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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befal3t sich mit den Rontgenkristallduren der C2B-Doméne von
Rabphilin-3A und der PP2C-ahnlichen Phosphatase tPphArtvenmosynechococcus elon-
gatus BP-1Im ersten Teil der Arbeit wird die Struktur der C2B-DomanefTyvon Rabphilin-
3A besprochen. Die C2-Domaénen sind intrazellulare, ca. 18haAséauren umfassende Pro-
teinmodule, welche als charakteristisches Strukturmatlam vierstrangiges, antiparalleles
B-Sandwichaufweisen und zumeist eine hohe Kalziumionen-Affinitageai

C2-Domaénen sind sowohl an der Exocytose, als auch an der Baqudi der Neurotrans-
mitterfreisetzung im synaptischen Vesikelzyklus begeilals Beispiel fur die Beteiligung
an der Exocytose lassen sich die C2-Doméanen des Synaptos@miihren, welche nach
dem Einstromen von Kalziumionen in die synaptische Nemdigeing durch Wechselwir-
kungen mit den Phospholipiden der Plasmamembran die Ereisg der Neurotransmitter
durch Offnung der Pore forcieren. Die Regulierung der Nearsmitterfreisetzung hingegen
wird unter anderem von den Rab-Proteinen tibernommen, wekiltkesem Vorgang als mo-
lekulare Schalter dienen. In ihrer aktiven, GTP-gebunddf@m kdnnen sie mit Effektoren
interagieren, wahrend die inaktive, GDP-gebundene Foerzhinicht in der Lage ist. Ein
Effektor der Rab3A und Rab27A-Proteine ist die Rab-Bindungsdwes Rabphilins-3A.
Das Rabphilin-3A besitzt aul3er der Rab-Bindungsdoméane noehvzeitere Domanen, die
C2A- und C2B-Doméanen. Deren Aufgaben sind jedoch noch unldan khock-outMausen
keine sichtbare physiologische Beeintrachtigung beoleaaldrden konnte.

In dieser Arbeit wurde die Struktur der C2B-Domane, die aucteriTeil derlinker-
Region zwischen der C2A- und der C2B-Doméne des Rabphilin-3Aatmit Hilfe der
Rontgenstrukturanalyse untersucht. Fur die Strukturlgsmarde ein MAD-Datensatz von
Se-Methionin-Kristallen, sowie Datensatze von nativerstétlen aufgenommen, die teilwei-
se mit, teilweise ohne Kalziumionen kristallisiert wurd&ie C2B-Struktur konnte in zwei
verschiedenen Raumgruppen {P2 und P2) bestimmt werden. Dabei zeigten sich tber-
raschende Einblicke in die Kalziumionenbindung: Aufgrusel geordneten N-terminalen
Region oberhalb der Kalziumbindungsstelle, ausgehend gohnéker-Region, liegt fur die
Kalziumionen eine nahezu optimale Koordinationsspharees erklart, warum die C2B-
Doméne von Rabphilin-3A im Vergleich zu anderen C2-Domanea der starksten Affini-
taten zu Kalziumionen aufweist (5 -t/M).



Der zweite Teil der Arbeit befal3t sich mit der Struktur del2BRahnlichen Phosphatase
tPphA aus dem Cyanobakteriufimermosynechococcus elongatus BR>fanobakterien be-
sitzen als photosynthetische Organismen die Fahigkegjriar Photosynthesereaktion aus
Kohlendioxid mit Hilfe von Wasser als Elektronendonor arigahe Biomolekile und Sau-
erstoff zu produzieren. Darlber hinaus sind sie dazu in dgel.sowohl Nitrat, Nitrit oder
Ammonium als Stickstoffquelle zu nutzen (Stickstoff-Asgation), als auch aus molekula-
rem Stickstoff () biologisch verwendbare Stickstoffverbindungen aufudma(Stickstoff-
Fixierung). Sowohl Stickstoff-Assimilation als auch &stoff-Fixierung fuhren zur Bildung
von Ammonium, welches als zentrales Ausgangsprodukt fir@8/GOGAT-Zyklus dient.
In dessen erstem Schritt wird Ammonium durch die GlutaminiBetase (GS) unter ATP-
Hydrolyse auf Glutaminsaure tbertragen und dabei Glutagelildet. Im zweiten Schritt
erfolgt die Umsetzung von Glutamin mit-Ketoglutarat zu zwei Molekilen Glutaminsau-
re durch die Glutamat-2-Oxoglutarat-Amidotransferas®@AT). Dieser Zyklus wird tber
die Regulierung der Glutamin-Synthetase kontrolliert,cel von den PlI-Proteinen tber-
nommen wird. Die PlI-Proteine werden dabei je nach KohlghStickstoffbilanz der Zelle
entweder phosphoryliert oder dephosphoryliert, um in diévitat der Glutamin-Synthetase
einzugreifen. Die Dephosphorylierung tGbernimmt eine PBB@liche Phosphatase (PII-
Phosphatase). Die erste PlI-Phosphatase, deren Funktigiohtlich des PlI-Proteins genau
untersucht wurde, war die Protein-Phosphatase A (PphAdli®dPphA eine im Vergleich zur
PphA sehr ahnliche Sequenz besitzt und mit Hilfe wenitro-Tests die Dephosphorylierung
des PII-Proteins durch tPphA bestatigt wurde, lag die Véamg nahe, dal3 sich die Funk-
tionen der tPphA und der PphA &hneln. Die Aufgabe dieser ivioar es, die Struktur der
tPphA mit anderen PP2C-Phosphatasen zu vergleichen - hi@fén sich die menschliche
Phosphatase PP2C und die bakterielle Phosphatase PstRdatartuber hinaus Ruckschliisse
auf den katalytischen Mechanismus zu ziehen.

Fur die Strukturldsung der tPphA wurde, wie im Fall der C2B-Bow, ein MAD-
Experiment durchgefiihrt. Desweiteren wurden native Klist die sowohl mit als auch ohne
Metallionen kristallisiert worden waren, gemessen. Digh#®-Struktur konnte in den beiden
Raumgruppen C222und P42:2 bestimmt werden. Ein Vergleich der tPphA-Struktur mit
der menschlichen Phosphatase PP2C und der bakteriellesplfitase PstP zeigt, dal? die
tPphA-Struktur groRere Ahnlichkeit mit der bakteriellehoBphatase PstP aufweist: Beide
bakterielle Phosphatasen besitzen drei statt zwei Met&h (wie im Fall der menschlichen
Phosphatase PP2C) im aktiven Zentrum. Gemeinsam ist hingdlga drei Phosphatasen das
zweifach koordinierte Hydroxid-lon, das in der menschdicliPhosphatase PP2C als Nucleo-
phil das phosphorylierte Substrat angreift. Es ist dahectthus denkbar, daf? bei beiden bak-
teriellen Phosphatasen ein ahnlicher katalytischer Mashaus wie bei der menschlichen
Phosphatase PP2C vorliegt.



1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird sowohl die Struktur der Rabipi8A C2B-Domane als auch
der thermophilen PP2C-ahnlichen Phosphatase tPphA uokérsu

1.1 C2B-Domaéane von Rabphilin-3A

1.1.1 Synaptischer Vesikelzyklus

In der prasynaptischen Nervenendigung unterliegen diapigsthen Vesikel einem vielstu-
figen Zyklus (s. Abbl.1, S.4). Die mit Neurotransmittern gefillten Vesikel gelangertia
aktive Zone der prasynaptischen Nervenendigung und daokdre Plasmamembran an. Dort
verschmelzen sie mit der Membran als Antwort auf defi'€aufluR, der das Aktionspotenti-
al darstellt. Wahrend dieses Schrittes im synaptischerk®zsgiklus - Exocytose - werden die
Neurotransmitter in den synaptischen Spalt freigesetascAlie3end beginnt die Endocyto-
se, wobei das Recycling der leeren Vesikel auf unterscloieetti Wegen erfolgen kann. Zum
einen konnen die leeren Vesikel nach dem Prinzip dé&ss;and-rufrMechanismus wieder
mit Neurotransmittern gefullt werden, d.h. nach AufbauesifProtonengradienten kdnnen
Neurotransmitter in die Vesikel aufgenommen werden. Zugeen kann nach der Neuro-
transmitterfreisetzung das endosomale Recycling stagtiindobei die leeren Vesikel direkt
oder Uber die Endosome Clathrin-vermittelt mit Neurotraittemm gefullt werden]].
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Abbildung 1.1: Der synaptische Vesikelzyklus; synaptische Vesikel, die mit Neurotransmgjt£ilt
sind, gelangen in die aktive Zone der prasynaptischen Nervenemdibant docken sie an die Plas-
mamembran an, verschmelzen mit ihr als Antwort aut'Gauflu’ und setzen den Neurotransmitter
in den synaptischen Spalt frei. Die leeren Vesikel werden auf uniedicthen Wegen wieder mit
Neurotransmittern gefuillt.

1.1.2 Synaptische Vesikel

Die synaptischen Vesikel haben die Funktion, Neurotratismzu lagern und freizusetzen.
Dazu besitzen sie zwei Arten von Proteinen in ihrer Membzam einen sind das Trans-
portproteine, die in die Neurotransmitteraufnahme inestvsind. Diese beinhalten Proto-
nenpumpen, die einen elektrochemischen Gradienten agrihend somit die Aufnahme von
Neurotransmittern ermoégliched][ Zum anderen sind Proteine beteiligt, die in das Recy-
cling der Vesikel, der Exo- und Endocytose einbezogen sijd4u dieser Gruppe von
Proteinen, die sehr unterschiedlich aufgebaute Memboagipe umfaldt, gehdren unter an-
derem Rab-Proteine, Synaptotagmine, Synaptobrevine,p8gaae Vesikel-Glykoproteine
(SV) und Synapsinel]. In Abbildung 1.2 (S.5) sind einige dieser Proteine, die in die Vesi-
kelmembran eingelagert sind, dargestellt.



1.1 C2B-Doméne von Rabphilin-3A
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Abbildung 1.2: Das synaptische Vesikel mit den verschiedenen funktionellen Protelnekelblau:
intravesikuléare Bereiche, gelb: transmembrane Regionen, hellgrispRtiylierungsdomanen, lila:
SNARE-Motive (s. Abschniti..1.3und1.1.4 S.5-6), hellblau: extrazellulare Bereiche.

1.1.3 SNARE-Proteine

Die SNARE-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der irdtagaren Membranfusion. Der
Begriff SNARE steht hierbei fusoluble NSF attachment protein receptongbei NSF die
Abkurzung furN-ethyl-malaimide-sensitive fusion protest. Zu den SNARE-Proteinen ge-
horen Synaptobrevin - auch Vesikel-assoziiertes-MemBrarein (VAMP) genannt - , Syn-
taxin und SNAP-25, welches ein 25 kDa Synaptosom-asstegi@rotein darstell®]. Diese
sind entweder an die Vesikelmembran (z.B. VAMP (s. Abl2, S.5)), oder an die Ziel-
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membran (z.B. Syntaxin) gebunden. SNARESs sind in ihrer GrafeeStruktur sehr unter-
schiedlich, sie besitzen aber eine gemeinsame homologeeSeqdie als SNARE-Motiv
bezeichnet wird3]. Das SNARE-Motiv besteht aus 60-70 Aminosauren, welchdidige-
wundeneax-helikale Strukturendoiled-coilg typische Siebener-Wiederholungssequédrep¢
tad repea} enthalten. Fur diese ist charakteristisch, dal} sich dastéviuler Seitenketten-
Wechselwirkungen nach zwei Umrundungen deelix bzw. nach sieben Aminosauren in
der Sequenz wiederhold]l Dadurch entstehen hydrophobe Wechselwirkungen tbeerdie
ste und vierte Aminosdure des Musters zur zweiteHelix descoiled-coils Im Fall der
SNARE-Proteine wird bei der Membranfusion ein vier-heldsaBundel four-helical bund-
le), bestehend aus vier SNARE-Motiven, gebildet (s. AbB).

Abbildung 1.3: Struktur des endosomalen SNARE-Komplexas [

Aufgrund einer unterschiedlich konservierten Aminosduareden SNARE-Motiven wer-
den die SNARE-Proteine in zwei Gruppen unterteilt: die R-SNAR#e als konservierte
Aminosaure Arginin (R) enthalten (z.B. VAMP), und die Q-SNARHEg als konservier-
te Aminosaure Glutamin (Q) enthaltefl].[ Die Gruppe der Q-SNAREs kann weiterhin in
die Untergruppen Qa (z.B. Syntaxin), Qb (z.B. SNAP-25, N-teate Helix) und Qc (z.B.
SNAP-25, C-terminale Helix) unterteilt werder]]Nur wenn aus jeder dieser Gruppen eine
a-Helix fur dasfour-helical bundlezur Verfligung steht, entsteht der sehr starke Komplex der
vier a-Helices B].

1.1.4 Membranfusion wahrend der Exocytose

Bei der synaptischen Exocytose wird die Membranfusion Uleedicti SNARE-Proteine Syn-
taxin, Synaptobrevin und SNAP-25 vermitteli.[In dem Vorbereitungsschritt der Exocytose
(s. Abb.1.1, S. 4) formen diese drei SNARE-Proteine den SNARE-Komplex, dereaus
nemfour-helical bundlebesteht. Dieser Komplex bewirkt, daf3 die Plasmamembrardiend
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Vesikelmembran sich einander nahern (s. Abb, S.7), wodurch sich ein instabiler Uber-
gangszustand bildet, der jedoch noch nicht zur Offnung deg Rihrt. Durch das Zustrémen
von C&"-lonen in die Zelle, kénnen die C2-Doméanen des Synaptotagymisétzliche Wech-
selwirkungen mit den Phospholipiden der Plasmamembrageban §] (s. Abb.1.5¢c, S.8),

die Instabilitat des Ubergangszustandes wird erhéht, alie 8ffnet sich, und der Neurotrans-
mitter wird freigesetzt]].

a) Prasynaptische Endigung

Synaptotagmin 1/2 Synaptotagmin 1/2

¢ Synaptisches

Synapto- e , Vesikel ® Synapto-
brevin 1/2 - ® [ ] [ ) brevin 1/2
® o P
[ ]
C C
N N
Syntaxin Syntaxin
1A/B N N 1A/B

Synaptischer Spalt
b) Prasynaptische Endigung
°
Synaptisches
e o, Vesikel ®
Synapto- o © [ ] Synapto-
brevin 1/2 ® 9

brevin 1/2

Syntaxin

Syntaxin
1A/B

1A/B

Synaptotagmin 1/2 C C  Synaptotagmin 1/2

Synaptischer Spalt

Abbildung 1.4: Modell fur die Funktion der SNARE-Proteine: a) Docking-Phase, bp¥teitungs-

phase, in der sich der SNARE-Komplex bildet und die Vesikelmembran mitldemmembran ver-
schmilzt.
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C) Prasynaptische Endigung

o.. ®e
o [ ] o
o9 ()
Synaptisches
L 2P Vesik.el L4

Synapto-

Synapto-
brevin 1/2

brevin 1/2

SNAP-25

Syntaxin

Syntaxin
1A/B

1A/B

Synaptotagmin 1/2 C C  Synaptotagmin 1/2

Synaptischer Spalt

Abbildung 1.5: Modell fur die Funktion der SNARE-Proteine: ¢) Fusionsphase, in deNeurotrans-
mitter (rot) freigesetzt wird.

1.1.5 Rab-Proteine

Die Rab-Proteine bilden eine Untergruppe der grof3en Farmdéieregulatorischen GTP-
Hydrolasen (G-Proteine), die sich in insgesamt drei Graopéteilen P]: die kleinen mono-
merischen G-Proteine, die G-Proteine, die in ribosomab¢eitrsynthese involviert sind und
die a-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine. Die Rabdtnetgehtren zu der Gruppe
der kleinen monomerischen G-Proteine und sind an der Regotieder Neurotransmitter-
freisetzung beteiligt. Hierbei dienen sie als molekulé@ehalter, d.h., dal3 sie entweder in
ihrer aktiven Form, der GTP-gebundenen Form, mit Effekionéeragieren oder in ihrer in-
aktiven Form, der GDP-gebundenen Form, keine Reaktionekffeiktoren eingehen. Dabei
unterliegen sie einem funktionellen Zyklus, der mit der GIyrolase gekoppelt ist.

In Abbildung 1.6 (S. 9) ist der Zyklus der Rab-Proteine schematisch dargesiéllt Das
GDP-gebundene Rab-Protein (z.B. Rab3A) ist im Cytosol an daseRlatrtierende-Protein
(REP) und an das GDP-Dissoziationsinhibitor Protein (Gbunden. Gelangt es an die
Membran des Vesikels, |6st sich die Bindung zu GDI bzw. REP srimredet an die Membran.
Hier kann es mit Hilfe des GDP/GTP-Austauschfaktors (GBERgine aktive Form, die GTP-
gebundene Form, tberfuhrt werden. In seiner aktiven Forméd Effektoren, wie z.B. Rab-
philin-3A, an das Rab-Protein binden, und es kann die Neamstnitterfreisetzung regulieren
[9]. Anschliel3end wird das Rab-Protein mit Hilfe des GTPade+Aakenden Proteins (GAP)
wieder in seine inaktive, GDP-gebundene Form Uberfuhdenmanorganisches Phospha) (P
abgespalten wird.
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Abbildung 1.6: Der Rab Zyklus. Die Rab-GTPase wechselt zwischen der GDP-gebandnaktiven
Form und der GTP-gebundenen aktiven Form.

1.1.6 Rabphilin-3A

Das Protein Rabphilin-3A ist ein 78 kDa cytosolisches Pmteias in Neuronen und en-
dokrinen Zellen exprimiert wird]1]. Es beinhaltet N-terminal eine Rab-Bindungsdomane,
eine Prolin-reichdinker-Region und C-terminal zwei C2-Domanen, schematisch dattjeste
in Abbildung1.7[12].

RBD C2-Domiénen
N-{ ca | | ] |
1 51 98 144 190 371 510 554 704 710

Abbildung 1.7: Rabphilin-3A

Rabphilin-3A besitzt multifunktionelle Aufgaben im synegghen Vesikelzyklus, wobei es
nicht wie andere Vesikel-assoziierte Proteine eine Menthralungs-Domane enthalt 3.
Die N-terminale Rab-Bindungsdoméne (RBD) beinhaltet neun CyteRdie zwei Zinkfin-
ger ausbilden. Diese kann an verschiedene Rab-Proteinerburdl agiert somit als Effektor
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im Rab Zyklus. Anfanglich war nur eine Bindung von Rabphilin-8A die Isoformen von
Rab3 bekannt. Mittlerweile weil? man jedoch, dal3 RabphilinaBAviele verschiedene Rab-
Proteine binden kann, unter anderem an RakBA {ind Rab27A 15]. Aufgrund der damit
wohl einhergehenden funktionellen Redundanz ist versiémdiial? beknock-outMausen,
bei denen Rabphilin ausgeschaltet wurde, keine sichtbareigdbgische Beeintrachtigung
beobachtet werden konntéqg].

In der Abwesenheit von Rab-Proteinen kann die Rab-Bindung&demon Rabphilin-3A
an a-Aktinin binden [L7], eine Komponente des Aktin Cytoskeletts, das Aktinfilareeru
einem Bundel quervernetzt]]. Durch die Bindung der Rab-BindungsdomanecaAktinin
wird die Aktivitat von a-Aktinin stimuliert, wodurch die Quervernetzung der Akiiamente
forciert wird [17]. Diese Reorganisation der Aktinfilamente ist in die?Cabhéngige Exo-
cytose involviert. Die Wechselwirkung der Rab-Bindungsdoenénit a-Aktinin wird durch
anwesendes Rab3A inhibiert, da sich bei anwesendem Rab3A deghika-3A/Rab3A-
Komplex bildet.

1.1.7 C2-Domanen

C2-Domanen sind intrazellulare Proteinmodule, die ca. 18tindsduren umfasseri§).
Die erste C2-Domane, die entdeckt wurde, war die Proteiskir@. Im Jahr 1998 waren
schon tber 100 C2-Domanen bekarifl][ Die beiden C2-Domanen des Rabphilin-3A sind
homolog zu denen, die in der Proteinkinase C und Synaptotagntdeckt wurden4)].
C2-Domaéanen, wie diejenigen von Rabphilin-3A, besitzen sbharakteristische Eigenschaf-
ten: sie binden Cd, Inositol Polyphosphate und Phospholipidé][ wobei die Bindung
von Phospholipiden und Inositol Polyphosphaterf’Gabhangig ist {2]. Zusétzlich zu ih-
rer C&*-abhéangigen Funktion besitzen sie auci?Ganabh&ngige Funktionen, wie z.B.
die Bindung zum Clathrin-aufbauenden Protein AP2@][zu B-SNAP [21] und zu C&"*-
Kanalen P2]. Diese C&t-unabhangigen Funktionen konnten bei der C2B-Doméne von Syn-
aptotagmin | (Sytl) 19] und bei der C2B-Doméane von Rabphilin-327) festgestellt werden.

1.1.8 Struktur der C2-Domanen

Die erste Kristallstruktur einer C2-Domane war die der C2A¥iane von Sytl23]. Sie ent-
halt ein kompakteg-Sandwich das aus zwei vierstradngigen, antiparalle[efraltblattern
zusammengesetzt ist. Ein Vergleich mit der NMR-Struk4 zeigte, dald die Struktur im
Kristall mit der Struktur in Losung tUibereinstimmte. Ein 8eqz-Vergleich der C2A-Struktur
mit anderen C2-Domanen - darunter die beiden C2-Doméanen vophitiab ergab Hinwei-
se auf einen konservierten Kern von ca. 60 Aminosaure-ReBiese bilden eine kompakte
Sekundarstruktur, die als C2-Schlisselmotiv bezeichnetlev[23]. In diesen Aminosaure-

10
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Resten sind auch die vier an der Kalziumbindung beteiligtep-Reste enthalten. Bei einem
Vergleich der C2A-Doméne von Sytl mit der C2-Doméane der Phoisiisitid-spezifischen
Phospholipase PL&L wurde deutlich, daf3 zwar die Faltung der C2-Domanen glsighe-
doch die Topologie der unterschiedlichen C2-Doménen verdeh ist.

[l
LT

Abbildung 1.8: Topologie der C2-Domanen: a) Typ |, b) Typ Il; in rot sind die an delziKkembindung
beteiligtenloopsdargestellt.

Die C2A-Domane von Sytl liegt in Form des Typ | vor (s. Aldb8a, S.11), bei dem sich
der N- und der C-Terminus der Struktur auf der Seite der Katbindungsstelle befinden. In
der C2-Doméne von PL&L, die in Form des Typ Il auftritt (s. Abd..8b, S.11), befinden
sich der N- und der C-Terminus der Struktur auf der gegeniggerden Seite der Kalzium-
bindungsstelle18,19].

1.1.9 Aufgabenstellung

Von Rabphilin-3A lagen die Kristallstrukturen der RBD- und d&2A-Domane 25] vor.

Desweiteren war fur die C2B-Domane eine NMR-Struktur vorhandee jedoch fur weitere
NMR-Untersuchungen hinsichtlich des C2A-C2B Tandems zu usgdestimmt war. Um
also weitere Dynamik-Untersuchungen mit der NMR-Spekwpgkdurchfihren zu kénnen,
sollte die Kristallstruktur der C2B-Doméne bestimmt werdedierbei war Bedingung, daf3

11
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die Struktur mdglichst hochaufgeldst sein sollte, um einagees Modell fir weitere NMR-
Experimente vorliegen zu haben.

12
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1.2 PP2C-ahnliche Phosphatase tPphA

1.2.1 Cyanobakterien

Cyanobakterien, die friher miRverstandlich auch als Blaraliezeichnet wurden, kénnen
fast jedes Okosystem der Erde bewohn2@.[Der Cyanobakterienstamifhermosynecho-
coccus elongatus BP-(5. Abb.1.9, S. 13), aus dem die untersuchte Phosphatase (tPphA)
stammt, lebt zum Beispiel in hei3en Quellen und hat eine @driVachstumstemperatur
von ca. 55 °C27].

Abbildung 1.9: Thermosynechococcus elongatus BP-1

Unsere heutige aerobe Erdatmosphare ist im Wesentliche@genobakterien zu verdan-
ken. Sie besitzen als photosynthetische Organismen dighk&it) aus Kohlendioxid mit Hilfe
von Wasser als Elektronendonor organische Biomolekile aneiStoff in einer Photosyn-
thesereaktion herzustelleRd. Die fur diese Vorgange bendtigte Energie gewinnen sie Ube
Photopigmente (z.B. Chlorophyll a, Carotinoid und Phycocyédimo[27]), die durch ver-
schiedene Wellenlangen des sichtbaren Lichts (Sonnénéalgeregt werden. Diese Art der
Energie- und Brennstoffgewinnung bezeichnet man als phtitaph R8]. Die heutigen
pflanzlichen Chloroplasten arbeiten nach demselben PriS&ysind laut der Endosymbion-
tentheorie aus den Cyanobakterien entstand8n Cyanobakterien sind allerdings nicht nur
wegen der Produktion von Sauerstoff flir das heutige Lebehtigi. Sie besitzen ferner die
Fahigkeit, aus molekularem Stickstoff {\biologisch verwendbare Stickstoffverbindungen
herzustellen. Dieser Vorgang wird als Stickstoff-Fixieglbezeichnetd8]. Dabei wird Stick-

13
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stoff in Ammonium mit Hilfe von ATP und des Nitrogenasekoen#s umgewandel2p].
Dieser besteht aus einer Reduktase, die die Elektronenmt]iafed einer Nitrogenase, die die
Reduktion von Stickstoff zu Ammonium vorantreibt (s. AlbLQ S.14).

N2 CO,

Nltrogenase-

_Nrt Komplex
NO ' N
3 03 ADP+Pi
q ADP+Pi
+
NH4

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Stickstoff-Assimilation von CyanobakterigniNN

trat/Nitrit Permease, Amt: Ammonium Permease, NR: Nitratreduktase, NIR: Niittase, GS:
Glutamin-Synthetase, GOGAT: Glutamat-2-Oxoglutarat-Amidotransferad€: a-Ketoglutarat,
GIn: Glutamin, Glu: Glutamat

Als Elektronendonor fungiert reduziertes Ferredoxin,|égliches Protein mit einem [2Fe-
2S]-Cluster R9]. Cyanobakterien kénnen auch Nitrat, Nitrit und Ammoniura 8tickstoff-
guelle nutzen (Stickstoff-Assimilation), wobei sich digaiferenzen aufgrund der Energiege-
winnung wie folgt ergeben: Ammonium > Nitrat/Nitrit > Stistoff [30]. Fur die Reduktion
von Nitrat zu Ammonium werden zwei Enzyme bendtigt: die atiteduktase (NR) und die
Nitritreduktase (NIR), die ebenso wie der Nitrogenasek@xplerredoxin-abhangig arbeiten
[31] (s. Abb.1.1Q S.14). AnschlieBend kann Ammonium mit Hilfe des GS/GOGAT-Zyklu
weiterverarbeitet werden. Dabei wird zunachst Ammoniunchkie Glutamin-Synthetase
(GS) unter ATP-Hydrolyse auf Glutaminsaure tbertragen @hdamin gebildet. In einem

14
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zweiten Schritt wird Glutamin von der Glutamat-2-OxoghataAmidotransferase (GOGAT),
auch Glutamat-Synthase genannt, miKetoglutarat zu zwei Molekile Glutaminsaure um-
gesetzt, die fur eine erneute Aufnahme von Ammonium zuridgnmg B1] stehen. Dieser
Zyklus wird Uber die Regulierung der Glutamin-Synthetagialliert. Diese Kontrolle tber-
nehmen die Pll-Proteine.

1.2.2 Die PIlI-Proteine

Die Familie der signalibertragenden PlI-Proteine ist beéit&aen, Archaea und Pflanzen
weit verbreitet 2], wobei die Pll-Proteine in Pflanzen in den Chloroplasten addn sind.
Sie stellen die am besten konservierten Signaltibertraguateine im Bereich der Bakterien
dar. Ihre Funktion besteht darin, im Kohlenstoff- und S$ickfmetabolismus der Bakterien
Signale wahrzunehmen und zu Ubertragen, d.h., unter anddiee Transkription und Akti-
vitat der Glutamin-Synthetase zu regulieren. Dies gesthiiber die Messung der zellularen
Konzentration arr-Ketoglutarat (s. Abschnitt.2.3 S. 16). Die PlI-Proteine kénnen in drei
Gruppen unterteilt werden: GInB, GInK und Nif32], wobei die dritte Gruppe (Nifl) nur in
Archaea und einigen anaeroben Bakterien vorkon2®jt [

Abbildung 1.11: Das erste identifizierte PllI-Protein stammt aus dem Cyanobakt&junmachococcus
sp. PCC 7942a) Monomer, b) Trimer

Die PlI-Proteine mit einer GrofRe von 12-13 kDa bildarvivo Homotrimere aus, welche
die dreiloop-Regionen B, C und T beinhalten (s. Abbl1, S.15). Fur die regulatorische

15
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Funktion ist eine Modifikation in der Teop-Region entscheidend®]. Diese verlauft ent-
weder uber eine Uridylierung/Deuridylierung (z.B. bei GlaBsE. coli an der Aminoséaure
Tyr51 [33]) oder Uber eine Phosphorylierung/DephosphorylierunB.(bei GInB ausSyn-

echococcus PCC 794h der Aminosaure Ser434)).

1.2.3 Wirkungsweise der PlI-Proteine in Cyanobakterien

In Cyanobakterien halt das PIlI-Protein die Kohlenstoftittoffbilanz der Zelle stabil
[35,36]. Hierbei wird die Stickstoff-Fixierung auf die Kohlensté\ssimilation abgestimmit.
Liegt viel Stickstoff und wenig Kohlenstoff in der Zelle vast das PlI-Protein vollstandig de-
phosphoryliert (Pfl) [30,36]. Bei einem Stickstoffmangel und einem Kohlenstoffiibetsth
hingegen wird das PII-Protein phosphoryliert und zwaraghf zweifach oder dreifach phos-
phoryliert (PIL~3) [30,36]. Der Grad der Phosphorylierung hangt auch von der Stiéksto

N-UberschuRR, C-Mangel (wenig a-KG)

P
Pll-Phosphatase
(PphA)
34 e v
ATP’) ’ ‘ ATP
a-KG') QQ 9 QQ o-KG
P
% Pll-Kinase %
>
3 ATP \SADP vg v
o N

N-Mangel, C-UberschuR (viel a-KG)

Abbildung 1.12: Schematische Darstellung des PlI-Phosphorylierungs-ZykiukG steht fura-
Ketoglutarat 6]

quelle ab. Steht Ammonium zur Verfigung, liegt das Pll-Birotvollstdndig dephosphory-
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liert vor. Ist die Stickstoffquelle hingegen Nitrat, istadRlI-Protein teilweise phosphoryliert.
Steht den Bakterien nur molekularer Stickstoff zur Verfuguist das PlI-Protein maximal
phosphoryliert 26, 30,36,37]. Weiterhin hangt der Grad der Phosphorylierung von der-Kon
zentration von ATP undr-Ketoglutarat in der Zelle ab. Nur in Anwesenheit von ATP und
Ketoglutarat kann das PlI-Protein von der PlI-Kinase phosgliert werden, da die Bindung
von ATP unda-Ketoglutarat eine Konformationséanderung des PlI-Pnstéiewirkt 6, 39.
Erst in der ATPea-Ketoglutarat-gebundenen Form wird es von der Pll-Kinasarmnt (s.
Abb. 1.12 S.16). Sinkt die Konzentration vom-Ketoglutarat in der Zelle, 16sen sich ATP
unda-Ketoglutarat von dem phosphorylierten Pll-Protein undiben dadurch eine erneute
Konformationséanderung, so dal3 nun das phosphoryliertBi®tein von der PlI-Phosphatase
erkannt wird R6]. Die erste PllI-Phosphatase, deren Funktion hinsichtieb Pll-Proteins
genau untersucht wurde, war die Protein-Phosphatase AJRphAbb.1.12 S.16).

1.2.4 Bedeutung der Phosphorylierung/Dephosphorylierung

Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung stellt SoWwo Eukaryonten als auch Pro-
karyonten einen bedeutenden Weg fiir die Ubertragung vomagig und Regulierung von
Zellprozessen dai3B]. In Prokaryonten sind Proteinphosphorylierungsprozesger ande-
rem an der Regulierung folgender Prozesse betedigt

e Sporenbildung
» Expression von strel3beantwortenden Genen

Koordination von Stickstoff- und Kohlenstoff-Metabatisis

vegetatives Wachstum

Zellteilung

Die Proteinphosphorylierung wurde zuerst in Eukaryontedeckt, wo sie die Grundlage des
signaltibertragenden Netzwerks bild@9]. Die eukaryontischen Phosphatasen arbeiten stark
substratspezifisch, wohingegen prokaryontische Phosgpdrain hoherem Mald multifunktio-
nelle Varianten ausbilded]]. Dies laf3t sich damit erklaren, dal® im Gegensatz zu eukaryo
tischen Phosphatasen nur wenige prokaryontische Phasgimatorliegen. Trotzdem kénnen
Parallelen zwischen prokaryontischen und eukaryontisét®sphatasen und Kinasen gezo-
gen werden. Untersuchungen an prokaryontischen Phosgimakénnten helfen, Ursprung
und Entwicklung der Proteinphosphorylierung als einemaglen biologischen Regulierungs-
mechanismus aufzuklarea]]. Dazu stellt die Erforschung der Phosphatasen aus Cyanobak
terien einen guten Weg dar, da sich die zur Gruppe der Baktgahorigen Cyanobakterien
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schon frih von den Eukaryonten getrennt habEl) ind somit dem urspriinglichen Proka-
ryonten sehr &hnlich sind.

1.2.5 Nomenklatur der Proteinphosphatasen

Die Proteinphosphatasen lassen sich in zwei Gruppen aimert die Serin/Threonin-
Phosphatasen und die Tyrosin-Phosphatasen. Die Grup@gede/Threonin Phosphatasen
beinhaltet die Phosphoproteinphosphatasen (PPP) undgfie/Mn?*-abhangigen Protein-
phosphatasen (PPM). Zu der PPP-Familie gehéren die PPA @RRdie C&"-abhangige
PP2B B2], die Holoenzyme mit unterschiedlichen Untereinheitdigerayemeinsamer kataly-
tischer Domane, sind. Sie besitzen drei konservierte Mdibb.1.13 S.18) [39].

PPP | GDXHG || GDXDRG | | GNH(DE) |
1 2 3
PPM D D] | T] @& G| DG | D
1 23 4 5556 7 8 9 10 11

Abbildung 1.13: Genfamilie mit den zugehdrigen charakteristischen Motiven. Die Buchsttbaen
fur Aminosaure-Reste (Einbuchstaben-Code).

Die PPM-Familie umfal3t die PP2C-Domane, die z.B. auch in deranondrialen Pyruvat-
Dehydrogenase-Phosphatase vorlidg@.[Die PP2C-Domane ist sowohl in Eukaryonten als
auch in Prokaryonten praset]]. Sie weist elf Motive #3] (s. Abb.1.13 S. 18) mit acht
konservierten Aminosauren auf, wobei vier der acht kornisgian Aminosauren an der Ko-
ordination der Metallionen im aktiven Zentrum der Phospbah beteiligt sind4[0]. Die elf
Motive enthalten sehr &hnliche Aminosauren, die in ihregeBschaften (hydrophob, alipha-
tisch, polar, geladen) tUbereinstimmet8]. Die Motive 5a und 5b existieren nicht in allen
bakteriellen PPM Phosphatasdi@]. Trotzdem besitzen diese Phosphatasen die vollen Funk-
tionalitaten der Serin/Threonin-Phosphatasen. Beispieléir sind: SpollE/RsbWXIP von
Bacillus subtilisund Icfg vonSynechocystis sp. PCC 68pB1]. Die prokaryontischen PPMs
werden aufgrund der Motive 5a und 5b auch in die Gruppe dem\Batund 5b enthaltenden
PPMs und in die Gruppe der Motiv 5a und 5b nicht enthaltend@visPunterteilt £0].

1.2.6 Sequenz-Vergleich der menschlichen und der
bakteriellen Phosphatasen PP2C

In Abbildung 1.14 (S. 19) ist der Aminosaure-Sequenz-Vergleich (ermittelt mit deno-
gramm MAFFT B5]) der folgenden Protein-Sequenzen dargestellt: der haken Phospha-
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tase tPphA aushermosynechococcus elongatus Bléer bakteriellen Phosphatase PphA aus
Synechocystis sp. PCC 68@fr bakteriellen Phosphatase PstP Musuberculosisund der
menschlichen Phosphatase PP2C. Die fur PPM-Phosphatgsschign elf Motive 43] sind
dabei farbig unterlegt. Die konservierten Aminosaurem, whter anderem an der Bindung
der Metallionen beteiligt sind, sind in rot hervorgehobEs.féllt auf, dal3 eine konservierte
Aminosaure (Gly) nicht in der Sequenz der PstP vorkommt. Bé&rgleich der vier Sequen-
zen wird deutlich, dal’ tPphA der Phosphatase PphASgugchocystis sp. PCC 686tark
ahnelt. Ein Vergleich dieser beiden Phosphatasen mit CLUBTMM6] bestatigt eine starke
Ubereinstimmung der Sequenzen (s. Abschhitim Anhang, S120): identisch = 47.67 %,
sehr &hnlich = 22.48 %, weniger stark &hnlich = 6.59 %, uokeesllich = 23.26 %. Dagegen
wird im Vergleich der tPphA mit PstP add. tuberculosideutlich, daf? diese beiden bakte-
riellen Phosphatasen grof3ere Differenzen aufweisen (schittA.4 im Anhang, S.121):
identisch = 35.77 %, sehr &hnlich = 18.70 %, weniger starkiéths 11.38 %, unterschied-
lich =34.15 %.

Motiw L Motiwv 2
tPphAi M-—--————— = — === === DVAGLTDCGLIBRKSNQDAFYI-——-—-——- DEEKH 33
Fpha MTEVNLEVV-——=—=——=---- SCSSTGKTDPGLVREQYNQDSFYL---—--—- EE — 432
PstP MTLVL---——————————————— RYAARSDRGLVRANNEDSVYA— - ———-— Bl — 34
Humane FPIC MGAFLDEPEMEKHNAQGQGNGLEYGLSSMOGW-REVEMEDAHTAVIGLPSGLES 58
Motiwv 3
tPphi CHAGGEEASELAVDHIROYLETHLEDLOHD PVILLEQAFLAA-—--NHAIVEQQRQ 88
Ppha CHAGGEEAS RIAVERVEDYLDTYWQS-EITSEQLLEDALMDA----NEGILEDQKI a7
P=tP CHAAGEVAS OLVIAALAHLDDDEP---GGDLLAKLDAAVRBAG----NSAIAAQVEM a7
Humane PPZC G OVAEYCCEHLLDHITNNQODFEGSA-GAP SVENVENGIRTGFLEIDEHMEVMSEEK 118
Motiv 4 Motiv 3
tPpha NSARAD EGDRAWCAHVEDSREIYEREWREDOLOQITSDHTWIAQAVOLGSL 1449
Fpha NLERRD DG--AWRAHVGDSELY RLENQOLERVTEDHTWVARAL KMGDI 155
PstP EPDLEG NE--LGLVHIGDSREGYLLEDGELTQITKDDTFVOTLVDEGRI 145
Humane PPIC EHGADER OH--TYFINCGCDSRGLLCRNREVHFFTQDHEPSNPLEKE-RI 173
Motiw & Motiv 7 Motiwv B
tPphA TIEQAR T EE B LI E 189
Ppha DPAQAK FIEVEALDAQ 195
PstP TPEEAH E-PTLTMREAR 185
Humane PPIC QNAGGSVMIQ CVHGEGPTEQLVSPEPEVHDIERSEE 235
Motiw O Motiwv 1O Motiwv 11
tPpha CECIATE = S, B E RN GRDNVITVVVISV--—— 240
Ppha DNLIEKILTGQGN GSDNITIVLVDFS>E 254
PstP DETI-LEATLQIEFEE GPDNVIVVVADLEH- 238
Humane PPIC NEELCDFVE-SRLEVTDD SEDINMSVILICFP=20 322

Abbildung 1.14: Aminosaure-Sequenz-Abgleich der tPphA, PphA, PstP und humane®; Ei2elf
Motive sind abwechselnd in grau und ttirkis markiert, die konservierten ésauren sind in rot mar-
kiert.
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1 Einleitung

1.2.7 Tertiarstruktur der menschlichen und der
bakteriellen Phosphatasen PP2C

Die Struktur der menschlichen Phosphatase PP2C beinkaltethl die N-terminale katalyti-
sche Domane, bestehend aus sechielices und elf3-Faltblattern, als auch eine C-terminale
Region, bestehend aus dieiHelices, die typisch fur die menschliche PP2C sifd.[Die
katalytische Doméane besteht aus einem zentrBkSandwich welches sich aus verknipf-
ten B-Faltblattern zusammensetzt. Dabei sind jeweils zwepandillele3-Faltblatter in der
Reihenfolge 1, 2, 11, 10, 7, 8, und 3, 4, 5, 6, 9 verbunden.®kealtblatter sind an bei-
den Seiten von einem Paar antiparalleleHelices umgeben. Die Struktur der bakteriellen
PP2C-Domane aud. tuberculosis PstP - zeigt eine der menschlichen PP2C-Domane sehr
ahnliche Tertiarstruktur. Allerdings fehlen im Gegensatzmenschlichen Phosphatase PP2C
das ersteg8-Faltblatt und die aus drei-Helices bestehende C-terminale helikale Reg#sj. [
Ein weiterer grofRer Unterschied zur menschlichen Phoapa@®P2C liegt in der Gegenwart
eines dritten Metallzentrums, welches fir die Reorientigrder FLAP-Region (s. Abld..15

S. 20), einer sehr flexiblen Region, bestehend aus ca. 20 Aminesauerantwortlich sein
konnte.

b)

Abbildung 1.15: Die FLAP-Region (mit einem blauen Kreis markiert) in den Strukturen a) der
menschlichen PP2C und b) der bakteriellen Phosphatase PstP.

1.2.8 Katalytischer Mechanismus der Phosphatase PP2C

Das aktive Zentrum der menschlichen Phosphatase PP2Qtentieit Mn?*-lonen, die wie
folgt koordiniert sind:
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1.2 PP2C-&ahnliche Phosphatase tPphA

* vier konservierte Asparaginsaure-Seitenketten
* eine nicht-konservierte Glutaminsaure
» sechs Wassermolekiile

Ein Hydroxid-lon agiert - ganz ahnlich wie bei dem katalgtien Mechanismus der PPP-
Phosphataser{)] als Metall-aktiviertes Nucleophil, welches die Phosmtappe in einem
Sn2-Mechanismus angreift (s. Abb.16 S.21). Anschliel3end protoniert ein Wassermolekail

0 Asp 282

0

Gl =7 / ~
Q3 470
' NH,
NHfJ

Abbildung 1.16: Katalytischer Mechanismus der menschlichen PP2C, in blau sind die beidai Me
lionen M 1 und M 2 gekennzeichnet, in griin ist das aktivierte Hydroxidelargestellt.

den Sauerstoff der dephosphorylierten Aminosaure (Séebnin) f8].

1.2.9 Biologische Funktion der Phosphatase tPphA

Die biologische Funktion der Phosphatase tPphA kdnnte dektion von PphA40] dhneln.
Dafur spricht, dafd sich einerseits die Aminosaure-Secreman PphA und tPphA sehr ahn-
lich sind. Andererseits konnte in vitro Tests die Dephosphorylierung des Pll-Proted |
gezeigt werden. Dabei ist, ebenso wie bei PphA, die Konagatr ana-Ketoglutarat und
ATP entscheidend. Liegen viel-Ketoglutarat und ATP in der Zelle vor, wird die Desphos-
phorylierungsreaktion gehemmit.
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1 Einleitung

1.2.10 Aufgabenstellung

Die Aufgabe war es, die Struktur der Phosphatase tPphA zinbaen und Vergleiche mit
der menschlichen PP2C-Phosphatase und der bakterielleéb-&2ichen Phosphatase PstP
ausM. tuberculosisaufzuzeigen. Dabei sollte geklart werden, wo sich die Rwoster FLAP-
Region in der tPphA-Struktur befindet und wie viele Metaléonm aktiven Zentrum der
Struktur vorhanden sind. Zudem stellte sich die Frage, elAdzahl der Metallionen in bak-
teriellen PP2C-ahnlichen Phosphatasen immer drei anstaiteetragt, wie in der menschli-
chen PP2C-Phosphatase. Durch die Untersuchung von eingingas Cyanobakterium stam-
menden PP2C-ahnlichen Phosphatase sollte diese Frageamalgtethllionen geklart werden,
da die Cyanobakterien sich sehr friih von den Eukaryontensplagien haben und somit die
urspringliche Form der Phosphatasen widerspiegeln kdnnen
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

» XL2blue: Bakterienstamm flr die Kultivierung eines neudgsikids
» BL21 DE3/BL21: Expressionsstamme

» B843 DE3: auxotropher Bakterienstamm; Expression von SeRvtgein

2.1.2 Primer und Restriktionsenzyme

Fur die Amplifizierung der DNS von tPphA wurden folgende Retrderwendet:

tPphAfor. 5-GGA ATT CCA TAT G GACGT TGC TGG CTT AAC -3
tPphA+ev. 5-CCGCTC GAG CGG TTA AAC ACT GAT GAC
AAC GAC G -3’

Tabelle 2.1: Primer fur tPphA, die Restriktionsenzyms-Schnittstellen sind mit dickeren Saioén
markiert;for.: forward, rev. reverse

Beide Primer lagen in einer Konzentration von jeweils u®0 vor. Der forward Primer
enthielt eineNdel Restriktionsenzym-Schnittstelle und einen Teil der koglelen Sequenz
von tPphA, derreversePrimer hingegen ein&hol Restriktionsenzym-Schnittstelle (in der
Tabelle2.1sind die Restriktionsenzyms-Schnittstellen mit dickerent&taben markiert).

2.1.3 Expressionsvektoren

Das Expressionskonstrukt pET32a-tPphA (s. Abl, S.24) (pET32a von Novagen), das fur
die native Phosphatase tPphA kodiert, enthalt sowohl Bk Schnittstelle als auch eine
Xhol Schnittstelle, in welche die fur tPphA kodierende Sequeinkloniert wurde. Mit Hilfe
von IsopropylB-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) wird die Expression inguz IPTG bindet
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2 Material und Methoden

an den Laktoselgc)-Repressor und I6st dadurch die Bindung B&sRepressors an ddac-
RNA-Polymerase-Promotolacl-Gen), der wiederum den T7-RNA-Polymerase-Promotor
(T7) kontrolliert [50.

T7 TERM
Xhol (5936)
PohA _FAORI
Ndel (5208) \ e
TP a1 *
—2 o
PET32a-tPphA
6097 bp
PLAC) 4
" pBR322 origin

Abbildung 2.1: Vektorkarte des pET32a-Vektors mit dem tPpim&ert Amp bezeichnet das Gen fir
die Ampicillinresistenz, pBR322 origin steht fiir den Ursprung der Replikades Plasmids.

Das Expressionskonstrukt fur die C2B-Domane wurde mit dem>Xp@&E\Vektor herge-
stellt. Es beinhaltet ein N-terminales Glutathion-S-Bfenase(GST)-Fusionsprotein, wobei
zwischen dem GST-Fusionsprotein und der C2B-Sequenz eirmenibimschnittstelle mit der
DNS-Sequenz CTG GTT CCG CGT GGA TCC (Aminosauresequenz LVPRG3ggtor
[5]1] (s. Abb. 2.2, S. 25). Die Induktion erfolgt Gber IPTG, welches an diw-Repressor
(laclg-Gen) bindet und damit die Bindung diee-Repressors an ddac-Operator desac-
RNA-Polymerase-Promotor (mit optimierter RNA-Polymer&&ennungssequenz) unter-
bindet B0].

2.1.4 Nahrmedien
LB-Medium und Agarplatten

10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g Natriumchlorid ad/llipore Wasser, pH auf
7.2 mit NaOH eingestellt und autoklaviert.
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2.1 Material
GST-Tag CS

Thrombin Cleavage Site

P(LAC lq) BamHI (931)
pGEX-2T-C2B c28
=

5439 bp
EcoRI (1432)

. 3

pBR322 origin

Amp

Abbildung 2.2: Vektorkarte des pGEX-2T-Vektors mit dem C2sert Amp bezeichnet das Gen flr
die Ampicillinresistenz, pBR322 origin steht fiir den Ursprung der Replikadies Plasmids.

Fur die Agarplatten wurden 15g Agar zu 11 LB-Medium gegebed auatoklaviert. Zu
der abgekuhlten Losung konnte das verwendete Antibiotikiumdiesem Fall Ampicillin
(auf 11 LB-Agarmedium 10 ml steril-filtriertes Ampicillin (mg/ml)) - zugegeben und die
Amp-Agarplatten gegossen werden.

2xYT-Medium

16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt und 5 g Natriumchlorid ad 1 lIdre Wasser, pH auf 7.2 mit
NaOH eingestellt und autoklaviert.

Minimal-Medium

* M9 Medium (10x): 80g Ng@HPQ,, 40g KH,POy, 5g NaCl und 5g NHCI ad 11
Millipore Wasser

» Spurenelemente (108 ): Substanzen in der angegebenen Reihenfolge nacheinander in
100 ml Millipore Wasser gelost:

0.6g FeSQ@ x 7 H,O
0.115g MnC$ x 4 H,O
0.08g CoC} x 6 H,O
0.079 ZnSQ x 7 H,O
0.03g CuCG} x 2 H,O
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2 Material und Methoden

0.002 g HBO3
0.025 g (NH1)6M07024 x 4 Hy,O

Die Losung wurde 10 min geruhrt. Anschliel3end wurden 0.5 §&Rugefugt und die
Ldsung fur einige Stunden rihren gelassen, bis sie eingglild Farbe erreicht hatte.
Behielt die Losung hingegen die anfangliche griine Farbetersi® ber Nacht geruhrt
werden. Anschliel3end wurde die Losung steril filtriert.

e Medium A: 100 ml M9 Medium (1), 10 ml Spurenelemente (18(, 20 ml 20 %ige
Glukoselosung, 1ml 1M MgS£) 0.3ml 1M CaCj, 1 ml Thiaminlésung (1 mg/ml)
und 2 ml Ampicillin (25 mg/ml) ad 11 steriles #D

2.1.5 DNS

Molekulargewichtsmarker

Als DNS Marker kamen der Lambda DNBAdIII Marker (M1) und derdX174DNS/BswRI
(Hadll) Marker (M2) der Firma Fermentas zum Einsatz.

DNS-Probenpuffer (5x)

25 % Ficoll 400, 25 mM EDTA pH 8.0, 1 % SDS, 0.05 % Bromphenolhlad 0.05 % Xylen
Cyanol

Agarosegel Laufpuffer (10x)

(entspricht TBE-Puffer) 108 g/l Tris Base, 55 g/l Borsaure u@dl 0.5 M EDTA LAsung
pH 8.0 ad 11 Millipore Wasser

2.1.6 Protein

Molekulargewichtsmarker

Fir die SDS-Polyacrylamidgele wurde der BenchM&8riProtein Ladder von der Firma In-
vitrogen verwendet.

Laemmli Probenpuffer (4 x)

17ml 10 % SDS, 7.5ml 1M TrisiCl pH 6.8, 23 ml Glycerin, 50 mg Bromphenolblau ad
50 ml Millipore Wasser. Zu 1 ml (4) Laemmli Probenpuffer 121 B—Mercaptoethanol geben
und bei - 20 °C lagern.
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2.1 Material

Coomassie Farbeldsung

2.2 g Coomassie blau G250, 650 ml Millipore Wasser, 100 migsssire und 250 ml Isopro-
panol fur 11 Coomassie Farbelosung

Coomassie Entfarbelosung

100 ml Essigsaure (10 %) ad 11 Millipore Wasser

Coomassie Laufpuffer (10<)

60.4 g Tris—Base, 288 g Glycin und 20g SDS ad 2| Millipore Wasse

2.1.7 Pufferlédsungen fur die Reinigung der C2B-Domane

Zusammensetzung des PBS-Puffers fur C2B:

10x PBS-Puffer

80g NaCl

29 KClI

14.4 g NaHPQOy

2.49 KHPOy

ad 11, auf pH 7.4 equilibrieren

Zusammensetzung des Lysepuffers (Puffer 1) fur C2B:

1 x PBS- PufferpH 7.4
1 mM PMSF
1mMEGTA

1 % Triton X-100

Kationensaulenpuffer A und B fur C2B:

Puffer A Puffer B
20 mM NaOAc/HAc pH 5.8 20 mM NaOAc/HOAc pH 5.8
100 mM NaCl 1M NacCl
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2 Material und Methoden

Gelfiltrationschromatographiepuffer (Puffer 2) fur C2B:

10 mM Hepes pH 7.0
150 mM NacCl

2.1.8 Pufferldsungen fiir die Reinigung der
Phosphatase tPphA

Lyse- und Ammoniumsulfatfallungspuffer (Pufferl) fir tPp hA:

20mM HepespH 7.4
50 mM KCI

5mM MgCl,

0.5mM EDTA
0.2mM PMSF
3mMDTT

Anionensaulenpuffer A und B flr tPphA:

Puffer A Puffer B

20mM HepespH 7.4 20mM Hepes pH 7.4
50 mM KCI 600 mM KCI

5mM MgCl, 5mM MgCl,

0.5mM EDTA 0.5mM EDTA

0.2mM PMSF 0.2mM PMSF
3mMDTT 3mMDTT

Gelfiltrationschromatographiepuffer (Puffer 2) fur tPphA :

150 mM NaCl

20mM HepespH 7.4
50 mM KCI

5mM MgCl,

0.5mM EDTA
3mMDTT
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarosegel

Anhand eines Agarosegels konnten Grof3e und Reinheit des aifnents und des ge-
schnittenen Vektors Uberpriuft werden. Desweiteren kodiet®NS Uber das Agarosegel ge-
reinigt werden. Zur Uberpriifung der DNS-Reinheit wurdegrl Brobe {nsertoder Vektor) zu

2 ul DNS-Probenpuffer und gl sterilem O gegeben und auf ein 1 %iges Agarosegel auf-
getragen. Fur die Reinigung der DNS wurde zur gesamten DNSA@DNS-Probenpuffer
im Verhaltnis 1:5 gegeben und die gesamte L6sung auf einosggel aufgetragen. Die Tren-
nung der unterschiedlich groRen DNS-Fragmente auf demo&sggel erfolgte bei 80 V inner-
halb von 2 h. Nach der Trennung der DNS konnte die Bande deirigeaden DNS aus dem
Gel ausgeschnitten und mit einem kommerziell erhaltlicBetreinigungskit (Qiagen) gerei-
nigt werden. Die auf dem Agarosegel befindliche DNS wurdeHiife des Ethidiumbromids
markiert, welches sich durch Bestrahlung mit UV-Licht arief¥end sichtbar machen lief3.

Agarosegel 1 %ig

0.4g Agarose wurde in 40 ml TBE-Puffer suspendiert und uniézeHn der Mikrowelle
geldst. Nachdem die Losung etwas abgekuhlt war (ca. 40 °Qeviul Ethidiumbromid
zugegeben und die Mischung in eine Agarosegelkammer gegoNsich Erkalten des Aga-
rosegels konnten die DNS-Proben aufgetragen werden.

2.2.2 Transformation durch Hitzeschock
BL21 DE3, BL21 und XL2blue

Zu 50ul Bakterienzellen (BL21 DE3, BL21 und XL2blue) wurden 0.5 bigldes Plasmids
(zwischen 300-50Qug/ml) gegeben und das Ganze 30 min auf Eis gestellt. An{zhie
wurden die Zellen bei 42 °C fiir 45 sec erhitzt und erneut 2 muinEas gestellt. Nun wur-
den 95Qul 2xYT-Medium zugefugt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurde Sroei

6 000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand bis auf l08bgenommen und das in den verblei-
benden 10(I resuspendierte Zellpellet auf einer Amp-Agarplatte assgchen. Die Platte
wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

B834 DES

Zu 20ul B834 DE3-Zellen wurden 0.al des Plasmids (zwischen 300-50@/ml) gegeben.
Die Bakterienzellen wurden 5 min auf Eis gestellt, dann 30ks@aei2 °C erhitzt und wie-
derum 2 min auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von ABRx YT-Medium wurden sie 1 h bei
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2 Material und Methoden

250 rpm bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde 5 min bei 6 8@ abzentrifugiert und

der Uberstand bis auf 1Qd abgenommen. Das Zellpellet wurde in den verbleibendern.100
resuspendiert und auf eine Agarplatte, die Ampicillin eflthausplattiert. Die Inkubation

erfolgte 10 h bei 37 °C.

2.2.3 Vervielfaltigung der Plasmid-DNS inE. coli

Die Plasmidpraparation wurde mittels kommerziell eriéiigtr Plasmid Mini/Midi Kits (Qia-
gen) durchgefihrt.

2.2.4 Bestimmung der DNS-Konzentration

Bei einer Wellenlange von 260 nm zeigen Nukleinsauren einiiarn im Absorptionsspek-
trum. Die Konzentration der gereinigten DNS wurde somitelstdes Absorptionsspektrums
bei 260 nm in einer 2 mm Quarzkuvette (I) gemessen und antesBxtinktionskoeffizienten
(&) mit Hilfe des Lambert-Beerschen GesetZgd pestimmt:

| lo
. oglcl,, _ Abs(§6|01m) 2.1)

AulRerdem wurde das DNS/Protein-Verhéaltnis betrachtdtives bei einem Wert von 1.9 und
hoher liegen sollte. Bei diesem Wert gilt DNS als proteinined somit als rein. Als Referenz
diente 10 mM Tris Puffer.

2.2.5 Aufbewahrung der transformierten Konstrukte [50]

Fur die Aufbewahrung der transformierten Konstrukte wartl&Oul 50 %iges Glycerin mit
350ul Vorkultur vermischt und bei -80 °C gelagert.

2.2.6 Klonierung

Fur die Klonierung einemserts(DNS-Abschnitt, der ein bestimmtes Protein kodiert) iregin
Vektor muf3ten nacheinander folgende Arbeitsschritteltyetiihrt werden:

1. Polymerase-Ketten-Reaktion mitt&l&rDNS-Polymerase zur Vervielfaltigung dies
serts

2. Restriktionsverdau zur Herstellung ,klebriger* Endeniasertund am Vektor

3. Ligation zum Zusammenfligen vamsertund Vektor
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2.2 Molekularbiologische Methoden

4. Transformation des Konstrukts in XL2blue-Zellen

5. Polymerase-Ketten-Reaktion mittels Hot STagtDNS-Polymerase zur Uberpriifung
der Klone

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zuerst mul3te der vorliegende DNS-Abschnitt mittels Polsase-Ketten-Reaktion (PCR)
vervielfaltigt werden. Hierzu wurden die Primer aus Abstthd.1.2(S. 23) verwendet, die
eigens fur den DNS-Abschnitt ermittelt wurden. Die Prinegpsenzen mufiten in einer be-
stimmten Basenanzahl mit dem DNS-Abschnitt Ubereinstimmereine Schmelztemperatur
von 61 bis 63 °C zu erreichen. Am 3’ bzw. 5’ Ende beinhaltetienRtimer eine Schnittstel-
le fUr ein spezifisches Restriktionsenzym. Im Fall von tPphiden die SchnittstelleNdel
undXhol mittels der Primer eingefihrt. Fur die Amplifizierung delB fir tPphA wurde die
PCR mit Hilfe derPfu-DNS-Polymerase durchgefuhrt. CRéu-DNS-Polymerase, gewonnen
aus dem thermophilen Archaebakteritiyrococcus furiosyseichnet sich durch eine sehr
hohe Lesegenauigkeit aus3, da sie eine 3"-5"-Exonukleaseaktivitat besitzt. Dieseilkt
eine Uberprifung des zuletzt eingebauten Nukleotids.iéstes falsch, wird es entferri4].
Durch dieseproofreadingFunktion werden weniger fehlerbehaftete DNS-Ketten dmijgrt
[55]. Daher wird diePfu-DNS-Polymerase immer dann verwendet, wenn es auf die @xakt
Herstellung der DNS-Fragmente ankommt. Die Ansatze fluAdigplifizierung wurden wie
folgt zusammengegeben:

2.5ul Pfu-Puffer

0.3ul dNTP’s (100 mmol, pro dNTP 25 mmol)
1 ul forward Primer 10uM

1 ul reversePrimer 10uM

0.7 ul Pfu-DNS-Polymerase

1 ulinsert100uM

18.5ul steriles Wasser

Das folgende Programm wurde fur ddu-DNS-Polymerase PCR verwendet:

Auftrennen des DNS-Doppelstrangs 95 °C 15 min ein Zyklus
Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing 55°C1min 20-25 Zyklen
Elongation (fur 1 kb 2min) 72 °C 2 min

Termination: PCR-Produkte vervollstandigen 72 °C 10 min  giklds
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Restriktionsverdau

Nach der Vervielfaltigung der DNS wurden sowohl diasertals auch der Vektor (pET32a)
mit den Restriktionsenzymevdel und Xhol verdaut. Es bildeten sich sogenannte ,klebrige*
Enden, die in der anschlieRenden Ligation zusammengefiigiem. Der Restriktionsverdau
mit Ndel und Xhol wurde in folgenden Teilschritten durchgefuhrt:

» Zuerst wurdennsertund Vektor, wie in der folgenden Tabelle aufgefuhrt, anggse

insert Vektor pET32a

10ul tPphA 2ul Vektor von Miniprep
0.3ul Ndel 0.3 ul Ndel

0.4ul Xhol 0.4 ul Xhol

5 ul Redpuffer 5ul Redpuffer

ad 50ul steriles Wasser ad 5@ steriles Wasser

Die Ansatze wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert, wobei rag Bestriktionsenzym
Ndel Gber Nacht zugegeben wurde.

» AnschlieRend wurden zu den beiden Ansatzen jeweigslOXhol gegeben und fir 4 h
bei 37 °C inkubiert.

Ligation

Nach dem Verdau muf3te der Vekl%nh bei 37 °C mit alkalischer Phosphatase (CIAP) inku-
biert werden, um das 5’-Ende der DNS zu hydrolysieren. Dadkonnte die Religation des
Vektors verhindert werden. Anschliel3end wurde der Vektmeridas Agarosegel mit Hilfe
eines kommerziellen Gelreinigungskit (Qiagen) und das BX®yment mit Hilfe eines kom-
merziellen DNS-Reinigungskit (Qiagen) gereinigt. Danaohrike die Ligation anhand des
folgenden Ligationsansatzes durchgefuhrt werden:

0.7ul Ligase (T7)
1.5ul Ligasepuffer

5 ul Vektor

3ul insert

4.8l steriles Wasser

Die Ligation erfolgte tber Nacht bei 14 °C im Wasserbad.
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Transformation in XL2blue-Zellen

Nach der Ligation konnte das Konstrukt in XL2blue-Zelleansformiert (wie in Abschnitt
2.2.2 S.29beschrieben) und auf Amp-Agarplatten ausgestrichen werde

Hot Star Tag Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Klone auf der Agarplatte wurden auf das richtigeerthin Uberpruft, indem eine Hot Star
TaqPCR mit den oben beschriebenen Primern (s. Abschriit?, S.23) durchgefiihrt wurde
und die Gro3en des PCR-Produkts auf einem Agarosegel mit @&eGtes urspriinglichen
insertsverglichen wurden. Fur die PCR wurde hierbei die Hot SiagrDNS-Polymerase
verwendet, die erst nach 15 mindtigem Erhitzen auf 95 °Grigktiwird [56]. Dadurch wird
die Bildung von falschen DNS-Fragmenten bei niedrigen Teatpeen aufgrund unspezifi-
scher Primerbindung an die DNS verhind&®][ Ein zusatzlicher Aspekt ist, dal3 die Zellen
bei 15 minutigem Erhitzen auf 95 °C lysiert werden und diesPi@-DNS freigesetzt wird.
Die Hot StarTagDNS-Polymerase weist nur eine geringe Lesegenauigkéitdausie kei-
ne 3'-5"-Exonukleaseaktivitat besit&7]. Daher werden haufiger falsche Nukleotide in die
DNS-Sequenz eingebati4, 57]. Bei der Uberpriifung der Klone ist die hohe Lesegenauig-
keit, wie sie von dePfu-DNS-Polymerase bekannt, nicht notwendig.

» FUr die Hot StafTaqPCR wurden sechs Klone von der Agarplatte entnommen und in
der folgenden L6sung aufgenommen:

17.5ul 10 x PCR-Puffer

1.4ul dNTP’s (100 mmol, 25 mmol pro dNTP)
7 ul forward Primer 10uM

7 ul reversePrimer 10uM

0.875ul Hot StarTaq

141.4ul steriles Wasser

» Fir die Hot StaiTagPCR wurde folgendes Programm verwendet:

Auftrennen des DNS-Doppelstrangs 95 °C 15 min  ein Zyklus

Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing 55°C 1 min 20-25 Zyklen
Elongation (fur 1 kb 2min) 72 °C 2 min

Termination: PCR-Produkte

vervollstandigen 72 °C 10 min ein Zyklus
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2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli [58]

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kandas Molekulargewicht und die
Reinheit des Proteins Uberprift werden. Hierzu wurde zwtdckemmli Probenpuffer (s.
Abschnitt2.1.6 S. 26) zur Proteinlésung gegeben. Dieser enthalt SDS, welcheshdalie
Quartar-, Tertiar- und zum Teil auch die Sekundarstrukag Eroteins zerstort. Das Protein
liegt somit denaturiert vor. Aul3erdem wird aufgrund der Bing von SDS an die vorliegen-
den Proteine eine starke negative Ladung eingefligt, welasé/erhalten in einem elektri-
schen Feld fur alle Proteine vereinheitlicht. Die unteisdlichen Proteine wandern somit
nach Anlegen eines elektrischen Feldes alle in der gleiZe@ispanne zur Anode, was dazu
fuhrt, dal’ die verschiedenen Proteine anhand ihrer GroBenigiht aufgrund ihrer unter-
schiedlichen Ladungen auf dem SDS-Gel getrennt werdenektnn

Die Proteinldsung wurde anschlieBend ca. 5 min bei 95 °Gztnmd dann auf das SDS-
Gel aufgetragen. Als Standard wurde der BenchNfarRrotein Marker aufgetragen. Die
Gelelektrophorese-Kammer wurde mit dem Laufpuffer (7% geflllt. Die Elektrophorese
erfolgte bei 25 mA fur ein SDS-Gel bzw. 50 mA fur zwei SDS-Gele

Zur Farbung der Proteinbanden wurde das SDS-Gel zuersti@abmassie Farbelbsung
(s. S.27) gegeben und fur einige Minuten im Mikrowellengerat ermhitmschlielRend wur-
de die Entfarbelésung (s. 87) auf das Gel gegeben, einige Minuten erhitzt und das Gel
schitteln gelassen. Nach wenigen Minuten waren die Ptmagten sichtbar.

SDS-Gel (15%ig)

Fur ein 15 %iges SDS-Gel wurden folgende Substanzen fur gasTund das Sammelgel
bendtigt:

Substanzen Trenngel Sammelgel
(15 %ig, 5ml) (3 %ig, 2.5ml)

30 %ige Acrylamid-Losung 2.5ml 250I

1 M Tris-HCI, pH 8.8 1.88 ml -
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Substanzen Trenngel Sammelgel
(15 %ig, 5ml) (3 %ig, 2.5ml)

1 M Tris-HCI, pH 6.8 - 313ul

Millipore Wasser 0.53ml 1.88ml

10 %ige SDS-L6sung 501 25 ul

10 %ige APS-L6sung 50l 25 ul

TEMED 2.5ul 2 ul

2.3.2 Ammoniumsulfatfallung

Bei Zugabe von Ammoniumsulfat zu einer Proteinlésung weddeh 6sungsmittelmolekile,
die das Protein umgeben, fur die Hydrathille der Salziorerdbgt und stehen dem Prote-
in nicht mehr zur Verfugung. Dadurch liegen die hydrophoBemneiche an der Oberflache
des Proteins frei und die Proteinmolekile aggregierensi@jedoch nicht denaturiert und
kénnen bei Zugabe von Losungsmittel wieder in ihre 16sliEbem Gberfuhrt werden. Diese
Prozedur wird Aussalzersélting ou) genannt. Im Fall von tPphA wurde die Ammonium-
sulfatfallung zur Konzentrierung des Proteins und alseeReinigungsschritt durchgefihrt.
Dazu wurde nach der Zentrifugation des ZellaufschlussgisARaus dem Uberstand im Eis-
bad mit Ammoniumsulfat der folgenden Konzentrationen Bfefa5 %, 50 %, 55 % und
60 %. Das Prazipitat wurde 10 min bei 20.000 rpm zentrifugieas Pellet der einzelnen
Ammoniumsulfat-Fallungen wurde jeweils in moglichst weeRiuffer 1 (s. S28) aufgenom-
men und Uber Nacht gegen 2| Puffer 1 bei 4 °C dialysiert.

2.3.3 Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein
Reinigung [51,59

Bei der Glutathion-S-Transferase (GST)-FusionsproteimiBeng handelt es sich um eine
Affinitats-Chromatographie. Die Glutathion-S-Transferes ein 26 kDa Protein vo8chisto-
soma japonicunib9], das eine starke Affinitat zu Glutathion besitzt. Das G$i§iBnsprotein
enthalt zwischen dem N-terminalen GST und dem eigentlictiefprotein eine Protease-
schnittstelle fir Thrombin, den Blutgerinnungsfaktor Xeepe&ine andere spezifische Pro-
tease. Fur die Thrombinschnittstelle ist die Aminosaueguenz LVPRGS verantwortlich,
wobei die Spaltung zwischen der Aminoséaure Arginin (R) ungc@l (G) erfolgt BO0].
Nach dem Zellaufschlufd und Abtrennen der unl6slichen Bsttindteile durch Zentrifugati-
on kann das losliche GST-Fusionsprotein an das GlutatresrSéulenmaterials (Glutathion-
Sepharose) binden. Alle anderen Proteine in der Zellssspebesitzen die GST-Fusion nicht
und werden beim Waschen von der Saule gespult. Zuriick llaggewiinschte Protein, wel-
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ches bei der GST-Reinigung entweder mit freiem Glutathioer odit Hilfe einer Protease
(z.B. Thrombin) von der S&ule entfernt werden kann. Die Rs#epaltung auf der Saule hat
den Vorteil, dal3 nur ein Reinigungsschritt Gber die Saulgnst, um das Protein in sehr rei-
ner Form zu erhalten, da das GST auf der Saule gebunden. lidgdise Reinigungsmethode
wurde im Fall der C2B-Domane angewendet.

2.3.4 lonenaustauscher-Chromatographie

Die lonenaustauscher-Chromatographie kann fur Proteinetgiewerden, da diese aufgrund
ihrer positiv und negativ geladenen Aminosauren bei uokeesllichen pH-Werten elektrisch
geladen sind. Sie liegen bei einem bestimmten pH-Wert iereialektrischen Feld ungeladen
vor, d.h., ihre negativen und positiven Ladungen hebengegenseitig auf. Dieser pH-Wert
wird auch als isoelektrischer pH-Wert oder isoelektrisdPienkt (pl) des spezifischen Prote-
ins bezeichnet. Liegt dieser bei einem niedrigen pH-Weig,im Fall von tPphA (pl = 5.18),
kann fUr die Trennung des Proteins von Verunreinigungeméeiralem pH-Wert eine Anio-
nenaustauschersaule verwendet werden, da das ProteindreigH-Wert ungefahr 7 negativ
geladen ist. Liegt er hingegen bei einem hohen pH-Wert, mi€-all der C2B-Doméne (pl
= 7.85), sollte fur die Reinigung des Proteins bei neutraléivyert eine Kationenaustau-
scherséule verwendet werden, da das Protein bei einem pHuvgefahr 7 positiv geladen
ist [60,61].

Prinzipiell wird fur die Equilibration vor der Reinigung aefner lonenaustauschersaule
ein Puffer mit einer niedrigen Salzionenkonzentrationdtigi, um einerseits die Verdran-
gung der an das Saulenmaterial koordinierten Salzionechdias Protein zu gewahrleisten
und andererseits die Bindung von Verunreinigungen zu vdénm Ist das Protein an das Sau-
lenmaterial gebunden, kann es mit Hilfe einer hohen Sadzikanzentration wieder von der
Saule eluiert werden, da hierbei die Salzionen wieder arbdatenmaterial binden und das
Protein verdréngen.

2.3.5 Gelfiltrations-Chromatographie [62]

Das Prinzip der Gelfiltrations-Chromatographie beruht arf ennung der Proteine nach
ihrer GroRRe. In der Gelfiltrationsséule liegt als Saulemmal ein quervernetzendes Polymer
vor, in welches kleine Proteine eindringen kénnen. GroBeoéeine hingegen passen nichtin
dessen Poren und kdnnen daher schneller durch die SautggelaDiese Chromatographie-
methode wird meist am Ende einer Proteinreinigung vorgenem Auch im Fall der tPphA-
und der C2B-Reinigung schlol? sich als letzter Reinigungssehmi¢ Gelfiltrationssaule an.
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2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer photomsthen Messung bei einer Wellen-
lAnge von 280 nm in einer 2 mm Quarzkuvette () gegen den @atidnspuffer als Referenz
bestimmt. Die Proteinkonzentration konnte anhand deskxbnskoeffizienteng) mit Hilfe
des Lambert-Beerschen GesetZg4 gbenso wie die DNS-Konzentration (s. Abschiift.4
S.30) berechnet werden.

2.3.7 Aktivitatstest fur tPphA [63]

Die Aktivitat der Phosphatase tPphA konnte mit Hilfe des Reagara-Nitrophenylphosphat
(p-NPP) Uberprift werden. Dazu mulftéNPP entweder zu der Proteinlésung oder spéater zu
den Kristallen gegeben werden. Liegt das Protein in sektesesm Form vor, kann es Phosphat
von p-NPP abspalten und frei@sNP wird sichtbar. Nach der Reaktion zeigt die Losung die
gelbe Farbe des freiwerdendeara-Nitrophenols p-NPs).

0 I
D2N4</f \‘—D—P—O'—rtpph’ﬂ‘ 02N4</_\\ OH + o—P—0

—/ 1 -/ I
p-Mitrophenylphosphat p-Mitrophenaol

Abbildung 2.3: Reaktionsgleichung des p-NPPs

Fir eine erfolgreiche Reaktion mufR3ten sowohl@goder Mr?*-lonen als auch ein pH-
Wert von> 8.0 vorliegen.
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2.4 Kristallographische Methoden

2.4.1 Kristallisation

Voraussetzung der Kristallisation

Voraussetzung fur die Kristallisation eines Proteinsdaf? es in Losung stabil ist, d.h. nicht
in LOsung aggregiert, und dal3 es einen hohen Reinheitsgréd ¢%) hat. Wenn diese Vor-
aussetzungen erflllt sind, konnen Kristallisationsvelngumit guten Chancen auf Kristalle
angesetzt werden.

Ubersittigung

Protein-
konzentration

v

Féllungsmittelkonzentration

Abbildung 2.4: Phasendiagramm fur die Kristallisation

Bei der Kristallisation versucht man, wie in Abbildu2g4 gezeigt, die Proteinlésung in
den Ubersattigungszustand zu bringen. Ist dieser erréiohhen sich in der Keimbildungs-
zone kleine Kristalle bilden. In der metastabilen Zone bgwn kdnnen sich nur mit bereits
vorhandenen Keimen groRRere Kristalle bilden. Ansonstekeisie Kristallisation in diesem
Bereich moglich. Die Kunst der Kristallisation besteht nuamid, langsam in den Ubersatti-
gungsbereich und damit in die Keimbildungszone zu gelangarerste Kristallisationskeime
zu formen. Liegen einzelne Keime vor, sollte die Proteirdariration in Losung aufgrund
der gebildeten Proteinkristalle geringer werden. Dad@rchicht die Kristallisationslésung
anschlieBend den Bereich der metastabilen Zone, wo die Kaingeo3en Kristallen heran-
wachsen kdnnerbfl]. Wurde die Proteinlésung hingegen in den Bereich des geféfroteins
gebracht, tendiert das Protein zum Aggregieren und karledder Kristalle ausbilden.
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Hanging und sitting drop Methode

Fir die Kristallisation eines Proteins haben sich mehresghbden bewéhrt, darunter vor al-
lem diehanging dropund diesitting dropMethode, die auch in dieser Arbeit verwendet wur-
den. Bei diesen beiden Methoden macht man sich das Prinzipasgrhasendiffusion zunut-
ze. Die Proteinlésung, die sich in einer abgeschlossenemi& in einem Tropfen befindet,
wird mit der Zeit langsam aufkonzentriert. Irgendwann iahal der Uberséattigungsbereich
der L6sung erreicht, und es kdnnen sich Kristalle ausbi(deAbb.2.4, S.38). Sowohl bei
derhanging dropals auch bei desitting dropMethode wird zuerst die Reservoirlosung, die
aus der spezifischen Kristallisationsbedingung bestelaas Kristallisationsgefald gegeben.

a)

Abbildung 2.5: Kristallisation nach a) demanging dropMethode, b) desitting dropMethode

Bei derhanging dropMethode wird, z.B. auf einem silikonisierten Objekttragen Trop-
fen der Reservoirlosung mit einem Tropfen der Proteinlosygmgischt und das Kristallisa-
tionsgefal3, wie in Abbildung.5 (S. 39) gezeigt, verschlossen. Im Gegensatz dazu gibt man
bei dersitting dropMethode die Tropfen von Reservoir- und Proteinldsung awé &nicke,
die in dem Kiristallisationsgefal3, wie in Abbildugs (S. 39) gezeigt, angebracht wird. Ein
Vorteil dersitting dropMethode liegt darin, dal’ bei Losungen, die eine geringe f@lochen-
spannung aufweisen, der Tropfen nicht in die Reservoirigdalen kann, wie im Fall der
hanging dropMethode, sondern auf der Briicke verbleibt.

Streak seeding65,66]

Liegen nach der Kiristallisation zu viele kleine Kristallervkénnen mit Hilfe destreak see-
ding Methode wenige grol3e Kristalle geztuichtet werden. Dazu emissue Kristallisationbe-
dingungen mit einer niedrigeren Proteinkonzentratiom- die urspringliche Konzentration
auf die Halfte verdiinnen - oder niedrigeren Fallungsnkittezentrationen angesetzt wer-
den B7]. Die urspriinglich kleinen Kristalle werden als Kristationskeime fiir die neuen
Bedingungen verwendet. Sie werden z.B. mit einem Katzen-Rizdehaarg7] in die neu-
en Bedingungen Uberfuhrt, wie in Abbildu2g6 dargestellt ist. Bei dieser Methode werden
Kristallisationskeime in die metastabile Zone des Ubéigitgsbereichs transferiert, so dal
grol3e Kristalle wachsen konnen. Diese Methode wurde iredi&beit fur die Kristallisation
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1} Keime fiir das seeding produzieren 2) Tranfer der Keime in eine neue
Bedingung

3) Kristalle entlang einer sezding Linie
i ' l' &
g,

Abbildung 2.6: Anleitung firstreak seedin§65|

der Se-Met Proteinldsungen fir tPphA und C2B und fur die C2BtiHisation mit Kalziu-
mionen angewendet.

2.4.2 Datensammlung und -prozessierung
Datensammlung

Fur die Tieftemperatur-Datensammlung werden die geztemteristalle in flissigem Stick-
stoff eingefroren, wobei sie vorher jedoch in eine Cryol@suhberfihrt werden missen. Pro-
teinkristalle enthalten zu einem grof3en Anteil Wasserches sich beim Schockgefrieren
schlagartig ausdehnt. Um zu verhindern, dal3 der Kristafitde wird, werden die Kristal-
le vor dem Einfrieren in eine Losung transferiert, die zaséte Losungsmittel wie Glyce-
rin, MPD, 2,3-Butandiol oder PEGs etc. als Gefierschutz diaihaollte B8, 69]. Erst dann
kann der Kristall in einer Schlaufe montiert und in fliissig8titkstoff eingefroren werden
[68,69]. Die Cryoldsung fur die Kristalle der C2B-Domane beinhalt®@ Glycerin, die
fur die Kristalle von tPphA 15 % 2,3-Butandiol. Die ersten fidktionstests der C2B- und
tPphA-Kristalle wurden an einem Einkreis-Diffraktometsit einem MAR345image plate
Detektor vorgenommen, wobei als Rontgenquelle eine Cu-Disdeavorlag. Die eigentliche
Aufnahme der Datensatze erfolgte im Falle der C2B-Doméne amet8gtron SLS an der
beamlinePX 6, die mit einem MAR CCD Detektor ausgestattet ist. Die ktlstwurden bei
der Messung auf 89.5 K gekihlt. Im Falle von tPphA wurden da¢eld am Synchrotron DE-
SY in Hamburg an debeamlineBW 6 gemessen, die ebenfalls einen MAR CCD Detektor
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beinhaltete. Bei der Messung betrug die Kiihltemperatur distddle 100 K. In beiden Fallen
wurden sowohl Daten von nativen als auch von Se-Methionist&lten aufgenommen. Die
Strategie der Datensammlung der Se-Methionin Kristalteefii MAD-Experiment wird im

folgenden Abschnitt genauer erlautert (MADmultiple-wavelength anomalous dispersion

MAD-Datensammlung Fur eine MAD-Datensammlung wird zuné&chst ein Fluoreszenz-
Scan aufgenommen, um das anomale Signal zu Uberprifen and/aienlangen fir den
peak(f” maximal, Differenz zwischen ' und f” maximalhigh energy remotend inflecti-

on (f" maximal) Datensatz festzulegei(]. Dann wird zuerst depeakDatensatz mit einer

a0nn

4000 7

2000 7 .

Fluoreszenz Signal
(willlkirliche Einheiten)
!

T

LT

T T T T T
126350 128600 126650 126700 126730

Eéntgenenergie (W)

a) b)

Abbildung 2.7: a) Fluoreszenz-Scan von Se-Met Protein, b) Korrelationf/oh) zu f”(A) im Falle
von Se-Met Kristallen70]

hohen Redundanz gemessen. Solange danach kein Strahtisrsebaiegt, sollte nach dem
peakDatensatz dehigh energy remot®atensatz aufgenommen werden und am Ende des
MAD-Experiments deinflectionDatensatz. Andernfalls wird nach dggeakDatensatz der
inflectionDatensatz gemessen und mit einem zweiten Kristalhdgr energy remot®aten-

satz aufgenommer’]]. Fur eine gute Elektronendichtekarte sollte mindestem®atensatz

zu hoherer Auflosung gemessen worden sein, entwedéigleenergy remotBatensatz oder

ein Datensatz eines nativen Kristalls. Die Mel3zeit (undidaerbunden die Auflésung) des
MAD-Experiments sollte nicht zu hoch gewahlt werden, dassalas Risiko des Strahlen-
schadens besonders grof3 i&t][
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Datenprozessierung

Die Integration der Daten von der C2B-Domane und von tPphAgdanit Hilfe des Pro-
gramms HKL2000 T2] (Denzo). Fur die Skalierung der Daten wurde ebenfalls HBQ2
[72] (Scalepack) oder wahlweise X2SADJ] in Kombination mit SADABS [/4] verwendet.
Nach Bestimmung der Raumgruppe bzw. Uberpriifung der Datéitijumittels XPREP 74]
konnten die beiden Strukturen mit Hilfe des anomalen Sgywah Selen geldst werden.

2.4.3 Strukturldsung

Die gemessenen Beugungsbilder enthalten die Intensitgetheugten Rontgenstrahlung, die
proportional dem Quadrat der Amplituden der Strukturfedaoist. Allerdings kann aus dem
Rontgenexperiment nur der Absolutwert der Strukturamgéité, | ermittelt werden, da die
Intensitatl,, dem Wert| Fhk|\2 entspricht. Die Information Uber den Phasenwinggl geht
verloren [75,76):

Frk = [Pl - €xpli h] (2.2)
111

=V p (x,y,z) exp[2mi (hx+ ky+1z)] dxdydz (2.3)
/]

Nur mit beiden Informationen von Phase und Strukturfaktgplitude (Fng|) kann mit
Hilfe der inversen Fourier-Transformation die Elektrodiehte der Struktur bestimmt werden

[75]:
p(xy2) = > Fexpl-2r (hx-ky12), (2.4)
hkl

wobei x y z die Koordinaten in der Elementarzelle darstellen
Fir Proteinstrukturen kdnnen die Phasen mit den folgendethddlen ermittelt werden:

 Isomorpher Ersatz (MIR/SIR)

Anomale Dispersion (MAD/SAD)

Kombination aus isomorphem Ersatz und anomaler Dispe(8idRAS/SIRAS)

Molekularer Ersatz (MR)

Direkte Methoden, die jedoch auf relativ kleine Proteinkturen (ca. 3000 Atome)
begrenzt sind.
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In den Methoden des isomorphen Ersatzes und der anomalparBisn werden zur Ermitt-
lung der Phasen Schweratomderivate verwendet. In eingenedshritt werden die Schwera-
tompositionen und anhand derer die Phasen der Schwerastimmt. Anschliel3end kon-
nen aus diesen die Phasen des gesamten Proteins bereathmeitteis Dichtemodifikation
verbessert werden.

Isomorpher Ersatz (MIR/SIR)

Bei der Methode des isomorphen Ersatzes bendtigt man vedsaie Schweratomderivate
und native Kristalle, die isomorph zueinander sind, d. & die Kristalle die gleichen Zell-
konstanten und die gleiche Symmetrie aufweisen missenwinn die Kristalle isomorph
sind, kdnnen die Unterschiede in den Intensitaten zwisSutnweratomderivat und nativem
Kristall zur Phasenbestimmung und damit zur Strukturkigrtiihren. Die Idee des isomor-
phen Ersatzes ist, anhand der StrukturfaktoramplituderSdaweratomderivats und des na-
tiven Kristalls die Strukturfaktoramplituden der Schwerae zu bestimmen und daraus die
Phase des Schweratoms abzuleiten. Dazu ist der Zusamngenliechen den Strukturfakto-
ren des nativen Kristalls (P), des Schweratomderivats (Pid)der Schweratome (H) wichtig
[77):
Fru=F+F bzw. Fq=Fpy—Fp (2.5)

Der Strukturfaktor vori ist gegenuber den Strukturfaktoren viBnund Fpy klein, so dal
|Fp| und |Fpy| in die gleiche Richtung zeigen (s. AbhS8, S.44). In einem ersten Schritt wer-

den die Amplituden der Schweratome aus der Differenz derlAnden des nativen Kristalls
und des Schweratomderivats anhand der Gleichung fir deroigtnen Ersatz ermittel7p):

IFH| = A[Fiso| ~ [FpH| — |Fpl. (2.6)

Diese Gleichung ergibt nur fir zentrosymmetrische Raunmmgopeinen genauen Wert fur
die Amplitude vonFy (s. Abb.2.8a, S.44). In nicht-zentrosymmetrischen Raumgruppen ist
der tatséchliche Wert fllFy| groRer als der errechnete Wert, da ¢fas| den minimalen
Wert angibt (s. Abb2.8b und ¢, S44). Anschliel3end kbnnen mittels direkter Methoden oder
der Patterson-Method@#§] die Phasen der Schweratome mit Hilfe der Amplitude bestimm
werden. In der Patterson-Methode werden die Quadrate defitcien fir die Berechnung
der Schweratomsubstruktur verwendé&s|[

1 .
P(uvw) = & Z P | exp[—2m1 (hu+ kv+ Iw)] . (2.7)
hKI
Um die Schweratompositionen zu erhalten, missen die hgthdaxima in der Patterson-

Funktion ermittelt werden. AnschlieRend konnen anhan@®tdaseninformation der Schwera-
tomsubstruktur die Phasen der gesamten Struktur ernvitbetten.

43



2 Material und Methoden

a) b) ©)

Abbildung 2.8: Der Zusammenhang der Amplituden des nativen Kristafis),(des Schwera-
tomderivatkristalls Epn) und der Schweratomer§) fur a) zentrosymmetrische, b) und c) nicht-
zentrosymmetrische Raumgruppen.

a)

Abbildung 2.9: Die Harker Konstruktion flr den isomorphen Ersatz: a) SIR (single isphuars repla-
cement), die Losung fur die Phase gnist zweideutig, b) MIR (multiple isomorphous replacement),
die L6sung fir die Phase vd ist eindeutig
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Wird fur die Strukturlosung mittels isomorphen Ersatzes éin Schweratomderivat ver-
wendet (SIR =single derivative isomorphous replacempeidt die Losung zweideutig, d.h.,
es kann nicht zwischen zwei Lésungen fur die PhaseFs@ntschieden werden (s. Aldh9a,
S.44). Daher ist es ratsam, verschiedene Schweratomderivaegsen und somit die Zwei-
deutigkeit des SIR-Experiments mittels verschiedenervaeziin einem MIR-Experiment
(MIR = multiple derivatives isomorphous replacemeru losen (s. Abb2.%, S.44).

Anomale Dispersion (MAD/SAD)

Besonders ausgepragte anomale Dispersion kann beobaehndetnywenn Schweratome na-
he ihrer Absorptionskante mit Rontgenstrahlen bestrahitiere Schon Elemente ab Sauer-
stoff zeigen anomale Dispersion, wobei bei den ,leichtéfechweratomen wie Sauerstoff
und Schwefel sehr exakte Messungen notwendig sind, um dasad@ Signal fur die Phasen-
bestimmung nutzen zu kdénnen.

Bei der normalen Beugung von Rontgenstrahlen (leichte Eleenerd Kohlenstoff und
Stickstoff) entspricht die einfallende Strahlung der eetsinden Strahlung. Im Gegensatz da-
zu verandert sich bei der anomalen Beugung die Amplitude iméklase der austretenden
Strahlung (s. Abb2.10 S.45). In einer Vektorgraphik dargestellt (s. Abb.11, S.46) wird

a) b)

Abbildung 2.10: Beugung des einfallenden Roéntgenstrahls: a) normale Beugung, maém&eu-
gung, bei der sich die Amplitude und Phase andert, die Wellenlange jedttth n

deutlich, dal’ bei normaler Beugung die Amplitude des Strators koo des gesamten
Proteins inklusive Schweratomen der Amplitude des negat®trukturfaktors 5o ent-
spricht Gotal(Nkl) = —FRotar(hKI)). Somit ist die Phase vondg, identisch mit der negativen
Phase von Gta (@otai(hkl) = @otai(NKI)). Dies ist als Friedelsches Gesetz bekarmj.|
Im Fall der anomalen Streuung hingegen sind sowohl die Aogi als auch die Phase der
beiden Strukturfaktoren unterschiedlich.
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schwer (W)
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Abbildung 2.11: Friedelsches Gesetz flir a) normale und b) anomale Beugung

Daraus folgt, daR das Friedel Gesetz fir normale Beugundtastii also |F,| = “:m|
gilt, dal? das Friedel Gesetz fir anomale Beugung hingegahmiehr zutrifft:

Fr] # | P - (2.8)

Dieser Unterschied tritt nur bei nicht-zentrosymmetrestRaumgruppen auf, bei zentrosym-
metrischen Raumgruppen sind aufgrund der Zentrosymmaétkierion) die Intensitaten der
Reflexelny undlqg gleich (Fy und Ry entsprechen sich).

Nahe der Absorptionskante des Schweratoms ist der anonmaésl Aler Streuung maxi-
mal. Dieser verandert den Strukturfaktor des gesamteriRsoinklusive Schweratomen wie
in Abbildung 2.11(s. S.46) gezeigt ist, wobei der Strukturfaktor des Proteing.dfin) un-
verandert bleibt. Der Anteil des Strukturfaktors der Sclat@me setzt sich aus mehreren
Faktoren zusammen: dem normalen Strukturfaktoranteibtibildung 2.11F2 fir %) und
den anomalen Strukturfaktoranteilen (in Abbilduhd1F, fiir f'(A) undF, furif”(A)) [79]:

f(A) =04+ f/(A)+if”(A). (2.9)

Der Anteil f© umfaRt normale Beugung ohne Phasenverschiebungd!(h-Anteil ist der
Beitrag von Absorption und sofortige Emission enthalten: D&\ )-Anteil beinhaltet den
Beitrag der Absorption und verzégerten Emission, welcheginar Phasenverschiebung um
90 ° fuhrt. Derf”(A) Anteil kann mit Hilfe eines Rontgen-Fluoreszenz-Scans efhiver-
den (s. Abb2.7, S.41). Aus demf”(A)-Anteil kann anschlieRend déf(A )-Anteil mit der
Kramers-Kronig Gleichung berechnet werden, wéfitA ) bekannt ist 79):

2 e EI f//<E/)

F(E) = ()P ; g2 F (2.10)
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2.4 Kristallographische Methoden

Voraussetzung fur die Messung der anomalen Dispersioniigtastens ein Schweratom-
derivat. Hierbei kdbnnen unter anderem die Elemente Se, Bgeaide (Br, I), Ca, Co und
Mn verwendet werden.

SAD Fur die Strukturlésung mit Hilfe der SAD-Methode (SADsmngle-wavelength an-
omalous dispersionmul3 ein Datensatz eines Schweratomderivats (PH) nahe lakorpti-
onskante des SchweratonpeékWellenlange) aufgenommen werden, um die gro3tmoégliche
anomale Differenz irf”(A) zu erhalten80]. Aus der anomalen Differenz ifi’ (A ) erhalt man
das Bijvoet-Paaf Fops(+h)|? und |* Fops(—h) |2, aus dem man anhand der MAD-Gleichung
die Phasen ermitteln kann:

P Foos(EN) 2 = [°Fr [+ 2y |°Fal® (2.11)
+by [°Fr||°Fa| cos 1 — ¢a)
) |°Fr||°Fal sin(@r — ¢a),
wobei  ay = (f,2+ £,2)/(f9% by =2f,)/f% und ¢, =2f,)/f°
(2.12)

Die Losung der Gleichung ist allerdings nicht eindeutigadaand von zwei bekannten Gro6-
RBen (* Fops(+h)|2 und |* Fops(—h)|?) drei Unbekannte|¢Fr |, |°Fr| und ¢ — ¢a) gelost wer-
den missen. Dieses Problem ist als Zweideutigkeit des S¥ieffiments bekannt. Es kann
geldst werden, indem der Mittelwert zwischen den beiders@mals Startwert verwendet
wird und der mittlere Phasenfehler nicht zu grof3 ist.

MAD In dieser Arbeit wurden die Strukturen der C2B-Domane und @A mit Se-Met
Kristallen mit Hilfe von MAD-Experimenten geldst. Die Veite von Se als Schweratomde-
rivat sind folgende:

1. K-Kante von Se nah& = 0.98 A und damit im Bereich von Synchrotronstrahluig] [

2. Praparation des Se-Majekennzeichneten Proteins mit Hilfe von auxotrophen Belle
ist gut handhabbar

3. Se-Met-Einheiten sind innerhalb des Proteins gut gestifdd] (Ausnahme: am N- und
C-Terminus sind sie jedoch flexibel.)

4. Proteinstabilitat und -funktion wird nicht beeinfluRtvBe

5. Gutes MAD-Signal (4 - 6 %) erhaltlich, wenn ein Methionimerhalb von 50 Amino-
sauren im Protein vorlieg7p]

1Aminoséauren werden im Folgenden anhand der {iblichen Dueh&aben-Abkiirzungen bezeichnet.
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2 Material und Methoden

In einem MAD-Experiment werden von einem Schweratomdémvahrere Datensatze bei
verschiedenen Wellenldngen nahe der Absorptionskanterdiealtenen Schweratoms aufge-
nommen. Zuerst wird mit Hilfe eines Fluoreszenz-Scans digage Position der Absorpti-
onskante (Maximum vori”(A)) bestimmt. AnschlieRend karfri(A ), wie oben beschrieben,
berechnet werden. Dadurch kénnen die Wellenlangen fupeak(Maximum von f”(A)),
inflection(Minimum von f/(A)) undhigh remotgmittlere Werte furf’(A) und f”(A)) Daten-
satze festgelegt werden, wie in Abbilduid 2a dargestellt ist. Bei der MAD-Messung wer-

fr high remote
A peak
fr peak
A high remote
A inflection / L,
f " inflection
E

v

£ s

a)

Abbildung 2.12: a) Datenséatze eines MAD-Experiments, b) Korrelation zur Theorie de®-MA
Experiments

den die unterschiedlichen Bijvoet-Paargggf und F,,) aufgenomment9], wobei flir den
peakDatensatz die grof3te Differenz vorliegt (s. AlzblZb). Die zweitgrol3te Differenz tritt
je nach Wahl der Wellenlange bei ddngh remoteDatensatz oder deinflectionDatensatz
auf (s. Abb.2.12a und b). Anhand der Differenzen in den Bijvoet-Paaren kane eindeuti-
ge Losung fur das Phasenproblem gefunden werden - im Gegemsa SAD-Experiment -.
Daflir missen mindestens zwei Datensatze bei verschied&abenlangen aufgenommen
werden. Dann liegen fir jede Wellenlangé,s(+h)|? und |* Fops(—h)|? vor. Nach Einset-
zen in die MAD-Gleichung79] erhalt man insgesamt 2n Gleichungen, wobei n die Anzahl
der verschiedenen Wellenlangen angibt. Bei zwei verscheu&Vellenlangen ergeben sich
vier Gleichungen mit drei UnbekannteffRr|, |°Fr| und ¢t — ¢), aus denen die Phasen der
Struktur mit Hilfe von direkten Methoden ermitteln werdeinken.
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2.4 Kristallographische Methoden

Molekularer Ersatz (MR)

Notwendig fur den molekularen Ersatz ist eine verwandtekdar, die fur die Strukturlésung
verwendet werden kann. Hierzu sollte das Modell zu minasst® % mit der zu I6senden
Struktur Gbereinstimmen. Bei der Methode des molekularsatzes wird die exakte Position
des Suchfragments in der Elementarzelle ermittelt. Dalatiegs zum einen die Rotationssu-
che, bei der es um die Berechnung der richtigen OrientieresgSidichmodells (drei Rotati-
onsvariablen) geht. Zum anderen gibt es die Translati@hgswm die exakte Position des
Suchmodells (drei Translationsvariablen) zu ermittelie 8echs zu ermittelnden Variablen
konnen entweder in einem Schritt simultan oder in zwei SEmwiermittelt werden, wobei die
sechs-dimensionale Suche sehr viel Rechenleistung erfollbeiden Fallen wird im ersten
Schritt die Rotationssuche mit Hilfe der Patterson-Fumk{g Absat2.4.3 S.43) durchge-
fuhrt, wobei in diesem Fall die Patterson-Funktion des haken Fragments Uber der aus den
Daten gewonnenen rotiert wird. Um die richtige Orientigrales Suchfragments zu erhalten,
missen die intramolekularen Vektoreself-vectorybetrachtet werden. Eine maximale Uber-
lappung desself-vectorandiziert die richtige Orientierung des gesuchten Fragndst die
richtige Orientierung des Suchfragments bekannt, mulluBelate Position des Fragments
in der Elementarzelle ermittelt werden. Fur die RaumgruppésPdie Frage der Translati-
on einfach, da der Ursprung der Zelle willktrrlich mit Ruckdiauf die Zellachsen gewahlt
werden kannT7]. Fur alle Gbrigen Raumgruppen muf3 die exakte Position dagrnkents
mit Hilfe der intermolekularen Vektoremioss-vectorsder Patterson-Funktion ermittelt wer-
den. Auch hier zeigt ein maximaler Wert die genaue Posities Suchfragments an. Die
Methode des molekularen Ersatzes kann aufgrund der veres®fRechenleistung auch in
einer sechs-dimensionalen Suche z.B. ubernggximum likelihoodViethode, wie in dem
Programm PHASER{1], angewandt werden.

2.4.4 Dichtemodifikation

Die verschiedenen Methoden der Dichtemodifikation werdachrErhalt der Phasen an-
gewandt, um die urspriinglich fur einen begrenzten Bereibhalenen Phasen zu verbes-
sern und zu erweitern. Dadurch wird die Elektronendichtelaesser interpretierbar, so daf3
die Modellierung der Proteinstruktur vereinfacht wird.eMethoden der Dichtemodifika-
tion basieren auf den Eigenschaften der Elektronendiehtietk von Makromolekuler8p).
Zwei wichtige Dichtemodifikationen sind zum einen die ustéiedliche Behandlung von
Lésungsmittel- und Proteinbereichen im Kristablvent flatteninghistogram matchingind
sphere of influengezum anderen die Einbeziehung von nicht-kristallogragieér Symmetrie
(NCS.

49



2 Material und Methoden

Solvent flattening

Bei der Methode desolvent flatteningwird die Elektronendichte der Lésungsmittelregionen
auf einen konstanten Wert gesetzt, wahrend die Proteimbereinverandert bleiberv).
Dadurch wird das Rauschen in der Elektronendichtekartechgel von den ungeordneten
Losungmittelbereichen verursacht wird, unterdrickt.sdighrt zu einer Verbesserung in den
Phasen und damit der ElektronendichtekaB. [

Histogram matching

Die Methode dedistogram matchinggleicht die Elektronendichte-Verteilung der gemesse-
nen Elektronendichtekarte an eine ideale Elektroneneh®htteilung an. Dazu wird der vor-
handenen Elektronendichte ein neuer Wert zugewiesen, idlelemdealen Dichteverteilung
bei einer bestimmten Auflésung konsistent ist.

Sphere of influence

In dem in dieser Arbeit verwendeten Programm SHELXE] [wird die Dichtemodifikati-
on mit Hilfe der Methode desphere of influencermittelt. Dabei wird um jeden Pixel der
Elektronendichtekarte eine Kugel mit einem Radius von 2.4@Astruiert, was einem ty-
pischen 1,3-Abstand in allen organischen und makromade&nl Strukturen entspricht, und
die Unterschiede der Elektronendichte auf der Oberflach&dgel untersucht. Bei grol3en
Varianzen wird der Bereich der Proteinregion zugeteilt,kbeinen Varianzen der Losungs-
mittelregion. Mittlere Varianzen werden entweder wie Brategionen oder Losungsmittelre-
gionen behandelt. In den Proteinregionen wird die neg&igktronendichte auf Null gesetzt
und die positive Elektronendichte verstarkt, in der Losmitelregion wird ebenfalls die ne-
gative Elektronendichte auf Null gesetzt und zusatzliehmtisitive Elektronendichte negiert.
Dadurch erhéht sich der Kontrast zwischen der Protein- @md.dsungsmittelregion.

Nicht-kristallographische Symmetrie

Beinhaltet die Proteinstruktur mehr als ein Molekul in deyrasetrischen Einheit, welche
nur Uber lokale Symmetrie-Operatoren ineinander tUbebpihsind, spricht man von nicht-
kristallographischer Symmetrie. Diese kann fir die Diomdifikation verwendet werden,
indem die verschiedenen Kopien der Struktur gemittelt werdnd somit das Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis verbessert wird.
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2.4 Kristallographische Methoden

2.4.5 Strukturverfeinerung

Die Strukturverfeinerung hat das Ziel, die berechnetek8iribbestmdglich an die beobach-
teten Daten anzupassen. Dazu wechseln sich Zyklen des hMoele$ der Struktur in einem
Graphikprogramm (z.B. COOBH]) mit der Verfeinerung der modellierten Struktur in einem
Strukturverfeinerungsprogramm (z.B. REFMAGSH] fiir eine mittlere Auflésung (2-3 A)
oder SHELXL B#] fiir eine hohe Auflésung (bis ca. 2.5 A)) ab. Fir die Strukéufeine-
rung gibt es verschiedene Methoden, unter anderem die Mefther kleinsten Fehlerquadra-
te (east-squares die davon abgeleitete Methode demjugate-gradienund diemaximum
likelihood Methode B7]. Die Strukturverfeinerung kann entweder auf Basis derkaurdakt-
oramplituden |k |) oder den gemessenen Intensitatgn) (das Quadrat der Strukturfakto-
ramplituden]Fhk”z) durchgefuhrt werden. Ein Vorteil bei der Verfeinerung gedntensitaten
ist, dal3 alle Daten inklusive negativer Mel3werte in die &edrung mit einflieen. In al-
len Strukturverfeinerungsmethoden geht es letztendliechrd, die Ubereinstimmung der be-
obachteten Strukturfaktoramplitudeffrd,d) mit den kalkulierten Strukturfaktoramplituden
(|Feaic]) zu verbessern. Fir die Uberprifung der Ubereinstimmurigchen| Fopg und |Fegac|
wird der R-Wert betrachte®pl:

Fobd — |F
R— > it |[Fobg — | calc||‘ (2.13)
> hki | Fobs

Bei der Betrachtung des R-Werts als Gutekriterium fir die $Stnueesteht das Problem, dal3
durch die Verfeinerungnodel biasin die Struktur eingeht. Das bedeutet, dal3 die Dichte an
das Modell angepaldt wird, so dal? Fehler im Modell in der Righitht mehr sichtbar sind.
Als ein unabhangiges Gutekriterium fur die Struktur wirdhelazusatzlich zum R-Wert der
Riree-Wert berechnet. Dieser wird aus einem zuféllig ausgewalitatz von Reflexen (ubli-
cherweise 5-10 % der Daten), der vor der Verfeinerung gewélrde, analog der Gleichung
fur den R-Wert bestimmig8]. Da bei Proteinstrukturen tblicherweise die gemesserastarD
nicht fur die unabhangige Verfeinerung aller Atomposiéinrausreichen, werden zusatzliche
Informationen in Form voieonstraintsoderrestraintsin die Verfeinerung einbezogen. Diese
basieren auf chemischen Information€uonstraints die als exakte mathematische Bezie-
hungen eingehen, verringern die Zahl der Parameter, wdhestraints die als zusatzliche
Beobachtungen eingehen, die Anzahl der Daten erhéhen.
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3 Strukturbestimmung der C2B-Domane

3.1 Expression und Reinigung

3.1.1 Natives Protein
Expression des rekombinanten Fusionsproteins

Das Expressionskonstrukt beinhaltete sowohl die C2B-Doratn@uch einen Teil ddinker
Region (s. Abbl1.7, S.9) zwischen der C2A- und der C2B-Domaéne des Rabphilin-3A aus der
Ratte (attus norvegicup Insgesamt bestand die cDNS Sequenz aus dem kodierenagn Fr
ment fUr die Aminosauren 519 bis 684. AuRerdem war im Vek&EK-2T (GE Lifesciences)
am N-Terminus ein GST-Fusionsprotein angefiigt, welchesgléir ersten Reinigungsschritt
bendtigt wurde. Die Induktion der Expression erfolgte tdbem IPTG-induzierbaretac-Pro-
motor.

Zunachst wurde eine Tageskultur von 2 ml LB-Medium (s24.und 4ul Ampicillinlo-
sung (25 mg/ml) tGber ca. 5 bis 6 h bei 37 °C kultiviert. AnseRénd wurde eine Vorkultur,
bestehend aus 25 ml LB-Medium, g0 Ampicillinlésung und 15ul der Tageskultur, Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die Hauptkultur, blestel aus 750 ml LB-Medium
und 1.5 ml Ampicillinlésung, mit 25 ml Vorkultur angeimpfid bis zu einer Oy von 0.9
bei 37 °C kultiviert. Die Bakterien wurden auf 15 °C abgekiilit bei einer Olgyg von 1.0
mit 1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte Uber Nackt b5 °C, um die Loslich-
keit des Fusionsproteins zu gewdhrleisten (s. Ablh, S.53). Fur die Aufbewahrung des
Zellpellets wurde die Kultur 20 min bei 8 000 rpm zentrifugiend das Zellpellet bei -80 °C
gelagert.

Reinigung

Die pelletierten Bakterien wurden in 30 ml Lysispuffer (sbTa.1.7, S. 27), der mit ei-
ner Protease-Inhibitor-Tablette (COMPLEM™Evon Roche) und einer Spatelspitze Lysozym
(Roth) versetzt wurde, vollstandig resuspendiert. Dastlysade mittels Ultraschall aufge-
schlossen und die I6slichen Zellbestandteile von den tchi@En Zellbestandteilen mit einer
Zentrifugation bei 20000 rpm (Rotor TA 30-50 Ti) fur 1 h bei 4 g@trennt. Fir die Af-
finitatsreinigung des GST-Fusionsproteins wurden 2 ml &hibn-Sepharose in eine 10 ml
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3.1 Expression und Reinigung

MVI nl

<= (C2B-GST-Fusionsprotein

<+—freies GST

Abbildung 3.1: SDS-Gel der Expression des GST-C2B-Fusionsproteins; vl: \aukition, nl: nach
Induktion.
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3 Strukturbestimmung der C2B-Domé&ne

Pierce Saule gegeben und mit 20 ¢ PBS-Puffer (s. Tab2.1.7, S. 27) gewaschen. Zur
gewaschenen Glutathion-Sepharose wurde der Ubersta@@dgifugation hinzugefiigt und
1 h bei RT mit dem Ziel inkubiert, das GST-Fusionsprotein as @lutathion des Saulenma-
terials zu binden. AnschlieRend wurde der Uberstand demngyé einem Falcon-Réhrchen
aufgefangen. Die Saule wurde mit 50 mt PBS-Puffer (s. Tal®.1.7, S.27) gewaschen, um
die meisten Verunreinigungen von der Saule zu spilen. Damdem 8 ml X PBS-Puffer
und 80ul Thrombin (10 Ull, GE Lifescience) auf die Saule gegeben, diese verschiosse
und Uber Nacht bei RT inkubiert, wobei die Suspension lagelschittelt wurde. Das Throm-
bin spaltete Uber Nacht das GST-Fusionsprotein ab, so @aBaB-Domé&ne nun nicht mehr
an die Glutathion-Sepharose gebunden war. Der Durchlai8é&ae wurde in einem Falcon-
Rohrchen aufgefangen (s. Alih2, S.55, Fraktion D fir Durchlauf und S fir Glutathion-Se-
pharose). Anschliel3end wurde die Saule mit 20 mPBS-Puffer (s. Tal2.1.7, S.27) gewa-
schen und der Duchlauf erneut aufgefangen. Die aufgefamgeraktionen nach Abspaltung
des GSTs wurden mit einem 10000 MW cutoff Dialyseschlau&ihtgegen 5| Puffer A (s.
Tab.2.1.7,S.27) bei 4 °C dialysiert. Dann wurden die Fraktionen auf die @ 6P XL Katio-
nenaustauschersaule (5 ml, GE Lifescience) aufgetrageayusor mit vier Sdulenvolumina
Puffer B (s.Tab2.1.7, S.27) und anschlieRend mit vier S&ulenvolumina Puffer A aquidity
worden war. Vorhandene Verunreinigungen wurden mit vierl&#&olumina Puffer A von
der Saule gewaschen. AnschlieRend wurde das Protein reineiinearen Gradienten von
sechs Saulenvolumina und einer Flu3rate von 1 ml/min elu&s wurden 1 ml-Fraktionen
gesammelt. Das SDS-Gel der KationenaustauschersauteAbbildung3.2 dargestellt.

Die Proteinfraktionen wurden vereinigt und gegen 51 Gedfilonspuffer (s. Tal2.1.7, S.
28) Uber Nacht bei 4 °C dialysiert. Vor der Gelfiltrationssawlerde die Proteinlésung auf ca.
1 ml mit einem Centricon 10 000 MW cutoff mit 3000 rpm bei 4 °Cgaengt. Fir die Gel-
filtration wurde eine Superdex75 16/60 (GE Lifesciencevwesrdet. Die Eluierung erfolgte
mit 1.5 Saulenvolumina des Gelfiltrationspuffers (s. Tah.7, S.28) und einer Flu3rate von
0.5 ml/min. Die Proteinfraktionen 64 bis 70 (s. Aldb3) wurden vereinigt und auf 21.8 mg/ml
eingeengt.

3.1.2 Se-Met Protein
Transformation und Vorkultur

Die Transformation wurde mit il des Plasmids aus einer Mini Prep und 2834 DES3-
Zellen laut Protokoll (S29) durchgefihrt. Die Amp-Agarplatte wurde tber Nacht bei G7 ©
inkubiert. Anschlielend wurde die Vorkultur, bestehend &unl Medium A (S.25), 5ul
Methionin (50 mg/ml) und einem Klon von der Amp-Agarplatéagesetzt. Sie inkubierte
tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm.
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3.1 Expression und Reinigung

Thrombin
Verdau

—~—N—
M D Svorl3 > 23

Abbildung 3.2: Reinigung des nativen C2B: SDS-Gel des Thrombinverdaus und dern€aaus-
tauschersaule; die Fraktion ,D“ steht fir Durchlauf und ,S* fir ant&llmion-Sepharose gebundene
Proteine, d.h. Proteine, die nach Verdau auf der S&ule bleiben; digdfrakor” steht fur die Pro-
teinlésung vor der Kationenaustauschersaule und die nummerierten Reakgtehen fir dipeak
Fraktionen der Kationenaustauscherséule.

Abbildung 3.3: Reinigung des nativen C2B: SDS-Gel der Gelfiltration,mbakFraktionen 60 bis 72
sind aufgetragen.
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3 Strukturbestimmung der C2B-Doméne

Expression

Zu 11 Medium A (s. S25) wurden 1 ml Methionin (50 mg/ml) und die gesamte Vorkultanv
5 ml gegeben. Die Kultur wurde bei 37 °C und 120 rpm bis zu ed®iggyo von 1.0 inkubiert.
Dann wurde die Lésung 10 min bei 6 000 rpm bei 4°C zentrifugor Uberstand verworfen
und das Zellpellet in 11 Medium A ohne Methionin aufgenommBre Kultur wurde 4 h
bei 24 °C und 120 rpm inkubiert. Anschliel3end wurde 1 ml S¢-{@@ mg/ml) hinzugegeben
und fUr% h inkubiert. Dann wurde die Expression mit 1 mM IPTG induziBie Expression
erfolgte Uber Nacht bei 24 °C.

M VI_II’II

60 kDa —

50 kDa— ' .
40 kDa — <= (C2B-GST-Fusionsprotein

<+—{reies GST

Abbildung 3.4: SDS-Gel der Expression des Se-Met Proteins; vl: vor Induktiamah Induktion.

Reinigung

Die Reinigung des Se-Met Proteins wurde analog zur Reinigesgdtiven Proteins durch-
gefuhrt:

1. Glutathion-Sepharose Affinitats-Chromatographie
2. Kationenaustauscher-Chromatographie

3. Gelfiltrations-Chromatographie
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3.2 Kristallisation und Datensammlung

Da die Reinigung fur das Se-Met Protein identisch mit der dgisen Proteins war, sind hier
keine SDS-Gele der Reinigung des Se-Met Proteins dargeflal Se-Met Protein konnte
auf 20.6 mg/ml eingeengt werden.

3.2 Kiristallisation und Datensammlung

3.2.1 Kristallisation

Erste Kristallisationsversuche mit dem Kristallisatimoister (Mosquito, TTP Labtech) mit
einer Proteinkonzentration von 17 mg/ml zeigten, daf} die O2Byne bevorzugt mit PEG
mittlerer Gro3e und mit 0.1 M Hepes bei pH 6-8 kristallisseiDaher wurde eine 4 6 Ma-
trix aufgestellt, bei der einerseits die Gro3e der verwedPEGS, andererseits der pH-Wert
der Losung variiert wurde. Die unterschiedlichen PEGs uaephgesetzten Konzentrationen
waren: 20 % PEG MME 2000, 20 % PEG 8000, 30 % PEG 3350, 30 % PE®,B0OC%
PEG 400 und 20 % PEG MME 5000. Die Kristallisationsansatzedesm sowohl bei 20 °C
als auch bei 12 °C mit einer Tropfengrof3e vopl41 ul Proteinlésung + Ll Reservoirlo-
sung) angesetzt. Nachdem nach 6 d keine Kristalle zu sehemwaurdestreak seedingnit
den urspriinglich mittels Roboters erhaltenen nativen &test mit Hilfe eines Pferdehaares
durchgefuhrt. Zwei Tage nach deseedingzeigten sich die ersten Kristalle in den Tropfen
mit PEG MME 2000, PEG 8000 und PEG 3350. Um ihre vollstandig&3@ zu erreichen,
wuchsen die Kristalle ein bis zwei Wochen. Die gréRten Kiist(15x 15x 100 um?3) wurden

in Tropfen mit 20 % PEG MME 2 000 und 20 % PEG 8 000 sowohl bei 12l¥Guch 20 °C
erhalten (s. Tal8.1, S.57 und Abb.3.5, S.58). Fur die Messung bei 100 K wurden die Kri-
stalle in eine Cryol6sung, bestehend aus Reservoirlosung@fe Glycerin, Gberfihrt, dann
in einer Schlaufe montiert und anschliel3end in flissigeokSiff schockgefroren. Die Mes-
sung erfolgte am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DE&¥amburg. Dort beugten die
Kristalle bis 1.6 A. Firr die Kristallisation der C2B-Doménet ialzium wurde die Proteinlo-

Bedingung 1 | Bedingung 2

20 % PEG MME 2000 20 % PEG 8000
0.1 M HepespH 8.5 | 0.1 M Hepes pH 8.5

Tabelle 3.1:Kristallisationsbedingungen der nativen C2B-Domane

sung, die urspringlich auf 21.8 mg/ml eingeengt worden mardem Puffer der Gelfiltration
(s. S.28) und 0.1 bzw. 0.2 M CaGiL6sung auf 17 mg/ml verdiinnt. Mit dieser Proteinlésung
wurden Kristallisationsanséatze um die Bedingungen (s. 3dbS.57) bei 12 °C angesetzt.
Nach 4 d wurde mit den nativen Kristallen, die ohnéCgewachsen waren (Raumgruppe

57



3 Strukturbestimmung der C2B-Domé&ne

Abbildung 3.5: Kristalle der C2B-Domaéne: a) native Kristalle (2515 x 100 umq), b) Se-Met
Kristalle (25x 25 x 100 um?3) und c) Kristalle mit C&"(15 x 15 x 200 um?3)

P2,212), streak seedinglurchgefihrt. Die Kristalle wuchsen innerhalb einer Woztehrer
vollen GroRe heran. In Tabell&2 (S. 58) sind die Kristallisationsbedingungen aufgefihrt,
die zu den besten Kristallen fuhrten.

Auch diese Kristalle wurden vor der Messung in eine Cryolgsbestehend aus Reservoir-
l6sung mit 10 % Glycerin, Uberfuhrt, bevor sie in flissigenci&toff gefroren wurden. Die

Bedingung mit PEG MME 2000 | Bedingung mit PEG 8000

30 % PEG MME 2000 25 % PEG 8000
0.1 M Hepes pH 8.0 0.1 M Hepes pH 7.6
0.2 M CaCy in der Proteinlésung 0.2 M CaC} in der Proteinlésung

Tabelle 3.2:Kristallisationsbedingungen der nativen C2B-Domane mft'Ca

Kristallisation des Se-Met Proteins wurde analog zum eatiRrotein durchgefthrt, wobei
fur die Kristallisationsansatze eine Proteinkonzerdratron 20.6 mg/ml verwendet wurde.
Nach 2 d wurden die Tropfen mit urspriinglich mittels Robo&tsltenen Kristallen mit ei-
nem PferdehaageseedetDie Kristalle wuchsen innerhalb einer Woche bis zu eindsf3er

von 25x25x 100 um?3. Die Kristalle aus Bedingung 2 (s. Tab.1, S.57) streuten am Syn-
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3.2 Kristallisation und Datensammlung

chrotron Swiss Light Source (SLS) in Brugg bis 1.2 A. Vor derdsleng wurden sie in eine
Cryol6sung, die aus Reservoirlésung und 10 % Glycerin bestersferiert und in flissigem
Stickstoff gefroren.

3.2.2 Datensammlung

Zuerst wurde fur die Messung der Se-Met Kristalle ein Flapemz-Scan durchgefihrt (s.
Anhang S.118), damit die Wellenlangen fur depeak und inflection Datensatz festgelegt
werden konnten.

Dann wurden erst dipeakDaten und anschlielend dieflection Daten mit einem Se-
Met Kristall gesammelt. Mit einem zweiten Se-Met Kristalurden hochaufgeldoste Da-
ten bei einer Wellenlange irhigh energy remotd&ereich erhalten. Die Daten der MAD-
Datensammlung sind in Tabelte3 (S. 59) aufgefihrt.

Datensatz peak inflection high remote
beamline SLS,

PX 6
Wellenlénge (A) 0.9792 0.9796 0.9500
Detektor MAR CCD MAR CCD MAR CCD
Raumgruppe P2, 2 P22, 2 P22, 2
Zellparameter (A) a=53.898

b =60.043

c=41.928
Aufldsungsgrenze (A) 1.91 (2.01-1.91) 1.92 (2.02-1.92) 811238-1.28)
Unabhangige Reflexe 10738 10524 33387
Redundanz 7.07 (6.71) 6.17 (3.90) 1.72 (1.16)
Vollstandigkeit (%) 98.6 (96.9) 96.9 (87.9) 94.2 (72.7)
mittleres | /a(l) 18.62 (12.89) 15.69 (7.74) 14.38 (2.84)
Rint (%) 7.07 (12.90) 8.32 (14.84) 2.92 (21.00)

Tabelle 3.3:Datensammlung der Se-Met Kristalle der C2B-Domane

Auch konnte ein Datensatz eines nativen Kristalls ohn&"Ga der Kristallisationsbe-
dingung aufgenommen werden (Raumgruppe2rP2). Dieser war jedoch im Gegensatz zu
dem Se-Met Datensatz schlechter, so dal3 er im Nachhineweiiere Berechnungen keine
Verwendung fand. Desweiteren wurden Daten eines nativestatls, der in Kristallisations-
bedingungen mit G4 gewachsen war, gesammelt (Raumgruppg e Daten der nativen
Kristalle sind in Tabelle3.4 (S. 60) aufgelistet.
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3 Strukturbestimmung der C2B-Domé&ne

Datensatz nativ ohne €a  nativ mit C&*
beamline DESY Hamburg, SLS,

BW 6 PX 6
Wellenlénge (A) 1.0500 0.9536
Detektor MAR CCD MAR CCD
Raumgruppe P2,2 P2
Zellparameter (A) a=53.898 a =40.069

b =60.043 b =59.606

c=41.928 c =66.385

B =103.89

Aufldsungsgrenze (A) 1.58 (1.67-1.58) 1.85 (1.94-1.85)
Unabhangige Reflexe 18693 25345
Redundanz 5.88 (2.22) 6.44 (4.43)
Vollstandigkeit (%) 96.5 (80.7) 97.2 (93.9)
mittleres | /a(l) 14.53 (2.33) 12.50 (3.07)
Rint (%) 7.83 (39.37) 8.86 (40.06)

Tabelle 3.4:Datensammlung der nativen Kristalle der C2B-Domane

3.3 Strukturlésung und -verfeinerung

3.3.1 Die C2B-Struktur in der Raumgruppe P22,2

Die Struktur von C2B konnte anhand der C2B Kristalle, die ohr& @awachsen waren, mit
Hilfe des anomalen Signals der Selenatome gelost werdéerdiigs lag in den einzelnen
Datensatzen bei den Wellenlangen gesks derinflectionund derhigh energy remotaur
ein schwaches aber signifikantes anomales Signal vor (zi#yesdes Programms XPREP
[74], S. 61), so daR alle drei Datensatze in XPREM][korreliert werden muf3ten, um das
Signal vom Rauschen der Daten zu extrahieren (81)SEin gutes anomales Signal, welches
sich durch einen anomalen Korrelationskoeffizienten vord*@auszeichnet8f], war bis
2.4 A vorhanden.

Da trotz ausreichendem, anomalem Signal keine Strukumtpgrhalten werden konnte,
wurden zuerst die Datensatze der Se-Met Kristalle in XPRE# dingelesen und gemit-
telt, wobei die Friedel Paare nicht gemittelt wurden. AlsdRehzdatensatz diente degh
energy remot®atensatz, so dal die Zellachsenaufstellunghags energy remot®atensatz
auf die beiden anderen Datensatze Ubertragen werden kdent&,; betrug 12.70 %. Die
Schweratompositionen wurden mit Hilfe der Se-SAD Methodtedem Programm SHELXD
[90,91] bestimmt. Hierbei zeigte sich, daf’ von den vier erwart&elenatomen nur zwei fast
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3.3 Strukturlésung und -verfeinerung

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line i s based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged):

Inf - 8.0 -6.0-5.0-4.0-3.5-3.1-2.9-2.7-25-2,3-2.1-1.92A7A

Abbildung 3.6: Anomales I/sigma fir depeakDatensatz

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line is based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged):

Inf - 8.0-6.0-5.0-4.0-35-3.1-2.9-2.7-25-2.3-2.1-1.9A

1.43 1.58 1.23 0.86 1.00 1.04 1.37 1.11 1.18 1.01 0.77 1.01
1.57 1.76 1.52 1.11 1.15 1.24 1.54 1.28 1.22 1.09 0.87 0.97

Abbildung 3.7: Anomales I/sigma fur deimflectionDatensatz

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line i s based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged) :
Inf - 8.0 - 6.0 -5.0-4.0-35-3.0-2.5-2.0-1.8-1.6-1.4-1.2 A

1.8 1.42 1.32 1.07 0.97 1.00 1.09 1.07 1.10 1.09 1.04 1.10

Abbildung 3.8: Anomales I/sigma fir dehigh remoteDatensatz

Anomalous correlation coefficients (%) against previous datasets
Inf - 8.0 -6.0-5.0-4.0-35-3.1-2.9-2.7-2.5-2.3-2.1-1.92a
42.7 68.6 70.5 35.0 42.4 47.1 49.1 45.6 37.7 22.7 13.1 10.3

81.3 92.5 86.8 74.4 69.0 66.2 67.8 60.8 43.1 29.8 16.5 17.1
64.6 70.9 76.9 40.9 57.2 54.5 62.7 60.7 57.7 48.4 33.0 27.7

Abbildung 3.9: Korrelation zwischempeak inflectionund high remoteDatensatz
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3 Strukturbestimmung der C2B-Domé&ne

vollstandig besetzte Selenatome gefunden wurden. Wiarsittachhinein herausstellte, wa-
ren die Ubrigen zwei Selenatome in flexiblen Regionen de&iPlokalisiert. AnschlieRend
wurde die Handigkeit der Elektronendichtekarte mit SHELP8B] bestimmit.

AulRerdem wurden die Se-MAD Datenséatze in hkl2m@g pingelesen, wobei hier dar-
auf geachtet werden mulf3te, dal3 im Vorfeld in XPRE#A {lie richtige Zellachsenaufstellung
gewahlt worden war. Da der Se-Met Kristall, von dem geakund inflection Daten auf-
genommen wurden, entlang seiner 2-zahligen Achse in dda&ehmontiert worden war
und somit die 2-zahlige Achse nicht mehr von eingiAZhse unterschieden werden konn-
te, war die Bestimmung der Zellachsenaufstellung schwi@&e der Zellbestimmung des
high energy remot®atensatzes war die Zellachsenaufstellung eindeutig jetedKristall
nicht entlang der 2-zahligen Achse montiert worden war.ddahul3te darauf geachtet wer-
den, dal’ die Zellachsenaufstellung degh energy remot®atensatzes fir dgreakund den
inflection Datensatz ibernommen worden war. Nur bei der richtigeraZlefienaufstellung
von a = 53.898 A, b = 60.043 A und ¢ = 41.928 A konnte eine inttigrbare Elektronen-
dichtekarte anhand der Se-MAD Methode mit einem guten atemntignal Gber 30 % bis
2.4 A bestimmt werden. Auch in diesem Fall wurden eindeutigiZSchweratompositionen
gefunden.

Desweiteren wurde das Modell von C2B in ARP/WARR][mit Hilfe der Elektronendichte
und der Aminosaure-Sequenz der Struktur mit je 10 Zykleradésmatischen Modellbauens,
die mit je 5 Verfeinerungszyklen alterniert wurden, geb&lierbei konnten nach 50 Zyklen
80.6 % der Sequenz (gesamte Sequenz: 519 bis 684) - d.h. 18fogdmren - modelliert
werden. Folgende Bereiche des Proteins fehlten in dem didbeg Modell:

* Aminosauren 519-538
e Aminosauren 585-592
 Aminosauren 678-684

Der R-Wert betrug 22.9 %, der{Re 27.0 %. Das Modell aus ARP/WARBJ] wurde an-
schlie3end zunachst als starre Gruppe in REFMAZDH] mit 20 Zyklen verfeinert. Danach
wurde eine Verfeinerung miestraintsin REFMACS [85, 94] mit 10 Verfeinerungszyklen
durchgefuhrt. Die Struktur konnte mit Hilfe von REFMACSY,94] und COOT B4] soweit
vervollstandigt werden, dal? nur noch die flexiblen Bereictie,von Aminosauren 519 bis
523, 532 bis 537 und 678 bis 684 reichten, fehlten. Diese Baeeiaren in der Elektronen-
dichte nicht zu sehen und wurden daher nicht modelliertcAls3end wurde mit SHELXL
[86] verfeinert. Hierbei wurde zuerst die Besetzung der Setenatverfeinert, da sie auf-
grund der starken Strahlung an der Absorptionskante vomte 8trahlenschéaden litten. Die
Besetzung des Selenatoms in Se-Met549 betrug 65.5 %, in E&7MB5.3 % nach der Ver-
feinerung. Anschlie3end wurde die Besetzung des flexibleri@® von Aminosauren 587
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3.3 Strukturlésung und -verfeinerung

bis 590 mit verschiedenen Variablen berechnet. Es zeiglejstioch, dal’ dieser Bereich zu
flexibel war und damit zu wenig Elektronendichte aufwiesgda8 die Aminosauren 587 bis
590 nicht in das endgultige Modell eingebaut werden konnbes endgultige Modell von
C2B beinhaltete die Aminosauren 524 bis 530, 538 bis 587 uddb&®677. Die Struktur
konnte anisotrop verfeinert werden und H-Atome eingeflUgtden.

Ein Vergleich der Elektronendichtekarten nach der Stnddisung mit SHELXE sowie nach
der Strukturldsung mit SHELXE inklusive d&ee lunchMethode und nach der Verfeinerung
mit SHELXL [86] ist in Abbildung3.10(S.63) zu sehen. Bei ddree lunchMethode wurden
nicht gemessene Daten bis 1.0 A extrapoliert.

a) b) ©)

Abbildung 3.10: Vergleich der Elektronendichtekarten: a) SHELXE, b) SHELXE mit fiee lunch
Methode und c) nach der Verfeinerung mit SHELX36]

Die verfeinerte C2B-Struktur der Se-Met Kristalle (in222) wurde mit der C2B-Struktur
der nativen Kristalle (in P242), die ohne Kalziumionen kristallisiert worden waren,gler
chen, um madgliche Veranderungen durch die Se-Methionisidstellen. Da jedoch beide
Strukturen strukturell identisch waren, entspricht die CRBsktur des Se-Met Kristalls der
natirlichen Struktur der C2B-Domane. Die Daten der Struletieinerung des Se-Met Kri-
stalls sind in Tabell®.5 (S. 64) zusammengefalit.

3.3.2 Die C2B-Struktur in der Raumgruppe P2

Die C2B-Struktur in der monoklinen Raumgruppe; &nnte mit der Methode des mole-
kularen Ersatzes anhand der C2B-Struktur aus der orthoriscivdn Raumgruppe P22

ermittelt werden. Hierzu wurde das Modell der orthorhorobén Struktur dahingehend mo-
difiziert, daf3 die Kalziumionen, die Wassermolektle undAh@nosauren 524 bis 531 ent-
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3 Strukturbestimmung der C2B-Domé&ne

Riristall 14.40

RFree 19.37

Anzahl der Proteinatome 1123

Anzahl der Heteroatome 2

Anzahl der Wasseratome 68 (ein Wassermolekul nur halb zigset
Mittlerer B-Wert (A?) 18.985

der Hauptkette 15.726

der Seitenketten 22.027

Standardabweichung

der Bindungslangen (A) 0.011

der Bindungswinkelabstande (A) 0.030
Ramachandran Analyse (%)
am meisten favorisierte Region  89.6

erlaubte Region 104
generell erlaubte Region 0
unerlaubte Region 0

Tabelle 3.5:Verfeinerung der C2B-Struktur in der Raumgruppe R2

fernt wurden. Die Strukturlésung in der Raumgruppe P& dem Programm PHASERY]
ergab zwei Molektle der C2B-Domaéne, vier Kalziumionen undRhnsphatmolekdl in der
asymmetrischen Einheit. Zuerst wurden die zwei MolekileGRB-Domane mit REFMAC5
[85,94] und COOT B4] komplettiert, wobei das erste Monomer aus den AminosaG&h
bis 535, 539 bis 586 und 590 bis 678 und das zweite Monomereugchinosauren 525 bis
532 und 539 bis 678 zusammengesetzt war. In der weitererikerting mit SHELXL 86]
wurden im ersten Monomer die Besetzungen folgender Aminesarerfeinert: Aminosaure
534 auf 50 % und Aminosaure 540 auf 60 %. Die Daten der Venfemgesind in TabellS.6
(s. S.65) zusammengestellt.
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3.3 Strukturlésung und -verfeinerung

Riristall 19.48
RFree 26.75
Anzahl der Proteinatome 2314
Anzahl der Heteroatome 9
Anzahl der Wasseratome 77
Mittlerer B-Wert (A2) 28.618
der Hauptkette 25.973
der Seitenketten 31.210
Standardabweichung

der Bindungslangen (A) 0.005

der Bindungswinkelabstande (A) 0.021
Ramachandran Analyse (%)
am meisten favorisierte Region  87.7

erlaubte Region 115
generell erlaubte Region 0.4
unerlaubte Region 0.4

Tabelle 3.6:Verfeinerung der C2B-Struktur in der Raumgruppg P2
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4 Ergebnisse

4.1 Struktur der C2B-Doméane in P22,2

4.1.1 Strukturbeschreibung der C2B-Domane

Abbildung 4.1: Struktur der C2B-Domaéne in P2,2; Darstellung b) ist um 180° zu a) gedreht; die
zwei Kalziumionen sind mit orange-farbenen Kugeln dargestellt.
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4.1 Struktur der C2B-Doméne in FA2

In der asymmetrischen Einheit in der Raumgruppe2pP2 liegen ein Monomer der
C2B-Struktur, zwei Kalziumionen und 68 Wassermolekile voie Dertiarstruktur der
C2B-Domane besteht aus ein@+altblattstruktur, wobei sich jeweils vier antiparadig3-
Faltblatter auf beiden Seiten befinden und@i8andwichformen. An der entgegengesetzten
Seite der Kalziumbindungsregion befinden sich zatlelices. Die kurzerer-Helix verbin-
det 3-Faltblatt fnf mit sechs, die lange-Helix verbindetB-Faltblatt sieben mit acht. Ober-
halb der Kalziumbindungstasche bildet der N-Terminus d&ugnz eine Art ,Deckel” auf
der Kalziumbindungsstelle und vervollstandigt damit dekdinationssphéare der Kalziumio-
nen. Uberraschenderweise konnten sogar in der Strukeugtdie C&"-lonen gereinigt und
kristallisiert wurde, zwei C& -lonen lokalisiert werden. Der ,Deckel* in der C2B-Struktur
in der Raumgruppe R2;2 besteht aus eindvop-Region.

4.1.2 Die C&*-Bindungsstelle in P32;2

Abbildung 4.2: Kalzium-Bindungstasche der C2B-Struktur in;P22; die an der Koordination der
beiden Kalziumionen beteiligten Aminosauren sind gekennzeichnet, die baidege-farbenen Ku-
geln stellen die Kalziumionen dar, wahrend die rote Kugel fur das einzigedkverende Wassermo-
lekdl steht.

Die beiden Kalziumionen sind von acht Aminosauren und eivéassermolekil umge-
ben. Das erste Kalziumion (Cal) ist von einer Hauptketterb@argruppe der Aminosauren
Se-Met570 und Glu529 und den Sauerstoffatomen OD2 von Asp&p633 und Asp639
und den Sauerstoffatomen OD1 von Asp571 und Asp633 umgBiekimgebung des zwei-
ten Kalziumions (Ca2) besteht aus einem Wassermolekuk, Eisaptketten-Carbonylgruppe

67



4 Ergebnisse

der Aminoséaure Tyr632, den Sauerstoffatomen OD1 der Ardu@n Asp571, Asp631 und
Asp633 und den Sauerstoffatomen OD2 der Aminosauren AspbdlAsp577. Die beiden
Kalziumionen sind somit pentagonal bipyramidal umgebeie. ©£"-Bindungsstelle ist in
Abbildung 4.2 (S. 67) zu sehen. In dieser Abbildung wird deutlich, daR Glu529 weiz
erlei Hinsicht wichtig fir die Bindung von Kalziumionen i€inerseits geht es mit seiner
Hauptketten-Carbonylgruppe eine direkte Bindung an das &@iziumion (Cal) ein, ande-
rerseits koordiniert es zusatzlich mit seiner Seitenkatielas Wassermolekul, welches das
zweite Kalziumion (CaZ2) koordiniert.

4.2 Struktur der C2B-Domane in P2

4.2.1 Strukturbeschreibung der C2B-Domane

Die asymmetrische Einheit der C2B-Domane in B&inhaltet zwei Monomere der C2B Do-
mane, vier C&"-lonen, ein Phosphatmolekill und 77 Wassermolekiile. DiéiaFstruktur
besteht wie die Struktur der C2B-Doméne in P2 aus einem antiparallelen, achtstrangigen
B-Sandwichwelches sich aus je vier antiparallel@r-altblattern zusammensetzt. Der grol3e
Unterschied zu der Struktur in der RaumgruppeZ?2 ist, dafd der N-Terminus oberhalb der
Kalziumbindungsstelle eing-Helix bildet. Das Phosphatmolekil bildet zwei Wassefstof
briicken aus, eine zu dem Hauptketten-NH von Phe612 mit Biiséanz von 2.68 A und eine
zu einer Hauptketten-Carbonylgruppe von Gly652 eines symméaguivalenten Monomers
B mit einer Distanz von 3.03 A.

4.2.2 \ergleich der beiden Monomere

Das Monomer A beinhaltet die Sequenz von Aminosauren 5283%s539 bis 586 und 590
bis 678. Im Monomer B liegt die Sequenz von Aminosauren 58%8BP und 539 bis 678 vor.
Derloopder Aminosauren 532 bis 540 ist sehr flexibel, daher konnteleziden Monomeren
nicht in seiner vollen Lange modelliert werden. Im Monomekaxinte detoop 532 bis 539
bis auf drei Aminosauren gebaut werden, es muf3ten jedo@edietzungen der Aminosauren
534 und 540 mit SHELXL 86] verfeinert werden. Die beiden Monomere sind zum Vergleich
in Abbildung4.3(S. 69) nebeneinander dargestellt.

Desweiteren fallt auf, daf’3 in Monomer A derop der Aminoséuren 587 bis 589 fehlt,
da dort keine Elektronendichte vorhanden war. In Monomeimngédgen ist diesdoop voll-
standig in der Elektronendichte sichtbar und konnte ohrekéfi gebaut werden. Fir C2B-
Domanen ist im Allgemeinen dieskrop nicht in der Elektronendichte sichtbar. Monomer B
stellt in dieser Hinsicht eine Ausnahme zu den bekannten G2kt8ren dar.
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4.2 Struktur der C2B-Doméne in P2

Abbildung 4.3: Struktur von a) Monomer A und b) Monomer A um 180 ° gedreht, c) MonoBer
der C2B-Domaéne und d) Monomer B um 180 ° gedreht; die orangeffarbKugeln stehen fiir die
Kalziumionen.
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4 Ergebnisse

Gemeinsam ist den beiden Monomeren, dal3 der N-Terminuhabeder Kalziumbin-
dungstasche eine-Helix ausbildet. Diese Art Deckel ist in der Struktur mit&aonen in
beiden Monomeren gut lokalisiert, wobei in Monomer B die 88w des N-Terminus erst ab
Aminosaure 525 sichtbar ist.

4.2.3 Die C&*-Bindungsstelle in P3

Die beiden Kalziumionen werden in beiden Monomeren von deiclgen Aminosauren ko-
ordinert. Das erste Kalziumion (Cal) wird von der HauptketBarbonylgruppe der Amino-
sauren Met570 und GIlu530, von OD1 von Asp571 und Asp633 unddD2 von Asp631,
Asp633 und Asp639 umgeben. Das zweite Kalziumion (Ca2) bikterdinationen zur
Hauptketten-Carbonylgruppe von Tyr632, zu einem Wassekiigl zu OD1 von Asp571,
Asp631 und Asp633 und zu OD2 von Asp571 und Asp577 aus. Fileb€alziumionen
liegt somit eine pentagonal-bipyramidale Koordination ¥@ie beiden Bindungstaschen sind
in Abbildung 4.4 (S. 70) nebeneinander abgebildet. Wie in der Struktur der C2B-D@man
in P22,2 wird in der Abbildung deutlich, da3 Glu530 sowohl direktia \Hauptketten-
Carbonylgruppe an Cal - als auch indirekt - via Seitenketteagrad Ca2 koordinierte Was-
sermolekul - die Koordination der Kalziumionen beeinfluf3t.

Glu 530

Abbildung 4.4: Kalzium-Bindungstasche a) in Monomer A und b) in Monomer B; die an derKoo
dination der Kalziumionen beteiligten Aminosauren sind gekennzeichnet, idierberange-farbenen
Kugeln stellen die Kalziumionen dar, wahrend die rote Kugel fur das eikzigedinierende Wasser-
molekul steht.
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der C2B-Strukturen in den unterschiedlichen
Raumgruppen

5.1.1 Tertiarstruktur

a) b) c)

Abbildung 5.1: a) Topologie der C2B-Doméne (rot dargesteltieps sind die beiderloopsan der
Kalziumbindungsstelle), b) Monomer A in BZ) Struktur der C2B-Domane in P2,2

Die Topologie der C2B-Domane wurde mit Hilfe des Programms B[$§ erstellt und
zusatzlich manuell Gberprift (s. Abb.1a, S.71). In der Abbildung wird die achtstrangige,
antiparallele-SandwichStruktur, die fir C2-Domanen typisch ist, deutlich. Bei der C2B-
Doméne von Rabphilin-3A handelt es sich um eine C2-Domane ypnl,Twas bedeutet,
dal3 sich der N- und der C-Terminus der Sequenz auf der Seit€alleiumbindungsstelle
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5 Diskussion

befinden. Bei C2-Doménen des Typs Il sind der N- und der C-Tesrden Sequenz auf der
gegenuberliegenden Seite der Kalziumbindungsstelleteefizn (s. Abb1.8, S.11).

Das Programm DSSP§| gab fur den N-Terminus in der C2B-Struktur in £&ine a-
helikale Sekundarstruktur an (s. Abb.lb, S.71). Fir die N-terminale Region der C2B-
Struktur in P2212 hingegen ermittelte DSSR§] einenloop (s. Abb.5.1c, S.71), der ent-
gegengesetzt gedreht ist. In Tabéllé (S. 72) sind die Wasserstoffbriicken der Aminosauren
des N-terminalen Bereiches 524 bis 534 fur die Struktur fPP2und in Tabell&s.2 (S.73)
die fur die Struktur in PRaufgelistet. In der C2B-Struktur in 2,2 begtnstigen die ange-
gebenen Wasserstoffbriicken die Bildung tegps wahrend in der C2B-Struktur in PR2lie
angegebenen Wasserstoffbriicken die Bildung der Helix smi@&n. Eine Erklarung dafir
ist, dal3 in der C2B-Struktur in 2,2 insgesamt weniger Wasserstoffbricken in diesem Be-
reich vorliegen. Es féllt z.B. in der C2B-Struktur in £&uf, dal’ die Aminoséaure Glu530 im
Fall des Monomers A sechs und im Fall des Monomers B funf Wasdéorickenbindun-
gen sowohl als Donor als auch als Akzeptor eingeht. Sie sstifieder Struktur verankert. Im
Gegensatz dazu liegt in der C2B-Struktur in P2 nur eine Wasserstoffbriicke von der Ami-
nosaure Glu530 vor, die auch in der C2B-Struktur in R&handen ist: N-HO_530 zu O_527.
Desweiteren sieht man, dal die Aminosaure Ala525 in der CRlSr in P2212 nur Uber
die Wasserstoffbriicke zu N-HO_526 koordiniert ist, woleiggn in den beiden Monomeren
in P2, von der Aminoséaure Alab525 jeweils zwei Wasserstoffbritketdungen ausgehen: in
Monomer A N-HO_ 525 an OE1 528 und N-HO_528 an O_525, in Magrd&N-HO_528 an
O_525 und N-HO 529 an O_525.

Struktur in P22:2 Donor-H  Distanz (H...Akzeptor) A Akzeptor [Symmetrieogior]

N-HO_526 2.033 OE1 528

N-HO 526 2.319 N_525

N-HO 527 2.387 N_526

N-HO_530 2.173 0_527

N-HO_572 2.063 0 528

N-HO_585 1.622 O_528 [x+1/2, -y+1/2, -7]
N-HO_634 1.969 OE2_529

N-HO_635 2.049 OE1_529

Tabelle 5.1:Wasserstoffbriicken im Bereich des N-Terminus in der Struktur 222

Die Unterschiede in den C2B-Strukturen in den verschiedenemBauppen werden nach
der Berechnung der flexiblen Bereiche mit Es@:A] [noch deutlicher (s. Abb5.2, S. 74).
Naturlich werden auch hier die groRen Differenzen in deeMrinalen Region deutlich. Hin-
zu kommen jedoch die Regionen 548 bis 549, 570, 587 bis 590 46dE 650. Bei dem
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5.1 Vergleich der C2B-Strukturen in den unterschiedlichen

nitauppen

Struktur in P2 Donor-H

Distanz (H...Akzeptor) Akzeptor

Monomer A N-HO 525 2.394 OE1 528
N-HO_527 2.295 OE1 670 [x+1,V, 7]
N-HO_528 2.405 0 525
N-HO_529 2.129 0_526
N-HO_530 2.232 0 527
N-HO_530 2.240 N_529
N-HO_531 2.296 N_530
NH1-HH1A 534 2.092 0_569
NH1-HH2B_534 2.307 0_569
N-HO 572 2.113 0_529
N-HO_634 1.683 OE2_530
N-HO_634 2.299 OE1_530
N-HO_635 1.798 OE1_530
N-HO_672 2.223 OH_527 [x-1, Y, Z]
NE-HE1 672 2.274 OE1_528 [x-1, V, Z]

Monomer B N-HO_528 2.325 0_525
N-HO_529 2.244 0_526
N-HO_529 2.404 0_525
N-HO_530 2.201 0 527
N-HO_530 2.650 0_526
N-HO_531 2.608 0_528
N-HO_572 2.063 0_529
N-HO_634 1.907 OE2_530
N-HO 634 2.559 OE1_530
N-HO_635 2.013 OE1_530
N-HO_672 2.105 OH_527 [x-1, y, Z]
NE-HE1_672 2.332 OE1 528 [x-1, Y, Z]

Tabelle 5.2:Wasserstoffbriicken im Bereich des N-Terminus in der Struktur in P2
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5 Diskussion

Bereich 587 bis 590 handelt es sich um eine sehr flexdadp-Region, die nur in Monomer

B in der Raumgruppe RZgebaut werden konnte. In den anderen beiden Monomeren war
in diesem Bereich keine Elektronendichte zu sehen, was in G&&t8ren fur gewdhnlich

zu beobachten ist. Es ist daher nicht verwunderlich, dafedregion in den drei Monome-
ren stark differiert. Desweiteren zeigen die drei Monomeréer flexiblenloop-Region von

646 bis 650 Unterschiede. Die Standardabweichungen dezlagn Uberlagerungen besitzen
folgende Werte: 0.6271 A fur C2B in P22 und Monomer A in P2 0.7281 A fiir C2B in
P2,212 und Monomer B in PRund 0.4892 A fiir Monomer A und B in R2

Abbildung 5.2: Escet-Abbildung der Unterschiede in den drei Monomeren der C2Bd8trin blau
sind die starren Bereiche gezeigt, in rot die flexiblen Bereiche

5.1.2 Die C&*-Bindungsstelle

Die C&"-Bindungsstelle unterscheidet sich in den beiden Raumgrugpam. Lediglich
die Koordination der Hauptketten-Carbonylgruppe der Arséwoe Glu Ubernimmt im Falle

74



5.1 Vergleich der C2B-Strukturen in den unterschiedlichen mtauppen

der Raumgruppe R2,2 Glu529 und im Falle der Raumgruppe;R2u530. Die Bindung der

Kalziumionen ist demzufolge gewéhrleistet, obwohl der@triinus in den beiden Strukturen
sehr unterschiedlich geformt ist. Desweiteren liegt in 8&uktur in der Raumgruppe P2

kein Se-Met vor, was aber fir die Koordination der Kalziungo unbedeutend ist, da die
Bindung von der Hauptketten-Carbonylgruppe ausgeht. DelpelKalziumionen sind somit

in beiden Raumgruppen pentagonal-bipyramidal koordinEine Uberlagerung aller drei

Bindungstaschen macht deutlich, daf? es keine grof3en Uniedscin der Koordination der

Metallionen in den drei Monomeren gibt (s. Alib3, S.75).

Glu 529/530

\

1}
Asp 633 “. F\Ca }'

\

Asp 577

Abbildung 5.3: Uberlagerung aller drei Kalziumbindungsstellen; in blau die Struktur 222 in
turkis Monomer A in P, in grau Monomer B in P2

5.1.3 Der N-Terminus oberhalb der Kalziumbindungsstelle

Beim Vergleich der N-Termini wird deutlich, dafd der N-Ternmsnin der C2B-Struktur in der
Raumgruppe P212 eineloop-Region ausbildet, in der C2B-Struktur in der Raumgruppg P2
hingegen einer-Helix aufweist. In Abbildund.4(s. S.76) ist die N-terminale Region fiir alle
drei Monomere mit der entsprechenden Elektronendichtekadiesem Bereich abgebildet.
Wie schon in Kapiteb.1.1(S. 71) angesprochen wurde, ist die N-terminale Region auf-
grund der unterschiedlichen Wasserstoffbriicken strektsehr unterschiedlich in den beiden
Raumgruppen. In der C2B-Struktur in 222 gehen von der Aminoséure Glu530 funf (Mo-
nomer B) bzw. sechs (Monomer A) Wasserstoffbriicken aus,ids=dminosaure besonders
fest in ihrer Position verankern. In der C2B-Struktur imp & diese Verankerung nicht ge-
geben, so dal3 zwar die N-terminale Region durch verschiedfasserstoffbricken an ihrem
Platz gehalten wird, jedoch keine Aminosaure besondetsatahre Position verankert wird.
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5 Diskussion

Abbildung 5.4: N-Terminus-Region von a) C2B in der Raumgruppe®2, b) C2B Monomer A in
P2 und c) C2B Monomer B in P2jeweils mit der dazugehdérigen Elektronendichte

5.2 Vergleich der Kristallstrukturen mit der NMR-Struktur

Das fur die NMR-Struktur gewahlte Fragment der C2B-Doméane vdipRiéin [98] war im
Gegensatz zum Konstrukt fur die Kristallstruktur um fanf kimsduren am N-Terminus kr-
zer, d.h. es enthielt die Aminoséauren 524 bis 684. Die NMR{#&ar enthalt wie die Kiri-
stallstruktur die typische Typ | Faltung bestehend ausmeiastiparallelen, achtstrangiggn
Sandwichwelches zwen-Helices enthélt: eine kurze-Helix zwischen der-Faltblattern
funf und sechs und eine langeHelix zwischen derB-Faltblattern sieben und acht (Topolo-
gie s. Abb.1.8 S.11). Der grol3e Unterschied zwischen der NMR-Struktur und dest&ll-
strukturen der C2B-Domane besteht in der N-terminalen Redimoder NMR-Struktur ist
der N-Terminus kirzer und kann im NMR-Experiment nicht GbarKalziumbindungsstelle
lokalisiert werden. Hingegen sind in den Kristallstruldazwei unterschiedliche Orientierun-
gen der N-terminalen Region zu beobachten. Desweiterenbeirdiner genaueren Betrach-
tung der Kalziumbindungsstellen deutlich, dal3 die Kocation der beiden Kalziumionen in
der NMR-Struktur auf keinen Fall pentagonal-bipyramidahdeann. In der NMR-Struktur
sind nur zwei Aminosauren (Asp577 und Asp631) an der glei¢hesition wie die Kalzium-
koordinierenden Aminosauren in den Kristallstrukturensénsten sind die Aminosauren, die
fur die Bindung von Kalziumionen verantwortlich sind, zu twen den Kalziumionen ent-
fernt, als dal3 sie Bindungen mit Kalziumionen eingehen l&mnAul3erdem fehlt die fur die
Bindung wichtige Aminoséure Glu529 bzw. Glu530, die sowalekt als auch indirekt die
Bindung von Kalziumionen begiinstigt. Eine Uberlagerung @& -Bindungsstellen aller
vier C2B-Domaénen veranschaulicht die unterschiedliche ldayekalziumbindenden Ami-
nosauren (s. Abtb.5 S.77).
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5.2 Vergleich der Kristallstrukturen mit der NMR-Struktur

Glu 529/530

Abbildung 5.5: Uberlagerung der NMR- und Kristallstrukturen; in blau die Strukur in22, in cyan
Monomer Aiin P2, in grau Monomer B in P2 in gelb die NMR-Struktur; die flexibleloop-Regionen
sind mit Kreisen markiert: in grin der Bereich 632 bis 638, in rot der Berean 587 bis 590.

Bei dem Vergleich der gesamten C2B-Struktur aus der NMR-Spshdape und der Kri-
stallographie fallt auf, daR der eine in der’CeBindungsstelle gelegerieop (Aminosaure
587 bis 590) in der NMR-Struktur weiter nach auf3en geneigtlssin den Kristallstrukturen
(in Abb. 5.6, S. 78 in griin eingekreist). Dies deutet auch auf eine schlechardungs-
maoglichkeit der Kalziumionen in der NMR-Struktur hin. Ein iexer Unterschied der NMR-
Struktur zur Kristallstruktur besteht in der flexiblen Regimn Aminoséure 587 bis 590 (in
Abb. 5.6, S. 78 in rot eingekreist). Dies ist jedoch nicht verwunderlicla, dieser Bereich
des Proteins in allen bekannten C2B-Strukturen sehr flexsheDie Standardabweichungen
der in COOT erzeugten Uberlagerur@] von 1.2909 A fir C2B in P22 mit der NMR-
Struktur, 1.2386 A fur C2B Monomer A in R2nit der NMR-Struktur und 1.2603 A fiir C2B
Monomer B in P2 mit der NMR-Struktur zeigen, daf3 grof3e Unterschiede in dest&ltstruk-
tur verglichen mit der NMR-Struktur im N-terminalen Bereiamduin derloop-Regionen von
Aminosaure 587 bis 590 (in. Abb.6, S.78 mit einem roten Kreis markiert) bzw. 632 bis 638
(in. Abb.5.6, S.78 mit einem griinen Kreis markiert) vorliegen.
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5 Diskussion

Abbildung 5.6: Uberlagerung der gesamten C2B-Struktur, b) ist um 180° zu a) dgedndblau die
Strukur in P22;2, in tirkis Monomer A in P2, in grau Monomer B in P2 in gelb die NMR-Struktur;

der griine Kreis markiert die flexibleop-Region von 632 bis 638, der rote Kreis markiert die flexible
loop-Region von 587 bis 590.
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5.2 Vergleich der Kristallstrukturen mit der NMR-Struktur

5.2.1 Elektrostatische Oberflache im Vergleich

In Abbildung 5.7 (s. S.79) ist die elektrostatische Oberflache der C2B-Struktur in der
Raumgruppe P2(Monomer B) im Vergleich mit der NMR-Struktur abgebildet. S¥win

der NMR-Struktur als auch der Kristallstruktur ist der Diglmhrakter der C2B-Domaéne in
Abb. 5.7a und5.7c deutlich zu sehen. Dies konnte, wie fur die NMR-Struktur G2B-
Domane 98] prognostiziert wurde, fir die unterschiedlichen Funkéo und damit den
~Janus-Charakter*q8] der C2B-Domane sprechen. Die Funktionen waren demnach zum
einen C&"-abhangig und wiirden an der Kalziumbindungsstelle am ob&eé der Struk-

tur lokalisiert stattfinden, zum anderen wéren sié‘Ganabhangig und wiirden dann auf der
gegenuberliegenden Seite der Kalziumbindungsstelle aememTeil der Struktur stattfinden.

Abbildung 5.7: Elektrostatische Oberflache der C2B-Struktur a) und b) in der Raumpgp, wobei
b) um 180° zu a) gedreht ist; ¢) und d) in der NMR-Struktur, wobeird)180° zu c) gedreht ist.
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5 Diskussion

5.3 Vergleich mit anderen C2B-Doméanen

Fur den Vergleich mit anderen C2B-Domanen wurden die Kretakturen der drei C2B-
Domanen von Synaptotagmin I, Ill, und IV herangezogen. DegMéich wurde sowohl mit
der C2B-Struktur in P12 als auch mit dem Monomer B der C2B-Struktur in R@rgenom-
men. In einer Uberlagerung der fiinf C2B-Domanen fallt auf, kiziRe der C2B-Strukturen
von Synaptotagmin einen N-terminalen Bereich auf der Kathiindungsstelle aufweisen.
Desweiteren ist deutlich, dal? der flexible Bereich (in ABI& S. 80 in gelb eingekreist),
der in der C2B-Struktur von Rabphilin-3A die Aminosauren 583 B0 umfal3t, in allen
C2B-Strukturen des Synaptotagmins anders geformt ist aleri€@B-Struktur des Rabphi-
lins. Ein weiterer wichtiger Unterschied der C2B-Struktus &abphilins ist deloop-Bereich
(632-638) an der Kalziumbindungsstelle (in ABS, S.80in grin eingekreist). Diesdéoop
ist in der C2B-Struktur des Rabphilins viel ndher an der Kaldundungsstelle lokalisiert.

Abbildung 5.8: Uberlagerung der C2B-Strukturen von Synaptotagmin | (rot), Il (géW (sandfar-
ben), Rabphilin-3A in P2;2 (blau) und Rabphilin-3A in P2(hellblau); die flexiblen loop-Regionen
sind mit Kreisen markiert: in griin der Bereich von 632 bis 638, in gelb degiBevon 587 bis 590.
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5.4 Ausblick

Im Vergleich der Standardabweichungen der in COOT erzeudbarlagerung 99| wird
deutlich, dal3 die C2B-Struktur des Rabphilins am ehesten mE2B-Struktur des Synapto-
tagmins | verglichen werden kann (s. Talb3, S.81). Die C2B-Struktur von Synaptotagmin
[Il weicht von allen drei Monomeren der C2B-Struktur von RaltipF8A am weitesten ab.

C2BinP22:2 C2BinP3 C2bBinP3
Monomer A Monomer B

C2Bvon Syt.|  1.0522 A 1.1289 A 0.9957 A
C2Bvon Syt. Ill  1.4175A 1.4551 A 1.5556 A
C2Bvon Syt. IV 1.1854 A 1.0225 A 1.1200 A

Tabelle 5.3:Standardabweichungen der Uberlagerung von C2B Rabphilin-3A mitlx@Binen aus
Synaptotagmin I, Il und IV

5.4 Ausblick

Das Ziel der Arbeit war es, ein gutes Modell der C2B-Struktuedualten, welches flr wei-
tere NMR-Untersuchungen verwendet werden kann. Die miRélstgenstrukturanalyse be-
stimmte C2B-Struktur liefert ein sehr gutes Modell fir west@ynamikuntersuchungen hin-
sichtlich des C2A-C2B-Tandems mittels NMR.

AulRerdem sind mit der geordneten N-terminalen Region obiedex Kalziumbindungs-
stelle Uberraschende Einblicke in die Kalziumbindung gavem worden. Es ist bekannt, dal3
die C2B-Domane von Rabphilin-3A im Vergleich zu anderen C2-Daené&eine der starksten
Affinitaten zu Kalziumionen aufweist (5 - @M). Anhand der in dieser Arbeit untersuch-
ten Struktur der C2B-Domaéne konnte gezeigt werden, daf3 filfal@umionen eine nahezu
optimale Koordinationssphére vorliegt (s. AB9).

Diese wird durch die Aminosaure Glu 529 bzw. Glu 530, die ardidker-Region zwi-
schen der C2A- und C2B-Domaéane stammt, vervollstandigt. Die #dhnitat zu Kalziumio-
nen kann somit aufgrund der vorliegenden optimalen Koatthnssphare der beiden Kalzi-
umionen verstanden werden.
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Glu 524 /530

[Glu 529 /570

== 7\

Ca

O

J
[Asp 571]
[Asp 577 [Asp 631

a) b)

Abbildung 5.9: Koordination der beiden Kalziumionen: a) Darstellung der Kalziumionen usrgeb
von jeweils sieben Sauerstoffatomen, b) schematische Darstellung detifkaton der Kalziumionen
mit Angabe der Aminosauren.
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase
tPphA

6.1 Klonierung

Ein Plasmid, das fur den Vollangenklon von tPphA kodierterde von der Arbeitsgruppe von
Prof. Karl Forchhammer (Giel3en), bereitgestellt. MitfeSR wurde die tPphA-kodierende
Sequenz amplifiziert und Gb&idel und Xhol Restriktionsschnittstellen in den Expressions-
vektor pET32a kloniert. Dagsertenthielt die cDNS Sequenz, welche fur die Aminoséuren 1
bis 240 von tPphA kodierte. Das Expressionskonstrukt elictitg die Expression des freien
tPphA ohne jegliches Fusionsprotein.

6.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die fur tPphA-kodierende Sequenz wurde zuerst midisDNS-Polymerase-PCR amplifi-
ziert. Dazu wurde Ll des Plasmids fur den PCR-Ansatz (s. Abschhitt§ S.31) verwendet.
Die Durchfuihrung erfolgte gemal dem in Absch@i.6(S. 31) aufgefiihrten Protokolls.

6.1.2 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde mit 10 des PCR-Produkts und 2 des Vektors pET32a
durchgefuhrt (s. Tak2.2.§ S. 32). Die verwendeten Restriktionsenzyme waiddel und
Xhol . Der Verdau mitNdel wurde tUber Nacht bei 37 °C durchgefuhrt. Im Anschlul daran
wurde mitXhol fur 4 h bei 37 °C verdaut. Zum Vektor pET32a wurde anschiel3eul CIAP
gegeben une} h bei 37 °C inkubiert. Der Vektor wurde Uber ein Agarosegekgegt. Das
PCR-Fragment wurde mit deMini Elute Purification Kitder Firma Qiagen gereinigt. Nach
der Reinigung wurden sowohl dassertals auch der Vektor auf ein Agarosegel geladen, um
die Reinheit zu Uberprifen und die einzusetzenden Mengetidirigation zu ermitteln (s.
Abb. 6.1).
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

Abbildung 6.1: Agarosegel fur damsert(l 1) und den verdauten Vektor pET32a nach dem Restrikti-
onsverdau

6.1.3 Ligation

Die Ligation wurde, wie auf S32 angegeben, angesetzt. Die Lésung wurde tUber Nacht bei
14 °C im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end konnte der iogaainsatz transformiert wer-
den. Dazu wurden Bl des Ligationsansatzes in p0 XL2blue Zellen entsprechend der An-
leitung fiir BL21 DE3 (s. S29) transformiert und auf Amp-Agarplatten ausplattiert. Nis-
gativkontrolle wurde auf3erdem der in Abwesenheit des PCBrkeats ligierte Vektor ohne
insertauf Amp-Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten wurddaer Nacht bei 37 °C inku-
biert.

6.1.4 Hot StarTagPCR

Zur Uberpriufung der Klone auf den Amp-Agarplatten wurde &inhsten Tag die Hot Star
TagPCR fur sechs Klone durchgefihrt (s. Abschnitt Hot S PCR, S.33). Die Ansatze
wurden anschlie3end auf ein Agarosegel aufgetragen, usedies Klone zu Uberprifen. Die
Klone zeigten alle das erwartete PCR-Fragment von tPphA. Istnf? daran wurde eine
grolRere Menge zweier positiver Klone mittels Midiprep (@&g) hergestellt und ihre Sequenz
mit Hilfe der DNS-Sequenzierung (SeqLab, Gottingen) vagfi.
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6.2 Expression und Reinigung

M1 M2 insert aus pET32a

Abbildung 6.2: Agarosegel der Hot StaiagPCR Produkte

6.2 Expression und Reinigung

6.2.1 Natives Protein
Transformation und Vorkultur

Das Expressionskonstrukt wurde in BL21 DE3-Zellen tramafert, wie in Abschnitt2.2.2
(s. S.29) beschrieben wurde. Die Amp-Agarplatten inkubierten (Nacht bei 37 °C. Dann
wurde zunachst eine Tageskultur kultiviert, indem ein Klom der Agarplatte zu 2 ml LB-
Medium und 4ul Ampicillin (25 mg/ml) gegeben wurde und die Bakterien fir @ah bei
37 °C und 200 rpm inkubierten. Im Anschluf’ daran wurde eirr&Meur, bestehend aus 50 mi
LB-Medium und 10Qul Ampicillin (25 mg/ml), mit 30ul der Tageskultur versetzt und tber
Nacht kultiviert.

Expression des rekombinanten Proteins

Am nachsten Tag wurde die Hauptkultur aus 750 ml LB-Medium wirsdml Ampicillinl6-
sung (25 mg/ml) mit 15 ml der Gber Nacht hergestellten Vdatkudngeimpft. Die gemessene
Anfangs-ODQgg betrug 0.11. Die Kultur wurde bei 37 °C bis zu einer gvon 0.6 inkubiert.
Dann wurden die Bakterien auf 15 °C abgekuhlt und die Expsassach 30 min mit 1 mM
IPTG induziert. Die Bakterien wurden tber Nacht bei 15 °C iidtt, um die Lo6slichkeit
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

des Proteins sicherzustellen. Schon nach 6 h der Induktorexprimiertes Protein auf dem
SDS-Gel zu beobachten (s. Alib3).

M VI 6h 22 h

60 kDa—
50 kDa —
40 kDa —
30 kDa— - -— (PphA
25kDa -

20 kDa —
15kDa— | sm— S !
10 kDa

Abbildung 6.3: SDS-Gel der Induktion des nativen tPphA,; vl: vor Induktion, 6 h:méd Induktion,
22 h: nach 22 h Induktion

Nach 22 h wurde die Kultur 20 min bei 8 000 rpm und 4 °C abzargrért und das Zell-
pellet bei -80 °C eingefroren.

Reinigung

Das Zellpellet wurde in 40 ml des Puffers 1 (s. TAl4..8 S.28), dem eine Protease-Inhibitor
Tablette (COMPLETEM von Roche) und eine Spatelspitze DNAse zugegeben worden war,
suspendiert.

Das Lysat wurde 7 x 20 sec mit der Ultraschallsonotrode T B @elin) bei maximaler
Intensitat aufgeschlossen. Zwischen dem Beschallen wudemminttigen Pausen auf Eis
eingelegt. Anschliel3end wurde die Zellsuspension 1 h b&€iudrfd 38 000 rpm (mit einem Ti
45-5 Rotor) abzentrifugiert. Sowohl das Pellet als auch dmrktand der einstiindigen Zen-
trifugation sind auf dem SDS-Gel in Abbilduregd zu sehen. Die |8slichen Zellkomponenten
wurden fur die Ammoniumsulfatfallung verwendet. Dazu wandie auf Eis gekuhlt, und es
wurde langsam fein zermdrsertes Ammoniumsulfat bis zur&Sagtigung von 35 % dazuge-
geben. Nachdem sich das Ammoniumsulfat gel6st hatte, wdisledsung fur 10 min bei
20000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in mogtialenig Puffer 1 (s. Tal®2.1.§

S. 28) aufgenommen. Zu dem Uberstand wurde erneut Ammoniuntgiétgeben. Dies wur-
de fur die folgenden Ammoniumsulfatanteile wiederholt%060 % und 65 %. Die gel6dsten
Pellets der Ammoniumsulfatfallung wurden in 10 000 MW ctifdifalyseschlauche gegeben
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6.2 Expression und Reinigung

und gegen 2| von Puffer 1 Gber Nacht bei 4 °C dialysiert. Dadydiierten Fraktionen sind auf
dem SDS-Gel in Abbildung.4 zu sehen.

Aufschlufl Dialysefraktionen

M P U | —» 4

20kDa B

-—
15 kDa — %% -

10 kDa — i

Abbildung 6.4: Reinigung der nativen tPphA: SDS-Gel des Aufschlusses und derdefaiktionen;
AufschluB P: Pellet, U: Uberstand; Dialysefraktion 1: 35 %, 2: 50 %,03%6% 4: 65 % Ammonium-
sulfat

Nachfolgend wurde das Protein auf eine mit Puffer A (s. Pab.§ S. 28) aquilibrierten
HiTrap Q XL Anionenaustauschersaule (5 ml, GE Lifesciehgetaden. Nach Waschen mit
Puffer A wurde das Protein mit einem 30 ml linearen Gradientan Puffer A nach Puffer B
(s. Tab.2.1.8 S.28) eluiert (s. Abb6.5).

Es wurden 1 ml-Fraktionen gesammelt. In Fraktion 17 bis 26dewdas Protein mittels
SDS-Gel detektiert (s. Abl.6).

Anschlie3end wurden die Proteinfraktionen mit einem \fpma<entriprep mit 10 000 MW
cutoff auf 1.5ml eingeengt und auf eine Superdex 75 16/60ilGationssaule (GE Lifes-
ciences) aufgetragen. Hierbei wurde das Protein mit 1.3e8@oiumen des Gelfiltrations-
puffers (s. Tab2.1.8 S.28) und einer Flu3rate von 0.5 ml/min eluiert. Das Chromatognam
der Gelfiltrationsséule ist in Abbildung 7 zu sehen. Es wurde aus den Fraktionen 73 bis 84
vereinigt (s. Abb6.8) und auf 52 mg/ml eingeengt.
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

Abbildung 6.5: Reinigung der nativen tPphA: Chromatogramm der Anionenaustaugciers

MD16 » 28
60 kDa = =
50 kDa — s = ’
40 kDa — — -
30 kDa—
U E -eeagppeeT
20 kDa —ug — —— —
15KkDa
10kDa—|*

Abbildung 6.6: Reinigung der nativen tPphA: SDS-Gel der Anionenaustauscher&ubarchlauf,
16-28: Fraktionen der Anionenaustauschersaule
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Abbildung 6.7: Reinigung der nativen tPphA: Chromatogramm der Gelfiltrationsséaule

Mvor 40 73

84

v

Abbildung 6.8: Reinigung der nativen tPphA: SDS-Gel der Gelfiltrationssaule; vordeoGelfiltra-
tion, 40: Verunreinigung, 73-84: Fraktionen der nativen tPphA
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

6.2.2 Se-Met Protein

Transformation und Vorkultur

Die Transformation in auxotrophe B834 DE3-Zellen wurde, imidbschnitt2.2.2(s. S.29)
beschrieben, durchgefuhrt. Dazu wurdenj@.8es Plasmids aus der Midi Prep zu 2834
DE3-Zellen gegeben. Die Amp-Agarplatte wurde fir ca. 10 ii3@&€C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde 5ml Medium A, welchestd Methionin (50 mg/ml) enthielt, mit einem Klon
der Amp-Agarplatte angeimpft. Diese Vorkultur wurde tUbexcNt bei 37 °C und 200 rpm
inkubiert.

Expression des rekombinanten Proteins

Das Expressionsmedium, bestehend aus 11 Medium A und 1 nilidden (50 mg/ml), wur-
de mit 5 ml Vorkultur versetzt. Die Anfangs-QR betrug 0.015. Die Kultur wurde bei 37 °C
und 120 rpm bis zu einer Qjgp von 1.0 inkubiert (Dauer ca. 6 h). Danach wurde die Kultur
fur 10 min bei 6 000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und das Zdipén 11 Medium A ohne
Methionin aufgenommen. Die Kultur wurde nun 4 h bei 15°C u@0 fpm inkubiert. An-
schlielRend wurden 50 mg Se-Met, welches in 1 ml Millipore ¥eageldst und steril filtriert
war, hinzugegeben und die Kultur na%lhl mit 1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte
Uber Nacht bei 15 °C und 120 rpm (s. Aléh9). Dann wurde die Kultur bei 8 000 rpm 20 min
bei 4 °C abzentrifugiert und bei -80 °C gelagert.

M vI 12h 18h

60 kDa—
50 kDa —
40 kDa —

30 kDa — (WP
25kDa - B T S

20 kDa—‘ o

15 kDa — [ S a
w1

10 kDa__ - vt

<= tPphA

Abbildung 6.9: SDS-Gel der Induktion des Se-Met-tPphA; vl vor Induktion, 12 lthm@2 h Induk-
tion, 18 h: nach 18 h Induktion
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6.2 Expression und Reinigung

Reinigung

Der Aufschlul? und die Reinigung des Se-Met Proteins untexdeh sich nicht von der Rei-
nigung des nativen Proteins, d.h.

1. Ammoniumsulfatfallung (mehr Zwischenschritte)

Aufschluf3 Dialysefraktionen

P —

M P U I ——>»6

60 kDa

50 kDa —

40 kDa

30 kDa —

25kDa - - -
20 kDa — i o 4 : -
15kDa—

10kDa

& =
-8
T

Abbildung 6.10: Reinigung der Se-Met tPphA: SDS-Gel des Aufschlusses und derdeialy
fraktionen; Aufschlu P: Pellet, U: Uberstand; Dialysefraktion 1: 32295 %, 3: 50 %, 4:
55 %, 5: 60 %, 6: 65 % Ammoniumsulfat

2. Anionenaustauscher-Chromatographie
3. Gelfiltrations-Chromatographie

In den Abbildunger6.10bis 6.14 sind die Chromatogramme und SDS-Gele der Reinigung
des Se-Met Proteins abgebildet. Obwohl die Reinigung UberAgionenaustauschersaule
ineffizient war, wie das Chromatograntirilzeigt, konnten mit Hilfe der Gelfiltrationsséaule
die Verunreinigungen auferst effizient abgetrennt werdeAl{b.6.13. Das Se-Met Protein
konnte auf 58.5 mg/ml eingeengt werden.
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PR bbb
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17 24

Abbildung 6.11: Reinigung der Se-Met-tPphA: Chromatogramm der Anionenaustauscifers

M 16 » 29

Abbildung 6.12: Reinigung der Se-Met-tPphA: SDS-Gel der Anionenaustauschey4&4R9:
Fraktionen der Anionenaustauschersaule
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N

[

Abbildung 6.13: Reinigung der Se-Met-tPphA: Chromatogramm der Gelfiltrationssaule

M vor42 74 > &5

Abbildung 6.14: Reinigung der Se-Met-tPphA: SDS-Gel der Gelfiltrationssaule; vordeor
Gelfiltration, 42: Verunreinigung, 74-85: Fraktionen der Se-Met-tPphA
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

6.3 Kristallisation und Datensammlung

6.3.1 Kristallisation

Die ersten Kristallisationsansétze des nativen Proteurd@n mit Hilfe eines Roboters (Mos-
quito, TTP Labtech) angesetzt, wobei die Proteinkonzéatranit Puffer 2 (s. Tab2.1.8 S.
28) auf 36 mg/ml verdinnt wurde. Es wurden folgende Standaedss verwendet:

» Hamptoncrystal screerl und 2

» Hampton PEG-lon und Ammoniumsulfst¢reen
* Hampton Inde)screen

» Jena bioscience Wizard 1 und@reen

Die Tropfen wurden bei 20 °C auf Greinlew profile 96 wellPlatten alssitting dropsange-
setzt. Nach einem Tag waren in finf Bedingungen, die in deellai5.1und 6.2 aufgefihrt
sind, Kristalle zu sehen.

C4 (crystal screeri +2) | G12 (Indexscree) | F6 (Wizardscreen + 2)

0.2 M NaAc 0.2 M MgCl, 0.2 M CaAc
0.1 M Na-Cacodylat pH 6.5 0.1 M Hepes pH 7.5 0.1 M Tris pH 7.0
30 % PEG 8000 25 % PEG 3350 20 % PEG 3000

Tabelle 6.1:Kristallisationsbedingungen mit Metallionen

D7 (Indexscreen | D11 (Indexscreen

0.1 M bisTris pH 6.5| 0.1 M bisTris pH 6.5
25 % PEG 3350 28 % PEG MME 2000

Tabelle 6.2:Kristallisationsbedingungen ohne Metallionen

Die Kristalle ohne zusatzliche Metallionen in der Kristdtionslésung zeigten nur sehr
schwache Beugungbilder (8 A und schlechter), so daR voiarsid Strukturldsung Kristal-
lisationsanséatze mit Metallionen verwendet wurden. Esdewrm Bedingung G12 des Index
screensund um Bedingung F6 des Wizasdreenszariiert. Dabei wurden sowohl Greinkw
profile 96 wellPlatten mit Hilfe des Roboters mit einer Tropfengréf3e vonriGihgesetzt
als auchhanging drop 24 welPlatten per Hand mit einer Tropfengrof3e von [21§0.8 ul
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6.3 Kristallisation und Datensammlung

=Y

% :‘_

Abbildung 6.15: Kristalle der tPphA: a) native Kristalle (200 250 x 50 um?), b) Se-Met Kristalle
(200 x 200 x 50 um?3) und c) native Kristalle, die in 25 mM-NPP und 0.2 M MgGl gesoakiworden
waren (50x 50 x 200 um?d).

Reservoir + 0.8l Protein). Alle weiteren Kristallisationsansatze wurdgit einer Protein-
konzentration von 36 mg/ml bei 20 °C durchgefuhrt. Die vedegten Kristallisationsansétze
sind in Tabelle5.3(s. S.95) aufgelistet. Hierbei wurde auch eine Bedingung ohne Metadh
fur das native Protein verbessert. Die Kristalle sind in ihing 6.15(s. S.95) dargestellt.

native Kristalle \ Se-Met Kristalle \ native Kristalle ohne Metallion

0.2 M CaCp 0.2 M CaCp -
0.1 M TrispH 7.0/ 0.1 M Hepes pH 8.0 0.1 M Tris pH 7.0
23 % PEG 3350 | 28 % PEG 3350 25 % PEG 3350

Tabelle 6.3:Verbesserte Kristallisationsbedingungen

Fur die Rontgenstrukturanalyse wurden sowohl die nativeraath die Se-Met Kristalle
in eine LOsung aus Reservoirlésung, die 15 % 2,3-Butandidiieittgegeben. AnschlielRend
wurden sie in einer Schlaufe montiert und in flissigem Stafkschockgefroren.

Um die Kristalle auf ihre Aktivitat zu testen, wurden dieimah und die Se-Met Kristalle in
eine Losung, bestehend aus 25 npNNPP, Reservoir und zusétzlich entweder 0.2 M GacCl
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

0.2M MgCl, oder 0.2 M MnC}, fur ca. 1 h gegeben. Bei vorhandener Aktivitat wurde Phos-
phat abgespalten, und es bildete sich gefbBistrophenol. Dies war im Fall desoakingamit
MgCl, und MnCh zu sehen. Das Protein konnte somit also in seiner aktivem kaistalli-
siert werden.

Die nativen Kristalle, die ohne Metallionen kristalligi@vorden waren, zeigten nach dem
soakingin 25 mM p-NPP und 0.2 M MgCl an derin houseRodntgenquelle ein Beugungsbild
bis 3.5 A. Sie wurden daraufhin in Reservoirlésung mit 15 %B8andiol transferiert, in
flissigem Stickstoff gefroren und sowohl am SLS an bleamlinePX 6 (Diffraktion bis
2.75 A) als auch am DESY an deeamlineBW 6 (Diffraktion bis 3.00 A) gemessen.

6.3.2 Datensammlung

Sowohl die hochaufgeldsten nativen Daten (s. Baf).S.97) als auch die MAD-Daten wur-
den am DESY in Hamburg an deeamlineBW 6 gesammelt (s. Tal&.5, S.97). Fir die
nativen Daten wurden ein hoch aufgeléster Datensatz undietitig aufgeléster Datensatz
gesammelt, um Uberbelichtungen bei niedrigen Beugung®lirgu vermeiden (s. Tab.4,
S.97). Beide Datensatze wurden zusammen skaliert (mit X2SAE ind SADABS [74]).
AulRerdem wurden zwei Datensatze der nativen Kristalleptiee Metallionen kristallisiert
und anschlie3end in eineNPP-Losunggesoaktworden waren, gemessen. Ein Datensatz
wurde am DESY an ddseamlineBW 6 aufgenommen, ein weiterer wurde am SLS an der
beamlinePX 6 gesammelt (s. Tab.4, S.97).

Fur die Se-MAD-Daten wurde zuerst ein Fluoreszenz-Scanhdefiihrt (s. Anhang S.
119, um die Wellenlangen fur dgpeakund deninflectionDatensatz zu ermitteln.

AnschlieRend wurden die Se-MAD Daten in folgender Reihg@gesammelt:

1. peakDatensatz
2. inflectionDatensatz
3. high remoteDatensatz (war in diesem Fall nicht mehr fir die Losung der@®ir notig)

Die Datensatze wurden mit HKL200@ 2] integriert und mit X2SAD 73] und SADABS
[74] skaliert. AnschlieRend wurden in XPREP4] die Raumgruppe und das anomale Signal
der Se-MAD-Daten (iberpriift. Das anomale Signal war in geakDaten bis 2.2 A und in
deninflectionDaten bis 3.2 A vorhanden, wie in den Abbildunggfi6und 6.17 durch die
rote Markierung verdeutlicht wird.

Die Korrelation der beiden Datensétze zeigte ein starkemates Signal bis 2.6 A, so daR
Daten bis 2.6 A fur die Strukturlésung verwendet werden kenigs. Abb6.19).

Desweiteren konnten in XPREP4] in der Harker Sektion y = 0 der anomalen Elektronen-
dichtekarte die drei Selenatome lokalisiert werden (s..Ahl8S.98).
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6.3 Kristallisation und Datensammlung

Datensatz nativ mit M nativ ohne M nativ ohne M
beamline DESY Hamburg, DESY Hamburg, SLS,

BW 6 BW 6 PX 6
Wellenlange (A) 1.0500 1.0500 0.97629
Detektor MAR CCD MAR CCD MAR CCD
Raumgruppe C222 P4,2,2 P42,2
Zellparameter (A) a=238.941, a=113.418 a=113.291

b=152.128, b=113.418 b=113.291

c=82.437 c=88.579 c=288.610
Auflésungsgrenze () 1.22(1.32-1.22)  3.00 (3.10-3.00) 522784-2.75)
Unabhéangige Reflexe 72295 11141 14628
Redundanz 7.50 (4.27) 1.66 (0.71) 1.72 (1.04)
\ollstandigkeit (%) 97.5(91.1) 92.1 (49.9) 93.9 (64.9)
mittleres | /a(l) 14.72 (2.10) 7.31(1.44) 13.08 (2.87)
Rint (%) 6.44 (52.45) 7.88 (31.58) 4.22 (21.82)

Tabelle 6.4:Datensammlung fur die nativen tPphA Kristalle; M: Metallion

Datensatz peak inflection high remote
beamline DESY Hamburg, BW 6
Wellenldange (A) 0.9792 0.9796 0.9500
Detektor MAR CCD MAR CCD MAR CCD
Raumgruppe C222 C222 C222
Zellparameter (A) a=138.941,

b =152.128,

Cc=82.437
Auflosungsgrenze (R) 2.06(2.16-2.06) 2.06(2.16-2.06) 6@06-2.06)
Unabhangige Reflexe 13345 13330 15307
Redundanz 14.32 (13.98) 7.00 (5.90) 7.11(6.74)
Vollstandigkeit (%) 99.5(97.8) 97.7 (82.6) 99.5 (98.3)
mittleres 1 /a(l) 42.33 (20.37) 31.54 (14.22) 28.58 (12.01)
Rint (%) 4.94 (14.22) 4.12 (13.53) 4.02 (15.06)

Tabelle 6.5:Datensammlung fur Se-Met tPphA
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6 Strukturbestimmung der Phosphatase tPphA

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line i s based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged):

Inf - 8.0 -6.0-5.0-4.0-3.6-3.4-3.2-3.0-2.8-2.6-2.4-2.2A

5.09 5.43 4.54 3.25 3.00 2.90 2.62 2.60 2.35 2.05 1.80 1.78
5.82 5.83 4.85 3.44 2.94 2.89 2.73 2.70 2.34 1.93 1.68 1.45

Abbildung 6.16: Anomales I/sigma fur depeakDatensatz

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line i s based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged):

Inf -80-6.0-5.0-4.0-3.6-3.4-3.2-3.0-2.8-2.6-2.4-2.21A

2.38 2.64 2.21 1.73 1.69 1.52 1.58 1.47

1.43 1.43 1.41 1.6l
2.65 3.06 2.50 1.94 1.61 1.56 1.66 1.57

1.47 1.33 1.30 1.33

Abbildung 6.17: Anomales I/sigma fuir demflectionDatensatz

Anomalous correlation coefficients (%) against previous datasets
Inf - 8.0 -6.0-5.0-4.0-3.6-3.4-3.2-3.0-2.8-2.6-2.4-2.2A

74.4 92.0 87.3 78.8 58.8 65.6 43.0 65.4 56.8 30.7 14.4 19.1

Abbildung 6.18: Korrelation zwischemeakundinflectionDatensatz

0.0 05 X—> 1.0

Abbildung 6.19: Harker Sektion entlang y = 0; Kontourlevel liegt bei 1.0 sigma
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6.4 Strukturlésung und -verfeinerung

6.4.1 Die tPphA-Struktur in der Raumgruppe C222

Mit Hilfe des Programms hkl2ma®g] konnten, wie erwartet, die drei Schweratompositio-
nen der Se-Met aus dem Se-MAD Experiment ermittelt werderscAlieRend konnten aus
den Schweratompositionen die Phasen und unter ZuhilfeeatlenDichtemodifikation eine
interpretierbare Elektronendichtekarte der Proteikstimbestimmt werden.

In die Elektronendichte wurde mit Hilfe des Programms ARPR#Y93] die Proteinstruk-
tur modelliert, wobei 79.6 % der Struktur anhand der vorgegen Sequenz gebaut werden
konnten. Es fehlten jedoch einigmops die in den weiteren Verfeinerungsschritten mit REF-
MACS5 [85,94] und COOT B4] vervollstandigt wurden:

* Aminoséauren 37-40
* Aminosauren 85-95
* Aminoséauren 142-175
* Aminoséauren 210-211

Die fehlenderloops ausgehend von Aminosaure 144 bis 159 bzw. 37 bis 40, komi¢éih
modelliert werden, da sie zu flexibel waren und daher nickeinElektronendichte zu sehen
waren.

Nachdem das Modell vervollstandigt worden war, wurde midRrogramm SHELXL$6]
anisotrop verfeinert, Wasserstoffatome gesetzt, Besg&runeu berechnet und Fehlordnun-
gen modelliert. Es konnten sechs Fehlordnungen an folgeAdenosauren verfeinert wer-
den: Arg54, His81, Serl35, Cys166, 11e180 und His227 (s. A0 S.100). Desweiteren
konnte eine Fehlordnung an einem der drei Metallzentrenteitrwerden. Die Verhaltnisse
der Besetzungen der fehlgeordneten Reste sind in Tehélaufgefihrt.

AulRerdem wurden die Besetzungen einipapgReste verfeinert. Fir die Besetzung des
loopsder Aminosauren 82 bis 94 ergab sich eine Besetzung von 85é/Besetzung der
Aminosauren 142 bis 162 nahe der fehlentiap-Region wurde auf 85.7 % verfeinert.

Das endgiiltige Modell enthielt ein Monomer von tPphA, draithlionen (C&" / Mg?t)
und 136 Wassermolekiile in der asymmetrischen Einheit. mig@tigen Verfeinerungsdaten
sind in Tabelle6.7 (s. S.101) aufgefuhrt. Die Proteinstruktur wurde mit Hilfe des Praqgr
mes PROCHECK10Q auf seine Konsistenz gepruft. Der Ramachandran Graph weies k
Aminoséaure in nicht erlaubten Regionen auf.
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7

Cystein 166 Isoleucin 180 Histidin 227

Abbildung 6.20: Fehlordnungen in der tPphA-Struktur

Residue Anteil Ain% Anteil Bin % Fehlordnung ab dem folgend¢om
Arginin 54 57.2 42.8 CD

Histidin 81 74.1 25.9 CB

Serin 135 35.9 64.1 oG

Cystein 166  26.3 73.7 der gesamte Rest

Isoleucin 180 62.9 37.1 CB

Histidin 227  68.9 31.1 CB

Mg?t/Ce&t  63.4 (Mg) 36.4 (Ca) der gesamte Rest

Tabelle 6.6:Besetzungs- bzw. Fehlordnungsverfeinerung
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6.4 Strukturlésung und -verfeinerung

Riristall 16.63
RFree 20.83
Anzahl der Proteinatome 1822
Anzahl der Heteroatome 3
Anzahl der Wasseratome 136
Mittlerer B-Wert (A?) 27.979
der Hauptkette 25.815
der Seitenketten 30.031
Standardabweichung

der Bindungslangen (A) 0.013

der Bindungswinkelabstande (A) 0.037
Ramachandran Analyse (%)
am meisten favorisierte Region  92.4

erlaubte Region 7.6
generell erlaubte Region 0
nicht erlaubte Region 0

Tabelle 6.7:Verfeinerung der tPphA-Struktur in C222

6.4.2 Die tPphA-Struktur in der Raumgruppe P4,2,2

Die Struktur von tPphA in der RaumgruppeR42 wurde mittels molekularen Ersatzes mit
dem Programm PHASER§] gelost. Dazu wurde das Modell von tPphA aus der Struktur in
der Raumgruppe C222hne Wassermolekile und ohne Metallionen verwendet. DigkSt
turlésung ergab zwei Molekiile der tPphA und sechgMtpnen, die aus desoakingLdsung
stammten, in der asymmetrischen Einheit. Besonders arfthlbei den beiden Monomeren
war, daf3 die flexibléoop-Region der Aminosauren 144 bis 159 in Monomer A bis auf drei
Aminosauren (153-155) gebaut werden konnte, und in Mon@naxlstandig geordnet vor-
lag. Somit konnte in Monomer B dérop in die Dichte mit dem Programm COOT [80] mo-
delliert werden. Die Verfeinerung wurde mit dem Programm REBES [85,94] vorgenom-
men. Da die Ramachandran Analyse fir die verfeinerte Strukéle geometrisch schlecht
orientierte Aminosauren anzeigte (s. Té&k8, S.102), wurden einerseits nur die DESY- oder
nur die SLS-Daten fur die Verfeinerung verwendet. Andazigsswurden aber auch beide
Datensatze in XPREFfl] gemittelt, wobei sich ein R von 14.73 % ergab. Aul3erdem wur-
de versucht, eine Verbesserung der Verfeinerung durchudatzme von NC3estraintszu
erreichen, was jedoch nicht erzielt werden konnte. Aufdrdar schlechten Daten und der
niedrigen Auflésung wurden alle drei Datensatze parallgeugert. Die Statistiken der drei
Verfeinerungen sind in Tabel& 8 aufgefihrt.
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native Kristalle native Kristalle native Kristalle

ohne M ohne M ohne M

(DESY) (SLS) (gemittelt)
Rkristall 28.9 27.7 27.5
RFree 35.0 34.5 35.2
Anzahl der Proteinatome 3187 3187 3187
Anzahl der Heteroatome 6 6 6
Anzahl der Wasseratome 21 21 21
Mittlerer B-Wert (A2) 32.952 56.065 48.171
der Hauptkette 33.011 56.225 48.314
der Seitenketten 32.870 55.841 47.974
Standardabweichung
der Bindungslangen (A) 0.010 0.012 0.013
der Bindungswinkel (°) 1.832 2.044 2.104
Ramachandran Analyse (%)
am meisten favorisierte Region 78.1 80.0 79.6
erlaubte Region 14.2 12.3 13.0
generell erlaubte Region 3.1 3.1 3.8
unerlaubte Region 4.6 3.8 3.6
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7/ Ergebnisse

7.1 Struktur von tPphA in C222,

7.1.1 Strukturbeschreibung von tPphA

Abbildung 7.1: Struktur von tPphA in C222 Auf der Lage von Mgl befinden sich sowohl ftgals
auch C&"; die a-Helices sind mit den Indices A bis E gekennzeichnet.

In der Raumgruppe C22diegt ein Monomer von tPphA in der asymmetrischen Einheit
vor, bei dem die Aminosauren 144 bis 159 nicht in der Eleldralichtekarte zu sehen sind
(s. Abb.7.1). Diese bilden einéoop-Region, die in dieser Raumgruppe sehr flexibel ist und in
der Elektronendichtekarte nicht sichtbar ist. Daher warsie nicht in das Modell eingeflgt.
Desweiteren liegen in der asymmetrischen Einheit drei Niet&n vor, wobei eine Lage ein-
deutig mit C&*, eine weitere eindeutig mit Mg und die dritte sowohl mit M§" als auch
Cat besetzt verfeinert werden konnte. Die Struktur von tPphstéfet aus einer zentral@h
Faltblattstruktur, die von insgesamt fumfHelices umgeben ist. Dig-Faltblatter sind anti-
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parallel angeordnet. Insgesamt liegen auf jeder Seit@ d&altblattstruktur fin{3-Faltblatter
VOr.

7.1.2 Das aktive Zentrum

Im aktiven Zentrum von tPphA liegen drei Metallionen voreBe bestimmen die Enzymak-
tivitat. Desweiteren wird die Enzymaktivitdt vom pH-WerrdLosung, der oberhalb eines
Wertes von 8.0 liegen sollte, bestimmt. Ist #goder Mr?+ im aktiven Zentrum des Enzyms
vorhanden, ist das Protein in der Lage, Phosphat von einespplorylierten Serin abzuspal-
ten. Liegt hingegen Ga im aktiven Zentrum vor, ist das Enzym inaktiv. Es wurde datier
Aktivitatstest mitp-NPP durchgefthrt (s. AbschnKristallisationab S.94), der die Aktivitat
der Kristalle bestatigte. Nach desonakingin die p-NPP-haltige Losung zeigte sich nach 1 h
die gelbe Farbung des freiwerdengehNPs.

Das aktive Zentrum ist in Abbildung.2 (s. S.104) dargestellt. Das Kalziumion Cal ist

Asp 119(
o V‘~

-9
LS. Asp34 \Mg 2
_ ¥ $
. Asp 193
Cal @ ¢ i
0 Mg 1
® HO47e /
Asp 231 "
b)

Abbildung 7.2: Aktives Zentrum von tPphA: a) mit Elektronendichtekarte, b) mit Beschriftder
Aminosauren, die an der Bindung der Metallionen beteiligt sind.

von vier Wassermolekilen g 25, 37, 47 und 70), von einem Hauptkettensauerstoffatom
des Gly35 und dem OD1 des Asp34 umgeben. Das Magnesiumiorkbdgdiniert drei Was-
sermolekile (HO 6, 47 und 98), OD2 des Asp34, OD1 des Asp193 und OD2 des Asp231
Das Magnesiumion Mg2 bildet nur finf Koordinationen zu dMassermolektlen (4O 68,

69 und 100), OD2 des Asp119 und OD2 des Aspl93 aus. Die sehstdinationsstelle

ist frei. Sie kdnnte von einer Aminosaure aus der flexible\PtRegion gebildet werden.
Da sie jedoch in die flexible FLAP-Region fallt, ist sie nichtder Elektronendichtekarte
sichtbar. Man sieht, daf3 die beiden Metallionen Cal und Mgeije das HO-Molekul 47
koordinieren. Dieses uUberbriickende@iMolekul ist das katalytische Nukleophil, welches
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7.2 Struktur von tPphA in R€12

fur die Dephosphorylierung bendétigt wird. Bei den Aminosayrdie an der Koordination der
Metallionen beteiligt sind, handelt es sich um konsereiédminoséuren, die auch in der PstP
Struktur und der menschlichen PP2C vorliegen.

7.2 Struktur von tPphA in P4,2,2

7.2.1 Strukturbeschreibung von tPphA

Abbildung 7.3: Struktur von tPphA in P£;2 Monomer A; die lilafarbenen Kugel stellen die drei
Magnesiumionen dar

Die asymmetrische Einheit der tPphA-Struktur in der RaumpgeuP42:2 umfaldt zwei
Monomere von tPphA, sechs Magnesiumionen und 21 Wassékitelén dieser Raumgrup-
pe ist die sehr flexible FLAP-Region, die in der Raumgruppe @2&ht modelliert werden
konnte, in der Elektronendichtekarte sichtbar. Im Fall Mesiomers A konnte sie bis auf die
Aminosauren 153 bis 155 vollstandig gebaut werden. Im Fedl Mlonomers B konnte die
FLAP-Region komplett modelliert werden, es waren jedochfaligenden Bereiche nicht in
der Elektronendichte sichtbar: Metl, Lys64 bis GIn65 und185 bis Argll1l. Die Tertiar-
struktur von tPphA in der Raumgruppe 1242 umfaldt genauso wie die tPphA-Struktur in
C222 ein zehnstréngiges, antiparallef@sSandwichwelches an zwei Seiten von insgesamt
funf a-Helices umgeben ist. Das Besondere an den beiden Mononserdal? sie die flexible
loop-Region enthalten, wobei sie in beiden Monomeren leichtrantgedlich geformt ist.
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7 Ergebnisse

Abbildung 7.4: Struktur von tPphA in P42;2 Monomer B; die lilafarbenen Kugel stellen die drei
Magnesiumionen dar

7.2.2 Das aktive Zentrum

a) b)

Abbildung 7.5: Das aktive Zentrum in der tPphA-Struktur in242: a) Monomer A, b) Monomer B.

Die Kristallisation fir die Strukturlésung in 2,2 erfolgte ohne Metallionen. Trotzdem sind
in den beiden aktiven Zentren sechs Magnesiumionen gebuBites ist nicht verwunderlich,
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7.2 Struktur von tPphA in R€12

da die Kristalle in eine M§"-haltigesoakingLésung tberfiihrt wurden. Da die Kristalle nach
dem soakingeine gelbe Farbung aufgrund des freiwerdenpgd#Ps zeigten, lag somit die
aktive Form von tPphA vor. In jedem Monomer sind jeweils di@ignesiumionen im aktiven
Zentrum vorhanden. Diese sind auch von den AminosaurenA<pi§35, Aspl119, Asp193
und Asp231 umgeben (s. Abb.5, S.106). Es fehlen jedoch im Gegensatz zu der Struktur in
C222 die Wassermolekile, welche die oktaedrische Koordindamplettieren. Diese sind
bei einer Aufldsung von ca. 3 A in der Elektronendichtekartdecht lokalisierbar. AuRerdem
sind einige Aminosauren anders positioniert als in der @Z2uktur, so dal? die Metallionen,
wie in Tabelle7.1(s. S.107) aufgeftihrt, koordiniert sind.

Monomer A Monomer B

Mgl OD1 (Asp34):2.05A 0OD2 (Asp34): 2.57 A
O (Gly35): 2.39 A O (Gly35): 2.07 A
Mg2 OD2 (Asp231):2.21 A 0OD2 (Asp231): 2.41 A
OD1 (Asp193): 2.13 A 0OD2 (Asp193): 2.25 A
OD2 (Asp34): 2.01 A OD1 (Asp34): 2.27 A
OD2 (Asp34): 2.28 A
Mg3 OD2 (Aspl119):2.09A OD2 (Asp119):2.17 A

Tabelle 7.1:Wasserstoffbriickenbindungen der Magnesiumionen im aktiven Zentru
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8 Diskussion

8.1 Vergleich von tPphA in den verschiedenen
Raumgruppen

8.1.1 Tertiarstruktur

a) b)

Abbildung 8.1: a) Topologie der tPphA-Struktur, in rot ist die FLAP-Region markiert; B Bume-
rierung derB3-Faltblatter am Beispiel der tPphA-Struktur in C222

Die Strukturen von tPphA in den Raumgruppen C2@8d P42,2 unterscheiden sich bis
auf die FLAP-Region kaum. Die Topologie, die am Beispiel dgght®-Struktur in C222
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8.1 Vergleich von tPphA in den verschiedenen Raumgruppen

angegeben ist, ist fur alle drei Monomere identisch (s. Abh. S. 108). Es liegt ein zehn-
strangiges, antiparallel¢gs Sandwichvor, das an der einen Seite von zwei, an der gegenuber-
liegenden Seite von drei-Helices umgeben ist. Ein grof3er Unterschied zwischen dein d
Monomeren besteht in der Struktur der FLAP-Region, welckeAahinosauren 145 bis 165
beinhaltet. In der Struktur in C222st diese Region zu flexibel und kann daher nur ansatz-
weise von Aminosaure 160 bis 164 in der Elektronendichtelekannt werden. Der Teil der
flexiblen Region ist in allen drei Monomeren einheitlich,ikal geformt (s. Abb8.2, S.109).

In einem Vergleich der flexiblen Bereiche mit dem ProgrammeE8] wird ferner deutlich,

dal3 die FLAP-Region in den beiden Monomeren dei2P2-Struktur stark variiert. Dieser
Bereich wird nicht durch Kristallkontakte fixiert, so daf’ &ieAP-Region frei beweglich ist.

Abbildung 8.2: Escet-Abbildung der Unterschiede in den drei Monomeren der tPph#iBten; in
blau sind die starren Bereiche gezeigt, in rot die flexiblen Bereiche

Eine weitere Abweichung in den drei Monomeren besteht irRiggion der Aminosauren
105 bis 111. In Monomer B der tPphA-Struktur in{242 konnte dieser Bereich aufgrund
seiner Flexibilitdt nicht gebaut werden. Ansonsten weictie Strukturen in den folgenden
Bereichen voneinander ab: Aminosaure 55, 171, 37 bis 39 uihisasb.

8.1.2 Das aktive Zentrum im Vergleich

In einer Uberlagerung der drei Monomere wird deutlich, dafadttiven Zentren in einigen
Punkten stark differieren (s. AbB.3, S. 110. Die bemerkenswerteste Veranderung ist die
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8 Diskussion

Abbildung 8.3: Das aktive Zentrum der drei Monomere, in blau die tPphA-Struktur in €2820rkis
Monomer A in P42,2 und in grau Monomer B in R2,2

Lage des zweiten Metallions (M2), die in den drei StrukturarGegensatz zu den anderen
beiden Metallionen, welche in allen drei Monomeren eindiéhe Position aufweisen, stark
variiert. In der tPphA-Struktur in C232iegt an dieser Position eine Mischung au$Gaund
Mg?*-lonen vor.

Die Differenz in der Position von M2 hat Auswirkungen auf éiasrichtung der an die-
ses Metallion koordinierenden Aminoséauren. Am deutliensiird dies an der Aminosaure
Asp193. Sie befindet sich in den drei Monomeren an unterglitien Positionen, was ihr
die Ausbildung unterschiedlicher Wasserstoffbrickedbimgen ermaoglicht. In der tPphA-
Struktur in C222 kann Asp193 zwei Wasserstoffbriicken ausbilden, eine zu iMPeine zu
M3. In den tPphA-Strukturen in R2;2 ist es der Aminosaure Asp193 dagegen nicht mehr
moglich, zwei Wasserstoffbriicken auszubilden, da dieeBkétten aufgrund der veranderten
Lage von M2 néher an dieses Metallzentrum ricken und dadwrckeit von M3 entfernt
sind.

Eine weitere von der veranderten Lage von M2 betroffene As#nre ist Asp231. Diese
besitzt in den Monomeren in P22 eine andere Position als in dem Monomer in G222

8.2 Vergleich von tPphA mit anderen
PP2C-Phosphatasen

8.2.1 Tertiarstruktur

Die Tertiarstruktur von tPphA entspricht der Tertiarsturkder menschlichen PP2C-Phospha-
tasen und der katalytischen Doméane der bakteriellen Platesgpd aud/l. tuberculosisPstP.
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8.2 Vergleich von tPphA mit anderen PP2C-Phosphatasen

Die Uberlagerung der tPphA in der Raumgruppe G2@2 blau) mit PstP (in griin) und der
menschlichen PP2C (in gelb) ist in AbbilduBgl (s. S.111) dargestellt.

Abbildung 8.4: Uberlagerung von tPphA (blau) mit PstP (griin) und menschlicher PREB) (g

Im Vergleich der drei Strukturen wird deutlich, dal3 tPphAeiner Struktur der bakteriel-
len Phosphatase starker dhnelt als der menschlichen PP2@ddischliche PP2C weist am
C-Terminus des Proteins drei zusatzlianeéHelices auf, die weder in der PstP noch in der
tPphA-Struktur zu sehen sind. Desweiteren ist die flexiblgiGteder menschlichen PP2C,
die in der Struktur von tPphA in C223ast vollstandig fehlt, viel weiter von deren aktivem
Zentrum entfernt. Allerdings sind die zwei Metallionen iktigen Zentrum, die fur die Akti-
vitat des Enzyms unentbehrlich sind, in allen drei Struktudentisch. Hinzu kommt bei der
Uberlagerung von tPphA mit PstP, daR die Position aller Blietiallionen identisch ist. Die
tPphA ist damit die zweite bakterielle Phosphatase, die @ggBsatz zur menschlichen PP2C
drei statt zwei Metallionen im aktiven Zentrum aufweisteHtei ist interessant, daf3 die PstP
Struktur ein Fragment aus einer membranverankerten PPRIc#n Phosphatase ist, die
tPphA-Struktur hingegen eine vollstandige, cytoplassaéiie Phosphatase ist. Obwohl daher
Unterschiede in der spezifischen Funktion vorhanden seintkd, besitzen beide Struktu-
ren die gleiche Anzahl an Metallzentren. Allerdings gibtesh Unterschiede zwischen den
Strukturen von tPphA in den unterschiedlichen Raumgruppeirzu PstP. Die erste Helix (A
in der Topologie, Abb8.1a, S.108) ist in der tPphA-Struktur langer als in der PstP-Struktur
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8 Diskussion

(s. Abb.8.5, S.112). Sie geht von Aminosaure 41 bis 64, wohingegen die Helix AanPstP
Struktur nur von Aminosaure 44 bis 62 reicht.

Desweiteren erscheint die FLAP-Region in der tPphA-Stnukélnr viel flexiber, was sich
einerseits in deloop-Struktur zeigt, andererseits in den unterschiedlichaer@erungen in
den drei Monomeren. Die FLAP-Region in der PstP Strukturististabiler zu sein, da sie
zwei a-Helices enthalt.

Abbildung 8.5: Uberlagerung von tPphA (blau) mit PstP (griin); in orange sind die deeitischen
Metallzentren in tPphA und PstP dargestellt, in gelb ist die FLAP-Region marikieot ist die langere
Helix von tPphA markiert.

8.2.2 Das aktive Zentrum im Vergleich

Die aktiven Zentren in den drei Strukturen (tPphA, PstP umthschlicher PP2C) sind sehr
ahnlich aufgebaut. Alle besitzen die charakteristisclkenservierten Aminoséauren, die fur
PP2C Phosphatasen ublich sind. Sie sind in Tal#llés. S.113) vergleichend zusammen-
gefalit.
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8.2 Vergleich von tPphA mit anderen PP2C-Phosphatasen

Aminosaure in tPphA  Aminosédure in PstP  Aminosaure in mdigdedr PP2C

Asp34 Asp38 Asp60
Gly35 Gly39 Gly61
Aspl19 Aspl18 Aspl46
Aspl193 Aspl91 Asp239
Asp231 Asp229 Asp282

Tabelle 8.1:Vergleich der konservierten, Metall-koordinierenden AminosaurentRphA, PstP und
menschlicher PP2C

\\ Asp 119/118/

Ser 160
Met 36/40/ His

Gly 35/39/

. ©
3
\ ,PO }
B Asp 193/191/
v {..

M1 @ M2

o

M Asp 231/229/

Asp 18/25/
Vs

Abbildung 8.6: Aktives Zentrum der drei Phosphatasen; in gelb PP2C, in griin Psti inhau tPp-

hA in der Raumgruppe C222das Phosphat stammt aus der PP2C-Struktur, die Metallionen (griin)
stammen aus der PstP- und tPphA-Struktur. Das katalytisch essentielleMlssél ist als orange-
farbene Kugel dargestellt.

In einer Uberlagerung aller drei aktiven Zentren erkennhrdi Ubereinstimmung der
Koordination der Metallionen (s. Abl8.6, S.113), wobei deutlich wird, dal3 die Bindungs-
taschen von PstP und von tPphA sich starker ahneln als diaiBgstiaschen von tPpha und
menschlicher PP2C.

Ein interessanter Aspekt zwischen der menschlichen PP2ICdan bakteriellen PP2C-
ahnlichen Phosphatasen PstP und tPphA besteht in der Afwireoklis62 in der PP2C zu der
an gleicher Position gelegenen Aminosaure Met36 bzw. Mietdén bakteriellen Phosphata-
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8 Diskussion

sen. In der menschlichen PP2C-Struktur agiert His62 wahten&paltung der P-O-Bindung
als Saure 101]. Diese Funktion ist im Falle der beiden bakteriellen Plnagasen aufgrund
des an der dieser Position vorliegenden Methionins niciélgen.

. His 161/Ser 160

M3
Asp 34/38
- Asp 193/191
Gly 35/39 '
- M2
M1 1
A
1} l] Asp 231229
Asp 18/25

W Arg 13/20

Abbildung 8.7: Uberlagerung der bakteriellen PstP (griin) mit den drei Monomeren pleAtfn blau
tPphA in C222, in tirkis Monomer A in P42,2 und in grau Monomer B in R2;2; in orange sind
die drei Metallionen eingezeichnet

Ein weiterer wichtiger Unterschied besteht in der AnzahilMetallionen. In der mensch-
lichen PP2C-Struktur sind nur zwei Metallionen vorzufindenden bakteriellen PP2C-
ahnlichen Phosphatasen hingegen sind jeweils drei Mataifi vorhanden. Die Koordina-
tion dieses dritten Metallions ist in den beiden baktegielPhosphatasen unterschiedlich. In
der PstP-Struktur wird das dritte Metallion von zwei Wagsaekilen, Asp118, Asp191 und
Serl60 oktaedrisch koordiniert. In der tPphA-Strukturdias dritte Metallion hingegen nur
von drei Wassermolekilen sowie Asp119 und Asp193 quadhagigramidal koordiniert. Ei-
ne Koordination des dritten Metallzentrums in Analogie &1 Hoordination in PstP durch
Ser160 kann in der tPphA-Struktur in C222ufgrund der fehlenden Elektronendichte in die-
sem Bereich nicht gefunden werden. In der tPphA-Strukturdy2f2 weist im Bereich der
FLAP-Region die Aminoséaure His161 den geringsten Abstanadiitten Metallion auf, wo-
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8.2 Vergleich von tPphA mit anderen PP2C-Phosphatasen

bei die Distanz bei ca. 4 A liegt. Die Uberlagerung der veisdénen tPphA-Strukturen mit
PstP ist in Abbildund@.7 (S.114) gezeigt.

8.2.3 Die elektrostatischen Oberflachen im Vergleich

Fur den Vergleich der elektrostatischen Oberflachen sinélbibildung 8.8 (s. S.115 die
Oberflachen der bakteriellen PstP und der tPphA nebenesnataigestellt. Hierbei wurde
fur die Struktur von tPphA das Monomer B aus der Raumgrupp@:24gewahlt, da es als
einziges Monomer die vollstdndige FLAP-Region enthélt.

a) b)

Abbildung 8.8: Elektrostatische Oberflachenstrukturen der bakteriellen PstP Struktur
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Abbildung 8.9: Elektrostatische Oberflachenstrukturen von tPphA des Monomers B

Besonders auffallig in den beiden elektrostatischen Olotydié sind die Vertiefungen im
Bereich der Metallionen, die in beiden Fallen eine starketiped_adung aufweisen. Dieser
Bereich ist in den Abbildunge@.8b und8.9b vergrol3ert dargestellt. Die starke positive La-
dung begunstigt die Anziehung des negativ geladenen asivelches im Fall von tPphA
wahrscheinlich das phosphorylierte Pll-Protein ist, \wek durch tPphA dephosphoryliert
wird.

8.3 Ausblick

Das Ziel der Arbeit war es, die Struktur von tPphA mit der lesiellen PstP und der menschli-
chen PP2C zu vergleichen und Rickschlisse auf den kathlgtidgdechanismus und die Ent-
wicklung der Dephosphorylierung in der Evolution zu ziehes konnte gezeigt werden, dafl3
das aktive Zentrum von tPphA der menschlichen PP2C ahnelieiwn der tPphA-Struktur
drei statt zwei Metallionen vorliegen. Zudem besteht egler starke Ahnlichkeit zwischen
dem aktiven Zentrum von tPphA und dem der bakteriellen RgiBgi hier die Koordination
des dritten Metallions wie oben beschrieben unterscluledst. Da die bakteriellen PP2C-
ahnlichen Phosphatasen, wie die menschliche PP2C, eiranhidibordiniertes Hydroxid-lon
besitzen (s. Abb8.1Q S.117), welches als Nucleophil das phosphorylierte Substrateang
fen konnte, ist es fur die beiden bakteriellen PP2C-Phoapkatdurchaus moglich, daf ein
ahnlicher katalytischer Mechanismus wie fur die mensbtleliPP2C vorliegt. Es sollten je-
doch weitere molekularbiologische Tests fir die Uberpnigfdieser Annahme durchgefiihrt
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8.3 Ausblick

werden. Es ist angedacht, die Aminosaure His 161, die in d&PFRegion liegt und am
nahesten an dem dritten Metallion lokalisiert ist, zu nmetie um dadurch die Bindung des
dritten Metallions zu verandern. AulRerdem sollte mittelslekularbiologischer Methoden

CHg
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] 0.

e

Asp 118
Ser 160
o/
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/ 2\ / 1\
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Abbildung 8.10: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums, a) der PstP-Strulder, tfphA-
Struktur

in-vivo das naturlichen Substrat (das PlI-Protein) der tPphA (ififirpnd weitere natirliche
Substrate der tPphA identifiziert werden.
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Anhang

Fluoreszenz-Scan von C2B

Fluorezszenz-Scan
190005 I-
o .
: l, peak Datasatz
2 * | = inflection Datasatz
‘:;:c ""I‘“ iaena . lJI'h.‘\ R

Abbildung A.1: Fluoreszenz-Scan von C2B
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Fluoreszenz-Scan von tPphA

Fluoreszenz-Scan

o l, peak Datasatz
J = inflection Datasatz

Auoremenoe donal

T T T T T T
[ == rd o=ei [nf=c [af=rg-) osvE [a =1 osvs oS
vavelengh (41

Abbildung A.2: Fluoreszenz-Scan von tPphA
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Sequenzvergleich der tPphA mit PphA ausSynechocystis sp. PCC 6803

10 20 30 40 50 60
| | | | | |
tPphAxO0 - MDVAGLTDCGLIRKSNQODAFYIDEKHQRFFIVADGMGGHAGGEEASRLAV
PphAxx1 MTEVNLSVVSCSSTGKTDPGLVRQYNODSEFYLDPE-GREYIVADGMGGHAGGEEASRIAV
:* * K *‘k:*: ***:**:‘k : **:*****************:**
70 80 90 100 110 120
| \ | | \ |
tPphAx0 DHIRQYLETHLEDLOHDPVTLLROAFLAANHAIVEQORQONSARADMGTTAVVILLDEKGD
PphAxx1 ERVRDYLDTYWQS EITSEQLLRDALMDANEGILEDQKINLERRDMGTTAVLIAFREDG—
R s . Kkk ok oo Kk _kakeks ok ok kkkAkkkak . Kk
130 140 150 160 170 180
| | | | ! |
tPphAx0 RAWCAHVGDSRIYRWRKDQLOQITSDHTWIAQAVQLGSLTIEQARQHPWRHVLSQCLGRE
PphAxx1 —AWRAHVGDSRLYRLRNQQLERVTEDHTWVARALKMGDIDPAQAKVHPWRHVLFQCLGRQ
* * *******:** *::**:::*‘****:*:*:::*': **: *k kKK k%K *****:
190 200 210 220 230 240
| \ | | \ |
tPphAx0 DLSQIDIQPIDLEPGDRLLLCSDGLTEELTDDVISIYLS-EPNVQOKAAAALVDAAKTHGG
PphAxx1 DLNFIEVEALDAQPGDTFMMCSDGLTEEVPDNLIEKILTGOGNCDDQAVQLIEEAKNAGG
‘k*- *:::.:* :*** :::***‘k‘k***:.*::*. *: . * .. ‘k. *:: **. * %
250
|
tPphAx0 RDNVTVVVISV-=———--
PphAxx1 SDNITIVLVDEFSEDNQDS

kk ok ok o o

Abbildung A.3: Sequenzvergleich der tPphA mit der PphA &ysechocystis sp. PCC 6883s dem
Programm CLUSTALW 46]; identisch (*) : 123 Aminosauren 47.67 % (rot), sehr &hnlich (;) : 58 Ami-
nosauren 22.48 % (grun), weniger stark &hnlich (.) : 17 Aminosauréng.flau), unterschiedlich :
60 Aminosauren 23.26 %
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Sequenzvergleich der tPphA mit PstP au$/.tuberculosis

10 20 30 40 50 60

| | | | | |

tPphAx0 ----MDVAGLTDCGLIRKSNQDAFYIDEKHQRFFIVADGMGGHAGGEEASRLAVDHIRQY

ltxoxxl MTLVLRYAARSDRGLVRANNEDSVYAG———ARLLALADGMGGHAAGEVASQLVIAAL AH

*. * ** * *:* .* R *:: :******** * k **:*

70 80 90 100 110 120

| | | | | |

tPphAx0 LETHLEDLQHDPVTLLRQAFLAANHAIVEQQRQNSARADMGTTAVVILLDEKGDRAWCAH

ltxoxxl LDD--DEPGGDLLAKLDAAVRAGNSAIAAQVEMEPDLEGMGTTLTAILFA~~-GNRLGLVH

*: e * : e * *' * * **. * . .. .**** ..**: * * .*

130 140 150 160 170 180

| | | | | |

tPphAx0 VGDSRIYRWRKDOLQQITSDHTWIAQAVQLGSLTIEQARQHPWRHVLSQCLGREDLSQID

ltxoxx1 IGDSRGYLLRDGELTQITKDDTFVQTLVDEGRITPEEAHSHPQRSLIMRALTGHEVEPT—
:**** * *":* ***'*.* H *: * * *:* .** * [ :.* .

190 200 210 220 230 240

| | | | | |

tPphAx0 IQPIDLEPGDRLLLCSDGLTEELTDDVISIYLSEPNVQKAAAALVDAAKTHGGRDNVTVV

ltxoxxl LTMREARAGDRYLLCSDGLSDPVSDETILEALQIPEVAESAHRLIELALRGGGPDNVTVV

kkhkk KAhkAkkkkhkk o o e ek e Kk * * * e ek * e o K * Kk kkkkKkx

tPphAx0 VISV--
ltxoxx1 VADLEH

*

Abbildung A.4: Sequenzvergleich der tPphA mit der PphA &lisuberculosisaus dem Programm
CLUSTALW [46]; identisch (*) : 88 Aminosauren 35.77 % (rot), sehr @hnlich (%) : 46 Améuwen
18.70 % (grun), weniger stark ahnlich (.) : 28 Aminosauren 11.38 % (bleat@¢rschiedlich : 84 Ami-
nosauren 34.15 %
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