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1 Einleitung

Das Leben bendtigt Grenzen. Ein entscheidender Schritt in der Entwicklung des
Lebens war die Ausbildung von Hullen, welche es erlaubten, die Diffusion von
Reaktionsprodukten zu kontrollieren und somit Reaktionen unabhéngig von der
Umgebung ermdglichten.™™ 2 In der Evolution haben sich, mit Ausnahmen der meisten
Viren, Lipide als primérer Baustein dieser Barrieren durchgesetzt. Der Grund hierfur ist,
dass aus Lipiden gebildete Membranen sehr flexibel sind: durch Assemblierung kleinster
Bausteine konnen Barrieren unterschiedlichsten Ausmalies gebildet werden, sie sind
stabil und dennoch verformbar, und sie bilden eine Permeationsbarriere fur hydrophile
Stoffe. Im Laufe der Evolution wurden diese biologischen Barrieren immer komplexer.[!
Speziell durch den Einbau verschiedenster Proteine wurde es mdglich, die gesamte
Membran oder nur Teilbereiche durch gezielte Modellierung anzupassen. Ein Beispiel
hierflir ist die Einstllpung kleiner Membranbereiche als Vesikel, welche die Aufnahme
von extrazellularem Medium und somit Nahrstoffen ermdglichen. Auch gestatten
Proteine einen definierten Austausch von Reaktionsprodukten tber die Membran. In
Eukaryoten wurde das Prinzip der Reaktionsbegrenzung durch Membranen noch einen
Schritt weiterentwickelt: durch eine Kompartimentalisierung des Zellinnern mittels
interner Membranen wurden spezialisierte Bereiche abgetrennt, z.B. fur die Lagerung und
Verarbeitung der genetischen Information.’®! Dieses Membransystem bezeichnet man als

das Endomembransystem.

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 Golgi-Apparat als wichtige Weichenstelle des vesikuldren Transportes
sowie als Prozessierungsort 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 spielen.!!
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Abb. 1.1: Kompartimentalisierung der eukaryotischen Zelle. Schematische Darstellung der
Verteilung der Phosphatidylinositolphosphate (PIPs) an spezifischen Kompartimente. Zur
Vereinfachung werden nur die dominanten PIPs dargestellt. Abbildung nach [5-7].
Vergleiche auch Abb. 1.3.

Einzelne Kompartimente unterscheiden sich nicht nur durch ihr Inneres, sondern
weisen definierte Oberflachen auf (Abb. 1.1). Neben bestimmten Membran-(assozi-
ierten-) Proteinen, welche fir die Kompartimente spezifisch sind, unterscheiden sie sich
auch in ihrer Lipidzusammensetzung. Beispielsweise bildet 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, Abb. 1.1). PIPs unterscheiden sich in
Anzahl sowie Position der Phosphatgruppen am Zucker. Spezifische Kinasen und
Phosphatasen erlauben somit dynamische Umwandlungen. ©

Damit die Zelle als Ganzes funktionieren kann, missen die einzelnen Kompar-
timenten miteinander kommunizieren. Eines der Hauptkommunikationsmittel ist der
vesikulére Transport, durch welchen Metabolite, Proteine als auch Lipide zwischen den

einzelnen membranumschlossenen Kompartimenten ausgetauscht werden kénnen.

1.1.1  Vesikuléarer Transport

Der vesikulare Transportweg beruht auf kleinen Membranbléschen welche von
Donormembranen abgeschniirt, dann entlang des Zytoskeletts transportiert, um schluss-

endlich gezielt mit einer Akzeptormembran verschmolzen zu werden (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2:  Schematische Darstellung des vesikularen Transports. Abbildung nach [6, 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 Vergleich zur Kompartiment- bzw. Donormembran eine hohe Krimmung auf,
welche energetisch ungunstig ist. Die Bildung der Vesikel kann somit nicht spontan
erfolgen. Initiatoren sind integrale Membranproteine, sogenannte Rezeptoren, welche
sowohl mit I6slicher Fracht als auch mit Hullproteinen, vermittelt Uber Adapterproteine,
interagieren und diese lokal konzentrieren. Die Hillproteine stabilisieren bzw. induzieren
die hohe Krimmung der Lipidmembran. Die schlussendliche Abschniirung (Budding) des
Vesikels erfolgt energieabhangig durch spezialisierte Proteine. Auch wenn der generelle
Mechanismus gleich ist, so unterscheiden sich die einzelnen involvierten Proteine je nach
Ziel und Transportweg. Bei den Transportwegen werden endozytotische, biosynthetisch-
sekretorische sowie lysosomal/vakuolare Transportwege unterschieden. Insbesondere die
verwendeten Hullproteine sind fir die jeweiligen Transportwege charakteristisch.

Der endozytotische Weg zwischen Plasmamembran und friithem Endosom, sowie
zwischen trans-Golgi und frihem Endosom, verwendet das Hdullprotein Clathrin
(Abb. 1.3). Die Kkleinste Untereinheit der Clathrin-Hdlle (coat) ist ein Hexamer aus drei
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leichten Proteinketten mit je 25 kDa sowie drei schwere Ketten mit je 190 kDa.
Zusammen bilden diese eine “Dreibein“-Anordnung.” @ An der Plasmamembran poly-
merisieren mehrere ,,Dreibein“-Einheiten zu einem gekrimmten Polygonnetz, welches
durch Adapterproteinkomplexe an der Membran gehalten wird. Diese Vorstufen der
Vesikelabschnirung werden an der Plasmamembran als clathrin-coated pits
bezeichnet.*] Die Sperzifitat vermittelnden Adapterproteine sind AP1M, AP3™! ynd
AP4 am Golgi, wobei letztere beide auch Clathrin-unabhingige Transportwege
induzieren konnen™, sowie AP2!®! an der Plasmamembran.

Der biosynthetisch-sekretorische und retrograd-anterograde Transport zwischen
ER und Golgi-Apparat weist zwei verschiedene Hullproteine auf, welche als COPI- bez.
COPII (COat Protein)-Hullen bezeichnet werden. Im Gegensatz zu Clathrin erkennen die
COP-Hullproteine direkt die Sortiersignalsequenzen ihrer Frachtproteine und sind somit
nicht auf Adapterproteine angewiesen. COPI ist fur den retrograden Transport vom
Golgi-Apparat zum ER™" verantwortlich und besitzt einen heptameren Aufbau aus o-, B,
B¢, y-, -, &, C-COP.[18] Der Gesamtkomplex wird auch als coatamer bezeichnet. COPII,
welches aus den Proteinen Sec23, Sec24, Sec13 und Sec31 gebildet wird, ist fur den

anterograden Transport vom ER zum Golgi-Apparat verantwortlich.™!

1.1.1.2 Vesikel-Tethering

Mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 15-30 pum sind eukaryotische
Zellen zu groB, als dass ein reiner Diffusionsmechanismus fir den Vesikeltransport
ausreichend ware.*®! Stattdessen werden Vesikel aktiv mittels Motorproteinen entlang
des Cytoskeletts transportiert. Fir die finale Zielerkennung sind spezielle GTPasen,
welche sich auf dem Vesikel befinden, im Zusammenspiel mit sogenannten Anheftungs-
(Tethering-) Faktoren notwendig. Bis jetzt sind zwei Gruppen von Tethering-Faktoren
bekannt. Zum einen sind dies lange, stabférmige, monomere coiled-coil Tethering-
Faktoren und zum anderen die multimeren Tethering-Komplexe.?**®! Jeder Transport-
weg wird dabei durch eine Kombination aus GTPase und spezifischem Tethering-Faktor
adressiert. Eine Ubersicht Gber die bekannten Tethering-Faktoren 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-ethylmaleimide-sensitive factor] attachment

protein receptor) Proteine.*”
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1.1.1.3 Vesikelfusion

Durch das Tethering werden Vesikel zwar in die N&he der Zielmembran gebracht,
die Fusion zweier Lipidmembranen ist aber energetisch ungiinstig. Um die fir die Fusion
benotigte Aktivierungsenergie aufzubringen, werden die SNARE-Proteine benétigt. Der
energetisch treibende Faktor ist dabei die Bildung eines trans-SNARE-Komplexes aus
den SNAREs der Donormembran (auch vesicle-SNARESs, v-SNARES) und der Akzeptor-
membran (auch target-SNAREs, t-SNARES). Dieser Komplex weist ein energetisch sehr
giinstiges superhelikales ,,Vier-Helix Biindel* auf, bei dem je Helix 16 Aminosduren an
der Interaktion partizipieren.!”® In monomeren SNAREs liegen diese, als SNARE-Motiv
bezeichneten Aminosauren unstrukturiert vor.?28l Je nach der zentralen Aminosaure,
Glutamin bzw. Arginin, im SNARE Motiv werden SNARES in Q- bzw. R-SNAREs ein-
geteilt.[29] Q-SNAREs konnen anhand ihrer Sequenz weiter in Q,-, Qp- und Q.-SNARES
eingeteilt werden.®” SNARE-Komplexe werden immer aus vier SNAREs mit ver-
schiedenen SNARE Motiven gebildet, so dass ein Q.Qp,Q:R-SNARE Komplex entsteht,
in dessen Zentrum ein charakteristisches Muster aus Wasserstoffbriicken zwischen einer

Arginin- und drei Glutamin-Seitenketten ausgebildet wird.

1.1.2 Proteine des Tethering-Schrittes

1.1.2.1 Rab-GTPasen

Rab-Proteine sind GDP/GTP-bindende Proteine der Ras-Superfamilie. Es sind 72
verschiedene Rab-Proteine in humanen Zellen und 11 in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae bekannt.*¥ Sie alle sind an der Regulierung des intrazellularen vesikularen
Transports beteiligt. Jedes Rab-Protein ist dabei nur einem einzigen Kompartiment
zugeordnet. Beispielsweise sind Rab5- und Rab7-GTPase (Guanosin-Triphosphatase) an
der Regulierung des intrazelluldren vesikuldren Transports zum Endosom und zum
Lysosom beteiligt.*>*"! Wahrend dieser Regulierung durchlaufen die Rab-Proteine
zyklisch verschiedene funktionelle Stadien. Die Substratbindung der GTPasen erfolgt
(iber einen GDP-Austausch-Faktor (GEF, GDP exchange factor).*® * Dieser Faktor
bindet inaktives Protein (GDP-gebunden) und 6ffnet die Nukleotidbindungstasche. Somit
wird die Verweildauer gebundenen Nukleotids in der Bindungstasche stark reduziert und
ein Austausch mit Nukleotiden aus der Umgebung ermdglicht. Durch die hohere
Konzentration an GTP im Vergleich zu GDP in der Zelle wird GTP préferiert von der
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GTPase gebunden. Die so aktivierten Rab-Proteine (GTP-gebunden) aktivieren ihrerseits
Effektorproteine, die an der Vesikelreifung und dem Vesikeltransport beteiligt sind.
Wahrend des gesamten Transports von der Donormembran zur Akzeptormembran
verbleibt die GTPase an der Vesikelmembran. Nach der Fusion des Vesikels mit der
Membran hydrolysiert das Rab-Protein GTP zu GDP und wird damit in seinen inaktiven
Zustand Uberfiihrt. Die Hydrolyse wird durch ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP)
stimuliert, welches die intrinsische Hydrolyserate des Rab-Proteins stark erhoht.10*® Fiir
den Rucktransport des Rab-Proteins werden GDP-Dissoziationsinhibitoren (GDI)
bendtigt. Diese besitzen nur eine Affinitat fur GDP-gebundene Rab-Proteine und kdnnen
diese durch Komplexbildung solubilisieren und zur Donormembran zuriickbringen.** 44!

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

1.1.2.2 Tethering-Komplexe
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.
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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 (orange). Die bekannten
multimeren Tethering-Komplexe sind durch farbige Ovale hervorgehoben: Dsl1, Dependence
on SLY1-20; COG, conserved oligomeric Golgi complex; CORVET, class C core
vacuole/endosome tethering complex; GARP, Golgi-associated retrograde protein complex;
HOPS, homotypic fusion and vacuole protein sorting (or class C vacuolar protein sorting)
complex; TRAPP, transport protein particle; Exocyst. Abbildung nach [45]. Vergleiche auch
Abb. 1.1.

1.1.2.2.1 TRAPP-Komplex
Der TRAPP (TRAnsport Protein Particle) Komplex ist einer der funktionell*®!

und strukturell*”! am besten charakterisierten Tethering-Komplexe. In Hefe unterscheidet
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man den fir den Transportweg vom ER zum cis-Golgi zustandigen TRAPPI-Komplex
mit den Untereinheiten Trs20, Trs23, Trs31, Trs33, Bet3, Bet5 und Trs85 vom TRAPPII-
Komplex, welcher zusatzlich Trs130, Trs120 sowie Trs65 enthalt und flr den Transport
vom trans- zum cis-Golgi zustandig ist.*®! Dass eine Untereinheit, namlich Bet3, in zwei
Kopien vorkommt, ist eine Besonderheit von TRAPP und wurde flr keinen weiteren
Tethering-Komplex beschrieben. Fir den Menschen wurde nur ein TRAPP-Komplex
identifiziert. Dieser wurde in zwei Subkomplexen fast vollstandig kristallisiert sowie
mittels Elektronenmikroskopie dargestellt.*”) Interessanterweise konnte bis heute nur fiir
den TRAPP Komplex eine GEF Funktion, fir die Rab-GTPase Yptl, direkt nachge-
wiesen werden.'® *@ Eine SNARE-Bindung konnte fiir den TRAPP-Komplex nicht

gezeigt werden.

1.1.2.2.2 COG-Komplex

Der COG- (Conserved Oligomeric Golgi)- Komplex ist entscheidend fir die Auf-
rechterhaltung der Struktur und Funktion des Golgi-Apparates und dient dem (retro-
gradem) intra-Golgi-Transport.® Wie auch TRAPP interagiert COG mit Yptl, besitzt
aber keine nachgewiesene GEF-Funktion. Jedoch bindet COG spezifisch Yptl-GTP
gegentiiber Ypt1-GDP, ist mithin also ein GTPase-Effektor und kein Austauschfaktor.?
Auch interagiert COG mit ahnlichen Golgi-SNAREs sowie Golgi-Hullproteinen, ndmlich
COPI, wie der TRAPP-Komplex.®? Der Tethering-Komplex wird aus den Untereinheiten
COGL1 bis 8 gebildet von denen bislang nur die Struktur von COG2, und hiervon auch nur
eine Fragment ohne 100 Aminoséuren des N-Terminus, mittels NMR aufgeklart werden
konnte®!, sowie der C-Terminus von COG4 mittels Proteinkristallographie.’” Die
Gesamtstruktur des Komplexes aus der Kuh konnte bei niedriger Auflésung durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen aufgeklart werden. Sie zeigt eine zweigeteilte
Struktur aus COG2-4 sowie COGb5-7, welche durch ein COG1/COG8-Heterodimer

zusammengehalten wird.* *°!

1.1.2.2.3 GARP-Komplex

Der GARP- (Golgi Associated Retrograde Protein)- Komplex ist mit dem retro-
graden Transport vom spaten Endosom zum Golgi-Apparat assoziiert.*”! GARP besteht
aus den drei Kernuntereinheiten Vps52, Vps53 und Vps54 sowie, zumindest in Hefe, aus

Vps51. Letztere Untereinheit konnte jedoch nicht als entscheidend fiir die Stabilitat des



1 Einleitung 16

Komplexes nachgewiesen werden.® Fir das humane Ortholog von Vps52, hVps52,
konnte eine direkte Interaktion mit der GTPase Rab6 nachgewiesen werden.™ In Hefe
gibt es Indikationen, dass der GARP-Komplex eine Interaktion mit der GTPase Ypt6
eingeht.[*”

1.1.2.2.4 Exocyst-Komplex

Der Exocyst-Komplex besteht aus den acht Untereinheiten Sec3, Sec5, Sec6,
Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 und Exo84 und ist an dem sekretorischen Transportweg vom
Golgi-Apparat zur Plasmamembran beteiligt.*Y} Es konnte eine direkte Interaktion von
Sec15 mit der GTPase Sec4 nachgewiesen werden®, aber auch andere Untereinheiten
interagieren mit GTPasen, z.B. Sec3 mit Rho1[®®!. Mehrere Doménen der Untereinheiten,
z.T. auch mit ihren Interaktionspartnern, konnten kristallisiert werden und zeigten alle
elongierte coiled-coil-Strukturen.®™ Eine Besonderheit des Exocyst Tethering-
Komplexes ist, dass Sec3 auf der Akzeptormembran wartet und der vollstdndige

Komplex so erst wahrend des Anheftungsvorgangs ausgebildet wird.!®!

1.1.2.2.5 Dsll1-Komplex

Mit nur drei Untereinheiten ist der Dsl1-Komplex der kleinste bekannte
Tethering-Komplex. Er bestehend aus den Untereinheiten Dsl1, DsI3 (auch bekannt als
Sec39) sowie Tip20 und ist strukturell sehr gut charakterisiert. So ist die Kristallstruktur
von isoliertem Tip20 in vollstdndiger Lange sowie als N-terminales Peptid zusammen mit
dem N-terminalen Bereich von Dsl1 bekannt.®® Der C-terminale Bereich von Dsl1
wurde zusammen mit DslI3 kristallisiert.’®”! Alle drei Untereinheiten lokalisieren am ER
und fangen dort vermutlich vom Golgi-Apparat abgeschniirte Vesikel ein.[% ¢ Der Ds|1-
Komplex ist der einzige Tethering-Komplex, fiir den keine interagierenden GTPasen

bekannt sind.

1.2 HOPS- und CORVET-Komplex

Die im Fokus dieser Arbeit stehenden Tethering-Komplexe HOPS (HOmotypic
fusion and vacuole Protein Sorting) und CORVET (class C cORe Vacuole/Endosome
Tethering) besitzen einen gemeinsamen Kern gebildet aus den class C-Vps-Proteinen
Vpsll, Vpsl6, Vpsl8 und Vps33. Beide Komplexe agieren im endolysosomalen
Transportweg, wobei CORVET Tethering am frihen Endosom vermittelt,”Y) wahrend
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HOPS fiir das Tethering an der Vakuole zustandig ist™ (Abb. 1.4). Deletion einer der
Kernuntereinheiten resultiert in einem Phanotyp mit fragmentierter Vakuole.l'>"? Des

Weiteren wurde eine Stérung der Assemblierung von SNARE-Komplexen beobachtet,
[73]

wenn eine der Kernuntereinheit deletiert wird.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der CORVET- und HOPS-Funktion im endolysosomalen
Transportweg. Adapterprotein in rot, Frachtprotein in grin. Die reziproke Verteilung der
GTPasen Vps21 und Ypt7 wird durch zwei Graustufen-Gradienten angedeutet. Abbildung
nach [74].

Diese Beobachtung wurde als Hinweis auf eine Interaktion mit SNARE-Proteinen
gedeutet. Fur die zur Sec1l/Munc18-Proteinfamilie gehdrende Untereinheit Vps33 konnte
eine Interaktion mit dem vakuolaren Q,-SNARE Vama3 nachgewiesen werden, jedoch nur
auBerhalb eines SNARE-Komplexes.[” ™ Zusatzlich konnten auch Interaktionen mit
dem SNARE-Protein Vam7 sowie direkt zu PIPs fur den HOPS-Komplex nachgewiesen
werden.”® Vam3 interagiert wiederum mit den SNAREs Vtil sowie Vam7.”® Durch
diese Interaktion wird vermutlich die Vesikel-Annaherung eingeleitet. HOPS/CORVET
sind die einzigen Tethering-Komplexe, fir die nachgewiesen ist, dass sie eine direkte
Interaktion mit SNARES eingehen kdnnen.

Neben den Kernuntereinheiten weisen beide Komplexe je zwei weitere, Spezifitat
vermittelnde Untereinheiten auf: CORVET die Untereinheiten Vps3 sowie Vps8 und
HOPS die Untereinheiten Vps39 sowie Vps41.”?Y! Interessanterweise ist die CORVET-

Untereinheit VVps3 die einzige, welche nur in Hefe gefunden wurde und ftir welche noch
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kein direktes Homolog in anderen Organismen identifiziert werden konnte. Die restlichen
Untereinheiten sind sehr gut zwischen Spezies konserviert und kdnnten dort auch analoge
Komplexe bilden.’ Fir die Untereinheiten Vps16, Vps33 und fiir die HOPS-spezifische
Untereinheit Vps39 wurden fir den Menschen sogar je zwei Isoformen identifiziert.!"*!
Nur im Falle von Vps39 besteht eine hohe Sequenzidentitat zwischen den Isoformen. Wie
genau der Komplexaufbau in Sdugern ablauft, ist aufgrund dieser Homologe noch reine
Spekulation.

Vps8l™® ™ und auch Vps3®Y interagieren mit der Rab-GTPase Vps21, deren
humanes Homolog Rab5 ist, und vermitteln so die Spezifitat fur das frihe Endosom
(Abb. 1.4).Y Im Unterschied dazu interagieren die HOPS-spezifischen Untereinheiten
Vps39 und Vps4l mit Ypt7, einer fiir das spate Endosom und die Vakuole spezifischen
und zum humanen Rab7 homologen GTPase. Dabei interagiert Vps39 sowohl mit Ypt7-
GTP als auch mit Ypt7-GDP® wahrend Vps4l spezifisch fir Ypt7-GTP ist®,
Aufgrund der Interaktion von Vps39 mit Ypt7 in der Nukleotid-freien als auch in der
GDP- und GTP-Form wurde zunachst eine GEF-Aktivitat vermutet’®”, auch wenn die
gefundene 8-fache Beschleunigung des GDP/GTP-Austausches fir eine GEF-Funktio-
nalitdt sehr gering ist. So weist Monl-Ccz1 eine weitaus hohere GEF-Aktivitat
(1600-fache Beschleunigung) fur Ypt7 auf, jedoch nur in der Gegenwart von
Membranen[® 81, \/ps41 kann auch auRerhalb von HOPS eine Aktivitat haben, da diese
Untereinheit ebenfalls die 6-Untereinheit des AP-3 (Adapter Protein-3)-Komplexes, ein
Protein des Endosom-unabhingigen Transportweges zur Vakuole, bindet.[®>8 Der
Schalter zwischen beiden Transportwegen ist vermutlich ein ALPS (Amphipathic Lipid-
Packing Sensor)-Motiv in Vps4l, welches entweder die Membran bindet und so die
Bindungsstelle zur 3-Untereinheit maskiert, oder aber phosphoryliert vorliegt und die
Bindungsstelle somit verfligbar macht. Entweder kdnnte die Eigenschaft der jeweiligen
Membran, das ALPS-Motiv zu binden, entscheidend sein®®, oder aber die Lokalisierung
der Casein-Kinase Yck3", welche fur die Phosphorylierung von Vps4l zustandig
ist® 89 In vitro konnte fur isoliertes Vps41 auch auRerhalb des HOPS-Komplexes eine
Phosphorylierung nachgewiesen werden.®”!

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

manchmal vermutet, dass beim Ubergang vom frithen zum spaten Endosom nicht der
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komplette Komplex getauscht wird, sondern nur die spezifischen Untereinheiten ersetzt
werden.[® 99 Dijese Frage konnte jedoch noch nicht eindeutig geklart werden.

1.2.1  Struktur von Vps33

Vps33 stellt einen Sonderfall der HOPS/CORVET-Untereinheiten dar, da es eine
von den restlichen Untereinheiten unterschiedlich vorhergesagte Domanenstruktur auf-
weist (Kapitel 1.1.2.). Im Gegensatz zu den anderen Komplexuntereinheiten weist Vps33
eine Homologie zur Secl/Muncl8- (SM-) Proteinfamilie auf (ca. 20% Sequenz-
konservierung)®?. Diese Proteinfamilie bindet Q.-SNAREs und kann deren Aktivitat
modulieren.®® Daher ist Vps33 ein wahrscheinlicher Kandidat firr die Interaktion mit den
SNAREs Vam3 und Vam7. Vam3 interagiert weiterhin mit den SNAREs Vtil und
Vvam7®. Durch diesen Mechanismus kénnte Vps33 diejenige Untereinheit des
Komplexes sein, die bei der Einleitung der Vesikel-Annéherung mitwirkt.

Vps33 ist ebenfalls ein Sonderfall, da es die einzige HOPS/CORVET-Unter-
einheit ist, deren Volllangenstruktur bekannt ist.** ! Wie fiir andere Proteine der SM-
Familie bekannt, zeigt Vps33 einen Torbogen-artigen Aufbau und kann in drei Doméanen
aufgeteilt werden (Abb. 1.5). Zwischen der Domanen 1 (rot) und einem Teil der Doméne
3 (blau) liegt ein Riss bzw. Spalt. Den Torbogen bilden die Doméne 2 (griin) und der
restliche Teil von Doméne 3.

Abb. 1.5: Kristallstrukturen von Vps33-Vpsl6 Komplexen. A) Strukturvergleich des Vps33-
Vpsl6s,0.701-Komplexes von Chaetomium thermophilum (kraftige Farben) und des humanen
Vps33-Vpsl6es,.736-Komplexes (blassere Farben). B-C) Einzelstrukturen der Komplexe von
B) C. thermophilum und C) Mensch. Strukturen sind nach Domanen eingefarbt: Doméne 1 in
rot, Doméne 2 in griin, Doméne 3 in blau, Vpsl6-Fragmente 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 SM-Protein strukturell aufgeklart wurdel®, bindet
in der Spalte inaktives SyntaxinlA, ein Q,-SNARE. Die inaktive Form liegt dabei
ebenfalls als ,,Vier-Helix-Biindel* vor, dhnlich dem eines trans-SNARE-Komplexes, hier
jedoch durch Munc18 stabilisiert.® Fur Vps33 wurde noch kein Komplex mit einem
SNARE-Protein publiziert. Strukturvergleiche sowie ein fehlender Nachweis einer
direkten Interaktion zwischen Vps33, auflerhalb der class C-Vps-Komplexe, und
SNARE-Proteinen hat zu der Vermutung gefuhrt, dass Vps33, trotz seiner strukturellen
Ahnlichkeit zu SM-Proteinen, keine SNAREs direkt bindet.®? Es ist jedoch gelungen,
Vps33 nicht nur alleine zu kristallisieren, sondern ebenfalls zusammen mit seinem
Bindungspartner Vps16: fur den Menschenl®! hVps33A mit hVps16Asy.791 Und flr den
Pilz C. thermophilum™! V/ps33 mit Vps16e42.730. Die Bindung des C-terminalen Bereichs
von Vps16 induziert jedoch keine strukturellen Anderungen in Vps33. Ein Vergleich der
Kristallstrukturen von Vps33 mit und ohne Vps16 ergibt einen RMSD (root-mean-square
deviation) unter 0,6 A.®® Uber Strukturanderungen in Vps16 kann keine Aussage
getroffen werden, da keine Einzelstruktur von Vpsl6 bekannt ist. Der Vergleich von
Vps33 zwischen den Spezies zeigt auch nur geringe Unterschiede mit einem RMSD von
1,4 A zwischen dquivalenten Co-Atomen von Vps33 in der Komplexstruktur. Es gibt
jedoch Unterschiede in der Anordnung der Proteine im Kristall: Wahrend beide Vps33-
Proteine alleine in der Raumgruppe P2; kristallisieren und in der asymmetrische Einheit
ein kristallographisches Dimer von Vps33 aufweisen, andert sich dies bei der Kristal-
lisation der Komplexe. Der Komplex von Vps33-Vpslé aus C. thermophilum
kristallisiert in der Raumgruppe P3;21, der humane hVps33A-hVpsl16A-Komplex
dagegen in der Raumgruppe P432:2. Das humane Vpsl6-Fragment hat so Kontakt zu
insgesamt vier verschiedenen Vps33-Molekilen im Kristall. Jedoch erscheint nur eine der
Interaktionen physiologisch relevant. Der Grund fiir die unterschiedlichen Anordnungen
im Kristall liegt vermutlich an dem l&ngeren Vpsl6-Fragment des Pilzkomplexes,
welches Interaktionen von Vps33-Molekiilen im Kiristallgitter verhindert. In
Gelfiltrationsexperimenten wurden 1:1-Komplexe zwischen Vps33 und Vpsl16 sowohl
fur humane Komplexe als auch fiir den Pilzkomplex gefunden.®% !

Es ist zu beachten, dass, wie eingangs erwahnt, zwei Isoformen von Vps33 und
Vpsl6 im Menschen bekannt sind (hVps33A und hVps33B sowie hVpsl6A und
VIPAR). Im humanen Komplex kristallisierte Vps33A mit dem Vpsl6A-Fragment.
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Dieses wurde in Pulldown-Experimenten bestatigt, in welchen GST-Vps16A nur eine
Interaktion mit hVps33A zeigt, nicht jedoch mit hVps33B. Vps33 zeigt eine analoge
Préferenz. So ist Vps33A-GST nur in der Lage, mit Vps16A, und nicht mit VIPAR
(Vps16B), zu interagieren.®™ Anhand der Kristallstrukturen konnte erkannt werden, dass
im humanen Komplex die Aminosduren K429, Y438 und 1441 von Vps33A sowie R725
von Vps16A entscheidend fir die Komplexbildung sind. Dieses konnte in anschlieRenden
Pulldown-Experimenten bestatigt werden, da selbst Einzelmutanten die Interaktion
unterbrechen.® Auch fiir den Pilzkomplex ermoglichte die Kristallstruktur eine gezielte
Mutagenese: hier waren A411, H451 sowie L454 von Vps33 entscheidend fir die
Stabilitat des Komplexes. Jedoch waren Doppelmutanten (A411/H451 und A411/1L.454)
notwendig, um die Komplexbildung zu unterbinden.®® Auch wenn dieses auf eventuelle
divergierende Eigenschaften des Interaktionsbereiches hinweist, so sind die beteiligten

Aminosduren chemisch dhnlich und entsprechen sich nach Strukturvergleich.

1.2.2 Komplexarchitektur

Insgesamt sechs Untereinheiten bilden zusammen den HOPS- oder CORVET-
Komplex in der Hefe. Die Assemblierung der Komplexe ist jedoch noch unbekannt.
Auffallig ist dabei, dass der Kernkomplex aus Vpsll, Vpsl6, Vpsl8 und Vps33 weder
aus Hefe isoliert, noch in vitro gebildet werden kann.[®® Beim Knockout der zentralen
Untereinheit Vps18 zerféllt der Komplex in zwei stabile Unterkomplexe. Zum einen in
einen Unterkomplex bestehend aus den beiden Kernuntereinheiten Vps16 mit Vps33['3 8!
sowie einen Unterkomplex bestehend aus der Kernuntereinheit Vps11 zusammen mit der
spezifischen HOPS-Untereinheit Vps39[83]. Erste Einblicke in die Architektur,
insbesondere in die Interaktionen zwischen den einzelnen Untereinheiten, lieferten
Pulldown-Experimente mit Deletionsstammen im Jahr 2010 (Abb. 1.5A).°% Die
Ergebnisse wurden jedoch bereits im folgenden Jahr durch eine Yeast-Two-Hybrid-
(Y2H-) Analyse teilweise in Frage gestellt (Abb. 1.5B).1 Im Jahr 2013 wurde ein
weiterer Interaktionsassay publiziert, aus welchem ein deutlich unterschiedlicher
Komplexaufbau abgeleitet wurde (Abb. 1.5C).®! Erste strukturelle Einblicke in den
Komplex lieferten niedrig aufgeltste elektronenmikroskopische Strukturen des HOPS-
Komplexes sowie einiger Unterkomplexe (Abb. 1.5D).°* Erschwert wurde die

Interpretation der 29-A- Elektronendichtekarte dadurch, dass fiir alle Untereinheiten des
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HOPS-Komplexes, mit der Ausnahme von Vps33, ahnliche Domé&nenarchitekturen
vorhergesagt werden (Abb. 1.6).1°! Somit gibt es bis auf die im vorherigen Kapitel
beschriebene Interaktion zwischen Vps33 und Vps16 keine genauen Informationen tber
die Interaktionen im Komplex und somit auch keine gesicherten Aussagen Uber die
exakte Komplexarchitektur. Interessanterweise bietet die beschriebene Kiristallstruktur
des Vps33-Vpsl6e-Komplexes den ersten Beweis fur die Korrektheit der
Strukturvorhersage, zumindest fur den C-terminalen Bereich, da das Vpsl16-Fragment

eine rein helikale Struktur aufweist.

A Membranbindung tiber Rab-GTP B
CORVET HOPS
Rabbindung und Vps39 = Vpsél
T 8 5 i Effektor 7/ N
16 T Komplexintegration Vps18 = Vpsit
0, a2 D
&3 23 SNARE-Interaktion
Vps8 Vps3
Membranbindung tiber SNAREs
C N D Vps16-Vps33

Abb. 1.6: Struktur des Tethering-Komplexes HOPS. A-C) Modelle des Komplexaufbaus auf Grund-
lage von Pulldown- (A), Yeast-Two-Hybrid- (B) und Pulldown-Experimenten mit in vitro
hergestellten Proteinen (C). D) Segmentierte Struktur des Volllange-Komplexes HOPS ein-
gefarbt nach den putativen Untereinheiten. E-G) Elektronendichte der Unterkomplexe.
E) Vps39-Vpsll-Dimer eingepasst in die Elektronendichte des Vps39-Vpsll-Vpsl18-
Trimers. F) Vps39-Vpsl1l-Vpsl8-Trimer und G) Vpsl6-Vps33-Dimer eingepasst in die
Elektronendichte von HOPS. Abbildung nach [83, 97-99].
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Ein Abgleich mit dem Dali-Servert’® zeigt eine geringe Strukturhomologie zu
sogenannten HEAT-repeats, welche zu den a-solenoiden Doménen gezahlt werden.
N-terminal von der a-Solenoid-Domane wird ein B-Propeller vorhergesagt und fir
Vpsll, Vpsl8 und Vps8 C-terminal noch eine RING-Doméne (Abb. 1.7). Der
Gesamtaufbau der class C-Vps-Proteine, bis auf VVps33, ist &hnlich zu Hullproteinen oder
auch Nukleoporinen.!'® 24 1m 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 C-Vps-Komplexe. Zusammenfassung der Tertirstruktur-
vorhersage durch den Rosetta-Algorithmus™® fiir die HOPS/CORVET-Untereinheiten und
einige Hullproteine. Die Einfarbung erfolgte nach der Doménenvorhersage. Aminosaure-
homologien zwischen den class C-Vps-Proteinen und Clathrin sind durch blaue Boxen
hervorgehoben. Homologie des N-terminus von Vps16 zu COPI-Untereinheit hervorgehoben
durch griine Boxen. COP/Cop: coat protein; Sec: secretory; Chc: clathrin heavy chain.
Abbildung nach [100].

Fir Vps39 wird eine partielle RING-Doméne vorhergesagt. Es gibt jedoch auch
Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. Wéhrend Vps4l der Hefe keine RING-
Domane aufweist, wird fir das humane Homolog diese vorhergesagt. Die Deletion der
RING-Domane, welche zur H2-Variantel'® gehort, bei der das vierte Zink-chelatierende
Cystein durch ein Histidin ersetzt ist, von Vps8, Vps1l und Vpsl8 fiihrt zu verschieden-
sten Defekten in der Proteinsortierung in Hefe.’” Die RING-Doménen wurden auch als
E3-Ubiquitin-Ligasen beschrieben, und zumindest hVpsl18 kann die Ubiquitinylierung

des Adapterprotein Gga3 stimulieren.l% %!
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Generell haben a-solenoide Strukturen haufig eine Rolle in der Vermittlung von
Protein-Protein-Interaktionen™”), vermutlich bedingt durch ihre hohe strukturelle Flexi-
bilitat!'®® und durch die Ausbildung konkaver Oberflachen. Zusatzlich wurden Inter-
aktionen mit DNA als auch mit Lipiden beschrieben.’® Die a-solenoiden Bereiche
kdnnen elastisch auf mechanische Krafte reagieren und sich nach Entfaltung wieder
zuriickfalten.™ Die strukturelle Flexibilitat wird durch die Wiederholung von Paaren
anti-paralleler a-Helices gegeben. %% 114

Nicht nur a-Solenoid-Doménen sondern ebenfalls B-Propeller als Protein-Protein-
Interaktionen vermittelnde Strukturelemente bekannt. Der B-Propeller kann aus 4 bis 10
Wiederholungen von vierstrdngigen antiparallelen p-Faltblattern bestehen, die jeweils ein
Blatt (blade) des Propellers darstellen.**? Am haufigsten sind dabei 7 Wiederholungen,
dagegen sind Propeller mit 9 Blattern noch nicht bekannt. *% Bei dem sogenannten
Klettverschluss- (velcro closure-) B-Propeller wird das letzte Blatt aus dem ersten
N-terminalen Faltblattstrang sowie den letzten drei C-terminalen Faltblattstrangen
gebildet. Es gibt aber auch B-Propeller, bei denen dies nicht der Fall ist. Interaktionen
wurden mit allen Bereichen dieses Elementes beschrieben: so kénnen Proteine, sowie
Nukleinsauren am Rand des Propellers, an der inneren Pore als auch an beide
Seitenoberflachen binden."**! Die Interaktionen werden dabei haufig durch Schleifen-
regionen zwischen den einzelnen Faltblattstrangen vermittelt. Jingst wurden auch
B-Propeller-Lipid-Interaktionen beschrieben fiir eine Klasse von B-Propellern, die als
PROPPINs (PROpellers that bind PhosPholnositols) bezeichnet wurden.['4
Bezeichnend fiir sie ist ein FRRG-Motiv in einer Schleifenregion.'* Die beiden
Arginine des Motivs binden vermutlich an die Phosphatgruppen der Phosphoinositole
und vermitteln so die Interaktion.!*** ¢ Dieses konnte durch Mutationsstudien belegt

werden, jedoch noch nicht strukturell aufgeklart werden.
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1.3 Fragestellung

Mit Ausnahme von Vps33 wurden fir alle Untereinheiten der class C Vps
Tethering-Komplexe HOPS und CORVET &hnliche Domanenarchitekturen vorhergesagt.
Dieses konnte potentiell auf eine Entstehung des Komplexes durch Genduplikationen
hinweisen.[**" Jedoch basiert diese Annahme bislang nur auf Sequenzinformationen. Erst
jungst konnte das Vorliegen einer C-terminalen o-Solenoid-Doméane durch Kiristall-
strukturanalyse des C-terminalen Bereichs von Vps16 bestitigt werden.’> %! Auch
beziglich der Funktion der einzelnen Untereinheiten sowie ihrer genauen Organisation
im Komplex besteht Klarungsbedarf. So gibt es zumindest partielle Diskrepanzen
zwischen einer Yeast-Two-Hybrid-Studie von HOPS und CORVETE? einer
elektronenmikroskopischen ~ Struktur ~ des  HOPS-Komplexes®™  sowie  Co-
Immunoprazipitationsstudien einzelner Untereinheiten®®. Funktionell ist eindeutig
gezeigt, dass HOPS und CORVET ihre Tethering-Aktivitdit an Vesikelmembranen
entfalten, jedoch ist noch weitgehend unklar, wie genau der Komplex an Membranen
rekrutiert und gebunden wird. Fur einzelne Komponenten sind zwar Interaktionen

{76, 87]

postulier , jedoch fehlt auch hier ein vollstandiges Bild.

Die Fragestellung dieser Arbeit war

e die Domaénenstruktur der potentiell verwandten Untereinheiten Vps3, Vps8,
Vpsll, Vpsl6, Vpsl8, Vps39 und Vps4l mittels Proteinkristallographie von
Einzelkonstrukten strukturell zu charakterisieren.

e mittels Strukturinformation potentielle Funktionen der charakterisierten Doménen

Zu ermitteln.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Gerat Typ Hersteller
Agarosegel-Kammer HG370 / HG330 Savant
Analysenwaage MR2002/ CP2202S-0CE Sartorius

Brutschrank MIR-153 SANYO
CD-Spektrometer Chirascan Applied Photophysics

Chromatographie-Saulen

Superdex 75 bzw. 200, HiLoad 16/60
bzw. 26/60

GE Healthcare

Chromatographie-Systeme

Akta Explorer
Akta FPLC

GE Healthcare
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 (20 °C) Formulatrix
Leuchttisch KL 2500LCD Leica
Mikroskop Wild M3C Leica
Mikroskop M420 Leica
Kamera DXC-390P Sony

Kristallisationsroboter Hydra Il Matrix Technologies

Gryphon Art Robbins Instruments
Kulturenschttler HAT-Multitron INFORS

Excella E24 Incubator Shaker New Brunswick Scientific
PAGE-Gelkammer Mini 2-D System Biorad
Peristaltikpumpe P-1 Pharmacia
pH-Meter Lab 850 Schott
Photometer Nanodrop ND 1000 peglab
RALS-Apparatur Viscotek 270 Dual Detector Viscotek

VE3580 RI detector Viscotek
Rotationsmixer Test tube rotator 34528 Neolab

Rotator 2-1175 Neolab
Spannungsgeneratoren Power PAC 300 Biorad

Power Pack P25 Biometra
Thermoblock Thermomixer 5436 / 5437 Eppendorf
Thermocycler PTC-200 MJ Research

CFX96 Real-Time System Biorad




2 Materialien und Methoden

Ultrazentrifuge

Optima™ TLX

Beckman Coulter

Vortexmixer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Wipptisch WT 16 Biometra

Zentrifugen 5417R Eppendorf
Avanti J-26 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), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Calbiochem
(Darmstadt, D), Jena Bioscience (Jena, D), GE Healthcare (Freiburg, D), Roche Applied
Science (Penzberg, D), Biochrom (Berlin, D), Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA),
AppliChem (Darmstadt, D) and Serva (Heidelberg, D) bezogen und ohne weitere

Reinigung verwendet.

2.1.3 Enzyme und Antikorper
Typ Name Hersteller
Ligase T4 DNA Ligase NEB
Nuclease DNase | Roche
Phosphatase antarktische Phosphatase NEB
Polymerasen PfuPlus!-DNA-Polymerase Roboklon
Taq Roboklon
T4-DNA-Polymerase NEB
Proteasen a-Chymotrypsin Sigma
TEV-Protease Eigenproduktion
Trypsin Sigma
Restriktionsenzyme BamHI NEB
Bglll NEB
Dpnl NEB
Notl NEB
Antikorper Anti-TetraHis QIAGEN
Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase (HRP,
horse radish peroxidase) Konjugat
2.1.4 Kits
Typ Name Hersteller
Molekularbiologie QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIlAquick PCR Purification Kit Qiagen

Immundetektion

Enhanced Chemiluminescence (ECL)

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
The JCSG+ 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 Bakterien-

stdammen von Invitrogen und Stratagene durchgefihrt:

Stamm Genotyp Verwendung

DH5a E. coli F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 Plasmidamplifikation
recAl endAl hsdR17(r, mc") phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAL X

PirHC E. coli F'Alac169 rpoS(Am) robA1l creC510 Plasmidamplifikation
hsdR514 endA recAl uidA(AMIul)::pir-116

PirLC E. coli F'Alac169 rpoS(Am) robA1l creC510 Plasmidamplifikation

hsdR514 endA recAl uidA(AMIul)::pir

Rosetta2 (DE3)

E. coli F,, ompT, hsdS (rg” mg), dcm, Tet', gal,

Proteinexpression

MDE3), endA, Hte [argU ileY leuw Cam']

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 (LB)-Medium:

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

SOB Medium:

20 g/l Trypton, 0,58 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 2,5 mM KClI,
1 mM MgCl,

SOC Medium:

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

SeMet-Medium, M9-Medium:

6 g/l Na,HPOy,, 3 g/l KH,PO,, 0,5 g/l NaCl, 1 g/l NH,CI,
1 ml/l 1000x Spurenelemente, 2 MM MgSQO,, 0,2 mM CaCl,,
0,2% (w/v) Glucose

Spurenelemente, 1000x:

ZnS0,*7 H,0 (100 mg/l), MnCl,*4 H,0 (30 mg/l),
H3BO; (300 mg/l), CoCl,*6 H,0 (200 mg/l),
NiCl,*6 H,0 (20 mg/l), CuCl,*2 H,0 (10 mg/l),
Na,Mo00,*2 H,0 (900 mg/l), Na,SeOs; (20 mg/l)
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2.1.7 Vektoren

Name Beschreibung Referenz
pQlinkH  E. coli Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz, tac Sc]heich et al. 2007
119

Promotor, LINK-Sequenzen, N-terminalem Heptahistidin-
Tag und TEV-Protease-Schnittstelle, ColE1 ori

pQlinkG E. coli Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz, tac Scheich et al. 2007
Promotor, LINK-Sequenzen, N-terminalem GST-Tag und
TEV-Protease-Schnittstelle, ColE1 ori

pACE E. coli Expressionsvektor mit Ampicillinresistenz, T7 Bieniossek et al.
Promotor, Cre-LoxP-Reaktionsstelle, BR322 ori 200912

pDK E. coli Expressionsvektor mit Kanamycinresistenz, lac Bieniossek et al.
Promotor, Cre-LoxP-Reaktionsstelle, R6Ky ori 2009121

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 Essigséure

1% (w/v) Agarose, 0,01% (w/v) Ethidiumbromid in TAE-Puffer
0,05% (w/v) Xylencyanol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau,

30% (v/v) Glycerin in TAE-Puffer

DNA-Marker 0,5 pg/ul 1 kb Marker (Roboklon)
TFB1-Puffer 80 mM MgCl,, 20 mM CacCl,
TFB2-Puffer 100 mM CacCl, +10% Glycerol

Fir Western-Blots und Immunodetektion:

Name Zusammensetzung

Transferpuffer 50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween

PBS, 1x 84 mM Na,HPO,4, 153 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 3 mM KClI
TBS-T 25 mM Tris, pH 8,0, 192 mM Glycin, 0,04% SDS, 20% Methanol

Fur Testexpression, CD-Spektroskopie, Pulldown- und Co-Sedimentationsexperimente:

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 KP;, pH 7,4, 200 mM NaF

HEPES-Lysepuffer
HEPES-Waschpuffer 1

50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NacCl, 5% (v/v) Glycerin
50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM DTT,
0.15% NP-40 (Igepal CA-630)

Vesikel-Puffer

20 mM HEPES, pH 7.2, 150 mM KCI, 50 mM L-Arginin/L-Glutaminséure
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Fur die Proteinreinigung:

Name

Zusammensetzung

PBS-Lysispuffer

TeEx-Puffer
TeEx-Waschpuffer

1xPBS, 0,5 M NaCl, 5% (v/v) Glycerin, 0,25% CHAPS, 0,1 mg/ml Lysozym,

2,5 ug/ml DNase I, 1 Proteaseinhibitortablette (cOmplete, Roche) pro 50 ml Puffer
20 mM Tris, pH 8,0, 0,2 M NacCl

20 mM Tris, pH 8,0, 0,2 M NaCl, 20 mM Imidazol

PBS-Lysepuffer

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

Puffer Wo: 10 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 100 pM ZnSO,

Puffer W;: 10 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 100 pM ZnSO4, 5 mM Imidazol

Puffer W,: 10 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 100 pM ZnSQO,, 20 mM Imidazol

Puffer E;: 10 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 100 uM ZnSQy,, 300 mM Imidazol

Puffer E,: 10 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 100 uM ZnSQy,, 500 mM Imidazol

Dialysepuffer 20 mM Tris pH 8,0, 0,3 M NaCl, 5% Glycerin, 50 mM L-Arginin/L-Glutaminsiure
GF-Puffer 1 20 mM HEPES pH 7,5, 0,2 M NaCl

GF-Puffer 2 20 mM Tris-Acetat pH 7,5, 0,15 M NaCl

GF-Puffer 3 20 mM HEPES pH 7,5, 0,2 M NaCl, 50 mM L-Arginin/L-Glutaminséure

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

4xSDS-Proben-

50 mM Tris, 100 mM DTT, 2% (w/v) SDS, 0,25% (w/v) Bromphenol Blau,

puffer 10% Glycerin

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS
Ldsung 1 50% Ethanol, 10% Essigséure

Ldsung 2 5% Ethanol, 7,5% Essigsaure

Losung 3 0,5% Coomassie R250 in Ethanol

2.2 Arbeitsmethoden

2.2.1  Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

Bendtigte Genfragmente (Insert) wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

von genomischer Hefe-DNA oder einem Plasmid, welches das Gen enthielt (Matrize)

amplifiziert. Die Vervielfaltigung erfolgte mittels zweier Oligonukleotide, sogenannter

Primer. Die Ansédtze wurden wie in Tabelle 2.1 hergestellt und anschlieBend mit dem

Arbeitsprogramm aus Tabelle 2.2 vervielfaltigt. Dabei wurde die Hybridisierungs-

temperatur in Abhé&ngigkeit vom verwendeten Primer gewahlt, und die Elongationszeit

richtete sich nach der Lange des Genfragments (750 bp/min).

Um das Insert im préparativen MaRstab zu erhalten, wurden 25 Zyklen aus De-

naturierung, Primerhybridisierung und Elongation verwendet. Zur Optimierung der

Spezifitat der Amplifizierung von Genfragmente aus genomischer Hefe-DNA wurden

zusatzliche Touchdown-Schritte in das PCR-Programm eingeflgt.
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Tabelle 2.1: Pipettierschema fir PCR-Ansatze.

Reagenz Konzentration
dNTP, je 5 mM 100-200 pM
5’-Primer, 10 uM 0,8 uM
3’-Primer, 10 uM 0,8 uM
Puffer, 10x 1x
DNA-Matrize 50 ng
PfuPlus- Polymerase 7U
ddH,O zu 50 pl

Bei diesen Touchdown-Schritten wurde zunachst eine 10 °C hohere Hybri-
disierungstemperatur gewahlt, die mit jedem Zyklus um ein Grad reduziert wurde, bis die
eigentliche Hybridisierungstemperatur von Ty — 5 °C erreicht wurde.*?*! Durch dieses
Vorgehen wird in den anféanglichen Zyklen eine striktere Basenhybridisierung zwischen
Primer und DNA-Matrize, auf Kosten der Ausbeute, erzwungen. Dadurch herrscht in den
folgenden Zyklen ein Uberschuss des PCR-Produkts gegeniiber der Ursprungsmatrize
vor, so dass die Hybridisierungsbedingung relaxiert werden kénnen

Tabelle 2.2: PCR-Temperaturzyklus von der genomischen Matrize.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C S min 1
Denaturierung-Touchdown 95°C 30s
Hybridisierung-Touchdown Tw+10°C 455 10
Elongation-Touchdown 72°C 750 bp/min
Denaturierung 95°C 30s
Hybridisierung Tu-5°C 30s 25
Elongation 72°C 750 bp/min
Elongation 72 °C 10-20 min 1
Ende 4°C 0

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle des Verlaufs der Amplifizierung der Inserts wurde die Agarose-
Gelelektrophorese eingesetzt. Bei der Agarose-Gelelektrophorese erfolgt durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes die Auftrennung der PCR-Produkte nach der GroRe der
negativ geladenen DNA. Agarose bildet beim Abkuhlen ein dreidimensionales, sieb-
artiges Netzwerk aus, wodurch gréfRere Fragmente langsamer zu Anode wandern als
kleinere. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 125 V mit einer Agarosekonzentration von
1% in TAE-Puffer. Zur Markierung der DNA-Fragmente enthielt das Gel 0,01% (w/v)
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Ethidiumbromid, welches sich in DNA-Strange einlagert und dadurch unter UV-Licht die
Detektion der jeweiligen DNA-Fragmente ermoglicht.

2.2.1.3 Restriktion und Ligation

2.2.1.3.1 Restriktionsverdau

Fur die Herstellung von Expressionsplasmiden der jeweiligen Einzelkonstrukte
wurden die Vektoren pQlinkH (Histidinanker) und pQIlinkG (GST-Anker) verwendet. Flr
diese Vektoren wurde die klassische Klonierungsmethode bestehend aus Restriktion und
Ligation gewahlt.

Vor der Ligation von zwei DNA-Fragmenten, hier Vektor mit PCR Produkt,
wurden diese zunéchst durch Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukleasen) verdaut.
Die Enzyme katalysieren beim Verdau die spezifische Spaltung palindromischer DNA-

Sequenzen. Fiur den Restriktionsverdau wurden folgende Ansatze verwendet:

Tabelle 2.3: Mengenangaben fir den Verdau Tabelle 2.4: Mengenangaben fiir den Verdau

des Vektors. des PCR-Produkts.
Reagenz Konzentration Reagenz Konzentration
Vektor 3 Hg Genfragment 45 ul
BamHI 60 U BamHI/Bglll 10U/ U
Notl 30U Notl S5U
Puffer (10x) 1x Puffer (10x) 1x
ddH,0 zu 80 pl ddH,0 zu 80 pl

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

durch Erhitzen fiir 20 min auf 65 °C gestoppt.

2.2.1.3.2 DNA-Reinigung

Die Reaktionsprodukte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Her-
stellerangaben gereinigt. Hierflr wurde die DNA unter Hochsalzbedingungen an die
Séulenmatrix gebunden und nach dem Waschen unter Niedrigsalzbedingungen mit 30 pL
TE-Puffer eluiert.

2.2.1.3.3 Ligation
Der letzte Schritt der eigentlichen Ligationsreaktion ist die Dephosphorylierung
des Vektors mit der Antarktische Phosphatase (AP). Das Enzym katalysiert die Spaltung

der Phosphatgruppe vom 5’-Ende der DNA und verhindert damit eine unerwinschte,
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spontane Religation des Vektors. Fur die Dephosphorylierung wurde folgender Ansatz

gewahlt:

Tabelle 2.5: Mengenangaben fiir die Dephosphorylierungsreaktion.

Reagenz Konzentrationen
Vektor ~2500 ng

AP 5U

Puffer (10x) 1x

ddH,0 zu 50 pl

Die Reaktion wurde nach einer halbe Stunde bei 37 °C durch Erwdrmung des
Ansatzes auf 85 °C fur 15 min abgebrochen. Durch das Erwarmen wird die AP voll-
stdndig deaktiviert, weswegen ein weiterer Reinigungsschritt nicht notwendig ist.

Vektor und Genfragment wurden mit Restriktionsendonukleasen geschnitten, die
komplementére (berstehende Enden erzeugten. Bei der Ligation lagern sich die Enden
des Vektors an die des Genfragments an, und die T4-DNA-Ligase katalysiert die Ver-
knupfung des 3"-Hydroxy- mit dem 5"-Phosphatende. Zur Ligation wurde der Vektor mit
dem zwei- bis fiinffachen molaren Uberschuss an Insert gemischt. Das Vektor/Insert-
Gemisch wurde vor Zugabe der Ligase und des Ligasepuffers auf 65 °C fir 10 min
erhitzt und dann langsam auf 16 °C abgekihlt. Durch das Erhitzen sollen mdgliche
Sekundarstrukturen des Vektors und des Inserts zerstort werden, welche die Ligation
inhibieren kdnnten. Der Ligasepuffer (10x) fir ein Volumen von 20 pl und 200 Einheiten
T4-DNA-Ligase wurden nach dem Erreichen von 16 °C hinzugegeben. Der Ansatz wurde
dann fir 2 h bei 16 °C inkubiert, anschlieBend in chemisch-kompetente DH5a-Zellen
transformiert (Kapitel 2.2.1.5) und auf Agarplatten mit einem dem Selektionsmarker des
verwendeten Plasmides entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die entstanden
Kolonien wurden mit Hilfe der Kolonie-PCR (Kapitel 2.2.1.6) auf positive Ligations-

ergebnisse untersucht.

2.2.1.4 Ligase unabhéangiges Klonieren (LIC)

2.2.1.4.1 T4-DNA-Polymerase Exonuklease Behandlung

Zur Herstellung von Co-Expressionsplasmiden wurden nur der Akzeptorvektor
pACE und der Donorvektor pDK von Dr. Imre Berger™ verwendet. Beim Ligase-
unabhangigen Klonieren (Ligase Independent Cloning, LIC) werden die komplementéren

Uberhdange durch eine T4-DNA-Polymerase erzeugt. Die T4-DNA-Polymerase
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katalysiert in Anwesenheit von Matrize und Primer die Synthese von DNA in die
5¢-Richtung, hat aber auch eine Exonuklease-Aktivitét in der Abwesenheit von dNTP’s in
die 3°-Richtung. Die Exonuklease-Aktivitat wird verwendet, um komplementare tber-
stehende Enden zu erzeugen.

Hierfir wurden nach erfolgreicher Amplifizierung der Genfragmente die
Reaktionsprodukte mit dem QIlAquick PCR Purification Kit (Kapitel 2.2.1.2.3) zur Ent-
fernung von Uberschiissigen dNTPs und Primern gereinigt.

Die Ansatze fir T4-DNA-Polymerase Behandlungen wurden wie in Tabelle 2.6
hergestellt und anschlielend fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 1 pl
EDTA (500 mM) und Erhitzen auf 75 °C wurde die Reaktion gestoppt. Eine weitere

Reinigung der PCR-Produkte war nicht notwendig.

Tabelle 2.6: Mengenangaben fiir die T4-DNA-Polymerase Behandlung.

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

2 M Harnstoff 4 ul
100 mM DTT 2ul
T4-DNA-Polymerase 05U/1ug
ddH,O zu 40 ul

2.2.1.4.2 Annealing

Fir das Annealing wurde der Vektor mit einem gleichen molaren Teil Insert
gemischt. Der Ansatz wurde auf 65 °C erhitzt und sehr langsam auf 37 °C abgekiihlt.
Nach Erreichen der 37 °C wurde der Ansatz fur eine weitere halbe Stunde bei dieser
Temperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz in chemisch-kompetente
DH5a- fur pACE oder Pir-Zellen fur pDK transformiert (Kapitel 2.2.1.5) und auf
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die entstanden Kolonien

wurden mit Hilfe der Kolonie-PCR (Kapitel 2.2.1.6) auf positive Ergebnisse untersucht.

2.2.1.4.3 Fusion

Mit dem Vektorensystem von Imre Berger ist die Erzeugung von Co-
Expressionsplasmiden auf verschiedenste Weise mdglich, u.a. mittels der Cre-LoxP
Reaktion. Diese ist moglich, da sowohl der Akzeptorvektor als auch der Donorvektor

34 bp lange LoxP-Stellen enthalten. Die Cre-Recombinase katalysiert die Rekombination
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und ermdglicht so die Fusion von Akzeptor mit Donor. Hierfur wurden Akzeptorplasmid
mit dem gleichen molaren Teil Donorplasmid gemischt und mit der Cre-Recombinase bei
37 °C fur 1 h inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde in chemisch-kompetente DH5a. (Pir
negativ Zellen) transformiert und auf Agarplatten mit einem Antibiotikum

korrespondierend zum Donorplasmid ausplattiert.

2.2.1.5 Transformation in E. coli

Mittels einer Transformation kann Fremd-DNA in kompetente Bakterienzellen
(z.B. E.coli DH5a, PirLC oder PirHC) eingebracht werden. Zum einen kann eine
Transformation mittels Hitzeschock erfolgen: Durch die Behandlung mit Calciumchlorid
wird die negative Ladung der Bakterienmembran maskiert, und die negativ geladene
DNA kann somit besser aufgenommen werden. Zum anderen kann DNA durch
Transformation mittels Elektroschock in Bakterienzellen eingebracht werden. Durch das
Anlegen einer hohen Spannung fur einige Millisekunden kénnen sich Membranporen
6ffnen und so die Plasmid-DNA in die Zellen gelangen.

Es wurde in dieser Arbeit nur die Methode der Transformation mittels Hitze-
schock verwendet. Hierfir wurde 1-100 ng DNA zu einem Aliquot chemisch
kompetenter DH5a- oder Pir-Zellen fur die Plasmidamplifikation und Rosetta2 (DE3)
Zellen fir die Proteinexpression gegeben. Diese Zellsuspension wurde fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (30 s bei 42 °C) wurden die Aliquots fiir 2 min auf
Eis gelagert. Die Bakterien wurden in 300 pul SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei
37 °C unter Schiitteln inkubiert. Anschliefend wurden die transformierten Zellen auf LB-
Agarplatten mit einem entsprechenden Antibiotikum als Selektionsmarker ausplattiert
und uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.6 Kolonie-PCR

Ligation, Annealing als auch die Fusionsreaktion zur Herstellung der Expressions-
und Co-Expressionsvektoren wurde mittels Kolonie-PCR kontrolliert. Hierftr wurden
Einzelkolonien von der LB-Agarplatte in je 10 ul PCR-Mix (Tabelle 2.7) als Matrize
gegeben. AnschlieBend wurde die Matrize mit dem Arbeitsprogramm aus Tabelle 8

vervielfaltigt und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.
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Tabelle 2.7: Pipettierschema fir die Herstellung des PCR-Mix.

Reagenz Konzentration Mengen fur
10 ul Ansatz
dNTP 5mM 80 uM
5’-Primer (T7-Promotor) 100 pmol / pl 0,3 uM
3’-Primer (T7-Terminator) 100 pmol / pl 0,3 UM
Puffer 10 x 1x
Taqg-Polymerase 5U/pul 1,25U
Wasser zu 10 pul

Zur Vervielfaltigung wurden 25 Zyklen aus Denaturierung, Primerhybridisierung
und Elongation verwendet.

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

Schritt Temperatur Zeit
initiale Denaturierung 95°C 300s
Denaturierung 95 °C 30s
Primerhybridisierung 50 °C 30s
Elongation 72 °C 100 bp/min
finale Elongation 72 °C 300
Ende 4°C ©

2.2.1.7 Mutagenese

Mutationen wurden in einem einstufigen Verfahren durch gezielte Mutagenese
nach Zheng et al. (2004)1*?? eingefiihrt. Die Primer fiir die Mutagenese wurden so
geplant, dass die Mutationen mindestens vier Basen vom 5°‘-Ende und nicht unter 6-8
Basen vom 3°-Ende entfernt eingefligt wurden. Zusatzlich wurde beachtet, dass der

Primer am 3°-Ende mit 8 nicht-lberlappenden Basen endet.

Tabelle 2.9: Pipettierschema fir PCR-Ansatze.

Reagenz Mengen
dNTP, je 5 mM 200 uM
5’-Primer, 10 uM 0,4 uM
3’-Primer, 10 uM 0,4 uM
Puffer, 10x 1x
DNA-Matrize 50 ng
PfuPlus-Polymerase 7U

ddH,0 zu 25 pl
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Die Reaktionsansdtze wurden wie in Tabelle 2.9 aufgefuhrt pipettiert und
anschlieend mit dem Programm aus Tabelle 2.10 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 bp/min
Elongation 72°C 30 min 1
Ende 4°C ©

Die Matrizen fiir die Mutagenese wurden aus dam™-Stammen isoliert und liegen
im Gegensatz zu den in vitro replizierten Plasmiden methyliert vor. Nach der PCR
wurden die Matrizen durch die methylierungsspezifische Endonuklease Dpnl fiir 4 h bei
37 °C verdaut. Somit bleiben ausschliel3lich neu generierte Plasmide zuriick. Der gesamte

Ansatz wurde in E. coli DH5a transformiert.

2.2.1.8 Préaparation von Plasmid-DNA

Bei einem positiven Ergebnis der Kolonie-PCR wurde zur Amplifizierung des
mdoglichen Expressionsvektors ein Flissigmedium mit dieser Kolonie angeimpft. Die
Kultur wurde in 20 ml LB-Medium mit Antibiotika Gber Nacht bei 37 °C unter Schtteln
vermehrt. Die Zellen wurden anschlieend durch Zentrifugation (10000 x g, 10 min)
geerntet. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIlAprep Spin Miniprep Kit
entsprechend den Herstellerangaben. Dabei werden die Zellen durch alkalische Lyse in
Gegenwart des Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgeschlossen. Danach fand die
Trennung der Plasmid-DNA von den prazipitierten Bestandteilen der Zelle (z.B. chromo-
somale DNA, Lipide, Proteine) durch Zentrifugieren statt. Im Anschluss wurde die
Plasmid-DNA selektiv an eine Silicamatrix gebunden. Nach dem Waschen der Membran
wurde die Plasmid-DNA mit TE-Puffer eluiert.

2.2.1.9 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch bei 260 nm mit
dem NanoDrop Spectrophotometer. Die Basen der Nukleinsduren besitzen bei dieser
Wellenldnge ein Absorptionsmaximum. Eine Absorption von 1 bei dieser Wellenlange

entspricht ca. 50 ug/ml doppelstrangiger DNA, 37 pg/ml einzelstrangiger DNA oder
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40 ug/ml RNA. Die Reinheit der DNA-Probe wurde Uber den Koeffizient Azso/Azso
bestimmt. Bei einem Wert von ca. 1,8 liegt die DNA rein vor. Um die Linearitat der
photometrischen Messung zu gewahrleisten, wurden DNA-Proben so verdinnt, dass die

Absorption zwischen 0,1 und 1,0 liegt.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Expressions-und Loslichkeitstest

Sowohl die erzeugten Einzelkonstrukte als auch die Co-Expressionskonstrukte
wurden im kleinen Malstab auf ihre Expression und Loslichkeit in E. coli
Rosetta 2 (DE3) Zellen getestet. Hierfur wurden einige Kolonien in 2,5 ml Medium 1 mit
geeigneten Antibiotika bis zu einer ODggo von 1,0 kultiviert. Die Kultur wurde mit dem
gleichen Volumen Medium 2 mit geeigneten Antibiotika verdiinnt. Induziert wurden die
Kulturen mit 0,2 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) und danach bei 17 °C
flir 13-16 Stunden inkubiert.

Nach der Expression wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 15 min bei
20000 x g und 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in PBS-
Lysispuffer resuspendiert. Die Bakterienzellen wurden durch wiederholtes Einfrieren in
flussigen Stickstoff und Auftauen im Heizblock bei 37 °C aufgeschlossen. Danach wurde
die Suspension fiir 15-40 min bei 4 °C und 20000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit Co®*-lonen beladenden NTA-Beads (Proteine mit Histidinanker) oder GSH-Beads
(Proteine mit GST-Anker) fir 1,5 h bei 6-8 °C unter stdndigem Mischen inkubiert. Die
Beads waren vorab in TeEx-Puffer &quilibriert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Wasser
resuspendiert. 10 ul Probe wurden mit 27,5 pl Wasser und 12,5 ul SDS-Probenpuffer
vermischt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Beads wurden bei 4 °C und 100 x g fur
1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und anschlieRend die Beads
mit 1ml TeEx-Waschpuffer resuspendiert. Anschlielend wurde sie nochmals
zentrifugiert und der Uberstand wiederum aspiriert.

Schlussendlich wurden die Beads mit 30 pl SDS-Probenpuffer versetzt und fir
5min auf 95 °C erhitzt. Die gesamte Testexpression wurde mittels SDS-PAGE
analysiert. Hierflr wurden SDS-Proben vor und nach der Induktion mit Proben der

I6slichen und unldslichen Fraktionen verglichen.
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2.2.2.2 Proteinexpression

Losliche Einzelkonstrukte oder Co-Expressionskonstrukte wurden in E. coli
Rosetta 2 (DE3) Zellen exprimiert. Zundchst wurde eine Vorkultur (0,02% des End-
volumens) aus mehreren Einzelkolonie in LB-Medium (ber Nacht bei 37 °C angesetzt.
Diese Vorkultur wurde benutzt, um eine Expressionskultur von 2xLB-Medium anzu-
impfen, welche unter standigem Schutteln bei 37 °C bis zur einer ODggo von 0,8-1,0
inkubiert wurde.

Die verwendeten LB-Medien fir die Vorkultur und die Expressionskultur ent-
hielten Ampicillin (100 mg/l) und Chloramphenicol (34 mg/l) fur die Expression von
Einzelkonstrukten, und zusétzlich Kanamycin (50 mg/l) fur die Co-Expression, um zu
gewdbhrleisten, dass sich nur Bakterienzellen mit dem Expressionsvektor und dem
pPRARE2-Vektor vermehren konnten. VVor der Induktion mit 0,2 mM IPTG wurde die
Kultur 30 min bei 6 °C abgekihlt. Die Expression des Zielproteins erfolgte tiber Nacht
bei 17 °C unter standigem Schutteln.

Nach der Expression wurden die Zellen durch Zentrifugieren fir 10 min bei
6500 x g und 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen entweder
sofort aufgeschlossen und weiter verarbeitet oder mit flissigen Stickstoff schockgefroren

und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.3 Proteinreinigung

Das Zellpellet der Expressionskultur wurde in PBS-Lysispuffer resuspendiert. VVor
dem Zellaufschluss durch den Fluidizer wurde die Suspension manuell homogenisiert. Im
Fluidizer werden die Zellen durch entstehende Scherkrafte in der Scherkammer lysiert.
Mittels Zentrifugation wurden die unldslichen Bestandteile bei 4 °C und 68000 x g fur
70 min von den Iéslichen Proteinen im Uberstand des Lysats getrennt. Zur Entfernung
verbliebener Schwebstoffe wurde der Uberstand filtriert.

Die Proteinkonstrukte enthielten einen N-terminalen Hepta-Histidinanker, der die
Reinigung mittels einer Metallaffinitatssdule ermdglicht. Die Matrix (SiO,) der ver-
wendeten Ni®*-Beads ist mit Iminodiessigsaure (IDA)-Resten funktionalisiert, die mit
zweiwertigen Nickelionen (Ni?*) beladen wurden.

Die Reinigung der Einzelkonstrukte oder Co-Expressionskonstrukte erfolgte auf
einer Gravitationssaule mit ca. 1-3 ml Ni**-Beads. Die Beads wurden vorab mit Puffer

W, é&quilibriert. Durch die Interaktion der Nickelionen mit dem Imidazolring der
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N-terminalen Histidine wurde das Zielprotein beim Beladen der Saule auf dem S&ulen-
material zurtickgehalten. Unspezifisch wechselwirkende Proteine wurden durch Waschen
mit jeweils 10 Séulenvolumen (SV) von Puffer Wy, W; und W, entfernt. Die Elution
erfolgte mit zweimal 3 Sadulenvolumina (SV) Puffer E; und einmal 3 SV Puffer E..
Fraktionen mit dem potenziellen Zielprotein wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und
vereinigt. Die Konzentrationsbestimmung der Fraktionen mit Protein erfolgte photo-
metrisch bei 280 nm.

Der Histidinanker wurde bei den Proteinkonstrukten durch TEV-Protease (1 mg
Protease auf 3 mg Protein) abgespalten. Der Verdau erfolgte Gber Nacht bei 4 °C in der
Dialysemembran (MWCO 6000-8000) gegen den Dialysepuffer. Gleichzeitig wurde
durch Dialyse die Konzentration des Imidazols verringert.

Das verdaute Protein wurde mittels einer weiteren Metallaffinitatssaule von der
verwendete Protease, unverdautem Protein und abgetrenntem Histidinanker getrennt. Die
jeweiligen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert, um die Fraktion mit dem
Zielprotein zu identifizieren. Diese Fraktionen wurden vereinigt und mittels Ultra-
filtration (10 kDa Ultrafiltrationsmembran) auf ein adéquates Volumen (2% der ver-
wendeten GroRenausschlusschromatographiesaule) konzentriert.

Die Reinigung wurde mit einer GrélRenausschlusschromatographie abgeschlossen.
Hierbei werden Molekile nach ihrem hydrodynamischen Radius getrennt, d.h. groRe
Molekiile eluieren eher von der Sdule als kleinere. Das Prinzip basiert auf der
unterschiedlichen Permeation der Molekdile in das pordse Tragermaterial mit definierter
PorengroRe. Die Sdaule wurde mit 1 SV Gelfiltrationspuffer (abhangig vom verwendeten
Proteinkonstrukt) dquilibriert und das Protein in 1 SV eluiert. Die gesammelten Frak-
tionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen mit dem grofiten Reinheits-
grad und der hochsten Homogenitat wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration (10 kDa
Ultrafiltrationsmembran) konzentriert. AnschlieBend wurde das Protein aliquotiert, mit
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.4 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) ermdglicht Aussagen
uber die Zusammensetzung und die Reinheit einer Proteinprobe. Das im Probenpuffer
enthaltene SDS ist ein anionisches Detergens mit starken denaturierenden Eigenschaften.
Durch Hitzedenaturierung im Beisein von SDS werden die Sekundar- und



2 Materialien und Methoden 41

Tertidrstrukturen der Proteine aufgeldst und das Protein in seine lineare Form uberfihrt.
Weiterhin lagert sich SDS an das Protein an (etwa 1,4 g/g Protein) und maskiert dessen
intrinsische Ladung. Alle Proteine werden so in Abhéngigkeit ihrer GroRe negativ
geladen und koénnen dadurch im elektrischen Feld anhand ihrer GroRe aufgetrennt
werden.

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

Gel war folgendermalien zusammengesetzt:

Tabelle 2.11: Zusammensetzung eines Polyacrylamidgels.
Komponente Sammelgel Trenngel
ddH,0 1,43 ml 1,40 ml
Sammelgelpuffer 0,62 ml
Trenngelpuffer 1,46 ml
30% (w/v) Acrylamid 0,42 ml 2,92 ml
10% (w/v) SDS 25,0 ul 58,3 ul
10% (w/v) APS 20,0 pl 50,0 ul
TEMED 2,5 ul 5,0 ul

Die Proteinproben wurden mit vierfachem SDS-Probenpuffer versetzt, fir 5 min
bei 95 °C erhitzt und im Anschluss auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese
wurde bei 260 V fiir etwa 40 min durchgefiihrt. Als nachstes wurde das Gel in Losung 1
kurz aufgekocht. Diese Losung wurde verworfen. Auf das Gel wurde Losung 2 gegeben
und anschlielend noch ca. 1 ml der Lésung 3 hinzugefugt.

Die SDS-Gele wurden im LAS-4000 Geldokumentationssystem abgelichtet.

2.2.2.5 Seleno-L-Methionin markiertes Protein

Eine Methode zur Bestimmung von Proteinkristallstrukturen ist die Herstellung
Seleno-L-Methionin (SeMet) markierter Proteine. Der Einbau von schweren Atomen, z.B.
Selen statt Schwefel, in ein Protein fiihrt zu einer anomalen Dispersion der Rontgen-
strahlen, d.h. Unterschiede in der Intensitat der Friedel-Paare™®!. Diese Unterschiede
kdnnen mit Hilfe eines MAD-Experiments (multiple wavelength anomalous dispersion)
zur Losung der Kiristallstruktur benutzt werden. Zum Einbau von SeMet muss jedoch der
endogene Methionin-Syntheseweg inhibiert werden.

Die Expression des SeMet-markierten Proteinkonstrukts erfolgte in E. coli
Rosetta 2 (DE3) Zellen. Zunéchst wurde eine Vorkultur (200 ml LB-Medium mit
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Ampicillin (100 mg/l) und Chloramphenicol (34 mg/l)) mit mehreren Kolonien Uber
Nacht bei 37 °C angeimpft. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren fir 10 min bei 3300
X g und 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 ml M9-
Medium resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden gleichméRig auf finf sterile
Erlenmeyerkolben mit je zwei Liter M9-Medium mit einem Zusatz von Ampicillin
(50 mg/l) und Chloramphenicol (17 mg/l) verteilt und unter stdndigem Schitteln bei
37 °C bis zu einer ODggo von 0,6 (Log-Phase des Bakterienwachstums) inkubiert.

Nach dem Erreichen der Log-Phase wurden der Kultur die Aminosauren Lysin,
Phenylalanin und Threonin in einer Konzentration von je 100 mg/l sowie Isoleucin,
Leucin und Valin in einer Konzentration von je 50 mg/l hinzugegeben. Durch die Zugabe
dieser Aminosauren wird die Biosynthese von Methionin inhibiert. Dann wurde die
Kultur bei 4 °C fur 30 min abgekihlt. Vor der Induktion mit 0,2 mM IPTG wurde der
Kultur SeMet in einer Konzentration von 60 mg/l zugegeben. Die Expression des
Zielproteins erfolgte fiir 18 h bei 17 °C unter standigem Schutteln.

Die Reinigung markierter Proteine wurde analog zum unmarkierten Protein
(Kapitel 2.2.2.3) durchgefihrt.

2.2.2.6 Co-Sedimentationsexperiment

Zur ldentifizierung von Interaktionen zwischen Proteinen und Lipid-Membranen
wurden Co-Sedimentationsexperimente mit Folch-Vesikeln durchgefihrt. Folch-Lipide
sind Extrakte aus Rinderhirn und enthalten eine Mischung der wichtigsten nattrlich
vorkommenden Lipide.™* Zur Herstellung der Vesikel wurde zunéchst das organische
Losungsmittel der Folch-Mixtur unter einem Stickstofffluss evaporiert. Danach wurden
die Folch-Lipide unter Vakuum fiir mindestens 1 h getrocknet, um Ldsungsmittelreste zu
entfernen. Die getrockneten Lipide wurden mit Vesikel-Puffer zu einer finalen
Konzentration von 4 mg/ml versetzt und fur 15 min bei Raumtemperatur rehydriert.
AnschlieBend wurden sie in kurzen Intervallen in einem Vortex-Schuttler geschittelt. Es
folgten 10 Zyklen Einfrieren/Auftauen im Wechsel zwischen -78 °C und 37 °C.
Unilamellare Vesikel wurden aus dieser multilamellaren Vesikelsuspension mittels
Extrusion durch Polycarbonat-Membranen mit unterschiedlichen PorengréfRen (800, 200,
100, 50 nm) hergestellt.

Fur die Zentrifugationsproben wurden 5-10 uM Protein in einem Volumen von
40 pl mit Folch-Vesikeln gemischt. Es wurden unterschiedliche Vesikelkonzentrationen
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(0,5 bis 2,0 mg/ml) sowie verschiedene Durchmesser (50 bis 800 nm) verwendet. Nach
einer zehnmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben fur 15 min bei
70000 rpm (213483 x g) und 20 °C zentrifugiert. Nach der Sedimentation der Vesikel
wurden 28 pl des Uberstandes in ein frisches Reaktionsgefal Gberfiihrt und mit 10 pl
4xSDS-Probenpuffer versetzt. Der restliche Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
wurde in 40 pl Vesikel-Puffer resuspendiert, im Vortex geschittelt und 28 pl der
Suspension mit 10 pl 4xSDS-Probenpuffer versetzt. Alle SDS-Proben wurden fir finf
min bei 95 °C erhitzt.

2.2.2.7 Pulldown-Experiment

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurden die Einzelkonstrukte
als GST-Protein oder als Hisz-Protein in E. coli Rosetta 2 (DE3) Zellen exprimiert. Dabei
diente das GST-Protein als bait (Koder-Protein) und das His;-Protein als prey (Beute-
Protein). Hierfur wurden einige Kolonien in Medium 1 mit geeignetem Antibiotikum bis
zu einer ODggo vVon 1,0 kultiviert. Die Kulturmenge wurde so gewahlt, dass bait und prey
vergleichbare Gesamtexpressionslevel aufweisen. Nach Erreichen der Ziel-OD wurde die
Kultur mit der gleichen Menge Medium 2 mit geeignetem Antibiotikum verdinnt.
Induziert wurden die Kulturen anschlieBend mit 0,2 mM IPTG und danach bei 17 °C fir
13-16 h inkubiert.

Nach der Expression wurden die Zellen durch Zentrifugieren fir 15 min bei
20000 x g und 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
HEPES-Lysispuffer resuspendiert. Zundchst wurde nur mit den Pellets der GST-Proteine
weitergearbeitet. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (20% Amplitude, 45s) auf-
geschlossen. Die unloslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 20000 x g
und 4 °C entfernt. Der Uberstand wurde auf GSH-Beads gegeben und fiir 1,5 h bei 6-8 °C
unter standigem Mischen inkubiert. Die Beads wurden vorab mit BSA (7 mg/ml) in-
kubiert, um unspezifische Membranbindung zu minimieren und anschlieBend mit
HEPES-Waschpuffer dquilibriert.

Nach der Inkubation mit dem GST-Protein wurden die Beads bei 100 x g und
4 °C fur 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und anschlieRend
die Beads mit 1 ml HEPES-Waschpuffer resuspendiert. Anschlielend wurde sie noch-
mals zentrifugiert und der Uberstand wiederum aspiriert. Diese Prozedur wurde noch

zweimal wiederholt, um ungebundenes Protein zu entfernen.
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Danach wurde der Uberstand der His-Proteine auf die GSH-Beads mit GST-
Protein gegeben und fur 3 Stunden bei 6-8°C unter stdndigem Mischen inkubiert. Die
Beads wurden im Anschluss bei 100 x g und 4 °C fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und anschliefend die Beads mit 1 ml HEPES-Waschpuffer
resuspendiert. AnschlieRend wurde sie nochmals zentrifugiert und der Uberstand
wiederum aspiriert. Diese Prozedur wurde noch sechs- bis 15-mal wiederholt, um
ungebundenes oder schwach gebundenes Protein zu entfernen.

Zum Schluss wurden die Beads mit 15 pl SDS-Probenpuffer versetzt und fiir
5 min bei 95 °C erhitzt. Die Proben wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und Proteine
mittels Western-Blot und Immundetektion analysiert.

2.2.2.8 Western-Blot und Immundetektion

Fur die Immundetektion von Proteinen durch Antikdrper wurden Protein
enthaltende Proben zunédchst in einem SDS-Gel nach ihrer GroRe aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-
(PVDF-) Membran im Nass-Verfahren ubertragen. Die Membran wurde fiir den Transfer
fir 30 s in 100% Methanol aktiviert. Fasertuch und Filterpapier wurden in Transferpuffer
getrankt. Der Western-Blot Tank wurde mit Transferpuffer geftllt und der Transfer bei
100 V fiir 65 min durchgefinhrt.

Nach dem Transfer wurde die Membran mit 3% Milchpulver in TBST-Puffer fur
3 h inkubiert. Dadurch werden freie Bindungsstellen auf der Membran abgesattigt.
Danach wurde die Membran einmal mit 30 ml TBST-Puffer und dann zweimal mit je
30 ml PBS fir je 5 min gewaschen. Zur Detektion der His-Proteine wurde die Membran
fur 90 min mit einem Anti-TetraHis-Antikorper (1:1000 in PBS mit 2% BSA) inkubiert.
Danach wurde die Membran wie zuvor gewaschen. Danach folgte die Inkubation mit dem
Anti-Maus-HRP-Konjugat (1:3000 in TBST mit 3% Milch) fur eine Stunde. Die
Membran wurde wiederum wie zuvor gewaschen.

Die Membran wurde fir 1 min mit 400 pl ECL-Reagenz inkubiert, und die
Chemilumineszenz wurde im LAS-4000 Geldokumentationssystem detektiert. Die

Belichtungszeit variierte je nach Signalstarke zwischen 2 und 30 min.
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2.2.3 Biophysikalische Methoden

2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte photometrisch bei 280 nm
mit einem NanoDrop Spektrophotometer. Die aromatischen Aminoséuren Tyrosin und
Tryptophan besitzen bei dieser Wellenldnge ein Absorptionsmaximum. Die
Konzentration kann anhand der Absorption Uber das Lambert-Beer'schen Gesetz er-
rechnet werden:

_ Az80 nm (1)
e-d

mit ¢ = Konzentration, A = Absorption, & = Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke

Der theoretische Extinktionskoeffizient der Proteine wurde mit dem Programm
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam) berechnet. Die Konzentration der Proteine
wurde so gewahlt, dass die Absorption zwischen 0,1 und 1,0 lag, damit der Messbereich
des Photometers linear war. Die Reinheit der Proteinprobe gibt der Koeffizient Azgo/Azeo
an. Bei einem Wert von ca. 1,75 kann angenommen werden, dass die Proteinprobe frei

von DNA-Verunreinigungen ist.

2.2.3.2 CD-Spektroskopie

Circulardichroismus- (CD)-Spektroskopie nutzt die Wechselwirkung optisch aktive
Substanzen mit polarisiertem Licht aus. Die CD-Spektroskopie findet Anwendung u.a. in
der Analyse der Sekundarstruktur von Proteinen, weil Sekundérstrukturelemente
charakteristische CD-Spektren im fernen UV (180-240 nm) aufweisen (Abb. 7). Mit Hilfe
der CD-Spektroskopie ist es auch moglich, die thermische Stabilitat eines Proteins zu
bestimmen. Hierbei wird ausgenutzt, dass sich ab einer spezifischen Temperatur
(Schmelztemperatur) die Sekundérstrukturelemente entfalten und somit sich das
CD-Spektrum signifikant andert.

Die Messungen wurden mit dem CD-Spektrometer Chirascan der Firma Applied
Photophysics durchgefuhrt. Die Proteine wurden iber Nacht gegen CD-Puffer dialysiert.
Die Konzentration der Proteine wurde durch UV-Absorption bei 280 nm bestimmt und
die Losung dann auf 2,5 uM verdunnt.

Fur die Messungen der CD-Spektren wurden folgende Parameter verwendet:
Stickstofffluss: 5 I/min, Temperatur: 20 °C, Wellenldnge: 260-178 nm in 0,5 nm
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Schritten, Integrationszeit: 0,5 s, Bandbreite: 0,5 nm, Wiederholungen: 10,
Kuvettenvolumen: 400 pl, Schichtdicke: 1 mm.
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Abb. 2.1: CD-Spektren von Modellpeptiden. (1-3) Spektren typischer Sekundérstrukturen: (1) a-Helix,
(2) B-Faltblatt, (3) ungeordnete Konformation. (4-5) Effekt von Proteindenaturierung auf das

CD-Spektrum am Beispiel von Collagen (4) mit gefalteter dreifach Helix, (5) nach
Denaturierung.?!

Fur die Messungen des Schmelzpunktes wurden folgende Parameter verwendet:
Stickstofffluss: 5 I/min, Temperaturbereich: 10 bis 90 °C in 2 °C Schritten,
Heizrate: 2 °C/min, Wellenlangen: 222, 218, 208, 195 und 193 nm, Integrationszeit: 4 s,
Bandbreite: 0,5 nm, Kivettenvolumen: 400 pl, Schichtdicke: 1 mm.

Die Subtraktion des Puffer-Spektrums und die Kurvenanpassung erfolgten mit

dem Analyseprogramm von Chirascan.

g = mdeg (2)
d [mm] - c [M] - Ny

Mit d = Pfadlange [mm], ¢ = Konzentration [M], Nas = Anzahl der Aminosauren

Die erhaltene Elliptizitdt (mdeg) wurde Uber Gleichung 2 in die gemittelte
residuale Elliptizitdt 6 umgerechnet. Die Herleitung der verwendeten Formel ist in einer
Ubersichtsarbeit von Greenfield*?® beschrieben. Die Dekonvolution der CD-Spektren
wurde auf dem Dichroweb-Server®®! mit dem Algorithmus CDSSTRM™ und unter
Verwendung des Referenzsets 3 durchgefihrt.

2.2.3.3 Fluoreszenz-basierte Bestimmung der Thermostabilitat
Die Fluoreszenz-basierte Bestimmung der Thermostabilitdt, auch als Thermo-
Fluor-Experiment bezeichnet, ist eine schnelle und effiziente Methode zur Bestimmung

des Schmelzpunktes eines Proteins. Diese Methode kann im 96er Format durchgefiihrt
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werden und ermdglich so einen hohen Durchsatz an Bedingungen. Durch die Ermittlung
geeigneter Pufferbedingungen kann u.a. die Qualitat und Quantitat der Proteinherstellung
erhéht werden. Weiterhin kann sich durch die Erhéhung der Thermostabilitat des Proteins
oder Komplexes auch die Kristallisierbarkeit verbessern.*?!

Das ThermoFluor-Experiment wurde mit dem Real-Time PCR Gerat (CFX96)
von Biorad durchgefiinrt. Die Ansdtze wurden wie in Tabelle 2.12 hergestellt.
AnschlieBend wurden dreimal 20 ul Ansatze luftblasenfrei pipettiert. Die Ansatze wurden
von 20 bis 95 °C in 0,5 °C Schritten erhitzt.

Tabelle 2.12: Pipettierschema fir ThermoFluor
Reagenz Mengen

Protein 20-100 uM

SYPRO Orange (8x) 10,0 pl
ThermoFluor-Puffer (4x) 20,0 pl

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

ddH,0 zu 80 pl

2.2.3.4 Statische Lichtstreuung (SLS)

Die statische Lichtstreuung (SLS) ermdglicht die Bestimmung der absoluten
mittleren Molekularmasse und des oligomeren Zustandes eines Proteins. Fiur diese
Methode wird eine analytische Gelfiltrationssaule  Superdex200™  10/300
(GE-Healthcare) mit einem Detektor fir Lichtstreuung bei einem Winkel von 90°
(Right Angle Light Scattering (RALS)) und einem Refraktometer kombiniert. Zusatzlich
wurde der UV-Detektor der FPLC-Anlage verwendet, um die Proteinkonzentrationen zu
bestimmen. Auf die mit GF-Puffer 3 dquilibriert Gelfiltrationssaule wurde zwischen 300

und 600 ug Protein gegeben.

2.2.4  Proteinkristallographie

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins kann mittels Rontgenstrukturanalyse
bestimmt werden. Hierfiir missen die Proteine in reiner und kristalliner Form vorliegen.
Proteinkristalle kénnen aus einer Uberséttigten LOsung entstehen, die durch Konzen-
trationserhdhung des Prézipitans oder des Proteins hergestellt wird. Dabei wird die
Loslichkeitsgrenze des Proteins kontrolliert Gberschritten, und es kommt im Idealfall zur

Entstehung von Kiristallisationskeimen und anschlieRend zur Kristallisation. Die Suche
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nach geeigneten Bedingungen beruht auf dem Prinzip von Versuch und Irrtum. Nach der
erfolgreichen Kristallisation werden Roéntgenbeugungsdaten aufgenommen. Hierbei wird
ein Rontgenstrahl am Proteinkristall gebeugt. Aus den Intensitaten der Bragg-Reflexe und
nach Bestimmung der Phasen kann eine Elektronendichtekarte berechnet werden. Die
Interpretation der Elektronendichte fihrt zu einem atomaren Strukturmodell, das

abschlieRend gegen die experimentellen Daten verfeinert wird.*!

2.2.4.1 Kristallisation mittels Dampfdiffusionsmethode

In dieser Arbeit wurde die Methode der Dampfdiffusion mittels sitting-drop und
hanging-drop verwendet, um die Konzentration von Protein und Prazipitans langsam zu
erhdhen. Hierfir wird ein kleines Volumen konzentrierter Proteinlésung mit dem
gleichen Volumen Reservoirlésung gemischt und gegen ein groBeres VVolumen unver-
dunnter Reservoirlésung inkubiert (Abb. 2.2). Im Tropfen ist die Konzentration des
Prézipitans nur halb so grol3 wie im Reservoir. Deswegen verringert sich durch Dampf-
diffusion das Volumen, und die Konzentration an Protein und Préazipitans erhoht sich.

Um geeignete Bedingungen fir die Kristallisation zu finden, wurde ein Hoch-
durchsatzverfahren mit den Kiristallisationsscreens The Anions Suite, The Cations Suite,
The Classics Il Suite, The Classics Suite, The JCSG+ Suite, The PACT Suite, The
pHClear Il Suite und The pHClear Suite von QIAGEN durchgefiihrt. In diesem
Verfahren wurden viele verschiedene Kristallisationsbedingungen getestet. Dabei wurden
Parameter wie z.B. die Art und die Konzentration des Prazipitans, der pH-Wert und die
lonenstérke systematisch variiert. Fur das Verfahren wurde die sitting-drop-Methode
verwendet (Abb.2.2a). Die verschiedenen Bedingungen wurden in einer
Kristallisationsplatte mit 96 Kavitaten (Corning 3550) getestet. Fir jede Testbedingung
wurden 200 nl Proteinlésung mit 200 nl Reservoirlosung vermischt und gegen 75 pl
Reservoirlosung bei 20 °C inkubiert.

Diejenigen Kristallisationsbedingungen des Hochdurchsatzverfahrens, bei denen
die Proteine Kiristallisationskeime oder Kristalle bildeten, wurden im hanging-drop-
Verfahren (Abb. 2.2b) verfeinert/optimiert. Die hanging-drop-Methode beruht wie die
sitting-drop-Methode auf der langsamen Konzentrationserhéhung des Proteins im
Tropfen durch Dampfdiffusion. Hierftr wurde fir jede Bedingung 1 pl Proteinldsung mit

1 pl Reservoirlésung vermischt und gegen 1000 ul Reservoirldsung bei 20 °C inkubiert.
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Abb. 2.2: Proteinkristalisation A) sitting drop-Methode B) hanging drop-Methode.

Die Optimierung wurde in Flachbodengewebekulturplatten mit 24 Kavitaten

durchgefuhrt. Ziel der Optimierung war es, vereinzelt wachsende Kristalle zu erhalten.

2.2.4.2 Datensammlung

Die optisch besten Einzelkristalle wurden mittels 0,1-0,3 mm Kryoschleifen
(Hampton Research) gefischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und gelagert. Um
Strahlenschdaden in den Proteinkristallen, wie beispielsweise das Aufbrechen von
Bindungen und die Entstehung beweglicher Radikale durch die Roéntgenstrahlen zu
minimieren, wurden diese in einem trockenen Stickstoffstrahl bei -173 °C vermessen.
Diese tiefen Temperaturen dienen der Vermeidung von exzessiven Strahlungsschaden
wahrend des Beugungsexperiments. Bei diesen Temperaturen gefriert jedoch das im
Puffer enthaltene Wasser. Dadurch entstehen mikrokristalline Eiskristalle, die den
Proteinkristall durch mechanischen Stress schadigen konnen. Zusétzlich erzeugen diese
Eiskristalle ein  charakteristisches  Streumuster  (,,Eisringe*), welches den
Informationsgehalt der Diffraktionsbilder in bestimmten Auflésungsbereichen verringern
kann. Aus diesen beiden Grunden werden Kristalle vor dem Einfrieren in eine sogenannte
Kryo-Lésung 0berfihrt, welche einen Kryoprotektanden enthélt, der die Eisbildung
verhindert. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Kristalle sehr sensitiv bezlglich ihrer
chemischen Umgebung sein konnen. Diese wird naturlich auch durch den
Kryoprotektanden beeinflusst, wodurch dieser unter Umstanden schadlich fur den
Proteinkristall sein und im schlimmsten Fall zu einer Auflésung des Proteinkristalls
fihren kann. In dieser Arbeit wurde als Standardkryoschutz Glyerin in einer
Konzentration von 20% (v/v) eingesetzt. Im Verlaufe der Arbeit (Kapitel 3.1.3.3.1)
wurden auch andere Kryoprotektanden getestet.
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Hochaufldsende Datensétze von nativen sowie SeMet-Derivatkristallen wurden an
den Beamlines 14.1 und 14.2 des Helmholtz-Zentrums Berlin fiir Materialien und Energie
und der Freien Universitat Berlin am Synchrotron BESSY 1) aufgenommen. Die
Synchrotronstrahlung hat den Vorteil, dass Wellenldngen im Bereich von 0,75 — 2,25 A
(bei BESSY) fir das Diffraktionsexperiment frei gewahlt werden kdnnen. Somit sind
Messungen der anomalen Dispersion bei einer einzelnen Wellenldnge (SAD) als auch bei
mehreren Wellenlangen (MAD)™Y maglich. Die Indizierung, Integration und Skalierung
aller Diffraktionsdaten erfolgte mit dem XDS-Programmpaket.!**

Die im Synchrotron erzeugten Rontgenstrahlen treffen auf den Kristall und inter-
agieren mit den Elektronen der Atome im Kristall, wodurch diese angeregt werden. Bei
der Ruckkehr in den Grundzustand wird Rontgenstrahlung in jede Richtung abgegeben.
Die von den Atomen emittierten Rontgenstrahlen interferieren dabei miteinander. Ob die
Strahlen in eine bestimmte Richtung ausgeldscht werden (destruktive Interferenz) oder
sie sich gegenseitig verstarken (konstruktive Interferenz) hangt vom Abstand der Atome
und vom Winkel ab.*?! Die Bedingungen fiir eine konstruktive Interferenz wird durch
das Bragg'sche Gesetz beschrieben (Gleichung 3):

2d-sinfd=n-1 3

d = Abstand der Gitterebenen, 6= Beugungswinkel, n = Beugungsordnung, A = Wellenlange des
Rontgenstrahls

Zu einer konstruktiven Inter-
ferenz kommt es also, wenn der Gang-
unterschied zwischen den Strahlen, die
unter dem Winkel 0 auf zwei benach-
barte Gitterebenen einfallen, einem
ganz-zahligen Vielfachen der

verwendeten Wellenldnge A entspricht.
Dadurch entstehen Reflexe, die mit dem

Abb. 2.3: Réntgenbeugungsaufnahme vom . ..
nativen Kristall von Vpsi8yrp, bei Detektor aufgezeichnet werden kdnnen

0,913 A und einer Auflésung von
214 A (Abb. 2.3).

Jeder einzelne Reflex unterscheidet sich in seiner Lage, Amplitude und Phase,
abhéngig von der Anordnung der Atome im Kristallgitter. Mittels ortsauflésender
Rontgendetektoren l&sst sich die Lage der Beugungsreflexe und aus der Intensitat der
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Reflexe ermitteln, die dem Quadrat der Strukturfaktoren proportional sind. Die Phasen-
beziehungen zwischen den Reflexen jedoch konnen nicht experimentell gemessen
werden. Es gibt also ein sogenanntes ,,Phasenproblem®, da sowohl Amplitude als auch

Phase der Strukturfaktoren bendétigt werden, um eine Elektronendichtekarte zu berechnen.

2.2.4.3 Phasenbestimmung durch multiple anomalous diffraction (MAD)

Um das Phasenproblem zu l6sen, kdnnen verschiedene Methoden verwendet
werden: 1. Direkte Methoden, 2. Molekularer Ersatz, 3. Isomorpher Ersatz und
4. Anomale Dispersion.**? Die direkten Methoden sind bei Strukturen mit einer GroRe
von maximal 10-15 kDa und bei einer Auflésung besser als 1,0 A anwendbar. Beide
Bedingungen treffen nicht auf die in dieser Arbeit relevanten Proteinfragmente zu. Der
Molekulare Ersatz kann nur angewendet werden, wenn bereits ein dreidimensionales
Strukturmodell mit hoher Sequenz- und Strukturhomologie vorhanden ist. Aus den aus
dem Modell abgeleiteten Phasen und den gemessenen Amplituden kann dann eine
Elektronendichtekarte der neuen Struktur konstruiert werden. Dies ist im Falle der
Proteinfragmente der HOPS und CORVET-Untereinheiten nicht moglich, da keine
Strukturen von homologen Proteinen bekannt sind. Bei der Methode des isomorphen
Ersatzes wird der Kristall in Losungen von Schwermetallsalzen oder organischen
Schwermetallverbindungen tberfuhrt. Die Schwermetalle diffundieren in den Kristall und
binden seitenkettenspezifisch an die Proteinoberflache. Verschiedene Schwermetalle
weisen dabei verschiedene Spezifitaten auf. Da die Schwermetalle mehr Elektronen als
die Atome des Proteins besitzen, streuen sie die Rontgenstrahlen viel starker. Durch die
Intensitatsunterschiede des nativen Datensatzes im Vergleich zum isomorphen Datensatz
bei gleicher Wellenldnge kdnnen die Positionen der Schweratome ermittelt werden.
Voraussetzung hierfur ist jedoch, dass der schweratommodifizierte Derivatkristall
isomorph zum nativen Kristall ist, d.h. keine Anderung an der Struktur oder Packung des
Proteinkristalls ausweist."*” Durch die Bestimmung der Schweratompositionen wird eine
grobe Abschatzung der Phasen fir die Proteinstruktur erlaubt. Bei Verwendung nur eines
Schweratomderivats wird dies als SIR (single isomorphous replacement) bezeichnet, die
Kombination von verschiedenen Derivatkristallen als MIR (multiple isomorphous

replacement).
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Bei Beugungsexperimenten an Kristallen, die keine schweren Atome enthalten, ist
das Friedel'sche Gesetz giiltig, dem zufolge die Intensitaten der Reflexe (h, k, 1) identisch
zu den Reflexen (-h, -k, -1) sind™%, da diese durch Inversionssymmetrie miteinander
verkniipft sind.’*! Wenn schwere Atome wie Selen im Kristall vorkommen,
unterscheiden sich diese Intensitaten voneinander, wenn die Energie der Rontgenstrahlen
groRer ist als die Absorptionskante des Elements (bei Selen bei ca. 12,8 keV). Diese
anomalen Streuer besitzen die Eigenschaft, RoOntgenstrahlung einer bestimmten
Wellenlange zu absorbieren und dann als anomale Strahlung wieder abzugeben. Dadurch
erfihrt die Intensitat und die Phase eine Anderung. Die wird als anomale Streuung oder
anomale Dispersion bezeichnet.

Das Phasenproblem in dieser Arbeit wurde mit Hilfe der multiple anomalous
diffraction (MAD) gel6st. Dafiir wurde das Proteinfragment Vps18;.349 mit Seleno-L-
Methionin, wie in Kapitel 2.2.2.5 beschrieben, markiert. Bei der MAD-Methode wurde
ein hochredundanter Datensatz bei der Wellenlange der Absorptionskante und beim
Wendepunkt von SeMet aufgenommen. Die Bestimmung der Selen-Positionen, die
Phasierung und die initiale Dichtemodifikation erfolgte mit dem Programm
SHELXC/D/E™®!. Das erzeugte Modell aus dem SeMet-Datensatz wurde dann wiederum
als Template genutzt, um die Phase des nativen Datensatzes per molekularen Ersatz zu

bestimmen.

2.2.4.4 Modellbau, Strukturverfeinerung und Validierung

Zunachst wurde durch das Programm ARP/WARPM* aus der nach Phasierung
erhaltenen Elektronendichtekarte ein partielles Modell erzeugt. Zudem wurde das Modell
in wiederholten Zyklen aus Verfeinerung mit dem Programm REMAC5M™® und
manueller Anpassung mit dem Programm COOT™® vervollstandigt.

Verschiedene Qualitatskriterien ermdéglichen eine Bewertung des Modells und
Schiitzen vor einer Fehl- oder Uberinterpretation wahrend der Strukturverfeinerung. Zur
Kontrolle der Strukturverfeinerung wird ein kleiner Teil der Daten von der Verfeinerung
ausgeschlossen. Aus diesen Daten wird der freie R-Faktor (Rsee) bestimmt. Der R-Faktor
ist ein MaR fir die Qualitat eines Modells, je kleiner der R-Wert ist, desto besser
entsprechen die berechneten den gemessenen Strukturfaktoramplituden. Durch den
Vergleich beider R-Faktoren ist eine Abschatzung mdéglich, ob die Struktur verzerrt, d.h.
die Elektronendichten fehlinterpretiert wurden.!*?® Ebenso sollte die Abweichung von der
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idealen Stereochemie fir die Bindungsldngen nicht mehr als 0,02 A und fir die
Bindungswinkel nicht mehr als 4° ausmachen.**! Der B-Faktor beschreibt die Beweg-
lichkeit der Atome im Kristallgitter und wird als kristallographischer Temperaturfaktor
bezeichnet. Werte bis ca. 20 A entsprechen sehr starren und wohl definierten Strukturen.
Je hoher der Wert, desto schlechter sind die Atome durch die Elektronendichte
charakterisiert.

AbschlieRend wurden das Proteinmodell mittels TLSMD Webserver™ in TLS
(Translation/Libration/Screw) Gruppen eingeteilt. Das TLS Konzept geht davon aus, dass
Gruppen einzelner Atome als rigider Korper von den idealen Positionen des
Kristallgitters verschoben sind. Somit kann versucht werden, anhand des B-Faktors
einzelne Domanen und flexible Bereiche in einer Struktur zu definieren.

Die Validierung des Modells erfolgte mit Hilfe des Molprobity-Statistik-
Webservers.*® Abbildungen des Modells wurden mit PyMOL generiert (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7, Schrodinger LLC).
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3 C-terminaler Unterkomplex Vps39-Vps11

3.1 Ergebnisse und Diskussion

3.1.1  Expressions- und Loslichkeitstest der Unterkomplexe

Zur funktionellen und strukturellen Charakterisierung der HOPS- und CORVET-
Untereinheiten wurden gezielt Einzelkonstrukte (Tabelle 6.1) entworfen und zur
anschlieRenden bakteriellen Expression in E. coli in einen pQlinkH-Plasmid kloniert. Das
Augenmerk lag beim Design auf vorhergesagten Domanengrenzen, identifizierten
Interaktionsbereichen(®! sowie dem Vermeiden von unstrukturierten Bereichen. Die
Kernuntereinheit Vpsll der Tethering-Komplexe HOPS und CORVET wird von
Strukturvorhersagen in drei Domanen aufgeteilt: einen N-terminalen B-Propeller, gefolgt
von einer a-Solenoid-Domane und abgeschlossen von einem C-terminalen RING-Motiv.
Die spezifische Untereinheit Vps39 des Komplexes HOPS weist eine analoge

Domanenanordnung auf.’” (Abb. 3.1).

A) — e

Vpsl1l 1 1029
715 1020
778 — 1020
778 1008

B) D < — -
677 1023
875 — 1023
843 —— | ()49
875 1049

Abb. 3.1: Doménenarchitektur und Expressionskonstrukte von A) Vpsll und B) Vps39. Zahlen
bezeichnen die terminalen Aminoséurepositionen der Konstrukte. In grin die B-Propeller-
Doméne, in blau die a-Solenoid-Doméne und in orange die RING-Finger-Doméne.

Nach erfolgreicher Klonierung sowie Verifizierung der Gensequenzen wurden die
Einzelkonstrukte in E. coli Rosetta 2 (DE3) transformiert und zundchst im kleinen
MaRstab (Kapitel 2.2.2.1) auf Expression und Loslichkeit getestet. Eine Ubersicht tiber
den Fortschritt aller im Laufe dieser Arbeit verwendeten Konstrukte ist im Anhang in

Tabelle 6.1 zusammengefasst. Bei den Testexpressionen dieser Einzelkonstrukte konnten
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mehrere l6slich exprimierte Konstrukte der Kernuntereinheit VVpsl11 identifiziert werden,
I6sliche Konstrukte der HOPS-spezifischen Untereinheit VVps39 dagegen nicht. Weiterhin
wurde festgestellt, dass Einzelkonstrukte von Vpsl1l zwar l6slich exprimieren und die
Proteine gereinigt werden konnen, diese aber die Tendenz zeigen, nicht stabil genug fir
Experimente wie z.B. Kristallisationsversuche zu sein. Da beide Untereinheiten tber

(53981 wurden  zusatzlich  Co-

ihren  C-Terminus  miteinander  interagieren,
Expressionsversuche von Vps39 mit Vpsl11 durchgefuhrt, in der Hoffnung, dass durch die
Anwesenheit des korrekten Bindungspartners die Tendenz zur Selbstaggregation

reduziert werden kann.

— His-Vps39,,, ...

His-Vps11, ...
His-Vps11, .. o
—E VpS11775 1020

Vps1 1 778-1008

15
Vps39 His-Vps39,.

677-1023 7-1023

Abb. 3.2: Expressions- und Loslichkeitstest der Co-Expressionskonstrukte von Vps39 mit Vps11.
Die linke Hélfte des Gels zeigt die Ergebnisse von Vps397.1023 (40 kDa) mit
His-Vpslli5.1000 (38 kDa), His-Vpsllszgago (37 kDa) und His-Vpsllyzgagee (30 kDa) und
die letzten sechs Spuren His-Vps39s77.1023 (43 kDa) mit Vpsllyis.aig00 (37 kDa), VPSs11s7s.1020
(30 kDa) und Vpslls7g.1008 (29 kDa).

Fur die Co-Expression wurden die Einzelkonstrukte aus dem pQlinkH-Vektor
entweder mit dem Histidinanker in den pACE-Vektor oder aber ohne den Affinitatsanker
in den pDK-Vektor kloniert und danach mittels Cre-Rekombinase fusioniert (Kapitel
2.2.1.4). So konnten beide Konstrukte mit gleicher Gendosis von einem einzelnen
Plasmid in E. coli Rosetta 2 (DE3) exprimiert werden. Diese Herangehensweise wurde
gewdhlt, um moglichst homogene Co-Konstrukte zu erhalte. Die Co-
Expressionsplasmide wurden wiederum im kleinen Malstab getestet, diesmal auf
Loslichkeit und zusétzlich auf eine gemeinsame und gleichmaRige Expression der

Genprodukte.
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Durch die Co-Expression von Vps39 mit Vpsll wurde es moglich, dass
Konstrukte von Vps39, welche als Einzelkonstrukte nicht detektierbar exprimiert werden
konnten, nun zusammen mit Vps11 in léslichen Form zu gewinnen. Anhand des Beispiels
von Vps39677-1023 Mit verschiedenen C-terminalen Konstrukten von Vpsl11 ist deutlich zu
erkennen, dass das Expressionslevel der Konstrukte sehr unterschiedlich ist. Befindet sich
der Affinitatsanker am Vpsl11-Konstrukt, so kann hauptsachlich dieses Konstrukt mittels
Beads angereichet werden. Das Expressionslevel korreliert hierbei stark negativ mit der
Konstruktlange. Eine gleichméRige Expression von Vps39- und Vpsl1-Konstrukt ist nur
moglich, wenn sich der Affinitatsanker am Vps39-Konstrukt befindet. Auch hier
entscheidet das Expressionslevel des Vps11-Konstrukts tiber die Expressionsmenge von
Vps39. Je kirzer das Vpsll-Konstrukt, desto starker das Expressionslevel der beiden c-

terminalen Bereiche zusammen.

A A N <® & & ,\“&
< < < A A A
F ¥ ¥ K\ \\Qe R
= = & & &
E . F.o & .o .8 F . & .o
kba & ¥ & F & ¥ &% S & S &

778-1008

His-Vps39
— Vps39

677-1023
875-1023

Vps39 His-Vps39

875-1023 875-1023

Abb. 3.3: Expressions- und Loslichkeitstest der Co-Expressionskonstrukte von Vps39 mit Vps11l.
Die linken sechs Taschen reprasentieren die Ergebnisse von Vps39g:5.1003 (17 kDa) mit
His-Vpsll;is.1020 (38 kDa), His-Vpsllizgigoo (37 kDa) und His-Vpsllizgiges (30 kDa) und
die letzten sechs Taschen His-Vps39g75.1003 (20 kDa) mit Vps11lss.100 (37 kDa), VPs11ls7g.1000
(30 kDa) und Vps1ls7g.1008 (29 kDa).

Das gesamte Expressionslevel fir die Co-Expression konnte durch die
Verklrzung des Vps39-Konstrukts um knapp 200 Aminosaurereste weiter gesteigert
werden, jedoch auch nur bei Platzierung des Affinitatsankers am Vps39-Konstrukt. Im
Gegensatz zu Vps39e77-1023 ISt aber eine geringe Anreicherung von Vps39g75.1023 an den
Beads zu erkennen, selbst wenn sich der Affinitdtsanker am Vps11-Konstrukt befindet.
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3.1.2 Reinigung der Unterkomplexe

Die I6slichen und gleichmaRig exprimierten Co-Expressionskonstrukte wurden im
grolRen MaRstab produziert (Kapitel 2.2.2.2) und innerhalb von drei Tagen wie in Kapitel
2.2.2.3 beschrieben gereinigt. Der Verlauf der Reinigung von Vps39s77-1023- VPS1177s-1008
ist in Abb. 3.4A-B und der von Vps39g75-1023*°VPS11l77s-1008 in Abb. 3.4C-D exemplarisch
dargestellt.

A 1. Ni**-beads 2. Ni**-beads Gelfiltration C 1. Ni*-beads 2. Ni**-beads Gelfiltration
kDa DF E +TEV DF,, Probe Peakl Peak2 kDa DF E +TEV DF,, Probe Peak
70 50 :
50 A
— His-Vps39,,, .. 37
37 e G e e [ VPS39,
e—
05 — . — Vpst1,,4 00s o5 *2 L Vps11, e
20 20 — — o [— His-Vps39,,, .0,
15 15 -r - VPs39¢, 1023
— —
B 8- D
Peak1 240 ~
70 1 Peak2
60 - 200 -
S 50 g 160
< 9 < 1204
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80
20
10 4 J 40 1
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Abb. 3.4: Reinigung der Co-Expressionskonstrukte von Vps39 mit Vpsl1l. A) 15%iges SDS-PAGE
mit verschiedenen Proben, die wahrend der Reinigung der Co-Expressionskonstrukte
VPs39g77.1003 (43/40 kDa) mit Vpsllszgigos (29/27 kDa) genommen wurden. DF: Durchfluss
der ersten Ni**-Saule, E: Elution mit Puffer E;, +TEV: nach der Inkubation mit der TEV-
Protease, DF, ;i : Durchfluss der zweiten Ni?*-Saule (enthalt geschnittenes Protein), Probe:
konzentrierte Probe vor der Gelfiltration, Peakl: vereinigte Fraktionen des ersten
Gelfiltrationspeaks, Peak2: vereinigte  Fraktionen des zweiten Gelfiltrationspeaks.
B) Chromatogramm Superdex™ 200 (16/60) fiir Vps3977-1023*VPs1l7g.100s. C) 15%iges
SDS-PAGE mit verschiedenen Proben, die wahrend der Reinigung der Co-
Expressionskonstrukte Vps39g75.1023 (20/17 kDa) mit Vpsll,zg.100s (29/27 kDa) genommen
wurden. DF: Durchfluss der ersten Ni?*-Saule, E: Elution mit Puffer E;, +TEV: nach der
Inkubation mit der TEV-Protease, DF,;: Durchfluss der zweiten Ni**-Saule (enthalt
geschnittenes Protein), Probe: aufkonzentrierte Probe vor der Gelfiltration, Peak: vereinigte
Fraktionen des Gelfiltrationspeaks. D) Chromatogramm Superdex™ 200 (26/60) fiir
Vps39g75-1023°VPS11778-1008-

Fur die Reinigung der Unterkomplexe wurden die Zellen mittels Fluidizer
aufgeschlossen. Nach anschlieBender Zentrifugation konnten die miteinander
interagierenden Konstrukte via Ni**-IDA Affinitatschromatographie aus dem Lysat an

einer  Gravitationssaule  angereichert  werden. Nach  der  Elution von
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His-Vps39s77-1023°VPS1li7s-1008  bzwW. His-Vps39s75.1023°VPS1llszs100s VON der Séule
wurden beide Unterkomplexe mit TEV-Protease (1:5) Gber Nacht inkubiert. Nach dem
Verdau mit der Protease konnte durch eine zweite Affinitatschromatographie die
verdauten von unverdauten Komplexen, der Protease und den geschnittenen
Affinitatsankern  abgetrennt  werden.  Mittels  Gelfiltration ~ konnten  letzte
Verunreinigungen entfernt und die Reinigung abgeschlossen werden.

Alle Unterkomplexe von Vps39 mit Vpsll wurden nach dem gleichen Schema
gereinigt. Fur den Unterkomplex Vps39g75.1023°VPsllzzs-1023 €rgab sich eine Ausbeute
von ~3,4 mg/l Kultur. Die Retentionszeit des Peaks (Abb. 3.4D) entsprach einem
ungefahren Molekulargewicht von 59 kDa. Vps39srs.1003 und Vpsllyzsages haben
zusammen ein Molekulargewicht von 44 kDa. Somit entspricht der Peak in etwa einem
1:1 Gemisch von Vps39g75.1023 Und VPs11;7s-100s.

Fur den Unterkomplex Vps39677-1023¢VPS1ls7s.1023 €rgab sich eine Ausbeute von
nur ~0,2 mg/l Kultur. Zusétzlich eluierte der Komplex in zwei Peaks. In beiden Peaks
sind sowohl Vps39s77.1023 als auch Vpsllzzgao0s VOrhanden, kontaminierende Proteine
konnten nicht detektiert werden. Die Intensitét der jeweiligen Vps39- bez. Vpsll-Bande
im SDS-Gel ist dagegen sehr unterschiedlich. Vps1177s.1008 ISt kaum in der Probe von
Peak2 zu erkennen. Die Retentionszeiten der Peaks (Abb. 3.4B) entsprechen einem
ungeféhren Molekulargewicht von 1000 kDa (Peakl) bzw. 450 kDa (Peak2). Diese
Retentionszeiten deuten darauf hin, dass Vps39s77-1023 und Vpslls7g.1008 Nicht als homo-
genes Heterodimer vorliegen, sondern in einem héheren oligomeren Zustand. Zusatzlich
zeigt das SDS-Gel, dass Vps39677-1023 Und Vpsllyzgioes Nicht im gleichen Verhaltnis in
Losung vorliegen. Zusammengenommen deuten beide Observationen darauf hin, dass
dieser Komplex nicht homogen ist und dadurch wahrscheinlich schlecht zu kristallisieren
sein wird. Diese Vermutung bewahrheitete sich in den anschlieRenden Kristallisations-
studien, bei denen nur eine positive aus getesteten 348 initialen Kristallisationsbedingung
(Kapitel 3.1.3) identifiziert werden konnte. Zwar konnte diese unter Verwendung
derselben Komplexcharge optimiert werden, die Reproduktion mit einer neuen Charge
gelang dagegen nicht.

Im Gegensatz zu Vps39s77-1023°VPS1ly7s-1008 zeigte das Gelfiltrationsprofil von
Vps39s75-1023°VPS11l77s-1008 (Abb. 3.4B) einem gaul3formigen Peak bei einer fir ein Dimer

erwarteten Retentionszeit. Zuséatzlich waren beide Proteinbanden im SDS-Gel annéghernd
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gleich stark, was auf ein homogenes Gemisch schliel3en Iasst. Dieses spiegelt sich auch in
der Anzahl der initialen Kristallisationsbedingungen wider. Insgesamt wurden hier 27

positive von 480 getesteten Bedingungen identifiziert.

3.1.3 Kristallisationsversuche

3.1.3.1 Vps39¢77.1023°VPS 11778 1008

Die Kristallisationsversuche vom gereinigten Unterkomplexe
Vps39677-1023°VPS1lr7s100s Wurden bei 20 °C und mit zwei verschiedenen
Konzentrationen (7,8 mg/ml und 9,3 mg/ml) angesetzt. Zur Ermittlung geeigneter
Kristallisationsbedingungen wurden, wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, initiale Screens
im 96er Format mit einer TropfengroRe von 200 + 200 nl durchgefuhrt. Flr diesen
Komplex wurden die Kristallisations-Screens The Classics Suite, The Classics Il Suite,

The pHClear Suite und The pHClear |1 Suite verwendet.

Abb. 3.5: Kristallisationsversuche mit Vps39g77.1023°VPS1ls7.1008- A) Initiale Bedingung: kleine
verwachsene Nadeln nach drei Tagen bei 20 °C in 200 mM Li,SO,, 100 mM HEPES pH 7,5
und 25% (w/v) PEG 3350. B-C) optimierte Bedingungen: leicht groRere verwachsene Nadeln
nach drei Tagen bei 20 °C in B) 200 mM Li,SO,4, 100 mM HEPES pH 8,0 und 26% (w/v)
PEG 3350. C) 200 mM Li,SO,4, 100 mM HEPES pH 8,0 und 28% (w/v) PEG 3350.

In den vier Screens mit der geringeren Proteinkonzentration konnten unter keiner
einzigen Bedingung Kristalle gefunden werden. Vps39677-1023°VPS11l77s-100s Kristallisierte
unter einer einzigen Bedingung bei der hoheren Proteinkonzentration. Es bildeten sich
nach ca. drei Tagen Inkubation kleine verwachsene Nadeln (Abb. 3.5A). Diese Nadeln
konnten noch weiter in ihrer Grél3e optimiert werden (Abb. 3.5B-C). Als Kryoprotektand
konnte Glycerin verwendet werden. Hierfiir wurden 8 pl der Reservoirlésung mit 2 pl
100% (v/v) Glycerin gemischt. Der gefischte Kristall wurde kurz in diese Kryoldsung
uberfihrt und dann sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. ROntgenbeu-

gungsexperimente bei -173 °C ergaben, dass die Auflésung bei 8,6-8,2 A limitiert war.
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Weitere Optimierungen der Kristallisationsbedingung waren nicht mdglich, da sich die

Kristalle nicht mit einer neuen Charge Komplex reproduzieren liel3en.

3.1.3.2 VpPs39g75.1023°VPS11778.1008
Die  Kristallisationsversuche ~ mit  dem  gereinigten  Unterkomplex

Vps39s75.1023°VPS1ly7s100s Wurden bei 20 °C und mit drei verschiedenen
Proteinkonzentrationen (3,5 mg/ml, 6,3 mg/ml und 8,5 mg/ml) angesetzt. Wie fir
Vps39677-1023°VPS1ly7s-100s Wurden auch flr Vps39g75.1023°VPSllszs-100s die initialen
Screens wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben im 96er Format mit einer Tropfengrofie von
200 + 200 nl durchgefiihrt. Flr diesen Komplex wurden die Kristallisations-Screens
The Classics Suite, The Classics Il Suite, The pHClear Suite, The pHClear Il Suite und
The JCSG+ Suite verwendet.

Abb. 3.6 Kristallisationsversuche mit Vps39g75.1023*VPSs117g.100s- A-F) Initiale Bedingung bei 20 °C
in A) 1,6 M MgSO, und 100 mM MES pH 6,5 bei einer Proteinkonzentration von 3,5 mg/ml.
B) 0,49 M NasPO, und 0,91 M K3PO, bei einer Proteinkonzentration von 8,5 mg/ml.
C) 200 mM CaCl,, 100 mM HEPES pH 7,5 und 28% (w/v) PEG 400 bei einer
Proteinkonzentration von 3,5 mg/ml. D) 3,0 M NaCl und 100 mM bis-Tris pH 6,5 bei einer
Proteinkonzentration von 8,5 mg/ml. E) 1,4 M Na/K-Phosphat bei einer Proteinkonzentration
von 6,3 mg/ml. F) 1 M Mg?*-Acetat und 100 mM MES pH 6,5 bei einer Proteinkonzentration
von 8,5 mg/ml.

Vps39s75-1023°VPS1lzrs100s  Kristallisierte unter verschiedensten Bedingungen
(Abb. 3.6) und in unterschiedlichen Formen. Meist wurden irregular geformte Kristalle
observiert (Abb. 3.6A,C,D,F), es konnten aber auch einige wenige Nadeln (Abb. 3.6B,E)
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beobachtet werden. Die meisten Kristalle konnten bei einer Proteinkonzentration von
8,5mg/ml identifiziert werden und entstanden hauptsachlich aus einem
Zweikomponentengemisch (anorganisches Salz und Puffer). Die funf obengenannten
Screens ermdglichen keine systematische Suche nach verschiedenen Salz-Puffer-
Bedingungen. Deswegen wurden zusatzlich die The Anions Suite- und The Cations Suite-
Screens nur mit der hochsten Proteinkonzentration angesetzt. Dabei konnte weitere

Kristallisationsbedingungen (Abb. 3.6F) identifiziert werden.

3.1.3.3 Optimierung

Es wurden mehrere der initialen Bedingungen optimiert. Dabei wurden chemisch
ahnliche initiale Bedingungen zu einem gemeinsamen Fine-Screen zusammengefasst. Die
Kristallisationsbedingungen, die Nadeln erzeugten (Abb. 3.6B und E) konnten in Fine-
Screens nicht reproduziert werden. Hingegen liel sich die Kristallform ohne scharfe
Abgrenzungen sowohl reproduzieren als auch optimieren, hier beispielhaft fir Mg*'-
Acetat/MES in Abb. 3.7 gezeigt.

Abb. 3.7: Kristallisationsversuche mit Vps39g75.1023*VPS1177g.1008- A-C) Optimierte Bedingungen bei
20 °C und einer Proteinkonzentration von 8,5 mg/ml in A) 0,8 M Mg**-Acetat und 100 mM
MES pH 6,5. B) 0,8 M Mg?*-Acetat und 100 mM MES pH 7,0. C) 0,68 M Mg?*-Acetat und
100 mM MES pH 6,9.

Die initialen Bedingung mit 1 M Mg®*-Acetat und 100 mM MES pH 6,5
(Abb. 3.6F) konnte soweit optimiert werden, dass klar abgegrenzte Kristalle entstanden.
Vps39s75-1023° Vs 1 177s-1008 Kristallisierte unter dieser Bedingung in zwei Kristallformen
(Abb. 3.7C): einer kompakten und einer langlichen Form.

Zunachst wurde Glycerin als Kryoprotektand verwendet. Wie fir den Komplex
Vps39s77-1023° Vps1 1778-1008 Wurden hierfiir 8 pl der Reservoirlosung mit 2 pl 100% (v/v)
Glycerin gemischt. Der gefischte Kristall wurde kurz in diese Kryo-Ldsung tberfihrt und
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dann sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Rontgenbeugungsexperimente
bei -173 °C ergaben, dass die Auflésung bei 10-8 A limitiert war.

3.1.3.3.1 Kryoprotektand-Screening

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde Glycerin als Standard-Kryoprotektand verwendet
(Kapitel 2.2.4.1). Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass Glycerin fir die schlechte
Auflosung verantwortlich ist, wurde nach alternativen Kryoprotektanden gesucht.
Insbesondere wurde versucht, Substanzen zu finden, welche chemisch maoglichst
unterschiedlich zu Glycerin sind.**¥ Unter anderem wurde untersucht, ob, Mg?*-Acetat,
welches in den initialen Screens als geeignetes Prézipitans ermittelt wurde, selbst als
Kryoprotektand verwendet werden kann. Die Uberlegung dahinter ist, dass chemische
Verbindungen, in denen das Protein kristallisiert, nach aller Wahrscheinlichkeit nicht
schlecht fur den Kiristall sein  werden. Jedoch zeigten anschlieRende
Diffraktionsexperimente nur eine minimale Verbesserung der Auflésung. Zwei der
getesteten Kryo-Bedingungen (20% Ethylenglycol sowie 1,8 M Mg?*-Acetat) fiihrten zu
Kristallen, die langer in der Kryo-Bedingung gelagert werden konnten ohne sich optisch
zu verandern. Daher wurden diese beiden Kryoprotektanden anstelle von 20% Glycerin

in anschliefenden Versuchen verwendet.

3.1.3.3.2 Additiv-Screen

Ausgehend von der nach pH, Puffer und Salz optimierten Bedingung (Abb. 3.7C)
wurde ein Additiv-Screen durchgefuhrt, um die Auflésung weiter zu verbessern. Dafr
wurde der Hampton Additive Screen HT verwendet. Dabei werden im 96er-Format
konzentrierte Stammldsungen, welche Salze, Nucleotide und kleine organische
Verbindungen enthalten, der optimierten Kristallisationslésung hinzugegeben. Ziel ist es
hierbei, potentielle Liganden zu finden, welche entweder den Komplex in einer
definierten Konformation stabilisieren und/oder die Ordnung der Einheitszellen erhéhen.
Jedoch konnte optisch keine Verénderung der Kristallform zur Bedingung ohne Additive
beobachtet werden (Abb. 3.8). Dieses erschwerte eine Vorselektion flr anschlieende
Diffraktionsexperimente erheblich.
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Abb. 3.8: Kristallisationsversuche mit Vps39g75.1023°VPS1l775.100s UNd Additiven. A-F) Optimierte
Bedingungen bei 20 °C und einer Proteinkonzentration von 8,5 mg/ml in A) 0,68 M
Mg®*-Acetat und 100 mM MES pH 6,9. B) plus 3% DMSO. C) plus 10 mM Harnstoff.
D) plus 10 mM SrCl,. E) plus 10 mM BaCl,. F) plus 100 mM Nal.

Daher wurden zusatzlich Thermofluor-Experimente durchgefiihrt (Kapitel
2.2.3.3). Auch im Thermofluor-Experiment konnte fur den Grofdteil der getesteten
Bedingungen keine Veranderung der Komplexstabilitdt beobachtet werden. Nur zwei
Bedingungen zeigten eine Veranderung: Nal fuhrte zu einer Reduktion der Thermo-
stabilitdt um 3 °C, wahrend CoCl; die Thermostabilitdt um 3 °C erhohte. (Abb. 3.9)

400+
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== 10 mM CoCI2
== 100 mMNal

200+

0=

Absorption
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(=}
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Abb. 3.9: Ausgewdhlte Ergebnisse des Thermofluor-Experiments mit Vps39g5 1023°VPS1177g.1008-
Schwarz: Komplexe ohne Additiv. Orange: Komplexes mit 10 mM CoCl, und Rot: mit
100 mM Nal.

Eine systematische Auswertung sowie eine Interpretation der Ergebnisse waren
aufgrund der minimalen Anzahl an beobachteten Veranderungen nicht moglich. Daher
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wurden in anschlielenden Diffraktionsexperimenten die meisten der erhaltenen Additiv-
Kristalle experimentell untersucht. Jedoch konnte keine Verbesserung der Auflésung,

auch nicht fur den durch CoCly; stabilisierten Komplex, festgestellt werden.

3.1.3.3.3 Hydratationsexperiment

Die anisotrope Streuung der optimierten Kristalle, sowie die auf 8 A limitierte
Auflosung lassen vermuten, dass die Einheitszelle ein grof3es Solvens-Volumen aufweist.
Physikalische Dehydratation ist eine Methode, mittels welcher der Solvens-Anteil von
Proteinkristallen verringert werden kann. Dabei wird anstelle des -173 °C Kkalten,
trockenen Stickstoffstroms ein mit definierter Feuchtigkeit geséttigter Stickstoffstrom bei

Raumtemperatur tber den Kristall geleitet.
A B Cc

Abb. 3.10: Diffraktionsbilder des Hydratationsexperiments mit Kristallen von
Vps39g75 1023°VPS11775.100s. A) Startbedingung 95% Luftfeuchtigkeit (Pre), B) Dehydratation
bei 75% Luftfeuchtigkeit (Dehy), C) Endbedingung 95% Luftfeuchtigkeit (Post).
D) Vergleich der Reflexe Pre-Dehy, E) Vergleich der Reflexe Dehy-Post, F) Vergleich der
Reflexe Post-Pre. Jeweils in griin dazugewonnene, in rot verlorene Reflexe.

Um sicherzustellen, dass die Kristalle bei Raumtemperatur ausreichend stabil
sind, wurden diese zunéchst an einer In-house-Beamline bei Raumtemperatur vermessen.
Das dabei erhaltene Diffraktionsbild war vergleichbar mit denen der vorherigen Kryo-

Experimente. Das Hydratationsexperiment wurde anschlieBend am Synchrotron
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durchgefuhrt. Auch wenn eine Umordnung des Kristallgitters bei 75% Luftfeuchtigkeit
deutlich wurde (Abb. 3.10), so konnten nach Rehydratation keine hoher aufgeltsten
Reflexe mehr detektiert werden.Nur niedrig aufgeloste Reflexe wurden etwas intensiver.
Das Reflexionsmuster nach der De-/Rehydratation deuten darauf hin, dass sich die
Raumgruppe des Kristalls verédndert und sich die lange Achse der Einheitszelle von
402,9 A auf 136,4 A mehr als halbiert hatte. Vermutlich im Zusammenhang hierzu steht
eine beobachtete Verringerung der Anisotropie der Auflésung.

Zusammenfassend zeigte sich in diesen Experimenten, dass der Solvens-Anteil
des Kristalles hoch ist, da eine Umordnung im Inneren des Kristalles nach Dehydratation
und Rehydratation offenbar stattfand, wenn sie auch nicht zu einem besser
diffraktierenden Kristall flhrte. Jedoch ist anzumerken, dass aufgrund der relativ
geringen Anzahl an Reflexen nach Rehydratation ein gewisser Fehler in der Bestimmung

der Zellparameter nicht ausgeschlossen werden kann.

3.1.3.3.4 Konstruktsoptimierung

Nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Vps39-Bindungsstelle von Vps11 im
bis zu diesem Punkt verwendeten Konstrukt nur partiell abgesattigt ist. Um zu
verhindern, dass sich undefiniert weitere Kopien von Vpsll und/oder Vps39 an dem
Komplex beteiligen, wurde im Folgenden versucht, die verwendeten Konstrukte mit dem
Ziel weiter zu optimieren, den Komplex méglichst optimal abzubilden.

Im Gegensatz zu dem initialen Konstruktdesign (Abb. 3.11 schwarze Dreiecke),
welches versuchte, bekannte oder vermutete Interaktionsbereiche abzudecken, wurde bei
dieser spezialisierten  Designrunde ein  Hauptaugenmerk auf vorhergesagte
Sekundarstrukturelemente von Vps39 und Vpsll gelegt (Abb. 3.11A,B). Dabei konnte
festgestellt werden, dass Vps39 und Vpsll nicht nur in der Doménenarchitektur groRe
Ubereinstimmungen aufweisen, sondern auch bei der Anzahl der vorhergesagten
Sekundarstrukturelemente. Nach diesen neuen Gesichtspunkten war das in
vorhergehenden Experimenten verwendete Vps39-Konstrukt sowohl N-terminal als auch

C-terminal nicht vollstandig. Dieses wurde in neuen Konstrukten korrigiert.
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Sequenzvergleich und Sekundarstrukturvorhersage der C-terminalen Bereiche von
A) Vps39 und B) Vpsll. Dargestellt sind mit roten Balken a-Helices, mit griinen Balken
B-Faltblatter, mit schwarzen Dreiecken die bisher verwendeten Konstruktgrenzen und in
grauen Dreiecken neue, optimierte Konstruktgrenzen. Aminosdurereste wurden nach dem
ClustalX-Schema eingeférbt, d.h. konservierte Reste nach ihren chemischen Eigenschaften:
hydrophobe in blau, basische in rot, ungeladene polare in griin, saure in magenta, hydrophile
aromatische in cyan, Cys in rosa, Gly in orange und Pro in gelb. Fir eine vergrofRerte

Darstellung siehe Anhang Abb. 6.1.

3.1.3.3.5 Statische Lichtstreuung

Um den Effekt der neuen Konstrukte auf die Heterodimer-Bildung genauer zu

untersuchen, wurde statische Lichtstreuung in
(Kapitel 2.2.3.4) durchgefiihrt. Grund hierfur ist,

GroRenbestimmung per GroRenausschlusschromatographie trotz einer gewissenhaften

Kombination mit Gelfiltration

dass die eingangs verwendete

Kalibrierung mit GrofRenstandards mit einem hohen Messfehler verbunden ist.

Im direkten Vergleich zu dem originalen Konstrukt (Vps39s7s.1023*Vps1177s-1008,
Abb. 312A) ist sowohl bei VpS39875-1o49’Vp81 1778-1008 als auch bei

VpPs39s43-1049°Vps1 177s-1008 bereits ein symmetrischeres Elutionsprofil von der GréRen-

ausschlusschromatographiesédule zu beobachten (Abb. 3.12), was die Interpretation

nahelegt, dass beide nach Domanengrenzen designte Konstrukte in besser definierten

Heterodimeren resultieren.
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Abb. 3.12: Chromatogramme der statischen Lichtstreuung. A) Zusammenfassung der Elutionsprofile
mit der Superdex™ 200 10/300 fiir die Unterkomplexen von Vps39 mit Vpsll. B-D) Peaks
des Absorptionssignals (schwarze Linie) von den Unterkomplexen und den zugehdrigen
Molmassen (rote Linie), gestrichelte Linie: theoretisches Molekulargewicht des
Heterodimers, gepunktete Linie flir Heterotetramer. B) Vps39g75.1023°VPS11775.1008-
C) Vps39g75.1049*VPS11778-1008- D) VP$39g43.1049*VPS11775-1008,

Die genaue GroRenbestimmung anhand der statischen Lichtstreuung zeigt
zusétzlich  fir Vps39s75.1049°Vps1177g.100s als auch fir Vps39s43-1049°Vps1177s-1008
(Abb. 3.12C,D) ein eluierendes Heterodimeres, welche besser mit der theoretischen
Grolie des Heterodimers ubereinstimmt (gestrichelte Linie). Bei
Vps39s75-1049°Vps1 17781008 (Abb. 3.12C) konnten zusétzlich keine hdheren, potentiellen

homopolymeren, Komplexanteile detektiert werden.

Tabelle 3.1: Ergebnisse der statischen Lichtstreuung.

Komplex RV [ml] MW heoretisch MWermittett Oligomerisierungs-
[g-mol™] [g-mol™] zustand
Vps39g75.1023°VPS1 17781008 14,9 44181 44000 Heterodimer
Vps39g75.1049°VPS1 17781008 14,8 47166 47000 Heterodimer
Vp539g43_1049°Vpsl1778_1003_ 14,5 50874 53000 Heterodimer

RV: Retentionsvolumen, MW: Molekulargewicht
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3.1.4 Kristallisation von Vp339375.1049°vp51 1778-1008

Die  Kristallisationsversuche  von  den  gereinigten  Unterkomplexen
Vps39s75-1049°Vpsl 17781008 (5,4 mg/ml) und Vps39g43-1049°Vpsl177g.100s (7,6 mg/ml)
wurden bei 20 °C angesetzt. Wie flr Vps39g75.1023°Vps1 1778-100s Wurden auch fur diese
beiden Komplexe die initialen Screens wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben im 96er Format
mit einer TropfengroRe von 200 + 200 nl durchgefihrt. Fur Vps39g75.1049¢ Vps1177s-1008
wurden die Kristallisations-Screens The Classics Suite, The Classics Il Suite, The
pHClear Suite, The pHClear Il Suite, The JCSG+ Suite, The Anions Suite und The
Cations Suite, fur Vps39s43-1049° Vps1 177s-1008 Wurde zusétzlich zu den erwahnten noch der

The PACT Suite Screen verwendet.
A B

Abb. 3.13:  Kristallisationsversuche mit den Komplexen A) Vps39g31049°VPS1li7g100s UND B-C)
Vps39g75.1040°VPS11778.1008- A) 4 M NaCl, 100 mM MES, pH 6,0. B) 28% (v/v) PEG 400,
200 mM CacCl,, und 100 mM HEPES, pH 7,5. C) 10% (w/v) PEG 8000, 200 mM MgCl,, 100
mM Tris-HCI pH 7,0.

In anschlielenden Kristallisation- und Diffraktionsexperimenten, welche geman
den vorherigen Versuchen geplant und durchgefiihrt wurden, zeigten sich keine
signifikanten ~ Verbesserungen der Auflosung. Die Kristallisationsexperimente
verdeutlichen jedoch den prognostischen Charakter der SLS-Vorversuche, da
VpPs39s43-1049°Vps1 17781008 besser als Vps39g75.1049°Vps1 1771008 Kristallisierte. Die
optimierten Kristallformen von Vps39g75.1049°Vps1177s.1008 (Abb. 3.13C) ahnelten denen

der VpS39375.1023°VpS 11778-1008" Kristalle.

3.2 Fazit
Ungeachtet der intensiven Bemuhungen und einer Vielzahl von Kristallisations-,
Postkristallisations- und Diffraktionsexperimenten konnten keine Diffraktionsdaten in

einer Auflosung gewonnen werden, die zur Bestimmung der Struktur der Interaktions-
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region zwischen Vps39 und Vpsll ausreichen wirde. Der hohe Durchsatz an Proben
wurde getragen durch die heutzutage etablierten Verfahren des Hochdurchsatz-Screening
sowie moderne Detektoren und automatisiertes Probenhandling an der Beamline.

Jedoch bleibt das Problem, dass beide Verfahren nur helfen chemische
Bedingungen im hohen Durchsatz zu testen. Im Fall von Vps39 und Vpsl1 ist jedoch zu
vermuten, dass die Konstrukte selber limitierend sind. Somit wird nicht die Suche nach
Kristallisationsbedingungen, sondern Konstruktdesign und -Expression limitierend. Bei
einem Komplex aus verschiedenen Untereinheiten, insbesondere wenn die genauen
Interaktionsbereiche nicht bekannt sind, ist das Konstruktdesign generell erschwert:
Wahrend bei Einzelkonstrukten vorhergesagte Schleifenregionen meistens umgangen
werden konnen, um die Kristallpackung zu verbessern, so kénnen diese moglicherweise
fur den Kontaktbereich essentiell sein, z.B. wenn sich unstrukturierte Bereiche auf
strukturierte des Bindungspartners falten. Fir ein rationales Konstruktdesign ist also eine
genaue Kenntnis oder Vorhersage der Interaktionsbereiche notwendig. Bedauerlicher-
weise sind hierflir jedoch hochaufgeloste Strukturen, wie in dieser Arbeit angestrebt,
erforderlich. Verfugbar waren aber nur ein Yeast-two-Hybrid-Experiment’®” und Co-
Immunoprazipationsexperimente (Co-1P)® %! welche beide vergleichbar grob aufge-
Ioste Informationen lieferten. Den hochsten Informationsgehalt lieferte eine limitierte
Proteolyse von volllange Komplexen sowie Volllange-Unterkomplexen (z.B.
Vps39+Vpsll oder Vps33+Vpsl6) im Vergleich mit der limitierten Proteolyse von
Einzelkonstrukten.*Y Eine weitere Verfeinerung dieser Grenzen ist jedoch weiterhin
notwendig, bestenfalls in einem hochdurchsatzfahigen Verfahren. Auch wenn SLS einen
guten prognostischen Charakter fur die Planung von Konstruktgrenzen zeigte, ist es

aufgrund der Dauer des Experimentes nur fir geringe Anzahl an Konstrukten anwendbar.
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4 N-terminale Domanen von Vps11 und Vps18

4.1 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Expressions- und Loslichkeitstest der Einzelkonstrukte

Wie bereits in Kapitel 3 beschrieben, wird auch die Kernuntereinheit Vps18 der
Tethering-Komplexe HOPS und CORVET analog zu den Untereinheiten Vpsl1l und
Vps39 von Strukturvorhersagen in drei Doménen aufgeteilt: einen N-terminalen
B-Propeller, gefolgt von einer a-Solenoid-Doméne und abgeschlossen von einem
C-terminalen RING-Motivi®7 (Abb. 4.1).

A) ——-

Vpsll 1 1029
2 397
2 761

Vpsl8 1 918
2 349

Abb. 4.1: Domaéanenarchitektur und verwendete Expressionskonstrukte von A) Vpsll und
B) Vps18. Zahlen bezeichnen die terminalen Aminoséurepositionen der im Folgenden naher
besprochenen Konstrukte. Weitere Konstrukte sind im Anhang in Tabelle 6.1 aufgefthrt. In
griin, B-Propeller-Doméne; in blau, a-Solenoid-Doméne; in orange, RING-Finger-Doméne.

Interessanterweise wird bis auf Vps331° %! fiir alle HOPS- und CORVET-Unter-
einheiten eine als B-Propeller gefaltete N-terminale Doméne vorhergesagt.®”! Um deren
Funktion im Komplex néaher zu ergriinden, wurden strukturelle und funktionelle Studien
geplant, insbesondere Rontgenkristallographie, um die Ergebnisse der Strukturvorhersage
zu Uberprufen. Hierfur wurde eine Vielzahl von Konstrukten (Tabelle 6.1) erzeugt, die
sowohl den als Propeller vorhergesagten Bereich, als teilweise zusatzliche Bereiche der
anschlieBenden a-Solenoid-Domaéne enthalten. Hintergrund fur letztere Konstrukte ist,
dass bei einigen der strukturell aufgeklarten B-Propellern gezeigt werden konnte, dass
sich das letzte Blatt aus einem N-terminalen und drei C-terminalen B-Faltblattstrangen
zusammensetzt. Dieses wird in der Literatur als sogenannter Klettverschluss (Velcro
closure) bezeichnet.™? Somit war davon auszugehen, dass zu kurze Konstrukte aufgrund
eines nicht vollstindig gefalteten B-Propellers vermutlich nicht stabil exprimiert werden

konnten.
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Nach erfolgreicher Klonierung (Kapitel 2.2.1) sowie Verifizierung der
Gensequenzen wurden die Einzelkonstrukte in E. coli Rosetta 2 (DE3) transformiert und
zundachst im kleinen Malistab (Kapitel 2.2.2.1) auf Expression und Loslichkeit getestet.
Eine Zusammenfassung der Konstrukte fir den N-terminalen Bereich von Vpsll und
Vps18 ist in Tabelle 4.1 aufgefuhrt, eine detailliertere Aufzahlung ist im Anhang in
Tabelle 6.1 aufgefihrt.

Tabelle 4.1: Ubersicht der geklonten, 18slichen und gereinigten Konstrukte, die die N-terminalen
Doménen von Vpsl1l und Vpsi8 enthielten.

Untereinheit kloniert  I6slich*  gereinigt

Vpsll 12 5 4
Vps18 7 3 3

*in E. coli Rosetta 2 (DE3) rekombinant exprimiert.

4.1.2 Reinigung N-terminale Domane von Untereinheit Vps11l

Die l6slichen exprimierten Einzelkonstrukte wurden im grofRen MaRstab produ-
ziert (Kapitel 2.2.2.2) und innerhalb von drei Tagen wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben
gereinigt. Exemplarisch fir die anderen Konstrukte wird der Verlauf der Reinigung von
Vps11™crp (Reste 2-761) im Folgenden beschrieben und in Abb. 4.2A-B dargestellt.

Fur die Proteinreinigung wurden die Zellen mittels Fluidizer aufgeschlossen.
Nach anschlieRender Zentrifugation konnte Vpsll™acmp via Ni?*-IDA  Affinitats-
chromatographie aus dem Lysat an einer Gravitationsséule angereichert werden. Nach
Elution von der Saule wurden die Fraktionen mit Vps11"xctp mit TEV-Protease (1:3)
Uber Nacht inkubiert. In initialen Versuchen war jedoch die Prazipitation von
Vps11"scrmp wahrend der Dialyse optisch verfolgbar. Eine weitere Reinigung unter den
verwendeten initialen Bedingungen war dementsprechend nicht zielfiihrend.

Vor der Durchfiihrung weiterer Reinigungsschritte war es also notwendig, die
Proteinstabilitdt entweder durch andere Konstruktgrenzen oder aber durch andere
Pufferbedingungen zu erhdhen. Fiir Vps11"'\crp war letztere Vorgehensweise erfolg-
reich: hydrophobe Bereiche auf den gekiirzten Proteinen, welche entweder im Volllange-
Protein durch andere Bereiche oder aber im Komplex durch andere Untereinheiten
maskiert werden, konnen die Loslichkeit in wassrigen Puffersystemen stark reduzieren.
Auch wenn der genaue Mechanismus nicht aufgedeckt werden konnte, so konnte

praktisch gezeigt werden, dass die geladenen Aminoséuren Arg und Glu stabilisierend auf
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solche Proteinkonstrukte wirkent**1, Von Golovanov et al.'**1 wird vermutet, dass diese
beiden Aminosdauren mit geladenen Bereichen des Proteins interagieren und gleichzeitig
die aliphatisch hydrophoben Teile der beiden Seitenketten mit benachbarten,
freiliegenden hydrophoben Bereichen der Proteinoberflache interagieren. Diese werden
somit maskiert, die Hydratation des Proteins verstarkt, und das Protein somit stabiler in
waéssrigen Losungen. Zusatzlich wurde postuliert, dass durch die Zugabe von Arg und
Glu unspezifische Degradation minimiert wird. Moglicherweise geschieht dies durch
Maskierung von Erkennungssequenzen einzelner Proteasen oder aber durch generelle
Storung der Interaktion mit Proteasen. Interaktion in ,normalen“ Protein-Protein
Wechselwirkungen sollen hingegen nicht durch die Zugabe von Arg und Glu gestort
werden. Somit ware die Zugabe von Arg und Glu ohne schéadlichen Einfluss auf folgende
funktionelle Experimente. Auch fur Kristallisationsversuche wird Arg und Glu in den
verwendeten Konzentrationen als unproblematisch eingeschatzt, da z.B. die
Kristallisation der C-terminale Proteasedoméne des Venezuelan Equine Encephalitis

. o 142
Virus nsP2 mit dieser Pufferzusammensetzung gelang.[**?
A 1 Nibeads 2. Ni-beads Geffiltration B C \,{x“e \,\vr*@
kDa DF E +TEV DF,, Probe Peakl Peak2 640 Peakz wa & &
560
70 HisVpsti oy 480+ 70
50 Vet o 400- 50
3 & 320 I |- -
< -
25 2404 o5 |- —
1604 Peaki
20
80 20
15 “‘" T T T T T 1
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Retentionsvolumen / mi

Abb. 4.2: Reinigung von Vps11",crp. A) 15%iges SDS-Polyacrylamidgel mit verschiedenen Proben,
die wahrend der Reinigung von Vps11",crp (90/87 kDa) genommen wurden. DF: Durchfluss
der ersten Ni**-Saule, E: Elution mit Puffer E;, +TEV: nach der Inkubation mit der TEV-
Protease, DF,y; : Durchfluss der zweiten Ni**-Saule (enthdlt geschnittenes Protein), Probe:
konzentrierte Probe vor der Gelfiltration, Peakl: vereinigte Fraktionen des ersten
Gelfiltrationspeaks, Peak2: vereinigte Fraktionen des zweiten Gelfiltrationspeaks.
B) Chromatogramm Superdex™ 200 (16/60) fiir Vpsllacrp. C) SDS-PAGE der gereinigten
Proteine Vpsll‘”‘NTD (Reste 2-397) und ihrer Mutante VpsllAANTD (RQ7-8AA).

Somit wurden sowohl Dialyse- und Gelfitrationspuffer je 50 mM Arg und Glu
versetzt. Durch die Verwendung von Arg/Glu konnte verhindert werden, dass das Protein
wéhrend der Dialyse préazipitierte. Weiterhin wurde auch keine Prazipitation in
anschlieBenden Konzentrationsschritten beobachtet. Es konnte auch bestétigt werden,
dass Glu/Arg zumindest fiir den gezielten Verdau mit TEV-Protease keinen negativen
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Einfluss hat. So konnte nach dem Verdau mit der Protease durch eine zweite Affinitats-
chromatographie die verdauten von unverdauten Proteinen, der Protease und den
geschnittenen Affinitatsankern abgetrennt werden. Mittels Gelfiltration konnten letzte
Verunreinigungen und Aggregate entfernt und die Reinigung abgeschlossen werden.

Alle N-terminalen Einzelkonstrukte von Vps1l und deren Mutanten wurden nach
diesem Schema gereinigt (Abb. 4.2C).

4.1.3 Reinigung der N-terminale Doméane von Untereinheit Vps18

Die l6slichen exprimierten Einzelkonstrukte wurden im grofRen MaRstab produ-
ziert (Kapitel 2.2.2.2) und innerhalb von drei Tagen wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben
gereinigt. Der Verlauf der Reinigung von Vps18"\mo (Reste 2-349) in Abb. 4.3A-B

dargestellt sowie im Folgenden beschrieben.

A 1.Ni-beads  2.Ni*-beads AA-Saule  Gelfitration B C E€ &€ &€
kba DF E, E, +TEV DF,, Probe E ungesch.gesch. 2000+ a & & &
)
- 1600 -
70 - - 70 =
50 50
B o 12004
W 1} pu— — His-Vps18,, ] 37
7 (SR GOW S L
. == = 2 -
-t 4004
20 [ 20
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Abb.4.3:  Reinigung von Vps18"rp. A) 15%iges SDS-Polyacrylamidgel mit verschiedenen Proben,
die wahrend der Reinigung von Vps18“yrp (43/40 kDa) genommen wurden. DF: Durchfluss
der ersten Ni**-Saule, E;: Elution mit Puffer E;, E,: Elution mit Puffer E, +TEV: nach der
Inkubation mit der TEV-Protease, DF,,;: Durchfluss der zweiten Ni?*-Sdule (enthélt
geschnittenes Protein), Probe: konzentrierte Probe vor der Anionenaustauschersdaule (AA-
Saule), E: vereinigte Fraktionen der AA-Saule (enthalt ungeschnittenes Protein) ungesch.:
vereinigte Fraktionen des Gelfiltrationspeaks von His-Vps18™\ro, gesch.: vereinigte
Fraktionen des Gelfiltrationspeaks von Vps18“p. B) Chromatogramm Superdex™ 200
(16/60) fiir Vps18“'\rp. C) SDS-PAGE der gereinigten Proteine Vps18“yrp und der
Mutanten Vps18™rp (KK97/99AA) und Vps18' o (KK97/99TT).

Fur die Reinigung wurden die Zellen mittels Fluidizer aufgeschlossen. Nach
anschlieBender ~ Zentrifugation konnte  Vps18™yrp via Ni**-IDA  Affinitats-
chromatographie aus dem Lysat an einer Gravitationssaule angereichert werden. Nur flr
dieses Konstrukt wurde noch ein zusétzlicher Anionenaustauscherschritt durchgefunhrt.
Nach der Elution von Vps18"\rp von der Ni?*-IDA-Affinitatssaule wurden zwei Drittel

der Fraktionen mit des eluierten Proteins mit TEV-Protease (1:10) tiber Nacht inkubiert.
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Im Gegensatz zu den Vps11-Konstrukten war Vps18“\rp unter den verwendeten Puffer-
bedingungen sehr gut I6slich und prazipitierte nicht wéhrend der Dialyse. Eine Zugabe
von Detergenzien oder Aminoséauren zur Stabilisierung war somit nicht notwendig. Nach
dem Verdau mit der Protease konnte durch eine zweite Affinitdtschromatographie die
verdauten von unverdauten Proteinen, der Protease und den geschnittenen Affinitéts-
ankern abgetrennt werden. Mittels Gelfiltration konnten letzte Verunreinigungen und
Aggregate entfernt und die Reinigung damit abgeschlossen werden.

Das restliche, unverdaute Drittel wurde gegen Niedrigsalzpuffer (50 mM NacCl, 20
mM Tris, pH 8,0) dialysiert zur Vorbereitung auf eine Anionenaustauschersaule
(AA-Sdule). AnschlieBend konnte das ungeschnittene Protein von Verunreinigungen
getrennt werden. Analog zum verdauten Protein konnten mittels Gelfiltration letzte
Verunreinigungen und Aggregate entfernt und die Reinigung damit abgeschlossen
werden.

Das Reinigungsprotokoll von SeMet-Vps18™\rp entsprach dem des nativen
Vps18“\rp. Ein Anionenaustauscherschritt war bei dieser Reinigung nicht notwendig.
Die Mutanten von Vps18“'\tp wurden unter Zugabe von Arg/Glu analog zu Vps11"xcto

gereinigt, da die Mutationen Einfluss auf die Stabilitat der Proteine hatten.

4.1.4  Strukturbestimmung

4.1.4.1 Kiristallisationsversuche der N-terminalen Doméanen

Die gereinigten N-terminalen Konstrukte von Vpsll und Vpsl8 wurden fir
Kristallisationsexperimente eingesetzt. Zur Ermittlung der geeigneten Kristallisations-
bedingungen wurden wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben initiale Screens bei 20 °C im
96er Format, jedoch mit einer Tropfengréfle von 300 + 300 nl, durchgefuhrt. Die
Proteinkonzentration betrug fiir Vps18™\yo 11 mg/ml und fiir Vps11"scm 4,1 mg/ml.
Zusétzlich wurden fiir Vps18™yrp Kristallisationsversuche bei 4°C angesetzt. Fir beide
Konstrukte wurden die Kristallisations-Screens The Classics Suite, The Classics 11 Suite,
The pHClear Suite, The pHClear Il Suite und The JCSG+ Suite verwendet. Zusétzlich
wurde fur VpsllW‘ACTD der The PACT Suite-Screen verwendet.

In den Kristallisationsversuchen der Vpsll-Konstrukte konnten weder Kristalle
noch Kristallisationskeime beobachtet werden.
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A B

Abb. 4.4: Kristallisationsversuche mit Vps18"yp und SeMet-Vps18“yrp. A-B) Initiale Bedingung:
A) verwachsener Kristall nach 11-30 Tagen bei 20 °C in 1,4 M Na/K-Phosphat pH 7,5. B)
verwachsener Kristall nach 5 Tagen bei 20 °C in 200 MM Ammoniumsulfat, 25% (w/v) PEG
3350, 100 mM BIS-Tris pH 6,5. C) SeMet-derivatisierter Kristall bei 20 °C in 200 mM
Ammoniumsulfat, 23%(w/v) PEG 3350, 100 mM BIS-Tris pH 5,9.

Im Gegensatz dazu konnte mehrere Bedingungen ermittelt werden, unter denen
die N-terminale Domane der Untereinheit VVps18 kristallisiert (Abb. 4.4A-B). In 200 mM
Ammoniumsulfat, 25% (w/v) PEG 3350, 100 mM BIS-Tris pH 6,5 gewachsene Kristalle
waren von ausreichender Qualitat fir direkte Diffraktionsexperimente (Kapitel 4.1.4.2).
SeMet-derivatisierte Kristalle konnten unter dieser Bedingung jedoch nicht direkt
erhalten werden. Nach Optimierung der PEG-Konzentration sowie des pH-Wertes

konnten facherférmige Kristalle gesammelt werden (Abb. 4.4C).

4.1.4.2 Datensammlung, Strukturbestimmung und -verfeinerung

Diffraktionsdaten wurden an den Messplatzen 14.1 und 14.2 des Helmholtz-
Zentrums Berlin fir Materialien und Energie und der Freien Universitat Berlint*?®! an der
Rontgenquelle BESSY Il gesammelt. Zunachst wurde ein Datensatz eines nativen
Kristalls bis zu einer Auflosung von 2,1 A aufgenommen und mit dem Programm
XDSH* in der Raumgruppe P2; prozessiert.

Ausgehend von der Proteinsequenz von Vpsl8ytp wurde versucht, die Sekundér-
struktur mit dem Webserver Phyre™*® vorherzusagen. Aufgrund fehlender Sequenz-
homologien konnte keine zuverldssige Struktur ermittelt werden. Als Alternative zur
somit nicht moglichen Phasenbestimmung mittels Molekularem Ersatz, wurde deshalb
eine Phasenbestimmung mittels der MAD-Methode versucht.

Dafur wurden hochredundante Datensétze von einem SeMet-derivatisierten
Proteinkristall aufgenommen. Dieser Kristall zeigte ein geringfligig schlechteres Streu-
vermogen als der native. Die maximale Auflésung fiir den SeMet-Kristall lag bei 2,4 A.

Zunachst wurde mit einem Rontgenfluoreszenzspektrum die genaue Lage der Selen-K-
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Absorptionskante festgelegt und die anomalen Streufaktorterme f* und f* mit dem
Programm CHOOCHM* ermittelt. Danach konnten Datensétze bei den jeweiligen
Wellenldngen, die dem Maximum von f** (Peak) bzw. dem Minimum von f* (Inflection
Point, IP) entsprechen, gesammelt werden (Tabelle 4.2). Diese Datensédtze wurden mit

dem Programm XDS in der Raumgruppe P212:2; prozessiert.

Tabelle 4.2: Anomale Streufaktorterme bei Peak- und IP- Wellenldngen.

E [eV] 2 A] e fee
Peak  12654,5 0,97977 -8,67 8,15
IP 12652,0 0,97997 -11,84 4,11

Anhand des Matthews-Koeffizienten™®! kann auf die Anwesenheit von zwei
Kopien von Vps18ytp in der asymmetrischen Einheit des Kristalls geschlossen werden.
Der Losungsmittelgehalt betragt damit 52%, entsprechend einem Matthews-Parameter
von 2,6 A%Da. Hiernach wurde mit dem Programm SHELXC/D/E!*® anhand der
anomalen Differenzen nach den Positionen der Selenatome innerhalb der asymmetrischen
Einheit gesucht. Es wurden 12 der erwarteten 14 Selenatome gefunden. Dadurch konnten
initiale Phasen bestimmt und eine interpretierbare Elektronendichte erhalten werden.

Abb. 4.5: Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte des Vpsl8ytp. Die 2m|Fo|-D|Fc-Elektronen-
dichte wurde bei 1o konturiert und zeigt den 3-Propeller in der VVorderansicht.

Als nachstes wurde ein partielles Modell mit dem Programm ARP/wWARPM34
erzeugt (Abb. 4.5) und anschlieRend manuell in dem Programm COOT!*®! komplettiert
(Abb. 4.5). Die weitere Verfeinerung erfolgte dann in sich wiederholenden Zyklen aus
manuellem Modellbau mit dem Programm COOT und Verfeinerung gegen den gesamten
Datensatz in dem Programm REFMACS5"®). Mit Hilfe des TLMSD Webservers*"!
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wurde das Modell in vier TLS-Gruppen eingeteilt. Die finale Verfeinerung ergab einen
Rwork-Wert von 20,1% und Rgee-Wert von 24,4% bei einer Auflésung von 2,14 A. Die
Bewertung der Qualitat des Modells erfolgt mithilfe des Webservers Molprobity!**®!. Das
erzeugte Modell enthielt 318 von 350 Resten des kristallisierten Konstrukts. Es wurde
unter Identifikationsnummer 4uuy in der Proteindatenbank PDBe hinterlegt. Einen
vollstandigen Uberblick iiber Datensammlung und Verfeinerungsstatistik gibt Tabelle 4.3

wieder.

Tabelle 4.3: Datensammlung von Vps18,.34 Und Vpsl18,.3,9SeMet

Derivate

Datensammlung und Prozessierung:

Wellenliinge [A]
Auflésung® [A]
Raumgruppe
Zellparameter

a,b,c [zi]

o, B, 7 [°]
R .. [%]
<l/o()>?
Vollstandigkeit [%0] ?
Anomale Redundanz
Anzahl an schweren Atomen
Verfeinerung:
R, o [70]

R [%]

free

Reste / Wasser / lonen / Liganden

Alle Atome

<ADP> [A?]

Mittlere Abweichung
Bindungslangen [A]
Bindungswinkel [°]

Ramachandran AusreiBer [No., %]
Molprobity Wertung (Perzentile)

2AuRere Auflésungsschale in Klammern.

Native
BL14.1
0,91300

63,11-2,14 (2,26-2,14)

P2
1

56,25; 77,53; 84,51
90,00; 98,91; 90,00
11,3 (60,9)
11,3 (2,6)
99,8 (93,8)

20,1
24,4

635/207/6/5
5530
33

0,009

1,344

0 (0%)
1,7 (94"

SeMet Peak  SeMet Wendepunkt

BL14.2 BL14.2

0,97977 0,97997

46,45-2,39 (2,45-2,39)
P222

77,01; 86,49; 110,13
90,00; 90,00; 90,00

7,9 (32,5) 9,2 (43,1)
13,6 (3,9) 12,4 (3,2)
99,2 (90,2) 99,5 (94,5)
3,0 18
14 14
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4.1.4.3 Struktur der N-terminalen Domane von Vps18

Die asymmetrische Einheit enthalt zwei hochgradig &hnliche Molekile
Vps18™\rp mit einer Quadratwurzel der mittleren quadrierten Abweichung (root-mean-
square deviation; RMSD) von 0,105 A zwischen dquivalenten a-Kohlenstoffatomen.
Beide Molekiile lassen sich durch Rotation um eine nicht-kristallographische Achse, die
zwischen beiden Molekilen verlauft, ineinander Gberfuhren. Die Rickseite des einen
B-Propellers zeigt somit auf die Ruckseite des anderen. Pro Molekil sind dabei 8%
(1230 A?) der Gesamtoberflache Teil der Interaktionsflache. Dieser Wert deutet nach dem

PISA Webserver**” auf ein artifizielles, nur durch den Kristall stabilisiertes Dimer hin.

Abb. 4.6: Kristallstruktur des siebenblittrigen p-Propellers von Vpsi8 (Vps18“'\rp). Cartoon-
Darstellung A) der Vorderansicht sowie B) der Seitenansicht des kristallographischen
Dimers. Jedes Blade der Kette B ist in einer individuellen Farbe eingefarbt. Die Kette A ist in
grau dargestellt. Die Aminosaureseitenketten, die an der Interaktion der beiden Proteinketten
beteiligt sind, sind als Stabmodell hervorgehoben. Der wahrscheinliche Verlauf der
Polypeptidkette in Regionen fehlender Elektronendichte wurde durch gestrichelte Linien
dargestellt.

Jedes der beiden Molekdile im Modell bildet einen siebenbléttrigen B-Propeller mit
einem Innendurchmesser von 17 A und einem AuRendurchmesser von 50 A. Die
Strukturvorhersage konnte somit bestatigt werden®”. Zusatzlich wird aus dem Modell
ersichtlich, dass es sich um einen ReilRverschluss- (velcro closure-) B-Propeller handelt,
bei welchem das siebte Blatt durch den ersten, N-terminalen Faltblattstrang (Reste 3-9)
sowie die letzten drei, C-terminalen Faltblattstrange (Reste 310-336) gebildet wird. Wie
auch die restlichen 6 Blatter sind je vier Faltblattstrange antiparallel angeordnet. Bis auf
eine langere Schleife zwischen den Strdngen C und D des Blattes 5 (Reste 220-236) sind
alle Strange durch kurze Linker verbunden. Diese langere Schleifenstruktur, sowie auch

die restlichen langen Schleifen (zwischen Blatt 5 und 6, Reste 249-259, sowie zwischen
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Blatt 6 und 7, Reste 294-309), sind in der Kristallstruktur ungeordnet und konnte somit

nicht modelliert werden.

Abb. 4.7: Interaktion zwischen Untereinheiten des kristallographischen Dimers. A-B) Hervor-
gehobene Wasserstoffbriickenbindungen der stabilisierend wirkenden Helix. C-D)
Wasserstoffbriicken durch nicht-kristallographische Symmetrie der Molekile in der
asymmetrischen Einheit. Kette B der asymmetrischen Einheit ist farbig, Kette A ist
vollstindig grau dargestellt. Mit einem blauen Gitternetz ist die 2m|Fol|-D|Fc-
Elektronendichte, bei 16 konturiert, dargestellt.

Das Vps18"\rp Konstrukt wird an seinem C-Terminus durch eine o-Helix abge-
schlossen (Reste 338-348; rot dargestellt in Abb. 4.6). Diese deutet den Ubergang zur
benachbarten a-Solenoid-Doméne an. Interessanterweise waren Konstrukte ohne diese
Helix, zum Beispiel Vps18";.33s, stark instabil und konnten nicht in nennenswerten
Mengen gereinigt werden. Diese Observation kann nun durch die vorliegende Kristall-
struktur erklart werden. Die Helix liegt auf Blatt 7 und stabilisiert den Propeller durch
Interaktionen von E338 mit T266 sowie N337 mit dem Ruckgrat eines Serins, das nach
Proteolyse der TEV-Schnittstelle am Konstrukt verblieben ist. Dariiber hinaus scheint die
C-terminale Helix entscheidend fur den Kiristallisationsdimer, und somit vermutlich auch
fur die Kristallisation des Konstruktes an sich zu sein. Diese Helix nimmt an zwei der
insgesamt vier intermolekularen Wechselwirkungen teil (Abb. 4.7). Hierbei ist sie
zwischen Blatt 2 und Blatt 3 des gegeniberliegenden, um 180° rotierten, Molekuls
eingelagert. Beide Interaktionsstellen sind somit symmetrisch. Jeweils interagiert der
Stickstoff des Indols von W343 mit dem Riickgrat von E111 Giber dessen Carbonylsauer-
stoff. Zusatzlich interagiert die Amidgruppe von N343 Uber Wasserstoffbriicken-
bindungen mit K88 sowie D89 (Abb.4.7A,B). Auch die verbleibenden zwei inter-
molekularen Wechselwirkungen sind symmetrische Wasserstoffbriicken. Zum einen
interagiert der Stickstoff des Indols von W155 mit der Carboxylat-Gruppe von E156
(Abb. 4.7C). Zum anderen interagiert die Aminogruppe von K319 mit dem Rickgrat,
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genauer dem Carbonylsauerstoff, von K319 des gegenlberliegenden Molekils
(Abb. 4.7D).

Abb. 4.8: Oberflichendarstellung des p-Propellers. A) Elektrostatisches Potenzial, links die
Vorderseite und rechts die Rickseite des Monomers. B) Hydrophobizitat des Monomers in
derselben Orientierung.

Global weist die Kontaktfliche zwischen den beiden Molekiilen sowohl positiv
als auch negativ geladene Bereiche auf, welche sich durch die Rotation um 180°
annahernd Uberlagern (Abb. 4.8A). Die Rickseiten der Molekile, welche die Kontakt-
flache ausbilden, weisen aber auch signifikante hydrophobe Bereiche auf, die auch durch
die Rotation anndhernd Uberlagern (Abb. 4.8B). Die Vorderseite des Molekdls ist
hingegen von positiven Ladungen dominiert, insbesondere die schmaler werdende

Offnung des trichterformigen Kanals des p-Propellers.
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4.1.5 Interaktion der N-terminalen Domanen von Vps18 und Vpsl1l

Auch wenn die im Kristall gefundene dimere Anordnung der Proteinketten vom
PISA Webserver als nicht stabil in Lésung eingestuft wird, so ist dennoch auffallig, dass
bis auf Vps33 alle Untereinheiten von HOPS und CORVET einen N-terminalen
B-Propeller aufweisen.
A

Vips18_YEAST/1-261 1 - - - - - - MIKTRIEEVQLOFLT -GNTELTHLKMSNDQLIVTT QRTAYRINLQDPA IVNHF DCP LSKELET IMNVHVSPMGsSV 74
Vps18_SCHOPA-397 1----MSLAEDWID----- PNSSEDSDIQEDAELEYTADNP - -EKEQRGVFSLEKVOLOFPVS - - - -HRCLAMENNILVMALT - - -SDKEMIVOLERPEDI IDIELPKKVLALG -LTYKIFLDPSGHY 108
Vips18_DROME/1-446 1MDTSMPNQPKFL - - - - - PRIEHNSSGATANSYVATASGNPFETDEEDE IFSRHKMVLARVPSNCTGDEMHLAMSRNWLVCLLGTPERTTELRFFEPRAIPPGEAVLEKYLSGSGYKITRMFLOPTEHH 122
Vips18_DANRE/1-417 1MAS ILDQYEDSQNIRQHSRMSTANIGITHSGFVN VRLEEEKPIFTKQRIDFSPPEK INQF S MCNNQLCMS LG KDTELRIDEGKPDQPNQIELG RKDDSKVHRLFLDPTGSH 111
Vps18_ HUNAN/1 417 1MAS ILDEYENSLSRSAVLQPGCPSVG IPHSGYVN. - - - -AQLEKEVP IFTKQRIDETPSER ITSLVYSSNQLCMS LG - - -KDTRILR | DLGKANEPNHVELG - - -RKDDAKVHKMFLDHTGSH 111
Vps18_ MOUSE/1-417 1MAS ILDEYEDSLSRSAVLQTGCPSVGIPHSGYVS - -« -« - AHLEKEVP IFTKQRVDFTPSER-- - -ATSLVMSCNQLCMSLG - - -KDTELR IDLGKASEPNAVELG - - - RKDDAKVHKMFLDHTGSH 111
Vps18_YEAST/1-261 75 MLURTNFGR - - - - - - - - YMLL- - ee e e KDGEF TQEN VH:LDLSSLHWINFJ ------- TFEME kT pkBYRveEEfoKkD 1T - TKEWYEN-------oo - KKLSGG 1DG I AYWEGS 158
Vips18_SCHOP/1-397 109 BENTTTAGD NCLFTPSH QGRVLETEL HTVEAVQWNLNGGNIL ELEIASKS -GVELELVETLDSANLKRI EKSINTLYSFPFEMESP “MGILKNIQDDSM 205
Vps18_DROME/1446 123 LI AL VPKSATAGVSPDFLY IHCLESPQAQQUKVRRIEKFKDHE I TAVAENPYHGNESSTGP ILLGTSR -GLIFETELNPAADGHVQR KQLYDLGLGRPKYP ITGLKLLRVPNSSRY 1 239
Vps18_DANRE/1-417 112 EVICLTTNE - **CVY¥Leveoo~ NRNTQKVRG LS HLIES IGWNKL IGSETNTGP IEVGTSQ -G I IFEAEISASEGSLFNTNPDQYFRQVHYLEEDGKPAPVCCLEVERGLETKYF I - - - 220
Vps18 HUMAN/1-417 112 ELIALSSTE - NRNGQKVRPLA QLVESVGWNKALGTESSTGP IEVEBTAQ-GHIFEAELSASEGGLFGPAPDLYFRPLYVLNEEGGPAPVCSLEAERGPDGRSFV - - - 220
Vps1B_MOUSEN-417 12 ELVALSSTE - NRNGQKARPLA QLVESVGWNKAMGNESSTGP IEVETAQ -GONFEAEESASEGGLFGPAPDLYFRPLYVLNEEGGPAPVCSLEAERGPDGRGEV - - - 220
Vps18_YEAST/1-361 159 LLLT IKONELYWRDVT NMKF P LVLPDES FERLKH HAIKKFDSYNGLFAWVTSNGIVFGDLEKEKQMEKDPASNNFGKFLSSSKVLLNFELPD YQNDKDHL I KD 262
Vps18_SCHOP/1-397 206 -TIVINKRELRFEPKTSRGKDQLYFSPAFQGSMKE ILSFSEE AQCFSYSP - -F--PKNLAEPYTLALKTSKREIY LDIMNPVN LR PD IQDYEFNESPKLSVP - - TVEMN 307
Vps18 DROME/1-446 240 IVVTSPECHYTFQETL - -KAEERSLQAIFAGYVSGVQEPHCEBRKTDLTFSQLAFFAPPNSKYPKQWAWLCGEGIRVGELS IEANSAA- - - -« - - TLIGNT - -L INLBFEKTMHLSYGERRLNTPKA 355
Vips18_DANRE/1-417 221 | -ATTRKRLFQFVGKLAEGSEQQGFSS IFAQNQD - -LLPSFQEFPVNMGYSE ITFYTSKLRSRPKTFAWMMGNGVLYGQLDYVRPDS - - - - - - - - - LLSDV--Q-VWEYTQDI----- DLNFVKP IS 327
VPSIBHUMANA417 221 | -ATTRORLFQF IGRAAEGAEAQGESGLFAAYTD - -HPPPFREFPSNLGYSELAFYTPKLRSAPRAF AWMMGOGVLYGALDCGRPDS - - - - - - - - - LLUSEE--R-VWEYPEGY - - - - - GPGASPPLA 377
Vips18_MOUSE/N 417 221 | -ATTRORLEFOF IGRAVEDTEAOGFAGLFAAYTD - -HPPPFREFPSNLGYSELAFYTPKLRSAPRAFAWMMGDGVLYGSLDCGRPDS - - - - - - - - -LLSEE--R-VWEYPAGV ---GPGANPPLA 327
Vips18_YEAST/1-361 263 IVEBAFHILLERKNTVTMYSQLENDVVFHET IPRHQLTGSNTDSNEKFLGLVREBSVKETFWCFSNINVFE I I IENBPNSVWNLLVRDNKFDKALSLKGL 361
Vps18_SCHOP/1-397 308 MILBSFHLAFLOLDTLY IVNRVEGKESYQQRVNLS - - - - - -~ - PHEE ILGLCCBHEKNTYWLYTTOSLHELVVNNBTREASLVFLEKGDFEKALECAN - 397
Vps1B_OROME/446 356 FVLMEYMAVLLY ADHVRAICLLNOEQVYQEAFDEA--------RVGKPLSIERBELTGS IMVYTVKTVFNLRVTREERNVWR | YLDKGQYELATAHAAE a6
Vps18_DANREA-417 328 IVL FHFLLLLPDRVRGICTLNGOVVHEDVFPE - - - .- -KFGTLOKMIKBP ITGLVWINYTEKAVFRYHIOKBARDVWOMYMNMNKFDLAKEYCKD a7
Vps18_HUMAN/-417 328 IVLE FHFLLLLADRVEAVCTLTGQVVLRDHFLE - - - ~---KFGPLKHMVKBSSTGQLWAYTERAVFRYHVQREARDVWRTYLDMNRFDLAKEYCRE a7
Vps18_MOUSEN 417 328 IVEMOFHFLLEL ADRVEAVCTLTGQVVLRADHFLE - - - - - - - - - KFGPLRHMVKEBIS STGHLWANTERAVFRYHVQREARDVWRT YLOMNRFDLAKE Y CRE a7

B C

schwach Konservierung stark

Abb. 4.9: Konservierung des B-Propellers von Vpsl8. A) Sequenzvergleich der N-terminalen
Doméne von Vpsl8 in Eukaryoten. Aminosaurereste wurden nach dem ClustalX-Schema
eingefarbt, d.h. konservierte Reste nach ihren chemischen Eigenschaften: hydrophobe in
blau, basische in rot, ungeladene polare in grin, saure in magenta, hydrophile aromatische in
cyan, Cys in rosa, Gly in orange und Pro in gelb. B-C) Oberflachendarstellung der
Sequenzkonservierung. B) Vorderseite eines Monomers, hervorgehoben wurden die Reste
der Lipidbindung (L1, beschrieben in Kapitel 4.1.6.3). C) Rickseite eines Monomers,
hervorgehoben wurden die Reste des Dimerinteraktion, Details wurden in Abb. 4.7 gezeigt,
wobei Abb. 4.7A,B D1 und D1° entspricht sowie C der Box D2 und D der Box D3. Fir eine
vergroRRerte Darstellung von Abb. 4.9A siehe Anhang Abb. 6.2.

Diese Domaéne ist aus der Literatur dafiir bekannt, haufig Protein-Protein-
Interaktionen zu vermitteln (,,Scaffold-Funktion*)™**? und kénnte somit einen Beitrag zur
Ausbildung der Tethering-Komplexe leisten. Funktionell wichtige Aminosauren sind

haufig zwischen Spezies konserviert. Somit kann eine Konservierungsanalyse Hinweise
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auf die funktionelle Relevanz der Dimerstruktur geben. Insgesamt sind sechs
Aminosduren an den vier Interaktionsbereichen direkt beteiligt. Von diesen werden K319
und W343 durch den ConSurf Webserver™® als hoch konserviert eingestuft. Dieses

liefert natarlich nur Hinweise, welche experimentell Gberprift werden mussen.

A GST- B GST-
M GST V18 M GST V18
i GST-Vps1g™
55 -Vps NTD GST'Vps"BMNTD
" CF
35 GST G=T
70 s | His-Vpsi11,.. .
gg aine His-Vps11, ., WB
25
C GST D GST-
M GST V18 M GST V18
70|
GST-Vps18" GST-Vps18™,,
CF
GST GST
£
50
gg “ - ‘ H iS-VpS1 1 2-351 HiS-VpS1 1 30351 WB

Abb. 4.10: Pulldown Experimente mit Vps18*yrp gegen verschiedene Vpsll-Konstrukte.
Inkubation mit A) Vpsllcrp (Reste 2-761), B) Vpsllymp (Reste 2-397), C) Vpsll,.ss und
D) Vpsllsyss. Analyse erfolgte mittels SDS-Gel in Coomassie-Farbung (CF) sowie
Western-Blot (WB) gegen den Histidin-Anker der VVps11-Konstrukte.

Der wahrscheinlichste Interaktionspartner von Vpsl18 ist aufgrund der
elektronenmikroskopischen Struktur des Gesamtkomplexes Vpsll oder Vps16.l
Aufgrund von Pulldown Experimenten (Abb. 4.12) konnte Vps16 als Interaktionspartner
des Vps18-Propellers ausgeschlossen werden. Daher wurde im Folgenden die Interaktion
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durch Pulldown Experimente (Kapitel 2.2.2.7) gegen Vpsll-Konstrukte verschiedener
Langen getestet (Abb. 4.10).

Es konnte eine eindeutige Interaktion zwischen dem B-Propeller von Vps18 und
Vpsll festgestellt werden. Dabei war die Interaktion am starksten fur das Konstrukt von
Vps11, welches nur noch den N-terminalen -Propeller enthielt. Eine Mutation von K319
zu T oder A schwachte diese Interaktion geringfugig (Abb. 4.11, Abb. 6.1).

A GST-Vps18, ., B GST-Vps18,,
M GST wt K319T K319A M GST wt K319T K319A
70 —
55 - GST-Vps18,, ;: e W B | GST-Vps18,,
35
35 CF
GST GST
25 -
P P
55 55
40| . o — HisVpsti, ., go| MR 0 W S N | Hisvpstr, W

Abb. 4.11:  Pulldown Experimente mit Vpsl8ytp gegen verschiedene Vpsll-Konstrukte. Inkubation
des B-Propellers von Vps18 und seiner Mutanten K319T und K319A mit A) Vpsl1,.s; und
B) Vpsllymp (Reste 2-397). Analyse erfolgte mittels SDS-Gel in Coomassie-Farbung (CF)
sowie Western-Blot (WB) gegen den Histidin-Anker der Vps11-Konstrukte.

Interessanterweise wurde die Interaktion auch schwécher fur Konstrukte, welche
groRere Teile der anschlieBenden a-Solenoid-Domane enthielten (Abb. 4.10A). Dieses
kann auf zwei unterschiedliche Arten interpretiert werden. Zum einen kann dieses
Ergebnis darauf hindeuten, dass die beobachtete Interaktion ein Artefakt, bedingt durch
die verkirzten Konstrukte ist. Zum anderen konnte der a-Solenoid-Bereich aber im Voll-
lange-Protein an anderen Interaktionen beteiligt sein, womit der inhibierende Einfluss im
in vitro-Experiment als Artefakt zu betrachten ware. Um zu kldren, ob es sich bei der
Interaktion um ein Artefakt handelt, wurden vom Labor Ungermann (Universitét
Osnabriick) Pulldown Experimente in Hefe mit dem N-terminalen -Propeller von Vps18
entweder gegen den Gesamtkomplex oder gegen verschiedene Volllange-Unterkomplexe
durchgefuhrt (Abb. 4.12). Auch hierbei konnte eine Interaktion zwischen dem [-Propeller
von Vpsl8 mit Unterkomplexen, welche Vpsll enthalten, beobachtet werden. Der
HOPS-Gesamtkomplex ist jedoch so stabil, dass es zu keinem Austausch des Vpsl18

B-Propellers gegen Volllange-Vps18 kommt.



4 N-terminale Doménen von Vpsl11 und Vps18 84

V18- V18- V18- V18-
170, M _GST GST GST GST GST GST GST GST
18% —_— ¢ Unterkomplexe/
72 |- = HOPS
Y- W W W V18-GST
CF
43 e
34 |
GST
26 o W W ww
39-11 I'39-11-18 T 16-33 [THOPS-33GFP
V18- V18- V18- V18-
L GSTGST L GSTGST L GST GST L GST GST V39-CbP/
130 -— - — — - V41-CbP WB
- V16-CbP
39-11 I"39-11-18 ' 16-33  "HOPS-33GFP

Abb. 4.12:  Interaktionsexperimente mit Vps18"\rp-GST. Inkubation des p-Propellers mit Vps39-
Vpsll-Dimer, Vps39-Vpsl1-Vpsl8-Trimer, Vps16-Vps33-Dimer und dem gesamten HOPS-
Komplex mit einem GFP-Anker am Vps33. Analyse mittels SDS-Gel (oben, CF) und
Western-Blot (unten, WB) gegen das Calmodulin-bindende Protein (CbP). Diese Daten
wurden von Christian Ungermann (Universitat Osnabriick) zur Verfugung gestellt.

4.1.6 Lipidinteraktionen der N-terminalen Doménen

Sowohl bei HOPS als auch bei CORVET handelt es sich um Komplexe, die ihre
Aktivitdt membranassoziiert ausuben. Fiir HOPS wurden sowohl direkte, Giber PtdIns, als
auch indirekte, durch SNARE vermittelte, Assoziationsmechanismen publiziert!®. Von
isoliertem Vps41l ist zusétzlich bekannt, dass es ein ALPS-Motiv zur Membranbindung
enthalt®. Fur andere Untereinheiten wurden bis dato noch keine expliziten
Membranbindungsmotive entdeckt. Jiingst wurde jedoch eine Klasse von B-Propellern
mit Membranbindungsaktivitét identifiziert. Diese werden als PROPPINs bezeichnet und
weisen eine Spezifitat fur PtdIns3P sowie PtdIns(3,5)P, auf, welches sie lber ein FRRG-
Sequenzmotiv binden!*** 1°!. Die Kristallstruktur des N-terminalen Propellers von Vps18
weist eine konservierte LX[KR][WFLI]K (in Hefe LNKIK) Sequenz auf, deren Lysine
sich oberflachenexponiert auf einer kurzen Schleife zwischen Blatt 2 und Blatt 3 befinden
(Abb. 49A,B). Um zu testen, ob diese Sequenz, ahnlich zu dem FRRG-Motiv der
PROPPINs, eine direkte Membranbindung von Vpsl8 ermdglicht, wurden Co-
Sedimentationsassays geplant. Auch wurden LNTIT- sowie LNAIA-Mutanten geplant,
um einen kausalen Ruckschluss auf die LNKIK Sequenz, insbesondere die beiden Lysine,

zu ermoglichen. Zusétzlich wurde auch der N-terminale Propeller von Vps11 untersucht.
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Dieser enthélt keine LX[KR][WFLI]K-Sequenz in dem als B-Propeller vorhergesagtem

Bereich, aber ein mdgliches, abgewandeltes FRRG Motiv.

4.1.6.1 CD-Spektroskopie

Zur

Uberprifung, ob die eingefiihrten Mutationen einen Einfluss auf die

Sekundarstruktur oder die thermische Stabilitdt der Vps18-Proteine haben, wurden
CD-Messungen durchgefiihrt. Hierfir wurden die CD-Spektren von Vps18“\rp und
seiner Mutanten Vps18™\rp und Vps18™ o von 190-260 nm bei Raumtemperatur wie

in Kapitel 2.2.3.2 beschrieben aufgenommen. Um zu ermitteln, ob sich eine Anderung
der Sekundarstruktur der Mutanten im Vergleich zu Vps18"\rp ergibt, wurden deren

CD-Spektren (Abb. 4.13A) miteinander verglichen.
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Abb. 4.13: CD-Spektren sowie Differenzspektren der N-terminalen Doménen von A,B) Vps18 und

C,D) Vpsll und ihrer Mutanten. A) CD-Spektrum und B) Differenzspektrum von
Vps18"“yrp (rot) und seinen Mutanten Vps18*%p (blau) und Vpsi8''yrp (griin).
C) CD-Spektrum und B) Differenzspektrum von Vpsl1"\rp (rot) und seiner Mutante
Vps11*1p (blau).

Gleiches wurde auch fir den N-terminalen B-Propeller von Vpsll und seine

Mutante durchgefuhrt (Abb. 4.13C). Vorher wurde die gemessene Elliptizitat in die
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gemittelte residuale Elliptizitat 6 umgerechnet und so auf die Konzentration des Proteins
und die Anzahl der Aminosduren normiert. Zusétzlich wurde die Differenz der Spektren
zwischen Wildtyp-Protein und Mutante errechnet, um einen direkten Vergleich der
Sekundarstruktur zu ermdglichen (Abb. 4.13B,D).

Tabelle 4.4: Sekundarstrukturgehalt der g-Propeller von Vps18 und Vpsi11.

Protein a-Helix anti-paralleles paralleles Schleifen ungeordnet
B-Faltblatt B-Faltblatt

Vps18™yro* 5,4% 45,4% - 49,1% -

Vps18™yrp 10,5% 26,0% 13,0% 23,0% 34,0%
Vps18™\mo 12,6% 14,7% 10,0% 30,0% 32,7%
Vps18 Ty 21,2% 17,1% 11,5% 22,1% 28,1%
Vps11™ro 6,6% 28,0% 13,2% 21,1% 30,6%
Vps11™yro 11,5% 24,8% 12,2% 22,3% 29,2%

*Sekundaranteile ermittelt aus der Rontgenkristallstruktur. Alle anderen ermittelt mit DICHROWEB!?%!
Aus den CD-Spektren der B-Propeller von Vps18 sowie seiner Mutanten sagt der
Webserver DICHROWEB!?® ¢ine Mischung aus rechtsgingigen o-helikalen Elementen
und B-Faltblatt-Elementen sowie einem signifikanten Anteil an unstrukturierten
Bereichen vorher (Tabelle 4.4). Die Kristallstruktur bestatigte die Vorhersage fur
VpSlSWtNTD jedoch nur zum Teil, insbesondere ist der Anteil der a-helikalen Bereiche
iiberschdtzt. Daher wird davon ausgegangen, dass die beiden Mutanten analog weniger a-
helikale Anteile haben. Dies gilt insbesondere, da die Differenzspektren eine &hnliche
Struktur zum Vps18“\rp implizieren. Im Bereich von 190-200 nm zeigen die
CD-Spektren eine positive Elliptizitat, aber kein eindeutiges Maximum. Ein Maximum
bei 195 nm wiirde fiir ein B-Faltblatt-Protein, ein Maximum bei 193 nm fiir ein o-
helikales Protein sprechen. Weiterhin konnten weder eindeutige Minima bei 222 nm und
208 nm (fiir a-helikale Proteinen) noch ein Minimum bei 218 nm (Faltblatt) identifiziert
werden. Es wurde hingegen ein Minimum bei 216 nm identifiziert. Aufgrund eines
negativen Cotton-Effekts durch o-helikale Anteile konnte dieses daher fiir einen -
Faltblatt-Anteil sprechen. Die gleichen Ruckschliisse konnten auch fur Vpsl1l1 getroffen

werden, welches ein sehr dahnliches CD-Spektrum zu Vps18 zeigte.
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Abb. 4.14:  Schmelzkurven der N-terminalen Doménen von A) Vpsl8 und B) Vpsll und ihrer
Mutanten. A) CD-Messung bei 218 nm von Vps18“\p (rot) und seiner Mutanten
Vps18™yrp (blau) und Vps18™ yrp (griin) zur Bestimmung der Schmelztemperatur. B) CD
Messung bei 218 nm von Vpsl1"\rp (rot) und seiner Mutante Vps11*rp (blau) zur
Bestimmung der Schmelztemperatur.

Da CD-Spektren eine, zumindest vergleichende, Auskunft Uber die in einem Konstrukt
vorkommenden Strukturelemente geben, konnen diese auch zur Ermittlung der
thermischen Stabilitat eines Proteins verwendet werden. Bei 218 nm befindet sich ein
Minimum fiir B-Faltblatter, welche nach der Kristallstruktur das bestimmende Struktur-
element fiir den N-terminalen Propeller sind. Anderungen in diesem Bereich sind nur bei
einer Entfaltung des Konstruktes zu erwarten. Sowohl fur Vpsl18 als auch fir Vpsll
zeigen die Mutanten vergleichbare Schmelzkurven zum Wildtyp. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass keine der Mutationen die Konstrukte entscheidend
destabilisiert. Es féllt jedoch auf, dass die Vpsll-Konstrukte generell instabiler als das
erfolgreich kristallisierte Vps18"'\ro-Konstrukt sind (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Ermittelten Schmelztemperaturen.

Protein Schmelztemperatur
Vps18“'yro 68,0 °C
Vps18™\ro 73,3°C
Vps18 o 63,0 °C
Vps11™rp 56,7 °C

Vps11™\o 53,3 °C
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4.1.6.2 Statische Lichtstreuung
Sowohl die Vps18-Mutanten (Abb. 4.15) als auch die Vpsl1l-Mutanten (Abb. 4.16)
zeigen ahnliche Elutionsprofile in der GroBenausschlusschromatographie. Da die

GroRenausschlusschromatographie jedoch nur eine grobe Einordnung der absoluten

GroRe eines Proteinkonstruktes erlaubt, wurde diese zusatzlich mit statischer Licht-

streuung gekoppelt.

Durch diese konnten geringfugige Unterschiede zwischen

Vps18*'nyrp und Vps18™ymp sowie Vps18'yrp identifiziert werden. Beide Mutanten

liegen jedoch, wie auch der Wildtyp, in Losung als Monomer vor. Auch bei Vps11"'\rp

und seiner Mutante Vps11**\rp sind leichte Unterschiede zu erkennen.
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Chromatogramme der statischen Lichtstreuung. A) Zusammenfassung der Elutionsprofile

mit der Superdex™ 200 10/300 fiir den p-Propeller von Vps18 und seine Mutanten. B-D)

Peaks des Absorptionssignal (schwarze Linie) von den B-Propellern und den zugehdrigen

Molmassen (rote Linie), gestrichelte Linie: theoretisches Molekulargewicht des Monomers,
gepunktete Linie fiirs Dimer. B) Vps18“yrp. C) Vps18* o (KK97/99AA) und D)

Vps18' \rp (KK97/99TT).
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Abb. 4.16: Chromatogramme der statischen Lichtstreuung. A) Zusammenfassung der Elutionsprofile
mit der Superdex™ 200 10/300 fiir den B-Propeller von Vpsl1l und seine Mutante. B-C)
Peaks des Absorptionssignal (schwarze Linie) von den B-Propellern und den zugehdrigen
Molmassen (rote Linie), gestrichelte Linie: theoretisches Molekulargewicht des Monomers,
gepunktete Linie fiirs Dimer. B) Vps11*\rp und C) Vps11™yrp (RQ7-8AA).

Insgesamt werden die leichten Unterschiede als nicht relevant fur die im Folgenden
geplanten Co-Sedimentationsexperimente angesehen. Insbesondere, da keines der
Konstrukte eine starke Neigung zur Oligomerisierung/Aggregation gezeigt hatte
(Tabelle 4.6), welche zu einer Sedimentation auch in der Abwesenheit von Vesikeln

fuhren kdnnte.

Tabelle 4.6: Ergebnisse der statischen Lichtstreuung.

Protein RV [mi] MW,heoretisch MW ermittelt Oligomerisierungs-
[g-mol™] [g-mol™] zustand
VpslSW‘NTD 16,4 40355 40000 Monomer
Vps18™ymo 16,2 40241 41000 Monomer
Vps18™ o 16,0 40301 43000 Monomer
Vps11"yro 16,7 44537 56000 Monomer
VpsllAANTD 16,9 44395 43000 Monomer

4.1.6.3 Co-Sedimentationsexperiment

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die Interaktion von Proteinen mit Lipiden
nachzuweisen. Ein direkter struktureller Nachweis konnte bisher jedoch nur fir sehr
wenige Proteine erbracht werden, zum Beispiel Aquaporine.**®! Haufiger sind
funktionelle Assays die eine Co-Lokalisation von Protein, visualisiert z.B. durch Fusion
mit GFP (green fluorescent protein), mit Lipidschichten, visualisiert durch Farbstoffe,
ermoglichen. Alternativ kann auch versucht werden eine stabile Assoziation
nachzuweisen. Dieses kann analog zu einem Western-Blot geschehen, wenn Lipide auf
eine Membran aufgetragen werden und das Protein dann analog zu einem Dot Blot

nachgewiesen wird"® oder aber analog zu einer Co-IP. Bei dem Co-IP analogem
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Verfahren wird ausgenutzt, dass Vesikel leichter sedimentieren als losliche Proteine
(Kapitel 2.2.2.6). Da HOPS- bzw. CORVET-Komplexe in vivo das Tethering von
Vesikeln vermitteln wurde ein Co-IP analoges Verfahren als experimenteller Aufbau
gewahlt, da bei diesem die Geometrie der Lipidmembran am ehesten mit dem natirlichen
System (ibereinstimmt. Als Lipidsystem wurde ein Folch-Extrakt 1'% gewahlt, welcher
eine breite Auswahl an Lipidklassen enthdlt, insbesondere PtdIns, welche fiir die
Membranerkennung durch PROPPINs wichtig sind*®). Um zu (berprifen, ob
Vps18“\rp spezifisch an Vesikel bindet, wurde das Konstrukt mit verschiedenen

Konzentrationen an Lipiden co-sedimentiert.
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Abb. 4.17:  Co-Sedimentationsexperimente mit 800 nm Vesikeln verschiedener Konzentration bei
konstanter Proteinkonzentration. A) Vps18“\mp (5 UM). B) Vpsll"ucrp (10 pM).
C) Vps11"\rp (5 MM). Oben, reprasentatives SDS-Gel; unten, Quantifizierung von
mindestens drei SDS-Gelen. U: Uberstand nach Zentrifugation, graue Balken;
P: Pelletfraktion nach Zentrifugation, schwarze Balken.

Mit steigender Lipidkonzentration zeigte sich eine lineare Zunahme des Proteins
in der Pelletfraktion, welche sich erst bei 1,5 mg/ml Lipid abgesttigt. Auch Vps11"'sctp
zeigt eine lineare Abhéangigkeit von der Lipidkonzentration, die aber bereits bei 1,0
mg/ml abgeséttigt wird. Fir Vpsl1"'\rp konnte unter diesen Bedingungen keine
Sattigung erreicht werden (Abb. 4.13). Im Folgenden wurden Experimente bei 2,0 mg/ml
Lipid durchgefuhrt, um maximale Effekte zu erkennen. Die Abhéngigkeit der Co-
Sedimentation von der Lipidkonzentration weist auf einen spezifischen Mechanismus hin,
lasst jedoch noch keinen Rickschluss darauf zu, ob wirklich die LX[KR]J[WFLI]K
Sequenz, bzw. die beiden exponierten Lysine, verantwortlich fiir die Membranbindung

sind.
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Abb. 4.18: Co-Sedimentationsexperimente zur Analyse der N-terminalen Mutanten von Vps18 und
Vpsll. A) Vpsi8“\rp sowie die Mutanten Vps18*\rp (KK97/99AA) und Vpsi8™ wrp
(KK97/99TT). B) Vps18“\rp sowie die Mutanten Vps11*\rp (RQ7-8AA). Durchgefiihrt
mit einer Proteinkonzentration von je 5 uM und einer Vesikelkonzentration von 2 mg/ml und
einem Durchmesser von 800 nm.

Um dieses zu Uberpriifen wurden die beiden eingangs charakterisierten LNTIT-
sowie LNAIA-Mutanten verwendet. Sowohl Vps18™\rp als auch Vps18' \rp zeigen
eine fast vollstandige Reduktion der Membranbindung (Abb. 4.14A). Hingegen war eine
Mutation des potentiellen FRRG-Motivs in Vpsll ohne Auswirkung auf dessen
Membranbindung (Abb. 4.14A). Dieses verdeutlicht anschaulich die Vorziige von
struktur-basierten Mutationsstudien. Nur wenn die exakte Topologie eines Proteins oder
einer Doméne bekannt ist, kdnnen gezielt oberflachenexponierte Bereiche identifiziert

und mutiert werden. Ohne diese Information beschranken sich Mutationsexperimente
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Abb. 4.19:  Co-Sedimentationsexperimente mit Vesikeln (2 mg/ml) verschiedener Durchmesser bei
konstante Proteinkonzentration. A) Vps18“ymp (5 uM), B) Vpsli1"scrp (10 uM) und
C) Vps11¥yrp (5 uM). Oben, SDS-Gel; unten, Quantifizierung mit mindestens drei SDS-
Gelen.

Um die Membranbindungseigenschaften von Vps18“\rp ndher zu
charakterisieren wurden weitere Experimente durchgefiihrt. Zundchst wurde getestet, ob
die Membrankrimmung einen Einfluss auf die Stirke der Interaktion zwischen -

Propeller und der Vesikelmembran hat. Hintergrund war hierbei, dass HOPS und
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CORVET als wichtiger Bestandteil des zellularen vesikularen Transportsystems mit
Membranen unterschiedlichster Krimmungen in Kontakt kommen (Vesikel, Endosomen,
Vakuole/Lysosomen). Vps18“'\rp zeigt eine leichte Préferenz fir weniger gekrimmte
Vesikel, bindet aber auch an 50 nm Vesikel (Abb. 4.19A). Vps11"\crp zeigt hingegen
keine Préferenzen, im Gegensatz zum kiirzeren, nur noch aus dem [-Propeller
bestehenden Vps11"\rpo-Konstrukt (Abb. 4.19B,C). Dessen Verhalten dhnelt eher dem
des B-Propeller Konstruktes von Vps18.

4.2 Fazit

Bei in vitro Analysen, insbesondere solchen, die mit Doméanen-Konstrukten
durchgefuhrt werden, sollte immer die Frage nach der Relevanz der Beobachtung gestellt
werden. Beispielsweise kénnen verkirzte Konstrukte im Vergleich zum Volllangeprotein
unterschiedliche Ladungssituationen aufweisen. Dies kann u.U. durch nicht
ladungsausgeglichene Interaktionsflachen durch fehlende interagierende Doménen oder
Sekundarstrukturelemente bedingt sein. Weiterhin kénnen verschobene N- bez.
C-Termini unbeabsichtigt stark geladene Bereiche erzeugen. Rein elektrostatische
Bindungsmechanismen an Lipidschichten sollten somit bei verkirzten Konstrukten
kritisch hinterfragt werden. Die durchgefiihrten Mutationsstudien zeigen jedoch deutlich,
dass zumindest fir Vps18 die beiden in der Kristallstruktur als exponiert identifizierten
Lysine entscheidend fiir die Membranbindung sind. Auch die hohe Konservierung beider
Aminosauren ist ein deutlicher Hinweis auf deren Relevanz fir die biochemische
Funktion von Vps18, da ansonsten ein evolutiondrer Druck auf die Konservierung
schwierig zu erklaren ware, insbesondere da CD-Spektroskopie, SLS als auch Schmelz-
kurven gezeigt haben, das diese keinen strukturellen Einfluss haben.

Die aus den Co-Sedimentationsexperimenten mit Vesikeln unterschiedlicher
GroRe ersichtliche Préferenz fur Vesikel mit geringer Kriimmung ist schwieriger zu
interpretieren, da keine (anndhernd) komplett flachen Vesikeln, z.B. giant unilamellar
vesicles (GUVs), getestet worden waren. Eindeutig ist jedoch, dass selbst eine sehr hohe
Krimmung, wie bei den 50 nm Vesikeln, die Bindung nicht vollstandig inhibiert. Zu
beachten ist, dass die Spezifizitdt des HOPS-Komplexes zu seinen Zielmembranen durch
Interaktion von Vps39 und Vps41 mit der GTPase Ypt7 gegeben ist.®® °’! Dieses schliet
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jedoch zusétzliche Membraninteraktionen nicht aus. Insbesondere konnten multiple,
wenn auch unspezifische Interaktion mit Membranen als zusétzlicher dynamischer
,,Klettverschluss* dienen, welche durch die N-terminalen B-Propeller vermittelt werden
wirden.

Generell wird in den Studien zur Funktion der N-terminalen Domane von Vps18
deutlich, wie wichtig Strukturdaten zur Planung von gezielten Experimenten sind. Ohne
die Struktur des p-Propellers ware es sehr aufwendig gewesen, die beiden oberflachen-
exponierten Lysine zu identifizieren und durch gezielte Mutationen ihre Rolle in der
Membranbindung nachzuweisen. Nur eventuell mittels eines Alanin-Scan Experimentes
hatte &hnlich deren Bedeutung ermittelt werden konnen, jedoch mit einem wesentlich
héheren Aufwand.
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5 Zusammenfassung / Summary

5.1 Zusammenfassung

In eukaryotischen Zellen werden einzelne Kompartimente mittels vesikuléren
Transportes verknupft. Tethering dient dabei als Bindeglied zwischen Transport/Adres-
sierung und Fusion mit der Zielmembran. Die Class C Vps Tethering-Komplexe HOPS
und CORVET erflllen diese Aufgabe im endolysosomalen Transportweg. Auch wenn die
Funktion der Komplexe gut untersucht ist, so ist unser Wissen um die molekularen
Grundlagen der Funktionsweise dieser Komplexe noch liickenhaft. Struktur-Funktions-
Analysen kénnen einen Einblick in diese Grundlagen gewéhren.

Fur finf der sechs Untereinheiten von HOPS wurden zueinander stark ahnliche
Doménenarchitekturen vorhergesagt, was jingst fur den C-terminalen Bereich belegt
werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmalig durch Kristallisation des
N-terminus von Vps18 bestatigt werden, dass die VVorhersage der N-terminalen Doméne
als B-Propeller korrekt ist. Das im Kiristall als Dimer vorliegende Protein zeigt einen
typischen siebenblattrigen [-Propeller mit einem Velcro-Verschluss. Die einzelnen
Molekile sind dabei zueinander um 180° gedreht und durch eine C2-Symmetrie
verknipft. Die Kontaktflache des Dimers ist durch elektrostatische Interaktionen geprégt,
jedoch ist die physiologische Relevanz der Interaktionsflache und der beteiligten
Aminosauren trotz zum Teil hoher Konservierung fragwirdig. Vorhersagen und
experimentellen Daten nach handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Kristall-
kontakte. Am Rand des Propellers, genauer zwischen Blatt 2 und Blatt 3, konnte eine
auffallige Schleifenstruktur identifiziert werden, welche eine zwischen Spezies konser-
vierte Sequenz LX[KR][WFLI]K (in Hefe LNKIK) aufweist. Durch Lipid-Co-Sedimenta-
tionsexperimente sowie gezielte Mutagenese konnte gezeigt werden, dass die beiden
Lysine dieser Sequenz entscheidend flr die Membranbindung sind. Somit konnte in
dieser Arbeit erstmalig dem N-terminalen Bereich eine Funktion aufBerhalb des
Komplexaufbaus zugewiesen werden, sowie eine neue Klasse von Membran-bindenden
B-Propellern, neben den bekannten PROPPINS, identifiziert werden.

Die bekannte Beteiligung an der Stabilisierung des HOPS-Komplexes konnte im
Rahmen von in vitro-Experimenten genauer eingegrenzt werden. Diese zeigten eine

direkte Interaktion des N-terminalen Propellers von VVps18 mit der N-terminalen Doméne
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von Vpsll. Die N-terminale Doméne von Vpsll weist zwar weder eine
LX[KR][WFLI]K-Sequenz noch ein PROPPIN-Motiv auf, dennoch konnte eine
Membranaffinitét festgestellt werden. Aufgrund des Fehlens einer Kristallstruktur konnte
der interagierende Bereich jedoch nicht durch gezielte Mutagenese-Studien ermittelt
werden. Der genaue Bindungsmechanismus bleibt somit fir Vpsll, im Gegensatz zu
Vps18, im Unklaren.

5.2 Summary

In eukaryotic cells, individual compartments are connected via the vesicular
transport pathway. Tethering acts as the bridging step between transport/addressing of
vesicles and their fusion with target membranes. The class C Vps tethering complexes
HOPS and CORVET are acting on the endolysomal transport pathway. Although their
cellular function is well understood, little is known about the molecular mechanisms.
Structure-function analysis can be of great help to further our molecular understanding of
these tethering mechanisms.

Five of the six known subunits of HOPS share similar predicted domain
architectures. At least for the C-terminal domain, this prediction was recently confirmed
by protein crystallography. In the present study, the N-terminal domain of the HOPS
subunit Vps18 was crystallized. The resulting structure is that of a typical seven-bladed
B-propeller, with a velcro closure, thus confirming the initial structure prediction. In the
asymmetric unit of the crystal, a dimer of two molecules is observed, related to each other
by a 180° rotation and C2 symmetry. The interface is defined by electrostatic interactions.
Although several of the interacting residues show high levels of conservation,
experimental data and predictions indicate that the interaction is not likely to be of
relevance for the biological function of Vpsl8. At the rim of the propeller, more
specifically between blade 2 and blade 3, an extended loop containing a conserved
LX[KR][WFLI]K (in yeast LNKIK) sequence can be found. Relying on lipid co-
sedimentation assays and mutagenesis, it could be shown that this sequence is responsible
for interactions of the propeller with lipid membranes. Thus for the first time, a functional

role of the N-terminal domain could be determined, apart from its known function in
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stabilizing the complex. Moreover, the Vps18 [-propeller constitutes a novel class of
membrane-binding propellers, complementing the known PROPPINS.

Besides this, the known function of stabilizing the HOPS complex could be
further specified by showing that the Vps18 propeller can interact directly with the N-
terminal domain of Vps1l. Although Vps1l shows neither a Lx[KR][WFLI]K sequence
nor a PROPPIN motif, membrane-binding properties were also found for this N-terminal
domain. Due to the lack of a known structure, no further analysis of this property was
possible. Therefore, and different from the Vps18 propeller, the lipid-binding mechanism

of Vpsl1l remains unknown.
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Tabelle 7.1: Fortschrittsiibersicht der designten Konstrukte fur Vpsll, Vpsl8, Vpsl6, Vps33, der
spezifischen HOPS-Untereinheiten Vps39, Vps4l und die spezifischen CORVET-

Untereinheiten Vps3 und Vps8.
Expression/
Klonlerung/ vollstindige Kristallisations- |
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A) Vps39 und B) Vpsll. Dargestellt sind mit roten Balken a-Helices, mit griinen Balken

Sequenzvergleich und Sekundérstrukturvorhersage der C-term

Abb. 7.1

isher verwendeten Konstruktgrenzen und in

b
grauen Dreiecken neue, optimierte Konstruktgrenzen. Aminoséurereste wurden nach dem
ClustalX-Schema eingeférbt, d.h. konservierte Reste nach ihren chemischen Eigenschaften

B-Faltblatter, mit schwarzen Dreiecken die

i ta,

in grin, saure in magen

hydrophobe in blau, basische in rot, ungeladene polare

hydrophile aromatische in cyan, Cys in rosa, Gly in orange und Pro in gelb. VergréRerung

der Abb. 3.11.
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LLi-1/3snow gLsdA
LI L/NYWNH 815dA
21#-L/AYNYA B LsdA
- LAWOHO BLSdA
L6E-L/dOHDS 8LsdA

L9g- L/ISVIA BLSdA

LLE-1/3SN0OW 8LSdA
LI L/NYINNH 81597
ZLF-L/AUNYa gLsdA
b LAWOUA 215dA
L£6€-L/JOHDS BLSdA

L9€- L/ISV3A 8LSdA

£LE-1/3SN0W 8LsdA
LU UNYINH 8 15dA
L1 L/ANYO 8 LSAA
b L/AWOHA BL5dA
L6E-L/dOHDS B15AA

L9E-L/ISVAA BLsdA

Konservierung des -Propellers von Vps18. Sequenzvergleich der N-terminalen Doméne

Abb. 7.2

ingeférbt,
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te wurden nach dem ClustalX-Schema e

Inosaureres

von Vps18 in Eukaryoten. Am
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In

hydrophobe i

ta, hydrophile aromatische

d.h. konservierte Reste nach ihren chemischen Eigenschaften

n

, Cys

in cyan

in griin, saure in magen

t, ungeladene polare
rosa, Gly in orange und Pro in gelb. VergroRerung der Abb. 4.9A.
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A Angstrom (0,1 nm)

A Adenin

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

ABC Ammoniumbicarbonat

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure(n)

Bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

bzgl. beziiglich

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

CORVET class C core Vacuole/Endosome tethering
C-terminus Carboxyterminus

Da Dalton

ddH,0 bidestilliertes Wasser

DF Durchfluss

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

DP Dialysepuffer

DTT Dithiothreitol

ECL verstarkte Chemolumineszenz (enhanced chemoluminescence)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatischen Retikulum

ESI-MS Elektrospray-lonisations-Massenspektroskopie
FPLC fast protein liquid chromatography

G Guanin

gof. gegebenenfalls

h Stunde(n)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure
HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
HOPS homotypic fusion and vacuole protein sorting
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani

LMW Low molecular weight

m Masse

MAD multiple anomale Dispersion

min Minute(n)

MS Massenspektroskopie
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MW Molekulargewicht

m/z Masse zu Ladungsverhéltnis

oD optische Dichte

P Pelletfraktion

PAGE Polyarylamid- Gelelektrophorese
PDB Proteindatenbank

PEG Polyetheleneglycol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

pH potential hydrogenii

RT Raumtemperatur

rpm Umdrehungen pro Minute

ROI region of interest

SAD single anomalous diffraction
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Se Selen

SeMet Seleno-L-Methionin

T Thymin

TE Tris EDTA

TEMED N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin
TEV Tobacco Etch Virus Nla

Tris Tris(hydroxmethyl)aminomethan
U Uberstand

uv Ultra-Violett

\Y Volt

viv Volumen pro VVolumen

wiv Gewicht pro Volumen

A Wellenlange des Lichts

z.B. zum Beispiel

Ein- und Dreibuchstabencodes wurden gemal? den Empfehlungen der International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) und der International Union of Biochemistry (IUB)1 als Abkilirzungen fir
Aminosduren verwendet.
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