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Kapitel 8

Full length–TF

8.1 TF–263

Bei denKristallisationsversuchenwurdendie von [52], [53] und [79] beschriebenen

Lösungeneingesetzt(kommerziellverfügbarals Crystal Screen I
���

, Crystal Screen

II
���

und Membfac
���

Screen, HamptonResearchCorp.,LagunaNiguel, USA). Das

DetergensC��� E� wurdein denMengen4–10–facherCMC–Werteeingesetzt,um die

VariationvonProteinkonzentrationen(8–20mg/ml),Temperatur(4
�
C,20

�
C) undSalz

im Probenpuffer (bis 200mM NaCl) durchzuführen,wasjedochnicht zur Ausbildung

vonKristallenführte.LediglichSpheruliteerschienenbei Kristallisationsbedingungen

von 30% PEG3000, 0,1M Tris/HCl, 100 bis 200mM NaCl–, LiCl–, MgCl � – oder

CaCl� –SalzundeinempH–Wert zwischen7,5–9,0.

Die von [80] speziellfür dasC� E� –Detergens1 entwickeltenKristallisationslösun-

gen für 4
�
C und 20

�
C zeigtenbei 4,5–facherCMC–Konzentrationkeineerfolgver-

sprechendenResultate,ebensowenigwie dasC� E� –Detergensmit denKristallisations-

lösungendes Membfac Screens
���

. Auch der 2–facheLauf einer Sephadex–G25–

Säule,der den vollständigenDetergentienaustauschgewährleistensollte, führte mit

3–facherCMC–Konzentrationvon
	

–OGim Proteinpuffer nicht zuKristallen.

Wie bereitsin Kapitel 3.2erwähnt,zeigtensich im LaufederZeit für die Protein-

lösunghöhermolekulareBandenin derSDS–PAGE,diewahrscheinlichaufAggregate

durchdasfreieCysteinanPosition245zurückzuführenwaren.

1Tetraethylenglykol–Monooctylether
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KAPITEL 8. FULL LENGTH–TF 47

Deshalbendetehier dasKristallisationsvorhabendesnativen TF–263. Stattdes-

sensolltedie im folgendenKapitel beschriebeneMutanteTF–263C245Skristallisiert

werden.

8.2 TF–263,Mutante C245S

Protein,dasnachdemin Kapitel3.3beschriebenenReinigungsprotokoll mit einerKon-

zentrationvon 8,8mg/ml gewonnenwurde,zeigtekleine,sternförmigenKristalle bei

2–facherCMC–Konzentrationvon
	

–OGmit einerKristallisationslösung,dieFormiat

in einerKonzentrationzwischen3,8und4,8M enthielt.Der Einsatzvon 16 Detergen-

tien ausdemdetergent screen I von HamptonResearchzeigtenur wenigEinfluß auf

die Kristalle,sodaßkeineVergrößerungderKristalleerreichtwerdenkonnte.

Erst eineVariationder Reinigung(Kapitel 3.3.5) lieferte Proteinlösungmit einer

maximalenKonzentrationvon 0,9mg/ml, die in kleinen,blättchenförmigverwachse-

nen Kristalle von etwa 25x100x100
 m� Abmessungkristallisierte. DieseKristalle

drehenabernichtdiePolarisationsebenevon Licht.

Die weitereReinigungmit reduziertenWaschschritten(sieheKapitel 3.3.5),ergab

eineProteincharge mit einerKonzentrationvon 8,4mg/ml in 20mM Phosphatpuffer,

0,1M NaCl, 1,5%
	

–OG bei pH 7,4. Mit dieserProteinlösungkonntendie besten

Kristalle bezüglichGrößeundDrehungder PolarisationsebenedesLichtesgezüchtet

werden.

Abbildung8.1zeigtKristalle,die unterderBedingungvon

2% PEG400,2,0M (NH � ) � SO� , 0,1M Na–HepesbeipH 7,5(links)

1,0M Na–Citrat,0,1M Na–Hepesbei pH 7,5(rechts)

gewachsensind. Kleinereund ebenfalls verwachseneKristalls warenauchunterden

folgendenBedingungenzubeobachten:

1,6M (NH � ) � SO� , 0,1M Na–Hepes,0,1M NaClbei pH 7,5und

1,6M MgSO� , 0,1M MES2 beipH 6,5

DasMontierender Kristalle in den loops erwiessich als schwierig,da die Kristalle

sehrweich warenund leicht zerfielen. Zum Einfrieren wurde dem Kristallisations-

puffer � 20% Glycerin zugesetzt. Testmessungenan der Beamline ID14–2 (ESRF,

Grenoble)ergabenDiffraktionsbilder, die vereinzelteReflexe bis zu einerAuflösung

von 20Å zeigten(Abbildung8.1,unten).
22–Morpholinoethansulfonsäure
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Abbildung 8.1: Obensind zwei Fotografienvon TF–263C245SKristallen abgebil-
det, die bis zu einerGrößevon etwa 30x 70x 250 
 m� wuchsen.Wie auf demrech-
ten Bild besserzu erkennenist, sind dieseKristalle verwachsenbzw. gefächert.Ein
einkristallinesBruchstückeinesKristalls zeigtdasim unterenTeil derAbbildungdar-
gestellteStreubildmit Reflexenbis zu einerAuflösungvon 20Å. DieseAufnahmeer-
folgte amSynchrotronin Grenoble,ESRF. Die abgeschätztenZellparameterbetragen
a=b=c=80Å
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Kristalle, die mit der vorherigenProteincharge in Na–Formiat–Kristallisationslö-

sungwuchsen(s.o.),konntenmit dieserReinigungschargenicht reproduziertwerden.

8.3 TF–263im Komplex mit Fab–FragmentD3

NachAufreinigungdesKomplexes(Kapitel 4) warendie Kristallisationsversuchevon

TF–263
 D3 bei20
�
C für eineProteinkonzentrationvon14mg/ml in 20mM Tris/HCl–

Puffer bei 3–facherCMC–Konzentrationvon C��� E� für folgendeBedingungenerfolg-

reich:

1,0–1,2M (NH � ) � PO� , 0,1M ADA3, pH 6,5

1,0–1,2M K/Na–Tartrat,0,1M Na–Hepes,pH 7,3–8,0

0,9–1,0M (Na/K)� HPO� , 0,1M Na–Hepes,0,05–0,2M (NH � ) � SO� , pH

7,5–8,0

0,7–0,8M Na–Citrat,0,1M Na–Hepes,pH 7,5

Unter allen Bedingungenwuchsenlange,sehrdünneNadelnbis zu einermaximalen

Größevon 10x 10x 500 
 m� . DieseNadelnwarensehrtemperaturanfällig.Nachwe-

nigenMinutenreichtedie WärmeabgabedesMikroskopesaus,um die Nadelnaufzu-

lösen. In vielenFällenwurdennach1–2TagenNadelnbeobachtet,die nach3 Tagen

wiederin Lösunggingen,wasfür eineAbhängigkeit derKristallbildungvon derKon-

zentrationderProteinlösungspricht.

Aufgrundder geringenGrößeder Kristalle undder damit verbundenenProbleme

beimMontiereneinesKristallesin einenloop wurdenkeineStreuexperimentemit den

im Institut vorhandenenVersuchsaufbautenvorgenommen.

3n–(2–Acetamido)iminodiacetatsäure



Kapitel 9

TF–243

9.1 TF–243

DieKristallisationeinerProtein–Lösungmit einerKonzentrationvon10mg/mlin Tris/-

HCL–Puffermit 4–facherCMC–KonzentrationvonC ��� E� warebensoerfolgloswiedie

Versuchemit 4,5–facherCMC–KonzentrationvonC� E� .
Erstdie VerwendungderOriginal–TF–243–Proteinlösung(10mg/ml, 20mM Na–

PO� –Puffer, pH 7,4,100mM NaCl,1%
	

–OG)mit Zusatzvon1 CMC–Konzentration
	

–OG(0,5%) führtezuKristallen,die bei 20
�
C unterdenBedingungen

0,8–1,5M Li � SO� , 0,1M Tris/HCl, 0–10mM NiCl beipH 8,0–8,5,und

0,8–1,5M Li � SO� , 0,1M Bicine1, 0–10mM NiCl bei pH 9,0–10,5

wuchsen.Mit zunehmenderLi � SO� –Konzentrationverändertesichdie Stäbchenform

der Kristalle (10x 10x 60 
 m� ) zu einerLinsenform(15 
 m� ), wie sie auchfür TF–

219,die extrazelluläreDomäne,beobachtetwurde. Obwohl dieseKristalle die Pola-

risationebenedesLichtesdrehten,warbeiTestmessungenanderBeamline ID14–2am

Synchrotronin GrenoblekeineStreuungzudetektieren.

9.2 TF–243im Komplex mit Fab–FragmentD3

Nach erfolreicherSeparationdesKomplexesvon freiem D3 lag TF–243
 D3 mit ei-

ner Konzentrationvon 12mg/ml in 20mM Tris/HCl, 0,012% C��� E� , 0,01% NaN�
bei pH 7,5 vor. Aus dieserProteinlösungund der Kristallisationslösung,die 1,0M

Na–/K–Tartrat,0,1M Na–Hepesbei pH 7,5enthielt,wuchsennadelförmigeKristalle.

Die Nadelnerreichtenein Volumenvon 50x 150x 1000
 m� (Abb. 9.1) und reagier-
1n,n–Bis(2–hydroxyethyl)glycin
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Abbildung9.1: Links ist eintypischerKristall desTF–243
 D3Komplexeszusehen.Es
ist deutlichzuerkennen,daßdieserKristall nichtdiePolarisierungderLichtsverändert.
DasDiffraktionsbildrechtswurdevoneinemin einerKapillaremontiertenKristall bei
Raumtemperaturaufgenommenund zeigt Streuungbis etwa 7Å, dasbesteerreichte
Ergebnisfür TF–243
 D3–Kristalle. Die hypothetischenZellachsenkonntenzu 80Å,
140Å und270Å abgeschätztwerden

tenempfindlichmit Auflösungserscheinungenauf die WärmeabgabedesMikroskops.

DiesesVerhaltenzeigtensieauchbei derSuchenachderoptimalenLösungzumEin-

frieren in Stickstoff (Kapitel 5). Nur schnellesWaschenund Einfrierender Kristalle

konntedie Auflösungserscheinungeneinschränken. Testmessungenan der Beamline

BW7B (EMBL, Hamburg) anTF–243
 D3 Kristallenim 110K Stickstoffstromzeigten

einzelneReflexebis 12Å AuflösungaufdenDiffraktionsbildern.

Ein besseresErgebniskonntemit Kristallen erzielt werden,die in einerKapilla-

re montiertundbei Raumtemperaturgemessenwurden. Hier entfiel derZusatzeines

Kryoprotektantenunddie damit verbundenenAuflösungserscheinungenkonntenver-

miedenwerden.Abbildung9.1zeigteinedieserAufnahmen,die mit einerrotierenden

Kupfer–Drehanodegemessenwurden. DieseAufnahmemit Reflexen bis etwa 7Å

zeigtdasbestefür TF–243
 D3–KristalleerreichteErgebnis.



Kapitel 10

Diskussionund Ausblick

Als ErgebnisdieserStudiekanndie erfolgreicheKristallisationder ProteineTF–263

C245Sund TF–243und der Komplexe TF–263
 D3 und TF–243
 D3 vorgestelltwer-

den. Leider reichtendie Größeund / oderdie Qualitätder Kristalle nicht aus,um in

StreuexperimenteneineAuflösungvonbesserals3.3Å erzielen,diezurStrukturlösung

notwendigist.

EssindunterschiedlicheFaktorendenkbar, dieeinenEinflußaufdieKristallisation

unddieQualitätderKristallehaben.

Im Gegensatzzur Kristallisation von globulärenProteinenist bei Membranpro-

teinendie Wahl desDetergensvon entscheidenderBedeutung[56], [81], [82], [83].

Das Detergens,dasmit dem hydrophobenBereichund der polarenKopfgruppedie

Membranersetzensoll, indemesdie MembrandomänedesProteinsmizellenartigum-

schließt,mußderStrukturdesProteinsangepaßtwerden.Sokannsowohl ein Deter-

gensmit zu langemhydrophobenBereichalsaucheinDetergensmit zugroßerpolarer

Kopfgruppedie AusbildungvonKristallpackungskontaktenstörenoderverhindern.

Wahrscheinlichist dasfür denTF–243
 D3–Komplex der Fall. Die Abmessungen

derKristalle diesesKomplexeslasseneinerseitsauf die Ausbildungvon intermoleku-

larenPackungskontaktenschließen.AndererseitsdeutendieAuflösungderDif fraktion

und dasNicht–drehender Polarisationsebenevon Licht daraufhin, daßdie Kristalle

einesehrhoheMosaizitätbesitzenundsomitausmehrerengeringfügiggegeneinander

verschobeneneinkristallinenBereichenbestehen.FürdieseKristalle führt wahrschein-

lich die ausgedehnteVariationunterschiedlichsterDetergentienzu einerVerbesserung

der Auflösung. Vielleicht würdeauchdie Kristallisationmittels ”K ubischerPhasen”

(lipidic cubic phases), die für Bacteriorhodopsin[84], [85] zu einerdeutlichenStei-

gerungder Auflösungführte, bessereTF–243
 D3–Kristalle liefern. Dabei wird aus

einer Mischungvon Lipiden eine flüssigeMatrix erzeugt,die ein räumlichesGitter
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aushydrophobenTunnelnundpolarenZwischenbereichenausbildet.Membranprotei-

nekönnensichin dieseUmgebungeinbettenundvororientieren.DurchProteinfällung

kannesschließlichzurKristallisationkommen[86], [87], [88].

Die Kristalle vom TF–263
 D3–Komplex warensehrklein. Die Kristallisationdes

TF–263
 D3–Komplexeskönntedurchdasfreie Cysteinan Position245 in TF beein-

flußtsein,daszurAggregationderMoleküleführenkann.Die MutanteTF–263C245S

im Komplex mit D3 liefert vielleicht bessereundgrößereKristalle. Die Verwendung

desD3H44–Fab–FragmentsanstelledesD3–Fab–Fragmentsfür die Komplexbildung

mit TF–243undTF–263C245Skönntesichauchauf die Größeunddie Qualitätder

Kristalleauswirken.

Für die freien TF–MoleküleTF–243und TF–263C245Sfällt auf, daßSulfat–

Ionen bei der Kristallisation anwesendsind. Es wäre denkbar, daßsie die Funkti-

on der Phosphatgruppenin der Membranübernehmen.Vielleicht sind Sulfat– oder

Phosphat–Ionenwichtig, um die Transmembrandomänegegenüberderextrazellulären

DomänevonTF zustabilisieren.Die KristallstrukturvonFhuA[89] zeigteerstmalsein

assoziiertesLipopolysaccharid,daswährendder Aufreinigungvon FhuA nicht durch

Detergensmoleküleersetztwerdenkonnte.FürTF–263C245SweistdieAbhängigkeit

desKristallisationsverhaltensvonderIntensitätderWaschschrittebeiderAufreinigung

auf die Bedeutungvon Lipiden zur StabilisierungderDomänenhin. WeitereVariatio-

nendesAufreinigungsprotokolls verbessernwahrscheinlichdie Qualitätder TF–263

C245S–Kristalle.Die Kristallisationmit ”K ubischenPhasen”könnteeinenähnlichen

Stabilisierungseffekt habenundzuverbessertenKristallenführen.

DasZiel derStudie,dieStrukturenderintegralenMembrandomänevonTF undder

zytoplasmatischenDomänezu lösen,ist nicht erreichtworden. Daßdie Kristallisati-

on von MembranproteinenweitausmehrSchwierigkeitenbereitetalsdie von globulä-

renProteinen,ist auchanderAnzahlbislangpublizierterKristallstrukturenabzulesen.

Derzeit stehenin der Protein–Datenbank[78] etwa 40 Strukturenvon Membranpro-

teinenmehrals 12000Protein–Strukturenvon globulärenProteinengegenüber. Das

Verhältnisvon 1:300verdeutlicht,wie schwierigdie Kristallisationvon solubilisierten

Membranproteinenist.

Zusammenfassendliefert dieseStudieErgebnisse,die eineBasiszur Lösungder

StrukturvonTF mit derTransmembrandomäneundfull length–TFbilden.


