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Kapitel 1

Einleitung — Konformationswechsel in
Proteinkomplexen

1.1 Proteine und Konformationen

Proteine spielen eine Schliisselrolle fiir fast alle Funktionen der Zelle. Um einen Einstieg in die
Thematik der Proteine zu finden, lassen sie sich ganz grob in einige Klassen einteilen:

Proteine

Y
Strukturproteine ,bindende Proteine“ Peptidhormone

Y
Enzyme Transporter Rezeptoren

Zu den Strukturproteinen zdhlen beispielsweise die Proteine des Zytoskeletts oder das bekannte
Kollagen. Peptidhormone sind vor allem bekannt durch Vertreter wie das Insulin und Somato-
tropin. Sie werden oft nicht als Proteine im engeren Sinn betrachtet. Die {ibrigen Proteine lassen
sich gliedern in Enzyme, Transporter und Rezeptoren. Die Trennung ist nicht scharf!, so kénnen
einige Enzyme auch Transporter sein oder einige Rezeptoren auch enzymatische Funktion auf-
weisen. In dieser Arbeit werden u.a. Sauerstofftransporter behandelt, die sekundér zu Enzymen
konvertieren kénnen. Dies wird eingehend in den n#chsten Abschnitten behandelt.

Der Aufbau von Proteinen ist wie folgt zu beschreiben:
Primdrstruktur — Sekunddrstruktur — Tertidrstruktur — Quartdrstruktur

Primérstruktur bezeichnet lediglich die Abfolge der Aminoséuren, verkniipft iiber Peptidbindun-
gen. Mit Sekundarstruktur ist die rdiumliche Anordnung der Primérstruktur, insbesondere durch
Wasserstoffbriicken zwischen C,-Atomen und Stickstoffatomen des Peptidriickgrats, gemeint. Be-
kannte Sekundérstrukturelemente sind a-Helices und (-Faltbliatter. Dazu zdhlen aber auch eine
Reihe von spezifischen und klassifizierten ,Schleifen . Von Tertidrstruktur spricht man bei der
rdumlichen Organisation von Sekund&rstruktureinheiten zueinander. Und eine Quartarstruktur
schlieRlich liegt vor, wenn sich verschiedene Proteine, man spricht hier von Untereinheiten, zu
einem iibergeordneten Komplex zusammenfinden.

'Und auch nicht vollstindig: Viele Proteine, wie Antikérper und die Proteine der Lichtsammelkomplexe von
Pflanzen, sind einfach unterschlagen worden.



2 Einleitung — Konformationswechsel in Proteinkomplexen

Der Sinn einer Quartérstruktur besteht oftmals in einer besonderen Fahigkeit zur Regulation
durch Effektoren. Der Einfluss von Effektoren zwingt solchen Proteinkomplexen oftmals eine
andere Konformation auf. Eine Konformation ist eine Struktur eines Proteins, womit deutlich
wird, dass ein Protein in mehreren Strukturvariationen existieren kann.

Verschiedene Konformationen sind oftmals die strukturelle Manifestation eines regulativen Ein-
griffs durch einen Effektor, beispielsweise fiir die Regulation einer Stoffwechselkaskade (z.B. die
Pyruvatkinase in der Glykolyse) oder infolge der Sauerstoffbindung bei Hamoglobinen und H&mo-
cyaninen (siehe folgende Abschnitte). Auch die Assoziation zu einem Komplex, die Bildung einer
Quartarstruktur, kann einen Konformationswechsel in den Untereinheiten induzieren. Dies wird
u. a. beim a-Hamolysin von Staphylococcus aureus, einem porenbildenen Toxin, in dieser Arbeit
besprochen.

Im Zentrum dieser Arbeit stehen Fragestellungen rund um die Konformationswechsel von Prote-
inkomplexen. Hierzu wurden vor allem die Methoden der Kleinwinkelstreuung und der rechnerge-
stiitzten in silico-Modellbildung angewendet. Mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung kénnen Proteine
in Losung untersucht werden, was es erlaubt unter Bedingungen zu arbeiten, die denen eines zel-
luldren Milleus zumindest nahekommen. In silico-Methodik, wie Homologiemodellierung oder das
Modellieren von Konformationen auf Basis der experimentellen Daten aus der Kleinwinkelstreu-
ung, erlaubt es viel schneller Fragen zu kliren als dies experimentell méglich ist. Andererseits wird
im Laufe dieser Arbeit immer wieder deutlich werden, wie wichtig der experimentelle Abgleich
der ,Antworten“ aus dem Computer ist.

In den folgenden Abschnitten der Einleitung werden die wesentlichen Fragen dieser Arbeit ein-
gefithrt: Was passiert mit einem Hamocyanin bei der Sauerstoffbindung? Was passiert struk-
turell wenn ein Hiamocyanin zur Tyrosinase wird? Was charakterisiert die Konformationen des
a-Hamolysins von Staphylococcus aureus?

1.2 Hamocyanine

Die Féhigkeit von Kupferproteinen Sauerstoff (Og) im ,geméfigten” chemischen Umfeld zu bin-
den, zieht die Aufmerksamkeit vieler Gruppen der chemischen Forschung auf sich. Neben den
katalytischen Fahigkeiten (s.u.) interessiert aber auch die Regulation dieser Proteine und wie
diese Regulation auf einer strukturellen Ebene realisiert ist.

Eine erste Einteilung von Kupferproteinen unterschied drei grundlegende Typen. Inzwischen wer-
den, mit Hilfe moderner spektroskopischer und kristallographischer Techniken, sieben Typen klas-
sifiziert (Koval et al., 2006). Zu den Proteinen mit einem , Typ-3 Kupferzentrum® zéhlen Hémo-
cyanine, Tyrosinasen und Catecholoxidasen. Das aktive Zentrum enthilt zwei Kupferionen, die
durch je drei Stickstoffdonoren von angrenzenden Histidinresten koordiniert werden (Gaykema
et al., 1986; Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994; Solomon et al., 1993; Solomon et al., 1996;
Klabunde et al., 1998; Matoba et al., 2006). Die elektronische Konfiguration der Sauerstoftbin-
dung an die Kupferatome ist bei den Typ-3 Kupferzentren p-n?:m?. Dies erklirt die geometrische
Konfiguration der Sauerstoffbindung, bei der jedes Atom des Oo-Molekiils von jedem der bei-
den Kupferionen koordiniert wird. Man bezeichnet diese Konfiguration deshalb auch als side-on
Konfiguration.

Die wesentliche Eigenschaft und Aufgabe von Himocyaninen ist es an diesem aktiven Zentrum
O reversibel zu binden. Himocyanin erfiillt so in vielen Arthropoden und Mollusken die Aufgabe
des Sauerstofftransportes. Im Gegensatz dazu verwenden Tyrosinasen und Catecholoxidasen den
gebundenen Sauerstoff zur Oxidation von phenolischen Substraten zu Catecholen (bei Tyrosina-
sen) und anschliefend zu o-Chinonen (wozu Tyrosinasen und Catecholoxidasen fahig sind; vgl.
Abbildung 1.1). Diese 0-Chinone kénnen zur Produktion des Pigmentes Melanin spontan poly-
merisieren (eine detaillierte Ubersicht bietet Riley, 1997).

Tyrosinasen und Catecholoxidasen erfiillen eine wesentliche Aufgabe in allen Bereichen des Le-
bens: Das von ihnen indirekt produzierte Melanin wirkt beispielsweise bakteriostatisch und spielt
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Abbildung 1.1: Reaktionen der Tyrosinasen und Catecholozidasen. Tyrosinaen konnen die Reaktionen I-
ITT katalysieren, Catecholoxidasen lediglich Reaktionen II+III. Die Abbildung wurde mit GChemPaint
generiert (Bréfort, 2005) und ist an die entsprechende Abbildung in der Dissertation von T. Schweikardt
(Schweikardt, 2008) angelehnt. Nachdruck mit Genehmigung von T. Schweikardt.

eine bedeutende Rolle in der Immunabwehr der Invertebraten (Johansson & Séderhill, 1996).
Dariiber hinaus ist es wesentlich fiir die Farbung von Haut und Federn und damit zur Tarnung
und zum Schutz vor ultravioletter Strahlung verantwortlich (Riley, 1997). Schlieflich spielt es iiber
die Quervernetzung der Chinone eine bedeutende Rolle bei der Sklerotisierung des Exoskeletts
der Arthropoden. Phenoloxidasen im Allgemeinen spielen auch eine direkte Rolle im Immunsys-
tem vieler Organismen, die ganz unterschiedlich wahrgenommen werden kann (Lai-Fook, 1970;
Decker et al., 2001; Nagai et al., 2001).

1.2.1 Arthropodenhimocyanine

Die Superfamilie der Arthropodenhdmocyanine umfasst nicht nur die Himocyanine im engeren
Sinne (als Sauerstofftransporter), sondern daneben auch die Pseudo-Hamocyanine der Crustaceen
(Markl & Decker, 1992; Terwilliger et al., 2005), die Hexamerine der Insekten (siehe Seite 12 in
dieser Einleitung) und die Phenoloxidasen (Burmester, 2001).

1.2.1.1 Struktureller Aufbau

Strukturell basieren alle diese Proteine auf &hnlichen, nie-
renformigen Untereinheiten von etwa 72-75 kDa (Volbeda &
Hol, 1988; Decker & Terwilliger, 2000; siehe rechtsstehende
Abbildung). Diese Untereinheit besitzt drei Domé&nen: Die
N-terminale Doméne I umfasst 6-7 a-Helices (van Schaick
et al., 1982; Gaykema et al., 1984; Volbeda & Hol, 1989).
Domaéne II enthélt das Typ-3-Kupferzentrum eingebettet in
a-Helices (Markl & Decker, 1992; Gaykema et al., 1984). Do-
mine I1I schlieflich ist wesentlich von einem (3-Barrel? aufge-
baut. Bei den Arthropoden werden diese Untereinheiten zu
Hexameren assembliert. Hohere Oligomerisierungsstufen, in
Form von Kombinationen von Hexameren, kommen hiufig Abbildung 1.2:  Domdnenstruktur
vor und sind artabhingig (vgl. Abbildung 1.3 auf der niichs- der Arthropodenhdmocyaninunter-
ten Seite). Eine Erlduterung zur Struktur bestimmter Arthro- €inheiten nach Hazes et al., 1995,

podenhémocyanine folgt in den entsprechenden Abschnitten PDB-code: '1LLA." Die Kupferio-
(Seite 6 fT.) nen der Doméne II sind violett
eite 6 fT.).

eingefarbt.

?Englische Fachausdriicke der Strukturbiologie werden direkt iibernommen.
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Abbildung 1.3: Oligomerisierungsstufen von Arthropodenhdmocyaninen. a) Hexamere, wie sie bei vielen
Arthropoden vorkommen kénnen. b) 2 x 6mere, die typisch fiir Crustaceen sind, aber auch bei einigen
Cheliceraten vorkommen (Markl, 1980; Stocker et al., 1988). ¢) 4 x 6mere kommen bei den Thalassinidea
(Roxby et al., 1974; Miller & Holde, 1974; Miller et al., 1977; Taylor et al., 2000) und bei Cheliceraten vor
(Lamy et al., 1981; Markl et al., 1981). d) 48mere schlieflich kommen bei Pfeilschwanzkrebsen (Limulidae)
vor (Lamy et al., 1982). Myriapoda stellen eine weniger beachtete Ausnahme dar: Bei diesen Tieren gibt
es auch 36mere (Magnum, 1985; Jaenicke et al., 1999). Bildquelle: K. Rehbinder fiir Savel-Niemann et al.,
1988.

1.2.1.2 Kooperativitit & Allosterie

Die sperzifische Assoziation der Untereinheiten wird dadurch moglich, dass diese — abhingig von
der Art — unterschiedlich aufgebaut sind (siehe z. B. van Holde & Miller, 1995; Markl & Decker,
1992). Dadurch kénnen Untereinheiten spezifische Kontakte zu anderen formen. Die Zusammenla-
gerung verschiedener sauerstoffbindender Untereinheiten befdhigt die Himocyanine nun dazu, die
Bindungseigenschaften fiir Sauerstoff abhéngig vom Beladungsgrad mit Sauerstoff zu modulieren
(siehe z. B. Decker et al., 1979; Decker et al., 1989; Savel-Niemann et al., 1988). Die Beeinflussung
der Bindeaffinitit zu einem Liganden durch ebendiesen Liganden bezeichnet man als Koopera-
tivitdt. Die theoretische Beschreibung der Kooperativitét erfordert eine von zwei Méglichkeiten:
Ein konzertiertes, beziehungsweise MWC-artiges, Modell (nach Monod, Wymann & Changeux;
Monod et al., 1965) oder ein sequenzielles bzw. KNF-Modell (nach Koshland, Nemethy & Fil-
mer; Koshland et al., 1966). Beim KNF-Modell wird davon ausgegangen, dass die Bindung eines
Liganden an eine Unterheit einen Konformationswechsel dieser Untereinheit induziert, wodurch
benachbarte Untereinheiten die Affinitédt zu diesem Liganden &ndern. Fiir grofe Proteinkomple-
xe, wie Hidmocyanine, ist solch ein Modell aber nicht einzusetzen: Der Ligand kann zunéchst
an jede der Untereinheiten binden. Bei einer sequentiellen Bindung weiterer Liganden miissten
so viele Konformationen beriicksichtigt werden, dass diese physikalisch nicht mehr nachgewie-
sen werden konnen. Solch ein Modell besitzt also zu viele Freiheitsgrade fiir eine aussagekréftige
Analyse. Im Gegensatz dazu geht das MWC-Modell davon aus, dass ein solcher Proteinkomplex
grundsétzlich in zwei Konformationen vorkommen kann: In einer hoch- und einer niederaffinen
Konformation. Ist kein Ligand vorhanden, so liegt mit grofier Wahrscheinlichkeit nur die nie-
deraffine Konformation vor. Durch die Bindung des Liganden verschiebt sich das Gleichgewicht
von der niederaffinen Form stérker zur hochaffinen Form. Das Bindungsverhalten des hexameren
Hamocyanins von Panulirus interruptus konnte beispielsweise mit diesem Modell gut beschrieben
werden (Connelly et al., 1989; vgl. Abschnitt 1.2.1.5 fiir eine weitere Beschreibung hexamerer Ha-
mocyanine). Insbesondere bei noch komplexeren Proteinverbidnden hat sich dieses Modell jedoch
als unzureichend herausgestellt. Das ,,nesting-Modell®, angeregt durch Wyman (Wyman, 1970;
Wyman, 1984), berticksichtigt die Hierarchieebenen der Quartarstruktur, denen unterschiedliche
allosterische (s.u.) Gleichgewichte zugeordnet werden. So kann das Sauerstoffbindeverhalten der
dodekameren Crustaceenhdmocyanine mit der Verkniipfung zweier Hexamere und von 24meren
Cheliceratenhimocyanine unter Wechselwirkung zweier Dodekamere beschrieben werden (Robert
et al., 1987; Decker et al., 1986; Decker & Sterner, 1990).

Die Sauerstoffaffinitit der Arthropodenhdmocyanine kann aber auch noch durch andere physiolo-
gische Faktoren beeinflusst werden: Protonen (iiber Modulation des pH-Wertes, ein Effekt, der als
Bohr-Effekt bezeichnet wird; (Decker et al., 1989; Decker & Sterner, 1990; Hellmann, 2004)), Lak-
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tat, Urat und auch Koffein (als nicht-physiologisches Uratanalogon; Truchot, 1980; Bridges et al.,
1984; Graham, 1985; Nies et al., 1992; Jaenicke, 1998; Hellmann et al., 2001; Hartmann ef al.,
2001; Hellmann et al., 2004). Sogar Wasser wird als Modulator der Sauerstoffbindeeigenschaften
von Hémocyaninen diskutiert (Hellmann et al., 2003). Diese Effekte — ein Ligand bindet und
beeinflusst die Affinitdt zu einem anderen Liganden an einer anderen Bindestelle — subsummiert
man unter dem Begriff der Allosterie. Konformationsiibergénge sind die Grundvoraussetzung fiir
Kooperativitiat. Als allosterische Einheit bezeichnet man die Untereinheit(-engruppe), die den
Konformationsiibergang (gemeinsam) durchfiihrt. Im Falle der Arthropodenhdmocyanine (s.u.)
koénnen dies Hexamere oder Vielfache davon sein.
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1.2.1.3 Das Himocyanin von Eurypelma californicum

Abbildung 1.4: Furypelma californi-
cum, die verbreiteste Tarantel Nord-
amerikas. Quelle: Photographie aus
Institutsbestinden, Hintergrund ent-
fernt.

Eurypelma californicum ist eine Vogelspinne (Theraphosidae;
engl.: Tarantula), die vor allem in den US-Bundesstaaten Ca-
lifornien, Arizona, New Mexico und im nordlichen Mexico ver-
breitet ist. Die Spinnen leben in Erdhdhlen dieser ariden Ge-
biete, sind sehr trige, ortsgebunden und erreichen eine Kor-
pergrofe von etwa 8 cm (Conze, 2005). Es sind Jagdspinnen,
die ihrer Beute nachts vor ihren Hohlen auflauern. Ihr Gift ist
fiir Menschen ungefihrlich. Die Tiere atmen iiber sogenannte
Buchlungen (Paul et al., 1989; Paul & Fincke, 1989). Von hier
gelangt Sauerstoff direkt in die Himolymphe der Tiere und
kann vom Hamocyanin gebunden werden. Neuere Ergebnisse
unserer Gruppe zeigen, dass die Tiere in der Lage sind, je
nach den physiologischen Anforderungen, den Hdmolymph-
fluss durch Schliefung des Pedunculums zwischen Ophistoma
und Prosoma aktiv zu steuern (Pohlmann et al., 2007). Der
Sauerstoffbedarf im Gewebe der Spinnen wird in erster Linie
durch das in der Himolymphe geloste Himocyanin gedeckt:
Wihrend die Untereinheiten des Hamocyanins von K. cali-
fornicum sich nicht kooperativ verhalten (Decker et al., 1979;
Markl et al., 1981), weist das vollstindige 24mer eine sehr

starke Kooperativitdt auf (mit einem Hill-Koeffizienten von bis zu 7; Loewe, 1978). Zusammen
mit der Empfindlichkeit auf einige allosterische Effektoren, erméglicht dies eine fein abgestimmte

Sauerstoffversorgung der Gewebe.

Das Hdmocyanin der Arachniden ist ein 24meres Hdmo-
cyanin, was auch auf das Hamocyanin von E. califor-
nicum zutrifft. Wenngleich eine 3D-Rekonstruktion des
Hémocyanins aus kryoelektronenmikroskopischen Daten
vorliegt (Stohr, 2007), so ist diese nicht publiziert und
alle bisher zugingliche strukturelle Information {iber
das Hamocyanin der Vogelspinne beruht auf weniger
hochauflésenden Daten. Die Kristallstruktur eines in
vitro generierten artifiziellen hexameren H&mocyanins
von Limulus polyphemus (Hazes et al., 1993), zusam-
men mit den Sequenzdaten des Hiamocyanins der Vo-
gelspinne, erlaubte es T. Schweikardt ein Modell des
Hamocyanins von E. californicum zu errechnen (Voit
et al., 2000; Schweikardt, 2008). Daten aus der Ront-
genkleinwinkelstreuung geben hierbei die Konformation
— ebenfalls auf Basis der Roéntgenstruktur von L. poly-
phemus-Hémocyanin — vor (Hartmann & Decker, 2002).
Im Rahmen dieser Kleinwinkelstreuarbeiten konnte auch
die Vermutung zweier grundlegender Konformationen fiir
den oxygenierten und deoxygenierten Zustand bestatigt
werden (Decker et al., 1996; Hartmann & Decker, 2002;
Hartmann & Decker, 2004; Hartmann et al., 2004).

Zwei der Hexamere setzen sich aus den Untereinheiten
a,b, d—g zusammen, wihrend sich die anderen beiden He-
xamere aus den Untereinheiten a, c-g zusammensetzen

Abbildung 1.5: Das Hdamocyanin von Eu-
rypelma californicum in einer Oberfli-
chendarstellung. Identische Untereinhei-
ten sind gleichartig eingefiarbt; lediglich
die beiden Griinténe stehen fiir denselben
Untereinheitentyp (farblich abgesetzt fiir
bessere Ubersichtlichkeit). Die Abbildung
zeigt die oxygenierte Konformation nach
Hartmann & Decker, 2002.

(Markl et al., 1980; Voit et al., 2000). Es gibt folglich insgesamt sieben Untereinheiten. Die Ver-
bindung zwischen den Dodekameren wird duch das Paar b-c¢ vermittelt (vgl. Abbildung 1.5). Dies
wird auch fiir die analogen Untereinheiten des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus in einer
aktuellen elektronenmikroskopischen Rekonstruktion bestétigt (Martin et al., 2007).
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Ziele dieser Arbeit

Mit der Kratky-Kamera des Institutes — einer Apparatur zur Réntgenkleinwinkelstreuung, vgl.
Abschnitt 2.3 & 3.6 — waren vor Beginn dieser Doktorarbeit nur wenige Messungen vorgenommen
worden (Honig, 2004). Ziel war es zunéchst dltere Daten zum Konformationswechsel bei der
Oxygenierung zu reproduzieren (Decker et al., 1996) und diese in Verbindung zu Daten des
Hémocyanins des Kaiserskorpions (siehe folgender Abschnitt) zu bringen. Dieses wurde zusammen
mit B. Pairet durchgefiihrt (siehe die Diplomarbeit von B. Pairet (Pairet, 2007)).

Bekannt war zudem, dass das Himocyanin in Gegenwart von SDS Phenoloxidaseaktivitdt entwi-
ckeln kann (Decker & Rimke, 1998; Decker et al., 2001; Jaenicke & Decker, 2008). Aufgrund von
Molecular Modelling auf Basis von kristallograpischen Daten anderer Himocyanine wird vermu-
tet, dass ein konserviertes Phenylalanin der Domé&ne I den Zugang phenolischer Substrate zum
aktiven Zentrum unterbindet (Decker et al., 2007). Nicht bekannt war, ob mit der Bindung von
SDS ein Konformationswechsel auf Ebene des 24meres stattfindet und welcher Art dieser sein
kann. Aufgabe in dieser Arbeit war es dieses mittels Rontgenkleinwinkelstreuung zu untersuchen.
Dieser Teil der Arbeit ist bereits verdffentlicht: Baird et al., 2007; vgl. auch das Kapitel zu den
Originalarbeiten C.1.

1.2.1.4 Das Himocyanin von Pandinus imperator

Der Kaiserskorpion Pandinus imperator (linke Abbildung)
kommt in Zentralafrika vor und ernihrt sich vorwiegend von
Schaben, Grillen und anderen Insekten. Gelegentlich stehen
auch kleinere Sauger auf dem Speiseplan. Muttertiere briiten
Eier im Koérper aus und sind lebendgebérend. P. imperator
ist leicht zu halten und stellt daher ein bevorzugtes Untersu-
chungsobjekt in der Zoologie dar (Casper, 1985).
Das Himocyanin des Kaiserskorpions ist ebenfalls ein 24mer
und die Zahl der Untereinheiten des Hamocyanins betragt
wie bei Furypelma californicum sieben, moglicherweise acht
Abbildung 1.6: Ein Ezemplar von (Heimerl & Decker, 1989; Decker, 1990). Elektronenmikrosko-
Pandinus imperator. (Quelle: Photo pische Aufnahmen belegen die grofe strukturelle Ahnlichkeit
aus Institutsbestédnden, Hintergrund zum Hamocyanin von E. californicum (Heimerl & Decker,
entfernt. ) 1989). Wenngleich die Struktur zum Beginn meiner Arbeit
weniger gut untersucht war, so lagen jedoch eine single par-
ticle-Rekonstruktion fiir das Himocyanin des Skorpions Androctonus australis (Boisset et al.,
1990) und strukturelle Studien fiir das Hamocyanin der verwandten Art Buthus sindicus (Ali
et al., 1995; Ali et al., 2000) vor. Uberdies erschien wihrend der Zeit meiner Dissertation eine
Studie auf der Basis von Kleinwinkelstreudaten zum H&mocyanin von Buthus sindicus (Ali et al.,
2007).

Ziele dieser Arbeit

Die Ziele hinsichtlich des Himocyanins von Pandinus imperator sind nahezu deckungsgleich mit
denen zum Hadmocyanin von E. californicum formulierten (vgl. den vorigen Abschnitt): Durch
die Arbeiten unseres Institutes war bekannt, dass auch die Tyrosinaseaktivitit dieses Protein
durch SDS aktiviert werden kann (Nillius, 2007; Decker et al., 2007; Nillius et al., 2008). In
Zusammenarbeit mit Wah Chiu & Yao Cong, Houston, wurden zwei noch nicht veréffentlichte
single particle-Rekonstruktionen vom oxygenierten Protein, mit und ohne SDS, angefertigt (un-
verdffentlicht: Cong et al., 2008). Der Frage, inwieweit die Strukturen der Himocyanine von E.
californicum und P. imperator bei der Aktivierung von SDS in Losung korrelieren, wurde in
dieser Arbeit mittels Réntgenkleinwinkelstreuung nachgegangen. Uberdies wurde zusammen in
der Diplomarbeit von B. Pairet (Pairet, 2007) der Konformationswechsel vom oxygenierten zum
deoxygenierten Zustand mittels Rontgenkleinwinkelstreuung charakterisiert.
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1.2.1.5 Die Himocyanine von Palinurus elephas und Palinurus argus

Die Européische Languste Palinurus elephas kommt vor allem im Mittelmeer und in einem Bo-
gen von Nordwestafrika bis in die vom Golfstrom erwidrmten Gewdsser Siidnorwegens vor (siehe
Abbildung 1.7). Die Tiere werden etwa 50 cm grofs und tragen charakteristische weife Flecken auf
dem Hinterleib. Ublicherweise leben sie in Tiefen zwischen 5 und 150 Metern, am hiufigsten sind
sie zwischen 10 und 70 Meter Meerestiefe anzutreffen (Hunter, 1999). Die Karibische Languste
Palinurus argus (auch Panulirus argus in einigen Quellen) ist etwas kleiner als ihr européischer
Vetter und kommt im Westatlanik zwischen Nordostbrasilien und dem US-Bundestaat North-
Carolina vor, wobei die gesamte Karibik ebenfalls zu ihrem Lebensraum gehort (siehe Abbildung
1.7). Es ist allerdings unklar, inwieweit sich die Art in den sehr warmen Gebieten der Karibik
fortpflanzen kann (Gregory et al., 1982).

Die Hdmocyanine der beiden Langusten gehoren zu den hexameren Hémocyaninen der Crusta-
ceen. Hexamere Himocyanine (1 x 6mere) bilden den Grundbaustein der Arthropodenhdmocyani-
ne (vgl. Abschnitt 1.2.1.1) und das Versténdnis der Umsetzung der Konformationsianderungen in
Folge kooperativer Interaktionen (vgl. Abschnitt 1.2.1.2) muss hier, beim grundlegenden Baustein
fiir hohere Aggregationsstufen, ansetzen. Bislang existieren von hexameren Strukturen Réntgen-
strukturen fiir die Himocyanine von Panulirus interruptus (Gaykema et al., 1984; Gaykema et al.,
1986; Volbeda & Hol, 1989), des artifiziellen in vitro-Hexamers von Limulus polyphemus (Hazes
et al., 1993; Magnus et al., 1994) und eine single particle-Rekonstruktion des Hamocyanins von
P. elephas (Meissner et al., 2003).

Es ist bekannt, dass Urat und Koffein als Uratanlagon die Sauerstoftbindung eng verwandter
Hamocyanine modulieren kénnen. Thre Bindeeingenschaften fiir 12mere Hémocyanine wurden
charakterisiert (Nies et al., 1992; Jaenicke, 1998; Menze et al., 2000; Menze et al., 2001; Hellmann
et al., 2004). Die Bindung von Urat senkt die Sauerstoffaffinitit der Haimocyanine, was zu ver-
stehen ist, da die Tiere Urat im Zuge von metabolischen Stress (Og-Mangel) in die Himolymphe
ausscheiden (Dykens, 1991). Fiir hexamere Himocyanine wurden Bindungsstudien jedoch erst-
mals in der Diplomarbeit von A. Rabenhorst in unserer Gruppe durchgefiihrt (Rabenhorst, 2007).

Abbildung 1.7: Verbreitungsgebiete der europdischen Languste (Palinurus elephas, blau) und der karibi-
schen Languste (Palinurus argus, rot) nach Informationen des GBIF-Projektes (Edwards et al., 2000).

Ziele dieser Arbeit

Zusammen mit A. Rabenhorst wurden zusitzlich zu den Bindungsexperimenten mittels Isother-
mer Titrationskalorimetrie (ITC) Rontgenkleinwinkelstreumessungen durchgefiihrt (Rabenhorst,
2007). Ziel dieser Messungen war es die Konformationséinderung nachzuvollziehen, welche durch
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Bindung von Urat bzw. Koffein induziert werden muss. Eine vergleichbare Charakterisierung mit-
tels Rontgenkleinwinkelstreuung wurde in unserer Gruppe bereits fiir das 2 x 6mere Himocyanin
von Homarus americanus unter Laktateinfluss durchgefithrt (Hartmann et al., 2001). Im Zuge
dieser Arbeit konnte die Auswertung der Daten detaillierter erfolgen, als dies damals moglich war,
insbesondere auch durch eigene, im Zuge dieser Dissertation erstellte, Software (siche Kapitel 4.7).

1.2.1.6 Das Himocyanin von Porcellio scaber

Die Gruppe von M. Zimmer (Arbeitsgruppe Evolutionstko-
logie von Asseln an der Universitdt Kiel) befasst sich mit
der Frage wie bestimmte Isopoda ihr Immunsystem orga-
nisieren. Eines der Hauptuntersuchtsobjekte hierzu ist die
wohlbekannte Kellerassel (Porcellio scaber; siehe rechtsste-
hende Abbildung). Diese Assel kommt vor allem in Zentral-
und Mitteleuropa vor. Es gibt insgesamt sieben Unterarten,
die natiirlicherweise in den geméafbigten Breiten vorkommen,
aber — in d'er N&ihe menschlicher Behz?usungen — auch auf Abbildung 1.8: Porcellio scaber, die
anderen Teilen der Welt anzutreffen sind (Edwards et al., j.utsche Kellerassel in Nahaufnah-
2000). Die Tiere erndhren siqh vor allem von Detritus und e, Bildquelle: www.gardensafari.
sind wichtige Elemente des Okosystems bei der Bereitstel- net; Nachdruck fiir diese Arbeit mit
lung von Spurenelementen aus pflanzlichem Detritus (Kautz Genehmigung von Hania Berdys.

& Topp, 2000).

T .

Ziele dieser Arbeit

Im Zuge der Diplomarbeit von S. May (AG Zimmer, Kiel) entstand eine Kooperation mit der
Arbeitsgruppe der Molekularen Biophysik mit dem Ziel eine ndhere Charakterisierung des Hamo-
cyanins von P. scaber durchzufiihren. Bei der Trennung mit der analytischen Gelfiltration unter
Einbeziehung der statischen Lichtstreuung (vgl. 3.4.1) fiel auf, dass die Himocyaninprobe aus zwei
verschieden grofen Komponenten, Peak 1 & 2 genannt, besteht. Mittels statischer Lichtstreuung
und analytischer Ultrazentrifugation (vgl. Abschnitt 3.5 auf Seite 32 im Methodenkapitel) konn-
te gezeigt werden, dass diese beiden ,Peaks“ in ihrer Grofke und ihrem Sedimentationsverhalten
hexameren bzw. dodekameren Arthropodenhdmocyaninen entsprechen. Es ergaben sich folgende
Fragestellungen, welche in dieser Arbeit mit Hilfe der Elektronenmikroskopie beantwortet wur-
den: Gibt es beide Formen in beiden Proben? Stehen diese in einem Gleichgewicht? Wie ist das
Hémocyanin aufgebaut? Wie stehen die beiden Hexamere in der dodekameren Form rdumlich
zueinander?
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1.2.1.7 Upogebia pusilla-Himocyanin

Wiéhrend dieser Doktorarbeit arbeitete M. Paoli aus Padua
in der Gruppe der Molekularen Biophysik als Gaststudent.
Sein Untersuchungsgegenstand war das Himocyanin der me-
diteranen Schlammmakrele Upogebia pusilla. Ziel war es den
Unterschied zwischen den Himocyaninen der Crustaceen und
Cheliceraten ndher zu charakterisieren: Fiir das Himocyanin
der Thalassinidea, einer Familie der Malacostraca oder ,hohe-
ren Krebse“, zu denen U. pusilla gehort, wurde eine dhnliche
Grofe wie fiir das Hamocyanin der Crustaceen angenommen
— jedoch mit einer anderen strukturellen Organisation. Diese
1om Arbeitshypothese bestand mit Beginn der Arbeiten und wird

in Paoli et al., 2007, als bestétigt angesehen. Hamocyanine in

Abbildung  1.9:  Upogebia  pusilla. der Gruppe der Crustaceen sind in der Regel 2 x 6mere (ge-

%eic?;;;g von U. pusilla aus Cottig- legentlich 1 x 6, Markl, 1986). Makrelen der Thalassinidea
ia, .

jedoch besitzen ein 4 x 6meres Hiamocyanin (Roxby et al.,
1974; Miller & Holde, 1974; Miller et al., 1977; Taylor et al.,
2000). Allerdings sind fiir U. pugettensis (Miller et al., 1977) und U. deltaura (Taylor et al., 2000)
auch 2 x 6mere Zwischenformen beschrieben.

4 x 6mere Hamocyanine gibt es ebenfalls bei den Cheliceraten (siehe oben, Kapitel 1.2.1.3 und
1.6). Zum Zeitpunkt der Arbeit gab es zwei prinzipielle Modelle fiir die strukturelle Organisation
der ikosatetrameren Hamocyanine: Bei Cheliceraten das Himocyanins des Skorpions Androctonus
australis (Lamy et al., 1981; Sizaret et al., 1982) bezichungsweise das fir E. californicum (Voit
et al., 2000; Erker et al., 2006). Das zweite Modell wurde fiir die Himocyanine der Thalassini-
dea am Beispiel von Callianassa californiensis vorgeschlagen (Cavellec et al., 1990). Wahrend im
ersten Model die Himocyanine als quasi-planar aufgefasst werden, mit 2 x 6meren antiparallel
zueinander (vgl. Abbildung 1.5), kommen Paoli et al., 2007, zu dem Schluss, dass die Hexamere
der Thalassinidea quasi-tetraedrisch assemblieren.

Ziele dieser Arbeit

Die Messungen von M. Paoli in Mainz dienten der Erhértung u. a. der eben vorgestellten Hypothe-
sen. Zusitzlich wurde von ihm auch das Sauerstoffbindeverhalten dieses Himocyanins charakte-
risiert. Mein Beitrag waren elektronenmikroskopische Qualitdtskontrollen und Rontgenkleinwin-
kelstreuung. Letzteres mit dem Fernziel den Konformationswechsel des U. pusilla-H&mocyanins
bei der Oxy-/Deoxygenierung nachvollziehen zu kénnen.
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1.2.2 Nautilus pompilius-Hamocyanin

Abbildung 1.10: Links: Nautilus pornpilius in einem Aquarium. (Quelle: Eigene Aquariumsaufnahme, Hin-
tergrund entfernt) Rechts: Das Verbreitungsgebiet der Art. Aufgezeigt an von GBIF registrierten Fund-
stellen (rote Punkte; Edwards et al., 2000). Abbildung erstellt mit einem eigenen Softwareskript auf Basis
von matplotlib (Hunter, 2007).

Nautilus pompilius (sieche Abbildung 1.10) ist ein ,lebendes Fossil“. Die Art gehort zur Familie
der ,Perlboote”, Nautiloidea, und ist eine von insgesamt acht rezenten Arten. Die Gruppe gehort
zu den Kopffiilern, Cephalopoda, und ist &hnlich den ausgestorbenen Ammonita. N. pompilius
ist die am weitesten verbreitete Art der Cephalopoda und kommt von den Andamanen bis zu den
Fidschi-Inseln und Stidjapan bis zum Grofen Barriere-Riff an den Steilhdngen der Korallenriffe
vor. Tagsiiber tauchen die Tiere 300 — 400 Meter tief ab, des Nachts dringen sie bis in Tiefen
von 70 Meter vor (Wells et al., 1992). Die Schale von Nautilus ist gekammert und mit Wachstum
der Tiere scheiden sich immer weitere Kammern ab, wobei die Tiere jedoch nur in der jiingsten
Kammer leben.

Die Hadmocyanine von Mollusken und den zuvor angespro-
chenen Arthropoden unterscheiden sich auf allen strukturel-
len Ebenen und werden als distinkte Proteinfamilien aufge-
fasst (Markl & Decker, 1992; van Holde & Miller, 1995; Har-
ris & Markl, 1999; Decker et al., 2007). Die meisten Mol-
luskenhdmocyanine (insbesondere von Gastropoden, (Poly-
) Placophora, Protobranchia) basieren auf einem 400 kDa
grofken Proteinmotiv, welches sich in acht paraloge funktio-
nale Einheiten (FEs) unterteilen ldsst und folgende Grund-
struktur aufweist: a = b —-c—d —-e —f — g — h. Jede
Nautilus Hamocyanins aus der Elek- di§ser FEs besit.zt ein Molekulargewich? von 45 - .50 kDa
tronenmikroskopischen Struktur. Das (bis auf FE h mit etwa 60 kDa) und tragt je ein binuklea-
Paar der g-Untereinheiten ist rot ein- €S Kupferzentrum, wie wir es bereits von den Arthropoden
gezeichnet. Zu sehen ist ein Quer- der voherigen Abschnitte kennen. In Cephalopoden fehlt die
schnitt durch die Struktur mit der C-terminale FE h, {ibrig bleibt eine Untereinheit von etwa
inneren Kragendoméine (Erlauterung 350 kDa. Dies trifft beispielsweise auf Octopus und Nawuti-
im Text). lus zu. Einige andere Cephalopoden, wie Sepia und Loligo,

weisen eine Duplikation einer zentralen FE auf, was zu einer
abweichend organisierten 400 kDa-Untereinheit fiihrt. In der grundlegenden Quartirstruktur der
Molluskenhdmocyanine formen zehn Untereinheiten einen Hohlzylinder, der sich in eine externe
Hiille und eine interne ,Kragendoméne“ gliedert. In Gastropoden und Protobranchia sind zwei
solcher Dekamere aneinandergelagert, so dass sich Didekamere formen, die manchmal sogar tubu-

Abbildung 1.11: Darstellung des
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lare Multi-Dekamere formen kénnen (Markl et al., 2001). In (Poly-)Placophora und Cephalopoden
hingegen kommen ausschlieflich einfache Dekamere vor (van Holde & Miller, 1995).

Ziele dieser Arbeit

In der Gruppe von U. Meissner (Institut fiir Zoologie der Universitdt Mainz) wurden zu Be-
ginn dieser Arbeit an N. pompilius-Hamocyanin elektronenmikroskopische (EM) Messungen und
3D-Rekonstruktionen der Molekiilstruktur basierend auf diesen Daten durchgefiihrt (resultie-
rend in zwei Veroffentlichungen: Meissner et al., 2006; Gatsogiannis et al., 2007; siehe auch Ab-
bildung 1.11). Daran ankniipfend sollte mittels Rontgenkleinwinkelstreuung (zum Prinzip der
Methode siehe Kapitel 2) an oxygeniertem und deoxygeniertem N. pompilius-Hamocyanin der
Konformationswechsel im Zuge der Sauerstoffbindung nachvollzogen werden. Eine dhnliche Ar-
beit existiert bereits von unserer Gruppe zum Hamocyanin der Schliissellochschnecke Megathura
crenulata (Hartmann et al., 2001; Hartmann et al., 2004). Letztlich konnte nur ein Datensatz
oxygenierten Proteins gewonnen werden und das Ziel dieses Teilprojektes erfuhr dahingehend
eine Verdnderung, dass der Datensatz der Kleinwinkelstreuung zur Validierung der gewonnenen
EM-Rekonstruktion verwendet wurde. Die Kleinwinkelstreuung wurde zusammen mit B. Pairet
durchgefiihrt und die Daten sind in seiner Diplomarbeit (Pairet, 2007) eingehend diskutiert. Der
Vergleich EM-Rekonstruktion versus Kleinwinkelstreudaten ist Bestandteil dieser Arbeit.

1.3 Bla-g Hexamerin von Blattella germanica

In der Arbeitsgruppe der Molekularen Biophysik stehen vor allem die gerade vorgestellten Hamo-
cyanine von Arthropoden im Zentrum der Forschungsarbeiten. Aber auch verwandte Proteine, wie
die Speicherhexamerine der Insekten, riickten in den letzten Jahren in den Fokus. Diese Proteine
besitzen — nach bisherigem Wissen — einen eher ,passiven“ Charakter: Sie besitzen keine enzyma-
tische Funktion und binden keine Effektoren, lediglich eine Funktion als Transporter fiir Hormone
wird diskutiert (Telfer & Kunkel, 1991). Die Speicherhexamerine gehéren zur Himocyaninsuper-
familie der Arthropoden (Burmester, 2001). Sie werden in vier Gruppen gegliedert: Calliphorine,
die im Zuge der larvalen Entwicklung in die Himolymphe sezerniert werden und in der weiteren
Entwicklung der Tiere in den Fettkorpern gespeichert werden, ein spezielles Hexamerin der Di-
ptera, welches sich dhnlich verhélt wie die Calliphorine (Telfer & Kunkel, 1991), die Arylphorine,
welche ebenfalls in ihrem Expressionsprofil den Calliphorinen gleichen und schlieklich ein speziel-
le Hexamerine der Lepidoptera, deren Expressionsprofil von den {ibrigen Hexamerinen abweicht,
aber ebenfalls mit der larvalen Entwicklung korreliert (die Eigenschaften der Hexamerine sind
besonders gut in folgenden Arbeiten dargestellt: Beusch, 2006; Lafargue, 2008; Telfer & Kunkel,
1991. Abgesehen vom evolutiondren Interesse an der Hamocyaninsuperfamilie und ihren phy-
siologischen Eigenschaften (Burmester, 2001), stehen einige der Speicherhexamerine in Verdacht
allergenes Potential zu entfalten. Bisher gab es in der Arbeitsgruppe des Institutes fiir Molekulare
Biophysik drei Diplomarbeiten zu diesem Thema (Cirak, 2000; Lafargue, 2003; Beusch, 2006), in
denen die Aufreinigung und physikochemische Charakterisierung stattfand.

Ziele dieser Arbeit

Ziel der Diplomarbeit von A. Beusch (Beusch, 2006) war es u.a. das Hexamerin der Deutschen
Schabe (Blattella germanica) aufzureinigen und zu charakterisierten. Im Rahmen meiner Arbeit
wurde mit Hilfe elektronenmikroskopischer Daten die Annahme, dass es sich um ein Hexamerin
handelt, verifiziert und zugleich weitere Informationen zur strukturellen Organisation geliefert.
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1.4 Struktur & Funktion des a-Hamolysins

Staphylococcus aureus ist ein grampositives Bakterium, wel-
ches im Zuge einer mikroskopischen Untersuchung im Allge-
meinen in Paaren, kurzen Ketten oder haufenartig vorkommt
(vgl. rechtsstehende Abbildung). Das Bakterium wird hiufig
auf menschlichen Oberflichen, wie zum Beispiel der Nasen-
schleimhaut (Ostfeld et al., 1983; Nishijima et al., 1995), der
Haut (Noble, 1998) oder — zumindest transient — dem Oro-
pharynx (Smith et al., 2001) oder Faeces (Arvola et al., 2006)
angetroffen. Daher wird davon ausgegangen, dass der Orga-
nismus selbst keinerlei Krankheiten verursachen kann, son-
dern quasi opportunistisch von Verletzungen der angesprochen
(Schleim-) Héute profitiert (Veerachato, 2006). Doch sogar im Abbildung  1.12:  Falschfarbendar-
Deutschland der Gegenwart kommt es immer wieder zu Aus- stellung von Zellen von Staphylo-

.. . . in der Rasterelektro-
briichen lokal begrenzter Epidemien, verursacht von Staphy- ;Zf;ikz:;;:;i;?he;r qu;;;;;ee 222’

lococcus aureus (Wiese-Posselt et al., 2007). Ist eine Kolonie 9500-facher Vergroferung. (Quelle:
erst in ein Wirtsgewebe eingedrungen, so kann sie eine Viel- www.biology4kids.com)

zahl von Krankheiten auslosen. Diese reichen von kleineren

Hautinfektionen und Abzessen, bis zu lebensbedrohlichen wie Pneumonie, Meningitis, Endocar-
ditis, toxischem Schock Syndrom (TSS) und Sepsis. Wahrend der letzten Jahre kam es zudem
zu einer Haufung von antibiotikaresistenten Stdmmen des Bakteriums, die eine ernstzunehmende
Gefahr im Gesundheitswesen darstellen, insbesondere in Krankenh#dusern (Arvola et al., 2006;
Rice, 2006).

Neben der opportunistischen Fdhigkeit viele Antibiotikaresistenzen zu erwerben, resultiert die
Gefihrlichkeit des Bakteriums aus dem breiten Arsenal von Toxinen, die es sekretieren kann.
Hierzu z&hlen Agentien, welche die Integritdt von Zellmembranen des Wirtes angreifen, Superan-
tigene und eine Vielzahl hydrolytischer Enzyme. Diese Toxine stellen fiir das Bakterium einerseits
eine Verteidigung gegen das Immunsystem der Wirte und andererseits eine effektive Mdoglichkeit
durch Nekrose des Wirtsgewebes ,,Nahrboden“ zu gewinnen dar.

Eines der bedeutensten Toxine von Staphylococcus
aureus ist das a-Hémolysin (oder a-Toxin; vgl. die
linksstehende Abbildung). Dieses Toxin wird von
einer grofien Zahl von Stammen des Bakteriums
(wenngleich nicht allen; Bhakdi & Tranum-Jensen,
1991) sekretiert und wirkt auf viele Sdugetierzellen
toxisch. Neuere Arbeiten konnten einerseits zeigen,
dass die Virulenz bedeutender S. aureus-Stdmme
vor allem auf dem a-Hémolysin beruht, andererseits
aber auch eine Impfung in den Bereich des Mog-
lichen riickt (Wardenburg & Schneewind, 2008).
Abbildung 1.13: Aufsicht auf das a-Hdmolysin Der Name des Toxins stammt von seiner himoly-
von der extrazelluldren Seite und eine Seitenan- tigchen Wirkung. Kaninchenerythrocyten sind be-
sicht; schematische Abbz’ldung "a.':h der Stmktur sonders anfillig. Das Toxin wirkt iiberdies dermo-
von Song et al., 1996. Jeweils eines der sieben . . . .
Monomere ist eingefarbt. An der Seitenansicht n.ekrotlsc.h und neurot9x1sch. Berelits die Menge von
sind die Domiinennamen angegeben. einem Mikrogramm wirkt auf Kaninchen lethal, so-
fern das Toxin intravends appliziert wird. Eine brei-
te Ubersicht bieten die Artikel von Freer et al.,
1968, und von Bhakdi & Tranum-Jensen, 1991. Das Gen des a-Hamolysins, hla, wurde bereits
vor mehr als zwanzig Jahren kloniert und sequenziert (Gray & Kehoe, 1984). Die ersten 26 Ami-
nosduren stellen eine Signalsequenz dar, die abgeschnitten wird, wenn das Toxin sekretiert wird.
Das reife Protein besitzt 293 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 33248 Da. Das Gen
ist unter Kontrolle eines akzessorischen Genregulators (agr), der bewirkt, dass das Toxin erst in
der spiten Phase expotentiellen Wachstums exprimiert wird. Die Monomere des o-Hamolysins
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werden ausgeschieden und assemblieren auf den Membranen von Wirtszellen zu heptameren Po-
ren (Gouaux et al., 1994; Vandana et al., 1997). Die Genese der Pore wurde ausgiebig studiert
und das a-Hamolysin avancierte zum Modellprotein fiir vergleichbare porenbildende Proteine. Es
wurde zur Losung der Frage wie Proteine eine Membran penetrieren und in sie inserieren kénnen
herangezogen. Folgendes Schema mag den bisherigen Konsens zu den strukturellen Aspekten der
Porengenese illustrieren (modifiziert nach Gouaux, 1998):

a1 — o — fot — a7
Wasserlosliches Membrangebundenes Heptamere Heptamere
Monomer Monomer Prapore (a,b,c) Pore

Die bisherige Vorstellung zur Porengenese ist folgendermafen zusammenzufassen: Das Toxinmo-
nomer (Status o) bindet an die Membran (af). Diese Bindung kann offenbar iiber zwei ver-
schiedene Wege erfolgen (Hildebrand et al., 1991). Liegt das Toxin in geringer Konzentration vor,
so bindet es an einen spezifischen, wenngleich unbekannten, Rezeptor. In héherer Konzentration
aber lagert es sich unspezifisch an die Testmembran. Valeva et al., 2006, schlagen vor, dass der
Rezeptor als Quasirezeptor zu betrachten ist, welcher durch die rdumliche Konzentration spezi-
fischer, im Grunde niedrigaffiner, Lipide in sogenannten rafts generiert wird. Diffusionsgetrieben
finden dann die Monomere auf der Membran (Status «}) zueinander und assemblieren zu einer
LLraporet (Valeva et al., 1997; Status o). Biochemische Experimente machen deutlich, dass das
Praporenstadium in mindestens drei Schritte (a, b und c¢) unterteilt werden muss (Valeva et al.,
1997). Diese Schritte unterscheiden sich in Kontaktflichenformung zwischen den Protomeren,
insbesondere am Rest H35, und dem Grad zu dem der glycinreiche Transmembranteil einer hy-
drophoben Umgebung ausgesetzt wird. Zustand o7 , ist bereits oligomerisiert, aber empfindlich
gegeniiber dem Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) — im Gegensatz zur Porenkonformation
a7. Fiir den folgenden Zustand, a7 , konnte gezeigt werden, dass S130, derjenige Rest, der in der
Porenstrukutur von Song et al., 1’996, den ,tiefsten Punkt der stem-Domine makiert, bereits
in den hydrophoben Bereich der Membran eintaucht. Und im Zustand o7 . schlieflich &ndert
sich die Konfiguration des Restes H35 so, dass dieser ebenfalls in den hydrophoben Bereich der
Membran taucht.

Wiéhrend des Umfaltens vom kompakten Monomer zur Pore (Status a7) muss zwar ein erheb-
licher Teil des Proteins bewegt werden, jedoch dndert sich der Anteil der Sekundérstrukturele-
mente kaum (Ikigai & Nakae, 1985; Tobkes et al., 1985). Die Struktur der Pore (a7) konnte
geklart werden (Song et al., 1996; sieche Abbildung 1.13). Die Gestalt dieser Pore erinnert stark
an den Fruchtkorper eines Pilzes. Die Pore hat eine Hohe von ca. 100 A und in etwa denselben
Durchmesser. Der innere Durchmesser der Pore variiert von 15 A bis 46 A. Leitfiahigkeitsanalysen
deuten darauf hin, dass der effektive Durchmesser mit 11.4 A & 0.4 A etwas geringer ausfillt
als der kleinste sterisch gegebene Durchmesser (Menestrina, 1986). Die Pore wird durch drei
Doménen charakterisiert: Cap, Rim und Stem (vgl. Abbildung 1.13). Die Stem-Doméne ist ein
14-strangiges antiparalleles g-Barrel. Die Cap-Doméne stellt einen grofsen, hydrophilen Bereich
dar, der in das extrazellulire Medium ragt. Und die Rim-Doméne schlieklich stellt die Unterseite
der Cap-Domine dar und besitzt eine definierte Phosphocholinbindestelle (Galdiero & Gouaux,
2004).

Die Zahl der Untereinheiten konnte kristallographisch und biochemisch mit 7 festgelegt werden
(Gouaux et al., 1994; Song et al., 1996), doch deuteten altere biochemische und elektronenkristal-
lographische Arbeiten auf eine hexamere Struktur hin (Bhakdi et al., 1981; Tkigai & Nakae, 1985;
Tobkes et al., 1985; Ward & Leonard, 1992). Diese Diskrepanz wird von Gouaux als Moglichkeit
der Bildung von Hexameren unter besonderen Umsténden diskutiert (Gouaux, 1998). Elektronen-
kristallographische Arbeiten (Olofsson et al., 1990; Olofsson et al., 1991) deuteten auf Oktamere
hin. Eine Arbeit (Czajkowsky et al., 1998), die auf Rasterkraftmikroskopie (Englisch: atomic
force microscopy bzw. AFM) basiert und mit verschiedenen Lipidzusammensetzungen arbeitet,
bestétigt die Vermutung (Gouaux, 1998), dass insbesondere die Zusammensetzung der Membran
den vorherrschenden Oligomerisierungsgrad vorgibt.
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Ziele dieser Arbeit

Am Beginn dieser Arbeit stand die Frage im Raum, welche strukturellen Rahmenbedingungen
wahrend der Porenbildung gelten: Wenngleich vieles zum Porenbildungsmechanismus bereits be-
kannt ist, so konnen doch die strukturellen Verdnderungen in diesem Prozess nur unzureichend
beschrieben werden. So ist beispielsweise die Struktur des Monomers (Status «;) unbekannt;
keine Gruppe hat es bisher geschafft Kristalle des monomeren Proteins zu ziichten. Auf Basis
der Struktur bekannter und verwandter Toxine (Olson et al., 1999; Pédelacq et al., 1999; Guillet
et al., 2004), die ebenfalls zur Gruppe der (-kanalformenden Toxine (8-channel forming toxins
oder 5-CFTs) gehoren, wurde ein Versuch unternommen die Struktur des monomeren a-Hamoly-
sins vorzuschlagen. Eine solche Struktur wiirde den Startpunkt der Transition a; — vy festlegen.
Zum Zeitpunkt dieser Arbeit fehlte jegliche strukturelle Information zum Préporenstatus (a%) —
gleich zu welchem dieser Zwischenstadien (a, b oder ¢). Mit H35R stand eine Mutante des a-Hé-
molysins zur Verfligung, fiir die nachgewiesen ist auf der Membran zu assemblieren, aber doch
in einem Préporenstadium ,stecken bleibt“ und nicht in die Membran inseriert (Jursch et al.,
1994; Panchal & Bayley, 1995). Dieses Priaporenstadium ist wahrscheinlich gleichzusetzen mit
oz, (Valeva et al., 1997). Zusitzliche Strukturen dieser beiden Stadien wiirden nicht nur das
strukturell-sterische Verstdndnis der Membraninsertion verbessern helfen, sondern auch zu einem
besseren physikochemischen Verstédndnis flihren und kliren, wie genau die Energiebarriere der
Insertion iiberwunden werden kann.



Kapitel 2

Einfihrung in die Theorie der
Kleinwinkelstreuung

Kleinwinkelstreumethoden sind wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit, daher gibt dieses Kapitel
eine kurze Einfithrung in ihre Theorie. Uberdies werden Aspekte angesprochen, die fiir die Inter-
pretation der Ergebnisse und der algorithmischen Umsetzung in der Software wesentlich sind, die
im Rahmen dieser Arbeit entstand. Viele Aspekte der Rontgen- und Neutronenkleinwinkelstreu-
ung gleichen sich. Daher wird im Folgenden nur dann auf Unterschiede hingewiesen, wenn diese
bedeutsam sind.

2.1 Erzeugung von Rontgen- und Neutronenstrahlung

2.1.1 Rontgenquellen
2.1.1.1 Synchrotronquellen

Die beliebtesten Quellen intensiver Rontgenstrahlen sind gegenwirtig sogenannte Synchrotrons.
Zur Erzeugung der Rontgenstrahlung werden Elektronen in einer (nahezu) kreisformigen Anla-
ge (ein sogenannter ,Speicherring®) stark beschleunigt. Dieser hochenergetische Elektronenstrahl
emittiert bei der Ablenkung in der Kurve des Speicherrings, meist zusétzlich provoziert durch
sogenannte Ablenkmagnete, brilliantes Rontgenlicht. Aufgrund der moglichen Grofe der ange-
gliederten Experimentiereinrichtungen (bis zu 200m Lénge fiir ein Strahlrohr) kann der Strahl
beliebig gut kollimiert! werden. Daher stellen Synchrotrons gegenwirtig in der strukturbiologi-
schen Forschung unverzichtbare Instrumente dar.

2.1.1.2 Rontgengeneratoren

Im Falle eines Rontgengenerators werden Elektronen beschleunigt und auf eine Metallplatte ge-
lenkt. Um den Roéntgenfluss konstant zu halten, werden die Anoden gedreht und sind mit einer
Wasserkiihlung versehen. Die Konstruktion dieser Anodenrchren hat den Namen ,Roéntgenroh-
ren” geprigt. Rontgenstrahlung wird in dem Moment generiert, in dem Elektronen auf die Anode
treffen. Dabei entsteht Bremsstrahlung. Diese entsteht stets, wenn ein geladenes Teilchen seine
kinetische Energie, ausgelost durch eine starke Geschwindigkeitsdnderung, in elektromagnetische
Strahlung umwandelt. Eine genaue Betrachtung gaben Bethe & Heitler (Bethe & Heitler, 1934).
Ein Aspekt der Bremsstrahlung ist, dass ein breites Spektrum entsteht (siche Abbildung Tsuruta
& Johnson, 2001), das erst durch Filter monochromatisiert werden muss (siehe Abschnitt 3.6 auf
Seite 32).

Moderne Rontgengeneratoren mit entsprechenden Kollimationsverfahren erreichen in vielen Fil-
len bereits die Qualitéit der in Synchrotrons aufgenommenen Daten (z. B. Round et al., 2005; siche
Produktinformation von Bruker-ASX, 2008; Anton-Paar-GmbH, 2008). Lediglich bei zeitaufge-
16sten Messungen ist ein Synchrotron zu bevorzugen.

'Kollimation bezeichnet in der Optik die parallele Ausrichtung von Strahlung.
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2.1.2 Neutronenquellen

Neutronen sind neutrale, subatomare, elementare Partikel, die durch Rutherford postuliert und
von Chadwick experimentell nachgewiesen wurden (Chadwick, 1932a; Chadwick, 1932b). Aufer
in Wasserstoff 'H sind sie Teil aller Atomkerne, haben eine Masse #hnlich wie Protonen und
einen Kernspin von 1/2 sowie einen magnetischen Impuls (fiir eine allgemeine Einleitung zu Ei-
genschaften von Neutronen siehe Harrown et al., 2007). Ein Neutronenstrahl kann tief in Materie
eindringen (siehe auch Abschnitt 2.2.3). Diese Fiille von Eigenschaften wird auf vielfiltige Weise
fiir die Klidrung biologischer Fragestellungen genutzt. Eine sehr gute Ubersicht bietet Fitter et al.,
2007. Hier werden im Folgenden ausschlieflich Aspekte mit Relevanz fiir die Kleinwinkelstreuung
erdrtert. Neutronenstrahlung mit einer fiir Streuexperimente ausreichenden Intensitit werden ge-
genwirtig entweder in Kernreaktoren oder in sogenannten Zertriimmerungs-Quellen (Englisch:
spallation sources) generiert. Im Falle der Reaktoren erzeugt die Spaltung von Uran Neutronen
im Energiebereich zwischen 0,5 und 3 MeV. Bei den Zertriimmerungsquellen treffen beschleu-
nigte subatomare Partikel (z.B. Protonen) auf Schwermetalle wie Wolfram, Blei oder flussiges
Quecksilber und erzeugen dabei Neutronen. Die Entwicklung dieser Quellen erlaubt es erst in den
letzten Jahren an einen Einsatz in biologischer Forschung zu denken.

Geesthacht Neutron Facility - GeNF

Die Neutronenstreudaten dieser Arbeit wurden an der GKSS (,Gesellschaft fiir Kernenergiever-
wertung in Schiffbau und Schiffahrt mbH"), Geesthacht, generiert. Die GKSS beherbergt mit der
sogenannten Geesthacht Neutron Facility (GeNF) einen Kernreaktor (FRG1) aus den 1950er-
Jahren. Der Reaktor nutzt UsSip mit einer Anreicherung von 20 % als Kernbrennstoff (Ulrich
& Schreiner, 2007). Im Kern ist eine Quelle fiir ,kalte Neutronen® integriert. Diese ermdglichen
eine Vielzahl von Experimenten, vornehmlich fiir materialwissenschaftliche Anwendungen. Dane-
ben gibt es auch eine fiir organische Proben spezialisierte Neutronenkleinwinkelstreueinrichtung,
SANSI, deren Schema in der folgenden Abbildung gezeigt ist.

Die Parameter der Experimentiereinrichtung (vgl. Abbildung 2.1) sind im Material & Methoden-
Kapitel unter 3.10.6.2 zu finden. Prinzipiell funktioniert das Instrument jedoch so, dass sogenannte
thermische Neutronen aus dem Reaktorkern austreten und durch einen Behélter mit kaltem Was-
serstoff (T = 25 K) geleitet werden. Dieser Behélter dient als Quelle kalter (= abgebremster,
siehe den folgenden Abschnitt) Neutronen und wird auch als Moderator bezeichnet. Da diese
Neutronen aber noch eine zu breite Wellenldngenverteilung aufweisen, werden sie durch einen
Geschwindigkeitsselektor geleitet: Dieser besteht aus einer rotierenden Trommel mit Schlitzen.
Wenn die Neutronen mit der ,richtigen Geschwindigkeit (bzw. Wellenlénge; siehe Gleichung 2.2)
ankommen, so passieren sie die Schlitze ungehindert; ansonsten verhindert die Kriimmung der
Schlitze das Passieren und die Neutronen werden absorbiert. Anschliefsend wird der Strahl kol-
limiert, das heifft er wird ,zurechtgestutzt, so dass moglichst auf einem definierten Fleck mit
parallelen Strahlen belichtet werden kann. Wenngleich sich die Kollimationsgeometrie bei der
SANS1-Anlage deutlich von der Geometrie in der Kratky-Kamera unterscheidet, so gelten die in
Abschnitt 2.3 erliuterten grundsitzlichen mathematischen Uberlegungen auch hier. Nachdem der
Strahl durch die Probe tritt, fallt nicht gestreute Strahlung auf einen Primérstrahlfanger und der
gestreute Anteil auf den nachgeschalteten Detektor. Der Detektor selber ist in einer evakuierten
Rohre fahrbar gelagert und kann so auf verschiedene Distanzen zur Probe eingestellt werden.
Damit wird erreicht, dass die gestreute Strahlung {iber einen méglichst weiten Winkelbereich
aufgezeichnet werden kann.

2.2 Eigenschaften von Rontgen- und Neutronenstrahlung

2.2.1 Energie und Impulsiibertrag

In einem Streuexperiment erfihrt ein einfallendes Teilchen eine Verdnderung des Impulses nach
Wechselwirkung mit der Probe. Das bedeutet, dass dieses Teilchen eine Verédnderung in Richtung
und/oder Geschwindigkeit erfihrt. Im Falle von Photonen (Rontgenstrahlung) ist die Wellenldnge
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Abbildung 2.1: Schema der Neutronenkleinwinkelstreuanlage am FRGI der GKSS. Der Neutronenstrahl
fliegt von links nach rechts: Ausgehend vom Moderator trifft er auf das erste Element des Schemas,
den rotierenden Geschwindigkeitsselektor. Im Anschluss folgt das Kollimationssystem mit einer Reihe
von Schlitzblenden variabler Grofe, worauf der Strahl auf die Probe in einer Kiivette trifft. Der nicht
gestreute Primérstrahlanteil wird durch einen Primérstrahlblocker ausgeblendet (nicht dargestellt), bevor
der gestreute Anteil auf den Detektor trifft. Der Detektor ist fahrbar in einer Rohre gelagert, so dass
verschiedene Streuwinkelbereiche erfasst werden kénnen. Die Abbildung wurde von A. Neu erstellt und
freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

gegeben durch die Lichtgeschwindigkeit (¢) und die Frequenz (f) der Strahlung:

c
A=-—. 2.1
7 (2.1)
Fiir Neutronen ist der Impuls durch p = hk gegeben, wobei i die Plancksche Konstante h/27 ist
und %k der Wellenvektor der Neutronen | k |= 27/A. Die Wellenldnge der Neutronen ergibt sich
aus
h2
2m\?
wobei kp die Boltzmannkonstante und 7' die Moderatortemperatur (siehe 2.1.2) darstellen.
Die Impulsdnderung kann durch den Streu- oder Impulsiibertragsvektor ¢ ausgedriickt werden.
Dieser ist als Vektordifferenz zwischen den ein- und ausgehenden Streuwellenvektoren definiert:

= 2kpT , (2.2)

q=ko—Fki, (2.3)

wobel ko und ki dem ein- bzw. ausgehenden Streuwellenvektoren entsprechen (siehe 2.2.2). Die
Veréinderung des Impulses ist damit Ag. Im Gegensatz zu der elastischen Streuung, bei welcher
der einfallende Strahl keine Energie verliert und die Wellenldnge konstant bleibt, gibt es auch
noch die inelastische Streuung. Im Fall der inelastischen Streuung verlieren (oder gewinnen) die
gestreuten Teilchen Energie, durch Wechselwirkung mit Atomkernen im Falle der Neutronenstreu-
ung oder durch Wechselwirkung mit den Elektronenhiillen der Atome im Falle der Photonen (bei
der Rontgenstreuung). Im Folgenden wird allerdings ausschlieflich der elatische Fall betrachtet,
da nur bei einer konstanten Wellenlidnge die vorgestellten Analysemethoden aussagekriftig sind.
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2.2.2 Streuung & die Debye-Gleichung

Im Allgemeinen streut einfallende Strahlung in ein

Medium, welches unabhfngig von seiner Position

streut, nur in Vorwértsrichtung (¢ = 20 = 0).

Jedoch gibt es fiir jedes Volumenelement (V') ein

Volumenelement (V'), welches genau (180°) aufer

28 Phase streut, wobei gilt: PV — VV’' = \/2 (sie-

A » he Abbildung 2.2). Folglich 18scht sich alle weitere

Streuung aus, es sei denn, das Streuvermogen in V'

/ und V'’ unterscheidet sich. Rontgenstrahlung wech-

selwirkt mit den Elektronen einer Probe und ist

s folglich durch Fluktuationen der Elektronendichte

.0 gestreut. Neutronen wechselwirken nicht mit Elek-

vis tronen, sondern mit den Kernen der Atome (siehe

¢ 2.2.1).

Fiir die elatische Streuung ergibt sich aus Gleichung

Streuereignissen. Fiir jeden Punkt V, der in ei- 2'?’ da.ss ‘kl‘ = kol u.nd. folglich I.St 4] = 2kosin .

nem Winkel 20 > 0 streut, gibt es einen Punkt Fir kristalline Materialien resultieren sogenannte

V', der genau (180°) aufer Phase streut. Folg- Bragg peaks bei Werten von ¢ gleich dem reziproken
lich 16scht sich alle Streuung aus, es sei denn, Gitterabstand: 5

das Streuvermdgen in V' und V' unterscheidet g = “n 7 (2.4)

sich. Abbildung nach Fitter et al., 2007. d
wobel d der Abstand im Kristall zwischen zwei

Netzebenen ist. Da kg = 27, ergibt sich durch Ersetzen das Braggsche Gesetz:

Abbildung 2.2: Schema der Geometrie von

A =2dsind . (2.5)

Vereinfacht ausgedriickt ist dies die Bedingung fiir konstruktive Interferenz (vgl. Abbildung 2.3)
von Wellen mit dem Einfallswinkel 8 auf eine Menge equidistanter Ebenen mit dem Abstand d.

Abbildung 2.3: Darstellung zum Braggschen Gesetz. Ein einfallender Neutronen- oder Rontgenstrahl trifft
von links auf eine regelméafige Anordnung von Atomen und wird nach rechts gestreut: Der horizontale
Abstand der Atome ist d. Sowohl der einfallende als auch der gestreute Strahl stehen in einem Winkel
zu den Ebenen der Atome. Abbildung nach Fitter et al., 2007.

Obwohl das Braggsche Gesetz sich auf kristalline Materialien beschrénkt, gilt der Fourier- oder
inverse Zusammenhang zwischen einer Struktur im realen Raum (r) und der Streuung im rezi-
proken Raum: Gleichung 2.3 kann préaziser folgendermafen ausformuliert werden:

sin @

q= 10| = |ko — ku| = [k] - [eo — e1| = dmh= (2.6)
Fiir die Bedeutung von e siehe Abschnitt 2.2.3.
In der Literatur erfolgt jedoch meist eine Darstellung ohne h:
q7 sin 0
q—!qT:’ |~ 4 (2.7)
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Die Amplitude einer Streuwelle von zwei Atomen, x und y, ergibt sich aus den Atomformfaktoren
der Atome:

Aa:,y =Ae- fx,y . (28)
Hierbei ist A, die Streuamplitude des freien Elektrons im Vakuum und f, bzw f, die Zahl der
Elektronen im jeweiligen Atom. Die Phasendifferenz zwischen den beiden Streuwellen lésst sich
aus der Projektion des Ortsvektors 7 auf den Streuvektor ¢ bestimmen, dabei ergibt sich:

b=F ko—7 k=7 . (2.9)

Molekiile jedoch bestehen iiblicherweise aus sehr viel mehr Atomen. Gleichung 2.8 muss also
erweitert werden zu:

A@) = Y A e T A fye e (2.10)

wobei ¢ der Laufindex iiber die Atome ist.
Die Amplitude einer Welle ist jedoch nicht messbar, sondern nur die Intensitéit. Es gilt:

I(q) = [A@]* . (2.11)

Eine eingehendere mathematische Erlduterung liefert Pairet, 2007. Werden Molekiile in Losung
betrachtet, so ist — bei einer grofen Zahl von Molekiilen — die Streuung isotrop, d. h. es gibt keine
bevorzugte Richtung fiir die Streuung, da die Molekiile keine bevorzugte Orientierung gegeniiber
dem Strahl einnehmen. Gleichung 2.11 muss also iiber alle Raumrichtungen gemittelt werden:

I(q) = (I(@)a = AZ(Y_ fo- fy-cos((Fe = 7) - D 4 (2.12)
T,y

wegen e‘z = cosx - isinz. Um das Mittel iiber die Raumrichtungen auszufiihren, dient folgender
Zusammenhang, bei dem der Abstandsvektor 7= 7, — 7, gesetzt ist:

S r[" . .
(cos(T- q)) = 5 /0 cos(7- q) - sin(p) dp
= % / cos(r - q - cos(p)) - sin(p) dy
0

qr/2 1

= / cos(z) - — - dx
—qr/2 qr

_ sin(qr)

==

wobei ¢ der Winkel zwischen 7 und ¢'ist und r und ¢ die Betrige der Vektoren darstellen. Hiermit
ergibt sich aus Gleichung 2.12 die Debye-Gleichung:

I(Q)ZAﬁ'wa-fy-M. (2.13)

r
x?y q

Die Debye-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen den Formfaktoren der beteiligten
Atome und ihren Abstédnden. Sie gilt fiir alle zuféllig orientierten Molekiile — sofern diese sich
in einem perfekten Vakuum befinden. Tatséchlich aber miissen Proteine und andere Biomolekiile
in einem geeigneten Puffer gemessen werden. Analog zu Gleichung 2.22 verringert sich der Kon-
trast des Systems um den Kontrast des Puffers. Zusétzlich muss beriicksichtigt werden, dass die
Streuung in einem Molekiil nicht an definierten Streuzentren stattfindet, sondern an der gesamten
Elektronendichte, p(r,), des Molekiils. Mit folgender Substitution

Ae - fp=plrp)-dVy , (2.14)

wobei p fiir das Molekiil — ein Protein — steht, geht Gleichung 2.12 in folgendes Integral iiber:

1= /v /V p(ri) - p(r3) - cos((7i — %) - Q) - &7 (2.15)
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wobei V1 und V5 fiir die eingangs erwidhnten Volumenelemente stehen. Setzt man ¥ = 7] — 73, S0
ergibt sich:

1(q) = / / p(ri) - p(ri — 7) - d°ri - cos(i - 1) - d°F . (2.16)
W=V JV;

(1)

Hierbei ist y(r) die Patterson-Funktion, eine Autokorrelation der Elektronendichte (p(r) x p(r)).
Analog zu den gerade durchgefiihrten Umformungen ergibt sich mit v(r) = p(r) x p(r):

I(g) = /Vy(r) - Sm;‘f““) s (2.17)

Wiederum sind r und ¢ die Betrége der Vektoren 7 und ¢. Analog zu 2.12 kann auch hier die
Integration iiber alle Raumrichtungen ausgefiihrt werden:

I(q) = 47r/r2 “y(r) - sinq(;zr) dr . (2.18)

Der Ausdruck 72 - y(r) wird als Abstandsverteilungsfunktion P(r) zusammengefasst. Man erhilt

I(q) = 4 / () S2) g (2.19)
qr
Abstandsverteilungsfunktion P(r) und Streuintensitét I(q) lassen sich also ineinander tiberfiih-
ren?. Dieser Sachverhalt ist zentral fiir die Praxis der Kleinwinkelstreuung und findet auch bei der
indirekten Fouriertransformation (siehe Abschnitt 2.4 auf Seite 24 dieses Kapitels) Verwendung.

2.2.3 Streulinge und Wirkungsquerschnitt

Typischerweise wird in einem Streuexperiment die Zahl von Teilchen, die in einer bestimmten
Richtung gestreut werden, festgestellt — ohne Anderungen der Energie, also ohne den inelastischen
Fall (siehe 2.2.1) zu beriicksichtigen. Der differentielle Wirkungsquerschnitt ist bei einem festen
Winkel d€) folgendermafen definiert:

do (Teilchen s~! die in df) gestreut werden) (2.20)
- Bd) ' '

Hierbei ist @ der einfallende Teilchenflux (Zahl der Teilchen pro Fliche und Sekunde). Der gesam-
te Wirkungsquerschnitt ist nun definiert als die in einer Sekunde gestreute Gesamtteilchenzahl,

normalisiert durch den Flux: J
o
s = — | dQ) . 2.21
7 / <d9> 220)

Bei bekanntem Flux ergeben sich also alle diese Parameter zwangslaufig. Wihrend bei Neutro-
nenquellen der Flux iiblicherweise bekannt ist, kann er fiir Rontgenquellen bestenfalls geschitzt
werden. Bei Réntgenquellen wird daher meist nur ein relativer Flux angegeben. Auch Fldchende-
tektoren fiir Neutronen kénnen absolute Angaben iiber die detektierten Teilchen machen, wiahrend
mit Roéntgendetektoren keine genauen Angaben gewonnen werden. Folglich sind Angaben iiber
Neutronenstreuintensitéten in dieser Arbeit auch absolut skaliert, wihrend Angaben fiir Ront-
genstreuungsintensitdten dies nicht sein kénnen.

2.2.4 Kohiarenter und inkohirenter Wirkungsquerschnitt bei Neutronen

Atomkerne sind u.a. durch eine inkohérente und eine kohérente Neutronenstreulinge b charak-
terisiert. Wenn ein Neutron mit einem Spin von 1/2 auf ein Isotop mit einem Kernspin I trifft,
so kann der Spin des Neutronen-Kern-Systems zwei Werte annehmen: I + 1/2. Die Streuldnge

2Bei der hierzu notwendigen Transformation handelt es sich nicht wie in Pairet, 2007 und Hartmann & Decker,
2004 erdrtert um eine Sinustransformation. Eine detaillierte Betrachtung einer Sinustransformation liefern z. B.
Press et al., 2002.
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der zwei moglichen Systeme ist mit b™ und b~ angegeben. Die mdglichen Spinzustinde, die mit
den beiden Werten assoziiert sind, sind 2(/ +1/2) +1 =21 +2 und 2(I — 1/2) + 1 = 2I. Die
Gesamtzahl der moglichen Zusténde ist also 41 4+ 2. Sind die Neutronen nicht polarisiert und die
Kernspins zufillig orientiert, so haben alle Spinzustédnde die gleiche Wahrscheinlichkeit. Folglich
ist die Haufigkeit von b mit 2117111 und von b~ mit ﬁ zu wichten. Die kohérente Streulidnge fiir
jedes Isotop ist mit o. = 47b? gegeben, wobei b dem Mittel iiber die Streulingen bei allen Tem-
peraturen der 4+ und — Populationen entspricht. Analog dazu ist der totale Wirkungsquerschnitt
mit o, = 47b? gegeben. Wenn ein Isotop keinen Spin hat (z.B. '2C), dann ist b* = b*> = b2 und
inkohérente Streuung tritt nicht auf.

Nur der kohérente Anteil der Streuung enthilt Informationen iiber die rdumliche Anordnung im
untersuchten Molekiil. Der inkohdrente Anteil enthilt keine strukturelle Information und wird
{iblicherweise, sofern isotrop, als ,,Hintergrund“ abgezogen. Fiir 'H ergibt sich eine Streulinge von
0,374712 cm, wihrend sie fiir 2H (Deuterium) —0,667'? ¢cm betriigt. Andere kleine Elemente
haben Streuldngen in derselben Grofsenordnung. Hieraus folgt, dass bei einem System mit orga-
nischer Materie (Wasserstoff, Deuterium, Kohlenstoff, Sauerstoff und Phosphor als die hiufigsten
Elemente) eine Variation des Anteils von Deuterium gegeniiber Wasserstoff im Losungsmittel ge-
nutzt werden, um den Kontrast bestimmter anderer Molekiile zu minimieren, wobei ein hoher
Wasserstoffanteil iiblicherweise einen geringen Kontrast bedeutet (vgl. den folgenden Abschnitt
zum Thema  Kontrast®).

2.2.5 Kontrast

Fiir ein System mit zwei Komponenten gilt

(g, Apa, App) = AphIalq) + Apalpplap(a) + Applp(q) - (2.22)

Hierbei stehen die Indizes A und B fiir die beiden Komponenten und Apx = px — pg, wobei
px der mittleren Streuldngendichte der individuellen Komponenten A und B enspricht und pg
die mittlere Streuldngendichte des Losungsmittels ist. In Gleichung 2.22 wird vorausgesetzt, dass
die Unterschiede in der Streuldngendichte zwischen den zwei Komponenten groker ist als die
Dichtefluktuationen innerhalb der Komponenten. Mit der Gleichung ist zum Beispiel die Situa-
tion hinsichtlich des Kontrastes in einem System aus Losungsmittel, Lipiden und Proteinen zu
beschreiben.

2.3 Geometrie der Kratky-Kamera und Konvolution

Ein grundsétzliches Problem von Laborgeriten ist die relativ geringe Intensitdt von Rontgenge-
neratoren (siche Abschnitt 2.1.1.2) gegeniiber Synchrotrons (vgl. Abschnitt 2.1.1.1). Mit einer
geschickten Wahl der Kollimationsgeometrie kann erreicht werden, dass relativ viel Probe be-
strahlt wird und so ein grokerer Anteil gestreuten Rontgenlichtes erhalten wird im Vergleich zu
einer punktférmig bestrahlten Probe. Im Falle der Kratky-Kamera besitzt der Réntgenstrahl ein
rechteckiges Profil beim Auftritt auf die Probe. Die Probe selber ist bei Fliissigkeiten in eine Ka-
pillare gefiillt oder bei Feststoffen in einen Zylinder mit rechteckigem Ausschnitt gespannt. Der
Nachteil der angesprochenen Kollimation ist jedoch, dass diese im Zuge der Datenauswertung
beriicksichtigt werden muss, denn sie ,verschmiert” die Streuung ausgehend von der Probe.

Die erste der nun folgenden Abbildungen (Abbildung 2.4) definiert die ¢- und die z-Richtung des
Primérstrahls. Hierbei ist ¢ die Breite des Primérstrahls in der Ausdehungsrichtung und z die
Hohe des Strahls.

Die angesprochene ,Verschmierung® basiert auf der nicht vernachléssigharen Breite und Hohe des
Strahls: Wiirde der Strahl punktférmig auf die Probe treffen und der Detektor einen ,unendli-
chen* Abstand von der Probe haben, so wiirde alle detektierte Streuung nur von diesem Punkt
der Probe ausgehen. Da der Primérstrahl eine Ausdehnung in beide Richtungen besitzt, kommt
auch die detektierte Streuung von mehreren Punkten der Probe zugleich. Man kann sich zudem
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Abbildung 2.4: Skizze Primdarstrahlgeometrie der Kratky-Kamera und der Definition der Achsen. Abbil-
dung aus Schmid, 2005.

sehr leicht klarmachen, dass dies auch eine Dampfung des Signals bedeutet: Geméfs der Betrach-
tung in Abschnitt 2.2.2 gilt, dass mit der Ausdehnung des Primérstrahls auch mehr und mehr
Volumenelemente in der Probe hinzukommen, die 180° aufser Phase sind. Auferdem muss ggf.
auch noch eine ,Verschmierung®“ aufgrund der Wellenldnge beriicksichtigt werden, fiir den Fall,
dass der Strahl nicht monochromatisch ist. Die folgenden Betrachtungen sind Feignin & Svergun,
1987, entnommen. Es kénnen drei Aspekte unterschieden werden, wobei die Léngengréfen in ¢
(siehe Abschnitt 2.2.2) gegeben sind:

e Abbildung 2.5 skizziert die Verschmierung, die aus der Primérstrahlhhe resultiert. Eine ge-
messene oder experimentelle Intensitit (1(q)esp) ergibt sich hiernach aus der tatsichlichen,
nachdem diese mit dem Primérstrahlprofil konvolutiert (= gefaltet) wurde:

1(q)esp = / U P@) I(g—2)-du =Ty . (2.23)

o0

|
I d

F—=4

SRS (R TR A

Abbildung 2.5: Skizze der Primdrstrahlhéhenverschmierung der Daten. Abbildung aus Schmid, 2005.

e Analog ergibt sich die Breitenverschmierung und Abbildung 2.6 zeigt, warum die Koordi-
naten hierbei quadratisch addiert werden miissen.

A P(t) A

h? +t?

Abbildung 2.6: Skizze der Primdrstrahlhéhenverschmierung der Daten. Abbildung aus Schmid, 2005.

1(@)eap = / U P) IR ) dt =Ty . (2.24)

o0
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e Schlieflich gilt fir die Wellenléngenverteilung P(A) um A\g mit X' = /\—):) nach Harrown et al.,
2007, folgende Verschmierung des Signals

1(q)eap = /Oo PON) - I(55) dt:=T; . (2.25)

Die hier definierten Konvolutionsintegrale T5 bis T4 werden im folgenden Abschnitt verwendet
und die Abkiirzungen werden in Abbildung 2.7 erldutert.

2.4 Indirekte Fouriertransformation

Schauen wir uns Gleichung 2.19 noch einmal an:

I(q) = 47r/P(7“) , sin(ar) dr .
qr

Es wird deutlich, dass bei bekannter Abstandsverteilungsfunktion, P(r), die Streuintensitét, I(q),
einfach berechnet werden kann. Die umgekehrte Berechnung stellt jedoch in der Praxis eine Hiirde
dar, da die Intensitdt nur fiir einen eingeschrinkten Bereich von ¢ bekannt ist: ¢ — oo kann
nicht gemessen werden und ¢ — 0 ist nicht zuginglich, da der Primérstrahl zum Schutz des
Detektors blockiert wird. Der Bereich ¢ — oo kann nach Porod extrapoliert (Porod, 1951) und
der Bereich ¢ — 0 nach Guinier erschlossen werden (Guinier, 1939). Eine direkte Transformation
auf diesem Weg hat den Nachteil relativ grofier Unsicherheit fiir die extrapolierten Bereiche:
Man verliert Reproduzierbarkeit, da in die Extrapolation der experimentelle Fehler einfliefst.
Gleichzeitig bedeutet dies, dass so eine korrekte Fehlerbetrachtung nicht mehr moglich ist.

Die Indirekte Fouriertransformation (IFT nach dem Entwickler O. Glatter; Glatter, 1977) ermdg-
licht dieses Problem zu umgehen. Sie erlaubt die simultane Berechnung der entschmierten Streu-
kurve und der Abstandsverteilungsfunktion aus einem experimentellen Datensatz. Zur Durchfiih-
rung wird in einem ersten Schritt eine hypothetische P(r) geschétzt, zweitens iiber verschiedene
Operationen verschmiert und drittens an die experimentellen Daten angepasst. Abbildung 2.7
zeigt den Ablauf der IFT schematisch.

Experiment Geometrie  Strahlung Streuung Abstatdevurisiang
S % —— ——
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Abbildung 2.7: Schematischer Verlauf einer IFT; modifiziert nach Glatter & Kratky, 1982. Der Term T}
ist in Gleichung 2.26 erlautert.

Wie weiter oben (siehe 2.3) dargestellt, werden die verschiedenen Effekte der geometrischen Ver-
schmierung mit T3 (vgl. Gleichung 2.23) und Ty (vgl. Gleichung 2.24) symbolisiert. T3 steht fiir
die Wellenldngenverschmierung (vgl. Gleichung 2.25). Die entschmierte, theoretische Streukurve
erhdlt man aus Gleichung 2.19:

I(q) = 47T/P(7’) . ~dr =Ty -P(r), (2.26)

sin(qr)
qr
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wobei 717 die Transformation abkiirzt. Zur Durchfithrung der IF'T muss zunichst ein maximaler
Abstand, Dy,qz, der P(r), bzw. des untersuchten Molekiils, abgeschétzt werden, fiir den gilt:

Pir)y=0 V 7 > Dpas - (2.27)

Die Abstandsverteilungsfunktion wird nun auf dem Intervall 0 < r < D4, durch N orthogonale

Funktionen ¢(r) approximiert:
N

P(r) = ci-pilr) . (2.28)
i=1
Es gibt zwei Ansédtze dieses algorithmisch nachzuvollziehen: Das Programm ITP verwendet kubi-
sche B-Splines (Glatter, 1980), wihrend das Program GNOM (Svergun, 1992) Stufenfunktionen
verwendet. Anstelle einer gesamten P(r) lassen sich nun die einzelnen Funktionen ¢;(r) mit den
Operationen 77 bis T} transformieren. Es gilt

I(Q)exp = T1T2T3T4P(T‘)

N
= Z T IoT5Typi(r)
=1

N
= ailq)
=1

wobei 1;(q) = T1ToT3Typi(r) definiert wurde. Mit dieser Gleichung lassen sich nun die Koeffizi-
enten ¢; bestimmen, wenn

M
= Z Lewp(qr) — Zg]éil cithi(qr))? (2.29)
k=1

minimiert wird. Hierbei ist M die Zahl der Messpunkte und oy der zugehdrige Messfehler. Mit
dem Ziel eine stabile Losung zu erhalten wird nicht x? minimiert, sondern I' = x2 + a. - Ne. o ist
ein Wichtungsfaktor und N, eine Nebenbedingung. Beispielsweise sind physikalisch sinnvolle Lo-
sungen ausschlieflich glatte Kurven. Andere Nebenbedingungen hingen von der erwarteten Form
oder fraktalen Dimension der untersuchten Molekiile ab, die ebenfalls Einfluss auf den Verlauf der
Kurve haben. Die Realisierung der Nebenbedingunen ist jedoch programm- und algorithmusspe-
zifisch, weshalb auf die beiden in dieser Arbeit verwendeten Programme verwiesen sei (Glatter,
1980; Svergun, 1992).

2.5 Der Gyrationsradius und die Guinierapproximation

Ein wichtiger Parameter, der sich direkt aus einem Streudatensatz gewinnen ldsst, ist der Gy-
rationsradius Ry. Er ist ein Mafs fiir die Kompaktheit eines Molekiils. Der Gyrationsradius ist
zunéchst einmal definiert durch den Tragheitsmoment I und die Masse M eines Molekiils:

I

R, :=14/— . 2.30
g M ( )
Im Falle eines Polymers wird der R, auch spezifiziert iber die Zahl N und Position 7 der Atome:

1

2. ) )2
R = 03 Z(n — 7). (2.31)
Z?]

Weil die Zahl der Konformationen eines Polymers quasi unendlich grof ist und zudem noch
iiber die Zeit variieren kann, wird der Gyrationsradius in der Polymerphysik als Mittel aller
Polymerzustinde einer Probe und iiber die Zeit verstanden:

N

1 _
R? = N%:l(rk —7)?) . (2.32)
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Diese letzte Definition — welche zu den beiden vorherigen equivalent ist — findet Anwendung
im Softwarebereich der Proteinmodellierung. In der von mir geschriebenen und wihrend dieser
Dissertation eingesetzten Software (siehe Abschnitt 4.7 auf den Seite 105 ff. des Resultatekapi-
tels) wird jedoch, da eine direkte Umsetzung von Gleichung 2.32 etwas rechenintensiver ist, eine

Variation der Gleichung eingesetzt:
N 2
Ry = \/72’“1]% iy (2.33)
Zk:1 flc

hierbei ist fi die Streuamplitude der beteiligten Atome bzw. ein willkiirlicher Faktor proportional
zur Masse. Gleichung 2.33 wird in der eigenen Programmbibliothek zum rigid body-Modelling
(siehe Resultatekapitel, Abschnitt 4.7) und bei der Berechnung des R, aus Elektronendichten einer
single particle-Rekonstruktion (sieche Material & Methode, Abschnitt 3.6.9) verwendet. Gleichung
2.33 kann {iiberdies in verschiedene Komponenten zerlegt werden. Ist das betrachtete Molekiil
beispielsweise ein Zylinder und die zentrale Achse ist z, so ist die radiale Komponente R, gegeben
durch

Zivzl Ji (azi ) y,?)
ZkN:1 flc

wobei xj und yi zwei der Komponenten der Distanzvektoren im Raum, senkrecht zu z, sind. Die-
se Zerlegung ist von besonderem Interesse, wenn die ,Verdrillung“ eines zylindrischen Molekiils
beschrieben werden soll und ist Teil der beiden oben genannten Softwarepakete. Die Betrachtung
stammt von H. Hartmann (Hartmann et al., 2004) und wurde fiir das Himocyanin von Megatura
crenulata eingefiihrt..

Rmy = s (234)

Fiir die Kleinwinkelstreuung hat der Gyrationsradius eine herausragende Bedeutung, weil er direkt
aus den Daten ermittelt wird. Hierzu kann I(¢) zunéchst nur in der N&he von ¢ = 0 betrachtet

sin(qr)

werden. Entwickelt man nach McLaurin (vgl. Feignin & Svergun, 1987)

sin(qr)

=1-r2%/6+ ¢ /120 — ..., (2.35)
qr

so wird klar, dass bei ¢ = 0 fiir die ersten beiden Therme gilt:
I(q) = I(0) - (1 — ¢°R}/3), (2.36)
wobei .
1(0) = dr / (r)r2dr (2.37)
0

und .
B2 — fO max 7(r)r4dr
v 9. fo Xy (r)r2dr ’

(2.38)

mit d,q; dem maximalem Abstand im untersuchten Molekiil einer homodispersen Lésung. Der
Ausdruck auf der rechten Seite von Gleichung 2.36 entspricht folglich den ersten beiden Termen
der McLaurinreihe. Daher gilt, mit einer Genauigkeit proportional zu ¢*, fiir den Beginn einer
Streukurve

2
Ry

I(q) = 1(0) - e~ 5" . (2.39)

Dies ist die Guinierndherung (Guinier, 1939). Diese Naherung ist jedoch nur giiltig im ¢-Werte-
bereich, fiir den gilt ¢- Ry < 1. Wenn man Gleichung 2.35 in die Debyegleichung (Gleichung 2.13)
einsetzt so ergibt sich

2
I(q) = //,0(7”1)P(T'Q)d7“1d7’2 — q(;//p(rl)p(rg)]n —rg\gdndrg ) (2.40)



2.5 Der Gyrationsradius und die Guinierapproximation 27

Ein Vergleich der letzten Gleichung mit Gleichung 2.36 zeigt, dass
2
1(0) = ‘/p(r)dr . (2.41)

Folglich ist I(0) das Quadrat der Gesamtstreuldinge des betrachteten Molekiils. Werden nun die
Koeffizienten der ¢?-Terme gleichgesetzt, so ergibt sich

2 fooo P(r)-r?-dr

R, = .
92 [T P(r)-dr

(2.42)

Diese letzte Gleichung wird eingesetzt zur prizisen Berechnung des Gyrationsradius aus einer
gegebenen Abstandsverteilungsfunktion.



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien und Gerate

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden im Allgemeinen von der Firma Carl-Roth (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe)
bezogen. Die Herkunft aller iibrigen Chemikalien wird in den entsprechenden Abschnitten explizit
angegeben.

SWasser” im Kontext dieses Kapitels ist als deionisiertes Wasser, gereinigt mit einer Milliporean-
lage (MilliQ} biocel-Anlage von der Millipore GmbH, Bad Schwalbach), zu verstehen. Das Wasser
hatte einem Leitwiderstand von 18,2 M.

3.2 Gelelektrophoresen

3.2.1 SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Féarbung

Die hier verwendete SDS-Gelelektrophorese basiert auf dem System von Laemmli (Laemmli,
1970) in der Modifikation nach See und Jakowski (See & Jackowski, 1989). Die Puffer- und
Gelzusammensetzungen zeigt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Lisungen zur Gelektrophorese. Fiir native Gele wurde auf die Zugabe von SDS verzichtet.
125 mM Tris; pH 6.8 bei 20 °C

7,5 % (v/v) Rotiphorese

0,2 % (w/v) SDS; 8.8 bei 20 °C

Trenngel

Sammelgel 375 mM Tris
3,0 % (v/v) Rotiphorese
0,2 % (w/v) SDS; 8.8 bei 20 °C

Laufpuffer 20 mM Tris
150 mM Glycin
0,08 % (w/v) SDS; pH 6.8 bei 20 °C

Probenpuffer 25 % (v/v) Sammelgelpuffer
4% (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
10 % B-Mercaptoethanol
1 Spatelspitze Bromphenolblau

Firbelosung 0,5 % (w/v) Coomassie G 250
50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure
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Vorgehensweise: Es fanden ausschlieflich Minigele (8 x 10 cm Fléche, circa 1 mm Dicke) Verwen-
dung. Die Gele wurden in zwei Stufen gegossen: Erst das Trenn- und dann das Sammelgel, wobei
den Gelen je ca. 45 Minuten Zeit zur Polymerisierung gegeben wurde. Die Polymerisierung er-
folgte durch Zugabe von TEMED (4 %o (v/v); Tetramethylethylendiamin) und APS (6 %o (w/v);
Ammoniumpersulfat). Fiir die Taschen wurden Kdmme mit 8-10 Taschen verwendet.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden Proben 1:1 mit dem Probenpuffer versetzt und an-
schliefsend fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Die anschliefsende Elektrophorese erfolgte bei
konstanten 110 V. Die Féarbung erfolgte fiir etwa eine Stunde in der Fdrbeldsung. Die Entfarbung
des Hintergrundes fand im selben Puffer ohne Zugabe des Farbstoffes Coomassie statt.

3.2.2 Native Polyacrylamidgele

Die native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) dient der Detektion von Proteinen in Ge-
len, ohne dass diese denaturiert werden und damit einhergehend zu Monomeren zerfallen. Das
Protokoll orientiert sich an dem Protokoll zur Gelelektrophorese von See und Jackowski (See &
Jackowski, 1989). Vor Einfiillen in die Geltaschen wurden Proben 1:1 mit einem Puffer aus 50 %
Glycerin und 0,1 % Bromphenolblau versetzt. Die Elektrophorese erfolgte mit Minigelen (siehe
oben) bei 4°C und einer konstanten Spannung von 100 V. Sofern nicht eine Farbung hinsichtlich
der Phenoloxidaseaktivitit (im folgenden Abschnitt beschrieben) durchgefithrt wurde, wurden
die Proben mittels Coomassie angefiirbt (siche Abschnitt 3.2.1).

3.2.3 Anfirben von Phenoloxidasen nach Gelelektrophorese

Im Falle der Hamocyanine von Eurypelma californicum und Pandinus imperator wurde zum
Nachweis der Phenoloxidaseaktivitit vor Aufnahme von Kleinwinkelstreudaten (siehe Abschnitt
3.9.1) Substrat mit Protein in nativen Gelen (siehe Abschnitt 3.2.2) inkubiert. Auf diese Weise
kann enzymatische Aktivitdt direkt mit Reinheit und Oligomerisierungszustand in Verbindung
gebracht werden.

Die Methode basiert auf der Publikation von Nellaiappan (Nellaiappan & Vinayakam, 1993)
und ist dieser nachempfunden: Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele fiir 10-15 Minuten
in Petrischalen gelegt und mit 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) inkubiert, um den alkalischen
Elektrophoresepuffer zu ersetzen. Zudem wird so eine Autooxidation von Diphenolen und somit
eine Hintergrundfirbung vermieden. Anschliefiend erfolgte eine Inkubation in Férbeldsung fiir
etwa 10 Minuten. Die Férbelosung bestand aus 10 % (w/v) SDS (als Aktivator), 0,3 % (w/v)
3-Methyl-2-Benzo-Thiazoenone-Hydrazon (als Verstirker der Farbung) und 10 mM Dopamin
(als Substrat) im oben genannten Phosphatpuffer. Die Gele wurden ausschlieRlich iiber einen
Gelscanner (BioRad, Miinchen, Typ Densitometer GS-800) dokumentiert, da die Farbung nicht
dauerhaft ist.

3.3 Aufreinigung der Hamocyanine

In dieser Arbeit wurden ausschlieflich Himocyanine der Arthropoden Eurypelma californicum
und Pandinus imperator selbst aufgereinigt. Die anderen Haimocyanine wurden von anderen Quel-
len bezogen und wie in den entsprechenden Abschnitten beschrieben aufgereinigt.

3.3.1 Verwendete Puffer

Sofern nicht anders angegeben wurden fiir die Aufreinigung der Hamocyanine standardméfig die
folgenden Puffer verwendet und daher auch mit einer eigenen Kurzbezeichnung versehen:
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Tabelle 3.2: Zur Aufreinigung und Lagerung der Hamocyanine von E. calcifornicum und P. imperator
verwendete Puffer.

Burypelma-Stabilisierungspuffer 100 mM Tris; pH 7,8 bei 20 °C
5 mM MgCly
5 mM CaCly

Pandinus-Stabilisierungspuffer 100 mM Tris; pH 7,8 bei 20 °C
10 mM MgCls
10 mM CaCly

Nach ihrer Herstellung wurden die Puffer gefiltert (Carl Roth, Karlsruhe, Typ A009.1) und mit
dem Vakuum einer Membranpumpe (vacuubrand, Wertheim, Typ MZ 2C') entgast.

3.3.2 Tierhaltung

Die Tiere (E. californicum und P. imperator) wurden einzeln in verschlossenen Plastikwannen
gehalten, deren Boden mit Sand und Mulch bedeckt war. In den Wannen befinden sich zusétz-
lich kleine Pflanztopfe aus Ton, um den Tieren eine Riickzugsmdglichkeit zu bieten. Den Tieren
wurden zweimal pro Woche Wasser gegeben und alle zwei Wochen wurde ein Heimchen gefiittert.
Der Licht-Dunkel-Wechsel erfolgte automatisch im 12-Stunden Rhythmus.

3.3.3 Gewinnung und Aufreinigung

Die Hamolymphe aus E. californicum und P. imperator wurde durch Punktion des Perikards
erhalten. Die austretende Himolymphe wurde mit einer Pasteurpipette aufgenommen und in ein
gekiihltes Reaktionsgefif gegeben, in welches etwa 100 ul des entsprechenden Puffers (siehe 3.3.1)
vorgelegt waren. Unmittelbar vor Auftragung auf die Gelfiltrationssiule wurde die Himolymphe
15 Minuten bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert (Tischzentrifuge von Hettich Zentrifugen, Tutt-
lingen, Typ Universal 16 R). Die Aufreinigung des Hidmocyanins erfolgte mittels Gelfiltration
(GE Healthcare, Sdulenmaterial Typ Sephacryl S-300 und Séule Typ XK26/60 mit einer FPLC
von BioRad, Miinchen, Typ BioLogic DuoFlow) bei 4 °C. Die Flussrate betrug 1,3 mL/Minute.
Es wurden Fraktionen von 3mL Grofe gesammelt. Die Fraktionen wurden so zusammengefiihrt,
dass ausschlieflich Himocyanin in der Losung einhalten war.

Abschliefend wurden die zusammengefiithrten Fraktionen mit Membranfiltern (,Vivaspin“-Mem-
branfilter der Sartorius AG, Gottingen, Typ V52001 mit einer Molekulargewichtssperre von
10kDa) bei knapp 40000 x g konzentriert. Das Konzentrat wurde in ein 1,5mL Reaktionsgefafs
iberfiihrt und nochmals 15 Minuten bei 22000 x g und 4 °C zentrifugiert, um ggf. co-konzentrierte
Verunreinigungen wie Bakterien und Staub zu pelletieren. Der Uberstand wurde aufbewahrt
und fiir weitere Experimente aliquotiert. Die Konzentration des Himocyanins wurde iiber die
optische Dichte bei 280nm bestimmt. Hierbei wurden spezifische Extinktionskoeffizienten von
e = 1.04 mL-mg~' - em™! fiir das Himocyanin von E. californicum (Loewe & Linzen, 1973;
Hiibler, 2001) und € = 1.1 mL-mg~'-em ™! fiir das Himocyanin von P. imperator (Waschbiisch,
2004) angenommen.

3.3.4 Kontrolle der Integritit nach Bestrahlung

Um sicherzustellen, dass die Arthropodenh&mocyanine durch die Behandlung in der Kratky-
Kamera (siche 3.6) keinen Schaden nahmen, wurde Proben von Eurypelma californicum-H&mo-
cyanin und Pandinus imperator-H&mocyanin mit einer Konzentratoin von ca. 5 mg/mL folgen-
dermafsen behandelt:

e Ein Teil blieb unbehandelt und diente als Negativkontrolle.

e Ein weiteres Aliquot (ca. 50 pl) wurde mehrfach durch die Kapillare, die als Probenhalter
in der Kratky-Kamera dient, hin und her gepresst und anschliefsend aufgefangen.
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e Kin drittes Aliquot wurde in die Kapillare gefiillt und fiir 4 Stunden bestrahlt. Dies enspricht
auch der Strahldauer wiahrend eines gewohnlichen Experimentes mit der Kratky-Kamera.

Abschlieffend wurden alle drei Aliquots auf ein natives Gel mit Calcium- und Magnesiumionen
(siehe 3.2.2) gegeben.

3.3.5 Deoxygenierung

Die Deoxygenierung der Himocyanine fand statt wie geschildert (Pairet, 2007). Proteinldsungen
wurden innerhalb eines ,, Atmosbags® (Sigma-Aldrich, Miinchen; Typ Z530220) auf ein Uhrglas
gegeben. Der , Atmosbag” wurde wiederholt mit Stickstoft geflutet bis ein Sauerstoffpartialdruck
< 0,3%, bezichungsweise < 2,3 Torr, (kontrolliert iiber ein Messgerit von Greisinger Electronic,
Typ GMH 3690 Gl) erreicht war. Dieser Stickstoffatmospére wurde die Himocyaninlésung fiir 90
Minuten ausgesetzt.

Um die Deoxygenierung der Hamocyanine zu gewéhrleisten und in einer Konformation zu arretie-
ren (Decker & Sterner, 1990), war der pH der Losungen von 7,8 auf 7,1 erniedrigt. Der Erfolg der
Deoxygenierung wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie (Varian Deutschland, Darmstadt, Typ Ca-
ry 300 Bio) verfolgt: Nach der Deoxygenierung im Atmosbag wurde ein Teil des Himocyanins in
eine verschliefbare Kiivette (Hellma, Miillheim, Typ 104-10-40) gefiillt und die Absorption von
200700 nm vermessen. Ein fehlender Peak bei 340 nm zeigte die erfolgreiche Deoxygenierung an.
Hierauf wurde der Kiivettendeckel entfernt und die Kiivette mit Luft beblasen, wieder mit Para-
film abgedeckt und invertiert. Der Absortionspeak bei 340 nm des derart re-oxygenierten Proteins
hatte sich mit der Kontrolle des unbehandelten Himocyanins zu decken, andernfalls wurde die
begonnene SAXS-Messung abgebrochen.

3.4 Lichtstreuung

3.4.1 Statische Lichtstreuung

Molekulargewicht und Homogenitéat einiger Himocyaninproben wurden mittels der Vielwinkel-
lichtstreuung (oder MALLS = Multi Angle Laser Light Scattering) an einem Lichtstreuphoto-
meter kontrolliert. Die Messungen wurden ausschlieklich von Prof. Dr. E. Jaenicke durchgefiihrt
und ausgewertet.

Das Lichtstreuphotometer (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA; Typ Dawn DSP Laser Lichi-
streuphotometer) verfiigt iber einen He/Ne-Laser (Wellenléinge A = 632, 8 nm). Proben werden in
die Anlage injiziert, ggf. iiber eine Gelfiltration (GE Healthcare, NJ, USA; Superose 6 HR 10/30)
getrennt und tiber drei Detektoren geleitet (HPLC-Pumpe von Hewlett Packard; Typ HP 1100):
Ein UV/Vis-Detektor (Bio-Rad, USA, Typ UV-1806), der Detektor zur Vielwinkellichtstreuung
und ein Refraktometer. Zur Vermeidung von Luftblasen in den Detektoren verfiigt die Anlage
zusétzlich iiber einen Online-Entgaser (ERC Incorporation, Tokio, Japan, Typ FRC-3215), der
vor die Gelfiltrationssdule geschaltet ist. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software
ASTRA (Version 4.90). Fiir das Brechungsindexinkrement 9"/ ;o wurde fiir die Himocyanine von
E. californicum und P. imperator ein Wert von 0,1827 mL /g angenommen (Waschbiisch, 2004).

3.4.2 Dynamische Lichtstreuung

Dynamische Lichtstreuung (auch Photonenkorrelationsspektroskopie) dient zur Grofenbestim-
mung von (meist kolloiden) Partikeln und wird vor allem in der Rheometrie eingesetzt. Bei der
Dynamischen Lichtstreuung wird die zeitliche Fluktuation des Streulichtes verfolgt. Diese gibt
Aufschluss iiber die Partikelgréfen, da die Diffusionskonstante eines Teilchens bei einer bestimm-
ten Temperatur von Masse und Form des Teilchens abhingt. Messungen erfolgten bei 20°C im
Zetasizergerit (Malvern, Worcestershire, UK; Typ Nano - ZS) mit Niedrigvolumenkiivetten (Wy-
att Technology, Santa Barbara, CA; Typ DTS 2145). Die Auswertung erfolgte mit der Software
DTS-Nano 3.00 unter der vereinfachenden Annahme, dass sich die Partikel wie Kugeln verhalten.
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3.5 Analytische Ultrazentrifugation

Analytische Ultrazentrifugation wurde ausschlieflich unter Verwendung der Absorbtionsoptik der
Zentrifuge (Beckmann Coulter, Fullerton USA; Gerédt Optima XL-T) durchgefiihrt. Die Protein-
konzentration wurde so eingestellt, dass die ODagpnm €in Wert von ca. 0,5 nicht iiberstieg. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm Ultrascan (Version 9, Demeler, 2005), mit dem vorab
auch die optimale Zentrifugationsgeschwindigkeit fiir einen Sedimentationslauf iiber eine Simula-
tion ermittelt werden konnte. Das Programm besitzt die Mdoglichkeit die Methode von van Holde
& Weischet (van Holde & Weischet, 1978) zur Auswertung von Sedimentationslaufen zu nutzen
(Demeler et al., 1997; Demeler & Saber, 1998). Fiir diese Arbeit wurden ausschlieflich Analysen
der Sedimentationsgeschwindigkeit durchgefiihrt.

3.6 Messungen an der Kratky-Kamera

3.6.1 Aufbau der Kratky-Kamera

Die Kratky-Kamera (Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich; Typ KKK; fiir die Theorie vgl. Ab-
schnitt 2.3 auf Seite 22) wurde unverandert nach Honig, 2004, iibernommen. Im Verlauf der Arbeit
wurde eine temperierbare Zelle (Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich; Typ TCU 50) installiert
(siehe Abschnitt 3.6.1.3 in diesem Kapitel). Die Position des ,ES“Schlitzes wurde nachkalibriert
(siehe Abschnitt 3.6.3 in diesem Kapitel), so dass eine optimale Kollimation gewéhrleistet war.

3.6.1.1 Der Rontgengenerator

Der Rontgengenerator (Rich Seiffert GmbH, Ahrensberg; Typ ISO-Debyeflex 3008) wurde mit
einer konstanten Leistung von 1,05 kW (30 mA x 35kV) betrieben und wéhrend der gesamten Be-
triebsdauer mit Wasser auf einer Temperatur von 21 £1°C gehalten, um eine méglichst konstante
Rontgenintensitét zu erreichen. Der Generator wurde stehts stufenweise auf die Ausgangsleistung
gestellt, um das Gerét zu schonen.

3.6.1.2 Der Detektor

Die Anlage wurde mit einem PositionsSentivem Detektor (M. Braun GmbH, Ahrensburg, inzwi-
schen Hecus GmbH, Graz, Osterreich; Typ PSD 50) betrieben. Die Streudaten wurden in 2048
Kanilen aufgenommen, das Pulsh6henspektrum wurde in 1024 Kanéle unterteilt. Um Ausreifer,
die u. a. auf inelastischer Streuung beruhen kénnen, nicht mit aufzuzeichnen, wurden die unteren
200 und die oberen 50 Kanéle nicht beriicksichtigt.

Der Detektor wurde vor dem Betrieb ausgiebig mit Z&hlgas (90 % Argon / 10 % Methan) ge-
spiilt und wahrend des Betriebs mit konstanten ~ 7,5bar geflutet. Die am Z&hldraht angelegte
Hochspannung betrug ~ 3,265kV. Da die freie Wegldnge der Ionen mit dem Druck und damit
indirekt mit der Temperatur variierte, wurden die Parameter jeden Tag vor Beginn der Messung
so optimiert, dass das Pulshohenspektrum der Wanderspaltmessungen (siehe Abschnitt 3.6.2) ein
Maximum bei Kanal 450-500 aufwies.

Gesteuert wurde der Detektor mit der Software ASA (Version 2.3), ebenfalls von Hecus aus Graz.

3.6.1.3 Aufbau von Zusatzgeriten

Im Laufe dieser Doktorarbeit wurde in die Kratky-Kamera ein temperierbarer Probenhalter (An-
ton Paar GmbH, Graz, Osterreich; Typ TCU 50) eingebaut. Dieser ermdglicht es mittels eines
Peltier-Elements die Kapillare mit der Probe auf eine Temperatur zwischen —30°C und 120°C
einzustellen. Damit ist es moglich empfindliche Proben wihrend der Messung zu kiihlen oder
auch Experimente zur Hitzedenaturierung durchzufiihren und so strukturelle Verdnderungen der
Proteine zu verfolgen. Das Peltierelement wurde mit einer Wasserkiihlung bei einem Durchfluss
von ca. 500 mL pro Minute und einer Wassertemperatur von 10°C gegengekiihlt.
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3.6.2 Vorgehensweise

Alle Réntgenkleinwinkelstreumessungen wurden an der unter Abschnitt 3.6.1 beschriebenen Krat-
ky-Kamera durchgefiihrt, deren Betriebsweise in diesem Abschnitt besprochen wird. Jede Messung
an der Kratky-Kamera gliederte sich in folgende Arbeitsstufen:

Probenpriparation: Die Proben wurden vorbereitet, wie in den Abschnitten zu den einzelnen
Proteinen beschrieben und anschliefend mit einer Spritze iiber einem speziell gefertigten
Adapter in die Probenkapillare gefiillt (siehe Abbildung 3.1). Der Adapter wurde von der
Werkstatt der Biologie durch W. Kern nach meiner Vorlage gefertigt und erlaubte, bei ei-
ner Oberflichenspannung, die in etwa der des Wassers entspricht, das Finfiillen bis zu 50 ul
kleiner Probenmengen. Eine verringerte Oberflachenspannung erforderte grofere Proben-
mengen (mindestens etwa 100 pl). Der Probenhalter mit Kapillare wurde in der Kamera
befestigt.

£
£
Teflonring

15 mm

Gewinde

41 mm
Gewinde

4.5 mm

Abbildung 3.1: Adapter zum Befiillen der Probenkapillare. Von links nach rechts: Aufsicht, Seiten-
ansicht und Schemazeichnung. Der Adapter wird auf eine Seite der Kapillare geschraubt und die
eine Spritze mit Probe kann auf der anderen Seite aufgesetzt werden. Der Teflonring verhindert ein
seitliches Austreten der Probe bei leichtem Druck.

Messungen: Messungen fanden iiblicherweise in der Abfolge Puffermessung — Probenmes-
sungen — Puffermessung statt. Hierdurch sollten insbesondere Hystereseeffekte in der
Detektorsensibilitét, bedingt durch Druckschwankungen im Z#hlgas {iber den Messverlauf,
ausgeglichen werden. Sollten Messungen an deoxygenierten Hamocyaninen durchgefiihrt
werden, so musste die Abfolge zwangsliufig auf Probenmessungen — Puffermessung an-
gepasst werden, da die Deoxygenierung zeitaufwendig war und die Probenkapillare wah-
renddessen im sauerstofffreien Medium aufbewahrt werden musste. Die Gesamtdauer der
Puffermessungen entsprach immer der Dauer der Probenmessungen.

Die einzelnen Messphasen wurden in 0,5 — 1h lange Einzelmessungen unterteilt. Zwischen
diesen Einzelmessungen, die zugleich auch Teildatensdtze (siehe Abschnitt 3.6.4.1) darstel-
len, befanden sich jeweils 12 Wanderspaltmessungen von je 20 Sekunden Lénge. Bei diesen
Messungen wurde eine Blende mit einem Léngsspalt in die Kamera, kurz hinter der Rént-
genrohre, eingebracht. Der Langsspalt wird von einem Schrittmotor angetrieben, so dass
innerhalb der 20 Sekunden der Spalt einmal vor dem Strahl hin- und herwandert. Auf diese
Weise kann die Position des Primérstrahls und die relative Intensitét festgestellt werden.
Beide konnen sich im Laufe eines Messtages durch thermische Veranderungen (Druck des
Zahlgases (s.0.) und Verziehung des Kameragehauses) verschieben. Durch die Wanderspalt-
messungen ist sichergestellt, dass derartige Anderungen beriicksichtigt werden kénnen.

Probenentnahme: Proben konnten, beispielsweise zur anschliefenden Konzentrationsbestim-
mung, so aus der Kapillare entnommen werden, dass das gesamte Volumen in einem Mikro-
reaktionsgefafs aufgefangen wurde: Hierzu wurde zunéchst der Deckel an der Einfiill6ffnung
ab- und der Einfiilladapter dort angeschraubt. Eine leere Spritze mit einem kleinen Luft-
volumen konnte nun angebracht werden, so dass mit der Spritze ein Unterdruck aufgebaut
wurde. Erst dann wurde der Deckel am anderen Ende abgeschraubt, so dass die Probe in
die Spritze gesaugt wurde.
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3.6.3 Wartung und Kalibrierung

Die einzelnen Bestandteile des Kamerasystems wurden in regelmébigen Abstinden gemifs Anlei-
tung gewartet. Besondere Hinweise sind in Anhang B angegeben.

Die Kratky-Kamera wurde, wie in der Diplomarbeit von D. Honig (Honig, 2004) installiert, {iber-
nommen. Anfinglich wurden auch alle Einstellungsparameter iibernommen. Im Laufe dieser Ar-
beit mussten verschiedene Parameter nachkalibiert werden. Hierzu wurde von mir das Programm
,Calibrate “ mit einer Kommandozeilenbenutzeroberfliche geschrieben'. ,,Calibrate “ benétigt
einen Pythoninterpreter (van Rossum, 1998) in der Version 2.4-2.6 sowie die Module scipy (Jo-
nes et al., 2007) und matplotlib (Hunter, 2007). Folgende Kalibrierungen wurden mit diesem
Programm durchgefiihrt:

e Ermittlung des Konversionsfaktor ,Detektorkanéle zu Millimetern®.

o Feststellen der Primérstrahlposition (auch implementiert im Programm zum Export nach
EXCEL, siehe Abschnitt 3.6.4.1).

e Die Einstellung des ,ES“-Schlitzes (Teil des Kollimationssystems).

Zusatzlich wurde Silberbehenat dazu verwendet, {iber die Braggreflexe der Kristalle mit bekann-
tem Kristallgitter den Abstand vom Detektor zur Probe prézise zu berechnen. Die Dekonvo-
lutierung dieser Daten wurde mit dem Programm swax2xy (Version 0.33; Unruh et al., 1999)
durchgefiihrt.

3.6.4 Auswertung der Streudaten

Die Auswertung der Streudaten gliedert sich in Aufbereiten und Zusammenfassen der Streudaten,
die Korrektur fiir die optischen Effekte und alle weitergehenden Interpretationen der Daten (in
den folgenden Unterkapiteln).

3.6.4.1 Auswertung der Primirdaten

Die Teilmessungen fiir einen Datensatz (zu den Teilmessungen siehe Abschnitt 3.6.2) wurden fiir
die Schwankungen der Primarstrahlintensitdt und auf eine Stunde Messzeit und Beriicksichtigung
der Detektortotzeit normiert. Anschliefend erfolgte die Mittlung der Datenséitze der Proben und
des Puffers. Die Differenz der beiden Datensétze wurde gebildet, so dass man das Streusignal des
Proteins erhélt:

IProtein = IProtein+Puﬂer - IPuffer . (31)

Die Daten aus der ASA-Software (Version 2.3) wurden mit der Software EXCEL (Microsoft Corp.,
Redmont, WA; Version: EXCEL2003, SP3) weiter verarbeitet. Der Export zum EXCEL95-Format
wurde mit dem selbstgeschriebenen Programm PreToExcel? durchgefiihrt (siche Anhang A.6, Sei-
te 169). Neben dem Pufferabzug erfolgte mit EXCEL eine Mittelung der Teildatensétze eines Tages
und die Zusammenfassung der Datensitze eines Versuches zu einem Gesamtdatensatz, jeweils un-
ter Beriicksichtigung der Fehlerfortpflanzung®. Auferdem wurden die apparenten Gyrationsradien
mittels Guinierplots und eine erste Betrachtung der Streudaten in EXCEL durchgefiihrt.

3.6.4.2 Entschmierung der Daten

Die Dekonvolution oder Entschmierung der Daten wurde mit Hilfe der Programme GNOM (Svergun,
1992) bzw. ITP (Glatter, 1977) durchgefithrt. Zumeist wurde GNOM verwendet, da dieses komfor-
tabeler zu verwenden ist. Da GNOM fiir das Primérstrahlprofil lediglich die Approximation eines
Trapezes verwendet, wihrend ITP das gemessene Trapez einliest, wurden die Entschmierungen

'Das Programm ist auf der CD, die der Dissertation beiligt, dokumentiert.

2Das Programm stellt eine wesentliche Arbeitserleichterung dar und ist dokumentiert auf der CD mit den Daten
der Dissertation zu finden.

3Beispieltabellen mit den Datensitzen befinden sich ebenfalls auf der CD mit den Daten der Dissertation.
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stehts auch mit Hilfe von ITP kontrolliert. Die Standardparameter fiir den Gebrauch der Ent-
schmierungsprogramme fiir Daten von der Kratky-Kamera des Institutes sind in den folgenden
Tabellen aufgelistet. Fiir das Programm GNOM wurden diese Parameter zusammen mit B. Pairet

gewonnen (Pairet, 2007).

Tabelle 3.3: Die Standard-Parameter fiir GNOM.

Parameter g [A7] | Parameter g [A-1]
AH1 0,5352 LH1 0,248
AW1 0,002 Lw1 0,001

Tabelle 3.4: Die Standard-Parameter fiir ITP.

Kontrollparameter Parameter Beschreibung Wert
ERREL -1.0
IFB 0
ASQ 0.0
REX 0.0
Konstanten Parameter  Beschreibung Wert
ITYP Entschmierungseinstellung 0
ICO 0
IDEL 0
NFORM 0
NTH 0
Zahl der Datenpunkte Parameter  Beschreibung Wert
NU erste Punkte von *.ITP 0
NO letzte Datenpunkte von *.I1TP 290
NHI Intervalle zwischen q=0 und dem 10
ersten Datenpunkt
NTH Zahl der Interpolationspunkte 0
Realraumkonstanten =~ Parameter = Beschreibung Wert
TRANS Transformationsfaktor fiir die 1.0
Winkelgrofen
CSQRT Normalisierungsfaktor fiir die 1.0
Fourierintegrale
DCON Inkrement fiir die Dekonvolutie- 4.0
rung im reziprokem Raum
Lagrangefaktor Parameter  Beschreibung Wert
ILE Schritte zur Berechnung des Sta- 19
bilisierungsfaktors
SLAM Obergrenze fiir den Stabilisie- 6.5
rungsfaktors
DLAM Dekrement fiir die Berechnung 0.25

Das Programm SPlot (eigenes Programm) bietet sowohl fiir GNOM als auf fiir ITP Datenmasken

an (siehe Resultate, Abschnitt 4.8).

des Stabilisierungsfaktors
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3.6.5 Hitzedenaturierung an der Kratky-Kamera

Die Installation der temparierbaren Probenzelle ermdglicht es nicht nur Proben wihrend der Mes-
sung effektiv zu kithlen (siehe z. B. Abschnitt 3.10.5), sondern auch die Hitzedenaturierung eines
Proteins in Losung strukturell zu verfolgen.

Lyophilisiertes Lysozym wurde in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0 bei 20 °C) in einer finalen
Konzentration von 10 mg/mL aufgenommen. Um die ungefihre Schmelztemperatur des Proteins
zu ermitteln, wurde eine DSC-Messung durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.11)%. Zunéchst wurde 1h
bei 20 °C bestrahlt, anschliefend je eine halbe Stunde bei 30, 40, 50, 60 und 70 °C. Abschliefend
wurde nochmals 1h bei 80 °C bestrahlt. Puffermessungen wurde je eine halbe Stunde vor und
nach den Probenmessungen durchgefiihrt.

Diese Vorgehensweise geht zu Lasten der Genauigkeit, ermdglicht es jedoch an einem Tag einen
vollstandigen Teildatensatz einer Denaturierung zu gewinnen (siehe Abschnitt 5.4 im Diskussions-
kapitel). Fiir einen vollstdndigen Datensatz einer Denaturierung wurden, je nach Fragestellung,
zwei alternative Ablaufe gewihlt:

1. Entweder wurde ausschlieflich unterhalb und iiberhalb der Schmelztemperatur bestrahlt:
Dies ermoglicht es, fiir je eine Proteinkonzentration, zwei Teildatensétz (nativ und denatu-
iert) innerhalb eines Tages zu erhalten.

2. Oder es wurde in kleinen Schritten, wie oben beschrieben, eine Temperaturreihe gemessen:
Dies ermoglichte es, die Dynamik einer Denaturierung zu verfolgen.

3.6.6 Kratky-Plots zum Verfolgen der Denaturierung

Der sogenannte Kralky-Plot ist die Auftragung von I(g) - q? iiber ¢. Sie ist historisch begriindet,
denn die Integration unter der Kurve ergibt die sogenannte Porodinvariante (), welche proportio-
nal dem Volumen eines Molekiils ist (Glatter & Kratky, 1982). Q ergibt sich aus dem Integral

*

Q=/O I(q)'qz'dT:/O f(q)'qQ-errq%- (3.2)

Da es offensichtlich nicht mdglich ist die gestreute Intensitit bei unendlichem Winkel zu messen,
wird die Integration zu einem relativ grofen Streuvektor ¢* aufgetragen und numerisch nach der
Simpsonschen Regel (Horwitz, 2001) ausgefiihrt. Der verbleibende Rest der Kurve wird analytisch
integriert (Glatter & Kratky, 1982).

Gemiif Porod (Porod, 1951) oszilliert das Ende der Kurve um k1g~*. Durch einen Plot von I g
iiber ¢* (dem sogenannten Porod-Plot; Glatter & Kratky, 1982) ist k1 zu bestimmen: Der Plot
sollte in einer Geraden auslaufen, die regelméfig um k; oszilliert. Der Anteil der analytischen
Integration betrdgt im Allgemeinen weniger als 10 %. Fiir Partikel mit homogener Elektronen-
dichte — wie Proteinen — erlaubt diese Methode eine Bestimmung des Volumens und bei bekannter
Dichte damit auch der Masse.

Dieses ist in der vorliegenden Arbeit aufgrund der Intensitdtsschwankungen der Rontgenanla-
ge des Institutes nicht moéglich gewesen, da die Methode entweder eine absolute Intensitit oder
zumindest eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der Intensititswerte® erfordert. Eine Massenbestim-
mung wurde dennoch mit dem Kratky-Plot versucht (siehe 3.6.7).

Aufserdem wird aus Gleichung 3.2 deutlich, dass ein Kratky-Plot den Unterschied zwischen na-
tivem und denaturiertem Protein gut visualisieren kann: Eine Denaturierung kann bespielsweise
infolge einer innermolekularen Aggregation mit einer Verdichtung des Proteins einhergehen. Dies

“Die Schmelztemperatur ist nur als ,ungefihre“ Schmelztemperatur zu verstehen, da die DSC-Messung mit
ca. 1 mg/mL durchgefiihrt wurde, wihrend die SAXS-Messung bei einer Konzentration von 10 mg/mL stattfand.
Beide Konzentrationen waren durch die jeweilige Methode bedingt.

°In diesem Fall kann die Kalibrierung auch durch externe Standards durchgefiihrt werden.
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bedeutet eine relative Erhohung der Streuintenstitét bei grofsen Werten von g; ein Effekt der im
Kratky-Plot {iberhoht wird (Segel et al., 1998; Segel et al., 1999; Lipfert & Doniach, 2007). Zur
Kontrolle wéhrend der SDS-Inkubation in der Kratky-Kamera wurde genau dieses Phénomen
genutzt (siche Abschnitt 3.9.1).

3.6.7 Massenbestimmung mittels Kratky-Plots

Angeregt durch einen Jahresbericht des japanischen Synchrotrons Photon Factory wurde ein Ver-
such unternommen, die Moglichkeit zu kldren, ob trotz der Intensitdtsschwankungen der insti-
tutseigenen Kleinwinkelstreuanlage eine Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen durch-
fithrbar ist. Eine russisch-japanische Arbeitsgruppe (Semisotnov et al., 2002) hat im erwéhnten
Jahresbericht zeigen konnen, dass die Position des Maximums im Kratky-Plot (siehe Abschnitt
3.6.6) umgekehrt proportional zur Masse eines Proteins ist. Fiir eine Kugel gilt:

T = (V- (sinla ) = (g7 coslg ) (3.

wobei r dem Radius, V' dem Volumen und p der Elektronendichte der Kugel entsprechen. Folglich
gilt bei Auftragung von I, - q® gegen ¢, dass die Position des Maximums ausgedriickt in ¢
umgekehrt proportional zum Radius der Kugel ist:

1
maxy o (3.4)

Die Linearisierung durch doppelte Logarithmierung (eigentlich: Anwendung des logarithmus na-
turalis) ergibt also eine zu groferem Molekulargewicht abfallende Gerade. Da dies jedoch in
strikter Weise nur fiir Kugeln gilt, ist eine prézise Bestimmung des Molekulargewichtes von Pro-
teinen mittels des Kratky-Plots ausschlieflich bei globuldren Proteinen méglich. Bei Proteinen
mit Hohlrdumen anderer Dichte, mit Komponenten anderer Dichte (z.B. Zucker, Lipid) oder
grofter Abweichung von der Kugelform gibt es einen systematisch falschen Beitrag, der nicht
einzuschétzen ist. Sofern eine Kalibrierung mit bekannten Proteinen durchgefiihrt und eine Re-
gressionsgerade errechnet ist, ergibt sich das Molekulargewicht eines unbekannten Proteins somit

aus

Myt = e(Achsenabschnitt—i—Steigung*ln(maxq)) (3 5)
wt = .

(vgl. Abschnitte 4.5 und 5.5).

3.6.8 Berechnung theoretischer Streukurven aus atomaren Proteinmodellen

Die Berechnung theoretischer Streukurven aus atomaren Proteinmodellen erfolgte mit dem Pro-
gramm CRYSOL (Svergun et al., 1995). CRYSOL beriicksichtigt die Atomformfaktoren der einzelnen
Atome eines Proteins, wihrend ein Vorlduferprogramm (Pavlov & Fedorov, 1983) Approximatio-
nen fiir kleine wiirfelférmige Volumina durchfiihrte. CRYSOL nutzt eine Multipolentwicklung (St-
uhrmann, 1970) und ist daher ebenfalls nur approximativ. Insbesondere bei groferen Strukturen
(beispielsweise Himocyanine ab 430 kDa, was einem hexameren Hidmocyanin von Arthropoden
entspricht) ist es sehr schwer akkurate Kurven zu errechnen, da die Zahl der Oberschwingungen
mit der Ordnung des Fibonaccigitters ab dieser Gréfse nicht oder nur schwer in Einklang zu brin-
gen ist: Die entsprechenden Kurven sehen ,eckig” aus und konnen dann nicht mehr verwendet
werden. In diesem Fall wurde auf die Berechnung mit der Debyegleichung (siehe Theorie Abschnitt
2.2.2) ausgewichen. Der Vorteil von CRYSOL jedoch ist die Beriicksichtigung der Losungsmittelum-
begung eines Proteins, die in die Berechnung mit der Debyegleichung nicht eingeht.

3.6.9 Berechnung theoretischer Streukurven von 3D-Modellen aus der Elek-
tronenmikroskopie

Die Abstandsverteilungsfunktion eines Molekiils P(r) ist aufzufassen als ein Histogramm der Zahl
der Absténde innerhalb eines Molekiils iiber die Absténde und folgendermafsen definiert:

P(r)=1%-(p(7) * p(77)) - (3.6)
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Die Abstandsverteilungsfunktion ergibt sich folglich aus dem Quadrat der Abstdnde multipliziert
mit der Patterson-Funktion der Elektronendichte (p(7") steht fiir die Elektronendichte zwischen
zwei Punkten). Ist die Abstandsverteilungsfunktion bekannt, so ist die Streukurve des Molekiils
durch folgende Transformation zu errechnen:

Dimax sin(qr
I(q) = 4r -/0 P(r) - q(f ) -dr . (3.7)

Hierbei ist ¢ definiert als der Streuvektor

4.7
=75

0 ist der halbe Streuwinkel. Gleichung 3.7 ist analog der Debye-Gleichung (siehe Theorie, Ab-

schnitt 2.2.2), welche den Zusammenhang zwischen den abstandsabhéngigen Formfaktoren (f)

und der resultierenden Streuintensitéit herstellt (siehe auch Glatter & Kratky, 1982; Feignin &
Svergun, 1987).

-sin (6) ; (3.8)

Im Fall einer single-particle basierten elektronenmikroskopischen Rekonstruktion (EM-Rekon-
struktion) eines Molekiils gibt es keinerlei Information iiber die Elektronendichten oder die Form-
faktoren der Atome in Abhéingigkeit des Ortes. Allerdings ist die Dichte einer EM-Rekonstruktion
fiir jedes Teilvolumen der Rekonstruktion proportional zur Elektronendichte des entsprechenden
Teilvolumens®. Solange keine atomare Auflosung der EM-Rekonstruktion vorliegt gilt:

PEM X PElektronendichte - (39)

Zur Zeit liegen zwei Programme fiir die Berechnung der Streukurven auf Basis von EM-Rekon-
struktionen vor:

e em2p2i (geschrieben in FORTRANTY7) von Dr. H. Hartmann (Inst. f. Mol. Biophysik) und

e EM2SAXS (geschrieben in Python) von mir. Eine detaillierte Beschreibung von EM2SAXS be-
findet sich im Anhang A.4. Die Implementierung des Algorithmus zur Berechnung von
Streukurven gleicht der Implementierung in meiner Bibliothek zum rigid body-Modellierung
(siehe Resultatekapitel 4.7.1.2).

Die Programme unterscheiden sich nicht in der Implementierung des eigentlichen Algorithmus,
jedoch im Umfang der Funktionalitit und durch die Programmiersprache — wiahrend die kompi-
lierte Sprache FORTRAN77 Vorteile hinsichtlich der Geschwindigkeit bietet, ist die in Python
programmierte Bibliothek wesentlich benutzerfreundlicher.

Das Vorgehen bei der Berechnung theoretischer Rontgenstreukurven, ausgehend von elektronen-
mikroskopischen Dichtekarten, ist nicht vergleichbar mit der Berechnung von theoretischen Streu-
kurven auf Basis atomarer Modelle (siehe Abschnitt 3.6.8 Seite 37 dieses Kapitels), da {iber Voxel
variabler Dichte iteriert werden muss. Die Berechnung ist fehleranfillig fiir den Schwellenwert, ab
welchem ein Voxel als zum Volumen zugehorig erachtet wird (siehe Abschnitt 4.2 auf Seite 79 ff.
des Resultatekapitels).

3.6.10 Entwicklung von dreidimensionalen ab initio Modellen

Ab initio Modelle stellen fiir die Modellierung von Proteinstrukturen auf Bagis von Kleinwinkel-
streuungsdaten die Methode der Wahl dar, wenn es gilt Modelle zu validieren, beziehungsweise
ohne (oder mit wenigen) Annahmen iiberhaupt erste Modelle zu erstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Programme verwendet, auf deren spezifischen
Einsatz hier eingegangen wird. Fiir die Erlduterung allgemeiner Aspekte der Programme sei auf

SGenauer: Die Dichte der EM-Rekonstruktion ist proportional dem Coulombpotential des entsprechenden Vo-
lumens. Da Ladungsverschiebungen nicht zwangsldufig mit der Position von Atomen einhergehen, sind Coulomb-
potential und Elektronendichte bei atomarer Auflésung nicht proportional.
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die folgenden Referenzen verwiesen.

DAMMIN:

Das Programm DAMMIN (Svergun, 1999) ist der Quasistandard fiir die Erstellung von ab initio Mo-
dellen. Das Programm erstellt ein Multiphasenmodell eines Partikels mit dicht gepackten ,Dum-
my Atomen“. Diese sind durch einem Vektor charakterisiert, der den Atomen eine spezifische
Phase (Protein oder Losungsmittel, 1 oder 0) zuweist. DAMMIN fiihrt ein sogenanntes ,Simula-
ted Annealing”“ aus, um einen optimalen Fit an die Daten zu erreichen. Zugleich wird versucht
eine kompakte Struktur zu erzielen. Selbst geschriebene Skripte gewdhrleisteten eine moglichst
effiziente Rechnerauslastung (siche Anhang A.1.1).

Sofern nicht anders angegeben wurden 12 initielle Modelle erstellt und gemittelt (Volkov & Sver-
gun, 2003). Das Mittel diente im folgenden Schritt als Muster fiir die Generierung weiterer 12
Modelle, die anschliefiend wieder gemittelt wurden und das finale Modell ergaben. Sofern weite-
re Parameter abweichend von den Standardeinstellungen gegeben wurden, werden diese bei den
gezeigten Modellen genannt.

GASBOR:

GASBOR (Svergun et al., 2001) funktioniert dhnlich wie DAMMIN, jedoch gibt es statt ,Dummy
Atomen* . Dummy Reste®, ebenfalls in Form von Kugeln. Diese vereinen den mittleren Formfaktor
von Aminosduren. Die ,Dummy Reste werden in Art einer Kette, mit oder ohne Verzweigungen,
angelegt und das Programm versucht, dhnlich wie bei DAMMIN, die Kette in eine Konfiguration zu
bringen, welche die experimentellen Daten optimal wiederspiegelt.

Das Programm ist insbesondere fiir kleinere Proteine geeignet, da hier mit der Kette der ,,Dummy
Reste die Sekundérstruktur des Proteins nachempfunden werden kann — bei gréfseren Proteinen
(>2000 Aminoséuren) kann das Programm nicht mehr sinnvoll eingesetzt werden. Es wurde dhn-
lich wie DAMMIN mit einem Skript (siehe Anhang A.1.1) gefiittert, jedoch entfiel die Mittelung der
Strukturen, da diese Mittelung die Anndherung an die Sekundirstruktur mit den Ketten wieder
verschmieren wiirde.

SUPCOMB:

SUPCOMB (Kozin & Svergun, 2001) wurde verwendet, um ab initio Modelle, welche mit DAMMIN
generiert wurden, so iibereinanderzulegen, dass die rdumliche Diskrepanz zwischen den Modellen
minimal wird. Das Programm verwendet keine globale Minimierung raumlicher Diskrepanzwerte,
wie iiblicherweise bei strukturellen Alignments (Konagurthu et al., 2006). Stattdessen wird eine
lokale Minimierung der Haupttragheitsachsen der Modelle angestrebt.

Das Programm wurde zudem dazu verwendet, um eine Superposition atomarer Modelle mit ab
initio Modellen zu erreichen. Da es unmdéglich ist strukturelle Elemente, wie C,-Atome, in ab
initio Modellen zu identifizieren, stellte SUPCOMB hier die einzige Alternative dar.

DAMAVER:

DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003) ist kein eigenstindiges Programm, sondern ein Paket von
Programmen bzw. Skripten. Es dient zur quasi-parallelen Mittelung der mit DAMMIN erstellten
Modelle. Herzstiick dieser Mittelung ist das Programm SUPCOMB, welches die Superposition der
einzelnen Modelle garantiert. Damit die Programme DAMAVERs automatisch hintereinander ge-
schaltet werden koénnen und es nicht menschlicher Eingriffe bedarf, wurden von mir auch hierzu
Skripte geschrieben (siehe Anhang A.1.1).

3.6.11 Die Verwendung von parmscan zur Konformationsberechnung
von 24meren

Das Programm parmscan von Dr. H. Hartmann wurde in der Vergangenheit dazu verwendet
die oxygenierte und deoxygenierte Konformation des Himocyanins von E. californicum auf der
Basis von SAXS-Daten zu errechnen (Hartmann & Decker, 2002; Hartmann & Decker, 2004).
Es ist auf die besondere Symmetrie 24merer Hamocyanine angepasst und beriicksichtigt neben
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der zweifachen Rotationssymmetrie auch die Relationen auf den Hierachieebenen der Trimere,
Hexamere und Dodekamere.

Als Eingabe fiir das Programm diente die Struktur des artifiziellen Hexamers von L. polyphemus
(Hazes et al., 1993, PDB-Code: 1LLA). Das Hexamer wurde durch Symmetrieoperationen in ein
24mer iiberfiihrt. Da die Berechnung der theoretischen P(r) oder I(q) zum Vergleich mit den ex-
perimentellen Daten mit den Atomen eines 24mers viel zu lange dauern wiirde — die Komplexitt”
des Algorithmus ist wegen der Beriicksichtigung aller Atomabstandspaare (siche Gleichung 2.12
auf Seite 20 des Theoriekapitels) O(n?) — wurde das Modell folgendermafien angepasst: Sémtliche
Seitenkettenatome wurden entfernt. An ihre Stelle tritt ein ,formelles® Atom, das in den geo-
metrischen Schwerpunkt der Seitenkettenatome platziert wird. Die Atome des Peptidriickgrates
werden ebenfalls, bis auf das Co-Atom entfernt (personliche Mitteilung Dr. H. Hartmann).

Im Ubrigen wurde die Vorgehensweise der Publikation zum Hamocyanin von E. californicum
(Hartmann & Decker, 2002) imitiert: Das Programm verwendet eine Reihe von Rahmenbedin-
gungen fiir Bewegungsparamter. Innerhalb dieser Grenzen bewegt parmscan die Struktur und
evaluiert die theoretischen P(r) und I(q) im Vergleich zu den experimentellen Daten. Bei der Fest-
legung der Parameter halfen die Erfahrungen wihrend der Publikation zu Hartmann & Decker,
2002: Da die gemessenen Daten fiir die oxygenierten und deoxygenierten Himocyanine dhnlich
den fiir diese Publikation zugrundeliegenden Daten (Decker et al., 1996) waren, konnte von ahn-
lichen Bewegungsparametern ausgegangen werden. Dies schriankte die Zahl der abzusuchenden
Bewegungsparameter erheblich ein.

3.7 Elektronenmikroskopie

3.7.1 Probenpriparation und Aufnahmen

Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden ausschliefflich im Negativkontrast angefertigt. Hier-
zu fanden Netzchen mit 300 Mesh (=Maschen pro Inch), die mit Kohlefilm tiberschichtet wurden
(Meesters, 2001), Verwendung. Als Kontrastmittel kamen entweder Uranylacetat (UAc) 2% (w/v)
oder Phosphowolframsaure 2 % (w/v), pH 7,0, zum Einsatz. Proteine wurden vor dem Auftrag auf
circa 0,1 mg/mL verdiinnt und dann in Volumina von 4 plauf das Netzchen pipettiert. Die Probe
hatte hierauf etwa eine Minute Zeit auf dem Netzchen zu adsorbieren. Anschlieffend wurden die
Netzchen zweimal mit je 4 plWasser gewaschen und mit 4 pldes Kontrastmittel benetzt. Nach
einer weiteren Minute wurde der grofte Teil des Kontrastmittels mit einem Filter (Whatman,
Dassel, Typ 1004090) abgezogen und der Rest luftgetrocknet. Die Farbung erfolgte nach der
Methode von Jacques Dubochet (Dubochet et al., 1982).

Die Aufnahmen wurden mit einem Tecnai 12F-Mikroskop bei 120 kV Beschleunigungsspannung
getétigt. Die Bilder wurden entweder mit einer integrierten CCD-Kamera oder auf Film (Kodak,
Stuttgart, Typ SO163) aufgenommen.

3.7.2 Bildbearbeitung
3.7.2.1 Einzelpartikelanalyse

Alle Schritte der Einzelpartikelanalyse erfolgten mit dem Programm SPIDER (Frank et al., 1981)
in der Version 14.18%. Alle Schritte des Alignments (Ausrichten der Partikel aufeinander) wurden
referenzfrei durchgefiihrt. Lediglich in Teilprojekten (siehe dort) kamen einfache geometrische Fi-
guren zum leichteren Sortieren von Partikeln zum Einsatz.

Die Bildbearbeitungsschritte gliederten sich wie folgt:

"Fiir die sogenannte O-Notation der Komplexitit von Algorithmen siehe Loudon, 1999.
8SPIDER liegt mittlerweile in einer neueren Version vor. Diese erwies sich in Tests allerdings als fehleranfillig
und wurde daher nicht verwendet.
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Partikelauswahl — Alignment — Klassifizierung — finale Projektion

Alignment «—— Selektion

a) Partikelauswahl: Die Partikelauswahl geschah stets per Hand. Gegebenenfalls wurde vorab
der Kontrast der Bilder erhht, aber diese verénderten Bilder wurden nur fiir die Bestimmung
der Partikelkoordinaten, nicht zum Ausschneiden der Partikel an sich verwendet. Die Selektion
geschah manuell, weil bisherige automatische Auswahlalgorithmen zuviele scheinbare Partikel
auswéhlen, die tatsdchlich keine sind. Dies ist bei grofen Projekten mit vielen Partikeln un-
problematisch, wiirde aber bei Projekten mit kleinen Partikelzahlen, wie in dieser Arbeit, die
Statistik der Alignments signifikant verschlechtern.

b) Alignment: Fiir die ersten Schritte des Alignments wurden Partikel vorgezogen, die einem
Fourier-low-pass-Filter (bei etwa dem zwei- bis vierfachem der Nyquistfrequenz) unterzogen
wurden. Weitere Alignments wurden mit den Originalpartikeln durchgefiihrt.

c¢) Klassifizierung: Hierachische Klassifizierung (hierarchical ascendant classification oder HAC
nach Ward, 1982) wurde zur Klassifizierung der Partikel nach dem ersten Alignment eingesetzt.
Die Zahl der Klassen wurde eingeschrankt, so dass die Gréfenunterschiede der Eigenvektoren

der Klassenmittel von Klasse zu Klasse signifikant grof waren?.

d) Selektion ,,guter Partikel: Partikel, die beispielsweise aufgrund irgendwelcher Artefakte
zu stark von ihrem jeweiligen Klassenmittel abwichen (beispielsweise unterhalb von Korrela-
tionskoeffizientengrofen von 0,5 bis 0,7), wurden ausgesondert und das Alignment ohne diese
Partikel wiederholt.

e) Erstellung der finalen Projektionen: Sowie das Alignment keine Verbesserung mehr ge-
geniiber einem vorhergehendem Alignment brachte wurde abgebrochen und die finalen Klas-
senmittel (Projektionen) wurden erstellt.

3.7.2.2 Elektronenkristallographie

Vollstandige elektronenkristallographische Analysen kamen in dieser Arbeit nicht zum Tragen,
weil die Qualitdt der Kristalle nicht ausreichend war (fiir Details: siehe die Diskussion zur Pri-
pore des a-Hamolysins 5.9.2). Eine Beschreibung der Kristallgitter und erste Korrelationsmittel
wurden jedoch mit der Programmsuite IPLT (Philippsen et al., 2003; Philippsen et al., 2007)
durchgefiihrt.

3.8 Molekulare Modellierung und Molekulardynamiksimulation

3.8.1 Molekulare Modellierung mit MODELLER

MODELLER ist ein Programm zur sogenannten ,vergleichenden“ oder Homologie-Modellierung von
Proteinstrukturen (Sali & Blundell, 1993; Marti-Renom et al., 2000; Fiser & Sali, 2003). Die Be-
zeichnung ,vergleichende“Modellierung stammt von der Vorhersage der Struktur von Proteinen
mit Sequenzhomologie zu Musterproteinen mit experimentell ermittelter Struktur. Die Vorge-
hensweise bei einer solchen Modellierung folgt stets dem gleichen Muster:

1. Alignment (,Ausrichten“) der Sequenzen von Mustern und Zielprotein.

2. Festlegen der rdumlichen Randbedingungen (Abstinde von Atomen, Sekundarstruktur,
etc.).

9Wihlt man zu viele Klassen, so laufen die Gréfen der Eigenvektoren auf einem niedrigen Niveau aus. Dies
wiirde indizieren, dass kein signifikanter Unterschied von Klasse zu Klasse besteht.
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3. Modellierung der Zielstruktur durch Applikation dieser Randbedingungen auf die Sequenz
des Zielproteins.

4. Gegebenenfalls eine Anpassung oder Relaxation der Struktur des Zielproteins durch eine
abschlieffende Optimierung hinsichtlich einer Wahrscheinlichkeitsfunktion: MODELLER gene-
riert eine Wahrscheinlichkeitsfunktion fiir bestimmte Atomensembles (z. B. Aminosauresei-
tenketten oder prostetische Gruppen) auf Basis bekannter Rontgenstrukturen. Hierbei wird
fiir jede dieser Atomgruppen ermittelt welche Konfigurationen mit welcher Héufigkeit vor-
kommen. MODELLER ermittelt mit einer steepest descent Simulation, bei der nahestehende
Atomgruppen hinsichtlich ihrer Konfiguration so lange optimiert werden, bis eine grofit-
mogliche Ubereinstimmung fiir die Wahrscheinlichkeitsfunktionen hinsichtlich aller Atom-
gruppen erreicht ist.

Das Alignment der Sequenzen wurde mittels CLUSTAL X (Jeanmougin et al., 1998) ermittelt und
Fehler per Hand korrigiert. Waren Bereiche des Alignments in keiner der Musterstrukturen an-
gegeben, etwa weil es in der kristallographischen Analyse an diesen Stellen keine gut definierte
Elektronendichte gab, so waren diese Bereiche in den resultierenden Modellen schlecht bestimmt.
Es wurde versucht mittels eines sogenannten ,Loopmodellings* (Modellierung von Schleifen; Fiser
et al., 2000) eine moglichst wahrscheinliche Struktur fiir jene Bereiche zu finden. Das Loopmo-
delling in MODELLER erlaubt, ungeachtet des Namens der Methode, strukturelle Randbedingung
sogar in Form von Sekundérstrukturelementen vorzugeben.

3.8.2 Auswertung und Beurteilung der Strukturmodelle

Eine erste Beurteilung von Modellstrukturen fand iiber die in MODELLER integrierte Moglich-
keit der Berechnung ,diskreter optimierter Protein Energien* (kurz: DOPE; Shen & Sali, 2006)
statt. Je niedriger der Wert, desto niher liegt eine Struktur im Mittel ihrer Elemente an den
am haufigsten vorkommenden Strukturelementen in der Proteindatenbank (Berman et al., 2000).
DOPE-Werte sind relative Werte: Hohe Werte bedeuten mit grofser Wahrscheinlichkeit die Verlet-
zung von Strukturprinzipien. Eine Wichtung erfolgt iiber die Haufigkeit der Strukturelemente in
der Proteindatenbank. Ungeachtet der Qualitit der Beurteilung durch DOPE-Werte kann es da-
zu kommen, dass niedrige DOPE-Werte bei ,unsinnigen“ Strukturen vorkommen. Unsinnig heifst
hier beispielweise, dass topologisch unmdogliche Konfigurationen festgestellt werden. Dies kann
vorkommen, wenn nur Teile der Struktur (z. B. Untereinheiten oder Schleifen eines Proteins) auf
in einem bestimmten Lauf des Programms modelliert werden, da das Programm nicht in der Lage
ist Strukturen auf topologische Plausibilitdt zu priifen.

Diejenige Struktur mit den besten DOPE-Werten ohne offensichtliche Fehler wurde fiir die weite-
re Auswertung verwendet. Eine abschliefende Kontrolle fand mit dem in YASARA (Krieger et al.,
2002) integrierten Programm WhatIf (Vriend, 1990; Hooft et al., 1996) statt.

Dem Vergleich von Strukturmodellen ging eine Superposition verschiedener Modelle mit dem
MUSTANG-Algorithmus (Konagurthu et al., 2006), welcher in YASARA integriert ist, voran. Ein
wichtiges Kriterium fiir die Unterschiede zwischen Modellen ist die mittlere, quadratische Abwei-
chung (root mean square distance bzw. RMSD) zweier Modellen = und y:

(3.10)

wobel N alle betrachteten Atome sind und P fiir die Postionsvektoren steht.

3.8.3 Molekulardynamiksimulationen

Molekulardynamiksimulationen wurden mit YASARA (Krieger et al., 2002) durchgefiihrt. Hierbei
wurde das Kraftfeld YAMBER2 (Krieger et al., 2004) verwendet, das eine Anpassung des Amber-
Kraftfeldes (Cornell et al., 1995) an sich wiederholende Raumzellen in einer Simulation darstellt.
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Die Simulationen am a-H&molysin sollten nach Moglichkeit den experimentellen Bedingungen
entsprechen. Daher wurden pH-Wert und Ionenstérke entsprechend angepasst. Das zeitliche In-
krement fiir eine Simulation betrug 2ps. Alle 25 ps erfolgte ein Ausschreiben der gesamten Si-
mulationszelle in eine ,Schnappschuss“-Datei. Diese Dateien dienten zur spéteren Analyse. Alle
Simulationen und Analysen wurden mit den Skripten durchgefiihrt, die im YASARA-Download ent-
halten sind.

Die Berechnung der mittleren quadratischen Fluktuation (root mean square fluctuation bzw.
RMSF-Werte) diente dazu die Beweglichkeit innerhalb von Modellen abzubilden. Die Werte wer-
den iiber die ,Schnappschiisse” einer Simulation fiir jedes C,-Atom gemittelt, wobei der Index j
iiber die karthesischen Koordinaten x,y z des Atomvektors P und der Index k iiber die Zahl der
wSchnappschiisse* (N) lauft:

3

N
1 _
RMSF = § <N§ P2 —Pf) : (3.11)
k=1

J=1

3.8.4 ,,Morphing“

Zur Simulation von Konformationsiibergéingen wurde auch sogenanntes ,, Morphing* eingesetzt.
Morphing wurde mit YASARA (Krieger et al., 2002) durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Start- und
eine Zielstruktur vorgegeben. Das Programm versucht die Start- in die Zielstruktur zu iiberfiihren,
ohne das hierbei eine Molekulardynamiksimulation im engeren Sinn ausgefiihrt wird. Krifte in
Richtung der Atomkoordinaten der Zielstruktur zichen an den Atomen der Startstruktur, wobei
die Kréfte im Bereich weniger Pikonewton angewendet werden, also eine reale Grofenordnung
nie verlassen. Zudem ist wahrend eines Morphings gewéhrleistet, dass es zu keinen Verletzungen
sterischer (z. B. Uberlappungen von Van-der-Waals-Radien) und topologischer (z. B. ,Verkniulun-
gen“ der Primérstruktur) Bedingungen kommen kann. Hierdurch ist implizit sichergestellt, dass
yzunmogliche” Bereiche des Ramachandranplots nur mit geringer Wahrscheinlichkeit eingenommen
werden.

3.8.5 rigid body-Modellierung des Palinurus elephas-Hamocyanins auf der
Basis von SAXS-Daten

Fiir die rigid body-Modellierung auf der Basis von SAXS-Daten wurde eine eigene Software ge-
schrieben. Die Interna der Software sind wesentliches Resultat dieser Dissertation und im Resul-
tatekapitel beschrieben (siehe Abschnitt 4.7, Seite 105). Alle Schritte der Modellierung folgten
der Anleitung (Meesters, 2008b). Es wurden zwei Modellierungsmodi angewendet:

1. Ein Monte Carlo-Lauf mit anschliefender systematischer Suche nach einer Konformation,
welche die SAXS-Daten am besten reflektiert (siche Abschnitt 4.7.2, Seite 110 ff.).

2. Ein Monte Carlo-Lauf mit dem Ziel durch einen nicht-negativen Algorithmus der kleinsten
Quadrate diejenigen Konformationen zu finden, die zusammen die SAXS-Daten ausmachen
konnen (siehe Abschnitt 4.7.5, Seite 115 ff.).

Fir das Hamocyanin von Palinurus elephas wurde allen Modellen die D3-Symmetrie des Hexa-
mers aufgezwungen, so dass alle Untereinheiten letztlich in gleicher Weise bewegt wurden. Zudem
wurde die Struktur vor Aufnahme der Modellierungen so zentriert, dass der geometrische Schwer-
punkt aller Atome im Ursprung des verwendeten karthesischen Koordinatensystems war und die
Rotationsachse des Molekiils mit der Achse ,,Z* in der verwendeten Software zusammenfiel.
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3.9 Charakterisierung von Himocyaninen unter SDS-Einfluss

3.9.1 Besondere Erwigungen zur Rontgenkleinwinkelstreuung

Im Wesentlichen wurde die Rontgenkleinwinkelstreuung durchgefiihrt wie unter Abschnitt 3.6 be-
schrieben. Auch wenn unsere schottischen Kooperationspartner zeigen konnten, dass insbesondere
Arthropodenhédmocyanine unter SDS-Einwirkung grofe strukturelle Stabilitdt aufweisen (Baird
et al., 2007), war doch stets die Moglichkeit der Denaturierung zu beriicksichtigen. Da Denaturie-
rung hier in erster Linie die Dissoziation in Untereinheiten (oder Oligomere von Untereinheiten,
bespielsweise 6mere im Fall eines 24mers) bedeutet, wiirde dies einerseits erhebliche Auswirkung
auf eine SAXS-Messung haben, andererseits aber dadurch auch gut zu erkennen und zu verfolgen
sein.

Folglich mussten die Teilmessungen auf eine Strahlzeit von 30 Minuten beschrinkt werden. Auf-
zeichnungen {iber eine halbe Stunde erlauben es zu kontrollieren, ob eine signifikante Verdnderung,
sprich ein Zerfall oder eine starke Formverdnderung des Proteins, auftritt. Zur Kontrolle wurden
die Daten direkt untereinander verglichen und Kratky-Plots (siehe 3.6.6) fiir die einzelnen Teil-
messungen angefertigt.

Eine Mittelung der Daten wurde nur dann vorgenommen, wenn im direkten Vergleich keine si-
gnifikanten Veranderungen auftraten und die Kratky-Plots im Verlauf aller Teilmessungen keinen
eindeutigen Trend zeigten!'®>!1,

Die verwendeten Proteinkonzentrationen fiir die Gewinnung der Teildatensitzen waren 2 x 4.5
mg/mL, 6,8 mg/mL, 6,9 mg/mL, 9,2mg/mL und 30 mg/mL.

3.9.2 Nachweismoglichkeiten fiir Phenoloxidasen
3.9.2.1 Kontrolle der Phenoloxidaseaktivitit im Polyacrylamidgel

Es ist moglich die Aktivitdt von Phenoloxidasen innerhalb einer nicht-denaturierenden Gelmatrix
nachzuweisen. Das urspriingliche Protokoll hierzu wurde von Nellaiappan & Vinayakam, 1993,
entwickelt.

Das native Gel wurde hierzu 10 — 15 Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer (62mM NaoHPOy,
38 mM NaHsPOy, pH 7,0) inkubuiert, um den alkalischen Elektrophoresepuffer (pH 8,8) zu er-
setzen. So wird Hintergrundfirbung durch starke Autooxidation vermieden. Anschliefend wurde
das Gel im Phosphatpuffer mit 3,3 mM Substrat und 0,1 mM SDS als Aktivator inkubiert. Erste
Ergebnisse zeigen sich in der Regel nach einer dreissigminiitigen Inkubationszeit. Eine Zugabe
von MBTH (3-Methyl-2-Benzo-Thiazolinone-Hydrazon; 0,3 % [w/v] in Ethanol; Sigma-Aldrich,
Miinchen, Produktnummer M8006-5G) kann die Farbung verstérken.

3.9.2.2 ,Dot-Blot*“-Assay zur Aktivititskontrolle

Der ,Dot-Blot“Assay wurde zur schnellen Verifikation der Aktivitdt von Hamocyaninen einge-
setzt. Diese Vorgehensweise ermdglicht vor allem eine schnellen und unkomplizierte qualitative
Uberpriifung einer Vielzahl von Proben. Das Prozedere ist dhnlich wie unter 3.9.2.1 beschrie-
ben und ist auf Basis von Winder & Harris, 1991, und Nellaiappan & Vinayakam, 1993, entwi-
ckelt worden (Winder, 1994). Auf einer PVDF-Membran (Fa. BioRad, Miinchen, Typ Sequi-Blot
PVDF-Membran) werden 2 pul der Férbelosung bestehend aus 500 ul des Aktivators (z. B. eine

10Dje zusitzliche Kontrolle mittels Kratky-Plots wurde zu Anfang insbesondere fiir die Interpretation der Daten
herangezogen. Es zeigte sich aber, dass Kratky-Plots empfindlich auch auf kleine Verdnderungen im untersuchten
Molekiil reagieren. Daher wurden diese Plots im folgenden zur routineméfigen Qualitdtskontrolle herangezogen.

1 Bei Korrekturen kam die Frage auf was mit , Trend“ gemeint ist. Fiir einen Trend ist hierbei unerheblich, welcher
Natur er ist: Sofern Daten regelméfig voneinander abweichen ist die Berechnung eines arithmetischen Mittels nicht
mehr plausibel. Er kann hierbei durch Dissoziation, Aggregation oder kinetisch langsame Konformationswechsel
ausgeldst werden.
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bestimmte SDS-Konzentration), 500 pl MBTH (0,3 % [w/v| in Ethanol, Zugabe ist optional) und
3,3mM des Substrates gegeben. Sofern nicht anders angegeben handelt es sich bei dem Substrat
in dieser Arbeit um Dopamin'?. AnschlieRend wird der Tropfen mit 2 ul der Probe durchmischt.
Die Negativkontrolle wurde mit Wasser anstelle der Probe durchgefiihrt.

Bei bereits aktiviertem Protein wurde die MBTH-L&sung so mit der Dopaminlésung vermischt,
so dass die oben genannten Konzentrationen erhalten blieben und abschliekend die Probe zupi-
pettiert.

3.9.3 Verifikation der Detergens-CMC

Detergenzien lagern sich oberhalb einer detergenzspezifischen Konzentration, der sogenannten
kritischen mizelliren Konzentration oder CMC, zu Mizellen zusammen'3. Die thermodynamische
Beschreibung des Zusammenlagerungsprozesses basiert im Allgemeinen auf zwei Modellen, welche
beide einen hochkooperativen Prozess annehmen, der durch hydrophobe Interaktionen angetrie-
ben wird (Roux et al., 1984).

Gemifs des geschlossenen Assoziationsmodells besteht ein chemisches Gleichgewicht zwischen
Detergensmonomeren und Micellen. Dieses Gleichgewicht ist analog dem Massenwirkungsgesetz
(Blandamer et al., 1995): Ist N die Aggregationszahl eines Detergens und S seine Konzentration,
so gilt

N.-S =Sy (3.12)
und die Gleichgewichtskonstante ergibt sich klassisch zu
SN
K = o (3.13)

Die Verifikation der kritischen micelldren Konzentration (CMC) von Detergenzien stellt eine grofse
experimentelle Herausforderung dar. Tabellenwerte werden u. a. von den Herstellern zusammen-
gefasst angeboten. Fiir einige Detergenzien besteht aufgrund umfangreicher experimenteller Ar-
beiten auch die Moglichkeit die CMC zu errechnen. So bieten Dutkiewicz & Jakubowska, 2002
diese Moglichkeit fiir SDS (Sodium Dodecylsulfat) an. Das andere in dieser Arbeit als Aktiva-
tor verwendete Detergens ist CPC (1-Hexadecylpyridiniumchlorid oder Cetylpyridiniumchlorid,
Sigma-Aldrich, Miinchen, Produktnummer C9002).

In dieser Arbeit wurde fiir die verwendeten Puffer eine Verifikation der CMC-Werte angestrebt,
da die CMC fiir die verwendeten Puffer zu diesem Zeitpunkt nicht feststand (erst die Diplom-
arbeit von C. Dietze (Dietze, 2008) lieferte detaillierte Werte). Eine einfache Kontrolle ist die
sLropfchenmethode (Ringler et al., 2000). Hierbei wird eine Verdiinnungsreihe des Detergens
im Puffer hergestellt. Von jeder Verdiinnung wird ein definiertes Volumen in eine Spritze mit
stumpfer Nadel (verwendet wurde eine 250 pl-Spritze von Hamilton, Bonaduz, CH) aufgenom-
men. Die Spritze wird so eingespannt, dass ihre Spitze senkrecht zum Boden zeigt, dann wird
das aufgenommene Volumen abgetropft. Die Zahl der dabei entstehenden Tropfen wird fiir jede
Verdiinnung des Detergens gezdhlt und gegen die Konzentration des Detergens aufgetragen.

Da die Oberflachenspannung bei einer Zunahme der Detergenskonzentration kleiner wird, reiffen
die Tropfen mit der Erhéhung der Detergenskonzentration frither ab: Die Zahl der Tropfen nimmt
linear mit der Detergenskonzentration zu. Wird jedoch der Wert der CMC erreicht, so erh6ht
sich die Zahl freier Detergensmonomere nicht mehr. Die Zahl der Tropfen erhéht sich nur noch
wenig, aber immer noch linear mit der Detergenskonzentration. Die CMC kann nun iiber den
Schnittpunkt der beiden Geraden zwischen Anstieg und Plateau ermittelt werden.

2Detektiert wurde also ausschlieflich die Diphenolaseaktivitit des jeweiligen Proteins. Diese Einschrinkung
wurde gemacht, da in dieser Arbeit nicht die enzymatische Aktivitdt der Protein im Vordergrund stand.

13Es gibt die Anekdote, nach welcher der urspriingliche Vorschlag von McBain, dass sich Detergensmolekiile
iiberhalb einer kritischen micellaren Konzentration (CMC) zu Aggregaten zusammenlagern (McBain, 1913) mit
einem schlichten ,Nonsense, McBain“ abgetan wurde (Menger, 1979).
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3.10 oa-Hamolysin

Fiir die Behandlung des a-Hamolysins wurden die folgenden Puffer und Medien verwendet:

Tabelle 3.5: Puffer fiir die Reinigung und Lagerung des a-Hamolysins
Reinigungspuffer 1 20mM Ammoniumacetat
pH 5,7 bei 20 °C

Reinigungspuffer 2 500 mM Ammoniumacetat
pH 5,7 bei 20 °C

Phosphatpuffer 20mM Phosphatpuffer
pH 7,2 bei 20 °C

PBS (Phosphat Buffer Saline) 136 mM NaCl
2,6 mM KCI
9,3mM NagHPO,
1,4 mM KH2P04
pH 7.2 bei 20 °C

Tabelle 3.6: Expressionsmedien fiir das a-Hémolysin
LB 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Trypton
12,5 pg Chloramphelicol
auf 1L mit vollentsalztem Wasser

2xYT 5g NaCl
10 g Hefeextrakt
16 g Trypton
12,5 pg Chloramphelicol
auf 1L Aqua dest.

3.10.1 Expression und Aufreinigung

Mit einer in Glycerin gefrorenen Staphylococcus aureus-Kultur (Stamm Y 1090) wurden 4 mL
LB-Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Am Folgetag wurde diese Kultur
in weitere 80 mL LB-Medium gegeben und ca. 7 bis 8 Stunden weiter bei 37 °C inkubiert.
Anschlieftend wurde diese Vorkultur auf 4 Kolben mit je 1L 2x YT-Medium tiberfithrt und auf
8 2L-Kolben mit je 500 mL Inhalt aufgeteilt. Diese Kulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C
geschiittelt.

Am darauf folgenden Morgen wurden die Kulturen in Zentrifugenbecher gefiillt und in einer
Sorvall-Zentrifuge (Sorvall RC-5B Zentrifuge; ehemals Sorvall, heute von Fisher Scientific, Schwer-
ten) fiir 20 min bei 13700 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem Ultrafiltrationsmodul
(Satorius AG; Typ SM 17566) konzentriert. Auf das Konzentrat kamen in drei Schritten ins-
gesamt 2,51 Reinigungspuffer 1, um die Losung umzupuffern und zu entsalzen, damit sie auf
die Séule (s.u.) gegeben werden konnte. Das hieraus resultierende Konzentrat wurde abermals
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend auf die Sdule gesaugt.

Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe einer FPLC-Anlage (FPLC=fast protein liquid chromato-
graphy; von BioRad, Miinchen, Typ BioLogic DuoFlow) gekiihlt bei 4°C. Beim S&ulenmaterial
handelte sich um 30 mL CM-Sepharose FF (ein Kationenaustauscher: GE Healthcare, Solingen,
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Typ 17-0729-10). Die Séule wurde nach Aufbringen der Probe mit 3 Sdulenvolumen des Wasch-
puffers (Reinigungspuffer 1) gewaschen und anschliefend wurde die Konzentration von Reini-
gungspuffer 2 in einem linearen Gradienten innerhalb von 82 min auf 100 % erhoht. Die Flussrate
betrug konstante 2mL/min. Mit Start des Gradienten wurden Fraktionen von 1 mL Grofe ge-
sammelt. Bestimmte Fraktionen wurden in sogenannten ,, Pools* vereinigt (siehe Abbildung 4.32,
Seite 4.32).

Die Séule wurde anschlieffend mit 10 Sdulenvolumen Wasser, 10 Sdulenvolumen 0,1 % (w/v) SDS
mit 200mM NaOIH und 10 Sdulenvolumen Wasser gespiilt und abschlieffend unter Wasser mit
3mM NaNj gelagert.

3.10.2 Konzentrationsbestimmung des a-Hamolysins

Zur Konzentrationsbestimmung des a-Hamolysins fanden zwei Methoden Verwendung:
a) die Methode nach Bradford (Bradford, 1976) und
b) die Bestimmung iiber den theoretischen, spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm.

Zur Bestimmung nach Bradford wurde das Bio-Rad Protein-Assay-Reagenz 1:5 mit Wasser ge-
mischt. 10 4l Probe wurden mit 1 mL des verdiinnten Reagenz gemischt. Nach 5min Inkubati-
onszeit wurde die ODsg5 nm gemessen. Eine Negativkontrolle durch Vermessen einer Mischung
von Wasser und Reagenz, im selben Verhéltnis wie oben beschrieben, wurde durchgefiihrt. Eine
Kalibrationsgerade wurde unter Verwendung verschiedener Verdiinnungen (von 0 bis 1 mg/mL)
von Rinderserumalbumin (BSA) erstellt.

Der theoretische, spezifische Extinktionskoeffizient wurde mit dem Program pepstats der EM-
BOSS-Software-Suite (Version 4.1.0, Rice et al., 2000) errechnet: ey,01, 280 nm = 63440 - mol ! bzw.
EMasse, 280nm = 1, 77 - mg - mL~!. Das Protein besitzt 8 Tryptophanreste und 14 Tyrosinreste, so
dass diese Bestimmung leicht moglich ist.

Das a-Hémolysin ist ein relativ kleines Protein (293 Aminosduren), so dass der theoretische Wert
wahrscheinlich nicht weit vom tatsichlichen Wert abweicht (Rice et al., 2000). Zudem wurde die
Messung vor allem fiir die schnelle Kontrolle der Konzentration zur SAXS-Messung verwendet.
Hierbei spielt vor allem die Konzentration einer Teilmessung relativ zu anderen eine Rolle und
der Verzicht auf eine chemische Proteinbestimmung verringert den Pipettierfehler.

3.10.3 Gefriertrocknung des aufgereinigten Proteins

Das gereinigte a-Hémolysin wurde gefriergetrocknet (lyophilisiert), um a) den Ammoniumacetat-
puffer aus der Probe zu holen'* und b) beliebige Konzentrationen durch Variation der Puffermenge
beim Losen des Lyophilisates einstellen zu kénnen. Ersteres ist wichtig, da fiir SANS-Messungen
ausschliefslich ein Puffer mit auswechselbaren Protonen verwendet werden sollte (siehe Abschnitt
3.10.6 auf Seite 50). Hohe Konzentrationen fiir die SAXS-Messungen (siehe Abschnitt 3.10.5 auf
Seite 50) liefen sich so ebenfalls leicht einstellen.

Die Fraktionen der Aufreinigung (siehe Abschnitt 3.10.1) wurden im fliissigen Stickstoff (ca.
—190°C) gefroren. Der Deckel des 1,5 mL-Reaktionsgefifes wurde hierzu punktiert, um den
Druckausgleich zu ermdéglichen. Das Reaktionsgefifs wurde anschlieffend mit dem Probevolumen
voran schnell in den Fliissigstickstoff gegeben. s wurde darauf geachtet, dass die Aliquots nicht
grofer als 1000 ul waren.

14 Ammoniumacetatpuffer gehort zu den ,yolatilen® Puffer: Er ist bei geringen Konzentrationen nicht stabil, da
Teile des Puffers verdampfen. Wird der Puffer eingefroren und einem Unterdruck ausgesetzt, so verdampft der
Puffer zu grofien Teilen. Dies ist ein Effekt, der auch bei der Molekulargewichtsbestimmung mittels Scanning-
Transmissionselektronenmikroskopie genutzt wird: Hier kann Protein in diesem Puffer gefroren und im Vakuum
eines Elektronenmikroskops getrocknet werden. Die Deflektion des Elektronenstrahl ist zu nahezu 100 % die Masse
des Proteins und nicht des Salzes zuriickzufiithren (Miiller & Engel, 2001). Im Fall der a-Hamolysinproben war die
Konzentration des Puffers so grof, dass noch einer kleiner Teil des Salzes als ,weifer Schnee* zuriickblieb.
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Vor der Gefriertrocknung wurde ein Aluminiumblock mit Lochern ebenfalls in Fliissigstickstoff
gekiihlt und die Reaktionsgefife mit der Probe wurden hineingestellt. Dieser Block stellte sicher,
dass die Probe wahrend des Transfers in die Gefriergetrocknungsanlage (Martin Christ, Osterode,
Typ ALPHA 1-4 LSC') nicht tauen konnte. Anschliefend wurde der Block mit den Proben in die
Gefriergetrocknungsanlage gestellt und Vakuum (< 1mbar) iiber Nacht angelegt. Am folgenden
Tag wurde die Probe wieder bei —20°C gelagert.

3.10.4 Rekonstitution des a-Hamolysins
3.10.4.1 Bestimmung des Toxintiters

Zur Qualitatskontrolle des a-Hamolysins wurde eine Bestimmung des Titers vorgenommen und
mit Referenzwerten der AG Bhakdi / Valeva (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Uniklinikum Mainz) verglichen. Der {ibliche Titer, bei dem es zu einer Lyse von Kaninchenery-
throzyten kommt, ist etwa 10~% bis 107 M'®. Die Kaninchenerythrocyten wurden von der AG
Valeva bezogen.

Fiir die eigentliche Bestimmung des Titers wurde PBS-Puffer (siche Tabelle 3.10 auf Seite 46) in
Mikrotiterplatten mit Rundboden vorgelegt. 10 — 20 ug des Toxing wurden anschlieend in eine
der Vertiefungen gegeben. Hiervon ausgehend wurde eine Verdiinnungsreihe in anderen Vertie-
fungen der Mikrotiterplatte angefertigt. Fine Negativkontrolle mit PBS-Puffer ohne Zusatz des
a-Hamolysins existierte ebenfalls. Zur Verdiinngsreihe wurde eine 5 %ige Erythrotcytenlosungen
gegeben (die Stammlésung der Erythrocyten gilt hierbei als 100 %ige Losung).

Nach einer Inkubation von 30 — 60 Minuten im Warmeschrank bei 37 °C konnte der Titer durch
den Lysegrad der Erythrocyten visuell geschétzt werden.

3.10.4.2 Reinigung der Rundkolben zur Lipidpriparation

Um sicherzustellen, dass jeder Rundkolben zur Praparation der Lipide den gréftmoglichen An-
forderungen an die Sauberkeit entspricht, wurde jeder Kolben nach jeder Préparation folgendem
Spiilprotokoll unterzogen:

1. Spiilen mit Wasser
2. Spiilen mit Chloroform
3. Spiilen mit Aceton

4. In 2% (v/v) Hellmanex-Losung inkubiert, davon 30 Minuten im angewérmten Ultraschall-
bad (ca. 50°C)

5. Ausspiilen mit Wasser und abschliefendes lufttrocknen

Um sicherzustellen, dass nach dem letzten Schritt keine Detergensreste neue Priparationen im
Kolben stéren, wurden die Kolben unmittelbar vor dem Gebrauch nochmals mit etwas Chloroform
ausgespiilt.

5Ppersonliche Mitteilung A. Valeva
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3.10.4.3 Priparation von Lipiden

Alle Lipidvesikel fiir die hier dargestellten Experimente hatten folgende Zusammensetzung:

Tabelle 3.7: Lipidzusammensetzung der verwendeten Vesikel. Die Prozentangaben stehen fiir
das molare Verhéltnis.

Komponente Gehalt [%] Sigma-Produktnummer
Cholesterol 30 C8667
L-a-Phosphatidylethanolamin 15 P6386
1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin 15 P6641
N-acyl-4-sphingenyl-1-O-phosphorylcholin® 40 S0756

* hauptséchlich 16:0

Alle Lipide wurden in Chloroform geldst, sofern diese nicht bereits in Chloroform geliefert wur-
den. Die Lipide wurden in kleine Rundkolben gefiillt, gemischt und anschliefend unter einem
Stickstoffstrom getrocknet. Eine Trocknung dieser Lipidpréparate erfolgte iiber Nacht im Vaku-
um (< 5-107! mbar) bei 50 °C im Sandbad.

Entweder wurden die getrockneten Lipide nun unter Argon gelagert oder direkt in Puffer aufge-
nommen und zu Vesikeln weiterverarbeitet. Die Puffer werden in den entsprechenden Abschnitten
der Resultate angegeben.

3.10.4.4 Herstellung von Vesikeln

Zur Herstellung von Vesikeln wurden die Lipide (siehe voriger Abschnitt) mit Puffer {iberschich-
tet. Die Kolben wurden anschliefsend so lange gevortext bis sich simtliche Lipide vom Glas gel&st
hatten. Hiernach wurde das Lipid-Puffer-Gemisch mittels eines Extruders (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL, Typ 610000) durch eine Membran (Avanti Polar Lipids, 50 nm Durchmesser:
Typ 800308; 100 nm Durchmesser: Typ 800309; Filterunterlage: Typ 610014 ) gepresst, um uni-
lamellare Vesikel einer Grofe herzustellen. Um sicherzustellen, dass auch eine Phasentrennung der
Lipide zur verbesserten Interaktion der Toxine mit der Membran stattfindet, fand die Extrusion
bei 50 °C statt. Hierzu wurde der Extruder auf eine Heizplatte gestellt und es wurde darauf geach-
tet, dass die Lipide moglichst kurze Zeit der Umgebungstemperatur ausgesetzt waren. Nach der
Extrusion wurden die Vesikel dann langsam auf 20 °C im Wasserbad (Thermo Haake, Karlsruhe,
Typ C25P) abgekiihlt. Die Abkiihlung erfolgte, startend von 50 °C, in einem linearen Gradienten
fiir 12 Stunden.

Das Protokoll lehnt sich an ein dlteres Protokoll der AG Valeva / Bhakdi (Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Uniklinikum Mainz) an (Valeva et al., 1995) und wurde fiir unsere
Arbeitsgruppe angepasst: Die Ultraschallbehandlung des urspriinglichen Protokolls wurde nicht
durchgefiihrt.

3.10.4.5 Bestimmung des Cholesterolgehaltes von Vesikeln

Zur Bestimmung der Lipidkonzentration einer Emulsion von Vesikeln kann man u.a. den Chol-
esterolgehalt in einer gegebenen Losung bestimmen. Bei bekanntem relativem Cholesterolgehalt
ist so auf die Gesamtlipidkonzentration zuriickzuschliefen.

Fiir diese Bestimmung wurde das CHOD-PAP-Assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Produkt-
nummer 12016630 122) verwendet. Es basiert auf der Bestimmung des Gehaltes von A*-Choles-
teron nach enzymatischem Abbau des Cholesterols durch eine Cholesterolesterase (Allain et al.,
1974; Roeschlau et al., 1974). 1 mL der CHOD-PAP-Reagenz des Assays wurden in eine Kiivette
pipettiert und der Leerwert der Extinktion wurde bei 500 nm bestimmt. 10 ul der zu testenden Li-
posomenpriparation wurden hinzugegeben und bei 15 °C fiir 15 Minuten inkubiert. Anschliefsend
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wurde erneut die Extinktion bei 500 nm bestimmt. Der Cholesteringehalt ergibt sich aus
c[mM] =14,9- (ODLeerwert - ODEndwert) . (3.14)

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Der Koeffizient (14,9) entstammt den Angaben
von Roche Diagnostics.

3.10.5 Rontgenkleinwinkelstreuung am Monomer des a-Hdmolysins

Im Wesentlichen wurde hier dasselbe Vorgehen gewahlt wie bereits beim Hamocyanin von E. ca-
lifornicum unter SDS-Einfluss (siehe Abschnitt 3.9.1 auf Seite 44): Auch hier ist das Protein in
Losung nicht sehr stabil und diesem Umstand musste Rechnung getragen werden. Die Messinter-
valle wurden auf 30 Minuten beschrankt. Der Aggregationsneigung des Proteins wurde dadurch
entgegengewirkt, indem sdmtliche Schritte entweder auf Eis oder bei sehr niedriger Temperatur
stattfanden:

1. Dem gefriergetrockneten Protein wurde eiskalter Puffer hinzugegeben und die Lésung wurde
vorsichtig mehrfach auf- und abpipettiert, um sdmtliches Protein in Lésung zu {iberfiihren.

2. Anschliefend wurde die Losung zentrifugiert, um bereits entstandene Aggregate zu entfer-
nen. Dieser Schritt erfolgte 15 Minuten lang bei 1 °C und 22000 x g' (HERMLE Labor-
technik, Wehingen, Typ 7233 MK-2).

3. Die Losung wurde daraufhin auf Eis zur Kratky-Kamera {iberfiihrt und schnellstmoglich in
die vorgekiihlte Kapillare iiberfiihrt.

4. Die eigentlichen Messungen erfolgten bei 0,5 °C.

3.10.6 Neutronenkleinwinkelstreuung am a-Hamolysin
3.10.6.1 Bestimmung des Matchpunktes

Vor der Durchfiihrung des Neutronenkleinwinkelstreuexperimentes mit der H35R-Mutante (siehe
Abschnitt 1.4 in der Einleitung auf Seite 13) des a-Himolysins stand die Uberlegung, dass der
Kontrast der Lipide minimiert werden muss. Auf diese Weise sollte nur noch das Protein zu den
Streudaten beitragen (siehe z.B. Bu et al., 2003).

Samtliche Messungen wurden am SANS-1 Strahlrohr des FRG-1 Reaktors der GeNF an der GKSS
durchgefiihrt (Stuhrmann et al., 1995; siehe Abschnitt 2.1.2 auf Seite 17 des Theoriekapitels). Die
Proben wurden in Quartzkivetten von 1mm Dicke (Firma Hellma, Mihlheim) gefiillt und in
einen temperierten Probenhalter gestellt. Fiir die Bestimmung des Matchpunktes war es wichtig,
dass der Durchmesser der Liposomen < 50nm blieb. Daher wurde die Temperatur auf relativ
kiihle 20°C + 0,5°C eingestellt. Die Lipsomen wurden wie unter Abschnitt 3.10.4.4 beschrieben
hergestellt, wobei hier eine Membran mit 50 nm Porengrofie verwendet wurde.

Es wurden Puffer mit einem Deuteriumgehalt von 99,2 %, 60,3 %, 40,7 %, 17,2 % und 0,15 % ver-
wendet. Von ganzen, ,glatten” Zahlen abweichende Betrage beruhen auf der Beriicksichtigung des
in allen Puffersubstanzen (Wasser, Phosphat / Hydrogenphosphat) enthaltenen Deuteriums.

Die Streudaten wurden fiir den Hintergrund des Puffers, der Probenzelle und anderer Quellen
korrigiert (Wignall & Bates, 1986). Vier Proben-Detektor-Abstande zwischen 9700 mm und 700
mm wurden eingestellt, so dass ein g-Bereich von 0.004 bis 0.24 At abgedeckt war. Die Wellen-
lange der Neutronen betrug 8 A mit einer Wellenléingenauflosung von 10 % (Halbwertsbreite der
Wellenlangenverteilung). Fiir jedes Lipid-Puffer-Gemisch wurden der Cholesterolgehalt bestimmt
(siehe Abschnitt 3.10.4.5). Die Streudaten wurden mit dem so gewonnenen Normalisierungsfak-
tor fiir die Lipidkonzentration korrigiert und die Streuung bei I(0) wurde mittels Guinier-Analyse

"5Eine hohere Zentrifugalgeschwindigkeit wire wiinschenswert gewesen, aber aufgrund des kleinen Volumens
und der Notwendigkeit eines schnellen Transfers war dies nicht méglich.
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(Glatter & Kratky, 1982) bestimmt. Wird die Wurzel der Streuung der Nullintensitat (I(0)) gegen
den Deuteriumgehalt des Puffers aufgetragen (siehe Abschnitt 4.4.3.2 auf Seite 92), so ergibt sich
die Konzentration an Deuterium fiir die der Kontrast des Lipidgemisches gleich Null ist. Puffer
fiir die Neutronenkleinwinkelstreuung (im néchsten Abschnitt) wurden auf diese Deuteriumkon-
zentration eingestellt.

3.10.6.2 Durchfiihrung der Kleinwinkelstreuung

Die in Abschnitt 2.1.2 (Seite 17) vorgestellte Experimentiereinrichtung der GKSS wurde in Zu-
sammenarbeit mit Vasil Gharamus'” durchgefiihrt. Streudaten wurden wie im vorigen Absatz
beschrieben aufgenommen und fiir die verschiedenen Detektorabstinde zusammengefasst. Die
Auswertung erfolgte mit einer Programmsuite von O. Glatter (Glatter, 1977) unter Annahme
verschiedener geometrischer Korper, da eine referenzfreie Auswertung nicht mehr mdéglich schien
(vgl. die Diskussion auf Seite 138).

3.10.6.3 Berechnung der Neutronenstreulingendichte

Die Neutronenstreuldngendichte (nSLD) eines Proteins ist definiert als die Summe der kohédrenten
Streuléingen iiber alle Atome innerhalb eines gegebenen Volumens §V, geteilt durch 6V (Harrown
et al., 2007) bzw.

p(r)oV = Z bi . (3.15)

Hierbei ist b die Streuldnge kovalent gebundener Atome. Der Laufindex ; geht iiber alle Atome
eines Proteins, inklusive der Wasserstoffatome.

Die Moglichkeit der Berechnung wurde in meine Softwarebibliothek (sas-rigid) zur rigid body-
Modellierung (siehe Abschnitt 4.7 auf Seite 105) integriert.

Die Werte fiir b wurden Tabellenwerken entnommen (Engelmann & Moore, 2001; Harrown et al.,
2007). Da der Fehler der Volumenschétzung in jedem Fall wesentlich grofer ist als der Fehler fiir b,
wurden Fehler fiir b nicht beriicksichtigt. Uberdies beriicksichtigt kein bekanntes Programm und
auch der eigene Algorithmus nicht die Losungsmittelzuginglichkeit aller Reste der Aminosduren
eines Proteins, so dass grundsétzlich davon ausgegangen wird, dass sdmtliche austauschbaren
Wasserstoffatome im Gleichgewicht mit dem Losungsmittel stehen. Dies gilt insbesondere auch in
Anbetracht extrem langer Wartezeiten (mehrere Tage) von Proben nach ihrer Praparation und
dem Beginn der Messung an einem Reaktor.

3.10.7 Berechnung der Massenverteilung innerhalb geometrischer Kérper

Die fiir das a-Hamolysin gewonnen Neutronenstreudaten wurden unter der Annahme geometri-
scher Korper (Scheiben oder Zylinder) ausgewertet (siehe Abschnitt 3.10.6.2). Die Auswertung
erfolgte durch Vasil Gharamus (GKSS). Es gilt fiir die Abstandsverteilungsfunktion bzgl. der
Schnittfliche eines stdbchenformigen Aggregates (cross-section pair distribution function oder
Pes(T)):

dX(q) 27 [

a0 7 . pes(1)Jo(gr)dr (3.16)

wobei Jy eine Besselfunktion nullter Ordnung ist (Glatter, 1977; Pedersen, 1997). Die Masse pro
Langeneinheit des stibchenférmigen Aggregates ergibt sich dann aus

o
- 27Mp,

pes(r) / rAp(r)Ap(r + )i’ | (3.17)

wobei Ap(r) fiir den Kontrast (siche Abschnitt 2.2.5 zum Thema Kontrast im Theorieteil auf Seite
22) steht und die Vektoren r und r’ in der Schnittflichenebene liegen (Glatter, 1977). Analog zu

'"Dies ist die phonetische Schreibweise, in englischsprachigen Referenzen wird von ihm groftenteils die Schreib-
weise ,Haramus“ verwendet.
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Gleichung 2.42 im Theorieteil (Seite 25) ergibt sich ein Gyrationsradius fiir den Querschnitt einer
Mizelle beziehungsweise eines Liposoms (Pedersen, 1997):

o
cs79 2f000 Pes(r)dr

Die Streuintensititen von scheibenférmigen Aggregaten werden hingegen in Form der Dicke der
Abstandsverteilungsfunktion pr(r) ausgedriickt:

(3.18)

ds 2m2 [
dS(EQ) = (17;/0 pr(r) cos(gr)dr . (3.19)
pr(r) ist durch
pr(r) = 27['§/[S /rAp(r')Ap(r +r)dr’ (3.20)

gegeben, wobei r der Vektor in ,x-Richtung* und Mg eine Masse pro Oberflicheneinheit ist. Die
Berechnung des entsprechenden Gyrationsradius Rr,, und von Mg erfolgt analog der Berechnung
bei stdbchenférmigen Aggregaten.

Wie aus Gleichung 3.17 erkennbar ist gibt es einen maximalen Wert fiir /: Ein Stab — oder eine
Scheibe — hat eine gegebene Dicke, die nicht iiberschritten werden kann. Diese Dicke kann als die
korrespondierende Dicke der zugrundeliegenden Membran angesehen werden.

3.10.8 Errechnen und Darstellung der Sequenzkonservierung

Nach Schneider & Stephens, 1990 kann der Grad der Konservierung an bestimmten Positionen
innerhalb eines Alignments, Ry, als Differenz der maximalen Entropie (Sp,q.) und der Entropie
an der beobachteten Position Speopachter aufgefasst werden:

N
Rseq = Smaa: - Sbeobachtet = 1092]\7 - <_ anZOQﬂ?n) . (321)
n=1

Hierbei ist p, die beobachtete Hiaufigkeit eines Symbols n an einer gegebenen Position in der
Sequenz und N ist die Zahl der verschiedenen Symbole fiir eine bestimmte Art von Sequenz,
entweder 4 bei DNA/RNA-Sequenzen oder 20 bei Proteinsequenzen. Folglich ist die maximale
Sequenzkonserviertheit bei Proteinen l0g220 ~ 4,32 bit (weitere Ausfithrungen finden sich auch
in Crooks et al., 2004.).

Mittels Pipealign (Plewniak et al., 2003) wurden insgesamt 107 Sequenzen der Proteinfamilie des
a-Hamolysins ermittelt. Ein eigenes Skript (Erlduterung im Anhang A.5) entfernte alle Sequenzen
aus dem Alignment, die entweder doppelt vorhanden oder in einer anderen Sequenz enthalten
waren (was der Fall sein kann, wenn Vorldufersequenzen in der Datenbank enthalten sind). Das
Skript errechnete auf Basis der restlichen 75 Sequenzen den Informationsgehalt in Bezug auf die
Sequenzpositionen des a-Himolysins. Diese Werte wurden in ein Histogram mit 10 Einheiten
unterteilt und zur Darstellung in 3D-Molekiilabbildungen (siehe Seite 90 ff.) verwendet.
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3.11 Hitzedenaturierung mittels Differential Scanning Calorime-
try

Eine Hitzedenaturierung zur Bestimmung des Schmelzpunk-
tes wurde mit einem VP-DSC Kalorimeter (MicroCal, Nor-
thampton, MA; Typ VP-DSC) durchgefithrt. Das Kalori-
meter ist hochsensitiv und erlaubt die Verwendung klei-
ner Probenmengen. Es besitzt zwel miinzformige Zellen
aus Tantalum 61™  einer besonders hitzeresistenten Tan-
talverbindung, mit einem Probevolumen von 0,5 mL. Die
Zellen sind durch einen adiabatischen Mantel umgeben.
Die linksstehende Abbildung zeigt ein Schema des Auf-
— AT2 baus.

Referenz-

zelle zelle

LATy-

Die Temperaturdifferenz zwischen Proben- und Referenzzelle
wird durch ein Peltierelement bestimmt. Ein weiteres Pel-
tierelement ermittelt die Differenz zwischen den Zellen und
dem umgebenden Mantel. Werden die Zellen aufgeheizt und
kommt es zu einer temperaturinduzierten Reaktion in der
Abbildung 3.2: Schematische Dar- Probenzelle (bespielsweise einem Phaseniibergang), so wird
stellung des DSC-Geriites von Micro- die Temperaturdifferenz zwischen den Zellen (ATi) durch
Cal. Abbildung Hiibler, 2001 Anpassung des Heizstromes der Probenzelle so ausgeglichen,

dass die Temperaturdifferenz moglichst gering ist. Die War-
memenge, welche wihrend der Messzeit bendtigt wird, um ATy = 0 zu halten, also das Integral
iiber die Leistungsdifferenz wihrend des Heizens, ist das Maf fiir die Warmemenge der Reaktion
in der Probenzelle.

Vor dem Experiment wurde Protein gegen einen Probenpuffer dialysiert. Die Proteinkonzentration
betrug stets etwa 1mg - mL~'. Vor jeder Messung wurde das gesamte Messprogramm ausschliek-
lich mit Puffer in beiden Zellen, d.h. ohne Probe, durchgefiihrt, um eine Basislinie zu erhalten
und Hystereseeffekte klein zu halten. Die bei den Probenscans erhaltenen Werte (in [cal/min])
wurden fiir den jeweiligen Pufferwert korrigiert und das Signal auf die Heizrate (in [cal/ °C])
normalisiert. Dies erfolgte mit dem Program ,Origin fiir DSC“.

Eine detaillierte Auswertung der gewonnenen Daten stand nicht im Vordergrund der Arbeit, da
diese Experimente nur mit Blick auf die Schmelzpunktbestimmung fiir die entsprechenden Ex-
perimente mit der Kratky-Kamera (siehe Abschnitt 3.6.5 auf Seite 36) durchgefithrt wurden. Es
wurde nur die Entfaltungstemperatur des Proteines (T, ), welcher der Temperatur am Peakma-
ximum entspricht, ermittelt.

3.12 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzsemmissionsspektren (aufgezeichnet mit den Spektrometern von Hitachi, Tokyo, Ja-
pan; Typ F4500 oder von HORIBA JobinYvon, Miinchen, Typ SPEX® FluoroLog®-3) wurden
zur Vermeidung des Inner-Filter-Effektes (Schmid, 1994) bei Proteinkonzentration zwischen 0,05
und 0,1 mg/mL aufgezeichnet. Die Proben wurden in Halbmikrokiivetten mit 10 mm optischer
Weglénge (Helma, Miihlheim) gefiillt. Sdmtliche Spektren wurden gegen die Streuung des Puffers
korrigiert. Die Anregungswellenlédnge betrugt 280 nm oder 295nm (zur Aufnahme der Trypto-
phanfluoreszenz). Das Wellenlédngeninkrement betrug 1 nm bei einer Filterbandbreite von 5nm.

3.13 Circulardichroismusspektroskopie

Circulardichroismusspektroskopie bzw. CD-Spektroskopie diente zur Kontrolle der Sekundér-
struktur und damit der Integritédt des a-Hémolysins (mit dem CD-Spektrometer von Jobin Yvon;
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Typ CDG6). Spektren wurden in Schritten von 0,5° von 191 — 260nm bei 20 °C aufgezeichnet.
Die Integrationszeit fiir einen Datenpunkt betrug 1s und die Bandbreite des Monochromators
2nm. Die Proben wurden in spezielle Kiivetten mit 1 mm Dicke (Helma, Miihlheim) gegeben.
Insgesamt wurden je 20 Proben- und Pufferspektren aufgezeichnet. Das Wellenlldngeninkrement
betrug 0,5 nm.

Da das Spektrometer zum Zeitpunkt der Messungen nicht bei kleineren Wellenldngen messen
konnte und nicht geniigend Protein fiir Wiederholungen zur Verfiigung stand, wurden die Daten
nur fiir einen qualitativen Vergleich genutzt. Stattdessen wurden die Pufferspektren gemittelt
und von den ebenfalls gemittelten Probenspektren abgezogen sowie die molare Elliptizitdt durch
Normierung auf die Konzentration bestimmt.

3.14 Darstellung von Molekiilgraphiken

Molekiile wurden entweder mit den Programmen DINO (Philippsen, 2001) oder YASARA (Krieger
et al., 2002) dargestellt. Wahrend DINO fiir alle Molekiile zum FEinsatz kam, die zusammen
mit ab initio-Rekonstruktionen (siehe Abschnitt 3.6.10 dieses Kapitels) gezeigt wurden, konnte
YASARA fiir alle iibrigen Molekiilgraphiken verwendet werden. Um eine einheitliche Darstellung
zu gewihrleisten, wurde fiir jede Serie von Abbildungen in denen DINO einmal zum Einsatz kam
das Programm auch fiir alle anderen Abbildungen der Serie verwendet.

3.15 Darstellung von Dichten

Die Darstellung von Dichten (siehe Abschnitt 4.7.5 auf Seite 115 des Resultatekapitels zur Er-
stellung dieser Dichten) erfolgte mit Chimera (Pettersen et al., 2004).

3.16 Darstellung von Phylogrammen

Phylogramme wurden auf Basis von Sequenzalignments (sieche Abschnitt 3.10.8 dieses Kapitels)
mit dem Programm Dendroscope (Huson et al., 2007) generiert. Eine graphische Anpassung
erfolgte nur zur optimierten Darstellung von Farbe und Text.

3.17 Darstellung von Kleinwinkelstreuungsdaten mit SPlot

Die Erstellung aller Diagramme von Kleinwinkelstreuungsdaten erfolgte mit dem selbstgeschrie-
benen Programm SPlot (siehe Resultate, Abschnitt 4.8, Seite 117).



Kapitel 4

Resultate

4.1 Konformationsiibergange von Himocyaninen

4.1.1 Die Struktur 24merer Haimocyanine von Furypelma californicum und
Pandinus tmperator unter Einfluss verschiedener Effektoren

4.1.1.1 Reinigung und Kontrolle des Himocyanins von Eurypelma californicum und
Pandinus imperator

Die Aufreinigung der 24meren Hamocya-
v nine erfolgte mittels Gelfiltration (sie-
0.8F 1 he linksstehende Abbildung). Die auf
' die Gelfiltrationssdule aufgetragene Ham-
olymphe ist nicht rein, sondern enthélt zu-
satzlich ,Beiprotein® (Conze, 2005). Fiir
SAXS-Experimente musste sichergestellt
o4l ‘ ' . | werden, dass keinerlei ,Beiprotein* im ge-
' reinigten Hdmocyanin enthalten ist. Zu-
sammen mit B. Pairet konnte mittels
statischer Lichtstreuung gezeigt werden,
dass die verwendeten Haémocyaninlosun-
gen von E. californicum und P. imperator
_ auch nach lingerer Lagerung (> '/5a)
0 50 100 T50 200 350 homodispers sind (Pairet, 2007).

Puffervolumen [ml]

0.0 L—

Da die Messung der statischen Lichtstreu-

Abbildung 4.1: Elutionsprofil einer Aufreinigung von P. ung zeitaufwindig ist, wurde zusitzlich

imperator-Himocyanin. Der rote Strich markiert den €ine Aufnahme der dynamischen Licht-
Punkt, ab welchem kein Hiémocyanin (erster Peak) mehr streuung, mit den Proben aus der stati-
gesammelt wurde, weil es mit ,Beiprotein“ (zweiter Peak) schen Lichtstreuung als Referenz, durch-
verunreinigt gewesen waére. gefithrt (Pairet, 2007). Der hydrodynami-

sche Durchmesser und der assoziierte Feh-
ler kénnen so als Referenz fiir die Dispersitdt und strukturelle Integritdt der Proben herangezogen
werden. Problematische Proben wurden verworfen.

Zusitzlich zur Uberpriifung der Integritit durch die statische Lichtstreuung wurde getestet, in-
wieweit eine Hamocyaninprobe durch die Behandlung in der Kratky-Kamera in Mitleidenschaft
gezogen wird. Hierzu wurden eine Probe fiir jedes der Hamocyanine in drei Teile aliquotiert:
Ein Teil diente als unbehandelte Referenz, ein Teil wurde acht Stunden in der Kratky-Kamera
bestrahlt und ein dritter Teil wurde mehrfach in der Probenkapillare der Kamera auf- und ab-
pipettiert. Mit der Bestrahlung wird etwa die doppelte Dosis der Strahlung erreicht, die fiir die
iibrigen Experimente erreicht wurde. Das Pressen durch die Kapillare imitiert den sterischen
Stress beim Befiillen der Probenkapillare der Kamera ebenfalls in {ibergrofer Weise: Fiir die
eigentlichen Experimente wurde weitaus vorsichtiger gearbeitet. Mit allen Aliquots wurde ein
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natives Gel gefahren. Zwischen den Proben konnte kein Unterschied festgestellt werden, so dass
davon auszugehen ist, dass die Himocyanine von E. californicum und P. imperator durch die
Behandlung zur Bestrahlung nicht in Mitleidenschaft gezogen werden.

4.1.1.2 Oxygenierung und Deoxygenierung

Ebenfalls in der Diplomarbeit von B. Pairet (Pairet, 2007) wurde der Konformationswechsel der
24meren Hamocyanine von E. californicum und P. imperator bei der Oxygenierung / Deoxyge-
nierung mittels SAXS nachvollzogen. Die hier gezeigten Daten stellen ein Resiimé der zitierten
Diplomarbeit dar und wurden zu grofen Teilen von B. Pairet unter meiner Anleitung generiert.
Die Abbildungen wurden dort bereits gezeigt.
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Abbildung 4.2: Streudaten der Hdmocyanine von E. californicum und P. imperator ozygeniert (—) und
deoxygeniert (---). a) Entschmierte Streudaten von E. californicum-Hamocyanin. Die Kurven sind zur
besseren Ubersicht um eine logarithmische Einheit gegeneinander versetzt. b) Entschmierte Streudaten
von P. imperator. Die Kurven sind ebenfalls um eine logarithmische Einheit gegeneinander versetzt. c)
Abstandsverteilungsfunktionen von E. californicum Himocyanin im oxygenierten und deoxygeniertem
Zustand. d) Abstandsverteilungsfunktionen von P. imperator Himocyanin. Unter den Daten befindet sich
jeweils ein Differenzplot; fiir die Streukurven ist dieser prozentual nach Skalierung auf I(0) berechnet.
Fehlerbalken sind exemplarisch angegeben. Die Teilabbildungen sind bereits in der Diplomarbeit von
B. Pairet gezeigt (Pairet, 2007).

Tabelle 4.1 auf der Folgeseite zeigt die physikalischen Parameter zusammenfassend fiir beide
Proteine und beide Konformationen. Es wird deutlich, dass sich die Konformationen der oxyge-
nierten und deoxygenierten Hamocyanine von E. californicum und P. imperator gleichen. Und
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auch, dass das Himocyanin von P. imperator den Konformationswechsel etwas ,extremer” durch-
zufithren scheint. Jedenfalls sind die Unterschiede zwischen oxygeniertem und deoxygeniertem
Zustand signifikant grofer als beim Hémocyanin von E. californicum.

Tabelle 4.1: Physikalische Parameter fir die oxygenierten und deoxygenierten Himocyanine von E. cali-
fornicum und P. imperator. Referenzdaten fritherer Messungen dienen der Ubersicht.

Protein Zustand R, [A] Dinaz [A]  Quelle

E. californicum Himocyanin oxygeniert 87,3+ 0,2 270£2 eigene Daten”
deoxygeniert 86,6 £0,1 260+2 eigene Daten”
oxygeniert 88,0+ 0,5 270£5 Decker et al., 1996
deoxygeniert 86,5+0,5 250+5 Decker et al., 1996

P. imperator Hamocyanin oxygeniert 87,5+ 0,3 280£2 eigene Daten”
deoxygeniert 85,6 +0,2 254+2 eigene Daten”

* groftenteils von B. Pairet im Rahmen seiner Diplomarbeit unter meiner Anleitung aufge-
nommen (Pairet, 2007).

Auf Basis der Streudaten wurde versucht durch rigid body-Modellierung Strukturvorschlige fiir
die oxygenierten und deoxygenierten Konformationen zu machen. Bereits in der Vergangenheit
wurde eine solche Arbeit fiir das Himocyanin von E. californicum durchgefithrt. Das Programm
parmscan von Dr. H. Hartmann wurde speziell fir diesen Zweck entwickelt (Hartmann & Decker,
2002; Hartmann & Decker, 2004; siehe auch Abschnitt 3.6.11 auf Seite 39 des Methodenkapitels).
Das Programm beriicksichtigt, neben der zweifachen Rotationssymmetrie des Proteins, die ver-
schiedenen weiteren Bezichungen der Untereinheiten. So beriicksichtigt es gesondert die Position
der Trimere innerhalb der Hexamere und die Position der Hexamere innerhalb der Dodekamere.
Auch wird die relative Position der Dodecamere zueinander als eigener Parameter beriicksichtigt.
Das Programm ist also hochspeziallisiert fiir rigid body-Modellierung an 24meren Hidmocyaninen.
Urspriinglich wurde ausschlieflich die P(r) ausgewertet.

Die Version des Programms, die B. Pairet und mir zur Verfiigung stand, wertete nicht nur P(r),
sondern auch I(q) aus. Da in einem Lauf von parmscan hunderttausende Konformation durch-
laufen werden und das Programm die Zwischenergebnisse in einer Logdatei speichert, habe ich
ein Skript zur Auswertung geschrieben (siehe Abschnitt A.2 auf Seite 163).

Die zusétzliche Berechnung der theoretischen Streudaten (I(q)) fithrte zu Unstimmigkeiten: Fiir
die Ubereinstimmung hinsichtlich der P(r) wurden andere Werte ausgegeben als fiir die Streuda-
ten. Dies filhrte dazu, dass, orientierte man sich an der P(r) eine génzlich andere Konformation
als passend zu den experimentellen Daten erachtet wurde, als bei den theoretischen Streudaten
im Vergleich zu den experimentellen. In Abschnitt 4.7.4 auf Seite 4.7.4 dieses Kapitels wird der
Versuch einer Erkldrung unternommen.

4.1.1.3 Der Einfluss von SDS auf die Konformation

Zum Einfluss von SDS auf die 24meren Hamocyanine von E. californicum und P. imperator gibt
es im Institut fiir Molekulare Biophysik eine Vielzahl von Experimenten, da SDS als in witro-
Aktivator der Phenoloxidaseaktivitit dieser Proteine identifiziert wurde (Decker & Rimke, 1998).
Dies erlaubte eine ganze Reihe von kinetischen und biochemischen Charakterisierungen der En-
zymeigenschaften (u.a. Decker et al., 2001; Jaenicke & Decker, 2004a; Decker & Jaenicke, 2004;
Nillius, 2007). Eine strukturelle Charakterisierung der Aktivierung durch SDS setzte aber den
Nachweis der Stabiltitdt der Proteine in SDS voraus, der unsere Gruppe in Kollaboration gelang
(Baird et al., 2007).

Die Bestimmung der cmc-Werte fiir CPC und SDS in den fiir die SAXS-Messungen verwendeten
Losungen (siehe Tabelle 4.2) mit Hilfe der Tropfchenmethode (siehe Abschnitt 3.9.3 auf Seite 45)
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sollte sicherstellen, dass eine Detergenskonzentration gewidhlt wurde, bei der alle Himocyanin-
molekiile in einer Konformation vorliegen. SAXS-Messungen mit CPC waren nicht moglich, da
CPC zusammen mit den Hdmocyaninen von E. californicum und P. imperator groke unspezi-
fische Aggregate formte. Die folgende Tabelle zeigt die ermittelten Werte und belegt, dass mit
der gewdhlten Konzentration von 5mM SDS im Puffer die cmc um das 4 — 5-fache iiberschritten
ist. Damit ist eine Konzentration gewihlt, bei der die enzymatische Aktivitdt maximal und die
Proteine immer noch stabil sind (Baird et al., 2007).

Tabelle 4.2: Die kritische mizellare Konzentration fir CPC und SDS in den Puffern zur Aufnahme der
Rontgenkleinwinkelstreuung mit Himocyanin.

Detergens Puffer cme [mM]

CPC 100mM TRIS, pH 7,8 0,83
10 mM MgCls

CPC 100mM TRIS, pH 7,8 0,83
5mM MgCly

SDS 100mM TRIS, pH 7,8 0,68
10mM MgClg

SDS 100mM TRIS, pH 7,8 0,76
5mM MgCly

Zur Klarung der Frage, ob SAXS-Daten mit SDS verwendet werden konnen, musste zunéchst
sichergestellt sein, dass ein Datensatz von SDS und Himocyanin {iberhaupt ausgewertet werden
kann. Die folgende Abbildung (4.3) zeigt die Pufferzusammensetzung (5mM SDS, 5mM MgCl,,
100 mM TRIS, pH 7,8) die sicherstellt, dass das Protein maximale Aktivitdt bei groktmoglicher
Stabilitat aufweist.
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Abbildung 4.3: Streudaten fir 5mM SDS. a) Die priméren Daten (x mit roten Fehlerbalken), der ap-
parente Fit durch diese Daten (blaue Linie) und die entschmierten Daten (schwarze Linie); jeweils mit
exemplarischen Fehlerbalken. b) Die Abstandsverteilungsfunktion mit exemplarischen Fehlerbalken.
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Die Entschmierung (siehe Abschnitt 3.6.4.2, Seite 3.6.4.2) konnte am besten unter der Annahme
einer homodispersen Losung durchgefiihrt werden. Deutlich zu erkennen ist der groke experimen-
telle Fehler der Streudaten in Abbildung 4.3, aus dem auch der grofse Fehler der Abstandsver-
teilungsfunktion resultiert. Der Wert fiir den D4, von etwa 17nm ist dufierst unsicher, sehr
wahrscheinlich sind die SDS-Aggregate wesentlich kleiner: Eine Entschmierung unter Annahme
eines kleineren Wertes lieR sich dennoch besser! durchfithren, als unter der Annahme gréferer
Werte. Die relativ geringe Intensitét der Streuung durch die SDS-Aggregate fithrt zwar zu grofen
Unsicherheiten in der Bestimmung der Aggregatgrofe, erlaubt aber einen standardgeméfien Puf-
ferabzug (siehe Abschnitt 3.6.4.1 auf Seite 34 des Methodenkapitels). Eine Wiederholung des
Experimentes mit langerer Strahlzeit wird statistisch sicherere Daten bringen, aber da dies nicht
wesentlich war, um das Streuexperiment an Himocyaninen unter SDS-Einfluss durchzufiihren,
wurde darauf verzichtet.

Abbildung 4.4 zeigt die SAXS-Daten des Himocyanins unter SDS-FEinfluss im Vergleich mit Refe-
renzdaten. Es wurden insgesamt drei Proteinkonzentrationen vermessen: 4,7mg/mL,; 9,4 mg/mL
und 63,5 mg/mL, jeweils in Gegenwart von 5 mM SDS. Die zugehorigen Abstandsverteilungsfunk-
tionen und die Kratky-Plots werden in Abbildung 4.5 auf der néchsten Seite gezeigt. Tabelle 4.3
fasst die Ergebnisse fiir beide Himocyanine zusammen.
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Abbildung 4.4: Streudaten des E. californicum Hamocyanins ohne SDS (—; mit ,oxy“ bezeichnet) und mit
5mM SDS (---). Die Daten sind zur besseren Ubersichtlichkeit um eine logarithmische Einheit versetzt.
Der untere Teil der Abbildung zeigt die prozentuale Differenz der Daten nach Skalierung auf I(0).

'Keine Uber- / Unterschwingungen der dekonvolutierten Streukurven, bessere Qualititsparameter nach GNOM;
siehe Abschnitt 3.6.4.2, Seite 34 im Methodenkapitel.
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Abbildung 4.5: Daten des E. californicum Hamocyanins ohne SDS (—) und mit 5mM SDS (---). a) Ab-
standsverteilungsfunktion mit Differenzplot. b) Kratky-Plot. Die Positionen der Maxima sind 0,01963
(ohne SDS) und 0,02053 (mit SDS), also nahezu identisch. Dies ist ein Indikator fiir nahezu gleiche Mole-
kulargewichte (sieche Abschnitt 3.6.7, Seite 37). Abbildung a) ist bereits in Baird et al., 2007, publiziert.
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In gleicher Weise wurde mit dem Hamocyanin des Kaiserskorpions (P. imperator) verfahren.
Obwohl die Langzeitstabilitat in SDS geringer ist als die des E. californicum Hamocyanins (Baird
et al., 2007), konnten die Streudaten unter der Annahme einer homodispersen Losung entschmiert
werden. Es wurden insgesamt drei Proteinkonzentrationen vermessen: 7,1 mg/mL, 16,2mg/mL
und 36,9 mg/mL; jeweils in Gegenwart von 5mM SDS.
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Abbildung 4.6: Streudaten des P. imperator Himocyanins ohne SDS (—; mit ,oxy“ bezeichnet) und mit
5mM SDS (---). Die Daten sind zur besseren Ubersichtlichkeit um eine logarithmische Einheit versetzt.
Der untere Teil der Abbildung zeigt die prozentuale Differenz der Daten nach Skalierung auf I(0).

Abbildung 4.7 auf der nichsten Seite zeigt die Abstandsverteilungsfunktion von P. imperator-
Hamocyanin unter SDS-Einfluss sowie die zugehorigen Kratky-Plots. Die Stellung der beiden Do-
dekamere eines 24mers beeinflusst das Profil der Abstandsverteilungsfunktion mafgeblich (Hart-
mann & Decker, 2002; Hartmann & Decker, 2004). Eine systematische Rotation des einen Dode-
kamers im Verhéltnis zum zweiten Dodekamer in Schritten von 5° 4.4 fiihrte jedoch zu keiner
Ann#herung an die experimentelle Abstandsverteilungsfunktion unter SDS-Einfluss in Abbildung
4.7. Ygode st hierbei der Kippwinkel zwischen den beiden Dodekameren nach Hartmann & Decker,
2002.

Tabelle 4.3: Physikalische Parameter fiir die Himocyanine von E. californicum und P. imperator unter
SDS-FEinfluss. Referenzdaten anderer Messungen dienen dem Vergleich.

Protein Zustand R, [A] Dinaz [A]

E. californicum Hamocyanin  oxygeniert 87,3+0,2 270+£2
deoxygeniert 86,6 +0,1 260+ 2
mit SDS 85,2+0,3 256+ 2

P. imperator Hamocyanin oxygeniert 87,5+0,3 28042
deoxygeniert 85,6 0,2 25442
mit SDS 83,5+0,4 269 +2
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Abbildung 4.7: Daten des P. imperator Hamocyanins ohne SDS (—) und mit 5mM SDS (---). a) Ab-
standsverteilungsfunktion mit Differenzplot. b) Kratky-Plot. Die Positionen der Maxima sind 0,01963

(ohne SDS) und 0,02317 (mit SDS).
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4.1.2 Die Struktur des Hamocyanins von Palinurus elephas unter Einfluss
verschiedener Effektoren

4.1.2.1 Modellierung der Struktur

Fiir die Modellierung des P. elephas-Hamocyanins wurde folgende Struktur nach sogenanntem
Profiling der Proteindatenbank PDB (Berman et al., 2000) durch MODELLER (Sali & Blundell,
1993) aus moglichen Musterstrukturen ausgewéhlt: Die Struktur des hexameren Hamocyanins
von Panulirus interruptus (PDB-Code: 1HCY, Volbeda & Hol, 1989), das artifizielle Hexamer
der Type II-Untereinheit des Himocyanins von Limulus polyphemus in der oxygenierten (PDB-
Code: 1oxy; Magnus et al., 1994), der deoxygenierten Form (PDB-Code: 1LLA; Hazes et al.,
1993) und die Met-Form des Komplexes (PDB-Code: 1LL1; Liu et al., 1997). Insgesamt also zwei
Proteine mit vier Strukturen.

Die Modellierung erfolgte fiir eine Untereinheit des Hamocyanins mit der Sequenz nach T. Bur-
mester (Meissner et al., 2003)2. Das strukturelle Alignment ist in Abbildung 4.8 auf der folgenden
Seite gezeigt.

Da das YAMBER-Kraftfeld (Krieger et al., 2004) keine Parameter fiir Metallionen in variabler
Koordination aufweist, wurde darauf verzichtet einen Strukturvorschlag fiir die oxygenierte Form
des Proteins zu erstellen. Zudem wurde auch nur eine Untereinheit modelliert: Die Vorlagestruk-
turen stehen alle unter dem Einfluss unterschiedlicher Effektoren. Da davon auszugehen ist, dass
diese, aufgrund leicht unterschiedlicher Konformationen die Kontaktflichen der Untereinheiten
beeinflussen, wire die Modellierung der Kontaktflachen hochst willkiirlich. Stattdessen wurde
eine D3-Symmetrie auf die modellierte Untereinheit appliziert und das Oligomer fiir die Dauer
von 2 ps mit dem NOVA-Kraftfeld (Krieger et al., 2002), ohne die Annahme expliziten Wassers,
in YASARA relaxiert. Die Relaxierung sollte lediglich sicherstellen, dass es zu keinen sterischen
Konflikten kommt.

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die DOPE-Werte der Modellierung (jeweils bezogen auf ein Monomer).

Protein DOPE-Wert
modellierte Monomere -76923,6 — -73823,1
lhey -75643,0

1111 -76261,5

loxy -73733,8

1lla -79263,2

Das beste Modell hat einen DOPE-Wert von -76923,6 und liegt damit im Bereich der Werte fiir
die Musterstrukturen (siehe Tabelle 4.1.2.1, Seite 63). Dieser Wert reflektiert damit den Norm-
bereich fiur die bisher bekannten Himocyaninstrukturen.

Beurteilung der Qualitdt: Die Struktur ist in Abbildung 4.9 auf Seite 65 zu sehen. Es ist sicherge-
stellt, dass die Struktur keine iiberlappenden van-der-Waals-Radien aufweist. Eine Kontrolle mit
WhatIf (Vriend, 1990; Hooft et al., 1996) zeigt eine Reihe von Problemen mit den Torsionswinkeln
innerhalb der Peptidbindungen an, diese sind auch schon in den Musterstrukturen iiberwiegend
schlecht gesetzt. Insgesamt gibt es 235 Punkte in ,verbotenen® Bereichen des Ramachandranplots
(Ramachandran et al., 1963) fiir das gesamte Protein von 3996 moglichen Verbindungen. Zusétz-
lich sind die B-Faktoren mit 10—20 relativ hoch (normal sind B-Faktoren zwischen 3 und 5 fiir
kristallographische Strukturen, deren Daten unter Kryo-Bedingungen ermittelt wurden).

2Professor E. Jaenicke stellte mir diese Sequenz zur Verfiigung.
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Abbildung 4.8: Ergebnis des strukturellen Alignments der zur Modellierung verwendeten Hdmocyanine.
Die linke Spalte zeigt die PDB-Codes der verwendeten Strukturen. Die Zeile ,Pe Hc* steht fiir die Sequenz
des P. elephas-Hiémocyanins. ,- steht nicht zwansldufig fiir eine Liicke im Sequenzalignment, sondern
ebenso fiir eine Liicke in den Musterstrukturen. Die PDB-Codes 1LLA, 10XY und 1LL1 sind Strukturen
des Hamocyanins von L. polyphemus in verschiedenen Oxydationszustéinden (siehe Text). Die Farben der
Aminoséuren entsprechen dem CLUSTAL-Farbschema (Jeanmougin et al., 1998) und dienen der besseren
Unterscheidung.
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Abbildung 4.9: Modell fir das Himocyanin von P. elephas. Links: Sichtachse entlang der dreiz&hligen
Symmetrieachse. Rechts: Nach Drehung um 90° um die Achse in Papierebene. Die Kupferatome sind
Gelb eingefarbt. Die Zuckerreste sind raumfiillend in CPK-Darstellung gerendert. a-Helices sind rot, (-
Faltblétter blau eingefirbt.

4.1.2.2 SAXS am Himocyanin von Palinurus elephas und Palinurus argus unter
Einfluss verschiedener Effektoren

In der Diplomarbeit von A. Rabenhorst wurde erstmalig der Einfluss von Urat und — als Ura-
tanalogon — Koffein auf die hexameren Himocyanine von Palinurus elephas und Palinurus argus
untersucht (Rabenhorst, 2007). Es konnte mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) ge-
zeigt werden, dass die Proteine wahrscheinlich je zwei Bindungsstellen fiir die Effektoren besitzen.
Uberdies lagen Werte fiir die Affinitiit zu den Effektoren vor und eine strukturelle Charakteri-
sierung konnte angegangen werden: Die Messungen erfolgten in Gegenwart von 4,5 mM Koffein
bzw. 2mM Urat. Bei diesen Konzentrationen ist unter Beriicksichtigung der Dissoziationskon-
stanten sichergestellt, dass die Bindungsstellen zu 99,9 % besetzt sind (Rabenhorst, 2007). Aus
den SAXS-Messungen, zur Uberpriifung des Einflusses der Effektoren auf die Struktur in Lésung,
ergaben sich die in der folgenden Tabelle dargestellen Parameter:

Tabelle 4.5: Physikalische Parameter fiir die Himocyanine von P. elephas und P. argus unter dem Einfluss
von Urat und Koffein'.

Protein Effektor R, [A] Dinaz |A]

P. elephas Himocyanin ohnet 48,4+£0,3 136+2
Urat 49.0+0,4 144 +2
Koffein  49,2+0,5 14442

P. argus Haimocyanin ohnet 48,1+0,4 134+2
Urat 49,0+0,3 138+£2
Koffein  49,2+0,3 136 +2

Tim Gegensatz zur Darstellung in Rabenhorst, 2007, wird von
einem groferen Fehler fiir den D,,,,-Wert ausgegangen.

! Die Himocyanine waren zum Zeitpunkt der Messung oxygeniert.
Oy war als Effektor gegenwirtig.



66 Resultate

a) 108 T ; T T ; ‘ T b) 10%
1075« : : : ; : 107F <,
N : : N
\ : \
= 100F % ‘ : : {1 0% b
< A : < X
— \ : : — \
= 105F R 5 : 1 T e
.\ .\
\“ \“
4L - 4L e
10 < 10 i

= : -
e e : g 2 TS|

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

q A a[AT]
C) T T T d) T T T
1.of ] 1of ]
0. . 0.f .
2 0.6 1 Eost .
Eooaf 1 Foaf .
0.2 . 0.2} .
-
0.0 ‘ : ' ‘ ‘ ‘ 0.0
0.03 r , , . , 0.03 . 7 .
— 0.02} o = 002 ' SRR
i 0.01} i 0.01f---- T S - - eeeest S A
= 0.00 = 000
= L : ] & -0.01f : : .
4 —0.01 ; : 9 el : 5 ]
—0.02 ; ; ’ " ’ 3’ i e ‘ i ‘ ‘ :
20 10 60 80 1o 10 o %20 10 e s 100 120 10
r [A) r[A]

Abbildung 4.10: Streudaten des Himocyanine von P. elephas unter dem Einfluss von Urat und Koffein (mit
Effektor: —; ohne Effektor ---). a) Entschmierte Streudaten mit und ohne Urat. b) Entschmierte Streu-
daten mit und ohne Koffein. Die Kurven in a) und b) sind zur besseren Ubersicht um eine logarithmische
Einheit gegeneinander versetzt. ¢) Abstandsverteilungsfunktionen der Daten aus a). d) Abstandsvertei-
lungsfunktionen der Daten aus b).

Unter den Daten befindet sich jeweils ein Differenzplot; fiir die Streukurven ist dies die prozentuale Dif-
ferenz nach Skalierung auf I(0). Fehlerbalken sind exemplarisch angegeben.

Die Abbildungen c¢) und d) sind bereits in der Diplomarbeit von A. Rabenhorst gezeigt (Rabenhorst,
2007).

Die Abbildungen 4.10 (oben) und 4.11 (folgende Seite) zeigen die SAXS-Daten fiir die Himoyanine
von P. elephas, respektive von P. argus. Bei der Darstellung der Abstandsverteilungsfunktionen
wurde davon ausgegangen, dass sich die Masse der Proteine durch die Effektorbindung nicht,
bzw. in zu vernachlissigender Weise, verindert?.

Offenbar gleichen sich die durch die beiden Effektoren induzierten Verdnderungen sowohl in ihrer
Amplitude, als auch hinsichtlich der Art: Der Kurvenverlauf ist jeweils sehr &hnlich. Wie die Dif-
ferenzdarstellungen der Streudaten zeigen, betrifft die Effektorbindung auch simtliche Abstands-
ebenen in den Molekiilen. Auch ist aus dem Differenzplot zur P(r) unmittelbar zu schlussfolgern,
dass vor allem Bewegungen gréfserer Doménen oder ganzer Untereinheiten den Konformations-
wechsel unter Urat- bzw. Koffeineinfluss dominieren: Bei kleinen Absténden werden nur geringe
Verdnderungen beobachtet, dennoch summieren sich diese bei den groferen Absténden auf. Folg-
lich gibt es auf Sekundérstrukturebene nur geringe Verdnderungen. Viel wahrscheinlicher scheint
die Bewegung ganzer Untereinheiten. Die Herkunft des Himocyanins — P. elephas oder P. argus
— spielt fiir diese Aussagen keine Rolle, sie gelten bezogen auf beide Hamocyanine bei beiden

3Zwei Urat- bzw. Koffeinmolekiile auf iiber 450 kDa Masse entsprechen etwas weniger als einem Gewichtsprozent
bezogen auf das jeweilige Himocyanin.
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Effektoren.

Diese Feststellung ist keineswegs eine Selbstverstéindlichkeit, denn die ITC-Daten zeigen leicht
unterschiedliche Stochiometrien fiir die Bindung der Effektoren bei den beiden Arten (Rabenhorst,
2007) und auch in der Vergangenheit wurde bei 12meren Hdmocyanin bereits konstatiert, dass

die Stochiometrie der Bindung von Urat und Koffein artabhéngig sein muss (Menze et al., 2000;
Hellmann et al., 2004).
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Abbildung 4.11: Streudaten des Hamocyanine von P. argus unter dem Finfluss von Urat und Koffein (mit
Effektor: —; ohne Effektor ---). a) Entschmierte Streudaten mit und ohne Urat. Die Kurven sind zur
besseren Ubersicht um eine logarithmische Einheit gegeneinander versetzt. b) Entschmierte Streudaten
mit und ohne Koffein. Die Kurven sind ebenfalls um eine logarithmische Einheit gegeneinander versetzt.
c) Abstandsverteilungsfunktionen der Daten aus a). d) Abstandsverteilungsfunktionen der Daten aus b).
Unter den Daten befindet sich jeweils ein Differenzplot; fiir die Streukurven ist dies die prozentuale Dif-
ferenz nach Skalierung auf I(0). Fehlerbalken sind exemplarisch angegeben.

Die Abbildungen c) und d) sind bereits in der Diplomarbeit von A. Rabenhorst gezeigt (Rabenhorst,
2007).
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4.1.2.3 mgid body-Modellierung auf Basis der SAXS-Daten

Fiir das Hamocyanin von Palinurus elephas liegt ein Homologiemodell vor. Damit war es nahelie-
gend fiir die im vorigen Abschnitt vorgestellten SAXS-Daten diejenigen Konformationen zu finden,
die am besten den Daten entsprechen. Hierzu wurde eine eigene Software unter der Bezeichnung
sas-rigid programmiert (siehe 4.7 auf Seite 105 dieses Kapitels). Zunéchst wird das Ergebnis ei-
ner Monte-Carlo-Simulation mit simulated annealing vorgestellt (sieche Abschnitt 4.7.2, Seite 110),
auf die ein systematisches Suchen der Bewegungsparameter folgte. Dies bezweckt einem optimalen
Fit an die experimentellen Daten (siehe Abschnitt 4.7.3, Seite 111). Der Monte-Carlo-Algorithmus
diente dazu eine ungefihre Konformation zu finden, die den Daten entspricht. Hieraus liefsen sich
Bewegungsparameter eingrenzen, die in einer systematischen Suche dann schneller abgearbeitet
werden konnten. Das Prinzip sieht in jedem Fall vor, dass eine Bewegung auf die Untereinheiten
des Hamocyanins appliziert wurde, worauf ein Vergleich der Abstandsverteilungsfunktion der so
generierten Konformation mit den experimentellen Daten erfolgte. Um die Berechnung zu be-
schleunigen, wurden die Atome der Aminosdurenseitenketten entfernt. An ihre Stelle trat ein
LS2Atom® im geometrischen Schwerpunkt der geloschten Atome. Auf diese Weise schrumpft das
Protein nicht wesentlich, so dass gewéhrleistet blieb, dass Bewegungen nicht iiberhéht erscheinen
(siehe auch Hartmann & Decker, 2002, fiir einen #hnlichen Ansatz).

In allen folgenden Simulationen werden die Bewegungsparameter bezogen auf die Untereinheit A
des Proteins angegeben. Alle weiteren Untereinheiten sind iiber Symmetrieoperationen mit der
Untereinheit A verbunden (siehe Abschnitt 4.7.1.5 auf Seite 109 in diesem Kapitel zur Anwendung
von Symmetrieoperation in sas-rigid).

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Modellierung fiir die Konformationen ohne Effek-
toreinfluss und unter Urateinfluss im Vergleich. Zu beachten ist, dass auch fiir die Struktur ohne
Effektoreinfluss eine Modellierung durchgefiihrt wurde, da die Musterstrukturen fiir die Homolo-
giemodellierung iiberwiegend ohne gebundenen Sauerstoff bestimmt und die eigenen Daten unter
Sauerstoffeinfluss gewonnen wurden.

Abbildung 4.12: Molekulare Oberflichen der atomaren Strukturen nach einer systematischen Parameter-
suche (siehe Abschnitt 4.7.3) fir die Konformationen ohne und mit Urateinfluss. Grau: Ohne Effektor.
Rot: Unter Urateinfluss. Die rechte Spalte zeigt beide Konformationen iibereinandergelegt. Oben: Sicht
entlang der Rotationsachse. Unten: ,Seitenansicht, 90° gekippt zur oberen Ansicht. - Die beiden Trimere
(jeweils ,oben“ und ,unten*) sind zur besseren Unterscheidung farblich voneinander abgesetzt.
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Abbildung 4.13: Molekulare Oberflichen der atomaren Strukturen nach einer systematischen Parameter-
suche (siehe Abschnitt 4.7.3) fir die Konformationen ohne und mit Koffeineinfluss. Grau: Ohne Effektor
(dieselbe Struktur wie in Abbildung 4.12. Rot: Unter Koffeineinfluss. Die rechte Spalte zeigt beide Konfor-
mationen iibereinandergelegt. Oben: Sicht entlang der Rotationsachse. Unten: ,Seitenansicht®, 90° gekippt
zur oberen Ansicht. - Die beiden Trimere (jeweils ,oben“ und ,unten) sind zur besseren Unterscheidung
farblich voneinander abgesetzt.

Tabelle 4.6 zeigt die priméren Bewegungsparameter fiir die Untereinheit A des Himocyanins. Das
Homologiemodell wurde vor dem Start der rigid body-Modellierung im Koordinatensystem zen-
triert, so dass der geometrische Schwerpunkt des Molekiils im Ursprung des Koordinatensystems
lag.

Tabelle 4.6: Primdre Bewegungsparameter nach systematischer Suche. Aufgefiihrt sind die Translations-
parameter dx, dy und dz und die Rotationsparameter df, dy und dv) in Bezug auf die Startstruktur (das
Homologiemodell des Himocyanins). Translations- und Rotationsparameter sind aus Abschnitt 4.7.1.5 auf
Seite 109 zu entnehmen.

verglichene Strukturen | dx [A] dy [A] dz [A] do [°] dy [°] dy [°]
ohne Effektor 0,0+20 —20+20 00+22 -90+23 -90+26 —20+41
unter Urateinfluss 0,020 -0,4+£23 00£20 -87+23 -7,2+£28 -3,6%3,6

unter Koffeineinfluss 0,0 £ 2,0 0,0+ 2,0 00+20 -90+20 -6,3=+3,0 0,6 + 3,7

Mit Tabelle 4.6 ist bereits die Ahnlichkeit der Strukturen unter Urat- und Koffeineinfluss ersicht-
lich. Aber auch die Abbildungen 4.12 und 4.13 lassen dies erwarten. Zugleich wird deutlich, dass
das Modell ohne Einfluss von Effektoren nach erfolgter rigid body Modellierung signifikant vom
urspriinglichen Homologiemodell abweicht. Dies stellt keineswegs die Qualitdt des Algorithmus
infrage: Das Homologiemodell ist, aufgrund der Musterstrukturen, das Modell eines deoxygenier-
ten Proteins. Uberdies werden die Vorlagestrukturen als qualitativ nicht hochwertig erachtet? und
fiir andere Hamocyanine wurde bereits die Existenz mehrerer Konformationen unter Sauerstoff-
einfluss aufgrund von ITC-Daten angenommen (Menze et al., 2000; Hellmann et al., 2004).

Tabelle 4.7 ist der Versuch die relativ abstrakten Bewegungsparameter aus Tabelle 4.6 in Para-
meter umzusetzen, die bezogen auf das spezielle Molekiil einen verstdndlicheren Zugang bieten.
Tabelle 4.8 bietet die Gyrationsradien der Modelle im Vergleich mit den experimentellen Daten.
Sie zeigt, dass die Gyrationsradien der Modelle systematisch unter den experimentell ermittelten

4Dies wurde wiederholt von verschiedenen Personen berichtet: Professor H. Decker, Dr. H. Hartmann, Dr. K.
Magnus, Professor J. Markl. Aber auch eine Analyse mit WhatIf (Vriend, 1990; Hooft et al., 1996) bestitigt, dass
die Vorlagestrukturen keine gute Qualitét aufweisen.
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Gyrationsradien liegen, allerdings nur wenig. Zudem ist der Irend derselbe: Unter Urat- oder
Koffeineinfluss vergrofert sich der Gyrationsradius auch bei den Modellen.

Tabelle 4.7: Geometrische Vergleichsdaten zum systematischen Parameterscan fir das Himocyanin von
Palinurus elephas unter Urat- und Koffeineinfluss. Alle Werte sind auf eine Nachkommastelle gerundet.
Die Fehlerschitzung aus Tabelle 4.6 konnte nicht auf diese Darstellung der Parameter iibertragen werden.
Dies in sas-rigid zu implementieren ist aber vorgesehen (siche Abschnitt 5.10.3 auf Seite 143 der Dis-
kussion).

verglichene Strukturen Bewegung der Monomere von der RotationsachseT[A]
ohne Effektor versus Urateinfluss 1,1

ohne Effektor versus Koffeineinfluss 0,5

Urateinfluss versus Koffeineinfluss 0,6

ohne Effektor versus HomologiemodellTT 2,5

verglichene Strukturen mittlere Distanz aller Atome [A]
ohne Effektor versus Urateinfluss 3,0

ohne Effektor versus Koffeineinfluss 2,0

Urateinfluss versus Koffeineinfluss 1,6

ohne Effektor versus Homologiemodell 14.9

verglichene Strukturen von Flédchen begrenzter Winkeli[o]
ohne Effektor versus Urateinfluss 14,9

ohne Effektor versus Koffeineinfluss 4,9

Urateinfluss versus Koffeineinfluss 4,0

ohne Effektor versus Homologiemodell 18,8

verglichene Strukturen Winkel zwischen Regressionsgeraden [°]
ohne Effektor versus Urateinfluss 7,6

ohne Effektor versus Koffeineinfluss 1,5

Urateinfluss versus Koffeineinfluss 6,1

ohne Effektor versus Homologiemodell 12,8

" Dies entspricht einer Weitung eines Trimers im Hexamer, also einer Dislozierung von der Rotationsachse.

i Verglichen wird hier das Homologiemodell aus Abschnitt 4.1.2.1 mit dem Modell nach Durchlauf der rigid body-
Modellierung.

* Hierzu wurden durch jede Untereinheit ,A“ eine Fldche durch den geometrischen Schwerpunkt gelegt, so dass die Un-
tereinheit moglichst so halbiert wird, dass auf beiden Seiten der Flichen die gleiche Anzahl Atome sind. Die Flichen
sind im Einzelnen beschrieben durch einen Punkt im Koordinatensystem und einen Normalenvektor (mit Linge 1) senk-
recht zur Fliche: Fiir das Homologiemodell: z = —31,0A, y = 13,9A, 2 = 23,1 A mit einem Normalenvektor bei
z=—0,4,y=0,5, z= —0, 8; Fiir das Modell ohne Effektoreinfluss der rigid body-Modellierung: z = —36,6 A, y = 0,8 A,
z = 18,4 A mit einem Normalenvektor bei z = —0,4, y = 0,5, z = —0, 8; fiir das Modell unter Urateinfluss: z = —37,6 A,
y=—1,9A, 2 = 17,9 A mit einem Normalenvektor bei x = —0,3, y = 0,3, z = —0, 9; fiir das Modell unter Koffeineinfluss:
z=-37,1A, y = —=1,04, z = 19,2 A mit einem Normalenvektor bei z = —0,5, y = 0,5, z = —0, 7. Die Berechnung
erfolgte in YASARA (Krieger et al., 2002) (vgl. Abbildung 4.14).

* Fiir die Regressionsgerade werden alle Cn-Atome jeder Untereinheit ,,A“ als Punkte aufgefasst (vgl. Abbildung 4.14).

Tabelle 4.8: Gyrationsradien der Modelle im Vergleich mit den experimentellen Daten.

verglichene Strukturen Ry experimentell [A]  Rg.des Modens [A]
Homologiemodell vor Modellierung - 48,3
ohne Effektor 48,44+0,3 48,1
unter Urateinfluss 49,04+0,4 48,8

unter Koffeineinfluss 49,24+0,5 48,7
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Abbildung 4.14: Winkel zwischen zwei identischen Untereinheiten des Himocyanins von P. elephas in ver-
schiedenen Konformationen. Die Abbildung dient zur Verbildlichung der Sachverhalte in Abbildung 4.7:
Der Winkel zwischen zwei Untereinheiten ist formal als der Winkel zwischen zwei Geraden zu beschrei-
ben. Entweder werden die Geraden als Regressionsgeraden durch eine Punktewolke im dreidimensionalen
Raum (z.B. alle Ca-Atome einer Untereinheit) beschrieben oder die Punktewolke wird durch eine Fl&-
che geteilt und der Normalenvektor der Fliche wird so verldngert, bis sich die so entstandenen Geraden
schneiden. In beiden Féllen kann es dazu kommen, dass sich die Geraden nicht schneiden. Dies wird durch
Translationsbewegungen ausgeglichen, denn diese beeinflussen den eingeschlossenen Winkel nicht.
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Abbildung 4.15: P(r) fiir alle Modelle, welche mit dem Parameterscan (siehe Abschnitt 4.7.3) generiert
wurden. Experimentelle Daten sind schwarz, die Daten der Modelle rot. a) Die theoretische P(r) des Ho-
mologiemodells vor der Modellierung bezogen auf die experimentellen Daten ohne Effektorzugabe. b) Die
theoretische P(r) des Modells ohne Effektor mit den experimenttelen Daten. c) und d) Die theoretischen
P(r) mit den jeweiligen experimentellen Daten fiir Urat und Koffein, respektive.

Im Folgenden werden nun Abbildungen gezeigt, die auf einer modifizierten Annahme fiir die rigid
body-Modellierung beruhen: Wiahrend fiir die Abbildungen 4.12 und 4.13 nach einer Konformati-
on gesucht wurde, die den Daten am besten entspricht, so gilt fiir die folgenden Abbildungen die
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Annahme, dass ein Molekiil in Losungen verschiedene Konformationen einnehmen kann. Die ge-
messenen Daten entsprechen somit der Streuung eines Konformationenensemble. Die Darstellung
der iibereinandergelagerten Konformationen erfolgt in einer Dichtedarstellung. Den Berechnun-
gen liegt der in Abschnitt 4.7.5 auf Seite 115 dieses Kapitels vorgestellte Algorithmus zugrunde.
Es sei bereits vorweggenommen, dass die Dichten durch eine Ubereinanderlagerung verschiedener
Konformationen generiert werden, daher weisen die Dichten unterschiedliche Volumina auf.

Die Dichten setzen sich aus verschiedenen Konformationen zusammen, deren theoretische Ab-
standsverteilungsfunktionen zusammen, gewichtet durch einen Koeffizienten nach Gleichung 4.8,
der experimentellen Abstandsverteilungsfunktion bestmdglich entsprechen. Damit nicht abwegige
Konformationen in die finalen Dichten eingehen, wurden Konformationen, deren Gyrationsradius
oder D4 um mehr als 2 A von den Referenzdaten aus Abschnitt 4.1.2.2 abwichen, nicht fiir die
weiteren Berechnungen herangezogen.

Insgesamt wurden jeweils 15000 Konformation berechnet und damit etwa 1% der moglichen
Zustinde®. Dass die Zahl der tatsichlich ausgewihlten Koeffizienten im Vergleich dazu sehr klein
ist, belegt dass der Algorithmus robust ist: Es wird nicht versucht den Fit an die experimentellen
Daten durch Addition vieler theoretischer Daten — und damit eine Vielzahl von Koeflizienten —
zu optimieren (vgl. Abschnitt 4.7.5, Seite 115).

Tabelle 4.9: Die von den Dichten der Abbildungen 4.16 und 4.17 eingenommenen Volumina. Zuséatzlich
ist die Zahl der Koeffizienten gezeigt, die die Zahl der Konformationen wiedergibt, die in die Dichtendar-
stellung nach Gleichung 4.8 eingingen.

Struktur Volumenf[A3] ~ Zahl der Koeffizienten
Homologiemodell* 536540 —
nach Modellierung ohne Effektoreinfluss 541536 2
nach Modellierung unter Urateinfluss 616848 5
nach Modellierung unter Koffeineinfluss 581264 4

T Berechnet mit YASARA (Krieger et al., 2002).
! Das Modell aus Abschnitt 4.1.2.1.

Im Grunde bestitigen die Abbildungen 4.16 und 4.17 die aus den Daten aus den Abbildungen
4.12 und 4.13: Auch fiir die Dichten ergibt sich dieselbe apparente Verdrehung der Untereinheiten
gegeneinander. Eine detailliertere Analyse befindet sich im Abschnitt 5.2.2 auf Seite 126.

Die Zahl der méglichen Permutationen fiir die Bewegungsparameter betriigt etwas mehr als eine Millionen.
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Abbildung 4.16: Dichtendarstellung einer Monte-Carlo-Simulation (siehe Abschnitt 4.7.5). Oben: Sicht
entlang der Rotationsachse. Unten: ,Seitenansicht®, 90° gekippt zur oberen Ansicht. Blau: Ohne Effektor.
Rot: Unter Urateinfluss. Griin: Unter Koffeineinfluss. Die Dichten hatten eine Aufldsung von 2 A, daraufhin
wurde zur besseren Ubersichtlichkeit jede der Dichten mit einem Gauffilter mit einem Kernel von 4
Voxeln konvolutiert (mittels Chimera; Pettersen et al., 2004). Die Dichte ohne Effektoreinfluss wurde
so skaliert, dass sich die nierenférmigen Untereinheiten gut abzeichneten. Den anderen Dichten wurde
dieselbe Skalierung zugewiesen. Sie weisen aber ein anderes Volumen auf, da hier eine unterschiedliche
Anzahl von Strukturen einging (vgl. Tabelle 4.9 auf der vorherigen Seite).

Abbildung 4.17: Dichtendarstellung aus Abbildung 4.16 tibereinandergelegt. Oben: Sicht entlang der Ro-
tationsachse. Unten: ,Seitenansicht“, 90° gekippt zur oberen Ansicht. Blau: Ohne Effektor. Rot: Unter
Urateinfluss. Griin: Unter Koffeineinfluss. Dargestellt sind die Dichten als Netze, um eine Tiefenwirkung
zu erzielen.
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4.1.3 Die Struktur des Himocyanins von Upogebia pusilla

Mit dem Fernziel den Konformationswechsel des U. pusilla-Hamocyanins bei der Oxy-/Deoxygenierung
nachvollziehen zu kénnen, wurde das Projekt an diesem Hdmocyanin begonnen. Hierzu wurden
mittels SAXS Daten am oxygenierten Protein aufgenommen. Daten des deoxygenierten Proteins
konnten spéiter, mangels Material, nicht mehr hinzugefiigt werden. Zusétzlich wurden elektro-
nenmikroskopische Referenzdaten aufgenommen. Diese dienten in erster Linie zur Kontrolle der
Integritidt der Proben.

4.1.3.1 SAXS-Daten

Zur Aufnahme der Kleinwinkelstreudaten wurden folgende Proteinkonzentrationen verwendet:
52mg/mL, 10,9 mg/mL, 20,0 mg/mL, 41,7mg/mL und 71,3 mg/mL. Der Dyyq, betrigt 252, 0A+
2A und der R, 84,4A +0,1A.

10° ! ! ! !
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Abbildung 4.18: Streudaten des Hidmocyanine von U. pusilla. a) Die priméiren Daten (x mit roten Feh-
lerbalken), der apparente Fit durch diese Daten (blaue Linie) und die entschmierten Daten (schwarze
Linie); jeweils mit exemplarischen Fehlerbalken. b) Die Abstandsverteilungsfunktion mit exemplarischen
Fehlerbalken.

Abbildung 4.19 auf der néichsten Seite zeigt eine ab initio-Rekonstruktion, die mit dem Programm
DAMMIN ohne die Annahme einer Symmetrie (P1) erstellt wurde. Andere Symmetrien (P2 oder
P4) lieferten ebensowenig iiberzeugende Rekonstruktionen wie die Annahme einer oblaten oder
prolaten Struktur. Alle Kombinationen wurden in einem kugelférmigen Suchvolumen getestet.
Als jiiberzeugend“ wurden hier Rekonstruktionen angenommen, wenn Substrukturen erkennbar
waren, die Hexameren entsprechenen konnten.
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Abbildung 4.19: DAMMIN-basierte ab initio-Rekonstruktion des U. pusilla-Hdmocyanins. Von links nach
rechts ist jede Darstellung um 90° um die eingezeichnete Achse gedreht. Der Rekonstruktion wurde keine
Symmetrie aufgezwungen.

4.1.3.2 Elektronenmikroskopische Daten

Abbildung 4.20: Ubersichtsaufnahme des U. pusilla-Héamocyanins im Negativkontrast mit Uranylacetat.
Der Mafstabsbalken gibt eine Linge von 200 nm an.

Abbildung 4.20 zeigt eine Ubersichtsaufnahme der Probe des U. pusilla-Hémocyanins von M. Paoli.
Die Aufnahmen wurden so gescannt, dass ein Pixel eine Kantenlinge von 4 A hat. Insgesamt
konnten 1599 Partikel aus den Aufnahmen ,gepickt® werden. Offenbar gab es drei Formen von
Partikeln: Solche mit einem, zwei oder drei ,Klecksen“. Die erste Kategorie kam kaum vor, wurde
als Zerfallsprodukt erachtet und fiir die weitere Prozessierung nicht verwendet. Reprisentative
Partikel der letzten beiden Kategorien wurden ausgewéhlt. Diese wurden mit einem Tiefpassfil-
ter konvolutiert und zwei-, beziehungsweise dreifache Rotationssymmetrie wurde aufgezwungen.
Die so entstandenen Referenzartikel (siehe Abbildung 4.21) wurden verwendet, um die {ibrigen
Partikel in zwei Klassen einzuteilen.
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Alle Partikel wurden auf die rechtsstehenden Referenzen (Abbil-
dung 4.21) ausgerichtet und nach dem Kreuzkorrelationskoeffizien-
ten zwischen der Referenz und dem jeweiligen Partikel gruppiert:
Nur Partikel mit einem Kreuzkorrelationskoeffizienten > 80% zu ei-
ner Referenz wurden in der jeweiligen Klasse belassen. Auf diese
Weise wurde zugleich eine grofe Zahl von Partikeln von der wei-
teren Betrachtung ausgeschlossen. Dies ist vor allem auf schlech-

Abbildung 4.21:  Zwei

) i ; Referenzen fiir das
te Defokuswerte und Astigmatismus zuriickzufiihren und nicht auf jeferens-basierte  Sortie-

die Orientierung der Partikel. So ist sichergestellt, dass alle we- ren. Die Kantenlinge der
sentlichen Orientierungen in den Projektionsmitteln erhalten blie- Késtchen betrdgt 51,2 nm.
ben.

318 Partikel konnten keiner der beiden vorgegebenen Gruppen zugeordnet werden. 551 Partikel
konnten der ,Zwei-Klecks-Gruppe” und 721 Partikel der ,Drei-Klecks-Gruppe* zugeordnet wer-
den. Abbildung 4.22 zeigt das Ergebnis der Gruppierung dieser erneut ausgerichteten Partikel.
Partikel, die in eine der beiden Gruppen sortiert wurden, konnten anschlieffend einem weiteren —
referenzfreiem — Alignment unterzogen werden.

Abbildung 4.22: Resultat der Klassifizierung
nach Alignment. Obere Reihe von links nach
rechts: Mittel aller Partikel, die keine der bei-
den anderen Klassen zugeordnet werden konnte.
Mittel der Partikel, die Referenz 1 zugeordnet
wurden. Und das Mittel der Partikel, die Re-
ferenz 2 zugeordnet wurden. Die untere Reihe
zeigt die korrespondierenden Varianzwerte zu
den Klassenmitteln, wobei hohe Grauwerte ho-
he Varianzen représentieren. Die Kantenlénge
der Késtchen betrdgt 51,2nm.

Um sicherzustellen, dass keine Konvolutionsartefak-
te die Abbildungen dominieren, wurde eine CTF-
Korrektur durchgefiihrt. Im Wesentlichen bedeu-
tete dies die Applizierung eines Tiefpassfilters, da
keine Thonringe erkennbar waren®. Daher werden
diese Ergebnisse nicht gezeigt, denn diese sind bis
auf eine scheinbare Verschmierung identisch mit
den Bildern in den Abbildungen 4.23, 4.24 und
4.25.

Die folgende Abbildung (Nr. 4.23) zeigt das Ergeb-
nis der abschliefenden Alignments nach Klassifizie-
rung der ersten Gruppe von Partikeln. Nur die Klas-
sen 2, 5 und 6 sind so gut definiert, dass ein abschlie-
flendes Alignment moglich war. Klasse 5 war die
best-definierte Klasse, auch erkennbar an der Vari-
anz der Klasse. Das Mittel wird in Abbildung 4.24
auf der néchsten Seite gesondert dargestellt.

YDies ist wahrscheinlich auf die Qualitit des Mikroskopes zuriickzufiihren und war bei allen elektronenmikro-
skopischen Arbeiten in dieser Dissertation problematisch.
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Abbildung 4.23: Klassenmittel der ersten Gruppe nach erneutem Alignment. Wie in Abbildung 4.22 zeigt
die obere Reihe die Klassenmittel und die untere die korrespondieren Varianzen. Nur die Klassen 2, 5 und
6 wurden einem abschliefenden Alignment unterzogen. Die Kantenlinge der Késtchen betrdgt 51,2 nm.

Abbildung 4.24: Klassen-
mittel der Klasse 5 aus
Abbildung 4.23 mit korres-
pondierender Varianz. Die
Kantenlidnge der Késtchen
betragt 51,2nm.

Abbildung  4.25:

Klas-
senmittel der Gruppe2-
Partikel nach dem ab-
schliefendem  Alignment

mit korrespondierender
Varianz. Die Kantenlénge
der Késtchen betragt

51,2nm.

Die erste Partikelgruppe scheint aus zwei Hexameren zusammenge-
setzt zu sein, wie in Abbildung 4.23 deutlich zu sehen ist. Dabei
entspricht ein ,Klecks® wahrscheinlich einem Hexamer. Die Rotati-
onsachse des unteren steht anndhernd senkrecht zur Abbildungsebe-
ne, wihrend die Rotationsachse des oberen um etwa 90° in Pa-
pierebene gedreht scheint, so dass die zweizdhlige Symmetrieachse
des Hexamers zu erkennen ist. Die Linge des Partikels betrégt et-
wa 27nm und seine Breite etwa 14nm. Damit ist ein Hexamer ap-
parent grofter als vergleichbare Strukturen. Allerdings scheint das
verwendete Mikroskop, ebenso wie das andere Tecnaimikroskop fiir
die 3D-Rekonstruktionen der AG Markl, nicht gut hinsichtlich der
Vergroferung skaliert zu sein (siehe Seite 79 ff. im folgenden Ab-
schnitt).

Abbildung 4.25 zeigt abschliefsend die alignten Klassenmittel der
Gruppe2- oder ,Drei-Klecks-“-Partikel. Die Partikel haben in der Fla-
che einen ungefdhren Durchmessen von 29nm. Beide Klassen kénnen
als ein Trimer von Hexameren, beziehungsweise ein 18mer, interpre-
tiert werden. Jedoch zeigt keiner der ,Hexamerkleckse* die charak-
teristischen Merkmale eines Hexamers im Negativkontrast. Eine C3-
Symmetrie scheint naheliegend, allerdings kann auf Basis dieser Projek-
tion auch keine R3-Symmetrie, wie fiir das Himocyanin vorgeschlagen
(siehe Abschnitt 1.2.1.7 der Einleitung auf Seite 10), ausgeschlossen
werden.

Wenngleich also eine quasi-tetraedrische R3-Symmetrie auf Basis der
elektronenmikroskopischen Daten aus Abbildung 4.25 fiir einen Teil
der Partikel nicht ausgeschlossen werden kann, so ist doch durch das
zahlenméfige Verhiltnis der Partikelgruppen mit zwei und drei Hexa-
meren deutlich, dass nicht alle Partikel die postulierte R3-Symmetrie
(Paoli et al., 2007) aufweisen konnen. Eine detaillierte Diskussion be-
findet sich in Abschnitt 5.7 auf Seite 131.
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4.1.4 Die Struktur des Himocyanins von Porcellio scaber

Im Rahmen einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe Evolutionsdkologie von Asseln an der Uni-
versitit Kiel wurde eine Probe des Himocyanins der Kellerassel P. scaber gereinigt und charak-
terisiert. Vor dieser Arbeit gab es keine strukturelle Charakterisierung dieses Himocyanins. Ziel
war also im engeren Sinne nicht den Konformationswechsel des Hamocyanins unter irgendwelchen
Bedingungen nachzuvollziehen, sondern eine erste strukturelle Charakterisierung zu erreichen.
Den Asseln wurde Hémolymphe durch dorsale Punktion des Herzens mit einer Glaskapillare ent-
nommen. Die Aufreinigung des Himocyanins erfolgte {iber die Gelfiltrationsséule an der MALLS-
Anlage (vgl. Abschnitt 3.4.1, Seite 31; Durchfithrung: Professor E. Jaenicke; zur gesamten Proze-
dur der Aufreinigung sieche May, 2005). Hierbei konnten zwei Elutionspeaks identifiziert werden.
Beide Peaks wiesen Absorption bei 340 nm — typisch fiir ein Typ-I1I-Kupferzentrum — auf. Von
beiden Peaks wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen mit einer CCD-Kamera gemacht (sie-
he Abschnitt 3.7, Seite 40). In Peak 2 waren ausschlieflich 6mere Himocyanine zu finden, wiahrend
in Peak 1 ein Gemisch von Hexameren und Dodekameren vorlag. Dies war in guter Ubereinstim-
mung mit den Daten der analytischen Ultrazentrifugation (unveréffentlichte Daten von Professor
E. Jaenicke).

Abbildung 4.26: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des P. scaber-Hdmocyanins im Negativkontrast mit
Uranylacetat. Oben: Aufnahme der Peak 2-Probe. Unten: Peak 1-Probe. Die Einschiibe zeigen das Mittel
fiir eine Hexamerklasse (oben) und eine Dodekamerklasse (unten) mit dem Blick entlang der Symmetrie-
achse und um 90 ° gedreht. Den Mitteln wurde keine Symmetrie auferlegt. Die Kantenlinge der Késtchen
betrdgt 33nm. Diese Abbildung ist zur Veroffentlichung eingereicht (Jaenicke et al., 2008).

Abbildung 4.26 zeigt die finalen Mittel in ,Auf-“ und ,Seitenansicht“ fiir das Hexamer und das
Dodekamer nach Abschluss der Bildbearbeitung (siehe Abschnitt 3.7.2, Seite 40 fiir eine Erkldu-
terung zur Bildbearbeitung). Fine Analyse der Aufnahmen erfolgt in Abschnitt 5.3, Seite 128.
Bereits die Mittel lassen erkennen, dass das Hexamer eine D3-Symmetrie besitzt, wihrend das
Dodekamer durch Translation der Hexamere — ohne Rotation — abgebildet werden kann.
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4.2 Vergleich elektronenmikroskopische Daten und Kleinwinkel-
streudaten von N. pompilius-Hamocyanin

Anfang 2006 lag eine single particle-Rekonstruktion des Hémocyanins von N. pompilius vor
(Meissner et al., 2006). In Zusammenarbeit mit B. Pairet wurden SAXS-Daten des Proteins
mit dem Ziel aufgenommen, den Konformationsiibergang von Oxygenierung und Deoxygenierung
nachzuvollziehen (Pairet, 2007). Letztlich aber konnte nur Material fiir den Teildatensatz des oxy-
genierten Hdmocyanins zur Verfiigung gestellt werden. Die existierenden Daten konnten jedoch
herangezogen werden, um einen Vergleich zwischen elektronenmikroskopischen und SAXS-Daten
durchzufiihren.

Professor Meissner stellte die Dichte der Rekonstruktion aus Meissner et al., 2006, zur Verfiigung.
Die Kantenlinge der Voxel betrug 1,8553 A. Der Schwellenwert fiir die Dichte, bei welcher ein
Volumen umschlossen wird, welches in etwa dem Molekulargewicht des Proteins entspricht, 0,05
(personliche Mitteilung Professor Meissner). Die nominelle Masse betrug etwa 3,6 MDa. Wird
mit diesen Parametern eine Berechnung der theoretischen Streukurve des Proteins durchgefiihrt
(siehe Abschnitt 3.6.9 auf Seite 37) so ergibt sich eine erhebliche Diskrepanz der Daten (siehe
Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Entschmierte Streukurve fir das N. pompilius-Hamocyanin (schwarz) zusammen mit der
theoretischen Streukurve der single particle- Rekonstruktion (rot).

Es ist offensichtlich, dass die Skalierung hinsichtlich der Werte fiir ¢ differiert. Die Abweichung
betragt etwa 12 %. Bei gleichem Schwellenwert fiir die Dichte wire die Kantenldnge fiir die Voxel
1,7069 A fiir den bestmdoglichen Fit — unter der Annahme, dass die SAXS-Daten korrekt skaliert
sind.

Wird sowohl der Schwellenwert, als auch die Grofenskalierung systematisch variiert (vgl. Ab-
bildung 4.28), so ergibt sich der beste Fit (d.h. die kleinstmdgliche Diskrepanz zwischen ex-
perimentellen Werten und theoretischen Werten) bei einem Schwellenwert von 0,07 und einer
Voxelkantenlinge von 1,6237 A. Aufgrund der langen Rechenzeit und der schlechten Fitwerte
wurde keine feinere Suche durchgefiihrt.
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Abbildung 4.28: Untersuchter Parameterraum der Fitwerte. Aufgetragen sind die angenommen Voxelkan-
tenldngen iiber den Schwellenwert fiir die Volumenbestimmung (Erlduterung siehe Text). Die Punktgrofe
ist o« L. Die Parameter fiir den roten Punkt entsprechen den Angaben von Professor U. Meissner. Die
Parameter fiir den griinen Punkt spiegeln den besten Fit wieder. Die Punktgrofen fiir den roten und

griinen Punkt stehen in keinem Zusammenhang mit dem Fitwerten.

Wie bereits angedeutet sind ist die Ubereinstimmung zwischen experimenteller und theoretischer
Kurve insgesamt schlecht — und zwar unabhingig vom Schwellenwert und Skalierungsfaktor. Ab-
bildung 4.27 bestétigt dies. Die Grofsenordnung fiir den Giitefaktor

2 1 i |:C : Itheoretisch(Qi) - Iea:perimentell(%) 2 (4 1)
A | — o(q; ’

wobei ¢ ein arbitrdrer Faktor fiir die Skalierung auf einen gemeinsamen Wert von I(0) ist und
o(g;) fiir den experimentellen Fehler des i-ten g-Wertes steht, liegt im Bereich von 10* — 108 T,
Die Erklarung hierfiir liegt im unterschiedlichen Verlauf der Kurven: Wihrend beide Kurven
Minima und Maxima an dhnlichen Punkten im reziproken Raum aufweisen, ist doch insbeson-
dere bei hohen Werten von ¢ eine erhebliche Diskrepanz fiir den Intensitdtsabfall festzustellen.

o ; ; ' ' Wie im Kratky-Plot (vgl. Abschnitt 3.6.6, Seite 36; links-
stehende Abbildung) zu sehen ist, lauft die Kurve in ein
08 " ‘ Plateau aus. Dies zeigt, dass der Pufferabzug (vgl. Ab-
schnitt 3.6.4.1, Seite 34) korrekt war und damit die ein-
Z o} | zige Fehlerquelle fir einen fehlerhaften (eigentlich tiber-
. hohten) Intensitdtsverlauf ausgeschlossen werden kann.
f I | Uberdies kann geschluftfolgert werden, dass sich das un-
tersuchte Protein in einem nativem Zustand befand (Lip-
fert & Doniach, 2007).

0.2

fSolche Werte gelten als Indikator fiir eine dufierst schlechte Uber-

0. e : = . .. - P .
g 005 010 015 0-20 einstimmung. Gute Ubereinstimmung wiirde durch y*-Werte we-
sentlich kleiner als 10? indiziert werden.

Abbildung 4.29: Kratky-Plot der Nauti-
lusstreudaten.
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4.3 Elektronenmikroskopie am Bla-g Hexamerin von Blattella ger-
manica

In der Diplomarbeit von A. Beusch (Beusch, 2006) wurde das Hexamerin der Deutschen Schabe
(Blattella germanica) aufgereinigt und charakterisiert. Meine Aufgabe war die Anfertigung elek-
tronenmikroskopischer Bilder, um eine strukturelle Charakterisierung des Proteins zu erzielen.

Abbildung 4.30: Elektronenmikroskopische Aufnahme und Mittelung von Bla-g Hezamerin. Ubersichts-
aufnahme einer Aufnahme des Bla-g Hexamerins mit Einschub. Der Einschub zeigt Klassenmittel aus
insgesamt 5272 Partikeln. Die Kantenlinge eines Kastens betrégt 24,6 nm. Der weifle Pfeil deutet auf
ein Partikel mit Sicht entlang der Rotationsachse (siche Text) und der schwarze Pfeil auf ein Partikel,
das dazu um 90 ° gedreht scheint. Die Bilder wurden bereits in der Diplomarbeit von A. Beusch gezeigt
(Beusch, 2006).

Abbildung 4.30 zeigt eine Ubersichsaufnahme einer Pro-
be des Bla-g Hexamerins von B. germanica. Die De-
tails der Aufreinigung sind in der Diplomarbeit von A.
Beusch beschrieben (Beusch, 2006). Es ist deutlich zu
sehen, dass die Probe homogen verteilt ist. Insgesammt
5272 Partikel konnten ,gepickt* werden (vgl. Abschnitt
3.7.2.1, Seite 40). Es ergaben sich nach einer Klassifizie-
rung insgesamt 14 Klassen; die Einteilung in so viele
Klassen ist wahrscheinlich eher ungleichméfiger Kon-
Abbildung 4.31: Sicht entlang der Symme-  trastmittelverteilung als tatsichlicher Unterschiedlich-
trieachse. Links: Das nicht symmetrisierte  yei¢ ,uzuschreiben. In diesen Klassen gibt es zwei Haut-
Klassenmittel einer Aufsicht (Klassenmit- T . :
tel Nt 4 von links im Einschub der Abbil. SFUPPen: Eine Sicht entlang der vermuteten Rotations-
achse des Hexamers (,Aufsicht“) und eine Sicht, bei der

dung 4.30). Rechts: Dasselbe Klassenmit- < ; ) ) :
tel mit aufgezwungener dreifacher Rotati- die Partikel um 90° gedreht sind (,,Seitenansicht®).

onssymmetrie. Die Bilder wurden bereits Die Aufsicht ist scheinbar sechsfach symmetrisch, aber
in der Diplomarbeit von A. Beusch gezeigt eine dreifache Symmetrie (siehe Abbildung 4.31) zeigt,
(Beusch, 2006). in Hinblick auf ein Rotationspowerspektrum, eine bes-
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sere Ubereinstimmung mit der besten Aufsichtsklassenmittel (Beusch, 2006). Die bestiitigt die
Erwartungen hinsichtlich der Symmetrie von Hexamerinen: Das Bla-g Hexamerin weist wahr-
scheinlich ebenfalls eine D3-Symmetrie auf. Der mittlere Durchmesser der Partikel dieser Klasse
betragt 120A + 2,5A und ist damit ebenfalls in guter Ubereinstimmungen mit der bisher be-
stimmten Kristallstrukturen hexamerer Himocyanine (Volbeda & Hol, 1989; Hazes et al., 1993,
Magnus et al., 1994). Eine detaillierte Diskussion befindet sich in Abschnitt 5.6.
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4.4 Konformationen des a-Hamolysins von Staphylococcus aureus

Die vorhergehenden Abschnitt befassten sich mit strikt 16slichen Protein. Im Folgenden wird
das a-Hamolysin von Staphylococcus aureus behandelt, ein Toxin, welches von dem Bakterium
als Monomer sekretiert wird, auf den Zellmembranen von Wirtsorganismen assemblieren Poren
bilden kann. Eine Detaillierte Einfiihrung gibt diese Arbeit auf Seite 13 ff. Ziel der Experimente
war es das Toxin strukturell zu charakterisieren. Wihrend die Struktur der Pore bekannt ist,
waren zu Beginn dieser Arbeit die Strukturen des Monomers und die Strukturen der ,Pripore”
unbekannt.

4.4.1 Reinigung des Toxins

Bei vielen strukturbiologischen Experimenten ist die Reinheit eines Proteins ausschlaggebend fiir
die Aussagekraft des Experimentes. Im Fall der Kleinwinkelstreuung ist zudem Homodispersitét
unabdingbare Voraussetzung.
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Abbildung 4.32: Reinigung des a-Hdamolysinwildtyp Proteins. Links: Elutionsprofil nach Beginn der Elu-
tion. Blau: Absorption (ODsgo), Rot: Leitfdhigkeit. Die ,,Pools* in der rechten Teilabbildung durch die
Ziffern und senkrechte Ziffern indiziert. Rechts: Mit Coomassie gefiarbtes Gel dieser Reinigung. Von links
nach rechts: Eine Bahn des Molekulargewichtstandards, Auszug aus dem Kulturiiberstand, Verlust durch
das Ultrafiltrationsmodul (direkt nach Applikation des Kulturiiberstands = ,Filterdurchfluss* und indirekt
nach erfolgter Umpufferung = ,Pufferdurchfluss), Verlust nach Applikation auf die CM-Sepharoseséule (=
,Séaulendurchlauf*; zweimal aufgetragen) und verschiedene zusammengefiihrte Fraktionen des gereinigten
Proteins (= ,,Pool 1-4“). Die Beschreibung des Protokolls findet sich im Abschnitt 3.10.1, Seite 46.

Abbildung 4.32 zeigt ein Gel einer Reinigung des a-Hamolysinwildtyp Proteins (wt) (siehe Ab-
schnitt 3.10.1, Seite 46 zur Beschreibung des Reinigungsprotokolls). Die Reinigung ging mit enor-
men Verlusten von Protein einher: Alle Proben, die in der Abbildung als ,,Durchfluss” bezeichnet
werden sind einem Volumen von etwa zwei Litern entnommen. Dennoch ergab eine Reinigung aus
etwa acht Litern Kultur 20 — 40 mg (Trockengewicht - extrapoliert von lyophilisierten Proben)
des wt-Proteins und etwas weniger als 10 mg fiir die Mutante H35R. Die Expression der Mutante
H35R ist nur etwa ein Viertel der Menge fiir den Wildtyp bezogen auf das Kulturvolumen”.

Das Protokoll fiir die Reinigung des Wildtyps und der Mutante war identisch. Die Reinheit der
Proteine (a-Hamolysinwildtyp und die Mutante H35R) unterschied sich nicht und betrug mehr
als 98 %. Uberladene Bahnen eines Gels (in Abbildung 4.32 beispielsweise die Bahn ,,Pool 29)
zeigten stets ein leichtes Bandenmuster unterhalb der Toxinbande.

"Personliche Mitteilung A. Valeva.



84 Resultate

4.4.2 Die monomere Struktur des Hamolysins
4.4.2.1 Kleinwinkelstreudaten

Zur Aufnahme der Kleinwinkelstreudaten wurden folgende Proteinkonzentrationen verwendet:
2 x 4,5mg/mL, 6,8mg/mL, 6,9 mg/mL, 9,2mg/mL und 30 mg/mL. Die Daten liessen sich gut
zusammenfassen, wobei jedoch Daten, die bei den kleineren Proteinkonzentrationen aufgenommen
wurden, nicht bis zu kleinen Werten von q reichen. Daher rithrt der relativ grofte Fehler bei kleinen
g-Werten (siehe Abbildung 4.33 (a)). Insgesammt konnten Werte von 0, 0138 A7 bis 0, 4003 A
beriicksichtigt werden.

a)

LBt

I [a.u]

50104

10%

0.00 005 010 015 020 025 030 0.35 040
q [A™]

p(r)[a.u.]

O.OO

Abbildung 4.33: Kleinwinkelstreudaten des wit-a-Hdamolysins. a) Die priméren Daten (x mit roten Feh-
lerbalken), der apparente Fit durch diese Daten (blaue Linie) und die entschmierten Daten (schwarze
Linie); jeweils mit exemplarischen Fehlerbalken. b) Die Abstandsverteilungsfunktion mit exemplarischen
Fehlerbalken.

Die Abstandsverteilungsfunktion des wt-a-Hamolysins entspricht einem typischen prolaten Par-
tikel (Glatter & Kratky, 1982) und bestétigt die Erwartungen (Olson et al., 1999). Der maximale
Abstand im Toxin betrigt 70 A 4+ 2 A und der Gyrationsradius ist 23,8 A + 0,6 A.
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4.4.2.2 Modellierung und Verifikation der Monomerstruktur

Beim sogenannten Profiling der Proteindatenbank PDB (Berman et al., 2000) durch die Mo-
dellierungssoftware MODELLER (Sali & Blundell, 1993) (siche Abschnitt 3.8.1, Seite 41) wurden
folgende Sequenzen, fiir die eine rontgenkristallographische Struktur vorlag, als ausreichend &hn-
lich ermittelt, um als Muster fiir die Modellierung dienen zu kénnen: Das Leukocidin F (bzw.
LukF; PDB-Codes: 1LKF, 2LKF und 3LKF; Olson et al., 1999), das Panton-Valentin Leukocidin
F (bzw. LukF-PV; PDB-Code: 1pvL; Pédelacq et al., 1999) und schlieklich das Panton-Valentin
Leukocidin S (bzw. LukS-PV; PDB-Code: 1T5R; Guillet et al., 2004). Insgesamt liegen also drei
Proteine mit fiinf Strukturen als Muster vor. Strukturen anderer Toxine, wie z. B. des Cholerato-
xins (PDB-Code: 1XTC, Zhang et al., 1995), wurden aufgrund von zu grofen Unterschieden in der
Primérstruktur nicht als Muster fiir eine Modellierung in Erwdhgung gezogen. Abbildung 4.34
auf der néchsten Seite zeigt das strukturelle Alignment.

Insgesammt wurden 500 Modelle fiir das monomere a-Hamolysin mit MODELLER (siehe Abschnitt
3.8.1, Seite 41) generiert. Das beste Modell fiir das a-Hamolysin hat eine DOPE-Wert von -
28960.7 und scheint damit schlechter als die Referenzwerte der Musterstrukturen (siehe Tabelle
4.10). Es wurde nicht dasjenige Modell mit dem niedrigsten (= besten) DOPE-Wert ausgewéhlt,
sondern das Modell mit dem niedrigsten Wert, welches zugleich keine unsinnigen Strukturelemen-
te aufwies (z. B. topologisch unmdgliche Verliufe des Peptidriickgrats).

Tabelle 4.10: Ubersicht iiber die DOPE-Werte der Modellierung

Protein DOPE-Wert
modellierte Toxine -29133,2 - -27273,8
,beste” Struktur -28960,7

bestes Modell nach MD-Simulation -30197.7

LukF (PDB-Code: 1LKF) -32132,3

LukF (PDB-Code: 2LKF) -32100,7

LukF (PDB-Code: 3LKF) -32161,4

LukF-PV (PDB-Code: 1pPVL) -32153,6

LukS-PV (PDB-Code: 1T5R) -34707,9

Die Ursache fiir den schlechen DOPE-Wert kann u. a. in der Schleife zwischen den Resten 135-140
liegen (L3 in Abbildung 4.35a)), da diese in keiner der Musterstrukturen enthalten war. Uber-
dies besteht, aufgrund fehlender Information in den Musterstrukturen, grofe Unsicherheit iiber
die Position und Form der Schleifen L1 (Reste 12 bis 17) und L2 (Reste 119 bis 127; ebenfalls
Abbildung 4.35a)). Es wurde daher versucht, mit der in MODELLER integrierten ,, Loopmodelling*-
Funktionalitat (Fiser et al., 2000) Klarheit {iber die Struktur und Lage dieser Schleifen zu gewin-
nen.

Der Ansatz hierzu war im Wesentlichen ,Versuch und Irrtum®. Insbesondere bei Schleife L3 war
es naheliegend, dass diese in B-Form an die §-Faltbldtter in der unmittelbaren Nachbarschaft
anschliefft und so wurde versucht dieser Schleife diese Struktur in der Modellierung aufzuzwingen.
Zudem wurden verschiedene Einschréinkungen der Absténde (siehe Fiser et al., 2000) der C,-
Atome der Schleifen L1-L3 zu ihren Nachbarn ausprobiert. Keiner dieser Versuche fiihrte zu einer
signifikanten Verbesserung des DOPE-Wertes. Es ist also naheliegend diese Schleife als tatséchlich
strukturell nicht klassifizierbar zu betrachten.
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Abbildung 4.34: Das fiir die molekulare Modellierung verwendete Alignment. Fiir jede Zeile ist die Kon-
sensussequenz, die Sequenzentropie (nach Schneider & Stephens, 1990) und, in einzelnen Reihen, die
Mustersequenzen zusammen mit der Sequenz des a-Hamolysins angegeben. Die Farben der Aminosduren
entsprechen dem CLUSTAL-Farbschema (Jeanmougin et al., 1998) und dienen der besseren Unterscheidung.
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Abbildung 4.35: Modell des a-Himolysins und SAXS-Daten. a) Das Modell des Toxins mit schemati-
schen §-Faltblittern und 3;o-Helices (H1-H3) nach Durchfiihrung der Molekulardynamiksimulation mit
YASARA. L1-L3 bezeichnen drei spezielle ,loops“ bzw. Schleifen. Mit H1-H3 werden drei 3;9-Helices be-
zeichnet (siehe Text). Die Cholinbindedoméne nach Galdiero & Gouaux, 2004, ist in CPK-Darstellung
besonders hervorgehoben. Die hellgriinen -Faltblattsegmente liegen in der Porenstruktur wie ein Arm zu
den Nachbarprotomeren (sieche Abbildung 4.51). Die dunkelgriin eingefirbten (-Faltblétter formen in der
Porenkonformation des Toxins die stem-Doméne. b) Experimentelle Streudaten (schwarz) mit exemplari-
schen Fehlerbalken. Dazu die theoretische Streukurve des Toxinmodells (blau) und einer Musterstruktur
(von LukF, rot). Im unteren Diagramm ist die Differenz der beiden theoretischen Streukurven in den
jeweiligen Farben zur experimentellen Kurve direkt aufgetragen. Die Abbildung ist bereits in Meesters
et al., 2008, veroffentlicht.

Zusitzlich zu den bioinformatischen Methoden wurden SAXS-Experimente durchgefithrt um das
Modell des monomeren a-Hamolysins in Losung zu verifizieren. Ein Vergleich der Modellstruktur
und den experimentellen Daten geschieht sowohl iiber die theoretischen Streudaten der Modelle,
als auch lber ab initio-Modelle auf Basis der experimentellen Streudaten.

Der Vergleich der theoretischen Streukurve fiir das Homologiemodell des a-Hamolysins, bestimmt
mittels CRYSOL (siche Abschnitt 3.6.8, Seite 37), zeigt eine bemerkenswerte Ubereinstimmung zu
den experimentellen Daten mit einem x-Wert von 1,1 (siehe Tabelle 4.11). Im Gegensatz dazu
ist die Ubereinstimmung der theoretischen Streudaten mit den experimentellen Streudaten fiir
die Musterstrukturen wesentlich schlechter. Abbildung 4.35b) zeigt die experimentellen Daten
und die theoretischen Daten fiir das a-Hamolysin und beispielhaft fiir die LukF-Struktur. Die
theoretischen Daten fiir die anderen Leukocidine sind &uflerst dhnlich.

Tabelle 4.11: Ubersicht dber die x-Werte der theoretischen Streuung verschiedener Modelle zu den experi-
mentellen Streudaten des monomeren a-Hdamolysins.

Protein x-Wert
a-Hémolysin 1,1
LukF (alle Strukturen) 4,3
LukF-PV 5.1
LukS-PV 40
LukF (nach ,, Loopmodelling®) 3.9

LukFAC-Terminus (nach ,, Loopmodelling”) 4,1
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Eine Schwierigkeit in der Berechnung der theo-
retischen Daten fiir die Struktur des LukF
entsteht dadurch, dass strukturelle Informati-
on fiir die Positionen 129-135 fehlt, da diese
Aminosduren in der Kristallstruktur nicht ge-
16st sind. Ein Versuch diese iiber ,, Loopmodel-
ling“ zu generieren zeigte ebensowenig einen
besseren x-Wert wie die anschlielsende in sili-
co-Deletion des C-Terminus nach Position 289
(vgl. Tabelle 4.11, die unteren beiden Zeilen).
Aminosiuren nach Position 289 des LukF feh-
len in der Primérsequenz des a-Hamolysins,
das insgesamt 293 Aminosduren lang ist.

Ein zusétzlicher Hinweis fiir die Qualitét
des a-Hamolysin-Modells ist der Vergleich
mit dem ab initio-Modell, welches auf den
SAXS-Daten basiert (linke Abbildung). Dich-
te, die im ab initto-Modell scheinbar ,leer
Abbildung 4.36: Ab initio-Modell generiert mit ist, ist tatsdchlich durch die Reste der Ami-
DAMMIN. Gezeigt sind zwei Ansichten: Die rechte ist nosdure nahezu ideal gefiillt. Diese Seitenket-

gegen den Uhrzeigersinn um 90° zur longitudinalen ten werden zur besseren Ubersicht nicht ge-
Achse der linken Ansicht gedreht. In die DAMMIN- zeigt.

Dichten ist das Modell aus Abbildung 4.35 gelegt.
Die Abbildung ist bereits in Meesters et al., 2008,
veroffentlicht.

Waihrend keine der Musterstrukuren Helices
aufwies, entstanden beim a-Hamolysin durch
die Modellierung und die anschliefende Mole-
kulardynamik drei 31p-Helices. Die ersten beiden, in der Reihenfolge der Aminosiduren benannt
(H1 und H2 in Abbildung 4.35a)), traten nur in ungefihr 2/3 der Simulationszeit von 2,5ns auf.
Helix H3 trat nach ihrer Ausbildung nach ungefahr 200 ps konstant auf. Eine ndhere Betrachtung
der Strukturen von LukF und LukF-PV zeigt, dass diese an den entsprechenden Positionen zwar
keine Helices, aber ,Ansétze* von Helices aufweisen: Das Peptidriickgrat folgt in etwa einer idea-
len 319-Helix. Nach der Molekulardynamiksimulation verbesserte sich der DOPE-Wert erheblich
auf -30197,7 (siehe Tabelle 4.10).

Zusatzliche strukturelle Unterschiede zwischen den Musterstrukturen und dem a-Hamolysin ent-
stehen durch ,Deletionen” und ,Insertionen®, sowohl auf genetischem als auf strukturellem Ni-
veau: Die Musterstrukturen, mit Ausnahme des LukS-PV, zeigen einen zusétzlichen N-terminal
Abschnitt von 9 — 11 Aminosduren, der groftenteils g-Faltblattcharakter aufweist. Andererseits
zeigt das a-Hamolysin eine Schleife zwischen den Resten 119 bis 128 (L2 in Abbildung 4.35a)),
welche in den Musterstrukturen nicht geldst ist.

Die Reste 135-140 (L3 in in Abbildung 4.35a)) sind sowohl in der Sequenz des a-Hamolysins als
auch in den Sequenzen der Musterstrukturen enthalten. Aber in den Kristallstrukturen von 11kf,
3lkf und 1tdr ist dieser Bereich nicht gelost. Die anderen Musterstrukturen zeigen hier ebenfalls
einen sehr ungeordneten Bereich. Ein Versuch diesen Bereich mit ,, Loopmodelling” zu 16sen (s.0.)
ergab weder hinsichtlich der DOPE-Werte noch hinsichtlich der Ubereinstimmung theoretischer
und experimenteller Streudaten eine Verbesserung.

In der iibrigen Struktur kann eine grofe Ubereinstimmung zwischen den Musterstrukturen und
dem a-Hamolysin festgestellt werden. Olson et al., 1999, errechneten einen RMSD-Wert fiir die
Ca-Atome von 11kf von 2.1 A fiir den -Sandwichbereich und von 2,4 A fiir die rim-Doméne.
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4.4.2.3 Riickgratflexibilitit des a-Himolysins

Fiir das a-Hémolysin wurde eine Molekulardynamiksimulation (siehe Abschnitt 3.8.3, Seite 42)
von 2,5 ns Dauer durchgefiihrt. Nach eine Equilibrationszeit von 300 ps Sekunden wurden al-
le Ca-Atompositionen der ,Schnappschiisse” (vgl. Abschnitt 3.8.3, Seite 42) dazu verwendet die
RMSF-Werte zu errechnen.

Im Allgemeinen bleibt das Modell des a-Hamolysins wihrend der Simulation stabil. Die meisten
Aminosdurereste zeigen niedrige RMSF-Werte (vgl. Abbildung 4.37a)). Einge Bereiche jedoch
zeigten erhohte Flexibilitdt wahrend der Simulation, insbesondere beziiglich der Ca-Atome der
Peripherie (vgl. Abbildung 4.37b)). Ausnahmen der generellen Stabilitdt des Modells sind der
N-Terminus, die Schleifen L1-L3 und die gesamte Phosphocholinbindestelle. Es ist auferdem
auffallig, dass Aminosduren, welche die Transmembrandomine der Pore ausmachen, ebenfalls
eine insgesamt erhohte Flexibilitdt aufweisen.

a)
25

20

RMSF C, |A]

—

0.5

0.0 =

150
resicdne number

Abbildung 4.37: Flexibilitit des a-Hamolysins. a) RMSF-Werte der Simulation bezogen auf die Ca-Atome
der Aminosaurereste. Hintergrundfarben: Blau — §-Faltblattstruktur, Rot — 31¢-Helices, Gelb — die Cholin-
bindedoméne nach Galdiero & Gouaux, 2004, Hellgriin — N-terminale Doméne, Dunkelgriin — Transmem-
brandoméne in der Porenstruktur. b) Darstellung der RMSF-Werte auf der Modellstruktur. Je kréftiger
das Blau, desto hoher der RMSF-Wert. Auf die Abkiirzungen ,F“ & ,H wird in der Diskussion, Seite 135,
eingegangen.

Die Abbildung ist bereits in Meesters et al., 2008, verdffentlicht.
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4.4.2.4 Evolutionire Aspekte

Wenngleich keine Korrelation der Sequenzkon-
servierung mit den RMSF-Werten besteht, so
fallt diese doch an einigen Schliisselpositio-
nen doch zusammen (vgl. rechststehende Abbil-
dung).

Die Darstellung der Sequenzkonservierung (rechts)
und des Phylogramms (unten) beruht auf 75 Se-
quenzen, ermittelt mittels Pipealign (siche Ab-
schnitt Abschnitt 3.10.8, Seite 52).

Glycin 134 in der a-Hamolysinsequenz ist hiu-
fig im Gesamtalignment an dieser Position. Gly-
cin 15 ist charakteristisch fiir LukS-Sequenzen,
wihrend die entsprechende Position in LukS-
Sequenzen durch Aspartat dargestellt wird. As-
paragin 123 ist der dritte Rest eines NGN-
Motifs im «-Hadmolysin, welches YGG fiir die
meisten LukF- und GGN fiir die meisten
LukS-Sequenzen ist. Schliisselpositionen inner-
halb der Phosphocholinbindesstelle sind inner-
halb der Sequenzen von LukF-Toxinen und
dem a-Hamolysin konserviert. Es konnte gezeigt
werden, dass einige Seitenketten dieser Domé-
ne in der Abwesenheit von Lipiden ungeord-
net erscheinen (Song et al., 1996; Olson et al.,
1999), wihrend sie in Anwesenheit von Phos-
phocholin geordnet sind (Galdiero & Gouaux,
2004).

Das zirkuldre Phylogramm ist auf der Folgeseite
dargestellt und generiert wie auf Seite 54 des Me-
thodenkapitels beschrieben. In der Abbildung wer-
den, mit Ausnahme des a-Hamolysins, keine Pro-
teinbezeichnungen, sondern PDB-Codes (Berman

Abbildung 4.38: Sequenzkonservierung im
a-Héamolysin  nach Abschnitt 3.10.8, Seite
52. Je stiarker der Rot-Ton, desto stérker
ist der Beitrag der a-H&molysinsequenz zur
Sequenzinformation des Gesamtalignments der
Toxinfamilie.

Die Abbildung ist bereits in Meesters et al.,
2008, verdffentlicht.

et al., 2000) oder Zugangscodes der Swiss-Prot-Datenbank (www.expasy.org/sprot) angegeben.
Es ist deutlich zu sehen, dass das a-Hamolysin in den ermittelten Sequenzen relativ isoliert steht:
Es gibt keine direkt nahestehende Sequenz im Alignment. Wenngleich Sequenzen in den Datenban-
ken gefunden wurden, die dem a-Héamolysin grofstenteils entsprachen, so waren dies ausschlieflich
Vorldufersequenzen (vom a-Hémolysin wird eine Signalsequenz abgeschnitten) oder doppelte Ein-
trége. Keiner dieser Eintrage kann Beitrdge zum Informationsgehalt hinsichtlich der Struktur des

a-Hamolysins lieferen.
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SPT|Q937V0_BACCE SPT|Q937v2_BACCE
SPTIQEHM75_BACHK
SPTIQ937V1_BACCE
SPT|Q3EPX6_BACTI
SPTIQ3EY60_BACTI
SPT|Q6GF50_STAAR
SPT|Q2YUS4_STAAB SPTIQOSKJ1_BACSE
SW|Y2004_STAAC SPT|Q81AN8_BACCR
SPTIQBNVLO_STAAW
. SPTIQ4MY78_BACCE
SWILUKF_STAAU Cytokin K
PDB|2Ikf_A SPT|Q6HYH4_BACAN
SPT|Q931F3_STAAM
\
SPTIOZVZ0_STAAS SPT|005387_BACCE
SPT|Q54327_STAIN
SPT|Q63858_BACCZ
SPT|054082_STAAU
SPTIQBHII9_BACHK
SPT|Q2YTQ4_STAAB B,H a m Olysl ne
PDB[1pv SPT|AOREDO_BACAH
SPT|Q53747_STAAU Luk F/S SPTIQ3EPD1_BACT!
—g

SPT|050604_STAAU
SPT|Q46181_CLOPE

a-Hamolysin

SPT|Q2YU83_STAAB

PTIG2YTA_STAAB SPT|Q93115_STAAM

SPT|A5JJ14_STAAU
SPT|Q2FXB0_STAAS

B|1t5r_A
PDB|1t5r_D
PDBI151_C
PDB|1t5r_F
PDB1t5r_B

Luk S I SPTIQ6RESS STAAU _ SPTIQ2YVZI_STAAB
SPTIG3Y530_STAAU  y_Hamolysin

SPT|Q6GF49_STAAR
SPT|054081_STAAU
SPT|Q53731_STAAU

SPT|Q4ZCR6_ICAUD Luk F Il

Leukocidin E

Abbildung 4.39: Phylogramm nach Pipealign Lauf. Die Sequenz des a-Hadmolysins steht im Alignment
isoliert, es gibt keine gleichartigen Sequenzen im Alignment nach einem Pipealing-Lauf (siche Abschnitt

3.10.8 auf Seite 52). Nicht annotierte Sequenzen wurden entfernt.

4.4.3 Die Praporenstruktur des a-Hamolysins

4.4.3.1 Vergleich der Struktur zwischen a-Himolysinwildtyp und
H35R-Mutante

In den weiteren Experimenten spielt die

Mutante H35R eine besondere Rolle. Fiir ” ‘ ‘
sie ist nachgewiesen, dass sie zwar auf
einer Membran assemblieren kann, jedoch
nicht in diese inseriert (Jursch et al., 1994;
Panchal & Bayley, 1995). Sie bleibt folg-
lich in einem Préporenstadium ,stecken®. .
Das macht die Mutante zu einem struk- =
turbiologisch interessanten Objekt, da bis-
her keine Struktur eines Priporenstadi-
ums bei atomarer Auflésung vorliegt und
auch mit intermedidrer Auflésung steri-

—500
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2000 [~

sche Rahmenbedinungen fiir einen Konfor- g ‘ ‘ ‘
=200 210 220 230 240 250

mationswechsel geschlussfolgert werden kon- A )

nen.

260

Abbildung 4.40: Circulardichroismus fir die beiden
a-Hamolysinvarianten. Molare Elliptizitit fir Wild-

Vor jeglichem Exlperiment, das.s. ein  sol- typ (---) und H35R (—).
ches Préporenstadium charakterisieren soll,
gilt es die strukturelle Identitdt der beiden

a-Hamolysinvarianten nachzuweisen. Abbildung 4.40 zeigt die Circulardichroismusspektren bei-

der Proteine. Deutlich zu erkennen ist der sehr dhnliche Verlauf der Kurven.

Eine Bestimmung des Gehaltes der Sekundirstrukturelemente war nicht mdglich. Obwohl der
Kurvenverlauf fiir einen grofsen Anteil an [-Faltblittern spricht, sind die Spektren im Bereich
kiirzerer Wellenldngen zu verrauscht fiir eine numerische Analyse, bezichungweise die Spektren
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konnten gar nicht erst bis zu 190 nm oder besser aufgenommen werden®.
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I[au]

40

20

300 350 400 450 500
A [nm]

Abbildung 4.41: Fluoreszenzspektren fiir die bei-
den «-Hdmolysinvarianten. Pufferkorrigierte Spek-
tren fiir Wildtyp (---) und H35R (—).

Neben der Charakterisierung der Sekundér-
struktur durch CD-Messungen ist die Ex-
position von Tryptophan- und Tyrosinresten
zum wissrigem Medium ein sensitiver In-
dikator fiir die strukturelle Identitdt zwei-
er Proteine: Eine Polaritdtsverschiebung der
Umgebung eines Fluorophors fiihrt zur ei-
ner Verdnderung der Emissionswellenldngen
(siehe auch Galla, 1988). a-Hémolysin be-
sitzt mit 8 Tryptophan- und 14 Tyrosin-
resten eine ganze Reihe von Indikatoren
flir eine eventuelle Fehlfaltung des Prote-
ins.

Abbildung 4.41 zeigt die entsprechenden Fluo-
reszenzspektren. Die Fluoreszenzmaxima erge-
ben sich fiir den Wildtyp zu 331,6 nm und fiir
H35R zu 330,8nm. Fiir die Bestimmung der
Maxima wurden die Kurven nicht geglittet.

4.4.3.2 Matchpunktbestimmung der Lipide

Zur Bestimmung des Matchpunktes

wurde dieselbe Lipidzusammenset-
zung verwendet, wie beim SANS-
Experiment (im néchsten Abschnitt).
Ziel war es eine Deuteriumkonzen-
tration im Puffer zu finden, bei der
die Lipide keinen Kontrast mehr
zum Medium bieten, so dass bei
Zugabe des a-Hamolysins nur noch
die Streuung des Proteins aufgenom-
men wiirde (vgl. Theoriekapitel ,Wir-
kungsquerschnitt bei Neutronen* auf
Seite 21 ff.).

Die linke Abbildung 4.42 zeigt das

~bo 0.2 0.4 0.6 0.8

Experiment (sieche Methodenkapitel
Seite 50): Eine Lipidmischung wur-
de in verschiedenen Puffern gemes-

1.0

Abbildung 4.42: Matchpunktbestimmung fiir die Lipidmischung sen, deren Deuteriumanteil variiert

des SANS-Experimentes. Aufgetragen ist der Kontrast (1/7(0))
iiber dem relativen Deuteriumanteil. Der gestrichelte Teil spie-
gelt die tatsdchlichen Daten bei kleinem Deuteriumanteil wie-

der, der als ,negativer” Kontrast gilt.

wurde. Die Intensitdt bei I(0) wur-
de mittels eines Guinierplots ermit-
telt (siehe Gleichung 2.39 auf Seite
26).

Wie zu erkennen ist, liegt der Matchpunkt fiir die Lipide bei einem Deuteriumanteil von unter
20 %, genauer bei 14,272 % +2,367 %. Der Wert fiir 60,3 % Deuterium konnte nicht beriicksichtigt
werden, da aufgrund eines Lecks vor der Messung zuviel Material verloren ging.

®Dies ist auf den Zustand des CD-Spektrometers zuriickzufithren: Durch Abnutzung optischer Elemente konnte
kein klares Signal bei kiirzeren Wellenlédngen gewonnen werden.
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4.4.3.3 Aufnahme und Interpretation von SANS-Daten

Bereits die ersten SANS-Daten zeigten, dass das ,Matchen® des Lipids gelungen war. Wie deutlich
in Abbildung 4.43 zu erkennen ist, zeigen die Kurven nicht das typische Profil fiir Vesikel: Eine

Streukurve mit vielen Minima?.

Fiir die Auswertung hinsichtlich der Masseverteilung innerhalb der Vesikel (siehe Abschnitt 3.10.7
des Methodenkapitels auf Seite 51) wurde ein molekulares Volumen von 40349,83 A fiir das Pro-
tomer (bestimmt mit YASARA (Krieger et al., 2002)) angesetzt. Damit ergibt sich fiir die Massen-
verteilung innerhalb der Vesikel die folgende Tabelle:

Tabelle 4.12: Gewichtsverteilung in Vesikeln nach den SANS-Daten.

Mutante Angenommener Mg My, Heptamer?

Kérper lg/cm?] |g/cm] lg/cm?|
wt Scheibe 7,1-107° £ 0,7-1077 3,6-1077
H35R Zylinder' 3,6-1071% £ 0,4-1071

" Obwohl Abbildung 4.45 im n#chsten Abschnitt Vesikel in der Probe fiir die Mutante eindeutig nachweist, konnte kein
scheibenférmiger Korper an das entsprechende SANS-Profil gefittet werden. Die Steigung liegt zu nahe bei 1 (siehe
Abbildung 4.43).

* theoretisch bei dichtester Packung
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Abbildung 4.43: SANS-Daten des wt-Hdmolysins in Vesikeln (—) und der Mutante H35R in Vesikeln (---).
Zu beachten ist die doppelt logarithmische Skala im Gegesatz zu den bisherigen Darstellungen. Gegeben
sind exemplarische Fehlerbalken.

Abbildung 4.43 zeigt die beiden Streukurven fiir den rekonstitutierten Wildtyp und die prépo-
renformende Mutante H35R. Wie deutlich zu sehen ist, hat das ,Matching* sehr gut funktioniert,
denn Vesikel streuen mit ausgepriagten Minima, dhnlich wie bei Hohlkugeln (Svergun & Koch,
2003). Es ist also ausschlieRlich die Streuung des Proteins zu erkennen.

9Vesikelstreuung ist dhnlich einer Streuung fiir Hohlkugeln (Svergun & Koch, 2003).
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Abbildung 4.44: Trennung
von Probe (unten) und Puf-
fer (oben) nach etwa einem
Tag unter Gravitationsein-
fluss. Hier am Beispiel der To-
xinwildtypprobe.

Dennoch zeigen die Streukurven nicht ,freies“ Protein, sondern
definierte Aggregate an. Oder besser gesagt: Die Proteine sind
in grofen ,Aggregaten” organisiert. Das linksstehende Photo ist
ein Indiz dafiir, das diese Annahme richtig ist: Offenbar sind
die Proben — die Probe fiir die Mutante H35R zeigte ein dhn-
liches Bild — unter Gravitationseinfluss innerhalb eines Tages se-
dimentiert. Die Probe war vorher homogen verteilt, die Trii-
bung beruht auf der Groke der Vesikel. Damit ist naheliegend,
dass vor allem das Protein fiir die Sedimentation verantwortlich
ist.

Die Wildtypprobe sedimentierte etwas schneller als die Pro-
be mit der H35R-Mutante. Dies ist woméglich auf die unter-
schiedlichen Proteinkonzentrationen zuriickzufiithren. Fiir die Pro-
be zu der das wt-a-Hamolysin zugesetzt wurde, konnte eine ef-
fektive Proteinkonzentration von 10,3mg/mlL bestimmt werden.
Fiir die zweite Probe, zu der H35R-a-Hidmolysin zugesetzt wur-
de ergab sich die Proteinkonzentration zu 5,9mg/mL. In bei-
den Fallen wurde die Konzentration mit dem Bradford-Assay be-
stimmt (siehe Abschnitt 3.10.2 auf Seite 47 des Methodenkapi-
tels).

Die Interpretation der Gyrationsradien fiir die verschiedenen Vesi-
keltypen (siehe Abschnitt 3.10.7, Seite 51) zeigt schlieklich aber doch
noch ein interessantes Resultat in der folgenden Tabelle (Nr. 4.13).
Die Membrandicke wird — aufgrund des Lipidmatchings -
nicht durch die Lipiddicke vorgegeben, sondern durch die
auf der Membran sitzenden Proteine. Die zu den Gyra-
tionsradien korrespondierende Dicke ist ungefihr die HAlf-
te der Linge der Protomere in der Pore, respektive Prépo-
re.

Tabelle 4.13: Gyrationsradien und Membrandicken nach den SANS-Daten.

Mutante Angenommener  Rr, [A] Resg [A] - korrespondierende
Korper Membrandicke [A]
wt Scheibe 11,5 + 0,4 39 + 2

H35R Zylinder 24,1 £ 0,9 34 £ 2
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4.4.3.4 Elektronenmikroskopische Daten

Abbildung 4.45: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme iber die Proben nach Neutronenbestrah-
lung. Der Mafistabsbalken ist jeweils 100 nm lang.

Nach Abschluss der SANS-Messungen musste geklart werden aus welchem Grund, dass das Pro-
tein, nicht wie in einer Referenzarbeit mit vergleichbarer Methodik (Bu et al., 2003), als ho-
modisperse Losung vorlag, sondern in Form bestimmter ,Aggregate”. Zur Klarung dieser Frage
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Abbildung 4.45 zeigt die bereits be-
strahlten Proben in Ubersichtsaufnahmen. Zudem wurde das Verhalten der Proben in der dyna-
mischen Lichtstreuung untersucht. Da die Vesikel, zur Kontrolle ihrer Gréfe, bereits vor Zugabe
des Proteins mit dieser Methode untersucht worden waren, existierten Referenzdaten.

18
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10? 10° 10*
Durchmesser [nm]

Abbildung 4.46: Daten der Dynamischen Lichtstreuung fiir Vesikelproben. Gezeigt ist der Volumenanteil

fiir Vesikel vor (—) und nach (---) Zugabe der H35R-Mutante, sowie die Daten fiir Vesikel vor (----) und
nach (- - -) Zugabe des Wildtyp-Hamolysins.

Abbildung 4.46 zeigt die DLS-Daten vor und nach Zugabe von Protein fiir beide Proben. Sie
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bestétigen, dass die Vesikel durch die Zugabe des Proteins im Wesentlichen unverdndert blieben.
Lediglich kleine Teile der mit wt-a-Hadmolysin behandelten Vesikel wurden zu gréfseren Partikeln
umgesetzt. Der Peak bei 3,5 - 10 nm beruht wahrscheinlich auf Zusammenlagerungen kleinerer
Vesikel. Jedenfalls zeigen elektronenmikroskopische Bilder keine Vesikel oder Aggregate dieser
Groke, sondern allenfalls aneinandergelagerte Vesikel.

Wie Abbildung 4.45 schon erkennen liefs, sind in beiden Proben die Proteine auf den Vesikeln
dicht gepackt. Es kam die Frage auf, ob die Proteine in den Vesikeln sogar derart dicht gepackt
sind, dass sie 2D-Kristalle formen. Daher wurden diese einer ersten elektronenkristallographischen
Analyse unterzogen. Die folgende Abbildung 4.14 zeigt den besten Kristall. Deutlich ist zu sehen,
dass das Objekt nur Reflexionen erster Ordnung zeigt. Und auch mit dem blofsen Auge wird
deutlich, dass die Ordnung der Proteine nicht sehr gut ist. Zudem ist die Ordnung in diesen
parakristallinen Vesikeln uneinheitlich. Dies ist auch in der folgenden Tabelle 4.14 zu sehen, in
der einige Kristalle hinsichtlich der Grofe der Einheitszellen ausgewertet wurden.

Es ist somit deutlich, dass eine kristallographische Analyse im engeren Sinne nicht moglich war.

Tabelle 4.14: Einheitszellen auswertbarer 2D-Toxinkristalle. Gegeben sind die Vektoren der Einheitszellen

-

(@ & b) und der Winkel v, der von diesen Vektoren eingeschlossen wird.

Mutante @ [A] b [A] vy

wt 62.6 601 117.0°
578 592 114,1°
66,0 723 132,6°

H35R 54,1 60,5 115,3°

Abbildung 4.47: Parakristallines a-Hdamolysin im Negativkontrast (kontrastinvertiert) und das korrespon-
dierende Powerspektrum (kontrastinvertiert). Der Mafistabsbalken entspricht etwa 100nm. Das Gitter
im Powerspektrum ist eingezeichnet. Reflexionen erster Ordnung sind erkennbar; ein zweites Gitter von
der Unterseite des Vesikels ist in den nicht indizierten Reflektionen zu sehen. Die Vektoren des Gitters
entsprechen dem ersten Eintrag aus Tabelle 4.14.
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Die Abbdildung zur Rechten ist das Er-
gebnis einer single particle-Mittelung. Die
Partikel mussten manuell gewdhlt werden,
da der Kontrast nicht gut und die Proben
mit dem Lipid gemischt waren. Es konn-
ten 1495 Partikel fiir die Wildtypprobe ein-
deutig identifiziert werden. Fiir die H35R-
Probe waren dies 1087 Partikel. Die Auf-
nahmen wurden so eingescannt, dass ein Pi-
xel zwei Angstrom auf der Probenebene ent-
sprach.

Die Projektionen zeigen wenig Detail. Den- Abbildung 4.48: Projektionen des a-Hdmolysins auf

noch iSt_ Offen.sicht]ich, dass fiir den. Wildtyp Vesikeln; wt (obere Reihe) und H35R (untere Reihe).
kaum Dichte im Zentrum des Partikels fest- piir beide Proben ergaben sich drei Klassen. Die zu-

gestellt werden kann. Fiir die Mutante findet gehorigen Varianzen (vgl. Abbildung 4.23) sind uni-
sich zwar ebenfalls eine leichte Dichtedepres- form. Den Projektionen wurde keine Symmetrie auf-
sion im Zentrum, jedoch keineswegs so aus- 8ezwungen. Die Kantenlinge der Kistchen betragt
geprigt. Der Durchmesser (gemessen von der 25,6nm.

Kante des Dichteanstiegs) der Partikel betréigt

in beiden Féllen etwa 100A + 8 A und ent-

spricht damit in etwa dem Durchmesser von 100 A, der auch kristallographisch fiir den Poren-
komplex ermittelt wurde (Song et al., 1996).

Alle Projektionen stellen ,,Aufsichten“ entlang der Rotationschse des Poren- beziehungsweise Pri-
porenkomplexes dar. Die Unterschiede, die eine Einordnung in verschiedene Klassen ergaben, er-
geben sich nicht auf den ersten Blick aus den Bildern. Sie sind wahrscheinlich Rauschen in den
Daten sowie einer leichten Variabilitdt in der Kontrastmittelverteilung zuzuschreiben.

4.4.3.5 Konformationswechsel in den Monomeren wihrend der Oligomerisierung

Ausgehend von der Monomerstruktur wurde eine fiktive Praporenstruktur gebaut, in dem sieben
Monomere in die Porenstruktur (Song et al., 1996; PDB-Code: 7TAHL) gelegt wurden. Nach einer
kurzen Energieminimierung (Krieger et al., 2002) ohne explizites Wasser zeigten die Aminoséu-
rereste, die den Kontakt formen, keine sterische Uberlappung. Die Kontaktfliche zwischen den
Monomeren entspricht weitgehend der Kontaktfliche der Protomere der Porenstruktur. Einige
der kontaktformenden Aminosdurereste sind identisch fiir diese fiktive Pripore und die Poren-
struktur. Andere, welche nicht in der Lage sind Kontakt mit den korrespondieren Stellen des
benachbarten Protomers zu formen, miissen einen Konformationswechsel vollziehen, um in die
finale Porenstruktur gelangen zu kénnen (vgl. Abbildung 4.49).

Die Abbildung 4.49 auf der nichsten Seite zeigt den Vergleich der kontaktformenden Amino-
sduren bezogen auf ein Monomer in der fiktiven Priporenkonformation und in der Porenkonfor-
mation. Als  kontaktformend“ wurde eine Aminosiure eingestuft, sofern diese nicht mehr als 5
Angstrom von kontaktformenden Aminosiuren im benachbarten Protomer entfernt ist. Es ist evi-
dent, dass ein grofer Teil der kontaktformenden Aminosduren fiir beide Konforamtionen identisch
ist. Eine quantitative Beurteilung der Kontakte wire allerdings willkiirlich, da die Aminosiure-
konfigurationen der fiktiven Prapore zu keinem Zeitpunkt hinsichtlich der Kontakte mittels einer
Molekulardynamiksimulation optimiert wurden. Dies ist auch nicht mit den Computerresourcen
des Institutes fiir Molekulare Biophysik in vertretbarer Zeit zu berechnen, da die Bindung der
Protomere der Prapore an eine zuvor energieminimierte Membran zu berechnen wére
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Abbildung 4.49: Protomer-Protomer Kontaktflichen in der fiktiven Prapore und der ausgepragten Poren-
struktur. Gezeigt ist eine Oberflichendarstellung der Protomere. Aminosduren, die zur Kontaktfliche in
den Strukturen beitragen sind farblich hervorgehoben. Oben: Flip- und Flop-Darstellung eines Préporen-
protomers. Unten: Flip- und Flop-Darstellung eines Protomers in der Porenkonformation.

Abbildung 4.51 auf Seite 100 zeigt das Ergebnis eines Morphings (siehe Abschnitt 3.8.4 auf Seite
43 des Methodenkapitels). Die fikitive Priapore wurde hierbei in die Porenstruktur iiberfiihrt. Dies
Entspricht dem Ubergang % — a7 unter der Voraussetzung, dass die fiktive Priipore einem Zu-
stand in o entspricht (siehe Einleitung Seite 13 ff.). Klar zu erkennen ist, dass sich der Komplex
ibergangsweise weiten muss, damit sich die stem-Doméne ausbilden kann (vgl. Abbildung 1.13
auf Seite 13). Diese Doméne schraubt sich quasi in die Membranebene hinein.

Abbildung 4.50 zeigt den engergetischen Verlauf des Konformationswechsels. Der geplottete Ener-
giebetrag ist mit dem YAMBER2-Kraftfeld (Krieger et al., 2004) ohne Lipide in der stem-Doméne
berechnet. Beriicksichtigt wurden hierbei Bindungsenergien innerhalb des Proteins (Bindungs-
energien, Winkelspannungen, Spannung in dihedralen Winkeln, Beitrige von Planaritdtsabwei-
chungen), also sterische Komponenten, und zusétzlich Van-der-Waals- und Coulomb-Wechselwir-
kungen.

Abbildung 4.50 ist nur im direkten Vergleich mit den Abbildungen 4.51 und 4.52 auf den néchsten
Seiten zu verstehen. Aufserdem muss Beriicksichtigung finden, dass die Energiebeitrige in simu-
liertem Wasser ermittelt wurden. Daher kénnen die Energien der letzten Schritte des Morphing



4.4 Konformationen des a-H&amolysins von Staphylococcus aureus 99

nicht dargestellt werden, da die Energiebetrige extrem gro® werden, weil hydrophobe Seitenket-
ten unrealistischer Weise in Wasser statt in Lipiden exponiert sind. Hierauf ist auch der Anstieg
gegen Ende der Kurve zuriickzufiihren. Realistisch ist die Kurve somit nur bis zum Beginn der
Penetration in die Memebranebene (vgl. Abbildung 4.51) zu interpretieren.

Es ist dennoch hiermit bewiesen, dass zur Umfaltung in die Porenkonformation Energie aufge-
wendet werden muss. Folglich ist die fiktive Pripore energetisch zumindest semistabil. Da bekannt
ist, dass das Praporenstadium in drei verschiedene intermedidre Stadien aufgeteilt ist (Valeva
et al., 1997), ist es naheliegend energetische Hiirden zumindest teilweise fiir diese Aufspaltung in
Stadien verantwortlich zu machen (siehe Abschnitt 5.9.3 auf Seite 139 des Diskussionskapitels).
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Abbildung 4.50: Energieprofil der einzelnen Morphing-Schritte in Wasser gemessen mit dem YAMBER2-
Kraftfeld. Die roten Linien markieren von links nach rechts: A. Start der Weitung der Prapore, B. Beginn
der Umfaltung des Transmembransegmentes im Innern der Priapore, C. Das Transmembransegment trifft
auf die Membran, zugleich miissen sich die Segmente verdrillen, D. Das Transmembransegment relaxiert
auf den finalen Durchmesser.

Die einzelnen Schritte des durch Morphing simulierten Konformationswechsels sind folgenderma-
ken zu beschreiben:

A. Die Sequenzabschnitte des spiteren Transmembransegmentes entfalten sich in die Mitte des
Hohlzylinders, der durch die Prapore dargestellt wird. Durch gegenseitige sterische Hinderung
wird eine leichte Weitung der Protomere an der Membran induziert.

B. Die weitere Entfaltung des spiteren Transmembransegmentes induziert eine Verdrehung der
Protomere. Von der Membranseite aus gesehen erfolgt diese Verdrehung im Uhrzeigersinn
(siehe Abbildung 4.52).

C. Das Transmembransegment trifft auf die Membran und die Verdrehung der Protomere und
die gegenseitige Verdrehung der entstehenden antiparallelen -Faltbldtter des Transmembran-
segmentes bedingen einander gegenseitig.

D. Mit dem Fortschreiten der Ausstiilpung des Transmembransegmentes spielt sich dieses auf
den finalen Durchmesser ein. Damit verbunden beginnen die N-terminalen Aminoséurereste
den erforderlichen Raum ebenfalls umzufalten und den Kontakt zum benachbarten Protomer
zu formen.

E. In den letzten Schritten des Morphings erreicht die Konformation des Komplexes die Struktur
des Porenzustandes (Song et al., 1996). Hierbei findet nur ein Re-Arrangieren der Aminosiu-
rekonfigurationen statt.
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y

Abbildung 4.51: Resultat des Morphings fir den Konformationsibergang oy — cv7. Zwei Untereinheiten
sind farblich hervorgehoben, die restliche Struktur wird durch eine transparente Oberfliche représen-
tiert. Die einzelnen Abbildungen stellen gleichméfige Inkremente des Morphings gemessen an den RMSD-
Werten dar. Die Membranebene ist in der letzten Abbildung der Sequenz angedeutet.
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Abbildung 4.52: Resultat des Morphings fir den Konformationsibergang oy — o7. Zwei Untereinheiten
sind farblich hervorgehoben, die restliche Struktur wird durch eine transparente Oberfliche reprisen-
tiert. Die einzelnen Abbildungen stellen gleichméfiige Inkremente des Morphings gemessen an den RMSD-
Werten dar. Alle Einzelabbildungen sind im Vergleich zu Abbildung 4.51 um 90° gedreht, so dass der
Betrachter von der zelluldren Seite der Membran blickt.
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4.5 Molekulargewichtsbestimmung mit Hilfe des Kratky-Plots

Wie in Abschnitt 3.6.7 auf Seite 37 beschrieben ist es prinzipiell méglich, durch Streudaten
ohne absolute Intensitétskalibrierung (vgl. Abschnitt 3.6.6, Seite 36) mit Hilfe des Kratky-Plots
das Molekulargewicht eines Proteins zu ermitteln — sofern es Referenzdaten fiir Proteine mit
bekanntem Molekulargewicht gibt. Ziel der hier beschriebenen Ergebnisse ist es

a) eine Datengrundlage fiir die Experimente im Institut fiir Molekulare Biophysik zu haben, die
es ermoglichen die Molekulargewichte von Proteinen mittels SAXS an der Kratky-Kamera zu
bestimmen und

b) das Prinzip dieser speziellen Molekulargewichtsbestimmungsmethode zu verifizieren: Ist es
moglich und wie gut funktioniert diese Methode?

Gemifs dem in Abschnitt 3.6.7 beschriebenen Vorgehen wurden die notwendigen Daten gesam-
melt und durch Logarithmieren linearisiert; siehe Abbildung 4.53. Es handelt sich ausschlieflich
um entschmierte Daten (vgl. 2.4), um eine Konzentrationsabhéngigkeit der Daten ausschliefen
zu kénnen. Die Datenpunkte liegen wie erwartet auf einer Geraden. Der lineare Korellationsko-
effizient ist 0.997. Fiir die Regressionsgerade ergibt sich eine Steigung von —2,6 + 0,1 und ein
Achsenabschnitt von 4,2 £ 0,2. Die Abweichung des theoretischen oder anderweitig experimen-
tell bestimmten Molekulargewichtes mit demjenigen Molekulargewicht, dass mit dieser Methode
bestimmt wurde, liegt bei etwa 10 % bis 20 %, siehe Tabelle 4.5.
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Abbildung 4.53: Eichgerade zur Bestimmung des Molekulargewichtes mit Hilfe des Kratky-Plots. Aufgetra-
gen sind der natiirliche Logarithmus des Molekulargewichtes gegeniiber dem natiirlichen Logarithmus des
Wertes, fiir den Streuvektor fiir den der Kratky-Plot maximal ist. Mit ausgefiilltem Symbol aufgetragen
sind Proteine, die zur Kalibrierung verwendet wurden. Die durchgezogene Linie ist das Ergebnis einer
linearen Regression; Einzelheiten im Text. Die Abkiirzungen im einzelnen: ,Chym*“ £ Chymotrypsin, ,,Hc*
A . . ¢ A . . " A

= Hamocyanin, ,Hg* = Hamoglobin und ,Lys“ = Lysozym.
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4.6 Verfolgung einer Hitzedenaturierung mit der Kratky-Kamera
am Beispiel von Lysozym

Will man die Hitzedenaturierung eines Proteines mittels SAXS strukturell verfolgen, so ist es
hilfreich komplementére Daten, wie die Schmelzkurve des Proteins (zu Schmelzkurven mittels
DSC siehe Abschnitt 3.11, Seite 53), zu gewinnen. Abbildung 4.54 zeigt eine solche Schmelzkurve
beispielhaft fiir das Lysozym des Hiihnereiweifs (zu Lysozym siehe Blake et al., 1965) in Phos-
phatpuffer (siehe Abschnitt 3.11, Seite 53). In der vorliegenden Arbeit geht es lediglich darum
zu zeigen, dass solche Experimente an der Kratky-Kamera des Institutes nach dem Einbau der
temperierbaren Zelle (siehe 3.6.1.3, 32) moglich sind. Also wurde der Schmelzpunkt des Proteins
bestimmt und Streudaten gemaf Abschnitt 3.6.5 bei 20 °C und bei 80 °C bestimmt.
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Abbildung 4.54: Schmelzkurve von Hihnerlysozym (1 mg/mL) in Phosphatpuffer gemessen mit DSC.
Deutlich zu erkennen ist der Schmelzpunkt bei ~ 72.3 °C (kenntlich gemacht durch die Senkrechte beim
Maximum der Kurve). Die gestrichelte Linie ist die Nulllinie nach Abzug des Hintergrundes.

Das Ergebnis ist in Form eines Vergleiches der Abstandsverteilungsfunktionen und zweier Modelle
in Abbildung 4.55 auf der néchsten Seite dargestellt. Die Abstandverteilungsfunktionen zeigen
denselben maximalen Abstand innerhalb des Molekiils (Dpax = 70 A+2 A). Es ist jedoch
anzumerken, dass die Fehler(-balken) aufgrund der kurzen Strahlzeit (siehe Abschnitt 3.6.5, Seite
36) relativ grof sind. Die Verdnderungen, welche auch die Modelle zeigen, sind klein, aber deutlich:
Das Protein erfihrt bei der Hitzedenaturierung offenbar eine , Komprimierung “ ohne jedoch dabei
vollig zusammenzufallen, also apparent zu ,schrumpfen”. Die allgemeine Form eines prolaten
Ellipsoides wird beibehalten. Dennoch zeigen ab initio-Modelle (siehe Abschnitt 3.6.10, Seite 38),
welche mit dem atomaren Modell (PDB-Code: 2LYZ, Diamond, 1974) iibereinandergelegt wurden,
die angesprochene Verdnderung sehr deutlich (siehe Abbildung 4.55 auf der nichsten Seite).
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Abbildung 4.55: Abstandsverteilungsfunktion P(r) und Modell nativen und hitzedenaturierten Hihnerei-
lysozyms. In der P(r) ist das native, bei 20°C bestrahlte Lysozym mit einer durchgezogenen Linie dar-
gestellt, wahrend das bei 80 °C bestrahlte mit einer gestrichelte Linie dargestellt ist; jeweils mit exem-
plarischen Fehlerbalken. Die Modelle im rechten Teil der Abbildung sind mit DAMMIN gerechnete ab
initio-Modelle. Blau gezeigt ist das native, bei 20 °C temperierte Lysozym und rot das bei 80 °C bestrahl-
te. Zu beachten ist, dass das erhitzte Protein wesentlich kompakter wirkt, obwohl sich seine Grofle nicht
verdndert.

Die SAXS-Messung einer Temperaturreihe in Inkrementen von 10°C wurde ebenfalls durchge-
fiihrt. Die Kratky-Kamera erfordert jedoch fiir gewthnlich lange Strahlzeiten. Dies erkldrt die
schlechte statistische Giite der durchgefithrten Temperaturreihe. Es war nicht moglich, die Da-
ten in irgendeiner Weise zu interpretieren oder auch nur in eine iibersichtliche Darstellungsform
zu iiberfithren (Hilmenyuk & Schwiering, 2006). Eine detaillierte Diskussion findet sich unter
Abschnitt 5.4, Seite 129.

4.7 Eine Software zur rigid body-Modellierung von Proteinen auf
SAS-Datenbasis

Bereits vor Beginn dieser Doktorarbeit gab es eine ganze Reihe von Programmen zur rigid bo-
dy-Modellierung auf Basis von Kleinwinkelstreudaten. Ein vergleichender Uberblick iiber diese
Programme findet sich in der Diskussion unter Abschnitt 5.10, Seite 142 ff. Die wesentlichen Nach-
teile dieser Programme sind jedoch an dieser Stelle bereits erwdhnenswert, denn die Funktionen
der hier vorgestellten Software fiillen diese Liicken:

e Die meisten Programme kénnen nur mit einer eingeschriankten Zahl von Symmetrien um-
gehen.

e Eine numerische Analyse der geometrischen Verhiltnisse von Proteinuntereinheiten zueinan-
der gestaltet sich schwierig oder ist gar nur iiber Programme anderer Anbieter zu erreichen.

e Samtliche Programme sind ,Black Boxes®, d. h. dem Nutzer ist nicht klar, was das Programm
im Hintergrund ausfiihrt. Dies kann im Zusammenhang mit unzureichender Dokumentation
leicht zu einer fehlerhaften Interpretation der Daten fiihren.

e kryptische Bedienungsanleitungen und schlecht dokumentierte Datenformate fiihren dazu,
dass die Programme z. T. schlicht unbrauchbar sind'°.

¥Dijese Programme werden hauptsichlich durch die Autoren der Programme zitiert; beispielsweise DALAI
(Chacon et al., 1998; Chacén et al., 2000).
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e Einige dieser Programme sind bestenfalls semiautomatisch und erwarten z. T. fehleranféllige
Eingriffe der Nutzer oder komplementére Daten anderer Methoden (z.B. Daten aus der
analytischen Ultrazentrifugation).

Die selbstgeschriebene Software ist bewusst nicht als eigenstdndiges Programm, sondern als ein
Modul der Programmiersprache Python geschrieben worden. Da Python leicht erlernbar ist, er-
moglicht dieser Ansatz es einem Nutzer flexible Skripte, angepasst an die Problematik der eigenen
Forschungsfragen, zu schreiben. Diese Software weist folgende Figenschaften auf:

1. Keine Beschrankung auf bestimmte Symmetrien. Durch einen sehr einfachen Ansatz ist es
moglich jedes Verhéaltnis — auch ein eigentlich nicht symmetrisches — in der Datenstruktur
eines Skriptes abzubilden. Die Einschriankung auf Schonfliessymmetrien (Tsuruta & John-
son, 2001) entfillt vollig. Die einzige Einschrankung ist, dass nur eine endliche Zahl von
Untereinheiten beriicksichtigt werden kann'!.

2. Eine numerische Analyse der vollzogenen Bewegung, inklusive einer Fehlereinschitzung fiir
die Bewegungsparameter ist moglich.

3. Die Software fasst jede Untereinheit eines Proteins als einen zu bewegenden Koérper auf.
Einzelne Koérper konnen auch wihrend eines Programmlaufs festgehalten werden. Domé&nen
einer Untereinheit kénnen unabhingig voneinander bewegt werden, wenn diese Untereinheit
vor Beginn eines Programmlaufs getrennt wurden. Die Software bietet Unterstiitzung bei
der Trennung und Zusammenfiihrung von Untereinheiten.

4. Anbindung an YASARA (Krieger et al., 2002). Durch YASARAs einfache Handhabung ist es
leicht, fiir Nutzer Strukturen so zu manipulieren, dass Domé&nen eines Proteins als Unterei-
heiten aufgefasst werden und gegeneinander bewegt werden kénnen (s.o.). Uberdies hilft
YASARA bei der Analyse der Ergebnisse.

5. Obwohl die Software intern im kartesischen Koordinatensystem operiert ist die Analyse der
Ergebnisse auch in einem polaren Koordinatensystem méglich. Dieses ist insbesondere bei
Strukturen mit Punktsymmetrie anzuwenden.

6. Die Software ist umfangreich dokumentiert. Die Anleitung erhilt jeder Nutzer mit dem
Download der Software. Der Quellcode der Software ist offen (siehe Abschnitt 4.7.7).

Die Software wurde auf den Namen sas-rigid ,getauft. Damit wird zum Ausdruck gebracht
das sie mit Kleinwinkelstreudaten (small angle scattering data) arbeitet und auf starre Kérper
(rigid bodies) appliziert werden kann.

Die weiteren Aspekte der Software werden in den folgenden Abschnitten erldutert.

"'Die maximale Zahl der Untereinheiten hiingt von der Rechnerarchitektur ab. Es ist nicht getestet worden, wo
hier Grenzen liegen konnen.
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4.7.1 Implememtation
4.7.1.1 Programdesign

Wie in der nebenstehenden Abbildung schematisch dar-
gestellt, ist die nutzerexponierte Seite der Software eine
sogenannte Skriptingschicht: Nutzer der Software haben
die Moglichkeit, durch eigene Skripte auf die Funktio-
nalitdt zuzugreifen. Um dieses zu vereinfachen, stehen

Scripting Layer J

Wity
functions

diverse ,Niitzlichkeitsfunktionen® (utility functions) und é FDB model class

Beispiele zur Verfiigung. Die ,Niitzlichkeitsfunktionen* | &

subsumieren verschiedene Schritte hiufig vorkommen- model e

der, komplexer Operationen zur Priparation der Daten base class mf,zz,e

vor dem Start eines der zentralen Algorithmen (siehe Ab- z

schnitt 4.7.2, Seite 1101f.). Diese Skriptingschicht stellt P(r) calculation g
(@]

also quasi das Interface fiir eine Klasse zur Behandlung
atomater Modelle (PDB-Model class in der Abbildung)
dar. Diese ihrerseits ist abgeleitet von einer allgemeinen Abbildung 4.56: Aufbau des Softwarepake-
Modellklasse. Damit wird erreicht, dass weitere abzu- tes. Diese Abbildung ist Teil der Anlei-
leitenden Klassen garantiert dieselbe Nutzeroberfliche tung und bereits online publiziert (siche
haben werden. Hierzu zahlt die nur teilweise implemen- Abschnitt 4.7.7).

tierte EM-Model class fiir Elektronendichten niedriger

Auflésung. Der Name der EM-Model class legt nahe, dass diese Dichten aus der Elektronenmi-
kroskopie kommen sollen, jedoch sind auch niedrigaufgeldste Elektronendichten der makromo-
lekularen Kristallographie denkbar. Beiden Klassen stehen diverse Module zur Gewéhrleistung
der Funktionalitdt zur Verfliigung. Die PDB-Model class beispielsweise nutzt das PDB-Modul
des biopython-Projektes (Hamelryck & Manderick, 2003), wihrend fiir die EM-Model class eige-
ne Voxel- und Vektorklassen definiert wurden. Zur Berechnung der Abstandsverteilungsfunktion
oder der Streukurven wird auf in C geschriebene Module oder externe Programme zuriickgegriffen
(siehe Abschnitt 4.7.1.3, Seite 108).

4.7.1.2 Implementation von Standardalgorithmen

Samtlichen Algorithmen basieren auf der Annahme, dass experimentelle Daten und theoretische
Daten (Streukurven und Abstandsverteilungsfunktionen) fiir eine Auswertung von Proteinkom-
plexen gleicher Grofe stammen. Somit muss gelten, dass

I(O)ezperimentell = I(O)Modell (4.2)

beziehungsweise die gleichwertige Bedingung

/P(T)experimentell dr = /P(T)Modell dr . (43)

Die Integration wird nach der Simpsonschen Regel (Press et al., 2002) ausgefiihrt. Da die Inkre-
mente fiir ¢ und r nicht notwendiger Weise fiir die experimentellen und die errechneten Daten
gleich sind, wird vor einer Skalierung mittels C-Splines (Press et al., 2002) interpoliert. Beide
Teilalgorithmen sind in der scipy-Bibliothek integriert (Jones et al., 2007). Giitefaktoren fiir die
Abweichung experimenteller und theoretischer Werte ergeben sich aus

X2 _ 1 zn: |:C : IMOdell(Qi) - Ie:(:perimentell (QZ):| 2 (44)
n—1 i—1 o(g;)
beziehungsweise
1 - c: PModell (Tz) - Pe:cperimentell (Tz) 2
2
_ 45
oS- ; [ o(r;) ] (4.5)

fiir n Datenpunkte. o steht hierbei fiir den assoziierten experimentellen Fehler und ¢ fiir den
arbitriren Skalierungsfaktor zur Erfiillung der Bedingung 4.2 bzw. 4.3.
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4.7.1.3 Berechnung der theoretischen Abstandsverteilungsfunktion und Streukur-
ven

Wiéhrend der iiberwiegende Teil der Software in Python (van Rossum, 1998) implementiert ist,
wurde, aufgrund der grofseren Geschwindigkeit kompilierter Sprachen, die Berechnung der Ab-
standsverteilungsfunktionen, P(r), und Streukurven der Modelle, I(g), in C implementiert. Dem
Beispiel von Hartmann & Decker, 2002, folgend wird die P(r) berechnet durch

N N
P(r)y=3 "> |7i—1j] (4.6)

i g<i

fiir Bereiche Ar, fiir die gilt:

A A
r—7r§|ﬁ—r;|<r+7’". (4.7)
Die Streufunktion, I(q), ergibt sich danach aus Gleichung 2.19 (Seite 21 im Theoriekapitel).
Sowohl die Berechnung von P(r) als auch von I(q) sind in der Software integriert. Zusétzlich
haben die Nutzer die Wahl, die I(g) mit den Programmen CRYSOL (fiir Réntgenstreudaten)
oder CRYSON (fiir Neutronenstreudaten; Svergun et al., 1995) zu errechnen.

4.7.1.4 Softwaremetrik

In der Informatik gibt es hunderte von Metriken fiir die Beurteilung einer Softwarequalitit. Oft-
mals fiihrt eine Orientierung an einer Metrik aber zur Dysfunktion: Um die Software an die Metrik
anzupassen, wird entlang der Bedingungen des metrischen Systems programmiert. Deshalb folgen
an dieser Stelle ,roh-metrische“ Angaben zum Programmcode mit dem Ziel sorgféltige Program-
mierung zu belegen.

Samtliche Pythonmodule wurden mittels pylint (http://www.logilab.org/857), einer Softwa-
re zur Kontrolle von Codestandards in Python, kontrolliert. Dies half auch offensichtliche Fehler
zu eliminieren. Im Ubrigen folgt der Code, soweit mdglich, PEP 8 (http://www.python.org/
dev/peps/pep-0008/) einem Standard fiir die Pythonprogrammierung. Der C-Code folgt den
Standards der GNU-Programmierung (http://www.gnu.org/prep/standards/).

Python offeriert die Anlage von sogenannten Docstrings. Diese erlauben die automatische Gene-
rierung von Hilfen, auch interaktiv im Pythoninterpreter, und haben zugleich bedeutende Doku-
mentarfunktion, die iiber iibliche Codekommentare hinausgeht: Sie zwingen zu einer allgemeinen
Beschreibung der einzelnen Funktionen, wodurch alle Parameter eingehend beschrieben werden.
Zusatzlich kénnen auch andere Kommentare im Code gesetzt werden. Tabelle 4.16 zeigt, dass
sdmtlicher Code ausfiihrlich dokumentiert ist.

Zusatzlich zu den in Tabelle 4.16 aufgefiihrten Beispielen bietet die Software eine {iber zwanzig-
seitige Anleitung. Alle Dateien, inklusive der Anleitung, sind in einem ,subversion repository“
http://subversion.tigris.org/ archiviert. subversion ist eine Software zur Versionsverwal-
tung. Der veroffentlichte Teil von sas-rigid (siehe Abschnitt 4.7.7), auf dem auch die gezeigten
Resultate beruhen, ist unter http://svn.origo.ethz.ch/viewvc/sas-rigid/ unmittelbar ein-
zusehen.


http://www.logilab.org/857
http://www.python.org/dev/peps/pep-0008/
http://www.python.org/dev/peps/pep-0008/
http://www.gnu.org/prep/standards/
http://subversion.tigris.org/
http://svn.origo.ethz.ch/viewvc/sas-rigid/
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Tabelle 4.16: Metrik der gesamten Software gegliedert nach Sprachen und Aufgaben. Der von 100 % ab-
weichende Anteil beruht auf Leerzeilen und Rundungsfehlern'.

Sprache  Aufgabe Dateien  Zeilen Anteil Anteil Anteil
Code [%] Dokumentation[%] Kommentar [%]
Python Kernbereich 17 3800 63 25 8
Tests 8 478 67 17 9
Beispiele 5 216 50 21 16
Installationsroutine 1 214 75 13 8
C Kernbereich 1 381 55 - 16
bash Helferroutinen 2 58 38 - 43

T Gezeigt ist die Statistik fiir Version 0.3.3 der Software. Spitere Versionen werden davon abweichen. Version
0.4 (zum Zeitpunkt der Einreichung dieser Arbeit noch nicht fertiggestellt) umfasst den Code zum im
Abschnitt 4.7.5 vorgestellten Algorithmus mit 3 zusétzlichen Dateien, sowie ca. 700 Zeilen mehr Code.

¥ Dokumentation innerhalb von Programmcode (in sogenannten Docstrings) ist eine besondere Eigenschaft

der Sprache Python.

4.7.1.5 Die Verwirklichung von Symmetrieoperationen

Abbildung 4.57: Das kartesische Koordi-
natensystem mit den in sas-rigid ver-
wendeten Bezeichnungen fir die Rotati-
onswinkel und Translationen. Diese Abbil-
dung ist Teil der Anleitung und bereits on-
line publiziert (siche Abschnitt 4.7.7).

Wie bereits ausgefiihrt sollte die Software u. a. zwei Din-
ge leisten: a) Es sollen wahrend einer Simulation al-
le Untereinheiten gegeneinander bewegt werden kénnen
und b) soll die Software arbitrdre Symmetrieangaben be-
riicksichtigen konnen. Diese Bedingungen sind am leich-
testen unter Verwendung eines kartesischen Koordina-
tensystems zu erfillen: S&mtliche Daten in der PDB-
Datenbank (Berman et al., 2000) sind aus naheliegen-
den Griinden in diesem Koordinatensystem abgelegt und
Symmetrieoperationen, die nicht nur eine Rotation erfor-
dern, sind in diesem Koordinatensystem ebenfalls ein-
fach umzusetzen.

Die nebenstehende Abbildung zeigt das verwendete Ko-
ordinatensystem. Die Software beriicksichtigt Transla-
tionen dx, dy und dz entlang der Achsen X, Y und Z,
sowie Rotationen df, do und di) um diese Achsen'?.
Symmetrieoperationen nach Bewegung einer Unterein-
heit werden innerhalb von sas-rigid umgesetzt, in dem
eine Untereinheit aus dem Speicher des Rechners ent-
fernt wird. Diejenige Untereinheit, fiir die angegeben ist,
dass sie durch eine Symmetrieopertion in die geléschte
Untereinheit zu tiberfiithren ist, wird im Speicher dupli-

ziert. Und abschliekend wird die zuvor spezifizierte Symmetrieoperation auf die duplizierte Un-
tereinheit angewendet. Auf diese Weise sind bislang nur echte Symmetrieoperationen im Code
realisiert. Es ist aber geplant, in einer zukiinftigen Version (siehe Abschnitt 5.10.3 auf Seite 143
der Diskussion) Symmetrieoperationen im weiteren Sinn auch fiir nicht-identische Untereinheiten

zu ermoglichen.

2Nutzer der Software kénnen Grenzen fiir die Bewegungen in ’dx’, 'dy’, ’dz’, *theta’, 'phi’ und ’psi’ angeben
beziehungsweise innerhalb der Pythonskripte ansprechen.
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4.7.2 Ein Monte Carlo-Algorithmus mit Simulated Annealing

initiali del initial structure
Initialize mode reference datasets
symmetry specification
‘ P(r) calculation restraints
. fixed subunits during simulation
calculate first P(r) or I(q)
(getting initial x?) moving - cooling system
—_ —_ — = limits (new limits)
| -y
within ]< [ choosing moves at random | _
limit? 1 s . .. -
R -limit? (within given limits) J
I L — — —
accept cur- ) reject cur- time to cool

| _ calculate current P(r) or 1(q) rent move rent move down?

(getting new x?) L 1

successful move
counter +1
* A
new x*>old x*? )

' still accept?

roll dice

(random number 1 T
between 0 and 1) Rl lt

Abbildung 4.58: Schema des Monte Carlo-Algorithmus. Der Programmfluss wird durch ein vorab einge-
stelltes Abbruchkriterium eingeleitet. Weitere Erlduterungen siehe Text. Diese Abbildung ist bereits in
Meesters, 2008a, publiziert.

Abbildung 4.58 zeigt eine schematische Darstellung des Monte Carlo-Algorithmus mit Simulated
Annealing'3. Dieser Algorithmus dient vor allem zur Einschrinkung des Parameterraumes, so
dass eine systematische Suche, wie sie in Abschnitt 4.7.3 erldutert wird, effizienter durchgefiihrt
werden kann.

Der Algorithmus verlangt, dass ein Nutzer ein Modell initialisiert. Bei dieser Initialisierung kénnen
Rahmenbedingungen vorgegeben werden. Neben einem ersten atomaren Modell, das vorliegen
muss, braucht es ebenfalls einen Kleinwinkelstreureferenzdatensatz. Alle weiteren Parameter sind
optional:

e Die Symmetrie kann vorgebenen werden. Bislang kénnen Symmetrie im engeren Sinne nur
Homooligomere aufweisen (bezogen auf Version 0.3.3 der Software).

e Der Nutzer muss wihlen, ob I(q) oder P(r) mit den experimentellen Daten verglichen
werden soll. Im Falle von P(r) kann eine Toleranz fiir den Wert von D4, und das Inkrement
fiir r vorgegeben werden. I(q) kann auf verschiedene Weise berechnet werden: CRYSOL (fiir
SAXS-Daten), CRYSON (fiir SANS-Daten; fiir beide Programme: Svergun et al., 1995) und
die interne Methode nach Gleichung 2.19.

e Einzelne Untereinheiten kénnen auch fixiert” werden. Das heift, dass diese Untereinheiten
wahrend der Simulation nie ihre Koordinaten dndern. Dies ist auch bei einer systematischen
Parametersuche maoglich (siehe Abschnitt 4.7.3, Seite 111) und dient zur Beschleunigung.
Als Beispiel mag ein dimeres Homooligomer gelten: Wird eine Untereinheit auf diese Weise
fixiert, so fillt die Hélfte der zu berechnenden Bewegungen weg. Andererseits gilt auch, dass
alle Bewegungen der anderen Untereinheit relativ zur fixierten in Bewegungen iiberfiihrt
werden kénnen, die beide zueinander machen.

Auferdem kann der Nutzer der Software globale Grenzen fiir die Bewegungen der einzelnen Un-
tereinheiten setzen. Sodann wird der eigentliche Algorithmus gestartet. Vor dem ersten Durchlauf

13 Monte Carlo-Algorithmen mit Simulated Annealing (Kirkpatrick et al., 1983) finden in der statistischen Physik
weite Verwendung (Landau & Binder, 2000).
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jedoch wird eine erste I(q) oder P(r) berechnet und ein erster x?-Wert zu den experimentellen
Referenzdaten errechnet. Dann startet die Hauptschleife:

1. Als néchstes wird gewtirfelt, welche Untereinheiten in welcher Weise wieweit bewegt werden
sollen. Ein Nutzer der Software hat die Moglichkeit, alle Untereinheiten gleichzeitig bewegen
zu lassen oder nur eine zufillige Untereinheit pro Durchlauf.

2. Die Bewegung wird ausgefiihrt. Dies kann auch parallelisiert geschehen: Die Software er-
kennt automatisch die zur Verfiigung stehenden Prozessoren.

3. Optional kann nun der R, berechnet werden. Ist der Wert ausserhalb einer vorgegebe-
nen Toleranzgrenze, so wird die gerade ausgefiithrte Bewegung verworfen und bei Schritt
1 wieder weitergerechnet. Der Grund fiir diesen Schritt ist, dass der néchste Schritt sehr
rechenintensitv ist.

4. Nach Wahl des Nutzers der Software wird nun P(r) oder I(q) berechnet'?, woraus der -
Wert im Vergleich mit den experimentellen Referenzdaten erechnet werden kann. Ist der
x%-Wert kleiner dem vorherigen Wert, so wird die gerade ausgefiihrte Bewegung akzeptiert
und 1 zu einem internen Zéhler addiert. Der neue y2-Wert wird gespeichert und bei néichsten
Runde als Referenz herangezogen. Ist der neue x2-Wert aber schlechter als der vorherige,
so wird die aktuell durchgefiihrte Bewegung doch mit einer Wahrscheinlichkeit von

2 2
_ Xvorherig ~ Xneu >

2 P
Zufallswert S e ( \/ Xyor Kiihlung

akzeptiert, wobei der Zufallswert zwischen 0 und 1 liegt. Dies soll verhindern, dass das
System in ein lokales Minimum féllt (vgl. auch Petoukhov & Svergun, 2005).

5. Hiernach fangt der Algorithmus wieder bei Schritt 1 an, bis die voreingestellte Zahl von
Durchlaufen erreicht wird.

Zusitzlich wird immer wieder iiberpriift, ob bereits eine gewisse Zahl erfolgreicher Durchliufe,
also Durchliufe, bei denen ein besserer x?-Wert erreicht wurde, iiberschritten wurde. Ist dies der
Fall, so kiihl das System ab: Fs werden neue, engere Grenzen fiir die auszufiihrenden Bewegungen
einer Untereinheit gesetzt und zugleich wird das Inkrement fiir jeden Bewegungsparameter kleiner.
Ublicherweise werden alle Parameter um 10% kleiner, aber Nutzer der Software haben auch die
Moglichkeit einen anderen Wert zu wahlen.

4.7.3 Ein grid search-Algorithmus zur verfeinerten Suche im Parameterraum

Mit dem gerade vorgestellten Algorithmus ist nicht sichergestellt die ,beste” Lésung zu finden, es
ist sogar relativ unwahrscheinlich: Die Vorkehrungen, die das simulated annealing ausmachen (das
Akzeptieren ,schlechter Bewegungen und das systematische Kiihlen) erreichen nicht zugleich,
dass ein finales Optimum erreicht wird. Der Monte Carlo-Algorithmus mit simulated annealing
ergibt aber fiir einen Nutzer der Software einen engen Rahmen fiir eine verfeinerte Suche im Para-
meterraum. Mit Abschluss der Monte Carlo-Funktion wird das finale Optimum fiir die Bewegung
jeder Untereinheit des untersuchten Molekiils zuriickgegeben. In der Nahe dieser Parameter kann
nun schrittweise jede Kombination von Bewegungsparameter daraufhin tiberpriift werden, wie
gut die theoretische I(q) oder P(r) mit den experimentellen Daten iibereinstimmt. Am Ende
dieser systematischen Suche kann eine Fehlerabschitzung fiir die einzelnen Bewegungsparameter
erreicht werden, in dem die Abweichung der besten Lsungen mit der optimalen, finalen Lésung
verglichen werden. Hartmann & Decker schlagen vor die Losungen mit den 30 % besten x2?-Werten
zu nehmen, sowie Mittelwerte und Standardabweichung zu errechnen (Hartmann & Decker, 2002).

Y“Dies ist wegen Gleichung 2.19 gleichwertig, aber der Teufel steckt im Detail: Bei kleinen Protein fillt der
Losungsmitteleinfluss auf die Streukurve relativ stirker ins Gewicht als bei groflen Proteinen, weil das Verhéltnis
von Oberfliche zu Masse grofier wird.
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Zur Kontrolle der Qualitét der beiden hintereinandergeschalteten Algorithmen wurde die Struk-
tur des oxygenierten 24meren Himocyanins von E. californicum auf die eben vorgestellte Weise
modelliert. Zur Vereinfachung der Simulation, wurde nur Trimere als unabhingig bewegte Ein-
heiten beriicksichtigt, da sas-rigid im Gegensatz zu parmscan nicht fiir die speziellen struktu-
rellen Beziehungen eines 24meren Hémocyanins adaptiert ist (s.u.). Als Referenzdaten dienten
die SAXS-Daten dieser Arbeit beziehungsweise von B. Pairet (Pairet, 2007). Fiir die oxygenierte
Konformation des Proteins existiert bereits ein Modell auf der Basis von SAXS-Daten (Hart-
mann & Decker, 2002). Die SAXS-Daten fiir dieses Referenzmodell sind bereits etwas alter und
standen nicht zur Verfiigung (Decker et al., 1996). Das Ergebnis fiir die mit der eigenen Software
durchgefiihrten Rekonstruktion zeigt die folgende Abbildung, womit belegt ist, dass sas-rigid
unter dhnlichen Voraussetzungen zu dhnlichen Ergebnissen gelangt, wie das Programm parmscan
(Hartmann & Decker, 2002).

Abbildung 4.59: Vergleich von Modellierungen der oxygenierten Hamocyaninkonformation von E. califor-
nicum. a) Struktur nach Hartmann & Decker, 2002. Das Modell hat einen R, von 88 A und einen D,,qy
von 270 A. b) Struktur berechnet durch sukzessive Ausfiihrung der Algorithmen der Abschnitte 4.7.2 und
4.7.3. Das Modell hat einen R, von 87,3 A und ebenfalls einen D,,q, von 270 A. ¢) Superposition beider
Modelle.

Bislang, wieder bezogen auf Version 0.3.3 der Software, ist es nicht méglich Bewegungsparameter
bezogen auf die Symmetrie zu berechnen (wie in Hartmann & Decker, 2002), sondern nur fiir
die einzelnen Untereinheiten bezogen auf ein absolutes Koordinatensystem. Allerdings ist bereits
implementiert diese Parameter in Kugelkoordinaten umzurechen, was sinnvoll sein kann, sofern
es sich um einen Protein mit einer Rotationssymmetrie handelt.

Abbildung 4.60 zeigt die beiden theoretischen Abstandsverteilungsfunktionen der Strukturen aus
Abbildung 4.59 zusammen mit dem Datensatz fiir das oxygenierte E. californicum-Hamocyanin.
Da der Datensatz, welcher der Struktur aus Hartmann & Decker, 2002, zu Grunde liegt, nicht zur
Verfiigung stand, wurde ausschlieflich der Datensatz aus aus Abschnitt 4.1.1.2 auf Seite 56 zum
Vergleich verwendet. Die beiden Datensétze miissen allerdings sehr &hnlich sein (Pairet, 2007).
Es wird deutlich, dass die in Hartmann & Decker, 2002, vorgeschlagene Struktur, die experimentel-
len Daten etwas besser beschreibt. Dies ist wahrscheinlich auf die auf die speziellen Anpassungen
des parmscan-Programms auf die Symmetrie eines 24meren Hé&mocyanins zuriickzufiihren: Wie
in Hartmann & Decker, 2002, beschrieben, gibt es mehr Beziehungen als die fiir die eigene Simu-
lation verwendete C2-Symmetrie. Die folgenden Beziehungen fanden in der Arbeit von Hartmann
& Decker Beriicksichtigung, wurden in der eigenen Software aber nicht implementiert:

e Der Abstand der Trimere wird beriicksichtigt und fiir symmetrieverwandte Trimere gleich
gehalten.

e Fiir den Abstand der Hexamere innerhalb eines Dodekamers gilt Gleiches.



4.7 Eine Software zur rigid body-Modellierung von Proteinen auf SAS-Datenbasis 113

e Der Abstand der Dodekamere flieft als gesonderter Parameter ein.

e Gleiches gilt fiir die verschiedenen Kippwinkel fiir die Hexamere und Dodekamere zueinan-
der.

Alle diese Aspekte bleiben in der eigenen Software unberiicksichtigt. Das Programm parmscan ist
also sehr viel spezieller an die Gegebenheiten von 24meren Himocyaninen angepasst, wie auch
in Hartmann & Decker, 2004, erldutert. Die eigene Software kann, wie oben beschrieben, zwar
beliebige Symmetrieeigenschaften beriicksichtigen, jedoch keine komplexen Abstandsbeziehungen
wie bel 24meren Hdmocyaninen. Dennoch stimmt das mit der eigenen Software erzielte Modell
sowohl visuell (Abbildung 4.59) als auch hinsichtlich der assozierten Abstandsverteilungsfunktion
(Abbildung 4.60) gut mit der Referenzstruktur und den Daten tiberein. Die Abstandsverteilungs-
funktionen in Abbilfung 4.60 wurden mit sas-rigid errechnet.
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Abbildung 4.60: Vergleich der theoretischen P(r) der Strukturen aus Abbildung 4.59. Gezeigt ist die expe-
rimentelle P(r) fiir das oxygenierte E. californicum-Hamocyanin (—) mit exemplarischen Fehlerbalken.
Zusétzlich dazu die theoretische Streuung der Struktur aus Hartmann & Decker, 2002 (rot) und die P(r)
der selbst errechneten Struktur (blau). Die untere Tafel zeigt den Differenzplot fiir die experimentellen
und die theoretischen Daten.

4.7.4 Vergleich mit parmscan

Wie im vorigen Abschnitt eingeleitet ist das Programm parmscan von Dr. H. Hartmann (siehe
Abschitt 3.6.11 auf Seite 39 des Methodenkapitels) darauf optimiert eine rigid body-Modellierung
von 24meren Hadmocyaninen iiber einen grid search-Algorithmus durchzufithren. Allerdings konn-
te keine voll zufriedenstellende Modellbildung fiir die Himocyanine von E. californicum und P.
imperator im oxygenierten und deoxygenierten Zustand durchgefiihrt werden (siehe Daten im
Abschnitt 4.1.1.2 auf Seite 56 dieses Kapitels).

Die Schwierigkeit besteht darin, die beste Ubereinstimmung zwischen theoretischen und experi-
mentellen Daten fiir einen Datensatz zu erlangen (Abbildung 4.61 zeigt die Diskrepanz fiir die
I(q) einer Konformation).
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Abbildung 4.61: Vergleich der theoretischen Streukurven nach parmscan (rot) und experimentell (schwarz)
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4.7.5 Ein Monte Carlo-Algorithmus zur Darstellung eines Wahrscheinlich-
keitsraums

Die bisherige Implementation nimmt eine beste Losung fiir eine Proteinstruktur auf Basis der
gemessenen Daten an. Im Grunde ist dies aber als unwahrscheinlich zu erachten, da

a) ein Ligand, welcher die Konformation eines Proteines &ndert, immer im Gleichgewicht mit der
Losung steht und das Protein daher ebenfalls im Gleichgewicht verschiedener Konformationen
stehen muss und

b) weil die Doménen grofer Proteinkomplexe, wie sie iiblicherweise mittels SAXS charakterisiert
werden, ohnehin auch dem Lésungsmitteldruck ausgesetzt sind und dieser fluktuiert mit der
Zeit.

Folglich konnen ,beste Losungen® fiir eine Struktur nur als eine wahrscheinliche Losung gelten.
Besser ist es, das Messsignal als gegeben durch eine lineare Kombination verschiedener Strukturen
aufzufassen:

N
I(Q)emperimentell = Z CiI(Q)i . (48>
=0

Hierbei sind ¢; die Koeffizienten fiir die theoretischen Streukurven I(g) der i-ten Strukturen. Um
dieses algorithmisch im Computer abzubilden, wurden in jiingerer Zeit folgende Teilalgorithmen
implementiert:

Generierung vieler — Analyse der Daten —  Uberfiihren
Strukturen mit einem mittels NNLS in eine Dichte
Monte Carlo Algorithmus

HNNLS“ steht hierbei fiir einen nicht-negativen Algorithmus der kleinsten Quadrate (englisch:
non-negativity-constrained least squares algorithm). Gegeben sind N Datensétze mit je M Da-
tenpunkten (theoretische Streudaten oder Abstandsverteilungsfunktionen fiir jede Struktur aus
dem Lauf eines Monte Carlo Algorithmus). Diese ergeben eine Matrix T mit den Dimensionen
(N x M). Zusétzlich gibt es die experimentellen Daten, die einer Matrix E mit den Dimensionen
(1 x M) entsprechen!'®. Der NNLS-Algorithmus versucht nun den Ausdruck

|E—-T-c|? (4.9)

zu minimieren, wobei gilt, dass
¢ >0Vi. (4.10)

Hierbei ist ¢; das i-te Element von c¢. ¢ ist somit die Koeffizientenmatrix mit der Dimension
(N x 1), die fiir die optimale Losung der Gleichung 4.8 gesucht wird. Die Implementierung des
NNLS-Algorithmus erfolgte nach der Beschreibung von Bro & de Jong (Bro & de Jong, 1997)'6.
Die negativen Koeffizienten werden nicht nur, wie in anderen NNLS-Algorithmen, auf null gesetzt,
sondern positive Koeffizienten werden iterativ hinsichtlich Ausdruck 4.9 optimiert. Der Algorith-
mus hat sich als sehr stabil erwiesen: In Testldufen wurden von 1,5 - 10* Datensitzen nur 2 bis 6
Koeffizienten ausgewihlt. Damit wird zugleich verhindert, dass die Dichte fiir eine Konformation
(s.u.) unrealistisch ,verschmiert* erscheint.

Die Uberfiihrung in eine Dichte erfolgt so, dass Nutzer die Voxelgréfe auswihlen kénnen. Die
iibrigen Schritte sind wie folgt:

Zentrierung jeder Struktur S; auf ihr geometrisches Zentrum

!

Platzieren einer Dichte fiir jedes Atom geméf seiner Koordinaten

!

Skalieren der gesamten Dichte mit dem Faktor ¢;

15Da experimentelle Daten grundsitzlich unterschiedlich viele Datenpunkte haben kénnen, wir die Dimensiona-
litat von E iiber einer Spline-Interpolation (Press et al., 2002) gewéhrleistet.
$Die Implementierung des Algorithmus von Bro & de Jong fiir nicht-kommerzielle Zwecke ist erlaubt.
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Die Zentrierung jeder Struktur ist optional und sollte moglichst vor Aufruf des Monte Carlo
Algorithmus erfolgen. Der Monte Carlo Algorithmus funktioniert hierbei ohne das in den vorher-
gehenden Abschnitten vorgestellte simulated annealing. Es werden lediglich mégliche Strukturen
ygewiirfelt, wobei Strukturen aufserhalb eines Toleranzwertes fiir die Abweichung von dem expe-
rimentellen Gyrationsradius ausgeschlossen werden kénnen, um Speicherplatz zu sparen. Fiir alle
anderen Strukturen werden die Bewegungsparameter und die zugehérigen theoretischen Kurven
zu I(q) oder P(r) in eine Logdatei geschrieben. Die Auswertung hinsichtlich Gleichung 4.8 erfolgt
im Anschluss daran.

4.7.6 Ein Algorithmus zur Berechnung der Neutronenstreulangendichte von
Proteinen

Der Algorithmus kann die Neutronenstreuldngendichte (nSLD) bei verschiedenen Anteilen von
Deuterium im Puffer beriicksichtigen: Es wird bei Proteinen angenommen, dass austauschbare
Wasserstoffatome (Harrown et al., 2007) im Gleichgewicht mit 'H (Protonen) und ?H (Deu-
terium) des Puffers stehen. Die Schitzung des Volumes erfolgte mit YASARA (Krieger et al.,
2002). Zuséatzlich kann die sas-rigid die Annahme treffen, dass ein Atom in etwa den Raum von
10 A3 einnimmt. Dieser Durchschnittswert ist durch die Van-der-Waals-Radien der verschieden
chemischen Gruppen gegeben (Hendricks, 1930; Huggins, 1932; Sidgwick, 1933). Bei Metallen
fliefst stattdessen das Volumen fiir eine einfache Metallbindung des entsprechenden Metalls ein
(Pauling, 1960).

Die Schitzung des Volumens auf diese Weise erfolgt jedoch nur, wenn eine externe Angabe, welche
YASARA und andere Programme bei vorliegender Struktur sehr gut berechnen koénnen, fehlt. Die
gerade beschriebene Schitzung ist ausreichend fiir den Fall, dass keine Struktur eines Proteins
vorliegt und das eingenommene Volumen nicht prizise berechnet werden kann.

Im Ubrigen folgt der Algorithmus den Angaben von Abschnitt 3.10.6.3, Seite 51 im Methoden-
kapitel.

4.7.7 Webhosting der Software

Die gesamte Software — inklusive einer umfangreichen Dokumentation, einer Bedienungsanlei-
tung und diversen Nutzungsbeispielen — ist unter http://sas-rigid.origo.ethz.ch/ offent-
lich zuginglich und fiir jedermann herunterzuladen. Sie steht unter der Gnu Public License
(http://www.gnu.org/licenses/gpl-3.0.html), einer Lizenz, die sicherstellen soll, dass der Co-
de der Software jederzeit frei verfiigbar ist.


http://sas-rigid.origo.ethz.ch/
http://www.gnu.org/licenses/gpl-3.0.html
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4.8 Eine graphische Benutzeroberfliche zum schnellen Plotten
von Kleinwinkelstreudaten

SPlot ist ein selbstgeschriebenes Plottingprogramm fiir SAXS-Daten. Es basiert auf wxPython
(www.wxpython.org), Python (van Rossum, 1998), numpy & scipy (Jones et al., 2007; numerische
und wissenschaftliche Libraries), sowie matplotlib (Hunter, 2007).

SPlot, die Abbildung zeigt das nebenstehende
= ‘ s EEE  Hauptfenster der Anwendung, bietet verschie-
File Data Evaluate Desmearing View Help

dene Leistungen an:

e Die schnelle Darstellung von ASA-
Dateien (dem Format der Software zur
Kratky-Kamera), inklusive des Pulsho-
henspektrums. Dies erlaubt den schnel-
len Abgleich von Datensétzen, noch wih-
rend die Messung 1duft und kann so hel-
fen fehlerhafte Einstellungen schneller zu
finden.

e Interfaces zu den Entschmierprogram-
men GNOM und ITP/ITO (s.u.) und er-
laubt so ein schnelles und weniger fehler-
trichtiges Entschmieren verglichen mit

P OO+ - der strikt manuellen Einstellung der Ent-

<=89.678571 y=1050000 schmierprogramme.

Ap(r) [au]

e Die Position des Priméarstrahls bei Wan-

Abbildung 4.62: Das Hauptfenster von SPlot. Ge- - . .
derspaltmessungen kann fiir eine Viel-

zeigt wird, wie die Abstandverteilungsfunction zwei-

er Datensétze differiert, inklusive einem Panel fiir die zahl von Datensétzen gleichzeitig ermit-
Darstellung der Abweichung mit exemplarischen Feh- telt und ausgedruckt werden. Dies er-
lerbalken. leichtert die Dokumentation wesentlich.

e Indirekt bietet das SPlot iiber das Skript
PreToExcel auch den direkten Export in
EXCEL-Tabellen an, was die Aufarbeitung
wesentlich kiirzt.

Neben den gerade beschriebenen Operationen mit Rohdatenséitzen bietet das Programm weiterhin
Optionen fiir den Umgang mit entschmierten Datensdtzen:

e Sowohl die eigentlichen Streudaten als auch die Abstandsverteilungsfunktionen zweier Da-
tensitze konnen verglichen werden. Hierbei wird die Fehlerfortpflanzung automatisch be-
riicksichtigt. Die Unterschiede zweier Datensétze konnen so direkt visualisiert werden.

e Fs ermdglicht das Auslesen von Metadaten von entschmierten Datensédtzen. Insbesondere
der Abgleich verschiedener Datenséitze fillt so leichter.

e Das Programm bietet die Moglichkeit Kratky- und Porodplots direkt zu plotten. Dies er-
laubt Verdnderungen in der Konformation oder des Volumens direkt zu visualisieren. Zu-
gleich wird eine numerische Analyse offeriert (wo liegt das Maximum?; wie entwickeln sich
die Fehler?; etc.).

e Fits theoretischer Daten konnen ebenfalls eingeladen werden. Der Vergleich ist graphisch
vom Vergleich der experimentellen Datensédtze abgehoben.

e Schlieklich sind noch diverse Funktionen zur Manipulation der Darstellung eingebunden,
die wenige Wiinsche der Darstellung offen lassen.
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118 Resultate
= CNOMIFeenGINterTaee: el Die linksstehende Abbildung zeigt beispiels-
weise das Interface fiir GNOM (Svergun, 1992).
PZEEE B i Das Interface bietet eine Hilfefunktion basie-
Printer [postocrpt | Formfactor | | rend auf der Dokumentation von GNOM. Es ist
- moglich, die Parameteredatei gnom.cfg, wel-
EXPERT |none | P Filenames | che von GNOM ausgelesen wird, zu speichern.
NSKPL[G— | Nskez[g | Dann allerdings muss das Programm GNOM in
U o) SME[T 1) der Shell von Hand gestartet werden. Dies ist
e — : notig, da GNOM eine nicht l6sbare Verbindung
PLONP (] PLORES[, ] zu Gnuplot (www.gnuplot.info) enthélt, wel-
BAERR[, | eoER[ | che den Pro.grammabla"uf von”aufrufenden PrF)—
— — grammen wie SPlot storen wiirde. Der Vorteil,
LKERN n | el ] den das Interface bietet, besteht darin, dass
RMIN[ ] RMAX[7g | GNOM-Ausgabedateien schnell in SPlot einge-
- - lesen werden konnen. Verschiedene Resulta-
ey sy te konnen iibereinander geplottet werden und
KERNEL [kiembin | DEVIAT[gp | die Eingabeparameter kénnen online gedndert
IDET AL (5 | werden. Die p‘ara.llele Nutz‘ung ein§§ dritten
Programms, wie ein Texteditor, entféllt.
AHL |o5352 | LHL o.2480 | Ein sehr &hnliches Interface besteht auch
P YT a— N Y a— fir die Programme ITP und ITO (Glatter,
- - 1977). Hier wiegen die Vorteile noch stérker:
APl ] R D | Da die Programme ITP und ITO urspriing-
RADSS (| NeToB[y | lich fir VAX/VMS geschrieben wurde, sind

Abbildung 4.63: SPlot Interface zur Dateneingabe in

GNOM.

sie durch fehlende Benutzeroberflichen (auch
keine Kommandozeilenoberfliche) nicht mehr
zeitgemék. Das SPlot-Interface bietet jedoch
direkte Hilfefunktionen an und stellt sicher,
dass die sehr restriktiven Formen der Parame-
terdateien fiir ITP und ITO eingehalten werden.
Letztere sind eine sehr grofse Fehlerquelle bei
der Nutzung von ITP und ITO.



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Die Struktur 24merer Hamocyanine von Furypelma califor-

nicum und Pandinus imperator unter Einfluss verschiedener
Effektoren

5.1.1 Einfluss der Sauerstoffbindung auf die Konformation

Konformationsinderungen des Hamocyanins von Furypelma californicum unter dem Einfluss von
Sauerstoff wurden hinsichtlich des Konformationsiiberganges bei der Oxygenierung, beziehungs-
weise Deoxygenierung, bereits in der Vergangenheit untersucht (Decker et al., 1996; Hartmann
& Decker, 2002; Hartmann & Decker, 2004; Hartmann et al., 2004). Die SAXS-Daten, denen
diese Arbeiten zugrunde liegen, wurden mit einer Kratky-Kamera am Institut fiir Physikalische
Chemie in Graz generiert. Die Kratky-Kamera des Institutes fiir Molekulare Biophysik im Zuge
der Diplomarbeit von D. Honig installiert (Honig, 2004). Ziel meiner Arbeiten war es zunéchst,
mit Hilfe des Himocyanins von E. californicum als Referenz, die Qualitdt der Daten der Kratky-
Kamera zu evaluieren. Die Kamera wurde seid der Diplomarbeit von D. H6nig nur in einem
Fortgeschrittenenpraktikum genutzt und es weder klar, wie reproduzierbar die Daten sind, noch
wie gut die Dekonvolution, beziehungsweise Entschmierung, der Daten gelingt.

Im Zuge der Diplomarbeit von B. Pairet (Pairet, 2007) wurden, von mir betreut, Daten des Prote-
ins unter atmosphérischen Bedingungen (Sauerstoffeinfluss) aufgenommen. Es zeigt sich deutlich,
dass die priméren physikalischen Parameter zwischen den eigenen Daten und den Daten des Gra-
zer Institutes im Wesentlichen {ibereinstimmen (siehe Tabelle 4.1, Seite 57). Die Differenz im
Gyrationsradius von ca. 0,7 A kann dem experimentellen Fehler jangelastet* werden. Ebensogut
ist es moglich, ja sogar wahrscheinlich, dass die Unterschieden in den Datensétzen struktureller
Heterogenitét zuzuschreiben sind: Fir sdmtliche Experimente wurden Hamocyaninproben ver-
schiedener Tiere zusammengefiihrt, um eine ausreichende Menge der Probe fiir die Messung zu
haben. Damit entsteht eine Heterogenitét innerhalb der Himocyanine, die sich auch in leicht un-
terschiedlichen Werten fiir eine SAXS-Messung auswirken kann und die kleinen angesprochenen
Differenzen zu erkliren vermag. Uberdies ist seit langem bekannt, dass das Himocyanin von E.
californicum auf Ebene der 24mere eine inhédrente Heterogenitét besitzt (personliche Mitteilung
Professor H. Decker).

Es ist festzuhalten, dass die institutseigene Kratky-Kamera interpretierbare und reproduzierbare
Daten liefern kann. Es war moglich an verschiedenen Tagen mit verschiedenen Experimentato-
ren Ergebnisse zu erzielen, die im Rahmen des experimentellen Fehlers identisch waren. Da die
physikalischen Parameter der Daten nach, beziehungsweise wiahrend, der Dekonvolution ermit-
telt wurden und die gemessenen Kurvenverldufe den publizierten entsprechen (vgl. Decker et al.,
1996), ist {iberdies davon auszugehen, dass die Dekonvolution korrekt durchgefiihrt werden kann.
Die in den Tabellen 3.3 und 3.4 ab Seite 35 des Methodenkapitels aufgefiihrten Parameter fiir die
Entschmierung der SAXS-Daten der institutseigenen Kratky-Kamera kénnen also als korrekt fiir
alle weiteren Arbeiten an der Kratky-Kamera des Institutes erachtet werden'.

'Mit der im Juli 2008 fillig gewordenen Sanierung des Rontgenlabors und der damit verbundenen Stilllegung
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Zusatzlich zu den Streudaten des oxygenierten Proteins konnten zusammen mit B. Pairet auch
SAXS-Daten zum deoxygenierten Protein gewonnen werden (Pairet, 2007). Auch hier stimmen
Gyrationsradius und Abstandsverteilungsfunktion im Grofen und Ganzen mit den Referenzda-
ten aus Decker et al., 1996, iiberein. Allerdings gibt es eine wesentliche Diskrepanz: Wiahrend
Decker et al. fiir das deoxygenierte Protein von E. californicum von einenm maximalen Abstand
250 A + 5A berichteten, wurde fiir die eigenen Daten ein Wert von Djq, = 260A + 2A er
mittelt. Diese Diskrepanz ist nicht mit der Heterogenitit der Proben zu erkldren. Wahrend bei
den Grazer Daten ein pH-Wert von 7,2 gewahlt wurde (Decker et al., 1996) herrschte bei den
eigenen Messungen ein pH-Wert von 7,1. D. Honig konnte zeigen, dass auch kleine Anderungen
des pH-Wertes einen grofen Effekt hervorrufen konnen (Honig, 2004). Ob dieser allerdings allei-
ne ausreichend ist, den Unterschied im D4, zu erkldren, ist nicht klar. Insgesamt wird bei der
Referenzarbeit von einer wesentlich groferen experimentellen Unsicherheit ausgegangen (Decker
et al., 1996). Es ist also nicht auszuschliefen, dass der Wert fiir den D4, dort unterschitzt
beziehungsweise bei den eigenen Daten leicht {iberschitzt wird.

Ahnlich wie die SAXS-Daten von E. californicum-Hamocyanin dazu verwendet wurden, mit-
tels parmscan (siehe Abschnitt 3.6.11, Seite 39) Strukturvorschlige fiir die oxygenierte und die
deoxygenierte Konformation zu machen (Hartmann & Decker, 2002), sollte dies auch fiir die hier
gezeigten Daten durchgefithrt werden. Uberdies war geplant parmscan auch auf die SAXS-Daten
fiir das Hadmocyanin von P. #mperator anzuwenden. Warum dies nicht funktioniert hat wird in
den Abschnitten 4.1.1.2 auf Seite 56 und 4.7.4 auf Seite 113 erldutert (beide Abschnitte im Re-
sultatekapitel): Offenbar enthielt das Programm parmscan Fehler.

In der Diplomarbeit von B. Pairet konnte jedoch mittels ab initio-Modellierung mit dem Pro-
grammm MCSAS (Hartmann & Decker, 2004) gezeigt werden, dass sich die Konformationen von £.
californicum und P. imperator in ihren Konformationen bei Oxygenierung und Deoxygenierung
weitgehend gleichen (Pairet, 2007). Es ist naheliegend anzunehmen, dass sich die strukturellen
Reaktionen auf Verdnderungen im Sauerstoffpartialdruck bei allen Cheliceratenhdmocyaninen
gleichen: Vergleichbare Arbeiten zum 24meren Hamocyanin des Skorpions Buthus sindicus stiit-
zen diese Annahme (Ali et al., 2007). Die Arbeit von Ali et al. zeigt fiir das Hamocyanin eines
Skorpions einen Konformationswechsel von oxygeniert zu deoxygeniert, wie er im Wesentlichen
auch fiir das Hamocyanin der Spinne E. californicum beschrieben wurde (Decker et al., 1996;
Hartmann & Decker, 2002) — hierzu siehe auch Ali et al., 1995 und Ali et al., 2000.

5.1.2 Einfluss von SDS auf die Konformation
5.1.2.1 Verifikation der SDS-CMC

Die in dieser Arbeit vorgestellte Trépfchenmethode zur Bestimmung der kritischen mizelldren
Konzentration (CMC) eines Detergens (siehe Abschnitt 3.9.3 auf Seite 45 des Methodenkapitels)
ist nicht sonderlich exakt, stellt jedoch eine kostengiinstige und schnelle Alternative zu anderen
Methoden dar (eine Ubersicht iiber diese anderen Methoden bietet Kaufmann et al., 2006). Tabelle
4.2 auf Seite 58 zeigt die ermittelten Werte fiir die CMCs von SDS fiir die Puffer, die zur Aufnahme
der im Folgenden besprochenen Kleinwinkelstreudaten verwendet wurden.

Die ermittelten Werte decken sich weitgehend mit anderweitig bestimmten Werten (Nillius, 2007,
Jaenicke & Decker, 2008; Dietze, 2008). Es ist also festzuhalten, dass die Tropfchenmethode zur
ungefédhren Bestimmung der CMC eines Detergens eingesetzt werden kann, wenn es gilt die CMC
fiir einen verdnderten Puffer schnell zu ermitteln. Die Methode scheint jedoch etwas weniger pri-
zise, was unter Umstédnden aber durch grofere Spritzenvolumina ausgeglichen werden kann.

Fiir die Aufnahme der im folgenden Abschnitt besprochenen SAXS-Daten wurde eine SDS-
Konzentration von 5mM eingestellt. Unabhéngig von der Prézision der CMC-Bestimmung ist
damit gesichert, dass in etwa die 4 — 5fache Menge der CMC eingesetzt wurde. Ziel war es, die

der Kamera ist allerdings davon auszugehen, dass diese bei Inbetriebnahme nach der Sanierung erneut kalibriert
werden muss.
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Konformation der Himocyanine unter SDS-Einfluss zu charakterisieren, da SDS eingesetzt wer-
den kann, um die Phenoloxidaseaktivitit der Proteine zu aktivieren. Bei einer Charakterisierung
mittels SAXS sollte die Proteinprobe méglichst in einer Konformation sein, denn dies erleichtert
die Interpretation der Daten. Baird et al., 2007, konnten zeigen, dass die Hamocyanine von E.
californicum und P. imperator nicht ihre strukturelle Integritét verlieren und die Phenoloxida-
seaktivitdt hoch ist. Da ein Mehrfaches der CMC des Aktivators SDS eingesetzt wurde, ist es
wahrscheinlich, dass alle Himocyaninmolekiile in der Lésung mit SDS gesédttigt waren. Somit
sind die aufgenommenen SAXS-Daten unter SDS-Einfluss mit einer Konformation des jeweiligen
Hémocyanins zu interpretieren.

5.1.2.2 Einfluss von SDS auf das Himocyanin von Furypelma californicum

Fiir das Hamocyanin von E. californicum konnte gezeigt werden, dass es mit SDS zu einer Pheno-
loxidase zu aktivieren ist (Decker & Rimke, 1998; Decker et al., 2001). Eine detailliere kinetische
Charakterisierung folgte (Jaenicke & Decker, 2008) und auch fiir eine ganze Reihe von Crustaceen-
Hamocyaninen konnte gezeigt werden, dass diese sich mit SDS zu Catecholoxidasen konvertieren
lassen (Jaenicke & Decker, 2004a). Molekulare Modellierung auf Basis von kristallograpischen
Daten anderer Himocyanine lisst vermuten, dass ein konserviertes Phenylalanin der Doméne I
den Zugang phenolischer Substrate zum aktiven Zentrum unterbindet (Decker & Tuczek, 2000;
Decker et al., 2007). Es wird spekuliert, inwieweit SDS die Struktur des Himocyanins veréndert,
so dass phenolische Substrate Zugang zum aktiven Zentrum finden kénnen. Bis zum Beginn die-
ser Dissertation war nicht bekannt, ob mit der Bindung von SDS ein Konformationswechsel auf
Ebene des 24meres stattfindet und welcher Art dieser sein kann.

Wie in Abschnitt 4.1.1.3, Seite 57 des Resultatekapitels in Abbildung 4.3 gezeigt, trigt SDS
signifikant zur Hintergrundstreuung des Puffers bei. Es ist anzunehmen, dass der grofere Teil
der SDS-Molekiile in Mizellen aggregiert ist. Die Frage, die sich mit diesem Resultat verbindet
ist, inwieweit sich die Streuung von Puffer mit SDS von einem Streudatensatz von Hamocyanin,
Puffer und SDS abziehen lésst. Inwieweit ist also der konventionelle Pufferabzug (siehe Abschnitt
3.6.4.1, Seite 34 im Methodenkapitel) durchzufiithren?

Es ist plausibel anzunehmen, dass SDS in grofem Uberschuss in der Losung vorhanden war: Ma-
ximal wurden 63,5 mg/mL des Himocyanins vermessen. Dies entspricht einer etwa 4,2 - 1075 M
Lésung, wihrend stets 5mM SDS in der Losung waren. Dies entspricht im ungiinstigsten Fall
einem Verhéltnis vom H&mocyanin zu SDS von etwa 1:120. Da sich die Teildatensitze der ver-
schiedenen Proteinkonzentrationen iibereinanderlagern liefsen, muss auch fiir die hichste Prote-
inkonzentration das Hémocyanin mit SDS gesdttigt sein. Ein unbekannter Teil des SDS wird sich
an das Protein anlagern und ein weit groferer Teil frei in Losung sein: Teilweise als Monomer,
groftenteils in Mizellen.

Damit ist der Pufferabzug prinzipiell méglich, da sich die Pufferlésung und die Probenlosung
hinsichtlich des SDS gleichen werden. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass Daten, die mit dieser
Annahme behandelt werden, einem systematischen Fehler unterliegen. Dieser Fehler ist dadurch
bedingt, dass ein unbekannter Teil des SDS an das Protein angelagert und damit aus der Lésung
entzogen ist. Aufgrund des Verhéltnisses von Hamocyanin zu SDS sollte dieser Fehler jedoch klein
sein (weit unter einer Promille, weil das ungiinstigste molare Verhéltnis des Hamocyanins zu SDS
besser als 1:100 ist und das Massenverhéltnis etwa 1:1650 betrégt).

Die SAXS-Daten des Himocyanins von E. californicum zusammen mit SDS bestétigen die An-
nahme, dass sich SDS an das Protein lagerte: Mit zunehmendem Streuvektor ¢ steigt die Streuin-
tensitdt des mit SDS assoziierten Proteins relativ zum Protein ohne SDS (vgl. Abbildung 4.4).
Da bis zu einem Wert von ¢ = 0,05 der Intensitétsunterschied gering ist, kann angenommen
werden, dass die Massenzunahme ebenfalls gering ist. Eine quantitative Schétzung ist auf diese
Weise nicht zu erreichen, da die Intensitdtsschwankungen einer Kratky-Kamera diese mit einem
zu grofen Fehler versehen wiirde. Die Maxima des Kratky-Plots aus Abbildung 4.5 (b) in Verbin-
dung mit den Ergebnissen aus Abschnitt 4.5, Seite 102 im Resultatekapitel, lassen aber vermuten,
dass die Massenzunahmen unter 10 % liegt.
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Fiir die Skalierung der Abstandsverteilungsfunktion (vgl. Abbildung 4.5 (a)) wurde dementspre-
chend der Massebeitrag durch das SDS vernachlissigt. Dies dndert nichts an den Aussagen: Es
erscheint naheliegend die Konformation des Hamocyanins unter SDS-Einfluss mit der deoxyge-
nierten Konformation zu vergleichen (vgl. Abbildung 4.2b)), die Kurven sind sehr dhnlich. Ein
Blick auf den Gyrationsradius und den D, lafst ebenfalls schliefsen, dass diese Annahme zu-
treffend ist (vgl. Tabelle 4.3). Die Daten von Baird et al. belegen aber, dass das Protein nicht
deoxygeniert sein kann: Das Hidmocyanin verdndert unter Anlagerung von SDS nicht den Grad
der Oxygenierung (Baird et al., 2007), was auch durch eigene Absorptionsmessungen bestétigt
ist (nicht gezeigt). Auch die Sekundarstrukturanteile, bestimmt {iber CD-Spektroskopie, dndern
sich nur wenig. Uberdies bestiitigt der Kratky-Plot (Abbildung 4.5b)), dass das Protein nicht
entfaltet wird — jedenfalls nicht bis zu einer Auflssung von etwa 20 A (die auszuwertenden Daten
reichen bis etwa ¢ = 0,3 A).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass das Himocyanin von FE. californicum unter SDS-Finfluss
eine Konformation annimmt, die der Konformation unter Deoxybedingungen gleicht. Hierbei aber
wird das Protein nicht deoxygeniert und es lagert sich nur wenig SDS an.

5.1.2.3 Einfluss von SDS auf das Himocyanin von Pandinus imperator

Ziel bei den SAXS-Messungen von P. imperator-Hamocyanin unter SDS-Einfluss war dasselbe wie
beim E. californicum-Hamocyanin: Die Frage nach der Konformation des 24mers. Aus den Ab-
bildungen 4.6 und 4.7 ist zu schlussfolgern, dass der Konformationswechsel weit drastischer ist als
beim E. californicum-H&mocyanin. Aus den Streudaten und dem Kratky-Plot wird deutlich, dass
sich weit mehr SDS-Molekiile an das Protein angelagert haben. Es ist apparent, dass insbeson-
dere die Minima der Streukurve unter SDS-Einfluss weniger stark ausgeprigt sind. Diese werden
durch die relative Stellung der 6mere und 12mere des 24mers zueinander gepriagt (Hartmann
& Decker, 2004). Die Abstandsverteilungsfunktion in Abbildung 4.7 a) bestétigt diese Interpre-
tation: Die P(r) verdndert sich derart, dass dies nicht durch eine Verkippung der Dodekamere
zueinander, wie im Fall der Konformationen des FE. californicum-Himocyanin unter Oxy- und
Deoxybedingungen, zu erkliren ist (siche Abschnitt 4.1.1.3, Seite 57 ff. im Resultatekapitel). Dr.
H. Hartmann bestétigte, dass eine solche Abstandsverteilungsfunktion durch keine Simulation,
die bisher als strukturell plausibel betrachtet wurde, zu erkléren ist (persénliche Mitteilung).
Festzuhalten ist an dieser Stelle aber, dass die Entschmierung der Daten unter der Annahme ei-
ner monodisperen Lésung durchgefiihrt werden konnte. Eine Entschmierung unter der Annahme
einer polydispersen Losung wurde ebenfalls versucht, brachte aber kein Ergebnis (die Beurteilung
der Entschmierungsversuche durch das Programm GNOM waren durchweg signifikant schlechter als
bei der Entschmierung unter der Annahme einer monodispersen Losung).

Eine bisher unveréffentliche single particle-Rekonstruktion von Cong et al. (Verdffentlichung in
Vorbereitung) fiir das Hamocyanin von P. imperator unter dem Einfluss von SDS deutet darauf
hin, dass es nur geringe Verdnderungen in der Quartirstruktur des Proteins gibt (personliche
Mitteilung von Prof. H. Decker). Die Daten bestitigen zwar die Vermutung, dass kleine Verén-
derungen der Struktur den Zugang phenolischer Substrate zum aktiven Zentrum erdffnen, stehen
aber in krassem Widerspruch zu den SAXS-Daten.

Daten der dynamischen Lichtstreuung bestétigen einerseits die Stabilitdt des Proteinkomplexes
unter SDS-Einfluss im Grofsen und Ganzen und zeigen andererseits, dass gerade das Hamocya-
nin von P. imperator nicht so stabil ist, wie das Himocyanin von E. californicum (Baird et al.,
2007): Der hydrodynamische Durchmesser des Molekiils nahm bei Inkubation iiber Nacht signi-
fikant ab. Auch bei eigenen Versuchen elektronenmikroskopischer Aufnahmen des P. imperator-
Hémocyanins (siehe Nillius et al., 2008) wurde festgestellt, dass das Protein relativ empfindlich
ist und bei Absorption auf einem Netz zur Elektronenmikroskopie (siehe Abschnitt 3.7, Seite 40
ff. im Methodenkapitel) leicht in Dodekamere oder gar Hexamere zerfallt.

Vor der Aufnahme der Daten fiir die single particle-Rekonstruktion in Cong et al. wurde das
Protein fiinf Minuten mit SDS inkubiert. In dieser Zeit entfaltet das Himocyanin seine enzymati-
sche Aktivitat (Nillius, 2007), zerféllt aber nicht (Baird et al., 2007). Die Messdauer wéhrend der
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SAXS-Messung war wesentlich ldnger, vor allem aber muss eine Probe fiir die Messung in eine
Probenkapillare gefiillt werden. Man kann nun spekulieren, dass die bei der Befiillung der Kapilla-
re auftretenden Scherkrifte die, in der dynamischen Lichtstreuung beobachteten Verdnderungen,
beschleunigten.

Insofern ist nicht eindeutig zu schlussfolgern, welche strukturellen Verdnderungen bei der Ein-
wirkung von SDS auf das Himocyanin von P. imperator vor und wihrend der SAXS-Messung
stattgefunden haben. Ausreichende Rechenkapazitit vorausgesetzt ist allerdings denkbar die Si-
tuation mit dem neuen Monte-Carlo-Algorithmus in sas-rigid (sieche Abschnitt 4.7.5, Seite 115
im Resultatekapitel) zu simulieren, um zumindest mogliche Positionen der Hexamere zueinander
herauszufinden.

5.2 Konformationsiiberginge in den hexameren Hamocyaninen
von Palinurus elephas und Palinurus argus

Die hexameren Himocyanine der Langusten P. elephas und P. argus erfahren besonderes Inter-
esse, da ein Verstindnis der Konformationsiiberginge innerhalb der ,Basiseinheit der Arthro-
podenh&mocyanine, dem Hexamer, von zentraler Bedeutung fiir das Verstidndnis auch hoherer
Hierarchiestufen ist. Uberdies ist der experimentelle Zugang bei den relativ kleinen Komplexen
auch einfacher und es gibt bereits einige kristallographisch und elektronenmikroskopisch aufge-
kldrte Strukturen (siehe Abschnitt 1.2.1.5, Seite 8 in der Einleitung).

5.2.1 Homologiemodellierung fiir das Himocyanin von Palinurus elephas

Fiir die rigid body-Modellierung auf Basis der SAXS-Daten (siehe néchster Abschnitt) musste ein
atomares Modell des hexameren Himocyanins zur Verfiigung stehen. Es gibt bereits eine ganze
Reihe von kristallographisch aufgeklérten hexameren Hdmocyaninstrukturen (Gaykema et al.,
1984; Gaykema et al., 1986; Volbeda & Hol, 1989; Hazes et al., 1993; Magnus et al., 1994). Auf-
grund der inhdrent geringen Auflésung der Réntgenkleinwinkelstreuung wére eine dieser Struk-
turen moglicherweise hinreichend gewesen, um als Startstruktur fiir eine rigid body-Modellierung
zu dienen. Fiir das Hamocyanin von P. elephas wurde jedoch die Sequenz von Prof. T. Bur-
mester ermittelt (Meissner et al., 2003), so dass es naheliegend ist mit der eigentlichen Sequenz
ein Homologiemodell (vgl. Abbildung 4.9 auf Seite 65) zu entwickeln, um die Qualitét der rigid
body-Modellierung zu erhéhen.

Es wurde, aufgrund der phylogenetischen Nihe, die Annahme getroffen, dass das Himocyanin
von P. elephas in gleicher Weise glykosiliert ist wie das Hamocyanin in der Struktur von P.
interruptus. Die Struktur von P. inferruptus zeigt fiir jede Untereinheit zwei Zuckerreste am
Asparagin 167: 2-Acetylamino-2-deoxy-a-D-Glucopyranose und darauf folgend ein N-Acetyl-D-
Glucosamin (Gaykema et al., 1986).

Neben den Zuckerresten wurde auch versucht fehlende Schleifen in den Musterstrukturen (vgl.
das Sequenzalignment in Abbildung 4.8) zu modellieren. Ziel ist es nicht etwa die einzig korrekte
Struktur zu ermitteln, sondern eine wahrscheinliche Konfiguration fiir diese fehlenden Schleifen
zu bestimmen, denn fehlende Strukturelemente wirken sich viel starker auf eine Streukurve aus,
als leicht falsch positionierte (Petoukhov et al., 2002). Es wurde also nicht angestrebt das Loop-
modelling zu optimieren, sondern die beste Struktur eines direkten Anlaufs mit dem Programm
MODELLER wurde {ibernommen — selbstverstindlich nicht ohne zumindest die beschriebene Ener-
gieminimierung zur Vermeidung sterischen Uberlapps von Atomen auszufiihren (siche Abschnitt
4.1.2.1, Seite 63).

Ein qualitativer Vergleich mit dem Homologiemodell aus Meissner et al. ist nicht moglich, da das
Homologiemodell nicht verdffentlicht wurde (Meissner et al., 2003). Das eigene Homologiemodell
zeigt jedoch, dass es sich qualitativ an den Musterstrukturen orientiert, fiir die eine schlechte
Qualitdt bezeugt wird (siehe Abschnitt 4.1.2.3, Seite 68 im Resultatekapitel). Und so gibt die
WhatIf-Analyse (Vriend, 1990; Hooft et al., 1996) auch einige Schwichen fiir das Homologiemodell
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an (siehe Abschnitt 4.1.2.1, Seite 63). Dennoch stellt es das bestmdogliche Modell dar, das fiir eine
rigid body-Modellierung zur Verfiigung steht: Alle Aminosduren — und damit alle Atome — sind
im Gegensatz zu anderen Strukturen plaziert. Kleine Fehlstellungen werden bei einem Vergleich
mit SAXS-Daten nicht ins Gewicht fallen, weil die Auflésung von SAXS-Daten gering ist.

5.2.2 Einfluss von Urat und Koffein auf die Struktur der Haimocyanine

Auf Basis der SAXS-Daten (siehe Abbildungen 4.10 und 4.11 auf Seite 66 ff.) der Himocyanine
von P. elephas und P. argus kann geschlussfolgert werden, dass die Effektoren Urat und Koffein
die Konformationen der Hamocyanine in dhnlicher Weise beeinflussen. Dies ist eine keineswegs
triviale Aussage, da fiir die beiden Effektoren bei anderen Himocyaninen unterschiedliche Bin-
destochiometrien gefunden wurden (Hellmann et al., 2001; Hellmann et al., 2004). Andererseits
wurden in der Diplomarbeit von A. Rabenhorst fiir beide Effektoren bei beiden hier bespro-
chen Hamocyaninen eine dhnliche Anzahl von Bindestellen von 1 — 2 Bindestellen pro Hexamer
nachgewiesen (Rabenhorst, 2007). Uberdies wird davon ausgegangen, dass Urat und Koffein die
Sauerstoffaffinitit von Himocyaninen mit dhnlicher Wirkung modulieren (Hellmann et al., 2001;
Menze et al., 2001).

Eine genauere Analyse des Konformationswechsels wurde mittels rigid body-Modellierung ange-
strebt. Zunéchst wurde versucht durch systematisches Bewegen der Untereinheiten herauszufin-
den, welche Konformation am besten zu den SAXS-Daten passt. Um die Rechenzeit zu verkiirzen,
wurde vorab mit Hilfe einer Monte Carlo-Simulation eine Naherungslosung gesucht (siehe Ab-
schnitt 4.7.2, Seite 110 ff. im Resultatekapitel), dann folgte die systematische Losung ausgehend
von der Niherungsldsung.

Die Abbildungen 4.12 und 4.13 auf den Seite 68 ff. im Resultatekapitel zeigen die Resultate die-
ser Modellierung in Form molekularer Oberflachen. Es wird deutlich, dass die Untereinheiten der
Konformationen unter Effektoreinfluss gegeniiber der Konformation ohne Effektoren leicht ge-
dreht erscheinen — und zwar beide in &dhnlicher Weise. Tabelle 4.6 mit den angewendeten finalen
Bewegungsparametern bestatigt diesen Eindruck. Hierbei ist zu bemerken, dass auch die Kon-
formation des oxygenierten Hdmocyanins ohne Einfluss von Urat oder Koffein gegeniiber dem
Homologiemodell verdreht erscheint. Die Ursache hierfiir ist unter Umsténden darin zu sehen,
dass das Homologiemodell, aufgrund der Musterstrukturen, eher der deoxygenierten Struktur
entspricht und in seiner Konformation ebenfalls auf die SAXS-Daten angepasst werden muss?.
Eine abschlieffende Bewertung der Plausibilitdt dieser Vermutung ist erst durch einen Referenz-
datensatz mit dem deoxygenierten Protein zu erreichen.

Die Interpretation der relativen Unterschiede zwischen den von Urat und Koffein beinflussten
Strukturen und der effektorfreien Referenz ist durch diese Uberlegung aber nicht beeintrichtigt.
Wenngleich durch die Bewegungsparameter, welche die Software sas-rigid fand (vgl. Tabelle
4.6), suggeriert wird, dass keine Weitung oder Verengung der Trimere (als Halbmolekiile des
Hexamers rund um die Rotationsachse) stattgefunden hat, belegt Tabelle 4.7 auf Seite 70 das
Gegenteil. Eine Weitung der durch Urat oder Koffein beeinflussten Konformationen gegeniiber
der Konformation der effektorfreien Konformation ist wesentlich durch die Rotationsparameter
erreicht. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Vergrokerung der Gyrationsradii (sieche Tabelle 4.5
auf Seite 65 fiir eine Ubersicht der ermittelten Gyrationsradii). Zugleich wird in Tabelle 4.7 deut-
lich, dass die apparente Verdrehung der Untereinheiten unter Urateinfluss etwas stdrker ausfillt,
als unter Koffeineinfluss. Tabelle 4.6 macht deutlich, dass der Bewegungsparameter di (siche
Abschnitt 4.7.1.5, Seite 109 im Resultatekapitel) hierfiir wesentlich sein muss. Dieser Rotations-
parameter bestimmt die Drehung um die Rotationsachse des Molekiils (siche Abschnitt 3.8.5,
Seite 43 im Methodendenkapitel).

’Die Konformation ohne Einfluss von Urat und Koffein mag gegeniiber dem Homologiemodell stark verindert
erscheinen, aber dieser Eindruck triigt: Durch die Verdrehung der Untereinheiten scheinen die trimeren Halbmo-
lekiile in der Sicht entlang der Rotationsachse fast genau iibereinander zu liegen. Aber dies ist ein Artefakt der
Darstellung, wie ein genauer Blick auf die Seitenansicht erkennen lisst.
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Und in der Tat: Ein direkter Vergleich der Ab-

bildungen 4.12 und 4.13 zeigt, dass der zentrale ,,2 X C3“
,Kanal“ entlang der Rotationsachse bei der Kon- D3 T
formation unter Urateinfluss gréfer ist als bei der e
Konformation unter Koffeineinfluss und bei bei- —

den grofer als bei der effektorfreien Konformati- ‘

e | —{
Wi il =

Dieser Umstand lésst trefflich {iber die mdéglichen e
Bindungsstellen fiir Urat und Koffein spekulieren.

Ein sogenanntes Docking, also das Einpassen ei-

nes Liganden in seine Bindetasche in einem Pro- Abbildung 5.1: Schema zu den Symmetriediber-
tein im Computer, um die Bindeenthalpie und die legungen der Bindestelle fiir Urat und Koffein
Bindekonfiguration der Ligandenatome sowie der @n Hamocyanin von P. elephas und P. argus.
Atome der Bindetasche vorherzusagen, ist aufgrund Nahere Erlduterungen im Text.

der Qualitdt und Groke der Himocyaninstrukturen

noch niemandem moglich gewesen. Aber einige theoretische Uberlegungen koénnen Hinweise auf
die Position der moglichen Bindungsstellen geben: Die Bindungsstudien von A. Rabenhorst (Ra-
benhorst, 2007) belegen, dass es maximal zwei mogliche Bindestellen fiir Urat und Koffein bei dem
Hamocyanin von P. elephas geben muss. Das Wesentliche hierbei ist: Diese Bindungsstellen sind
equivalent und damit wahrscheinlich auch strukturell gleichwertig. Die naheliegende Mdglichkeit
strukturell equivalente Bindungsstellen in einem Molekiil mit D3-Symmetrie zu verwirklichen ist
das Molekiil in zwei Halbmolekiile mit C3-Symmetrie zu teilen (vgl. Abbildung 5.1).

Die Effektoren miissen demnach an die einzige Stelle binden, die in
i beiden Halbmolekiilen, den Trimeren, jeweils identisch ist: Eine Stelle
f k/ im Bereich der Rotationsachse (siehe linksstehende Abbildung). Es ist
[ damit noch keineswegs klar, wo genau die Bindestelle ist, aber allein
I'\ l jene theoretischen Erwéigungen bringen die Losung unter Umstanden
- naher. Und sie erkldren moglicherweise, warum die Zahl der Bindungs-
stellen bei steigender Temperatur des ITC-Experimentes so stark ab-
sinkt: Mit steigender Temperatur steigt prinzipiell die Flexibilitit des
Abbildung  5.2: Schema  pyqteing (Tehei & Zaccai, 2007). Besetzt nun ein Effektormolekiil eine
“ur Bmde.Ste”e f ur Urai Bindetasche, so kann das Protein als Reaktion darauf eine neue Konfor-
und Koffein an Hdamocya- . . . .
nin von P. elephas und mation einnehmen. Im Falle des 6meren Hamocyanins von P. elephas
P. argus. Rot ist ein Ef- ergidbe sich hierdurch eine verédnderte Bindeenthalpie fiir das zweite
fektormolekiil angedeutet. Effektormolekiil in der zweiten Bindetasche. Vor allem aber sollte sich
Néhere Erlauterungen im die Dissoziationskonstante vergrofern, weil sich das Molekiil ,gewei-
Text. tet“ hat. Wenn die Symmetrie erhalten bleibt — wie in den rigid body-
Modellierungen — und sich die trimeren Halbmolkiile bei Bindung des
ersten Effektormolekiils nicht unterschiedlich verhalten, dndert sich die Bindetasche fiir das erste
Effektormolekiil in gleicher Weise: In einer ITC-Studie wiirde nach wie vor nur ein Typus von
Bindestellen erkannt werden. Dies alles deckt sich mit den experimentellen Beobachtungen aus
den ITC-Versuchen zu den Hamocyaninen von P. elephas und P. argus (Rabenhorst, 2007), die
Erkléarung ist aber hochspekulativ.

Es sei noch angemerkt, dass diese Uberlegungen nicht im Gegensatz zu fritheren Uberlegungen
beziiglich der Uratbindestellen am Hdmocyanin von Astacus leptodactylus steht (Hellmann et al.,
2001): Hierbei handelt es sich um ein Dodekamer mit vier immunologisch unterschiedlichen Un-
tereinheiten (o/, o,  und v mit einer Stochiometrie von 2:2:4:4) (Stocker et al., 1988). Hellmann
et al. schreiben eine der Bindestellen der Untereinheit 8 zu und die andere ~, was zusammen den
acht gefundenen Bindestellen entsprechen wiirde. Diese Interpretation wird aber in der selben
Publikation in Zweifel gezogen. Deutlich scheint nur, dass bei diesern Hamocyanin eine Lokalisie-
rung der Bindestellen iiber Uberlegungen zur Symmetrie nicht moglich ist.
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Wie gut ist nun die Qualitit einer solchen rigid body-Modellierung? Die Unsicherheiten beim
Homologiemodell (s.0.) einmal bei Seite gelassen, ist offensichtlich, dass eine solche Modellierung
niemals eine kristallographisch bestimmte Struktur ersetzen kann. Hierzu ist die Auflésung der
Kleinwinkelstreuung viel zu niedrig und der Ansatz schlicht zu grob. Es ist weiterhin unmittelbar
plausibel, dass eine rigid body-Modellierung ,falsche* Strukturen ergeben muss: Die Kontakte der
Untereinheiten und diverse energetische Beitrége werden ignoriert. Letztlich muss sogar zwin-
gend eine gewisse Toleranz gegeniiber Verletzungen sterischer Bedingungen herrschen, weil es zu
Uberlappungen von Untereinheiten kommen kann, um einen SAXS-Datensatz moglichst gut zu
Jfitten* (siehe auch Hartmann & Decker, 2002).

Aber andererseits konnte hier gezeigt werden, dass auch mit solchen Modellen Interpretationen
auf physiologischer Ebene gelingen konnen. Uberdies wurde bereits plausibel gemacht, dass es
zu einer Bewegung groferer Strukturelemente — wie z. B. Untereinheiten — kommen muss (siehe
Abschnitt 4.1.2.2, Seite 65 im Resultatekapitel). Also ist es naheliegend, mit Hilfe einer rigid
body-Modellierung zu versuchen einen solchen Konformationswechsel nachzuvollziehen. Uberdies
findet die Bewegung jeder Unterheit nur im Bereich weniger Angstrém in jede Richtung statt. Dies
ist in Ubereinstimmung mit den primiren Daten, zeigt aber auch, dass die Modellierung nicht
aus dem Ruder gelaufen ist und keine Ubereinstimmung mit den SAXS-Daten durch unsinnige
Translationen von Untereinheiten zu erreichen versucht wurde?.

Man kénnte nun argumentieren, dass nicht notwendigerweise ganze Untereinheiten bewegt wer-
den miissen, sondern dass es ndherliegender ist, nur Doménen des Hamocyanins gegeneinander
zu bewegen, um die SAXS-Daten optimal wiederzugeben. Generell gilt hier der Einwand, dass
eine Erhohung von Freiheitsgraden bei einer Simulation zwar die Qualitét von Datenfits erhéht —
aber zugleich die Aussagen, die sich schlussfolgern lassen, in die Beliebigkeit abgleiten. Anderer-
seits gilt auch, dass die Verletzungen der sterischen und energetischen Rahmenbedingungen mit
der ,Feinkornigkeit der bewegten Einheiten abnimmt. Im Fall des Hamocyanins von P. elephas
bot sich an, die Domé&ne I unabhingig von den beiden anderen Domé&nen zu bewegen, weil bei
den Kristallstrukturen eine solche apparente Bewegung festgestellt wurde (Volbeda & Hol, 1989;
Magnus et al., 1994) und diese Doméne ohnehin im ,Verdacht steht“ eine besondere Flexibilitét
in Bezug auf die Doméne II mit dem aktiven Zentrum aufzuweisen (Decker & Jaenicke, 2004,
Jaenicke & Decker, 2004b; Decker et al., 2007; Decker et al., 2007; Jaenicke & Decker, 2008).
Eine solche rigid body-Modellierung mit einer unabhéngigen ersten Doméne wurde versucht, aller-
dings konnte aufgrund mangelnder Rechenkapazitit kein abschliefsender Konformationsvorschlag
erhalten werden.

Zusétzlich zu den bisher vorgestellten Modellen wurde erwogen, dass ein Protein von der Gréfse
eines Hamocyanins mehrere Konformationen im oxygenierten Zustand aufweisen kann (Bernhard
et al., 1983; Robert et al., 1987; Decker et al., 1989; Decker, 1990; Leidescher & Decker, 1990;
Menze et al., 2000; Hartmann et al., 2001; Hellmann et al., 2001; Menze et al., 2001; Hellmann
et al., 2003; Spinozzi et al., 2003; Colangelo et al., 2004; Hellmann et al., 2004 — stellen einen
kleinen Auszug von Verdffentlichungen dar, die argumentativ konformationelle Heterogenitét ex-
plizit oder implizit fiir Himocyanine im oxygenierten Zustand fordern oder fiir deren Aussagen
dies zu fordern ist). Es ist naheliegend eine Modellierung durchzufiihren, die diesem Umstand
Rechnung triagt. In der Gruppe um D. Svergun (EMBL, DESY-Outstation in Hamburg) gab
es im vergangenen Jahr erstmals Ansétze konformationelle Heterogenitit von Proteinstrukturen
mit SAXS zu messen und softwareméfig nachzuvollziehen (Bernado6 et al., 2007; Bernado et al.,
2008). Diese Arbeiten nutzen einen genetischen Algorithmus um ein Ensemble von Konforma-
tionen zu generieren, dessen theoretische Streuung zusammen einen SAXS-Datensatz optimal
widerspiegeln soll. Abgesehen von der methodischen Unterschiedlichkeit (zum Algorithmus, der
die Dichten generiert sieche Abschnitt 4.7.5, Seite 115), sucht dieser Algorithmus aber nach unter-
schiedlichen Konformationen in intrinsisch besonders flexiblen Proteinen; Proteinen also, deren

3Denkbar wiire eine Translation der Untereinheiten, so dass alle Untereinheiten in der Nihe der Ebene orientiert
sind, die durch die Grenze der beiden Halbmolekiile beschrieben ist. Testlaufe wihrend der Programmierphase
zeigten, dass hier ein lokales Minimum fiir die Modellierung liegen kann, das nicht die Symmetriebedingungen
verletzt. Dies ist kein ausgepridgtes Minimum und eine dufserst schlechte Losung fiir das Modellierungsproblem,
weil strukturell undenkbar. Aber es ist ein Beispiel fiir ein lokales Minimum, das es zu vermeiden gilt.
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rdumliche Diskrepanz von Konformation zu Konformation besonders grofs ist. Im Folgenden je-
doch wird davon ausgegangen, dass aus dem SAXS-Datensatz eines relativ stabilen Molekiils,
eines 6meren Hamocyanins, strukturelle Heterogenitit abzuleiten ist. Dies ist auch plausibel, weil

a) ein Ligand, welcher die Konformation eines Proteins dndert, immer im Gleichgewicht mit der
Losung steht und das Protein daher ebenfalls im Gleichgewicht verschiedener Konformationen
stehen muss und

b) weil die Doménen grofer Proteinkomplexe, wie sie iiblicherweise mittels SAXS charakterisiert
werden, ohnehin auch dem Ldsungsmitteldruck ausgesetzt sind — und dieser fluktiert mit der
Zeit

(siehe auch Abschnitt 4.7.5, Seite 115).

Der in Abschnitt 4.7.5, Seite 115 des Resultatekaptitels vorgestellte Algorithmus versucht geringe
Flexibilitéit in Form einer Dichte von Aufenthaltsméglichkeiten wiederzugeben. Das Ergebnis ist in
den Abbildungen 4.16 und 4.17 auf Seite 73 des Resultatekapitels gezeigt. Es wird deutlich wie sehr
sich die Konformationen mit den zuvor vorgestellten Konformationen in der Wiedergabe durch die
molekularen Oberflichen dhneln, wenn sich die Sicht auf die duferen Bereiche konzentriert (vgl.
Abbildungen 4.12 und 4.13). Andererseits scheint der innere ,Kanal“ entlang der Rotationsachse
verschlossen.

Im Wesentlichen bestatigt Abbildung 4.17 aber das Bild der Abbildungen 4.12 und 4.13: Die Kon-
formationen entsprechen einander weitgehend unabhingig von den Details des Modellierungsal-
gorithmus. Der Vorteil einer Dichterepresentation wird in Abbildung 5.3 deutlich: Mit ihr ist es
moglich eine Wahrscheinlichkeit fiir die verschiedenen ,,Unterkonformationen“ abzuschéitzen, denn
je groker ein Dichtewert ist, desto sicherer ist anzunehmen, dass an dieser Position tatséchlich
ein Teil des Molekiils im zeitlichen Mittel anzutreffen ist.

a) b) o
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Abbildung 5.3: Dichte fiir das Himocyanin von P. elephas unter Urateinfluss aus Abbildung 4.16 bei
verschiedenen Skalierungen. a) Die Dichte des Proteins dargestellt in verschiedenen Farben und bei ver-
schiedenen Schwellenwerten. b) Ein Bildschirmfoto das den Verlauf der Dichtewerte und die verschiedenen
Einstellungen zeigt. Die Farben der Dichte in a) entsprechen den Farben der Schwellenwert-Regler in b).

Ausblick

Geniigend Rechenkraft vorausgesetzt ist es sehr lohnenswert den Algorithmus zur Generierung der
Dichten (siehe Abschnitt 4.7.5, Seite 115) einzusetzen, um detailliertere Dichten zu erhalten. Ins-
besondere mit diesem Algorithmus ist die gesonderte Bewegung der Doméne I gegen die anderen
beiden Doménden der Untereinheit sinnvoll: Da zwar ebenfalls eine Erhéhung der Freiheitsgrade
durch die Verdoppelung der bewegten Korper geschihe, aber durch die Abbildung in Form einer
Dichte, kann eine sinnvolle Abschétzung der tatséchlichen relativen Aufenthaltswahrscheinlichkeit
der Doménen zueinander gelingen.



128 Diskussion

Dariiber hinaus kann eine detaillierte Dichte dazu verwendet werden die Konformationsdnderung
mit Modellierungstechniken wieder auf die eigentliche atomare Struktur zu beziehen (Wriggers
& Chacon, 2001). Hierbei wird die Dichte mit einem Laplace-Operator konvolutiert, so dass die
de facto-Aufldsung zum Docking in eine Dichte bis 25 Angstrém betragen kann. Dies ist eine
Auflésung, die auch in den SAXS-Daten ,stecken kann“.

5.3 Strukturelle Charakterisierung des Himocyanins von Porcel-
lio scaber

Die elektronenmikroskopischen Daten des Himocyanins der Kellerassel P. scaber sollten zur Kla-
rung der Frage nach der strukturellen Organisation des Himocyanins beitragen. Wihrend die
urspriingliche Forschungsfrage in Richtung des Immunsystems der Asseln und der Phenoloxida-
seaktivitdt des Himocyanins zielte, fiel wihrend der Diplomarbeit von S. May an der Universitit
Kiel (AG Zimmer, ,Evolutionsékologie von Asseln®) auf, dass das Hdmocyanin der Kellerasseln

a) offenbar Phenoloxidaseaktivitéit aufweist und

b) bei der Reinigung iiber die Gelfiltration der MALLS-Anlage (siche Abschnitt 3.4.1, Seite 31)
offenbar zwei Peaks aufweist.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten die Daten der analytischen Ultrazentrifu-
gation (von Professor E. Jaenicke; diese Daten sind nicht Teil dieser Arbeit) bestétigten: Ein
Gelfiltrationspeak enthilt nur hexameres Hamocyanin, der zweite ein Gemisch aus hexameren
und dodekameren Himocyanin. Hexameres und dodekameres Himocyanin stehen wahrscheinlich
nicht miteinandern in Gleichgewicht, da auch bei langer Lagerung des separierten Hexamers kein
Dodekamer in der Probe nachgewiesen werden konnte.

Das hexamere Hamocyanin weist D3-Symmetrie auf. Wie Abbildung 4.26 auf Seite 78 deutlich
macht ist es dhnlich anderen hexameren Hamocyaninen. Das dodekamere Hamocyanin hinge-
gen zeigt eindeutig (siehe Abbildung 4.26, unten) eine Besonderheit: Die Teil-Hexamere kénnen
durch einfache Translation ineinander tiberfithrt werden. Andere dodekamere H&mocyanine zei-
gen Stellungen bei denen die Rotationsachsen der Hexamere senkrecht zueinander stehen oder
die Hexamere, durch Disulfidbriicken vernetzt, lose aufeinander sitzen (fiir eine Ubersicht siehe
van Holde & Miller, 1982). Dieser Befund stellt ein Novum dar und ist auch physiologisch von
besonderem Interesse, da die Assel wahrscheinlich zwei verschiedene Untereinheiten exprimiert
(personliche Mitteilung Professor E. Jaenicke). Deren Bedeutung ist allerdings noch nicht geklért
und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse sind bereits zur Veroffentlichung eingereicht (Jaenicke et al., 2008).
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5.4 Hitzedenaturierung mit der Kratky-Kamera

Proteinfaltung wird hiufig mittels Kleinwinkelstreuung untersucht (siehe z.B. die rezenten Ar-
beiten von Putnam et al., 2007; Bernadé et al., 2007; Lipfert & Doniach, 2007). Insbesondere
kleine Proteine und Peptide stehen im Mittelpunkt dieser Aktivitdten, weil diese rechnerisch am
einfachsten beschrieben werden konnen (Berger et al., 1977; Dainese et al., 2000; Zhu et al., 2003;
Zhu et al., 2004; Hsu et al., 2007). Dissoziationsstudien wurden aber bereits auch an grofsen Prote-
inkomplexen, wie beispielsweise Himocyaninen und Ceruloplasmin durchgefiihrt (Vachette et al.,
2002; Spinozzi et al., 2003). Hitzedenaturierungsstudien sind ebenfalls ein Ansatz, um iiber die
Entfaltung auf die Faltung von Proteinen bzw. die Assoziation von Proteinkomplexen schliefen zu
kénnen. Auch diese Aspekte werden mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung untersucht (Kozak, 2006).
Und schliefslich kann mit Hitzebehandlung durchaus auch Einblick in physiologische Prozesse
gewonnen werden (Skouri-Panet et al., 2006).

In Hinblick auf derartige Studien wurde an der Kratky-Kamera des Institutes ein temperierba-
rer Probenhalter installiert. In einem Praktikum wurde die Installation vorgenommen und erste
Denaturierungsstudien am Beispiel von Lysozym durchgefiithrt (Hilmenyuk & Schwiering, 2006).
Wie im entsprechenden Abschnitt (4.6, Seite 104) gezeigt, kann die Hitzedenaturierung eines Pro-
teins mit Hilfe des temperierbaren Probenhalters nachvollzogen werden, vorausgesetzt es werden
zwei Datensiitze mit dem nativen und dem hitzedenaturierten Protein aufgenommen. Die tem-
perierbare Zelle wurde also erfolgreich und gewinnbringend installiert — auch in Hinblick auf die
Kiihlung von Proben, wie es fiir die Messungen am «a-Hamolysin (siehe Abschnitt 3.10.5, Seite
50 im Methodenkapitel) notwendig war.

Interessant ist, dass das Protein sich wéhrend der Hitzedenaturierung kaum verdnderte, was im
Gegesatz zu alteren Studien steht (Nicoli & Benedek, 1976; diese Arbeit verfolgt die Denaturie-
rung mittels statischer Lichtstreuung). Eine Arbeit, die sich detailliert mit der Hitzedenaturierung
von Hiihnereilysozym, verfolgt mit SAXS, beschéftigt, kommt jedoch zu ganz dhnlichen ganz dhn-
lichen Ergebnissen, wie sie auch mit der Kratky-Kamera des Institutes fiir Molekulare Biophysik
gefunden wurdne (Hirai et al., 2000).

5.5 Massenbestimmung mit dem Kratky-Plot

Nach der Debye-Gleichung (Gleichung 2.13 im Theoriekapitel; Abschnitt 2.2.2) ist

10) < Y fu- fy (5.1)

(E%y fz - fy ist die Summe aller Formfaktorenprodukte aller Atome eines Molekiils) und damit
auch

I1(0) o< Myt - (5.2)

Sofern es also moglich ist die Streuintensitdt bei 1(0) zu bestimmen, ist auch das Molekularge-
wicht von Partikeln zu berechnen. Wie in der theoretischen Einleitung (Abschnitt 2.2.3, Seite 21)
ausgefiihrt ist dies jedoch bei Roéntgenstrahlung dufserst schwierig, da sich der Flux nur ungenau
ermitteln lisst. Uberdies miisste in einem naiven Verfahren gegen I(0) extrapoliert werden, da es
wegen der Primérstrahlblocker nicht méglich ist 7(0) zu messen. Dies ist moglich, aber nicht pré-
zise, da zusétzlich auch Kenntnis der Proteinkonzentration notwendig ist und ggf. eine zusétzliche
Korrektur der Instrumenteneigenschaften durchgefiihrt werden muss (Guinier, 1939).

In einem Synchrotron ist es, wegen des relativ konstanten und zugleich hohen Fluxes, {iblich eine
Skalierung mit externen Standards durchzufiihren. Eine Normalisierung, z. B. mit GNOM (Svergun,
1992), ermoglicht dann eine sehr genaue Bestimmung von I(0).

Fir Kratky-Systeme ist dieses nur schwer moglich: Die geringe Intensitdt verlangt lange Strahl-
zeiten auf externe Standards und in dieser Zeit kann die Intensitét leicht schwanken, was zusam-
mengenommen eine duberst diirftige Kalibrierung darstellen wiirde. Dennoch ist gezeigt worden,
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dass eine sogenannte ,absolute Skalierung” mit Wasser als externem Standard mdoglich ist (Ort-
haber et al., 2000). Der Aufwand hierzu ist jedoch grof, so dass dieses Verfahren nicht tauglich
fiir den Laboralltag ist.

Die Arbeiten am japanischen ,,Photon Factory“-Synchrotron von Semisotnov und Mitarbeitern
zeigen jedoch eine Alternative auch fiir Kratky-Systeme auf: Die Bestimmung des Molekularge-
wichtes mit Hilfe des Kratky-Plots (Semisotnov et al., 2002). Die Arbeit am Synchrotron erlaubt
es mit relativ kleinen Proteinmengen und kurzen Strahlzeiten umzugehen. Die Fragestellung fiir
die Kratky-Kamera war also: Kann man mit den Bedingungen denen die Arbeit an der Kamera
unterliegt (Geometrie der Kamera, Strahlzeiten, Proteinbedarf) ein &hnliches Ergebnis erzielen?
Und: Gelten die Rahmenbedingungen auch fiir grofse Proteinkomplexe?

Festzuhalten ist, dass der postulierte lineare Zusammenhang zwischen dem Logarithmus des Mo-
lekulargewichtes und dem Logarithmus des maximalen g-Wertes im Kratky-Plot auch bei den
Messungen mit der Kratky-Kamera bestitigt wurde. Der lineare Korrelationskoeffizient ist sogar
besser als bei Semisotnov et al. (0,997 gegeniiber 0,988). Doch wihrend bei dem Synchrotronex-
periment eine Steigung von 3,0 gefunden wurde, liegt diese mit den eigenen Werten bei 2,5. Der
Wert von 3,0 entspricht der Steigung, wie sie fiir die Streuung idealer Kugeln uniformer Dichte
zu erwarten ist.

Relativ kleine, globuldre Proteine stehen einer Kugelform relativ nahe. Der untere Teil der Fich-
gerade (Abbildung 4.53) bestétigt dies; eine Gerade durch diese Punkte wiirde eine entsprechend
héhere Steigung aufweisen. Doch Proteine entsprechen nicht idealen geometrischen Korpern. De-
formationen konnen entweder einen prolaten oder oblaten Koérper erzeugen. Diese Deformation
wirkt sich umso stérker aus je grofer ein Protein ist. Aber auch kleine Proteine, wie das sehr
prolate a-Hamolysin (zur Struktur siehe Abschnitt 4.4.2, Seite 84 ff. im Resultatekapitel) konnen
schon relativ weit von der Eichgerade abweichen (siehe Abbildung 4.53 auf Seite 102).

Starke Deformationen in Vergleich zu idealen geometrischen Korpern der zur Eichung verwende-
ten Proteine kénnen also die Eichgerade signifikant beinflussen. Dies erkldrt die relativ grofen
Fehler bei der Bestimmung des Molekulargewichtes (siehe Tabelle 4.5 auf Seite 103).

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass die Molekulargewichtsbestimmung mit dem Kratky-
Plot zwar mit einer Kratky-Kamera moglich, aber insbesondere bei grofsen Proteinen fehleranfil-
lig ist. Der Vorteil der Methode liegt in der einfachen Anwendbarkeit: Ist einmal eine Eichgerade
aufgezeichnet, so kann eine Probe wihrend der Messung — quasi instantan — hinsichtlich ihres
Aggregationszustandes beurteilt werden. Dies erméglicht eine einfache, aber wirkungsvolle Kon-
trolle wihrend eines Experimentes. Es kann unmittelbar beurteilt werden, ob ein Proteinkomplex
beispielsweise aggregiert oder dissoziiert vorliegt.

Awusblick

Eine kleinere Veroffentlichung im Sinne einer Laborhandreichung ist zwar moéglich und wiinschens-
wert, aber mit dem Aufkommen sehr viel intensiverer Laborréntgenquellen fiir die Kleinwinkel-
streuung (SAXSess der Anton Paar GmbH, www.anton-paar.com/x-ray-structure-analysis/
saxs_CXSN-5RHEZG.en.0. jsp und Nanostar der Firma Bruker AXS www.bruker-axs.de/
nanostar.html) ist diese Arbeit eigentlich obsolet. Die neuen Rontgenquellen erlauben sehr viel
kiirzere Messzeiten und bieten — laut Herstellerangabe — auch einen viel konstanteren Flux. Da-
her ist die Kalibrierung der Intensitét mit einem externen Standard einfach und im Laboralltag
durchzufiihren. Die Molekulargewichtsbestimmung auf diese Weise ist auch sehr viel préziser, da
sie nicht von Faktoren wie der (im Zweifel unbekannten) Struktur eines Proteins abhéngig ist.

5.6 Die Struktur des Bla-g Hexamerins von Blattella germanica

Das Hexamerin Bla-g der Schabe B. germanica wurde im Rahmen der Diplomarbeit von A. Beusch
gereinigt und charakterisiert (Beusch, 2006). Vor Beginn dieser Diplomarbeit gab es bereits zwei
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Diplomarbeiten zum Hexamerin Per a 3 aus Periplaneta americana (Cirak, 2000; Lafargue, 2003).
Aufgrund der phylogenetischen Nihe der zwei Schabenarten bestand die Vermutung, dass auch
die deutsche Schabe B. germanica ein vergleichbares Hexamerin expremieren sollte. Zudem stehen
beide Hexamerine, von B. germanica wie von P. americana im Verdacht allergenes Potential zu
besitzen (Lafargue, 2008).

Gleichgewichtslaufe in der Ultrazentrifuge indizierten ein Molekulargewicht von 369,7kDa =+
19kDa. Dies ist ein fiir Hexamerine geringer Wert (vgl. Hiibler, 2001; Lafargue, 2003). Der Sedi-
mentationskoeffizient von 175 4 0,25 ist ebenfalls relativ gering. Dennoch zeigen die elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen deutlich eine hexamere Struktur mit der fiir Hexamerine typischen
Symmetrie D3 (siche Abschnitt 4.3, Seite 81). Es ist daher zu vermuten, dass der Bla-g-Komplex
relativ kompakt ist und keine posttranslationalen Modifikationen wie Glykosilierungen aufweist?.

Ausblick

Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Daten konnten bestehende Vermutungen hinsichtlich der
Struktur von Bla-g bestétigt werden. Eine vollstandige single particle-Rekonstruktion zur Ermitt-
lung der 3D-Struktur ist méglich — der zusdtzliche Erkenntnisgewinn in Bezug auf das allergene
Potential des Hexamerins ist aber wahrscheinlich gering. Eine Publikation der Proteincharakte-
risierung ist in Vorbereitung.

5.7 Die strukturelle Charakterisierung des Himocyanins von Upo-
gebia pusilla

Fir das Hiamocyanin von Upogebia pusilla wurde die Quartdrstruktur eines 4 x 6meren Hamo-
cyanins postuliert, dass dhnlich wie das Hamocyanin von Callianassa californiensis in Form von
zwei 2 x Gmeren organisiert ist, die quasi-tetraedisch assemblieren (Cavellec et al., 1990). In ei-
ner Publikation unserer Gruppe wurde diese Annahme als bestétigt aufgefasst (Paoli et al., 2007).

Die eigenen SAXS-Daten widersprechen der formulierten Annahme nicht (siehe Abschnitt 4.1.3.1,
Seite 74). Und auch das aus den SAXS-Daten abgeleite Molekulargewicht von ca. 1,4 MDa weist
in diese Richtung (siehe Abschnitt 4.5, Seite 102). Dennoch ist das so bestimmte Molekularge-
wicht etwas niedrig und vor allem die elektronenmikroskopischen Daten (vgl. Abschnitt 4.1.3.2,
Seite 75) lassen ein Problem vermuten: Die elektronenmikroskopischen Daten belegen klar, dass
zumindest ein Teil der Probe in Form eines 2 x 6mers vorlag®. Auch eine ab initio-Rekonstruktion
auf Basis der SAXS-Daten (siehe Abbildung 4.19 auf Seite 75) zeigt keine Dichte, die vier Hexa-
meren entsprechen kénnten. Die ab initio-Rekonstruktion war frei von Annahmen zur Symmetrie.
Ich habe in Folge der Auswertung der Daten auf eventuelle Probleme mit der Probe hingewiesen®.
Es war denkbar, dass der apparente Widerspruch der Daten zu der Annahme iiber die Symmetrie
des Komplexes auf Probleme bei der Probenbereitung zuriickzufiihren waren. Andernfalls muss
davon ausgegangen werden, dass die Annahme zur Symmetrie des Komplexes falsch ist. Ich hielt
es fiir wahrscheinlicher, dass es Probleme mit der Probenbereitung oder Lagerung gab, weil auf die
Zugabe divalenter Kationen zur Stabilisation verzichtet wurde (personliche Mitteilung M. Paoli).
Dies kann auch einen Einfluss auf weitere Daten (beispielsweise aus der Ultrazentrifugation und
Sauerstoffbindeexperimenten) gehabt haben. So sind beispielsweise auch mehrere Experimente
mit der statischen Lichtstreuung ausgefiihrt worden, deren FErgebnisse hinsichtlich der Masse

Letzeres ist bislang experimentell nicht nachgewiesen und einzig aus den zitierten Daten geschlussfolgert.

Ich wurde im Laufe meiner Arbeit hiufiger mit der Annahme konfrontiert, dass Proteinkomplexe wihrend
der Adsorption an den Kohlefilm des Netzchens fiir die Elektronenmikroskopie oder wiahrend des Prozesses der
Kontrastierung zerfallen und dass aufgrund dessen Teilstrukturen eines solchen Komplexes abgebildet werden. Aus
der Literatur ist mir kein solcher Fall bekannt. Wenn ein solcher Zerfall wihrend des Einwirkens des Kontrastmittels
auftritt, so ist jedoch zwingend davon auszugehen, dass die Teile des Komplexes iiberwiegend in rdumlicher Nahe
auf dem Netzchen absorbiert bleiben (personliche Mitteilung Dr. S. Miiller, Basel). Es wurde keine grofe Zahl von
2 x 6meren gefunden.

SPersonliche Mitteilung an M. Paoli, Dr. N. Hellman und Professor H. Decker.
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des Proteins grofie Schwankungen aufweisen (personliche Mitteilung Professor E. Jaenicke). Die
Publikation von Paoli et al. beriicksichtigt diese Einwande nicht (Paoli et al., 2007).

5.8 Der Vergleich von elektronenmikroskopischen Daten und
Kleinwinkelstreudaten bei dem Hiamocyanin von Nautilus pom-
pilius

Zu Beginn dieser Dissertation war die Struktur des Himocyanins von N. pompilius noch un-
bekannt. Durch elektronenmikroskopische Bilder im Negativkonstrast konnte aber bereits vor
Jahrzehnten erkannt werden, dass sich dieses Himocyanin von den Himocyaninen anderer Mol-
lusken unterscheidet (Bonaventura et al., 1981). Es stellt ein Dekamer dar, zusammengesetzt aus
zweil Pentameren, deren Kragendoméine auf halber Hohe des flachen Zylinders in das Innere des
Zylinders ragt. Inzwischen ist iiberdies bekannt, dass das Tier nur ein Gen fiir sein Himocyanin
hat (Bergmann et al., 2006), wodurch naheliegend ist, dass die Symmetrie des Himocyanins D5
ist”.

Ziel der Projektes am N. pompilius-Hamocyanin war es urspriinglich mittels SAXS-Messungen
an oxygeniertem und deoxygeniertem Protein die Konformationsinderungen des Himocyanins im
Zuge der Sauerstoffbindung nachzuvollziehen. Eine dhnliche Arbeit existiert bereits von unserer
Gruppe zum Hamocyanin der Schliissellochschnecke Megathura crenulata (Hartmann et al., 2001;
Hartmann et al., 2004). Hier konnte mittels ab initio-Modellierung eindrucksvoll belegt werden,
welche strukturellen Auswirkungen der Konformationswechsel bei Sauerstoftbeladung beziehungs-
weise -entladung auf das Haimocyanin hat. Letztlich konnte aber nur, wegen Materialmangels, ein
SAXS-Datensatz fiir das oxygenierte Protein gewonnen werden. Die erhaltenen Daten konnten
aber zur Validierung der single particle-Struktur von Professor U. Meissner (Institut fiir Zoologie
der Universitdt Mainz) herangezogen werden.

Wie Abbildung 4.27 deutlich zeigt, gibt es eine Diskrepanz in der Skalierung zwischen den elek-
tronenmikroskopischen Daten fiir das Himocyanin von N. pompilius und den SAXS-Daten: Die
Position der Minima ist gegeneinander verschoben. Welcher Datensatz weist nun die bessere be-
ziehungsweise korrekte Skalierung auf? Die Kratky-Kamera wurde gewissenhaft kalibriert (siche
Abschnitt 3.6.3 im Kapitel Material & Methoden), wihrend die elektronenmikroskopischen Daten
in ihrer Skalierung erst nachtrédglich durch Vergleich mit atomaren Modellen angeglichen wurden
(personliche Mitteilungen von Professor Meissner, Dr. Depoix und Professor Markl). Hierbei wur-
den ebenfalls Unterschiede von ca. 10 % festgestellt. Dies stimmt gut mit den geschitzten 12 %
Differenz (siche Abschnitt 4.2) iiberein. Der nominelle Vergréferungsfaktor fiir die elektronenmi-
kroskopischen Bilder ist also falsch (gewesen)®.

Wesentliche Merkmale der experimentellen und der von den single particle-Daten abgeleiteten
Streukurven sind &hnlich: Der Kurvenverldufe entsprechen einander in ihrer Form. Die tiefere
Lage der errechneten Minima gegeniiber den experimentell bestimmten Daten kann dadurch er-
klart werden, dass eine single particle-Rekonstruktion durch die ihr auferlegte Symmetrie einem
sperfekten” geometrischen Kérper zumindest nahekommt. Dieses fithrt zur stédrkeren Ausprigung
von Minima (Glatter & Kratky, 1982; Feignin & Svergun, 1987). Das Protein in Losung ist aber
immer ein leicht deformiertes Molekiil, dessen Form mit der Zeit leicht fluktuiert — die Minima
in einem SAXS-Datensatz sind also nicht so stark ausgeprigt. Diese Uberlegung hat aber keinen
Einfluss auf die Position der Minima.

Neben der Diskrepanz hinsichtlich der Skalierung der Daten, gibt es auch eine mit Blick auf den
Intensitatsabfall. Wie in Abschnitt 4.2 angedeutet, so ist ein inaddquater Abzug der Pufferstreuin-
tensititen weitgehend auszuschliefen. Folglich ist es naheliegender anzunehmen, dass die single
particle-Rekonstruktion Fehler in der Dichteskalierung hatte oder die Dynamik der zur Verfiigung

" Anderfalls miissten in einem Genprodukt mindestens zwei Kontaktflichen verschiedener Affinitit der Unter-
einheiten zueinander realisiert sein.

8Es ist mir nicht bekannt, ob die Mikroskope inzwischen ausreichend fiir systematische Fehler in der Angabe
der Vergroferung kalibriert sind. Das Elektronenmikroskope einen solchen Fehler aufweisen ist nicht ungew6hnlich
(personliche Mitteilung Prof. Stahlberg, UC Davis, Kalifornien). Der Grund fiir diesen systematischen Fehler liegt
in kleinen Abweichungen der Projektionsgeometrie beim Zusammenbau der Mikroskope vor Ort.
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stehenden Grautiefe nicht ausgeschopft wurde. Das rekonstruierte Volumen, welche von Professor
Meissner zur Verfiigung gestellt wurde, besak ein Dichteminimum von -0,019, ein Maximum von
0,337 und einen Mittelwert von 0,008. Abgesehen von der Frage weshalb ein solches Volumen
eine negative Dichte aufweisen kann”, wird durch diese Statistik deutlich, dass die Dichten nicht
gleichméfig verteilt sind. Es ergeben sich folgende Probleme eine theoretische Kurve zu errechnen:

e Ein Volumen von 224 x 224 x 224 Voxeln Kantenlinge, wie das fiir das Himocyanin von
N. pompilius, besitzt insgesamt 11239424 Voxel. Davon wurden bei einem Schwellenwert
von 0,05 698508 Voxel ausgewahlt. Folglich kénnen sich Fehler durch die Darstellung der
FliekRkommazahlen im Rechner stark fortpflanzen (Denise & Zimmermann, 1999). Derartige
Fehler treten aber ebenso bei der Berechnung der single particle-Rekonstruktion auf und
kénnen sich hier durch fehlerhafte ,Riickprojektionen” auch in einer insgesamt fehlerhaften
Rekonstruktion niederschlagen (Frank, 2006).

e Weil die Dichtewerte der single particle-Rekonstruktion schief verteilt sind (vgl. Abschnitt
4.2, Seite 79) ist es schwierig einen Schwellenwert festzulegen, bei dem das umschlossene Vo-
lumen moglichst exakt mit der Masse des Proteins korreliert. Ein Fehler bei der Festlegung
des Schwellenwertes kann dazu fithren, dass die absolute Intensitét, aber auch der gene-
relle Verlauf fehlerhaft sind. Doch eine Variation der Schwellenwerte (vgl. Abbildung 4.28)
fiihrte zu keiner signifikanten Verbesserung des Fits, daher ist der Einfluss eines falschen
Schwellenwertes zwar nicht ganz auszuschliefen, aber als eher gering anzusehen.

Neben diesen numerischen Aspekten gibt es noch eine weitere Erkldrung dafiir, warum der In-
tensitatsverlauf zwischen experimenteller und theoretischer Kurve so stark voneinander abweicht:
Ein grundlegender Fehler in der single particle-Rekonstruktion. Dieses wurde in einem Treffen
mit Professor Meissner angesprochen. Es wurde von mir angeregt beim Alignment (Abschnitt
3.7.2.1, Seite 40) durch Einfithren spezieller Dichten, die sich wieder herausmitteln miissen (eine
iibliche Methode der Kontrolle, Frank, 2006), sicherzustellen, dass die Rekonstruktion stimmig
ist. Professor Meissner teilte mir mit, dass dies bereits geschehen sei.

Abbildung 5.4: Ab initio-Modellierung des Hamocyanins mit MCSAS (Hartmann & Decker, 2004) auf
der Basis von SAXS-Daten des Nautilus pompilius-Hamocyanins. Gezeigt ist die Rekonstruktion fiir das
Dekamer mit D5-Symmetrie. Von links nach rechts: Sicht entlang der Symmetrieachse, die Symmetrieachse
um 90 ° gedreht und in derselben Richtung um 45° weiter gedreht. Diese Abbildung ist bereits in Pairet,
2007 vorgestellt und wurde durch Dr. H. Hartmann generiert.

Die Struktur des Proteins stellt einen relativ flachen Zylinder dar, an dessen Innenseite sich Aus-
stiilpungen, die sogenannte Kragendoménen, befinden (vgl. Abbildung 5.4). Die erste Struktur
wurde mit einer D5-Schonfliessymmetrie publiziert (Meissner et al., 2006). In der darauffolgenden
Publikation (Gatsogiannis et al., 2007) wird dezidiert unterschieden zwischen einer D5-Symmetrie
fiir die Wand und einer gebrochenen Symmetrie fiir die Kragendoméne, die damit nur mehr C5-
Symmetrie aufweist. Die Autoren diskutieren ihren Fehler aus der ersten Publikation eingehend,

9Bei einer single particle-Rekonstruktion werden niemals Dichten von dem finalen Volumen abgezogen, also
kann es theoretisch keine negativen Werte aufweisen.
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erwihnen aber die Diskrepanz der ersten publizierten Struktur zu den SAXS-Daten, die den Feh-
ler offensichtlich machte, nicht.

Ausblick

Eine Aufnahme von SAXS-Daten unter Deoxybedingungen, wie urspriinglich geplant, scheint
aufgrund von Materialmangel nicht mehr moglich. N. pompilius ist eine relativ seltene Art (vgl.
Edwards et al., 2000). Eine single particle-Rekonstruktion des Himocyanins under Deoxybedin-
gungen wird demnéchst von der Arbeitsgruppe um Professor Markl (Institut fiir Zoologie der
Universitat Mainz) eingereicht (personliche Mitteilung von Professor Decker).

Wiirde die zweite Struktur des N. pompilius-Hamocyanins (aus Gatsogiannis et al., 2007) zur
Verfiigung stehen, konnte auch diese mit den SAXS-Daten verglichen werden. Streudaten sind
primére Daten. Die Rekonstruktionen einer Dichte aus single particle-Daten stellen sekundére Da-
ten, beziehungsweise die Interpretation primérer Daten, dar. Der Vergleich interpretierter Daten
mit unabhingig gewonnenen primiren Daten kann einerseits zur Verifikation oder Falsifizierung
der Interpretation (der Dichte aus den single particle-Daten; z. B. wie in Svergun et al., 1994)
und andererseits zu einer Verbesserung der Interpretation beitragen (z. B. wie in Gabashvili et al.,
2000). Fiir eine Verbesserung der elektronenmikroskopischen Rekonstruktion ist eine Korrektur
der Amplituden im Fourierraum denkbar (siehe Gabashvili et al., 2000). Ein systematischer Ver-
gleich der Skalierungsfaktoren fiir das Volumen der Rekonstruktion und ihrer Voxelgréfe wie
in Abbildung 4.28 auf Seite 80 des Resultatekapitels ermdoglicht iiberdies eine Einschitzung der
Groke der Hydrathiille des N. pompilius-Hamocyanins (Svergun et al., 1998).

Umgekehrt kann aber auch der direkte Vergleich der Dichten aus der ab initio-Rekonstruktion
aus SAXS-Daten (vgl. Abbildung 5.4) mit der Dichte aus der single particle-Rekonstruktion zur
Vertfizierung der ab initio-Rekonstruktion, beziehungsweise des verwendeten MCSAS-Programms
(Pairet, 2007), beitragen.
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5.9 Strukturcharakterisierungen des a-Hamolysins

5.9.1 Charakterisierung des Monomers in Lésung

Um den Prozess der Porenenstehung des a-Hamolysins auf struktureller Ebene nachvollziehen
zu konnen, miissen die Strukturen des Toxins in den verschiedenen Stadien entlang des Pfades
zur Pore (vgl. Abschnitt 1.4, Seite 13) im Detail bekannt sein. Wahrend die Struktur der hept-
ameren Pore gelost ist (Song et al., 1996), gilt dies bisher nicht fiir die iibrigen Schritte. Alle
Versuche kristallographisch arbeitender Gruppen die Struktur des Monomers des Toxins zu 16sen
sind bislang gescheitert (personliche Mitteilung Prof. Bhakdi, Institut fiir Medizinische Mikrobio-
logie und Hygiene, Uniklinikum Mainz). An dieser Stelle setzt der Versuch ein, die Struktur des
a-Hamolysins mittels indirekter Methoden zu charakterisieren.

Im Gegensatz zum a-Hémolysin sind fiir drei (eng
verwandte) Leukocidine die kristallographischen
Strukturen ihrer Monomerformen bekannt (Olson
et al., 1999; Pédelacq et al., 1999; Guillet et al.,
2004). Diese Proteine sind eng verwandt mit dem
a-Hamolysim und erzeugen ahnliche Poren (Gou-
aux, 1998). Der Vergleich dieser Strukturen mit der
Struktur des a-Hamolysins in der Porenkonforma-
tion zeigt eine Reihe distinkter struktureller Unter-
schiede. Diese Unterschiede sind vor allem in der
Umfaltung der Transmembrandomé&ne und des N-
Terminus zu finden (siehe linke Abbildung). Ande-
rerseits besitzen die Toxine aber auch eine bemer-
kenswerte Ahnlichkeit, trotz einer Sequenzidentitit
von nur 23 — 32 %.

Alle bisherigen Strukturvergleiche sind auf stati-
sche Modelle beschrankt, die auf rontgenkristallo-
graphischen Daten beruhen. In dieser Arbeit steht
der Versuch im Vordergrund, die Struktur und
das Verhalten des Toxins in Ldsung zu beschrei-
Abbildung 5.5: Superposition der Strukturen ben. Hierzu dient ein theoretisches, komparati-

des a-Hémolysin Monomers (rétlich; aus Ab-  ves Modell zusammen mit experimentellen Bele-
bildung 4.35a)) und des Protomers (blaulich)
aus der heptameren Porenstruktur (Song et al.,
1996). Diejenigen Abschnitte, die fiir den Kon-

gen. Dieser Ansatz folgt anderen Beispielen, in wel-
chen SAXS-Daten dazu verwandt wurden, model-
formationswechsel die grofte Bewegung ausfiih- lierte.Strukturen zu Verwerfen' oder zu bestétigen
ren miissen, sind farblich abgesetzt. Die Abbil- (Perkins et al., 1998; Trapani et al., 2001; Egea
dung ist bereits in Meesters et al., 2008, versf- €t al., 2001; Dimasi et al., 2006; King-Scott et al.,
fentlicht. 2007).

Die theoretische Streukurve des a-Himolysin Modells zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit
den experimentellen Daten (siehe Abbildung 4.35 auf Seite 87 des Resultatekapitels). Die theo-
retischen Streukurven der Musterstrukturen fiir die Modellierung zeigten signifikante Differenzen
zur experimentellen Kurve des a-Hémolysins (siehe auch Tabelle 4.11 auf Seite 87). Folglich
kann die in Olson et al., 1999, geduferte Annahme, dass die Strukturen der Leukocidine und des
a-Hamolysins grundsitzlich gleichartig sind, nicht unwiderrufen stehen bleiben und muss relati-
viert werden.

Auf dem ersten Blick sind ,Deletionen® und ,Insertionen“ struktureller (nicht geloste Teilab-
schnitte in den Musterstrukturen) und genetischer (Differenzen in den Primérstrukturen) Natur
die wahrscheinliche Erklérung fiir die Unterschiede der Streukurven. Doch weder die Kiirzung des
N-Terminus, einzigartig fiir die Leukocidinstrukturen, noch die Modellierung der nicht gelésten
Reste zwischen Position 129 und 135 in den Leukocidinstrukturen konnten die Musterstruktu-
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ren in eine Form iiberfithren, die besser mit den SAXS-Daten in Einklang zu bringen war. Im
Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass das Insert von 10 Aminosiduren im a-Hamolysin an
den Positionen 119 — 128 (L2 in Abbildung 4.35a)), besonders wichtig fiir die Ubereinstimmung
theoretischer und experimenteller Daten, insbesondere in der Region ¢ =~ 0,2—0, 3 A1 , ist (siehe
Abbildung 4.35b) auf Seite 87). Dieser Abschnitt zeigt wahrscheinlich eine Schleifenkonfigurati-
on. Andere Unterschiede kénnen fiir die Teile der Modellstruktur gefunden werden, die definierte
Sekundarstruktur aufweisen: Die postulierte a-Hamolysin Struktur besitzt drei 319-Helices, deren
Verlauf in den Musterstrukturen nur angedeutet ist.

Abgesehen von diesen Unterschieden ist das modellierte a-Hamolysinmonomer den Rontgenstruk-
turen der Leukocidinmonomere sehr dhnlich. Alle diese monomeren Strukuren zeigen einen deut-
lichen konformationellen Unterschied verglichen mit der Protomerstruktur der a-Hamolysinpore.
Folglich sind es bestimmte Teile des Proteins, die flexibel sein miissen, um den Konformations-
wechsel a; — a7 (siehe Abschnitt 1.4, Seite 14 in der Einleitung) auszufiihren. Basierend auf dem
Modell der Monomerstruktur wurde das Flexibilitdtsprofil mittels einer Molekulardynamiksimu-
lation bestimmt (sieche Abbildung 4.37 auf Seite 89). Die Regionen hochster Flexibilitat konnen
wie folgt klassifiziert werden:

a) Bereiche, die man als ,Gelenke* (H fiir Englisch hinge in Abbildung 4.37b)) des Konformati-
onswechsels auffassen bzw. vermuten kann

b) Bereiche, die ihrerseits die Konfiguration im Zuge des Konformationswechsels &ndern miissen,
wie z. B. der N-Terminus und die antiparallelen g-Faltblatter, welche das membraniiberspan-
nende (-Barrel in der Porenstruktur formen (beide als F fiir flexible in Abbildung 4.37b)
bezeichnet)

Die Phosphocholinebindedoméne (Gelb in Abbildung 4.37a)) zeigt ebenfalls einige Flexibilitét.
Interessanterweise trifft dies auch auf die postulierten 319-Helices zu. In der Porenstruktur ist nur
die erste der Helices ebenfalls vorhanden, wihrend die beiden anderen (von Rest 213 bis 215 und
218 bis 221) in der Porenstruktur Schleifen sind, die nur ungefihr dem Verlauf einer 3;-Helix
folgen.

An dieser Stelle muss klargestellt werden, dass keinerlei Korrelation zwischen struktureller Flexi-
bilitdt und Sequenzkonservierung gefunden werden konnte. Dennoch gibt es ein Zusammenfallen
an einigen Positionen der a-Hadmolysinsequenz: Es ist offensichtlich, dass der Winkel zwischen
benachbarten Protomeren in der Membranebene der Porenstruktur zwischen a-Hadmolysinporen
und Leukocidinporen differieren muss, da erstere Homoheptamere sind, wihrend Leukocidinpo-
ren wahrscheinlich Tetramere von Heterodimeren sind (Miles et al., 2002; Jayasinghe & Bayley,
2005). Glycin 15 versetzt den N-terminalen Riegel in die Lage, einen weiten Winkelbereich fiir
intermedidre Konformationen abzudecken, im Vergleich zu den Resten der anderen Sequenzen
(siehe 4.38 auf Seite 90, Jayasinghe et al., 2005; siehe auch Abbildung 5.6a) auf der ndchsten
Seite). Das NGN-Motiv von Position 121 bis 123 ist zumindest dhnlich anderen Motiven im Ali-
gnment von [G-CFTs, wo es oftmals zu GGN wird (siehe Abbildung 5.6b)). Es ist ungefihr in
der Mitte der Membranebene der stem-Doméne in der Porenkonformation und befindet sich in
L2 des a-Hamolysinmodells (siehe Abbildung 4.354a)). In vielen anderen Toxinen wird das Motiv
zu GGN oder GGD. Der erste und dritte Aminosdurerest ragt in das Innere der Pore und ist
hier wesentlich fiir das elektrostatische Potential verantwortlich (Aksimentiev & Schulten, 2005).
Dieser gesamte Sequenzbereich, inklusive der flankierenden Reste sequenzab- und aufwirts, ist
wahrscheinlich in einer Art turn- oder coil-Konfiguration (Garnier et al., 1978), was wiederum die
Idee der intrinsischen Flexibilitdt stiitzt. Und schlieklich ist auch Glycin 134 hoch konserviert —
es ist sogar in allen untersuchten Sequenzen vorhanden (siehe Abbildung 5.6 ¢)). Zusammen mit
den anderen Glycinen und Prolinen, die in diesem Abschnitt gehduft vorkommen, sorgt es fiir die
besonders hohe Flexibilitdt in demjenigen Bereich, der die gréfste Konformationsdnderung beim
Konformationswechsel «; — a7 durchzufithren hat.

Ausgehend von der Struktur (vgl. Abbildung 5.5 auf der vorherigen Seite) ist offensichtlich, dass
auch dieser stark konservierte Bereich inhédrent flexibel sein muss, um die Umfaltung zur Poren-
konformation zu gewédhrleisten.
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Abbildung 5.6: Sequenzlogos generiert mit weblogo (Crooks et al., 2004) fiir ein Alignment von 107
Sequenzen der S-CFT-Familie (siehe Seite 52). a) Das Sternchen bezeichnet die Position von Glycin 15
des a-Hamolysins. b) Die Klammer zeigt das NGN-Motiv des a-Hamolysins. ¢) Das Sternchen bezeichnet
die Position von Glycin 134 des a-Hamolysins.

Abbildung 4.39 auf Seite 91 zeigt ein Phylogramm fiir die zum Alignment verwendeten Sequen-
zen. Es wird deutlich, dass das a-Hamolysin in diesem Phylogramm relativ isoliert ist. Folglich ist
der Informationsgehalt nach Gleichung 3.21 bezogen auf Abbildung 4.38 auf Seite 90 als relativ
sicher anzusehen.

Wie kann die Flexibilitdt der Membran- oder Phosphocholinbindedoméne erklirt werden? Das
a-Hamolysin ist offenbar in der Lage, verschiedene Lipide in verschiedenen Zusténden zu binden
(Watanabe et al., 1987; Valeva et al., 2006; allerdings mit unterschiedlichen Affinitdten). Dieses
verlangt unmittelbar einige konformationelle Flexibilitat. Der Zustand der membranbindenden
Doméine kann also gewissermalen mit einem ,,Saugnapfen® verglichen werden, welcher vom Protein
verwendet wird, um die Membran zu finden und sich zu einem , Anker umzufalten.

Weitere Aspekte werden zu dieser Frage werden in Abschnitt 5.9.3 erdrtert.
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5.9.2 Vergleich von Pripore (H35R) und Wildtyp

Mit der Mutante H35R stand eine Variation des a-H&molysins zur Verfiigung, die nicht in der
Lage ist in die Porenkonformation zu wechseln (Jursch et al., 1994; Panchal & Bayley, 1995). Die
Konformation, welche diese Mutante final einnimmt, ist wahrscheinlich gleichzusetzen mit o7 ,
(Valeva et al., 1997, siche Abschnitt 1.4, Seite 13).

Fiir alle Experimente, die den experimentellen Vergleich zweier Punktmutanten'® eines Prote-
ins betreffen, muss sichergestellt sein, dass diese Mutanten — mit Ausnahme des untersuchten
Aspektes — identisch sind, anderfalls kénnen Schlussfolgerungen der Experimente in Zweifel gezo-
gen werden. Ziel der Experimente mit H35R-a-Hamolysin war die Struktur der eingenommenen
Préapore bei einer Auflésung zu ermitteln, die es erlaubt sterische Rahmenbedingungen fiir eine
Zwischenstufe des Konformationswechsels a3 — a7 abzuleiten. Also musste geklirt sein, dass
zumindest die Monomere — das H35R-a-Hamolysin und das Wildtyp-a-Hamolysin — strukturell
identisch sind. Die Abbildungen 4.40 und 4.41 auf Seite 91 des Resultatekapitels belegen, dass
die CD- und Fluoreszenzspektren der Proteine sehr dhnlich sind!'. Damit ist festzuhalten, das
die Toxine als Monomere gleiche Sekundérstrukturanteile aufweisen und ihre aromatischen Ami-
nosduren die gleiche Losungsmittelumgebung erfahren.

Primé&res Ziel der Messungen an H35R-a-Hamolysin war es eine SANS-Kurve zu erzielen, die es
erlaubt mittels rigid body-Modellierung oder / und ab initio-Modellierung einen Strukturvorschlag
fiir die Préapore zu entwickeln. Hierzu wurde eine fiir SANS-Messungen ausreichende Menge Pro-
tein auf zuvor hergestellte Vesikel gegeben (zur Herstellung der Vesikel siehe Abschnitt 3.10.4.3,
Seite 49 ff.). Vorab wurde sichergestellt, dass die Messungen bei einer Deuteriumkonzentration
stattfinden, bei der das Lipid der Vesikel nicht zum Kontrast beitragt (siehe Abbildung 4.42 auf
Seite 92). Die Idee fiir diese Vorgehensweise entstammt einer Arbeit fiir Sec A (Bu et al., 2003).
Bu et al. verwendeten einen Matchpunkt bei einem Deuteriumgehalt von 14,3 % im Puffer, wih-
rend der eigensténdig ermittelte Matchpunkt bei 14,272 % 42,367 % liegt. Damit sind die beiden
Punkte trotz unterschiedlicher Lipidkompositionen der Vesikel anndhernd gleich.

Die eigentlichen SANS-Streukurven (Abbildung 4.43 auf Seite 93) zeigen deutlich, dass das ,Mat-
ching” sehr gut funktionierte: Die Lipide tragen sehr wenig bis gar nicht zum Kontrast bei. Das
Signal stammt somit fast ausschlieflich vom rekonstituierten Protein. Ebenso deutlich ist aber
auch, dass die Streukurve nicht einer Streukurve freien Proteins entspricht, sondern gréferen
Zusammenlagerungen. Die Betrachtung der Probenkiivetten fiir die SANS-Messung liefs bereits
vermuten, dass sich verhiltnisméfig schwere Komplexe gebildet haben miissen (vgl. Abbildung
4.44). Dies ist bestétigt durch eine anschliefsende Kontrolle der Losungen im Elektronenmikroskop
(siehe Abbildung 4.45 auf Seite 95): Das Toxin hat sich in beiden Fillen sehr dicht in den Vesikeln
zusammengelagert, lediglich kleinere Mengen scheinen als frei in der Lésung befindliche Poren,
beziehungsweise Praporen, befindlich. Damit war klar, warum eine ,klassische Auswertung der
SANS-Daten nicht moglich war.

Mboglich war hingegen eine Auffassung der Vesikel als geometrische Korper (Zylinder oder Schei-
ben). Eine Bestimmung des mittleren Gewichtes pro Flacheneinheit war fiir das H35R-a-Héamo-
lysin dennoch nicht méglich, im Gegensatz zum Wildtyp (vgl. Tabelle 4.12 auf Seite 93): Der
entscheidende Unterschied zwischen den beiden Proben war, dass aus einem bisher unbekannten
Grund das Wildtyp-a-Hémolysin ,flachigere” Vesikel hinterliefs als H35R-a-Hamolysin. Eine mog-
liche Ursache hierfiir ist darin zu sehen, dass H35R die stem-Doméne nicht ausbildet und damit
kein Lipid bei der Penetration der Membran verdéngt (Valeva et al., 1997), so dass die freie, nicht
von Toxin besetzte, Oberfliche von Lipiden in den Vesikeln geringer war als beim Wildtyp.

Ein interessanter Aspekt der Auswertung der SANS-Daten teilt sich aber in Tabelle 4.13 auf
Seite 94 Resultatekapitels mit: Die Membrandicke, die zur Dekonvolution fiir die geometrischen

0Der Wildtyp ist hier als ,Punktmutante der Punktmutante aufgefasst.

1Das CD-Spektrum scheint leichte Unterschiede aufzuweisen, aber sehr wahrscheinlich kam es zu einem fehler-
haften Abzug des Puffers oder zu einer falschen Skalierung auf die molare Elliptizitdt durch einen Fehler in der
Konzentrationsbestimmung.
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Koérper angenommen werden muss, ist fiir das Wildtyp-a-Hémolysin gréfer als flir das H35R-
a-Hamolysin. Dies stiitzt bereits die Annahme, dass sich die stem-Doméne fiir das H35R nicht
auspragt und diese Mutante somit eine geringere Ausdehung als der Wildtyp besitzt.

Um diese Vermutungen zu erhérten, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt.
Zunéchst bestand Hoffnung, dass eine elektronenkristallographische Analyse durch die dichte
Zusammenlagerung der a-Hamolysinheptamere mdglich ist. Abbildung 4.47 auf Seite 96 des Re-
sultatekapitels zeigt aber, dass die so zu erzielende Auflésung gering bleiben wiirde: Selbst relativ
gut streuende Kristalle zeigen nur Reflektionen erster Ordnung. Die Anordnung ist also nicht als
kristallin, sondern als parakristallin einzustufen. Dies wird erhéirtet durch die Tatsache, dass jedes
betrachtete (para-)kristalline Vesikel eine andere Einheitszelle aufweist und die zugrundeliegende
Symmetrie nur pl ist, also im Grunde keine Symmetrie vorliegt (sieche Tabelle 4.14 auf Seite 96).
Im néchsten Schritt wurde auf einen zweidimensionalen single particle-Ansatz ausgewichen: Gut
erkennbare (Pra-)Porenkomplexe wurden von den elektronenmikroskopischen Aufnahmen aus-
gewahlt und aufeinander ausgerichtet (sieche Abschnitt 3.7, Seite 40 ff. im Methodenkapitel).
Die Auflésung ist sogar fiir Arbeit im Negativkontrast durch den Kontrast relativ beschrinkt'?:
Die Partikel sind klein und der Kontrast gering, da die Proteinpartikel mit Lipidvesikeln asso-
ziiert waren. Daher war nur die Extramembrandoméine dem Kontrastmittel exponiert und ist
daher ,suboptimal“ abgebildet. Dennoch ist evident, dass sich Wildtyp-a-Hamolysin und H35R-
a-Héamolysin unterscheiden. Wahrend der Wildtyp eine zentrale Depression der Proteindichte
aufweist, was mit der Pore korreliert werden kann, zeigt die Mutante nur eine geringe Dichteva-
riation (vgl. Abbildung 4.48 auf Seite 97).

Damit kénnen zwei Dinge konstatiert werden:

1. Die Mutante H35R des a-Hamolysins sitzt senkrecht auf der Membran. Der Beweis hierfiir
ist der fiir die Prapore in Abbildung 4.48 konstatierte Durchmesser, der mit etwa 100 A
genau dem Durchmesser der Pore in der Kristallstruktur entspricht (Song et al., 1996). Dies
stellt eine Bestitigung von &lteren, nicht ausgewerteten elektronenmikroskopischen Daten
dar (Jursch et al., 1994). Im Gegensatz zu Jursch et al. konnte fiir die eigenen Daten kein
signifikant unterschiedlicher Durchmesser der Komplexe gefunden werden 3.

2. Bei der Mutante H35R ist die stem-Domaéne, nicht wie bei der Monomerstruktur, am Rumpf
der Protomere gehalten. Dies bedeutet, dass durch die Mutation ein Ausstiilpen des stem-
Domaéne zunéchst nicht verhindert wird, die Penetration der Membran aber durchaus.

Eine mogliche Erkldrung fiir den zweiten Befund gibt der folgende Abschnitt.

5.9.3 Spekulationen zum Konformationsiibergang von o} nach oy

Um den Konformationsiibergang von einer Prapore (o) zur finalen Pore () besser nachvollzie-
hen zu konnen, wurde eine geometrische Analyse mittels Morphing (siche Abschnitt 3.8.4, Seite
43 im Methodenkapitel) versucht. Hierzu wurden die modellierten a-Hamolysinmonomere auf die
einzelnen Protomere der Porenstruktur ausgerichtet. Beim eigentlichen Morphing wird die so er-
haltene fiktive Priapore sukzessive in die Porenkonformation iiberfiihrt. Es ist sichergestellt, dass
es zu keinen Verletzungen sterischer Bedingungen kommt und der Struktur keine geometrisch
unmoglichen Bindungswinkel aufgezwungen werden.

Es ist plausibel, sich eine mogliche Prapore des a-Hamolysins als einen heptameren Komplex vor-
zustellen, dessen Rotationsachse senkrecht zur Membran steht und dessen Protomer-Protomer-
Kontakte dhnlich derjenigen in der Porenstruktur sind. Zudem ist dies durch eine Vielzahl bioche-
mischer Arbeiten gestiitzt (Bayley, 1994; Bhakdi et al., 1994; Valeva et al., 1995; Walker et al.,

12{Thlicherweise ist Kontrastarmut nur unter Kryo-Bedingungen problematisch.

13 Jursch et al. haben keine single particle-Auswertung, sondern lediglich eine Bestimmung iiber einen Lingen-
mafistab durchgefiihrt. Sie geben fiir H35R-Priaporen einen Durchmesser von 105 Aan gegeniiber einen Durchmesser
von 85 Afiir die Pore des Wildtyps. Damit ist der Duchmesser der Wildtyppore gegebeniiber dem kristallographisch
bestimmten Durchmesser (100 A, siehe Song et al., 1996) hier so stark abweichend, dass auch fiir die Gréfenangaben
aus Jursch et al. von einem nicht kalibrierten Elektronenmikroskop ausgegangen werden muss.
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1994a; Walker et al., 1994h; Walker & Bayley, 1995a; Walker & Bayley, 1995b; Valeva et al.,
1997). Insbesondere Arbeiten mit elektronenmikroskopischen Bildern (Jursch et al., 1994) und
AFM-generierten Konturen (Fang et al., 1997; Malghani et al., 1999) unterstiitzen diese Annahme
direkt durch visuelle Belege fiir verschiedene priporenformende Mutanten. Damit ist noch keine
Aussage dariiber getroffen, in welchem Zustand diese Prapore genau ist, beziehungsweise welche

exakte Struktur fiir einen Priporenkomplex vorzuschlagen ist.

In der Literatur gibt es also einige Ar-
beiten und Uberlegungen zum Priporen-
stadium, doch keine Arbeit zum Kon-
formationsiibergang a7 — a7 an sich.
Die rechtsstehende Abbildung fasst ver-
schiedene Wege zum Préporenstadium fiir
B-channel forming toxins (B-CFTs; (-
kanalformende Toxine) zusammen. Sie be-
schreibt die Wege zu einem Priporen-
stadium und macht auch klar, worin ei-
ne Schwierigkeit fiir den Konformations-
iibergang mancher Toxine liegen kann: Ist
der Durchmesser der spéateren Pore rela-
tiv zu der Lange der Transmembrando-
méne klein, so kann der Konformations-
iibergang von der Prépore zur Pore nicht
stattfinden, wenn zu wenige Monomere
den Praporenkomplex bilden. Auch wenn
die Pridpore aus zu vielen Untereinhei-
ten besteht, kann der Konformationsiiber-
gang verhindert werden, weil kein Ring
geschlossen werden kann, der zur Bildung
einer stabilen Pore unerlésslich ist.

Die Praporenstadien anderer Toxine kon-
nen zum o-Hamolysin oder den LukF-
/LukS-Préporen der 7-H&molysine sehr
verschieden sein. Perfringolysin und das
Cytolysin von Clostridium perfringens
sind beispielsweise sehr viel grofere Kom-
plexe und unterliegen deshalb wahrschein-
lich nicht den sterischen Einschrankun-
gen des Konformationsiiberganges des
a-Hamolysins (Dang et al., 2005; Ross-
john et al., 2007)'4.

@
L

Abbildung 5.7: Schema zu Membraninsertion von (3-CFTs.
(D Bindung l6slicher Monomere an die Membran mit oder
ohne der Vermittlung durch spezifische Bindestellen. Late-
rale Diffusion und Protomer-Protomer-Interaktionen fiih-
ren zur Oligomerisierung. Wéhrend der Oligomerisierung
konnen sich zusétzliche Protomere an das Ende einer wach-
senden Kette anlagern (Pfad ) bis die richtige Lénge
zur Formung einer Prépore (§) erreicht ist. Manchmal mag
es zu einem ,Uberschiessen“ der Oligomerisierung kom-
men, so dass sich zuviele Untereinheiten fiir ein Zusam-
menschliessen zusammenlagern (7). Eine anderer moglicher
Pfad (siehe 3 und @) besteht in der Zusammenlagerung
von Dimeren und kleinen Oligomeren bis zur Prépore. Die-
se alternativen Pfade konnten noch fiir kein §-CFT ausein-
andergehalten werden. Die Bildung einer Prépore ist wahr-
scheinlich irreversibel (Walker et al., 1995). Der anschlie-
fende Konformationswechsel zur Pore ist langsam und,
mit der Ausnahme sehr niedriger Monomerkonzentratio-
nen, wahrscheinlich auch geschwindigkeitslimitierend. Die
Abbildung und die Informationen hierzu sind Bayley et al.,
2005, entnommen. Die Erlaubnis fiir die Verwendung der
Abbildung in dieser Arbeit durch die Nature Publishing
Group liegt vor.

Das Morphing (siehe Abschnitt 3.8.4, Seite 43 im Methodenkapitel) als geometrische Uberlegung
belegt zwei Dinge (vgl. Abbildungen 4.51 und 4.52 auf Seite 100 ff.):

1. Die Transmembrandoméne verhélt sich beim Konformationsiibergang zur Pore nicht wie ein
rigider Kérper, sondern dufserst flexibel. Die Sekundérstrukturanteile der Doméne verdndern
sich wihrend des Ubergangs fortwiihrend, lediglich der Bereich um die Reste 118 bis 120
liegt wihrend der meisten Morphing-Schritte als S-Faltblatt vor.

2. Der Konformationsiibergang ist moglich ohne, dass es zu einer wesentlichen Verdnderung der
Position der Protomer-Riimpfe kommen muss. Zwar drehen sich die Protomere wihrend des
Morphings ein wenig um ihre longitudinale Achse, aber die Protomer-Protomer-Kontakte

bleiben im Wesentlichen erhalten.

!Das hier angesprochene Cytolysin ist nicht mit der Struktur des Cytolysins von Vibrio cholerae zu verwechseln,
dessen Porenstruktur wahrscheinlich in der Gréfenordnung der a-Hamolysinpore liegt (Olson & Gouaux, 2005;

Valeva et al., 2005; Pantano & Montecucco, 2006)
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Die notwendige Verdrehung der Protomere gegeneinander, um Raum fiir die passierende Trans-
membrandoméne zu gewinnen, ist auch eine mogliche Erklarung dafiir, warum H35R-a-Hamolysin
nicht in der Lage ist eine Pore auszubilden. Das Arginin ist in einer hochpolaren, partiell negativ
geladenen Region eingebettet (sieche Abbildung 5.8). Damit wird moglichweise die energetische
Hiirde fiir die erforderliche Drehung der Untereinheiten zu grof.

Abbildung 5.8: Position des Arginins in der H35R-Mutante des a-Hdamolysins. a) Die Struktur des Mo-
nomers mit der raumfiillenden Darstellung des Histidin 35. b) H35R in der Préporenstartstruktur des
Morphings (siehe Abschnitt 3.8.4, Seite 43). Die Pfeile ausgehend von den Stickstoffatomen des Arginins
zeigen auf alle Sauerstoffatome in einem Abstand < 5, 5A. Rot einzeichnet ist die Matrix des Protomers
des Arginins; Blau die Matrix des benachbarten Protomers.

Mit dem Morphing ist auferdem belegt, dass der Konformationswechsel o7 — a7 an sich eine
energetische Hiirde darstellt (vgl. Abbildung 4.50 auf Seite 99). Dies erklirt, warum der Kon-
formationsiibergang der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir die Ausbildung der Pore ist
(Bayley et al., 2005).

Eine abschliefsende energetische Analyse der Morphing-Schritte ist nicht moglich, da mit der zur
Verfiigung stehenden Rechenkraft kein Eintauchen der stem-Doméne in die Membran simuliert
werden konnte. Doch der kontinuierliche Verlauf der Kurve in Abbildung 4.50 suggeriert, dass bis
zum FEintauchen der stem-Doméne in die Membran bestindig zusétzliche Energie benotigt wird.
Jeder der Morphing-Schritte war energetisch unvorteilhafter als der vorhergehende.

Es ist denkbar, dass ein Teil der hierzu notwendigen Energie vom Druck der umgegebenden
Losung stammt: Sobald die sich ausprigende Transmembrandoméne auf die Membran auftriftt,
befindet sich auf der entgegengesetzten Seite eine leichte Einstiilpung. Diese Situation tritt zu-
mindest im Morphing auf und ist geometrisch bedingt, wenn alle Transmembranabschnitte der
Monomere in dichter Folge umfalten.

Das Morphing kann schliefslich auch die Frage beantworten, wie es dem a-Hamolysin gelingt,
die Lipide im Bereich der stem-Doméne beiseite zu schieben: Beim Auftreffen der stem-Doméne
auf die Membran ist durch die Verdrehung der Untereinheiten gewdhrleistet, dass nur ein Strang
einer Untereinheit auf die Membran trifft. Erst mit den weiteren Schritten wird nach und nach
der volle Durchmesser erreicht.
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5.10 rigid body-Modellierung von Proteinen auf SAXS-Datenbasis
— eine Softwarebibliothek

5.10.1 Beurteilung der Qualitit

Die sas-rigid-Bibliothek zur rigid body-Modellierung (siehe Abschnitt 4.7, Seite 105 ff.) stellt
einen Versuch dar, rigid body-Modellierung auf der Basis von SAXS-Daten einfach und ohne Ein-
schriankung auf besondere Fille durchfiihren zu kénnen. Im Grofsen und Ganzen ist es gelungen
diesem Anspruch gerecht zu werden. Die erzielten Ergebnisse sind durchaus iiberzeugend und lie-
fern Modelle, deren Interpretation im Kontext bekannter Rahmenbedingungen maglich ist (siehe
Abschnitt 5.2.2, Seite 124).

Dennoch ist auch nicht zu verschweigen, dass ein jeder Algorithmus zum rigid body-Modellierung
auf der Basis von SAXS-Daten von seiner Natur her heuristisch ist und sein muss: Jeder bekannte
Algorithmus macht Annahmen iiber die Eigenschaften des zu modellierenden Systems, um die
Rechenzeit einzuschrinken.

Auch die sas-rigid-Bibliothek beinhaltet solche Ansétze. Im Prinzip sogar eine ganze Reihe da-
von: Nutzer der Software haben beispielsweise verschiedene Moglichkeiten, die Zahl der beriick-
sichtigten Atome zu verringern, um Speicherplatz und Rechenzeit zu sparen. Es ist im Ermessen
des Nutzers zu entscheiden, inwieweit das fiir den Einzelfall zu rechtfertigen ist. Dieser Umstand
schrénkt die leichte Nutzbarkeit sicherlich ein wenig ein.

Aber der einfache Zugang zu der Software ist durch eine Vielzahl von Beispielen und eine detail-
lierte Anleitung sicherlich gegeben.

5.10.2 Vergleich mit anderen Programmen zur rigid body-Modellierung

Die rigid body-Modellierung auf der Basis von SAXS-Daten ist im Allgemeinen datenorientiert:
Die Orientierung von Kérpern zueinander wird durch direktes Fitten an die Daten gefunden.
Manche Programme nutzen aber zusétzliche Randbedingungen was ihre Nutzung einschrankt,
wenn die erforderlichen Experimente nicht ausgefithrt werden konnen. Die folgende Liste gibt
einen kurzen Vergleich zu den mir bekannten Programmen zur riged body-Modellierung:

e Es gibt den Vorschlag die Rechenzeit fiir eine Modellierung durch Reprisentation, der zu
bewegenden Unterheiten, in Form dreidimensionaler Ellipsoide zu verkiirzen (Wall et al.,
2000). Die Streuung dieser einfachen Korper und ihre Orientierung zueinander ist schnell
zu berechnen. Und auch die Positionierung ganzer Korper ist schneller berechnet, als die
Positionierung hundertausender Atome. Diese beiden Punkte beschleunigen die gesammte
Modellierung wesentlich. Das Programm von Wall et al. ist aber nicht mehr verfiigbar, so
dass ein direkter Vergleich ausgeschlossen ist. Iis ist aber zu vermuten, dass diese Software
durch zu die zu grofen Vereinfachungen ridumlich wenig prézise Modelle ergeben wird.

e In der constraint fit procedure (Boehm et al., 1999; Sun et al., 2004) werden Proteinunter-
einheiten durch Kugeln représentiert und die theoretische Streuung tausender Variationen
der Kugelpositionen wird auf den Fit zu den experimentellen Daten getestet. Zusétzliche
Information durch Analytische Ultrazentrifugation wird bendtigt, damit die finalen Modelle
ausreichend akkurat fiir eine Interpretation sind. Diese Methode ist nicht in Form eines selb-
stdndigen Programms implementiert, so dass ein Test von meiner Seite nicht moglich war.
Sie wird aber z.Zt. im Programm Ultrascan implementiert (s.u.; personliche Mitteilung
Professor B. Demeler ( University of Texas in San Antonio)).

e Nollmann et al. wenden einen Monte Carlo-Algorithmus mit simulated annealing an, der
dem eigenen Algorithmus (vgl. Abschnitt 4.7.2, Seite 110) sehr stark gleicht (Nollmann
et al., 2005). Im Grunde ist er besser als der eigene Algorithmus, da auch der sterische
Uberlapp von Untereinheiten bessere Beriicksichtigung findet. Die Autoren stellen das Pro-
gramm zur Verfiigung, ich konnte es aber nicht testen, weil es sehr viele Abhéingigkeiten an
Drittsoftware und zusatzliche experimentelle Daten (aus FRET und / oder NMR) aufweist.
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e Wieder eine andere Software berechnet die theoretische Streuung der Modelle durch so-
genannte spherical harmonics und erlaubt es dem Nutzer in die Fitprozedur interaktiv
einzugreifen (Kozin & Svergun, 2001). Das Programm ist wenig prézise und lduft nicht auf
den heute gingigen Betriebssystemen.

e Das Programm sas-ref beinhaltet ebenfalls einen Monte Carlo-Algorithmus mit simulated
annealing, sehr dhnlich dem eigenen Algorithmus (Petoukhov & Svergun, 2005). Es besitzt
eine gute Dokumentation, funktionierte aber in meinen Hénden nicht: Nach einer Rechenzeit
von mehr drei bis fiinf Tagen produzierte das Programm immer Strukturen, in der Unter-
einheiten ,explodiert® waren. Die Untereinheiten wiesen nach einer solchen Simulation keine
Kontakte mehr auf und waren iiber mehrere Untereinheitendurchmesser deplaziert.

e Das Programm parmscan (Hartmann & Decker, 2002) wird an dieser Stelle nicht bespro-
chen. Der Abschnitt 4.7.4 auf Seite 113 des Resultatekapitels bietet eine detaillierte Uber-
sicht. Wichtig ist noch zu konstatieren, dass dieses Programm ausschliefflich mit 24meren
Hamocyaninen arbeiten kann.

Aus der Liste wird ersichtlich, dass es einige vielversprechende Ansédtze gibt rigid body-Model-
lierung auf der Basis von SAXS-Daten in einer Software umzusetzen. Alle diese Ansétze haben
aber fiir den Nutzer erhebliche Schwichen, so dass ich mich gezwungen sah eine eigenstindige
Alternative zu entwickeln.

5.10.3 Ausblick auf zukiinftige Versionen der Software

Die sas-rigid-Software ist bei weitem noch nicht ausgereift. Einige Fahigkeiten miissen noch
implementiert werden und insbesondere die Fehlerbeseitigung!® (Debugging) wird noch Zeit in
Anspruch nehmen. Folgende Fahigkeiten sind bereits implementiert, aber noch nicht Teil einer
neuen Paket-Veroffentlichung (software release):

1. Modelle kénnen jetzt auch beim Sicherheitsspeichern in einem Zug komprimiert werden.
(Bislang war der Speicherplatzbedarf der Dateien hoch.)

2. Die Streukurve kann mittels der Debyegleichung (Gleichung 2.19) ermittelt werden.

3. Die neue Monte Carlo-Methode (siehe Abschnitt 4.7.5, Seite 115{f.) wird in der néchsten
Version enthalten sein.

Hinzu kommen diverse Fehlerbereinigungen.
Fahigkeiten, die eine gute Software zur rigid body-Modellierung haben sollte sind sicherlich

a) die Moglichkeit auch eine Quasisymmetrie zwischen nicht identischen Untereinheiten eines
Proteinkomplexes abzubilden und

b) Loésungsmitteleinfliisse auf die Streukurve adéquat zu berticksichtigen. Dieser Punkt kann sehr
gut bei einer Implementierung in Ultrascan eingefiigt werden (s. u.).

Auf der Konferenz From Computational Biophysics to Systems Biology im Mai 2008 in Jiilich
(CBSB08: http://www.fz-juelich.de/conference/cbsb08) wurde ich von Professor B. De-
meler (University of Texas in San Antonio, http://www.demeler.uthscsa.edu/), dem Haupt-
autor des Programms Ultrascan ((Demeler, 2005); http://www.ultrascan.uthscsa.edu/) zur
Analyse von Daten der Analytischen Ultrazentrifugation angesprochen. Von ihm stammt die
Anregung zur Implementierung des Monte Carlo-Algorithmus zur Darstellung von rigid body-
Modellierungen auf SAXS-Datenbasis in Form von Dichten (vgl. Abschnitt 4.7.5, Seite 1151f.).

Er machte mir das Angebot die Komponenten von sas-rigid in Ultrascan zu implementieren.
Auf diese Weise kénnen Daten komplementarer Techniken (SAXS und Analytische Ultrazentrifu-
gation) in einem Programm verarbeitet werden. Unserer Einschiitzung nach ist es moglich diese

15Es wird davon ausgegangen, dass sich in jedem Quellcode einer Software vor einer systematischen Fehlersuche
etwa 1 Fehler auf 100 Zeilen befindet und das die Zahl der zu findenden Fehler bis zum Start systematischer
Fehlerbeseitigung proportional zur Zahl gefundener Fehler ist (Tajima & Matsubara, 1981).
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Implementierung innerhalb von einem halben Jahr umzusetzen, jedoch erfordert dies den Code
in Ct+ (Stroustrup, 2007) umzuschreiben.

In Ultrascan ist die Reprisentation eines Proteins in Form von sogenannten bead models (Chacon
et al., 2000) bereits implementiert. Hierbei wird die gesamte Dichte eines Proteins in Form von
Kugeln, den beads, ausgedriickt. Dies macht es einfach das Volumen des Proteins so zu vergrofern,
dass auch die Hydrathiille umschlossen wird, wodurch Forderung b) der oben aufgefiihrten Liste
sehr einfach zu erfiillen ist.

5.11 Das Programm SPlot

Wie im Resultatekapitel (Abschnitt 4.8) beschrieben, hat das Programm SPlot eine Reihe von
Funktionen, welche die Arbeit mit der institutseigenen Kratky-Kamera vereinfachen kénnen. Ziel
war es in erster Linie eine graphische Benutzeroberfliche zur Behandlung der Kleinwinkelstreuda-
ten zur Verfiigung zu haben. Der gesamte Arbeitsfluss im Umgang mit Daten der Kratky-Kamera
stellt sich in der Kombination aus SPlot & PreToExcel (siche Anhang A.6) wie folgt dar (Ab-

bildung 5.9):
SAXS-Daten

Konvertierung
in EXCEL-Format

Mittelung
der Daten

GNOM oder ITP

Entschmierung
mit GNOM

Entschmierung
mit ITP

¥ Y
Teilanalyse Drittprogramme
in SPLOT (z.B. DAMMIN)

Abbildung 5.9: Arbeitsfluss fiir SAXS-Daten der Kratky-Kamera (ASA-Format) mit den Programmen
SPlot & PreToExcel. Orange ist der Arbeitsschritt mit PreToExcel unterlegt, Gelb diejenigen Arbeits-
schritte, bei denen SPlot assistiert.

SPlot bietet folgende Einsatzmdoglichkeiten:

a) Schnelle (,,online*) Uberpriifung der von der Kamera aufgenommenen Daten. So ist es méglich
einen Datensatz sehr schnell mit vorherigen Datensétzen zu vergleichen und festzustellen,
ob sich eine Verdnderung (z.B. Aggregation, Dissoziation, verdndertes Plateauniveau (durch
verdnderten Zdhlgasfluss) usw.) ergeben hat.

Arbeit mit Studenten, die oftmals nicht mit Kommandozeilenprogrammen umgehen koénnen.
Einfaches Generieren professioneller Abbildungen verschiedener Formate.
Einfache Vergleiche verschiedener SAXS-Datensétze hinsichtlich SAXS-spezifischer Aspekte.

Konvertieren von SAXS-Datensitzen in verschiedene Dateiformate.
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Das Programm ist also vielféltig einsetzbar und ist zudem auch schnell und einfach zu erweitern.
Es ist vergleichbar mit Primus (Konarev et al., 2003), einem Programm zum Prozessieren von
SAXS-Daten. Wiahrend der Funktionalitdtsumfang &hnlich ist, bietet Primus im Gegensatz zu
SPlot Schnittstellen zu anderen Programmen an und unterstiitzt andere Datenformate.

Der Hauptnachteil von SPlot ist die bisherige Beschrinktheit auf das ASA-Datenformat als das
primére Eingabeformat. Dies kann aber bei Bedarf gedindert werden, in dem ein zusétzlicher Parser
fiir andere Formate geschrieben wird. Dariiber hinaus unterliegt SPlot auch der Einschrinkung
auf UNTXartige Betriebssysteme (bisher getestet unter Linux und OS X). Die Ursache liegt in
der Verwendung von wxPython (Rappin & Dunn, 2007), einer Pythonschnittstelle fiir die wx-
Bibliothek (Smart ef al., 2005), einer Bibliothek fiir die plattformiibergreifende Programmierung
graphischer Benutzeroberflachen. Obwohl wxPython eigentlich Plattformunabhingigkeit garan-
tiert ist es mir bislang nicht gelungen SPlot unter Windows ohne vielfache Abstiirze auszufiithren.



Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Methoden Homologiemodellierung und Molekulardynamik
genutzt, um die Struktur und das Verhalten von Proteinen in Losung zu beschreiben. Mit Hilfe
der Rontgenkleinwinkelstreuung wurden die mit den Computermethoden erzeugten Vorhersagen
verifiziert.

Fiir das a-Hamolysin, ein Toxin von Staphylococcus aureus, das eine heptamere Pore formen kann,
wurde erstmalig die monomere Struktur des Protein in Losung beschrieben. Homologiemodellie-
rung auf Basis verwandter Proteine, deren monomere Struktur bekannt war, wurde verwendet,
um die monomere Struktur des Toxins vorherzusagen. Flexibilitdt von Strukturelementen in ei-
ner Molekulardynamiksimulation konnte mit der Funktionalitit des Proteines korreliert werden:
Intrinsische Flexibilitit versetzt das Protein in die Lage den Konformationswechsel zur Pore nach
Assemblierung zu vollzichen. Rontgenkleinwinkelstreuung bewies die Unterschiede der monome-
ren Struktur zu den Strukturen der verwandten Proteine und belegt den eigenen Vorschlag zur
Struktur. Uberdies konnten Arbeiten an einer Mutante, die in einer sogenannten Priporenkon-
formation arretiert und nicht in der Lage ist eine Pore zu formen, zeigen, dass dieser Ubergangs-
zustand mit der Rotationsachse senkrecht zur Membran gelagert ist. Eine geometrische Analyse
beweist, dass es sterisch moglich ist ausgehend von dieser Konformation die Konformation der
Pore zu erreichen. Eine energetische und kinetische Analyse dieses Konformationswechsels steht
noch aus.

Ein weiterer Teil der Arbeit befasst sich mit den Konformationswechseln von Hémocyaninen.
Diese wurden experimentell mittels Rontgenkleinwinkelstreuung verfolgt. Konformationswechsel
im Zusammenhang mit der Oxygenierung konnten fiir die 24meren Hamocyanine von Furypelma
californicum und Pandinus imperator beschrieben werden. Fiir eine Reihe von Hamocyaninen ist
nachgewiesen, dass sie unter FEinfluss des Agenz SDS Tyrosinaseaktivitét entfalten kénnen. Der
Konformationswechsel der Himocyanine von E. californicum und P. imperator bei der Aktivie-
rung zur Tyrosinase mittels SDS wurde experimentell bestétigt und die Stellung der Dodekamere
der Hamocyanine als wesentlich bei der Aktivierung festgestellt. Im Zusammenhang mit anderen
Arbeiten gilt damit die Relaxierung der Struktur unter SDS-Einfluss und der sterische Einfluss
auf die verbindenden Untereinheiten b & c als wahrscheinliche Ursache fiir die Aktivierung zur
Tyrosinase.

Figene Software zum sogenannten rigid body-Modellierung auf der Basis von Roéntgenkleinwinkel-
streudaten wurde erstellt, um die Streudaten des hexameren Himocyanins von Palinurus elephas
und Palinurus argus unter Einfluss der Effektoren Urat und Koffein strukturell zu interpretie-
ren. Die Software ist die erste Implementierung eines Monte Carlo-Algorithmus zum rigid body-
Modelling. Sie beherrscht zwei Varianten des Algorithmus: In Verbindung mit simulated annealing
kénnen wahrscheinliche Konformationen ausgefiltert werden und in einer anschliefsenden syste-
matischen Analyse kann eine Konformation geometrisch beschrieben werden. Andererseits ist ein
weiterer, reiner Monte Carlo-Algorithmus in der Lage die Konformation als Dichteverteilung zu
beschreiben.
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Anhang A

Softwareskripte zur Evaluierung von
Rontgenkleinwinkelstreuungsdaten

Die in der Zeit meiner Doktorarbeit erstellten Skripte wurden entweder in Python (van Rossum,
1998, ab Version 2.4) oder BASH (Stallman et al., 1988, ab Version 3.0) geschrieben und dienten
vornehmlich der Vereinfachung und Beschleunigung der Auswertung von SAXS- bzw. SANS-
Daten. Samtliche Skripte sind auch auf CD gespeichert und im Institut fiir Molekulare Biophysik
der Universitdt Mainz erhéltlich. Dennoch sind sie hier abgedruckt, um ggf. eine Reproduktion
und Modifikation unabhéngig ihrer elektronischen Version zu ermdglichen. Insbesondere meinen
Nachfolgern in der Arbeitsgruppe mdochte ich diese Moglichkeit nicht nur einrdumen, sondern
sie auch dazu ermuntern, diese Vorlagen zu nutzen. Der hier dargestellte Quellcode ist jedoch
verkiirzt wiedergegeben. Der eigentliche Code ist wesentlich reichhaltiger kommentiert und auf
der CD, die zu dieser Arbeit archiviert wird, gespeichert.

A.1 Skripte zur Steuerung der EMBL-SAXS Software Suite

A.1.1 DAMMIN

Das folgende Skript ist in BASH geschrieben und erlaubt es, das Programm DAMMIN (Svergun,
1999) so zu fiittern, dass dieses geméf der vorgegebenen Parameter eine Serie unabhéngiger
Rekonstruktionen erstellt. Die Rekonstruktionen werden stets unter einem neuen Dateinamen
abgespeichert und kénnen in einem spéteren Schritt (siehe A.1.2) gemittelt werden.

Im Prinzip lassen sich die Programme CREDO und GASBOR (Petoukhov et al., 2002; Svergun et al.,
2001) in vergleichbarer Weise fiittern. In der Praxis hat sich dieses allerdings als zu umstandlich
erwiesen und die Programme wurden per Hand gefiittert. Dennoch kann das folgende BASH-
Skript als Muster dienen (Skript 1 auf der Folgeseite).

Bei allen diesen Skripten, die sich auch auf der CD mit den Daten dieser Arbeit befinden, ist es

erforderlich bestimmte Parameter fiir den Einzelfall anzupassen'.

'In BASH und in Python sind '#’ Kommentarzeichen, ab denen die Interpreter die Zeile nicht mehr ausfithren.
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Skript 1 Beispiel fir ein Skript mit dem sich semi-automatisch verschiedene Ldufe des Pro-

gramms DAMMIN sequentiell starten lassen.

#! /bin/bash
#

#

# Input data the wuser is encouraged to change:

#

# define mode: [F]ast, [S]low, [J]ag, [K]eep, [E]zpert
MODE="S8"

# default input data file (as gnom.out):

INPUT="gnom . out"

# project description string:

PROJECT DESCRIPTION="Eury Hc oxy"

#Angular units in the input file (gq=1/Aa (1) or q=1/nm (2))
ANGULAR_UNIT="1"

# Portion of the curve to be fitted

PORTION="0.5"

# Initial DAM: type S for sphere, E for ellipsoid, C for cylinder, P for parallelepiped or start file

INITIAL_DAM="S"

# Symmetry to be imposed: P1...P19 or P23 or P432 or PICO

SYMMETRY="P2"

# Particle shape: <P>rolate , <O>blate, or <U>nknown

SHAPE="U"

# 1f shape is oblate specify direction of expected anisometry a<L>ong Z, a<C>ross Z, or <U>nknown
ANIS="U"

# Repeat over a certain number of Iterations

ITERATIONS="1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24"

#

#
#define a help function
function usage()

{
echo "Available options are:"
echo "<mode>: [Flast, [S]low, [J]ag, [K]eep, [E]lxpert"
echo "<logfile >: somefilename, per default it will be generated as"
echo "as abbreviation from other input"
echo "<input data file >: (as gnom.out) including path, if necessary"
echo ""
echo "invoke like:"
echo "damminfeed [—-m <mode>][—1 <logfile >][—i <input data file >]"
}

while getopts ":m:l:i:
case $opt in
m ) MODE=3OPTARG; ;
1 ) LOGFILE=3OPTARG;;
i
\

opt; do

) INPUT=$OPTARG ; ;
7 ) usage ; exit 1

done
shift $(($SOPTIND —1))

for ITER in $ITERATIONS; do
#create logfile name:
TEMP=$ {INPUT## /*/} #take only the input file name itself — not its path

name

#LOGFILE=$ {MODE} ${TEMP%%.x} ${INITIAL DAM} ${SYMMETRY} ${SHAPE} ${PORTION:0:1} ${PORTION:2:2} S${ITER}

LOGFILE=$ {INITIAL_ DAM} ${SYMMETRY} ${SHAPE} ${PORTION:0:1} ${PORTION:2:2} ${ITER}

#check in which mode dammin should be started and run the appropiate routine]

if [ $MODE = °S’ |; then
echo "Starting dammin with the following parameters"
echo "M
printf "Mode: %3s log file name: %15s\n" ${MODE} ${LOGFILE}

printf "input file: %15s\n" ${INPUT}
printf "project description: %s\n" ${PROJECT_ DESCRIPTION}
printf "portion of the curve to be fitted: %s\n" ${PORTION}
printf "initial volume shape: %s\n" ${INITIAL_DAM}
printf "symmetry: %s\n" ${SYMMETRY}
printf "particle shape %s\n" ${SHAPE}
if [ $SHAPE = 'O’ ]; then

printf "expected direction of anisometry: %s\n" ${ANIS}
fi

sleep 3

(dammin) <<— EOF
$ {MODE}
${LOGFILE}
${INPUT}
$ {PROJECT _DESCRIPTION}
$ {ANGULAR_UNIT}

$ {PORTION}
$ {INITIAL_DAM}
$ {SYMMETRY }
$ {SHAPE}
EOF
else
echo ""
echo "CHOOSEN MODE IS CURRENTLY NOT SUPPORTED"
exit 1
fi
done

echo "damminfeed finished"

exit 0
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A.1.2 DAMAVER

Das folgende Skript ist in BASH geschrieben und erlaubt das Fiittern der DAMAVER-Suite (Vol-
kov & Svergun, 2003). Hiermit konnen mit DAMMIN (Svergun, 1999) erstellte Rekonstruktionen
(sieche A.1.1) gemittelt werden.

Skript 2 Beispiel fiir ein Skript mit dem sich semi-automatisch Ausgaben des Programms DAMMIN
mitleln lassen.

#! /bin/bash

# header information for script2html.py:

# bash comments for script2html.py starting with ’; 7’

# keywords for script2html.py starting with '#~ [keyword]’
#~ [topic] SAXS

~ [description] preparing the merger of dammin files

#~ [requirements]| linblock

#~ [version] 0.1

#~ [author] C. Meesters

#7 [date] 7. July 2006

#version history

# 0.1 original implementation — merges feeds damaver

#define a help function
function usage ()

echo "merge_prepare.sh"
echo "This scripts creates a directory ’'merger’ and copies all x—1.pdb"
echo "created by dammin from the local directory into this freshly created directory."

echo "File names will be truncated to roundl—<number>.pdb, where <number> is the number"

echo "of the original pdb file before the "—1" — assuming several pdb files like:"
echo "name<number>—1.pdb"

echo ""

echo "Available options:"

echo "-h — will display this help"

echo "-d — can be used to specify a different directory name to be created."
echo "-n — can be used to specify a different file name pattern to be used for"
echo "—a — will feed ALL found pdb files into damaver (usefull for MCSAS)"
echo " the output files"

echo "—x <number> — will take the first x pdb files , in system order"

echo "—r <referece file> — will use the given file as a reference for damsup"

}

#defining default directory to be created
DIRECTORY="merger"

#defining default file name pattern to be wused
NAME="round2—-"

while getopts ":d:n:x:r:" opt; do

case $opt in

d ) DIRECTORY=SOPTARG;;
n ) NAME=SOPTARG;;
x ) NUMBER=$OPTARG; ;
r ) REFERENCE=SOPTARG; ;
\? ) usage ; exit 1

esac

done
shift $(($OPTIND —1))

#1f NUMBER is not given by the user, set it to an insane one
declare —i NUMBER=$NUMBER
if [ "$NUMBER" —le 0 |; then
declare —i NUMBER=10000
fi

#message informing the user of what i1s specified
linblock "Calling merge damming: Calling damaver"
echo "The following parameters are specified:"
echo "Directory to write into: ${DIRECTORY}"
echo "File pattern looks like: ${NAME}"

#check whether the output directory exzists, if not create it
if [ ! —d ${DIRECTORY} ]; then

\mkdir ${DIRECTORY}

cd ${DIRECTORY}

else
echo "ERROR: The output directory , ${DIRECTORY}, already exists!"
exit 1
fi
#copy all files ending on —1.pdb to the current directory and rename them according to

#the given pattern:
#for X in ../x.pdb; do
for X in ../x —1.pdb; do #DAMMIN
declare DUMMY="‘ls ${X} | cut —d\. —f3 | cut —d\/ —f2°¢
#echo $DUMMY
declare FILENUM=${DUMMY:12:2} # for DAMMIN
#echo $FILENUM
#declare FILENUM=${DUMMY:3:2} # for MCSAS
echo "Copying ${X} to ${NAME}${FILENUM}.pdb"
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cp ${X} ${NAME}${FILENUM}.pdb
#decrease number counter
NUMBER=$NUMBER~ 1

#exzit this loop if the counter reaches zero; counter i1s a file counter
if [ "$NUMBER" —le 0 ]; then
break
fi
done

#starting batch runs for damaver programs

#1f no reference 1s given:
if [ ! —n "$REFERENCE" ]; then
damsel /b
else
#create a simple damsup logfile with $REFERENCE as the reference
touch damsup.log
echo ${REFERENCE} >> damsup.log
#create a simple damsup logfile with $REFERENCE as the reference
for X in *.pdb; do
echo ${X} >> damsup.log
done
fi
damsup /b
damaver /b
damfilt /b
damstart /b

exit 0

A.1.3 dammin2dino

Nachdem mit DAMMIN (Svergun, 1999; Volkov & Svergun, 2003) und die verwandten Programme
CREDOQ (Petoukhov et al., 2002) und GASBOR (Svergun et al., 2001) Modelle generiert wurden, galt es
diese addquat darzustellen. Hierzu musste das darstellende Programm in der Lage sein, Kugeln mit
arbitriaren Radius transparent darzustellen. dammin2dino ist ein einfaches Werkzeug, fiir Arbeiten
in der shell, das iiberdies auch in der Lage ist, die Informationen iiber die Sekundérstruktur eines
Proteines aus einer PDB-Datei einzulesen oder diese aus einer dssp-Logdatei (Kabsch & Sander,
1983) zu generieren:

Skript 3 Das Skript dammin2dino zur Darstellung der ab initio-Modellierungen der Programme
DAMMIN, GASBOR oder CREDO.

from optparse import OptionParser likelyhood = float (1[8])
import os if likelyhood > maximum:
import re 46 maximum = likelyhood
number = 1[1]
author = "Christian Meesters" likelyhoods [number]| = likelyhood
~ version = "o0.2"
_ _date_ = "16. March 2007" fname.close ()
51
__history = """ return likelyhoods , maximum
9. October 2006 — 0.1 — original implementation
16. March 2007 — 0.2 — support for reading def _ pdb_reader(inputfile):
actual pdb files e
(reads out position 56 will read in a pdb file and returns
for sec. structure) two lists:
20. March 2007 — 0.3 — enabled support for — tuples of residues (# of first and
reading dssp files last AA) in helices
e — numbers of residues (# of first and
61 last AA) in beta—sheets
doc —_ wun o
This file accepts an arbitrary dammin or gasbor try:
or damaver pdb output files and writes out dino fname = open(inputfile, ’'r’)
source files for them. except IOError, msg:
ren 66 raise [IOError (msg)
def damminfile reader(inputfile): np = re.compile("\S{3}\sA\s+\d+",
e N re .IGNORECASE)
will read in the likelyhood values from n = re.compile("\d+")
the inputfile 71
men helix , sheet = list (), list ()
print "reading likelyhoods from input file" for line in fname:
if HELIX’ in line:
try: tmpl = re.search (n,
fname = open(inputfile , ’r’) 76 np.findall (line )[0]). group()
except IOError, msg: tmp2 = re.search (n,
raise IOError (msg) np.findall (line )[1]). group()
helix.append ((int (tmpl), int(tmp2)))
likelyhoods = {} if °SHEET’ in line:
#find out the owverall mazimum value 81 tmpl = re.search (n,
maximum = 0 np.findall (line )[0]).group()
tmp2 = re.search(n,
for line in fname: np.findall(line )[1]).group()
1 = line.split () sheet.append ((int (tmpl),

if 1[0] = ’ATOM’: 86 int (tmp2)))
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fname. close ()

#anything found?

if len(helix) = 0 and len(sheet) == 0:
raise AssertionError("No secondary

structure information read
from pdb file")
return helix , sheet
__dssp_reader(inputfile ):
i
will read in a dssp log file and
return two lists:
— numbers of residues (# of first and
last AA) in helices

— numbers of
last AA) in

residues (# of first and
beta—sheets

Note: This script does not distinguish
between E, S, and
B lables — all are considered ’sheets’
o
try:
fname = open(inputfile, ’'r’)
except IOError, msg:
raise [IOError (msg)
flag , first , last = False, 0, 0
sfirstflag = False
hfirstflag = False
helix , sheet = list (), list ()
for line in fname:
1 = line.split ()
if flag:
sheetcondition = (’E’ in line or ’S’
in line or ’'B’ im line)
helixcondition = (’H’ in line)
if sheetcondition:

if not sfirstflag:
first = int(1[1]) #AA number
sfirstflag = True
sheetcondition and
sfirstflag:
sfirstflag = False
last = int(1[1])—1
sheet .append (( first ,
elif helixcondition:
if not hfirstflag:
first = int(1[1]) #AA number
hfirstflag = True
elif not helixcondition and
hfirstflag :
False

elif not

last))

hfirstflag =

last = int(1[1])—1
helix .append ((first , last))
# header finished 2
if 1[0] == ’#’: flag = True
fname. close ()
return helix , sheet
script _writer (x*xoption dict):
wn
will write out dino script files
according to the options
o
#input file name minus eztension
input = option_dict[ ’inputfile ]J[: —4]
print "Starting to write out dino
script file."
try:
fname = open(option_dict[’outputfile’],
w?

except IOError, msg:
raise [IOError (msg)

if option_dict[’pdbfile’] and not
option dict[’dssp’]:
helix , sheet = _ pdb_reader(
option dict|[’pdbfile’])
elif option dict[’pdbfile’] and
option dict[’dssp’]:
helix , sheet = _  dssp_reader(
option dict [’ dssp’])
if option_dict[’pdbfile’]:
fname. write(’set solvent rname=HOH,
H20,WAT, WIR, CA,ZN,FE,SE,
MN, SO4\n ’)
fname. write(’set base aname=N1,C2,N2,
02,N3,04,N4,04,C5,C5M,C6,
N6,06,N7,C8,N9\n ")
fname. write(’set protein rname=ALA,CYS,
ASP,GLU, PHE,GLY, HIS , ILE ,LYS,
LEU, MET, ASN, PRO, GLN,ARG, SER,,
THR, VAL, TRP, TYR, 5 HP, ABA, PCA,,
FGL,BHD, HTR, MSE, CEA, ALS, TRO,
TPQ,MHO, IAS ,HYP,CGU, CSE,RON,

185

190

195

200

205

210

215

220

225

230

235

240

245

255

260

265

270

275

280

3GA,TYS\n ')

fname.write(’set na $dna or S$rna\n’)

fname.write(’set backbone aname=CA,C,N,O,
OXT,HA,HN\n )

fname.write(’set hydrophobic rname=TRP,
ILE ,MET, VAL, TYR, LEU, PHE\n ’ )

fname.write(’set basic rname=ARG,LYS\n')

fname. write(’set acidic rname=ASP,GLU\n’)

fname. write(’set polar rname=SER,THR,TYR,
HIS ,CYS,ASN,GLN\n ")

fname. write(’set aromatic rname=PHE,TYR,
HIS , TRP\n’)

fname.write(’set aliphatic rname=ALA,GLY,
ILE ,LEU,MET,PRO,VAL\n )

fname.write(’set purin rname=A,ADE,G,
GUA\n )

fname.write(’set pyrimidin rname=C,CYT,T,
THY,U,URA\n ")

fname.write(’scene hide\n’)

fname.write (’load %s —mame dflt\n’ %

option_dict[ ' pdbfile’])
if len(helix)> O0:
fname.write(’set helix
nl = 0
for t in helix[:—1]:
fname. write ( "%d:%d, > %
(t[0], ¢[1]))
fname. write (’%d:%d\n’ %
(helix[—1][0],
helix [ —1][1]))
if len(sheet)> O0:

rnum=")

fname.write(’set strand rnum=’)
nl = 0
for t in sheet[: —1]:
fname . write ("%d:%d,’ %
(¢[0], ¢[11))

fname . write ("%d:%d\n’ %
(sheet[—1][0],
sheet[ —1][1]))

fname.write(’\n"’)
fname.write(’.dflt set
rtype=strand —sel $strand\n’)
fname.write(’set h hydrophobic\n’)
fname.write(’.dflt new —name ca
—type trace\n’)
fname.write(’.dflt.ca set
color=grey \n’)
fname.write(’.dflt.ca set
color=blue —sel
rtype=strand\n’)
fname.write(’.dflt.ca set
color=red —sel
rtype=helix\n’)
fname.write(’.dflt.ca show\n’)
fname.write(’.dflt.ca render
hsc , t=1.\n\n")
fname.write(’.dflt new —name
sell —sel rnum=35\n’)
fname. write (. dflt.sell

render cpk\n’)

fname.write(’//load in all
fname. write (’load %s.pdb\n
if option_dict[’surface’]:
fname.write(’load %s —type msms
—name surf\n’ %
option_dict[’surface’])
fname.write(’\n//center the scenes\n’)
fname.write (’scene center [.%s]\n’ % input)
if option_dict[’pdbfile’]:
fname.write(’scene center
Cdflt )

data\n’)
% input)

’

[.%s]\n’ %

fname.write(’scene autoslab\n’)
fname.write (’scene set bg=%s\n' %
option_dict [ ’background’])
fname. write(’scene set near —=40,
far4=40\n")
fname.write(’\n//rendering\n’)
fname. write (’.%s new —name all\n’ % input)
fname.write (*.%s.all set color=%s\n’ %
(input, option_ dict[’ball_color’]))
fname.write(’.%s.all render custom,

sr=%s ,bw=0.3,detail=3,t=0.4 \n’ %
(input , option_dict[’radius’]))
fname.write(’\n\n"’)
if option_dict[’surface’]:
fname.write (’.surf attach .%s\n’ % input)
fname.write(’.surf new —name env\n’)
fname.write(’.surf.env set color=blue\n’)
#fname. write (’. surf.env render custom\n’)

fname.write(’\n//manipulate the scene\n’)
fname.write(’\n//put backwards\n’)

fname. write(’scene transz —150\n’)

fname. write(’scene center [.%s]\n’ % input)
fname.write(’scene autoslab\n’)
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if option_dict[ likelyhood_flag’]:

likelyhoods ,

maximum =

_damminfile reader (

fnam

for

option dict[’inputfile’])
e.write(’\n\n//setting the
confidence rendering\n’)
key, value in likelyhoods.
value = int (value * 255 / maximum)
fname.write(’.%s.all set
color={0,0,%d}
—sel anum=%s\n’ %
(input ,value ,key))

fname.write(’scene set bg=white\n’)
fname.write(’scene show\n’)
fname.close ()

def main ():
parser = OptionParser(usage=__doc__)
parser.add_ option("—i", "——input",

parser.a

parser.a

parser.a

parser.a

parser.a

parser.a

action="store",

type="string",

dest="input",

help="use to

the input file name,

default is ’damaver.pdb’")
dd option("—0", "——output",

- action="store",
type="string",
dest="output",
help="use to specify
the output file name,
default is ’'msmsin.dat’")

dd_option("—1", "——likelyhood",
action="store_true",
dest="likelyhood _flag",
default=False ,
="coloring accoding to

specifiy

help=
likelyhood")
dd_option("—s", "——surface",
action="store",
type="string",
dest="surface",
help="use to specify
msms surface file (without
extension!)")
dd_option("—c", "——color",
action="store",
type="string",
dest="ball_color",

help="use to specifiy
the ball color (defaults to
red)")

dd _option("-b", "——background",

action="store",
type="string",
dest="background",
help="use to specifiy
the background color
(defaults to white)")
Ny "__radius",
action="store",
type="string",

dd_option(

dest="radius",
help="use to specifiy
the ball radius
(defaults to 8)")
parser.add_option("—p", "——pdb",
action="store",
type="string",
dest="pdb",
help="use to specify
an additional actional
pdb file , will be
superimposed with
hsc rendering")
parser.add_option("—d", "——dssp",

(options

#print o
print ""

action="store",
type="string",
dest="dssp",

370

iteritems ():

375

380

385

390

395

400

410

415

420

425

430

435

440

445

450

help="use to specify

a dssp logfile to read

sec. structure information")
, args) = parser.parse_args()
ut a little header:

if

print
print

"Running dammin2dino ...
wn

if options.input:

inputfile = options.input
print "specified input file: "
+ inputfile
else:
inputfile = "damfilt.pdb"
print "as input file " + inputfile +
"’ will be tried (default)."

inputfile inputfile

if options.output:
outputfile options.output

print "specified output file prefix: "
+ outputfile
else:
outputfile = ’'dino.scr’
print "no ouput file prefix specified,

using default file name

(’dino.scr )"

if options.surface:
surface = options.surface
print "specified surface file name
(without extension!): " 4+ surface
else:
surface = Nomne
print "no surface file specified"

if options.ball_color:

ball_color = options.ball_color
print "specified ball color = %s" %
ball _color
else:
ball _color = ’red’
print "ball color = %s (default)" %
ball color
if options.background:
background = options.background
print "specified background color: " +
background
else:
background = ’white’
print "background color is " +
background + " (default)"
if options.radius:
radius = options.radius
print "specified radius = %s" % radius
else:
radius = '8’
print "ball radius = %s" % radius
if options.pdb:
pdbfile = options.pdb
print "trying to read in %s, too" %
pdbfile
else:
pdbfile = None

if options.dssp:

dssp = options.dssp
print "retrieving secondary structure
information from %s" % dssp
else:

dssp = None

likelyhood flag = options.likelyhood flag

option _dict
{’likelyhood flag’:

likelyhood flag,

’inputfile’ inputfile, ’'outputfile’
outputfile, ’surface’ surface ,
’background’: background, ’ball_color’:
ball_color, ’radius’: radius, ’pdbfile’:
pdbfile , ’dssp’: dssp}

#call the actual functional function

script _writer (¥*option_dict)

__name__ —— "__main__":

os.nice (1)

main ()

Skript A.1.3 erzeugt eine Eingabedatei fiir das Programm Dino (Philippsen, 2001).
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A.2 Evaluation von parmscan-Laufen

Zusitzlich zu den Bedienskripten zu Programmen der ab initio-Modellierung wurde auch ein
Skript zur vereinfachten Auswertung von parmscan-Logdateien (zu parmscan siehe Abschnitt
3.6.11, Seite 39) geschrieben. Das Skript liest die Logdateien ein und gibt die Bewegungspara-
meter, die zu Konformationen fiithrten, welche am besten mit den experimentellen SAXS-Daten
iibereinstimmten, aus. parmscan gibt fiir jede Konformation die zugrundeliegenden Bewegungs-
parameter und die Giitefaktoren fiir die Ubereinstimmung der theoretischen, auf Basis der Kon-
formation errechneten, P(r) und I(g) zu den jeweiligen experimentellen Daten in die Logdatei
aus. Das Evaluationsskript zeigt fiir jede Konformation beide Giitefaktoren an.

Das Skript ist auf der Begleit-CD zu dieser Dissertation enthalten.

A.3 MODELLER Skripte

Die folgende Serie kleiner Skripte gibt die wesentliche Prozedur des Modellierens mit MODELLER
ab Version 9.1 (Sali & Blundell, 1993; Marti-Renom et al., 2000) wieder, nachdem die Softwa-
re auf ein Python-Interface (van Rossum, 1998) umgestellt wurde. Diese Skripte entbinden nicht
vom aufmerksamen Lesen der MODELLER-Anleitung, liefern jedoch subtile Anderungen im Python-
code, der in den Beispielen von MODELLER relativ amateurhaft zusammengesetzt ist. Neben den
Kommentaren befinden sich auch auskommentierte Codezeilen in den Beispielen, die optionale
Erweiterungen des Codes darstellen.

Die Skripte erscheinen in der Reihenfolge, wie sie tatséichlich auch fiir das Erstellen der Modelle
verwendet wurden.

Das erste Skript zeigt wie man das Profil fiir zwei Molekiile, hier die Mutante H35R und den
Wildtyp des a-Hamolysins, bildet. Dieses Alignmentprofil wird intern von MODELLER bendtigt,
sofern keines per Hand erstellt wird?.

Skript 4 Generierung des Alignmentprofils fir MODELLER

# import standard modules seq database format="BINARY’,
import os 33 chains list=ALL’)
# import Modeller ’s modules B
from modeller import log, environ #-— Read in the target sequence/alignments
from modeller import sequence db, alignment aln = alignment (env)
aln.append(file="wt. pir’
if _ _name _ == "__main__": 38 alignment_format="PIR’,
#-— since this script takes cpu power align_codes="ALL’)
os.nice (10) aln.append(file="H35R. pir ’,
alignment_format="PIR’,
log .verbose () align_codes="ALL’)
env = environ () 43
#-— Convert the input sequence/alignment
#-— Prepare the input files # into profile format
prf = aln.to profile ()
#-— Read in the sequence database #-— Scan sequence database to pick
sdb = sequence db(env) 48 # up homologous sequences
#sdb.read(seq database file='pdball.pir ’, prf.build (sdb, matrix offset=—450,
# seq database format=’'PIR’, rr_ file='${LIB}/blosum62.sim.mat’,
# chains list="ALL’, gap penalties 1d=(—500, —50),
# minmaz_db_seq len=(80, 4000), n_ prof iterations=1,
# clean sequences=True) 53 check profile=False,

max_aln_evalue=0.01)
#—— Write the sequence database

# in binary form #— write to output file
#sdb . write (seq_ database_ file="pdball.bin’, prf.write(file="build_profile.prf’)
# seq_database_ format="BINARY’, 58 #——convert back to alignment format
# chains_ list="ALL’) aln = prf.to_alignment ()

#-— Now, read in the binary database aln.write(file="build_profile.ali’,
sdb.read (seq database file="pdball.bin’, alignment format="PIR’)

Das folgende Skript erstellt einen Vergleich zwischen allen mdéglichen Kandidaten fiir ein Muster
(,, Template* in der MODELLER-Sprache) fiir das strukturelle Modellieren. Die align_codes in Zeile
14 des Beispiels stehen fiir die PDB-Codes der besten Modelle, die im ersten Skript in der Datei
build_profile.prf abgelegt wurden.

’Das Alingment muss auf jedem Fall iiberpriift werden. Bei komplexen Sequenzen empfiehlt es sich die Aufgabe
des Alignments nicht MODELLER, sondern beispielsweise mit ClustalX (Thompson et al., 1994) durchfiihren zu
lassen und ggf. auch per Hand zu verbessern (Schweikardt et al., 2004).
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Skript 5 Analyse mdglicher Musterstrukturen.

# import standard modules env = environ ()
import os aln = alignment(env, file=’pdball.pir’,

13 align_codes=("11kfA’, ’21kfA ",
# import Modeller s modules *31kfA °, ’1pvl’, ’1t5rA’))
from modeller import log, environ, alignment aln .malign ()

aln .malign3d ()

if name == " main_ ": aln.compare structures ()
os.nice (19) 18 aln.id table(matrix_file=’family.mat’)
log.verbose () env.dendrogram (matrix file=’family .mat’,
#create enviroment Cluster:cut:—l.o)

Das néchste Skript zeigt wieder ein Alignment: Ein zweidimensionales Alignment, das von MODELLER
benétigt wird. Die beiden Sequenzen (die Mutante H35R und den Wildtyp des a-Hamolysins)
wurden gegen LukF (PDB-Code 11kf) ausgerichtet.

Skript 6 Ausfihren eines zweidimensionalen Alignments in MODELLER.

import os aln .append_model(mdl, align_codes="11kfA’,
atom _files="11kf.pdb”)

# import Modeller s modules 20 aln.append(file="wt. pir’,

from modeller import environ align _codes='7ahlA”)

from modeller import alignment, model, log aln.append( file="H35R. pir’

align_codes='7ahlM’)

if _ _name _ —— "__main__": aln.align2d ()
os.nice (1) 25 aln.write (file="wt_11kf.ali’,
log.verbose () alignment format='PIR’)
aln.write(file="wt_ 11kf.pap’,
#creating enviroment alignment format='PAP’)
env = environ ()

30 aln.write(file="h35r 1lkf.ali’,
aln = alignment (env) alignment format='PIR’)
mdl = model(env, file="11kf") aln.write(file:’h357r 11kf.pap’,
#optional append to model parameters: alig1111)e11t7f70r1nat:’PAP’)

# , model segment=(’FIRST:A’,’LAST:A’))

Nun folgt das eigentliche Frstellen der Modelle. Ebenfalls fiir beide Sequenzen. Das del(a) ist in
normalem Pythoncode nicht zwingend notwendig, stellt hier aber sicher, dass die Referenzen zum
automodel-Objekt zerstort sind. Dieses wird in manchen Codes mit MODELLER-Importen nicht
automatisch durchgefithrt und kann zu einer erheblichen Stérung der Evaluierung der zweiten
Sequenz fithren (hier: h35r_11kf.ali). Es ist hierbei irrelevant an welchen Namen das automodel-
Objekt gebunden wird.

Skript 7 Erstellen der Modelle. Bei tatséchlichen Skripten sind die Zahlen fiir die Anzahl der zu
generierenden Modelle anzupassen.

import os a.md_level = refine.very_slow
from modeller import environ, refine a.make ()
from modeller .automodel import automodel
17 del (a)
if name == " main " a = automodel(env,
“os.nice (1) T alnfile="h35r 11kf.ali’,
env = environ () knowns='11kfA 7,
a = automodel(env, sequence=’7ahlM )
alnfile="wt_11kf.ali’, 22 a.starting model = 1
knowns="11kfA ’, a.ending_model = 5
sequence=’'7ahlA ") a.md_level — refine.very_slow
a.starting _model = 1 a.make ()

a.ending model = 5
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An die Erstellung der Modelle schliefst sich die Evaluierung der Modelle an: Es gilt eine Ein-
schitzung der Qualitit zu finden. Diese gelingt {iber eine Einschitzung des DOPE-Wertes (siehe
3.8.1). An dieser Stelle wurden die Bespiele aus der MODELLER-Anleitung wesentlich erweitert.

Skript 8 FEvaluation der Modelle tiber ihren DOPE-Wert.

import os
import glob

# import Modeller ’s
from modeller import environ, selection ,
from modeller.scripts import complete pdb

modules

log

if _ name == " "

_ 77 _main_
os.nice (19)

# request verbose
log .verbose ()
env = environ ()
# read topology
env.libs.topology.read(
file="$(LIB)/top_heav.lib ")
# read parameters
env.libs.parameters
file="$(LIB)/par.

output

.read (
lib )

# read model files
models = list ()
names = glob.glob (’*xB9999 x.pdb’)
for name in names:
models.append (complete pdb(env,
# Assess with DOPE: -
report = '’
for model,
# don 't
# a rotational

name ) )

name in zip (models,
consider in case of

fit

names ) :

35

40

45

50

55

60

if 'fit’ in name: continue

# all atom selection

s = selection (model)

dope = s.assess_dope(
output="ENERGY PROFILE NO REPORT’,
file="7ahl.profile’, -
1)ormalize7profile:True,
smoothing window=15)

report += 'DOPE score for %s:
(name, dope)

%f\n’ %

# read model file
mdl2 = complete_pdb(env, ’11kf.pdb’)
# Assess with DOPE:
s = selection (mdl2) # all
dope = s.assess_dope(
output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT’ ,
file="11kf.profile’
normalize profile=True,
smoothing window=15)

atom selection

report += ’'DOPE score for 11kf: %f\n’ % dope
# open file for a report
try:

f = open(’DOPE_report.log’, ’w’)

except IOError, msg:

raise IOError (msg)
f.write(report)
f.close ()

A.3.1 Loop Modelling

Modellierung von Schleifen (,, Loop Modelling*) wird iiblicherweise verwendet, um Liicken in einem
Modell sinnvoll zu schlieffen. Solche Liicken sind meist auf eine ,verschmierte“ Elektronendichte
aus kristallographischen Daten zuriickzufithren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode
auf Bereiche des a-Himolysins angewendet, um eine bessere Ubereinstimmung mit den SAXS-
Daten zu erreichen. Die Methode von Fiser et al., 2000, ist in MODELLER implementiert und fand

auf folgende Weise Anwendung:

Skript 9 Loop Modelling in MODELLER.

import os
from modeller import
selection ,
features ,
modeller.
refine

log , environ,
forms, physical,
secondary structure

from automodel import loopmodel,

# Create a new class based on ’loopmodel’
# so that we can redefine

# select_loop_atoms (mandatory!)

class hemolysin(loopmodel):
def special_restraints(self, aln):

rsr = self.restraints

at = self.atoms

# loop residues to be beta strand

rsr.add(secondary_structure.strand (
self.residue range(’147:’, ’148:7)))

rsr.add(secondary structure.strand (
self.residue range(’164:’, ’'165:7)))

# This picks the residues to be

# refined by loop modeling

def select loop atoms(self):
# One loop from residue

routine

147 to

30

35

40

45

50

if

name

# 28
return
self

inclusive
selection (

.residue_range(’147:’, '164:7))

5 .,

main

os.nice(19)

log.verbose ()
env = environ ()

# directories for input atom files
env.io.atom _files_directory =
’./:../atom _files’

m = hemolysin(env,
inimodel="7ahlA.B99990015.pdb"’,
sequence="../7ahlA ")

index of the first loop model
.loop.starting model= 1
of the last loop model

#

m

# index
m.loop.ending model = 20

# loop refinement method
m.loop.md_level = refine.slow_ large

m.make ()

Wichtig ist vor allem die refinement method auf slow_large zu setzten, da sonst die Ausbeute
physikalisch sinnvoller Modelle sehr gering und vom Zufall bestimmt ist. Zudem sind auch die
flankierenden Sekundirstrukturelemente als Randbedingungen in special_restraints() auf-
genommen. Die Methoden der hemolysin-Klasse werde bei der Initialisierung der Klasse auto-
matisch aufgerufen. Dies erledigt MODELLER, im Hintergrund ohne das Vorhandensein einer

pythontypischen __init__-Methode.
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A.4 Vergleich von Elektronenmikroskopie und SAXS-Daten

Die Berechnung theoretischer Streukurven von Single-Particle-Modellen erfolgte entweder mit
em2p2i von H. Hartmann oder mittels des selbstgeschriebenen EM2SAXS (siche Abschnitt 3.6.9,
Seite 37). EM2SAXS ist im engeren Sinne kein Programm, sondern eine in Python (www.python.org)
geschriebene Bibliothek. Da Python eine interpretierte Sprache darstellt, sind Programme, die
EM2SAXS nutzen, zwar langsamer als em2p2i, dafiir bietet EM2SAXS jedoch einige andere Vorteile:

e Die Bibliothek nutzt die Python Imaging Library (www.pil.org) und ist daher in der Lage
verschiedene Formate (z. B. ein Paket von .tiff-Dateien oder eine serielle Darstellung der
EM-Rekonstruktion als Rohdatenformat) einzulesen.

e Esist moglich die Streuung ab einem bestimmten Schwellenwert zu berechnen, genauso wie
es moglich ist einen bestimmten Schwellenwert abzuziehen.

Der Code zu diesem Skript ist bereits im ,,subversion repository” http://subversion.tigris.
org/ zu sas-rigid (siehe Abschnitt 4.7, Seite 105) archiviert.

A.5 Umgang mit Pipealign

Pipealign (Plewniak et al., 2003) kann verwendet werden, um die Arbeit mit Sequenzdatenban-
ken zu erleichtern: Das Webinterface verwendet Ballast (Plewniak et al., 2000) (ein Programm
zum Nachbearbeiten von BLAST-Ergebnissen (Altschul et al., 1997)), DBClustal (ein Datenbank-
basiertes Clustal-Pendant (Thompson et al., 1994)), Rascal (Thompson et al., 2003) (ein Pro-
gramm zur automatischen Korrektur von Clustal-Alignments), Leon (Thompson et al., 2004)
(ein Programm, welches Nachbarn innerhalb von Alignments suchen kann) und Secator (Wicker
et al., 2001; Wicker et al., 2002) (zum Bau phylogenetischer Bdume). Dies stellt einen klaren
Fortschritt gegeniiber der manuellen Suche, Alignments und Gruppierung vergangener Jahre dar.
Die Schwiéche von Pipealign ist jedoch, dass im finalen Alignment doppelte Eintriage oder teilwei-
se iiberlappende Eintréage (weil ein Protein beispielsweise der Vorlaufer eines anderen Proteines
ist) enthalten sein kénnen — dies ist sicherlich fiir viele Datenbanksuchen sinnvoll, nicht jedoch,
wenn aufgrund der Resultate der Konservierungsgrad der Sequenzen oder dhnliche Dinge berech-
net werden sollen. Hier ndmlich tduschen doppelte Eintrége eine iiberméhig starke Konservierung
einer Proteinfamilie vor, die unter Umstéinden gar nicht vorherrscht?.

Daher habe ich mir ein eigenes Programm geschrieben. Dieses durchsucht das Ergebnis von
Pipealign, entfernt doppelte Eintrége, berechnet den Konservierungsgrad des Musterproteins
gegeniiber der Proteinfamilie fiir jede Sequenzposition nach Schneider & Stephens, 1990 und
wandelt diese numerische Analyse in Ausgaben um, die mit Dino (Philippsen, 2001) oder einem
Plot dargestellt werden kénnen:

#! J/usr/bin/python 25 input parameters:
— data => data as a 1D numpy array
from optparse import OptionParser — kernel => a positiv integer >
import os 2xorder giving the kernel size
import pylab — order => order of the polynomal
from math import log 30 returns smoothed data as a numpy array
import numpy
invoke like:
__author__ = "Christian Meesters" smoothed = _savitzky_golay(<rough>,
__version__ = "0.1" [kernel = value], [order = value]
" Tdate_ = "4. July 2007" 35 o
try:
class InputError (Exception): kernel = abs(int (kernel))
"""if user gives wrong input""" order = abs(int(order))
def init (self , value): except ValueError, msg:
Exception. _init  (self, value) 40 raise ValueError("kernel and order have
self.value = value to be of type int (floats will be
def str (self): converted).")
return repr(self.value) if kernel % 2 != 1 or kernel < 1:
raise TypeError("kernel size must be a
def _ _SavitzkyGolaySmoothing (data , 45 positive odd number, was: %d" %
kernel=11, order=4): kernel)
mon if kernel < order + 2:
applies a Savitzky—Golay filter raise TypeError("kernel is to small for

3Dennoch kann natiirlich das Arbeiten mit doppelten Eintrigen im Einzelfall sinnvoll sein, z. B. wenn diese
doppelten Eintrdge von verschiedenen Organismen stammen. Der Ansatz, der mit Pipealign vefolgt wird, ist also
nicht falsch.


http://subversion.tigris.org/
http://subversion.tigris.org/
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the polynomals\nshould be >

order + 2") 155

# a second order polynomal has 3

# coefficients

order range = range(order+1)

half window = (kernel —1) // 2

b = numpy.mat ([[k*+i for i in order range]
for k in range(—half window,
half window+1)])

# since we don’'t want the derivative ,

else choose [1] or [2], respectively

m = numpy. linalg .pinv(b).A[0]

window size = len (m)

half_window = (window_size—1) // 2

160

165

# precompute the offset 170
# better performance
offsets = range(—half_window,

offset _data = zip(offsets , m)

values for

half_window+1)

smooth _data = list () 175
with padded values
# the ’end values (since we want the
# same length after smoothing)
start = numpy.linspace (numpy.mean(data[:3]) ,
numpy .mean(data [:3]), half_ window)
end = numpy.linspace (numpy.mean(data[—3:]),
numpy . mean(data[ —3:]), half window)
data = numpy.concatenate ((start , data, end))
for i in range(half_window, len(data) —
half_window ):

# temporary data, for

’

180

185

value = 0.0

for offset , weight in offset_data:
value += weight * data[i + offset]

smooth_data.append(value) 190
return numpy.array (smooth_data)
read_sequences (x*xoption_dict ):
o
will read in sequences from a file in 195
FASTA format and put them in a directory
as {identifier: sequence}
invoke like:
read_sequences(<s*option_dict >) 200
W
try:
input = open(option_dict[’inputfile’], ’rU’)
except IOError, msg:
raise IOError (msg) 205
sequences = dict ()
identifier = None
sequence = ’’
210
for line in input:
# identifier line hit?
if line.startswith(’>"):
# already sequence in memory?
if identifier: 215

sequences |[identifier| = sequence
identifier = line.rstrip(’\n’).l1lstrip(’>")
sequence = '’ # erase sequence
else:

sequence += line.rstrip(’\n’) 220
input.close ()
# since 1t might happen that empty sequences
# are read in named ’group ’, these entries 225
# should be deleted
for key in sequences.keys ():
if not(len(sequences[key].strip(’'="))):
del sequences|key]
230
if option dict[’verbose’]:
print "Found a total
of %d sequences" % len(sequences)
return sequences
235
check doubles(sequences, x*xoption dict):
oo
find those sequences which occur more
than once
returns dict{identifier:[identifiers]} 240
o
doubles = dict ()
interns = option_dict[’containing’]
245
for key in sorted(sequences):
for key2 in sorted(sequences):
if interns and sequences|[key].lstrip(’—")
in sequences|[key2] and key != key2:
if doubles.has key(key): 250
doubles[key].append (key2)
else:
doubles|[key] = [key2]
elif not interns and sequences|[key]|] —
sequences [key2] and key != key2: 255

if doubles.has_key(key):
doubles [key].append(key2)

else: doubles[key] = [key2]

def

def

if option_dict[’verbose’]:
print "found the following
sequences as doubles in
for count, key in
enumerate(sorted (doubles.keys ())):
print "#%4d: %s is equal to %s" %
(count+1, key, doubles[key])

sequence: "

return doubles

compare entries(sequences,
**xoption dict):
wun

queryl , query2,

other:
which

with each
positions

compare two queries
prints those sequence
are identical

invoke like:
compare_entries(sequences , queryl,
query2, **option_dict)
, where queryl and 2 are strings
won
number = 0

for seql, in zip(sequences|[queryl],

sequences [query2]):

seq?2

seql != '—7:

number 4= 1

if seql = seq2:

print "%d: %s =— %s" %
(number, seql, seq2)

if

delete _sequences(sequences , doubles,
**xoption _dict ):

wnn

which occur

list of

delete those
doubled ,

sequences
Wi

sequences
returns cleared

if option dict|[’verbose’]:
print "deleting entries"

# for security reasons

copy = sequences.copy ()

done = list ()
for key in sorted(sequences.keys ()):
if doubles.has key(key):
try: -
for entry in doubles[key]:
done.append(entry)
if not entry inmn done:
del copy|[entry]
if option_dict[’verbose’]:
print "deleting " 4+ entry + " ",
except: pass
if option_dict[’verbose’]:
print "\nafter deleting double entries
%d sequences are left" % len(copy)
return copy

save file(sequences,
o

*xoption _dict):

save file in FASTA format

o
if option_dict[’verbose’]:

print "saving sequences to %s"

option_dict[ outputfile’]

%

try:

out = open(option_dict[’outputfile’],
except TypeError:

raise TypeError("No file name
except IOError, msg:

raise IOError (msg)

W)

specified")

for key in sequences.keys():
out.write( '>%s\n’ % key)
count = 50
for x in sequences|[key]:
out.write(x)
count —= 1
if count == 0:
count = 50

out.write(’\n’)
out.write(’\n’)
out.close ()

calculate _entropy(sequences,
win

**xoption_dict ):

returns the ’entropy’ as list of
[actual position in the alingment,
Amino acid,
entropy value]

wnn

if option dict[’verbose’]:

print "Calculating entropies for

positions in the query"
# get the query sequence again
raw_sequences = read_ sequences(x*xoption_dict)
query = raw_sequences|’ ' query’]

# frequencies at a given position in query

frequencies = list ()

for pos, letter in enumerate(query):
# total number of occupied AAs
total = 0
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# total of AAs equal to query at pos
occ = 0
if letter != —’: # no gap?
for key in sequences.keys():
value = sequences[key ][ pos]
if value.isalpha ():
total +=1
if value == letter:
occ +=1

frequencies.append ((pos + 1, letter ,
float (occ) / float(total)))

# calculate information content according to

# Schneider € Stephens (1990):
smax = log (20, 2) # 20 possible AAs
entropy = list ()
for AA in frequencies:
try:

entropy .append ((AA[O0], AA[Ll],

(smax—(—1 * AA[2] = log(AA[2], 2)))
« AA[2]))

except OverflowError: # log(0) ¢
entropy .append ((AA[0], AA[Ll], 0))

return entropy

write dino_color_scr(entropy,
i

*+xoption dict):

# first: find mazimum & minimum entropy
maximum, minimum = —1e99, 1e99 # dummy values
for pos in entropy:
if pos[2] > maximum: maximum = pos[2]
if pos[2] < minimum: minimum = pos[2]
if abs(maximum — minimum) < 1.0:
raise AssertionError (" Values for the
entropy are too close for sensible
division into histograms")
# nezt: find increment for equal binning
increment = (maximum — minimum) /
(option dict[’bins’] — 1)
# mext: create histogram
histo = [list () for x in
range(option dict[’ ' bins’])]
for pos, aa in enumerate(entropy):

step = int(aa[2] / increment)
histo [step —1].append(pos + 1)

# mext: write DINO color.scr—file
try:
color = open(’color.scr’, ’'w’)
except IOError, msg:
raise IOError, msg
for pos in range(len(histo)):
tmp = str(pos+1).zfill (2)
color.write(’set ¢%s rnum=' % tmp)
for number in histo[pos]:
if number == histo[pos][—1]:
color.write (’%d\n’ % number)
else:
color.write (’%d,’ % number)
color.write (’\n// \n’)

# write ca—selection code
# color intensity increment
increment = 1.0 / (option_dict[’bins’] — 1)
color.write(’.dflt.ca set color=white\n\n’)
for sel in range(len(histo)):
intensity = sel * increment
color.write(’.dflt.c

set color={%.2f,%.2f,1.0}

—sel $c’ % (intensity , intensity))
tmp = '%d’> % (sel+1)
color.write (tmp. zfill (2))
color.write(’\n’)

color.write(’\n// \n’)

# repeat with surface
color.write(’.surface.all
set color=white\n\n’)

sel in range(len(histo)):
intensity sel % increment
color.write(’.surface. all

set color={%.2f,%.2f,1.0}

—sel $c’ % (intensity , intensity))
tmp = "%d’ % (sel+1)
color . write (tmp. zfill (2))
color.write(’\n’)
color.close ()

for

plot_entropies(entropy,

#+*option_dict ):

# first: find mazimum & minimum entropy
maximum, minimum = —1e99, 1e99 # dummy values
for pos in entropy:

if pos[2] > maximum: maximum = pos|[2]

if pos[2] < minimum: minimum = pos|[2]

# nexzt: find increment for equal binning
increment = (maximum — minimum) /
(option_dict[’bins’] — 1)
positions , ent = list (), list ()
for pos, aa in enumerate(entropy):
step = int(aa[2] / increment)

positions.append(pos+1)
ent.append(step)
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460

465

def

smooth_ent = _ _SavitzkyGolaySmoothing(ent ,

kernel=21)
#since the smoothed data can drop below zero
smooth_ent = numpy.where(smooth_ent < 0,
0, smooth_ent)
# scale between 0 and 4.32 (maz. info content)
m = max(max(ent), max(smooth ent))

ent = [(x/float(m))*log (20, 2) for x in ent]
smooth ent [(x/float (m))*log (20, 2)

for x in smooth ent]

pylab.plot(positions , smooth ent, ’k—’,
linewidth=1.5) -

pylab.plot (positions, ent, ’'k—.’)
pylab.xlim (xmin=1, xmax=len ( positions))
pylab.ylim (ymin=0, ymax=log (20, 2))
#amino terminal latch
#pylab .azvspan (1, 49, ymaz=log (20, 2),

facecolor="gray’,
#transmembrane part

alpha=0.4)

#pylab .azvspan (104, 151, ymaz=log (20, 2),
facecolor="gray’, alpha=0.4)

#individual sheets

#pylab .azvspan (3, 4, ymaz=log (20, 2),
facecolor="yellow’, alpha=0.4)

# same for other such regions

#choline binding stte

pylab.axvspan (175, 200, ymax=log (20, 2),

facecolor="red’, alpha=0.4)

# contact sides

pylab.axvspan (1, 23, ymax=log (20, 2),
facecolor="yellow’, alpha=0.4)

# same for other such regions ...

pylab.xlabel(’residue number’)
pylab.ylabel(’bits’)
pylab .show ()

main () :
o
o
parser = OptionParser (usage=__ doc )
parser.add_option("—i", "——input',
action="store",
type="string",
dest="input",
help="specify input file
(default = ’input.aln’)")
parser.add_option("-o", "——output",
action="store",
type="string",
dest="output",
help="specify output file
(default = no output file)")
parser.add_option("—v", "——verbose",
action="store true",
dest="verbose",
help="verbosity flag")
parser.add_ option("—c", "——containing",
action="store true',
dest="containing",
help="not only find exact double
entries , but also those
which contain others")
parser.add_option("-b", "——bins",
action="store",
type="int",

dest="bins",
help="define number of bins

for color table histogram,
defaults to 10")
(options, args) = parser.parse_args()
if options.input:
inputfile = options.input
print "specified input file: %s" %
inputfile
else:
inputfile = "input.aln"
print "looking for ’input.aln’ as

the alignment file"

if options.output:
outputfile options.output
print "Output will be directed to

% outputfile

%s "

else:
outputfile

*default.aln’
if options.bins:
bins options .bins
if bins > 99:

raise InputError("More than 99
cannot be supported")

else:
bins = 10
print "Color table will be devided
into %d bins." % bins
print "Verbose mode: ", options.verbose

option_dict = {’inputfile’: inputfile ,
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’outputfile’: outputfile, # calculate the information content
’verbose’: options.verbose, 485 # relative to the query
’containing’: options.containing, entropy = calculate_entropy(sequences,
’bins ’: bins} **xoption _dict)
# write DINO color.scr file
# read in all sequences write dino_color_ scr(entropy, **option_dict)
sequences = read sequences(*xoption dict) 490 # generate plot of entropies
# check those with a double occurence plot entropies(entropy, **option_dict)
doubles = check doubles(sequences,
*xoption dict) compare entries(sequences, ’'PDB|7ahl A,
# delete those which occur more than once - PDB|11kf A”) -
sequences = delete sequences(sequences, 495
doubles , xxoption dict) if name =" main "
# save to alignment file - “os.nice(1) T
save_file(sequences, xxoption_dict) main ()

Nicht alles in diesem Programm ist automatisiert: So miissen z.B. Eintrdge in der Funktion
plot_entropies per Hand korrigiert, beziechungsweise angepasst werden.

A.6 PreToExcel

Das Programm PreToExcel ist verfasst worden, um Streudaten der Kratky-Kamera des Insti-
tut fiir Molekulare Biophysik schneller weiterverarbeiten zu kénnen. Es transferiert Daten aus
der ASA-Software (Version 2.3) in das Dateiformat EXCEL95, das mit EXCEL (Microsoft Corp.,
Redmont, WA; bis Version: EXCEL2003, SP3) lesbar ist (sieche Abschnitt 3.6.4.1, Seite 34). Mit
OpenOffice (www.openoffice.org; Version > 2.2) ist eine Verarbeitung der so transferierten
Daten ebenfalls moglich.

PreToExcel ist in Python (van Rossum, 1998) geschrieben und auf verschiedenen Rechnern im
Institut fiir Molekulare Biophysik installiert. Zusammen mit SPlot (siehe Abschnitt 4.8, Seite
117) stellt PreToExcel eine wesentliche Arbeitserleichterung im Umgang mit den SAXS-Daten
der Kratky-Kamera dar. Da der Quellcode fiir diesen Anhang zu umfangreich ist, ist er lediglich
auf der CD mit den Daten zu dieser Arbeit enthalten.


www.openoffice.org

Anhang B

Hinweise fur Betrieb und Wartung der
Kratky-Kamera und des Zubehors

Zweck dieses Anhangs ist es Besonderheiten und Fallstricke im Umgang mit der Kratky-Kamera
zu dokumentieren, so dass auch eventuelle Nachfolger an diesem Gerit leichten Zugang finden.

B.1 Besonderheiten bei der Wartung

e Das Peltierelement der temperierbaren Kapillare muss in jedem Fall gegengekiihlt werden,
auch dann, wenn es selber kiihlen soll. Das Wasserbad ist hierzu auf eine Temperatur von
10°C gestellt worden, was aus Sicherheitsgriinden am unteren Rand der vorgegebenen 10 —
12,5°C liegt. Es ist darauf zu achten, dass die Wasserleitungen stehts frei bleiben und sich
nicht zusetzen. Falls sich doch eine Leitung zusetzte, hat es sich als giinstiger herausge-
stellt, die Fehlersuche vom Wasserbad ausgehend zu starten (auch das Ventil, welches die
Flussstiirke steuert, kann sich verstellen)®.

e Auch das Wasser des Wiarmeaustauschers muss regelméfig ausgetauscht werden. Es ist dar-
auf zu achten, dass auch der Filter gut gesdubert wird. Hierzu wurde der Warmeaustauscher
aufgebockt, so dass das Wasser einfach abzulassen ist.

e Das Ol der Vakuumpumpe ist in regelmifigen Abstinden zu wechseln (siche Handbuch der
Pumpe). Zwischen Pumpe und Kamera ist der Zeolith-Olfilter installiert. Es ist spitestens
bei jedem Olwechsel darauf zu achen, dass kein Ol in den Filter gelangt ist. Dies ist ein
Zeichen fiir einen Defekt des Riickschlagventils an der Pumpe. In diesem Fall kann Ol in
die Kamera dringen, was in jedem Fall zu vermeiden ist. Es gilt dann das Ventil und das
Zeolith im Filter auszuwechseln, bevor an einen Weiterbetrieb der Anlage zu denken ist.
Der Olfilter bedarf in diesem Fall zusitzlich einer Grundreinigung mit Benzin.

B.2 Proben in die Kapillare einspritzen und entnehmen

Die in Abschnitt 3.6.2 auf Seite 33 beschriebene Vorgehensweise beim Einfiillen und Entnehmen
der Proben in die Kapillare der Kratky-Kamera verlangt manchmal erhebliches Fingerspitzen-
gefiithl. Es sollte daher mit Wasser geilibt werden — insbesondere bei ,wertvollen* Proben, die
nur in geringem Volumen vorliegen. Proben mit veringerter Oberflichenspannung (aufgrund von
Detergenzien oder besonders amphiphilen Proteinen) verlangen ebenfalls besondere Vorsicht.

'Keinesfalls versuchen die kleinen Schliuche abzulsen, in dem man die Adapter abschraubt: Die Verbindungen
sind geklebt und brechen ab! Besser ist es den Halter aus der Kamera zu schrauben und dann mit einer Zange die
Schldauche abzuziehen. Andernfalls kann die Kamera Schaden nehmen!



Anhang C

Bisherige Publikationen

C.1 Originalarbeiten

Die wahrend der Zeit meiner Doktorarbeit verdffentlichten oder in Verdffentlichung befindlichen
Originalarbeiten:

e Shareghe Mehraeen, Henning Stahlberg, James E. Evans, Christian Meesters, Ilke Arslan,
Paul A. Midgley, and Nigel D. Browning (2005) Testing 3-D Reconstruction Methods for
Electron Tomography (Microscopy and Microanalysis 11(2), 336-337)

Diese Arbeit stellt den Startpunkt der Doktorarbeit von S. Mehraeen dar. Meine Aufgabe war
es die statistische Analyse von Sn,Si;_, Quantum Dots eingebettet in einer mesoporen Silicon Ma-
trix zu programmieren. Hierzu wurden von mir diverse Skripte in SPIDER, (Frank et al., 1981)
sowie Python (van Rossum, 1998) erstellt und S. Mehraeen in den Umgang mit diesen Skripten
eingewiesen. — Diese Publikation ist nicht Teil meiner Dissertation.

e Shirley A. Miiller, Charalambos Pozidis, Remington Stone, Christian Meesters, Mohamed
Chami, Andreas Engel, Anastassios Economou, and Henning Stahlberg (2006) Double he-
xameric ring assembly of the type III protein translocase ATPase HreN (Molecular Micro-
biology 61(1), 119-—125)

Mein Beitrag zu dieser Publikation liegt in der bioinformatischen Auswertung der strukturellen und
phylogenetischen Aspekte von HrcN. Hierzu wurden die Ergebnisse eines pipealign-Laufs (Plew-
niak et al., 2003) statistisch ausgewertet und dhnlich wie unter 3.10.8 beschrieben graphisch auf ein
mit SWISS-Model (Arnold et al., 2006) erstelltes Strukturmodell projeziert. — Diese Publikation ist
nicht Teil meiner Dissertation.

e Sharon Baird, Sharon M. Kelly, Nicholas C. Price, Elmar Jaenicke, Christian Meesters,
Dorothea Nillius, Heinz Decker, and Jacqueline Nairns (2007) Hemocyanin conformational
changes associated with SDS-induced phenol oxidase activation (Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Proteins and Proteomics 1774(11), 1380-1394)

In dieser Arbeit wird die Stabilitét von in SDS inkubierten Himocyaninen nachgewiesen und mittels
diverser spektroskopischer Methoden Indikationen fiir einen SDS-assozierten Konformationswechsel
gefunden. Mein Beitrag zu dieser Publikation ist es, Rontgenkleinwinkelstreudaten des Himocyanins
der Vogelspinne Eurypelma californicum mit und ohne SDS hinsichtlich eines Konformationswech-
sels zu interpretieren. Eine detaillierte Besprechung der eigenen Resultate findet sich in Kapitel
4.1.1 und der Diskussion (Kapitel 5.1).

o Christian Meesters (2008) A software Library for Monte Carlo-Based Rigid Body Modelling
Against Small Angle Scattering Data (From Computational Biophysics to Systems Biology
2008 (40), 321-323)
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Diese Arbeit wird intensiv in den Resultaten in Abschnitt 4.7 sowie der Diskussion in Abschnitt
5.10 behandelt.

e Christian Meesters, Antje Brack, Nadja Hellmann, and Heinz Decker (2008) Structural Cha-
racterization of the a-Hemolysin Monomer from Staphylococcus aureus (Proteins: Structure,
Function, and Bioinformatics — akzeptiert zur Veroffentlichung)

Diese Arbeit wird intensiv in den Resulaten unter Abschnitt 4.4 sowie der Diskussion in Abschnitt
5.9.1 behandelt.

e Elmar Jaenicke, Sebastian Fraune, Sandra May, Pinar Irmak, Rene Augustin, Christian
Meesters, Heinz Decker, and Martin Zimmer (2008), Phenoloxidase is not expressed during
the immune response in woodlice while their hemocyanin has phenoloxidase activity
Zur Verdffentlichung eingereicht.

C.2 Erwahnungen in Danksagungen

Neben Orginalverdffentlichungen wurde meine Arbeit auch in folgenden Publikationen in Dank-
sagungen fiir die verschiedensten Beitrige erwihnt:

e Charalambos Pozidis, Aggeliki Chalkiadaki, Amalia Gomez-Serrano, Henning Stahlberg,
Ian Brown, Anastasia P. Tampakaki, Ariel Lustig, Giorgos Sianidis, Anastasia S. Politou,
Andreas FEngel, Nickolas J. Panopoulos, John Mansfield, Anthony P. Pugsley, Spyridoula
Karamanou, and Anastassios Economou (2003) Type III Protein Translocase HrcN is a
periphal membrane ATPase that is activated by oligomerization ( The Journal of Biological
Chemistry 278(28), 25816-25824)

Diese Arbeit ist die Vorlduferpublikation zu der oben genannten ersten Publikation zu HreN (Miil-
ler et al., 2006, siche C.1). In dieser Arbeit ging es sowohl um die biochemische als auch die erste
strukturbiologische Charakterisierung von HrcN. Mein Anteil lag in der Hilfestellung fiir C. Pozi-
dis. Im Zuge dessen habe ich geholfen die ersten elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu machen
und habe mafsgeblich dazu beigetragen die zweite Publikation von 2006 zu ermoglichen: Eigentlich
sollten die elektronenmikroskopischen Arbeiten, wegen anscheinender Aggregation des Proteins ein-
gestellt werden, ich konnte beweisen, dass der Kontrast einzelner Partikel in dem ,Scheinaggregat*
ausreichend fiir weiterfilhrende Analysen ist.

e Elmar Krieger (1993-2008) YASARA - Software fiir Proteindarstellung, Modelling und Mole-
kulardynamik

Elmar Kriegers Programm YASARA (Krieger et al., 2002) habe ich wihrend meiner Arbeit inten-
siv verwendet. Mit Hilfe von detaillierten Fehlermeldungen half ich das Programm zu verbessern.
Uberdies habe ich Herrn Krieger einige Anderungen am Pythoninterface des Programs vorschlagen
konnen, was die Nutzerfreundlichkeit und Stabilitdt des Interfaces wesentlich erhéhte.

e Greg Wilson (2006-2008) Software Carpentry Course using Python

Wie Greg Wilson von der University of Torontoin einem Interview ( http://www.hpcwire.com /hpc/771596.html )
beschreibt, gibt es in den Augen vieler Wissenschaftler eine Diskrepanz zwischen den akkuraten
Arbeiten im Labor und einer eher fahrldssigen Herangehensweise bei von durch Wissenschaftlern
erstellten Softwareprogrammen. Die Reaktion hierauf ist spezieller Kurs, den er auch online stellte:
http://swc.scipy.org/. Mein Beitrag waren diverse didaktische Hinweise und kurze ,,Codesnippets®.

e Dorothea Nillius, Elmar Jaenicke, and Heinz Decker (2008) Switch between tyrosinase and
catecholoxidase activity of scorpion hemocyanin by allosteric effectors (FEBS Letters) 582,
749-754
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Diese Arbeit stellt wesentliche Ergebnisse der Dissertation von D. Nillius vor. Sie hat sémtliche
biochemischen Arbeiten hierzu durchgefiihrt. Mein Anteil war die Anfertigung der elektronenmi-
kroskopischen Aufnahme innerhalb dieser Publikation, deren Zweck darin liegt, die strukturelle
Integritét des untersuchten Proteins unter SDS-Einfluss zu indizieren. Eine weitere Analyse der

Daten wurde von mir — unter Beriicksichtigung einer Kooperation mit der Gruppe von Wha Chiu

in Houston — nicht vorgenommen.

C.3 Veroffentlichte Software

Neben Orginalverdffentlichungen wurde durch mich geschriebene Software auch an folgenden

Orten veroffentlicht:

Webseite bzw. URL Titel / Inhalt Art des Lektorates
Organisation

Scipy www.scipy.org/Cookbook/  Savitzky Golay Filtering of Data ~ Wiki {(Gemeinschaftslekto-
(Scientific Python) SavitzkyGolay rat)

Deutsches www.python-forum.de/ Refactoring von Meniieintrdgen  Forum

Pythonforum topic-6891.html in wxPython (Gemeinschaftslektorat)

C.4 Reporte fiir Experimente an Grofsforschungsanlagen

Folgende Berichte fiir Experimente an Grofsforschungsanlagen wurden verfasst und sind iiber die
Archive der betreffenden Anlagen verfiigbar:

Publikationsreihe Datum Titel Autoren
ESRF experiment report 2005 Imaging of immobilised magnetic T. Nawroth
MD163-1 target-nanoparticles: liposomes and C. Meesters
ferrofluids  entrapping target for H. Decker
magneto-photodynamic X-ray therapy M. Rusp
of cancer M-PXT G. Le Duc
S. Corde
A. Bravin
H.Requardt
T. Brochard
GKSS experiment report 2007 SANS measurement of a a-hemolysin  C. Meesters
2007, ISSN: 0344-9629 pre-pore mutant
C.5 Betreute Arbeiten
Folgende Diplomarbeiten wurden von mir betreut oder mitbetreut:
Autor Fertigstellung Titel Betreuer

Bruno Pairet

16. Januar 2007

Rontgenkleinwinkelstreuung an Prote-
inen — Untersuchung von Konformati-
onsiibergéngen bei Himocyaninen

Dr. H. Hartman & Profes-
sor H. Decker

Anja Rabenhorst

September 2007

Zur Kiristallisation von multimeren
Arthropoden- Himocyaninen

Prof. Dr. E. Jaenicke

Claudia Dietze

2. Juni 2008

Untersuchungen zur Aktivierung von
Hé&mocyanin zur Phenoloxidase

Prof. Dr. E. Jaenicke

Die Diplomarbeit von Bruno Pairet wurde wesentlich von mir betreut. Die Diploarbeit von Anja
Rabenhorst wurde von Professor Jaenicke betreut. Mein Anteil bei dieser Diplomarbeit umfasste
die Betreuung des experimentellen Teils zur Kleinwinkelstreuung. Die Diplomarbeit von Claudia
Dietze wurde ebenfalls von Professor Jaenicke betreut. Die Daten zur Kleinwinkelstreuung wurden
von mir aufgenommen, wihrend sie begleitende biochemische Tests durchfiihrte.

C.6 Vortrage

An dieser Stelle sind nur Vortrége aufgefiihrt, die auf Einladung zu Stande kamen.

Anlass

Datum Titel

Seminarreihe der Structural Biology Abteilung

der Universtitdt Davis, Kalifornien

September 2003
exchanger, NHE1

Preliminary studies on the human NaT /HT-

,Lightning Talk® im Rahmen der EuroSciPy-

Konferenenz 2008

Juli 2008
scattering data

sas-rigid —rigid body modelling on small angle



www.scipy.org/Cookbook/SavitzkyGolay
www.scipy.org/Cookbook/SavitzkyGolay
www.python-forum.de/topic-6891.html
www.python-forum.de/topic-6891.html
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C.7 Poster

Mit folgenden Postern konnte ich mein Arbeit vorstellen:

Tagung Datum Titel des Posters Autoren
Microscopy & Microanalysis, 31. Juli- 4. Au- Testing 3-D Reconstruction Methods S. Mehraeen
Hawaii gust 2005 for Electron Tomography H. Stahlberg
J. E. Evans
C. Meesters
I. Arslan
P. A. Midgley
N. D. Browning
MWEFZ-Tagung Mainz 2006 Small Angle Scattering on the Hemo-  B. Pairet
cyanin of the Scorpion Pandinus impe-  C. Meesters
rator H. Hartmann
E. Jaenicke
H. Decker
ESRF user meeting, Greno- 7. / 8. Februar Therapeutic imaging and indirect ra- T. Nawroth
ble 2006 diation therapy (IRT) with target na- G. Le Duc
noparticles for cancer therapy C. Meesters
H. Decker
S. Corde
H. Requardt
A. Bravin
Tagung der Deutschen Bio- 24. - 27. Sep- Robust Molecular Weight Determina- C. Meesters
physikalischen Gesellschaft tember 2006 tion using Small Angle X-Ray Scatte- H. Decker
in Mainz ring without absolute intensity scaling
Tagung der Deutschen Bio- 24. - 27. Sep- Small Angle Scattering on the Hemo-  B. Pairet
physikalischen Gesellschaft  tember 2006 cyanin of the Scorpion Pandinus impe-  C. Meesters
in Mainz rator H. Hartmann
E. Jaenicke
H. Decker
Tagung der Deutschen Bio- 24. - 27. Sep- Physichemical comparison of the cock-  A. Beusch
physikalischen Gesellschaft  tember 2006 roach allergen Per a 3 with the cross- B. Lafargue
in Mainz reactive protein Bla Hx C. Meesters
S. Tenzer
H. Decker
SNI-Tagung, Hamburg 4. - 6. Oktober  Small Angle Scattering on the Hemo- (. Meesters
2006 cyanin of the Scorpion Pandinus impe-  B. Pairet
rator H. Hartmann
E. Jaenicke
H. Decker
MWEFZ-Tagung Mainz 29. Juni 2007 Conformational Changes of Scorpion  B. Pairet
Hemocyanin upon De-/Oxygenation C. Meesters
H. Hartmann
E. Jaenicke
H. Decker
MWEFZ-Tagung Mainz 29. Juni 2007 X-ray solution structure of the a- C. Meesters
Hemolysin monomer A. Brack
H. Decker
N. Hellmann
TETHMEM 2007 (Novel 19.-22. Septem- Interaction of a-toxin from Staphylo- A. Brack
Model Systems for Bimo-  ber 2007 coccus aureus with lipid vesicles C. Meesters
lecular Lipid Membranes), A. Valeva
Schloss Ringberg R. Stork
S. Bhakdi
H. Decker
N. Hellmann
Workshop des SFB 625, 27. September Structural Characterization of the a-  C. Meesters
Mainz 2007 Hemolysin monomer A. Brack
H. Decker
N. Hellmann
CBSB 08, Jiilich 19. - 21. Mai A Software Library for Monte Carlo- C. Meesters
2008 Based Rigid Body Modelling Against

Small Angle Scattering Data




Anhang D

Bildrechte

Das Layout fiir Abbildung 1.1 ist dem Layout der Abbildung 8 in der Dissertation von Thorsten
Schweikardt (Schweikardt, 2008) nachempfunden. Die Erlaubnis fiir die Kopie liegt vor.

Das Copyright fiir Abbildung 2.1 liegt bei Alf Neu. Die Erlaubnis fiir die ausschliefliche Verwen-
dung in dieser Dissertationsschrift liegt vor.

Das Copyright fiir den Nachdruck des Fotos der Kellerassel Porcellio scaber (Abbildung 1.8) liegt
bei Hania Berdys. Die Erlaubnis fiir die ausschliefliche Verwendung in dieser Dissertationsschrift
liegt vor.

Die Verwendung von Abbildung 5.7 fiir diese Dissertationsschrift ist durch die Nature Publishing
Group durch die Copyrightlizenz 1984261508632 des Copyright Clearance Center, MA, USA ge-
deckt.

Bilder aus wissenschaftlichen Verdffentlichungen wurden unter Angabe der Quelle geméfs §51
UrhG verwendet. Die Erlaubnis fiir die Abbildungen 4.10 ¢) und d) und 4.11 ¢) und d) wurde
explizit von Anja Rabenhorst eingeholt. Gleiches gilt fiir Abbildung 4.7 a): Die Erlaubnis zur
Verwendung in dieser Arbeit wurde von Claudia Dietze erteilt. Abbildung 4.30 wurde bereits
in der Diplomarbeit von Alexandra Beusch gezeigt. Die Erlaubnis fiir die Wiederverwendung in
dieser Arbeit liegt vor. Und schlieklich liegt die Erlaubnis zur Verwendung von Abbildung 5.4
und der gemeinsam gewonnenen SAXS-Daten von Bruno Pairet vor.

Die Erlaubnis fiir den Nachdruck von Bildern und Photographien aus Institutsbestinden wur-
de von Herrn Professor Decker eingeholt. Auch diese Abbildungen diirfen nicht auferhalb dieser
Dissertationsschrift verwendet werden.

Sofern nicht anders angegeben sind alle weiteren Abbildungen durch mich fiir diese Dissertations-
schrift erstellt worden und dirfen ohne Erlaubnis des Autors und des Institutes fiir Molekulare
Biophysik der Universitat Mainz nicht anderweitig verwendet oder nachgedruckt werden.
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