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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Zellen aller Organismen sind von Membranen elpeg, die das Cytoplasma
vom extrazellularen Milieu abgrenzen. Gleichzegigllt die Cytoplasmamembran eine
hochselektive Permeabilitatsbarriere dar, Uber der essentielle Stoffaustausch
zwischen dem Zellinneren und der extrazellularengeloung stattfindet. Die selektive
Permeabilitdt der Membran beruht auf eingelageft@msportproteinen, die nicht nur
die spezifische Nahrstoffaufnahme sowie die Sedmetier Stoffwechsel-Endprodukte
regulieren, sondern auch fir die Aufrechterhaltaeg elektrochemischen Potentials
verantwortlich sind. Diese Transportvorgdnge edaolgzum einen passiv durch
Diffusion entlang eines elektrochemischen Gradmenteoder aktiv unter
Energieverbrauch gegen den Konzentrationsgradieriem anderen gibt es aktive
Transporter, die wie die primar aktiven Transpatssne ihre Energie direkt aus der
Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) oder Phespdpyruvat (PEP) beziehen,
und die sekundar aktiven Transporter, die zur Etesigrung den elektrochemischen
Gradienten Uber der Membran nutzen (Kramer, 1994)der Klasse der aktiven
Transportsysteme bilden diel'P-binding assette(ABC)-Transporter eine der groldten
Proteinfamilien, die fir eine Vielzahl von zellud#ér Vorgangen verantwortlich sind
(Hydeet al.,1990; Higgins & Linton, 2004; Linton & Higgins, 28).

1.1 Funktion und Aufbau von ABC-Transportern

ABC-Transporter sind Membranproteinkomplexe, die TPA binden,
hydrolysieren und die freiwerdende Energie zur mekiionalen Translokation diverser
Substrate tUber die Membran nutzen. Nachdem 198fhass die Gene eines ABC-
Transporters (Histidin-Importer HisQMRaus Salmonella typhimuriumkloniert und
sequenziert wurden (Higginet al., 1982), nahm die Anzahl bekannter ABC-
Transportsysteme stetig zu. Diese Transporter gehpur grof3ten Familie homologer
Membranproteine und sind sowohl bei Pro- als aueh Bukaryoten an vielen
physiologischen Prozessen in der Zelle beteiligau(® et al., 1999). ABC-
Transportsysteme zeichnen sich durch ihr breitegki®om an transportierten
Substraten aus, das von lonen, Uber Zucker, Viiminosauren, Peptide, Lipide bis
zu Toxinen, wie z.B. Antibiotika, reicht (Ubersiciiggins, 1992). Zur Familie der
ABC-Transportkomplexe gehdren auch Vertreter, ddnd aktiven Transporter sind.
Der cystic fbrosis ransmembrane conductanceegulator (CFTR) beispielsweise
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besitzt keine aktive Transportfunktion, sondernlltsteinen Nukleotid-regulierten
lonenkanal dar (Hanrahaet al, 2003). Dazu gehort ebenfalls dagphonyl uea

receptor(SUR)-Protein, das in ahnlicher Weise einen Kalikamal reguliert (Inagaki
et al., 1995; Matsucet al, 2003), sowie Proteine, die in die Chromatin-@igation

(Hirano, 2006) oder in die DNA-Reparatur (Hopfeeal.,2000) involviert sind.

Im menschlichen Genom wurden bisher 48 ABC-Trartsgsteme identifiziert.
Einige Vertreter sind von hoher medizinischer Rafey da ihre Mutation die Ursache
fur Erbkrankheiten wie Mukoviszidose, Adrenoleuksulgphie oder Stargardtsche
Makuladegeneration sind (Dea al., 2001; Linton, 2007). Des Weiteren ist in der
Uberexpression bestimmter ABC-Transporter, wie d@és humanen P-Glykoproteins
(P-gp MDR1), die als pultidrug-resistance (MDR) bezeichnete Resistenz von
Tumorzellen gegen Chemotherapeutika begriindet.

ABC-Transporter besitzen trotz ihrer groRen Kompégxin Funktion und
Substratspezifitat eine gemeinsame Architektur, stibon 1986 von Higginst al.
beschrieben wurde. Ein typischer ABC-Transportk@mpl besteht aus vier
Untereinheiten (Abbildung 1). Zwei integrale, hyplhobe Tansnembran-lDmanen
(TMDs - in Abbildung 1 gelb/blau) bilden die Traoktionspore fur ein spezifisches
Substrat und zwei cytoplasmatisch assoziierklébtid-indende méanen (NBDs - in
Abbildung 1 grin/violett) energetisieren den Trassgrgang durch die Hydrolyse von
ATP (Higgins, 1992).

extrazellular

Membran

cytosolisch

Abbildung 1 Modulare Organisation von ABC-Transportern. Beispielhaft fir den
einheitlichen Aufbau der ABC-Transporter ist das [ffémnat/Molybdat-
Transportsystem ModBC  (Proteindatenbank  Zugangsco@®NK) aus
Archaeoglobus fulgidugezeigt, bestehend aus zwei TMDs ModB und zwei BIBD
ModC (Hollensteiret al.,2007).
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Wahrend eukaryotische ABC-Transporter ausschlie3Exportsysteme sind,
finden sich in Prokaryoten auch importierende Tpansysteme, die zusatzlich ein
extrazellulares Substrat-Bindeprotein  besitzen Bo& Lucht, 1996). In
prokaryotischen Organismen sind die einzelnen @ibeiten des Transportkomplexes
haufig separate Proteine (Abbildung 2 - A und D¢, Domanen vieler eukaryotischer
ABC-Transporter hingegen sind oft fusioniert (Alolihg 2 - E, F, G). Einige
prokaryotische ABC-Transportsysteme verfigen zuddrer spezielle Porine in der
aulBeren Membran, die die Diffusion der Substratalen periplasmatischen Raum
erleichtern (Nikaido & Vaaro, 1985; Nikaido, 1994).

A B C

G. &. &. .
o o o aufen

Membran

DD D OO apay "

O ~ OpuA
= Oopp @ -

(& - LmrA P-gp
W A aulten
B B [{B m ] B

Membran

D@ =

Abbildung 2 Domanenorganisation von ABC-Transporten. Farbige Darstellung: orange -
Bindeprotein; blau/violett - TMD; griin - NBD. Beigthaft sind dargestelltA) die
aus je vier (finf mit dem Substrat-Bindeprotein)trgenten Untereinheiten
organisierten Vitamin B- und Maltose-Transporter, in denen die TMDs alsndo
(BtuC) oder Heterodimer (MalFG) auftreterB)(der aus getrennten NBDs und
fusionierten TMDs bestehende Eisen-Hydroxamat-Tparisr, C) der aus
fusionierten NBDs und separaten TMDs aufgebauteo$@ilransporter, )
OppABCDF bestehend aus verschiedenen TMDs und N®ge einem Substrat-
Bindeprotein OppA, das in gram-positiven Bakterierder Zellmembran verankert
ist, (E) der OpuABC-Transporter, in dem die Substrat-Bdaieane direkt mit den
TMDs fusioniert ist, ) LmrA, ein aus zwei TMD-NBD Kombinationen
aufgebauter MDR-ABC-Transporter un@)(der aus einer Polypeptidkette mit vier
Domaéanen bestehende MDR-ABC-Transporter P-Glykopr¢ddDR1).
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1.1.1 Die integralen Membranproteine der ABC-Transporter

Die TMDs der ABC-Transportsystenfermen den Translokationsweg fur die
Substrate und bestehen ausHelizes, die die Cytoplasmamembran mehrfach
durchspannen. Die Anzahl der Transmembran-Helizesiiest innerhalb der
verschiedenen ABC-Transporter-Untergruppen stark liggt zwischen vier und zehn
a-Helizes pro TMD. Die Mehrzahl der TMDs besteht aechs transmembranen
Helizes, deren C- und N-Termini in das Cytoplasmeaiohtet sind (Boos & Lucht,
1996).

Die Substratdiversitat der ABC-Transporter spiegglth in der geringen
Sequenzkonservierung der TMDs innerhalb der Priateiiie wider, wodurch
vergleichende Analysen deutlich erschwert werden.dén bisher verdéffentlichten
Kristallstrukturen der vollstdndigen ABC-Transporist zu erkennen, dass die TMDs
zumindest zwei deutlich verschiedene Konformatioagmehmen kénnen (Abbildung
3). Der aus den TMDs geformte Translokationskargtl dabei entweder zur
cytoplasmatischen oder zur extrazellularen Seite Membran getffnet (Higgins &
Linton, 2004; Hollensteiet al, 2007; Dawson & Locher, 2007).

extrazellular

Membran

cytosolisch

Abbildung 3 Unterschiedliche Konformationen der TMDs. In der linken Kristallstruktur des
Wolframat/Molybdat-Transporters ModBC au8. fugidus (Proteindatenbank
Zugangscode 20NK) nehmen die TMDs eine zur cytesloéin Membranseite
gedffnete Konformation ein. Die Kristallstruktur voSav1866 ausS. aureus
(Proteindatenbank Zugangscode 2HYD) zeigt die Mamiroteine in einer zum

extrazellularen Raum geéffneten Konformation.
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Eine der wenigen Ubereinstimmungen in der SequenZTMDs ist das EAA-
Motiv (EAA-x3-G-xo-I-x-LP, wobei x fur eine beliebige Aminosaure gjeldas sich in
der vierten cytoplasmatischen Schleife fast alléDE von ABC-Importsystemen
befindet (Dassa & Hofnung, 1985; Mouretzal., 1997). Das EAA-Sequenzmotiv wird
als Kontaktbereich zwischen TMD und NBD angeseiendem die Signallbertragung
zwischen den Transportkomplex-Unterheiten statfir{tiocheret. al.,2002; Linton &
Higgins, 2006). Die Bedeutung dieses Sequenz-Mativede mit Mutationsanalysen
belegt, in denen der Austausch von Aminosduren atier Mutation des hoch
konservierten Glycins, zu einem Verlust der Tramgbaivitat fuhrte (Mourezet al.,
1997).

1.1.2 Die Nukleotid-bindenden Domanen der ABC-Transporter

Die NBDs oder ABC-Proteinesind in den ABC-Transportsystemen fur die
Kopplung der aus ATP-Bindung und -Hydrolyse freidemden Energie mit der
Translokation des Substrats verantwortlich (Ame&$21 Higgins, 1992; Schneider &
Hunke, 1998). Die NBDs sind als Homo- oder Hetermti auf der cytoplasmatischen
Seite an die Membrandomanen assoziiert. Sie w&sgnienzidentitaten von mehr als
30 % auf, wobei die pro- oder eukaryotische Herkutdr NBDs und die Art des
transportierten Substrat unerheblich sind (Pinketl., 2007). Sie sind durch mehrere
charakteristische, hoch konservierte Sequenzmotigekennzeichnet (siehe
Sequenzalignment Abbildung 4; Higgiesal.,1986). Dazu gehdren die fur viele ATP-
abhangige Proteine typischen Walker A- (G-x-x-G-Kd/S, x steht fur eine beliebige
Aminosaure) und Walker B-Motive (h-h-h-h-D, wobeeime hydrophobe Aminosaure
darstellt) (Walkeret al., 1992). Durch die Interaktion der Walker A- und BegRmen
wird ein Phosphatbindungsmotiv, die P-Schleife,oget, das die ATP-Bindestelle
bildet. Ein weiterer hoch konservierter Bereich @é vor dem Walker B-Motiv
lokalisierte ABC-Signatursequenz (Konsensus: LSG&agh C-Schleife genannt), die
charakteristisch flr die NBD ist und zur Identifiiken von Mitgliedern der ABC-
Transporter-Familie genutzt wird (Schmees$ al., 1999). Weitere konservierte

Sequenzbereiche sind die D-, H- und Q-Schleifen.
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ArtP_Gst
ABC_AS_Gkl
ABC_AS_Tthem
ABC_Glu_Bpum

ABC_Glu_Lmon ---MTKLKVTGLKKSFGANEVLKGIDIEVK EGEVVCVIGPSGSGKSTFLRCMNNLE
ABC_AS_Cbut - MIEIKNLNKSFGKNHILKGINTHID KGQVVVVIGPSGSGKSTFLRCLNLLE
ABC_AS_Sther -MAETHEIKNLHKYFGKNKVLKGIDLDIK KGEVVVIIGPSGSGKSTFLRSMNLLE
ABC_Glu_Aful ---MAQLEIIDLHKRFGELEVLKGVTMKVE KGEVVVIIGPSGSGKSTLLRCINRLE
HisP_AS_Sthy MMSENKLHVIDLHKRYGGHEVLKGVSLQAR AGDVISIIGSSGSGKSTFLRCINFLE
Q Schleife
60 7 0 80 90
ArtP_Gst DFDEGEIIDGINLKAK----------- DT NLNKVREEVGMVEFQRENLFPHMTVLN
ABC_AS_GKI DFDEGEIIDGINLKAK----------- DT NLNKVREEVGMVFQRFENLFPHMTVLN
ABC_AS_Tthem DFQEGEVVVDGLNVKD------------ DR ALREVRREVGMVFQQFNLFPHMTVLE
ABC_Glu__Bpum DITAGEVVVHGHTITNP----------- KV NINKVRQEVGMVFQHFNLFPHKTVLE
ABC_Glu_Lmon EITAGEVVVDDFNITDK----------- KV DINKVRENIGMVFQHFENLFPHLSVLE
ABC_AS_Chbut CPEEGNIIFEDEDITSK------ NINKVREKMGMVFQQFNLFPHKTVLE
ABC_AS_Sther TPTKGVISFEGVDITDK DIFKMREKMGMVFQQFENLFPNMTVKE
ABC_Glu_Aful EPTSGKILLDGVDITNS----------- DINKVRQRIGIVFQQFNLFBHLTALQ
HisP_AS_Sthy KPSEGAIIVNGQNINLVRDKDGQLKVADKN QLRLLRTRLTMVFQHENLWSHMTVLE
ABC- Si gnat ur
100 110 120 130 140 150
ArtP_Gst NITLAPMKVRKWPREKAEAKAMELLDKVGL KDKAH-AYPDSLSGGQAQRVAIARAL
ABC_AS_GKI NITLAPMKVRKWPREKAEAKAMELLAKVGL  QDKAH-VYPDSLSGGQAQRVAIARAL

ABC_AS_Tthem
ABC_Glu__Bpum

ABC_Glu_Lmon NITLAPVELKKMDKEAAKSNALRLLEQVGL REKAD-EFPNQLSGGQKQRVAIARAL
ABC_AS_Cbut NITISPIKVKKLSEQKANEIAMKLLKKIGL EDKAN-FYPSQLSGGQKQRIAIARAL
ABC_AS_Sther NITLSPIKTKGVSKADAEAKAMELLEKVGL KDKAD-AYPTSLSGGQQQRIAIARGL
ABC_Glu_Aful NVTLAPIKIKKMSKREAEELGMRLLEKVGL EDKAD-YYPAQLSGGQQQRVAIARAL
HisP_AS_Sthy NVMEAPIQVLGLSKHDARERALKYLAKVGI DERAQGKYPVHLSGGQQQRVSIARAL
Wal ker B D-Schleife H Schleife
160 170 1 80 190 200

ArtP_Gst AMEPKIMLFDEPTSALDPEMVGEVLSVMKQ LANEGMTMVVVTHEMGFAREVGDRVL
ABC_AS Gkl AMEPKIMLFDEPTSALDPEMVGEVLSVMKQ LANEGMTMVVVTHEMGFAREVGDRVL

ABC_AS_Tthem
ABC_Glu__Bpum
ABC_Glu_Lmon

10 20
-MIDVHQLKKSFGSLEVLKGINVHIR
————— MIDVRQLKKSFGSLQVLKGIDVHIR
--MEPIIRIRNLHKWFGPLHVLKGIHLEVA
---MSMITVKNLKKSFGDHEVLKDINAVIE

Wal ker A
30 40 50
EGEVVVVIGPSGSGKSTFLRCLNLLE
EGEVVVVIGPSGSGKSTFLRCLNLLE
PGEKLVIIGPSGSGKSTLIRTINRLE
EKEVVCVIGPSGSGKSTFLRCLNKLE

NVTLAPMRVRRWPREKAEKKALELLERVGI
NITIAPVKVKGTDKKAAVDKAMDLLEKVGL

LDQAR-KYPAQLSGGQQQRVAIARAL
KDKAK-SYPNQLSGGQKQRVAIARAL

AMEPKIMLFDEPTSALDPEMVGEVLDVMRD LAQGGMTMVVVTHEMGFAREVADRVV
AMDPKVLLFDEPTSALDPEVYVGDVLAVMKQ LAVEGMTMIVVTHEMGFAREVGDRVI
AMDPDIMLFDEPTSALDPEMVGEVLGVMKE LAKGGMTMMIVTHEMGFAREVGDRVI

ABC_AS_Chut AMEPDVMLFDEPTSALDPEMVGEVLNVMKD LALEGMTMVVVTHEMGFAKEVGDRVM

ABC_AS_Sther AMDPDVLLFDEPTSALDPEMVGEVLAVMKD LAKSGMTMAIVTHEMGFAYEVADRVI

ABC_Glu_Aful AMNPEVMLFDEVTSALDPELVKEVLDVMKQ LARDGMTMVYVTHEMGFAREVGDRVI

HisP_AS_Sthy AMEPDVLLFDEPTSALDPELVGEVLRIMQQ  LAEEGKTMVVVTHEMGFARHVSSHVI
210 220 230 240

ArtP_Gst FMDGGYIIEEGKPEDLFDRPQHERTKAFLS [(QY/ E—

ABC_AS_GKI FMDGGYIVEEGKPEDLFDHPQHERTKAFLS ~ KVL------

ABC_AS_Tthem FMDGGQIVEEGRPEEIFTRPKEERTRSFLQ RVLHH-----

ABC_Glu__Bpum  FMDGGYIVEEDKPEALFGNPQHERTKSFLS KVL-------

ABC_Glu_Lmon FMDGGYIVEEGKPADIFDNPTNERTISFLD ~ KVL-------

ABC_AS_Chut FMDEGKILEEGTPEDIFNNAKNSRTKDFLS ~ Kll-------

ABC_AS_Sther FMDGGVIVEEGTPREIFDNTKEERTKDFLS ~ KVL-------

ABC_Glu_Aful FMDGGVIVEEGKPEQIFSNPKHERTRKFLS ~ MIL-------

HisP_AS_Sthy FLHQGKIEEEGDPEQVFGNPQSPRLQQFLK ~ GSLKKLEH...

Abbildung 4 Sequenzalignment von ArtP aus G. stearothermophilus (ArtP_Gst) mit

verwandten ABC-Proteinen aus Aminoséure-Importsystmen verschiedener
Organismen. Konservierte Sequenzmotive sind benannt und dur@hnien
hervorgehoben. Die verglichenen NBDs stammen &sobacillus kaustophilus
(ABC_AS_GKI, acc. no. YP_149308)hermus thermophiluUlABC_AS_Tthemacc.
no. YP_004768),Bacillus pumilus(ABC_Glu_Bpum, acc. no YP_001488700),
Listeria monocytogene$ABC_Glu_Lmon, acc. no ZP_00232468),Clostridium
botulium (ABC_AS_Cbut,acc. no YP_001254518)Streptococcus thermophilus
(ABC_AS_Sther,acc. no YP_141017),Archaeoglobus fulgidug¢ABC_Glu_Aful,
acc. no NP_069514) undSalmonella typhimurium(HisP_AS_Sthy,acc. no.
P02915).
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Als erste Kristallstruktur einer isolierten NBD vader 1998die des HisP der
Histidin-Permease auS. typhimuriumvon Hung et al. beschrieben. Seitdem sind
weitere dreidimensionale Strukturen von NBDs inewstthiedlichen funktionellen
Zustdnden bestimmt worden. Die Kiristallstrukturerestiitigen die L-formige
Grundstruktur der NBDs, die aus der katalytischewl uler helikalen Subdomane
aufgebaut sind (Diederichet al., 2000; Gaudet & Wiley, 2001; Schmét al., 2003)
(Abbildung 5). Die helikale Doméne, die vollstandigsa-Helizes besteht, enthalt die
konservierte ABC-Signatursequenz und eine gerings&uwierte strukturell variable
Region, die den Kontaktpunkt zu den TMD darsteiti{mitt et al., 2003). In der
katalytischen NBD-Subdoméne befinden sich alle eveit konservierten Bereiche, wie
die Walker A- und B-Regioneie Subdomanen der NBD sind Uber die Q-Schleife
miteinander verbunden. Einen Uberblick tiber die sinang der Subdomanen und der
Lage der beschriebenen konservierten Motive gilitilllong 5 anhand der Struktur der
isolierten NBD des ABC-Transporters HIlyB dtscoli (Schmittet al,, 2003).

{ ( D-Schleife  ABC Signatur

= Hschiefe g |
'@ 4 S

N

=4 —Q-Schleife

Katalytische Domane Helikale Domane

Abbildung 5 NBD-Struktur mit konservierten Regionen. Es ist die monomere Struktur der
isolierten NBD des ABC-Transporters HIlyB (Proteitetdbank Zugangscode
1MTO) gezeigt. Die konservierten Sequenzmotive Guthleifen der NBDs sind
farblich hervorgehoben und bezeichnet. Die katsdyte Subdoméane ist in hellgelb
und hellgrau, die helikale Doméane in hellbraun datellt (modifiziert nach
Zaitseveet al, 2005b).
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Einige der bestimmten Strukturen zeigen die NBDglimerisiertem Zustand
(Zaitsevaet al., 2005b; Smithet al., 2002). Zwischen den Monomeren sind zwei
gebundene ATP-Molekile zu finden. Biochemische strdkturelle Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Dimerisierung der monom&BiDs durch die ATP-Bindung
induziert wird und fur die Funktion der ABC-Transiss essentiell ist (Fetsch &
Davidson, 2002; Moodgt al, 2002; van Veewt al, 2000; Linton, 2007). Die NBDs
dimerisieren, indem jeweils das in der P-Schled#e dinen Monomers gebundene ATP
die Signatursequenz des anderen NBD-Monomers kibertakZaitsevaet al., 2005a;
Hollensteinet al.,2007). Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 6 8IBD-Dimer in
einer geschlossenen Konformation, also im ATP-gdboan Zustand, dargestellt. Die
durch die ATP-Bindung induzierte Dimerisierung wsacht sehr wahrscheinlich
Konformationsanderungen in den benachbarten TMOs. die SignalUbertragung
zwischen den TMDs und den NBDs ist die Q-Schletfe die NBD-Subdoménen
miteinander verbindet, von besonderer Bedeutundldhistein et al., 2007; Linton,
2007). Die ATP-Bindung und -Hydrolyse an den NBi®Igt kooperativ (Davidsoat
al., 1996; Liuet al., 1997). Die Inaktivierung einer NBD des Dimers fiihu einem
kompletten Funktionsverlust des Transporters (Dsonetal., 2002).

Abbildung 6 Struktur eines NBD-Dimers. Dargestellt ist ein Dimer aus NBDs, die einander
entgegengesetzt orientiert sind und zwischen swhi ATP-Molekile gebunden
haben. Das NBD-Dimer ist von der Membranseite gesehbgebildet. Die
Monomere sind in Blau- bzw. Gelbtdnen gezeigt. Régalytischen Subdoménen
sind in dunkelblau bzw. orange, die helikalen Subé&oeen in hellblau bzw. gelb
dargestellt. Es verdeutlich die gegenstandige Amamd der NBD-Monomere im
Dimer, die durch die Bindung des ATP stabilisieitdi{Linton, 2007).
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1.1.3 Die extrazellularen Substrat-Bindeproteine der ABCIransporter

Die Substrat-Bindeproteine der bakteriellen ABQGparter sind fur jedes
Transportsystem spezifisch. Ihre Aufgabe ist es, @drazellulare Substrat zu binden
und es an die TMDs der Transporter abzugeben, whdiie Bindeproteine wesentlich
fur die Substratspezifitat des Systems verantvebrtiind (Quiocho & Ledvina, 1996;
Boos & Lucht, 1996). Bei gram-negativen Bakterimyén die Substrat-Bindeproteine
gelést im Periplasma vor. Im Unterschied dazu siiel Bindeproteine in gram-
positiven Bakterien und Archaea durch eine an deffeiNninus des Proteins
angehangte Lipidgruppe in der Membran verankers{@iet al., 1988; Elferinket al.,
2001). Bei einigen ABC-Transportern, wie dem OpuABf®tein des OpuA-Systems
aus L. lactis ist das Substrat-Bindeprotein mit den TMDs desCABansporters
fusioniert (van der Heide & Poolman, 2000).

Substrat-Bindeproteine weisen trotz ihrer gerin§&guenzhomologie und der
unterschiedlichen Substratspezifitat groRe strelirAhnlichkeiten auf. Sie bestehen
meist aus zwei ahnlich gefalteten globularen Domade jeweils wiederum aus einem
zentralenf—Faltblatt bestehen, das varHelizes flankiert wird. Die beiden Doméanen
sind Uber B-Faltblatter miteinander verbunden (Wilkinson & ¥ehnuren, 2003;
Abbildung 7). Die gelenkartige Verbindung der beidBoméanen ermdglicht eine

konformationelle Flexibilitat innerhalb des Prot(Wilkinson & Verschuren, 2003).

Abbildung 7 Struktur der Substrat-Bindeproteine. Dargestellt ist HisJ au€. coli mit
gebundenem  Histidin  (Proteindatenbank  ZugangscodeHSLL  Die
Domanenstruktur ist durch die unterschiedliche Ifahle Kennzeichnung

hervorgehoben.
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In der Spalte zwischen den beiden Domanen befisiigt die Substrat-
Bindestelle. Die Proteine liegen in AbwesenheitesirLiganden in einer offenen
Konformation vor (Sharfét al., 1992; Quicho & Ledvina, 1996; Davidson, 2002). Die
Bindung des Liganden induziert Konformationsandgeim im Protein, die zum
Schlie3en der Spalte und in den meisten Proteinexsinem Einschluss des gebundenen
Liganden im Protein fihrt (Quiocho & Ledvina, 1998uiochoet al., 1997). In dieser
geschlossenen Konformation tritt das Substrat-legladBindeprotein mit den TMDs
der Transportkomplexe in Wechselwirkung. Der Kohtatu den TMDs des
Transporters ist entscheidend fur das Offnen digiebeBindeprotein-Doméanen und das
Freigeben des gebundenen Liganden (Hvetual., 2007, Oldhanet al, 2007). In den
Kristallstrukturen von BtuCD-F und MalFGHKnit gebundenen Maltose-Bindeprotein
(MBP) kontaktieren die Substrat-Bindeproteine raitejner ihrer beiden Doméanen ein
Membranprotein des jeweiligen ABC-Transporters. Bem Vitamin B -Transporter
findet diese Interaktion Uber Salzbriicken zwiscberem Argininrest der TMD und
Glutamatresten des Bindeproteins statt. Beide, Bt&#C und MBP-MalFGK,
Strukturen zeigen, dass fur das Entlassen des ratésstin den Translokationskanal
nicht nur das Offnen der Bindeprotein-Domanen vavartlich ist, sondern auch eine
periplasmatische Schleife der TMD, die in die StdisBindetasche ragt. Dort nimmt
sie den Platz des Vitamin;Bbzw. der Maltose ein und verdréngt so das Subatrat

der Bindestelle.

1.2 Dreidimensionale Strukturen vollstandiger ABC-Transporter

Die hohe medizinische Relevanz und das Interessales Aufklarung der
molekularen Zusammenhange des Transportmechanisares und sind Antrieb, die
dreidimensionale Struktur der ABC-Transporter zstibemen und zu untersuchen.
Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit lagaeben geldste Kristallstrukturen
von funf verschiedenen ABC-Transportern vor (Abbild 8). Vier der funf
Transportsysteme sind bakteriellen Ursprungs, est@simt aus einem Archaea. Von
dem Vitamin Bz Importsystem BtuCD-F au¥. coli existieren momentan zwei
Strukturen: die von BtuCD allein und die des ABGisporters im Komplex mit dem
zugehdrigen Substrat-Bindeprotein BtuF (Lockkal.,2002; Hvorupet al.,2007). Bei
der dritten Struktur handelt es sich um den Metdlelat-Transporter HI1470/1471 aus
Haemophilus influenza(Pinkett et al., 2006), der aufgrund der Ahnlichkeit der
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transportierten Substrate eine starke Homologiedem ABC-Transporter BtuCD
aufweist. Die weiteren Kiristallstrukturen sind dides bakteriellen multidrug-
Transporters Sav1866 a8saphylococcus aureuspwohl im Nukleotid-freien als auch
im Nukleotid-gebundenen Zustand (Dawson & Lochef& Dawson & Locher, 2007),
ModBC-A, ein Molybdat/Wolframat-Transporter au#rchaeoglobus fulgidus
(Hollenstein et al., 2007) und MBP-MalFGK einem kompletten Maltose-
Transportsystem aus coli (Oldhamet al, 2007).

Die ABC-Transportkomplexe BtuCD, HI1470/1471, Ma&ZBnd MalFGk sind
Bindeprotein-abhéangige Importer, Sav1866 ist dagega bakterielledrug-Exporter
(Strukturen zusammengefasst in Abbildung 8). Di@dnsysteme setzen sich jewells
aus vier separaten Proteinen zusammen. Hinzu kodawmtjeweilige extrazellulare
Substrat-Bindeprotein. Die TMDs und NBDs der Tramgy BtuCD, HI1470/1471 und
ModBC bilden Homodimere. Der Maltose-Transportel&K, hingegen besteht aus
heterodimeren TMDs MalF und MalG sowie den homodeaneNBDs MalK. Der
Exporter Sav1866 ist ein so genannter Halb-Transporbei dem jeweils eine
Membran-Untereinheit mit einer NBD fusioniert iSter Halb-Transporter dimerisiert,
um ein funktionelles Transportsystem zu bilden.

In den homologen Transportern BtuCD und HI147011%e&ist jede TMD 10
Membran durchspannende Helizes auf, wohingegenTdiBs der ABC-Transporter
mit der geringeren Sequenzidentitat Sav1866, ModB@wd MBP-MalFGlk aus sechs
bzw. acht transmembranen Helizes bestehen. Derlddaty und Maltose-Transporter
weisen in ihren Kristallstrukturen deutliche Ahilkeiten im Bereich der TMDs auf,
obwohl ihre Sequenzen nur wenig homolog sind. Nslginung von Oldhanet al.
(2007) deutet das auf einen gemeinsamen Transtolsatiechanismus hin. Zwischen
den integralen Membranproteinen wird ein gro3ersemgefillter Kanal gebildet, der
den Translokationsweg fir den Liganden darstelit. den Strukturen der ABC-
Importsysteme HI1470/1471 und ModBC-A ist die dudia TMDs geformte Kammer
zur cytoplasmatischen Seite, in demultidrugExporter Sav1866 hingegen zur
extrazellularen Seite der Membran gedffnet. Diestatistruktur von MBP-MalFGK
bildet das gesamte ABC-Transportsystem in einemlechen Intermedidrzustand ab,
in dem das NBD-Dimer zur ATP-Hydrolyse geschlosstrund das Substrat Maltose
vom Bindeprotein an die TMD weitergegeben wurdes Birukturen des mit und ohne

Bindeprotein kristallisierten VitaminB-Transporters BtuCD stellen nach Meinung der
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Autoren Hvorupet al (2007) ebenfalls intermediare Konformationszudéadar, die
BtuCD bzw. BtuCD-F wahrend eines Translokationsagldinnehmen konnte.

cytosolisch

extrazellular

Membran
cytosolisch
BtuCD-F MBP-MalFGK,
Abbildung 8 Kristallstrukturen von ABC-Transportern . Gezeigt sind die Strukturen der

prokaryotischen Importsysteme BtuCD-F, HI1470/14R%19dBC-A und MBP-
MalFGK, sowie der demultidrug-Exporters Sav1866. BtuCD-F (Proteindatenbank
Zugangscode 2GI9) und HI1470/1471 (ProteindatenbZogangscode 2NQ2)
wurden ohne Nukleotid-Zusatze, ModBC-A (Proteindbatnk Zugangscode
20NK) mit NgWO,, Sav1866 (Proteindatenbank Zugangscode 2HYD) rBiP A
und MBP-MalFGEK (Proteindatenbank Zugangscode 2R6G) mit ATP Kiisitrt.

Membranen sind durch Striche oder grau gekennzetchn
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In den Kristallstrukturen demultidrug-Exporters Sav1866 und des Maltose-
Importers liegen die NBDs im Nukleotid-gebundenarstand als Dimer vor, so dass
beide Systeme zur cytoplasmatischen Seite der Mmmlgeschlossen sind. Die
Ahnlichkeit zwischen der Nukleotid-gebundenen Kanfation von Ex- und Importern
deutet nach Meinung von Oldhahal. (2007) darauf hin, dass beide Transportsysteme
trotz der gegensatzlichen Translokationsrichtung ertibeinen gemeinsamen
Kopplungsmechanismus zwischen ATP-Hydrolyse und sBatiransport verfiigen.

Neben einem detaillierteren Verstandnis von Aufbad Organisation der ABC-
Transporter bot die Bestimmung der dreidimensian&@é&uktur dieser funf Vertreter
der Proteinfamilie Losungsansatze fur noch ungekl@der kontrovers diskutierte
Fragen, wie beispielsweise zum molekularen Ablaef dranslokation und zur
Kopplung der verschiedenen Intermediarzustande dBBDs an die
Konformationsdnderungen der TMDs. In den Struktudar ABC-Importsysteme
BtuCD, HI1470/1471 und ModBC hat jede Untereinltias Transportkomplexes nur
Kontakt zu seinem direkten Nachbarn, nicht abedeam diagonal gelegenen, wodurch
groe Kammern im Zwischenraum der Membranprotemtstehen. Ein Grol3teil der
Kontaktflache wird von der Q-Schleife der NBDs wah cytoplasmatischen Schleifen
der TMDs, die das EAA-Motiv enthalten, gebildet (ldosteinet al., 2007). In der
MBP-MalFGK,-Struktur kontaktiert ebenfalls jede TMD jeweilsn@iNBD, doch ist
hier der C-Terminus des Membranproteins MalG in Awischenfliche des NBD-
Dimers Malk;, geschoben und kann so mit beiden NBD-Monomeramagteren. In der
Kristallstruktur des Exporters Sav1866 hingegendest Kontaktbereich zwischen den
Doménen deutlich anders. Hier kontaktiert jede liden TMD jeweils beide NBDs.
Es wurde innerhalb der bereits beschriebenen sireikivariablen Region der NBDs ein
konserviertes Sequenzmotiv (TEVGERG) gefunden ($ttheh al., 2003; Dawson &
Locher, 2006), das fur ABC-Transporter mit einep@tierenden Funktion spezifisch
zu sein scheint und vermutlich fir die Kommunikatiawischen den integralen
Membranproteinen und den NBDs verantwortlich ist -§@hleife). Dieses
Sequenzmotiv kommt in den ABC-Importern nicht vor.

Fur eine zweifelsfreie und zufriedenstellende Beartung der noch immer
offenen oder diskutierten Fragen zu den ABC-Trartspo und ihrer Funktion reicht
die Kiristallstruktur einzelner Konformationen ein@BC-Transportsystems nicht aus.
Winschenswert wéren hingegen strukturelle Inforom&tn und hochaufgel6ste

Strukturen eines ABC-Transportkomplexes, der sich in verschiedenen
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konformationellen Zustanden innerhalb des Transiokazyklus befindet, um so die
molekularen Zusammenhange des Transportprozessesstahen.

1.3 Zum Mechanismus der ABC-Transportsysteme

Die aus den Kristallstrukturen der ABC-Transpogewonnenen Erkenntnisse
wurden zusammen mit den Ergebnissen biochemischeterdlichungen dazu
verwendet, ein Modell zum Ablauf der Substrattrakation aufzustellen. Der
Transportmechanismus beinhaltet eine Kopplung déB-Ratalytischen Zyklus der
NBDs mit Konformationsanderungen der TMDs, die @én @ranslokation des Substrats
resultieren (Higgins & Linton, 2004; Does & Tam@@04; Linton, 2007; Hollensteiet
al., 2007; Hvorupet al., 2007). Als Schlusselereignis des Transportvorgavigs die
durch die Bindung des ATP induzierte Dimerisierusigy NBDs angesehen. Diese
mechanische Bewegung verursacht groRe Konformdinaesungen in den TMDs, die
zu einer Offnung des Translokationskanals fir dass8at fiihren. Die anschlieRende
Hydrolyse des ATP fiihrt zu einer Destabilisierumgl iDissoziation des NBD-Dimers,
wodurch erneute strukturelle Anderungen in den TMigsvorgerufen werden. Nach
dem Verlassen der Hydrolyse-Produkte ADP undu® den NBDs befindet sich der
Transporter wieder im Grund- oder Ruhezustand.

Fur die Importsysteme wurde zuletzt aufgrund dehandenen hochaufgeltsten
Kristallstrukturen der ABC-Transporter BtuCD-F, M&d-A, MBP-MalFGK; und
HI1470/1471 ein Modell zum Mechanismus der Subtstnaslokation aufgestellt, das
»basic two-state scenafi@Pinkettet al, 2007; Hollensteiret al.,2007; Hvorupet al.,
2007; Oldhamet al., 2007). Die Autoren stellen den durch die ATP-Bingu
induzierten Wechsel der TMD-Konformation von eigar cytoplasmatischen Seite der
Membran gedffneten [ward-facing stat§ zur extrazellularen Seite der
Lipidmembran erweiterten Form dytward-facing stat® in den Mittelpunkt des
skizzierten Ablaufs. ABC-Importer erhalten diesenoddll entsprechend in der ATP-
gebundenen, nach aul3en hin gedffneten KonformakiorSubstrat vom jeweiligen
Bindeprotein. Durch die Dissoziation der Hydroly@dukte ADP und ;Pwerden
erneute Konformationsanderungen der TMDs verursatiet zu einer Offnung des
Transporters zur cytoplasmatischen Seite der Membrad zu einem Entlassen des
Substrats in das Cytoplasma filhren (Davidson, 2002hamet al.,2007).
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Die Konformationsanderungen der NBDs, die zwiscdem Nukleotid-freien,
monomeren und dem ATP-gebundenen, dimeren Zustaetisgln, ist wahrscheinlich
innerhalb der gesamten ABC-Transporter-Familie korert. Die Konformationen der
TMDs sind in den sieben bisher bekannten Strukthinegegen divers. Mdglicherweise
entwickelten die TMDs aufgrund der Verschieden&giggder transportierten Substrate
und der Transportsrichtungen unterschiedliche Wegie konformationellen
Anderungen der NBDs an die Substrattranslokatiokagppeln.

1.4 Das ABC-Transportsystem ArtMP-J ausG. stearothermophilus

Das ABC-Transportsystem ArtMP-J des thermophilega@ismusGeobacillus
stearothermophilusst fur die Aufnahme von polaren Aminosauren vesamtlich und
gehort zur PAAT folar amino &id transporter3-Unterfamilie der Aminoséauren-
importierenden ABC-Transportsysteme (Fleisatteal, 2005). Viele Transportsysteme

der PAAT-Unterfamilie sind funktionell und struk&llrnoch wenig charakterisiert.

1.4.1 Der thermophile OrganismusG. stearothermophilus

G. stearothermophilugst ein gram-positiver, thermophiler Organismugr d
erstmals aus den heil3en Quellen im YellowstoneoNatiPark (USA) isoliert wurde
(Steneshet al, 1968). Die optimale Wachstumstemperatur liegt B&60 °C,
Wachstum ist jedoch bis zu 75 °C moglich (Buswell T®omey, 1975). Eine
charakteristische Eigenschaft vdb. stearothermophilusst die Zusammensetzung
seiner Lipidmembran, in der neben den Eacillus und GeobacillusArten typischen
Phospholipiden ein hoher Anteil eines seltenen Gdgkdiolipins enthalten ist, das
sonst nur in Lipidmembranen kokkoider Organismeriirzden ist (Card, 1973; Jurado
et al, 1991). Es wird angenommen, dass diese speziglidzusammensetzung die
destabilisierenden Effekte der im Lebensraum degafsmus herrschenden hohen
Temperaturen auf die Membranen ausgleichen kén8ehéafferet al., 2002b). Der
Zellmembran ist eine alsurface layerbezeichnete Schicht aufgelagert, die aus
Glykoproteinen aufgebaut ist (Schéafédral, 2002a).
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1.4.2 Der ABC-Importer ArtMP-J

Das Importsystem ArtMP-J besteht aus zwei homodimeintegralen
Membranproteinen ArtM, zwei NBDs ArtP, die ebergadin Homodimer bilden, und
dem extrazellularen Substrat-Bindeprotein ArfJieses Bindeprotein besitzt eine
Substratspezifitat gegentber L-Arginin, bindet abach mit geringerer Affinitat L-
Lysin und L-Histidin (Fleischeet al.,2005). In Abbildung 9 ist der Transportkomplex
ArtMP-J schematisch dargestellt. Der ABC-TransportArtMP besitzt eine
GesamtgrolRe von 116 kDa, die sich aus zwei 25 kBi&l-Aund zwei 28 kDa ArtP-
Untereinheiten zusammensetzt. Das zugehdrige SHBtrdeprotein Art] weist eine
Grol3e von 30 kDa auf.

ArtJ

ArtM l J A:tM mm

S SR %

ATP ADP+P,  ATP ADP+P,

Abbildung 9 Modell des ABC-Importsystems ArtMP-J aus dem thermophilen Organismus
G. stearothermophiluseingebettet in Lipidmembranen. Das Transportsystem
besteht aus homodimeren integralen MembranproteiAetV (orange), den
ebenfalls homodimeren NBDs ArtP (grin) und dem azdlularen Substrat-
Bindeprotein ArtJ (blau), dargestellt mit gebundeAeginin als Substrat (violett).

Die Herkunft des ABC-Transporters ArtMP-J aus wginghermophilen
Mikroorganismus verspricht eine erhdhte Stabilitir Proteine. Als Schutz vor
negativen Einflissen, die in den entsprechenderensiumen vorherrschen wie die
hohen Temperaturen, sind die Proteine Thermoph#efig stabiler als die mesophiler

Organismen (Dast al.,2000).
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1.5 NMR-Spektroskopie in der Strukturbiologie

Die Kernresonanzspektroskopie (im Weiteren mit NM#h nuclear nagnetic
resonance= Kernmagnetische Resonanz bezeichnet) und diegBa@strukturanalyse
sind die derzeit meist verwendeten Methoden zurk8iruntersuchung von Proteinen
mit atomarer Auflésung. Fir die strukturbiologisoche&Studien an dem ABC-
Transportsystem ArtMP-J wurde in dieser Arbeit NMR-Technik verwendet. Es gibt
eine grol3e Menge an Literatur zu diesem Thema, demmen folgende beispielhaft
genannt sind: Abragam (1961), Wuthrich (1986), @aghet al, (1996) und Lewitt,
(2001).

Das grundlegende Phanomen der Kernspinresonamhtbdarauf, dass die
Energieniveaus des Kernspins im homogenen Magdetiel mehrere Zustande
aufspalten und durch Einstrahlen von Radiowellem Ebergang zwischen ihnen
induziert werden kann. (Blocht al, 1946; Purcellet al, 1946). Besonders in den
letzten Jahren hat die NMR-Spektroskopie auf derigbaler Strukturaufklarung von
Proteinen mit atomarer Auflosung an Bedeutung geonDie NMR-Methode bietet
gegeniber der RoOntgenstrukturanalyse den Vortedssdflr die strukturellen
Untersuchungen keine perfekten dreidimensionaletefikristalle notwendig sind. Die
Qualitat der Kristalle bestimmt entscheidend diefldaung der Kristallstruktur. Es
lassen sich jedoch nicht alle Proteine problemlosl in ausreichender Qualitat
kristallisieren. Besonders im Bereich der Membratgine ist die Erzeugung von
dreidimensionalen Proteinkristallen noch immer di#erausforderung, worin auch die
geringe Zahl der bekannten Strukturen vollstandigBC-Transporter begriindet ist.
Die NMR-Spektroskopie erméglicht sowohl die Betractly der Struktur als auch der
intramolekularen Dynamiken von Proteinen unter getiend physiologischen
Bedingungen. Die natirliche Umgebung der Proteimd machgeahmt, indem l6sliche
Proteine in wassriger Losung und hydrophobe Mengrmaine rekonstituiert in
Lipidmembranen vorliegen. Eine Grundvoraussetzuimgsfrukturelle Untersuchungen
von Proteinen mittels der NMR-Technik ist eine Zlrarng der NMR-Signale zu den
entsprechenden Atomen der Polypeptidkette. Beseniderdie Untersuchung grol3er
Proteine oder Proteinkomplexe wie ABC-Transportéitels NMR werden spezielle
Strategien zur Markierung der Proteinproben, wie sklektive und gezielte Isotopen-

Markierung einzelner Aminosauren, verwendet.
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1.5.1 L6sungs-NMR-Spektroskopie

Bisher wurde die Mehrzahl der NMR-spektroskopiscténtersuchungen an
geldsten Proteinen durchgefiihrt. Heute kbénnen &trek von Proteinen bis zu einer
GroRe von 30 kDa vollstandig und bis zu einer Grie 60 kDa teilweise bestimmt
werden. Neuere Entwicklungen machen strukturelldetsnchungen von gréf3eren
Proteinen und sogar von Membranproteinen in Deteigeung maoglich.

Die NMR-Technik ermdglicht neben der Proteinstmkestimmung auch die
Beobachtung von Konformationsanderungen im Pratafgrund von Protein-Substrat-
und Protein-Protein-Wechselwirkungen. Diese kontdramellen Veranderungen sind
anhand der Verschiebung von Kreuzsignalen im NMBk8pm, deren Position
konformationsabhangig ist, zu erkennen und zuzwerdBeispielsweise werden im
Rahmen von Bindungsstudien interagierende Regiomam Ligand und Protein
identifiziert, wodurch ein besseres Verstandnis 8elogischen Aktivitdten von
Proteinen erreicht wird, das besonders in der Wofigiche der pharmakologischen

Forschung von Bedeutung ist.

1.5.2 Festkorper-MAS-NMR-Spektroskopie an ABC-Transportemn

Die Festkorper-NMR-Spektroskopie wird zunehmendr zstrukturellen
Untersuchung von membrangebundenen Peptiden veetveind besitzt das Potential
zur Erforschung von gréf3eren integralen Membrammen (Bastinget al, 2006). Die
MAS-NMR (nach englmagic-angle-gpinning) stellt eine der NMR-spektroskopischen
Techniken fur Festkorper-Studien dar, bei der dwgicie schnelle Rotation der Probe
um den ,magischen* Winkel von 54,7° die Anisotropier Wechselwirkungen
vermindert und so die Signalauflésung in den NMRI&@n erhdht wird (Engelhardt
& Michel, 1987; Canet, 1991; Diebl al.,1994).

Die ersten allein auf MAS-NMR-Daten basierendeotéinstrukturen waren die
kleiner unldslicher Peptide (Jaronet al., 2004; Rienstreet al, 2002). Es folgten
Studien an mikrokristallinen Proteinen (Castelleinal, 2002; Seideét al, 2005; Zech
et al, 2005) und zunehmend werden auch grol3e Membranpeatnit der MAS-NMR-
Technik untersucht. Dabei sind Praparationsformes 2D-Kristalle (Hiller et al,
2005), 3D-Kristalle (Lorchet al. 2005a) und Proteoliposomen (Masenh al. 2004)
verwendet worden. Es gibt bisher keine allgemetiggilMethode zur Praparation von
integralen Membranproteinen fur die Untersuchung MAS-NMR, so dass sie auf

jedes Membranprotein individuell angepasst werdassn
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ABC-Transporter werden erst seit wenigen Jahrdrder MAS-NMR-Methode
auf ihre strukturellen Eigenschaften hin untersu@hiberblick siehe: Bastingt al,
2006). Die ersten NMR-Studien wurden an sekunda@ransportsystemen durchgefuhrt
und beschéftigten sich mit der Interaktion von $wbsund Protein, bei der Liganden
Isotopen-markiert und die Transportsysteme unmdrkvaren (Spooneet al., 1993;
Spooneret al., 1998; Patchingt al., 2004a). Es gibt bisher aufgrund ihrer Gréf3e und
ihrer Eigenschaft als integrale Membranproteine sehnr wenige Daten zu ABC-
Transportern, die mit Hilfe der MAS-NMR-Spektroske@rmittelt wurden (Masoet
al., 2004; Bastinget al, 2006). Die Anforderungen der MAS-NMR-Spektrosleopn
die zu untersuchende Probe sind hoch. So werdedidllMR-Messungen ca. 10 mg
Protein bendtigt, markiert mit magnetisch aktiverren wie**C und N und

homogen geordnet wie beispielsweise in zwei- odeiddnensionalen Kristallen.

1.5.3 Selektives Markieren einzelner Aminoséauren

In der Strukturbiologie und Biochemie sind vorweed die KernéH, **C, °N
und ¥P von Interesse. Diese besitzen einen halbzahliggn und liefern
hochaufgeléste Signale im Losungs-NMR-Spektrum. gpurid der starkentH-*H
dipolaren Kopplung und der quadropolaren Natur VON werden die meisten
Festkdrper-NMR-Experimente an den Kerrid® und*>N durchgefiihrt, da diese einen
relativ groBen Bereich der chemischen Verschiebwsoyvie geringe dipolare
Kopplungen aufweisen. Proteine von einer Grol3e hisnzu 10 kDa werden haufig
vollstandig mit**C- und**N-Isotopen angereichert. Eine uniformi€-Markierung von
Proteinen wird durch deren rekombinante Expressmok. coliZellen erreicht. Das
dazu verwendete Medium enthalt als einzige Kohtdfeatelle vollmarkierte*C-
Glukose oder*C-Glycerol (Lian & Middleton, 2001b; Goto & Kay, 20; Hong &
Jakes, 1999; Lehninget al., 1998). Zur*>N-Markierung wird dem Medium®NH,CI
zugegeben, das den Zellen als einzige Stickstdfedeent (Castellanet al.,2002).

Bei grol3en Proteinkomplexen wie ABC-Transportehrifiein vollstandiges
Markieren mit**C- und **N-Isotopen zu einer starken Signaliiberlagerung RN
Spektrum. Zur Verringerung der Signalsatze und Yareinfachung der Spektren
konnen einzelne Aminosdurereste des zu untersueheRdoteins selektiv markiert
werden, wie erstmals von Masa@t al. (2004) erfolgreich an demmultidrugABC-

Exporter LmrA ausL. lactis gezeigt wurde. Zur Synthese der selektiv markierte
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Proteine werden den Mikroorganismen Isotopen-megigminosauren zur Verfligung
zu gestellt (Masoet al.,2004; Bastinget al.,2006).

1.6 Motivation und Zielsetzung

ABC-Transporter erkennen eine auf3erordentlich egradahl an strukturell
verschiedenen Substraten und sind an vielen ploggssmhen Prozessen beteiligt. Einige
eukaryotischen Vertreter sind von medizinischer eRahz, da deren Mutationen
Erbkrankheiten zur Folge haben und in Resistenzegemiber Antibiotika und
Chemotherapeutika involviert sind. Noch ist der glomgsmechanismus zwischen der
ATP-Bindung/-Hydrolyse und der Substrattranslokaticht im Detail aufgeklart. Die
bekannten Kristallstrukturen zeigen die ABC-Tranggmmplexe lediglich in einer
Momentaufnahme wahrend des Transportvorgangs. iRimelekulares Verstandnis
des Translokationsprozesses und der damit verbendeglechanismen sind Strukturen
von unterschiedlichen Konformationszustandexsines ABC-Transportkomplexes
notwendig, am besten in seiner naturlichen Lipidebumng.

Das Ziel dieser Dissertation besteht darin, mitr detablierung eines
Modellsystems der ABC-Transporter-Familie fiur dieMR-Spektroskopie die
Grundlage fir weiterfuhrende strukturelle Studienszhaffen, die zur Aufklarung des
komplexen Translokationsvorgangs dieser Systemdragen. Als methodische
Plattform dient das Arginin-Importsystem ArtMP-J sd¢hermophilen Organismus
G. stearothermophilushestehend aus dem ABC-Transportkomplex ArtMP uach d
zugehdrigen Substrat-Bindeprotein ArtJ. Die besomdeignung von ArtMP-J als
Modellsystem begrindet sich auf der relativ genm@&ol3e der Untereinheiten des
Komplexes und dem symmetrischen Aufbau von ArtMBdeim wird aufgrund der
Herkunft des Transporters aus dem thermophilen sgais G. stearothermophilus
erwartet, dass der Proteinkomplex relativ stahil is

Im Zentrum dieser Arbeit steht, die Praparatios ABC-Transportsystems und
seiner Komponenten fir die NMR-Spektroskopie zuinoiren, die Proteine mit
Isotopen zu markieren und erste NMR-spektroskopiscluntersuchungen
durchzufiihren. Der ABC-Transporter ArtMP und dadieste ArtP sollen dabei jeweils
im Nukleotid-gebundenen und -ungebundenen Zustamdiegen, um Uber erste
Festkorper-MAS-NMR-Messungen einen  Einblick in  di&konformationellen

Auswirkungen der Nukleotid-Bindung zu erhalten. Oparallele Untersuchung des
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Substrat-Bindeproteins ArtJ mit der LOsungs-NMR | s@rkenntnisse zu den
Wechselwirkungen des Proteins mit dem Transportkexppnit seinem Liganden und

auch Uber den Einfluss der Nukleotid-Bindung arVittergeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Materialien

Die Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamg), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe),Glycon Biochemicals GmbH (Luckenwalde), Sigma-Adtir{(Munchen) und VWR
International (Darmstadt) in der héchst moglichenReit bezogen. Als Mediumzusatz wurde
Sojamehlpeptorder Firma Oxoid Ltd. (Basingstoke, Hampshire, End)averwendet. Das
TALON-Material fur die Metall-Affinitatschromatogphie stammte von BD Biosciences
Clontech, (Palo Alto, USA) und das Saulenmaterial @elfiltration Superdex 75 von
Amersham Biosciences (Little Chalfont, GB). Die fonin *C-, **N-markierten Aminos&uren
Prolin, Tyrosin und Threonin wurden von Cambridgetbpes und Spectra Stable Isotopes
(Columbia, USA) bezogen. Hampton Research (Laguna Niguel, USA) lieferte
Kristallisationszubehor. Restriktionsenzyme, Chatida und Enzyme fur die Amplifikation
von DNA-Fragmenten mittels PCR sowie Restriktiorseme stammen von den Firmen
Invitrogen (Eggenstein), Novagen, Merck (Darmstadt) New England Biolabs (Schwalbach).
Fur die DNA-Fragmentisolierung aus Agarose-GelemdewasMontagé DNA Gel Extraction
Kit der Firma Millipore (Bedford, USA) genutzt.

2.1.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma BioTeZ (BetBuch) synthetisiert und sind in

Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1 Verwendete Oligonukleotide fiir PCR und Kbnierung
Bezeichnung Sequenz
artP-N forward 5-GAC-GAC-GAC-AAG-ATG -ATC-GAC-GTA-CAC-CAG-TTG-AAA-
AAA-TCG-3’
artP-N reverse B5AG-GAG-AAG-CCC-GGT -CTA-AAA-TAC-TTT-TGA-CAA-AAA-
CGC-3'
artP-C reverse B5AG-GAG-AAG-CCC-GGT -CTA-GTG-ATG-GTG-ATG-GTG-ATG-

AAA- TAC-TTT-TGA-CAA-AAA-CGC-3'
artM-N forward 5GAC-GAC-GAC-AAG-ATG -GAT-TTT-CGT-TTT-GAT-ATT-ATT-

GTC-3

artM-N reverse 5GAG-GAG-AAG-CCC-GGT -CTA-TTG-GGT-TGA-ATA-CTT-CCT-
TTC-3

artM-C reverse 5GAG-GAG-AAG-CCC-GGT -CTA-GTG-ATG-GTG-ATG-GTG-ATG-

AGA-ACC-TTG-GGT-TGA-ATA-CTT-CCT-TTC-3'
Fett hervorgehoben sind die Uberhange fiir die Ligatiomsbhangige Klonierung.
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2.1.3 Verwendete Vektoren und Plasmide
Die fur diese Arbeit verwendeten Expressionsvekiaiad in Tabelle 2, die Plasmide

in Tabelle 3aufgelistet.

Tabelle 2 Expressionsvektoren
Plasmid Genotyp/Beschreibung Referenz
pQE6O Klonierungsvektor, 6x His-Tag, T5-Promotoasi€ | QIAGEN

pPET46 EK/LIC | Klonierungsvektor, N-terminaler 6x Hisg, T7-Novagen
Promotor, Carb

pPET30 Ek/LIC | Klonierungsvektor, N-&C-terminaler 6%is-Tag, T7-{ Novagen

Promotor, Kah

pBAD/HisA Klonierungsvektor,ParaBAD, araC N-terminaler 6XPromega
His-Tag, T5-Promotor, Calrb

Tabelle 3 Verwendete Plasmide
Plasmid Genotyp/Beschreibung Referenz
pRF2 artMP ausG. stearothermophiluauf pQE®6Q Fleischeret al.,2005
pVvL4-P1 artP auf pET46 EK/LIC diese Arbeit
pVL4-P2 artP auf pET30 EK/LIC diese Arbeit
pVL5-M1 |artM auf pET46 EK/LIC diese Arbeit
pVL5-M2 |artM auf pET30 EK/LIC diese Arbeit
pSS1 artJ auf pET15 AG E. Schneider, HU-Berljn

2.1.4 Verwendete Detergenzien

In der Tabelle 4 sind die Detergenzien aufgelistiet in dieser Arbeit verwendet

wurden.
Tabelle 4 Auflistung genutzter Detergenzien und ihe Eigenschaften.
Abkiirzung | Detergenzien MW | CMC lonische
(Da) | (mM) Eigenschaft
oG n-Octyl-3-D-glucopyranosid 292 18-23  nicht-ionisch
DS n-Decanoyl-sucrose 496 2,5 nicht-ionisch
DM n-Decyl{$3-D-maltosid 483 1,8 nicht-ionisch
DDM n-Dodecyl$-D-maltosid 510 0,17 nicht-ionisch
UDM n-Undecyl$-D-maltopyranosid 496 0,59 nicht-ionisch
DTM n-Decyl$-thio-maltopyranosid 499 0,9 nicht-ionisch
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NG n-Nonyl-3-D-glucopyranosid 306 6,5 nicht-ionisch
OoTG n-Octyl-,D-thioglucopyranosid 308 9 nicht-ionisch
FC-10 n- Decylphosphocholin 323 11 Zwitter-ionisch
FC-12 n- Dodecylphosphocholin 351 15 Zwitter-ionisch
LDAO Lauryldimethylamin oxid 229 1-2 Zwitter-ionisch
SLS Sodium lauryl sulphate 293 8,3 anionisch
SDS Natrium-Dodecylsulfat 289 8,1 anionisch

2.2

2.2.

Escherichia coli(E. coli )-Zellkultur

1

In der Tabelle 5 sind dieE. colrStamme mit ihren jeweiligen genetischen

Charakteristika aufgefihrt, die fir diese Arbeibhget wurden.

Verwendete Bakterienstdamme, Plasmide und Oligonukétgide

Tabelle 5 Verwendete Bakterienstamme
Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli
DH5a F ¢80lacl5 A(lacZY A-argF) U169recAl | Invitrogen

hsdR17(k'm«’) phoA suE44 A thil
gyrA96 relAl

JM109 el4{(mcrA’) recAl endAl gyrA96 thi-1 Yanish-Peroret al.,
hsdR17(ikmk") sugE44 relAl A(lac-proAB) | 1985; Stratagene
[F' traD36 proAB lacl® lacZAM15]

BL21(DE3) Flon om@ hsd$ (rs’mg’) gal A(DE3) Studier & Moffat

1986 ; Novagen

Rosetta(DE?3) Hon om@ hsdg (rsmg") gal (dcm) A(DE3)| Novagen
PRARE(CnY)

Rosetta(DE3)pLysS "fon om@ hsd$ (rs mg’) gal (dcm) A(DE3)| Novagen
pRARE(Cnf) pLysS(Crf)

Geobacillus Wildtyp DSMZ; Nazina et

stearothermophilus
DSM 13240

al., 2001
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2.2.2 Verwendete Medien

LB-Medium bestand aus 1 % Trypton, 0,5 % Hefedttrd % NaCl und wurde mit
NaOH auf einen pH-Wert von 7 eingestellt (MilleQ9R). LB-Platten enthielten zusétzlich
1,5 % Agar-Agar. Das Minimalmedium M9 enthielt aufLiter: 10 ml Spurenelementlésung
(500 ml: 2,5 mg EDTA, 0,25 g Fe@®5 mg ZnCJ, 5 mg CuSQ pH 7,5-7,7), 100 ml 10 x
M9-Salz (80 g NgHPQ, x 2 H,0, 20 g KHPO,, 5 g NaCl), 1 ml MgS®(1 M), 0,3 ml CaGl (1
M), 1,5 ml Thiamin-HCI (1mg/ml), 15 ml Biotin (0,fng/ml), 10 ml Glukose (40 %), 0,5 g
NH4CI, ad 1 Liter HO. Zur Herstellung des markierten ArtMP-Proteinkéemps und des ArtP-
Proteins wurde dem Medium 200 md#C,- *N-markiertes Prolin, Tyrosin und Threonin
hinzugefiigt. Fiir die Markierung des BindeproteimsJAnit >N oder **C,- ®N wurden 2 g
NH,Cl und 2 g “Cs-Glukose zugesetzt. Allen Medien wurden zur Plaseliektion
Antibiotika entsprechend den Resistenzen der veatetem Plasmide in folgenden
Endkonzentrationen zugesetzt: Carbenicillin - 60mlg Chloramphenicol -20 pug/ml und

Kanamycin - 50 pg/ml.

2.2.3 Anzuchtbedingungen

Vorkulturen wurden von bei 4 °C gelagerten Stanatteh angeimpft, die von einer
frischen Transformation oder von Dauerkulturen stdem. Das jeweilige Medium wurde mit
einer frischen Ubernachtkultur 1:100 beimpft. Diellgn wuchsen, wenn nicht anders
angegeben, schittelnd bei 37 °C. Das Wachstum wdugdeh die Messung der Optischen
Dichte (OD) an einem Spektralphotometer (Utrosp#02 Pharmacia) bei 650 nm verfolgt.

2.2.4 Expressionsuntersuchungen

Fiur die Uberexpression von Genen wurden die ZelehB- und M9-Medium bei
verschiedenen Temperaturen unter Schutteln bei rp8® (Modell G25,New Brunswick
Scientifi¢ NUrtingen) kultiviert und bei Erreichen einer g, von 0,3 - 0,4 mit 0,5 - 1 mM
IPTG induziert. Das Ernten der Zellen durch Zeungétion erfolgte 2 - 6 Stunden nach dem
Induktionszeitpunkt. Die Auswertung der Proteinegsion erfolgte Gber SDS-PAGE.

Fur einen schnellen Uberblick liber die Expressimes bestimmten Gens wurde eine
Uber Nacht gezogene Kultur verwendet. Deren OD wurestimmt, 1 ml abgenommen und
1 min bei 14.000 rpm pelletiert. Pro 1 OD wurdea deéllen in 68 ul 1 x Loading Buffer (2.8.1)
resuspendiert, 5 min bei 100 °C inkubiert und dai®mul auf ein SDS-PAGE aufgetragen. Auf
diese Art konnte der Anteil des exprimierten Prgein den ganzen Zellen bestimmt und der

Expressionstest ausgewertet werden.
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2.3 Geobacillus stearothermophiluZellkultur

2.3.1 Medium und Anzuchtbedingungen

Das Vollmedium zur Anzucht voB. stearothermophilusetzte sich aus 1,5 % Pepton,
gewonnen aus Casein, 0,5 % Sojamehlpepton und ONa@b zusammen. Der pH-Wert des
Mediums wurde mit 1 N NaOH auf 7,3 eingestellt. Badlen wurden fir 6 Stunden bei 55 °C

angezogen.

2.3.2 Lipidextraktion

Lipide ausG. stearothermophilusvurden fir Rekonstitutionsexperminente und 2D-
Kristallisationen nach der Methode von Foleh al. (1957) extrahiert. Getrocknete Lipide
wurden in einer Konzentration von 20 mg/ml in Cbform aufgenommen und unter Stickstoff

bei - 80°C gelagert. Es wurden pro g Zellen (Nassd#) ca. 30 mg Lipide isoliert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Plasmidpraparation

Zur Praparation kleiner Mengen von Plasmid-DNA veurdiasNucleoSpin Plasmid
Quick Pure (Macherey-Nagel, Diren)-Set verwendet undch Angaben des Herstellers
verfahrenDie Isolierung gréRerer Mengen an Plasmid-DNA egtioimit demConcert™ Rapid
Midi Prep Systenfinvitrogen).

Zur schnellen Unterscheidung von PlasmidgroRerdeva@ine Versuchsreihe nach der
Methode von Riggs & MacLachan (1986) durchgefiibezu wurden 1,5 ml Ubernachtkultur
pelletiert und dieses Pellet anschlieRend in 20Qysepuffer (0,9 mg/ml Lysozym; 8 %
Sucrose; 0,5 % Triton-X; 50 mM EDTA; 10 mM Tris/HGIH 8) resuspendiert. Nach einer
Inkubation von 40 s — 120 s bei 100 °C wurden diséize zentrifugiert und jeweils 10 pl des
Uberstandes auf ein Agarosegel aufgetragen.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die afggion bei 260 nm gemessen
und die Konzentration nach der Forme&mg/ml] = (ODygonm X 0,063) — (OBRsonm X 0,036)
(Harwood & Cutting, 1990) berechnet.

2.4.2 Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen

Zur analytischen und praparativen Auftrennung veactnittener und ungeschnittener
Plasmid-DNA wurde die Agarose-Gelelektrophoresenn&ambrooket al. (1989) genutzt.
Hierzu wurden die DNA-Proben 1:10 mit 10 x-Probeifgu[50 % Glycerin; 1 % SDS; 0,1 M
EDTA; 0,1 % Bromphenolblau; geldst in 40 mM Tris/H8,5 mM Natriumacetat, 1 mM
EDTA, mit konzentrierter Essigsaure auf pH 8 eingiis(TAE-Puffer)] versetzt und in 1%
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bzw. 1,5 % Agarose-Gelen in 1 x TAE -Puffer beiegi&pannung von 100 V aufgetrennt. Zur
Auswertung und zum GroRRenvergleich der DNA-Fragmemirde ein Marker mit definierten
DNA-FragmentgréRen mitgefiihrt. Nach BeendigungElektrophorese wurde das Gel in einer
Ethidiumbromid-Lésung (4 pg/ml ) angefarbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Elution von DNA aus praparativen Gedeiolgte mit demMontagéDNA Gel
Extraction Kit(Millipore, Bedford, USA)hach Angaben des Herstellers.

2.4.3 Modifikation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wie Restriktionen undgdtionen wurden nach
Sambrooket al. (1989) and Ausubedt al. (1992) ausgefihrt. Dia vitro-Veranderungen der
DNA zur Ligations-unabhangigen Klonierung (Novageajfolgten nach Angaben des

Herstellers.

2.4.4 Fallung von DNA
Zur Fallung wurde der DNA 1/10 Volumen 3 M Natriacetat (pH 4,8) zugegeben,

gemischt und mit dem dreifachen Volumen an eiska®® % Ethanol 2 Stunden bei -80 °C
gefallt. Anschliel3end wurde die geféallte DNA mit 0 Ethanol gewaschen, um Salze zu
entfernen, und in 10 - 30 pl Tris-EDTA, pH 8,0 (TB)ffer resuspendiert.

2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden im Gerdtfiastercycler epgradient$Eppendorf) in 200 pl
Reaktionsgefallen amplifiziert. Fir die Subklonigruder GeneartM und artP diente das
Plasmid pRF2 als Template. Als Enzym wurde dientiostabile KOD Polymerase (Novagen)

genutzt. Ein PCR-Ansatz fur die ligationsunabhdagigKlonierung setzte sich wie folgt

zusammen:
PCR-Ansatz Reaktionsprofil
2,0 pl 10 x Polymerase-
Puffer 5 min 94°C
0,5 pl Template 3 Zyklen
1,0 pl Primer 1 (=10 uM) 30 s Denaturierung 94°C
1,0 pl Primer 2 (=10 uM) 30 s Primerannealing &4°
2,0 pul dNTP-Mix (= 2 mM) 2 min Elongation 72°C
0,8 ul MgsQ (= 25 mM) 30 Zyklen
0,8 ul KOD Polymerase (=1 U/ul) 30 s Deanturierung 94°C
- auf 20 pl Endvolumen 30 s Primerannealing 60°C
mit ddH,O auffillen. 2 min Elongation 72°C

7 min Nachsynthese 71°C
Lagerung 4°C
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2.4.6 Subklonierung vonartP und artM

Das Plasmid pRF2 (Fleischeet al, 2005) diente als Ausgangspunkt einer
Subklonierung vomartM und artP. Die Klonierung erfolgte nach deigation-independent-
cloning (LIC)-Methode der Firma Novagen nach Angaben desstdlers. Die Genkonstrukte
von artP undartM wurden jeweils in die EK/LIC Vektoren pET46 undT#D kloniert, die dem
eingefiigten Genfragment jeweils sechs Histidin-@sdeor- bzw. nachschaltet. Damit wurde
ein Protein ausgebildet, das mit einem N-terminddew. C-terminalen His-Tag versehen ist,

wodurch eine Reinigung Uber Metall-Affinitdtschrawgraphie ermdglicht wird.

2.4.7 Transformation

Die Transformation vork. coli mit Plasmid-DNA wurde mit der CagcMethode nach
Sambrooket al. (1989) durchgefihrt. Hierzu wurden 2,5 ml LB-Mediunit einer frischen
Ubernachtkultur angeimpft (1:100) und bei 37 °Cigt#ind inkubiert. Das Wachstum wurde
bis zu einer OD von ~ 0,5 verfolgt. Danach wurdén gellen pelletiert (3.000 x g, 10 min,
4 °C) und das Pellet in 100 mM Ca@h 1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert. Dieser
Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, ansdbdied 100 ul der kompetenten Zellen mit
1 pl Plasmid-DNA gemischt und fur eine weitere Swrauf Eis belassen. Darauf folgte die
Hitzeschockbehandlung. Der Ansatz wurde 1 Minuté 42 °C inkubiert. Nach dieser
Behandlung wurden die Zellen fur 10 Minuten auf ggstellt, mit 800 pl LB-Medium versetzt
und far 1 Stunde bei 37 °C geschuttelt. Dieser Ansaurde 1 Minute bei 3.000 x g
zentrifugiert, das Pellet in 100 pl LB-Medium regsesdiert und auf einer LB-Selektionsplatte

ausplattiert.

2.5 Expression rekombinanter Proteine

2.5.1 Expression von unmarkiertem Protein

Die Anzucht von Zellen zur Herstellung von unmartda Proteinen fand in LB-
Medium statt, das das jeweils nétige Antibiotikurmtheelt. Fir die Synthese des
Proteinkomplexes ArtMP wurden dEr coli-Stamm JM109(pRF2) verwendet (Fleisckeal.,
2005). ArtP wurde von pVL4-P1 in Zellen des Stammes Rosett8]Dihd das Substrat-
Bindeprotein ArtJ in Rosetta(DE3)(pLysS)(pSS1) @éwpert. Kulturen wurden schittelnd bei
37 °C inkubiert. Bei einer Odgonmvon ~ 0,3 wurde die Genexpression mit 0,5 mM bhkzwnM
IPTG induziert und das Wachstum der Kulturen kdhém. Die stationdre Phase trat nach ca.
2 stindigem Wachstum bei einer §, von 2- 2,5 ein. Die Ernte der Zellen erfolgte
4 Stunden nach der Induktion durch Zentrifugatiani5 Minuten bei 5000 x g und 4 °C. Die
Zellpellets wurden entweder nach Schockgefrieren 89 °C gelagert oder sofort

weiterverarbeitet.
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2.5.2 Expression von'N- oder**C-, *®*N-markiertem Protein

Zur Herstellung markierter Proben wurde zunachise d.B-Vorkultur Uber Nacht
herangezogen. Mit dieser Vorkultur wurden 4 | LBd#en mit einer ORsonm VON
0,1 angeimpft und schiittelnd bei 37 °C inkubiegi 8ner ORso,mvon 0,5 wurden die Zellen
bei 20 °C und 3000 x g geerntet. Nach sorgfaltig@ekantieren des Uberstandes wurden die
Zellen mit 0,15 M NaCl gewaschen, zentrifugiert und2 Liter modifiziertem M9-Medium
resuspendiert, das die Isotopen-markierten Amineséawenthielt (siehe 3.2.3). Fur die
Herstellung von™C,- ®N-markiertem ArtJ hingegen wurde dem M9-Medidi@-markierte
Glukose als Kohlenstoff- un?NH,CI als Stickstoffquelle hinzugefiigt. Zur Préparatieon
®N-markiertem ArtJ wurde nur dd&\H,Cl verwendet. Nach der Uberfiihrung der Zellen in
M9-Medium wurde nach 30 Minuten die Genexpressiahdar Zugabe von 0,5 mM bzw.
1 mM IPTG induziert und die Zellen nach weitererSinden geerntet. Die Zellen wurden

entweder nach Schockgefrieren gelagert oder sedovwendet.

2.5.3 Expression von selektiv markiertem ArtMP und ArtP

Zur Herstellung von selektiv markierten Proteinegrden den Mikroorganismen mit Isotopen-
markierte Aminoséuren zur Verfiigung gestellt (Mastnal., 2004). Zur Vermeidung von
moglichen Kreuzmarkierungen, die durch Verstoffweding der Isotopen-markierten
Aminosauren entstehen und so eine Verringerung Markierung der ausgesuchten
Aminosauren zur Folge hatte, werden dem Expressiedi&aim alle 20 Aminosauren (200 mg/l)
zugeflgt, sowohl die unmarkierten als auch die ieatidn. So werden die Biosynthesewege der
Zellen gehemmt und die zugesetzten Aminosauren,kiemarund unmarkiert, flr die

Proteinsynthese genutzt. Die weitere Expressioldwtiwie unter 2.5.2 beschrieben.

2.6 Reinigung rekombinanter Proteine

2.6.1 Zellaufschluss

Der Aufschluss vort. coli-Zellen wurde in Anlehnung an die von Hobsairal. (1984)
beschriebene Methode vorgenommen. Die Zellen wuddemin bei 10.000 x g und 4 °C
zentrifugiert, mit 150 mM NaCl-Lésung gewaschen werdeut zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde in Puffer A (50 mM MOPS/K+, pH 7; 0WMLNaCI; Protease-Inhibitor) zu 10 ml/g
Nassgewicht der Zellpellets resuspendiert und die§dnd homogenisiert. Den Ansatzen
wurde Benzonase (Novagen) zugefiigt und 15 min béC 4nkubiert. Der Zellaufschluss
erfolgte durch didrench presgAmicon French Press, 14.000 psi). Durch eine ldiefdende
Zentrifugation fur 15 min bei 6.500 x g wurden dirléslichen Bestandteile pelletiert. Der
Uberstand wurde entweder direkt fiir die weiteradnpraparation verwendet oder in fliissigen

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.6.2 Reinigung von ArtMP aus der Cytoplasmamembran

Die Reinigung des Komplexes ArtMP erfolgte nacheainmodifizierten Protokoll aus der
Diplomarbeit von R. Fleischer (Humboldt-UniversiEgrlin; 2003).

Praparation von Cytoplasmamembranen

Zur Praparation der Cytoplasmamembran wurde derdttal des Zellaufschluss durch
Ultrazentrifugation (1 Stunde, 200.000 x g, 4 °@)Xdytoplasmamembran- und Cytosolfraktion
aufgetrennt. Die pelletierten Membranen wurdeniiem 1/8 des Ausgangsvolumens in Puffer
A (2.6.1) resuspendiert. Die erhaltenen Fraktiomeinden direkt zur Préaparation von ArtMP

genutzt oder in flissigen Stickstoff schockgefraned bei -80 °C gelagert.

Solubilisierung von ArtMP aus der Cytoplasmamembra

Die Membranfraktionen wurden zentrifugiert (30 min’C, 200.000 x g) und in der
Halfte des Ausgangsvolumens mit Puffer B (50 mMs/HCI, pH 8; 5 % Glycerol, Protease-
Inhibitor) gewaschen, erneut zentrifugiert und &fie8end wieder in diesem Puffer
resuspendiert. Das Volumen entsprach dabei denvatberigen. Zur Solubilisierung wurde
1,2 %n-Decanoyl-Sucrose oder 1 fdDodecylf3-D-Maltosid (DDM) zugegeben und 1 Stunde
bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde dersatz fir 30 min bei 200.000 x g und 4 °C
ultrazentrifugiert. Der Uberstand, das Solubilisayrde unmittelbar fir die anschlieRende

Reinigung verwendet.

Reinigung des ABC-Transporters ArtMP

Die Reinigung des Proteinkomplexes aus dem Sabalbilierfolgte Uber Metall-
Affinitatschromatographie mit Hilfe eines am ArtlPeRein fusionierten His-Tags durch
Affinitatschromatographie. Als S&aulenmatrix diengégne TALON-Matrix (Clontech). Das
Solubilisat wurde mit dem Puffer C (50 mM Tris/H@H 8; 0,2 % DS oder 0,4 % DM, 5 %
Glycerol) 1:2 verdinnt und mit der aquilibrierte AOON-Matrix versetzt und 1 Stunde bei
4 °C inkubiert. Die Matrix wurde mit 10 Bettvolum@&uffer C und Puffer C + 10 mM Imidazol
gewaschen. AnschlieBend wurde der gebundene Kompiéx5 Bettvolumen Puffer C +
100 mM Imidazol eluiert. Die Fraktionen, die naabtRinbestimmung den Komplex enthielten,
wurden in einer Amicon-Zelle mit einem YM10-Filteder mitAmicon Ultra Centrifugal Filter
Devices (Ausschlussgrof3e 10 oder 5 kDa, Millipore, Bedfotd5A) ankonzentriert. Das
Imidazol wurde entweder mit Hilfe einer Uber Nachirchgefiihrten Dialyse oder durch

Gelchromatographie (PD10-Saule, Amersham Pharniictach.) entfernt.
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2.6.3 Reinigung von ArtP aus dem Cytosol

Zur Reinigung dedoslichen ArtP aus dem Cytoplasma von JM109(pRR2)d
Rosetta(DE3)(pVL4-P1)-Zellen wurde nach dem ZeHabfuss und einer 30 mindtigen
Zentrifugation wurde das Cytosol mit einer aquitbien TALON-Matrix fur 1 Stunde bei 4 °C
inkubiert. Anschliel3end wurde die Matrix auf eiriut® gegeben und mit dem 10 Bettvolumen
Puffer C sowie mit 10 Bettvolumen Puffer C + 10 niMidazol gewaschen. Die Proteine
wurden mit 5 Bettvolumen Puffer C mit 100 mM Imidaeluiert. Die Aufreinigung fand bei
Raumtemperatur statt. Die vereinten Eluatfraktiomemden in einer Amicon-Zelle mit einem
YM10-Filter oder mit Amicon Ultra Centrifugal Filter DevicegAusschlussgrof3e 10 oder
5 kDa, Millipore, Bedford, USA) konzentriert. Dasidazol durch Dialyse Gber Nacht oder mit

Gelfiltration entfernt.

2.6.4 Reinigung von ArtJ aus dem Cytosol

Das Substrat-Bindeprotein wurde fir ATPase-Aktigi@stimmungen, die an dem
ABC-Transporter durchgefuhrt wurden, unmarkiert €éindBindungsstudien mit Losungs-NMR
3C,- ®N-markiert hergestellt. Die Reinigung des I6slictBindeproteins ArtJ aus dem Cytosol
derE. coli-Zellen Rosetta(DE3)(pLysS) verlief wie fir ArtP bbdeben (2.6.3). Die Reinigung
des N-markierten ArtJ aus dem Cytosol ist in der Abbild 10 gezeigt. Da in den
Eluatfraktionen neben ArtJ auch noch Verunreinigimgzu erkennen waren, wurde im
Anschluss eine Gelfitration durchgefihrt. Aus leLitB-Medium wurden 60 mg unmarkiertes
Protein isoliert. Die Ausbeute diN-markiertem Protein betrug ebenfalls 60 mg unddiis
13C,- >N markierte ArtJ 45 mg pro 1 Liter Kultur. Die psijerten Proteine wurden umgehend

fir die NMR- Experimente verwendet.

kDa
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Abbildung 10 Metall-Affinitatschromatographie von **N-markiertem ArtJ. Spurl — Uberstand

nach Aufschluss der Rosetta(DE3)(pLysS)-Zellen;rShuStandardproteine; Spur
3 - Durchfluss; Spu# - Waschfraktion (50 mM Tris/HCI, pH 8; 5 % Glyceroal,
10 mM Imidazol); Spure® — 9Eluate mit darin enthaltenem ArtJ. Es wurde je 10

pl der jeweiligen Fraktion Gber ein 15 % SDS-Gdbatrennt.




Material und Methoden 32

2.7 Quantifizierung von Proteinen

2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde entweder mit Hilles®CA-Kits (Pierce, Rockford,
USA) oder bei gereinigtem Protein durch MessungAtesorption der Proteinlésung bei einer
Wellenlange von 280 nm bestimmt. Nach dem Lambe#drBchen GesetZo=Cc * d * ¢
wurde die unbekannte Proteinkonzentration ¢ [mbl]-erechnet, wobei A die Absorption bei
280 nm, d die Kulvettenlange [cm] umsdder molare Extinktionskoeffiezent des untersuchten
Proteins/Komplexes [l * mol * ci] ist. Der molare Extinktionskoeffizent wurde awdrd3asis

der Proteinsequenz mit Hilfe des ProtParam Prolkohw.expasy.ch ermittelt.

2.8 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

2.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Identifizierung von Proteineurden SDS-Polyacrylamidgele
nach Laemmli (1970) verwendet. Es wurde mit 12,50 15 %-igen Minigelen (Trennlange
ca. 6 cm) gearbeitet. Die Elektrophorese erfolgt&ammern des TypMighty Small SE250
(Hoefer, San Fransisco, USA) bei einer SpannungldihV. Die Sammelgele setzten sich aus
jeweils 4,9 % Acrylamid und 0,13 % Bisacrylamid le@giem pH-Wert von 6,8 zusammen. Im
Trenngel war die Acrylamid-Konzentration entwedgr51% oder 15 % und dementsprechend
die Bisacrylamid-Konzentration 0,32 % oder 0,37DB6ér pH-Wert im Sammelgel betrug 8,6.
Die elektrophoretische Auftrennung fand in Elektropse-Puffer (250 mM Tris, 1,92 M
Glycin, 35 mM SDS) statt. Pro Tasche wurden 1(26ig1g Protein aufgetragen, das zuvor mit
zweifachem Probenpuffer (4 % SDS, 25 % SammelglEpuBO0 % Glycerin, 10 %f3-
Mercaptoethanol, 0,002 % Bromphenolblau) versetztde. Zur Bestimmung des relativen
Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine diegite bei jedem Gellauf mitgefihrter
Proteinstandard LMW-GrdlRenstandard (Amersham, Pa@enBiotech). Die Anfarbung der

Proteine erfolgte mit Serva-Blau R nach den beit#¥4[1992) beschriebenen Bedingungen.

2.8.2 Blau-Native-Polyacrylamidelektrophorese

Die Methode der Blau-NativeRolyacrylamidelektrophores@PAGE) wurde von
Schagger und Jagow (1991) entwickelt. Sie dient z#wftrennung von
Membranproteinkomplexen nach ihrer Ladung ohne rdéfenformation zu verandern. Mit
dieser Technik kénnen neben der Analyse der Zusaiseimung von Proteinkomplexen auch

Protein-Protein-Interaktionen und die Wirkung véisdener Detergenzien untersucht werden.
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Es wurden 5-12 % Polyacrylamid-Gradientengele 418d Sammelgele verwendet, die
in Gelpuffer ohne SDS angesetzt wurden. Die Prokerden in Probenpuffer aufgenommen
und bei konstant 80 Volt und Raumtemperatur auvégetr Die untere Reservoirkammer
enthielt Anodenpuffer, die obere blauen KathodefggufDem blauen Kathodenpuffer wird
Coomassie Blau G250 zugefugt, das in die Probemagidert und an die Proteine bindet. Nach
ca. zwei Dritteln der Laufstrecke wurde der Kathguéfer durch hellblauen Kathodenpuffer
ausgetauscht, um eine Entfarbung des Gellaufsreicken. Zum Nachweis oder Identifikation

von Proteinen und Proteinkomplexen wurde das GeCabmassie Blau G250 gefarbt.

Blauer Kathodenpuffer Hellblauer Kathodenpuffer

15 mM BisTris, pH 7,0 15 mM BisTris, pH 7,0

50 mM Tricin 50 mM Tricin

0,2 % (w/v) Coomassie Blau G250 0,02 % (w/v) Coomassie Blau G250
Anodenpuffer 2 x Probenpuffer

50 mM BisTris, pH 7,0 40 mM BisTris, pH 7,0

1 M e-Aminocapronsaure
20 % (v/v) Glycerin
0,015 % (w/v) Comassie Blau G250

3 x Gelpuffer
150 mM BisTris, pH 7,0

200 mMe-Aminocapronsaure

2.8.3 Protein-GrofRenstandards

Als GroRenstandards bei der SDS-PAGE (2.9.1) deRt®teine desow Molecular
Weight Calibration Kit(LMW-GroR3enstandard) von Amersham Pharmasiatech. Bei der
Blau-Nativen-PAGE (2.9.2) wurden Proteine dé¢igh Molecular Weight Native Marker Kit
(nativer HMW GroRenstandard) als GrolRenstandaigksitzt.

LMW -GroRenstandard Nativer HMW-GrolRenstandard
Molekulargewicht _ Molekulargewicht )

(kDa) Protein (kDa) Protein

97 Phosphorylase b, 660 Thyreoglobulin

66 Albumin 440 Ferritin

45 Ovalbumin 320 Katalase

30 Carboanhydrase 150 Laktatdehydrogenase
20,1 Trypsininhibitor 66 Albumin

14,4 A-Laktalbumin
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2.8.4 Farben von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Bla

Das Farben von SDS-Polyacrylamidgelen wurde in Amlag an Meyer & Lamberts
(1965) durchgefuhrt. Es wurde der Farbstoff CoomaBtue R250 von Serva (Heidelberg)
verwendet. Die Gele wurden fir mindestens 15 MimuteFarbeldsung gelegt. Anschliel3end

wurden die Gele bis zum Erreichen des gewtlnsclédmegrades entfernt.

Farbeltsung Entfarbelésung
0,2 % (w/v) SERVA Blue R 30 % (v/v) Ethanol
30 % (v/v) Ethanol 10 % (v/v) Essigsaure

10 % (v/v) Essigsaure

2.9 Spezifischer Nachweis von Proteinen

2.9.1 Immunoblotting

Zum immunologischen Nachweis wurden die durch $FIA&E aufgetrennten Proteine
mit der Trans-Blot SD semi-drpparatur (BioRad, Minchen) 25 min bei konstantv2bzw.
45 min bei konstant 50 mA pro Gel auf eine Nitrbdese-Membran (Porengrof3e 0,45 um)
transferiert. Zuvor wurden Gel, Membran und Filtsgrier in Blotpuffer (25 mM Tris-HCI,
pH 8,3; 192 mM Glycin; 20 (v/v) Methanol) aquilibrt. Der Transfer wurde anschliel3end
durch Anfarben der Membran mit Ponceau-Rot (0,2d%cBausS in 3 % TCA) kontrolliert und
sowohl der Standard als auch die Laufspuren markdarauf folgte ein mehrmaliges Spilen
mit H,O und mit TNT (20 mM Tris/HCI pH 7,5; 50 mM NaCl;0% % (v/v) Tween20). Die
unbelegten Protein-Bindestellen wurden durch Zugadre 10 ml 5 % Magermilch in TNT
abgesattigt, um unspezifische Bindungen zu vermeide dieser Losung wurde ein gegen den
His-Tag der zu untersuchenden Proteins gerichfegtgkorper in der Verdiinnung von 1:10.000
gegeben und 45 min bei 37 °C bzw. Gber Nacht b® 4nkubiert. Nach Waschen mit TNT
wurde der gegen den primaren Antikdrper gerichgeteindare Antikorper, der mit Merrettich-
Peroxidase gekoppelt ist, in 10 ml TNT zugegebed 45 min bei 37 °C inkubiert. Nach
Waschen mit TNT folgte eine Entwicklung des Blots demChemiluminescence Reagent Plus
System(NEN, Boston, USA) nach Angaben des Hersteller® Ohemilumineszenz wurde

mittels CCD-Kamera nachgewiesen.

2.10 Praparation von Proteoliposomen

Fur die Rekonstitution von ArtMP in die Lipide vo@. stearothermophiluszur

Charakterisierung des ABC-Transporters, wie ATPRddg4tats-Untersuchungen und
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Stabilitatstests, wurdeBioBeadsgenutzt. Dabei wurde in Anlehnung an das Protokoh

Corneliuset al (1984) verfahren.

2.10.1 Herstellung eines Lipid-OG-Gemisches

Zur Rekonstitution wurden die Lipide vda. stearothermophiluserwendet. Fir die
Praparation wurden 20 mg Lipid durch Stickstoffmgay aus 1 ml Lipid-Chloroform-L6sung
eingetrocknet und mit Puffer-Detergenz-Losung (581 mOPS/K', pH 7,5; 1 % OG) fur
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlid3garde der Ansatz fir 15 Minuten im
Ultraschallbad (Bandelin, Sonarex) unter Stickspaf$challt.

2.10.2 Zusammensetzung eines Rekonstitutionsansatzes

Fir nachfolgende Untersuchungen der ATPase-A#tivitwurde zu den

Rekonstitutionsansétzen das Substrat-Bindeprotedrdas Substrat Arginin zugegeben.

Rekonstitutionsansatz:
125 pl Lipid-OG-Ldsung
50 HQArtMP
230 pdArtd
1 mMrginin
auf 300 ul50 mM MOPS/K, pH 7,5

auffillen

Dem Ansatz wurden 100 mBioBeads(SM-2 AbsorbentBio-Rad, Minchen) zur
Entfernung des Detergenz hinzugefligt. Der Rekantigtitsansatz wurde leicht rihrend Uber
Nacht und nach einem anschliel3enden WechsaBidBeadsnochmals fur 1 Stunde bei 4 °C
inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 1 min b@d0 x g wurde der Uberstand fiir die
jeweiligen Untersuchungen genutzt. Der Proteirminim die Lipid-Bilayer wurde Uber SDS-
PAGE kontrolliert. Dazu wurden 100 pl des Rekon$ithsansatzes ultrazentrifugiert
(200.000 x g, 4 °C, 30 min) und je ein Aliquot VOberstand und Pellet auf ein 15 % SDS-Gel

aufgetragen und aufgetrennt.

2.11 Charakterisierung von ArtMP und seinen Untereinheien

2.11.1 Bestimmung der ATPase-Aktivitat

ATPase-Aktivitaten wurden in Mikrotiterplatten (Gas Ultra low clustar, 96 well flat
bottom Corning Incorporated, USA) gemessen. Die Bestingnder ATP-Hydrolyse wurde
sowohl an solubilisierten als auch an rekonstitaierProteinkomplexen modifiziert nach
Nikaido et al. (1997) durchgefihrt. 125 pl Messansatz wurden i lmei 60 °C vorinkubiert.
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Die Reaktion wurde mit 2 mM ATP/3 mM MgCgestartet. Zu 4 Zeitpunkten wurden jeweils
25 pl entnommen und in eine der Plattenvertiefurggageben, die bereits 25 pl einer 12 %igen
SDS-Ldsung enthielt. Fir die Bildung eines Farbkiexgs wurden den Anséatzen anschliel3end
50 pl Losung A (3 % Ascorbat in 1 M HCI, 0,5 % Ammnammolybdat) und nach 5 Minuten
75 pl Lésung B (2 % Natriumcitrat, 2 % Natriumaaer? % Essigsdure) zugegeben. Nach
20 min wurde die Extinktion bei einer Wellenlangenv750 nm gemessersdfire, Tecan
Crailsheim, Deutschland). Als Standard dienteHNRD,, als Kontrollen wurden jeweils ein
Ansatz ohne ATP-Zugabe und ein Ansatz ohne Proligefiihrt. Die Messungen wurden

mindestens doppelt durchgefiihrt.

2.11.2 Inhibierung der ATPase-Aktivitat durch Vanadat

Die ATPase-Aktivitat von ABC-Transportern kann duradie Behandlung mit
Orthovanadat, einem Phosphat-Analogon, gehemmtemerdazu wurde ArtMP-J sowohl in
Ldsung als auch im rekonstituierten Zustand mitM Yanadat behandelt - 15 min Inkubation
bei 60 °C. Die Aktivitdtsmessungen wurden wie urgerl.1 beschrieben durchgefihrt. Eine
1 molare Vanadat-Lésung wurde mit 10 N HCI auf p®l €ingestellt. Das fuhrte zu einer
Gelbfarbung der Losung. Anschlielend wurde diesenféhrere Minuten gekocht, um die
farbigen Polymere zu zerstéren. Durch eine Extomgbestimmung bei 265 nm wurde die

Konzentration der Vanadat-Lésunge = 2.925 M* cmi) bestimmt und eingestellt.

2.11.3 Stabilitdtsuntersuchungen gegeniber chaotropen Sutzzen

Zur Untersuchung der Stabilitat von ArtMP gegeniubesgewahlten Chemikalien
wurden rekonstituierte Transportkomplexe mit chgygén Substanzen inkubiert. Chaotrope
Substanzen wie Nal, NaBr, NaSCN und Harnstoff hatiee destabilisierende Wirkung auf
Proteine und Proteinkomplexe (Parrettal. 1989). In den Versuchen wurden 50 pl eines
Rekonstitutionsansatzes (Lipid-zu-Protein-Verh&l®i5 oder 0,75; auch LPR nach ethigid-
to-protein-ratio) mit den oben genannten Substanzen zu Konzemtestigon 1, 2, 3 und 4 M
(Harnstoff bis zu 8 M) versetzt und mit 50 mM THE!I pH 8, 5 % Glycerol auf 100 pl
aufgefillt. Die Anséatze wurden fir jeweils 20 minterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt:
16 °C, 25 °C, 37 °C, 50 °C und 80 °C. AnschlieRemarden die Anséatze 30 min bei
100.000 x g ultrazentrifugiert, die Pellets resumsjert und jeweils Aliquots vom Uberstand
und Pellet Gber SDS-PAGE aufgetrennt.

2.11.4 Auftrennung von ArtMP in seine Untereinheiten

Nach der von Liu und Ames (1998) beschriebenen &tthwurde ArtMP in
Cytoplasmamembranen (Endkonzentration 1 mg/ml inn8@ Tris/HCI, pH 8 und 5 %
Glycerol) zur Destabilisierung variierend mit 6,6du8 M Harnstoff oder 6 M GdnHCI, 1 mM
DTT, 15 mM ATP und MgGl fur 2 Stunden bei verschiedenen Temperaturen iekubnd




Material und Methoden 37

anschlieRend 2 Stunden bei 200.000 x g und 4 f@zelntrifugiert. Der Uberstand wurde tiber
Nacht mit Aceton gefallt, anschlieRend fir 1 h B@i000 x g pelletiert, nochmals mit 70 %
Ethanol, 2 % Natriumacetat gewaschen und ernedtizggert. Eine Analyse der Versuche
fand Uber SDS-PAGE statt. Bei weiteren Untersucbuongurde nach der Methode von Parrett
et al. (1989) verfahren. Es wurden PLS mit 1, 2, 3 untM4Nal, NaBr und NaSCN bei
verschiedenen Temperaturen von 4 °C bis 80 °C iekylpelletiert und mittels SDS-PAGE

analysiert.

2.12 Optimierung der Detergenzbedingungen fur ArtMP

2.12.1 Untersuchung der Detergenzvertraglichkeit mit SDS-RGE

Fur die Untersuchung der Wirkung von verschiederi@etergenzien auf das
solubilisierte ArtMP und dessen Stabilitdt wurdend ArtMP mit jeweils einem der folgenden
Detergenzien fur 2 Tage bei Raumtemperaturbdigktt 0,1 % DDM, 1 % UDM, 1 % DTM,
1% DM, 1 % NG, 2 % OTG, 4 % FC-10, 1 % FC 12 urtd LDAO (sieheTabelle 4, wobei
die Prozentangaben als Endkonzentrationen desligereiAnsatzes zu verstehen sind. Die
Proben wurden ultrazentrifugiert (45 min, 200.00§, % °C). Aliquots der Uberstande und der

mdglicherweise entstandenen Pellets wurden UberFSREE aufgetrennt analysiert.

2.12.2 Untersuchung der Detergenzvertraglichkeit mit BlauNativer-PAGE

Die Proben enthielten 1 mg ArtMP und Detergenzefoigenden Endkonzentrationen:
0,075 %, 0,15 % 0,3 % und 0,6 % DDM, 0,1 % FC-10, % FC-12, und 0,1 % SDS. Die
Ansatze wurden eine Stunde bei Raumtemperatur iekulliquots der Ansatze wurden 10:1
mit 10 pl Blue-Native-Probenpuffer (5 % [w/v] Coossée Brillant Blau G250) versetzt und
uberBlau-Native-PAGE aufgetrennt.

2.13 Kiristallographische Methoden

2.13.1 Zweidimensionale Kristallisation von ArtMP

Zur 2D-Kristallisation von ArtMP wurde weitgehendah der von Haslest al. (1998)
beschriebenen Methode verfahren. Fur die zweidirorake Kristallisation wurden die Lipide
von G. stearothermophilugenutzt. Es wurden 20 mg Lipid durch Stickstofimgng aus 1 ml
Lipid-Chloroform-LOdsung eingetrocknet und mit LipRuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8; 150 mM
NaCl; 2 % OG) fur 15 min bei Raumtemperatur inkabi@nschlie3end wurde der Ansatz fir
2 Stunden im Ultraschallbad (Bandelin, Sonarex)eunstickstoff beschallt. Zu den so

hergestellten Liposomen wurde ArtMP (2 mg/ml) inesn Lipid-zu-Protein-Verhaltnis von 1:2
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(w/w) gegeben. Das Detergenz wurde Uber DialyseMikrodialyse-Knopfen mit einem
Fassungsvermdgen von 70 pl oder in Dialyse-Sch&@hsschlussvolumen: 6-8 kDa, Roth,
Karlsruhe) entfernt. ArtMP wurde jeweils mit und neh Nukleotid zweidimensional
kristallisiert. Der Kristallisationsansatz des Mi,- *°N-Prolin und -Tyrosin markierten ArtMP
enthielt kein ATP und derC,- ™N-Prolin, Tyrosin, Threonin-markierte Proteinkompleurde
mit ATP kristallisiert. Zur Unterdriickung der Hydyese des zugesetzten ATP wurde dem
Ansatz 0,1 mM EDTA zugegeben und auf den Cofaktoaghsium verzichtetDie
Kristallisation fand bei Raumtemperatur Gber eideitraum von 2 bzw. 4 Wochen statt, wobei
alle 3 bzw. 5 Tage der Dialysepuffer gewechselt deurDie Kristalle wurden durch
Zentrifugation (30 min, 20.000 x g, 4 °C) geerntatl in NMR-Rotoren tberfuhrt.

. Zusammensetzung der Dialysepuffer fir die 2D-Kristdisation von ArtMP

Kristallisationsansatze ohne ATP-Zusatz mit ATP-Ai3
Kristallisationspuffer 20 mM Tris/HCI, pH 8 20 mM Tris/HCI, pH 8
10 mM MgCh -
300 mM NacCl 300 mM NacCl
5 % Glycerol 5 % Glycerol
0,01 % Azid 0,01 % Azid
10 mM ATP
0,1 mM EDTA
Kristallisationsdauer 2 Wochen 4 Wochen

2.13.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ArtMP-2D-Kri stallen

Ansatze depD-Kristallisation von ArtMP wurden durch Transniesss-Elektronen-
Mikroskopie analysiert. Daflir wurden 4,5 pl der gégen Kristallisationsansatze auf ein mit
Carbon beschichtetegrid (400 mesh copper rhodiuymvon PLANO (Wetzlar, Deutschland)
aufgetragen, 30 s inkubiert und anschliel3end 3wagehen. Auf die beladengmids wurde
2x4,5 ul Uranyl Acetat (2 %, w/v) aufgetragen uddrch das Entfernen der Ldsung
getrocknet. Die Aufnahmen wurden an einem H700@tElaen-Mikroskop Kitachi) bei einer
Beschleunigungsspannungc€elerating voltagevon 100 kV auf eineniKodak SO-163 Film
bei einer 50.000fachen VergroRerungagnification) durchgefihrt.

2.13.3 Dreidimensionale Kristallisation von ArtP

Das gereinigte Protein ArtP wurde ritnicon Ultra Centrifugal FiltetKonzentratoren

(AusschlussgrofRe 10 kDa, Millipore, Bedford, USAf aine Konzentration von ca. 30 mg/ml
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eingestellt. Die Kiristallisation wurde mit Hilfe slesitting dropVerfahrens nach der
Dampfdiffusionsmethode durchgefiihrt (Ubersicht: e 1999). Fiir die 3D-Kristallisation
von ArtP wurden 500 pl bzw. 2 x 0,6 ml des gerdemng Proteins jeweils 1:1 mit
Reservoirpuffer (25 % PEG 3350; 0,1 M BisTris, pH & % Glycerol) vermischt. Die
Kristallisation fand Uber eine Dauer von 18 bzw. Pdgen und in der ersten Woche bei
Raumtemperatur, anschlielend bei 16 °C statt. AvtPde jeweils mit und ohne ATP
kristallisiert. Zur Unterdrickung der Hydrolyse dezmugesetzten ATP wurde dem

Kristallisationsansatz 0,1 mM EDTA zugesetzt.

2.14 Festkorper-MAS-NMR-Spektroskopie

Die MAS-NMR-Spektren von ArtMP und ArtP wurden Zmsammenarbeit mit Dipl.-
Chem. Johanna Becker an ein&@ruker Avance900 Spektrometer, ausgestattet mit einem
3,2 mm Triple-Resonanz-MAS-Probenkopf, und an eifgker Avance600 Spektrometer,
versehen mit einem 4 mm Triple-Resonanz-MAS-Probpfikdurchgefuhrt. Die Messungen
fanden bei 280 K und einer Rotationsgeschwindigkait 12 oder 10 kHz statt. Bei d&&-°C
Korrelationen erfolgte der Magnetisierungstransferch PDSD roton-diven-gin-diffusion;
Szeverenyiet al, 1982) mit Mischzeiten von 20, 200 oder 400 msr Kie “*C-"N
Korrelationsexperimente wurde dféN Magnetisierung mit einerotational &ho daible
resonanc€REDOR)-Pulsfolge (Gullion & Schaefer, 1989; Jarargeal.,2000) tUber 4 Rotor-
Perioden erzeugt und nach einer Evolutionszedurch eine zweite REDOR-Pulsfolge der

selben Lange wieder atiC tibertragen.

2.15 Lo6sungs-NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Analysen an ArtJ wurdem Mor. Peter Schmieder

durchgefuhrt.

2.15.1 2D-'H-*N-HSQC-Experimente

(heteronuclear single quantum cohereneeheteronukleare Einquanten-Koharenz)
Fir die Lésungs-NMR-Untersuchungen lag AftN-markiert vor. Die Proteinprobe
wurde mitCentricorKonzentratoren (Ausschlussvolumen 5 kDa) auf &pazentration von
1 mM in 500 pl konzentriert und vor der Messung t% (v/v) BO (99,9 %) versetzt. Die
Spektren wurden bei 300 K an eingruker AVANCE9OO Spektrometer aufgenommen. Zu
Art] wurde nacheinander 5 mM Arginin und 1 mM ArtMiegeben. Die Konzentration des
zugesetzten ATP/Mgglariierte zwischen 3 mM ATP/5S mM MgQlind 30 mM ATP/50 mM
MgCl,. Es wurden Kontrollmessungen mit ArtJ und ATP/MgQlurchgefuhrt, um

Wechselwirkungen, die fur den Transportvorgangtielevant waren, auszuschliel3en.
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2.15.2 1D-*!P- Experimente

Diese Messreihe diente der NMR-spektroskopischerersachung der ATPase-
Aktivitdt des ABC-Transporters ArtMP-J und des HKisf verschiedener Faktoren, wie die
Wirkung des Inhibitors Orthovanadat. Anhand desh¥knisses von ATP zu ADPR/Rurde,
ahnlich wie bei dem biochemischen ATPase-Aktivigss (Nikaidoet al, 1997, 2.6.10), auf
den Grad der Transporter-Aktivitat geschlossen.

Es wurden eindimensionale NMR-Spektren aufgenomrendenen das in ATP und
ADP/R, vorkommendée'P-Isotop (natiirliche Haufigkeit 100 %) detektiemirde. Im 1D'P-
Spektrum traten typische Signale fir ATP und ADR dig sich klar unterscheiden lassen, wie
in der Abbildung 11 gezeigt ist. Die dargestellttR-*'P-Spektren von ATP (oberes 1D-
Spektrum) bzw. ATP/ADP/Runteres 1D-Spektrum) wurden jeweils vor Substangabe und
zum Abschluss der NMR-Messungen aufgenommen *PiSpektren von ArtMP-J wurden an
einem Bruker Avance 600 MHz Spektrometer bei 300 K aufgenommen, wobi

Phosphorfrequenz 243 MHz betrug.
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Abbildung 11 1D-*'P-Spektren von ATP/ADP/R. Im oberen der beiden dargestellten Spektren
sind deutlich die dref'Phosphor-Signale des ATP erkennbar. Im untereri‘®b-
Spektrum sind die zusétzlich durch die Hydrolysen WTP hinzugekommenen
Signale von ADP und ;Pmit Pfeilen gekennzeichnet. Auf der x-Achse isé di
chemische Verschiebung und auf der y-Achse diensiti aufgetragen. Die
Spektren wurden am 600 MHz SpektromeBnuker, Karlsruhe) aufgenommen. Die

Frequenz fur Phosphor betrug dabei 243 MHz.

Es wurden uber 3 Stunden fortlaufend *P-Spektren, insgesamt 40, mit jeweils
40scans aufgenommen. Das in den NMR-Proben enthaltene Rrtvhd das Substrat-
Bindeprotein ArtJ lagen unmarkiert vor. Die 500 Amséatze enthielten jeweils 2 mg des

Komplexes und des Bindeproteins, die jeweils im®@ Tris/HCI, pH 8; 5 % Glycerol mit 0,4
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% DM vorlagen. Als zu transportierendes SubstratdeuS mM Arginin hinzugefligt. Zur
Inhibierung der ATPase-Aktivitdit von ArtMP-J wurddem Ansatz Vanadat in einer
Endkonzentration von 1 mM zugegeben und 15 min6bBeiC inkubiert. Anschlie3end wurde
die NMR-Messung mit der Zugabe von 3 mM ATP/5 mM Gliggestartet. Allen Ansatzen
wurde fur die NMR-Messungen 10 % (v/v)D (99,9 %) zugegeben.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die strukturbiologischatersuchung des ABC-
Transportsystems ArtMP-J aus dem thermophilen Osgars G. stearothermophilus
mit der NMR-Spektroskopie. An dem ABC-TransportertMP und dem separat
isolierten ABC-Protein ArtP wurden erste struktlee&tudien mit der Festkdrper-MAS-
NMR durchgefiihrt. Dafiir wurde der Membranproteinkdex und ArtP mit=C-, **N-
Isotopen selektiv markiert. Die NMR-Messungen eatéten zudem eine Form der
Probenpréparation, bei der die Proteine mdogliclestranet vorliegen sollten, ArtMP
rekonstituiert in seiner natirlichen Lipidumgebuangd ArtP im dreidimensionalen
Kristall. An dem zum ABC-Transportsystem gehdren@rbstrat-Bindeprotein ArtJ
wurden in Losung NMR-spektroskopische Untersuchonge den Wechselwirkungen
zwischen Protein und den Membranproteinen des ABSporters durchgefuhrt.

3.1 Praparation des ABC-Transporters ArtMP fir biochemische

und NMR-spektroskopische Untersuchungen

3.1.1 Praparation des ABC-Transporters ArtMP

Die strukturelle Untersuchung von ABC-Transportenttels Festkorper-MAS-
NMR-Spektroskopie stellt hinsichtlich der Prapamatiaber auch der Markierung mit
3c-, ®N-Isotopen eine Herausforderung dar. Bei den bis Beginn dieser Arbeit im
Frihjahr 2003 durchgefihrten Festkdrper-MAS-NMR-Megjen war meist der Ligand
und nicht der Transportkomplex Isotopen-markiempgkeyardet al., 2000; Spooneet
al., 1994a; Spooneet al, 1998), so dass in der Literatur nur wenige Daten
Herstellung eines Membranproteinkomplexes fur diédRNSpektroskopie existierten.

Als Grundlage fiur die Suche nach geeigneten Anzuchund
Expressionsbedingungen diente das in der Diplontavbe R. Fleischer (Humboldt-
Universitat Berlin, 2001) beschriebene Protokolgsdan die Anforderungen der
Festkorper-MAS-NMR-Spektroskopie angepasst wurdafuD wurde nach den
optimalen Expressionsbedingungen ditMP gesucht, die getesteten Bedingungen sind
in der Tabelle 6 zusammengefasst. Die ExpressioratdIP in M9-Minimal-Medium

wurde besonders intensiv untersucht und optimidg, in diesem Medium die
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erforderliche Isotopen-Markierung des Komplexes fiie NMR-Untersuchungen
erfolgte (siehe 2.5.1).

Tabelle 6 Zusammenfassung getesteter Expressionsleglingen fir artMP.
Bedingungen Parameter
E. coliExpressionsstamme  BL21(DES3); Rosetta(DE3); JIM109
Anzuchtmedien LB-, M9- und Autoinduktionsmedium
Temperaturen 16 °C; 20 °C; 25 °C; 30 °C; 37 °C
Geninduktion - Zeitpunkt Of3onry 0,3-0,5; 0,6-0,8; 0,8-1
- Temperaturwechsel nach Induktion von 37 °C auf@5
oder 18 °C
Induktionsdauer 2; 4; 6 oder 10 Stunden

Das beste Expressionsergebnis sowohl in LB- ath &auM9-Minimal-Medium
wurde imE. colrStamm JM109, mit einer Anzucht bei 37 °C, eineni@éuktion bei
ODgs0nm 0,3 bis 0,5 sowie einer anschlielBenden Wachstums-Induktionsdauer von
vier Stunden erhalten (Abbildung 12a).

a) b)

Abbildung 12 a) Expression vonartMP in JM109(pRF2). Uber ein 15 %iges SDS-PAGE
aufgetrennte Zell-Lysate. Spudr- JM109(pRF2) ohne IPTG-Induktion; Spfr-
JM109(pRF2) mit induzierter Expression ve@mtMP in M9-Minimal-Medium.
b) Praparation von ArtMP mittels TALON-Affinitdtsch romatographie. Spur1
- Cytoplasmamembran; Sp@r Ultrazentrifugationsiiberstand nach Solubilisigrun
Spur 3 - Ultrazentrifugationspellet nach Solubilisierung deytoplasmamembran;
Spur4 - Durchlauf der Reinigung; Spdr- 1. Waschfraktion mit 10 mM Imidazol;
Spur6 - 10 -Eluatfraktionen.

Fur die Solubilisierung von ArtMP wurde anfanglidas Detergena-Decanoyl-

Sucrose (DS) verwendet. So lag der Komplex naalesd&einigung, die in Abbildung
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12b gezeigt ist, gelést in DS-Mizellen vor. Die Aesite der Préparationen waren
~ 8 mg ArtMP pro Liter LB und ~ 5 mg pro Liter M9iMmal-Medium.

3.1.2 Untersuchung des Einflusses verschiedener Detergemz und des
Oligomerzustandes von ArtMP durch SDS- und Blau-Natve-PAGE

Da einige Detergenzien die Stabilitat von Proteingegativ beeinflussen
kénnen, wurde in einer Versuchsreihe die Wirkunggeleiedener Detergenzien auf den
ABC-Transporter ArtMP untersucht. Dazu wurde demtex jeweils mit einem der

folgenden Detergenzien inkubiert:

Abklrzung Detergenz

DM n-Decyl-$-D-maltosid
DDM n-Dodecyl$-D-maltosid
UDM n-Undecyl$-D-maltopyranosid
DTM n-DecylB-thio-maltopyranosid
NG n-Nonyl-B-D-glucopyranosid

oTG n-Octyl-B,D-thioglucopyranosid
FC-10 n- Decylphosphocholin

FC-12 n- Dodecylphosphocholin
LDAO Lauryldimethylamin Oxid

Nach der anschlieBenden Ultrazentrifugation wurden Proben Uber SDS-
PAGE analysiert. Eine Préazipitation zeigt an, ddas verwendete Detergenz fur die
Solubilisierung von ArtMP ungeeignet war. In densatzen, die die Detergenzien
UDM, LDAO, OG, OTG oder DTM enthielten, lag ArtMPach der Inkubation und
Ultrazentrifugation im Pellet vor (nicht gezeig)ie Detergenzien DDM, DM, NG,
FC10 und FC12 hielten den Membranproteinkompledisung.

Zur weiteren Uberprifung der Stabilitit von ArtMiR unterschiedlichen
Detergenzien wurde eine Analyse Uber die Blau-Na®elelektrophorese
durchgefihrt, mit der das oligomere Verhalten d&CA ransporters bestimmt wurde
(Abbildung 13). Aufgrund der Ergebnisse der SDS-EA&urde ArtMP mit den
folgenden Detergenzien inkubiert: DDM in den Konzationen von 0,075 % bis 0,6 %
sowie je 0,1 % FC10 und FC12. Zum Vergleich wurdereinem Versuchsansatz
denaturierende Bedingungen fur ArtMP durch die Degdes Detergenz SDS erzeugt.
Nach der Inkubation wurden die Membranproteinkonpleind ihre Untereinheiten
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Uber Blau-Native-PAGE in einem Gradientengel mitZz% Acrylamid aufgetrennt. In
dem Coomassie-gefarbten Gel ist eine deutliche 8d®il 130-150 kDa zu erkennen
(Abbildung 13: Stern-Kennzeichnung). Diese reprtisgnden ArtMP-Proteinkomplex
mit seiner umgebenden Detergenzmizelle: je zweigtalkDa und 28 kDa fir die
Homodimere ArtM und ArtP sowie 15-35 kDa fir die tBrgenzmizelle, die den
Membranproteinkomplex umgibt. Bei der Bande, diehsim Bereich von 210 kDa
befindet, handelt es sich moglicherweise um einesadumenlagerung mehrerer

Proteinkomplexe aufgrund von Aggregation.
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Abbildung 13 Analyse des Oligomerzustandes und deBtabilitat von ArtMP bei Inkubation

mit verschiedenen Detergenzien mittels Blau-NativePAGE. ArtMP-Komplexe

sind mit Sternen, das Membranprotein ArtM mit omufgrbigen und ArtP mit
griunen Pfeilen gekennzeichnet. Zur GrolRenbestimmiery Proteine diente der
High Molecular Weight Standarfdir Blau-NativePAGE. Die in der jeweiligen Spur

aufgetragenen Anséatze sind am Gel beschriftet.

In der Spur des mit SDS versetzten Ansatzes tredeei mit Pfeilen
gekennzeichnete Banden auf. Anders als in eineratdeerenden SDS-Gel, in dem das
kleinere Membranprotein ArtM unterhalb von ArtPfiden ist, stellt im Gel der Blau-
Nativen-PAGE die obere Bande bei 66 kDa das Menmpocdein ArtM mit der
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umgebenden Detergenzmizelle und die niedrigereAdS-Protein ArtP dar. In den

Spuren, in denen Aliquots der ArtMP-Ansétze mit%®zw. 0,6 % DDM aufgetragen
wurden, sind mehrere schwache Banden zu erkennen.inDH6he von 75 kDa

(0,3 % DDM) und 90 kDa (0,6 % DDM) laufenden Bandstellen ebenfalls die

Membranproteine mit der Mizelle dar, markiert ducsé orange-farbigen Pfeile. In der
Spur des Ansatzes mit 0,6 % DDM tritt die ArtMP-Banam deutlichsten hervor. Die
darunter befindliche schwache Bande, gekennzeichmieeinem griinen Pfeil, zeigt
ArtP. Mit einem Anstieg der Detergenzkonzentratom 0,3 % auf 0,6 % verlauft die
ArtM-Bande bei hoherem Molekulargewicht aufgrund r d&Zunahme der

Detergenzmolekiile, die das hydrophobe Protein usmgelm dem Ansatz mit FC10
aggregierte der Proteinkomplex grofdtenteils undliedy in der Auftragstasche des
Gels. Das Laufverhalten des FC12-Ansatzes éahnelte, der mit DDM inkubierten

Probe.

Fur die Stabilitdt und die nachfolgende zweidimemsle Kristallisierung des
ABC-Transporters erwies es sich als gunstiger, diér weiteren Praparationen von
ArtMP anstelle vom-Decanoyl-Sucrose (DS) das DetergerRodecyl{3-D-maltosid
(DDM) zur Solubilisierung des Proteinkomplexes aes Cytoplasmamembranen zu
verwenden und bei der anschlielenden ReinigungKaesplexes zun-Decyl{3-D-

maltosid (DM) zu wechseln.

3.1.3 Rekonstitution des ABC-Transporters ArtMP in Lipide aus

G. stearothermophilus

Fur die Rekonstitution von ArtMP wurden natirlidhpide verwendet, die aus
dem Originalstamm des ABC-Transportdes stearothermophilugxtrahiert wurden.
Fur die Rekonstitution werden die Lipide mit Detmg versetzt und einer
Ultraschallbehandlung unterzogen, um die bendtigtegposomen zu erzeugen.
Anschlie3end werden die solubilisierten Membrargin& zu dem Ansatz gegeben. Der
Einbau der Membranproteine in die Lipidmembranerrdwerreicht, indem die
Detergenzkonzentration in dem Rekonstitutionsansainter die kritische
Mizellenkonzentration gritical micellar concentration CMC) senkt wird. Die CMC
gibt an, ab welcher Konzentration ein Detergenz dllien bildet. Unterhalb dieser
Konzentration liegen die Detergenzmolekile als Moeme vor und kénnen die
Membranproteine nicht in LOosung halten. Es kommt eimem Einbau der

Membranproteine in die Lipide (Abbildung 25). Zuel®nstitution von ArtMP wurden
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mehrere Methoden getestet: die Zugabe BoBeads die das Detergenz schnell
absorbieren (Rigaucet al., 1995), die Dialyse (Hasleet al., 1998) oder die
Ausverdinnung des Detergenz (Dold¢ral., 1996). Fur die Herstellung von ArtMP-
Proteoliposomen fir biochemische Untersuchungen diedAktivitatsbestimmungen
wurdenBioBeadszur Entfernung des Detergenz eingesetzt. Bei diBskonstitutionen
betrug das Lipid-zu-Protein-Verhaltnis 50:1 (w/wau¢h LPR von engllipid-to-
protein-ratio). Da sowohl die Aktivitat als auch die Substragsfit@t prokaryotischer
ABC-Transporter von der Anwesenheit des Substrati@®roteins abhangig ist
(Sharma & Davidson, 2000; Hunke al.,2000), wurde den Rekonstitutionsansatzen fur
die ATPase-Aktivitatsbestimmungen neben dem sosiditen Proteinkomplex ArtMP
auch das Substrat-Bindeprotein ArtJ zugegeben @Patipn unter 2.6.4 dargestellt).
Der Einbau des ABC-Transporters in die Lipidmembramvurde kontrolliert, indem
der Rekonstitutionsansatz ultrazentrifugiert uné dedimentierten Proteoliposomen
sowie der Uberstand tiber SDS-PAGE aufgetrennt wu(édbildung 14). Nach der
Ultrazentrifugation ist nur das lI6sliche Substratdgprotein ArtJ im Uberstand
detektierbar. Die Membranproteine ArtM, die ABC-tioe ArtP und das zum Teil

eingeschlossene ArtJ liegen in den pelletiertetel®tiposomen vor.

kDa 12
45—

- <« ArtJ
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Abbildung 14 Kontrolle der Rekonstitution von ArtMP -J. Spur 1 -
Ultrazentrifugationstberstand  vom  Rekonstitutiossdzy  Spur 2
Ultrazentrifugationspellet des Rekonstitutionsarsst Es wurde ein 15 %iges SDS-

Gel verwendet.
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3.2 Biochemische Charakterisierung von ArtMP als Vorbeeitung

fur die MAS-NMR-Untersuchungen

An ArtMP wurden Untersuchungen bezuglich seinenkEionalitat, Stabilitat
und Sensibilitaét gegenuber verschiedenen Detergerduirchgefuhrt. Die gewonnenen
Erkenntnisse zu den Eigenschaften des Proteinkompldienten zur Vorbereitung der
MAS-NMR-spektroskopischen Untersuchungen.

3.2.1 ATPase-Aktivitatsanalysen an ArtMP-J

Die Aktivitat von ArtMP-J wurde sowohl am solubikrten Komplex in
Detergenzlésung als auch rekonstituiert in Prgb@sibmen biochemisch bestimmt
(Methodenteil 2.11.1). An den rekonstituierten Bidtomplexen wurde die ATPase-
Aktivitat unter Bedingungen untersucht, die deriveat Umgebung des ABC-
Transportsystems weitgehend dhneln. Die Aktivit@&ssangen wurden in Gegenwart
des Substrat-Bindeproteins ArtJ durchgefuhrt, daAktivitat der ATPase und somit
der Substrattransport von ABC-Importsystemen vanfAsievesenheit des Bindeproteins
abhéangig ist. Die durchschnittliche ATPase-Aktivitdr das solubilisierte ArtMP-J in
Detergenzlésung betrug 1,2 pmol R min' x mg"' Proteinkomplex, fir den
rekonstituierten Transporters zwischen 0,7 und 8ol R x mint x mg"
Proteinkomplex. In der Abbildung 15 ist die ATPa&ddivitat von ArtMP in
Proteoliposomen in Abh&ngigkeit von der An- oderw&benheit des Substrat-
Bindeproteins dargestellt.

ATPase-Aktivitat von rekonstituiertem ArtMP

2,5

== mit ArtJ/ Arginin

2 ohne ArtJ/ mit Arginin —
18 /
1

/

0 05 1 15 2 2,5 3 35 4 4,5

pmol Pi (mg Proteift)

0

tin min

Abbildung 15 Abhéngigkeit der ATPase-Aktivitdt des Komplexes von der Anwesenheit des
Substrat-Bindeproteins. Die Praparation der Proteoliposomen (LPR 50:1 w/w)
erfolgte jeweils mit oder ohne Zugabe von ArtJ. BiEPase-Aktivitdtsmessungen

wurden bei 60 °C durchgefihrt.
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Die Untersuchung der stimulierenden Wirkung debsBats Arginin auf die
ATPase-Aktivitdt wurde ebenfalls sowohl an ArtMP Detergenzlosung als auch am
rekonstituierten Komplex durchgefiihrt. Entgegen &ewartung wurde auch ohne
zugegebenes Substrat eine Aktivitdit der ATPase ré&snstituierten Komplexes
nachgewiesen, dargestellt in Abbildung 16. Eine N&ffektroskopische Untersuchung
des Bindeproteins zeigte, dass in dem gereinigted Bereits Substrat gebunden war.
Der komplexierte Ligand wurde auch wahrend der cleeslenen Reinigungsschritte
von der Metall-Affinitditschromatographie bis zur aljise nicht aus dem Protein
entfernt. Dieses in ArtJ gebundene Substrat indigzieermutlich die ATP-Aktivitat
von ArtMP in dem Messansatz, ohne dass zusatzligini zugegeben wurde. Das
schnelle Abfallen der Aktivitdtskurve wahrend desralchs erfolgte vermutlich durch

eine Limitierung des vorhandenen Arginins oder Al€B.

Aktivitat von rekonstituiertem ArtMP
ohne Arginin-Zugabe

0,9
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Abbildung 16 Darstellung der ATPase-Aktivitat des ekonstituierten ArtMP-Komplexes ohne

Substrat-Zugabe.Die Proteoliposomen wurden mit ArtJ, jedoch ohngenebenes
Substrat prapariert. Die ATPase-Aktivitatsmessungerfolgten wie zuvor

beschrieben.

Die Aktivitat des ABC-Transporters wurde Uber @inEngeren Zeitraum
wiederholt und verfolgt. ArtMP sollte moéglichst pa stabil und aktiv bleiben, da die
Dauer der Festkorper-MAS-NMR-Messungen mehrere Thg&agen kann. Zur
Untersuchung der  Stabilitdt des  ABC-Transporters rdem  ATPase-
Aktivitatsmessungen Uber einen Zeitraum von ein@ché wiederholt. Am 1., 3., 5.
und 7. Tag wurde die ATPase-Aktivitat von ArtMP ti@snt, in DS-Detergenzldsung
und in Proteoliposomen. Die Aktivitat blieb wahreshdses Zeitraums annahernd gleich
(Tabelle 7). Nach 10 Tagen Lagerung bei 4 °C feal Broteinkomplex aus. Es wurde

untersucht, ob die Verwendung eines anderen Detergme langere Lagerung des
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Membranproteinkomplexes erlaubt. Wie weitere ATPakivitats-Untersuchungen an
in DM solubilisierten ArtMP zeigten, eignete sicieses Detergenz besser, um den
Proteinkomplex Uber einen Zeitraum von 14 Tagebilsta Losung zu halten (nicht

gezeigt).

Tabelle 7 ATPase-Aktivitdten, von ArtMP-J-Proben in Detergenzlésung oder im

rekonstituierten Zustand gelagert bei 4 °C.

Tag der | ArtMP-J ATPase-Aktivitaten in pmol P; x min™ x (mg Protein)™
Messung - in Detergenzldsung - rekonstituiert in Proteosipmen
1. 1,15+0,1 0,89+0,7
3 1,10+0,1 0,87 +0,5
5. 1,11+0,2 0,87 +0,9
7 1,05+0,3 0,86 +0,9

3.2.2 Inhibition der ATPase-Aktivitat

Das besondere Charakteristikum der ABC-Transpasiedie Kopplung von
ATP-Hydrolyse und Substrattranslokation. Eine Mdgkeit zur Untersuchung dieses
Zusammenhangs stellt die Hemmung der ATPase-A#tiviturch Inhibitoren dar
(Liu et al., 1997; Sharma & Davidson, 2000). Einer der Inhil@toist Orthovanadat,
ein Phosphat-Analogon, das mit einem an der ATRagereinheit gebundenen ADP
einen stabilen Komplex eingeht. So wird die Disaban des ADP und eine
Neubindung von ATP verhindert (Macara, 1980; Shad@n®avidson, 2000). Der
ABC-Transporter liegt nun in einem Intermediar-Zmt des Transportzyklus vor, in
dem ein ATP hydrolysiert wurde und sich das Substkermutlich im
Translokationskanal befindet. Fur die FestkdrperRNMaére die Erzeugung und die
strukturelle Untersuchung einer ArtMP-Probe, dien domplex wahrend des
Translokationsvorgangs abbildet, ein interessant&spekt. Die nachfolgend
dargestellten Ergebnisse bilden die Grundlage diétiaftige Proben-Praparationen von
ArtMP fir NMR-spektroskopische Studien und dientgleichzeitig zur né&heren
Charakterisierung des Komplexes. Die Hemmung delP-Alydrolyse des ABC-
Transporters wurde sowohl NMR-spektroskopisch athdiochemisch nachgewiesen.
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. NMR-spektroskopische Untersuchung der ATPase-Aktitat und deren

Hemmung durch Vanadat

Die Losungs-NMR-Spektroskopie wurde hier verwenden die ATPase-
Aktivitat des ABC-Transportsystems ArtMP-J und &énfluss eines Inhibitors auf die
ATP-Hydrolyse Uber einen langeren Zeitraum zu \Jgeio. Fir diese NMR-
spektroskopischen Untersuchungen wurdf@aLosungs-NMR-Spektren aufgenommen.
Wahrend der NMR-Messung wurde die Zunahme des Iegi ATP-Hydrolyse
freiwerdenden ADP verfolgt. Wahrend der NMR-Messungden fortlaufend 153°P-
Spektren aufgenommen und die zeitliche Entwickluley ADP-Signalintensitat in

einem Diagramm zusammengestellt (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Darstellung der NMR-spektroskopischenUntersuchung der ATPase-Aktivitat
von ArtMP anhand der zeitlichen Entwicklung des ADP-Signakhrend der
NMR-Messung.Jeder Punkt im Diagramm reprasentiert ein aufgenenas 1D-
3p_spektrumblau: ATP ohne Zusétzegriin: ArtMP-J mit Arginin;rot: ArtMP-J
ohne Arginin; gelb: ArtMP-J mit Arginin und Vanadat. Da nur der Einffus
unterschiedlicher Faktoren auf die Aktivitdt vontMP gezeigt werden sollte,
wurden die Einheiten fir die Intensitdt des ADPralg beliebig gewahlt. Der
Nullpunkt der x-Achse liegt vor den eingezeichneWerten, da zwischen der
jeweiligen Zugabe und dem Start der NMR-Messungar eeitliche Differenz
bestand. Die Aufnahme déiP-Spektren wurde auf eineBruker AVANCEGOO
MHz Spektrometer bei 300 K durchgefihrt.
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Die Versuchsreihe wurde mit einer Kontrollmessung 3tabilitat von ATP
begonnen (Abbildung 17 - blau). Die NMR-Messung olgte an ATP in
20 mM Tris/HCI-Puffer mit pH 8 ohne weitere Zusatise Uber einen Zeitraum von
mehreren Stunden bestimmten ADP-Signalintensitatanen lediglich gering und
somit vernachlassigbaATP/MgCl, blieb mehrere Stunden stabil in Losung und wies
keinen nachweisbaren Zerfall auf.

Die Probe der zweiten NMR-Messung enthielt alle flie Aktivitat des
Transporters noétigen Komponenten: den solubilisrerArtMP-Komplex, ArtJ und
Arginin als Substrat. Die Messung wurde durch digabe von ATP/MgGlgestartet
(Abbildung 17 - grun). Die ADP-Signalintensitat mahgegenuber der ATP-
Kontrollmessung deutlich zu, resultierend aus d@PAdlydrolyse an den ATPase-
Untereinheiten des ABC-Transporters. Diese Mesgliagte als positive Kontrolle fur
die nachfolgenden NMR-Messungen.

Anschliel3end wurde der Einfluss des Fehlens vdrstgat auf die Aktivitat des
ABC-Transportsystems ArtMP-J untersucht. An dem tigsder gemessenen ADP-
Signalintensitaten (Abbildung 17 - rot) war zu emken, dass auch ohne eine Zugabe
von Arginin ATPase-Aktivitdt vorhanden war. Erwanteurde keine oder lediglich eine
geringe ADP-Signalintensitéat, da die Aktivitat dBsnsporters von der Anwesenheit
eines Substrat-beladenen Bindeproteins abhangigirse Erklarung fir die gemessene
ATPase-Aktivitat war, dass am eingesetzten Bindeprobereits vor der NMR-
Messung Substrat gebunden war. NMR-spektroskopiddtiersuchungen amN-
markierten ArtJ, aus dem uber De- und Renaturiedesrggebundene Ligand entfernt
wurde, bestatigten diese Annahme. Das erklart esggéstellte ATPase-Aktivitat von
ArtMP ohne zusatzlich zugegebenes Substrat.

In der letzten NMR-Messung dieser Versuchsreihede/eine Inhibition der
ATPase-Aktivitat von ArtMP durch die Zugabe von dat induziert (Abbildung 17 -
gelb). Die Intensitaten der ADP-Signale bliebentanfanglichem Anstieg gering und
nahmen wahrend der laufenden NMR-Messung nichteweiti. Der Grund fur den
kurzen Anstieg des ADP-Signals ist, dass das Vdnaxda nach der Hydrolyse eines
ATP das entstandene ADP komplexiert und so dievitktider ATPase hemmt. Diese
NMR-Messung veranschaulicht den hemmenden EinflassvVanadat auf die ATPase-
Aktivitat von ArtMP.
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. Biochemische Untersuchung der Wirkung des ATPase-mbitors Vanadat

Die Hemmung der ATP-Aktivitat von ArtMP wurde elf@is biochemisch
nachgewiesen, sowohl am in Detergenz geldsten Kexrgds auch an Proteoliposomen
(Abbildung 18). Die Aktivitats-Unterschiede zwischelem Transportkomplex ohne
(Abbildung 18 - rot und blau) und mit Vanadat-Inktibn (Abbildung 18 — grau und
hellblau) sind deutlich zu erkennen. Bei ArtMP irtBrgenzldésung wurde nach der
Inkubation mit Vanadat keine ATPase-Aktivitat naetwesen.

Hemmung der ATPase-Aktivitat durch Vanadat

1,5 /ﬁ

pmol Pi* (mg Protein)
1

o
o B

1 2 3 4 5

tin min

ArtMP in PLS mit Vanadat —&— ArtMP in PLS
ArtMP in Mizellen mit Vanadat—e— ArtMP in Mizellen

Abbildung 18 Darstellung der ArtMP ATPase-Aktivitdt und deren Hemmung durch
Vanadat. Dunkelblau: ArtMP-J in Proteoliposomen;orange ArtMP-J in
Detergenzlésung; hellblau: Hemmung der ATPase-Aktivitat - ArtMP in
Proteoliposomen; grau: Hemmung der ATPase-Aktivitdt - ArtMP in

Detergenzmizellen.

Eine Behandlung der Proteoliposomen mit dem Inbwibifihrte zu einer
deutlichen Verminderung der Aktivitdt. Die Restaktit des rekonstituierten ArtMP
beruht moglicherweise auf dem Einschluss einessTasr ATPase-Untereinheiten im
Inneren der Proteoliposomen, die so von der Wirkdag Vanadats unbeeintrachtigt
blieben.

Die Ergebnisse der NMR-spektroskopischen und biochdraiscATPase-
Aktivitats-Untersuchungen am solubilisierten unkamstituierten Komplex bestatigten
die hemmende Wirkung von Vanadat auf die Aktivilés ABC-Transporters. Diese
Messungen bilden die Grundlage fur zukinftige Prapenen von ArtMP-J in einem
intermediaren Zustand des Transportzyklus und dessmukturelle Untersuchung

mittels NMR-Spektroskopie.
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3.2.3 Markierungsstrategie fur die NMR-Untersuchung von  AtMP:
Auftrennung und Reassemblierung des ABC-Transportes

In diesem Abschnitt sind Versuche zur Trennung Plegeinkomplexes ArtMP
in seine Untereinheiten dargestellt, die als Valieng flr eine besondere Markierung
des ABC-Transporters mit Isotopen fur die MAS-NMRtersuchungen dienten. In
dem Komplex sollte nur eine der Domanen, TMD od&DN Isotopen-markiert sein.
Dadurch ergibt sich eine Verminderung der Signate NMR-Spektrum, die somit
einfacher auszuwerten sind. Als Vorlage fiur diesssuche diente die erfolgreiche
Auftrennung und anschlielende Reassemblierung derologen Histidin-Permease
HisQMP ausSalmonella typhimuriumLiu & Ames, 1998). Die Behandlung des
rekonstituierten HisQMP mit 6,6 M Harnstoff fihize einem vollstandigen Abldsen
der ATPase-Untereinheiten von den integralen Mengaeinen, ohne sie zu
beschadigen. Die Untereinheiten wurden anschliefdéader zusammengefugt und die
wiederhergestellte Funktionalitat des ABC-Transp@rnachgewiesen.

Auf ArtMP Ubertragen sollte mit diesem Verfahrem éransportkomplex
hergestellt werden, der at®C-, *>N-markierten Membranproteinen und unmarkierten
ATPase-Untereinheiten besteht (schematisch datljéstabbildung 19).

b ArtP  ArtP
ArtP  ArtP o 3
o N
Behandlung mit
denaturierenden Substanzen

ArtM  ArtM ATPase-Untereinheit
o 5C
N N

Membranprotein-

Untereinheit
Aus einer anderen,
unmarkierten Praparation
ArtM
F AP ArtP
. ATPase-Untereinheit
ArtP  ArtP

Abbildung 19 Schematische Darstellung einer ArtMP Mrkierungsstrategie fur NMR-
Untersuchungen.Gezeigt ist die Trennung von ArtMP in seine Unteheiten mit

anschlieBender Wiederherstellung eines funktionéli@nsportsystems.
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Die ersten Versuche wurden aB. coli JM109-Cytoplasmamembranen
vorgenommen, die ArtMP enthielten. Die Membranenrden mit verschiedenen
Harnstoff-Konzentrationen bei unterschiedlichen peraturen inkubiert, um das ABC-
Protein aus dem Transportkomplex zu l6sen. Nachrderbation des Komplexes mit
6,6 M Harnstoff wurden die Ansatze zur Trennung Bembran- und der l6slichen
Fraktion ultrazentrifugiert. Abbildung 20a zeigtederhaltenen Fraktionen nach ihrer
Auftrennung im SDS-Gel. Der mit 6,6 M Harnstoff lagldelte Ansatz (Spur 4 und 5)
ahnelte dem der unbehandelten Cytoplasmamembra8par (2 und 3) in ihrer
Proteinzusammensetzung. Somit lasst sich ArtP dembk Behandlung mit 6,6 M
Harnstoff nicht aus dem Proteinkomplex |6sen. Adein Zusatz von Detergenz oder
eine Ultraschallbehandlung fuhrte nicht zu einer stBbilisierung des ABC-
Transporters. Durch eine Erhéhung der Harnstoffzémtration auf 8 M wurde ein
leichtes Abtrennen des ArtP-Proteins vom Transponfdex bewirkt (Abbildung 20b).
Wie diese Versuche zeigten, ist die Behandlung iatnstoff nicht geeignet, die

ATPase-Untereinheiten vollstandig abzutrennen.

a) b) ©)
kDa 3 4 5 kDa 1 2 kDa 1 2
45— ' 45— 45
— —
— 31— ArtP
31— ArtP = - 'ArtP —-— —
ArtM ArtM
- Arid - -
21— 21— 21—
14—. 14— 14—

Abbildung 20 Versuche zur Destabilisierung von AmP. Inkubation vonE. coli IM109(pRF2)
Cytoplasmamembranen mit Harnstoff oder GdnHCI. sl geweils die bei
Ultrazentrifugation der Ansatze entstandenen Foakth aufgetragema) 6,6 M
Harnstoff. Spurl - AusgangsmaterialSpur 2 und 3 - Pellet und Uberstand ohne
Harnstoff-Zugabe; Spu# und 5 - Pellet und Uberstand nach der Inkubation mit
Harnstoff.b) 8 M Harnstoff. Spurl und?2 - Pellet und Uberstand des Ansatze)s.
6 M GdnHCI. Spur 1 und 2 - Pellet und Uberstand. Es wurden jeweils 10 pl der
Reaktionsansatze Uber eine 15 %iges SDS-PAGE aeifget

In einem weiteren Experiment zur Destabilisierudes Komplexes und zum
Abtrennen des ABC-Proteins wurden Cytoplasmamendmradie ArtMP enthielten,
mit 6 M Guanidinhydrochlorid (GdnHCI), einem stastkaotropen Salz, inkubiert. Wie
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in Abbildung 20c zu erkennen ist, liegt ArtP naddr dlltrazentrifugation gelost im
Uberstand des Ansatzes vor. Demzufolge bewirkt &akandlung mit GdnHCI das
Ablésen der ABC-Proteine. Durch die Abtrennung voArtP von den
Membranproteinen war der erste Schritt zur Herstglldes speziell markierten ABC-
Transporters ArtMP getan. Nun sollte der Proteinglex wieder zusammengesetzt und
anschlieRend aus den Membranen solubilisiert werdlg® wurde aus dem Uberstand
der GdnHCI-Behandlung gereinigt und fir die nadpdodden Assemblierungs-
Experimente verwendet. Die Cytoplasmamembranen, w@men ArtP zuvor
abgewaschen worden und von denen das GdnHCI ula¢ysBientfernt worden war,
wurden mit dem abgeldsten, gereinigten ABC-Protigikubiert und anschlie3end
ultrazentrifugiert. Bei der anschlieenden Analysié SDS-PAGE (Abbildung 21a)
wurde eine Bande in Hohe des ABC-Proteins in deto@gsmamembran-Fraktion
identifiziert (Spur 5). Das fuhrte zu der Annahrdass ArtP erfolgreich mit den in der
Membran verbliebenen TMDs reassemblierte.

a) b)

kDa 6 kba 1 2 3 4 5 &

45— 45—

31—

~— «— ArtP 31—} o — «— AP
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14—
Abbildung 21 Experimente zur Trennung und zum Wiedezusammenfigen von ArtMP an

JM109(pRF2)-Cytoplasmamembranex). Ablésen und Reinigung von ArtP mit
anschlieBender Reassemblierung mit ArtM. Spur 1 - unbehandelte
Cytoplasmamembran; Sparund 3 - Ultrazentrifugationspellet und -Uberstand der
mit 6 M GdnHCI inkubierten Cytoplasmamembran; Spuigereinigtes ArtP; Spus

- Cytoplasmamembran nach Inkubation mit ArtP; Spub -
Ultrazentrifugationstberstand des Reassembliermsgszes. Es wurden jeweils
7,5 ul der Ansatze Uber ein 15 %iges SDS-Gel arggat. b) Immunoblot zum
Nachweis der Bindung von ArtP an die Membranproteire ArtM mit einem
gegen den His-Tag gerichteten Antikbrper. Spur - unbehandelte
Cytoplasmamembran; SpuP - ultrazentrifugierte Cytoplasmamembran nach
GdnHClI-Inkubation und Ablésen von ArtP; SpBr- Ultrazentrifugationsiiberstand
nach GdnHCI-Behandlung mit geléstem ArtP; Spurgereinigtes ArtP; Spus und

6 - Ultrazentrifugationspellet und -Gberstand nach bdtion mit ArtP. Es wurden
10 pl pro Ansatz iber ein 15 %iges SDS-Gel aufgetre
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Bei der zuséatzlichen Bande (Spur 5 in Abbildung)Ziandelt es sich tatsachlich
um das ABC-Protein des Komplexes, wie immunologi8bkr den His-Tagon ArtP
nachgewiesen wurde (Abbildung 21b). Der anscheinesassemblierte ArtMP-
Proteinkomplex sollte nun aus der Cytoplasmamembaddubilisiert werden. Wie sich
jedoch herausstellte, war es nicht mdglich, ArtMReder in Loésung zu bringen. Es
wurde ebenfalls erfolglos versucht, die in den G@hbehandelten
Cytoplasmamembranen verbliebenen ArtM-Untereinheiteu solubilisieren. Die
Membranproteine wurden durch die Wirkung des Gdnld€lgeschadigt, dass eine
Solubilisierung nicht mehr mdglich war. Daraufhiningde untersucht, ob das ArtP, das
in der Membran-Fraktion des SDS-Gels (Abbildung)2tlentifiziert wurde, anstelle
der Membranproteine unspezifisch an den Lipiden @toplasmamembranen
gebunden hatte. Hierzu wurde das gereinigte ArtR bipiden inkubiert und
ultrazentrifugiert. Die anschliel3end durchgefil&talyse mit SDS-PAGE ergab, dass
ein Teil des ArtP-Proteins in der pelletierten MearbFraktion vorlag und das Protein
somit unspezifisch an die Lipidmembranen gebundgteh

In einer weiteren Versuchsreihe zu dem bestehertielhy ArtMP in seine
Untereinheiten zu trennen, unterschiedlich mitdpenh zu markieren und wieder zu
zusammenzusetzen, wurden Chemikalien verwendet,irdieer Literatur fur die
Auftrennung &hnlicher Membranproteinkomplexe verenwurden. Parretet al.
(1989) beschrieb die Abtrennung des funktionellep/FE Polypeptids vom
Photosystem | durch eine Behandlung mit chaotrdpeagenzien wie Nal, NaBr und
NaSCN. Da die Experimente an einer thermophilen des Cyanobakteriums
Synechococcudurchgefuhrt wurden, waren diese Methode mdgligbese auch fur
das ebenfalls aus einem thermophilen Organismums¢ade ArtMP anwendbar.

Nachfolgend ist die Behandlung des ABC-Transpsrteit NaBr, Nal und
NaSCN dargestellt. Diese Versuche wurden an ArtMReBliposomen durchgefihrt,
die jeweils mit verschiedenen Konzentrationen val, NNaBr und NaSCN inkubiert
und anschlieRend ultrazentrifugiert wurden. In emesversuchen wurde auf die
Verwendung von Cytoplasmamembranen, die den KomefgRalten, verzichtet, um
maogliche stérende Einflisse wie Interaktionen mmtleren Proteinen auszuschlief3en.
Durch die Behandlung mit den verschiedenen chaetrdgphemikalien wurde ein Teill
des ArtP-Proteins aus dem Komplex gel6st, ohnéPdi¢eine zu schadigen (Spur 3 in
Abbildung 22). Ein Grof3teil des ArtP war jedoch ider Fraktion des

Ultrazentrifugationspellets zu finden. Mdglicheraeiwar es in den Proteoliposomen
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eingeschlossen. Auch eine zusatzliche Behandluh@itnaschall flihrte nicht zu einem
besseren Ergebnis. Mit keiner der verwendeten obpen Substanzen wurde ArtP
vollstdandig von den Membranproteinen des ABC-Trangps bzw. von den

Proteoliposomen getrennt.

kDa 1 2 3 4
45—
31—’ . - <— ArtP
— <+— ArtM
21—
14—
Abbildung 22 Behandlung von ArtMP-Proteoliposomen nit 4 M Nal. Die inkubierten Ansatze

wurden ultrazentrifugiert und Uber ein 15 %iges SB aufgetrennt. Sput -
Proteoliposomen vor Nal-Behandlung; Sfur Standardproteine; Spdrund 4 -

Ultrazentrifugationstiberstand und -pellet.

Als Ergebnis der verschiedenen Versuchsreihen zssammenfassend
festzustellen, dass ArtP durch eine Behandlung @dnHCI vollstandig vom
Proteinkomplex getrennt und anschlie3end gerewgytlen konnte. Jedoch wurden die
Membranprotein-Untereinheiten des Komplexes durah Wirkung des GdnHCls
geschadigt. Ein spezifisches Zusammenfiigen derélnteiten zu einem funktionalen
Transportkomplex war nicht nachweisbar. Eine Aulftneng des ABC-Transporters
ArtMP analog zur Histidin-Permease a8s typhimuriumdurch die Inkubation mit
hochkonzentriertem Harnstoff war ebenfalls nicht ghoh. Die Behandlung des
Proteinkomplexes mit chaotropen Substanzen nactetPar al. (1989) fuhrte nur zu
einer teilweisen Abtrennung von ArtP, da ein Grdl3tder ABC-Proteine
wahrscheinlich im Inneren der Proteoliposomen enfgwssen war. Eine vollstdndige
Auftrennung des ABC-Transporters in seine Untereiteim aufgrund der Wirkung von
Chemikalien war im Rahmen dieser Arbeit nicht mdgliEine positive Erkenntnis
dieser Versuche war jedoch, dass der Transportleompine beeindruckend hohe
Stabilitat und Toleranz gegeniiber hohen Tempenatunel Harnstoff-Konzentrationen

besitzt.
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3.3 Getrennte Expression und Praparation der Untereinh#gen des

ABC-Transporters ArtMP

Da der ABC-Transporter nicht durch Chemikalien dedisiert und in seine
Untereinheiten aufgetrennt werden konnte, sollten Kbmponenten des Komplexes
nun separat exprimiert und prapariert werden. [@teegint hergestellten Proteine ArtM
und ArtP sollten anschlieBend zu einem funktionaleansportsystem assembliert

werden.

3.3.1 Praparation des Membranproteins ArtM

ArtM wurde durch die Expression von den Plasmidéh5M1 und pVL5-M2
(Tabelle 3 unter 2.1.3) mit einem N-terminalen oGeterminalen His-Tag synthetisiert.
Die Expression wurde in deft. coliStammen BL21(DE3), Rosetta(DE3) und
Rosetta(DE3)(pLysS) untersucht. Nur in BL21(DE3)rewu fir das Konstrukt mit N-
terminalem His-Tag eine signifikante Expression de#1-Gens nachgewiesen. Die
besten Resultate wurden bei einer Kultivierungsenaor von 37 °C und einer
Expressionsdauer von 4 Stunden erhalten. Nach deépaRtion der
Cytoplasmamembran wurde ArtM mit 1,2 % DS solulalisund gereinigt. Aus einem
Liter Kultur wurden 0,1 mg Membranprotein isolidfiir die Assemblierung des ABC-
Transportersund die nachfolgenden Festkorper-MAS-NMR-Untersucjan ist eine
ungefahr 100fach héhere Proteinmenge erforderiod.Synthese von ArtM in einem
zellfreien Expressionssystem analog zu Klanetél. (2004) wurde ebenfalls getestet,
fuhrte jedoch nicht zu einem positiven Ergebnis.Rahmen dieser Arbeit war es nicht
maoglich, das Membranprotein ArtM im fir die NMR erderlichen Umfang einzeln zu

praparieren.

3.3.2 Praparation des ABC-Proteins ArtP
Zur Expression deartP-Gens wurden die Plasmide pVL4-P1 und pVL4-P2

(Tabelle 3 unter 2.1.3) verwendet, wodurch dashstigierte ABC-Protein mit einem
N-terminalen oder C-terminalen His-Tag fusioniemirde. Die Expression voartP

wurde in denE. coliStammen BL21(DES3), Rosetta(DE3) und Rosetta(DE&BL
untersucht. Das beste Expressionsergebnis wurdiermmE. col-Stamm BL21(DE3),

kultiviert bei 37 °C, Uber eine Induktionsdauer vwrstunden erzielt. Die Expression
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und Ldoslichkeit von ArtP mit N-terminalem His-Tagawdeutlich hoher als bei der

Variante mit der C-terminalen Higxtension (Abbildung 23a). Aus diesem Grund

wurde das Plasmid pVL4-P1 fur die weiterfihrendemsvche verwendet.

Abbildung 23

Expression von artP in BL21(DE3) und die anschlieBende Reinigung.
a) Expression. Spurl und 2 - von Plasmid pVL4-P1; Sp@ und4 - von Plasmid
pVL4-P2.Spurl und 3 - Gesamtzellextrakt; Sp@und4 - Zentrifugationstiberstand
nach  Zellaufschluss. b) Reinigung von ArtP  Uber  TALON-
Affinitditschromatographie. Spur 1 - Gesamtzellextrakt; Spur2 -
Zentrifugationsuberstand nach Zellaufschluss; Spu€ytoplasmamembran; Spdar
und 5 - Waschfraktionen mit Saulenpuffer ohne bzw. n@itmiM Imidazol; Spui6
bis 8 - Eluatfraktionen mit ArtP. Es wurden 10 pl der Frakén Gber 15 % SDS-
PAGE aufgetrennt.

ArtP wurde Uber TALON-AffinitAtschromatographie tn@iner Ausbeute von

50 mg Protein pro Liter LB-Medium aus dem Cytoset dellen gereinigt (Abbildung

23b). Im weiteren Verlauf der Arbeit ergab sich eeialternative Methode zur

Praparation von ArtP. Es stellte sich heraus, dsssder Expression des ArtMP-

Komplexes ein Teil des ArtP-Proteins gelést im Gglovorlag, das sich separat

isolieren liel3 (Abbildung 24a und b). Die Ausbedieser Praparation betrug 10 mg pro

Liter M9-Minimal-Medium. Der positive Aspekt diesExperimente war, dass aus einer

Kultivierung von JM109(pRF2)-Zellen sowohl der windige ABC-Transporter als

auch das separate ArtP-Protein fur die NMR-Spekapie hergestellt werden kénnen.

So entstehen zwei verschiedene Proteinproben |eiighgrtig markiert werden kdnnen.
In dieser Arbeit wurde ArtP, das fur die FestkorpBXS-NMR-spektroskopischen

Messungen selektiv Isotopen-markiert hergestelitdeuaus derselben JM109(pRF2)-

Kultivierung isoliert wie auch das gleichartig migrte ArtMP. Fur die Versuchsreihen

im Rahmen der dreidimensionalen Kristallisierungn V&artP wurde das ABC-Protein
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separat in BL21(DE3) durch das Plasmid pVL4-P1l exggrt und anschlief3end

gereinigt.

a) b)

kDa
45—

1= «— ArtP 31— - e P — AP
21— —
14—
14— —
Abbildung 24 Isolierung des ArtP-Proteins aus der AAMP-Préparation. a) Proteinfraktion

der Cytoplasmamembran und des Cytosols aus JM109(pR)-Zellen. Spur 1 -

Cytoplasmamembran, Spw - Cytosolfraktion. b) Reinigung von ArtP aus
ArtMP-Praparation. Spur 1 - Cytosol nach dem Zellaufschluss; Spar—

Standardproteine; Spw@ - Durchfluss der Reinigung; Spudr- Waschfraktion mit
Saulenpuffer; Spub bis 9 Eluatfraktionen mit ArtP. Es wurden jeweils 15ijder
15 % SDS-Gel aufgetrennt.

3.4 Kiristallisation von ArtMP und ArtP

Voraussetzung der strukturbiologischen Untersughwon Proteinen und
insbesondere von Membranproteinen mit der FestkdM#S-NMR-Spektroskopie ist
deren definierte und homogene Anordnung, wie belspeise in zweidimensionalen
(2D)- oder dreidimensionalen (3D)-Kristallen. Imldgenden Abschnitt sind die
Ergebnisse der Kristallisationsexperimente zur 2ixtéllisation von ArtMP und zur

3D-Kristallisation von ArtP dargestellt.

3.4.1 Zweidimensionale Kristallisation des ABC-Transportes ArtMP

Fur die zweidimensionale Kristallisation werdenlubdisierte, gereinigte
Membranproteine dicht in Lipidmembranen rekonstituiDazu werden die Proteine in
Detergenzlosung mit solubilisiertem Lipid versaind anschlieRend das Detergenz aus
dem Ansatz entfernt, wodurch unter geeigneten Beuatigen kristalline Proteinbereiche
in den Lipiden erzeugt werden (schematisch dartiestéAbbildung 25). Dazu wurden
verschiedene Versuchsreihen durchgefuhrt, in déhdfer, Inkubationstemperaturen
und -dauer, Lipid-zu-Protein-Verhaltnisse, Detemien und Lipide systematisch
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variiert wurden (Zusammenarbeit mit F. Casagrandeheitsgruppe A. Engel,
Biozentrum Basel; Schweiz; unter Verwendung deid:-imund Detergenzbank dieses

Labors). Die Ergebnisse der einzelnen Ansatze wurdaschlieRend mit der

Transmissions-Elektronen-Mikroskopie untersucht.

=

\
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Abbildung 25 Schematische Darstellung der 2D-Kristhisation und Rekonstitution von
Membranproteinen in Lipidmolekile. Dieses Modell stellheben dem Ablauf der

2D-Kristallisation und der Rekonstitution von Piiotn in Proteoliposomen auch
die unterschiedlichen erhaltenen Ergebnisse dar.Lipid-Protein-Detergenz-
Gemisch zu Beginn der Rekonstitution bzw. Krissaltion.b) Intermediarzustand
bestehend aus Lipiden, Membranproteinen und Detergelekilen. Nach der
Entfernung des Detergenz aus dem Ansatz entstedieschiedene Strukturei)

Bei einem hohen Lipid-zu-Protein-Verhaltnis werdelie Membranproteine
ungerichtet in Proteoliposomen rekonstituiert -dmeters geeignet fur funktionelle
Messungen.d) Bei einem ausreichend niedrigem Lipid-zu-Protegrhéltnis

kénnen 2D-Kristalle der Membranproteine entstehen.

Der Einbau der Membranproteinkomplexe in die Lmp@mbranen erfolgte
lediglich unter sehr wenigen Bedingungen in kristal, geordneter Weise. Die besten
2D-Kristalle des ABC-Transporters ArtMP, an dererbe@éache die typischen
gitternetzartigen Strukturen zu finden waren, wardeter den in der Tabelle 8
aufgefuhrten Bedingungen erzeugt. Die Versucheeaeejglass die Wahl der Lipide und
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Detergenzien besonderen Einfluss auf die krisallkmordnung von ArtMP in den
Vesikeln hatte. In dieser Versuchsreihe wurden nayathetisch hergestellten Lipiden
wie DMPC und DOPG auch natirliche Phospholipideweadet, die au€. coli,

Sojabohnen ode@. stearothermophilussoliert wurden. Die besten 2D-Kristalle von
ArtMP, bezuglich ihrer Grél3e und kristallinen Stiwden, wurden mit den extrahierten

Lipiden vonG. stearothermophilusrzeugt.

Tabelle 8 Bedingungen zur zweidimensionalen Kristhsation von ArtMP.
Parameter Bedingungen
Puffer 20 mM Tris/HCI, pH 8;
10 mM MgCl;
300 mM NacCl,
5 % Glycerol;
0,01 % Azid
Temperatur 5 Tage bei 20 °C
Lipid extrahiert auss. stearothermophilus
LPR (w/w) 0,5-0,75
Detergenzien - fur Lipide 2% OG; 2% OTG oder 2 % DM
- fur ArtMP 0,2 % DS
Protein : Dialysepuffer 1:1000
Kristallisationsvolumen 70 pl

Da von dem ABC-Transporter ArtMP fiur die strukilee Untersuchungen mit
Festkorper-MAS-NMR zwei verschiedene konformatiemélustande erzeugt werden
sollten, wurde die Kiristallisation des Komplexest mind ohne ATP-Zugabe
durchgefuhrt. Ebenfalls wurden die Kristallisatibedingungen an die fir NMR-
Messungen bendtigte Menge von 2D-Kristallen angdpasd die Kristallisation im
groRen Malistab durchgefuhrt (Tabelle 9). Die Al 26a-d) zeigt
elektronenmikroskopische Aufnahmen zweidimensianaléristalle des ABC-
Transporters, die unter den Kristallisationsbediggn mit und ohne ATP (Tabelle 9)
erzeugt wurden. Zum Vergleich sind in Abbildung P68. stearothermophilus-
Liposomen ohne ArtMP zu sehen, die im Kristallisasipuffer ohne ATP erzeugt
wurden. Der Unterschied zwischen den Liposomenderd2D-Kristallen in Form und
Grole ist deutlich zu erkennen. Die Liposomen siitdeiner Grof3e von 16 bis 46 nm

vergleichsweise klein (siehe Balken als Mal3stab).
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Tabelle 9 Bedingungen der 2D-Kristallisation von AtMP im grof3en Maf3stab mit und ohne ATP-

Zugabe.
Parameter ohne ATP mit ATP
Eingesetzte Proteinmenge 18 mg 22 mg
Proteinkonzentration 2 mg/mi 2 mg/ml
Kristallisationspuffer 20 mM Tris/HCI, pH 8 20 mM Tris/HCI, pH 8
10 mM MgC) 300 mM NacCl
300 mM NacCl 5 % Glycerol
5 % Glycerol 10 mM ATP
0,01 % Azid 0,1 mM EDTA
0,01 % Azid
Temperatur 14 Tage bei 20 °C 4 Wochen bei 20 °C
Lipid extrahiert auss. stearothermophilus
LPR (w/w) 0,5
Detergenzien - fur Lipide 205 OG
- fir ArtMP 0,4 % DM

In dem Kristallisationsansatz ohne ATP lagern gioh Lipidmembranen, in
denen ArtMP eingebaut war, zu vielschichtigen Meanktapeln zusammen (Abbildung
26a & b). Die Proteinkomplexe stehen rechtwinkligden Membranflachen, wobei die
hydrophilen ATPase-Untereinheiten herausragen |(Hfei Abbildung 26a & b).
Ahnliche 2D-Kristalle wurden fiir eine €aATPase beschrieben (Lacapése al,
1998). Die Stapelbildung der Membranen beruht vdraiu auf Interaktionen der
herausragenden hydrophilen  Untereinheiten ArtP  demngebauten ABC-
TransportkomplexéLacapéreet al, 1998). Neben den stapelartigen Strukturen waren
in dem Kiristallisationsansatz nur vereinzelt Vebiarzufinden (Abbildung 26c¢). Die
Grol3e dieser Lipidvesikel betrug im Durchschnitd 28280 nm, die der Membranstapel
Uber 580 nm (Abbildung 26b & c). An ihrer Oberfléctwaren gitternetzartige
Strukturen zu erkennen, die ein typisches Musterefiie kristalline Anordnung von
Membranproteinen ist (Haslet. al., Stokes & Lacapere, 1994; Lacapeteal, 1998).

Die Gitter bestehen aus in parallelen Reihen eiagin Proteinkomplexen.
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a)

N 200 nm

200 nm

Abbildung 26 Elektronenmikroskopische Aufnahmen vonArtMP-2D-Kristallen. Der ABC-
Transporter wurde in extrahierte Lipide v@ stearothermophilusekonstituiert
und kristallisiert.a - ¢) ArtMP-2D-Kristalle erzeugt mit MgGlohne ATP.a & b)
2D-Kristalle als vielschichtige, lamellenartige Miranstapel, die bis zu 650 nm
grof3 waren. Zwischen den Membranen ragen die hyiespUntereinheiten des
ABC-Transporters heraus, gekennzeichnet durch e?fé) Nahaufnahme der
multilamellaren Lipidschichten dicht gepackt mit tiiP-Komplexen.b & c)
Nahaufnahme der Gitternetz-Struktud) 2D-Kristalle von ArtMP erzeugt mit
ATP/ohne MgC} in Form von Vesikeln mit groRen kristallinen Beten, die
ca. 400x 440 nm groR sinde) Liposomen vorG. stearothermophilushne ArtMP
und ATP, ca. 10 — 50 nm grof3.
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Zur Praparation von zweidimensionalen Kristallem,denen sich ArtMP im
Nukleotid-gebundenen Zustand befand, enthielt destéllisationsansatz 10 mM ATP
und 0,1 mM EDTA anstelle von Mg&IDie so erzeugten 2D-Kristalle zeigten eine
deutlich andere Form als die, die ohne ATP-Zugalsallisiert wurden. Im Gegensatz
zu den Membranstapeln der ArtMP-Kristallisation ehATP entstanden nun grol3e
Vesikel, in die ArtMP grof3flachig und kristallinrgjebaut vorlag (Abbildung 26d). Die
unterschiedliche Struktur  der 2D-Kristalle aus denverschiedenen
Kristallisationsansatzen wurde auf die Anwesenkieit ATP zurlckgefuhrt. In der
Literatur ist beschrieben, dass die Anwesenheit vdtukleotiden im
Kristallisationsansatz die Ausbildung von vielsttigen Membranstapeln bei einer
2D-Kristallisation verhindert (Strokes & Lacapéf€94; Lacapéret al, 1998). Der
Einfluss der unterschiedlichen Dialysedauer, diedee Kristallisation ohne ATP zwei
Wochen und mit ATP vier Wochen betrug, wird alsimgreingeschétzt, da sich die
unterschiedliche Form der ArtMP-2D-Kristalle beseithach vier Tagen der

Kristallisation ausgebildet hatten.

In den verschiedenen Versuchsreihen wurden gdeigBedingungen zur
zweidimensionalen Kristallisation von ArtMP im Nekitid-gebundenen und
-ungebundenen Zustand gefunden. Es wurden untediiciie Formen von ArtMP-2D-
Kristallen erzeugt: vielschichtige Membranstapeh@®TP und Lipidvesikel, an deren
Oberflache der Proteinkomplex grof3flachig kristakiingebaut war, mit Nukleotid im
Kristallisationsansatz. Die besten zweidimensiam#lastalle von ArtMP, in Bezug auf
Form, Auspréagung und Ausmald der gitternetzartigerstallinen Anordnung der

Proteinkomplexe, wurden in Gegenwart von ATP erzeug

3.4.2 Dreidimensionale Kristallisation von ArtP

Fur die Untersuchung von ArtP mittels FestkorpekSINMR-Spektroskopie
wurde das losliche ABC-Protein kristallisiert. Di&uche nach geeigneten
Kristallisationsbedingungen wurde in Zusammenarbeit Dr. Katja Falber und
Dr. Yvette Roske (AG Prof. U. Heinemann, MDC-Berlidurchgefuhrt. Fir die
Kristallisationsexperimente war ArtP von hdchsteeirfReit nétig, so dass zur
Reinigung des Proteins nach der Metall-Affinitatechatographie zusatzlich eine
Gelfiltration durchgefuhrt wurde. Zur Kristallisati wurde ArtP auf einen fur das
ABC-Protein spezifischen Hochstwert von 28 mg/mhxentriert. Die Suche nach

geeigneten Kristallisationsbedingungen wurde mimpiffusionsexperimenten nach
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der Methode des sitzenden Tropfens in 96er Milegilatten bei 16 °C durchgefihrt.
Unter mehreren Bedingungen bildete ArtP nadel- qdi#tchenformige Kristalle. Die
grofdten dreidimensionalen Kristalle wurden in eif&servoirlosung erzeugt, die
entweder 25 % PEG 3350 oder 27 % PEG 3350; 0,19vTBs, pH 6 und 2 % Glycerol
enthielt. In Tabelle 10 sind die wahrend der Vehsueihe zur 3D-Kristallisation von

ArtP optimierten Bedingungen aufgefuhrt.

Tabelle 10 Bedingungen zur dreidimensionalen Kristifisation von ArtP im kleinen Maf3stab.
Parameter Bedingungen
Reservoirlésung 25 % PEG 3350 oder 27 % PEG 3350

0,1 M Bis-Tris, pH 6
2 % Glycerol

Temperatur 7 Tage bei 20 °C
anschlieRend 11 — 14 Tage bei 16 °C
Proteinkonzentration 28 mg/ml in 20 mM Tris/HCI, gH
5 % Glycerol
Protein : Reservoir 1:1
Tropfenvolumen 1ul

Die Bildung von Kristallen wurde erstmals nach GQ&a beobachtet und wurde nach
weiteren 14 Tagen Wachstum beendet. Die wahrersgsliéeitraums entstandenen 3D-

Kristalle von ArtP zeigt Abbildung 27.

Abbildung 27 Dreidimensionale Kristalle von ArtP erzeugt mita) 25 % PEG 3350b) 27 %
PEG 3350 im Kristallisationspuffer.

Fur die Festkorper-MAS-NMR-Spektroskopie wurde 8liz-Kristallisation von
ArtP im grol3en Mal3stab wiederholt, in der jeweisb¥w. 30 mg des Proteins in einem
Ansatz kristallisiert wurden. Analog zur 2D-Kridisation von ArtMP wurde das ABC-
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Protein ebenfalls im Nukleotid-gebundenen und —bogdenen Zustand, erzeugt,
indem die Kristallisation des ArtP-Proteins mit ustthe ATP-Zugabe erfolgte (Tabelle
11).

Tabelle 11 Kristallisationsbedingungen zur Erzeugug von ArtP-Kristallen im grof3en
Malfstab,im Nukleotid-gebundenen und -ungebundenen Zustand.

Parameter ohne ATP mit ATP
Eingesetzte Proteinmenge 16 mg 30 mg
Proteinkonzentration 28 mg/ml in 20 mM Tris/HCI, pH 8;
5 % Glycerol
Kristallisationspuffer 25 % PEG 3350 25 % PEG 3350
0,1 M Bis-Tris, pH 6 0,1 M Bis-Tris, pH 6
2 % Glycerol 2 % Glycerol
10 mM ATP
0,1 mM EDTA
Temperatur 7 Tage bei 20 °C
anschlieRend 14 Tage bei 16 °C
Protein : Reservoir 1:100 1:50
Tropfenvolumen 500 pl 2 x 600 pl

Die Form der erhaltenen ArtP-Kristalle beider Rragionen war nadel- und
bischelartig, wie in den Ansatzen kleinen Mal3stébs. aus der Kristallisation mit

ATP erhaltenen Kristalle von ArtP zeigt Abbildung. 2

Abbildung 28 Kristalle von ArtP im Nukleotid-gebundenen Zustand, erzeugt in einem

Kristallisationsansatz mit ATP.
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Die Kristalle waren im Kristallisationspuffer bé&i°C Uber mindestens 7 Tage
stabil und haltbar. Ein NMR-Spektrum, das von diegelagerten ArtP-3D-Kristallen
aufgenommen wurde, war gut aufgelost. Allerdingsremadie Kristalle nach der
Uberfiihrung in den NMR-Rotor und der Entfernung desffers empfindlicher
gegeniber Einwirkungen wahrend der NMR-Messung, begspielsweise erhéhte

Temperaturen im Spektrometer.

3.5 Festkorper-MAS-NMR an ArtMP und ArtP

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse der MABIRIUntersuchungen
erlautert, die an den 2D-Kristallen des ABC-Trantgrs ArtMP und an den 3D-
Kristallen des isolierten ArtP durchgefihrt wurd@er 2D-kristallisierte Komplex lag
wahrend der Festkorper-MAS-NMR-spektroskopischensdMagen rekonstituiert in
seiner natiurlichen Lipidumgebung vor. Die Aufnahwm MAS-NMR-Spektren der
ArtP-3D-Kristalle diente nicht nur der strukturell&ntersuchung des separaten ABC-
Proteins, sondern ermdglichte zusammen mit den t&pekvon ArtMP auch,
Erkenntnisse zu den Membranproteinen des Komplexeserhalten. Die NMR-
Messungen an den ArtP-3D-Kristallen wiesen mdoglithgerschiede zwischen der
Struktur des separaten Proteins in 3D-Kristallet des ArtP, das im Komplex mit den
Membranproteinen ArtM vorliegt, auf.

Beide NMR-Proben, das isolierte ArtP und der Tpanter, lagen fur die NMR-
Messungen Nukleotid-gebunden und Nukleotid-ungebonar. Zur Untersuchung der
unterschiedlichen Konformationen von ArtP und ArtMit der Festkorper-MAS-
NMR-Spektroskopie wurden selektiv einzelne Aminagsaulsotopen-markiert, die so
als Monitore strukturelle Veranderungen in den &n&n anzeigen. Im Folgenden ist
die Strategie zur selektiven Markierung von ArtMRILArtP mit den unifornt®c-, **N-
markierten Aminosauren Prolin, Tyrosin und Threoeitéutert. AnschlieRend werden
zuerst die Ergebnisse der NMR-Untersuchung an intRTP-freien und -gebundenen
Zustand dargestellt, da in diesen NMR-Spektren disten Aminosaure-Paare
sequenzspezifisch identifiziert wurden. AnschlieBeverden die Spektren des ABC-
Transporters, ebenfalls Nukleotid-gebunden und ebogden, gezeigt und eingehend

erlautert.
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3.5.1 Markierungsstrategie fur ArtMP und ArtP

Fur die MAS-NMR-Experimente wurden in den Proteingelektiv einzelne
Aminosauren °C-, '*N-markiert. Da mit diesen NMR-Messungen die
konformationellen Auswirkungen der Nukleotid-Bindunan ArtMP und ArtP
untersucht werden sollte, wurden flir die selektisetopen-Markierung solche
Aminosauren ausgewahlt, die sich in der Sequenz »otP im Bereich der
konservierten Motive befinden, welche die ATP-Bisigd#le bilden oder auf andere Art
fur den Transportmechanismus von Bedeutung sindAriMP und ArtP wurden die
Aminosauren Prolin, Tyrosin und Threonin mi€-, **N-markiert, die so als Monitore
zur Beobachtung moglicher konformationeller Andgem innerhalb der untersuchten
Proteine dienten. Zusétzlich ergaben sich untexediddminosauren Paarungen, die sich
sequentiell zuordnen lassen. Da Prolin, Tyrosin drideonin in der jeweiligen
Proteinsequenz relativ selten vorkommen, war artzamee, dass die entsprechenden
Signalsatze in den NMR-Spektren gut zu identifeanesind.

In der Sequenz des ABC-Transporters ArtMP sind P0line enthalten,
10 davon in ArtP. Von den insgesamt 14 Tyrosinewl siur zwei in der Sequenz von
ArtP lokalisiert. Ein Tyrosin, Tygs befindet in der Sequenz von ArtP einer Regioa, di
an der Nukleotid-Bindung beteiligt ist: zwischenrd&alker A- und Walker B-Motiv
sowie nahe der hoch konservierten Signatursequéetsqh & Davidson, 2002;
Abbildung 29).

Walker A
MIDVHQLKKSFGSLEVLKGINVHIREGEVVVVIGPSGSGK ST FLRCLNLLEDFDE - 55

Q-Schleife
GEIIIDGINLKAKDTNLNKVREEVGMVFQRFNLFPHMT VLNNITLAPMKVRKWP -109

Y133/P134 ABC Signatur Walker B
REKAEAKAMELLDK VGLKDK AHAYDDSLSGGQAQRVATARA L AMEP KIMLEDE — 162

D-Schleife H-Schleife v
213
(PDSALDBP EMVGE VL SYMKQLANEGMT MVVVT HEMGFAREVGDRVLFMDGGYIT - 215

P163/T164

EEGKP EDLFDRP QHERTKAFLSKVF - 240

Abbildung 29 Sequenz von ArtP mit Kennzeichnung dedyrosin-133/Prolin-134- und des
Prolin-163/Threonin-164-PaaresBedeutende konservierte Sequenzmotive wurden
durch Rahmen hervorgehoben und benannt. Die Paamumgirden mit einem
blauen Kreis gekennzeichnet. Die beiden Tyrosierdstrs; und Tyks Sind rot

hervorgehoben.




Ergebnisse 71

Tyrosin-133bildet zusammen mit Prolin-134 eines der Isotopemkmarten
Aminosaure-Paare in ArtP. Das zweite Tyrosin ddaPABequenz, Tyis, befindet sich
hinter der H-Schleife, die an Konformationsandeamgvahrend der ATP-Hydrolyse
beteiligt ist (Mourezet al, 1997; Schneider & Hunke, 1998). In ArtM befindgich
zwei weitere Prolin-Tyrosin-Paare: laut der Struktwhersagen ein Paar auf der
extrazellularen und eines auf der cytoplasmatis@eite der Membran. Der Komplex
ArtMP enthélt 15 Threonine, sieben in ArtM und aichArtP. Threonin-164 bildet mit
Prolin-163 ein weitere$®C-, *®N-markiertes Aminoséure-Paar, das sich in der ArtP-
Sequenz zwischen der Walker B-Region und der Defehbefindet (Abbildung 29).

3.5.2 MAS-NMR-Spektroskopie am ABC-Protein ArtP

. ArtP-PY 3D-Kristalle — im Nukleotid-ungebundenen Zustand

ArtP, markiert mit uniformt3C-, **N-Prolin und -Tyrosin (ArtP-PY), wurde ohne
Nukleotid-Zugabe dreidimensional kristallisiert efse 2.13.3). Von diesen 3D-
Kristallen wurde eine®*C-*C-Korrelation aufgenommen, die apfoton-diven sin
diffusion (PDSD;Szeverenyet al, 1989 basierte (Abbildung 30). Das PDSD-Spektrum
der ArtP-Kristalle zeigt eine gute Auflésung demzlnen Signale. Es sind deutlich die
erwarteten Signalsatze der 10 Proline zu erkenBen55 ppm und 36 bzw. 40 ppm
erscheinen die Signale der beiden einzigen Tyresiar die in der Sequenz des ABC-

Proteins vorkommen.

45
Pro Pro |
o-B N o-y i
50
9 —_
Y213 @ - Y133 §
a-p a-B -55 o
L 3
-60 l
65
40 30 20

Abbildung 30 PDSD-Spektrum von dreidimensionalen AtP-PY-Kristallen ohne ATP bei 900
MHz, 285 K und einer Mischzeit von 20 ms. Die Bebheung der Prolinsignale
ergibt sich aus der Tabelle 12.
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Im PDSD-Spektrum, das mit einer Mischzeit von 2§ amfgenommen wurde,
sind bei 55/65 ppm Kreuzsignale zu erkennen, dieleweProlin noch Tyrosin
zugeordnet werden konnen. Aufgrund der chemischemsdliiebung ist davon
auszugehen, dass es sich um Signale der Amino&arie handelt. Das Auftreten
dieser Signale ist durch eine teilweise Verstoffugstung des markierten Prolins und
Tyrosins zu erklaren.

Von den ArtP-PY 3D-Kristallen wurde anschlieReiddC-°N rotational eho
double resonancgREDOR)-Spektrum aufgenommen (Abbildung 31). Arthaneser
Messung wurde in Kombination mit dem 20 ms PDSDk8pen das einzige
Tyrosin/Prolin-Paar in der ArtP-Sequenz sequentielin Tyrosinrest-133 und dem

Prolinrest-134 zugeordnet.
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Abbildung 31 REDOR-Spektrum von dreidimensionalen AtP-PY-Kristallen ohne ATP

bei 900 MHz, 285 K.

. ArtP-TYP 3D-Kristalle — im Nukleotid-gebundenen Zugand

In der Praparation von ArtP im Nukleotid-gebunde@estand wurde zusatzlich
zu Prolin und Tyrosin die Aminosaure Threonin uniid>C-, *>N-markiert (ArtP-TYP)
und in Gegenwart von ATP kristallisiert (siehe 3.5ind 2.13.3). Die von den ArtP-
TYP-Kristallen aufgenommenen PDSD-Spektren (PDSDR 28I ms Mischzeit in
Abbildung 32) besal3en eine gute SignalauflésungSpektrum sind die erwarteten
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10 Prolinsignale deutlich zu erkennen. Auch dien8ighuster von sechs der acht
Threoninreste sind zu finden. Es wurden wie im ApPtP-Spektrum zwei Kreuzsignale
fur die Tyrosine-133 und -213 erwartet. Interessamtise sind in dem Spektrum von
ArtP-TYP drei Tyrosin-Signalsatze zu erkennen. DXaguzsignal bei 55/42 ppm
(m1/wp), das Tyrosin-213 (Y213) zugeordnet wurde, istdem ArtP-TYP-Spektrum
aufgespalten. Austauschsignale nahe der Diagonale5#/52 ppm ¢1/®2) und
54/54 ppm @1/wy) zeigen, dass das zusatzliche Signal bei 52/40 epemfalls dem
Tyrosin-213 zugeordnet werden kann (Y’'213, AbbilguB2). Die Intensitaten der
Tyrosin-Signale Y213 und Y’213 sind ahnlich. Zusaemmmit den Austauschsignalen
ergibt sich daraus, dass ArtP in den 3D-Kristaltesr NMR-Probe zwischen zwei
verschiedenen Zustanden wechselte. Die &hnlichengitit der aufgespaltenen
Kreuzsignale von Tyrosin-213 deutet darauf hin,sdbeide Zustande der Proteine

gleich haufig in den 3D-Kristallen vorlagen.
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Abbildung 32 PDSD-Spektrum von dreidimensionalen AtP-TYP-Kristallen, im Nukleotid-

gebundenen ZustandDie sequentiell zugeordneten Tyrosinsignale Y21213
und Y133, sowie das Prolinsignal-134 sind gekerotredt. Die Austauschsignale
nahe der Diagonalen sind durch Pfeile markiert. Bpsktrum wurdevon ca.
18 mg ArtP-TYP Kristallen be®00 MHz, Rototationsfrequenz 12 kHz, 275 K

und einer Mischzeit von 20 ms aufgenommen.
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Der Vergleich der Spektren von ArtP-PY ohne ATHE uon ArtP-TYP mit ATP
(Abbildung 33) zeigt, dass in dem Spektrum der 3Bt&lle im Nukleotid-gebundenen
Zustand die Signale von Tyrosin-213 (34/40 ppm) wi®3 (55/36 ppm) in
unterschiedlicher Richtung leicht verschoben sivil13 nach links und Y133 nach
rechts. Neben den Tyrosinsignalen ist der Proltrt84 ebenfalls deutlich verschoben.
Die Signalverdnderungen, zusammen mit dem AuftrdegnAustauschsignale und des
aufgespaltenen Tyrosin-213-Signals bilden die wotéedlichen Konformationen des
ABC-Proteins im ATP-freien (ArtP-PY) und Nukleotigtbundenen Zustand (ArtP-
TYP) ab. Ob in beiden Proben verschiedene Kristalixkkte vorlagen, worauf die
Konformationsunterschiede ebenfalls zuriick zufuls®in konnten, ist aufgrund dieser
NMR-Daten nicht zu klaren.
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Abbildung 33 PDSD-Spektren von ArtP-PY ohne ATP (dowarz) und ArtP-TYP mit ATP
(griin). Die Spektren wurden bei 900 MHz, einer Rotatiorgienz von 12 kHz und
einer Mischzeit von 20 ms aufgenommen. Die Austasignale nahe der

Diagonalen sind durch orange-farbige Pfeile gekeintnet.
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In Tabelle 12 sind die chemischen VerschiebungenRtolin-, Tyrosin- und
Threoninsignale von ArtP-PY ohne ATP und ArtP-TYR AITP aufgelistet. Die Werte
der Gu- bzw. B-chemischen Verschiebung des zugeordneten ProléhseE3 Tyrosin-
213 und -133 sowie eines nicht sequentiell zugesiesm Prolins haben sich geandert,

wahrscheinlich aufgrund der Nukleotid-Bindung.

Tabelle 12 Chemische Verschiebung von Prolin, Tyras und Threonin in den Kristallen ArtP-PY
und ArtP-TYP sind in ppm angegeben. Die Beschriftung der Seyrdr Prolin- und
Threoninreste erfolgte mit a bis h bzw. e aufgrded fehlenden sequentiellen Zuordnung
der Aminosauren. Veranderungen der chemischen Kietaeng von mehr als 0,4 ppm sind

fett gekennzeichnet.

Amino- ArtP mit ATP kristallisiert ArtP ohne ATP kristallisiert
saurereste Chemische Verschiebung in ppm Chemische Verschiebung in ppm
N CO| G| CB | C | G N CO G| CB | C |Cs

Y133 118,5| 175,2 | 54,6 35,8 118,3| 174,8 | 54,8 | 36,0

Y213 114,0| 174,3 | 54,0 40,0 114,4| 174,4 | 53,8 | 39,6

Y213 51,7| 40,1

P134 135,0| 175,1 | 64,2 | 30,8 | 26,8 | 49,9 | 134,8 | 174,8 | 63,7 | 30,6 | 26,8 | 50,1
P163 127,7| 176,6 | 61,4| 30,5 | 25,9 | 48,5 | 127,8 | 176,8 | 61,5 | 30,3 | 26,0 | 48,3
P-a 174,6 | 59,7| 29,8 | 25,8 | 48,9 | 132,4 | 174,9 | 59,7 | 29,8 | 25,8 | 48,9
P-b 176,2 | 60,6| 30,6 | 25,2 | 47,7 | 133,7 | 176,0 | 60,6 | 31,0 | 25,4 | 47,7
P-c 173,9| 61,3| 30,3 | 25,0 | 50,0 | 133,4 | 173,9 | 61,2 | 30,1 | 24,9 | 49,9
P-d 140,4| 176,12 | 61,5| 28,8 48,0 | 140,7 | 176,1 | 61,5 | 28,8 | 25,7 | 48,1
P-e 62,5| 30,4 | 25,0 | 49,4 | 136,1 | 174,5| 62,6 | 30,4 | 25,3 | 49,4
P-f 177,0 | 63,8 48,3 | 136,5 | 176,9 | 63,6 | 30,3 | 25,6 | 48,3
P-g 174,5| 64,0 47,31 137,3 | 174,4 | 64,2 | 30,1 | 25,5 | 47,3
P-h 176,9 | 64,8| 29,0 | 26,3 | 47,1 | 136,0 | 176,8 | 64,7 | 29,0 | 26,2 | 47,2
T164 173,7| 59,0| 66,8 | 19,2

T-a 119,0| 168,9| 58,3| 66,1 | 16,9

T-b 175,91 59,2| 69,4 | 20,4

T-c 107,2| 173,3| 61,4| 67,3 | 20,5

T-d 172,6 | 62,1| 66,2 | 19,2

T-e 175,0| 62,3| 65,1 | 21,3
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Abbildung 34 zeigt ein PDSD-Spektrum der ArtP-TPRbe, das mit einer
Mischzeit von 400 ms aufgenommen wurde. Die@@-Signale des Tyrosins sind im
Vergleich zum Spektrum mit 20 ms Mischzeit schwéaed im Gegensatz zu den
Prolin- und Threoninsignalen deutlich relaxierteBg schnelle Relaxation wird durch
die aromatische Seitenkette der Tyrosinreste vacuts Die Austauschsignale an der
Diagonalen fehlen. Hingegen wurde zusammen mit Aleswertung des REDOR-
Spektrums (nicht gezeigt) ein Prolin/Threonin-Psequentiell dem Aminoséaure-Paar
Prolin-163/Threonin-164 zugeordnet, deren Kreuzagnneben den des bereits
identifizierten Aminsaure-Paares Tyrosin-133/Prdlg4  deutlich  hervortraten
(Abbildung 34).
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Abbildung 34 PDSD-Spektrum von ArtP-TYP aufgenommenmit 400 ms Mischzeit. Das

Spektrum wurde bei 900 MHz, einer Rotationsfrequdr®z kHz und 275 K
aufgenommen. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurgeliglich die Kreuzsignale
der identifizierten Aminoséaure-Paare - Prolin-1688onin-164-Paar in blau und
das bereits in dem ArtP-PY Spektrum zugeordnet@digrl33/Prolin-134-Paar in

grin gekennzeichnet.

Die NMR-Messungen an 3D-Kristallen von ArtP-PY eTP und ArtP-TYP
mit ATP lieferten hochaufgeloste Festkorper-NMR{8pen, die die sequentielle
Zuordnung zweier Aminosaurepaare ermdglichten uatiderungen zeigten, die auf
Konformationsanderungen im Protein durch die Birgdules Nukleotids ADP oder
ATP hindeuten.
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3.5.3 MAS-NMR-Untersuchungen an dem ABC-Transporter ArtMP

. ArtMP-PY —in 2D Kristallen ohne ATP

Der ABC-Transporter ArtMP wurde analog zu ArtP Zwei verschiedenen
Formen prapariert: a) selektiv markiert i€-, *°N-Prolin und -Tyrosin, kristallisiert
ohne ATP-Zugabe (ArtMP-PY) und b) zusatzlich Z@-, **N-Prolin und -Tyrosin
markiert mit**C-, **N-Threonin in Gegenwart von ATP (ArtMP-TYP).

Bedingt durch die groRere Anzahl an markierten Woséduren im Komplex
verglichen mit ArtP erhoht sich die Zahl von Kreigoslen im Spektrum. Dies fuhrt zu
einem starkeren Uberlagern der Signale im PDSD48pek von ArtMP-PY
(Abbildung 35). Die spektrale Auflosung in dem ARMPY-Spektrum ist im Vergleich
zu den Spektren von ArtMP-TYP und ArtP geringersereits zuvor in den ArtP-
Spektren  zugeordnete oa€CB-Signal des  Tyrosin-213  wurde  durch
Spektrentberlagerung ebenfalls in dem ArtMP-PY-8pek identifiziert.
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Abbildung 35 PDSD-Spektrum des ABC-Transporters ArMP-PY, zweidimensional

kristallisiert ohne ATP. Das zugeordnete Tyrosin-213-Signal idtegezeichnet.
Das Spektrum wurde bei 600 MHz, 285 K, einer Rotetfrequenz von 10 kHz und

mit einer Mischzeit von 20 ms aufgenommen.
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. ArtMP-TYP - mit ATP zweidimensional kristallisiert

Von den 2D-Kristallen ArtMP-TYP (ca. 15 mg), kaélisiert unter Zugabe von
ATP, wurde ein PDSD-Spektrum aufgenommen (Abbild8&). Die Signale der
selektiv markierten Aminosauren sind im Spektrunmutiigh erkennbar und gut
aufgeldst. Im Vergleich zum Spektrum von ArtMP-PYapariert ohne ATP ist die
Signalauflosung im  ArtMP-TYP-Spektrum besser. Diesé&Jnterschied ist
maoglicherweise auf die unterschiedliche Struktur 2i8-Kristalle des Komplexes mit
und ohne ATP zurickzufiihren. Die Qualitat der ArtWMPP-Spektren war mit den
Spektren der ArtP-Probe vergleichbar. In den Spekttes ArtMP-TYP-Komplexes
fallt auf, dass im Gegensatz zu den ArtP-TYP-Spekiveder eine Aufspaltung des
Tyrosin-213-Signals noch Austauschsignale an deag@nalen zu erkennen sind,
obwohl beide NMR-Proben mit der gleichen Konzemratan ATP und EDTA

kristallisiert wurden.

40 30
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Abbildung 36 PDSD-Spektrum von zweidimensionalen AMP-TYP-Kristallen , die unter
ATP-Zugabe erzeugt wurdeAufgenommen bei 600 MHz, einer Rotationsfrequenz
von 12 kHz, 285 K und 20 ms Mischzeit.

In dem ArtMP-TYP-Spektrum (Abbildung 37 - schwal®finden sich die zum
ABC-Protein gehérenden Tyrosinsignale in der Hoélom Vb4 ppm/39,5 ppm und
55 ppm/36 ppmdi/m,), leicht verschoben zu den Signalen der TyrogimértP-TYP-
Spektrum (Abbildung 37 - griin). Besonders die Ldgs @-Cp-Signals vom Tyrosin-
133 ist im ArtMP-TYP-Spektrum im Vergleich zum Spekn von ArtP-TYP deutlich
verandert, ebenso wie einige der Prolinsignale. ndalge befinden sich einige
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Bereiche des ArtP, das als NBD im Komplex vorkomwermutlich in einer anderen
Konformation als im separat isolierten und 3D-ldils$ierten ArtP. Da sich die tbrigen
Signale der markierten Aminosauren in den vergheimeSpektren von ArtP-TYP und
ArtMP-TYP stark &hneln, waren diese wahrscheinligbn den strukturellen

Veradnderungen nicht betroffen und die Konformatiomerungen auf bestimmte
Regionen des ABC-Proteins eingegrenzt.

Durch den Vergleich der Spektren des ganzen AB&gporters mit den ArtP-
Spektren konnten die Tyrosin-Kreuzsignale eindedéig einzelnen Untereinheiten des
ABC-Transporters zugeordnet werden (in  Abbildung 3durch Rahmen
gekennzeichnet). Auf diese Art wurden an den itiegr Membranproteinen des

Proteinkomplexes indirekt MAS-NMR-Signale zugeoridne

Pa-6
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Abbildung 37 PDSD-Spektren von ArtP-TYP (griin) und ArtMP-TYP (schwarz), beide
Proben mit ATP kristallisiert. Die jeweiligen Kreuzsignale sowie die
Austauschsignale im ArtP-TYP Spektrum sind bezedthbzw. mit Pfeilen
gekennzeichnet. Mit dem gepunkteten Rahmen wurdenTgrosinsignale der

Membranproteine des ABC-Transporters gekennzeichnet
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3.5.4 Zusammenfassung der MAS-NMR-Messungen an ArtP und AMP

Von den selektivi®C-, ®N-markierten ArtMP-2D-Kristallen und ArtP-3D-
Kristallen wurden gut aufgeloste Festkorper-MAS-NI8Bektren aufgenommen, die
eine sequentielle Zuordnung einzelner Signalsatmmoglichten. Die selektive
Markierung einzelner Aminosauren im ABC-Transpoudead in ArtP war erfolgreich.
Die NMR-Spektren, die von den verschiedenen 2DiKilen des Komplexes
aufgenommen wurden, waren von unterschiedlicherli@uaDie Auflésung in den
Spektren der 2D-Kristalle, die aus groR3flachig elmshtigen Lipidvesikeln bestanden,
war besser als die in den Spektren der ArtMP-PYstidlie, die aus lamellenartigen
Membranstapeln bestanden. Zwei Aminoséaure-Paardenun der Sequenz von ArtP
zugeordnet: Tyrosin-133/Prolin-134 und Prolin-1688onin-164. ArtP lag in der
NMR-Probe mit ATP in zwei verschiedenen Zustanden WDies wurde durch die
Austauschsignale und die Aufspaltung der Tyrosimaligyim Spektrum gezeigt.

3.6 Losungs-NMR-Untersuchungen am Substrat-BindeproteirArtJ

Das Substrat-Bindeprotein ArtJ, das zum ABC-Trangp ArtMP aus
G. stearothermophilugiehért, wurde in Losung NMR-spektroskopisch anatysEs
sollte der Einfluss verschiedener Substanzen urgl ABC-Transporters auf das
Bindeprotein untersucht werden. Mit einer Grol3e 20616 kDa befindet sich ArtJ noch
im Empfindlichkeitsbereich dieser NMR-Methode. Vort’C-, *N-markierten
Bindeprotein wurde eine Reihe von Triple-Resonaekspn aufgenommen, deren
Qualitat jedoch nicht fir eine sequentielle Zuompuder ArtJ-Resonanzsignale
ausreichte. An derfPN-markierten ArtJ wurden NMR-Experimente zur Untetsung
der Wechselwirkungen zwischen Protein und Substraie zu den Membranproteinen
des ABC-Transportkomplexes und des Einflusses deéddetid-Bindung an ArtMP
durchgefuhrt.

3.6.1 NMR-Messung an’*N-ArtJ ohne weitere Zusétze

Das erste Spektrum der Losungs-NMR-Messreihe vomddgirotein wurde
ohne Zusatz weiterer Komponenten aufgenommen (Abbg 38). Die Resonanzen
sind gut aufgeldst und zeigen fir ein gefalteteotdtn typische chemische

Verschiebungen. Es wurden 29B"-*N Kreuzsignale erwartet, die sich aus den
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Signalen der Amidbindungen und zuséatzlich aus dgmafen der Seitenketten von
Tryptophan, Histidin, Asparagin und Glutamin zusamsetzten. In dem 2fH-N-
Spektrum sind 241 Resonanz-Signale zu erkennenUBsache dafir kann in einer

Uberlagerung der Signale, aber auch in der Mobili&s Proteins liegen.
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Abbildung 38 'H->"N-HSQC-Spektrum von Art), aufgenommen an einem 900 MHz-
Spektrometer bei 300 K.

3.6.2 NMR-Messung an*N-ArtJ nach Substrat-Zugabe

In einem ersten NMR-Experiment wurde zu der Amdbe Arginin hinzugefugt,
dem gegenlber das Bindeprotein eine hohe Affitig#itzt. Erwartungsgemalfd sollte
ArtJ das zugegebene Arginin komplexieren, was milékungen der Konformation des
Proteins und somit der Signale im HSQC-Spektrunbweden wére. Jedoch bewirkte
die Zugabe des Substrats keine SignaldnderungeBpehtrum der ersten Praparation
von ArtlJ. Das erhaltene Spektrum war identisch em,ddas ohne weitere Zusatze
aufgenommen wurde (Abbildung 38). Eine Erklarun§idast, dass ArtJ bereits nach
seiner Praparation als coli im Substrat-beladenen Zustand vorlag. Zur Entiegnu
des moglicherweise gebundenen Liganden wurde Agtdudd renaturiert (Dipl.-Biol.
V. Eckey, AG E. Schneider, Humboldt-Universitdit B®r Von diesem

zurtckgefalteten Protein wurden ebenfalls HSQC-8pekmit und ohne Arginin-
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Zugabe aufgenommen (Abbildung 39). Das Spektrunrickkgefalteten ArtJ-Probe mit
zugegebenem Arginin ahnelt stark dem des unbehandBindeproteins (Abbildung
38). Das Spektrum vom denaturierten ArtJ ohne SatZtigabe hingegen zeigt
deutliche Unterschiede. Die Verschiebung der Semwald in der Uberlagerung der
HSQC-Spektren deutlich, die von dem ruckgefaltétgd mit (schwarz) und ohne (rot)
Arginin-Zugabe aufgenommen wurden (Abbildung 39)enD zu Folge hat das
unbehandelte Bindeprotein bereits bei der Praparateinen Liganden gebunden, der

nur durch eine Denaturierung des Proteins entfeentlen kann.
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Abbildung 39 Uberlagerung von *H-*N-HSQC-Spektren des riickgefalteten Bindeproteins
ArtJ, mit (schwarz) und ohne (rot) Arginin-Zugabe. Diee®jpen wurderan einem

750 MHz Spektrometer bei 300 K aufgenommen.
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3.6.3 NMR-Messung an der™N-ArtJ/Arginin-Probe nach Zugabe von ArtMP

Bei diesem NMR-Experiment wurde der ABC-TransporfgtMP zu dem
ArtJ/Arginin-Ansatz gegeben und ein HSQC-Spektruafganommen. In der
Abbildung 40 ist das erhaltene Spektrum vergleidheit dem des Substrat-beladenen
Bindeproteins ohne ArtMP gezeigt, um die Signalmdeiungen hervorzuheben. Die
Intensitat die Resonanz-Signale von ArtJ werderhnder Zugabe des Transporters
schwacher, einige Signale verschwinden vollstar{igjspielhaft gekennzeichnet in
Abbildung 40). Besonders im Bereich des Spektrutes,die Signale der Seitenketten
von Artd bei 110 ppm - 120 ppm und 6,4 ppm - 7,6nppeigt, waren mehrere

Resonanz-Signale nicht mehr vorzufinden.
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Abbildung 40 Vergleich der *H-"N-HSQC-Spektren von ArtJ/Arginin aufgenommen mit
(rot) und ohne (grin) ArtMP. Beispielhaft sind einige der Signale, deren Inté#si
abgenommen hat, vergréRert gezeigt. Die Spektredemubei 900 MHz und 300 K

aufgenommen.

Mdglicherweise hat die Zugabe des ProteinkompleXeswirkungen auf den
pH-Wert in der NMR-Probe, wodurch das Verschwindemiger ArtJ-Signale
verursacht wurde. Ein anderer Grund fur die Sigm@nderungen konnte eine
verringerte Mobilitdt des Bindeproteins aufgrundnv@Vechselwirkungen mit dem
groen ABC-Komplex sein. Die Signalanderungen inekBpim bilden dann einen

dynamischen Prozess ab: ein Teil von ArtJ ist am Eleteinkomplex gebunden, der
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andere Teil liegt frei vor. Zwischen diesen Fornfiewlet ein Austausch statt, der zu
einer Verbreiterung der Linien und demzufolge zmeeiAbnahme der Signalintensitat

im 2D-Spektrum fuhrte.

3.6.4 NMR-Messung an*N-ArtJ unter Zugabe von Arginin, ArtMP und ATP/
MgC|2

In einem dritten NMR-Experiment wurde zum ArtJ//&ig/ArtMP-Ansatz
ATP/MgCl, gegeben und ein HSQC-Spektrum aufgenommen. Dieridagsignale in
diesem Spektrum waren im Vergleich zu den Signdénvorherigen Spektren deutlich
verschoben (Abbildung 41). Einige Signalverandeemngind vergrol3ert gezeigt. Die
Intensitat der Signale, deren Position sich duréa dugabe von ATP/MgGI
verschoben, anderte sich nicht. In dem Spektrum, rdech der ATP/MgGlZugabe
aufgenommen wurde, erschienen Signale teilweisdesgjalie in dem ArtJ/Arg/ArtMP-
Spektrum ohne ATP-Zugabe nur schwach vorhandennwaater ganz fehlten.
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Abbildung 41 Uberlagerte Darstellung der 'H-*N-HSQC-Spektren von ArtJ, die von

Ansatzen mit ArtJ/Arginin/ArtMP ohne ATP (rot) umdit ATP (blau) im Rahmen
der NMR-Messreihe aufgenommen wurdgar Verdeutlichung dedurch die ATP-
Zugabe verschobenen ArtJ-Signale sind beispielbafige Signalveranderungen
vergroRert dargestellt. In dem Spektrum von Artgidin/ArtMP mit ATP (blau)
treten Signale wieder auf, die in dem HSQC ohne Adttten oder nur schwach

waren. Beide Spektren wurden bei 900 MHz und 3@uf§enommen.
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3.6.5 Zusammenfassung der NMR-Messungen an ArtJ

Die im Rahmen dieser NMR-Messreihe an dem SubBirateprotein ArtJ
aufgenommenen HSQC-Spektren wiesen eine gute Sigfftiedung auf. Wie die NMR-
Experimente zeigten, liegt das Protein nach sdiréparation aug&. coli zun&chst in
einem Substrat-beladenen Zustand vor. Die Zugalse ARC-Transporters zu dem
Bindeprotein fiihrte zu einer Anderung der Signalisitaten im ArtJ-Spektrum, die
maoglicherweise Protein-Protein-Wechselwirkungen seiwen dem Bindeprotein und
den Membranproteinen von ArtMP anzeigten. Die Zegabn ATP/MgC} zu dem
ArtJ/Arginin/ArtMP-Ansatz flhrte zu einer Verschiglg von ArtJ-Signalen. So wurde
der Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Al®ylicherweise Uber eine
Bindung und Hydrolyse am ABC-Transporter, und komfationellen Anderungen im
Bindeprotein NMR-spektroskopisch dargestellt.
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4 Diskussion

Funktionelle und strukturbiologische Charakterisierung des ABC-

Transportsystems ArtMP-J

ABC-Transporter treten in allen drei Reichen debdns auf und sind an einer
Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligifghund ihrer zentralen Bedeutung
fur viele zellulare Vorgange wurde in dieser Disson das bakterielle Importsystem
ArtMP-J des thermophilen OrganismGs stearothermophiluals Vertreter der ABC-
Transporter-Proteinfamilie funktionell untersuctmduerste strukturelle Studien mit der
NMR-Spektroskopie durchgefuhrt. Der ABC-TransporeétMP, eingebettet in seine
natirliche Lipidumgebung, sowie 3D-Kristalle dewlisrten ABC-Proteins ArtP
wurden mittels Festkdrper-MAS-NMR-Spektroskopieansticht. Diese Methode wird
zunehmend zur strukturellen Untersuchung von Rreteieingesetzt und besitzt das
Potential zur Erforschung groRRerer integraler Meanproteine (Bastingt al, 2006).
Das Substrat-Bindeprotein ArtJ, das zum Transpstesy gehort, wurde andererseits
mit Losungs-NMR strukturell untersucht, um zur Adfking der molekularen
Wechselwirkungen zwischen Protein und den Membratetg@inheiten des
Transporters sowie zu seinem Substrat und zur Bigedragung innerhalb des

Transportsystems beizutragen.

4.1 Praparation und biochemische Untersuchung des ABC-
Transporters ArtMP

Die Kenntnis der speziellen charakteristischere&$ghaften von Proteinen ist
eine Voraussetzung und auch Grundlage jeder sthiktagischen Untersuchung.
Daher wurde der ABC-Transporter ArtMP-J und seingtelkinheiten biochemisch
analysiert. Dazu wurde unter Verwendung verschiedeviethoden und Techniken
nach den am besten geeigneten Préaparationsbedemywagucht und seine Aktivitat,
sein oligomerer Zustand sowie seine Stabilitat isttid Die Charakterisierung von
ArtMP begann mit der Suche nach Expressions- unphigRengsbedingungen, die
effizient und reproduzierbar waren, um die fir dN®R-Spektroskopie bendtigte

Menge des Proteinkomplexes herzustellen. Zugleadhesdie Préparation aber auch
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gewahrleisten, dass ArtMP in seiner Funktionali@éibeeintrachtigt bleibt. Da die
Stabilitat der Proteine wahrend der vergleichswelaegen NMR-Messung ein
wichtiges Kriterium darstellt, wurde sowohl die &mnz von ArtMP gegenuber
verschiedenen Detergenzien untersucht, als auch -sip&Rtroskopische und
biochemische Funktionalitdtsbestimmungen durchgéefilim letzten Abschnitt werden
die Ergebnisse einer versuchten Auftrennung desMP4iKomplexes in seine
Untereinheiten und einer anschlieRenden Reassenngieu einem funktionalen ABC-
Transporter diskutiert, die die Grundlage fur espezielle selektive Markierung von
ArtMP fir NMR-Untersuchungen bilden sollten.

4.1.1 Praparation des ABC-Transporters ArtMP

Die Praparation von Membranproteinkomplexen wie CABransporter stellt
aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Protemach immer eine
Herausforderung dar. Besonders die Herstellung fderdie NMR-Spektroskopie
bendtigten Menge an Proteinkomplex ist ein kriteschPunkt. Die optimalen
Bedingungen zur Expression, Isolation und der diredddnden Rekonstitution mussen
fur jedes einzelne Membranprotein bzw. —komplex ieisgh bestimmt werden.

Zunachst wurden die Kultivierungs- und Expresdi@asngungen fur
JM109(pRF2), in dem der Proteinkomplex synthetisierrde, auf die Anforderung der
Festkorper-MAS-NMR angepasst. Zu diesen gehort ddarkierung der zu
untersuchenden Proteine mit den Isotop& °N, die fir AtMP im M9-Minimal-
Medium erfolgte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gaeigneten Anzuchtbedingungen
eine fur Membranproteinkomplexe sehr gute Expr@ssiad Ausbeute an ArtMP
sowohl aus einer Kultivierung in LB- als auch in #Bnimal-Medium erreicht. Die
anschlielende Solubilisierung und Reinigung des AB&hsporters erfolgte effektiv,
reproduzierbar und in einer fiur die Festkérper-MRABIR-Spektroskopie
ausreichenden Proteinmenge von 8 mg ArtMP pro LieMedium und 5 mg ArtMP
pro Liter M9-Minimal-Medium. Vor der Optimierung deBedingungen betrug die
Ausbeute aus einem Liter LB-Medium lediglich 4 mgMP. Anhand von ATPase-
Aktivitatsbestimmungen an dem ABC-Transporter wutldeauf geschlossen, dass der
Proteinkomplex intakt gefaltet und funktional prédpd wurde. Versuche zur Toleranz
von ArtMP gegenuber unterschiedlichen Arten und z&mtrationen von Detergenzien
zeigten, dass DDM und DM optimal zur Solubilisieguses ABC-Transporters geeignet

sind. Diese Detergenzien wirkten sich vorteilhafuf adie Stabilitat des




Diskussion 88

Proteinkomplexes und auf die Qualitat der spater xaMP erzeugten 2D-Kristalle
aus. Diese milden Detergenzien werden haufig zu@pd&ation von grof3en und
empfindlichen Proteinkomplexen verwendet (Remé&yal, 1999). Die Blau-Native-
PAGE bestétigte die Stochiometrie des Komplexetehead aus je zwei Homodimeren
ArtM und ArtP.

Fur einen Teil der Studien wurde ArtMP in Lipidases. stearothermophilus
rekonstituiert, die der nattrlichen Lipidumgebures domplexes entsprachen. Fur die
Rekonstitution wurden drei verschiedene Methodetesget: a) die Dialyse, b) die
Verdinnung des Ansatzes und c) die Verwendung veterDenz-absorbierenden
BioBeads Jede dieser Rekonstitutionsverfahren fuhrte mareieffektiven Einbau von
ArtMP in die Lipide. Die Nutzung vorBioBeadszeigte jedoch einen deutlichen
zeitlichen Vorteil gegentiber den anderen beidenhbti#n, da die Entfernung bzw.
Verringerung des Detergenz aus dem Ansatz innexhattiger Stunden erreicht wurde.
Aus diesem Grund wurde dieses Verfahren zur Reitotish von ArtMP fur die

weiterfihrenden biochemischen Untersuchungen veteten

4.1.2 Untersuchungen zur ATPase-Aktivitat von ArtMP

ATPase-Aktivitatsmessungen dienten zu StudienFdektion von ArtMP, aber
auch dazu, den Einfluss verschiedener Faktoren beigpielsweise die Zugabe eines
Inhibitors, auf die Aktivitat des Komplexes zu umstechen. Bei den ATPase-
Aktivitatsbestimmungen wird die Menge andPmittelt, die bei der Hydrolyse von ATP
an den NBDs des Transporters frei wird. Da bei &8C-Transportern die ATP-
Hydrolyse mit der Substrattranslokation gekoppstltazeigen die gemessenen Werte die
Funktionalitdt des Transportsystems. Die Versucleden sowohl an in Detergenz
solubilisiertem als auch an rekonstituiertem ArtMBrchgefuhrt. Fir die ATPase-
Aktivitatsmessungen wurden zu dem Proteinkompleejis das zugehdrige Substrat-
Bindeprotein ArtJ sowie ATP/Mgglzugegeben und so die Funktion des ArtMP-
Komplexes festgestellt. Der Aktivitatswert des iat€rgenz solubilisierten ArtMP blieb
wahrend mehrerer Messungen gleich bei 1,2 umal @in* x mg* Proteinkomplex.
Wohingegen die ermittelte ATPase-Aktivitat des mdtduierten Komplexes mit
Werten zwischen 0,7 und 1,3 pmol ® min* x mg* Proteinkomplex erheblich
schwankte. Eine mdgliche Erklarung dafir konntewtiterschiedliche Orientierung der
Proteinkomplexe in den Proteoliposomen darstelben,der die hydrophilen ATPase-

Untereinheiten entweder auf der Innen- oder auf Algienseite der Lipidmembran
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lokalisiert sein kdnnen. Im Inneren der Proteolgusen ist sowohl ATP als auch das
Substrat nur limitiert vorhanden. So konnten diehveankungen der gemessenen
ATPase-Aktivitaten des rekonstituierten Transparteit der unterschiedlichen Menge
an ATP und Substrat zusammenhangen, die bei degiligen Rekonstitution im
Inneren der Proteoliposomen eingeschlossen wurde.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Abweséntes Bindeproteins oder
des Substrats auf die Aktivitdit des Komplexes atkdwiBei fehlendem Substrat-
Bindeprotein wurde keine ATPase-Aktivitat an ArtNEstgestellt. Hingegen wurde in
dem ArtMP/ArtJ-Ansatz, dem kein Substrat hinzu dmege wurde, eine ATPase-
Aktivitat gemessen, die sich mit 0,4 — 0,6 pmpkRnin® x mg* Proteinkomplex im
unteren Bereich der Aktivitat des rekonstituierfagtMP mit Arginin-Zugabe befanden.
Nachfolgende NMR-Messungen an dem gereinigten BRiradein bestatigten, dass in
dem Protein bereits vor der Arginin-Zugabe Subsgetbunden war, vermutlich seit
seiner Praparation aus dén coliZellen. Dieses gebundene Substrat initiierte die
ATPase- und Transportaktivitat von ArtMP-J.

Die Stabilitat der mit NMR-Spektroskopie zu unteisenden Proteine ist ein
kritischer Punkt, da sich die Proteinproben lUber aitmals lange Dauer der NMR-
Messungen nicht verandern oder degenerieren sdienr. scheint die Herkunft des
ABC-Transporters aus einem Thermophilen von Vortail sein, denn Proteine
thermophiler Organismen sind oft stabiler als desaphiler Organismen. Die Stabilitat
des Transporters wurde unter diesem Aspekt Ubezneiteitraum von 14 Tagen
untersucht. Die wiederholten Aktivitatsbestimmungmngten, dass ArtMP in diesem
Zeitraum stabil und mit nahezu gleich bleibendettivitat in DM-Detergenziésung
vorlag.

Die ATPase-Aktivitat von ABC-Transportern kann clurdie Wirkung von
Phosphatanaloga wie Orthovanadat gehemmt werdenhiee verwendete Inhibitor
Vanadat blockiert die NBDs wahrend der ATP-Hydrelys einem Zustand, in dem das
ADP-Molekil in der Bindungstasche verbleibt und &msphat bereits dissoziiert ist.
Eine Neubindung von ATP an den NBDs wird so untedam. Der gehemmte
Transporter befindet sich in einem Intermediarntdes Translokationszyklus, in dem
ein ATP-Molekul hydrolysiert wurde und so der Sulstansport begonnen hat.
Strukturelle Studien mit NMR-Spektroskopie an einemsolch inhibierten
Transportsystem bieten die Mdglichkeit, den konfationellen Zustand des Komplexes

zu Beginn des Transportzyklus zu untersuchen undEdeenntnisse Uber den
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molekularen Mechanismus der Kopplung zwischen ATeérblyse und
Substrattransport zu gewinnen. Mit diesem Ziel wuAdtMP mit Vanadat behandelt
und die Inhibierung der Aktivitat des Transporteosvohl biochemisch als auch NMR-
spektroskopisch untersucht. Die Ergebnisse diessgsithgen an ArtMP in Detergenz
und rekonstituiert in Proteoliposomen zeigten aleetliche Hemmung der ATPase-
Aktivitat. In den Proteoliposomen wurde die Aktatitnicht vollstandig inhibiert,
maoglicherweise kann das Vanadat die Membran niehithdjueren und so die ins
Vesikelinnere gerichteten NBDs des Transportkomgdexnicht blockieren. Die
Versuche zur Inhibierung der ArtMP-Aktivitat bildesie Grundlage fur zukinftige
Probenpréparationen des ABC-Transporters fur NMRetdnchungen, bei der sich das

Transportsystem in einem Intermedidrzustand desslokationsvorgangs befindet.

4.1.3 Auftrennung und Reassemblierung der Untereinheiten des ArtMP-

Komplexes

Zur Herstellung eines speziell markierten ABC-B@orters, der aus einer
Isotopen-markierten und einer unmarkierten Untéwain besteht, fur die NMR-
Spektroskopie wurde die Anleitung zur De- und Readdierung der Histidin-
Permease HisQMPaus S. typhimurium(Liu & Ames, 1998) verwendet. Es gelang
allerdings nicht, den ABC-Transporter ArtMP a@s stearothermophilusn seine
Untereinheiten aufzutrennen und wieder zu assereblie Entweder blieb die
Inkubation der Cytoplasmamembranen der JM109(pRIefEn mit Harnstoff ohne
Wirkung auf die Proteine des Komplexes oder futuitebeim Einsatz von GdnHCI zur
Denaturierung der Membranproteine. Auch die Beharglivon Proteoliposomen, die
ArtMP enthielten, mit den chaotropen Chemikalierd, W&aBr oder NaSCN fihrte nicht
zu dem angestrebten Ziel der Auftrennung des RFikbenplexes, sondern loste ArtP
nur unvollstandig aus den rekonstituierten Komphexdoglicherweise lag ein Teil der
NBDs eingeschlossen im Inneren der Proteoliposon@nund konnte aus diesem
Grund nicht aus dem Ansatz entfernt werden.

Ein positives Ergebnis der Auftrennversuche destditkomplexes ist die
Feststellung, dass ArtMP eine bemerkenswerte Trtemad Stabilitdt gegeniiber hohen
Temperaturen und Chemikalien besitzt. Der rekanstite Transporter wies bei einer
Temperatur von 70 °C noch eine Aktivitit von 0,2Bngk B x min' x mg*

Proteinkomplex auf, das einem Drittel der ATPas¢hAét bei optimalen
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Bedingungen entspricht. Auch eine Inkubation bei°8)und eine Behandlung mit
chaotropen Substanzen, wie NaBr und NaSCN fuhrtent au einer Destabilisierung
des Transportkomplexes. Die hohe Toleranz von ArtMRiht wahrscheinlich auf der
Herkunft des Transporters aus einem Thermophilendigése Proteine haufig eine

hohere Stabilitat besitzen als die mesophiler Qega@n (Das & Gerstein, 2000).

4.1.4 Separate Herstellung der Untereinheiten des ABC-Tnasporters ArtMP

Nachfolgend wurde versucht, die einzelnen Untésien des Komplexes
ArtMP separat zu exprimieren und zu isolieren, uese dann zur Reassemblierung
eines vollstdndigen und funktionsfahigen ABC-Tramsgrs zu verwenden. Dazu
wurden artM und artP subkloniert und die Proteine jeweils mit einer édrtinalen
Histidinsequenz inE. coli synthetisiert. Das Membranprotein ArtM wurde awes d
Cytoplasmamembran solubilisiert und mit Metall-Aftatschromatographie gereinigt.
Da jedoch die Expression voartM schon gering war, fiel dem entsprechend die
Ausbeute an gereinigtem ArtM mit 0,1 mg aus einaterLLB-Medium sehr niedrig
aus. Die praparierte Menge des Membranproteins Awiltr fir weiterflhrende
Reassemblierungsversuche und die spateren NMR-Mgssunicht ausreichend. Die
parallel durchgefihrten Versuche zur Herstellung @BC-Proteins ArtP waren
hingegen erfolgreicher. Das separat exprimierte® AMurde effizient iber TALON-
Affinitatschromatographie aus dem Cytosol der Zeljgereinigt. Es wurde aber auch
festgestellt, dass ArtP auch aus der cytosolisémaktion der Zellen zu gewinnen war,
die zur Synthese der gesamten Komplexes ArtMP veatetewurden. Nun stellte sich
die Frage, warum ein Teil der ArtP-Proteine geldstCytoplasma der JIM109(pRF2)-
Zellen vorlag. Ein schlichtes Ablésen der ABC-Pro¢evon den Membranproteinen
des Komplexes erscheint aufgrund der grof3en Sttbilon ArtMP unwahrscheinlich.
Eher kdnnte das ungleiche Verhaltnis von syntheteim ArtM und ArtP in der Zelle
auf der polycistronischen Transkription degM/artP-Operons beruhen. Es ist nicht
untypisch, dass Gene eines Operons ungleichmaRidraofskribiert und somit die
Proteine in einem ungleichen Verhaltnis synthatisierden (Madeet al, 2004). Eine
gleichzeitige Synthese des ArtP im Cytosol und désmplexes in der
Cytoplasmamembran der JM109(pRF2)-Zellen ermdgldibt Herstellung von zwei
verschiedenen Proteinproben fur die NMR-Spektroskodie gleichartig Isotopen-
markiert und identischen Bedingungen wahrend deré&Ssion ausgesetzt waren.
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Da das Membranprotein ArtM fir eine Reassembligrdes Transporters nicht
in ausreichendem Umfang hergestellt werden konvee es notig, eine andere Strategie
zur selektiven Markierung von ArtMP und ArtP fiediMR-Spektroskopie zu finden,
um so Signaltiberlagerungen in den NMR-Spektren eamgiden oder zu verringern.
Die Markierungsmethode, die schlie3lich erfolgreeshdem ABC-Transporter ArtMP
und ArtP angewendet wurde, war die selekti’€-, **N-Markierung einzelner,

ausgewahlter Aminosauren in den Proteinen.

4.2 Kiristallisation des ABC-Transporters ArtMP und des isolierten
ArtP aus G. stearothermophilus

Zur strukturellen Untersuchung des ABC-TranspsrteArtMP mittels
Festkorper-NMR-Spektroskopie wurde der Membranpmitenplex in natirliche
Lipide rekonstituiert, so dass er mdglichst homogerd geordnet vorliegt. Die
Anwendung der Festkorper-NMR-Spektroskopie fur ldtrelle Studien an I6slichen
Proteinen erfordert wie die Rongtenstrukturanalgissidimensionale Proteinkristalle,
die jedoch nicht sehr grol3 und hochgeordnet seissemni Bereits von Nanokristallen
konnen auswertbare NMR-Spektren erhalten werdes, @genen Erkenntnisse zu
strukturellen Eigenschaften des untersuchten Protgwonnen werden kénnen.

In dieser Arbeit wurde der ABC-Transporter ArtMi® die extrahierten Lipide
seines Originalstammes. stearothermophilusekonstituiert und sowohl mit als auch
ohne ATP/EDTA-Zugabe zweidimensional kristallisiartn so verschiedene Zustande
des Komplexes fur die strukturellen Untersuchungererzeugen. Als Ergebnis dieser
Kristallisationen mit und ohne Nukleotid entstanasvei unterschiedliche Formen von
ArtMP-2D-Kristallen. Das isolierte ABC-Protein ArtRurde fur die Festkorper-MAS-
NMR-Untersuchungen analog zu ArtMP ebenfalls irseRredenen Zustanden mit und
ohne ATP/EDTA dreidimensional kristallisiert.

4.2.1 2D-Kristallisation von ArtMP

Die zweidimensionale Kristallisation von Membraoiginen erfordert eine
geeignete Wahl bzw. Variation von Kristallisatioadingungen, die einen geordneten
und regelmaligen Einbau der Proteine in die Lipmhm@nen ermdglichen.
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Membranproteine liegen nach ihrer Reinigung galdofletergenzmizellen vor. Fur ihre
Rekonstitution in Lipide mit einer anschlielended-Kristallisation muss das
Detergenz vollstandig aus dem Protein-Lipid-Detapg@nsatz entfernt oder
ausverdunnt werden. Dazu kénnen mehrere Methodevendet werden: die Zugabe
von BioBeads die das Detergenz sehr schnell absorbieren (Rigauwal., 1995), die
Dialyse des Detergenz (Haslet al., 1998) oder die Verdunnung des Detergenz unter
die kritische mizellare Konzentratiogritical micelle omncentration- CMC; Rémigyet

al., 2003). Da jede dieser Methoden Einschrankungeitzhesmuss die Wahl des
Verfahrens den Bediurfnissen und Eigenschaften ddsigtallisierenden Proteins und
den nachfolgend geplanten Untersuchungen angepas$tn.

Die Dialyse ist die erfolgreichste Methode, um iireensionale Kristalle von
Membranproteinen zu erzeugen (Hasgteal, 1998; Werteret al.,2002; Rigaud, 2002),
und wurde auch fur die Kristallisation des ABC-T3parters ArtMP verwendet. Bei
dieser Methode wird das Detergenz langsam aus destakisationsansatz entfernt,
wodurch mdoglicherweise die Ausbildung von zweidisienalen ArtMP-Kristallen
positiv beeinflusst wurde. Fir dieses Kristallisativerfahren musste entweder der
ABC-Transporter und/oder die Lipide in einem De&rg mit einer hohen CMC
vorliegen, da dieser Wert die Menge an Detergemstirbent, die wahrend der Dialyse
aus dem Kristallisationsansatz entfernt wird. Aiesem Grund wurden die Lipide aus
G. stearothermophilufir die 2D-Kristallisation mit 1 % OG versetztnem Detergenz
mit einer hohen CMC von 18 mM (siehe Ubersicht Tlabé), das relativ schnell aus
dem Kiristallisationsansatz entfernt werden kann: RBC-Transporter hingegen lag
solubilisiert in DM vor, das mit einer CMC von 1n8M nur langsam aus dem Ansatz
dialysiert wird. Méglicherweise fordert dieses laame Entfernen den kristallinen
Einbau der Proteinkomplexe in den Lipidmembranen.

Fur die 2D-Kristallisation von ArtMP wurden ineimreren Versuchsreihen
verschiedene Bedingungen wie beispielsweise diéePulsammensetzung, die Wahl
der Lipide und das Verhéltnis, in dem diese zumtdtn&@omplex eingesetzt wurden,
systematisch variiert. So wurden geeignete Paranggéinden, unter denen sich
zweidimensionale ArtMP-Kristalle bildeten, an der@berflache die fir kristallin
angeordnete Proteine typische gitternetzartige k&tru zu erkennen war. Ein
entscheidender Faktor fur die 2D-Kristallisatiomv&rtMP war die Wahl der Lipide,
in die der Proteinkomplex rekonstituiert wurde. Qugalitativ besten 2D-Kristalle von

ArtMP wurden erhalten, wenn zur Rekonstitution @&d3C-Transporters die Lipide
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seines Originalstammés. stearothermophilugerwendet wurden. Diese Lipide wurden
als Extrakt aus den Zellen v@h stearothermophilugewonnen (Folclet al, 1957). In
diesem Lipidextrakt ist neben den Hauptbestandtei*ddosphatidylethanolamin und
Phosphatidylglycerol ein hoher Anteil an Glukocaligiinen enthalten (Schaffet al.,
2002; Card, 1973), die sonst nur in coccoiden Qsgaen, wie z.B. der Gruppe B
Streptokokken, zu finden sind und die zum erstenl Maeinem thermophilen
Organismus nachgewiesen wurden (Schéadteal., 2002). Diesen Cardiolipinen wird
eine groRe Bedeutung bei der Stabilisierung deridmpmbran gegeniber den
Einflissen der hohen Temperaturen innerhalb des ernshumes von
G. stearothermophiluszugesprochen (Juradet al., 1991). Mdglicherweise hat die
besondere Zusammensetzung des Lipidextraktes disbildung von ArtMP-2D-
Kristallen positiv beeinflusst. Ein Lipid-zu-ProteVerhaltnis von 1:2 erwies sich fur
die 2D-Kristallisation von ArtMP als vorteilhaft.i€es niedrige Verhaltnis war auch
fur die anschlieBende NMR-Untersuchung der 2D-KHist gut geeignet. In der
Festkorper-MAS-NMR-Spektroskopie ist das Volumenr deu untersuchenden
Proteinprobe durch das Fassungsvermdgen der jgwaliwendeten NMR-Rotoren
limitiert. Ein 4 mm MAS-NMR-Rotor mit Spacern fass0 pl einer Probe, die eine
Proteinkonzentration von mindestens 3 mM aufweisetite, um innerhalb eines
vernunftigen Messzeitraums NMR-Spektren mit einartely Signal-Rausch-Verhaltnis
zu liefern. Auf den ABC-Transporter Ubertragen hadedas, dass mindestens 8 mg
ArtMP-2D-Kristalle im Rotor eingesetzt werden miss®ie Wahl eines moglichst
niedrigen Lipid-zu-Protein-Verhaltnis im KristaiBonsansatz ist wichtig, damit das

Messvolumen des Rotors nicht durch Gberflissigedmplekile eingenommen wird.

4.2.2 2D-Kristallisation von ArtMP mit oder ohne ATP-Zugabe — Ausbildung

unterschiedlicher Kristallformen

Beide Ansatze zur 2D-Kristallisation von ArtMP war in ihrer Puffer-
Grundzusammensetzung gleich. Zur Herstellung deklddtid-freien ArtMP-2D-
Kristalle enthielt der Ansatz zusatzlich 10 mM MgQGla ArtMP in der Versuchsreihe
zur systematischen Variation der Pufferbedingungenin Anwesenheit von Mg
lonen kristalline Strukturen ausgebildete. Fir Hierstellung von 2D-Kristallen, in
denen der Komplex im Nukleotid-gebundenen Zustaodiegen sollte, wurde dem
Kristallisationspuffer anstelle des MgG+ 10 mM ATP/0,1 mM EDTA hinzugefugt.
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Auf die Zugabe des Mgghwurde verzichtet, um so zusammen mit dem EDTA die
Hydrolyse des zugegebenen ATP zu verhindern. Ime@sajz zu den Ergebnissen der
vorherigen Kristallisationsversuche wurde die Aldilmg kristalliner Strukturen durch
das Fehlen des Mg&icht negativ beeinflusst.

Obwohl die Kristallisationsansatze fiur ArtMP, Nedtid-gebunden und
-ungebunden, bis auf die Variationen in der Putfsaanmensetzung und in der
Gesamtdauer der Dialyse gleich waren, wurden abutinterschiedliche 2D-Kristalle
erzeugt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmes Hemplexes im Nukleotid-
freien Zustand zeigten, dass ArtMP in den Lipidmeambn kristallin geordnet vorlag,
deutlich zu erkennen an der charakteristischeref@gtzstruktur an deren Oberflache
(siehe Abbildung 26; Haslat al, 1998; Lacapéret al, 1998). Allerdings bestand nur
ein geringer Teil der 2D-Kristalle aus einzelnerpitschichten. Der Grol3teil der
einschichtigen 2D-Kristalle des ABC-Transportergelde sich zu Membranstapeln mit
einer GroRe von mindestens 580 nm zusammen. Zwishdre einzelnen Lipidschichten
sind deutlich die hydrophilen Untereinheiten dest&nkomplexes zu erkennen, die
beidseitig aus den Membranen herausragen. Diegeredie dichte Anordnung und die
rechtwinklige Ausrichtung des ABC-Transporters i@ndeinzelnen Lipidmembranen
der multilamellaren Kristallstrukturen.

Hingegen wiesen die 2D-Kristalle des Komplexes, sich in dem Ansatz mit
ATP und ohne MgGlI ausbildeten, eine deutlich andere Gestalt auf. e ATP
entstandenen Kristalle besal3en die Form von gr&&sikeln, in die der Komplex
bidirektional und grof3flachig in kristalliner Anardng rekonstituiert wurde. Die
Gitternetzstrukturen an der Oberflache der Lipidroeanen, die aus waageechten und
senkrechten Reihen der eingebauten ArtMP-Komplestainden, waren weitrdumiger
und deutlich definierter als in den Kristallen dblukleotid-freien Préparation.
Aul3erdem bildeten diese 2D-Kristalle keine multiédiaren Stapel von Lipidschichten
aus.

Die unterschiedlichen Kristallstrukturen des AB@xisporters waren
vermutlich nicht auf die verschiedenen Kristallisaszeitraume zurtickzufiihren, da
elektronenmikroskopische Aufnahmen der Ansatze naeh Tagen Dialyse zeigten,
dass sich sowohl die Membranstapel als auch diek®&lebereits zu Beginn der
Kristallisation ausgebildet hatten. Aller Wahrsciiiehkeit nach bewirkt das
ATP/EDTA bzw. MgC}h in den Kiristallisationsansatzen die Ausbildung der
unterschiedlichen Kristallformen. Wahrend der vegagangenen Suche nach
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geeigneten Kristallisationsbedingungen war die Asembeit eines Gegenions, in diesen
Versuchen Mg'-lonen, ausschlaggebend fiir die Ausbildung von direinsionalen
ArtMP-Kristallen. Mehrere Autoren (Lacapeee al, 1998; Hasleet al, 1998) flhren
die Moglichkeit an, dass die Zugabe von Gegenionam Kristallisationspuffer die
kristalline Anordnung von Membranproteinen in denpiimembranen positiv
beeinflusst. Allerdings kamen die Autoren ebenfalls dem Schluss, dass sich die
Anwesenheit von Mi-lonen nicht verandernd auf die Form der Kristallswirkt und
dementsprechend das Zusammenlagern der 2D-Kristaitdit verhindert. Die
Ausbildung von vielschichtigen Strukturen in 2D-$tdllen von Membranproteinen
wurde ebenfalls fir die GaATPase aus dem sarkoplasmatischen Retikulum der
Muskelzellen beschrieben, die wie ABC-Transportaur zZKlasse der aktiven
Transportsysteme gehort (Lacapémt al; 1998). Ahnlich wie die ABC-
Transportkomplexe sind €aATPasen aus transmembranen und Nukleotid-bindenden
Doménen aufgebaut. Die €aATPase war das Objekt zahlreicher Untersuchungen z
2D-Kristallisation und zum Einfluss verschiedenaktéren auf Struktur und Qualitat
der erzeugten 2D-Kristalle (Stokes & Green, 1990k&s & Lacapere, 1994; Yourg
al., 1997; Stoke=et al, 2006). Sowohl in dem Artikel Gber die Ausbilduagei
verschiedener Formen von 2D-Kristallen de'&sTPase (Lacapéret al, 1998) als
auch in einem Ubersichtsartikel von Haséral. (1998) kommen die Autoren zu dem
Schluss, dass die Zusammenlagerung von 2D-Krigtallex multilamellaren
Membranstapeln auf der Interaktion der hydrophienereinheiten beruht, die aus den
einzelnen Lipidschichten herausstehen. Auch aus #PrKristallen des ABC-
Transporters ArtMP ragen die hydrophilen ArtP-Prae heraus und erzeugen
vermutlich Uber Protein-Protein-Wechselwirkungere danultilamellaren Strukturen.
Hingegen wird durch die Zugabe von ATP zum Krigtalionsansatz die Ausbildung
von multilamellaren Strukturen gehemmt, auch in Asenheit von Detergenz. Strokes
& Lacapeéreet al. (1994) und Lacapeéret al. (1998) zeigten, dass der Zusatz von ATP
bzw. ADP wahrend der zweidimensionalen Kristallzatder CA"-ATPase zu einer
Ausbildung von qualitativ besseren 2D-Kristallenhrfié als in Abwesenheit der
Nukleotide. Die mit ATP erhaltenen 2D-Kristalle tedsen aus ein- bis zweischichtigen
Lipidmembranen, in denen die Membranproteine definind geordnet rekonstituiert
vorliegen. Die Autoren vermuten, dass in der Regee Veranderung der Kristallform
und eine verbesserte Qualitdt von 2D-Kristallen koifformationsénderungen in dem

Membranproteinkomplex beruht, die durch das im tdlisationsansatz anwesende
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Nukleotid und dessen Wechselwirkungen mit den Hrete hervorgerufen werden.
Aufgrund dieser konformationellen Anderungen werdaninteraktionen zwischen den
aus den 2D-Kristallen herausragenden Untereinhéigereingebauten Proteinkomplexe
verhindert und auf diese Art die Formation von mhartellaren Kristallstrukturen
unterbunden.

Es spricht vieles daflrr, dass die Ausbildung datetschiedlichen Form und
Qualitat der zweidimensionalen ArtMP-Kristalle iHdesache aller Wahrscheinlichkeit
nach in der An- und Abwesenheit von ATP im Krissationspuffer hat. Durch die
Zugabe von ATP wurde das Zusammenlagern der eigzel@D-Kristalle zu
vielschichtigen Membranstapeln verhindert und dielui)g von ArtMP-2D-Kristallen

in Form von Vesikeln positiv beeinflusst.

4.2.3 3D-Kristallisation des isolierten ArtP

Die strukturelle Untersuchung des isolierten AB®tBins mittels Festkorper-
MAS-NMR-Spektroskopie erforderte die Herstellung hmger mg an ArtP-3D-
Kristallen, da nur mit dieser Menge auswertbare NS§{ektren erhalten werden
konnen. Fur die NMR-Spektroskopie wird eine Prdtemeentration von 2-5 mM
bendtigt. Unter Verwendung eines 4 mm NMR-Rotorseitiem Fassungsvolumen von
50 pl mussten dem entsprechend mindestens 4 mg3BrRristalle erzeugt werden.
Zu diesem Zweck wurdartP subkloniert und das Protein mit einem C-terminafes:
Tag inE. coli synthetisiert. Mit Hilfe der Metall-Affinitatschroatographie und einer
anschlielBenden Gelfiltration wurde ArtP aus demo€ugft der Zellen gereinigt. Mit der
Aufnahme eines 1D-Ldsungs-NMR-Spektrums wurde dedtuRg des isolierten
Proteins kontrolliert und bestatigt.

In Kooperation mit Dr. Y. Roske der AG HeinemamiDC, Berlin) wurden
Versuchsreihen zur Kristallisation von ArtP  durcfidget, in denen die
Zusammensetzung der Kristallisationspuffer systetiatvariiert wurde. Das ABC-
Protein kristallisierte unter einer Reihe von Bggingen, aus denen eine Kombination
fur die 3D-Kristallisation im grof3en Mal3stab ausgbit wurde. Analog zu der 2D-
Kristallisation des gesamten Komplexes wurde ArtiR ond ohne Zugabe von
ATP/EDTA kristallisiert, um das Protein in einem Reotid-gebundenen und
-ungebundenen Zustand herzustellen. Die dabei giere BD-Kristalle von ArtP waren
von ahnlicher nadel- und buschelartiger Form. DigchlieRenden NMR-Messungen an

diesen 3D-Kristallen ergaben NMR-Spektren mit eisehr guten Signalauflésung.
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Allerdings zeigten die NMR-Untersuchungen auchsddie ArtP-Kristalle nach ihrer
Uberfiihrung in den NMR-Rotor empfindlich waren geigeer Lagerungszeiten von
Uber einer Woche und Einwirkungen wéahrend der NM&#ling, wie beispielsweise

erhohte Temperaturen im Spektrometer-Inneren.

4.3 Festkorper-MAS-NMR-Messungen an ArtP und ArtMP -
im Nukleotid-gebundenen und -ungebundenen Zustand

Die bisher vorliegenden Kiristallstrukturen vollstigger ABC-Transporter
zeigen die Systeme im Ruhezustand oder als eine dvitamfnahme wahrend des
Transportzyklus. Erstrebenswert ist es hingegen, &nem einzigen ABC-
Transportsystem die verschiedenen konformationeflestande, die der Transporter
wahrend einer Substrattranslokation durchlauft,zastellen und zu untersuchen.
Anhand dieser Daten wird ein molekulares Verstémdher Kopplung von ATP-
Bindung und -Hydrolyse mit dem Substrattransporglet. Mit diesem Hintergrund
wurde der ABC-Transporter ArtMP und das ArtP-Pmoteis Probe fir Festkorper-
MAS-NMR-Untersuchungen jeweils Nukleotid-ungebunderd -gebunden hergestelit.
Diese MAS-NMR-Messungen ermdglichten einen erstamliEk in die strukturellen
Zusammenhange des ABC-Transporters ArtMP und de$erien ArtP. Von
besonderem Interesse bei den NMR-spektroskopisdbetersuchungen war es,
Erkenntnisse zur Auswirkung der ATP-Bindung auf Hienformation des gesamten
Komplexes und des separaten ArtP zu erhalten. [B£€-Aransporter ArtMP und das
separat isolierte ArtP wurden fir die Untersuchungeittels NMR-Spektroskopie
selektiv mit zwei bzw. drei*®C-, ®N-markierten Aminosduren versehen, die als

Monitore konformationelle Veranderungen in den &regn anzeigen sollten.

4.3.1 MAS-NMR-Messungen an ArtP-3D-Kristallen im Nukleotid-ungebundenen

und -gebundenen Zustand

Das Protein ArtP wurde als NMR-Probe im Nukleatmyebundenen Zustand,
ArtP-PY, und in Nukleotid-gebundener Form, ArtP-TYRergestellt und NMR-
spektroskopisch untersucht. Die Spektren von ANPdhd ArtP-TYP waren gut
aufgeldst und unterscheiden sich nur wenig vonelearDie erwarteten Signalsatze der
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markierten Aminosauren waren deutlich zu erkenterden Spektren beider NMR-
Proben waren an unterschiedlichen Positionen Sigwaizufinden, die weder Prolin,
Tyrosin noch Threonin zugeordnet werden konntees€s Auftreten von unerwarteten
Signalen beruht auf der teilweisen Verstoffwechsglaer zugegebenen, markierten
Aminosauren in den Zellen. Da in den Spektren diggmale keine der relevanten
Kreuzsignale tberlagerten, trat kein Datenverlust e

Mit Kombinationen von PDSD- und REDOR-Messungerfa@R-PY und ArtP-
TYP wurden zwei Aminosaure-Paare sequentiell zwdyesir- Tyrosin-133/Prolin-134
und Prolin-163/Threonin-164. Das zweite Paar liagler ArtP-Sequenz direkt vor der
D-Schleife, einem hoch konservierten Bereich, dar Ihteraktionen innerhalb des
NBD-Dimers verantwortlich gemacht wird (Abbildun@;2Hanekopet al, 2005). Das
Tyrosin-133/Prolin-134-Paar befindet sich in deg®nz von ArtP in der Nukleotid-
Bindestelle zwischen dem Walker A- und Walker B-Motlirekt vor der ABC-
Signatursequenz. Uber die Zuordnung des TyrosiBset8ab sich die Identifizierung
des zweiten Tyrosins Y213, das sich am C-termin&lede von ArtP befindet. In der
Sequenz liegt das Tyrosin-213 weit hinter der an A€P-Bindung beteiligten H-
Schleife. Diese identifizierten Aminosauren diereda Monitore zur Visualisierung
konformationeller Verdnderung innerhalb der Pragein

Ein bemerkenswerter Unterschied zwischen den 8pekies Nukleotid-freien
und des Nukleotid-gebundenen ArtP ist die Aufspegjteines der Tyrosinsignale zu
zwei Signalen &hnlicher Intensitat sowie das Atgtnevon Austauschsignalen nahe der
Diagonalen im Spektrum des mit ATP kristallisiertedrtP-TYP. Das nicht
aufgespaltene Tyrosinsignal wurde Tyrosin-133 zudyget, das in dem ArtP-PY-
Spektrum ohne ATP durch sequentielle Kontakte testi worden war. Dass die
beiden anderen Signale zu einer Aminosaure, zusina213, gehdren, wurde durch die
Austauschsignale an der Diagonalen bestatigt. Beidie Signalaufspaltung und das
Auftreten von Austauschsignalen zeigt an, dass dias ArtP-Protein in den 3D-
Kristallen der NMR-Probe gleichzeitig in zwei vengdenen Zustanden befand oder
zwischen beiden wechselte, wobei deren Verhédltosinander in etwa gleichmalig
verteilt war. Zudem sind die zugeordneten Signade #rolin-134, Tyrosin-133 und
Tyrosin-213 in dem ArtP-TYP Spektrum im Vergleich den Signalen im ArtP-PY-
Spektrum deutlich verschoben. Die veranderten $&gmaden Spektren von ArtP-PY
und ArtP-TYP, hier besonders das Aufspalten de®digr213-Signals, wurde durch
die ATP-Zugabe wahrend der 3D-Kristallisation vomtFATYP hervorgerufen. Das
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Signal des Tyrosin-133, das direkt in der ATP-Bstdde zwischen dem Walker A-
und Walker B-Motiv lokalisiert ist, wurde durch diMukleotid-Bindung im Vergleich
zu Tyrosin-213 lediglich gering beeinflusst (chechis Verschiebung €= -0,2 ppm
und @B = -0,2 ppm). Auf den Tyrosin-213-Rest hingegem, sleh in der Sequenz von
ArtP weit entfernt von der Nukleotid-Bindestellefindet, zeigte ATP und dessen
madgliche Bindung eine starke Wirkung (chemischesekiebung Y213 &€ = 0,2 ppm
und B =0,4 ppm; Y'213 G =-2,1 ppm und §= 0,5 ppm). In der Kristallstruktur von
ArtP (Proteindatenbank Zugangscode 20LJ) befindet 3yrosin-213 sowohl in
raumlicher Nahe zur Nukleotid-Bindestelle als aanohder Oberflache des Proteins und
ragt in einen Hohlraum innerhalb des ArtP-Kristatbhundes. Moéglicherweise ist das
Tyrosin-213 aufgrund seiner Position in der Strukion ArtP an Wechselwirkungen zu
einem zweiten Nukleotid eines benachbarten Proieiniristallverbund beteiligt oder
wird durch diese beeinflusst. Eine andere Moglighk& eine zweite niederaffine
Bindestelle an der Oberflache des Proteins, diesatr®pischen Grinden aufgrund des
Auftretens eines Hohlraumes zwischen verschied&fwakilen des Kristallverbandes,
eine hdhere Bindung zeigt.

Die Fragen, ob in ArtP nun ATP, ADP oder beidebuyelen war, und ob die
ATP-Bindung in einer Dimerisierung der monomerenPAProteine resultierte, bleiben
im Rahmen dieser Arbeit offen. In nachfolgendend&tiu wird mit der Herstellung von
verschiedenen konformationellen Zustanden von Afdetgefahren (Dipl.-Biol.
B. Kunert). So wurde bereits durch die Kristallisatvon ArtP-TYP unter Zugabe von
AMP-PCP, einem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogikuein ATP-gebundener
Zustand des Proteins erzeugt und mittels MAS-NMRrsicht. In den Spektren dieser
NMR-Messungen war das Signal des Tyrosin-213 wad&gespalten noch fanden sich
Austauschsignale. Hingegen war das Tyrosinsignad3Yals Folge der AMP-PCP-
Bindung verschoben. Dieses Ergebnis deutet daraudass es sich bei dem Nukleotid,
das im ArtP-TYP dieser Arbeit gebunden war, moghieteise eher um ADP als um
ATP handelt.

4.3.2 MAS-NMR-Messungen an 2D-Kristallen des ABC-Transpoters ArtMP -

im Nukleotid-freien und -gebundenen Zustand

Analog zu ArtP wurde der ABC-Transporter selektiit 1C-, *>N-Prolin,
-Tyrosin und -Threonin markiert und im Nukleotieten sowie -gebundenen Zustand
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zweidimensional kristallisiert. Dabei entstandea Broben ArtMP-PY, ohne ATP, und
ArtMP-TYP, mit ATP. Die Signale in den NMR-Spektrerdie von den

Proteinkomplexen aufgenommen wurden, waren gutekigt Bei dem Vergleich der
NMR-Spektren féllt jedoch auf, dass in den ArtMPH-$pektren die Signalauflosung
deutlich héher war als in den ArtMP-PY-Spektrene Dinterschiedliche Qualitat der
Spektren wird weitgehend auf die unterschiedlichguk®ur der 2D-Kristalle

zurtckgefuhrt. In den 2D-Kristallen von ArtMP-PYiedohne zugegebenes Nukleotid
erzeugt wurden, lagerten sich die Lipidschichtenhnder Rekonstitution des ABC-
Transporters zu grof3en lamellaren Strukturen zusamrmas Zusammenlagern der
ArtMP-PY-2D-Kristalle zu grof3flachigen Membransthpest ein moglicher Grund fir

die schlechtere spektrale Auflésung. Von vesikigart 2D-Kristallen hingegen, die
von ArtMP-TYP unter Zugabe von ATP erzeugt und ire dler Transporter

grol3flachiger kristallin eingebaut wurde, wurden RMpektren besserer Qualitat
erhalten. Die Form der 2D-Kristalle und das Flachmsmald der kristallinen Anordnung
der Komplexe in den Lipidschichten, scheint eingekden Einfluss auf Qualitat und

Signalauflésung der NMR-Spektren zu haben.

4.3.3 Kombination der PDSD-NMR-Spektren von ArtMP und Art P

In den ArtMP-Spektren waren durch den Vergleich aein Spektren des ArtP-
Proteins die Signale von Y133 und Y213 leicht zentifizieren. Die Zuordnung des
Tyrosin-133 wurde mittels einer Kombination desMP:-TYP-Spektrums mit dem von
ArtP-TYP abgesichert. Die restlichen Tyrosinsignal® ArtMP-TYP-Spektrum
wurden, nach dem Ausschluss der beiden Signale Y&®B Y213 von ArtP, den
Membranprotein-Untereinheiten des Komplexes zugexrdDurch die Kombination
der ArtMP- mit den ArtP-Spektren und dem Ausschiums Signalen wurde eine MAS-
NMR-spektroskopische Untersuchung beider Unterdéi@hedes ABC-Transporters
ArtMP erleichtert.

Bei einer vergleichenden Betrachtung der SpekienArtMP-TYP und ArtP-
TYP fallen deutliche Unterschiede besonders im iBRreder identifizierten
Tyrosinsignale Y213 und Y133 auf, obwohl beide NFRyben in Gegenwart von ATP
kristallisiert wurden und im Nukleotid-gebundeneasand vorlagen. In dem ArtMP-
TYP Spektrum ist das Signal des Tyrosin-213 niakfgespalten und es finden sich
keine Austauschsignale an der Diagonalen. Hingegtedas Signal des Tyrosin-133

verschoben. Fir die unterschiedliche Verschiebuag Tdrosinsignale in den ArtP-
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TYP- und ArtMP-TYP-Spektren sind mehrere Erklarumgadglich. So kann das
Fehlen der Signal-Aufspaltung und der Austausclaegrauf die unterschiedliche
Kristallform, in der der Komplex und das ArtP-Piatavdhrend der NMR-Messung
vorlagen, zuriickzufuhren sein. Das isolierte Aidtlin den 3D-Kristallen in einem
reinen Protein-Kristallverbund vor, indem sich méigérweise ein Hohlraum ausbildet,
wie es fur die Umgebung des Tyrosin-213 beobacwatde. Der Proteinkomplex
hingegen liegt als 2D-Kristall in Lipidmembranen ryvoin denen die ABC-
Untereinheiten nicht dreidimensional gepackt sindd uanderen entropischen
Bedingungen ausgesetzt sind als im dreidimension&estallverbund. AulRerdem
unterliegen die ABC-Protein-Untereinheiten zusab®#n Einflissen wie beispielsweise
die Wechselwirkungen zu den Membranproteinen Artdd Homplexes. Damit ist ein
weiterer moglicher Grund fur die unterschiedlichédl13- und Y133-Signale in den
ArtMP-TYP- und ArtP-TYP-Spektren, dass das ABC-Brotals separat isoliertes ArtP
in den 3D-Kristallen eine andere Konformation ausvals die, die im Komplex mit
den Membranproteinen vorliegt. Da im Rahmen didéglR-Messungen nicht mehr
geklart werden konnte, welches Nukleotid die Artet€ine, separat und im
Proteinkomplex, gebunden hatten, koénnten die bdabsan Unterschiede in den
ArtMP-TYP- und ArtP-TYP-Spektren moglicherweise auauf die verschiedene Art
des gebundenen Nukleotids zurtickzufihren sein, digrund einer partiellen

Hydrolyse sowohl ATP als auch ADP vorliegen kénnen.

4.3.4 Zusammenfassung der NMR-Messungen an ArtP und ArtMP

Mit Hilfe der aufgenommenen Spektren von ArtP-PYd UArtP-TYP wurden
zwei Aminosaure-Paare und zwei Tyrosinreste sedlerugeordnet. Anhand der
NMR-Messungen wurde festgestellt, dass ArtP in 8lerKristallen, erzeugt mit ATP,
gleichzeitig in zwei verschiedenen Zustanden vorRagrch die ATP-Bindung oder
diesbeztigliche Wechselwirkungen wurde nicht dasodigr133 in der Nukleotid-
Bindestelle beeinflusst, sondern der TyrosinresAitP, der sequentiell weit entfernt
von der Nukleotid-Bindestelle lokalisiert ist. Amfth der Kristallstruktur des ArtP-
Proteins wurde eine raumliche Nahe des TyrosinZtATP-Bindestelle festgestellt.

Die NMR-Spektren des ArtMP-Komplexes verdeutlichéenen Zusammenhang
zwischen der Qualitat der 2D-Kristalle und der $@d&n Auflosung. Durch die
Kombination der ArtMP-Spektren mit denen des ArtBtéins wurde eine Zuordnung
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der Tyrosinsignale zu den Membranprotein-Unteratehedes Transportkomplexes
maoglich.

4.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen an ArtJ

Das Substrat-Bindeprotein  ArtJ des ABC-TransperteArtMP  aus
G. stearothermophilusvurde im geldsten Zustand NMR-spektroskopisch rsotht.
Losungs-NMR-Spektroskopie  kann  genutzt werden, unonfdemationelle
Veranderungen als Folge von dynamischen Prozessen Riotein-Protein- oder
Protein-Ligand-Wechselwirkungen zu studieren. DieRahmen dieser Arbeit an dem
1>N-markierten Substrat-Bindeprotein durchgefiihrteRNMessungen dienten dazu,
die konformationellen Auswirkungen einer Substradibing und der Interaktion
zwischen ArtJ und den Membranproteinen des ABCdparters zu untersuchen und
zu veranschaulichen.

Die Resonanzsignale in den vdfiN-markierten ArtJ aufgenommenen 2B-
15N-HSQC-Spektren waren gut aufgeldst. Im Rahmenr éiMR-Messreihe wurde zu
der ArtJ-Probe nacheinander das Substrat Argiren ABC-Transportkomplex ArtMP
und ATP/MgC} zugegeben und jeweils ein HSQC-Spektrum aufgenomridber
einen Vergleich der Anderung der chemischen Veedthig in den erhaltenen Spektren
wurde der Einfluss der zugegebenen Substanzen nateif®e auf die Konformation des
Bindeproteins untersucht. Eine Verschiebung dern&e& im Spektrum zeigte
strukturelle Veranderungen innerhalb von Art) aw, durch Substrat-Protein- oder
Protein-Protein-Wechselwirkungen hervorgerufen ward

De- und Renaturierungsexperimente an ArtJ in Koraioon mit Losungs-NMR-
Spektroskopie ergaben, dass das Bindeprotein amitSubstrat-beladenen Zustand
prapariert wurde. Mdglicherweise wird durch die Kmexierung des Substrats die
Stabilitat des Proteins erhéht. Da das ArtJ, dasliéi NMR-Messreihe genutzt wurde,
also bereits Substrat-beladen war, blieb eine zliglé¢ Arginin-Zugabe ohne
Auswirkungen auf die Konformation des Proteins.

Nach der Zugabe des in Detergenz geltsten ABCspaters ArtMP zu dem
Substrat-beladenen Bindeprotein war eine deutlidieahme der Signalintensitaten im
Spektrum festzustellen. Diese Veranderung der $&&gkann verschiedene Grinde
haben. Zum einen kénnen durch den Zusatz des KaeglBedingungen wie der pH-

Wert oder die Temperatur in der NMR-Probe veranderden sein, woraufhin sich die
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Intensitat der Signale &nderte. Zum anderen kdndienSignalanderungen auch auf
Wechselwirkungen zwischen dem Substrat-Bindeprotama dem Proteinkomplex
zurtckzufihren sein. Ein Teil der ArtJ-Proteine tedaiert dabei die Membranproteine
des ABC-Transporters, ein Teil bleibt frei geld8wischen der gebundenen und der
freien Form findet ein Austausch statt, der aufeeschwache Assoziation hinweist.
Dieser Austausch fuhrt zu einer Verbreiterung deren und somit zu einer Abnahme
der Signalintensitaten im 2D-NMR-Spektrum. Der ¢ddh schwache Kontakt
zwischen Bindeprotein und den Membranproteinen de€smplexes beruht
maoglicherweise darauf, dass sich der ABC-Transpastne ATP im Ruhezustand
befindet und nicht bereit fur den SubstrattranssirtMit Hilfe dieser NMR-Messung
ware es somit mdoglich, die kurzen Wechselwirkungamischen dem Substrat-
beladenen Bindeprotein ArtJ und den Membranprdikitereinheiten des ABC-
Transporters ArtMP anhand von SignalveranderungeNMR-Spektrum zu verfolgen.
In der letzten NMR-Messung wurde der Transporterd udamit der

Translokationsvorgang durch die Zugabe von ATP/Mg@hergetisiert und die
Auswirkungen auf die Konformation von ArtJ analysi®ie Zugabe von ATP/MgGl
zu dem Substrat-beladenen Bindeprotein und dem AB@sporter im Ruhezustand
bewirkte deutliche Signalverschiebungen im HSQCk8pen. Diese wurden
vermutlich durch die ATP-Bindung und -Hydrolyse dan NBDs des Komplexes
hervorgerufen. Zwischen den Untereinheiten des spamers und dem Substrat-
Bindeprotein fand sehr wahrscheinlich eine Signatiiagung statt. Dabei wurde das
Ereignis der  Nukleotid-Bindung an den NBDs uber sehredene
Konformationsanderungen innerhalb des KomplexegaarBindeprotein weitergeleitet.
Anhand der Kristallstruktur des Maltose-Transpartanit gebundenem Maltose-
Bindeprotein (MBP) (Abbildung 8; Oldharet al., 2007) kann der Ablauf dieser
Signaliibertragung und die im NMR-Spektrum von Artbeobachteten
konformationellen Veranderungen veranschaulicht eridart werden. Die Struktur
zeigt das ABC-Transportsystem MBP-MalF&Kn einem Intermedidrzustand des
Translokationsvorgangs. Die NBDs haben ATP gebunohehbilden ein geschlossenes
Dimer. Diese Dimerisierung fuhrt zu Konformationdérungen in den TMDs, wodurch
deren Bindestellen fur das Substrat zuganglich ererBas Bindeprotein kontaktiert die
Membranprotein-Untereinheiten des  Transportkompexe resultierend in
Konformationsanderungen im Protein, die zu einenfn&f der Domanen des

Bindeproteins und damit zur Entlassung des Substidirt. Demzufolge spiegeln die
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Signalverschiebungen im HSQC-Spektrum vdArtJ, die nach der Zugabe von ATP
zu dem ArtMP/Arginin/Artd auftraten, moglicherweidee Konformationsanderungen
des Bindeproteins wider, die durch den Kontakt a¢eeih TMDs des ABC-Transporters
nach ATP-Zugabe hervorgerufen wurden.

Die NMR-spektroskopischen Messungen am BindeprdieiJ ermoglichten die
Untersuchung und Visualisierung von Wechselwirkumgesischen dem Bindeprotein
und den Membranproteinen von ArtMP sowie der Sigimaltragung zwischen den
Untereinheiten des ABC-Transportsystems. Mit eisequentiellen Zuordnung der
einzelnen Aminosauren konnen zukinftig Reste untceiBee im Protein bestimmt

werden, die an diesen Wechselwirkungen beteiingt. s




Zusammenfassung 106

Zusammenfassung

ATP-binding assette(ABC)-Transporter sind ubiquitare Membranproteidie,
die Hydrolyse von ATP mit der Translokation versclgnster Substrate Uber
biologische Membranen koppeln. Sie sind an ein@2hl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Ein ‘editis des komplexen
Translokationsvorgangs setzt Kenntnisse zur Funkimd Struktur dieser ABC-
Transportsysteme voraus. In der vorliegenden DOesen wurden erste strukturelle
Untersuchungen mit der NMR-Spektroskopie an dem AB&hsportsystem ArtMP-J
ausG. stearothermophilumit dem Ziel durchgefiihrt, die Grundlage fir wdiiarende
NMR-Strukturstudien zu schaffen, welche langfristigy Aufklarung der molekularen
Mechanismen dieser Transporter beitragen sollen.

Das prokaryotische ABC-Transportsystem ArtMP-Jvistantwortlich fir den
Import von basischen Aminoséauren in die Zelle. sere Transporter wurde als
Modellsystem fur die NMR-spektroskopischen Untehsungen ausgewahlt, da er einen
symmetrischen Komplex aus je zwei homodimeren Trnamsbran-Domanen ArtM und
Nukleotid-Bindedomanen ArtP bildet. Zu dem Transgpgstem gehort das
extrazellulare Substrat-Bindeprotein ArtJ.

Der ABC-Transporter ArtMP und das isolierte ArtRein aus
G. stearothermophilusvurden mittels Festkorper-MAS-NMR  strukturell ursiecht.
ArtMP und ArtP wurden fur diese ersten strukturelfgtudien jeweils im Nukleotid-
gebundenen und -freien Zustand hergestellt. Fur NigIR-spektroskopischen
Untersuchungen wurden in den Proteinen selektilirRrdyrosin und Threonin mit
3c-, >™N-markiert. Daraus ergaben sich sequentielle Paar&ierter Aminosauren, die
zugeordnet werden konnten und als Monitore innbérltr Proteine dienten. Diese
Monitore ermdglichten einen Einblick in die Konfaatronséanderungen, die durch die
Nukleotid-Bindung in ArtMP und ArtP hervorgerufererden.

Als Vorbereitung fir die NMR-Messungen wurde digagaration und
Rekonstitution von ArtMP an die Anforderungen destkdrper-MAS-NMR angepasst
und optimiert. Fur die NMR-spektroskopischen Stodidbefand sich der
Transportkomplex in seiner naturlichen Lipidumgedpumdem ArtMP in extrahierte
Lipide vonG. stearothermophilusekonstituiert wurde. Dabei sollte der Proteinkdexp
fur die Strukturuntersuchungen mit der Festkorp&SYNMR in den Lipidmembranen

dicht und kristallin angeordnet vorliegen. Der \é&ilrtder Verwendung von 2D-
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Kristallen liegt in der hohen Proteinkonzentratioie so in der NMR-Probe erreicht
wird und dem daraus resultierenden guten Signab&taWerhdaltnis im Spektrum.
Durch eine systematische Variation verschiedenast&lisationsparameter wurden
geeignete Bedingungen zur Ausbildung von ArtMP-2idstallen mit und ohne ATP-

Zugabe gefunden. Die zweidimensionale Kristallmatdes Komplexes mit und ohne
Nukleotid im Ansatz ergab zwei unterschiedlicherh®en von ArtMP-2D-Kristallen. In

Abwesenheit von ATP lagerten sich die Lipidschiohter denen ArtMP eingebaut
vorlag, zu vielschichtigen Membranstapeln zusammeohingegen sich mit ATP

Lipidvesikel mit grof3en kristallinen Bereichen hildeten. Beide 2D-Kristallformen

zeigten gut aufgeldste Spektren.

Parallel zu den Untersuchungen am ArtMP-Komplexdswlas |6sliche ABC-
Protein ArtP separat prapariert und erfolgreichidiingensional kristallisiert. Die
anschlieend aufgenommenen NMR-Spektren der 3DeakeEs wiesen eine gute
Signalauflésung auf und zeigten den Erfolg der kiiglen °C-, °N-Markierung
ausgewahlter Aminosauren des Proteins. Durch eim@bfhation demproton-driven-
spin-diffusion (PDSD)-Spektren mitrotational-echo-double-resonancéREDOR)-
Experimenten an ArtP wurden zwei Aminosaure-Paageentiell zugeordnet: Tyrosin-
133/Prolin-134 und Prolin-134/Threonin-164 und zrziséh dazu das Tyrosin-213.
Uber den Vergleich der ArtMP- mit den ArtP-Spektrerurden die erhaltenen
Zuordnungen ubertragen und die Signale, die zuTddDs gehoren, identifiziert. In
den Spektren von ArtP im Nukleotid-gebundenen ZAubtavar aufl3erdem eine
Aufspaltung des Signals von Tyrosin-213 sowie Austasignale nahe der Diagonalen
zu beobachten.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten erstiR-spektroskopischen
Untersuchungen an dem ABC-Transportsystem ArtMMd seinen Komponenten
schloss strukturelle Studien am zugehorigen SubBtraleprotein ArtJ ein. Mit Hilfe
der Losungs-NMR-Spektroskopie wurden Wechselwirlemgles Proteins mit den
Membranuntereinheiten des Komplexes und seinemt@&tibsntersucht. Die NMR-
spektroskopischen Messungen an ArtJ erméglicht&eralem, die Signalibertragung
zwischen den Untereinheiten bzw. Komponenten desC-ABansportsystems zu
betrachten. Hierzu wurden die Anderungen d&d- und *°N-chemischen
Verschiebungen des I6slichen Bindeproteins beobgchdie durch die Zugabe
verschiedener Komponenten des Transportkomplexasorgerufen wurden. In

Abwesenheit von ATP ist lediglich eine schwacheraktion von ArtJ zu den TMDs
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des Komplexes festzustellen. Die Zugabe von ATRIem Transportsystem ArtMP-J
mit Substrat resultierte in deutlichen Verschielsémglerungen im Bindeprotein, die im
NMR-Spektrum zu beobachten waren. Das verdeutlidle Wechselwirkungen
zwischen den Untereinheiten des ABC-Transportet8IRrund dem Bindeprotein ArtJ.
Zukunftig sollte es Uber eine sequentielle Zuordnuter einzelnen Aminoséauren
maoglich sein, die an den Interaktionen beteiligiReste und Bereiche im Protein zu
bestimmen.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation bestandndagin Modellsystem der
ABC-Transporter-Familie fur die NMR-Spektroskopiel ztablieren, um so die
Grundlage fir weiterfihrende strukturelle Studienszhaffen und zur Aufklarung des

komplexen Translokationsvorgangs dieser Systenmitvagen.
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Summary

ATP-hbinding @assette (ABC) transporters are ubiquitous membpaoteins that
couple the energy of ATP hydrolysis to the tranatmn of diverse substrates across
biological membranes. They are involved in manysabiggical and pathophysiological
processes. The understanding of the complex treatsbm mechanism requires the
knowledge of both the function and the structurehef ABC-transport systems. This
thesis describes first structural studies by NMBcgmscopy of the ABC-import system
ArtMP-J from the thermophilic organisn®. stearothermophilusn order to gain
structural insights into the molecular mechanismdiateractions of ABC transporters.

The prokaryotic ABC transport system ArtMP-J fr@n stearothermophiluss
involved in the import of basic amino acids. Thengyetric complex ArtMP consists of
two homodimeric transmembrane domains ArtM and twaonodimeric nucleotide
binding domains ArtP. The symmetry and the smak snake this transporter an ideal
model system for structural analyses by NMR-spectypy. Additionally the transport
system contains the periplasmic binding protein) Anthich is responsible for substrate
specificity.

ArtMP and isolated ArtP frors. stearothermophilusiere structurally analysed
by solid-state magic-angle-spinning (MAS) NMR. lecent years solid-state MAS
NMR-spectroscopy has emerged as a method for stelctudies of large proteins and
membrane proteins. Solid-state NMR experiments amhbrane proteins require
reconstitution of purified and isotopically labelleroteins in a membrane environment
at high density or three-dimensional crystals dilsie proteins. For these structural
NMR-studies both ArtMP and ArtP were prepared inleatide-bound or unbound state
and selectively isotopicalt’C-, *°*N-labelled with the amino acids proline, tyrosine and
threonine. Therefore a few sequential pairs of lladeamino acids occurred, which
were used to monitor structural changes in thesmstand could be assigned.

Therefore, initially, conditions for the prepacati of ArtMP and ArtP were
determined and optimized. In order to charactettizeprotein complex in more detail,
the ATPase-activity and the stability under sevezgperimental conditions were
studied. ArtMP was reconstituted in its native eawment using lipids extracted from
the host strainG. stearothermophilusA two-dimensional (2D) crystallization screen
was performed. The 2D crystallization with and with ATP resulted in two different

shapes of ArtMP 2D crystals when studied by electrocroscopy: in the absence of
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the nucleotide large multilayered structures wememed whereas with ATP the 2D
crystals had the shape of vesicles with large regyuf lattice-like patches. The solid-
state  NMR-measurements of these ArtMP-crystals rgée@ spectra with good
resolution whereas best spectra were obtainedéntcleotide-bound ArtMP.

Additionally, the isolated ArtP domain was prephignd three-dimensionally
(3D) crystallized for solid-state MAS NMR-experinienThe recorded NMR spectra of
the ArtP 3D crystals were of high quality with go@s$olution. Taking advantage of the
reduced number of labelled residues two pairs ofnamacids were sequence-
specifically assigned: Y133/P13hd P163/T164. Furthermore Y213 could also be
assigned. In the spectra of ArtP in the nucleotidend state an interesting chemical
shift change was observed for tha-C[( signal of Y213: the presence of ATP, which
was not hydrolyzed during crystallization, leadcteemical shift changes, the doubling
of signals and the occurrence of exchange peake atiagonal.

Structural studies were also performed on the teaflesbinding protein, ArtJ,
using solution-state NMR. The aim of these NMR measents was to gain insight
into the dynamics and interactions of ArtJ with ttransported substrate and the
membrane domain of the ABC transporter. The NMRcspen recorded without ATP
showed the substrate binding protein to be in wasasociation with the transmembrane
domains of the transporter. However, the additibATP induced large conformational
changes in the binding protein, as indicated byitant chemical shift changes. This
is thought to be the result of interactions betwé#em components of the transport
system. In the future a sequential assignmenteoptbtein enables the determination of
amino acids and regions in the protein, which ar®lved in the protein-protein or
protein-ligand contacts.

The aim of this thesis was to establish a modsiesy of the ABC-transporter-
family for NMR-investigations. The results of thimrk enable further structural studies
of ABC transporters by NMR to get insights into tm®lecular mechanism and the
complex transport cycle.
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Abkurzungsverzeichnis

ABC ATP-binding cassette

Acc. no Zugangscod@ccession number)

ADP Adenosindiphosphat

AHT Anhydrotetracyclin

Amp' Ampicillin-Resistenz

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumirbévine serum albumjn
CMC kritische Mizellen Konzentratioftritical micelle concentration
CTFR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
ddH,O aqua bidest

DDM n-Dodecyl$-D-Maltosid

DM n-Decyl-3-D-Maltosid

DMPC Dimystristoyl Phosphatidylcholin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxy-Ribonukleinsaure

DOPC Dioleoyl Phosphatidylcholin

DTM n-decyl$-thio-maltopyranoside

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

IMAC Metall-Affinitdtschromatographielfnmobilized Metal Affinity Chromatography
IPTG Isopropyl-Thiogalactosid

Kan' Kanamycin-Resistenz

kb kilo Basen DNA

kDa kilo Dalton

LDAO lauryl-N,N-dimethylamin oxid

LPR Lipid-protein-ratio

LSP low speed pellet

MAS Rotation im “magischen” Winkdmagic-angle spinning
MBP Maltose-Bindeprotein

NBD Nukleotid-Bindede Doméane

NG n-Nonyl-3-D-glukosid

oD Optische Dichte

0G n-Octyl-B-D-Glucopyranosid

OoTG Octyl,D-thioglucopyranosid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Ketten-Reaktiqggolymerase chain reactidn
PDSD proton-driven-spin-diffusion

PEP Phosphoenylpyruvat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

REDOR Rotational Echo Double Resonance

RNase Ribonuclease

rpm rounds per minute

SBP Substrat-Bindeprotein

SDS Natriumdodecylsulfat

PAGE Polyacrylamid Elektrophorese

SLS Natriumlaurylsarkosirsdium lauryl sarcosirje
TE Tris-EDTA

TEM Transmissions Elektronen Mikroskopie
Temed Tetramethylethyldiamin

Tef Tetracyclin-Resistenz

TMD Transmembran Doméane

Tris Tris(-hydroxymethyl-)aminomethan

UDM n-Undecyl$-D-maltopyranosid
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