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membranstandigemTF

45



Kapitel 8

Full length—TF

8.1 TF-263

Bei denKiristallisationsersucherwurdendie von [52], [53] und [79] beschriebenen
Losungeneingesetztkommerziellverfligbarals Crystal Screen 7™, Crystal Screen
HTM und Membfac™ Screen, HamptonResearctCorp., LagunaNiguel, USA). Das
DetegensC,;Eg wurdein denMengen4—-10—-acherCMC—-Werte eingesetztum die
Variationvon Proteinlonzentratione8—20mg/ml), Temperatuf4° C, 20° C) undSalz
im Probenputkr (bis 200mM NaCl) durchzufiihrenwasjedochnicht zur Ausbildung
von Kristallenfiihrte. Lediglich Spheruliteerschieneiei Kristallisationsbedingungen
von 30% PEG3000, 0,1M Tris/HCI, 100 bis 200mM NaCl-, LiCl-, MgCl,— oder
CaChb—SalzundeinempH-\Wert zwischen7,5-9,0.

Die von [80] speziellfur dasCgE,—Detegens entwickeltenKristallisationslosun-
genflur 4° C und 20° C zeigtenbei 4,5-acherCMC—-Konzentratiorkeine erfolgver
sprechendeResultateebenswenigwie dasCs E,—Detegensmit denKristallisations-
l6sungendes Membfac Screens’™. Auch der 2—facheLauf einer Sephade-G25—
Saule,der den vollstandigenDetergentienaustausaevahrleistensollte, fihrte mit
3—facherCMC—Konzentratiorvon 5—OGim Proteinpufer nicht zu Kristallen.

Wie bereitsin Kapitel 3.2 erwahnt,zeigtensichim Laufe der Zeit fur die Protein-
I6sunghdhermolekular®@andenin der SDS—RAGE, die wahrscheinlicrauf Aggregate
durchdasfreie CysteinanPosition245zurtickzuflihremwaren.

1Tetraethylenglykl-Monaoctylether
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KAPITEL 8. FULL LENGTH-TF a7

Deshalbendetehier dasKristallisationswrhabendesnatven TF—263. Stattdes-
sensolltedie im folgendenKapitel beschrieben®utanteTF—263C245Skristallisiert
werden.

8.2 TF-263,Mutante C245S

Protein,dasnachdemin Kapitel 3.3beschriebeneReinigungsprotoéll mit einerKon-
zentrationvon 8,8mg/ml gewvonnenwurde, zeigtekleine, sternformigerKristalle bei
2—facherCMC—-Konzentratiorvon 5—OG mit einerKristallisationsldsungdie Formiat
in einerKonzentratiorewischen3,8und4,8M enthielt. Der Einsatzvon 16 Detegen-
tien ausdemdetergent screen | von HamptonResearclzeigtenur wenig Einflufd auf
die Kristalle, sodaRRkeineVemgréRerunglerKristalle erreichtwerdenkonnte.

Ersteine Variationder Reinigung(Kapitel 3.3.5) lieferte Proteinlésungnit einer
maximalenKonzentratiorvon 0,9mg/ml, die in kleinen, blattchenférmigverwachse-
nen Kristalle von etwa 25x100x10Qum? Abmessungkristallisierte. Diese Kristalle
drehenabernichtdie Polarisationsebenen Licht.

Die weitereReinigungmit reduziertenNaschschritterisieheKapitel 3.3.5),ergab
eine Proteinchage mit einerKonzentratiorvon 8,4mg/mlin 20mM Phosphatpuér,
0,1M NacCl, 1,5% 5—-0G bei pH 7,4. Mit dieserProteinldsungkonntendie besten
Kristalle bezlglichGroReund Drehungder PolarisationsebengesLichtesgezlichtet
werden.

Abbildung8.1 zeigtKristalle, die unterder Bedingungvon

2% PEG400,2,0M (NH,)2 SOy, 0,1M Na—HepedeipH 7,5 (links)
1,0M Na—Citrat,0,1M Na—HepeseipH 7,5(rechts)

gewachsersind. Kleinereund ebenélls verwachseneristalls warenauchunterden
folgendenBedingungerzu beobachten:

1,6M (NH4)2SQy, 0,1M Na—Hepes),1M NaClbeipH 7,5und
1,6M MgSQ;,, 0,1M MES? beipH 6,5

Das Montierender Kristalle in denloops erwiessich als schwierig,da die Kristalle
sehrweich warenund leicht zerfielen. Zum Einfrieren wurde dem Kristallisations-
puffer ~20% Glycerin zugesetzt. Testmessungean der Beamline 1D14-2 (ESRFE
Grenoble)emgabenDiffraktionsbilder die vereinzelteReflexe bis zu einer Auflésung
von 20A zeigten(Abbildung8.1,unten).

22—-Morpholinoethansulfiosaue
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Abbildung 8.1: Obensind zwei Fotografienvon TF—263 C245SKristallen abgebil-
det, die bis zu einer GréRevon etwa 30x 70x 250um? wuchsen.Wie auf demrech-
ten Bild besserzu erkennenist, sind dieseKristalle verwachserbzw. gefachert. Ein
einkristallinesBruchstiickeinesKristalls zeigtdasim unterenTeil der Abbildungdar
gestellteStreubildmit Reflexenbis zu einerAuflésungvon 20A. DieseAufnahmeer-
folgte am Synchrotronin Grenoble ESRF Die abgeschéatzteBellparametebetragen

a=b=c=80A
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Kristalle, die mit der vorherigenProteinchage in Na—Formiat—Kristallisationslo-
sungwuchsen(s.o.),konntenmit dieserReinigungschaye nichtreproduzieriverden.

8.3 TF-263im Komplex mit Fab—FragmentD3

NachAufreinigungdesKomplexes(Kapitel 4) warendie Kristallisations\ersucheson
TF-263D3 bei 20° C fur eineProteintonzentratiorvon 14mg/mlin 20mM Tris/HCI—
Puffer bei 3—facherCMC—-Konzentratiorvon C,5Eg fur folgendeBedingungererfolg-
reich:

1,0-1,2M (NH,),PO,, 0,1M ADA?3, pH 6,5

1,0-1,2M K/Na-Tartrat,0,1M Na—HepespH 7,3-8,0

0,9-1,0M (Na/K);HPQ,, 0,1M Na—Hepes0,05-0,2M (NH,4),SO,, pH
7,5-8,0

0,7-0,8V Na—Citrat,0,1M Na—HepespH 7,5

Unter allen Bedingungerwuchsenange,sehrdiinneNadelnbis zu einermaximalen
GroRevon 10x 10x 500:m3. DieseNadelnwarensehrtemperaturanfalligNachwe-
nigenMinutenreichtedie WarmeabgabdesMikroskopesaus,um die Nadelnaufzu-
I6sen. In vielen Fallenwurdennach1-2 TagenNadelnbeobachtetdie nach3 Tagen
wiederin Losunggingen,wasfir eineAbhangigleit derKristallbildungvon der Kon-
zentrationder Proteinlésungspricht.

Aufgrund der geringenGrof3eder Kristalle und der damit verbundenerProbleme
beim MontiereneinesKristallesin einenloop wurdenkeineStreueperimentemit den
im Institut vorhandeneiVersuchsaufbauterorgenommen.

3n—(2—Acetamido)iminodiastatsaure



Kapitel 9

TF-243

9.1 TF-243

Die KristallisationeinerProtein—Losungnit einerKonzentratiorvon 10mg/mlin Tris/-
HCL—-Pufer mit 4—fachetCMC—-Konzentratiorvon C,,Eg warebensarfolgloswie die
Versuchanmit 4,5-facherCMC—Konzentratiorvon CgE,.

Erstdie Verwendungler Original-TF—243—-Proteinldsund0mg/ml, 20mM Na—
PO,—Pufer, pH 7,4,100mM NacCl, 1% 5-0OG)mit Zusatzvon 1 CMC—-Konzentration
B5—0G (0,5%) fuhrte zu Kristallen,die bei 20° C unterdenBedingungen

0,8-1,9M Li,SQ,, 0,1M Tris/HCI, 0—10mM NiCl beipH 8,0-8,5,und
0,8-1,5M Li,SO,, 0,1M Bicinet, 0-10mM NiCl beipH 9,0-10,5

wuchsen.Mit zunehmendeki,SO,—Konzentrationverandertesich die Stabchenform
der Kristalle (10x 10x 60m3) zu einer Linsenform(15xm?), wie sie auchfir TF-
219, die extrazellulareDomane beobachtewurde. Obwohl dieseKristalle die Pola-
risationebeneesLichtesdrehtenwar bei TestmessungeanderBeamline ID14—2am
Synchrotronn GrenoblekeineStreuungzu detektieren.

9.2 TF-243im Komplex mit Fab—FragmentD3

Nach erfolreicherSeparatiordes Komplexesvon freiem D3 lag TF—243D3 mit ei-
ner Konzentratiorvon 12mg/mlin 20mM Tris/HCI, 0,012% C,5Eg, 0,01% NaN;
bei pH 7,5 vor. Aus dieserProteinlésungund der Kristallisationslésungdie 1,0M
Na—/K-Tartrat,0,1M Na—Hepesei pH 7,5 enthielt,wuchsemadelformigeKristalle.
Die Nadelnerreichtenein Volumenvon 50x 150x 1000um? (Abb.9.1) und reagier

n,n—Bis(2—-hydroxyetyi)glycin
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Abbildung9.1: Links ist eintypischerKristall desTF—243D3 KomplexeszusehenEs
istdeutlichzuerkennendaRRdieserKristall nichtdie PolarisierunglerLichtsverandert.
DasDiffraktionsbildrechtswurdevon einemin einerKapillare montierterKristall bei

Raumtemperatuaufgenommenund zeigt Streuungbis etwa 7 A, dasbesteerreichte
Ergebnisfiir TF-243D3—Kristalle. Die hypothetischerZellachserkonntenzu 80A,

140A und270A abgeschataverden

tenempfindlichmit Auflésungserscheinungeauf die WarmeabgabdesMikroskops.
DiesesVerhaltenzeigtensie auchbei der Suchenachder optimalenLésungzum Ein-
frierenin Stickstof (Kapitel 5). Nur schnellesWascherund Einfrierender Kristalle
konntedie Auflosungserscheinungesinschrankn. Testmessungean der Beamline
BW7B (EMBL, Hamlurg) an TF-243D3 Kristallenim 110K Stickstofstromzeigten
einzelneReflexe bis 12A AuflésungaufdenDiffraktionsbildern.

Ein besseregrgebniskonntemit Kristallen erzielt werden,die in einerKapilla-
re montiertund bei Raumtemperatugemessemvurden. Hier entfiel der Zusatzeines
Kryoprotektanterund die damit verbundenerAufldsungserscheinungetonntenver-
miedenwerden.Abbildung9.1 zeigteinedieserAufnahmengdie mit einerrotierenden
KupferDrehanodggemessemurden. Diese Aufnahmemit Reflexen bis etwa 7 A
zeigtdasbestefir TF—243D3-KristalleerreichteErgebnis.



Kapitel 10
Diskussionund Ausblick

Als ErgebnisdieserStudiekanndie erfolgreicheKristallisation der ProteineTF—263
C245Sund TF-243und der Komplexe TF—263D3 und TF-243D3 vorgestelltwer-
den. Leiderreichtendie Grél3eund/ oderdie Qualitatder Kristalle nicht aus,um in
StreuaperimentereineAufldsungvon besserls3.3A erzielendie zur Strukturlésung
notwendigist.

Essindunterschiedlich&aktorendenkbaydie einenEinflu auf die Kristallisation
unddie QualitatderKristalle haben.

Im Gegensatzzur Kristallisation von globuléren Proteinenist bei Membranpro-
teinendie Wahl desDetegensvon entscheidendeBedeutung56], [81], [82], [83].
Das Detegens,dasmit dem hydrophoberBereichund der polarenKopfgruppedie
Membranersetzersoll, indemesdie MembrandomandesProteinsmizellenartigum-
schlie3t,muf3der StrukturdesProteinsangepaldtverden. So kannsowohl ein Deter
gensmit zulangemhydrophoberBereichalsauchein Detegensmit zu grof3erpolarer
Kopfgruppedie Ausbildungvon Kristallpackungskntaktenstérenoderverhindern.

Wahrscheinlichst dasfur den TF—243D3—-Komplex der Fall. Die Abmessungen
derKiristalle diesesKomplexeslassereinerseitsauf die Ausbildungvon intermoleku-
larenPackungskntakternschlieRenAndererseitsleuterdie AufldsungderDiffraktion
und dasNicht—dreherder Polarisationsebeneon Licht daraufhin, daf3die Kristalle
einesehrhoheMosaizitatbesitzerund somitausmehrerergeringfligiggegeneinander
verschobeneainkristallinenBereicherbestehenkir dieseKristalle flihrt wahrschein-
lich die ausgedehnt¥ariationunterschiedlichstebetegentienzu einerVerbesserung
der Auflésung. Vielleicht wirde auchdie Kristallisation mittels "K ubischerPhasen”
(lipidic cubic phases), die fur Bacteriorhodopsiri84], [85] zu einerdeutlichenStei-
gerungder Auflosungfiihrte, besserel F—243D3—KTristalle liefern. Dabeiwird aus
einer Mischungvon Lipiden eine flissigeMatrix erzeugt,die ein raumlichesGitter
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aushydrophobenunnelnund polarenZwischenbereicheausbildet. Membranprotei-
nekonnensichin dieseUmgehungeinbetterundvororientieren Durch Proteinféallung
kannesschlieR3lichzur Kristallisationkommen[86], [87], [88].

Die Kristalle vom TF—263D3-Komplex warensehrklein. Die Kristallisationdes
TF-263D3-Komplexeskénntedurchdasfreie Cysteinan Position245in TF beein-
flutsein,daszur AggregationderMolekulefliihrenkann.Die MutanteTF-263C245S
im Komplex mit D3 liefert vielleicht besseraind gro3ereKristalle. Die Verwendung
desD3H44—-Fab—FragmentanstelledesD3—Fab—Fragmentfir die Komplexbildung
mit TF-243und TF-263C245Skdnntesich auchauf die Gré3eund die Qualitatder
Kristalle auswirlen.

Fur die freien TF—Molekile TF—243 und TF-263 C245Sfallt auf, dal Sulfat—
lonen bei der Kristallisation anwesendsind. Es wéare denkbay daldsie die Funkti-
on der Phosphatgruppeim der Membranubernehmen.Vielleicht sind Sulfat— oder
Phosphat—lonewichtig, um die Transmembrandoméamggenitbederextrazellularen
Domaéanevon TF zustabilisierenDie Kristallstrukturvon FhuA [89] zeigteerstmalsin
assoziiertesipopolysacchariddaswéahrendder Aufreinigungvon FhuA nicht durch
Detegensmolekilersetztverdenkonnte.Fir TF-263C245Sweistdie Abhangigleit
desKristallisationserhaltensyonderintensitatderWaschschrittéeiderAufreinigung
aufdie Bedeutungron Lipiden zur Stabilisierungder Doméanerhin. WeitereVariatio-
nendesAufreinigungsprotoklls verbessermahrscheinlichdie Qualitatder TF-263
C245S—Kristalle Die Kristallisationmit "K ubischenPhasen’kdnnteeinenahnlichen
Stabilisierungsdékt habenundzu verbesserteKristallenfihren.

DasZiel derStudie die StrukturerderintegralenMembrandomaneon TF undder
zytoplasmatische®omanezu I6sen,ist nicht erreichtworden. DalR die Kristallisati-
onvon MembranproteinemeitausmehrSchwierigleitenbereitetals die von globula-
renProteinenjst auchander AnzahlbislangpublizierterKristallstrukturerabzulesen.
Derzeitstehenin der Protein—Datenbank78] etwa 40 Strukturenvon Membranpro-
teinenmehrals 12000 Protein—Strukturewon globularenProteinengegentiber Das
Verhaltnisvon 1:300verdeutlichtwie schwierigdie Kristallisationvon solubilisierten
Membranproteinerst.

Zusammerdssendiefert dieseStudie Ergebnissedie eine Basiszur Losungder
Strukturvon TF mit der Transmembrandoméanmdfull length—TF bilden.



