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1 Proteinevolution

Proteine sind aus zwanzig verschiedenen natlrliché&xminosaurebausteinen
zusammengesetzt. Es sind kettenformige, polymerekite. Mit der Aufklarung der DNA-
Doppelhelixstruktur durch James Watson und Fra@adisk 1953 (Watson and Crick, 1953),
der Entschlisselung des genetischen Codes durcshbNirenberg und Heinrich Matthaei
1961 (Nirenberg and Matthaei, 1961) und der Entluieg von Techniken zur
Proteinsequenzierung durch Frederick Sanger 19ahgé and Tuppy, 1951) sowie zur
DNA-Sequenzierung 1977 durch Frederick Sanger (&aagal., 1977) und Allan Maxam
und Walter Gilbert (Maxam and Gilbert, 1977) wurderoteinsequenzen zuganglich. Seit
dem Einsatz der Rontgenkristallographie zur Auiktdy von Proteinstrukturen von John
Kendrew, der 1957 die Struktur von Myoglobin (Kesdr 1950; Kendrew and Parrish, 1957)
ermittelte, sind mehr und mehr dreidimensionale tétnstrukturen verfligbar. Zuerst
herrschte Enttduschung tUber die scheinbar unre@em&truktur der Proteine im Vergleich
zur DNA-Doppelhelix. Spater erkannte man jedoch didotwendigkeit der
Strukturkomplexitat. Sie erlaubt den Proteinen, Bl&ger der biologischen Funktion, eine
enorme Vielfalt an katalytischen Aktivitaten zu waklichen. Die Aminosauresequenz, die
dreidimensionale raumliche Anordnung der Seiteekettder Aminosauren und die
Proteinaktivitat sind ndmlich eng miteinander vertben.

Eine Domaéne ist die kleinste Einheit der Proteuidtiren, da sie die kleinste,
selbstandig faltende, kompakte Struktureinheit lobmet. Durch Proteinvergleiche wurde
deutlich, dass etwa zwei Drittel aller Proteine &irszellern und etwa 80% der Proteine der
Metazoen aus mehreren Domanen zusammengesetztAgiitdet al., 2001). Deshalb wird
zunachst die Domane auch als evolutionare Einingiesehen. Von Uber 50% der bekannten
Proteinsequenzen konnte bereits mindestens eineolbgen Sequenz ermittelt werden
(Chothia et al., 2003). Das lasst auf ein hohesnfals an Domanenduplikation in der
Proteinevolution schlieen. Die Duplikation einesridine erlaubt eine schnelle Generierung
neuer Funktionen durch Veranderung einer bereiistiesenden Doméne, wahrend die
Doménenkopie vitale Funktionen aufrecht erhaltténe entwickeln sich auf der Ebene ihrer
Gene. Deshalb kdonnen alle bekannten genetischehaviestmen zur Veranderung von DNA
als Grundlage fur Proteinentwicklung dienen. Zu sdie Mechanismen zahlen:
Punktmutationen, Genduplikation, Deletionen, Geiofusn, Insertionen, Rekombinationen
und zirkulare Permutationen.

Nahe Proteinverwandtschaften lassen sich auf Segbene feststellen. Ein hoher
Anteil identischer Aminosauren ist ein sicheresiarfdr Proteinverwandtschaft, da zuféllige
Sequenzidentitditen durch die extrem groRe Mengerdtlisch moglicher Sequenzen
ausgeschlossen werden kénnen. Verwandte Protaameud einem gemeinsamen Vorfahren
divergent entstanden sind, bezeichnet man als lndbequenzanalysemethoden wie
BLAST und PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) erlaubeine schnelle Identifikation von



2 Proteinevolution

verwandten Sequenzen. Mit feineren Sequenzanalyseden wie HMMer (Grundy, 1998)
oder HHsenser (Soding et al., 2005) lassen sicth anoch divergentere Sequenzen als
verwandt identifizieren. Fir diesen Grad der Seguerwandtschaft pragten Da-Fei Feng
und Russell Doolittle den Begriff ,Twilight Zone*Féng and Doolittle, 1996). Entfernt
verwandte Proteine kdnnen in ihrer Sequenz so giversein, dass sich ihre Verwandtschaft
durch Sequenzvergleiche alleine nicht mehr fesstdBisst. Dann hilft der Vergleich der
Proteinstrukturen, die in der Regel starker korieersind als die Sequenzen. Sehr weit
entfernte Proteinverwandtschaften lassen sich moh ndurch den Vergleich weniger
markanter Struktur-, Sequenz- oder Funktionsgeragiksiten identifizieren und befinden
sich in der ,Midnight Zone“ (Orengo and ThorntorQ0%). Verwandte Proteine kénnen
unterschiedliche Reaktionstypen katalysieren und/emschiedenen Enzymklassen gehdren.
Selbst dann sind meist Teile des aktiven Zentrunder o Zwischenstufen des
Reaktionsmechanismuses noch konserviert (Todd.,e2@D1). Findet man strukturelle oder
funktionelle Ahnlichkeiten ohne zugrunde liegenderWandtschaft, dann bezeichnet man
Proteine in dieser Eigenschaft als analog und nirim¢ konvergente Evolution an. Zum
Beispiel entstand die katalytische Triade von Smdteasen mehrfach in verschiedenen
Proteinstrukturen und in unterschiedlicher Sequiefutge der beteiligten Reste Serin,
Histidin und Aspartat.

Es gibt zwei prominente und zueinander ahnlichesgifikationssysteme, die Proteine
aufgrund ihrer Evolution klassifizieren: SCOP (Muaret al., 1995) und CATH (Orengo et
al., 1997). Beide Systeme verwenden dieselben Bmzengen flr die verschiedenen
Verwandtschaftsgrade. Bei SCOP wird die Klassiidcatmanuell vorgenommen, wahrend
sie bei CATH automatisiert erfolgt. Proteine werderf der untersten Hierarchieebene der
Familie zusammengefasst, wenn die Verwandtschaft Sequenzebene erkennbar ist.
Miteinander verwandte Familien werden in Superfamilgruppiert. Die Verwandtschaft
stutzt sich innerhalb der Superfamilien nicht malkein auf Sequenzeigenschaften, sondern
ist nur noch unter Einbeziehung von strukturelledero funktionellen Eigenschaften
feststellbar. Superfamilien mit gleicher Topologid,h. gleicher relativer Lage und
Verknupfung der Sekundarstrukturelemente, werdenFattungen gruppiert. Zwischen
verschiedenen Superfamilien herrscht in der Reg@hek verwandtschaftliche Beziehung
mehr. Das heil3t dann, dass verschiedene Supedamnilie gleiche Faltung konvergent
entwickelten. Die oberste Hierarchieebene ist didas&e, die angibt welche
Sekundarstrukturelemente eif@ltung hauptsachlich enthalt. In CATH gibt es zhen
Klasse und Faltung die Ebene Architektur, welche Broteinform beschreibt, ohne die
topologische Verknipfung der Sekundarstrukturelaemen bertcksichtigen. Prinzipiell sind
verschiedene Faltungen nicht miteinander verwadtaltlie Sequenzen und Strukturen meist
sehr verschieden sind. Es gibt jedoch Beispieleaat derer man nachweisen kann, dass bei
divergenter Evolution ein Faltungswechsel stattgeémn hat. Dies wird von genetischen



Mechanismen wie zirkularer Permutation, Insertioned Deletionen verursacht, welche die
Topologie eines Proteins verandern kdnnen (Gris00.1).

Mit der Aufklarung von immer mehr Proteinstruktunearde deutlich, dass der hohen
Sequenz- und Funktionsvielfalt nur eine relativeirgge Strukturvielfalt zugrunde liegt. Es
wurden zum Zeitpunkt der Arbeit etwa 70.000 bisD80. Domanen klassifiziert, die in etwa
1500 bis 2000 Superfamilien mit hoher Strukturahieit und etwa 1000 Faltungen mit
ahnlicher Strukturtopologie fallen (Tabelle 1).

Tabelle 1 CATH und SCOP Statistik. Die Tabelle zeigt die Anzahl der Eintrage jeder
Hierarchiestufe der beiden Klassifikationssystendel'8 (Stand vom 08.05.06) und SCOP
(Version 1.69 vom Juli 2005).

Anzahl der Vertreter der Hierarchiestufen

Klasse  Architektur Faltung Superfamilie Familie Domane

CATH 4 40 1110 2147 7841 86151
SCOP 11 945 1539 2845 70859

Man kann eine stark unterschiedliche Popularitdt Faltungen beobachten. Fast 40% aller
Familien besitzen eine von 10 Faltungen, was weratpel% aller Faltungen ausmacht. Und
etwa 85% der Faltungen haben Vertreter aus nur Eamilie (Pearl et al., 2003). Christine
Orengo bezeichnete die am starksten besetzten ngaliu wie b-trefoil, Jelly roll,
Immunoglobin-like, TIM barrel, Ferredoxin-like, Upan bundle, OB-fold, UB-roll, Globin-
like und Doubly wound alsuperfoldgOrengo et al., 1994). Etwa 200 Superfamilien werde
in Organismen aus allen drei Organismenreichen iyokéen, Prokaryonten und Archaen,
gefunden. Weil einige davon extrem haufig beseind,sbetrifft diese gleichmafiige
Verteilung einen Grol3teil aller einzelnen Domanetwé 50% in Bakterien). Auffallig viele
Doméanen sind an Reaktionen der Proteinbiosyntheteiligt. Aber man findet ebenso
Doménen aus den Bereichen Regulation und MetabadisMorwiegende Proteinaktivitaten
vor der Entwicklung von Organismen koénnten demnabiNA-Replikation und
Proteinreproduktion gewesen sein. Betrachtet mamd»en in ihrem Proteinkontext, so sind
weniger als 15% der Domanenkombinationen eines f@enan anderen Genomen
wiederzufinden (Lee et al., 2005). Daraus kann rsahlielen, dass die mal3gebliche
Doménenevolution vor der Trennung in die drei Orgaenreiche stattgefunden hat. Und die
Kombination von Domanen hat anschlieRend bei dewvigklung der Arten eingesetzt.

Bei genauer Analyse der Sekundarstrukturanteile Raarteinen fand man einen stets
hohen Anteil von sogenannten Supersekundarstrukheiten wieaa - oderbb-hairpins oder
bab-Elemente (Soding and Lupas, 2003).up&rfolds sind besonders reich an
Supersekundarstrukturelementen (Salem et al., 198%ei der Updown bundkuperfoldzu
90% aus diesen Elementen besteht. Aul3erdem entaecktviederkehrende Peptidfragmente
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ahnlicher Sequenz, Struktur und sogar FunktionimereVielzahl unterschiedlicher nicht-
verwandter Proteine. Diese Ahnlichkeiten deuten €inen gemeinsamen Ursprung dieser
Fragmente hin. Deshalb wurde vorgeschlagen, dmeser wiederkehrenden Peptideinheiten,
anstelle der Domane, als evolutionare Einheit zirabkten. Andrei Lupas und Kollegen
pragten fur diese Peptide den Begriff ,antecedesyitides” (Lupas et al., 2001). Diese
urspringlichen Peptideinheiten mussten nicht notigemweise selbstandig falten konnen. Es
ist denkbar, dass sie Sekundarstrukturen nur ire@egrt von RNA oder DNA ausbildeten.
Es konnte gezeigt werden, dass solche kleinerertidBepkturen die kombinatorische
Komplexitat prebiotischer Synthesereaktionen nidgbérschreiten (Keller et al., 1994) und
dass die Kombination von Peptid-Subdomanen diet&misag von Proteindoméanen stark
beschleunigt (Bogarad and Deem, 1999; Cui et @D2Y, was als Hinweis auf die besonders
erfolgreiche Verwendung dieser Einheiten fur derfbAu von Proteindomanen gedeutet
werden kann. Fir das haufige Auftreten gigperfoldssind zwei Erklarungen vorgeschlagen
worden. Da sie besonders reich an Supersekundédtstlementen sind, ist es denkbar, dass
sie schneller als andere Faltungen zu einer korepaRtroteinstruktur gefuhrt haben und
damit schneller eine neue Aktivitat entwickeltere dchlielich zu einem Selektionsvorteil
fuhrte. Dies wirde dann fur eine konvergente Evotutinigersuperfoldssprechen (Soding
and Lupas, 2003). Ebenso ist vorstellbar, daggerfolds Mutationen besser als andere
Faltungen tolerieren. Ein denkbarer Grund dafir nkén sein, dass die
Supersekundarstrukturelemente gegeneinander vebder sind und deshalb eine erhéhte
strukturelle Plastizitat aufweisen (Orengo and Tikam, 2005).



2 Zusammenfassung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Evolution der Doubpsi beta-barrel Proteine und
Aspartatproteasen naher zu untersuchen. Dabei gydbee Untersuchungsschwerpunkte, die
in drei Kapiteln beschrieben werden.

Im ersten Schwerpunkt ging es um die Faltungen [Ropbi beta-barrel und Acid
proteases. Die Vertreter dieser Faltungen sind-theetieel Proteine. Zu den Double psi beta-
barrel Proteinen gehéren N-terminale Doménen vol\AA Pasen wie Vat oder Cdc48. Zu
den Acid proteases gehoren die AspartatproteaspsirPand HIV-1 Protease. Obwohl die
Strukturen dieser Faltungen bereits als sehr &nelikannt und beschrieben wurden, werden
sie bisher als analoge Strukturen mit konvergeBtadution beschrieben. Dies stiitzte sich
vor allem auf die fehlende Sequenzéhnlichkeit uadnge Unterschiede der topologischen
Verknupfung ihrerb-Strange. lhre Verwandtschaft wurde jedoch beneits Murray Coles
und Kollegen erwogen. Neben der strukturellen Athieit, fehlten aber weitere Argumente
fur diese Verwandtschaft. In dieser Arbeit sollttmktionelle Untersuchungen weitere
Hinweise auf die Abstammung dieser Faltungen Ilrefddazu wurden Chaperonassays
durchgefuhrt, welche Aggregationsverhinderung alskfionelle Gemeinsamkeit von
Vertretern dieser Faltungen offenbarten. Die Erggdan bestarkten die Vermutung, die
Vertreter dieser Faltungen als entfernte Verwaadtdetrachten. Damit wurde ein weiteres
Beispiel geliefert, wie sich eine Faltung durcheatyente Evolution andern kann und dies zu
verwandten Proteinfaltungen fuhrt. Ein zusatzlicAspekt in diesem Schwerpunkt war die
Frage, ob es moglich sei, Doméanen dieser Faltungenihrem Domanenkontext
gegeneinander auszutauschen. Daflr sollte eine D®reiner Aspartatprotease mit einer
AAA-Domane fusioniert werden, um sie in den Domé&mertext von Double psi beta-barrel
Doméanen zu bringen. Langfristig sollte dies die Naitkeit eroffnen, AAA-Doméanen mit
Substratspezifitaten der Aspartatproteasen zu ekélvi.

Im zweiten Schwerpunkt wurde die Verwandtschaft terden Proteinfaltungen
Double psi beta-barrel und Swapped hairpin-barrgénsucht. Die Verwandtschaft wurde
aufgrund von markanten Strukturdhnlichkeiten bsregrmutet. Die Sequenzahnlichkeit ist
jedoch sehr gering und hinterlie3 Unsicherheit. Déewandtschaft dieser Faltungen wére ein
weiteres Beispiel fur einen Faltungswechsel duiigbrgente Evolution. Der Hypothese Uber
die homologen Faltungen fehlte jedoch ein plausilit®olutionsmechanismus, der die
Entstehung durch bekannte genetische Mechanismerhiegben wirde. In dieser Arbeit
sollten die Strukturen der Proteine PhS018 und @416ntersucht werden, um Hinweise auf
die Evolution der Double psi beta-barrel und Swalppairpin-barrel Faltungen zu erhalten.
Durch Aufklarung der Struktur des Proteins PhS0&8 Ryrococcus horikoshikonnte ein
weitere, neue Faltung beschrieben werden: die f@lRiSy like-barrel. Sie steht intermediar
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zwischen Double psi beta-barrel und Swapped halvpmel und kann die Entstehung dieser
beiden Faltungen erklaren. Ein weiterer Aspektigseim Schwerpunkt war, die Entstehung
der Double psi beta-barrel aus einfachen Supersikstmukturmotiven zu untersuchen.
Dafur konnte ein gemeinsames, strukturell hoch &onertesbab-Element der Faltungen
Double psi beta-barrel, Swapped hairpin-barrel &8y like-barrel beschrieben werden,
welches eine urspriingliche Peptideinheit darstekénnte. Neben PhS018 wurde das
potentielle Double psi beta-barrel Protein Af15@fArchaeoglobus fulgidugntersucht. Die
Aufklarung dieser Struktur war nicht moglich. Datfiiurde fur dieses Protein eine mogliche
Struktur vorhergesagt. Biochemische Daten wurdesamenelt, um die Vorhersage zu
unterstutzen.

Im dritten Schwerpunkt wurde die Funktion eines @pe ausArchaeoglobus
fulgidusuntersucht. In diesem Operon wird das Protein Afilsusammen mit den Proteinen
Af1502, Af1503 und Af1505 kodiert. Die funktionell@harakterisierung der Proteine des
Operons zielte zunadchst auf ein besseres Verssrdbri Funktion von Af1504, was im
vorigen Schwerpunkt bereits unter strukturellen éden untersucht wurde. Zum Operon
gehort das Transmembranprotein Af1503, fur das itsemine cytoplasmatische HAMP
Doméne vorhergesagt wurde, welche in prokaryorgiscBignaltransduktionsproteinen weit
verbreitet vorkommt. Die Struktur dieser HAMP Dora&ollte aufgeklart werden, was durch
NMR-Spektroskopie auch gelang. Dies war die ersteik&r einer HAMP Domane
Uberhaupt. Die HAMP Domane lag in eirogiled coilKonformation vor, die bisher noch nie
bei einem nativen Protein beobachtet wurmenplementary x-d&onformation. Aus dieser
Besonderheit konnte ein molekularer Signaltransdoktmechanismus flr prokaryontische
Transmembranrezeptoren abgeleitet werden. Ein rgeifespekt in diesem Schwerpunkt war,
nach maoglichen Liganden fir die extraplasmatisclienBne von Af1503 zu suchen. Als
Ergebnis wurde Calcium als potentieller Ligand tifemert und die Interaktion wurde
charakterisiert. AbschlieBend wurde eine moglialmgkfionelle Interaktion der Proteine des
Operons und eine Funktion des Operons fur das Arwha\. fulgidusvorgeschlagen und
diskutiert.
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AAA ATPase associated with various cellular atee

A. fulgidus  Archaeoglobus fulgidus

BSA Bovine serum albumin (Rinder Serumalbumin)
CATH Class Architecture Topology Homologous suastily
CD Circular Dichroismus

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FPLC Fast protein liquid chromatographie

€280) Extinktionskoeffizient flr Lichtabsorption deralenlange 280 nm
GFP Grin fluoreszierendes Protein

GST Glutathion-S-Transferase

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfomsau
HIV Menschliches (human) Immunschwéche Virus
IPTG Isopropyl--D-thiogalactopyranosid

ITC Isothermal titration calorimetry

kD Kilodalton

LB Luria-Bertani

MES 2-Morpholinoethansulfonsaure

MOPS 2-Morpholinopropansulfonsaure

NMR Nuclear magnetic resonance

oD Optische Dichte

ORF Open reading frame

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

Pdbid Identifikator einer Proteinstruktur in d&GSB Protein Data Base*
P. horikoshii Pyrococcus horikoshii

pl Isoelektrischer Punkt

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RMSD Root-mean square deviation

RNA Ribonukleinsaure

SCOP Structural classification of proteins

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Geletghorese
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Vat Valosine-containing protein-like ATPase frdinermoplasma acidophilum
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Aminosauren (A: Alanin, G: Glycin, S: Serin, C: &gin, T: Threonin, H. Histidin, K:
Lysin, R: Arginin, N: Asparagin, D Asparaginsaul@; Glutamin, E: Glutaminsaure, V:
Valin, L: Leucin, I: Isoleucin, P: Prolin, F: Phdaklanin, Y: Tyrosin, W: Tryptophan, M:
Methionin)

Fachausdriicke, die sich als englische Ausdrickkeliwissenschaftssprache bereits etabliert
haben, kénnen als deutsche Ausdriicke nur unzureichmit der gleichen Bedeutung
wiedergeben werden. In diesen Fallen wurden im @extenglischen Ausdriicke in kursiver
Schrift verwendet. An dieser Stelle werden sieuted.

Superfoldist einer der zehn am starksten bevdlkerten Fgénn

Turnist ein Sekundarstrukturelement, das die RichtlergAminosaurekette innerhalb
weniger Aminosaurereste umkehrt.

Hairpin ist eine Sekundarstrukturanordnung, bei der zweparallele
Sekundarstrukturelemente tUber eit@m miteinander verbunden sind.

Loopist ein meist ungeordneter Bereich einer Aminosiette, der
Sekundarstrukturelemente tber groRere Entfernutegjmander verbindet.

Barrel beschreibt ein fass-artiges Aussehen eines Psotein

Alignmentist eine nach bestimmten Kriterien ausgerichtete&@bweise von
Proteinsequenzen

Coiled coildriickt eine umeinander gewundene Anordnungaxbielices aus

Heptad periodicityAus sieben Aminosauren bestehende Wiederholurtgsigileren
Positionen durch Buchstabarg bezeichnet werden und Positioreeandd von
Aminosauren mit hydrophoben Seitenketten besetaieve
Knobs-into-holebeschreibt eine mdgliche geometrische Anordnumdpg@rophoben Reste
einercoiled coil Struktur

Inclusion bodiesind unlésliche Proteinaggregate von GberexprimieRrotein
Swarm-plateNahrbodenplatte, mit der Schwimmverhalten von Ba&h untersucht wird
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4 Evolution der Aspartatproteasen

4.1 Einleitung

Double psi beta-barrel und Acid protease sind i©DBGils zwei Faltungen der Klasse all-beta
eingetragen. Die Double psi beta-barrel Faltunghesbt ein sechsstrangigbsbarrel mit
parallelen und antiparalleldnFaltblatt Verkntpfungen (Abbildung 1, Castilloadt, 1999).

Y

B4
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Abbildung 1 Topologie und Struktur der Double psi keta-barrel Proteine. (Links)
Topologiediagramm der Double psi beta-barrel FgtuStrange sind als Pfeile urat
Helices sind als quadratische Kasten dargestellt. i@eudosymmetrischen Halften sind
durch ausgefulllte und leere Formen unterschiedepssind Linien und das charakteristische
Y -Motiv ist fett hervorgehoben. N- und C-Terminuadsimit “N” bzw. mit “C” markiert.
(Mitte) Vat-Nn (pdbid 1cz4) als Vertreter der Doeblpsi beta-barrel Proteine.
Dreidimensionale Banderdarstellung der monomeremd@enstruktur. Die Abfolge der
Sekundarstrukturelemente vom N- zum C-Terminuvast Blau Gber Grin und Gelb nach
Rot farbkodiert. (Rechts) Eine Double psi beta-dldbomane in ihrem strukturellen Kontext.
einer hexameren AAA-ATPase (In dieser Abbildungdats eukaryontische Vat Homologe
p97 (pdbid 1r7r) dargestellt). Die monomere Einlstifarbig hervorgehoben und die Double
psi beta-barrel Doméne ist dabei rot dargestellt.

m

Dasbarrel besteht aus zwei pseudosymmetrischen, ineinandeatve&enbbab-Elementen.
In der Double psi beta-barrel Domane der AAA-ATP3a&d (N-terminale Doméne und
deswegen als Vat-Nn bezeichnet) vbmermoplasma acidophilunst die Pseudosymmetrie
der bbab-Elemente noch auf Sequenzebene erkennbar (Gdilak,e1999). Jeden-Strang
einer Halfte wechselwirkt ausschlief3lich ro#Strangen der jeweils anderen Halfte. Dmep
zwischerbl undb2 bzw. zwischein4 undb5 wird vonb5 bzw.b2 durchkreuzt, was zu einer
pseudo-verknoteten Struktur flhrt. In der Aufsisigtht dieses markante und charakteristische
Strukturmerkmal wie der griechische Buchstabe(psi) aus. Die Double psi beta-barrel
Faltung enthalt die Superfamilien ,barwin-like endoglucaesisund ,ADC-like proteins*
(Abbildung 2). Zur Superfamilie der ,ADC-like prats“ gehéren die Familien ,Aspartat-
decarboxylase”, ,Formate/DMSO reductase (C-termohainain)* und ,Cdc48 N-terminal
domain-like proteins*.
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Klasse all-beta

Faltung Acid proteases Double psi beta-barrel

Superfamilie Acid proteases Barwin-like endoglucanases ADC-like

Familie Retroviral ~ Pepsin-like Pyruvyl Formate Cdc48
dependent dehydrogenase/ N-terminal
aspartate DMSO domain-like
decarboxylase reductase

Abbildung 2 SCOP Kilassifizierung. Links stehen die vier Hierarchieebenen der SCOP
Klassifizierung. Rechts sind die Zweige der Acidbtpases und Double psi beta-barrel
Faltungen als Baumdiagramm abgebildet. (Nach SCé@Ridh 1.69 vom Juli 2005)

Vertreter der letztgenannten Familie sind beispieise N-terminale Domé&nen der
AAA-ATPasen Nsf, p97, Pex1 und Vat, sowie die Nyterale Doméne von Ufd1, welches
am Ubiquitin abhangigen Proteinabbau beteiligtNét. Hilfe von NMR Untersuchungen von
Ufd1l wurden zwei verschiedene Bindestellen fur Whig gefunden (Park et al., 2005); je
eine fir Mono- und Polyubiquitin. Die Aminosaurdeeder Bindungsstellen liegen jeweils in
den psitloops und den raumlich benachbartarHelices. N-terminale Domanen von AAA-
ATPasen sind an Protein-Protein-Wechselwirkungenteilgg und dienen der
Substraterkennung oder Regulierung der ATPase-#&tiwVechselwirkungen zwischen der
N-terminalen Domé&ne von p97 und dem Adapterprgidin wurden in Kristallstrukturen des
Komplexes untersucht (Dreveny et al., 2004). p4iddéi zwischen beide N-terminalen
Doménen von p97. An der Bindung sind Reste der Bopbi beta-barrel Doméane beteiligt,
die im ersten pdieop und in denb-Strangen zwischen beiden pseps liegen. Inin vitro
Versuchen mit den beiden N-terminalen Domé&nen vat Wonnte Chaperonaktivitat
nachgewiesen werden (Golbik et al., 1999). Dieveafiunktion der N-Domanen scheint aber
die Regulation der Substratentfaltung zu sein (Geeret al., 2005). Auch Vat-Nn, die N-
terminale Doméane von Vat, zeigt ChaperonaktivithAssays zur Aggregationsvermeidung
(unveroffentlichnte Daten  von  Sergej]  Djuranovich, XWRlanck-Institut  far
Entwicklungsbiologie, Tubingen).

Die Faltung Acid protease ist der Double psi betedd Faltung sehr &hnlich. Es
handelt sich ebenfalls um ein sechsstrangidebarrel mit fast gleichen Strang-
Verknupfungen. Der wesentliche Unterschied zwischeiden Faltungen ist, dass der C-
terminale Strand6 der Double psi beta-barrel bei den Acid proted¢dsrminal liegt. Er
wird aber ebenso al6 bezeichnet, um die topologische Aquivalenz widspiegeln
(Abbildung 3). Es gibt noch weitere Eigenheiten @dard protease Faltung. In keinem
Vertreter ist Pseudosymmetrie auf Sequenzebengufgstlen. Diea-Helix al ist in den
meisten Proteasen degeneriert. Nur bei Rous Sardims Retropepsin ist eine rudimentare
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Helix mit einer knappen Umdrehung erkennbar. Beild/-1 Protease ist an die Stelle der
Helix ein antiparalleles zweistrangigesFaltblatt getreten, das in der Protease das aktive
Zentrum nach Substratbindung von der Umgebung absicfAbbildung 3).

C al
N | |

Abbildung 3 Topologie und Struktur der Aspartatprot easen.(Links) Topologiediagramm
der Acid protease Faltund-Strange sind als Pfeile uraltHelices sind als quadratische
Kasten dargestellt. Die pseudosymmetrischen Hal&sm durch ausgefillte und leere
Formen unterschiedenoops sind Linien und das charakteristisché-Motiv ist fett
hervorgehoben. N- und C-Terminus sind mit “N” bzmit “C” markiert. (Mitte) HIV-1
Protease (pdbid 5hvp) als Vertreter der Aspartédasen. Dreidimensionale
Banderdarstellung der monomeren Domanenstruktur. e DiAbfolge der
Sekundarstrukturelemente vom N- zum C-Terminuvast Blau Uber Grin und Gelb nach
Rot farbkodiert. (Rechts) Die Domane in ihrem stuuéllen Kontext. HIV-1 Protease ist ein
Dimer. Der blaue Pfeil stellt Substrat dar und metkdamit die Substratbindetasche. Die
monomere Einheit ist farbig hervorgehoben.

Manche Proteasen besitzen zusatzliche N- und Graleb-Strange, die ein vierstrangiges
b-Faltblatt mit einer weiteren Proteasedomane bildehdariber dimerisieren.

Pepsin und HIV-1 Protease sind Vertreter der Aspadteasen. Sie sind in SCOP in
den beiden Familien Pepsin-like und Retroviral 8eperfamilie Acid proteases zu finden
(Abbildung 2). Die eukaryontischen Vertreter deps$te-like Familie, zu denen z.B. Pepsin,
Gastricin, Renin und Cathepsin E gehoéren, bestabsrzwei interagierenden Doméanen einer
Peptidkette. Diese beiden Domé&nen werden als hamnalogesehen, die durch eine
Genduplikation einer einzelnen Doméane mit ansckhelér Genfusion und Diversifikation
entstanden sind (Tang et al., 1978). Aspartatpsetearon Retroviren, wie HIV-1 Protease
oder Rous Sarcoma Virus Retropepsin, gehoren ztnovialen Familie und sind
Homodimere einer einzelnen Doméane (Wlodawer etl&89). Von dieser Doméane nimmt
man an, dass sie mit den Doméanen der eukaryontisgbpartatproteasen verwandt ist (Lin
et al, 1994). Obwohl keine Sequenzéhnlichkeit ehe® den viralen und den
eukaryontischen Proteasedoméanen nachgewiesen weadenbestehen Ahnlichkeiten in der
Tertiarstruktur und der topologischen Anordnung 8ekundarstrukturelemente. Das aktive
Zentrum befindet sich bei beiden Familien genausehen den pdbops Beide verwenden
zwei katalytisch aktive Aspartatreste im aktivenn#Zem, wobei zwei interagierende
Doménen je einen Aspartatrest zum aktiven Zentrastéuern. Die Aspartatreste sind
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aktivierende Liganden eines Wassermolekils, weldeg&minogruppe einer Peptidbindung

nukleophil substituieren kann und damit zur Pemitbnspaltung flhrt. Pepstatin ist ein

gemeinsamer Inhibitor. Es ist ein nicht spaltbaPeptidanalogon, das mit hoher Affinitat

reversibel an das aktive Zentrum bindet. Die Sabspezifitat kann jedoch sehr verschieden
sein. Pepsin zeigt als Verdauungsprotease kaumtrtdpezifitat, wahrend HIV-1 Protease

als virale Prozessierungspeptidase Erkennungssegpemn etwa acht Aminosauren Lange
hochspezifisch spaltet (Dunn et al., 1994).

Wahrend die Phylogenie innerhalb beider Familiear kleschrieben ist (Dunn et al.,
2002; Kageyama, 2002), findet man unterschiedlidleinungen zur evolutiondren
Beziehung zwischen beiden Familien. Jordan Tang uwallegen postulierten die
Abstammung der eukaryontischen Proteasen aus delenji nachdem virale Proteasen im
Genom des eukaryontischen Wirts zurlickgebliebed €liang et al., 1978). Im Gegensatz
dazu, postulierten Mohana Rao und Kollegen die &istung der viralen Proteasen von den
eukaryontischen (Rao et al., 1991). Demnach sathnnginer Gendeletion eine einzelne
Doméne unter dem Selektionsdruck der beschranktalenr Kodierungskapazitat vorteilhaft
gewesen sein. Unterstitzt wird diese Meinung vom fMkee, dass Proteasen hoher
Substratspezifitat von Proteasen geringer Subpgaifitat abstammen (Neurath, 1984). Das
wirde namlich ebenfalls bedeuten, dass die hocligoben viralen Prozessierungsproteasen
von den relativ unspezifischen eukaryontischen ewthgsproteasen abstammen. Als dritte
Moglichkeit wird die gemeinsame Abstammung von eimspringlichen Protease diskutiert,
wobei keine der beiden Familien aus der anderestarden sein soll, sondern sich divergent
aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelten (Raal.e 1991). Als Gegenargument
wurde verwendet, dass keine Aspartatprotease ikaBronten existiere. Dies wirde namlich
auf eine alte, vermeintlich urspriingliche Aspanaitpase hindeuten, die schon vor der
Trennung der Organismenreiche existierte. In diegdgbeit wird gezeigt, dass
Aspartatproteasen eine inharente Chaperonaktibesitzen. Chaperone kommen mit der
ahnlichen Double psi beta-barrel Faltumgallen Organismenreichen vor und bieten sich
damit als potentieller, gemeinsamer Vorganger @étdn Aspartatprotease an. Dies wurde,
ohne Kenntnis der inharenten Chaperoneigenschai\sfgartatproteasen, von Murray Coles
und Kollegen postuliert (Coles et al., 1999).

Die Faltungen Double psi beta-barrel und Acid paste konnen topologisch durch
eine zirkulare Permutation ineinander Uberfuhrtdeer indem der N-terminale-Strang der
Double psi beta-barrel an den C-Terminus transtowiegd bzw. der C-terminalb-Strang der
Aspartatproteasen an den N-Terminus. Diese zirkuRgrmutation bietet einen mdglichen
genetischen Mechanismus, durch den es bei divengeénblution zu einem Faltungswechsel
gekommen sein koénnte. Beide Faltungen besitzen lex@p Strukturmotive mit
Uberkreuzenden, pseudoverknotdbeBtrangen, was ein charakteristisches Strukturmarkm
ist. Keine der beiden Faltungen gehdrt zu den ewolar besonders ginstigen und stark
bevolkerten superfolds Deswegen sind die komplexen psbps als analoges
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Strukturmerkmal durch konvergente Evolution wenaugibel. Wobei sich aus den pseps
aber umgekehrt auch keine Verwandtschaft zwisclegtieh Faltungen ableiten lasst. Gegen
eine Verwandtschaft dieser Faltungen spricht aueHeathlende Sequenzahnlichkeit zwischen
deren Vertretern. Dies veranlasste Richard Castilled Kollegen, eine konvergente
Entstehung von Aspartatproteasen und Double psa-limtrel Proteinen zu postulieren
(Castillo et al., 1999). Verwandtschaft zwischemp#satproteasen und Double psi beta-barrel
Proteinen wurde hingegen von Murray Coles und HKelie vorgeschlagen (Coles et al.,
1999). Der letzte gemeinsame Vorfahre soll demrenbe symmetrische Double psi beta-
barrel Doméane mit Chaperonaktivitait gewesen seion \Wieser Domane ausgehend,
entstanden Cdc48 N-terminal domain-like Proteinehiéusion mit einer AAA-Doméne und
anschlieBender Entwicklung regulatorischer Subetahnungsfunktionen. Ein anderer
Zweig beschreibt eine zirkuldre Permutation undeemeu entwickelte, proteolytische
Aktivitat und mindet im potentiellen Vorfahren ddéspartatproteasen. Eine weitere
Verzweigung fuhrt zu den viralen und Uber Gendwgldn und Genfusion zu den
eukaryontischen Proteasen.

Um die verwandtschaftliche Beziehung zwischen Asparoteasen und Double psi
beta-barrel Proteinen genauer zu beleuchten, wutohdtionelle Studien zur Protein-Protein-
Wechselwirkung dieser Proteine durchgefuhrt. Chapeeikdnnen entfaltete oder nicht nativ
gefaltete Proteine binden und dadurch ihre Aggregatermeiden oder ihre Ruckfaltung
unterstitzen. Auch Proteasen binden entfaltete et spalten allerdings gebundenes
Substrat in nachfolgenden hydrolytischen Schritt@®indung entfalteter Peptide als
Gemeinsamkeit fuhrte zur ldee, dass Proteasen urapefone von einem gemeinsamen
peptidbindenden Vorfahren abstammen koénnten. Duitilhrung gezielter Mutationen
konnte im Labor bereits ein Chaperon in eine Pesteangewandelt werden (Quemeneur et
al., 1998). Dies verdeutlicht die Méglichkeit debgtammung der Proteasen von Chaperonen.
Im erwahnten Fall konnte das Chaperon Cyclophilifgaund seiner Fahigkeit, Peptide zu
binden, in eine Serinprotease umgewandelt werden.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob proteolytisoaktivierte Aspartatproteasen
Chaperonaktivitat besitzen und damit eine funkfiendhnlichkeit zu Cdc48 N-terminal
domain-like Proteinen besitzen. Gemeinsamkeit awiktioneller Ebene wirde einen
evolutionaren Zusammenhang zwischen Double psia-tbatrel Proteinen und
Aspartatproteasen bekraftigen, der bisher aufgrtmublogischer Ahnlichkeit lediglich
angenommen wurde. Dafur wurden Chaperonassays,adie Aggregationsvermeidung
beruhen, mit proteolytisch inaktivierten Aspartatpasen Pepsin und HIV-1 Protease
durchgefuhrt. Um zu Uberprifen, ob die Idee vonpgehanen als Vorfahren von Proteasen
generalisiert werden kann, wurden Trypsin als $eotease und Thermolysin als
Metalloprotease ebenfalls auf inre Chaperonaktigéiestet.

DarUber hinausgehend sollte gepruft werden, obFdikungenAcid protease und
Double psi beta-barrel gegenseitig austauschbdrgia welche Rolle ihr Domanenkontext
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spielt. Double psi beta-barrel Proteine findet ntgiufig N-terminal zu AAA-Domanen.
Beispiele daftir sind Vat, p97 oder Cdc48. Deshallvden in dieser Arbeit Acid protease
Doméanen von HIV-1 Protease und Saccharopepsin neit AAA+-Doméane des
prokaryontischen ClpA-Proteins fusioniert. CIpA istm Qualitatskontrollsystem der
prokaryontischen Proteinbiosynthese beteiligt widgut charakterisiert (Sauer et al., 2004).
Werden Proteine durch Leserasterfehler unkontrolliend unterminiert synthetisiert, so
werden sie mit einer Peptidmarkierung versehen,. ziIBm sogenannten ,ssrA-tag“
AANDENYALA. Diese Markierung wird von CIpA erkanntyas zur Proteinentfaltung und
danach zum Proteinabbau durch die Protease ClpP Hibr sollte nun Gberpruft werden, ob
die Substitution der nativen CIpA N-Doméne durce HilV-1 Protease oder die C-Doméne
von Saccharopepsin moglich ist und die Protein#ntfgsaktivitat von CIpA erhalten bleibt.
Ferner sollte geklart werden, ob die Substratspéizitler chimaren AAA+-ATPase vom
ssrA-tag auf eine Schnittstellenerkennungssequenkty/-1 Protease umgepragt wird.

4.2 Materialien und Methoden

Klonierung der HIV-1 Proteasen  Felix Miller-Sarnowski (Max-von-Pettenkofer-Instj
Minchen) stellte das Plasmid pBD2 zur Verfigunglches die Gensequenz der wildtyp
HIV-1 Protease tragt. Dieses Plasmid wurde als Taiipr PCR verwendet. Uber terminale
Primer wurden Restriktionsschnittstellen fur Ndedwindlll eingefihrt, Gber die das PCR
Produkt in den Expressionsvektor pET30b (Novagmert wurde. Mutationen wurden mit
entsprechenden Primern und Overlap-Extension P@Be&ihrt. Das Konstrukt HPR-WT
tragt die wildtyp Sequenz, HPR-M enthalt die MwatiD25N und HPR-DS enthalt die
Mutationen Q2C, D25N, C95A und L97C. Das Expressptasmid wurde fur die Expression
in E. coliC41 (DE3) Zellen transformiert. Zur Expression wsen die Zellen in LB-Medium
bei 37° C und wurden bei einer optischen Dichte ¥dh6 mit 1 mM IPTG induziert. Nach
vier Stunden wurden die Zellen geerntet, in 50 nig pH 8, 50 mM NaCl resuspendiert und
lysiert. Unldslicheinclusion bodieswurden aus dem unléslichen Teil der Lysesuspension
vorgereinigt. Daflr wurden sie solange in 50 mMsTpH 8, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2
M Harnstoff und 0,5% Triton X-100 suspendiert umgehlieRend durch Zentrifugation vom
Uberstand wieder getrennt bis der Uberstand kigbbDann wurden sie in 50 mM Tris, pH
7,5 mit 8 M Harnstoff und 10 mM DTT aufgeldst. Edgte die Reinigung des Proteins durch
Kationenaustauschchromatographie (SP SepharosEldvastlO ml, GE Healthcare) unter
denaturierenden Bedingungen in 25 mM Tris, pH 7i568M Harnstoff mit einem linearen
NaCl Gradienten tber 10 Saulenvolumen von 0-500 N&Z| zur Elution. Fraktionen mit
HIV-1 Protease wurden vereinigt und tber Nacht ge6 mM Ameisensaure, pH 2,8
dialysiert. Die Rickfaltung wurde nach der Vorstthvion John Louis und Mitarbeitern
durchgefuhrt (Louis et al., 2003). Dazu wurde Anddsung auf 0,3 mg/ml verdinnt und
durch Zugabe von 10 mM Essigsaure pH 6 auf dasstmsdie des Ausgangsvolumens
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verdinnt und anschlieBend Uber Nacht bei Raumtetyer gegen 20 mM

Natriumphosphatpuffer pH 5,8 dialysiert. Zuletzt rder die Proteinlésung durch
Zentrifugation von Prazipitat befreit und konzeatri Die Menge freier Thiolgruppen wurde
nach der Methode von Ellman (Ellman, 1959) abgdzthdie Proteinmenge wurde Uber
Absorption bei 280 nm bestimmt und die Reinheitdeumit SDS-PAGE nachgewiesen.

Herstellung von Pepsin und Pepsin C-Domane  Schweinepepsin wurde als lyophilisiertes
Pulver mit Laktose als Stabilisator gekauft. Dasv@®uwurde in 50 mM MES pH 6,5, 100
mM NaCl geldst und enthaltene Laktose wurde mieeMICK oder PD10 Entsalzungssaule
(GE Healthcare) entfernt. Die Proteinmenge wurder (bsorption bei 280 nm und dem
berechneten Extinktionskoeffizientegogo nm= 51850 M' * cm™) bestimmt. Die Pepsin C-
Doméne wurde durch limitierten proteolytischen Alblva@n Pepsin hergestellt. Dazu wurde
Pepsin in 30 mM HEPES, pH 7,3, 100 mM NaCl gelast, oben beschrieben von Laktose
befreit und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkitibien die pH empfindliche N-Doméne
bei neutralem pH-Wert zu denaturieren. Anschlie3gacde Proteinase K (0,1 % der Masse
von Pepsin) zugegeben und weitere 30 Minuten benfamperatur inkubiert. Nach Zugabe
von 1 mM PMSF wurde Proteinase K von der Pepsin oG¥ne durch
Anionenaustauschchromatographie (MonoQ, 1ml, GHthieae) in 30 mM HEPES, pH 7,3,
100 mM NacCl mit linearem NaCl Gradienten tber 20l&& olumen von 100-600 mM NacCl
getrennt und die vereinigten Fraktionen mit derdfe-Doméane wurden tGber Nacht gegen
30 mM HEPES, pH 7,3, 100 mM KCI dialysiert. Die #iamenge wurde Uber Absorption
bei 280 nm und dem berechneten Extinktionskoefitgie €2s0 nmy= 27550 M* * cm™)
bestimmt und die Reinheit wurde mit SDS-PAGE navhggen.

Herstellung von Thermolysin  Lyophilisiertes Thermolysin wurde in 30 mM HEPES p,3,
100 mM KCI, 2 mM 1,10-Phenanthrolin mit einer Endkentration von 10 uM geldst und
Uber Nacht gegen den gleichen Puffer dialysiert.

Herstellung von Trypsin  S200A pET3a-Plasmid, welches die Gensequenz von
menschlichem Trypsinogen tragt, wurde von DiethardMattanovich
(Universitat fur Bodenkultur, Wien) zur Verfugunggiellt. Das aktive Serin 200 (tbliche
Positionsbezeichnung bezogen auf Chymotrypsin) &undit Hilfe des ,Site-directed
Mutagenesis Kit* (Stratagene) gegen Alanin ausgefatuund das Plasmid wurde En coli
Bl21 (DE3) Gold Zellen transformiert. Exprimiert vae bei 37° C fir vier Stunden, nachdem
mit 1 mM IPTG bei einer OD von ~ 0,6 induziert wardie Reinigung folgte gemal der
Vorschrift von Hubertus Hohenblum und Mitarbeit€kohenblum et al., 2004) mit einem
zusatzlichen Anionenaustauschchromatographieschath der Zelllyse wurdemclusion
bodies solange in 50 mM Tris, pH 8, 5 mM EDTA und 0,5%itdm suspendiert und
anschlieBend durch Zentrifugation vom Uberstanddeat getrennt bis der Uberstand klar
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blieb. Dann wurden sie in 30 mM Tris, pH 8,6 miM8Harnstoff, 1 mM EDTA und 10 mM
DTT aufgelost und fur Anionenaustauschchromatogeag@HP, 21 ml, GE Healthcare)
unter denaturierenden Bedingungen in 30 mM Tris 8% 1 mM EDTA mit 8 M Harnstoff
und einem linearen NaCl Gradienten von 0-750 mM INaker 15 Saulenvolumen zur
Elution verwendet. Trypsinogen ist ein cysteinreghProtein und wahrend der Rickfaltung
kénnen viele nicht-native Disulfidbriicken entstehBeshalb wurden Thiolgruppen mit 10
mM oxidiertem Glutathion (24 Stunden, 4° C) unddfuresultierende gemischte Disulfide
blockiert. Anschlielend wurde die Proteinldsungege®00 mM Tris, pH 8,6, 8 M Harnstoff
und 1 mM EDTA dialysiert, um oxidiertes Glutathian entfernen. Zur Ruckfaltung wurde
Proteinlésung mit 8 mg/ml 40-fach auf 0,2 mg/mictayerdinnt, indem die Lésung in 50
mM Tris pH 8,6, 50 mM CaGJ 3 mM reduziertes Glutathion, 0,3 mM oxidiertesitathion
getropft wurde. Die Lésung stand dann tber Nacht4BeC, damit sich Disulfidbricken
formen konnten. Rulckgefaltetes Trypsinogen wurdeclduZentrifugation von Prazipitat
befreit, konzentriert und mit Enterokinase (Roch&gdbostics) nach Herstellerangaben
prozessiert. Nach Zugabe von 1 mM PMSF wurde digpdinlésung auf einer
Gelfiltrationssaule in 50 mM Tris, pH 8, 25 mM CaCbuperdex G75 26/60, GE Healthcare)
von Nebenprodukten befreit. Die Proteinmenge wiitoler Absorption bei 280 nm bestimmt
und die Reinheit wurde mit SDS-PAGE nachgewiesen.

Chaperonassays = Chaperonaktivitat wurde Uber das MalRR der Fahigkeitder
Aggregationsverhinderung von Substratproteinen gssre Aggregation wurde Uber den
Anstieg des Absorptionssignals bei 340 nm als FetgeLichtstreuung an Proteinaggregaten
in einem Lambda 25 Spektrophotometer (Perkin Elrbegtimmt. Das Photometer war fur
Messung bei definierter Temperatur mit einer temapearen Kivettenhalterung ausgestattet.
Aggregation wurde entweder chemisch oder thermisdhziert. Bei chemisch induzierter
Aggregation wurde Substratprotein in 6 M Guanidinahlorid geldst und Aggregation wurde
durch 100-fache Verdinnung in den Assaypuffer disge Bei thermisch induzierter
Aggregation wurde die Aggregation durch Entfaltushgy Substratproteine durch erhéhte
Temperatur ausgelost. Die Substratproteine Rhodames Luciferase wurden fur chemisch
induzierte Aggregationsassays bei 25° C eingeséindkonzentrationen waren 1 uM
Rhodanese und 0,15 uM Luciferase. 0,3 uM Citratssd und 0,15 uM Luciferase wurden
als Substratproteine fur thermisch induzierte Aggt®n bei 50° C bzw. 48° C verwendet.
Bei thermisch induzierten Aggregationsassays nyp3in S200A als Testprotein wurde stets
bei 43° C gearbeitet. Das konstante Absorptionssignelches aus der Aggregation des
Substratproteins in Abwesenheit der potentielleag@none resultierte, wurde als 100%-Wert
der Aggregation festgesetzt und alle weiteren Megsn wurden darauf bezogen.
Pufferbedingungen wurden an die zu testenden Reot@ngepasst (Assays mit Pepsin: 50
mM MES, pH 6,5, 100 mM NaCl; mit Pepsin C-Doméne:8M HEPES, pH 7,3, 100 mM
KCI; mit Thermolysin 30 mM HEPES, pH 7,3, 100 mM K@ mM 1,10-Phenanthrolin; mit
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Trypsin S200A und thermischer Denaturierung: 50 mks, pH 8, 25 mM CaGj] mit
Trypsin S200A und chemischer Denaturierung: 30 mEPHS, pH 7,3, 100 mM KCI, 25
mM CaCh; mit HIV-1 Protease: 20 mM Natriumphosphat pH 5Blir jeden Testansatz
wurde der Mittelwert aus mindestens drei Einzelmegen gebildet. Um
Aggregationsverminderung durch proteolytischen Abblar denaturierten Substratproteine
auszuschlieBen, wurde der Proteinanteil der Prebefen nach abgelaufenem
Chaperonassay mit 5% Trichloressigsaure gefélls P@zipitat wurde durch Zentrifugation
vom Uberstand getrennt, in Laemmli-Puffer aufgen@mymeutralisiert und mit SDS-PAGE
analysiert. Die Proteinmenge wurde tUber die Bamdensitat nach Comassie Brilliant Blue
Farbung abgeschéatzt und mit Kontrollansatzen wadrgh. BSA diente in allen Assays als
Kontrollprotein, um das Ausmal unspezifischer Aggtmnsverhinderung zu bestimmen.
Beim Einsatz kompetitiver Inhibitoren, wurde demstBmsatz fiinf Minuten vor Start der
Messung Inhibitorstammldsung zugegeben. Abweichairdgvon werden im Text explizit
angegeben. Die Endkonzentrationen betrugen 35 piMP&pstatin (Stamm: 2 mg/ml in
Ethanol) und 62 uM fir Ac-Leu-Val-Phe-Aldehyd HIV-Rrotease Inhibitor (Stamm: 2
mg/ml in Ethanol).

Komplexisolierung mit Gelfiltration In 500 pul 50 mM MES pH 6,5, 100 mM NaCl mit und
ohne Pepsin (33 uM) wurden 10 pl einer Ammoniunasifspension von Citratsynthase
(Endkonzentration 3,6 uM) gegeben und 60 Minutetweder bei Umgebungstemperatur
oder bei 50° C inkubiert. Auftretender Niedersghteurde durch Zentrifugation entfernt und
der Uberstand wurde auf eine Gelfiltrationssaulepé®ose 6 10/300, GE Healthcare) in 50
mM MES, pH 6,5, 100 mM NaCl aufgetragen. Das Absonsprofil bei 280 nm wurde
aufgezeichnet und Aliquots aus gesammelten Fradtiomwurden mit SDS-PAGE mit
anschlieBender Silberfarbung analysiert.

Herstellung von ClpA und CIpA DN Das ClpA-Gen wurde mit PCR aus genomischer DNA
von E. coli amplifiziert. Uber terminale Primer wurden Redigksschnittstellen fur Ndel
und Xhol eingefihrt, Gber welche das PCR-Produkid@as Expressionsplasmid pET30b
kloniert wurde. Das fertige Plasmid wurde als Teahlir die Sequenz der AAA+-Doméne
von ClpA verwendet. Die Gensequenz fur die AAA+-Cora kodierte fir den Bereich
G154-H758 und wird im folgenden CIpN genannt. Sie wurde wie das ClpA-Gen in den
Expressionsvektor pET30b kloniert. Die Expressioml aie Reinigung erfolgten fur beide
Proteine gleichE. coli BL21 (DE3) Gold Zellen wurden mit dem Plasmid sfmmmiert und
wuchsen bei 37° C bis zu einer OD ~ 0,6. Dann wursie mit 1 mM IPTG induziert und
nach vier Stunden geerntet. Nach Resuspendierurd® imM Tris, pH 7,5, 50 mM NaCl
wurden die Zellen lysiert. Losliches CIpA bzw. CIPN im Uberstand wurde mit
Anionenaustauschchromatographie (QHP, 21 ml, GHtlktzae) in 30 mM Tris, pH 7,5 mit
einem linear ansteigendem NaCl-Gradienten Uber&fe8volumen von 50-525 mM NacCl
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gereinigt. Fraktionen mit dem Zielprotein wurdenreigigt und auf Eis mit 40%
Ammoniumsulfat (Endkonzentration) versetzt. Derddieschlag wurde durch Zentrifugation
vom Uberstand getrennt, in 50 mM HEPES, pH 7,5, 300 KCI, 0,5 mM DTT und 10%
Glycerol gel6st. Die Proteinmenge wurde Uber Absonpbei 280 nm bestimmit.

Herstellung von HPR-CIpA und Saccharopepsin-CIpA HPR-CIpA ist ein Fusionsprotein
aus der HIV1-Protease Doméane und der AAA+-Domarmen®ipA. Fir jede Doméane wurde
ein PCR-Produkt hergestellt, welche passende Ubgehdiir die Uberlappung mit dem
anderen PCR-Produkt hatten. Als Templat dienteritsein Vektoren ligierte Gensegmente.
Mit Overlap-Extension PCR wurden die beiden eingelf®CR-Produkte zusammengeflgt.
Uber terminale Ndel und Xhol Schnittstellen, dieeiilwie terminalen Primer angefligt
wurden, konnte das Gen in den pET30b Expressiot@végiert werden. Das resultierende
Produkt kodierte fur P1-F99 von HIV-1 Protease usibn mit R143-H758 von ClpA und
wird als HPR-CIpA bezeichnet. Die Klonierung vonc&aaropepsin verlief analog. Als
Templat fur die C-terminale Saccharopepsindoméanentdi die Gensequenz von
Saccharopepsin in pTrxFus-Plasmid, welches vondRidkada (Department of Food Science,
University of Guelph, Guelph, Kanada) zur Verflugugestellt wurde. Analog zu HPR-CIpA
wurde es Uber Ndel und Xhol Restriktionsschnitkstein den pET30b Expressionsvektor
ligiert. Das resultierende Produkt kodierte fir 82806 von Saccharopepsin in Fusion mit
R143-H758 von CIpA und wird als Saccharopepsin-Cigxeichnet. Die Expression und die
Reinigung erfolgten fur beide Proteine gleiéh.coli BL21 (DE3) Gold Zellen wurden mit
dem Plasmid transformiert und wuchsen bei 37° Czbiginer OD ~ 0,6. Dann wurden sie
mit 1 mM IPTG induziert und nach vier Stunden gésttnBeide Proteine wurden als
inclusion bodiesexprimiert. Nach Resuspendierung in 50 mM Tris, §HL00 mM NacCl
wurden die Zellen lysierinclusion bodiesvurden durch mehrmaliges Resuspendieren in 50
mM Tris, pH 8, 0,5 M Harnstoff, 5 mM EDTA, 1 mM DTdnd 0,5% Triton, anschliel3ender
Zentrifugation und Abtrennung vom Uberstand gewasciieinclusion bodiesvurden in 8

M Harnstoff, 50 mM Tris, pH 7,5, 10 mM DTT und 1 mMDTA gelost und mit
Anionenaustauschchromatographie (QHP, 21 ml, GHtht=ae) in 50 mM Tris, pH 7,5, 6 M
Harnstoff, 1 mM DTT, 1mM EDTA mit einem linear aagjendem KCI-Gradienten tber 10
Saulenvolumen von 50-525 mM KCI gereinigt. Frakéonmit dem Zielprotein wurden
vereinigt zur Rickfaltung gegen 50 mM HEPES, pH 3@ mM KCI, 10% Glycerol, 100
UM ATP, 1 mM EDTA und 500 mM Arginin dialysiert. AohlieRend wurde gegen 50 mM
HEPES, pH 7,5, 300 mM KCI und 10% Glycerol dialysiand die Proteinmenge uUber
Absorption bei 280 nm bestimmt.

Herstellung von GFP  Es wurden drei GFP Varianten hergestellt. FlirveatiGFP wurde der
GFP enthaltende Clonetechvektor verwendet. Diesehigdt einen der GFP-Sequenz
vorangehenden, mit IPTG induzierbaren lac-Promaten diesem Vektor wurde das GFP-
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Gen mit PCR amplifiziert und Gber Primer mit teralen Hindlll und BamHI Schnittstellen
versehen. Uber diese wurde das PCR-Produkt in gB&380-Vektor ligiert, der im gleichen
Leseraster eine Schnittstellenerkennungssequeridldet Protease (FNFPQITL) vor einem
abschlieBenden Stopcodon kodierte. Das resultierdfonstrukt wird als GFP-HPRBS
bezeichnet. Die dritte GFP-Variante wurde von Pelarnckl (Max-Planck-Institut far
Biochemie, Minchen) zur Verfigung gestellt und war Vektor pTrc99-His6-GFP-ssrA
enthalten und wird hier als GFP-ssrA bezeichnetsBs Plasmid enthélt einen tac-Promoter
vor der GFP-Gensequenz und abschlieBend eine ssjAAANDENYALA-kodierende
Sequenz. Fur die Expression wurdercoliBL21 (DE3) Gold Zellen mit Plasmiden mit GFP
und GFP-HPRBS transformiert. GFP-ssrA tragendesnith wurde inE. coli KY2266-
Zellen transformiert, die ClpA-defizient sind, unblau von GFP-ssrA nach der Expression
zu vermeiden. Die Expression und die Reinigunglgido stets auf die gleiche Weise. Zellen
wuchsen bei 37° C bis zu einer OD ~ 0,6, wurdemadait 1 mM IPTG induziert und wurden
16 weitere Stunden bei 20° C geschuttelt. Nactzdéernte wurden sie in 20 mM Tris, pH 8,
150 mM NaCl suspendiert und lysiert. Die weiteraniRging folgte einer Vorschrift von
Alexander Yakhnin und Kollegen (Yakhnin et al., 829Dabei wurde dem Uberstand des
Lysats 100 mM Tris, pH 8 und 40% Ammoniumsulfat §€onzentrationen) zugefugt. Nach
einer Stunde Inkubation auf Eis wurde zentrifugidds Prazipitat verworfen und mit dem
Uberstand weitergearbeitet. Dem wurde Ammoniumsuliis 80% und 25% Ethanol
(Endkonzentrationen) zugefiihrt. Nach heftigem Selviitwurde 5 Minuten zentrifugiert
(4000 g), so dass sich eine obere, ethanolisch@-dphaltende Phase gebildet hatte. Die
ethanolische Phase wurde mit 25% n-Butanol (Endikatnation) versetzt, geschuttelt und
zentrifugiert. Die nun untere wassrige Phase wundes0% Chloroform (Endkonzentration)
versetzt, geschittelt und zentrifugiert. Die nurerebwassrige Phase enthielt GFP. Zur
Erh6éhung der Ausbeute wurde die Chloroformphase diadetzte Interphase mit 30 mM
MOPS, pH 7, 50 mM NaCl ausgeschuttelt, zentrifugiaron der Chloroform-Phase
abgetrennt und mit der wassrigen Phase aus demewo8chritt vereint. Zum Schluss wurde
gegen 20 mM Tris, pH 8, 150 mM NacCl dialysiert wtd Konzentration wurde Uber einen
Bicinchoninsaureassay bestimmit.

Herstellung von Trap-GroEL  Ein pET30 Expressionsplasmid mit Trap-GroElEincoli C41
(DE3) Zellen wurde von Astrid Ursinus (Max-Plangaistitut fir Entwicklungsbiologie,
Tlbingen) zur Verfugung gestellt. Trap-GroEL is¢ @87K Mutante vork. coli GroEL, die
Substrate zwar noch binden aber mangels ATPaseitsktnicht mehr freisetzen kann. Zur
Expression wuchsen die Zellen bei 37° C bis zureéd2 ~ 0,6. Dann wurden sie mit 1 mM
IPTG induziert und nach vier Stunden geerntet. N@ebuspendierung in 30 mM MOPS, pH
7,0, 50 mM NaCl wurden die Zellen lysiert. Loslish€rap-GroEL im Uberstand wurde mit
Anionenaustauschchromatographie (QHP, 21 ml, GHti=ae) in 30 mM MOPS, pH 7,0
mit einem linear ansteigenden NaCl-Gradienten uferSaulenvolumen von 50-750 mM
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NaCl gereinigt. Fraktionen mit Trap-GroEL wurdenreigigt und auf Eis mit 50% und
anschlieend 65% Ammoniumsulfat (Endkonzentratioersetzt. Der Niederschlag wurde
jeweils durch Zentrifugation vom Uberstand getrelyats Prazipitat nach der zweiten Fallung
wurde in 30 mM HEPES, pH 7,3, 100 mM KCI und 5 nMgCl, geldst. In diesem Puffer
wurde Gelfiltration mit der geldsten Probe durcligef (Sephacryl S300, 26/60, GE
Healthcare). Die Proteinmenge wurde Uber einemBimninsaureassay bestimmt.

GFP-Entfaltungsassays Uber den Verlust von Fluoreszenz wurde die GFRafahg durch
ClpA-ATPasen ermittelt. Dazu wurde GFP mit CIpA gscht und mit Puffer auf ein
Gesamtvolumen von 200 ul gebracht. Die Reaktiorde/alurch Zugabe von Mglind ATP
gestartet und sofort in einem Cytofluor Il Multi-ivplate Reader von Perseptive Biosystems
gemessen (Filter fur die Fluoreszenzanregung: 48542, Filter flr die Fluoreszenzemission:
530/30 nm). Phosphocreatin und Phosphocreatin Kinasden zugegeben, um das ATPase-
Produkt ADP zu ATP zu regenerieren. Dies solltedBkthemmung der ATPase vermeiden.
Trap-GroEL wurde zugegeben, um entfaltetes GFP des Entfaltungs-/Faltungs-
Gleichgewicht durch irreversible Bindung zu entlrn Die Zusammensetzung des
Testansatzes war folgende (alles Endkonzentratjoried uM ClpA-Protein (bezogen auf
Hexamere von CIpA, ClpBN, HPR-CIpA oder Saccharopepsin-CIpA), 1 uM TramE&r
(als 14-mer), 10 uM Phosphocreatin, 0,0005 U Phoggatin Kinase, 0,5 uM GFP, 2 mM
ATP, 20 mM MgC} und als Puffer 50 mM HEPES, pH 7,5, 300 mM KC§ 6\M DTT und
10% Glycerol.

ATPase-Assays Die Assays beruhten auf der Freisetzung von Platspbs ATP durch
ATPasen. Das Phosphat wurde in einer anschlieReR@enreaktion mit Malachitgriin
nachgewiesen. Der Puffer fur die ATPase-Reaktion ¥¢&amM HEPES, pH 7,5, 300 mM
KCI, 0,5 mM DTT und 10% Glycerol. Die Konzentratioon ClpA-Proteinen war 0,5 uM
ClpA-Protein (bezogen auf Hexamer von ClpA, Ci¥ HPR-CIpA oder Saccharopepsin-
ClpA). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mM Al 20 mM MgC{ gestartet. Nach
definierten Zeitpunkten wurden 12 pl Testansatzcllufugabe von 8 pl 60 mM EDTA
gestoppt und aufbewahrt. Zur Phosphatbestimmungdevuzu jeder Probe 700 ul
Malachitgrin-Lésung (0,034 g/100ml Malachitgram3.g/100mI Ammoniummolybdat in 1
M HCI und 0,1% Triton X-100) und nach 90 Sekund@@ ul 34% Citratldsung zugegeben.
Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur waordie Proben photometrisch bei einer
Wellenlange von 640 nm in einem SLT Labinstrumétasy Reader EAR 400 AT gemessen.

4.3 Ergebnisse

Aggregationsverhinderung durch Pepsin Verhinderung der Aggregation von
denaturierten Proteinen ist ein Charakteristikum Gihaperonen. Aggregation kann tber das
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Absorptionssignal, das durch lichtstreuende Aggeega Strahlengang eines Photometers
verursacht wird, gemessen werden. In AnwesenheiGlaperonen ist das Absorptionssignal
kleiner als in deren Abwesenheit, da Aggregatbitduluirch Chaperone verlangsamt oder
verhindert wird. Auf diese Weise wurden proteolgtisinaktivierte Proteasen auf ihre
Chaperonaktivitat untersucht. Bei pH 6,5 ist Pegmioteolytisch vollstéandig inaktiv, weil
beide katalytischen Aspartatreste deprotoniertiegen (Lin et al., 1992). Die Durchfiihrung

der Assays bei pH 6,5 ermoglichte, proteolytisaktives Pepsin mit minimaler Veranderung
des aktiven Zentrums zu verwenden.

120- Al 1. B

1004 1004

[o]

[=]
1
[o]
[=]

[2]
o
1

60

Aggregation [%]
N
o

404

Aggregation [%]

N

o
N
o

o
2
o

0 20 40 60 80 100 0 5 10 15 20
Zeit [min] Zeit [min]
Citrat-
0 03 03 03 0.3 synthase [uM] 0 1 1 1 1 Rhodanese [uM]
1.5 0 15 075 0.3 Pepsin[uM] 5 0 5 2.5 1 Pepsin [uM]

Citratsynthase Pepsin

o S ——
Pepsin

Rhodanese

Abbildung 4 Chaperonaktivitdt von Pepsin. Aggregationsassays mit thermisch
denaturierter Citratsynthase und chemisch denateriBhodaneseA( oben) Citratsynthase
() ohne Pepsin, () mit gleicher Menge Pepsin, X 2,5-facher Pepsintberschuss,) (5-
facher Pepsiniberschuss,)(5-facher Pepsintberschuss bei Anwesenheit vost&ap ( )
5-facher BSA-Uberschuss. (Unten) SDS-PAGE Analysigtzdie Proteinzusammensetzung
der Testlosungen zum Testende, um eventuelle pyasahe Aktivitat auszuschliel3enB
oben) Rhodanese () ohne Pepsin, () mit gleicher Menge Pepsin, X 2,5-facher
Pepsinuberschuss, | 5-facher Pepsintberschuss,) (2,5-facher Pepsintberschuss bei
Anwesenheit von Pepstatin, ) 5-facher Pepsintuberschuss bei Anwesenheit vost&ean

( ) b5-facher BSA-Uberschuss. (Unten) SDS-PAGE Analyseeigt die

Proteinzusammensetzung der Testlosungen zum Testemd eventuelle proteolytische
Aktivitat auszuschliel3en.

Anwesenheit von 1-, 2,5- und 5-fachen molaren Uthérssen von Pepsin reduzierte
die thermisch induzierte Aggregation der Citratbase auf 75%, 40% und 10% (Abbildung
4). Die Kurven zeigen die typische Anfangsphase varzogerter Aggregation, solange die
Proben noch erwarmt werden und Citratsynthase micit denaturiert wurde. Nach 10
Minuten setzte die Aggregation der CitratsynthaseRBei Anwesenheit von Pepsin setzte die
Aggregation noch spater ein. Die Aggregationsvedomey nahm mit zunehmender
Pepsinkonzentration zu. Die Kontrollprobe mit 5Ham molaren BSA-Uberschuss zeigte



22 4-Evolution der Aspartatproteasen

keine unspezifische Aggregationsvermeidung. Bei nibeh denaturierter Rhodanese
reduzierte die Anwesenheit von 1-, 2,5- und 5-factm®laren Uberschiissen von Pepsin die
Aggregation auf 85%, 50% und 20%. Hier setzte digr&gation sofort bei Messbeginn ein,
da die Substrate bereits denaturiert waren. Die ésawheit von Pepsin reduzierte die
Geschwindigkeit als auch das Ausmaf der Aggregaion5-facher molarer Uberschuss von
BSA reduzierte Aggregation auf 80%. Dies offenbaiteen messbaren Anteil unspezifischer
Aggregationsvermeidung. Dieser unspezifische Anteiar aber im Vergleich zur
Restaggregation mit 5-fach molarem PepsintbersqR08s) relativ gering.

Um proteolytische Restaktivitdt auszuschlieRen,deutdie Gesamtproteinmenge im
Anschluss einer Messung geféllt und mit SDS-PAG&8\aiert. Proteinmengen wurden tber
Bandenintensitaten abgeschéatzt und mit Kontrollpnokerglichen. Die Menge Citratsynthase
war in Proben und Kontrollen gleich und es konriteme Abbauspuren gefunden werden.

Demnach konnte proteolytische Restaktivitat desipspvéhrend der Assays ausgeschlossen
werden.

Aggregation [%]

0 10 20 30 40 50 60
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Abbildung 5 Chaperonaktivitat der Pepsin C-Domane.Aggregationsassays mit thermisch
denaturierter Citratsynthase: Citratsynthase) ©hne Pepsin C-Doméne, X mit gleicher
Menge Pepsin C-Domaéne, )( 2,5-facher Uberschuss an Pepsin C-Doméang, §-facher
Uberschuss an Pepsin C-Doméane) b-facher BSA-Uberschuss.

Pepsin besteht aus zwei Domanen mit unterschieligkabilitat. Die N-Domaéne ist
generell weniger stabil als die C-Doméne und lag Assaybedingungen von 50° C
wahrscheinlich entfaltet vor (Privalov et al., 198Deswegen kdnnte die Chaperonaktivitat
allein von der C-Domane verursacht worden sein. dis zu uUberprifen, wurden
Chaperonassays mit der C-Domane durchgefuhrt, dis Bepsin durch limitierten
proteolytischen Verdau durch Proteinase K herdéestelrde. Bei pH 7,3 ist die N-Doméane
entfaltet und daher Proteinase K sensitiv, wohiegedje C-Domane gefaltet und Proteinase
K resistent ist (Lin et al.,, 1993). Die C-Domaéanesibg als isolierte Domane keine
proteolytische Aktivitdt mehr. Die Chaperonaktivittvurde mit thermisch denaturierter
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Citratsynthase getestet und es zeigte sich eiarbtarer Rickgang der Aggregation auf 70%,
50% und 20% bei 1-, 2,5- und 5-fachen molaren Uthéissen von Pepsin C-Doméane
(Abbildung 5). Das zeigt, dass die C-Doméne vonskefiir Chaperonaktivitat ausreichend
war.

Das proteolytisch aktive Zentrum wird bei Pepsim \Resten gebildet, die zwischen
den psiloopsliegen. Um zu Uberprifen, ob das aktive Zentrund@nBindung denaturierter
Substratproteine und der Chaperonaktivitdt beteiligt, wurden Chaperonassays
durchgefuhrt, in denen Pepsin mit dem kompetitiFaptidinhibitor Pepstatin vorinkubiert
war. Als Substratproteine wurden thermisch denatigi Citratsynthase und chemisch
denaturierte Rhodanese eingesetzt. Chaperonaktkatinte durch Pepstatin weitestgehend
verhindert werden. Dies wurde daran deutlich, dais Aggregationskurven der
Citratsynthase in Abwesenheit von Pepsin und nigchem Pepsiniberschuss mit Pepstatin
fast identisch waren (Abbildung 4). Nur im Falle nvoRhodanese mit 5-fachem
Pepsinldberschuss konnte noch eine reduzierte Glregddivitit gemessen werden; in
Anwesenheit von Pepstatin stieg die Aggregation2@¥b auf 70% an.

Auf den ersten Blick mag verwundern, dass PepstigirChaperonaktivitat in Assays
mit thermisch induzierter Aggregation bei 50° Cimért. Es wurde namlich angenommen,
dass die N-Domane bei solchen Temperaturen entfaitBegt. Pepstatin sollte nicht an die
isolierten C-Doméne binden. Jedoch stabilisiertskRam beide Domanen und erhdht deren
Schmelztemperatur. Dies ermdglichte die kompetitlemmung der Substratbindung im
aktiven Zentrum. Mit der kompetitiven Hemmung deha@eronaktivitdt konnte die
Beteiligung des aktiven Zentrums zwischen deriggpsgezeigt werden.

Um die Starke der Wechselwirkung zwischen Pepsith denaturierter Rhodanese
abzuschatzen, wurde versucht, bereits gebildetepkea nach Erreichen der Plateauphase
des Absorptionssignals durch Zugabe von Pepstatindissoziieren. Falls Pepstatin
Rhodanese aus geformten Komplexen mit Pepsin freisekonnte, so wirde Aggregation
freigesetzter Rhodanese nach Pepstatinzugabe umit €la Anstieg des Absorptionssignals
erwartet werden. Dies war jedoch nicht der Falll{ibung 6). Stattdessen blieb das Niveau
des Aggregationssignals von der Pepstatinzugabeeimftusst. Es ist davon auszugehen,
dass keine Rhodanese aus den Komplexen mit Pemsgedetzt wurde, welches danach
namlich Aggregation verursacht hatte.
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Abbildung 6 Chaperonaktivitat von Pepsin bei nachtéglicher Zugabe von Pepstatin.
Aggregation von Rhodanese J ohne Pepsin, () mit 2,5-fachen Pepsinuberschuss. Die
Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Pepstatinzugabdeevi der Messung an.

Isolierung von Komplexen aus Citratsynthase und Pep  sin Um Informationen Uber die
Stochiometrie der Interaktion zwischen Pepsin urghaturierten Substratproteinen zu
erhalten, wurde versucht, Komplexe aus Pepsin unttat§ynthase zu isolieren.
Komplexbildung wurde durch 90-mindtige Inkubatiorr dProteinmischung bei 50° C
ausgelost. Pepsin und Citratsynthase alleine, sdwwigleichen Proben bei 25° C, dienten als
Kontrollen. Ohne Hitzeinkubation eluierten Pepsimd [Citratsynthase als Mischung separater
Proteine von einer Gelfiltrationsséule, was aus démgleich mit dem Elutionsverhalten
isolierter Proteine abgeleitet wurde (Abbildung Dagegen resultierte die Inkubation bei 50°
C in einem breiten Elutionspeak bei héheren Moleladsen und einem schmalen Peak
unmittelbar nach dem Ausschlussvolumen (8 ml). Wé&tspsin noch Citratsynthase alleine
lieBen nach Hitzeinkubation vergleichbare Peakgrerkn (Abbildung 7). Zusétzlich zeigte
SDS-PAGE Analyse, dass der neu aufgetretene, biedak aus beiden Proteinen
zusammengesetzt war: Pepsin und Citratsynthase.telyeihende Analyse nach der
Gelfiltration mit statischer Lichtstreuung zeig#ass die Komplexe in keinem definierten
Verhdltnis vorlagen. Stattdessen wiesen sie eihe Iseterogene Grélienzusammensetzung
auf. Die heterogene Zusammensetzung ist konsigténtler breiten Peakform. Bei Pepsin
kann durch Hitzeinkubation eine geringe Verschigburu kleineren Elutionvolumen
beobachtet werden. Das unterstitzt die bereitebeste Vermutung, dass die N-Doméane
bei 50° C denaturiert vorlag. Diese Resultate dedt@auf hin, dass Pepsin ausschliel3lich
mit denaturierter, nicht mit nativer, Citratsyntbasiteragiert und die Bildung stabiler
Komplexe die Loslichkeit denaturierter Citratsyrg@arhalt.
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Abbildung 7 Komplexbildung und Komplexisolierung von Pepsin mit denaturierter
Citratsynthase. Elutionsprofile von Gelfiltrationslaufen.A Inkubation bei 25° C: (rot)
Citratsynthase, (blau) Pepsin, (schwarz) Mischung &itratsynthase und PepsiB) (
Inkubation bei 50° C: (rot) Citratsynthase, (blaBepsin, (schwarz) Mischung aus
Citratsynthase und Pepsin. Eingeflgter Kasten: BBGE Analyse von Fraktionen des
Gelfiltrationslauf der Mischung aus Pepsin und &@sgynthase (schwarz). Aufgetragene
Fraktionen: bei 10 ml Elutionsvolumen (1), bei 15 Hutionsvolumen (2), zum Vergleich:
Citratsynthase (3) und Pepsin (4).

Chaperonaktivitat der HIV-1 Protease Fur Assays mit HIV-1 Protease wurden die zu
testenden Proteine iB. coli exprimiert, gereinigt und rickgefaltet. HIV-1 Rease wurde
durch die Mutation D25N proteolytisch inaktivieda die katalytisch aktiven Aspartatreste
des aktiven Zentrums entfernt wurden. Zusatzlidirtéin die Mutationen Q2C, C95A und
L97C in der Mutante HPR-DS an bestimmten Stellendan Dimerisierungsstrangen
Cysteinreste ein. John Louis und Kollegen fandemaus dass diese Cysteinreste
Disulfidbricken bilden kodnnen, und damit die Dinsesrungsstrange verdrehen und
Dimerisierung verhindern (Louis et al., 2003). Urne dildung der Disulfidbriicken zu
Uberprifen, wurde mit Ellmanns Reagenz die Mengé&eaian Thiolgruppen bestimmt und
ins Verhaltnis zur eingesetzten Proteinmenge gedeizr HPR-DS ergab sich eine von drei
maoglichen freien Thiolgruppen und fur HPR-M zwenvowei mdglichen. Demnach kann die
Bildung einer Disulfidbricke in HPR-DS angenommeerden. Beide HIV-1 Protease
Mutanten wurden in Chaperonassays mit chemischtadeeder Rhodanese getestet und
zeigten Chaperonaktivitat (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Chaperonaktivitat der HIV-1 Protease. Aggregationsassays mit chemisch
denaturierter Rhodaneséd)(Rhodanese () ohne HIV-1 Protease, | 2,5-facher HPR-M
Uberschuss, () 5-facher HPR-M Uberschus®) 2,5-facher HPR-DS UberschusSP( ) 5-
facher HPR-DS Uberschuss, ) 5-facher BSA-UberschussB,(oben) Rhodanese () ohne
HPR-WT, () 5-facher HPR-WT Uberschuss, X 5-facher HPR-WT Uberschuss in
Anwesenheit des HIV-1 Proteaseinhibitors. (UnteDBSPAGE Analyse der Testldsung nach
Testende, um proteolytischen Abbau der Rhodanesh tHPR-WT auszuschliel3en.

Dimere von HPR-M reduzierten die Aggregation au%30nd 50% bei 2,5-fachem und 5-
fachem molaren Uberschuss (Uberschuss bezogen endmeres HPR-M). Monomere von
HPR-DS reduzierten die Aggregation auf 60% und 408b 2,5-fachem und 5-fachem
molaren Uberschuss. Erkennbar war sowohl die Vgsgamung der Aggregation, als auch ihr
vermindertes Ausmal3. Die Starke der Aggregatiomsgelung nahm mit zunehmender
Konzentration der eingesetzten HIV-1 Protease alilsrfu. Analog zu den Experimenten mit
Pepsin wurde durch Einsatz eines kompetitiven Itdr® die Beteiligung des aktiven
Zentrums an der Chaperonaktivitat Uberprift. Esdewder HIV-1 Proteaseinhibitor Ac-Leu-
Val-Phe-Aldehyd eingesetzt. Jedoch konnte keinKEféeif die Chaperonaktivitdt beobachtet
werden. Eine mdgliche Erklarung konnte sein, dasdvtlitation D25N keine feste Bindung
mehr ermoglichte, da die Beteiligung der negatideadung des Aspartatrestes fehlte.
Deswegen wurde die wildtyp HIV-1 Protease HPR-WTperonassays getestet. Es zeigte
sich, dass HPR-WT denaturierte Rhodanese protechytiicht umsetzte. Vermutlich weil in
Rhodanese keine HIV-1 Protease spezifische Schttaungssequenzen vorkommen (Dunn
et al., 1994). Aggregation von Rhodanese wurdéfachem molaren HPR-WT Uberschuss
auf 60% reduziert, was dem Wert bei Einsatz vorf@&fem Uberschuss HPR-M entsprach.
Anders als bei den D25N-Mutanten wurde bei der tydd Protease die
Aggregationsvermeidung in Anwesenheit des Inhibitmlistandig verhindert (Abbildung 8).
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Zusammengenommen wurde gezeigt, dass HIV-1 ProtedsePepsin auch, sowohl als
Monomer wie auch als Dimer Chaperonaktivitat zeigid Substratbindung im aktiven
Zentrum stattfindet.

Chaperonassays mit Thermolysin und Trypsin Die Idee von der generellen Abstammung
der Proteasen von Chaperonen wurde mit weiterete®@en aus der Proteinfamilie der
Metallo- und Serinproteasen getestet. Falls Pretegenerell von Chaperonen abstammen, so
sollte mit hoher Wahrscheinlichkeit bei den meistdfroteasen eine inharente
Chaperonaktivitat messbar sein, sobald man dieepigische Aktivitdt ausschaltet. Als
Vertreter der Metalloproteasen wurde die Zinkprséedhermolysin ausgewahlt und durch
den Zn-Chelator 1,10-Phenanthrolin inaktiviert. @utnkubation mit diesem Chelator blieb
Calcium, das fur die Stabilitatt des Thermolysinseesiell ist, am Protein gebunden.
Thermolysin wurde mit den Substratproteinen Lueiéer und Citratsynthase bei thermisch
induzierter Aggregation getestet und mit Rhodarmsechemisch induzierter Aggregation.
Jeweils war das Absorptionssignal in An- und Abwési von Thermolysin gleich
(Abbildung 9 A). Chaperonaktivitat konnte also ieikem der Falle gemessen werden. Als
Vertreter der Serinproteasen wurde Trypsin verwgndas durch die Mutation S200A
proteolytisch inaktiviert wurde. Dieses konntebncoli als Trypsinogen exprimiert, gereinigt
und rickgefaltet werden. Da die Prosequenz dasveakdentrum blockiert, musste
Trypsinogen zu Trypsin prozessiert werden. Dieamggldurch Einsatz von Enterokinase, die
hochspezifisch das Propeptid nach der Erkennungesegabspaltet. Trypsin wurde mit den
Substraten Luciferase und Citratsynthase und tlseiminduzierter Aggregation getestet.
Hierbei musste die Ublich Assaytemperatur von 50aut 43° C gesenkt werden, um die
Aggregation von Trypsin selbst zu vermeiden. Rhedanund Trypsin waren chemisch
denaturierte Substrate zum Testen der Chaperoitéktille Signale waren jedoch in An-
und Abwesenheit von Trypsin gleich. Es konnte keleaperonaktivitat von Trypsin
gemessen werden (Abbildung 9 B).
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Abbildung 9 Keine Chaperonaktivitat von Thermolysin und Trypsin. Aggregationsassays
mit thermisch denaturierter Citratsynthase oder ifevase und Assays mit chemisch
denaturierter Rhodanese oder Luciferagel Assays um Thermolysin zu testen: (Links)
Luciferas@ermisch denatwriert(L) 0Ohne Thermolysin, M) 10-facher Thermolysintiberschuss.
Citratsynthase: '] Ohne Thermolysin, () 10-facher Thermolysintiberschuss. (Rechts)
Rhodanese () ohne Thermolysin,8) 10-facher Thermolysiniberschus8) (Assays um

Trypsin zu testen: (Links) Luciferag@misch denaturiert(!) ohne Trypsin, () 10-facher
Trypsinuberschuss. Citratsynthase )( ohne Trypsin, § 5-facher Trypsiniberschuss.
(Rechts) Rhodanese) (ohne Trypsin, -() 5-facher Trypsiniberschuss. Lucifergas@sch
denaturiert(L) 0hne Trypsin,Ni) 5-facher Trypsiniberschuss.

GFP Entfaltungsassays mit CIpA Konstrukten Die Proteinentfaltungsaktivitdt von
Varianten des AAA+-Proteins CIpA wurde mit GFP géé¢ Dazu wurde GFP mit CIpA
Proteinen inkubiert und die Fluoreszenz des GFPsmegeen, die ein
konzentrationsabhangiges Mal3 fur die Faltung iativids ClpA und ClpAN konnten inE.
coli exprimiert und als l6sliche Proteine gereinigt desr. Beide entfalteten GFP, sofern es
mit einem Peptidanhang synthetisiert wurde (Abbiglul0). CIpAON hatte eine hohere
Entfaltungsaktivitat als natives ClpA. In beiderl&&wurde GFP mit dem ssrA-tag schneller
entfaltet als GFP mit der HIV-1 Protease Schnittssterkennungssequenz. Natives GFP
wurde nicht entfaltet. HPR-CIpA und Saccharopegsamnten nicht I6slich exprimiert
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werden und mussten nach Reinigung unter denatndere Bedingungen rickgefaltet

werden. GFP-Entfaltung konnte mit diesen beidendagproteinen nicht beobachtet werden
(ohne Abbildung). Wahrend der Ruckfaltung trat igeft Niederschlag durch fehlgefaltetes
Protein auf. Mdglicherweise ist der l6sliche Tedsdriickgefalteten Proteins ebenfalls nicht
nativ gefaltet.
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Abbildung 10 GFP EntfaltungsassaysDie relative Fluoreszenz von GFP wurde gegen die
Zeitdauer des Assays aufgetragen) Natives GFP, () GFP-HPRBS, () GFP-ssrA. A)
CIpADN, (B) ClIpA.

ATPase-Assays Von allen ClpA-Varianten wurde die ATPase-Aktitigetestet. Es sollte
Uberprift werden, ob die héhere Entfaltungsaktiwi@n CIpADN gegeniber nativem ClpA
mit einer hoheren ATPase-Aktivitat einhergeht ubdHiPR-CIpA und Saccharopepsin-CIpA
ATPase-Aktivitat und damit nativ gefaltete AAA+-Da@men besitzen. ClgAN und ClIpA
zeigten nahezu gleiche ATPase-Aktivitat, wahrered AT Pase-Aktivitat von HPR-CIpA und
Saccharopepsin-CIpA wesentlich geringer war (Ahinlgl 11). Dies lasst darauf schliel3en,
dass zwar l6sliches Protein von HPR-CIpA und Saogepsin-CIpA erhalten wurde,
welches aber nicht nativ gefaltet war und keineiAlkit zeigte.
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Abbildung 11 ATPase-Assays von ClpA-VariantenDie ATPase-Aktivitat wurde Uber die
Freisetzung von Phosphat gemessen, welches eimekolrgplex bildet, der Licht bei 640 nm

absorbiert. Die Absorption ist gegen die Zeit atrfggen () CIpA, ( ) CIpADN, () HPR-
ClpA, ( ) Saccharopepsin-CIpA.

4.4 Diskussion

Eine inharente Chaperonaktivitat bei Aspartatps#ea wurde messbar, sobald ihre
proteolytische Aktivitat entfernt wurde. Pepsin,pBi@ C-Domane und HIV-1 Protease
Mutanten konnten die Aggregation von thermisch umthemisch denaturierten

Substratproteinen konzentrationsabhangig verring&a Trypsin und Thermolysin als

Vertreter der Serin- und Metalloproteasen konniae&k€haperonaktivitat festgestellt werden.
Daraus kann keine allgemeine inhérente Chaperamgitibei inaktivierten Proteasen

abgeleitet werden. Die gemessene Chaperonaktid@atAspartatproteasen wird in einem
evolutionaren Kontext interpretiert, wobei die gesene Chaperonaktivitdt als vererbtes
Uberbleibsel eines urspriinglichen Vorfahren gedeuitel.

Die Idee eines Vorfahren mit Chaperonaktivitat 8ddtdas Evolutionsszenario von
Murray Coles und Kollegen (Coles et al., 1999)dé&m von einer divergenten Evolution von
Aspartatproteasen und Double psi beta-barrel RPretei mit einem gemeinsamen
symmetrischen Double psi beta-barrel Vorfahren @haperonaktivitat ausgegangen wird
(Abbildung 12). Von diesem Vorfahren trennten sitile Cdc48 N-terminal domain-like
Proteine ab, fusionierten mit AAA-ATPase Doméaned erhielten ihre Chaperonaktivitat als
Substratbindedoméanen im Kontext der AAA-ATPasenal dazu, fand im Zweig der
Aspartatproteasen eine zirkulare Permutation umdcedeerb katalytisch aktiver Reste in der
Substratbindetasche statt. Chaperonassays zedses,die isolierte C-Domé&ne von Pepsin
oder monomere HIV-1 Protease in Assays zur Aggregatermeidung ausreichend fur die
effektive Bindung entfalteter, aggregationsanféitig°roteine waren. Dies deutet sehr stark
darauf hin, dass der Chaperonvorganger der Proteaseeiner einzigen Domane bestand. Im
Gegensatz dazu verlangt proteolytische Aktivitée dpezifische Wechselwirkung zweier
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Doméanen. Kompetitive Proteaseinhibitoren des aktiveZentrums konnten die
Chaperonaktivitat verhindern. Dies deutet darauf, ldass der Chaperonvorganger der
Proteasen die gleiche Bindungsstelle zwischen deHo@ps verwendete wie heutige

Proteasen.
Retrovirale Asp-proteasen Eukaryontische Asp-proteasen

M
i

Fusion mit
AAA-ATPase;
Symmetrieverlust

Duplikation
und Fusion

Zirkulare Permutation;
Symmetrieverlust;
erwerb hydrolytischer Aktivitat

ﬁl——‘ﬁ -
Ly

Unspringliches Chaperon
symmetrisches double psi beta-barrel

Abbildung 12 Vorgeschlagene Evolutionshypothese defdc48 N-terminal domain-like
Proteinen und Aspartatproteasen.Das Szenario legt ein urspriingliches Double psa-bet
barrel Chaperon mit symmetrischen Halften zu GrunDer linke Zweig fuhrt Uber
Symmetrieverlust und Fusion mit ATPase-Domanen AAMATPasen, z. B. zu Vat. Der
rechte Zweig fuhrt Uber eine zirkulare PermutatidBymmetrieverlust und Erwerb
hydrolytischer Aktivitdt zu einer potentiellen Va@nmggerprotease fur retrovirale und
eukaryontische Proteasen, die daraus divergenttaaden sind. Die Entwicklung
eukaryontischer Aspartatproteasen umfasst zudai@knduplikation und Genfusion.

An der Bindungsstelle heutiger Double psi betaddaibomdnen sind Aminoséurereste
zwischen den pdoops sowie andere Reste aul3erhalb derlqsps beteiligt. Wenn Double
psi beta-barrel Proteine und Aspartatproteasenneg@neinsamen Vorfahren teilen, dann
wirde man fur beide die gleiche Bindestelle fur Stdie erwarten. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass sich Bindestellen im Laufe der Evofutverschieben, besonders wenn die
Doméne in einen anderen Domé&nenkontext eingebetbet (Todd et al.,, 2002).
Evolutionsszenario wird solch eine Spezialisierdes Domé&nenkontextes vorgeschlagen.
Bei der Entfaltung proteolytischer Aktivitat dientiee urspriingliche Chaperonaktivitat nur
noch der Substratbindung, die durch die protealggsSpaltung des Substrats dann tberdeckt
wurde. Eine Verzweigung in virale und in eukarysctie Proteasen geschah von der
urspringlichen Aspartatprotease ausgehend. Viraletedsen entwickelten unter dem
Selektionsdruck der viralen Assemblierung eine h&@éstraterkennungsspezifitat und
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Dimerisierung. Eukaryontische Proteasen entwickeftehe Effizienz bei geringer Spezifitat
als Teil des Verdauungssystems. Die Genfusion lasrSteigerung der Effizienz gedeutet
werden, da das Zusammenfinden zweier Proteasedoméngnem aktiven Proteasekomplex
eingespart werden kann. Das Fehlen einer prokasgh@in Aspartatprotease wurde als
Argument gegen eine gemeinsame, urspringliche Vigeg@rotease von eukaryontischen
und viralen Proteasen verwendet. Mit der gezeigtdmrenten Chaperonaktivitdt von
Proteasen wird deutlich, dass der gemeinsame Merfaim Chaperon gewesen sein konnte.
Und Chaperone mit ahnlicher Faltung sind in heuati@®uble psi beta-barrel Proteinen zu
finden, die in allen Organismenreichen vorkommen.

Eine zirkulare Permutation, welche topologisch pesedie Faltungen Acid protease
in Double psi beta-barrel umwandelt, ist ein haarfigenetischer Vorgang (Lindgvist and
Schneider, 1997). Der Grund fur diese zirkularenReation konnte experimentell nicht
untersucht werden. Dennoch soll hier eine mogliEtdarung diskutiert werden. Im Falle der
Aspartatproteasen konnte die Lage der Termini radtularer Permutation ein selektiver
Vorteil gewesen sein. Irhbab Motiv wie in Vat-Nn liegen die Termini gegenibezndpsi-
loops Dimerisierung geschieht bei der HIV-1 Proteasechlwzusatzliche Strange an den
Termini und auch bei Pepsin fand Fusion an den iferstatt. Dimerisierung ohne zirkulare
Permutation wirde die aktiven gebps beider Domanen weit voneinander entfernt
platzieren. Zirkulare Permutation hingegen verdahaie Termini in Nachbarschaft zu den
psiHoopsund Dimerisierung tUber die Termini erlaubt nuneegffiziente Wechselwirkung der
psiHoopsdurch raumliche Néhe.

Ein zusatzliches Argument fur die Verwandtschaftisewen den Faltungen Acid
protease und Double psi beta-barrel mag dariniedass beide keirsuperfoldssind. Wenn
konvergente Evolution angenommen wird, dann amtehdérsuperfolds da sie durch einen
hohen Anteil von Supersekundarstrukturelementen eingér hohen Faltungseffizient im
Wettbewerb der Faltungen favorisiert werden. Fgl&imhingegen, die keirsuperfoldssind,
werden besser durch konvergente Evolution besamiebdas die 6konomischen
Eigenschaften der Natur und das Prinzip der Wietterendung einmal entstandener
Strukturen besser widerspiegelt. Besonders fir kexep Faltungen wie die
pseudoverknoteten Double psi beta-barrel ist eiaealiele ,Erfindung“ nur schwer
vorstellbar. Wie unterschiedlich sich homologe Eirdamilien entwickeln kdénnen wird
eindrucksvoll von Alexey Murzin (Murzin, 1998) unblick Grishin (Grishin, 2001)
beschrieben. Insbesondere beschreibt Nick Grisimiges Beispiele von Faltungswechseln
wie auch hier ein Faltungswechsel von Double pt-barrel zu Acid protease vorgeschlagen
wird. Deswegen wird hier eine Alternative zur SC®Rssifizierung vorgeschlagen, die
Cdc48 N-terminal domain-likelie Retroviral und Pepsin-like Familiém einer Superfamilie
zusammenfasst und die Idee einer gemeinsamen Afstagh gegentber der Trennung
aufgrund verschiedener Faltungen hervorhebt (Abbidl3).
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Klasse all-beta

Faltung Double psi beta-barrel

Superfamilie Barwin-like endoglucanases ADC-like

Familie Retroviral ~ Pepsin-like Pyruvyl Formate Cdc48
dependent dehydrogenase/ N-terminal
aspartate DMSO domain-like
decarboxylase reductase

Abbildung 13 Vorgeschlagene Klassifizierung nach de SCOP Schemalinks stehen die
vier Hierarchieebenen der SCOP Klassifizierung.hf&esind die Zweige der Double psi beta-
barrel Proteine als Baumdiagramm abgebildet. Derssidag streicht die Acid protease
Faltung aus der bisherigen SCOP Klassifizierung ondhet retrovirale und Pepsin-like
Proteasen als Familien in die Superfamilie ADC-liReuble psi beta-barrel ein, um die
Verwandtschaft zwischen den Aspartatproteasen umt4& N-terminal domain-like
Proteinen zu bertcksichtigen.

Die GFP-Entfaltungsassays zeigten, dass GFP-Vanaabhéngig von ihrem Peptidanhang
unterschiedlich schnell entfaltet werden. GFP m#mdssrA-tag wird am schnellsten
abgebaut, da es dem nativen Substrat von ClpA rchspGFP mit der zusatzlichen HIV-1
Protease Schnittstellenerkennungssequenz wurddafibeamtfaltet, aber deutlich langsamer
als mit ssrA-tag. Natives GFP wurde nicht abgeb&iienso konnte ein Einfluss der N-
Doméane beobachtet werden. CIA entfaltete GFP viel schneller als natives ClpAe D
ATPase-Aktivitat war in beiden Féllen jedoch gleitdan kann daraus schlie3en, dass die N-
Domane einen regulierenden, selektiven Einfluss Kndten der Effizienz hat. Es konnte
nicht erreicht werden, Proteasedomanen in einem AKAntext in GFP-Entfaltungsassays
zu testen. Dies wurde durch die misslungene Riickfgl der alsinclusion bodies
exprimierten Proteine HPR-CIpA und Saccharopep$oGrerhindert, was durch die sehr
geringe ATPase-Aktivitat im Vergleich zu den natiieroteinen CIpA und CIpBN deutlich
wurde. Weitere Ansatze, vor allem mit dem Ziel, fEitingsaktivitat von AAA+-Domanen
zu modulieren, mussten erst eine l6sliche Exprassder eine erfolgreiche Ruickfaltung der
chimaren Proteine garantieren. Die meisten Proteaseter anderen HIV-1 Protease und
Pepsin, werden irE. coli als inclusion bodiesexprimiert. Es ist daher aus praktischen
Griunden fraglich, ob diese beiden Proteine geeggandidaten fir N-Domé&nen von AAA+-
ATPasen sind.



34 5-Evolution der Double Psi Beta-Barrel

5 Evolution der Double Psi Beta-Barrel

5.1 Einleitung

In Kapitel 4 wurde vorgeschlagen, dass Double psatbarrel Proteine, wie Vat-Nn, und
Aspartatproteasen von einem gemeinsamen Vorfalostaramen. In Vat-Nn ist Symmetrie
auf Sequenzebene erkennbar (Abbildung 14). Dasubetdelass man mit PSI-BLAST, einem
Algorithmus zur Homologiedetektion, eine Halfte desrels mit der anderen Halfte findet.
Dies gibt einen Hinweis auf frihere Entwicklung$stuund einen symmetrischen Vorfahren
von Vat-Nn. Es ist damit denkbar, dass ein einfatiw@ab-Element der Ursprung des Double
psi beta-barrel Proteins Vat-Nn sein konnte, dags durch Genduplikation, Genfusion und
wenigen symmetriebrechenden Mutationen entwickdlien dies zu Uberprifen, suchte
Andrei Lupas mit ,Senser*”, einem Algorithmus zurcBe von entfernt homologen Sequenzen
(Koretke et al.,, 2001), nach homologdsbab-Elementen. Abbildung 14 zeigt das
resultierendalignmenteiner begrenzten Auswahl gefundener homologeerrat

wiederkehrendes Ppouf-Motiv

p1 b 4 Bz al B3
353553553 3353 hhhhh 3555353
Vat-Nn Ta mesnnGIILRVAEANSTDPG-MSRVRLDESSRRLLDAE-IGDVVEIEEVY

KTVGRVYRARPEDEN-KGIVRIDSVMRNNCGAS-IGDRKVEVRRKY

SSSSS ssss hhhhh 555858
Af1504 [121] gvDLTFTQEYDYEG----SDVAFLAEDIMNAIGVE-EGEYVSVEK
NGTVNLRVLPYSK---EGFIVVPTWVREKLGVEK-VNDFVEVVRR
5555SSS ss hhh SSS5555SS
Phs018 MDVLAKFHTTVHR-——-——- IGRIIIPAGTREFYGIE-QGDFVEIKIVKkyegee
PKEGTFTARVGE-————-— QGSVIIPKALRDVIGIK-PGEVIEVLLLghykprn
5Sssss hhhhhhh 555555SsS gssssss
Bs 1EKT/AbrBN MEKSTGIVREVDE----- LGRVVIPIELRRTLGIA-EKDALEIYVDD--ERKIILKKYkpnmt

Abbildung 14 Alignment von Vat-Nn Homologen.Das alignmentzeigt eine Auswahl der
Ergebnisse der Suche mit Senser von Andrei Lupasbéist Vat-Nn, die N-terminale
Doméne von Vat auShermoplasma acidophilunbarunter der ORF Af1504 aués fulgidus
ab Aminosaurerest 122, der ORF PhS018 Ru$orikoshiiund der Transkriptionsfaktor
AbrB ausBacillus subtilis Die jeweilige Sekundarstrukturvorhersage ist (s Sequenzen
angegeben, wobei ,h” ein@-helikale und ,s” eineb-Strang Umgebung ausdrickt.
Konservierte hydrophobe Reste sind in blauer Fakbeservierte hydrophile Reste sind in
roter Farbe und auffallige Abweichungen konsereierPositionen sind in gruner Farbe
hervorgehoben.

Der Transkriptionsfaktor AbrB voBacillus subtilisist der entfernteste gefundene Verwandte
von Vat-Nn. Dazwischen liegen die ORFs Af1504 ausfulgidus und PhS018 au®.
horikoshit
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Zu diesem Zeitpunkt lag eine Struktur von AbrB wiig einbabb-Motiv zeigte. Man
nahm an, dass es Uber eine zirkulare Permutatibdembbab-Motiv von Vat-Nn verwandt
war. Bioinformatische Studien und erneute NMR-Asalyon AbrB flhrten zur Revision der
Struktur, die nun ein achtstréngiges blesarel mit zwei dimerisierendebbabb-Motiven
zeigte (Coles et al., 2005) (Abbildung 15). Diettriaty von AbrB wurde als Swapped-hairpin
barrel bezeichnet, da topologisches Vertauschegligeh ,swap”) detb2-Strange zu den psi-
loops entsprechenden Uberkreuztenps der Double psi beta-barrel Faltung fihren wirde.
Strukturvergleich von Vat-Nn und AbrB zeigte dievartete strukturelle Aquivalenz von Vat-
Nn bl (ausbbab) mit AbrB b4 (ausbbabb). Aber der aquivalente4-Strang von AbrB lag,
anders als erwartet, auf der symmetrisch gegenégeriden Peptidkettenhalfte des Dimers
und konnte daher topologisch nicht durch zirkuReemutation mib1l von Vat-Nn korreliert
werden. Deswegen wurde eine direkte Verwandtschafter Proteine und dieser Faltungen
Uber zirkulare Permutation ausgeschlossen, obwmid ¥erwandtschaft zwischen beiden
Faltungen aufgrund markanter Strukturdhnlichkegemogen wurde.

Es wurden Double psi beta-barrel und Swapped mabprrel aufgrund der hohen
Ahnlichkeit desbab-Motivs und der @hnlichen Erscheinung d@ops zwischenbl undb?2
begrifflich zu den Cradle loop-barrel zusammengsfadwei weitere Vertreter der Swapped
hairpin-barrel mit bekannten Strukturen sind Maziel MraZ (Abbildung 15). MazE ist wie
AbrB ein Dimer und ist Teil eines Toxin-Antitoxiny§&tems vonE. coli. MraZ ist ein
Monomer, dessen pseudosymmetrische Halften durchedikalen hairpirturn miteinander
verbunden sind. MraZ ist ein Regulator der coli Zellwandbiosynthese. Aufgrund von
Sequenz- und Strukturahnlichkeiten (Abbildung 14d uAbbildung 15) scheint die
Verwandtschaft zwischen Double psi beta-barrel 8mhpped hairpin-barrel plausibel. Es
fehlt jedoch ein genetischer Mechanismus, der di@udionare Verwandtschaft erklaren
konnte. Zusatzliche Informationen waren noétig, u Albstammung dieser Proteinfamilien
zu verstehen.

Deshalb wurden die beiden Proteine PhS018 und Afif0Rahmen dieser Arbeit
strukturell und funktionell untersucht. Die Struktton PhS018 offenbarte eine neue Faltung,
die RiSy-like barrel, mit der ein Evolutionsszeonaentworfen werden konnte. Fir Af1504
wurde eine Double psi beta-barrel Struktur vorhsagé Die Vorhersage konnte biochemisch
unterstutzt werden.
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Abbildung 15 Strukturen von Cradle loop-barrel Proteinen. Von oben nach unten sind
Vat-Nn (1cz4), AbrB (1yfb), MraZ (1n0G) und MazE ufd4) dargestellt. Die rechte
Abbildung geht aus der jeweils linken durch 90°4neg um die horizontale Achse hervor.
b-Strange sind grin-,a-Helices rotfarbig markiert.b2-Strang ist in blauer Farbe
hervorgehoben. Die C-terminale Halfte bzw. eineftddes Dimers ist blasser abgebildet.



5.2-Materialien und Methoden 37

5.2 Materialien und Methoden

Herstellung von PhS018 Die PhS018 Gensequenz wurde aus genomischer DMAPYO
horikoshiiOT3 (LGC Promochem) mit PCR amplifiziert. Mit Penm wurden terminale Ndel
und Hindlll Restriktionsschnittstellen eingefuihktach Restriktionsverdau wurde das Gen in
den pET30b Expressionsvektor ligiert. Zur Exprassieurde der Vektor irE. coli Bl21
(DE3) Gold Zellen transformiert und in LB-Mediumit&¥° C kultiviert. Die Zellen wurden
bei OD ~ 0,6 mit 1 mM IPTG induziert und nach viStunden geerntet. Fur die
Isotopenmarkierung mitN und**N/**C wurden die Zellen in M9 Minimalmedium (Anhang)
kultiviert. *NH,CI (0,7 g¢/l) und Glucose bzw. HC-Glucose waren dabei die einzigen
Stickstoff- und Kohlenstoffquellen. Das |6sliche  of&in wurde mit
Kationenaustauschchromatographie (SP SepharosEldwastlO0 ml, GE Healthcare) in 50
mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 und Elution mit esim linear ansteigenden NaCl-
Gradienten von 50-525 mM NaCl tber 10 Saulenvolumereinigt. Unmittelbar nach der
Elution von der Saule prazipitierte das Protein.s DRrazipitat wurde zweimal durch
Suspendieren in PBS (20 mM Natriumphosphat pH I50 mM NaCl, 2 mM KCI),
anschlieBender Zentrifugation und Dekantieren deser§lands gewaschen. Das
Proteinprazipitat wurde in 50 mM NatriumphosphatpufpH 3, 50 mM NaCl, 0,02%
Natriumazid aufgel6dst und bis 500 uM fir NMR Anayankonzentriert. Die Proteinmenge
wurde Uber Absorption bei 280 nm und die Reinhaitde mit SDS-PAGE bestimmt. Es
wurden noch folgende Additive zur Erh6hung der lobdleit von PhS018 bei neutralen pH-
Werten getestet: 0,3 M (NHSOy, 0,5 M KCI, 0,2 M MgC}, 0,5 M Arginin, 10% Glycerol, 1
M Betain, 0,02% Triton X-100, 0,65% CHAPS, 0,73%tylglucopyranosid, 0,01% SB14
Zwittergent, 100 mM Tris mit 300 mM NaCl, 1 mM ATRit 5 mM MgChb, 15% Ethanol, 3
M TMAO, 0,45 M Arginin mit 10% Glycerol (alles Endkzentrationen).

NMR Strukturaufklarung  Murray Coles (Max-Planck-Institut fur Entwicklurgslogie,
Tlbingen) nahm am Bayrischen NMR Zentrum der TU &higm die NMR-Spektren auf und
berechnete die dreidimensionale Struktur von Ph$edBid 2GLW).

DNA Bindung von PhS018 PhS018 wurde zusammen mit PCR-erzeugter DNA (~ 300
Basenpaare lang) 30 Minuten lang bei Raumtempenmakubiert. Anschlie3end wurde das
Migrationsverhalten der DNA in einem 2% Agaroselgebbachtet. Der Testansatz enthielt
100 mM Tris, pH 8, 1 mM ATP, 10 mM Mg&l15% Glycerol, 0,9 pmol DNA, 0,55 mg/m|
BSA, 412 mM KCIl. Um verschiedene Proteinendkonzgiinen zu testen, ohne die
Zusammensetzung des Testansatzes zu veranderne wtets 1 pl einer entsprechend
vorverdinnten PhS018-16sung (50 mM Natriumphosptat3, 50 mM NaCl) zu 19 pl
Testlosung gegeben. Als Kontrollprotein fur unspeahe DNA-Bindung wurde Lysozym
(14,3 kD, pl 9,3 ) verwendet, was. PhS018 (10,3®,0) in Grél3e und Ladung ahnelt. Um
zu testen, ob PhS018 selektiv an verschiedene D&Axéhzen bindet, wurden zwei
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unterschiedliche PCR-Produkte mit etwa gleichergeéwerglichen. Zum einen die Promoter-
Sequenz von PhS018, auf der eine spezifische Beltkesir PhS018 denkbar ware. Zum
anderen eine heterologe DNA-Sequenz als Kontr@len der HIV-1 Protease. Da PhS018
bei neutralen pH-Werten zur Aggregation neigt, veurdir der Uberstand des Testansatzes
nach vorangehender Zentrifugation auf das Agardosedgetragen.

Strukturvorhersage von Af1504  Fur die Vorhersage voooiled coil Strukturen wurde das
Programm ,Coils* von Andrei Lupas mit der komplett8equenz von Af1504 als Eingabe
verwendet (Lupas et al., 1991). Fur die initio Strukturvorhersage mit ,, Rossetta” (Rohl et
al., 2004) wurde die Sequenz von Afl1504 verwentiat,die keinecoiled coil Struktur
vorhergesagt wurde: G122-R201. Der gleiche Seqbschaitt wurde als Eingabe fir
.HHpred" verwendet; ein Programm zur empfindlichelomologiesuche (Soding et al.,
2005). Gesucht wurde gegen die pdb70 (gefiltert&BR®rotein Data Bank mit Strukturen
von Proteinen, die weniger als 70% Sequenzideraufweisen) vom 20.04.06, mit maximal
8 PSI-BLAST Iterationen, mit einem E-value threshebn 0,001 fir PSI-BLAST und mit
lokalenalignments Als Templat fur die Strukturvorhersage aufgrumeh \Homologie wurde
das von HHpred als @hnlichstes eingestufte Prot&tNn, verwendet. Fir die Modellierung
wurde das Programm ,Modeller* verwendet. (Sali bt 8995). Dem von HHpred daftr
automatisch generiertalignmentvon Vat-Nn und Af1504 fehlte der erdieStrang. Dieser
wurde gemanR demlignmentin Abbildung 14 manuell erganzt.

Herstellung von Af1504 Dasafl1504Gensegment wurde mit PCR alisfulgidusDSM 4303
genomischer DNA (LGC Promochem) vervielfaltigt uisliert. Mit Primern wurden die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol eingefiiliber die das verdaute PCR-Produkt in
das Expressionsplasmid pET30b (Novagen) ligiertdeur=ir die Expression wurde das
Plasmid inE. coliBI21 (DE3) Gold Zellen transformiert. Die Zelleughsen bei 37° C bis zu
einer OD von ~ 0,6, wurden mit 1 mM IPTG induziend nach vier Stunden geerntet. Nach
Resuspendierung in 20 mM HEPES, pH 7,2, 150 mM NaQiden die Zellen lysiert.
Losliches Af1504 im Uberstand wurde mit Anionenausthchromatographie (QHP, 21 ml,
GE Healthcare) in 20 mM HEPES, pH 7,2 mit einenedinansteigendem NaCl-Gradienten
Uber 10 Saulenvolumen von 150-575 mM NaCl gereinlg den Puffern fir die
Chromatographie war 1 mM DTT enthalten. FraktiomenhAf1504 wurden vereinigt und auf
Eis solange mit Ammoniumsulfat versetzt bis heftijeederschlag auftrat. Der Niederschlag
wurde durch Zentrifugation vom Uberstand getreim§0 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 50
mM NacCl gel6st und anschlieBend mit Gelfiltration50 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 50
mM NaCl (Superdex S200 26/60, GE Healthcare) gyeibie Proteinmenge wurde Uber
Absorption bei 280 nm und die Reinheit wurde mitSSBAGE bestimmt.
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Biochemische Analyse von Af1504 CD-Spektren wurden mit einem Jasco CD-
Spektropolarimeter J-810 und Fluoreszenzspektremdemu mit einem Jasco FP-6500
Spektrofluorometer aufgenommen. Die Anregungswkitege fur Tryptophanfluoreszenz
betrug 293 nm. Analytische Gelfiltration (Super@sé@0/300 GL, GE Healthcare) wurde in
PBS durchgefiihrt und das Elutionsprofil wurde Ubier Absorption bei 280 nm verfolgt.
Molektlmassenabschéatzung erfolgte durch Vergleiéh Etutionsvolumina von Proteinen
bekannter Molektlgro3e (Ferritin 440 kD, Aldolag® kD, BSA 66 kD, Carboanhydrase 29
kD, Aprotinin 6 kD). Fur Native PAGE wurde ein 10diskontinuierliches Polyacrylamidgel
nach Laemmli ohne SDS (Anhang) verwendet. Fur i@rig Proteolyse wurden 10 pl Tris-
gepufferter Lésung mit 0,8 pg/ul Afl504 verwendetdudie Proteasen Chymotrypsin,
Trypsin und Proteinase K mit je 0,6 pg/ml Endkoneion zugegeben. Inkubiert wurde 30
Minuten lang bei Raumtemperatur, danach wurde mMSP gestoppt und die
Proteinzusammensetzung mit SDS-PAGE analysiert.KFéuzvernetzung der Proteine mit
Glutaraldehyd wurde PBS-gepufferte Proteinlosungt rhi pug/ul gereinigtes Af1504
verwendet und Glutaraldehyd auf eine Endkonzeptmation 0,16% zugegeben. Inkubiert
wurde 60 Minuten auf Eis und 10 pl des Ansatzesdemrmit 2ul 3M Tris-Stammldsung
gestoppt und anschlieBend mit SDS-PAGE analysiert.

5.3 Ergebnisse

Expression von PhS018 Das Protein PhS018 wurde 8. coli als ldsliches Protein
exprimiert und wurde aus dem Lyselberstand geteitNgch der Reinigung wurde das
Protein in Phosphatpuffer mit pH 3 gel6ést. Oberhatin pH 3 war das Protein nahezu
unléslich. CD Analyse zeigte ein Spektrum mit hohefnteil an b-Faltblatt
Sekundarstrukturen, was an einem breiten negati8gmal bei 218 nm zu erkennen war
(ohne Abbildung). Es wurden Additive getestet, \Weladie Ldslichkeit von PhS018 bei
neutralen pH-Werten erhéhen sollten. Von den veesieémen Additiven zur Erhéhung der
Loslichkeit bei pH 7 zeigte nur Arginin einen Eusk. Mit 0,7 M Arginin bleiben bei pH 7
etwa 50 pM PhS018 I6slich, bei 1 M Arginin sind d90 pM. Die hohen
Argininkonzentrationen erschwerten die weitere higkalische Analyse. Mit NMR-
Spektroskopie konnte dennoch ein @hnliches Spekiviearbei pH 3 aufgenommen werden.
Die NMR-Spektren eigneten sich trotzdem nicht zuul&uraufklarung, weil einige Signale
durch Arginin verdeckt waren und weil die erreict&onzentration von PhS018 noch zu
niedrig war. Die Loslichkeitsversuche haben ergeldess unter allen Bedingungen stets eine
kleine Menge PhS018 loslich war. Dies erméglichkpdtimente, wie DNA-Bindungstests,
die nur kleine Mengen PhS018 erforderten.

NMR-Struktur von PhS018 Das Protein ist ein hochsymmetrisch sechsstraadigerel
Protein aus zwddbab-Einheiten und ahnelt den Double psi beta-barretdinen (Abbildung
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16). Unterschiede zwischen der Double psi betaebaund der PhS018 Struktur bestehen im
Muster demb-Strang-Interaktionen. In Double psi beta-barret&nen sindb1 mitb5 undb2

mit b4 parallel verknipft (Abbildung 16). Hierbei sindedzwei symmetrischen Halften
vollkommen miteinander verzahnt, da jeder Strangr miit Strdngen aus der
symmetrieverwandten Halfte verknlpft ist. In PhSOib@let man stattdessen Verknipfung
vonbl mitb2 undb4 mitb5. Hier findet die Strangverknipfung innerhalb siagmmetrischen
Halften statt. b2 und b5 bilden jeweils nur eine einzige Wasserstoffbriaké b-1
beziehungsweise mii4. Dies lasst das Protein als relativ offebesrel erscheinen. Starke
Wechselwirkung der antiparallelen Straxg#b5 sind jedoch in beiden Strukturen zu finden.

4

! ‘ RiSy like-barrel r o |—| beta-barrel
| e

Abbildung 16 Struktur von PhS018. (Oben) Struktur von PhS018 als Bandermodell. Die
Abfolge der Sekundarstrukturelemente ist vom N- ZLwvhierminus farbkodiert von Blau tber
Grin und Gelb zu Rot. Die rechte Struktur geht @eslinken durch 90°-Drehung um die
horizontale Achse hervor. (Unten) Topologischer gilgich zwischen PhS018 (Links) und
Vat-Nn (Rechts). Doppelpfeile deuten auf Verknupfuderb-Stréange. (Blau) Antiparallele
Strange in derselben symmetrischen Halfte. (Grinjiparallele Strange in verschiedenen
symmetrischen Halften. (Rot) Parallele Strangearsehiedenen symmetrischen Halften.

In PhS018 ist dies die einzige Interaktion der ériGymmetriehélften. Im topologischen
Vergleich sind in PhS018 die Positionen der Strébfyeindb5 gegenlber einem Double psi
beta-barrel vertauscht. Diese sechsstrangige GaegHR-opologie (Greek-key bezeichnet eine
b-Faltblatt Anordnung, in der der erste und dertée@trang ohne Uberkreuzende Elemente
miteinander Verknipft sind) ahnelt der Faltung dRiboflavinsynthasen (SCOP:
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Reductase/lsomerase/Elongation factor common dgmddurch den Austausch der
Positionen vorb2 undb5 wurden psioop Strukturen, wie sie in den Double psi beta-barrel
Proteinen vorkommen, umgangen. Da®ps zwischenbl-b2 und b4-b5 sind bei PhS018
zudem sehr kurz, was die Erwartung aus der Seqnalysa erfillt (Abbildung 14). Sie
bestehen aus nur drei Resten: H12-L14 und G57-@9. aquivalenter topologischer
Austausch deb-Strange ist in Swapped hairpin-barrel Proteinenbeobachten. PhS018
unterscheidet sich von den Swapped hairpin-barreteimen aber dadurch, dass es ein
sechsstrangiges anstatt eines achtstrandpge®rl formt. Ein charakteristisches Merkmal, das
beide symmetrischen Halften von PhS018 aufweised ot den Cradle loop-barrel
Proteinen teilen, ist die GD Box Sequenz zwischenadHelix und dem nachfolgendebn
Strang: hydrophob-x-hydrophob-x-x-G-sauer-x-hyd@pAbbildung 14).

Abbildung 17 Struktur der GD-Box. (Links) Uberlagerung vobab Fragmenten: Vat-Nn
N-terminal (schwarz), Vat-NnC-terminal (rot), PhS0O18N-terminal (griin), PhS018C-
terminal (blau), AbrB (gelb). (Rechts) Der mit einem Kreiarkierte, griine Strang des linken
Bildes.

Der jewelils erste hydrophobe Rest (Y27 und 172 $®L8) verankert die vorangeherale
Helix im Kern des Proteins. Der folgenteStrang verlauft quer Gber daarrel und wird
vom zweiten hydrophoben Rest des Motivs (129 unt) lih Kern verankert. Glycin besetzt
die i+2 Position eines Typ Ib-turn und die folgende saure Seitenkette bildet eine
Wasserstoffbriicke zum Amidstickstoff des Restesbibfldung 17). Ein Vergleich mehrerer
GD-Box Strukturen von Cradle loop-barrel Proteingn PhS018 zeigt, das die GD-Box ein
Teil eines konserviertepab Fragments ist (Abbildung 17). Die grof3te Struktun&chkeiten
findet man bei beiden Hélften von PhS018 und AbiiBetwa 0,5 A RMSD (Tabelle 2). Die
beiden Motive von Vat-Nn zeigen zueinander hohelighkeit (0,78 A RMSD), zeigen aber
zu den Motiven von PhS018 und AbrB etwas hohere édlwungen. RMSD-Werte liegen
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hier zwischen 1,08 A (Vat-Nn N-terminale Halfte uRHS018 C-terminale Hélfte) und 1,46
A (Vat-Nn C-terminale Hélfte und PhS018 N-terminkliifte).

Tabelle 2 RMSD-Werte der paarweisen Uberlagerung deC,-Ketten von bab Motiven
mit GD-Box-turns. Bei Vat-Nn und PhS018 wurden die N-terminal“,und die C-
terminale Hélfte C* getrennt analysiert. Alle Werte in [A].

Vat-NnN Vat-NnC PhS018N PhS018C AbrB
Vat-NnN
Vat-NnC 0,78
PhS018\ 1,33 1,46
PhS018C 1,08 1,20 0,56
AbrB 1,24 1,38 0,48 0,50

DNA-Bindung von PhS018 PhS018 verlangsamte die Migration von DNA-Fragraenn
Agarosegelen (Abbildung 18) . Um einen unspezigsckffekt aufgrund positiver Ladung
des Proteins auszuschlieRen, wurde ein Kontroliérsmit Lysozym durchgefihrt, das in
GroRRe und Ladung PhS018 ahnelt. Lysozym zeigteekekffekt auf die DNA-Migration
(Abbildung 18 A).

A PCR-Produkt C Stoffmengenverhéltnis PhS018 / PCR-Produkt
0 1/50 1/40 1/20 1/10 1/8 1/5 174

|

B PhS018
+ - +
PhS018-  Kontroll- Stoffmengenverhéltnis PhS018 / PCR-Produkt

promeafer  DNA 0 14 13 12 11 21 41 201
region -1 Protease = =

Abbildung 18 PhS018 retardiert die Migration von DNA in Agarosegelen.(A) Vergleich
des Einflusses auf DNA-Migration von PhS018, Lysozynd Puffer ohne ProteinB)
Vergleich des Einflusses von PhS018 auf das Mignatierhalten unterschiedlicher

Nukleotidsequenzen.C) DNA-Migrationsverhalten bei Anwesenheit steigendéengen
PhS018.
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Um Spezifitdt der Bindung fur verschiedene Nukl@gstiquenzen zu testen, wurden zwei
unterschiedliche DNA-Fragmente eingesetzt (Abbigiut8 B). Es konnte jedoch kein
Unterschied des Retardierungseffektes bei Einsatzctiiedener DNA-Sequenzen festgestellt
werden. Titrationsexperimente, bei denen eine defen DNA-Menge mit unterschiedlichen
Proteinmengen inkubiert wurde, zeigten, dass ddarRierungseffekt mit zunehmender
Proteinmenge zunimmt (Abbildung 18 C). Die Retandig nahm kontinuierlich und nicht
sprunghaft zu, was auf mehr als eine mogliche Bitede auf der DNA-Sequenz schliel3en
l&sst.

Struktur von Af1504 Das Programm ,Coils” detektierte in der Sequenz &fil504 zwei N-
terminal gelegene Abschnitte mit hohem Potentialchiled coil Strukturen. Die Abschnitte
umfassen M4-K43 und Q78-A117 (Abbildung 19). Siedan so gewahlt, dass in mindestens
zwei der drei Berechnungsfenster Gber 90% Wahrstblekeit fir einecoiled coil Struktur
angegeben wurde. Diese Bereiche kdonnten ein aaliplas Vierhelixbindel und damit eine
Dimerisierungsdomaéne bilden.
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1 MLYMDDECQK LLAEKEAIIR ELQEKVKELE AKLKSYEIRE VYKGIIPDDV LEEFVELPPE
61 QMIIEIGRYL REKGSTGQVE AKKTVNDVRQ EIASVEEEVS KAEKEIEKTI STITGAAKTK
121 VGVDLTFTQK YDYEGSDVAF LAEDIMNAIG VKEGEYVSVK KNGTVNLEVL PYSKEGFIVV
181 PTWVREKLGV KVNDFVEVVR R

Abbildung 19 Coiled coil Strukturvorhersage von Af1504. Ausschnitt aus dem
Resultatausgabefenster dmsled coil Vorhersageprogramms ,Coils”, in dem graphisch die
Wabhrscheinlichkeit fur eineoiled coil Struktur gegen die Aminosaureposition der Af1504-
Sequenz aufgetragen ist. Die drei Graphen entspnechdrei verschiedenen
Berechnungsfenstern des Programms. In der darabtggbildeten Sequenz von Af1504 ist
der vorhergesagieoiled coilBereich fett hervorgehoben und die hydrophobembilenden
Reste sind rot markiert.
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Der Sequenzabschnitt C-terminal zu diesen potésnialoiled coil bildenden Sequenzen
umfasst die Aminosauren G122-R201. Mit Senser wdidse Sequenz bereits als homolog
zu Vat-Nn erkannt und aligniert (Abbildung 14). theser Arbeit wurde der Bereich
zusatzlich mit HHpred analysiert. HHpred ist eirogtamm zur Suche von homologen
Proteinsequenzen. Durch die Verwendung von Sequeiilzp und
Sekundarstrukturvorhersagen gewinnt es gegenubel-BIPSST und Senser an
Empfindlichkeit. Als Ergebnis liefert es eine Listat wahrscheinlich homologen Proteinen.
Im Falle von Afl1504,201 wurden vier Proteine gefunden, die mit Uber 20%
Wahrscheinlichkeit homolog zu Af1504 sind — alles@uuble psi beta-barrel Proteine.

Tabelle 3 Ergebnis der HHpred Analyse von Af1504 (&22-R201).

Reihenfolge Name pdbid Wahrscheinlichkeit [%]  Eweal
1 Vat-Nn 1cz4 A 81,5 0,017
2 p97-N 1le32 A 63,4 0,4
3 ufdl 1zcl A 46,4 0,86
4 ADC 1pgh_A 23,5 7.1

Die niedrigen E-value Werte deuten an, dass digséeiRe mit weniger empfindlichen

Algorithmen wahrscheinlich nicht gefunden wordenreva Zu den gefundenen Proteinen
gehdren Vat-Nn, die N-terminale Domane von p97,daisjuitin fusion degradation protein

Ufdl und Aspartat-1-Decarboxylase ADC. Vat-Nn atéster Treffer wurde als Templat fir
Strukturmodellierung mit Hilfe von Homologie verwdst. Das Resultat ist eine Double psi
beta-barrel Struktur mit den charakteristischeAq@sps (Abbildung 20).

Abbildung 20 Strukturmodelle von Af1504 (G122-R201)in Banderdarstellung. Die
Abfolge der Sekundarstrukturelemente vom N- zume@alinus ist von Blau tdber Grin und
Gelb nach Rot farbkodiert. (Links) Ergebnis der Mltidrung aufgrund von Homologie,
(Mitte) linke Struktur um 90° um die horizontale s gedreht, (Rechtsdb initio
Modellierung von Rosetta.

Die ab initio Strukturvorhersage mit Rossetta ergab StrukturbneoAhnlichkeit zu
bekannten Proteinen. Trotz der Alignierbarkeit V&t504 mit Vat-Nn und AbrB aufgrund
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der Ergebnisse von Senser (Abbildung 14), war selbsdiesen beiden Proteinen keine
Strukturéhnlichkeit auszumachen.

Biochemische Analyse von Afi504 Das Protein Af1504 konnte rekombinant En coli
hergestellt und gereinigt werden. Es eluierte leeiRleinigung von der Gelfiltrationssaule in
zwei getrennten Fraktionen, was im UV-Absorptioogipsichtbar war (Abbildung 21). Uber
das Elutionsvolumen von der kalibrierten Gelfillvassaule wurden Molekilmassen von
etwa 400 kD fur die frithe und etwa 60 kD fir dieitep Fraktion abgeschatzt. 60 kD
entsprechen im Rahmen der Messgenauigkeit der CGeiifes dimeren Afl1504 mit einer
berechneten Molekilmasse von 52 kD. SDS-PAGE Aeaheigte, dass beide Fraktionen
Af1504 enthielten. Das Migrationsverhalten von A345bei nativer PAGE zeigte einen
Unterschied zwischen Protein aus der frihen undsgéten Fraktion (Abbildung 21 A
Kasten). Die Probe der frihen Fraktion migrierteriaiver PAGE langsamer als eine Probe
der spaten Fraktion. Da es sich um das gleicheeiranit stets gleicher Ladungsdichte
handelt, deutet dies auf grol3ere Proteinkomplexeen friheren Fraktion. Die spétere
Fraktion wurde erneut mit Gelfiltration untersuctid ergab einen einzigen Peak bei
erwartetem Elutionsvolumen (Abbildung 21 B).

A B «,

“1 -

Absorption bei 280 nm
Absorption bei 280 nm

104 i

0+ .y —

0 50 100 150 200 250 0 5 10 15 20 25 30
Elutionsvolumen [ml] Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 21 Elutionsprofil des Gelfiltrationslaufs von Af1504. (A) Lauf wéhrend der
Reinigung. Der eingefiigte Kasten zeigt das Laufaeh auf einem Nativgel. Die linke
Gelspur enthalt eine Probe des friilhen Peaks, diteré&elspur enthalt eine Probe des spaten
Peaks. B) Elutionsprofil des Gelfiltrationslauf mit einerdbe des spaten Peaks aus (A).

Zusammengenommen deutet dies auf zwei verschigdigemerisierungsgrade von Af1504
hin, die nicht miteinander im Gleichgewicht steh&iir weitere Analysen wurde nur das
niedermolekulare Af1504 verwendet. Das CD-Spektagigte zwei negative Peaks bei 209
nm und 221 nm wie sie typischerweiseathelikalen Proteinen erscheinen (Abbildung 22 A).
Im CD-Spektrum dominierten dia-helikalen Anteile, die vermutlich von deoiled coil
Struktur stammten. Db-Faltblatter geringere CD-Signale geben, kdnnerbsiestarkera-
helikalen Signalen tberdeckt sein. Dennoch warAgiteil von b-Faltblatt im CD-Spektrum
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zu erkennen, dessen Signal ein negativer Peak I&eingh ist. Im gemessenen Spektrum
wurde dies daran erkennbar, dass alieelikalen Peaks kaum voneinander getrennt waren.
Das Spektrum der Tryptophanfluoreszenz zeigte maeirintensitat bei einer Wellenlange
von 338 nm (Abbildung 22 B). Dieser Wert zeigt eim@rophobe Umgebung der angeregten
Tryptophanreste an, wie sie im Inneren eines geéait Proteins vorkommt. Zum Vergleich
liegt die Tryptophanfluoreszenz in wassriger Umgephei 358 nm.
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Abbildung 22 Spektroskopische Untersuchung von Afl®4 (A) CD-Spektrum von Af1504.
(B) Spektrum der Tryptophanfluoreszenz von Af1504.

Kreuzvernetzung mit Glutaraldehyd ergab eine Pntgger zu hoheren Molekilmassen. Die
Bande, die einem Dimer oder einem Tetramer entipregvaren sichtbar, die Trimerbande
fehlte hingegen (Abbildung 23 A) Das Auftreten d@ligomere als vielfaches von zwei
deutet in Ubereinstimmung mit den Gelfiltrationsaaauf eine Dimerstruktur.

A B Af1504
Af1504 - & «
Glutar- 6& o~
ildehyd &é\. 5 \é\‘\'b
- KQ
c —— (}& '\d Q‘o
S Tetramer— 97 kD
o :% Tr.imer— a 66 kD
E E Dimer— . _45 kD
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o —14 kD

Abbildung 23 Biochemische Analyse von Afl1504. (A)SDS-PAGE Analyse der
Kreuzvernetzung von Af1504 mit Glutaraldehyd. “M&lst fir Markerproteine mit den rechts
angegebenen Molekilmass@) Limitierte Proteolyse von Af1504.

Limitierte Proteolyse mit verschiedenen Proteasgale bei Trypsin zwei Abbaubanden auf
einem SDS-PAGE Gel (Abbildung 23 B). Dies deutdtche Zusammensetzung des Proteins
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aus zwei kompakten, proteaseresistenten Doménen di@ durch eine flexible,
proteasesensitive Verbindung miteinander verbumsdedh Eine Bande bei 14 kD und eine bei
etwa 9 kD (was durch den Marker nicht mehr abgedstkind abgeschatzt werden musste).
Das berechnete Gewicht von Af130Q4, das den potentiellecoiled coil Bereich umfasst,
betragt 13,8 kD und Trypsinschnittstellen K118 Wt20 sind am Ende dieses Bereichs
vorhanden. Chymotrypsin baute Af1504 nicht ab. étngise K Verdau ergab nur eine
Abbaubande bei etwa 9 kD. Bei dieser Bande fallf dass sie als breites Band erscheint.
Eine vergleichbare Bande bei 14 kD wie beim Trypsidau fehlte. Spaltung der
Verbindungssequenz konnte die beiden getrennterdDemdestabilisieren, so dass durch die
unspezifisch spaltende Proteinase K weiterer Alaigaieinzelnen Doménen stattfand.

5.4 Diskussion

Auf der Suche nach evolutiondren Verbindungen zwascDouble psi beta-barrel und
Swapped hairpin-barrel Proteinen konnte ein Protédentifiziert und strukturell
charakterisiert werden, welches intermedidre Eigeaiten aufweist: PhS018. Bei dieser
Struktur handelt es sich um eine neue Faltungwvaitere Variante innerhalb der Cradle loop-
barrels. Die Struktur dhnelt dem Greek-key bareglEl coli Riboflavinsynthasen und wurde
hier als RISy like-barrel bezeichnet. PhS018 ise vdie Double psi beta-barrel ein
sechsstrangiges pseudosymmetrisdieasel. Beide Halften wechselwirken tber nur ein Paar
von b-Strangen, was das barrel offen erscheinen laf%. iwiden Swapped hairpin-barrels
fehlen Uberkreuzte p$pops die durch den topologischen Austausch Jah mit b5
vermieden werden. Didoops zwischenb1/b2 und b4/b5 sind in PhS108 zwar mit drei
Aminosauren sehr kurz, ahneln aber strukturell tomblogisch den cradleops Zudem
weist PhS018 das fur Cradle loop-Proteine chariskitezhe antiparallel®2/b5-Strangpaar
auf. Zusatzlich konnte in PhS018 diab-Fragment mit einem GD-Box-Motiv identifiziert
werden. Dieses Fragment zeigt innerhalb der Créathp-barrel Proteine fast identische
Strukturen. Zusammengenommen kann PhS108 als naltiendr der Cradle loop-barrel
Proteine betrachtet werden und steht intermediégchen den Double psi beta-barrel und den
Swapped hairpin-barrel Proteinen, da es charaktatie Merkmale beider Gruppen aufweist.

Die Eigenschaft von PhS018 DNA zu binden, deutetdf, dass es wie AbrB ein
Transkriptionsfaktor sein kénnte. Eine SequenajiarPhS018 spezifisch bindet, konnte nicht
gefunden werden.

Die Struktur von PhS018 erlaubt nun, einen evohitien Zusammenhang zwischen
Double psi beta-barrel und Swapped hairpin-baregizimstellen (Abbildung 24). Aus der
hohen Symmetrie von PhS018 kann ein dimerer Vogfalon PhS018 plausibel abgeleitet
werden, der durch Genduplikation und Genfusion a80@.8 fuhrte. Von PhS018 fihrt ein
topologischer Strangaustausch (strand-swap) zuDdmrble psi beta-barrel Proteinen wie
Vat-Nn. Einfigen eine®-Strangs (strand-invasion) in den PhS018 Vorfalitdmt zu den
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dimeren Swapped hairpin-barrel wie AbrB oder MaZBimerisierung fihrt zu den
monomeren Swapped hairpin-barrel wie MraZ. Aus aliesSzenario ergibt sich eine
potentielle Abstammung fur ein weiteres ahnlichestéin: B3. B3 ist ein siebenstrangiges
barrel-Protein mit Cradle loop-barrel ahnlicher Struktan kann es sich als Fusion aus dem
PhS018 Vorgéanger und einem monomeren Swapped mdigorel vorstellen.

Das bab-Fragment kdnnte von einem urspriinglichen Peptansten (antecedent
peptide, Lupas et al., 2001), welches als elemeriaplutionseinheit vorlag und dann durch
Genfusion zu einer Doméne verschmolzen ist. Diesagment findet sich namlich mit hoher
struktureller Ahnlichkeit in unterschiedlichen Unbgmgen innerhalb der Cradle loop-barrel
Proteinen wieder.

Af1504 wurde von HHpred mit hoher Wahrscheinliclhkads homologes Protein der
Double psi beta-barrel Proteine vorhergesagt uifigrand dieser Homologie modelliert. Dies
steht im Einklang mit deralignmentin Abbildung 14, das auf Ergebnissen des Programms
Senser beruht. Rossetta modellierte Strukturen dhnéichkeit zu bekannten Strukturen. Die
Vorhersagen scheinen daher unrealistisch. Mogli8bbwierigkeiten bei dieseab initio
Modellierung kénnten in der komplexen psdp Topologie oder in der Dimerisierung von
Af1504 liegen. Es ist wahrscheinlich, dass Af1504 won HHpred vorhergesagt eine Double
psi beta-barrel Doméne enthélt, da die nachstenSaquenzverwandten Proteine Double psi
beta-barrel Proteine sind. Die modellierte GD-BoxAf1504 lasst sich gut mit der GD-Box
von PhS018 iiberlagern (RMSD 1,32 A). Da die GD-Bmerhalb der Cradle loop-barrel
stark konserviert ist, war eine solche auch in AZu erwarten. Die experimentellen CD-
und Fluoreszenzdaten deuten insgesamt auf ein Kaegyaefaltetes Protein nathelikalen
und b-Faltblatt Sekundéarstrukturanteilen hin. Ceehelikale Anteil ist wohl maf3geblich auf
den coiled coil Bereich zuriickzufiihren und dbrFaltblattanteil auf die potentielle Double
psi beta-barrel Domane. Die vorhergesagte Doméaakeiektur, eincoiled coil Bereich vor
einer Double psi beta-barrel Domane, wird durch Eligebnisse der limitierten Proteolyse
unterstitzt. Die erzeugten Banden von 14 und etwkD9entsprechen den erwarteten
Molektlmassen der vorhergesagten Domanen. Zwisdiesen Domanen befinden sich zwei
Lysinreste (K118 und K120) , die als Trypsinschatiien in Frage kommen. Die
Abwesenheit von hydrophoben Resten zwischen dehewgesagten Domanen erklart die
ausgebliebene Spaltung durch Chymotrypsin. Als sdieinliches Double psi beta-barrel
Protein hat Af1504 fur das entworfene Evolutionssz® die gleiche Bedeutung wie Vat-Nn.
Af1504 fusionierte mit einercoiled coil bildenden Struktur und zeigt damit eine neue
Doméanenkombination innerhalb der Double psi betagb&roteinen
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Abbildung 24 Evolutionsszenario der Cradle loop-barel. Links oben ist der potentielle
dimere Vorfahre von PhS018 aus beiden Halften de80R8 Struktur abgebildet. Das
zentrale b-Strangpaarb2/b5 ist blau. b-Strdnge, die exklusiv in Swapped hairpin-barrels
vorkommen sind gelbfarbig.
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6 Prokaryontische Signaltransduktion

6.1 Einleitung

Durch Untersuchung des potentiellen Double psi-batael Proteins Af1504 in Kapitel 5
wurde Aufmerksamkeit auf ein Operon Amchaeoglobus fulgidugerichtet, welches neben
dem af1504Gen die Genafl502 af1503 und af1505 enthélt (Abbildung 25). Hans-Peter
Klenk (e.gene Biotechnologie GmbH, Feldafing) idexrierte einen Promoter im idealen
Abstand vorafl505 mit einer Initiationssequenz der Transkription uttetbar vor dem
Startcodon der Translation. Zudem konnten Hinweigkribosomale Bindestellen vor den
drei folgenden Genen gefunden werden. Somit siadiér Geneaf1502-af1505translational
gekoppelt und eine funktionelle Interaktion der ieotbn Proteine ist damit vorstellbar. Bis
auf bioinformatische Vorhersagen war kein Protegser Gene charakterisiert worden.

Af1502 ist als kleines,a-helikales Helixturn-Helix Protein vorhergesagt. Eine
Funktion ist nicht bekannt. Af1503 ist als Transrbeamprotein mit einer extraplasmatische
Doméane und einer cytoplasmatischen HAMP Domaneeaigige intrazellulare Domane
vorhergesagt. Af1504 ist ein potentielles Double Ipsta-barrel Protein (Kapitel 5) und
Af1505 ist als Transmembranprotein der ,soluteieafiamily 41“ vorhergesagt und wird in
der Transport classification Database als*Miransporter-E klassifiziert. HAMP Domanen
kommen weit verbreitet in Prokaryonten als Teil RBignaltransduktionsproteinen vor. Damit
liefert die HAMP Doméne eine erste wichtige Ideedie Funktion des Operons.

Abbildung 25 Operonstruktur der A. fulgidus Gene af1502-af1505 RBS steht fir
ribosomale Bindestellen. Unterhalb der GensymbtaEhen ihre vorhergesagten strukturellen
oder funktionellen Eigenschaften.

Prokaryonten detektieren Stimuli in ihrer Umgebudgrch modular aufgebaute
Transmembranrezeptoren. Ligandenbindung findet tmeigrazellular statt und fuhrt zur
Verstarkung oder Abschwachung einer intrazellul&bosphorylierungskaskade. Ein solches
System erlaubt Bakterien einem chemischen Gradienidolgen. Dieses Verhalten wird als
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Chemotaxis bezeichnet (Wadhams and Armitage, 20Ddbei bindet der Ligand an die
extrazellulare Domane eines Chemotaxisrezeptois. toli gibt es Aspartat-, Serin-, Ribose-
und Dipeptidrezeptoren. Zudem gibt es noch den rStftsensor Aerotaxisrezeptor, der
jedoch eine cytoplasmatische Rezeptordomane mh nobekanntem Liganden besitzt. Die
dimeren Rezeptoren wechselwirken Uber eine Phogldmemgskaskade mit den
Flagellenmotorproteinen, die das BewegungsverhatiemZellen durch ihre Drehrichtung
beeinflussen. In Abwesenheit von chemischen Graelefuhren die Zellen einen ,random
walk“ aus, der aus alternierenden Schwimm- und Tebewegung besteht. In einem
chemischen Gradienten kommt es zum ,biased waki‘dem die Schwimm- gegeniber der
Taumelbewegung erhoht wird, um schneller gunstigebi&e zu erreichen. Die
Taumelbewegung dient stets der raumlichen Neuduarig der Zelle.

Neben chemotaktischen Bewegung in chemischen Gradiegibt es viele weitere
Stimuli mit ihren entsprechenden physiologischetwamten. Beim Osmolaritatssensor EnvZ
wird die Aktivitat der Histidinkinasedomane von Ehwn Abhangigkeit der Osmolaritét
reguliert und das Signal fuhrt Gber Aktivierung vbranskriptionsfaktoren zur differentiellen
Expression von Membranporenproteinen.

Extrazellulare und intrazellulare Doméanen sind aftrch HAMP Domaéanen
unmittelbar nach der letzten Transmembranhelix imateer verbunden. HAMP Domanen
wurden urspringlich von Tian Jin und Masayori Inr@ays Linkersegment in Histidinkinasen
und Chemotaxisrezeptoren entdeckt (Jin and Inoli984) und spater von L Aravind und
Chris Ponting mit HAMP bezeichnet (Aravind and Rogt 1999). Das Akronym HAMP
stammt vom Erscheinen dieser Domane _istidinkinasen,_Alenylatcyclasen, athylierten
Chemotaxisproteinen undhBsphatasen. Derzeit sind Uber 4500 HAMP Doménedein
SMART Datenbank (Schultz et al., 1998) enthalteoyan 4400 in Prokaryonten vorkommen
und 100 in Archaeen. Uber ein Funftel aller Histidhasen und tber zwei Drittel der
Chemotaxisrezeptoren besitzen eine HAMP Domaéne.iy¢edAMP Doméanen werden auch
in Pilzen, Pflanzen und Protisten gefunden. lhrpdrag ist wahrscheinlich durch lateralen
Gentransfer aus endosymbiontischen Vorfahren Zérerk (Koretke et al., 2000).

Die Sequenzen der HAMP Domanen zeigen ein sich exedendes Muster aus
sieben Aminosauren, deren Positionen mit den Babkst a-g bezeichnet werden und
Aminosauren an den Positionanund d hydrophobe Eigenschaften zeigen. Dieses Muster
entspricht der heptad periodicity, die von Francis Crick als Markenzeichen vasiled coil
Strukturen beschrieben wurde (Crick, 1953). Biainfatische Analysen haben in den
entsprechenden Regionen von Histidinkinasen paiéntoiled coil formende Sequenzen
aufgezeigt (Singh et al., 1998). Reaktivitatsstudi@t Thiolgruppen von Cysteinresten, die
gezielt in die HAMP Doméne des Aspartatrezeptomgediihrt wurden, konnten die
amphipathischecoiled coil Eigenschaften der HAMP Doménen experimentell gt
(Butler and Falke, 1998). Bis auf die Periodizitéér hydrophoben Reste ist die Sequenz
wenig konserviert und enthalt keine invariantentRes
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HAMP Domanen kénnen zwischen verschiedenen Rezptausgetauscht werden,
woraus funktionelle Hybride entstehen, die sichihirer Aktivitdt aber von den nativen
Rezeptoren unterscheiden. Hybride wurden zwischem Histidinkinase EnvZ und dem
Chemotaxisrezeptor Tar konstruiert (Jin and Inouy@93), zwischen den Histidinkinasen
NarX und CpxA (Appleman et al., 2003), sowie zwithserschiedenen mycobakteriellen
Adenylatcyclasen (Linder et al., 2004). Die Austdsarkeit der HAMP Domanen lasst auf
einen konservierten SignaltransduktionsmechanissobBeRen. Meistens werden Signale in
cis weitergegeben, d.h. innerhalb einer Polypeptigketton der N-terminalen
Rezeptordomane zur C-terminalen Effektordomanee®®&ezeptoren gibt, die intrazellular
nur die HAMP Domaéne besitzen, wird angenommen, @#enso eirtrans Mechanismus
maoglich ist. Dieser beruht auf der regulierbarencWéelwirkung der HAMP Domane mit
Adapterproteinen.

Die HAMP Domane ist die letzte weit verbreitet vomkmende Doméane im
Signaltransduktionssystem von Prokaryonten, derteuki®r noch nicht aufgeklart wurde.
Ihre Struktur ist aber besonders interessant, da die HAMP Doméne immer in einem
konservierten Abstand direkt nach der letzten Trambranhelix befindet und deshalb
maRgeblich an der Ubertragung von Signalen durenMimbran in die Zelle beteiligt sein
muss. Fur den molekularen Signallibertragungsmestmaisi von der extrazellularen
Rezeptordomane durch die Zellmembran zur intraZeén Effektordomane und die
molekulare Funktion der HAMP Domane gibt es untaestliche Modellvorstellungen
(Chervitz and Falke, 1996; Scott and Stoddard, L¥%tens gibt es ein Modell, welches die
HAMP Domane als starre, helikale Verlangerung demn$membranhelix beschreibt, die
translationale Bewegungen zwischen den Rezeptorinkeiten passiv weitergibt: ,,Pushrod-
piston model* (Chervitz and Falke, 1996). Zweitestsllt man sich vor, dass die HAMP
Doméne je nach Signalzustand entweder eoiéed coil Struktur ausbildet oder als lose
Helices an die Membran geheftet vorliegt: ,Helixamangement model* (Williams and
Stewart, 1999). Das dritte Modell beschreibt dieNHFADoméane mit Ahnlichkeit zum Helix-
Loop-Helix Transkriptionsfaktor ,Max“, die zur Sigiweiterleitung eine bisher noch
unbekannte Konformationséanderung vollzieht (Koretkeal., 2003). Das vierte Modell
beschreibt die Chemotaxisrezeptoren in einem Glewelicht zwischen einer dynamischen
und einer eingefrorenen Konformation, die durcha®oh der beiden Rezeptoruntereinheiten
um die gemeinsame Rezeptorachse ineinander Uberggfr®zen dynamic dimer model*
(Kim, 1994).

In dieser Arbeit wurde die HAMP Domane von Af15@8 flie Strukturanalyse mit
NMR-Spektroskopie ausgewahlt. Sie schien aus ekt Grinden besonders fur die
Strukturaufklarung geeignet, da sie von dem hyenmophilen Organismué. fulgidus
stammt und hohe Stabilitdt versprach. Ferner stats einzige intrazellulare Doméane von
Af1503, bis auf die N-terminale liegende Transmesnbelix, in keinen weiteren
Doméanenkontext eingebettet und sollte fur sichirakéabil sein. Aus der Struktur der HAMP
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Doméne wurde fir sie ein molekularer Signaltranidnkmechanismus abgeleitet. Mit dem
Ziel, diesen Mechanismus zu belegen, wurden mehvertationen und Fusionsproteine der
HAMP Domane hergestellt. Damit wurden dann weiteegele funktionelle und strukturelle
Untersuchungen durchgefuhrt. Um eine Vorstellung n voder Funktion des
Transmembranproteins Af1503 zu erhalten, wurde eaodm Liganden von Af1503 gesucht.
Die Bindung eines Liganden an die extraplasmatiddbendne schien wahrscheinlich, da
Af1503 ein Rezeptor eines Signaltransduktionssystsain konnte. Johannes Séding (Max-
Planck-Institut fur Entwicklungsbiologie, Tubingeapalysierte die Sequenz von Af1503 mit
dem Suchprogramm fir homologe Sequenzen HHsenskefand in der extraplasmatischen
Domane von Af1503 ein kurzes Motiv, das EF-Handiiot in Calciumbindenden Proteinen
ahnelte. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Caldundefahigkeit von Af1503 experimentell
mit kaloriemetrischer Titration untersucht.

6.2 Materialien und Methoden

Herstellung von Af1502 Af1502 wurde als C-terminales Fusionsprotein zur G8rgestellt.
Das Gensegment wurde mit PCR als fulgidus DSM 4303 genomischer DNA (LGC
Promochem) vervielfaltigt und isoliert. Uber Primeurden die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol eingefihrt, Gber die das verdautd&RFREodukt in das Expressionsplasmid
pGex4T-1 (GE Healthcare) ligiert wurde. Fur die Eegsion wurde das Plasmid i coli
Bl21 (DE3) Gold Zellen transformiert. Die Zellen ghsen bei 37° C bis zu einer OD von ~
0,6, wurden mit 1 mM IPTG induziert und nach viéurglen geerntet. Nach Resuspendierung
in PBS wurden die Zellen lysiert. Die l6sliche Riak wurde auf eine GSH-Saule (GSH-
Trap FF, 5 ml, GE Healthcare) aufgetragen, mit a0l&wvolumen PBS gewaschen und mit
10 mM Glutathiopg in 50 mM Tris, pH 8 eluiert. Das Eluat wurde mhirdmbin behandelt
(2 U/mg Fusionsprotein), um GST von Af1502 zu spaltThrombin wurde mit 0,1 mM
PMSF inhibiert und die Proteinlésung wurde auf e(elfiltrationssdule (Superdex G75
26/60, GE Healthcare) aufgetragen und mit PBS ®tluie

Herstellung von Af HAMP Die HAMP Domane von Afl1503 (S278-E331) wurde als C
terminales Fusionsprotein zu GST hergestellt. Dass@gment der HAMP Doméne wurde
mit PCR audA. fulgidusDSM 4303 genomischer DNA (LGC Promochem) vervigffiund
isoliert. Uber Primer wurden Restriktionsschnittste BamHI und Xhol eingefiihrt, tiber die
das verdaute PCR-Produkt in das Expressionsplap@ieix4T-1 (GE Healthcare) ligiert
wurde. Fir die Expression wurde das PlasmidEn coli BI21 (DE3) Gold Zellen
transformiert. Die Zellen wuchsen bei 37° C bisemer OD von ~ 0,6, wurden mit 1 mM
IPTG induziert und nach vier Stunden geerntet. NAeBuspendierung in PBS wurden die
Zellen lysiert. Die losliche Fraktion wurde auf ei®SH-Saule (GSH-Trap FF, 5 ml, GE
Healthcare) aufgetragen, mit 20 Saulenvolumen RBfagchen und mit 10 mM Glutathjgn
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in 50 mM Tris, pH 8 eluiert. Das Eluat wurde mit rémbin behandelt (2 U/mg
Fusionsprotein), um GST von Af HAMP zu spalten. Diehandelte Losung wurde nach
Zugabe von 0,1 mM PMSF auf eine Gelfiltrationssg8lgperdex G75 26/60, GE Healthcare)
aufgetragen und mit PBS eluiert. Gereinigtes Af HAMurde bis zu 6 mg/ml konzentriert
und fir NMR Analyse eingesetzt. FEiN- und *°N/*C-isotopenmarkierte Proben wurden
Zellen in M9 Minimalmedium kultiviert®NH,Cl und Glucose bzw. BC-Glucose dienten
als einzige Stickstoff bzw. Kohlenstoffquellen. Digxpression und Reinigung entsprach
exakt dem Vorgehen bei der unmarkierten Probe. Wmischte Proben au$N/=C-
markiertem Protein und unmarkiertem Protein hegdlgst, wurden beide Proteine getrennt
gereinigt, dann gleiche Proteinmengen gemischt, n@udaumchlorid (6 M
Endkonzentration) zugegeben und zweifach gegen di&@igsiert. Die Proteinmenge wurde
mit einem Bicinchoninsdureassay und die Reinhdit3DiS-PAGE ermittelt.

Herstellung der Af HAMP Mutanten In die HAMP Domane von Af1503 wurden
Punktmutationen A291V, A291C, A291F und A291I eiftdpet. Die Position 291 bezieht
sich auf die Sequenz von Af1503. Af HAMP A291V, AZ9 A291Il und A291F wurden mit
Primern, welche die entsprechende Mutation en#mnelind mit Overlap-Extension PCR
hergestellt. Die Reinigung der Proteine erfolgtee widie Reinigung der wildtyp HAMP
Domane.

Strukturbestimmung der HAMP Doméane  Die Struktur von Af HAMP wurde mit NMR-
Spektroskopie bestimmt. Aufnahme der Spektren, esodéren Auswertung und die
Strukturberechnung  wurden  von Murray  Coles  (MawaBhalnstitut  fir
Entwicklungsbiologie, Tubingen) durchgefihrt (pdi#4SW). Ebenso bearbeitete Murray
Coles das Protein Af HAMP A291V mit NMR-Spektroskap

Drehung der Koordinaten der Af HAMP Domane  Eine im Computer modellierte, gedrehte
Struktur von Af HAMP wurde von Markus Gruber (MalaRck-Institut far
Entwicklungsbiologie, Tubingen) erstellt.

Herstellung von Af HAMP-DHP und Af HAMP A291V-DHP  Die Chimaren bestehen aus der
HAMP Domane (S278-L326) von Af1503 voh fulgidusund der DHP Domane (K228-
R289) des Osmolaritdtssensors EnvZ t#orcoli. Erst wurden von jedem Gensegment PCR-
Produkte mit entsprechenden Uberhangen fir die laf@ung hergestellt. Mit Overlap-
Extension PCR wurden beide Gensegmente verknupdt amplifiziert. Uberhangende
terminale Primer fihrten Ndel und Xhol Restriktisdsnittstellen ein, mit denen die PCR
Produkte in pET30b-Expressionsplasmid ligiert wardeélr die Mutation diente Af HAMP
A291V als Templat. Beide Proteine wurden auf deiajle Weise gereinigt. Zellen wurden
bei 37° C kultiviert und bei OD ~ 0,6 mit 1 mM IPTi@duziert. Nach vier Stunden wurden
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die Zellen geerntet, in 30 mM MOPS, pH 7, 50 mM NegSuspendiert und lysiert. Mit dem
l6slichen Protein im Uberstand wurde mit Anioneriauschchromatographie (QHP, 21 ml,
GE Healthcare) in 30 mM MOPS, pH 7 und einem lieeadaCl-Gradienten von 50-300 mM
NaCl Uber 10 Sé&ulenvolumen und von 300-525 mM NaGer 5 S&ulenvolumen
durchgefuhrt. Fraktionen mit Zielprotein wurden eiargt und mit 35% Ammoniumsulfat
(Endkonzentration) versetzt. Nach Zentrifugationrareu der Niederschlag vom Uberstand
getrennt, in 20 mM MOPS, pH 7, 100 mM NaCl geload tauf eine Gelfiltrationsséaule
(Superdex G75 26/60, GE Healthcare) aufgetrages .Hdatein wurde mit 20 mM MOPS, pH
7, 100 mM NacCl eluiert und bis 60 mg/ml konzentridbie Proteinmenge wurde uber
Absorption bei 280 nm bestimmt und die Reinheitdeumit SDS-PAGE nachgewiesen. Die
Proben wurden flr Kristallisationsversuche eingasétir die Markierung der Proteine mit
Selenomethionin wurde das Plasmid in B834 (DE3)efeltransformiert, die in M9
Minimalmedium Kkultiviert wurden. Das Minimalmediuwurde mit jeder der biogenen
Aminosauren (0,1 mg/l) erganzt. Statt Methionin deurSelenomethionin verwendet. Die
Expression und Reinigung wurden analog zu den ukieréen Proben durchgefinhrt.

Herstellung von Af HAMP- und Af HAMP A291V-EnvZ / ¢ Tsr / NarX Die chimaren
Proteine bestehen aus der HAMP Doméne (S278-L3@6)Af1503 und der Kinasedomane
von E. coli EnvZ- (K228-G450), der cytoplasmatischen Doméang Elecoli Serinrezeptors
Tsr (M264-F554) oder der Kinasedoméne des Nitrapzs NarX (A224-E598) voR. coli.
Erst wurden von jedem Gensegment PCR-Produkte mgpeechenden Uberhangen fur die
Uberlappung hergestellt. Mit Overlap-Extension P@iden je zwei Gensegmente verkniipft
und amplifiziert. Uberhdngende terminale Primer rfiém Ndel und Xhol
Restriktionsschnittstellen ein, mit denen die PQRdRkte in pET30b-Expressionsplasmid
ligiert wurden. Fir die Mutation diente Af HAMP A29 als Templat. Die Reinigung aller
Proteine verlief so wie die Reinigung von Af HAMR4B. Der einzige Unterschied bestand
in der Verwendung einer anderen Gelfiltrationssa@leperdex S200 26/60 statt Superdex
G75 26/60.

Strukturbestimmung von Af HAMP-DHP  Verschiedene Bedingungen zur Kristallisation des
Proteins wurden von Ines Wanke (Max-Planck-InstitutEntwicklungsbiologie, Tubingen)
getestet. ROntgenbeugung von Kiristallen, sowie ldieffende Bestimmung der
Proteinstruktur aus Elektronendichtekarten wurden Kornelius Zeth (Max-Planck-Institut
fur Entwicklungsbiologie, Tubingen) durchgefihrt.

Herstellung von Af1503 TM2CC Af1503 besitzt zwei hydrophobe Transmembranbereiche
Fur die Expression des Af1503-Rezeptors wurde oee & ransmembranbereich ausgespart
und der zweite durch einmiled coil bildende Sequenz ersetzt. Die genaue Sequenz ist im
Anhang nachzulesen. Es wurden zwei PCR-Fragmestafti803Gens hergestellt. Das erste
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Fragment umfasste den Bereich vor dem zweiten Trambranbereich (T31-Q253) und das
zweite Fragment den Bereich danach (T276-K338). Rtitmeriberhangen wurde eine
Sequenz eingefugt, die fur eirmiled coil bildende Aminosauresequenz kodierte. Beide
PCR-Fragmente wurden Uber ihre Uberlappenden Eademandergeflgt, verlangert und
durch PCR amplifiziert. Uber terminale Primer wurdRestriktionsschnittstellen fir Ndel
und Hindlll eingefugt. Die beiden Mutationen wurderit Primern und Overlap-Extension
PCR eingefihrt. Das verdaute PCR-Produkt wurde ém gET30b-Expressionsvektor
(Novagen) ligiert und fur die Expressionkn coli BI21 (DE3) Gold Zellen transformiert. Die
Expression wurde bei 37° C durchgefiihrt und induzierde mit 1 mM IPTG bei OD ~ 0,6.
Die Zellen wurden vier Stunden nach Induktion gestrnin 30 mM MOPS, pH 7, 50 mM
NaCl suspendiert und lysiert. Losliches Afl1503 TM2C wurde  mit
Anionenaustauschchromatographie (QHP, 21 ml, GHtht=zae) in 30 mM MOPS, pH 7 mit
linear ansteigendem NaCl-Gradienten Uber 10 Saalemen von 50-525 mM NaCl
gereinigt. Fraktionen mit Af1503 TM2CC wurden veigt und auf Eis mit 30%
Ammoniumsulfat (Endkonzentration) versetzt. Derddieschlag wurde durch Zentrifugation
vom Uberstand getrennt, in 20 mM MOPS, pH 7, 100 N&CI, 10 mM EDTA geldst und
anschlieBend mit Gelfiltration (Superdex S200 2668 Healthcare) in 20 mM MOPS, pH
7, 100 mM NaCl gereinigt. Die Proteinmenge wurderibsorption bei 280 nm bestimmt.

Herstellung von Af1503 TM2CC D88A und D92A Die Mutationen D88A und D92A wurden
mit entsprechenden Primern und Overlap-ExtensioR RCdas Templat Af1503 TM2CC
eingefuhrt. Das PCR Produkt wurde Uber terminale elNdund Hindlll
Restriktionsschnittstellen in den PET30b-Expressiaktor ligiert. Die
Expressionsbedingungen waren die gleichen wie fit563 TM2CC und flhrten zu
unléslicheninclusion bodies In diesem Fall wurden grobere Verunreinigungem den
unléslicheninclusion bodiesdurch mehrfaches suspendieren in 50 mM Tris pE08, mM
NaCl und 1% Triton, zentrifugieren und anschlief@nddekantieren abgetrennt. Die
inclusion bodieswurden in 50 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl, 10 mM DTuhd 8 M
Harnstoff aufgelost und mit Anionenaustauschchrograiphie (QHP, 21 ml, GE Healthcare)
in 50 mM Tris pH 7,5 und 8 M Harnstoff unter denmatenden Bedingungen (6 M Harnstoff)
und mit linear steigendem NaCl-Gradienten tber &Ql&wolumen von 50-525 mM NacCl
zur Elution gereinigt. Fraktionen mit Af1503 TM2CQ88A bzw. D92A wurden vereinigt
(etwa 1 mg/ml) und durch zweimalige Dialyse gegénniM MOPS, pH 7, 100 mM NacCl
rickgefaltet. Endgtiltige Reinheit der Proteine veumirch Ammoniumsulfatfallung und
Gelfiltration analog zur Reinigung von Af1503 TM2GC£reicht. Die Proteinmenge wurde
Uber Absorption bei 280 nm bestimmt und die Reinlverde mit SDS-PAGE nachgewiesen.

Herstellung von Af1503 EP Af1503 EP bezeichnet die extraplasmatische Domzre
Af1503 (T31-Q253). Das Gensegment wurde mit PCR liéimert und mit den
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Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll versehdiber die das PCR Produkt in den
PET30b-Expressionsvektor ligiert wurde. Die Reimguwerlief analog zur Reinigung von

Af1503 TM2CC. Zur Gelfiltration wurde eine Superdéx5 26/60 statt einer Superdex S200
26/60 Gelfiltrationssaule eingesetzt. Die Proteingee wurde Uber Absorption bei 280 nm
bestimmt und die Reinheit wurde mit SDS-PAGE navhggen.

CD und Fluoreszenz-Spektroskopie CD-Spektren wurden mit einem Jasco CD-
Spektropolarimeter J-810 gemessen. Das Geratri§diimelzpunktbestimmungen mit einer
temperierbaren Kivettenhalterung ausgestattetr&saenzspektren wurden mit einem Jasco
FP-6500 Spektrofluorometer gemessen. Die Anreguelismliange far
Tryptophanfluoreszenz betrug 293 nm.

Isothermale kaloriemetrische Titration Fur kaloriemetrische Messungen wurde ein
Microcal VP-ITC Mikrokaloriemeter verwendet. Die aitstemperatur betrug 30° C. Die
Proteinkonzentration in der Zelle betrug 80 uM winel Ligandenkonzentration 2 mM. 3,8 pl
Ligandenlésung wurden 30 mal zugegeben. In dieserdt@var das Messzellvolumen 1,4295
ml. Nach der Datenaufnahme wurden die von der SoftdleseGerateherstellers automatisch
angendherten Integrationsgrenzen manuell fur jagektion verfeinert. Eine Titration ohne
Protein wurde als Leerwert verwendet und von desddaten mit Protein abgezogen. Mit der
gleichen Software wurde eine sigmoidale Funktiordi@Messdaten angelegt und daraus die
Assoziationskonstante, die Bindungsstochiometrigge dReaktionsenthalpie und die
Reaktionsentropie bestimmt. Im folgenden Absatit edautert werden, wie sich die
sigmoidale Bindungskurve erklaren lasst und wie Higebnisparameter daraus bestimmt
werden.

Durch Injektion eines Liganden zu einem Rezeptdssteht bei exothermen Reaktionen
Warme oder es wird bei endothermen Reaktionen Wéa&remtigt. Dies verursacht eine
Temperaturanderung in der Messzelle gegeniber denVasser gefillten Referenzzelle des
ITC-Gerates. Die benotigte Energiemenge, um die peeaturdifferenz  durch
Warmeanderung nach Injektion des Liganden zu kosipen, liefert das Messsignal. Eine
adiabatische Isolierung der Zellen verhindert deirméaustausch mit der Umgebung. Die
Kompensationsenergie wird wahrend des Experimentisenommen, in der Auswertung far
jede Injektion integriert und auf die Stoffmenges deganden normiert. Den theoretischen
Hintergrund liefern das Massenwirkungsgesetz uadstisetzte der Thermodynamik:

Fur die reversible Reaktion des Liganden L mit dRerzeptor R zum Ligand-Rezeptor-
Komplex LR gilt:

L+R« LR (Gleichung 1)



58 6-Prokaryontische Signaltransduktion

und aus dem Massenwirkungsgesetz folgt die Assom&skonstante:

« = IR
[LIAR]

(Gleichung 2)

mit den Gleichgewichtskonzentrationen [LR], [L] ufi].

Die Gesamtkonzentration des Liganden ist:

[L] =[L]+[LR]  und umgeformf{L] =[L],, - [LR ] (Gleichung 3)

und die Gesamtkonzentration des Rezeptors ist:

[R],; =[LR]+[R] mit Hilfe von Gleichung 2 [R],, =[LR] + K[::?]L] (Gleichung 4)
Einsetzen von Gleichung 3 in Gleichung 4 ergibt:
[R],; =[LR] + [LR] und umgeformt
Ko X([L] - [LRI)
[LR]? +[LR] % - [R], - [L]y - Ki +[R],, {L],, =0 (Gleichung 5)

a

Gleichung 5 ist eine in [LR] quadratische Gleichumig der Losung:

b- vb” - 4a

[LR] =- 5 (Gleichung 6)

wobei sich a und b aus Gleichung 5 ergeben als

b=- [R]tot - [L]tot - (Gleichung 7)

1
Ka
a=[R]g[L]o (Gleichung 8)

Nun wird die Ableitung von [LR] nach [k} aus der Gleichung 6 gebildet, welche die

Anderung der Liganden-Rezeptor-Konzentration bei eigshder Liganden-
Gesamtkonzentration angibt:
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1+u w

dRl_1, Y5 o
dille 2 JW? - 2xwx(1- u)+ (1+u)?

(Gleichung 9)

mit u = _r (Gleichung 10)
Ka 1Rl
und w= (Ll (Gleichung 11)
g
[Rli:

Die gemessene Warme ist proportional zur Bildung diganden-Rezeptor-Komplexes.
Proportionalitatskonstanten sind dabei das konstaellvolumen V und die konstante molare
ReaktionsenthalpibH®:

dQ=V xDH° xd[LR] (Gleichung 12)

Gleichung 12 eingesetzt in Gleichung 9 ergibt:

1- 1+u w
_dQ  _ oty 22 (Gleichung 13)
Vod[L] 2 WP - 2xwx(1- u)+ (1+u)?

dQ

die differenzielle Warme——— ist der experimentell bestimmte Parameter
tot

Aus Gleichungen 11, 12 und 13 erkennt man die Abigikeiten der Titrationskurve
hinsichtlich der Assoziationskonstante, Konzentragn der Reaktionspartner und molarer
Enthalpie.

Wenn die Assoziationskonstante geg¥én geht, dann geht u gegen Null und die
gemessene Warme ist nur noch abhangig von dereingn Ligandenmenge (Gleichung 11).
Jeder Ligand wird gebunden, solange noch gentgener fRezeptor vorhanden ist. Ist der
Aquivalenzpunkt der Titration erreicht, findet keinBindung und damit keine
Warmeanderung mehr statt. Es resultiert eine dhifiernge Titrationskurve mit abruptem
Ubergang am Aquivalenzpunkt (Abbildung 26).
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Geht die Assoziationskonstante gegen Null, dannbergich eine fast lineare
Funktion, in der die Ligandenkonzentration fastnke Einfluss mehr hat. Es findet dann
kaum Bindung und kaum Warmeanderung statt (Abbdd2).

Bei mittleren Assoziationskonstanten beschreibtFdiaktion eine sigmoidale Kurve
mit dem Ubergang am Aquivalenzpunkt. Es hangt vonerh¥ltnis von der
Assoziationskonstante zur Rezeptorkonzentrationvabstark die S-Form ausgepragt ist. Um
dieses Verhaltnis zu beschreiben, wurde der Paesroeingefuhrt, der reziprok zu u ist:

C= = Ka >{R]t0t

Gut auswertbare Kurven erhalt man fur 10 < ¢ < 1@®bildung 26) Dann hat die Kurve
namlich drei ausgepragte Bereiche: Ein Plateaudemn Aquivalenzpunkt, den Ubergang
durch den Aquivalenzpunkt und ein Plateau nach demivalenzpunkt. Durch Wahl der
Ligandenkonzentration und der Injektionsvolumineeieht man eine ausreichende Anzahl
von Messpunkten in diesen drei Bereichen. Bei &eliven Assoziationskonstanten ist eine
geringe Rezeptorkonzentration nétig. Sie muss hbeh genug sein, um so viel Warme zu
erzeugen, dass die Empfindlichkeitsgrenze des &enditht unterschritten wird. Bei sehr
niedrigen Assoziationskonstanten braucht man far aisgepragtes Anfangsplateau hohe
Rezeptorkonzentrationen. Bei Proteinen als Rezeptoruss man Ldslichkeitsgrenzen oder
Grenzen von herstellbaren Proteinmengen beachten.

Abbildung 26 lllustration von ITC-Kurven. (Links) Parameter, die aus einem ITC-

Experiment und der resultierenden Kurve abgeleserden kénnen. (rechts; aus Current
Protocols in Protein Science) Einfluss des Verligdas zwischen Assoziationskonstante und
Rezeptorkonzentration. Das Verhdltnis ist durch deWert ausgedrickt, der in der

Abbildung an die jeweilige Kurve geschrieben wurde.

Durch die Messpunkte kann eine sigmoidale Kurveepagst werden und man erhalt daraus
funf Informationen. (Abbildung 26). Die Lage des uleplenzpunktes bestimmt die
Stochiometrie der Reaktion. Aus dem Ho6henunterdchder Plateaus ergibt sich die
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ReaktionsenthalpiBH. Die Assoziationskonstante;kergibt sich aus der Kurvenanpassung
und Gleichung 13. Aus der Assoziationskonstante deh Massenwirkungsgesetzt ergibt
sich die freie Reaktionsenthaldd& und damit die Reaktionsentrofis.

Analytische Gelfiltration ~ Zur Bestimmung der Oligomerisierung der Proteind 583 EP
und Afl503 TM2CC sowie dessen Mutationen D88A un@2A wurde Gelfiltration
(Superdex S200 Global 10/300, GE Healthcare) inmd® MOPS, pH 7, 100 mM NacCl
durchgefuhrt. Zur Untersuchung des Einflusses vaici@n wurde in diesen Fallen der
Puffer um 2 mM CaGlerganzt. Das Elutionsprofil wurde tUber UV-Absooptibei 280 nm
aufgezeichnet.

E. coli Stamme fur Chemotaxisassays CP362 D(tsr)-7028D(tar-tap) 5201D(trg)-100 his
leu rpsL ara lac thi tonA tsx xyl zbd:Tn5) sindE. coli Zellen, denen alle
Chemotaxisrezeptoren fehlen. Das Plasmid pNT2@ft &i@e Ampicillinresistenz und ddn
coli Aspartatrezeptor Tar nach einem tac-Promoter. é3eidurde von Gerald Hazelbauer
(University of Missouri, USA) zur Verfigung gestell

Chemotaxisassays Fur Chemotaxisexperimente wurden chimare Aspagaptoren auk.
coli Tar und der HAMP Doméane von Af1503 hergestelltfiDavurden PCR-Fragmente des
tar-Gens, welche die Proteinfragmente 1tag und tagesz-630 kodieren, durch Overlap-
Extension PCR mit einem PCR-Fragment verknupft, fldasA291C, A291V oder wildtyp
Af1503;50-326 kodiert. Das fertige PCR-Produkt wurde mit Xbalduikpnl verdaut und in
pNT201 ligiert. Das ergab drei Expressionsplasmidier Kontrolle des tac-Promoters: Tar-
AfHAMP (kodiert fur Tag 215Af1503(Wildtyp)ogo-326l afe2-639, Tar-AfHAMPazg1c (kodiert
fur Tan.215Af1503(A291C)g0.326l akez639 UNd Tar-AfHAMPaxe1v  (kodiert fur Tai.
215AF1503(A291V)so-326l af2s2-639. Chemotaxisassays wurden als ,swarm-plate Assays”
durchgefuhrt. Das Medium fir die swarm-plates besi@us 0,3 % Agar, 10g/l Trypton, 5 g/l
NaCl und sofern nétig 100 pg/ml Ampicillin und 2MUIPTG. In die Mitte jeder Platte
wurden 5 pl einer Flussigkultur in LB von CP362I12rlin logarithmischer Wachstumsphase
pipettiert. Verschiedene Ansétze enthielten unteesitiche Plasmidvarianten in den Zellen.
Alle Platten wurden bei 30° C und 24 Stunden langubiert und nach definierten
Zeitabstanden fotografiert, um die radiale Aushiagsgeschwindigkeit zu bestimmen. Um
Bewegungsphanotypen und die Taumelfrequenz zu nbesin, wurden die Zellen
lichtmikroskopisch betrachtet. Daftr wurden diclewgchsene Flussigkulturen von CP362
Zellen 50-fach in LB-Medium verdinnt und nach 1forslen mit 0,1 mM IPTG induziert
und drei weitere Stunden inkubiert. Um die Zellerdie logarithmische Wachstumsphase zu
bringen, wurden die Zellen nochmals zehnfach inM&ium mit 0,1 mM IPTG verdinnt.
Nach genau einer Stunde wurden sie fur die miknoiskbe Inspektion finffach in PBS
verdunnt und direkt mit 40-facher Vergro3erung Bha@senkontrast betrachtet.
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Adenylatcyclaseassays Fusionsproteine, bei denen die HAMP Doméane N-teaman die
Adenylatcyclase Rv3645 vonMycobacterium tuberculosisfusioniert wurde und
Adenylatcyclaseassays wurden von Franziska Bedinlgen Linder und Professor Joachim
Schultz am Pharmazeutischen Institut der Univedrsitébingen durchgefihrt. Weitere
Einzelheiten kénnen in (Linder et al., 2004) nadbgen werden.
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6.3 Ergebnisse

Herstellung und Struktur der HAMP Domane  Das Protein Af HAMP konnte als Idsliches
GST-Fusionsprotein exprimiert und gereinigt werdBie HAMP Doméane konnte durch
Thrombin von GST gespalten und isoliert werden. Biriktur der HAMP Domane wurde
mit NMR-Spektroskopie ermittelt und ergab einenzSain 20 Strukturen mit einem RMSD
von 0,17 A fir alle Atome des Peptidriickgrats ur® fiir alle nicht-Protonen Atome. Die
Strukturen zeigen ein dimeres, paralleles Vierltigindel (Abbildung 27). Die Helices jedes
Monomers &1 unda?2) sind gleich lang und um eine Umdrehung entlaag Helixachse
versetzt. Beide Helices sind Uber einen rechtslgémgil3 Aminosaure langen (G297-A309)
loop miteinander verbunden.

Abbildung 27 Struktur der HAMP Doméane. Die oberen Bilder unterscheiden sich
voneinander durch Drehung um die vertikale Achs@.emini befinden sich oben. Das Bild
unten links geht aus dem Bild oben links durch Drghum die horizontale Achse hervor.
Unten rechts sind die Reste, die an der Kernverpagkeilnehmen farbig eingezeichnet. Rote
Reste zeigen genau zur Achse des HelixbindePosgitionen), blaue Reste umrahmen den
Kern (da-Positionen). N-Termini sind dem Betrachter zugestan
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Die Topologie ahnelt der von basischen Helix-Loogltd Transkriptionsfaktoren, deren
Helices jedoch durch einen linkshandideap miteinander verbunden sind. Die 13 Reste des
loops sind etwas langer als die minimal nétige Anzahh Westen, um die Entfernung der
Helixenden von 26 A zu uberbriicken. Daher nimmt ¢wop eine fast gestreckte
Konformation ein, von der nur Q306 abweicht undegjn-bulge” Konformation einnimmt.
Die kirzesterloopsin HAMP Doménen sind 12 Reste lang und durften idapilkommen
gestreckt sein. Am Ende der ersten Helix befinddt sinturn, der durch das fast invariante
G297 mdglich wird. Detoop miindet an seinem C-terminalen Ende in ein konsdes Qi
E-X-Gsz13Motiv, das als ,,capping“-Sequenz fa2 und damit als Markierung fur den Beginn
von a2 dient. Die Sequenz zeigt ein sich wiederholendgshen Aminosauren langes,
hydrophobes Mustehéptad periodicityAbbildung 28).

Abbildung 28 Sequenzeigenschaften der HAMP DomaneDie abgebildete Sequenz
stammt von der HAMP Domane auds fulgidus Die hydrophoben Reste sind mit roten
Kasten gekennzeichnet. Einheiten tieptad periodicitysind durch waagrechte Klammern
markiert. Darunter stehen Positionsbezeichnunganéafeder reguléareknobs-into-holes
Geometrie wie es erwartet und gemal deomplementaryk-da’” wie es beobachtet wurde.
Die rot bzw. blau markierten Reste entsprechen m#en und blauen Seitenketten aus
Abbildung 27 unten rechts. Das obere Histogrammlltstdie durchschnittliche
Hydrophobizitat jeder Position nach Kyte-Doolitttar und das untere Histogramm das
durchschnittliche Seitenkettenvolumen it &iir die Histogramme wurde eidignmentaller
bekannten HAMP Doméanen verwendet. Die roten Krkgezeichnen die Position A291, an
der Mutationen eingefuhrt wurden.

Diese Periodizitat, die das Markenzeichen woiled coil Strukturen ist (Crick, 1953), liel3
eine regulare&knobs-into-holesGeometrie der hydrophoben Reste erwarten. KD@bs-into-
holes Geometrie beschreibt einen Rest lad®h der von Resten der symmetrie-verwandten
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Helix (hole) umgeben ist. Daher sind symmetrie-verwandte Restdang der Helix
nebeneinander angeordnet (Lupas and Gruber, 2005).

In der HAMP Domane jedoch, weichen die Reste destefkerns von dieser
Geometrie ab und zeigen direkt auf die Helixachs damit auf den symmetrisch liegenden
Rest der gegenuberliegenden Helix (Abbildung 2&mnechts). Diese Geometrie wurde in
coiled coil Strukturen beobachtet, deren Sequenz vom kanamstMiederholungsmotiv
abweicht (Gruber and Lupas, 2003). Diese abweiater@deometrien werden durch zwei
unterschiedliche geometrische Positionen fir Réssehydrophoben Kerns beschrieben. Zum
einen gibt es di-Position, in der die Reste direkt in Richtung Katihse zeigen. Zum
anderen gibt eda-Positionen, in denen die Reste seitwarts zeigehaime zentrale Kavitat
bilden. In der HAMP Domane gibt es vier Ebenen bptiober Reste, die aus gemischiten
und da-Positionen bestehem:Positionen augl sind mitda-Positionen aus2 kombiniert
und umgekehrt (Ebene 21284 -da E311/1312; Ebene 21a L287/S288 x L315; Ebene 3x
A291- da S318/1319; Ebene 4la 1294/A295 - x L322; Reste inoiled coilswerden gemali
ihrer geometrischen Position bezeichnet. Deshatim ks vorkommen, dass ein Rest in zwei
verschiedenen Konformationen zwei unterschiedliBbeeichnungen tragt, sofern sich seine
geometrische Lage durch eine Konformationséandemergndert). Diese Geometrie wurde
bisher nicht beschrieben und wurde hier erstmalsc@mplementarx-dd' benannt, da sich
x-Positionen undda-Positionen gegenseitig ergdnzen. Eine ahnlichepd&ungsgeometrie
wurde bisher nur in der TetramerisierungsdoménebhamRepressor (1LBI, Reste 335-357)
gefunden. In dieser Struktur sind die Helices jédamtiparallel. Markus Gruber (Max-
Planck-Institut fir Entwicklungsbiologie, Tubingeugrsuchte, die experimentell ermittelte
Struktur der HAMP Domaéane mit deromplementaryx-da Geometrie rechnerisch in die
kanonischeknobs-into-holesGeometrie zu Uberfuhren. Es gelang, die gegebénet@
durch 26° Drehung jeder Helix um ihre eigene Achsalie kanonisch&nobs-into-holes
Geometrie zu drehen. Benachbarte Helices drehtesi daentgegengesetzte Richtungen.

Mutationen der Af HAMP Domane Die Af HAMP Doméne wurde rechnerisch durch
Helixrotation von dercomplementary x-dan die knobs-into-holesKonformation Uberfihrt.
Um sie tatsachlich ebenfalls in diese Konformatien Uberfihren wurden gezielte
Mutationen in die HAMP Domane von Af1503 eingefiilidte Mutationen betrafen den Rest
A291 und fuhrten dort volumindsere Seitenketten Biese Position im Inneren desiled
coil Kerns ist aufféllig, da sie in HAMP Domanen vomezn Rest mit kleiner Seitenkette
eingenommen wird (Abbildung 28). AuRerdem wurdedeme HAMP Doménen an dieser
Position bereits mutiert. Die HAMP Domanen der Hdiskinasen EnvZ und NarX haben an
der A291 von Af1503 entsprechenden Position ebisnéahen Alanin Rest. Mutationen von
diesem Alanin fuhrten zu phanotypischen Verandezan@Appleman and Stewart, 2003;
Tokishita et al., 1992).
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Tabelle 4 Schmelztemperaturen verschiedener HAMP Mianten

Af HAMP Wildtyp A291C A291V A291F
Schmelztemperatur [°C] 59 68 77 50

Zunachst wurden hier vier Varianten von Af HAMP dpestellt: Wildtyp, A291V, A291C,
A291F. Die CD-Spektren waren jeweils identisch widerspiegelten dia-helikale Struktur
der HAMP Domaéne (Abbildung 29 A). Die Mutationersdeestes A291 zeigten einen grof3en
Einfluss auf die Schmelztemperatur und damit awd 8itabilitit der HAMP Domane.
(Abbildung 29 B und Tabelle 4). Die Mutation A291&hohte die Schmelztemperatur
gegenuber dem Wildtyp um 18° C. Die Mutation A29I#ngegen senkte die
Schmelztemperatur um 9° C.

Abbildung 29 CD-Spektrum und Schmelzkurven der HAMP Domane.(A) CD-Spektrum
von Af HAMP (Wildtyp). B) Mit einem CD-Spektropolarimeter aufgenommene
Schmelzkurven der HAMP Domane: Wildtyp)( A291V ( ), A291C ( ), A291F ( ).

Ein Zusammenhang zwischen Seitenkettengrof3e uncheéztemperatur konnte daher nicht

abgeleitet werden, da Valin und Phenylalanin jesvedlumindsere Seitenketten besitzen als
Alanin, aber die Schmelztemperatur entgegensatbedinflussen. Ebenso war es maoglich,
Af HAMP A2911 herzustellen und zu reinigen, das riflaéls gefaltet war, aber nicht weiter

untersucht wurde. Es wurden die Mutanten Af HAMBIB und 1319C hergestellt, die zwar

l6slich exprimiert wurden, aber im CD-Spektrum lei@ekundarstrukturen erkennen liel3en
(ohne Abbildung). Fur die folgenden Untersuchungmmeils wurde nur ein ausgewahlter

Teil der Mutationen verwendet.

Funktionelle Untersuchung von Af HAMP  Das néachste Ziel war es, funktionelle Effekte der
HAMP Doméne und den Mutanten der HAMP Domane agh&iransduktionssysteme zu
untersuchen. Mit dem nativen Protein Af1503 und demtiven Organismug\. fulgidus
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konnten keine Experimente durchgefuhrt werden. @&@s Protein stand kein Assay zur
Verfugung und der hyperthermophile Organismfusfulgidus liel3 sich unter gegebenen
Laborbedingungen nicht kultivieren oder genetisendndern. Um dennoch Effekte dér
fulgidus HAMP Doméane zu untersuchen, wurden HAMP Doméner axperimentell
zuganglichen Proteinen und Organismen durch Af HASUPBSstituiert undn vitro undin vivo
Assays durchgefuhrt. Flin vitro Assays wurde die HAMP Domane N-terminal an die
Adenylatcyclase Rv3645 vadycobacterium tuberculosisioniert und in Adenylatcyclase
Assays von Franziska Berndt, Jirgen Linder und hloa&Schultz (Institut fur Pharmazie,
Universitat Tubingen) getestet. Die Assays basiedef dem Nachweis des radioaktiv
markierten Reaktionsproduktes cAMP der Adenylatayel Af HAMP beeinflusste die
Aktivitat der Adenylatcyclase von Rv3645. Af HAMP iMtyp erhthte die Aktivitat der
Adenylatcyclase gegentber der nativen HAMP DomarteAf HAMP A291V reduzierte die
Aktivitat (Abbildung 30 A und B). Dies zeigte zuninen die Austauschbarkeit von Af
HAMP mit anderen HAMP Doménen, den aktivitatsregndnden Effekt von Af HAMP und
den Einfluss des Restes an Position 291 auf dasal®ignsduktionsverhalten der HAMP
Doméane. In weitergehenden Versuchen konnte eine aAdibkeit zwischen der
SeitenkettengroRe an Position A291 und der Adecydtdseaktivitat gezeigt werden
(Abbildung 30 A und B): Je grof3er die Seitenkettedar Position des A291 desto geringer
die Adenylatcyclaseaktivitat.

Ferner wurde der Einfluss von Af HAMP Wildtyp uadn den Mutanten A291V und
A291C auf ihre Signaltransduktionseigenschaften vivo untersucht. Dafir wurde
bakterielles, chemotaktisches Verhalten beobachiestimulierte Bakterien zeigen zwei
alternierenden Bewegungsformen: Schwimm- und Tabewetgung. In einem Gradienten
von anziehenden oder abstol3enden Agenzien ertabhtler Anteil der Schwimmbewegung
gegenuber dem Taumeln, was durch eine Phosphanytiskaskade ausgelost, an dessen
Anfang der modular aufgebaute Aspartatrezeptorsiet, der eine HAMP Domane enthalt.
Diese HAMP Domaéne (Tais-269 Wurde gegen die HAMP Domane aAisfulgidusersetzt. Es
wurden die wildtyp Sequenz von Af HAMP, sowie dieutditionen A291V und A291C
getestet. E. coli Zellen, die diese chimaren Rezeptoren exprimierteerloren ihre
Chemotaxisfahigkeit (Abbildung 31). In der Mitte rdBlatten sind die Zellen als helle
kreisformige Flachen zu sehen. Ohne Chemotaxistemep diffundierten die Zellen nur
wenig vom Zentrum weg. Mit nativem Aspartatrezeptfoigten die Zellen dem
Nahstoffgradienten, den sie selbst durch den Vadbraler Nahrstoffe in der Mitte der Platte
erzeugten. Man sieht eine starke Ausbreitung zumdRder Platte. Zellen mit chimaren
Rezeptoren zeigten minimale Ausbreitung, die etstager war als bloRe Diffusion. Sie war
jedoch bei weitem nicht so ausgepragt wie beimvaatRezeptor. Dies war sowohl der Fall
fur die wildtyp Sequenz von Af HAMP, als auch flie dMutanten A291V und A291C.
Allerdings ist die Unfahigkeit, einem chemischena@enten zu folgen, nur ein Teil des
Phanotyps.
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Abbildung 30 Die HAMP Domane von Afl503 beeinflusstie Aktivitat der katalytischen
Domane der mycobakteriellen Adenylatcyclase Rv3645 vitro und die Funktion desE.
coli Aspartatrezeptors Tar in vivo. (A) Sequenalignment welches die Fusionsgrenzen der
chimaren Proteine AfTHAMP-CHD and Tar-AfHAMP relatau den nativen Sequenzen von
Af1503, Rv3645 and Tar wiedergibt. Die HAMP Domarsend mit einem Kasten und die
Position des mutierten Alanin Restes ist mit * nentk (B) Rv3645HAMP-CHD ist ein
Fragment von Rv3645, das aus der mycobakteriellaMiPl Domane und CHD Doméne
besteht (CHD: cyclase homology domain). AfTHAMP-CHHD ein chiméares Protein, in dem
die mycobakterielle CHD Domaéane C-terminal an Af HRMusioniert wurde. Mutationen in
den chimaren Proteinen betreffen die Position,A##81 in Af1503 entspricht und werden
folgendermal3en bezeichnet: A291G, A291C, A291V, A28nd A291L von AfHAMP-
CHD. (Oben) Spezifische Aktivitat der Adenylatcysga Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar (n > 3). (Unten) Spezifigektevitat der AAHAMP-CHD Chimaren
aufgetragen gegen die SeitenkettengrofRe des Redles Position “291”. Jeder Datenpunkt
ist mit der Abkirzung der entsprechenden Aminoséaekiert. Die Gerade stellt eine lineare
Regression aller Datenpunkte bis auf A291C day.GP362 sincE. coli Zellen, die Defizient
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fur alle Chemotaxisrezeptoren sind. Tar und Tar-AfHP sind Rezeptoren, die in CP362
Zellen exprimiert wurden und ddf. coli Aspartatrezeptor Tar oder Tar, in dem die native
HAMP Doméane gegen Af HAMP ausgetauscht wurde, diaihaBei Tar-AfHAMPa29:c und
Tar-AfHAMP a201v, Wurde Alanin, welches Rest 291 in Af1503 entdprigegen Cystein
bzw. Valin ausgetauscht. (Oben) Radiale Schwimntgesligkeit in swarm-plate Assays.
(Unten) Taumelfrequenz der Zellen. FehlerbalketiestéStandardabweichung dar (oben n =
6, unten n > 15).

Die Unféahigkeit fir Chemotaxis kann namlich sowdbrch erhéhte Taumel- als auch durch
erhohte Schwimmanteile in der Zellbewegung ausgetésden. Beide Storungen fihren zum
Verlust effektiver, gradientengetriebener BewegurMikroskopische Betrachtung der
Zellbewegung liel3 erkennen, dass Af HAMP Wildtyp enhéhter Taumelbewegung flihrte
und die Mutationen A291V und A291C zu erhdhter Samwbewegung (Abbildung 30 C).

In in vivo als auchin vitro wurde die A291C Mutante der HAMP Domane getestetivo
verhielt sie sich wie die A291V Mutante vitro hingegen wie die wildtyp Doméane. Die
Ursache fur diese Diskrepanz bleibt unklar. Einsulidbriicke zwischen den Helices scheint
nicht ausgebildet gewesen zu sein, wewitro kein Unterschied zwischen reduzierenden und
oxidierenden Reaktionsbedingungen zu beobachtenBiae Eigenschaft der Thiolgruppe ist
ihre hohe Polarisierbarkeit, die neben der Seitit@kgrolle ebenfalls eine Rolle spielen
konnte und sich je nach Bedingung und Domanenkogeggensatzlich verhalt.

Abbildung 31 Platten von swarm-plate Assay<t. coli Zellen in LB-Medium wurden in die
Mitte der Platte pipettiert. Die Zellen metabolisés die Nahrstoffe im Zentrum und
erzeugten einen Nahrstoffgradienten mit den hoohKtzentrationen am Rand der Platte.
Das Ausmal3, mit dem die Zellen den Gradienten egits@hwammen, zeigte sich im Radius
der Kolonie (helle Kreise).
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NMR-Analyse von Af HAMP A291V Mit NMR Analyse wurde versucht, die Struktur vof A
HAMP A291V zu bestimmen. Dies gelang nicht, da sthnelles Gleichgewicht zwischen
zwei Konformationen vorlag. Dennoch konnten aus 8pektren bestimmte Eigenschaften
fur Af HAMP A291V abgeleitet werden. Af HAMP A291\zeigt eine kompakte
Vierhelixblndelstruktur und ist der wildtyp HAMP Duwne sehr &hnlich. Die
Verpackungsgeometrie ist entlang der Vierhelixbiextese nicht verschoben. Die genaue
Verpackungsgeometrie der kernbildenden Reste fdach unklar.

Herstellung der Proteine Af1502, Af1503 TM2CC, Afl5 03 EP und Af1504 Die Proteine
Af1502, Af1503 TM2CC, Af1503 EP (die extraplasmelis Domane von Af1503) und
Af1504 konnten als l6sliche Proteine E coli exprimiert werden. Die Mutanten Af1503
TM2CC D88A und Af1503 TM2CC D92A wurden als unl@bié Proteine exprimiert. Der
Transmembranbereich von Af1503 wurde durch einedpfdlerecoiled coil bildende Helix
ersetzt, um die l6sliche Expression zu begunstigdie Proteine ergaben typische CD-
Spektren fur gefaltete Proteine (CD-Spektrum vod58R nicht abgebildet; von Af1503
Abbildung 32; von Af1504 Abbildung 22 und Kapitel. Aus dem negativen Peak bei 208
nm aller Af1503 Varianten sina-helikale Sekundarstrukturelemente zu erkennen.

Abbildung 32 CD- und Fluoreszenzspektren von Af1508roteinen. (A) CD-Spektren von
Af1503 TM2CC (), Af1503 TM2CC D88A ( ), Af1503TM2CC D92A (), Af1503 EP ().
(B) Fluoreszenzspektren von Af1503 TM2CQO),(Af1503 EP (+), Af1503 TM2CC D88A
( ), Af1503 TM2CC D92A X))

Allerdings ist der fura-Helices erwartete negative Peak bei 222 nm nidkgrmbar. Dieser
konnte durch Uberlagerung von Signalen vbsFaltblattstrukturen oder ungeordneten
Bereichen verdeckt sein. Weil der Peak bei 208 mnmViergleich zu reinera-helikalen
Spektren auBergewohnlich stark ausgepragt ist, eist Anteil von ungeordneten
Sekundarstrukturbereichen wahrscheinlich, die eisemken negativen Peak bei 200 nm
erzeugen. Die extraplasmatische Doméane Af1503 Hfr 2een schwachen, unerwarteten
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negativen Peak bei 229 nm. Af1504 und Afl1503 etghalTryptophanreste, die fir
Fluoreszenzspektroskopie genutzt wurden, um didelPramgebung des Tryptophans zu
untersuchen. Bei Fluoreszenzanregung mit Licht\Wlelenlange 293 nm, waren maximale
Fluoreszenzintensitaten bei folgenden Emissionswklhgen zu beobachten: 338 nm bei
Af1504 (Abbildung 22), 332,6 nm bei Af1503 EP urZB3H nm bei Af1503 TM2CC und den
mutierten Proteinen Af1503 TM2CC D88A und D92A (Aldbng 32). In allen Féllen deutet
dies auf eine hydrophobe Umgebung des Tryptophsrdsn, wie sie im Inneren eines
gefalteten Proteins vorkommt. Af1503 TM2CC D88A UD@2A zeigen identische CD- und
Fluoreszenzspektren wie das unmutierte Protein @8IBVI2CC. Daraus lasst sich schliel3en,
dass ihre Riuckfaltung in die native Struktur gelahtit kalibrierten Gelfiltrationsséulen
wurde festgestellt, dass Af1503 TM2CC, sowie digadfionen D88A und D92A als Tetramer
vorliegen und Af1503 EP als Monomer (ohne Abbildung

Calciumbindung an Afi503 Mit dem Programm HHsenser wurde von Johannes §ddin
(Max-Planck-Institut fir Entwicklungsbiologie, Tiigen) ein potentielles EF-Hand Motiv in
der extraplasmatischen Doméane von Af1503 (Af1503EP)gefunden:
DgslIQDg,PKFRSLGAQuNd DXx[DN]X[DNS]Gx(5)[ED] ist die EF-Hand Konsensggjuenz.
Daraufhin wurde die Bindung von Calcium an Af150&erimentell mit kaloriemetrischer
Titration untersucht. Dazu wurde Proteinlésung Vt503 TM2CC, Af1503EP, Af1503
TM2CC D88A oder Afl503 TM2CC D92A in eine adiabalis isolierte
Mikrokalorimeterzelle gegeben und mit Calcium é&tti (Abbildung 33). Die entstehende
Reaktionswarme wurde gemessen. Die molare Reaktitimslpie je Zugabe wurde gegen das
molare Verhaltnis aus Calcium/Protein aufgetra@garaus wurde die Bindungskonstante, die
Stochiometrie der Bindung und die freie Reaktiotisgipie bestimmt. Die
Dissoziationskonstante ergibt sich als reziprokerMider Bindungskonstante. Die Ergebnisse
der kaloriemetrischen Messungen sind in Tabellasammengefasst.
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Abbildung 33 ITC-Messung zur Calciumbindung an Af1®3. Im oberen Bereich ist
jeweils die Reaktionswarme je Zugabe aufgetragemleh unteren Bildteilen sind Kcal/Mol
je Zugabe gegen das Stoffmengenverhaltnis Ligandezeptor aufgetragerA) Calcium zu
Af1503 TM2CC, B) Calcium zu Af1503 EP.

Calciumbindung zu Af1503 TM2CC war eine endother@rgang. Fur eine exergone
Reaktion musste die Reaktion entropisch angetriebsain. Dafiir kommen
Konformationsanderungen des Proteins in Betrachtwieso der Verlust der
Hydrathtllenstruktur der Calciumionen. DeswegendearCD- und Fluoreszenzspektren von
Af1503 EP und Af1503 TM2CC mit und ohne Calciumgarfommen. Unterschiede in den
Spektren und damit Unterschiede im Sekundéarstrgkhalt mit und ohne Calcium konnten
jedoch nicht beobachtet werden. Auch der Oligomertsgsgrad wurde durch Calcium nicht
beeinflusst, was durch analytische Gelfiltratiorzeggt werden konnte (ohne Abbildung).
Af1503 TM2CC war ein Tetramer, Afl1503EP ein MonomebDie gefundenen
Bindungssttchiometrien sind bei Af1503 EP 1:1 ued Af1503 TM2CC 0,7 Calcium pro
Proteinmonomer. Die Assoziationskonstante ist H&683 EP mit 1,4 10° M™ gegeniiber
Af1503 TM2CC mit 7,8x 100 M™* um Faktor 2 héher (Tabelle 5). Bei der Zugabe von
Magnesium konnte keine Bindungswérme gemessen wewmigs durch fehlende Bindung
gedeutet werden kann (Abbildung 34). Um die Bindwes Calciums im Bereich der
vorhergesagten EF-Hand zu lokalisieren, wurden imoteth Af1503 TM2CC die
Aspartatreste D88 (Af1503 TM2CC D88A) und D92 (AIB5TM2CC D92A) jeweils einzeln
gegen Alanin ausgetauscht.
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Tabelle 5 Ergebnisse der Calciumbindungsstudien miaf1503.

Protein Af1503 Af1503 Af1503 Af1503
TM2CC EP TM2CC TM2CC
D88A D92A

Assoziationskonstante [} 7.8x 10° 1,4x 10° 5,3x 10° 7,2x 10°
+1,24x 100 #2,17x10° +1,74x 10° +4,0x 10°

Dissoziationskonstante [M] 1;310°  7x 10’ 1,9x10°  1,4x 10°
Stdchiometrie Calcium/Protein 0,81 0,95 0,61 0,76
DH [Kcal/Mol] 806+14 681+8 833+42 747+51
DS [Kcal/(Mol K)] 30 30 29 29

Diese mutierten Proteine wurden als unldslichelusion bodiesexprimiert und mussten
denaturiert gereinigt und ruckgefaltet werden. Rigkfaltung gelang durch Entfernung des
Harnstoffs durch Dialyse. Die rickgefalteten Pruteizeigten identische CD- und
Fluoreszenzspektren wie Af1503 TM2CC. Die Calciumioing an diese mutierten Proteine
war ahnlich der Calciumbindung an Af1503 TM2CC (&l 5).

Abbildung 34 Keine Magnesiumbindung an Afl1503.Im oberen Bereich ist die
Reaktionswarme je Zugabe aufgetragen. Im unterkhieBen ist Kcal/Mol je Zugabe gegen
das Stoffmengenverhéltnis: Magnesium zu Af1503 TKa2Iifgetragen.
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Struktur von Af HAMP-DHP  Die Struktur von Af HAMP-DHP wurde mit

Rontgenkristallographie gelost. Die HAMP Doméne vgie in der NMR-Struktur ein

Vierhelixbundel und ist zur NMR Struktur fast idesch (Peptidriickgrat RMSD 1,45 A). Der
Ubergang zur DHP Domane ist bei Arginin 56 asymisettrabgeknickt (Abbildung 35). Die
Struktur der isolierten DHP-Doméane ist bereits Ibeka(Tomomori et al., 1999) und ist
identisch mit der Struktur im Kontext der HAMP-Dongd Es handelt sich bei der DHP
Doméne um ein antiparalleles Vierhelixbindel.

Abbildung 35 Struktur von HAMP-DHP. Strukturmodell der HAMP Domane in Fusion
mit der Dimerisierungsdomane von EnvZ. Die N-Ternbefinden sich oben. Die beiden
Strukturen unterscheiden sich durch Rotation umveigikale Achse. Die grau dargestellt
Proteinkette ist keine durchgehende Helix, sonds&ran einer Stelle unterbrochen (markiert
durch einen Pfeil), an der die Symmetrie des dimdfelekuls bricht. Darunter die Sequenz
des Fusionskonstruktes. Die Sequenz von Af HAMPh&wvorgehoben und der Argininrest
im DRT Sequenzmotiv, an dem sich der Knick befingketotfarbig.



6.4-Diskussion 75

6.4 Diskussion

Es gelang, die erste Struktur einer HAMP Doméanbeatimmen. Die HAMP Domane ist ein
a-helikales, paralleles, dimeres Vierhelixblindele Deobachtete Konformation der im Kern
verpackten Reste ist in zweierlei Hinsicht ungewid@hnund neuartig. Es ist das erste
natirlich vorkommende, paralleleoiled coil Vierhelixbindel mit complementaryx-da
Geometrie (alle anderen nattirlichen oder durch Nartan modifizierte Vierhelixbindel mit
entsprechendex-da Geometrie sind antiparallel; parallele Bindel tangjeweils die
kanonische knobs-into-holes Geometrie). Zudem ist es die einzige Struktur mit
asymmetrischer Verpackung, namlich einem gemisciétdre unda-d-g Kern. Das heil3al
verwendet die Rest® d unde, um den hydrophoben Kern zu bilden w2 verwendet die
Reste ad undg (vgl. Abbildung 28) (die Reste einer Siebener-Vébalung sind hierbei von
a bisg durchnummeriert).

Die gefundene Struktur entsprach nicht den Erwgeuanaus der Sequenzanalyse.
Aufgrund des hydrophoben Musters und kleptad periodicityvurde eine kanoniscHaobs-
into-holesStrukturkonformation erwartet. Diese kanoniskhebs-into-holesStruktur konnte
rechnerisch modelliert werden, indem jede Helix @6 um ihre eigene Achse gedreht
wurde. Da es sich um ein Signaltransduktionsproteandelt, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass beide Konformationen mdglich swmadd jede Konformation einem
Signalzustand entspricht. Um dies zu zeigen, wurlemationen in die HAMP Doméne
eingefuhrt, welche die kanonisckaobs-into-holeKonformation stabilisieren sollten. Eine
geeignete Position schien A291 des Af1503 Proteinsein (Abbildung 28). An dieser
Position sind Reste mit kleinen Seitenketten konedr und es ist bekannt, dass kleine
Seitenketten ix-Positionen bevorzugt sind (Gruber and Lupas, 2003)

Dies fuhrte zur Idee, durch VergroRerung der Skéta an dieser Position, die
kanonischeknobs-into-holesKonformation zu stabilisieren. Mehrere Mutationemirden
hergestellt und alle zeigten einen groRen Einflas$ die Thermostabilitdt der HAMP
Doméne. Den gréf3ten Einfluss hatte die Mutante AMP A291V. Hier zeigte sich eine
Zunahme der Thermostabilitdt und der Schmelzpuagt 18° C Uber dem der wildtyp
Doméane. Diese aufféllige Stabilitdtsveranderungt g#inen ersten Hinweis auf eine
Konformationsanderung der HAMP Doméne, die durehMiutation ausgel6st wurde.

In vivo Chemotaxisassays und vitro Adenylatcyclaseassays zeigten, dass die
wildtyp HAMP Doméne und die Mutation A291V Chematphanotypen und
Adenylatcyclaseaktivitditen in  entgegengesetztem neSin beeinflussen. In den
Adenylatcyclaseassays konnte sogar eine Abhangigkeischen der Aktivitdt und des
Seitenkettenvolumens an dieser Position festgesteliden. Die Mutation A291C flgt sich
nicht in diesen Zusammenhang ein. Eine moglichdéErkg ist die hohe Polarisierbarkeit der
Thiolgruppe. Diese Assays geben den zweiten Hinaeissine Konformationsénderung der
HAMP Domaéne, die durch Mutationen an Position AZ8dsgeldst wurden. Zusatzlich
zeigten diese Ergebnisse einen Zusammenhang zwistdre Seitenkettenvolumen und der
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Starke der Veranderung der HAMP Domane. Insbesenzeigen die Ergebnisse, dass die
Mutationen eine Konformationsanderung bewirktenge dein zur wildtyp Domane
entgegengesetztes Signaltransduktionsverhaltengtere

Es wurde versucht, die Struktur der A291V Mutanée HAMP Doméne mit NMR-
Spektroskopie zu bestimmen. Eine genaue Struktuntkoaus den Messdaten nicht abgeleitet
werden, da ein schnelles Gleichgewicht aus zweifétamationen vorlag. Trotzdem konnte
wichtige Informationen fir Af HAMP A291V abgeleiteterden. Bei der Struktur handelt es
sich um ein kompaktes Vierhelixblndel &hnlich zuldtyp Struktur und die hydrophoben
Reste der Untereinheiten sind, im Vergleich zudtypp Doméne, entlang der Biindelachse
nicht verschoben. Diese Ergebnisse kénnen einige edistierenden Modelle Uber den
Signaltransduktionsmechanismus der HAMP Domane chilisBen. Die Resultate
widersprechen dem ,Helix rearrangement* Modell, Ivié¢ HAMP Domane eine kompakte
Struktur behalt wéhrend sie unterschiedliche Zwsarsignalisiert. Die Resultate
widersprechen dem ,Pushrod-piston® Modell, da dietdgeinheiten in unterschiedlichen
Signalzustédnden nicht entlang der Bindelachse Websn sind. AufRRerdem sind die
Untereinheiten nicht durch Rotation um die Blunde$&cverschoben, was gegen das ,Frozen
dynamic dimer* Modell spricht.

Betrachtet man die NMR-Daten von Af HAMP und Af HAVA291V zusammen mit
den mdglichen Konformationen einewiled coil Struktur, so kommt fir die HAMP Doméne
nur die Drehung der Helices um 26° um ihre eigemixidchse in dieknobs-into-holes
Konformation als molekularer Signaltransduktionshatsmus in Frage.

Aus der Rotation jeder einzelnen Helix um ihre e&eAchse ergibt sich die
Uberlegung uber die Symmetrie der kernbildendenteRe®a die Reste in beiden
Konformationen ineinander verzahnt sind, kann diehiDng nur zahnradartig erfolgen, bei
der benachbarte Helices in entgegengesetzte RmptudrehenKnobs-into-holesst eine
symmetrische Verpackung. Deswegen muss die Drehungpmplementary x-d&eometrie
eine Asymmetrie verursachen. Tatséchlich ist die&fi HAMP zu beobachten, dal die
Restea, dunde fur den Kern verwendet uraR die Rest&, dundg.

Die angenommene Rotationsbewegung, um die Konfoomext ineinander zu
Uberfuihren, kann auch durch frihere Experimenterstittzt werden. Andrea Cochran und
Peter Kim (Cochran and Kim, 1996) konnten beregigen, dass GCN4 Leucin zipper als N-
terminaler Fusionspartner des cytoplasmatischerREaeptorfragments (C-terminal der Tar
HAMP Domaéne) zu funktionellen Chimaren fuhrt. Dui€imfligen von drei oder vier Resten,
was einer Rotation gegen bzw. im Uhrzeigersinn peitist, konnte der
Phosphorylierungsgrad von assoziierten Kinasenherbéaw. erniedrigt werden. Kirzlich
zeigten Martin Engelhard und Mitarbeiter, das ddnotBtaxisrezeptor NpSRIl von
Natronomonas pharaonigei Lichteinwirkung eine Drehung der letzten Traesnbranhelix
um 15° und einen translationalen Versatz entlang Helixachse um 0.9 A volizieht
(Moukhametzianov et al., 2006; Wegener et al., 2001
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Es bleibt zu klaren wie ein Signal die HAMP Domameeicht und welche Bedeutung
die HAMP Domane fiur die Signaltransduktion hat. BIBMP Doméne kann als Konverter
von undefinierten Eingangssignalen in ein defiegrt Ausgangssignal dienen. Die
Konformationsanderungen der extraplasmatischen Gteeqisrezeptor Domanen scheint
namlich eine Mischung aus Rotation und Translazansein (Chervitz and Falke, 1996;
Moukhametzianov et al., 2006). Fur die HAMP Domésiad jedoch nur die beiden
definierten Konformationen vorstellbar. Man kanchsdamit die HAMP Domane als binaren
Schalter vorstellen, der umspringt, sobald eine w&tbnwert des Eingangssignals
Uberschritten wurde. Die HAMP Domane konnte sonmé esignalintegration ausfuihren. Ein
breiter Aktivitatsbereich kann durch Steuerung dekichgewicht zwischen beiden
Konformationen der HAMP Domane erklart werden.

Der vorgestellte Rotationsmechanismus in Einklanig dem cis und demtrans
Signaltransduktionsmechanismus. dis wird die Rotation an die C-terminalen Doménen
weitergegeben. Diese sind in EnvZ und Tar bekanr@Ben ebenfallsoiled coil Strukturen
(Kim et al., 1999; Tomomori et al., 1999). Fur deans Mechanismus kann man sich
vorstellen, dass die Rotation neue Interaktiondtimdren bietet, Gber die Wechselwirkung
mit Adapterproteinen ermdglicht oder entfernt wird.

Kristallographisch wurde die Struktur der HAMP Damedin Fusion mit der DHP
Doméne von EnvZ gel6st. Die Struktur dieser HAMPriame ist identisch mit der NMR-
Struktur. Die DHP Domane ist wie erwartet ein aatghleles Vierhelixblndel. Der Bereich
der die beiden Doméanen verbindet, enthalt in edesrbeiden Ketten des dimeren Proteins
einen Knick beim Arginin an Position 55. Hier bitiche Symmetrie im sonst symmetrischen
Dimer. Dieser Knick kdonnte ein durch die Kristaltgang ausgeldstes Artefakt sein. Es ist
aber auch mdoglich, dass er eine Rolle bei der 8mrgnaduktion spielt. Die Beobachtungen,
dass er nur in einem Strang auftritt, die Helixstina lokal unterbrochen wird und der Knick
in einer konservierten Verbindungssequenz zwis¢h®kiP Doméanen und Effektordoméanen
(Glutaminsaure-Arginin-Threonin)  (unverotffentlichtdergebnisse  von  Andrei  Lupas)
vorkommt, sprechen gegen ein Kristallisationsaktef®ie Schieflage der DHP Domaéne
konnte eine Hebelwirkung verursachen, welche diaRmsbewegung der HAMP Doméne
bei der Signalweiterleitung verstarkt. Diese Vermamgt muss durch Vergleiche mit der
Struktur von Af HAMP A291V-DHP, was noch bearbeitetd, bestétigt werden (Tabelle 6).

Um die Rotationsbewegung endguiltig zu beweisenggshotig, die Struktur HAMP
Doméne in der postulierteknobs-into-holeKonformation strukturell zu I6sen. Dafur sind
Punktmutanten der HAMP Domane hilfreich, die bereiler wildtyp Domane
entgegengesetzte Effekte auf Signaltransduktionsiiten gezeigt haben. Das Protein Af
HAMP A291V DHP wurde bereits gereinigt und kristaért. Die Strukturlésung steht noch
aus. Ebenso wurde Af HAMP A291F gereinigt und NMpeBren wurden davon
aufgenommen. Dieses Protein zeigt ein langsamesichgwvicht mit getrennten
Resonanzsignalen fiir beide Konformationen. Auclsai8trukturlésung dauert noch aus.
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Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uiber den Zwischem$taon Ansatzen zur strukturellen
Charakterisierung der HAMP Domaéne.

Tabelle 6 Zwischenstand der Strukturaufklarung vonAf HAMP und Fusionsproteine.

<
. 2 55 B
e 3 2E 7T
_ Loslich exprimiert 2 3 85 >
Protein . T 2 0w s 2
und gereinigt 2 5 o S X
¥ 2 =3 =
5 = ®
vd
HAMP
HAMP A291V 2,1
HAMP A291C 10
HAMP A2911 1,3
HAMP A291F 1,2
HAMP-DHP 1,2
HAMP-DHP (Se-Met)
HAMP A291V-DHP 3
HAMP A291V-DHP (Se-Met)
HAMP-EnvZ 3,5
HAMP A291V-EnvZ
HAMP-cTsr
HAMP A291V-cTsr
HAMP-NarX Nach Reinigung ausgefallen
HAMP A291V-NarX Nach Reinigung ausgefallen

Neben der Strukturaufklarung der HAMP Doméane wurdeh die Ligandenbindung
an die extraplasmatische Doméne von Af1503 untbtsu€alciumbindung des Rezeptors
Af1503 TM2CC konnte gezeigt werden. Die Calciumbing findet in der
extraplasmatischen Domane statt, da auch dieserisoextraplasmatische Doméane Af1503
EP Calcium bindet. Die Affinitat ist mit einer Assationskonstante von 1410° M™ bei
Af1503 EP sehr hoch (Tabelle 5). Zudem konnte Hybezifitat fir Calcium gezeigt werden,
da andere zweiwertige Kationen wie Magnesium k&imelung zeigten (Abbildung 34). Fiur
Af1503 EP konnte die Stochiometrie von einem Caifcipro Af1503 EP sicher bestimmt
werden. Die Stochiometrie Calcium pro Af1503 TM2@gt deutlich unter eins bei etwa 0,7
(Tabelle 5) und wurde reproduzierbar gemessen. dfehErklarungen scheinen fiir den
unerwarteten Wert von 0,7 mdoglich. Zum einen kérder Rezeptor wahrend der Reinigung
bereits Calcium gebunden haben, das durch Zugabh&BRJ A wahrend der Reinigung nicht
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entfernt wurde. Dieses bereits gebundene CalciumdevBindestellen blockieren. Weil das
Protein als Tetramer vorliegt, konnte die Calciundeistelle flr zugesetztes EDTA wahrend
der Reinigung schlecht zuganglich gewesen seirmBeonomeren Af1503 EP kdnnte diese
Abschirmung ausgeblieben sein. Bei genauer Bewaghtler Bindungskurve von Af1503

TM2CC fallt auf, dass die ersten beiden Messweitdt hoher liegen als die folgenden. Man
konnte darin eine antikooperative Bindung vermut&as wirde heil3en, dass initial
gebundenes Calcium die Affinitaten weiterer Caldimdestellen erniedrigt und deswegen
eine reduzierte Anzahl von Bindungsstellen vorthtiséntikooperative Bindung ist auch

beim Aspartatrezeptor Tar beobachtet worden (Yehl.et1993). Bei Af1503 EP kommt

aufgrund des monomeren Zustands keine antikooperBthdung in Frage.

Es bleibt zu klaren, welchen Einfluss Calciumbinglueuf Af1503 hat. CD- und
Fluoreszenzspektren zeigten namlich keine Anderdeg Sekundarstrukturgehalte an.
Allerdings wirden diese Techniken auch nicht askes, um z.B. Rotationen zu erkennen,
wie sie fur die HAMP Domane postuliert wurden. Audér Oligomerisierungsgrad wurde
durch Calcium nicht beeinflusst.

Durch Mutation der Aspartatreste des potentielldrHand Motivs konnte keine
wesentliche Schwéachung der Calciumbindung beobbaleien. Mit den Mutationen wurde
eine Carboxylatgruppe, von der Calciumbindung veetnwurde, entfernt. Es wurde davon
ausgegangen, dass sich der Verlust einer lonenhgndu der Affinitdt sichtbar macht. Da
dies nicht der Fall war, deuten die Ergebnisseuddrm, dass dieses Sequenzmotiv nicht an
der Calciumbindung beteiligt ist und keine EF-Ha&doluktur ausbildet. Die Ursache der
scheinbar falschen Vorhersage des Programms HHsé&bs@te darin liegen, dass sehr
geringe Sequenzgemeinsamkeiten zu falschen Annahiben Verwandtschaften gefihrt
haben.

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen Uber die HAMPd@he ist vorstellbar, dass
Calciumbindung die beschriebene Rotation der HAM#mANe in Af1503 ausldst. Da die
Gene af1502-af1505translational gekoppelt sind, ist auch eine fuorktile Interaktion
denkbar. Af1502 oder Af1504 kénnten mit der HAMP nime Komplexe bilden und
Adapter fur weitere Signaltransduktionsproteinadil konnten. In diesem Fall wirde man
die Beteiligung weiterer Enzyme wie Histidinkinasemvarten. Man kann sich aber ebenso
eine direkte Interaktion mit dem Kationentransporf&1505 vorstellen. Interaktionen
zwischen diesen Proteinen mit Koprazipitationsvelnsn konntenin vitro jedoch nicht
nachgewiesen werden. Ebenso wurde nach Proteireehysat vonA. fulgidusgesucht, die
mit den gereinigten Proteinen Af1502, Af1503 und 304 koprazipitieren. Auch hier konnte
kein potentieller Interaktionspartner gefunden werd Eine Schwierigkeit bei diesen
Interaktionsstudien war, dass die Arbeitsbedingongeeit von den physiologischen
Bedingungen des ArchaeurAs fulgidusentfernt waren. Erschwerend fir genetische ader
vivo Experimente ist, dass der Organisndudulgidusauf3erst schwer zu kultivieren ist und
keine genetischen Methoden zur Verfigung stehen.
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Um Ideen Uber die Funktion eines regulierten Cabstioms durch den Transporter
Af1505 zu sammeln, kann man auf bereits durchgefiBtudien in E. coli und anderen
Bakterien zurtickgreifen. In prokaryontischen Sitmaalsduktionssystemen sind Proteine mit
calciumbindenden, extraplasmatischen Cache Domidglemnt (Anantharaman and Aravind,
2000). Es konnte aufRerdem gezeigt werden, dassngrelzellulare Calciumkonzentrationen
bei Chemotaxis verandern (Tisa and Adler, 1995k dass Verarmung von Calcium im
Cytosol zu fehlerhaftem Chemotaxisverhalten fufiisgd and Adler, 1995a). Die spezifische
Rolle des Calciums blieb bisher jedoch ungeklait. die Quelle des Calciums gibt es zwei
denkbare Mdoglichkeiten. Entweder ist es bereit€iytosol in gebundener Form und wird bei
Ligandenbindung freigesetzt oder es befindet sickeinem regulierten Austausch mit der
Umgebung. Fur letzteres spricht, dass lonenkanhbliohen das chemotaktische Verhalten
beeinflussen (Tisa and Adler, 1993). Ein regulier@alciumstrom mit direktem oder
indirektem Einfluss auf chemotaktisches Verhaltsn gine vorstellbare Funktion fur die
Proteine Af1502-Af1505 im Archaeu fulgidus
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7 Anhang

7.1 Exprimierte Proteinkonstrukte

In diesem Abschnitt sind die Nukleotidsequenzen edgrimierten Proteine aufgelistet und

abgebildet. Die Ubersetzte Aminosauresequenz sidblauer Farbe dartber. Primer sind in
gruner Schrift abgebildet und stehen an der Statigjer sie an die Nukleotidsequenz binden.
Die Sequenz der ,reverse Primer” ist als Sequersz \d@wartsstrangs in kursiver Schrift

geschrieben und sind entsprechend als komplemeB&geenzen eingesetzt worden. Die
Bezeichnung einer Mutation ist an entsprechendaleSnit roter Farbe markiert.

HIV-1 Protease WT, HIV-1 Protease D25N

PET30Db (Ndel, Hindlll); 99 Aminosauren; 10,8 kD;$B,8;€280 nm)= 12780 M cmit
Aus HIV-1 Protease in pbd2-Plasmid, bekommen vorHelix Muller-Sarnowski
(Max-von-Pettenkofer-Institut, Minchen)

ACTGACTGACTGCATATG

CCTCAGATCACTCTTTGGCAAC

IPQITLWQRPLVTIK I GG QLK

1 CCTCAGATCACTCTTTGGCAGCGACCCCTCGTCACAATAAABAGGGGGGCAATTAAAG
GGAAGCTCTATTAAATACAGGAGCAGATGATACAG
GGAAGCTCTATTAAATACAGGAGCAGATGATACAG

N HPR-M
2ZIEALLDTGADDTVLE EMNLPG
61 GAAGCTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGSAAATGAATTTGCCAGGA
4ARWKPKMIGGIGGFI KVRQYD
121 AGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTARAGTAAGACAGTATGAT
61QILIEICGHKAIGT VLVGPT
181 CAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATAAAGCTATAGGTAGRATTAGTAGGACCTACA
BIPVNIIGRNLLTQIG CTLNF?*

241 CCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGBGECACTTTAAATTTTTAA
GATTGGCTGTACTCTAAATTTTTAA
GCTTAAG CTTAAGCTT

HIV-1 Protease Q2C, D25N, C95A, L97C

PET30Db (Ndel, Hindlll); 99 Aminosauren; 10,8 kD;$B,8;€s0 nm)= 12780 M cmit
HIV-1 Protease D25N in pET30b

ACTGACTGACTGCATATG

CCTTGCATCACTCTTTGG

IPCITLWQRPLVTIK I GG QLK

1 CCTTGCATCACTCTTTGGCAGCGACCCCTCGTCACAATAARGAGGGGGGCAATTAAAG
2ZIEALLNTGADDTVLE EMNLPG

61 GAAGCTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGSAAATGAATTTGCCAGGA
4ARWKPKMIGGIGGFI KVRQYD

121 AGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTARAGTAAGACAGTATGAT
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61QILIEICGHKAIGT VLVGPT
181 CAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATAAAGCTATAGGTAGRATTAGTAGGACCTACA
BIPVNIIGRNLLTQIG ATCNE?

241 CCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGGTTACTTGCAATTTTTAA
GACTCAGATTGGCGCTACTTGCAATTTTTAA

GCTTAAGCTTAAG CTT

Trypsinogen S200A

pET3a; 247 Aminosauren; 26,6 kD; pl = 6ebio nmy= 36160 M* crri*
Erhalten von Diethard Mattanovich (Universitat Bodenkultur, Wien)
(Universitat fur Bodenkultur, Wier{Hohenblum et al., 2004))

lIAPFDDDDKIVGGYNCEE NSV
1 GCCCCCTTTGATGATGATGACAAGATCGTTGGGGGCTACARMGTGAGGAGAATTCTGTC

2ZIPYQVSLNSGYHFCG GSLINE

61 CCCTACCAGGTGTCCCTGAATTCTGGCTACCACTTCTGTGGGECTCCCTCATCAACGAA

41QWVVSAGHCYKSRI QVRLGE

121 CAGTGGGTGGTATCAGCAGGCCACTGCTACAAGTCCCGEMAGGTGAGACTGGGAGAG

61lHNIEVLEGNEQFIN AAKIIR

181 CACAACATCGAAGTCCTGGAGGGGAATGAGCAGTTCATCABAERAGCCAAGATCATCCGC

BIHPQYDRKTLNNDIM LIKLSS

241 CACCCCCAATACGACAGGAAGACTCTGAACAATGACATCATBATCAAGCTCTCCTCA

I01RAVINARVSTISLP TAPPAT

301 CGTGCAGTAATCAACGCCCGCGTGTCCACCATCTCTCTGBCCGCCCCTCCAGCCACT

121G TKCLISGWGNTAS SGADYP

361 GGCACGAAGTGCCTCATCTCTGGCTGGGGCAACACTGCAAEGGCGCCGACTACCCA

I4IDELQCLDAPVLSQA KCEASY

421 GACGAGCTGCAGTGCCTGGATGCTCCTGTGCTGAGCCABRBGTGTGAAGCCTCCTAC

I61PGKITSNMFCVGFL EGGKDS

481 CCTGGAAAGATTACCAGCAACATGTTCTGTGTGGGCTTCGIAGGGAGGCAAGGATTCA
CATGTCAGGGTGATGCTGGTGGCCCTGTGG
CATGTCAGGGTGATGCTGGTGGCCCTGTGG

18l1CQGDAGGPVVCNGOQ LQGVVS
541 TGTCAGGGTGATGCTGGTGGCCCTGTGGTCTGCAATGGATIIEAAGGAGTTGTCTCC
200lWGDGCAQKNKPGVY TKVYNY

601 TGGGGTGATGGCTGTGCCCAGAAGAACAAGCCTGGAGTAIXIAAGGTCTACAACTAC

221VKWIKNTIAANS*
661 GTGAAATGGATTAAGAACACCATAGCTGCCAATAGCTAA

ClpA

pET30b (Ndel, Xhol); 758 Aminoséauren; 84,2 kD; p5;9; €280 nmy= 33015 M* cm*
von Escherichia coligenomischer DNA

GGAATTCCAT
ATGCTCAATCAAGAACTGGAACTC
IMLNQELELSLNMAF ARAREH
1 ATGCTCAATCAAGAACTGGAACTCAGTTTAAATATGGCTTTGCCAGAGCGCGCGAGCAC
2IRHEFMTVEHLLLAL LSNPSA
61 CGTCATGAGTTTATGACCGTCGAGCACTTGTTACTGGCGAITBCAGTAACCCATCTGCC
4MIREALEACSVDLVAL RQELEA
121 CGGGAGGCGCTGGAAGCGTGTTCTGTGGATTTGGTTGCELITCAGGAACTGGAAGCC
6LIFIEQTTPVLPASEE ERDTQP
181 TTTATTGAACAAACCACACCCGTTCTGCCTGCCAGTGAAGRESCGCGACACACAGCCG
BITLSFQRVLQRAVFH VQSSGR

241 ACGCTGAGTTTTCAGCGTGTACTGCAACGTGCGGTCTTCGATCAGTCCTCCGGTCGC
IINEVTGANVLVAIFS EQESQA
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301 AATGAGGTTACCGGTGCAAACGTTCTGGTCGCTATCTTTAGRACAGGAGTCGCAGGCG
12AYLLRKHEVSRLDYV VNFISH

361 GCATATCTGTTGCGTAAACATGAAGTCAGCCGTCTCGATGITGSAACTTTATCTCTCAT
141GTRKDEPTQSSDPG SQPNSE

421 GGCACGCGTAAAGACGAGCCGACACAGTCTTCTGATCCTEBUCAGCCAAACAGCGAA
16lEQAGGEERMENFTT NLNQLA

481 GAACAAGCTGGTGGGGAGGAACGTATGGAGAATTTCACGMIETGAATCAGCTTGCG
181RVGGIDPLIGREKE LERAIQ

541 CGCGTGGGCGGAATCGACCCACTGATTGGTCGTGAGAAGGSGAGCGTGCTATTCAG
20lVLCRRRKNNPLLVG ESGVGK

601 GTTCTCTGCCGTCGCCGTAAAAACAACCCGCTGCTGGTGGAEICTGGTGTCGGTAAA
21TAIAEGLAWRIVQG DVPEVM

661 ACCGCGATTGCGGAAGGTCTTGCCTGGCGAATTGTTCAGGSTSTGCCGGAAGTGATG
24IADCTIYSLDIGSLL AGTKYR

721 GCTGACTGTACGATTTACTCTCTCGATATCGGTTCTCTGTGEGGGCACAAAATATCGC
261G DFEKRFKALLKQL EQDTNS

781 GGCGACTTTGAAAAACGTTTTAAAGCGTTGCTCAAGCAGAIASCAGGACACTAACAGC
281ILFIDEIHTIIGAG AASGGDQ

841 ATCCTGTTTATTGATGAGATCCACACCATTATCGGTGCGGBIAGCGTCTGGTGGTCAG
30LVDAANLIKPLLSSG KIRVIG

901 GTCGATGCGGCTAACCTAATCAAACCGTTGCTCTCCAGCBBAATTCGTGTAATTGGT
32ISTTYQEFSNIFEKD RALARR

961 TCGACAACCTATCAGGAGTTCAGCAACATTTTCGAGAAAGEETGCTCTGGCGCGTCGC
34IFQKIDITEPSIEET VQIING

1021 TTCCAGAAAATTGATATTACTGAACCGTCGATCGAAGAAAETTCAAATCATCAATGGC
361LKPKYEAHHDVRYT AKAVRA

1081 CTGAAACCGAAGTATGAAGCGCACCACGACGTGCGTTATRCAAAAGCGGTGCGTGCG
38IAVELAVKYINDRHL PDKAID

1141 GCGGTAGAGCTGGCGGTGAAATACATTAACGATCGTCATOOGGATAAAGCCATTGAT
40lVIDEAGARARLMPYV SKRKKT

1201 GTTATCGACGAAGCGGGCGCTCGCGCACGCCTGATGCCEBIAACGCAAGAAAACC
2INNVADIESVVARIA RIPEKS

1261 GTTAATGTGGCGGATATTGAGTCCGTGGTGGCCCGTATTGEBATTCCAGAGAAGAGT
441VSQSDRDTLKNLGD RLKMLYV

1321 GTTTCTCAGAGTGATCGTGATACCCTGAAAAACCTCGGCGBTTTGAAAATGCTGGTC
61FGQDKAIEALTEAI KMARAG

1381 TTCGGTCAGGATAAAGCCATTGAGGCGCTGACTGAAGCBWITIATGGCGCGTGCAGGT
48ILGHEHKPVGSFLFA GPTGVG

1441 TTAGGTCACGAACATAAACCGGTTGGTTCGTTCCTGTTT@ECCCTACCGGGGTCGGG
500KTEVTVQLSKALG.I ELLRFD

1501 AAAACAGAGGTGACGGTACAGCTTTCGAAAGCTTTGGGARAGCTTCTGCGCTTTGAT
52IM SEYMERHTVSRLI GAPPGY

1561 ATGTCCGAGTATATGGAACGCCATACCGTCAGCCGTCTTEGIGCGCCTCCGGGATAC
541VGFDQGGLLTDAVI KHPHAV

1621 GTTGGTTTTGATCAGGGCGGTTTGCTGACTGATGCGGTGMIGCATCCACATGCGGTG
561LLLDEIEKAHPDVF NILLQYV

1681 CTGCTGCTGGACGAAATCGAGAAAGCGCACCCGGACGTBATATTCTGTTGCAGGTG
58IMDNGTLTDNNGRKA DFRNVYV

1741 ATGGATAACGGTACGCTGACCGATAACAACGGACGCAAAKBEN TCCGTAACGTGGTG
60LLVMTTNAGVRETER KSIGLI

1801 CTGGTGATGACCACCAACGCCGGGGTACGGGAAACTGAGREICCATTGGTCTTATC
62LHQDNSTDAMEE I KK IFTPEF

1861 CACCAGGATAACAGCACCGATGCGATGGAAGAGATCAAGARGTTACACCGGAATTC
64IRNRLDNIIWFDHLS TDVIHQ

1921 CGTAACCGTCTCGACAACATTATCTGGTTTGATCATCTGTARBCGACGTGATCCATCAG
661VVDKFIVELQVQLD QKGVSL

1981 GTGGTGGATAAATTCATCGTCGAGTTGCAGGTTCAGCTGGAGAAAGGTGTTTCTCTG
68LIEVS QEARNWLAEKG YDRAMG
2041 GAAGTGAGCCAGGAAGCGCGTAACTGGCTGGCCGAGAAMBEACCGGGCAATGGGC
700ARPMARVIQDNLKK PLANEL
2101 GCTCGTCCGATGGCGCGTGTCATCCAGGACAACCTGAASDGFCTCGCCAACGAACTG
72ILFGSLVDGGQVTVA LDKEKN
2161 CTGTTTGGTTCGCTGGTGGACGGCGGTCAGGTCACCGTCBEGGATAAAGAGAAAAAT
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7TAMELTYGFQSAQKHKA EAAH?
2221 GAGCTGACTTACGGATTCCAGAGTGCACAAAAGCACAAGEAXECAGCGCATTAA
GCGGAAGCAGCGCATTAACTCGAGCGG

ClpA DN

PET30b (Ndel, Xhol); 605 Aminosauren; 67,0 kD; pb;37;ep280 nmy= 31525 M crmi*
von Escherichia coligenomischer DNA

GGAATTCCATATG

GGCAGCCAGCCAAACAGCGAAGAACAAG

I1GSQPNSEEQAGGEE RMENFT

1 GGCAGCCAGCCAAACAGCGAAGAACAAGCTGGTGGGGAGBAPATGGAGAATTTCACG
2ZITNLNQLARVGGIDP LIGREK

61 ACGAACCTGAATCAGCTTGCGCGCGTGGGCGGAATCGACCTBRATTGGTCGTGAGAAG
41ELERAIQVLCRRRK NNPLLYV

121 GAGCTGGAGCGTGCTATTCAGGTTCTCTGCCGTCGCCGTAMBAACCCGCTGCTGGTG
61GESGVGKTAIAEGL AWRIVAQ

181 GGGGAATCTGGTGTCGGTAAAACCGCGATTGCGGAAGGTEITUTGGCGAATTGTTCAG
81GDVPEVMADCTIYS LDIGSL

241 GGCGATGTGCCGGAAGTGATGGCTGACTGTACGATTTACTCTTGATATCGGTTCTCTG
I1LAGTKYRGDFEKRF KALLKQ

301 TTAGCGGGCACAAAATATCGCGGCGACTTTGAAAAACGTRRAGCGTTGCTCAAGCAG
I22ZLEQDTNSILFIDEI HTIIGA

361 CTGGAGCAGGACACTAACAGCATCCTGTTTATTGATGAGAIAKCACCATTATCGGTGCG
141GAASGGQVDAANLI KPLLSS

421 GGTGCAGCGTCTGGTGGTCAGGTCGATGCGGCTAACCTAKCCGTTGCTCTCCAGC
I61GKIRVIGSTTYQEF SNIFEK

481 GGTAAAATTCGTGTAATTGGTTCGACAACCTATCAGGAGTAGCAACATTTTCGAGAAA
IB1DRALARRFQKIDIT EPSIEE

541 GACCGTGCTCTGGCGCGTCGCTTCCAGAAAATTGATATTMAACCGTCGATCGAAGAA
200TVQIINGLKPKYEA HHDVRY

601 ACTGTTCAAATCATCAATGGCCTGAAACCGAAGTATGAAGTCRCCACGACGTGCGTTAT
21 TAKAVRAAVELAVK YINDRH

661 ACCGCAAAAGCGGTGCGTGCGGCGGTAGAGCTGGCGGTIMWN TAACGATCGTCAT
241LPDKAIDVIDEAGA RARLMP

721 CTGCCGGATAAAGCCATTGATGTTATCGACGAAGCGGGCGEBTGCACGCCTGATGCCG
26lVSKRKKTVNVADIE SVVARI

781 GTAAGCAAACGCAAGAAAACCGTTAATGTGGCGGATATTGRGGTGGTGGCCCGTATT
28lARIPEKSVSQSDRD TLKNLG

841 GCACGCATTCCAGAGAAGAGTGTTTCTCAGAGTGATCGTBATCTGAAAAACCTCGGC
30IDDRLKMLVFGQDKAI EALTEA

901 GATCGCTTGAAAATGCTGGTCTTCGGTCAGGATAAAGCCHSAGGCGCTGACTGAAGCC
321K MARAGLGHEHKP VGSFLF

961 ATTAAGATGGCGCGTGCAGGTTTAGGTCACGAACATAAAGIGGGTTCGTTCCTGTTT
B4IAGPTGVGKTEVTYVAQ LSKALG

1021 GCCGGCCCTACCGGGGTCGGGAAAACAGAGGTGACGGTATAGGAAAGCTTTGGGC
36l1lELLRFDMSEYMER HTVSRL

1081 ATTGAGCTTCTGCGCTTTGATATGTCCGAGTATATGGAATRTACCGTCAGCCGTCTT
3lIGAPPGYVGFDQGG LLTDAYV

1141 ATTGGTGCGCCTCCGGGATACGTTGGTTTTGATCAGGGUGGCTGACTGATGCGGTC
40l KHPHAVLLLDEIE KAHPDYV

1201 ATCAAGCATCCACATGCGGTGCTGCTGCTGGACGAAATOBWGCGCACCCGGACGTG
42ITF NILLQVMDNGTLT DNNGRK

1261 TTCAATATTCTGTTGCAGGTGATGGATAACGGTACGCTGE2TAACAACGGACGCAAA
441ADFRNVVLVMTTNA GVRETE

1321 GCAGACTTCCGTAACGTGGTGCTGGTGATGACCACCAAWGEIEGTACGGGAAACTGAG
461RKSIGLIHQDNSTD AMEEIK

1381 CGCAAATCCATTGGTCTTATCCACCAGGATAACAGCACCGATGATGGAAGAGATCAAG
481K I FTPEFRNRLDNI IWFDHL
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1441 AAGATCTTTACACCGGAATTCCGTAACCGTCTCGACAACATCTGGTTTGATCATCTG

S01STDVIHQVVDKFIV ELQVQL
1501 TCAACCGACGTGATCCATCAGGTGGTGGATAAATTCATCGAGTTGCAGGTTCAGCTG
521IDQ KGVSLEVSQEAR NWLAEK
1561 GATCAGAAAGGTGTTTCTCTGGAAGTGAGCCAGGAAGCRAGTGGCTGGCCGAGAAA
541GYDRAMGARPMARYV I QDNLK
1621 GGTTACGACCGGGCAATGGGCGCTCGTCCGATGGCGCHIETAGGACAACCTGAAA
561K PLANELLFGSLVD GGQVTYV
1681 AAACCGCTCGCCAACGAACTGCTGTTTGGTTCGCTGGTGBACGGTCAGGTCACCGTC
S581ALDKEKNELTYGFQ SAQKHK

1741 GCGCTGGATAAAGAGAAAAATGAGCTGACTTACGGATTCABBGCACAAAAGCACAAG
60lAEAAH?*
1801 GCGGAAGCAGCGCATTAA

GCGGAAGCAGCGCATTAACTCGAGCGG

HPR-CIpA Fusion

PET30b (Ndel, Xhol); 715 Aminoséauren; 79,0 kD; pb;8; epso nmy= 44140 M cmi*
von HIV-1 Protease in pEt30 und ClpA in pET30

ACTGACTGACTGCATATG

CCTTGCATCACTCTTTGG

IPCITLWQRPLVTIK I GG QLK

1 CCTTGCATCACTCTTTGGCAGCGACCCCTCGTCACAATAARGAGGGGGGCAATTAAAG
2ZlIEALLDTGADDTVLE EMNLPG

61 GAAGCTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGSAAATGAATTTGCCAGGA
4ARWKPKMIGGIGGFI KVRQYD

121 AGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTARAGTAAGACAGTATGAT
61QILIEICGHKAIGT VLVGPT

181 CAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATAAAGCTATAGGTAGPATTAGTAGGACCTACA
CAGATTGGTGCCACTTGTAATTTTCGT
CAGATTGGTGCCACTTGTAATTTTCGT

BIPVNIIGRNLLTOQIG ATCNFR

241 CCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGGTCACTTGTAATTTTCGT

AAAGACGAGCCGACACAGTCTTC
AAAGACGAGCCGACACAGTCTTC

101K DEPTQSSDPGSQP NSEEQA

301 AAAGACGAGCCGACACAGTCTTCTGATCCTGGCAGCCAGREPAGCGAAGAACAAGCT

1220GGEERMENFTTNLN QLARVG

361 GGTGGGGAGGAACGTATGGAGAATTTCACGACGAACCTGNGCTTGCGCGCGTGGGC

141GIDPLIGREKELER AlQVLC

421 GGAATCGACCCACTGATTGGTCGTGAGAAGGAGCTGGAGIIIATTCAGGTTCTCTGC

161RRRKNNPLLVGESG VGKTAI

481 CGTCGCCGTAAAAACAACCCGCTGCTGGTGGGGGAATCTEIEGGTAAAACCGCGATT

18IAEGLAWRIVQGDVP EVMADC

541 GCGGAAGGTCTTGCCTGGCGAATTGTTCAGGGCGATGTGRIGTGATGGCTGACTGT

200TIYSLDIGSLLAGT KYRGDF

601 ACGATTTACTCTCTCGATATCGGTTCTCTGTTAGCGGGCARMTATCGCGGCGACTTT

21EKRFKALLKQLEQD TNSILF

661 GAAAAACGTTTTAAAGCGTTGCTCAAGCAGCTGGAGCAGBATAACAGCATCCTGTTT

2411 DEIHTIIGAGAAS GGQVDA

721 ATTGATGAGATCCACACCATTATCGGTGCGGGTGCAGCGEGTGGTCAGGTCGATGCG

261ANLIKPLLSSGKIR VIGSTT

781 GCTAACCTAATCAAACCGTTGCTCTCCAGCGGTAAAATTAGTAATTGGTTCGACAACC

28lY QEFSNIFEKDRAL ARRFQK

841 TATCAGGAGTTCAGCAACATTTTCGAGAAAGACCGTGCTAIGGCGTCGCTTCCAGAAA

3011DITEPSIEETVQ I INGLKP

901 ATTGATATTACTGAACCGTCGATCGAAGAAACTGTTCAAARTCAATGGCCTGAAACCG

321KYEAHHDVRYTAKA VRAAVE

961 AAGTATGAAGCGCACCACGACGTGCGTTATACCGCAAAAGTGCGTGCGGCGGTAGAG
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341LAVKYINDRHLPDK AIDVID

1021 CTGGCGGTGAAATACATTAACGATCGTCATCTGCCGGATBARATTGATGTTATCGAC

36lIEAGARARLMPVSKR KKTVNYV

1081 GAAGCGGGCGCTCGCGCACGCCTGATGCCGGTAAGCAMEIAAACCGTTAATGTG

38lADIESVVARIARIP EKSVSQ

1141 GCGGATATTGAGTCCGTGGTGGCCCGTATTGCACGCATTEARAAGAGTGTTTCTCAG

401SDRDTLKNLGDRLK MLVFGRQ

1201 AGTGATCGTGATACCCTGAAAAACCTCGGCGATCGCTTGAKACTGGTCTTCGGTCAG

421IDKAITEALTEAIKMA RAGLGH

1261 GATAAAGCCATTGAGGCGCTGACTGAAGCCATTAAGATCGBEBSCAGGTTTAGGTCAC

441EHKPVGSFLFAGPT GVGKTE

1321 GAACATAAACCGGTTGGTTCGTTCCTGTTTGCCGGCCCTBCGGTCGGGAAAACAGAG

461VTVQLSKALGIELL RFDMSE

1381 GTGACGGTACAGCTTTCGAAAGCTTTGGGCATTGAGCTTCBEBGTTTGATATGTCCGAG

48l1YMERHTVSRLIGAP PGYVGF

1441 TATATGGAACGCCATACCGTCAGCCGTCTTATTGGTGCGCCBGGATACGTTGGTTTT

S0IDQGGLLTDAVIKHP HAVLLL

1501 GATCAGGGCGGTTTGCTGACTGATGCGGTCATCAAGCATXOASCGGTGCTGCTGCTG

52IDEIEKAHPDVFEFNIL LQVMDN

1561 GACGAAATCGAGAAAGCGCACCCGGACGTGTTCAATATTORCAGGTGATGGATAAC

S41IGTLTDNNGRKADTFR NVVLVM

1621 GGTACGCTGACCGATAACAACGGACGCAAAGCAGACTT@AGGTGGTGCTGGTGATG

S61TTNAGVRETERKSI GLIHQD

1681 ACCACCAACGCCGGGGTACGGGAAACTGAGCGCAAATCGATCTTATCCACCAGGAT

58INSTDAMEEIKKIFT PEFRNR

1741 AACAGCACCGATGCGATGGAAGAGATCAAGAAGATCTTTBCAGAATTCCGTAACCGT

60LLDNIITWFDHLSTDYV IHQV VD

1801 CTCGACAACATTATCTGGTTTGATCATCTGTCAACCGACKHITIECATCAGGTGGTGGAT

621K FIVELQVQLDOQKG®G VSLEVS

1861 AAATTCATCGTCGAGTTGCAGGTTCAGCTGGATCAGAAAGETTCTCTGGAAGTGAGC

641Q EARNWLAEKGYDR AMGARP

1921 CAGGAAGCGCGTAACTGGCTGGCCGAGAAAGGTTACGAGCBATGGGCGCTCGTCCG

66I0M ARVIQDNLKKPLA NELLFG

1981 ATGGCGCGTGTCATCCAGGACAACCTGAAAAAACCGCTORMGAACTGCTGTTTGGT

68l1SLVDGGQVTVALDK EKNELT

2041 TCGCTGGTGGACGGCGGTCAGGTCACCGTCGCGCTGGAIMNBAAAAATGAGCTGACT

7Y GFQSAQKHKAEAA H*

2101 TACGGATTCCAGAGTGCACAAAAGCACAAGGCGGAAGCRBTTAA
GCGGAAGCAGCG CATTAACTCGAGCGG

Saccharopepsin-ClpA Fusion

PET30b (Ndel, Xhol); 754 Aminoséauren; 83,1 kD; pb;57;€280 nmy= 560600 M- cmi*
von Saccharopepsin in pTrxFus erhalten Rickey Y&dgartment of Food Science,
University of Guelph, Guelph, Canada; (Tanaka aada&’ 1996) und CIpA in pET30

GGGGTACCCATATG

GCTTACTGGGAAGTCAAGTTTGAAGG

IAYWEVKFEGIGLGD EYAELE

1 GCTTACTGGGAAGTCAAGTTTGAAGGTATCGGTTTAGGCGBBGTACGCCGAATTGGAG
2ZISHGAAIDTGTSLIT LPSGLA

61 AGCCATGGTGCCGCCATCGATACTGGTACTTCTTTGATTATTGCCATCAGGATTAGCT
4AEMINAEIGAKKGWT GQYTLD

121 GAAATGATTAATGCTGAAATTGGGGCCAAGAAGGGTTGGBSGICAATATACTCTAGAC
61C NTRDNLPDLIFNF NGYNFT

181 TGTAACACCAGAGACAATCTACCTGATCTAATTTTCAACTKATGGCTACAACTTCACT
811 GPYDYTLEVSGSC ISAITP

241 ATTGGGCCATACGATTACACGCTTGAAGTTTCAGGCTCCTAICTCTGCAATTACACCA
I1MDFPEPVGPLAIVG DAFLRK

301 ATGGATTTCCCAGAACCTGTTGGCCCACTGGCCATCGTT@ATGCCTTCTTGCGTAAA
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GCGGTTGGTTTGGCCAAAGCAATTCGTAAA
GCGGTTGGTTTGGCCAA AGCAATTCGTAAA

121Y YSIYDLGNNAVGL AKAIRK

361 TACTATTCTATTTACGATTTGGGCAACAATGCGGTTGGTTBECAAAGCAATTCGTAAA

GACGAGCCGACACAGTCTTC
GACGAGCCGACACAGTCTTC

14IDEPTQSSDPGSQPN SEEQAG

421 GACGAGCCGACACAGTCTTCTGATCCTGGCAGCCAGCCAXBCGAAGAACAAGCTGGT

161GEERMENFTTNLNDQ LARVGG

481 GGGGAGGAACGTATGGAGAATTTCACGACGAACCTGAATCAGGCGCGCGTGGGCGGA

181IDPLIGREKELERA IQVLCR

541 ATCGACCCACTGATTGGTCGTGAGAAGGAGCTGGAGCGTITCAGGTTCTCTGCCGT

200RRKNNPLLVGESGYV GKTAIA

601 CGCCGTAAAAACAACCCGCTGCTGGTGGGGGAATCTGG TEITAAAACCGCGATTGCG

21EGLAWRIVQGDVPE VMADCT

661 GAAGGTCTTGCCTGGCGAATTGTTCAGGGCGATGTGCCGERPATGGCTGACTGTACG

2411 YSLDIGSLLAGTK YRGDFE

721 ATTTACTCTCTCGATATCGGTTCTCTGTTAGCGGGCACAARATCGCGGCGACTTTGAA

261K RFKALLKQLEQDT NSILFI

781 AAACGTTTTAAAGCGTTGCTCAAGCAGCTGGAGCAGGACABTAGCATCCTGTTTATT

281DEIHTIIGAGAASG GQVDAA

841 GATGAGATCCACACCATTATCGGTGCGGGTGCAGCGTCTGGTCAGGTCGATGCGGCT

30INLIKPLLSSGKIRYV IGSTTY

901 AACCTAATCAAACCGTTGCTCTCCAGCGGTAAAATTCGTGARTGGTTCGACAACCTAT

321QEFSNIFEKDRALA RRF QK.

961 CAGGAGTTCAGCAACATTTTCGAGAAAGACCGTGCTCTGGGECGCTTCCAGAAAATT

34IDITEPSIEETVQII NGLKPK

1021 GATATTACTGAACCGTCGATCGAAGAAACTGTTCAAATCARAT GGCCTGAAACCGAAG

36lYEAHHDVRYTAKAYV RAAVEL

1081 TATGAAGCGCACCACGACGTGCGTTATACCGCAAAAGCEIETGCGGCGGTAGAGCTG

38lAVKYINDRHLPDKA IDVIDE

1141 GCGGTGAAATACATTAACGATCGTCATCTGCCGGATAAAGTIGATGTTATCGACGAA

40lAGARARLMPVSKREK KTVNVA

1201 GCGGGCGCTCGCGCACGCCTGATGCCGGTAAGCAAACGBMAGECGTTAATGTGGCG

42IDIESVVARIARIPE KSVSQSs

1261 GATATTGAGTCCGTGGTGGCCCGTATTGCACGCATTCCABREAGTGTTTCTCAGAGT

MIDRDTLKNLGDRLKM LVFGQD

1321 GATCGTGATACCCTGAAAAACCTCGGCGATCGCTTGAAABTGGTCTTCGGTCAGGAT

61K AIEALTEAIKMAR AGLGHE

1381 AAAGCCATTGAGGCGCTGACTGAAGCCATTAAGATGGCGRIFGGTTTAGGTCACGAA

48lHKPVGSFLFAGPTG VGKTEYV

1441 CATAAACCGGTTGGTTCGTTCCTGTTTGCCGGCCCTACCGTBEGGAAAACAGAGGTG

50lTVQLSKALGIELLR FDMSEY

1501 ACGGTACAGCTTTCGAAAGCTTTGGGCATTGAGCTTCTGTGRSATATGTCCGAGTAT

520MERHTVSRLIGAPP GYVGFD

1561 ATGGAACGCCATACCGTCAGCCGTCTTATTGGTGCGCCTOESTACGTTGGTTTTGAT

541 GGLLTDAVIKHPH AVLLLD

1621 CAGGGCGGTTTGCTGACTGATGCGGTCATCAAGCATCCARZGGTGCTGCTGCTGGAC

561EI EKAHPDVFENILL QVMDNG

1681 GAAATCGAGAAAGCGCACCCGGACGTGTTCAATATTCTGTAGGTGATGGATAACGGT

58_]TLTDNNGRKADFRN VVLVMT

1741 ACGCTGACCGATAACAACGGACGCAAAGCAGACTTCCG ARG TGCTGGTGATGACC

60lLTNAGVRETERKSIG LIHQDN

1801 ACCAACGCCGGGGTACGGGAAACTGAGCGCAAATCCATUGEATCCACCAGGATAAC

62lSTDAMEEIKKIFTP EFRNRL

1861 AGCACCGATGCGATGGAAGAGATCAAGAAGATCTTTACAGAEGT TCCGTAACCGTCTC

641IDNIIWFDHLSTDVI HQVVDK

1921 GACAACATTATCTGGTTTGATCATCTGTCAACCGACGTGATAT CAGGTGGTGGATAAA

6lFIVELQVQLDQKGYV SLEVSQ

1981 TTCATCGTCGAGTTGCAGGTTCAGCTGGATCAGAAAGGTBITCTGGAAGTGAGCCAG

SLEARNWLAEKGYDRA MGARPM

2041 GAAGCGCGTAACTGGCTGGCCGAGAAAGGTTACGACCGATRRGCGCTCGTCCGATG

700ARVIQDNLKKPLAN ELLFGS
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2101 GCGCGTGTCATCCAGGACAACCTGAAAAAACCGCTCCCGWRCTGCTGTTTGGTTCG

721LVDGGQVTVALDKE KNELTY
2161 CTGGTGGACGGCGGTCAGGTCACCGTCGCGCTGGATAAA@Q@G\TGAGCTGACTTAC

74GFQSAQKHKAEAAH
2221 GGATTCCAGAGTGCACAAAAGCACAAGGCGGAAGCAGCTHEAT
GCGGAAGCAGCGCAT TAACTCGAGCGG

GFP

Clonetech GFP-Vektor; 249 Aminoséuren; 26,8 kD:BB; €280 nm= 22015 M cm*

1SSKGEELFTGVVPIL VELDGD
1 AGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTGTTGAATTAGATGGTGAT

2ZIVNGHKFSVSGEGEG DATYGK
61 GTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGEATGCAACATACGGAAAA

AL TLKFICTTGKLPYV PWPTLYV
121 CTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTGCATGGCCAACACTTGTC

6ITTFSYGVQCFSRYP DHMKRH
181 ACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCGBAATCATATGAAACGGCAT

81IDFFKSAMPEGYVQE RTIFEK
241 GACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGHEMACTATATTTTTCAAA

I101DDGNYKTRAEVKFE GDTLVN
301 GATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGRAGATACCCTTGTTAAT

12ZRIELKGIDFKEDGN ILGHKL
361 AGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAATTCTTGGACACAAATTG

I4MIEYNYNSHNVYIMAD KQKNGI
421 GAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGABACAAAAGAATGGAATC

161K VNFKIRHNIEDGS VQLADH
481 AAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGTTCAACTAGCAGACCAT

IBlYQQNTPIGDGPVLL PDNHYL
541 TATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTCREAGACAACCATTACCTG

200STQSALSKDPNEKR DHMVLL
601 TCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGABHCCACATGGTCCTTCTT

221EFVTAAGITHGMDE LYK?H*
661 GAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAATACAAAtag

GFP-HPRBS

PET30Db (Hindlll, BamHI); 249 Aminosauren; 28,2 kppl;=5,8; €280 nm)= 22015 M cmit
von Clonetech GFP, eingesetzt in pET30b-Konstrukt m
CATATG AAGCTT ... GGATCC GTAAGTTTCAATTTTCCACAAATAMAITA TAA

CTCGAG

CCC AAGCTT
AGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCC
1SSKGEELFTGVVPIL VELDGD
1 AGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTEGTTGAATTAGATGGTGAT
2IVNGHKFSVSGEGEG DATYGK
61 GTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGEATGCAACATACGGAAAA
41LTLKFICTTGKLPYV PWPTLYV
121 CTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTOGCATGGCCAACACTTGTC
61TTFSYGVQCFSRYP DHMKRH
181 ACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCGBATCATATGAAACGGCAT
81IDFFKSAMPEGYVQE RTIFFK
241 GACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGHEMACTATATTTTTCAAA
I101DDGNYKTRAEVKFE GDTLVN

301 GATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGEAGATACCCTTGTTAAT
121RIELKGIDFKEDGN ILGHKL
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361 AGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAATTCTTGGACACAAATTG

I4MIEYNYNSHNVYIMAD KQKNGI

421 GAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGABACAAAAGAATGGAATC
161K VNFKIRHNIEDGS VQLADH

481 AAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGTTCAACTAGCAGACCAT
IBlYQ QNTPIGDGPVLL PDNHYL

541 TATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTREAGACAACCATTACCTG
200STQSALSKDPNEKR DHMVLL

601 TCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGABHCCACATGGTCCTTCTT
221EFVTAAGITHGMDE LYKGS \%

661 GAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAATACAAAGGATCCGTA
GCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGGATCCGCG

241 SFNFPQITL

721 AGTTTCAATTTTCCACAAATAACATTATAA

GFP-ssrA

pTrc99-His6-GFP-ssrA, Erhalten von Peter Zwickl @vRlanck-Institut fur Biochemie,
Munchen; Referenz (Amann et al., 1988))
257 Aminoséauren, 28,9 kD; pl =6 8280 nmy= 23505 M" cmi*

IMHHHHHHMASKGEE LFTGVYV
1 ATGCATCACCATCACCATCACATGGCTAGCAAAGGAGAAGBATTTCACTGGAGTTGTC
2IPILVELDGDVNGHK FSVSGE

61 CCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTCTGTCAGTGGAGAG
4M1GEGDATYGKLTLKF ICTTGK

121 GGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATRTITTGCACTACTGGAAAA
6ILPVPWPTLVTTFSY GVQCFS

181 CTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTAGTGTTCAATGCTTTTCC
8LIRYPDHMKRHDFFKS AMPEGY

241 CGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTCATGCCCGAAGGTTAT
101VQERTISFKDDGNY KTRAEYV

301 GTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACBYGACGCGTGCTGAAGTC
122KFEGDTLVNRIELK GIDFKE

361 AAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAASSTATTGATTTTAAAGAA
141IDGNILGHKLEYNYN SHNVYI

421 GATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATARCACACAATGTATACATC
161TADKQKNGIKANFK IRHNIE

481 ACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCANA CGCCACAACATTGAA
181DGSVQLADHYQQNT PIGDGP

541 GATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTAATTGGCGATGGCCCT
200VLLPDNHYLSTQSA LSKDPN

601 GTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCTTITCGAAAGATCCCAAC
21IEKRDHMVLLEFVTA AGITHG

661 GAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGEITGGGATTACACATGGC
241IMDE LY K AANDENYALAA

721 ATGGATGAGCTCTACAAAGCTGCAAACGACGAAAACTACGTAGCAGCTTAA

Trap-GroEL

Erhalten von Astrid Ursinus (Max-Planck-Institutr fEntwicklungsbiologie, Tubingen) 546
Aminosauren, 57,2 kD; pl =4,88g0 nm)= 10555 M cmi*

IMAAKDVKFGNDARYV KMLRGYV
1 ATGGCAGCTAAAGACGTAAAATTCGGTAACGACGCTCGTGABAATGCTGCGCGGCGTA
2ZINVLADAVKVTLGPK GRNVVL

61 AACGTACTGGCAGATGCAGTGAAAGTTACCCTCGGTCCAARKBCCGTAACGTAGTTCTG
4ADKSFGAPTITKDGYV SVAREI
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121 GATAAATCTTTCGGTGCACCGACCATCACCAAAGATGGTATCGTTGCTCGTGAAATC
GLIELEDKFENMGAQMYV KEVASK

181 GAACTGGAAGACAAGTTCGAAAATATGGGTGCGCAGATGEABGAAGTTGCCTCTAAA
BIANDAAGKGTTTATV LAQAII

241 GCAAACGACGCTGCAGGCAAGGGTACCACCACTGCAACCIGIGCTCAGGCTATCATC
I01TEGLKAVAAGMNPM DLKRGI

301 ACTGAAGGTCTGAAAGCTGTTGCTGCGGGCATGAACCCGAAGCTGAAACGTGGTATC
12IDKAVTAAVEELKAL SVPCSD

361 GACAAAGCGGTTACCGCTGCAGTTGAAGAACTGAAAGCGUIGGTACCATGCTCTGAC
141SKAITAQVGTISANS DETVGK

421 TCTAAAGCGATTGCTCAGGTTGGTACCATCTCCGCTAACTEACGAAACCGTAGGTAAA
161LIAEAMDKVYGKEGYV ITVEDG

481 CTGATCGCTGAAGCGATGGACAAAGTCGGTAAAGAAGGCOETOACCGTTGAAGACGGT
181TGLQDELDVVEGMDOQ FDRGYL

541 ACCGGTCTGCAGGACGAACTGGACGTGGTTGAAGGTATGURGACCGTGGCTACCTG
200SPYFINKPETGAVE LESPEFI

601 TCTCCTTACTTCATCAACAAGCCGGAAACTGGCGCAGTAG®UEGAAAGCCCGTTCATC
221LLADKKISNIREML PVLEAYV

661 CTGCTGGCTGACAAGAAAATCTCCAACATCCGCGAAATGCTUGGTTCTGGAAGCTGTT
241AKAGKPLLIIAEDYV EGEALA

721 GCCAAAGCAGGCAAACCGCTGCTGATCATCGCTGAAGATGAAGGCGAAGCGCTGGCA
261TLVVNTMRGIVKVA AVKAPG

781 ACTCTGGTTGTTAACACCATGCGTGGCATCGTGAAAGTC@TIGGTTAAAGCACCGGGC
28lFGDRRKAMLQDIAT LTGGTV

841 TTCGGCGATCGTCGTAAAGCTATGCTGCAGGATATCGCABTIGACTGGCGGTACCGTG
3011 SEEIGMELEKATL EDLGOQA

901 ATCTCTGAAGAGATCGGTATGGAGCTGGAAAAAGCAACCGRBGACCTGGGTCAGGCT
321KRVVINKDTTTIID GVGEEA

961 AAACGTGTTGTGATCAACAAAGACACCACCACTATCATCGRECGTGGGTGAAGAAGCT
34IAIQGRVAQIRQQIE EATSDY

1021 GCAATCCAGGGCCGTGTTGCTCAGATCCGTCAGCAGATTGMXGCAACTTCTGACTAC
36lDREKLQERVAKLAG GVAVIK

1081 GACCGTGAAAAACTGCAGGAACGCGTAGCGAAACTGGCSGGGTTGCAGTTATCAAA
381VGAATEVEMKEKKA RVEDAL

1141 GTGGGTGCTGCTACCGAAGTTGAAATGAAAGAGAAAAAAGEBGTTGAAGATGCCCTG
J0LHATRAAVEEGVVAG GGVALI

1201 CACGCGACCCGTGCTGCGGTAGAAGAAGGCGTGGTTGAIGBIGTGTTGCGCTGATC
42IRVASKLADLRGQNE DQNVGI

1261 CGCGTAGCGTCTAAACTGGCTGACCTGCGTGGTCAGAAGBRELAGAACGTGGGTATC
441KVALRAMEAPLROQI VLNCGE

1321 AAAGTTGCACTGCGTGCAATGGAAGCTCCGCTGCGTCAGNEI TGAACTGCGGCGAA
6lEPSVVANTVKGGDG NYGYNA

1381 GAACCGTCTGTTGTTGCTAACACCGTTAAAGGCGGCGACG®IACGGTTACAACGCA
48LATEEYGNMIDMGIL DPTKVT

1441 GCAACCGAAGAATACGGCAACATGATCGACATGGGTATAEATCCAACCAAAGTAACT
500RSALQYAASVAGLM ITTECM

1501 CGTTCTGCTCTGCAGTACGCAGCTTCTGTGGCTGGCCTRNTACCACCGAATGCATG
520V TDLPKNDAADLGA AGGMGG

1561 GTTACCGACCTGCCGAAAAACGATGCAGCTGACTTAGGARIGGCGGTATGGGCGGC
541MGGMGGMM *

1621 ATGGGTGGCATGGGCGGCATGATGTAA

PhS018

pET30b (Ndel, Hindlll); 92 Aminos&uren; 10,3 kD; $B,0;ep280 nm)= 3840 M* cmi*
Aus genomischer DNA voRyrococcus horikosh{ATCC 700860)

CATATGGATGTTTTAGCAAAATTCCATACCACCGTTCATAGAATAGGG
IMDVLAKFHTTVHRI GRIIIP
1 ATGGATGTTTTAGCAAAATTCCATACAACAGTTCATAGAATAGGAGGATCATTATTCCA
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2ZIAGTRKFYGIEQGDF VEIKIV

61 GCAGGCACTCGAAAGTTCTATGGAATAGAGCAGGGTGATIENTGAAATTAAAATAGTA

41KYEGEEPKEGTFTA RVGEQG

121 AAGTATGAAGGTGAGGAACCGAAGGAAGGTACCTTCACAGGAGTAGGTGAGCAGGGT

61SVIIPKALRDVIGI KPGEUVI

181 TCCGTAATTATTCCAAAAGCCCTAAGGGATGTCATAGGAAAAGCCCGGAGAGGTTATA

BlEVLLLGHYKPRN®*

241 GAGGTTCTACTACTGGGTCACTATAAACCCAGGAATTGA
ATAGAGGTTCTGCTGCTGGGTCACTATAAACCGCGTAATTAAGCTT

Af1504

PET30b (Ndel, Xhol); 201 Aminosé&uren; 22,8 kD; p50; €ps0 nmy= 17420 M cmi*
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduGATCC 49558)

CATATGTTGTACATGGACGACGAATG

IMLYMDDECOQKLLAEKE AlIR
1 ATGTTGTACATGGACGACGAATGTCAAAAATTGCTGGCAGABAGAGGCTATTATCAGA
2ZIELQEKVKELEAKLK SYEIRE
61 GAACTTCAAGAAAAAGTCAAGGAGCTTGAAGCAAAGTTAARBCTACGAGATTAGAGAA
41VYKGIIPDDVLEETF VKLPPE
121 GTTTATAAAGGAATAATACCCGATGATGTTCTGGAAGAGTBETGAAGCTTCCACCAGAA
61QMIITEIGRYLREKG STGQVE
181 CAGATGATCATAGAAATAGGGAGGTATCTGAGGGAGAAAGGERACAGGACAGGTTGAG
BIAKKTVNDVRQEIAS VEEEVS
241 GCCAAGAAAACAGTTAATGACGTCAGGCAGGAAATAGCCBEGGAGGAAGAGGTCTCA
IMKAEKEIEKTISTIT GAAKTK
301 AAAGCCGAAAAAGAAATTGAAAAAACAATATCAACCATAAGGTGCGGCAAAGACGAAG
12IZVGVDLTFTQKYDYE GSDVAF
361 GTTGGTGTTGACCTCACCTTCACACAAAAGTACGATTATGBGAAGCGACGTTGCTTTT
141LAEDIMNAIGVKEG EYVSVK
421 CTGGCGGAGGACATCATGAACGCCATTGGCGTCAAAGAGEXEITACGTGAGCGTTAAG
1K NGTVNLRVLPYSK EGFIVYV
481 AAAAATGGAACCGTGAACCTGAGGGTTTTACCCTACTCCAMISGGATTTATTGTTGTC
181PTWVREKLGVKVND FVEVVR
541 CCCACGTGGGTTAGGGAGAAGCTTGGTGTTAAGGTTAACGRKG TGGAGGTGGTTAGG
201R * GTGGAGGTGGTTAGG
601 AGATGA

AGATGACTCGAG

Af1502

pGex 4T-1 (BamHI, Xhol); 68 Aminos&uren; 8,0 kD;74,8;€280 nm= 5120 M* cmi*
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduATCC 49558)

GGATCCCATATGATAACCTACAAAAAACTTTTAGATGAGCTC
IMITYKKLLDELKKE IGPIAK
1 ATGATAACCTACAAAAAACTTTTAGATGAGCTCAAAAAGGAATCGGGCCGATCGCAAAA
2IlFLNKAMESLGYDD VDDSNY
61 ATCTTCCTGAACAAGGCAATGGAAAGTTTGGGCTACGATCGAUGGACGACTCAAACTAC
41KEILSVLKMNKELR EYVEIV
121 AAGGAAATTCTCAGCGTTCTGAAAATGAACAAGGAGCTTARSSTATGTCGAAATAGTC
6l1EERLEKEG*
181 GAGGAAAGGCTTGAAAAAGAGGGTTAA
GAGGAAAGGCTTGAAAAAGAGGGTTAACTCGAGCGG
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Af HAMP

pGex 4T-1 (BamHI, Xhol); 54 Aminosauren; 6,0 kD;95,77;
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduATCC 49558)

GGATCC

CATATGTCGACCATTACGAGACCCATAATC

ISTITRPIITELSNTA DKIAEG

1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGBCAAGATTGCCGAAGGA
2ZINLEAEVPHQNRADE I GILAK

61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGAT@A@GGTATTCTTGCAAAG

41SIERLRRSLKVAME

121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATGIEHG
CCTCAAGGTCGCCATGGAGTGACTCGAGCGG

Af HAMP A291V

pGex 4T-1 (BamHI, Xhol); 54 Aminosauren; 6,0 kD;95,77;
Aus synthetischen Primern

GGATCC
CATATGTCGACCATTACGAGACCCATAATC
ACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTTTGGACAAGARIGEEENC

ISTITRPIITELSNT VDKIAEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGACAAGATTGCCGAAGGA
GAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATGAAATCGGTATTCTTGCAAAG
AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAAC
2ZINLEAEVPHQNRADE I GILAK
61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATEMBGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATG
41SIERLRRSLKVAME
121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATGKENMG
CCTCAAGGTCGCCATGGAGTGACTCGAGCGG

Af HAMP A291C

pGex 4T-1 (BamHI, Xhol); 54 Aminoséauren; 6,0 kD;95,77;
Aus synthetischen Primern

GGATCC
CATATGTCGACCATTACGAGACCCATAATC
ACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTTGCGACAAGARTBEZC
ISTITRPIITELSNT CDKIAEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTTGBCAAGATTGCCGAAGGA
GAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATGAAATCGGTATTCTTGCAAAG
AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAAC
2ZINLEAEVPHQNRADE IGILAK
61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATBRABGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATG
41SIERLRRSLKVAME
121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATGKENG
CCTCAAGGTCGCCATGGAGTGACTCGAGCGG
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Af HAMP A291F

pGex 4T-1 (BamHI, Xhol); 54 Aminosauren; 6,0 kD;95,77;
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduATCC 49558)

GGATCC
CATATGTCGACCATTACGAGACCCATAATC
CATAATCGAGCTGAGCAACACTTTTGACAAGATTGCCGAAGGA
CATAATCGAGCTGAGCAACACTTTTGACAAGATTGCCGAAGGA

ISTITRPIITELSNTA DKIAEG

1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTTGACAAGATTGCCGAAGGA
AACC
AACC

2ZINLEAEVPHQNRADE IGILAK

61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATGA@GGTATTCTTGCAAAG

41SIERLRRSLKVAME

121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGGTCGCCATGIEHG
CCTCAAGGTCGCCATGGAGTGACTCGAGCGG

Af1503 TM2CC, Af1503 TM2CC D88A, Af1503 TM2CC D92A

PET30b (Ndel, Hindlll); 308 Aminos&uren; 34,6 kD;95,2; €280 nmy= 48485 M crmi*
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduGATCC 49558)

GGAATTCCATATG
ACATCCTCTGCTGAAGAG
ITSSAEEAKQGVTTYV SQEYLT
1 ACATCCTCTGCTGAAGAGGCGAAGCAGGGCGTTACAACARIECCAGGAATACCTGACC
2IKAGEEAVRMKAQDL ALAVQT
61 AAGGCCGGTGAGGAAGCTGTCAGGATGAAGGCACAGGATATGTTGGCAGTTCAGACC
CAACCTTTGACTTAATT
CAACCTTTGACTTAATT
CCATGCTCACAACCTTTGCCTTAATT
CCATGCTCACAACCTTTGCCTTAATT
AF1503 TM2CC D88A A
41Y | EAKMKLENKTML TTFEDLI

121 TACATTGAGGCAAAGATGAAACTCGAGAACAAAACCATGARITAACCTTTGACTTAATT
CAAGCCCCGAAGTTCAGAAGTCTTG
CAAGCCCCGAAGTTCAGAAGTCTTG
A AF1503 TM2CC D92A

CAAGACCCG

CAAGACCCG
6l1QDPKFRSLGAQRWG AKEYTW
181 CAAGACCCGAAGTTCAGAAGTCTTGGAGCACAACGCTGGGBEIAAGGAGTACACCTGG
81VGAGNKVAGRDVAYV ILTHPA
241 GTTGGTGCTGGTAACAAAGTTGCGGGTAGGGATGTGGCAITTCTAACGCATCCCGCC
IIFTGQYEKYLGVDVA MLRWNE
301 TTCACCGGACAGTACGAAAAGTACCTTGGTGTTGACGTTAIGCTGAGATGGAACGAA
I22ZTMPELYNLLLKITE NPEAPK
361 ACAATGCCTGAGCTTTACAACCTGCTCCTCAAAATAACCGAMCCCTGAAGCTCCAAAG
141PVCGYYHWDDPETP EKEEIP
421 CCGGTTTGTGGCTATTACCACTGGGATGACCCCGAAACACGBRAAGGAAGAAATTCCG
061K YLCHYPTTIKVYD PISKGAQ
481 AAATATCTCTGCCACTATCCCACGACCATAAAGGTCTATGBCGATTTCCAAGGGTCAG
IBILWVVVGTSAYIDGY FQYLTAQ

541 CTGTGGGTTGTTGTGGGAACCTCAGCCTACATCGACGGTTRACCAGTACCTCACCCAG
GCAAGAGTGTTGAGGGTGCA

200NPANPAENIASEIS KSVEGA

601 AACCCCGCCAATCCTGCAGAGAACATCGCCAGTGAGATAASCGAGTGTTGAGGGTGCA
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ATTCAGCAGGTTAAAAACCTGCTGACCCTGGCAGCGGATCGCGONTEAATAG
GCAGCGGATCGCGCTGAACAGATTGTCAAC
2211 Q Q VKNLLTLAADRAEQIVN
661 ATTCAGCAGGTTAAAAACCTGCTGACCCTGGCAGCGGATGGTGAACAGATTGTCAAC
GATCTGGCGAGCACCACAACCTCGACCATTACGAGACCCATAATCGAG
241 DLAS TTTSTITRPIIELSNT
721 GATCTGGCGAGCACCACAACCTCGACCATTACGAGACCCATBGAGCTGAGCAACACT

26l1ADKIAEGNLEAEVP HQNRAD
781 GCCGACAAGATTGCCGAAGGAAACCTTGAGGCTGAGGTTCACAGAACAGGGCTGAT
28lEIGILAKSIERLRR SLKVAM

841 GAAATCGGTATTCTTGCAAAGAGTATCGAAAGGCTGAGAABECTCAAGGTCGCCATG
301ESLEEALK*
901 GAGAGCCTTGAGGAGGCACTGAAATGA

GAGGAGGCACTGAAATGAAAGCTTGGG

Af1503 EP

PET30b (Ndel, Hindlll); 223 Aminos&uren; 25,2 kD;95,1; €280 nmy= 48485 M crmi
Aus genomischer DNA voArchaeoglobus fulgiduGATCC 49558)

GGAATTCCATATG
ACATCCTCTGCTGAAGAG
ITSSAEEAKQGVTTYV SQEYLT
1 ACATCCTCTGCTGAAGAGGCGAAGCAGGGCGTTACAACARIECCAGGAATACCTGACC
2IKAGEEAVRMKAQDL ALAVQT
61 AAGGCCGGTGAGGAAGCTGTCAGGATGAAGGCACAGGATATGTTGGCAGTTCAGACC
41Y |EAKMKLENKTML TTFDLI
121 TACATTGAGGCAAAGATGAAACTCGAGAACAAAACCATGAITAACCTTTGACTTAATT
6l1QDPKFRSLGAQRWG AKEYTW
181 CAAGACCCGAAGTTCAGAAGTCTTGGAGCACAACGCTGCGBIAAGGAGTACACCTGG
8l1VGAGNKVAGRDVAYV ILTHPA
241 GTTGGTGCTGGTAACAAAGTTGCGGGTAGGGATGTGGCAITCTAACGCATCCCGCC
IIFTGQYEKYLGVDVA MLRWNE
301 TTCACCGGACAGTACGAAAAGTACCTTGGTGTTGACGTTAIGCTGAGATGGAACGAA
I22TMPELYNLLLKITE NPEAPK
361 ACAATGCCTGAGCTTTACAACCTGCTCCTCAAAATAACCGAMCCCTGAAGCTCCAAAG
141PVCGYYHWDDPETP EKEEIP
421 CCGGTTTGTGGCTATTACCACTGGGATGACCCCGAAACACGBRAAGGAAGAAATTCCG
061K YLCHYPTTIKVYD PISKGAQ
481 AAATATCTCTGCCACTATCCCACGACCATAAAGGTCTATGBCGATTTCCAAGGGTCAG
IBILWVVVGTSAYIDGY FQYLTAQ
541 CTGTGGGTTGTTGTGGGAACCTCAGCCTACATCGACGGTTACCAGTACCTCACCCAG
GCAAGAGTGTTGAGGGTGCA
GCAAGAGTGTTGAGGGTGCA
200NPANPAENIASEIS KSVEGA
601 AACCCCGCCAATCCTGCAGAGAACATCGCCAGTGAGATAASCAGTGTTGAGGGTGCA
ATTCAGCAGTAAGTTTACTACGCTTTGGGTATTGCAGCGG
ATTCAGCAGTAAGTTTACTACGCTTTGGGTATTGCAGCGG

2211 Q Q *
661 ATTCAGCAGTAAGTTTACTACGCTTTGGGTATTGCAGCGGBELTGAACAGATTGTCAAC

721 GATCTGGCGAGCACCACAACCTCGACCATTACGAGACCCATBGAGCTGAGCAACACT
781 GCCGACAAGATTGCCGAAGGAAACCTTGAGGCTGAGGTTCACAGAACAGGGCTGAT
841 GAAATCGGTATTCTTGCAAAGAGTATCGAAAGGCTGAGAABECTCAAGGTCGCCATG

901 GAGAGCCTTGAGGAGGCACTGAAATGA
GAGGAGGCACTGAAATGAAAGCTTGGG
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Af HAMP-DHP, Af HAMP A291V -DHP

pET30b (Ndel, Xhol); 111 Aminosé&uren; 13,0 kD; p5;9; €280 nmy= 2980 M* cmi*
Aus Af HAMP bzw. Af HAMP A291V undescherichia colgenomischer DNA

CGGGATCCCATATG

TCGACCATTACGAGACCCATAATC
vV HAMP-DHP A291V

ISTITRPIITELSNTADKII AEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGBCAAGATTGCCGAAGGA
CAAAG
CAAAG
2ZINLEAEVPHQNRADE IGILAK

61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATBABGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGGATGAIGGCACG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGGATGAIGGCACG

41SIERLRRSLKQLAD DRTLLM

121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGEMICGCACGCTGCTGATG

6lAGVSHDLRTPLTRI RLATEM
181 GCGGGGGTAAGCCATGATCTGCGCACGCCGCTGACGCGTATTCTGGCGACCGAGATG

8IMSEQDGYLAESINK DIEECN
241 ATGAGCGAGCAGGATGGCTACCTGGCAGAATCGATCAATBARATCGAAGAGTGCAAC

I01AITEQFIDYLRT*
301 GCCATCATTGAGCAGTTTATCGACTACCTGCGCTAA
GCCATCATTGAGCAGTTTATCGACTACCTGCGCTAACTCGAGCGG

Af HAMP-EnvZ, Af HAMP A291V-EnvZ

pET30b (Ndel, Xhol); 272 Aminoséauren; 30,4 kD; p5:3; €280 nmy= 23950 M* cmi*
Aus Af HAMP bzw. Af HAMP A291V undEscherichia colgenomischer DNA

CGGGATCCCATATG

TCGACCATTACGAGACCCATAATC
vV  HAMP-ENVZ A291V

ISTITRPIITELSNTADK I AEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGBCAAGATTGCCGAAGGA
CAAAG
CAAAG
2ZINLEAEVPHQNRADE IGILAK

61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATERBGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGGATGAIGGCACG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGGATGAIGGCACG

41SIERLRRSLKQLAD DRTLLM

121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCAAGCAACTGGCGEMICGCACGCTGCTGATG

61AGVSHDLRTPLTRI RLATEM

181 GCGGGGGTAAGCCATGATCTGCGCACGCCGCTGACGCGTATTCTGGCGACCGAGATG

8IMSEQDGYLAESINK DIEECN

241 ATGAGCGAGCAGGATGGCTACCTGGCAGAATCGATCAATBARATCGAAGAGTGCAAC

I01AIITEQFIDYLRTGQ EMPMEM

301 GCCATCATTGAGCAGTTTATCGACTACCTGCGCACCGGGGAGATGCCGATGGAAATG

122ZADLNAVLGEVIAAE SGYERE

361 GCGGATCTCAACGCAGTACTCGGTGAGGTTATTGCTGCCEBAGGCTATGAGCGGGAA

I411ETALYPGSIEVKM HPLSIK

421 ATTGAAACTGCGCTTTACCCCGGTAGCATTGAGGTGAAALTKEZCCGCTGTCGATCAAA

I61IRAVANMVVNAARYG NGWIKYV

481 CGCGCGGTAGCGAATATGGTGGTGAACGCCGCCCGCTAMBEGGCTGGATCAAAGTC

1I81SSGTEPNRAWFQVE DDGPGI

541 AGCAGCGGCACGGAGCCGAATCGCGCCTGGTTTCAGGTEMBASACGGTCCGGGTATT
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200APEQRKHLFQPFVR GDSART

601 GCGCCAGAACAGCGTAAGCACCTGTTCCAGCCGTTTGTTGGTGACAGTGCGCGCACT

2211 SGTGLGLAIVQRI VDNHNG

661 ATTAGCGGCACGGGATTAGGGCTGGCGATTGTGCAGCGTNIGGATAACCATAACGGG

221MLELGTSERGGLSI RAWLPYV

721 ATGCTGGAGCTTGGCACCAGCGAACGGGGCGGGCTTTCCHOGCCTGGCTGCCAGTG

26lPVTRAQGTTKEG*

781 CCGGTAACGCGGGCGCAGGGCACGACAAAAGAAGGGTAA
GGGCGCAGGGCACGACAAAAGAAGGGTAACTCGAGCGG

Af HAMP-cTsr, HAMP A291V-cTsr

PET30b (Ndel, Xhol); 340 Aminoséauren; 36,5 kD; p4F7;€280 nm= 6990 M* cmi*
Aus Af HAMP bzw. Af HAMP A291V undescherichia colgenomischer DNA

CGGGATCCCATATG
TCGACCATTACGAGACCCATAATC
vV  HAMP-CTSR A291V
ISTITRPIITELSNTADKII AEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGBCAAGATTGCCGAAGGA

CAAAG
CAAAG
2INLEAEVPHQNRADE IGILAK
61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATAREGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCATGCGTACCGTCGGTGARETSCGC
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCATGCGTACCGTCGGTGARETSCGC
41SIERLRRSLMRTVGDYV RNGA
121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCATGCGTACCGTOGAIGTGCGCAACGGGGCC
6INAIYSGASEIATGN NDLSSR
181 AATGCCATCTATAGCGGTGCCAGCGAAATCGCTACCGGCAATGATCTCTCTTCGCGC
BITEQQAASLEETAAS MEQLTA
241 ACCGAGCAACAGGCCGCTTCGCTGGAAGAGACGGCAGCARGGAGCAACTCACCGCA
I01TVKQNAENARGQASH LALSAS
301 ACGGTGAAACAGAACGCCGAGAATGCGCGCCAGGCCAGCTAGCGTTAAGTGCTTCT
12ETAQRGGKVVDNVV QTMRDI
361 GAAACGGCGCAACGCGGCGGCAAAGTGGTAGATAACGTGBBACTATGCGTGATATC
141STSSQKIADIISVI DGIAFQ
421 TCCACCAGTTCGCAGAAAATCGCCGATATTATCAGCGTAMGACGGCATTGCCTTCCAG
6ITNILALNAAVEAAR AGEQGR
481 ACCAATATTCTGGCTTTGAACGCGGCGGTTGAAGCAGCGGGEGGTGAGCAAGGACGT
181GFAVVAGEVRNLAQ RSAQAA
541 GGTTTTGCGGTGGTTGCGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCAIARAGCGCCCAGGCGGCT
200REIKSLIEDSVGKYV DVGSTL
601 CGTGAAATTAAAAGCCTGATTGAAGACTCGGTGGGGAAAGREGTTGGCTCTACGCTG
2IVESAGETMAEIVSA VTRVTD
661 GTCGAAAGCGCCGGGGAAACAATGGCGGAGATTGTCAGBIGACCCGCGTGACGGAC
241l MGEIASASDEQSR GIDQVG
721 ATTATGGGCGAAATAGCTTCTGCTTCTGATGAGCAGAGCGETATCGATCAGGTTGGC
261LAVAEMDRVTQOQNA ALVEES
781 TTAGCGGTTGCTGAGATGGACCGGGTAACTCAACAGAACGCECTGGTGGAAGAGTCT
28lAAAAAALEEQASRL TEAVAV
841 GCCGCTGCCGCCGCCGCGTTGGAAGAGCAGGCCAGTCGRIIGAAGCTGTGGCAGTG
30lFRIQQQQQQQRETS AVVKTYV
901 TTCCGGATTCAGCAACAGCAGCAACAGCAGCGTGAAACAGCEGTGGTAAAAACCGTG
321ITPATPRKMAVADSG ENWETF
961 ACGCCAGCTACGCCGCGTAAAATGGCAGTGGCAGATAGTREAACTGGGAAACGTTT
GGCAGATAGCGGGGAGAACTGGGAAACGTTT
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341 *
1021 TAA
TAACTCGAGCGG

Af HAMP-NarX, HAMP A291V-NarX

PET30b (Ndel, Xhol); 424 Aminoséauren; 48,5 kD; pb75;ep280 nmy= 26065 M crri*
Aus Af1503 HAMP bzw. Af1503 HAMP A291V unBscherichia colgenomischer DNA

CGGGATCCCATATG
TCGACCATTACGAGACCCATAATC
V.  HAMP-NARX A291V
ISTITRPIITELSNTADKII AEG
1 TCGACCATTACGAGACCCATAATCGAGCTGAGCAACACTGGBCAAGATTGCCGAAGGA

CAAAG
CAAAG
2INLEAEVPHQNRADE IGILAK
61 AACCTTGAGGCTGAGGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATEREGGTATTCTTGCAAAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCGCCGAAAGTTATGCCGTITGAG
AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCGCCGAAAGTTATGGTACTTGAGCAGCG
41SIERLRRSLAESYAVL EQRV
121 AGTATCGAAAGGCTGAGAAGGAGCCTCGCCGAAAGTTATGTACTTGAGCAGCGGGTT
BIQEKTAGLEHKNOQIL SFLWQA
181 CAGGAGAAAACCGCCGGGCTGGAGCATAAAAATCAGATCEIO TTTTATGGCAGGCT
8INRRLHSRAPLCERL SPVLNG
241 AACCGCCGTTTGCATTCCCGCGCCCCGCTGTGTGAACGCIIAT CTGTACTCAACGGA
101LQNLTLLRDIELRYV YDTDDE
301 TTACAGAATTTAACCCTGCTACGTGATATCGAACTGCGGGIAT GACACTGATGATGAA
120ENHQEFTCQPDMTC DDKGCQ
361 GAGAATCATCAGGAGTTTACCTGCCAGCCAGATATGACTGATGATAAAGGCTGCCAG
14ILCPRGVLPVGDRGT TLKWRL
421 CTCTGCCCGCGCGGCGTATTACCCGTTGGCGATCGCGGBRCATGAAGTGGCGGCTG
61IADTHTQYGILLATL PQGRHL
481 GCTGACACTCATACGCAGTACGGTATTTTGCTGGCGACCCUGCAGGGGCGTCATCTT
181SHDQQQLVDTLVEDQ LTATLA
541 AGCCATGATCAACAACAACTGGTGGATACCCTGGTTGAACARACCGCCACGCTGGCG
200LDRHQERQQQLIVM EERATI
601 CTGGATCGCCATCAGGAACGTCAGCAACAGTTGATCGTGBRBGAGCGTGCCACCATT
21IARELHDSIAQSLSC MKMQVS
661 GCGCGCGAACTGCATGATTCTATTGCCCAATCTCTCTCTTARSAAGATGCAGGTGAGT
21CLQMQGDALPESSR ELLSQI
721 TGCTTACAGATGCAGGGCGATGCGCTGCCAGAAAGCAGETRCTGTTAAGTCAGATC
26lRNELNASWVQLREL LTTFRL
781 CGTAACGAACTGAATGCATCCTGGGTGCAGTTGCGTGAATTGACCACATTCCGTTTG
28l1QLTEPGLRPALEAS CEEYSA
841 CAGCTCACCGAGCCTGGATTACGTCCGGCGCTGGAGGCEBEGGAAGAGTACAGCGCC
30lKFGFPVKLDYQLPP RLVPSH
901 AAATTTGGCTTCCCGGTGAAGCTGGATTATCAATTGCCGGIITCTGGTGCCTTCGCAT
321 AITHLLQIAREALS NALKHS
961 CAGGCAATCCACTTGTTGCAAATTGCCCGTGAGGCATTAABTGCCCTCAAACATTCG
341Q ASEVVVTVAQNDN QVKLTV
1021 CAAGCGAGTGAGGTCGTGGTGACGGTGGCGCAAAACGATABGTCAAACTGACCGTC
3681 DNGCGVPENAIRS NHYGM I
1081 CAGGATAACGGCTGCGGCGTGCCTGAAAATGCCATCCGBAGCACTACGGCATGATA
381IMRDRAQSLRGDCR VRRRES
1141 ATAATGCGCGACCGTGCGCAAAGTTTACGAGGCGATTG@IGCGCCGTCGTGAATCA
401GGTEVVVTFIPEKT FTDVQG
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1201 GGTGGCACCGAAGTGGTGGTCACCTTTATTCCCGAAAAARITACAGACGTCCAAGGA
CACAGACGTCCAAGGA
421D T HE *
1261 GATACCCATGAGTAA
GATACCCATGAGTAACTCGAGCGG

Tar

pNT201
Ursprungsorganismusscherichia coligrhalten von Gerald Hazelbauer (University of
Missouri, USA), urspriinglich konstruiert von Meh®in, Division of Biology, California
Institute of Technology, Pasadena, USA (Borkovithlg 1989)

IMINRIRVVTLLVMVLGYV FAL
1 ATGATTAACCGTATCCGCGTAGTCACGCTGTTGGTAATGGTIGGGGGTATTCGCACTG
2ILQLISGSLFFSSLH HSQKSF
61 TTACAGCTTATTTCCGGCAGTCTGTTTTTTTCTTCCCTTCACATAGCCAGAAGAGCTTT
41VVSNQLREQQGELT STWDLM
121 GTGGTTTCCAATCAATTACGGGAACAGCAGGGCGAGCTGRUBACCTGGGATTTAATG
6ILQTRINLSRSAVRM MMDSSN
181 CTGCAAACGCGCATTAACCTGAGTCGTTCAGCGGTACGGATGATGGATTCCTCCAAT
8IQQ SNAKVELLDSAR KTLAQA
241 CAACAAAGTAACGCCAAAGTTGAATTGCTCGATAGCGCCABBACATTGGCGCAGGCA
101ATHYKKFKSMAPLP EMVATS
301 GCGACGCATTATAAAAAATTCAAAAGCATGGCACCGTTAGEAAATGGTCGCTACCAGT
121IRNIDEKYKNYYTAL TELIDY
361 CGTAATATTGATGAAAAATATAAAAACTATTACACAGCGTTACTGAACTGATTGATTAT
14ILDYGNTGAYFAQPT QGMOQNA
421 CTAGATTATGGCAATACTGGAGCTTATTTCGCTCAGCCAACAGGGAATGCAAAATGCA
161MGEAFAQYALSSEK LYRDIV
481 ATGGGCGAAGCGTTTGCTCAGTACGCCCTCAGCAGTGAABRBTATCGCGATATCGTC
18lTDNADDYRFAQWOQL AVIALYV
541 ACTGACAACGCAGATGATTACCGATTTGCCCAGTGGCAAGIEGTTATCGCGCTGGTG
20lVVLILLVAWYGIRR MLLTPL
601 GTGGTATTGATTCTGCTGGTGGCGTGGTACGGCATTCGCABITTGCTTACTCCGCTG
221IAKIITAHIREIAGGN LANTLT
661 GCAAAAATTATTGCTCACATTCGCGAAATCGCCGGTGGTARNGGCGAATACCCTGACC
21l DGRSEMGDLAQSYV SHMQRS
721 ATTGACGGGCGCAGTGAAATGGGCGACCTGGCGCAGAGTGATATATGCAACGCTCT
261LTDTVTHVREGSDA lYAGTR
781 TTGACTGACACCGTCACTCATGTCCGCGAAGGTTCAGATBTCTATGCCGGTACCCGT
28lEIAAGNTDLSSRTE QQASAL
841 GAAATTGCGGCGGGCAACACCGATCTTTCCTCCCGTACTGAGCAGGCATCCGCGCTG
30lLEETAASMEQLTATYV KQNADN
901 GAAGAAACTGCCGCCAGCATGGAGCAGCTCACCGCGACABBEAAAACGCCGATAAC
32IARQASQLAQSASDT AQHGGK
961 GCCCGCCAGGCCTCGCAACTGGCGCAAAGTGCCTCCGAGAOCAGCACGGCGGCAAA
341IVVDGVVKTMHEIAD SSKKIA
1021 GTGGTGGATGGCGTAGTGAAAACGATGCATGAGATCGCBGATCGAAGAAAATTGCC
361DIISVIDGIAFQTN ILALNA
1081 GACATTATCAGCGTTATCGACGGTATTGCCTTCCAGACTAITCCTCGCGCTGAATGCC
38LAVEAARAGEQGRGF AVVAGE
1141 GCGGTTGAAGCCGCGCGTGCGGGTGAACAGGGCCGTGGTUGTGGTGGCGGGTGAA
40lVRNLASRSAQAAKE IKALIE
1201 GTGCGTAATCTTGCCAGTCGCAGCGCCCAGGCGGCAAAAGBEAAGCCCTCATTGAA
42IDSVSRVDTGSVLVE SAGETM
1261 GACTCCGTCTCACGCGTTGATACCGGTTCGGTGCTGGTREAIGCCGGGGAAACAATG
M4INNIVNAVTRVTDIM GEIASA
1321 AACAATATCGTCAATGCTGTCACTCGCGTGACTGACATTATGCGAGATTGCATCGGCA
61SDEQSRGIDQVALA VSEMDR
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1381 TCGGATGAACAGAGCCGTGGCATCGATCAAGTCGCATTGITGECGGAAATGGATCGC
481VT QQNASLVQESAA AAAALE

1441 GTCACGCAACAGAACGCATCGCTGGTGCAGGAATCAGCBERIUGCCGCTGCGCTGGAA
S0lIEQASRLTQAVSAFR LAASPL

1501 GAACAGGCGAGTCGTTTAACGCAAGCAGTTTCCGCGTTALI&GCAGCCAGCCCACTC
S2ZITNKPQTPSRPASERQ PPAQPR

1561 ACCAATAAACCGCAAACACCATCCCGTCCTGCCAGTGAGTAACCGGCTCAGCCACGA
S41LRIAEQDPNWETEF*

1621 CTGCGAATTGCTGAACAAGATCCAAACTGGGAAACATTTTGA

Tar AftHAMP
Von pNT201 und Af HAMP bzw. Af HAMP A291V und Af HMP A291C

ATGGTAGGTCTCAA
ATGATTAACCGTATCCGCGTAGTCACGC
IMINRIRVVTLLVMYV LGVFAL
1 ATGATTAACCGTATCCGCGTAGTCACGCTGTTGGTAATGGTEGGGGGTATTCGCACTG
21LQLISGSLFFSSLH HSQKSF
61 TTACAGCTTATTTCCGGCAGTCTGTTTTTTTCTTCCCTTCACATAGCCAGAAGAGCTTT
44VVSNQLREQQGELT STWDLM
121 GTGGTTTCCAATCAATTACGGGAACAGCAGGGCGAGCTGRUACCTGGGATTTAATG
BILQTRINLSRSAVRM MMDSSN
181 CTGCAAACGCGCATTAACCTGAGTCGTTCAGCGGTACGGATGATGGATTCCTCCAAT
8IQQSNAKVELLDSAR KTLAQA
241 CAACAAAGTAACGCCAAAGTTGAATTGCTCGATAGCGCCABBACATTGGCGCAGGCA
10IATHYKKFKSMAPLP EMVATS
301 GCGACGCATTATAAAAAATTCAAAAGCATGGCACCGTTAGEGAAATGGTCGCTACCAGT
120RNIDEKYKNYYTAL TELIDY
361 CGTAATATTGATGAAAAATATAAAAACTATTACACAGCGTTRCTGAACTGATTGATTAT
14ILDYGNTGAYFAQPT QGMQNA
421 CTAGATTATGGCAATACTGGAGCTTATTTCGCTCAGCCAACAGGGAATGCAAAATGCA
161M GEAFAQYALSSEK LYRDIV
481 ATGGGCGAAGCGTTTGCTCAGTACGCCCTCAGCAGTGAABIBTATCGCGATATCGTC
8L TDNADDVYRFAQWQL AVIALYV
541 ACTGACAACGCAGATGATTACCGATTTGCCCAGTGGCAAGREGTTATCGCGCTGGTG
CGTGGTACGGCATTCGCCGTATGATTACAAGACCC
GCATTCGCCGTATGATTACAAGACCCATA
200VVLILLVAWYGIRR M ITRPI
601 GTGGTATTGATTCTGCTGGTGGCGTGGTACGGCATTCGCABIATTACAAGACCCATA
C  TAR AFHAMP A291C
V  TAR AFHAMP A291V
ATCGAGCTGAGC
221 IELSNTADKIAEGNLEA EVP
661 ATCGAGCTGAGCAACACTGCCGACAAGATTGCCGAAGGABRIGAGGCTGAGGTTCCG
GTATCGAAAGGCTGAGAAGG

GAAGG

241 HQNRADEIGILAKSIER L R R
721 CACCAGAACAGGGCTGATGAAATCGGTATTCTTGCAAAGAGTGAAAGGCTGAGAAGG

AGCCTCACTGACACCGTC

AGCCTCACTGACACCGTCACTCATGTCCGC
261 SL TDTVTHVREGSDAIYAG T
781 AGCCTCACTGACACCGTCACTCATGTCCGCGAAGGTTCAGETATCTATGCCGGTACC
28lREIAAGNTDLSSRT EQQASA
841 CGTGAAATTGCGGCGGGCAACACCGATCTTTCCTCCCGTABACAGCAGGCATCCGCG
301LEETAASMEQLTAT VKQNAD
901 CTGGAAGAAACTGCCGCCAGCATGGAGCAGCTCACCGCGAGAAGCAAAACGCCGAT
32INARQASQLAQSASD TAQHGG
961 AACGCCCGCCAGGCCTCGCAACTGGCGCAAAGTGCCTCBGAGCCCAGCACGGCGGC
341KVVDGVVKTMHEIA DSSKK I

1021 AAAGTGGTGGATGGCGTAGTGAAAACGATGCATGAGATCEFIBGTTCGAAGAAAATT
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361ADIISVIDGIAFQT NILALN

1081 GCCGACATTATCAGCGTTATCGACGGTATTGCCTTCCAGABTATCCTCGCGCTGAAT

38LAAVEAARAGEQGRG FAVVAG

1141 GCCGCGGTTGAAGCCGCGCGTGCGGGTGAACAGGGCCETBBICGTGGTGGCGGGT

J0IEVRNLASRSAQAAK EIKALI

1201 GAAGTGCGTAATCTTGCCAGTCGCAGCGCCCAGGCGGCBAGATCAAAGCCCTCATT

42IEDSVSRVDTGSVLYV ESAGET

1261 GAAGACTCCGTCTCACGCGTTGATACCGGTTCGGTGCTGRWAGCGCCGGGGAAACA

M4IMNNIVNAVTRVTDI MGEIAS

1321 ATGAACAATATCGTCAATGCTGTCACTCGCGTGACTGACATGGGCGAGATTGCATCG

461ASDEQSRGIDQVAL AV SEMD

1381 GCATCGGATGAACAGAGCCGTGGCATCGATCAAGTCGCAUGGTTTCGGAAATGGAT

48IRVTQQNASLVQESA AAAAAL

1441 CGCGTCACGCAACAGAACGCATCGCTGGTGCAGGAATCSGCGCCGCCGCTGCGCTG

50lEEQASRLTQAVSAF RLAASP

1501 GAAGAACAGGCGAGTCGTTTAACGCAAGCAGTTTCCGCERTCTGGCAGCCAGCCCA

52ILTNKPQTPSRPASE QPPAQP

1561 CTCACCAATAAACCGCAAACACCATCCCGTCCTGCCAGTGARCCACCGGCTCAGCCA

541RLRIAEQDPNWETF

1621 CGACTGCGAATTGCTGAACAAGATCCAAACTGGGAAACATGA
GCTGAACAAGATCCAAACTGGGAAACATTTTGAAGCGCTGAGACCTACCAT

7.2 Bemerkung zur Proteinreinigung

Hier werden Arbeitsschritte erlautert, die bei mllBroteinreinigungen gleich ausgefihrt
wurden.

Die Expressionskonstrukte wurden mit molekularbgtdohe Standardtechniken
hergestellt (Sambrook and Russell, 2001). Die Kah&it der Nukleotidsequenzen wurde
durch DNA Sequenzierung (BigDye Terminator SequamcApplied Biosystems) Uberpruft.
Nach der induzierten Uberexpression wurden die eBeldlurch Zentrifugation geerntet:
Sorvall RC-6 Zentrifuge mit einem GS-3 Rotor und@@mdrehungen/min fir 20 Minuten
bei 4° C. Die Zellen wurden bis zur Lyse bei —80a@bewahrt. Zur Lyse wurden sie in
Lysepuffer resuspendiert und das Volumen des Ly$esuin ml entsprach dem vierfachen
des Nassgewichtes der Zellen in g (meist 3-5 g)r Ihibition von Serin- und
Cysteinproteasen wurde 1 mM PMSF zugegeben. Um \dekositdt durch DNA
herabzusetzen, wurde der Zellsuspensionl mM Mg6@d 10 pg/ml DNAse zugesetzt. Die
Zellsuspension wurde durch viermaliges passiereererrench Press Zelle mit 1000 psi
lysiert. Ab diesem Zeitpunkt der Reinigung wurde 48° C gearbeitet. Unlosliches Material
wurde vom Uberstand durch Zentrifugation getrer@drvall RC-6 Zentrifuge mit einem
SS34 Rotor und 15000 Umdrehungen/min fiur 30 Minu@em Uberstand wurde 5 mM
EDTA zugegeben, um Metalloproteasen zu inhibierBir alle chromatographischen
Arbeitsschritte wurden FPLC-Systeme verwendet: fahaia-FPLC oder Akta FPLC von GE
Healthcare. Alle FPLC-Puffer wurden vor Gebraudtridért (0,22 uM) und entgast. Alle
Proben wurden vor dem Auftrag auf eine Chromatdgesgaule filtriert (0,22 oder 0,45 pm).
Fraktionen mit Zielprotein wurden Uber die entspeywle Proteinbande auf einem SDS-
PAGE Gel identifiziert und mit der induzierbaren dpbxpressionsbande aus der
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Gesamtproteinmischung vda coli verglichen. Fur die Proteinmengenbestimmung Uber d
Absorption bei 280 nm wurden die Extinktionskoa#izen nach der Methode von Stanley
Gill und Peter von Hippel berechnet (Gill and HippE989). Wenn die Proteinmenge mit
dem Bicinchoninsaureassay bestimmt wurde, dannevi@dul Probe mit 1 ml Assaylésung
(Bicinchoninsaure-Losung: Cug@osung im Verhaltnis 50:1) gemischt, 30 Minuteai b
37°C inkubiert und die Lichtabsorption wurde pho&trisch bei 562 nm gemessen. Als
Eichproteine dienten der bovine pankreatische Tinypisibitor und BSA.

7.3 Vektorkarten

Vektorkarte pET30

Quelle: Novagen “pETSystem Manual”
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Vektorkarte pGex 4T-1

Quelle: Amersham Bioscience “GST Gene Fusion Systamdbook”

7.4 Reinheitskontrollen

Die Reinheit von exprimierten Proteinen, mit deriengebnisse in weiteren Experimenten
erzielt wurden, ist mit SDS-PAGE geprift worden. gabildet sind Gelspuren mit
Molektlmassenmarker (97 kD, 66 kD, 45 kD, 30 kDkEQ 14 kD).
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7.5 Genotypen verwendeter E. coli Stamme

BI21(DE3) [E. coli F lonompThsd$ (rs" mg’) gal dcm/ (DE3)]

BI21(DE3) Gold E. coliHte F lonompThsdS (rs" mg’) gal dcm+/ (DE3) endATet]

C41(DE3) stammen von BI21 (DE3) und tragen mindestne uncharakterisierte Mutation,
welche die Uberexpression von Membranproteinen doeischen loslichen Proteinen

beginstigt.

CP362E. coli (D(tsr)-7028 D(tar-tap) 5201 D(trg)-100 his leu rpsL ara lac thi tonA tsx xyl
zbd:Tn5)

B834(DE3) E. coliF lonompThsd$ (rs” mg’) gal dcmmet(DE3)]

KY2266 E. coli basiert auf MC4100 (FRraD139 (argF-lac)U169* rspL150 relAl floB5301
fruA25% deoC1 ptsF25 el14-) mit zusatzl@lon-, clp-, hs1VU (Tc, Cm)

7.6 Rezepturen

Polyacrylamid-Gele

Komponente Sammelgel 10% Nativ 15% SDS
Wasser 4,9 9,5 4,2
Puffer 2,5 7,5 7,5
Acrylamid (37,5:1) 15 10 15
SDS (10%) 0,1 (nativ: 0) 0 0,3
Temed (2%) 0,5 15 15
Ammoniumpersulfat (1,4%) 0,5 15 1,5
Gesamt 10 30 30

Alle Angaben in [ml]
Puffer fir Sammelgel: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Puffer fur Trenngel: 1,5 M Tris, pH 8,8

LB-Medium

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pkD7
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M9 Minimalmedium

Konzentration = Komponente

6 g/l NaHPO,

3g/ KH,PO,

0,59/ NaCl

0,7 g/l NH,CI

2 mM MgSQ

10 uM CaC4

10 uM FeSQ (frisch)

0,2% Glucose

je 0,5 mg/l Choline, Folsaure, Pantothensaure, thiamid, Myo-Inositol,

Pyridoxal, Thiamin, Riboflavin, Biotin

jelnM Molybdat, Borsaure, Co£ICuSQ, MnCl,, ZnSQ

7.7 Materialiennachweise
Chemikalie Hersteller
Standardchemikalien (NaCl, KCI, B#PO;,, NaH,PO, KHPQO, Merck
NH,CI, MgSQ, CaC}, FeSQ, Glucose, Choline, Folséaure,
Pantothensaure, Nicotinamid, Myo-Inositol, Pyrideoxdhiamin,
Riboflavin, Biotin, Molybdat, Borsaure, Cof£l CuSQ, MnCl,
ZnSQ,, Ammoniumpersulfat, SDS, EDTA
MOPS, HEPES, DTT, Kanamycin, Ampicillin, Guanidimuchlorid, Applichem
Harnstoff, Ammoniumsulfat, (NSO,
TRIS, Acrylamid (37,5:1), TEMED, Glutaraldehyd, @&rol Roth
Lysozym (EC 3.2.1.17), Mitochondriale Citratsynthasaus Sigma
Schweineherzen (EC 4.1.3.7), bovine adrenale Riesgan(EC
2.8.1.1), Pepsin A aus Schweinen (EC 3.4.23.1)rblysin (EC
3.4.24.27) , DNAse, BSA, Eichproteine fur Gelfiticm, ATP,
Phosphocreatin, Phoshocreatinkinase, PMSF, Amipicklanamycin
>NH,4CI, U-**C-Glucose Eurisotop
IPTG Gerbu
Bicinchoninsaure-Losung und alkalische Cy%©sung Pierce
Low-molecular weight marker fir SDS-PAGE Amersham

Bioscience

Genomische DNA vow. fulgidusundP. horikoshii LGC Promochem
Luciferase (EC 1.13.12.7) Promega
Proteinase K, Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase, rmentas
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Deoxyribonukleotid-Mix fir PCR
DNA Phusion Polymerase Finnzymes
DNA Tag Polymerase, T4 DNA Ligase NEB
Pepstatin und Ac-Leu-Val-Phe-Aldehyd HIV-1 prote&sabitor Bachem
Thrombin Calbiochem
Enterokinase Roche
Vivaspin concentrator Viviscience
Bottle-top Filter 0,22 um Millipore
Spritzenfilter 0,45 um und 0,22 um Schleicher uoHi#
Dialysemembranen Spetra/Por
Miniprep-Kit, PCR-Purification-Kit, Gel-Extractioit Qiagen
Primer Operon, MWG
Biotech, Sigma
Genosys

7.8 Internetnachweise

MPI-Toolkit http://protevo.eb.tuebingen.mpg.delioid

HHpred http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toatdtéx.php?view=hhpred

HHsenser

http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/ttaliex.php?view=hhsenser

Modeller http:  //protevo.eb.tuebingen.mpg.de/tabhdex.php?view=modeller

Coils http://www.ch.embnet.org/software/COILS rfohtml

Rosettaab initio Interner Server Max-Planck-Institut fir Entwickgsbiologie, Tlubingen

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/
Transport Classification Database  http://www.toody.
RCSB Protein Data Bank http://www.pdb.org/
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