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A. Einleitung

1. Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

Der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor (nAChR) ist Teil der groen Familie der
Cys-Loop Rezeptoren. Zu dieser Proteinfamilie zdhlen auch der 5-HT3-Rezeptor,
der Glycin-Rezeptor und der GABA4-Rezeptor (Klebe, 2009). Diese ionotropen
Rezeptoren zeigen mit einer membrandurchspannenden Pore, die sich unter Li-
gandeneinfluss 6ffnen oder schliel3en kann, den gleichen Aufbau. Die sind
als Bestandteil der Synapsen an der schnellen Nervenerregungsiibertragung be-
teiligt. Sie sind vermehrt an der motorischen Endplatte zu finden, wo sie chemi-
sche Signale in Form von Acetylcholin-Ausschiittungen in elektrische Signale um-
wandeln. Storungen dieses Rezeptors werden mit verschiedenen Krankheiten in
Verbindung gebracht. Hierzu gehoren u.a. Myasthenia gravis (Lindstrom, |1997)),
autosomal-dominante nichtliche Frontallappenepilepsie (Steinlein et al., 1995))
oder Arthrogryposis multiplex congentia (Steinlein et al., [1995). Des Weiteren
wurde ein Effekt von Ethanol (Nagata et al., 1996) und Nikotin (Koob, 1996) auf
die nAChRs nachgewiesen.

2. Aufbau des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors

Beim nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor handelt es sich um ein grof3es Glyco-
protein, welches sich aus fiinf Untereinheiten zusammensetzt (Abb. 1a). Die fiinf
Untereinheiten sind nicht kovalent verbunden. Jede dieser Untereinheiten lasst

sich nach Unwin (2005) in drei Doméanen unterteilen:
* die hydrophile, extrazellulare N-terminale Ligandenbindungsdoméane (LBD),
* die hydrophobe Transmembrandoméne und

* die hydrophile intrazelluldare Domaéne.



A. Einleitung

Im Bereich der LBD liegt die Bindungstasche im Interface zwischen je zwei Unter-
einheiten, so dass fiinf Liganden gebunden werden kénnen 2000).

extrazellulare
Domaéane

PDB:119B

Transmem-
brandoméane

intrazellulare
Domane

PDB:2BG9

(b)

Abb. 1.: Aufbau des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors (nAChR) und des
Acetylcholin-Bindeproteins (AChBP). (a) nAChR von Torpedo marmorata (Unwin,
2005). (b) von Lymnaea stagnalis (Brejc et al., [2001). Das AChBP ist ein
wasserlosliches Protein, welches zur extrazelluliren Doméine des nAChRs homo-
log ist.

3. Acetyicholin-Bindeproteine

Im zentralen Nervensystem der Spitzschlammschnecke Lymnaea stagnalis wiesen

Smit et al.| (2001) eine 16sliche Form der N-terminalen Ligandenbindungsdoma-

ne nach, das Acetylcholin-Bindeprotein (AChBP). Dieses Protein zeigt einen ho-
mologen Aufbau zur LDB des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors und setzt sich
ebenfalls aus fiinf Untereinheiten zusammen (Abb. 1). Es konnte gezeigt werden,
dass sich das AChBP aus fiinf identischen Untereinheiten zusammensetzt, welche
nahe mit der Untereinheit a7 des nAChBP verwandt ist und so ein Homopentamer



4. Das Acetylcholin-Bindeprotein von Biomphalaria glabrata

bildet (Brejc et al., 2001). Brejc et al.| (2001) erhielten mittels Rontgenkristallo-
graphie eine Struktur des AChBP mit einer Auflésung von 2,7 A. Diese weist eine
Héhe von 62 A und einen Durchmesser von 80 A auf.

Die Untereinheit besitzt eine N-terminale a-Helix und zehn 3-Strange (81 - f10)
(Abb. 2a), die iiber flexible Loops verbunden sind (Abb. 2b).

Abb. 2.: Aufbau eines Monomers. (a) N-terminale o-Helix und zehn B-Strange
des Monomers. (b) Beschriftung der Loops wurden nach Brejc et al.| (2001) vorge-
nommen.

4. Das Acetylcholin-Bindeprotein von Biomphalaria
glabrata

Als Zwischenwirt des Parasiten Schistosoma mansoni wurde die Posthornschne-
cke Biomphalaria glabrata intensiv untersucht. In dieser Arbeitsgruppe wurde in
der Hamolymphe der Schnecke ein Protein beschrieben, das ein rosettenférmiges

Aussehen unter dem Elektronenmikroskop zeigte (Lieb et al., 2006). Weitere Un-

tersuchungen konnten zeigen, dass es sich bei diesem Protein um zwei Isoformen
eines AChBP handelt: BgAChBP1 und BgAChBP2 (Saur et al., 2012)). Es wurde ge-
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zeigt, dass die BgAChBP1 Variante zu einem Dodekaeder assembliert und so die
Rosettenform (Abb. 3a) bildet. Hierzu setzen sich je 12 Pentamere (Abb. 3b) zu
dieser iibergeordneten Struktur zusammen, die bisher einmalig unter den AChBP
ist. In dieser Publikation wurde zudem eine Sequenzanalyse des BgAChBP1 durch-

Abb. 3.: (a) Kryo-EM Struktur des BgAChBP1 (EMDB-2055) von [Saur et al.|
(2012). Blick entlang der C5-Symmetrieachse. (b) Molekulares Modell eines Pent-
amers (PDB-ID: 4A0D) in die Rekonstruktion eingepasst (]Saur et al.|, |2012D.

gefiihrt. Es wurde eine Ubereinstimmung von 30-36 % zwischen den Sequenzen
von Biomphalaria glabrata und Lymnaea stagnalis, Bulinus truncatus bzw. Aplysia
californica gefunden. Auffallig ist die hohe Konserviertheit innerhalb der Liganden-
bindungstasche. Als Beispiel werden hier unter anderem die Aminosduren W146,
Y186, C188, C189 and Y193 genannt. In der Isoform BgAChBP1 ist jedoch die
Aminosaure Y92 durch ein F92 substituiert.

5. Ligandenbindung

Der bekannteste Ligand des nAChBP ist das namensgebende Acetylcholin. Fiir
die Entdeckung dieses Transmitters erhielten Henry Hallet Dale und Otto Loe-
wi 1963 den Nobelpreis in Medizin. Acetylcholin wird an der prasynaptischen
Membran ausgeschiittet und moduliert iiber die Bindung an den nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptor die interneuronale Kommunikation. Weiterhin gut unter-
suchte Liganden sind Nikotin (Celie et al., 2004), Epibatidin (Hansen et al.,|2005])
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und o-Bungarotoxin (Dellisanti et al., [2007).

Die Ligandenbindungstasche befindet sich wie beim nAChR im Interface zwischen
zwei Monomeren und wird von dem Loop C verdeckt. Die eine Hélfte der Bin-
dungstasche wird von dem Loop A, dem Loop B und dem Loop C gebildet. Das
Nachbarmonomer bildet mit dem Loop D, dem Loop E und dem Loop F den kom-

plementéren Teil (Sixma and Smit, [2003).

In der Bindungstasche befinden sich keine negativ geladenen Aminosauren. Die

Abb. 4.: Eine Ligandenbindungstasche wird aus zwei Monomeren gebildet. Loop
A, Loop B und Loop C von Monomer A bilden einen Teil der Tasche. Loop D, Loop
E und Loop F des Monomers B bilden den komplementéren Teil.

aromatischen Aminoséuren, die sich in der Tasche befinden, wurden als Bindungs-

partner der kationischen Liganden identifiziert (Zhong et al., [1998) und eine

Kation-m-Bindung angenommen.

Aufgrund der hydrophoben Transmembrandomine der nAChR ist die Untersu-
chung der Bindungseigenschaften der Rezeptoren erschwert. In vielen Fillen konn-
te die Bindung verschiedener Liganden an dem homologen AChBP untersucht wer-
den. Da es sich hier um Homologe der 16slichen extrazelluliren Doméne handelt,
koénnen viele technische Probleme umgangen werden. Durch die gerichtete Muta-
genese von Aminosauren in der Bindungstasche konnten die Bindungsverhéltnisse
im nAChR nachgestellt werden (Olsen et al., 2014).
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Um die Bindung von Liganden auf molekularer Ebene zu verstehen oder ein scree-
ning von Liganden durchzufiihren, wurden in silico-Methoden angewendet (San-
der et al., |2010). So wurde der Einfluss verschiedener Aminosduren (Schapira
et al., |2002) bzw. der Einfluss von Wassermolekiilen innerhalb der Bindungsta-
sche (Amiri et al., 2007) untersucht.

6. Ziele der Arbeit

Nach der Publikation von (Saur et al., 2012) sollte eine 3D-Rekonstruktion mit
einer hoheren Auflosung des BgAChBP erstellt werden. Hierzu wurden elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen eines rekombinanten BgAChBP1 der Berechnung
zugrunde gelegt. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Bindung von Ni-
kotin einen messbaren Effekt auf die Struktur des BgAChBP1 hat. Hierzu wurde
eine weitere Kryo-Struktur angefertigt, fiir die der Proteinprobe Nikotin zugege-
ben wurde.

Neben der Struktur des rekombinanten BgAChBP sollte auch ein erster Einblick in
die Bindungseigenschaften dieses Proteins gewonnen werden. Hierzu sollte die
Stabilitat verschiedener Liganden-BgAChBP-Komplexe mittels Tryptophan Fluo-
reszenz untersucht werden.

Des Weiteren sollte eine Variante des BgAChBP1 mit der Mutation des Phenylalan-
ins an der Position 92 zu einem Tyrosin hergestellt werden, umso so die Liganden-
bindungstasche des AChBP von Lymnaea stagnalis zu simulieren. Die Methode der
Trp-Fluoreszenz sollte eingesetzt werden, um die Bindungen der Liganden Niko-
tin, Acetylcholin, GABA und Glycin an das Protein zu untersuchen. Die Bindung
dieser Liganden sollte dariiber hinaus in silico mittels Protein-Ligand-Docking si-
muliert werden, um Anhaltspunkte iiber die Ligandenbindung auf molekularer
Ebene zu gewinnen.
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1. Rekombinante Expression und Mutagenese des
BgAChBP

In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits das native Acetylcholin-Bindeprotein
von Biomphalaria glabrata untersucht (Saur et al., 2012). Die Proben, die fiir die
hochaufgeloste Rekonstruktion in dieser Publikation verwendet wurden, sind di-
rekt aus der Hamolymphe der Schnecke gewonnen worden, was aufgrund der
GroRRe der Tiere oft einen limitierenden Faktor darstellt. Um jedoch relativ schnell
an grofere Mengen des Proteins zu gelangen, kann dieses auch rekombinant ex-
primiert werden. Zudem werden so auch Mutationsstudien moglich, die ein tiefer
gehendes Verstindnis des Proteins ermoglichen.

Hierzu wird mit einem Vektor die Gensequenz des zu exprimierenden Proteins in
ein Bakterium, eine Insekten- oder Sdugerzelle eingebracht. Dieses kann anschlie-
Rend die Gensequenz translatieren und das gewiinschte Protein exprimieren. Zu-
dem ist es moglich, die Sequenz zu modifizieren.

Fiir die Expression des BgAChBP wurden von Frau . - - praparierte
Enterobakterkulturen (Escherichia coli) verwendet. Diese tragen die Gensequenz
des nativen BgAChBP, sowie die Informationen fiir eine Proteaseschnittstelle und
ein Polyhistidin-Peptid.

Zur Untersuchung der Ligandenbindungseigenschaften wurde fiir diese Arbeit auch
eine Mutation in die native Genstruktur im Bereich der Bindungstasche eingefiigt.
Die notigen Arbeitsschritte werden im Folgenden beschrieben.

1.1. Mutagenese

Wegen der hohen Sequenz- und Strukturidentitdt werden oft Proteine aus der
Gruppe der 16slichen Acetylcholin Bindeproteine als Modelle fiir die Transmem-
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branproteine der ,,Cys-Loop“ Rezeptoren herangezogen. Zahlreiche Arbeiten an
den 16slichen Bindeproteinen schlieRen auf die Bindungseigenschaften (Celie et al.
(2004), Olsen et al.| (2014)) der Rezeptoren und deren Struktur (Celie et al.
(2005)). Um den Anteil einer einzelnen Aminosiure an der Bindung von Liganden
zu untersuchen, kann eine gezielte Punktmutation an dieser Stelle eingefiihrt wer-
den. In dieser Arbeit wurde fiir das BgAChBP1 eine Mutation des Phenylalanins an
der Position 92 zu einem Tyrosin (BgAChBP1-F92Y) durchgefiihrt.

1.1.1. Erstellen des Mutageneseprimers

Mit dem Programm ,PrimerX - Automated design of mutagenic primers for site-
directed mutagenesis‘ wurde ein Mutageneseprimer erstellt, der die Mutation
BgAChBP1-F92Y tréagt. Der Primer muss dabei folgende Kriterien erfiillen, die mit-
tels OligoAnalyzer 3.1@ (Integrated DNA Technologies, USA) iiberpriift wurden:

Eine Lange von 15 - 20 Basen,

Einen GC-Gehalt von 40 -50 %,

Darf keine Haarnadelstrukturen ausbilden und

Nicht komplementar mit sich selbst sein.

Die lyophilisierten Primer (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurden mit bidestillier-
tem Wasser zu einer Konzentration von 100 pmol gelést und bei -20 °C
gelagert.

1.1.2. Polymerase-Kettenreaktion

Mittels Polymerase-Kettenreaktion konnen DNA-Fragmente in vitro verviel-
faltigt werden. Der erstellte Primer ist in der Lage an den komplementédren Ab-
schnitt der Template{DNAI zu binden und wird dort mit Hilfe einer Polymerase
anhand der Informationen des Templates komplementiert. So kann ein Produkt er-
halten werden, dass neben der Mutation alle Merkmale (His-Tag, Proteaseschnitt-
stelle) tragt, die bereits im Vorhinein im Template vorhanden waren.

Thttp://www.bioinformatics.org/primerx/; Stand: Juli 2014
2http://eu.idtdna.com/calc/analyzer; Stand: Juli 2014
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Als Template-DNA diente in dieser Arbeit ein Plasmid, welches aus dem E. coli
Bakterium XL1-Blue pripariert wurde (von Frau Dr. Kristiane Rusitzka in dieser
Arbeitsgruppe kloniert). Fiir die Kettenreaktion wurde die Phusion™ High-Fidelity
DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt) verwendet.

Der Master-Mix wurde wie folgt zusammengesetzt:

22,5 ul 5x Phusion HF Puffer
2,25ul 10 mM dNTPs

2,25 ul Template-DNA

3,37 ul 5% DMSO

74,8 ul  H,0

Zum Master-Mix wurde noch der Primer und die Polymerase hinzugefiigt:

47,5 ul  Master-Mix
1,0 ul  1:10 forward-Primer
1,0 ul  1:10 reverse-Primer
0,5 ul  Phusion™ High-Fidelity
DNA-Polymerase

Die PCR lauft in verschiedenen Schritten ab, die iiber ein individuelles Tempera-
turprogramm kontrolliert werden. Zunéachst trennen sich bei relativ hoher Tempe-
ratur die beiden Doppelstrange der Template-DNA und des Primers. Das Absenken
der Temperatur unter die Schmelztemperatur des Primers fithrt zu einer Anlage-
rung des Primers an die Template-DNA, wo dieser durch die zugesetzte Polymerase
komplettiert wird. Dieser Zyklus wird wiederholt um die Sequenz mit der einge-
brachten Mutation zu vervielfaltigen.

Die PCR fiir die BgAChBP1-F92Y wurde mit dem folgendem Temperaturprogramm
durchgefiihrt:
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Imin 95°C
30s 95°C
45s 55°C 17x wiederholen
S5min 72 °C
7min 72 °C
o 4°C

1.1.3. Dpn1 Verdau

Nach der [PCR]lagen sowohl das amplifizierte Produkt als auch die Template-DNA
in dem Reaktionsgemisch vor. Um eine vollstindige Mutation zu gewahrleisten,
muss die Template-DNA aus der Losung entfernt werden. Aus diesem Grund wurde
das Template-Plasmid aus dem E. coli-Stamm XL1-Blue extrahiert. Somit ist die
Template-DNA methyliert und kann mit Hilfe des Enzyms Dpnl (New England
Biolabs, Frankfurt) verdaut werden.

Flir den Dpnl-Verdau wurden 45 pl des PCR-Produkts mit 1 ul Dpnl versetzt und
1 h bei 37 °C inkubiert.

1.1.4. DNA-Gelelektrophorese und DNA Extraktion

Das Ergebnis des Dpnl Verdaus wurde mittels DNA-Gelelektrophorese iiberpriift.
Diese Methode erlaubt eine Trennung der DNA-Fragmente nach ihrer Grof3e. Auf-
grund des negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrats wandert die DNA in ei-
nem Agarosegel zur Anode, wobei groRere Fragmente langsamer wandern als
kleinere. Aus den aufgetrennten Banden konnen anschliel3end die verschiedenen
DNA-Fragmente isoliert und aufgereinigt werden.

Zur Auftrennung, Kontrolle und Isolierung des PCR-Produkts vor und nach dem
Dpnl Verdau wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet. Die Agarose wurde in
1x TBE-Puffer gelost und zum Anfarben der DNA ist Ethidiumbromid zugesetzt
worden. Durch die Zugabe eines Gro3enmarkers kann die Grof3e der DNA-Frag-
mente abgeschatzt werden. Fiir die Elektrophorese wurde eine Spannung von
100 V angelegt.

Nach der Trennung der verschiedenen Probenbestandteile wurde die Bande mit
dem mutierten DNA-Fragment unter eine UV-Lampe mit einem Skalpell herausge-
schnitten. Mit Hilfe des GeneJet™ Gel Extraction Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) ist
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1. Rekombinante Expression und Mutagenese des BgAChBP

die DNA anschlief3end aus dem Agarosegel extrahiert worden. Dabei wurde, wie
in den Herstellerangaben beschrieben, verfahren.

1.1.5. Zyklisierung der linearen DNA

Das aufgereinigte und isolierte PCR-Produkt, welches die Mutation BgAChBP1-
FO2Y tragt, liegt nach der Extraktion in linearer Form vor. Die Expressionsbakteri-
en BL21-AI™ (Invitrogen, Darmstadt) benotigen zur Transformation jedoch zykli-
sierte Plasmide. Das Bakterium E. coli DH5a™ (Invitrogen, Darmstadt) ist in der
Lage lineare DNA aufzunehmen und zu zyklisieren.

Die DNA wird mittels Hitzeschock in die chemisch kompetenten Bakterien E. coli
DH5a™ eingebracht. Hierzu wurde zu 50 ul Bakterienlosung 5 pl der linearen
DNA pipettiert. Nach 30 min auf Eis wird die Losung fiir 30 s in ein 42 °C warmes
Wasserbad gehalten um den Hitzeschock auszufiihren. Damit die Zellen keinen
Schaden nehmen, miissen sie fiir 2 min auf Eis inkubieren. Anschlieffend wurden
950 ul vorgewarmtes SOC-Medium (siehe Anhang) hinzugegeben und fiir 1 h bei
37 °C auf dem Schiittler belassen. Zwischen 200 pul - 400 ul wurden auf ampicil-
inhaltige LB-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aufgrund
der Ampicilinresistenz in den transformierten Bakterien konnten nur diese auf
den LB-Platten wachsen. Insgesamt wurden fiinf verschiedene Kolonien mit steri-
len Pipettenspitzen aufgenommen und in je 5 ml LB-Medium (siehe Anhang) mit
0,5 %igem Ampicillin tiberfiihrt. Zur Anzucht der Bakterien wurden die fiinf An-
sdtze iber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

1.1.6. Glycerinkultur

Vom Bakterienstamm E. coli DH50™, der das Plasmid mit der Mutation BgAChBP1-
F92Y tragt, wurden Glycerinkulturen angelegt. So ist es moglich, die Bakterien zu
lagern und bei Bedarf darauf zuriickzugreifen.

Hierzu wurden je 500 pul der E. coli DH5a™ in LB-Medium (Ubernachtkultur, sie-
he Kapitel und der gleichen Menge Glycerin vermischt. Die Glycerinkultur
kann in dieser Form bei -80 °C konserviert werden.

11



B. Material und Methoden

1.1.7. Isolierung des zyklisierten Plasmids

Zur Expression des Proteins muss das Plasmid zunéchst aus E. coli DH5a™ iso-
liert werden und in das Expressionsbakterium E. coli BL21-AI™ transformiert wer-
den. Die Isolation des Plasmids wurde mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas, St. Leon Rot) durchgefiihrt. Hierbei wurde nach der Herstellerangabe
verfahren.

1.1.8. Transformation in E. coli BL21-Al™

Die Transformation der in Kapitel isolierten Plasmide in das Expressions-
bakterium E. coli BL21-AI™ erfolgte wie bei E. coli DH5a™ iiber Hitzeschock. Die
Durchfiihrung der Transformation ist analog zu den in Abschnitt beschrie-
benen Arbeitsschritte. Von der erhaltenen Ubernachtkultur wurde wie in Kapi-
tel eine Glycerinkultur angelegt, die bei -80 °C aufbewahrt wird.

1.2. Expression und Aufreinigung

Das Protokoll fiir Expression und Aufreinigung des BgAChBP wurde, sowohl fiir
die Bakterien, die die native Genstruktur enthalten, als auch fiir die Kulturen,
die die mutierte Genstruktur tragen, gleich durchgefiihrt. Alle hier angegebenen
absoluten Werte beziehen sich immer auf eine Expression mit einem Startvolumen
von 1 L LB-Medium (siehe Anhang).

1.2.1. Anzucht der Bakterien

Fiir die Anzucht der genveranderten Bakterien wurde zunichst eine Vorkultur an-
gelegt. Hierzu wurde jeweils mit einer Pipettenspitze ein Aliquot der entsprechen-
den Glycerinkultur in 50 mL LB-Medium gegeben, welches mit 50 uL. 0,5 %igem
Ampicillin (0.1 v/v) versetzt wurde. Diese Vorkultur ist bei 37 °C {iber Nacht auf
dem Schiittler belassen worden.

Fiir die Vermehrung der Bakterien ist je eine Vorkultur (50 mL) zu 1 L LB-Medium
mit 1 mL 0,5 %igem Ampicillin (0.1 v/v) gegeben worden. Die Anzuchtkulturen
wurden bei 37 °C inkubiert, bis eine optische Dichte (ODkny) von 0,75-0,80 ge-
messen werden konnte. Die Proteinexpression ist durch die Zugabe von 10 mL
20 %iger L-Arabinose (1,0 v/v) induziert worden. Als Negativkontrolle wurde ein
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1. Rekombinante Expression und Mutagenese des BgAChBP

Teil des Ansatzes nicht induziert, im weiteren Verlauf jedoch wie die induzierten
Proben behandelt. Alle Ansédtze wurden bei 25 °C iiber Nacht inkubiert.

1.2.2. Ernte der Bakterien

Um die Bakterienzellen vom LB-Medium zu trennen, wurden diese bei 4 °C fiir
15 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet mit
den Bakterienzellen kann an dieser Stelle des Protokolls entweder bei -20 °C ein-
gefroren oder direkt aufgebrochen werden. Hierzu wird das Pellet 4 x abwechselnd
in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschliel3end in einem 42 °C warmen Was-
serbad aufgetaut. Durch diesen Vorgang werden die Zellmembranen der Bakterien
aufgebrochen. Dem Pellet wurde 100 mL Lysis-Puffer (siehe Anhang) mit 400 uL
Lysozym zugegeben. Wahrend der einstiindigen Inkubation auf Eis wurde das Pel-
let durch wiederholtes Vortexen komplett gelost.

Durch die Zugabe von 10 uL Benzonase (2500 Units) werden bakterielle DNA und
RNA abgebaut. Dazu muss der Ansatz zundachst fiir 15 min bei 37 °C und anschlie-
Rend fiir weitere 30 min auf Eis inkubieren. Die Proteine, die in Einschlusskérpern
vorliegen, wurden bei 5000 rpm fiir 40 min bei 4 °C abzentrifugiert. Nach diesem
Schritt ist es moglich, das Pellet zur Lagerung bei -20 °C einzufrieren.

1.2.3. Aufbrechen der Einschlusskorper

Das exprimierte BgAChBP liegt in den Bakterienzellen in Einschlusskoérpern vor,
die zur Isolation des Proteins aufgebrochen werden miissen. In dieser Arbeit wur-
de das bei der Ernte (Kapitel erhaltene Pellet in 30 ml Bindungspuffer (sie-
he Anhang) aufgenommen und sonifiziert (Labsonic 1510, B.Braun, Melsungen).
Durch diese Prozedur werden die Membranen der Einschluf3korper aufgebrochen
und die enthaltenen Proteine gehen in Losung. Durch Zentrifugation (15 min,
2500 rpm, 10 °C) konnen die Membranfragmente als Pellet von der Proteinlosung
abgetrennt werden.

1.2.4. Aufreinigen des Proteins mittels Affinitatschromatographie

Um das BgAChBP vom restlichen Proteinen in der Losung zu trennen wird sich zu-
nutze gemacht, dass an die Sequenz des BgAChBP ein Polyhistidin-Tag (His-Tag)
angehangt wurde, der bei den natiirlichen Proteinen nicht zu finden ist. Mittels
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diesen His-Tags kann das BgAChBP an das Nickel des Sdulenmaterials Ni Sepha-
rose™ 6 Fast Flow (GE Healthcare, Freiburg) reversibel binden, wohingegen die
anderen Proteine in Losung verbleiben.

Das Saulenmaterial wurde zunichst wie vom Hersteller empfohlen vorbereitet.
Die Proteinlosung, die in Kapitel erhalten wurde, ist mit dem S&dulenma-
terial (5 ml/11 Expression) vereinigt worden und iiber Nacht bei 10 °C auf einem
Schiittler belassen. Uber eine Sdule wurde anschlieRend die mobile Phase vom
Saulenmaterial getrennt (Durchfluss). Um eventuell verbliebene Proteine zu ent-
fernen, wurde die Sdule mit dem 5-fachen ihres Volumens an Bindungspuffer ge-
spiilt (Waschfraktion). Die reversible Bindung des BgAChBP an das Nickel der Sau-
lenmatrix wurde durch Verdrangung mit dem im Elutionspuffer (siehe Anhang)
enthaltenen Imidazol gelost. Das BgAChBP sollte nun vollstdndig im Eluat zu fin-

den sein.

1.2.5. Proteinfaltung

Das BgAChBP liegt unter denaturierenden Bedingungen im Elutionspuffer vor und
muss im folgenden Schritt zu seiner korrekte Struktur gefaltet werden. Dieser
Schritt geschieht durch Eintropfen des Eluats in den Riickfaltungspuffer (siehe An-
hang), der eine spezifische Umgebung fiir die Faltung des Proteins bietet. Hierzu
wurde eine Econo pump EP-1 (Bio-Rad, Miinchen), bei einer Forderungsgeschwin-
digkeit von 0,2 ml/min verwendet. Die Menge des Riickfaltungspuffers wurde ab-
héngig von der eluierten Proteinmenge so gewéhlt, dass eine finale Proteinkon-
zentration von 30 pug/ml erreicht wurde.

1.2.6. Einengen und Dialysieren des BgAChBP

Die Konzentration, in der das BgAChBP nach der Riickfaltung im Faltungspuffer
vorliegt, ist fiir die folgenden Analysen zu gering. Des Weiteren ist das Protein
in diesem Puffer nicht lagerungsstabil. Aus diesen Griinden muss das Protein zu-
nachst mit Hilfe der Ultrafiltrationsriihrzelle 8400 (Merck Millipore, Darmstadt)
aufkonzentriert werden. Die Riihrzelle wurde nach Herstellerangaben vorbereitet
und verwendet. Als Filter wurde eine Ultrafiltrationsscheibe mit einer Ausschluss-
grolle von 10 kDa verwendet. Mit Stickstoff ist wihrend der Filtration ein Druck
von ca. 3 bar aufgebaut worden. Die Proteinprobe wurde auf diese Weise auf ein
Volumen von ca. 20 ml - 40 ml eingeengt.
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1. Rekombinante Expression und Mutagenese des BgAChBP

Um das Protein lagern zu konnen, wurde der Riickfaltungspuffer mittels Dialy-
se durch einen Tris-Puffer (20 mM, pH = 7,5) ersetzt. Der Visking Dialyseschlauch
(Rotz, Karlsruhe) wurde vor der Verwendung zur Reinigung aufgekocht. Die Dia-
lyse fand iiber zwei Tage bei 10 °C unter mehrfachem Pufferwechsel statt.

1.2.7. Konzentrationsbestimmung mittels Absorption

Die Konzentration eines Proteins kann {iber die Absorption der Losung bei einer
Wellenlidnge von A = 280 nm bestimmt werden. Zur Berechnung der Konzentration
wird das Lambert-Beer’sche Gesetz angewandt:

E:e"C'd:log(ITO) (D

Wobei E der Extinktion, € der molarer Extinktionskoeffizienten, ¢ der Probenkon-
zentration und d der Linge der Kiivette entspricht. Iy bzw. I ist die Intensitit vor
bzw. nach Durchgang der Probe.

Bei Proteinproben setzt sich € additiv aus dem Anteil der absorbierenden Amino-
sduren (Tryptophan (& = 5500) und Thyrosin (¢ = 1490)) und der Disulfidbriicken
zusammen (€ = 125) und lasst sich fiir jedes Protein individuell mit folgender For-
mel berechnen (Grimsley and Pace, |2003)):

1

M-cm

1 1
&80 = (l’lTrp -5500 M—cm) + (nTyr -1490 M—cm) + (ng-s- 125 ) 2

Mit dieser Formel ergibt sich ein molarer Extinktionskoeffizient fiir BgAChBP1 von

€ =35325 , flir BgAChBP1-F92Y von € = 36815 und fiir BgAChBP2
cm M-cm

1
von € = 41160 U om’
“cm
Daraus ergibt sich ein Faktor fiir die Umrechnung der Extinktion in die Konzentra-

tion ( mg/ml) von:

BgAChBP1: c=0,66 -E
BgAChBP1-F92Y: c=0,64 ‘E
BgAChBP2: c=0,57 ‘E
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2. Probenvorbereitung

In dieser Arbeit wurden sowohl die Struktur, als auch das Ligandenbindungsver-
halten des Acetylcholin-Bindeprotein von B. glabrata untersucht. Hier-
fiir ist es entscheidend, dass die exprimierte pentamere Form des BgAChBP in die
dodekaedrische Form assembliert. Die rdumliche Ausdehnung des am N-
terminalen Ende verhindert jedoch die Assemblierung und muss mit Hilfe einer
Protease abgespalten werden. Somit liegen beide Assemblierungsformen in einer
Probe vor und miissen iiber verschiedene Verfahren getrennt werden. Des Weite-
ren miissen Pufferbedingungen evaluiert werden, bei denen das Protein méglichst
stabil ist. Simtliche Methoden, die fiir die Probenvorbereitung wichtig sind, wer-
den im Folgenden erlautert.

2.1. Enzymatische Abspaltung des Polyhistidin-Tags

Nach der Proteinexpression liegt das aufgrund der sterischen Hinderung
durch den Polyhistidin-Tag (His-Tag) in pentamerer Form vor. Fiir die hier aufge-
fiihrten Methoden wird jedoch immer eine Probe bendtigt, in der ausschlie3lich
Dodekaeder vorliegen. Der q muss hierfiir enzymatisch abgespalten werden.
Das in dieser Arbeitsgruppe von - etablierte Konstrukt erlaubt
es, mit Hilfe einer [TEVIProtease den His-Tag iiber eine Schnittstelle zu entfernen
(Moller, 2012). Bei der [TEVIProtease handelt es sich um eine Protease des Tobacco
etch virus. Durch die proteolytische Spaltung liegt der N-Terminus frei und je zwolf
Pentamere konnen zu einer iibergeordneten dodekaedrischen Struktur assemblie-
ren.

Fiir den [TEVIVerdau wurde hier nach folgendem Protokoll verfahren. Zu 100 mg
[BgAChBP|werden 50 Units TEVI-Protease (Roboklon, Berlin) gegeben und fiir eine
Stunde bei 30°C inkubiert. Ein groflerer Anteil an Dodekaedern wurde erreicht,
wenn der Probe vor der Aufreinigung geniigend Zeit eingerdumt wurde um zu
assemblieren (iiber Nacht bei ca. 10 °C).

2.2. Thermofluor zur Validierung geeigneter Pufferbedingungen

Wie bereits erwéahnt ist es fiir die Strukturaufklarung unbedingt notwendig, dass
das Protein in einer stabilen und l6slichen Form vorliegt. Diese Bedingungen héan-
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gen zum grofden Teil vom Puffer ab, in dem sich die Probe befindet. Sowohl die
Art als auch die Konzentration von Puffersubstanzen oder der Zusatz von Additi-
ven (z.B. Salzen) haben einen maf3geblichen Einfluss. Die Thermofluor-Methode
stellt eine Moglichkeit dar, die Stabilitdt von Proteinen quantitativ zu erfassen. Da-
bei wird die Stabilitdt am Faltungszustand des Biomolekiils fest gemacht, bzw. am
Schmelzpunkt, der den Ubergang von gefaltetem zu denaturiertem Protein kenn-
zeichnet (Gomez et al., [1995). Bei der Thermofluor-Methode wird sich zunutze
gemacht, dass viele Proteine einen hydrophoben Kern besitzen, der nach aulden
durch eine hydrophile Oberfliche abgeschirmt wird. Dem System muss zuséatz-
lich noch ein hydrophobes Fluorophor zugesetzt werden, welches durch Wasser
gequencht wird. Bei niedrigen Temperaturen, zu Beginn der Messung, sollte des-
halb idealerweise keine Fluoreszenz auftreten. Je mehr sich das Protein entfaltet
(schmilzt) und seine hydrophoben Bereiche prasentiert, desto mehr Fluoropho-
re konnen am Protein binden. Die gemessene Fluoreszenz steigt immer weiter an,
bis alle Proteine denaturiert vorliegen (Schuldt and Weiss,|2010). Im Idealfall wird
eine sigmoidale Kurve erhalten, deren Wendepunkt der Schmelztemperatur (7,,)
entspricht (Abb. [5).

Fluoreszenzsignal

Temperatur in °C

Abb. 5.: Bei gefaltetem Protein wird im Idealfall keine Fluoreszenz gemessen. Das
Fluorophor kann erst binden, wenn das Protein denaturiert und seine hydropho-
ben Bereiche prasentiert. Der Schmelzpunkt kann am Wendepunkt der sigmoida-
len Kurve abgelesen werden. Die Stabilitdt des Proteins der blauen Kurve ist in
diesem Beispiel geringer als das der roten Kurve.

Diese Methode ist in der Gruppe von - . - - am MPI in Géttingen

soweit automatisiert worden, dass eine Vielzahl von Pufferbedingungen in kurzer
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Zeit getestet werden kann. Durch Miniaturisierung wird zudem der Probeneinsatz
klein gehalten (Pantoliano et al., 2001)).

Fiir diese Arbeit wurde eine Probe (Dodekaeder) mit der Thermoflour
Methode in Kooperation mit Ashwin Chari (MPI Gottingen) vermessen. Hierzu
wurde vollautomatisch eine 96-well Platte mit jeweils 900 uL. Probe und 800 uL
Puffer bestiickt. Als Puffersubstanzen sind die Standardpuffer der Arbeitsgruppe
von - . - - verwendete worden. Eine Liste der getesteten Puffer-
substanzen findet sich im Anhang. Als Fluorophor wurden 10 uL. SYPRO Orange
zugefiigt.

2.3. Proteinaufreinigung

Nach Expression der Proteine und dem [TEVIVerdau liegen sowohl Dodekaeder als
auch Pentamere in der Probe vor. Fiir die [3DIRekonstruktion und noch wichtiger
fiir die Ligandenbindungsstudien sind reine Dodekaeder Proben entscheidend. Fiir
diese Arbeit wurden zwei verschiedene Grof3enausschlussverfahren eingesetzt. Al-
le Proben sind iiber eine Gelfiltrationssdule aufgetrennt worden. Die Kryo{EM] Pro-
ben, die in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut (MPI) Gottingen gemessen
worden sind, wurden zusétzlich tiber die GraFix Methode (Kastner et al., 2008)
aufgereinigt.

2.3.1. GréBenausschluss-Chromatographie

Um die Dodekaeder fiir die Ligandenbindungsstudien aufzureinigen wurde eine
Grof3enausschluss-Sdule verwendet. Bei dieser Methode werden die Makromole-
kiile in der Probe nach ihrem hydrodynamischen Volumen getrennt. Die Trennsau-
le ist mit einem porosem Polymer, z. B. Silikat, vernetzte Agarose oder Dextrane,
befiillt. Die Porengrolse der Partikel entscheidet iiber den Grof3enbereich, in dem
die Trennséule auftrennen kann. Partikel mit kleinem hydrodynamischen Volumen
konnen die Poren penetrieren und legen somit eine lingere Wegstrecke zuriick
als Partikel mit einem grof3en hydrodynamischen Volumen, die nicht einwandern
konnen. Somit verlassen diese die Trennsaule zuerst und kénnen in gesonderten
Fraktionen aufgefangen werden.

Um die Pentamere der Isoform 1 des BgAChBP|von den Dodekaedern zu trennen,
wurde eine Trennsiule mit dem Fiillmaterial Bio-Gel A 1.5m (Biorad) befiillt. Die-
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se stationdre Phase besitzt eine Trennschéarfe von 10 kDa bis 1,5 MDa und eignet
sich somit um Dodekaeder (1,5 MDa) von Pentameren (125 kDa) und der
Protease (30 kDa) zu trennen. Die Siule wurde vor dem Beladen mit Probe zu-
nachst fiir mehrere Stunden mit dem benoétigten Puffer gewaschen. Als Detektor
diente ein Spektrometer, welches die Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm
aufzeichnete. Fraktionen wurden iiber einen Zeitraum von 6 min gesammelt, was
bei diesem Aufbau einer ungefdhren Fraktionsgrof3e von 800 uL entsprach.

2.3.2. GraFix

Filir samtliche Methoden, die zur Strukturaufkldrung von Proteinen dienen ist es
essentiell, dass es bei der Probenvorbereitung nicht zu Verdnderungen oder Zersto-
rung der nativen Struktur kommt. Am in Gottingen wird eine Methode einge-
setzt, mit der sich Proteingemische, bzw. Proteinaggregate nach Grof3e auftrennen
lassen und zusétzlich die einzelnen Proteine stabilisiert werden. Durch diese Gra-
Fix Methode soll so die Probenqualitit erheblich verbessert werden (Kastner et al.,
2008). Wahrend der GraFix Fixierung werden die Makromolekiile intramolekular
schwach vernetzt und gleichzeitig iiber einen Dichtegradienten aufgereinigt. So
konnen auch heterogene Datensitze aufgrund von Aggregationen wahrend der
Probenpraparation vermieden werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
auch die Anlagerung der Proteine an den Kohlefilm der Objekttrager verbessert
wird (Stark, 2010). Fiir die GraFix Fixierung wird zunéchst ein Gradient erzeugt,
in dem ein Teil des Puffers mit einer niedrigen Konzentration an Kohlenhydra-
ten (z.B. Glycerin, Saccharose) versetzt wird und ein anderer Teil mit einer ho-
hen Konzentration. Dem Puffer, mit der hochkonzentrierten Kohlenhydrat-Losung,
wird zusatzlich noch der chemische Vernetzter hinzugefiigt. So wird sichergestellt,
dass das Protein erst langsam durch Einwandern in den Gradienten mit dem Ver-
netzter in Beriihrung kommt. Auf diese Weise konnen Artefakte und intermoleku-
lare Vernetzungen vermieden werden (Kastner et al., [2008).

Alle Proben, die in Kooperation mit dem in Gottingen am Titan Krios (FEI)
aufgenommen wurden, sind mit der GraFix-Methode prapariert worden. Die Ko-

operationspartner waren in diesem Fall Dr. Ashwin Chari, . - -

Die Probe wurde auf einen Saccharose Gradienten (10 % - 30 %) gegeben und
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tiber Nacht bei 30 g fiir 16 Stunden zentrifugiert. Der Gradient wurde in 200 pL
grolde Aliquots unterteilt und die Vernetzung mit L-Aspartat gequencht. Um die
Fraktionen auf Protein zu untersuchen, wurden jeweils 2 uL. jedes Aliquots auf
eine Nitrocellulosemembran getropft. Durch eine Farbung mit Amidoblack konn-
ten die Proteine sichtbar gemacht werden. Da sich die verwendeten Additive (z.B
Saccharose) negativ auf die Qualitat der Elektronenmikroskop (EM)-Aufnahmen
auswirken, wurde ein Pufferaustausch vorgenommen.

3. Strukturaufklarung

Um die Struktur des aufzuklaren, sind die Methoden der Einzelparti-
kelanalyse (single-particle) zum Einsatz gekommen. Hier werden elektronenmi-
kroskopische Bilder von wahllos orientierten Proteinen aufgenommen. Fiir jede
Ansicht des Proteins wird mittels bioinformatischer Methoden die rdaumliche Ori-
entierung bestimmt und {iber dieses kann aus allen Aufnahmen eine dreidimensio-
nale Struktur berechnet werden. Die fiir diese Methode entscheidenden Schritte
werden im Folgenden beschrieben.

3.1. Probenvorbereitung

Der Probenvorbereitung muss fiir die Strukturaufklarung mittels Elektronenmi-
kroskopie besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden. Im Elektronenmikroskop
herrschen extreme Bedingungen, bei denen biologische Proben nicht stabil sind.
So muss das Elektronenmikroskop (EM)) beispielsweise evakuiert sein, da nur so
die mittlere freie Weglange erreicht werden kann, die fiir einen storungsfreien
Elektronenstrahl entscheidend ist. Biologische Objekte sind unter diesen Hochva-
kuumbedingung allerdings nicht stabil. Des Weiteren kommt es durch die hohe
Strahlendosis zu irreversiblen Strahlenschdden an der Probe.

Um eine aussagekraftige Struktur des Proteins berechnen zu konnen, muss die
Probe vor den Einfliissen im geschiitzt werden (Schatz, |1992). Fiir die Fixie-
rung der Proteinproben sind hauptsachlich zwei Methoden etabliert. Zum einen
konnen die Proteine in einer Hiille aus Schwermetallen fixiert werden (Negativ-
kontrastierung (Brenner and Horne, |1959)) , zum anderen konnen die Proben in
Eis eingebettet werden (Dubochet and McDowall| (1981), Dubochet et al. (1985))).
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3.1.1. Hydrophilisierung des Objekttragers mittels Glimmentladung

Als Objekttrager dient in der Elektronenmikroskopie ein Kohlenstofffilm, der auf
einem Kupfernetz aufliegt. Je nach Priaparationsmethode kann dieser Kohlenstoff-
film durchgéngig sein oder l6chrig (Abb. [6|bzw. Abb. [7).

In jedem Fall ist der Kohlenstofffilm iiberwiegend hydrophob. Da gerade bei bio-
logischen Fragestellungen fast ausschlief3lich wéassrige Proben untersucht werden,
muss diese Eigenschaft des Objekttragers vor der Probenpraparation umgekehrt
werden. Die gdngige Methode um die Oberfldche des Kohlefilms zu hydrophili-
sieren ist mittels Glimmentladung (glow discharge) (Aebi and Pollard, |1987). Der
Objekttrager wird hierzu unter Vakuumbedingungen bei 25 mA fiir ca. 30 s einem
Plasma ausgesetzt. Hierzu wurde ein Gerdt der Firma Emitech K100X (Quorum
Technologies, Ontario, Kanada) verwendet. Durch diesen Vorgang werden sowohl
Kontaminationen von der Oberflache entfernt, als auch positive und negative La-
dungen aufgebracht. Diese Eigenschaft macht den Kohlenstofffilm zu einer sehr
reaktiven Oberfldache, was bei der Probenpraparation nicht aufer Acht gelassen
werden sollte (Harris, (1997).

3.2. Negativkontrastierung

Bei der Probenfixierung mittels Negativkontrastierung sind die Proteine in eine
Schicht aus Schwermetallsalzen gebettet. Zu den am héaufigsten eingesetzten Kon-
trastierlésungen zdhlen Uranylformat, Uranylacetat und Ammoniummolybdat.

In den Bereichen des Objekttrégers, in dem die Proteine in der Schwermetallhiil-
le vorliegen, werden die Elektronen des Mikroskops anders gestreute als durch
das sie umgebende Kontrastmittel. Die Proteine sind als weilse Objekte vor einem
dunklen Hintergrund sichtbar. So wird durch den Z-Kontrast der Schwermetalle
aus dem Phasenkontrastobjekt (Zernike F., |1955) ein Amplitudenkontrastobjekt
erzeugt. Fiir die Negativkontrastierung der Proben wurde in dieser Arbeit eine
leicht abgewandelte Form der single-droplet-Methode angewendet. Hierzu wird
5 uL. der Proteinlésung (ca. 0,1 mg/mL) auf eine hydrophobe Oberflache (z.B.
Parafilm) pipettiert, so dass ein moglichst grol3er Kontaktwinkel vorliegt. Der Trop-
fen wird anschlie3end mit dem hydrophilisierten, kontinuierlichen Kohlenstofffilm
des Objekttragers aufgenommen. Um eine gute Adsorption von Proteinen an der
Oberflache zu gewahrleisten, wurde die Probe nach einer Inkubationszeit von ca.
30 s mit einem Filterpapier abgenommen. Anschliel3end wurden 3 mal je 3 uL der
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jeweiligen Schwermetalllosung auf die Kohlenstoffseite des Objekttrigers pipet-
tiert und nach wenigen Sekunden wieder abgenommen. Nach dem die Oberflache
des Objekttragers abgetrocknet war (ca. 10 min), konnte die Probe im EM unter-
sucht werden. So wurden eine gleichmalige Einbettung der Proteine in das Kon-
trastiermittel erreicht. In Abb. [6]sind die einzelnen Schritte dargestellt.

Diese Methode der Probenfixierung eignet sich fiir Fragestellungen, die keine
hochaufgelésten Strukturen (> 20 A (Ohi et al.| 2004)) verlangen, da die Fein-
struktur durch die Einbettung verloren geht. In dieser Arbeit wurde die Negativ-

kontrastierung hauptsachlich dazu eingesetzt um den Assemblierungszustand des
BgAChBP zu iiberpriifen. Hier kommen auch die Vorteile der Methode zu tragen,
da die Probe im Gegensatz zu den kryofixierten Proben iiber einen ladngeren Zeit-
raum bei Raumtemperatur stabil ist.

Abb. 6.: (A) Zunichst wird auf ein Kupfernetzobjekttriager die Proteinprobe auf-
gebracht. Der iiberstehende Tropfen wird mit einem Filterpapier abgenommen.
Anschlief3end wird eine Schwermetalllosung auf den Objekttréger pipettiert und
der Uberstand abgenommen. (B) Die Proteine lagern sich an den Kohlenstofffilm
des Objekttragers an und werden von den Schwermetallen in der Farbelosung
umschlossen.

3.3. Kryo-Fixierung

Im Gegensatz zur Probenfixierung durch Schwermetalle (Negativkontrastierung)
kénnen mit kryofixierten Proben Strukturen mit hoher Auflésungen (< 3 A
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and Grigorieff, 2015)) erreicht werden. Ein weiterer entscheidender Vorteil gegen-

iiber der Negativkontrastierung oder der Kristallisation besteht darin, dass die Pro-
teine in ihrem nativen Zustand fixiert werden konnen und keine Artefakte durch
Schwermetalle oder Einfliisse des Kristallgitters eingetragen werden. Allerdings
ist sowohl die Praparation bei dieser Methode als auch das Handling der fixierten
Probe ungleich komplexer und zeitaufwendiger als bei der Negativkontrastierung.
Hinzu kommt, dass Proteine einen dhnlichen Z-Kontrast wie ihre Umgebung auf-
weisen, was sie zu schwachen Phasenobjekten macht. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen erscheinen hier sehr kontrastarm. Des Weiteren sind die Proteine emp-
findlicher gegeniiber Strahlenschdden und kénnen nur mit geringer Strahlendosis
untersucht werden, was zu verrauschten Bildern fiihrt.

Die Proteinprobe wird bei der Kryofixierung auf einen 16chrige Kohlenstofffilm
(Abb. |7) des Objekttragers aufgetragen. Mit einem Filterpapier wird {iiberfliissige
Fliissigkeit vom Objekttrager abgenommen (Blotting), so dass sich die Protein-
probe in den Lochern des Kohlefilms befindet (Abb. [§). Die wéssrige Probe wird
anschliefend schockartig gefroren, so dass keine Kristallisationskeime entstehen
und sich glasartiges Eis bildet. Hierzu kann die Probe z.B in fliissiges Ethan oder
Propan eingetaucht werden. Fliissiger Stickstoff eignet sich aufgrund es Leiden-
frosteffektes (Murray and Ward, 1987) nicht zum Gefrieren der Probe, dient je-
doch zur Lagerung des Objekttragers.

Alle in dieser Arbeit verwendeten kryofixierten Proben wurden mit einem Vitrobot
(FEI, Niederlande) am MPI in Gottingen prapariert und dort in fliissigem Stickstoff
gelagert.

Abb. 7.: Objekttrédger fiir Kryo-Proben. Hier liegt ein l6chriger Kohlenstofffilm auf
dem Kupfernetz auf.
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Abb. 8.: (A) Zunichst wird auf die Proteinprobe aufgebracht. (B) Uberschiissige
Probe wird mit einem Filterpapier vom Objekttréager abgenommen. (C) Die Probe
wird schockartig eingefroren.

3.4. Elektronenmikroskopie

Fiir diese Arbeit wurden verschiedenen Elektronenmikroskope verwendet. Die Kon-
trolle der Expression des BgAChBP bzw. deren Mutante wurde an einem Tecnai G2
12 BioTWIN (FEI, Eindhoven, Niederlande) durchgefiihrt. Dieses institutseigene
Mikroskop ist mit einer LaBs-Kathode ausgestattet und wird mit einer Beschleu-
nigungsspannung von 120 kV betrieben. Die Proben wurden zur Uberpriifung bei
Raumtemperatur negativ kontrastiert und mit der CCD-Kamera (TVIPS F416) do-
kumentiert.

Als Startmodell fiir die hochaufgeloste 3D-Rekonstruktion wurde aus negativ kon-
trastiertem BgAChBP1 eine gering aufgeloste Rekonstruktion berechnet. Der Da-
tensatz, der hier zugrunde lag, wurde an einem Philips CM 200 (Koninklijke, Nie-

derlande) am [MPI in Goéttingen von - . - - aufgenommen. Das
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Mikroskop wurde dabei mit einer Beschleunigungspannung von 160 kV betrieben.
Der Kryo-Datensatz des BgAChBP1 wurde am in Gottingen von . -
- an einem Titan Krios (FEI, Eindhoven, Niederlande) aufgenommen.
Das Mikroskop war mit einer Falcon II (FEI, Eindhoven, Niederlande), einem Di-

rect Electron Detector als auch einem C;-Korrektor ausgestattet. Fiir die Bildakquise
wurde ein Spannung von 300 kV angelegt.

3.5. Datenverwaltung mit Appion

Neuste Entwicklungen am Elektronenmikroskop erlauben eine immer weiterge-
hende Automatisierung der Datenakquise. Hier ist besonders die Entwicklung des
direct-electron-detectors zu nennen. Herkommliche CCD-Kameras, die in der Elek-
tronenmikroskopie zum Einsatz kommen, sind nicht sensitiv genug um in der
hochauflosenden, low-dose Kryo-Elektronenmikroskopie zum Einsatz zu kommen
(Ruskin et al., 2013). Fiir hochaufgeloste Strukturen wurde bisher photographi-
scher Film verwendet, der zwar sensitiv genug ist, jedoch keine Automatisierung
der Bildaufnahmen erlaubt. Der direct-electron-detector vereint die Vorteile der bei-
den genannten Methoden, da automatisierte Bildakquise mit hoher Sensitivitét
realisiert werden kann. Das hat zur Folge, dass grolde Datenmengen erzeugt wer-
den, die verwaltet und bearbeitet werden miissen. Am Scripps Research Institut
(Kalifornien, USA) wurde hierzu das Programm Appion entwickelt, welches eine
Datenbank zur Archivierung und Verwaltung der Daten bereitstellt. Des Weiteren
konnen verschiedene Schritte der 3D-Rekonstruktion iiber eine graphische Ober-
flache ausgefiihrt werden (Lander et al., 2010).

Fiir diese Arbeit wurde Appion zur Archivierung der elektronenmikroskopischen
Aufnahmen sowie zur [CTF-Korrektur und Partikelselektion verwendet. Auf diese

zwei Funktionen wird im Folgenden naher eingegangen.

3.6. CTF-Korrektur

Wie jedes optische System erzeugt auch das Elektronenmikroskop wahrend der
Datenakquise einen Bildfehler, der durch die Kontrast-Transfer-Funktion (CTE) be-
schrieben wird. Hierbei handelt es sich um die Faltung der Punktspreizfunktion
(point spread function) der Objektivlinsen auf die Bildfunktion. Die Auswir-
kung der Konvolution lassen sich im Fourier transformierten Bild als alternierende
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helle und dunkle Ringe (Thon-Ringe, (Thon, 1966)) erkennen, die die Modulation
der Funktion um die Nullstellen zeigt.

Die[CTF verfélscht die korrekte Massenverteilung der Makromolekiile und limitiert
die erreichbare Auflosung auf den ersten Nulldurchgang. Um eine korrekte, hoch-
aufgeloste Rekonstruktion zu erhalten, muss darum der Datensatz [CTF-korrigiert
werden. Die [CTF hangt unter anderem von den genauen Defokuswerten, der Gro-
Re der Elektronenquelle, der Energieverteilung der Elektronen und dem Ampli-
tudenkontrast ab (Penczek et al., 1997). Die Funktion wird in den negativen Be-
reichen mit -1 multipliziert wobei im Bereich der Nullstellen Informationsliicken
existieren. Um diese Liicken mit Informationen zu fiillen, sollten mikroskopische
Bilder bei verschiedenen Defokuswerten aufgenommen werden.

Die Korrektur der elektronenmikroskopischen Bilder wurde in Appion durchge-
fiihrt. Um die CTF fiir die einzelnen Bilder des Datensatzes zu bestimmen ist das
implementierte Programm ct ffind3 (Mindell and Grigorieff, |2003) verwendet
worden. Die benétigten Werte wurden hierzu aus der integrierten Datenbank ab-
gerufen. Lediglich der Defokuswert wurde iiber das Modul ct ffind3 bestimmt.
Hierzu wurde manuell die Lage der Thon-Ringe im mikroskopischen Bild mit der
Lage der simulierten Funktion abgeglichen und die zugehorigen Werte in der Da-
tenbank hinterlegt.

3.7. Qualitatskontrolle

Es wurden vor Erstellung der Rekonstruktion elektronenmikroskopische Aufnah-
men von minderer Qualitat aussortiert. Die Kriterien hierfiir werden beispielhaft
in Abb. [9] gezeigt, wobei die Abb.[9a|eine optimale Aufnahme zeigt. Zu den aussor-
tierten Aufnahmen zahlten alle Bilder, die eine Bewegungsunscharfe (Drift) auf-
wiesen (siehe Abb. oder keine Informationen unterhalb von 7 A beinhalteten
(siehe Abb. [9b)). Des Weiteren wurden alle Aufnahmen verworfen, bei denen die
ermittelte CTF keine Ubereinstimmung mit der transformierten Aufnahme zeigten
(siehe Abb. [9d).

3.8. Partikelselektion und Erstellen des Bildstapels

Auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die nach der |Qualitatskontrolle|
(Abschnitt [3.7) im Datensatz verblieben, sind zahlreiche Proteine in verschiede-
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Abb. 9.: Fourier transformierte elektronenmikroskopische Aufnahmen verschiede-
ner Qualitat. (a) Aufnahme, die allen Qualititsanspriichen geniigt; (b) Aufnahme,
die keine Informationen besser als 7 A beinhaltet; (c) Bild mit Bewegungsunschir-
fe; (d) Misslungene CTF-Bestimmung.
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nen Ansichten abgebildet. Fiir die Berechnung der 3D-Struktur miissen die einzel-
nen Partikel selektiert und als Einzelpartikel abgespeichert werden. Die Selektion
der Partikel kann entweder manuell oder automatisch erfolgen. In dieser Arbeit
kamen beide Methoden zum Einsatz und wurden in Appion durchgefiihrt. Der
Datensatz des BgAChBP1 in BisTris Puffer wurde automatisch selektiert, wohin-
gegen die Partikel des Datensatzes mit Nikotin manuell ausgewahlt wurden. Die
selektierten Partikel werden in beiden Fallen mit einer quadratischen Box virtu-
ell ausgeschnitten, wobei die Box mindestens den 1,5- bis 2-fachen Durchmesser
des Proteins aufweisen sollte (Downing and Glaeser, 2008). Aus den selektier-
ten Partikeln kann nun ein Bildstapel fiir die 3D-Rekonstruktion erstellt werden.
Um die Einzelpartikelbilder untereinander vergleichen zu konnen, miissen diese
auf ihre Grauwertverteilung normiert werden. Hierbei werde die Maxima zur De-
ckung gebracht und die Halbwertsbreite (Full width at half maximum, (FWHM))
angeglichen.

3.9. Zentrieren der Einzelpartikel

Zu Beginn der Berechnung einer 3D-Rekonstruktion sind keine Referenzen vor-
handen, an denen die Einzelpartikel ausgerichtet werden konnen. Aus diesem
Grund werden alle Einzelbilder des Datensatzes aufaddiert und anhand ihres Mas-
senschwerpunkts in ihrer Box zentriert. Dieser Prozess kann iterativ durchgefiihrt
werden.

3.10. Klassifizierung

Die Einzelbilder, die sich im Einzelpartikelstapel befinden, sind durch die Bedin-
gungen wahrend der Bildakquise stark verrauscht. Zum einen zeigen, wie schon
beschrieben biologische Proben einen geringen Amplitudenkontrast, zum anderen
kann bei biologischen Proben nur mit einer geringen Elektronendosis gearbeitet
werden um die Proteine nicht zu beschadigen. Hier sollten Dosen von 20 e- /Az
nicht iiberschritten werden (Dubochet et al.,|1988), was zu einem geringen Signal-
Rausch-Verhiltnis fithrt. Dieses muss fiir die anstehende 3D-Rekonstruktion
verbessert werden. Hierzu werden Einzelbilder, mit der gleichen Bildinformation
in einer Klasse zusammengefasst. Es addiert sich die immer gleiche Bildinforma-
tion auf, wohingegen sich das statistisch verteilte Rauschen mittelt (Abb. [10). Bei
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(a) (b) (c) (d)

Abb. 10.: Prinzip der Klassensummen. Durch Aufaddieren der gleichen Bildin-
formationen kann ein Bild aus verrauschten Aufnahmen. Mit steigender Anzahl
addierter Bilder wird die Information immer deutlicher: (a) Einzelnes Bild; (b)
10 Bilder wurden aufaddiert; (¢) 100 Bilder wurden aufaddiert; (d) 1200 Bilder
wurden aufaddiert.

Proteinen werden in einer Klasse idealerweise die gleichen Orientierungen des
Proteins mit der gleichen Konformation in einer Klasse zusammengefasst.

Ist die 3D-Struktur fiir das Protein noch unbekannt und dementsprechend noch
keine Referenzen vorhanden, wird die Klassifizierung zunédchst ohne Referenzen
(reference free alignment) durchgefiihrt. Hier kommen die Methoden der Multi-
variaten Statistischen Analyse zum FEinsatz. Jedes Bild besteht aus einer
Anzahl an n Pixeln, die mit ihren Helligkeitswerten in einem n-dimensionalen
Koordinatensystem (MSA-Hyperraum) dargestellt werden koénnen (Abb. [11)). Ein
MaR fiir die Ahnlichkeit der Bilder ist der Abstand zwischen den einzelnen Da-
tenpunkten im Koordinatensystem. Die Bilder werden nun so in Klassen zusam-
mengefasst, dass der Unterschied innerhalb einer Klasse minimiert wird und der
Unterschied zwischen den Klassen maximal ist.

3.11. Ausrichtung der Einzelpartikel

Um durch Klassifizierung der Einzelbilder das Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR]) ver-
bessern zu konnen, miissen die verschiedenen Ansichten der Proteine gleich aus-
gerichtet vorliegen. Hierzu konnen Klassensummen bzw. Riickprojektionen (vgl.
Abschnitt als Referenzen herangezogen werden. Die Einzelbilder werden
rotational und translational gegen alle Referenzen ausgerichtet bis eine maximale
Korrelation gefunden wird. Auf diese Weise werden alle Einzelbilder jeweils einer
Referenz zugeordnet und zu einer Klassensumme aufaddiert (Abb. [12)).

Fiir die translationale Ausrichtung der Einzelbilder werden die Aufnahmen und

die Referenzen im Fourierraum komplex multipliziert (Saxton and Frank, [1977).
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Abb. 11.: Prinzip der multivariate statistischen Analyse (MSA]). Jedes Bild mit n Pi-
xeln lasst sich als Punkt in einem n-dimensionalen Koordinatensystem darstellen.
Die Bilder a,b und c, mit jeweils drei Pixeln, lassen sich aufgrund der Grauwert-
verteilung an den Achsen X,Y und Z darstellen.

Bei der Multiplikation zweier Bilder mit gleichem Informationsgehalt wird die Au-
tokorrelation (auto correlation function, erhalten (Schatz, [1992). Im Real-
bildraum ergibt hier eine Helligkeitsmaximum im Mittelpunkt des Bildes. Andern-
falls, wenn die Bilder verschiedene Informationen enthalten, ergibt sich die Kreuz-
korrelationsfunktion (cross correlation function, CCF). Ist die gleiche Information
jedoch um einen Vektor gegen die Referenz verschoben, wird eine CCF erhalten,
die um eben jenen Vektor verschoben ist. Die translationale Verschiebung kann
anschliefend um diesen Vektor korrigiert werden.

Die rotationale Verschiebung kann auf dhnliche Weise iiber die Drehkorrelati-
onsfunktion (rotational correlation function, RCF) korrigiert werden. Hierzu wer-
den die Bilder vor der Fouriertransformation und der komplexen Multiplikation
zundchst in ein Kreiskoordinatensystem umgewandelt. Das Helligkeitsmaximum,
welches durch die Multiplikation erhalten wird, gibt den Verschiebungswinkel be-
ziliglich der Referenz an (Schatz, 1992).
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Abb. 12.: Prinzip der Multi-Referenz-Alignment (MRA). Die Einzelbilder werden
an allen Referenzen ausgerichtet und der Referenz mit der hochsten Korrelation
zugeordnet. Alle Bilder, die zur gleichen Referenz gehoren, werden anschlief3end
zu einer Klassensumme aufsummiert.

3.12. Ruckprojektionen und Symmetrie

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, sind fiir die Ausrichtung der Einzelbil-
der Referenzen von Noten. Diese Referenzen konnen u.a. aus Riickprojektionen
bestehen, welche aus bereits bestehenden 3D-Rekonstruktionen gewonnen wer-
den. Hierzu werden aus verschiedenen Winkeln Projektionen der Rekonstruktion
erstellt um verschiedene Ansichten der Struktur zu erhalten. Die Winkelschritte
konnen hier variiert werden. Je kleiner der Abstand zwischen den Winkeln ge-
wahlt wird, desto mehr Projektionen werden vom Partikel erhalten. So kann die
Auflésung auf Kosten der Rechenzeit verbessert werden. Die Einzelbilder konnen
nun wie in Abschnitt beschrieben an diesen Referenzen ausgerichtet werden.
Dieses bietet den Vorteil, dass den Referenzen bereits Raumwinkel zugeordnet
sind, welche auf die zugeordneten Einzelbilder iibertragen werden.

Um eine realistische Rekonstruktion zu erzeugen, ist es notwendig, dass die Riick-
projektionen verschiedene Ansichten des Partikels abbilden. Bei symmetrischen
Partikeln kann sich die Symmetrie zu Nutze gemacht werden um die Anzahl der
Riickprojektionen zu verringern und gleichzeitig die Zahl der Einzelpartikel kiinst-
lich zu erhohen. Wie bereits in |Saur et al.| (2012) beschrieben, handelt es sich
bei dem BgAChBP um ein Protein mit ikosaedrischen Symmetrie (Abb. . Diese
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C,-Achse Cs-Achse

Abb. 13.: Symmetrie des Ikosaeders nach Thuman-Commike and Chiu (2000). In
blau sind Beispiele fiir die verschiedenen Symmetrieachsen abgebildet. Zwischen
den sechs C5-Symmetrieachsen spannen sich 20 identische Flachen auf. Jede die-
ser Flachen lasst sich in drei asymmetrische Einheiten (rot) unterteilen. So lassen
sich alle Ansichten des Partikels in dieser Einheit wiederfinden, welche insgesamt
60 Mal vorhanden ist.

Symmetrie zeichnet sich durch sechs Cs-Symmetrieachsen, zehn C;-Symmetrie-
achsen und 15 C,-Symmetrieachsen aus. So ergeben sich 20 Flachen, die wie-
derum in je drei asymmetrische Einheiten unterteilt werden kénnen. Durch diese
hohe Symmetrie kann jede Ansicht 60 Mal in jedem Ikosaeder wiedergefunden
werden. Der Bereich aus dem die Projektionen gewonnen werden beschrankt sich
auf eine solche asymmetrische Einheit was die Anzahl der Referenzen reduziert
und die Rechenzeit deutlich herabsetzt. Des Weiteren wird die Grof3e der Daten-
satzes so kiinstlich auf das sechzigfache der tatsichlich selektierten Einzelpartikel
erhoht.

3.13. lterative Verbesserung der Rekonstruktion

Alle vorher genannten Methoden dienen der Verbesserung der 3D-Rekonstruktion
und werden iterativ eingesetzt (Abb. [14). Hierbei wird von einem schlecht auf-
gelostem Startmodell ausgegangen, welches zum Erstellen der ersten Riickprojek-
tionen (Abschnitt dient. Diese Projektionen dienen als Grundlage fiir die
Ausrichtung der Einzelbilder des Bildstapels (Abschnitt und ordnen diesen
die Raumkoordinaten der Referenz mit der grof3ten Korrelation zu. Die Einzelpar-
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tikel mit den zugeordneten Koordinaten werden in den 3D-Raum projiziert und
so ein neues Modell berechnet, welches aufgrund der besseren Ausrichtung eine
hohere Auflosung aufweist. Die nédchste Generation an Referenzen, die aus der
hoher aufgelosten Rekonstruktion gewonnen werden, zeigen mehr Details und er-
lauben so eine noch prézisere Ausrichtung der Einzelpartikel, was wiederum zu
einer noch hoheren Auflosung des folgenden Modells fiihrt. Auf diese Weise kann
iterativ die Rekonstruktion verbessert werden, bis die maximale Auflosung des
Datensatzes erreicht wird.

e N
Elektronen-
mikroskopie
|
Defokus-
bestimmung .
) Auflésungs-
] bestimmung
N
Qualitats-
L kontrolle ) 3D-
L] Ausrichtung der Rekonstrukion
( ) Einzelpartikel
Erstellen des
Bildstapels i\
\_ J
e = N
Filtern
Startmodell :|,> Erstellen der
Referenzen

- J

Abb. 14.: Arbeitsschritte der 3D-Elektronenmikroskopie.

3.14. Auflésungsbestimmung

Um die Auflosung der Rekonstruktion zu bestimmen, zur Beurteilung des Rekon-
struktionsfortschritts als auch zur Beschreibung des endgiiltigen Modells, wird
die Korrelation verschiedener Raumfrequenzen berechnet. Hierzu wird der Da-
tensatz zufillig in zwei Halften geteilt und aus jedem Teil eine eigene Rekon-
struktion berechnet. Im Fourierraum wird der Kreuzkorrelationskoeffizient zwi-
schen den Schalen der beiden Rekonstruktionen berechnet (van Heel and Schatz,
2005). Im Fourierraum beschreiben die Schalen Raum-Frequenzen und stehen
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daher fiir verschiedene Auflosungsbereiche. Zur Auswertung werden die Fourier-
Schalen-Korrelationen in einem Graphen gegen die Auflosung der entspre-
chenden Schale aufgetragen und der Wert bei y = 0,5 bzw. y = 0,143 abgelesen.
Der Schwellenwert von 0,5 ist ein restriktives Kriterium, welches unabhangig von
der Art der Berechnung der Rekonstruktion ist (Rosenthal and Henderson, 2003)).
Wurde wihrend der Berechnung ein overfitting verhindert, ist das 0,143 Kriterium
ein gutes Mal? fiir die Auflosung der Rekonstruktion (Scheres and Chen, [2012)

3.15. Erstellen des Startmodells mit Sparx

Wie beschrieben wird fiir die iterative Verbesserung ein Startmodell benotigt von
dem aus die Projektionen fiir den ersten Verbesserungszyklus gewonnen werden.
Als Startmodell fiir die Kryo-Aufnahmen wurde eine 3D-Rekonstruktion aus einem
negativ kontrastierter Datensatz des BgAChBP1 in BisTris-Puffer angefertigt. Die
Verfeinerung der 3D-Rekonstruktion wurde mit dem Modul sxali3d.py aus dem
Programmpaket Sparx (Hohn et al., 2007) ausgefiihrt. Nach jeder Iteration wur-
de automatisch die Userfunction aufgerufen, die vom jeweiligen Benutzer indivi-
duell programmiert werden kann. Diese Funktion, die Sparx zu Verfiigung stellt,
hat den Vorteil, dass fiir jedes Projekt ein an das Problem angepasstes Skript er-
stellt werden kann. Die Skriptsprache ist fiir die Userfunction ist Python. In dieser
Arbeit wurde die Userfunction dazu verwendet, die 3D-Rekonstruktion vor dem Er-
stellen der Riickprojektion auf die berechnete Auflosung zu filtern (ref_ali3d)
um so ein Overfitting zu verhindern.

3.16. 3D-Rekonstruktion mit FREALIGN

Zur iterativen Verbesserung der Kryo-3D-Rekonstruktionen wurde in dieser Ar-
beit hauptsachlich die frei erhéltliche Software FREALIGN (Grigorieff, 2007) ver-
wendet. Das Programm konzentriert sich ausschliel8lich auf die Verbesserung von
bereits bestehenden Startmodellen. In dieser Arbeit wurde die 3D-Rekonstruk-
tion des negativ kontrastierten Datensatzes (Abschnitt als Startrekonstruk-
tion verwendet. Die hier verwendeten Version FREALIGN_v9.08 wird iiber ein
Skript bedient, welches vom Anwender auf das jeweilige Problem angepasst wer-
den kann. FREALIGN wurde in dieser Arbeit als Software fiir das Refinement der
3D-Rekonstruktion benutzt.
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3. Strukturaufkldrung

Aufgrund des schlechten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis ist es fiir das menschliche
Auge oftmals unmoglich zwischen einem fehlerhaften und einem intakten Prote-
inmolekiil auf den Aufnahmen zu unterscheiden. Des Weiteren konnen z. B. Kon-
tamination im Eis féalschlicherweise als Protein selektiert worden sein. Diese Fak-
toren begrenzen bei der 3D-Rekonstruktion die Auflosung. Des Weiteren konnen
Proteine in ein und demselben Datensatz in unterschiedlichen Konformationen
vorliegen, wie z.B in verschiedenen Konformationen (Moeller et al., |2015; |Gao
et al., 2004). Darum empfiehlt es sich vor dem eigentlichen Refinement den Da-
tensatz zu reinigen.

Der Aufreinigungsschritt wurde in dieser Arbeit mit FREALIGN ausgefithrt. Wie
schon in Abschnitt beschrieben, werden beim Refinement die Orientierung
der Einzelpartikel anhand der Projektionen der Rekonstruktion bestimmt. Wie gut
dabei der Partikel mit der Referenz {ibereinstimmt, wird iiber den phase residual-
Wert ausgedriickt, welche FREALIGN, neben anderen Parametern, nach jeder Ite-
ration in einer Datei ausgibt. Das Skript parfile.py von Herrn . - -
berechnet die Normalverteilung dieser Werte und erlaubt die Ausgabe einer Liste
mit Bildnummern, deren phase residual-Wert weiter als noc vom Mittelwert ab-
weicht. Diese Bilder konnen anschlief3end aus dem Datensatz exkludiert werden.
Das no kann hierbei vom Benutzer frei gewéhlt werden. Fiir die Rekonstruktion
des BgAChBP1 in BisTris-Puffer wurden Werte zwischen n = 1 bis n = 3 gewahlt.

3.17. Flexibles Fitten mit Coot

Um die 3D-Struktur eines Proteins umfassend interpretieren zu konnen, ist die
Lage der Aminosauren entscheidend. In den meisten Féllen ist die Auflosung der
mittels 3D-EM berechneten Struktur nicht hoch genug um die Lage der Aminosau-
ren und deren Seitenketten de novo zu bestimmen. Die Entwicklung der letzten
Jahre hat jedoch zu immer mehr Strukturen gefiihrt, deren atomarer Aufbau so
bestimmt werden konnte (Ludtke et al., |2008). Gibt die erreichte Auflosung ein
de novo Modellieren nicht her, aber lassen sich jedoch Details, wie die Seitenket-
ten der grofderen Aminosauren erkennen, ist es moglich ein Homologiemodell als
Grundlage zu nehmen und dieses flexibel in die 3D-Rekonstruktion einzupassen.

In dieser Arbeit wurde fiir das flexible Einpassen der Aminosduren das Programm
Coot (Emsley et al.,|2010) verwendet. Diese Software besitzt eine grafische Ober-
fliche, in dem samtliche Arbeitsschritte ausgefiihrt wurden. Fiir das Einpassen
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des Homologiemodells in die Dichtekarte wurden verschiedene Module aus dem
Reiter ,,Model/Fit/Refine” verwendet. Insbesondere wurde hier das real-space refi-
ne-Modul eingesetzt, welches das atomare Modell im Rahmen der erlaubten Geo-
metrie an der Dichtekarte ausrichtet. Dabei wurden als Qualitdtskontrolle ver-
schiedene Module zur Validierung der Software herangezogen. Es wurde darauf
geachtet moglichst viele Fehler im Ramachandran Plot, in der Geometrie und bei
den Rotameren zu eliminieren. Diese Module besitzen alle eine graphische Ober-
fliche mit einem Farbcode. Der Fehler fiir jede einzelne Aminosdure wird in Rot
angezeigt und sollte wahrend des Refinements in den fehlerfreien, griinen Bereich

verschoben werden.

4. Ligandenbindung

Die Ligandenbindung spielt eine entscheidende Rolle in allen Bereichen der Bio-
logie. Ohne die spezifische Bindung von Substraten oder Co-Faktoren an biologi-
sche Makromolekiile wére kein Leben moglich. Diese Reaktionen zu verstehen und
zu beschreiben steht seit jeher im Interesse von Biologen und Chemikern. Reale
Daten zu Bindungsaffinitdten, Bindungskonstanten und weiteren Parametern kon-
nen iiber verschiedenste Messverfahren gewonnen werden. Uber Fluoreszenzmes-
sungen konnen z.B. die Bindungskonstante und die Stochiometrie (Thordarson,
2011) ermittelt werden. Dank der enormen Entwicklung von Rechenleistung und
Speicherkapazitidten riicken auch bioinformatische Betrachtungen immer mehr in
den Fokus. Aufgrund der heutigen Moglichkeiten konnen chemische Reaktionen
in silico simuliert werden. Diese Simulationen erweitern das Versténdnis iiber Bio-
molekiile und konnen herangezogen werden um Voraussagen iiber das zu un-
tersuchende System zu machen. Je nach Fragestellung konnen hier verschiedene
Ansétze mit spezifischen Algorithmen herangezogen werden.

4.1. Trp-Fluoreszenz

Unter den Biopolymeren besitzen Proteine eine einzigartige intrinsische Fluores-
zenz. Die drei aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin
sind die verantwortlichen Fluorophore. Wobei Tryptophan (Trp,W) hier das stérk-
ste Signal emittiert (Lakowicz, 2006a). Das Absorptions- bzw. Emissionsspektrum
dieser Aminosadure wird in Abbildung|15|gezeigt. Der Wellenldngenbereich, in dem
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Abb. 15.: Absorptions- und Emissionsspektrum von Tryptophan in H,O. Das Ab-
sorptionsspektrum (blau) zeigt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge
von 280 nm. Das Maximum des Fluoreszenzspektrum (rot) liegt hier bei 355 nm.

eine Fluoreszenz emittiert wird, erstreckt sich von ca. 308 nm bis ca. 355 nm. In
zahlreichen Publikationen wurden durch diese intrinsische Fluoreszenz Proteine
charakterisiert. Es werden dort z.B die Anderung der Fluoreszenzintensitit, der
Lage der Maxima oder die Form der Kurve untersucht (Vivian and Callis, 2001).

Aufgrund dieser Eigenschaften ist es moglich Konformationsdnderungen, Assemb-
lierungen oder Ligandenbindung spektroskopisch zu untersuchen. Hier kann sich
zu Nutze gemacht werden, dass die Fluoreszenz des Tryptophans stark von der
lokalen Umgebung beeinflusst wird. Die Bindung eines Liganden kann die chemi-
sche Umgebung des Tryptophans verdndern und so zu einer Anderung der Inten-
sitit der Fluoreszenz fiihren (Vivian and Callis, 2001)). Des Weiteren dndert sich
auch die emittierte Wellenldnge je nach Polaritit der Umgebung. So wird ein bar-
thochromer Effekt beobachtet, wenn das Indol-Ringsystem in polarerer Umgebung
vorliegt, da der angeregte Zustand stabilisiert werden kann (Lakowicz, 2006b)). Ist
die Umgebung zunehmend apolar kann hingegen eine hypsochrome Verschiebung
gemessen werden. Diese Effekte sind auch bei einer Bindung von Liganden gezeigt
worden (Vivian and Callis, 2001). Hier spielt die rdumliche Ausrichtung einer La-
dung zum Indol des Tryptophans eine Rolle. Befindet sich eine positive Ladung in
der Nahe zu dem Benzolring bzw. eine negative Ladung in der Ndhe des Pyrrols,
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wird der angeregte Zustand stabilisiert, was zu einer Verschiebung der Fluores-
zenz hin zu ldngeren Wellenldngen zur Folge hat (Vivian and Callis, [2001)).

So kann zur Untersuchung der Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes, die An-
derung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz in Abhingigkeit der Liganden-
konzentration gemessen werden.

Bevor die Trp-Fluoreszenz jedoch zur Bestimmung der Ligandenbindung einge-
setzt werden kann, miissen Effekte ausgeschlossen werden, die einen Einfluss auf
die gemessenen Fluoreszenz haben, ohne jedoch von einer Interaktion mit dem
Protein zu stammen. Hier ist besonders der inner-filter-Effekt zu nennen (van de
Weert, 2010). Dieser Effekt tritt auf, wenn eine Komponente des Systems (in
diesem Fall der Ligand) eine Absorption bei der Anregungswellenldnge oder der
emittierten Wellenldnge des Proteins aufweist. So wird eine Absenkung des Fluo-
reszenzsignals in Abhéngigkeit der Ligandenkonzentration gemessen, die jedoch
nicht auf eine tatsachliche Wechselwirkung mit dem Protein zuriick zu fiihren ist.
Um sicherzugehen, dass die gemessene Anderung des Fluoreszenzsignals durch ei-
ne Interaktion des Liganden mit dem Protein induziert wird, wurden die Liganden
Acetylcholin und Nikotin zunéchst gegen Tryptophan titriert. Alle hier gemesse-
nen Signaldnderungen konnen auf oben genannte Effekte zuriickgefiihrt werden,
da keine Wechselwirkung zwischen Nikotin bzw. Acetylcholin und Tryptophan an-
zunehmen ist.

Die Fluoreszenzmessungen wurden am Institut fiir Biophysik (Johannes Gutenberg-
Universitdt, Mainz) in der Arbeitsgruppe von unter Mithil-
fe von Prof. Dr. Nadja Hellmann durchgefiihrt. Hierzu wurde das Gerat F-4500
Fluorescence Spectrophotometer der Firma Hitachi High-Technologies Corporati-

on (Tokio, Japan) verwendet.

Es wurde eine 10 pmol/1 Tryptophan-Losung vorgelegt und mit dem entsprechen-
den Liganden titriert. Zu Beginn und nach den einzelnen Titrationsschritten wur-
de die Fluoreszenz fiir 60 s bei einer Wellenldnge von 340 nm gemessen. Angeregt
wurde die Probe dabei bei einer Wellenldnge von 280 nm. Die Messewerte der In-
tensitat fiir jede Messung wurden gemittelt um den Verdiinnungsfaktor, der durch
die Titration des Liganden entstanden ist, korrigiert.

Intensitdt gemegsen) (3)

Verdiinnungs faktor

Intensitat orrigierr) =
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Fiir eine Vergleichbarkeit zwischen den Messungen wurden die Mittelwerte nach
folgender Formel normiert.

. f
Intensitdt (prm) = o 4
Wobei [f] der Intensitdt des Messwertes entspricht und [fo| der Intensitét der reinen
Proteinprobe. Ist hier keine Signaldnderung detektierbar, kann eine Anderung der
Signalintensitit bei der Titration des Proteins auf eine Wechselwirkung zwischen

Protein und Ligand zuriickgefiihrt werden.

Fiir die Messung der Bindungseigenschaften wurden 100 p/1 Protein vorgelegt. Ge-
messen wurden hier BgAChBP1, BgAChBP1-F92Y und BgAChBP2-C71F. Die Kon-
zentration der Proteinlosung lag dabei um die 3 pmol/1 und wurde mit dem Nan-
odrop ND-1000 (Erlangen) vor jeder Messung genau bestimmt. Zu der Losung
wurden anschlieend die Liganden titriert und nach jedem Schritt ein time scan
durchgefiihrt. Hierzu wurde die Extinktion bei der konstanten Wellenldnge von
340 nm fiir 60 s gemessen. Die Anregungswellenldnge lag bei 280 nm. Eine solche
Messung ist exemplarisch in 16| abgebildet. Zur Auswertung wurden die Mittel-
werte der Intensitdt gegen die jeweilige Liganden Konzentration aufgetragen. Des
Weiteren wurden Spektren der Titrationsschritte aufgenommen um eine Verschie-
bung der Kurvenmaxima zu untersuchen. Dabei wurde die Intensitédt der Extinkti-
on zwischen 300 nm - 450 nm gemessen (Abb. [17). Auf diese Weise wurden folgen-
de Liganden gemessen: Nikotin, BisTris, GABA, Glycin.

Um verschiedene Messungen vergleichen zu konnen, mussten die Mittelwerte nor-
miert werden. Dazu wurde folgende Formel verwendet:

f 'f max
f 0 'f max

(5)

Intensitdt (nopm) =

Um die Dissoziationskonstante und die Stochiometrie zu berechnen, wird durch
die Messpunkte eine Ausgleichskurve (Gleichung (6))) gelegt.

(n* PotLo+Kp) \/ (- AtLo+Kn) ) p g

() = fnax-df - 2 ! (6)

P
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Abb. 16.: Beispiel fiir einen Time Scan. (a) Messung des Fluoreszenzsignals {iber
einen Zeitraum von 60 s. Die Intensitit der Fluoreszenz ist abhéngig von der zuge-
setzten Ligandenkonzentration; (b) Auftragung der Mittelwerte des Fluoreszenz-
signals gegen die Konzentration des Liganden. Die Intensitét des Signals sinkt, bis
eine Sattigung erreicht ist.

So ist es moglich aus der gemessenen Fluoreszenz (f), die Abhingig ist von der
Konzentration des Liganden (Lg)), die Dissoziationskonstante (Kp) und die Sto-
chiometrie (n) zu berechnen. Des Weiteren gehen die Konzentration des Proteins
(Pg), die maximale Fluoreszenz und die Amplitude (df) ein.

Der Ligand Acetylcholin wurde indirekt bestimmt. Hierzu wurde die Proteinlosung
zunédchst mit 5 p/1 Nikotin versetzt. Anschlie@end wird mit Acetylcholin titriert
und die Intensitidt bei Wellenldngen zwischen 300 nm 450 nm gemessen. Die Anre-
gungswellen lag auch hier bei 280 nm. Die Regressionskurve wird durch folgende
Gleichung beschrieben:

f(x) :fmax-df'(0,5~n'Po+L6+k)-\/0,25~(n-P0+L(I)+k)2-n-P0~L(1) (7

wobei fiir k gilt:
LII

—xl.

) ()
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Abb. 17.: Das intrinsische Fluoreszenzsignal des Proteins dndert sich in Abhédngig-
keit des zugegebenen Liganden, bis es in eine Sattigungsbereich lauft.

L" und K} stehen hier fiir die Konzentration und die Dissoziationskonstante des
Nikotins der hier als erster Ligand zum Protein (P)) gegeben wird. Der zweite
Ligand, in diesem Fall das Acetylcholin, ist mit L/ fiir die Konzentration und K4
fiir die gesuchte Dissoziationskonstante notiert.

4.2. Protein-Ligand-Docking

Das Protein-Ligand-Docking ist eine in silico-Methode um die Position eines Li-
ganden in einer Bindungstasche eines Proteins zu simulieren. Ublicherweise ist
die Struktur des Rezeptormolekiils (Protein) bekannt. In dieser Arbeit diente das
flexibel eingepasste Homologiemodell (Kapitel[3.17) als Protein. Die Struktur wur-
de anhand der 3D Dichtekarte modelliert, dessen Auflosung keine Informationen
iiber den Protonierungszustand der titrierbaren Aminosduren geben kann. Das
Programm ,,H+ +* E] ist ein freier open-source Webserver, der automatisch den
Protonierungzustand des Systems aufgrund des angegeben pH-Werts berechnet
und die fehlenden Protonen in der Strukturdatei ergdnzt (Anandakrishnan et al.,
2012; |Gordon et al., [2005). Als pH-Wert wurde hier 7,5 angegeben, entsprechend

3http://biophysics.cs.vt.edu/
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Abb. 18.: Lage der Box innerhalb des Dimers. Die Box wurde ins Zentrum der
Bindungstasche gelegt. Innerhalb dieses Bereiches wurde das Docking ausgefiihrt.

des pH-Werts der Probe fiir die Trp-Fluoreszenzmessungen. Als Liganden wurden
Nikotin, Acetylcholin, BisTris und GABA simuliert. Diese Molekiile wurde in vitro
mittels Trp-Fluoreszenz gemessen. Die Koordinatendateien der Molekiile wurden
aus der Webdatenbank , ZINC* E| geladen. Die fehlenden Wasserstoffe wurden den
Liganden mit dem Modul ,,Add Hydrogens“ der Software Chimera hinzugefiigt.
Das Protein-Ligand-Docking wurde anschlief3end mit den zwei Softwarepaketen
Autodock4 (Morris and Huey, 2009) und Autodock Vina (Trott and Olson,
2010) durchgefiihrt. Zundchst wurde untersucht, ob sich die Programme dafiir
eignen ein System wie das des BgAChBP zu berechnen. Hierzu wurde das bekann-
te System LsAChBP mit Nikotin (PDB-ID: 1UW6) als Modell verwendet. Hier ist
die Kristallstruktur inkl. Lage des Liganden bekannt. Die Situation im Molekiil soll
mit beiden Programmen rekonstruiert werden. Hierzu wurde der Ligand zunéchst
mit Chimera aus der Proteinstruktur entfernt. Anschliel3end wurden die beiden
Komponenten wie das Modell des BgAChBP mit den genannten Liganden behan-
delt.

Um die pdb-Strukturen fiir das Protein-Ligand-Docking vorzubereiten und an-
schliefend zu berechnen wurde ein Python Skript (vgl. Anhang) ausgefiihrt.
Im ersten Schritt wurde zundchst der Bereich definiert, der wahrend des Dockings
betrachtet werden sollte. Hierzu wurde in den Bereich der Bindungstasche eine
Box mit einer Kantenldnge von 24 nm eingesetzt. Der Mittelpunkt der Box soll-
te dabei moglichst im Zentrum der Bindungstasche zu liegen kommen. Um diese
Koordinaten zu erhalten, wurde die Mitte auf der gedachten Linie zwischen den

“http://zinc.docking.org/

42



4. Ligandenbindung

Aminosduren C188 im Loop C und D103 auf der gegeniiberliegenden Seite der Ta-
sche als Koordinaten eingesetzt. In Abb. [18|sind die Lage und die Ausmal3e dieser
Box visualisiert.

Wahrend des Dockings wurde der Ligand zufallig an einer Stelle in dieser Box plat-
ziert und solange in der Box verschoben, bis ein Energieminimum gefunden wur-
de. Dieser Prozess wurde 256 mal pro Docking-Vorgang wiederholt. Jedes Docking
erhielt somit 256 Ergebnisse.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden in Cluster zusammengefasst. Strukturen die
einen RMSD = 1,0nm (Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (root
mean square deviation) (RMSD)) aufwiesen wurden hierbei in einem Cluster zu-
sammengefasst. Als Ergebnis fiir ein Docking wurde der Cluster mit den meisten
Mitgliedern betrachtet.
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1. 3D-Elektronenmikroskopie des Dodekaeders

1.1. Rekombinante Expression des BgAChBP1

Fiir die praktischen Versuche, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wur-
den, musste eine ausreichende Menge Protein vorhanden sein. Hierzu wurde das
BgAChBP1 nach dem Protokoll, welches in den Arbeiten von Frau . -
- und Frau Dr. Kristiane Rusitzka beschrieben wurde, rekombinant expri-
miert (Abb. [19). Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Proteinprobe zeigen
sowohl Pentamere als auch Dodekaeder.

1.2. Gelfiltrations-Chromatographie

Nach dem zur Abspaltung des His-Tag erforderlichen [TEV}Verdau lagen in der Pro-
be neben dem BgAChBP1 noch die [TEV}Protease und der His-Tag vor. Um Do-
dekaeder von den Pentameren und der [TEVIProtease abzutrennen, wurde eine
Gelfiltrations-Chromatographie durchgefiihrt (Abb. [20). Es wurden drei getrenn-
te Gipfel erhalten. Abb. 20| zeigt EM-Aufnahmen des ersten und zweiten Gipfels.
Im ersten Gipfel (I) lag das Protein als Dodekaeder vor (Abb. (b)). Der zwei-
te Gipfel (II) enthielt Pentamere (Abb. (c)). Im dritten Gipfel waren elektro-
nenmikroskopisch keine Proteinstrukturen zu erkennen, obwohl das UV-Spektrum
proteintypisch war. Es diirfte sich hierbei um Monomere des BgAChBP1 (25 kDa)
oder die TEV-Protease (25 kDa) handeln.

1.3. Thermofluor-Methode zur Optimierung des Puffers

Die Stabilitdt des rekombinanten [BgAChBP1|in verschiedenen Puffern wurde von
Dr. Ashwin Chari am in Gottingen mit der Thermofluor-Methode untersucht.
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Abb. 19.: Elektronenmikroskopie des rekombinanten BgAChBP1. Die Probe wurde
fiir die Aufnahme negativ kontrastiert. Es sind pentamere und dodekaedrische
Strukturen sichtbar.
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Chromatographie. (a) Elutionsprofil des BgAChBP1(b) EM-Aufnahmen des Gip-
fel 1. Hier lag das Protein als Dodekaeder vor. (c) EM-Aufnahme des Gipfel II. Das

Protein lag hier als Pentamer vor.
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Abb. 21.: Fluoreszenzspektrum des Farbstoffs SYPRO Orange im Thermofluor-
assay. Mit zunehmender Temperatur denaturiert das BgAChBP1 und bindet das
SYPRO Orange, welches durch diese Wechselwirkung ein Fluoreszenzsignal aus-
sendet. Je weiter der Wendepunkt der Kurve nach rechts verschoben ist, desto sta-
biler ist das Protein im jeweiligen Puffer. Als Referenz diente hier der [TristPuffer,
pH7,5.

Die Methode wurde wie in Kapitel [BR.2| [Thermofluor zur Validierung geeigneter|
IPufferbedingungen| auf Seite [16| beschrieben ausgefiihrt. Eine vollstdndige Liste
aller Puffersubstanzen, Additive und pH-Bedingungen finden sich im Anhang. In
Abb. sind iibersichtshalber nur die Bedingungen aufgetragen, die den stabili-
sierendsten Effekt auf das |BgAChBP1| ausiibten. Die Stabilisierung ist durch eine

Verschiebung der Schmelztemperatur (T,,) hin zu hoheren Temperaturen zu er-
kennen.

In Tabelle [1|sind die Schmelztemperaturen des BgAChBP1 bei verschiedenen Puf-
ferbedingungen aufgelistet. Es ist zu erkennen, dass BisTrisl in fast allen Puffern
vorliegt, die das BgAChBP1 stabilisieren. Aufgrund dieser Daten wurde fiir die
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Tab. 1.: Schmelztemperaturen (T,,) des BgAChBP1 bei verschiedenen Pufferbe-
dingungen (Thermofluor).

T,, (°C) Puffersubstanz pH
73 Tris (Referenz) 7,5
75 BisTris 6,0
76 BisTris 6,2
76 BisTris 7,0
76 Imidazol 6,2
77 BisTris 6,6
77 BisTris 7,2

Rekonstruktion des Dodekaeders als Probenpuffer ein 100 mmol/L BisTris-Puffer
(pH = 6,5) gewahlt.

1.4. Stabilisierung der Dodekaeder mit der GraFix-Methode

Mittels der am in Gottingen entwickelten GraFix-Methode (Kastner et al.,
2008)) sollte die Struktur des Dodekaeders stabilisiert und weiter aufgereinigt wer-
den. Die Fixierung wurde wie in Kapitel [BR.3.2,JGraFix{“ auf Seite [19|beschrieben
von Dr. Ashwin Chari durchgefiihrt. Nach der Fixierung wurden die Aliquots der

erhaltenen Fraktionen des Dichtegradienten auf eine Nitrocellulosemembran auf-
getragen und mit Amidoblack gefarbt. Wie in Abb. zu sehen, konnte in den
Fraktionen 18 - 22 Protein nachgewiesen werden. Fiir die Strukturaufklarung am
Elektronenmikroskop (EM]) wurden die Fraktionen 18 und 19 verwendet, da hier
scheinbar die hochste Konzentration an Protein vorlag.

18 19 20

Abb. 22.: Die verschiedenen Fraktionen aus dem Dichtegradienten nach der
GraFix-Fixierung wurden auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen und mit
Amidoblack behandelt. In den Fraktionen 18-22 zeigte die Firbung Protein an.
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1. 3D-Elektronenmikroskopie des Dodekaeders

Abb. 23.: Elektronenmikroskopische Aufnahme des negativ kontrastierten
BgAChBP1 in BisTris-Puffer. Partikel die automatisch selektiert wurden, sind mit
roten Kreisen markiert.

1.5. Negativkontrastierung des BgAChBP1 in BisTris-Puffer

Als Startmodell fiir die hochauflésende [3DFRekonstruktion des Dodekaeders wur-
de eine niedrig aufgeloste BDFRekonstruktion aus [EMI-Bildern erstellt, die von ei-
ner negativ kontrastierten Probe stammten. Der Datensatz wurde von - .
- - am in Gottingen aufgenommen. Das 