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A Einleitung

1 Acetylcholin-Bindeproteine

Acetylcholin-Bindeproteine (AChBP) sind in Mollusken vorkommende Homologe der
extrazelluliren Domédne des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors (nAChR). Dieser
wird aufgrund seiner zentralen physiologischen und medizinisch-pharmakologischen
Bedeutung intensiv untersucht und die AChBPs spielen dabei aufgrund ihrer
Wasserloslichkeit eine grofle Rolle. AChBP und nAChR sind Pentamere (Abb. 1).
Das von uns untersuchte AChBP aus der Posthornschnecke Biomphalaria glabrata
weicht davon ab, indem hier 12 Pentamere zu einem Dodekaeder angeordnet sind (Saur
et al., 2012). Diese Schneckenart dient dem Pirchenegel Schistosoma mansoni, dem
Bilharzioseerreger, als Zwischenwirt (Review: Arneric et al., 2007; Review Sixma and

Smit, 2003) und ist aufgrund dieser medizinschen Bedeutung sehr gut untersucht.

1.1 Proteine der Cys-/loop-Superfamilie

Bei Proteinen der Cys-loop Superfamilie, zu denen auch der nikotinische
Acetylcholin-Rezeptor und das Acetylcholin-Bindeprotein gehoren, handelt es
sich um eine groBe Gruppe ligandengesteuerter Ionenkanéle (Review: Karlin, 2002).
Auch Serotoninrezeptoren Typ 3 (5-HT3), y-Aminobuttersdure-Rezeptoren Typ A
(GABA,) sowie Glycin-Rezeptoren (GlyR) gehoren zu dieser Superfamilie (Review:
Hucho and Weise, 2001). Allgemein spielen diese Rezeptoren eine wichtige Rolle in der
Kommunikation zwischen Nervenzellen unter Zuhilfenahme von Transmittern oder bei
der Ubersetzung chemischer Signale in elektrische Signale (Review: Lester et al., 2004).
Strukturell handelt es sich in der Regel um ringférmige Homo- oder Heteropentamere mit
einem zentralen hydrophilen Kanal, wobei die einzelnen Untereinheiten nicht kovalent
miteinander verbunden sind (Review: Sine and Engel, 2006). Der Aufbau gliedert

sich in eine pentamere extrazellulare Domine, eine Transmembrandomine mit 5x4
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Transmembran-Helices sowie eine kleine intrazelluldre Domine. Die namensgebende
Cystein-Schleife liegt dabei in der extrazelluliren Domine und besteht aus zwei
konservierten Cysteinen mit einem Abstand von 13 Aminosiduren (Review: Sine and
Engel, 2006). AuBlerdem befinden sich fiinf aktive Zentren in der extrazellulidren
Domine (Review: Karlin, 1993; Review Miller and Smart, 2010). Diese liegen an
der Kontaktfliche zwischen den einzelnen Untereinheiten. Innerhalb der Cys-loop
Superfamilie werden die Ligandenbindungsstellen von der konservierten, prinzipiellen
Seite” aus aromatischen Aminosduren sowie einer variablen “komplementiren Seite”
gebildet (Celie et al., 2005) (Abb. 2A).

1.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die ligandengesteuerten und membranstindigen nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren
werden mit Krankheiten wie Alzheimer, Schizophrenie und Nikotinabhédngigkeit
in Verbindung gebracht und sind dadurch von groem medizinischen Interesse.
Die priasynaptische Zelle schiittet Transmitter aus, welche durch den synaptischen
Spalt diffundieren und an Rezeptoren der postsynaptischen Zellmembran binden.
Infolgedessen offnet oder schlief3t sich der zentrale lonenkanal des Rezeptors, wodurch
die Leitfdhigkeit der Membran und das Potential der postsynaptischen Zelle reguliert
wird. Die lonenkanile konnen durch ein breites Spektrum an Liganden gesteuert
und durch viele Inhibitoren gehemmt werden. Zu den wichtigsten Liganden zihlen
Acetylcholin und Nikotin. Die wichtigsten Hemmstoffe sind verschiedene tierische
Gifte.

Der bekannte nAChR an der neuromuskuldren Endplatte besteht aus zwei
o-Untereinheiten mit je einer Ligandenbindungsstelle und drei Untereinheiten vom Typ
B, v, 0 oder €. Wihrend der Embryonalentwicklung wird die 8-Untereinheit im nAChR
am Muskel durch eine €-Untereinheit ersetzt. Bet nAChR des zentralen Nervensystems
handelt es sich meist um Heteropentamere aus a- und B-Untereinheiten (Review: Karlin,
2002). Bisher sind beim Menschen insgesamt neun unterschiedliche a-Untereinheiten
(ap-0tj0) sowie drei unterschiedliche B-Untereinheiten (B,-B4) bekannt. In einigen
Fiéllen kommen auch Homopentamere aus o-Untereinheiten vor (Review: Leonard and
Bertrand, 2001).

Die hochauflosende strukturelle Untersuchung der nAChR gestaltet sich als schwierig,

da die Transmembrandoméne des Rezeptors hydrophobe Eigenschaften aufweist und
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dadurch die Kristallisation erschwert wird. Die erste Strukturaufkldrung mithilfe der
3D-Elektronenmikroskopie gelang am nAChR des Zitterrochens Torpedo marmorata
(Unwin, 2005) (Abb. 1A). Die Gesamtlinge des Rezeptors betrigt 160 A, wobei die
extrazellulire Domine 60 A misst. Der Eingang des zentralen hydrophilen Kanals hat

einen Durchmesser von 25 A.

extrazellulare <
Doméne

Transmembran- <
domane

intrazellulare <
Doméne

Abb. 1: Nikotinischer Acetylcholinrezeptor (nAChR) und Acetylcholin-Bindeprotein
(AChBP). (A) Der membrangebundene nAChR des Zitterrochens Torpedo marmorata (PDB-1D:
2BG9). (B) Das wasserlosliche AChBP der StiBwasserschnecke Lymnaea stagnalis. Ein Homolog
zur extrazellularen Doméne des nAChR (PDB-ID: 119B).

1.3 Acetylcholin-Bindeproteine

Die wasserloslichen Acetylcholin-Bindeproteine sind homolog zur extrazellulidren
oi7-Untereinheit des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors vom neuronalen Typ (Brejc
et al., 2001; Smit et al., 2001). Daher sind strukturelle und funktionelle Untersuchungen
am AChBP auf nAChR iibertragbar (Review: Shahsavar et al., 2016). Die erste
kristallographisch aufgeklérte Struktur stammt von der Spitzschlammschnecke Lymnaea
stagnalis (Abb. 1B) (LsAChBP) (Brejc et al., 2001; Smit et al., 2001). Dieses AChBP
hat eine Sequenzidentitit von nur 24% mit der oi7-Untereinheit des neuronalen nAChR

aber eine ganz dhnliche Tertidrstruktur (sieche Abb. 1). Die Tertidrstruktur besteht aus
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zehn B-Faltblittern, die durch die Schleifen L1-L10 miteinander verbunden sind. Die
L3-Schleife, die auch als MIR-loop (engl: "main immunogenic region’) bezeichnet wird,
stellt im nAChR ein Epitop der neuromuskuldren Autoimmunerkrankung Myasthenia
gravis dar (Review: Tzartos et al., 1991). Die L7-Schleife bildet den Cys-loop und
eine weitere cysteinhaltige Schleife findet sich in Form der L10-Schleife (C-loop).
Im Gegensatz zu den nAChR, bei denen der Cys-loop die Verbindung zwischen
extrazelluldren Ligandenbindedoméne und Transmembrandomine herstellt und einen
hydrophoben Charakter aufweist (Kash et al., 2003; Unwin et al., 2002), weist der
Cys-loop aufgrund des Fehlens der Transmembrandoméne einen hydrophilen Charakter
auf (Hansen et al., 2004). N-terminal gelegen befindet sich eine a-Helix (Abb. 2A). Fiinf
dieser Untereinheiten bilden das fiir AChBP typische Pentamer (Abb. 2B).

C-Terminus

/L3 _
MIR-loop N-Terminus

Abb. 2: Homologiemodell des BgAChBP1 (PDB-ID: 4AOD). (A) Homologiemodell einer
Untereinheit mit Bezeichnung der einzelnen Schleifen L1-L10. (B) Seitenansicht eines
Pentamers.

Acetylcholin-Bindeproteine wurden auch bei anderen Mollusken, bei dem Blutegel
Haementeria ghiliani, der Spinne Cupiennius salei sowie bei einem Anneliden gefunden
(Salgueiro et al., 1999; Brejc et al., 2001; Smit et al., 2001; Celie et al., 2005; Hansen
et al., 2004; Huang et al., 2009; McCormack et al., 2010; Torkkeli et al., 2015).

Es gibt verschiedene Hypothesen iiber die biologische Funktion des AChBP bei
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Mollusken. In vitro wurde gezeigt, dass AChBP als Regulator bei der synaptischen
Ubertragung dient. Die erregte Gliazelle sezerniert eine basale Konzentration an
AChBP in den synaptischen Spalt. Acetylcholin erregt die Postsynapse sowie gliale
nAChR. Dadurch sezerniert die Gliazelle in den synaptischen Spalt mehr AChBP, das
Acetylcholin bindet. Die synaptische Signaliibertragung kann auf diese Weise prizise
reguliert werden (Smit et al., 2001).

Eine zweite Hypothese zur biologischen Funktion beruht auf histologischen
Untersuchungen an Lymnaea stagnalis. Die AChBP produzierenden Zellen wurden
hierbei in der Umgebung neuronaler Zellkorper gefunden (Banks et al., 2009). Dies
bedeutet, dass das AChBP dort eine regulierende Funktion bei der nicht-synaptischen
Ubertragung hat.

Beim Seeohr Haliotis discus hannai und bei der Perlmuschel Pinctada fucata wurde
ein Protein gefunden, das eng mit AChBP verwandt ist. Dieses Protein zeigt neben
einer pentameren auch eine dipentamere Quartirstruktur. Es ist in der Lage, amorphes
Calciumcarbonat zu binden und es damit an der willkiirlichen Kristallisation in der
Hiamolymphe oder in der extrapallialen Fliissigkeit zu hindern (Huang et al., 2009; Ma
et al., 2007). Die extrapalliale Fliissigkeit ist der diinne Fliissigkeitsfilm zwischen Mantel
und Schale der Schnecke. Diese Form des AChBP, auch als Calciumcarbonat bindendes
Proteine (ACCBP) bezeichnet, dient offenbar der Regulation der Schalenbildung.
Sowohl nAChR als auch AChBP binden selektiv an eine Vielzahl von Agonisten und
Antagonisten (Brejc et al., 2001; Hansen et al., 2005). Dazu zdhlen auch Phytotoxine, wie
sie in Algen vorkommen und dort dem Schutz vor FraB3feinden dienen. AChBP konnte
also der Schnecke einen evolutioniren Vorteil bieten, indem das Protein ihr ermoglicht,

eigentlich giftige Algen fressen zu konnen (Bourne et al., 2010).

1.4 Acetylcholin-Bindeproteine in der Familie der Planorbidae

Auch innerhalb der Familie der Planorbidae (Tellerschnecken) finden sich AChBPs.
In der Unterfamilie Bulininae tritt es als Pentamer auf (Celie et al., 2005). Bereits
1975 wurde ein rosettenformiges Protein in der zur Unterfamilie der Planorbinae
gehorenden Schnecke Planorbarius corneus beschrieben (Wood and Mosby, 1975).
Ebenso wurden dodekaederformige Proteine in der Hdmolymphe der Schnecken
Helisoma trivolvis (Terwilliger et al., 1976; Illan et al., 1986; Herskovits and Hamilton,
1994) und Planorbella duryi (Herskovits and Hamilton, 1990) gefunden. Diese
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Arten zdhlen alle wie B. glabrata zum gleichen Subtaxon (Jorgensen et al., 2004;
Albrecht et al., 2007). Dieses etwa 20 nm groBe Protein wurde als extrazelluldres
Hiamoglobin aufgefasst (Terwilliger et al., 1976). Hierzu ist zu bemerken, dass die
Planorbiden anders als alle anderen Schnecken als respiratorisches Protein anstatt
Hémocyanin ein multimeres Hidmoglobin besitzen (Wilbur and Yonge, 1966; Lieb
et al., 2006). Unserer Arbeitsgruppe gelang es, in der Schnecke Biomphalaria glabrata
mittels immunochemischer Untersuchungen und UV-Spektren zu zeigen, dass es sich
bei dem “Rosettenprotein” nicht um Hamoglobin handelt (Lieb et al., 2006). Mit
Sequenzvergleichen und 3D-Elektronenmikroskopie konnte dann gezeigt werden, dass
es sich hier um ein dodekaedrisches Acetylcholin-Bindeprotein handelt (Saur et al.,
2012). Bei B. glabrata kommt AChBP in zwei Isoformen mit jeweils 205 Aminosiduren
und einer Molekiilmasse von 25 kDa (31 kDa glykosiliert) vor. BgAChBP1 stellt eine
Besonderheit dar, weil es sich hierbei um eine ikosaedrische Assemblierung von zwolf
Pentameren und damit von 60 Untereinheiten zu einem Dodekaeder handelt. Eine solche
Struktur ist auBerhalb der Planorbidae unter den Acetylcholin-Bindeproteinen nicht
bekannt. BgAChBP2 bildet Pentamere und ist moglicherweise in der Lage, Dipentamere
zu bilden (Saur et al., 2012), wie es auch vom Amorphen Calciumcarbonat-Bindeprotein
(ACCBP) bekannt ist (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009). Das AChBP ist in der
Héamolymphe von B. glabrata nur in kleinen Mengen vorhanden. 95 % der Himolymphe
bestehen aus Himoglobin, bei nur 5% handelt es sich um AChBP und Hamocyanin (Lieb
et al., 2000).

2 Zielsetzung

Im Bezug auf die dodekaedrische Struktur des AChBP aus B. glabrata sollte zuerst
untersucht werden, ob es sich dabei um ein BgAChBP1-Homooligomer handelt oder
ob BgAChBP2 daran beteiligt sein kann. Auch sollte die Frage geklart werden, welche
Aminosiuren an der Ausbildung und Stabilisierung dieser Quartérstruktur beteiligt sind.
Dabei wurden die von Saur et al. (2012) postulierten Interaktionsmoglichkeiten als
Ausgangspunkt fiir Mutagenesestudien gewdihlt (Abb. 3). Der Dodekaeder mit seiner
GroBe und hohen Symmetrie bietet sich auch fiir die 3D-Elektronenmikroskopie an,
anhand derer das bestehende pseudo-atomare Homologiemodell verfeinert werden sollte.

BgAChBP2 sollte ebenfalls genauer untersucht werden, insbesondere hinsichtlich seiner
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Moglichkeit Dipentamere zu bilden. Gleichzeitig sollte das bestehende Protokoll zur
Expression und Aufreinigung des rekombinanten Proteins fiir beide Isoformen weiter
verbessert werden, vor allem um die Bildung amorpher Aggregate des BgAChBP2
zu verringern. Um Anhaltspunkte iiber die Funktion des AChBP in B. glabrata zu
finden, sollte untersucht werden, ob die beiden Isoformen in der Lage sind, amorphes
Calciumcarbonat zu binden und so am Schalenaufbau beteiligt sein konnten.

Ferner sollte geklirt werden, ob auch bei Planorbarius corneus als weiterem Vertreter
der Planorbidae ebenfalls zwei Isoformen des Proteins in der Himolymphe vorhanden

sind.

A ..\ (A
y
A\\ i
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Abb. 3: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders. (A) 3D-Rekonstruktion des
BgAChBP1-Dodekaeders (EMDB: 2055). Kontaktstelle zwischen drei Pentameren (schwarzer
Kasten). (B) Aminosduren innerhalb der Kontaktstelle zwischen drei Pentameren, die an der
Bildung des Dodekaeders beteiligt sein konnten und als Grundlage fiir die Mutagenesestudien
herangezogen wurden.




B Material und Methoden

1 Forschungsobjekte

1.1 Biomphalaria glabrata

Stamm: Molusca

Klasse: Gastropoda
Uberklasse: Orthogastropoda
Unterklasse: ~ Heterobranchia
Uberordnung: Pulmonata

Ordnung: Basommatophora
Familie: Planorbidae

Gattung: Biomphalaria

Art Biomphalaria glabrata

Abb. 4: Biomphalaria glabrata

Bei B. glabrata handelt es sich um eine 1-2 cm groBe SiiBwasserschnecke, die in ruhigen
oder langsam flieBenden, pflanzenreichen Siimpfen und Tiimpeln subtropischer und
tropischer Klimate beheimatet ist. Die Gewdisser konnen auch zeitweise austrocknen.
Hochwasserstinde ermdglichen es den hermaphroditen Tieren neue Lebensrdume zu
besiedeln. Die Schnecken kénnen neun bis zwolf Monate alt werden. Die rote Farbe und
das linksgewundene, scheibenformige Gehéuse sind charakteristisch fiir B. glabrata.
Durch den hohen Himoglobingehalt in der Himolymphe erscheinen die Tiere rot. Unter
den Gastropoda (Schnecken) nutzen nur die Planorbidae (Tellerschnecken) Himoglobin
als respiratorisches Protein. Himocyanin konnte nur in kleinen Mengen nachgewiesen
werden und ist vermutlich nicht am Sauerstofftransport beteiligt (Lieb et al., 2006).

Als Zwischenwirt des Piarchenegels Schistosoma mansoni, dem Erreger der in den

Tropen verbreiteten Bilharziose, erlangte B. glabrata auch medizinisches Interesse



1 Forschungsobjekte

(Smithers and Terry, 1965; Lemos, 1999). Der Parasit befindet sich in der Schnecke im
Sporozystenstadium und bildet dort Zerkarien, die ins Wasser ausgeschieden werden. Als
Endwirt dient hauptsédchlich der Mensch, bei dem sich der Trematode nach Penetration
der Haut und im Venensystem aufhilt.

Die Schnecken wurden bei einer Wassertemperatur von 20 °C in SiiBwasserbecken
gehalten und 3-4 mal pro Woche gefiittert. Je nach Grofle wurden sie in verschiedene
Anzuchtbecken umgesetzt.

Zur Priparation wurden ausschlieflich groBe (bis ca. 2 cm), adulte Tiere ausgewihlt. Vor
der Himolymphentnahme wurden sie zur Betdubung auf Eis gelegt. Zur Gewinnung der
Héamolymphe wurde der FuB3 der Tiere mit einer Kaniile penetriert, sodass die austretende
Hiamolymphe mit einer Pipette abgesaugt werden konnte. Nach erfolgter Entnahme

wurden die Tiere durch einen mechanischen Schlag getotet.

1.2 Planorbarius corneus

Stamm: Molusca

Klasse: Gastropoda
Uberklasse: Orthogastropoda
Unterklasse: ~ Heterobranchia
Uberordnung: Pulmonata

Ordnung: Basommatophora
Familie: Planorbidae

Gattung: Planorbarius

Art Planorbarius corneus

Abb. 5: Planorbarius corneus

Planorbarius corneus (P. corneus) lebt vorzugsweise in stehendem oder langsam
flieBendem Gewisser. Thr dickwandiges Gehiduse ist linksgewunden und weist einen
Durchmesser von bis zu vier Zentimetern auf. Damit handelt es sich um die grofite
einheimische Tellerschneckenart. Die Farbe des Schneckenhauses variiert zwischen
verschiedenen Brauntonen. Die Schnecken konnen drei bis vier Jahre alt werden.

Die Tiere wurden in SiiBwasserbecken bei einer Wassertemperatur von 20 °C gehalten
und 2-3 mal pro Woche gefiittert. Zur Priparation wurden ausschlieBlich grofe, adulte

Tiere ausgewdhlt. Vor der Hamolymphentnahme wurden sie zur Betdubung auf Eis
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gelegt. Zur Gewinnung der Himolymphe wurde der Ful3 der Tiere mit einer Kaniile
penetriert, sodass die austretende Hamolymphe mit einer Pipette abgesaugt werden
konnte. Nach erfolgter Entnahme wurden die Tiere durch einen mechanischen Schlag

getotet.

2 Verwendete Gerate und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von folgenden
Firmen bezogen: Biozym Scientific GmbH (Hessisch-Oldendorf), Fluka (Buchs), GE
Healthcare (Miinchen), Gilson Inc. (Middleton, USA), Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt), Qiagen (Hilden),
Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich
(Miinchen), Whatman GmbH (Dissel). Die 0,2 mL PCR-Reaktionsgefde wurden
von Thermo Fisher Scientific (Schwerte), die 1,5 und 2 mL Reaktionsgefille
von Brand (Wertheim) und die Petrischalen und Falcons von der Firma Greiner
(Heidelberg). Es wurden Tischzentrifugen der Firma Eppendorf (Hamburg; Modelle
5415R und 5424) verwendet. Fiir groere Volumina wurden eine Megafuge (1.0 R)
von Heraeus (Fulda) und eine Sorvall (RC-5B) Zentrifuge von Du Pont Instruments
(Bad Homburg) genutzt. Wigearbeiten wurden mit Analyse- und Laborwaagen der
Firma Mettler (Giessen) durchgefiihrt. pH-Wert Bestimmungen wurden mit dem
Digital-pH-Meter 646 der Firma Knick (Berlin) durchgefiihrt. Wasserbdder und
Heizblocke stammen von Julabo (Seelbach). Die Sonifikation der Proben erfolgte mit
dem Ultraschallgenerator Labsonic 1510 von B.Braun (Melsungen) mit einer Titansonde.
Die Elektrophoresekammern inklusive des Zubehors stammen von der Firma Biotec
Fischer (Reiskirchen), die Apparaturen zur Durchfithrung der Western-Blots von der
cti (Idstein). Fiir die Durchfithrung der Immunelektrophorese wurden Gerite der Firma
Pharmacia (Stockholm) benutzt. Alle photometrischen Messungen wurden mit einem
Biophotometer von Eppendorf (Hamburg) sowie an einem Ultraspec 2100 Pro von
Amersham Biosciences (Freiburg) vorgenommen. Desweiteren stand ein Nanodrop
1000 (Thermo Fisher scientific, Wilmington, USA) zur Verfiigung. Es wurden die
Thermocycler T Gradient 96 und T Personal Combi (Biometra GmbH, Géttingen)

verwendet. Die Agarosegele wurden mit einem U V-transilluminator TFX-20 M (Vilber
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3 Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Lorumat GmbH, Eberhart-Zell) und einer Sony XC-75E S/W camera (Sony, Berlin)
dokumentiert.

Die Zusammensetzungen der beschriebenen Puffer und Losungen sind im Anhang
aufgelistet.

3 Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Alle molekular- und mikrobiologischen Arbeiten sowie Arbeiten in der Zellkultur
wurden mit autoklavierten Geriten durchgefiihrt (120 °C, 1 bar Uberdruck). Soweit
notwendig wurde autoklaviertes, entmineralisiertes Wasser verwendet. Bei allen
Arbeiten mit RNA wurde bidestilliertes Wasser mit 0,1% DEPC (Diethylpyrocarbonat),
gestopfte Pipettenspitzen und RNAse freie Plastikgefie verwendet. Fiir Arbeiten mit
Chemikalien wie Acrylamid oder Ethidiumbromid und den entsprechenden Gelen

wurden Nitrilhandschuhe getragen.

4 Mikrobiologische Methoden

4.1 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue competent cells (Klonierungsbakterien, Agilent, Boblingen).
E. coli DH50™ (Klonierungsbakterien, Invitrogen, Darmstadt).
E. coli BL21-AT™ (Expressionsbakterien, Invitrogen, Darmstadt).

4.2 Plasmidvektoren

pDONORTM 221 (Invitrogen, Darmstadt): 4,7 Kilobasen (kb); Kanamycin Resistenz;
Gateway Eingangsvektor.
pDEST™ 14 (Invitrogen, Darmstadt): 6,4 kb; Ampicillin Resistenz; Gateway

Expressionsvektor.

11
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4.3 Nahrmedien

Die Zusammensetzungen der Medien finden sich im Anhang (siehe Anhang 1.1). Alle
Medien wurden vor ihrer Verwendung bei 1 bar und 120 °C autoklaviert. Nach dem
autoklavieren wurde das noch fliissige LB-Agar in Petrischalen gefiillt. War das Medium
auf ca. 55 °C abgekiihlt, wurde es mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt, um
so ein selektives Wachstum der Bakterien zu ermdglichen. Die gegossenen Platten und

Medien wurden bei 4 °C gelagert.

4.4 Plattenkultur

Die Bakteriensuspension aus einer Transformationsreaktion (siehe 5.9) oder einer
Glycerinkultur (sieche 4.6) wurde unter sterilen Bedingungen auf eine LB-Agar
Platte ausgestrichen. Die Platten waren mit Antibiotika (der Resistenz des Vektors
entsprechend) versetzt worden. Die beimpften Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C

inkubiert.

4.5 Flussigkultur

Fiir die Fliissigkultur wurden einzelne Bakterienkulturen mit einer sterilen Pipettenspitze
von den iiber Nacht inkubierten Platten (siehe 4.4) gepickt und in 5 ml LB-Medium
iiberfithrt. Dem Medium wurde Antibiotika passend zur Resistenz des Vektors
beigemischt. Die Fliissigkultur wurde bei schriger Lage und 37 °C mit 200 rounds per
minute (rpm) liber Nacht geschiittelt.

4.6 Glycerinkultur

Zur Herstellung von Glycerinkulturen wurden 500 pL. der Bakterienkultur mit der
gleichen Menge Glycerin versetzt und gut vermischt. Diese Kulturen konnten iiber

langere Zeit bei —80 °C gelagert werden.

4.7 Herstellung kompetenter Bakterien

Um E. coli-Staimme chemisch kompetent zu machen (Chung et al., 1989), wurde eine

Fliissigkultur (siehe 4.5) bei 6000 rpm 20 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen
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und das Pellet im gleichen Volumen an Transformation and storage solution (TSS)
resuspendiert. Bei 37 °C und 200 rpm wurde die Kultur inkubiert, bis eine optische
Dichte (OD) von ¢g9 von 0,3-0,4 erreicht war. Die Bakterien werden bei 6000 rpm
20 min abzentrifugiert und das resultierende Pellet in 1/10 Volumen an TSS-Medium

resuspendiert. Die auf diese Weise kompetent gemachten Bakterien wurden in 100 uL
Aliquots bei —80 °C aufbewahrt.

5 Molekularbiologische Methoden

5.1 Gesamt RNA-Praparation

Fiir die RNA-Préparation wurden die Tiere zur Betdubung etwa 30 min auf Eis abgekiihlt.
Anschlieend wurde die Himolymphe entnommen und die Schale vorsichtig entfernt.
Nachdem das Gewicht der Tiere bestimmt wurde, wurden die Tiere in fliissigen Stickstoff
(—196 °C) schockgefroren und in einem autoklavierten Keramikmorser pulverisiert. Das
so gewonnene Gewebe wurde sofort weiter verwendet.

Gesamt RNA wurde mit dem RNA-Aufreinigungskit "Maxwell®16 Total RNA
Purification Kit” (Promega, Madison, USA) nach dem Protokoll zur RNA-Extraktion aus
Geweben im Maxwell 16-Geridt (Promega, Madison, USA) isoliert. Die so gewonnene
RNA wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C aufbewahrt.

Die Sequenzierung der Gesamt-RNA wurde von StarSEQ GmbH in Mainz durchgefiihrt.

5.2 Primer Design

Bei der Auswahl der Primersequenzen wurde darauf geachtet, dass die Oligonukleotide
optimalerweise eine Lidnge von 15-25 Basen und einen GC-Gehalt von 40-60%
aufwiesen. Die Primer sollten nicht selbstkomplementir sein oder stabile
Haarnadelstrukturen ausbilden und es sollte auch keine Komplementaritdt zwischen
dem forward- und dem reverse-Primer geben. Bei allen Primerpaaren wurde darauf
geachtet, dass die Annealingtemperaturen zueinander passen. Die Primer wurden
mit dem OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) und dem Programm
Geneious 5.6.7 (Drummond et al., 2011) iiberpriift.

Alle Primer wurden lyophilisiert von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

bezogen. Sie sind im Anhang 2 aufgelistet. Sie wurden in einer Konzentration
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von 100 uM in bidestilliertem Wasser gelost und bei —20°C aufbewahrt. Fiir
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Reaktionen wurden jeweils 10 pmol forward- und

reverse-Primer eingesetzt.

5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch die Methode der PCR lassen sich definierte Desoxyribonukleinsidure
(DNA)-Abschnitte amplifizieren. Kiinstlich hergestellte Oligonukleotid-Primer, die
als Ausgangspunkt fiir die DNA-Polymerase dienen, definieren dabei den zu
amplifizierenden Bereich.

Die Polymerase-Kettenreaktion besteht aus mehreren aufeinander abfolgenden Schritten.
Im ersten Schritt wird zur Denaturierung die doppelstringige template-DNA auf
95 °C erhitzt, sodass sich die beiden Stringe voneinander trennen und die so
einzelstringig gewordene DNA fiir die Bindung der Primer zugénglich ist. Wihrend
des annealings wird die Temperatur auf 5°C-10°C unter die Schmelztemperatur
der Primer gesenkt, damit diese mit der DNA-Sequenz hybridisieren. Nun folgt die
Elongation bei der die freien 3’-OH Enden der angelagerten Primer als Ausgangspunkt
dienen. Die thermostabilen DNA-Polymerasen synthetisieren in Anwesenheit von
Desoxynukleosidtriphosphat (AINTP) zur DNA-Matrize komplementére Striange. Je nach
Polymerase variiert die Temperatur bei diesem Schritt zwischen 68 °C und 72 °C, die
Dauer dieses Schrittes wird der Geschwindigkeit der verwendeten Polymerase angepasst.
Dieser dreistufige Zyklus wird 17-35 mal wiederholt. Nach dem letzten Zyklus erfolgt
eine finale Elongation, die 7-10 min betrdgt und bei der nicht vollstindige Amplifikate

aufgefiillt werden. Die verwendeten Polymerasen sind im Folgenden aufgefiihrt.

Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt)
Diese Polymerase leitet sich von der DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei
ab. Sie besitzt eine 3’-5° Exonuklease Aktivitit (proofreading) sowie eine
zusitzliche prozessivititssteigernde Doméne. Die Polymerase verfiigt iiber eine hohe
Thermostabilitit, sodass Denaturierungs-Temperaturen von 98 °C (30 sec bis 1 min)
verwendet werden konnen. Ebenso benotigt sie mit 30 sec/kb kurze Elongationszeiten.
Die Amplifikate besitzen blunt ends. Durch ihre hohe Genauigkeit eignet sich diese

Polymerase fiir die Amplifikation ldngerer Templates.
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Tag™ DNA Polymerase Invitrogen (Darmstadt) Diese Polymrase wurde
urspriinglich aus dem hitzestabilen Bakterium Thermophilus aquaticus isoliert. Thr
Temperaturoptimum liegt bei 72 °C. Um die optimalen Bedingungen fiir die jeweilige
Reaktion ermitteln zu kénnen, wurden unterschiedliche Verhiltnisse an Enzym-, MgCl,-

und dNTP-Konzentrationen eingesetzt.

5.4 Gerichtete Mutagenese

Der gerichteten Mutagenese liegt das Protokoll des QuikChange®Site-Directed

Mutagenesis Kit von Stratagene (La Jolla, Californien) zugrunde.

Primer Design zur gerichteten Mutagenese

Die Sequenzen der Mutagenese-Primer wurde so gewihlt, dass die zu mutierende
Stelle zentral in der Sequenz lag. Um die Bindung des Primers an den DNA
Strang zu stabilisieren, sollten zu beiden Seiten der Mutation etwa 12 Basen
liegen. Der Mutagenese Primer hat demnach eine Mindestlinge von 25 Basen
und beginnt und endet vorzugsweise mit einem Guanin (G) oder Cytosin (C). Es
wurde ein komplementéres Primerpaar ausgewdhlt. Die Auswahl der Primer erfolgte
tiber das Web-basierte Programm PrimerX (http://www.bioinformatics.org/primerx/).
Die dort vorgeschlagenen Primer wurden auBerdem mit dem OligoAnalyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) iiberpriift und dessen Position mit dem Programm
Geneious 5.6.7 validiert.

Alle Mutationen werden nach folgendem Schema benannt: z.B. BgAChBP1-R2G;
BgAChBP1 mit einer Mutation an Position 2, an der im Wildtyp Arginin sitzt, welches

durch Glycin ersetzt wird.

Mutagenese-PCR

Bei der Mutagenese-PCR wurde als 7Template-DNA ein Vektor mit einkloniertem Gen
verwendet. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass diese DNA methyliert war
um sie in einem spiteren Schritt aus dem Ansatz entfernen zu konnen. Hierfiir wurde
auf den Bakterienstamm XLI1-Blue zuriickgegriffen. Die einzelnen Komponenten
des PCR-Ansatzes waren abhingig vom verwendeten Template. Aufgrund ihrer

Geschwindigkeit und ihrer hohen Genauigkeit wurde die Phusion™ High-Fidelity
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DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt) fiir alle Mutagenesen verwendet.
Im Folgenden ist ein allgemeingiiltiges Pippetierschema fiir alle durchgefiihrten

Mutagenesen zu sehen.

Master-Mix (fiir 2 Anséitze)

5 x Phusion HF Puffer | 22,5 uL
10 mM dNTPs 2,25 ul
Template DNA 2,25 ulL
DMSO (5 %) 3,37 uL
H,O 74 ul.

pro Ansatz 47,5 ulL Mastermix
+ 1 puL | 1:10 for. Primer
+ 1 ulL | 1:10 rev. Primer

+ 1 uL | Phusion™

Das PCR-Programm wurde abhédngig von der GroBe des zu amplifizierenden
DNA-Abschnitts und der verwendeten Polymerase eingestellt. Im Folgenden ist
ein Standard-PCR-Programm aufgefiihrt, einzig die Annealing-Temperatur (x in 5.4)
wurde fiir jedes Primerpaar angepasst. Bei der Auswahl der Annealing-Temperatur
wurden pauschal 5 °C-7 °C von der, vom Hersteller angegebenen, Schmelztemperatur

des Primers abgezogen.

95°C 1 min

95°C 30 sec

X°C 45sec | x 17
72°C 5 min

72°C 7 min

4°C o

Dpn1 Verdau

Um die Template-DNA aus dem PCR Produkt zu entfernen, wurde das Plasmid im
Vorfeld in E. coli des Stammes XL1-Blue einkloniert und aus diesen prépariert. Somit

war die Template-DNA methyliert und konnte durch das Restriktionsenzym Dpnl (New
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England Biolabs, Frankfurt) entfernt werden. Hierzu wurden 45 pLL des PCR Produkts
mit 1 pL. Dpnl fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Um die Mutagenese-PCR zu iiberpriifen, wurde das PCR-Produkt vor und nach der
Behandlung mit Dpnl auf ein Agarosegel aufgetragen. Abb. 6 zeigt eine schematische

Zeichnung des Agarosegels nach erfolgtem Dpnl Verdau.

1 2 3 4

Abb. 6: Schematische Zeichnung des Agarosegels nach Dpnl-Verdau. 1%iges Agarosegel
mit PCR-Produkt und PCR-Produkt nach Dpnl-Verdau. Spuren 1 und 3 PCR-Produkt vor
Dpnl-Verdau. Spuren 2 und 4 PCR-Produkt nach Verdau. Erfolgreiche PCR durch eine Bande
mit gleicher Grofle wie Template gekennzeichnet, weitere Banden stammen von verdauten
Fragmenten.

Die Spuren 1 und 3 in Abb. 6 zeigen das PCR-Produkt vor dem Dpnl-Verdau. In den
Bahnen 2 und 4 liegt das Produkt nach dem Dpnl-Verdau vor. Bei einer erfolgreichen
PCR ist eine der Banden im verdauten PCR-Produkt genauso grofl wie das Template,
auBerdem sind im Gel weitere Banden zu sehen, die von verdauten Fragmenten des
Templates stammen (vgl. Abbildung 6 Bahnen 1 und 2). Ist die Bande der unverdauten
Kontrolle und des PCR-Produkts nicht auf der gleichen Hohe, sondern es sind nur die
deutlich kleineren Fragmente im Gel aufgetrennt worden, so war die Mutagenese nicht
erfolgreich (vgl. Abb. 6 Bahnen 3 und 4).

5.5 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese dient der Auftrennung und Isolierung linearer
DNA-Fragmente nach ihrem Molekulargewicht. DNA ist aufgrund ihres
Zucker-Phosphat-Riickrats negativ geladen und wandert im elektrischen Feld zur Anode.

Je nach Grofle der Nukleinsduren unterscheidet sich die Wandergeschwindigkeit, wobei
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kiirzere Fragmente schneller wandern als ldngere. In dieser Arbeit wurden horizontale
Gele verwendet, deren Agarosekonzentration bei 1% lag. Bei Agarose, welche aus
Rotalgen gewonnen wird, handelt es sich um ein Polysaccharid aus D-Galaktose und
3,6 Anhydro-L-Galaktose. Das Gel wirkt wie ein Molekularsieb. Um die DNA sichtbar
machen zu konnen, wurden den Gelen Ethidiumbromid (Nachweisgrenze: 25-50 ng
DNA) zugegeben. Die Ethidiumbromidmolekiile interkalieren mit den Basenpaaren des
DNA-Doppelstrangs und veridndern so das Anregungsspektrum des Ethidiumbromids.
Die violette Fluoreszenz kann unter Ultraviolettstrahlung (UV-Strahlung) bei 254-366
nm sichtbar gemacht werden. Die Agarose wurde in 1x TBE-Puffer gelost und mit
Ethidiumbromid versetzt. Die etwas abgekiihlte Losung wurde in einen Gelschlitten
gegossen. Das ausgehirtete Gel wurde in der Laufkammer (Biotec Fisher, Reiskirchen)
mit Elektrophoresepuffer (1x TBE) bedeckt. Die Proben wurden mit Beladungspuffer
(6x Loading Dye, Fermentas, St.Leon-Rot) versetzt und in die Taschen des Gels
aufgetragen. Zur Abschitzung der GroBe wurde ein DNA-Marker als Groenstandard
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 100 V und einer Stromstirke
von 500 mA. Die Dokumentation wurde mittels eines Geldokumentationssystems der

Firma Peqlab (Erlangen) mit angeschlossener Kamera (Sony, Berlin) durchgefiihrt.

5.6 DNA Extraktion aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung der DNA-Probe durch die Elektrophorese konnte die gewiinschte
Bande ohne Nebenprodukte aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA extrahiert werden.
Hierzu wird die Bande mit einem Skalpell unter UV-Strahlung-Licht aus dem Gel
ausgeschnitten, wobei darauf zu achten ist ziigig zu arbeiten, da die Strahlung durch
seine kurze Wellenlinge die DNA schidigt. Zur Aufreinigung wurde das GeneJet™
Gel Extraction Kit der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Das Kit wurde nach
Herstellerangaben verwendet. Im ersten Schritt wird das ausgeschnittene Gelstiick in der
gleichen Menge Puffer bei 55 °C-60 °C im Wasserbad geschmolzen. Die entstandene
Losung wurde auf Sdulen mit Silicatgel-Membran aufgetragen. An diese Membran
wurde die DNA unter Hochsalzbedingungen reversibel gebunden. Nach mehrmaligen
Waschschritten und der Trocknung der Membran konnte die DNA mit Wasser eluiert

werden.
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5.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Aussagen iiber Quantitdt und Qualitédt der vorliegenden DNA-Proben konnten iiber die
gemessene Extinktion an einem Nanodrop 1000 (Thermo Fisher scientific, Wilmington,
USA) getroffen werden. Hierzu wurde die Extinktion bei 260 nm gemessen. Um
Aussagen iiber die Qualitdt der Aufreinigung treffen zu konnen, wurde die Extinktion
bei 280 nm gemessen. Eine Extinktionseinheit von Ajgo entspricht 50 pg/mL. Das
Verhiltnis zwischen Asgg und Ajgo gibt einen Wert fiir die Verunreinigung der DNA
mit Protein an und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Das Verhiltnis zwischen Ao und
Aj3p sollte kleiner als 1,8 sein und gibt die Verunreinigung mit organischen Stoffen wie

z.B. Phenolen oder Alkoholen an.

5.8 Klonierung

Durch Klonierung konnen DNA-Abschnitte in einen Vektor eingebracht werden
(Ligation). Dieses Plasmid kann in eine Wirtszelle transformiert werden, um das

gewiinschte DNA-Fragment zu vervielfiltigen.

Die Gateway™ Klonierung

Bei der Gateway ™ Klonierung handelt es sich um eine universelle Klonierungsmethode,
die auf dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen A basiert (Landy, 1989).
Homologe Sequenzen (attachment-sites) werden hierbei, unter Beibehaltung des
richtigen Leserasters und der Orientierung, in unterschiedliche Vektoren einkloniert
(Hartley et al., 2000).

Zusiatzlich zur Gensequenz wurde N-terminal eine Erkennungssequenz fiir die
Tabakitzvirus (TEV)-Protease sowie ein His-Tag einkloniert um nach erfolgter
Proteinaufreinigung den His-7ag proteolytisch entfernen zu konnen. Plasmide mit
dem Konstrukt fiir AChBP1-His-TEV sowie AChBP2-His-TEV stammten aus der

Dissertation von Moller (2012) und wurden mir zur Verfiigung gestellt.
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5.9 Transformation der Bakterien

Die Transformation dient dazu, Plasmide in Bakterien einzubringen. In der
vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit Hitzeschock und chemisch kompetenten
Bakterienzellen gearbeitet.

Um Plasmide in die Bakterien einzubringen, wurden je nach Bakterienstamm
unterschiedliche Mengen an Bakteriensuspension verwendet (Tab. 4).

Je nach Konzentration des Plasmids wurden 1 pL-5 pLL DNA zu den Bakterien gegeben
und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Hitzeschock bei 42 °C fiir 30
sec durchgefiihrt. Die Zellen wurde direkt fiir 2 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde
mit SOC Medium versetzt (Tab. 4) und fiir 1 h-2 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.
Es wurden unterschiedliche Mengen auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Die
Platten wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Klone, die das Plasmid aufgenommen hatten, konnten durch die enthaltene
Antibiotikaresistenz wachsen und am néchsten Tag in einer Fliissigkultur (siehe 4.5)

vermehrt werden.

Tab. 4: Ubersicht iiber Transformation verschiedener Bakterienstimme.

Bakterienstamm Bakteriensuspension [ uL] | SOC-Medium [ pL]
E. coli XL1-Blue competent cells
(Agilent, Boblingen) 100 200

: ™
E. C(‘)ll DH5a 50 950
(Invitrogen, Darmstadt)

: ATIM
E. c?lz BL21-Al 100 250
(Invitrogen, Darmstadt)

5.10 Plasmidisolierung

Die Plasmide wurden mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, St.
Leon Rot) aus den Bakterien der Fliissigkultur isoliert. Diesem Protokoll liegt
die alkalische Lyse der Bakterien sowie die reversible Bindung von DNA an die
HiBind-Silikamenbranen zugrunde. Bakterielle DNA ist nach Denaturierung nicht in
der Lage zu renaturieren und kann auf diese Weise gemeinsam mit bakteriellen
Proteinen und Zellbestandteilen abzentrifugiert werden. Die Plasmid-DNA bindet unter

Hochsalzbedingungen reversibel an die Membran. Nach mehrmaligen Waschschritten
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und der Trocknung der Membran konnte die Plasmid-DNA mit Wasser eluiert werden.
Die DNA-Konzentration wurde anschlieBend, wie in Abschnitt B5.7 beschrieben,

bestimmt.

6 Proteinbiochemische Methoden

6.1 Rekombinante Proteinexpression in Bakterienzellen
Expression in Bakterienzellen

Die rekombinante Expression von Proteinen bietet den Vorteil, dass man mit relativ
geringem Zeit- und Kostenaufwand groBBere Mengen an Protein herstellen kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Stamm des Darmbakteriums E. coli namens BL21-Al
als Expressionsbakterium herangezogen. In diesem Bakterienstamm kann das Zielgen
durch eine T7 Ribonukleinsdure (RNA)-Polymerase abgelesen werden, welche durch
den T7-Promoter des Vektors kontrolliert wird. Die Bakterien verfiigen chromosomal
iber das T7-RNA-Polymerase-Gen auf einem arabinosekontrolliertem Locus. Durch die

Zugabe von L-Arabinose kann die Expression induziert werden (Lee et al., 1987).

Nachdem der Vektor mit dem gewiinschten Gen in die Bakterien transformiert
wurde (siehe 5.9), konnte die entstandene Fliissigkultur in einen Liter LB-Medium mit
0,5 % Ampicillin iiberfiihrt werden. Die Bakterien wurden unter Schiitteln mit 220 rpm
bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert, bis die optische Dichte (ODggg) zwischen 0,75
und 0,8 lag. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 10 mL
20%-L-Arabinose induziert. Als Negativkontrolle wurde eine 200 mL Bakterienkultur
unter den gleichen Bedingungen angesetzt, die nicht induziert wurde. Die Expression
erfolgte unter Schiitteln bei 25 °C iiber Nacht.

Ernte und Aufbrechen der Bakterienzellen

Die Bakterien wurden zur Ernte bei 5000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und vom
Uberstand getrennt. Das so gewonnene Bakterienpellet konnte bei -20 °C eingefroren
oder direkt weiter bearbeitet werden. Um die Bakterienzellwdnde mechanisch
aufzubrechen, wurden sie 5 mal abwechselnd in einem 42 °C Wasserbad aufgetaut

und bei -80 °C in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zu den Zellpellets wurden 100 mL
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Lysispuffer mit 10 mg Lysozym gegeben und solange gevortext, bis das Pellet vollstéandig

gelost war. AnschlieBend wurde die Suspension fiir eine Stunde auf Eis inkubiert.

DNA und RNA-Verdau

In der Suspension enthaltene bakterielle DNA und RNA wurde durch die Zugabe von
2500 Units (U) Benzonase®Nuclease pro 100 mL Suspension und Inkubation fiir 15
min bei 37 °C und anschlieBende halbstiindige Inkubation auf Eis enzymatisch abgebaut.
Die Einschlusskorperchen, in denen das exprimierte Protein vorlag, konnten durch 40

miniitiges zentrifugieren bei 5000 rpm und 4 °C pelletiert werden.

Aufbrechen der Einschlusskérperchen

Um die Einschlusskorperchen aufzuschlieBen, wurden die Pellets in je 30
mL Bindungspuffer unter denaturierenden Bedingungen (8 M Harnstoff, 1 mM
B-Mercaptoethanol) gelost und sonifiziert. Die Sonifikation erfolgte durch Schallwellen
mit einer hohen Amplitude durch einen Ultraschallgenerator mit Titansonde (Labsonic
1510 von B.Braun, Melsungen) bei einer Leistung von 200-300 V. Die Proben wurden
12 mal abwechselnd je 30 Sekunden sonifiziert und auf Eis gekiihlt. Bei der Sonifikation
entstehen durch die auf die Fliissigkeit libertragenen Schallwellen kleine Blédsschen, die
durch den Druckunterschied zerplatzen und so die Membranen aufreilen. Die hierbei
entstehende Wirme wird durch die Inkubation auf Eis abgefiihrt. Membranfragmente
und bakterielle Triimmer wurden durch 15 miniitiges zentrifugieren bei 2500 rpm bei

4 °C pelletiert und konnten so entfernt werden.

Affinitats-Chromatographie

Um das exprimierte Protein aus der Losung zu extrahieren, verfiigt das Konstrukt
iiber einen N-terminalen His-Tag. Als Saulenmaterial wurde Ni-Sepharose™ 6 Fast
Flow (GE Healthcare, Freiburg) verwendet. Hierbei handelt es sich um stark vernetzte
polymere Agarose, die chelatierte Nickelionen trigt, an die Histidine reversibel
binden konnen. Das Sdulenmaterial wurde nach Herstellerangaben vorbereitet. Die
vorbereitete Proteinlosung (siehe 6.1) wurde mit der Nickel-Sepharose-Losung vereint
und 60-90 Minuten bei Raumtemperatur unter stindigem Schwenken inkubiert. Diese

Losung wurde in eine Glassdule gegeben um so die Fliissigkeit abflieBen zu lassen
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(Durchfluss). Das an die Sdulenmatrix gebundene Protein verblieb hierbei in der Séule.
Um sicherzustellen, dass ungebundenes Protein vollstindig aus der Séule ausgespiilt
wurde, wurde die Sdule mit dem fiinffachen Volumen an Waschpuffer (= Bindepuffer)
gewaschen. Um die Bindung des Proteins an die Trigermatrix zu 16sen, wurden 40
mL Elutionspuffer zugegeben. Das in diesem Puffer enthaltene Imidazol verdringt
konzentrationsbedingt die Histidine von den Bindungsstellen an der Trigermatrix.
Proben aller drei Schritte wurden nachfolgend mittels SDS-PAGE analysiert (B6.5).

Faltung

Da die Proteine nach Elution von der Nickel-Sédule (siehe 6.1) als Monomere in
denaturierendem Puffer vorliegen, ist es notwendig sie zu renaturieren und die
Faltung zu unterstiitzen. Die kontrollierte Entfernung denaturierender Agenzien, die
Schaffung spezifischer Faltungsbedinungen sowie die Vermeidung von Aggregationen
sind wichtige Vorraussetzungen fiir Bildung der nativen Konformation.

Die Proteinlosung wurde iiber eine Econo pump EP-1 (Bio-Rad, Miinchen) mit einer
Geschwindigkeit von 0,2 mL/min in den Renaturierungspuffer eingetropft, sodass die
Proteinendkonzentration am Ende bei 30 pg/mL lag. Hierbei war darauf zu achten, dass
der Faltungspuffer stindig geriihrt wurde, sodass sich beim Eintropfen keine groflen, mit

bloBem Auge sichtbaren, Proteinaggregationen bildeten.

Aufkonzentrierung der Proteinlésungen

Ultrafiltrationsriihrzelle Fiir die meisten biochemischen Analysen ist eine
Mindestkonzentration notwendig, die iiber der Endkonzentration nach der Faltung (B6.1)
liegt. Aus diesem Grund wurde die Proteinlosung mit einer Ultrafiltrationsriihrzelle
(Modell 8400, Merck Millipore, Darmstadt) und Ultrafiltrationsscheiben mit einer
PorengroBe von 10 kDa unter Riithren in einer Stickstoffatmosphdre mit einem
Gasiiberdruck von 2-4 bar filtriert.

Filtrationsrohrchen Zur Konzentrierung der Proben nach der Auftrennung durch
die Chromatographie-Siulen (siehe 6.4) wurde ein Amicon®Ultra 15 mL oder 0,5
mL Zentrifugenrithrchen mit 10-100 kDa verwendet. Hierbei wird die Probe auf eine
Membran gegeben, die anschlieBend zentrifugiert wird. Die Probe wird gegen die

Membran gedriickt und Partikel, die kleiner als die angegebene Porengrofe sind,
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gelangen hindurch.

Das Filtrationsrohrchen wurde 3x mit Tris-Puffer gewaschen. Dafiir wird die Membran
mit dem Puffer iiberschichtet und je 5 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Anschlieend wird die Probe auf die Membran gegeben und ebenfalls bei 4 °C und
3000 rpm solange zentrifugiert, bis die Probe auf das gewiinschte Volumen eingeengt

ist. AbschlieBend wird die optische Dichte (OD»,gp) gemessen.

Dialyse

Um einen schonenden Pufferaustausch vorzunehmen, wurden die Proben gegen
den Aufbewahrungspuffer dialysiert. Der verwendete Visking Dialyseschlauch (Rotz,
Karlsruhe) mit einer AusschlussgroBe von 14 kDa wurde vor der Verwendung
aufgekocht. Die Dialyse erfolgte bei 10°C, wobei der Dialysepuffer mehrfach

gewechselt wurde.

Proteolytische Spaltung

Der einklonierte His-Tag konnte moglicherweise die korrekte Faltung des Proteins
behindern. Aus diesem Grund wurde vorgelagert zu diesem Affinitdtsanhang eine
Erkennungssequenz (E-X-X-Y-X-Q-(G/S) fiir eine TEV Protease gesetzt. Diese
Cystein-Protease stammt urspriinglich aus dem Tabakitzvirus und ermoglicht eine
spezifische, proteolytische Spaltung an der vorgegebenen Sequenz. Pro 100 pug Protein
wurden 100 U TEV Protease (roboklon, Berlin) eingesetzt und fiir 1-1,5 h bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert.

6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration berechnen zu koénnen, wurde zuerst die Absorbtion der
Proteinlosung photometrisch bei 280 nm bestimmt (ODjgp). Hierbei machte man
sich zunutze, dass aromatische Aminosiurereste (Histidin, Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan) eine 1 — t*-Orbital-Absorbtion bei 280 nm zeigen. Zur Berechnung der
Proteinkonzentration bediente man sich nun dem Lambert-Beer ‘schen Gesetz:
E=log(p/l)=€e*c*d

E: Extinktion

Io: Intensitét vor der Probe
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I: Intensitét nach Passieren der Probe

&: molarer Extinktionskoeffizient [M~! cm™!]
c¢: Proteinkonzentration [mol/l]

d: Schichtdicke [cm] der Kiivette

Dieses hingt von der Variablen des molaren Extinktionskoeffizients, der Konzentration
und der Schichtdicke der Probe ab. Die Schichtdicke der Kiivette d betrigt 1 cm. Der
theoretische molare Extinktionskoeffizient wurde anhand der Anzahl der Tyrosin- und
Tryptophan-Reste sowie der intramolekularen Disulfidbriicken nach Grimsley and Pace
(2004) berechnet und betrigt fiir BgAChBP1 35325 M~! cm™! und fiir BgAChBP2
41160 M~ em™!.

Das Lambert-Beer‘schen Gesetz wird nun nach der Stoffmenge (c¢) aufgelost und mit
der relativen Molekularmasse von BgAChBP2 (M;) multipliziert um die Mengenangabe
in mg/ml zu erhalten. Das Molekulargewicht von BgAChBP1 betrigt 23456 Da, von
BgAChBP2 23508 Da.

Die Massenkonzentration fiir BgAChBP1 betrigt c,=0,66 *E und fir BgAChBP2
cm=0,57 *E.

6.3 Hamolymphentnahme

Um das Acetylcholin-Bindeprotein (AChBP) der Schnecken B. glabrata und P. corneus
aufzureinigen und das AChBP von den anderen Hdmolymphproteinen zu separieren,
musste den Tieren Himolymphe entnommen werden. Hierfiir wurden die Tiere vor der
Héamolymphentnahme 10-15 Minuten zur Betdubung auf Eis gelegt. Zur Gewinnung
der Hamolymphe wurde der vordere Teil des Gehduses weggebrochen, um dann den
FuB3 der Tiere mit einer Kaniile zu penetrieren. Sodass die austretende Hdmolymphe
mit einer Pipette abgesaugt werden konnte. Die Probe wurde in einem Eppendorfgefill
auf Eis gesammelt. Um Proteaseaktivitit zu hemmen, wurde die Hamolymphe mit
Pefablocklosung versetzt, sodass dieses in einer Endkonzentration von 1 mM in der
Probe vorlag. Nach erfolgter Entnahme wurden die Tiere durch schnelles Zerdriicken
des Gehiduses getotet. Zellbestandteile, wurden durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir

5 Minuten bei Raumtermperatur sedimentiert.
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6.4 Chromatographische Methoden
Anionenaustausch-Chromatographie

Durch die reversible Bindung funktioneller Gruppen des Proteins an Anionen der
Saulenmatrix ldsst sich eine Auftrennung der Proteine nach ihrer Ladung erzielen.

Die Probe wird in die Probenschleife injiziert und von dort mit einer Pumpe auf
die S#ule gespiilt. Uber einen Gradienten mit steigendem Ionengehalt kann die, an
die Séule gebundene, Probe eluiert werden. Es wurde eine FlieBgeschwindigkeit
0,5 mL/min und eine Laufzeit von 120 Minuten gewihlt. Als Laufpuffer (Puffer A)
wurde ein Puffer mit 50 mM Tris, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7,4 verwendet.
Der Gradient der Pufferlosung B (50 mM Tris, 5 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 1M
NaCl, pH 7.4) lief von 1-100%. Bei der Auftrennung der Hamolymphproteine aus B.
glabrata wurde ein durchgehend ansteigender Gradient gewihlt. Fiir die Fraktionierung
der Hamolymphprobe aus P. corneus wurde ein stufenweise ansteigender Gradient
gewdhlt, der so eingestellt wurde, dass sich alle 10 Fraktionen die Konzentration des
Elutionspuffers erhohte. Das Eluat durchliduft ein Photometer und wird mittels eines
Fraktionssammlers aufgefangen. Anhand des aufgezeichneten Chromatogramms lassen
sich spiter die einzelnen Fraktionen identifizieren.

Als Sidulenmaterial wurde die Q-Sepharose von GE Healtcare (Freiburg) und eine

HPLC-Pumpe und ein Fraktionssammler von Gilson (Limburg), verwendet.

GroBenausschluss-Chromatographie

Um Proteine nach ihrer Grofle aufzutrennen, lie sich eine Gelfiltration mit einer
Sdulenmatrix durchfiihren, die ein dreidimensionales Netzwerk mit einer fest definierten
Porengrofle ausbildet. Kleine Proteine dringen héufiger in die Poren ein und verfangen
sich dort, wodurch sie einen lingeren Weg durch die Sdulenmatrix zuriicklegen als
grofere, die die Sdulenmatrix ungehindert passieren konnen. Als Saulenmaterial wurden
die Bio-Gele®0.5M und 1.5M (BioRad, Miinchen) verwendet. Die Sidule war 50 cm
lang. Das Eluat durchlief ein Photometer (Gilson, Limburg), in dem die Absorption
gemessen wurde und auf dieser Grundlage mit einem Flachbettschreiber (Kipp und

Zonen, Delft) ein Chromatogramm aufgezeichnet werden konnte.
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6.5 Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen und
basiert auf der Eigenschaft von Proteinen sich entsprechend ihrer Ladung in einem
elektrischen Feld bewegen zu konnen. Das Gel besteht aus Polyacrylamid, welches durch
Bisacrylamid vernetzt wurde. Im oberen Teil des Gels befindet sich ein weitmaschigeres
Sammelgel zur Fokussierung der Probe und im unteren Teil ein engmaschigeres Trenngel
um die Probe aufzutrennen. Durch unterschiedliche Mischungsverhéltnisse der einzelnen
komponenten konnten unterschiedlich stark vernetzte Trenngele hergestellt werden um
jeweils fiir den Versuch ein optimales Auftrennungergebnis erzeugen zu konnen.

Die Elektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) sowie unter
nicht denaturierenden Bedingungen (native PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefiihrt.
Die Gele liefen bei einer Stromstédrke von 25-30 mA fiir ca 60 Minuten. Zur Auswertung
konnten sie anschlieBend mit einer Coomassie Brilliant Blue-Férbelosung angefirbt

werden.

SDS-PAGE

Die Proben wurden zur Vorbereitung nach Zugabe von 2% B-Mercaptoethanol fiir 5
Minuten bei 95 °C denaturiert. Durch Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine
- unabhéngig von ihrer Eigenladung - mit einer negativen Ladung behaftet. Die Zugabe
von B-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbriicken zu freien Thiolen. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte nach dieser Vorbereitung einzig durch ihre Grofle, wobei die
kleineren Proteine schneller durch die Matrix des Gels wanderten als die GroBeren
(Laemmli, 1970). Im elektrischen Feld wandern sie von der Kathode zur Anode durch
das Sammelgel und werden hierbei fokusiert. Im Trenngel erfolgt die Auftrennung der
Proteine.

Es wurden 5-10 pug Protein aufgetragen, die zuvor mit 25% Probenpuffer versetzt
wurden. Als Marker zur Abschitzung der GroBe wurde der ProSieve™ QuadColor™
von Lonza (Rockland, USA) fiir die Coomassie Firbung (siehe 6.6) sowie
der MagicMark XP Western Protein Standard (Invitrogen, Karlsruhe) fiir die

Immundetektion (sieche 6.9) verwendet.

Nicht reduzierende SDS-PAGE Bei dieser Variante der SDS-PAGE wurde ein

Probenpuffer verwendet, der kein B-Mercaptoethanol enthielt, sodass Disulfidbriicken
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erhalten blieben. Die Grofle der Proteine wurde hier mithilfe eines Markerproteins
abgeschitzt, oder ebenfalls mittels ProSieve™ QuadColorTM von Lonza (Rockland,
USA), wobei hierbei darauf zu achten war, dass zwischen dem Marker und den Proben
einige Geltaschen frei blieben, sodass nicht die Gefahr einer nachtriglichen Reduktion

der Proteine bestand.

Native PAGE

Im Gegensatz zur SDS-PAGE werden bei der nativen PAGE die Proteine in Abhéngigkeit
von ihrer Molekiilmasse, ihrer Eigenladung und ihrer Tertidrstruktur aufgetrennt. Es
werden keine Detergenzien zur Denaturierung, wie z.B. SDS oder B-Mercaptoethanol
zugegeben, sodass die Faltung des Proteins Einfluss auf das Laufverhalten nimmt. Der
Probenpuffer enthilt Glycerin um die Proben zu beschweren und so besser auftragen zu
konnen und ein Ausschwemmen zu verhindern. Analog zur SDS-PAGE wurden 5-10 pg

Protein aufgetragen.

6.6 Coomassiefarbung von Proteinen

Zur Sichtbarmachung der Banden in den nach der PAGE wurden die Gele mit
Coomassie-Firbelosung angefirbt. Hierbei kamen zwei verschiedene Firbelosungen

zum Einsatz.

Standard-Coomassiefarbung Bei dieser Methode wurde das gesamte Gel angefirbt.
Anschlieend musste das Gel entfiarbt werden. Erst dadurch werden die Banden sichtbar,
da diese, im Gegensatz zum Hintergrund, nicht entfarbt wurden. Die Proteine wurden
durch den Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R 250 (Roth, Karlsruhe) im Gel fixiert.

Kolloidale Coomassiefarbung Der Farbstoff der kolloidalen, hintergrundfreien
Coomassiefarbung nach Kang et al. (2002) bildet mit den Proteinen einen
Chelatkomplex. Er lagert sich an die hydrophoben Seitenketten der Aminoséduren
an und firbt die Proteine somit unspezifisch an, wobei basische Proteine stirker
angefirbt werden konnen, als saure Proteine. Bei der kolloidalen Coomassiefirbung
macht man sich zunutze, dass der Farbstoff Coomassie G250 in Anwesenheit von

Aluminiumsulfat und Phosphorsidure Kolloide bildet, die als Farbstoffspeicher dienen.
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Die Nachweisgrenze bei dieser Firbemethode liegt bei ca. 100 pg und erreicht in ihrer
Sensitivitdat damit fast die einer Silberfarbung. Die Nachweisgrenze liegt hier bei 1 ng
Rinderserumalbumin pro Bande (Kang et al., 2002). Das SDS-PAGE bleibt hierbei
weitestgehend ungefirbt, da sich nur sehr geringe Mengen des kolloidalen Farbstoffs
in der Gelmatrix verfangen. Durch die Coomassie Farbung werden die Proteine in
der Gelmatrix fixiert, positiv geladen und konnen anschlieBend nicht mehr aus der
Gelmatrix gelost werden. Bei dieser Herstellung dieser Firbelosung musste unbedingt
auf die Reihenfolge der zugegebenen Chemikalien geachtet werden, da es sonst zu keiner

Kolloidbildung kommen konnte.

6.7 Herstellung von Antiseren

Die Immunisierung der Kaninchen fiir die Herstellung der beiden Antiseren wurde
von der Firma Charles River-Laboratories (Kisslegg) durchgefiihrt. Dort wurden
zwei Kaninchen iiber einen Zeitraum von ca. 2 Monaten mehrere Injektionen mit
rekombinantem BgAChBP2 gegeben. Die resultierenden Seren konnten dann auf ihre

Spezifitit bei der Detektion der beiden Isoformen von BgAChBP hin untersucht werden.

6.8 Zweidimensionale Immunelektrophorese

Die verschiedenen Proteine konnten mit einer zweidimensionalen Immunelektrophorese
nach Laurell (1965, 1966) und Weeke et al. (1973) immunologisch charakterisiert
werden.

In der ersten Dimension werden die Proteine in einem 1% Agarosegel aufgrund ihrer
Ladung aufgetrennt. In der zweiten Dimension erfolgt die Wanderung durch ein 1%
Agarosegel dem spezifische Antikdrper zugegeben wurden. Die Proteine konnen soweit
durch das Gel wandern, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Protein und Antikorper
gebildet hat. Nach der Firbung ist dies durch ein charakteristisches gipfelformiges
Prizipitat zu erkennen. Strukturelle Verwandschaften zwischen Proteinen in einem

Proteingemisch lassen sich auf diese Weise kléren.
In der ersten Dimension wurden 10 mL 1% Agarose (Biozym Scientific GmbH,

Hessisch-Oldendorf) auf eine 10 x 7 cm grofle Glasplatte gegossen. Nach Aushértung

der Agarose wurden 2-4 mm groB3e Locher fiir die aufzutragende Probe ausgestanzt.
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Als Marker fiir die Lauffront diente jeweils 1 plL. Bromphenol-Glycerin-Losung,
die in die beiden #dufleren Locher aufgetragen wurde. Die vorbereitete Glasplatte
mit den aufgetragenen Proben wurde in eine Multiphor 2117 (Pharmacia, Freiburg)
Elektrophoresekammer gelegt. Um elektroschen Strom leiten zu konnen, wurde
eine Pufferbriicke aus Chromatographiepapier (3MM, Schleicher & Schuell, Dassel)
zwischen Gel und Immunoelektroden-Puffer gelegt. Die Elektrophorese erfolgte bei 600
V fiir ca. 45-60 Minuten, wobei das Ende des Laufes mit erreichen der Lauffront am
Gelende angezeigt wurde.

Mithilfe einer Schablone wurden aus dem Gel der ersten Dimension Streifen
ausgeschnitten und auf die hydrophile Seite einzelner GelBond®-Filme (4,2 x 5
cm, 0,2 mm Stirke, Biozym Scientific GmbH, Hessisch-Oldendorf) gelegt. 2 mL 58 °C
warme Agarose wurden mit Antikdrperserum vermischt und auf die freien Stellen des
Films gegossen. Nach Aushidrten der Agaroselosung konnten die Filmplittchen erneut
in die Elektrophoresekammer gelegt und Chromatographiepapier angelegt. Die zweite
Dimension lief bei 300 V iiber Nacht.

Damit ausschlieBlich die Proteine angefidrbt wurden, die an den Antikérper gebunden
hatten und dadurch prézipitiert sind, wurde das ungebundene Protein ausgesalzt. Die
Plittchen wurden hierfiir dreimal fiir 10 Minuten mit 0,6% HCI-Losung gewaschen
und anschlieBend unter angefeuchtetem Filterpapier fiir 5 Minuten gepresst. Nach
dem zweiten Pressen wurden die Filmplittchen fiir 10 Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen. Nach einem abschlieBenden 5 miniitigem Pressen wurden die
Gele auf den Filmplittchen mit einem Fon getrocknet und danach fiir 10 Minuten in
Coomassie-Losung (Coomassie Brilliant Blue G250, Roth, Karlsruhe) gefidrbt. Die
Gele wurden in Entfarber-Losung entférbt, bis der Hintergrund moglichst farblos war.
Abschlieend wurden die Plittchen mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit dem Fon

getrocknet.

Immunoelektrophorese mit geteilter zweiter Dimension Bei dieser Variante der
Immunoelektrophorese wird die zweite Diemnsion horizonal aufgetrennt, sodass in
unseren Teil ein anderer Antikorper verwendet werden kann wie im oberen Teil. Protein,
welches nicht vom Antikorper im unteren Teil der zweiten Dimension gebunden wird,
konnte weiter durch das Gel wandern und so in den oberen Teil des Gels gelangen,

welches mit einem anderen Antikorper versehen war. Die zweite Dimension wurde
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hierfiir mittig horizontal getrennt und zuerst der untere Teil mit 1 mL Agarose und
Antikorper gegossen. Nach Aushirtung dieses Teils wurde der obere Teil ebenfalls mit

einem mL Agarose und einem anderen Antikdrper gegossen.

Tandem-crossed Immunoelektrophorese Bei der tandem-crossed
Immunoelektrophorese wurde neben dem Loch fiir die Proteinlosung in der ersten
Dimension ein zweites Loch ausgestanzt um ein zweites Proteingemisch auftragen
zu konnen. Fiir ein optimales Ergebnis musste epirisch der Abstand zwischen den
beiden Lochern ermittelt werden, wobei die Ladung der Proteine einen ersten Hinweis
gab. Die Durchfithrung der zweiten Dimension erfolgte wie in der zweidimensionalen

Immunoelektrophorese beschrieben.

Crossed-line-immunoelektrophorese Fiir die crossed-line-Immunoelektrophorese
wurde nach Aushirtung der zweiten Dimension an der Kante zwischen erster und
zweiter Dimension ein Trog ausgeschnitten, sodass der Trog mittig zwischen beiden
Dimensionen liegt. Das Fassungsvermogen des Trogs betrug 100 pL. Dieser konnte
mit einem einem Gemisch aus 1% Immunogarose und einem anderen Protein
luftblasenfrei befiillt werden um zu iiberpriifen, ob dieses Protein mit dem Protein,
das in der ersten Diemnsion aufgetragen wurde, verwandt ist und der Gipfel dadurch
verschmilzt. Die zweite Diemnsion wurde nach dem Protokoll der zweidimensionalen
Immunoelektrophorese durchgefiihrt, wobei ein Antikdrpergemisch diente, welches

sowohl Lochprotein als auch Trogprotein erkannte.

6.9 Western-Blotting

Proteine, welche mittels PAGE (Kapitel B6.5) aufgetrennt wurden, konnten
elektrophoretisch mittels Western-Blotting im semi-dry Verfahren (veridndert nach
Kyhse-Andersen, 1984) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert

werden um sie anschlieBend mit spezifischen Antikorpern detektieren werden zu konnen.

Vier Blitter Chromatographiepapier (Whatmann Papiere, Hartenstein, Wiirzburg)
wurden mit Kathodenpuffer (40 mL Kathodenpuffer + 10 mL 99%iges Ethanol)
befeuchtet und in eine Blotting-Apparatur (cti, Idstein) gelgt. Darauf wurde das
ungefirbte PAGE-Gel platziert auf das die, mit Ethanol aktivierte PVDF-Membran
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(Immobilon -P Transfer Membran, Millipore, Eschborn) folgte. Mit einem Glasrohrchen
wurden vorsichtig alle Luftblasen zwischen Gel und PVDF-Membran herausgedriickt.
AbschlieBend folgen vier Blatt Whatman-Papier, die zuvor in Anodenpufffer (40 mL
Anodenpuffer + 10 mL 99%iges Ethanol) getrinkt wurden. Durch erneutes rollen
mit dem Glasrohrchen wurde sichergestellt, dass sich keine Luftblasen zwischen
Membran und Whatman-Papier befinden. Um den Kontakt zwischen den einzelnen
Schichten sicherzustellen, wurde die Blotapparatur mit einem Gewicht beschwert. Der

Proteiniibertrag erfolgte bei konstant 80 mA pro Blot fiir 90 min.

Immundetektion und Dokumentation

Die Proteine konnten auf der PVDF-Membran mithilfe von spezifischen Antikdrpern
gegen BgAChBP1, BgAChBP2 (Kapitel B6.7) und den 6x Histdin-Tag indirekt
detektiert werden. Die beiden Antikorper gegen BgAChBP waren polyklonal und
stammen aus Kaninchen. Bei dem Antikorper gegen den His-Tag handelte es sich
um einen monoklonalen Antikorper der Firma Qiagen (Hilden) der spezifisch den
His-Tag eines Proteins erkennt. Der antigenspezifische Primérantikorper wurde durch
einen polyklonalen Sekundérantikdrper detektiert an den eine Meeretichperoxidaseund
gekoppelt ist und durch eine Chemiluminiszenzreaktion nachweisbar ist.

Die Membran wurde iiber Nacht bei 4 °C in Blockierungspuffer (10% Magermilchpulver
in TBS-Puffer) geschwenkt. Anschliefend wurde die Membran zweimal mit TBST und
einmal TBS-Puffer je 10 Minuten auf dem Schiittler gewaschen um iiberschiissigen
Blockierungspuffer abzuspiilen. Nun folgte eine einstiindige Inkubation der Membran
mit dem ersten Antikorper gegen BgAChBP in einer Verdiinnung von 1:10000 in 20
mL TBS-Puffer mit 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur. Der His-Antikorper
wurde in einer Verdiinnung von 1:7500 in 20 mL TBS-Puffer mit 5% Magermilchpulver
angesetzt. Uberschiissige oder unspezifisch gebundene Antikorper wurden durch
zweimaliges Waschen mit TBS-T-Puffer und einmaligem Waschen mit TBS-Puffer
fiir je 10 Minuten entfernt. Zur Bindung des Sekundérantikorpers (Sekundirantikorper
gegen Maus und Kaninchen der Firma Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Baltimore, USA) wurde eine Verdiinnung von 1:7500 in 20 mL TBS-Puffer mit
5% Magermilchpulver verwendet und erfolgte durch einstiindige Inkubation bei
Raumtemperatur. Um iiberschiissigen oder unspezifisch gebundenen Antikdrper zu

entfernen, wurden die oben beschriebenen Waschschritte erneut durchgefiihrt.
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Als Chemiluminiszenz-Substrat, das durch die Peroxidase umgesetzt wurde, diente
Roti®-Lumin (Roth, Karlsruhe). Hierbei oxidierte die Meerrettich-Peroxidase mithilfe
von Wasserstoffperoxid (H,O;) des Substrats, welches in oxidiertem Zustand
luminiszierte. Die Elektronen des Rotilumins wurden durch die Oxidation energetisch
angeregt ihren Grundzustand zu verlassen und gaben beim Zuriickfallen in den
energetischen Grundzustand die Energie in Form von sichtbarem Licht ab. Die
Luminiszenz trat spéter nur an den Stellen auf, an denen der zweite Antikérper binden
konnte und wurde in Form einer Schwarzfiarbung auf dem Rontgenfilm (GE Healthcare,
Freiburg) dokumentiert. Fiir die Substratreaktion wurden 750 uL. Rotilumin Substrat
A und 750 uL Rotilumin Substrat B zusammengeben und und auf Raumtemperatur
angewdrmt. In der Dunkelkammer wurde die Losung auf die Membran gegeben und
drei Minuten inkubiert. Anschlieend wurde die iiberschiissige Fliissigkeit durch leichtes
Schiitteln entfernt und die Membran in einer Klarsichthiille in die Rontgenfilmkassette
gelegt. Ein Rontgenfilm (GE Healthcare, Freiburg) wurde aufgelegt und fiir 30 Sekunden
bis 1 Minute belichtet. Der Film wurde solange in Entwickler getaucht, bis sich eine
Schwirzung zeigte und nachfolgend mit Wasser abgespiilt und fiir mindestens 2 Minuten
in das Fixiererbad gelegt. Hierdurch wurde der Film lichtunempfindlich und konnte
spiter bei normalem Licht ausgewertet werden. Der Fixierer wurde ebenfalls mit Wasser

abgespiilt. Die Filme wurden bei Raumtemperatur getrocknet.

6.10 Bindungstest mit amorphem Calcium Carbonat

Es konnte gezeigt werden, dass BgAChBP aus der Himolymphe von B. glabrata in der
Lage ist, amorphes Calciumcarbonat (ACC) zu binden (Saur et al., 2012). Nun sollte
tiberpriift werden, ob auch das rekombinant hergestellte Protein hierzu fihig ist. Der
Test wurde leicht abgewandelt und wie bei BgAChBP aus der Himolymphe, nach dem
Protokoll von Ma et al. (2007) durchgefiihrt.

Zu 200 pg rekombinant hergestelltem Protein wurde eine Spatelspitze amorphes
Calciumcarbonat (zur Verfiigung gestellt von Prof. Wolfgang Tremel, JGU Mainz)
gegeben und fiir vier Stunden unter stindigem Rotieren bei 4 °C inkubiert. Das
Calciumcarbonat (CaCO3) wurde durch 10 miniitiges Zentrifugieren bei 1000 rpm
und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und zur spiteren
Analyse aufgehoben. Zum Waschen des Pellets wurden 200 puLL 20 mM Tris/HCI-Puffer
pH 7,5 zugegeben, kurz invertiert und fiir 10 Minuten mit 1000 rpm und 4 °C
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abzentrifugiert. Insgesamt wurde das Pellet drei Mal gewaschen. Die Uberstinde
wurden zur spiteren Uberpriifung iiber ein 15%iges SDS-Gel aufbewahrt. Nach Zugabe
von 200 uL 0,5 M Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Losung, wurde die unter
standigem Schiitteln fiir eine Stunde inkubiert. Die Losung wurde anschlieBend auf ein
Gesamtvolumen von 50 pL eingeengt. Von allen Proben wurden je 10 pL. abgenommen,
mit 4 uL 5x SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen auf ein 15%iges
SDS-Gel 5 Minuten auf 95 °C erhitzt.

7 Thermofluor

Zur Optimierung der Pufferbedingungen wurde due Thermofluor-Methode
herangezogen (Niesen et al., 2007). Man macht sich dabei zunutze, dass korrekt
gefaltete Proteine eine hydrophile Oberfliche besitzen. Prinzipiell ist es Proteinen
moglich sich in wissriger Losung spontan in ihre Quartérstruktur falten zu konnen.
Wird die Temperatur erhoht denaturieren Proteine. Durch die Entfaltung werden
hydrophobe Bereiche des Proteins zuginglich. Durch die Entfaltung ist es sog.
Fluorophoren, die der Proteinlosung zugesetzt wurden, moglich iiber ionische und
hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein zu interagieren. Bei der Methode wird
die Fluoreszenz iiber die gesamte Zeit gemessen und stetig die Temperatur erhoht.
Entfaltet sich das Protein, kommt es zu einer messbaren Zunahme der Fluoreszenz bis
alle Proteine denaturiert vorliegen. Das Ergebnis ist eine sigmoidale Kurze, die den
Fluoreszenzgrad und dadurch auch die Stabilitit des Proteins zeigt.

Auf diese Weise konnen in einer 96 well-Platte sehr schnell verschiedene
Pufferbedingungen fiir ein Protein getestet werden. Mit dieser Methode wurden
die Pufferbedingungen fiir den Dodekaeder des rekombinanten BgAChBP1 am Institut
fiir Biochemie des Max-Planck Institutes Goéttingen in Zusammenarbeit mit Dr. Ashwin

Chari optimiert.

8 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) durchdringt ein Elektronenstrahl
die Probe und trifft anschlieend auf eine Dokumentationseinrichtung wie beispielsweise

eine CCD-Kamera oder einen direct detector auf der eine zweidimensionale Projektion
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des durchstrahlen Objekts erzeugt wird.

Der Elektronenstrahl wird in einer kegelférmig geformten Kathode erzeugt, die
durch die angelegte Beschleugigungsspannung aufgeheizt wird. Es gibt zwei Typen
von Elektronenquellen: zum Einen die thermischen Elektronenquellen, bei denen
Wolfram-Haarnadel-Kathoden oder kegelformige LaBg Kristalle als Emitter verwendet
werden und zum Anderen die Feldemissions-Elektronenquelle (field emmission gun)
(FEQG), bei der ein hohes elektrisches Feld an einen geitzten Wolfram-Draht angelegt
wird, der in einem elektrochemischen Prozess Elektronen emittiert. Bei diesem
Prozess ist zusitzlich ein Ultra Hohes Vakuum nétig um einen Elektronenaustritt
tiberhaupt zu ermdglichen. Durch die hohen Temperaturen (2000-2700 K) bei denen die
Elektronen bei der thermischen Elektronenquelle austreten, entsteht ein sehr inhédrenter
Elektronenstrahl, der die Auflosung begrenzt. Bei der Benutzung einer FEG kommt es
nicht zu dieser Limitierung.

Die Linsensysteme des Elektronenmikroskops sind ein weiterer wichtiger Faktor,
der die mogliche Auflosung bestimmt. Das magnetische Linsensystem, dessen
elektromagnetisches Feld mittels Spulen erzeugtwird, kann iiber den Spulenstrom
reguliert werden.

Nach Austritt des Elektronenstrahls aus der Elektronenquelle durchliuft der Strahl die
erste und zweite Kondensorlinse und wird dort gebiindelt. Der Strahl wird dort zunéchst
ausgerichtet, sodass die Probe gleichmifig und geradlinig durchstrahlt werden kann.
Anschlielend folgen die obere Objektivlinse, das Objekt und die untere Objektivlinse.
Beim Auftreffen des Elektronenstrahls auf das Objekt kommt es zu elastischen
und inelastischen Streuungen. Bei der elastischen Streuung, verursacht durch die
Anziehung der Kernladungen in der Probe, kommt es zu einer hohen Winkelablenkung
des Strahls. Auf diese Weise gestreute Elektronen treffen teilweise nicht mehr auf
den bildgebenden Schirm und verursachen den sogenannten Streukonstrast. Bei der
inelastischen Streuung treffen Elektronen des Strahls auf Elektronen in Hiille oder Kern
der Probe, verlieren dadurch an Energie und erfahren eine Phasenverschiebung. Auf
diese Weise verlangsamte Elektronen erzeugen Amplitudenkontrast. Wechselwirkungen
zwischen den Elektronen des Strahls und der Probe erzeugen Wirme innerhalb der
Probe, welche insbesondere bei Kryo-Proben zu einer Verformung der Partikel fiihrt.
Das nachfolgende Linsensystem dient der Abbildung auf dem Detektor und der

VergroBerung. Der Leuchtschirm besitzt eine fluoresziernde Beschichtung, sodass die
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Elektronen sichtbar gemacht werden.

Biologe Proben sind anfillig fiir Strahlenschdden und miissen vor den Einfliissen
des EM geschiitzt werden (Schatz, 1992). Hierzu lassen sich biologische Proben mit
Schwersalzen fixieren (Brenner and Horne, 1959) oder in Eis einbetten (Dubochet and
McDowall, 1981; Dubochet, 2012).

8.1 Elektronenmikroskope

Tecnai G2 12 BioTWIN (FEI, Eindhoven) Dieses Elektronenmiksroskop ist mit einer
LaBg Elektronenquelle ausgestattet und wurde bei 120 kV betrieben. An diesem Geriit
wurden alle negativ kontrastierten Aufnahmen erstellt. Die sphirische Aberation (Cy)
des Mikroskops betrigt 6,3, wodurch ein guter Kontrast in den Bildern erzielt werden
kann, die Aufléosung jedoch beschrinkt ist. Die Aufnahmen wurden mit einer TVIPS
TemCam-F416 4K-CCD Kamera (TVIPS, Gauting) bei einer nominellen Vergrof3erung
von 49000x (dies entspricht einer tatsdchlichen Vergroferung von 71540x) und einer

PixelgroBe von 4,36 A aufgenommen.

Titan Krios™ (FEl, Eindhoven) Die Aufnahmen fiir die Apo-Struktur des
BgAChBP1 Dodekaeders wurden am Titan Krios™ des Max-Planck-Instiuts (MPI) fiir
biophysikalische Chemie in Gottingen aufgenommen. Dieses Mikroskop ist mit einem
Cs-Korrektor, einer Falcon II Kamera und einem direct electron detector ausgestattet.
Die Beschleunigungsspannung betriagt 300 kV. Die Aufnahmen wurden bei einer

VergroBerung von 112100x aufgenommen und haben eine Pixelgrofe von 1,25 A.

8.2 Probenvorbereitung flir die Elektronenmikroskopie
GraFix

Bei dieser Dichtezentrifugation handelt es sich um eine Methode der Probenvorbereitung
fiir die Elektronenmikroskopie. GraFix (Kastner et al., 2008; Stark, 2010) verbindet
hierbei eine Auftrennung durch Dichtezentrifugation mit einer gleichzeitigen Fixierung
des Proteins um dessen Stabilitit zu erhohen. Zwei Losungen mit unterschiedlichem
Sucrose-Gehalt (10% und 30%) wurden angesetzt. Die 10%ige Losung wurde in
den unteren Teil eines Zentrifugenrohrchens gefiillt. Der 30%igen Losung wurden

25% Glutaraldehyd zugesetzt. Mit einer Kaniile wurde anschlieBend die 30%ige
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Losung unter die erste Sucrose-Losung unterspritzt. Der Gradient wurde mithilfe eines
Gradientenmixers eingestellt. Die Proteinlosung wurde luftblasenfrei auf den Gradienten
gegeben und die Proben 16 Stunden bei 30000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Zur
Fraktionierung wurden jeweils 200 uL vom obersten Rand der Losung abgenommen.
Von jeder Fraktion wurden 2 pLL auf eine Nitrocellulosemembran getropft, diese kurz
getrocknet und mit Amido-Schwarz angefirbt. Alle Fraktionen, die Protein enthielten
konnten auf diese Weise benannt und fiir die weitere Probenvorbereitung verwendet
werden. Alle Fraktionen die so identifiziert wurden, wurden zusitzlich mit Uranylacetat
negativ kontrastiert und elektronenmikroskopisch untersucht.

Diese Methode wurde am Institut fiir Biochemie des Max-Planck Institutes Géttingen in

Zusammenarbeit mit Dr. Ashwin Chari durchgefiihrt.

Glimmentladung zur Hydrophilisierung des Objekttragers

Als Probentriger dient ein mit einem Kohlenstofffilm beschichtetes Kupfergitter (Grid).
Da dieser Kohlenstoftfilm iiberwiegend hydrophob ist, wird er mittels einer diffusen
Ladungswolke (negative Glow Discharge) bei 25 mV fiir 30 Sekunden hydrophilisiert
(Aebi and Pollard, 1987). Der Objekttriger wird dadurch zu einer reaktiven Oberflache
an den die Proteine besser adsorbieren konnen. Hierzu wurde der Objekttriager in
einem Gerit der Marke Emitech K100X (Quorum Technologies, Ontario, Kanada) unter
Vakuumbedingungen einem Plasma ausgesetzt. Bei diesem Vorgang werden ladungen

aufgebracht sowie Verunreinigungen an der Oberfliche entfernt.

Negativkontrastierung

Bei der Negativkontrastierung werden die Proteine mit einer Schwersalz-haltigen
Losung vollstindig eingebettet und dann getrocknet um so den Kontrast der Proteine
zum Hintergrund zu erhéhen und sie im elektronenmikroskopischen Bild besser
sichtbar zu machen. Als Kontrastmitte] werden hdufig Uranylacetat, Uranylformat
und Ammoniummolybdat verwendet (Harris, 1991). Durch die Schwersalze liegt die
Auflosungsgrenze dieser Methode bei 15 A-20 A (Ohi et al., 2004). Die Proben lassen
sich schnell vorbereiten und sind, im Gegensatz zur Kryo-Fixierung, einfach zu
handhaben.

Es wurden 5 pLL des Proteins auf ein Elektronenmikroskopie-Grid aufgetragen und

fiir 30 Sekunden inkubiert. Nachdem iiberschiissige Fliissigkeit mit einem Filterpapier
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(Whatman No. 1) abgezogen wurde, wurden 3 pLL 1% Uranylacetat aufgetragen und
4 Sekunden inkubiert, bevor auch diese abgesaugt wurden. Der Kontrastierungsschritt
wurde noch zwei weitere Male wiederholt. AbschlieBend wurde das Grid fiir mindestens
20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Bei allen Arbeitsschritten ist darauf zu
achten, dass keine Fliissigkeit auf die Riickseite des Grids gelangt, da dies im Mikroskop
als diffuser Hintergrund zu sehen sein wiirde.

Das Kontrastmittel legt sich wie ein Mantel um das Protein und umbhiillt es
optimalerweise ohne dabei auf dem Grid Unebenheiten zu bilden, die nicht vom
Protein herrithren. Da die Schwermetallatome vom Elektronenstrahl nur sehr schwer
durchdrungen werden konnen, erscheinen die Proteine spdter von einem dunklen
Hof umgeben. Je dicker die Schicht aus Kontrastmittel, desto dunkler erscheinen
die jeweiligen Bereiche im spiteren Bild. Bei der Negativkontrastierung wird somit
vor allem der Streu- und Amplitudenkontrast erhoht. Die spitere Auflosung der
Rekonstruktion wird durch die GroB3e der Schwermetallionen limitiert, da diese nicht

in die feinen Zwischenrdume des Proteins eindringen kénnen.

Kryo-Fixierung

Bei der Kryo-Fixierung wird die Proteinprobe in einem diinnen Fliissigkeitsfilm
schockartig vitrifiziert (Dubochet et al., 1988). Bei dieser Vorgehensweise
werden die Proteine in ihrer natiirlichen Konformation fixiert. Im Gegensatz zur
Negativkontrastierung kommt hier kein Kontrastmittel zur Anwendung, sodass es nicht
zur Limitierung der erreichbaren Auflosung durch ein solches kommt. Auf diese Weise
lassen sich Auflosungen < 3 A erreichen (Bartesaghi et al., 2015). Gleichzeitig haben
die Proteine aber nur einen geringen Dichteunterschied zum Puffer, sodass es nur zu
einem geringen Phasenkontrast kommt und die Partikel schwerer zu erkennen sind.
Zudem sind die Proteine deutlich empfindlicher gegeniiber Strahlenschidden und konnen
nur mit einer geringen Strahlendosis untersucht werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kryo-Aufnahmen des BgAChBP1 wurden am MPI
fiir biophysikalische Chemie in Gottingen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stark mit
prapariert. Um die Sucrose nach der GraFix-Fixierung zu entfernen, wurde mithilfe
eines Zeba-Spin Entsalzungsrohrchens (Invitrogen, Darmstadt) der Puffer ausgetauscht.
Die Proteinlosung wurde fiir eine Minute auf ein Kohlestofffilmchen gegeben

und anschlieBend auf ein dickes Quantifoil-grid mit gleichmidfligem Lochabstand
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im Kohlestofffilm adsorbiert. Die Probenpréiparation erfolgte mit einem Vitrobot
(FEI, Eindhoven). Auf die Oberfliche des grids wurden 4 pL. Puffer gegeben und
anschlieBend die tiberschiissige Fliissigkeit abgesaugt. Die Luftfeuchte betrug 100% und
die Temperatur 4 °C. Die Proben wurden schockartig in fliissigem Ethan eingefroren,

sodass sich glasartiges Eis bildete. Die grids wurden in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

9 Bioinformatische Methoden

9.1 Computerausstattung

Da die durchgefiihrten Berechnungen zur 3D-Rekonstruktion von Proteinen sehr
rechenintensiv sind, wurden sie auf dem Rechnerverbund des zoologischen Instituts
durchgefiihrt. Der Rechnerverbund setzt sich aus acht AMD Opteron 6136 (2,4 GHz),
20 AMD Opteron 2220 (2,8 GHz) und zwei Intel Xeon E5402 (2,0 GHz) Prozessoren
zusammen. Derzeit verfiigt der Rechnerverbund iiber insgesamt 372 Rechenkernen
(Cores).

9.2 Software

Appion Hierbei handelt es sich um ein web-basiertes, modular aufgebautes Programm,
das der Automatisierung der 3D-Rekonstruktion dient (Lander et al., 2009). Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten in die Datenbank geladen werden und

von dort aus weiter verarbeitet werden.

Bfactor (v1.4) istein frei erhiltliches Programm, welches der Amplituden-Korrektur in
3D-Dichtekarten dient. Hierzu werden hohere Frequenzen mit einem Wert multipliziert,
der sich auf dem Temperatur-Faktor ableitet. Bei 3D-Dichtekarten, die eine deutlich
bessere Auflosung als 10 A haben, kann das Vorgehen von Rosenthal and Henderson

(2003) zugrunde gelegt werden.

Ctffind3 (Mindell and Grigorieff, 2003) berechnet Defokus und Astigmatismus
elektronenmikroskopischer Aufnahmen um sie anschlieBend fiir die Korrektur der

Intensitit der Aufnahmen durch die Kontrast-Transfer-Funktion (CTF) heranzuziehen.
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EMAN1 (v1.9) EMANI (Ludtke et al., 1999) ist ein, grotenteils kommandozeilen
basiertes Programm zur FEinzelpartikelanalyse. Thm liegt ein nicht gewichteter,
korrelationsbasierter Algorithmus zugrunde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde es sowohl

zur 2D-Klassifizierung als auch zur 3D-Rekonstruktion herangezogen.

EM-Menu Diese Software wird fiir die Steuerung der TemCam-F416 4K-CCD Kamera
(TVIPS, Gauting) am Tecnai G* 12 BioTWIN bendtigt.

Frealign 9 (Grigorieff, 2007; Lyumkis et al., 2013) ist ein kostenloses Programm,
dass der Verbesserung einer vorhandenen 3D-Rekonstruktion dient. Alle Alignments und

3D-Rekonstruktionen werden bei diesem Programm im Fourier Raum berechnet.

Geneious (v.5.6.7), Geneious R9 (Kearse et al., 2012; Drummond et al., 2011) ist
eine, kommerziell angebotene, Platform, die verschiedene Funktionen zur Auswertung
von DNA und RNA Sequenzdaten vereint. Die Software wurde beispielsweise
genutzt um Sequenzdaten auszuwerten, Primer zu generieren, das Transkriptom von

Planorbarius corneus zu analysieren und phylogenetische Biume zu berechnen.

IMAGIC-5 Bei IMAGIC-5 (ImageScience, Berlin) (van Heel and Keegstra, 1981; van
Heel et al., 1996) handelt es sich um ein kommerziell vertriebenes Programm. Die
Arbeitsschritte der 3D-Rekonstruktion sind hier weniger automatisiert als z.B. bei

EMANI, sodass viele Parameter der Berechnung selbst variiert werden konnen.

Relion (v1.3) ist ein frei erhéltliches Software Packet, welches zunehmend
automatisiert die 3D-Rekonstruktion von Proteinen ermoglicht (Scheres, 2012, 2015). Im
Gegensatz zu EMAN oder IMAGIC, findet ein Bayes’scher Algorithmus Anwendung,

der auf maximum-a-posteriori Wahrscheinlichkeiten basiert.

UCSF Chimera (v1.9) ist ein kostenloses Programm zur 3D-Visualisierungsprogramm
(Goddard et al., 2007; Pettersen et al., 2004). Es konnen sowohl Kristallstrukturen als

auch Dichtekarten dargestellt und mit unterschiedlichen Modulen analysiert werden.
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9.3 Transkriptomanalyse

Der vorhandene RNA-Datensatz von Planorbarius corneus wurde in Geneious R9
importiert. Als Referenz fiir das Alignment wurden jeweils die DNA-Sequenzen von
Biomphalaria glabrata verwendet (Dissertation Moller 2012; (Saur et al., 2012)). Aus
den vorhandenen Daten wurde eine Datenbank generiert. In einem initialen Schritt
wurden die Referenzsequenzen des AChBP aus Biomphalaria glabrata mithilfe des
BLAST-Algorithmus mit dieser Datenbank verglichen. Aus den resultierenden Daten
lief sich ein erstes Sequenzmodell des AChBP aus Planorbarius corneus erstellen.
Ausgehend von dieser Startsequenz wurden die Parameter iterativ angepasst. Ziel war
es, dass alle Basen durch mehrere RNA-Sequenzen abgesichert waren, die miteinander
tiberlappten. Die durchschnittlich zuldssige Abweichung einzelner Basen wihrend des
Alignments betrug 20-30% bei einer geforderten Uberlappung von mindestens 60-80

Basen.

9.4 Bildverarbeitende Methoden

Ziel der 3D-Rekonstruktion ist es, aus verschiedenen zweidimensionalen Ansichten eines
Proteins eine 3D-Dichtekarte zu berechnen. Um einen dreidimensionalen Korper zu
beschreiben, werden mindestens drei Projektionen aus verschiedenen Raumrichtungen
benotigt (Crowther et al., 1970; van Heel, 1987). Dadurch, dass die Proben ein schlechtes
Signal-zu-Rausch Verhiltnis aufweisen, benotigt man jedoch weit mehr Partikel als

theoretisch notwendig wiren.

Einzelpartikelselektion

Die elektronenmikroskopischen Bilder enthielten in aller Regel viele Partikel, die,
im besten Fall, die biologische Probe aus verschiedenen Ansichten zeigten. Die
einzelnen Partikel mussten selektiert werden um anschlieBend verarbeitet werden
zu konnen. In dieser Arbeit wurden die elektronenmikroskopischen Aufnahmen des
BgAChBP2-Dipentamers (sieche C5), des BgAChBP1-Dipentamers (siehe C5.1) und
des AChBP aus Planorbarius corneus (sieche C10.2) hierzu in das Programm Appion
(Lander et al., 2009) geladen um dort einen Partikelstapel zu erstellen. Der Datensatz der
BgAChBP1 Apo-Struktur wurde in Relion 1.3 geladen und dort bearbeitet.

Die einzelnen elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die in Appion geladen wurden,

41



B Material und Methoden

wurden inenrhalb dieses Programms automatisch in eine Datenbank eingepflegt. Alle
mikroskop-, partikel- und aufnahmespezifischen Informationen wurden hier hinterlegt.
Die Aufnahmen wurden zuerst visuell {berpriift um Bilder mit schlechter
Partikelverteilung auszuschlieen. Die schnelle Fourier-Transformation (fast Fourier
transformation) (FFT) erlaubt es, Bilder mit Bewegungsunschirfe leichter zu erkennen
und von der weiteren Prozessierung auszuschlieen. Ein solcher Bildfehler duBert sich
dadurch, dass die Thon-Ringe (Thon, 1966) der FFT nicht vollstindig oder verformt
sind.

Zur Selektion der Einzelpartikel wurden die beiden Module manual picker sowie
template picker aus Appion (Lander et al., 2009) verwendet. Beim manual picker
wurden sdmtliche Partikel angewihlt, die in der Aufnahme keinen Kontakt zu anderen
Partikeln hatten. In Appion werden die Koordinaten der Partikel abgespeichert, sodass
spater die Partikel mit beliebiger BoxgroBle ausgeschnitten werden konnen. So ist
es beispielsweise moglich, die BoxgroBe nachtriglich zu #dndern, ohne, dass alle
Partikel erneut selektiert werden miissen. Uberlicherweise sollte die BoxgroBe 1,5-2,0
mal die maximale Partikelabmessung betragen (Downing and Glaeser, 2008). Das
manuelle Auswihlen der Partikel ist zwar zeitintensiv, bringt aber den Vorteil, dass bei
jedem Partikel eine visuelle Qualititskontrolle stattfindet. Der template picker hingegen
arbeitet mit, vom Nutzer erstellen, Vorlagen, die als Grundlage fiir die Partikelselektion
verwendet werden. Hier konnen beispielsweise 2D-Klassensummen eingepflegt werden.
Im Rahmen der 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1 Dodekaeders wurde die
automatisierte Partikelselektion von Relion 1.3 (Scheres, 2012) verwendet. Hierbei
handelt es sich ebenfalls um einen template picker. Bei diesem werden per Hand
einige Partikel selektiert und aus diesen 2D-Klassensummen erstellt. Aus diesen
werden die besten Klassensummen ausgewahlt, die als Vorlagen fiir den automatisierten
Selektions-Prozess dienen.

Bei der Verwendung eines automatischen Selektionsalgorithmus ist es notwendig, dass
anschlieend Partikel aussortiert werden, die filschlicherweise selektiert wurden. Hierzu
lasst sich beispielsweise eine 2D-Klassifizierung durchfiihren.

Bevor der Einzelpartikelstapel zur weiteren Bearbeitung erstellt werden konnte, mussten
vorhandene Bildfehler die durch Astigmatismus und das Defokussieren entstanden sind
korrigiert werden. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden anschlieend

normalisiert, sodass alle Aufnahmen miteinander vergleichbar wurden, die einzelnen
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Partikel in der gewdhlten BoxgroBe aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen

ausgeschnitten und in einer Datei zusammengefasst.

CTF-Korrektur

Da Proteine nur einen geringen Kontrast haben und im fokussierten Zustand im
Elektronenmikroskop nicht zu erkennen sind, wurden die Aufnahmen im Defokus
gemacht. Hierdurch kommt es zu einem Bildfehler der in Fourierraum durch
die Kontrast-Transfer-Funktion (contrast transfer function) (CTF) beschrieben wird
und nachtriglich herausgerechnet werden muss. Dabei handelt es sich um die
Faltung der Punktspreizfunktion (point spread function) (PSF) der Objektivlinse
auf die Bildfunktion. Die CTF limitiert die erreichbare Auflésung auf den ersten
Nulldurchgang und verfélscht die korrekte Massenverteilung von Makromolekiilen.
In der Fourier-Transformation lassen sich anhand der Thon-Ringe und der
Mikroskop-Parameter die Defokus-Werte bestimmen. Mithilfe des Programms Ctffind3
(Mindell and Grigorieff, 2003), welches sowohl in Appion als auch in Relion 1.3
eingebunden ist, wurden Diagnosebilder erstellt, mit deren Hilfe alle Aufnahmen
aussortiert wurden, die Astigmatismus aufwiesen, oder bei denen der Defokus nicht
korrekt bestimmt werden konnte.

Abhingig von der Raumfrequenz der Aufnahmen, ergab sich durch das Defokussieren
durch die CTF eine Anderung der Intensitit. Die Funktion beschreibt sowohl positive
als auch negative Werte, wobei die negativen Werte als Fehlinformationen zu
sehen sind. Zur deren Korrektur, wurden die Mikroskop-Parameter (Astigmatismus,
Vergroerung, Beschleunigungsspannung, sphérischen Aberation und Wellenlidnge des
Elektronenstrahls) sowie der bestimmte Defokus-Wert benétigt. Die Bildinformationen
werden in den Fourier-Raum transformiert um dann mit der CTF multipliziert zu werden

und somit alle negativen Werte zu invertieren (Zhu et al., 1997).

Referenzfreies Alignment

Dadurch, dass die Aufnahmen ein, fiir die Interpretation, schlechtes
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis aufweisen, ist es notwendig, die Information aus vielen
Einzelpartikeln miteinander zu verrechnen. Zuerst wurde hierbei eine referenzfreie
Ausrichtung anhand des Masseschwerpunkts durchgefiihrt. Der durchschnittliche

Massenschwerpunkt wurde durch translationale Verschiebung und Aufsummierung aller
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Einzelbilder ermittelt. Somit soll vermieden werden, dass durch falsche Referenzen zu

einer fehlerhaften Ausrichtung der Einzelpartikel kommt (Penczek et al., 1992).

Multivariate statistische Analyse

Die Information iiber die Beschaffenheit eines Partikels ist aus einer Raumrichtung
immer die Gleiche. Das Rauschen hingegen ist statistisch verteilt. Werden viele
Einzelpartikel aufsummiert, die die gleiche Ansicht des Proteins zeigen, wird die
Information dadurch deutlicher, dass sich das Rauschen herausmittelt. Wichtig ist
es, dass nur Partikel in einer Klasse zusammengefasst werden, die die exakt
gleichen Ansichten des Proteins zeigen, da sich sonst Strukturinformationen ebenso
herausrechnen wiirden wie das Rauschen.

Die Multivariate statistische Analyse (Multivariate statistical analysis (MSA) gruppiert
Einzelpartikel hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit und klassifiziert sie sodass sie danach zu
Klassensummen aufaddiert werden konnen. Hierzu werden wird die Grauwertverteilung
der einzelnen Bilder miteinander verglichen, wobei ein hoherer Grauwert fiir eine hohere
Elektronendichte in diesem Bereich steht. Jedes Einzelbild wird als Punkt innerhalb
eines multidimensionalen Raums Aufgetragen, dessen Anzahl der Dimensionen der
Pixelzahl der Einzelpartikel entspricht. Bei einer Kantenldnge von 96x96 Pixeln verfiigt
der Hyperraum demnach iiber 9216 Achsen. Im Hyperraum gruppieren sich Partikel mit
dhnlichen Grauwerten niher zusammen. Je besser die Orientierung der Partikel auf den
Einzelbildern ist, desto priziser kann die Gruppierung erfolgen (van Heel, 1984).

Ein zweites Koordinatensystem wird iiber das erste gelegt. Bei den Achsen handelt es
sich um Einheitsvektoren (Eigenvektoren). Der erste Eigenvektor spannt sich hierbei
iiber der groBten Ausdehnung der gruppierten Partikel auf und markiert die somit die
groflite Distanz zwischen zwei Punkten. Dies stellt den groBtmoglichen Abstand in der
Grauwertverteilung zwischen zwei Partikeln dar. Die zweite Achse steht orthogonal zur
ersten und markiert die zweitgroflte Distanz etc. Die Gesamtvarianz des Datensatzes
wird durch die Gesamtsumme der Eigenvektoren beschrieben. Im Vergleich zur Anzahl
der Partikel handelt es sich um eine geringe Anzahl an Vektoren, die den Datensatz
beschreiben, wodurch die Berechnung innerhalb der MSA beschleunigt wird. Eine
kreisformige Maske gibt den Bereich der Einzelpartikel an, der miteinander verglichen
werden soll. Diese Maske kann entweder den ganzen Partikel einschlie3en, oder aber nur

einzelne Teile davon.
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Die Klassizifierung unterteilt die gruppierten Partikel in einzelne Klassen. Anfinglich
beschreibt jeder Einzelpartikel im Hyperraum eine eigene Klasse. Jeweils zwei
Einzelpartikel mit der kleinsten Varianz zueinander werden in der folgenden Berechnung
zu einer Klasse zusammengefasst, sodass am Ende eine hierarchisch ansteigende
Klassifizierung steht. Dieser Baum beschreibt alle Partikel und deren Varianzen
zueinander, er beginnt damit, dass jeder Einzelpartikel eine eigene Klasse reprisentiert
und Endet damit, dass alle Partikel in einer einzelnen Klasse zusammengefasst werden.

Anschliefend werden die FEinzelpartikel des Datensatzes, anhand der berechneten
Gruppierung, zu einer vorgegebenen Menge an Klassensummen zusammengefasst.
Die Klassifizierung wird anhand der Klassengrof3e anstelle der Varianz vorgenommen,
sodass die Grofe der einzelnen Klassen nicht zu stark variiert. Innerhalb einer
Klasse sollte die Varainz moglichst klein sein, wohingegen sie zu Nachbarklassen
moglichst grofl sein sollte. Die Einzelpartikel werden nun aufsummiert, sodass jede
Klasse schlieBlich durch ein einziges Bild (Klassensumme) repridsentiert wird. In einer
Klassensumme sollten, bei kleineren Datensitzen mindestens 10 Einzelbilder verrechnet
sein. Bei sehr groen Datensitzen konnen auch weit mehr Einzelbilder zu einer Klasse
zusammengefasst werden. Je groBBer die Anzahl an Klassen ist, desto dhnlicher sehen sich
die Klassensummen, werden jedoch zu wenige Klassensummen gewihlt, werden Partikel
aufaddiert, die unterschiedliche Ansichten des Proteins zeigen und so gehen wichtige

Informationen verloren.

Multi-Referenz-Alignment

Wihrend, im referenzfreien Alignment eine translationale Verschiebung durchgefiihrt
wurde, kann mithilfe des Multi-Referenz-Alignments (MRA) eine rotationale und
translationale Ausrichtung stattfinden. Hierzu wurden alle Partiel an den ausgewihlten
Referenzen ausgerichtet. Partikel, die zwar die gleichen Ansichten zeigen, jedoch
urspriinglich gegeneinander verdreht waren, konnen so ausgerichtet und verrechnet
werden.

Aus den Klassensummen, die aus dem vorausgegangenen referenzfreien Alignment
bzw. der Multivarianten statistischen Analyse hervorgegangen sind, wurden einzelne
Klassensummen ausgewihlt, die als Referenz fiir eine neue Ausrichtung dienten. Die
Referenzen wurden hierbei so gewdhlt, dass moglichst eine Klassensumme aus jeder

vorhandenen Raumrichtung ausgewihlt wurde.
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Die Einzelpartikel werden zunédchst am ersten Referenzbild ausgerichtet und ein
Korrelationskoeffizient berechnet, der angibt, wie hoch die Ubereinstimmung ist.
Nach und nach wird jeder Partikel mit jeder Referenz verglichen und jeweils
die Korrelationswerte bestimmt. Nachdem die Einzelpartikel an zwei Referenzen
ausgerichtet wurden, kann ein kleinerer Datensatz ermittelt werden, der die hochsten
Korrelationskoeffizienten beinhaltet ("Best of two"). Die Multi-Referenz-Alignment
(MRA) basiert darauf, diese Werte zu berechnen und miteinander zu vergleichen. Die
Kreuz-Korrelations-Funktion (cross correlation funktion) (CCF) findet im Fourier-Raum
statt.

Iterativ konnen die Klassensummen durch eine mehrfachte Wiederholung von MSA und
MRA verbessert werden. Wobei die MRA jeweils die Partikelorientierung verbessert
und in der MSA eine neue Klassifizierung aufgrund der verbesserten Ausrichtung

durchgefiihrt werden kann.

Winkelzuweisung

Eine groBe Herausforderung in der FEinzelpartikelanalyse besteht darin, aus den
zweldimensionalen Aufnahmen ein dreidimensionales Modell zu errechnen. Die
Orientierung der 2D-Projektionen im Raum ist unbekannt und muss ermittelt werden,
ebenso wie die Orientierung der Partikel zueinander.

Mittel der common line-Methode lassen sich diese Winkel errechnen. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass alle 2D-Projektionen eines dreidimensionalen Korpers im Realraum
eine eindimensionale Projektion durch ihr Zentrum gemein haben (Crowther et al.,
1970). Ein dreidimensionaler Korper kann im Raum durch drei Projektionen vollstindig

beschrieben werden (van Heel, 1987).

3D-Rekonstruktion

Nachdem den Einzelpartikel Winkel zugewiesen wurden, konnen die Klassensummen
in den Fourierraum transformiert und anhand der vorgegebenen Winkel in den Raum
projiziert werden. Auf diese Weise werden alle Grauwerte miteinander multipliziert und
es kommt zu einer Uberlagerung der Frequenzen. Kommt es zu einer konstruktiven
Uberlagerung, wird diese hell dargestellt, Frequenzen, die sich ausloschen werden
dunkel dargestellt. Nachdem die Positionen normiert wurden, entsteht eine Dichtekarte,

in der Bereiche mit hoherer Dichte hell und geringere Dichten dunkel dargestellt werden.
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Um ein initiales 3D-Modell zu errechnen, konnen drei Klassensummen ausgewihlt
werden. Von diesen werden dann die Euler-Winkel bestimmt und eine erste
3D-Dichtekarte errechnet. Diese dient nachfolgend als Grundlage fiir alle weiteren
3D-Rekonstruktionen.

Um die, so entstandene, Dichtekarte zu verfeinern, werden Riickprojektionen erstellt,
anhand derer die Qualitdt der 3D-Rekonstruktion beurteilt werden kann. Im Idealfall
sind die Klassensummen und die Riickprojektionen identisch. In vorgegebenen Winkeln
konnen Projektionen erstellt werden, die nachfolgend als Referenzen fiir eine erneute
Ausrichtung der Einzelpartikel dienen. Die Winkel werden immer kleiner gewéhlt
und somit werden immer mehr Riickprojektionen und damit auch Referenzen erstellt.
Die Einzelpartikel werden demnach an immer mehr Referenzen ausgerichtet und die

berechnete Dichtekarte kann sich immer weiter verfeinern.

3D-Rekonstruktion in Relion

Innerhalb des Projekts der Strukturberechnung des BgAChBP1 Dodekaeders in Relion
diente die referenzfreie 2D-Klassifizierung dazu, féalschlicherweise selektierte Partikel
des automatischen Selektionsalgorithmus auszusortieren. Es wurden zuerst referenzfreie
2D-Klassensummen gebildet, welche in einem iterativen Verfahren verbessert wurden,
sodass schlieBlich nur die Einzelpartikel in die nédchste Berechnung einflossen,
welche den Dodekaeder des BgAChBP1 zeigten. AnschlieBend wurde eine, ebenfalls
referenzfreie, 3D-Klassifizierung vorgenommen, bei der aus dem vorhandenen Datensatz
an Einzelpartikeln eine gewiinschte Anzahl an 3D-Rekonstruktionen berechnet werden.
In einer ersten 3D-Rekonstruktion wurden vier Modelle ohne Symmetrievorgabe
berechnet. Aus diesen wurde ein Modell ausgewihlt, welches einen vollstindigen
und bestmoglich aufgelosten Dodekaeder zeigte. Mit diesen Partikeln wurde eine
automatisierte 3D-Rekonstruktion berechnet. Hierbei wird in Relion, im Gegensatz
zu den meisten anderen Rekonstruktionsprogrammen, nicht vorgegeben, wieviele
Iterationen durchgefiihrt werden sollen. Relion teilt den Datensatz in zwei Hilften,
rekonstruiert diese getrennt voneinander und berechnet in jeder Iteration eine
gold-standard Fourier Schalen Korrelation (Fourier Shell Correlation) (FSC) (Henderson
et al., 2012). Die erreichte Auflosung sowie die Verdnderung zur zuvor berechneten
Dichtekarte werden miteinander verglichen und solange weiter gerechnet, bis die

Auflosung iiber mehrere Iterationen nicht mehr verbessert werden kann. In einer finalen
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Iteration werden die beiden Hilften des Datensatzes zusammengefasst, sodass es in
der Regel nocheinmal zu einer deutlichen Verbesserung der Auflosung kommt. Die
angegebene Auflosung bezieht sich auf die ungefilterte und ungeschirfte Dichtekarte.
Durch Maskieren und Schirfen kommt es in der Regel zu einer weiteren Verbesserung

der Auflosung.

3D-Rekonstruktion in Frealign

Bei Frealign handelt es sich um ein Programm, welches speziell dafiir entwickelt
wurde, 3D-Rekonstruktionen zu verbessern, welche mit anderen Programmen berechnet

wurden. Alle Alignments zur 3D-Rekonstruktion werden im Fourier-Raum berechnet.

Filtern der Dichtekarte

Maskieren Das Molekiil in der berechneten Dichtekarte ist deutlich kleiner als die
BoxgroBe. Somit liegt zwischen der berechneten 3D-Rekonstruktion und der Limitation
durch die Boxgroe Rauschen, welches um die Struktur herum verteilt ist. Damit die
Einzelpartikel in den folgenden Iterationen jeweils an der Masse der Dichtekarte und
nicht etwa am Rauschen ausgerichtet werden, wird die 3D-Rekonstruktion maskiert.
Auf diese Weise wird moglichst viel Rauschen eliminiert, ohne die Masse der

3D-Rekonstruktion zu beschneiden oder zu verindern.

Scharfen Das geringe Signal-zu-Rausch-Verhiltnis bringt es mit sich, dass
Auflosungen, bei denen Sekundirstrukturelemente sichtbar werden, nicht mehr die
gleichen Intensitidten in hohen und niedrigen Raumfrequenzen vorhanden sind. Diese
Intensititsunterschiede miissen nachtriglich angepasst werden um o-Helices und
B-Faltblitter sichtbar zu machen (Glaeser and Downing, 1992; Rosenthal and Henderson,
2003). Bei Auflosungen, die deutlich besser als 10A sind, kann die Berechnung des
b-factors nach Rosenthal and Henderson (2003) durchgefiihrt werden, welche in dieser

Form urspriinglich bei kristallographischen Daten Anwendung fand.

Auflésungsbestimmung

Um die Auflosunge einer Dichtekarte zu bestimmen, wird die FSC verwendet (Harauz
and M, 1986; Orlova et al., 1997). Hierzu wird der Datensatz in zwei Hilften
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getrennt und aus jeder Hilfte eine Dichtekarte berechnet. Durch Transformation in den
Fourierraum konnen Schalen spezifischer Frequenz miteinander korreliert werden. Die
FSC zeigt dann die Korrelation beider Dichtekarten zueinander. Anhand der FSC gibt es
verschiedene Kriterien, nach denen die Auflosung einer Dichtekarte bestimmt werden
kann. Das 0,5 Kriterium, welches am restriktivsten ist, markiert den Punkt, an dem die
Korrelation zwischen den beiden Dichtekarten bei 50% liegt, dieses Kriterium wurde im
Rahmen dieser Arbeit herangezogen. Das 0.143-Kriterium (Rosenthal and Henderson,
2003) hingegen ist am wenigsten restriktiv und kommt zum Einsatz, wenn zwei vollig

voneinander getrennt Datensitze miteinander verglichen werden sollen.

Zusitzlich ldsst sich die Auflosung auch visuell abschidtzen. Ab einer Auflosung
von 8 A lassen sich Sekundirstrukturelemente wie o-Helices erkennen. Diese sollten
ab 5 A deutlich zu erkennen und von B-Faltbldttern unterscheidbar sein (Jiang and
Ludtke, 2005). Bei einer Auflésung von 4,5 A wird das Cy-Riickrad sowie B-Faltblitter
erkennen. Wird die Aufldsung besser als 4 A werden immer mehr Seitenketten von
Aminosduren erkennbar, beginnend bei den aromatischen (Zhou, 2008). Ab einer
Aufldsung von etwa 3,8 A werden die B-Faltblitter langsam als zwei nebeneinander
liegende Aminosdureketten mit ihren Seitenketten erkennbar, ebenso sind ab dieser
Auflosung die Windungen der o-Helices zu erkennen (Baker et al., 2013). Bei einer
Auflésung von 2 A miissten hypothetisch die aromatischen Aminosiureseitenketten
vollstindig aufgelost sein, wobei der Aromatische-Ring deutlich zu erkennen sein
miisste (Zhou, 2008).

Einpassen atomarer Modelle

Beim FEinpassen atomarer Modelle in eine Dichtekarte gibt es zwei verschiedene
herangehensweisen. Zum einen ldsst sich ein atomares Modell (beispielsweise eine
Kristallstruktur aus der Rontgenkristallographie) in die Dichtekarte einpassen ohne die
Tertidrstruktur zu verdndern (rigid body fitting). Das atomare Modell wird hierzu solange
translational und rotational verschoben, bis es zu einer maximalen Korrelation kommt.
Altenativ kann die Konformation des atomaren Modells beim flexiblen Einpassen
veridndert werden, um beispielsweise Seitenketten der Aminoséduren in die Dichtekarte
einzupassen. Auf diese Weise kann die Korrelation zusitzlich verbesert wird. Beide

Techniken konnen miteinander kombiniert werden.
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1 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen aus

der Hamolymphe von B. glabrata

Aus B. glabrata wurde Hamolymphe entnommen und die Proteine iiber eine

Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt (Abb. 7).
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Abb. 7: Elutionsprofil der Anionenaustausch-Chromatographie der Himolympheproteine
aus B. glabrata. Es wurden zwei Milliliter Hdmolymphe aufgetragen und mit einem
NaCl-Gradient (Ansteigende Salzkonzentration im Puffer in griin) bei 0,5 mL/min iiber 120
Minuten eluiert.

Aus den Gipfeln wurden einzelne Fraktionen ausgewihlt und die darin enthaltenen
Proteine elektronenmikroskopisch untersucht. Der schmale Gipfel I enthielt keine
Proteine, die gro3 genug waren, um in den elektronenmikroskopische Aufnahme
(EM-Aufnahme) sichtbar zu sein. In Gipfel II waren Partikel unterschiedlicher Gré8e zu

sehen, die aber keine eindeutigen Ansichten des AChBP, Himoglobin oder Himocyanin
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zeigten (Abb. 8A). Zusitzlich waren dichtgepackte Aggregate in unterschiedlichen
GroBen zu sehen. Diese Aggregate waren in allen untersuchten Fraktionen (aufler in
Gipfel I) vorhanden. Aus Gipfel III wurden die Fraktionen 21 und 24 untersucht
(Abb. 8B, C). Darin waren kleine wiirfelférmig aussehende Partikel zu finden, welche
visuell keinem bisher untersuchten Protein zugeordnet werden konnten. In beiden
Fraktionen waren zusitzlich unterschiedlich groB3e, dichtgepackte Aggregate vorhanden.
Das BgAChBP befand sich in Gipfel IV. In diesem Gipfel waren deutliche Ansichten von
Dodekaedern und Himocyanin-Dekameren zu finden (Abb. 8D). Der prominente Gipfel
V von Fraktion 37-55 war kriftig rot gefdrbt und enthielt erwartungsgemill Himoglobin

sowie vereinzelte Dodekaeder.
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Abb. 8: EM-Aufnahmen einzelner Gipfel der Anionenaustausch-Chromatographie mit B.
glabrata. (A) Gipfel 1I, Fraktion 17: Die dichtegepackten Aggregate (Stern) waren in den
Fraktionen II, III und IV zu finden. Zusétzlich waren verschieden grof3e Partikel zu sehen. (B)
Gipfel III, Fraktion 21: Die Partikel waren etwas grofler als Pentamere zeigten aber nicht deren
typische Form. (C) Kein visueller Unterschied zwischen den Fraktionen 21 und 24. (D) Gipfel
IV, Fraktion 30: Die typischen Ansichten der BgAChBP-Dodekaeder und Himocyanin-Dekamere
waren zu sehen.
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1 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen aus der Himolymphe von B. glabrata

Bei der Aufreinigung der Hidmolympheproteine fielen wiirfelformige Proteine ins
Auge, die bisher nicht beschrieben wurden. Mithilfe von SDS-PAGE (Abb. 9) und
Western-Blot-Analysen mit Antikorpern gegen BgAChBP1 und BgAChBP2 sowie mit
einem Antikorper gegen B. glabrata-Hamoglobin (BgHb) (Abb. 10) wurde versucht

dieses Protein einer bekannten Struktur zuzuordnen.

reduzierend nicht reduzierend

M Il meet1 ne4 v o v I H/F211/F24 vV
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Abb. 9: SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen einzelner
Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie. Reduzierend: Gipfel III, Fraktion 21
und 24 mit einer Bande bei leicht iiber 300 kDa. In Gipfel IV war die typische BgAChBP-Bande
bei 30 kDa (Pfeil) und eine 300 kDa-Bande des Himocyanins zu sehen. In Gipfel V bildeten die
Hiamoglobinuntereinheiten einen kraftigen Schmier mit einzelnen Banden. Nicht reduzierend:
Gipfel II, Gipfel III Fraktion 21 und Fraktion 24 zeigten eine Bande deutlich oberhalb der 315
kDa-Bande des Markers; Gipfel III Fraktion 21 und Fraktion 24 und Gipfel V waren Banden bei
100 kDa. In Gipfel IV lag die typische BgAChBP-Bande bei 30 kDa (Pfeil) und Gipfel V zeigte
einen Schmier im oberen Bereich des Gels.

Unter reduzierenden und unter nicht reduzierenden Bedingungen war in Gipfel II eine
schwache Bande oberhalb der 300 kDa-Markerbande zu sehen. Die EM-Aufnahme
des Gipfel III mit den Fraktionen 21 und 24 zeigten wiirfelférmige Partikel, die bisher
keinem bekannten Protein zugeordnet werden konnten (Abb. 8B, C). Beide Fraktionen
zeigen unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen ein fast identisches
Bandenmuster. Unter reduzierenden Bedingungen fand sich eine Bande bei leicht iiber

300 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen kam es zu einer Bande oberhalb der
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C Ergebnisse

315 kDa-Bande des Markers sowie einer weiteren Bande bei etwa 100 kDa. Gipfel IV
mit AChBP und den Hédmocyanin-Dekameren bildete eine Bande bei 30 kDa und eine
weitere bei etwa 300 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen verschwanden diese
Banden erwartungsgemifl und wurden durch Banden der jeweiligen Dimere ersetzt.
Gipfel V zeigte in den EM-Aufnahmen Himoglobin. Unter reduzierenden Bedingungen
ergab dies einen langen Bandenschmier, unter nicht reduzierenden Bedingungen
sammelte sich fast das gesamte Material knapp unterhalb der Auftragungstasche.
Anti-BgAChBP1-Antikorper zeigte in Western-Blots oberhalb der 120 kDa-Bande in
jeder Fraktion eine Reaktion mit einer Bande (Abb. 10). Diese entsprach ungefihr
der Hamoglobin-Bande der Gipfel V. Es konnte sich dabei um eine Kreuzreaktion
zwischen dem Antikorper und Himoglobin handeln. Die Antikorper wurden jedoch
gegen rekombinant exprimiertes BgAChBP1 hergestellt und kamen nie mit Himoglobin
in Kontakt. Es konnte sich bei diesen Banden auch um die dichtgepackten Aggregate
handeln, die in allen Fraktionen (auch in Gipfel V) zu finden waren. Das wiirde darauf
hindeuten, dass es sich bei diesen Aggregationen um BgAChBP1 handelte. Eine weitere
Reaktion mit einer Bande fand sich in Gipfel IV bei 30 kDa, sowohl unter reduzierenden
als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen. In Gipfel III Fraktionen 21 und 24
und in Gipfel IV war unter nicht reduzierenden Bedingungen eine schattenartige Bande
in Hohe von etwa 100 kDa zu sehen, welche mit den scharf abgegrenzten Banden der
SDS-PAGE (Sternchen in Abb. 9) auf dieser Hohe iibereinstimmten.

In Gipfel III Fraktion 24 kam es unter reduzierenden Bedingungen mit
Anti-BgAChBP2-Antikorper zu einer schwachen Reaktion mit der Bande in Hohe
von 30 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen verschwand diese Bande
weitestgehend und wurde durch eine kriftigere Bande in Hohe von 60 kDa ersetzt.
Das deutlichste Signal fand sich in Gipfel IV. Eine kriftige Doppelbande war bei
25-30 kDa zu sehen. Der obere Teil der Doppelbande entsprach hierbei der Detektion,
die auch durch Anti-BgAChBPI-Antikorper erzielt wurde. Zum unteren Teil der
Doppelbande gab es kein Pendant. Zwei weitere Banden befanden sich bei 60 kDa und
oberhalb von 100 kDa (Abb. 10C). Die Bande bei 60 kDa wurde ausschlieflich durch
Anti-BgAChBP2-Antikorper detektiert und fehlte im Blot mit Anti-BgAChBP1 (Abb.
10B). Das Bandenmuster in Gipfel IV verdnderte sich kaum, die Signale waren jedoch
etwas schwicher. Die Doppelbande bei 25 bzw. 30 kDa war nach wie vor vorhanden.
Die Banden bei 60 kDa und oberhalb von 100 kDa waren ebenfalls gut zu sehen.
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1 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen aus der Himolymphe von B. glabrata

reduzierend nicht reduzierend

Mo HI/F2T HIF24 IV o HI/F21 11/F24 IV V

(A) Anti-BgAChBP1-Antikorper. In allen Fraktionen eine Bande weit oben im Gel.
Zusitzlich in Gipfel IV eine Bande in Hohe des AChBP-Monomers.
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(B) Anti-BgAChBP2-Antikorper. Eine leichte Reaktion in Gipfel III, Fraktion 24 in Hohe
von etwa 30 kDa. Zusitzlich Signal in Gipfel IV in Hohe von 25-30 kDa sowie 60 kDa
und 100 kDa

60 kDa
50 kDa

40 kDa

Abb. 10: Western-Blots mit Hamolympheproteinen aus B. glabrata und Anti-BgAChBP1-
und Anti-BgAChBP2-Antikorper.
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C Ergebnisse

Um einen Eindruck der Struktur des unbekannten Proteins (Protein X) aus Gipfel III der
Anionenaustausch-Chromatographie zu bekommen (Abb. 8B und 8C), wurden mithilfe
des automatisierten Template-Pickers aus Relion 1.3 aus Negativkonst-EM-Aufnahmen

verschiedene Proteinansichten selektiert (Tab. 5). Aus diesen Einzelpartikeln wurden

Tab. 5: Datensatz aus negativ kontrastierten Partikeln des unbekannten Proteins (Protein X) aus
B. glabrata

Anzahl der EM-Aufnahmen 232

Anzahl der Partikel 17721

Boxgrofie 96 x 96 px
Elektronenmikroskop Tecnai G* 12 BioTWIN
VergroBBerung 71540x

Angstrom pro Pixel 4,36

Klassensummen gebildet, um den Datensatz nach Einsatz des Selektionsalgorithmus

zu sortieren. Nach Aufreinigung des Datensatzes wurden 2D-Klassensummen aus den
verbliebenen 17721 Partikeln berechnet (Abb. 11).

00 oK0 & 0K

-

Abb. 11: 2D-Klassensummen des unbekannten Hamolympheproteins. Auswahl der
Klassensummen, die mit Relion 1.3 aus dem Datensatz mit 17721 Partikeln berechnet wurden.

Auf Grundlage der Klassensummen (Abb. 11), wurde ein multirefinement mit dem
Programm EMAN durchgefiihrt. Als Startmodelle dienten drei unterschiedlich stark
verrauschte Kugeln. Nach wenigen Iterationen hatten sich drei sehr unterschiedliche
3D-Rekonstruktionen gebildet (Abb. 12).
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2 Rekombinante Expression von BgAChBP1

A C

Abb. 12: 3D-Rekonstruktionen  des  multirefinements des  unbekannten
Himolympheproteines. (A) 3D-Dichtekarte in die 8688 Partikel einflossen. Linge der
Struktur etwa 50 A, Breite etwa 30 A. (B) Zweite 3D-Rekonstruktion mit insgesamt 4819
Partikeln. Kantenldnge des Partikels etwa 30 A. (C) Dritte 3D-Rekonstruktion aus 4214
Partikeln. Liinge etwa 40 A bei einer Breite von 30 A.

Die 3D-Rekonstruktion, in die die meisten Partikel einflossen, war gleichzeitig auch
die mit der rdaumlich grofften Ausdehnung (Abb. 12A). In dieser 3D-Rekonstruktion
befanden sich 8688 Partikel. Die Dichtekarte war ldanglich und verfiigte iiber eine
horizontale Symmetrieachse, moglicherweise sogar iiber eine D2-Symmetrie. Eine eher
globuldr wirkende 3D-Rekonstruktion aus 4819 Partikeln (Abb. 12B) war etwa halb
so groB3 wie die Dichtekarte in Abb. 12A. Die, aus 4214 Partikeln resultierende dritte
3D-Rekonstruktion, wirkte, als handele es sich hierbei um unvollstindige Partikel der
3D-Rekonstruktion, die in Abb. 12A gezeigt wurde. Keiner der drei Dichtekarten konnte
eine Polypeptidkette zugeordnet werden und es blieb bis zu diesem Zeitpunkt offen, um

welches Protein es sich bei der 3D-Rekonstruktion handelte.

2 Rekombinante Expression von BgAChBP1 mit

N-terminalem His-Tag

Die Expression wurde in E. coli durchgefiihrt und durch SDS-PAGE iiberpriift (siche
Kap. 6.1) (Dissertation Moller, 2012). Eine erfolgreiche Expression des BgAChBP1
zeigte sich durch die deutliche Bande in Hohe von 25 kDa im Bakterienpellet (P) (Abb.
13). In der nicht-induzierten Kontrolle (P-) fehlte diese Bande und daher kann davon

ausgegangen werden, dass es sich nicht um ein bakterientypisches Protein handelte.
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nicht induziert induziert

M Ub B Ub P Ub P

72 kDa
55 kDa

42 kDa |
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Abb. 13: SDS-PAGE zur Uberpriifung der Expression von BgAChBP1. Uberstand (Ub) und
Bakterienpellet (P). Proteinbande mit der gewiinschten Molekiilmasse des BgAChBP1 von 25
kDa im Bakterienpellet; Nichtinduzierte Kontrollproben (Ub- und P-) ohne diese Bande. Marker
(M) ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA).

Nachdem sichergestellt wurde, dass BgAChBP1 exprimiert worden war, wurden die
Einschlusskorperchen durch Sonifizieren aufgebrochen. Danach lag BgAChBP in
Losung vor und wurde iiber eine Nickel-Sepharose-Sdule gereinigt. Im Gegensatz
zum Eluat (E) fehlten in der SDS-PAGE in Durchfluss (DF) und Waschfraktion (WF)
die Proteinbande des BgAChBPI1 in Hohe von 25 kDa (Abb. 14). Das Eluat wurde
anschliefend renaturiert und im letzten Aufreinigungsschritt gegen 20 mM Tris-Puffer
(pH 7,5) dialysiert.

Zur leichteren Aufreinigung des Proteins wurde im Vorfeld ein 6x Histidin-7ag und eine
Erkennungssequenz fiir die TEV-Protease an das BgAChBP1-Gen kloniert (Dissertation
Moller, 2012). Mithilfe der Protease wurde der His-7Tag proteolytisch abgespalten. Der
Erfolg der Abspaltung lie8 sich in der SDS-PAGE dokumentieren (Abb. 14).
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2 Rekombinante Expression von BgAChBP1

Aufreinigung Nickel-Saule AChBP1 nach AChBP1 nach

M DF WF Eluat Dialyse TEV-Verdau

72 kDa
55 kDa

42 kDa

25kDa| R -f ..

Abb. 14: SDS-Gel zur Uberpriifung der Aufreinigung von BgAChBP1. Nach Aufreinigung
durch Nickel-Affinitdts-Chromatographie nur im Eluat (E) Proteinbande bei 25 kDa; Durchfluss
(DF) und Waschfraktion (DF) ohne diese Bande. BgAChBP1 nach Dialyse in 20 mM Tris-Puffer
(pH 7,5) mit kraftiger Bande bei 25 kDa. Nach Abspaltung des His-Tag leicht geringere
Molekiilmasse des Proteins.

Die Quartdrstruktur sowie die Oligomerisation des Proteins wurden mithilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie (EM) untersucht. Nach erfolgter Aufreinigung des
BgAChBP1 lag das Protein als Pentamer vor (Abb. 15A). In den EM-Aufnahmen sind
die Aufsichten auf das Pentamer als Vorzugsansicht gut zu erkennen. Erst nachdem der
His-Tag abgespalten wurde, konnten sich im Puffer mit 20 mM Tris (pH 7,5) neben den
Pentameren auch Dodekaeder bilden (Abb. 15B).

Abb. 15: EM-Aufnahmen des rekombinanten BgAChBP1 mit und ohne His-Tag. (A)
BgAChBP1 mit His-Tag bildete ausschlieBlich Pentamere (Ausschnitt). (B) Nach Abspaltung
des His-Tags; Pentamere sowie Dodekaeder (Ausschnitt). Beide Proben in 20 mM Tris-Puffer
(pH 7.5).
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C Ergebnisse

Um Pentamere und Dodekaeder voneinander zu trennen und eine reine Dodekaederprobe
zu erhalten, wurde eine GroBenausschluss-Chromatographie durchgefiihrt. Im
Elutionsprofil waren zwei voneinander getrennte Gipfel zu sehen (Abb. 16A).
Gipfel 1 (rechts), war etwas hoher als Gipfel 2 (links). Alle Fraktionen der einzelnen
Gipfel wurden vereint, aufkonzentriert und danach elektronenmikroskopisch untersucht.
In Gipfel 1 fanden sich fast ausschlieBlich Dodekaeder (Abb. 16B), wohingegen Gipfel
2 fast ausschlieBlich aus Pentameren bestand (Abb. 16C).

|
|
|

!

A e R

Abb. 16: Trennung von BgAChBP1-Pentameren und BgAChBP1-Dodekaedern nach
erfolgter Abspaltung des His-Tags iiber eine GroBenausschluss-Chromatographie. (A)
Elutionsprofil der GroBenausschluss-Chromatographie (Pfeilrichtung der Elution). Beide Gipfel
des Elutionsprofils wurden aufkonzentriert und elektronenmikroskopisch untersucht. (B)
EM-Aufnahme von Gipfel 1. Der GrofBteil des Proteins lag als Dodekaeder vor, ein kleiner Teil
als Pentamere. (C) EM-Aufnahme von Gipfel 2 der ausschlieBlich Pentamere enthielt.
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2 Rekombinante Expression von BgAChBP1

Um das Medium zu optimieren und so die Stabilitit des Dodekaeders zu
verbessern, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Holger Stark am
Max-Planck-Institut in Gottingen, Thermofluor (siehe 7) verwendet. Als Referenzpuffer
diente 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5). Der Puffer, in dem der Dodekaeder des BgAChBP1
am stabilsten war, enthielt 50 mM Bis-Tris, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
CaCl, bei einem pH von 6,5. In diesem Puffer waren BgAChBP1-Dodekaeder bis 76 °C
stabil. In 20 mM Tris-Puffer bei einem pH von 7,5 blieben sie bis ca. 70 °C stabil.
Die veridnderten Pufferbedingungen wurden mit EM-Aufnahmen hinsichtlich etwaiger
Auswirkungen auf die Quartérstruktur iiberpriift (Abb. 17).

Abb. 17: EM-Aufnahmen des rekombinanten BgAChBP1 mit und ohne His-7ag in
optimiertem Puffer. (A) BgAChBP1 mit His-7ag zeigt sowohl Pentamere als auch Dodekaeder.
Keine Hinderung der Dodekaederbildung durch den His-7ag. (B) BgAChBP1 ohne His-Tag.
Weiterhin Pentamere und Dodekaeder. In diesem Medium keine Kontrollmoglichkeit iiber den
Assemblierungszustand des Proteins mithilfe des His-Tags.

Nach Dialyse gegen 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) zeigte BgAChBP1 ausschlieBlich
Pentamere (vgl. Abb. 15A). AnschlieBend wurde das Protein gegen den optimierten
Puffer dialysiert und erneut elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 17A). Im
Gegensatz zum Tris-Puffer waren hier sowohl Pentamere als auch Dodekaeder zu
sehen. Unter diesen Bedingungen war anhand der Bildung von Dodekaedern also
nicht zwischen Protein mit und ohne His-7ag (Abb. 17B) zu unterscheiden. Das
Vorhandensein von Dodekaedern trotz His-7ag bedeutete, dass nicht sicher war, dass
Dodekaeder aus Untereinheiten bestand, bei dem der TEV-Verdau erfolgreich war. Das

zusitzliche 13 Aminosédure lange Polypeptid wiirde bei der geplanten hochaufgeldsten
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C Ergebnisse

3D-Rekonstruktion storen, da die Auflésung durch die Flexiblilitidt limitiert wiirde.
Studien zur Ligandenbindung konnten durch den His-Tag ebenfalls behindert werden,
da eine Bindung von bestimmten Liganden an die Histidine nicht ausgeschlossen werden

kann.

3 Rekombinante Expression von BgAChBP2 mit

N-terminalem His-Tag in E. coli

Die Expression des BgAChBP2 wurde nach dem gleichen Protokoll durchgefiihrt wie bei
BgAChBPI1 (siehe Kap. 2). Sowohl Bakterienpellets als auch deren Uberstinde wurden
mittels SDS-PAGE kontrolliert (Abb. 18).

nicht induziert induziert
M Ub- P- Ub P
95 kDa — - -
72 kDa —
55 kDa -
42 kDa -
25 kDa

Abb. 18: SDS-PAGE zur Uberpriifung der Expression von BgAChBP2. Uberstinde der
Bakterienpellets (Ub) und Bakterienpellet (P). Die erwartete Proteinbande des BgAChBP2 bei
25 kDa im Bakterienpellet. Keine Proteinbande in erwarteter Hohe in der Kontrolle (P-).
Die Proteinexpression war demnach erfolgreich. ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza,
Rockland, USA) als Marker (M).

Das iiberexprimierte Protein mit einer Molekiilmasse von 25 kDa befand sich in
den Einschlusskorperchen und damit in den Bakterienpellets. Im Gegensatz zum
rekombinanten BgAChBP1 (siehe Abb. 13) gab es hier eine Doppelbande, die sich als
charakteristisch fiir rekombinantes BgAChBP2 mit N-terminalem His-fag herausstellte

(Abb. 18). Die Einschlusskorperchen wurden durch Sonifizieren aufgebrochen und das
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3 Rekombinante Expression von BgAChBP2

BgAChBP2 mithilfe einer Nickel-Affinitits-Chromatographie aus der Losung isoliert.
Nachdem das resultierende Eluat zur Riickfaltung in den Faltungspuffer eingetropft
worden war, wurde das Protein aufkonzentriert und gegen 20 mM Tris-Puffer (pH 7.,5)
dialysiert.
Expression Aufreinigung Nickel-Saule

P11 P2 DF  WF Eluat

95 kDa
72 kDa

55 kDa
42 kDa

HIL-

25 kDa

Abb. 19: SDS-PAGE zur Uberpriifung der Aufreinigung von BgAChBP2. Bakterienpellets
der Expression (P1 und P2) mit deutlicher Doppelbande bei etwa 35 kDa. Die schwichere
Bande des BgAChBP2-Monomers bei 25 kDa. Durchfluss (DF) und Waschfraktion (WF) der
Affinitits-Chromatographie mit Doppelbande bei 35 kDa. Eluat mit kréftiger BgAChBP2-Bande
bei 25 kDa. ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA) als Marker (M).

Die scharf abgegrenzte Doppelbande bei etwa 35 kDa in den Bakterienpellets (P1
und P2) verfiigte offensichtlich nicht iiber einen His-7ag, denn die Bande fand sich in
Durchfluss (DF) und Waschfraktion (WF) der Nickel-Affinitdts-Chromatographie (DF).
Im Eluat (E) an sich war nur die typische Doppelbande des BgAChBP2 bei 25 kDa zu
finden. Um den His-7ag zu entfernen, wurde dieser proteolytisch durch die TEV-Protease
abgespalten. Zur Uberpriifung wurde eine SDS-PAGE mit BgAChBP2 vor und nach dem
TEV-Verdau angefertigt.
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AChBP2 nach
TEV-Verdau
AChBP2 vor
TEV-Verdau

M

140 kDal -
95 kDa =
72 kDa
-
55 kDa  —
42 kDa S

25 kDa | G -

15 kDa
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Abb. 20: SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen
von BgAChBP2 nach proteolytischer Abspaltung des His-Tags. (A) BgAChBP2 unter
reduzierenden Bedingungen nach Abspalten des His-7ag eine etwas geringere Molekiilmasse
mit der Hauptbande bei 25 kDa. (B) Unter nicht reduzierenden Bedingungen fast identisches
Bandenmuster zwischen BgAChBP2 mit und ohne His-7Tag. Kein Unterschied in der
Molekiilmasse sichtbar. Marker (M) ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland,

USA).
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3 Rekombinante Expression von BgAChBP2

Nachdem der His-7ag abgespalten worden war, war die BgAChBP2-Bande bei 25 kDa
in der SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen etwas weiter gewandert als bei dem
Protein mit His-7ag (Abb. 20A). Dieses Ergebnis deckte sich mit dem aus BgAChBPI,
bei dem das erfolgreiche Abspalten des His-7Tags ebenfalls in der SDS-PAGE gezeigt
werden konnte. Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigte sich aber ein anderes
Bild als erwartet. Ein Unterschied in der Molekiilmasse war zwischen BgAChBP2 mit
und ohne His-7ag nicht zu erkennen (Abb. 20B). Beide Proteine zeigten ein identisches
Bandenmuster. Eine deutliche Verstirkung der erwarteten Dimer-Bande bei etwa 50
kDa blieb nach Abspalten des His-Tags ebenfalls aus. Eine kriftige Bande bei 100 kDa
verschwand durch das Abspalten des His-Tags fast vollstandig. Es war nicht moglich
die sichere Abspaltung des His-Tags oder das Vorhandensein von Dipentameren mittels
SDS-PAGE nachzuweisen.

Auch iiber GroBenausschluss-Chromatographie war es nicht moglich Pentamere von
Dipentameren zu separieren; ebenfalls gelang es nicht die Bande des Dipentamers
nach Knispel et al. (2012) auf einen Objekttriger fiir die Elektronenmikroskopie zu

ibertragen, um so eine Anreicherung des Proteins zu erlangen.

Abb. 21: EM-Aufnahmen des rekombinanten BgAChBP2 mit und ohne His-Tag. (A)
BgAChBP2 mit His-7Tag: Pentamere und amorphe Aggragate. (B) BgAChBP2 nach Abspaltung
des His-Tags: Seitenansichten, die Dipentamere zeigen konnten und Aufsichten auf die pentamere
Struktur. Beide Proben in 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) und wurden mit 1% Uranylacetat
kontrastiert.
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Das gefaltete BgAChBP2 bildete Pentamere sowie recht viele, allgemein eher kleine
amorphe Aggregate (Abb. 21A). Nachdem der His-7ag abgespalten worden war, waren
Pentamere zu sehen sowie Proteinstrukturen, bei denen es sich um Dipentamere handeln
konnte (Abb. 21B). Ob es sich tatsdchlich um Dipentamere handelte, oder um Pentamere,
die dicht nebeneinander auf dem Objekttriger lagen ist aus diesen Aufnahmen nicht
mit Sicherheit zu sagen. Zusitzlich waren auch Strukturen zu sehen, bei denen zwei
pentamere Aufsichten direkt aneinander lagen. Einzel liegenden Aufsichten liefen
keinen Schluss iiber ihre Lénge zu.

Um weitere Erkenntnisse iiber das BgAChBP2-Dipentamer zu erhalten, wurden aus den

EM-Aufnahmen Klassensummen und eine 3D-Rekonstruktion berechnet (siehe Kap. 5).

4 3D-Rekonstruktion der Apo-Struktur des
BgAChBP1-Dodekaeders

Zwei in unserer Arbeitsgruppe von S. Braukmann (unverdffentlicht) angefertigte
3D-Rekonstruktionen des BgAChBP1-Dodekaeders mit Nikotin als Ligand und mit
Bis-Tris-Puffer zeigten, jeweils eine Masse in der Bindungstasche. Um die Apo-Struktur
des Proteinkomplexes zu rekonstruieren, wurde BgAChBP1 wie in Kap. 2 beschrieben
rekombinant hergestellt und aufgereinigt. Nach Trennung der entstandenen Dodekaeder
und Pentamere iiber eine GroBenausschluss-Chromatographie (Abb. 16), wurde die
Dodekaeder-Fraktion gegen destilliertes Wasser mit 10 mM MgCl,; und 10 mM CacCl,
dialysiert. In EM-Aufnahmen mit negativ kontrastiertem Protein war kein Unterschied
zwischen den Dodekaedern in 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) und denen in destilliertem
Wasser zu sehen. Die Partikel wirkten vollstindig und zeigten einen durchgingigen
Kanal, der sich schwarz vom Pentamer abhob (Abb. 22). Die Dodekaeder waren aber
dennoch instabil, weil sie bei cryo-EM-Experimenten in Pentamere dissoziierten. Eine
GraFix-Behandlung stabilisierte die Proteinkomplexe jedoch. AnschlieBend wurden am
Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in Géttingen von der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Holger Stark am dortigen Titan Krios™ (FEI, Eindhoven) 2049
cryo-EM-Bilder aufgenommen (Tab. 6).
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Abb. 22: EM-Aufnahmen der rekombinanten BgAChBP1-Dodekaeder in verschiedenen
Puffern. Die Dodekaeder beider Proben wurden zuvor iiber eine Gelfiltrations-Chromatographie
von den Pentameren getrennt. (A) BgAChBP1-Dodekaeder in 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5). (B)
Dodekaeder, die vor der Kontrastierung gegen destilliertes Wasser mit 10 mM MgCl, und 10 mM
CaCl, dialysiert wurden. Beide Proben mit vielen und vollstindigen Dodekaedern; in (B) mehr
Pentamere als in (A).

Tab. 6: Kryo-Datensatz des BgAChBP1-Dodekaeders
Anzahl der Aufnahmen 2049
Anzahl der Partikel 269866

Boxgrofie 256 x 256 px
Elektronenmikroskop ~ Titan Krios™
VergroBBerung 112100x

Defokus 3,22 nm-0,48 nm

Angstrom pro Pixel 1,27

Die 3D-Rekonstruktion des Proteins aus Einzelpartikeln wurde in Relion 1.3 (Scheres,
2012, 2015) sowie in Frealign 9 (Grigorieff, 2007; Lyumkis et al., 2013) durchgefiihrt.

Die Parameter der verwendeten EM-Aufnahmen sind in Tab. 6 zusammengefasst.
Nach der CTF-Korrektur wurden von einigen EM-Aufnahmen Aufnahmen von Hand
Einzelpartikel ausgewdhlt aus denen Klassensummen erstellt wurden. Diese widerum
dienten dem template-Picker als Vorlage. Alle Einzelpartikel wurden anschliefend
normalisiert und von den EM-Aufnahmen extrahiert. Die Boxgréfe betrug 256
x 256 Pixeln, sodass die Partikel vollstindig in der Box lagen. Initial erfolgte
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eine Ausrichtung anhand einer Referenz, um fehlgepickte Partikel auszuschliefen.
Mit diesem vorsortierten Bildstapel aus 261693 Partikeln wurde eine referenzfreie
2D-Klassifizierung durchgefiihrt, bei der 250 Klassensummen berechnet wurden. In
diesen Klassensummen war innerhalb des zentralen Kanals der Pentamere eine hohe
Elektronendichte zu sehen, die auf eine zusitzliche Masse hinwies (Abb. 23). Diese
hohe Elektronendichte war in bei den negativ kontrastierten Partikeln nicht zu sehen.
Auch in allen anderen, bisher in der Arbeitsgruppe angefertigten 3D-Rekonstruktionen
des BgAChBP1-Dodekaeders befand sich hier ein durchgiingiger Kanal, der sich schwarz

vom Pentamer abhob.

Abb. 23: 2D-Klassensummen des BgAChBP1-Dodekaeders. Die Klassensummen zeigen
unterschiedlichen Ansichten des Dodekaeders. Klassensummen mit Blick auf die 5-zdhlige
Symmetrieachse eines Pentamers zeigen eine zusitzliche Masse innerhalb des Kanals.

Die Qualitét einer Klassensumme wurde anhand ihres Detailreichtums festgemacht. Die
Einzelpartikel der besten Klassensummen wurden fiir den néchsten Berechnungsschritt
separiert. Mit den verbliebenen 242928 Partikeln wurde nun eine referenzfreie
3D-Klassifizierung ohne Symmetrievorgabe durchgefiihrt, bei der insgesamt vier initiale
3D-Rekonstruktionen berechnet wurden. Ein 3D-Modell zeigte eine verrauschte Masse,
bei zwei weiteren war die Grundform des Dodekaeders zu erahnen. Das vierte Modell
zeigte einen Dodekaeder, bei dem alle Pentamere, die die Kamine des Dodekaeders
bildeten, vollstindig vorhanden waren. Aus den besten 73802 Einzelpartikeln wurde

eine hochauflosende 3D-Rekonstruktion berechnet. Aufgrund der Vorerfahrung sowie
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des dodekaederformigen Aussehens der initialen 3D-Rekonstruktion, wurde eine
ikosaedrische Symmetrie vorgegeben. Die resultierende Dichtekarte wurde mittels
automatischem postprocessing geschirft und ein automatisch berechneter bfactor von
-225,1 angelegt. In der 3D-Rekonstruktion wurde eine Auflsung von 3,59 A erzielt
(Abb. 24). Auch in der hochaufgelosten Dichtekarte war zentral in jedem Pentamer eine
zusitzliche Masse vorhanden (Abb. 24D, E). Zusitzlich befand sich an der Kontaktstelle

zwischen zwei Pentameren eine zusitzliche Masse (Abb. 24F).
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Abb. 24: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders mit Relion. (A-C)
3D-Rekonstruktion aus verschiedenen Blickrichtungen mit einer Auflésung von 3,59 A.
(D), (E) Zusitzliche Masse (gestrichelter Kasten) innerhalb eines Pentamers; (D) Aufsicht auf
ein Pentamer, (E) Langsschnitt durch ein Pentamer. (F) Zusitzliche Masse (schwarzer Kasten)
an der Kontaktstelle zweier Pentamere.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei den zusitzlichen Massen um Symmetrieartefakte
handelt, oder die zusitzlichen Massen nur in einzelnen Pentameren vorlagen, wurde mit
Frealign eine 3D-Rekonstruktion ohne Symmetrievorgabe berechnet. Verfidlschungen
der 3D-Rekonstruktion durch Vorgabe einer Symmetrie konnten damit ausgeschlosssen
werden. Ohne Vorgabe einer Symmetrie wurde eine Auflosung von 6 A erreicht (Abb.
25) wobei die Kanile der Pentamere ebenfalls verschlossen waren. Die zusitzlichen

Massen den Kontaktstellen zwischen zwei Pentameren traten auch hier auf.

Abb. 25: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders mit Frealign ohne
Symmetrievorgabe. (A) Blick entlang einer der 10 dreizdhligen Symmetrieachsen. (B)
Blick entlang einer der sechs fiinfzihligen Symmetrieachsen. (C) Ansicht entlang einer der
fiinfzehn zweizidhligen Symmetrieachsen.

Zur Validierung und moglicherweise auch zur Verbesserung der Ergebnisse wurde
auch mit Frealign eine hochauflosende 3D-Rekonstruktion berechnet. Angenommen
wurde eine ikosaedrische Symmetrie und eine Molekiilmasse von 1450 kDa. Der
Ausgangsdatensatz entsprach dem der 3D-Rekonstruktion mit Relion. Die resultierende
3D-Dichtekarte hatte nach dem 0,5-Kriterium eine Auflésung von 4,05 A (Abb. 26A).
Nachdem der bfactor manuell mit einem Wert von -290 angelegt wurde, waren in allen
Pentameren zusitzliche Massen vorhanden (Abb. 26B, C). Ebenso lag eine Masse an der
Kontaktstelle zweier Pentamere (Abb. 26D).
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Abb. 26: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders mit Frealign. (A) Ubersicht iiber
den Dodekaeder, Blick entlang einer der 10 dreizdhligen Symmetrieachsen. (B), (C) zusitzliche
Masse im Zentrum eines der Pentamere. (B) Aufsicht auf eines der Pentamere mit Zusatzmasse
(gestrichelter Kasten), (C) Lingsschnitt mit der zentralen Masse (gestrichelter Kasten), (D)
Zusatzmasse an Kontaktstelle zweier Pentamere (schwarzer Kasten).
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Aus der gleichen Probe wurde zeitlich versetzt EM-Aufnahmen fiir einen zweiten
Datensatz aufgenommen. Aus den 34696 Einzelpartikeln wurde von Dr. David
Haselbach (MPI fiir biophysikalische Chemie, Gottingen) eine neue 3D-Rekonstruktion
mit Relion berechnet. Diese erreichte eine Aufldsung von 3,5 A und enthielt keine
zusitzlichen Massen innerhalb der Pentamere (Abb. 27A, B). Ebenso war die Masse

an der Kontaktstelle zwischen zwei Pentameren deutlich kleiner (Abb. 27C).

Abb. 27: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders aus zweitem Datensatz. (A)
Ubersicht iiber den BgAChBP1-Dodekaeder mit einer Auflésung von 3,5 A. (B) Aufsicht auf
eines der zwolf Pentamere ohne zusitzliche zentrale Masse. (C) Kontaktstelle zwischen zwei
Pentameren ohne zusitzliche Masse.

4.1 Einpassen eines pseudoatomaren Homologiemodells

Anhand der 3D-Rekonstruktion mit 3,59 A wurde das vorhandene Homologiemodell
des BgAChBP1 (PDB-ID: 4A0D) eingepasst und von S. Braukmann mithilfe des
Programms “coot” flexibel eingepasst (Abb. 28). Sogar die Seitenketten bestimmter
Aminosduren konnten in der 3D-Rekonstruktion identifiziert werden und ermoglichten

ein sehr genaues Einpassen des Homologiemodells.
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Abb. 28: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders mit eingepasster Untereinheit
des pseudoatomaren Homologiemodells. Aufgrund der hohen Auflosung kann das
Proteinriickgrat entlang der Massen gelegt und die Seitenketten groftenteils den Aminoséduren
zugeordnet werden.
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In der 3D-Rekonstruktion konnten auch o-Helices (Abb. 29A) und B-Faltblitter (Abb.
29B) aufgelost werden. In der gesamten Dichtekarte sind die Aminosdure-Seitenketten

groBtenteils reprisentiert und zeigten die Orientierung der einzelnen Aminosduren an.

y

Abb. 29: Detailansicht des eingepassten pseudoatomaren Modells in die 3D-Rekonstruktion
des BgAChBP1-Dodekaeders. (A) Dichtekarte der 3D-Rekonstruktion mit eingepasster a-Helix
und eingeblendeten Seitenketten. Die einzelnen Windungen der Helix sind gut zu erkennen. (B)
Eingepasste B-Faltblitter mit eingeblendeten Seitenketten. Der groBte Teil der Seitenketten ist
durch Massen in der Dichtekarte reprisentiert.
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5 3D-Rekonstruktion des BgAChBP2-Dipentamers

Mit den verwendeten biochemischen Methoden war es nicht moglich
BgAChBP2-Dipentamere anzureichern. Um dennoch weitere Informationen iiber
seine Struktur zu erhalten, wurden von Hand Seitenansichten aus EM-Aufnahmen
(siche Abb. 21B) ausgewdhlt. Hierbei wurden alle Partikel ausgewihlt, die ungefidhr die
doppelte Linge eines Pentamers und eine lingliche Form aufwiesen. Tab. 7 fasst die

Details des aufgenommenen Datensatzes zusammen. In einem ersten Schritt wurden

Tab. 7: Datensatz aus negativ kontrastierten Partikeln des BgAChBP2-Dipentamers
Anzahl der Partikel 3424

Kontrastmittel 1% Uranylacetat
Boxgrofie 64 x 64 px
Elektronenmikroskop Tecnai G* 12 BioTWIN
Vergroerung 71540x

Defokus 1,94 nm-1,18 nm

Angstrom pro Pixel 4,36

Klassensummen aus den Einzelpartikeln erstellt (Abb. 30). Sie zeigten deutlich zwei
Massen, die an den beiden duBleren Riandern miteinander verbunden waren. Horizontal

zwischen den beiden Massen lag ein deutlicher Spalt.

Abb. 30: 2D-Klassensummen des BgAChBP2-Dipentamers. Sie wurden mit IMAGIC-5 aus
3424 Partikeln berechnet. Ein ldnglicher Partikel, der aus zwei Massen besteht, die an den dufleren
Rindern miteinander verbunden sind.

Da eine pentamere Struktur vorrausgesetzt wurde und weiterhin angenommen wurde,
dass die Verbindung der beiden Pentamere iiber das freie Cystein C71 erfolgt,
wurde fiir die 3D-Rekonstruktion in EMANI1.9 eine D5-Symmetrie angenommen.
Die erstellte 3D-Rekonstruktion zeigte zwei deutlich strukturierte Pentamere, die tiber
Massen miteinander verbunden waren (Abb. 31A-C). Der zentrale Kanal entlang der
Langsachse des Pentamers ist gut zu erkennen, wobei der Abstand zwischen den beiden

Pentameren recht grof3 war. Saur, 2013 (Dissertation) zeigte eine 3D-Rekonstruktion des
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BgAChBP2-Dipentamers mit C-terminalem His-7ag. In dieser Rekonstruktion, bei der
eine D5-Symmetrie vorgegeben war, lagen die beiden Pentamere sehr dicht beisammen,
und es war kaum ein Spalt zwischen den beiden Pentameren zu erkennen. In den hier

gezeigten Ergebnissen lagen die beiden Pentamere deutlich weiter voneinander entfernt.

A

C

Abb. 31: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP2-Dipentamers aus
Negativkontrast-EM-Aufnahmen. In Frontansicht, um 90°C im Uhrzeigersinn gedreht
und in Aufsicht. (A-C) 3D-Rekonstruktion mit D5-Symmetrie. Deutlich strukturierte, jedoch
relativ weit auseinanderliegende Pentamere.

Ein eingepasstes Homologiemodell des Pentamers (PDB-ID:4AOE) sollte Aussagen
iiber das Vorhandensein von Disulfidbriicken zwischen Pentameren ermdéglichen (Abb.
32). Dadurch konnte die Position der Cysteine und damit auch iiber eine mogliche
Disulfidbriicke betimmt werden. Wenn das Dipentamer durch die Ausbildung von fiinf
Kopien einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen C71 gebildet wird, liegen sich die
N-terminalen Seiten der Pentamere gegeniiber. Das Homologiemodell konnte vollstindig
und stabil in die errechnete Masse des Dipentamers eingepasst werden (Abb. 32A-C).
Hierbei kamen die Cysteine (C71) jeweils an den Verbindungen zwischen den beiden
Pentameren zu liegen. C-terminal ragten die Cys-Schleifen, die vermutlich flexibel sind,
aus der Masse heraus.
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Abb. 32: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP2-Dipentamers mit eingepasstem
Homologiemodell des Pentamers (PDB-ID: 4AOE). (A-C) In Frontansicht, um 90 °C
im Uhrzeigersinn gedreht und in Aufsicht, (D) Distanzen von 27 A bzw. 28 A zwischen Cystein
C71 (gelb) des oberen Pentamers und der beiden nichstgelegenen Cysteinen des unteren
Pentamers. N-Terminus als Anheftstelle des His-7ag rot markiert. Linge der 3D-Rekonstruktion
125 A, Durchmesser 75 A.
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In die 3D-Rekonstruktion wurden hypothetische Disulfidbriicken eingezeichnet (Abb.
32D). Bei der erreichten Auflosung war es nicht moglich die Héndigkeit der Struktur zu
bestimmen, daher wurde die Distanz zwischen einem Cystein des oberen Pentamers zu
den beiden nichstgelegenen Cysteinen des unteren Pentamers gemessen. Der Abstand
zwischen zwei Cysteinen betrug 27 A bzw. 28 A. Bei einer solchen Distanz ist dem
Vorhandensein einer Disulfidbriicke zu widersprechen.

Da unter bestimmten Vorraussetzungen auch BgAChBP1, in dessen Aminosduresequenz
sich ein Phenylalanin anstelle des Cysteins an Position 71 befindet, Dipentamere bildete,

konnte es sich bei dem rekonstruierten Dipentamer um ein Artefakt handeln.

5.1 3D-Rekonstruktion eines Dipentamers aus BgAChBP1 mit
His-Tag

Durch Zugabe von 10 mM MgCl; und 10 mM CacCl, zu rekombinantem BgAChBP1 mit
His-Tag kam es ebenfalls zur Ausbildung von Strukturen, die Dipentameren dhnelten. Da
diese verschwanden, sobald der His-7Tag abgespalten wurde, ist davon auszugehen, dass
es sich um Aggregate handelte, das durch Interaktionen der Histidine mit zweiwertigen
Kationen hervorgerufen wurden. Wie auch bei den BgAChBP2-Dipentameren wurden
Klassensummen sowie 3D-Rekonstruktionen unter Vorgabe einer D5-Symmetrie erstellt.

Um einen ersten Eindruck von den Partikeln im Datensatz (Tab. 8) zu bekommen

Tab. 8: Datensatz aus negativ kontrastierten Partikeln des His-7ag-induzierten
BgAChBPI1-Dipentamers

Anzahl der Partikel 9033

Kontrastmittel 1% Uranylacetat
Boxgrofle 64 x 64 px
Elektronenmikroskop Tecnai G> 12 BioTWIN
VergroBerung 71540x

Defokus 3,19 nm-1,52 nm

Angstrom pro Pixel 4,36

und eine Einschitzung iiber die Struktur geben zu konnen, wurden mit IMAGIC-5

Klassensummen aus 9033 Einzelpartikeln berechnet (Abb. 33).
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Abb. 33: 2D-Klassensummen des BgAChBP1-Dipentamers mit His-7ag. Sie wurden mit
IMAGIC-5 aus dem Datensatz mit 9033 Partikeln berechnet. Im lidnglichen Partikel ist kein
deutlicher vertikaler Spalt zu sehen, horizontal ist weniger Masse vorhanden.

Die langliche Struktur war mit 10 nm doppelt so lang, wie ein Pentamer. In vielen
Klassensummen war zentral durch die Léangsachse der Struktur weniger Masse zu
erkennen. Hierbei handelte es sich um dem Kanal, der inmitten des Pentamers liegt.
Zwischen den beiden Pentameren war in einigen Klassensummen ein Spalt zu erkennen,
in anderen lagen beide Pentamere so eng beisammen, dass die Masse durchgéingig
erschien. Insgesamt war der Abstand zwischen den beiden Pentameren geringer als bei
den Klassensummen aus BgAChBP2 (Abb. 30).

————
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Abb. 34: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dipentamers mit His-7ag aus
Negativkontrast-EM-Aufnahmen. (A-C) In Frontansicht, um 90°C im Uhrzeigersinn
gedreht und in Aufsicht. Die Linge der 3D-Rekonstruktion betrdgt 120 A, der Durchmesser
70 A.

Es waren zwei Massen zu erkennen, die einen Hohlzylinder bilden und die an insgesamt
fiinf Stellen mit der gegeniiberliegenden Masse verbunden waren (Abb. 34). Im Vergleich
zur 3D-Rekonstruktion des Dipentamers aus BgAChBP2 wirkte die 3D-Rekonstruktion
weniger detailliert, obwohl ihr mehr Einzelpartikel zugrunde lagen. Der Spalt zwischen
den beiden Pentameren war deutlich schmaler als bei BgAChBP2 (Abb. 31).

80



5 3D-Rekonstruktion des Bg AChBP2-Dipentamers

W—
\7;;’“'/‘
72

L

L2
'4

&,

\J

e
1} RAY P\
DANY {l\,ftf/f;

J

Abb. 35: 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dipentamers mit His-7ag mit eingepasstem
Homologiemodell (PDB-ID: 4AOD). (A-C) In Frontansicht, um 90 °C im Uhrzeigersinn
gedreht und in Aufsicht, (D) Distanzen von 16,6 A bzw. 29,7 A zwischen Phenylalanin
F71 (gelb) des oberen Pentamers und der beiden nichstgelegenen Phenylalanine des unteren
Pentamers. N-Terminus als Anheftstelle des His-Tag rot markiert.
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Das Homologiemodell (PDB-ID: 4AOD) konnte stabil in die 3D-Rekonstruktionen
eingepasst werden (Abb. 35). An den C-terminalen Enden der Pentamere ragte die
Cys-Schleife deutlich aus der berechneten Masse heraus. Der zentrale Kanal hatte in
beiden Rekonstruktionen einen groBeren Durchmesser als das Homologiemodell. Die
Verbindungen zwischen dem oberen und unteren Pentamer waren deutlich kiirzer als bei
den Rekonstruktionen des BgAChBP2-Dipentamers.

Im eingepassten Homologiemodell des Pentamers aus BgAChBP1 befand sich an
Position 71 der Aminosdurekette Phenylalanin. Da eine Messung der Distanz zwischen
den beiden Pentameren durchgefiihrt wurde, waren die chemischen Eigenschaften
der Aminosduren unerheblich. Der Abstand zwischen einem Phenylalanin des oberen
Pentamers zu den beiden nichstgelegenen Phenylalaninen des unteren Pentamers
betrug 16,6 A bzw. 29,7 A (Abb. 35D). Damit sind die Distanzen zwischen den
potentiellen Bindungspartnern zwar deutlich geringer als in der 3D-Rekonstruktion des
BgAChBP2-Dipentamers, aber dennoch deutlich zu grof3 fiir die direkte Verbindung
zwischen den beiden Pentameren iiber eine Disulfidbriicke. Die Verbindung konnte
bei dieser 3D-Rekonstruktion iiber die 6 Aminosduren des His-7ags und die 7
Aminosduren der Erkennungssequenz fiir die TEV-Protease zustande gekommen
sein. Diese Aminosduresequenz ist vermutlich flexibel und wurde dadurch in den
3D-Rekonstruktionen aus negativ kontrastierten Aufnahmen nicht sichtbar. Die zehn
Kopien des Peptidsequenz sind hier wahrscheinlich durch die sichtbaren fiinf Briicken

reprasentiert.
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6 Bindung von amorphem Calciumcarbonat an
rekombinantes BgAChBP

Einige Acetylcholin-Bindeproteine binden ACC und sind an der Bildung der
Molluskenschale beteiligt (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009).

Rekombinant hergestelltes BgAChBP1 und BgAChBP2 wurde darauf untersucht ob
es durch die Zugabe von ACC aus der Losung gefillt werden konnte. Dies wiirde
Hinweise dariiber liefern, ob die Glykosilierung des Proteins fiir eine solche Bindung
verantwortlich ist, oder ob die Bindung direkt iiber die Polypeptidkette erfolgt, wie in Su
et al. (2013) fiir Pinctada fucata postuliert.

BgAChBP1 Nach dreistiindiger Inkubation mit rekombinant hergestelltem BgAChBP1
(in Form von Pentameren oder Dodekaedern) wurde das Calciumcarbonat durch
Zentrifugation pelletiert. Die Zugabe von EDTA-LOsung und eine anschlieBende

einstiindige Inkubation 16sten das CaCOs3-Pellet vollstindig.

M K Ub EDTA W1 w2 W3

315 kDa T

140 kDa
95 kDa
72 kDa %

55 kDa
42 kDa

25 kDa

-

15 kDa

Abb. 36: Bindungstest von amorphem Calciumcarbonat (ACC) mit BeAChBP1-Pentamere.
Ausgangsmaterial des rekombinanten BgAChBP1 (K); Uberstand nach Inkubation mit ACC
(Ub). BgAChBP1 durch ACC aus der Losung gefllt (Pfeil). In allen drei Spuren des BgAChBP1
eine Bande bei 25 kDa. Zusitzlich in der Kontrolle (K) eine Bande bei 50 kDa. Waschfraktionen
vor EDTA-Extraktion (W1-3) ohne Proteinbanden. Auftragsmengen jeweils 10 uL, (M) ProSieve
Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA).
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M K Ub EDTA1 Wi w2 w3 EDTA2

315 kDa MRS

95 kDa
72 kDa

55kDa| g
42kDa - |

Abb. 37: Bindungstest von amorphem Calciumcarbonat (ACC) mit BgAChBP1-Pentamere.
Ausgangsmaterial des rekombinanten BgAChBP1 (K); Uberstand nach Inkubation mit ACC
(Ub). BgAChBP1 durch ACC aus der Losung gefillt (Pfeil). In allen drei Spuren des BgAChBP1
eine Bande bei 25 kDa. Zusitzlich in der Kontrolle (K) eine Bande bei 50 kDa. Waschfraktionen
vor EDTA-Extraktion (W1-3) ohne Proteinbanden. Auftragsmengen jeweils 10 uL, (M) ProSieve
Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA).

BgAChBP1-Pentamere lieBen sich zum Teil aus der Losung féllen (Pfeil, Abb. 36).
Dieser kleine Teil des Proteins war fest an das ACC gebunden (EDTA), wohingegen
der groBte Anteil nicht durch ACC aus der Losung gefillt wurde (Ub). Zusitzlich zur 25
kDa-Bande war in der EDTA-Fraktion eine Bande am oberen Rand des Gels zu finden,
das dort enthaltene Protein war offensichtlich zu grofl um einzuwandern. Hierbei muss
es sich um Aggregate des BgAChBP1 handeln. Im Gegensatz zum Ausgangsmaterial (K)
war in keiner der anderen Spuren eine Bande bei 50 kDa zu sehen, sondern nur die 25
kDa-Bande. Da in keiner der Waschfraktionen (W1-3) eine Proteinbande vorlag, kann
davon ausgegangen werden, dass das Material fest an ACC gebunden war. Grundsitzlich
scheint eine Bindung von BgAChBP1-Pentameren an ACC auch ohne Glykosilierung
moglich zu sein.

Eine Probe, die ausschlieBlich BgAChBP1-Dodekaeder enthielt sollte Aufschluss
dariiber liefern, ob diese ein anderes Bindungsverhalten zu ACC zeigten (Abb. 37).
Im Ausgangsmaterial war erwartungsgemil eine kriftige Bande bei 25 kDa zu sehen.
AuBerdem war in dieser Probe eine deutlich schwichere Bande bei 50 kDa sowie
ein leichter Schmier im oberen Teil des Gels vorhanden. Auch im Uberstand (Ub),
der Protein enthielt, dass nicht an ACC gebunden hatte traten eine Bande bei 25
kDa und 50 kDa auf. Die Konzentration des gebundenen Proteins war offensichtlich

sehr gering, sodass bei einem Auftragsvolumen von 15 uL keine Proteinbande in
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6 Bindung von amorphem Calciumcarbonat an rekombinantes B¢ AChBP

der EDTA-Fraktion (EDTA1) zu sehen war; erst bei einem Auftragsvolumen von
25 uL zeigte sich eine schwache Bande. Sie lag bei 50 kDa (Pfeil, Abb. 36). In den
Waschfraktionen (W1-3) war keine Proteinbande zu sehen. Es ldsst sich also festhalten,
dass auch BgAChBPI1-Dodekaeder Calciumcarbonat binden konnen, dies jedoch in
geringerem Umfang als BgAChBP1-Pentamere.

BgAChBP2 Nach der Inkubation mit ACC war eine deutliche Triibbung der Losung
zu erkennen. Durch die Zentrifugation bildete sich ein stabiles Pellet, welches durch

EDTA-Losung gelost werden konnte.

M K Ub EDTA W1 w2 W3
315kDa * . '
140 kDa

95 kDa
72 kDa

55 kDa
42 kDa

25 kDa

Abb. 38: Bindungstest von amorphem Calciumcarbonat (ACC) an BgAChBP2.
Ausgangsmaterial des rekombinanten BgAChBP2 (K); Uberstand nach Inkubation mit
ACC (Ub); AChBP, dass durch EDTA gefillt wurde (EDTA). Typische Doppelbande des
rekombinanten BgAChBP2 bei 25 kDa, im Uberstand (Ub) Bande am oberen Rand des Gels,
sehr schwache Bande in der EDTA-Losung (EDTA) bei 25 kDa (Pfeil). Dieser kleine Teil des
BgAChBP2 wurde durch ACC aus der Losung gefillt. Waschfraktion (W) ohne Proteinbande.
(M) ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA).

Das Ausgangsmaterial (K) bildete die typische Doppelbande des rekombinanten
BgAChBP2 bei 25 kDa. Uberraschenderweise war im Uberstand keine Bande in dieser
Hohe zu finden, sondern eine Bande am oberen Ende des Gels, deutlich uiber der
315 kDa-Bande des Markers (Abb. 38). Das Protein war demnach nicht in das Gel
eingewandert. Ein kleiner Teil des Proteins band an ACC und war bei 25 kDa in
der EDTA-Losung (Pfeil, Abb. 38) zu finden. Die Waschfraktionen (W1-3) zeigten
keine Proteinbande. Daraus folgt, dass Pentamere des rekombinanten BgAChBP2 zwar
prinzipiell in der Lage sind durch ACC aus der Losung gefillt zu werden, dieser Effekt
jedoch deutlich schwécher als bei BgAChBP1-Pentameren war.
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C Ergebnisse

7 Gerichtete Mutagenese von BgAChBP1

Um die Bedeutung bestimmter Aminosduren fiir die Inter-Pentamer-Kontakte des
BgAChBP1 zu untersuchen, wurden einzelne Positionen in der Sequenz des BgAChBP1
gegen Glycin und Alanin ausgetauscht. Durch das Fehlen der Seitenkette bei Glycin
ermoglicht diese Aminosdure dem Protein eine hohe Flexibilitit im Proteinriickgrat.
Alanin hingegen greift weniger in die Biegung des Riickgrats ein. Bei der Auswahl der
Mutationsstellen wurden von Saur et al. (2012) postulierte Salz- und Disulfidbriicken
herangezogen (Abb. 39).

Abb. 39: Ubersicht iiber relevante Aminosiuren fiir die Mutagenese. Anhand des
Homologiemodells (PDB-ID: 4AOD) erstellte Ubersicht der Kontaktstellen zwischen den
Pentameren innerhalb des BgAChBP1-Dodekaeders. Uberpriift werden sollte die Bedeutung
postulierter Salzbriicken (R2++D26, R3<+E70 und D25++R63), der Disulfidbriicke (C16+>C64)
und des hydrophoben Trimers aus F71 fiir den Zusammenhalt der Dodekaeder.

Die Amplifikate der Mutagenese-PCR wurden {iber ein Agarosegel {iiberpriift

(exemplarisch im Anhang 4). Um die Mutation sicherzustellen, wurden alle Plasmide
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7 Gerichtete Mutagenese von BgAChBP1

sequenziert. Die Expression der Proteine verlief nach dem gleichen Protokoll
wie bei BgAChBP1 und wurde ebenfalls durch SDS-PAGE kontrolliert. In allen
durchgefiihrten Expressionen zeigte eine Bande in Hohe von 25 kDa im Eluat der
Affinitdts-Chromatographie das BgAChBP1-Monomer an (exemplarisch im Anhang 4).
In einigen Gelen trat zusitzlich eine Bande der gleichen Groe im Durchfluss und
der Waschfraktion auf. Diese kann von einem weiteren Protein mit dhnlicher Grof3e
herriihren, das in den Bakterien produziert wurde, oder die Sdulenkapazitiit war zu gering
fiir die Menge an exprimiertem Protein. Nach erfolgter Riickfaltung und Dialyse gegen
20 mM Tris-Puffer (pH 7,5) wurde das Protein im Elektronenmikroskop untersucht.
Analysiert wurde hierbei Protein mit His-7Tag, welches im Wildtyp Pentamere, aber
keine Dodekaeder bildet. Desweiteren wurden die Mutanten untersucht, nachdem der
His-Tag proteolytisch abgespalten wurde und zwar in 20 mM Tris-Puffer (pH 7.,5)
sowie mit demselben Tris-Puffer mit zusétzlich 10 mM MgCl,; und 10 mM CaCls,.
Wildtypisches BgAChBP1 bildet unter beiden Bedingungen sowohl Pentamere als auch
Dodekaeder (siehe Abb. 15). Im Folgenden sind die Ergebnisse der Mutationen anhand

der EM-Aufnahmen zusammengestellt.

7.1 BgAChBP1-R2G und BgAChBP1-R2A

Abb. 40: Postulierte Salzbriicke R2++D26. Verbindung der o1-Helix mit Schleife L1 einer
benachbarten Untereinheit desselben Pentamers.

Die vermutete Beteiligung von Arginin R2 an der Bindungsstelle der Pentamere sollte
durch den Austausch von R2 gegen Glycin und gegen Alanin iiberpriift werden.
Diese Salzbriicke verbindet moglicherweise die ol-Helix mit der Schleife L1 der
Nachbaruntereinheit desselben Pentamers (Abb. 40).
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Abb. 41: EM-Aufnahmen der Mutanten R2G und R2A. (A) R2G mit His-Tag, bildet
Pentamere. (B) R2A mit His-Tag bildet ebenfalls Pentamere. (C) R2G ohne His-7ag bildet
Pentamere und dodekaederartige Strukturen (Kasten). (D) R2A ohne His-7ag lagert sich zu
Aggregaten zusammen. (E) R2G nach Zugabe von 10 mM MgCl,/ 10 mM CaCl,, regulirere
Dodekaeder (Kasten) dafiir fehlende Pentamere. (F) R2A mit 10 mM MgCl,/ 10 mM CaCly;
ausschlieBlich Bildung von Pentameren. R2 beeinflusst die Bildung von Dodekaedern. Fehlt es,
werden unvollstindige Quartérstrukturen gebildet.

88



7 Gerichtete Mutagenese von BgAChBP1

Die R2G-Mutante des BgAChBP1 mit His-7ag bildete Pentamere (Abb. 41A), ebenso
die BgAChBP1-R2A-Mutante (Abb. 41B). Die Faltung des Proteins im Faltungspuffer
war also erfolgreich. Abb. 41C,D zeigt die beiden Mutanten nachdem der His-Tag
abgespalten wurde. Hier waren bei BgAChBP1-R2G sowohl Pentamere als auch
Dodekaeder zu sehen, wobei die Dodekaeder nicht vollstindig zu sein schienen
(Abb. 41C). Die meisten Dodekaeder wirkten, als seien nicht alle Pentamere fest
miteinander verbunden. Oft waren Pentamere gegeneinander verschoben oder fehlten.
Bei BgAChBP1-R2A kam es durch das Abspalten des His-7ag zu grolen Aggregationen
(Abb. 41D). Durch die Zugabe von Salz (10 mM MgCl, und 10 mM CaCl,)
verschwanden die Pentamere bei BgAChBP1-R2G fast vollstindig und die Dodekaeder
waren reguldrer ausgebildet (Abb. 41E). Die Aggregate in BgAChBP1-R2A zerfielen
durch die Zugabe der Salze zu Pentameren (Abb. 41F).

7.2 BgAChBP1-R3G und BgAChBP1-R3A

Abb. 42: Postulierte Salzbriicke R3<+E70. Salzbriicke zwischen dem Ende der a1-Helix und
der L3-Schleife benachbarter Pentamere.

Zwischen Arginin R3 und Glutaminsdure E70 wurde eine Salzbriicke zwischen
benachbarten Pentameren postuliert (Saur et al., 2012), die durch die Mutation an R3
entfernt werden sollte. Sie sollte das N-terminale Ende der ot1-Helix mit der L3-Schleife

einer Untereinheit im benachbarten Pentamer verbinden (Abb. 42).
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Abb. 43: EM-Aufnahmen der Mutanten R3G und R3A. (A), (B) R3G bzw. R3A mit His-Tag
bildet Pentamere. (C) Ohne His-7Tag bildet R3G weiterhin Pentamere; (D) R3A Aggregate. (E),
(F) 10 mM MgCl, und 10 mM CaCl, induzierte in beiden Mutanten Dodekaederbildung, die
jedoch hidufig unvollstindig waren (Kasten). R3 spielt eine Rolle bei der Dodekaederbildung;
durch Salze kann die Funktion jedoch teilweise gerettet werden.
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7 Gerichtete Mutagenese von BgAChBP1

BgAChBP1-R3G mit His-Tag bildet Pentamere (Abb. 43A), ebenso verhielt sich
BgAChBP1-R3A mit His-7ag (Abb. 43B). Nachdem der His-7ag von der R3G-Mutante
abgespalten wurde, waren ausschlieBlich Pentamere zu sehen (Abb. 43C). Bei
BgAChBP1-R3A bildeten sich unter diesen Bedingungen gro3e Aggregate (Abb. 43D).
Die Zugabe von 10 mM MgCl, und 10 mM CaCl, sorgte bei BgAChBP1-R3G
fiir vereinzelte Dodekaederbildung (Abb. 43E). An den gebildeten Dodekaedern
fehlten jedoch einzelne Pentamere oder waren gegeneinander verschoben. Durch die
Salze lieBen sich die Aggregate der R3A-Mutante auflosen und die Bildung von
Dodekaedern wurde induziert (Abb. 43F). Auch bei diesen Dodekaedern waren die

meisten unvollstindig, wirkten jedoch regelméBiger als die der R2-Mutanten.

7.3 BgAChBP1-C16/C64G und BgAChBP1-C16/C64A

Abb. 44: Disulfidbriicke C16++C64. Disulfidbriicke, die exklusiv in BgAChBP1 bekannt ist.

BgAChBP1 verfiigt als Besonderheit iiber die Moglichkeit einer zusitzlichen
Disulfidbriicke, die das C-terminale Ende der ot7-Helix mit der L3-Schleife derselben
Untereinheit verbindet (C16++>C64). Bei der folgenden Mutante sollte der Einfluss dieser

potentiellen Disulfidbriicke auf die Dodekaederbildung untersucht werden.
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Abb. 45: EM-Aufnahmen der Mutanten C16/C64G und C16/C64A. (A), (B) C16/C64G bzw.
C16/C64A mit His-Tag bilden Pentamere. (C) C16/C64G ohne His-Tag bildet Pentamere und
Dodekaeder. (D) Bei C16/C64A kam es ohne His-Tag zur unstrukturierten Aggregation. (E)
Durch 10 mM MgCl, und CaCl, dnderte sich nichts an den Pentameren und Dodekaedern in
C16/C64G. (F) Unter gleichen Bedingungen bildet C16/C64A weiterhin amorphe Aggregate.
Fazit: Wihrend C16/C64G im Assemblierungsverhalten nicht vom wildtypischen BgAChBP1 zu
unterscheiden war, bildeten sich bei C16/C64A weder Pentamere noch Dodekaeder, nachdem der

His-Tag abgespalten wurde.
92
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Solange sich der His-7ag am Protein befand, bildeten beide Mutanten Pentamere (Abb.
45A,B). Nachdem der His-Tag abgespalten wurde, waren in BgAChBP1-C16/C64G
Dodekaeder zu sehen (Abb. 45C). Das Assemblierungsverhalten war wie beim Wildtyp
(Abb. 15). Wurde bei BgAChBP1-C16/C64A der His-Tag abgespalten, waren keine
Pentamere zu sehen, sondern es bildeten sich amorphe Aggregate (Abb. 45D). Im
Gegensatz zur Mutante mit Glycin bildeten sich keinerlei Dodekaeder. Die Zugabe von
10 mM MgCl; und CaCl, in den 20 mM Tris-Puffer dnderte nichts an der Assemblierung
des BgAChBP1-C16/C64G (Abb. 45E). Bei BgAChBP1-C16/C64A hingegen sorgte
diese Anderung dafiir, dass sich grofe, zusammenhingende Aggregate bildeten und

kaum noch kleinere Strukturen oder einzelne Pentamere zu finden waren (Abb. 45F).

7.4 BgAChBP1-E24A

Abb. 46: Mogliche Kontaktstellen der Aminosdure E24. Im neuen Homologiemodell ist eine
Salzbriicke zu R63 denkbar.

Zwischen der Aminosaure R63 und E24 konnte eine Salzbriicke bestehen (Abb. 46). Im
neuen Homologiemodell lagen diese Aminosduren eng zusammen. Die Glutaminsiure

E24 wurde durch Alanin ersetzt um die Ausbildung einer Salzbriicke zu verhindern.
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Abb. 47: EM-Aufnahmen der Mutanten E24A. (A) E24A mit His-Tag bildet Pentamere. (B)
Ohne His-Tag sind unterschiedlich groe Aggregate vorhanden. (C) Durch MgCl, und CaCl,
kommt es zur Bildung kleinerer Aggregate. Sie sind etwa doppelt so gro3 wie Pentamere und
zeigen eine unbekannte Form. E24A zeigt ohne His-7ag keine Bildung mehr von Pentameren
oder gar Dodekaedern.

BgAChBP1-E24A bildete Pentamere, solange sich der His-7ag am Protein befand
(Abb. 47A). Nach dessen proteolytischer Abspaltung kam es zur Ausbildung amorpher
Aggregate (Abb. 47B), ohne dass Pentamere zu sehen waren. Nach Zugabe von MgCl,
und CaCl, waren Aggregate zu sehen, die etwa doppelt so gro3 wie Pentamere waren,
jedoch nicht deren typische Form zeigten (Abb. 47C). Auch in diesem Puffer kam es

weder zur Bildung von Pentameren noch Dodekaedern.

7.5 BgAChBP1-R63A

Abb. 48: Postulierte Salzbriicke D25<3R63. Postulierte Salzbriicke zwischen der L1- und
L3-Schleife zweier Pentamere.

94



7 Gerichtete Mutagenese von BgAChBP1

Eine Salzbriicke als Inter-Pentamerverbindung konnte bei D25 <+ R63 vorliegen (Abb.
48).

Abb. 49: EM-Aufnahmen der Mutanten R63A. (A) R63A mit His-Tag bildet Pentamere; (B)
ohne His-Tag grofle Aggregate vermutlich aus Pentameren zusammengesetzt. (C) Nach Zugabe
von MgCl, und CaCl, sind fast ausschlieBlich Pentamere vorhanden. Bei der Mutante bildeten
sich Pentamere, jedoch keine Dodekaeder.

Solange sich bei der Mutante R63A der His-7Tag am Protein befand, bildeten sich
Pentamere. Nachdem der His-Tag abgespalten wurde, bildeten sich grole amorphe
Aggregate, die aus vielen Pentameren zusammengesetzt zu sein schienen. Auflerdem
waren auch einige einzelne Pentamere zu sehen (Abb. 49B). Durch die Zugabe von
MgCl, und CaCl, 16sten sich diese Aggregate auf die durch das Abspalten des His-Tag
entstanden waren und es lagen fast ausschlie3lich einzelne Pentamere vor (Abb. 49C).

Unter den getesteten Bedingungen war diese Mutante nicht in der Lage, Dodekaeder zu
bilden.

7.6 BgAChBP1-E70G und BgAChBP1-E70A

Um die postulierte Salzbriicke zwischen Arginin R3 (siehe 7.2) und Glutaminsiure
E70 zu charakterisieren, wurde die Glutaminsidure mutiert. Die Salzbriicke sollte
das N-terminale Ende der al-Helix mit der L3-Schleife von Untereinheiten zweier
benachbarter Pentamere verbinden (Abb. 42).
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Abb. 50: EM-Aufnahmen von BgAChBP1-E70G und E70A. (A), (B) Mit His-Tag bilden E70G
bzw. E70A Pentamere. (C) E70G bildete ohne His-7ag Pentamere; grofle Teile des Proteins fielen
aus. (D) E70A bildete ohne His-7ag Pentamere. (E) Auch mit MgCl, und CaCl, sind bei E70A
nur Pentamere vorhanden. Die Auswirkungen auf E70G scheinen so gravierend zu sein, dass ein
Grofteil des Proteins ausfiel. Bei E70A bildeten sich Pentamere, jedoch keine Dodekaeder.
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Beide Mutanten bildeten mit His-7ag Pentamere (Abb. 50A,B). Bei BgAChBP1-E70G
waren nach Abspaltung des His-7ags nur noch wenig Protein vorhanden, welches
aber groBtenteils als Pentamere vorlag (Abb. 50C). Ein groBer Teil des Proteins
war durch die Abspaltung des His-Tag als weiBler Niederschlag ausgefallen. Bei
BgAChBP1-E70A konnte kein derart deutliches Ausfallen des Proteins beobachtet
werden. Hier waren in den EM-Aufnahmen ebenfalls Pentamere zu sehen, es kam
jedoch zu keiner Dodekaederbildung (Abb. 50D). Die Zugabe von MgCl, und CaCl,
sorgte bei BgAChBP1-E70G fiir vollstindiges Ausfallen des Proteins aus der Losung,
sodass es nicht moglich war, EM-Aufnahmen zu machen. Bei BgAChBP1-E70A inderte
die Zugabe der Salze nichts an den gebildeten Strukturen. Es waren nach wie vor
ausschlieBlich Pentamere zu finden (Abb. 50E).

Fazit: Im Gegensatz zu den beiden Mutanten an R3 kam es bei der Mutation an
E70 unter keinen der getesteten Bedingungen zur Bildung von Dodekaedern oder
dodekaederidhnlichen Strukturen. Die Struktur von BgAChBP1-E70G war offensichtlich
in den verwendeten Puffern nicht stabil, denn das Protein fiel nach Abspalten des
His-Tag aus. Bei BgAChBP1-E70A kam es zwar nicht zu diesem Effekt, es bildeten sich

jedoch ausschlieBlich Pentamere.

7.7 BgAChBP1-F71G und BgAChBP1-F71A

Abb. 51: Aromatisches Trimer aus F71. Diesem hydrophoben Cluster wird eine wichtige
Funktion bei der Bildung des Dodekaeders zugeschrieben.

Phenylalanin F71 konnte eine wichtige Rolle bei der Bildung der Dodekaeder spielen,
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da es an der Kontaktstelle dreier Pentamere einen hydrophoben Cluster bilden konnte
(Abb. 51)(Saur et al., 2012). Beide BgAChBPI1-F71-Mutanten bildeten Pentamere,
solange der His-7ag nicht abgespalten war. BgAChBP1-F71G bildete zusitzlich kleine
Partikel, die nicht die typischen Ansichten eines Pentamers zeigten (Abb. 52A). Ohne
His-Tag bildeten sich bei dieser Mutante unterschiedlich grofle Proteinaggregate und
es waren so gut wie keine einzeln liegenden Pentamere zu sehen (Abb. 52C). Bei
BgAChBP1-F71A hingegen aggregierten nach Abspalten des His-7ags die Pentamere
weiter zu Dodekaedern (Abb. 52D). Bei fast allen Dodekaedern schienen die Pentamere
gegeneinander verschoben zu sein. Dieser Effekt wird durch die Zugabe von MgCl, und
CaCl, noch deutlich verstdrkt. Nach der Zugabe der Salze waren keine vollstdndigen
Dodekaeder mehr zu sehen. Es waren jedoch immer wieder Pentameransammlungen zu
finden, die wie unvollstindige Dodekaeder aussahen (Abb. 52F). Bei BgAChBP1-F71G
zerfielen die amorphen Aggregate, die nach Abspalten des His-7ags entstanden waren
durch MgCl, und CaCl,. Es waren aber nur vereinzelte Pentamere und keine Dodekaeder
zu finden (Abb. 52E).
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Abb. 52: EM-Aufnahmen der Mutanten F71G und F71A. (A), (B) F71G bzw. F71A bilden mit
His-Tag Pentamere. (C) Ohne His-Tag bildet F71G unterschiedlich groe amorphe Aggregate.
(D) F71A war in der Lage Pentamere und unvollstindige Dodekaeder zu bilden (Kasten). (E)
Durch MgCl, und CaCl, bildeten sich bei F71G vereinzelt Pentamere. (F) F71A bildete auch mit
Salzen Dodekaeder, diese waren jedoch unvollstindig (Kasten).
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8 Gerichtete Mutagenese an BgAChBP2

8.1 BgAChBP2-C71F

Abb. 53: Position der Aminosiure C71 in BgAChBP2. Hypothetisches Dipentamer (Kasten)
und Detailansicht des dafiir verantwortlichen C71 (groB).

Die Untereinheit von BgAChBP2 verfiigt tiber insgesamt fiinf Cysteine. Vier davon
bilden zwei bei allen AChBPs vorhandene intramolekulare Disulfidbriicken. Das Cystein
C71 hat somit nur die Moglichkeit, mit dem Cystein eines benachbarten Pentamers zu
interagieren, wodurch ein Dipentamer entsteht. Die exponierte Lage von C71 macht es
wahrscheinlich, dass diese Aminosdure eine solche Disulfidbriicke ausbildet. Zudem
wurden bei BgAChBP2 in der nichtreduzierenden SDS-PAGE Untereinheiten-Dimere
nachgewiesen (Saur et al., 2012; Abb. 20B). Um zu sehen, ob ein Austausch des C71 in
ein Phenylalanin, wie es bei BgAChBP1 an dieser Stelle vorhanden ist, BgAChBP2 dazu
befihigt, ebenfalls Dodekaeder zu bilden, wurde diese Mutation durchgefiihrt.

Die Proteinaufreinigung und Faltung erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie bei
BgAChBP1 und BgAChBP2.

100
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Abb. 54: EM-Aufnahmen von BgAChBP2-C71F. (A) BgAChBP2-C71F mit His-Tag bildete
Pentamere und nur vereinzelte grofere Aggregate. (B) Ohne His-Tag waren weiterhin Pentamere
vorhanden. (C) Auch MgCl, und CaCl, konnte keine Dodekaederbildung induzieren.

Die Bildung der Pentamere zeigte, dass die Faltung zu Pentameren erfolgreich war (Abb.
54A). Es waren deutlich weniger amorphe Aggregate als beim BgAChBP2 Wildtyp
zu sehen (vgl. Abb. 21) und der GrofBteil des Proteins lag als Pentamer vor. Nach
Abspaltung des His-7Tag und auch nach Zugabe von MgCl, und CaCl, blieben die
Pentamere weiterhin vorhanden. Es konnte keine Dodekaederbildung induziert werden
(Abb. 54B,C).

9 Zweidimensionale Immunelektrophorese mit BgAChBP

Durch zweidimensionale Immunelektrophorese sollte geklidrt werden, ob es sich
beim BgAChBP-Dodekaeder um ein Homooligomer handelt. In Vorversuchen wurde
sichergestellt, dass die Antikorper spezifisch mit der jeweiligen BgAChBP-Isoform
reagierten (Abb. 55). Kreuzreaktionen zwischen den beiden Isoformen und den

Antikorpern konnten ausgeschlossen werden (siehe Abb. 56).
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anti-BgAChBP1 anti-BgAChBP2 anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2
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Abb. 55: Zweidimensionale Immunelektrophoresen mit rekombinantem BgAChBP. (A)
Rekombinantes BgAChBP1 (2,5 uL) mit anti-BgAChBP1-Antikorper (20 pL). Das Protein
wird deutlich erkannt. (B) Rekombinantes BgAChBP2 (3 pL) mit anti-BgAChBP2-Antikorper
(15 uL). Es bildet ebenfalls ein deutliches Prizipitat. (C) Beide Isoformen (je 2,5 pL) im gleichen
Punkt aufgetragen, gegen ein Gemisch beider Antikorper (20 uL anti-BgAChBP1-Antikorper,
15 pL anti-BgAChBP2-Antikorper). Es sind insgesamt vier Prézipitate zu erkennen.

Rekombinantes BgAChBP1 bildete mit dem dazugehorigen Antikorper ein kraftiges
Prizipitat. Leicht dazu versetzt, als Schatten, war ein zweites Prizipitat zu erkennen
(Abb. 55A). Dieses schwache Prizipitat war nur bei Versuchen mit rekombinantem
Protein vorhanden, nicht aber bei Hamolympheproteinen. Demnach handelt es sich
um eine unspezifische Reaktion mit Bakterienproteinen, welche spezifisch fiir die
rekombinante Expression sind, oder um BgAChBP-Monomere, die in der Himolymphe
nicht in dieser Form auftreten. Bei rekombinantem BgAChBP2 bildeten sich ebenfalls
ein kriftiges und ein schwaches Prizipitat (Abb. 55B). Die linke Seite des Prizipitats
wies eine Schulter auf, welche charakteristisch fiir die Detektion von rekombinantem
BgAChBP2 zu sein schien. Wurden beide Isoformen gemeinsam in einem Punkt
aufgetragen und liefen gegen ein Gemisch beider Antikorper, bildeten sich vier
Prizipitate (Abb. 55C). Die beiden Isoformen wanderten in der ersten Dimension
unterschiedlich weit durch das Gel. Die Prizipitate beider Proteine waren durchgéngig
und verschmolzen an keiner Stelle miteinander, was darauf schlieBen lidsst, dass sie als
nicht verwandt zu betrachten sind. Das rechte Prizipitat ragte mit einer Schulter durch
das gesamte linke Prizipitat. Die Schulter wurde nur bei rekombinantem BgAChBP2
beobachtet, sodass es sich bei diesem Gipfel um BgAChBP2 handeln muss. Das
etwas dunklere Prizipitat wanderte in der ersten Dimension weiter und stammte von

BgAChBP1. Rechts und links waren zwei weitere schwache Gipfel zu erkennen.
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9 Zweidimensionale Immunelektrophorese mit BgAChBP

anti-BgAChBP1 anti-BgAChBP2

A BgAChBP1+BgAChBP2 (B BgAChBP1+BgAChBP2
anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2 anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2 -

/’\'"-‘\

' BgACHBP2 , BgACHBP1
EI BgAChBP1 B| BgAChBP2

Abb. 56: Zweidimensionale Immunelektrophoresen mit rekombinantem BgAChBP. (A)
Rekombinantes BgAChBP1 und BgAChBP2 (2,5 uL und 4 pL) mit anti-BgAChBP1-Antikorper
(20 uL). Ein kriftiger Gipfel sowie ein schwicheres und hoheres Prizipitat im Hintergrund
wurden erkannt. (B) Rekombinantes BgAChBP1 und BgAChBP2 (2,5uL und 4 uL)
mit anti-BgAChBP2-Antikorper (15 uL). Zwei unterschiedlich hohe iibereinander liegende
Prizipitate sind zu sehen. (C) Die beiden Prézipitate des BgAChBP1 (2,5 uL) verschmelzen
nicht mit dem BgAChBP2 4 ul. im Trog. Es lag ein Gemisch beider Antikorper vor
(20 uLL anti-BgAChBP1-Antikorper, 15 uL anti-BgAChBP2-Antikorper). (D) Auch die beiden
Prazipitate des BeAChBP2 (4 puL) verschmelzen nicht mit dem BgAChBP1 (2,5 pL) im Trog. Es
wurden die gleichen Antikdrpervolumina verwendet wie in C).
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Sowohl die Reaktion zwischen beiden rekombinanten BgAChBP-Isoformen mit
anti-BgAChBP1-Antikorper (Abb. 55A) als auch die Reaktion zwischen beiden
rekombinanten BgAChBP-Isoformen mit anti-BgAChBP2-Antikérper (Abb. 55B)
fiihrte jeweils nur zu einem Prizipitat, wodurch gezeigt wurde, dass es zu keinen
Kreuzreaktionen kam. Wurde eine Isoform aufgetragen und die andere im Trog, so
bildete sich ein Prizipitat, welches nicht mit dem Trogprotein verschmolz (Abb.
55C,D). Demnach war das aufgetragene Protein nicht mit dem Trogprotein verwandt.
Insbesondere in Abb. 55D ist gut zu erkennen, dass keines der beiden Prizipitate
mit dem Trogprotein verschmolz, woraus sich weiter schlieen lédsst, dass es sich
bei dem zweiten Prizipitat nicht um eine expressionsbedingte Komponente handelt,
da diese bei beiden Isoformen auftreten miisste. Es ist also davon auszugehen, dass

es sich bei dem zweiten Prézipitat jeweils um Monomere der BgAChBP-Isoform handelt.

Nachdem sichergestellt wurde, dass die einzelnen Antikorper spezifisch eine Isoform des
Proteins erkannten, wurde BgAChBP {iber eine Anionenaustauscher-Chromatographie
aus der Hamolymphe von B. glabrata gewonnen. Die Fraktionen wurden vor
Durchfithrung der Versuche mittels EM auf das Vorhandensein von BgAChBP
kontrolliert (siche Abb. 8D).

anti-BgAChBP1 anti-BgAChBP2 anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2

. \ A

' 4
X| B. glabrata Hamolymphe B s B. glabrata Hamolymphe | C B. glabrata Hamolymphe

Abb. 57: Zweidimensionale Immunelektrophoresen mit BgAChBP. (A) BgAChBP mit
anti-BgAChBP1-Antikorper (15 pL). AChBP bildete ein kréftiges und niedriges Prizipitat. (B)
BgAChBP mit anti-BgAChBP2-Antikorper (15 uL). Es kam zu einem hoheren Prizipitatsgipfel
als in A). (C) BgAChBP mit einem Gemisch beider Antikorper (je 15 pL). Es ist ein kleiner
Gipfel und links davon ein strichartiges Prézipitat zu sehen (Pfeil).

Wie die Immunelektrophorese zeigte, erkannten beide Antikorper Protein in der Probe
des nativen BgAChBP (Abb. 57).
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9 Zweidimensionale Immunelektrophorese mit BgAChBP

Mit anti-BgAChBP1-Antikorper bildete sich ein recht flaches und lingliches Prézipitat,
welches zu beiden Seiten in einem strichartigen Verlauf endete (Abb. 57A). Durch
geringere Mengen an zugegebenem Antikorper oder geringerer Proteinmenge
wurde dieses Prézipitat nur in seiner Intensitdt schwécher, nicht jedoch hoher.
Anti-BgAChBP2-Antikorper bildete mit dem Protein ebenfalls ein Prizipitat. Dieses
war etwas hoher als das des BgAChBP1 (Abb. 57B). BgAChBP1 wanderte in der ersten
Dimension etwas weiter als BgAChBP2. Um herauszufinden, ob in der Himolymphe
beide AChBP-Isoformen getrennt voneinander erkannt werden, wurde ein Gemisch
beider Antikorper verwendet. Es kam zur Bildung eines niedrigen Prizipitats an dessen
linkem Fuf} ein zweites strichartiges Prézipitat lag (Abb. 57C). Dieses zweite Prizipitat
hatte seinen Mittelpunkt am linken Fuf} und reichte bis ungefihrt zur Mitte des ersten
Gipfels. Vergleicht man die beiden Prizipitate mit den ersten beiden Versuchen, handelte
es sich bei dem hoheren Gipfel vermutlich um BgAChBP2 und bei dem strichartigen
Prizipitat um BgAChBPI1. Es scheint, als wiirden beide Protein vollstindig getrennt

voneinander detektiert.

anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2 . anti-BgAChBP1+anti-BgAChBP2

o N ——

o i —

BgAChBP1
T| 2 B. glabrata Hamolymphe E| L g B. glabrata Hdmolymphe

Abb. 58: Crossed-line-Immunoelektrophoresen des BgAChBP. (A) Natives BgAChBP als
Hauptprotein und rekombinantes BgAChBP1 im Trog. Das Prizipitat verschmolz nicht mit dem
Trogprotein, die Fiile waren deutlich zu sehen. (B) Natives BgAChBP als Hauptprotein und
rekombinantes BgAChBP2 im Trog. Ein flaches Prizipitat im Trog sowie ein weiteres, welches
auf dem Trogprotein aufsal3. Keine Verschmelzung zwischen Trogprotein und Hauptprotein.

Wurde natives BgAChBP als Hauptprotein aufgetragen und rekombinantes BgAChBP1
im Trog, so bildeten sich zwei deutliche Priazipitate iiber die gesamte Linge des

Trogs (Abb. 58A). Die Linien verschmolzen an keiner Stelle mit dem Hauptgipfel
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(BgAChBP2). Das strichformige Prézipitat wie in Abb. 57A war nicht zu sehen. Es war
offensichtlich mir einer der beiden Linien (BgAChBP1) komplett verschmolzen.

Bei rekombinantem BgAChBP2 als Trogprotein bildeten sich ebenfalls zwei klar
erkennbare Linien (Abb. 58B). Das strichférmige Prizipitat (BgAChBP1) blieb hier
erhalten. Der Hauptgipfel sa3 auf dem Gipfel des Trogproteins auf, ohne dass Fiille
in den Trog hineinreichten. Zwischen dem Prizipitat des Trogproteins und dem des
Hauptproteins war zwar eine klare Abgrenzung vorhanden, diese war aber weniger stark
als in den anderen Bereichen des Trog-Prizipitats. Es kam also zu einer teilweisen
Verschmelzung des nativen BgAChBP2 mit dem rekombinanten BgAChBP2 im Trog.

10 Untersuchung der Hamolympheproteine von

Planorbarius corneus

Um einen Uberblick iiber die enthaltenen Proteine zu bekommen, wurde die frisch
entnommene H@molymphe elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 59). Sie war

durch das enthaltene Himoglobin kriftig rot geférbt.

Abb. 59: EM-Aufnahme der Himolympheproteine von P. corneus. Zu sehen sind Himoglobin
als Hauptprotein der Himolymphe, vereinzelte Dodekaeder des AChBP (Pfeil) und Himocyanin
(Ausschnitt). Mit 1% Uranylacetat negativ kontrastiert.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

Héamoglobin (Hb) bildete kompakte, etwas amorph wirkende Strukturen und war
erwartungsgemdl das héufigste Protein in der Himolymphe (sieche Abb. 59). Daneben
waren auch Himocyaninringe zu sehen (Abb. 59, Ausschnitt). Die vereinzelten
Dodekaeder des PcAChBP stimmten in Grof3e und Aussehen mit denen von B. glabrata
iiberein. Ahnlich wie bei B. glabrata nahm dieses Protein bei P. corneus in den

EM-Aufnahmen nur einen geringen Anteil der Himolympheproteine ein.
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Abb. 60: Elutionsprofil der Anionenaustausch-Chromatographie der Himolymphe aus
P. corneus Ein Milliliter Himolymphe mit 0,5 mL/min wurde iiber Q-Sepharose aufgetrennt
(Stufengradient). Aus allen bezeichneten Gipfeln wurden Proben entnommen. AChBP wurde in
den Gipeln II-V erwartet. Die Fraktionen des Gipfels VI zeigten eine deutlich rote Farbe, welches
auf Hamoglobin hinwies. In Magenta ist die Intensitdt gegen die Zeit aufgetragen. In Griin sind
die Stufen des Gradienten (Anteil an Puffer B) eingezeichnet, gegenldufig hierzu verliuft in Rot
der Gradient des Auftragspufters (Puffer A).

Die Héamolympheproteine wurden vermittels Anionenaustausch-Chromatographie
aufgetrennt (Abb. 60). Aus allen Gipfeln wurden Proben entnommen und
elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 61). Die Gipfel II-V lagen eng beisammen
und gingen teilweise ineinander iiber. Die Fraktionen aus Gipfel VI waren rétlich
gefarbt, was auf Hdmoglobin hinwies. Gipfel I zeigte keine Proteinstrukturen und
wurde daher nicht weiter untersucht. In Gipfel II waren groBle, globuldre Partikel
und AChBP-Pentamere zu sehen (Abb. 61A). Die globuliren Partikel waren auch
in den Gipfeln III, IV und V zu sehen. In Gipfel III waren in groBen Mengen
AChBP-Pentamere und vereinzelte AChBP-Dodekaeder zu finden (Abb. 61B). Der
Hauptteil der Dodekaeder sowie Himocyanin war in Gipfel IV zu finden (Abb. 61C).
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In P. corneus war AChBP also vorhanden und lieB sich mit den gleichen Methoden und
Bedingungen anreichern, wie bei B. glabrata. Gipfel V zeigte AChBP-Dodekaeder und
andere, kleinere Partikel, die keinem bekannten Protein zugeordnet werden konnten
(Abb. 61D). In Gipfel VI waren ausschlieflich Himoglobinpartikel vorhanden, die sich
jedoch bereits in einer aufgelockerten Form befanden, was auf seine destabilisierte
Quartérstruktur hinwies (Abb. 61E). Unter den verwendeten Pufferbedingungen kam es

zu einer rasche Dissoziation des Himoglobins.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

Abb. 61: EM-Aufnahmen verschiedener Gipfel der Anionenaustausch-Chromatographie.
(A) Gipfel II mit Pentameren (Ausschnitt) und globulédren Proteinaggregaten (Stern). (B) Gipfel
IIT mit deutlich mehr Pentameren. Zusitzlich globulédre Proteinaggregate sowie Dodekaeder. (C)
Gipfel IV zeigte Dodekaeder (Ausschnitt), Himocyanin (Pfeil) und globulidre Proteinaggregate.
(D) Gipfel V enthielt Dodekaeder und verschiedene andere Partikel. (E) Gipfel VI zeigte
Hémoglobin. Alle Proben mit 1% Uranylacetat negativ kontrastiert; auler Gipfel VI alle Gipfel
auf eine Proteinkonzentration von 0, 1 mg/mL aufkonzentriert. 109
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Von den Gipfeln aus der Anionenaustausch-Chromatographie (sieche Abb. 60) wurde eine
SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen angefertigt (Abb.
62).

reduzierend nicht reduzierend
M Il 1l vV V VI I 1] [\, V VI
315 10 e S . : - -
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Abb. 62: SDS-PAGE der einzelnen Gipfel aus der Anionenaustausch-Chromatographie. In
den Gipfeln II und III sind unter reduzierenden Bedingungen starke Banden oberhalb der 315
kDa-Bande des Markers zu sehen. Zusitzlich befindet sich in Gipfel III eine schwache Bande bei
30 kDa. Gipfel IV zeigt unter reduzierenden Bedingungen eine deutliche Bande in Hohe von 25
und 30 kDa sowie eine sehr starke Bande bei 180 kDa und eine sehr schwache Bande bei etwa
300 kDa. Die schwache Bande bei 300 kDa trat auch in den Gipfeln V und VI auf. In Gipfel
V waren ebenfalls Banden bei 30 kDa und 180 kDa. In den Gipfeln II und III @nderte sich das
Bandenmuster unter nicht reduzierenden Bedingungen nicht. In Gipfel IV und V war die Bande
bei 30 kDa schwicher, dafiir gab es eine neue Doppelbande bei 60 kDa und 70 kDa. 15%ige
SDS-PAGE, je 25 uL Probenvolumen, Marker (M) ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza,
Rockland, USA) verwendet.

Bei der Bande in Hohe von 180 kDa unter reduzierenden Bedingungen in den Gipfelnn
IV, V und VI diirfte es sich um Hadmoglobin handeln, welches in der SDS-PAGE
trotz seiner Molekiilmasse von 240 kDa irreguldr wie ein 180 kDa-Protein wandert
(Lieb et al., 2006). Insbesondere in Gipfel VI war in den EM-Aufnahmen Hamoglobin
zu sehen (sieche Abb. 61E). In den Gipfeln IV und V lag eine schwache Bande in
Hohe von 300 kDa. Dies entspricht der Molekiilmasse von Planorbiden-Hdmocyanin
(Lieb et al., 2006; Markl, 2013), welches auch in den EM-Aufnahmen zu finden war
(sieche Abb. 61C). Insbesondere in Gipfel IV warenin den EM-Aufnahmen immer
wieder Aufsichten und Seitenansichten des Himocyanin-Zylinders zu sehen. Es handelt
sich dabei um ein "Dekamer ohne Kragen” (Markl, 2013). In den Gipfeln IV und
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

V war unter reduzierenden Bedingungen zudem eine Bande in Hohe von 30 kDa
vorhanden. Dies entspricht dem glykosilierten Monomer des AChBPs, was durch die
Dodekaeder in den EM-Aufnahmen erhirtet wurde. In Gipfel IV und V blieben diese
beiden Banden unter nicht reduzierenden Bedingungen etwas abgeschwécht bestehen.
Zusitzlich war eine neue Doppelbande in Hohe von 60 kDa und 70 kDa zu sehen. Diese
Situation entspricht der bei B. glabrata. Die Ausbildung einer Bande in Hohe eines
Untereinheiten-Dimers deutet darauf hin, dass zwei AChBP-Untereinheiten iiber eine
Disulfidbriicke miteinander verkniipft sind. Allerdings erklirt dies nur die neue Bande
bei 60 kDa. Woher die Bande bei 70 kDa stammt bleibt unklar.

Um herauszufinden, welche der Banden in der Himolymphe von P. corneus AChBP sind,
wurden Western-Blots durchgefiihrt. Hierbei wurden polyklonale Antikorper verwendet,
die gegen die beiden rekombinanten Isoformen des BgAChBP hergestellt worden waren.
Zusitzlich wurde ein polyklonaler Antikorper gegen Hémoglobin aus B. glabrata

herangezogen.
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Abb. 63: Western-Blots mit Himolympheproteinen aus P corneus. (A)
BgAChBP1-Antikorper (2 uL). In allen Spuren eine Bande weit oben im Gel, die sich
jedoch nach rechts ausdiinnt. In den Gipfelnn IV und V eine Bande bei 30 kDa und etwa 250
kDa. In Gipfel V zusitzlich eine Bande bei 25 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen in
beiden Gipfeln eine Bande bei leicht iiber 30 kDa, eine bei etwa 70 kDa sowie am oberen Rand
des Blots. (B) BgAChBP2-Antikorper (4 uL). Banden in den Gipfeln II, III und I'V bei 40 kDa.
Keine Verinderung des Bandenmusters unter nicht reduzierenden Bedingungen. Eine weitere
Bande in Gipfel V bei 25 kDa und leicht iiber 30 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen
wurde diese schwicher, dafiir eine kriftige Bande in Hohe von etwa 70 kDa.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

Das Auftragungsschema der Western-Blots entsprach dem der SDS-PAGE in Abb.
62. In allen Spuren war unter Verwendung des anti-BgAChBPI-Antikorpers eine
unterschiedlich starke Reaktion im oberen Bereich des Blots zu sehen (Abb. 63A). Mit
diesem Antikorper war eine schwache Reaktion bei 30 kDa in Gipfel III zu sehen.
Dies wiirde zu den vereinzelten AChBP-Dodekaedern in den EM-Aufnahmen passen
(Abb. 61B). Unter nicht reduzierenden Bedingungen verschwanden diese Banden und
wurden durch eine neue Bande in Hohe von 70 kDa ersetzt. In Gipfel III kam es unter
reduzierenden Bedingungen ebenfalls zur Detektion eines 30 kDa Proteins, unter nicht
reduzierenden Bedingungen wurde diese Bande schwiicher und eine Bande bei etwa 70
kDa reagierte. Zusétzlich wurde in den Gipfeln III, IV und V eine Bande bei etwa 180
kDa, die unter nicht reduzierenden Bedingungen verschwand, erkannt. Hierbei handelte
es sich wahrscheinlich um eine Kreuzreaktion zu Hamoglobin. Obwohl die Gipfel IV
und V in der SDS-PAGE keine deutlichen Unterschiede zeigten (Abb. 62), ist hier
unter reduzierenden Bedingungen ein leichter Unterschied auszumachen: Im Gegensatz
zu Gipfel IV wurden in Gipfel V Banden bei 25 und 30 kDa detektiert. Unter nicht
reduzierenden Bedingungen war der Unterschied zwischen den beiden Fraktionen weit
geringer. Lediglich die Bande in Gipfel V, die zu gro3 war um einzuwandern, war etwas
schwiicher.

In den Gipfeln III, IV und V war sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht
reduzierenden Bedingungen eine deutliche Bande in Hohe von 40 kDa zu sehen, die
mit dem anti-BgAChBP2-Antikorper reagierte (Abb. 63B). In diesem Bereich war in
der SDS-PAGE keine deutliche Bande zu sehen (Abb. 62). In allen drei Spuren war im
oberen Teil des Gels nur ein schwacher Schatten, nicht aber eine sauber abgegrenzte
Bande zu erkennen, wie es beim BgAChBPI-Antikorper der Fall war. Gipfel V
unterschied sich im Bandenmuster deutlich von den vorherigen Gipfeln: Die Bande bei
40 kDa war nur schwach zu sehen, dafiir war unter reduzierenden Bedingungen eine
Bande bei 25 kDa und 30 kDa zu sehen. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war
die Bande bei 30 kDa und eine bei etwa 60 kDa zu sehen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Antikorper in der Lage waren, AChBP
aus P. corneus zu detektieren, wurden zweidimensionale Immunelektrophoresen

angefertigt.
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Abb. 64: Zweidimensionale Inmunelektrophorese der Himolympheproteine aus P. corneus.
(A) Hamolympheproteine mit anti-BgHb-Antikdrper. Himoglobin (rot), bildet ein Prizipitat.
(B) Himolympheproteine (10 uL) mit anti-BgAChBP1-Antikorper (30 uL) bilden ein kriftiges
Prizipitat. (C) Hamolympheproteine (10 pL) mit anti-BgAChBP2-Antikorper (100 pL) bilden
ein schwaches Prizipitat. (D) Himolympheproteine mit beiden Antikdrpern gegen BgAChBP,
nur ein Prézipitat.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

Mit anti-BgHb-AntikorpDer bildete sich ein Prizipitat, dass durch die kriftig-rote Farbe
des Himoglobins auch ohne zusitzliche Firbung sichtbar war (Abb. 64A). Gipfel VI
zeigte keine Reaktion mit anti-BgAChBP1- oder anti-BgAChBP2-Antikorper (nicht
gezeigt). So konnte ausgeschlossen werden, dass die Antikorper gegen AChBP zu einer
Kreuzreaktion fiihrten. Alle weiteren Immunelektrophoresen wurden mit Hamolymphe
durchgefiihrt und somit ausgeschlossen, dass die Proteinmengen der einzelnen Gipfel
der Anionenaustausch-Chromatographie fiir eine Reaktion zu gering sein konnten.
Hiamolympheproteine mit anti-BgAChBP1-Antikorper bildete ein relativ flaches,
kriftiges Prizipitat aus (Abb. 64B). Ein so kriftiges Prizipitat zeigte sich auch unter
Verwendung des BgAChBP-Dodekaeders (siehe Abb. 57A). Aus Himolympheproteinen
und anti-BgAChBP2-Antikorper resultierte ein einzelnes schwaches Prizipitat (64C).
Wurden beide Antikorper in den angegebenen Mengen eingesetzt, konnte nur ein
Prézipitat sichtbar gemacht werden (Abb. 64D). Daher ist, obwohl der Antikdrper gegen
BgAChBP2 eine Reaktion zeigte, nicht sicher belegt, dass die Abb. 64B und 64C zwei

verschiedene Isoformen des AChBP zeigen.

10.1 Transkriptomanalyse von PcAChBP

Gesamt-RNA aus P. corneus wurde isoliert nach ihrer Sequenzierung bioinformatisch
ausgewertet (siehe 5.1). Insgesamt wurden 70.457.092 RNA-Sequenzen mit einer Linge
von 151 Basen und einer durchschnittlichen Qualitdt der Sequenzierung von 78%
Q30-Basen geliefert. Die Sequenzen von BgAChBP1 (GenBank: JQ814367.1) und
BgAChBP2 (GenBank: JQ814368.1) dienten als Ausgangspunkt fiir die Suche nach
verwandten Sequenzen bei P. corneus. Aus 1305 RNA-Sequenzen wurde die Sequenz
von PcAChBP1 zusammengesetzt. Sie umfasst einen offenen Leserahmen von 690
Basen (229 Aminosduren). Mit SignalP 4.1 Server wurde ein 17 Aminoséduren langes
Signalpeptid vorhergesagt (grau hinterlegt in Abb. 65). In der Sequenz liegen vier
Cysteine (gelb in Abb. 65). PcAChBP1 besitzt drei potentielle N-Glykosilierungsstellen
(tirkis in Abb. 65). PcAChBP1 hat ohne das Signalpeptid einen theoretischen
Isoelektrischen Punkt von 4,90 und eine berechnete Molekiilmasse von 24,34 kDa.

Aus nur 133 RNA-Sequenzen wurde die Sequenz eines weiteren AChBP-Proteins
(PcAChBP2) zusammengesetzt. Der offene Leserahmen ist 654 Basen lang (217
Aminosduren). Das identifizierte Signalpeptid ist 13 Aminosduren lang. PcAChBP2

hat ohne Signalpeptid eine berechnete Molekiilmasse von 23,50 kDa und einen
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theoretischen isoelektrischen Punkt von 5,36. Das Protein besitzt insgesamt 6 Cysteine,
wobei eines innerhalb des Signalpeptids liegt (Abb. 65B) und eine potentielle
N-Glykosilierungsstelle.

Aus 259 RNA-Sequenzen wurde ein groBer Teil eines weiteren AChBP
zusammengesetzt. Diese Sequenz umfasst 712 Basen (214 Aminoséduren). Der
C-terminale Bereich fehlt und konnte im Transkriptom auch mit unterschiedlichsten
Parametern nicht gefunden werden. Dieser AChBP-Sequenz fehlt das strikt konservierte
C-terminale Motiv des Tyr-X-Cys-Cys-X-Tyr und das Stop-Codon. Der identifizierte
Teil des Proteins verfiigt iiber ein 19 Aminosduren langes Signalpeptid. Desweiteren
liegen innerhalb des Signalpeptids 4 Cysteine und im restlichen Fragment weitere drei
(Abb. 65C).

Die Sequenzidentititen auf Aminosdureebene der drei PcAChBPs sind in Tab. 9
aufgefiihrt.
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(C) PcAChBP3

Abb. 65: Aminosiuresequenz von PcAChBP1, PcAChBP2 und PcAChBP3. Signalpeptide
(grau), Cysteine (gelb) und potentielle N-Glykosilierungsstellen (tiirkis) hinterlegt. In (C) ist der
unklare Bereich dunkelgrau unterstrichen.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

Tab. 9: Sequenzidentitit auf Aminosdureebene der PcAChBP

PcAChBP1 | PcAChBP2 | PcAChBP3
PcAChBP1 46,45% 48,28%
PcAChBP2 46,45% 45,41%
PcAChBP3 48,28% 45,41%

10.2 3D-Rekonstruktion des PcAChBP

In Tab. 10 sind die Eckdaten des Datensatzes fiir eine grobe 3D-Rekonstruktion
des PcAChBP-Dodekaeders mit negativ kontrastierten Partikeln zusammengefasst. Die
PcAChBP-Dodekeder wurden von Hand mithilfe des Appion-Moduls Manual-Picker
selektiert. Die CTF-Korrektur erfolgte ebenfalls in Appion durch das Modul CTFfind3.
Die Berechnung der 2D-Klassensummen wurde in IMAGIC-5 durchgefiihrt, die
anschliefende 3D-Rekonstruktion in EMAN 1.9.

Nach dem referenzfreien Alignment in IMAGIC-5 wurden aus den resultieren

Tab. 10: Datensatz aus negativ kontrastierten Partikeln des PcAChBP-Dodekaeders
Anzahl der EM-Aufnahmen 335

Kontrastmittel 1% Uranylacetat
Anzahl der Partikel 5757

Boxgrofie 96 x 96 px
Elektronenmikroskop Tecnai G 12 BioTWIN
Vergroerung 71540x

Defokus 3,2 nm-1,07 nm
Angstrom pro Pixel 4,36

Klassensummen Referenzen fiir die Multivariante statistische Analyse gewihlt. Bereits
nach der zweiten Iteration waren deutlich verschiedene Ansichten eines Dodekaeders in

den Klassensummen zu sehen (Abb. 66).
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C Ergebnisse

Abb. 66: 2D-Klassensummen des PcAChBP-Dodekaeders. Auswahl der Klassensummen, die
mit IMAGIC-5 aus dem Datensatz mit 5757 Partikeln berechnet wurden.

Um den Datensatz aufzureinigen, wurde mit EMAN ein multi-refinement
durchgefiihrt, bei dem aus drei unterschiedlich stark verrauschten Kugeln jeweils
eine 3D-Rekonstruktion berechnet wurde. Nach 50 Iterationen ohne Symmetrievorgabe
hatte sich aus einem der Modelle ein Dodekaeder gebildet. Die Riickprojektionen der
anderen beiden Modelle zeigten kaum Ahnlichkeit mit den Einzelpartikeln oder den
Klassensummen und wurden verworfen. Auf dieser Grundlage wurde mit EMAN eine
3D-Rekonstruktion ohne Symmetrie berechnet (Abb. 67A-C).

o] €] ]

Abb. 67: 3D-Rekonstruktion des PcAChBP-Dodekaeders. (A-C) 3D-Rekonstruktion ohne
Annahme einer Symmetrie. (D-F) 3D-Rekonstruktion mit ikosaedrischer Symmetrie. (A/D)
Blick entlang einer der sechs fiinfzéhligen Symmetrieachsen. (B/E) Blick entlang einer der
fiinfzehn zweizdhligen Symmetrieachsen. (C/F) Ansicht entlang einer der 10 dreizihligen
Symmetrieachsen.
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10 Untersuchung der Himolympheproteine von Planorbarius corneus

In die finale 3D-Rekonstruktion des Dodekaeders ohne Symmetrievorgabe gingen
3881 Einzelpartikel ein (Abb. 67A-C). Da ohne Symmetrievorgabe mit einer recht
geringen Anzahl an Partikeln ein so deutlicher Dodekaeder berechnet werden
konnte, wurde nun eine ikosaedrische Symmetrie, vorgegeben (67D-F). Laut dem 0,5
Kriterium hat diese Rekonstruktion eine Auflosung von ca. 18 A. Das pseudoatomare
Homologiemodell des BgAChBP1 (PDB-ID: 4A0OD) (Saur et al., 2012) wurde in die
18 A-Rekonstruktion eingepasst. Das Homologiemodell passte gut in die einzelnen
Pentamere des Dodekaeders (Abb. 68). In Abb. 68B ist ein einzelnes Pentamer mit
eingepasstem pseudoatomaren Modell gezeigt. Nur die C-terminale L7-Schleife ragt
leicht aus der Dichtekarte heraus. In Abb. 68C ist eine Aufsicht des eingepassten Modells
in die Dichtekarte gezeigt. Abgesehen von der L7-Schleife ragen keine Strukturen des

Homologiemodells deutlich aus der Masse heraus.

Abb. 68: Einpassen eines pesudoatomaren Homologiemodells in die 18 A-Rekonstruktion
des PcAChBP-Dodekaeders. (A) 3D-Rekonstruktion mit 12 eingepassten Homologiemodellen
(PDB-ID: 4A0D). (B) Seitenansicht eines einzelnen, eingepassten Pentamers. Untereinheiten in
verschiedenen Blautonen dargestellt; (C) Aufsicht auf ein eingepasstes Pentamer.
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1 Natives BgAChBP1 und BgAChBP2

Die Kristallstruktur von Homopentameren ist von verschiedenen anderen Mollusken
bekannt (Lymnaea stagnalis (Brejc et al., 2001; Smit et al., 2001), Haliotis discus hannai
(Huang et al., 2009), Bulinus truncatus (Celie et al., 2005), Aplysia californica (Hansen
et al., 2004)). Das AChBP von Biomphalaria glabrata bildet hier eine Ausnahme, denn
in der Hamolymphe der Schnecke existiert es als regelméBiger Pentagondodekaeder und
dhnelt damit in seiner Struktur dem Kapsid mancher Viruspartikel (Fuschiotti et al.,
2006). Im Elektronenmikroskop genauso aussehende Proteine wurden auch bei anderen
Planorbiden gefunden (Wood and Mosby, 1975; Terwilliger et al., 1976; Illan et al., 1986;
Herskovits and Hamilton, 1990, 1994). Es liegt nahe, dass es sich hierbei ebenfalls um
AChBP-Dodekaeder handelt.

Die Western-Blot-Analysen von Hamolympheproteinen von B. glabrata hatten gezeigt,
dass eine Bande bei 30 kDa sowohl BgAChBP1 als auch BgAChBP2 enthielt. Antikdrper
die gegen BgAChBP2 gerichtet waren, zeigten zusitzlich eine Reaktion mit einer Bande,
die unter nicht reduzierenden Bedingungen bei 60 kDa zu finden war. Bei dieser Bande
war demnach davon auszugehen, dass sie BgAChBP2-Dimere enthielt. Dies unterstiitzte
die Hypothese, dass BgAChBP2 aufgrund seines ungepaarten Cysteins C71 in der Lage
ist Dipentamere auszubilden (Saur et al., 2012). Ob eine weitere Oligomerisation zu
Dodekaedern in der Himolymphe moglich ist, blieb offen.

Im Rahmen meiner Arbeit sollte die zweidimensionale Immunelektrophorese Aufschluss
iiber die Zusammensetzung des Dodekaeders geben. Rekombinantes BgAChBP2 allein
kann offenbar keine Dodekaeder bilden, aber Saur et al. (2012) lieen offen, ob
Hetero-Oligomere Dodekaeder existieren. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass Antikorper die gegen die rekombinanten BgAChBP-Isoformen hergestellt worden

waren sowohl BgAChBP aus der Schnecke erkannten, als auch selektiv fiir die Isoformen
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2 Unidentifiziertes Protein X aus B. glabrata

waren. Durch die Crossed-line-Immunelektrophorese und das komplette Verschmelzen
des Prizipitats von BgAChBP-Dodekaedern aus der Schneckenhdmolymphe mit dem
Prizipitat des rekombinanten BgAChBP1 lieB3 sich ableiten, dass die Dodekaeder aus
der Himolymphe ausschlieBlich aus BgAChBP1 bestehen (sieche Abb.58). Es kam
auflerdem zu keiner Kreuzreaktion zwischen den beiden Isoformen. Das Prizipitat
des nativen BgAChBP2 lag dem des rekombinanten BgAChBP2 auf und war nicht
vollstdndig verschmolzen (sieche Abb.58). Dies konnte durch die Glykosilierungen

zustande kommen, welche am rekombinanten Protein fehlen.

2 Unidentifiziertes Protein X aus B. glabrata

Auffillig waren Proteine, die in Gipfel III gefunden wurden (siehe Abb. 7). Hier zeigten
die EM-Aufnahmen lingliche Partikel, welche etwas grofler als Pentamere des AChBP
waren. Zudem waren Ansichten zu finden, bei denen anscheinend zwei dieser Partikel
aneinander gelagert waren (siche Abb. 8B, C). In der SDS-PAGE bildete sich bei dieser
Fraktion unter reduzierenden Bedingungen eine Proteinbande von etwas iiber 200 kDa.
Uberraschenderweise zeigte sich unter nicht reduzierenden Bedingungen eine Bande,
die weiter ins Gel einwanderte und bei 100 kDa zu liegen kam. Eine Bande dieser
GrofBe war unter reduzierenden Bedingungen nicht zu finden. Im Western-Blot konnte
in Gipfel III mit anti-Bg AChBP-Antikorper nichts detektiert werden. Es ist also davon
auszugehen, dass es sich bei dem gefundenen Protein weder um BgAChBP1 noch
BgAChBP2 handelt. Aus EM-Aufnahmen wurden verschiedene Ansichten selektiert, die
diesem Protein zugeordnet wurden. Daraus wurden Klassensummen gebildet (siche Abb.
11). In der 3D-Rekonstruktion mit mehreren Startmodellen entstand aus ca. 8688 Partikel
eine Dichtekarte, die eine ldngliche Form aufweist (sieche Abb. 12A). Das Protein scheint
iiber eine D2-Symmetrie zu verfiigen.

Alle diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass es sich bei diesem Protein nicht um eine
Variante von AChBP handelt. Was es darstellt, blieb offen.

3 Rekombinantes BgAChBP1

In der Schnecke macht das AChBP nur einen sehr geringen Prozentsatz der

Hamolympheproteinee aus (Lieb et al., 2006). Die gewonnenen Probenmengen waren
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daher sehr gering und hierdurch war es bisher nicht moglich, natives BgAChBP1
und BgAChBP2 voneinander zu trennen. Auch konnte bisher in EM-Aufnahmen von
Hiamolypheproteinen das BgAChBP2 nicht eindeutig identifiziert werden.

Im Gegensatz zum C-terminalen His-7ag (Dissertation Moller 2012) konnte der in
meiner Arbeit verwendete N-terminale His-7ag mittels TEV-Protease abgespalten
werden. So wurden strukturelle Analysen ermdglicht ohne etwaige Beeinflussung
durch eine solche, zusitzliche Sequenz. Das urspriingliche mit einem C-terminalen
His-Tag ausgestattete rekombinante Protein wurde nicht weiter hergestellt, da
es zur Aggregatbildung neigte und der flexible His-Tag die Auflosung bei der
3D-Rekonstruktion begrenzte (Dissertation Saur 2013).

Das Protokoll zur Expression und Aufreinigung des BgAChBP1 mit C-terminalem
His-Tag wurde bereits von Dr. V. Moller etabliert (Dissertation Moller 2012). Es
wurde fiir die vorliegende Expression mit N-terminalem His-7ag iibernommen. Dr. V.
Moller hatte bereits erste Versuche unternommen und gezeigt, dass es moglich war,
den N-terminalen His-7ag von den assemblierten Pentameren abzuspalten (Dissertation
Moller 2012). Erst durch Abspaltung des His-Tags kam es bei BgAChBP1 zur
Ausbildung von Dodekaedern. Die Assemblierung wurde in 20 mM Tris-Puffer (pH
7,5) unterstiitzt. Es konnte also durch das Vorhandensein von Dodekaedern Riickschliisse
dariiber gewonnen werden, ob die Abspaltung des His-7ags erfolgreich war. Aulerdem
konnte unter diesen Bedingungen, je nach Versuch, mit einer reinen Pentamerprobe
oder mit Dodekaedern gearbeitet werden. Die Abspaltung des His-Tags zeigte sich
in der SDS-PAGE durch eine etwas weitere Wanderung der Monomerbande (siehe
Abb. 14). Die Assemblierung der Pentamere zu Dodekaedern umfasste nie die gesamte
Proteinmenge. Ein Teil der Probe verblieb stets als Pentamer. Dabei blieb offen, ob bei
dieser Fraktion der His-7ag nicht abgespalten wurde.

Mit dem durch die Thermofluor-Methode optimierten Puffer gelang eine gezielte
Induktion der Dodekaederbildung nicht (sieche Abb. 17). Der BgAChBP1-Dodekaeder
denaturierte in diesem Puffer erst bei 76 °C. Im Puffer mit 20 mM Tris (pH 7,5)
denaturierte das Protein bei etwa 70 °C. Jedoch bildeten sich im optimierten Puffer
trotz des His-Tags Dodekaeder aus. Da das Protein auch im Tris-Puffer bis in
hohe Temperaturbereiche stabil blieb und gleichzeitig eine gezielte Induktion der

Dodekaederbildung moglich war, wurde dieser Puffer beibehalten.
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4 3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dodekaeders

Es war moglich, eine hoch aufgeloste 3D-Rekonstruktion des AChBP1-Dodekaeders
zu berechnen. Da das Protein in destilliertem Wasser mit 10 mM MgCl, und 10
mM CaCl, vorlag, sollte nichts vohanden sein, was als Ligand dienen konnte.
Aufgrund der Instabilitit des Proteins beim Vitrifizieren, vermutlich verursacht durch
die fehlenden Puffermolekiile, war es notwendig, die GraFix-Methode (Kastner et al.,
2008; Stark, 2010) anzuwenden um dem Protein zusitzliche Stabilitit zu verleihen. In
den Klassensummen der Kryo-Proben war innerhalb des zentralen Kanals der Pentamere
eine zusitzliche, sehr schlecht aufgeloste Masse zu erkennen (siehe Abb. 23). Durch
eine 3D-Rekonstruktion ohne Angabe einer Symmetrie, konnte zum einen der Aufbau
des Dodekaeders bestitigt werden, zum anderen war auch hier durchgehend in allen
Pentameren eine zusitzliche Masse vorhanden. Diese 3D-Rekonstruktion erreichte eine
Auflésung von 6 A. Die 3D-Rekonstruktion in Relion erreichte eine nominelle Auflésung
von 3,59 A. Aufgrund der sichtbaren Details, wie Seitenketten von Aminosduren, der
B-Faltblitter und a-Helices, ist die tatsdchliche Auflosung wohl noch etwas hoher. In der
3D-Rekonstruktion befanden sich zusitzliche schlechter aufgeloste Massen innerhalb
der Pentamere sowie an den Kontaktstellen zwischen zwei Pentameren (siche Abb. 24).
Moglicherweise wurde die Auflosungsbestimmung hierdurch insgesamt beeintrichtigt.
Mehrere voneinander unabhidngige Rekonstruktionsversuche aus diesem Datensatz mit
Relion und Frealign, auch durch Dr. David Haselbach vom MPI fiir biophysikalische
Chemie in Gottingen, fithrten zum gleichen Ergebnis. Da die zusétzlichen Massen bereits
in den Klassensummen sowie der symmetriefreien 3D-Rekonstruktion vorhanden waren,
handelte es sich hierbei offensichtlich weder um einen Fehler bei der 3D-Rekonstruktion
noch um einen Symmetriesierungsfehler. Die Ursache der Artefakte musste demnach
im Datensatz zu finden sein. Andererseits ist in Negativkonstrast-EM-Aufnahmen der
Probe nach GraFix eindeutig zu sehen, dass der zentrale Kanal der Pentamere frei
ist. Somit blieb als mogliche Ursache der Artefakte die Vitrifizierung in Kombination
mit GraFix; dies wurde jedoch als @uBerst unwahrscheinlich angesehen, zumal ein
solcher Effekt bei den bisherigen 3D-Rekonstruktionen des Dodekaeders nie beobachtet
wurde. Durch neue EM-Aufnahmen aus den gleichen Proben konnte das Ritsel gelost
werden. Dr. David Haselbach berechnete aus dem neuen Datensatz eine artefaktfreie
3D-Rekonstruktion und erzielte eine Auflosung von 3,5 A (siche Abb. 27). Die

beiden 3D-Rekonstruktionen wiesen, abgesehen von den Artefakten, so gut wie keine
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Unterschiede auf. Ursichlich fiir die Artefakte war vermutlich ein instabiles flatfield bei
der Aufnahme der Bilder im Elektronenmikroskop. Im power spectrum der Aufnahmen
lasst sich dies durch vertikal verteilte Punkte erkennen. In der Regel verursachen
sie jedoch keine Probleme, da sie sich durch die statistischen Methoden bei der
3D-Rekonstruktion herausrechnen. In diesem Datensatz war dies durch die hohe
Symmetrie des AChBP-Dodekaeders offensichtlich nicht der Fall.

Aufgrund der hoheren Auflosung konnte mithilfe dieser 3D-Rekonstruktion das
bestehende Homologiemodell (PDB-ID: 4AOD) durch S. Braukmann verbessert werden.
GroBle Bereiche der 3D-Dichtekarte deckten sich mit den 3D-Rekonstruktionen von
BgAChBP in Komplex mit Nikotin oder Bis-Tris, wiesen teilweise jedoch eine deutlich
bessere Auflosung auf. An der Kontaktstelle zwischen zwei Pentameren ragten die
Seitenketten der Aminosduren E24, D25 und R63 in die Masse (Abb. 69). Durch
ihre raumliche Nihe ist es schwierig eine Aussage iiber die genauen Bindungspartner
der Aminoséduren zu treffen. Da gerade dieser Bereich fiir die Bindung zwischen
den Pentameren eine wichtige Rolle spielt (Saur et al., 2012), wire eine Aufklidrung

anzustreben.

Abb. 69: Masse in der 3D-Rekonstruktion an der Kontaktstelle zweier Pentamere.
3,6 A-Rekonstruktion mit eingepasstem Homologiemodell. Die Aminosiuren, die in den
Mutationsstudien eine Rolle spielten, sind benannt.
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Das Homologiemodell des Dodekaeders, welches auf Grundlage der
3,6 A-Rekonstruktion erstellt wurde (Abb. 70), zeigte gegeniiber dem publizierten
Modell (PDB-ID: 4A0D, Saur et al. 2012) Abweichungen zu den bisher angenommenen

Verbindungen zwischen den Pentameren.

Abb. 70: Vermutete Kontaktstellen zwischen den Pentameren im neuen Homologiemodell
des BgAChBP1-Dodekaeders. Die postulierten Salzbriicken R2<5D26, R3<E70 und
D25+R63, die Disulfidbriicke C16<+>C64 und das aromatische Trimer aus F71 wurden mutiert.

Die Aminosduren R2 und D26 lagen nun so weit auseinander, dass eine Salzbriicke
zwischen ihnen nicht mehr moglich war. Ebenso lagen die Aminosduren R3 und
E70 nun an Positionen, die eine Salzbriicke innerhalb einer Untereinheit, anstelle
einer Verkniipfung zweier Pentamere, wahrscheinlicher machte. Die Ergebnisse der

Mutationsversuche sind in Tab. 11 zusammengefasst. Solange sich der His-7ag am
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Tab. 11: Ubersicht iiber die Ergebnisse aller Mutationen bei BgAChBP1. Bildung von
Pentameren (1x5), Dodekaedern (12x5), Aggregaten aus Pentameren (nx5) und undefinierten
Aggregaten (n). E70G fiel bei Zugabe von 10 MgCl, und 10 CaCl, aus (X).

Mutante mit His-7ag ohne His-Tag ohne His-7ag + Salz
IX5 [12x5 | nx5 n || 1x5 | 12x5 | nx5 n || 1x5 | 12x5 | nx5 n

Wildtyp | v - - - v v - - v v - -
R2G v - - - v I ) - V| VW) - -
R2A v - v oo - v v V| Vv - - -
R3G v - - - v - - - v | ) - -
R3A v - - - - - v VY v - -
Cl6/64G | v - v oo v v - - v v - -
Cl6/64A | v - - - - - - v - - - Vv
E24A v - - - - - v oo- - - v v
R63A v - - - - - v oo v - - -
E70G v - - - v - - - X X X X
E70A v - - V|V - v oo v - - -
F71G v - - - - - v V|V - - -
F71A v - - - v v - - vV | V) ) -

Protein befand, bildeten alle Mutanten Pentamere und zeigten keine Dodekaeder.
Dies entsprach den Ergebnissen des Wildtyps und wurde als Beleg gesehen, dass die

Proteinexpression und Faltung erfolgreich war.

Die Salzbriicke R2<+D26 sollte das N-terminale Ende der o--Helix mit der L1-Schleife
der Nachbaruntereinheit des selben Pentamers verkniipfen (siehe Abb. 40; Saur et al.
2012). BgAChBPI1-R2G und BgAChBPI-R2A zeigten unterschiedliche Ergebnisse
(Tab. 11). Das Fehlen von Dodekaedern bei BgAChBP1-R2A legt nahe, dass R2 an der
Bildung von Dodekaedern beteiligt ist. Durch das fehlende B-Kohlenstoffatom im Glycin
verfiigt das Riickgrat der Aminoséurekette bei BgAChBP1-R2G iiber eine ungewdhnlich
hohe Flexibilitit im N-terminalen Bereich der Sequenz, sodass es moglich sein konnte,
dass Dodekaeder-artige Strukturen durch andere Aminosduren, wie beispielsweise die
Salzbriicke R3<«+E70, stabilisiert werden. Im neuen Homologiemodell ragte D26 in
die Bindungsstelle zwischen zwei Pentameren hinein und konnte hier ebenso wie E24
und D25 mit R63 interagieren (siche Abb. 69). Fiir R2 konnte jedoch kein alternativer

Bindungspartner ausgemacht werden.
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Bei der postulierten Salzbriicke R3<+E70 handelt es sich um die Verbindung der
a-Helix und der L3-Schleife zweier Untereinheiten (sieche Abb. 42; Saur et al. 2012).
Bei den Mutanten (R3G, R3A, E70G und E70A) bildeten sich keine Dodekaeder nach
Abspalten des His-7ags. Durch 10 mM MgCl, und 10 mM CaCl; bildeten sie sich bei
R3G und R3A, nicht aber bei E70A (Tab. 11) Dodekaeder. Eine Verbindung zwischen
R3 und E70 ist anzunehmen und wird durch die 3D-Rekonstruktion untermauert.
Im Gegensatz zur publizierten Struktur liegt R3<+E70 innerhalb der Untereinheit
und nicht wie bisher angenommen zwischen zwei benachbarten Pentameren (Abb.
71). Die Salzbriicke stabilisiert den N-terminalen Bereich des Proteins innerhalb der
Untereinheit und ist als strukturgebend fiir den Dodekaeder zu betrachten. Die Zugabe
von zweiwertigen Kationen kann die Funktion von R3 zumindest teilweise ausgleichen.
Die Strukturverdnderungen an E70 waren so grof3, dass es unter keinen der getesteten

Bedingungen zur Bildung von Dodekaedern kam.

Abb. 71: Mégliche Salzbriicke R3<+E70 innerhalb einer Untereinheit. Homologiemodell
anhand der 3,6 A-Rekonstruktion.

Die mogliche intramolekulare Disulfidbriicke C16++C64 ist einzigartig innerhalb
der bisher bekannten AChBPs und AChRs. Daher wurde angenommen, dass sie
den N-terminalen Bereich der Untereinheit stabilisiert und so zum Aufbau des
BgAChBP1-Dodekaeders beitréagt (Saur et al., 2012). Im publizierten Homologiemodell
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(PDB-ID:4AQOD; Saur et al. 2012) betrug die Distanz zwischen den beiden Cysteinen
3,14, im vorliegenden Homologiemodell 2,6 A. Uberraschenderweise war C16/64G
nicht vom Wildtyp zu unterscheiden, wohingegen sich bei C16/64A nach Abspalten des
His-Tags unstrukturierte Aggregate bildeten und weder Pentamere noch Dodekaeder
vorhanden waren (Tab. 11). Es war unerwartet, dass die Diskrepanz zwischen den beiden
Mutanten so groB} ist und auch, dass diese exklusive Disulfidbriicke Einfluss auf die

Pentamerbildung hat.

Die gesamte Region der Aminosdure E24 hat sich im Vergleich zum publizierten
Homologie-Modell 4AOD (sieche Abb. 39) aus der direkten Nachbarschaft des
N-Terminus herausbewegt und liegt nun an der Kontaktstelle zwischen zwei Pentameren
(Abb. 70). In der 3D-Rekonstruktion des BgAChBPI1-Dodekaeders liegen E24 und
R63 zweier benachbarter Pentamere in einer Distanz von 3,1 A zueinander. Innerhalb
einer Untereinheit liegt der Abstand zwischen E24 und R63 bei 3,5 A. Somit ist die
Ausbildung einer Salzbriicke an beiden Stellen denkbar (Abb. 72).

Abb. 72: Distanzen zwischen Aminosiuren an der Kontaktstelle zwischen zwei Pentameren.
Homologiemodell anhand der 3,6 A-Rekonstruktion.
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Die Aminosduren E24 und R63 scheinen eine Rolle in der Dodekaederbildung zu
spielen, ohne sie wurde kein Dodekaeder gebildet. Bei der Mutation an R63 zerfielen
die groBBen Aggregate nach der Zugabe von 10 MgCl,/10 CaCl, zu Pentameren.

Im publizierten Homologiemodell stellte die Salzbriicke D25<+R63 eine Verbindung
zweier benachbarter Pentamere dar und sollte durch die Mutation an R63 {iiberpriift
werden. Im neuen Homologiemodell betrdgt die Distanz zwischen D25 und R63
5,7 A(Abb. 72). Zwar ist diese Aminosadure sowohl bei BgAChBP1 als auch BgAChBP2
vorhanden, doch bildet nur BgAChBP1-Dodekaeder. Hieraus lésst sich ableiten, dass
diese Salzbriicke nicht die einzige Vorraussetzung fiir die Dodekaederbildung darstellt.
Zudem liegen die beiden Aminosduren im neuen Homogiemodell deutlich weiter
auseinander. Durch die Substitution von R63 kam es zu keiner Dodekaederbildung mehr
(siehe Tab. 11). Im Homologiemodell ragen die Seitenketten von E24, D25 und R63 in
die Masse an der Kontaktstelle zwischen zwei Pentameren (Abb. 69). R63 spielt, ebenso
wie E24, vermutlich eine Rolle bei der Bildung der Quartérstruktur, wobei offen bleiben
muss, ob das Fehlen der Salzbriicke oder Anderung der Konformation das Ausbleiben
der Dodekaeder bewirkt.

Phenylalanin F71 lag im publizierten Homologiemodell (PDB-ID:4AOD, Saur
et al. 2012) an der Kontaktstelle zwischen drei Pentameren und konnte dort einen
hydrophoben Cluster bilden. Von anderen Proteinen ist eine maf3gebliche Stabilisierung
der Quartérstruktur durch ein solches Trimer bekannt (z.B. Burley and Petsko 1985;
Lanzarotti et al. 2011). Diese Aminosdure konnte also eine Schiisselrolle bei der
Stabilisierung der Dodekaeder spielen, da kein anderes bekanntes AChBP an dieser
Stelle ein Phenylalanin trigt. Bildete F71G in erster Linie irreguldre Aggregate, traten
bei F71A Dodekaeder-artige Strukturen auf (siehe Tab. 11). Es ist also wahrscheinlich,
dass das aromatische Trimer stabilisierend auf die Dodekaeder wirkt (Abb. 73). Durch
Glycin wird dem Riickgrat der Aminosduresequenz vermutlich eine zu hohe Flexibilitéit

ermOglicht, sodass sich die Konformation im N-terminalen Bereich zu sehr @ndert.
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Abb. 73: Kontaktstelle dreier Pentamere im BgAChBP1-Dodekaeder. Im an die
3,6 A-Rekonstruktion angepassten Homologiemodell liegt die Salzbriicke R3<»E70 innerhalb
eines Pentamers (siehe Abb. 72). In direkter Nachbarschaft hierzu der hydrophobe Cluster F71.

6 Rekombinantes BgAChBP2

Bei Bulinus truncatus, die zur gleichen Familie wie B. glabrata gehort, konnen zwei
Pentamere iiber eine Salzbriicke zwischen Arginin (R9) und Glutamat (E19) zu einem
Dipentamer verkniipt werden (Celie et al., 2005). Durch das ungepaarte Cystein (C71)
in BgAChBP2 konnte sich auch hier ein Dipentamer bilden (Saur et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde rekombinantes BgAChBP2 mit einem N-terminalen
His-Tag verwendet. Die Expression des BgAChBP2 wurde nach dem gleichen
Protokoll durchgefiihrt wie bei BgAChBP1. In der SDS-PAGE bildete das Protein
eine Doppelbande bei 25 kDa. Die Ausbeute der Expression bei BgAChBP1 und
BgAChBP2 war idhnlich, jedoch bildete BgAChBP2 neben den Pentameren deutlich
mehr unstrukturierte Aggregate. Da ein zu groB3er Teil des Ausgangsmaterials denaturiert
vorlag und nicht in Losung zu bringen war, war es nicht moglich eine Pufferoptimiertung
durch die Thermofluor-Methode durchzufiihren. Eine schlechtere Loslichkeit des
BgAChBP2 wurde bereits bei BgAChBP2 mit C-terminalem His-7ag beschrieben
(Dissertation Moller 2012). Auch bei der rekombinanten Expression der beiden
Isoformen des AChBP von B. truncatus kam es zu deutlichen Unterschieden in der
Loslichkeit (Celie et al., 2005). Beim exprimierten BfAChBP handelte es sich um ein
Dekamer, wie es auch hier bei BgAChBP2 vorliegen konnte.

130



6 Rekombinantes BgAChBP2

Bei rekombinantem BgAChBP2 mit C-terminalem His-7ag war eine Dimerbande in
der SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen nachweisbar, die auf eine
Dimerisierung durch das freie C71 zuriickgefiihrt wurde (Dissertation Moller 2012). Die
EM-Aufnahmen zeigten Partikel, die Dipentameren entsprechen konnten (Dissertation
Moller 2012; Dissertation Saur 2013). Auch bei BgAChBP2 mit N-terminalem His-7ag
waren in den EM-Aufnahmen Dipentamere zu sehen (Abb. 21). In der SDS-PAGE
wanderte BgAChBP2 nach Abspalten des His-7Tags weiter als mit His-7ag (sieche Abb.
20A). Unter nicht reduzierenden Bedingungen war keine Differenz in der Molekiilmasse
zu sehen (sieche Abb. 20B). Eine Dimerbande bei 50 kDa war nur schwach zu sehen,
trat aber auch vor der Abspaltung des His-7Tags auf. Dies deutet darauf hin, dass
sich die Disulfidbriicke nicht ausbildete. Dazu passend war es nicht moglich, Dimere
bzw. Dipentamere anzureichern. Die dazu durchgefiihrten Versuche scheiterten: Die
Anreicherung von Dipentameren durch Gelfiltrations-Chromatographie gelang nicht,
da entweder weiterhin ein Gemisch aus Pentameren, Dipentameren und Aggregaten
vorhanden war, oder aber nur eine einzige Fraktion, die Pentamere enthielt. Auch die
Uberfiihrung einer Proteinbande auf ein EM-grid nach Auftrennung des Proteins in
einem Acrylamidgel unter nativen Bedingungen gelang nicht (Methode nach Knispel
et al. 2012). Auf den EM-Aufnahmen waren Pentamere, Dipentamere und amorphe
Aggregate zu sehen.

Ich selektierte die in den EM-Aufnahmen vorhandenen Seitenansichten von
Dipentameren und berechnete aus ihnen Klassensummen sowie eine 3D-Rekonstruktion.
Das vorhandene Homologiemodell (PDB-ID: 4AOE) lieB sich stabil in die
Rekonstruktion einpassen, wobei C71 an einer Massebriicke zwischen den beiden
Pentameren zu liegen kam. Die Distanz zwischen den beiden Pentameren war viel zu
grof fiir eine Disulfidverbriickung (Abb. 32D). In Hinblick auf die Beobachtung, dass
in der SDS-PAGE kaum eine Dimerbande zu beobachten war, dringte sich folgende
Hypothese auf: Die von mir selektierten Dipentamere waren nicht {iber Disulfidbriicken,
sondern iiber N-terminale His-7ags verbunden; sie bildeten sich also aus einer
Untereinheitenfraktion, bei der der His-7ag nicht abgespalten war. Im Gegensatz
dazu hat bei Saur (Dissertation, 2013) der C-terminale His-Tag eine “normale”
Dimerbildung nicht verhindert. Die Zugabe von zweiwertigen Kationen zu BgAChBP1
mit N-terminalem His-7ag fiihrte ebenfalls zu vermeindlichen Dipentameren. Diese

verschwanden durch Abspalten des His-7ags und es kam, wie erwartet zur Ausbildung
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von Dodekaedern. Polyhistidin-Anhinge sind prinzipiell in der Lage zu einer
Oligomerisierung von Proteinen zu fithren, die nicht der wildtypischen Situation
entspricht (Wu and Filutowicz, 1999). Seitenansichten dieser iiber His-7ag verkniipften
Pentamere aus BgAChBP1 wurden selektiert und eine 3D-Rekonstruktion nach den
gleichen Parametern wie bei BgAChBP2 berechnet. In der 3D-Rekonstruktion lag F71
so0, dass sie an einer Masse zu liegen kam, welche die beiden Pentamere verband (Abb.
35D). Die minimale Distanz zwischen zwei Phenylalaninen bei BgAChBP1 bzw. zwei
Cysteinen bei BgAChBP2 betrug etwa 17 A (Abb. 35D bzw. Abb. 32D).

Um die Situation an einem Dipentamer darzustellen, wurde der Abstand zwischen
zwel Pentameren mithilfe des Homologiemodells des BgAChBP2 Pentamers (PDB-ID:
4AOE) auf Grundlage von Aplysia californica (PDB-ID: 2C9T) simuliert (Abb.
74A,D). In der 3D-Rekonstruktion des BgAChBP2-Dipentamers mit eingepasstem
Homologiemodell (Abb. 74B,E) ist deutlich zu erkennen, wie grof3 der Abstand zwischen
den beiden Pentameren in Relation zum simulierten Dipentamer ist (Abb. 74A,D). Zwar
liegen im Vergleich dazu die beiden Pentamere bei BgAChBPI1 dichter zusammen,

spiegeln jedoch nur die Situation des Proteins mit His-7ag wieder (Abb. 74C,F).
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6 Rekombinantes BgAChBP2

Abb. 74: Vergleich eines simulierten Dipentamers mit den 3D-Rekonstruktionen von
BgAChBP2 und BgAChBP1 mit His-Tag. A) Zwei Pentamere (PBD-ID: 4AOE) anhand des
Dipentamer aus Aplysia californica (PDB-ID: 2C9T) zu einem Dipentamer zusammengefiigt.
B) Eingepasstes Homologiemodell in die 3D-Rekonstruktion des BgAChBP2-Dipentamers. C)
3D-Rekonstruktion des BgAChBP1-Dipentamers mit His-7ag. D) Oberfliche des simulierten
Dipentamers aus A. E) Oberflache des eingepassten Modells in die 3D-Rekonstruktion von
BgAChBP2. F) Oberfliche des eingepassten Modells in die Dichtekarte des BgAChBP1.
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In allen 3D-Rekonstruktionen kamen die Aminosduren an Position 71 (Cystein in
BgAChBP2 und Phenylalanin in BgAChBP1) so zu liegen, dass sie sich an einer
Massebriicke zwischen den beiden Pentameren befanden. In direkter rdumlicher Nihe
liegt jedoch auch der N-Terminus des Proteins an dem der His-7ag ansetzt.

Indem das ungepaart vorliegende Cystein (C71) gegen Phenylalanin ausgetauscht wurde
und somit ein Zustand dhnlich wie in BgAChBP1 hergestellt wurde, kam es zu einer weit
hoheren Ausbeute an Pentameren und nur noch zu minimalen irregulidren Aggregationen
(Abb. 54). Durch den Austausch der Aminosidure wurde erhofft, eine Dodekaederbildung

induzieren zu konnen. Dies war jedoch nicht der Fall.

7 Versuche zur Bindung von ACC an rekombinantes
BgAChBP1 und BgAChBP2

In der Meeresschnecke Haliotis discus hannai wurden zwei AChBP-dhnliche Proteine
gefunden, die zuerst beide als Amorphe-Calciumcarbonat-bindende Proteine (ACCBP)
eingestuft wurden. Bei Funktionsstudien stellte sich heraus, dass es sich bei einer der
beiden Isoformen um ein “echtes” Acetylcholin-Bindeprotein handelte, wihrend das
andere als ACCBP an der Schalenbildung beteiligt ist (Huang et al., 2009). Da die
Funktion des BgAChBP in B. glabrata bisher nicht geklirt ist und die beiden bisher
bekannten ACCBPs aus Haliotis discus hannai und Pinctada fucata als Pentamere oder
Dipentamere vorliegen (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009), stellte sich die Frage, ob
zumindest eine der Isoformen des BgAChBP ebenfalls an der Schalenbildung beteiligt
sein konnte. Ein Anteil des nativen BgAChBP wurde bei Zugabe von amorphem
Calciumcarbonat aus der Losung gefillt (Saur et al., 2012). Es blieb jedoch offen, ob es
sich dabei um BgAChBP1 oder BgAChBP2 handelte.

Die Bindung von amorphem Calciumcarbonat an ACCBP konnte durch die
Glykosilierung der Proteine bedingt sein (Ma et al., 2007; Huang et al., 2009)
oder direkt iiber die Polypeptidkette stattfinden (Su et al., 2013). Daher wurden
Bindungsversuche mit dem rekombinant hergestellten BgAChBP1 und BgAChBP2
durchgefiihrt.

Im Versuch wurden Pentamere mit His-7ag der beiden Isoformen und
BgAChBP1-Dodekaeder getrennt voneinander untersucht, um mogliche durch

die Quartérstruktur bedingte Unterschiede zu sehen. BgAChBP1-Pentamere und
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8 Untersuchung der Himolympheproteinee aus Planorbarius corneus

Dodekaeder waren durch amorphes Calciumcarbonat aus der Losung zu fillen, wenn
auch nur zu einem geringen Anteil. Die BgAChBP1-Pentamere fanden sich in der
SDS-PAGE in der erwarteten Hohe von 25 kDa. Rekombinante BgAChBP1-Dodekaeder
fithrten ebenfalls zu einer leichten Monomerbande und einer leichten Dimerbande, die
jedoch auch in der Kontrolle vorhanden war. Die Dimerbande ist also nicht als Resultat
der Bindung an ACC zu sehen.

Bei BgAChBP2 war ebenfalls durch ACC ein Ausfillen aus der Losung moglich, dieser
Effekt war jedoch deutlich geringer als bei BgAChBP1. Es konnte nicht beantwortet
werden, ob es sich dabei um unterschiedliche Affinititen der beiden Isoformen zu
ACC handelt oder ob womoglich das rekombinante BgAChBP2 weniger funktional
als BgAChBP1 war (vlg. Kap. 6). Wie auch bei BgAChBP1 waren die Proteinbanden
bei BgAChBP2 schwach, was bedeutet, dass keine grolen Mengen an Protein isoliert
wurden. Da die rekombinanten Proteine nicht iiber Glykosilierungen verfiigten,
scheint eine Bindung von ACC direkt an die Polypeptidkette moglich zu sein; ob
die Glykosilierungen zu einer zusétzlichen Bindung fiihren, konnte hier nicht geklirt

werden.

8 Untersuchung der Hamolympheproteinee aus

Planorbarius corneus

Planorbarius corneus gehort wie B. glabrata zu den Planorbidae und verfiigt
ebenfalls liber das rosettenformige Himolympheprotein (Wood and Mosby, 1975). Die
Ahnlichkeit in GroBe und Form zu den BgAChBP-Dodekaedern lisst erkennen, dass es
sich hier ebenfalls um ein dodekaedrisches AChBP handelt (Saur et al., 2012).
AChBP-Dodekaeder, Hamocyanin und Himoglobin wurden mithilfe der
Anionenaustausch-Chromatographie getrennt (siche Abb. 60). Ebenso wie bei B.
glabrata (Lieb et al., 2006) bildet P. corneus-Himocyanin Dekamere ohne Kragen.
Hiamocyanin und AChBP-Dodekaeder befinden sich nach der Abtrennung des
Héamoglobins in den gleichen Fraktionen. Beide Proteine stellten, dhnlich wie bei B.
glabrata, nur einen geringen Teil der Hidmolympheproteine dar. Erwartungsgeméif
bildete Himocyanin in der SDS-PAGE eine schwache Bande bei 300 kDa.

Durch die Transkriptomanalyse ergaben sich drei verschiedene PcAChBP-Sequenzen,

die untereinander eine Aminosdureidentitidt zwischen 45% und 48% aufweisen (siehe
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Tab. 9). Die Sequenzidentitit zu den beiden BgAChBPs lag zwischen 33% und 51%
(Abb. 75). Auch zu den anderen aufgefiithrten AChBPs bestand eine Aminosédureidentitét
von mindestens 33%. Im berechneten Stammbaum verschiedener nah verwandter
AChBPs aus Gastropoden bilden die AChBPs aus P. corneus und B. glabrata einen gut
unterstiitzten gemeinsamen Ast. Innerhalb dieses Astes sind die Unterstiitzungswerte

jedoch deutlich geringer. Im gezeigten Stammbaum sind die PcAChBPs nicht paarweise
mit BgAChBP1 und BgAChBP2 verwandt (Abb. 76).

PcAChBP1 PcAChBPZ PcAChBP3 ... BgAChBP1  BgAChBP2 BtAChBP LsAChBP1 AcAChBP

PcAChBP1 46% 48% 41% 33% 34% 34% 33%
PcAChBP2 46% 45% 51% 48% 42% 40% 34%
PcAChBP3 (unvoll) 48% 45% 44% 35% 35% 36% 33%
BgAChBP1 41% 51% 44% 51% 35% 34% 31%
BgAChBP2 33% 48% 35% 51% 35% 32% 29%
BAChBP 34% 42% 35% 35% 35% 43% 33%
LsAChBP1 34% 40% 36% 34% 32% 43% 33%
AcAChBP 33% 34% 33% 31% 29% 33% 33%

Abb. 75: Distanzmatrix zwischen verschiedenen AChBPs. textitAc, Aplysia californica
(Genebank: AAL37251) wurde als AuBengruppe gesetzt; Bg, Biomphalaria glabrata (Genebank:
JQ814368, JQ814367); Bt, Bulinus truncatus (PDB-ID: 2BJ0); Ls, Lymnaea stagnalis
(Genebank: AAK64377); Pc, Planorbarius corneus.
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ACAChEP

BtAChBP

90

LsAChBP1

100 —— PcAChBPL
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PcAChBP3 (unvoll)

86

PcAChEP2Z

93

EgAChEP1

97

BgAChBEPZ

Abb. 76: Stammbaum auf Grundlage der Distanzmatrix verschiedener AChBPs. Verglichen
wurden die AChBPs verschiedener Gastropoden. Der consensus-Stammbaum basiert auf 100000
Stammbiumen und wurde mit der neighbor-joining-Methode und Geneious 9 erstellt. Angegeben
sind die bootstrap-Werte der einzelnen Verzweigungen. textitAc, Aplysia californica (Genebank:
AAL37251) wurde als Aulengruppe gesetzt; Bg, Biomphalaria glabrata (Genebank: JQ814368,
JQ814367); Bt, Bulinus truncatus (PDB-ID: 2BJ0); Ls, Lymnaea stagnalis (Genebank:
AAKG64377); Pc, Planorbarius corneus.
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Bei PcAChBPI1 handelt es sich um ein 212 Aminoséduren langes Protein mit vier
Cysteinen, die im Alignment an den konservierten Positionen zu liegen kamen.
PcAChBP2 ist 204 Aminosduren lang und verfiigt, genau wie BgAChBP2, iiber
insgesamt fiinf Cysteine. Damit wire PcAChBP2 potentiell in der Lage Dimere zu
bilden. Das zusitzliche freie Cystein liegt im Alignment an der gleichen Stelle wie bei
BgAChBP2 (Abb. 77, schwarz umrandet). PcAChBP3 ist mindestens 195 Aminosiduren
lang. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um das vollstindige Protein, da innerhalb
des vorliegenden Datensatzes weder das typische Motiv des Y-X-C-C-X-Y noch ein
Stopcodon gefunden wurden. Das PcAChBP3-Fragment besitzt drei Cysteine, von denen
zwel an konservierten Positionen liegen (Abb. 77, blau umrandet). Die Validierung aller

drei Sequenzen durch Sequenzierung steht noch aus.
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Abb. 77: Sequenzalignment der drei PcAChBP mit verwandten AChBPs. Ac, Aplysia
californica (Genebank: AAL37251); Bg, Biomphalaria glabrata (Genebank: JQ814368,
JQ814367); Bt, Bulinus truncatus (PDB-ID: 2BJ0); Ls, Lymnaea stagnalis (Genebank:
AAKG64377); Pc, Planorbarius corneus. Das freie Cystein in PcAChBP2 und BgAChBP2 ist

schwarz umrandet, das freie Cystein in PcAChBP3 blau.

139



D Diskussion

Fir alle drei PcAChBPs wurden Homologiemodelle berechnet. Dabei lag die
Aminosidure-Insertion in PcAChBP1 (in Abb. 77 von Position 72-77) an der Stelle, die
im BgAChBP1-Dodekaeder die Kontaktstelle zwischen drei Pentameren bildet (Abb.
78A). Die Cysteine lagen im Homologiemodell so, dass sie an den konservierten
Positionen Disulfidbriicken bilden konnten. In PcAChBP2 kam keine lidngere Insertion
oder Deletion vor. Das freie Cystein findet sich im Homologiemodell an der
potentiellen Kontaktstelle zwischen drei Pentameren und entsprach damit groftenteils
dem Homologiemodell von BgAChBP2 (Abb. 78B). Das Fragment PcAChBP3 besitzt
ebenfalls eine lange Aminosdureinsertion (im Alignment Abb. 77 von Position 143-151).
Diese bildete im Homologiemodell eine lange Schleife (Abb. 78C). Das unpaare Cystein
lag im Homologiemodell innerhalb des Proteins in P-Faltblatt 6, in der Nihe der
Disulfidbriicke C124++C147.

Abb. 78: Homologiemodelle der drei PcAChBP. Als Vorlage fiir die Homologiemodelle
wurde die Kristallstruktur mit der jeweils hochsten Ubereinstimmung gewiihlt. Bei PcAChBP1
und PcAChBP3 handelte es sich hierbei um LsAChBP (PDB-ID: 3WTJ), bei PcAChBP2 um
BtAChBP (PDB-ID: 2BJ0). Cysteine in gelb dargestellt.
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Die Pentamere, die in den EM-Aufnahmen in den Fraktionen II, III und IV zu sehen sind
(siche Abb. 61), reagieren mit anti-BgAChBP2-Antikorper, wobei dieses Protein iiber
keine Disulfidbriicke verfiigt (sieche Abb. 63B). Ein Protein dieser Grof3e ist untypisch
fiir AChBP, welches in der Regel als Monomer eine Molekiilmasse zwischen etwa 23
und 30 kDa hat (z.B. Smit et al. 2001; Hansen et al. 2004; Celie et al. 2005; Saur
et al. 2012). Die Molekiilmasse kann durch Glykosilierungen jedoch variieren. In den
Fraktionen III, IV und V reagierte anti-Bg AChBP1-Antikorper mit einer Proteinbande
bei 30 kDa (sieche Abb. 63A). Der groBite Teil dieses Materials bildete unter nicht
reduzierenden Bedingungen Dimere. In den EM-Aufnahmen waren in diesen Fraktionen
AChBP-Dodekaeder und Himocyanin zu sehen (sieche Abb. 61). Demnach werden die
PcAChBP-Dodekaeder von PcAChBP2 mit seinem unpaaren Cystein gebildet. Dies
steht in Kontrast zu den Ergebnissen bei B. glabrata, bei denen die Dodekaeder von
BgAChBP1 gebildet werden (siehe Diskussion 1). Auch anti-BgAChBP2-Antikorper
reagierte mit Protein der 30 kDa-Bande, jedoch nur in Gipfel V (siehe Abb. 63B). Dieses
Protein bildete unter nicht reduzierenden Bedingungen ebenfalls Dimere. Uberraschend
war, dass die SDS-PAGE nicht auf einen derartigen Unterschied zwischen Gipfel IV und
V hindeute, da sich beide Gipfel im Bandenmuster kaum unterschieden (siche Abb. 62).
Aus EM-Aufnahmen des negativ-kontrastierten AChBP-Dodekaeders wurden etwa
3800 Partikeln selektiert, aus denen eine 3D-Rekonstruktion berechnet wurde. Diese
Dichtekarte zeigte bei einer Auflésung von etwa 18 A und ohne Vorgabe einer Symmetrie
einen deutlichen Dodekaeder. Die Vorgabe einer ikosaedrischen Symmetrie brachte
keine Verbesserung der Auflosung. Dennoch war es selbst bei dieser Auflosung
problemlos moglich, das Homologiemodell des BgAChBP1 in die erstellte Dichtekarte
einzupassen. Um eine hohere Auflosung zu erzielen und mehr Details in der Struktur
erkennen zu konnen, ist Kryo-Elektronenmikroskopie erforderlich.

Zwischen PcAChBP1 und dem dodekaeder-bildenden BgAChBP1 waren einige
Aminosdurepositionen identisch oder isofunktionell, die mit der Stabilitit und der
Bildung dieser Quartérstruktur in Verbindung gebracht wurden (Saur et al., 2012). An
den Positionen 3, 25, 26 und 70 tragen BgAChBP1 und PcAChBP2 identische oder

isofunktionale Aminosduren (Tab. 12).

141



D Diskussion

Tab. 12: Vergleich der Aminosduren die bei BgAChBP1 moglicherweise an der Bildung
der Dodekaeder beteiligt sind. Identische (dunkelgrau) und isofunktionelle (dunkelgrau)
Aminosduren mit BgAChBP1.

Position in | BgAChBP1 | BgAChBP2 | PcAChBP1 | PcAChBP2 | PcAChBP3
BgAChBP1
2 R K - T -
3 R K D K L
16 C A S S S
\Y \Y \Y

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich BgAChBP2 und PcAChBP2
entsprechen und auch beide in der Lage sind Dodekaeder zu bilden. Das Fehlen von
Dodekaedern bei rekombinant hergestelltem BgAChBP2 konnte auf nicht ausgebildete
Disulfidbriicken zuriickzufiihren sein (vgl. Diskussion 6). Evolutionir gesehen konnte es
erst spiter zur Entwicklung von BgAChBP1 gekommen sein. Erst in diesem Verlauf
ging die Disulfidbriicke verloren und an dessen Stelle trat der hydrophobe Cluster
von Phenylalanin. Zusitzlich bildete sich die exklusive Disulfidbriicke C16<>C64.
PcAChBPI hingegen scheint nur Pentamere zu bilden. Von PcAChBP3 konnte weder

die gesamte Sequenz noch die Struktur gefunden werden.
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E Zusammenfassung

Acetylcholin-Bindeprotein (AChBP) kommt in der Hamolymphe von Mollusken und
Anneliden vor. Es ist ein ringférmiges Pentamer aus fiinf Untereinheiten mit je 25 kDa.
AChBP ist strukturell und funktionell homolog zur extrazelluldren ligandenbindenden
Domine des nikotinischen Acetylcholinrezeptors (nAChR). Dieser wird aufgrund
seiner physiologischen und medizinisch-pharmakologischen Bedeutung intensiv
untersucht. Im Gegensatz zum Membranprotein AChR ist das Hamolympheprotein
AChBP wasserloslich. Aufgrund dieser Eigenschaft dient AChBP als duferst
hilfreiches Modell bei der Erforschung der Struktur und Funktion des AChR. Die
tropische SiiBwasserschnecke Biomphalaria glabrata (Familie Planorbidae) besitzt als
Besonderheit ein AChBP, das 25 nm groe regulidre Dodekaeder aus zwolf Pentameren
bildet. Damit ist es der 3D-Elektronenmikroskopie sehr gut zuginglich. 2012 publizierte
unsere Arbeitsgruppe die Aminosduresequenz, Quartdrstruktur und rekombinante
Expression von zwei Isoformen des B. glabrata AChBP, genannt BgAChBP1
und BgAChBP2. Rekombinantes BgAChBPI1 bildete Dodekaeder, rekombinantes
BgAChBP2 dagegen lediglich die iiblichen Pentamere und eventuell Dipentamere.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten in erster Linie genauere
Strukturdaten ermittelt werden. Von rekombinanten, in reinem Wasser gelOsten
BgAChBP1-Dodekaedern  wurde  vermittels  3D-Elektronenmikroskopie  eine
3D-Rekonstruktion mit einer Aufldsung von 3,5 A erstellt. Diese sehr hoch aufgeldste
3D-Rekonstruktion wurde einer genauen topologischen Analyse unterzogen. Die
Bedeutung bestimmter Aminosiduren fiir die Kontakte zwischen den Pentameren
wurde vermittels gerichteter Mutagenese und anschlieBender Elektronenmikroskopie
untersucht. Zur Existenz eines Dipentamers beim BgAChBP2 wurden weitere Hinweise
gesammelt; dieser Aspekt konnte jedoch nicht abschlieend geklart werden. Dariiber
hinaus wurden Hinweise gesammelt, dass rekombinantes BgAChBP1 amorphes
Calciumcarbonat bindet und somit wahrscheinlich an der Bildung des Schneckenhauses
beteiligt ist. Rekombinantes BgAChBP2 scheint amorphes Calciumcarbonat in
weit geringerem Umfang zu binden. Doch auch zu diesem Aspekt sind weitere
Untersuchungen erforderlich.

Bei der -einheimischen planorbiden Schnecke Planorbarius corneus wurden
AChBP-Dodekaeder in der Himolymphe nachgewiesen und biochemisch angereichert.
Eine Transkriptomanalyse lieferte dret AChBP-Sequenzen, von denen zwei vollstindig
und die dritte fast vollstandig waren. Wie der molekulare Stammbaum und biochemische
Analysen zeigten, wurde in P. corneus kein zum BgAChBP1 orthologes Protein
gefunden. Die Dodekaeder gehen hier ganz offensichtlich auf ein AChBP zuriick, das
dem BgAChBP2 i@hnlich ist. Das legt den Verdacht nahe, dass in der Himolymphe
von B. glabrata das BgAChBP2 ebenfalls Dodekaeder bildet und dass lediglich das
rekombinant exprimierte BgAChBP2 dazu (bisher) nicht in der Lage ist. Dies konnte
an einer bestimmten Disulfidbriicke liegen, die sich beim BgAChBP2 zwischen zwei
Pentameren ausbilden miisste.
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Anhang

1 Verwendete Puffer und Losungen

1.1 Mikrobiologische Methoden

Néhrmedien und Agarplatten

LB-Medium (pro Liter)

LB-Agar (pro Liter)

SOC-Medium (pro Liter)

Ampicillin Losung
Kanamycin Lésung

TSS-Medium

10 g NaCl

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
pH 7,0

20 g Agar-Agar pro Liter LB-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5mL 1 M KCl

10 mL 1 M MgCl,
20 mL 1 M Glukose
pH 7,0

100 pg/mL Ampicillin
50 pg/mL Kanamycin

85 % LB-Medium

10 % PEG (wt/vol, MW 6000)
5 9% DMSO (vol/vol )

50 mM MgClz

pH 6,5

1.2 Molekularbiologische Methoden

DNA-Gelelektrophorese

160

1 x TBE Puffer

10 x Probenpuffer

0,9 M Tris/Cl
0,9 M Borsidure
20 mM EDTA

10 % Glycerin
0,4 % Bromphenolblau



1 Verwendete Puffer und Losungen

Ethidiumbromid-Stamml&sung

Marker

10 mg/mL Ethidiumbromid

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(Fermentas, St. Leon-Roth)

1.3 Proteinbiochemische Methoden

Anionenaustausch-Chromatographie

Puffer A 50 mM Tris
5 mM CaCl,
5 mM MgCl,
pH 7.4

Puffer B

50 mM Tris

5 mM CaCl,
5 mM MgCl,

1 M NaCl

pH 7.4

Rekombinante Expression von AChBP

L-Arabinose Losung

Lysis Puffer

Lysozym Losung

Bindepuffer/ Waschpuffer
fiir Ni-NTA Séule

20% L-Arabinose

3 mM KH2PO4

47 mM K2HPO4
0,4 M NaCl

0,1 M KCI

1,4 M Glycerin

0,2 M Triton X 100
10 mM Imidazol
pH 7.8

1 g Lysozym (5%)
19 mL 10 mM Tris
pH 7,5

20 mM Na,HPO4

0,5 M NaCl
20 mM Imidazol
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Anhang

8 M Harnstoff
1 mM B-Mercaptoethanol
pH 7,4

Elutionspuffer 20 mM Na,HPO,4
fiir Ni-NTA Siule 0,5 M Na(Cl
0,5 M Imidazol
8 M Harnstoff
1 mM B-Mercaptoethanol
pH 7,4

Faltungspuffer 0,1 M Tris
0,5 M L-Arginin
0,9 mM ox. Glutathion

2 mM EDTA
pH 8,0
Dialyse Puffer 20 mM Tris/HCl1
(Tris-Puffer) pH 7.5

Bindungstest mit Amorphem Calciumcarbonat

Tris/HCl-Pufer 20 mM Tris/HCI
pH 7,5

EDTA-Losung 0,5 M EDTA

Zweidimensionale Immunelektrophorese

Immunoelektroden-Puffer (5 x) 19 mM Na-Diethylbarbiturat
0,1 M Diethylbarbitursadure
pH 8,6

1 % Agarosegel 1 % (w/v) Agarose M

(Amersham Pharmacia, Freiburg)
in 1 x Elektrodenpuffer

Waschlosung 0,6 % NaCl
Immunelektrophorese Féarbelosung 0,5 % Coomassie G250
40 % Ethanol 99 %
10 % Essigsdure
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1 Verwendete Puffer und Losungen

Immunelektrophorese Entfarbelosung 40 % Isopropanol

Blockierungspuffer
fiir BgAChBP1-\ BgAChBP2-Antikorperpuffer

Blockierungspuffer
fiir His-Antikorper

Anti-BgAChBP1-\ anti-BgAChBP2-Antikorper
mit Magermilchpulver (MMP)

Anti-His-Antikorperpuffer
mit Rinderserumalbumin (BSA)

Antikorperpuffer 2

10 % Essigsiure
Western-Blot

Marker MagicMark XP

(Invitrogen, Karlsruhe)
Kathodenpuffer 25 mM Tris

40 mM Glycin

pH 8,0
Anodenpuffer 300 mM Tris

pH 10,4
1x TBS-Puffer 10 mM Tris

150 mM NaCl

pH 7.5
1x TBS-Tween-Triton-Puffer 20 mM Tris/ HCI1 (2,42 g/l)
(TBS-T-Puffer) 500 mM NaCl (29,22 g/1)

0,05 % Tween (v/v 0,5 ml/l)
0,2 % Triton x-100 (v/v) 2 ml/l)
pH 7,5

20 mL 1x TBS-Puffer, pH 7,5
10 % Magermilchpulver (MMP)

20 mL 1x TBS-Puffer, pH 7,5
3 % BSA

20 mL 1x TBS-T Puffer, pH 7,5
7,5 % MMP

X uL 1. Antikorper

20 mL 1x TBS-T Puffer, pH 7,5
1 % BSA

X uL 1. Antikorper

20 mL 1x TBS-Puffer, pH 7,5
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fiir BgAChBP1-\ BgAChBP2 Antikorper 5 9% MMP

Antikorperpuffer 2
fiir His-Antikorper

1.4 Polyacrylamidelektrophorese

Polyacrylamid-Losung
(Rotiphorese Gel 30 (Roth, Karlsruhe))

Polymerisationsstarter

Coomassie Firbelosung

Kolloidale Coomassie Farbelosung

nach Kang et. al. (2 L)

Coomassie Entfarbelosung

Gelaufbewahrungslosung

Marker

SDS-PAGE

Sammelgel-Puffer

Trenngel-Puffer
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Y uL 2. Antikorper

20 mL 1x TBS-Puffer, pH 7,5
7,5 %9 MMP
Y pL 2. Antikorper

30 % Polyacrylamid
0,8 % Bisacrylamid

10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

0,1 % Coomassie R250
40 % Ethanol 99 %
7,5 % Essigsiure

0,4 g Coomassie G250

100 g Aluminiumsulfat-Hydrat
200 mL Ethanol 99 %

47 mL o-Phosphorséure

1660 mL H,O Milli-Q

20 % Isopropanol
7 % Essigsdure

7,5 % Essigsdure

ProSieve Quad Color Proteinmarker
(Lonza, Rockland, USA)

0,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 6,8

1,5 M Tris



1 Verwendete Puffer und Losungen

Elektrophorese-Laufpuffer

Tris/Stab Puffer
(CaCly/ MgCl,
erst nach pH Einstellung zugeben)

1 x SDS-Probenpuffer
(100 mL)

5 x SDS-Probenpuffer
(12 mL)

Native PAGE

Sammelgel-Puffer

Trenngel-Puffer

Elektrophorese-Laufpuffer

Tris/Stab Puffer

0,4 % SDS
pH 8.8

23 mM Tris
190 mM Glycin
0,2 % SDS

pH 8.3

0,05 M Tris
5 mM CaCl,
5 mM MgCl,
0,15 M NaCl
pH 7.4

12,5 mL Tris (0,5 M Tris; pH 6,8)

10 ml Glycerin

2 mL B-Mercaptoethanol

0,1 g Bromphenolblau

2 g SDS

pH 6,8

nicht reduzierend: ohne -Mercaptoethanol

4,6 mL Tris/Stab Puffer

2 mL Glycerin

400 uL B-Mercaptoethanol

0,1 g Bromphenolblau

4 mL 20% SDS

nicht reduzierend: ohne B-Mercaptoethanol

0,5 M Tris
pH 6,8

1,5 M Tris
pH 8.8

23 mM Tris
190 mM Glycin
pH 8,3

0,05 M Tris
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(CaCly/ MgCl, 5 mM CaCl,
erst nach pH Einstellung zugeben) 5 mM MgCl,
0,15 M NaCl
pH 7.4
5 x Probenpuffer 4.6 mL Tris/Stab Puffer
(12 mL) 2 mL Glycerin

0,1 g Bromphenolblau

Trenngel 7,5% Trenngel 10% Trenngel 15%

Acrylamid 30% [mL] 2,5 3,3 5
Trenngel-Puffer [mL] 2,5 2,5 2.5
dH,O [mL] 5 4,1 2,4
TEMED [ uL] 3 3 3
APS [ uL] 100 100 100

Radikalstarter TEMED und APS erst kurz vor Gebrauch zugeben

Sammelgel

Acrylamid 30% [mL] 04
Trenngel-Puffer [mL] 0,8

dH,0 [mL] 2
TEMED [ pL] 3
APS [ pL] 100

Radikalstarter TEMED und APS erst kurz vor Gebrauch zugeben

1.5 Losungen fur die Elektronenmikroskopie

1% Uranylacetat 0,01 g Uranylacetat pro mL destilliertes Wasser
5 Minuten schiitteln

2 Verwendete Primer

M13 for GTAAAACGACGGCCAG
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC
T7 for TAATACGACTCACTATAGGG
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2 Verwendete Primer

BgAChBP1-R2A for
BgAChBP1-R2A rev

BgAChBP1-R2G for
BgAChBP1-R2G rev

BgAChBP1-R3A for
BgAChBP1-R3A rev

BgAChBP1-R3G for
BgAChBP1-R3G rev

BgAChBP1-C16A for
BgAChBP1-C16A rev

BgAChBP1-C16G for
BgAChBP1-C16G rev

BgAChBP1-E24A for
BgAChBP1-E24A rev

BgAChBP1-R63A for
BgAChBP1-R63A rev

BgAChBP1-C64A for
BgAChBP1-C64A rev

BgAChBP1-C64G for
BgAChBP1-C64G rev

BgAChBP1-E70A for
BgAChBP1-E70A rev

BgAChBP1-E70G for
BgAChBP1-E70A rev

BgAChBP1-F71A for
BgAChBP1-F71A rev

BgAChBP1-F71G for
BgAChBP1-F71G rev

GTATTTTCAGGGCTCCGCAAGAAGCAGAAGTGAG
CTCACTTCTGCTTCTTGCGGAGCCCTGAAAATAC

CTGTATTTTCAGGGCTCCGGTAGAAGCAGAAGTGAGATTC
GAATCTCACTTCTGCTTCTACCGGAGCCCTGAAAATACAG

GTATTTTCAGGGCTCCAGAGCAAGCAGAAGTGAGATTCTTC
GAAGAATCTCACTTCTGCTTGCTCTGGAGCCCTGAAAATAC

CAGGGCTCCAGAGGAAGCAGAAGTG
CACTTCTGCTTCCTCTGGAGCCCTG

CTTCAAGATGTCCTCAGCAGGGCTAGCCCTTTAAACATCCCC
GGGGATGTTTAAAGGGCTAGCCCTGCTGAGGACATCTTGAAG

GATGTCCTCAGCAGGGGTAGCCCTTTAAAC
GTTTAAAGGGCTACCCCTGCTGAGGACATC

GCCCTTTAAACATCCCCATTGCAGATGACCAGCCAGTCAAAG
CTTTGACTGGCTGGTCATCTGCAATGGGGATGTTTAAAGGGC

CGACCTTGGTCTGGAAGGACGCATGTCTCAACTGGTTTAATG
CATTAAACCAGTTGAGACATGCGTCCTTCCAGACCAAGGTCG

GGTCTGGAAGGACAGAGCTCTCAACTGGTTTAATG
CATTAAACCAGTTGAGAGCTCTGTCCTTCCAGACC

CTTGGTCTGGAAGGACAGAGGTCTCAACTGGTTTAATG
CATTAAACCAGTTGAGACCTCTGTCCTTCCAGACCAAG

GATGTCTCAACTGGTTTAATGCATTCACTTCTTTCAAAG
CTTTGAAAGAAGTGAATGCATTAAACCAGTTGAGACATC

CTCAACTGGTTTAATGGATTCACTTCTTTCAAAG
CTTTGAAAGAAGTGAATCCATTAAACCAGTTGAG

GTCTCAACTGGTTTAATGAAGCCACTTCTTTCAAAGAGTTG
CAACTCTTTGAAAGAAGTGGCTTCATTAAACCAGTTGAGAC

CTCAACTGGTTTAATGAAGGCACTTCCTTCAAAGAGTTG
CAACTCTTTGAAGGAAGTGCCTTCATTAAACCAGTTGAG
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Anhang

BgAChBP2-C71F for GCTGGTCCAACGAGTTCACCACCTTCAATG
BgAChBP2-C71Frev.  CATTGAAGGTGGTGAACTCGTTGGACCAGC

3 Aminosauresequenzen der BgAChBP1 und BgAChBP2
Mutanten

BgAChBP1-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-R2G-His-TEV

MetHHHHHHENLYFQGSGRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-R2A-His-TEV

MetHHHHHHENLYFQGSARSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-R3G-His-TEV
MetHHHHHHENLYFQGSRGSRSEILQDVLSRCSPLNIPIED
DQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLVWKDRC
LNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSVGAPEIFSDKL
ARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADLKLETGVTCSLKSG
SWTHSTQELTLEVNAKVDLGDYASDTRFQLLNATQQVN
RKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop
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3 Aminosiduresequenzen der BgAChBP1 und Bg AChBP2 Mutanten

BgAChBP1-R3A-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRASRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-C16/64G-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRGSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLYV
WKDRGLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-C16/64A-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRASPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRALNWEFENEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-E24A-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IADDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTL
VWKDRCLNWFNEFTSFKELTVPIAEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-R63A-His-TEV
MetHHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIPIED
DQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLVWKDAC
LNWFNGFTSFKELTVPIVEIWTPDIFLFDSVGAPEIFSDKL
ARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADLKLETGVTCSLKSG
SWTHSTQELTLEVNAKVDLGDYASDTRFQLLNATQQVN
RKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop
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Anhang

BgAChBP1-E70G-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLYV
WKDRCLNWFNGFTSFKELTVPIVEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-E70A-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLYV
WKDRCLNWFNAFTSFKELTVPIVEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-F71G-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLYV
WKDRCLNWFNEGTSFKELTVPIVEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP1-F71A-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGSRRSRSEILQDVLSRCSPLNIP
IEDDQPVKVSFEYSLQRIFRADVENDEVDIGLWTTLYV
WKDRCLNWFNEATSFKELTVPIVEIWTPDIFLFDSYV
GAPEIFSDKLARVSQDGTVTYVPQLKVRLSCPLADL
KLETGVTCSLKSGSWTHSTQELTLEVNAKVDLGDY
ASDTRFQLLNATQQVNRKQYPCCPETYDDATLSFTFRKP Stop

BgAChBP2-His-TEV
MetHHHHHHENLYFQGTKKSREEIVKEILGRANPNNIPIVD
EQPVKVSFKYSLQDIYTADVGTDQVELGLWLVISWKDRS
LSWSNECTTFNELTLPSKYIWLPHIEVYNSIGKPGIHSDQ
LVRVYKDGTVTFVPQYTIRFSCALENVTTEQGAACTLKF
GPWTYDVRDLVLDESQQVDLTTYAGGERFQLIEAKQKYV
NKKTYPCCPQSFEDIELRVTFKKIStop
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4 Uberpriifung der Expression der Bg AChBP-Mutanten

BgAChBP2-C71F-His-TEV

Met HHHHHHENLYFQGTKKSREEIVKEILGRANPNNIP
IVDEQPVKVSFKYSLQDIYTADVGTDQVELGLWLVI
SWKDRSLSWSNEFTTFNELTLPSKYIWLPHIEVYNSI
GKPGIHSDQLVRVYKDGTVTFVPQYTIRFSCALENYV
TTEQGAACTLKFGPWTYDVRDLVLDESQQVDLTTY
AGGERFQLIEAKQKVNKKTYPCCPQSFEDIELRVTFKKIStop

4 Uberpriifung der Expression der BgAChBP-Mutanten

4.1 Agarosegel der Mutagenese-PCR des BgAChBP1-R2G

MK P

10000bp

1000bp

500bp

Abb. 79: Uberpriifung der PCR bei BsAChBP1-R2G. 1%iges Agarosegel mit PCR-Produkt
als Kontrolle (K) und PCR-Produkt nach Dpn1-Verdau (P). Kontrolle und Dpnl-Verdau zeigten
eine Bande bei ca. 6000bp, der erwarteten GroB3e des Amplifikats Die Muatations-PCR war
erfolgreich. Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas) als Grofenstandard.
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4.2 SDS-PAGE von BgAChBP1-E70G

nicht induziert induziert Aufreinigung Nickel-Saule

M Ub P Ub P  Soni DF WF E

72kDa *
55 kDa

42 kDa
25 kDa
Abb. 80: SDS-PAGE von BgAChBP1-E70G. Bakterienpellet (P) zeigte die erwartete Bande bei
25 kDa. Im Pellet nach der Sonifikation (Soni) war ebenfalls Protein vorhanden. Durchfluss (DF)

und Waschfraktionen (WF) zeigten keine Bande bei 25 kDa; dafiir deutliche Bande in dieser Hohe
im Eluat (E). ProSieve Quad Color Proteinmarker (Lonza, Rockland, USA) als Gréenstandard.
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5 Sequenzen von PcAChBP1, PcAChBP2 und PcAChBP3 aus der Transkriptomanalyse

4.3 SDS-PAGE von BgAChBP2-C71F

nicht induziert induziert Aufreinigung Nickel-Saule

M Ub- P- Ub P Ub P Soni Soni DF WF E
el
72 kDa a
55 kDa

.
42kDa| S

25 kDa

15 kDa

Abb. 81: SDS-PAGE von BgAChBP2-C71F. Im Bakterienpellet (P) und nach dem Sonifizieren
(Soni) Doppelbande des exprimierten Proteins. In Durchfluss (DF) und Waschfraktion (WF)
keine Bande bei 25 kDa. Anreicherung des Proteins im Eluat (E). GroBenstandard ProSieve Quad
Color (Lonza, Rockland, USA).

5 Sequenzen von PcAChBP1, PcAChBP2 und
PcAChBP3 aus der Transkriptomanalyse

PcAChBP1

ATGTTTCGACAAGTTCTCATCCTGTTCTTGATTTTTCAA
GGTAGTGTTGGTGATGACAGGTCGGAGGTGTACAGTCG
AATCATTCGCAGATCTGATCTCGATAGCATTCCAACGG
TAGGAGACAAGCCACTGCAGATTTCTATTGGTTATCAG
TTAGTCAACATACAGTGGGCGAATACAAAGCAGAACGA
GTTGGAGGTCATTATCTGGGTGACGCAGTCGTGGAAGG
ATAAATCTCTTAGTTGGGAACTGAATCCTTCATGGAAC
CCGCATCCTCCTTCGTTTAATCAGGTGAGTGTACCCGCT
AAGGAAATTTGGACTCCGGACATCACAATCTTCAAATC
CATTGGAGCCCCAGAGATATATTCATCGGAGAATGCAG
TTGTCTATATAGATGGTAATGTGACGTACATCCCTCAGA
TACGCGCTCGTGTCATGTGTAATTTGAAAAATCTATACC
AGTCTAACAACGTCACATGCAGTCTCAAGTCGGGGTCT
CGAACTCGTCCGTCAACAGAGATGTCTTTGTCCGTTCA
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Anhang

AGGGGATAAGAATATTCTTTCTGAGTACATAGAAAGTT
CAATGTATGAAGTCTTAGATGTCACCCAAAAGGTCAAC
CAAAAGAAATACGATTGTTGCCCGGAGACATACGACGA
AGCTGAGCTGACATTTAGTTTTAGACAAGCACATTTTTGA

Aminosiuresequenz

MetFRQVLILFLIFQGSVGDDRSEVYSRIIRRSDLDSIPTV
GDKPLQISIGYQLVNIQWANTKQNELEVIIWVTQSWKD
KSLSWELNPSWNPHPPSFNQVSVPAKEIWTPDITIFKS
IGAPEIYSSENAVVYIDGNVTYIPQIRARVMCNLKNLY
QSNNVTCSLKSGSRTRPSTEMSLSVQGDKNILSEYIES
SMYEVLDVTQKVNQKKYDCCPETYDEAELTFSFRQAHF Stop

PcAChBP2

ATGCTTTTGTGTTTTCTGCTGCAAGGTTCTTTGGGCCAT
ACAAAAGACAGATCCGAGATTTTAAATGACATAATTCA
AAGATCTAAAGTACCAAGCATCCCCATGGTCGATGACC
AGCCAGTGAACGTCTCATTGCATTACACATTAATGAAC
ATACAGAGAGCTGATGTGGAATACAACGAAGTGGACGT
CCTTATCTGGTTGACTTACGAATGGAAAGATCCATCTCT
CAGTTGGGCCAAAGAATGTACTTCTTTTAATGAAGTCAT
AGTGCCAGTCTCAAAAATCTGGATACCAGATATCTCCGT
CTTCAACTCAATTGGCACCCCGGAAATGTACGCAGACC
AGGTGACACATGTGTACAAGGACGGTAGTGTAATGTAC
GTACCACAACTTCGATACAAAGTCGTCTGTGACCTGTCA
AAACTGACAACGGAAGTGGGCGCCACCTGCAGCCTGAA
GGCAGGATCTTGGACACGYTCRTCAAAAGAACTGTTTT
TGTCTGAAAACAAGGAAGATCATCTTTCTGAATACTTTG
CACACTCCAAGTTTCAGTTACTGAAGGCTAGTCAAACA
ATCAACAAGAAGGTGTACCCATGTTGTCCAGATACGTA
CGAGGACGCAGAGCTGATTTTTACTTTTAAAAAGAAATAA

Aminosiuresequenz

Met LLCFLLQGSLGHTKDRSEILNDIIQRSKVPSIPMVDDQ
PVNVSLHYTLMNIQRADVEYNEVDVLIWLTYEWKDPSLS
WAKECTSFNEVIVPVSKIWIPDISVFNSIGTPEMYADQVT
HVYKDGSVMYVPQLRYKVVCDLSKLTTEVGATCSLKAG
SWTXXSKELFLSENKEDHLSEYFAHSKFQLLKASQTINK
KVYPCCPDTYEDAELIFTFKKK Stop
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5 Sequenzen von PcAChBP1, PcAChBP2 und PcAChBP3 aus der Transkriptomanalyse

PcAChBP3

ATGGAGATACCTCAGATTTGTATACTGTTGTGTTTAAT
GTTACGAGGTTGTCTATGTTTAAATCGAGCAGACGTCC
TATCTCGAATCATCAAAAACTCTAATCCTGACGTCATC
CCAATAGAGGGAGATAACCCAGTGGAGGTATCTGTGGC
ATACACACTGATCAATGTGCAGAGGGCGGATATGGAGC
ACAACGAGGTGGACGTCCTCGTCTGGCTGACTCAATCC
TGGAAAGACAAATCTCTCGCCTGGGACTCCAACTACAC
TAAATTTAACTCGTTGAGTGTGCCCACAAAATATATAT
GGACGCCAGATATTACAGTCTACAATTCAGTGGGGGCC
CCAGAAATATACGCTTCAAACATGGCGGTTGTTGGCAG
TGATGGGAACGTGCTCTATGTGCCACAAATACGCGTTC
GTTGCACATGCGACATCAAAAATTTGAAATCAATTTGG
GGATTTGAGACACCATTCAAGAAGAAAGATAGTGTCAC
ATGCAGTGTTAGATCTGAGTCTTGGACACACCCAGGA
GAAGAACTGACACTGAAATCACAAGGGGAAGTAATTC
TGTCACAATACCTTGAAGAATCCAAGTTTGAGTTGCT
GGCCGCTACTCAAATAGTTAACAAGAAATTGTTTCCCACC

Aminosiuresequenz

Met EIPQICILLCLMLRGCLCLNRADVLSRIIKNSNPDVIPI
EGDNPVEVSVAYTLINVQRADMEHNEVDVLVWLTQSWK
DKSLAWDSNYTKFNSLSVPTKYIWTPDITVYNSVGAPEI
YASNMAVVGSDGNVLYVPQIRVRCTCDIKNLKSIWGFET
PFKKKDSVTCSVRSESWTHPGEELTLKSQGEVILSQYLEE
SKFELLAATQIVNKKLFPT
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