheiten unterschiedlich vorhergesagte Doméanenstruktur auf
weist (Kapitel 1.1.2.). Im Gegensatz zu den anderen Komplexuntereinheiten weist Vps33
eine Homologie zur Secl/Muncl§SM-) Proteinfamilie auf (ca. 20% §eenz
konservierundj?. Diese Proteifamilie bindet G SNAREs und kann deren Aktivitat
modulieren®™ Daher ist Vps33 ein wahrscheinlicher Kandidat fiir die Interaktion mit den
SNAREs Vam3 und Vam7. Vam3 interagiert weiterhin mit den SNAREs Vtil und
vam7¥. Durch diesen Mechanismus koénnte Vps33 diejenige Untereinheit des
Komplexes sein, die bei der Einleitung der Vesikehaherung mitwirkt.

Vps33 ist ebenfalls ein Sonderfall, da es die einzige HOPS/CORMES-
einheit ist, deren Volllangenstruktur kemnt ist®>* °°! Wie fiir andere Proteine der SM
Familie bekannt, zeigt Vps33 einen Torbogetigen Aufbau und kann in drei Doméanen
aufgeteilt werden (Abhl.5). Zwischen der Domanen 1 (rot) und einem Teil der Doméane
3 (blau) liegt ein Riss bzw. Spalt.eD Torbogen bilden die Domane 2 (griin) und der
restliche Teil von Doméne 3.

Abb. 1.5: Kristallstruktur en von Vps33Vpsl6 Komplexen. A) Strukturvergleich des Vps33
Vpsl6g79-Komplexes vorChaetomium thermophiluifkraftige Farben) und des humanen
Vps33-VpslGy,zeKomplexes (blassere Farbel®-C) Einzelstrukturen der Komplexe von
B) C. thermophilunund C) Mensch. Strukturen sind nach Doméanen &mbe Doméane 1 in
rot, Doméne 2 in grin, Doméane 3 in blau, VpsXgmente in gelb. In C wird nur die
physiologisch relevante Interaktion zwischen Vps33 und Vps16 dargestellt. Abbildung nach
[96] und[92].
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Bei Munc18, welches als erstes SNotein strukturell aufgeklart wurtid, bindet
in der Spalte inaktives SyntaxinlA, ein@NARE. Die inaktive Formliegt dabei
ebenf al |-delixaBl¢gsn deVifierv or , #ramsSNAREKomglexes, hieri n e s
jedoch durch Munc18 stabilisidft! Fur Vps33 wurde noch kein Komplex mit einem
SNARE-Protein publiziert. Strukturvergleiche sowie ein fehlender Nachweisr ein
direkten Interaktion zwischen Vps33, aulRerhalb di&ss GVpsKomplexe, und
SNARE-Proteinen hat zu der Vermutung gefiihrt, dass Vps33, trotz seiner strukturellen
Ahnlichkeit zu SMProteinen, keine SNAREs direkt bind&t.Es ist jedoch gelungen,
Vps33 nicht nur alleine zu kristallisieren, sondern ebenfalls zusammen mit seinem
Bindungspartner Vps16: fir den Menscfi8rmVps33A mit hVps16Ae70: und fiir den
Pilz C. thermophiludi® Vps33 mit Vps16:273e Die Bindung des @erminalen Bereichs
von Vpsl6induziert jedoch keine strukturellen Anderungen in Vps33. Ein Vergleich der
Kristallstrukturen von Vps33 mit und ohne Vps16 ergibt einen RM8bt{neansquare
deviation unter 0,6 A.°® Uber Struktuanderungen in Vpsl6 kann keine Aussage
getroffen werde, da keine Einzelstruktur von Vpsl6 bekannt ist. Der Vergleich von
Vps33 zwischen den Spezies zeigt auch nur geringe Unterschiede mitRMSB von
14Azwi schen 2 g-Atbrvea Vor Nas38rin d€& Komplexstruktur. Es gibt
jedoch Unterschiede in démordnung der Proteine im Kristall: Wahrend beide Vps33
Proteine alleine in der Raumgruppe; Réstallisieren und in der asymmetrische Einheit
ein kristallographisches Dimer von Vps33 aufweisen, andert sich dies bei der-Kristal
lisation der Komplexe. DerKomplex von Vps33/psl6 aus C. thermophilum
kristallisiert in der Raumgruppe PR21, der humane hVps33AVpsl6AKomplex
dagegen in der Raumgruppes;P£2. Das humane Vpsiragment hat so Kontakt zu
insgesamt vier vechiedenen Vps3Blolekilen im Kristall.Jedoch erscheint nur eine der
Interaktionen physiologisch relevant. Der Grund fir die unterschiedlichen Anordnungen
im Kristall liegt vermutlich an dem langeren VpskEfagment des Pilzkomplexes,
welches Interaktionen von Vps3Bolekilen im Kristallgitter verhindert. In
Gelfiltrationsexperimenten wurden iKbmplexe zwischen Vps33 und Vps1l6 sowohl
fir humane Komplexe als auch fiir den Rilmplex gefundef? !

Es ist zu beachten, dass, wie eingangs erwahnt, zwei Isoformen von Vps33 und
Vpsl6 im Menscherbekannt sind (hVps33A und hVps33B sowie hVps16A und
VIPAR). Im humanen Komplex kristallisierte Vps33A mit dem VpsieAagment.
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Dieses wurde irPulldownExperimenten bestatigt, in welchen GS8ps16A nur eine
Interaktion mit hVps33A zeigt, nicht jedoch nhitVps33B. Vps33 zeigt eine analoge
Praferenz. So ist Vps33&ST nur in der Lage, mit Vps16A, und nicht mit VIPAR
(Vps16B), zu inteagieren®? Anhand der Kristallstrukturen konnte erkannt werden, dass
im humanen Komplex die Amiséuren K429, Y438 und 144von Vps33A sowie R725

von Vps16A entscheidend fur die Komplexbildung sind. Dieses konnte in anschkel3en
PulldownExperimenten bestétigt werden, da selbst Einzelmutanten die Interaktion
unterbreche®? Auch fiir den Pilzkomplex ermdglichte die Kris&ruktur eine gezielte
Mutagenese: hier waren A411, H451 sowie L454 von Vps33 entscheidend fur die
Stabilitat des Komplexes. Jedoch waren Doppelmutanten (A411/H451 und A411/L454)
notwendig, um die Kompldildung zu unterbindeli® Auch wenn dieses a@fventuelle
divergierende Eigesthaften des Interaktionsbereiches hinweist, so sind die beteiligten

Aminosauren chemisch ahnlich und entsprechen sich nach Suerifieich.

1.2.2 Komplexarchitektur

Insgesamt sechs Untereinheiten bilden zusammen den H@RECORVET-
Komplex in der Hefe Die Assemblierung der Komplexe ist jedoch noch unbekannt.
Auffallig ist dabei, dass der Kernkomplex aus Vpsll, Vpsl16, Vpsl8 und Vps33 weder
aus Hefe isoliert, noch vitro gebildet werden kanfi¥’ Beim Knockoutder zentralen
Untereinheit Vps18 zerfallt der Komplex in zwei stabile Unterkomplexe. Zum einen in
einen Unterkomplex bestehend aus den beiden Kernuntereinheiten Vps16 mif343s33
sowie einen Unt&omplex bestehend aus der Kernuntereinheit Vps11l zusammelemit
spezifischen HOPSJntereinheit Vps38®. Erste Einblicke in die Architektur,
insbesondere in die Interaktionen zwischen den einzelnen Untereinheiten, lieferten
PulldownExperimerte mit Deletionsstammen im Jahr 2010 (Abh5A).2% Die
Ergebnisse wurdegedoch bereits im folgenden Jahr durch eMeastTwo-Hybrid-
(Y2H-) Analyse teiveise in Frage gestellt (AbH.5B).°") Im Jahr 2013 wurde ein
weiterer Interaktiorsssay publiziert, aus welchem ein deutlich unterschiedlicher
Komplexaufbau abgeleitet wde (Abb. 1.5C).*® Erste strukturelle Einblicke in den
Komplex lieferten niedrig aufgeldoste elektronenmikroskopische Strukturen des-HOPS
Komplexes sowie einiger Unterkomplexe (Abl.5D).*° Erschwert wurde die

Interpretation der 2#- Elektronerdichtekarte dadurch, dass fiir alle Untereinheiten des
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HOPSKomplexes, mit der Ausnahme von Vps33, &hnliche Domanenarchitekturen
vorhergesagt werden (Abb.6)."°? Somit gibt es bis auf die im vorherigen Kapitel
beschriebene Interaktion zwischen Vps33 und1dpkeine genauen Informationen tber
die Interaktionen im Komplex und somit auch keine gesichertersayen Uber die
exakte Komplearchitektur. Interessanterweise bietet die beschriebene Kristallstruktur
des Vps33a/psleKomplexes den ersten Beweis fur di&orrektheit der
Strukturvorhersage, zumindest flr dere@minalen Bereich, da das VpsEagment

eine rein helikale Struktur aufweist.

A Membranbindung tiber Rab-GTP B
CORVET HOPS
Rabbindung und Vps39 = Vpséi
T 8 5 i Effektor 7/ N
16 1 @as Komplexintegration Vps18 = Vpsii
(2 a2 D
&) 33) SNARE-Interaktion
Vps8 Vps3
Membranbindung Uber SNAREs
c N D Vps16-Vps33

\ /im0
VPSoY

(U]

Abb. 1.6: Struktur des TetheringKomplexes HOPS. AC) Modelle des Konplexaufbaus auf Grund
lage vonPulldown (A), YeastTwo-Hybrid- (B) und PulldownExperimentenmit in vitro
hergestellten Proteinen (d)) Segmentierte Struktur des Volllang@mplexes HOPS ein
gefarbt nach den putativen Untereinheitdéf+G) Elektronendichte der Unteomplexe.
E) Vps39VpsllDimer dngepasst in die Elektronendichtdes Vps39vpsll-Vpsl8
Trimers. F) Vps39/psl11Vpsl18Trimer und G Vpsl6Vps33Dimer eingepasst in die
Elektronerlichte von HOPS. Abbildung na¢83, 9799].



1 Einleitung 23

Ein Abgleich mit dem DalBServel'® zeigt eine geringe Strulkthomologie zu
sogenannterHEAT-repeats welche zu denJ-solenoiden Domé&nen gezahlt werden
N-terminal von derU-SolenoidDoméane wird einb-Propeller vorhergesagt und fir
Vpsll, Vpsl8 und Vps8 -@rminal noch eine RIN®oméne Abb. 1.7). Der
Gesamtaufbauet class GVpsProteine, bis auf Vps33, ist &hnlich zu Hbiiiteinen oder
auch Nukleporinen!® %@ |m Folgenden wird naher auf die drei in HOPS/CORVET

Untereinheiten vorkommenden Strukturelemente eingegangen:

B-Propeller d-Solenoid Zn**-RING

Vps-C-Kern

Endosome
(CORVET)

Vakuole
(HOPS)

0l N IO~ S E—— —

COPII Sec31
Clathrin  Chet

Reste: 200 400 600 800 1000 1200 1600

Abb. 1.7: Domanenarchitektur der class GVpsKomplexe. Zusammenfassung der Tertidrstruktur
vorhersagedurch denRosettaAlgorithmug®® fiir die HOPS/CORVEUntereinheiten und
einige Hullproteine. Die Einfarbung erfolgte nach der Domé&nenvorhersage. Aminosaure
homologien zwischen denlass GVpsProteinen und Clathrin sindurch blaue Boxen
hervorgehobenHomologie des Nerminus von Vps16 zu CORIntereinheit hervorgehoben
durch griine BoxenCOP/Cop: coat protein; Sec: secretory; Chc: clathrin heavy chain.
Abbildung nacH100].

Fir Vps39 wid eine partielle RING@Domane vorhergesagt. Es gibt jedoch auch
Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. Wahrend Vps4l der Hefe keine RING
Domane aufweist, wird fir das humane Homolog diese vorhergesagt. Die Deletion der
RING-Domane, welche zur HZariantd*®¥ gehort bei der das vierte Zinkhelatierende
Cystein durch ein Histidin ersetzt ispn Vps8, Vpsll und Vpsl8 fihrt zu versclae
sten Defekten in der Proteinsortierung in H&feDie RING-Domanen wurden auch als
E3-Ubiquitin-Ligasen bescheben, und zumindest hVps18 kann die Ubiquitimyliey

des Adapterprotein Gga3 stimulieféf: 1%
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GenerellhabenU-solenoide Strukturen haufig eine Rolledar Vermittlung von
ProteinProteininteraktionefi®”!, vermutlich kedingt durch ihre hohe strukturelle Flexi
bilitaf'®® und durch die Ausbildung konkaver Oberflach@usatzlich wurden Inter
aktionen mit DNA & auch mit Lipiden beschrieb&i” Die Usdenoiden Bereiche
konnen elastisch auf mechanische Krafte reagieren und sich Batilaltung wieder
zuriickfaltent™® Die strukturelle Flexibilitatwird durch die Wiederholung von Paaren
anti-parallelerHelicesgegeber%% 111

Nicht nur U-SolenoidDoménen sondern ebenfalisPropeller als Proteifrotein
Interaktionen vermittelnde Strukturelemente bekannt. @Rropeller kann aus 4 bis 10
Wiedeholungen von vierstrédngigen antiparallefefaltblattern bstehen, die jeweils ein
Blatt (blade des Propellers darstelléh? Am haufigsten sind dabei 7 Wiederholungen,
dagegen sind Propeller mit 9 Blattern noch nicht bekdHAt.Bei dem sogenannten
Klettverschluss (velcro closure) -Pbopeller wird das lete Blatt aus dem ersten
N-terminalen Faltlattstrang sowie den letzten drei-t€minalen Faltblastréngen
gebil det . E s -Prgppelkert, beiadbnerr dies nicbthder Ball ist. lakéionen
wurden mit allen Bereichen dieses Elementes beschriedmekRonnen Proteine, sowie
Nukleinsauren am Rand des Propellers, an der inneren Pore als auch an beide
Seitenoberflachen bindét* Die Interaktionen werden dabei haufig durch Schleifen
regionen zwischen den einzelnen Faltblattstrdngen vermittelt. tJimgslen auch
b-PropellefLipid-Interaktionen beschrieben fir eine Klasse \WwRropellern, die als
PROPPINs (PRpellers that bind Phos$holnositoly bezeichnet wurdeh
Bezeichnend fur sie ist ein FRR@otiv in einer SchleifenregioH.lS] Die beiden
Arginine des Motivs binden vermutlich an die Phosphatgruppen der Phosphoinositole
und vermitteln so die Interaktidh* '° Dieses konnte durch Mutationsstudien belegt

werden, jedoch noch nicht strukturell aufgeklart werden.
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1.3 Fragestellung

Mit Ausnahmevon Vps33 wurden fir alle Untereinheiteter class C Vps
TetheringKomplexeHOPS und CORVET &hnliche Doméanenarchitekturen vgesagt.
Dieses konnte potentiell auf eine Entstehung des Komplexes durch Gkatiopén
hinweisert!”! Jedoch basiert diesAnnahme bislang nur auf Sequiefiarmationen. Erst
jungst konnte das Vorliegen einer-t&minalen U-SolenoidDoméne durch Kristall
strukturanalyse des -@rminalen Bereichs von Vps16 bestatigt werded® Auch
bezuglich der Funktion der einzelnen teeinheiten sowie ihrer genauen Organisation
im Komplex besteht Klarungsbedarf. So gibt es zumindest partielle Diskrepanzen
zwischen einer YeastTwo-Hybrid-Studie von HOPS und CORVET, einer
elektronenmikroskopischen ~ Struktur des  HGRSnplexe§®! sowie Co
Immunoprazipitationsstudien einzelner Untereinh&lten Funkionell ist eindeutig
gezeigt, dass HOPS und CORVET ihfetheringAktivitat an Vesikeinembranen
entfalten, jedoch ist noch weitgehend unklar, wie genau der Komplex an Membranen
rekrutiet und gebunden wirdFir einzelne Komponenten sind zwar latdronen

fre. 87)

postulier , jedoch fehlt auch hier ein vollstandiges Bild.

Die Fragestellung dieser Arbeit war

1 die Domanenstruktur der potentiell verwandten Untereinheiten Vps3, Vps8,
Vpsll, Vpsl6, Vpsl8, Vps39 und Vps4l mittels Proteinkristallographie von
Einzekonstrukten strukturell zu charakterisieren.

1 mittels Strukturinformation potentielle Funktionen der charakterisierten Doménen

Zu ermitteln
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2 Materialien und Met hoden
2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Gerat Typ Hersteller
AgarosegeKammer HG370 / HG330 Savant
Analysenwaage MR2002/ CP22029CE Sartorius
Brutschrank MIR-153 SANYO
CD-Spektrometer Chirascan Applied Photophysics

Chromatographissaulen

Superdex’5 bzw. 200, HiLoad 6/60

GE Healthcare

bzw. 2660
Chromatographisysteme Akta Explorer GE Healthcare

Akta FPLC GE Healthcare
Extruder Mini-Extruder Avanti Polar Lipids
Feinwaage MC1 Analytical AC1205 Sartorius
Fluidizer Microfluidizer Microfluidics
Gel bzw. Blot Dokumentation LAS 4000 Fujifilm

UV-Tisch Biometra

BDA digital Basis Set Biometra
Heizblock Accublock Digital Dry Bath Labnet
Kristallbeobachtung Rock Imager (20C) Formulatrix

Leuchttisch KL 2500LCD Leica

Mikroskop Wild M3C Leica

Mikroskop M420 Leica

Kamera DXG390P Sony

Kristallisationsroboter Hydra Il Matrix Technologies
Gryphon Art Robbins Instruments
Kulturenschiittler HAT -Multitron INFORS
Excella E24 Incubator Shaker New Brunswick Scientific
PAGE-Gelkammer Mini 2-D System Biorad
Peristaltikpumpe P-1 Pharnacia
pH-Meter Lab 850 Schott
Photometer Nanodrop ND 1000 peglab
RALS-Apparatur Viscotek 270 Dual Detector Viscotek
VE3580 RI detector Viscotek
Rotationsmixer Test tube rotatod4528 Neolab
Rotator 21175 Neolab
Spannungsgeneratoren Power PAC 300 Biorad
Powe Pack P25 Biometra
Thermoblock Thermomixer 5436 / 5437 Eppendorf
Thermocycler PTG200 MJ Research
CFX96 RealTime System Biorad
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Ultrazentrifuge Optima " TLX Beckman Coulter

Vortexmixer Vortex-Genie 2 Scientific Industries

Wipptisch WT 16 Biometra
Zentrifugen 5417R Eppendorf
Avanti 326 XP Beckman Coulter

Biofuge stratos Heraeus

2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt, von den
Firmen Carl Roth (Karlsruhe, D), Sigmaldrich (St. Louis, USA), Calbiochem
(Darmstadt, D),Jena Bioscience (Jena, D), GE Healthc&reiburg D), Roche Applied
Science(Penzberg, D), Biochrom (Berlin, D), Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA),
AppliChem (Darmstadt, D) and Serva (Heidelberg, l@zogen und ohne weitere
Reinigungverwendet.

2.1.3 Enzyme und Antikorper

Typ Name Hersteller
Ligase T4 DNA Ligase NEB
Nuclease DNasel Roche
Phosphatase antarktische Phosphatase NEB
Polymerasen PfuPlustDNA-Polymerase Roboklon
Taq Roboklon
T4-DNA-Polymerase NEB
Proteasen U-Chymotrypsin Sigma
TEV-Protease Eigenproduktion
Trypsin Sigma
Redgriktionsenzyme BamHiI NEB
Bglll NEB
Dpnl NEB
Notl NEB
Antikorper Anti-TetraHis QIAGEN
Anti-MausMeerrettichPeroxidasgHRP,
horse radish peroxida3é&onjugat
2.1.4 Kits
Typ Name Hersteller
Molekularbiolggie QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Immundetektion Enhanced Chemiluminescen@&CL) GE Healthcare

Kristallisation The Anions Suite Qiagen
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Kristallisation

The Cations Suite Qiagen
The Classics Il Suite Qiagen
The Classics Suite Qiagen
TheJCSG+ Suite Qiagen
The PACT Suite Qiagen
The pHClear Il Suite Qiagen
The pHClear Suite Qiagen
Hampton Additive Screen HT Hampton

2.1.5 Bakterienstamme

Die Klonierungs und Expressionsversuche wurden mit folgenden &adt

stammervon Invitrogen und Stratagew@rchgefihrt:

Stamm Genotyp Verwendung

DH5U E. coliF 0 8lacZ eeM 1 JacZaéA -argF)U169 Plasmidamplifikation
recAl endAl hsdR17(k’, m) phoA supE44thi-1
gyrA96 relAl &

PirHC E. coli Fadac169 rpoS(Am) robAl creC510 Plasmidamplifikation
hsdR514 endA recAl uidagVlul)::pir-116

PirLC E. coli Fadac169 rpoS(Am) robAl creC510 Plasmidamplifikation

hsdR514 endA recAl uidaMlul)::pir

Rosetta2 (DE3) E. coli F, ompT, hsdS § mg), dcm, Tet gal, Proteinexpression
8(DE3), endA, Hte [argU ileY leuw Cdin

2.1.6 Nahrmedien

Name

Zusammensetzung

Luria-Bertani (LB}Medium:

10 g/l Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt

LB-Agar:

10 g/l Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 1,5% (w/v)
Agar

2x Luria-Bertani (LBXMedium:

20 g/l Trypton, 20 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt

SOB Medium:

20 g/l Trypton, 0,58 fNaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 2,5 mM KCI,
1 mM MgCh

SOC Medium:

20 g/l Trypton, 0,5 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 2,5 mM KCI,
1 mM MgCl,, 2 mM Glucose

SeMetMedium,M9-Medium:

6 g/l Na,HPQy, 39/l KH,PO,, 0,59/ NaCl, 1g/l NH,CI,
1 ml/l 2000xSpureneleente 2 MM MgSQ,, 0,2mM CaCl,
0,2%(w/v) Glucose

Spurenelemente, 1000x:

ZnSQ*7 H,O (100mg/l), MnChL*4 H,O (30 mg/l),
H3BO; (300mg/l), CoC}h*6 H,O (200mg/l),
NiCl,*6 H,O (20 mg/l), CuCh*2 H,O (10mg/l),
NaMoO4*2 H,0 (900mg/l), NaSeG (20 mg/l)
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2.1.7 Vektoren

Name Beschreibung Referenz

pQlinkH  E. coli Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz, tac Scheichet al.2007**®
Promotor, LINK-Sequenzen, Xerminalem Heptahistidin ~ **°!
Tag und TEVProteaseSchnittstelle ColE1 ori

pQlinkG  E. coli Expressbnsvektor mit Ampicillinresistenz, tac Scheichet al. 2007
Promotor, LINK-Sequenzen, Xerminalem GSTTag und
TEV-ProteaseSchnittstelle ColEL ori

pACE E. coli Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz, T7 Bieniosselet al
Promotor CreLoxP-ReaktionsstelleBR322 ai 200920

pDK E. coli Expressionsvektor mit Kanamycinresistelaz, Bieniosselet al
Promotor CreLoxP-Reaktionsstelle R6 Ko or i 2009

2.1.8 Lo6sungen und Puffer

Fur die Molekularbiologie:

Name

Zusammensetzung

TAE-Puffer
Agarosegele
DNA-Probenpuffer 5x

40 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure

1% (w/v) Agarose(,01% (w/v) Ethidiumbromidn TAE-Puffer
0,05% (w/v) Xylencyanol, 0,05%w/v) Bromphenolblau,
30% (v/v) Glycerin in TAEPuffer

DNA-Marker 0,5ug/pl 1 kb Marker (Roboklon)
TFB1-Puffer 80 mM MgCh, 20 mM CaC}
TFB2-Puffer 100 mM CaC{ +10% Glycerol

FirWesternBlots und Immunodetektion:

Name Zusammensetzung

Transferpuffer 50mM Tris, pH 80, 150mM NacCl, 0,1% (v/v) Tween

PBS, X 84 mM NaHPQy,, 153 mM KH,PQ,, 150 mM NaCl, 3 mM KCI
TBST 25 mM Tris, pH8,0, 192 mM Glycin, 0,04% SDS, 20% Methanol

FUr Testexpressioi;D-SpektroskopigPulldown und CeSedimentatiorexperimeng:

Name Zusammensetzung

Medium 1 2xLB Medium, 0,5% Glucose

Medium 2 2xLB Medium, 0,6% Lactose, 20 mM HEPES, pH 7.0
CD-Puffer 20 mM KR, pH 7,4, 200 mM NaF

HEPESLysepuffer 50 mMMHEPES, pH 7,5, 150 mM NacCl, 5%/ Glycerin

HEPESWaschpuffer 1

50 mM HEPES, pH,5, 150 mM NaCl1,5 mM MgCh, 1 mM DTT,
0.15%NP-40 (Igepal CA630)

VesikelPuffer

20mM HEPES, pH 2, 150mM KCI, 50 mM L-Arginin/L-Glutaminsdure
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Fir die Proteinreinigung:

Name Zusammensetzung

PBSLysispuffer 1xPBS, 0,5 M Na(; 5% (v/v) Glycerin, 5% CHAPS, 0,1 mg/ml Lysozym,
2,5ug/ml DNasd, 1 Proteaseinhibitortablette@mplete Roche) pro 50 ml Puffer

TeExPuffer 20 mM Tris, pH8,0, 0,2 M NaCl

TeExWaschpuffer 20 mM Tris, pH8,0, 0,2 M NaCl, 20nM Imidazol

PBSLysepuffer 1x PBS, 0,5 M NaCl, 5% (v/v) Glycerin

Puffer Wg: 10 mM Tris pH8,0, 0,3 M NaCl, 100 uM ZnS©

Puffer Wi: 10 mM Tris pH8,0, 0,3 M NaCl, 100 pM ZnSg 5 mM Imidazol

Puffer Ws: 10 mM Tris pH8,0, 0,3 M NaCl, 100 uM ZnSg) 20mM Imidazol

Puffer &: 10 mM Tris pH8,0, 0,3 M NacCl, 100 uM ZnSg) 300 mM Imidazol

Puffer B: 10 mM Tris pH8,0, 0,3 M NacCl, 100 uM ZnSg) 500 mM Imidazol

Dialysepuffer 20 mM Tris pH8,0, 0,3 M NacCl, 5%Glycerin, 50 mM LArginin/L-Glutaminséure
GFPuffer 1 20 mM HEPES pH,5, 0,2 M NacCl

GF-Puffer 2 20 mM TrisAcetatpH 7,5, 0,15 M NaCl

GFPuffer 3 20 mM HEPES pH .5, 0,2 M NaCl, 50 mM EArginin/L-Glutaminséure

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI, pH8,8
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH6,8

4xSDSProben 50 mM Tris, 100 mM DTT, 2% (w/v) SD®,25%(w/v) Bromphenol Blau,

puffer 10%Glycerin

SDSLaufpuffer 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS
Lésung 1 50% Ethanol, 10% Essigsaure

Loésung 2 5% Ethanol, 7,5% Essigsaure

Lésung 3 0,5% Coomase R250 inEthanol

2.2 Arbeitsmethoden

2.2.1  Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

BendtigteGenfragmentdinsert) wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
von genonscher HefeDNA oder einem Plasmjdvelchesdas Gen enthieltMatrize)
amplifiziert. Die Vervielfaltigung erfolgte mittels zweier Oligonukleotide, sogenannter
Primer. Die Ansatze wurden wie ifabelle 2.1 hergestellt und athlieend mit dem
Arbeitsgpogramm aus Tabell@.2 vervielfaltigt. Dabei wurde die Hybridisierungs
temperaturin Abhanggkeit vom verwendeten Primegewahlt und die Elongationszeit
richtete sich nach der Lange des Genfragments (750 bp/min).

Um dasinsertim praparativen Mal3stab zu erhalten, wurden 25 Zyklen aus De
naturierung, Primerhybridisierung und Elongation verwendetr Optimierung der
Spezifitat derAmplifizierung von Genfragmenteaus genomischer Het®NA wurden
zusétzlichelouchdowrSchritte in das PCiRrogramm eingefiigt.
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Tabelle2.1: Pipettierschema fir PCR-Anséatze.

Reagenz Konzentration
dNTP, je 5 mM 100200 uM
5 ®rime, 10 pM 0,8 uM

3 ®rimer, 10 pM 0,8 uM
Puffer, 10x 1x
DNA-Matrize 50 ng
PfuPlus Polymerase 7U
ddH,O zu50 pl

Bei diesenTouchdowrSchritten wurde andchst eine 10C hohere Hybki
disierunggemperatur gewahlt, die mit jedem Zyklus um @irad reduziert wurdéis die
eigentliche Hybridisierungstemperatur vog T 5 °C erreicht wurdé?Y! Durch dieses
Vorgehen wird in den anféanglichen Zyklen eine striktere Basenhybridisierung zwischen
Primer und DNAMatrize, auf Kosten der Ausbeute, erzwgan. Dadurch herrscht in den
folgenden Zyklen ein Uberschuss des PRRdukts gegeniiber der Ursprumggrize
vor, so dass die Hybridisierungsbedingung relaxiert werden kénnen

Tabelle2.2: PCR-Temperaturzyklus von dergenomischerMatrize .

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C S min 1
Denaturierungrouchdown 95 °C 30s
HybridisierungTouchdown Tw +10°C 45s 10
ElongationTouchdown 72 °C 750 bp/min
Denaturierung 95 °C 30s
Hybridisierung Tu-5°C 30s 25
Elongation 72 °C 750 p/min
Elongation 72°C 10-20 min 1
Ende 4°C b

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle des Verlaufs deAmplifizierung der Insertswurde die Agarose
Gelelektrophoreseeingesetz Bei der Agarosé&selelektrophorese erfolgtdurch das
Anlegen eines ektrischen Feldedie Auftrennungler PCRProduktenach der GréRRder
negativ geladenen DNA. Agarodeldet beim Abkuhlen ein dreidimensionales, sieb
artiges Netzwerkaus, wodurch gréRRere Fragmente langsamer zu Anode wandern als
kleinere. Die Geadlektrophorese erfolgte bei 125 V mit einer Agarosekonagoir von
1% in TAEPuffer. Zur Markierung der DNAragmente enthielt das Gel 0%1w/v)
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Ethidiumbromid, welche sich in DNAStrange einlagéund dadurclunter U\:Licht die
Detektion dejeweiligen DNA-Fragmente ermdglicht

2.2.1.3 Restriktion und Ligation

2.2.1.3.1 Restriktionsverdau

Fur die Herstellung vonExpressiosplasmidender jeweiligenEinzelkonstrukte
wurden dieVektoren pQlinkH(Histidinanke} und pQIlinkG(GST-Anker) verwendet. Fur
diese Vektoren wule die klassische Klonierungsmethobestehend auRestriktionund
Ligation gewahlt

Vor der Ligation von zwei DNAFragmenten, hier Vektor miPCR Produkt
wurden diese zunachst durch Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukleasen) verdaut.
Die Enzyme katalysieren beim Verdau die spezifische Spaltung palindromisisider

SequenzerFir den Restriktionsverdau wurden folgende Ansérerendet:

Tabelle2.3: Mengenangaben fir den Verdau Tabelle2.4: Mengenangaben fur de Verdau

des Vektors. desPCR-Produkts.
Reagenz Konzentration Reagenz Konzentration
Vektor 3 ug Genfragment 45 pl
BamHI 60U BamHI/Bglll 10U/ U
Notl 30U Notl 5U
Puffer (10x) 1x Puffer (10x) 1x
ddH,O zu 80 | ddH,O zu 80

Der Ansatz wurde fir 16 bei 37 °C inkubiert und die Reaktion anschlieRen

durch Erhitzen fur 20 min auf 6% gestoppt.

2.2.1.3.2 DNA-Reinigung

Die Reaktionsprodukte wurden mit dé€phAquick PCR Purification Kihach Her
stellerangaben gereinigt. Hierfir wurde die DNA unter Hochsalzbedingungen an die
Saulemnatrix gebunden und nach dem Waschen unter Niedrigsalzbedingungen pohit 30
TE-Puffer eluiert.

2.2.1.3.3 Ligation
Der letzte Schritt der eigentlichen Ligationsreaktion ist die Dephosphorylierung
des Vektors mit deAntarktische Phosphatag&P). Das Enzym katalysiert die Spaltung

der Phosphajruppev o m -Efdéder DNA und verhindert damitine unerwinschte,
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spontaneReligation des Vektors. Fiur diephosphorylierungvurde folgender Ansatz
gewahlt:

Tabelle 2.5: Mengenangaben fiir die Dephosphorylierungsreaktion.

Reagenz Konzentrationen
Vektor ~2500 ng
AP 5U
Puffer (10x) 1x
ddH,0O zu 50

Die Reaktion warde nach einehalbe Stunde bei 37C durch Erwadrmung des
Ansatzes auf 85C fur 15 min abgebrochen. Durch das Erwadrmemdwndie AP volt
standig deaktiviert, weswegen ein weiterer Reinigungsschritt nicht notwishdig

Vektor und Genfrgment wuden mitRestriktionsendonukleasen geschnitteie,
komplementare tberstehende En@epeugtenBei der Ligation lagern sich die Enden
des Vektors an die des Genfragmentswamd die T4ADNA-Ligase katalysiert die Ver
knupfung des 3Hydroxy- mit dem 5-Phcsphatende. Zur Ligation wurde der Vektor mit
dem zwei bis fiinfachen molaren Uberschuss an Insert gemiddhs Vektor/Insert
Gemisch wurde vor Zugabe der Ligase und des Ligasepuffers at@ 66r 10 min
erhitzt und dann langsam auf 2& abgekuhlt. Durty das Erhitzen sa@h mdgliche
Sekurdarstrukturen des Vektomund desinsers zerstort werdenwelche die Ligation
inhibieren kdnnten. Ddrigasepuffer (10x)dr ein Volumen von 20 lrund 200Einheiten
T4-DNA-Ligasewurden nach dem Erreichen von X&hinzugegeben. Der Ansatz wurde
dann fiir2 h bei 16 °C inkubiert, anschlieRend in chemisétho mp e t e n-Zeben DH5 U
transformiert Kapitel 2.2.1.5 und auf Agarplatten meginemdem Selektionsmarker des
verwendeten PlasmidegntsprechendenAntibiotikum ausplattiert. Die entstanden
Kolonien wurden mit Hilfe der Koloni®CR (Kapitel2.2.1.§ auf positive Ligations
ergebnisseintersucht.

2.2.1.4 Ligase unabhéangiges Klonieren (LIC)

2.2.1.4.1 T4-DNA-Polymerase Exonuklease Behandlung

Zur Herstellung vonCo-Expressiosplasmidenwurden nur der Akzeptorvektor
pACE und der Donorvektor pDK von Dr. Imre Bergef?? verwendet.Beim Ligase
unabhangigen Kloniererigase Independent CloninglC) werden die komplemegren

Uberhange durch eine T3NA-Polymerase erzeugtDie T4-DNA-Polymerase
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katalysiert in Anwesenheit von Matrize und Primer die Synthese BNA in die

5 RRichtung, hat aber auch eiexonukeaseAk t i vi t 2t i n der Abwesen
d i e-RicBtdng. DieExonuKkeaseAktivitat wird verwendet um komplementére tGber

stehende Enden zu erzeugen.

Hierfir wurden mch erfolgreicher Amplifiziermg der Genfragmentedie
Reaktionsprodukte mit dei@IAquick PCR Purification Ki(Kapitel 2.2.1.2.3)zur En-
fernung von terschissigen dNTPs und Primern gereinigt.

Die Anséatze furT4-DNA-Polymerase Behandluagwurden wie inTabelle 2.6
hergestellt und ackliel3end fur eine Stunde bei 32 inkubiert. Durch Zugabe von 1 pl
EDTA (500mM) und Erhitzen auf 75C wurde die Reaktion gestopgine weitere
Reinigung der PCRProdukte war nicht rtavendg.

Tabelle2.6: Mengenangaben fir die TADNA-Polymerase Behantling.

Reagenz Mengen
Vektor/Insert 28 pl
Puffer (10x) 4 ul

2 M Harnstoff 4ul
100 mM DTT 2l
T4-DNA-Polymerase 0,5U/1ug
ddH,0O zu 40 |

2.2.1.4.2 Annealing

Fir dasAnnealingwurde der Vektor mit einemgleichen molaren Teil Insert
gemischt. Der Ansatz wurdeufa65 °C erhitzt und sehr langsam auf 3Z abgekdhilt.
Nach Erreichen der 37C wurde der Ansatz fir eine weitere halbe Stunde bei dieser
Temperatur inkubiertAnschlieBendvurde der gesamte Ansatz chemischkompetente
D H 5 Uir pACE oder PiZellen fiir pDK transformiert Kapitel 2.2.1.5 und auf
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die entstanden Kolonien
wurden mit Hilfe der Kolonid?CR Kapitel 2.2.1.9 auf positiveErgelmisseuntersucht.

2.2.1.4.3 Fusion

Mit dem Vektorensystem von ImrdBerger ist die Erzeugung von €o
Expressionglasmicen auf verschiedenste Weise mdglich.a. mittels derCre-LoxP
Reaktion.Diese ist mdglichda ®wohl der Akzeptorvektorals auch der Donorvektor

34 bp langeLoxP-Stellenenthalten Die Cre-Recombinas&atdysiert die Rekombination
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und ermoglichsodie Fwsion von Akzeptor mit Donor. Hierfur wurden Akzepitasmid
mit dem gleichen molaren Teil Donorplasmid gemischt und miCdeiRecombinasbei
37 °C fiir 1 hinkubiert. Der gesamte Ansatz wie inchemisckk o mp et en{ie DH5 U
negativ Zellen) transformiert und auf Agarplatten minem Antibiotikum

korrespondierend zum Dorgasmid ausplattiert.

2.2.1.5 Transformation in E. coli

Mittels einer Transformation kann FreridNA in kompetente Bakterienzellen
(z.B. E.cdi DH5U, Pi r LC )oethgebrach? werddrZum einenkann eine
Transformation mittels Hitzeschoakfolgen:Durch die Behandlung mit Calciumchlorid
wird die negative Ladung der Bakterienmembran maskigrd die negativ geladene
DNA kann somit besser afgenommen werdenZum anderenkann DNA durch
Transformabn mittels Elektroschock iBakterienzellen eigebracht werden. Durch das
Anlegen einer hohen Spannung fur einige Millisekunden kénnen sich Mepoloean
offnen und so die PlasmidNA in die Zellengelangen.

Es wurdein dieser Arbeitnur die Methode der Transformation mittéfstze-
schock verwendet. Hierfur wurde 1100 ng DNA zu einem Aliquotchemisch
kompet entcer RriZéllénilir die Plasmidamplifikation undRosetta2(DE3)
Zellen fur die ProteinexpressigegebenDiese Zellsuspeson wurde fur 30min auf Eis
inkubiert. Nach eiam Hitzeschock (30 s bei 4Z) wurden dieAliquots fur 2 min auf
Eis gelagert. Die Bakterien wurden i@@ul SOGMedium aufgenommen und flrh bei
37 °C unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die transformierten Zellen auf LB
Agarplatten mit eiam entsprechendeAntibiotikum als Selektionsmarkeausplattiert
und Uber Nacht bei 37C inkubiert.

2.2.1.6 Kolonie-PCR

Ligation, Annealingals auch di¢-usionsreaktiozur Herstellung deExpressions
und CoeExpressionsvektoremurde mittels KoloniePCR kontrolliert Hierfir wurden
Einzelkolonien von der LBAgarplatte inje 10 el PCRMix (Tabelle2.7) als Matrize
gegeben. AnschlielRendurde die Matrizemit dem Arbeitspogramm ausTabelle 8

vervielfaltigt und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.
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Tabelle 2.7: Pipettierschema fiir die Herstellung de?CR-Mix.

Reagenz Konzentration Mengen fur
10 ul Ansatz

dNTP 5mM 80 uM

5 -®rimer (T#Promotor) 100 pmol/ ul 0,3 uM

3 ®rimer (T#Terminator) 100 pmol/ ul 0,3 uM

Puffer 10 x 1x

TagPolymerase 5U/¢e | 125U

Wasser zu 10ul

Zur Vervielfaltigung warden25 Zyklen aus Deaturierung, Primerhybridisierung

und Elongatiorverwendet

Tabelle 2.8: PCR-Programm zur Durchfiihrung der Kolonie-PCR.

Zeit

Schritt Temperatur
initiale Denaturierung 95°C
Denaturierung 95°C
Primerhybridisierung 50°C
Elongation 72°C
finale Elongation 72°C
Ende 4°C

300 s
30s
30s
100 bp/min
300 s
b

2.2.1.7 Mutagenese

Mutationen wurdenin einem einstufigerWerfahren durchgezielte Mutagenese

nach Zheng et al. (20047 eingefithrt Die Primer fir die Mutagenese wurden so

geplanf dass die Mutat

i onen

-BEndenundenht entes @ v i

Basen AEwndeentdetteingefligt wurdenZusatzlich wurde beachtet, dass der

Primera m -Bhde mit 8 nichiibetappenden Basen eeid

Tabelle2.9: Pipettierschema fiir PCR-Anséatze.

Reagenz Mengen
dNTP, je 5 mM 200 uM
5 ®rimer, 10 uM 0,4uM
3 ®rimer, 10 uM 0,4uM
Puffer, 10x 1x
DNA-Matrize 50 ng
PfuPlusPolymerase 7U
ddH,O zu25ul

er
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Die Reaktionsansatze wurden wie irabelle 2.9 aufgefuhrt pipettiert und
anschlieBend mit dem Programm diabelle2.10 vervielfaltigt.

Tabelle 2.10; PCR-Temperaturzyklus fiir Mutagenese.
Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Hybridisierung 50 °C 30s 25
Elongation 72 °C 750 kp/min
Elongation 72°C 30min 1
Ende 4°C b

Die Matrizen fir die Mutagenese wurden alasn’-Stammen isoliert und liegen
im Gegensatz zu dem vitro replizierten Plasmiden methyliert vor. Nach der PCR
wurden die Matrizen durch die methylierungsspezifische Endonuklease Dpnl fur 4 h bei
37 °C verdaut. Somit bleiben ausschlief3lich neu generliasmide zuriick. Der gesamte

Ansatz wurde ifE. coliDH5U transformiert.

2.2.1.8 Préaparation von Plasmid-DNA

Bei einem positiven Ergebnider Kolonie-PCR wurde zur Amplifizierungles
mdglichen Expressionsvektors ein Flissigmediunm diéser Kolonie angeimpft. Die
Kultur wurde in20 ml LB-Medium mit Antibiotika tbeNacht bei 37C unter Schitteln
vermehrt.Die Zellen wurdenanschlielBenddurch Zentrifugation 0000 x g, 10 min)
geerntet Die Reinigung der PlasmidNA erfolgte mit demQIAprep Spin Miniprep Kit
entsprechend den Herstellerangaldeabei werden di&ellen durch alkalische Lyse in
Gegenwart dePeterges Natriumdodecylsulfat§DS aufgeschlossen. Danach fand die
Trennung der PlasmiDNA von denprazipitiertenBestandteilen der Zelli.B. chramo-
somale DNA, Lipide, Proteine) durch Zentrifugierstatt. Im Anschluss wurde die
PlasmidDNA selektivan eine SilicamatrixgebundenNach dem Waschen der Membran
wurde die PlasmiDNA mit TE-Puffer eluiert.

2.2.1.9 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der BNerfolgte photometrischhei 260nm mit
dem NanoDrop Spectrophotometddie Basen der Nukleinsduren besitZesi dieser
Wellenlangeein Absorptionsmaximum. Eine Absorption vonbgi dieserWellenlange
entsprichh ca. 50e gm doppelstrangigeD N A , 3mi einzaistrangiger DNA oder
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40e g RNA. Die Reinheit der DNAProbe wurde Uber denKoeffizient AgsdA2so
bestimmt Bei einem Wert von ca. 8 liegt die DNA rein vor.Um die Linearitat der
photametrischerMesaing zu gewaltieisten wurdenDNA-Probenso verdinnt dass die

Absorpton zwischen 0,1 und 1,0 liegt.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Expressions-und Loslichkeitstest

Sowohl de erzeugterEinzelkonstrukteals auch die Gé&xpressionskonstrukte
wurden im kleinen Malflistabauf ihre Expression und Loslichkeit inE. coli
Rosetta? (DE3) Zellen getestetHierfur wurdeneinige Kolonien ir2,5 ml Medium Imit
geeigneten Antibiotika bis zu einer @pvon 1,0 kultiviert. Die Kultur wurde mitlem
gleichenVolumenMedium 2mit geeigneten Auibiotika verdinnt.Induziert wurden die
Kulturen mit 0,2 mMlisopropytb-D-thiogalact@yranosid(IPTG) und danach bei 17C
fur 13-16 Stunden inkubiert.

Nach der Expression wurdetie Zellen durch Zentrifgation fur 15 min bei
20000x g und 4°C geerntet. Br Uberstand wurde verworfemd das Zepellet inPBS
Lysispuffer resuspendiertDie Bakterienzellerwurden durch wiederholtes Einfrieren in
flissigen Stickstoffind Auftauenim Heizblockbei 37°C aufgeschlossemanach wurde
die Suspensiofiir 15-40 min bei 4°C und 20000 xj zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit Co®*-lonen beladendeNTA-Beads(Proteine mii Histidinanke) oder GSHBeads
(Proteine mit GSFAnker) fur 1,5h bei 68 °C unter stdandigem Mischenkubiert. Die
Beadswarenvorab in TeExPuffer &quilibriert Das Zellpellet wurde n 1 ml Wasser
resuspendiert. 1Al Probe wurden mit 27,/ Wasser und 12,61 SDSProbempuffer
vemischt und fur nin auf 95 °C erhitzt Die Beadswurden bei 4°C und 10X g fur
1 min zentrifugert. Der Uberstand wde vorsichtigentferntund arschlieRend di@eads
mit 1ml TeExWaschpffer resuspendiert AnschlieBend wurde sie nochmals
zentrifugiert und der Uberstand wiederum aspiriert.

Schlussendliclwurden dieBeadsmit 30 pl SDSProbenpuffer versetaind fur
5min auf 95 °C erhitzt Die gesamte Testexpression wurde mittels -FDBSE
analysiert. Hierfir wurden SDSProben vor und nach der Induktion mit Prolder

|6slichen und unléslichen Fraktionen verglichen.
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2.2.2.2 Proteinexpression

Losliche Einzelkonstrukte oder GBExpressionskonstruktevurden in E. coli
Rosetta? (DE3) Zellen exprimiert Zunatst wurde eine Vorkultur (0,02 des End
volumens)ausmehreren Einzelkolonien LB-Medium tber Nacht bei 37C angesetzt.
Diese Vorkultur wurde benutzt um eine Expressionskultuvon 2xLB-Medium areu
impfen, welcheunter stadndigem Schitteln bei 3C bis zur einerODgy von 0,81,0
inkubiertwurde

Die verwendeta LB-Medien fur die Vorkultur und die Expressionskultent
hielten Ampicillin (100 mg/l) und @loramphenicol (34 mg/l) fur die Expression von
Einzelkonstruktenund zusatzlich Kanamycin (50 mg/l) fur die Eapression um zu
gewahrleisten, dass sich nur Bakterienzellen mit dem Expressionsvektor und dem
pRARE2Vektor vermehren konnteriVor der Induktion mit0,2 mM IPTG wurde die
Kultur 30 min bei 6 °C abgekihlt. Die Expression des Zielproteins erfolgte Gber Nacht
bei 17°C unter standigem Schitteln.

Nach der Expression wurden diell2a durch Zentrifugieren fir 10nin bei
6500x g und 4°C geerntet. Der Uberstand wurde werfen und die Zellen entweder
sofortaufgeschlossen und weiter verarbettéer mit flissigen Stickstoff schagéfroren

und bei-20 °C gelagert.

2.2.2.3 Proteinreinigung

Das Zellpelletder Expressionskultur wurde in PRSsispufferresuspendieri/or
demZellaufschluss durch den Fluidizemrde die Suspensiananuellhomogenisiert. Im
Fluidizer werdendie Zellen durch entstehen&eherkréafte in der Scherkammigsiert
Mittels Zentrifugationwurden dieunldslichen Bestandteile bei°@ und 68000x g fur
70 min von denloslichen Protein@ im Uberstand des Lysatgetrennt Zur Entfernung
verbliebeneSchwebstoffevurde der Uberstand filtriert.

Die Proteinkonstrukte enthielten einerté&tminalen Heptadistidinanker der die
Reinigung mittels einer Metallaffinitatag@ ermdoglicht.Die Matrix (SiO;) der ver
wendeten Ni'-Beadsist mit IminodiessigsauréIDA)-Resten funktionalisiertdie mit
zweiwertigen NickelioneNi**) beladen wurde

Die Reinigung der Einzelkonstrukte oder-Erpressionskonstrukte erfolgsauf
einer Gravitationsséule mit ca:3Lml Ni**-Beads Die Beadswurden vorab mit Puffer
W, &aquilibriert. Durch die Interaktion der Nickeihen mit dem Imidazolring der
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N-terminalen Histidine wurde das Zielprotein beim Beladen der Suflelem Saulen
materialzurickgehaltenUnspezifisch wechselwirkende Proteine wurden durch Waschen
mit jeweils 10Saulenvolumen (SV) volRuffer Wy, Wy und W, entfernt Die Elution
erfolgte mit zweimal 3SaulenvoluminaSV) Puffer B und einmal 3 SV Puffer £
Fraktionen mit denpotenziellenZielprotein wurden mittels SD8AGE identifiziert und
vereinigt. Die Konzentrationsbestimmung der Fraktionen mit Protein erfolgte photo
metrischbei 280nm.

Der Histidinanker wurde beieth Proteinkonstrukten durchEV-Protease (ing
Protease du3 mg Protein) abgespalteDer Verdau erfolgte Giber Nacht beP@ in der
Dialysemembran(MWCO 60068000) gegen denDialysepuffer. Gleichzeitig wurde
durch Dialyseadie Konzentration des Imidazols verringert.

Das vedaute Protein wurde mittels einer wede Metallaffinitdtssaulevon der
verwendetdProteaseyunverdautem Proteiand abgetrennte Histidinankergetrennt. Die
jeweiligen Fraktionen wurden mittels SBPRAGE analysiert, um die Fraktion mit dem
Zielprotein zu identifizieren. Diese Fraktionen wurdemreinigt und mittels Ultra
filtration (10kDa Ultrafiltrationsmembran) auf ein adaquates Volumen (2% veer
wendeterGrol3enasschlusschromatograplsi&ulg konzentriert

Die Reinigung wurde mit eingsrol3enasschlusschromatographaogeschlossen.
Hierbei werden Molekile nach ihrem hydrodynamischen Radius getrennt, d.h. grol3e
Molekile eluieren eher von der Séaule als kleinere. Das Prinzip basiert auf der
unterschiedlichen Permeation der Molekile in das pordse Tragermaterial mit definierter
PorengroRe. Diedule wurde mitl SV Gelfiltrationspuffer (abhangig vom wsendeten
Proteinkonstruktiaquilibriert und das Protein il SV eluiert. Die gesammelten Frak
tionen wurden mittels SDBAGE analysiert. Die Fraktionen mit dem gr6é3ten Reits
gradund der hoclstenHomogenitatwurden vereinigund mittels Ultrafiltration (1&Da
Ultrafiltrationsmembraj konzentriert. AnschlieRend wurde das Protein aligup mit
flissigem Stickstoff schockgefroren und B&0 °C gelagert.

2.2.2.4 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamidgelelektrophor@&GE) erméglicht Ausagen
Uber die Zusammensetzung und die Reinheit einer Proteinprobe. Das impRiftdren
enthaltene SB ist ein anionischeSetergensnit starkendenaturierenden Eigeohafta.
Durch Hitzedenaturierung im Beisein von SDS werden die Sekundér und
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Tertiarstrukturerder Proteineaufgeldst und das Protein seine lineare Form uberfuhrt
Weiterhin lagert sich SDS an das Protem(etwa 14 g/g Protein) und maskiert dessen
intrinsische Ladung. Alle Proteine werden so in Abangigkeit ihrer Grol3e negativ
geladen undkénnen dadurchm elektrischen Feldanhandihrer Gré3eaufgetrennt
werden

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 15%iges Trenngel verwendet, das nach
Polymerisation mit mem 5%igen Sammelgel Uberschichtet wurde. Das denaturierende

Gel war folgendermal3en zusammengesetzt:

Tabelle2.11 Zusammensetzung eines Polygaylamidgels.
Komponente Sammelgel Trenngel
ddH,0 1,43 ml 1,40ml
Sammelgelpuffer 0,62ml
Trenngelpuffer 1,46ml
30% (w/v) Acrylamid 0,42ml 2,92 ml
10% (w/v)SDS 25,0 ul 58,3 pl
10% (w/v) APS 20,0pl 50,0 pl
TEMED 2,5u 5,0 pl

Die Proteinproben wurden mit vierfachem SB&benpuffer versetzt, fi& min
bei 95 °C erhitzt und im Anschluss auf das Galfgetragen. Die Gelektrgphorese
wurde bei B0 V fur etwa 40min durchgefihrt. Als nachstes wde das Gein Losungl
kurz aufgekocht. Diese Losung wurde verfen. Auf das Gel wurde Losurlggegeben
und anschlieBenadochca. 1 ml der Lésung Binzugetigt

Die SDSGele wurden imLAS-4000 Geldokumentationssysterngelichtet.

2.2.2.5 Seleno-L-Methionin markiertes Protein

Eine Methode zur Bestimmung von Proteinkristallstoéh ist die Herstellung
SeleneL-Methionin (SeMet) markierter Proteine. Der Einban gehweren Atomen, z.B.
Selen statt Schwefein ein Protein fuhrt zweiner anomalen Dispersion der Réntgen
strahlen, d.h. Unterschiede irerdintensitat der Frieddtaar€?®. Diese Unterschiede
konnen mit Hilfe eines MAEExperiments rfiultiple wavelentp anomalous dispersidpn
zur Lésung der Kristallstruktur benutzt werd@um Enbau von SeMet mugedochder
endogend/ethionin-Syntheseweg inhibiererden

Die Expression des SeMastarkierten Proteinkonstrukts erfolgten E. coli
Rosetta?2 (DE3) Zellen Zunachst wurde eine Vorkultur2@0 ml LB-Medium mit
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Ampicillin (100 mg/l) und loramphenicol(34 mg/l)) mit mehreren Klonien Uber
Nacht bei 37C angeimpft. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren fiumii@ bei 3300
x g und 4°C geerntet. Der Uberstarvdurde verworfen und die Zellen in @0ml M9-
Medium resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden gleichmalig auf furg steril
Erlenmeyerkolben mit je zweliter M9-Medium mit einem Zusatz von mMpicillin
(50mg/l) und loramphenicol(17 mg/l) verteilt und unter standigem Schutteln bei
37 °C bis zu eineODgyovon 0,6 (LogPhase deBakterienwachstumsnkubiert

Nach dem Erreichen der Ldghase wurdeder Kulturdie Aminosaureriysin,
Phenylalaninund Threonin in einer Konzentration von je 100 /ingowe Isoleucin,
Leucin und Valin in einer Konzentration von je 50/hgnzugegebenDurch die Zugabe
dieser Aminosauren iwd die Biosynthese von Methionin inhibiedann wurde die
Kultur bei 4°C fur 30 min abgekihlt.Vor der Induktion mit0,2 mM IPTG wurce der
Kultur SeMet in einer Konzentration von 60 mg/l zugegeben. Die Expression des
Zielproteins erfolgtétr 18 h bei 17°C unter standigem Schutteln.

Die Reinigung markierter Proteine wurde analog zummarkiertenProtein
(Kapitel 2.2.2.3 durchgefthrt.

2.2.2.6 Co-Sedimentationsexperiment

Zur ldentifizierung voninteraktionen zwischen Proteinen und Lid/tmbranen
wurden Co-Sedimentationsexperimentmit FolchVesikeh durchgefiihrt. FolctLipide
sind Extrakte ausRinderhirn und enthalteeine Mischung der wichtigsn natirlich
vorkommenden Lipid€2* Zur Herstellung der Vesikeburde zunachst dasrganische
Lésungsmittel der FoleMixtur unter einem Stickstofffluss evaporiert. Danach wurden
die FolchLipide unter Vakuum fir mindesterdsh getrocknetum Losungsnitelreste zu
entfernen Die getrockneten Lipide wurden mit Vesielffer zu ener finalen
Konzentration von 4ng/ml versetztund fur 15min bei Raumtemperaturehydriert.
Anschlie3end wurden sie in kurzen Intervaliereinem VortexSchittler geschuttelEs
folgten 10 Zyklen Einfrieren/Auftauen im Wechsewischen -78 °C und 37 °C.
Unilamellare Vesikel wurdenaus dieser multilamkdren Vesikelsuspension mittels
Extrusion durchPolycarbonatMembranen mit unterschiedlichen Porengrof3en (800, 200,
100, 50 nmhergestellt.

Fur die Zentrifugationwoben wurden 80uM Protein in einem Volumen von
40 pl mit FolchVesikeln gemischt. Es wurden unterschiedlichesik&konzentrationen
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(0,5 bis 20 mg/ml) sowie verschiedene Durchmesg®&0 bis 800 nmyerwendet Nach
einerzehmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden Elreben fur 15min bei
70000rpm (213483 xg) und 20°C zentrifugiert. Nach der Sedimentation der Vesikel
wurden 28 pl des Uberstandes in ein frisches Reaktionsgefa tberfiihrt und mit 10 pl
4xSDSProbenpuffer versetzt. Der restliche Uberstand wurdevoréen. Das Pellet
wurde in 40ul VesikelPuffer resuspendierim Vortex geschuitteltund 28 pl er
Suspensiommit 10 pl 4xSDSProbenpuffer versetzt. Alle SBoben wurden fur funf

min bei 95°C erhtzt.

2.2.2.7 Pulldown-Experiment

Zur Untersuchung von ProteProteininteraktiorenwurden die Einzd&lonstrukte
als GSTProtein oder als HisProteinin E. coli Rosetta ZDE3) Zellen exprimiertDabei
diente das GSProtein alsbait (KoderProtein)und das HisProtein alsprey (Beute
Protein) Hierfiir wurden einige Kolonien in Medium 1 ngeeignetem Ankiotikum bis
zu einer Oy von 1,0 kultiviert. Die Kulturmenge wurdso gewéhlt, dassait und prey
vergleichbare Gesamtexpressionslevel aufweiSach Errechen der ZielOD wurde die
Kultur mit der gleichen Menge Medium 2 mgeeignetem Ankiotikum verdinnt.
Induziert wurden die Kulturen anschlieend mit 0,2 mM IPTG und danach Bé fiif
13-16 h inkubiert.

Nach der Expression wurden die Zellen durcmt@figieren fur 15min bei
20000x g und 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
HEPESLysispuffer resuspendierZunachst wurde nur mit den Pellets der @%dteine
weitergearbeitetDie Zellen wurden mittels Ultrascha(R0% Amplitude, 45s) auf
geschlossen. Die unl6slichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 20900 x
und 4°C entfernt. Der Uberstand wurde auf G8eadsgegeben und fir 1/sbei 68 °C
unter stdndigem Mischen inkubiert. Deadswurden vorab mit BSA7 mg/ml) in
kubiert um unspezifische Membranbindungu minimieren und anschlie3enchit
HEPESWaschpuffeaquilibriert.

Nach der Inkubatiomit dem GSTProteinwurden dieBeadsbei 100 xg und
4 °C fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtigtfernt und anschlieRend
die Beadsmit 1 ml HEPESWaschpiffer resuspendiert. Anschliel3end wurde sie roch
mals zentrifugiert und der Uberstand wiederum aspiriert. Diese Proradde noch

zweimal wiederholtum ungebundenes Protein zu entfernen.
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Danach wude der Uberstand der HRroteine auf die GSiBeadsmit GST-
Protein gegeben und fiur 3 Stunden bé°€ unter standigem Mischen inkubiert. Die
Beadswurden im Anschluss bei 100gund 4°C fiir 1 min zentrifugiert.Der Uberstand
wurde vorsichtig entferntnd anschlieBend diBeadsmit 1 ml HEPESWaschpffer
resuspendiert. AnschlieRend wurde sie nochmals zentrifugiert und der Uberstand
wiederum aspiriert. Diese Prozedur wurdecmosechs bis 15mal wiederholf um
ungebundenes oder schwach gebundenes Pmi@ntfernen.

Zum Schluss wurden diBeadsmit 15 ul SDSProbenpuffer versetzt unfiir
5 min bei 95°C erhitzt Die Proben wurden auf einem S| aufgetrennt unBroteine
mittelsWesternBlot und Immumletektion analysiert.

2.2.2.8 Western-Blot und Immundetektion

Fur die Immundetektion von Probein durch Antikdrper wurderProtein
enthaltende Proben zunachst in einem SDSGel nach ihrer GréfReaufgetrennt.
Anschlielend wurderdie Proteine aus dem SBZel auf einePolyvinylidenfluorid
(PVDF) Membran imNassVerfahren tbertragen. Die Membran wurde fur den Transfer
fur 30 s in 100% Methanol aktiviert. Fasertuch uniteFpapier wurden iffransferpuffer
getrankt.Der WesterrBlot Tank wurde mit Transferpuffer gefillt unerdTransfer bei
100 V fur 65min durchgefuhrt.

Nach dem Transfer wurd#ie Membrarmmit 3% Milchpulverin TBST-Puffer fur
3 h inkubiert. Dadurchwerden freieBindungsstellen auf der Membraabgesattigt
Danach wurde die Membran einmal mit 30 ml TBB#fer und dann zweimal mit je
30ml PBS fur je5 min gewaschenZur Detektion der Hi$’roteine wurde die Membran
fur 90 min mit einem AntiTetraHis-Antikorper (1:1000 in PBS mit 28BSA) inkubiert.
Danach wurde die Membran wie zuvor gewaschen. Danach folgte die Inkubation mit dem
Anti-MausHRP-Konjugat (1:300 in TBST mit 3% Milch) fur eine Stunde. Die
Membran wurde wiederum wie zuvor gewaschen.

Die Membran wurde furl min mit 400 ul ECL-Reagenz inkubiert, und die
Chemilumineszenz wurde im LAS00 Geldokumentationssystem detektiert. Die

Belichtungszeit variige je nach Signalstarke zwisch2nnd 30 min.
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2.2.3 Biophysikalische Methoden

2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgtetanetrisch bei 280 nm
mit einemNanoDrop Spekrophotometer. Die aromatischen AminosiufTyrosin und
Tryptophan besitzen bei dieser Wellenlanggn Absorptionsmaximum. Die
Konzentrationkann anhand der Absorptiofiber dasLambertBeer'schen Gesetar-
rechnet werden

. b (1)
© Tm

mit ¢ = Konzentration, A = Absorption, V]

Der theoretische Extinktionskoeffizient der Proteine wurde mit d&ogramm
ProtParam(http://web.expasy.orgfptparam)berechnet. Die Korentration der Proteine
wurde so gewahlidass die Absorption zwischernlQund 10 lag damit der Messereich
des Photometers linearar. Die Reinheit der Proteinprobe gibt der Koeffiziernss#A 260
an. Bei einem Wert von ca.7h kann angenommen werdergss dieProteirprobe frei

von DNA-Verunreinigungerst.

2.2.3.2 CD-Spektroskopie

Circulardichroismus(CD)-Spektroskopienutzt die Wechselwirkung optisch aktive
Substanzen mit polarisiertem Licitis Die CD-Spektroskopie findet Anwendunga.in
der Analyse derSekundarstruktur von Proteinen, we8ekundarstruktelemente
charakteristische CI3pektrerim fernen UV (186240 nm)aufweisenAbb. 7). Mit Hilfe
der CDSpektroskopie ist es auch mdglich, dmeermische Stabilitaeines Proteins zu
bestimmen. Hierbei wird ausgenutzt,dass sichab einer spezifischen Temperatur
(Schmelztemperatur)die Sekundarstrukturelemententfalten und somit sich das
CD-Spektrum signifikant andert.

Die Messungen wurdemit dem CD-SpektrometeChirascander FirmaApplied
Photophysicglurchgefiihrt Die Poteine wurden tber Nacht gegen -®@Dffer dialysiert.
Die Konzentrationder Proteinevurde durch UVAbsorption bei 280 nm bestimmt und
die Losungdann auR,5uM verdinnt.

Fur die Messungen derDESpektren wurden folgende Paraeretverwendet:
Stickstofffluss: 5 I/min, Temperatur: 20°C, Wellenldnge: 26A78nm in 0,5nm
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Schritten, Integrationszeit: 0,5s, Bandbreite: 0,5 nm, Wiederholungen: 10,
Kivettervy ol umen: 400 el , Schichtdicke: 1 mm.

&
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Abb. 2.1: CD-Spektren von Modellpeptiden (1-3) Spektren typischeBekundarstrukturen(1) a-Helix,
(2) b-Faltblatt, (3) ungeordnete Konformatio(-5) Effekt von Proteindenaturierung auf das
CD-Spektrum am Beispielvon Collagen (4) mit gefalteter dreifach Helix, (5) nach
Denaturierung®

Fur die Messungen des Schmelzpunktes wurden folgende Parameter verwendet:
Stickstofffluss: 3/min, Temperaturbeieh: 10 bis 90 °C in 2 °C Schritten,
Heizrate:2 °C/min, Wellenléngen: 222, 218, 208, 195 und 193 nm, Integrationszeit: 4 s,
Bandbreite: 0,5m, Kiivettenvoluren: H 0 €1, Sdmmcht di cke:

Die Subtraktion des Puffé8pektrums und di&urvenanpassung erfolgten mit
dem Analyseprogrammwon Chirascan

_ 4'QQQ 2)
Qaa w0 D

Mit d = Pfadlangdmm], c = KonzentratioM], Nas = Anzahl der Aminosauren

Die erhaltene Elliptizitat(mdeg wurde Uber Gleichung2 in die gemittelte
residualeE | | i p tuingeiedhdeDie Herleitung der verwendeten Formel ist in einer
Ubersichtsarbeitvon Greenfielft*® beschriebenDie Dekonvolution der CESpektren
wurde auf dem DichrowebSaver**® mit dem Algorithmus CDSSTE" und unter

Verwerdung deReferenzset 3 durchgefuhrt

2.2.3.3 Fluoreszenz-basierte Bestimmung der Thermostabilitat
Die Fluoreszenbasierte Bestimmung der Thermostabilitdtich als Therma
Fluor-Experimentbezeichnetist eine schnelle unéffiziente Methode zur Bestimmung

des Schmelzpunktesines Proteis Diese Methode kann im 96er Fornwairchgefuhrt
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werden und ermoglich so einen hohen Durchsatz an Bedingungen. Durch die Ermittlung
geeignetePuferbedingungen kano.a.die Qualitat und Quantitat der Protieerstellung
erhoht werden. Weiterhin kann sich durch die Erh6hung der Tis¢abyibtét des Proteins
oder Komplersauch die KristallisierbarkeiterbesserH?®

Das Thermd-luor-Experiment wrde mit den ReatTime PCR Gerat (CFX96)
von Biorad durchgefuhrt Die Ansétze wurden wie in Tabell2.12 hergestellt.
AnschlieBendvurden dreimal 20 pl Ansétze luftblasenfrei pipettiert. Die Ansétze wurden
von 20bis 95°C in 0,5°C Schritten erhitzt.

Tabelle2.12: Pipettierschema fir ThermoFluor
Reagenz Mengen

Protein 20-100 pM
SYPRO Orange (8x) 10,0
ThermoFluorPuffer (4x) 20,0 pl

1 M HEPES, pH 7,5 1,6 pl

ddH,O zu8opl

2.2.3.4 Statische Lichtstreuung (SLS)

Die statische Lichtstreuung (SLS) ermoglichie Bestimmung der absoluten
mittleren Molekularmasseaind desoligomeren Zustan@s eines ProteinsFur diese
Methode wird eine analytische GelfiltrationssauleSuperdex20d”  10/300
(GE-Healthcarg mit einem Detektor fir Lichtstreuung bei einem Winkel vor®°9
(RightAngle Light Scattering(RALS)) und einem Refraktometer kombiniefusatzlich
wurde derUV-Detektor der FPLEANnlIage verwendetum die Proteinkonzentrationen zu
bestimmenAuf die mit GRPuffer 3aquilibriert Gelfiltrationsséaule wurde zwischen 300

und 600 ug Protein gegeben.

2.2.4  Proteinkristallographie

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins kann mittels Rontgensanétyse
bestimmt verden. Hierfir missen dieroteire in reiner undkristalliner Formvorliegen.
Proteinkristalle kbnnen aus einébersattigten Losung entstehen, die durch Konzen
trationserhohung des Prazipitans oder des Proteémngestellt wird. Dabei wird die
Loslichkeitsgrenze des Proteikaentrolliert Gberschrittenund es kommt im Idealfall zur

Entstehung von Kristallisationsknen undanschlieBencur Kristallisation.Die Suche
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nachgeeigneten Bedingungen berubf dem Prinzip von Versuch und Irrtum. Nach der
erfolgreichen Kristallisation werden Rontgenbeugungsdaten aufgenommelneiied

ein Rontgenstrahl am Proteinkrifitgebeugt. Auslenintensitaten der BragBeflexeund
nach Bestimmung der Phasen kann eeiBlektronemlichtekarteberechnetwerden. Die
Interpretation der Elektronendicht&ihrt zu einem atomaren Strukturmodell, das
abschlieBendegen die experimentellé@atenverfeinert wird™?!

2.2.4.1 Kristallisation mittels Dampfdiffusionsmethode

In dieser Arbeit wurde die Methode der Dampfdiffusion mitsgng-drop und
hangingdrop verwendetum die Konzentrationvon Protein undPréazipitars langsam zu
erhohen Hierfir wird ein kleines Volumen konzentrierter Proteinlésung mit dem
gleichen Volumen Reservoirlosung gemischt und gegen ein grol3eres Volumen unver
dunrter Reservoirlésung inkubierfAbb.2.2). Im Tropfen ist die Konzentration des
Prazipitans nur halb so grol3 wie Reservoir. Deswegen verringert sidhrch Dampf
diffusiondas Volumenund die Konzentration an Protein und Prazipitans erhdht sich

Um geeignete Bedingungen fur die Kiristallisation zu finden, wurdeHeich
durchsatzverfahren mit defristallisationscrees The Anions Suite, The Cations Suite,
The Classics Il Suite, The Classics Suite, I88G+ Suite, The PACT Suitelhe
pHClearll Sute und The pHClear Suitevon QIAGEN durctgefihrt. In diesem
Verfahren wurden viele verschiedene Krissationsbedigungen getestet.dbei wurden
Parameter wie z.B. die Art und die Konzentration des Prazipitans, dé&/grtund die
lonenstarkesystematischvariiert. Fur das Verfahren wurde dgtting-drop-Methode
verwendet Abb.2.23). Die verschiedenen Bedingungen rden in einer
Kristallisationsplag mit 96 Kavitaten (Corning 355@etestetFur jedeTestbedingung
wurden 20 nl Proteinlosung mit200 nl Reservoildsung vermischt und gegen 75 pl
Reservoirlésung bei 2TC inkubiert.

Diejenigen Kristallisationsbedingngen des Hochdurchsatzverfahrebgi denen
die Proteine Kristallisationskeime oder Kristalle bildeten, wurdenhengingdrop-
Verfahren Abb. 2.20) verfeinert/optimiert.Die hangingdrop-Methode beruht wie die
sitting-drop-Methode auf der langsamen Konzativnserhbhung des Proteins im
Tropfen duch DampfdiffusionHierftr wurde fir jede Bedingunpul Proteinldsungnit
1 pl Resevoirldsung vermischt und gegen IDAl Resevoirldsungbei 20°C inkubiert.
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Abb. 2.2: Proteinkristalisation A) sitting drop-Methode B) hanging dropMethode.

Die Optimierung wurde in Flachbodgewebé&ulturplatten mit 24 Kavitaten

durchgefuhrtZiel derOptimierungwar esyereinzelt wachsende Kristaltel erhalten.

2.2.4.2 Datensammlung

Die optisch besten Einzelkristalleryurden mittels 0,1-0,3 mm Kryoschleién
(Hampton Research) gefisclm, flissigem Stickstoff schockgefroren und gelagert. Um
Strahlenschéaden in den Proteinkristallevie beispielsweise das Aufbrecheron
Bindungen und dieEntstehung beweglicher Radikale durcle dRéntgenstrahlen zu
minimieren wurden diesein einem trockenerstickstoffstrahl bei173 °C vermessen
Diese tiefen Temperaturen dienen dé&rmeidung von exzessiven Strahlungsschaden
wéahrend @s BeugungsexperimentBei diesen Temperaturen gefriert jedodas im
Puffer enthaltene Wasser. Dadurch entstehen mikrokristalline Eiskristalle, die den
Proteinkristall durch mechanischen Stress schadigen kdnnen. Zusatzlich erzeugen diese
Ei skristalle ein charakteristisches St
Informationsgehalt der Diffraktiobgder in bestimmten Auflésungsreichen verringern
kann. Aus diesen beiden Grinden werden Kristalle vor dem Einfrieren in eine sogenannte
Kryo-Losung dberfuhrt, welche einen Kryoprotektanden enthalt, der die Eisbildung
verhindert. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Kristalle sehr sensitiv bezlglich ihrer
chemischen Umgebung sein konnen. Diese wird natdrlich auch durch den
Kryoprotektanden beeinflusst, wodurch dieser unter Umstdnden schadlich fur den
Proteinkristall sein undm schlimmsten Fall zu einer Auflésung des Proteinkristalls
fuhren kann. In dieser Arbeit wurde als Standardkryoschutz Glyerin in einer
Konzentration von 20% (v/v) eingesetzin Verlaufe der Arbeit(Kapitel 3.1.3.3.1)
wurden auch andere Kryoprotektandetegtet.
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Hochaufldsende Datenséatze vwativensowie SeMetDerivatkristalenwurdenan
denBeamlines 14.1und 14.2desHelmholtzZentruns Berlin fur Materialien und Energie
und der Freien Universitat Berlinam Synchrotron BESSY)*?* aufgenommen. Die
Synchrotronstrahlung hat den Vorteil, dass Wellenlanige Bereich von @57 2,25A
(bei BESSY)fur das Diffraktionsexperimenfrei gewahlt werden kdnnerSomit sind
Messungen der anomalen Dispersion bei einer einzelnen Wellenlange (SAD) diiauch
mehreen Wellenlangen (MADY*® méglich. Die Indizierung, Integration und Skalierung
aller Diffraktionsdaten erfolgte mit dem XBBrogrammpakéet!

Die im Synchrotronerzeugten Rontgenstrahlen treffen auf den Kristall und-inter
agieren mit den Elektronen dAtome im Kristall, wodurch diese angeregt werden. Bei
der Riuckkehr in den Grundzustand wird Réntgenstrahlung in jede Ricabgegeben
Die von den AtomemrmittiertenRdntgenstrahlen interferieretabeimiteinander. Ob die
Strahlenin eine bestimmte Richhg ausgeloscht evden(destruktive Interferenz) oder
sie sich gegenseitig verstarken (konstruktive Interferenz) hangt vom Abstand der Atome
und vom Winkel a'*®! Die Bedingungen fiir eine konstruktive Interferenz wird durch
das Bragtgche Gesetz beschoen (Gleichung 3):

2dBing=n )

d = Abstand der Gitter eBenguonngs daWkledingrgsu & g s
Roéntgenstrahls

Zu einer konstruktiven Inte
ferenz kommt es also, wenn der Gal
unterschied zwischen den Strahlen,
unter dem Winkel-
barte Gitterebenen einfallen, eine
ganzzahligen Vielfachen de

verwendet en Wel | e
Dadurch entstehen Reflexe, die mit di

Abb. 2.3: Réntgenbeugungsaufnahme Vo) . ..
nativen Kristall von Vpsi8yr. bei Detektor aufgezeichnet werden konn

0,913 A und einer Auflésung von
o' 14A. (Abb. 2.3).

Jeder einzelne Reflex unseheidet sich in seiner Lage, Amptigi und Phase,
abhangig von derAnordnung der Atomeim Kristallgitter. Mittels ortsauflosender
Rontgemletektoen lasst sich die Lage ddseugungsreflexe und aus der Intensitir
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Reflexeermitteln die dem Quadrat der Strukturfaktoren proportional .siiié Phase-
beziehungen zwischen den Reflexggdoch kdnnen nicht experimentell gemessen
wer den. Es gi bt al so ei msmvohtpeplitudeanls aush AP h a

Phaseader Strukturfaktoretenétigt werdepum eine Elektronendichtekarte zu berechnen.

2.2.4.3 Phasenbestimmung durch multiple anomalous diffraction (MAD)

Um das Phasenproblem zu |osé&®nnen verschiedene Methodewerwendet
werden 1. Direkte Methoden, 2. Molekulare Ersatz, 3. Isomorphe Ersatz und
4. Anomale Dispersion**? Die direkten Methoden sindei Strukturen mit einer GroRe
von maximal 10-15kDa undbei einer Aufldsungbesser alsl,0 A anwendbar Beide
Bedingungen treffemicht auf die in dieser Arbeit relevanten ProteinfragmenteDzau.
Molekulare Ersatz kann nur angewendet werden, wenn bereits ein dreidimensionales
Strukturmodell mit hoher Sequenand Strukturhomologie vorhanden ist. Aus dars
dem Modell abgeleiteten Fasen und den gemessenen Amplituden kann dgine
Elektronendichtekarteler neuen Struktur konstruiert werden. Dies ist im Falle der
Proteinfagmenteder HOPS und CORVEUntereinheitennicht mdoglich, da keine
Strukturenvon homologen Proteinebekannt sindBei der Methode des isomorphen
Ersatzes wird der Kristall in Losungen von Schwermetallsalzen odganischa
Schwermetallverbindungeiberfiihrt. Die Schwermetalle diffundieren in den Kristall und
binden seitenkettenspezifisclan die Proteinoberflacheverschiedene Schweretalle
weisen dabei verschiedene Spezifitaten Baf.de Schwermetalle mehr Elektronais
die Atome des Proteins besitzatreuensie die Rontgenstrahlen viel starker. Durch die
Intensitatsunterschiede des nativen Datensatzagergleich zum isomorphen Datensatz
bei gleicher Wellenlange konnen die Positionen der Sctorme ermittelt werden.
Vorausetzung hieilir ist jedoch, dass et schweratomodifizierte Derivatkristall
isomorph zum nativen Kristait, d.h. keine Anderung an dstruktur oder Packung des
Proteinkristallsausweist*” Durch die Bestimmung der Schweratompositionen wird eine
grobe Abschéaung der Phasen flr die Proteinstruktur erlaubt. Bei Verwendung nur eines
Schweratomderivats wird dies als SKngle isomorpbus replacemeitbezeichnet, die
Kombination von verschiedenen Derikastallen als MIR fnultiple isomorphous

replacement
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Bei Beugungsexperimentem Kristallen, die keine schweren Atome enthalisn,
das Friedesche Gesetz gultiglem zufolgedie Intensitaten der Reflexe (h, k, I) identisch
zu den Reflexen-k, -k, -I) sind®™%, da diese durch Inversionssymmetrie miteinander
verknipft sind*®® Wenn schwere Atome wie Selen im Kristall vorkommen,
unterscheiden sich diese Intensitateneinanderwenn die Energieler Rontgestrahlen
grof3er istals die Absorpbnskante des Elementbe| Selen bei ca. 12 keV). Diese
anomalen Streuer besitzen die Eigenschaft, Rontgenstrahlung einer bestimmten
Wellenlange zu absorbieren und dann als anomale Straiiedgr abzugeben. Dadurch
erfahrt die Intensitat und die Phase eine Anderiig.wird als anomale Streuung oder
anomale Dispersion bezeichnet.

Das Phasenproblem in dieser Arbeit wurde mit Hilfe ohedtiple anomalous
diffraction (MAD) geldst. Dafir wurdedas Proteinfragmentpsl8.349 mit SeleneL-
Methionin, wie in Kapitel2.2.2.5beschrieben, markiert. Bei derAD-Methode wurde
ein hochredundanter ddensatz bei der Wellenlange d&bsorptiongante und beim
Wendepunkt von SeMet aufgenommdbdie Bestimmungder SelerPositionen die
Phasierung unddie initiale Dichtenodifikation erfolgte mit dem Programm
SHELXC/D/E**¥. Das erzeugte Modell aus dem SeNdettensatavurdedann wiedenm
als Templategenutzt um die Phase des nativen DatensatmasmolekularerErsatzzu

bestimmen.

2.2.4.4 Modellbau, Strukturverfeinerung und Validierung
Zunachst wurdedurch dasProgrammARP/WARP aus der nactiPhasierung
erhaltena Elektronendichtekarte ejpartielles Modell erzeugZzudem wurde das Modell
in wiederholten Zyklen ausVerfeinerung mit dem Programm REMAES! und
manueler Anpassungnit dem Programm COG#® vervollstandigt.
VerschiedeneQualitatskriterienermoglicheneine Bewertung des Modells und
Schitzen vor eingfeht oder Uberinterpretation wahrend der StrukeufginerungZur
Kontrolle der Strukturverfeinerung wird ein kleiner Teil der Daten derVerfeinerung
ausgeschlosseAus diesen Datewird der freie RFaktor (Ree) bestimmt. Der Rraktor
ist ein MalR3 fur die Qualitdt eines Modells, je kleiner &eWert ist, destobesser
entsprechen die berechneten den gemessenen Strukturfaktoramplituden. Durch den
Vergleich beider Rraktoren ist eine Abschatzung mdaglich, ob die Struktur verzerrt, d.h.
die Elektronendichten fehlinterpretiert wurd& Ebenso solltelie Abweichung von der
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idealen Stereochemie fiir die Bindungslangen nicht mehr als 0,02 A und fur die
Bindungswinkel nicht mehr als 4° ausmacHé&N.Der B-Faktor beschreibtdie Beweg
lichkeit der Atome im Kristallgitter und wird als kristallographiscA@mperaturfaldr
bezeichnet. Werte bis ca. 20entsprechen sehr starren und wohl definierten Strek.

Je hoher der Wert, desto schlechter sind die Atome durch die Elektronendichte
charakterisiert.

AbschlieBend wurdedas Proteinmodell mittels TLSMBVebservet*”) in TLS
(Translation/Libration/ScreyvGruppen eingeteilDas TLS Konzept geht davon aus, dass
Gruppen einzelner Atome als rigider Korper von den idealen Positionen des
Kristallgitters verschoben sind. Somit kann versucht wera@smand ded$-Faktors
einzelneDomanen und flexible Bereiche @ne Struktur zu definieren.

Die Validierung des Modells erfolgte mit Hilfe deslolprobity-Statistik
Webserves.**® Abbildungen des Modells wurden mit PyMOL generiefthe PyMOL
Molecular Graphics Syste, Version 1.7, Schrddinger LLC)
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3 Ctermi ater kovhipsB/Ps i1l

3.1 Ergebnisse und Diskussion

3.1.1  Expressions- und Loslichkeitstest der Unterkomplexe

Zur funktionellen undstrukturellen Charakterisierung der HOR®d CORVET-
Untereinheiten wurdengezielt Einzelkonstrukte Tabelle 6.1) entworfen und zur
arschlieBendebakteriellen Expressiom E. coliin einenpQlinkH-Plasmidkloniert Das
Augenmerk lagbeim Design auf vorhergesagteDomanengrenzen, identzferten
Interaktionsbereicii®®® sowie dem Vermeiden von unstrukturierten Berehien. Die
Kernuntereinheit Vpsll deiTetheringKkomplexe HOPS und CORVET wirdron
Strukturvorhersagen in drei Doméanen aufgeteitien Nterminalenb-Propeller, gefolgt
von einerU-SolenoidDoméane und abgeschlossemn einen C-terminalenRING-Motiv.
Die spezifische Untereinheit Vps39 des Komplexes HORS&Sst eine analoge

Domanenanordnurauf®” (Abb. 3.1).

A) — e

Vpsi1l 1 1029
715 1020
778 — 1020

B) D < — -
677 1023
875 — 1023
843 —— | ()49
875 — ] 049

Abb. 3.1: Doméanenarchitektur und Expressionskonstrukte vonA) Vpsll und B) Vps39 Zahlen
bezeichnen digerminalenAminosaurepositionen der Konstrukte. In grdie b-Propeller
Domane, in bladie U-SolenoidDoméaneund in orangalie RING-FingerDomane.

Nach erfolgreicher Kloierungsowie Verifizierung deiGensequenzewurden die
Einzelkonstrukte inE. coli Rosetta 2 (DE3) transformiert und zun&chst kiainen
Mafstab (Kapitel 2.2.2.1) auf Expression und Loslichkeit getdSitee Ubersicht tiber
den Fortschritt aller im Laufdieser Arbeit verwendeten Konstruk&t im Anhangin
Tabelle6.1 zusammengefasdBei denTestexpressionedieser Einzelkonstruktikonnten
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mehrerdoslich exprimierte Konstrukte déternuntereinheit Vpslidentifiziert werden,
|6slicheKonstrukte der HOPSpezifischen Untereinheit Vps39 dagegen nidfeiterhin
wurde festgestelltdas Einzelkonstrukte von Vpsll zwar l6slich exprimieren wiel
Proteinegereinigt werden kénneijeseaberdie Tendenz ze&n nicht stabil genug fur
Experimente wie z.BKristallisatiorsversuche zu seirDa leide Untereinheiteriiber

ﬁss, 98]

ihren C-Terminus miteinander

interagiere wurden  zusatzlich Co-
Expressiosversucheron Vps39 mit VpslHturchgefihrt, in der Hoffnung, dass durch die
Anwesenheit des korrekten Bindungspartn die Tendenz zur Selbstaggiteya

reduziert werden kann.
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77-1023 His—Vps39a., 1023

Abb. 3.2 Expressiors- und Loslichkeitstest der CeExpressionskonstrukte von Vps39 mit Vps11.

Die linke Halfte des Gel zeigt die Ergebnisse vonVps3%771023 (40 kDa) mit
His-Vpslli51000 (38 kDa), HisVpsllg1020 (37 kDa) und HisVpslly7gi00s (30kDa) und
die letzten sechSpurenHis-Vps3%77.1023 (43 kDa) mit Vpsliisi000 (37 kDa), Vpsll7g1020
(30 kDa) undVpsll7g100s (29 kDa).

Fir die CeExpression wurden die Einzelkonstrukdes dem pQlinkH-Vektor
entweder mit dem Histidinanker in den pAMektor oder aber ohne den Affinitarsker
in den pDKVektor kloniert und danach mittels CRekombinase fusioniert (Kapitel
2.2.1.4). Sokonnten beide Konstrukte mit gleicher Gendosis von gineinzelren
Plasmid inE. coli Rosetta 2DE3) exprimiert werden. iBse Herangehensgeise wurde
Co
Expressionsplasmide wurden wiederum im kleinen Mal3stab getestet, diesmal auf

gewéhlt, um moglichst homogene CKonstrukte zu erhalte Die

Loslichkeit und zugitzlich auf eine gemeinsame und gleichméaRige Expressesn
Genprodukte
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Durch die CeExpression von Vps39 mit VpslWurde es mdoglich, dass
Konstrukte von Vps39velcheals Einzelkonstrukte niclietektierbaexprimiert werden
konnten nun zusammen mit VA4 inléslichen Formzu gewnnen Anhand des Beispiels
von Vps39;7.1023Mit verschiedene®-terminalen Konstrukten von Vps11 ist deutlich zu
erkennen, dass das Expressionslevel destakte sehr unterschiedlich idefindet sich
der Affinitatsanker amVps1XkKonstruki so kann hauptsachlich dieses Konstrukt mittels
Beadsangereichet werdemas Expressionslevel korreliert hierbei stark negativ mit der
KonstruktlangeEine gleichmafige Expressi@on Vps39 und Vpsll-Konstruktist nur
mogilch, wenn sich dr Affinitatsanler am Vps3Xonstrukt befindet. Auch hier
entscheidet das Expressionslevel des Vgs&ddstrukts Uber die Expressionenge von
Vps39. Je kirzer das VpsKbnstrukt desto starker das Expressionslevel der beiden ¢

terminalen Bereiche zusammen

Abb. 3.3: Expressiors- und Loslichkeitstest der CeExpressionskonstrukte von Vps39 mit Vps11.
Die linken sechs Taschen reprasentieren die Ergebnisse von §ps39(17 kDa) mit
His-Vpslli51020 (38 kDa), HisVpsllrgiezo (37 kDa) und HisVpsllizgiges (30kDa) und
die letzten sechs Taschen fIps3%751023 (20 kDa) mit Vps1isi000(37 kDa), VPs1lgi020
(30kDa) und Vpsligiges (29 kDa).

Das gesamte Expressiomslel fiur die CeExpression konnte durch die
Verkirzung des Vps3B8onstrukts um kapp 200 Aminosaurerestweiter gesteigert
werden, jedoctauchnur bei Platzierung des Affinitdtsaeks am Vps3XKonstrukt Im
Gegemsatz zu Vps39r1023 ist aber eine geringe Anreicherung von Vps3fgzan den

Beadszu erkemen, selbst wenn sich deffiitatsanker am VpsliKonstrukt befindet.



