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A. Einleitung

1. Respiratorische Proteine

Die meisten Organismen sind aerob und benétigen fir ihren Energiestoffwechsel
eine standige Zufuhr an molekularem Sauerstoff (O,), der in der Atmungskette als
finaler Elektronenakzeptor dient (Lindahl, 2008). Bei vielen Tieren wird der Sauerstoff
von den respiratorischen Oberflichen Kieme, Lunge oder Haut Uber ein
Kreislaufsystem zu den einzelnen Kérpergeweben transportiert. Da sich in Wasser
physikalisch vergleichsweise wenig Sauerstoff 16st, wird die Sauerstoff-
transportkapazitat des Blutes bzw. der Hdmolymphe bei vielen Tieren durch ein
respiratorisches Protein ("Sauerstofftransportprotein”) signifikant erhéht. Im Verlauf
der Evolution haben sich drei grundlegend verschiedene respiratorische Proteine
entwickelt: das Eisen-Porphyrin-haltige H&dmoglobin, das eisenhaltige Hamerythrin
und das kupferhaltige Hamocyanin (Vinogradov, 1985). Hamocyanin geht
stammesgeschichtlich auf das O,-bindende Enzym Tyrosinase zurlick und kommt
bei Arthropoden und Mollusken vor (van Holde & Miller 1995; Markl, 2013).

Das aktive Zentrum ist bei beiden gleich: zwei Kupferionen werden von sechs
Histidinen komplex gebunden (Abb. A.1).

m@f

Abb. A.1: Das aktive Zentrum des Hamocyanins. Die beiden Kupferionen (orange) werden von
sechs Histidinresten (griin) koordiniert. Die Bindung des Sauerstoffs (rot) erfolgt zwischen den
beiden Kupferionen in "side on" Koordination (Magnus et al., 1994; Cuff et al., 1998).




A. Einleitung

Zudem sind Mollusken- und Arthropodenh&mocyanine extrazelluldre Proteine, die
jeweils sehr groB und aus vielen Untereinheiten zusammengesetzt sind. Doch in den
meisten Strukturdetails unterscheiden sich beide so stark, dass sie wahrscheinlich
konvergent aus Tyrosinasen entstanden sind (Markl & Decker, 1992; van Holde &
Miller, 2001; Markl, 2013).

In dieser Arbeit habe ich mich ausschlieBlich mit dem Arthropodenhdmocyanin
beschaftigt.

2. Die Untereinheit des Arthropoden-Hamocyanins

Das Hamocyanin der Arthropoden basiert auf einer Untereinheit mit einer
Molekilmasse von 75 kDa (ca. 650 Aminosauren) und besteht aus drei strukturellen
Doménen (Abb. A.2): die N-terminale Doméane #1 besteht aus ca. 160-185
Aminosauren und enthalt einen hohen Anteil von a-Helices. Doméane #2 besitzt eine
hochkonservierte Sequenz mit knapp 230 Aminosduren und bildet das aktive
Zentrum mit der Sauerstoffbindungsstelle. Die C-terminale Doméne #3 besteht aus
knapp 260 Amiosauren, die sieben antiparallele B-Strange aufbauen (Volbeda & Hol,
1989, Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994). Die Doménen #1 und #3 umgeben
Domane #2 und scheinen so das aktive Zentrum zu stabilisieren.

Abb. A.2: Die drei sturkturellen Domé&nen der Untereinheit des Arthropoden-H&mocyanins
(pdb: 1NOL) (Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994). Doméane #1 (gelb) und Domaéane #3 (rot) liegen
um das aktive Zentrum (Histidine grin eingeférbt, Sauerstoff rot, Kupferionen orange) zur
Sauerstoffbindung von Doméne #2 (blau) und stabilisieren es.




Die Quartéarstruktur des Arthropoden-Hamocyanins

Es sind mittlerweile zahlreiche Sequenzen verfigbar, die zeigen, dass viele
Strukturelemente des Hamocyanins bei den verschiedenen Arthropodengruppen
hoch konserviert sind (Burmester, 2001 und 2002; Scherbaum etal., 2010;
Marxen et al., 2013)

3. Die Quartarstruktur des Arthropoden-Hamocyanins

3.1 Das universelle Hexamer (1x6-mer)

Das Hexamer (1x6-mer) besitzt eine D3-Symmetrie und setzt sich aus zwei Trimeren
zusammen, die Ubereinander liegen und aufgrund der Symmetrie um 60°
gegeneinander verdreht sind (Abb .A.3 A/B) (Volbeda & Hol; 1989).

- 1@3\\

o S @

Abb. A.3: (A) Aufsicht und (B) Seitenansicht der Kristallstruktur des 1x6-mers von P. interruptus
(pdb: 1HCY; Volbeda & Hol., 1989).

3.2 Oligo-Hexamere (nx6-mer)

Bei einigen Arten liegt das Hexamer (1x6-mer) vereinzelt in der Hamolymphe vor,
wie zum Beispiel die Languste P. interruptus (Abb. A.3 und A.4) (Volbeda & Hol
1989). Bei anderen Arten allerdings treten zwei Hexamere in Kontakt und bilden so
ein 2x6-mer aus, wie es die Jagdspinne C. salei besitzt (Abb. A.4 C) (Markl, 1980).
Das 4x6-mer der Vogelspinne E. californicum setzt sich aus zwei antiparallel

3
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angeordneten 2x6-meren zusammen (Abb. A.4 E) (Markl et al., 1981; Markl et al.,
1982; Markl & Decker, 1992). Das 8x6-mer von L. polyphemus (Abb. A.4 G)
wiederum setzt sich aus zwei identischen 4x6-meren zusammen, die gegeneinander
verdreht sind (Martin et al., 2007).

Einen besonderen Einfluss auf den Aufbau der Oligohexamere haben die
unterschiedlichen Untereinheiten-Typen. Je nachdem welche Untereinheitentypen
eine Spezies besitzt, kdnnen sich strukturell unterschiedliche Oligohexamere bilden
(Markl, 1986; Markl & Decker, 1992). Es ist bekannt, dass bei den Crustaceen
hauptsachlich 1x6-mere und 2x6-mere auftreten, wahrend bei den Cheliceraten
meist groBere Oligohexamere auftreten (2x6-, 4x6-. 6x6-, 8x6-mere) (Markl, 1986;
Markl & Decker 1992).

Abbildung A.4 zeigt verschiedene Quartarstrukturen von Oligohexameren.

Abb. A.4: Darstellung der Quartarstrukturen von verschiedenen Oligomeren. A: Das 1x6-mer das in
einigen Crustaceen vorkommt (z.B. P. interruptus (Volbeda et al., 1989)). B: Das 2x6-Hamocyanin
vieler dekapoden Crustaceen (z.B. C. maenas (Arnold, 2012)). C: Das 2x6-Hamocyanin einiger
Arachniden (z.B. C. salei (Markl, 1980)). D: Das 4x6-Hamocyanin besitzen einige Garnelen (z.B.
C. californiensis (van Bruggen, 1983; Cavellec et al.,, 1990). E: Das 4x6-Hamocyanin, das bei
Cheliceraten auftritt (z.B. E. californicum (Markl et al., 1981; Markl et al.,, 1982)). F: Das 6x6-
Hamocyanin der Myriapoden (z.B. S. coleoptrata (Markl et al., 2009). G: Das 8x6-Hamocyanin der
Xiphosuren (z.B. L. polyphemus (Taveau et al., 1997; Martin et al., 2007)).
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4. Kooperatives Verhalten beim Arthropoden-Hamocyanin

Die Arthropodenhamocyanine zeigen ein komplexes allosterisches Verhalten
wahrend der Sauerstoffbindung. Sie besitzen eine relativ niedrige O,-Affinitat,
weisen daflr aber eine sehr hohe Kooperativitat auf (Loewe, 1978, Decker & Sterner
1990; van Holde & Miller 1995). Im Vergleich dazu weist eine einzelne Untereinheit
genau gegensatzliche Eigenschaften auf. Sie ist nicht kooperativ und hat eine hohe
O,-Affinitat. Dies zeigt, dass Oligohexamere als Gesamtsystem zusammenarbeiten
und so andere Eigenschaften aufweisen als die einzelnen Untereinheiten
(Decker et al., 1979; Markl et al., 1981b; Markl, 1986). Die Kooperativitat steigt mit
der Komplexitat des Oligomers (Savel-Niemann et al., 1988).

Dieser Sauerstoffbindungsprozess lasst sich durch eine Erweiterung des
klassischen "MWC"-Models (Monod et al.,, 1965), dem "nested-MWC"-Model
(Decker et al., 1986, 1988; Molon et al., 2000).

Man geht davon aus, dass die O,-Bindungseigenschaften von oligomeren
Hamocyaninen durch strukturelle Anderungen zwischen den verschiedenen
Untereinheiten erreicht werden (Markl & Decker, 1992).

5. Das 8x6-Hamocyanin des Pfeilschwanzes Limulus
polyphemus

Das Hamocyanin des zu den Chelicaeraten gehérenden Pfeilschwanzes Limulus
polyphemus (LpH) bildet sich aus zwei identischen 4x6-meren, die strukturell dem
Hamocyanin der Arachniden sehr dhnlich sind (Abb. A.5 A) (Markl & Decker, 1992).
Das 4x6-mer setzt sich wiederum aus zwei identischen 2x6-meren zusammen, die
antiparallel und leicht verdreht beieinander liegen (Abb. A.5 B). Das 2x6mer besteht
aus leicht verschiedenen 1x6-meren (Abb. A.5 C). Aufgrund der D2-Symmetrie ist
das sich viermal wiederholende 2x6-mer die Grundeinheit der Quartarstruktur von
L. polyphemus (Bijiholt et al., 1979; Lamy et al., 1982; Lamy et al., 1983;
van Heel et al., 1994; Taveau et al., 1997; Martin et al., 2007). Insgesamt sind acht
1x6-mere im 8x6-mer von L. polyphemus vorhanden, die Uber 11 verschiedene
Kontaktstellen (Interfaces) miteinander verbunden sind (Martin et al., 2007). Die
einzelnen Hexamere werden aus sieben verschiedenen Untereinheitentypen gebildet
und traditionell mit I, Il, IlIA, llIB, IV, V, VI bezeichnet (Brenowitz et al., 1981; Lamy et
al., 1983). Jede dieser Untereinheiten spielt eine spezifische Rolle bei der
Assemblierung des Gesamtproteins (Lamy et al., 1983; Markl et al., 1982).
Die Stdchiometrie und Topologie der Untereinheiten (Abb. A.6 A/B) innerhalb des
8x6-mers sind bekannt (Lamy et al., 1983). Allerdings ist bei Untereinheit V und VI
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nicht klar, wer welche der beiden verfiigbaren Positionen besetzt. Von Untereinheit |
existiert noch eine als IIA bezeichnete Variante, die aber hier vernachléssigt wird, da
die Untereinheit | bzw. IIA beim Kontakt zwischen den acht Hexameren keine Rolle
spielt.

Abb. A.5: Ansicht auf das (A) 8x6-mer, (B) 4x6-mer und (C) 2x6-mer von LpH (Martin et al., 2007).
Die acht Hexamere sind unterschiedlich eingeférbt. A: Das 8x6-mer setzt sich aus zwei identischen
4x6-meren zusammen. B: Ansicht auf das 4x6-mer. Es besteht aus zwei identischen 2x6-meren die

antiparallel aneinander liegen. C: Das 2x6-mer setzt sich aus zwei leicht unterschiedlich aufgebauten
Hexameren (rot/griin) zusammen




Das 8x6-Hamocyanin des Pfeilschwanzes Limulus polyphemus

Abb. A.6: Ansicht auf die (A) Frontseite und (B) Rlickseite des 4x6-mers mit der bekannten Topologie
der Untereinheiten des 8x6-mers (Markl et al., 1981; Brenowitz et al., 1981; Lamy et al., 1981;
Lamy et al., 1983; Martin et al.,, 2007. Die Untereinheiten sind unterschiedlich eingeféarbt und
gekennzeichnet. Rot: Typ I; Orange: Typ IlI; Hellblau: Typ IlIA; Gelb: Typ llIB; Lila: Typ IV; Grau: Typ V;
Gran: Typ VL.

Charakteristisch flr das LpH ist das komplexe allosterische Verhalten bei der
Sauerstoffbindung, das sich durch eine hohe Kooperativitat (Hill-Koeffizient von 9)
und eine niedrige O,-Affinitat auszeichnet. Die hohe Kooperativitdt ergibt sich aus
den Interaktionen, die zwischen den Hexameren stattfinden (Markl et al., 1981;
Markl, 1986; Savell-Niemann et al., 1988; Markl & Decker, 1992).

Unsere Arbeitsgruppe publizierte 2007 eine 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers,
die nach heutigen Standards eine Auflésung von 12 A hatte (Abb. A.7 A/B). Dabei
wurden 11 verschiedene Kontaktstellen beschrieben, die eine molekulare
Verbindung zwischen den einzelnen Hexameren des 8x6-mers bewerkstelligen
(Martin et al., 2007). Um genauere Aussagen Uber diese Kontaktstellen treffen zu
kénnen, sollte eine neue hochaufgeldste 3D-Rekonstruktion des LpHs erstellt
werden. Hierzu wurden neue EM-Aufnahmen des LpHs von || G .
Frank Depoix am MPI fur Biophysik in Frankfurt a.M., in der Arbeitsgruppe von -
- ESE

Die daraus berechnete 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers wies eine Auflésung
von 10 A auf.

Mario Dejung berechnete mit Hilfe einer anderen Software (Sparx) aus diesem
Datensatz in seiner Doktorarbeit eine neue 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers,
die eine nominelle Auflésung von 7,1 A erreichte (Abb. A.8 A/B) (Dejung, 2014).
Diese weist deutlich mehr Details in der Quartarstruktur des LpHs auf.
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Abb. A.7: Die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers von L. polyphemus nach (A/B) Martin et al., 2007
(EMDB-1304) und (C/D) Dejung, 2014. Ansicht auf das oxy-8x6-mer entlang der (A/C) x-Achse und der
(B/D) z-Achse.

Im Rahmen meiner Doktorarbeit sollte ich nun eine 3D-Rekonstruktion des deoxy-
8x6-mers mit einer vergleichbaren Auflésung erstellen, um anschlieBend die beiden
Strukturen auf pseudoatomarer Ebene miteinander zu vergleichen.
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6. Das 4x6-Hamocyanin des Maulwurfkrebses Callinassa
truncata

Im Gegensatz zu den meisten Crustaceen ist das Hdmocyanin der Thalassinidea als
4x6-mer aufgebaut (Miller et al., 1977; van Holde & Miller, 1995; Taylor et al., 2000).
Der Aufbau des 4x6-meren Hamocyanins unterscheidet sich grundlegend von der
Struktur des 4x6-mers, das bei den Cheliceraten zu finden ist. Das Hdmocyanin der
Thallasinidea besteht aus vier Hexameren, die zusammen als Tetraeder assoziiert
sind (Abb. A.8 A) (Cavellec et al., 1990; Markl and Decker, 1992). Im Vergleich dazu
bestent das Halbmolekil von Limulus polyphemus bzw. das 4x6-mer der
Chelicaeraten aus zwei 2x6-meren, die antiparallel zueinander liegen und so eine
planar-quadratische Struktur ausbilden (Lamy et al., 1981; Taveau et al., 1997,
Martin et al., 2007) (Abb. A.8 B).

Weiterhin gibt es einen groBen Unterschied in der Anzahl der beteiligten
Untereinheitentypen. Das 4x6-mer der Cheliceraten setzt sich aus 7-8 Unter-
einheitentypen zusammen, wahrend fir das Hadmocyanin von Callianassa truncata
nur zwei unterschiedliche Untereinheitentypen bekannt sind (Markl, nicht publiziert).
Hierbei scheint der Untereinheit-Typ 2 eine essentielle Rolle bei der Assemblierung
der Hexamere zum funktionellen 4x6-mer zu spielen.

Abb. A.8: Ansicht auf das 4x6-mer von (A) C. truncata (Kihne und Markl, unpubliziert) und (B) das
Halbmolekiil (4x6-mer) von L. polyphemus (Martin et al., 2007). A: Im Zentrum des Proteins treten die
vier Hexamere in Kontakt (roter Kreis). B: Das 4x6-mer von L. polyphemus wird von zwei 2x6-meren
gebildet, die antiparallel zueinander liegen. Es sind drei Kontaktistellen (rote Kreise) vorhanden, von
denen zwei identisch sind.




A. Einleitung

Mit Hilfe der Kleinwinkel-Rontgenstreuung wurden fiur das 4x6-mer des
Maulwurfskrebses Upogebia pusilla mogliche Quartarstrukturen beschrieben. Die
dort favorisierte Quartarstruktur fir das 4x6-mer weist eine D2-Symmetrie auf
(Micetic et al., 2010). Eine in unserer Arbeitsgruppe von _
berechnete 3D-Rekonstruktion des 4x6-mers von C. truncata bestétigt die
D2-Symmetrie (Abb. A.8 A). Die erstellte 3D-Rekonstruktion entsprach jedoch einem
Modell fir das 4x6-mer, das flur die Quartarstruktur von U. pusilla als
unwahrscheinlich angenommen wurde.

Die 3D-Rekonstruktion zeigt, dass die vier Hexamere im Zentrum des Proteins
miteinander in Kontakt treten, und so die Quartarstruktur des nativen Hdmocyanins
von C. truncata ausbilden.

Es ist bisher nicht sicher, ob sich das 4x6-mer direkt aus vier Hexameren
zusammensetzt (Micetic et al., 2010) oder ob es sich aus zwei Halbmolekilen
(zweimal 2x6-mere) aufbaut (Cavellec et al., 1990; Taylor et al., 2000; Paoli et al.,
2007).

Aus welchen Halbmolekilen sich das 4x6-mer von C.truncata mdglicherweise
zusammensetzt, ist unbekannt. Hier ergeben sich drei mégliche Konformationen von
2x6-meren, die miteinander agieren kdnnten (Abb. A.9 A-C).

Abb. A.9: Mogliche Konstellationen von 2x6-meren, aus denen sich das native Hamocyanin (4x6-mer)
von C. truncata aufbauen kann. A: Das obere Hexamer sitzt verdreht auf dem unteren Hexamer.
Beide sind Uber eine Kontaktstelle miteinander verbunden. Diese Konformation &hnelt stark dem
2x6-mer von C. maenas B: Die beiden Hexamere liegen ibereinander, wobei das obere Hexamer um
ca. 20° nach oben gekippt ist. Eine dhnliche Konformation weist auch das 2x6-mer von L. oceanica
auf. C: Das obere Hexamer liegt verdreht und verschoben auf dem unteren Hexamer auf.
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Das 4x6-Hamocyanin des Maulwurfkrebses Callianassa truncata

Meine Aufgabe war nun, eine hochaufgeldéste 3D-Rekonstruktion des
4x6-Hamocyanins von Callianassa truncata zu berechnen. Mit dieser sollte es
moglich sein, eine préazise Aussage Uber die genaue Konformation der
Quartarstruktur des Hamocyanins zu treffen. Weiterhin sollten bei einer
entsprechend hohen Auflésung der 3D-Rekonstruktion die verschiedenen
intermolekularen Kontaktstellen zwischen den vier Hexameren auf pseudoatomarer
Ebene genauer beschrieben und analysiert werden.
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A. Einleitung

7. Das 2x6-Hamocyanin der Meeresassel Ligia oceanica

Ligia oceanica gehoért zu den Asseln (Isopoda). Eine erste 3D-Rekonstruktion des
Hamocyanins mit einer sehr niedrigen Auflésung sowie elektronenmikroskopische
Aufnahmen lassen darauf schlieBen, dass dieses 2x6-mer eine komplett andere
Grundarchitektur aufweist, als man sie vom 2x6-mer diverser Decapoden kennt
(Bijlholt & van Bruggen, 1986; Markl und Decker, 1992; Scherbaum et al., 2010). Die
Struktur dieses 2x6-mers dhnelt stark einem der drei Halbmolekiile (2x6-mere), in
die man das 4x6-mer von Callianassa truncata zerlegen kann (Abb. A.9 B, A. 10).

A

Abb. A.10: A: Eine simulierte 3D-Dichtekarte des 2x6-mers, aus dem sich eventuell das 4x6-mer von
Callianassa truncata zusammensetzt. B: Elektronenmikroskopische Aufnahme des 2x6-mers von
Ligia oceanica. Bei diversen 2x6-meren konnte man einen Spalt (rote Linien) zwischen den
2x6-meren erkennen, der groBe Ahnlichkeit zu dem Spalt der simulierten 3D-Rekonstruktion aufwies.

Es soll daher im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, eine hochaufgeldste
3D-Rekonstruktion des 2x6-Hamocyanins von Ligia oceanica zu erstellen, um zu
prifen, ob hier tatsachlich die gleiche Struktur vorliegt. Zusatzlich sollen mdégliche
intermolekulare Kontaktstellen zwischen den zwei beteiligten Hexameren identifiziert
und analysiert werden.
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3D-Elektronenmikroskopie von Proteinen

8. 3D-Elektronenmikroskopie von Proteinen

Die 3D-Elektronenmikroskopie von Proteinen konnte sich im letzten Jahrzehnt in der
Proteinstrukturforschung als Methode fest etablieren. Mit der 3D-Elektronen-
mikroskopie ist es mdglich, aus einer Vielzahl von Einzelpartikeln (2D-Projektionen)
und mit Hilfe bioinformatischer Methoden die dreidimensionale Struktur eines
Proteins zu rekonstruieren (van Heel et al., 1996; Tang et al., 2007; Ludtke et al.,
1999; Hohn et al.,, 2007; Scheres, 2012, 2013). Sie besitzt gegenlber der
Rontgenkristallographie und der Kernresonanzspektroskopie verschiedene Vor- und
Nachteile. Bei der Préparation der Proben wird darauf geachtet, dass das
entsprechende Protein in einer moéglichst strukturerhaltenden Umgebung bleibt. Je
stabiler, unflexibler, gréBer und symmetrischer das zu untersuchende Protein ist,
desto hdher ist die erreichte Auflésung. Die momentan angewendete Methode zur
Erstellung von hochaufgelésten Proteinstrukturen ist die Kryo-Transmissions-
elektronenmikroskopie (Kryo-EM) (Dubochet et al., 1988; Adrian et al., 1984). Hierbei
wird das Protein in flissigem Ethan (-170°C) schockgefroren. Somit ist es moglich,
das Protein in seiner nativen Konformation zu untersuchen, da es sich in seiner
eigenen wassrigen Umgebung befindet. Das heiBt, es liegt chemisch unverandert
vor. Das Einfrieren des Proteins muss dabei sehr schnell erfolgen, so dass das
Wasser in der Probenldsung nicht kristallisiert. Es liegt somit in glasartigem Eis vor,
wobei das Protein in verschiedenen Orientierungen fixiert ist. Die Proben sollen
mdglichst in diinnen Schichten eingefroren werden, da Elektronen dickere Schichten
nicht ohne Mehrfach-Streuung durchdringen kdénnen. Die Probe wird dann in einem
Kryo-EM analysiert. Hierbei muss beachtet werden, dass die meisten Proteine sehr
strahlungsempfindlich sind. Die Probe wird daher bei sehr niedrigen
Strahlungsdosen untersucht (,low-dose“-Verfahren) (Dubochet et al., 1988;
Penczek et al., 1992).

Diese elektronenmikroskopischen Bilder waren bis vor wenigen Jahren sehr
kontrastarm, da zum einen keine Schweratome in der Probe vorhanden sind, die
den Kontrast verstarken wirden, zum anderen waren die Kameras noch nicht in der
Lage, solche Bilder besser darzustellen. Dies hat sich jedoch mit der Entwicklung
und dem Einsatz von DEDD-Kameras (Direct Electron Detection Device) in
neuartigen speziell ausgeristeten Kryo-Transmissionsmikroskopen drastisch
verbessert (McMullan et al., 2009; Bammes et al., 2012).

Die genauen Bilddaten werden anschlieBend mit der Einzelpartikelanalyse (single
particle analysis) ausgewertet (Penczek, 1992; Frank, 2002). Dies ist moglich, da das
untersuchte Protein in einer hohen Anzahl gleicher Kopien vorliegt, die
unterschiedliche Orientierungen aufweisen. Die Einzelpartikel gleicher Orientierung
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A. Einleitung

werden aufsummiert, wodurch sich das Signal-Rausch-Verhéltnis stark verbessert.
Um hochaufldsende Informationen zu erhalten, ist eine sehr hohe Anzahl von
solchen gleichen Partikeln notwendig. Mit Hilfe verschiedener Software-Pakete
(RELION, SPARX, EMAN2, IMAGIC) und leistungsstarker Hardware kann man dann
aus aufgenommenen Einzelpartikeln eine hochaufgeldste dreidimensionale Struktur
rekonstruieren.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass sich die Kryo-TEM, gerade durch die
Entwicklung der letzten Jahre, als effektive Methode zur Vorhersage und
Untersuchung von Proteinstrukturen bestens eignet.

9. Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit sind die folgenden Punkte:
1) Das 8x6-Hamocyanin des Pfeilschwanzes L. polyphemus

Nach der Analyse der bekannten 3D-Rekonstruktionen des 8x6-mers von
L. polyphemus im oxygeniertem Zustand (Martin et al., 2007, Dejung, 2014) stellte
sich die Frage, inwieweit sich die Quartarstruktur des Proteins verdndert, wenn es
im deoxygenierten Zustand vorliegt. Zusétzlich von Interesse sind die Interaktionen,
die zwischen den einzelnen Hexameren auftreten, und inwiefern sich diese von den
Interaktionen im oxygenierten Zustand unterscheiden.

Meine Aufgabe war eine hochaufgeléste 3D-Rekonstruktion des Hamocyanins von
L. polyphemus im deoxygenierten Zustand zu erstellen. Diese sollte anschlieBend
mit einer 3D-Rekonstruktion, die im oxygenierten Zustand vorliegt, verglichen
werden. Weiterhin sollten die Kontaktstellen zwischen den Hexameren auf
pseudoatomarer Ebene genauer untersucht werden.

2) Das 4x6-Hamocyanin des Maulwurfkrebses C. truncata

Der Aufbau des 4x6-mers der Crustaceen unterscheidet sich erheblich vom 4x6-mer
der Cheliceraten. Es gibt Modelle, die das 4x6-mer von verschiedenen Thalassinidea
darstellen (Cavellec et al., 1990, Markl und Decker 1992, Micetic et al., 2010). Diese
weisen jedoch keine hohe Auflésung auf. Ebenso konnten die Kontaktstellen
zwischen den Hexameren bisher nicht beschrieben werden.
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Fragestellungen

Eine weitere Frage war, ob sich das 4x6-mer direkt aus vier Hexameren
zusammensetzt oder ob zwei Halbmolekiile (2x6-mere) miteinander in Kontakt treten
und so das native 4x6-mer ausbilden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine hochaufgeldéste 3D-Rekonstruktion des
Hamocyanins von C. truncata erstellt werden. Die Sequenzen der zwei
Untereinheitentypen von C. truncata wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe
bestimmt. Mit Hilfe von erzeugten Homologiemodellen sollten anschlieBend auf
pseudoatomarer Ebene, die Kontaktstellen zwischen den Hexameren analysiert
werden.

3) Das 2x6-Hamocyanin der Meeresassel L. oceanica

Eine erste niedrig aufgeldste 3D-Rekonstruktion des 2x6-mers, die in unserer
Arbeitsgruppe erstellt wurde, zeigte, dass diese eine hohe Ahnlichkeit mit einem der
mdglichen Halbmoleklle (2x6-mer) hat, in die das 4x6-mer von C. truncata
moglicherweise zerfallen kénnte.

Um dies zu Uberprifen, sollte ich eine 3D-Rekonstruktion des 2x6-mers von
L. oceanica erstellen und anschlieBend mit dem Halbmolekil aus der
hochaufgeldsten 3D-Rekonstruktion des 4x6-mers von C. truncata vergleichen.
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B. Material & Methoden

B. Material & Methoden

1. Tiere

1.1 Der Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus

Der atlantische Pfeilschwanz Limulus polyphemus (Abb.B.1) wird haufig als
lebendes Fossil bezeichnet. Seine Blitezeit war zwischen den Zeitaltern Silur und
Jura. Das heutige Verbreitungsgebiet der Art erstreckt sich vom stdlichen Kanada
Uber Maine im Norden der USA bis nach Yucatan. L. polyphemus bewohnt dabei
meist die dort vorhandenen Sandklsten bis in Tiefen von 10-50 Metern.
Ausgewachsene Tiere kdnnen eine Koérperlange von 60-80 cm erreichen. Die
Weibchen sind dabei wesentlich groBer als ihre ménnlichen Artgenossen. lhre
Nahrung besteht hauptsachlich aus Muscheln, Schnecken und Aas. Zur
Paarungszeit begeben sie sich an Land. Pfeilschwanzkrebse (Xiphosuren) gehdren
zum Unterstamm der Cheliceraten und sind damit Verwandte der Spinnentiere
(Arachniden).

Fur diese Arbeit wurden drei Tiere mit einer Ladnge von ca. 20-30 cm bei Carolina
Biological Supply (USA) erworben und im Institut fir Zoologie in einem 400 Liter
Meerwasseraquarium gehalten. Sie wurden 1-2 mal pro Woche mit Krabbenfutter
gefuttert. Alle zwei Wochen stand ein Wechsel von einem Drittel des Meerwassers
an.

Der
(© Christoph Markl).
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Tiere

1.2 Der Maulwurfskrebs Callianassa truncata

Der Maulwurfskrebs Callianassa truncata (Abb.B.2) kommt verbreitet im
Flachwasser des Mittelmeerraumes vor. Er erreicht eine KorpergroBe von
ca.3-4cm. Mit seinen verbreiterten ScherenfiBen grabt er verzweigte
Tunnelsysteme im Sandboden. Charakteristisch sind dabei die am Hdhlenausgang
entstehenden Sandhaufchen, die in ihrer Mitte ein Loch besitzen. Er erndhrt sich
meist von organischem Material, das er im Sand findet, sowie von Polychaeten und
Aas. C. truncata gehdrt zu den Thallassiniden und diese wiederum zum Subtaxon
Anomura des Taxons Decapoda (ZehnfuBkrebse).

Die fur diese Arbeit verwendeten Tiere wurden an der Kuste der italienischen
Mittelmeerinsel Giglio gefangen. In unserem Institut wurden sie in einem, mit dem
Originalsand ausgestatteten, Meerwasseraquarium gehalten und einmal die Woche
mit Krebsfutter gefittert.

Abb. B.2: Der Maulwurfskrebs Callianassa truncata (© Christoph Markl)
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1.3 Die Meeresassel Ligia oceanica

Die Meeresassel L. oceanica (Abb.B.3) findet man haufig an felsigen
Kistenabschnitten der Atlantik- und Nordseeklsten von Westeuropa. Sie ist aber
auch an diversen Sandstrdnden anzutreffen, wo sie sich meist unter Steinen
versteckt. Sie hélt sich an Land wie auch im Wasser auf und kann unter Wasser
mehrere Tage Uberleben. L. oceanica besitzt einen sehr flachen Koérper, der eiférmig
erscheint, und kann eine Kd&rperlange von knapp 3 cm erreichen. Die Tiere sind
nachtaktiv und wandern wahrend der Ebbe in die trockengefallenen Gebiete, um
sich dort von Algen sowie anderem pflanzlichen und tierischen Material zu erndhren.
L. oceanica gehoért zur Familie der Klippenasseln (Ligiidae), welche Vertreter des
Taxons Isopoda (Asseln) sind.

Far diese Arbeit erhielten wir zehn Tiere vom meeresbiologischen Forschungsinstitut
Roscoff in Frankreich. Die Tiere wurden in einem 50 Liter Meerwasseraquarium, das
mit Sand und diversen Steinen ausgestattet war, gehalten. Die Meeresasseln
wurden einmal pro Woche mit Fischfutter geflttert.

Abb. B.3: Die Meeresassel Ligia oceanica (© orangeaurochs/UK).
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2. Biochemische Methoden

2.1 Entnahme der Hamolymphe & Aufreinigung des Hamocyanins

2.1.1 Limulus polyphemus

Die Probenentnahme wurde von Dr. Wolfgang Gebauer und mir durchgeftihrt. Dazu
wurde eine kleine Kanille an der dorsalen Gelenkhaut zwischen Schwanz und
Carapax eingefihrt und ca. 1 ml Hamolymphe entnommen. Die Hamolymphe wurde
anschlieBend fir 10 Minuten bei 13.000 g in einer Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge
pico) zentrifugiert, um die Blutzellen zu entfernen. Danach wurde die Probe mit
einem 1 MDa-Filter (Vivaspin 500/ 1 MDa / Sartorius) aufgetrennt. Der Uberstand
mit dem Hamocyanin wurde auf Eis gestellt und der Durchfluss erneut mit einem
5 kDa-Filter (Vivaspin 500 / 5KDa / Sartorius) aufgetrennt, um die restlichen Proteine
zu entfernen. Mit dieser zell- und proteinfreien Hamolymphe wurde daraufhin das
Hamocyanin, welches im ersten Auftrennungsschritt gewonnen wurde, auf
ca. 1 mg/ml verdiinnt.

2.1.2 Callianassa truncata

Die Entnahme der Hamolymphe bei Callianassa truncata wurde von Dr. Wolfgang
Gebauer ausgefihrt. Dazu wurde das Tier auf Eis narkotisiert, mit einer Pinzette
fixiert und mit Hilfe einer kleinen Pipette die Hamolymphe aufgenommen. Da die
Tiere sehr klein waren, wurden flir eine ausreichende Probenmenge vier Tiere
genommen, so dass sich ein Gesamtvolumen von ca.350pul ergab. Die
Hamolymphe wurde mit 13.000 g 10 Minuten lang zentrifugiert (Heraeus Biofuge
pico), um die Blutzellen zu entfernen. Der Uberstand wurde mit einem 1 MDa-Filter
(Vivaspin 500 /1MDa / Sartorius) filtriert. Das sich im Uberstand befindliche
aufkonzentrierte Hamocyanin wurde anschlieBend mit einem Tris / HCL-Puffer mit
einem pH-Wert von 7,5 (100mM TRIS, 100mM NaCl, 20mM CaCl,) auf eine
Konzentration von ca. 1 mg/ml verdinnt.
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2.1.3 Ligia oceanica

Die Entnahme der Hamolymphe wurde von Dr. Wolfgang Gebauer durchgefiihrt. Die
Tiere wurden in einer Petrischale fir 30 Minuten im KuUhlraum ruhig gestellt.
AnschlieBend wurden sie mit einer Pinzette fixiert. Die Hamolymphe wurde mit einer
kleinen Pipette aufgenommen. Insgesamt wurde die Hdmolymphe von sechs Tieren
genommen, so dass sich ein Gesamtvolumen von ca. 400 pl ergab. Um die
Blutzellen aus der Ha&molymphe zu entfernen, wurde diese fir 10 Minuten bei
13.000 g zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico). Der Uberstand wurde dann mit einem
500 kDa-Filter (Vivaspin 500 /500 KDa / Sartorius) gefiltert. Das aufkonzentrierte
Hamocyanin wurde anschlieBend in einem Tris/HCL-Puffer (100mM TRIS,
100mM NaCl, 10mM CaCl,, 10mM MgCl,) mit einem pH-Wert von 7,5 auf
ca. 1 mg/ml verdiinnt.

2.1.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration des Hamocyanins wurde photometrisch  bestimmt
(Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences). Proteine lassen sich photometrisch
nachweisen, da die aromatischen Aminosaurereste (Tryptophan und Tyrosin) eine
mi-t* Absorption bei 280 nm zeigen und die Peptidbindung bei 205 nm absorbiert. Es
wurde hier eine Extinktion von 1,0 bei 280 nm mit einer Proteinkonzentration von
1 mg/ml gleichgesetzt.

2.2 Probenpraparation der EM-Grids

Im Rahmen meiner Promotion setzte ich die Negativkontrastierung und die
Kryofixierung von Proteinen ein. Das Ziel beider Methoden war, die Proteine
mdglichst zahlreich auf dem Objekttrédger zu erkennen, ohne dabei aneinander zu
stoBen, um die nachfolgenden strukturellen Berechnungen nicht zu beeintrachtigen.
Die Negativkontrastierung diente dabei der schnellen Kontrolle von Testproben und
die Kryofixierung der 3D-Rekonstruktion.
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Probenpréparation der EM-Grids

2.2.1 Negativkontrastierung der Hamocyanin-Proben

Zur Kontrolle der beiden Hamocyanin-Proben wurden diese mit Hilfe der
Negativkontrastierung an einem Tecnai F12 LaB,(T12) cryoTEM (120 kV) untersucht.
Diese Methode eignet sich sehr gut, um die Struktur eines Proteins zweidimensional
abzubilden (Brenner & Horne, 1959; Harris & Agutter, 1970; Harris & Horne 1994).
Hierbei wird eine Schwermetallésung auf die Proteinprobe gegeben, welche die
Eigenschaft hat, die Elektronen im Elektronenmikroskop stérker abzulenken.
Dadurch erhéht sich der Amplitudenkontrast und die Proteine sind leichter zu
identifizieren. Die Schwermetalllésung legt sich dabei wie ein Mantel um die
Proteine, was sich somit negativ auf die Struktur des entsprechenden Proteins
auswirkt. Feine Strukturen wie a-Helices oder B-Faltblatter sind so nicht mehr zu
erkennen (Harris & Horne, 1994). Ebenfalls kann bei einigen Proteinen durch die
Austrocknung eine Abflachung der Struktur auftreten (flattening-effect) (Talmon,
1983). Die allgemeine Vorgehensweise sieht wie folgt aus (Je nach Probe
unterscheiden sich einige Zeitangaben):

Als Objekttrager flr die Probe wird ein kleines Kupfernetz (Grid) mit einem
aufgeschwammtem amorphen Kohlefilm genutzt. Diese Grids wurden zuerst fir
30 Sekunden ionisiert (glow-discharged). AnschlieBend wurden 3pl der
Proteinprobe (0,1 mg/ml) auf das Grid gegeben. Der Puffer wurde vom Grid mit
3 x 10 yl Wasser fortgespilt. Direkt danach wurden auf die Grids 5 pl eines
Kontrastierungsmittels (2% Uranylacetat; Herstellung s. Anhang) gegeben. Das
Uberschissige Uranylacetat wurde nach 30 Sekunden mit Hilfe eines Filterpapiers
vom Grid abgezogen und dieses flr 15-20 Minuten an der Luft getrocknet. Diese
Tropfen-Methode ist bei Harris und Agutter (1970) und Harris und Horne (1994)
genauer beschrieben. Das Grid konnte dann sofort im Elektronenmikroskop
untersucht oder auch fir einen langeren Zeitraum (bis zu 6 Monaten) bei
Raumtemperatur und niedriger Luftfeuchtigkeit gelagert werden.

2.2.2 Kryo-Fixierung der Hdmocyanin-Proben

Die Kryo-Fixierung von Proteinproben hat hinsichtlich einer 3D-Rekonstruktion
diverse Vorteile gegentber der Negativkontrastierung (Dubochet et al., 1988). Da bei
diesem Verfahren die Behandlung der Probe mit einer Schwermetalllésung entfallt,
kénnen hochaufgeléste Strukturen errechnet werden. Ebenso wird durch den
schockartigen Einfrierungsprozess das Protein in seinem nativen Zustand fixiert
(Dubochet et al., 1988). Von Nachteil ist, dass das Protein im vitrifizierten Zustand im
Vergleich zu seinem Medium nur eine geringfiigig héhere Dichte besitzt und so im
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Elektronenmikroskop einen geringeren Kontrast aufweist. Fur den Einsatz der Kryo-
Fixierung werden auch spezifische Grids verwendet (holy carbons). Diese besitzen
einen Kohlefilm, der mit vielen kleinen Léchern versehen ist. In diesen liegen die
Proteine in einer dinnen vitrifizierten Pufferschicht vor, was von Vorteil ist, da der
Kohlefilm als Hintergrund wegfallt. Die Grids werden vor der Praparation 24 h in
Chloroform gewaschen und kdnnen dann genutzt werden. In unserem Labor
besitzen wir einen Cryoplunger™3 (CP3) der Firma Gatan (Pleasanton,
Kaliforniern, USA) (Abb. B.4 A), der fir die Kryo-Préaparation verwendet wird. Dieser
besitzt zusatzlich eine Atmospharenkammer (entwickelt von Dr. Frank Depoix in
unserer Arbeitsgruppe, Universitat Mainz), die es uns erlaubt, sauerstoffbindende
Proteine bei unterschiedlichen Gaskonzentrationen zu inkubieren und einzufrieren.
Das Hamocyanin wurde mit einer Stickstoffkonzentration von 100 % inkubiert. Das
gewaschene und ionisierte (glow discharged) Grid wurde mit einer Pinzette fixiert
und in den Cryoplunger™3 eingehangen. Das Grid befand sich dabei in der oben
beschriebenen Atmospharenkammer. Auf das Grid wurde dann ein kleiner Tropfen
(8,5 pl) der Hamocyaninprobe aufgetragen (Abb. B.4 B). AnschlieBend wurde die
Uberschissige Probe mit zwei Filterpapieren, die sich im Plunger befinden,
abgesaugt. Hierbei spielt die Ldnge des Absaugens eine sehr wichtige Rolle. Je
kirzer man absaugt, desto dicker ist das Eis und die Proteinprobe ist aufgrund der
dicken Eisschicht kaum erkennbar. Wenn die Absaugzeit zu lang ist, wird die
Eisschicht zu diinn, was bedeuten kann, dass die vitrifizierte Proteinprobe unter dem
Elektronenstrahl sofort zerstort wird. Es erfordert also sehr viele Testlaufe, um eine
optimale Zeitkonfiguration zu finden. Hierbei spielen auch Form und Eigenschaften
der zu untersuchenden Proteine eine Rolle. Fir das Hamocyanin von Limulus
polyphemus wurde eine Blotzeit von 3,4 Sekunden genommen. Nach dem
Absaugen wurde das Grid in flissiges Ethan (-170 °C) geschossen.

Abb. B.4: A: Cryoplunger3 mit Atmospharenkammer. B: Auftragen der Proteinprobe auf ein
EM-Grid
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Dieser Einfrierungsprozess erfolgt so schnell, dass das Wasser in der Probenlésung
nicht kristallisiert (Adrian et al., 1984). Das Hamocyanin liegt somit glasartig
(vitrifiziert) in der L&sung vor (amorphes Eis), wobei das Protein in verschiedenen
Orientierungen fixiert ist. Somit ist es mdglich, das Hamocyanin in seiner nativen
Konformation zu untersuchen, da es sich in seiner eigenen wassrigen Umgebung
befindet. Das heiBt, es liegt chemisch unverandert vor. Die vitrifizierten Proben
wurden anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert, um ein Auftauen und die
Bildung von Eiskristallen zu verhindern.

3.Transmissionselektronenmikroskopie

3.1 Grundlagen

Mit Hilfe von Mikroskopen ist es mdglich verschiedene Objekte vergréBert
darzustellen. Dabei werden durch das verwendete Linsensystem Photonen bzw.
Elektronen in einem neuen Winkel abgelenkt, wodurch sich der Sehwinkel
vergroBert, der Betrachtungsabstand jedoch gleich bleibt. Daraus ergibt sich ein
bestimmter VergréBerungswert V:

tane
" tane,

Dabei ist € der Sehwinkel, unter dem der Gegenstand mit Hilfe des optischen
Instruments sichtbar ist, und €, der Winkel, unter dem man das Objekt ohne ein
optisches Hilfsmittel sieht. Je gréBer der Sehwinkel €, desto gréBer sieht das Auge
das Objekt.

Bei einem Elektronenmikroskop lasst sich mit Hilfe der verwendeten
elektromagnetischen Linsensysteme, die eine variable Brennweite besitzen, der
Sehwinkel beliebig verdndern. Dadurch sind VergréBerungen im Bereich von
90.000-160.000 erreichbar.

Die Beschleunigungsspannungen von TEMs liegen zwischen 80 kV und 350 kV und
haben direkten Einfluss auf die Wellenlange der Elektronen. Die fir diese Arbeit
genutzten Elektronenmikroskope Tecnai 30 Polara am MPI fur Biophysik in Frankfurt
sowie das Titan Krios am MPI fir biophysikalische Chemie in Géttingen arbeiten mit
einer Beschleunigungsspanne von 300 kV.
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Die damit erreichte Wellenlange kann man mit folgender Formel errechnen:

1 h
\/e-UB(Z-mO+eIC§]B)
h = Plank’sche Konstante A = Wellenlange
e = Elementarladung Ug = Beschleunigungsspannung
my, = Ruhemasse ¢ = Lichtgeschwindigkeit im Vakuum

FUr eine Beschleunigungsspannung von 300 kV ergibt sich eine Wellenlange von
1,97 pm und somit eine theoretische Auflésungsgrenze von 0,016 A.

Dieser Wert lasst sich in der Praxis jedoch nicht erreichen. Dies liegt zum einen an
sphéarischen Aberrationen, die beim Einsatz der in Elektronenmikroskopen
vorkommenden magnetischen Linsensysteme, entstehen. Mit Hilfe diverser
magnetischer Multipolelemente, die zusatzlich in den Strahlengang gebracht
werden, kdnnen solche Aberrationen teilweise korrigiert werden (Cg-Korrektor). Ein
weiterer Faktor ist die enorme Empfindlichkeit der biologischen Proben gegentber
dem eingesetzten Elektronenstrahl. Diese kénnen sehr leicht beschadigt oder sogar
zerstort werden. Man nutzt daher alternative Verfahren, um solche Schaden an den
Proben zu vermeiden (low-dose Verfahren), jedoch auf Kosten der Auflésung. Die
aktuelle Auflésungsgrenze fir Proteine bzw. Viren liegt zwischen 2-3 A (Zhang et al.,
2008; Baker et al., 2013; Banjeree et al., 2016).

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie ist es also mdglich, biologische
Proben (Proteine) mit Hilfe von Elektronenstrahlen abzubilden. Fir Untersuchungen
von biologischen Molekilen werden meist Spannungen um die 200-300 kV genutzt.
Um einen besonders kleinen Beleuchtungsbereich héchster Stromdichte zu
erreichen, kommen vielfach LaB6- oder Feldemissionskathoden zum Einsatz. Im
Strahlengang herrscht ein Vakuum, da die Elektronen nicht mit anderen Atomen als
mit denen der Probe interagieren und nicht von Luftmolekilen abgelenkt werden
sollen. Die Elektronen werden vom Kondensor-Linsensystem so abgelenkt, dass sie
in etwa parallel auf das Molekil treffen und es gleichméBig ausleuchten. Die
beschleunigten Elektronen durchstrahlen das Molekll und produzieren von diesem
ein Transmissionsbild. Dieses Bild (auch als Realbild bezeichnet) wird zur
Bildbearbeitung in ein Fourierbild transformiert, da im Fourierraum die Berechnung
der Bilddaten um ein Vielfaches schneller ablauft (Williams & Carter, 2009).
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3.2 Verwendete Elektronenmikroskope

Fir die diversen Aufnahmen der Proteinproben wurden drei verschiedene
Elektronenmikroskope verwendet, die nachfolgend kurz beschrieben werden:

Samtliche negativ-kontrastierten Aufnahmen wurden von mir mit einem
Tecnai F12 LaBg (T12) cryoTEM (120 kV) (FEI, Eindhoven) (Abb. B.5) aufgenommen,
das mit einem LaBg-Filament ausgestattet ist. Dieses TEM verfligt Uber eine
4k-Kamera (F116, TVIPS, Minchen, Deutschland). Die Kontrollaufnahmen wurden
alle mit einer 49.000-fachen VergréBerung aufgenommen, was einer Aufldsung von
4,36 A/pix entspricht. Die Beschleunigungsspannung betrug 120 kV und die
Linsenappertur des Mikroskops lag bei 1,2 mm. Die Farbtiefe der Aufnahmen betrug
8 bit, was bedeutet, dass einem Pixel 256 Grauwerte zur Verfigung stehen, die er
annehmen kann. Die Bilder wurden alle im tiff-Format abgespeichert. Die Kamera
wurde fur die Aufnahmen 2-fach gruppiert (gebinnt). Das heiBt es werden immer 2x2
Pixel zusammengefasst, um den Kontrast zu erhéhen. Die Aufnahmen an diesem
TEM dienten der Kontrolle der entsprechenden Proteinprobe und des Puffers.

s N =

EESK *‘GZ"":E =

Abb. B.5: Tecnai F12 Kryo-TEM, Universitdt Mainz (© Christoph Kihne).

Die Bilder vom L. polyphemus Hamocyanin wurden von Dr. Frank Depoix|j| | | | J JIH
I ¢ mir in Frankfurt a. M. am MPI fir Biophysik in der AG von
Prof. Kiihlbrandt aufgenommen. Das dort benutzte TEM ist ein 300 kV FEI Tecnai G2
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Polara, welches mit einer FEI Falcon Il (Direct Electron Detector) ausgestattet ist
(siehe B 3.3 direkte Elektronendetektion). Dieses modifizierte Mikroskop ist fur die
Untersuchung biologischer Proben besonders geeignet. Der Cs-Wert des
Mikroskops liegt bei 2,2. Insgesamt wurden innerhalb einer Woche 833 Aufnahmen
manuell aufgenommen. Die Auflésung lag bei 1,77 A/pix. Die PixelgréBe des
Detektors liegt bei 14 uym, was einer 79.096-fachen VergréBerung entspricht. Fir
séamtliche Aufnahmen wurde das Low-Dose-Verfahren angewandt. Aufgrund einer
speziellen Software flr den Direct Detector war es moglich, die Bilder als Movie-
Frames aufzuzeichnen (Video-Mode). Innerhalb der Belichtungszeit von
1,5 Sekunden einer Aufnahme (ca. 84 e/A% wurden 24 Movie-Frames (Einzelbilder)
erstellt. Fir die Aufnahme eines Frames wurde die zuvor eingestellte
Elektronendosis von 3,5e/A? genutzt. Die Defokuswerte lagen zwischen 0,8 und
5 pm. AnschlieBend wurden die 24 Einzelbilder jeder Aufnahme mit einer Frame-
Alignement Software (Li et al., 2013) zueinander ausgerichtet. Dies hatte den
immensen Vorteil, dass die Partikelbewegung, die durch den Elektronenstrahl
induziert wird, sowie der Drift der Probe zu einem groBen Teil korrigiert werden
kann. Ebenfalls wurden Gesamtbilder aus den Einzelaufnahmen berechnet, welche
der Selektion und Extraktion der Partikel sowie einer ersten 3D-Rekonstruktion
dienten. Die alignierten Movie-Frames wurden spéter im finalen Refinement (siehe
Relion) nochmals mit einbezogen und konnten die Auflésung der 3D-Rekonstruktion
deutlich verbessern.

Die Aufnahmen des oxy-8x6-mers von L. polyphemus wurden von || G
Frank Depoix | ]} <benfalls in Frankfurt a.M. am MPI fir Biophysik in
der AG von _ erstellt. Die Bilder wurden am Tecnai G2 Polara auf
Negativfilmen (Kodak SO-163) aufgenommen und anschlieBend in einem speziellen
Trommelscanner (Primescan D7100) digitalisiert. Der Datensatz enthielt 38.032
Einzelpartikel, die alle in die damals erstellten 3D-Rekonstruktionen einflossen. Es
stellte sich spéater heraus, dass beim Einscannen der EM-Aufnahmen ein falscher
VergroBerungswert verwendet wurde. Dies hatte zur Folge, dass flir die Berechnung
der ersten 3D-Rekonstruktion eine fehlerhafte CTF-Korrektur durchgefihrt wurde.
Es wurde versucht diesen Fehler in einer zweiten 3D-Rekonstruktion zu korrigieren,
indem die PixelgréBe angepasst wurde (Dejung, 2014). Es stellte sich jedoch heraus,
dass durch ein Anpassen der PixelgroBe die finale 3D-Rekonstruktion leicht
schrumpfte. Hinzu kommt, dass die zweite 3D-Rekonstruktion mit einem anderen
Programm (SPARX) erstellt wurde.

Um nun die 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers besser mit dem oxy-8x6-mer
vergleichen zu kdénnen, sollte der oxy-Datensatz mit den urspriinglichen Werten
erneut mit dem Programm RELION berechnet werden. Dafliir wurde der mit dem
Programm SPARX erstellte Datensatz von mir in das RELION-Format konvertiert.
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AnschlieBend konnte dieser sofort mit dem Programm RELION berechnet werden
(Scheres, 2013).

Die Aufnahmen des Ha&mocyanins von C. truncata und L. oceanica wurden von
I - VP! fir biophysikalische Chemie in Géttingen erstellt. Das
Institut besitzt ein 300 kV FEI Titan Krios Kryo-Elektronenmikroskop. Dieses
Mikroskop wurde speziell nur fir den Einsatz zur Untersuchung von biologischen
Makromolekllen entwickelt. Zusétzlich besitzt es ein spezielles Linsensystem der
Firma CEOS (Heidelberg), das als Korrekturlinse die sphéarische Aberration des
Elektronenmikroskops vollstandig aufhebt. Der Cs-Wert des Mikroskops liegt somit
bei 0. Ebenfalls besitzt das FEI Titan Krios eine FEI Falcon 2 Kamera (Direct Electron
Detector). Die Auflésung betrug 1,27 A/pix. Die PixelgroBe des Detektors betragt
14 um, was einer 112.000-fachen VergréBerung entspricht. Aufgrund einer anderen
Softwareversion war es jedoch nicht méglich, die Kamera im Video-Mode zu
betreiben. Der Hamocyanin-Datensatz von C. truncata umfasste 2.562 EM-Bilder.
Vom L. oceanica Hadmocyanin wurden 4.133 EM-Bilder aufgenommen.

3.3 Direkte Elektronendetektion

Mit dem Einsatz bisheriger CCD-Kameras (oder dem konventionellen Film) in
Elektronenmikroskopen war es mdglich, die Strukturen von groBen
Proteinkomplexen sowie Viren mit hoher Symmetrie mit einer Auflésung von 3-4 A
zu rekonstruieren (Grigorieff & Harrison, 2011). Bei kleineren Proteinstrukturen (um
die 500-1000 KDa), die keine hohe Symmetrie aufweisen, war so eine
3D-Rekonstruktionen mit einer Auflésung von ca. 6-7 A méglich (Ludtke et al., 2004;
Armache et al., 2010; Gipson et al., 2010). Ein limitierender Faktor ist vor allem die
Strahlungsempfindlichkeit der biologischen Proben. Um ein Protein nicht zu
zerstéren, missen sehr geringe Elektronendosen eingesetzt werden (low-dose-
Verfahren) (Dubochet et al., 1988; Penczek et al., 1992). Dies hat jedoch zur Folge,
dass die EM-Aufnahmen ein sehr niedriges Signal/Rausch-Verhaltnis aufweisen. Um
dies auszugleichen und genigend Strukturinformationen von asymetrischen
Proteinen zu erhalten, bendétigte man flr eine hochauflésende 3D-Rekonstruktion
fast eine Million Einzelpartikel.

Die Entwicklung der Direct-Detector-Kameras hebt diese Limitierung nun zu einem
GroBteil auf. Bisherige CCD-Kameras besitzen einen Szintillator. Dieser wandelt die
Anregungsenergie des Elektronenstrahls als Photonen um, welche dann vom CCD-
Sensor aufgenommen werden. Im Gegensatz dazu ist der Direct Detector in der
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Lage, bilderzeugende Elektronen ohne die Abschwéchung des Signals durch einen
Szintillator direkt zu erfassen (Abb. B.6).

Mikrokanal-
Platte N7
Szintillator y
Opt.Module J N
CCD-Sensor DF)D—Sensor
Kuhlung Kuhlung
CCD Kamera Direct Detection Kamera

Kein Signalverlust durch:
- MCP

- Szintillator

- Opt.Module

Abb. B.6: Der Aufbau herkdmmlicher CCD-Kameras im Vergleich zum Aufbau der neuartigen
Direct-Detector-Kameras

Das Besondere an einer DDD-Kamera ist die sehr dinne Sensorschicht. Der
einfallende Elektronenstrahl passiert die Sensorschicht und hinterlasst dabei eine
lonisierungsspur, die integriert und als Pixel berechnet werden kann. Durch den
dinnen Sensor wird zusatzlich die Ladungsverteilung beim Auftreffen des Strahls
minimiert, was die Auflésung im Vergleich zu anderen Kameras nochmals erhoht.
Ein weiterer Vorteil ist die hohe Bildrate, die die Kamera in sehr kurzer Zeit
aufnehmen kann. Diese hohe Bildrate ermdéglicht eine genaue Einstellung der
genutzten Elektronendosis wahrend der Aufnahme der Bilder. Dieser Umstand kann
genutzt werden, um die Bewegung des Partikels wahrend der Aufnahme
nachtrglich  herauszurechnen  oder andere  Bildverarbeitungsmethoden
anzuwenden, die eine Verbesserung der Aufnahme nach sich ziehen. Die Detective
Quantum Efficiency (DQE; ein MaB fir das Signal-Rauschverhéltnis des Detektors)
ist bei den Direct Detector Kameras viel hdher, was zur Folge hat, dass das Signal-
Rauschverhéltnis (SNR) der Bilder sich stark erhéht und zwar bei gleich bleibenden
(oder sogar niedrigeren) Elektronendosen (McMullan et al., 2009). Der Einsatz dieser
speziellen Kameras hat die Qualitdt der Aufnahmen von biologischen
Makromolekilen auf ein viel héheres Niveau gebracht (Abb. B.7 A/B). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte ich zwei Elektronenmikroskope nutzen, die mit einer solchen
Kamera (FEI Falcon 2 Direct Detector) ausgestattet waren.

28



Transmissionselektronenmikroskopie

Abb. B.7: A: EM-Aufnahme mit der DDD Falcon 2. Die Partikel des Hdmocyanins sind gut sichtbar.
B: EM-Aufnahme des Ha&mocyanins auf einem Negativ-Film (Kodak eif, SO-163). Einzelne Partikel
sind aufgrund des sehr niedrigen Signal-Rauschverhaltnisses (SNR) nur sehr schwer zu erkennen.

4. HPCs/Cluster/Computer

4.1 Hardware

4.1.1 HPC Cluster MOGON

Die finalen Rekonstruktionen und molekulardynamischen Simulationen wurden auf
dem HPC-Cluster MOGON der Johannes-Gutenberg Universitat berechnet. Das
System besteht aus 535 einzelnen Knoten (Nodes), die jeweils vier CPUs besitzen.
Jede dieser CPUs besitzt 16 Kerne (Prozessoren), was eine Gesamtzahl von
34.240 Kernen ergibt. Ein Prozessor hat einen CPU-Takt von 2,1 GHz. 424 Knoten
verfigen Uber 128 GB RAM (2 GB/Kern), 96 Knoten besitzen jeweils 256 GB RAM
(4 GB/Kern) und 15 Knoten arbeiten mit 512 GB RAM (8 GB/Kern). Aufgrund der
hohen Speicherauslastung nutzte ich fir die 3D-Rekonstruktionen 2-8 Knoten
(128-512 Prozessoren), die Uber eine Speicheranbindung von 8 GB/Kern verfligten.
Samtliche Nachbearbeitungen nach dem 3D-Refinement wurden auf einem Knoten
(64 Prozessoren) mit 2 GB/Kern berechnet. Tabelle B.1 zeigt die Zeitersparnis bei
der 3D-Rekonstruktion.
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Die molekulardynamischen Simulationen der verschiedenen Protein-Interfaces
bendtigten im Vergleich zu den 3D-Berechnungen nur einen eher geringen
Speicherbedarf, dafir jedoch einen enorm hohen Rechenbedarf. Die finalen

Simulationen wurden von bis zu 8 Knoten (512 Kerne) mit je 2 GB/Kern berechnet.

Dual-Core CPU mit
2 Prozessoren

Mogon/2 Knoten mit
128 Prozessoren

Partikelextraktion ~ 2 Tage ~ 5 Minuten
(50000 Partikel)

2D-Klassifizierung ~10-14 Tage ~ 24-36 Stunden
3D-Refinement ~7-10 Tage ~ 2-5 Stunden

Tab. B.1: Zeitersparnis bei der 3D-Rekonstruktion durch die Benutzung des HPC-Clusters MOGON.

Der Geschwindigkeitsvorteil machte sich vor allem bei den MDs bemerkbar. Auf
unserem internen Cluster der Arbeitsgruppe dauert eine MD (100 ns) mit vier
Untereinheiten des Limulus Hamocyanins ca. 35 Tage. Auf MOGON konnte,
aufgrund der parallelisierten Berechnung, die MD mit 4 Knoten (256 Prozessoren)
innerhalb von 72 Stunden abgeschlossen werden (Tab. B.2).

Beo-Cluster/1Knoten,
32 Prozessoren

Mogon/4 Knoten,
256 Prozessoren

MD mit 2 ~ 20 Tage ~ 30 Stunden
Untereinheiten

MD mit 4 ~ 32-35 Tage ~ 70-72 Stunden
Untereinheiten

MD mit 6 ~ 45-52 Tage ~ 96 Stunden

Untereinheiten

Tab. B.2: Massiver Geschwindigkeitsvorteil bei der Berechnung der MDs mit dem HPC Cluster
MOGON.

4.1.2 ,Beowulf“-Cluster der Arbeitsgruppe Markl

Samtliche vorbereitende Berechnungen flr die 3D-Rekonstruktion sowie fur die MDs
wurden auf unserem internen ,Beowulf“-Cluster durchgefiihrt. Dieser besitzt
insgesamt 27 Knoten mit einer unterschiedlichen Anzahl an Prozessoren.
Zusammen befinden sich 36 AMD Octa-Cores, 32 AMD Opteron Dual-Cores und
zwei Intel Xeon Quad-Core Prozessoren auf dem Cluster, was eine Gesamtzahl von
360 Prozessoren ergibt. Jeder Kern verfligt hierbei Uber 2 GB Arbeitsspeicher
(RAM). Die Datensicherung wurde Uber einen Netzwerkspeicher (NAS-System)
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sichergestellt, der Uber eine Speicherkapazitdt von 30 Terabyte (TB) verfiigt. Das
Betriebssystem war Ubuntu Linux.

4.1.3 Desktop-PC/Macbook Pro

Die  Auswertungen, Verarbeitungen, Programmierarbeiten und  weiteren
Visualisierungen wurden an einem Desktop-PC mit einem Intel i7-920 Quad-Core
Prozessor (@4,00 GHz), 12 GB RAM Arbeitsspeicher und einer AMD Radeon
HD 7950 (3 GB GDDR5 RAM) sowie einem MacBook Pro (Mid 2012) mit
Intel i7 Quad-Core (2,3 GHz), 16 GB RAM Arbeitsspeicher und einer NVIDIA
GeForce GT 650M durchgeflhrt.

5. Software

Fir die vielen unterschiedlichen Berechnungen wurden diverse Softwarepakete
verwendet (Tab. B.3), die im Folgenden kurz erlautert sind.

Software Version AG/Institut Literatur
RELION 1.3 Scheres/ (Scheres., 2012)
MRC-LMB

ctffind3 Grigorieff/HHMI | (Mindell&Grigorieff., 2003)

EMAN 1.9 NCMI/BCM (Ludtke et al., 1999)

EMAN2 2.1 NCMI/BCM (Tang et al., 2007)

ResMap 114 Kucukelbir (Kucukelbir et al., 2014)

DireX 0.6.2 Schréder/ICS-6 | (Wang & Schréder., 2012)

GROMACS 5.0.5 Diverse (van der Spoel et al.,

IMAGIC-5 110325 Image Science | 2005)

EM-Menu 4.0.9.23 TVIPS (van Heel et al., 1996)
(Daberkow et al., 1996)

VMD 1.9.2 TCB/Beckman | (Humphrey et al., 1996)

CHIMERA 1.10.2 RBVI/UCSF (Pettersen et al., 2004)

Tab. B.3: Die verwendeten Softwarepakete
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5.1 RELION (Version 1.3)

Die frei erhéltliche Software RELION (Scheres, 2012 (B) ) gehdrt zu den neuesten
Programmen, die zur Berechnung von 3D-Dichtekarten verschiedener
Proteinstrukturen eingesetzt werden. Das Programm nutzt eine grafische
Benutzeroberflache (GUI), die eine sehr einfache Bedienung des Programms
ermdglicht. Im Gegensatz zu den meisten anderen Software-Programmen nutzt
Relion einen Rechenalgorithmus auf Basis der Bayes-Statistik. Der Algorithmus des
Programmes wird im Abschnitt B.9 nochmals genauer beschrieben.
Das Programm kann man unter:
http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/relion/index.php/Main_Page herunterladen.

5.2 ctffind3

Das Programm ist als Freeware verfigbar. Es dient dazu, die Defokus-Werte und
den Astigmatismus der Bilder zu bestimmen. Diese Werte sind wichtig, um die
erhaltenen Daten far die Kontrast-Transfer-Funktion (CTF) des
Elektronenmikroskops zu korrigieren. Das Programm ist unter
http://emlab.rose2.brandeis.edu/ctf (Mindell and Grigorieff, 2003) erhaltlich.

5.3 EMAN (Version 1.9)

Diese Bildanalyse-Software umfasst verschiedene Funktionen, wie z.B.: Selektion
der Partikel (manuell oder automatisch), Fourier-Transformationen, verschiedene
Filter-Applikationen, Alignments, 3D-Rekonstruktionen etc.). Fiur die vorliegende
Arbeit wurden vor allem die Filterapplikationen sowie die Module zur Maskierung
von 3D-Dichtekarten genutzt. Bei diesem Programm handelt es sich um ein
Open-Source-Project, das man unter http://blake.bcm.edu/emanwiki/EMAN1
herunterladen kann (Ludtke et al., 1999).
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5.4 EMAN2 (Version 2.0.6)

EMAN2 ist die Weiterentwicklung von EMAN1 (Tang et al., 2007). Das Programm
besitzt eine grafische Benutzeroberflache, um eine einfache Benutzerinteraktion zu
gewéhrleisten. Insgesamt besteht es aus vielen verschiedenen Modulen, mit denen
eine komplette 3D-Rekonstruktion durchgefihrt werden kann. Aus diesem
Programm wurde das Modul ,,EMAN2-Boxer“ genutzt, um die Einzelpartikel des
H&mocyanins von L. polyphemus halbautomatisch zu selektieren.

5.5 Resmap (Version 1.1.4)

ResMap berechnet die lokalen Auflésungen einer 3D-Dichtekarte (Kucukelbir et al.,
2014). Die Angaben kénnen Uber eine grafische Benutzeroberfliche sowie Uber die
Kommandozeile eines Terminals eingegeben werden. Erhéltlich ist die Software
unter http://resmap.sourceforge.net/ .

5.6 DireX (Version 0.61)

DireX ermdglicht atomare Strukturen in eine 3D-Dichtekarte flexibel einzupassen
(Schroder et al.,, 2007, Wang & Schréder, 2012). Dazu werden verschiedene
Programmmodule aufgerufen. Die Eingabe der Parameter erfolgt Uber die
Kommandozeile eines Terminals. Die Software ist unter
http://www.schroderlab.org/software/direx/ erhaltlich.

5.7 GROMACS (Version 5.0.5)

GROMACS (van der Spoel etal., 2005; Hessetal., 2008; Pronketal., 2013;
Pall et al., 2015) besteht aus vielen verschiedenen Software-Modulen, mit denen es
mdglich ist, komplexe molekulardynamische Simulationen (MDs) von Proteinen,
Lipiden und anderen Polymeren zu berechnen und auszuwerten. Den Download gibt
es unter http://www.gromacs.org/ .
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5.8 IMAGIC-5

Dies ist ein modulares Bildanalyse-Softwarepaket, welches vorwiegend zur Analyse
und Rekonstruktion von Einzelpartikeln dient. Zu den Funktionen dieser Software
gehdrt die Fourier-Transformation, 2D- und 3D-Alignments, MSA, Winkel-
berechnungen sowie die 3D-Rekonstruktion aus zweidimensionalen Bildern. Das
Paket wurde von Image Science Software (www.imagescience.de, Berlin, Germany)
(van Heel and Keegstra, 1981; van Heel et al., 1996) erworben.

5.9 Visual Molecular Dynamics (VMD 1.9.2)

VMD ist eine 3D-Visualisierungssoftware, die vor allem fir molekulardynamische
Simulationen ausgelegt ist (Humphrey et al., 1996). Mit Hilfe dieses Programms
kdénnen Trajektorien von MDs einfach und schnell analysiert und ausgewertet
werden. Eine Trajektorie besitzt dabei die genauen Koordinaten von jedem Atom
eines Moleklils Uber eine definierte zeitliche Abfolge im dreidimensionalen Raum.

5.10 UCSF CHIMERA (Version 1.10.2)

UCSF Chimera ist ein spezialisiertes Programm zur Bearbeitung und Visualisierung
von 3D-Rekonstruktionen, Kristallstrukturen etc. Es bietet eine Fllle an Funktionen.
das Programm enthdlt sowohl eine graphische Oberflaiche als auch eine
Kommandozeile, in der jegliche Befehle und Operationen durchgefihrt werden
kénnen. UCSF Chimera ist frei verfugbar und kann unter
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html heruntergeladen werden (Pettersen
et al., 2004; Goddard et al., 2007).

5.11 EM-Menu

Diese Software wurde zur Erstellung elektronenmikroskopischer Bilder am
Tecnai F12 LaB4s-TEM eingesetzt.
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6 Digitale Bildverarbeitung/Einzelpartikelanalyse

Im folgenden Abschnitt ist die grundlegende Vorgehensweise beschrieben, wie im
Rahmen dieser Arbeit aus verrauschten EM-Aufnahmen Einzelpartikel extrahiert und
mit diesen eine 3D-Rekontruktion des entsprechenden Proteins berechnet wurde.

6.1 Uberpriifung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Beim ersten Datensatz mit den Aufnahmen des Hamocyanins von L. polyphemus
wurden alle Aufnahmen mit dem Modul ,,e2display.py“ des Programms EMAN2 auf
mdgliche Bildfehler untersucht. Das Modul berechnet dazu eine FFT (schnelle
Fouriertransformation), die es ermdglicht, eine eventuelle Bewegungsunschérfe im
EM-Bild zu erkennen. Solche Bildfehler kdénnen Detailinformationen auf den
Aufnahmen verschwinden lassen oder die Bildinformation verfalschen. Aufgrund
dessen bot die Nutzung der Video-Funktion der DDD-Kamera Falcon 2 einen
immensen Vorteil. Es wurden 24 Einzelbilder/Aufnahme in 1,5 Sekunden
aufgenommen und anschlieBend aneinander ausgerichtet. Dadurch konnte die
Bewegungsunscharfe fast vollstandig eliminiert werden (Li et al., 2013).

Fdr den zweiten Datensatz mit den Aufnahmen des Hamocyanins (Abb. B.8 A/B) von
C. truncata und dem dritten Datensatz mit den Aufnahmen des Hamocyanins von
L. oceanica wurde am MPI fir biophysikalische Chemie in Géttingen ebenfalls die
DDD-Kamera Falcon 2 benutzt, jedoch ohne die Video-Funktion. AuBerdem
erfolgten alle Aufnahmen automatisch.

Abb. B.8: A: EM-Aufnahme des Hamocyanins von C. truncata. B: das dazugehdrige FFT-Bild
ohne Bewegungsunschérfe.
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Somit war es nicht mdglich, die Bewegungsunscharfe aus den Aufnahmen zu
entfernen. Von den 2.562 Aufnahmen des Datensatzes von C. truncata konnten
daher letztendlich nur 1.376 fir die nachstehende CTF-Bestimmung und
Partikelselektion genutzt werden.

Beim Datensatz von L. oceanica wurden ebenfalls EM-Bilder aussortiert, nachdem
sie auf ihre Qualitat hin Uberprift wurden. Von den 4.133 EM-Aufnahmen wurden
3.161 fur die nachfolgenden Berechungen genutzt.

6.2 Kontrast-Transfer-Funktion (CTF)

Der Kontrast einer Aufnahme am TEM ergibt sich aus einer Kombination des
Amplitudenkontrasts und des Phasenkontrasts. Durch den Verlust von Elektronen
bei nichtelastischer Streuung und/oder durch groBwinklige elastische Streuung, die
bewirkt, dass Elektronen auBerhalb der EM-Linse auftreffen, entsteht der
Amplitudenkontrast. Der Phasenkontrast entsteht durch Interferenzen zwischen den
elastisch gestreuten Wellen, die die Objektivblende passieren, und den nicht
gestreuten empfangenen Wellen. Er enthélt auch die meiste Information der Struktur
des entsprechenden Molekiils. Der Anteil des Amplitudenkontrasts ist im Vergleich
dazu sehr gering. Biologische Molekile (die nicht markiert sind) sind Objekte, die
grundséatzlich nur einen sehr schwachen Phasenkontrast aufweisen. Die EM-
Aufnahmen werden im Defokus-Bereich (0,1-5 um) aufgenommen, um einen hohen
Phasenkontrast bei niedrigen rdumlichen Frequenzen zu generieren (Unterfokus).
Dies ist notwendig, um die Strukturen auf der Aufnahme sichtbar zu machen (Punkt-
Verbreitungs-Funktion). Es fuhrt aber zu einer Fehlinformation der Bildkontraste
(oszilliernde Vorzeichen (Nulldurchgange)) in der CTF, die korrigiert werden muissen
(Abb. B.9 a/b). Eine entscheidende Rolle bei der Korrektur der Bilder spielt die
Fourier-Transformation. Wenn ein Bild in den Fourierraum transformiert wird, dann
erhdlt man eine Darstellung in Abh&ngigkeit von den Raumfrequenzen des Bildes
(Schatz, 1992). Wichtig: Dieses Bild enthélt weiterhin alle Informationen des
Ursprungsbildes. Der Vorteil der Fourier-Transformation besteht darin, dass
Berechnungen dort viel schneller ausgefiihrt werden kdnnen. AuBerdem ist es
moglich, stérende Faktoren bestimmten Raumfrequenzen zuzuordnen und diese zu
eliminieren. Schaut man sich ein fouriertransformiertes Bild (Abb. B.8B) an, erkennt
man vom Zentrum ausgehend helle Ringe (Thon-Ringe) (Thon, 1966). Diese
begrenzen die Nullstellen der CTF, wahrend die schwarzen Ringe die Nullstellen der
Funktion reprasentieren. Mit der CTF lassen sich die Frequenzintervalle, in denen die
negativen Werte liegen, genau ermitteln und ins Positive invertieren. Somit erhalt
man die gesamte Bildinformation einer EM-Aufnahme.
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Die Form der CTF hangt vom Defokuswert (z), der Wellenlange (A) der Elektronen,
der Ortsfrequenz (k) und dem sphéarischen Abberrationskoeffizienten (C,) ab (Wade,
1992).

T
CTF(k) = sin(C, 4* k* 3+ mAzAk?)

Bei der Phasenverschiebung handelt es sich um eine zeitliche GrdBe. Sie ist auf
einem statischen EM-Bild nicht erkennbar und das Objekt unsichtbar. Man erkennt
aber daraus die resultierende Amplitudenmodulation. Ein sichtbarer Kontrast ist
immer dann zu erkennen, wenn sich die Amplituden unterscheiden. Eine maximale
Realitéatstreue ist bei einem Gangunterschied von m/2 gegeben (Scherzer-Fokus).
Dies lasst sich leider nicht fur alle Beugungswinkelbereiche gleichzeitig realisieren,
was in der CTF (Abb. B.9 a/b) ausgedrickt wird. Sie stellt den Verlauf des Kontrasts
(Maximalwert = 1; schwarz-wei3) als Funktion der Ortsfrequenz 1/m (also im Fourier-
Raum) dar.

d,(rem) 2.00D 1.000 0.657 0.500 a4Dd D333 0.256 0.25D 0.222 a200 a1s2 DAB7 0.154 0143 0133 a1z

k(nm1) 05 1 15 2 25 3 a5 4 45 S 55 & 65 7 75 [

d,(rem) 2.000 1.000 0.657 0.500 a400 D333 0.256 0.250 0.222 az2o0 aisa D167 0.154 0143 0133 a1zs

b

kgnm1) 05 1 15 2 25 3 35 4 a5 5 55 & 85 7 75 B

Abb. B.9: Kontrast-Transfer-Funktion (CTF) Linke Seite: CTF in 1D; Rechte Seite: in 2D-Darstellung;
a) im Scherzer-Fokus: Unterfokus mit einer Phasenverschiebung Uber einen weiten Beugungs-
winkelbereich von ca. /2. Die Kurve beginnt im negativen Kontrastbereich und bleibt auch tber
einen groBen Ortsfrequenzbereich dort, ohne zu oszillieren. Weitere Verschiebung in den
Unterfokus erzeugt schon bei kleinen Ortsfrequenzen zusatzliche Kontrastiibergénge (Pfeil) und
damit mehr Bereiche mit geringem Kontrast (um null), aber auch fir das Auge sichtbare Information.
b) Uberfokus, die Kurve beginnt bei kleinen Ortsfrequenzen im positiven Bereich.
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6.2 Bestimmung der Defokus-Werte

Biologische Proben sind im TEM aufgrund ihres niedrigen Kontrastes und im
fokussierten Bereich nicht zu identifizieren. Die Aufnahmen der Probe werden daher
im Defokus erstellt, um die Einzelpartikel sehen zu kénnen. Zur Behebung der
Bildfehler der Defokussierung, benétigt man jedoch den genauen Defokus-Wert
jeder einzelnen Aufnahme. Zusammen mit den verschiedenen Parametern des
Elektronenmikroskops (Cs-Wert, VergréBerung, Aufldsung) ist es mdglich, den
Defokus-Wert jeder Aufnahme zu bestimmen. Genutzt wurde daflir das Programm
ctffind3 (Mindell & Grigorieff., 2003), das im Programm RELION verlinkt ist
(Abb. B.10 A). Das Programm ctffind3 erstellt dabei fir jede Aufnahme ein
Diagnosebild, das Uberprtft werden muss. Auf der rechten Seite des Bildes wird die
FFT der Aufnahme dargestellt. Die linke Seite zeigt die FFT mit dem von ctffind3
berechneten Defokuswert (Abb. B.10 B). Stimmen die beiden Seiten Uberein, dann
hat die Defokus-Berechnung funktioniert. Gibt es jedoch Unterschiede zwischen
beiden Seiten, muss die CTF-Berechnung der Aufnahme wiederholt oder aus dem
Datensatz ausgeschlossen werden, da diese die nachfolgenden Berechnungen
negativ beeinflussen wirde.

e O O I\| RELION: /data/home/haugwitz/Limulus/Relion/oxy

File Start new run ]
General ] 10| Microscopy| CTFFINDS | Running |
Micrograph inspection
CTF estimation : q
Auto-picn Spherical aberration (mm): _
Particle extraction Voltage (kV):
Particle sorting " .
B e i convast 01 _|—[——1@
3D classification Physical pixel size on detector (um):
3D auto-refine
Post-processing
Particle polishing
Local-resolution
Publish!

Abb. B.10: A: Elektronenmikroskop-Parameter zur Bestimmung der CTF. B: Erfolgreiche Simulation
des Defokus-Wertes einer EM-Aufnahme
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6.3 Selektion der Einzelpartikel

Die Selektion der Einzelpartikel des Datensatzes von L. polyphemus Hamocyanin
wurde mit dem EMAN2-Modul ,e2-Boxer.py“ durchgefiihrt (Tang et al., 2007;
Ludtke, 2012). Das Modul besitzt einen automatischen Suchalgorithmus, der mit
Hilfe von Referenzbildern &hnliche Partikel auf der Aufnahme auswahlen und
selektieren kann. Aufgrund eines Kamerafehlers des Direct Detectors Falcon 2
waren jedoch auf jeder Aufnahme ein sehr schwacher horizontaler sowie vertikaler
Streifen zu erkennen (Abb. B.11). Jegliche Partikel, die von einem dieser Streifen
beriihrt bzw. beeinflusst wurden, mussten daher manuell deselektiert werden
(Abb. B.11). Die ausgewéhlten Partikel auf den entsprechenden Aufnahmen wurden
im box-Format gespeichert. Dieser Datei-Typ enthélt die genauen Koordinaten jedes
einzelnen Partikels. Die BoxgréBe betrug 256 x 256 Pixel. Die Aufldsung der
Aufnahmen lag bei 1,77 A/pix. Insgesamt wurden aus diesem Datensatz
31.489 Partikel selektiert.

Der Datensatz mit den Einzelpartikeln des Hamocyanins von C. truncata wurde mit
dem Selektions-Modul von RELION erstellt. Dazu wurden zuerst ca. 700 Partikel aus
den ersten 100 Aufnahmen manuell selektiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe dieser
Partikel eine 2D-Klassifizierung durchgefihrt, bei der am Ende 10 Klassensummen
erstellt wurden. Die drei besten Klassensummen wurden flr das nachfolgende
automatische Selektieren aller Aufnahmen als Referenz verwendet. Die
automatische Selektion der Partikel ist im Vergleich zur manuellen Partikel-Selektion
um ein Vielfaches schneller, jedoch ist die Genauigkeit der Auswahl etwas
schlechter. Der Algorithmus erkennt manchmal Fragmente bzw. Verunreinigungen
auf dem Grid als ,richtige” Partikel und fligt diese dem Datensatz hinzu (Abb. B13).
Diese wurden jedoch bei anschlieBenden Uberpriifungen und 2D-Klassifizierungen
aus dem Datensatz entfernt, so dass sie keinen negativen Einfluss auf die folgenden
Berechnungen der 3D-Rekonstruktion haben. Insgesamt wurden
97.067 Einzelpartikel aus den 1376 Aufnahmen selektiert. Die BoxgrdoBe betrug
256 x 256 Pixel. Die Auflésung der Aufnahmen lag bei 1,27 A/pix.

Die Selektion der Einzelpartikel fir den Datensatz von L. oceanica wurde ebenfalls
mit RELION durchgefiihrt. Aus 180 EM-Bildern wurden manuell 2131 Einzelpartikel
gepickt, mit denen anschlieBend die 2D-Klassifizierung zur Referenzerstellung
durchgeflihrt wurde. Insgesamt wurden 15 Klassensummen erstellt. Die besten
sechs Klassensummen wurden als Referenz fir das nachfolgende automatische
Selektionsverfahren verwendet. Der Datensatz enthielt nach der automatischen
Selektion 109.845 Einzelpartikel.
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(SMNS) N\ 10709.mrc

‘000 X| e2boxer
Box Size:| 256 ]

| Tools

Current Boxing Tool: Swarm i

Particle Diameter: | 256 l [Clear anes]

Auto Box Method

‘@ Threshold . Selective 1 More Selective

View Template l [ Autobox ]

[¥] Refresh Template [¥| Auto Update
¥ interact =

[ Proximity Threshold (G —= % Sepdd

[ Step Back ] [ Step Forward ]
Image Quality: 2 3
[ Write output
[ Done
80 Boxes ¥
O O O i

Abb. B.11: A: GUI des Moduls e2boxer.py / Die griinen Kéasten zeigen die automatische Selektion
der Einzelpartikel. Partikel, die von der schwarzen/grauen Linie berihrt wurden (roter Pfeil), wurden
anschlieBend deselektiert. B: automatische Selektion der Einzelpartikel mit RELION.
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6.4 Extraktion der Einzelpartikel

Nachdem die Koordinaten der Partikel erfasst und gespeichert wurden, konnte die
Partikelextraktion beginnen. Dabei werden die Koordinaten aller Partikel in einer
Datei zusammengefasst. Das Programm RELION nutzt dafir das ,.star“-Format
(particles.star). Der Vorteil dieses Formats ist, dass die Datei nicht aus vielen
Bilddateien besteht, sondern nur die Koordinaten der Partikel zusammenfasst. Somit
weist sie nur ein sehr geringes Datenvolumen auf, was fir anschlieBende
Berechnungen von Vorteil ist.

6.5 Bildverarbeitende Methoden

RELION kombiniert bei all seinen Refinements viele Einzelschritte, die in anderen
3D-Softwareprogrammen separat und nacheinander durchgefiihrt werden muissen.
Diese Eigenschaft beschleunigt und vereinfacht die Benutzung von RELION sehr.
Ich gehe im Folgenden auf die einzelnen Schritte genauer ein.

6.5.1 Normierung/Invertierung der Einzelpartikel

Der Kontrast der Partikel des Datensatzes wird zunachst invertiert. Das bedeutet,
dass die Partikel nun auf einem dunklen Hintergrund weiB erscheinen. Weiterhin
wird eine Normierung der Partikel durchgeflihrt, ohne die eine weitere Berechnung
nicht mdglich ist. Der préaparierte Einzelpartikel-Datensatz kann nun fir die weiteren
Verbesserungsrunden (Refinements) genutzt werden.

6.5.2 Bildkorrektur der Partikel

Wie bereits in Abschnitt 6.2 beschrieben, wurden die elektronenmikroskopischen
Bilder im Defokus aufgenommen. Aufgrund dessen ergab sich in der Kontrast-
Transfer-Funktion (CTF) der Aufnahmen eine Intensitatsdnderung, die abhéangig von
den Raumfrequenzen der zughdrigen Aufnahme ist (Abb. B.10 A/B Abschnitt 6.2,
Abb. B.12 A). Der CTF-Wert der Aufnahmen wurde wie in Abschnitt 6.2.1
beschrieben ermittelt. Die Korrektur der CTF erfolgte innerhalb der Refinements von
RELION. Die Partikel wurden dabei im Fourierraum mit der entsprechenden CTF
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multipliziert, so dass die negativen Werte in den positiven Bereich gebracht und die
Information der Partikel genutzt werden konnte (Abb. B.12 B) (Zhu et al., 1997). Die
Aufnahmen wurden in einem Defokus-Bereich von 0,5-5 ym angefertigt. Durch die
anschlieBende Mittelung der Werte wurde ein GroBteil der Frequenzbereiche
abgedeckt, die nun Kontrast zeigten (Abb. B.12 C). Ein Vorteil von RELION ist, dass
es Partikel mit &hnlichen Defokus-Werten zu Gruppen zusammenfasst, und fir diese
Gruppen gleichzeitig die Korrektur berechnet. Diese Korrekturmethode beugt bei
stark verrauschten Einzelbildern Rechenfehlern vor (Zhu et al. 1997).

1.0

A

) mm
505 /\ /4\ /\ / V \Jotd Wiz oes
\/ VA —envioe

Resolution 1/s [nm]

-1.0

O 74p31 2.847 1.452 0.974 0.733 0.588 0.490 0.421 0.368
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—CTF
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O 74p31 2.847 1.452 0.974 0.733 0.588 0.490 0.421 0.368

-0.5 ——Def 1000 Mult |

~=——Def 1500 Mult
Def 2000 Mult

-1.0
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Abb. B.12: CTF-Berechnung mit Hilfe der Exceltabelle "CTF-Simulation" (Henning Stahlberg,
Uni Basel). A: Simuliert wurde die CTF flr das Tecnai G2 12 BioTwin bei einem Defokus von 1,0 um.
B: CTF-Korrektur. C: Mehrere Aufnahmen mit unterschiedlichen Defokus-Einstellungen heben die
Nullstellen auf. So erhalten fast samtliche Frequenzbereiche Kontrast.
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6.5.3 Referenzfreie 2D-Klassifizierung.

Bei diesem Verfahren wurden die Einzelpartikel zu einem Gesamtbild aufaddiert.
Dieses Bild diente anschlieBend als Referenz fir die Zentrierung und Ausrichtung
der Einzelpartikel. Es handelt sich hierbei um einen iterativen Prozess, wodurch sich
die Positionierung und Orientierung der Partikel immer weiter verbessert.
Gleichzeitig wurden in diesem Prozess auch Klassensummen von Partikeln mit
gleicher Orientierung gebildet. Die Bildinformation des Partikels addierte sich dabei
schneller auf als die des Rauschens (Schatz, 1992). Somit wurde das Signal-
Rausch-Verhéltnis (SNR) verbessert und der Informationsgehalt des Bildes erhdht
(Abb. B.13 A-D).

Abb. B.13: Aufsummierung von zuféllig verrauschten Bildern mit demselben Objekt (Limulus
polyphemus). A: Summation von 10 Bildern. B: Summation von 100 Bildern. C: Summation von
600 Bildern. D: Summation von 1200 Bildern. Man erkennt, dass sich mit zunehmender Bilderzahl
das Rauschen stark reduziert und der Informationsgehalt ansteigt.

Insgesamt wurden zwischen 500-1000 Klassen gebildet. Partikel, die keiner Klasse
zuzuordnen waren, wurden in kleinere Klassen mit dhnlichen Partikeln gesammelt.
Die Summenbilder dieser Klassen zeigten, dass sie nichts mit dem zu
untersuchenden Hdmocyanin zu tun hatten, und wurden daher aussortiert. Die 2D-
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Klassifizierung ist eine gute L6sung, um weitere ,falsche“ oder teilweise zerstbrte
Partikel aus dem Datensatz zu entfernen.

Fir die weitere Berechnung wurden nur die besten Klassen ausgewahlt (Abb. B.14).
Mit den darin enthaltenden Einzelpartikeln wurde ein neuer Partikelstapel erstellt, der
dann im nachfolgenden 3D-Refinement berechnet wurde.

\| /gpts/ts2 /project/moltierphys/Callianassa/Bild_2dclass.star

Abb. B.14: Beispiel einer Auswahl von 2D-Klassen des Hamocyanin-Datensatzes von C. truncata.
Anhand der Klassensummen sind die Positionen der einzelnen Hexamere bereits gut zu erkennen.

6.5.4 Eulerwinkel/Winkelbestimmung

Eulerwinkel

Die aufgereinigten Datensatze des Hamocyanins von L. polyphemus, C. truncata
und L. oceanica. wurden nun mit dem 3D-Refinement-Modul von RELION
berechnet. Der finale Datensatz des deoxy-8x6mers von L. polyphemus enthielt
10.290 Partikel des Hamocyanins. Der Datensatz des oxy-8x6-mers von
L. polyphemus bestand aus 29.125 Einzelpartikeln. Der Datensatz von C. truncata
enthielt 45.852 Partikel und der Datensatz von L. oceanica bestand aus
68.971 Einzelpartikeln.
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Um nun eine 3D-Rekonstruktion des entsprechenden Proteins zu berechnen,
muissen die Winkel der 2D-Projektionen im dreidimensionalen Raum bestimmt
werden. Die Winkelbestimmung ist einer der zeitaufwandigsten Prozesse wéhrend
der 3D-Rekonstruktion.

Die EM-Projektionsbilder haben 6 Freiheitsgrade:
» die Positions- bzw. Translations-Freiheitsgrade x, y und z
» die Winkel- bzw. Rotations-Freiheitsgrade a, B und y (Eulerwinkel)

Der Winkel a beschreibt die Drehung des Molekils in der von x und vy
aufgespannten Ebene, wahrend B die Drehung in der von y und z gebildeten Ebene
zeigt, und y die der Ebene von z und x. (Die z-Achse, x-Achse und y-Achse sind die
jeweiligen Normalvektoren zu den entsprechenden Ebenen). Die Molekllachse mit
der héchsten Symmetrie wird als Molekllvektor definiert (geht durch den Ursprung
des Koordinatensystems). An diesem werden die Eulerwinkel relativ zum Bild-
Koordinatensystem abgemessen. Man wirde so die Projektion dieser gedachten
Molekulachse auf der Bildebene sehen.
Man nimmt an, dass die z-Position des Molekiils einen festen Wert hat, da alle
Molekulle in der gleichen planaren Bildebene liegen (von x und y aufgespannte
Ebene). Damit bleiben 5 Freiheitsgrade Ubrig, die fir eine 3D-Rekonstruktion
ausgerichtet bzw. klassifiziert werden missen (Abb. B.15):

» X, yund q, die in der Bildebene liegen (In-Bildebene-Freiheitsgrade)

» B undy, die nicht in der Bildebene liegen (Nicht-Bildebene-Freiheitsgrade)

Molekulachse

Abb. B.15: Definition der Eulerwinkel in einem Koordinatensystem. Die Lage und Orientierung des
Moleklls werden durch die drei Eulerwinkel a, B und y eindeutig festgelegt (nach Stohr 2002).
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Bei den ,In-Bildebene-Freiheitsgraden” geben die x- und y-Koordinaten die Lage
innerhalb der Bildebene wieder. Der Winkel a beschreibt die Drehung der Projektion
der Molekllachse in der Bildebene. Diese Freiheitsgrade kénnen nach einem
rotationalen Alignment entfernt werden.

Somit bleiben die unbekannten ,Nicht-Bildebene-Freiheitsgrade” tbrig. B ist hierbei
der Kippwinkel zwischen der Molekilachse und der z-Achse des
Koordinatensystems. Eine Seitenansicht hat einen B-Winkel von 90°, eine Top-
Ansicht einen B-Winkel von 0°. Der Winkel y beschreibt dabei den Drehwinkel des
Molekils um seine eigene Symmetrieachse (Molekilachse) (Abb. B.16).

Die Hamocyanine von L. polyphemus und C. truncata besitzen beide eine 2-fach-
Symmetrie (D2), d.h. nach einer Drehung von 180° um die Molekilachse kehrt die
identische Ansicht wieder. Wenn die Molekilachse auf die z-Achse des
Koordinatensystems féllt, dann drehen sich der Winkel a und y in derselben Ebene
(Heymann et al. 2005a). Das Hamocyanin von L. oceanica weist eine C2-Symmetrie
auf.

Die ,Nicht-Bildebene-Freiheitsgrade“ B und y von verschiedenen Molekilen
enthalten die dreidimensionale Information. lhre Werte missen also bekannt sein,
um eine 3D-Rekonstrukion zu erstellen.

Winkelbestimmung/Projektionstheorem

Die Grundlage zur genauen Winkelbestimmung der verschiedenen Ansichten im
dreidimensionalen Raum ist das Projektionstheorem (Crowther et al. 1970). Es sagt
aus, dass die 2D-Projektionsbilder eines Molekills im Fourierraum einen zentralen
Schnitt durch die 3D-fouriertransformierte Form des Molekiils darstellen. Das
bedeutet, dass man bei zwei verschiedenen Molekllansichten eine gemeinsame
Schnittlinie (Common Line) zwischen beiden 2D-Fourierschnitten ermitteln kann. Die
Schnittlinie (Common Line) beschreibt dabei die rdumliche Zuordnung im Bildraum.
Man benétigt jedoch noch zwei weitere Schnittlinien, um die Orientierung des
Molekiils exakt zu bestimmen. Diese zwei zusatzlichen Common Lines erhélt man,
wenn eine weitere 2D-Projektion zu den beiden anderen hinzuflugt wird. Die drei
Common Lines legen zusammen die genaue dreidimensionale Anordnung eines
Molekiils im Fourierraum fest (Abb. B.16 B).
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Abb. B.16: A: Die Common Line (rot) der beiden 2D-Projektionen kann die rdumliche Anordnung
des Molekuls nicht vollstdndig fixieren, da eine Rotation um die mittleren Bereiche weiter méglich
ist. B: Durch eine weitere 2D-Projektion kommen zwei weitere Common Lines (griin und blau hinzu);
die raumliche Orientierung der drei mittleren Bereiche ist somit fixiert (nach Gatsogiannis, 2009).

Um Common Lines zu finden, erstelll man eindimensionale Projektionen
(Sinogramme) einer 2D-Projektion, welche hintereinander aufgereiht sind. Der
Winkelabstand dieser Projektionen betrdgt dabei jeweils 1°. Mit der Sinogramm-
Korrelationsfunktion (van Heel, 1987; Schatz, 1992) werden die Sinogramme zweier
2D-Projektionen linienweise verglichen. Dazu werden zwischen allen Zeilen der
Sinogramme die Kreuz-Korrelations-Koeffizienten bestimmt und als Helligkeitswerte
untereinander in ein Sinogramm-Korrelationsbild geschrieben. Das Maximum in
diesem Bild liefert die Information Uber die Common Line der beiden Bilder. Die
Auswertung mehrerer Sinogramm-Korrelationsbilder liefert die relative raumliche
Zuordnung des Molekils. Bei Molekllen ohne Symmetrie wird beim Sinogramm nur
ein Maximum angezeigt. Bei Molekiilen, die eine Symmetrie aufweisen, ergeben sich
zahlreiche symmetriebedingte Funktionsmaxima. (Bsp: Bei einem Molekil mit D2-
Symmetrie haben zwei verschiedene 2D-Projektionen vier Common Lines
gemeinsam).

RELION verwendet zu Beginn der Berechnung ein Startmodell, das als Referenz
dient. Somit wird fir jeden Partikel mit Hilfe eines iterativen Optimierungs-
algorithmus, die Position sowie der zugehérige Projektionswinkel mit der héchsten
Wahrscheinlichkeit berechnet. Das oben beschriebene Verfahren, das die
Sinogramm-Korrelationsfunktion nutzt, wurde inzwischen weitestgehend durch ein
neueres Verfahren ersetzt, das auf einem ,expectation maximization“-Algorithmus
beruht (Sigworth et al., 2010). Dabei werden zunachst von der Referenz Projektionen
erstellt. AnschlieBend kdénnen durch die Maximum-Likelihood-Funktion, die der
Algorithmus mit einbezieht, die Einzelpartikel der ahnlichsten Projektion zugeordnet
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werden. Fir jeden Partikel werden so die Eulerwinkel (a, B, y) und die Translations-
Koordinaten (x, y) festgelegt (Winkelzuordnung, expectation step).

6.5.5 3D-Rekonstrukion

Die meisten der hierfir verwendeten Rekonstruktionsalgorithmen beruhen dabei auf
dem bereits erwdhnten Projektions-Theorem (DeRosier & Klug., 1968; Crowther et
al., 1970). Dabei werden die unterschiedlich orientierten Projektionen im Fourierraum
aufsummiert und anschlieBend invers dreidimensional fouriertransformiert. Man
erhalt so die 3D-Rekonstruktion des zu untersuchenden Proteins im Realbildraum.

Nachdem die rdumlichen Koordinaten der verschiedenen Ansichten bekannt sind,
werden diese mit Hilfe eines 3D-Rekonstruktionsalgorithmus zu einer 3D-Struktur
zusammengefihrt  (Refinement, maximization step). Die errechnete 3D-
Rekonstruktion geht dann wiederum fir eine weitere Verfeinerung der
Winkelbestimmung als neue Referenz in den Rechenprozess ein. Dieser iterative
Prozess wiederholt sich solange, bis das System konvergiert (Frank et al., 2006;
Sigworth et al., 2010; Scheres et al., 2012 (B)).

6.5.6 Prozessierung der Einzelbilder (Frames) / movie-processing

Wie bereits in Abschnitt 3.2 erwahnt, wurde der Datensatz mit den Aufnahmen des
L. polyphemus Hémocyanins mit Hilfe des Video-Modes der Falcon 2 Kamera
aufgenommen. Die 24 Movie-Frames einer Aufnahme wurden zunachst mit einer
Frame-Alignment-Software bearbeitet (Li et al.; 2013). Hierbei werden alle Frames
zueinander aligniert. Im Laufe der weiteren Prozessierung wurde nicht nur ein
normaler Einzelpartikel-Stack der zusammengefassten Einzelbilder (Frames) erstellt
sondern auch ein Einzelpartikel-Movie-Stack, in dem jeder Partikel mit seinen
zugehorigen Einzelbildern vorliegt. Die erste 3D-Rekonstruktion wurde mit den
zusammengefassten Aufnahmen durchgefihrt (Eine Aufnahme setzt sich aus 24
Frames zusammen). Hierbei wurden die einzelnen Movie-Frames noch nicht in die
iterative Verfeinerung mit einbezogen. In RELION 1.3 ist ein zusatzlicher movie-
processing-Algorithmus implementiert, der speziell fir das Alignment der einzelnen
Frames der Einzelpartikel entwickelt wurde (Bai et al., 2013). Der Algorithmus
erkennt dabei in den Einzelbildern die minimale Bewegung des Partikels, die
wahrend der Aufnahme durch den Elektronenstrahl auftritt (beam induced motion).
Durch diese Bewegung ergibt sich eine Unschérfe im zusammengefassten Bild des
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Einzelpartikels. Diese Bewegung kann durch den Algorithmus ermittelt werden,
indem die Einzelbilder eines jeden Partikels zusammengefasst und erneut aligniert
werden. Mit den nun alignierten Einzelbildern der jeweiligen Partikel wird ein
erneutes 3D-Refinement durchgefuhrt. Dies tragt in den meisten Fallen zu einer
deutlichen Verbesserung der Auflésung in der finalen 3D-Rekonstruktion des
Proteins bei.

6.5.7 Nachbearbeitung der 3D-Rekonstruktion / Postprocessing

Im Anschluss des 3D-Refinements wurde die erstellte 3D-Rekonstruktion mit dem
Programm ,relion_postprocess* nachbearbeitet. Hierbei wurden verschiedene
Schritte der Nachbearbeitung in einem Modul zusammengefasst. Zur Vermeidung
einer potentiellen Uberinterpretation (Overfitting) der 3D-Rekonstruktion wurden aus
allen 3D-Refinements unmaskierte 3D-Rekonstrukionen berechnet. Die nominelle
Auflésung dieser 3D-Rekonstruktionen ist meist etwas schlechter, als sie real
vorliegt. Um dies zu korrigieren, wurden die im Folgenden beschriebenen
Berechnungen durchgefihrt.

Automatische/Manulle Maskierung

Mit der Option der Automaskierung wurde fir die drei unmaskierten 3D-
Rekonstruktionen eine Maske erstellt, mit der jegliches Rauschen, das um die 3D-
Dichtekarte auftrat, wegmaskiert wurde. Wichtig ist hierbei, dass die Maske keine
scharfen Kanten besitzt, da diese zu Fehlern im Fourierraum fihren kénnen.

MTF-Korrektur (modulation transfer function)

Die MTF misst den Kontrast (Amplitudengang) Uber alle rdumlichen Frequenzen bis
zur Nyquist-Frequenz (die theoretische Auflésungsgrenze). Bei Elektronen-
mikroskopen wird die MTF bestimmt, indem man ein Bild an einer geraden Kante
aufnimmt und mit Hilfe einer Software die ESF (edge spread funtion) berechnet,
welche den Grad der Unschéarfe des Bildes beschreibt. Die Fourier-Transformation
der Ableitung der ESF ergibt die MTF. Ist dieser Wert flr einen Detektor bekannt,
kann dieser im Nachbearbeitungsprozess korrigiert werden (McMullan et al., 2009).
Fir die verwendete Falcon 2-Kamera wurde die MTF-Kurve benutzt, die man unter
http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/relion/index.php/Analyse_results herunterladen

konnte.
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Scharfen/Sharpening

Bei Aufldsungen im Bereich von 3-7 A (bei denen Sekundarstrukturen erkennbar
sind) besitzen hohe und niedrige Raumfrequenzen nicht mehr dieselbe Intensitat
(aufgrund des niedrigen SNR). Diese Intensitdtsunterschiede muissen angepasst
werden, um Details wie a-Helices und pB-Faltblatter aufzulésen (Glaeser und
Downing, 1992; Conway und Steven, 1999; Rosenthal und Henderson, 2003). Hierzu
wird die Methode des "b-factor sharpening" angewandt. Fir das Schérfen der 3D-
Rekonstruktion des deoxy-Hamocyanins von L. polyphemus, wurde ein B-Factor
von -447 A? automatisch berechnet und verwendet (Rosenthal and Henderson,
2003). Zur Scharfung der oxy-8x6-mer 3D-Rekonstruktion wurde ein B-Factor von -
650 A? genutzt. Bei der 3D-Rekonstruktion des Hamocyanins von C. truncata ergab
sich ein B-Factor von -227 A?, der zum Scharfen der Dichtekarte genutzt wurde. Fur
das Scharfen der 3D-Rekonstruktion von L. oceanica wurde der B-Factor-Wert von -
500 A? ibernommen.

6.5.8 Auflésungsbestimmung

Um eine Aussage Uber die Giite der errechneten 3D-Rekonstruktion zu treffen, muss
deren Auflésung bestimmt werden. Hierbei gibt es diverse Anséatze, denen meistens
die allgemeine Gleichung der Fourier-Shell-Korrelation zugrunde liegt:

Yqeqi F1(q@) - F2(@)"
\/ZqEqi F%(CI) ' quqi F% (q)

FSCy2(q;) =

Bei F1 und F2 handelt es sich um zwei dreidimensionale Dichten, die tUber Schalen
(shells) g; im Fourierraum als Funktion der Frequenz g miteinander verglichen
werden (Harauz & van Heel, 1986; van Heel & Schatz, 2005).

In dieser Arbeit wurden alle errechneten Auflésungen mit der ,Gold-Standard“-
Methode bestimmt. Hierbei werden zu Beginn der Berechnung der 3D-
Rekonstruktion die Partikel in zwei Datensatze aufgeteilt und unabhangig
voneinander berechnet. Aufgrund dieser aufgeteilten Prozessierung spielt aligniertes
Rauschen wé&hrend der Berechnung kaum noch eine Rolle. Eine mdgliche
Uberinterpretation (Overfitting) der 3D-Dichtekarte ist dadurch stark eingeschrénkt.
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Die Aufldsung der 3D-Rekonstruktionen kann Uber den FSC-Wert: 0.143 ermittelt
werden.

Eine alternative Aufldsungsbestimmung bietet das 0.5-Kriterium (Beckmann, 1997 ;
Bottcher et al., 1997; Conway et al.,1997; van Heel and Schatz, 2005). Hierbei wird
der Datensatz am Ende des 3D-Refinements in zwei zufallige Hélften aufgeteilt, aus
denen jeweils eine Dichtekarte berechnet wird. Beide werden anschlieBend
miteinander korreliert.

7. Einpassen atomarer Modelle

7.1 Starres Einpassen atomarer Modelle in die 3D-Rekonstruktion
(rigid body fitting)

Um genauere Aussagen Uber die Struktur und Funktion des betreffenden Proteins zu
treffen, kénnen atomare Modelle (die z.B. mit Hilfe der Roéntgenkristallographie
ermittelt wurden) in die 3D-Dichtekarte des entsprechenden Proteins eingepasst
werden. Die Tertidrstruktur des atomaren Modells wird dabei nicht verandert (rigid
body fitting). Das Einpassen wurde mit dem Programm UCSF CHIMERA
durchgefuhrt. Hierbei wird mit dem Modul ,fit in map® das atomare Modell rotational
und translational in die Dichtekarte hineingepasst, bis die Korrelation zwischen
beiden am groBten ist.

7.2 Flexibles Einpassen der atomaren Modelle in die 3D-
Rekonstruktion (flexible fitting)

Nachdem man die atomaren Modelle mit der Methode des ,rigid body fitting*“
eingepasst hat, kann die Korrelation der Struktur mit der Dichtekarte nochmals
erhdht werden, indem man die atomare Struktur flexibel in die Dichtekarte einpasst.
Hierbei kdnnen sich die Sekundér- und Tertidrstrukturen des atomaren Modells in
einem vorher festgelegten Rahmen bewegen. Dies wurde mit der Software DireX
(Schréder et al.,, 2007, Wang & Schrdder, 2012) durchgefihrt. Das Programm
berechnet schrittweise Dichtekarten der atomaren Struktur und vergleicht diese mit
der errechneten 3D-EM-Rekonstruktion. Atome die sich in einer geringeren Dichte
befinden, werden in die Richtung der hdheren Elektronendichte verschoben und
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anschlieBend wird eine neue Dichtekarte simuliert (Wang and Schréder, 2012). Ist
die Korrelation nun hdher, wird mit der neuen Struktur weitergerechnet. Um die
Veranderungen der atomaren Struktur zu bestimmen, nutzt das Programm spezielle
genetische Algorithmen. Wichtig sind hierbei verschiedene Kontrollparameter, die
anzeigen, ob die flexible Einpassung des atomaren Modells in die 3D-Dichtekarte
plausibel ist (de Groot et al., 1997; Schrdder et al., 2007; Wang and Schrdder 2012).

8. Molekulardynamische Simulationen mit GROMACS

Mit MD-Simulationen ist es maoglich, sehr genaue Ergebnisse in Bezug auf die
Interaktion von Proteinstrukturen zu erhalten (Sutmann, 2002).

Mit dem Programm GROMACS ist es mdglich, das Verhalten von Proteinstrukturen
in einer vorgegebenen Umgebung (Puffer, pH-Wert, Temperatur, Druck) in silico
naher zu beschreiben und anschlieBend zu analysieren. Zu Beginn nimmt man das
flexible eingepasste atomare Modell und betrachtet dann z.B. eine bestimmte
Kontaktstelle zwischen zwei oder drei Untereinheiten. Diese Untereinheiten werden
separat in ihrer Position abgespeichert und dann mit GROMACS fir die
bevorstehende Simulation vorbereitet. Zunachst wird ein angemessenes Kraftfeld
ausgewahlt, das mit den Besonderheiten einer Proteinstruktur umgehen kann. In
den hier vorliegenden Simulationen wurde das AMBER99SB-ILDN Kraftfeld
verwendet, das sich fir Simulationen mit Proteinen sehr gut eignet (Hornak et. al.,
2006; DePaul, Thompson, Patel, Haldeman, & Sorin 2010). Ebenso werden die
BoxgroBe fir die Simulation, das Wassermodell (TIP3P) (Mahoney & Jorgensen,
2000) sowie die atomare Struktur angepasst. AnschlieBend wird fir das erstellte
System eine Energieminimierung durchgeflihrt (Hess et al., 2013). Dadurch kann
thermisches Rauschen, das zu Beginn einer MD-Simulation auftritt, minimiert
werden. Falls die Ausgangskonfiguration des Systems nicht im energetischen
Gleichgewicht ist, kdnnen bei der MD-Simulation Fehler auftreten, die die gesamte
Simulation abbrechen. Nach der Energieminimierung wird die Puffer-
zusammensetzung des Systems angepasst. Um das System weiter zu optimieren,
werden die Temperatur und der Druck mit kurzen Simulationen angepasst.
AnschlieBend kann mit der eigentlichen MD-Simulation begonnen werden. Die
atomaren Modelle der Untereinheiten sind nun in einem Simulationsraum mit
periodischen Randbedingungen integriert. Die Struktur sowie auch die einwirkenden
Krafte kbnnen durch die Rander auf der gegenulberliegenden Seite wieder eintreten.
Am Ende einer Simulation erhalt man eine Trajektorie, die alle Atomkoordinaten fir
das simulierte System enthalt. Die Bewegung der beteiligten Atome kann somit Uber
die vorher bestimmte Simulationszeit genau verfolgt werden.
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Alle durchgefuhrten Simulationen in der vorliegenden Arbeit hatten eine Lénge von
100 Nanosekunden (ns). Abbildung B. 17 zeigt die Arbeitsschritte (Workflow) zur
Vorbereitung einer MD-Simulation.
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Abb. B.17: Workflow der Vorbereitung des MD-Systems und Durchflhrung einer
MD-Simulation mit GROMACS
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9. Funktionsweise von RELION

Die frei erhéltliche Software RELION gehért zu den neuesten Programmen, die zur
Berechnung von 3D-Dichtekarten verschiedener Proteinstrukturen eingesetzt
werden. In dieser Arbeit wurden samtliche finale Strukturen mit dieser Software
berechnet. Im Vergleich zu anderen Software-Paketen, die flr die Berechnung
solcher 3D-Strukturen ausgelegt sind, beinhaltet RELION einige neue Algorithmen,
die eine andere Herangehensweise zur Berechnung von Kryo-EM Daten erlauben.
Dabei spielen vor allem zwei wichtige Implementierungen eine Rolle: ein spezielles
statistisches System, das bei den Refinements angewandt wird, sowie die
Berechnung der Goldstandard-FSC (fourier shell correlation). Im Vergleich zu
anderen Programmen, bei denen die urspriinglichen Berechnungsschritte zu einer
3D-Dichtekarte separat ausgeflinrt werden, berechnet RELION nur eine einzige
Wahrscheinlichkeitsfunktion, was einen viel geringeren Arbeitsaufwand fir den
Benutzer bedeutet (Scheres., 2012 (B)). Dieser neu entwickelte Algorithmus folgt der
Bayesschen Statistik, die verschiedene Wahrscheinlichkeitsverteilungen einbezieht.
Im Satz von Bayes werden Daten einer bereits bekannten Berechnung Uber die zu
untersuchende Variable (a priori-Verteilung) mit den Daten neuerer Berechnungen
kombiniert (Likelihood-Methode), woraus sich dann neue verbesserte Daten ergeben
(a posteriori-Wahrscheinlichkeitsverteilung). Diese Verteilung kann wiederum fir
erneute Berechnungen genutzt werden, wenn wieder neuere Daten zur Verfliigung
stehen. Man benétigt also fur die Berechnung der Wahrscheinlichkeit eines neuen
3D-Modells ein schon vorhandenes Modell (Kucukelbir et al., 2012). RELION nutzt
dafir die Gauss-Verteilung der Fourier-Komponenten des eingesetzten Referenz-
Modells. Dieses Referenz-Modell ist in der Regel meist geglattet, was durch einen
hohen Filterwert erreicht werden kann (60-80A) (Scheres, 2012 (A)). Aufgrund der
Verwendung des gefilterten Referenzmodells ist der Algorithmus sehr unempfindlich
gegeniiber einer mdglichen Uberinterpretation (Over-Refinement) des Modells. Im
Gegensatz zu anderen 3D-Refinement Algorithmen werden den Partikeln keine
diskreten Orientierungen zugeordnet, nachdem sie an der Referenz ausgerichtet
wurden, sondern es werden gewichtete Wahrscheinlichkeitsintegrale fir alle
mdglichen Orientierungen berechnet. In die 3-D Rekonstruktion flieBen also
Partikelprojektionen ein, die viele verschiedene Orientierungen nach der Gauss-
Verteilung aufweisen. Welche Auflésung (Schérfe) die 3D-Rekonstruktion hat, hangt
davon ab, wie stark die EM-Aufnahmen verrauscht sind. Sind die EM-Aufnahmen
stark verrauscht, ergibt sich eine hohe Verteilung der verschiedenen Orientierungen
einer Projektion, was zur Folge hat, dass die finale Rekonstruktion schwéacher
aufgeldst ist. Wenn die Aufnahmen kaum verrauscht sind, gilt genau das Gegenteil.
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Der zweite wichtige Bestandteil des Programms RELION ist die Berechnung der
Gold-Standard-FSC. Hierbei wird der Datensatz in zwei Halften aufgeteilt, die dann
separat berechnet werden (Henderson et al., 2012). Dadurch wird eine Korrelation
des Bildrauschens, die bei der Berechnung des gesamten Datensatzes vorkommen
kann, ganzlich vermieden. Die Auflésungsbestimmung durch die Berechnung der
FSC wird damit genauer (Grigorieff, 2000). Das Signal/Rausch-Verhéltnis zwischen
beiden Rekonstruktionen wird dabei flr jede Iteration neu berechnet und flir den
oben erwéahnten Filterwert genutzt, der folgendermaBen definiert ist.

MAP _ FSC(v)
SNR™ () = T Fsc o)

Der Terminus v steht hierbei flir die Raumfrequenz (Scheres, 2012 (B)). In diese
Berechnung flieBen vor allem die Erkenntnisse von Frank & Al-ali (1975) ein, die die
Mdglichkeit zur Berechnung des Signal/Rausch-Verhéaltnisses bestatigten, indem sie
die Kreuz-Korrelation zwischen zwei Bildern eines Datensatzes verwendeten.

SNR =

1-CC

FUr die finale 3D-Rekonstruktion werden am Ende des Refinements die zwei
separaten Datensatze wieder zusammengefasst. So erhalt die 3D-Rekonstruktion
eine bessere Aufldsung. Die Gefahr, dass man aufgrund des Refinements zweier
separater Datensatze, im Vergleich zum Refinement des kompletten Datensatzes,
eine schlechtere Auflésung der 3D-Rekonstruktion erhélt, wurde von Scheres &
Chen (2012) mit verschiedenen Versuchen widerlegt.

Aufgrund dieser Tatsache sowie des oben beschriebenen neuen Refinement-
Algorithmus erhalten die mit RELION erstellten 3D-Rekonstruktionen so gut wie
keine Artefakte (simulierte Strukturen), die durch ein Over-Refinement entstehen
kénnen.

Weitere Informationen und Details zu dem Algorithmus und dem Programm RELION
sind in den Publikationen von Scheres (2012 (A) und (B)) zu finden.
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C. Ergebnisse

1. 3D-EM des Hamocyanins von L. polyphemus

1.1 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers von L. polyphemus mit
RELION

Eine besondere Herausforderung stellte bei diesem Projekt die Probenpraparation
dar. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass das Protein im deoxygenierten
Zustand mit der Cryo-EM-Methode in verschiedenen Puffersystemen gréBere
Cluster bildete (Abb. C.1 A). Eine erfolgreiche Einzelpartikelanalyse war unter diesen
Umstéanden nicht durchzufiihren. Die Lésung dieses Problems war, das Hadmocyanin
mit proteinfreier Hamolymphe zu verdinnen. Das Protein lag dann in seinem
natirlichen Medium vor. Die zellfreie Hamolymphe wurde dazu mit einem
5 kDa-Filter proteinfrei gemacht und der Durchfluss zur Probenverdinnung des
aufgereinigten Hamocyanins verwendet. So konnte eine Clusterbildung des
Hamocyanins weitestgehend verhindert werden (Abb. C.1 B). Die Hdmocyaninprobe
wurde zundchst in den deoxy-Zustand (,deoxy-8x6-mer”) Uberfihrt. Von dieser
Probe wurden Cryo-EM-Grids flr die Cryo-Elektronenmikroskopie erstellt.

B

Abb. C.1: Cryo-EM-Aufnahme des deoxy-8x6-mers. A: In einem Standardpuffer (Tris/HCL-Puffer mit
20mM CaCl, und 20mM MgCl,, ph-Wert: 7,5). Das Hdmocyanin bildete diverse Cluster aus, die eine
Einzelpartikelanalyse unmdglich machten. B: Das 8x6mer in proteinfreier Himolymphe. Es ist eine
gute Verteilung der einzelnen Partikel zu erkennen, so dass eine anschlieBende Einzelpartikelanalyse
mdoglich war.
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Der Datensatz des deoxy-8x6-mers wurde am MPI fir Biophysik in Frankfurt
aufgenommen. Ein groBer Vorteil war, dass die EM-Bilder alle mit einer neuen
Kamera, der Falcon 2 (Direct Electron Detection Device), aufgenommen werden
konnten. Diese neue Technik versprach qualitativ hochwertigere Bilder mit einem
stark verbesserten Signal/Rausch-Verhaltnis, im Vergleich zu Aufnahmen die mit
gewodhnlichen CCD-Kameras oder auf Film erstellt wurden. Die Auflésung der
Aufnahmen lag bei 1,77 A/pix. Aus den insgesamt 833 Aufnahmen wurden
halbautomatisch mit dem Modul e2boxer.py 31.489 Partikel extrahiert. Mit diesen
wurden mit dem Programm RELION die ersten referenzfreien 2D-Klassifizierungen
durchgefuhrt. Hierbei konnten falsch ausgewéhlte Partikel (false-positive) bzw.
Partikel minderer Qualitdt herausgefiltert werden, die in den nachfolgenden
Berechnungen nicht mehr mit einbezogen wurden, um die Qualitdt der finalen
3D-Rekonstruktion zu verbessern. Nach dem Sadubern des Datensatzes konnten
10.290 Einzelpartikel fur das anschlieBende 3D-Refinement verwendet werden.
Hierbei wurde das Goldstandard-FSC-Verfahren angewendet (Rosenthal and
Henderson, 2003). Dabei wird der gesamte Datensatz in RELION automatisch in
zwei Halften aufgetrennt und unabhéngig voneinander berechnet. Eine mdégliche
Uberinterpretation der errechneten 3D-Rekonstruktion ("collection of noise") ist
damit sehr unwahrscheinlich.

Als Referenz fiir das Refinement wurde eine auf 60 A gefilterte 3D-Rekonstruktion
des 8x6-mers von L. polyphemus verwendet. Nach insgesamt 24 lterationen wurde
eine 3D-Rekonstruktion des Hamocyanins mit einer Auflésung von 8,2 A (nach
Gold-Standard) errechnet. Diese 3D-Rekonstruktion diente nun als Vorlage flr das
finale 3D-Refinement, das zusétzlich eine Movie-Prozessierung mit einbezog (siehe
Material & Methode B.3.3). Durch dieses zusétzliche Alignment der Einzelbilder der
jeweiligen Partikel konnten jegliche Effekte, die eine Unscharfe des Partikels (durch
leichte Partikelbewegungen im Eis) zur Folge hatten, korrigiert werden. Nach
17 lterationen war das  3D-Refinement inklusive  Movie-Prozessierung
abgeschlossen. Die Aufldsung der finalen 3D-Rekonstruktion betrug 7,3 A nach
Gold-Standard (Abb. C.2).

Die genauen Abmessungen der verschiedenen nx6-mere sowie die Distanzen
zwischen den Hexameren wurden mit dem Programm Chimera bestimmt.

Die bereits bekannte D2-Symmetrie des 8x6-mers (Lamy et al., 1982; van Heel et al.,
1994; Martin et al., 2007; Dejung, 2014) wurde mit der 7,3 A-Struktur des
deoxy-8x6-mers bestéatigt. Die Abmessungen der 3D-Rekonstruktion betragen
275 A (x-Achse) x 280 A (y-Achse) x 270 A (z-Achse) (Abb. C.3 A+B).
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— FSC
— = 0.143-Kriterium
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Abb. C.2: Auflésungsbestimmung mit Hilfe der Fourier-Schalen-Korrelation (FSC) der finalen
3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers. Die Aufldsung wird hier durch das 0,143-Kriterium
festgelegt (Gold-Standard-Verfahren). Es handelt sich dabei um den reziproken Wert der
Raumfrequenz am Schnittpunkt der FSC-Kurve mit dem y-Wert 0,143. Daraus ergibt sich fir
die 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6mers eine Aufldsung von 7,3 A.

A

B

Abb. C.3: 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers von L. polyphemus mit einer Auflésung von 7,3 A.
A: Ansicht entlang der z-Achse mit den MaBen der x-Achse (280 A) und der y-Achse (275 A
B: Ansicht entlang der y-Achse mit der Aomessung der z-Achse (270 A).
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Die acht Hexamere der Quartarstruktur sind in der 3D-Rekonstruktion leicht zu
identifizieren (Abb. C.4 A). Die MaBe fiir das 1x6-mer betragen ca. 130 A (x-Achse)
x 115 A (y-Achse) x 100 A (z-Achse) (Abb. C.4 B). Das asymmetrische 2x6-mer
bildet die Grundeinheit des 8x6-mers und besitzt eine Hohe von 215 A. Der Abstand
zwischen den beiden Hexameren (1x6-mer) des 2x6-mers betrdgt in der
vorliegenden 3D-Rekonstruktion 105 A. Das obere Hexamer (rot) des 2x6-mers ist
um 113° gegeniber dem unteren Hexamer (grtin) verdreht (Abb. C.4 C).

t«——————— e ———»

o)

Abb. C.4: Ansicht auf das (A) 8x6-mer, (B) 1x6-mer und (C) 2x6-mer. A: Die acht Hexamere des
deoxy-LpH sind unterschiedlich eingefarbt. B: Das 1x6-mer mit den MaBen 130 A (x-Achse) x 115 A
(y-Achse) x 100 A (z-Achse) C: Das asymmetrische 2x6-mer mit dem gemessenen Abstand zwischen
den beiden Hexameren (105 A), der Gesamtlange (215 A) und der Verdrehung des oberen Hexamers
entlang der L&dngsachse des 2x6-mers (113° gegen den Uhrzeigersinn).
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Insgesamt gibt es vier 2x6-mere, von denen je zwei ein 4x6-mer bilden. Die beiden
2x6-mere des 4x6-mers weisen eine antiparallele Orientierung auf und sind relativ
zueinander um 12 A verschoben. Diese Verschiebung fiihrt dazu, dass das 4x6-mer
nicht planar ist. Als Konsequenz daraus ergeben sich flur das 4x6-mer zwei
unterschiedliche Aufsichten, die als Flip- und Flopaufsicht bezeichnet werden
(van Heel und Frank, 1981; van Heel und Dube, 1994; Martin et al., 2007). Betrachtet
man die Flop-Seite des 4x6-mers Uberragt das linke 2x6-mer das rechte 2x6-mer
(Abb. C.5 A).

Betrachtet man die Langsachsen der beiden 2x6-mere, kann man erkennen, dass
diese um einen sogenannten Kippwinkel ("rocking angle") gegeneinander verdreht
sind. Dieser Winkel betragt in der 7,3 A-Struktur 12° (Abb. C.5 B).

Abb. C.5: Ansicht auf die (A) Flop-Seite des 4x6-mers und (B) entlang der x-Achse. Die beiden 2x6-mere,
die das 4x6-mer bilden, sind unterschiedlich eingefarbt (blau und orange) A: Der Abstand der
Masseschwerpunkte der beiden 2x6-mere betragt 110 A. Die Verschiebung zwischen den beiden
2x6-meren liegt bei 12 A. B: Der Kippwinkel (rocking angle) zwischen den Lingsachsen der beiden
2x6-mere betragt 12°.
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Wenn beide 4x6-mere sich zum 8x6-mer verbinden, treten die beiden Flip-Seiten
der 4x6-mere in Kontakt (van Heel and Dube, 1994; Taveau et al.,, 1997;
Martin et al.,, 2007). Dies konnte mit der vorliegenden hochaufgeldsten
3D-Rekonstruktion nochmals bestétigt werden. Man betrachtet somit beim 8x6-mer
von auBen die Flop-Seite der 4x6-mere (Abb. C.6 A/B). Die Rotation zwischen den
beiden 4x6-meren betragt in der vorliegenden 3D-Rekonstruktion des
deoxy-8x6-mers 40° (Abb. C.6 A). Die beiden Masseschwerpunkte der 4x6-mere
sind 110 A voneinander entfernt (Abb. C.6 B). Die gemessenen Werte fiir die
7,3 A-Struktur des deoxy-8x6mers sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Flip-Seite
Flip-Seite

Flop-Seite

Abb. C.6: Ansicht auf das 8x6-mer, das sich aus zwei 4x6-meren zusammensetzt (gelb und blau).
A: Ansicht auf das 8x6-mer entlang der z-Achse. Die beiden 4x6-mere sind gegeneinander um 40°
verdreht. B: Aufsicht auf die beiden 4x6-mere. Die Flip-Seiten sind zueinander gewandt. Die Flop-
Seiten der 4x6-mere werden nach auBBen hin prasentiert. Der Abstand der Masseschwerpunkte der
beiden 4x6-mere betragt 110 A.
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C. Ergebnisse

1.2 Einpassen der pseudoatomaren Modelle der Untereinheiten in
die 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers

1.2.1 Starres Einpassen (rigid-body fitting) mit Chimera

Um nun eine genauere Analyse der intermolekularen Bricken (Interfaces) zwischen
den Hexameren durchzufiihren, wurden anhand publizierter Kristallstrukturen von
Untereinheit |l (Hazes et al.,, 1993; Magnus et al., 1994) und Sequenzen
Homologiemodelle der sieben Untereinheiten erstellt und in die 3D-Rekonstruktion
des deoxy-8x6-mers eingepasst.

Das Hamocyanin von L. polyphemus besitzt acht unterschiedliche Untereinheiten-
Typen. Die Topologie dieser Untereinheiten-Typen ist bekannt (Markl et al., 1981;
Lamy et al., 1983; Kempter et al., 1985; Boisset et al., 1988). Von den Untereinheiten
Typ II, A, 1B, IV und VI liegt die Sequenz vor. Die Sequenzen der Untereinheiten |
und V wurden von dem asiatischen Pfeilschwanzkrebs Carcinoscorpius
rotundicauda genommen (Jiang et al., 2005). Die Sequenz der Untereinheit IlA, die
auch die Position von Untereinheit | besetzen kann, ist nicht bekannt (Lamy et al.,
1983). Da jedoch Typ IIA, genauso wie Typ |, an keiner Briicke zwischen den
Hexameren beteiligt ist (sieche Einleitung Abb. A.6 A/B), kann dieser Punkt in der
vorliegenden Arbeit vernachlassigt werden. Anstelle von Typ IIA wurde im Modell
Typ | verwendet. Die 48 Untereinheiten wurden ihrer Position entsprechend
(Lamy et al., 1983; Kempter et al., 1985; Boisset et al., 1988; Martin et al., 2007) in
Chimera einzeln in die 7,3 A-Rekonstruktion eingepasst (Abb. C.7).

Abb. C.7: Beispiel fir das starre Einpassen (rigid body fitting) der Homologiemodelle dreier
Untereinheiten in ein Hexamer (1x6-mer) des deoxy-8x6-mers. Die molekularen Modelle wurden
gemanB ihrer Topologie (Martin et al., 2007) manuell in das Hexamer eingeschoben und anschlieBend
mit dem Chimera-Tool ,, Fit in Map“ genau eingepasst.
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3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers von L. polyphemus mit RELION

1.2.2 Flexibles Einpassen (flexible fitting) mit DireX

Nach dem starren Docken der Homologiemodelle in die 7,3 A-Struktur des deoxy-
8x6-mers wurden diese mit dem Programm DireX flexibel noch genauer eingepasst.
Zunéachst wurden alle 48 Untereinheitenmodelle zu einem Modell zusammengefasst.
So entstand ein pseudoatomares Modell des kompletten deoxy-8x6-mers.
AnschlieBend wurde mit diesem Homologiemodell eine Datei berechnet, welche die
Wasserstoffbriickenbindungen des deoxy-8x6-mers enthielt. Das Einbeziehen der
Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert das Homologiemodell beim flexiblen
Einpassen in die 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers. So wurde verhindert,
dass es zu einer Ubertrieben flexiblen Einpassung kam. Je nach Einstellung der
verwendeten Parameter kann es dazu kommen, dass das Homologiemodell zu
flexibel in die 3D-Rekonstruktion eingepasst wird. Dabei kann es passieren, dass
sich bestimmte Sekundéarstrukturmerkmale, wie z.B. a-Helices, auflésen. Um dies
festzustellen, wurde ein Validierungswert zur Hilfe genommen, den DireX zu Beginn
der Berechnung automatisch erstellt. Dieser Wert blieb wahrend der kompletten
Berechnung konstant, was bedeutete, dass es beim flexiblen Einpassen keine
Probleme gab. Die Korrelation zwischen dem Homologiemodell des
deoxy-8x6-mers und der 7,3 A-Struktur stieg im Verlauf von 150 Iterationen um 11%
von 0.834 auf 0.943 an. Das flexible Einpassen war damit erfolgreich. Die Abb. C.8
zeigt die Verbesserung zwischen starrer und flexibler Einpassung.

-
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Abb. C.8: Starres und flexibles Einpassen des Homologiemodells. Die verbesserte Passform des
Homologiemodells mit Hilfe des flexiblen Einpassens (gelb) im Vergleich zum starren Einpassen
(cyan) ist deutlich sichtbar. Die orangefarbenen Pfeile zeigen Strukturbereiche an, bei denen der
Effekt besonders gut zu erkennen ist, weil hier nur noch die cyane Struktur aus der
Elektronendichtekarte ragt.
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C. Ergebnisse

1.3 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers von L. polyphemus mit
RELION

Vom oxy-8x6-mer lag mir eine 7,1 A-Struktur vor, die _ mit von _
aufgenommenen  Cryo-EM-Bildern  erstellt  hatte, allerdings mit den

Programmpaketen EMAN 1 und SPARX. Da nicht auszuschlieBen war, dass
verschiedene Programme hier leicht unterschiedliche 3D-Rekonstruktionen liefern,
und insbesondere weil ich auch hier den Gold-Standard anwenden wollte, habe ich
das oxy-8x6-mer mit Hilfe der EM-Bilder von _ mit dem Programm RELION
erneut rekonstruiert.

Insgesamt enthielt der Datensatz 38.032 Einzelpartikel. Durch die 2D-Klassifizierung
von RELION wurden neue Klassensummen des Datensatzes erstellt und schlechte
Klassen/Partikel aus dem Datensatz entfernt. Nach der Selektion enthielt der
Datensatz noch 29.125 Partikel. Mit diesen wurde das finale 3D-Refinement
durchgefiihrt. Nach 23 |Iterationen ergab sich eine Auflésung der
3D-Rekonstruktion von 8,6 A. Diese konnte mit der Nachprozessierung/Sharpening
letztlich auf 7,9 A gem&B Gold-Standard verbessert werden (Abb. C.9).

Fir die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers wurde im Gegensatz zur
7,1 A-Struktur von ||l (Dejung, 2014) die urspriinglich genutzte PixelgroBe
von 2 A/pix verwendet.
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Abb. C.9: Auflésungsbestimmung mit Hilfe der Fourier-Schalen-Korrelation (FSC) der finalen
3D-Rekonstruktion vom selektierten Datensatz des oxy-8x6-mers mit dem Auflésungswert 2 A/pix.
Die Auflésung wird durch das 0,143-Kriterium festgelegt (rote Linie) (Gold-Standard-Verfahren). Es
handelt sich dabei um den reziproken Wert der Raumfrequenz am Schnittpunkt der FSC-Kurve
(schwarze Kurve) mit dem y-Wert 0,143 (rote Linie). Die Aufldsung der 3D-Rekonstruktion des
oxy-8x6-mers betragt 7,9 A.
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3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers von L. polyphemus mit RELION

Die Vermessung der 7,9 A-Struktur des oxy-8x6-mers ergab eine Linge von ca. 275 A
(y-Achse), eine Breite von ca. 270 A (x-Achse) (Abb. C.10 A) und eine Tiefe von 265 A
(z-Achse) (Abb. C.10 B).

Abb. C.10: 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers von L. polyphemus mit einer Auflésung von 7,9 A.
A: Ansicht entlang der z-Achse mit den MaBen der x-Achse (270 A) und der y-Achse (275 A)
B: Ansicht entlang der y-Achse mit dem Messwert der z-achse (265 A).

Das 1x6-mer besitzt die MaBe 128 A (x-Achse) x 115 A (y-Achse) x 100 A (z-Achse)
(Abb. C.11 A). Die gemessenen Distanzen zwischen den einzelnen Hexameren
wurden mit Hilfe des Masseschwerpunkts ermittelt, der mit dem Programm Chimera
bestimmt wurde. Der Abstand der beiden Hexamere die das asymmetrische 2x6-
mer bilden, betragt 105 A. Das obere Hexamer (rot) ist hierbei um 105° gegentiber
dem unteren Hexamer (griin) verdreht (Abb. C.11 B). Zwei der 2x6-mere bilden eines
der beiden 4x6-mere. Der Abstand der zwei 2x6-mere innerhalb des 4x6-mers
betragt 110 A und die Verschiebung (Flip-Flop-Shift) liegt bei ca. 12 A (Abb. C.11 C).
Hieraus ergeben sich die zwei bereits beschriebenen Ansichten (Flip-Ansicht, Flop-
Ansicht). Der gemessene Kippwinkel (rocking angle) zwischen den beiden 2x6-
meren betragt 17° (Abb. C.11 D).
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Flip-Seite

Flop-Seite

Abb. C.11: Ansicht auf das (A) 1x6-mer, (B) 2x6-mer und (C/D) das 4x6-mer der 7,9 A-Struktur des
oxy-8x6-mers. A: Das 1x6-mer besitzt die MaBe 128 A (x-Achse) x 115A (y-Achse) x 110A
(z-Achse). B: Das 2x6-mer mit dem gemessenen Abstand zwischen den beiden Hexameren (105 A),
der Gesamtlange (215 A) und der Verdrehung des oberen Hexamers entlang der Langsachse des
2x6-mers (105° gegen den Uhrzeigersinn). C: Aufsicht auf die Flop-Seite des 4x6-mers mit dem
Abstand der Masseschwerpunkte der beiden 2x6-mere (110 A) sowie der Verschiebung (flip-flop-
shift) zwischen den zwei Dihexameren (12 A). D: Ansicht auf das 4x6-mer entlang der x-Achse mit
dem Kippwinkel (rocking angle) zwischen den beiden Langsachsen der beiden 2x6-mere (17°).
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3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers von L. polyphemus mit RELION

Zwei dieser 4x6-mere treten Uber ihre Flip-Seiten miteinander in Kontakt und bilden
so das native 8x6-mer des Hamocyanins von L. polyphemus aus. Die Flop-Seiten
der 4x6-mere zeigen dabei nach auBen. Die beiden Masseschwerpunkte der beiden
4x6-mere sind ca. 105 A voneinander entfernt (Abb. C.12 B) und die Rotation
zwischen den beiden betragt 40° (Abb. C.12 A). In Tabelle C.1 sind die gemessenen
Werte zusammengefasst.

Flip-Seite
Flip-Seite

Flop-Seite

Abb. C.12: Ansicht auf die 7,9 A-Struktur des oxy-8x6-mers von L. polyphemus, das sich aus zwei
4x6-meren zusammensetzt (gelb und blau). A: Ansicht auf das 8x6-mer entlang der z-Achse. Die
beiden 4x6-mere sind gegeneinander um 40° verdreht. B: Aufsicht auf die beiden 4x6-mere. Die Flip-
Seiten der beiden 4x6-mere sind zueinander gewandt. Die Flop-Seiten der 4x6-mere werden nach
auBen hin prasentiert. Der Abstand der Masseschwerpunkte zwischen den beiden 4x6-meren
betragt 105 A.
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Messwerte der 7,3 A-Struktur des deoxy-8x6- 7,3 A-Struktur des 7,9 A-Struktur des
mers und der 7,9 A-Struktur des oxy-8x6-mers deoxy-8x6-mers oxy-8x6-mers
GesamtmaBe x-Achse (A) 275+ 2 270 + 2
des 8x6-mers y-Achse (A) 280+ 2 2752
z-Achse (A) 270 £ 2 260 + 2
MaBe des x-Achse (A) 130 + 2 128 + 2
1x6-mers y-Achse (A) 115+ 2 115+ 2
z-Achse (A) 100 + 2 100 + 2
Messwerte der Distanz (A) 105 + 2 105+ 2
1x6-mere im Rotation (°) 115 £ 1 105 £ 1
2x6-mer
Distanz (A) 110 £ 2 110 £ 2
Messwerte der Dodekamerverschiebung 12 +1 12 +1
2x6-mere im (Flip-Flop-Shift) (&)
4x6-mer Kippwinkel (rocking angle) 12 + 1 17 =1
©)
Messwerte der Distanz (A) 110 £ 2 105 + 2
4x6-mere im Staffelungswinkel (°) 40+ 2 40 + 2
8x6-mer

Tab. C.1: Vergleich der Messwerte der 7,3 A-Struktur des deoxy-8x6-mers und der 7,9 A-Struktur
des oxy-8x6-mers. Die Hauptunterschiede zwischen den beiden 3D-Rekonstruktionen sind die
unterschiedlichen Rotationswinkel der beiden Hexamere im 2x6-mer, der Kippwinkel (rocking angle)
zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers und der Abstand zwischen den beiden 4x6-meren
des 8x6-mers.

1.4 Einpassen der pseudoatomaren Modelle der Untereinheiten in
die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers

AbschlieBend wurden, wie in C.1.2 beschrieben, die pseudoatomaren
Homologiemodelle der verschiedenen Untereinheiten in die 7,9 A-Struktur des
oxy-8x6-mers eingepasst. Zunadchst wurde die starre Einpassungsmethode mit dem
Programm Chimera verwendet. AnschlieBend wurde mit dem Programm DireX die
flexible Einpassung der Modelle in die 3D-Dichtekarte durchgefihrt. Wie in Abschnitt
C.1.2.1 beschrieben, wurden alle 48 Untereinheiten zu einem Modell
zusammengefasst. Dieses stellte das pseudoatomare Modell des 8x6-mers dar. Bei
der Berechnung handelte es sich um einen iterativen Prozess, bei dem sich die
Korrelation zwischen dem pseudoatomaren Modell des 8x6-mers und der
7,9 A-Struktur langsam erhdhte. Nach 100 Recheniterationen stieg die Korrelation
um knapp 8% von 0.828 auf 0.903. Das flexible Einpassen war damit auch hier
erfolgreich.
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1.5 Vergleich der Inter-Hexamer-Interfaces des oxy- und deoxy-
8x6mers

Die Kontakte zwischen den acht Hexameren des oxy-8x6-mers von L. polyphemus
wurden bereits von Martin et al., (2007) mit Hilfe einer 3D-Rekonstruktion, die nach
heutigem Standard eine Auflésung von ca. 12 A besitzt, genauer beschrieben.
Aufgrund der nun verbesserten Auflosung des oxy-8x6-mers war es mdglich, diese
molekularen Kontaktstellen genauer zu analysieren. Auch waren nun Sequenzdaten
des Hamocyanins vom asiatischen Pfeilschwanzkrebs Carcinusscorpius
rotundicauda verflgbar, so dass es moglich war, von den Untereinheiten | und V
realistischere Homologiemodelle zu erstellen. Diese ersetzten dort die von Martin et
al. (2007) verwendeten ungenaueren Sequenzen. Zudem war nun ein direkter
Vergleich zwischen den oxy- und deoxy-Interfaces des 8x6-mers mdglich.

Die Beschreibung, der Vergleich und die Analyse der Interfaces in den beiden
Oxygenierungszustédnden werden im Abschnitt D.3 ausfihrlich dargelegt.

1.6 Molekulardynamische Simulationen von Kontaktstellen
zwischen Hexameren mit GROMACS

Mit dem Programm GROMACS ist es mdglich, die Bewegung und Interaktion von
Aminosduren in einem MD-System zu simulieren. In dieser Arbeit wurde das
IV-IIIB/IV/V-Interface, das im 4x6-mer zwischen den beiden 2x6-meren auftritt,
sowie das IV-IV-Interface, das sich im 8x6-mer zwischen den beiden 4x6-meren
befindet, fir molekulardynamische Simulationen herangezogen. Eine Simulation aller
11 Interfaces war mir aufgrund der dafir erforderlichen Rechenzeiten und
Rechenkapazitaten nicht méglich.

Die beiden untersuchten Interfaces sind wegen ihrer Komplexitat und ihres Aufbaus
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit fir den Transfer von allosterischen Signalen
zwischen den Hexameren verantwortlich (siehe Diskussion D.3.2 und D.3.3). Um die
Interaktion und Funktionsweise der am Interface beteiligten Aminosauren besser zu
verstehen, wurden diese mit Hilfe des MD-Programms GROMACS simuliert.

Zur Simulation in GROMACS wurden die betreffenden Untereinheiten aus dem
pseudoatomaren Modell des 8x6-mers separiert, abgespeichert und anschlieBend
mit den einzelnen GROMACS-Modulen bearbeitet. Nach Abschluss der Erstellung
des MD-Systems, konnte die finale MD-Simulation stattfinden. Alle berechneten
Simulationen weisen eine Gesamtsimulationsdauer von 100 ns auf. Das bedeutet,
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dass sich diese nicht aus mehreren kleinen Simulationen zusammensetzen. Zudem
wurden auBerhalb der Kontaktstellen der Hexamere nur sehr wenige Aminosauren
bzw. Atome raumlich fixiert. Somit gab es bei den MD-Simulationen keine
Bewegungseinschréankungen fir die Aminosduren/Atome der Untereinheiten, die an
den jeweiligen Interfaces beteiligt sind.

1.6.1 Vorbereitung der beiden Interfaces zur MD-Simulation

Zunachst wurden die entsprechenden Untereinheiten aus dem molekularen
Gesamtmodell ausgeschnitten und einzeln abgespeichert. Mit dem Gromacs-Tool
~pdb2gmx® wurden Untereinheiten in ein neues Format konvertiert, so dass
samtliche nachfolgende Schritte mit Gromacs durchgeflihrt werden konnten. Als
Kraftfeld fir die Simulation wurde AMBER99SB-ILDN verwendet, das sich flr die
Simulation von Proteinkomplexen bewéhrt hat (Lindorff-Larsen et al. 2012;
Beauchamp et al.,, 2012). Fir die Wassermolekile wurde das Standard-TIP3P-
Modell verwendet (Jorgensen et al., 1983 und 1998). Dieses besitzt drei Ladungen:
jeweils zwei positive fur die Wasserstoffmoleklle sowie eine negative Ladung flr
den Sauerstoff, wodurch die positiven Ladungen des Wasserstoffs neutralisiert
werden. Die jeweiligen Interfaces wurden anschlieBend in eine Simulationsbox
Uberfuhrt, die mit Wassermolekulen geflllt wurde. Nachfolgend wurde ein
Puffersystem eingefiigt. Der verwendete Puffer bestand aus 100mM NaCl,
10mM MgCl, und 10mM CaCl,. Die beiden Systeme selbst wurden dabei im
neutralen Zustand gehalten.

Vor der finalen MD-Simulation wurden beide Systeme einer Energieminimierung
unterzogen (Abb. C.13 A). AnschlieBend wurden beide MD-Systeme mit der
entsprechenden Temperatur von 27° (300 K) und dem Normaldruck von 1,013 bar
equilibriert (Abb. C.13 B+C). Bei der Anpassung des Drucks kommt es zu starken
Abweichungen zwischen den einzelnen Simulationsschritten kommt. Dies ist jedoch
ein normales Phé&nomen, das bei der Equilibrierung des Drucks in
molekulardynamischen Systemen auftritt. Nach der Equilibrierung der Systeme
wurden die MD-Simulationen flr beide Interfaces gestartet. Aufgrund der enormen
Anzahl an Atomen wurden alle MD-Simulationen auf dem High-Performance-Cluster
MOGON der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz durchgefihrt.
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Energieminimierung
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Abb. C.13: Anpassung verschiedener Parameter flr die finale MD-Simulation. Bei der Equilibrierung

wurden die Untereinheiten fixiert,

um ein Kollabieren des Systems zu verhindern.

A: Die

Energieminimierung des MD-Systems war erfolgreich. Man sieht gut, dass E, gleichméBig konvergiert.
B: Einstellung der Temperaturbedingungen auf 300 K fir die MD-Simulation. C: Anpassung des Drucks

fir die finale MD-Simulation der Untereinheiten.
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1.6.2 Auswertung der MD-Simulationen der beiden Interfaces

Wahrend der MD-Simulation wird eine sogenannte Trajektorie erstellt. Diese enthélt
die Positionsdnderungen aller Atome, die wahrend der MD-Simulation auftreten. Da
die DateigroBe der Trajektorie sehr groB ist (zwischen 100-200 GB), wurde diese
zunachst minimiert, so dass sie von den Programmen Chimera und VMD eingelesen
werden konnte. Dabei wurden Uberfllissige Bestandteile (z.B. Wassermoleklile) des
Systems aus der Datei entfernt. Auch wurde nur jeder zehnte Frame
herausgeschrieben, um die DateigroBe stark zu verkleinern. Diese ,verkleinerte®
Trajektorie diente dabei nur der Identifizierung der Aminosauren, die potentiell an
der Bildung der Interfaces beteiligt sind. Die Selektion der Aminoséuren erfolgte in
Chimera. Fur die Distanzmessung wurden nur die duBeren Atome der Seitenketten
ausgewahlt, die eine Bindung eingehen kénnen (zB. COO" bei Glutamin- bzw.
Asparaginsaure; NH, bei Lysin bzw Arginin (Abb. C.14). Durch das Aufrufen des
internen Python-Terminals IDLE konnte ein von Mario Dejung entwickeltes Skript
verwendet werden (Dejung, 2014), das die genauen Atomnummern der Aminosauren
herausschrieb (Abb. C.15 A). Diese wurden dann in eine Index-Datei (.ndx-Format)
eingetragen (Abb. C.15 B). Die Distanzen zwischen den einzelnen Aminosauren, die
nach den Ergebnissen der MD-Simulation eine potentielle Bindung eingehen
kénnten, wurden anschlieBend mit dem Gromacs-Tool ,distances/select”
gemessen. Diese Messung erfolgte an der unbearbeiteten Trajektorie mit allen
Abschnitten der 100 ns MD-Simulation. Die Visualisierung der Messergebnisse
erfolgte mit drei kleinen Programmen (gromacsgraph.py, gromacshist.py,
gromacsdisc.py), die Mario Dejung entwickelt hat (Dejung, 2014). Das Tool
gromagsgraph.py tragt die Distanzen zwischen den ausgewahlten Aminosduren
gegeniber der Simulationszeit auf. Gromacshist.py zeigt ein Balkendiagramm,
wobei die Hohe der Balken der prozentualen Simulationszeit entspricht, die ein
gewisser Abstand zwischen zwei Aminosauren einnimmt. Mit gromacsdisc.py kann
man mehrere Abstdnde direkt miteinander vergleichen. Die Balken werden hier als
Scheiben dargestellt, wobei die Fldche der Scheiben dem Prozentwert des Balkens
entspricht. Werte von unter 10% werden dabei nicht angezeigt.

Auf die Auswertung und Analyse der MD-Simulationen der beiden Interfaces wird im
Abschnitt D.3.2 und D.3.3 eingegangen (sowie in den Abschnitten C.2.4.2 bis 2.4.5
MD-Simulationen der Kontaktstellen zwischen den Hexameren des 4x6-mers von
C. truncata).
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Histidin Glutaminsaure Arginin

Abb. C.14: Selektion der Atome der verschiedenen Aminosduren zur Distanzmessung. Beispiel von
drei Aminosduren, die zur Messung der Abstdnde herangezogen wurden. Dabei wurden mehrere
Atome selektiert (orange) und mit diesen der Masseschwerpunkt (magenta) ermittelt, der dann zur
Abstandsmessung genutzt wurde.

Python 2.7.8 Shell

Python 2.7.8 (default, Jul 23 2015, 18:51:29)

[GCC 4.2.1 Compatible Apple LLVM 6.0 (clang-600.0.54)] on darwin

Type "copyright", "credits" or "license()" for more information.

==== No Subprocess ====

>>>

>>> import chimera

>>> oneletter = {ALA"'A','/ARG"'R",ASN":'N','/ASP":'D','CYS"'C','GLN"'Q",'GLU"'E','GLY":'G','HIS":H','IL
E"'I''LEU"'L','LYS"'K','MET"'M",'PHE"'F','PRO"'P','SER"'S', THR":'T', TRP""W', TYR"'Y",'VAL":'V'}

>>> for i in chimera.selection.currentResidues():
print "[%s%s_%s]" % (oneletter.get(i.type,i.type),
i.id.position,
i.id.chainld)
for j in chimera.selection.currentAtoms():
if j.residue ==i:
print j.serialNumber,

print "*

[D563_A]
8975 8976 8977
[K456_A]

7311 7312 7313 7310

>>>

[mhaugwit@login®2 VI_IIIB]$

[mhaugwit@login®2 VI_IIIB]$ tail Index_AS.ndx

[ H288_B ]

14807 14808 14809 14810 14811 14812 14813 14814

[ F389_A ]

6222 6223 6224 6225 6226 6227 6228 6229 6230 6231 6232

[ H290_B ]
14831 14832 14833 14834 14835 14836 14837 14838
[ D563_A ]
8975 8976 8977
[ K456_A ]
7310 7311 7312 7313
B [mhaugwit@login®2 VI_IIIBIS$ []

Abb. C.15: A: Python-Terminal IDLE von Chimera mit dem ausgeflihrten Skript zum
Herausschreiben der selektierten Atome (in dem Fall von D563 und K456 der Untereinheit
VI) B: Die Index-Datei, die von Gromacs eingelesen wird. Durch die angegebenen Atome
errechnet Gromacs automatisch den jeweiligen Masseschwerpunkt und misst anschlieBend
die Absténde zwischen diesen aus.
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2. 3D-EM des Hamocyanins von C. truncata

Das Hamocyanin von Callianassa truncata setzt sich aus vier Hexameren zu einem
4x6-mer zusammen. Der Aufbau des 4x6-mers unterscheidet sich dabei stark vom
Aufbau des 4x6-mers, das bei L. polyphemus zu beobachten war. In einer
Kooperation unserer Arbeitsgruppe mit der AG Decker wurden fir das Hamocyanin
von C. truncata zwei unterschiedliche Typen von Untereinheiten (CtH-1 und CtH-2)
identifiziert. Mit Hilfe massenspektrometrischer und densitometrischer Daten wurde
zwischen den beiden Untereinheitentypen ein Mengenverhaltnis von 5:1 bestimmt.
Das heiBt, jedes der vier Hexamere besteht aus finf Untereinheiten des Typs CtH-1
und aus einer Untereinheit des Typs CtH-2. CtH-2 spielt dabei wahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei der Bildung der zentral gelegenen Interfaces zwischen den vier
Hexameren.

2.1 3D-Rekonstruktion des 4x6-meren Hamocyanins von
C. truncata

Da das Volumen der Hadmocyanin-Probe von C. truncata sehr gering war, konnte in
diesem Fall nicht die gefilterte Hamolymphe als ,,Puffer*-Medium herangezogen
werden. Die Probe wurde, nachdem sie Uber einen AMICON 1 MDa-Filter
aufgereinigt worden ist, in einen angesetzten Puffer (100mM Tris, 100mM NaCl,
20mM CaCl,) Uberfihrt und entsprechend zur nachfolgenden Kryo-Praparation
verdinnt (ca. 1 mg/ml).

Am MPI fur Biophysikalische Chemie in Géttingen wurden von dieser aufgereinigten
Hamocyanin-Probe von _ 2.562 Aufnahmen erstellt. Die
Bildakquisition erfolgte mithilfe eines TITAN KRIOS Elektronenmikroskops, das mit
einem Falcon 2 Direct Electron Detector ausgestattet ist. Im Gegensatz zu dem
Falcon 2 Direct Electron Detector am Polara-Elektronenmikroskop am MPI flr
Biophysik in Frankfurt, konnten hier aufgrund einer anderen Software keine ,Movie-
Frames® aufgenommen werden. Die Auflésung der getatigten Aufnahmen lag bei
1,27 A/pix. Die 2.562 Aufnahmen wurden mit dem Programm RELION dberpriift.
Von diesen konnten 1.356 Aufnahmen fir die anschlieBende CTF-Berechnung und
Partikelextraktion Gbernommen werden. Die Partikelselektion/-extraktion erfolgte mit
dem in RELION implementierten halbautomatischen Selektionsmodul. Zun&chst
wurden ca. 700 Partikel manuell "gepickt". Aus diesen wurden mit Hilfe einer kurzen
2D-Klassifizierung Referenzen fir die automatische Selektion berechnet. Der
automatische  Suchalgorithmus  konnte  97.067 Einzelpartikel  extrahieren.
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AnschlieBend wurden mit diesen die ersten referenzfreien 2D-Klassifizierungen
durchgefuhrt. Hierbei konnten falsch ausgewéhlte Partikel (false-positive) bzw.
Partikel minderer Qualitdt herausgefiltert werden, die in den nachfolgenden
Berechnungen nicht mehr mit einbezogen wurden, um die Qualitdt der finalen
3D-Rekonstruktion nicht negativ zu beeinflussen. Das finale 3D-Refinement wurde
mit 45.852 Einzelpartikeln durchgefihrt. Auch hier wurde das Gold-Standard-FSC-
Verfahren angewendet (Rosenthal & Henderson, 2003). Der Datensatz wurde in
RELION automatisch in zwei Halften aufgetrennt und unabhangig voneinander
berechnet. Damit ist eine mdgliche Uberinterpretation der errechneten
3D-Rekonstruktion so gut wie ausgeschlossen. Als Referenz fir das 3D-Refinement
wurde eine altere 3D-Rekonstruktion von C. truncata verwendet, die von ||
- erstellt wurde. Die 3D-Rekonstruktion passte ich mit den entsprechenden
Werten an und filterte sie auf 60 A, um eine zu starke Einflussnahme des initialen
Models auf das folgende 3D-Refinement zu verhindern. Nach 25 Iterationen konnte
eine 3D-Rekonstruktion des Hamocyanins von Callianassa truncata mit einer
Auflésung von 5,6 A berechnet werden. Bei der anschlieBenden Nachprozessierung
inkl. Sharpening der 3D-Rekonstruktion verbesserte sich die Auflésung auf 4,9 A
nach Gold-Standard (Abb. C.16).

T T | T
- — FSC 1
— — 0.143-Kriterium
0,8 |
0,6 |
c
S
s L ]
o
204 -
02— 1/4,9A u
______________________ e e
o . | l | et dentedibedy
0 0.1 0,2 0,3 0,4

Auflésung (1/A)

Abb. C.16: Auflésungsbestimmung mit Hilfe der Fourier-Schalen-Korrelation (FSC) der finalen
3D-Rekonstruktion des 4x6-mers mit dem Aufldsungswert 1,27 A/pix. Die Aufldsung wird
durch das 0,143-Kriterium festgelegt (rote Linie) (Gold-Standard-Verfahren). Es handelt sich
dabei um den reziproken Wert der Raumfrequenz am Schnittpunkt der FSC-Kurve (schwarze
Kurve) mit dem y-Wert 0,143 (rote Linie). Die Auflésung der 3D-Rekonstruktion des 4x6-mers
betragt 4,9 A.
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Die Vermessung der 4,9 A-Struktur des CtH ergab folgende MaBe: 200 A (x-Achse) x
215 A (y-Achse) x 220 A (z-Achse) (Abb. C.17). Die bereits bekannte D2-Symmetrie
konnte mit dieser 3D-Rekonstruktion erneut bestatigt werden.

Abb. C.17: Die 4,9 A-Struktur des 4x6-mers von C. truncata. Ansicht entlang der x-Achse mit
den MaBen der 3D-Rekonstruktion 200 A (x-Achse) x 215 A (y-Achse) x 220 A (z-Achse)

Jeweils zwei der vier Hexamere des 4x6-mers (Abb. C.18 A) bilden ein 2x6-mer, das
sich mit dem zweiten 2x6-mer zum 4x6-mer zusammensetzt. Beim Aufbau des
2x6-mers sind drei verschiedene Varianten mdglich. Die erste Variante dhnelt stark
dem Aufbau des 2x6-mers der Strandkrabbe Carcinus maenas. Das obere Hexamer
ist gegentber dem unteren um 70° verdreht. Gleichzeitig gibt es zwischen den
beiden Hexameren einen Kippwinkel von 17° (Abb. C.18 B). Die zweite mdgliche
Konstellation des 2x6-mers &hnelt stark dem Aufbau des Hamocyanins der
Meeresassel Ligia oceanica (Abb. C.18 C). Der gemessene Kippwinkel zwischen
diesen beiden Hexameren betrdgt 21°. Bei der dritten Variante ist das obere
Hexamer gegentber dem unteren stark verschoben und verdreht (Abb. C.18 D).
Bisher ist nicht bekannt, aus welcher Form des 2x6-mers sich das 4x6-mer des CtH
zusammensetzt. Nach einer erneuten Uberpriifung des Datensatzes von CtH waren
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neben dem 4x6-mer auch vereinzelte 2x6-mere sichtbar, die stark dem Aufbau in
Abb. C.18 B ahnelten. Um dies zu Uberprifen, wurde aus diesen Partikeln eine
3D-Rekonstruktion erstellt.
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Abb. C.18: Verschiedene Ansichten auf das 4x6-mer von C. truncata. A: Das 4x6-mer setzt sich aus
vier einzelnen Hexameren (rot, griin, blau, gelb) zusammen. B: Die erste Variante eines 2x6-mers, aus
dem sich das 4x6-mer zusammensetzen kann. Das obere Hexamer ist dabei gegentiber dem unteren
Hexamer um 70° gegen den Uhrzeigersinn verdreht. Der Kippwinkel zwischen den beiden Hexameren
betragt 17°. C: Zweite mdgliche Variante eines 2x6-mers, aus dem sich das CtH zusammensetzen
kann. Der Kippwinkel zwischen den beiden Hexameren betrdgt in diesem Fall 21°. D: Die dritte
maogliche Variante eines 2x6-mers. Das obere Hexamer ist gegeniiber dem unteren Hexamer stark
verschoben und verdreht
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2.2 3D-Rekonstruktion des Halbmolekiils (2x6-mer) des
Hamocyanins von C. truncata.

Bei der Uberpriifung der EM-Aufnahmen des Hamocyanins von C .truncata fiel auf,
dass sich zwischen den 4x6-meren auch vereinzelte 2x6-mere befanden. Diese
wurden separat selektiert und berechnet. Insgesamt konnten aus den EM-Bildern
9.892 Einzelpartikel extrahiert werden, die das 2x6-mer darstellten. Mit Hilfe der
2D-Klassifizierung wurden Einzelpartikel, die eine schlechte Qualitat aufwiesen, aus
dem Datensatz entfernt. Die 2D-Klassen des 2x6-mers zeigten bereits deutlich die
Anordnung der beiden Hexamere im 2x6-mer (Abb. C.19 A). Zur finalen Berechnung
wurden 6.751 Einzelpartikel verwendet. Die 3D-Rekonstruktion des Halbmolekiils
(2x6-mer) des Hamocyanins von C. truncata erreichte eine Auflésung von 10 A
(Abb. C.16 B). Die Liange des Molekiils betrug 235 A. Das obere Hexamer ist
gegenuber dem unteren um 75° gegen den Uhrzeigersinn verdreht. Der Kippwinkel
zwischen beiden Hexameren betragt 18°. Dieses 2x6-mer entspricht mit einem
Korrelationswert von 90% einer der drei Mdglichkeiten, das 4x6-mer zu teilen (siehe
Abb. C.18 B). Damit steht sehr wahrscheinlich fest, Gber welche Zwischenstufe das
4x6-mer dissoziiert bzw. reassoziiert. Diese Variante des 2x6-mers dirfte also die
stabilste der drei Méglichkeiten sein (siehe Abb. C.18 B).

Abb. C.19: A: 2D-Klassen des 2x6-mers, das im Datensatz von CtH gefunden wurde. Die
Anordung der beiden Hexamere lasst sich deutlich erkennen. Schlechte Klassen (gelb) wurden bei
der finalen Berechnung der 3D-Rekonstruktion ausgeschlossen. B: Die 3D-Rekonstruktion des
2x6-mers mit einer Aufldsung von 10 A. Es besitzt eine Hohe von 235 A. Die beiden Hexamere
sind gegeneinader um 75° verdreht und weisen zusétzlich einen Kippwinkel von 18° auf.
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2.3 Einpassen (fitting) der pseudoatomaren Modelle in die
3D-Rekonstruktion des 4x6-mers von C. truncata

2.3.1 Starres Einpassen mit Chimera

Mit Hilfe der Sequenzdaten der zwei Untereinheiten-Typen CtH-1 und CtH-2 wurden
zundchst Homologiemodelle mit dem in Chimera integrierten Tool ,Modeller”
erstellt. Als Referenz diente dabei die Untereinheit des kristallografischen Hexamers
1HCY (1x6-mer der Languste Panulirus interruptus). Mit Hilfe massen-
spektrometrischer Daten konnte man Rickschlisse auf das Mengenverhéltnis der
beiden Untereinheiten-Typen ziehen. Dieses Verhaltnis betrug 5 (CtH-1) zu
1 (CtH-2). Die Untereinheit CtH-1 tritt demnach 20-mal im 4x6-mer von Callianassa
truncata auf, wahrend der Untereinheiten-Typ CtH-2 viermal vorkommt. Durch die
Identifizierung des Halbmolekils (2x6-mer) des 4x6-mers von C. truncata konnten
zuséatzlich Rickschlisse auf die mdgliche Topologie der Untereinheiten im 4x6-mer
gezogen werden. Die Kontaktstelle zwischen den beiden Hexameren des 2x6-mers
zeigt den klassischen Aufbau, den Markl und Decker (1992) beschrieben haben. Die
beiden Hexamere treten lber zwei Untereinheiten, sogenannte Hexamer-Linker, in
Kontakt und bilden so das 2x6-mer aus. Die restlichen Untereinheiten fungieren als
sogenannte Hexamer-Former und stabilisieren die Quartarstruktur des Hexamers.
Aufgrund der Stéchiometrie kann man davon ausgehen, dass Untereinheit CtH-2 als
Hexamer-Linker fungiert, und sich in den jeweiligen Hexameren an der Position
befindet, mit der die Hexamere miteinander in Kontakt treten (Markl und Decker,
1992). Die ubrigen Positionen werden von Untereinheit CtH-1 besetzt. Die
Homologiemodelle der beiden Untereinheitentypen wurden dementsprechend in die
rekonstruierte 4,9 A-Struktur des CtH mit Chimera und dem zugehérigen Modul
»Fit in map“ starr eingepasst.

2.3.2 Flexibles Einpassen mit dem Programm DireX

Nach dem starren Einpassen wurden die Homologiemodelle flexibel mit DireX
eingepasst. Innerhalb von 150 Iterationen stieg die Korrelation des
Homologiemodells des 4x6-mers und der 4,9 A-Struktur des CtH um knapp 7% von
0.855 auf 0.923. Das flexible Einpassen war damit erfolgreich.
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2.4 Die Interfaces zwischen den einzelnen Hexameren des
4x6-mers von C. truncata

Bei der Analyse der 4,9 A-Struktur und des eingepassten pseudoatomaren Modells
lassen sich beim massekorrelierten Schwellenwert finf potentielle Interfaces
zwischen den Hexameren feststellen. Diese teilen sich wie folgt auf:

Das Interface | (A,<>B2/Cy<>D;) wird zwischen der Untereinheit CtH-2 des
Hexamers A und der Untereinheit CtH-2 des Hexamers B ausgebildet. Die
beteiligten Aminosauren liegen sich dabei parallel gegenliber, so dass sich bei
diesem Interface zwei Kontaktbereiche zwischen den Untereinheiten aufspannen.
Aufgrund der vorhandenen D2-Symmetrie tritt dieses Interface zwischen Hexamer C
und D in identischer Weise auf.

Das Interface Il (A,<>C,/B2<>D>) befindet sich zwischen den Untereinheiten CtH-2
von Hexamer A und C sowie zwischen den Hexameren B und C.

Das Interface Ill (A,<>D2/B,<>C>) bildet sich zwischen den Untereinheiten CtH-2 von
Hexamer A und D sowie zwischen den Hexameren B und C aus.

Das Interface IV (A;<>D,/B,<>C1) tritt einmal zwischen der Untereinheit CtH-1 von
Hexamer A und der Untereinheit CtH-2 von Hexamer D auf sowie zwischen der
Untereinheit CtH-2 von Hexamer B und der Untereinheit CtH-1 von Hexamer C auf.

Zwischen den Untereinheiten CtH-1 von Hexamer A und C sowie zwischen den
Untereinheiten CtH-1 von Hexamer B und D ist mdglicherweise ein flinftes Interface
vorhanden. In diesem Bereich sind in der 3D-Rekonstruktion klare Massen zu
erkennen. Die Aminosauren der eingepassten molekularen Modelle sind in diesem
Bereich jedoch zu weit voneinander entfernt, um mdogliche molekulare Bricken
zwischen den Hexameren auszubilden. Aufgrund der groBen rdumlichen Distanz
wurden fUr dieses mdgliche Interface keine MD-Simulationen durchgefihrt.

Um einen genaueren Einblick in die méglichen molekularen Kontakte zwischen den
Aminosauren der jeweiligen Interfaces zu erhalten, wurden fur die Interfaces | bis IV
je zwei MD-Simulationen durchgefihrt. Die erste MD-Simulation wurde mit der
Aminosaure Histidin im ungeladenen Zustand (neutral) berechnet. In der zweiten
MD-Simulation lag die Aminoséaure Histidin im geladenen Zustand vor.
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2.4.1 Einstellung und Berechnung der MD-Simulationen

Wie bereits erwahnt, sind an allen Interfacetypen Histidine beteiligt (Martin et al.,
2007). Das Programm GROMACS setzt in seinen Standardeinstellungen alle
Histidine in den ungeladenen Zustand (Abb. C.20 B).

Da Histidin jedoch die einzige Aminosaure ist, die bei neutralen pH-Werten sowohl
als Protonendonor als auch als Protonenakzeptor fungieren kann, und oft bei kleinen
Veranderungen des pH-Wertes seinen Ladungszustand andert, wollte ich sehen, wie
sich die MD-Simulationen mit Histidin im protonierten Zustand entwickeln
(Abb. C.20 A).

H O O
</N , OH pK, 6~7I </N l OH
HN NH2 HN NH2
A B

Abb. C.20: Ladungszustédnde der Aminosdure Histidin. A: Die geladene (protonierte Form) des
Histidins. B: Die ungeladene (neutrale) Form des Histidins. Bei einem pH-Wert von ca. 6 liegen die
beiden Formen in einem Verhéltnis von 1:1 vor.

Die erste MD-Simulation wurde mit den Standardeinstellungen durchgefiihrt. Das
Histidin lag somit im ungeladenen Zustand vor. Fir die zweite MD-Simulation wurde
der Protonierungszustand aller Histidine so abgeandert, dass diese im protonierten
Zustand vorlagen. Die restlichen Einstellungen des MD-Systems entsprachen den
bereits beschriebenen Einstellungen (siehe Abschnitt B.8). Die Analyse der Daten
wurde wie in Abschnitt C.1.6.2 durchgeflhrt.

Die nachfolgenden Ergebnisse der beiden MD-Simulationen fir die Interfaces | bis IV
zeigen, dass die Aminosdure Histidin im protonierten Zustand andere Bindungen
eingehen kann als im unprotonierten. Ebenso @nderten sich auch die Interaktionen
zwischen benachbarten Aminosauren, die zuvor durch das neutrale Histidin
scheinbar nicht beeinflusst wurden.

Nachfolgend werden die Interfaces | bis IV des 4x6-mers von C. truncata
beschrieben und mit Hilfe der beiden MD-Simulationen genauer analysiert.
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2.4.2 Interface | (A,<>B,/C,<>D,)

Interface | stabilisiert das in Abb. C.19 gezeigte tatsachliche Halbmolekul und sollte
daher besonders stabil sein (Abb. C.21 A).
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Abb. C.21: Das Interface | (A,<>B,/C,<>D,). A: Position des Interfaces | innerhalb des tatsachlichen
Halbmolekiils (blauer Kasten). B: Detailansicht des Interface I. Dargestellt sind die Aminos&uren der
beiden Untereinheiten, die potentielle Bindungen zwischen den beiden Hexameren eingehen kénnen.
H632<>E464, K410<>E411, K637<>D462, D578<>K515, R640<>S517 und K642<>E458. Der Aufbau

des Interfaces @hnelt dem eines ,ReiBverschlusses®. Aus Ubersichtsgriinden wird das Interface | nur
zwischen den Untereinheiten CtH-2 von Hexamer A und B gezeigt.
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Es wird im Bereich der Domane #3 der beiden Untereinheiten ausgebildet. Hier
liegen sich die B-Faltblatter 3, 6, 8 und 10 beider Untereinheiten parallel gegenliber
und treten miteinander in Kontakt. Die beiden B-Faltblatter 3 liegen dabei in direkter
raumlicher Ndhe und kénnen miteinander interagieren (‘'°KENFYIS*'®). Weiterhin
befindet sich B-Faltblatt 6, das viele negativ geladene Aminoséduren tragt
(**®*EFHKDVEN*®), in direkter Nahe zu B-Faltblatt 10 (**HLHNFKHIRVK®*). Die sich
dort befindlichen positiv geladenen Aminosauren K637, R640 und K642 kdénnten
Salzbricken zu den Aminosauren E458, D462 und E464 ausbilden (Abb. C.21 B).

MD-Simulation des Interfaces | mit unprotonierten Histidinen

Dies konnte zum Teil durch die MD-Simulation bestétigt werden: zu Beginn der
Simulation scheint das Interface durch die Interaktionen der Aminosdurepaare
K637/A,<>D462/B,, K642/A,<>E458/B,, K637/A,<>E411/B,, K410/A,<>E464/B, und
K410/A,<>E411/B, stabilisiert zu werden. Die Distanz zwischen K637/A, zu D462/B,
und E411/B, bleibt tiber die gesamte Dauer der MD-Simulation konstant bei 3-5 A
(Abb. C.22 A). Hier scheinen die beiden sauren Aminoséauren abwechselnd mit dem
Lysin eine Bindung einzugehen, wobei in knapp 73% der Simulationszeit die Distanz
zwischen K637/A, und E411/B, bei 3 A liegt und somit im Vergleich zur mdglichen
Bindung von K637/A, mit D462/B, stabiler erscheint (Abb. C.22 B). Ebenfalls sehr
stabil ist die Salzbrlicke zwischen K642/A, und E458/B,. Die Distanz zwischen den
beiden Resten liegt zu knapp 75% der Zeit im Bereich von 3-5 A (Abb. C.22 B).

Die mégliche Bindung zwischen K410/A, und E464/B, sowie E411/B, l6ste sich im
Verlauf der MD-Simulation auf (Abb. C.22 A / s. Anhang: Abb. F.1 t0-t2). Nach 60 ns

nahm die Distanz zwischen K410/A,<>E464/B, zu und pendelte sich im Bereich von
7-10 A ein (Abb. C.22 A).

Eine mogliche Interaktion von H632/A, mit E464/B, ist aufgrund der vorliegenden
MD-Ergebnisse unwahrscheinlich, ebenso ein mdglicher Kontakt von H634/A, zu
E464/B, bzw. E411/B,. Der Loop bzw. der Beginn der a-Helix, auf dem sich diese
beiden Histidine befinden, drehte sich im Laufe der MD-Simulation von der
Kontaktstelle weg (s. Anhang: Abb. F.1 t0-t2).

Von B-Faltblatt 8 (*"NKISRK®"®) ragen zwei Aminosauren, K515/B, und S517/B,,
ebenfalls in den Bereich des Interfaces hinein und kénnten mit den Aminosé&uren
D578/A, bzw. R640/A, der gegeniberliegenden Untereinheit in Kontakt treten
(Abb. C.21 B). In der MD-Simulation gingen R640/A, und K515/B, jedoch keine
Wechselwirkungen mit D578/A, und S517/B, ein, sondern bildeten innerhalb ihrer
Untereinheit Bricken zu benachbarten Aminosauren aus und stabilisierten so die
Struktur.
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Abb. C.22: Auswertung der Abstadnde verschiedener Aminosdurepaare. A: Zeitlicher Verlauf der
Distanz zwischen finf méglichen Bindungen. Eine mégliche Bindung zwischen H634/A,<>E464/B,
(lila) kann weitestgehend ausgeschlossen werden. Die Distanz zwischen beiden Aminosauren liegt
zu ca. 80 % der Simulationszeit bei 6-10 A (siche B). Die Distanz zwischen dem Kontakt
K410/A,<>E464/B, (hellblau) nimmt ab 60 ns zu, so dass keine Bindung mehr zwischen den
beiden Aminosduren mdglich ist. Die Kontakte zwischen K637/A,<>E411/B,( )s
K637/A,<>D462/B, ( ) und K642/A,<>E458/B, (rot) sind sehr stabil. Die Distanzen bewegen
sich hier im Bereich von 3-6 A. Knapp 85 % der gesamten Simulationszeit liegen die Distanzen bei
diesen drei Kontakten zwischen 3-5 A (siehe B). Zusitzlich sind in B die internen Briicken (blaues
Rechteck) zwischen H638/A,<>D462/A, und K515/B,<>Y414/B, angegeben. Hier lasst sich sehr
gut sehen, dass zu Uber 90 % der Zeit die Distanz zwischen den Aminosduren zwischen 3-5A
liegt. Diese Bindungen sind also sehr stark und tragen zur Stabilitdt des Interfaces bei.
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Im Laufe der MD-Simulation drehte sich R640/A, zu D462/A, und E489/A, und kam
mit diesen beiden Aminosauren in Kontakt. Der Abstand zwischen dem Arginin und
den beiden sauren Aminoséuren lag nach ca. 20 ns bei 2-4 A und blieb bis zum
Ende der MD-Simulation konstant (Abb. C.22 A/B). Gleichzeitig interagierte K515/B,
mit Y414/B,. Das Lysin drehte sich kurz nach dem Start der MD in Richtung der
Hydroxylgruppe des Tyrosins (s. Anhang. F.1 t0-t1). Die Distanz verklrzte sich dabei
von knapp 6 A auf 3-4 A, welche dann zu 93 % der Simulationszeit konstant blieb
(Abb. C.22 B).

MD-Simulation des Interfaces | mit protonierten Histidinen

Im Vergleich zur MD-Simulation des Interfaces | mit ungeladenen Histidinen lieBen
sich fur einige molekulare Bricken neue bzw. verdnderte Bindungspartner
feststellen.

H634/A, bildete in dieser MD-Simulation mit E464/B, eine lonenbindung aus. Diese
war im Laufe der MD sehr stabil (Abb. C.23). Durch diese Bindung verschob sich der
Loop, auf dem die Histidine H632 und H643 liegen, nicht in Richtung von
Hexamer A,, sondern blieb in direkter Nahe zu Hexamer B, (s. Anhang:
Abb. F.2 t0-t2). Aufgrund dieser Stabilisierung kam E631/A, in Kontakt mit K515/B,
(Abb.C.23 / s. Anhang: Abb. F2 t0-12).
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Abb. C.23: MD-Auswertung: Die prozentuale Verteilung der Abstdnde einiger Aminosaurenpaare
wéhrend der MD-Simulation mit protoniertem Histidin. Die Bindung zwischen H634/A,<-E464/B, war
neu und sehr stabil (oberste Zeile), ebenso die Bindung zwischen E631/A,<>K515/B, (drittletzte Zeile).
Diese bildete sich erst nach ca. 20-30 ns aus und blieb wahrend der restlichen MD sehr stabil. Die
Briicke zwischen K642/A,<>E458/B, |6ste sich nach ca. 40-50 ns auf (vorletzte Zeile). Die Briicke
zwischen D462/A,<>H638/A, war wahrend der kompletten MD-Simulation vorhanden. Diese Brlicke
hatte sich wahrscheinlich bereits bei der Equilibrierung des MD-Systems gebildet.
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C. Ergebnisse

Diese lonenbindung war in der vorherigen MD-Simulation mit unprotoniertem
Histidin nicht aufgetreten. Durch die Bindung zwischen E631/A, und K515/B, konnte
sich keine interne Briicke zwischen K515/B, und Y414/B, mehr ausbilden.
Gegeniberliegend in Hexamer A war ahnliches zu erkennen.

Die Briicke zwischen D462/A, und R640/A, war nicht mehr so stark ausgepragt wie
in der vorherigen MD-Simulation. D462/A, stand wahrend der MD-Simulation die
meiste Zeit in direktem Kontakt mit H638/A, und interagierte mit diesem (Abb. C.23).

Die lonenbindung zwischen K642/A, und E458/B,, die in der vorherigen MD-
Simulation noch sehr stabil war, |16ste sich im Laufe dieser MD-Simulation auf
(Abb. C.23).

Die Bricken zwischen den basischen Aminosduren K410/A, + K637/A, und den
sauren Aminosauren D462/B,, E411/B, und E464/B, waren in dieser MD-Simulation
ebenfalls vorhanden und sehr stabil (Abb. C.23).

Die Haufigkeit der Wechselwirkungen der Aminosdurenpaare, die am Interface |
wahrend der beiden MD-Simulationen beteiligt sind, sind in Tabelle C.2 aufgelistet.

Wechselwirkungen zwischen MD-Simulation ohne MD-Simulation mit
protoniertem Histidin protoniertem Histidin
H634/A, <= E464/B, - +
K410/A, <= E464/B, (+) +
K410/A, <= E411/B, (+) +
K637/A, <= E411/B, + +
K637/A, <= D462/B, +
E631/A,< K515/B, - (+)
K642/A, <= E458/B, + (+)
D462/A, <= HB38/A, (+) +
K515/B, <=Y414/B, + -

+ =3-4A > 80%der Simulationszeit
(+) = 3-5A < 80% der Simulationszeit
- =3-5A < 10% der Simulationszeit

Tab. C.2: Vergleich der auftretenden Wechselwirkungen ausgewé&hlter Aminosdurenpaare, die am
Interface | beteiligt sind. Die Aminos&durenpaare H634/A,<>E464/B, und E631/A,<>K515/B, traten bei
der MD-Simulation ohne protoniertem Histidin, im Gegensatz zur MD-Simulation mit protoniertem
Histidin, nicht auf. Die Aminosdurenpaare traten in der zweiten MD-Simulation mit protoniertem
Histidin grundsatzlich haufiger auf und wiesen zusétzlich einen kiirzeren Abstand zueinander auf. Die
kirzere Distanz zwischen den Aminosdureresten deutet auf eine starkere Bindung hin. Betrachtet
man das gesamte Interface |, so liegt es im MD-System mit protoniertem Histidin kompakter und
stabiler vor.
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2.4.3 Interface Il (A,<>C,/B,<>D,).

Das Interface Il schien im Vorfeld eine besondere Rolle zu spielen, da es die beiden
shatltrlichen“ 2x6-mere (Halbmolekile) (A/B + C/D) miteinander in Kontakt bringen
und so maBgeblich zur Ausbildung des 4x6-mers beitragen kénnte. Die Bs—B,-
Loops der beiden Untereinheiten CtH-2 liegen sich parallel gegentber. Die dort
befindlichen Aminosiuren “®KEHH'® sollten in der Lage sein, miteinander
wechselseitig in Kontakt zu treten. Ebenso schienen die Aminosauren D406 und
E511, die sich auf benachbarten Loops befinden, Einfluss auf die Stabilitat des
Interfaces zu haben (Abb. C.24).

— ' /‘Hexamer‘v c
A SN
VAR

W asp 406 .

Hexamer A
Untereinheit CtH-2

\ Hexamer D

Untereinheit CtH-2

Abb. C.24: Das Interface Il (A,<>C,/B,<>D,) A: Position des Interface Il im 4x6-mer. Die Brlicke
zwischen den beiden Untereinheiten CtH-2 ist deutlich zu erkennen (blauer Kasten). B: Detailansicht
des Interfaces Il. Die Aminosduren “®*KEHH*® der beiden Bs—PB,-Loops liegen sich parallel
gegentber. Die Aminosduren D406 und E511 aus der Nachbarschaft scheinen den zentralen Bereich
zu stabilisieren, indem sie mit den Histidinen 468 und 469 in Kontakt treten.
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C. Ergebnisse

MD-Simulation des Interfaces Il mit unprotoniertem Histidin

Die MD-Simulation zeigte jedoch, dass sich die beiden Loops sehr leicht
voneinander wegbewegen und es so zu keinem Kontakt zwischen ihnen kommen
kann. Die Histidine 468/D, und 469/D, drehten sich vom Interface weg und
bewegten sich in Richtung der Asparaginsaure 406/D, (s. Anhang: Abb. F.3 t0-t2).
Eine ahnliche Drehung vollzog auch H468/B, und H469/B,. Einzig E511/D, und
K466/B, waren zu Beginn der MD-Simulation noch nah genug zusammen, um Uber
eine lonenbindung in Kontakt zu treten (Abb. C.25/s. Anhang: Abb. F.3 t1). Der
Abstand zwischen den beiden Aminosauren schwankte jedoch im Laufe der
MD-Simulation sehr stark (zwischen 3-12 A). Man kann davon ausgehen, dass die
Bindung zwischen E511/D, und K466/B, nicht sehr stabil ist (s. Anhang: Abb. F.3 t2).
Dieses Ergebnis ist seltsam, da die 4,9 A-Struktur des CtHs eine gut sichtbare
Briicke zwischen den beiden Untereinheiten aufweist (Abb. C.24 A). Mdglicherweise
ist die Position der Loops im pseudoatomaren Modell unginstig und fihrt dazu,
dass die beteiligten Aminosauren sich wegdrehen.

Ab der 20 ns ging E511/B, eine Bindung mit einem Ca?**-lon ein, die bis zum Ende
der MD-Simulation bestehen blieb (Abb. C.25 / lila Kurve)

12 .[— HexB_CtH2_E511-CA2+.xvg — HexB_CtH2_K466-HexD_CtH2_E511.xvg

Distanz in nm

0 20 40 60 80 100
Zeit in ns

Abb. C.25: MD-Auswertung von Interface Il: Zeitliche Verédnderung der Distanz der molekularen
Briicke K466/B,<>E511/D, (rot) und E511/B,<>Ca?* (lila). Nach ca. 10-15 ns bewegte sich das
Calcium-lon sehr schnell in den Bereich von E511/B,. Nachdem beide in Kontakt traten, war die
Bindung bis zum Ende der MD sehr stabil. Die Distanz der molekularen Briicke K466/B,<=E511/D,
schwankte zwischen 3-10 A. Zwischen 25 und 45 ns lag die Distanz bei 3-5 A, was eine Bindung
zwischen den Aminoséduren erlauben wirde. Die Distanz steigt ab der 45 ns wieder an und schwankt
im Bereich von 3-12 A. Die Bindung zwischen den beiden Aminos&uren ist also nicht stabil.
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MD-Simulation des Interfaces Il mit protoniertem Histidin

In dieser MD-Simulation drehten sich die B;—p,-Loops nicht voneinander weg. Die
zu Beginn der MD-Simulation beobachteten Bindungen zwischen E467/B,<>K466/D,
und E467/D,<>K466/B, I16sten sich sehr schnell auf. Die méglichen internen Brlicken
innerhalb der beiden Untereinheiten (CtH-2) zwischen H469<-D406 waren sehr
instabil. In CtH-2/Hexamer D etablierte sich wéahrend der MD-Simulation eine
potentiell interne Bindung zwischen E467 und H469. Wéhrend 82 % der gesamten
Simulationszeit lag der Abstand zwischen den beiden Aminosduren bei ca. 4A. In
CtH-2/Hexamer B lagen die beiden Aminoséauren in knapp 30 % der Simulationszeit
in einem Bereich, in dem sie miteinander interagieren konnten (zwischen 4-5 A)
(Abb. C.26). Weitere interne Brlicken lieBen sich zwischen E511 und H468
beobachten. Hier war der Abstand zwischen den beiden Aminosduren bei
CtH-2/Hexamer B und CtH-2/Hexamer D nahezu identisch (Abb. C.26). Weiterhin
gab es mdgliche Kontakte zwischen E511/B, und H468/D, bzw. E511/D, und
H468/B,. In der MD-Simulation schien dabei E511/B,<>H468/D, etwas stabiler zu
sein (Abb. C.26). Zum Ende der MD-Simulation gab es eine leichte Verschiebung der
Teritarstruktur zwischen beiden Untereinheiten (s. Anhang: Abb. F.4 t0-t2). Aufgrund
dessen lésten sich die mdglichen Bindungen auf.
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Abb. C.26: MD-Auswertung von Interface ll: Prozentuale Verteilung der Abstédnde zwischen den
Aminosauren wahrend der MD-Simulation von 100 ns. Eine mdogliche lonenbindung zwischen
E511/B,<>H468/D, (bzw. E511/D,<>H468/B,) war zwischen 20-40 % der Simulationszeit moglich.
Viel stabiler waren die Bindungen zwischen E511<=H468 innerhalb der jeweiligen Untereinheiten
von Hexamer B und D. Die interne Bindung zwischen E467<-H469 trat bei Untereinheit
CtH-2/Hexamer D viel haufiger auf (ca. 90 %) als bei CtH-2/Hexamer B (ca. 30 %).
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Auch in der zweiten MD-Simulation konnte keine Salzbriicke zwischen den
basischen Aminosauren K466/B,(D,) und den sauren Aminosauren E467/D,(B.,)
beobachtet werden. Dies bekraftigt die Vermutung, dass die Bs—[p,-Loops im
pseudoatomaren Modell der Untereinheit CtH-2 nicht gut modelliert sind, und so die
beteiligten Aminosduren energetisch unglnstige Positionen einnehmen. Diese
energetisch unginstige Positionierung kann dazu flihren, dass die Aminosduren gar
nicht in der Lage sind, miteinander in Kontakt zu treten.

Tabelle C.3 fasst die mdglichen Kontakte zwischen den beiden Untereinheiten

Zusammen.
Wechselwirkungen zwischen MD-Simulation ohne MD-Simulation mit
protoniertem Histidin protoniertem Histidin
K466/B, <= E511/D, (+) -
E511/B, <= H468/D, - (+)
E511/D, <= H468/B, - (+)
E511/B, < H468/B, - (+)
E511/D, <= H468/D, - +
E467/B, < H469/B, - (+)
E467/D, <= H469/B, - +

+ =3-4 A >80 %der Simulationszeit
(+) = 3-5 A < 80 % der Simulationszeit
- =3-5A <10 % der Simulationszeit

Tab. C.3: Vergleich der auftretenden Wechselwirkungen ausgewahlter Aminosédurenpaare die am
Interface Il beteiligt sind. Das Interface Il war bei der MD-Simulation mit protoniertem Histidin deutlich
stabiler. Die vermuteten Salzbriicken zwischen K466/B,<>E467/D, (bzw. K466/D,<>E467/B,) konnten
jedoch bei beiden MD-Simulationen nicht beobachtet werden.

2.4.4 Interface lll (A,<>D,/B,<>C,)

Das Interface lll liegt etwas weiter vom Zentrum des Proteins entfernt und bildet sich
zwischen den beiden Untereinheiten CtH-2 der Hexamere B und C (bzw. A und D)
aus (Abb. C.27 A). Hier liegen sich die Sequenzen “°EADTE*™ gegeniiber. Der
Abstand zwischen den beiden Alaninresten betragt knapp 4 A. Mégliche Partner fiir
die sauren Aminosduren E400, D402 und E404, um mit der benachbarten
Untereinheit eine chemische Bindung herzustellen, sind jedoch nicht vorhanden
(Abb. C.27 B). In der Nahe befinden sich die Histidine H632 und H634, die
moglicherweise innerhalb der Untereinheit mit E400 bzw. E404 interagieren kdnnen.
Bei der Einstellung des massekorrelierten Schwellenwerts der 4,9 A-Struktur des
CtH zeigte sich in diesem Bereich jedoch eine klare Verbindung zwischen den
beiden Untereinheiten.
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Hexamer B
Untereinheit CtH-2

Hexamer C
Untereinheit CtH-2

Abb. C.27: Das Interface Ill (A,<>D,/B,<>C,) A: Position des Interface Ill im 4x6-mer. Die Briicke
zwischen den beiden Untereinheiten CtH-2 ist deutlich zu erkennen (blauer Kasten).
B: Detailansicht des Interfaces Ill. Die Aminosdurenabschnitte “°EDTE** liegen sich gegenliber.
Direkte Kontaktpartner flr die sauren Aminosauren konnten nicht identifiziert werden. Die Histidine
koénnten durch intramolekulare Briicken zu den Glutaminsduren diesen Abschnitt stabilisieren.
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MD-Simulation des Interfaces lll mit unprotoniertem Histidinen

Mit Hilfe der MD-Simulation war es mdglich, diese Bricke zu erklaren. Nach
10-20 ns lagerten sich 2-3 Calciumionen in den Bereich des Interfaces ein. Dabei
interagierte ein Ca®-lon mit den Glutaminsduren E404 beider Hexamere als
Bindeglied. Das zweite Ca**-lon vermittelte eine Briicke zwischen E400/B, und
D406/C, (Abb. C.28 /s. Anhang: Abb. F.5t0-t2). Nachdem sich diese Bindungen
etabliert hatten, waren sie bis zum Ende der MD-Simulation sehr stabil (Abb. C.28).
Die Distanz zwischen den beiden Alaninresten A401 bewegt sich im Laufe der MD
zwischen 3-6 A. Eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen den beiden
Aminoséduren erscheint daher hier méglich (s. Anhang: Abb. F.5 t0-t2).
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' - HexB_CtH2_E404-CAl.xvg — HexC_CtH2_E404-CAl.xvg
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Abb. C.28: Auswertung der MD-Simulationsdaten von Interface Ill. Dargestellt ist die zeitliche

Verédnderung der Distanz der beiden Calciumionen zu den entsprechenden Aminosauren, mit denen
sie interagierten. Nach 30ns schwankte der Abstand zwischen den lonen und den
Aminoséureresten zwischen 2-4 A und blieb bis zum Ende der MD konstant in diesem
Wertebereich. Die Daten zeigen, wie essentiell die Calcium-lonen fiir die Bildung dieser molekularen
Briicke sind.

MD-Simulation des Interfaces lll mit protoniertem Histidin

Die Auswertung der zweiten MD-Simulation zeigte, dass die benachbarten Histidine
H634 und H469 einen viel groBeren Einfluss auf das Interface Il hatten. Hierbei
traten in jeweils beiden Untereinheiten (A, und D, bzw. B, und C,) die Aminosauren
E404 mit H634 in Kontakt (Abb. C.29/s. Anhang: Abb. F.6 t2). Zum Ende der
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MD-Simulation war innerhalb der Untereinheit CtH-2 von Hexamer C eine Bindung
zwischen D406 und H469 zu beobachten (Abb. C.29 / s. Anhang: Abb. F.6 t2).

Eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen den beiden Alaninen A401 war wéhrend
der zweiten MD-Simulation die meiste Zeit ausgeschlossen. Erst zum Ende der
Simulation verringerte sich der Abstand zwischen den beiden Alaninen. Eine
Interaktion zwischen den beiden Aminosduren war so wieder mdglich
(Abb. C.29/30 / s.Anhang: Abb. F.6 t0-t2).

Die Ca?*-lonen nahmen auf das Interface lll wahrend der zweiten MD-Simulation im
Gegensatz zur ersten MD-Simulation keinen Einfluss. Zwei Ca?*-lonen befanden sich
wahrend der MD-Simulation in der Ndhe des Interfaces. Ein lon schien kurzzeitig
eine Bindung mit den beiden Asparaginsduren D402 einzugehen, welche sich aber
ab 50 ns der MD-Simulation wieder aufléste (Abb. C.30 / s.Anhang: Abb. F.6 t1).

Tabelle C.4 fasst die mdglichen Kontakte zwischen den beteiligten Aminosduren des
Interfaces Ill wahrend der beiden MD-Simulationen zusammen.
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Abb. C.29: MD-Simulation von Interface Ill: Dargestellt ist die zeitliche Anderung der Abstiande
zwischen den ausgewahlten Aminosauren wéhrend der MD-Simulation von 100 ns. Der Abstand
zwischen A401/B,<>A401/C, (lila) stieg zu Beginn der Simulation auf ca. 8-10 A an und schwankte
anschlieBend zwischen 6-8 A. Erst zum Ende der MD-Simulation naherten sich die beiden Alanine
wieder an (4 A). Eine Briicke war zwischen D406/C,<>H469/C, ( ) ebenfalls erst am Ende der
MD-Simulation mdéglich. Die Abstédnde der beiden mdéglichen Bindungen E404/B,(C,)<>H634/B,(C,)
( /rot) waren sehr stabil und lagen bei 4-5 A.
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Abb. C.30: MD-Simulation von Interface lll: Gezeigt wird die prozentuale Verteilung der Absténde
zwischen den ausgewahlten Aminoséduren des Interfaces lll wahrend der MD-Simulation von
100 ns. Eine mdégliche Bindung zwischen A401/B,<>A401/C, war nur zu knapp 10 % der Gesamt-
simulationszeit moéglich. Die zwei potentiellen Kontakte zwischen E404/B,(C,)<>H634/B,(C,) wiesen
zu jeweils 90 % der Gesamtsimulationszeit einen Abstand von 4-5A auf, was auf eine stabile
Bindung zwischen den beiden Aminosauren deutete. Der Abstand zwischen D406/C,<>H469/C,
war wdhrend der meisten Zeit der MD-Simulation zu groB, so dass keine Bindung zwischen den
beiden Aminosduren méglich war. Der Abstand des Ca*-lon zu D402/B, lag zu ca. 40 % der
Simulationszeit bei 4-5A. Diese Abstinde bezogen sich jedoch auf die ersten 40-50 ns der
MD-Simulation. Danach vergréBerte sich der Abstand zwischen dem Ca*-lon und der
Asparaginsédure wieder.

Wechselwirkungen zwischen MD-Simulation ohne MD-Simulation mit
protonierte Histidine protonierten Histidinen
E400/B, < Ca**/2 + -
E404/B, <= Ca*/1 + -
E400/C, < Ca*"/1 + -
E404/C, <= Ca*/1 + -
D406/C, <> Ca*"/2 + -
D402/B, <> Ca**/2 - (+)
A401/B, <= A401/C, + -
E404/B, < H634/B, - +
E404/C, <= H634/C, - +
D406/C, <= H469/C, - (+)

+ =3-4A > 80 %der Simulationszeit
(+) = 3-5A < 80 % der Simulationszeit
- =3-5A <10 % der Simulationszeit

Tab. C.4: Vergleich der méglichen Kontakte zwischen den beteiligten Aminoséuren und Ca?*-lonen,
die am Aufbau von Interface Ill beteiligt sind. Wé&hrend der MD-Simulation des Interfaces Ill ohne
protonierte Histidine fungierten zwei Calcium-lonen als Bindeglied zwischen E400, E404 und D406
und bildeten so die Briicke zwischen den beiden Untereinheiten CtH-2 von Hexamer B und C.
Wihrend der zweiten MD-Simulation spielten die Ca?*-lonen keine Rolle beim Aufbau des Interfaces.
Innerhalb der jeweiligen Untereinheiten bildeten die protonierten Histidine Briicken zu den sauren
Aminosduren aus und stabilisierten so die Tertidrstruktur. Eine Bricke zwischen den beiden
Untereinheiten CtH-2 der beiden Hexamere konnte sich jedoch nicht ausbilden.
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2.4.5 Interface IV (A, D,/B,<-C))

Das Interface IV bildet sich zwischen Doméne #1 der Untereinheit CtH-1 von
Hexamer A (Hexamer C) und Domaéne #3 der Untereinheit CtH-2 von Hexamer D
(Hexamer B) aus. Das Interface IV wird nachfolgend zwischen Hexamer B, und
Hexamer C, genauer beschrieben. In der 4,9 A-Struktur des CtH befinden sich im
Bereich dieses Interfaces zwei gréBere Bricken (Abb. C.31 A). Vermutlich handelt es
sich hierbei um zwei Salzbriicken. Die erste befindet sich wahrscheinlich zwischen
K51/C, und E508/B,, wahrend K102/C, und D594/B, vermutlich die zweite
Salzbricke ausbilden (Abb. C.31 B).
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Abb. C.31: Das Interface IV (A;<=D./B,<>C,). A: Das Interface IV bildet sich zwischen der
Untereinheit CtH-1 des Hexamers C und der Untereinheit CtH-2 des Hexamers B aus
(blauer Kasten). B: Detailansicht auf das Interface IV. K51/C; liegt E508/B, genau gegentber.
Ebenso ist dies bei K102/C, und D594/B, der Fall. Aufgrund dieser rdumlichen N&he ist die
Ausbildung zweier Salzbriicken sehr wahrscheinlich.
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MD-Simulation des Interfaces IV mit unprotonierten Histidinen

Das Vorhandensein dieser zwei Salzbricken wurde mit Hilfe der ersten
MD-Simulation bestétigt. Zu ca. 80 % der Simulationszeit von 100 ns lagen die
Distanzen zwischen den Resten der genannten Aminosduren zwischen 3-5 A
(Abb. C.32/33). Eine chemische Bindung zwischen den obengenannten
Aminosauren ist damit sehr wahrscheinlich.

Auffallig war, dass sich wahrend der MD-Simulaton im Bereich der Salzbriicke
K102/C,<>D594/B, zwei weitere Asparaginsduren D55/C, und D56/C, auf dem
benachbarten Loop von Untereinheit C, in Richtung K102/C, bewegten, und mit
diesem ebenfalls in Kontakt traten. Die drei sauren Aminosduren interagierten
scheinbar abwechselnd mit dem Lysin K102/C,. Die Abstidnde zwischen den
Aminosauren D55/C,<>K102/C, und D56/C,<>K102/C, betrugen knapp 80 % der
MD-Simulationszeit ca. 3 A (Abb. C.32/33 / siche Anhang: Abb. F.7 t0-t2).

Nach 50 ns naherte sich ein Ca?-lon den Aminoséduren D66/C, und E467/B,
(s. Anhang: Abb. F.7 t2). Das Ca®*-lon ging im weiteren Verlauf der MD-Simulation
mit D66/C, eine Bindung ein und stabilisierte so diesen Strukturbereich. Die
Glutaminsdure E467/B, entfernte sich im Laufe der MD-Simulation vom Ca?*-lon und
gelangte in keine direkte raumliche Nahe, um mit diesem zu interagieren
(Abb. C.32 / s. Anhang: Abb. F.7 t0-t2).
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Abb. C.32: Auswertung der MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen von Interface IV.
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Distanzen zwischen den Aminoséuren wahrend der
MD-Simulation von 100 ns. Die Abstande zwischen E508/B,<>K51/C, sowie D594/B,<>K102/C,
lagen zu ca. 80 % der MD-Simulationszeit im Bereich von 3-4 A. Die Abstinde zwischen
D55/C,<>K102/C, und D567C,<>K102/C, lagen zu tiber 70 % der Simulationszeit bei 3 A. Die drei
Asparaginsduren interagierten scheinbar abwechselnd mit K102/C,. Die beiden unteren Reihen
zeigen die mogliche Interaktion der Aminosduren mit dem Ca®*-lon. Zwischen E467 und dem
Ca®*-lon war wahrend der MD-Simulation keine Bindung méglich. Zu 30 % der
MD-Simulationszeit stand D66/C, mit dem Ca®*-lon in Kontakt. Dieser Kontakt etablierte sich vor
allem in den letzten 40 ns der MD-Simulation.
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Abb. C.33: Auswertung der MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen von Interface IV.
Gezeigt wird der zeitliche Verlauf der Abstande zwischen den aufgeflihrten Aminosdurepaaren
wahrend der MD-Simulation. Nach ca. 22 ns stabilisierten sich die Absténde. Die Anderung
des Abstands zwischen D594/B,<>K102C;, (lila) (3-4 A) zeigte dabei geringere Fluktuationen im
Vergleich zu E508/B,<>K51/C, (hellblau) (3-6 A). Die Abstande innerhalb der Untereinheit C,
zwischen den Aminosduren D55/C,<>K102/C; ( ) und D56/C,<=K102/C, (rot) waren ab der
22ns sehr stabil und lagen bei 3 A. Die Verringerung des Abstandes zwischen
D56/C,<=K102/C, (rot) wahrend der ersten 20 ns kann man sehr gut erkennen.

MD-Simulation des Interfaces IV mit protoniertem Histidin

Auch beim Interface IV wurden nach der zweiten MD-Simulation mit protonierten
Histidinen neue chemische Bindungen beobachtet. Die Salzbriicke zwischen
D594/B, und K102/C, léste sich im Laufe der MD-Simulation auf (Abb. C.34 A;
s. Anhang: Abb. F.8 t0-t2). Ebenso war die Bindung zwischen E508/B, und K51/C,
viel schwécher ausgepragt als in der vorherigen MD-Simulation (Abb. C.32/34 A).
Neben E508/B, trat K51/C, auch mit den benachbarten Glutaminsauren 510/B, und
511/B, in Kontakt (Abb. C.34 A/ s. Anhang: Abb. F.8 t0-t2).

Eine neue chemische Bindung ergab sich durch die Interaktion zwischen den
Histidinen H468/B, und H469/B, mit D66/C,. Beide Histidine schienen sich dabei
immer wieder bei der Bindung zur Asparaginsdure D66/C, abzuwechseln
(Abb. C.34 A/B). Neben den beiden Histidinen trat hin und wieder ein Ca*-lon mit
D66/C, in Kontakt. Das Ca**-lon naherte sich nach ca. 10 ns an die Asparaginséure
an und blieb im Laufe der MD-Simulation in unmittelbarer Nihe (4-6 A)
(Abb. C.34 A/B).
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Abb. C.34: Auswertung der MD-Simulation mit protonierten Histidinen von Interface V. Dargestellt
ist die (A) prozentuale Verteilung und (B) zeitliche Verdnderung der Abstidnde zwischen den
aufgefiihrten Aminoséaurepaaren von Interface IV. A:Die moégliche Bindung zwischen
E508/B,<>K51/C; war viel schwé&cher als in der vorherigen MD-Simulation (Abb. C.32.). Der
Abstand zwischen E510/B,<>K51/C, lag zu knapp 80 % der Simulationszeit im Bereich von 3-4 A,
was auf eine stabile Salzbriicke zwischen den beiden Aminosduren hindeutet. Die zweite vermutete
Salzbriicke zwischen D594/B,<>K102/C, l6ste sich im Laufe der Simulation auf. B: Zeitliche
Veréanderung der Absténde zwischen H469/B,<>D66/C,, H468/B,<>D66/C, sowie dem Ca?*-lon und
D66/C,. Die beiden Histidine H468/B, und H469/B, wechselten sich mit der Bindung zu D66/C,
scheinbar ab. Zwischen 45-70 ns der MD-Simulation lag der Abstand zwischen H468/B,<>D66/C;,
bei ca. 4A (lla), wahrend der Abstand zwischen H469/B,<>D66/C, ( ) zwischen 6-10 A
variierte. Ab 70 ns wechselte diese Konstellation. Das Ca®'-lon n&herte sich nach 15ns der
Asparaginsiure D66/C, an. Der Abstand zwischen dem Ca?*-lon und der Asparaginsiure bewegte
sich bis zum Ende der MD-Simulation zwischen 3-7 A (rot).
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Tabelle C.5 fasst die Ergebnisse der beiden MD-Simulationen von Interface IV
zusammen.

Wechselwirkungen zwischen MD-Simulation ohne MD-Simulation mit
protonierte Histidine protonierten Histidinen

E508/B, <> K51/C; + (+)
E510/B, <= K51/C, - +
D594/B, <= K102/C, + -

H468/B, <= D66/C, - (+)
H469/B, <= D66/C, - (+)

D66/C, <> Ca*'/1 (+) (+)
E467/B, <= Ca*/1 - -

D55/C, <= K102/C, + -

D56/C, <= K102/C, + -

+ =3-4A > 80 %der Simulationszeit
(+) = 3-5A < 80 % der Simulationszeit
- =3-5A <10 % der Simulationszeit

Tab. C.5: Vergleich der moglichen Kontakte zwischen den beteiligten Aminoséuren und Ca?*-lonen,
die am Aufbau von Interface IV beteiligt sind. Die erste MD-Simulation von Interface IV bestatigte die
vermuteten Salzbriicken zwischen E508/B,<+K51/C; und D594/B,<>K102/C,. Auffillig war, dass
K102/C, auch mit den benachbarten Asparaginsduren D55/C, und D56/C, in Kontakt trat. Die zweite
MD-Simulation mit protonierten Histidinen wies neue chemische Bindungen zwischen Aminosé&uren
auf, die in der ersten MD-Simulation nicht auftraten. Die Bindung zwischen D594/B,<>K102/C, I6ste
sich im Laufe der MD-Simulation auf. K51/C, interagierte nicht nur mit E508/B,, sondern vor allem mit
dem benachbarten E510/B,. Weitere mégliche Bindungen wurden zwischen den beiden Histidinen
H468/B,, H469/B, und der Asparaginsdure D66/C, beobachtet. Innerhalb der Untereinheit CtH-1von
Hexamer C traten zwischen D55/C;<=K102/C,; und D56/C,<>=K102/C; keine potentiellen Bindungen
auf (rechte Spalte).

2.4.6 Potentielles Interface V (A,<>C,/B,<>D,)

Im Bereich dieses potentiellen Interfaces lasst sich in der 4,9 A-Struktur eine
vorhandene Masse erkennen, die bereits bei einem niedrigeren Schwellenwert
sichtbar ist (Abb. C.35 A). Nach dem Einpassen der Untereinheiten lasst sich jedoch
beobachten, dass die Untereinheiten anscheinend zu weit voneinander entfernt
liegen, um in Kontakt zu treten. Interessant ist, dass sich die identischen
Aminosauren, die das Interface ausbilden kénnten, in diesem Bereich genau
antiparallel gegentiber liegen (Abb. C.35 B). Es handelt sich hierbei um A43, *°DH*
und *SD¥. Der Abstand zwischen A43/A, und A43/C, betragt nur 4 A. Eine
hydrophobe Wechselwirkung zwischen den beiden Aminosduren ist sehr
wahrscheinlich. Diese Vermutung wird auch durch die 4,9 A-Struktur des CtH
unterstitzt. An der Position der beiden Alanine ist in der 3D-Rekonstruktion eine
klare Briicke zu sehen, die bereits bei einem niedrigen Masseschwellenwert sichtbar
ist.
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Abb. C.35: Das potentielle Interface V (A;<=C,/B;<=D,). A: Das Interface V befindet sich zwischen
den Untereinheiten CtH-1 der Hexamere A und C bzw. B und D (blauer Kasten). B: Detailansicht
von Interface V. Zwischen A43/A,<>A43/C, betrdgt der Abstand 3-4 A. Eine hydrophobe
Wechselwirkung zwischen den beiden Alaninen ist daher sehr wahrscheinlich. Die beiden
Histidine H31/A; und H31/C; kénnten mit den gegeniiberliegenden Aminoséuren **SD¥ in
Kontakt treten und so das Interface V ausbilden. Der Abstand zwischen den Aminoséuren ist
jedoch zu groB3 um, eine Bindung auszubilden.

Die Abstande zwischen S36/A, und H31/C, (bzw. S36/C, und H32/A,) betragen ca.
8,5 A, was fur eine mogliche Bindung zu groB ist (Abb. C.35). Die Aminoséuren
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®DH®" liegen jedoch auf einem flexiblen Loop. Eine Neumodellierung dieses
Sekunddarstrukturbereichs zeigte, dass sich die Loops auch in direkter
Nachbarschaft zu **SD* befinden kénnen (Abb. C.36). Der Abstand zwischen den
genannten Aminosduren verringerte sich auf ca. 3 A. Aufgrund des geringen
Abstands ist eine chemische Bindung zwischen S36/A,(C,)<>H31/C,(A,) sehr
wahrscheinlich.

ASP 37
Hexamer C
Untereinheit CtH-1

I

Abb. C.36: Detailansicht von Interface V nach der Neumodellierung des flexiblen Loops auf dem
sich die Aminosauren *DH?' befinden. Der Abstand zwischen A43/A,<>A43/C, liegt bei knapp
4 A. Eine Bindung zwischen den beiden Alaninen ist weiterhin mdglich. Zwischen
S36/A,<>H31/C, und S36/C,<>H31/C, verkirzt sich der Abstand auf 4 A bzw. 3,4 A. Dieser
geringe Abstand zwischen den Aminoséauren erlaubt es ihnen, miteinander in Kontakt zu treten
und eine chemische Bindung auszubilden. Die so entstehenden Bricken wirden die sichtbaren
Massen zwischen den beiden Hexameren A und C (B und D) in der 4,9 A-Struktur erkléren.

Bei genauerer Betrachtung féllt auf, dass das potentielle Interface V vom Aufbau
eine groBe Ahnlichkeit zu Interface Il (A,<>D,/B,<>C,) aufweist. Méglicherweise
spielen auch hier Ca®**-lonen als Bindeglieder zwischen den sauren Aminos&uren der
beiden Untereinheiten CtH-1 eine wichtige Rolle.
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3. 3D-EM des Hamocyanins von L. oceanica

3.1 3D-Rekonstruktion des 2x6-meren Hamocyanins von
L. oceanica

Nach der Enthahme wurde die Hdmocyaninprobe tber einen AMICON 1 MDa-Filter
aufgereinigt, in einen angesetzten Puffer (100mM Tris, 100mM NaCl, 10mM CaCl,,
10mM MgCl,, pH-Wert: 7,6) Uberfihrt und entsprechend zur nachfolgenden
Kryo-Préperation verdiinnt (ca. 1,4 mg/ml).

Von der aufgereinigten H&mocyaninprobe wurden am MPI fir Biophysikalische
Chemie in Gottingen von | 4133 Aufnahmen erstellt. Die
Bildakquisition erfolgte mit Hilfe eines TITAN KRIOS Elektronenmikroskops, das mit
einem Falcon 2 Direct Electron Detector ausgestattet ist. Die Auflésung der
getatigten Aufnahmen lag bei 1,27 A/pix. Die 4.133 Aufnahmen wurden mit dem
Programm RELION Uberprift. Von diesen konnten 3.161 Aufnahmen fir die
anschlieBende CTF-Berechnung und Partikelextraktion Gbernommen werden. Die
Partikelselektion/-extraktion erfolgte mit dem in RELION implementierten
halbautomatischen Selektionsmodul. Es wurden zunadchst ca. 1.000 Partikel manuell
"gepickt". Aus diesen wurden mit Hilfe einer kurzen 2D-Klassifizierung Referenzen
flr die automatische Selektion berechnet. Der automatische Suchalgorithmus
konnte 109.845 Einzelpartikel extrahieren. AnschlieBend wurden mit diesen die
ersten referenzfreien 2D-Klassifizierungen durchgefuhrt. Hierbei konnten falsch
ausgewahlte Partikel (false-positive) bzw. Partikel minderer Qualitdt herausgefiltert
werden, die in den nachfolgenden Berechnungen nicht mehr mit einbezogen
wurden, um die Qualitat der finalen 3D-Rekonstruktion nicht negativ zu beeinflussen.
Nach der 2D-Klassifizierung wurden 68.971 Partikel fir das 3D-Refinement genutzt.
Mit Hilfe des Negativkontrastierungsverfahrens wurde vor einiger Zeit in unserer
Arbeitsgruppe von LoH bereits eine 3D-Rekonstruktion mit einer Auflésung von ca.
20-25 A erstellt. Diese passte ich mit den entsprechenden Werten an und filterte sie
auf 40 A, um eine zu starke Einflussnahme des initialen Models auf das folgende
3D-Refinement zu verhindern. Nach 22 lterationen brach das 3D-Refinement ab. Es
stellte sich heraus, dass bei der Alignierung der einzelnen Partikel Fehler auftraten,
die eine korrekte Berechnung einer 3D-Rekonstruktion unmdglich machten. Dies
war gleichzeitig ein Hinweis darauf, dass es sich um einen heterogenen Datensatz
des LoHs handeln kénnte. Daraufhin wurde der Datensatz Uber eine multiple
3D-Klassifizierung nochmals berechnet und aufgetrennt. Nach jeder
abgeschlossenen Klassifizierung wurden nur die besten 3D-Klassen flr eine erneute
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3D-Klassifizierung Ubernommen. Dieser Schritt wurde achtmal wiederholt. Die
letzten finf 3D-Klassen lieBen deutlich zwei unterschiedliche Konformationen
erkennen (Abb. C.37 A/B/C).

Abb. C.37: 3D-Rekonstruktionen von LoH nach der achten 3D-Klassifizierung. A: Die funf finalen
3D-Klassen. Hier konnten zwei unterschiedliche Konformationen festgestellt werden (gelb/grin).
B: 3D-Rekonstruktion von LoH (Klasse 3) mit Konformation 1 (gelb). Das obere Hexamer ist
gegeniiber dem unteren Hexamer leicht verschoben. C: 3D-Rekonstruktion von LoH (Klasse 4) mit
Konformation 2 (griin). Die beiden Hexamere liegen genau tbereinander.

Fir die beiden Konformationszustdnde wurden die Datensdtze der jeweiligen
Klassen zusammengefasst und ein erneutes 3D-Refinement durchgeflhrt. Der
Datensatz, der Konformation 1 des LoHs darstellt, umfasste 8522 Einzelpartikel.

Nach 18 Iterationen ergab sich fur die 3D-Rekonstruktion des LoHs eine Auflésung
von 9,5A. Bei der anschlieBenden Nach-Prozessierung inkl. Sharpening der
3D-Rekonstruktion verbesserte sich die Auflésung auf 8,6 A (Abb. C.38 A). Diese
3D-Rekonstruktion wurde ohne Symmetrievorgabe berechnet.
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Abb. C.38: Ergebnisse der 3D-EM von LoH. A: Auflésungsbestimmung der finalen
3D-Rekonstruktion des 2x6-mers mit dem Aufldsungswert 1,27 A/pix mit Hilfe der Fourier-Schalen-
Korrelation (FSC). Es handelt sich dabei um den reziproken Wert der Raumfrequenz am Schnittpunkt
der FSC-Kurve (schwarze Kurve) mit dem y-Wert 0,143 (rote Linie). Die Aufldsung der
3D-Rekonstruktion des LoH betréagt 8,6 A. B: Frontansicht der 8,6 A-Struktur. Das obere Hexamer ist
gegenlber dem unteren Hexamer um 26° verdreht. C: Frontansicht um 90° gedreht. Die MaBe der
3D-Rekonstruktion betragen 120A (x-Achse) x 205A (y-Achse) x 120A (z-Achse). Der Kippwinkel
zwischen den beiden Hexameren betragt 15°.
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Die MaBe der 8,6 A-Struktur sind 120 A (x-Achse) x 205 A (y-Achse) x 120 A
(z-Achse). Der Kippwinkel zwischen den beiden Hexameren betragt 15°
(Abb. C.38 B/C).

Das finale 3D-Refinement fur den zweiten Datensatz des LoHs, der Konformation 2
darstellt (Abb. C.37 C), konnte nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Hier traten
erneut Fehler beim Alignment der Einzelpartikel auf. Auf die mdglichen Griinde wird
im Diskussionsabschnitt D.1 eingegangen.
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D. Diskussion

1. Diskussion zu den erreichten Auflosungen

Die Berechnung von 3D-Strukturen verschiedener Proteine mit Hilfe der Kryo-
Elektronenmikroskopie hat in den letzten Jahren massiv an Bedeutung gewonnen.
Die Weiterentwicklung spezieller Elektronenmikroskope und der Einsatz von
hochempfindlichen Kamerasystemen (s. Abschnitt B.3.3) ermdéglichen inzwischen
die Berechnung von 3D-Strukturen kleinerer Proteine, die zuvor nur mit Hilfe der
Roéntgenkristallographie aufgeldst hatten werden kénnen.

Die nun gewonnenen Bilddaten weisen eine so hohe Bildqualitdt auf, dass es
moglich  ist, 3D-Rekonstruktionen von Proteinen zu berechnen, die in
Auflésungsbereichen von 3-4 Angstrom liegen. Diese Aufldsungen konnten bis vor
drei bis vier Jahren nur mit Viruspartikeln erreicht werden, die sehr groB3 sind, und
eine sehr hohe Symmetrie besitzen (Yu et al., 2008).

Inzwischen gibt es diverse 3D-Rekonstruktionen, die eine Auflésung von
2-3 Angstrom aufweisen (Grant & Grigorieff, 2015; Bartesaghi et al., 2015).

Es gibt mehrere Grinde, wieso fir die in dieser Arbeit erstellten
3D-Rekonstruktionen eine noch héhere Auflésung nicht erreicht werden konnte.
Eine entscheidende Rolle spielt die Probenpréparation. Es ist kaum méglich mehrere
Objekttrager (Grids) in gleich guter Qualitat nacheinander zu erstellen. Dadurch kann
es vorkommen, dass einige Bereiche des Objekttragers nach der Praparation eine
zu dicke Eisschicht aufweisen und so die Aufnahme von guten Bildern erschweren
bzw. verhindern. Ebenso kénnen bei der Untersuchung des Objekttradgers im
Elektronenmikroskop leichte Bewegungen im Eis stattfinden und so zu einer
unscharfen EM-Aufnahme flhren. In einem gewissen Toleranzbereich kénnen
Faktoren, die zu einer fehlerhaften Bildakquise fUhren, inzwischen mit Hilfe diverser
Algorithmen teilweise korrigiert werden. Eine komplette Korrektur ist jedoch bisher
nicht moglich.

Eine weitere wichtige Rolle spielen die selektierten Einzelpartikel aus den
EM-Aufnahmen. Die Auflésung einer 3D-Rekonstruktion wird durch die Anzahl der
verwendeten Einzelpartikel limitiert. Je mehr qualitativ gute Einzelpartikel in die
Berechnung einer 3D-Rekonstruktion einflieBen, umso besser wird die Aufldsung.
Wichtig ist vor allem, dass Einzelpartikel schlechter Qualitat aus dem Datensatz
entfernt werden. Mit Hilfe der 2D- und 3D-Klassifizierung kénnen viele Partikel
minderer Qualitat extrahiert und verworfen werden. Trotz dieser Sortierungsmethode
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bleiben meist einige Partikel mit niedriger Qualitdt im Datensatz erhalten und
beeinflussen die nachfolgenden 3D-Berechnungen.

Die in dieser Arbeit erstellten 3D-Rekonstruktionen setzen sich aus einer relativ
niedrigen Anzahl von Einzelpartikeln zusammen. FiUr bessere Auflésungsergebnisse
hatten weit mehr EM-Aufnahmen von den entsprechenden Proteinen aufgenommen
werden mussen, so dass sich die Anzahl qualitativ guter Einzelpartikel drastisch
erhdht. Dies war uns allerdings auf Basis unserer technischen Ausristung nicht
moglich.

Ein weiterer Nachteil ist die offenbar etwas flexible Struktur des Hamocyanins. Die
selektierten Einzelpartikel weisen daher mit hoher Wahrscheinlichkeit minimale
Strukturunterschiede auf. Die angewandte 2D- und 3D-Klassifizierung der
Einzelpartikel (Scheres et al., 2007; Lyumkis et al., 2013) ist in der Lage, groBere
Strukturunterschiede innerhalb der Einzelpartikel zu identifizieren und zu separieren.
Jedoch ist es moglich, dass kleinere Veranderungen der Struktur nicht erfasst
werden. Es kommt so zu minimalen Unschérfen, die einzelne Klassensummen von
Einzelpartikeln besitzen, und so die finale Auflésung der entsprechenden
3D-Rekonstruktion negativ beeinflussen.

Eine weitere wichtige Rolle spielt die Symmetrie der 3D-Struktur des jeweiligen
Proteins. Die hier vorgestellten 3D-Rekonstruktionen weisen im Vergleich zu manch
anderen Proteinen (oder Viruspartikeln) eine niedrige Symmetrie auf, was flr die
Erstellung hochaufgeldster 3D-Rekonstruktionen von Nachteil ist.

Bei der Berechnung des Datensatzes des 2x6-mers von L. oceanica erschwerte die
zuvor angesprochene strukturelle Flexibilitat die finale Erstellung der
3D-Rekonstruktion enorm. Die Klassifizierungen zeigten mehrere mogliche
Strukturkonformationen an, die teilweise nicht realistisch waren. Hier hatte der
Algorithmus Probleme mit der Zuordnung diverser Einzelpartikel. Die Verwendung
eines alternativen Software-Programms (SPARX) erbrachte keine Verbesserung.
Letztendlich half nur das konsequente Saubern des Datensatzes mit Hilfe vieler
2D-und 3D-Klassifizierungsberechnungen. Dadurch sank allerdings die Anzahl der
Einzelpartikel, die fur eine 3D-Rekonstruktion infrage kamen, enorm. Aus den zuvor
selektierten 60.000 Einzelpartikeln wurden nur noch knapp 8.000 fir die finale
3D-Rekonstruktion genutzt. Fur die festgestellte Konformation 2 des 2x6-mers
(s. Abschnitt 3.1 Abb. C.37C) war es trotz alledem nicht mdglich, eine finale
3D-Rekonstruktion zu erstellen. Moéglicherweise kommen die Algorithmen der
verwendeten Programme nicht mit dem speziellen Aufbau dieses 2x6-mers zurecht.
In einigen Tutorials wird darauf hingewiesen, dass bei der Berechnung von
3D-Strukturen langlicher Proteine Probleme auftreten kénnen. Es kdnnte sein, dass
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aufgrund der langlichen Struktur und der speziellen Assemblierung der beiden
Hexamere des 2x6-mers verschiedene Einzelpartikel nicht richtig aligniert werden
kénnen, und sie so die Auflésung der 3D-Rekonstruktion verschlechtern bzw. die
erfolgreiche Berechnung einer 3D-Rekonstruktion unmdglich machen.
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2. Vergleich des oxy- und deoxy-8x6-mers von
L. polyphemus.

2.1 Vergleich der 7,3 A-deoxy-Struktur und der 7,9 A-oxy-Struktur
des 8x6-mers

Der generelle Aufbau beider 3D-Rekonstruktionen des 8x6-mers ist sehr dhnlich und
entspricht dem in frlheren Publikationen (Lamy et al., 1982; Lamy et al., 1983;
van Heel & Dube, 1994, Martin et al., 2007).

Es gibt jedoch einen signifikanten Unterschied zwischen dem oxy- und dem
deoxy-8x6-mer, der eine groBe Auswirkung auf die Gesamtstruktur des
Hamocyanins von L. polyphemus hat. Die beiden Hexamere des 2x6-mers, das
aufgrund der D2-Symmetrie als Grundbaustein des 8x6mers fungiert, zeigen eine
unterschiedliche Rotation zueinander.

Beim oxy-8x6-mer sind es 105° gegen den Uhrzeigersinn, beim deoxy-8x6-mer
dagegen 113° (Abb. D.1).

Abb. D.1: Vergleich des 2x6-mers aus den 3D-Rekonstruktionen des oxy-8x6-mers (blau)- und des
deoxy-8x6-mers (grau/transparent). Die beiden Hexamere sind beim deoxy-2x6-mer um jeweils 4°
nach rechts (oberes Hexamer) bzw. nach links (unteres Hexamer) verdreht. Die zuséatzliche Rotation
um insgesamt 8° lasst sich an den Uberstehenden Massen des deoxy-2x6-mers gegentber des
oxy-2x6-mers erkennen (schwarze Pfeile). Sichtbar sind hier molekulare Briicken des Interfaces II-ll
(orange) und II-1V (lila).
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Dass im deoxygenierten Zustand ein groéBerer Rotationswinkel zwischen den
Hexameren des 2x6-mers besteht, wurde an einem 4x6-mer mit Hilfe einer
Rontgenkleinwinkelstreuung vermutet, die allerdings einen 20° Unterschied
gegenlber den hier berechneten 8° ergab, was an der niedrigen Auflésung dieser
Methode liegen mag (Hartmann et al. 2002). Da diese Rotation bei allen vier 2x6-
meren auftritt, ist die strukturelle Verdnderung des gesamten 8x6-mers beim
Ubergang vom oxy- in den deoxy-Zustand erheblich. Betrachtet man die Flop-Seite
des

4x6-mers, erkennt man, dass sich im deoxygenierten Zustand die beiden im Bild
unteren Hexamere nach links verschieben, wé&hrend sich die beiden oberen
Hexamere nach rechts verlagern (Abb. D.2 A). Aufgrund dessen vergrdBert sich der
Abstand der diagonal gegentberliegenden Hexamere 2 und 3 (Abb. D.2 C). Die
Hexamere 1 und 4 nahern sich hierbei an, bilden aber zusammen keine molekularen
Bricken aus.

Beim oxy-4x6-mer liegen die Untereinheiten des Typs V der Hexamere 2 und 3 nah
genug beieinander und bilden die Bricke des Interfaces V-V aus (Abb. D.2 B). Im
deoxy-4x6-mer fUhrt der vergroBerte Rotationswinkel zwischen den Hexameren des
2x6-mers im deoxy-4x6-mer dazu, dass sich aufgrund der Verschiebung von
Hexamer 2 und 3 das V-V-Interface auflést (Abb. D.2 C).

Diese Verschiebung der Hexamere tritt aufgrund der D2-Symmetrie bei beiden 4x6-
meren identisch auf. Das hat zur Folge, dass es auch zu einer Verlagerung zwischen
den beiden 4x6-meren des 8x6-mers kommt, und so weitere strukturelle
Unterschiede zwischen den beiden 3D-Rekonstruktionen auftreten.

Diese Verdrehung zwischen den beiden 4x6-meren lasst sich bei Betrachtung des
8x6-mers entlang der y-Achse sehr gut zeigen. Beim deoxy-8x6-mer drehen sich die
Hexamere 1 & 3 (vom ersten 4x6-mer) und die Hexamere2 & 4 (vom zweiten
4x6-mer) um jeweils 4° voneinander weg (parallel dazu drehen sich natirlich auch
die Hexamere 2 & 4 vom ersten 4x6-mer und die Hexamere 1 & 3 vom zweiten 4x6-
mer um 4° voneinander weg) (Abb. D.3 A). Am Beispiel des Interfaces IlIA-IIIA, das
im oxygenierten Zustand zwischen den beiden 4x6-meren auftritt, sind die
strukturellen Folgen der Verdrehung besonders deutlich zu sehen. Im oxy-8x6-mer
betragt der Abstand der Abschnitte zwischen Doméane #1 und #3 der Hexamere 1
(vom ersten 4x6-mer) und 4 (vom zweiten 4x6-mer) ca. 4 A. Die Hexamere treten in
diesem Bereich in Kontakt und bilden das Interface IlIA-IIIA (Martin et al., 2007).
Beim deoxy-8x6-mer drehen sich die beiden Hexamere 1 und 4 voneinander weg.
Dadurch erhoht sich der Abstand zwischen den beiden Hexameren auf knapp 12 A
und die Briicke des Interfaces IlIA-IIIA fehlt (Abb. D.3 C).

110



Vergleich des oxy- und deoxy-8x6-mers von L. polyphemus

Abb. D.2: Ansicht der Flop-Seite des 4x6-mers im oxygenierten (blau) und deoxygenierten
(hellgrau/transparent) Zustand (A) und Vergleich der strukturellen Unterschiede zwischen oxy- und
deoxy-4x6mer am Beispiel des Interfaces V-V (B+C). A: Im deoxygenierten Zustand verdrehen sich
die Hexamere 1 und 3 um jeweils 4° gegen den Uhrzeigersinn. Die Hexamere 2 und 4 drehen sich
gleichzeitig jeweils um 4° in Richtung des Uhrzeigersinns. Die Verdrehung l&sst sich an den
Uberstehenden Massen des deoxy-4x6-mers erkennen (schwarze Pfeile). B: Im oxygenierten
Zustand liegen die beiden Untereinheiten des TypsV der beiden sich gegeniberliegenden
Hexamere 2 und 3 nah genug zusammen um eine molekulare Briicke auszubilden (Interface V-V)
(gelber Pfeil). C: Im deoxygenierten Zustand drehen sich die beiden Hexamere 2 und 3 um jeweils 4°
voneinander weg. Dadurch nimmt der Abstand zwischen den beiden Untereinheiten des Typs V zu
und die molekulare Bricke des Interfaces V-V fehlt.
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Abb. D.3: Strukturunterschied des oxy- und deoxy-8x6-mers insgesamt und am Beispiel des
Interfaces IlIA-IIIA. A: Verdrehung des deoxy-8x6-mers (hellgrau/transparent) gegeniber dem
oxy-8x6-mer (blau). Die orangefarbene Linie grenzt die beiden 4x6-mere ab. Hexamer 1 & 3 vom
4x6-mer(1) sowie Hexamer 2 & 4 vom 4x6-mer(2) drehen sich jeweils um 4° gegen den Uhrzeigersinn.
Diese Rotation flihrt zu einer leichten Verdrehung der beiden 4x6-mere. Die schwarzen Pfeile zeigen
die Uberstehende Masse des deoxy-8x6-mers nach der Rotation um 4°. B: Das oxy-8x6-mer. Die
Abschnitte zwischen Doméne #1 & #3 von Untereinheit llIA der beiden Hexamere 1 und 4 liegen sich
sehr nah gegeniiber (Abstand 4 A) und bilden eine molekulare Briicke aus; das Interface IIIA-IIIA
(gelber Pfeil). C: Beim deoxy-8x6-mer drehen sich durch die Rotation die Hexamere 1 und 4 leicht
voneinander weg. Der Abstand zwischen den beiden Untereinheiten erhéht sich auf 12 A, so dass
diese in keinem direkten Kontakt mehr stehen. Das Interface IlIA-1IIA wird somit nicht ausgebildet.
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Wie diese Vergleiche zeigen, ist das oxy-8x6-mer kompakter gebaut, da die
einzelnen Hexamere naher beieinander liegen.

Vermessungen des oxy- und deoxy-8x6-mers bestétigten dies: in allen drei
Dimensionen (xyz-Achse) ist das oxy-8x6-mer ca. 5 A kleiner als das deoxy-8x6-mer
(s. Abb. C.3 und Abb. C.10). Der Grund hierflr liegt in der unterschiedlichen Rotation
der Hexamere im 2x6-mer, die sich auf das gesamte 8x6-mer auswirkt.
So ergeben sich auch Unterschiede bei der Assoziation der beiden 4x6-mere zum
8x6-mer. Der Abstand zwischen den Masseschwerpunkte beider 4x6-mere erh6ht
sich um ca. 5A (von 105A im oxy-8x6-mer auf 110 A im deoxy-8x6-mer)
(s. Abb. C.5 und Abb. C.11 C). Der vergroBerte Abstand zwischen den beiden
assoziierten 4x6-meren zum 8x6-mer lasst sich mit der veranderten Assoziation der
2x6-mere zu einem 4x6-mer erkldaren. Der Kippwinkel zwischen den 2x6-meren
eines 4x6-mers betragt im oxygenierten Zustand 17° und im deoxygenierten
Zustand 12° (s. Abb. C.5 B und Abb. C.11 D). Aufgrund des gréBeren Kippwinkels
zwischen den jeweiligen 2x6-meren liegen die beiden 4x6-mere im oxy-8x6-mer
naher zusammen. Beim deoxy-8x6-mer verandert sich aufgrund der zuséatzlichen
Rotation der einzelnen Hexamere auch der Kippwinkel zwischen den beiden 2x6-
meren des 4x6-mers. Da dieser kleiner ist, greifen die beiden 4x6-mere nicht so eng
ineinander, wodurch sich der Abstand zwischen den 4x6-meren leicht vergréBert.
Das deoxy-8x6-mer wirkt dadurch etwas gréBer und weniger kompakt als das oxy-
8x6-mer. Der Rotationswinkel zwischen den beiden 4x6-meren ist im oxy- und
deoxy-8x6-mer identisch und betragt 40°.

Rein mechanisch betrachtet ist diese strukturelle Anderung méglicherweise sinnvoll.
Um Sauerstoff aufzunehmen kdnnte es von Vorteil sein, wenn das Hamocyanin eine
lockerere Konformation besitzt. Sobald Sauerstoff als Ligand an das aktive Zentrum
einer Untereinheit bindet, geht diese durch induced fit in eine kompaktere
Konformation Uber. Entsprechend dem Nesting-MWC-Modell der Allosterie des
Arthropoden-Hamocyanins (Decker et al. 1986, 1988; Decker and Sterner 1990)
wirde diese Konformationsédnderung in ineinander verschachtelten Stufen erfolgen:
1x6-mere =» 2x6-mere = 4x6-mere =» 8x6-mer

Das passt sehr gut zum vorliegenden Strukturvergleich.
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2.2 Vergleich des 4x6-mers von L. polyphemus mit dem 4x6-mer
des Kaiserskorpions P. imperator

Die 4x6-meren Hamocyanine von Spinnen und Skorpionen weisen eine groBe
Strukturdhnlichkeit mit dem 4x6-meren Halbmolekll des Hamocyanins von
L. polyphemus auf (Markl und Decker, 1992). Ihre nahe Strukturverwandschaft
wurde bereits 1981 durch Hybrid-Reassembly-Versuche (van Bruggen et al., 1980)
und spéater immunochemisch und durch Sequenzanalysen belegt (Lamy et al., 19883;
Kempter et al., 1985; Rehm et al., 2012). Vom 4x6-mer des Kaiserskorpions
Pandinus imperator liegen 3D-Rekonstruktionen und pseudoatomare Modelle in
zwei Konformationszustdnden vor (Cong et al, 2009): ,Resting-Form*
(Oxygenierungszustand nicht definiert; EMD-5100 und pdb-3IXV) und ,Activated-
Form® (wobei durch Behandlung mit SDS eine Phenoloxidaseaktivitat induziert
wurde; EMD-5101 und pdb-3IXW). Ein direkter Vergleich mit den hier vorgestellten
3D-Rekonstruktionen und pseudoatomaren Modellen des 4x6-meren Halbmolekdils
von L. polyphemus ergab folgendes Bild:

Die beiden 3D-Rekonstruktionen des 4x6-mers von P.imperator sind beim
massenkorrelierten  Schwellenwert etwas kleiner als bei L. polyphemus
(x/y/z 5-15 A). Das wirkt sich aber bei den pseudoatomaren Modellen nicht aus,
denn diese haben praktisch dieselben Dimensionen (Ldnge und Breite jeweils ca.
220 A, Dicke ca. 140 A; Diagonale ca.280 A). Dies bestitigt, dass die beiden
Hamocyanine genau gleich groB sind, und dass die verwendeten
Elektronenmikroskope korrekt kalibriert waren.

Die beiden 3D-Rekonstruktionen von P. imperator-Hamocyanin wiesen in Chimera
(Modul ,Fit in map“) eine Korrelation von Uber 99 % auf, gegenlber nur 92 % beim
oxy- und deoxy-4x6-mer von L. polyphemus-Hamocyanin. Die beiden 3D-
Rekonstruktionen des 4x6-mers von P. imperator sind also bis auf den geringen
Auflésungsunterschied nahezu identisch, wahrend die beiden 3D-Rekonstruktionen
des 4x6-mers von L. polyphemus signifikante Unterschiede zeigen.

Versuche, die Korrelationen mit derselben Methode kreuzweise zu bestimmen,
flhrten zunachst zu unklaren Ergebnissen. Die erhaltenen Werte hingen deutlich
davon ab, welche von zwei Strukturen beim Fitten beweglich gehalten wurde und
welche unbeweglich. Das galt ebenso fur Dichtekarten, die ich anhand der vier
pseudoatomaren Modelle in Chimera kinstlich simulierte. Aus diesen Messungen
lieB sich nicht klar schlieBen, in welcher Beziehung die beiden Konformationen des
P. imperator-Hamocyanins zu denen des L. polyphemus-Hamocyanins stehen. Der
Grund ist offenbar, dass Unterschiede im Rotationswinkel zwischen den Hexameren
im 2x6-mer (siehe weiter unten) sowie Unterschiede in den Inter-Hexamer-Briicken
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(Abb. D.4) die Gesamt-Korrelation viel weniger beeinflussen als Massenunterschiede
in der Peripherie der 4x6-mere. Letztere hangen bei den 3D-Rekonstruktionen
jedoch sehr stark von den verwendeten Filterverfahren ab und bei simulierten
Dichtekarten von den lokalen Aminosdure-Seitenketten, die sich zwischen den
beiden Hamocyaninen deutlich unterscheiden.

Um diese Verfalschungen zu umgehen, habe ich in die vier 3D-Rekonstruktionen
jeweils vier Kopien eines ,Standard-Hexamers“ gedockt, namlich die nur aus der
Untereinheit Il von L. polyphemus bestehende Kristallstruktur mit dem pdb-Code
1NOL. Aus den vier so erhaltenen pseudoatomaren 4x6-meren habe ich
anschlieBend Dichtekarten mit einer Auflésung von 5 A simuliert und dann deren
Korrelationen bestimmt (Tab. D.1). Die niedrigsten Werte ergaben sich, wenn auf die
deoxy-Form von L. polyphemus gefittet wurde. Auch hier waren sich die beiden
Konformationen von P.imperator signifikant &hnlicher (97 %) als die von
L. polyphemus (86 %).

LpH deoxy LpH oxy PiH activated PiH resting
LpH deoxy 100 86 89 91
LpH oxy 86 100 90 89
PiH activated 85 89 100 97
PiH resting 85 89 97 100

Tab. D.1: Fitting der mit 1INOL-Hexameren simulierten 4x6-meren Dichtekarten (5 A). Die Strukturen
in der linken S&ule wurden auf die Strukturen in der oberen Reihe gefittet. (Angaben in %; LpH:
Limulus polyphemus Hamocyanin; PiH: Pandinus imperator Himocyanin)

Der sogenannte Rocking-Winkel des 4x6-mers ist derjenige Winkel, um den das eine
2x6-mer gegen das andere gekippt ist. In der 3D-Rekonstruktion der deoxy-Form
von L. polyphemus betragt er 12° (siehe Abb. C.5 B), bei der oxy-Form sind es
dagegen 17° (siehe Abb. C.11 C). Beide 3D-Rekonstruktionen des Hdmocyanins von
P. imperator weisen nach meinen Messungen einen Rocking-Winkel von 14° auf,
was ihre groBe Ahnlichkeit weiter betont. Dieser mittlere Winkel kénnte einerseits auf
eine Konformation des 4x6-mers hindeuten, die funktionell zwischen der oxy- und
der deoxy-Form liegt. Andererseits koénnte gerade der Rocking-Winkel bei
L. polyphemus durch die ,Gesicht-an-Gesicht“-Assoziation der beiden 4x6-mere
zum 8x6-mer besonders stark beeinflusst werden und dadurch etwas anders sein
als bei einem solitdren 4x6-mer wie dem von P.imperator. Aufgrund des
mittelgroBen Rocking-Winkels beim 4x6-mer von P. imperator lieB sich letzteres
durch Korellationsmessungen auch nicht eindeutig der oxy-Form oder der deoxy-
Form von L. polyphemus zuordnen (siehe Tab. D.1).

Cong et al. (2009) stellten zwischen ihren beiden Konformationen einen
Rotationswinkel-Unterschied der Hexamere im 2x6-mer fest, und zwar von 7°
(Activated-Form 94° versus Resting-Form 101°). Das ahnelt auf den ersten Blick
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dem von mir beim Limulus-Hdmocyanin gemessenen Unterschied von 8°
(oxy-Form 105° versus deoxy-Form 113°). Ich habe die beiden Konformationen von
P. imperator mit dem schon bei L. polyphemus von mir verwendeten Verfahren
nachgemessen (Tool ,,Define Axis“ in Chimera) und kam zu einem anderen Ergebnis:
Der Rotationswinkel war in beiden 3D-Strukturen von P. imperator praktisch gleich
und betrug 106° (Resting-Form) bzw. 105° (Activated-Form), also beide Male
praktisch der gleiche Winkel wie bei der oxy-Form von L. polyphemus. Das passt zu
den Korrelationswerten in Tab. D.1.

Fir die Diskrepanz meiner Winkel-Messwerte zu den Messungen von Cong et al.
(2009) an denselben Strukturen habe ich keine Erklarung. Es zeigt sich jedoch, dass
die publizierten 3D-Rekonstruktionen von P. imperator eher zur oxy-Form von
L. polyphemus passen. Die Aktivierung mit SDS, wie sie beim Hamocyanin von
P. imperator erfolgte, stabilisierte offenbar die oxy-Form dieses Hamocyanins.

In der 3D-Struktur der oxy-Form des Hdmocyanins von L. polyphemus existiert beim
massenkorellierten Schwellenwert zwischen den beiden Kopien der Untereinheit V
eine deutliche Bricke (Abb.D.4 A), die in der deoxy-Form fehlt (Abb. D.4 B). In
ahnlicher Weise zeigt die Activated-Form zwischen den Untereinheiten C1 und C1'
eine Bricke (Abb. D.4 C), die bei der Resting-Form fehlt (Abb. D.4 D). Inwieweit
dieses Strukturdetail bei den vorliegenden Aufldsungen allerdings eine funktionelle
Rolle spielt, sei dahingestellt.

Wie Sequenzen und Kristallstrukturen belegen, gibt es in der beweglichen
Domaéne #1 des Arthropoden-Hamocyanins ein strikt konserviertes Phenylalanin,
das den Zugang zum aktiven Zentrum steuert (Hazes et al.,, 1993; Magnus et al.,
1994, Decker et al., 2007). Die sauerstofffreie Kristallstruktur des 1x6-meren
Hamocyanins der Languste Panulirus interruptus zeigt ein offenes aktives Zentrum
(pdb-Code 1HCY), wie es hier beim deoxy-Hamocyanin von L. polyphemus vorliegt.
Hinsichtlich der Position dieses in der Nahe des aktiven Zentrums gelegenen
Phenylalanins gibt es Unterschiede zwischen den beiden pseudoatomaren Modellen
des Hamocyanins von P. imperator, da hier die Activated-Form besser zur deoxy-
Form von L. polyphemus passt (mit dem Phenylalanin weiter vom aktiven Zentrum
entfernt)y und die Resting-Form besser zur oxy-Form von L. polyphemus
(mit geschlossenerem aktiven Zentrum). Letzteres stimmt mit den Korrelations- und
Winkelmessungen Uberein und auch mit der in Abb. D.4 C sichtbaren Brlcke: Die
Resting-Form des 4x6-mers von P. imperator entspricht offensichtlich der oxy-Form
von L. polyphemus. Die deoxy-Form von L. polyphemus ist dagegen anders, mit
einem offenen aktiven Zentrum und keiner zentralen Briicke sowie mit gréBerem
Rotationswinkel zwischen den Hexameren. Demgegentber herrscht beim SDS-
aktivierten 4x6-mer von P.imperator eine Mischsituation: Offenbar fihrt die
Behandlung mit SDS zur deoxy-Konformation der Hexamere (mit offenem aktiven
Zentrum), ohne dass sich dies kooperativ auf das 4x6-mer {bertragt
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(gleichbleibender  Rotationswinkel), wie das gemaB dem Nesting-Modell der
allosterischen Interaktion der Hamocyanine (Decker et al. 1986, 1988; Decker and
Sterner 1990) beim 4x6-mer eigentlich erfolgen sollte.

Allerdings ist bei der vorliegenden Auflésung der Strukturen Vorsicht geboten, was
die funktionelle Interpretation von Details der pseudoatomaren Modelle betrifft. Eine
fundierte Bewertung erfordert 3D-Rekonstruktionen mit noch héherer Auflésung.

Abb. D.4: Vergleich der Kontaktstelle zwischen den Untereinheiten des Typs V von L. polyphemus
und der Bricke IV zwischen Untereinheit C1 und C1' von P. imperator. Die Abbildungen C und D
basieren auf den Abbildungen aus Cong et al (2009) A: In der 7,9 A-oxy-Struktur des 8x6-mers ist
zwischen den beiden Untereinheiten V eine Briicke sichtbar (gelber Kreis). B: In der 7,3 A-deoxy-
Struktur des 8x6-mers fehlt die Bricke zwischen den beiden Untereinheiten des Typs V. C: In der
3D-Rekonstruktion der Activated-Form (mit SDS) des 4x6-mers von P.imperator ist eine
entsprechende Verbindung (Briicke 1V) zwischen den Untereinheiten C1 und C1' sichtbar. D: In der
3D-Rekonstruktion der Resting-Form (ohne SDS) des 4x6-mers ist diese Briicke nicht vorhanden.
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2.3 \Vergleich des oxy- und deoxy-8x6-mers mit der
12 A-Rekonstruktion von Martin et al. (2007)

Durch Uberlagerung der neu erstellten 7,9 A-oxy- und 7,3 A-deoxy-Struktur sowie
der 12 A-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers (Martin et al., 2007) konnten die drei
3D-Rekonstruktionen miteinander verglichen werden.

Die 7,1 A-Struktur des oxy-8x6-mers von Dejung (2014) wurde mit den aktuellen
3D-Rekonstruktionen nicht im Detail verglichen, da ihr ein Fehler bei der PixelgréBe
zugrunde lag (s. Ergebnisteil C.1.3). In der vorliegenden Arbeit wurde dies korrigiert
und die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers wurde hier aus demselben Datensatz
mit RELION neu berechnet. Die Uberlagerung der 3D-Rekonstruktionen des oxy-
und deoxy-8x6-mers mit der 12 A-Rekonstruktion des 8x6-mers von Martin et al.,
(2007) zeigt, dass diese fast deckungsgleich aufeinander liegen und es kaum einen
GroéBenunterschied gibt. Die hier bestimmten MaBe des oxy- und deoxy-8x6-mers
weichen jedoch von den publizierten Werten des 8x6-mers von Martin et al., (2007)
deutlich ab. Diese Unterschiede lassen sich mit der schlechteren Auflésung von
12 A erkldren sowie mit einem anderen Messverfahren, das damals angewendet
wurde. Eine erneute Vermessung der 3D-Rekonstruktion des 8x6-mers von Martin et
al. (2007) mit dem hier verwendeten Verfahren ergab fir die x-Achse eine Lange von
278A, fir die y-Achse 278A und entlang der z-Achse 270A (Abb. D.5; Tab. D2/3).

Abb. D.5: Vergleich der 3D-Rekonstruktionen des LpH zwischen (A) der 12 A-Rekonstruktion des
8x6-mers (hellblau) von Martin et al., (2007) und der hier berechneten 3D-Rekonstruktion des oxy-
8x6-mers (blau/transparent) und (B) der 12 A-Rekonstruktion des 8x6-mers (hellblau) von
Martin et al., (2007) und der 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers (grau/transparent) bei
gleichem Masseschwellenwert. A: Die 12 A-Rekonstruktion des 8x6-mers ist im Vergleich zur hier
berechneten = 3D-Rekonstruktion des  oxy-8x6-mers minimal groBer. B: Beide
3D-Rekonstruktionen unterscheiden sich in den MaBen nur geringfligig.
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Der Korrelationswert zwischen der 3D-Rekonstruktion des 8x6-mers von Martin et
al. (2007) und der hier berechneten 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers lag bei
85 %, zum deoxy-8x6-mer waren es 78 %.

Zusammengefasst sind zwischen dem hier vorgestellten oxy-8x6-mer und dem
8x6-mer von Martin et al. (2007) hinsichtlich des generellen Aufbaus der
Quartarstruktur keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (Abb. D.6 A). Die MaBe
beider 3D-Rekonstruktionen sind sehr &hnlich, ebenso die Abstdnde zwischen den
Hexameren beim 2x6-mer, 4x6-mer und 8x6-mer. Die Rotation zwischen beiden
Hexameren beim 2x6-mer ist identisch. Der Kippwinkel zwischen den beiden 2x6-
meren des 4x6-mers unterscheidet sich um lediglich 1° und der Staffelungswinkel
zwischen den zwei 4x6-meren des 8x6-mers um nur 2°.

Die 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers weist dagegen &hnliche strukturelle
Unterschiede zum 8x6-mer von Martin et al. (2007) auf (Abb. D.6 B), wie sie bereits
in Abschnitt D.1.1 beschrieben wurden.

Die Messwerte zu den drei 3D-Rekonstruktionen sind in Tabelle D.2 und D.3
aufgefuhrt

1x6-mere im 2x6-mer 2x6-mere im 4x6-mer 4x6-mere im 8x6-mer
Distanz Rotation Distanz Verschiebung Kippwinkel | Distanz | Staffelungs Referenz
A) ) (A) A ) (A) winkel (°)

105+ 2 115 +1 110+ 2 12 +1 12+2 110+ 2 40+ 2 deoxy-8x6-mer
(diese Arbeit)

105+ 2 105 + 1 110+ 2 12 +1 172 105+ 2 40+ 2 oxy-8x6-mer
(diese Arbeit)

100+ 3 105+ 5 102 + 3 14 +1 16+2,5 106 + 3 42 + 2 8x6-mer (Martin
et al., 2007)

Tab. D.2: Abmessungen der in dieser Arbeit berechneten 3D-Rekonstruktionen des deoxy- und
oxy-8x6-mers und der 12 A-Struktur von Martin et al., (2007). Die Werte fir die 12 A-Rekonstruktion
von Martin et al., (2007) wurden aus der entsprechenden Publikation Gbernommen.

deoxy-8x6mer oxy-8x6-mer 8x6-mer (Martin et al., 2007)

neu gemessen

x-Achse 275A 270A 278A
y-Achse 280A 275A 278A
z-Achse 270A 260A 270A

Tab. D.3: Vermessung des deoxy-8x6-mers, oxy-8x6-mers und dem 8x6-mer von Martin et al.,
(2007).

Diese Resultate bestatigen die Annahme von Martin et al., (2007), dass es sich bei
der 12 A-Rekonstruktion um die oxy-Form des 8x6-mers handelte.

Die beschriebenen strukturellen Unterschiede zwischen dem oxy-8x6-mer und dem
deoxy-8x6-mer von L. polpyhemus haben natlrlich Auswirkungen auf die diversen
molekularen Kontaktstellen (Interfaces) zwischen den acht Hexameren.
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Die im oxy-8x6-mer auftretenden Interfaces wurden von Martin et al., (2007)
erstmals beschrieben. Im Abschnitt D.3 werden alle auftretenden Interfaces im oxy-
sowie deoxy-8x6-mer genauer analysiert und verglichen.

Abb. D.6: Vergleich der Uberlagerung zwischen den 2x6-meren und dem einzelnen Hexamer des
(A) aktuellen oxy-8x6-mers (dunkelblau) und des oxy-8x6-mers von Martin et al., (2007) (hellblau)
und (B) deoxy-8x6-mers (grau) und des oxy-8x6-mers von Martin et al, (2007). A: Beide
oxy-Strukturen liegen gleichméBig lbereinander. Das 2x6-mer von Martin et al., (2007) erscheint
beim massekorrelierten Schwellenwert der beiden 3D-Rekonstruktionen ein wenig volumindser.
Dies hangt mit der etwas schlechteren Auflésung zusammen. Die gute Korrelation zwischen den
beiden 3D-Rekonstruktionen zeigt auch die Detailansicht auf das einzelne Hexamer. Hier sind keine
Rotationen oder Verschiebungen zwischen den beiden Strukturen erkennbar. B: Die Uberlagerung
des deoxy-Dodekamers und des oxy-2x6-mers von Martin et al., (2007) weist ahnliche strukturelle
Unterschiede auf, wie sie bereits zwischen dem deoxy-2x6-mer und dem oxy-2x6-mer der
aktuellen 3D-Rekonstrukionen aufgetreten sind (siehe D.1.1/Abb. D.1). Auch hier sind beide
Hexamere beim deoxy-2x6-mer im Vergleich zum oxy-2x6-mer von Martin et al. (2007) um
zusétzliche 8° gegeneinander verdreht. In der Detailansicht der Hexamere ist diese Rotation des
deoxy-1x6-mers gut zu erkennen. Auf der linken Seite des Hexamers liegt die Masse des deoxy-
1x6-mers deutlich Uber der des oxy-1x6-mers (gelber Pfeil), wéhrend es auf der rechten Seite von
der Masse des oxy-1x6- Uberdeckt wird (griner Pfeil). Das deoxy-1x6-mer ist um zuséatzliche 4°
gegen den Uhrzeigersinn verdreht (grauer Pfeil).
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2.4 Vergleich eines extrahierten Hexamers im oxy- und deoxy-
Zustand

Aufgrund der Verschiebungen, die zwischen den Hexameren des 8x6-mers im
oxygeniertem und deoxygeniertem Zustand auftreten, stellt sich die Frage, inwieweit
auch die Grundstruktur des 1x6-mers von Verdnderungen betroffen ist. Dazu
wurden die pseudoatomaren Modelle eines einzelnen Hexamers der beiden 3D-
Rekonstruktionen verglichen.

Da sich das 2x6-mer des 8x6-mers aus zwei unterschiedlich aufgebauten
Hexameren zusammensetzt, wurden beide Hexamervarianten verglichen (Abb. D.7).

Abb. D.7: Ubereinanderlagerung der pseudoatomaren Modelle des oxy-(blau) und
deoxy-2x6-mers (grau). Das 2x6-mer besteht aus zwei Hexameren, die sich durch die
Zusammensetzung der Untereinheiten voneinander unterscheiden. Hexamer 1 besitzt die
Untereinheit V.  (dunkelgrau), wéahrend bei Hexamer2 an dieser Stelle im Hexamer
Untereinheit VI positioniert ist (hellgriin). Bisher ist aber unklar, welche der beiden Positionen mit
Untereinheit VI korrespondiert. Die Position der UntereinheitV und VI kann daher auch
vertauscht vorliegen.
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Beim Vergleich von Hexamer 1 (oxy/deoxy) fallt auf, dass einige Sekundarstrukturen
der Untereinheiten des oxy-Modells sich in Richtung Zentrum des 1x6-mers
bewegen, bzw. sich im deoxy-Modell die Sekundarstrukturen vom Zentrum leicht
entfernen (Abb. D.8 A). Diese Verschiebungen der Sekundarstrukturen lassen sich
auch beim Vergleich von Hexamer 2 feststellen (Abb. D.8 B).

Abb. D.8: Vergleich der pseudoatomaren Modelle von (A) Hexamer 1 und (B) Hexamer 2 im
oxy- und deoxy-Zustand. A/B: In beiden Hexameren sind leichte Verschiebungen zwischen
Sekundérstrukturelementen des oxy- und deoxy-Modells sichtbar. Am deutlichsten lassen sich
diese Verschiebungen innerhalb der jeweiligen Untereinheiten an den a-Helices in Domaéane #1
erkennen (orangefarbene Pfeile).
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Die Verschiebungen der Sekundarstrukturen lassen sich bei allen Untereinheiten am
deutlichsten im Bereich von Doméane #1 feststellen. Es sind jedoch auch leichte
Verschiebungen in den Doméanen #2 und #3 sichtbar.

Um die Strukturdnderung nochmals zu verdeutlichen, wurden fir die
pseudoatomaren Modelle von Hexamer 1 und 2 im oxy- und deoxy Zustand
3D-Dichtekarten mit einer Auflésung von 5 A simuliert. Beim direkten Vergleich der
simulierten Dichtekarten lassen sich zwischen den Untereinheiten im oxy- und
deoxy-Zustand leichte Verschiebungen erkennen. Aufgrund dieser
Strukturveranderungen sind die 3D-Dichtekarten der deoxy-Modelle von Hexamer 1
als auch von Hexamer 2 im Vergleich zu den Dichtekarten der oxy-Modelle in allen
drei Dimensionen (x/y/z-Achse) um ca. 3-4 A gréBer (Abb. D.9 A/B).

Abb. D.9: Vergleich der simulierten 3D-Dichtekarten von (A) Hexamer 1 und (B) Hexamer 2 im oxy-
und deoxy-Zustand. A: Zwischen der deoxy-Dichtekarte (grau) und der oxy-Dichtekarte (blau) ist
eine leichte Verschiebung zwischen den Untereinheiten zu erkennen. In der deoxy-Dichtekarte
scheinen sich die einzelnen Untereinheiten vom Zentrum des 1x6-mers leicht zu entfernen
(orangefarbene Pfeile). Dieses minimale Auseinanderdriften der Untereinheiten erklart die etwas
groBeren MaBe des deoxy-1x6-mers gegenlber dem oxy-1x6-mer. B: Bei Hexamer 2 sind
zwischen der deoxy-Dichtekarte (wei/hellgrau) und der oxy-Dichtekarte (hellbau) &hnliche
Verschiebungen wie in (A) erkennbar (orangefarbene Pfeile).

Beim Betrachten der sechs Untereinheiten der Kristallstruktur 1THCY fiel schon friih
auf, dass sich die Hexamere eher aus drei Dimeren zusammensetzen als aus zwei
Trimeren (Linzen et al., 1985b). An den jeweiligen Dimeren lasst sich jetzt auch die
Verschiebung der beteiligten Untereinheiten zwischen dem oxy- und deoxy-Zustand
nachvollziehen. Im deoxy-Zustand erfahren die beiden Untereinheiten eines Dimers
gegenuber dem oxy-Zustand eine leichte Kippbewegung zueinander hin. Die
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Kippbewegung ist am deutlichsten im Bereich von Doméane #1 sichtbar (Abb. D.10).
Das "Verhalten" beschreibt den Wechsel zwischen den beiden Zustdnden.

Abb. D.10: Vergleich eines Dimers im (A) oxy- und (B) deoxy-Zustand. Die Dichtekarte des
Dimers wurde mit einer Aufldsung von 5 A simuliert und setzt sich hier aus den Untereinheiten |I
und VI zusammen. Die Doméane #1 von Untereinheit Il (gelb) und VI (orange) ist jeweils farblich
hervorgehoben. A: Im oxy-Zustand sind die beiden Untereinheiten nicht zueinander gekippt. B: Im
deoxy-Zustand sind beide Untereinheiten 2-3° zueinander gekippt (schwarze Pfeile). Diese
Kippbewegung lasst sich auch bei den beiden anderen Dimeren des Hexamers feststellen.

Diese Kippbewegung der beiden Untereinheiten innerhalb der Dimere verdreht die
beiden Trimere leicht gegeneinander (4-5°). Im deoxy-Zustand scheint das Hexamer
so in einen "gedffneten" Zustand lberzugehen, wédhrend es im oxygenierten
Zustand in einer "geschlossenen" Konformation vorliegt (Abb. D.11 A-D). Diesen
mdglichen Mechanismus beschreiben Markl und Decker (1992) mit ihrer
"turning wheel"-Hypothese. Hier fallt die Rotation der beiden Trimere jedoch mit 4-
5° etwas geringer aus.

Die Kippbewegung von 2-3° zwischen den Untereinheiten eines Dimers, beim
Wechsel vom oxygenierten Zustand in den deoxygenierten Zustand kénnte mit der
Weiterleitung allosterischer Signale zusammenhéangen. Dies wurde bereits von
Magnus et al.,, (1994) vermutet. Bei genauerer Untersuchung der mdglichen
Kontaktstellen zwischen den Untereinheiten eines Dimers fallt auf, dass es
vermutlich nicht nur durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Aminoséduren stabilisiert wird. Im Bereich der Kontakte fallen auch mehrere saure
und basische Aminosduren (Asparaginsauren, Histidine) auf, die durch leichte
Kippbewegungen in der Lage wéren miteinander in Verbindung zu treten.
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M/
N NN

Abb. D.11: Veranderung der Quartarstruktur des einzelnen Hexamers beim Wechsel zwischen (A/C)
oxy- und (B/D) deoxy-Zustand (als Beispiel dient hier Hexamer 2). A: Topansicht vom pseudoatomaren
Modell des oxy-Hexamers. Die Untereinheiten der beiden Trimere liegen etwas kompakter zusammen.
Das zentrale Loch in der Mitte der beiden Trimere (Kreis: orange) ist dadurch etwas kleiner. Die etwas
kompaktere Konformation wird durch die Lage der Masseachsen (hellblau = oxy; weiBgrau = deoxy)
der einzelnen Untereinheiten besser sichtbar (griine Pfeile).

B: Topansicht vom pseudoatomaren Modell des deoxy-Hexamers. Die Masseachsen der
Untereinheiten des deoxy-Hexamers (weiBgraue Balken) weisen eine leichte Verdrehung (gelbe Pfeile)
im Vergleich zu den Masseachsen der Untereinheiten des oxy-Hexamers (hellblaue Balken) auf. Dies
fuhrt zu einer gegensatzlichen Rotationsbewegung der beiden Trimere um ca. 4°, wodurch sich die
kompakte Konformation der beiden Trimere lockert. Aufgrund dessen vergréBert sich das zentrale
Loch in der Mitte beider Trimere (Kreis: orange). C: Seitenansicht vom pseudoatomaren Modell des
oxy-Hexamers. Die Massenachsen der Untereinheiten beim oxy-Hexamer zeigen, dass diese
kompakter zusammenliegen (griine Pfeile). Dies hat zur Folge, dass die beiden Trimere naher
beieinander liegen (blaue Pfeile). D: Seitenansicht vom pseudoatomaren Modell des deoxy-Hexamers.
Die Auflockerung der Konformation fuhrt dazu, dass sich die beiden Trimere leicht voneinander
entfernen (~4 A). Das deoxy-Hexamer liegt somit scheinbar in einer "offenen"-Konformation vor.
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2.5 Vergleich der extrahierten Hexamere (1 und 2) aus dem oxy- und
deoxy-8x6-mer mit dem kristallografischen Hexamer (1HCY) der
Languste P. interruptus

Neben der vergleichenden Analyse der pseudoatomaren Modelle von Hexamer 1
und 2 im oxy- und deoxy-Zustand ist ein Vergleich mit dem kristallografischen
Hexamer (pdb ID: 1HCY) der Languste P. interruptus von Interesse (Gaykema et al.,
1985; Volbeda et al.,, 1989). Die pseudoatomaren Modelle der Hexamere wurden
dabei Uber die Kristallstruktur des Hexamers gelegt. Um die Unterschiede zwischen
den Hexameren besser darzustellen, wurden von allen Modellen 3D-Dichtekarten
mit einer Auflésung von 5 A simuliert und anschlieBend verglichen.

Dabei lassen sich zwischen der simulierten 3D-Dichtekarte der Kristallstruktur und
den Dichtekarten der beiden Hexamere im oxy- und deoxy-Zustand deutliche
strukturelle Unterschiede erkennen. Die Dichtekarten zeigen, dass die Kristallstruktur
im Bereich der Doméane #1 der Untereinheiten eine Kippbewegung von ca. 7°
gegenldber den pseudoatomaren Modellen der Hexamere 1 und 2 sowohl im
oxy- als auch im deoxy-Zustand aufweist (Abb. D.12 A-D). Diese Kippbewegung ist
bereits bekannt (Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994) und wird im nachfolgenden
Abschnitt genauer analysiert. Ebenso fallt ein zusatzlicher Masseanteil im Bereich
von Doméne #1 auf (Abb. D.12 A-D). Daflir verantwortlich sind die Helices a2 und a3
die beim Crustaceen-Hamocyanin vorhanden sind, im Cheliceraten-Hamocyanin
aber aufgrund einer Deletion im Bereich des N-Terminus fehlen (Linzen et al., 1985b;
Soeter et al., 1987).

Obwohl es sich hier um Hamocyanine von zwei unterschiedlichen Spezies handelt,
die sich in der Aminosduresequenz deutlich voneinander unterscheiden, ist die
Grundstruktur des Hexamers sehr dhnlich. Die Abmessungen der Kristallstruktur und
der pseudoatomaren Modelle von Hexamer 1 und 2 sind nahezu identisch
(Tab. D.4).

Hexamer 1 aus Hexamer 2 aus Hexamer 1 aus Hexamer 2 aus | Kristallstruktur
der 7,3A-deoxy- | der 7,3A-deoxy- | der 7,9A-oxy- der 7,9A-oxy- (1HCY) des
Strutkur [A] Struktur [A] Struktur [A] Strutkur [A] Hexamers [A]
x-Achse 128+2 129+2 126+2 126+2 130+2
y-Achse 11442 115+2 1112 112+2 116+2
z-Achse 100+2 100+2 98+2 99+2 102+2

Tab. D.4: Vergleich der GesamtmaBe der pseudoatomaren Modelle der Hexamere 1 und 2 aus der
7,3 A-deoxy-Struktur und 7,9 A-oxy-Struktur mit denen des kristallografischen Hexamers 1HCY
(Gaykema et al., 1986; Volbeda et al., 1989).
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Abb. D.12: Vergleich der simulierten 3D-Dichtekarten des (A) oxy-Hexamer 1 (blau),
(B) deoxy-Hexamer 1 (grau), (C) oxy-Hexamer 2 (hellblau), (D) deoxy-Hexamer 2 (hellgrau) mit der
simulierten Dichtekarte des kristallografischen Hexamers 1HCY (rot/transparent). Die Untereinheiten
der Kristallstruktur THCY weisen im Vergleich zu den Untereinheiten der pseudoatomaren Modelle
eine Kippbewegung im Bereich von Domé&ne #1 auf. Diese ldsst sich besonders gut an den
simulierten Dichtekarten zeigen (orangefarbene Pfeile). Zusatzlich besitzen die Untereinheiten von
1HCY im Bereich von Doméne #1 zusatzliche Massenanteile. Verantwortlich fir diese Massen sind
die Helices a2 und a3 die im Crustaceen-H&amocyanin vorhanden sind (gelbe Pfeile) (Hazes et al.,
1993). Im Cheliceraten-Hamocyanin fehlen diese beiden Helices aufgrund einer Deletion im vorderen
Bereich des N-Terminus (Linzen et al., 1985; Soeter et al., 1987)
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2.6 Vergleich auf der Ebene einer Untereinheit (Typ Il)

Strukturelle Veranderungen, die sich in der Quartérstruktur zwischen oxygeniertem
und deoxygeniertem Zustand ergeben, wurden zunédchst auf der Ebene einer
Untereinheit genauer untersucht. Hierzu bot sich die Untereinheit des Typs Il an. lhre
Sequenz ist schon lange bekannt (Linzen et al., 1985). Ebenso ist flir diesen
Untereinheitentyp eine Kristallstruktur im oxygenierten (pdblID: 1NOL) und
deoxygenierten (pdblD: 1LLA) Zustand verfligbar (Hazes et al., 1993; Magnus et al.,
1994). Beim molekularen Modellieren von LpH dienten mir die Kristallstrukturen als
Vorlage (Template). Im Vergleich der beiden Kristallstrukturen von Untereinheit lI
zeigte sich jedoch, dass sie die exakt gleiche Tertiarstruktur aufwiesen. Der einzige
Unterschied zwischen den beiden Strukturen war der unterschiedliche Abstand der
beiden Cu®-Atome im aktiven Zentrum zueinander. Magnus et al. (1994)
vermuteten, dass sowohl die oxy- als auch die deoxy-Kristallstruktur von
Untereinheit Il in der sogenannten T-State-Konformation vorlagen. Der Grund hierfir
kénnten diverse Faktoren beim Kristallisationsvorgang sein und/oder eine hohe
Chlorid-Konzentration im damals verwendeten Puffer (Magnus et al., 1994). Es ist
bekannt, dass die Bindung von Chlorid-lonen die Sauerstoffaffinitdt der
Untereinheit Il erheblich reduziert (Brenowitz et al., 1984a). Es wurde angenommen,
dass die Bindung von Chlorid im Bereich des aktiven Zentrums die T-State-
Konformation stabilisiert, und dies der Grund dafiir sein kénnte, weshalb sich die
oxy-(1INOL) sowie die deoxy-Kristallstruktur (1LLA) in ihrer Tertidrstruktur nicht
unterscheiden (Magnus et al.,, 1994). Bezlglich des kristallografischen
deoxy-Hexamers 1HCY der Languste P. interruptus (Gaykema et al., 1986; Volbeda
et al., 1989) ging man davon aus, dass es aufgrund der Kristallisationsbedingungen
(PH-Wert = 3,8; niedrige Chlorid-konzentration) die R-State-Konformation besitzt
(Magnus et al., 1994). Die Kristallstrukturen zeigen also zwei Konformationszustande
der Untereinheiten, die jedoch unabhangig davon sind, ob Sauerstoff im aktiven
Zentrum gebunden ist oder nicht. Die Untereinheiten eines Hexamers wéren also in
der Lage, sowohl im oxygenierten als auch im deoxygenierten Zustand jeweils in der
T-State bzw. R-State-Konformation vorzuliegen.

Da die beiden Kristallstrukturen der Untereinheit Il (Magnus et al., 1994) sich in ihrer
Tertidrstruktur nicht unterscheiden, wurde zur weiteren Analyse nur die
Kristallstruktur der oxygenierten Untereinheit Il (1INOL) herangezogen. Zudem wurde
fir den Vergleich eine Untereinheit aus dem kristallografischen Hexamer 1HCY von
P. interruptus extrahiert (Gaykema et al., 1986; Volbeda et al., 1989). Beide wurden
bereits friher im Detail verglichen (Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994). Hierbei
fiel auf, dass in THCY im Vergleich zu 1INOL die Domane #1 eine Kippung von ca.
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7,5° relativ zu Domane #2 und #3 erfahrt. Markl et al., (2009) konnten anhand einer
10 A-oxy-Rekonstruktion des 6x6-mers des HundertfiBers Scutigera coleoptrata ein
zentrales Inter-Hexamer-Interface (core interface 1<s2) identifizieren, an dem
spezifische Aminosduren der Doméne #1 von sechs Untereinheiten beteiligt sind.
Dieses komplexe Interface kdnnte aufgrund seines Aufbaus die Kippbewegung der
Domane #1 integriert haben. Dies ermoglicht eine direkte Weitergabe von
allosterischen Signalen zwischen den sechs Untereinheiten, die zu drei
verschiedenen Hexameren gehdéren (Markl et al., 2009).

Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Kippbewegung von Doméne #1 mdglicherweise
eine entscheidende Rolle bei der Kooperativitdit und der Regulation der
Sauerstoffaffinitat bei Arthropodenhdmocyaninen spielt (Hazes et al., 1993;
Magnus et al., 1994; Markl et al., 2009).

Von besonderer Bedeutung ist dabei das hochkonservierte Phenylalanin an Position
49 (bei Cheliceraten) bzw. Position 75 (bei Crustaceen), das durch eine
Positionsverschiebung vermutlich die Kippbewegung von Domane #1 ausldst
(Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994).

Dieser Bereich der Typ-ll-Untereinheit stand im Fokus bei meinem Vergleich der
pseudoatomaren Typ-lI-Modelle der deoxy- und oxy-Rekonstruktion. Beide
pseudoatomaren Modelle wurden mit Hilfe des Programms DireX flexibel in die
jeweilige 3D-Rekonstruktion eingepasst und anschlieBend verglichen. An einigen
Sekundarstrukturelementen, wie den a-Helices in Domane #1, lassen sich
Verschiebungen von wenigen Angstrom zwischen dem deoxy- und dem oxy-Modell
der Untereinheit Il erkennen (Abb. D.13 A). Diese kdnnten Einfluss auf die Aufnahme
bzw. Abgabe von Sauerstoff haben. Beim Vergleich meines oxy-Modells mit der
oxy-Kristallstruktur von Untereinheit 11 (1NOL) (dementsprechend auch zur
deoxy-Kristallstruktur 1LLA) wurden keine Verschiebungen zwischen den
Sekundéarstrukturen festgestellt (Abb. D.13 B).
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Abb. D.13: Struktureller Vergleich von Doméne #1 zwischen (A) den pseudoatomaren Modellen der
oxy- (blau) und deoxy-Untereinheit Il (hellgrau) und (B) dem pseudoatomaren Modell der oxy-
Untereinheit 1l (blau) und der oxy-Kristallstruktur (lila) von Untereinheit 11 (1NOL). A: Die a-Helices in
Domaéne #1 des deoxy-Modells zeigen eine leichte Verschiebung (orangefarbene Pfeile) gegeniiber den
a-Helices des oxy-Modells. B: Die Helices beider Strukturen liegen fast deckungsgleich aufeinander.

Das Phenylalanin an Position 49 ist beim deoxy-Modell der Untereinheit Il leicht
nach oben geklappt, wéhrend es beim oxy-Modell fast exakt auf der Position des
Phenylalanins der oxy-Kristallstruktur der Untereinheit Il liegt (Abb. D.14 A/B).

Eine so starke Verschiebung des konservierten Phenylalanins, wie sie bei der
Untereinheit des kristallografischen Hexamers 1HCY auftritt, ist jedoch bei meinem
deoxy-Modell nicht zu erkennen (Abb. D.14 C). Hier betragt die Kippbewegung
zwischen Domaéane #1 und den Domaéanen #2 + #3 nur ca. 2° anstatt 8° in der
Kristallstruktur THCY (Abb. D.14 C).

Das Hochklappen von F49 kénnte direkte Auswirkungen auf das benachbarte H328
haben, das an der Koordination des Kupfer B beteiligt ist. Der Imidazolring dieses
Histidins verschiebt sich um ca. 2 A, wodurch die Distanz zum Kupferion leicht
zunimmt. Dies wiederum kénnte direkte Auswirkungen auf den Abstand der beiden
Kupferionen haben, die fir die Sauerstoffbindung zustandig sind. Hier wurde bereits
vermutet, dass sich durch eine Reorientierung der Kupferliganden der Abstand der
Kupferionen zueinander &andert und dies die "offene" bzw. "geschlossene"
Konformation des Proteins verursacht (Hazes et al.,1993; Magnus et al., 1994).
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Abb. D.14: Struktureller Vergleich des aktiven Zentrums zwischen (A) den pseudoatomaren
Modellen der oxy- (blau) und deoxy (hellgrau)-Untereinheit 1l und (B) dem pseudoatomaren Modell
der oxy-Untereinheit Il (blau) und der oxy-Kristallstruktur (lila) von Untereinheit Il (1INOL). A: F49
klappt durch eine leichte Verdrehung des Loops im deoxy-Modell nach oben (gelbe Pfeile). Einige
Positionsdnderungen sind auch bei den Histidinen, die am aktiven Zentrum beteiligt sind, zu
beobachten (griine Pfeile). B: Die beiden Phenylalanine der beiden Strukturen liegen auf derselben
Position. Ebenso sind fast keine Positionsveranderungen der Histidine im aktiven Zentrum zu
erkennen. C: Im Gegensatz zur Untereinheit des kristallografischen Hexamers (rot) (1HCY) weist das
pseudoatomare Modell der deoxy-Untereinheit Il (hellgrau) gegeniiber der oxy-Kristallstruktur von
Untereinheit Il (lila) keine Rotation zwischen Doméane #1 und Domé&ne #2 + #3 auf. Das konservierte
Phenyalanin klappt beim deoxy-Modell nach oben, wéhrend es sich bei THCY (rot) stark verschiebt.

Um die Auswirkungen der leichten Verschiebungen der Sekundérstrukturen im
Bereich des aktiven Zentrums besser zu verdeutlichen, wurden fir die beiden
pseudoatomaren Modelle der Untereinheit Il, der oxy-Kristallstruktur 1NOL von
Untereinheit Il sowie der Untereinheit aus dem kristallografischen Hexamer 1HCY in
Chimera simulierte Dichtekarten mit einer Auflésung von 4 A erstellt.

Die Position des hochkonservierten Phenylalanins an Position 49 (beim Crustaceen-
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Hamocyanin (1HCY) an Position 75) wurde farblich hervorgehoben, um strukturelle
Veranderungen zwischen den simulierten Dichtekarten besser zu erfassen.

Die folgenden Abbildungen des aktiven Zentrums der vier Dichtekarten wurden aus
demselben Blickwinkel und der gleichen Distanz aufgenommen.

Die simulierte Dichtekarte meines pseudoatomaren Modells der deoxy-
Untereinheit Il von LpH zeigt eine recht groBe Offnung im Bereich des aktiven
Zentrums. Das Phenylalanin 49 (gelbe Masse) liegt aufgrund der leichten
Kippbewegung nicht im Bereich dieser Offnung (Abb. D.15 A/B). Auffallig ist, dass
sich durch die kleinen Verschiebungen der a-Helices meines deoxy-Modells
gegenluber meinem oxy-Modell im Bereich des aktiven Zentrums die Helices a4 und
al0 von Domaéne #1 sowie Helix al5 von Domaéane #2 leicht voneinander weg
bewegen, und so die Offnung zum aktiven Zentrum vergréBern. In der simulierten
Dichtekarte meines oxy-Modells von Untereinheit Il liegen die genannten a-Helices
etwas naher beieinander und verengen so die Offnung zum aktiven Zentrum. F49
liegt bei meinem oxy-Modell in der Offnung zum aktiven Zentrum und scheint diese
zu versperren (Abb. D.15 C/D). Die simulierte Dichtekarte der oxy-Kristallstruktur
1NOL von Untereinheit Il &hnelt der Dichtekarte meines oxy-Modells. Bei 1NOL
positioniert sich F49 jedoch etwas weiter in Richtung des aktiven Zentrums und
scheint hauptséchlich fir das SchlieBen der Offnung verantwortlich zu sein
(Abb. D.15 E/F). In meinem oxy-Modell verschlieBt nicht nur F49 die Offnung zum
aktiven Zentrum, sondern auch benachbarte Aminosduren verengen den Eingang.
Das betrifft die konservierten Aminosduren N325, E309 und L54 sowie die
benachbarten Aminosauren Y312, S182 und T183. Diese befinden sich in
unmittelbarer Nahe zum aktiven Zentrum. In der Dichtekarte meines deoxy-Modells
nehmen diese Aminosduren eine andere Konformation ein und erweitern so den
Eingangsbereich zum aktiven Zentrum.

Die simulierte Dichtekarte des kristallografischen Hexamers 1HCY zeigte deutliche
strukturelle Unterschiede zu den oben beschriebenen Dichtekarten der beiden
pseudoatomaren Modelle und der oxy-Kristallstruktur 1NOL. Durch die groBere
Kippbewegung der Doméne #1 ist das hochkonservierte Phenylalanin 75 viel weiter
vom Eingangsbereich des aktiven Zentrums entfernt (Abb. D.16 A/B). N345 und
E329 befinden sich an denselben Positionen wie N325 bzw. E309/E310 beim
Cheliceraten-Hamocyanin und spielen bei der Konformationsdnderung des aktiven
Zentrums wahrscheinlich eine wichtige Rolle (Hazes et al., 1993). Auffallig ist die
Position von F209, das ebenfalls in den Eingangsbereich des aktiven Zentrums
hineinragt (Abb. D.16 A). F209 gehért zu den drei hochkonservierten Phenylalaninen
(F49/F200/F360 beim Cheliceraten-Hamocyanin), die durch Ausbildung von
Wasserstoffbriicken die Seitenketten der am aktiven Zentrum beteiligten Histidine
maBgeblich stabilisieren. Bei den sieben Untereinheitentypen des LpH ragt F200
jedoch nicht in den Eingangsbereich des aktiven Zentrums hinein.
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Abb. D.15: Unterschiedliche Konformationen des aktiven Zentrums der Untereinheit Il von LpH mit (A)
meinem pseudoatomaren Modell im deoxy-Zustand und der (B) dazugehdrigen simulierten
Dichtekarte. F49 (gelb) ist nach links gekippt und liegt nicht in der Offnung, welche zum aktiven
Zentrum fluihrt. Die Kupferatome sind orange dargestellt. (C) Mein oxy-Modell (Sauerstoff rot) mit der
(D) dazugehérigen simulierten Dichtekarte. F49 liegt in der Offnung zum aktiven Zentrum. Zusétzlich
verkleinern die konservierten Aminosduren N325, S182 und L54 diese Offnung indem sie sich leicht
anndhern. Im Vergleich zu meinem deoxy-Modell scheint das oxygenierte Protein in einem
geschlossenen Zustand vorzuliegen. (E) Die oxy-Kristallstruktur der Untereinheit Il 1NOL und (F) die
entsprechende simulierte Dichtekarte. F49 liegt hier vergleichbar mit dem oxy-Modell im Bereich der
Offnung zum aktiven Zentrum. Die Aminosduren N325, S182 und L54 liegen jedoch nicht so nah
beieinander und verengen den Eingang nicht so stark wie in meinem oxy-Modell. Der Eingang wird
hauptsachlich durch das konservierte Phenylalanin versperrt. A/C/E: Die Aminsosduren S182, T183,
Y314 ragen ebenfalls in Richtung des Eingangskanals und kénnten bei der Konformatisondnderung
des aktiven Zentrums eine Rolle spielen.
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Abb. D.16: Ansicht auf das aktive Zentrum einer (A) Untereinheit des kristallografischen Hexamers
1HCY der Languste P.interruptus und die (B) simulierte Dichtekarte der Untereinheit. Das
Phenylalanin 75 kippt nach links weg und befindet sich so nicht mehr in der Offnung zum aktiven
Zentrum. Durch diese Kippbewegung erfahrt Doméne #1 relativ zu Doméane #2 und #3 eine Rotation
von 7,5°. Diese ausgepragte Kippbewegung ist bei allen pseudoatomaren Modellen der LpH-
Untereinheiten im deoxy-Zustand nicht zu erkennen. Weiterhin kénnten beim Crustaceen-
Hamocyanin das konservierte F203 sowie die benachbarten basischen Aminosauren R90, K81, K332
eine Rolle bei der Konformationsadnderung spielen.

FUr die pseudoatomaren Modelle der Untereinheiten |, lIA, lIB, IV und VI aus den
jeweiligen extrahierten Hexameren der oxy- und deoxy-Rekonstruktion wurden
ebenfalls simulierte Dichtekarten mit einer Aufldsung von 4 A erstellt (s. Anhang: F.2.
Abb. F.9-14). Der Vergleich dieser Dichtekarten verstarkt den Eindruck, dass die
deoxy-Dichtekarten eher eine "offene" Konformation des aktiven Zentrums
darstellen, wahrend bei den oxy-Dichtekarten das aktive Zentrum eher in einer
"geschlossenen” Form vorliegt. Die Darstellung von Untereinheit VI zeigt jedoch
auch, dass moglicherweise beide Zustdnde, der oxygenierte als auch der
deoxygenierte, in einer "gedffneten” Konformation auftreten kénnten.

Der Vergleich der Untereinheiten in beiden Zustdanden zeigt, dass es sehr
wahrscheinlich unterschiedliche "Offnungszustédnde" des aktiven Zentrums gibt.
Hierbei ist die Verlagerung/Verschiebung des konservierten Phenylalanins sehr
wahrscheinlich nicht die einzige Ursache fir die Strukturdnderung der Untereinheit,
wenn diese vom oxygenierten in den deoxygenierten Zustand Ubergeht (bzw.
umgekehrt). Eher ist es ein Zusammenspiel mit den benachbarten Aminos&uren
N325, E309, S182 und L54, die sich um das aktive Zentrum befinden. Bei diesen
handelt es sich um konservierte Aminosduren, die bei jeder Untereinheit exakt an
derselben Stelle des entsprechenden pseudoatomaren Modells zu finden sind.
Diese gemeinsame Interaktion der Aminoséuren scheint beim LpH den Zugang zum
aktiven Zentrum und damit dessen Fahigkeit zur reversiblen Sauerstoffbindung stark
zu beeinflussen.
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Der Vergleich der deoxy-Dichtekarten aus den pseudoatomaren Modellen der
einzelnen Untereinheiten deutet zudem an, dass bei LpH keine starke
Kippbewegung zwischen Domaéne #1 relativ zu Domane #2 und #3 auftritt, wie es
die publizierten Kristallstrukturen suggeriert hatten (Abb. D.16 A/B) (Hazes et al.,
1993). Hier ist zu bedenken, dass es sich bei dem kristallografischen Hexamer um
das Hamocyanin eines Crustaceen handelt. Dem Hamocyanin der Cheliceraten fehlt
in Domane #1 ein Sequenzabschnitt, der ca. 21 Aminosduren umfasst (Linzen et al.,
1985; Soeter et al., 1987). Diese Deletion hat zur Folge, dass die vom Crustaceen-
Hamocyanin bekannten Helices a2 und a3 beim Cheliceraten-Hamocyanin fehlen
(Hazes et al., 1993). Deshalb diente uns die oxy-Kristallstruktur der Untereinheit Il als
Vorlage fur die Modellierung aller pseudoatomaren Modelle der Untereinheiten von
LpH. Diese Kristallstruktur wurde verwendet, da sie vom selben Organismus stammt
und zusétzlich eine hohere Auflésung (2,2 A) gegentiber dem kristallografischen
Hexamer von P. interruptus (3.2 A) aufweist (Volbeda et al., 1989; Hazes et al., 1993;
Magnus et al., 1994).

Bei der Betrachtung der konservierten Aminosauren F75, N345 und E329 von 1HCY
fallt auf, dass diese dieselben Positionen in der Kristallstruktur besetzen, wie sie
auch bei den pseudoatomaren Modellen zu finden sind, jedoch gibt es erhebliche
Unterschiede in einigen Sequenz- und Strukturbereichen der jeweiligen
Untereinheiten. Zusammengefasst kénnten diese Unterschiede daflir verantwortlich
sein, dass bei Crustaceen-Hamocyaninen die Doméne #1 in allen Zustanden etwas
anders gekippt ist als beim Cheliceraten-Hamocyanin.

Die Kippung von Doméne #1 bei der reversiblen O,-Bindung induziert die
Kippbewegung des Untereinheiten-Dimers und dies wiederum fihrt zur
beobachteten Konfomrationsédnderung im 1x6-mer. Diese Anderung pflanzt sich bis
zum 8x6-mer fort. Auf diese Weise flihrt die O,-Bindung an eine der Untereinheiten
zu einer Beeinflussung des betreffenden 1x6-mers und so fort. Dies passt sehr gut
zum mathematischen Nesting Modell der allosterischen Interaktion beim
Arthropoden-Hamocyanin (Decker et al., 1986, 1988, 2007; Decker & Sterner 1990).
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3. Vergleichende Analyse der Interfaces zwischen den
Hexameren

Die Kontaktstellen zwischen den Hexameren stabilisieren nicht nur das 8x6-mer,
sondern erméglichen auch die chemomechanische Weiterleitung von
Konformationsdnderungen. Tabelle D.5 zeigt die 12 verschiedenen, in dieser Arbeit
diskutierten Interfaces. ElIf davon wurden bereits von Martin et al. (2007) flr das
oxy-8x6-mer beschrieben.

Die Unterschiede in Anzahl und Ausprdgung der Interfaces haben mit der zuvor
beschriebenen unterschiedlichen Rotation der beiden Hexamere des 2x6-mers im
oxygenierten und deoxygenierten Zustand zu tun (s. Abschnitt: D.1.1). Diese
strukturelle Anderung hat direkte Auswirkungen auf die Anzahl, Position und
mogliche Funktion der Interfaces im gesamten 8x6-mer.

Zur Identifizierung aller Interfaces wurden die berechneten 3D-Rekonstruktionen des
oxy- und deoxy-8x6-mers auf ihren massekorrelierten Schwellenwert gesetzt. Dieser
kann Uber das Molekulargewicht des Proteins und die mittlere Dichte von Proteinen
ermittelt werden.

Kontakt im Interface Martin et al., 2007 oxy-8x6-mer deoxy-8x6-mer
2x6mer -1l + + +
[-1v + + +
V-VI + + +
IV-VI + + +
[-1V/VI - + +
4x6mer V-V (+) + -
V-VI +
VI-IIB/IV/V +
8x6mer HHA-INA + + -
A-111B (+) (+) +
[-1v (+) + +
V-IvV + + +

+ deutlich erkennbar (+) schwach erkennbar - nicht vorhanden

Tab. D.5: Vergleich der Interfaces innerhalb des 2x6-mer, 4x6-mer und 8x6-mers zwischen dem
oxy-8x6-mer, dem deoxy-8x6-mer und den Ergebnissen von Martin et al., 2007. Beim 2x6-mer ist
das II-IV/VI Interface neu und bei der 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers gut zu erkennen. Bei
der 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers ist dieses Interface nur schwach ausgebildet. Das mégliche
V-V Interface, das sich mittig zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers befindet, ist nur bei der
3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers und der Referenz sichtbar, nachdem man den
massekorrelierten Schwellenwert der 3D-Dichtekarte leicht anhebt. Neben dem V-V-Interface fehit
der 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers auch das llIA-llIA-Interface. Dafiir ist das
IIA-11IB-Interface im Vergleich zum oxy-8x6-mer und der Referenz viel stérker ausgepragt.
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3.1 Interfaces zwischen den beiden Hexameren des 2x6-mers

Das 2x6-mer besitzt zwischen den beiden Hexameren finf unterschiedliche
Interface-Typen (siehe Tab. D5) (Abb. D.17 A/B.). Diese werden im Folgenden
nacheinander beschrieben.

Abb. D.17: Positionen der funf Interfaces und der beteiligten Untereinheitentypen beim 2x6-mer.
A: Frontansicht des 2x6-mers mit den Positionen von Interface II-Il (orange), lI-1V (blau) und IlI-1V/VI
(grin) , das etwas zentraler im 2x6-mer liegt. B: Rickansicht des 2x6-mers mit den Positionen von
Interface IV-VI (gelb) und V-VI (cyan)

Das Il-ll-Interface

Dieses Interface wird von den beiden benachbarten Untereinheiten des Typs
ausgebildet. Dabei treten die komplementar zueinander liegenden Domaéanen #3
beider Untereinheiten in direkten Kontakt. In der 3D-Rekonstruktion des
oxy-8x6-mers lassen sich zwei Typen von Massebrlicken identifizieren, die jeweils
doppelt auftreten (also vier Briicken insgesamt). Das Interface selbst Iasst sich als

eine Art Kammer beschreiben, die im unteren Bereich von den Aminosduren
“"HTFMRE*? und *“*YYHLDH*® der beiden Untereinheiten Il abgeschlossen wird
(Martin et al., 2007).

Im oberen Bereich der Kammer befinden sich die bereits erwahnten Briicken. Die
erste Massebriicke wird sehr wahrscheinlich von den Aminosduren 2SH®" und
2INEHKSEY®®® des einen Hexamers sowie von den Aminosauren *°*HARVDN*** des
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benachbarten Hexamers ausgebildet. Die zweite Massebriicke ist etwas breiter. Die
Aminosauren D506 und H503 des einen Hexamers kénnten mit den Aminosduren
H399 und D403 des benachbarten Hexamers in Kontakt treten und so diese Brlcke
ausbilden. Ebenso liegt in direkter Nahe zu H503 das gegenlberliegende S442.
Diese beiden Aminosduren kdnnten ebenfalls miteinander interagieren und zum
Aufbau dieser breiten Kontaktstelle beitragen (Abb. D.18 A).

In der 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers lassen sich im Bereich des Interfaces
[I-1l insgesamt funf Brickentypen identifizieren, von denen vier je zweimal auftreten
(insgesamt also neun Briicken). Die zusatzlichen Massebricken kénnten an der
etwas besseren Auflésung der deoxy-3D-Rekonstruktion und/oder an dem gréBeren
Rotationswinkel zwischen den beiden Hexameren liegen.

Im Bereich der ersten Briicke sind E518, D519, H522 und gegenUberliegend H627
und E628 lokalisiert. Die Asparagin- bzw. Glutaminsduren sind in der Lage, mit den
beiden Histidinen Salzbriicken zu bilden. Eine Interaktion zwischen E528 und H627
ist weniger wahrscheinlich, da sie im pseudoatomaren Modell 12 A voneinander
entfernt sind. Die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers weist in diesem Bereich des
Interfaces keine Massen auf.

Bricke 2 liegt im Bereich des Brickentyps 1, der im oxy-8x6-mer auftritt. Hierbei
ragt R401 in die Briicke hinein und tritt eventuell mit S512 in Kontakt. Der Abstand
zwischen den Seitenketten der beiden Aminosauren betragt ca. 3A.

Die Bricken 3 und 4 liegen im Bereich des zuvor beschriebenen Briickentyps 2 des
oxy-8x6-mers. Im deoxy-8x6-mer sind hier zwei Brlcken klar definiert. Die
Aminosauren D506 und H399 liegen im Bereich von Bricke 3 und kdnnten flr diese
verantwortlich sein. Brlcke 4 wird moglicherweise von den sich gegentberliegenden
Aminosauren H503 und S442 ausgebildet.

Die Brlcke 5 ist wie Bricke 1 nur beim deoxy-8x6mer zu erkennen. In der Nahe
liegen die Aminosauren K497 und *'SASDK*?®, die sich auf dem Loop zwischen den
B-Faltblattern 4 und 5 befinden. Ein mdglicher Kontakt kann entstehen, wenn das
Ende von B-Faltblatt 4 und der Anfang des Loops nach oben klappen (Abb. D.18 B
roter Pfeil). So kdmen K497 und S451 in unmittelbare Nahe und waren in der Lage,
in Kontakt zu treten.

Das Interface II-Il ist sehr komplex aufgebaut. Die friher beschriebene "Kammer"
(Martin et al., 2007) scheint im oxygenierten Zustand geschlossen zu sein, wahrend
sie im deoxygenierten Zustand offen ist. Ebenfalls auffallig ist die hohe Anzahl an
Histidinen in der Nahe der Brlicken. Aufgrund des speziellen Aufbaus, der hohen
Anzahl von Histidinen und der zahlreichen Bricken, kdnnte dieses Interface eine
wichtige Rolle bei der Allosterie des 8x6-mers spielen.
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Abb. D.18: Seitliche Ansicht auf Interface llI-Il, das sich zwischen den zwei Hexameren des
2x6-mers ausbildet. A: Das Interface ll-Il im oxy-2x6-mer. Im Bereich von Brickentyp 1 (gelber

Pfeil) liegen die Aminosduren *'?SH>"® und **EHK>*° von Hexamer 1 den Aminosduren **HARVD*%
von Hexamer 2 gegenuber. Eine Interaktion zwischen den basischen und sauren Aminosauren ist
hier mdglich. Ebenfalls kbnnen die benachbarten Histidine Einfluss auf die Bricke nehmen. Die
zweite Briicke (orangefarbener Pfeil) liegt gleich zweimal direkt nebeneinander. Die Briicke setzt
sich wahrscheinlich zum gréBten Teil aus der Verbindung der Aminosduren D506 und H503 von
Hexamer 1 mit den benachbarten Aminosauren H399 und S442 zusammen. Hier liegen allerdings
noch weitere Aminosduren in unmittelbarer Nahe, die Einfluss auf die Bildung der Briicke haben
kénnen. B: Das Interface II-1l im deoxy-2x6-mer. Briicke 1 (lilafarbener Pfeil) wird méglicherweise
von den Aminosduren E518, D519 und H522 von Hexamer 1 und den gegeniberliegenden
Aminosduren H627 und E628 gebildet. Bei Briicke 2 (blauer Pfeil) ragt R401 von Hexamer 2 in
Richtung S512 von Hexamer 1. Eine mégliche Bindung zwischen D506 und H399 kann fiir Briicke 3
(grauer Pfeil) verantwortlich sein. Briicke 4 (rosafarbener Pfeil) entsteht wahrscheinlich durch den
Kontakt zwischen S442 und H503. Briicke 5 (roter Pfeil) kann durch eine mdgliche Interaktion
zwischen K497 von Hexamer 1 und den Aminosduren “°'SASDK*® von Hexamer 2 entstehen.
Hierbei missten sich jedoch das Ende von B-Faltblatt 4 und der vordere Bereich des
nachfolgenden Loops, auf dem sich “*'SAS*® befinden, nach oben klappen (tirkiser Pfeil). Eine
Bindung zwischen S451 und K497 wére so mdglich.
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Das Il-IV-Interface

Sowohl beim oxy-8x6-mer als auch beim deoxy-8x6-mer besteht das Interface II-IV
aus zwei Massebricken. Diese werden zwischen Doméne #1 der Untereinheit |l
sowie Doméne #3 der Untereinheit IV ausgebildet. Massebricke 1 entsteht
wahrscheinlich durch hydrostatische Wechselwirkungen zwischen D4 der
Untereinheit Il und K398 der Untereinheit IV (Martin et al. 2007) (Abb. D.19 A/B).
Die zweite Massebricke unterscheidet sich von der bisher beschriebenen
Massebriicke 2 beim Interface IlI-IV. Die Aminosduren D519 und H522 von
Untereinheit || und die Aminosduren E544 und K545 von Untereinheit IV befinden
sich in unmittelbarer Nahe (Abb. D.19 A/B). Hierbei ist eine Interaktion zwischen
H522 und E544 mdglich. Ebenso kénnten D519 und K545 in Wirklichkeit ndher
beieinander liegen und ebenfalls zur Ausbildung der Massebriicke beitragen.
Auffallig ist, dass beide Massebricken von mehreren Histidinen flankiert werden.
Das lasst die Vermutung zu, dass diese Einfluss auf die allosterischen Interaktionen
zwischen den Hexameren nehmen kénnten.

Im direkten Vergleich sind die Unterschiede zwischen den beiden Zustédnden
(oxy-deoxy) minimal.

¥
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Abb. D.19: Ansicht auf das II-IV-Interface. A: Das Il-IV-Interface im oxy-2x6-mer. Bricke 1
(gelber Pfeil) wird mdglicherweise durch eine ionische Bindung zwischen T1/D4 und K398 gebildet
(Martin et al., 2007). An der Entstehung von Briicke 2 (griner Pfeil) sind vermutlich H522 und E544
bzw. D519 und K545 beteiligt. B: Das II-IV-Interface im deoxy-2x6-mer. Die beiden Briicken sind vom
Masseanteil etwas schmaler als die Bricken im oxy-2x6-mer. Die Positionen der Aminosauren sind

jedoch weitestgehend gleich. Man beachte die Histidine, die beide Briicken flankieren.

)
/

Das IV-V und das IV-VI-Interface

Die beiden Interfaces bestehen aus jeweils einer einzelnen Massebrlcke. Hierbei ist
anzumerken, dass beide Massebricken sich sehr schnell auflésen, wenn der
massenkorrelierte Schwellenwert der 3D-Rekonstruktion nur geringfligig verkleinert
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wird. Dies tritt sowohl beim oxy-2x6-mer, als auch beim deoxy-2x6-mer auf. Im
direkten Vergleich ist die Massebricke des IV-V-Interface schwécher ausgebildet,
als die Massebriicke des IV-Vi-Interface. Die beteiligten Aminosauren von
Untereinheit IV sind bei beiden Interfaces *'SH%*%. Zudem kdénnten die Aminos&uren
#5HS*¢ Einfluss auf die Ausbildung der Briicke nehmen (Martin et al., 2007). Die
Aminosduren HKEE'? der Untereinheit VI bzw. DKEK'® von Untereinheit V
befinden sich in einem Loop, der zwischen a-Helix 7 und B-Faltblatt 1 von
Domane #1 liegt. Sie waren in der Lage, mit *'SH**? von Untereinheit IV in Kontakt
zu treten (Abb. D.20 A/B). Dies wére jedoch nur méglich, wenn der Loop in Richtung
der molekularen Briicke gekippt ware, so dass die Aminosauren Uberhaupt in
Kontakt treten koénnten. Es ist davon auszugehen, dass sich der Loop im
pseudoatomaren Modell an der falschen Position befindet. Aufgrund der zu
niedrigen Aufldsung in diesem Strukturbereich war eine verbesserte Positionierung
des Loops im Zuge des flexiblen Einpassens des pseudoatomaren Modells in die
3D-Rekonstruktion des oxy- bzw. deoxy-8x6-mers nicht moglich.

Vergleicht man die Position der Massebriicke im oxy- und deoxy-2x6-mer, féllt auf,
dass sich der Kontaktpunkt zu Untereinheit IV im oxy-2x6-mer etwas weiter vorne
befindet, und in die Richtung der Aminosduren **HS*® zeigt (Abb. D.20 A). Im
deoxy-2x6-mer befindet sich der Kontaktpunkt zur Untereinheit IV etwas zentraler
und weist in Richtung der Aminosduren **'SH%*? (Abb. D.20 B). Eine mégliche
Erklarung hierfir wére, dass die Bricke im oxy-2x6-mer Uber die Aminosduren
#5HS*  von Untereinheit IV aufgebaut wird und im deoxy-2x6-mer (ber die
Aminosauren *'SH*%,
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Abb. D.20: Das IV-VI-Interface. A: Das IV-VI-Interface im oxy-2x6-mer. Der Kontaktpunkt der Briicke
zu Untereinheit IV liegt im &uBeren Bereich und weist in Richtung **HS*®. Die Aminoséuren
89HKEE'* liegen auf dem Loop zwischen a-Helix 7 und B-Faltblatt 1 von Doméne #1. Damit K140
mit S391 bzw. S446 in Kontakt treten kann, muss der Loop in Richtung der Briicke kippen
(schwarzer Pfeil). B: Das IV-Vi-Interface im deoxy-2x6-mer. Der Kontaktpunkt der Bricke zu
Untereinheit IV befindet sich weiter im Inneren von Hexamer 1 und zeigt in Richtung *'SH*®Z, Auch
hier misste der Loop in Richtung Briicke kippen, damit eine Interaktion zwischen K140 und
vermutlich S391 Uberhaupt mdglich wére.

GLU 141.
GLU 142.

AR

Hexamer 2

Untereinheit VI*
[T m

141



D. Diskussion

Das V-VlI-Interface

Dieses Interface im 2x6-mer ist ahnlich wie das II-ll-Interface sehr komplex
aufgebaut. Es besteht aus zwei Bereichen. Der erste befindet sich im &uBeren
Abschnitt des 2x6-mers. Hier ist zu beachten, dass in der bisher bekannten

3D-Rekonstruktion des oxy-8x6mers (Martin et al.,, 2007) flr Bereich1 zwei
Massebriicken beschrieben wurden. Die in dieser Arbeit neu berechnete
3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers weist hier nur eine Bricke auf. Im Vergleich
dazu lasst die in dieser Arbeit berechnete 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers in
Bereich 1 die beiden bereits bekannten Massebriicken erkennen.

Der zweite Bereich des V-VI-Interfaces besteht aus zwei Massebriicken und ist im
Inneren des 2x6-mers lokalisiert.

FUr die Ausbildung der Massebrlcken in Bereich 1 spielen offenbar die a-Helices 1
und 3 der beiden Untereinheiten, welche fast parallel zueinander liegen, eine
wichtige Rolle (Martin et al., 2007). Die erste Brlicke, die sowohl im oxy- als auch im
deoxy-2x6-mer vorhanden ist, wird sehr wahrscheinlich von den Aminosauren
D78/H81 (Helix a3) der Untereinheit V und D77/H80 (Helix a3) von Untereinheit VI
gebildet (Abb. D.21 A/B). Der Abstand der Carboxylgruppen der Asparaginséduren
D78/D77 und der Aminogruppen der Histidine H80/H81 betragt je nach Orientierung
weniger als 2 A.

Die zweite Massenbrlicke ist nur im deoxy-2x6-mer zu beobachten (Abb. D.21 B).
Die Aminosauren ®KQLR" (Helix a1) und *FEEF’® (Helix a3) von Untereinheit V sowie
"KQLR™ (Helix a1) und "FEEF"™ (Helix a3) von Untereinheit VI befinden sich nahe
dieser Massenbriicke. Das Arginin R11 (Helix a1) von Untereinheit V kann mit einer
der beiden Glutaminsduren E73/E74 (Helix a3) von Untereinheit VI eine ionische
Bindung eingehen. Dies gilt auch fur das Arginin R10 (Helix a1) von Untereinheit VI,
das mit einer der beiden Glutaminsauren E74/E75 (Helix a3) von Untereinheit V eine
lonenbindung eingehen kann (Abb. D.21 B). Auffallig ist, dass diese Massenbriicke
von je zwei Phenylalaninen F73/F76 (Helix a3) der Untereinheit V sowie F72/F75
(Helix a3) von Untereinheit VI flankiert wird.

Beim oxy-2x6-mer zeigte sich auch bei einer leichten Erhéhung des
massekorrelierten Schwellenwerts in diesem Bereich keine zweite Massebriicke. Die
Positionen der an dem Interface beteiligten Aminosduren des pseudoatomaren
Modells zeigen in diesem Bereich der 3D-Rekonstruktion, dass die flexible
Einpassung der Struktur nicht optimal verlaufen ist. Die Aminosduren ragen teilweise
zu stark aus der berechneten Masse der 3D-Rekonstruktion heraus und mussten
aufgrund der rdumlichen Nahe in Kontakt treten und eine Massebrlicke ausbilden.
Diese ist jedoch in der 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers nicht vorhanden.
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Abb. D.21: Seitenansicht auf Bereich 1 des V-Vi-Interfaces. A: Bereich 1 des V-VI-Interfaces im
oxy-2x6-mer. Es ist nur eine Massebricke zwischen den Untereinheiten V und VI zu erkennen.
Diese wird, wie auch beim deoxy-2x6mer (B) wahrscheinlich von den Aminosduren D78/H81 der
Untereinheit V und den gegenlberliegenden Aminoséuren D77/H80 gebildet. Im oberen Teil von
Bereich 1 ist keine Massebricke erkennbar. Gut zu erkennen sind die aus der Masse der
3D-Rekonstruktion herausragenden Aminoséduren. Diese weisen teilweise eine zu geringe Distanz
zueinander auf, was auf ein nicht optimales flexibles Einpassen der pseudoatomaren Struktur in die
3D-Rekonstruktion des 8x6-mers hinweist. B: Bereich 1 des V-VI-Interfaces im deoxy-2x6-mer.
Eine zweite Massebriicke ist klar zu erkennen. Hier kénnten die Aminosduren 8KQLR'" (Helix a1)
und ®FEEF™ (Helix a3) von Untereinheit V und ‘KQLR™ (Helix a1) und "?FEEF’® (Helix a3) von
Untereinheit VI untereinander in Kontakt treten und so die Massebriicke zwischen den beiden
Hexameren ausbilden.
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Der zweite Bereich des V-Vl-Interfaces liegt etwas weiter im Inneren des 2x6-mers
und ist sowohl im oxy-, als auch im deoxy-2x6-mer sehr dhnlich aufgebaut. Die zwei
langen Loops, die sich zwischen Helix a1l und Helix a2 von Untereinheit V und VI
befinden, liegen sich antiparallel gegeniber und bilden zwei identische Briicken aus
(Martin et al., 2007). Bei diesen beiden Briicken treten die Aminosduren *RDH®* von
Untereinheit V in direkten Kontakt mit den Aminosauren KEKF? von Untereinheit VI
(bzw. *'HRD® von Untereinheit VI mit den Aminosauren 2*KEKF?’ von Untereinheit V).
Die beiden Massebriicken werden auch hier von je einem Phenylalanin F26/F27
sowie von je einem Histidin H31/H35 flankiert. Hierbei sollte angemerkt werden,
dass auch im zweiten Bereich die raumliche N&he der beschriebenen Aminoséuren
der pseudoatomaren Modelle von Untereinheit V und VI, sowohl im oxy-2x6-mer als
auch im deoxy-2x6-mer, teilweise zu gering ist. Dies hangt mit der Flexibilitdt des
Loops und der zu geringen Auflésung der 3D-Rekonstruktion in diesem
Strukturbereich zusammen. Ein sehr genaues flexibles Einpassen der
pseudoatomaren Struktur in diesen Bereich wére nur méglich, wenn die Auflésung
der 3D-Rekonstruktion héher ware.

Der hier gezeigte, sehr komplexe Aufbau des V-Vl-Interfaces bestarkt die
Uberlegungen von Martin et al. (2007), dass dieses Interface am Transfer von
allosterischen Signalen zwischen den beiden Hexameren beteiligt ist.

Das lI-IV/Vi-Interface
Das lI-IV/VI-Interface ist zum Teil neu und konnte, sowohl im oxy-2x6-mer als auch

im deoxy-2x6-mer, identifiziert werden. Es setzt sich aus zwei Massebriicken
zusammen. Die erste Bricke befindet sich zwischen Untereinheit || und Untereinheit
IV und wurde als zweite Kontaktstelle des II-IV-Interfaces beschrieben (Martin et al.,
2007). Die zweite Bricke zwischen Untereinheit Il und Untereinheit VI liegt direkt
daneben (Abb. D.22 A/B). Die Aminosiuren "*HVRPEFDES'' der Untereinheit I
liegen zu beiden Brlcken in direkter Nahe. Dabei befinden sich die Aminosauren
DES™ in der Nahe zur IlI-IV-Briicke und kénnten mit den Aminosduren
S2RTPSQ®™® von Untereinheit IV in Kontakt treten. R468 der Untereinheit IV ragt
ebenfalls in die Massebricke hinein und kénnte mit E140 von Untereinheit Il eine
Salzbricke ausbilden.

Beim deoxy-2x6-mer féllt auf, dass in der Nahe von R602 (Untereinheit IV) eine
Massebriicke zwischen Untereinheit IV und Untereinheit VI existiert. Diese kdnnte
aufgrund einer Bindung zwischen diesem Arginin und dem Glutamin Q37 von
Untereinheit VI entstehen (Abb. D.22 B).
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Beschreibung dieser Briicke nicht mdglich.
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Abb. D.22: Ansicht des II-IV/VI-Interfaces im (A) oxy-2x6-mer und (B) deoxy-2x6-mer. A: Die
Massebriicke zwischen Untereinheit Il und VI kédnnte durch zwei Salzbriicken zwischen R135<>D33
und E137<>K34 gebildet werden. Dafiir misste jedoch der Loop, in dem sich DK befinden, in
Richtung II-VI-Briicke kippen (schwarzer Pfeil). Aufgrund der Flexibilitdt des Loops ist eine genauere
In der N&he der Massebricke II-IV liegen die
Aminosauren "**DE' von Untereinheit Il und R602 sowie 5%°SQ°®%®. R602 kdnnte eine Salzbriicke mit
D139 oder E140 bilden. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass sich Kationen zwischen die polaren
Aminosauren anlagern, und so die beiden Untereinheiten miteinander verbinden. B: Im Bereich von
im deoxy-2x6-mer eine zusétzliche Massebriicke erkennen,
Untereinheit IV und VI liegt. Diese kdnnte durch eine Wasserstoffbriicke zwischen R602 und Q37

die zwischen
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Die Aminosduren 'HVRPEF™ von Untereinheit Il scheinen eher an der
Massebriicke zur Untereinheit VI beteiligt zu sein. Die dortigen Aminosduren
*"HRDPKLQ®* befinden sich in einem flexiblen Loop. Durch ein Kippen des Loops in
Richtung der Briicke kdmen die Aminosduren D33 und K35 in die Region der
[I-VI-Briicke (Abb. D.22 A/B). Dort kénnten sie mit den Aminosduren R135 und E137
zwei Salzbriicken zwischen den Hexameren ausbilden. Eine genauere Aussage zu
dieser Briicke ist schwierig, da der Loop zwischen Helix a1l und Helix a2 von
Untereinheit IV 37 Aminosauren umfasst und sehr flexibel sein durfte.
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3.2 Interfaces zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers

In der 3D-Rekonstruktion sind innerhalb des 4x6-mers beim massekorrelierten
Schwellenwert zwischen den beiden 2x6-meren drei Interface-Typen zu erkennen:
zwei aquivalente V-VI-Interfaces mit drei Massebriicken (bzw. vier Massebricken im
deoxy-4x6-mer) auf der Flopseite des 4x6-mers, zwei gleiche VI-IIIB/IV/V-Interfaces
mit drei Massebriicken auf der Flip-Seite des Molekils und zwei V-V-Interfaces mit
einer Massebriicke, die nur im oxy-4x6-mer auftreten. Das deoxy-4x6-mer zeigt
keine Verbindung zwischen den beiden Untereinheiten des Typs V. Alle drei
Interfaces wurden bereits beschrieben (Martin et al., 2007). Aufgrund der besseren
Auflésung der aktuellen 3D-Rekonstruktionen sind bei jedem der Interfaces einige
neue Details zu sehen. Abbildung D.23 A/B zeigt die Positionen der Untereinheiten,
die an den jeweiligen Interfaces beteiligt sind.

Die einzelnen Interfaces werden im Folgenden nacheinander beschrieben und
verglichen. Fir das VI-lIIB/IV/V-Interface wurde zusétzlich eine MD-Simulation
durchgefihrt, um mdgliche Kontaktstellen und Interaktionen zwischen den
Untereinheiten zu identifizieren.

Abb. D.23: Positionen der drei Interfaces und den beteiligten Untereinheitentypen im 4x6-mer.
A: Ansicht auf die Flopseite des 4x6-mers mit den Interfaces V-VI (griines Viereck) und V-V
(gelbes Rechteck). Das V-V-Interface tritt nur im oxy-4x6-mer auf. B: Ansicht auf die Flipseite des
4x6-mers mit dem Interface VI-1lIB/IV/V (orangefarbenes Viereck).
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Das V-Vl-Interface

Strukturell gibt es beim V-VI-Interface zwischen dem oxy- und deoxy-4x6-mer einige
Unterschiede. In direkter Nahe zu Briicke 1 liegt ein Loop, der sich zwischen [3-
Faltblatt 2 und 3 von Untereinheit VI befindet. In diesem liegen die Aminoséuren
?8DENGSH?**. Diese sind in der Lage mit den Aminosauren “*HSN**, die in dem
benachbarten Loop zwischen B-Faltblatt 7 und 8 von Untereinheit V liegen, in
Kontakt zu treten, und so diese Brlcke zu bilden. Mdgliche Interaktionspartner
kénnten bei dieser Bricke sowohl S453 von Untereinheit V. und N290 von
Untereinheit VI sein als auch S453 und H293 von Untereinheit VI (Abb. D.24 A/B).
Die Lage des Loops kénnte allerdings auch ein wenig verschoben sein, so dass eine
Salzbriicke zwischen R455 (Untereinheit V) mit einer der beiden sauren Aminoséuren
D288/E289 (Untereinheit VI) mdglich scheint. Im oxy-4x6-mer erscheint die
Massebricke 1 etwas volumindser als im deoxy-4x6-mer (Abb. D.24 C/D).

Die zweite Massebriicke befindet sich direkt unter Massebricke 1. In diesem
Bereich kénnten die Aminosauren *"*YE*" und "®*RPE'®® von Untereinheit VI mit den
gegeniiberliegenden Aminosauren “**RTK*’ von Untereinheit V in Kontakt treten.
Sowohl Y313 als auch E314 (Untereinheit VI) sind in der Lage, mit R455
(Untereinheit V) eine Bindung einzugehen. Ebenso kénnten R186 mit T456 sowie
E188 mit K457 bzw. H496 interagieren und so Anteil an der Ausbildung von Brlcke
2 haben (Abb. D.24 A/B). Die zweite Massebriicke des V-VI-Interfaces ist sowohl im
oxy- als auch im deoxy-4x6-mer sehr voluminds und komplex aufgebaut. Es ist gut
moglich, dass dies eine feste Verbindungsstelle der beiden 2x6-mere ist, die eine
Grundstabilitat in das 4x6-mer des 8x6-mers bringt (Abb. D.24 C/D).

Unterhalb von Massebrlicke 2 befindet sich Massebriicke 3, die sich zwischen oxy-
und deoxy-4x6-mer stark unterscheidet. Im oxy-4x6-mer ist sie ziemlich breit und
sehr gut zu erkennen. Die sich in der Nahe befindlichen Aminosauren 'GKVE' (im
Loop zwischen Helix a12 und a13) von Untereinheit VI kénnten mit den
Aminosduren °*’HD*® in Verbindung treten (Abb.D.24 A). Im deoxy-4x6-mer
erscheint Massebricke 3 viel schmaler und etwas weiter im Inneren des 4x6-mers
zu liegen. Zusatzlich lasst sich eine vierte Massebricke zwischen den
Untereinheiten V und VI entdecken, die im oxy-4x6-mer nicht erkennbar ist
(Abb. D.24 C/D). Vermutlich wird die schmalere Massebriicke 3 im deoxy-4x6-mer
nur von E195 und H567 ausgebildet. Die Massebricke 4 bildet sich aufgrund der
zusatzlichen Rotation, die zwischen den beiden Hexameren im deoxy-Zustand
auftritt. Dadurch verschieben sich der Loop zwischen Helix a 12 und a 13 von
Untereinheit VI und der Loop zwischen Helix a24 und a 25 von Untereinheit V
zueinander und treten Uber eine schmale Massebriicke in Kontakt (Abb. D.24 D).
Vermutlich wird diese Massebriicke von K192 (Untereinheit VI) und D572
(Untereinheit V) ausgebildet (Abb. D.24 B).
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Interfaces zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers

Bei Massebriicke 3 wund 4 sollte beachtet werden, dass der Loop
9*QVGDHGKTSICVDA®® (zwischen Helix a 24 und a 25) von Untereinheit V sehr
wahrscheinlich nicht korrekt modelliert wurde, da er stark aus den beiden aktuellen
3D-Rekonstruktionen herausragt. Das flexible Einpassen konnte diesen Zustand
aufgrund der zu schlechten Auflésung in diesem Strukturbereich nicht verbessern.
Eine exakte Positionsangabe der Aminosauren, die an den beiden Briicken beteiligt
sein kénnten, ist daher nicht méglich.

HIS 293.

LYS 192.

HIS 101.

ARG 102.

oxy-Zustand
Untereinheit V

wy

Untereinheit VI | \.@\

A ’ / ; Untereinheit V

o’ y
Abb. D.24: Das V-Vl-Interface zwischen den 2x6-meren des 4x6-mers mit der eingepassten

pseudoatomaren Struktur im (A) oxygenierten und (B) deoxygenierten Zustand sowie der (C) oxy-
und (D) deoxy-3D-Rekonstruktion. Massebriicke 1 (orangefarbener Pfeil) wird in beiden Modellen
sehr wahrscheinlich von den Aminoséuren 22®DENGSH?** (Untereinheit VI) und “HSN** (Untereinheit
V) gebildet. Massebriicke 2 (gelber Pfeil) ist in beiden Modellen sehr breit und komplex aufgebaut.
Hier kénnten die Aminosduren 3*YE*'* und '®*RPE'® von Untereinheit VI mit Aminoséuren “**RTK*’
von Untereinheit V in Kontakt treten und so Massebricke 2 ausbilden. Massebriicke 3 (turkiser Pfeil)
kénnte sich vermutlich im (A+C) oxy-V-VI-Interface durch die Bindung zwischen D195 und H567
sowie K192 und D568 zusammensetzen. Im (B+D) deoxy-V-Vi-Interface ist Massebrlicke 3
(turkiser Pfeil) viel kleiner. Hier spielt méglicherweise nur die Bindung zwischen D195 und H567 eine
Rolle. Neben Massebricke 3 gibt es jedoch im (B+D) deoxy-V-Vl-Interface noch eine weitere
schmale Massebriicke 4 (griner Pfeil). Durch ein leichtes Kippen von K192 (Untereinheit VI) in
Richtung von D572 (Untereinheit V) kdnnte Massebriicke 4 entstehen.
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D. Diskussion

Sehr interessant ist die Beobachtung, dass sich um Briicke 1, 3 und 4 mehrere
Histidine befinden (H285, H293, H452, H567, H573, H101), die mdglicherweise
Einfluss auf die Bildung der drei Briicken und somit vermutlich Auswirkungen auf die
Weiterleitung  allosterischer  Signale zwischen den Hexameren haben
(Abb. D.24 A/B).

Das V-V-Interface
Im Zentrum der Flop-Seite des oxy-4x6-mers erkennt man eine schmale
Massebricke zwischen den beiden 2x6-meren. Sie wird von den beiden

Untereinheiten des Typs V ausgebildet und wurde bereits beschrieben (Martin et al.,
2007). Im oxy-8x6-mer ladsst sich nach dem flexiblen Einpassen der
pseudoatomaren Modelle eine alternative Konstellation der Aminosduren erkennen,
die fur die Bildung der Briicke verantwortlich sein kénnte (Abb. D.25 A). Die
N-terminalen Bereiche beider Untereinheiten mit den Aminoséuren 2VLSV® liegen auf
den ersten Blick sehr nahe beieinander. Allerdings befinden sich beide nicht im
Massebereich der Briicke, sondern etwas weiter darunter (Abb. D.25 A).

In der Nadhe des Massebereiches der Bricke liegt allerdings ein Loop, der sich
zwischen Helix a 22 und B-Faltblatt 11 befindet. Da dieser Loop sehr flexibel ist,
konnte er wahrscheinlich nicht richtig modelliert bzw. beim flexiblen Einpassen nicht
in die richtige Position innerhalb der 7,9 A-oxy-Struktur gelegt werden. Es ist jedoch
denkbar, dass sich der Loopabschnitt, in dem sich die Aminosduren 5*NEH>*'
befinden, in Richtung Bricke verlagert (Abb.D.25A). Die sich so
gegenlberliegenden Aminosauren E530 und H531 kdnnten dann untereinander
Wasserstoffbriicken ausbilden und so fur das V-V-Interface verantwortlich sein.

Im deoxy-4x6-mer ist das V-V-Interface nicht vorhanden (Abb. D.25 B). Dies lasst
sich durch die zusatzliche Rotation der Hexamere erkdren. Beide Hexamere im
deoxy-4x6-mer, in denen sich Untereinheit V befindet, drehen sich um knapp 8°
voneinander weg. Somit erhdht sich der Abstand zwischen den beiden
Untereinheiten um ca. 6-10 A, so dass es fiir die oben beschriebenen Aminosauren
keine Méglichkeit mehr gibt, miteinander in Kontakt zu treten.

Man muss bei diesem Interface beachten, dass der Loop sehr flexibel ist und so
eine Aussage zu den Positionen der Aminosaure erschwert. Ebenso sollte erwahnt
werden, dass die Positionen der Untereinheit V und VI im Hexamer austauschbar
sind. Bisher ist nicht bekannt, welche der beiden Positionen von der Sequenz von
Untereinheit VI eingenommen wird.
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Abb. D.25: Die Position des V-V-Interfaces im (A) oxy-4x6-mer und (B) deoxy-4x6-mer. A: Die
Aminosauren 2VLSV® liegen nicht in der Ndhe des Massebereichs der Briicke, sondern etwas weiter
entfernt (hellblaue Pfeile). Durch Verlagerung des Loopbereichs **NEH®" in Richtung Massebriicke
(gelbe Pfeile) kdnnten E530 und H531 in Kontakt treten, indem sie Wasserstoffbriicken zueinander
ausbilden und so das V-V-Interface bilden. B: Im deoxy-4x6-mer drehen sich die beiden beteiligten
Hexamere um insgesamt 10° voneinander weg. Dadurch erhdht sich der Abstand zwischen den
beiden Untereinheiten und das V-V-Interface 16st sich auf.

(X

Das VI-llIB/IV/V-Interface

Das VI-IlIB/IV/V-Interface lasst sich in zwei Bereiche aufteilen. Im oberen Bereich
interagiert Untereinheit VI mit den Untereinheiten IlIB und IV, wahrend im unteren
Bereich des Interfaces Untereinheit VI mit Untereinheit V in Kontakt tritt.

Beim Vergleich zwischen oxy- und deoxy-4x6-mer lassen sich an diesem Interface
deutliche Unterschiede erkennen. Wé&hrend beim oxy-4x6-mer zwischen der
Untereinheit VI und Untereinheit IlIB drei Massebriicken zu erkennen sind, gibt es
beim deoxy-4x6-mer zwischen diesen beiden Untereinheiten nur zwei
Massebricken (Abb. D.26 A/B). Beim deoxy-4x6-mer lassen sich jedoch zwei
Massebriicken zwischen Untereinheit VI und IV identifizieren, die beim oxy-4x6-mer
nicht auftreten (Abb. D.26 B).

Die Massebrticke zwischen Untereinheit VI und V im unteren Bereich des Interfaces
ist sowohl beim oxy- als auch beim deoxy-4x6-mer zu erkennen (Abb. D26 A/B).

Massebriicke 1 und 2 zwischen den Untereinheiten VI und IlIB sind im oxy- und
deoxy-4x6-mer dhnlich aufgebaut. In der N&he von Massebriicke 1 befinden sich
H566 (Untereinheit VI) und E287 (Untereinheit 11IB), die zusammen eine Salzbriicke
bilden kénnen.

In Massebriicke 2 ragen die Histidine H288/H290 von Untereinheit 1lIB weit hinein.
lhnen gegeniiber befinden sich 3%®FPGI*® und D563 von Untereinheit VI.
Mdglicherweise  treten die  Aminosduren  hier durch  elektrostatische
Wechselwirkungen miteinander in Kontakt (Abb. D.26 A/B).
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D. Diskussion

Die Aminoséuren “'HTSKT** von Untereinheit VI kénnten beim oxy-4x6-mer mit
29HEH?*? der Untereinheit IlIB in Verbindung treten und so Massebriicke 3 (oxy)
ausbilden (Abb. D.26 A). Im deoxy-4x6-mer interagieren diese finf Aminosduren mit
?HGKE?®® von Untereinheit IV und bilden zwei Massebriicken aus, die beim
oxy-4x6-mer nicht vorhanden sind.

Massebricke 3 (deoxy) entsteht méglicherweise durch einen Kontakt zwischen
T452/S453 (Untereinheit VI) zu K288 (Untereinheit 1V). Massebriicke 4 (deoxy)
kénnte durch eine Salzbricke zwischen K454 (Untereinheit VI) und E289
(Untereinheit IV) gebildet werden (Abb. D.26 B).
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Abb. D.26: Der obere Bereich des VI-llIB/IV/V-Interfaces im (A) oxy und (B) deoxy-Zustand.
A/B: An Briicke 1 (orange) und Briicke 2 (griin) sind die Aminosauren H566/F389/D563 von
Untereinheit VI und 2’EHGH?*® von Untereinheit IlIB beteiligt. A: Briicke 3 (oxy/hellblau) kénnte eine
Salzbriicke sein, die zwischen K454 (Untereinheit VI) und E291 (Untereinheit V) entsteht.
B: Briicke 3 (deoxy/gelb) ist vermutlich eine Salzbriicke, die sich zwischen K454 (Untereinheit VI)
und E289 (Untereinheit [V) ausbildet. Briicke 4 (deoxy/magenta) koénnte durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen T452 oder S453 (Untereinheit VI) zu K288 (Untereinheit VI)
entstehen. Durch die Rotation (graue Pfeile) im deoxy-Zustand nahern sich die Untereinheiten VI
und IV an und bilden diese beiden Brlicken aus.
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Interfaces zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers

Im unteren Bereich des Interfaces stehen die Untereinheiten VI und V in Kontakt. Im
Bereich der Massebriicke liegen die Aminosiuren **DETH*' von Untereinheit V
sowie *'DH*"? von Untereinheit VI. Die beiden letzten liegen dabei auf einem langen
flexiblen Loop, der sich zwischen Helix a24 und a 25 befindet (Abb. D.27 A/B).
Aufgrund dieser Flexibilitat ist es auch méglich, dass die benachbarten Aminosduren
"KT*" ebenfalls an der Ausbildung der Massebriicke beteiligt sein konnten. Auf
eine genauere Analyse der Massebricke zwischen Untereinheit VI und V wird daher
verzichtet.
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Abb. D.27: Unterer Bereich des VI-llIB/IV/V-Interfaces im (A) oxy- und (B) deoxy-Zustand.
A/B: Sowohl im oxy- als auch im deoxy-4x6-mer tritt die Briicke zwischen den Untereinheiten VI
und V auf. Bei den sich in der Nahe der Brlicke befindlichen Aminosduren handelt es sich um
298DETH®" von Untereinheit V sowie *'DH%2von Untereinheit VI. Da der Loop, in dem sich *'DH®
befinden sehr flexibel ist, kdnnten noch weitere Aminosauren Einfluss auf die Bildung der Briicke
haben. B: Oben links ist Bricke 3 (deoxy/gelber Pfeil) (siehe Abb. D.26 B) zu erkennen, die
vermutlich eine Salzbriicke zwischen K454 und E289 darstellt.
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D. Diskussion

MD-Simulation des VI-llIIB/IV/V-Interfaces im deoxy-4x6-mer.

Fir dieses Interface wurde zusétzlich eine MD-Simulation durchgefiihrt, die einen
Einblick in mégliche Kontaktstellen zwischen den beteiligten Untereinheiten bringen
sollte.

Zwischen Untereinheit VI und IlIB konnten im deoxy-4x6-mer zwei Massebriicken
identifiziert werden. Zu Massebriicke 1 konnte die MD-Simulation keine weiteren
Aufschlisse geben. Der vermutete Kontakt zwischen H566 (Untereinheit VI) und
E287 (Untereinheit 1lIB) konnte nicht bestédtigt werden. Beide Aminosduren kamen
wéhrend der gesamten Simulationszeit in keine rdumliche Nahe zueinander.

Die zweite Massebriicke, in deren Nahe sich die Aminosduren **HGH** von
Untereinheit IlIB sowie die Aminoséduren D563, H384 und F389 der Untereinheit VI
befinden, zeigte wahrend der MD-Simulation einige Kontaktmdéglichkeiten auf. Die
MD-Simulation lieB erkennen, dass das H288 (Untereinheit lIB) nicht nur mit D563
(Untereinheit VI) eine Bindung eingehen koénnte, sondern auch mit D386
(Untereinheit VI). Hierbei scheint das Histidin immer wieder zwischen den beiden
Asparaginsauren zu wechseln (Abb. D.28). Interessant ist ebenfalls, dass D563
(Untereinheit VI) haufig eine interne Briicke zu K456 (Untereinheit VI) ausbildet, wenn
parallel dazu eine Bindung zwischen der Asparaginsdure D386 (Untereinheit VI) und
H288 (Untereinheit 11IB) besteht.

Ebenso wurde Uberprift, ob H288 (Untereinheit 1IIB) mit F389 (Untereinheit VI) in
Kontakt treten kann. Hier zeigte sich, dass der Abstand zwischen den beiden
Aminosauren zu ca. 87 % der Simulationszeit groBer als 5,5 A war (Abb. D.28 B), so
dass ein dauerhafter Kontakt zwischen diesen beiden hdéchstwahrscheinlich
ausgeschlossen werden kann.

Weiterhin wurde eine mégliche Bindung zwischen H290 (Untereinheit [1IB) und dem
F389 (Untereinheit VI) untersucht. Der Abstand zwischen diesen beiden halt sich
sehr konstant zwischen 4-6 A (Abb. D.28 B). Der Kontakt konnte durch ein
"r-rt-stacking" oder eine Wasserstoff-ti-Interaktion zwischen beiden aromatischen
Ringen entstehen.

Die Glutaminsdure E388 (Untereinheit VI) spielt bei der Ausbildung der molekularen
Bricke zwischen den beiden Untereinheiten keine Rolle. Aufféllig ist hier, dass die
Glutaminsaure ca. ab der 35 ns der Simulation an ein Ca**-Kation bindet, und diese
Bindung nicht mehr 16st.
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Abb. D.28: MD-Auswertung von Interface VI-IIIB/IV/V. A: Zeitliche Anderung der Absténde
zwischen den Aminosduren D386 (Untereinheit VI) und H288 (Untereinheit 1lIB) sowie D563
(Untereinheit VI) und H288 (Untereinheit I1IB). Die Bindung zwischen dem Histidin und einer der
beiden Asparaginsauren scheint sich wdhrend der MD-Simulation immer wieder abzuwechseln
(schwarze Pfeile). Wahrend der Abstand zwischen D563 und H288 bei ca. 20 ns bei ungeféhr 10 bis
12 A liegt, ist der Abstand von D386 zu H288 bei ungefahr 4-5 A. Das genaue Gegenteil ist am
Ende der Simulation zu erkennen. B: Das Histogramm zeigt die prozentualen Anteile der Absténde,
die zwischen den Aminoséauren wahrend der MD-Simulation gemessen wurden. Wahrend sich die
Bindung zwischen D386 und H288 sowie D563 und H288 scheinbar abwechselt, kommt eine
Bindung zwischen F389 und H288 eher nicht zustande. Zu 87 % der Simulationszeit ist der
Abstand gréBer als 5,5 A. Zwischen F389 und H290 ist der Abstand zu 45 % der Simulationszeit in
einem Bereich, der eine Bindung Uber m-n-stacking oder durch eine Wasserstoff-m-Interaktion
moglich erscheinen lasst.
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D. Diskussion

Fir die dritte Massebricke zwischen Untereinheit VI und IV wurde eine Interaktion
zwischen K454 (Untereinheit VI) und E289 (Untereinheit 1V) vermutet. Dies konnte mit
der MD bestatigt werden. Jedoch scheint auch S453 (Untereinheit VI) Einfluss auf
die Bildung der Briicke zu nehmen. Zu Beginn der Simulation (1 ns bis 40 ns) gibt es
einen Kontakt zwischen dem Serin und der Glutaminsdure. Hier kdnnte eine
Wasserstoffbriicke beide Aminosduren miteinander verbinden. Im Laufe der
Simulation ndhert sich K454 (Untereinheit VI) der Glutamins&ure an, verdrangt zum
Ende der Simulation das Serin und bildet eine Salzbriicke mit E289 (Untereinheit VI)
(Abb. D.29).

Fir Massebricke 4 konnte in der MD-Simulation kein molekularer Kontakt zwischen
den vermuteten Aminosduren T452 (Untereinheit VI) und K288 (Untereinheit IV)
festgestellt werden.
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Abb. D.29: MD-Auswertung von Interface VI-IIIB/IV/V. Zeitliche Anderung der Abstiande zwischen
K454 (Untereinheit VI) und E289 (Untereinheit IV) sowie S543 (Untereinheit VI) und E289
(Untereinheit IV). Zu Beginn der MD-Simulation scheint es einen Kontakt zwischen dem Serin und
der Glutaminsdure zu geben. Ab der 40 ns ndhert sich K454 der Glutaminsdure E289 an und
bildet schlieBlich eine Salzbriicke aus. Die Bindung zwischen Serin und Glutaminsdure st sich
auf, der Abstand zwischen beiden bleibt aber mit knapp 6 A sehr gering.

Fir Massebricke 5, die sich im unteren Bereich des Interfaces zwischen
Untereinheit VI und V befindet, zeigte die MD-Simulation, dass die in diesem Bereich
identifizierten Aminosauren nicht direkt miteinander agieren. Es gibt eine potenzielle
Salzbricke zwischen K574 (Untereinheit VI) und D298 (Untereinheit V). Nach 40 ns
nimmt der Abstand zwischen den beiden Aminosduren jedoch zu und bleibt dann
zwischen 5-6 A konstant.
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Interfaces zwischen den beiden 2x6-meren des 4x6-mers

Bei der Auswertung der MD-Simulation fiel auf, dass diverse zweiwertige Kationen
mit verschiedenen Glutaminséuren eine teils sehr stabile Bindung eingingen, die sich
meist bis zum Ende der Simulation nicht mehr I6ste (Abb. D.30). Diese
Beobachtungen deuten eine wichtige Rolle dieser Kationen in der Hadmolymphe, als
auch im Puffer an. Durch ihre Interaktion mit diversen Aminosduren erhéhen sie die
Stabilitat der Quartarstruktur des Proteins. Es konnte eine kurzzeitige Verbindung
zwischen Untereinheit VI und V in der Nahe der beschriebenen Massebriicke 5
beobachtet werden, die durch ein Ca®*-lon vermittelt wurde (Abb. D.30
orangefarbener Kasten). Weiterhin wurde zwischen den Untereinheiten 1lIB, IV und V
eine komplexe molekulare Bindung entdeckt, welche durch ein MG?*-lon vermittelt
wurde. Diese Bindung ergab sich bereits nach 10 ns und blieb bis zum Ende der
Simulation stabil. Hierbei spielten vor allem die Aminosduren D277 (Untereinheit
lIB), E275 (Untereinheit IV) und D280 (Untereinheit V), die zusammen mit dem Mg?*-
lon in Kontakt traten, eine Rolle. Die mittlere Distanz zwischen den drei Aminosduren
zum Mg?*-lon lag zwischen 4-5 A (Abb. D.30 blauer Kasten).
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Abb. D.30: Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Abstidnde zwischen ausgewdhlten
Aminosduren und einigen Kationen wahrend der MD-Simulation. Die Bindungen zwischen den
Aminosduren und den Ca®- bzw. MG?*-lonen sind sehr stabil gewesen. Knapp 40 % der
Simulationszeit interagierten E294 und E493 mit demselben Ca?*-lon (Atomnummer 2543) und
verbanden so die Untereinheiten VI und V (orangefarbener Kasten). Ahnliches lieB sich auch
zwischen D277 (Untereinheit 11IB), D280 (Untereinheit V) und E275 (Untereinheit 1V) beobachten,
die abwechselnd mit dem gleichen MG?*-lon (Atomnummer 2601) in Kontakt standen, und so die
drei Untereinheiten miteinander verknlpften (blauer Kasten).
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D. Diskussion

3.3 Interfaces zwischen den 4x6-meren des 8x6-mers

Die in dieser Arbeit berechneten 3D-Rekonstruktionen des Hamocyanins von
L. polyphemus weisen zwischen den beiden 4x6-meren des oxy-8x6-mers vier
verschiedene Interfaces und beim deoxy-8x6-mer drei Interfaces auf. Beide
3D-Rekonstruktionen zeigen das IlIA-llIB-Interface, das Ill-IV-Interface und das
IV-IV-Interface. Das IlIA-lllA-Interface lasst sich dagegen nur in der 3D-
Rekonstruktion des oxy-8x6-mers erkennen. Diese vier Interfaces wurden bereits
beschrieben (Martin et al., 2007), jedoch lassen sich aufgrund der verbesserten
Aufldsung jetzt neue Details erkennen. Ebenso gibt es einige strukturelle
Unterschiede zwischen den Interfaces des oxy- und des deoxy-8x6-mers. Einen
Uberblick der einzelnen Positionen der vier Interfaces zwischen den beiden 4x6-
meren im 8x6-mer zeigt Abb. D.31.

Abb. D.31: Das 8x6-mer von L. polyphemus, das sich aus den beiden 4x6-meren (transparent
blau/gelb) zusammensetzt. Die Positionen der vier Interfaces sind farbig markiert. Gelb: Das
IIA-1lIA-Interface (nur im oxy-8x6-mer); Grin: Das IlIA-llIB-Interface; Hellblau: Das II-IV-
Interface; Rot: das IV-IV-Interface.

158



Interfaces zwischen den 4x6-meren des 8x6-mers

Das llIA-llIA-Interface

Das IlIA-llIA-Interface wurde bereits ausfihrlich beschrieben (Martin et al., 2007,
Dejung, 2014) und tritt in den aktuell berechneten 3D-Rekonstruktionen nur beim
oxy-8x6-mer auf. Die Massebriicke wird zwischen den Doménen #1 und #3 der
beiden Untereinheiten ausgebildet. Die sich gegenuberliegenden Aminoséuren
¥DKD'™® sind in der Lage, zwei Salzbriicken zwischen den Untereinheiten
auszubilden. Diese mégliche Verbindung ist von vier Histidinen (2x H423, 2x H134)
umgeben, die so das Interface zusétzlich beeinflussen kénnten (Abb. D.32 A).

Im deoxy-8x6-mer sind die beiden Untereinheiten des Typs IlIA zu weit voneinander
entfernt, um in Kontakt zu treten. Dieser groBere Abstand hangt mit der zusatzlichen
Rotation zusammen, die bei den vier 2x6-meren im deoxy-Zustand auftritt. Dadurch
drehen sich beide Untereinheiten voneinander weg und das Interface 18st sich auf
(Abb. D.32 B).

Untereinheit IIIA

L
HIS 423. Untereinheit IIIA

SER 424.

LYS 137.

HIS 423.

Untereinheit IIIA

//U&/ //‘Unt;a)r/einhe;xt IIIA /

Abb. D.32: Das IlllIA-llIA-Interface im (A) oxy- und (B) deoxy-8x6-mer. A:Die sich
gegentiberliegenden Aminosduren D136 und K137 sind der Lage, zwei Salzbrlicken zu bilden. Die
Massebriicke selbst wird von vier weiteren Histidinen (2x H423, 2x H134) flankiert. B: Durch die
Rotation der beiden Hexamere drehen sich beide Untereinheiten voneinander weg. Der Abstand
erhoht sich auf ca. 12 A und das Interface I6st sich auf.

Aufgrund des ausschlieBlichen Auftretens des IlIA-IlIA-Interfaces beim oxy-8x6-mer
ist es wahrscheinlich, dass es eine Rolle bei der Weiterleitung von allosterischen
Signalen zwischen den beiden 4x6-meren spielt, indem es wie eine Art Schalter
wirkt. Hinzu kommt, dass dieses Interface im oxy-8x6-mer die beiden 4x6-mere
enger zusammenhalt, und so das gesamte Protein in sich geschlossener wirkt.
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Das IlIA-llIB-Interface
Das llIA-llIB-Interface weist zwischen dem oxy- und deoxy-8x6-mer deutliche

strukturelle Unterschiede auf. Im oxy-8x6-mer gibt es zwei Kontaktpunkte, an denen
sich beide Untereinheiten ndher kommen. Im Bereich der ersten Massebrlicke liegen
die Aminosduren “*TSG*®, die sich im Loop zwischen B-Faltblatt 7 und 8 von
Untereinheit [lIA befinden, und die Aminosduren **EEPH*® von Untereinheit IIIB.
Hier kdnnte H298 mit T446/S447 interagieren. In der Nahe der zweiten Bricke
befinden sich **°TKH*? von Untereinheit IlIA sowie *DWEQD*® von Untereinheit
[1IB. E561 kdnnte hierbei mit K451 eine Salzbrliicke bilden. Auch ist eine mégliche
Interaktion mit H452 mdoglich. T450 und Q562 kdnnten zusammen eine
Wasserstoffbriicke ausbilden und so auch eine Verbindung zwischen den beiden
Untereinheiten herstellen (Abb. D.33 A).

Im deoxy-8x6-mer ergibt sich ein vollig anderes Bild. Durch die Rotation der
Hexamere im 2x6-mer drehen sich beide Untereinheiten IlIA und IlIB aufeinander zu.
Das llIA-1lIB-Interface wird so kompakter. Die zuvor beschriebene Massebriicke 1
|6st sich komplett auf. Die Aminosduren “*TSG** von Untereinheit llIIA scheinen nun
mit ¥?HHQ*®* der Untereinheit IlIB in Kontakt zu treten. Direkt daneben ergibt sich
eine zweite Briicke zwischen S449 und Q562. Diese beiden Aminosauren liegen nur
3 A voneinander entfernt. Zu beachten wé&ren auch noch die beiden Lysine
K591/592 von Untereinheit IlIB. Beide ragen in Richtung von Massebriicke 2, so
dass es zu einem Kontakt zwischen dem Serin und einem der beiden Lysine
kommen kénnte. Die dritte Massebrlicke befindet sich unterhalb der Massebrlicke
2. Bei dieser kénnte es sich um eine Salzbriicke handeln, die von E560 (Untereinheit
[IA) und K452 (Untereinheit IlIB) gebildet wird (Martin et al., 2007) (Abb. D.33 B).

Interessanterweise wird auch dieses Interface von einer groBen Anzahl aromatischer
Aminosauren flankiert: FUnf Histidine (H452, H561 in Untereinheit IlIA; H382, H382
und H453 in Untereinheit 1lIB), zwei Phenylalanine (F384 in Untereinheit IIIA und
F387 in Untereinheit 1lIB) und zwei Tryptophane (W559 in Untereinheit IlIA und W560
in Untereinheit 11IB).
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Abb. D.33: Das llIA-llIB-interface im (A) oxy- und (B) deoxy-8x6-mer. A: Briicke 1 bildet sich sehr
wahrscheinlich durch polare Wechselwirkungen zwischen “*TSG**#® von Untereinheit IlIA und
295EEPH?%® yon Untereinheit 1IIB. An der zweiten Briicke kénnten die Aminoséuren “°TKH*? von
Untereinheit 1A sowie **DWEQD®®® von Untereinheit IlIB beteiligt sein. B: Im deoxy-8x6-mer drehen
sich die beiden Untereinheiten aufeinander zu. Es kommt so zu einer Umbildung des IlIA-IIIB-
Interfaces. Die in (A) beschriebene Briicke 1 16st sich auf. Die Aminosduren **TSG*® von
Untereinheit llIA treten im deoxy-8x6-mer wahrscheinlich mit *2HHQ3* von Untereinheit 1lIB in
Kontakt. Massebriicke 2 kdnnte durch eine Wasserstoffbriicke entstehen, die sich zwischen S449
(Untereinheit 111IA) und Q562 (Untereinheit 11IB) mdglicherweise ausbildet. Massebriicke 3 wurde
bereits beschrieben (Martin et al.,2007). Hier handelt es sich wahrscheinlich um eine Salzbriicke, die
zwischen E560 (Untereinheit 1lIA) und K452 (Untereinheit 1lIB) entsteht.

Das Il-IV-Interface

Das II-IV-Interface besteht aus einer einzelnen Massebriicke und ist bereits bekannt
(Martin et al., 2007). Es unterscheidet sich jedoch in der aktuellen 3D-Rekonstruktion
des oxy-8x6-mers durch die Position der Aminosduren. Die Glutaminsaure E66, die
sich am Ende der Helix a4 von Untereinheit Il befindet, bildet mit K67, welche im
Loop zwischen Helix a4 und a5 von Untereinheit IV liegt, eine Salzbriicke aus
(Abb. D.34 A).

Im deoxy-8x6-mer verlagert sich die Massebriicke ein wenig. Sie liegt hier zwischen
den Aminosauren ®DFND", die sich am Anfang der Helix a5 von Untereinheit I
befinden, und den Aminosauren *KNFD", die am Ende des Loops zwischen Helix
a4 und a5 bzw. am Anfang von Helix a5 liegen. Hier kdnnte eine Salzbriicke
zwischen D72 und K67 entstehen. Ebenso sind polare Wechselwirkungen zwischen
D69/N71 (Untereinheit Il) und N68/D70 (Untereinheit IV) mdglich (Abb. D.34 B).
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Weiterhin wird das Interface von vier Phenylalaninen (F70/F73 beide auf Untereinheit
Il; F69, F71 beide auf Untereinheit V) flankiert.
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Abb. D.34: Das Interface II-IV im (A) oxy- und (B) deoxy-8x6-mer. A: Es handelt sich vermutlich um
eine Salzbricke (griner Pfeil), die zwischen E66 (Untereinheit Il) und K67 (Untereinheit IV) entsteht.
B: Im deoxy-8x6-mer verlagert sich die Massebricke des II-IV-Interfaces. Hier kénnte D72
(Untereinheit Il) mit K67 (Untereinheit 1IV) eine stabile Salzbriicke ausbilden. Ebenso sind polare
Wechselwirkungen zwischen D69/N71 (Untereinheit 1) und N68/D70 (Untereinheit IV) mdglich und
kénnten zu dieser Massebriicke beitragen (griner Pfeil).

Das IV-IV-Interface

Das IV-IV Interface bildet eine groBe zentrale Massebriicke zwischen den beiden
4x6-meren des 8x6-mers aus. Es ist sowohl in der oxy-, als auch in der deoxy-3D-
Rekonstruktion des LpHs friihzeitig zu erkennen, weit bevor der massekorrelierte
Schwellenwert erreicht ist. Das Interface konnte bereits in einer 40 A-3D-
Rekonstruktion identifiziert werden (Taveau et al., 1997) und wurde von Martin et al.,
(2007) genauer beschrieben. Mit Hilfe der aktuellen 3D-Rekonstruktionen ist eine
detailliertere Beschreibung des Interfaces mdglich. Zusatzlich lassen sich
strukturelle Unterschiede zwischen dem oxy- und deoxy-IV-IV-Interface erkennen.

Die Bildung des Interfaces erfolgt Gber die Doméne #3 beider Untereinheiten. Im
Bereich der Massebricke liegen sich Abschnitte der B-Faltblatter 7, 8, 9, 10 und die
Loops, die die B-Faltblatter 7-8 sowie 9-10 verbinden, antiparallel gegenltber. Beim
oxy-8x6-mer lassen sich seitlich der zentralen Hauptbriicke noch zwei zuséatzliche
kleinere Massebriicken erkennen, die in der aktuellen 3D-Rekonstruktion des
deoxy-8x6-mers nicht auftreten. Diese beiden Massebricken kdnnten durch eine
Bindung zwischen E566, das sich im Loop zwischen den beiden kurzen Helices a25
und a26 befindet, und H492, das am Anfang von B-Faltblatt 10 liegt, entstehen
(Abb. D.35 A).
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Im IV-IV-Interface des deoxy-8x6-mers sind die beiden seitlichen Massebricken
nicht vorhanden. Durch die zusatzliche 4° Rotation der beiden beteiligten Hexamere
drehen sich beide Typ-IV-Untereinheiten leicht voneinander weg. Diese kleine
Distanzédnderung zwischen den beiden Untereinheiten hat auf die zentrale
Massebriicke keinen groBen Einfluss, aber die Distanz zwischen E566 und H492 ist
nun so groB, dass sie nicht mehr miteinander in Kontakt treten kénnen, wodurch
sich die beiden Seitenbriicken auflésen (Abb. D.35 B). Die zentrale Massebriicke
des IV-IV-Interfaces zeigt in der 3D-Rekonstrukion des oxy-, als auch des deoxy-
8x6-mers einen fast identischen Aufbau. Die duBeren Bereiche dieser kompakten
Massebriicke kénnten durch zwei Salzbriicken gebildet werden, die sich zwischen
K490 und E559 ausbilden (Abb. D.35 A/B). Direkt daneben befinden sich zwei
identische Cluster, die sich aus je finf aromatischen Aminosduren zusammensetzen.
Im Zentrum eines solchen Clusters befindet sich das Tryptophan W558. Es ist von
vier Histidinen umgeben (H451, H485, H489, H562). Die Ringsysteme der
aromatischen Aminosduren kdénnen Uber m-m-stacking und Wasserstoff-i-
Interaktionen in Kontakt treten und so die zentrale Massebricke stabilisieren
(Abb. D.35 C/D). Das Histidin H489 spielt bei diesem Cluster eine besondere Rolle,
da es sich auf der gegenlberliegenden Untereinheit IV befindet und zu dem
Tryptophan W558 einen sehr geringen Abstand von 2-3 A aufweist. Es ist maoglich,
dass das Tryptophan W558 durch ein allosterisches Signal seine Position in Bezug
auf das Histidin H489 verandert, und so eine Konformationsdnderung des
Proteinrlickgrats hervorruft (Martin et al., 2007). Die Lange, Lage und Orientierung
des Interfaces koénnten sich dadurch maBgeblich verdndern. Umgeben von den
beiden aromatischen Clustern liegen sich im Zentrum der Massebriicke die
Aminos&uren V449 mit einem Abstand von 2-3 A gegenliber. Diese kénnten Uber
hydrophobe Wechselwirkungen in Kontakt treten (Abb. D.35 E/F). Ebenso kénnte
eine Wasserstoffbriicke die polare Aminosaure T448 mit dem gegenUberliegenden
K450 verbinden.

Dieses Interface zeigt eindrucksvoll, welch wichtige Rolle die Aminosaure Histidin
beim Aufbau der Interfaces spielen kénnte. Alleine beim IV-IV-Interface sind 14
Histidine teilweise direkt am Aufbau bzw. an der Stabilisierung der zentralen
Massebriicke und der beiden Seitenbriicken (im oxy-8x6-mer) beteiligt. Dieses
Interface ist mit groBer Wahrscheinlichkeit maBgeblich an der Weiterleitung von
allosterischen Effekten zwischen den beiden 4x6-meren des 8x6-mers beteiligt.
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Abb. D.35: Strukturelle Unterschiede zwischen dem oxy-IV-IV-Interface (A, C, E) und dem
deoxy-IV-IV-Interface (B, D, F). A: Die Aminosduren E566 und H492 kdénnten miteinander
interagieren und so die seitlichen Massebriicken ausbilden (gelber Pfeil). B: Durch die Rotation der
Hexamere beim deoxy-8x6-mer verdrehen sich beide Untereinheiten. Der Abstand zwischen E566
und H492 vergréBert sich, wodurch sich die Massebriicke zwischen beiden Aminosauren auflost.
A/B: Der duBere Bereich der zentralen Massebriicke kénnte durch zwei Salzbriicken gebildet werden
die zwischen E559 und K490 entstehen. C/D: Die beiden Cluster aus den insgesamt zehn
aromatischen Aminoséduren befinden sich genau im Massebereich der Briicke. Die aromatischen
Ringsysteme kénnen sowohl Uber ri-rr-stacking als auch tGber Wasserstoff-m-Interaktionen in Kontakt
treten und so die Untereinheiten miteinander verbinden. E/F: In der Mitte der zentralen Massebriicke
liegen sich die Aminoséuren V449 gegeniber. Diese kdnnten Uber hydrophobe Wechselwirkungen
miteinander interagieren.
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MD-Simulation des IV-IV-Interfaces im deoxy-8x6-mer

Wie bereits fur das VI-IlIIB/IV/V-Interface, das zwischen den beiden 2x6-meren des
4x6-mers lokalisiert ist, wurde auch fir das IV-IV-Interface eine MD-Simulation
durchgefuhrt. Dies sollte einen Einblick in mdgliche Interaktionen der am Interface
beteiligten Aminosauren geben. Die MD-Simulation wurde im Standardmodus
berechnet, so dass alle Histidine im neutralen Zustand vorlagen. Um die beiden
Untereinheiten bei der Auswertung der MD-Simulation besser unterscheiden zu
kénnen, wurden sie als Typ IV A und Typ IV B bezeichnet.

Die AuBenbereiche der Bricke kénnten aus zwei Salzbriicken bestehen, die sich
zwischen E559/A und K490/B bzw. E559/B und K490/A bilden. Ebenso war eine
Bindung zwischen E559 A/B und H489 A/B mdglich. Mit der MD-Simulation konnte
gezeigt werden, dass zwischen E559 A/B und K490 A/B zu ca. 70 % der
Gesamtsimulation eine potentielle Bindung bestand (Abb. D.36 A). Eine weitere
mdgliche Interaktion wurde auch zwischen E559/A und H489/B festgestellt.
Allerdings lagen diese beiden Aminosauren etwas weiter voneinander entfernt
(ca. 5-6 A) im Vergleich zu E559/A und K490/B (ca. 3-5 A). Zwischen E559/B und
H489/A war zu 95 % der Simulationszeit keine Bindung mdglich, da der Abstand
zwischen beiden zu groB war (ca. 6-8 A) (Abb. D.36 A).

Direkt neben den beiden mdglichen Salzbricken befinden sich die beiden
aromatischen Aminosédure-Cluster. Die Aminosduren von Cluster 1, der sich aus
Tryptophan W558/A und den Histidinen H451/A, H485/A, H562/A und H489/B
zusammensetzt, wiesen untereinander wahrend der MD-Simulation Abstdnde von
4-7 A auf. Dabei schienen die Bindungen zwischen W558/A und H562/A sowie
zwischen W558/A und H451/A Uber die 100 ns MD-Simulation am stabilsten zu sein.
Die Abstiande zwischen diesen lagen zu 80 % der Simulationszeit bei ca. 5 A. Im
Vergleich dazu schwankten die Abstédnde von H485/A und H489/B zu W558/A lber
die gesamte MD-Simulation zwischen 4-8 A (Abb. D.36 B).

Der zweite Cluster auf der gegenuberliegenden Seite des Interfaces setzt sich aus
dem Tryptophan W558/B und den vier Histidinen H451/B. H485/B. H562/B und
H489/A zusammen. Im Vergleich zu Cluster 1 gab es hier keine stabilen Absténde
zwischen den Histidinen zu dem Tryptophan. Die Abstande aller vier moglichen
Bindungen schwankten im Bereich von 4-8 A (Abb. D.36 C).

Aufgrund der héaufig wechselnden Abstédnde zwischen den vier Histidinen zum
Tryptophan ist eine genauere Aussage zum Cluster 2 nicht mdglich (s. Abschnitt
D.3.5. Zusammenfassung zu den MD-Simulationen).
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Abb. D.36: MD-Auswertung von Interface IV-IV. Prozentuale Verteilung der Abstdnde zwischen den
Aminosduren wéhrend der MD-Simulationszeit von 100 ns. A: Zwischen E559/A<=K490/B und
E559/B<>K490/A ist zu ca. 70 % der Simulationszeit eine Bindung mdglich. Eine weitere Bindung
ist zwischen E559/A<>H489/B erkennbar. Der Abstand zwischen den beiden Aminoséuren ist im
Vergleich zu E559/A<K490/B jedoch etwas groBer (4-6A). Eine Bindung zwischen
E559/B<-H489/A kann ausgeschlossen werden. B: Die prozentuale Verteilung der Abstédnde der
Aminosduren innerhalb von Cluster 1. Zwischen W558/A<sH562/A scheint zu 82 % der
Simulationszeit eine Bindung moéglich zu sein. Bei W558/A<>H451/A liegt der Wert bei ca. 60 %.
Die beiden anderen Verbindungen weisen jeweils nur eine mégliche Bindung von ca. 30 % der
Simulationszeit auf. C: Die prozentuale Verteilung der Abstdnde der Aminoséduren innerhalb von
Cluster 2. Die Abstande schwanken bei allen vier méglichen Verbindungen wahrend der gesamten
MD-Simulation zwischen 4-8 A. Eine mogliche Interaktion zwischen W558/B<>H485/B sowie
W558/B<>H562/B ist im Vergleich zu W558/B<>H489/A und W558/B<>H451/B etwas hoher.

166



Interfaces zwischen den 4x6-meren des 8x6-mers

Im Zentrum der Bricke liegen sich die beiden Aminosduren V449 A/B direkt
gegenlber. Zu 65 % der gesamten Simulationszeit ist eine Interaktion zwischen den
beiden Aminosduren moglich (Abb. D.37, blauer Kasten). Durch hydrophobe
Wechselwirkungen treten sie miteinander in Kontakt und verbinden die beiden
Untereinheiten miteinander.

Neben den mdglichen Interaktionen der Aminosduren, die zwischen den
Untereinheiten auftreten kénnen, wurden auch zwei Verbindungen gefunden, die
sich wahrend der MD-Simulation innerhalb der einzelnen Untereinheiten gebildet
haben. In beiden Untereinheiten traten wahrend der MD-Simulation die Aminos&uren
E387 mit K450 in Kontakt. Eine mdégliche Bindung zwischen den beiden war zu
knapp 50% der Simulationszeit méglich (Abb. D.37 gelber Kasten)

IV V449 A-IV V449 B o @]@ .
; 1 ; ; 1 1 ; 1 I
intra_IV_E387_A-IV_K450 A 9009 -
—
intra_IV_E387_B-IV_K450 B o DD o
:

0 2 4 6 8 10 12 14 >15
Distanz in Angstrom

Abb. D.37: MD-Auswertung von Interface IV-IV. Prozentuale Verteilung der Absténde zwischen
den Aminosauren wahrend der MD-Simulation. Wahrend 65 % der Gesamtsimulationszeit ist
eine Bindung zwischen den beiden Aminosduren V449 A/B durch hydrophobe
Wechselwirkungen mdglich (blauer Kasten). Die internen Verbindungen zwischen
E387/A<=K450/A sowie E387/B<=K450/B sind zu knapp 55 % der gesamten Simulationsdauer
von 100 ns mdglich (gelber Kasten).

Weiterhin lieBen sich mehrere Bindungen zwischen Aminosduren und einigen
zweiwertigen Kationen finden. Diese Bindungen waren Uber die gesamte
MD-Simulation meist sehr stabil (Abb. D.38 A/B). Die Ca?*-lonen binden dabei
bevorzugt an Asparagin- und Glutaminsduren. In einigen Bereichen der
Untereinheiten scheinen Mg**-lonen als Briickenelement zwischen zwei
Aminosduren zu dienen (Abb. D.38 B) und stabilisierten so mdglicherweise die
Tertidrstruktur der Untereinheit.
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Abb. D.38: MD-Auswertung von Interface IV-IV. Zeitliche Verdnderung der Abstidnde zwischen
Aminosauren und Kationen, die wéhrend der MD-Simulation in Kontakt treten. A: Die Bindung erfolgt
in den meisten Fallen bereits in den ersten 10-20 ns der Simulation und bleibt dann sehr stabil
(D284/B<=CA1253 (lila), E122/A<=CA1255 (cyan), E122/B<>CA1248 (turkis). Eine Besonderheit ldsst
sich bei der Bindung H40/A<=MG1277 (rot) erkennen. Diese Bindung scheint sich bereits bei der
Equilibrierung des Systems (also vor der eigentlichen MD-Simulation) ausgebildet zu haben. Ab der
80 ns scheint sich diese Bindung zu Iésen, was durch die ansteigende Distanz zwischen H40/A und
MG1277 bestatigt wird. B: Ein Mg?*-lon, das sich zwischen zwei saure Aminoséuren positioniert und
diese indirekt miteinander verbindet. Die Bindung zur Asparaginsaure D410/B und der Glutaminsaure
E514/B beginnt ungeféhr ab der 45 ns und endet ca. bei 85 ns der Simulation.
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3.4 Zusammenfassung zum Vergleich der Interfaces

Bisher waren 11 Interfacetypen zwischen den Hexameren des LpH bekannt. Diese
wurden mit Hilfe einer 3D-Rekonstruktion, die eine Aufldsung von ca. 12 A besaB,
erstmals beschrieben (Martin et al., 2007) und betrafen offensichtlich den
oxy-Zustand des 8x6-mers.

Mit Hilfe der in dieser Arbeit neu berechneten 3D-Rekonstruktionen des oxy- und
deoxy-8x6-mers des Hamocyanins von L. polyphemus konnten aufgrund der
verbesserten Auflésung die verschiedenen Kontaktstellen zwischen den einzelnen
Hexameren detaillierter beschrieben werden. Das verbesserte starre und flexible
Einpassen der Untereinheiten in die beiden 3D-Rekonstruktionen ermdéglichte eine
genauere Identifizierung der Aminosauren, die an der Ausbildung der verschiedenen
Interfaces zwischen den Hexameren beteiligt sein kénnten. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass sich die meisten Interfaces zwischen dem oxy- und deoxy-8x6-mer
strukturell voneinander unterscheiden. Ausschlaggebend daflir ist die um ca. 8°
unterschiedliche Verdrehung zwischen den Hexameren im 2x6-mer. Da diese
Strukturveranderung aufgrund der D2-Symmetrie alle vier 2x6-mere im 8x6-mer
betrifft, hat dies Einfluss auf alle vorhandenen Interfaces.

Die Rotation zwischen den beiden Hexameren des 2x6-mers wirkt sich auf die
meisten Interfaces direkt aus. Gerade die Interfaces II-Il und V-VI zeigen, dass es im
oxy- und im deoxy-2x6-mer zu unterschiedlichen Kontakten zwischen den
Hexameren kommt. Es deuten sich Massebriicken im deoxy-2x6mer an, die im
oxy-2xémer nicht vorhanden sind. Weiterhin sind Verlagerungen und
Neupositionierungen von Massebriicken innerhalb der Interfaces zu erkennen, wie
zum Beispiel beim Interface lI-1V und II-IV/VI.

Die Interfaces V-VI und VI-IlIB/IV/V, die zwischen den beiden identischen 2x6-meren
des 4x6-mers lokalisiert sind, zeigen im deoxy-4x6-mer einen leicht kompakteren
Aufbau, der dazu fiuhrt, dass sich zusétzliche Massebricken zwischen den
beteiligten Untereinheiten ausbilden, die im oxy-4x6-mer nicht auftreten (Beispiel:
Massebricke 4 beim Interface V-VI, Massebriicke 3+4 beim Interface VI-IIIB/IV/V).
Das Interface V-V ist im deoxy-4x6-mer nicht vorhanden, da sich die beiden
Hexamere, in denen die Untereinheit des Typs V lokalisiert ist, voneinander
wegdrehen. Bei den Interfaces llIA-IIIB und II-IV, die sich zwischen den beiden
4x6-meren des 8x6-mers befinden, kommt es zwischen oxy- und deoxy-8x6-mer zu
einer Verschiebung der jeweiligen Kontaktstelle. Diese Verschiebung hat zur Folge,
dass sich zwischen den Untereinheiten neue Massebricken ausbilden bzw. sich die
Positionen der Massebricken verschieben.
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Das IlIA-lllA-Interface ist im deoxy-8x6-mer nicht vorhanden, da sich beide
Untereinheiten durch die zusétzliche Rotation der Hexamere zu weit voneinander
entfernen. Das zentral gelegene IV-IV-Interface weist im oxy-8x6-mer seitlich zwei
zusatzliche Massebriicken auf, die im deoxy-8x6-mer nicht auftreten. Der
kompakten Bricke des IV-IV-Interfaces macht die zusétzliche Rotation der
Hexamere im deoxy-8x6-mer nichts aus. In Position und Aufbau bleibt sie im oxy-
und im deoxy-8x6-mer gleich. Die Stabilitat dieser Briicke ist ein Hinweis darauf,
welch wichtige Rolle die Untereinheit des Typs IV fir die Aufrechterhaltung der
Quartéarstruktur des 8x6-mers spielt. Diese Annahme wird von Reassemblierungs-
experimenten gestitzt, die zeigten, dass Untereinheit IV fir den Aufbau des nativen
8x6-mers zwingend erforderlich ist (Bijlholt et al., 1979; Brenowitz et al., 1983).

Zu den Interfaces, an denen die Untereinheiten V und VI beteiligt sind, muss erwahnt
werden, dass beide an dieser Position auch vertauscht vorliegen kénnten. Die
Immunolokalisation, auf der diese Topologie beruht, konnte diesen Punkt nicht
klaren (Lamy et al., 1983). Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mich an die Topologie
der Untereinheiten gehalten, die in anderen Publikationen aufgefihrt wurde
(Lamy et al., 1981; Markl et al., 1981; Lamy et al., 1983; Martin et al., 2007).
Zusétzlich tauschte ich bei allen Interfaces, an denen die Untereinheiten V und VI
beteiligt sind, diese gegeneinander aus und Uberprifte die Interfaces erneut. Hierbei
stellte sich heraus, dass sowohl Untereinheit V als auch Untereinheit VI in der Lage
sind, die entsprechenden Brlicken der jeweiligen Interfaces auszubilden. Die an den
moglichen Briicken beteiligten Aminosauren befinden sich in beiden Untereinheiten
an den identischen Positionen. Eine genauere Festlegung der Position von
Untereinheit V und VI innerhalb des 8x6-mers war somit nicht méglich.

Insgesamt konnten hier 12 verschiedene Interfacetypen identifiziert werden. Das
oxy-8x6-mer weist alle 12 Interfaces auf, von denen 11 bereits von Martin et al.
(2007) beschrieben wurden. Zusammengefasst bilden diese 102 Massebriicken
zwischen den einzelnen Hexameren des oxy-8x6-mers aus. Das deoxy-8x6-mer
besitzt 10 der 12 Interfacetypen. Obwohl das deoxy-8x6-mer zwei Interfaces
weniger aufweist, konnten zwischen den einzelnen Hexameren des 8x6mers
126 Massebriicken nachgewiesen werden. Die erhdéhte Anzahl an Bricken im
deoxy-8x6-mer lasst sich zum einen durch die strukturellen Unterschiede der
Quartéarstruktur erklaren und zum zweiten lassen sich durch die etwas bessere
Auflésung der 3D-Rekonstruktion des deoxy-8x6-mers im Vergleich zur
3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers mehr Details erkennen. Aufgrund der
aktuellen Auflésung beider 3D-Rekonstruktionen ist es nicht mdglich gewesen,
anhand einer Elektronendichtekarte eine C-alpha-Kettenermittlung durchzufihren,
um die exakte Position der Aminosauren innerhalb der 3D-Rekonstruktion zu
ermitteln.
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Das flexible Einpassen der pseudoatomaren Modelle in die 3D-Rekonstruktionen
ermdglichte jedoch die starke Eingrenzung einiger Aminosauren, die potentiell an
der Bildung verschiedener molekularer Bricken im Bereich der beschriebenen
Interfaces beteiligt sein koénnten. Die genaue Aufteilung der Interfaces und
Massebriicken im deoxy-8x6-mer sowie der Vergleich zum oxy-8x6-mer zeigt

Tabelle D.6

A) deoxy-8x6-mer Interfacetypen Anzahl der Briicken zwischen den Untereinheiten
2x 1x6-mer =» 2x6-mer 5 4 x 18 = 72 (innerhalb der vier 2x6-mere)

2x 2x6-mer =» 4x6-mer 2 2 x 18 = 36 (innerhalb der beiden 4x6-mere)

2x 4x6-mer =» 8x6-mer 3 1 x 18 = 18 (zwischen den zwei 4x6-meren)
Insgesamt 10 126

B) oxy-8x6-mer Interfacetypen Anzahl der Briicken zwischen den Untereinheiten
2x 1x6-mer =» 2x6-mer 5 4 x 13 = 52 (innerhalb der vier 2x6-mere)

2x 2x6-mer =» 4x6-mer 3 2 x 15 = 30 (innerhalb der beiden 4x6-mere)

2x 4x6-mer =» 8x6-mer 4 1 x 20 = 20 (zwischen den zwei 4x6-meren)
Insgesamt 12 102

C) oxy-8x6-mer Interfacetypen Anzahl der Briicken zwischen den Untereinheiten
(Martin et al., 2007)

2x 1x6-mer =» 2x6-mer 4 4 x 6 = 24 (innerhalb der vier 2x6-mere)

2x 2x6-mer =» 4x6-mer 3 2 x 5 =10 (innerhalb der beiden 4x6-mere)

2x 4x6-mer =» 8x6-mer 4 3 x 4 =12 (zwischen den zwei 4x6-meren)
Insgesamt 11 46

Tab. D.6: Auflistung der verschiedenen Interfacetypen und der Anzahl der zugehdrigen molekularen
Briicken innerhalb des (A) deoxy-8x6-mers, (B) oxy-8x6-mers und (C) oxy-8x6-mers nach
Martin et al., (2007). A: Das deoxy-8x6-mer besitzt 10 der 12 beschriebenen Interfacetypen, die
zusammen 126 Massebriicken umfassen. Jeweils 18 Briicken befinden sich in den 5 Interfacetypen,
die zwischen den beiden Hexameren des Dodekamers liegen (bei vier 2x6-meren: 18 x 4 = 72).
Insgesamt 18 Briicken werden von den 2 Interfacetypen gebildet, die zwischen den beiden
identischen 2x6-meren des 4x6-mers auftreten (bei zwei 4x6-meren: 18 x 2 = 36). Die
3 Interfacetypen zwischen den beiden 4x6-meren des deoxy-8x6-mers besitzen insgesamt
18 Bricken. B: Im Vergleich zu (A) lieBen sich in der 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers
12 Interfacetypen identifizieren, die zusammen 102 Massebriicken aufweisen. Zwischen den beiden
Hexameren des 2x6-mers sind ebenfalls 5 verschiedene Interfacetypen vorhanden, die zusammen
13 Bricken besitzen (bei vier 2x6-meren: 13 x 4 = 52). Das 4x6-mer wird von 3 Interfacetypen
verbunden, die die zwei 2x6-mere Uber insgesamt 15 Bricken miteinander verbinden (bei zwei
4x6-meren: 15 x 2 = 30). 4 Interfacetypen verbinden die beiden 4x6-mere des oxy-8x6-mers. Hier
sind insgesamt 20 Briicken beteiligt. (C) Die 3D-Rekonstruktion des oxy-8x6-mers vom LpH nach
Martin et al., 2007 wies insgesamt 11 unterschiedliche Interfacetypen auf, die zusammen 46 Bricken
ausbildeten. 4 Interfacetypen bildeten 6 Briicken zwischen den beiden Hexameren des 2x6-mers
aus (bei vier 2x6-meren: 6 x 4 = 24). 3 Interfacetypen mit insgesamt 5 Bricken befinden sich
zwischen den beiden 2x6-meren die ein 4x6-mer bilden (bei zwei 4x6-meren: 5 x 2 = 10). Die beiden
4x6-mere des oxy-8x6-mers sind Uber vier verschiedene Interfacetypen miteinander verbunden, die
zusammen 12 Bricken ausbilden.
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AuBer beim lI-IV-Interface, das zwischen den beiden 4x6-meren des 8x6-mers
lokalisiert ist, ist an allen Interfaces die Aminosaure Histidin beteiligt, bzw. liegt sie in
unmittelbarer Nahe zu diversen Massebriicken, die innerhalb der verschiedenen
Interfaces auftreten. Durch ihre besondere Eigenschaft, dass sie als einzige
Aminosaure unter physiologischen Bedingungen sowohl als Protonenakzeptor als
auch Protonendonator fungieren kann, ist sie in vielen Proteinen an funktionellen
Interaktionen beteiligt.

Ein Wechsel vom oxygenierten in den deoxgenierten Zustand (bzw. umgekehrt) des
LpH kann mdglicherweise einen verdnderten Protonierungszustand des Histidins
hervorrufen. Dies hatte zur Folge, dass innerhalb der verschiedenen Interfaces neue
Briicken entstehen, oder auch verschwinden kdnnten. Solch eine Verdnderung hatte
eine direkte Auswirkung auf die Struktur und Funktion des gesamten 8x6-mers.
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3.5 Zusammenfassung zu den MD-Simulationen

MD-Simulationen erlauben einen detaillierten Einblick in die verschiedenen
Kontaktmdglichkeiten, die Aminosduren miteinander eingehen kdnnen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden jedoch aufgrund der enormen Rechenzeiten nur zwei
Interfaces des deoxy-8x6-mers mit Hilfe einer MD-Simulation genauer untersucht.
Hierbei handelte es sich um das VI-lIIB/IV/V-Interface (D.3.2, S.155) und das
IV-IV-Interface (D.3.3, S.166). Beide wurden im Standardmodus simuliert
(alle Histidine lagen im neutralen Zustand vor).

Die beiden Interfaces stellen flir eine MD-Simulation sehr groBe und komplexe
Gesamtsysteme dar, die einen hohen Rechenaufwand erfordern. Je gréBer solche
MD-Systeme sind, umso vorsichtiger muss man mit der Interpretation der
errechneten Ergebnisse sein. Folgende Aspekte wurden dabei beachtet:

Fir die entsprechenden Interfaces wurden nur die beteiligten Untereinheiten in die
Berechnung der MD-Simulation mit einbezogen. Das bedeutet, dass mdgliche
Interaktionen mit anderen benachbarten Untereinheiten auBer Acht gelassen
wurden. Somit befanden sich die Untereinheiten auch nicht in einer stabilen
Umgebung, die sie normalerweise durch ihre Positionen im Hexamer besitzen. Um
ein Auseinanderdriften der Untereinheiten zu verhindern, und das System allgemein
zu stabilisieren, wurden an den &uBersten Bereichen der Untereinheiten, die an den
Interfaces beteiligt waren, einige Aminosduren an ihrer Position "verankert", so dass
diese sich wahrend der MD-Simulation nicht fortbewegen konnten. Erst durch diese
Art der Stabilisierung war es mdglich, die Kontaktstellen zwischen den
Untereinheiten vermittels MD zu untersuchen.

Aufgrund dieser Fixierung wurde als Hinweis auf eine potentielle Bindung zwischen
zwei  Aminosédureresten nur ihr rdumlicher Abstand herangezogen. Die
Bindungsstarken, die Salzbriicken, polare und hydrophobe Wechselwirkungen
aufweisen, waren bei dieser Art der MD-Simulation vernachlassigbar.

Ebenso spielten bei der durchgefihrten Simulation das ausgewéhlte Kraftfeld, das
eingesetzte Puffermodell und die individuellen MD-Parameter eine Rolle, denn all
diese Faktoren nehmen groBen Einfluss auf ein MD-System. Generell kann man also
nicht sagen, dass die MD-Simulation eines molekularen Systems die Realitat 1:1
widerspiegelt. Fir eine erste Untersuchung und Analyse einiger potenzieller
Kontakte und Interaktionen, die in den Interfaces auftauchen kdnnen, erwies sich die
MD-Simulation jedoch als ein sehr geeignetes Mittel.

Um die Interaktionen zwischen den Hexameren noch besser zu verstehen, ware eine
MD-Simulation mit dem kompletten molekularen Modell aller 48 Untereinheiten des
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8x6-mers winschenswert. Die daflr erforderliche Rechenleistung kénnte jedoch von
den aktuell weltweit verfligbaren Supercomputern nicht erbracht werden. Die
Parallelberechnung einer 100 ns-MD-Simulation von vier Untereinheiten +
Puffersystem + Wassermoleklle umfasst knapp 360.000 Atome und dauert flnf
Tage. Mit jeder dazukommenden Untereinheit steigt der Rechenaufwand
exponentiell an. Ein weiteres Problem stellt der Speicherbedarf dar. Die finale MD-
Simulationsdatei des VI-IlIB/IV/VI-Interfaces besitzt ein Datenvolumen von 150 GB.
Auch der Speicherbedarf wachst exponentiell mit jeder zusatzlichen Untereinheit.
Die Gesamtheit dieser Faktoren setzt einer MD-Simulation des gesamten 8x6-mers
heute noch deutliche Grenzen.
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4. Analyse der 4,9 A-Struktur des 4x6-mers von C. truncata

Die 3D-Rekonstruktion des 4x6-mers des Maulwurfskrebs C. truncata bestatigte die
Zusammensetzung der vier Hexamere als Tetraeder (Cavellec et al., 1990; Markl &
Decker, 1992). Die hohe Auflésung der 3D-Dichtekarte des CtH erlaubte mir das
flexible Einpassen der pseudoatomaren Modelle beider Untereinheitentypen. Mit
Hilfe der Inter-Hexamer-Kontakte konnten die wahrscheinlichsten Positionen der
beiden Untereinheitentypen innerhalb der 3D-Rekonstruktion ermittelt werden.
Entscheidend ist dabei zum einen das Mengenverhéltnis 1:5 der beiden
Untereinheiten, das durch Quantifizierung der Banden im SDS-Gel ermittelt wurde
(Markl, unpubliziert). Zum anderen war es wichtig, davon auszugehen, dass alle
Hexamere gleich aufgebaut sind; dies hatten gelelektrophoretische Versuche
ebenfalls ergeben (Markl, unpubliziert). Die hier verwendete topologische Anordnung
der Untereinheiten mit CtH-2 als "Hexamer -Linker" ist mit Abstand die plausibelste.
Im Bereich der Interfaces kommen Aminoséuren der entsprechenden Untereinheiten
in unmittelbaren Kontakt und wéaren in der Lage miteinander zu interagieren
(s. Abschnitt C. 2.4). Tauscht man die beiden Untereinheitentypen an diesen
Positionen der 3D-Rekonstruktion gegeneinander aus, ergeben sich deutlich
weniger Kontaktmdglichkeiten. Zusatzlich unterstitzt die hier verwendete Topologie
die bestédtigte D2-Symmetrie des 4x6-mers. Der Untereinheitentyp CtH-2 fungiert
also als "Hexamer-Linker" und erméglicht so den Kontakt zwischen den
benachbarten Hexameren (Lamy et al., 1977; Markl et al., 1979a; 1981a; van
Bruggen et al., 1980; 1983; Stdcker et al., 1988). Diese Untereinheit ist entscheidend
fir den Aufbau des 4x6-mers. Der Untereinheitentyp CtH-1 kann als "Hexamer-
Former" bezeichnet werden (van Bruggen et al., 1980; Markl & Decker 1992), indem
er funf Positionen im 1x6-mer aufbaut, und im Tier auch als Homo-Hexamer auftritt
(Markl, unpubliziert).

4.1 Analyse des solitaren 2x6-mers als mogliches Halbmolekiul des
4x6-mers

Neben der Berechnung der 3D-Rekonstruktion des 4x6-mers war es mir moglich,
aus dem Datensatz des CtH eine 9,6 A-Rekonstruktion des mdglichen Halbmolekiils
(2x6-mer) zu erstellen, das in der Hamolymphe in geringer Menge auftritt
(Abb. C.19). Der Aufbau dieses 2x6-mers unterstitzt zusatzlich die verwendete
Topologie der Untereinheiten in der 3D-Rekonstruktion. Die beiden Hexamere des
2x6-mers werden durch eine breite Kontaktstelle zwischen zwei Untereinheiten
zusammengehalten. Es ist davon auszugehen, dass hier die beiden Untereinheiten
des Typs CtH-2 zusammentreffen und so die beiden Hexamere verbinden.
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Beim aus der Dichtekarte des 4x6-mers extrahierten 2x6-mer und der
3D-Rekonstruktion des solitaren 2x6-mers sind GréBe und Kippwinkel zwischen den
beiden Hexameren fast identisch (s. Abb. C.18 B und C.19 B). Lediglich der
Rotationswinkel des oberen Hexamers zum unteren ist beim solitdren 2x6-mer um
5° gréBer (75° zu 70°). Die Verdnderung des Rotationswinkels tritt wahrscheinlich bei
der Assoziation zweier Halbmolekille (2x6-mere) zum 4x6-mer auf, da hier vier
Kopien von Interface | hinzukommen. Die Ubereinanderlagerung der
3D-Rekonstruktion des solitdren 2x6-mers und des extrahierten 2x6-mers aus der
4,9 A-Struktur ergab einen Korrelationswert von 89 % (Abb. D.39). Hier sollte
nochmals erwahnt werden, dass im Datensatz von CtH nur diese Form des
2x6-mers aufzufinden war. Die beiden alternativen Mébglichkeiten (s. Abb. A.9B
/ A.9C), das 4x6-mer zu halbieren, waren in der Hamolymphe offenbar nicht
vorhanden. Es ist also davon auszugehen, dass es sich hier tatsdchlich um das
Halbmolekil des 4x6-mers handelt. Dies wirde die Vermutung bestéarken, dass sich
das 4x6-mer aus zwei 2x6-meren assembliert (Cavellec et al., 1990; Taylor et al.,
2000; Paoli et al., 2007) und nicht direkt aus vier einzelnen Hexameren (Micetic
2010).

Abb. D.39: Direkter Vergleich der 3D-Rekonstruktion des solitdren 2x6-mers (hellblau/Gitternetz)
und des aus der 4,9 A-Struktur des CtH extrahierten 2x6-mers (orange). In GréBe und Form sind
beide 2x6-mere fast identisch. Die Ubereinanderlagerung beider 3D-Rekonstruktionen in Chimera
ergab einen Korrelationswert von 89 %.
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4.2 Vergleich des Halbmolekiils (2x6-mer) von C. truncata mit dem
2x6-mer von C. maenas

Die 3D-Struktur des Halbmolekils von C. truncata sieht dem 2x6-meren
Hamocyanin der Strandkrabbe C. maenas sehr &hnlich. Zum direkten Vergleich
wurde eine 20 A-Struktur des 2x6-mers von C. maenas herangezogen, die in unserer
Arbeitsgruppe vor einigen Jahren erstellt wurde (Arnold, 2012). Die direkte
Ubereinanderlagerung beider 3D-Rekonstruktionen mit dem Programm Chimera
ergibt einen Korrelationswert von ca. 90 %. Aufféllig ist, dass der Kippwinkel
zwischen den beiden Hexameren des 2x6-mers von C. maenas kleiner ausfallt als
beim 2x6-mer von C. truncata. Aus diesem Grund sind zusatzliche Massen zwischen
den beiden Hexameren sichtbar (Abb. D.40 A/B). Diese koénnten auf weitere
Kontaktstellen zwischen den Untereinheiten der beiden Hexamere hindeuten und
damit einen Unterschied zum Halbmolekil (2x6-mer) von C. truncata darstellen. Eine
vor kurzem erstellte 3D-Rekonstruktion des 2x6-mers von C. maenas mit einer
Auflésung von 9 A (Gatsogiannis, unpubliziert) bestétigte den kleineren Kippwinkel
(13°) und die zusatzlichen Massebereiche zwischen den beiden Hexameren. Durch
den kleineren Kippwinkel ergeben sich fir die benachbarten Untereinheiten der
beiden Hexamere zuséatzliche Mdglichkeiten miteinander in Kontakt zu treten. Der
groBere Kippwinkel (18°) beim 2x6-mer von C. truncata verhindert die Ausbildung
weiterer Inter-Hexamer-Kontakte.

Zusétzlich unterscheiden sich beide 3D-Rekonstruktionen bei der Rotation des
oberen Hexamers gegenliber dem unteren Hexamer. Die 3D-Struktur des 2x6-mers
von C. maenas weist eine Rotation von 70° zwischen den beiden Hexameren auf
und entspricht somit dem Rotationswinkel, der auch beim extrahierten 2x6-mer vom
4x6-mer des CtH (s. Abb. C.18 C) gemessen wurde. Bei der 3D-Rekonstruktion des
Halbmolekiils (2x6-mer) von C. truncata ist das obere Hexamer gegeniber dem
unteren um 75° verdreht (s.Abb.C.19C). Die Ubereinanderlagerung der
3D-Rekonstruktionen des 2x6-mers von C. maenas und der des Halbmolekils (2x6-
mer) von C. truncata ergab einen Korrelationswert von 85 %.

C. maenas besitzt drei verschiedene Untereinheiten-Typen (Markl & Kempter 19813,
Markl 1986), die essentiell fir die Assemblierung zum 2x6-mer sind. Die
unterschiedliche Untereinheiten-Zusammensetzung kénnte zu einer leicht
veranderten Assemblierung des 2x6-mers von C. maenas flhren, indem sie dort
zusatzliche Bricken ermdglicht.
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Abb. D.40: Vergleich der (A) 3D-Rekonstruktion des solitdren 2x6-mers von C. truncata und der (B)
3D-Rekonstruktion des 2x6-mers der Strandkrabbe C. maenas (Arnold, 2012). Beide
3D-Rekonstruktionen zeigen einen vergleichbaren Aufbau. Die (B) 3D-Rekonstruktion des 2x6-mers
von C. maenas weist zusatzliche Massen zwischen den beiden Hexameren auf (orangefarbene
Pfeile). Diese zusitzlichen Massen konnten mit Hilfe der 9 A-Rekonstruktion von Gatsogiannis
(unpubliziert) bestatigt werden. Die Ursache hierflir ist ein verkleinerter Kippwinkel (13°), der
zwischen den Hexameren auftritt. Dadurch verringert sich der Abstand zwischen den beiden
benachbarten Hexameren und die sich dort befindlichen Untereinheiten sind in der Lage,
zusétzliche Inter-Hexamer-Briicken auszubilden. Diese sind in der (A) 3D-Rekonstruktion des
Halbmolekdls von C. truncata nicht vorhanden.

Vermutlich hat sich das 2x6-mer von C. maenas aus dem Halbmolekll (2x6-mer)
eines 4x6-mers entwickelt. Der kleinere Kippwinkel zwischen den beiden
Hexameren des 2x6-mers von C. maenas kann sich etabliert haben, da so die
Quartarstruktur des 2x6-mers an Stabilitdt gewinnt. Hier sollte nochmal erwahnt
werden, dass es sich bei dem Halbmolekil (2x6-mer) von C. truncata um eine
Zwischenstufe zum nativen 4x6-mer handelt. Im Gegensatz dazu handelt es sich
beim 2x6-mer von C. maenas bereits um das native Hamocyanin, das in der
Hamolymphe hauptsachlich vorkommt.
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4.3 Vergleich eines aus dem 4x6-mer extrahierten Hexamers mit
dem kristallografischen Hexamer (1HCY) der Languste
P. interruptus

Die beiden Untereinheitentypen des CtH (CtH-1/CtH-2) wurden an einer Untereinheit
des kristallografischen Hexamers 1HCY von P. interruptus (Gaykema et al., 1986;
Volbeda et al., 1989) modelliert. Daher weisen die pseudoatomaren Modelle von
CtH-1 und CtH-2 zur Untereinheit der Kristallstruktur 1HCY eine sehr hohe
Ahnlichkeit auf. Unterschiede zur Kristallstruktur 1HCY ergeben sich durch das
flexible Einpassen der erstellten Homologiemodelle in die 4,9 A-Struktur des CtH. Es
stellt sich nun die Frage, inwieweit sich die Grundstruktur eines einzelnen Hexamers
nach dem flexiblen Einpassen in die 3D-Rekonstruktion von dem kristallografischen
Hexamer unterscheidet. Hierzu wurde das pseudoatomare Modell eines Hexamers
aus dem 4x6-mer des CtH extrahiert und mit der Kristallstruktur 1HCY verglichen.

Der Vergleich zeigt, dass die beiden Hexamere sich in Form und GréBe sehr ahnlich
sind. Allerdings sind kleine Verschiebungen zwischen den Sekundarstrukturen der
jeweiligen Untereinheiten zu erkennen. Das Hexamer besteht aus zwei Uberlagerten
Trimeren. Beim kristallografischen Hexamer ist eine leichte Verdrehung der beiden
Trimers gegenuber den Trimeren des pseudoatomaren Hexamers festzustellen
(Abb. D.41 A/C). Um diese Verdrehung besser sichtbar zu machen, wurden fir beide
Hexamere Dichtekarten mit einer Auflésung von 4 A simuliert und anschlieBend
verglichen. Die leichte Verdrehung der beiden Trimere der Kristallstruktur 1HCY
gegenldber den beiden Trimeren des pseudoatomaren Modells ist deutlich zu
erkennen (Abb. D.41 B/D). Es ist mdglich, dass die Kristallstruktur 1THCY und das
pseudoatomare Modell des 1x6-mers zwei unterschiedliche Konformationen
représentieren. Zu beachten ist, dass es sich beim 1x6-mer von P. interruptus
bereits um das native Hdmocyanin handelt. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass bei der Assoziation der vier Hexamere zu den zwei Halbmolekilen (2x6-mer)
bzw. zum nativen 4x6-mer Konformationsdnderungen am einzelnen Hexamer
auftreten und diese somit eine etwas veranderte Quartarstruktur aufweisen kdénnten.

Eine leichte Verdrehung der Trimere konnte auch zwischen der Kristallstruktur THCY
(Gaykema et al., 1986; Volbeda et al., 1989) und den pseudoatomaren Modellen der
extrahierten Hexamere aus dem oxy- und deoxy-LpH festgestellt werden
(Abb. D.12). Dort spielte allerdings die Kippbewegung von Domane #1 gegenlber
Domane #2 und #3 eine starkere Rolle.
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Hier jedoch diente eine Untereinheit der Kiristallstruktur 1HCY bei der
Homologiemodellierung der Untereinheit CtH-1 und CtH-2 als Referenz. Ein
Unterschied bei der Kippbewegung von Doméane #1 ist daher kaum zu erkennen.

Abb. D.41: Vergleich des (A/C) kristallografischen Hexamers 1HCY von P. interruptus (rot)
(Gaykema et al., 1986; Volbeda et al., 1989) und des (A/C) pseudoatomaren Modells eines
extrahierten Hexamers (hellblau) aus dem 4x6-mer des CtH mit den dazu simulierten Dichtekarten
(B/D). A: Topansicht auf die beiden Hexamere. Es sind leichte Verschiebungen von einigen
Sekundérstrukturelementen an den jeweiligen Untereinheiten des oberen Trimers zu erkennen.
B: Die simulierten Dichtekarten des kristallografischen Hexamers 1HCY (rot) und des
pseudoatomaren Modells (hellblau) liegen Ubereinander. Es ist eine leichte Verdrehung des oberen
Trimers von 1THCY gegentiber dem oberen Trimer des pseudoatomaren Modells zu erkennen (rote
Pfeile / 2-3°). C: Die Seitenansicht der Kristallstruktur des Hexamers 1HCY (rot) und des
pseudoatomaren Modells (hellblau) sowie die dazugehérigen (D) simulierten Dichtekarten. Auch
hier ist die leichte Verdrehung der beiden Trimere nachvollziehbar. Das obere Trimer von 1HCY
dreht sich leicht nach links (2°), wahrend sich das untere Trimer leicht nach rechts dreht (2°).
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4.4 Vergleich der pseudoatomaren Modelle von Untereinheit CtH-1
und CtH-2 aus der 4,9 A-Rekonstruktion mit einer Untereinheit aus
dem kristallografischen Hexamer (1HCY)

Der Vergleich der Untereinheiten sollte Hinweise darauf geben, inwieweit eine
mogliche Konformationsdnderung der einzelnen Untereinheiten Einfluss auf die
beobachtete Verdrehung der beiden Trimere im Hexamer nimmt.

Die Untereinheiten des kristallografischen Hexamers 1HCY (Gaykema et al., 1986;
Volbeda et al., 1989) scheinen im Vergleich zu den Untereinheiten CtH-1 und CtH-2
eine leichte Verschiebung innerhalb der Tertiarstruktur zu erfahren. Besonders
deutlich ist dies beim Vergleich mit CtH-1 zu erkennen (Abb. D.42 A). Die
Gesamtheit dieser Verschiebungen innerhalb der einzelnen Untereinheiten resultiert
letztendlich in der leichten Verdrehung der beiden Trimere im Hexamer, die im
vorherigen Abschnitt beschrieben wurde.

Es kann mehrere Griinde fir die leichte Verschiebung geben. Die Assoziation der
vier Hexamere zu den zwei Halbmolekilen (2x6-mer) und schlieBlich zum finalen
4x6-mer des CtH koénnen Konformationsanderungen innerhalb der einzelnen
Hexamere und ihren jeweiligen Untereinheiten hervorrufen. Zudem st
wahrscheinlich das flexible Einpassen der pseudoatomaren Modelle der
Untereinheiten CtH-1 und CtH-2 in die 4,9 A-Struktur des 4x6-mers in einigen
Bereichen nicht optimal. Fir eine C-alpha-Kettenermittlung innerhalb der erstellten
3D-Rekonstruktion des 4x6-mers reichte die erzielte Auflésung von 4,9 A nicht aus.

Auffallig ist, dass kein Unterschied bei der Kippbewegung von Doméne #1
gegenlber Doméne #2 und #3 zu beobachten ist. Der Grund hierflir kdnnte sein,
dass eine Untereinheit der Kristallstruktur 1THCY (Gaykema et al., 1986; Volbeda et
al., 1989) beim Homologiemodellieren als Referenz diente. Interessant ist, dass nach
dem flexiblen Einpassen der pseudoatomaren Modelle in die 4,9 A-Struktur, die
oben beschriebenen leichten Verschiebungen verschiedener
Sekundarstrukturelemente zu beobachten sind. Ahnliche Verschiebungen konnten
bereits bei den verschiedenen Untereinheiten des LpH im oxy-und deoxy-Zustand
beobachtet werden (s. Abschnitt D.2.4).
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Abb. D.42: Vergleich der pseudoatomaren Modelle der Untereinheiten (A) CtH-1 und (B) CtH-2 mit
einer Untereinheit aus dem kristallografischen Hexamer 1HCY (rot). Die Doméne #1 ist bei
(A) CtH-1 und (B) CtH-2 gelb und bei THCY orange eingefarbt. Die Histidine (griin), die am aktiven
Zentrum beteiligt sind, und das hochkonservierte Phenylalanin F75/83/71 sind gesondert
dargestellt. A: Die Untereinheit von 1HCY (rot) ist gegeniber CtH-1 (hellblau) an einigen
Sekundérstrukturbereichen leicht verschoben (orangefarbene Pfeile). B: Zwischen CtH-2 und der
Untereinheit von 1HCY fallt die Verschiebung nicht so deutlich auf. Die Positionen der
hochkonservierten Phenylalanine F71, F75 und F83 sind in allen drei Modellen fast identisch.
Keines der aufgeflhrten Phenylalanine versperrt den Eingangsbereich zum aktiven Zentrum.
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Die nicht beobachtete Kippbewegung bei den Untereinheiten des oxy- und
deoxy-LpH lasst noch eine weitere Hypothese zu: eventuell zeigen die
Untereinheiten der Kristallstruktur 1HCY (Gaykema et al., 1986; Volbeda et al., 1989)
den allgemeinen strukturellen Zustand des aktiven Zentrums beim Crustaceen-
Hamocyanin an, wahrend die Kristallstruktur 1NOL / 1LLA der Untereinheit Il von
LpH die grundsatzliche Strukturkonformation des aktiven Zentrums beim
Cheliceraten-Hamocyanin darstellt. Die beobachtete Kippbewegung der Doméne #1
gegeniuber Doméne #2 und #3 von 7,5° wirde also nicht den Unterschied zwischen
den beiden Oxygenierungszustidnden aufzeigen, sondern einen grundsatzlichen
strukturellen Unterschied, der sich zwischen Crustaceen- und Cheliceraten-
Hamocyanin ergibt. Gestltzt wird diese Hypothese durch den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Vergleich zwischen den oxy- und deoxy-Untereinheiten des LpH.
Hier konnte gezeigt werden, dass zwischen den beiden Oxygenierungszustdnden
nur eine sehr kleine Kippbewegung zwischen Doméne #1 und den beiden
Doménen #2 und #3 erkennbar ist.

Es sollte allerdings nicht auBer Acht gelassen werden, dass viele weitere Faktoren
(unterschiedliche  Pufferzusammensetzung, pH-Wert etc) an  diesem
Strukturunterschied beteiligt sein kdnnten. Um eine genauere Aussage darlber
treffen zu kdénnen, ob es sich bei der Kippbewegung tatsdchlich um eine
Strukturveranderung handelt, die durch einen unterschiedlichen
Oxygenierungszustand ausgeldst wird, muisste man vom Hamocyanin von
P. interruptus eine hochaufgel6ste 3D-Rekonstruktion im oxy- und deoxy-Zustand
berechnen und diese anschlieBend vergleichen.
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5. Analyse der 8,6 A-Struktur des 2x6-mers von L. oceanica

5.1 Vergleich des 2x6-mers von L oceanica mit einem extrahierten
2x6-mer von C. truncata

Auf den ersten Blick wies die 8,6 A-Struktur des 2x6-mers von L. oceanica groBe
Ahnlichkeiten mit einem der drei mdglichen Halbmolekiile (2x6-mere) (Abb. A.9 B)
des 4x6-mers von C. truncata auf. Diese Beobachtung von Arnold (2012) legte die
Vermutung nahe, dass dieses 2x6-mer mit dem 4x6-mer nahe verwandt ist. Die
direkte Ubereinanderlagerung beider 2x6-mere zeigte einen Korrelationswert von
78 % (Abb. D.43 A). Dieser Wert ergibt sich zum einen aus der niedrigen Aufldsung
der 8,6 A-Struktur und zum anderen sind einige strukturelle Unterschiede zwischen
den 2x6-meren erkennbar. Der Kippwinkel zwischen den beiden Hexameren des
2x6-mers ist bei L. oceanica mit 15° deutlich geringer, als die gemessenen 21° beim
extrahierten 2x6-mer von C. truncata (Abb. D.43 B/C). Durch diesen kleineren Winkel
erscheinen die seitlichen Kontaktstellen zwischen den beiden Hexameren
kompakter. Zusatzlich liegt bei L. oceanica zwischen den beiden Hexameren eine
Verdrehung um 26° vor, wahrend es beim extrahierten 2x6-mer von C. truncata 20°
sind (Abb. D.43 B/C). Durch diese unterschiedliche Verdrehung der beiden
Hexamere andern sich auch die Positionen der jeweiligen Kontaktstellen. Dies kann
wiederum dazu fUhren, dass sich der Kippwinkel zwischen den Hexameren des
2x6-mers andert.

Es ist interessant, dass ein verkleinerter Kippwinkel nicht nur zwischen den
Hexameren des 2x6-mer von L. oceanica auftritt, sondern auch zwischen den
Hexameren des 2x6-mers von C. maenas zu beobachten ist. Diese Beobachtung
legt nahe, dass diese strukturelle Veradnderung tatsachlich die Stabilitdt der
jeweiligen 2x6-mere verbessert. Strukturell gesehen ist es also durchaus mdglich,
dass sich aus einem ursprlinglichen 4x6-mer einmal das flr brachyure Krabben
bekannte 2x6-mer entwickelt hat, wahrend sich bei den Asseln die andere Form des
2x6-mers etabliert hat. Die strukturellen Ahnlichkeiten zu den Halbmolekiilen des
4x6-mers von C. truncata kénnten aber auch zufallig sein. Eine genaue molekulare
Analyse der Kontaktstellen ist hier fir eine Entscheidung erforderlich.
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Abb. D.43: Vergleich der 8,6 A-Struktur des 2x6-mers von L. oceanica mit einem der mdglichen
Halbmolekille (2x6-mere) des 4x6-mers von C. truncata. A: Die Ubereinanderlagerung beider
Strukturen zeigt, dass die beiden Hexamere der 8,6 A-Struktur (blau) um ca. 16 A gegeneinander
verschoben sind. Die Korrelation zwischen beiden Strukturen betrégt ca. 78 %. B/C: Der Kippwinkel
zwischen den beiden Hexameren des Halbmoleklls (2x6-mer) (orange) betragt 21° und ist damit um
6° groBer als bei der 8,6 A-Struktur von L. oceanica. Aufgrund des geringeren Kippwinkels ergeben
sich zusatzliche Kontaktstellen zwischen den beiden Hexameren (orangefarbene Pfeile), die
wahrscheinlich die Stabilitat des 2x6-mers erhdhen.
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5.2 Analyse der Kontaktstellen des 2x6-mers von L. oceanica

Betrachtet man bei L. oceanica die Kontaktstellen zwischen den beiden Hexameren
des 2x6-mers, befindet sich zentral eine kleine Massebrlicke und seitlich zwei
gréBere Massebriicken. Es wurde bereits vermutet, dass an der Ausbildung der
Kontaktstellen jeweils zwei Untereinheiten pro Hexamer beteiligt sind (Arnold, 2012).
Dies konnte anhand der 8,6 A-Struktur bestitigt werden (Abb. D.44 A/B). Es ist
jedoch bisher nicht bekannt, wieviele Untereinheitentypen L. oceanica insgesamt
besitzt. Bisher sind von L. oceanica zwei Hamocyanin-Sequenzen bekannt, von
denen nur eine vollstandig vorliegt (Meyer und Markl, unpubliziert). Es ist jedoch
moglich, dass sich das Hadmocyanin von Ligia noch aus weiteren Untereinheiten-
Typen zusammensetzt.

Einen moglichen Hinweis auf die Zusammensetzung der Untereinheiten kdnnte die
Untersuchung des Hamocyanins der pazifischen Meeresassel Ligia pallasii geben
(Terwilliger, 1982). Fir die Assemblierung des 2x6-mers von L. pallasii scheinen zwei
unterschiedliche Untereinheiten verantwortlich zu sein. Die Untersuchung von
isolierten 1x6-meren brachte nur einen Untereinheitentyp hervor. Weiterhin wurde
vermutet, dass die beiden Untereinheiten in den jeweiligen Hexameren des
2x6-mers im Verhaltnis von 5:1 auftreten (Terwilliger, 1982). Fiir das Hdmocyanin der
Seeassel E. pulchra wurden ebenfalls zwei verschiedene Untereinheitentypen
festgestellt (Jaenicke et al., 2009). Die Wahrscheinlichkeit ist daher recht groB, dass
sich auch das 2x6-mer von L.oceanica aus zwei Untereinheitentypen
zusammensetzt.

Um einen ersten Eindruck zur mdglichen Anordnung der Untereinheiten im 2x6-mer
zu erhalten, wurde mit Hilfe der vorliegenden Sequenz der Untereinheit LoH-1 ein
Homologiemodell erstellt und versuchsweise in die 8,6 A-Struktur starr eingepasst.
AnschlieBend wurden im Bereich der Kontaktstellen die Aminosduren betrachtet, die
moglicherweise am Aufbau der jeweiligen Kontaktstellen beteiligt sein kdnnten
(Abb. D.44 A-D). Zu beachten ist, dass alle Positionen im 2x6-mer mit dem
Homologiemodell von LoH-1 besetzt wurden. Abbildung D.44 C/D zeigt die
hypothetische Anordnung der Untereinheitentypen im 2x6-mer von L. oceanica.

Die kleine zentrale Kontaktstelle bildet sich mdglicherweise durch hydrophobe
Wechselwirkungen zweier konservierter Leucine (in LoH-1 L45). Dieses Leucin ist im
Hamocyanin der Asseln weitestgehend konserviert. In direkter Umgebung befinden
sich mehrere saure Aminosauren, die mit Hilfe eines zweiwertigen Kations (Ca®") in
der Lage waéren, untereinander in Kontakt zu treten, und diese Kontaktstelle
zusatzlich stabilisieren.
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Abb. D.44: Mégliche Topologie der beiden Untereinheitentypen LoH-1 (griin) und LoH-1'(orange).
Diese Topologie der Untereinheiten (CtH-1 und CtH-2) l&sst sich auch in dem vermuteten
Halbmolekil des 4x6-mers von C. truncata feststellen. A/B: Die Kontaktstellen zwischen den beiden
Hexameren des 1x6-mers werden von jeweils zwei Untereinheiten ausgebildet. C: Mdglicherweise
wird dabei das Hauptinterface (gelbes Rechteck) zwischen den Untereinheiten LoH-1 und LoH-1'
ausgebildet, wéhrend sich das kleine zentrale Interface (blaues Rechteck) zwischen den beiden
Untereinheiten LoH-1' bildet. D: Fir die Ausbildung elektrostatischer Inter-Hexamer-Briicken im
Bereich des Hauptinterfaces ist die Aminosduresequenz °'EKDE®* (als Sphéaren dargestellt)
zwingend erforderlich.
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Am Hauptinterface, das zweimal vorhanden ist (seitliche Interfaces), scheinen vor
allem drei Sequenzabschnitte beteiligt zu sein. °**KD**, der beim Asseln-
Hamocyanin konserviert vorliegt, %'DRR®®, der bei allen Arthropoden-
Hamocyaninen auftritt, und ®'EKDE®", der ausschlieBlich bei Assel-Hamocyaninen
konserviert vorliegt. Der letzte Sequenzabschnitt ist dabei notwendig fir die
Ausbildung  elektrostatischer  Inter-Hexamer-Briicken. Da  aber  dieser
Sequenzbereich bei allen Assel-Untereinheiten auftritt, wirde dies bedeuten, dass
sie alle als Inter-Hexamer-Linker fungieren kdnnten. Das l&sst die Frage aufkommen,
weshalb die Assemblierung beim 2x6-mer stoppt.

Weiterhin ist zu beachten, dass die Auflésung der 8,6 A-Struktur nicht ausreicht, um
ein genaueres Einpassen der Homologiemodelle zu bewerkstelligen. lhr starres
Einpassen liefert die grobe Position der jeweiligen Untereinheiten in der
3D-Rekonstruktion. Gerade im Bereich von Loops kdnnen jedoch diverse
strukturelle Unterschiede auftreten. Mdglicherweise sind gerade am Hauptinterface
andere bzw. weitere Aminosauresequenzen beteiligt, die mit der momentanen 8,6 A-
Struktur nicht identifiziert werden kénnen. Fir detailliertere Aussagen zu den
Kontaktstellen des 2x6-mers wird eine 3D-Rekonstruktion mit einer hdheren
Auflésung bendtigt. Ebenso sollte auch die Sequenz der zweiten Untereinheit
vollstandig vorliegen.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen dennoch folgende Hypothese zu: ausgehend
von einem 4x6-mer mit zwei verschiedenen Untereinheiten hat sich, durch Wegfall
des "Hexamer-Linkers", das 2x6-mer des Isopoden-Typs entwickelt und durch
Entwicklung einer zusatzlichen stabilisierenden Untereinheit das 2x6-mer vom
Decapoden-Typ.
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hypothetische Entwicklung

E
Abb. D.45: Hypothetische Entwicklung der 2x6-mere vom (D) Isopoden-Typ und (E) Decapoden-
Typ aus einem urspriinglichen 4x6-mer. A: Das 4x6-mer von C. truncata. B: Ein extrahiertes
2x6-mer aus dem 4x6-mer. Aus diesem hat sich méglicherweise der (D) Isopoden-Typ entwickelt.
C: Aus diesem Halbmolekul hat sich wahrscheinlich der (E) Decapoden-Typ entwickelt.
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E. Zusammenfassung

Bei den kupferhaltigen Hamocyaninen der Arthropoden handelt es sich um grof3e,
extrazellulare respiratorische Proteine, die sich aus mehreren Untereinheitentypen
zusammensetzen, und Hexamere (1x6-mere) bzw. Oligohexamere (2x6-mer,
4x6-mer, 6x6-mer, 8x6-mer) bilden. Fir detaillierte Aussagen Uber die
Funktionsweise bei der reversiblen O,-Bindung dieser Proteine benétigt man genaue
Kenntnisse Uber deren dreidimensionale Struktur. Fir die Aufklarung der
Quartéarstruktur eines solch groBen Proteins ist die 3D-Elektronenmikroskopie
hervorragend geeignet, da sie detaillierte 3D-Rekonstruktionen liefert. Damit wurden
in dieser Arbeit die Quartarstrukturen von drei unterschiedlichen Arthropoden-
H&mocyaninen erstellt und analysiert.

Fir das 8x6-mere Hamocyanin des Pfeilschwanzes Limulus polyphemus wurden
zwei 3D-Rekonstruktionen erstellt. Die erste 3D-Rekonstruktion besitzt eine
Auflésung von 7,3 A und stellt den deoxygenierten Zustand des respiratorischen
Proteins dar. Die zweite 3D-Rekonstruktion des 8x6-mers zeigt den oxygenierten
Zustand des Proteins und besitzt eine Auflésung von 7,9 A. Die strukturellen
Unterschiede zwischen beiden 3D-Rekonstruktionen wurden genauer untersucht
und analysiert. Durch das flexible Einpassen von Homologiemodellen der
verschiedenen Untereinheitentypen in die entsprechenden 3D-Rekonstruktionen
konnten die Kontaktstellen, die zwischen den Hexameren des 8x6-mers auftreten,
genauer als friher beschriecben und erstmalig Unterschiede beider
Konformationszustdnde ermittelt werden. FUr 2zwei Kontaktstellen wurden
molekulardynamische Simulationen durchgefiihrt, um Naheres Uber die Interaktion
der beteiligten Aminosauren zu erfahren.

Fir das 4x6-mer des Maulwurfskrebses Callianassa truncata wurde eine
3D-Rekonstruktion mit einer Aufldsung von 4,9 A erstellt. Diese erlaubte es, die
Kontaktstellen der vier Hexamere mit Hilfe von Homologiemodellen der beiden
Untereinheitentypen genauer zu untersuchen. Die vier hier beschriebenen
Kontaktstellen wurden zusatzlich mit Hilfe molekulardynamischer Simulationen
analysiert.

Die 3D-Rekonstruktion des 2x6-mers der Meeresassel Ligia oceanica erreichte eine
Auflésung von 8,6 A und erbrachte neue Erkenntnisse ber die ungewohnliche
Assemblierung der beiden Hexamere und Uber die strukturelle Verwandtschaft der
verschiedenen Crustaceen-Hamocyanine.
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F. Anhang

1. Abbildungen zu den MD-Simulationen der Interfaces von
C. truncata

1.1 MD-Simulationen der Inter-Hexamer-Interfaces des
Hamocyanins von C. truncata mit unprotonierten und protonierten
Histidinen

Fir die erste MD-Simulation wurden die Standardeinstellungen des Programms
GROMACS Ubernommen. Das bedeutet, dass alle Histidine im MD-System
unprotoniert vorlagen.

Far die zweite MD-Simulation wurden die Einstellungen des Programms GROMACS
leicht modifiziert. Alle Histidine im MD-System wurden vollstandig protoniert und so
in den geladenen Zustand Uberflhrt.

Die folgenden Abbildungen stellen die vier Interfaces von C.truncata zu je drei
verschiedenen Zeitpunkten wéhrend den jeweiligen MD-Simulationen dar (nach 0 ns
/ Start der MD ; nach 50 ns / Hélfte der MD ; nach 100 ns / Ende der MD).

> Interface | (A,<>B,/C,<>D,) (siehe Abschnitt C.2.4.2 / S.82)
> Interface Il (A,<>C,/B,<=D,) (sieche Abschnitt C.2.4.3 / S.87)
> Interface Il (A,<>D,/B,<>C,) (siehe Abschnitt C.2.4.2 / S.90)

> Interface IV (A,<>D.,/B,<>C,) (siehe Abschnitt C.2.4.2 / S.95)
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Interface | (A,<>B,/C,<>D,)
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Abb. F.1: Das Interface | (A,<>B,/C,<»D,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wé&hrend der

MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen. t0=Start der MD; t1=MD nach 50ns; t2= MD
nach100 ns / Ende der MD. Genauere Erlauterungen siehe Abschnitt C.2.4.2 / S.83
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Abb. F.2: Das Interface | (A,<>B,/C,<>D,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der zweiten
MD-Simulation mit protonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; t2= nach 100ns / Ende der
MD. Erlauterungen siehe C.2.4.2/S.85
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Interface Il (A,«<>C,/B,<>D,)
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Abb. F.3: Das Interface Il (A,<>C./B,<>D,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der ersten
MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; 2= nach 100ns / Ende der
MD. Erlauterungen siehe C.2.4.3/S.88.
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Abb. F.4: Das Interface Il (A,<>C,/B,<=D,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der zweiten
MD-Simulation mit protonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; t2= nach 100ns / Ende der
MD. Erlauterungen siehe C.2.4.3/S.89.
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Interface lll (A,<>D,/B,<>C))
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Abb. F.5: Das Interface lll (A,<>D,/B,<>C,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der ersten
MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; t2= nach 100ns / Ende der
MD. Erlauterungen siehe C.2.4.4/S.92.
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Abb. F.6: Das Interface Il (A,<>D,/B,<>C,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der zweiten
MD-Simulation mit protonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; t2= nach 100ns / Ende der
MD. Erlauterungen siehe C.2.4.4/S.92.
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Interface IV (A,<>D,/B,<>C,)
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Abb. F.7: Das Interface IV (A,<=D./B,<>C,) zu drei verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der ersten
MD-Simulation mit unprotonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; 2= nach 100ns / Ende der

MD. Erlauterungen siehe C.2.4.5/S.96.
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zweiten MD-Simulation mit protonierten Histidinen. t0=Start; t1= nach 50ns; t2= nach 100ns
/ Ende der MD. Erladuterungen siehe C.2.4.5/S.97.
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2. Vergleich der pseudoatomaren Modelle der
Untereinheiten |, llIA, lIIB, IV und VI von LpH im oxy- und
deoxygenierten Zustand.

Alle pseudoatomaren Modelle sowie die dazugehdrigen simulierten Dichtekarten, die
den oxygenierten Zustand darstellen, sind farblich in blau/transparent, die im
deoxygenierten Zustand in hellgrau/transparent gehalten.

Die Kupferatome sind orange dargestellt. In den Abbildungen der oxy-Zustande ist
der Sauerstoff als rote Kugel dargestellt.

N
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v —J
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>
\s‘fv ,
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Abb. F.9: Ansicht auf das aktive Zentrum der Untereinheit | im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: Eine Verschiebung von F49 ist hier kaum erkennbar. Die Offnung
zum aktiven Zentrum ist jedoch etwas groBer als (C/D) im oxygenierten Zustand. C: Die
Aminosduren E305 und N321 liegen nahe beieinander und sind vermutlich Uber ein
Wasserstoffbriicke miteinander verbunden (Hazes et al., 1993). L54 und A179 interagieren vermutlich
Uber hyrophobe Wechselwirkungen miteinander und (D) verengen so den Eingang zum aktiven
Zentrum der Untereinheit .
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Abb. F.10: Ansicht auf das aktive Zentrum der Untereinheit IlIA im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: F48 ist leicht nach oben gekippt, liegt aber genau im
Eingangsbereich des aktiven Zentrums. C/D: Das Phenylalanin 48 liegt im oxy-Modell leicht verdreht
vor und befindet sich ebenfalls im Eingangsbereich des aktiven Zentrums. Die Lage der
benachbarten Aminoséduren ist ebenfalls bei beiden Zustanden sehr dhnlich. Der Vergleich der beiden
Untereinheiten ldsst vermuten, dass die Untereinheit| sowohl im deoxy-Zustand als auch im
oxy-Zustand eine "geschlossene" Form aufweist.
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Abb. F.11: Ansicht auf das aktive Zentrum der Untereinheit I1IB im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: Das Hochklappen von F49 und die groBe Offnung zum aktiven
Zentrum ahnelt stark dem deoxy-Modell bzw. der Dichtekarte von Untereinheit Il (Abb.D.10A/B).
C/D: Im oxy-Modell befindet sich F49 genau in der Offnung zum aktiven Zentrum und verschlieBt
diese fast vollstdndig. Durch leichte Verschiebungen der umliegenden Aminoséuren M51, N324, H311
und E308 wird die Offnung zusétzlich verengt.

204



Abb. F.12: Ansicht auf das aktive Zentrum der Untereinheit IV im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: Das Phenylalanin 48 ist vom aktiven Zentrum leicht weggedreht.
Die benachbarten Aminoséuren L54, T180, E306, N322 und H309 scheinen den Zugang zu verengen.
Mdglicherweise liegt die deoxygenierte Untereinheit IV in einem "geschlossenen Zustand" vor.
C/D: F48 blockiert fast komplett den Zugangsbereich zum aktiven Zentrum.
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Abb. F.13: Ansicht auf das aktive Zentrum der Untereinheit V im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: Es ist eine deutliche Kippbewegung von F52 weg vom aktiven
Zentrum zu erkennen. Hier scheint die Untereinheit V im "getffneten Zustand" vorzuliegen.
C/D: F52 klappt in Richtung des aktiven Zentrums und verengt so den Eingangsbereich. F52 von
Untereinheit V wies im Vergleich zu den anderen Untereinheiten die stérkste Verschiebung zwischen
oxy- und deoxy-Zustand auf.
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Abb. F.14: Blick auf das aktive Zentrum der Untereinheit VI im (A/B) deoxygenierten Zustand und
(C/D) oxygenierten Zustand. A/B: Das Phenylalanin 51 dreht sich leicht vom aktiven Zentrum weg und
vergréBert so die Offnung, die zum aktiven Zentrum fiihrt. C/D: N326 dreht sich leicht nach unten und
verengt so die Offnung zum aktiven Zentrum. F51 dreht sich leicht in die Richtung der Offnung. Ob
nun die oxy- bzw. deoxy-Untereinheit IV in einem gedffneten oder geschlossenen Zustand vorliegt,
l&sst sich nicht genau bestimmen.
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