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Abstract

Adenosine triphosphate (ATP)-Binding-Cassette (ABC) membrane transporters con-
vert energy from ATP binding and hydrolysis into conformational changes of the trans-
porter to allow translocation of substrates across the membrane against the concentration
gradient. Canonical ABC import systems require a substrate binding protein that func-
tions as a receptor to capture the substrate and interact with the extra-cytoplasmic loop
regions of the transporter to initiate transport. Despite the large amount of structural,
biochemical and biophysical data it is not clear how the dynamical interplay between
receptor and transporter is regulated by the availability of ATP and substrate. Fluo-
rescence anisotropy decay measurements in combination with site-directed fluorescence
labeling was used in this work to study the dynamics of the periplasmic surface of the
Echerichia coli/Salmonella typhimurium maltose transporter MalFGKs and its periplas-
mic maltose binding protein MalkE.

A labeling protocol for MalFGKs and MalE with fluorescein was optimized to yield
fluorescently labeled proteins. The activity of the fluorescently labeled membrane trans-
porter which together with MalE was then studied using ATP hydrolysis as an indica-
tor. In order to quantify the liberated phosphate upon ATP hydrolysis, a commercially
available malachite green assay was used. However, strong variations in phosphate con-
centration were measured when using the supplier’s handling protocol. The protocol
was therefore optimized by taking into account the effects mediated by glycerol, SDS,
and fluorescent the label on the sample. As a result, highly reproducible phosphate
concentration values under conditions optimal for solubilized membrane proteins were
obtained.

Time-resolved fluorescence depolarization was used to study the dynamics and interac-
tion of the large P2-loop in the transmembrane subunit MalF, as well as of the P1-loop
and the P3-loop (scoop loop) in subunit MalG. The results were correlated with the
dynamical changes in the two lobes of MalE. It was found that the P2-loop dynamics
is fully decoupled from the transmembrane domain in the inward facing resting state
of the transporter. MalE is able to interact with the transporter independent of ATP
and maltose. Binding of ATP to the transporter and maltose binding to MalE induce
specific and differential conformational changes in the two lobes of Malk. Strikingly, an
immobilization of the P2-loop in the presence of unliganded MalE and absence of ATP,
as well as in the presence of ATP and liganded MalE, was observed.






Kurzfassung

Adenosine triphosphate (ATP)-Binding-Cassette (ABC-)Transporter sind Membranproteine, die
durch ATP-Hydrolyse und den damit verbundenen Konformationsinderungen den Transport von
verschiedenen Substraten gegen ihren jeweiligen Konzentrationsgradienten ermdglichen. Kanoni-
sche ABC-Importer benétigen ein Substrat-Bindeprotein, welches als Rezeptor zum Einfangen
des Substrats und zur Interaktion mit den extra-cytoplasmischen Loop-Regionen der transmem-
branen Doméne fiir die Initierung des Transports bendtigt wird. Trotz der hohen Anzahl an
Struktur-, biochemischen und biophysikalischen Daten ist nicht eindeutig geklért, wie die Regu-
lation der Wechselwirkungen zwischen dem Substrat-Bindeprotein und dem Transporter durch
die Verfiigbarkeit von ATP und Substrat funktioniert. Zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie-
Zerfallsmessung in Kombination mit ortsspezifischem Fluoreszenz-Labeling wurde verwendet, um
die Dynamik der periplasmatischen Oberfliche des Maltosetransporters MalFGK, und seinem
periplasmatischen Maltose-Bindeproteins MalE von Echerichia coli/Salmonella typhimurium im
Pikosekunden- und Nanosekundenbereich zu erforschen.

Hierzu wurde ein Labeling-Protokoll fiir die Fluoreszenzmarkierung von MalFGK, und MalE
optimiert und die Aktivitit des gelabelten Transporters iiber die ATP-Hydrolysefdhigkeit getes-
tet. Dafiir wurde ein Malachitgriin-Assay zur Quantifizierung des durch die ATP-Hydrolyse frei-
gesetzten Phosphats benutzt. Allerdings wurden hohe Variationen der Phosphatkonzentration bei
Nutzung des Anwendungsprotokolls des Herstellers gemessen. Das Proktoll wurde deshalb unter
Beachtung der Effekte, welche z. B. durch Glycerin, SDS und den Fluorszenzmarker verursacht
werden, optimiert. Als Ergebnis konnten hoch reproduzierbare Phosphat-Konzentrationswerte
unter optimalen Bedingungen fiir solubiliserte Membranproteine erzielt werden.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzdepolarisation wurde benutzt, um Informationen iiber die Dynamik
und Interaktion des grofen P2-Loops der transmembranen Untereinheit MalF, des P1-Loop und
des P3-Loop (scoop loop) von der transmembranen Untereinheit MalG zu erhalten. Die Ergeb-
nisse wurden dann mit den Dynamik-Verdnderungen der beiden Bereiche von MalE korreliert.
Dabei hat sich gezeigt, dass die Bewegung des P2-Loops im Grundzustand (resting state) von der
Transmembrandomine vollstindig entkoppelt ist. Insbesondere wurde die Immobilisierung des
P2-Loops in Anwesenheit von unbeladenen MalE und in Abwesenheit von ATP wie auch in der
Anwesenheit von ATP und dem dem beladenen MalE beobachtet. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass MalE in der Lage ist mit dem Transporter unabhéngig von ATP und Maltose zu
interagieren. Dariiber hinaus konnte eine differentielle Bindungsaffinitét von MalE an den Trans-
porter in Abhéngigkeit von der Vefiigbarkeit von Maltose iiber die Immobilisierung des P2-Loops
detektiert werden. Bindung von ATP an den Transporter und Bindung von Maltose an MalE
fiihrt zu unterschiedlichen Konformationséinderungen in den beiden Segmenten von MalE.
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1. Einleitung

ABC-Transporter sind Membranproteine, die fiir den aktiven Transport von verschiede-
nen Substraten {iber die Zellmembran zustindig sind. Sie existieren in Pro- und Eu-
karyoten und sind an einer Vielzahl von bioclogischen Prozessen beteiligt. Zusétzlich
zu den Transportaufgaben gehéren noch die Kanalregulierung (Inagaki et al., 1995),
Chromatin-Organisation (Hirano, 2006) und DNA-Reparatur (Hopfner et al., 2000; Da-
vidson et al., 2008) zu ihren Funktionen. Die ABC-Transporter werden aufgrund ihrer
gemeinsamen Struktur trotz unterschiedlicher Aufgaben einer Familie zugeordnet. Alle
ABC-Transporter besitzen einen gemeinsamen Aufbau aus zwei Transmembrandomé-
nen (TMD) und zwei Nukleotidbindedom#nen (NBD). Die NBD werden auch als ATP-
Bindungs-Kassette bezeichnet und sind fiir die ATP-Hydrolyse zustindig, welche die
Energie fiir den Transportvorgang liefert.

Das Versténdnis iiber die Funktionsweise und den Aufbau von ABC-Transportern ist
nicht nur fiir die biologische Grundlagenforschung, sondern auch fiir verschiedene Aspekte
der Medizinforschung relevant. Hierzu gehoren die Forschung {iber Erbkrankheiten wie
Mukoviszidose, Adrenoleukodystrophie oder Stargardtsche Makuladegeneration (Linton,
2007; Dean et al., 2001), sowie die Bekdmpfung der Multi Drug Resistance (MDR) (Wu
et al., 2011; Lage, 2003; Dawson and Locher, 2006). An all diesen Krankheiten sind
ABC-Transporter direkt beteiligt.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der strukturellen Dynamik und der daraus
resultierenden Funktionsbeziehung des ABC-Maltosetransporters von FEscherichia coli
und Salmonella typhimurium, der als ein Modelsystem fiir ABC-Transporter gesehen wird
und zu den meist erforschten ABC-Transportern gehdrt. Der ABC-Maltosetransporter
besteht aus den Untereinheiten MalF und MalG fir die TMD und dem MalK-Dimer fiir
die NBD. Alle vier Untereinheiten bilden zusammen den MalFGKs-Komplex. Zusétzlich
gibt es ein im Periplasma frei bewegliches Substrat-Bindeproteine (SBP), welches aus der
Untereinheit MalE besteht.

Das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit liegt auf den Konformationsénderungen und
der Dynamik der einzelnen Proteinsegmente an der Membranoberfliche. An der peri-
plasmatischen Membranoberfliche findet die Bindung des mit Maltose beladenen SBP
statt und iiber die Konformationsinderungen und die Dynamik der einzelnen Segmen-
te an der Oberflache konnen Riickschliisse auf den Mechanismus des Transportvorgangs

gezogen werden. Die Methoden der Biophysik erméglichen eine Analyse von Proteindy-
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1. Einleitung

namiken und Konformationsinderungen, und es ist von grofem Interesse, diese wahrend
des Transportprozesses zu verstehen und daraus ein Modell fiir den Transportvorgang
erstellen zu kénnen.

Mit Hilfe verschiedener experimenteller Methoden konnten in vorangegangenen Arbei-
ten bereits Kenntnisse iiber den Vorgang und die Funktion verschiedener ABC-Transporter
gewonnen werden. Zunichst ist hierbei die Kristallographie zu nennen. Geloste Kris-
tallstrukturen verschiedener ABC-Transporter in unterschiedlichen Transportzustidnden
konnten zum Verstédndnis der Funktionsweise beitragen. Insbesondere die Kristallstruk-
turen des ABC-Maltosetransporters gehoren dazu (Oldham et al., 2007). Des Weiteren
kommen noch Abstandsmessungen mit Hilfe von Elektronenspinresonanz (ESR)- und
Cross-Linking-Experimenten hinzu (Daus et al., 2007a, 2009; Grote et al., 2009; Saman-
ta et al., 2003; Orelle et al., 2008). All diese Methoden liefern in erster Linie Moment-
aufnahmen; Erkenntnisse iber die Dynamik der einzelnen Segmente werden dabei nicht
gewonnen. Die Fluoreszenzspektroskopie, insbesondere die zeitaufgeldste Fluoreszenzde-
polarisation, ermdglicht eine genaue Analyse der Dynamik einzelner Proteinsegmente.
Gerade die Kombination der bisher gewonnenen strukturellen Informationen und die
neuen Kenntnisse iiber die Proteindynamik bringen ein besseres Verstandnis der Funkti-

onsweise des ABC-Maltosetransporters.

1.1. Zielsetzung und Lésungsansatz

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Methode zu entwickeln, die es erlaubt, in Echtzeit die Dyna-
mik des ABC-Maltosetransporters an jeder gewiinschten Stelle an der Proteinoberfliche
zu untersuchen und mit der Funktion des Transporters zu korrelieren. Speziell sollen die
periplasmatische Oberfliche des ABC-Maltosetransporters und das SBP MalE untersucht
werden. Dabei ist besonders die Bewegung und die Konformationsflexibilitdt der inter-
helikalen extramembranen Loops von Interesse, da sie eine entscheidende Rolle bei der
Protein-Protein-Interaktion spielen. Es wurden die Anderungen in der Segmentdynamik
des P2-Loops von MalF und die ebenfalls im Transportzyklus wichtigen Loops P1 und
P3 von MalG und mehrerer Segmente von MalE wihrend des gesamten Transportzyklus
untersucht, das heifit in Anwesenheit von MalE, ATP und Maltose.

1.1.1. Zeitaufgeloste Fluoreszenzdepolarisation

Um die Dynamik von Protein-Oberflichensegmenten zu untersuchen, wird die Methode
der zeitaufgelosten Fluoreszenzdepolarisation in Kombination mit ortsspezifischer Fluo-
reszenzmarkierung gewihlt. Zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie-Zerfallsmessungen sind
zur Untersuchung von lokalen Dynamiken interhelikaler Loop-Domainen im Pikosekunden-

und Nanosekundenbereich besonders geeignet (Kim et al., 2012). Diese Methode liefert
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1. Einleitung

Informationen iiber die Bewegung und den Konformationsraum des gebundenen Fluores-
zenzfarbstoffs (Munro et al., 1979; Juszczak et al., 1997; Alexiev et al., 2003), welcher von
der Bewegung des Proteinsegments beeinflusst wird. Uber die Anisotropiezerfallskurve
lassen sich sowohl Informationen iiber globale und lokale Proteindynamiken als auch iiber

die Proteinstrukturen und Konformationsinderungen gewinnen.

1.1.2. Ortsspezifische Fluoreszenzmarkierung

Die Spezifitidt fiir ein gewiinschtes Oberflichensegment (z.B. Loop, der zwei Trans-
membranhelices verbindet) wird durch ortsspezifisches Fluoreszenzlabeling erzielt. Die-
ses beinhaltet die Methode der zielgerichteten Mutagenese, bei der vorab ausgewéhlte
Aminosduren im Protein ersetzt werden. Diese Methode ermdglicht nicht nur die Funk-
tionalitit einzelner Sequenzabschnitte mit ihren Aminosiuren zu untersuchen, sondern
auch Aminoséuren einzubauen, an denen ein Fluoreszenzfarbstoff gebunden werden kann.
Das Cystein ist eine solche Aminosiure, mit der es iiber die reaktive Thiolgruppe der
Aminoséureseitenkette moglich ist, einen Fluoreszenzfarbstoff zu kovalent binden.

Die in dieser Arbeit fiir die fluoreszenzspektroskopischen Messungen verwendeten Mu-
tanten des MalFGKo-Komplexes und des SBP MalE wurden in der Arbeitsgruppe von
Professor Schneider (Bakterienphysiologie) an der Humboldt-Universitét zu Berlin her-
gestellt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die periplasmatischen Loops der
TMD des Transporters und verschiedene ausgewéahlte Positionen an MalE zur Untersu-
chung der Dynamik des heteromeren ABC-Maltosetransporters und seiner Interaktion

mit dem SBP MalE fluoreszenzmarkiert.

1.1.3. Aktivitatstest fiir fluoreszenzmarkierte ABC-Transporter und das
Maltose-Bindeprotein

Eine Voraussetzung fiir die Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie zur Untersuchung
des Transportvorgangs beim ABC-Transporter ist, dass seine Funktionalitit durch die
Fluoreszenzmarkierung nicht beeintrichtigt wird. Die funktionelle Aktivitdt des ABC-
Transporters wird durch die Fahigkeit der ATP-Bindungs-Kassette unter Transportbe-
dingungen ATP zu hydrolysieren, d. h. in Anwesenheit von Maltose und MalE, bestimmt
(Daus et al., 2006; Nikaido et al., 1997). Die géngigen Verfahren zur Bestimmung der
ATPase-Aktivitdt beruhen auf Farbtests, welche mdéglicherweise mit dem verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff interferieren konnen. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein Verfahren
entwickelt, um die ATPase- Aktivitdt von fluoreszenzmarkierten ABC-Transportern nach-
zuweisen. Dieses Verfahren wurde auf die Mutanten im markierten und nicht-markierten

Zustand angewendet.
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2. Grundlagen

2.1. Biologische und biophysikalische Grundlagen

2.1.1. Transporterproteine

Jede biologische Zelle wird von einer Zellmembran, die das innere Milieu der Zelle schiitzt,
umschlossen. Transportproteine befinden sich in der Zellmembran und erméglichen einen
passiven oder aktiven Transport durch die Membran. Zu ihren Funktionen fiir die biolo-
gische Zelle gehoren in erster Linie die Nahrungsaufnahme und die Entgiftung. Sie sind
somit fiir das Uberleben der biologischen Zelle essentiell.

Es wird zwischen dem passiven Transport durch Diffusion entlang des Konzentrati-
onsgradienten, wie z. B. bei Ionenkanilen und Aquaporinen, und dem aktiven Transport
durch direkten oder indirekten Energieverbrauch gegen den Diffusionsgradienten, wie
z.B. bei ABC-Transportern und Ionenpumpen, unterschieden. Bei dem passiven Trans-
port handelt es sich um einen Spezialfall der Diffusion. Kanile und passive Transporter
erleichtern oder ermoglichen die Diffusion durch die Zellmembran. Somit kénnen auch
grofere und geladene Molekiile wie Tonen, Aminoséuren, Zucker oder Nukleotide die Zell-
membran entlang des Diffusionsgradienten durchdringen. Der aktive Transport hingegen
erfolgt durch Energie, die von aufsen auf unterschiedliche Weise bereitgestellt wird. Bei
der bereitgestellten Energie kann es sich um chemische Bindungsenergie (Hydrolyse von
ATP oder Phosphoenolbrenztraubensiure) oder um elektrochemische Energie durch den
Abbau des Ladungsgradienten {iber der Membran handeln (Kramer, 1994).

Transportproteine werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Primirstrukuren in ver-
schiedene Familien untergliedert. Eine dieser Familien wird durch die ABC-Transporter
gebildet (Hyde et al., 1990). Sie gehort zu einer der grofsten Proteinfamilien, wobei die
Anzahl der identifizierten ABC-Transporter weiter zunimmt (Higgins, 1992).

ABC-Transporter kénnen unter ATP-Hydrolyse den Transport von verschiedenen Stof-
fen wie zum Beispiel Ionen (Vergani et al., 2005), Zucker (Davidson et al., 1996), Steroiden
(Swain et al., 2012), Aminosduren (Ames et al., 2001), Lipiden (Quazi and Molday, 2011),
Medikamenten (Di Pietro et al., 2002) und ganzen Proteinen (Holland et al., 1990) durch-
fithren. Dabei kénnen ABC-Transporter extrem selektiv und spezifisch sein oder auch ein
diverses Substratspektrum besitzen (Deeley and Cole, 2006; Borst et al., 2006).

Es gibt zusétzlich noch Angehorige der Familie der ABC-Transportkomplexe, die keine
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2. Grundlagen

aktiven Transporter sind. Statt der Transportaufgaben kdnnen sie beispielsweise Kanile
regulieren (Inagaki et al., 1995), die Chromatin-Organisation (Hirano, 2006) oder Des-
oxyribonukleinsdure (DNA)-Reparatur (Hopfner et al., 2000) iibernehmen.

Periplasma

Cytoplasma

NBD 2

Abbildung 2.1.: ABC-Maltosetransporter-Struktur mit den TMD 1: MalF (gelb) und TMD
2: MalG (griin) in der Lipidmembran (orange), den NBD 1 und 2: MalK-Dimer
(blau, cyan) im Cytoplasma sowie dem im Periplasma befindlichen SBP: Ma-
IE (braunrot). Acht o-helikale Segmente von MalF und sechs a-helikale Seg-
mente von MalG durchspannen die Membran. Charakteristisch fiir den ABC-
Maltosetransporter ist der grofe P2-Loop (schwarz) von MalF. Im MalK-Dimer
befinden sich das Walker A-(A), Walker B-(B) und das Struktur-Motiv (S), die
fiir die ATP-Bindung (rot) bedeutend sind.

Trotz ihrer unterschiedlichen Funktionen dhneln sich ABC-Transporter in ihrer Struk-
tur, weshalb sie einer Familie zuzurechnen sind. Unabhéngig von ihrer jeweiligen Aufgabe
sind ABC-Transporter in den meisten Fillen durch vier Proteindoménen gekennzeichnet
(Abbildung 2.1). Die zwei Membrandoménen, TMDs, bilden einen Translokationspfad
durch die Membran. Die beiden weiteren Doménen (NBD) sind hydrophil, cytoplasma-
tisch assoziiert und sorgen durch ATP-Hydrolyse fiir die Konformationsdnderung des
Transporters (Higgins, 1992). In eukariotischen ABC-Transportern wurden bisher aus-
schlieflich Exportsysteme gefunden; wohingegen sich in Prokaryoten auch Importsysteme
befinden kénnen, die allerdings ein zusétzliches Substrat-Bindeprotein fiir den Transport
benotigen (Eitinger et al., 2011; Davidson et al., 2008). ABC-Importer kénnen in zwei Un-
terkategorien des Typ 1 und Typ 2 eingeteilt werden (Locher, 2009). Ersterer beinhaltet
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2. Grundlagen

kleinere Importer, wie den Maltose- oder den Molybdat-Transporter, welche im trans-
membralen Bereich 10-14 Helices besitzen. Dem zweiten Typ dagegen gehdren grofere
Importer an, die TMDs mit bis zu 20 Helices besitzen und z.B. auf den Transport von
Hém, Metallchelate und Vitamin By spezialisiert sind (Davidson et al., 2008; Bordignon
et al., 2010).

Bei beiden Typen bestehen SBP generell aus zwei symmetrischen Doménen, die durch
eine gelenkartige Region verbunden sind. SBP werden seit Neuestem basierend auf ihrer
dreidimensionalen Struktur in sechs Cluster klassifiziert (Berntsson et al., 2010). Eine

detailliertere Darstellung dieser Einteilung erfolgt im n#chsten Abschnitt.

2.1.1.1. Substrat-Bindeproteine

Die SBP existieren nur in bakteriellen ABC-Importern und sind fiir jedes Transport-
system spezifisch. Sie gehoren zu den ersten Komponenten von ABC-Transportern, die
identifiziert werden konnten und kristallographisch untersucht wurden (Pardee, 1968).
Neben der Funktion, extrazelluldre Substrate zu binden und den Transportvorgang durch
den Kontakt mit dem membranassoziierten Transportkomplex einzuleiten (Quiocho and
Ledvina, 1996), sind Bindeproteine auch fiir die Signalerkennung bei der Chemotaxis
von Bedeutung (McCleary et al., 1993). Die SBP von gram-negativen Bakterien liegen
haufiger gelost im Periplasma als gebunden an den Komplex vor (van der Heide and
Poolman, 2002). Bei gram-positiven Bakterien und Archaea sind die iiber Lipid-Anker
oder Transmembran-Peptide (bei Archea) mit dem Komplex verbunden (Gilson et al.,
1988; Elferink et al., 2001).

Seit Berntsson et al. (2010) werden die SBP aufgrund ihrer Strukur in sechs verschie-
dene Cluster, wie sie in Abbildung 2.2 dargestellt sind, eingeteilt. Die SBP, die zu Cluster
A gehoren, spielen eine Rolle bei der Metallbindung und besitzen eine o-Helix (in Ab-
bildung 2.2 A orange markiert), welche als unflexibles Gelenk zwischen beiden Doménen
des SBP fungiert. Diese Verbindung gewihrleistet eine starre Gesamtstruktur des Clus-
ter A SBP. Zum Beispiel rotiert die offene Struktur von BtuF, dem SBP von BtuCD,
einem ABC-Transporter fiir Vitamin Big aus FEscherichia coli, nur um 4° vom offenen
zum geschlossenen Zustand (Hvorup et al., 2007).

Cluster B beinhaltet SBP, die sowohl mit ABC-Transportern als auch mit {wo-compo-
nent histidine-sensory complexes und guanylate cyclase-atrial natriuretic peptide recep-
tors agieren konnen. Sie zeichnen sich durch drei Gelenke, welche die beiden Regionen
des SBP verbinden, aus. Diese wurden in Abbildung 2.2 B orange hervorgehoben (Bernts-
son et al., 2010). Dieses Cluster ist von besonderem Interesse, da das in dieser Arbeit
behandelte SBP MalE diesem Cluster zuzuordnen ist.

Zu Cluster C werden SBP gezdhlt, die mit 55 bis 70 kDa relativ grof im Vergleich zu
anderen SBP sind und sehr unterschiedliche Liganden, wie z. B. Di- und Oligopeptide,
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N-term

Abbildung 2.2.: Die verschiedenen Cluster der SBP mit ihren unterschiedlichen Merkma-
len in Orange markiert. A) Cluster A beinhaltet Proteine mit einer einzelnen
starren Helix als Verbindung der beiden Doménen. B) Cluster B beinhaltet SBP
mit drei Verbindungssegmenten zwischen den beiden Doménen. C) Cluster C
gehoren SBP an, welche wesentlich gréfier sind als andere SBP und eine extra
Doméne besitzen. D) Cluster D umfasst SBP mit zwei relativ kurzen Gelenken.
E) Cluster E beinhaltet SBP zugehorig zu TRAP-Transportern, von denen alle
eine grofie Helix als Gelenkregion besitzen. F) Zu Cluster F gehdren SBP mit
zwel Gelenken dhnlich wie bei Cluster D, allerdings haben diese Gelenke anné-
hernd die doppelte Lénge und erzeugen somit eine wesentlich héhere Flexibilitat
in den SBP. Folgende Proteine wurden verwendet um die Cluster A-F zu ver-
anschaulichen: BtuF (PDB: 1N2Z7), RBP (PDB: 1DRJ), OppA (PDB: 8DRF),
ModA (PDB: 10ONR), UehA (PDB: 8FXB) und HisJ (PDB: 1HSL). Abbildung
entnommen aus Berntsson et al. (2010).

Arginine, Nickel Ionen und Cellobiose, transportieren. Bezeichnend fiir diese SBP ist
eine extra Domaéne, die in Abbildung 2.2 D orange dargestellt wurde.

Die Strukturen der SBP aus Cluster D konnen ein breites Spektrum an Substraten
binden und zeichnen sich durch zwei kurze, aus vier bis fiinf Aminosiuren zusammenge-
setzten B-Faltblattstrukturen bestehende Gelenkregion aus (Berntsson et al., 2010).

Cluster E besteht nur aus SBP, die zur Familie der tripartite ATP-independent trans-
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porter (TRAP) gehoren. Im Gegensatz zu den ABC-Transportern wird die bendtigte
Energie iiber den elektrochemischen Gradienten von H'oder Na™ und nicht durch ATP
bereitgestellt. Bezeichnend fiir die Struktur der TRAP SBP ist ein langes B-Faltblatt,
welches zu der fiinffachen B-Faltblattstruktur der Doméne gehort (orange markiert in
Abbildung 2.2 E) (Berntsson et al., 2010).

Zu Cluster F gehéren SBP mit zwei 8-10 Aminosduren langen [3-Faltblattstrukturen,
die die Gelenkregion bilden (Abbildung 2.2 F) (Berntsson et al., 2010).

2.1.2. ABC-Maltosetransporter

Der ABC-Maltosetransporter ist ein sehr gut untersuchtes ABC-Transportersystem, an
dem seit {iber drei Jahrzehnten geforscht wird und welches als Modellsystem fiir andere
ABC-Transporter angesehen wird (Bordignon et al., 2010; Davidson and Maloney, 2007).
Der Transporter dient der Aufnahme von Maltose- und Maltodextrin (bis zu sieben Glu-
coseeinheiten, welche iiber eine a - 1,4 -glycosidische Bindung miteinander gekoppelt
sind) bei Enterobakterien z.B. E.coli und Salmonella typhimurium (Boos and Shuman,
1998; Davidson and Chen, 2004). Er besteht aus fiinf Untereinheiten: den beiden Trans-
membrandoménen MalF und MalG, dem MalK-Dimer als katalytische Doméne und dem
SBP MalE (Abbildung 2.1 und 2.3).

Es existieren mittlerweile mehrere Kristallstrukturanalysen des Transporters in unter-
schiedlichen Transportstadien, hinzu kommen insbesondere ESR-Messungen und bioche-
mische Methoden, wie z. B. Cross-Linking-Experimente, die Aufschluss {iber die Struktur
und den Transportablauf des ABC-Maltosetransporters geben. Allerdings gibt es nur we-
nig Informationen iiber die Dynamik des Systems, da die hier genannten Methoden in
erster Linie Momentaufnahmen wiedergeben. Informationen iiber die Proteindynamik
kann unter anderem die zeit- und polarisationsaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie lie-

fern, die in dieser Arbeit verwendet wurde.

2.1.2.1. Substrat-Bindeprotein MalE

Das SBP MalE, welches auch als Maltose-Bindeprotein bezeichnet wird, initiiert die Auf-
nahme der Maltose oder des Maltodextrins durch eine Bindung an den Transportkomplex
MalFGKs. Des Weiteren kommuniziert MalE die Maltosekonzentration an den Chemore-
zeptor Tar (Zhang et al., 1999) und bewirkt eine Chemotaxis. MalE hat eine molekulare
Masse von 40.7 kDa und wird dem Cluster B der SBP zugeordnet (Berntsson et al.,
2010). MalE weist typisch fiir SBP des Cluster B drei Verbindungselemente im Gelenk
auf, welche eine Bewegung von 30° ermoglichen. Das Maltose-Bindeprotein MalE kann
sich so von einer offenen Konfomation bei gleichzeitiger Aufnahme der Maltose oder des

Maltodextrin zu einer geschlossenen Konformation hin bewegen. Die Maltose wird hierbei
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Abbildung 2.3.: Kristallstruktur des ABC-Maltosetransporters mit MalF (blau), MalG (gelb),
MalK-Dimer (griin/rot) und dem SBP MalE (violett) im inward-facing (PDB:
3FHG6, A) und im outward-facing (PDB: 2R6G, B) Zustand. Abbildung entnom-
men aus Khare et al. (2009).

durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen an das Maltose-
Bindeprotein gebunden und durch eine Salzbriicke, die wie ein Riegel zwischen Position
Glutamat 111 und Lysin 15 das Maltose-Bindeprotein in der geschlossenen Form halt,
eingeschlossen (Stockner et al., 2005). Die Bindungsaffinitdt des Maltose-Bindeprotein
wird durch die hier beschriebene Aufnahme der Maltose um ein Fiinffaches im Verhilt-
nis zum Apoprotein erhoht (Merino et al., 1995). Ohne Maltose liegt die geschlossene
Form des Maltose-Bindeprotein genauso héufig vor wie die offene Form. Allerdings ist
die geschlossene Form ohne Maltose instabil und wird erst durch die gebundene Maltose
stabil in seiner Konformation gehalten.

Das Maltose-Bindeprotein ist essentiell fiir den Maltosetransport, da der membranstén-
dige Teil des Transporters das Substrat nicht aufnehmen kann. Dies erfolgt nur, wenn
Maltose in MalE komplexiert vorliegt. Der Kenntnisstand iiber das Maltose-Bindeprotein
ist sehr hoch, da dieses als geloste Kristallstruktur in der offenen und geschlossenen Form
mit und ohne Maltose gelost vorliegt (Spurlino et al., 1991; Sharff et al., 1993; Quiocho
et al., 1997; Duan and Quiocho, 2002), und zahlreiche Messungen mit ESR und Cross-
Linking-Experimente in Verbindung mit dem membranstindigen Teil des MalFGKs-
Transporters durchgefithrt wurden (Austermuhle et al., 2004; Tang et al., 2007; Daus
et al., 2007a, 2009). Die vorliegende Arbeit geht dartiber hinaus, indem sie Kenntnisse

iiber die Dynamik von MalE wahrend der verschiedenen Transportzustinde liefert.

26



2. Grundlagen

2.1.2.2. Transmembran-Dominen MalF und MalG

Die TMD bilden den Translokationsweg fiir Substrate durch die Membran. Sie konnen als
Homo- oder Hetero-Dimere organisiert sein (Chang and Roth, 2001; Locher et al., 2002).
Beim ABC-Maltosetransporter bestehen die TMD aus den Proteinen MalF und MalG.
Aus Kristallstrukturdaten ist bekannt, dass die TMD des ABC-Maltosetransporters min-
destens zwei verschiedene Konformationen einnehmen kénnen (Abbildung 2.3). Die eine
zeigt einen gedfineten Translokationskanal zur extrazelluldren Seite der Membran inward-
facing, wogegen die andere Konformation eine Offnung zur cytoplasmatischen Seite der
Membran aufweist (outward-facing) (Oldham et al., 2008).

MalF gehort mit einer Masse von 57kDa zu den grofiten Bindeprotein-gekoppelten
Membranproteinen und besitzt acht a-helikale Segmente, die die Membran durchdringen
und mit beiden Termini im Cytoplasma liegen. Einzigartig und besonders hervorzuheben
ist der P2-Loop, welcher sich zwischen der dritten und vierten Helix befindet. Bei dem
P2-Loop handelt es sich mit 183 Aminosduren und einer Masse von 20.44 kDa um einen
ungewohlich grofen Loop. Bisher ist es lediglich gelungen, diesen Loop im outward-facing-
Zustand in einer Kristallstruktur aufzulésen. Fiir den inward-facing-Zustand konnte die
Kristallstruktur des P2 nicht gelost werden, was z. B. an einer hohen Beweglichkeit des
P2-Loops liegen kann.

MalG hat eine Masse von 32 kDa und besitzt sechs Helices, die ebenfalls die Membran
durchdringen und ihre Termini im Cytoplasma haben. Von MalG konnten die Loopre-
gionen in den Kristallstrukturen im outward-facing-Zustand wie auch im nward-facing-

Zustand vollsténdig gelost werden.

2.1.2.3. Nukleotid-Bindedomdne MalK-Dimer

Der MalK-Dimer bildet die NBD und stellt durch seine ATPase-Aktivitit die Energie
fiir den Transport zur Verfiigung (Schneider and Hunke, 1998; Dawson and Locher, 2007;
Davidson and Chen, 2004). Das einzelne MalK hat eine Masse von 40.7 kDA und sei-
ne Kristallstruktur wurde bisher in zwei (nukleotidfreien) offenen Apozustinden, einem
semi-offenen und einer geschlossenen Konformation aufgenommen (Chen et al., 2003; Lu
et al., 2005).

Regionen mit hoher Bedeutung bei den NBD sind die Walker A-Site, die Walker B-Site,
das H-Motiv, das Signatur-Motiv und der @-Loop (Abbildung 2.1). An die Walker A-Site
bindet das ATP, welches unter Energiefreisetzung in ADP und Phosphat gespalten wird.
Dagegen wird an der Walker B-Site {iber eine Wasserstoftbriickenbindung ein Kontakt
zum Mg?t hergestellt, ohne den die ATP-Hydrolyse nicht méglich wire. Der Kontakt
zum y-Phosphat wird {iber das H-Motiv hergestellt. Das Struktur-Motiv (S-Motiv), auch
LSGGQ-Motiv genannt, ist erforderlich bei der ATP-Bindung (Wen and Tajkhorshid,
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2008). Der Q-Loop hat mehrere Aufgaben. Zum einen sorgt er fiir den Kontakt zur
TMD, zum anderen bringt er eine Stablisierung des Mg?™ mit sich. Des Weiteren bindet
er HoO (Smith et al., 2002).

Durch ATP-Bindung findet eine Konformationsdnderung des MalK-Dimers statt (Chen
et al., 2003; Schneider et al., 1994). Diese Anderung wird in Chen et al. (2003) als
tweezers-like, also pinzettenartig beschrieben. Der C-terminale Bereich verdndert sich
nahezu nicht und wird somit als handle (Griff) und der N-terminale Bereich mit den
Q-Loops, die ihren gemeinsamen Abstand von 9 A auf 25 A veriindern, als tips (Spitzen)
gesehen. Die ()-Loops sind hierbei im Kontakt mit den TMD.

2.1.3. Transportprozess des ABC-Maltosetransporters
2.1.3.1. Modell aus den gelésten Kristallstrukturen

Es gibt vom ABC-Maltosetransporter eine geloste Kristallstruktur im Apozustand (Grund-
zustand) und im ATP-gebundenen Zustand (Oldham et al., 2007; Khare et al., 2009).
Diese beiden Momentaufnahmen ermdéglichen die Aufstellung eines einfachen Transport-
modells. Wie in Abbildung 2.4 dargestellt, befindet sich der Transporter zunéchst in der
inward-facing Konformation des Apozustandes mit dem MalK-Dimer in der gedffneten
Form. Der Transporter geht in die outward-facing Konformation des katalytischen In-
termediatzustandes mit einem geschlossenen Malk-Dimer {iber. Zwischen diesen beiden
Zustianden wird ATP aufgenommen, hydrolisiert und als ADP wieder abgegeben. An der
periplasmatischen Seite dockt das MalE an und erméglicht so den Transport der Malto-
se. Inwiefern der Andockprozess im beladenen und unbeladenen Zustand stattfindet und
welche Konsequenzen sich daraus fiir den Transportvorgang ergeben, ist Gegenstand der
aktuellen Forschung (Bao and Duong, 2012a; Bordignon et al., 2010). Dieses Modell bie-
tet eine gute Basis und kann durch weitere biochemische und biophysikalische Methoden

erginzt werden.

2.1.3.2. Weitere Erkenntnisse aus biophysikalischen und biochemischen Verfahren

Die Kristallstruktur des Apozustandes ist lediglich in einer geringen Auflésung von 4.5 A
und nur teilweise mit periplasmatischen Regionen vorhanden (Khare et al., 2009). Der
P2-Loop von MalF fehlt génzlich in der Kristallstruktur. Es konnten drei Zustdnde des
P2-Loops iiber ESR-Messungen identifiziert werden. Diese Zustdnde korrelieren mit dem
Auftreten der offenen, halb-offenen und der geschlossenen Form des MalK-Dimers wih-
rend des Transportzyklus (Grote et al., 2009). Es wird vermutet, dass der P2-Loop eine
tragende Rolle in der Kommunikation und dem Bindungsprozess von MalE an die peri-

plasmatische Seite des Transporters spielt (Bordignon et al., 2010).
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Abbildung 2.4.: Transportmodell des ABC-Maltosetransporters. Das Maltose-
Bindeprotein MalE nimmt Maltose auf und nimmt dabei seine geschlossene
Form an. An den MalK-Dimer wird ATP gebunden und das holo MalE bindet an
die periplasmatische Seite des Transporters. Durch ATPase wird der Transport
der Maltose durchgefithrt und ADP, Phosphat und die Maltose werden ins
Cytoplasma abgegeben.

Um die MalE gebundene Form des Transporters im katalytischen Zustand zu kristal-
lisieren, wurde dieser Zustand mit Hilfe von gebundenem Vanadat bzw. durch geeignete
Mutationen eingefangen (Oldham et al., 2007; Chen et al., 2001). Eine Bindung von
beladenem MalE zum Apozustand des Transporters konnte nachgewiesen werden (Aus-
termubhle et al., 2004; Daus et al., 2009). Hierbei konnte mit Cross-Linking-Experimenten
ein naher Kontakt des P2-Loops zu Malk in beiden Transportzustéinden gezeigt werden
(Daus et al., 2009). Eine Bindung von apo-MalE an den Transporter, welche sich durch
den geringen stimulatorischen Effekt bei der ATPase durch unbeladenes MalE andeu-
tet (Davidson et al., 1992), konnte mit ESR-Messungen bestétigt werden (Austermuh-
le et al., 2004). Die geringe Bindungsaffinitat von MalE an den Transporter wird sehr

wahrscheinlich durch den 30- bis 50-fachen Uberschuss an MalE im Verhiltnis zum Trans-



2. Grundlagen

portkomplex kompensiert (Daus et al., 2007a). Eine entscheidende Rolle bei dem Kontakt
der periplasmatischen Seite des Transporters mit dem Maltose-Bindeprotein MalE spielt
der sogenannte scoop-loop, bei dem es sich um den dritten periplasmatischen Loop von
MalG handelt (Oldham et al., 2007). Dieser erméglicht ein Loslésen der Maltose vom
MalE nach dem Andocken des MPB an den Transportkomplex.

Es bestehen verschiedene Kontaktstellen der TMD zur NBD. Doch trotz mehrerer
Experimente mit ESR und Cross-Linking-Experimenten konnte der genaue Interaktions-
mechanismus bislang nicht gekldrt werden. Als wichtige Position konnte die Salzbriicke
zwischen der Stelle Arg-47 der einzelnen MalK-Monomeren mit dem EAA-Motiv (MalF,
Glu-401; MalG, Glu-190) identifiziert werden (Bordignon et al., 2010).

Das tweezers-like-Modell wird sowohl durch die Kristallstrukturen des isolierten MalK-
Dimers gestiitzt als auch durch die Kristallstrukturen des gesamten Transporters. Auch
durch Molekulardynamik (MD)-Simulationen konnte die pinzettenartige Bewegung nach-
vollzogen werden (Oloo et al., 2006). Hierbei zeigt sich, dass sich der MalK-Dimer von
einer offenen Form zu einer halboffenen Form verdndert, bevor er durch die Bindung
von MgCly und ATP in die geschlossene Form iibergeht. Dies konnte ebenfalls durch
ESR-Messungen bestétigt werden (Orelle et al., 2008; Grote et al., 2009).

2.1.3.3. Erweitertes Transportmodell

Das aktuelle Transportmodell nach Bordignon et al. (2010) beinhaltet die gewonnenen
Kenntnisse aus den im letzten Abschnitt beschriebenen Experimenten.

Das unbeladene und ungebundene Maltose-Bindeprotein MalE befindet sich in einem
Gleichgewichtszustand zwischen offener und geschlossener Form. Erst mit der Anwesen-
heit von Maltose verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten des geschlossenen Zustands.

MalE in beiden Zusténden (offen/geschlossen) besitzt eine Affinitdt zur periplasmati-
schen Oberfliche der TMD und kann eine vollsténdige hydrolytische Aktivitat bei dem
Transporter induzieren (Tang et al., 2007; Gould and Shilton, 2010; Bordignon et al.,
2010).

Beim Andockprozess des mit Maltose beladenen MalE an die TMD befindet sich der
Transporter in dem inward-facing-Zustand. Durch die Anwesenheit von ATP wechselt die
Konformation in den outward-facing-Zustand, das ATP wird zu ADP und freiem Phos-
phat gespalten und der MalK-Dimer &ffnet sich zur cytoplasmatischen Seite, die Maltose
geht ins Cytoplasma iiber, und das Maltose-Bindeprotein kann sich teilweise bis vollstan-
dig von der TMD losen. Jetzt kann entweder neue Maltose an das nicht geldste Maltose-
Bindeprotein andocken oder ATP an den Transporter ohne Maltose-Bindeprotein bin-
den. In beiden Fillen geht mit Anwesenheit von ATP bzw. dem mit Maltose beladenen
Maltose-Bindeprotein der Transporter wieder in den outward-facing-Zustand. Das Mo-

dell berticksichtigt zusitzlich den ungekoppelten Zustand des ATP-gebundenen Trans-
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porters, den man in Detergens beobachten kann. Im Gegegensatz zur nativen Lipidum-

gebung besitzt der Transporter in Detergenz-Mizellen auch ohne Maltose-Bindeprotein
eine ATPase-Aktivitit.
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2.2. Physikalische Grundlagen

2.2.1. Absorption

Elektromagnetische Strahlung wird beim Durchdringen von Materie absorbiert. Durch
die Wechselwirkung der Strahlung mit der Materie wird die Energie, meist in Wirme,

umgewandelt. Die Abnahme der Strahlungsintensitit wird als linearer Zusammenhang
dl = —aldx (2.1)

geschrieben. Dabei stellt « die Schichtdicke dar und a den Absorptionskoeffizienten. Bei
letzterem handelt es sich um eine Stoffkonstante mit der Dimension einer reziproken

Lénge. Durch Integration der Gleichung 2.1 folgt fiir die Intensitét
I(d) = 1(0)e~*? (2.2)

Diese Beziehung wird als Gesetz von Lambert-Beer bezeichnet. Darin ist 7(0) die In-
tensitdt vor dem Eindringen der Strahlung. Bei geltsten Stoffen in lichtdurchléssigen
Lésemitteln ist es mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten méglich, die Konzentration des
Stoffes zu bestimmen, wobei

a=¢c (2.3)

gilt. Der molare Extinktionskoeffizienten ¢ wird in den Einheiten molL~tem ™! oder auch
M~tem™! angegeben.
Die Absorbanz

A= —log(f_gg) = ecd (2.4)

wird bei einer photometrischen Messung bestimmt. Die Absorbanz A wird auch Extink-
tion, ,,Optische Dichte” (OD) oder einfach als Absorption bezeichnet und ist, wie man
an Formel 2.4 erkennen kann, linear abhingig von der Konzentration ¢, dem Extinkti-
onskoeffizienten e und der Schichtdicke d. Die Absorbanz ist einheitenlos, wird allerdings
hiufig mit OD angegeben.

Das Jablonskidiagramm (Abbildung 2.5) stellt schematisch die Prozesse dar, die nach
der Absorption eines Photons in einem Molekiil stattfinden. Die Energiezustinde wer-
den durch horizontale Linien abgebildet, wobei der Grundzustand Sy und die angeregten
Zustinde die Singulettzustinde Sy, So usw. sind. Die Uberginge erfolgen im Diagramm
vertikal und sind instantan. Jeder Zustand besteht aus mehreren héherenergetischen Zwi-
schenzustinden, die sich aus den verschiedenen Schwingungsquantenzahlen ergeben. Das
Relaxieren der Elektronen in niedrigere Schwingungsniveaus wird als Schwingungsrela-
xation ( Vibrational Relazation (VR)) bezeichnet, wogegen die strahlungslose Relaxation

innerhalb der Singulettzustande als innere Umwandlung (Internal Conversion (IC)) be-
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Abbildung 2.5.: Vereinfachtes Jablonskidiagramm zur Darstellung von Absorptions-
und Lumineszenzvorgingen. Durch die Absorption von Photonen (blaue
Pfeile) werden Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gebracht. Relaxations-
prozesse sammeln Elektronen im metastabilen Singulettzustand S7, von welchem
aus die Elektronen unter Abgabe von Fluoreszenzphotonen in den Grundzustand
Sy relaxieren. Bei Ubergang in den Triplettzustand T) (Intersystem Crossing)
erfolgt eine Spinumkehr. Eine Relaxation in den Grundzustand Sy ist quan-
tenmechanisch verboten und hat damit eine um eine Grofenordnung léngere
Lebensdauer von T3 als der von Sj.

zeichnet wird. Die Lebensdauer der Singulettzustinde {iber dem S; Zustand liegt im
Bereich von < 10~!s, wihrend die Lebensdauer des niedrigsten S; Zustandes im Na-
nosekundenbereich liegt. Vom S; Zustand erfolgt der Ubergang in den Grundzustand.
Bei Ubergingen innerhalb von Singulettzustinden bleibt der Spin der Elektronen er-
halten, wogegen beim Ubergang in einen Triplettzustand, welcher strahlungslos ist, eine
Spinumkehr des Elektrons stattfindet (Intersystem Crossing).

Das Franck-Condon-Prinzip ermdglicht eine Berechnung der Intensitét von verschiede-
nen Schwingungszustanden eines Molekiils (Gleichung 2.6). Das Prinzip beruht auf der
gleichen Annahme wie bei der Born-Oppenheimer Niherung; dass eine Separation der
Kern- und Elektronbewegung aufgrund ihrer stark unterschiedlichen Masse durchgefiihrt
werden kann. Beim Ubergang des Elektrons verindert sich der Kernabstand nicht, so
dass, wie in Abbildung 2.6 dargestellt, die Ubergiinge jeweils vertikal verlaufen. Dadurch
kénnen die Wellenfunktionen der Vibrations- und der elektronischen Zusténde separiert
werden: 1) = 1).1),. Quantenmechanisch wird der Ubergang durch den Dipoloperator p
beschrieben, der sich in einen Elektronen- (u.) und einen Kernanteil (uy) zerlegen lésst.

Die Ubergangswahrscheinlichkeit P von 1 nach ¢* kann geschrieben werden, so dass

P = ({*nly) (2.5)
- (1/12%\11@ + pk‘¢ewv> (2.6)
= (evglnelvey) + (Vv lnglvetdy) (2.7)
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gilt. Die Anwendung der Condon-Naherung (X} |, [ethn) &= (¥5|1y) - (021, |e) ergibt
die Ubergangswahrscheinlichkeit

P o= (plv) - (W2 melthe) + (V2 |vbe) - (U5 [melhu). (2.8)
Da (¢[tpe) = 0 gilt, folgt
Po= (plv) - (Ve |me|tde). (2.9)

Das Quadrat des Terms (1}|1,) ist der Franck-Condon-Faktor und gibt das Uberlap-
pintegral zwischen den beiden Vibrationszustinden wieder. Der Term (¢}|pn,|te) ist die
Wahrscheinlichkeitsamplitude. Diese wird iiber die Orbitalauswahlregel bestimmt.

Die Ubergangswahrscheinlichkeit von den verschiedenen Vibrationszustinden kann

durch das Franck-Condon-Integral

/ Xu(R)Xw (R)dVicerne (2.10)

berechnet werden. Hierbei handelt es sich um ein Uberlappungsintegral mit dem Vibra-
tionszustand y,s des Grundzustands E'und dem Vibrationszustand x, des angeregten
Zustands E. Die Integration erfolgt iiber das gesamte Volumen des Molekiils, wobei R

den Kernabstand angibt.

2.2.2. Fluoreszenz

Ein elektronisch angeregtes System kann unter Abgabe eines Photons von einem héheren
Zustand in einen niedrigeren Zustand iibergehen. Dies bezeichnet man als Fluoreszenz
oder Phosphoreszenz, abhéngig von dem angeregten Zustand. Im Falle der Fluoreszenz ist
der Spin des angeregten Elektrons entgegengesetzt zum gepaarten Elektron im Grundzu-
stand, was zu einer schnellen Riickkehr mit einer Emissionsrate von 10% bis 10° s~! in den
Grundzustand unter Abgabe eines Photons fithrt. Bei der Phosphoreszenz dagegen liegt
die Lebensdauer der Elektronen im angeregten Zustand im Bereich von Millisekunden
bis zu mehreren Sekunden. Dies liegt daran, dass vor der Phosphoreszenz das Elektron in
einen Triplettzustand {ibergeht (Intersystem Crossing). Aufgrund des gleichen Spins zum
Grundzustand ist der Ubergang eine quantenmechanisch verbotene Interkombination mit
einer geringen Wahrscheinlichkeit (Abbildung 2.5).

Das Fluoreszenzspektrum eines Fluorophors ist in der Regel rotverschoben gegeniiber
seinem Absorptionsspektrum, was als Stokesverschiebung bezeichnet wird. Dies liegt ei-
nerseits an strahlungslosen Prozessen, wie der VR und IC, bevor der fluoreszierende
Ubergang in den Grundzustand stattfindet, und andererseits an der Lésungsmittelrela-

xation. Fluoreszenzmolekiile treten aufgrund ihrer Polaritéit in Wechselwirkung mit den

34



2. Grundlagen

Energie
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ﬁ_l_,‘,g 1 Schwingungsquantenzahl v

Kernabstand

Abbildung 2.6.: Franck-Condon-Prinzip. Schematische Darstellung des Ubergangs zwischen
zwei verschiedenen Zusténden. Der {iberlappende Teil der Wellenfunktion (blau)
gibt die Ubergangswahrscheinlichkeit wieder. Die Uberginge zwischen zwei Zu-
stinden werden durch Pfeile dargestellt.

Losungsmittelmolekiilen. Bei der Absorption eines Photons dndert sich die Polaritit der
Fluoreszenzmolekiile, und die angrenzenden Losungsmittelmolekiile (Solvathiille) reor-
ganisieren sich zu einem stabilen Energieminimum. Der angeregte Zustand hat dadurch
eine geringere und der Grundzustand eine hohere Energie. Aufgrund dieser geringeren
Energiedifferenz erhéht sich die Wellenldnge der emittierten Photonen. Der Lisungsmit-

teleffekt ist abhingig von der Polaritit des Losungsmittels.

2.2.3. Fluoreszenzlebensdauer

Der Zerfall von Iy angeregten Molekiilen liisst sich mit der Ubergangsrate k angeben

dl(t)
——==—k-I(t). 2.11
p () (211)
Durch Integration iiber die Zeit t folgt
It)=1Iy- e, (2.12)
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Hierbei ist 7 = k! die Lebensdauer des Molekiils im angeregten Zustand. Im Falle von

N unterschiedlichen Zerfallsprozessen kann der Fluoreszenzzerfall mit

N
It)=I- Y ai-e'/m (2.13)
=1

beschrieben werden. Der Vorfaktor a; (Amplitude) gibt den Anteil der zeitabhingigen
Fluoreszenzzerfallskomponente an der Gesamtintensitit an. 7; ist die dazugehorige Zer-

fallskonstante.

2.2.4. Anisotropie

Die Fluoreszenz eines Molekiils ist ebenfalls durch ihre Polarisationsrichtung, das heifst
die Richtung des elektrischen Feldvektors der Fluoreszenzstrahlung, charakterisiert. Die
Polarisation der Fluoreszenzstrahlung ist von der Orientierung des Emissionsiibergangs-
dipolmoments des Molekiils abhingig. Als quantitatives Mafs fiir die Polarisation der

Strahlung definiert man die Anisotropie

IH—IL

=2 = 2.14
A N I (2.14)

die sich bei polarisierter Anregung der Fluorophore aus der emittierten Fluoreszenzstrah-
lung der Komponenten der Fluoreszenzintensitét parallel (/) und senkrecht (/;) zum
Anregungsstrahl zusammensetzt.

Ein Fluorophor hat je ein Dipolmoment fiir die Absorption und fiir die Emission von
Licht, welche im Folgenden zur Vereinfachung gleich gesetzt werden. Durch die Projektion
des elektrischen Feldes des strahlenden Dipols auf die Z-Achse erhdlt man: E, (0, ¢) =
cos(#), durch die Projektion auf die Y-Achse dagegen: F, (6,¢) = sin(f)sin(¢). Die
Intensitéit I des elektrischen Feldes E des strahlenden Dipols ist proportional zu E?. Es
gilt (Abbildung2.7a):

1,(6, ¢) = cos?(6) (2.15)

und
I,(6,¢) = sin?(#)sin?(¢). (2.16)

Die Fluorophore sind im Experiment isotrop in der Lésung verteilt. Erfolgt eine Anregung
durch parallel zur Z-Achse linear polarisiertes Licht, so werden aufgrund der Rotations-
symmetrie alle Molekiile, die ihr Ubergangsdipolmoment mit dem Winkel 6 zur Z-Achse
haben (Abbildung 2.7) mit gleicher Wahrscheinlichkeit angeregt. Das heifst die angeregten
Fluorophore sind symmetrisch um die Z-Achse verteilt. Damit kann die ¢-Abhingigkeit
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aus Gleichung 2.16 eliminiert werden. Uber den Mittelwert von

2r .
—_ fO Sln2(¢)d¢ _ 1 (217)

)
(sin®(¢)) 027( o 5

vereinfacht sich Gleichung 2.16 zu

1.(6) = %sinQ(Q) (2.18)

Fiir ein Ensemble von isotrop angeordneten Fluorophoren folgen die parallen und senk-

rechten Anteile der Intensitat mit

w/2
I,(0) = /0 £(0) cos®(0)df = (cos*(0)) (2.19)

und

w/2
1.(6) = % /0 F£(0) sin?(0)d0 = %(sin2(9)) (2.20)

Hierbei ist f(#) die Verteilungsfunktion der Fluorophore. Einsetzen in die Formel 2.14
ergibt mit der Relation sin?(6) = 1 — cos?(6)

r= - (2.21)
A7y B
Za
gin(e)
= %
z|0
8
Emission
Tlu=cosz(6) N
ot - O%/a
1,=sin’(¢p)sin’(8) ®
Y

Abbildung 2.7.: A: Emissionsiibergangsdipolmoment 7. Detektierte Fluoreszenzemissionsantei-
le parallel (1)) und horizontal (1, ) zur Anregung. B: Schematische Darstellung
der Verteilung der durch einen vertikal polarisierten Anregungspuls angeregten
Fluoreszenzfarbstoffe.

Fluorophore besitzen ein Absorptionsdipoliibergangsmoment, iiber das sie angeregt

werden konnen. Dies ist bei linear polarisiertem Licht nur moglich, wenn das Dipol-
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moment eine parallele Komponente zum E-Feldvektor des anregenden Lichts besitzt. Bei
der Photoselektion werden mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit in Abhingigkeit vom
Winkel zur Polarisationsebene in einer Fliissigkeit isotrop verteilte Molekiile angeregt.
Der maximale Wert fiir die Anisotropie r fiir ein Ensemble isotrop verteilter Farbstoffe
bei vertikal polarisierter Anregung ergibt sich iiber die Verteilungsfunktion der Gleichun-
gen 2.21 und 2.19. Fluorophore werden mit einer Wahrscheinlichkeit cos?(f) abhiingig
vom Einstrahlungswinkel 6 des polarisierten Lichts angeregt. Die Anzahl der Farbstoffe
in einem Raumsegment [0, 6 + df] verhélt sich bei isotroper Verteilung der Farbstoffe mit
sin(f)df. Die Verteilungsfunktion f(#) erhdlt man aus dem Produkt der Verteilung und

der Anregungswahrscheinlichkeit

f(8)df = cos?(0) sin(8)d6. (2.22)

Werden diese in 2.19 und 2.21 eingesetzt, so ergibt sich als maximale Anisotropie bei
parallelen Dipolmomenten fiir Anregung und Emission r» = 0.4. Im Allgemeinen besitzen
jedoch Anregungs- und Emissionsdipol eine unterschiedliche Richtung im Molekiil. Der
Winkel zwischen diesen beiden Richtungsvektoren wird als Winkel w bezeichnet. Dadurch

wird die theoretisch maximale Anisotropie

ro 1= 1(0) = % <3“’52(2w)—1> (2.23)

verringert. Gleichung 2.23 kann auch mit Hilfe des Legendrepolynoms 2. Ordnung (FP»)
formuliert werden. 5
ro = 5P2(COSQ(UJ)) (2.24)

2.2.4.1. Zeitabhangiger Anisotropiezerfall

Die Emission depolarisiert mit der Zeit aufgrund der Rotationsdiffusion der Farbstoffe.
Die daraus resultierenden Rotationskorrelationszeiten ¢ sind abhingig unter anderem
von Viskositit des Mediums, Gréfle und Form des Farbstoffs. Durch die ortsspezifische
Markierung von Proteinen kénnen {iber die Anisotropie Informationen iiber das Protein
gewonnen werden, wenn Farbstoff- und Segmentbewegung nicht entkoppelt sind. Hierzu
gehoren lokale Informationen iiber die Dynamik des markierten Proteinsegments und
globale Informationen iiber die Gesamtrotationskorrelationszeit.

Fir die Messung der Anisotropie werden Proben mit vertikal polarisiertem Licht an-
geregt und die Emission I(t) durch einen weiteren Polarisator vertikal (parallel) und fiir
I (t) horizontal dazu (senkrecht) detektiert.

Es gilt fiir die zeitabhéngige Anisotropie wie beim zeitunabhéngigen Fall mit der For-
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mel 2.14:
Iu(t) - IL(t) _ In(t) - IL(t)

t) = = 2.2
S [N R SR ) 229
Mit Hilfe der Gleichung 2.21 lasst sich fiir den zeitabhéngigen Fall schreiben:
3 9 1
r(t) = ( = (cos®0) — = = (P (cos0)) (2.26)
2 2/ @

P, ist das Legendre Polynom zweiten Grades. Fiir die Anisotropie kann die Mittelung des
Ensembles mit P5 und der normalisierten Verteilungsfunktion f (6, ¢, t) durch Integration

gebildet werden.

r(t)://f(e,gb,t) Py(cos ) d do (2.27)

Die Bewegung des Ensemble ldsst sich mit Hilfe der Rotationsdiffusion beschreiben. Hier-
fiir muss die normalisierte Verteilungsfunktion dem zweiten Fickschen Gesetz beziiglich

der Rotationsdiffusion entsprechen.

1 of 9 1 9 (. of 1 0%f
= = = — 00— — 2.2
Dot = VT sna a0 (Sm 90 ) " sn2004? (228)
Mit Hilfe der Kugelfichenfunktion
1 0 (. 0Ym 1 Yy
— =— 1Y, 2.2
Sin 6 09 <Sm9 a0 > a9 agr A LYim (229)
ist eine Separation der Variablen
moglich und ergibt die normalisierte Verteilungsfunktion:
[eS) !
FO.0.) =3 CiuYim(0, ¢)e TDPrott, (2.31)

=0 m=—1

die der Rotationsdiffusion entspricht. Die Separationskonstante Cj,, ergibt sich aus der

Anfangsbedingung zum Zeitpunkt ¢t =0 .

Cuon = [ [ 1(6.0.0)¥;,d0dcoss (2.32)

Durch Einsetzen der Rotationsverteilungsfunktion 2.31 in die Anisotropiegleichung 2.27

erhalt man
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/ / > Z CimYim (0, ¢)e " FDPrott Py (cos 0) d O dep. (2.33)

=0 m=—1

Der zeitunabhéingige Teil entspricht der Anfangsanisotropie 7(0) und der zeitabhéngige

Teil besteht aus einer Exponentialfunktion:

//Z Z CimYim(0, ¢) Pa(cos @) d 6 do e~ tUH1) Drogt (2.34)

=0 m=—1

=r(0)

Die Kugelflachenfunktion wird aus dem assoziierten Legendre-Polynom mit [ =2; m =0
gebildet, welches dem Legendre Polynom zweiten Grades entspricht. Durch die Ortho-
gonalitdtsrelation der Legendre-Polynome muss | = 2; m = 0 fiir die Gleichung gelten.
Fiir die einfache Form der zeitabhéngigen Anisotropie im Fall eines freien kugelformigen
Rotators folgt

r(t) = r(0) - e 6Drott, (2.35)

Die Diffusionkonstante D, ist gegeben mit

Dyot = KT [6nv (2.36)

dabei ist k£ die Boltzmann-Konstante, T" die absolute Temperatur, n die Viskositit der
Losung und V' das Volumen.

Die Gleichung 2.35 gilt fiir den Fall der ungehinderten Bewegung eines sphérischen
Rotators. Die Anisotropie geht aufgrund der Rotationsdiffusion monoexponentiell gegen
Null. Wenn es mehrere Rotationsmodi gibt, wie es bei einem fluoreszenzmarkierten Bio-
molekiil der Fall ist, ist ein Zerfall der Anisotropie r(t) zu beobachten, der aus mehreren

Komponenten besteht. Dies kann mit der Modellfunktion
t
ty=ro- > Bi- exp(—g) (2.37)

(>_ B; = 1) beschrieben werden. Hierbei ist 9 die Anfangsanisotropie, i die Anzahl der
Zerfalle, B; die einzelne relative Amplitude und ¢; die dazugehérige Rotationskorrela-
tionszeit. Aus den Rotationskorrelationszeiten kann bei Annahme einer kugelférmigen
Form des Fluoreszenzmarkers {iber den Zusammenhang ¢ = %, mit der Viskositat 7,
der Gaskonstanten R und der Temperatur T' das Volumen V bestimmt werden. Wenn
der Marker an einem Protein mit flexiblem Segment befestigt ist, so konnen auch die Dy-

namik des Segments und das Volumen des Proteins bei Annahme einer Kugel bestimmt
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werden (Alexiev et al., 2003; Schroder et al., 2005).

Wenn die Eigenbewegung eines Fluoreszenzfarbstoffs bei ortsspezifischer Markierung
durch das Protein behindert ist, liegt eine sterische Einschrankung vor. In der Regel ist
die Fluoreszenzlebensdauer des Fluorophors wesentlich kleiner als die Rotationskorrela-
tionszeit ¢ des Proteins. Wenn die Rotationskorrelationszeit des Gesamtsystems nicht
mehr im Beobachtungsfenster des jeweiligen Farbstoffs liegt, welches durch die Fluores-
zenzlebensdauer gegeben ist, dann zerfillt die Anisotropie virtuell zu einen konstanten
Endwert roo := 7(00), welcher mit folgender Modellfunktion dargestellt werden kann:

t

r(t) = Zb : e:vp(—¢ ) + oo (2.38)

)

mit b; = B; - (ro —reo), »_ i = 1 und Y b; + 1o = 19 fiir t = 0. b; sind die absoluten und

B; die relativen Amplituden.

2.2.5. Cone in a cone Modell

Das cone in a cone Modell (Schroder et al., 2005) ermdglicht eine Analyse des Bewegungs-
raums eines an ein Makromolekiil kovalent gebundenen Farbstoffs. Hierbei handelt es sich
um eine Erweiterung des wobbling in a cone Modells (Kinosita et al., 1977), welches den
Bewegungsraum des Ubergangdipolmonents durch eine Kegelform mit einem zu bestim-
menden Kegeloffnungswinkel beschrénkt (Abbildung 2.8 A). Ein kleiner Bewegungsraum
mit einem kleinen Halbkegel6ffnungswinkel steht fiir eine starke sterische Einschrankung.
Wogegen ein grofier Bewegungsraum mit einem grofien Halbkegeloffnungswinkel fiir eine
geringere sterische Einschrinkung steht.

Die Erweiterung des cone in a cone Modells besteht in der Separation der Bewegung
des Dipolmoments und des flexiblen Segments (Schroder et al., 2005). Es wird davon
ausgegangen, dass beide Bewegungen voneinander entkoppelt sind und diese sich durch
zwei Halbkegel mit jeweiligen Offnungswinkeln darstellen lassen. Dies ermdglicht die Be-

trachtung der Anisotropie:
r(t) =70 |(1— Ay)e /9 4 Al} [(1 — Ag)e P2 4 Ay| et/ (2.39)

Bei rg handelt es sich um die Anfangsanisotropie. ¢; steht fiir die einzelnen Rotati-
onskorrelationszeiten, wobei ¢ die Rotationskorrelationszeit des gesamten Proteins ist.
Der Grad der sterischen Einschrinkung wird durch die Amplituden A; angegeben.

Es gilt die Relation von A; mit dem Halbkegel6ffnungswinkel 6; :

1 2
A; = 5(1 + cos(6;)) cos(6;) (2.40)
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Abbildung 2.8.: Wobbling in a cone und cone in a cone Modell. A: Wobbling in a co-
ne Modell nach Kinosita et al. (1977). Das Ubergangsdipolmoment p(t) des
kovalent gebundenen Farbstoffs kann frei in einem Kegel mit dem Halbkegel6fi-
nungswinkel 6,,,, diffundieren. B: Der Halbkegel6ffnungswinkel ist durch den
Bewegungsspielraum gegeben. Ein kleiner Bewegungsraum bedeutet eine hohe
sterische Einschréinkung und ein grofier Bewegungsspielraum eine geringere ste-
rische Einschrankung. C: Cone in a cone Modell nach Schroder et al. (2005).
Die Bewegung des Farbstoffs und des flexiblen Proteinsegments werden separat
betrachtet. Dadurch erhilt man zwei entkoppelte Halbkegel6ffnungswinkel.

Daraus wird eine Losung fiir den Halbkegeléffnungswinkel 6;

0; = arccos [;(—1 +14/1+ 8@)} . (2.41)

Mit dem cone in a cone Modell ermdoglicht somit eine separate Betrachtung des Halbke-
gel6ffnungswinkel 61 und 62 und der sterischen Einschrinkung A; und Ay des Farbstoffs

und des flexiblen Segments.
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3.1. Absorptionsspektroskopie

Die Formeln und Herleitung zur Absorptionsspektroskopie sind in Abschnitt 2.2.1 dar-
gestellt. Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgten im Rahmen dieser Arbeit mit
einem UV /VIS-Doppelstrahlspektrophotometer UV-2450PC der Firma Shimadzu. Hier-
bei ist zu beachten, dass die Kiivette und das Lésemittel, in dem sich die Probe befindet,
zur Extinktion beitragen. Um diesen Beitrag zu eliminieren, wird eine Referenzkiivet-
te verwendet, die das Losemittel ohne Probe beinhaltet. In dem verwendeten Doppel-
strahlphotometer wird die Referenzkiivette zur selben Zeit mit Licht gleicher Intensitét
zur eigentlichen Probenkiivette durchstrahlt, so dass sich aus der Extinktionsdifferenz

das Absorptionsspektrum der Probe berechnet.

3.2. Fluoreszenzspektroskopie

Zur Charakterisierung der einzelnen Proben wurde ein L-Format-SPEX Fluoromax-3 von
Horiba Jobin Yvon verwendet. Die Messungen mit diesem Gerét wurden bei einer festen

Anregungswellenldnge und der Detektion des Emissionsspektrum durchgefiihrt.

3.3. Zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung

Time-Correlated Single Photon Counting (TCSPC) oder auch zeitkorrelierte Einzelpho-
tonenzdhlung ist eine statistische Methode, mit der einzelne Photonen detektiert werden
und ihre Zeit von der Aussendung an aufgezeichnet wird. Diese Methode ermdglicht die
Messung der Absténde von einzelnen Lichtpulsen mit einer maximalen Auflésung von
wenigen Picosekunden. Es wird hierbei nur ein Photon pro Anregungsimpuls detektiert
und iiber mehrerer Einzelmessungen aufaddiert.

Bei TCSPC-Messungen erfolgt der Start der Einzelmessung durch den Impuls des
anregenden Lasers. Das Fluoreszenzphoton liefert das Stopp-Signal und die daraus re-
sultierende Zeitdifferenz wird in einem Histogramm aufgetragen (Abbildung 3.1). Die
Anzahl der detektierten Photonen zu einem bestimmten Zeitpunkt geben die Intensitat
wieder. Eine Uberlappung der Fluoreszenzzerfille muss hierbei ausgeschlossen werden.

Dies kann iiber die Repetitionsrate des anregenden Lasers erreicht werden.
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Ein Nachteil dieser Start-Stopp Konfiguration liegt bei vielen Messaufbauten in der
hohen Anzahl der Leerlaufprozesse. Auf die Mehrzahl der Start-Signale folgt kein Stopp-
Signal. Dieser Nachteil kann durch einen inversen Modus ausgeschlossen werden. Dabei
wird das eigentliche Start-Signal um eine fest definierte Zeit verzogert, so dass diese die

Einzelmessung stoppt.

Photonen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kanal

Abbildung 3.1.: Schematische Darstellung eines TCSPC-Histogramms. Abhingig von
der Zeit wird jedes einzelne Photon einem Kanal zugeordnet und in einem Hi-
stogramm aufgetragen.

3.4. Messaufbau fiir die zeitaufgeloste

Fluoreszenzspektroskopie

Die Messungen der zeitaufgeldosten Fluoreszenzanisotropie wurden mit folgendem TCSPC-
Aufbau durchgefithrt (Alexiev et al., 2003; Kim et al., 2007).

Eine schematische Darstellung des in dieser Arbeit verwendeten Messaufbaus ist in
Abbildung 3.2 dargestellt. Ein Millenia VS cw Diodenlaser mit 5 W Leistung wird zum
Pumpen des gepulsten Titan-Saphir-Lasers (TiSa-Laser, Tsunami Modell #3950, Spectra
Physics) verwendet. Mit Hilfe eines Pulspickers wird die Repetitionsrate von 82 MHz auf
4 MHz reduziert. Damit ist das Intervall zwischen zwei Anregungspulsen grofier als die
Zerfallszeit des Fluorophors und eine Uberlappung der Fluoreszenzzerfille ausgeschlossen
werden kann.

Die Wellenlédnge des TiSa-Lasers liegen zwischen 710 und 1000 nm, wobei eine Wellen-
linge selektiv ausgewéhlt wird. Fiir Messungen der Fluoreszenz im sichtbaren Wellen-

langenbereich wird die Frequenz verdoppelt. Diese zweite Harmonische wird iiber einen
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Lithiumtriborat-Kristall (LBO-Kristall Modell #3980; Spectra Physics) erzeugt. Mit dem
Frequenzverdoppler ldsst sich eine Wellenldnge von 355nm bis 500 nm einstellen. Fiir
diese Arbeit wurde ein Laserpuls mit einer Pulsbreite von 1.5ps (Full Width at Half
Mazimum (FWHM)) und einer Wellenldnge von 484 nm erzeugt. Die mittlere Leistung
bei dieser Wellenlédnge betriagt 220 bis 250 pW. Der polarisierte Laserstrahl passiert einen
Hochpasstilter mit einer Absorptionskante bei 640 nm, der evtentuelle Anteile der Funda-
mentalen mit einer Wellenldnge von 986 nm entfernt. Anschlielsend wird die Polarisation
durch einen Fresnel-Rhombus von waagerecht zu senkrecht zur Tischebene gedreht. Ein
Neutraldichtefilter teilt den Strahl in zwei Richtungen auf. Ein Strahl geht iiber einen
Neutraldichtefilter und eine Kollimatorlinse auf eine Photodiode (DET 210, Thorlabs)
und andere Strahl in die Probenkammer. Das Signal der Photodiode dient als Stopppuls
und wird durch einen 1 GHz Vorverstérker (Modell # 9369, EG&G Ortec) verstérkt und
dann invertiert. Das verstérkte Signal wird ebenfalls zur visuellen Kontrolle des Laser-
pulses mit einem Oszilloskop genutzt. Der Stopppuls wird iiber den Time to Amplitude-
Converter (TAC) der Messkarte (Becker & Hickl SPC830) geleitet. Der TCSPC-Aufbau
wird im inversen Modus betrieben, so dass eine vertauschte Start-Stopp-Konfiguration
besteht, wobei das emittierte Photon vom Fluorophor am Detektor den Startpuls erzeugt.

Vor der Probenkammer befindet sich ein zweifacher Neutraldichte-Revolver, der die
Einstellung der Strahlintensitdt ermdglicht. In der Probenkammer passiert der Strahl
einen Glan-Thompson-Polarisator, der vertikal polarisiertes Licht fiir die Messung durch-
l&sst, und gelangt anschliefsend in die Probenkiivette. Die Temperatur der Kiivette kann
iiber ein Warme- /Kiihlsystem (Modell #F20-HC, Julabo) gesteuert werden.

Das Fluoreszenzlicht wird im rechten Winkel zum Anregungslicht detektiert. Hierbei
werden an der Probe gestreute Photonen des Anregungslichts von einem Tiefpassfilter
(OG 515) absorbiert. Die Messung der Instrumental Response Function, welche zur Ent-
faltung der Fluoreszenzzerfallskurve dient (Abschnitt 3.5). Um den gleichen Strahlengang
beizubehalten wird anstelle des Kantenfilters ein Neutraldichte (ND)-Filter eingesetzt.

Mit einer Kollimatorlinse wird ein paralleler Strahlengang erzeugt. Es folgt eine Iris-
blende und ein motorisiert drehbarer Polarisator (Pol. UV2, LINOS). Die Detektion
der Photonen erfolgt mit einem Multichannel-Plate-Photomultiplier-Tube (MCP) (Mo-
dell #R3809U, Hamamatsu), der mit einer Spannung von 2.84 kV betrieben wird.

Fiir die Messung wird die parallele bzw. die vertikale Komponente der Fluoreszenz
detektiert. Dies wird durch eine 90° Drehung des Polarisators, der vor dem Detektor
steht, erreicht. Die Zeit pro Polarisationsrichtung ist variabel einstellbar und betrug fiir
die Messungen jeweils 120s. Das Signal des MCP wird mit einem Vorverstirker ver-
starkt und gelangt dann in die Messkarte (Becker & Hickl SPC830) des Messcomputers.
Dort wird der genaue Zeitpunkt des elektronischen Impulses mit einem Proportional-

diskriminator (Constant Fraction Discriminator (CFD)) ermittelt und an den Time to
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Amplitude- Converter weitergeleitet, der abhéingig von der Zeit vom Start- bis zum Stopp-
signal proportional einen Kondensator aufladt. Die gemessene Spannung am Kondensator
entspricht der Zeit. Durch den folgenden Analog to Digital Converter (ADC) kann das
analoge Signal in ein digitales umgewandelt werden, welches dann vom PC weiterverar-
beitet wird. Die Verarbeitung der Daten wird mit dem Multikanalanalyseprogramm von
Becker & Hickl vorgenommen. Die Messung erfolgt iiber 1024 Kanile. Fiir die verwen-
deten Messungen wurden 20 ps bzw. 30 ps pro Kanal eingestellt.

Zur Uberpriifung der Justage erfolgt nach jeder Inbetriebnahme eine Messung mit
einer Fluorescein-Natriumsalz in 50mM Tris pH 8 gelosten Probe. Die Parameter aus
dieser Messung konnen dann mit den bekannten Werten verglichen werden. Bei einer

Ubereinstimmung der Parameter kann eine Fehljustage ausgeschlossen werden.

) Kivettenhalterung
Frequenz- Tsunami mit Probenkuvette
verdoppler = modengekoppelter
Pulspicker — Ti-Sapphir Laser drehbarer
Modell 3980 Modell 3950 — Millenia Vs cw ———— Polarisator
1 Diodenlaser
Mm> Polarisator

verstellbarer
Neutraldichte-Filter

Probenkammer |[sTarRT
I Sstrahiteiler

I
MCP Vorver- )
ED O | ﬁ«@ Hamamatsu [ starker El Photodiode

| <> Kollimatorlinse

Becker&Hickl % Fresnel-Rhombus

— 1 Messkarte

N EC:)j SPC830 — — lrisblende
| |_| I & Vorver-| | PC Spiegel
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Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit verwendeten TCSCP-
Aufbaus zur Messung der zeitaufgelosten Fluoreszenz. Der polarisierte An-
regungspuls wird von einem TiSa-Laser System im Wellenbereich zwischen
350-550nm erzeugt und in einem inversen Start-Stopp Aufbau zur Ein-
zelphotonenzéhlung der emittierten Photonen des verwendeten Fluoreszenzfarb-
stoffs genutzt. Die Dedektion der Photonen erfolgt iiber Multichannel-Plate-
Photomultiplier- Tube (MCP). Die Fluoreszenzzerfille werden dann von der Elek-
tronik der Messkarte SPC 830 verarbeitet und als Histogramm auf dem PC dar-
gestellt.
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3.5. Auswertung der zeitaufgelosten Fluoreszenz

Die Auswertung der Daten, die mit der im vorherigen Unterkapitel beschriebenen Mess-
apparatur gemessen wurden, erfolgte mit dem Computerprogramm Globals Unlimited
1.2 des Laboratory for Fluorescence Dynamics der University of Illinots unter MS-DOS
(Beechem, 1992). Das Programm entfaltet die gemessenen Originaldaten mit der da-
zugehorigen Instrumentenantwort, die {iber eine Streuprobe aufgenommen wurde. Die
gemessene Originalkurve O(t) besteht aus der gefalteten Instrument Response Function
(IRF) L(t) mit dem eigentlichen Fluoreszenzzerfall I(¢):

t
o(t) = /L(t’)[(t —tdt (3.1)
Der Fluoreszenzzerfall 1(t) kann hierbei als Summe von Exponentialfunktionen ge-

schrieben werden:

I(t) = Zaie_t/” (3.2)

a; steht jeweils fiir die Amplitude und 7; fiir die Zeitkonstante der jeweiligen Fluores-
zenzzerfallskomponente.

Das Programm ist in der Lage, die zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie r(t) (Lako-
wicz, 2010):

() = Ii(t) — G- I.(t)

L) +2-G-IL(t) (33)

mit den detektierten Fluoreszenzintensitidten I, und I, und dem dimensionslosen G —
Faktor G , welcher aus der polarisationsabhéngigen Detektion resultiert und im Idealfall,

bei gleicher Detektion von parallel und senkrecht polarisiertem Licht, gleich eins ist:

1
G=-1 (3.4)
I,
mit folgender Modellfunktion anzugleichen:
r(t) =ro Z,Bje_t/¢j (3.5)
J

Die Fitgiite ergibt sich aus dem reduzierten x2-Wert, welcher wie folgt definiert ist:

X
Xp =" (3.6)

v ist die Anzahl der Freiheitsgrade, und ergibt sich aus:
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v=N(i)—p—1 (3.7)

N (i) steht fir die Anzahl der gemessenen Werte (Counts) und p fiir die Fitparameter.
x? ist definiert mit:

"IN — No(i 2
o ;[ CR .

n ist die Anzahl der Kanéle, N () steht fiir die Anzahl der gemessenen Werte (Counts)
und Ny ist der gefittete Wert des iten Kanals.

Das Analyseprogramm entfaltet die Rohdaten mit der Instrumentenantwort, passt die
Kurve mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus an und gibt die erforderlichen Para-
meter und die reduzierten x2-Werte aus.

Fiir den freien Farbstoff in 50 mM Tris Puffer pH 8.0 geldst, erfolgte eine Angleichung
mit nur einer Fluoreszenzlebensdauer und einer Rotationskorrelationszeit. Fiir die fluo-
reszenzmarkierten Transporterproteine wurden im Allgemeinen je drei Exponentialfunk-
tionen fiir die Fluoreszenzlebensdauer und die verschiedenen Rotationskorrelationszeiten
verwendet. Das Angleichen wurde iiber eine Reduzierung der x2-Werte und iiber die An-
nahme von sinnvollen Start-Parametern fiir den markierten Transporter durchgefiihrt.
Rotationskorrelationszeiten von iiber 100 ns konnen nicht mehr aufgeldst werden, da die
mittlere Fluoreszenzlebensdauer des Farbstoffs Iodoacetamidofluorescein (IAF) bei etwa
4ns liegt. Wenn die Rotationskorrelationszeit des Gesamtsystems nicht mehr im Beob-
achtungsfenster des jeweiligen Farbstoffs liegt, welches durch die Fluoreszenzlebensdauer

gegeben ist, dann zerfallt die Anisotropie virtuell zu einen konstanten Endwert:
Too =T0 63 (3.9)

3.6. Probenpraparation

Alle in dieser Arbeit verwendeten ABC-Maltosetransporter wurden in der AG Schneider
hergestellt. Es wurden vom Komplex, der nicht markiert wurde, die cysteinfreie Vari-
ante mit den Plasmiden pMG39/pMM34 und eine Variante bei der nur an der Position
C40S des MalK-Dimers jeweils das Cystein gegen ein Serin ausgetauscht wurde, mit den
Plasmiden pMG31/pMM37 verwendet.

Fiir die markierten Komplexe wurden in den Untereinheiten MalF und MalG alle
nativen Cysteine entfernt und an der gewiinschten Position eine Aminoséure gegen ein
Cystein ausgetauscht. Fiir MalK wurden die Background-Varianten MalK(C40S/C350M/
C360S) ohne Cysteine (Plasmid pMG39) und MalK(C40S) mit zwei native Cysteine an
den Positionen C350 und C360 verwendet (Plasmid pMM37). Die beiden Postionen C350
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und C360 sind die in der Regel nicht zugdnglich, da sie sich an der Grenzfliche zwischen
Membrandomaine und MalK Untereinheiten befinden. Dadurch kann diese Background-
Variante ebenfalls fiir ortsspezifisches Fluoreszenzlabeling benutzt werden. Der Vorteil
ist eine mehr wildtypartige Background-Variante.

Es wurden die Mutanten MalF(T177C)GK(C40S/C350M/C360S)2 mit den Plasmi-
den pMMb56/pMG39, MalF(T177C)GK(C40S)2 mit den Plasmiden pMM56,/pMM37,
MalF(5205C)GK(C40S)2 mit den Plasmiden pMM37/pMM26, MalFG(P78C)K(C40S),
mit den Plasmiden pMM37/pDE10, und MalFG(Q256C-AF)K(C40S)2 mit den Plasmi-
den pMM37/pMMS58 fiir die markierten Komplexe benutzt.

Der MalE Wildtyp (wt) beinhaltet kein Cystein, so dass keine cysteinfreie Mutante
erzeugt werden musste (Plasmid pCB6). Fiir die verschieden markierten MalE-Varianten
wurden die Mutanten MalE(G13C) mit dem Plasmid pMM43, MalE(211C) mit dem
Plasmid pMM44, MalE(T31C) mit dem Plasmid pMM55 und MalE(T179C) mit dem
Plasmid pMM47 hergestellt.

Fir MalFG und MalE wurden die Gene von FE.coli und fiir MalK die Gene von
S.typhimurium verwendet. Die Zellanzucht, Zellfraktionierung und Proteinpréparation
des Transportkomplexes MalFGKsy erfolgte nach dem Protokoll von Landmesser et al.
(2002). MalFGKy wurde mit n-Dodecyl-B-D-Maltosid (DDM) solubilisiert oder in Pro-
teoliposomen (Abschnitt 3.9) eingebaut. Die Reinigung des Maltose-Bindeproteins MalE
wurde nach dem Protokoll von Dean et al. (1992) vorgenommen. Eine Solubilisierung ist

beim wasserldslichen Maltose-Bindeproteins MalE nicht notwendig.

3.7. Labeling der Cystein-Mutanten

Der Standard-Amnsatz fiir die Markierung der Cystein-Mutanten mit Fluorescein hatte
folgende Konzentrationen: 20 pM Komplexmutane in 20 % Glycerin, 50 mM Tris(hydroxy-
methyl)-aminomethan (TRIS) pH8.0, 0.01 % DDM, 40 uM Dithiothreitol (DTT) und
1.2mM 5-Iodoacetamidofluorescein (5-IAF). Bei den Bindeproteinmutanten wurde das
Glycerin und das DDM weggelassen. Die Inkubationszeit fiir die Reaktion betrug 2h bei
Raumtemperatur und erfolgte unter Argon und unter Lichtausschluss. Der Uberschuss
an Farbstoff wurde durch Chromatographie iiber eine Sephadex G25 (fine) - Saule, die
mit 20 % Glycerin, 50 mM TRIS pH 8.0, 0.01 % DDM equilibriert wurde, abgetrennt.

3.8. Aktivitatstest

Um die Auswirkung der Mutationen und des Labelings an dem ABC-Maltosetransporter
zu iberpriifen, wurde ein ATPase-Test nach den Fluoreszenz-Markierungen durchge-
fithrt. Hierbei wird die funktionelle Aktivitdt des ABC-Transporters durch die Fihigkeit
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der MalK-Untereinheiten unter Transportbedingungen, d. h. in Anwesenheit von Maltose
und MalE, ATP zu hydrolysieren, bestimmt (Daus et al., 2006; Nikaido et al., 1997). Die
Analyse der ATP-Hydrolyse erfolgt iiber die Messung des freigesetzten Phosphats. Dies
kann iiber photometrische Phosphatbestimmungsmethoden, wie z.B. Molybdénblau-,
Vanadat-Molybdat und Malachitgriin-Verfahren (Fiske and Subbarow, 1925; Carter and
Karl, 1982; Itaya and Ui, 1966; Gericke and Kurmies, 1952), erfolgen. Wie im Kapitel 5
genauer erlautert, wurde erst ein vorhandener Molybdénblau Assay (Chifflet et al., 1988)
getestet, der allerdings unter den gegebenen Bedingungen keine eindeutigen Ergebnisse
lieferte. Es wurde somit ein neuer Assay entwickelt, der auf dem Malachitgriin-Verfahren

basiert (Repen et al., 2012) und eindeutige Ergebnisse erbrachte.

3.8.1. Standard-Bedingungen des Aktivitdtstests mit Komplex in
Detergens

Der Standard-Ansatz fiir den Aktivitétstest mit solubilisierten Transporterkomplex be-
trug 19511 (0.013 mg/ml Komplex (MalFGKj3)2 0.074 1M, 0.416 mg/ml MalE 2 9.5uM,
10 pM Maltose, 1.92mM ATP 9.62mM MgCly, 50 mM Tris pHS8.0, 0.01 % DDM, 20 %
Glycerin, 0.1 mM PMSF) .

Der Startzeitpunkt fiir die Bestimmung der Aktivitatszeit war die Zugabe von ATP und
MgCls. Davor wurde der Ansatz 5 Minuten bei 37°C vortemperiert (ATP und MgCl, se-
parat vortemperiert). Die Temperatur wihrend der Aktivitdtszeit betrug ebenfalls 37°C.
Nach 2 Minuten, 5 Minuten und 10 Minuten wurden je 50 nl vom Ansatz entnommen und
durch Zugabe von 10l 10 % SDS der Komplex denaturiert und dadurch die ATPase-
Reaktion gestoppt. Mit der Zugabe von 180 pl MilliQ-HoO wurde die Probe auf ein
Gesamtvolumen von 240 pl fiir die Phosphatbestimmung verdiinnt. Als Referenzwert fiir
den Zeitpunkt Null und als Blankwert wurde eine Lésung mit der gleichen Verdiinnung
hergestellt (0.4 % SDS, 10 mM Tris pH 8.0, 4 % Glycerin, 0.002 % DDM, 0.02mM PMSF).
Es erfolgte eine dreifach Bestimmung der Phosphatkonzentration mit je 60 1l Probenvo-
lumen.

Die Farbreaktion der 60ul Probe erfolgte mit der Zugabe von 15pl Malachit Griin
Losung und 6 pl 30 % Ammoniummolybdat Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei 20°C wurden jeweils Absorptionsspektren iiber den Wellenléngenbereich von 600 nm

bis 800 nm fiir die Bestimmung des freien Phosphatgehalts gemessen.

3.8.2. Standard-Bedingungen des Aktivitdtstests mit Komplex in
Proteoliposomen

Der Standard-Ansatz fiir den Aktivitdtstest mit Komplex betrug 195ul (0.031 mg/ml
Komplex (MalFGK3) eingebaut in 0.31 mg/ml Proteoliposomen, 0.416 mg/ml MalE, 10 pM
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Maltose, 1.92mM ATP, 3.00 mM MgCly, 50 mM Tris pH 8.0).

Der Startzeitpunkt fiir die Bestimmung der Aktivitdtszeit war die Zugabe von ATP
und MgCl,. Davor wurde der Ansatz 5 Minuten bei 37°C vortemperiert (ATP und
MgClgseparat vortemperiert). Die Temperatur wahrend der Aktivitdtszeit betrug eben-
falls 37°C. Nach 2 Minuten, 5 Minuten und 10 Minuten wurden je 50l vom Ansatz ent-
nommen und durch Zugabe von 10pl 10 % SDS der Komplex denaturiert und dadurch
die ATPase-Reaktion gestoppt. Mit der Zugabe von 180 pul MilliQ-HoO wurde die Probe
auf ein Gesamtvolumen von 240yl fiir die Phosphatbestimmung verdiinnt. Es erfolgte
eine dreifach Bestimmung der Phosphatkonzentration mit je 60 pl Probenvolumen.

Die Farbreaktion der 60ul Probe erfolgte mit der Zugabe von 15pl Malachit Griin
Losung und 6 pl 30 % Ammoniummolybdat Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei 20°C wurden jeweils Absorptionsspektren iiber den Wellenldngenbereich von 600 nm

bis 800 nm fiir die Bestimmung des freien Phosphatgehalts gemessen.

3.9. Herstellung von Proteoliposomen

Der Einbau des Transportkomplexes MalFGKy in die Liposomen wurde von der AG
Schneider durchgefiihrt und erfolgte abgewandelt nach dem Protokoll von Hall et al.
(1998).

Der Rekonstitutionsansatz (300 ul) enthielt 2.5mg Lipid, 0.4 % Octyl-£-D-glucopyra-
nosid, 250 ug gereinigten MalFGK>-Komplex, 20mM Tris-HCl, pH 8.0 und wurde iiber
Nacht mit 100 pug Biobeads geriihrt. Durch Absaugen am n#chsten Morgen wurden die
alten Biobeads entfernt und 100 pg neue hinzugefiigt. Nach einer Stunde Inkubation
wurde der Ansatz durch Absaugen von den Biobeads getrennt. Anschlieffend erfolgte eine
Zentrifugation von 1 Minute bei 10000 rpm und 4°C. Das Pellet wurde in 208 ul (50 mM
Tris/HC1 8.0) resuspendiert. Dies ergab 375pg Komplex mit einer Konzentration von
10 pM.
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Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

] Chemikalien

‘ Anbieter

5-TAF (5-Iodoacetamidofluorescein)

Life Technologies/Invitrogen (Carlsbad, USA)

Ammoniummolybdat

Merck (Darmstadt)

Ascorbinsiure

Sigma-Aldrich (Steinheim)

ATP (Adenosintriphosphat)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

3-DDM (n-Dodecyl-3-D-Maltosid)

Gycon Biochemicals GmbH (Luckenwalde)

DTT (1,4-Dithiothreitol)

Roth (Karlsruhe)

Essigsiaure Roth (Karlsruhe)
Glycerin Merck (Darmstadt)
HCI Roth (Karlsruhe)
MgCls Roth (Karlsruhe)
Natriumarsenit Sigma-Aldrich (Steinheim)

Octyl-#-D-glucopyranosid

Gycon Biochemicals GmbH (Luckenwalde)

PMSF (Phenylmethansulfonylflurid)

Merck (Darmstadt)

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Roth (Karlsruhe)

SensoLyte Malachit Green Colometric Assay

Anaspec (Fremont, USA)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Roth (Karlsruhe)

Lipid (Escherichia Coli)

Avanit Polar-Lipids Inc. (Alabaster, USA)

Biobeads

BioRad (Miinchen)

Tabelle 3.1.: Verwendete Chemikalien, Assays und Materialien mit Angabe der Hersteller
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4. Fluoreszenzmarkierung der Mutanten
von MalE und MalFGKj,

Ortsspezifisches Fluoreszenz-Labeling eréffnet die Moglichkeit, an jeder beliebigen Stel-
le des Proteins eine Fluoreszenz-Reportergruppe kovalent zu binden. Dies erfolgt iiber
spezifisch eingefiihrte Cysteine an den gewiinschten Stellen im Protein.

Die Herstellung der verschiedenen Mutanten des MalFGKs-Komplexes und des MalE
erfolgte durch die AG Schneider. Das Verfahren fiir das Labeling mit Fluorescein wurde
von der AG Alexiev optimiert und in Kooperation mit der AG Schneider als auch in der
AG Alexiev durchgefiihrt.

4.1. Fluorescein

Bei der verwendeten Fluoreszenz-Reportergruppe handelt es sich um Fluorescein, das als
5-IAF an ein Cystein binden kann. Die Strukturformel und das typische Absorptionss-
pektrum und Emissionsspektrum werden in Abbildung 4.1 gezeigt. Das Absorptionsma-
ximum liegt bei 492nm und das Emissionsmaximum bei 513 nm, welches bei einer An-
regungswellenlinge von 492 nm angeregt wurde. Zur Gewihrleistung, dass Fluoreszenz-
Labeling nicht die Proteinaktivitit beeintrichtigt, wurde ein Aktivitdtstest durchgefiihrt
(Kapitel 5).
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Abbildung 4.1.: Strukturformel, Absorptions- (schwarz) und Emissionsspektrum (rot)
von 5-IAF. Die Probe wurde in 50 mM Tris bei pH 8.5 und bei 20°C gemessen.
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4.2. Labeling von MalF-T177C

Zur Markierung des P2-Loops von MalF mit einer Fluoreszenz-Reportergruppe wurde
Position T177 im MalF-P2-Loop als Labelpostion ausgewahlt. Position T177 befindet
sich in einem kurzen helikalen Segment in der Mitte des Loops und ist nicht in direk-
tem Kontakt mit dem gebundenen MalE. An der Stelle T177 wurde iiber Mutagenese
ein Threonin gegen ein Cystein ausgetauscht. Das Labeling der Einzel-Cysteinmutante
MalF(T177C)GKy mit TAF interferiert nicht mit der Transportaktivitit des Komplexes,
wie durch ATPase-Aktivititstests gezeigt werden konnte (siehe Kapitel 5).
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Abbildung 4.2.: Absorptionsspektren von MalF(T177C)GK; und MalF(T177C-
AF)GK, A: Das Spektrum der unmarkierten Mutante MalF(T177C)GK, mit
dem charakteristischen Absorptions-Peak bei 280 nm der aromatischen Amino-
sduren, mit dem sich die Konzentration des geldsten Proteins bestimmen l&sst.
B: Das Spektrum der markierten Mutante MalF(T177C-AF)GK, mit einem zu-
sdtzlichen Peak bei 495nm, der charakteristisch fiir das gebundene Fluorescein
ist. Mit Hilfe der Absorptionsmaxima bei den unterschiedlichen Wellenléngen
lasst sich die Konzentration des Fluoresceins, des Proteins und daraus die La-
belstdchiometrie berechnen. Beide Proben wurden in 50 mM Tris, pH 8.0, 0.01 %
DDM, 20 % Glycerin, 0.1 mM PMSF bei 20°C gemessen.

Ein charakteristisches Absorptionsspektrum vor und nach Markierung mit Fluorescein
findet sich in Abbildung 4.2. Der iiberschiissige Farbstoff, der nicht mit dem Cystein
reagiert hat, wurde iiber ein chromatographisches Verfahren abgetrennt. Die dabei erhal-
tenen Fraktionen wurden auf Protein- und Fluoreszenzlabel-Gehalt untersucht.

Die einzelnen Fraktionen wurden in ca. 200l Aliquots aufgenommen und anschlie-
fsend unter Ultraviolett (UV)-Licht fotografiert (Abbildung 4.3). Dies ermdglicht eine
Vorsortierung der Fraktionen, die Fluorescein beinhalten. Anschliefsend wurden fiir ei-
ne genauere Bestimmung Absorptionsspektren, wie in Abbildung 4.2 dargestellt, aufge-

nommen. Die Proteinkonzentration ergibt sich aus Formel 2.4 aus Abschnitt 2.2.1. Die
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Labelingstochiometrie ergibt sich dann wie folgt:

CFarbstof f _ A"Ll(AFa'rbstoff) . €(APr0tein)
CProbe g(AFarbstoff) A()\Protein)

(4.1)

Hierbei geben cryrpsioff/protein jeweils die Konzentrationen des Farbstoffs bzw. der
Probe wieder. AA(Apqrbstoff) ist die Absorption des Farbstoffes, welche fiir Fluorescein
bei A= 492nm ermittelt wurde. Der dazu gehérige Extinktionskoeffizient € betrigt e =
77000 M- tem™. A(Aprotein) bezieht sich auf den Absorptionswert des Proteins bei 280 nm.
Der molare Extinktionskoeffizient von MalFGK3 ist € = 196070 M~'cm™ und von MalE e
= 66350 M tcm™!. Wenn % > 1 ist, bedeutet dies, dass sich noch freier Farbstoff in
der Losung befindet. Durch eine weitere Sdulenchromatographie kann der iiberschiissige
Farbstoff entfernt werden.
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Abbildung 4.3.: Foto der Fraktionen unter UV-Licht und Graph iiber die jeweili-
gen Proteinkonzentrationen und Labelingstochiometrien. Die von der
Sdule aufgenommenen Fraktionen wurden nummeriert und nach einer ersten
Sichtung unter UV-Licht ihre Proteinkonzentration und Labelingstochiometrie
(cr/cprope =1 2 100% markiert) die bestimmt.

Die einzelnen Fraktionen wurden mit ihren dazugehorigen Proteinkonzentrationen und
Labelstdchiometrien wie in Abbildung 4.3 aufgetragen, was eine schnelle und iibersichtli-
che Auswahl der zu verwendenden Proben erméglicht. Zur weiteren Verwendungen wur-
den bei Bedarf einzelne Fraktionen zusammengemischt und /oder autkonzentriert. Fiir die
Fluoreszenzmessungen ist es von groker Bedeutung, dass sich kein freier Farbstoff in der
Lésung befindet, da dieser die Ergebnisse verfilscht. Fir die Aktivitdtstest ist es wich-
tig, dass eine Labelstochometrie von annihernd 1 vorhanden ist, um eine Uberlagerung
mit der Aktivitdt von unmakierten Proteinen auszuschliefen. Nach der Labelingprozedur
wurde das Protein nach Schockfrieren mit fliissigem Stickstoff bei -80°C gelagert.

Des Weiteren konnte beim Labeling kein Unterschied zwischen den Mutanten MalF-
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4. Fluoreszenzmarkierung der Mutanten von MalE und MalFGK,

(T177C)GK(C40S/C350M/C360S), und MalF(T177C)GK(C40S)s festgestellt werden.
Die Cysteine an den Position C350 und C360 im MalK-Dimer von MalF(T177C)G-
K(C40S), sind fiir das 5-TAF unzugénglich. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird des-
halb in der Regel die kiirzere Form MalF(T177C)GKj als Bezeichnung fiir beide Mutan-
ten verwendet.

Ein charakteristisches Emissionsspektrum von der mit Fluorescein markierten Mutan-
te MalF(T177C-AF)GKs befindet sich in Abbildung 4.4. Das Spektrum wurde mit einer
Anregungswellenldnge von A= 480 nm aufgenommen und es zeigt ein Emissionsmaxi-
mum bei 518 nm. Eine kleine Rotverschiebung des Emissionsspektrums gegentiiber freien
Fluorescein (A= 513 nm) zeigt eine marginale Beeinflussung des Fluorophores durch die

Proteinumgebung.
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Abbildung 4.4.: Emissionsspektrum von MalF(T177C-AF)GK> bei einer Anregungswel-
lenldnge von A= 480nm. Das Fluorescein ist an ein Cystein an der Position
177 von MalF gebunden. Das Emissionsmaximum liegt bei 518 nm. Diese Probe
wurde in 50mM Tris, pH 8.0, 0.01 % DDM, 20% Glycerin, 0.1 mM PMSF bei
20°C gemessen.

4.3. Labeling von weiteren MalFGK3; - und MalE-Mutanten

Das Labeling von den weiteren Mutanten wurde wie im Abschnitt 4.2 beschrieben durch-
gefiihrt. Bei den Varianten von MalE wurde kein Glycerin und auch kein DDM im Puffer
verwendet, da MalE kein Membranprotein sondern ein wasserldsliches Protein ist.

In der Tabelle 4.1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Mutanten aufgelistet. Die
ersten Proben wurden von der AG Schneider markiert. Im Verlauf dieser Arbeit wurde
dann das Verfahren zum Labeling optimiert, um eine hthere Labelingstochiometrie und

einen geringeren Proteinverlust zu erreichen. Diese Arbeiten wurden in der AG Alexiev
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4. Fluoreszenzmarkierung der Mutanten von MalE und MalFGK,

durchgefiihrt.
Datum Probe ‘ LS ‘
Fluoresceinmarkierte Mutanten in MalF
09.07.2008%* MalF(T177C-AF)GK(C40S)s 53%
17.12.2008* MalF(T177C-AF)GK(C40S)s 38%
12.03.2010 MalF(T177C-AF)GK(C40S)s 92 %
22.03.2010 MalF (T177C-AF)GK(C40S)2 100 %
04.05.2010 MalF(T177C-AF)GK(C40S/C350M /C360S)2 67 %
13.08.2010 MalF(T177C-AF)GK(C40S/C350M/C360S)2 | 100 %
27.08.2010 MalF (T177C-AF)GK(C40S), 95 %
28.07.2011 MalF (S205C-AF)GK(C40S), 100 %
Fluoresceinmarkierte Mutanten in MalG
17.12.2008* MalFG(P78C-AF)K(C40S), 14 %
[ 17.12.2008* | MalFG(Q256C-AF)K(C40S), | 58%
Fluoresceinmarkierte Mutanten in MalE
02.10.2009* MalE(G13C-AF) 24 %
12.03.2010 MalE(G13C-AF) 68 %
13.08.2010 MalE(G13C-AF) 93 %
10.08.2011 MalE(G13C-AF) 100 %
09.12.2011 MalE(G13C-AF) 82 %
16.12.2011 MalE(G13C-AF) 81%
02.10.2009* MalE(T31C-AF) 2.3%
[ 02.10.2009* | MalE(E211C-AF) | 18% |

Tabelle 4.1.: Fluorescein markierte (LS) Mutanten mit Herstellungs- bzw. Ubergabeda-
tum und Labelingstdchiometrie. Die mit * versehenen Proben wurden von der AG
Schneider fluoreszenzmarkiert. Das Datum entspricht dann der Ubergabe an die AG

Alexiev und sonst dem Markierungsdatum.
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5. Aktivitatsbestimmung von MalFGK>

Fluoreszenz-basierte Methoden sind ein wichtiges Werkzeug, um Informationen iiber die
Struktur, Dynamik und Funktion von biologischen Makromolekiilen zu erhalten. Das zu
untersuchende Biomolekiil kann hierfiir mit kovalent gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert werden (Kim et al., 2009; Kirchberg et al., 2011; Winkler et al., 2007; Alexiev
et al., 2003). Dabei ist eine Voraussetzung fiir die Nutzung dieser fluoreszenzmarkierten
Biomolekiile, dass ihre Funktionstiichtigkeit durch die Markierung nicht beeintréachtigt
wird. Zur Untersuchung der Dynamik des heteromeren ABC-Maltose-Transporters und
seiner Interaktion mit dem Maltose-Bindeprotein MalE wurden in der vorliegenden Ar-
beit die periplasmatischen Loops der TMD des Transporters und verschiedene ausge-
wihlte Positionen an MalE fluoreszenzmarkiert.

Die Energie, die fiir den Transport der Maltose durch die Zellmembran benétigt wird,
entsteht durch ATP-Hydrolyse in den MalK-Untereinheiten. Die ATP-Hydrolyse und da-
mit verbunden die Freisetzung von Energie kann nur stattfinden, wenn Maltose gebunden
ist, und dies erfolgt nur bei an MalE gebundener Maltose (Schneider et al., 2011). Deshalb
wird die funktionelle Aktivitdt des ABC-Transporters iiber die ATP-Hydrolyse- Aktivitét
(ATPase-Aktivitéit) unter Transportbedingungen, d. h. in Anwesenheit von Maltose, Ma-
IE und ATP bestimmt (Daus et al., 2006; Nikaido et al., 1997). In dieser Arbeit wurde
ein Verfahren entwickelt, um die ATPase-Aktivitdt von fluoreszenzmarkierten Maltose-
Transporterkomplexen nachzuweisen (Repen et al., 2012). Im folgenden werden verschie-
dene ATP-Aktivitétstests vorgestellt und die Weiterentwicklung eines Malachit-Griin-

Assays filir fluoreszenzmarkierte Maltosetransporter beschrieben.

5.1. ATPase-Aktivitatstests

Entscheidend fiir einen ATPase-Aktivitdtstest ist die genaue Bestimmung des freigesetz-
ten Phosphats. Hierfiir gibt es verschiedene radiometrische und photometrische Metho-
den. Letztere haben im Gegensatz zu radiometrischen Methoden den Vorteil, dass sie
ohne radioaktive und somit gefdhrdende Komponenten auskommen. Um direkt messbe-
gleitend die ATPase-Funktion zu bestimmen, wurde deshalb ein photometrischer Test
so weiterentwickelt, dass sensitiv die Aktivitdt von fluoreszenzmarkierten solubilisierten
Maltosetransporter-Protein gemessen werden kann. Mit Hilfe einer Kalibrierkurve mit be-
kannten Phosphatkonzentrationen kann das durch die hydrolytische Aktivitat des MalK
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5. Aktivitdtsbestimmung von MalFGK,

freigesetzte Phosphat bestimmt werden.

Zu den photometrischen Phosphatbestimmungsmethoden sind insbesondere die Molyb-
dénblau-, Vanadat-Molybdat und Malachitgriin-Verfahren zu nennen (Fiske and Subba-
row, 1925; Carter and Karl, 1982; Itaya and Ui, 1966; Gericke and Kurmies, 1952). In
allen drei Verfahren ist Ammoniummolybdat der Komplexbildner mit dem freien anor-
ganischen Phosphat. Bei dem Molybdanblau-Verfahren setzen sich Orthophosphate mit
Ammoniummolybdat im sauren Milieu zu Phosphomolybdénséure um. Durch ein Reduk-
tionsmittel ergibt sich das Phosphomolybdanblau, welches im Spektralbereich zwischen
740nm und 880 nm detektiert werden kann (Chifflet et al., 1988).

Das Vanadat-Molybdat-Verfahren kommt ohne Reduktionsmittel aus. Dabei reagie-
ren Orthophosphat und Ammoniumvanadat zum gelben Ammoniumphosphorvanadomo-
lybdat. Dieses kann bei 380 nm photometrisch gemessen werden (Gericke and Kurmies,
1952).

CH, CI:Hs
|
® N
N ™ CH,
H,C
c®

Abbildung 5.1.: Strukturformel von Malachitgriin mit dem Grundkérper Triphenylmethan
in der Mitte.

Eine weitere Methode ist der Malachitgriin-Assay. Malachitgriin gehért zu den Triphe-
nylmethanfarbstoffen (Abbildung 5.1). Das Orthophosphat bildet, wie in Abbildung 5.2
dargestellt, unter sauren Bedingungen einen Komplex mit Ammoniummolybdat (Itaya
and Ui, 1966; Terasaki and Brooker, 1976). Die darauf folgende Bindung des Malachit-
griins mit dem Phosphomolybdat lasst sich bei einer Wellenldnge von 620 nm-750 nm
nachweisen (Baykov et al., 1988).

Fiir die vorliegende Arbeit wurde zunéchst das Molybdéanblauverfahren zur Phosphat-
bestimmung nach Chifflet et al. (1988) getestet. Als Reduktionsmittel wirkt hier die
Ascorbinsdure. Zur Durchfithrung des Molybdanblauverfahrens werden mehrere Chemi-
kalien benétigt, die zum Teil jedesmal frisch angesetzt werden und bestimmten Spezi-
fikationen entsprechen miissen. Diese variieren jedoch nach Herstellerfirma und Charge.

In einer Testmessung konnte aus diesem Grunde mit den vorhandenen Chemikalien kei-
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5. Aktivitdtsbestimmung von MalFGK,

(gelb) (Malachitgriin) (grin, A, = 640nm)
(gelb, A .y = 446nm)

Abbildung 5.2.: Malachitgriinreaktion mit Phosphat und Ammoniummolybdat. Frei-
es Phosphat wird mit Ammoniummolybdat zu Phosphomolybdat, welcher als
Komplex nur im Sauren stabil ist. Der gelbe Phosphomolybdat-Komplex wie-
derum bildet mit Malachitgriin einen photometrisch detektierbaren und stabilen
Komplex.

ne zufriedenstellende Kalibrierkurve aufgenommen werden. Deshalb wurde nach einer
alternativen Methode gesucht.

Diese alternative Methode bestand aus einem kduflich zu erwerbenden SensoLyte Ma-
lachit Green Colometric Assay von Anaspec. Hierbei handelt es sich um einen Mala-
chitgriin-Assay, welcher eine hohe Genauigkeit im Konzentrationsbereich von 8 pM bis
50 pM von freiem Phosphat besitzt [Anaspec|. Im Gegensatz zum Molybdénblauverfahren
besteht dieser Test nur aus der Malachitammoniummolybdat-Lésung und einem Phos-

phatstandard fiir die Herstellung der Kalibrierkurve.

5.2. Malachitgriin-Verfahren: Kalibrierkurve

Die Aufnahme einer Kalibrierkurve mit definierten Phosphatkonzentrationen ist essenti-
ell fiir eine spitere Phosphatbestimmung. Hierfiir wurde mit KHoPO4 als Phosphatstan-
dard eine Verdiinnungsreihe von 12.5 uM bis 0.78 uM in Probenpuffer (50 mM Tris pH 8,
20 % Glycerin, 0.01 % DDM, 0.1 mM PMSF) hergestellt. Die Konzentration wurde hier-
bei schrittweise halbiert. Von jeder hergestellten Konzentration wurde nach Zugabe der
Anaspec Malachitgriinlésung und einer Inkubationszeit von 30 min. ein Absorptionsspek-
trum von 600 nm bis 800 nm gemessen (sieche Abbildung 5.3). Wie vom Hersteller angege-
ben, wurden die Absorptionswerte bei 650 nm fiir die Kalibrierkurve, wie sie in Grafik 5.4
dargestellt wird, verwendet. Dabei wurde der Absorptionswert der Malachitgriin-Losung
ohne Phosphat als Hintergrundabsorption (sogenannter Blank-Wert) abgezogen. Die er-
haltene Kalibrierkurve zeigt eine lineare Abhéngigkeit der Absorptionswerte im gesamten
verwendeten Konzentrationsbereich des Phosphatstandards. Es ist jedoch erkennbar, dass

die Messpunkte um die Ausgleichgerade schwanken.
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Abbildung 5.3.: Malachitgriin (MG)-Phosphat- Komplexes bei verschiedenen Phos-
phatkonzentrationen in Probenpuffer. Bei 650 nm ist eine Proportionalitét
von der Absorption zur Phosphatkonzentration zu erwarten. Die Losungen wur-
den in 50mM Tris pHS&, 20 % Glycerin, 0.01% DDM, 0.1 mM PMSF bei 20°C
gemessen.

0 a 1 a I a 1 A 1 a I

0 10 20 30 40 50
P. Konzentration (uM)

Abbildung 5.4.: Kalibrierkurve des Malachitgriin-Verfahrens nach Herstellerprotokoll.
Die Messungen wurden in Probenpuffer durchgefiihrt. Aus den Absorp-
tionsdaten bei 650 nm aus Abbildung 5.3 gewonnen und mit einer Ausgleichsgra-
den gefittet. Messbedingungen: 50mM Tris pHS8, 20 % Glycerin, 0.01 % DDM,
0.1mM PMSF, 20°C.
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5. Aktivitdtsbestimmung von MalFGK,

5.3. Optimierung des Malachitgriin-Verfahrens fiir die
Aktivitatsbestimmung des ABC-Transporters

Fiir eine genaue Durchfiihrung des Malachitgriin-Verfahrens muss ausgeschlossen werden,
dass die fiir den Aktivitatstest verwendeten Chemikalien die Phosphatbestimmung be-
einflussen. Bei Natriumdodecylsulfat (SDS), einem Detergens, welches zum Stoppen der
enzymatischen Aktivitdt durch Denaturierung des Transporters verwendet wird, wurde
eine solche Beeinflussung nachgewiesen. Das SDS bewirkt eine Verfarbung des Malachit-
griins (Terasaki and Brooker, 1976). Weitere Chemikalien, die die Reaktion beeinflussen
konnen sind Glycerin (Zhu et al., 2009) und Ammoniummolybdat (Geladopoulos et al.,
1991).

Um trotz der zusétzlichen Absorptionsbande aufgrund der Zugabe von SDS eine Phos-
phatbestimmung durchfithren zu kénnen, wurden die Absorptionsspektren von SDS und
Phosphat, welche jeweils mit Malachitgriin reagieren wie in Abbildung 5.5 gezeigt, ana-
lysiert. Die Absorptionsmaxima der beiden Spektren unterscheiden sich deutlich. Der
Komplex mit SDS hat einen Peak der Absorptionsbande bei 629 nm, wihrenddessen der
Malachitgruen-Phosphat-Komplex eine dazu rotverschobene Absorptionsbande aufweist
(Abbildung 5.6). Somit kann zwischen beiden Absorptionsbanden unterschieden werden.
Bei 700 nm ist die Absorption des SDS-Malachitgriin-Komplexes marginal im Vergleich
zur Absorption des Phosphat-Malachitgriin-Komplexes. Alle weiteren Kalibrierkurven
wurden deshalb in Gegenwart von SDS aufgenommen und die Absorption bei 700 nm als
Messwert fiir die Kalibrierkurve verwendet.

Eine weitere Schwierigkeit zur Bestimmung der Phosphatkonzentration stellt das Gly-
cerin dar. Glycerin wird zur Stabilisierung des Proteins verwendet und ist somit ein fester
Bestandteil des Puffers. Es ist bekannt, das Glycerin eine Verringerung der Absorption
bei Ammoniummolybdat-basierten-Assays verursacht (Chifflet et al., 1988). Es wurde
eine bis zu 67 % geringere Absorption festgestellt.

Um zu testen, ob die verringerten Absorptionswerte mit einer verlangsamten Kinetik
der Bildung des Komplexes erklart werden kann, wurde der Zeitverlauf der Bildung des
Komplexes mit verschiedenen Glycerin Konzentrationen spektroskopisch aufgenommen
(Abbildung 5.6 und 5.7). Es zeigte sich, dass bei 20 % Glycerin der Reaktionsverlauf
stark verlangsamt ist und die Sattigung erst nach 200 Minuten erreicht wird. In HoO oh-
ne Glycerin tritt die Séttigung dagegen schon nach 20 Minuten ein (Geladopoulos et al.,
1991). Wie in Abbildung 5.6 zu erkennen, ist der Verlauf der Kinetik in Anwesenheit
von 20 % Glycerin nicht gut reproduzierbar. Um die Reaktionszeit bis zur Sittigung zu
senken, wurde die Konzentration des Glycerins auf 2 % herabgesetzt. Wie Abbildung 5.7
zeigt, tritt die Sattigung jetzt schon nach 40-60 Minuten ein und eine Reproduzierbarkeit

der Kinetik ist unter diesen Bedingungen wieder gegeben. Da eine Verringerung der Gly-
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Abbildung 5.5.: Einfluss von SDS: Absorptionsspektren von verschiedenen Konzentrationen
des Phosphatstandards mit Malachitgriin (MG) (50mM Tris pHS8, 20% Gly-
cerin, 0.01% DDM, 0.1mM PMSF) und verschiedene SDS Konzentrationen in
MilliQ-Wasser mit Malachitgriin. Die Absorption der Lésungen mit SDS ist im

Gegensatz zur Phosphatlosung bei 700 nm marginal.

cerinkonzentration im Puffer zur Instabilisierung des ABC-Transporterkomplexes fiihrt,
kann diese nur nach der Inaktivierung des Transportkomplexes, d.h. nach der Zugabe
des SDS erfolgen (Landmesser et al., 2002). Die Probenlosung wurde deshalb nach der
ATPase-Reaktion und dem folgenden Abstoppprozess mit SDS auf ein Fiinftel verdiinnt.
Dies fiihrte zu einer Glycerinkonzentration von 4 %, welche ebenfalls noch eine genaue
Phosphatbestimmung erméglichte. Die Phosphatkonzentration, die dabei um den Fak-
tor 5 gesenkt wurde, liegt immer noch im linearen Bereich von 0.1 pM bis 50 pM der

Phosphatdetektion.
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Abbildung 5.6.: Einfluss von Glycerin: Kinetik der Absorption bei 650nm von Phosphat-
standard mit Malachitgriin (MG) (12.5uM P;, 50mM Tris pHS, 20% Glyce-
rin, 0.01% DDM , 0.1mM PMSF). Die schwarze Kurve wurde nach einer 15-
miniitigen Inkubationszeit, 250 rpm geschiittelt, aufgenommen. Die griine und
rote Kurve wurden direkt nach der Zugabe von Malachitgriin aufgenommen.
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Abbildung 5.7.: 2% Glycerin: Kinetik der Absorption bei 650 nm von Phosphatstandard mit
Malachitgriin (MG) (12.5 pM P;, 5mM Tris pH&, 2% Glycerin, 0.001 % DDM,
0.01 mM PMSF). Beide Messungen sind unabhéngig voneinander gemessen und
reproduzierbar. Die hohe Viskositdt von Glycerin verhindert eine schnelle Mi-
schung der Reaktanten und verlangsamt die Reaktion mit Malachitgriin.

Da eine Stunde Reaktionszeit ebenfalls noch zu lang fiir die Anzahl der durchzufiithren-

den Messungen ist, wurde nach einer Losung gesucht, die Reaktionszeit zu beschleunigen.

Es gibt eine Korrelation zwischen Verdnderung der Ammoniummolybdatkonzentration
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und der Farbentwicklung des Malachitgriins mit dem freien Phosphat (Geladopoulos
et al., 1991). Um die Reaktion zu beschleunigen, wurde zusatzlich zur Malachitgriin-
Losung des Herstellers 2.2 % Ammoniummolybdat zum Reaktionsansatz zugegeben. Wie
deutlich in Abbildung 5.8 zu sehen ist, beschleunigt sich die Kinetik der Reaktion und die
Séttigung wird nach ca. 30 Minuten erreicht. Alle weiteren Absorptionsbestimmungen fiir
die Phosphatkonzentrationsbestimmung wurden nach einer 30-miniitigen Reaktionszeit

mit Malachitgriin aufgenommen.
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Abbildung 5.8.: Einfluss von Ammoniummolybdat: Kinetik der Absorption bei 650 nm von
Phosphatstandard mit Malachitgriin (MG) (6.25 pM P;, 5mM Tris pH 8.0, 4 %
Glycerin, 0.001 % DDM, 0.01 mM PMSF, 0.4 % SDS). Die schwarze Kurve wurde
ohne Ammoniummolybdat aufgenommen, die rote mit 2.2 % Ammoniummolyb-
dat, welches die Reaktion von Malachitgriin mit freiem Phosphat beschleunigt.

Nachdem der Malachitgriin-Phosphat-Assay fiir die Probenpufferbedingungen des ABC-
Transporters optimiert wurde, wurde eine neue Kalibrierkurve aufgenommen (Abbildung
5.10) Die dazugehorigen Absorptionsspektren sind in Abbildung 5.9 dargestellt. Die ent-
sprechenden Proben der Verdiinnungsreihe von 12.5puM bis 0.78 uM des Phosphatstan-
dards wurden in 0.4 % SDS, 4 % Glycerin, 10 mM Tris pH 8.0, 0.002 % DDM und 0.02 pM
PMSF hergestellt. Das Probenvolumen betrug 60 pl. Zu dieser wurden jeweils 15l Mala-
chitgriin und 6 pl 30 % Ammoniummolybdat zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
30 Minuten bei 20°C wurden jeweils Absorptionsspektren iiber den Wellenldngenbereich
von 600 nm bis 800 nm gemessen. Aus den Absorptionswerten bei 700 nm wurde, wie in
Abbildung 5.10 dargestellt, die Kalibrierkurve erstellt. Diese zeigt eine Steigung von 1.09
+ 0.01 (nmol ' Phosphat-60 pl) pro OD, welche bezogen auf ein Probenvolumen von 60 pl

eine direkte Umrechnung der OD zur Phosphatkonzentration ermdoglicht.
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Abbildung 5.9.: Absorptionsspektren des Phosphatstandards in unterschiedlichen
Konzentrationen mit Malachitgriin (MG). Bei 700 nm konnte eine Pro-
portionalitdt von der Absorption zur Phosphatkonzentration nachgewiesen wer-
den. Die Losungen wurden in 10mM Tris pH 8, 4% Glycerin, 0.002% DDM |,
0.02mM PMSF, 0.4 % SDS, 2.2 % Ammoniummolybdat gemessen.
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Abbildung 5.10.: Kalibrierkurve unter optimierten Bedingungen Absorptionsdaten bei
700nm sind aus Abbildung 5.9 gewonnen und linear gefittet. Messbedingun-
gen: 10mM Tris pH &, 4% Glycerin, 0.002% DDM , 0.02mM PMSF, 0.4 %
SDS, 2.2 % Ammoniummolybdat.
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5.4. Kontrollmessungen

Nachdem der Malachitgriin-Phosphat-Test fiir die Probenpuffer-Bedingungen des ABC-
Transporters optimiert wurde, miissen fiir den eigentlichen Aktivitdtstests Kontrollmes-
sungen durchgefiihrt werden. Wie in der Einleitung zu Kapitel 5 ausgefiihrt, wird die
Aktivitdt des Maltose-Transporters iiber die ATPase-Aktivitit der MalK-Untereinheiten
bestimmt, welche unter Transportbedingungen, d.h. in Anwesenheit von Maltose, Malk
und ATP, stimuliert wird. Die Kontrollmessungen sollen zeigen, ob die Malachitgriin-
Losung eine Verfirbung in Anwesenheit der einzelnen Proteine oder Chemikalien zeigt,
die dann félschlicherweise fiir freies Phosphat aus der ATP-Hydrolyse gehalten werden
kann. Somit wurde der Malachitgriin-Test der Reihe nach in Anwesenheit vom Fluores-
zenzfarbstoff Fluorescein, von ATP, ATP und MalE, ATP und fluoreszenzmarkiertem
MalE (G13C-AF), ATP und Transporter MalFGK2(C40S) sowie von ATP und fluores-
zenzmarkiertem MalF(T177C-AF)GK2(C40S) durchgefithrt. Die beiden letzten Messun-
gen dienen ebenfalls zur Bestimmung der basalen ATPase-Aktivitét des Transporters,
d.h. der ATPase-Aktivitdt von MalK unter Nicht-Transportbedingungen. Diese basale
ATPase Aktivitdt ist somit ein Hintergrundwert fiir die Bestimmung der Aktivitéit des
Transporters. Unter den gleichen Bedingungen wie danach der Aktivitatest durchgefiihrt
wird, wurden die Kontrollproben in Probenpuffer (2% SDS, 50mM Tris pH8.0, 20 %
Glycerin, 0.01 % DDM, 0.1 mM PMSF) 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Fiir die anschlie-
fende Phosphatbestimmung erfolgte eine 1:5 Verdiinnung der jeweiligen Kontrolllosung
mit der dann geringeren Pufferkonzentration (0.4 % SDS, 10mM Tris pH8.0, 4% Gly-
cerin, 0.002 % DDM, 0.02mM PMSF). Von dieser wurden 60 pl mit 15ul Malachitgriin-
Losung und 6 pl 30 % Ammoniummolybdat zusammengegeben und nach einer Inkubati-
onszeit von 30 Minuten bei 20°C iiber die aufgenommenen Absorptionsspektren (600 nm
bis 800 nm) die OD bei 700 nm bestimmt.

Das Ergebnis der ersten Kontrollmessung der inkubierten Blank-Probe zeigt keine Ver-
dnderung durch die 5-miniitige Inkubation bei 37°C im unverdiinnten Puffer. Die Ergeb-
nisse der weiteren einzeln getesteten Komponenten finden sich in Abbildung 5.11.

Es ist zu erkennen, dass die Bestimmung der Basalaktivitat des Transporters die héchs-
ten Absorptionswerte ergibt (Abbildung 5.11). Da dieser Wert als Hintergrundwert fiir
die Aktivitdtsbestimmung des Transporters dient und alle anderen Absorptionswerte der
einzelnen Komponenten kleiner als der Basalwert sind, ist eine Bestimmung der Phos-
phatkonzentration mit der fiir den Aktivitétstest erforderlichen Genauigkeit ist gegeben.
Hervorzuheben ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein, der fiir die Markierung des
Transporters und des Maltosebindeproteins benutzt wurde, eine Absorption vergleichbar
zu dem Blank-Wert aufweist (Abbildung 5.11). N&here Informationen zu den Basalmes-

sungen finden sich im folgenden Unterkapitel.
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Abbildung 5.11.: Kontrollmessungen mit dem Malachitgriin-Phosphat-Test. Die Reak-

tion wurde unter den optimierten Bedingungen (vergleiche Abbildung 5.10)
durchgefiihrt. Die Proben wurden zusédtzlich 5 Minuten vor der Farbentwick-
lung bei 37°C inkubiert.
a) Blank-Wert in Anwesenheit von 0.4 % SDS, 10mM Tris pH 8.0, 4% Glyce-
rin, 0.002 % DDM, 0.02mM PMSF. b) 9.5 uM Fluorescein (IAF) in Anwesen-
heit von 0.4 % SDS, 10mM Tris pH 8.0, 4 % Glycerin, 0.002% DDM, 0.02 mM
PMSF. ¢) 1.92mM ATP in Anwesenheit von 9.6 mM MgCly, 0.4 % SDS, 10 mM
Tris pH 8.0, 4% Glycerin, 0.002% DDM, 0.02mM PMSF. d) 0.416 mg/ml Ma-
IE in Anwesenheit von 1.92mM ATP, 9.6 mM MgCl,, 10 uM Maltose, 0.4 %
SDS, 10mM Tris pH8.0, 4% Glycerin, 0.002% DDM, 0.02mM PMSF. e)
0.416 mg/ml MalE(G13C) in Anwesenheit von 1.92mM ATP, 9.6 mM MgCl,,
10uM Maltose, 0.4% SDS, 10mM Tris pH8.0, 4% Glycerin, 0.002% DDM,
0.02mM PMSF. f) 0.416 mg/ml MalE(G13C-AF) in Anwesenheit von 1.92mM
ATP, 9.6 mM MgCl,, 10 pM Maltose, 0.4 % SDS, 10mM Tris pH 8.0, 4 % Gly-
cerin, 0.002 % DDM, 0.02mM PMSF. g) 0.013mg/ml MalFGK,(C40S) in An-
wesenheit von 1.92mM ATP, 9.6 mM MgCl,, 0.4 % SDS, 10mM Tris pH 8.0,
4% Glycerin, 0.002% DDM, 0.02mM PMSF. h) 0.013 mg/ml MalF(T177C-
AF)GK(C40S); in Anwesenheit von 1.92mM ATP, 9.6 mM MgCl,, 10puM Mal-
tose, 0.4% SDS, 10mM Tris pH8.0, 4% Glycerin, 0.002% DDM, 0.02mM
PMSF
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5.5. Bestimmung der Transporter-Aktivitat

Die Bestimmung der Transporter-Aktivitdt wird in Abbildung 5.12 exemplarisch fiir
den Transporterkomplex MalFGK(C40S)s und fluoreszenzmarkiertes MalE und nicht-
fluoreszenzmarkiertes MalE dargestellt. Hierzu wurde die ATPase-Reaktion vor Zugabe
von MalE (0 Minuten Wert), nach 2 Minuten, 5 Minuten und 10 Minuten mit SDS
gestoppt. Danach wurde die jeweilige Probe im Verhé&ltnis 1:5 mit HoO verdiinnt. Zur
Phosphatbestimmung wurden dann zu 60 pl Probe 6 pl 30% Ammoniummolybdat und
15 pl Malachitgriin hinzugefiigt. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde die Absorpti-
on iiber das Spektrum von 600nm bis 800 nm aufgenommen. Der Absorptionswert bei
700nm diente zur Bestimmung der Phosphatkonzentration unter Benutzung der Kali-
brierkurve, die in Abbildung 5.10 gezeigt ist. Die berechneten Phosphatkonzentrationen
zu den vier Zeitpunkten, normiert auf die Menge des eingesetzten Transporters MalFGKo
wurden in Abbildung 5.12 als Funktion der Reaktionszeit aufgetragen. Die Daten in allen
drei gezeigten Messreihen wurden dreifach bestimmt und die Messreihen wurden zweimal
unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Fiir alle drei Messreihen wird der Sattigungsbe-
reich nach 10 Minuten erreicht. Fiir die Bestimmung der Aktivitat von MalFGK(C40S),
wird die Basalaktivitéit, dargestellt als schwarze Datenpunkte in Abbildung 5.12, mit
der ATPase-Aktivitiat unter Transportbedingungen, d.h. in Anwesenheit von MalE und
Maltose (griine Datenpunkte), verglichen. Es ist deutlich zu sehen, dass im Séttigungsbe-
reich eine ca. 3-fach hohere Konzentration an Phosphat vorhanden ist. Eine Erhohung der
Aktivitdt unter Transportbedingungen um einen Faktor zwei gegeniiber der Basalaktivi-
tat zeigt die normale Wildtyp-Aktivitat des Transporters in Detergenzlosung an (Daus
et al., 2006). Die eingesetzten Konzentrationen an MalFGK(C40S)2, MalE und Maltose
fiir den in dieser Arbeit durchgefithrten Malachitgriin-Phosphat-Test zur Bestimmung
der ATPase-Aktivitdt (siehe Angaben in Kapitel 3.8.1) sind vergleichbar zu denen, die
fiir den in der Literatur verwendeten Molybdanblau-Test eingesetzt wurden (Daus et al.,
2006, 2007a). Im Fall von fluoreszenzmarkiertem MalE(G13C-AF) (rote Datenpunkte in
Abbildung 5.12) liegen die bestimmten Phosphatwerte nur etwas niedriger als fiir MalE.
Es ist klar zu erkennen, dass die Aktivitdt unter Transportbedingungen mindestens einen
Faktor zwei grosser ist als die Basalaktivitdt. Damit konnte gezeigt werden, dass auch
fluoreszenzmarkiertes MalE(G13C-AF) aktiv ist.

Zusitzlich zu dem Aktivitétstest von MalE G13C-AF mit dem Komplex in Deter-
gens wurde ein Aktivititstest mit MalE G13C-AF mit dem Komplex in Proteoliposomen
durchgefiihrt. Dieser Test soll zeigen, dass sich die Mutation und das Labeling mit TAF
nicht negativ auf die Aktivitit des Transporters auswirkt, wenn er sich in einer natiirli-
chen Umgebung, in einem Lipidbilayer, befindet (siehe Abschnitt 5.5.2).
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Abbildung 5.12.: Aktivitidtstest MalE und MalE G13C-AF Bestimmung des Phosphatge-
halts im Verhéltnis zum eingesetzten Protein nach einer ATPase-Aktivitat von
0, 2, 5 und 10 Minuten angefittet mit der ExponentialfunktionY = K,,,, - e~ **
angefittet (Koepsell et al., 2005), wobei K,,q, den theoretischen Sattigungs-
wert, angibt. MalE (griin) und die AF markierte Mutante MalE G13C-AF im
Vergleich zum Basalwert (schwarz).

5.5.1. Ubersicht der Aktivititstests fiir die Transporter-Komplexvarianten

In diesem Abschnitt wird der ATPase-Aktivitdtstest fiir die fluoreszenzmarkierten und
unmarkierten Transporter-Komplexmutanten beschrieben. Es wurden die Sattigungswer-
te der Phosphatkonzentrationen der Aktivitdtsmessungen mit den verschiedenen Kom-
plexvarianten im P2-Loop von MalF ermittelt und in Abbildung 5.13 dargestellt. Die
getesteten Komplexvarianten zeigen eine eindeutig héhere Aktivitdt mit MalE und Mal-
tose im Vergleich zur Basalaktivitiat. Die markierte Probe MalF(T177C-AF)GKy zeigt
im Bereich des Fehlers keine Aktivitdtsveranderung zur unmarkierten Mutante MalF-
(T177C)GKs. Die Markierung durch Fluorescein bewirkt keine Verringerung der ATPa-
se Aktivitdt bei der Variante MalF(T177C)GKjs. Beide Proben von MalF(T177C)GKj,
markiert und unmarkiert, sind somit aktiv. Dies stimmt auch mit den Aktivitdtsbestim-
mungen von MalFGKs in der Literatur (Daus et al., 2006) tiberein.

Bei MalF(5205C)GKs ist jedoch eine signifikante Verringerung der Aktivitat durch die
Markierung mit Fluorescein zu beobachten. Die unmarkierte Variante besitzt eine hdhe-
re Aktivitit als MalFGKjy, verliert diese aber durch die Fluoresceinmarkierung. Dies gilt
fiir die basale Aktivitat und die Aktivitdt mit MalE und Maltose. Die ATPase-Aktivitét
mit Maltose und MalE fiir MalF(S205C-AF)GKs ist vergleichbar zur Basalaktivitat von
unmarkierter MalF(S205C)GK,. Die Mutante MalF(S205C)GKj ist dadurch fiir weitere
Fluoreszenz-spektroskopische Untersuchungen zur Aufklirung des Transportmechanis-

mus ungeeignet.
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Abbildung 5.13.: ATPase-Aktivitétstests der verschiedenen Komplexmutanten im
Vergleich Die ermittelten Séttigungswerte des Phosphatgehalts nach ATP-
Hydrolyse unter Transportbedingungen fiir verschiedene MalFGKs-Varianten,
fluoreszenzmarkiert und unmarkiert.

5.5.2. Ubersicht der Aktivititstests fiir die MalE-Varianten

Zusitzlich zu den Transporterkomplex-Varianten wurden auch markierte und umarkier-
te MalE-Varianten auf Aktivitdt getestet. In Abbildung 5.14 sind Séttigungswerte der
Phosphatkonzentrationen der Aktivitdtsmessungen mit den verschiedenen Varianten von
MalE als Balkendiagramm dargestellt.

Die Mutante MalE(G13C) ist, wie in Kapitel 5.5 beschrieben, im markierten und un-
markierten Zustand aktiv. Die Mutante MalE(E211C) hat im Bereich des Fehlers den
gleichen Séttigungswert im markierten und unmarkierten Zustand wie MalE(G13C) und
wird daher als aktiv angesehen.

Zusétzlich zu den Messungen von MalE wt und MalE(G13C) markiert und unmarkiert
mit dem Komplex in Detergens wurden aukerdem noch Messungen mit dem Komplex
in Proteoliposomen durchgefiihrt (Durchfithrung siehe Abschnitt 3.8). Aus der Literatur
ist bekannt (Daus et al., 2007a), dass fiir den den Transporterkomplex in Membranun-
gebung, im Gegensatz zum Detergenz-solubilisierten Transporter, eine vernachlissigbare
basale ATPase-Aktivitat vorhanden ist. Wie erwartet, zeigen auch die hier durchgefiihr-
ten Messungen im Membransystem (Proteoliposomen) eine geringere Basalaktivitidt im
Vergleich zum Transporterkomplex in Detergenzmizellen (Abbildung 5.14). Alle hier ge-

testeten MalE Varianten besitzen eine eindeutige Aktivitat.
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Abbildung 5.14.: Aktivitétstests der verschiedenen MalE Mutanten im Vergleich. Die
ermittelten Sattigungswerte des Phosphatgehalts nach ATP-Hydrolyse unter
Transportbedingungen fiir verschiedene Mutanten von MalE im fluoreszenz-
markiertem und unmarkiertem Zustand mit dem Komplex MalFGK(C40S),.
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6. Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen

am ABC-Maltosetransporter

Zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie-Zerfallsmessungen in Kombination mit ortsspezi-
fisches Fluoreszenz-Labeling erméglicht es, Informationen iiber die lokale Dynamik von
interhelikalen Loop-Domainen im Pikosekunden- und Nanosekundenbereich zu erhalten
(Kim et al., 2012). Die Rotationsdiffusion des kovalent gebundenen Farbstoffs wird von
der Bewegung des Proteinsegments, an welches die Fluoreszenzreportergruppe gebunden
ist, beeinflusst. Damit manifestiert sich in der Anisotropiezerfallskurve eine Hierarchie
von Bewegungen die aus der Rotationsbewegung des Farbstoffs, der beweglichen Protein-
segmente und der Gesamtrotation des Molekiils, in diesem Fall des Transporterkomplexes,
resultiert. Die Anisotropiezerfallskurve enthilt somit sowohl Informationen {iber globale
und lokale Proteindynamiken als auch iiber die Proteinstrukturen und Konformations-
dnderungen. Der Konformationsraum und die Bewegung der interhelikalen periplasmati-

schen Loops in den verschiedenen Stadien des Transportvorgangs sind von Interesse.

6.1. Messungen an der periplasmatischen Oberflache

In der vorliegenden Arbeit wurde die periplasmatische Oberfliche des ABC-Maltosetrans-
porters untersucht. Im Fokus waren hierbei der grofe und fiir den Maltosetransport
bedeutende periplasmatische P2-Loop von MalF (Daus et al., 2009) und die ebenfalls
im Transportzyklus beteiligten periplasmatischen Loops P1 und P3 von MalG (Daus
et al., 2007a). Hierzu wurden, wie in Abbildung 6.1 zu erkennen ist, die Position 177
im P2-Loop von MalF und die Positionen 78 im P1l-Loop und 256 im P3-Loop von
MalG fiir die die Ankopplung Fluoreszenz-Reportergruppe ausgewéhlt. Die entsprechen-
den Cystein-Mutanten in diesen ausgewihlten Positionen wurden vom Kooperationspart-
ner AG Schneider schon in fritheren Experimenten eingesetzt (Jacso et al., 2009; Daus
et al., 2007a).

Aminosdure T177 befindet sich in einem kurzen helikalen Segment in der Mitte des
P2-Loops von MalF und ist nicht in direktem Kontakt mit dem gebundenen MalE (Ab-
bildung 6.1 und 2.3). Der P2-Loop enthélt ca. 180 Aminosiuren und eine ausgeprigte
Sekundérstruktur aus $-Faltblatt und o-Helices. Der P1-Loop von MalG ist im Gegen-

satz zum P2-Loop von MalF wesentlich kleiner. Die Position 78 befindet sich in einem
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unstrukturierten Bereich in diesem Loop und ist ebenfalls nicht in direktem Kontakt mit
dem gebundenen MalE soweit es sich anhand der Kristallstruktur beurteilen ldsst (Ab-
bildung 2.3). Von groftem Interesse ist aukerdem der P3-Loop von MalG, der trotz seiner
geringen Grofe tief ins Periplasma hineinreicht. Die Kristallstruktur des Transportkom-
plexes mit gebundenen MalE (Abbildung 2.3) deutet an, dass sich der P3-Loop in die
Struktur des MalE eingepasst hat. Die Labelposition 256 befindet sich in einem unstruk-
turierten Bereich zwischen zwei Helices und auch hier besteht kein direkter Kontakt mit
dem gebundenen MalE.

Zur Untersuchung der periplasmatischen Oberflache und und ihrer Bedeutung fiir den
Transportvorgang wurde die Dynamik der drei hier beschriebenen Loops wéihrend des ge-
samten Transportzyklus mit Hilfe der zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie untersucht.
In An- und Abwesenheit von MalE, ATP und Maltose wurde der Zerfall der Fluoreszenza-
nisotropie gemessen und die Anderung zwischen den verschiedenen Transportschritten
analysiert. Zusétzlich wurde in einem letzten Schritt die Hydrolysefdhigkeit der markier-
ten Mutanten unter Transportbedingungen getestet. Hierzu wurde der Transporter in
Anwesenheit von MalE, ATP, Maltose und verschiedenen MgCls-Konzentrationen unter-

sucht, um die Auswirkung auf die periplasmatische Oberfliche der TMD zu ermitteln.
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Abbildung 6.1.: Sekundir- und Tertidrstruktur von MalF und MalG mit den ausge-
wihlten Labelpositionen. Markiert sind die Positionen T177 (rot), P78 (blau)
und Q256 (griin). Die Abbildung wurde auf Grundlage der Kristallstruktur von
Oldham et al. (2007) (PDB: 2R6G) und den Topologiemodellen von MalF (Fros-
hauer et al., 1988) und MalG (Boyd et al., 1993) angefertigt.
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6.1.1. Vergleich der Anisotropie-Zerfallskurven in den verschiedenen
Positionen im Grundzustand des Transportzyklus

Zu Vergleichzwecken und zur Uberpriifung des experimentellen Aufbaus wurden Aniso-
tropie-Zerfallsmessungen mit freiem Fluorescein durchgefiihrt.

Hierzu wurde Fluorescein-Dinatriumsalz bei einem pH-Wert von 8.0 und einer Tem-
peratur von 20°C mit der TCSCP-Apparatur parallel (1)) und senkrecht (I, ) gemessen
(Abbildung 6.2 A).

A 10*

Intensitat (counts)

Residuen

rh o nbh o po

(@)

0.2

Anisotropie

0.1

0.0 A abs MAA N s A AbL ) A

Zeit (ns)

Abbildung 6.2.: Fluoreszenzzerfall und -anisotropie von Fluorescein-Dinatriumsalz. A:
Die Fluoreszenzzerfallskurven I , I, (schwarz) und die Fits (rot: parallel, blau:
senkrecht) mit einer Fluoreszenzzerfallszeit 7 von 4.1ns. B: Die Residuen der
Fits aus A mit x2 = 1.0. C: Die Anisotropiekurve () berechnet sich aus I und
I, . Die berechnete Rotationskorrelationszeit ¢, betrigt = 0.21 ns. Die Messung
erfolgte von Fluorescein-Dinatriumsalz in 50 mM TRIS pH 8.0 bei 20°C.

In Abbildung 6.2 C erkennt man die schnell abfallenden Anisotropie des freien Fluore-
sceins. Innerhalb von 1ns ist eine vollstindige Depolarisation zu erkennen. Der Fit mit
der Modelfunktion Gleichung 3.5 ergibt einen monoexponentiellen Abfall mit der Rota-
tionskorrelationszeit ¢1= 0.21ns. Die entsprechenenden Residuen sind in Abbildung 6.2

B dargestellt. Die Fitdaten sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst. werden. Die Analyse
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des Fluoreszenzzerfalls und der Fluoreszenzanisotropie-Daten wurde, wie in Kapitel 3.5

beschrieben, durchgefiihrt.
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Abbildung 6.3.: Zeitaufgeléste  Fluoreszenzanisotropiemessung an der TMD-
Oberfliche im Grundzustand. A: Anisotropie von MalF(T177C-AF)GK,
mit drei Rotationskorrelationszeiten: ¢, fiir das Label (blau), ¢- fiir das flexible
Segment (rot) und ¢3 fiir den P2-Loop. In den unteren Graphen befinden sich
die Residuen fiir die Fits von /| (rot) und 7, (blau). B: Anisotropiezerfall und
Fitresiduen von MalFG(P78C-AF)Ks mit ¢, fiir das Label (blau), ¢o fiir das
flexible Segment (rot) und ¢3 fiir den gesamten Komplex. C: Anisotropiezerfall
und Fitresiduen von MalFG(Q256C-AF)K,. Alle Proben wurden in 50 mM Tris,
pH 8.0, 0.01% DDM, 20% Glycerin, 0.1mM PMSF bei 15°C gemessen.

Ist das Fluorescein an den Transporter gebunden, dann ist deutlich ein verdnderter Ani-
sotropiezerfall mit mehreren Zerfallskomponenten zu erkennen (Abbildung 6.3). In einer
ersten Reihe von Experimenten wurde der Anisotropiezerfall der drei mit Fluorescein
markierten Mutanten MalF(T177C-AF)GKy, MalFG(P78C-AF)Ky und MalFG(Q256C-
AF)Ks im Grundzustand des Transportzyklus, d.h. nur in Anwesenheit von MalFGKj,
und ohne ATP und MalE gemessen (Abbildung 6.3). Deutlich ist bei allen drei Kurven
der langsamere Zerfall der Anisotropie im Vergleich zum freien Fluorescein (Abbildung
6.2) zu sehen. Dieser besteht im Fall des gebundenen Fluoresceins aus drei Hauptzer-
fallskomponenten, den Rotationskorrelationszeiten ¢ bis ¢3. Diese besitzen die relativen
Amplituden 5, bis B3 (>, ;i = 1), wie in Tabelle 6.1 dargestellt. Die absoluten Ampli-
tuden r; berechnen sich hierbei mit r; = rg - 5;. Die Giite des Fits und die Anzahl der
Zerfallskomponenten wurde aus den y2-Werten und den Residuen des Fits ermittelt. Die
schnellste Zerfallskomponente der Anisotropie mit der Rotationskorrelationszeit ¢1 im
Bereich von 0.2-0.4ns gibt die Eigenbewegung des gebundenen Fluorophors wieder. Die
mittlere Zerfallskomponente der Anisotropie mit einer Rotationskorrelationszeit ¢o liegt

im einstelligen Nanosekundenbereich und entspricht der Bewegung des flexiblen Protein-
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segments, an dem der Farbstoff gebunden ist (Alexiev et al., 2003; Schroder et al., 2005).
Die drei Anisotropiezerfallskurven in Abbildung 6.3 A-C unterscheiden sich beziiglich ¢3.
Fiir kleinere Molekiile, wie freies Fluorescein oder kleinere Proteine mit einem Molekiil-
gewicht bis ca. 30kDa kann die Gesamtrotationskorrelationszeit des Molekiils fiir den
gegebenen Fluorophore (hier Fluorescein) noch aufgelost werden. Fiir grofere Molekiile,
z. B. Molekiilkomplexe oder Membranfragmente erh&lt man eine Endanisotropie, da die
Rotationsdiffusion nicht mehr im Beobachtungsfenster der Fluoreszenz liegt. Fiir das Ma-
kromolekiil MalFGK5> mit ca. 200 kDa ist eine Rotationskorrelationszeit im dreistelligen
ns-Bereich im solubiliserten Zustand zu erwarten. Eine vollstdndige Depolarisation wird
somit aukerhalb des Messbereichs stattfinden, welcher durch die Fluoreszenzlebensdauer
des verwendeten Farbstoffs begrenzt ist. Dahingegen ist bei einem vollstindig flexiblen
Proteinsegment eine Depolarisation innerhalb des Messfensters moglich. Es ist eine Ro-
tationskorrelationszeit fiir einen der periplasmatischen Loops von MalFGKs, abhingig
von der Grofe, im einstelligen oder zweistelligen Nanosekundenbereich zu erwarten.

In Abbildung 6.3 A ist der Anisotropiezerfall der Probe MalF(T177C-AF)GKs mit
den Residuen des Fits von I und I dargestellt. Die drei farbigen Abschnitte blau, rot
und schwarz der Anisotropiekurve stehen fiir die drei Hauptzerfallskomponenten mit den
jeweiligen Rotationskorrelationszeiten ¢;. Die langsamste Zerfallskomponente mit einer

Zeitkonstante liegt bei 21 ns.

ro | 1 (ns) | Br | g2 (ns) | B2 | g3 (ns) | Bz | mi(ns) | 72 (ms) | X7

Fluorescein 0.39 0.21 1.0 - - - - - 4.1 1.0
MalF-T177C-AF | 0.35 0.26 0.20 2.2 0.31 21 0.49 14 4.1 1.2
MalG-P78C-AF | 0.36 0.34 0.17 3.1 0.21 00 0.62 0.99 4.0 1.2
MalG-Q256C-AF | 0.35 0.40 0.28 5.2 0.48 00 0.24 1.4 4.2 0.9

Tabelle 6.1.: Fitparameter der in Abbildung 6.2 und in Abbildung 6.3 gezeigten Ani-
sotropiezerfallskurven mit den Rotationskorrelationszeiten ¢; , 5; den zugehori-
gen relativen Amplituden §; (3>, 8; = 1), den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der
Fitgiite x2.

Diese Rotationskorrelationszeit kann nicht die Rotationsdiffusion fiir den gesamten
Transporterkomplex beschreiben, welcher mit einem Molekulargewicht von 200 kDa und
zusétzlichen Detergenzmolekiilen eine Rotationskorrelationszeit von ca. 100ns bei 15°C
erwarten ldsst. Diese langsame Rotationskorrelationszeit liegt aufserhalb der Fluoreszenz-
lebensdauer des Fluorophores (~4ns), und es ist somit nur mit einem Zerfall zu einem
konstanten Endwert der Anisotropie zu rechnen. Wenn sich der P2-Loop von MalF frei
bewegen kann und diese Bewegung von dem restlichen Membranteil des Transporters
entkoppelt ist, dann ist eine Rotationskorrelationszeit von ca. 20ns fiir den kompakten
P2-Loop mit 180 Aminosduren zu erwarten. Damit beschreibt die langsamste Rotations-

korrelationszeit die Dynamik des gesamten P2-Loops und die mittlere Rotationskorrela-
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tionszeit von 2.2ns die Bewegung eines flexiblen Segments innerhalb des strukturierten
P2-Loops. Position 177 befindet sich in der Mitte einer helikalen Region, die von den
Aminosduren 170-185 gebildet wird (Abbildung 6.1). Es ist anzunehmen, dass die mitt-
lere Anisotropiezerfallskomponente ¢o hier die Bewegung dieser kurzen Helix innerhalb
des P2-Loops beschreibt.

Abbildung 6.3 B und C zeigen den Anisotropiezerfall der Proben MalFG(P78C-AF)K,
und MalFG(Q256C-AF)Ky mit den jeweiligen Residuen des Fits von I und I;. Auch
hier wurden die Zerfallskomponenten farbig dargestellt (blau ¢1, rot ¢, schwarz ¢s).
Insbesondere fiir Position 78 im P1-Loop von MalG (Abbildung 6.3 B) ist deutlich der
Zerfall der Anisotropie in eine Endanisotropie 7o, deutlich zu erkennen. Ebenfalls konnte
der Anisotropiezerfall fiir die Fluoreszenzreportergruppe in Position 256 im P3-Loop
von MalG mit zwei Zerfallskomponenten und einer Endanisotropie gefittet werden. Die
sterische Einschrankung der Bewegung des Loops, fiir die rooein Mak ist, ist deutlich
hoher fiir den MalG P1-Loop als fiir den MalG P3-Loop (Tabelle 6.1).

MalFG(P78C-AF)Ky (Abbildung 6.3 B) besitzt eine Rotationskorrelationszeit ¢o von
3.1ns. Bei MalFG(Q256C-AF)Ky (Abbildung 6.3 C) weist ¢2 einen Wert von 4.7 ns auf.
Beide ¢o Werte liegen im Bereich von 1-5ns und haben damit typische Rotationskorrela-

tionszeiten fiir relativ kurze Loopstrukturen (Alexiev et al., 2003; Schroder et al., 2005).

Abbildung 6.4.: Ausschnitt der Tertidrstruktur von MalG und MalE im pre- und kata-
lytischen Transportzustand. A: Prekatalytischer Zustand von MalG (dun-
kelgrau) und MalE (hellgrau). Markiert sind die Positionen P78 (blau) und Q256
(griin). Die Abbildung wurde auf Grundlage der Kristallstruktur von Oldham
and Chen (2011) (PDB: 3PV0) angefertigt. B: Katalytischer Zustand von MalG
(dunkelgrau) und MalE (hellgrau). Markiert sind die Positionen P78 (blau) und
Q256 (griin). Die Abbildung wurde auf Grundlage der Kristallstruktur von Old-
ham et al. (2007) (PDB: 2R6G) angefertigt.

Da der MalG P1-Loop mit ca. 60 Aminosduren ldnger als der P3-Loop mit 40 Ami-

nosduren ist, kann man vermuten, dass der Fluoreszenzmarker in Position 78 (P1-Loop

MalG) nicht die Bewegung des gesamten Loops detektiert, sondern ein kleineres flexibles
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Segment innerhalb des P1-Loops. In der Tat befindet sich P78 innerhalb eines kurzen un-
strukturierten Abschnitts (Aminosduren 62-80), der zwischen zwei flankierenden Helices
liegt (Abbildung 6.4). Q256 befindet sich im P3-Loop von MalG dem sogenannten ,,Scoop
Loop”, welcher die offene gebundene MalE Konformation wihrend des Maltose Transports
iiber die Membran stabilisiert (Abbildung 6.4). Der Konformationsraum des P3-Loops
von MalG ist im Gegensatz zum P1-Loop wesentlich hoher, wie in Abbildung 6.3 C an-
hand der groken Amplitude der mittleren Anisotropiezerfallskomponente zu sehen ist.
Alle Fitparameter fiir Abbildung 6.2 und Abbildung 6.3 sind in Tabelle 6.1 zusammen
gefasst.

6.1.2. Dynamik des P2-Loops (MalF) im Grundzustand des
Transportzyklus

Im Gegensatz zum P1- und P3-Loop von MalG konnte fiir den P2-Loop von MalF kei-
ne Endanisotropie detektiert werden und die langsamste Korrelationszeit mit 22.2 +
1.23ns (Mittelwert von vier Experimenten, Standardabweichung ist gegeben) bestimmt
(Abbildung 6.3 A). Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, kann diese nicht fir die
Rotationsdiffusion des gesamten Molekiils MalFGK5 stehen. Da dieses Experiment bei
15°C durchgefiihrt wurde, sollten Messungen bei anderen Temperaturen diesen Befund
bestétigen. Hierzu wurde zweimal eine Temperaturmessreihe mit MalF(T177C-AF)GK,
durchgefiihrt. Diese erfolgten mit einer Anfangstemperatur von 0°C und einer sukzessi-
ven Temperaturerh6hung um 5°C bis zu einem Endwert von 35°C. In der Annahme einer
kugelformigen Gestalt konnte mit Hilfe des in Abbildung 6.5 verwendeten Perrinplots
und der dazugehorigen Formel

¢ = nV/kpT (6.1)

das Volumen mit 4742.2nm? und der Durchmesser von etwa 4.540.22 nm bestimmt wer-
den. Dabei ist ¢ die Rotationskorrelationszeit, n die Viskositéit, V' das Volumen, kg die
Boltzmann-Konstante und T’ die Temperatur. Die gewonnen Daten sind in Ubereinstim-
mung mit dem Durchschnittswert der Grofe des P2-Loops von MalF mit 4.5 nm. Daraus
ldsst sich folgern, dass der P2-Loop frei rotiert und in seiner Bewegung entkoppelt vom

Transmembranteil des Transporters im Grundzustand ist.
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Abbildung 6.5.: Perrinplot von MalF(T177C-AF)GK, im Grundzustand. Bei unter-
schiedlichen Temperaturen wurde die Rotationskorrelationszeit ¢3 aufgenommen
und mit einer Geraden angefittet. Mit Hilfe der Perringleichung ¢ = nV/kgT
lasst sich aus der Steigung das Volumen in Kugelgestalt und daraus der Durch-
messer mit 4.5 nm des P2-Loops bestimmen. Zum Vergleich ist die Kristallstruk-
tur vom P2-Loop (Gelb) mit der Position 177 (rot) abgebildet, welche auf Grund-
lage der Kristallstruktur von Oldham et al. (2007) (PDB: 2R6G) angefertigt
wurde.

6.1.3. Dynamik des P2-Loops von MalF unter Transportbedingungen

6.1.3.1. Bindung von MalE/Dynamik des MalF-P2-Loops im MalE-gebundenen
Zustand

Das dynamische Verhalten des P2-Loops verdndert sich, wenn ATP und maltosebeladenes
MalE hinzugegeben werden (Abbildung 6.6). Der Anisotropiezerfall zu einem Endwert
zeigt an, dass eine Immobilisierung des P2-Loops durch eine Kopplung des membranin-
tegralen Teils des Transporters stattgefunden hat. Diese Beobachtung ist im Einklang
mit dem Kristallstrukurmodell von MalFGKsE (Oldham et al., 2007), welches eine In-
teraktion des P2-Loops mit MalE gebunden zur periplasmatischen Oberfliche des Trans-
porters zeigt (Abbildung Kristallstruktur des gesamten Transporters). Auferdem #éndert
sich die Rotationskorrelationszeit des helikalen Segments 170-185 mit dem P2-Loop von
2.014+0.28 ns im Grundzustand zu 4.58+0.47 ns im MalE-gebundenen Zustand (Mittel-
wert von 5 Experimenten, Standardabweichung ist gegeben). Die héngt von der Grofe
und der Form des Segments und von der Viskositit des Losemittels ab. Die langsamere
Diffusion des Segments im MalE-MalFGKs-Zustand deutet auf eine Erhohung der Grofe,
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eine Formverinderung und/oder eine Erh6hung der Umgebungsviskositit hin.
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Abbildung 6.6.: Anderung Anisotropiezerfallskurve von MalF(T177C-AF)GK, durch
Bindung von MalE. Die Anisotropie von MalF(T177C-AF)GK> im Grund-
zustand (rot) und in Anwesenheit von ATP,MalE und Maltose (schwarz, Resi-
duen im Inset) im Vergleich. Die Bindung von MalE kann durch die Erhéhung
der sterischen Einschrinkung und Rotationskorrelationszeit detektiert werden
(schwarzer Pfeil). Beide Proben wurden in 50 mM Tris, pH8, 0.01% DDM, 20%
Glycerin, 0.1 mM PMSF bei 15°C gemessen.

Das dynamische Verhalten des P2-Loops wihrend des Transportprozesses wurde dann
systematisch erforscht, um ein mechanistisches Versténdnis fiir die Bindung des MalE an
den Transporter zu erhalten. Dafiir wurde zunéchst die P2-Loop-Immobilisierung im Fall
der Bindung des maltosefreien MalE (offene Konformation von MalE) an die periplas-
matische Oberfliche untersucht. Das Experiment, dessen Ergebnisse in Abbildung 6.7 A
gezeigt werden, wurde mit MalE im Uberschuss durchgefiihrt. Diese Abbildung zeigt den
Anstieg der P2-Immobilisierung iiber den Anstieg in 7., in Abhéngigkeit von der Sto-
chiometrie zwischen Transporter und MalE. Ein Anstieg von ro, mit einer Erh6hung der
MalE-Konzentration ist zu erwarten, wenn maltosefreies MalE an den Transporter bin-
det. Dies wurde in der Tat beobachtet. Die Resultate zeigen klar, dass MalE in der offenen
Konformation an den Transporter binden kann und eine Immobilisierung des MalF-P2-
Loops bewirkt. Dies ist nicht der Fall, wenn maltosebeladenes MalE (geschlossene Kon-
formation von MalE) in dem Experiment verwendet wird. Sogar bei einem zehnfachen

Uberschuss von maltosebeladenem Bindeprotein wurde keine P2-Loop-Immobilisierung
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detektiert. Die Beobachtungen implizieren eine unterschiedliche Interaktion von malto-
segeladenem und maltosefreiemn MalE mit der periplasmatischen Seite des Transporters
in Abwesenheit von ATP.

In einem néchsten Schritt wurde der Effekt von ATP-Bindung an das MalK-Dimer
auf der zytoplasmatischen Seite des Transporters auf die P2-Loop-Immobilisierung un-
tersucht. Zugabe von ATP erhoht die Affinitét von maltosefreiem MalE zum Transporter
, welche durch eine partielle Immobilisierung des P2-Loops sichtbar wird (Abbildung
6.7 C; Stochiometrie MalFGKy: MalE= 1:2 griine Kurve und MalFGKs: MalE= 1:0.2
blaue Kurve). Des Weiteren erhoht die Zugabe von Maltose die Immobilisierung des P2-
Loops (tiirkise Kurve), wie der Vergleich zwischen maltosefreiemm MalE mit und ohne
ATP und maltosegebundenem MalE in Gegenwart von ATP bei einem Verhéltnis von
MalFGKy: MalE= 1:0.2 zeigt. Somit fiithrt die Bindung von ATP an den MalK-Dimer
auf der gegeniiberliegenden Membranseite des Transporters zu einer langreichweitigen
Konformationsinderung im Transporter, welche die Affinitdt auf der periplasmatischen
Seite zur maltosebeladenen und maltosefreien MalE-Form erhoht. Der Uberschuss von
MalE in der Anwesenheit von ATP fiihrt zu dem hochsten Wert der P2-Immobilisierung
(6.7 A, 6.7D). Die Dynamik des kurzen helikalen Segments (Position 170-185), welches
sich im P2-Loop befindet, ist in der Gegenwart von ATP und maltosefreien MalE-Form
durch eine Rotationskorrelationszeit von 4.1 ns charakterisiert. Diese Zeit ist dhnlich dem
Wert von 4.6 ns, welcher unter den Bedingungen mit ATP und maltosebeladener MalE-

Anwesenheit gemessen wurde (Tabelle 8.2).
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Abbildung 6.7.: Einfluss von Maltose und ATP auf die Bindung von MalE an
MalF(T177C-AF)GK3. A: Bindung von MalE in verschiedenen Verhaltnissen
zum Komplex (orange 1:10, griin, 1:2, blau 1:0.2) ohne Maltose. MalF(T177C-
AF)GK, im Grundzustand (rot) in Anwesenheit von ATP, MalE und Malto-
se (schwarz gestrichelt) zum Vergleich abgebildet. B: Nicht vorhandene Bin-
dung von MalE (orange, MalE zu Komplex Verhéltnis 1:10) mit Maltose.
MalF(T177C-AF)GK, im Grundzustand (rot) in Anwesenheit von ATP, Ma-
1E und Maltose (schwarz gestrichelt) zum Vergleich abgebildet. C: Bindung von
MalE in verschiedenen Verhéltnissen zum Komplex (griin gestrichelt 1:2, hell-
blau 1:0.2 mit Maltose, dunkelblau 1:0.2 ohne Maltose) in Anwesenheit von ATP.
MalF(T177C-AF)GK; im Grundzustand (rot) in Anwesenheit von ATP, MalE
und Maltose (schwarz gestrichelt) zum Vergleich abgebildet. Alle Proben wur-
den in 50 mM Tris, pH8, 0.01% DDM, 20% Glycerin, 0.1mM PMSF bei 15°C
gemessen.
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6.1.3.2. MalF-P2-Loopdynamik bei der ATP-Hydrolyse

Die Zugabe von MgCls initiert die ATP-Hydrolyse und dadurch den Maltosetransport
iiber die Membran. Die P2-Loop-Immobilisierung wird durch die ATP-Hydrolyse wieder
herabgesetzt (Abbildung 6.8 A, 6.8 B). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Vorstellung,
dass Maltose an den Transporter bindet und ATP-Hydrolyse die Energie fiir die Konfor-
mationsdnderung liefert, welche benétigt wird, um der Translokationspore den Zugang
zum Cytoplasma zu ermdglichen. Die in Abbildung 6.8 dargestellten Ergebnisse zeigen,
dass in diesem Zustand die P2-Bewegung von dem transmembralen Teil des Transpor-
ters wieder nahezu entkoppelt ist. Wahrend geringere Konzentrationen von MgCly nur
zu einer partiellen Mobilisierung des P2-Loops fiihren, resultiert ein hoher Uberschuss
von MgCls in eine vollstéindige Depolarisation des Anisotropiesignals (Abbildung 6.8 B).
Dies ist in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen, dass - solange ATP anwesend ist -
MalE in der maltosefreien oder -beladenen Form durch Bindung eine P2-Immobilierung
induziert. Nur wenn der gesamte , Vorrat® an ATP hydrolysiert ist, kann der P2-Loop
sich wieder frei bewegen und MalE dissoziert wahrscheinlich vom Transporter. Dieses
Ergebnis ist zu vergleichen mit Experimenten, bei denen die P2-Loop-Bewegung in An-
wesenheit von ATP (Abbildung 6.8 C) und in der Anwesenheit von ATP+MgCly (Ab-
bildung 6.8 D) beobachtet wurde. Eine ATP-Bindung zum MalK-Dimer induziert keine
P2-Loop-Immobilisierung, dndert aber dafiir geringfiigig die Dynamik des kurzen heli-
kalen Segments, an dem der Farbstoff kovalent gebunden ist (Abbildung 6.8 C). Diese
geringfiigige Anderung in der Dynamik des kurzen helikalen Segments von 2.24 + 0.24 ns
im Grundzustand zu 3.10 £ 0.10ns im ATP gebundenen Zustand deutet auf eine lang-
reichweitige induzierte Anderung in der intramolekularen Dynamik des P2-Loops durch

ATP-Bindung an der gegeniiberliegenden Membranseite hin.
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Abbildung 6.8.: Einfluss der MgCly-Konzentration auf die ATP-Hydrolyse durch
MalF(T177C-AF)GK,. A: Teilweise Mobilisierung vom P2-Loop von MalE
durch Zugabe von MgCl, equimolar (blau). MalF(T177C-AF)GK, im Grundzu-
stand (rot) in Anwesenheit von ATP, MalE und Maltose (schwarz gestrichelt)
zum Vergleich abgebildet. B: Vollstindige Mobilisierung vom P2-Loop durch
Zugabe von MgCl, im Uberschuss (blau). MalF(T177C-AF)GK, im Grund-
zustand (rot) in Anwesenheit von ATP, MalE und Maltose (schwarz gestri-
chelt) zum Vergleich abgebildet. C: MalF(T177C-AF)GK;, im Grundzustand
(rot) und in Anwesenheit von ATP und EDTA (schwarz) im Vergleich. D:
MalF(T177C-AF)GK, im Grundzustand (rot) und in Anwesenheit von ATP
und MgCl, (schwarz) im Vergleich. Alle Proben wurden in 50 mM Tris, pHS,
0.01% DDM, 20% Glycerin, 0.1 mM PMSF bei 15°C gemessen.
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6.1.4. Dynamik des P1-Loops (MalG) unter Transportbedingungen

Beim P1-Loop von MalG handelt es sich um den groften Loop von MalG, der ins Peri-
plasma hineinreicht (Abbildung 6.1). Zur Markierung mit der Fluoreszenzreportergruppe
wurde die Position 78 ausgewé#hlt, welche sich in einem unstrukturierten Abschnitt be-
findet (Abbildung 6.1). Es wurden wie beim P2-Loop von MalF die Anderungen in der
Dynamik des fluoreszenzmarkierten P1-Loops von MalG wéhrend des gesamten Trans-
portzyklus untersucht, das heifst in Anwesenheit von MalE, ATP und Maltose. Hierbei
zeigte sich, dass dieser Loop in seiner Bewegung im Grundzustand, d.h. ohne ATP, Ma-
IE und Maltose, einer hohen sterischen Einschrinkung unterliegt. Wie in Abbildung 6.9
erkennbar, gibt es nur eine geringfiigige Anderung durch die Zugabe von ATP, MalE
und Maltose. Die Endanisotropie ro steigt von 0.22 auf 0.24 und die Rotationskorrela-
tionszeit des flexiblen Segments &ndert sich von 3.1ns nach 3.0ns. Durch Zugabe von
20 mM MgClawelches die ATP-Hydrolyse startet, konnte wie fiir den P2-Loop von MalF
eine Reversibilitit in der Loopdynamikinderung beobachtet werden. Die Endanisotropie
sinkt auf 0.22 und die Rotationskorrelationszeit des flexiblen Segments &ndert sich zu
3.6 ns.
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Abbildung 6.9.: Anisotropiezerfallskurve von MalFG(P78C-AF)K; in den verschiede-
nen Transportzustidnden. A: Die Anisotropie von MalFG(P78C-AF)K, im
Grundzustand (rot) und in Anwesenheit von ATP,MalE und Maltose (schwarz)
im Vergleich zeigen nur einen geringen Unterschied. Dies beruht auf der ho-
hen sterischen Einschrinkung des P1-Loops von MalG. B: Die Anisotropie
von MalFG(P78C-AF)K, im Grundzustand (rot) und in Anwesenheit von
ATP MalE, Maltose und MgCly equimolar (blau). Alle Proben wurden in 50
mM Tris, pHS8, 0.01% DDM, 20% Glycerin, 0.1 mM PMSF bei 15°C gemessen.

6.1.5. Dynamik des P3-Loops der MalG Untereinheit unter
Transportbedingungen

Der P3-Loop (scoop loop) von MalG besitzt im Grundzustand eine héhere Beweglich-
keit als der P1-Loop von MalG wie im Abschnitt 6.1.1 gezeigt wurde. Ein Effekt der
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Interaktion vom P3-Loop mit MalE kann iiber die Rotationskorrelationszeit ¢o und die
Endanisotropie beobachtet werden. Durch die Zugabe von ATP, MalE findet eine Bin-
dung von maltosefreiem MalE an den Komplex statt und eine Verdnderung der Aniso-
tropiezerfallskurve, d.h. ein Anderung der Rotationskorrelationszeit ¢o von 4.7ns auf
5.7ns und ein Anstieg der Endanisotropie von 0.08 auf 0.11 (griiner Pfeil, Abbildung
6.10 A). Dieser Effekt ist bei maltosebeladenen MalE noch stéirker. Es findet ein wei-
terer Anstieg der Rotationskorrelationszeit ¢o auf 6.0 ns und zusétzlich ein Anstieg der
Endanisotropie von 0.11 auf 0.12 statt (schwarzer Pfeil, Abbildung 6.10 A). Damit wird
die Dynamik des P3-Loops durch die Bindung von MalE langsamer und in Abhéngigkeit
von der Maltose-Beladung des MalkEs wird die sterische Einschriankung der Bewegung
des P3-Loops moduliert.

Durch die Zugabe von MgCly wird die ATP-Hydrolyse und damit der Transportvor-
gang eingeleitet. Wie auch beim P2-Loop von MalF wird die vorangegangene Anderung
der Dynamik des P3-Loops durch die Bindung des MalE durch die ATP-Hydrolyse wie-
der teilweise umgekehrt (blauer Pfeil, Abbildung 6.10 B). Dies wird erkennbar durch
die Verdnderung der Rotationskorrelationszeit ¢2 von 6.0ns im gebunden Zustand zu
5.6 ns im Post-Hydrolyse-Zustand und einer Verringerung der sterischen Einschrankung

der Bewegung des Loops, welche sich in einem niedrigeren Endanisotropiewert von (.1

manifestiert.
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Abbildung 6.10.: Anderung der Anisotropiezerfallskurve von MalFG(Q256C-AF)K,
durch Bindung und Abkoplung von MalE. A: Die Anisotropie von
MalFG(Q256C-AF)Ks im Grundzustand (rot) und in Anwesenheit von
ATP MalE (griin) und Maltose (schwarz) im Vergleich. Die Bindung von MalE
kann durch die Erhéhung der sterischen Einschrédnkung und Rotationskorre-
lationszeit detektiert werden (griiner/schwarzer Pfeil). B: Teilweise Loslosung
von MalE durch Zugabe von MgCls equimolar (blau). MalFG(Q256C-AF)K,
im Grundzustand (rot) in Anwesenheit von ATP, MalE und Maltose (schwarz)
zum Vergleich abgebildet. Alle Proben wurden in 50 mM Tris, pHS8, 0.01%
DDM, 20% Glycerin, 0.1 mM PMSF bei 15°C gemessen.
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6.2. Messungen am Maltose-Bindeprotein MalE

In einem zweiten Satz von Experimenten wurden die fluoreszenzmarkierten MalE-Varian-
ten zur Beobachtung von Konformationsinderungen bei der Interaktion mit der periplas-
matischen Seite des Transporterkomplexes verwendet. Gewahlt wurden die Positionen 13
und 31 im N-terminalen Teil von MalE (N-Doméne) und Position 211 im C-terminalen
Teil von MalE (C-Doméne) als Label-Stelle fiir die Fluoreszenzreporter (Abbildung 6.11).
Die Aminosiduren G13 und E211 befinden sich in der Nihe der Maltose-Bindungsstelle.
Diese Region sollte ihre Konformation und Dynamik bei der Bindung an den Trans-
porter und bei Abgabe des Substrats d&ndern. Das Labeling der Einzel-Cysteinemutanten
MalE(G13C), MalE(T31) und MalE(E211) mit dem Fluoreszenzfarbstoff IAF beeinflusst
nicht die Transportaktivitit des Komplexes, wie mit ATPase-Aktivitdtstests gezeigt wur-
de (sieche Kapitel 5.5).

Abbildung 6.11.: Strukturmodell von MalE gebunden an MalFG mit den ausgewéhlten
Labelpositionen. Markiert sind die Postionen G13 (rot), T31 (griin), welche
sich im N-terminalen Bereich befinden, und E211 (blau) im C-terminalen Be-
reich von MalE (violett). MalE bindet an die periplasmatische Oberfliche des
Komplex. Die Oberflichenstruktur von MalF (dunkelgrau) und MalG (hellgrau)
ist mit abgebildet. Die Abbildung wurde auf Grundlage der Kristallstruktur von
Oldham et al. (2007) (PDB: 2R6G) angefertigt.

Da MalE mit einem Molekulargewicht von etwa 40kDa kleiner ist als der Trans-
porterkomplex MalFGKs, ist die Rotationskorrelationszeit des MalE im Fluoreszenz-
Lebenszeitfenster detektierbar. Die temperaturabhéngigen Anisotropiekurven von MalE
(G13C-AF) werden in Abbildung 6.12 A gezeigt. Die langsamste Anisotropie-Zerfallszeit
beschreibt die Rotationsdiffusion von MalE und ist als Funktion von Temperatur und
Viskositét als Inset in Abbildung 6.12 A dargestellt. Aus der Steigung des Perrinplots
(Inset Abbildung 6.12 A) lésst sich ein Durchmesser fiir MalE von 5.0 + 0.2nm mit Hilfe
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Abbildung 6.12.: MalE G13C-AF im Grundzustand mit Perrinplot und im an
MalFGK2 gebundenen Zustand. A: Bei unterschiedlichen Temperaturen
wurde die Rotationskorrelationszeit ¢s aufgenommen und mit einer Geraden
angefittet. Mit Hilfe der Perringleichung ¢ = nV/kgT lasst sich aus der Stei-
gung das Volumen in Kugelgestalt und daraus der Durchmesser mit 5.0nm von
MalE bestimmen. B: Die Anisotropie von MalE(13AF) im Grundzustand (rot)
und in Anwesenheit von ATP,MalE und Maltose (schwarz) im Vergleich. Die
Bindung von MalE kann durch die Erh6hung der sterischen Einschrinkung und
Rotationskorrelationszeit detektiert werden (schwarzer Pfeil). Messbedingun-
gen: 50mM Tris, pH 8.0, 0.01 % DDM, 20 % Glycerin, 0.1 mM PMSF, T=15°C.

der Gleichung 6.1 berechnen. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der durch-
schnittlichen Grofe von MalE (Abbildung 6.11).

Die Analyse der Anisotropiezerfallskurve von MalE zeigt drei Hauptzerfallkomponen-
ten, wie bei den Loops des Transporters (¢; fiir das Label, ¢9 fiir das Segment und ¢3 fiir
MalE). Die Mobilitdt des Segments, an das der Fluoreszenzfarbstoff gebunden ist, fithrt
nicht zur vollstdndigen Depolarisation. Die Bindung des kleinen MalE zum groften Trans-
porterkomplex ist damit in der Anisotropiezerfallskurve anhand des konstanten Endwerts
der Anisotropie detektierbar, der sich nach Bindung in der Anisotropiezerfallskurve ma-
nifestieren sollte. Sofern der Transporterkomplex MalGFKs und ATP anwesend sind, wie
in Abbildung 6.12 B (schwarze Kurve) gezeigt, zerféllt die Anisotropiekurve in der Tat
zu einem konstanten Endwert, was andeutet, dass MalE an den Transporter gebunden
ist.

Zur Untersuchung der Bindung und Dynamik von MalE wéihrend des Transportvor-
gangs wurden die zwei fluoreszenzmarkierten MalE-Konstrukte, MalE(G13C-AF) und
MalE(E211C-AF) in Abhéngigkeit von der Anwesenheit des Transporterkomplexes, ATP
und Maltose betrachtet. Um die Bindung von MalE an den Transporterkomplex zu ana-
lysieren, wurden in folgender Reihenfolge die Depolarisationsexperimente durchgefiihrt.
Die erste Messung erfolgte immer mit MalE ohne weitere Komponenten. Im zweiten
Schritt wurde der Transportkomplex MalFGKs der Probe hinzugegeben. Die weiteren
Schritte folgten mit der Zugabe von ATP und Maltose. Zwischen den Zugaben wurde ei-
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Abbildung 6.13.: Balkendiagramme mit den Ergebnissen aus den

Fluoreszenzanisotropie-Experimenten mit MalE(13C-AF). A:
Rotationskorrelationszeiten ¢3 in Abhéngigkeit der Umgebung durch Schritt-
weise Zugabe der einzelnen Komponenten. B: Rotationskorrelationszeiten ¢- in
Abhiéngigkeit der Umgebung. C: Sterische Einschrénkung 7, in Abhingigkeit
der Umgebung. D: Halbkegeloffnungswinkel 62 nach dem cone in a cone Model
in Abhéngigkeit der Umgebung. Messbedingungen: 50 mM Tris, pH 8.0, 0.01 %
DDM, 20 % Glycerin, 0.1 mM PMSF, T=15°C.

ne Depolarisationsmessung durchgefiihrt. Das MalE wurde dabei in einem Verhéltnis von
1:20 zu MalFGKy eingesetzt. Abbildungen 6.13 und 6.14 zeigen die Analyse der verschie-
denen Fluoreszenz- Anisotropieexperimente von MalE(G13C-AF) und MalE(E211C-AF)
iiber den Anstieg.

Wie gezeigt wurde, manifestiert sich die Bindung von MalE an den Transporter iiber
das Auftreten einer Endanisotropie. Das Erscheinen einer Endanisotropie geht einher mit
einem Anstieg der langsamsten Rotationskorrelationszeit. Damit kann die Bindung von
MalE zum Transporterkomplex analysiert, indem die Erhohung der Rotationskorrelati-
onszeit von MalE (Abbildung 6.13 A und 6.14 A) bestimmt wurde. Die Bindung von
maltosefreiem MalE mit dem Transporterkomplex in der Abwesenheit von ATP wurde
nur beobachtet, wenn die Reportergruppe an Position E211 gebunden wurde. Dies weist
darauf hin, dass es eine asymmetrische Interaktion der maltosefreien Form MalE mit der
periplasmatischen Oberfliche und der Bewegung der N-Doméne gibt. Wenn ATP, wie
auch ATP und Maltose vorhanden sind, wurde eine Bindung von beiden MalE(G13C-AF)
und MalE(E211C-AF) beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass unter diesen Konditionen

beide Doménen von MalE in engem Kontakt mit dem Transporter stehen. Die Interakti-
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on von MalE unter hydrolisierenden Bedingungen, das heift in Anwesenheit von MgCls,
ist wiederum unterschiedlich zwischen den beiden Domé&nen von MalE. Unter identi-
schen experimentellen Bedingungen (geringe Konzentration von MgCly und MgCly im
Uberschuss) konnten sequentielle Anderungen der Dynamik beider Doménen von Ma-
IE beobachtet werden. Dies kann als differentielle dynamische Abkopplung von MalE
interpretiert werden. In diesem Prozess 16st sich zunéchst die N-Doméne von MalE.
Bei Messbedingungen mit einem Uberschuss von MgCls, der die Hydrolyse des gesam-
ten Vorrats von ATP ermdoglicht, befindet sich MalE in einem Gleichgewicht zwischen
einem ungebundenen und einem partiell gebundenen Zustand. Dies zeigt sich bei den
Messungen mit dem im C-terminalen Segment markierten MalE E211C-AF, die eine Ro-
tationskorrelationszeit ¢3 von 3941.1ns im Grundzustand besitzt. Durch die Zugabe von
Transporterkomplex, Maltose, ATP und MgCly im Uberschuss entsteht einer Erhéhung
der Rotationskorrelationzeit ¢3 auf 53+6.2ns .
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Abbildung 6.14.: Balkendiagramme mit den Ergebnissen aus den

Fluoreszenzanisotropie-Experimenten mit MalE(211C-AF). A:
Rotationskorrelationszeiten ¢3 in Abhéngigkeit der Umgebung durch Schritt-
weise Zugabe der einzelnen Komponenten. B: Rotationskorrelationszeiten ¢- in
Abhéngigkeit der Umgebung. C: Sterische Einschréankung 7., in Abhingigkeit
der Umgebung. D: Halbkegeloffnungswinkel 6, nach dem cone in a cone Model
in Abhéngigkeit der Umgebung. Messbedingungen: 50 mM Tris, pH 8.0, 0.01 %
DDM, 20 % Glycerin, 0.1 mM PMSF, T=15°C.

Die Segmentdynamik (¢9) der zwei MalE-Regionen, an denen die Fluoreszenzreporter-
gruppe gebunden ist, &ndert, sobald der Transportkomplex anwesend ist (Abbildung 6.13
B und 6.14 B). Wahrend die Korrelationszeit des Segments mit dem Residuum 211 in
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Abbildung 6.15.: Balkendiagramme mit den Ergebnissen aus den
Fluoreszenzanisotropie-Experimenten mit MalE(31C-AF). A:
Sterische Einschrankung r., in Abhingigkeit der Umgebung durch Schrittwei-
se Zugabe der einzelnen Komponenten. B: Rotationskorrelationszeiten ¢- in
Abhéngigkeit der Umgebung. Messbedingungen: 50 mM Tris, pH 8.0, 0.01 %
DDM, 20 % Glycerin, 0.1 mM PMSF, T=15°C.

Anwesenheit von MalFGKy und ATP langsamer wird, was auf eine Interaktion induziert
durch Wechsel in Grofe oder Form des bewegten Segments hinweist, wird dieser Effekt
durch Zugabe von Maltose riickgéngig gemacht. Es scheint, dass die Maltosebindung zum
MalE und die Abgabe an die Translokationspore die Dynamik des helikalen Segments mit
Position E211 bei der Interaktion mit der Transporteroberfliche kaum verdndern. Der
Bereich, der Position G13 enthilt, verhalt sich anders. Bei der Bindung von der malto-
sefreien Form MalE zur periplasmatischen Seite des Transporters wird die Dynamik des
Loops mit den Residuen 11-15 schneller (¢2=3.2 + 0.3 ns gegeniiber ¢2=2.2 + 0.1ns).
Die grofste Verdnderung in der Loop-Dynamik fand bei der Maltosebindung an das vor-
gebundene MalE, das heifst im ATP hydrolyseférdernden Interaktionszustand von MalE,
statt. Die langsame Rotationskorrelationszeit von 5.0 + 2.7 ns deutet an, dass entweder
eine Anderung der Loop-Gréke und/oder der Viskositit der Umgebung vorliegt.

Es @ndert sich die sterische Einschrankung der zwei MalE-Regionen, wenn der Trans-
porterkomplex anwesend ist (Abbildung 6.13 und 6.14). Die grofte sterische Einschran-
kung von MalE und den periplasmatischen Loops wurde beobachtet, wenn ATP am
MalK-Dimer gebunden ist, also bei Anwesenheit von MalFGKa, ATP und Maltose.

Um den Unterschied in der Dynamik der beiden Doméinen bei der Interaktion mit
dem Transporter zu erhérten, wurde zusétzlich an der Position 31 fluoreszenzmarkier-
tes MalE (MalE(T31C-AF)) hergestellt und untersucht. Die Position 31 befinden sich
in der Ndhe zum MalF-P2-Loop im MalE-MalGFKs transition state complex (Oldham
et al., 2007) (Abbildung 6.11). Interaktion von maltosefreiem MalE mit der periplas-

matischen Oberfliche des Transporters in der Abwesenheit von ATP zeigt sich durch
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den Anstieg der sterischen Einschrinkung (Abbildung 6.15 A). Wie fiir die beiden an-
deren Labeling-Positionen, wurde die hochste sterische Einschriankung von MalE und
dem periplasmatischen Loop beobachtet, wenn ATP an den MalK-Dimer gebunden hat.
Durch die Anderung der Segmentdynamik (¢2) bei der MalE-Bindung zum Transporter
in den Fillen der Ab- und Anwesenheit von ATP, und in der Anwesenheit von ATP und
Maltose (Abbildung 6.15 B) kann auf mehrere in ihrer Dynamik sich unterscheidende
Intermediatzustande geschlossen werden.

Zusétzlich wurden Messungen von MalGFK; in Proteoliposomen beriicksichtigt (Ab-
bildung 6.16), um zu zeigen, dass die assymetrische Interaktion von MalE mit der peri-
plasmatischen Transporteroberfliche auch in einer Lipid-Membranumgebung vorhanden
ist. Ein Anstieg der Rotationskorrelationszeit von MalE(G13-AF) deutet an, dass eine
Bindung an MalGFKj in der Anwesenheit von ATP vorhanden ist. Eine Anderung der
Segmentdynamik ist ebenfalls im Vergleich zur Messung ohne ATP aufgetreten. Dies ist

ghnlich zu den Resultaten, die beim solubilisierten Komplex zu beobachten waren.
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Abbildung 6.16.: Anderung der Anisotropiezerfallskurve von MalE(G13C-AF) durch
den Kontakt mit MalFGK- in Proteoliposomen. A: Die Anisotropie von
MalE(G13C-AF) im Grundzustand (rot) und in Anwesenheit von MalFGK, in
Proteoliposomen (olivgriin), ATP (griin) und Maltose (schwarz) im Vergleich.
Die Bindung von MalE(G13C-AF) an MalFGK, kann durch die Erhchung
der sterischen Einschrinkung und Rotationskorrelationszeit detektiert werden
(olivgriiner /griiner /schwarzer Pfeil). B: Teilweise Loslosung von MalE durch
Zugabe von MgCl, equimolar (blau). MalE(G13C-AF) im Grundzustand (rot)
in Anwesenheit von ATP, MalE und Maltose (schwarz) zum Vergleich abgebil-
det. Alle Proben wurden in 50 mM Tris, pH8 bei 15°C gemessen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Konformationsinderungen und die Dynamik der
periplasmatischen Oberfliche des ABC-Maltosetransporters von FEscherichia coli und
Salmonella typhimurium sowie des dazugehorigen SBP MalE wihrend des Transportzy-
klus untersucht. Zur Analyse der Oberflichendynamik wurde die zeitaufgeloste Fluores-
zenzdepolarisation in Kombination mit ortsspezifischer Fluoreszenzmarkierung gewéhlt.

Insbesondere die Interaktion der TMD und des im Periplasma gelésten SBP spielen
eine entscheidende Rolle bei dem Transportvorgang des Substrats von prokaryotischen
ABC-Importern, da iiber diesen Weg das Substrat an den Transporter geleitet wird.
Durch die Bindung des SBP an die periplasmatische Oberfliche der TMD wird die Auf-
nahme des Substrats ermoglicht. Die Dynamik des Transporterkomplexes wihrend des
Transportprozesses wurde am Beispiel des ABC-Maltosetransporters von Escherichia co-
li und Salmonella typhimurium charakterisiert, der aufgrund intensiver und langjéhriger
Forschung als ein Modelsystem fiir ABC-Transporter betrachtet wird.

Der Maltosetransporter besitzt die fiir ABC-Transporter charakteristische Stuktur von
zwei TMD und zwei NBD, welche durch ein fiir prokaryotische Importer notwendiges SBP
erganzt werden. MalF und MalG bilden die TMD und zeichnen sich durch einen im MalF
befindlichen, grofen periplasmatischen Loop, den P2-Loop, aus. Dieser spezielle Loop
nimmt eine zentrale Position beim Andockprozess des SBP, auch Maltose-Bindeprotein
genannten Proteins MalE an die TMD ein. Die Dynamik des P2-Loop von MalF und von
zwei weiteren filir den Transportprozess bedeutenden periplasmatischen Loops von MalG
wurden ausfithrlich in dieser Arbeit untersucht. Desweiteren wurde das Zusammenspiel
des Transportkomplexes mit dem N-terminale und C-terminale Bereich des Maltose-

Bindeproteins MalE untersucht.

7.1. Fluoreszenzmarkierung der Mutanten von MalE und
MalFGK;

Fiir die Fluoreszenzexperimente zur Konformationsinderung und Dynamik des ABC-
Maltosetransporters ist eine ortsspezifische Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff
notwendig. Dazu wurde ein bestehendes Labelingverfahren fiir den ABC-Maltosetrans-

porter angepasst und optimiert. Nach der kovalenten Bindung des Fluoresceins an das
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Protein muss der iiberschiissige Farbstoff von der zu vermessenden Probe vollstindig
abgetrennt werden, da sonst der verbleibende freie Farbstoff das Anisotropiesignal ver-
fialschen kann. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Anwendung der zeitaufgelésten Fluo-
reszenzdepolarisation ist, dass durch die Fluoreszenzmarkierung die Funktionalitdt des
Proteins nicht beeintréchtigt wird. Fiir den Nachweis dieser Funktionalitit ist eine Labe-
lingstéchiometrie von nahezu 100 % erforderlich, die mit dem optimierten Labelingver-

fahren erziehlt wurde.

7.2. Aktivitatsbestimmung von MalFGK,

Die funktionale Aktivitdt des ABC-Maltosetransporters kann iiber die ATPase-Aktivitat
der NBD bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, welches
die ATPase-Aktivtéit des fluoreszenzmarkierten ABC-Transporters und des fluoreszenz-
markierten MalE bestimmt. Der zentrale Schritt des ATPase-Aktivitdtsassays besteht
in der quantitativen Detektion des durch ATP-Hydrolyse entstandenen Phosphats. Wie
nachgewiesen werden konnte, interferiert der hierzu verwendete Malachitgriin-Farbtest
nicht mit dem verwendeten Fluoreszenzlabel Fluorescein. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass das zum Stoppen der ATPase-Reaktion verwendete SDS zu einem Farbum-
schlag des Malachitgriins fithrt. Jedoch ist die Absorptionsbande des SDS-Malachitgriin-
Komplexes gegentiber der Malachitgriin-Phosphat—Absorptionsbande blau verschoben.
Durch die spektrale Diskriminierung beider Farbkomplexe ist eine quantitative Detek-
tion der Phosphatkonzentration durch die Absorption bei 700 nm méglich. Das ist von
besonderem Interesse, da dies eine quantitative Bestimmung des freien Phosphats mit
Malachitgriin trotz Anwesenheit von dem in der Biochemie h#ufig verwendeten SDS
ermdglicht. Mit Hilfe des hier entwickelten ATPase- Aktivitédtsassays konnten die fluores-
zenzmarkierten MalFGKy-Komplexe und Maltose-Bindeproteine auf ihre Funktionalitét

iberpriift werden.

7.3. Proteindynamik und ihre Anderungen wihrend des

Transportprozesses

Die Kristallstruktur des gesamten MalFGKs-Komplexes in Anwesenheit von MalE (Old-
ham et al., 2007) zeigt eindeutig, dass im ATP-gebundenen Zustand MalE stark an den
MalFGKso-Komplex gebunden ist und der MalF-P2-Loop mit dem Maltose-Bindeprotein
interagiert. Im Grundzustand des Transporters, d.h. in Abwesenheit von MalE (resting
state), ist jedoch der groke P2-Loop mit einem Molekulargewicht von iiber 20 kDa in der
Kristallstruktur nicht aufgelost (Khare et al., 2009). Dies kann durch eine hohe Mobilitét
des Loops oder durch eine groke Strukturflexibilitéit erklirt werden. Mit Hilfe der Fluores-
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zenzanisotropieexperimente zur Charakterisierung der Dynamik des P2-Loops von MalF
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Entkopplung der Bewegung
des P2-Loops vom Transmembranteil vorliegt. Insbesondere die Temperaturabhangigkeit
der langsamsten Anisotropiezerfallskomponente von MalF-P2 T177C-AF deutet auf die
vollstdndige Depolarisation durch die Rotation des P2-Loops hin. Da der P2-Loop auch
in Abwesenheit der TMD strukturiert ist (Jacso et al., 2009), ist es sehr wahrschein-
lich, dass die hohe Mobhilitdt des strukturierten Loops durch eine Rotation um einen
Gelenkbereich nahe der Membranoberfliche zustande kommt (Abbildung 6.1).

Wiéhrend des Transportprozesses kommt es zu verschiedenen Konformationsinderun-
gen des P2-Loops, denen eine funktionelle Relevanz zugeschrieben wird (Oldham et al.,
2007; Khare et al., 2009; Oldham and Chen, 2011; Daus et al., 2009; Jacso et al., 2009).
Neben den strukturellen Informationen aus den Kristallstrukturen (Oldham et al., 2007;
Khare et al., 2009; Oldham and Chen, 2011) belegen spektroskopische und Cross-Linking-
Messdaten (Daus et al., 2009) diesen Befund. Interessanterweise zeigt eine aktuelle MD-
Simulation des MalFGK2-Komplexes (Oliveira et al., 2011), dass sich die Struktur und
Interaktion des MalF-P2-Loops im ATP-gebundenen Zustand signifikant von der Kris-
tallstruktur unterscheidet. Insbesondere der obere Teil des P2-Loops faltet sich zuriick
zur Membran. Dazu gehort auch das kurze helikale Segment 170-185, in dem sich in Po-
sition 177 der Fluoreszenzlabel befindet. Dieses helikale Segment scheint sich parallel zur
Membranoberfliche anzuordnen (Oliveira et al., 2011). Durch die in der MD-Simulation
beobachtete Konformationsinderung des P2-Loops verstarkt sich die Interaktion des N-
terminalen Teils des MalE mit der periplasmatischen Oberfliche von MalG, d.h. der
P2-Loop von MalF interagiert seitlich mit der N-terminalen Domé&ne von MalE und
zieht die N-terminale MalE-Seite in Richtung der periplasmatischen Loops von MalG,
wahrend die restliche periplasmatische Oberfliche von MalF mit der C-terminalen Seite
von MalE in Kontakt steht.

Bei der Interaktion mit dem N-terminalen Bereich von MalE kommt dem periplas-
matischen P3-Loop von MalG eine besondere Bedeutung zu. Dieser P3-Loop, der soge-
nannte scoop loop (Abbildung 6.4), stabilisiert die offene, an den Transporter gebundene
Form von MalE im sogenannten MalE-MalFGKy transition state complex (Oldham et al.,
2007). Es gibt Befunde, die darauf hindeuten, dass dieser P3-Loop nicht nur eine Reloka-
tion der Maltose vom Bindeprotein in die Translokationspore erméglicht, sondern auch
die ATP-Hydrolyse iiber den Kontakt mit den Aminosiuren D14 und K15 (Gould and
Shilton, 2010) von MalE begiinstigt.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten zeitaufgelosten Anisotropieexperimente
liefern weitere Informationen iiber die Konformations- und Dynamikinderungen des P2-
Loops von MalF sowie der P1- und P3-Loops von MalG wéhrend des Transportzyklus.

Da die Ansiotropiezerfallsexperimente eine freie Rotation des P2 Loops im Grundzustand
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des Transporters ohne MalE zeigten, wurde die Fragestellung untersucht, unter welchen
Bedingungen eine Immobilisierung des P2-Loops zu beobachten ist. Im Einklang mit den
Informationen aus der Kristallstruktur konnte eine stark eingeschrinkte Bewegung des
P2-Loops im MalE-gebundenen Zustand, d.h. in Anwesenheit von ATP, und Maltose
beobachtet werden. Um zu verstehen, wie die Beladung von MalE und die Bindung von
ATP zu den NBDs auf der gegeniiberliegenden Membranseite die Immobilisierung des
P2-Loops, d.h. die Bindung von MalFE beeinflusst, wurde zuerst untersucht, wie sich
die Dynamik des P2-Loops in Gegenwart von MalE in der offenen (d.h. ohne Maltose)
und in der geschlossenen (d.h. in der Maltose-gebundenen) Konformation veréndert. In
der offenen Konformation konnte eine MalE-konzentrationsabhingige Immobilisierung
des P2-Loops iiber den Anstieg der Amplitude der Endanisotropie beobachtet werden.
Ein zehnfacher Konzentrationsiiberschuss an MalE in der offenen Konformation fiihrt zu
einer Immobilisierung des MalF-P2-Loops, wihrenddessen in der Maltose-gebundenen
Form von MalE unter den gleichen Bedingungen kein Effekt auf die Dynamik des P2-
Loops beobachtet wurde. Dieses Ergebnis impliziert eine differentielle Bindungsaffinitit
der beiden MalE-Konformationen an den Transporter. Ein dhnlicher Effekt wurde kiirz-
lich von (Bao and Duong, 2012b) beobachtet. Die Autoren konnten zeigen, dass MalE mit
hoher Affinitédt an den Transporter bindet, jedoch in der Maltose-gebundenen Form disso-
ziiert, wenn die Maltosekonzentration die Transportkapazietét {ibersteigt. Diese Maltose-
konzentrationsabhingige MalE-Bindungsaffinitdt wurde dahingehend interpretiert, dass
in vivo die Maltose-getriebene Dissoziation von MalE die Transportrate limitiert und da-
mit einen allosterischen Autoregulationsmechanismus darstellt (Bao and Duong, 2012b).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Proteindynamikexperimente unterstiitzen die Exis-
tenz einer differentiellen MalE-Bindungsaffinitit, die von der Maltosebindung abhingt.
Unter den in dieser Arbeit gegebenen experimentellen Bedingungen wird jedoch die dif-
ferentielle Bindungsaffinitdt von MalE an den Grundzustand des Transporters in Abwe-
senheit von ATP durch die offene oder geschlossene MalE-Konformation bestimmt. In
der Gegenwart von ATP wird die Bindungsaffinitdt von MalE vor allem in der Maltose-
gebundenen Konformation erhéht, wie aus dem Anstieg der Endanisotropie in Abbildung
6.7 zu sehen ist. Diese Experimente zeigen, dass eine langreichweitige Konformationsén-
derung durch die Bindung von ATP an die NBD stattfindet und die Affinitédt auf der pe-
riplasmatischen Seite zur maltosebeladenen oder maltosefreien MalE-Form erhht wird.
Dies ist in Einklang mit fritheren Studien zum Effekt von ATP auf die Transporterkon-
formation (Daus et al., 2007b, 2006). Die maximale P2-Loop-Immobilisierung wird in
Gegenwart von ATP und Maltose bei einem Uberschuss an MalE erzielt. Transporter-
gebundenes MalE hat eine hohe Affinitét fiir Maltose (Bao and Duong, 2012b). Unter
den in dieser Arbeit gegebenen experimentellen Bedingungen erreicht die Maltosekonzen-

tration nicht die Sattigungskonzentration von 1 mM fiir die beobachtete Dissoziation von
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MalE (Bao and Duong, 2012b). Damit kann die in der vorliegenden Arbeit beobachte-
te Dynamik des P2-Loops unter diesen Bedingungen der ATP-unterstiitzten Interaktion
des P2-Loops mit MalE in seinem hochaffinen Maltosebindungszustand zugeordnet wer-
den. Nach Zugabe von MgCly, welches die ATP-Hydrolyse und somit den Transport-
vorgang einleitet, ist eine Verringerung der P2-Loop-Immobilisierung zu beobachten.
Wihrend geringere Konzentrationen von MgCly nur zu einer partiellen Mobilisierung
des P2-Loops fiihren, bringt ein hoher Uberschuss von MgCly einen vollstandigen Riick-
gang der P2-Loop-Immobilisierung. Dies ist im Einklang mit der Vorstellung, dass eine
Maltosebindung an den Transporter stattfindet und ATP-Hydrolyse die Energie fiir die
Konformationsdnderung liefert und, solange ATP vorhanden ist, MalE in der un- oder
beladenen Form eine P2-Immobilierung induziert. Nachdem ATP vollstdndig hydroly-
siert wurde, kann der P2-Loop wieder frei rotieren. Dies bedeutet, dass nicht nur in der
Gegenwart von Maltose ohne ATP (siehe oben), sondern auch in Gegenwart von Maltose
und ADP die Bindungsaffinitdt von MalE zur periplasmatischen Transporteroberfliche
herabgesetzt ist.

Neben der Immobilierung des P2-Loops kann auch die Dynamik des kurzen helika-
len Segments (Position 170-185) des P2-Loops Auskunft iiber das Zusammenspiel von
MalE, Maltose, ATP und dem Transporter geben. Bindung von MalE fiihrt zu einer
langsameren Rotationsdiffusion des helikalen Segments von 4.6 £ 0.2ns gegeniiber der
Rotationskorrelationszeit von 2.3+ 0.2ns im Grundzustand des Transporters. Die lang-
samere Dynamik der Helix im MalE-gebundenen Zustand geht mit einer etwas grofferen
sterischen Einschriankung ihres Bewegungsraums einher (Tabellen 8.1 - 8.3). Eine lang-
samere Bewegung der Helix kann unter anderem durch eine ErhShung der Viskositit
zustande kommen, wenn das helikale Segment 170-185 im MalE-gebundenen Zustand
mit der Membran interagiert, wie anhand von MD-Simulationen vorgeschlagen wurde
(Oliveira et al., 2011).

Zuséatzlich zum P2-Loop von MalF wurden die Position 78 im P1-Loop und die Positi-
on 256 im P3-Loop von MalG fluoreszenzmarkiert und die beiden MalG-Loops auf ihre
Konformationsinderungen und Dynamik hin untersucht. Hierbei zeigte sich eine hohe
sterische Einschréinkung des MalG P1-Loops im Grundzustand und nur eine marginale
Verdnderung der Dynamik und Konformation in den weiteren Transportzusténden des
Komplexes. Dies ist im Einklang mit der Kristallstruktur im MalE-gebundenen prekataly-
tischen Zustand des Transporters (Abbildung 6.4), wo keine direkte Interaktion zwischen
dem kurzen flexiblen Segment im P1-Loop und MalE erkennbar ist (Oldham and Chen,
2011). Der P3-Loop (scoop loop) von MalG zeigt im Gegensatz zum P1-Loop von MalG
eine hohe Beweglichkeit, was darauf hindeutet, dass das Segment, in dem sich Positi-
on 256 befindet, sehr flexibel und wenig sterisch eingeschrinkt, jedoch nicht in seiner
Bewegung von der TMD entkoppelt ist. In Anwesenheit von Maltose, ATP und Malk
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verlangsamt sich die Rotationsdiffusionszeit des flexiblen Segments, und es ist von einer
Interaktion des P3-Loops mit dem beladenen Maltose-Bindeprotein MalE auszugehen.
Interessanterweise ist die Dynamik des P3-Loopsegments etwas schneller, wenn unbela-

denes MalE bindet, und die sterische Einschrankung der Bewegung ist weniger stark.

Unbeladenens MalE besitzt eine intrinsische Flexibilitét, die eine Substratbindung iiber
einen Venus-Fliegenfallen-Mechanismus erlaubt (Mao et al., 1982). Die zwei Substrat-
Bindedoménen (siche Kapitel 2.1.1.1) sind iiber eine kleine Helix und ein zweifach gefal-
tetes [-Faltblatt, das die Form einer Drehgelenkregion hat, verbunden. Die Bindesei-
te von MalE zum Transporter schlieft die interdomé&ne Spalte zwischen den beiden
MalE-Doménen ein. Der Bindemechanismus beinhaltet eine 30° Drehgelenksrotation zwi-
schen den zwei Bereichen zueinander. Um die korrespondierenden MalE-Konformations-
dnderungen zu den periplasmatischen Loopénderungen des Transporters zu untersuchen,
wurden der N-terminale Bereich in den Positionen 13 und 31, und der C-terminale Be-
reich mit der Position 211 fluoreszenzmarkiert und die Dynamik untersucht. Mit Hilfe der
langsamsten Rotationskorrelationszeit ¢3 und dessen Temperaturabhéngigkeit konnte fiir
freies MalE die aus den Kristallstrukturdaten bekannte Gréfke von MalE aus dem Perrin-
Plot bestimmt werden. Die Bindung von MalE an den Transporterkomplex konnte dann
iiber die Anderung der Anisotropiezerfallskurve anhand des Auftretens eines konstanten
Endwerts der Anisotropie detektiert werden.

Es wurden die verschiedenen Stadien des Transportzyklus mit mehreren Einzelmes-
sungen zwischen den schrittweisen Zugaben der einzelnen Komponenten wie MalFGKs,
ATP und Maltose an den Mutanten MalE(G13C-AF) (N-terminale Doméne) und Ma-
IE(E211CAF) (C-terminale Doméne) untersucht. Wie auch fiir MalE G13C-AF und so-
lubilisiertem Transporter wurde bei Messungen von MalGFK, in Proteoliposomen eine
Bindung von MalE(G13C-AF) an MalGFKjy in der Anwesenheit von ATP beobachtet.
Die Resultate aus den Messungen mit dem Transporter in der Lipidmembranumgebung
sind vergleichbar mit den Ergebnissen mit dem solubilisierten Komplex. Damit sind die
hier vorgestellten Ergebnisse kein Artefakt im Detergenzsystem, sondern spiegeln die
Prozesse wieder, die auch im Membransystem stattfinden werden. Mit Hilfe der Detek-
tionspositionen in den beiden MalE-Doménen konnte eine asymmetrische Bindung von
MalE beobachtet werden. Es sieht so aus, dass die maltosefreie Form von MalE nur
mit ihrer C-terminalen Seite mit der periplasmatischen Transporteroberfliche intera-
giert. Wenn ATP, wie auch ATP und Maltose vorhanden sind, wurde eine Bindung von
beiden MalE-Doméanen beobachtet, und es besteht ein enger Kontakt zum Transporter.
Unter hydrolisierenden Bedingungen (mit MgCly) konnte eine sequentielle dynamische
Abkopplung der beiden Doménen von MalE beobachtet werden. Hierbei scheint sich zu-

niichst die N-Domiine und erst bei Messbedingungen mit einem Uberschuss von MgCl,
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die C-Doméne von MalE zu 16sen. Daraus lisst sich schliefen, dass das unbeladene Malk
weiterhin mit dem C-terminalen Bereich des Transporters interagiert. Um die Ergebnisse
iiber die Interaktion der N-Domé&ne von MalE wihrend des Tranportzyklus zu erhérten,
wurde zusétzlich die Mutante MalE(T31C-AF) untersucht. Position 31 liegt in direkter
Néhe des P2-Loops von MalF. Wie auch fiir die Immobilisierung des P2-Loops wurde
fiir Position 31 von MalE die héchste sterische Einschrankung in Gegenwart von ATP
beobachtet. Die Fluoreszenzanistropieexperimente zeigten, dass der P2-Loop ebenfalls
durch einen Uberschuss an MalE in seiner offenen Konformation immobilisiert werden
kann, d.h. es zu einer Bindung der N-terminalen Domé&ne von MalE an den P2-Loop
von MalF kommt. Der Fluoreszenzlabel in Position 31 der N-terminalen Doméne zeigt
jedoch nur eine marginale Erh6hung der sterischen Einschrénkung seiner Bewegung in
Gegenwart des Transporters und bei Abwesenheit von Maltose. Da fiir die Anisotropieex-
perimente von MalE mit einem Uberschuss an Transporter gearbeitet wurde, lassen sich
die Ergebnisse wie folgt interpretieren. MalE hat nicht nur eine differentielle Bindungs-
affinitdt zum Transporter in Abhingigkeit von Maltose, sondern die beiden Doménen in
der offenen Konformation von MalE interagieren mit unterschiedlicher Affinitdt mit dem
Grundzustand des Transporters (d.h. ohne ATP).

+ Malto!
L]
(3

)
MgCl, (excess)

gh)%\

DP + Pi+
L]

Abbildung 7.1.: Transportmodell mit Maltose unbeladenen MalE und dem im Grund-
zustand entkoppelten P2-Loop von MalF. (1) Das Maltose-Bindeprotein kann
im unbeladenen Zustand eine schwache und reversible Bindung an seinem C-
terminalen Bereich mit der periplasmatischen Oberfliche der TMD eingehen. (2)
Durch Zugabe von ATP findet eine starke Bindung vom C- und N-terminalen
Bereich des MalE mit der TMD statt. (3) Maltose kann an das gekoppelte MalE
binden. Dadurch &ndert sich die Konformation vom MalE und dem Komplex.
(4) In der Anwesenheit von MgCl, wird der Transportprozess vollendet. Das
Maltose-Bindeprotein 16st sich an seinem N-terminalen Bereich von der TMD.
Dabei ist es wieder in der Lage, Maltose aufzunehmen und mit dem Kom-
plex den Transportvorgang erneut durchzufiihren. Bei einer erhdhten MgCls-
Konzentration kann sich das gesamte Maltose-Bindeprotein 16sen und der Zyklus
beginnt erneut bei (1).
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Die aus dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen die Entwicklung eines genaueren Mo-
dells fiir den Transportzyklus zu (Abbildung 7.1 und Abbildung 7.2). Die Kernpunkte
sind hierbei, dass eine P2-Immobilisierung unter den folgenden zwei Bedingungen auf-
tritt: (i) bei der Bindung von unbeladenen MalE in Abwesenheit von ATP und (ii) bei
der Bindung von Maltose-beladenen MalE in Gegenwart von ATP.

Der erste Teil des Modells (Abbildung 7.1) geht von unbeladenen MalE aus, welches
im ersten Schritt eine schwache und reversible Bindung an seinem C-terminalen Bereich
mit der periplasmatischen Oberfliche der TMD eingehen kann. Durch das ATP, wel-
ches aus dem Cytoplasma bereitgestellt wird, findet eine starke Bindung vom C- und
N-terminalen Bereich des MalE mit der TMD statt. Somit kann Maltose an das ge-
koppelte MalE binden. Dadurch findet eine Konformationsinderung bei MalE und dem
Komplex statt. Durch die Anwesenheit von MgCls im Cytoplasma kann sich das Maltose-
Bindeprotein an seinem N-terminalen Bereich von der TMD losen. Daraufhin ist es wieder
in der Lage, Maltose aufzunehmen und mit dem Komplex den Transportvorgang erneut
durchzufiihren. Bei einer erhthten MgCly-Konzentration kann sich das gesamte Maltose-

Bindeprotein 16sen und der Zyklus beginnt wieder vom ersten Schritt an.

MgCl, (excess)

Abbildung 7.2.: Transportmodell mit Maltose beladenen MalE und dem im Grundzustand
entkoppelten P2-Loop von MalF. (1) Das Maltose-Bindeprotein geht im bela-
denen Zustand keine Bindung mit der periplasmatischen Oberfliche der TMD
ein. (2) Erst durch Zugabe von ATP erfolgt eine starke Bindung mit der Ein-
leitung des Transportprozesses und den verbundenen Konformationsinderungen
des Maltose-Bindeproteins und des Komplexes. (3) Mit der Anwesenheit von
MgCl, wird der Transportprozess vollendet. Das Maltose-Bindeprotein 16st sich
an seinem N-terminalen Bereich von der TMD. Dabei ist es wieder in der La-
ge, Maltose aufzunehmen und mit dem Komplex den Transportvorgang erneut
durchzufiihren. Bei einer erh6hten MgCly-Konzentration kann sich das gesamte
Maltose-Bindeprotein 16sen und der Zyklus beginnt erneut bei (1).

Im zweiten Teil des Modells wird von beladenen MalE ausgegangen, welches keine Bin-
dung mit der periplasmatischen Oberfliche der TMD eingeht. Erst durch ATP erfolgt eine

starke Bindung mit der Einleitung des Transportprozesses und den verbundenen Konfor-
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mationsdnderungen des Maltose-Bindeproteins und des Komplexes. Mit der Anwesenheit
von MgCls kann sich das Maltose-Bindeprotein an seinem N-terminalen Bereich von der
TMD lésen und ist es wieder in der Lage, Maltose aufzunehmen und mit dem Komplex
den Transportvorgang erneut durchzufiihren. Bei einer erhdhten MgCls-Konzentration
kann sich das gesamte Maltose-Bindeprotein 16sen und der Komplex ist bereit fiir einen

weiteren Transportzyklus.
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8. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Dynamik der periplasmatischen Oberfliche des
ABC-Maltosetransporters von Echerichia coli/Salmonella typhimurium und dem dazu-
gehorigen SBP wihrend des Transportzyklus. Zusétzlich wurde im Rahmen dieser Ar-
beit ein Labelingprotokoll zur Markierung des ABC-Maltosetransporters mit Fluorescein
optimiert, so dass eine Labelingstochiometrie von 100 % erreicht werden kann. Des Wei-
teren wurde ein Aktvitdtsassay fiir den ABC-Maltosetransporter entwickelt, mit dem
die Funktionstiichtigkeit der fluoreszenzmarkierten Komplex- und Maltose-Bindeprotein-
Varianten nachgewiesen werden konnte. In diesem Zusammenhang konnte eine reprodu-
zierbare Phosphatbestimmung mit Hilfe eines Malachitgriin-Assays unter Beriicksichti-
gung der Effekte, die z. B. durch Glycerin, SDS und den Fluorszenzmarker verursacht
werden, erzielt werden.

Es wurde die Methode der ortsspezifischen kovalenten Bindung von Fluoreszenzmar-
kern an verschiedenen Positionen an der Proteinoberfliche verwendet, um mit Hilfe der
zeitaufgelosten Fluoreszenzdepolarisation die Proteindynamik an spezifischen Stellen im
Protein wihrend des Transportvorgangs zu untersuchen.

Es konnte eine Charakterisierung der Oberflichenkonformation der periplasmatischen
TMD. Dabei hat sich gezeigt, dass die MalF-P2-Loopdynamik im Grundzustand (resting
state) von der TMD im Gegensatz zum MalG-P1- und MalG-P3-Loop (scoop loop) voll-
stdndig entkoppelt ist, wobei der scoop loop eine hthere Beweglichkeit als der in seiner
Bewegung eingeschrénkte MalG-P1-Loop im Grundzustand besitzt. In einem weiterge-
henden Schritt wurde die Immobilisierung des P2-Loops in Anwesenheit von unbelade-
nen MalE und in Abwesenheit von ATP wie auch in der Anwesenheit von ATP und dem
beladenen MalE beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass eine langreichweitige Konforma-
tionsinderung durch die Bindung von ATP an die NBD stattfindet und die Affinitat auf
der periplasmatischen Seite zur maltosebeladenen oder maltosefreien MalE-Form erhoht
wird.

Weiterfithrend wurde der N-terminale und C-terminale Bereich des SBP MalE unter-
sucht. MalE ist in der Lage, mit dem Transporter unabhéngig von ATP und Maltose zu
interagieren. Die Bindung von ATP an den Transporter und die Bindung von Maltose
an MalE fiihrt zu unterschiedlichen Konformationsdnderungen in den beiden Doménen
von MalE.

Die gewonnenen Kenntnisse iiber die periplasmatischen Oberfliche der TMD und den
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N-terminalen und C-terminalen Bereichs von MalE konnten in Zusammenhang gebracht

und daraus ein erweitertes Transportmodell erstellt werden.
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Anisotropiezerfall ro | ¢1(ns) | B1 | g2 (ns) | Ba | ¢3(ns) | Bs | 7 (ns) | 72 (ns) | x2
MalF-T177C-AF 0.36 0.32 0.20 2.5 0.31 26 0.49 1.5 4.1 0.9
+ATP-+MalE+Maltose | 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 o0 0.54 1.3 4.2 1.0
Tabelle 8.1.: Fitparameter der Anisotropiezerfallskurven von Abbildung 6.6. Mit
den Rotationskorrelationszeiten ¢, , 5; den zugehdrigen relativen Amplituden S,
(3", Bi = 1), den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der Fitgiite 2.

Abb.6.7 A Bindung ohne Maltose o | ¢1(ns) | B | g2 (ms) | B2 | da(ns) | Bz | v (ms) | 7o (ms) | X2
MalF-T177C-AF +MalE (1:10) 0.32 0.29 0.18 4.3 0.32 o<} 0.50 1.0 4.0 1.0
MalF-T177C-AF +MalE (1:2) 0.35 0.40 0.22 3 0.34 28 0.44 4.1 1.3 1.3
MalF-T177C-AF +MalE (1:0.2) 0.35 0.32 0.19 2.3 0.3 22 0.48 0.94 4.1 1.1

MalF-T177C-AF 0.35 0.30 0.18 2.1 0.33 21 0.5 0.94 4.0 1.1
+ATP-+MalE+Maltose 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 oo 0.54 1.3 4.2 1.0
Abb.6.7 B Bindung mit Maltose 0 ¢1 (ns) B1 ¢2 (ns) B2 ¢3 (ns) B3 71 (ns) T2 (ns) x?
MalF-T177C-AF 0.33 0.14 0.18 1.5 0.23 24 0.60 0.82 4.0 1.1
MalF-T177C-AF+MalE+Maltose 0.33 0.14 0.21 1.5 0.23 24 0.59 0.89 4.0 1.0
MalF-T177C-AF+ATP-+MalE+Maltose 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 [e5S} 0.54 1.3 4.2 1.0
Abb.6.7 C Bindung mit ATP o ¢1 (ns) B1 ¢2 (ns) B2 ¢3 (ns) Bs 71 (ns) | 72 (ns) x2
MalF-T177C+MalE (1:2) 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 co 0.54 1.3 4.2 0.9
MalF-T177C+MalE (1:0:2) +Maltose 0.36 0.26 0.21 3.4 0.36 51 0.43 0.76 4.0 1.3
MalF-T177C+MalE (1:0.2) 0.36 0.22 0.19 2.4 0.32 29 0.48 0.83 4.0 1.3
MalF-T177C-AF 0.36 0.32 0.20 2.5 0.31 26 0.49 1.5 4.1 0.9
+ATP+MalE+Maltose 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 o<} 0.54 1.3 4.2 1.0

Tabelle 8.2.: Fitparameter der Anisotropiezerfallskurven von Abbildung 6.7 mit
den Rotationskorrelationszeiten ¢, , 3; den zugehorigen relativen Amplitudeng;

(3>, B: = 1), den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der Fitgiite x2.
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Abb.6.8 A o ¢1 (ns) | B ¢o (ns) | B2 | ¢#3 (ns) | B3 | 7 (ns) | 72 (ns) | X2
MalF-T177C-AF 0.36 0.32 0.20 2.5 0.31 26 0.49 1.5 4.1 0.9
+ATP+MalE+Maltose | 0.34 0.38 0.18 4.4 0.28 o] 0.54 1.3 4.2 1.0
+20 mM MgC12 0.34 0.33 0.19 3.0 0.30 39 0.51 1.5 4.2 0.9
Abb.6.8 B ro | ¢1(ns) | B1 | p2(ms) | B2 | #3(ns) | Bs | 71 (ns) | 2 (ms) | x2
MalF-T177C-AF 0.33 0.14 0.18 1.5 0.23 24 0.60 0.82 4.0 1.1
+ATP+MalE+Maltose | 0.32 0.33 0.20 5.4 0.33 e} 0.47 1.0 4.1 1.0
4200 mM MgC12 0.33 0.18 0.18 1.5 0.23 24 0.59 0.77 4.0 1.0
Abb.6.8 C o ¢1 (ns) | B 2 (ns) | B2 | ¢3 (ns) | B3 | 71 (ns) | 72 (ns) | X2
MalF-T177C-AF 0.26 0.36 0.21 2.9 0.33 28 0.46 1.3 4.1 0.9
+ATP+EDTA 0.30 0.31 0.21 3.0 0.33 35 0.46 1.4 4.1 0.9
Abb.6.8 D ro | ¢1(ns) | B1 | p2(ms) | B2 | #3(ns) | Bs | 71 (ns) | 2 (ms) | x2
MalF-T177C-AF 0.28 0.36 0.22 3.0 0.32 30 0.47 1.3 4.1 1.0
+ATP+MgC12 0.27 0.39 0.22 3.2 0.31 31 0.47 1.6 4.1 0.9

Tabelle 8.3.: Fitparameter der Anisotropiezerfallskurven von Abbildung 6.8 mit den
Rotationskorrelationszeiten ¢; , ; den zugehorigen relativen Amplituden 5,
(3>, Bi = 1), den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der Fitgiite 2.

Abb.6.9 A ro ¢1 (ns) B1 ¢2 (ns) B2 ¢3 (ns) B3 T (ns) | 72 (ns) | x2
MalG-P78C-AF 0.36 0.34 0.17 3.1 0.21 [e%S) 0.62 0.99 4.0 1.2
+ATP-+MalE+Maltose 0.36 0.31 0.20 3.0 0.14 oS} 0.66 1.1 4.1 1.2
Abb.6.9 B ro | 1 (ns) | B1 | 2 (ns) | B2 | ¢3(ns) | Bs | 71 (ns) | 72 (ns) | X2
MalG-P78C-AF 0.36 0.34 0.17 3.1 0.21 (e} 0.62 0.99 4.0 1.2
+ATP+MalE+Maltose+MgCly 0.35 0.30 0.19 3.6 0.19 S 0.62 1.1 3.9 1.2

Tabelle 8.4.: Fitparameter der Anisotropiezerfallskurven von Abbildung 6.9 mit
den Rotationskorrelationszeiten ¢, , 3; den zugehorigen relativen Amplitudeng;
(3=, B; = 1) , den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der Fitgiite x2.
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Abb.6.10 A ro | 61 (ns) | Bi | d2(ns) | B2 | ¢3(ms) | Bz | 71 (ns) | 72 (ns) | X}
MalG-Q256C-AF 0.35 0.40 0.28 5.2 0.48 o 0.24 1.4 4.2 0.9
+ATP-+MalE 0.34 0.56 0.25 5.7 0.43 (e} 0.32 1.8 4.2 1.2
+Maltose 0.34 0.60 0.23 6.0 0.40 e} 0.37 1.7 4.2 0.9
Abb.6.10 B ) ¢1 (ns) B1 ¢2 (ns) B2 ¢3 (ns) Bs 71 (ns) | 72 (ns) | x2
MalG-Q256C-AF 0.35 0.40 0.28 5.2 0.48 o 0.24 1.4 4.2 0.9
+ATP+MalE+Maltose 0.34 0.60 0.23 6.0 0.40 oo 0.37 1.7 4.2 0.9
+MgCly 0.34 0.49 0.26 5.6 0.45 0 0.29 1.42 4.2 0.9

Tabelle 8.5.: Fitparameter der Anisotropiezerfallskurven von Abbildung 6.10
den Rotationskorrelationszeiten ¢; , 5; den zugehorigen relativen Amplitudens,

(3>, B: = 1), den Fluoreszenzzerfallszeiten 7; und der Fitgiite x2.
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Publikationen und Veranstaltungen

Wihrend dieser Doktorarbeit wurden folgende Fachartikel angefertigt oder sind in Arbeit.

Zusétzlich wurden verschiedene Beitrdge auf Veranstaltungen présentiert.

Veroffentlichungen

Folgende Publikationen wurden eingereicht oder befinden sich in Arbeit.

e Boris Repen, Erwin Schneider, und Ulrike Alexiev. ,Optimization of a malachite
green assay for detection of ATP hydrolysis by solubilized membrane proteins.”
Analytical biochemistry 426(2):103105, July 2012.

e Boris Repen, Tai-Yang Kim, und Ulrike Alexiev. "Characterization of Membrane
Protein Non-native States. Effect of Thermal Denaturation on Loop Dynamics in

Bacteriorhodopsin." Manuskript ist in Arbeit.

e Boris Repen, Julian Ochsmann, Stefan Ott, Martin Daus, Frank Scheffel, Erwin
Schneider und Ulrike Alexiev ,,Correlated dynamics of substrate binding prote-
in and periplasmic loop regions of the maltose ATP-binding cassette transporter
MalGFKs: Role of MalF P2-loop immobilization” Manuskript ist in Arbeit.

Konferenzen und Workshops

Verschieden Beitrige zu dieser Arbeit wurden auf folgenden Veranstaltungen prisen-

tiert.
e Joint Workshop of the “Physical & Chemical Graduate School G&ttingen” and the

“Dahlem Research School of Molecular Science”, Freie Universitit Berlin, Germany
15.09.2008 — 17.09.2008.
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Bi-annual Conferences of the German Biophysical Society — 2008, Freie Universitit
Berlin, Germany 28.09.2008-01.10.2008

Workshop ,,Molecular Science”, Freie Universitdt Berlin, Germany, 17.02.2009

Joint Meeting of Danish and German Biophysicists, St.Bonifatius Monastery, Hiin-
feld, Germany 21.05.2009-24.05.2009

First General Meeting ,Center for Supramolecular Interactions (CSI)”, Freie Uni-
versitidt Berlin, Germany, 12.01.2010

"Advanced methods in optical fluorescence microscopy towards nanoscopy", Inter-
national School of Physics ,.Enrico Fermi” - Varenna, Italy, 11.07.2010-17.07.2010

SFB 449 Symposium Berlin-2010, Charité Berlin - Institut fiir Mikrobiologie, Ger-
many 02.12.2010-03.12.2010

Second General Meeting ,Center for Supramolecular Interactions (CSI)”, Freie Uni-
versitit Berlin, Germany, 10.03.2011-11.03.2011
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