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Zusammenfassung

lonenkanéle kontrollieren den lonenfluss iber Zellmembranen. Sie sind fur viele biologische
Prozesse von entscheidender Bedeutung. Zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkandle
(CNG-Kanale) sind ligandengesteuerte lonenkanile, deren Offnungsverhalten durch cAMP
bzw. cGMP reguliert wird. Wéhrend die physiologische Funktion dieser Kanéle weitgehend
untersucht ist, ist nur wenig uber ihren molekularen Offnungsmechanismus bekannt.
Homologe, bakterielle Kandle bieten eine neue Grundlage zur Erforschung dieses
Schaltmechanismus, da sie in groen Mengen in Bakterien exprimiert werden kénnen. Sie
eignen sich daher besonders gut fiir biochemische Untersuchungen.

In dieser Arbeit wurden biochemische und biophysikalische Untersuchungen an einem
zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanal (MICNG) aus dem Bakterium Mesorhizobium loti
(M. loti) durchgeflhrt. Die Bindestelle fur zyklische Nukleotide (CNBD) dieses Kanals wurde
in Escherichia coli (E. coli) exprimiert und fir quantitative Bindungsmessungen in einer
CAMP-freien Form gereinigt. Ich konnte die Bindungsaffinitaten fur cAMP, cGMP sowie fur
einige 8-substituierte Analoga mit der isothermalen Titrationskalorimetrie (ITC) und
alternativ, mit einem Fluoreszenzassay bestimmen. Die Bindungsaffinitaten fir cAMP und
cGMP liegen im submikromolaren Bereich, wobei cAMP mit einer ca. flnffach héheren
Affinitat an die CNBD bindet als cGMP.

Das MICNG-Protein wurde ebenfalls in E. coli exprimiert und affinitdtschromatographisch
gereinigt. Das oligomere Laufverhalten des MICNG-Proteins wurde mit dem des
KcsA-Kanals aus Streptomyces lividans verglichen. Die Bindungsaffinitat fir cAMP wurde
mit der ITC, die Affinitaten flir weitere zyklische Nukleotide wurden mit dem
Fluoreszenzassay bestimmt. Der Kp-Wert fir cAMP ist fir den gesamten lonenkanal etwa

viermal hoher als fir die isolierte Bindestelle.






Abstract

lon channels control the flow of ions across cellular membranes. They play a crucial role in
many biological processes. CNG (cyclic nucleotide-gated) channels belong to the family of
ligand-gated ion channels which are regulated by cAMP and cGMP. While the physiological
function of these channels is well examined, only little is known about their molecular
mechanism of opening (“gating”). Homologous bacterial ion channels offer a novel basis to
explore the “gating”-mechanism, because they can be expressed in high quantities in bacteria
and, therefore, are applicable for biochemical studies.

In this work, biochemical and biophysical studies were performed on the cyclic
nucleotide-gated ion channel (MICNG) from the bacterium Mesorhizobium loti and its
isolated cyclic nucleotide-binding domain (CNBD). The CNBD protein was expressed in
Escherichia coli (E. coli) and purified in a cAMP-free form. | determined the binding
affinities for cAMP, cGMP and some 8-substituted analogs via isothermal titration
calorimetry (ITC) and, alternatively with a fluorescence assay. The binding affinities for
CAMP and cGMP are in the submicromolar range. cCAMP binds to the CNBD with a five fold
higher affinity than cGMP.

The MICNG protein was expressed in E.coli as well and purified via affinity
chromatography. The oligomeric running behaviour of the MICNG protein was compared
with that of the KcsA channel from Streptomyces lividans. The binding affinity for ;cAMP was
determined via ITC, the affinities for some other cyclic nucleotides were obtained from the
fluorescence assay. The Kp value for cAMP is about four times higher for the full-length

channel than for the isolated binding domain.
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Einleitung 1

1. Einleitung

lonenkanéle kontrollieren den Flu® wvon lonen (ber die Zellmembran. Sie sind
Membranproteine und bilden mikroskopisch kleine Poren, durch die lonen stromen kénnen
(Hille, 2001). Der lonenfluR ist entscheidend fur die Entstehung und Weiterleitung
elektrischer Signale.

lonenkanéle kénnen anhand ihrer lonenselektivitit unterschieden werden. Neben selektiven
Na*-, K*- oder Ca®*-Kanilen existieren auch Kanéle, die nur wenig zwischen verschiedenen
lonen unterscheiden konnen. Die Membranspannung reguliert die  Offnung
spannungsabhangiger lonenkandle, dagegen werden ligandengesteuerte lonenkandle direkt
durch die Bindung extra- oder intrazellularer Botenstoffe kontrolliert. lonenkanéle werden in
verschiedene Genfamilien eingeteilt, deren Mitglieder charakteristische, z. T. &dhnliche
Strukturmerkmale besitzen, sich aber in ihren funktionellen Eigenschaften deutlich

voneinander unterscheiden kénnen.

1.1 Spannungsabhéngige K*-, Na*- und Ca**-Kanale

Viele spannungsabhéngige K'-Kanale werden durch Depolarisation der Membran aktiviert
und leiten einen auswartsgerichteten K*-Strom (auswdrtsrektifizierende K*-Kanéle). Diese
K*-Kanile, die als K,-Kandle bezeichnet werden, setzen sich aus vier Untereinheiten
zusammen  (MacKinnon, 1991). Eine K'-Kanaluntereinheiteinheit besitzt sechs
transmembranale Segmente (S1-S6). Das N- und C-terminale Ende des Polypeptids liegen
intrazellular (Miller, 1991, Jan & Jan, 1992, Pongs, 1992). Die Porenregion befindet sich
zwischen den Segmenten S5 und S6. Durch Mutageneseexperimente konnte gezeigt werden,
dass dieser ca. 20 Aminosduren umfassende Proteinabschnitt an der Ausbildung der wéssrigen
Pore beteiligt ist (Yool & Schwarz, 1991, Hartmann et al., 1991, Kirsch et al., 1992, Backx et
al., 1992). Selektivitats- und Leitfahigkeitseigenschaften der lonenkanéle werden mafRgeblich
durch die Aminosduresequenz der Porenregion bestimmt, z.B. gibt es ein hochkonserviertes
Sequenzmotiv fiir Kaliumkandle GYG (Heginbotham et al.,, 1992), das fir die hohe
K*-Selektivitat der Kanale verantwortlich ist. Auch Bereiche zwischen S4 und S5 (Lopez et
al.,, 1994) und in S6 (lsacoff et al., 1991, Slesinger et al., 1993) beeinflussen die
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Poreneigenschaften. Im transmembranalen Segment S4 befindet sich das so genannte
Spannungsfihlermotiv. Es ist durch vier bis acht positiv geladene Aminosduren an jeder
dritten Position charakterisiert, die durch vorwiegend hydrophobe Aminosauren getrennt sind.
Die Beteiligung des S4-Segments an dem spannungsabhéingigen Offnungsverhalten dieser
Kanale wurde durch Mutagenesestudien gezeigt (Ubersicht: Stiihmer, 1991, Jan & Jan, 1992,
Pongs, 1992). Spannungsabhangige Na'- und Ca®*-Kanéle besitzen eine grosse porenbildende
a-Untereinheit mit einer pseudotetrameren Organisation (Na'-Kanal: Noda et al., 1986,
Ca’*-Kanal: Tanabe et al., 1987). Das a-Polypeptid besitzt vier interne
Sequenzwiederholungen, die sich wahrscheinlich durch zwei aufeinander folgende
Genduplikationen entwickelt haben (Strong et al., 1993). Jede dieser internen
Wiederholungen  enthdlt die gleichen  Strukturelemente  wie eine  einzelne
K*-Kanaluntereinheit (Catterall, 1988, Numa, 1989).

1.2 Zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle

Aufgrund gemeinsamer struktureller Merkmale gehdren zyklisch Nukleotid-gesteuerte (CNG)
lonenkanile zur genetischen Superfamilie der spannungsabhingigen K*-Kanéle (Jan & Jan,
1990, Guy et al., 1991, Goulding et al., 1992, Bonigk et al., 1993). Funktionell betrachtet
handelt es sich bei CNG-Kanélen jedoch um ligandengesteuerte lonenkanéle, da ihr
Offnungszustand direkt durch die Bindung der intrazelluliren Botenstoffe cGMP bzw. cCAMP
reguliert wird (Ubersicht: Kaupp & Seifert, 2002). CNG-Kanale spielen eine wichtige Rolle
beim Sehen und Riechen. Viele CNG-Kanédle sind molekularbiologisch und
elektrophysiologisch charakterisiert worden (Ubersicht: Kaupp & Seifert, 2002, Eismann et
al., 1993, Yau, 1994, Finn et al., 1996). Sie werden der Gruppe der nicht-selektiven
Kationenkandle zugeordnet, da sie zwischen verschiedenen monovalenten Kationen nicht gut
unterscheiden kénnen. Divalente Kationen kdnnen ebenfalls permeieren und blockieren dabei
den Strom, der durch monovalente Kationen getragen wird (Kaupp & Altenhofen, 1992, Sesti
etal., 1994, Frings et al., 1995).

CNG-Kanéle bilden heterooligomere Komplexe, die aus zwei verschiedenen Untereinheiten
(A und B) bestehen. Die Untereinheiten der CNG-Kandle besitzen sechs transmembranale
Segmente wie spannungsabhangige K'-Kanile (S1-S6, Henn et al., 1995). N- und
C-Terminus liegen intrazellular (Cook et al., 1989, Molday et al., 1991). Zwischen S5 und S6
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existiert ein Bereich, der der Porenregion spannungsabhangiger Kanale dhnelt (Guy et al.,
1991, Goulding et al., 1992, Heginbotham et al, 1992, Bonigk et al., 1993). Dieser Bereich ist
auch in CNG-Kanalen an der Ausbildung der Pore beteiligt (Goulding et al., 1993, Root &
MacKinnon 1993, Eismann et al., 1994). Im transmembranalen Segment S4 befindet sich ein
Sequenzmotiv, das an den Spannungsfiihler der spannungsabhéngigen lonenkandle erinnert.
Die funktionelle Bedeutung dieses Motivs in CNG-Kanalen ist aber unklar, da diese nur
schwach spannungsabhéngig sind. Im C-terminalen Bereich befindet sich die Bindestelle fir
zyklische Nukleotide (,,cyclic nucleotide binding domain®“, CNBD). Sie &hnelt den
Bindestellen fur zyklische Nukleotide in cAMP- bzw. cGMP-abhangigen Proteinkinasen
(Takio et al., 1984, Weber et al., 1987, Kaupp et al., 1989). Die Bindung der zyklischen
Nukleotide wird in Kapitel 1.5 detaillierter diskutiert. Der sogenannte C-Linker verbindet die
Bindestelle fir zyklische Nukleotide mit dem letzten transmembranalen Segment S6.
Zahlreiche Mutagenesestudien haben gezeigt, dass der C-Linker eine wichtige Rolle beim
Schalten spielt (Gordon & Zagotta, 1995a, Gordon & Zagotta, 1995b, Broillet & Firestein,
1996, Gordon et al., 1996, Gordon et al., 1997, Brown et al., 1998, Zong et al., 1998, Paoletti
et al., 1999, Hua & Gordon, 2005; Kapitel 1.4).

Pore

extrazelluldr s Ty e l
S ’(

B\

intrazellular  *7
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N .

'
’

cNMP-Binde-

. stelle
7
,
;

C-Linker

extrazellular

intrazellular

Abb. 1.1: Transmembranale Topologie und tetramere Anordnung der zyklisch Nukleotid-gesteuerten
Kanale. Der obere Teil zeigt die transmembranale Topologie einer Untereinheit. Mit S1-S6 sind die
transmembranalen Segmente bezeichnet. Die Bindestelle fuir zyklische Nukleotide ist durch ,,cNMP-Bindestelle®
gekennzeichnet. Der C-Linker verbindet die cNMP-Bindestelle mit dem letzten transmembranalen Segment S6.
Die Pluszeichen verweisen auf das Spannungssensormotiv. Im unteren Teil ist die tetramere Struktur der Kanéle
schematisch dargestellt.
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1.2.1 Ligandenselektivitat von CNG-Kanélen

Die Ligandenselektivitit von nativen und heterolog exprimierten CNG-Kanélen wurde durch
die Messung der Stréme in ,.excised patches* mit verschiedenen Ligandenkonzentrationen
untersucht. Alle bekannten CNG-Kanéle reagieren sowohl auf cAMP als auch auf cGMP
(Kaupp und Seifert, 2002). Dabei sind niedrigere cGMP- als cAMP-Konzentrationen
notwendig, um die Kandle zu O6ffnen. Die CNG-Kanédle in Stabchen- und
Zapfenphotorezeptorzellen unterscheiden deutlich zwischen diesen beiden Liganden, wéhrend
CNG-Kanéle aus olfaktorischen sensorischen Neuronen (OSN) auf beide Liganden fast gleich
gut reagieren. Dosis-Wirkungs-Messungen haben gezeigt, dass der Aktivierungsprozess durch
zyklische Nukleotide kooperativ ist. CNG-Kandle aus Stdbchen aktivieren mit einem
Hill-Koeffizienten n zwischen 1,5 und 3,1, CNG-Kanéle aus Zapfen mit n = 1,6 bis 3,0 und
CNG-Kanale aus OSN mit n = 1,4 bis 2,5 (Ubersicht Eismann et al., 1993). Fiir CNG-Kanéle
aus Stabchen wurden Ky,-Werte fiir cAMP von 1,5 mM und fir cGMP von 50 uM gemessen.
Fir CNG-Kanéle aus OSN liegen die Kyo-Werte fiir ;cAMP und cGMP bei 3 uM bzw. 1,6 uM
(Kaupp und Seifert, 2002).

1.2.2 Die Verwendung von 8-substituierten zyklisch Nukleosid-Monophosphat

(cNMP)-Analoga zur funktionellen Untersuchung von CNG-Kanélen

Zyklische Nukleotide, die an der 8-Position substituiert sind, haben sich bei zellul&ren Studien
als nitzlich herausgestellt. Diese Analoga weisen eine hdohere Membranpermeabilitat als
CAMP und cGMP auf, z.B. sind 8-Br-cGMP und 8-Chlorophenylthio-cGMP (8-CPT-cGMP)
6- bzw. 90-fach lipophiler als cGMP (Butt et al., 1992). Dadurch erreichen sie leichter
intrazelluldre Bindungsstellen. Aufierdem aktivieren die meisten 8-substituierten Analoga
CNG-Kanéle sehr effizient (Brown et al., 1993, Caretta et al., 1985, Koch & Kaupp, 1985,
Tanaka et al., 1989, Zimmerman et al., 1985). In Stabchenphotorezeptoren und olfaktorischen
Neuronen aktivieren 8-Br-cGMP und 8-CPT-cGMP die CNG-Kanéle bei 10- bzw. 80-fach
niedrigeren Konzentrationen als cGMP (Frings et al., 1992, Wei et al., 1998, Zimmerman et
al., 1985). Weiterhin sind 8-substituierte Analoga resistent gegen Hydrolyse durch die
meisten PDE-Isoformen (Butt et al., 1992, Barkdoll et al., 1988, Zimmerman et al., 1985).
Der lipophile Charakter, der geringe Ki,-Wert der Aktivierung und die Resistenz gegen
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Hydrolyse machen 8-substituierte Analoga zu attraktiven Werkzeugen fiir die Untersuchung

von CNG-Kanalen.

i i
N N
HN HN
L L= s
H,N” N7 ~N H,N" N N
0 0

0, o R)

Na® @ P—O Na® @ P—O

) o o OH ° 2 g OH
8-Br-cGMP 8-CPT-cGMP

Abb. 1.2: Struktur der 8-substituierten cGMP-Analoga 8-Br-cGMP (links) und 8-CPT-cGMP (rechts).

1.3 Der CNG-Kanal aus Mesorhizobium loti

Im Jahre 2000 wurde das Genom des stickstofffixierenden Bakteriums Mesorhizobium loti
(M. loti) entschlisselt und verdffentlicht (Kaneko et al., 2000). Das Genprodukt M1132241
enthielt alle Elemente fir einen Kalium-selektiven lonenkanal mit einer Bindestelle fir
zyklische Nukleotide. Strukturell weist dieser Kanal groRe Ahnlichkeit zu den CNG-Kanélen
auf. Vier gleiche Untereinheiten mit jeweils sechs transmembranalen Segmenten S1-S6 bilden
einen funktionellen Kanal. N- und C-Terminus liegen intrazellular, sind aber im Gegensatz zu
den N- und C-Termini von CNG-Kanélen aus Saugetieren sehr kurz. Zwischen den
Segmenten S5 und S6 liegt die Porenregion. Der C-Linker, der die C-terminale Bindestelle flr
zyklische Nukleotide mit dem letzten Transmembransegment verbindet, ist auch sehr kurz
(Nimigean et al., 2004; Clayton et al., 2004). Wegen dieser kompakten Eigenschaften eignet
sich der Kanal besonders gut fir strukturelle und funktionelle Analysen.

Die Bindestelle fur zyklische Nukleotide dieses Kanals wurde kristallisiert (Clayton et al.,
2004) und die Struktur ist denen anderer cNMP-bindender Proteine sehr dhnlich. Uber die

Bindung von zyklischen Nukleotiden komme ich in Kapitel 1.5 zuriick.
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1.4 Das Schaltverhalten von lonenkanalen

lonenkanéle kdnnen zwischen offener und geschlossener Konformation umschalten, um lonen
den Weg durch die Pore zu ermdéglichen oder zu verschlieRen. Das verlduft mehrstufig. Zuerst
wirkt der entsprechende Stimulus, beispielsweise die elektrische Spannung oder die Bindung
eines Liganden auf Teile des Kanalproteins, z.B. das Spannungsfiihnlermotiv oder die
Ligandenbindungsstelle. Dann veréndert sich die Struktur der Pore — lonen konnen flieRen.

Inzwischen wurden verschiedene lonenkanéle kristallisiert, einige davon im offenen Zustand
(MthK (Jiang et al., 2002a), KvAP (Jiang et al., 2003) MscS (Bass et al., 2002)), andere im
geschlossenen Zustand (KcsA (Doyle et al., 1998), KirBac (Kuo et al., 2003), nAChR
(Miyazawa et al., 2003), MscL (Chang et al., 1998)). Anhand dieser Strukturen haben Jiang
und Kollegen (2002b) ein Schaltmodell entwickelt, welches auf dem offenen MthK-Kanal aus
Methanobacterium thermoautotrophicum und dem geschlossenen KcsA-Kanal aus
Streptomyces lividans beruht. Ein konserviertes Glycin in S6 stellt demzufolge ein Scharnier
dar, das eine auswaértsgerichtete Bewegung der Helix um ca. 30° erlaubt. Als Konsequenz
dieser Bewegung wird der Permeationsweg fiir lonen an seiner engsten Stelle auf 12 A erhoht

und Kalium-lonen kdnnen passieren.

A B C
B P
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/ F s i, S E
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Abb. 1.3: Potenzieller Schaltmechanismus eines K*-Kanals durch Kombination der Strukturen von MthK
(offener Zustand) und KcsA (geschlossener Zustand). A: Der KcsA-Kanal (griin) und der MthK-(rot) sind
uberlappend dargestellt. Als Bezugspunkt dient das Selektivitétsfilter. Zur besseren Ubersicht sind nur zwei
Untereinheiten abgebildet. B: Vergleich jeweils einer einzelnen Untereinheit. Eine Bewegung der letzten
transmembranalen Helix um 30° offnet die Pore. C: Intrazelluldre Sicht der Oberflache, die dem wassrigen
Losungsmittel zugénglich ist fiir den KesA-Kanal (links) und den MthK-Kanal (rechts). Die griinen Flachen
reprasentieren die engsten Stellen der Pore. Aus: Perozo (2002).
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1.4.1 Schaltverhalten bei CNG-Kanalen

Sequenzdhnlichkeiten zwischen der Porenregion bzw. den letzten beiden transmembranalen
Helizes des KcsA-Kanals und der CNG-Kanale lassen vermuten, dass CNG-Kandle
strukturelle Merkmale mit dem KcsA-Kanal teilen (Becchetti et al., 1999) und
maoglicherweise einen ahnlichen Schaltmechanismus besitzen. Nach der aktuellen Vorstellung
ist eine Rotation des C-Linkers im Uhrzeigersinn notwendig, die das helikale Biindel am
unteren Ende des S6-Segments entspannt. Die Bewegung des S6-Segments initiiert eine
Umordnung der Porenhelix, die schlielich die Pore 6ffnet. Somit wirkt der C-Linker als
Hebelarm, der die Konformationsadnderungen, die an der Bindungsdomane stattfinden, auf die
Pore iibertragt (Ubersicht: Flynn et al., 2001). Die Bewegung des C-Linkers wird allerdings
noch kontrovers diskutiert. Ebenso wére eine Drehung entgegen des Uhrzeigersinns denkbar
(Giorgetti et al., 2005). Die Konformationsanderungen in der Bindungsdomane, die zur
Bewegung des C-Linkers flhren, sind noch nicht gut untersucht. Es wird vermutet, dass die
Bewegung der C-Helix in der Bindungsdomane (s. Kapitel 1.5) zur Bewegung des C-Linkers
beitragt (Mazzolini et al., 2002).

Abb. 1.4: Schaltmodell fir CNG-Kanéle in der geschlossenen (links) und offenen (rechts) Konformation.
Aus: Johnson und Zagotta (2001).

1.5 Die Bindestelle fur zyklische Nukleotide

Die CNBD besteht aus 80-120 Aminosauren. Die Struktur der Bindedoméne wurde erstmals
an dem cAMP-bindenden ,,catabolite activator protein“ (CAP) aus Escherichia coli durch

rontgenkristallographische Untersuchungen aufgeklart (McKay & Steitz, 1981, Weber &
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Steitz, 1987, Passner & Steitz, 1997, Passner et al., 2000). Die Struktur besteht aus drei
a-Helizes (A, B und C) und acht B-Faltblattern ($1-p8). Die B-Faltblatter formen ein
abgeflachtes Fass, das aus zwei antiparallelen Schichten mit jeweils vier B-Faltblattern
besteht. Die drei a-Helizes sind mit den Enden des Fasses verbunden. Die A-Helix befindet
sich N-terminal von dem Fass, wohingegen die B-Helix, direkt gefolgt von der C-Helix,
C-terminal von dem Fass liegen. Im Zentrum des Fasses befindet sich eine konservierte
Region, die ,,phosphate binding cassette* (PBC), die direkt an der Bindung des zyklischen
Nukleotids beteiligt ist. Das zyklische Nukleotid wird in der Bindestelle durch ein Netzwerk
von polaren und nicht-polaren Wechselwirkungen gebunden. Das Phosphat und der
Ribosering des zyklischen Nukleotids interagieren mit der PBC des Proteins durch
Wasserstoffbriicken und elektrostatische Wechselwirkungen, wéhrend der Purinring durch

hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminosauren in der C-Helix interagiert.

a-A B-1 -2 -3 B-4
10 TLEWFLSHCHIHEYPSKSTLIHQGEKAETLYYIVKGSVAVLIK
p-5 p-6 PBC B-7
53 DEEGKEMILSYLNQGDFI EjopneiRue O ERSAWVRAKTAACEV
p-8 a-B a-C
96 AEISYKKFRQLIQVNPDILMRLSAQMARRLQVTSEKVG

Abb. 1.5: Die cAMP-Bindestelle des CAP. A: Aminosduresequenz der cAMP-Bindestelle des CAP-Proteins.
Die Sekundarstrukturen sind oberhalb der Sequenz angegeben. B: Tertidrstruktur eines CAP-Dimers mit zwei
gebundenen cAMP-Molekiilen. Die a-Helices sind in rot, die B-Faltblatter sind in orange dargestellt. Aus:
Kaupp und Seifert (2002).

Inzwischen wurden die Strukturen mehrerer anderer zyklisch Nukleotid-bindender Proteine
aufgeklart, darunter die regulatorische Untereinheit der cAMP- und cGMP-abhéngigen
Proteinkinasen PKA und PKG (Weber et al., 1987, Diller et al., 2001, Wu et al., 2005, Su et
al., 1995, Weber et al., 1989), der Guaninnukleotidaustauschfaktor Epac (Rehmann et al.,
2003, Rehmann et al., 2006), die Bindestelle eines hyperpolarisationaktivierten und zyklisch
Nukleotid-gesteuerten lonenkanals HCN2 (Zagotta, et al., 2003) sowie die Bindestelle des
Kanals aus Mesorhizobium loti (Clayton et al., 2004). Alle Bindestellen weisen die gleiche

Grundarchitektur auf. Aus dem Vergleich der Strukturen, die den ligandengebundenen
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Zustand représentieren (CAP, HCN2), mit denen, die die Apoform zeigen (Epac), ist ein
Modell entwickelt worden, welche Konformationsédnderungen stattfinden, wenn das zyklische
Nukleotid bindet. Demnach fiihrt die Bindung von cAMP zu einer Verdnderung der Position
der C-Helix relativ zu der B-Fassstruktur (Rehmann et al., 2003). Es ist allerdings noch
unklar, welche Auswirkungen diese Konformationsanderung auf andere Bereiche des Proteins
haben. Welche Anderungen durch die Bindung zyklischer Nukleotide an lonenkanile

ausgelost werden, ist ebenfalls noch weitgehend unklar.

$ { s
mICNG 243-VR RARTYV AQIPRIP - - - - - - - E PIgA M
MHCN2 s25- FMTAMLTKIMKFEVFQ DY LIPK-GNKEM- - - - KRS D[S Y 1
SpHCN  s53- FMTRVMTLIMEFEVFQPADYVIQE DIIMSDGVIAT----SIRSDIES Y |
CNGAL1 485 L LAY L K|NQPQV Y SPIED YLEEK K KILANVIADDG I TQ - - - FNAV|"S D[S Y |
PKA1l 143 ERSDRJFDEIMFPVSF 1 ETVMIQQ EMDMY VNINEWAT - - - - - SVIEEL]G S L
EPAC 212 KRELAAVLIMFEPHSK TYLFSQ NVH————GKGLVTT HE[YD D QL
CAP 10- TEWFLSHCHIHKY SKISTIL1HQ KIAETILY Y INMK ANMIL I KDEEGKEMILSYRNQEDIH I L

ah p1 B2 83 B4 p5 86

o
micnG [N - - - - - GEPRSATV ns ARYEQ vl c SR A clil - RKT RIG ARARA - =55
mHcn2 cflE- - - - - - TRGRTSRDYCRY svONGINEVLEE YIUMRR A - ETV 1DRlLDRIBKKN o0
spHeN cffiE - - - - - - 7 RERREVASN« c el cCFll-Bfs v o uf@N oML o EF[daMRK T -MEE T LERIBKES 09
cneaL B ke s kAN RIITR NI 8 16 v s ol clls k oL weaLffe v[B Al - LEEKGKQILMKDGLLD o0
kot [XH------ vid TR ALY < B <R v <M vEaoro sHRRE L vEBT LRk RK -1y EEFSKVE 1 LEfLD 25
epAc [XAV- - - - - - no A[IAPRIN 1 LREDNCHFLRVDKEDFNRITKDVEAKTHRLEEHBKVVLVLERABQ w20
cap [flFEE----- 80 RN M B cBA c eEN A efils vk kR o1 o vNEBflL vR-LsaQuArRBL o VB EKY

B7 B8 oB aC

Abb. 1.6: Sequenzvergleich verschiedener CNBDs von Proteinen, die zyklische Nukleotide binden.
Aminoséuren, die gleich oder dhnlich zu der Aminosduresequenz des CNG-Kanals aus Mesorhizobium loti
(mICNG) sind, sind schwarz bzw. grau hinterlegt. mMHCN2, muriner hyperpolarisationsaktivierter und zyklisch
Nukleotid-gesteuerter Kanal (Ludwig et al., 1998), SpHCN, HCN-Kanal aus dem Seeigel Strongylocentrotus
purpuratus (Gauss et al, 1998), CNGAL, boviner zyklisch Nukleotid-gesteuerter Kanal aus
Stabchenphotorezeptorzellen (Kaupp et al., 1989), PKA1, N-terminale cAMP-Bindungsstelle der PKA (Titani et
al., 1984), Epac, Guaninnukleotidaustauschfaktor (de Rooji et al., 1998), CAP, catabolite activator protein (Aiba
et al., 1982). Pfeile markieren Aminosduren, die wichtige Strukturmerkmale der CNBDs bestimmen oder die
direkt mit dem zyklischen Nukleotid interagieren. Sternchen zeigen Aminosduren, die wichtig die
Substratspezifitdt von zyklisch Nukleotid-abhéngigen Proteinkinasen, CAP und CNG-Kandlen sind. $1-$8 und
aA-oC beziehen sich auf B-Faltblétter und o-helikale Doménen in der Kristallstruktur von CAP.
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1.6 Zielsetzung

CNG-Kanéle wurden elektrophysiologisch gut charakterisiert, doch alle gemessenen
Ki,-Werte der Aktivierung beziehen sich auf den Gesamtprozess des Schaltens. Es ist noch
nicht gelungen, die Bindung des zyklischen Nukleotids an die Ligandenbindestelle direkt zu
untersuchen. Um die Konformationsanderungen, die bei der Ligandenbindung stattfinden, und
den molekularen Schaltmechanismus besser zu verstehen, sollen funktionelle Untersuchungen
an einem bakteriellen zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanal durchgefiihrt werden.

Die Sequenz dieses bakteriellen CNG-Kanals wurde zeitgleich von R. Seifert
(Forschungszentrum Julich), Nimigean et al. (2004) und Clayton und Kollegen (2004) durch
eine Datenbankanalyse und Sequenzvergleiche im Genom des stickstofffixierenden
Bakteriums Mesorhizobium loti gefunden. Dieser bakterielle CNG-Kanal koénnte ein
hervorragendes Modellsystem zur Untersuchung der ligandeninduzierten
Konformationsanderung und des Schaltmechanismus darstellen. Mit dem gereinigten
Kanalprotein soll die Ligandenbindung quantitativ bestimmt werden. Dartberhinaus soll die
Bindestelle fir zyklische Nukleotide auch losgelést vom transmembrandren Teil isoliert
exprimiert und untersucht werden. Die Daten fiir die Bindestelle und fir das Kanalprotein
sollen miteinander verglichen werden: Gibt es einen Unterschied bei der Bindung zyklischer
Nukleotide an das isolierte Protein im Vergleich zum lonenkanal? Die Ergebnisse kdnnten

dann zu einem neuen Modell fir den Schaltmechanismus der CNG-Kanale fiihren.
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2. Material und Methoden

In dieser Arbeit beschriebene Methoden wurden — soweit nicht anders vermerkt — aus

Sambrook & Russel (2001) entnommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders notiert, in p.A.
Qualitat von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt),
Biomol (Hamburg), Clontech (Heidelberg), Merck (Darmstadt), MWGBiotech (Ebersberg),
Pierce (Rockford, USA), Qiagen (Hilden), Renner (Darmstadt), Rohm und Haas Deutschland
GmbH (TosoHaas; Frankfurt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.
Enzyme und die dazugehorigen Puffer wurden von Ambion (Austin, USA), Roche
(Mannheim), Invitrogen BV (Karlsruhe), NEB (Schwalbach) und Novagen (Schwalbach)
geliefert. Fir die Erhaltung und Vermehrung von Bakterienkulturen wurden Medien von der
Firma Sigma verwendet. Sekunddre Antikérper und Reagenzien fliir immunologische
Nachweise wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Dianova (Hamburg) und Pierce
bezogen. Fir den Transfer von Proteinen wurden PVDF-Membranen (Immobilon P) der
Firma Millipore (Eschborn) verwendet. Fir ECL-Nachweise wurden Hyperfilme von
Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Zyklische Nukleotide wurden von Sigma oder
Biolog (Bremen) bezogen.

Alle Losungen wurden ausschlieBlich mit zweifach destilliertem Wasser hergestellt. Soweit
erforderlich wurden die Ldsungen durch Autoklavieren sterilisiert (20 min; 121°C) und/oder
filtriert (Sterilfilter, 0,2 um PES, Millipore).

Fir FPLC-Experimente wurde die Akta-Anlage von Amersham Pharmacia Biotech mit
verschiedenen Sdulenmatrices verwendet. Nukleotidlésungen wurden mit einer HPLC-Anlage

(Waters, Bedford, USA) chromatographisch aufgetrennt.
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2.2 Escherichia coli (E. coli) Zellkultur

2.2.1 Verwendete Bakterienstamme und Plasmidvektoren

XLI-Blue (E. coli K12): recAl endAl gyrA96 (Nal") thi-1 hsdR17 (rx, mk') SsupE44
relAl lac [F’proA™B™ lacl? ZAM15 Tn10 (Tet")]; (Bullock et al.,
1987; Stratagene)

Dieser E. coli-Stamm ist eine Endonukleasemangelmutante (endA), wodurch die Qualitét der

praparierten DNA  erhéht  wird. Zusétzlich ist  dieser  Stamm eine
Rekombinationsmangelmutante (recA), wodurch die Stabilitdt der Insert-DNA gegeben ist.
Die eingebrachte hsdR-Mutation schutzt die eingebrachte DNA vor dem
EcoK-Endonukleasesystem. Ein Blau-wei8 Farbscreening wird durch das Gen lacl9ZAM15
ermoglicht.  Dieser  Zellstamm  besitzt zudem ein  Tetrazyklinresistenzgen. Der
Bakterienstamm wurde zur Anreicherung von Plasmid-DNA und zur Expression des

KcsA-Kanals verwendet.

BL21(DE3) LysE (E. coli B): F ompT [lon] hsdSB(rg'mg") gal[dcm] (DE3) pLysE
(CM®): (Novagen).
Dieser E. coli-Stamm besitzt das ADE3 Lysogen, das die Gene fiir die T7 RNA-Polymerase

unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors beinhaltet. Die Transkription dieser Gene kann
durch Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert werden. AuBBerdem fehlen diesem
Stamm die Proteasen lon und OpmT. Zudem beinhaltet der Stamm das pLysE-Plasmid,
welches die Gene fiir das T7 Lysozym und ein Chloramphenicolresistenzgen tragt. Der

Bakterienstamm wurde zur Expression der Proteine MICNG und CNBD verwendet.

In dieser Arbeit wurden folgende Plasmidvektoren benutzt:

pET-11a:
(Novagen) Dieses Plasmid wurde fir die Expression von Fusionsproteinen in den Zellen des

Bakterienstammes BL21(DE3)pLysE verwendet.
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pGEX-2T
(Amersham Biosciences) Dieses Plasmid wurde flr die Expression von Fusionsproteinen in

den Zellen des Bakterienstammes BL21(DE3)pLysE verwendet.

pQE-60
(Qiagen) Dieses Plasmid wurde flir die Expression von Fusionsproteinen in den Zellen des

Bakterienstammes XLI-Blue verwendet.

2.2.2 Zusammensetzung und Herstellung der Kulturmedien fir E. coli

LB (Luria-Bertani)-Medium:

1 % (w/v) Baktotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

Fur LB-Agar-Platten wurden 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

Die Flissigmedien wurden in Portionen aufgeteilt, autoklaviert (20 min; 121°C) und bei RT
gelagert. Agar enthaltende Medien wurden autoklaviert und in sterile Petrischalen gegossen
(25-30 ml/Platte). Bei Bedarf wurde Ampicillin (Endkonzentration: 100 pg/ml) oder
Chloramphenicol (Endkonzentration: 18 pg/ml) kurz vor dem GieRen der Platten in den

hochstens noch 60°C heiRen Agar gegeben. Die Platten wurden bei 4°C aufbewahrt.

2.2.3 Anzucht von E. coli-Zellen zur Plasmidpréaparation

E. coli-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden mindestens 8 h in
LB-Medium bei 37°C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick; Nortingen) oder in
einem Warmluftschittler (Braun-Dissel; Melsungen) inkubiert. Zur Selektion auf Plasmide

wurde das Medium mit einem geeigneten Antibiotikum versetzt.
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2.2.4 Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation mit Plasmid-DNA

Kompetente Zellen wurden mit einer modifizierten Form der CaC1,-Methode nach Mandel &
Higa (1970) hergestellt. 0,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur (UK) wurden in 50 ml
LB-Medium bei 37°C bis zu einer ODgg von 0,4 inkubiert und 10 min bis 2 h auf Eis
abgekihlt. Bei den folgenden Arbeitsschritten wurden die Zellen immer auf Eis gehalten und
ausschlieBlich vorgekiihlte GefaRe und Ldsungen verwendet. Die Zellen wurden 10 min
zentrifugiert (Sigma 3K12, 11133-Rotor, 5.000 g; 4°C), das Pellet vorsichtig in 1 ml 0,1 M
CaCl1, resuspendiert und auf 25 ml aufgefillt. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert, in 1 ml 0,1 M CaC1,/25 % Glycerin resuspendiert und auf 5 ml
aufgefillt. Nach weiteren 2 h auf Eis wurden die Zellen aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Bei Bedarf wurden die Zellen auf Eis aufgetaut.

2.3 Praparation von Plasmid-DNA

DNA wurde grundsatzlich in TE bzw. TEgrnase aufgenommen:
TE: 10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
TERNase: TE mit 5 pl RNase-Cocktail (Ambion)/ml

2.3.1 Minipré&paration durch alkalische Lyse nach Birnboim & Doly (1979)

Fur die Praparation wurden die Bakterienzellen aus 2 ml einer E. coli-Ubernachtkultur (UK)
durch Zentrifugation (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 ¢g; 1 min; RT) pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 100 ul Lésung | resuspendiert. Nach Zugabe
von 120 ul Lésung Il und vorsichtigem Mischen (Invertieren) lysieren die Zellen, wobei die
chromosomale DNA an der Zellwand gebunden bleibt. Zur Prazipitation der Zelltrimmer und
Proteine wurden 150 ul Ldésung 1l zugegeben, durch Invertieren gemischt und 30 min
zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal uberflihrt und mit Phenol extrahiert (2.4.1). Die Nukleinsduren wurden durch

Zugabe von 500 ul Ethanol prazipitiert und zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor,
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18.320 g; 10-30 min; 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und das DNA-Pellet mit 70 %
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 10-30 min;
4°C). Der Uberstand wurde wieder abgenommen und das DNA-Pellet in 20 ul TE
aufgenommen.

Um die bakterielle RNA von der Plasmid-DNA abzutrennen, wurde die Aufarbeitung nach
der LiCl-Methode durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterienzellen aus einer 5 ml UK durch
zwei Zentrifugationsschritte (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 1 min; RT) in einem 2 ml
ReaktionsgefaR pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 150 pl
Losung | resuspendiert, durch Zugabe von 180 ul Ldésung Il lysiert und Zelltrimmer und
Proteine mit 225 ul Losung Il prazipitiert. Nach Zentrifugation (Sigma 2K15, 12145-Rotor,
18.320 g; 5 min; 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und mit 1,5 ml Ethanol versetzt und
zentrifugiert (Sigma 2K 15, 12145-Rotor, 18.320 g; 5 min; 4°C). Der Uberstand wurde erneut
abgenommen und das Pellet in 60 ul 30 mM Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. Zur Prazipitation
der RNA wurden 100 ul 4 M LiCl zugegeben, vorsichtig gemischt und zentrifugiert (Sigma
2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 5 min; 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt und mit 500 pl eiskaltem Ethanol versetzt und zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-
Rotor, 18.320 g; 5 min; 4°C). Das Pellet wurde in 50 pl TEgrnase aufgenommen und 20 min bei
37°C inkubiert. Der Ansatz wurde mit H,O auf 100 ul aufgefillt und anschlieBend mit Phenol
extrahiert (2.4.1). Die DNA wurde durch Zugabe von 10 ul 3 M NaAc pH 4,8 und 300 pl
eiskaltem Ethanol prézipitiert und zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 5 min;
4°C). Der Uberstand wurde abgenommen, das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 5 min; 4°C). Das Pellet wurde in
20 pl TE aufgenommen. Die Ausbeute betrug je nach Dichte der UK 1,5-4 pug Plasmid-DNA.

Ldsung I: Ldsung I1: Lésung I1:
50 mM Glukose 0,2 M NaOH 3 M KAc pH 4,8
25 mM Tris/HCI pH 7,5 1 % (w/v) SDS

10 MM EDTA
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2.4 Reinigung und Trennung von Nukleinsauren

2.4.1 Phenol/Chloroformextraktion

Verunreinigungen von DNA-L@sungen mit Proteinen und Membranbestandteilen wurden
durch Phenol/Chloroformextraktion entfernt. Die DNA-L6sungen wurden mit dem gleichen
Volumen einer 1:1-Mischung aus Phenol und Chloroform versetzt, die Phasen gut gemischt
und zur Trennung zentrifugiert (15.600 g; 3 min; RT). Die waéssrige, obere Phase wurde
abgenommen und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt, um Phenolreste zu
entfernen. Die Phasen wurden gut gemischt und zur Trennung zentrifugiert (15.600 g; 3 min;
RT). Der Uberstand, der die DNA enthielt, wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt.
AnschlieBend wurde die DNA mit Ethanol prazipitiert (2.4.2).

2.4.2 Ethanolprazipitation

Um DNA zu konzentrieren oder umzupuffern, kann sie durch Einstellung definierter Salz-
und Alkoholkonzentrationen prazipitiert werden. Die DNA-L6sung wurde auf eine NaAc-
Konzentration von 0,3 M (pH 4,8) eingestellt und mit dem 2,5-3 fachen Volumen absoluten
Ethanols versetzt, kurz gemischt und 5-30 min bei -20°C inkubiert. Die DNA wurde durch
Zentrifugation (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 4°C) pelletiert. Die Dauer der
Zentrifugation richtete sich nach der GrofRe und Konzentration der DNA. Je kleiner und je
geringer konzentriert die DNA war, desto langer wurde zentrifugiert (5-120 min). Der
Uberstand wurde abgenommen, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, und erneut
zentrifugiert (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 5 min; 4°C). Das DNA-Pellet wurde
getrocknet und in TE aufgenommen.



Material und Methoden 17

2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.5.1 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarosegelen

Die DNA-Menge, die auf ein Agarosegel mit Ethidiumbromid (2.6) aufgetragen wurde,
konnte durch Vergleich mit einem gleichzeitig aufgetragenen GroRen- und Mengenstandard

(2.6.1) anhand der Intensitat der Banden abgeschéatzt werden.

2.5.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren wurde die DNA in
TE verdinnt und die Absorption bei einer Wellenlange von A = 260 nm gegen TE gemessen.
Eine OD von 1,0 bei A =260 nm entspricht 50 ug/ml DNA bzw. 33 pug/ml flr einzelstrangige
Oligonukleotide. Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenolresten kdnnen durch den
Quotienten der Absorptionen bei A =260 nm und A =280 nm beurteilt werden. Fiir DNA-

Ldsungen sollte er > als 1,8 sein.

2.6 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Mit der Agarosegelelektrophorese konnen Nukleinsduren fir analytische und préparative
Zwecke der GrofRe nach getrennt werden. Fir Trennungen im Bereich von 500-10.000 bp
wurden 0,75-1 %ige (w/v) Agarosegele verwendet. Zur Auftrennung von kleineren DNA-
Fragmenten wurden héher konzentrierte Agarosegele eingesetzt (1,5-2 % (w/v)).

Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bis sie vollstandig gel6st war. Nach
Abkihlung auf 60°C wurde die Gelldsung mit 1 ug/ml Ethidiumbromid versetzt und in einen
Geltrager mit einem Former fir die Probentaschen gegossen. Nach dem Erkalten konnten die
Agarosegele verwendet werden. Die Proben wurden mit 1/10 Volumen Farbmarker versetzt
und anschlieBend in die Probentaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 1x TAE

als Laufpuffer bei 90-120 V bis zur ausreichenden Trennung der Nukleinsduren durchgefihrt.
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Die Fragmente werden durch Ethidiumbromid unter UV-Licht (A =254 nm) sichtbar

gemacht.

TAE (50x) Farbmarker (10x)

2 M Tris/Acetat pH 7,5 10 x TAE

50 mM EDTA 50 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Xylencyanol

2.6.1 DNA-GroRen- und Mengenstandard

Es wurde DNA des Bakteriophagen A verwendet, die mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
Hind Il geschnitten war (MBI Fermentas; Vilnius, Litauen). Durch die Restriktion entstehen
Fragmente folgender GroRen (Bp): 21.226, 5.184, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584,
1.375, 947, 831, 564, 125. Die Gesamtmenge der aufgetragenen Fragmente betrug 670 ng.

2.7 Retransformation

Die "Retransformation™ eignet sich, um Plasmid-DNA erneut in Bakterien zu amplifizieren.
Dazu wurden 0,5-1 pl Plasmid-DNA mit 30-50 ul der kompetenten Zellen versetzt und 5-10
min auf Eis inkubiert. Nach 1 min bei 42°C (,,Hitzeschock®) folgte erneut eine Inkubation auf
Eis (10-15 min). AnschlieRend wurden 200 pl LB-Medium zugegeben und 20 min bei 37°C
inkubiert. Nach dieser Regenerationszeit, die der Auspragung der Antibiotikaresistenz dient,
wurden die Zellen auf LB-Agar (100 ug/ml Ampicillin bzw. 18 pg/ml Chloramphenicol)
ausplattiert und 0. N. bei 37°C inkubiert oder als Vorkultur zum Animpfen von 500 ml-

Kulturen benutzt.
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2.8 Expression rekombinanter Proteine

2.8.1 Anzucht von E. coli-Zellen zur Expression von Fusionsproteinen

Zwei Liter LB-Medium wurden mit Ampicillin (100 pg/ml), Chloramphenicol (18 pg/ml) und
3 ml einer E.coli-Ubernachtkultur (UK) versetzt. Die Bakterien der UK enthielten die
Plasmidkonstrukte pET-MICNMPThrHT (Novak, 2006) zur Expression von MICNG bzw.
pG-MICNBD-5 (Novak, 2006) zur Expression von CNBD. Die Inkubation erfolgte bei 37°C
bis zu einer ODgy, von ~0,4. Die Expression der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration: 0,6 mM) induziert. Nach weiteren 4 h (bei pET-MICNMPThrHT)
bzw. ~16 h (bei pG-MICNBD-5) Inkubation bei 20°C wurde die Expression beendet. Fir die
Expression des pQE-60-KcsA-Konstruktes wurden 21 LB-Medium mit Ampicillin
(100 pg/ml) und 3 ml einer E. coli-Ubernachtkultur (UK) versetzt. Die Inkubation erfolgte bei
37°C bis zu einer ODg, von ~0,4. Die Expression der Fusionsproteine wurde durch Zugabe
von IPTG (Endkonzentration: 0,5 mM) induziert. Nach weiteren 2 h Inkubation bei 20°C
wurde die Expression beendet.

Um die Expression zu (berprifen, wurde 1 ml der Kultur pelletiert (Sigma 2K15;
12145-Rotor; 18.320g; 2 min; RT) und der Uberstand abgenommen. Die restliche
Expressionskultur wurde ebenfalls pelletiert (Sorvall Evolution RC, SLA-3000, 5.000 g;
15-30 min; 4°C), der Uberstand abgenommen und das Pellet bei -20°C gelagert. Das Pellet
der 1 ml-Kulturen wurden in 100 ul 1x Probenpuffer (2.11.1) resuspendiert. Die Proben
wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; 2.11.1) analysiert.

2.8.2 Fermentation: Anzucht von E.coli-Zellen zur Expression von

Fusionsproteinen in groBeren Mengen

Die Expression erfolgte in einem 7,5 |-Fermenter (Bioengineering; Wald, Schweiz).
5 | LB-Medium wurden mit Ampicillin (100 pg/ml) und 500 ml einer E. coli-Ubernachtkultur
(UK) versetzt. Die Bakterien der UK enthielten das Plasmidkonstrukt pET-MICNMPThrHT
(Novak, 2006). Die Inkubation erfolgte bei 37°C bis zu einer ODg,, von ~28. Die Expression

der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 0,1 mM) induziert.
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Nach ~17 h Inkubation bei 25°C wurde die Expression beendet. Die Zellen wurden
zentrifugiert (Sorvall Evolution RC, SLA-3000, 5.000 g; 15-30 min; 4°C) und das Pellet bei
-20°C gelagert.

2.9 Reinigung rekombinanter Proteine

2.9.1 Reinigung der heterolog exprimierten MICNG- und KcsA-Proteine aus

E. coli

Fir die Expression von His-Tag Fusionsproteinen in E. coli wurden der Plasmidvektor
pET-11a (MICNG) bzw. der Plasmidvektor pQE-60 (KcsA) verwendet. Das "His-Tag"
besteht aus sechs aufeinanderfolgenden Histidinresten und ermdglicht die Reinigung Uber
eine  Co*-beladene HisTrapsaule oder HiTrapsaule (Amersham Biosciences). Die
Fusionsproteine enthielten C-terminal den Histidinanteil. Die Expression der Fusionsproteine
(2.8.1) und der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgte nach Riggs (1994). Das Zellpellet
einer 5 I-Kultur wurde in 80 ml Zellaufschlusspuffer resuspendiert und die Zellen durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (Branson Sonificator B-12; Stufe 6-7; 4x 15 sek; 4°C).
Die loslichen Zellbestandteile wurden von den Unldslichen durch Ultrazentrifugation
(BeckmanCoulter Optima L-80 XP Ultracentrifuge, Ti-70, 93.000 g, 20 min, 4°C) getrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet, das die Fusionsproteine enthielt, wurde in
200 ml  Solubilisierungspuffer 1 resuspendiert. Nach  Zugabe  von 100 ml
Solubilisierungspuffer 2 erfolgte eine Inkubation von 2 h bei 4°C. Nach anschlieBender
Zentrifugation (Sigma 3K12, 11133-Rotor, 5.000 g, 20-30 min, 4°C) wurde der Uberstand,
der die solubilisierten  Fusionsproteine  enthielt, abgenommen und filtriert
(Spritzenvorsatzfilter; 0,45 uM, CM Membran, Merck). Eine HisTrapsdule oder HiTrapsaule
(5ml bzw. 1ml; Amersham Biosciences) wurde an ein Akta-System (Amersham
Biosciences) angeschlossen, nach Herstellerangaben mit 10 ml CoCl, (100 mM) beladen und
mit 25 ml Waschpuffer aquilibriert. Nun wurde das filtrierte Solubilisat auf die Séaule
gegeben. Anschlieend wurde die S&ule mit 25 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution des
Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe eines Imidazolgradienten (5-500 mM). Die

Elutionsfraktionen wurden aufgefangen. Eine anschliel(ende
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GroéRenausschlusschromatographie (2.9.5) wurde zur Uberpriifung der Homogenitét der Probe

durchgefihrt.

Fir das MICNG-Protein:

Zellaufschlusspuffer:

50 mM NaHPQq,, pH 8,0
295 mM NaCl

5 mM KCI

2 mM MgCl,

Complete (Proteaseinhibitor (Roche); 1 Tablette/50 ml)

2-3 mg DNase |

Solubilisierungpuffer 1:
20 mM NaHPQq, pH 8,0
295 mM NaCl

5 mM KClI

20 % Glyzerin (v/v)

5 mM Imidazol

Waschpuffer:
20 mM NaHPQq4, pH 8,0

295 mM NaCl

5 mM KCI

20 % Glyzerin (v/v)
5 mM Imidazol
5mM DM

Solubilisierungspuffer 2:
20 mM NaHPQy4, pH 8,0
295 mM NaCl

5mM KCI

20 % Glyzerin (v/v)

5 mM Imidazol

60 mM Decylmaltopyranosid (DM)

Elutionspuffer:
20 mM NaHPOy, pH 8,0

295 mM NaCl

5 mM KCI

20 % Glyzerin (v/v)
500 mM Imidazol
5mM DM
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Fiir den KcsA-Kanal:

Zellaufschlusspuffer:
50 mM NaHPOQO,, pH 7,0

150 mM NaCl

5 mM KClI

2 mM MgCl,

Complete (Proteaseinhibitor; 1 Tablette/50 ml)

2-3 mg DNase |

Solubilisierungpuffer 1: Solubilisierungspuffer 2:
20 mM NaHPOy4, pH 7,0 20 mM NaHPQOy4, pH 7,0
150 mM NaCl 150 mM NacCl

5 mM KCI 5 mM KCI

Complete (Proteaseinhibitor; 1 Tablette/50 ml) 60 MM DM
Waschpuffer: Elutionspuffer:

20 mM NaHPOy4, pH 7,8 20 mM NaHPOy4, pH 7,0

150 mM NacCl 150 mM NacCl

5 mM KClI 5mM KCI

10 mM Imidazol 500 mM Imidazol

5mM DM 5 mM DM

2.9.2 Reinigung der CcAMP-freien Form des heterolog exprimierten
MICNG-Proteins aus E. coli

Fir die Expression des His-Tag Fusionsproteins MICNG in E. coli wurde der Plasmidvektor
pET-11a (Novagen) verwendet. Die Expression der Fusionsproteine (2.8.1) und der
Aufschluss der Bakterienzellen erfolgten nach Riggs (1994). Das Zellpellet einer 1 I-Kultur
wurde in  20ml  Zellaufschlusspuffer  resuspendiert und die Zellen durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (Branson Sonificator B-12; Stufe 6-7; 4x 15 sek; 4°C).

Die l6slichen Zellbestandteile wurden von den Unléslichen durch Ultrazentrifugation



Material und Methoden 23

(BeckmanCoulter Optima L-80 XP Ultracentrifuge, Ti-70, 93.000 g, 20 min, 4°C) getrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet, das die Fusionsproteine enthielt, wurde in
120 ml Solubilisierungspuffer 1 resuspendiert. Nach  Zugabe von 240 ml
Solubilisierungspuffer 2 erfolgte eine Inkubation von 2 h bei 4°C. Nach anschlieBender
Zentrifugation (Sigma 3K12, 11133-Rotor, 5.000 g, 20-30 min, 4°C) wurde der Uberstand,
der die solubilisierten Fusionsproteine enthielt, abgenommen und fir die Reinigung
verwendet. Es wurde 1 ml des TALON-Saulenmaterials (BD Bioscience) in eine Poly-Prep
Chromatographiesaule (Bio-RAD) gefiillt. Alle verwendeten Puffer wurden bei 4°C gehalten.
Die Saule wurde mit 10 ml Waschpuffer aquilibriert. Der Uberstand mit den solubilisierten
Proteinen wurde auf die TALON-S4ule gegeben. Nach dem Auftrag der Probe wurde die
Séule mit 20 ml Waschpuffer gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden fir 2x
30 Minuten und 1x 4. N. mit 1 mM 8-CPT-cGMP, das in Waschpuffer gelst war, inkubiert.
Zwischen den Inkubationsschritten wurde die Saule jeweils mit 20 ml Waschpuffer
gewaschen. Danach wurde die Sdule mit 200 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution der

gebundenen Proteine erfolgte mit einem Elutionspuffer, der 400 mM Imidazol enthielt.

Zellaufschlusspuffer:
50 mM NaHPOQy,, pH 8,0

295 mM NaCl

5 mM KClI

2 mM MgCl,

Complete (Proteaseinhibitor; 1 Tablette/50 ml)

2-3 mg DNase |

Solubilisierungpuffer 1: Solubilisierungspuffer 2:
20 mM NaHPO,, pH 8,0 20 mM NaHPO,, pH 8,0
295 mM NaCl 295 mM NaCl

5 mM KCI 5 mM KCI

10 mM Imidazol 10 mM Imidazol

60 MM DM
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Waschpuffer:
20 mM NaHPQy, pH 8,0

295 mM NaCl

5 mM KCI

10 mM Imidazol
5mM DM

Elutionspuffer:
20 mM NaHPQy, pH 8,0

295 mM NacCl

5 mM KCI

400 mM Imidazol
5mM DM

2.9.3 Reinigung der heterolog exprimierten CNBD aus E. coli

Fir die Expression von GST-Tag Fusionsproteinen in E. coli wurde der Plasmidvektor
pGEX-2T verwendet (Amersham Biosciences). Das "GST-Tag" besteht aus dem Enzym
Glutathion-S-Transferase und ermdglicht die Reinigung von GST-Tag Fusionsproteinen iber
eine  GST-Sepharose-4B-Sdaule (Amersham Biosciences). Das Fusionsprotein enthielt
N-terminal den GST-Anteil und C-terminal die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide des
MICNG-Kanals (CNBD). Zwischen den Proteinanteilen befindet sich eine Schnittstelle fir
die Protease Thrombin. Die Expression der Fusionsproteine (2.8.1) und der Aufschluss der
Bakterienzellen erfolgten nach Riggs (1994). Das Zellpellet einer 500 ml-Kultur wurde in
20 ml PBS resuspendiert und die Zellen durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen
(Branson Sonificator B-12; Stufe 6-7; 4x 15 sek; 4°C). Die l6slichen Zellbestandteile wurden
von den Unléslichen durch Zentrifugation (Sigma 2K15, 12145-Rotor, 18.320 g; 20-30 min;
4°C) getrennt. Der Uberstand, der die Fusionsproteine enthielt, wurde fiir die weitere
Reinigung verwendet. Es wurden 2 ml des GST-Sepharose 4B-Sdulenmaterials in eine
Poly-Prep Chromatographiesdule (Bio-RAD) gefiillt. Die Sdule wurde mit 20 ml PBS
aquilibriert. Der Uberstand mit den I6slichen Proteinen wurde auf die GST-Sepharose-4B-
Séule gegeben. Nach dem Auftrag der Probe wurde die Saule mit 20 ml PBS gewaschen. Zur
Elution wurden 40 U Thrombin (Sigma) in 2 ml PBS aufgenommen und auf die S&ule
gegeben. AnschlieBend wurde die Saule verschlossen und U. N. bei RT inkubiert. Danach

wurden die Proteine, die spezifisch an die Sdule gebunden hatten, mit 4 ml PBS eluiert.

PBS (pH 7,4):
7 mM NagHPO4

3 mM NaH,;PO4
130 mM NaCl
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2.9.4 Reinigung der cAMP-freien Form der heterolog exprimierten CNBD aus

E. coli

Um das gebundene cAMP von der gereinigten CNBD (2.9.3) zu entfernen, wurde das Protein
denaturiert. AnschlieBend wurde das Protein renaturiert und fir Bindungsstudien verwendet.

Das gereinigte Protein (2.9.3) wurde Uiber PD10-S&ulen (Amersham Biosciences) nach
Herstellerangaben in Denaturierungspuffer umgepuffert. Dies wurde solange wiederholt, bis
die Probe cAMP-frei war. Die Menge an cAMP in der Probe wurde nach jedem
PD10-Durchlauf Uberprift (2.13.1). Das Protein wurde in dem 10-fachen Volumen
Renaturierungspuffer zurlickgefaltet. Dabei wurde zundchst die Halfte der Probe tropfenweise
in den Renaturierungspuffer gegeben. Nach 24 h wurde die zweite Hélfte tropfenweise
zugegeben. Die Rickfaltung erfolgte bei 4°C unter leichtem Rihren Gber zwei Tage. Die
Probe wurde anschlieend zentrifugiert (Sigma 3K12, 11133-Rotor, 5.000 g, 20 min, 4°C).
Der Uberstand wurde abgenommen und auf 5 ml eingeengt (stirred cell model 8400;
Amersham Biosciences, 10 kDa Cutoff-Ultrafiltationsmembran, Millipore). Nach erneuter
Zentrifugation (Sigma 3K12, 11133-Rotor, 5.000 g, 20 min, 4°C) wurde der Uberstand
abgenommen und filtriert (Spritzenvorsatzfilter; 0,45 uM, CM Membran, Merck). Eine
anschlieRende GroéRenausschlusschromatographie (2.9.5) wurde zur Uberpriifung der

Homogenitét der Probe durchgefihrt.

Denaturierungspuffer:
PBS (7 mM Nay;HPO,4, 3 mM NaH,PO4, 130 mM NaCl; pH 7,4)
6 M Guanidiniumhydrochlorid

Renaturierungspuffer:
20 mM NaHPQOy4, pH 7,4
150 mM NaCl

10 mM EDTA

0,5 M L-Arginin

5 mM Glutathion (reduzierte Form)
0,5 mM Glutathion (oxidierte Form)
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2.9.5 Grolienausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie trennt geldste Molekile nach ihrer GroRe. Die
Trennung kommt durch die unterschiedliche Permeation der Molekile in einem pordsen
Trégermaterial mit kontrollierter GrofRe zustande. Fir das Trennverhalten ist das
hydrodynamische Volumen der Probenmolekiile verantwortlich. Molekiile einer bestimmten
GroRe kdnnen nicht in die Poren des Trenngels eindringen und eluieren zusammen mit der
Losungsmittelfront im Ausschlussvolumen Vo. Kleinere Molekiile kénnen in die Poren des
Trennmaterials eindringen und eluieren dadurch spéater. Der Trenneffekt hangt hauptséchlich
von den Eigenschaften des Trennmaterials ab und nicht von den Pufferbedingungen.

In dieser Arbeit wurden Gelfiltrationssaulen mit einem Dextran-Agarose-Trennmaterial
verwendet. Fir das MICNG-Protein wurde die Sédule ,,Superdex 200 prep grade, High Load
16/60*“ (Amersham Biosciences) oder fir analytische Zwecke die Saule ,,Superdex 200 HR
10/30“ verwendet. Der Trennbereich der Superdex 200-Séule liegt zwischen 1x 10* und
6x 10° Da. Fur die CNBD wurde die Saule ,Superdex 75 prep grade, High Load 16/60“
(Amersham Biosciences) verwendet. Der Trennbereich der Superdex 75-Sdule liegt zwischen
3x 10° und 7x 10* Da. Die Gelfiltrationssaulen wurden an ein Akta-System (Amersham
Biosciences) angeschlossen und mit 2-fachem S&ulenvolumen an Puffer (prep grade: 248 ml,
analytische Saule: 50 ml) &quilibriert. AnschlieRend wurden 2-5ml bzw. 0,1-0,5 ml der
Proteinprobe aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 bzw.
0,5 ml/min. Die Elution der Proteine wurde bei einer Wellenldnge von i =280 nm verfolgt

und in 1-2 ml-Fraktionen gesammelt.

Puffer fir MICNG (Standardpuffer): Puffer fur die CNBD:
20 mM NaHPOy, pH 8,0 10 mM KHPOy, pH 7,0
295 mM NaCl 100 mM KCI

5 mM KCI

5 mM DM
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2.10 Quantifizierung von Proteinen

2.10.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Es wurde das Protein Assay-Farbreagenz von Bio-RAD (Minchen) verwendet. Die
Proteinprobe wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 800 pl aufgefillt und mit 200 pl
Farbreagenz vermischt. Danach wurde die ODsgs bestimmt. Eine Kalibrierkurve wurde mit
BSA erstellt. Im linearen Bereich der Kalibrierkurve (2-15 pg Protein) entspricht eine ODsgs
von 0,07 ca. 1 ug Protein.

2.10.2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Die Methode nach Bradford ist ungeeignet, um die Konzentration von Proteinlésungen, die
Detergenzien oder Lipide enthalten, zu bestimmen. Die Protein-Konzentration solcher Proben
wurde mit der Amidoschwarz-Methode bestimmt. Dabei wurde der Amidoschwarz
10B-Farbstoff von Merck (Darmstadt) verwendet. Die Probe wurde mit H,O auf 100 pl
aufgefllt und mit 10 ul 10 % SDS vermischt, um Proteine zu solubilisieren. Danach wurden
15ul 1% SDS/1 M Tris/HCI pH 7,5 zugegeben. Nach dem Mischen wurden 30 pl 104 %
(w/v) TCA zur Fallung der Proteine zugegeben und der Ansatz nochmals gemischt. Die
Proben wurden 20 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurden die Proben auf einen
Membranfilter (Porendurchmesser: 0,45 um; Typ HA, Millipore, Eschborn) aufgetragen. Die
Filter wurden mit 3 ml 6 % TCA gewaschen und fir 5 min mit Farbeldsung geféarbt. Danach
wurden die Filter kurz mit H,O gespilt und mehrmals in Entfarbeldosung gelegt, bis der
Hintergrund auf dem Filter wieder weill war. Aus den getrockneten Filtern wurden die
geférbten Filterbereiche ausgeschnitten. Danach wurden die Filtersticke in je 1 ml
Elutionslésung fur 20 min bei RT geschittelt. Es wurde die ODgs bestimmt. Eine
Kalibrierkurve wurde mit BSA erstellt. Im linearen Bereich der Kalibrierkurve (1-15 pg

Proteine) entspricht eine ODg30 von 0,03 ca. 1 g Protein.
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Férbeldsung: Entfarbelésung: Elutionslésung:
0,5 % (w/v) Amidoschwarz B10 90 % (v/v) Methanol 50 % (v/v) Ethanol
45 % (v/v) Methanol 2 % (v/v) Essigsdure 25 mM NaOH

10 % (v/v) Essigsaure 50 uM EDTA

2.11 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

2.11.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
in Modifikation nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Die SDS-PAGE wurde in einer "Minigel
Twin"-Kammer (Biometra; Gelmale: 0,1 x 8 x 10 cm) durchgefihrt. Es wurden 7,5-15 %ige
Trenngele und 5 %ige Sammelgele verwendet. Die Proben wurden mit 1x SDS-Probenpuffer
versetzt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 15 mA im Sammelgel und 20 mA im

Trenngel und dauerte ca. 90 min.

4x SDS-Probenpuffer: 10x SDS-Laufpuffer:
8 % (w/v) SDS 250 mM Tris

200 mM Tris/HCI pH 6,8 1 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Glyzerin 1,92 M Glycin

4 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,04 % (w/v) Bromphenolblau

2.11.2 Blaue native Polyacrylamidgelelektrophorese (,,Blue native PAGE”)

Die native PAGE wurde nach Schamel & Schamel (2001) in einer "Minigel Twin"-Kammer
(Biometra; GelmaRe: 0,1 x 8 x 10 cm) durchgefiihrt. Sie dient der Auftrennung von nativen
Proteinkomplexen. Es wurden 5-16 %ige Polyacrylamid-Gradientengele und 4 %ige
Sammelgele verwendet, die in Gelpuffer ohne SDS angesetzt wurden. Die Proben wurden in

1x Probenpuffer aufgenommen und bei 6 mA und 4°C aufgetrennt. Die untere
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Reservoirkammer enthielt Anodenpuffer, die obere blauen Kathodenpuffer. Der blaue
Kathodenpuffer enthdlt Coomassie-Blau G250, das in die Proben einwandert und an die
Proteine bindet. Nach ca. zwei Dritteln der Laufstrecke wurde der Kathodenpuffer durch
hellblauen Kathodenpuffer ausgetauscht, um eine Entfarbung des Gellaufs zu erreichen. Falls

notwendig, wurde das Gel mit Coomassie-Blau nachgeférbt (2.11.4).

3x Gelpuffer Anodenpuffer
150 mM BisTris, pH 7,0 50 mM BisTris, pH 7,0

200 mM g-Aminocapronsaure

blauer Kathodenpuffer hellblauer Kathodenpuffer

15 mM BisTris, pH 7,0 15 mM BisTris, pH 7,0

50 mM Tricine 50 mM Tricine

0,02 % (w/v) Coomassie Blue G250 0,002 % (w/v) Coomassie Blue G250

2Xx Probenpuffer
40 mM BisTris, pH 7,0

1 M g-Aminocapronséure

20 % (v/v) Glycerin

5mM DM

0,0015 % (w/v) Coomassie Blue G250

2.11.3 Protein-GrofRRenstandards

Als Grolenstandards bei der SDS-PAGE (2.11.1) dienten die Proteine des "Low Molecular
Weight Calibration Kit" (LMW-GroRRenstandard) und des "High Molecular Weight
Calibration Kit" (HMW-GroRenstandard) von Amersham Pharmacia Biotech. Bei der Blue
Native PAGE (2.11.2) dienten die Proteine des ,,High Molecular Weight Native Marker Kit"

(nativer HMW GroéRenstandard) von Amersham Pharmacia Biotech als GroRRenstandard.
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Tabelle 2.1: GroRenstandards bei der PAGE.

LMW-GroRenstandard

HMW-GroRenstandard

Molekulargewicht (kDa) | Protein Molekulargewicht (kDa) | Protein
97 Phosphorylase b 220 Myosin
66 Albumin 170 o2-Makroglobulin
45 Ovalbumin 116 B-Galaktosidase
30 Carboanhydrase 76 Transferrin
20,1 Trypsininhibitor 53 Glutamatdehydrogenase
14,4 a-Lactalbumin

Nativer HMW-GroRenstandard

Molekulargewicht (kDa)

Protein

669 Thyroglobulin

440 Ferritin

232 Catalase

140 Laktatdehydrogenase
66 Albumin

2.11.4 Farben von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blau

Das Farben von SDS-Polyacrylamidgelen wurde in Anlehnung an Meyer & Lamberts (1965)

durchgefuhrt. Es wurde der Farbstoff Coomassie Blue R 250 von Serva (Heidelberg)

verwendet. Die Gele wurden fir 1-2 h oder 0. N. in Féarbeldsung gelegt. AnschlieRend wurden

die Gele bis zum Erreichen des gewiinschten Féarbegrades in Entfarbelésung gelegt und auf

Whatman-Papier unter Vakuum bei 80°C getrocknet.

Farbeldsung:

0,2 % (w/v) SERVA Blue R
30 % (v/v) Ethanol (vergéllt)

10 % (v/v) Essigséaure

Entfarbeldsung:

30 % (v/v) Ethanol (vergallt)
10 % (v/v) Essigséure
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2.12 Spezifischer Nachweis von Proteinen

2.12.1 Transfer und Immobilisierung von Proteinen (,,Westernblot*)

Die Proteine wurden mit Hilfe von SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und in Anlehnung
an Towbin et al. (1979) auf PVDF-Membranen (“Immobilon P"; Millipore; Eschborn)
transferiert. Der Transfer ("Westernblot™) wurde in einem "Milliblot-Graphit Elektroblot"-
System (Millipore; Eschborn) im Halbtrockenverfahren nach Herstellerangaben durchgefinhrt.
Die Transferzeit betrug 30 min bei 250 mA/800 cm? Gelflache. Der Transfer wurde durch
reversible Proteinfarbung mit 0,2 % (w/v) Ponceau S (Sigma) in 2% (v/v) Essigsdure

Uberpruft. Gegebenenfalls wurde die Blotmembran in Streifen geschnitten.

2.12.2 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen

Der immunologische Nachweis von immobilisierten Proteinen erfolgte in drei Schritten. Im
ersten Schritt wurden die unspezifischen Bindestellen auf der Membran blockiert.
Anschlieend wurde die Membran mit dem primaren Antikérper (1. Antikdrper) inkubiert.
Der spezifische Antigen-Antikorperkomplex wurde dann mit einem sekundéren Antikorper
(2. Antikorper) nachgewiesen, an den Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt war. Die
Inkubationsschritte wurden entweder 30-60 min bei RT oder 0. N. bei 4°C durchgefiihrt.
Zwischen den Inkubationsschritten wurde die Membran gewaschen (Tab. 2.2). Alle
Inkubations- und Waschschritte erfolgten unter Schutteln. Die Zusammensetzung der
Inkubations- und Waschldsungen, sowie der Ablauf der Arbeitsschritte sind in der
nachfolgenden Tabelle 2.2 zusammengefasst. Die spezifischen
Antigen-1. Antikorper-2. Antikdrper-Komplexe wurden mit dem "ECL Westernblot Detection
Kit" (Amersham Pharmacia Biotech) bzw. mit "SuperSignal® West Dura Extended Duration

Substrate™ (Pierce) nach Herstellerangaben detektiert.
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Tabelle 2.2: Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen.

Arbeitsschritt Inkubationszeit (-temperatur) Inkubationslésung
Blockierungsreaktion 30 min (RT) oder U. N. (4°C) Blockierungsldsung ()

Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlésung | 2
Erstantikdrperinkubation 30-60 min (RT) Erstantikérperinkubationslosung ©))
Waschen 2x 10 min (RT) Waschlésung | @
Zweitantikorperinkubation 30 min (RT) Zweitantikorperinkubationsldsung 4
Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlésung | @

Waschen 2x 10 min (RT) Waschlésung |1 ®)

@ PBS; 0,05% Tween-20; 0,5% Magermilchpulver @) Erstantikérper in PBS; 0,05% Tween-20

@ PBS; 0,05% Tween-20 @) Zweitantikorper in PBS; 0,05% Tween-20

©) PBS: 130 mM NaCl; 7 mM Na,HPO,; 3 mM NaH,PO,

2.13 Bestimmung des cCAMP-Gehaltes von Proteinen

2.13.1 Photometrische Bestimmung des CAMP-Gehaltes von Proteinen

Der cAMP-Gehalt der MICNG- und CNBD-Proteine wurde photometrisch bestimmt. Die

Absorption der Proteinlésung wurde bei einer Wellenldnge von A =260 und A =280 nm

gemessen. Die Formel zur Bestimmung des cAMP-Gehaltes leitet sich aus dem

Lambert-Beer'schen Gesetz ab:

A=cg*c*d

A = Absorption

¢ = Molarer Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration

d = Schichtdicke der Kiivette

()

Das Absorptionsmaximum fiir Proteine liegt bei 280 nm, fir cAMP bei 260 nm. Das

Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm fir ein Protein, das cAMP gebunden hat,

ist demnach:
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A0 o by = A260(CAMP) + A260 (Pr otein) 2

A280 A280(cAMP) + A280 (Pr otein)

(Probe = mit cCAMP besetztes Protein; Protein = cAMP-freies Protein)
Durch Substitution mit Formel (1) und Umstellung ergibt sich Formel (3), aus der sich der

cAMP-Gehalt der Probe bestimmen lasst:

@(Protein)—@(mobe) * ¢ (Protein (280nm))
c(cAMP) _ { A280 A280 @)
c(Protein
( ) A260/ A280(Probe) , | avip (260nm))
A260/ A280(cAMP)

Fur die cCAMP-freie CNBD betrégt das errechnete Azgso/Azgo-Verhaltnis 0,89 (3.1.2.2). Fir das
cAMP-freie  MICNG-Protein wurde ein Aog/Asg-Verhaltnis von 0,6 verwendet. Das
Aoeol Axgo-Verhéltnis fiir cAMP wurde experimentell bestimmt (3.1.2.2). Die molaren
Extinktionskoeffizienten der Proteine und des cAMPs sind im Anhang angegeben (Tabellen
6.1 und 6.2).

Der Zusammenhang von Azso/Azgo Und des Konzentrationsverhaltnisses c(CAMP)/c(MICNG)

ist in Abb. 2.1 dargestellt.

0,85 4

o
o
Q
1

o
-
o

0,70 4

A260/A280 (Probe)

0,65 4

0,60 T T T T
0,0 02 04 08 0a 10

c(cAMP)/c(MICNG)

Abb. 2.1: Zusammenhang von Ags/Azg und c(CAMP)/c(MICNG). Aufgetragen ist das Verhdltnis der
Konzentration von cAMP und des MICNG-Proteins gegen das A,so/Azgo-Verhéltnis der unbekannten Probe.
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2.13.2 Bestimmung des cCAMP-Gehaltes von Proteinen durch High-Performance-
Liquid-Chromatography (HPLC)

Chromatographische Methoden verfolgen alle ein Ziel: die Trennung einzelner Komponenten
aus einem Substanzgemisch. Die HPLC (high-performance-liquid-chromatography) ist eine
Séulen-Flussigkeits-Chromatographie. Sie stellt ein Trennverfahren dar, bei dem ein
Substanzgemisch (Analyt) mittels einer fliissigen mobilen Phase unter hohem Druck ber eine
stationdre Phase (Fillmaterial der chromatographischen Séule) transportiert wird (Abb 2.2).
Die mobile Phase vermittelt die Wechselwirkung des Analyten mit der spezifischen
Oberflache der stationdren Phase. Diese Wechselwirkung bewirkt einen verzégerten
Transport der einzelnen Komponenten, wodurch jede eine charakteristische Zeit
(Retentionszeit) oder Volumen (Retentionsvolumen) bendtigt, um die Trennsdule zu
verlassen. Wird im Verlauf der Elution die Zusammensetzung der mobilen Phase verandert,
handelt es sich um eine Gradiententrennung. Man unterscheidet dabei sog. Stufengradienten
und lineare Gradienten. Bei einer Trennung mittels linearem Gradienten wird die
Zusammensetzung der mobilen Phase durch kontinuierliches Mischen von z.B. zwei
Losungsmitteln (A und B, siehe Abb. 2.2) verandert. Losungsmittel A und B kdnnen sich im
pH-Wert, im Salzgehalt oder im Anteil an organischem Losungsmittel unterscheiden. Die
Probe wird auf die Sdule aufgetragen, indem sie zunédchst drucklos in eine Probenschleife
(Injektor Abb. 2.2) injiziert wird. Der Elutionsstrom wird dann durch die Probenschleife
gefiihrt, wodurch die Probe auf die Saule gelangt. Um Substanzen, die von der Séule eluieren,
qualitativ oder quantitativ nachweisen zu kénnen, wird bei Peptid- oder Proteingemischen die
UV-Absorption des Eluats verfolgt. Man detektiert entweder die UV-Absorption der
Peptidbindung (bei 206-220 nm) oder der aromatischen Seitenketten (Trp absorbiert z.B. bei
280 nm). Das Ergebnis der Substanztrennung wird in Form eines Chromatogramms
dargestellt (Ubersicht: Lottspeich & Zorbas, Bioanalytik, 1998).
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Séule j—[—]
Losung A 1 — Detektor ---1 M
Injektor Rekorder
—
Lésung B

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage. Eine HPLC-Anlage besteht aus 4 Hauptteilen:
Pumpen; Injektor; Trennséule, Detektor. Aus: Bioanalytik, F.Lottspeich, H. Zorbas, Spektrum Akademischer
Verlag Heidelberg 1998

Bei der in dieser Arbeit verwendeten RP- (reversed phase) oder Umkehrphasen-HPLC
werden meist pordse Kieselgele eingesetzt, deren polare OH-Gruppen auf der Oberflache mit
Kohlenwasserstoffketten (je nach Anwendung mit einer Lange von C; bis Cyg) verethert sind.
Hierdurch kann der Analyt mit der unpolaren stationdren Phase wechselwirken. Die Elution
erfolgte Uber einen Gradienten von organischem Ldsungsmittel (Methanol). Im Verlauf der
Chromatographie wird durch Zumischen des organischen Lésungsmittels zur wassrigen Phase
die Polaritdt der mobilen Phase verringert und so die Elutionskraft erhoht. Das organische
Losungsmittel  konkurriert mit den adsorbierten Molekilen des Analyten um die
Bindungsstellen an der stationdaren Phase. Die einzelnen Komponenten des Analyten werden
somit anhand ihrer Hydrophobizitdt aufgetrennt. Je grofRer die Hydrophobizitat einer
Komponente im Analyten ist, desto langer ist die Retentionszeit auf der Sdule.

Diese Methode wurde dazu verwendet, um festzustellen, wie hoch der prozentuale
CAMP-Anteil in einer gereinigten MICNG- bzw. CNBD-Proteinprobe war. Es wurden die
Proteinldsungen mit 5 % Perchlorséure versetzt. Dadurch wurden die Proteine gefallt und das
gebundene cAMP in den Uberstand freigesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug jeweils 200 pl.
Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurden die Proben zentrifugiert (Sigma 2K15,
12145-Rotor, 18.320g, 30 min, 4°C) und die Uberstande anschlieRend in neue
ReaktionsgefaRe Uberfihrt. Die Uberstande wurden durch Zugabe weniger Tropfen 10 M
NaOH neutralisiert. Fir die RP-HPLC-Analyse wurden jeweils 150 pl Probe eingesetzt. Der
Nachweis von cAMP wéhrend der Elution erfolgte bei einer Wellenldénge von A =258 nm.
Um die enthaltene cAMP-Menge der Proben zu bestimmen, wurden die Flachen der

Elutionspeaks mit den Flachen einer cAMP-Kalibrierungsreihe verglichen.
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Verwendeter Gradient zur cCAMP-Bestimmung:

Zeit (min) FlieBgeschwindigkeit Losung A (%) Lésung B (%)
(ml/min) 5 mM KH2POy, pH 5,0 Methanol
0,00 1,2 100 0
4,00 1,2 85 15
9,00 1,2 30 70
10,00 1,2 100 0
14,00 1.2 100 0
(Aquilibrierung)

2.14 Optimierung der Pufferbedingungen fir das CcAMP-freie
MICNG-Protein

Die Optimierung hat das Ziel, das zu untersuchende Protein mdglichst lange in Ldsung zu
halten. Das ist wichtig, um funktionelle Assays, wie z.B. Bindungsstudien, auch bei
Proteinen, die sonst unter bestimmten Bedingungen prézipitieren wurden, durchfuhren zu
konnen. Die Pufferbedingungen wurden anhand der ,,Micro-Drop“-Analyse optimiert. Die
Pufferoptimierung wurde fir die cAMP-freie Form (2.9.2) des MICNG-Proteins
vorgenommen. Alle verwendeten Puffer enthielten zusétzlich 5 mM Decylmaltopyranosid.
Der Versuch wurde in zwei Schritten durchgefuhrt. Zunédchst wurden verschiedene
Puffersysteme mit unterschiedlichen pH-Werten getestet (Tabelle 2.3). Die Puffer wurden in
einer Konzentration von 100 mM eingesetzt. Es wurden 2 ul des jeweiligen Puffers mit 1 pl
gereinigtem Protein (Konzentration > 6 mg/ml) auf ein Deckglas gegeben. Das Deckglas
wurde Uber einer Vertiefung einer Multiwellplatte mit Silikon fixiert. Der so entstandene
»hanging drop“ (Abb. 2.3) wurde bei RT bzw. bei 4°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte
nach einem Tag unter einem Binokular (STEMI DV4, Zeiss, Obercochem), indem die Menge

des Prazipitats in den einzelnen Tropfen verglichen wurde.
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"hanging drop"
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Abb. 2.3: Schematischer Aufbau der ,,Micro-Drop*“-Analyse. 2 pl des jeweiligen Puffers mit 1 pl gereinigtem
Protein (6 mg/ml) wurden auf ein Deckglas gegeben. Das Deckglas wurde tber einer Vertiefung einer
Multiwellplatte mit Silikon fixiert. So entsteht ein ,,hanging drop“. Im unteren Reservoir befindet sich der zu
testende Puffer.

Die Prézipitatmenge wurde mit einer Werteskala von 0-3 beurteilt. Tropfen, die wenig
Prazipitat aufwiesen, erhielten einen Wert von 1. Eine hohe Prazipitatmenge hingegen wurde
mit einem Wert von 3 beurteilt. Einen Wert von 0 erhielten Proben, bei denen der Tropfen
eingetrocknet war und nicht bewertet werden konnte. Die Dokumentation erfolgte mit einer
Digitalkamera (Sony). Im zweiten Schritt wurden einige der Puffer weiterverwendet, die
einen Prézipitatwert von 1 hatten. Die Puffer wurden mit verschiedenen Salzkonzentrationen
(NaCl: 100 mM; KCI: 5 mM, 50 mM und 100 mM) versetzt und das Protein wurde erneut
einer ,,Micro-Drop“-Analyse unterzogen. Zudem wurde ein Puffer getestet, in dem einige
funktionelle Bindungsmessungen mit dem nicht-cAMP-freien MICNG-Protein durchgefihrt
wurden (,,Standardpuffer”: 20 mM NaPO,, pH 8,0; 296 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM DM).

Tabelle 2.3: Verwendete Puffersysteme fur

die ,,Micro-Drop“-Analyse.

NaHPO,, pH55 | KHPO,, pH 7,5

NaHPO,, pH65 | MES, pH538

NaHPO,, pH7,5 | MES, pH 6,2

Na-Acetat, pH 4,5 | MES, pH 6,5

Na-Acetat, pH 5,5 | HEPES, pH 7

Na-Citrat, pH 4,7 HEPES, pH 8

Na-Citrat, pH 5,5 Tris, pH 7,5

KHPO,, pH 5 Tris, pH 8

KHPO,, pH 6 Tris, pH 8,5

KHPO,, pH 7 Imidazol, pH 8
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2.15 Bindungsstudien

2.15.1 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die isothermale Titrationskalorimetrie kann zur Charakterisierung von Rezeptor-Liganden-
Wechselwirkungen genutzt werden (Doyle, 1997). Bindet der Ligand an den Rezeptor, so
wird entweder Wéarme freigesetzt oder absorbiert, je nachdem ob es sich um eine exotherme
oder endotherme Reaktion handelt. Das isothermale Titrationskalorimeter besitzt eine
Reaktionszelle und eine Referenzzelle, die auf gleicher Temperatur gehalten werden. Andert
sich in der Reaktionszelle die Temperatur, so fiihrt das Kalorimeter so lange Energie zu oder
ab, bis die Temperaturdifferenz wieder ausgeglichen ist. Die Energiemenge wird in pcal/sec
aufgezeichnet. Die Referenzzelle enthélt bidestilliertes Wasser.

Der Rezeptor wird in der Reaktionszelle vorgelegt. Der Ligand wird mit Hilfe einer
rotierenden Mikroinjektionsspritze wiederholt in die Reaktionszelle injiziert. Die
Mischungswarme kann ermittelt werden, wenn man den Liganden in die Pufferlésung
injiziert. Diese wird von den Messwerten abgezogen.

Das isothermale Titrationskalorimeter der Firma MicroCal (Northhampton, USA) wurde mir
freundlicherweise von Prof. Bott (IBT-1, Forschungszentrum Jilich) zur Verfiigung gestellt.
Das Volumen der Reaktionszelle betrug 1,3985 ml. Zur volistandigen luftblasenfreien
Befullung der Reaktionszelle wurden ca. 2 ml Lésung bendtigt. Die Spritze fasst ein Volumen
von 250 pul. Das Injektionsvolumen variierte von 0,5 pl — 5 pl. Das Zeitintervall zwischen den
Injektionen betrug 400s. Alle Messungen wurden bei 25°C durchgefuhrt. Bevor die
Liganden- und Rezeptorlésungen in die Apparatur eingefullt wurden, wurden sie unter

Rihren entgast. Dazu wurde das Vakuum-Gerat ThermoVac von MicroCal verwendet.

2.15.2 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm Microcal Origin Version 5.0. Das Programm
berechnet die Bindungsenthalpie AH, die Bindungsaffinitit Kg sowie die

Bindungsstochiometrie N, die die Anzahl der Bindungsstellen pro Molekll angibt. Daraus
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kann man die Anderung der freien Gibbsenergie AG und die Anderung der Entropie AS mit
Hilfe der thermodynamischen Grundgleichung berechnen:

AG =AH-TAS=-RT InKg

(mit R = Gaskonstante = 8,314*10 kJ/mol/K; T = Temperatur in Kelvin)

Sensor
Gewindespindel

Sensor ——

Injektor

Stempel

| J— RUihrer

Spritze

. — aullerer Mantel
innerer Mantel

Referenzzelle X Reaktionszelle

Abb.2.4: Schematischer Aufbau eines isothermalen Titrationskalorimeters. Die Abbildung stammt aus dem
,ITC user manual“ von MicroCal (modifiziert).

Die Volumenénderung pro Injektion ging Uber folgende Gleichung mit in die Berechnung der

Ligandenkonzentration ein:

X, =X - AV (4)

2V,

(mit X; = Gesamtkonzentration an Ligand; X = hypothetische Gesamtkonzentration an
Ligand; AV = Volumenénderung in der Reaktionszelle durch Injektion von Ligand; Vo =
Volumen der Reaktionszelle)

Trégt man die Bindungsenthalpie (in kcal/mol) gegen das molare Verhéltnis Ligand/Rezeptor
auf, so kann man die Messpunkte mit einer Kurve nach Gleichung 5 anpassen (MicroCal
Origin Manual, Wiseman et al., 1989; Fisher and Singh, 1995). Es wurden automatisch
Annahmen fur die Werte von AH, Kg und n gemacht und diese nach dem Marquardt

Allgorithmus angepasst, bis sich keine signifikante VVerbesserung mehr ergab.
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2

nM.AHV X X 4X
_IMARVe | X gy A T AX (5)

2 nM, nK,M, nM, nK,M, ) nM,

Q

(mit Q = Warmemenge; M; = Gesamtkonzentration an Protein in der Reaktionszelle;

AH = Bindungsenthalpie; n = Anzahl der Bindungsstellen; Kg = Bindungskonstante)

2.15.3 Fluoreszenzassay zur Messung der Bindungsaffinitat

Als Sensor fur die Bindung wurde ein fluoreszierendes cAMP-Derivat, 8-NBD-cCAMP,
verwendet. Diese Substanz fluoresziert stark in hydrophober und weniger stark in hydrophiler
Umgebung. Befindet sich das 8-NBD-cAMP beispielsweise in einer hydrophoben

Bindungstasche, so wird die Bindung durch eine Erh6éhung der Fluoreszenz angezeigt.

2.15.3.1 Fluoreszenzoptische Messungen in Multiwellplatten

Fluoreszenzoptische Messungen in Multiwellplatten wurden mit der FlexStationllzss der
Firma MolecularDevices durchgefiihrt. Dieses System ermdglicht die zeitaufgeldste Messung
der Fluoreszenzintensitat in den Vertiefungen (Wells) von 96er bzw. 384er Multiwellplatten.
Die Messung kann dabei in einem einzelnen Well oder in bis zu 384 Wells gleichzeitig
erfolgen (KinetikMode). Die Platte wird daftr Well fir Well an einem optischen Messkopf
vorbeigefuhrt. Die maximale Zeitauflosung fir Messungen an einem einzelnen Well betragt
50 ms. Werden 384 Wells simultan gemessen, so kann fiir jedes Well maximal alle 29
Sekunden ein Datenpunkt aufgenommen werden. Die Fluoreszenz kann entweder von oben
(top read) oder von unten (bottom read) angeregt und detektiert werden. Abbildung 2.6
verdeutlicht das Messprinzip fir beide Konfigurationen. Alle Messungen mit der FlexStation

wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.
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Abb 2.6: Prinzip der Anregung (grine Linien) und Detektion (rote Linien) von Fluoreszenz in
Multiwellplatten mit der FlexStationllsss. Die Fluoreszenz kann entweder von oben (top read) oder von unten
(bottom read) angeregt und detektiert werden. Das System verfligt Gber einen Anregungsmonochromator (A)
und einen Emissionsmonochromator (B). Als Lichtquelle dient eine Xenon Blitzlampe (C). Uber das bewegliche
Ablenkgitter (D) kann Licht einer bestimmten Wellenlange (griine Linie) aus dem Spektrum der Xenonlampe
ausgewdhlt werden. Dieses Licht wird tber Lichtleiter (E) und Spiegel (F) entweder von oben oder von unten in
das Well der Mikrowellplatte (G) fokussiert. Aus dem Well emittiertes Fluoreszenzlicht gelangt (ber
fokussierende Spiegel (H) und Lichtleiter (J) zum beweglichen Emissions-Ablenkgitter (K). Hiermit wird die
gewinschte Wellenlange aus dem Spektrum des emittierten Lichtes ausgewéhlt. Ein Photomultiplier (L)
detektiert die Intensitét des emittierten Lichtes. (Abbildung: www.moleculardevices.com)

Fir die Messungen wurden jeweils 20 pl Proteinlosung bzw. fir die Kontrollmessungen
Puffer in die Wells vorgelegt. 20 pl des 8-NBD-cAMP wurden hinzugefiigt und gemischt. Die
Messung erfolgte im Kinetik Mode. Die Anregung fur 8-NBD-cAMP erfolgte bei 471 nm. Die
Detektion erfolgte bei 530 nm. Fir 8-NBD-cGMP wurde bei 475 nm angeregt. Die Detektion
erfolgte bei 525 nm. Die Messungen mit dem MICNG-Protein wurden in Standardpuffer, die
mit der CNBD in PBS durchgefiihrt.

PBS (pH 7.4): Standardpuffer

7 mM Na,HPO, 20 mM NaPQy, pH 8,0
3 mM NaH,;PO4 295 mM NaCl

130 mM NaCl 5 mM KClI

5mM DM
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2.15.3.2 Fluoreszenzoptische Messungen an einer Stopped-Flow-Apparatur

2.15.3.2.1 Aufbau der Stopped-Flow Apparatur

Es wurde eine Stopped-Flow Apparatur der Firma BioLogic (SFM-4, BioLogic, Grenaoble,

Frankreich) benutzt. Abb. 2.7 zeigt eine schematische Darstellung der Anlage.

Abfall

Siopped-Flow-Apparatur Steuerungseinheit PC mit AD-board

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Stopped-Flow Apparatur.

Das Kernstick der Stopped-Flow Apparatur ist das SFM-4 Modul, das vier 20 ml Spritzen
(S1, S2, S3 und S4) enthélt. Die Spritzen kénnen jeweils Uber ein Ventil durch externe
Eingidnge mit den zu mischenden Fliussigkeiten gefillt werden (nur fiir S4 gezeigt). Die
Stempel der Spritzen werden durch Schrittmotoren gesteuert. Das AusstoBvolumen der
Spritzen betragt 4,54 ul pro Schritt. Die Flussgeschwindigkeiten liegen bei den 20 ml Spritzen
zwischen 0,05 und 8,00 ml/s. Die Schrittmotoren werden durch einen Computer Uber eine
Steuerungseinheit (MPS-52, BioLogic) angesteuert. Als Steuerungssoftware dient die MPS-
Software (V.3.30, BioLogic). Die Flussigkeiten kénnen in 3 Mischkammern (M1-M3)
miteinander gemischt werden. Die Mischkammern sind in Abbildung 2.7 als Kreise
dargestellt. Zwischen den Mischkammern konnen bei Bedarf zwei Reaktionskammern (1, 1)
mit unterschiedlichen Reaktionsvolumina installiert werden. Die Reaktionskammern sind in

Edelstahl- oder Kunststoffblécke gebohrt, die man in unterschiedlichen Kombinationen
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einbauen kann. (Diese Bldcke sind in Abb. 2.7 als graue Rechtecke, die Reaktionskammern |
und Il als weille Rechtecke dargestellt.) Ohne die Reaktionskammern | und Il betrdgt das
Volumen der Réhren zwischen M1 und M2 17 ul bzw. zwischen M2 und M3 22 ul. Als
Beobachtungskammer fiir den Zeitverlauf der Reaktion dient eine Quarzkivette (FC-15) mit
31 ul Reaktionsvolumen, die hinter M3 eingebaut ist. Um Schwankungen der
Flissigkeitssaule in der Kiivette und dadurch Schwankungen des Messsignals zu verhindern,
kann ein hard-stop-Ventil hinter der Kiivette direkt nach der Injektion einer Flissigkeit in die
Messkivette geschlossen werden. Das Ventil wird Uber die Steuerungssoftware der Stopped-
Flow Apparatur reguliert. Die Stopped-Flow Apparatur wurde mit einem Messsystem

erweitert, dass es erlaubt, Fluoreszenz in der Kiivette zu detektieren (siehe weiter unten).

2.15.3.2.2 Aufbau der Anlage fur Fluoreszenzmessungen

Um Fluoreszenzénderungen in der Kivette der Stopped-Flow Apparatur zu messen, wurde die
Apparatur erweitert. Die Kombination aus Stopped-Flow Apparatur und fluorimetrischem
Messsystem ist in Abbildung 2.8 in einer Aufsicht dargestellt.

Als Quelle fir das Anregungslicht des 8-NBD-cAMPs diente eine 150 Watt Xe/Hg-
Lichtbogenlampe (Hamamatsu, Japan). Das Anregungslicht wurde tber eine Linse in einen
Lichtleiter (Schott, MaRanfertigung) eingekoppelt und auf die Messkiivette gestrahlt. Um die
Anregungswellenlange einzustellen, wurden zwei FITCA-40 Interferenzfilter (2 mm; Schott;
Abbildung 2.8, Filter: 1c, d) verwendet. Vor die Interferenzfilter wurden ein
Warmeschutzfilter (3 mm; KG1, Schott; Abbildung 2.8, Filter 1 a) und ein 435 nm
Langpassfilter (3 mm; GG435, Schott; Abbildung 2.8, Filter 1 b) eingebaut. Diese Filter
schitzen die Interferenzfilter vor einer Beschadigung durch Warme bzw. vor der Solarisation
durch UV-Licht. Die Fluoreszenz wurde mit einem Photomultiplier (HTV-R376, Hamamatsu,
Japan) detektiert, der im rechten Winkel zum Strahlengang des Anregungslichts installiert
wurde. Zwischen der Kuvette und dem Photomultiplier wurden zwei 495 nm Langpassfilter
(3 mm; GG435, Schott; Abbildung 2.8, Filter 2 a, b) eingebaut. Des Weiteren wurden zwei
FITCE-45 Interferenzfilter (2 mm; Schott, Abbildung 2.8, Filter 2 ¢, d) verwendet. Diese
verhindern, dass Anregungslicht, das langwelliger als das Fluoreszenzlicht von 8-NBD-cAMP
ist, vom Photomultiplier detektiert wird. Fiir die Messungen wurde eine Spannung von 500 V

an den Photomultiplier angelegt.
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Photomultiplier-Detektions-Einheit

XTT

Filter 1a-d
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Abb. 2.8: Schematische Darstellung der Kombination aus Stopped-Flow Apparatur und fluorimetrischem
Messsystem.

2.15.3.2.3 Durchfiihrung der Fluoreszenzmessungen

In der Stopped-Flow Apparatur kénnen vier verschiedene Ldsungen gemischt werden. Die
Losungen werden von den Spritzen S1 — S4 in die verschiedenen Mischkammern (M1 — M3)
gepresst. Von der Mischkammer M3 flieBt das Reaktionsgemisch in die Kivette. Die
Zeitspanne, die zwischen dem Mischen der Reaktionspartner und dem Beobachtungsbeginn
vergeht, wird als ,, Totzeit“ bezeichnet. Die Totzeit hangt von zwei Faktoren ab: 1. Von der
Geschwindigkeit, mit der das Reaktionsgemisch aus der Mischkammer in die Kuvette flief3t,
und 2. von dem Volumen, durch welches das Reaktionsgemisch flieRen muss. Um eine
moglichst geringe Totzeit zu erreichen, wurden die beiden Reaktionspartner erst in
Mischkammer M3 gemischt. Aus Spritze 3 bzw. 4 wurden die Proteinlésung bzw. das 8-
NBD-cAMP in die Mischkammer injiziert und dort in weniger als 1 ms gemischt. Spritze S1
wurde mit Standardpuffer befillt, der zum Spulen der Mischkammern und der Kivette diente.
Die Flussgeschwindigkeit, mit der das Reaktionsgemisch von der Mischkammer in die
Kivette floss, wurde durch das ,,Spritzenprogramm® bestimmt. Dieses Spritzenprogramm
wurde im MPS-Programm erstellt. Ein Experiment wurde dabei in einzelne Phasen unterteilt.
Die Dauer der einzelnen Phasen wurde im MPS-Programm festgelegt. Zusatzlich wurde
festgelegt, welches Volumen aus welcher Spritze in die jeweilige Mischkammer ausgestoRRen
wird. Aus dem gesamten AusstoBvolumen einer Phase und der Phasendauer ergab sich die

Flussgeschwindigkeit. Indem man den Parameter Synchro 1 auf on stellte, bestimmte man den
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Zeitpunkt, an dem der Photomultiplier mit der Aufzeichnung der Signale begann. Die Dauer
sowie andere Parameter der Aufnahme wurden mit Hilfe der BioKine-Software bestimmt, die

unabhdangig von der Programmierung der MPS-Software war.

Tabelle 2.4: Beispiel des fiir die Stopped-Flow Messung verwendeten Spritzenprogramms.

Phase 1 2 3 4 5 6
Phasendauer (ms) | 50 200 300 200 1300 10
Spritze 1 (ul) 800

(Standardpuffer)

Spritze 2 (ul)

Spritze 3 (ul) 100

(Proteinlésung)

Spritze 4 (ul) 100

(8-NBD-CAMP)

Synchro 1 On Off Off Off Off On
Synchro 2 Off Off Off Off Off Off

In Tab. 2.4 ist exemplarisch ein Spritzenprogramm einer Messung dargestellt. Phase 1 dauerte
50 ms und diente dazu die Schrittmotoren der Spritzen zu synchronisieren und die
Aufzeichnung des Messsignals mit dem Photomultiplier zu starten. In Phase 2 werden tber
eine Dauer von 200ms 500 ul Standardpuffer aus der Spritze S1 mit einer
Flussgeschwindigkeit von 2,5 ml/s in das Rohrensystem gepresst, um Reste von Reaktanden
der vorherigen Messung zu entfernen. Die Flissigkeit verblieb fir 300 ms im Rdhrensystem
(Phase 3). In Phase 4 wurden jeweils 100 pl aus Spritze 3 und 4 miteinander gemischt. Bei
einer Phasendauer von 200 ms ergab sich eine Flussgeschwindigkeit von 1,0 ml/s. Die Totzeit

betrug 31 ms.
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2.15.3.3 Datenanalyse der Fluoreszenzmessungen

2.15.3.3.1 Auswertung der Kkinetischen Daten

Die Datenpunkte der kinetischen Messungen aus den Stopped-Flow-Messungen wurden mit

einfach oder doppelt exponentiellen Gleichungen angepasst:

Einfach exponentielle Anpassung:

AF = A*(1-e (6)

(mit AF = Fluoreszenzénderung; A = Amplitude; x = Ratenkonstante; t = Zeit; Zeitkonstante

T=1/x)

Doppelt exponentielle Anpassung:

AF = Ag*(1-e™™) + Ay*(1-e™) (7)
(mit AF = Fluoreszenzéanderung; A; = Amplitude der ersten Komponente;

k1 = Ratenkonstante der ersten Komponente; A, = Amplitude der zweiten Komponente;

K, = Ratenkonstante der zweiten Komponente; t = Zeit; Zeitkonstanten: t; = 1/ x;; 15 = 1/ x2)

2.15.3.3.2 Auswertung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Titration mit einem Liganden

Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 8.0. Ich habe die Bindungsdaten mit

einem einfachen Bindungsschema analysiert:

ky
R+L —— RL (8)
k4
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Die Dissoziationskonstante wird durch das Massenwirkungsgesetz gegeben:

K, _ky _R*L_(R—RL)*(L, -RL) )

k, RL RL

dabei sind R, L und RL die freien Konzentrationen des Rezeptors, des Liganden oder des
Rezeptor-Liganden-Komplexes. R; und L; bezeichnen die Gesamtkonzentration an Rezeptor
und Ligand. Umstellung nach RL ergibt eine quadratische Gleichung, dessen Ldsung nur ein

gultiges Resultat ergibt:

RL:E(R+L+KD)—\/£(R+L+KD)2—R*L (10)
2 4

Da ich die Konzentration des RL-Komplexes als Fluoreszenzanderung messe, habe ich einen
Normalisierungsfaktor x eingefuhrt, der die Konzentration von gebundenem 8-NBD-cAMP

zu der Fluoreszenzénderung AF Kkorreliert:

AF:[1(R+L+KD)—\/1(R+L+KD)Z—R*L]*x (11)
2 4

Kompetitionsexperimente

Bei den Kompetitionsexperimenten wurde die Bindung von 8-NBD-cAMP oder

8-NBD-cGMP an das Protein in Anwesenheit von CAMP- bzw. cGMP gemessen.

Gleichung (12a) beschreibt die Bindung des fluoreszierenden Liganden in Anwesenheit eines

nicht-fluoreszierenden Liganden wie cCAMP oder cGMP:

R, —RL:, —RL_)*(L, —RL
KDf :( t f n) ( tf f) (123_)

RL,

Gleichung (12b) beschreibt die Bindung des nicht-fluoreszierenden Liganden in Anwesenheit

des fluoreszierenden Liganden.
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R, —RL;, —RL_)*(L, —RL
=( t f n) ( tn n) (12b)

Dn

RL

n

Dabei bezeichnen:

Kpr und Kp, den Kp-Wert des fluoreszierenden bzw. des nicht-fluoreszierenden Liganden;
RL: max und RL; die Konzentrationen des Protein-fluoreszierender Ligand-Komplex in
Abwesenheit und Anwesenheit des nicht-markierten Liganden; RL, die Konzentration des
Protein-nicht-fluoreszierender Ligand-Komplex; Ly und Ly die Gesamtkonzentration des
fluoreszierenden bzw. nicht-fluoreszierenden Liganden.

Setzt man die Gleichungen (12a) und (12b) ins Verhaltnis und stellt um, ergibt sich Gleichung
(13a):

K K K
1- =2 |*RL +| K, = Kp =R+ R * =20~ Ly + Ly, +2% L, *—2% |*RL " +

KDf KDf KDf
R *L, *Kop, K R *L, *Kp,
Rt*Ltf_#_Ltfz* Dn_Ltn*Ltf_KDn*Ltf -t = *RLf+ (133-)
KDf KDf KDf
Rt*Lth*KDn -0
KDf

Die Ldsungen fir RLs wurden mit Hilfe der Cardanischen Formel und dem Satz nach Moivre
bestimmt. Man erhalt drei verschiedene Ldsungen fir RL;, wobei nur zwei Lésungen gultige
Resultate ergeben. Je nachdem, ob Kp, > Kpf oder Kps > Kpy, ist, gilt die eine oder die andere
Losung. Da ich die Konzentration des RLs-Komplexes als Fluoreszenzénderung messe, habe
ich einen Normalisierungsfaktor t eingefuhrt, der die Konzentration von gebundenem

8-NBD-cAMP zu der Fluoreszenzénderung AF korreliert:

AF = RL¢*t (13b)
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3. Ergebnisse

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkandle (CNG-Kandle) sind elektrophysiologisch gut
untersucht. Alle bekannten CNG-Kanéle werden durch cAMP und cGMP aktiviert. Es fehlen
jedoch direkte Messungen der Ligandenbindung. Konnte man Bindungsdaten mit
elektrophysiologischen Daten vergleichen, ware es mdoglich, einen Einblick in den
Schaltmechanismus der CNG-Kanale zu bekommen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein bakterieller zyklisch Nukleotid-gesteuerter
lonenkanal (MICNG) biochemisch untersucht. Die Bindungseigenschaften des lonenkanals
flr zyklische Nukleotide wurden eingehend charakterisiert.

Das Kapitel ,,Ergebnisse” ist in zwei Teile gegliedert. Der erste Teil beschéftigt sich mit
Untersuchungen der isolierten Bindestelle fiir zyklische Nukleotide. Der zweite Teil umfasst

biochemische Untersuchungen am ganzen Kanalprotein.

3.1 Biochemische Charakterisierung der Bindestelle fir zyklische
Nukleotide

3.1.1 Expression und Reinigung der Bindestelle

Das Plasmid zur Expression der Bindestelle pG-GST-CNBD wurde von Kerstin Novak
kloniert (Novak, 2006). Das Genprodukt enthédlt die Aminosauren 215-355 des
MICNG-Proteins. Dies entspricht der C-terminalen Domane nach S6, die den C-Linker und
die Bindestelle flr zyklische Nukleotide enthdlt. Dieses Konstrukt werde ich im Folgenden als
CNBD (,,cyclic nucleotide binding domain“) bezeichnen. Am 5'-Ende der kodierenden
Sequenz fir die CNBD wurde das Gen der Glutathion-S-Tranferase (GST) angefiigt; d. h. die
Bindestelle wurde als Fusionsprotein exprimiert. Abbildung 3.1 zeigt schematisch den Aufbau
des Fusionsproteins. Zwischen dem GST- und dem CNBD-Bereich des Fusionsproteins
befindet sich eine Schnittstelle fiir die Protease Thrombin. Nach der Bindung des
Fusionsproteins an eine GST-Sepharose-4B-Séule lasst sich die CNBD durch Inkubation mit

Thrombin abspalten.



Ergebnisse 50

extrazelluldr € o =€ S 0 ’]’

intrazelluldr
~g L
\ENMP-Bindestelle!

1
\

\
1

\

1

i

Thr'
| CNBD

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau einer Untereinheit des MICNG-Proteins und der Bindestelle fur
zyklische Nukleotide (CNBD) als Fusionsprotein mit der GST. Die Thrombin-Schnittstelle (Thr) erméglicht
eine Abspaltung des GST-Bereichs.

!)_____-

Das Protein wurde in BL21-Zellen exprimiert (2.8.1). Um die Expression zu Uberprifen,
wurden Proben von nicht induzierten und von induzierten Kulturen durch SDS-PAGE
(2.11.1) aufgetrennt. Die Proteine wurden mit Coomassie-Blau angefarbt. (Abb. 3.2 A).
Spur 1 zeigt die Proteine der nicht induzierten Kultur, Spur 2 die Proteine der induzierten
Kultur. Das Fusionsprotein erscheint als Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von
41 kDa (Pfeil). Das berechnete Molekulargewicht des Fusionssproteins betragt 40,8 kDa. Es
setzt sich aus dem Molekulargewicht der GST (26 kDa) und der CNBD (14,8 kDa)
zusammen.

Die  Reinigung erfolgte nach dem  Aufschluss der Zellen Uber eine
GST-Sepharose-4B-Affinitatschromatographiesdaule. Um den Verlauf der Reinigung zu
dokumentieren, wurde nach jedem Reinigungsschritt eine Probe enthommen und durch
SDS-PAGE aufgetrennt. Das SDS-Gel wurde anschlieBend mit Coomassie-Blau angefarbt
(Abb. 3.2 B). Spur 1 enthélt alle Igslichen Proteine des Bakterienlysats. Man erkennt die
Bande des Fusionsproteins bei ca. 41 kDa (oberer Pfeil). In Spur 2 sind die Proteine
aufgetragen, die nicht an die S&ule gebunden haben. Hier ist die 41 kDa-Bande deutlich
schwacher zu erkennen. Der Waschschritt ist in Spur 3 aufgetragen. Die CNBD wurde
anschlielend durch eine Thrombininkubation von dem an die S&ule gebundenen GST-Teil
abgespalten und eluiert (Spuren 4 und 5). Die Elutionsfraktionen enthalten eine Bande bei

15 kDa. Das stimmt mit dem errechneten Molekulargewicht der CNBD berein.
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Abb. 3.2: Expression von GST-CNBD (A) und Reinigung der CNBD (B). Coomassie-Blauféarbung von
15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen. Der GrolRenstandard ist links neben den Teilabbildungen in kDa angegeben.
A: Expression in BL21-Zellen. Spur 1: nicht-induzierte Kultur (5% des Gesamtvolumens); Spur 2: mit IPTG
induzierte Expressionskultur (5 % des Gesamtvolumens). Der Pfeil markiert das GST-CNBD-Fusionsprotein. B:
Affinitatschromatographische Reinigung. Spur 1: Sdulenauftrag der léslichen Proteine (0,02 % des
Gesamtvolumens); Spur 2: S&ulendurchfluss (0,02 %); Spur 3: Waschfraktion (0,025 %); Spuren 4 und 5:
Elution der CNBD nach Thrombininkubation (je 0,25 %). Der obere Pfeil markiert das GST-CNBD-
Fusionsprotein, der untere Pfeil die eluierte CNBD.

3.1.2 Bestimmung von gebundenem cAMP an der CNBD

Das Ziel ist, die Bindung von zyklischen Nukleotiden an die CNBD und das ganze
Kanalprotein quantitativ und Kkinetisch zu charakterisieren. Dies setzt voraus, dass die
entsprechenden Proteine frei von gebundenem cAMP sind. Es ist jedoch mdglich, dass die
Bindeaffinitat flir cAMP sehr hoch ist und deshalb ein Teil der gereinigten CNBD bzw. des
Kanalproteins noch cAMP gebunden hat (Clayton et al., 2004). Fur die geplanten
Bindungsstudien ist es jedoch wichtig, das Protein ligandenfrei vorliegen zu haben. Daher
habe ich zundchst den cAMP-Gehalt der Proben quantitativ mit Hilfe von zwei

unterschiedlichen Methoden bestimmt.
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3.1.2.1 Bestimmung der cAMP-Menge durch Umkehrphasen-HPLC

Bei einer Umkehrphasen-HPLC werden Substanzen nach ihrer Hydrophobizitat getrennt. Es
findet eine hydrophobe Wechselwirkung des Analyten mit der unpolaren stationdren Phase im
polaren, wassrigen Losungsmittel (hier: KPO4-Puffer) statt. Die Elution erfolgt mit Hilfe eines
unpolaren organischen Ldsungsmittels (hier: Methanol), das mit dem adsorbierten Analyten
um die Bindungsstelle konkurriert. Diese Methode hat sich bei der quantitativen Analyse von
Nukleotiden bewdhrt. Eine LiChrospher RP-18-HPLC-Sdule (5 pum Partikeldurchmesser)
wurde mit verschiedenen cAMP-Mengen Kkalibriert. Der cAMP-Nachweis erfolgte durch
Absorptionsmessungen bei 258 nm. Es wurden 60 pmol bis 10 nmol cAMP aufgetragen. Mit
dem eingestellten Methanol-Gradienten (2.13.2) eluierte das cAMP nach ca. 8,7 Minuten.
Abb. 3.3 zeigt das Elutionsprofil verschiedener cAMP-Mengen, die fiir die Kalibrierung

verwendet wurden.
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Abb. 3.3: Kalibrierung der LiChrospher RP-18-HPLC-Saule mit cCAMP. Dargestellt ist das Elutionsprofil
verschiedener cAMP-Mengen (0-10 nmol), die Uber einen Methanol-Gradienten aufgetrennt wurden. cAMP
eluiert nach 8,7 Minuten. Das Kleine Fenster zeigt die Elutionsprofile fur kleine cAMP-Mengen (0-0,3 nmol).

Die Flache der Peaks steigt linear mit der cAMP-Menge an. Von den Peakflachen wurden aus
Dreifachbestimmungen Mittelwerte gebildet und gegen die jeweilige cAMP-Menge

aufgetragen (Abb. 3.4). Die Werte wurden mit einer Geraden angepasst. Steigung und
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Achsenabschnitt der Geraden wurden verwendet, um die cAMP-Menge unbekannter Proben

zu bestimmen.

8e+6

Ge+6

4e+6 A

Peakflache (mV*min)

2e+6 1

cAMP (nmol)

Abb. 3.4: Kalibrierung der cAMP-Mengen mit Hilfe der HPLC. Die jeweilige Peakflache wurde gegen die
cAMP-Menge aufgetragen. Die Punkte wurden mit einer Geraden angepasst. Die Steigung der Geraden betragt
686.996 mV*min*nmol ™, der Achsenabschnitt betragt 30.578 mV*min.

3.1.2.2 Spektroskopische Bestimmung der cAMP-Menge

Alternativ zur HPLC habe ich einen spektroskopischen Assay fur die Bestimmung der cAMP-
Menge verwendet. Hierbei nutzt man die spektroskopischen Unterschiede von cAMP im
Vergleich zur CNBD aus. Aus der in 2.13.1 abgeleiteten Formel geht hervor, dass man (ber
das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm die cAMP-Menge einer Probe
bestimmen kann. Eine wichtige Voraussetzung ist die Kenntnis von Azg/Azge flir cCAMP
sowie fur die CNBD ohne cAMP.

Das Verhaltnis Aoeo/Asge fir cAMP wurde fir verschiedene cAMP-Konzentrationen
bestimmt, indem die Absorption bei 260 und bei 280 nm gemessen wurde. Das
Aosol Ago-Verhéltnis wurde flr alle Konzentrationen berechnet (Tabelle 3.1). Der Mittelwert
fr das Azeo/ Azgo-Verhdltnis fiir cAMP betrug 7,4.



Ergebnisse 54

Tabelle 3.1: Absorption von freiem cAMP bei 260 und bei 280 nm.

CAMP (uM) A0 Aazgo A0/ Azgo
3 0,038 0,005 7,6
10 0,126 0,016 7,8
30 0,388 0,057 6,8
100 1,290 0,174 7,4
Mittelwert 7,4

Das  Aogo/Asgo-Verhdltnis der cAMP-freien CNBD wurde aus den molaren
Extinktionskoeffizienten fur Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bei 260 nm und 280 nm
berechnet. Abb. 3.5 A zeigt die Absorptionspektren dieser drei Aminosduren im UV-Bereich.
Bei 260 nm absorbiert Tryptophan (Trp) am starksten; der molare Extinktionskoeffizient ist
3765 M em™, gefolgt von Tyrosin (Tyr) mit 612 Mcm™ und Phenylalanin (Phe) mit
144 M™*cm™. Auch bei 280 nm bleibt diese Absorptionsreihenfolge bestehen. Die molaren
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm sind fiir Trp 5502 M 'em™, firr Tyr 1209 Mem™ und fiir
Phe 2 M cm™ (Quelle: http://omlc.ogi.edu/spectra/PhotochemCAD/html/index.html).
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Abb. 3.5: Absorptionseigenschaften A: Absorptionsspektren der Aminosauren Phe (braun), Tyr (orange) und
Trp (grun). B: Extinktionskoeffizienten der Aminosauren Phe, Tyr und Trp bei 260 und 280 nm. C: Berechnete
Extinktionskoeffizienten fir das CNBD-Protein bei 260 und 280 nm.

Fir die CNBD ergibt sich ein theoretisches Aggo/Azgo-Verhaltnis von 0,89. Abb. 3.6 zeigt den
Zusammenhang zwischen dem Aeol Asgo-Verhaltnis und dem jeweiligen

Konzentrationsverhaltnis c(cCAMP)/c(CNBD).
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Abb. 3.6: Zusammenhang zwischen Ay /A und c(cCAMP)/c(CNBD). Aufgetragen ist das
Aueol Azgo-Verhaltnis gegen das Verhaltnis der Konzentrationen von cAMP und der CNBD.

3.1.2.3 Ergebnisse der cAMP-Bestimmung mit Hilfe der HPLC und der Spektroskopie

Von verschiedenen Praparationen der CNBD wurden mehrere HPLC-Versuche durchgefuhrt.
Vor jedem HPLC-Lauf habe ich das Protein mit Perchlorsdaure gefallt (2.13.2), so dass das
gebundene cAMP freigesetzt und Uber die Sdule aufgetrennt wurde.

Der prozentuale molare cAMP-Gehalt der Probe schwankte zwischen 63 % und 109 %
bezogen auf die eingesetzte Proteinkonzentration. Es wurde ein durchschnittlicher
CAMP-Gehalt von 84,2 % + 12,4 % erhalten (25 Messungen, 9 Praparationen). Abb. 3.7 zeigt
einen typischen HPLC-Lauf fur 2 nmol der CNBD. Das cAMP eluiert nach 8,8 Minuten. Die
Flache des Peaks betrug 1.006.761 mV*min, was einer cAMP-Menge von 1,42 nmol

entspricht.
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Abb. 3.7: cAMP-Bestimmung durch Umkehrphasen-HPLC. 2 nmol CNBD wurden geféllt; der Uberstand
wurde aufgetragen. Die cAMP-Menge betrug 1,42 nmol (Peak bei 8,8 Minuten), was einer Belegung von 71 %
entspricht.

Bei einer cAMP-Bestimmung der gleichen Préparation Uber die Absorption wurde ein
Aosol Azgo-Verhéltnis von 2,05 erhalten. Das entspricht einem molaren Verhéltnis von cAMP
zu Protein von 0,67; d. h. 67 % der Bindestellen sind mit cAMP besetzt. Die Werte, die durch
die beiden unterschiedlichen Methoden (Absorption und HPLC) erhalten wurden, sind fir
diese Messung &hnlich (67 % versus 71 %). Aus den Absorptionsmessungen wurde fur die
CNBD ein durchschnittlicher cAMP-Gehalt von 61,3 % + 6,6 % erhalten (15 Messungen,
10 Praparationen). Der durchschnittliche cAMP-Gehalt aus den HPLC-Messungen liegt etwas
héher (84,2 %). Beide Methoden zeigen, dass ein grofRer Anteil des Proteins mit cAMP
besetzt ist. Das deutet auf eine hohe Affinitat fur cAMP hin.

3.1.3 Entfernen des cAMP von der Bindestelle

Da es fur Bindungsmessungen wichtig ist, dass die Bindestelle unbesetzt ist, musste das
CAMP entfernt werden. Die Denaturierung und Rickfaltung des Proteins hat sich hier als
Methode der Wahl herausgestellt (Novak, 2006). Dabei wird die CNBD durch chaotrope
Salzbedingungen entfaltet, wodurch das gebundene cAMP freigesetzt wird. Anschlieend
kann das cAMP durch einen einfachen Pufferaustausch entfernt werden. Danach wird das

CcAMP-freie Protein wieder zuriickgefaltet.
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3.1.3.1 Denaturierung

Grolle Mengen (20-100 mg) der CNBD wurden (ber eine GST-Sepharose-4B-Séule gereinigt
(2.9.3). Nach der Affinitatschromatographie wurde der molare cAMP-Gehalt der Proteinprobe
durch eine Absorptionsmessung bestimmt. Dieser lag zwischen 44,6 % und 75,9 %
(Azso/Azgo-Verhéltnis  von 1,72 bis 2,19). Das Protein wurde mit 6M
Guanidiniumhydrochlorid tber einen Pufferaustausch auf einer PD-10-S&ule denaturiert.
Dadurch wurde das Protein entfaltet. Das freigewordene cAMP blieb auf der S&ule zuriick.
Dieser Pufferaustausch wurde so oft wiederholt, bis das Eluat kein cAMP mehr enthielt.
Dafir waren zwei Durchgénge notwendig. Tabelle 3.2 zeigt den Verlauf der Denaturierung

fur einen Versuch.

Tabelle 3.2: Prozentualer cAMP-Gehalt des gereinigten CNBD-Proteins vor
und nach der Denaturierung.

Azeo/Azgo-VerhaltniS % cAMP

Vor Denaturierung 1,97 60,7
Nach 1. PD-10 Durchlauf 0,95 2,6
Nach 2. PD-10 Durchlauf 0,86 0

3.1.3.2 Ruckfaltung

Das denaturierte Protein wurde mit Hilfe der ,,rapid dilution* Methode (Sondermann &
Jacob, 1999; Zhang et al., 2002) zuriickgefaltet. Durch tropfenweise Verdiinnung des Proteins
in ein 10-faches Volumen des Renaturierungspuffers wird das chaotrope
Guanidiniumhydrochlorid so weit verdinnt, dass es nicht mehr denaturierend wirkt. Der
Renaturierungspuffer enthielt L-Arginin, das die Rickfaltung begiinstigt. Nach der
Renaturierung wurde die Probe eingeengt. Um die Homogenitat der Probe zu Uberpriifen,
wurde eine GroRenausschlusschromatographie durchgefuhrt (2.9.5). Abb. 3.8 zeigt das
Elutionsdiagramm einer renaturierten CNBD-Probe im Vergleich zu einer nicht denaturierten
Probe. Das cAMP-freie Protein eluiert nach ca. 75 ml. Im Vergleich zu der cAMP-
gebundenen Form, das bei 77 ml eluiert, ist der Peak leicht verschoben. Die Verschiebung ist

moglicherweise auf ein verandertes Laufverhalten der cAMP-freien Form zuriickzufiihren. Es
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konnte aber auch sein, dass die Konformation des Proteins nach der Rickfaltung nicht

identisch mit der nativen Struktur ist.

08

0E 4

relative Absorption

4] 20 40 &0 B0 100

0.0 +— e

Ratentionsvoelumean (ml)

Abb. 3.8: Vergleich der GroRenausschlusschromatographie von cAMP-freiem und cAMP-gebundenem
CNBD-Protein. Gezeigt ist das Laufverhalten auf einer Superdex-75 pg-Séule vor der Denaturierung (braune
Linie) und nach der Ruckfaltung (griine Linie).

3.1.4 Charakterisierung der Bindungseigenschaften mit der isothermalen

Titrationskalorimetrie (ITC)

Die Bindungseigenschaften der cAMP-freien CNBD wurden mit der isothermalen
Titrationskalorimetrie (2.15.1) untersucht. Diese Methode erlaubt eine vollstindige
thermodynamische Charakterisierung von Bindungsreaktionen. Hierbei wird die
Bindungsenthalpie AH gemessen, die bei der Titration eines Liganden zu einem Rezeptor
freigesetzt oder verbraucht wird. Bei einer exothermen Reaktion entstehen positive und bei
einer endothermen Reaktion negative Warmeanderungen. Eine definierte Menge an Ligand
wird wiederholt in die Messzelle injiziert und die Warmeanderung pro Injektion ermittelt. Aus
der Anderung der Warme und den Konzentrationen an Ligand und Rezeptor lassen sich die
Bindungsenthalpie AH, die Bindungskonstante Kg und die Bindungsstochiometrie N
ermitteln. Uber den Zusammenhang AG = AH - TAS = -RT In Kg lassen sich die freie
Bindungsenergie AG und die Entropie AS errechnen (R = Gaskonstante; T = Temperatur in
Kelvin). Die Dissoziationskonstante K ergibt sich aus dem reziproken Wert von Kg.

Ein Vorteil der Methode ist, dass die Reaktion in freier Lésung im gewinschten Puffer

ablaufen kann. Der Bindungspartner muss weder immobilisiert noch markiert sein. Ein
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Nachteil ist, dass Ligand und Rezeptor fiir ein auswertbares Signal in mikromolaren
Konzentrationen bendétigt werden. Bindungsaffinitaten im subnanomolaren Bereich kdnnen

nicht nachgewiesen werden (Doyle, 1997).

3.1.4.1 Die CNBD bindet cAMP mit submikromolarer Affinitat

Die Reaktionszelle wurde jeweils mit einer Losung der cAMP-freien CNBD befillt. Die
Zugabe von 4-5ul des Liganden cAMP erfolgte mit einer computergesteuerten
250 pl-Spritze. Die  cAMP-Konzentration lag  10,6-15,5-mal  hoher als die
Proteinkonzentration. Um eine Kkorrekte Auswertung zu garantieren, sollte die
Proteinkonzentration 1- bis 1000-mal hoher liegen als der Kp-Wert. Das Verhdltnis der
eingesetzten Proteinkonzentration zum Kp-Wert nennt man c-Wert. Er wird in Tabelle 3.3
angegeben.

Die Experimente wurden in PBS bei 25°C durchgefiihrt. Um das Protein mit dem Puffer zu
aquilibrieren, wurde das Protein iber eine PD-10-Saule in PBS umgepuffert. In diesem Puffer
wurde auch das cCAMP angesetzt. So werden artifizielle Warmeénderungen vermieden, die
durch Unterschiede in den Puffern fur Ligand und Rezeptor entstehen kénnen.

Um die Rohdaten exakt auszuwerten, sollten auch die Warmeanderungen beriicksichtigt
werden, die bei der Titration des Liganden in Puffer sowie bei der Titration von Puffer in
Proteinlésung entstehen. Diese Wé&rmeanderungen sind unabhdngig von der eigentlichen
Bindungsreaktion. Sie werden auch als Verdiinnungswarme bezeichnet. Ich habe jeweils die
Verdinnungswédrme des Liganden bestimmt. Auf die Titration von Puffer in Proteinlésung
habe ich verzichtet, da die Verdiinnungswéarme des Liganden groRer ist als die des Proteins
(Pierce et al., 1999). Von den Warmednderungen des Kontrollexperiments wurde ein
Mittelwert gebildet, der von den Warmeéanderungen des eigentlichen Experiments abgezogen

wurde.
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Abb. 3.9: Isothermale Titrationskalometrie der Bindungsreaktion der CNBD mit cAMP. Der obere Teil der
Abbildung zeigt die Warmeanderungen, die bei der Injektion von 4 pl cAMP (600 uM Stockldsung) zu 56,7 UM
der CNBD auftreten. Die Peaks wurden integriert, auf die cAMP-Konzentration normiert und gegen das
CAMP/CNBD-Verhéltnis aufgetragen (unterer Teil). Die durchgezogene Linie reprasentiert eine
Kurvenanpassung in Anlehnung an ein einfaches Bindungsmodell. Der Kp-Wert betrug 107 nM, die
Bindungsstochiometrie N war 0,94.

Der obere Teil von Abb. 3.9 zeigt eine Messung, in der jeweils 4 pl einer 600 uM
CAMP-L0Osung zu einer 56,7 uM CNBD-L0Osung titriert wurden. Fir den ersten Messpunkt
wurde eine Injektion von nur 0,5 ul cAMP vorgenommen, die in die Auswertung nicht
einbezogen wurde, da eventuell noch Luftblasen im Spritzensystem vorhanden sein kdnnten.
Die Flachen unter den anderen Peaks wurden durch Integration bestimmt. Die
Verdiinnungswérme des Liganden betrug 142 J/mol. Im unteren Teil der Abbildung wurden
die Bindungswarmen auf die cAMP-Konzentration normiert und als Funktion der
Ligandenkonzentration dargestellt.

Aus vier unabhéngigen Messungen wurde durchschnittlich eine Dissoziationskonstante Kp
von 107 nM und eine Bindungsstéchiometrie von N = 0,98 erhalten. Dies zeigt, dass die
Bindungsdomdne eine recht hohe Affinitdit fur cAMP besitzt. Auferdem zeigt die
Bindungsstéchiometrie von etwa 1, dass jedes CNBD-Molekil ein Molekil cAMP bindet und
somit alle CNBD-Molekile in renaturiertem Zustand vorliegen und korrekt gefaltet sind.

Tabelle 3.3 zeigt eine Zusammenfassung der vier Messungen.
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der ITC-Daten flir die cCAMP-Titration mit der CNBD.
Nr. CNBD cAMP Injektion N Ks (M'l) Kp (nM) | c-
(HM) (HM) (ul) Wert
1 84,7 1000 5 1,00 8,35*10° 120 706
2 36,0 400 4 1,13 1,07*10’ 93 387
3 56,7 600 4 0,94 9,31*10° 107 530
4 77,6 1200 4 0,85 9,29*10° 108 719
o' 0,98+0,12 | 9,41*10°+0,97*10° | 107 + 11

IMittelwerte + s.d.

Die thermodynamischen Parameter der vier Messungen sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tabelle 3.4: Thermodynamische Parameter der Bindungsreaktion
von cCAMP mit der CNBD.

Nr. | AH (kJ/mol) AS (J/(mol*K)) | AG (kJ/mol)
-55,6 -54,0 -39,5
-54,8 -49,4 -40,0
-52,8 -43,6 -39,8

4 -53,2 -45,0 -39,8

o' -54,1+1,3 -48,0 £ 4,7 -39,8 £0,2

Mittelwerte + s.d.

3.1.4.2 CNBD bindet neben cAMP auch cGMP sowie deren Analoga

Neben cAMP wurden weitere Liganden getestet. Auch diese Messungen wurden in PBS bei
25°C durchgefuhrt. Die Ligandenkonzentrationen wurden so gewahlt, dass sie 10 bis 20-fach
Uber der Proteinkonzentration lagen. Fur jeden Liganden wurden drei unabhéngige
Messungen durchgeflihrt. Die Proteinkonzentration variierte in den Messungen von 20 uM bis
85 uM. Die Injektionen lagen zwischen 4 und 6 pl. Abb. 3.10 zeigt reprasentative
ITC-Messungen der getesteten Liganden.

Der Kp-Wert fir cGMP lag bei 499 £ 69 nM. Die CNBD bindet cGMP also mit einer funf
Mal niedrigeren Affinitat als cAMP. 8-Br-cAMP bindet mit einer dhnlichen Affinitdt wie
CAMP mit einem Kp-Wert von 127 £ 11 nM, der Kp-Wert fir 8-Br-cGMP betragt

236 + 23 nM. Die hochste Affinitdt der getesteten Liganden besalen 8-NBD-cAMP und
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8-CPT-cAMP mit Kp-Werten von 24 +15nM bzw. 34 +25nM. 8-CPT-cGMP hat die
niedrigste Affinitdt mit einem Kp-Wert von ca. 2,8 £ 0,07 uM. Tabelle 3.5 fasst die Daten

aller getesteten Liganden zusammen.
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Abb. 3.10: Bindung verschiedener cAMP- und cGMP-Analoga an das CNBD-Protein. Im oberen
Teilabschnitt sind représentative ITC-Messungen der CNBD mit cAMP und drei verschiedenen cAMP-Analoga
(8-Br-cAMP; 8-CPT-cAMP; 8-NBD-cAMP) gezeigt. Im unteren Teil sind ITC-Messungen mit cGMP und zwei
weiteren Analoga (8-Br-cGMP; 8-CPT-cGMP) gezeigt. Weitere Erklarungen siehe Legende aus Abb. 3.9.
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Tabelle 3.5: Zusammenfassung der ITC-Daten der getesteten Liganden.

Ligand? N? Ke (M)} Ko (nM)* c-Wert
CAMP (4) 0,98 +0,12 | 9,41*10%+0,97*10° 107 + 11 387-719
8-Br-cAMP (3) 0,95+0,06 | 7,91*10°+ 0,65*10° 127 £ 11 175-279
8-CPT-cCAMP (3) 0,91+0,08 | 3,89%10+ 2,02*10’ 34+25 630-947
8-NBD-cAMP (3) | 0,84+0,10 | 4,26*10"+0,33*10’ 24+15 750-828
cGMP (3) 0,97 +0,08 | 2,03*10°+ 0,28*10° 499 + 69 48-149
8-Br-cGMP (3) 1,10+ 0,06 | 4,28*10°+0,41*10° 236 + 23 130-184
8-CPT-cGMP (3) 0,88+0,10 | 3,66*10°+0,13*10° | 2770+ 70 13-19

"Mittelwerte + s.d.; ?(Anzahl der Versuche)

Das ergibt eine Affinitatsreihenfolge von:
8-NBD-cAMP>8-CPT-cCAMP>cAMP>8-Br-cAMP>8-Br-cGMP>cGMP>8-CPT-cGMP

Die thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Anhand der freien
Energie AG kann man den Umfang der exothermen Reaktion erkennen. Es zeigt sich, dass die
freie Energie AG flr 8-NBD-cAMP bzw. fiir 8-CPT-cAMP am grofiten und fiir 8-CPT-cGMP
am niedrigsten ist. Fir die anderen Liganden sind die Werte fir AG sehr dhnlich. Da AG und
Kg dquivalente GroRen sind, die die Affinit4t beschreiben, ist die freie Energie bei der
Bindung einer hochaffinen Substanz negativer als bei der Bindung einer niedrig affinen

Substanz.

Tabelle 3.6: Thermodynamische Parameter der Bindungsreaktion der getesteten Liganden mit der CNBD.

Ligand AH (kd/mol)* AS (J/(mol*K))* AG (kd/mol)*
cAMP -54,1+1,3 -48,0 £ 4,7 -39,8 +0,2
8-Br-cAMP -42,6 + 0,4 -9,8+0,7 -39,4 40,2
8-CPT-cAMP -55,7+2,3 -42,3+ 13,2 -43,1+1,7
8-NBD-cAMP -46,0 + 3,8 -8,2+11,8 -43,5+0,2
cGMP -46,2 +1,3 -34,1+3,5 -36,0 0,4
8-Br-cGMP -33,0+0,2 16,5+0,9 -38,5+0,9
8-CPT-cGMP -22,8+0,3 30,0+0,7 -31,8+0,1

IMittelwerte + s.d.; Anzahl der Versuche wie in Tab. 3.5.

Die Bindungsenthalpie AH ist in allen Fallen negativ, die Entropie AS ist fiir die Liganden
8-Br-cGMP und 8-CPT-cGMP positiv, fur alle anderen Liganden negativ. Bei der Bindung
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von 8-Br-cGMP und 8-CPT-cGMP an die CNBD ist die Reaktion also hauptséchlich
enthalpiegetrieben und z. T. entropiegetrieben, bei den anderen Liganden ist die Reaktion rein
enthalpiegetrieben. Die thermodynamischen Daten sind in Abb. 3.11 zusammenfassend

graphisch dargestellt.

AHITAS/AG (kJ/mol)

Abb. 3.11: Graphische Darstellung der thermodynamischen Daten der Bindung verschiedener Liganden
an die CNBD. Dargestellt sind die Bindungsenthalpie AH (schwarze Balken), die Bindungsentropie AS
multipliziert mit der Temperatur T (298 K; rote Balken) und die freie Bindungsenergie AG (griine Balken).

3.1.4.3 Verhalten der CNBD in Detergenz

Die CNBD liegt Gberwiegend als Monomer vor, wéhrend der gesamte Kanal als Tetramer
vorliegt. Ein Ziel meiner Arbeit war herauszufinden, ob die Ligandenaffinitdt des Monomers
anders ist als die des Gesamtkanals. Da die Messung der Bindungsaffinitat fur den
Gesamtkanal in Detergenzldsung erfolgte, wurde die cAMP-Bindung an die CNBD ebenfalls
in Anwesenheit von 5 mM Decylmaltopyranosid (DM) mit der ITC bestimmt. AuRerdem
wurde getestet, ob die lonenstarke und der pH-Wert einen EinfluR auf die Bindungsaffinitét
haben. In PBS (10 mM NaP; 130 mM NaCl; pH 7,4), welches 5 mM DM enthielt, erhdlt man
einen durchschnittlichen Kp-Wert von 177 nM (2 Messungen). In Standardpuffer (20 mM
NaP; 295 mM NaCl; 5 mM KCI; 5mM DM; pH 8,0) erhélt man einen durchschnittlichen

Kp-Wert von 183 nM (2 Messungen). Die Bindungsaffinitdt scheint also innerhalb eines



Ergebnisse 65

pH-Bereichs von 7,4-8,0 und eines Salzkonzentrationsbereichs von 130-300 mM unabhéngig
von pH-Wert und lonenstdrke zu sein. Die Werte fir AG liegen fir die Messungen mit
Detergenz etwas hoher (-38 kJ/mol) als fiir die Messungen ohne Detergenz (-40 kJ/mol).
Gegenuber den Messungen ohne Detergenz erhalt man einen um den Faktor 1,7 erhéhten
Kp-Wert. Mdglicherweise ist die Bindungsdoméne in Detergenzldsung fiir cAMP schlechter
zuganglich. Deshalb kann die gemessene Affinitit des Gesamtkanalproteins um diesen Faktor

hoher liegen als der tatsachliche Kp-Wert.

3.1.5 Messung der Bindungsaffinitaten der CNBD mit einem Fluoreszenzassay

Ich habe die Bindungsaffinitdt auch mit einem Fluoreszenzassay bestimmt, bei dem ich
kleinere Mengen Protein (2 nmol) verwenden kann als bei der ITC (25-250 nmol). Als
Bindungsindikator wurde das fluoreszierende cAMP-Analog 8-NBD-cAMP verwendet. Die
NBD-Gruppe ist ein umgebungssensitiver Farbstoff, der in hydrophober Umgebung stark und
in waéssriger Losung schwach fluoresziert. Bindet 8-NBD-cAMP, so &ndert sich die
dielektrische Umgebung und das Molekdl andert seine Fluoreszenz. Der Farbstoff wurde bei
471 nm angeregt. Die Emission des Farbstoffs wurde bei 530 nm gemessen. Bei allen
Experimenten wurde die Hintergrundfluoreszenz von 8-NBD-cAMP von den Messwerten

abgezogen.

3.1.5.1 Bestimmung des Kp-Wertes von 8-NBD-cAMP

Um die Konzentrationsabhangigkeit der 8-NBD-cAMP-Bindung zu bestimmen, wurde das
Protein mit verschiedenen Konzentrationen 8-NBD-cAMP gemischt. Die Fluoreszenz des
8-NBD-cAMP wurde solange gemessen, bis 10 Datenpunkte nach der Einstellung des
Bindegleichgewichtes aufgezeichnet waren. Diese wurden gemittelt. Jede Konzentration
wurde viermal bestimmt. Die Fluoreszenzwerte wurden gegen die
8-NBD-cAMP-Konzentration aufgetragen (Abb. 3.12 C). An die Datenpunkte wurde ein
einfaches Bindungsmodell angepasst (Gleichung (11)). Fir die Anpassung ist es wichtig, die
Proteinkonzentration, die fir die Bindungsreaktion zur WVerfiigung steht (also ohne

aggregiertes oder denaturiertes Protein) genau zu kennen. Dabei wird vorausgesetzt, dass ein
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CNBD-Molekul ein 8-NBD-cAMP-Molekil bindet. Um die Proteinkonzentration exakt zu
bestimmen, bin ich folgendermaRen vorgegangen: Ich habe zunédchst die Zunahme der
Fluoreszenz einer geringen 8-NBD-cAMP-Konzentration (0,1 M) mit steigenden
CNBD-Konzentrationen untersucht (Abb. 3.12 A). Das Fluoreszenzsignal steigt mit der
CNBD-Konzentration an und séttigt schlieBlich bei ca. 2 uM. Ich schliele daraus, dass bei
Konzentrationen > 2 uM das 8-NBD-cAMP quantitativ an die CNBD gebunden vorliegt. Ich
kann hieraus die Fluoreszenzanderung AF pro uM gebundenem 8-NBD-cAMP bestimmen. In
diesem Fall liegt der Wert bei 25.000 pM™. Titriert man nun eine gegebene CNBD-Menge
mit 8-NBD-cAMP, so lasst sich aus dem maximalen Fluoreszenzsignal durch die
Kalibrierung die Konzentration des Proteins bestimmen, das an der Bindungsreaktion
teilnimmt.

Abb. 3.12 B zeigt eine solche Kalibrierung fur die Titration in Teilabbildung C. An die
Fluoreszenzwerte fur die drei niedrigsten 8-NBD-cAMP-Konzentrationen wurde eine
Regressionsgerade angepasst. Die Steigung der Geraden gibt die Fluoreszenzanderung AF pro
UM 8-NBD-cAMP wieder. Sie betrug hier 14,019 pM™. Der Sattigungswert der Titration lag
bei 36.700. Daraus berechnet man eine Proteinkonzentration von 2,6 pM. Mit diesem Wert
lasst sich nun ein einfaches Bindungsmodell nach Gleichung (11) an die Messwerte in Abb.

3.12 C anpassen.
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Abb. 3.12: Bindung von 8-NBD-cAMP an die CNBD. A: Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von
0,1 uM 8-NBD-cAMP an die CNBD. B: Linearer Anstieg der Fluoreszenz bei kleinen 8-NBD-cAMP-
Konzentrationen. Die durchgezogene Linie représentiert eine lineare Regression. Aus der Steigung wurde eine
Fluoreszenzanderung AF von 14.019 pM™ 8-NBD-CAMP bestimmt. C: Konzentrationsabhéngigkeit der
Bindung von 8-NBD-cAMP an 2,6 uM CNBD. Die durchgezogene Linie reprasentiert eine Anpassung in
Anlehnung an ein einfaches Bindungsmodell. Der Kp-Wert fiir 8-NBD-cAMP betrug 17,5 nM.

Aus der Anpassung erhalte ich einen Kp-Wert von 17,5 nM. Dieser Wert ist gut vergleichbar
mit dem Kp-Wert fiir 8-NBD-cAMP aus der ITC-Messung (24 nM). Fir die Auswertung der

folgenden Kompetitionsexperimente wurde dieser Wert von 17,5 nM verwendet.
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3.1.5.2 Bestimmung der Kp-Werte von cAMP und cGMP

Die Dissoziationskonstante Kp der CNBD fir cAMP und cGMP wurde durch
Kompetitionsexperimente mit 8-NBD-cCAMP bestimmt. Das ist auf zwei Arten mdglich.
Entweder wird die Proteinprobe mit einer 8-NBD-cAMP-Konzentration gemischt und mit
dem nicht-fluoreszierenden Liganden titriert oder umgekehrt, die Proteinprobe wird mit dem
nicht-fluoreszierenden Liganden gemischt und mit 8-NBD-cAMP titriert. Mit der ersten Art
dieses Experimentes habe ich eine Messung fir cAMP und cGMP durchgefuhrt (Abb.
3.13 A), mit der zweiten Art habe ich 14 Datenséatze fiir cAMP gemessen (Abb. 3.13 B).

Die CNBD (2 pM) wurde mit verschiedenen cAMP- oder cGMP-Konzentrationen
vorinkubiert. Anschliefend wurden alle Proben mit 0,5 uM 8-NBD-cAMP gemischt. Abb.
3.13 A zeigt, dass sowohl cAMP als auch cGMP die Fluoreszenzsignale des 8-NBD-cAMP
dosisabhangig reduzieren. Passt man ein kompetitives Bindungsmodell (Gleichung (13b)) an
die Datenséatze an, so erhalt man die Kp-Werte fiir cAMP und cGMP. Der Kp-Wert fiir cAMP
betrug in diesem Versuch 56,5 nM, der fir cGMP 346 nM.

Abb. 3.13. B zeigt den dosisabhangigen Fluoreszenzanstieg von 8-NBD-cAMP in Gegenwart
von 5 verschiedenen cAMP-Konzentrationen in der Probe. An jeden einzelnen Datensatz
wurde mit Gleichung (13b) das kompetitive Bindungsmodell angepasst. Der mittlere Kp-Wert
fir cAMP betrug 63,2 * 13,4 nM (14 Datensatze). Mit beiden Arten des

Kompetitionsexperimentes wurden dhnliche Kp-Werte fir cAMP erhalten.
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Abb. 3.13: A: Kompetition zwischen cAMP bzw. cGMP und 0,5 uM 8-NBD-cAMP bei Bindung an 2,0 uM der
CNBD. Gezeigt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Inhibition der Bindung von 8-NBD-cAMP durch
CAMP (geschlossene Kreise) und cGMP (offene Kreise). Die durchgezogenen Linien sind Anpassungen nach
Gleichung (13b; 2.15.3.3.2). Der Kp-Wert fir cAMP betrug 56,5 nM, der fir cGMP 346 nM. B:
Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von 8-NBD-cAMP an 1,6 puM CNBD in Gegenwart von 5
verschiedenen cAMP-Konzentrationen (geschlossene Kreise: 1 UM cAMP; offene Kreise 2 uM; geschlossene
Dreiecke: 3 uM; offene Dreiecke 6 pM; geschlossene Quadrate: 10 pM). Die Daten wurden nach Gleichung
13b) angepasst (durchgezogene Linien: schwarz 1 pM cAMP, Kp = 64,0 nM; rot 2 uM, Kp = 88,4 nM; griin 3
UM, Kp = 70,4 nM; blau 6 uM, Kp = 53,9 nM; lila 10 uM, Kp = 76,5 nM).

Die Kp-Werte fir cAMP und cGMP sind etwas kleiner als die mit der ITC gemessenen
Kp-Werte (107 nM flir cAMP, 499 nM fur cGMP). Die Werte unterschieden sich hier nur um
den Faktor 2. Diese Methode eignet sich deshalb gut fur die Messung der Bindungsaffinitat.
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3.2 Charakterisierung des Gesamtkanalproteins MICNG

In diesem Kapitel wird die biochemische Charakterisierung des Kanalproteins MICNG
beschrieben. Zundchst wurde das oligomere Verhalten untersucht. Dafur wurde das
Laufverhalten des gereinigten Kanalproteins in der GréRenausschlusschromatographie sowie
in der blauen nativen Gelelektrophorese mit dem Laufverhalten des KcsA-Kanals verglichen.
Bei dem KcsA-Kanal handelt es sich um einen bakteriellen K*-Kanal, der strukturell und
funktionell eingehend untersucht worden ist (Doyle et al., 1998; Zhou et al., 2001; Schrempf
et al., 1995; Heginbotham et al., 1997; Heginbotham et al., 1998; LeMasurier et al., 2001).
Eine Kanaluntereinheit besteht aus zwei transmembranalen Segmenten M1 und M2, zwischen
denen die Porenregion liegt. Vier gleiche Untereinheiten bilden einen funktionellen Kanal.

In den darauf folgenden Kapiteln wird beschrieben, wie viel cAMP der gereinigte
MICNG-Kanal enthalt und welche Methoden verwendet wurden, um das gebundene cAMP zu
entfernen. Danach wurde die Stabilitdt des cAMP-freien MICNG-Proteins untersucht. Im

letzten Kapitel werden die Bindungsmessungen mit dem MICNG-Protein beschrieben.

3.2.1 Reinigung des MICNG-Proteins und des KcsA-Kanals aus E. coli

Das MICNG-Protein wurde in das pET-11a-Plasmid kloniert (Novak, 2006). Am C-Terminus
des Kanals wurden sechs Histidinreste (His-Tag) angefiigt. Fir den KcsA-Kanal wurde das
pQE-60-Plasmid verwendet, so dass auch hier am C-Terminus ein His-Tag angeftigt war. Das
KcsA-Plasmid wurde mir freundlicherweise von Roderick MacKinnon (Rockefeller
University, New York, USA) zur Verfugung gestellt. Die Struktur der Proteine ist
schematisch in Abb. 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14: Schematischer Aufbau der verwendeten lonenkanalkonstrukte. A: Dargestellt ist eine
Kanaluntereinheit des MICNG-Proteins. Eine Untereinheit besteht aus sechs transmembranalen Segmenten und
einer Bindestelle flr zyklische Nukleotide am C-Terminus. C-terminal der Bindestelle wurden 6 Histidinreste

(His-Tag) angefligt. B: Hier ist eine Untereinheit des KcsA-Kanals dargestellt. Eine Untereinheit besteht aus
zwei transmembranalen Segmenten M1 und M2. Am C-Terminus ist ein His-Tag angefligt.

Das His-Tag ermdglicht eine affinitdtschromatographische Reinigung tber eine mit Co?* oder
Ni?* beladene Sepharose-Saule. Optimale Expressionsbedingungen fiir den MICNG-Kanal
(2.8.1) wurden von Kerstin Novak bestimmt (Novak, 2006). Die Expressionsbedingungen fir
den KcsA-Kanal sind in Kapitel 2.8.1 beschrieben.

Das MICNG-Protein wurde aus der Bakterienmembran solubilisiert und iiber eine mit Co**
beladene HisTrapsaule (Amersham) gereinigt (2.9.1). Die Affinitdtschromatographie erfolgte
mit einem automatisierten Pumpensystem (Akta FPLC, Amersham). Der Verlauf der
Reinigung wurde bei einer Wellenlange von 280 nm aufgezeichnet. Abb. 3.15 A und B zeigen
das Chromatogramm einer MICNG-Reinigung. Die Ordinate bezeichnet die Proteinabsorption
in mAU (milli absorbance units), die Abszisse das Durchflussvolumen in ml. Man erkennt die
Fraktion der Proteine, die nicht an die Saule binden (Durchfluss) im ersten Teil des
Chromatogramms. Als néachstes erfolgte ein Waschschritt, um alle Proteine, die nicht
spezifisch an die S&ule binden, zu entfernen. Die Elution der Proteine, die spezifisch an die
Séule gebunden haben, erfolgte mit einem Imidazolgradienten von 5-500 mM. Imidazol
konkurriert mit dem His-Tag um die Bindestellen an der Sdule. Man erkennt zwei Peaks,
wobei der erste bei einer Imidazolkonzentration von ca. 91 mM und der zweite bei einer
Konzentration von ca. 500 mM beobachtet wurde. Wahrend der Elutionsphase wurden
Fraktionen gesammelt, die ein Volumen zwischen 0,75 und 1,5 ml hatten.

Das Probenmuster in den Fraktionen wurde mit Hilfe der SDS-PAGE (2.11.1) analysiert.
Alternativ. wurden die Proteine auf einer PVDF-Membran immobilisiert (2.12.1) und
immunologisch mit einem anti-His-Tag-Antikdrper im Westernblot nachgewiesen (2.12.2).
Abb. 3.14 C zeigt die Coomassie-Blaufarbung und Abb. 3.15 D den Nachweis mit dem anti-
His-Tag-Antikorper. In Spur 1 sind die Proteine des Bakteriensolubilisats aufgetragen. In der
Coomassie-Blauférbung erkennt man die Bande des MICNG-Proteins bei ca. 32 kDa (Pfeil in
Abb. 3.15 C). Das MICNG-Protein, das eine berechnete GroRe von 39 kDa hat, zeigt ein
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anomales Laufverhalten (Novak, 2006). In Spur 2 ist der Durchlauf aufgetragen. Hier sind die
Proteine zu sehen, die nicht an die S&ule gebunden haben. Spur 3 zeigt den Waschschritt. Die
néchsten Spuren zeigen die Elutionsfraktionen, wobei die Spuren 4-7 dem ersten Elutionspeak
und die Spuren 8-19 dem zweiten Elutionspeak entsprechen. Sowohl die
Coomassie-Blaufarbung als auch der Antikdrpernachweis zeigen, dass das MICNG-Protein
hauptsachlich im zweiten Peak eluiert. Geringe Mengen des MICNG-Proteins findet man aber
auch im ersten Peak der Elution. In den Fraktionen 8-19 sind zusatzlich Proteine unter- und
oberhalb der erwarteten Bande zu erkennen (s. Pfeile in Abb. 3.15 D). Hierbei handelt es sich
einerseits um oligomere Formen des MICNG-Proteins (Novak, 2006). Andererseits sind aber
auch Abbauprodukte des Kanalproteins vorhanden (A. Cukkemane, pers. Mitteilung). Die

Fraktionen des zweiten Elutionspeaks wurden vereinigt.
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Abb. 3.15: MICNG-Reinigung. A/B: Chromatogramm: Der Nachweis der Proteine erfolgte bei A =280 nm.
Ordinate: Absorption der Proteine in mAU; Abszisse: Durchlaufvolumen in ml. In B sind die Elutionspeaks
vergrolert dargestellt. C/D: Die Proteine wurden in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
getrennt. C: Coomassie-Blaufarbung. Der Pfeil markiert das MICNG-Protein. D: Die Proteine wurden auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und mit einem anti-His-Tag-Antikdrper (Verdinnung 1:1000) im Western-Blot
nachgewiesen. Spur 1: Solubilisat vor der Reinigung (0,003 % des Gesamtvolumens); Spur 2: Sdulendurchfluss
(0,003 %); Spur 3: Waschschritt (0,02 %); Spuren 4-7: Eluat des ersten Peaks (0,13 %); Spuren 8-19: Eluat des
zweiten Peaks (0,27 %). Die oberen zwei Pfeile markieren oligomere Formen des MICNG-Proteins, die drei
unteren Pfeile Abbauprodukte des Kanalproteins. Der GréRenstandard ist links neben den Teilabbildungen in

kDa angegeben.

Der KcsA-Kanal wurde nach einem ahnlichen Protokoll gereinigt wie das MICNG-Protein
(2.9.1). Wahrend der Reinigung wurden Proben genommen, die tUber SDS-PAGE aufgetrennt
wurden. Sowohl in der Coomassie-Blaufarbung als auch im Antikérpernachweis enthalt die
Spur 1 alle solubilisierten Proteine, Spur 2 die nicht gebundenen Proteine, Spur 3 die
Waschfraktion und die Spuren 4-19 das Eluat. Das Chromatogramm (A und B) und die
Analyse der Reinigung (C und D) sind in Abb. 3.16 dargestellt. Eine Teilelution findet bereits
bei ca. 84 mM Imidazol statt, wahrend der Hauptpeak bei ca. 500 mM Imidazol beobachtet
wird. Dieser Peak enthdlt hauptséchlich ein Protein mit einer GrolRe von ca. 60 kDa (Abb.
3.16 C). Im Antikorpernachweis erkennt man neben dieser Bande eine zusatzliche Bande bei
20 kDa (Abb. 3.16 D). Die 20 kDa-Bande entspricht dem KcsA-Monomer. Heginbotham et
al. (1997) beschreiben die gréRere Bande als ein stabiles KcsA-Tetramer, das im SDS-Gel
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etwas unterhalb des erwarteten Molekulargewichtes von 80 kDa lauft. Erhitzt man die
Proteinprobe vor der SDS-PAGE, so beobachtet man nur noch die 20 kDa-Bande
(Heginbotham et al. 1997). Beide Banden sind somit dem KcsA-Kanal zuzuordnen. Die

Peakfraktionen 14-19 wurden vereinigt.
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Abb. 3.16: Reinigung des KcsA. A/B: Chromatogramm: Der Nachweis der Proteine erfolgte bei A = 280 nm.
Ordinate: Absorption der Proteine in mAU; Abszisse: Durchlaufvolumen in ml. In B sind die Elutionspeaks
vergroRert dargestellt. C/D: Die Proteine wurden in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
getrennt. C: Coomassie-Blauférbung D: Die Proteine wurden auf einer PVDF-Membran immobilisiert und mit
einem anti-His-Tag-Antikorper (Verdinnung 1:1000) im Western-Blot nachgewiesen. Spur 1: Solubilisat vor der
Reinigung (0,002 % des Gesamtvolumens); Spur 2: Saulendurchfluss (0,002 %); Spur 3: Waschschritt (0,05 %);
Spuren 4-19: Eluat (0,67 %). Der GroRenstandard ist links neben den Teilabbildungen in kDa angegeben.

3.2.2 Vergleich der multimeren Eigenschaften von MICNG und KcsA

Um die Homogenitat der gereinigten Kanalproteine und deren Laufverhalten zu vergleichen,
wurde eine GrofRenausschlusschromatographie durchgefihrt (2.9.5). Dafir wurde eine
analytische Superdex 200-Saule HR 10/30 verwendet. In Abb. 3.17 sind die Elutionsprofile
der Gelfiltration gezeigt. Auf der Ordinate ist die Proteinabsorption bei einer Wellenldnge von

280 nm in mAU dargestellt. Auf der Abszisse ist das Laufvolumen in ml angegeben.
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Der erste Peak des MICNG-Proteins (grin, 7 ml) entspricht dem Ausschlussvolumen der
Gelfiltrationssaule. Hier eluieren Proteine, die aufgrund ihrer GréRe das Trennvermdgen der
Gelfiltrationsséule Uberschreiten, unter anderem auch Proteinaggregate. Der Hauptpeak
eluiert bei 10,6 ml, ein dritter kleiner Peak bei 13 ml. Die Proteine des Hauptpeaks sind
wahrscheinlich tetramere Komplexe des MICNG-Proteins. Das KcsA-Kanalprotein (braun)
eluiert in einem einzigen Peak bei 11,6 ml, was auf eine homogene Proteinpopulation
schliessen lasst.

Fur den KcsA-Kanal ist bereits in der Literatur beschrieben, dass es sich um einen tetrameren
Kanal handelt (Heginbotham et al., 1997). Der KcsA-Kanal eluiert aufgrund des niedrigeren
Molekulargewichtes (berechnetes Molekulargewicht fiir ein Tetramer: 80 kDa) etwas spater

als das MICNG-Protein (berechnetes Molekulargewicht fiir ein Tetramer: 156 kDa).
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Abb. 3.17: Groéfenausschlusschromatographie: Vergleich des Laufverhaltens von MICNG und KcsA.
Chromatogramm der Gelfiltration (Superdex 200 HR 10/30). Der Nachweis der Proteine erfolgte bei
A =280 nm. Ordinate: Absorption der Proteine in mAU. Abszisse: Elutionsvolumen in ml. Das MICNG-Protein
ist in grun, der KcsA-Kanal in braun dargestellt.

Um die multimeren Eigenschaften des MICNG-Proteins weiter zu untersuchen, wurde eine
blaue native Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefiihrt (2.11.2). Das mit nicht ionischen
Detergenzien solubilisierte  Membranprotein  wird auf ein natives (ohne SDS)
Elektrophoresegel aufgegeben. Einer der Puffer enthdlt das anionische Coomassie-Blau, das
wéhrend des Laufs in das Gel einwandert und kontinuierlich das Detergenz ersetzt. Die
Proteine werden so negativ geladen und wandern zur Anode. Der Vorteil der nativen PAGE
ist, dass die Proteine nicht denaturiert werden und oligomere Komplexe erhalten bleiben.

Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Blau gefarbt (Abb. 3.18). Der KcsA-Kanal ist in
Spur 1 aufgetragen, das MICNG-Protein in Spur 2. Der tetramere KcsA-Kanal lauft bei ca.
180 kDa (berechnete GroRe 80 kDa), das MICNG-Protein bei ca. 230 kDa (berechnete Grolie
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flr ein Tetramer: 156 kDa). Die geringe Beweglichkeit der beiden Kandle kdnnte auf ein
héheres apparentes Molekulargewicht der Kanalproteine im Vergleich zu den l6slichen
Markerproteinen waéhrend der blauen nativen Gelelektrophorese zurtickzufuihren sein
(Schéagger et al., 1994; Nicke et al, 1998; Griffon et al., 1999). Es musste ein weiterer Gellauf
durchgefuhrt werden, bei dem das mit SDS denaturierte Monomer aufgetragen und das

Laufverhalten im Vergleich zu den Markerproteinen analysiert wird.

kDa 1 2
Iy
440 —
232 —
140 — I
67 —

Abb. 3.18: Native Gelelektrophorese: Vergleich des Laufverhaltens des KcsA-Kanals (Spur 1) und dem
MICNG-Protein (Spur 2). Aufgetragen sind 10 pg (KcsA) und 40 pg (MICNG) Protein.

Sowohl die GréBenausschlusschromatographie als auch die native Gelelektrophorese zeigen,
dass das oligomere MICNG-Protein ein groBeres Molekulargewicht besitzt als der
KcsA-Kanal. Die oligomere Struktur des gereinigten MICNG-Proteins wurde aufRerdem durch
chemische Quervernetzung seiner Untereinheiten untersucht (Novak, 2006). Dabei wurde
gezeigt, dass der MICNG-Kanal in seiner tetrameren Anordnung vorliegt. Ich schliesse
daraus, dass ich den MICNG-Kanal fur weitere biochemische Untersuchungen verwenden

kann.

3.2.3 cAMP-Menge in der MICNG-Probe

Nachdem in der CNBD-Probe relativ viel cAMP enthalten war (3.1.2.3), habe ich den
CAMP-Gehalt der gereinigten  MICNG-Probe  bestimmt. Dazu wurde eine
Umkehrphasen-HPLC-Analyse durchgefiihrt (2.13.2). Das MICNG-Protein wurde durch
Saure denaturiert und préazipitiert, um das cAMP freizusetzen. Der Uberstand, der das
freigewordene cAMP enthélt, wurde auf eine LiChrosphere RP-18-Sdule aufgetragen (Abb.
3.19).
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Abb. 3.19: cAMP-Bestimmung durch Umkehrphasen-HPLC. Aufgetragen ist der nach der Prazipitation von
2 nmol MICNG-Protein verbleibende Uberstand. Die Analyse ergab eine cAMP-Menge von 1,0 nmol, was einer
cAMP-Belegung von 50,0 % entspricht.

In Abb. 3.19 beobachtet man einen Peak bei 8,9 Minuten. Dieser Peak entspricht dem cAMP.
Wird die Flache des Peaks in die Formel aus Kapitel 3.1.2.1 eingesetzt, so erhdlt man eine
cAMP-Menge von 1,0 nmol. Fir die Saureprazipitation wurden 2 nmol an MICNG-Protein
eingesetzt, so dass dies eine Belegung von 50 % ergibt. Durchschnittlich wurde ein molarer
CAMP-Gehalt des MICNG-Proteins (bezogen auf eine Untereinheit) von 53,3 % + 14,1 %
erhalten (15 Messungen, 5 Préaparationen). An dem MICNG-Protein war durchschnittlich
weniger cCAMP gebunden als an der CNBD (84,2 %, Kapitel 3.1.2.3).

Fur quantitative Bindungsmessungen muss das MICNG-Protein cAMP-frei vorliegen. Es liegt
nahe, das cAMP durch einen Denaturierungs-Renaturierungszyklus wie bei der CNBD zu
entfernen. Die Rickfaltung von Membranproteinen wird jedoch in Anwesenheit von Lipiden
durchgefihrt (Ubersicht: Booth et al., 2001). Das Kanalprotein lage dann in Vesikeln vor, so
dass die Bindungsmessungen unter anderen Versuchsbedingungen durchgefiihrt werden
mussten als mit der renaturierten CNBD. Deshalb wurde nach anderen Methoden gesucht, um

das CAMP zu entfernen. Das beschreibe ich in den folgenden Kapiteln.

3.2.4 Entfernen des gebundenen cAMP von der Ligandenbindestelle des MICNG-

Proteins

Um das gebundene cAMP von der Bindestelle des MICNG-Proteins zu entfernen, bieten sich

verschiedene Mdoglichkeiten an. Zum Einen kann dies durch extensives Waschen wahrend der
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Reinigung erfolgen. Eine Alternative ware, das gebundene cAMP in Kompetition mit einem
anderen Liganden zu stellen, der wenig affin ist und in groRem Uberschuss dazugegeben wird.

Durch einen darauf folgenden Waschschritt kann dieser Ligand dann einfach entfernt werden.

3.2.4.1 Entfernen des cAMP durch extensives Waschen

Da durch extensives Waschen grofe Mengen an Detergenzien verbraucht werden, wurden
zunachst aus Kostengriinden zwei weitere preiswertere Detergenzien getestet. Dabei handelt

es sich um Triton-X 100 und Chaps.

3.2.4.1.1 Triton-X 100

Das MICNG-Protein wurde wie beschrieben solubilisiert (2.9.1) und auf eine mit
Co?*-beladene Hitrap-Séule tiber das Akta-FPLC-System aufgetragen. Die Proteinabsorption
wurde bei 280 nm bestimmt. Nachdem das Protein auf die S&ule aufgetragen worden war,
wurde mit 1000 ml Waschpuffer gewaschen, der 0,2 % (v/v) Triton-X 100 als Detergenz
enthielt. Dabei handelt es sich um ein nicht-ionisches Detergenz. Die Elution des Proteins
erfolgte mit einem Puffer mit DM. Im abgebildeten Chromatogramm (Abb. 3.20 A, B)
beobachtete ich einen grofRen Absorptionswert wéhrend des Waschschrittes, weil
Triton-X 100 bei 280 nm absorbiert. Der Elutionspeak ist im Vergleich zu dem Elutionspeak
einer normalen Reinigung (Abb. 3.15 B, zweiter Peak) klein und breit (Abb. 3.20 B). Um die
Reinigung zu dokumentieren, wurden Proben genommen. Die Proteine wurden mit der SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt (Abb. 3.20 C). Aufgetragen sind in
Spur 1 die solubilisierten Proteine, in Spur 2 der Saulendurchfluss, in den Spuren 3-7
verschiedene Waschfraktionen und in den Spuren 8-17 die Elutionsfraktionen. Auf dem Gel
erkennt man, dass das Protein schon wahrend des Waschens teilweise von der Saule eluiert
(Spuren 3-7, Bande bei ca. 32 kDa). Das MICNG-Protein ist hauptséchlich in den

Elutionsfraktionen (Spuren 8-17). Die Fraktionen 8-17 wurden vereinigt.
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Abb. 3.20: Reinigung und extensives Waschen mit Triton-X-100 im Waschpuffer. A und B:
Chromatogramm: Der Nachweis der Proteine erfolgte bei A =280 nm. Ordinate: Absorption der Proteine in
mAU; Abszisse: Durchlaufvolumen in ml. In B ist der Elutionspeak vergréRert dargestellt. C: Die Proteine
wurden in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau geférbt.
Spur 1: Solubilisat vor der Reinigung (0,006 % des Gesamtvolumens); Spur 2: S&ulendurchfluss (0,006 %); Spur
3-6: Waschschritte (0,001 %); Spur 7-17: Eluat (0,25-1%). Der GroRenstandard ist links neben der

Teilabbildung in kDa angegeben.

Von den vereinigten Elutionsfraktionen wurde ein Aggol Azgo-Verhaltnis von 0,66 gemessen,
was einer CAMP-Belegung von ca. 22 % entspricht. Aus der HPLC-Analyse wurde ein
molarer CcAMP-Gehalt von 185% erhalten, was gut mit dem Ergebnis der
Absorptionsmessung tbereinstimmt. Allerdings ist der cAMP-Anteil noch relativ hoch und

die Ausbeute an MICNG-Protein gering (0,9 mg vs. 3 mg bei der Reinigung mit DM).

3.2.4.1.2 Chaps

Als weiteres Detergenz wurde Chaps verwendet. Dieses zwitterionische Detergenz wurde
beispielsweise bei der Reinigung des CNG-Kanals aus Rindersehstabchen verwendet (Cook
& Kaupp, 1986; Cook et al., 1986). Das MICNG-Protein wurde wie beschrieben solubilisiert
(2.9.1) und auf eine Hitrap-Sdule aufgetragen. Der Waschpuffer enthielt 12 mM Chaps als
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Detergenz. Die Elution erfolgte wiederum mit einem Puffer, der DM enthielt. Das zugehorige
Chromatogramm ist in Abb. 3.21 A und B gezeigt. Wéhrend der Reinigung wurden Proben
genommen, die mit der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt wurden
(Abb. 3.21 C).
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Abb. 3.21: Reinigung und extensives Waschen mit Chaps im Waschpuffer. A und B: Chromatogramm: Der
Nachweis der Proteine erfolgte bei A =280 nm. Ordinate: Absorption der Proteine in mAU; Abszisse:
Durchlaufvolumen in ml. In B ist der Elutionspeak vergroRert dargestellt. C: Die Proteine wurden in einem
12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau geféarbt. Spur 1:
Solubilisat vor der Reinigung (0,01 % des Gesamtvolumens); Spur 2: Séulendurchfluss (0,01 %); Spur 3-13:
Waschschritte (0,0009 %); Spur 14-19: Eluat (0,25 %). Der GrolRenstandard ist links neben der Teilabbildung in
kDa angegeben.

Aus dem Chromatogramm (Abb. 3.21 B) ist erkennbar, dass der Elutionspeak klein und
inhomogen im Vergleich zu dem Elutionspeak einer normalen Reinigung (Abb. 3.15 B) ist. In
der Coomassie-Blaufarbung ist in den Elutionsfraktionen (Spuren 14-19) nur wenig Protein zu
sehen. Auf eine weitere Analyse bezliglich des cAMP-Gehaltes wurde aufgrund der
Inhomogenitat und der geringen Ausbeute verzichtet. Ich schlieBe daraus, dass Chaps als

Detergenz nicht geeignet ist.
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3.24.1.3 DM

Wegen der unbefriedigenden Ergebnisse mit den Detergenzien Triton-X 100 und Chaps
wurde — trotz der Kosten — eine Reinigung mit DM in 1000 ml Waschpuffer durchgefihrt.
Auch hier wurde das MICNG-Protein wie beschrieben solubilisiert und auf eine Hitrap-Saule
aufgetragen. Es wurde mit einem Puffer gewaschen, der als Detergenz 5 mM DM enthielt.
Das zugehdrige Chromatogramm ist in Abb. 3.22 A und B dargestellt und zeigt ein dhnliches
Profil wie die Reinigung ohne extensives Waschen (Abb. 3.15). Wéhrend der Reinigung
wurden Proben genommen, die mit SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
angefarbt wurden (Abb. 3.22 C). Man beobachtet drei Peaks, wobei der dritte bei 500 mM
Imidazol das MICNG-Protein enthélt (Spuren 12-19, Abb. 3.22 C).
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Abb. 3.22: Reinigung und extensives Waschen mit DM im Waschpuffer. A und B: Chromatogramm: Der
Nachweis der Proteine erfolgte bei A =280 nm. Ordinate: Absorption der Proteine in mAU; Abszisse:
Durchlaufvolumen in ml. In B sind die Elutionspeaks vergroRert dargestellt. C: Die Proteine wurden in einem
12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau geférbt. Spur 1:
Solubilisat vor der Reinigung (0,005 % des Gesamtvolumens); Spur 2: Sdulendurchfluss (0,005 %); Spuren 3-7:
Waschschritte (0,0004 %); Spuren 8-17: Eluat (0,25-0,5 %). Der GroRenstandard ist links neben der
Teilabbildung in kDa angegeben.

Die Elutionsfraktionen (Spuren 12-19) wurden vereinigt. Die cAMP-Analyse mit der HPLC

ergab einen molaren cAMP-Gehalt von 12,5 %. Die cAMP-Besetzung ist im Vergleich zur
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Reinigung ohne Waschen zwar deutlich geringer, aber immer noch deutlich meRbar. Deshalb

wurde nach weiteren Methoden gesucht, um das cAMP zu entfernen.

3.2.4.2 Entfernen des gebundenen cAMP durch kompetitive Verdrangung

Als kompetitiver Ligand wurde 8-CPT-cGMP gewadbhlt, der in den Bindungsmessungen mit
der CNBD die niedrigste Affinitat aufwies (3.1.4.2). Diese Methode wurde mit dem
GST-CNBD-Fusionsprotein an GST-Sepharose-Séaulen bereits etabliert (Novak, 2006). Dabei
stellte sich heraus, dass fiir eine 1 ml-S&ule, an die ca. 100 uM Protein gebunden sind, eine
8-CPT-cGMP-Konzentration von 1 mM ausreicht, um das cAMP zu entfernen. Die
Inkubation der CNBD mit 8-CPT-cGMP erfolgte dreimal hintereinander mit anschlieRendem
Waschschritt auf der Sdule. Durch einen letzten Waschschritt konnte auch das 8-CPT-cGMP
vollstandig entfernt werden (Novak, 2006). Dieses Protokoll wurde fir die
MICNG-Reinigung Uber eine 1 ml-Talon-S&ule tUbernommen. Die Elution des MICNG-
Proteins erfolgte mit 400 mM Imidazol. Wéhrend der Reinigung wurden Proben zur Analyse
enthnommen, die Uber SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Abb. 3.23 zeigt die Coomassie-

Blaufdrbung einer solchen Reinigung.
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Abb. 3.23: Reinigung und Kompetition der cAMP-Bindung mit 8-CPT-cGMP. Die Proteine wurden in
einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau geférbt. Spur 1:
Solubilisat vor der Reinigung (0,002 % des Gesamtvolumens); Spur 2: Saulendurchfluss (0,002 %); Spuren 3-6:
Waschschritte (0,005 %); Spuren 7-12: Eluat (1,0 %). Der Gro3enstandard ist links neben der Abbildung in kDa
angegeben.
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In Spur 1 sind die solubilisierten Proteine, in Spur 2 ist der Saulendurchfluss aufgetragen. Die
Spuren 3-5 zeigen Waschfraktionen, die an verschiedenen Stellen der Reinigung enthommen
wurden. Die Elutionsfraktionen des MICNG-Proteins sind in den Spuren 6-12 gezeigt. Von
den vereinigten Elutionsfraktionen wurde der cAMP-Gehalt (iber die Absorption bestimmt. Es
war kein CAMP mehr in der Probe vorhanden (Azso/Azso = 0,56). Die Homogenitat der Probe

wurde durch eine GroRenausschlusschromatographie bestimmt (Abb. 3.24 A).
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Abb. 3.24: GroRRenausschlusschromatographie des CAMP-freien MICNG-Proteins. A: Chromatogramm der
Gelfiltration (Superdex 200 prep grade, High Load 16/60). Der Nachweis der Proteine erfolgte bei A = 280 nm.
Ordinate: Absorption der Proteine in mAU. Abszisse: Elutionsvolumen in ml. B: Die Proteine wurden in einem
12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau geféarbt. Spur 1:
Saulenauftrag (0,1 % des Gesamtvolumens); Spuren 2-7: Fraktionen des ersten Peaks (0,5 %); Spuren 8-13:
Fraktionen des zweiten Peaks (0,5 %); Spur 14-19: Fraktionen des dritten Peaks (0,5 %). Der GréfRenstandard ist
links neben der Teilabbildung in kDa angegeben.

Das Chromatogramm in Abb. 3.24 A zeigt, dass mehr als die Halfte des aufgetragenen
Proteins bei 47,9 ml als aggregiertes Material lauft (1. Peak). Der zweite Peak bei 57,5 ml
entspricht dem Hauptpeak einer GroRenausschlusschromatographie mit cAMP-besetztem
Protein. Dies deutet darauf hin, dass das cAMP-freie Protein starker aggregiert. Die
verschiedenen Fraktionen wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt. In allen Spuren ist
ausschliellich das MICNG-Protein zu erkennen (Abb. 3.24 B). Die Fraktionen des zweiten
Peaks wurden vereinigt und auf einer analytischen Superdex 200-Saule HR 10/30
rechromatographiert, um zu prifen, ob ein Gleichgewicht zwischen dem aggregierten und
dem nicht aggregierten Material vorliegt. Das Chromatogramm ist in Abb. 3.25 gezeigt. Im
GrolRen und Ganzen erhédlt man einen Peak bei 10,5ml, der dem Laufverhalten des

Hauptpeaks einer normalen Reinigung entspricht.
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Abb. 3.25: Rechromatographie des rechten Peaks aus Abb. 3.23 (Fraktionen 8-13). Chromatogramm der
Gelfiltration (Superdex 200 HR 10/30). Der Nachweis der Proteine erfolgte bei A =280 nm. Ordinate:
Absorption der Proteine in mAU. Abszisse: Elutionsvolumen in ml.

Das Protein wurde eingeengt und mit Standardpuffer (2.15.3.1) &quilibriert. Eine Losung mit
15,75 UM des Proteins (bezogen auf das Monomer) wurde fir eine ITC-Messung bei 25°C
mit cAMP verwendet. Die Messung konnte jedoch nicht ausgewertet werden, da keine
bindungsabhéngigen Warmeénderungen aufgezeichnet werden konnten (Daten nicht gezeigt).
Eine Rechromatographie des Proteins uber eine Superdex 200-Sdule HR 10/30 nach der ITC
zeigte, dass das gesamte Protein im Ausschlussvolumen lief und wahrscheinlich wahrend der
Konzentrierung oder der Messung aggregiert ist (Daten nicht gezeigt). Somit war es wichtig,
die Pufferbedingungen fiir das cAMP-freie MICNG-Protein zu optimieren.

3.2.4.3 Stabilitat des cAMP-freien MICNG-Proteins

Fir die biochemische und biophysikalische Charakterisierung muss das MICNG-Protein stabil
in Losung gehalten werden. Es miissen Pufferbedingungen gefunden werden, die Abbau,
Prézipitation und Aggregation des cAMP-freien MICNG-Proteins verhindern. Aus diesem
Grund wurde eine ,Micro-Drop“-Analyse durchgefiuhrt (2.14), mit der man viele
verschiedene Pufferbedingungen in kurzer Zeit testen kann. Zur Auswertung wurde die
Prazipitatbildung des Proteins in unterschiedlichen Puffern mikroskopisch untersucht. Die
Prézipitate der einzelnen Testreihen wurden von einer Skala von 1-3 bewertet, wobei ein Wert
von 1 keinem bis wenig, ein Wert von 3 einem starken Prézipitat entspricht. Ist ein Wert von

0 zugeordnet, so konnte dieser Ansatz nicht ausgewertet werden, weil der Tropfen
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ausgetrocknet war. Alle Puffer enthielten 5 mM DM als Detergenz. Die Optimierung wurde
bei 4°C und 25°C (bisherige ITC-Bedingungen) durchgefiihrt und nach einem Tag
ausgewertet. Die Optimierung erfolgte in zwei Stufen. Zunéchst wurden verschiedene
Puffersysteme mit unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Im zweiten Teil wurden
verschiedene Salzbedingungen getestet. Abb. 3.26 zeigt die verwendeten Puffer sowie die
Auswertung der Versuche fiir das cAMP-freie MICNG-Protein bei 4°C.
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Abb. 3.26: Optimierung der Pufferbedingungen fur das cAMP-freie MICNG-Protein mit der ,,Micro-
Drop*“-Analyse bei 4°C. Die verwendeten Puffer sind tber den Bildern angegeben. Die Prazipitatbewertung ist
jeweils unter dem Bild angegeben.

Die Optimierung bei 25°C ist in Abb. 3.27 dargestellt.
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Abb. 3.27: Optimierung der Pufferbedlngungen flr das cAMP-freie MICNG-Protein mit der ,,Micro-
Drop“-Analyse bei 25°C. Die verwendeten Puffer sind iber den Bildern angegeben. Die Prazipitatbewertung ist
jeweils unter dem Bild angegeben.

Bei 25°C tritt eine starkere Prazipitatbildung auf als bei 4°C. Fir den zweiten Teil des
Versuches wurden vier Puffer ausgewahlt, die sowohl bei 4°C als auch bei 25°C eine
Bewertung von 1 erhalten haben. Den jeweiligen Puffern wurden verschiedene NaCl- bzw.

KCI-Konzentrationen zugesetzt. Als weiterer Puffer wurde der Standardpuffer (20 mM NaP,
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pH 8,0, 295 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM DM) getestet, der fir die meisten
Bindungsmessungen verwendet wurde. Die Analyse fand auch hier nach einem Tag bei 4°C
und 25°C statt. Die Auswertung der ,,Micro-Drop“-Analyse erfolgte wie bereits beschrieben.
Abb. 3.28 zeigt die Ergebnisse der Analyse fir 4°C, Abb. 3.29 die Ergebnisse fur 25°C. Die

jeweiligen Puffer sind rechts, die Salzbedingungen tber den Fotos angegeben.
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Abb. 3.28: Optimierung der Salzbedingungen fur das cAMP-freie MICNG-Protein mit der ,,Micro-Drop*-
Analyse bei 4°C. Die verwendeten Salzkonzentrationen sind dber den Bildern, die verwendeten Puffersysteme
neben den Bildern angegeben. Die Prazipitatbewertung ist jeweils unter dem Bild angegeben.
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3
Abb. 3.29: Optimierung der Salzbedingungen fiir das cAMP-freie MICNG-Protein mit der ,,Micro-Drop*-
Analyse bei 25°C. Die verwendeten Salzkonzentrationen sind Uber den Bildern, die verwendeten Puffersysteme
neben den Bildern angegeben. Die Prazipitatbewertung ist jeweils unter dem Bild angegeben.

Auch hier ist die Prazipitatbildung bei 25°C stérker als bei 4°C. Betrachtet man die Analyse
bei 25°C, so féllt auf, dass bei Puffern mit niedrigerem pH-Wert die Prazipitatbildung
weniger stark ist als bei Puffern mit htherem pH-Wert. Bei 4°C ist die Prazipitatbildung

insgesamt geringer, bei Puffern mit hoherem pH-Wert aber deutlich starker. Eine Bewertung
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von 1 wurde fur drei Puffer sowohl bei 4°C als auch bei 25°C erhalten: Fir den Puffer mit
50 mM MES und 100 mM KCI, den KP-Puffer, pH 6,0 mit 100 mM KCI und den
Na-Acetat-Puffer pH 4,5 (alle getesteten  Salzbedingungen). Fir  zukinftige
Bindungsexperimente wird der Na-Acetat-Puffer nicht in Betracht gezogen, da durch den
niedrigen pH-Wert eine starkere Protonierung des cCAMP oder des Proteins auftreten kann, die

moglicherweise die Bindungseigenschaften verandert.

3.2.5 Bindungsmessungen mit dem MICNG-Protein

Dieses Kapitel befasst sich mit Bindungsmessungen, die chronologisch nicht an das vorherige
Kapitel anschlielen. Viele dieser Messungen wurden durchgefihrt, als noch unklar war, dass
die MICNG-Probe nach der Reinigung noch cAMP gebunden hat. Auch das
Aggregationsverhalten des MICNG-Proteins war in seinem Ausmal3 nicht bekannt.

Das Kapitel beschreibt zundchst Bindungsmessungen mit der ITC (2.15.1). Der néchste
Abschnitt zeigt Fluoreszenzmessungen, die mit dem Fluoreszenzanalog 8-NBD-cAMP
(2.15.3) in einer Stopped-Flow-Apparatur (2.15.3.2) oder in einem

Fluoreszenzplattenlesegerat (2.15.3.1) durchgefiihrt wurden.

3.2.5.1 Charakterisierung der Bindungseigenschaften des MICNG-Proteins mit der ITC

Die Bindung von cAMP an das MICNG-Protein wurden mit der ITC untersucht. Die jeweilige
CAMP-Konzentration lag 9,5-11,1-mal hoher als die eingesetzte Proteinkonzentration. Das
Volumen der Injektionen betrug 2-3,5 pl. Abb. 3.30 zeigt vier unabhé&ngige Experimente fiir
die Bindung von cAMP an das MICNG-Protein.
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Abb. 3.30: Isothermale Titrationskalometrie der Bindungsreaktion des MICNG-Proteins mit cAMP. Die
jeweiligen oberen Teilabbildungen zeigen die Wérmeénderungen, die bei der wiederholten Injektion von cCAMP
zu dem MICNG-Protein auftreten. Die Peaks wurden integriert, auf die jeweilige CAMP-Konzentration normiert
und gegen das cAMP/MICNG-Verhaltnis aufgetragen (jeweils unterer Teil). Die durchgezogenen Linien
reprasentieren Kurvenanpassungen in Anlehnung an ein einfaches Bindungsmodell. Die Ordinatenskalen der
oberen Teilabbildungen sind individuell, die der unteren Teilabbildungen gleich gewéhlt. Die Parameter der
einzelnen Messungen sind in den Tabellen 3.7 und 3.8 angegeben.

Der obere Abschnitt jeder Teilabbildung zeigt die Messungen, in denen cAMP in die
Reaktionszelle injiziert wurde. Flr den ersten Messpunkt wurde eine Injektion von nur 0,5 pul
CAMP vorgenommen, die nicht in die Auswertung einbezogen wurde. Die Flachen unter den
Peaks wurden durch Integration bestimmt. Die Verdinnungswarme des Liganden wurde
jeweils von den Warmednderungen abgezogen. Im unteren Abschnitt der Teilabbildungen

wurden die Bindungswarmen auf die cAMP-Konzentration normiert und als Funktion der
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Ligandenkonzentration dargestellt. Tabelle 3.7 zeigt eine Zusammenfassung der vier

Messungen.

Tabelle 3.7: Zusammenfassung der ITC-Daten fir die cAMP-Titration mit dem MICNG-Protein.

Nr. | MICNG | cAMP | Injektion N Ke (M™) Ko (M) | c-Wert
(M) | (uM) (u1)

1 30 300 2 0,13 2,70%10° 371 10,5

2 47,5 450 3,5 0,15 2,11*10° 473 15,1

3 27,0 300 2 0,13 2,00%10° 500 7,0

4 10,0 100 2,5 0,13 4,14*10° 242 5,4

ot 014 +001 | 2.74*10°+9,81*10° | 397 117

IMittelwerte + s.d.

Der Parameter N beschreibt die Bindungsstochiometrie. Der Mittelwert fur N betragt
0,14 + 0,01, somit stehen nur 14 % des Proteins fir die Bindungsreaktion zur Verfiigung. Aus
der HPLC-Analyse ist bekannt, dass ca. 50 % des Proteins nach der Reinigung in der
CAMP-gebundenen Form vorliegt (3.2.3). Diese Fraktion steht also fur die Bindungsreaktion
in der ITC nicht zur Verfligung. Trotzdem ist die Stochiometrie geringer als erwartet. Die
Griinde hierfiir sind unklar. Ein Teil des Proteins kdnnte aggregiert sein. Ich kann aber auch
nicht ausschlielen, dass das tetramere MICNG-Protein weniger als vier Liganden bindet oder
die Proteinbestimmung ungenau ist.

Wenn ich davon ausgehe, dass nur 14 % des Proteins an der Bindungsreaktion teilnehmen,
reduziert sich der c-Wert fiir die vier Messungen auf 5-15 (Tabelle 3.7). Fiur Werte von
1-1000 ist die quantitative Auswertung der Kalorimetrie moglich.

Passe ich die Daten mit einem einfachen Bindungsmodell an, so erhalte ich einen
durchschnittlichen Kp-Wert fur die Bindung von cAMP an das MICNG-Protein von
397 + 117 nM. Dieser Wert liegt hoher als der fir die CNBD erhaltene Wert von 107 nM
(3.1.4.1). Die thermodynamischen Parameter der vier Messungen sind in Tabelle 3.8

zusammengefasst.
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Tabelle 3.8: Thermodynamische Parameter der Bindungsreaktion
von cCAMP mit dem MICNG-Protein.

Nr. | AH (ki/mol) | AS (J/(mol*K)) | AG (kd/mol)
78,5 -140,0 -36,8
57,2 -70,6 -36,2
59,7 -79,3 -36,0

4 -48,9 -37,3 -37,8

@' | -61,1+125 | -81,8+428 | -367+08

Mittelwerte + s.d.

In allen Messungen waren AH und AS negativ. Das bedeutet, dass es sich um eine
enthalpiegetriebene Reaktion handelt. Die thermodynamischen Daten sind in Abb. 3.31

zusammenfassend graphisch dargestelit.
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Abb. 3.31: Graphische Darstellung der thermodynamischen Daten der Bindung von cAMP an das
MICNG-Protein. Dargestellt sind die Bindungsenthalpie AH (schwarze Balken), die Bindungsentropie AS
multipliziert mit der Temperatur T (298 K; rote Balken) und die freie Bindungsenergie AG (griine Balken).

Auch wenn hier interessante Unterschiede der Bindung des MICNG-Proteins im Vergleich
zur isolierten Bindestelle auftreten, muss man mit der Interpretation der Daten vorsichtig sein.
Die Versuchsbedingungen waren keineswegs optimal. Beispielsweise wurde die
Konzentration des Liganden so gewahlt, dass sie etwa 10-fach grof3er war als die des Proteins.
Da aber nur ein Bruchteil des eingesetzten Proteins den Liganden bindet, war rickblickend
die Konzentration des cAMP etwas zu hoch gewahlt. Das Problem erkennt man gut am
Verlauf der Warmeédnderungen und an der abgeleiteten Titrationskurve. Nach den ersten

Injektionen nahmen die Wé&rmeanderungen stark ab, weil der gréfite Teil der funktionellen
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Bindestellen schon besetzt wird. Daher ist der Beginn der Titrationskurve nicht gut definiert.
Leider war es wegen Zeitmangels nicht mehr mdoglich, die ITC unter besseren

Versuchsbedingungen durchzufiihren.

3.2.5.2 Charakterisierung der Bindungseigenschaften des MICNG-Proteins mit Hilfe der

Fluoreszenzspektroskopie

3.2.5.2.1 Stéchiometriebestimmung

Die Bindungsstochiometrie wurde, wie schon fiir die CNBD beschrieben, bestimmt. Ich habe
eine niedrige  Konzentration von 8-NBD-cAMP (0,1 uM) gegen verschiedene
Konzentrationen des MICNG-Proteins titriert (Abb. 3.32 A). Bei Konzentrationen > 2 yuM des
MICNG-Proteins sattigt das Fluoreszenzsignal. Die Fluoreszenzanderung AF pro puM
gebundenem 8-NBD-cAMP betrug in diesem Fall 30.000 uM™. Bestimme ich nun bei einer
gegebenen Proteinkonzentration die Fluoreszenzanderung bei einer sattigenden Konzentration
8-NBD-cAMP (30 puM), so erhalte ich aus der Kalibrierung die maximale Konzentration des
Rezeptor-Ligandenkomplexes (RLmax). Abb. 3.30 B zeigt das Verhéltnis von RLpyax zur
Gesamtkonzentration an Protein (R;) fur verschiedene Proteinkonzentrationen (0,5 uM bis
4 uM). Der durchschnittliche Wert flr das Verhaltnis von RLma«/R; betrug 0,6 £ 0,1 (n = 8).
Falls jede Untereinheit einen Liganden bindet, wirde man ein RLy./Ri-Verhdltnis von 1
erwarten (gestrichelte Linie, Abb. 3.30 B). Die Griinde fir die geringe Stdchiometrie sind
unklar. Ein Teil des Proteins kénnte aggregiert oder denaturiert sein. Ich kann aber auch nicht
ausschlielen, dass das tetramere MICNG-Protein weniger als vier Liganden bindet oder die
Proteinbestimmung ungenau ist.

Fir jede weitere Messung wurde bestimmt, wie viel Protein jeweils fiir die Bindungsreaktion

zuganglich war. Dies wurde bei der Datenauswertung berticksichtigt.
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Abb. 3.32: Bestimmung der Anzahl der gebundenen Liganden pro Kanaluntereinheit. A:
Fluoreszenzanderung von 8-NBD-cAMP (0,1 uM) in Gegenwart von steigenden Konzentrationen des MICNG-
Proteins. Die maximale Fluoreszenzanderung bei sattigenden Proteinkonzentrationen ist aquivalent zu 0,1 uM
des MICNG-8-NBD-cAMP-Komplexes. B: Verhdltnis der maximalen Konzentration des Rezeptor-
Ligandenkomplexes (RLna) zu der Gesamtkonzentration an Rezeptor (R,). Die Mittelwerte fir jede
Proteinkonzentration wurden aus 4 Experimenten bestimmt. Die Symbole weisen auf Daten aus zwei
unterschiedlichen Proteinpraparationen hin.

3.2.5.2.2 Kompetitionsexperimente

Der Kp-Wert fir 8-NBD-cAMP wurde aus Kompetitionsexperimenten bestimmt. Ich habe
den dosisabhéngigen Fluoreszenzanstieg von 8-NBD-CAMP in Gegenwart von 5
verschiedenen cAMP-Konzentrationen gemessen. Der cAMP-Gehalt der Probe war in diesem
Fall bekannt und ist in die Berechnungen mit eingegangen. Um die Daten auszuwerten, wurde
der in Kapitel 3.2.5.1 bestimmte Kp-Wert fir cAMP von 0,397 uM mit in die Anpassung
einbezogen. An jeden einzelnen Datensatz wurde unter diesen Voraussetzungen nach
Gleichung (13b) ein kompetitives Bindungsmodell (2.15.3.3.2) angepasst (Abb. 3.33 A). Der
mittlere Kp-Wert fur 8-NBD-cAMP aus 5 Datensatzen betrug 93,8 £ 9,8 nM.

Abb. 3.33 B zeigt die kompetitive Inhibition der Bindung von 0,6 pM 8-NBD-cAMP an das
MICNG-Protein durch cAMP bzw. cGMP. Eine MICNG-Probe von 1,7 pM wurde mit
verschiedenen  Konzentrationen von cAMP oder cGMP  vorinkubiert. Die
Fluoreszenzénderungen wurden gemessen. Der Kp-Wert fiir 8-NBD-cAMP (93,8 nM) wurde
in die Anpassung an ein kompetitives Bindungsmodell mit einbezogen. Der mittlere Kp-Wert
fir cAMP betrug 325 nM (n = 2), der fur cGMP 1,65 uM (n = 2). Dies ist nur eine
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Abschatzung, da bei diesen Messungen noch cAMP in der Probe enthalten war. Dennoch liegt
der Kp-Wert fur cAMP in der gleichen GréRenordnung wie der durch die ITC bestimmte
Wert (397 nM). Der Kp-Wert fir ¢cGMP ist deshalb vermutlich ebenfalls eine gute
Abschatzung.

Um den Kp-Wert fir 8-NBD-cGMP zu bestimmen, wurde der dosisabhangige
Fluoreszenzanstieg von 8-NBD-cGMP gemessen (Abb. 3.33 C). Der Kp-Wert fiir cAMP
(0,397 nM) wurde in die Anpassung an ein kompetitives Bindungsmodell mit einbezogen. Fur
die Anpassung habe ich angenommen, dass 50 % der Proteinprobe mit cCAMP besetzt war.
Der mittlere Kp-Wert fur 8-NBD-cGMP betrug 1,24 uM (n = 2).
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Abb. 3.33: Kompetitionsexperimente mit dem MICNG-Protein. A: Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung
von 8-NBD-cAMP an 1,5 pM MICNG-Protein in Gegenwart von 5 verschiedenen cAMP-Konzentrationen
(geschlossene Kreise: 1,1 uM cAMP; offene Kreise 2 uM; geschlossene Dreiecke: 3 uM; offene Dreiecke 6 pM;
geschlossene Quadrate: 10 uM). Die Daten wurden nach Gleichung (13b) (2.15.3.3.2) angepasst (durchgezogene
Linien: schwarz 1,1 uM cAMP, Ky = 78 nM; rot 2 uM, Kp = 105 nM; griin 3 uM, Kp = 94 nM; blau 6 pM, Kp =
95 nM; lila 10 pM, Kp = 97 nM). B: Kompetition zwischen cAMP bzw. cGMP und 8-NBD-cAMP bei Bindung
an 1,7 uM des MICNG-Proteins. Gezeigt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Inhibition der Bindung
von 8-NBD-cAMP durch cAMP (geschlossene Kreise) und cGMP (offene Kreise). Die durchgezogenen Linien
sind Anpassungen nach Gleichung (13b). Der Kp-Wert fir cAMP betrug 327 nM, der fir cGMP 1,7 uM. C:
Dosis-Wirkungs-Beziehung der Bindung von 8-NBD-cGMP (offene Dreiecke) im Vergleich zu 8-NBD-cAMP
(geschlossene Kreis) an das MICNG-Protein. Der Kp-Wert fiir 8-NBD-cGMP aus der Anpassung nach
Gleichung (13b) betrug 1,35 uM.

3.2.5.2.3 Kinetik der Bindung von 8-NBD-cAMP an das MICNG-Protein

Die Kinetik der Bindung von 8-NBD-cAMP an das MICNG-Protein wurde n&her analysiert.
Dafir wurden der Ligand und das Protein mit der Stopped-Flow Methode (2.15.3.2)
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untersucht. Die Stopped-Flow erlaubt ein schnelles Mischen der Losungen. Dadurch kann die
Bindungsreaktion zeitaufgeldst im Millisekundenbereich verfolgt werden.

Abb. 3.34 zeigt den Zeitverlauf der Bindungsreaktion flir  verschiedene
8-NBD-cAMP-Konzentrationen. Aus den Kinetiken habe ich die Zeitkonstanten bestimmt.
Dafur wurden die Spuren aus Abb. 3.34 mit exponentiellen Gleichungen ((6) und (7),
2.15.3.3.1) angepasst. Bei kleinen 8-NBD-cAMP-Konzentrationen (0,03 puM bis 0,3 uM)
konnten die Spuren mit einfach exponentiellen Gleichungen angepasst werden, bei gréReren
Konzentrationen (0,45 UM bis 10 uM) konnten die Spuren besser mit doppelt exponentiellen
Gleichungen angepasst werden. Einfach exponentielle Anpassungen sind in blau, doppelt

exponentielle Anpassungen in rot dargestellt.



Ergebnisse 100
180 180 4 120
> 160 = 160 S o
E E E 100
p 140 = 140 4 o
s 120 S 120 £ &
@ @ @
W ]
E 100 b 100 g 60
N 80 o 80 N
b 5 5 =
ro 60 & 804 N 40
ng 40 ‘g 40 § 20
T 20 T 20 i '
0 1] T T T 1]
0 2 4 6 8 10 12 14 0 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s)
80 60 4 50 -
_ s >
E E 50 E a0
o 60 o = : dasger
v c =
c 2 40 =
= 3 g 30
S 40 S 30 5
i 2 g 20
@ L @
i g 0 B
g 20 e £ 10
g S 10 s 1
™ i i
0 — —_— 0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s)
30 12 10
5 > | >
E 25 A e E 10 E 8
o o (=
K g o :
[ g 3 6
5] k=]
§ 15 & 61 5
g = B4
5010 M4 ]
w v w
2 2 2
ER S 2 s 2
o i o
0 0 i] -
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 3.34: Exponentielle Anpassungen der kinetischen Daten fiir die Reaktion von 8-NBD-cCAMP mit dem
MICNG-Protein. Die einzelnen Spuren entsprechen denen aus Abb. 3.X1. A: 10 uM 8-NBD-cAMP; B: 3 uM
8-NBD-cAMP; C: 1 uM 8-NBD-cAMP; D: 0,6 pM 8-NBD-cAMP; E: 0,45 puM 8-NBD-cAMP; F: 0,3 uM 8-
NBD-cAMP; G: 0,2 uM 8-NBD-cAMP; H: 0,1 uM 8-NBD-cAMP; I: 0,03 uM 8-NBD-cAMP. Einfach
exponentielle Anpassungen sind in blau, doppelt exponentielle Anpassungen in rot dargestellt.

Die Amplituden A, A; und A; und die Ratenkonstanten k, k3 und x; sind in Tab. 3.9, die

Zeitkonstanten t; und 1, sowie die prozentuale Aufteilung der Amplituden A; und A; in Tab.

3.10 angegeben.
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Tabelle 3.9: Parameter der exponentiellen Kurvenanpassung fur die Bindung von 8-NBD-cAMP an das
MICNG-Protein.

8-NBD- Einfach exponentielle Doppelt exponentielle Anpassung
CAMP Anpassung
(UM) A (mV) K () Ar(mV) | @6 | Ax(mV) i (s™)
10 69,9 3,18 84,3 0,44
3 90,1 3,38 69,4 0,42
1 57,8 1,99 38,0 0,48
0,6 46,7 1,71 19,1 0,60
0,45 43,9 1,62 8,8 0,60
0,3 37,6 1,58
0,2 24,2 1,65
0,1 9,9 1,51
0,03 7,2 2,17
Tabelle 3.10: Zeitkonstanten und prozentualer Anteil der Amplituden der Bindung von
8-NBD-cAMP an das MICNG-Protein.
8-NBD-cAMP 1. Komponente 2. Komponente
(M) A1 1 (8) Az 12 (5)
10 45,3 % 0,31 54,7 % 2,27
3 56,5 % 0,30 43,5 % 2,38
1 60,3 % 0,50 39,7 % 2,08
0,6 71,0 % 0,58 29,0 % 1,67
0,45 83,4 % 0,62 16,6 % 1,67
0,3 100 % 0,63
0,2 100 % 0,61
0,1 100 % 0,66
0,03 100 % 0,46
Bei hoheren 8-NBD-cAMP-Konzentrationen gibt es zwei Zeitkonstanten. Unter den

vorliegenden Voraussetzungen (CAMP ist am MICNG-Protein gebunden) wére es mdglich,
dass die erste Zeitkonstante die Bindung von 8-NBD-cAMP an die freien Bindungsstellen des
MICNG-Proteins beschreibt. Die zweite Zeitkonstante wirde dann die Bindung des

8-NBD-cAMPs an die Bindestellen beschreiben, von denen das cAMP erst abdissoziieren
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musste. Die Zeitkonstanten der primédren Bindungsreaktion sind sehr langsam. Der Grund
hierfir ist unklar. Bei einer diffusionslimitierten Bindungsreaktion wirde ich Zeitkonstanten
erwarten, die ca. 2 GrolRenordnungen niedriger liegen.

Fir hohe 8-NBD-cAMP-Konzentrationen (> 10 uM) ist das MICNG-Protein wahrscheinlich
quantitativ mit 8-NBD-cAMP gesattigt und man kann anhand der Amplitude der zweiten
Komponente abschétzen, wie viel cAMP an dem MICNG-Protein gebunden war. Das wéren
in diesem Fall ca. 55 %. Das stimmt gut mit den (ber die HPLC bestimmten cAMP-Mengen
tiberein (3.2.3).
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4. Diskussion

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkandle (CNG-Kanéle) spielen beim Sehen und Riechen
eine wichtige Rolle und sind physiologisch gut untersucht. Uber den molekularen
Schaltmechanismus ist aber nur wenig bekannt. Bisher wurde vor allem die Aktivierung von
CNG-Kanélen in Abhédngigkeit der zyklisch Nukleotid-Konzentrationen gemessen. Das Ziel
dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung eines bakteriellen K-selektiven
CNG-Kanals (MICNG) aus Mesorhizobium loti.

4.1 Funktionelle Messungen

In meiner Arbeit wollte ich das Schaltverhalten des MICNG-Kanals untersuchen. Um
funktionelle Messungen durchfiihren zu kénnen, habe ich den gereinigten MICNG-Kanal in
Liposomen rekonstituiert und habe einen K'-Konzentrationsgradienten Uber die
Liposomenmembran aufgebaut. Wenn die Kanéale 6ffnen, flieRen K*-lonen lber die Membran
und das Membranpotential andert sich. Diese Anderungen konnen mit Hilfe von
spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoffen verfolgt werden. Leider konnte ich keine
funktionellen MICNG-Kanéle nachweisen. Zwei andere Gruppen (Nimigean et al., 2004,
Clayton et al., 2004) haben den MICNG-Kanal in Liposomen rekonstituiert und den
®Rb*-Fluss tber die Membran gemessen. Der zyklisch Nukleotid-abhingige ®°Rb*-Fluss
dauerte allerdings uUber mehr als 2 h an und war damit viel langsamer als bei einem
lonenkanal vermutet werden kann. Die 86Rb“L-FIussraten, die flr einen gedffneten lonenkanal
angenommen werden, liegen ca. 100-fach héher. Mdglicherweise haben diese beiden Gruppen
Artefakte gemessen. Das zeigt die Schwierigkeiten der funktionellen Rekonstitution dieses
Kanals auf. Deshalb habe ich mich auf Bindungsmessungen mit dem MICNG-Kanal
konzentriert. Dabei war das Ziel, die Bindungsaffinitdten und die Kinetik von cAMP und
einiger Analoga an das Kanalprotein zu messen. Die Bindung des Liganden an den
lonenkanal ist Teil der Kanalaktivierung.

Den Aktivierungsmechanismus eines ligandengesteuerten lonenkanals mdchte ich anhand des
linearen Schaltmodells beschreiben (Abb. 4.1; del Castillo & Katz, 1957). An den

geschlossenen Kanal (C) binden n Liganden (L). Das fuhrt dazu, dass der Kanal vom
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geschlossenen in den offenen Zustand lbergeht (O). Der Gesamteffekt eines Liganden wird
durch zwei GroRen beschrieben: die Dissoziationskonstante (K) beschreibt die
Bindungsreaktion; die Schaltkonstante (S) beschreibt die Fahigkeit des Liganden, den Kanal
zu Offnen. Die Aktivierung héngt damit sowohl von der Bindungsreaktion als auch von den

Konformationsanderungen ab, die zur Kanaldffnung fihren.
nt o ety
C (T CLn ‘(S— O Ln

Abb. 4.1: Lineares Schaltmodell fur ligandengesteuerte lonenkanéle (del Castillo & Katz, 1957).
C = geschlossener Kanal, O = offener Kanal, L = Ligand; K = Dissoziationskonstante des Liganden,
S = Gleichgewichtskonstante des Schaltens, n = Anzahl der Bindungsereignisse.

Nun stellt sich allerdings die Frage, ob die Bindung eines Liganden an den lonenkanal
unabhéngig vom Schalten untersucht werden kann. Da der Kanal wéhrend der
Bindungsreaktion schalten kann, werden Konformationsanderungen ausgeldst, die die
Bindungsreaktion beeinflussen konnen. In meiner Arbeit habe ich deshalb die
Bindungsaffinitaten zyklischer Nukleotide nicht nur an den MICNG-Kanal, sondern auch an
dessen isolierter Bindestelle (CNBD) bestimmt.

Warum ist ein Vergleich der Bindungsaffinitdten des MICNG-Kanals mit der CNBD noch
interessant? Eine Eigenschaft der CNG-Kanéle aus Sdugetieren ist deren hohe Kooperativitat
bei der Aktivierung durch zyklische Nukleotide (Ubersicht Eismann et al., 1993). Es ist
dagegen vollig unbekannt, ob die Bindung an die Kandle kooperativ ist. Der MICNG-Kanal
liegt als Tetramer vor, wéhrend die CNBD als Monomer vorliegt. Bei einem Monomer
erwartet man bei der Bindung keine Kooperativitit. Bei dem tetrameren Kanal ware jedoch
eine kooperative Bindung vorstellbar. Die Bindung eines Liganden an eine Bindestelle kdnnte
die Bindung eines weiteren Liganden entweder begunstigen (positive Kooperativitat) oder

benachteiligen (negative Kooperativitat).

4.2 Bindungsstudien

In dieser Arbeit habe ich die Kinetik der Bindung von 8-NBD-cAMP an den MICNG-Kanal
analysiert, sowie die Affinitaten fiir die Bindung von cAMP und verschiedenen Analoga an

den MICNG-Kanal und an die CNBD bestimmt. Die Bindungsaffinitdten wurden mit zwei
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unabhangigen Methoden bestimmt (Fluoreszenzassay und ITC). Mit beiden Methoden habe
ich &hnliche Ergebnisse erzielt. Beide Methoden koénnen also unabhédngig voneinander
angewendet werden.

Der Kp-Wert fur die Bindung von cAMP an den MICNG-Kanal betrug ca. 400 nM (3.2.5.1),
der an die CNBD ca. 100 nM (3.1.4.1; 3.1.5.2). Die CNBD zeigt in der ITC eine um den
Faktor 1,7 reduzierte Affinitat fir cAMP in Detergenzldsung im Vergleich zu einer Messung
ohne Detergenz (3.1.4.3). Der Kp-Wert fur den MICNG-Kanal konnte deshalb noch um
diesen Faktor niedriger liegen. Die Bindestellen des Kanals kdnnten durch das Detergenz
schlechter fiir das zyklische Nukleotid zugénglich sein.

Beide Proteine haben etwa eine funffach hohere Affinitat fir cGMP und eine ca. flinffach
niedrigere Affinitat fur 8-NBD-cAMP als fiir cAMP. Das Affinitatsverhdltnis bleibt bestehen.
Das ist ein Hinweis darauf, dass die Bindung an den MICNG-Kanal dhnlich wie bei der
CNBD stattfindet und das Schalten wenig oder keinen Einfluss auf die Bindungsreaktion
nimmt.

Fir die Bindung von zyklischen Nukleotiden an die CNBD erwarte ich keine Kooperativitat.
An die Daten konnten nicht-kooperative Bindungsmodelle angepasst werden. Fir den
MICNG-Kanal wurden an die Daten ebenfalls nicht-kooperative Bindungsmodelle angepasst.
Eine Interpretation im Hinblick auf die Kooperativitét ist jedoch schwierig. Wenn 50 % der
Bindestellen mit cAMP besetzt sind und ich davon ausgehe, dass jede der vier Untereinheiten
ein CAMP-Molekiil bindet, dann liegen ca. 6 % der Kandle ohne gebundenes cAMP, 25 % mit
einem, 37,5 % mit zwei, 25 % mit drei und ca. 6 % mit vier gebundenem cAMP-Molekiilen
vor. Ein Grof3teil der Kanéle hat deshalb mindestens ein cAMP-Molekdl gebunden. Schon die
Bindung des ersten cAMP-Molekils an den Kanal koénnte die Bindung des zweiten
cAMP-Molekils beeinflussen. Unter meinen Versuchsbedingungen ist deshalb eine Aussage
Uber die Kooperativitat nicht méglich. Man kdnnte die Kooperativitit untersuchen, indem
man mit dem cAMP-freien MICNG-Kanal Bindungsmessungen durchfiihrt. Der cAMP-freie
Kanal aggregiert allerdings innerhalb eines Tages stark in dem fiir die Bindungsmessungen
verwendeten Puffer (3.2.4.3) und Bindungsmessungen sind bis jetzt nicht gelungen. Die
Stabilitat dieses Proteins musste weiter erhoht werden und Versuchsbedingungen gefunden
werden, unter denen der cAMP-freie Kanal nicht oder wenig aggregiert. Erste Optimierungen
wurden mit der ,,Micro-Drop“-Analyse durchgefiihrt (3.2.4.3). Das Protein scheint in Puffern
mit pH-Werten von 6,2 und niedriger stabiler zu sein als in einem neutralen oder leicht
alkalischen pH-Bereich. Die Stabilitat in diesen Puffern kdnnte zeitaufgeldst verfolgt werden.

Jedoch darf der pH-Wert fiir die Bindungsmessungen nicht zu niedrig sein, da durch einen zu
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geringen pH-Wert eine starkere Protonierung des cAMP oder des Proteins auftritt und so die
Bindungseigenschaften verédndert werden kénnen.

Die Kp-Werte fur den MICNG-Kanal missen vorsichtig interpretiert werden. Der MICNG-
Kanal war zu ca. 50 % mit cAMP besetzt. Bei den ITC-Messungen, mit denen der Kp-Wert
fir cAMP bestimmt wurde, fiihrte das zu einer geringen Stochiometrie (3.2.5.1). Die fiir die
Injektion verwendete cCAMP-Konzentration war so gewahlt, dass sie etwa 10-fach groBer war
als die des Proteins. Da aber wegen der hohen cAMP-Besetzung nur ein Bruchteil des
eingesetzten Proteins den Liganden bindet, war rickblickend die Konzentration des cAMP
etwas zu hoch gewahlt. Das Problem erkennt man gut am Verlauf der Warmeénderungen und
an der abgeleiteten Titrationskurve. Nach den ersten Injektionen nahmen die
Warmednderungen stark ab, weil der groRte Teil der funktionellen Bindestellen schon besetzt
wird. Daher ist der Beginn der Titrationskurve nicht gut definiert. Der Kp-Wert konnte
deshalb unter besseren Versuchsbedingungen anders sein. Dafur misste man ITC-Messungen
durchfihren, bei denen geringere cAMP-Konzentrationen zum MICNG-Protein injiziert
werden. Werden dann geniigend sattigende Wéarmesignal aufgezeichnet, kann man den Kp-

Wert zuverldssig bestimmen.

4.3 Thermodynamik der Bindungsreaktion

Die Kristallstruktur der CNBD des MICNG-Proteins wurde von Clayton und Kollegen (2004)
in der cAMP-gebundenen Form gelost. Abb. 4.2 zeigt die mdglichen Interaktionen
(gestrichelte griine Linien) zwischen der CNBD und cAMP. Dabei wird vermutet, dass zwei
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Ribosering ausgebildet werden, sowie drei mit den
Sauerstoffatomen der Phosphatgruppe. Eine ionische Wechselwirkung findet wahrscheinlich
zwischen R307 und dem negativ geladenen Sauerstoffatom der Phosphatgruppe statt. Eine
weitere Wasserstoffbriickenbindung kénnte mit dem Carbonylsauerstoffatom von R348 und

dem N6-Amin des Purinrings stattfinden.
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Abb. 4.2: Struktur der Bindungstasche der CNBD mit gebundenem cAMP. Die griinen gestrichelten Linien
kennzeichnen Wechselwirkungen bestimmter Aminosdauren der CNBD mit cAMP; die ionische Wechselwirkung
ist als ionisch, Wasserstoffbriickenbindungen sind als H gekennzeichnet; Stickstoff- und Phosphatatome sind in
blau, Sauerstoffatome in rot dargestellt. (Clayton et al., 2004, modifiziert: PDB-Datenbankeintrag 1VP6).

In wie weit stimmt die von mir gemessene Bindungsenergie fir cCAMP aus der ITC (3.1.4.1)
mit der Energie, die aus den Interaktionen in der Kristallstruktur hervorgeht, tiberein?

Die freie Gibbsenergie AG ist ein MaBR fur die Bindungsaffinitdt. Sie spiegelt zwei
gegenteilige Effekte auf molekularer Ebene wieder (AG = AH — TAS): Die Tendenz, ein
energetisch gunstigeres Energielevel auszubilden, (z. B. durch die Bildung einer Bindung;
negatives AH) und die Tendenz, Strukturen durch thermische Bewegung zu storen, die zum
Brechen einer Bindung fuhren kdnnen (positives AS). AH reflektiert die Starke von nicht-
kovalenten Interaktionen wie ionische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und
van der Waals Wechselwirkungen. AS spiegelt zwei Beitrage fiir die Ordnung eines Systems
wider: die Anderung der Lésungsentropie und die Anderung der Konformationsentropie.
Wenn ein Ligand an ein Protein bindet, werden Wassermolekile aus der Bindestelle
freigesetzt. Daraus resultiert ein Gewinn an Lo@sungsentropie. Gleichzeitig verlieren der
Ligand und das Protein an Konformationsfreiheit. Das fiihrt zu einem Verlust an
Konformationsentropie.

Typische Abstande fiir Wasserstoffbriickenbindungen sind 2,5-3,2 A und Bindungswinkel
zwischen 130-180° (Jeffrey & Saenger, 1991). Die grolite Energie wird bei einer linearen
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Bindung mit einem Winkel von 180° erreicht. Weil Abstande und Bindungswinkel von
Bindung zu Bindung abweichen konnen, ist es schwierig, eine generelle Aussage Uber die
Starke von Wasserstoffbriickenbindungen zu machen. Schatzungen fur die Starke einer
einzelnen Wasserstoffbriickenbindung liegen zwischen -10 und -40 kJ/mol. Allerdings sind
die Beitrdge zu thermodynamischen Bindungsreaktionen oft kleiner. Schatzungen fir den
Beitrag einer Wasserstoffbriickenbindung zur Gibbsenergie in einer Bindungsreaktion liegen
zwischen -2,5 und -7,5 kJ/mol (B6hm & Klebe, 1996). Wasserstoffbriickenbindungen, die
durch eine Ladung unterstiitzt werden, kdnnen dabei leicht héhere Werte annehmen.

Die in Abb. 4.2 gezeigten Wasserstoffbriickenbindungen im CNBD-Kristall haben Absténde
zwischen 2,65-2,82 A, liegen also in dem oben definierten Bereich. Die Winkel der
Bindungen sind dagegen unbekannt. Die in Abb. 4.2 nicht gezeigte mdogliche
Wasserstoffbriickenbindung zwischen R348 und dem Purinring hat eine Lange von 3,62 A, ist
also etwas langer und dadurch wahrscheinlich schwéacher als die anderen
Wasserstoffbriickenbindungen. Die Stdrke der ionischen Wechselwirkung zwischen der
Phosphatgruppe und R307 habe ich mit -5,7 kd/mol abgeschatzt (V=ql1*q2/(4*n*e*r) mit V =
Energie der ionischen Wechselwirkung, g = Ladungsenergie; ¢ = Dielektrizitdtskonstante von
Wasser, r = Abstand der Interaktion). Die dargestellten Wechselwirkungen aus der
Kristallstruktur kdnnten also Energien zwischen -20,7 und -50,7 kJ/mol annehmen. Die von
mir gemessene Gibbsenergie fir die CNBD betrug -40 kJ/mol (3.1.4.1). Die Energie liegt
somit in dem moglichen Bereich. Daraus schliele ich, dass die Wechselwirkungen in der

Kristallstruktur mit denen in Lésung ahnlich oder identisch sind.

4.4 Unterschiede in den Kp-Werten von cAMP und cGMP

Ich habe Unterschiede in den Affinitaten fir die Bindung verschiedener Analoga an den
MICNG-Kanal und die CNBD gemessen. Die Affinitét fur die Bindung von cAMP sowohl an
die CNBD als auch an den MICNG-Kanal ist etwa fiinffach groBer als fir cGMP. Wodurch
kommen diese Unterschiede in der Bindungsaffinitit zustande? Es wird vermutet, dass die
Wechselwirkungen der Bindetasche mit der Ribose- und der Phosphatgruppe eines zyklischen
Nukleotids fur alle Analoga gleich sind und dass Unterschiede durch Wechselwirkungen mit

dem Purinring zustande kommen.
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In der Kristallstruktur der CNBD (Clayton et al., 2004) bindet cAMP in der
anti-Konformation. Abb. 4.3 zeigt die beiden unterschiedlichen Konformationen, die CAMP
ausbilden kann. Die Wechselwirkung der CNBD mit dem Purinring kommt durch hydrophobe
Wechselwirkungen und Interaktion mit R348 zustande (Clayton et al., 2004), das vermutlich
eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem N6-Amin ausbildet (Kap. 4.2). cGMP, das sich an
den Positionen 1,2 und 6 des Purinrings zu cAMP unterscheidet, kann diese Interaktion nicht
eingehen. Es wére moglich, dass cGMP in der syn-Konformation bindet und eine
Wasserstoffbriicke zu S308 ausbildet. Um weitere Einblicke in den von cAMP und cGMP zu
bekommen, kénnte man Aminosauren, die wichtig fur die Substratspezifitat sind, austauschen
und Bindungsmessungen durchfiihren. Man konnte beispielsweise S308 gegen T oder A oder
R348 gegen eine neutrale Aminosdure austauschen. Eine weitere Moglichkeit wadre, die
Kristallstruktur der CNBD mit gebundenem cGMP zu ldsen.

Fir die Aktivierung des HCN2-Kanals mit cGMP sind 10-fach héhere Konzentrationen nétig
als fir die Aktivierung mit cAMP (Zagotta et al., 2003). Um die Unterschiede des
Mechanismus zu studieren, wurde die Kristallstruktur der HCN2-Bindestelle mit gebundenem
CAMP und gebundenem cGMP geldst (Zagotta et al., 2003). In der Kristallstruktur bindet
CAMP in der anti- und cGMP in der syn-Konformation. CAMP kann dadurch mit dem
N6-Amin des Purinrings eine Wasserstoffbriickenbindung zu R632 (aquivalente Position zu
R348 in CNBD) ausbilden, wahrend die syn-Konformation des cGMP dazu fuhrt, dass eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem N2-Atom des Purinrings mit T592 (&quivalente
Position zu S308 in CNBD) ausgebildet wird.

NH,
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Abb. 4.3: Syn- und anti-Konformationen von cAMP. Die Zahlen geben die Numerierung der Atome im

Purinring an.
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Im Gegensatz zum MICNG-Kanal werden alle bekannten CNG-Kandle aus Saugetieren
besser durch cGMP als durch cAMP aktiviert. Fir die Bindung von cGMP an den
CNG Al-Kanal werden Wechselwirkungen, die mit dem Purinring ausgebildet werden, mit
vier Aminoséureresten der Bindetasche vermutet (Ubersicht: Kaupp & Seifert, 2002): T560
konnte eine Wasserstoffbricke mit dem N2-Amin durch ein interkaliertes Wassermolekdil
bilden (Scott et al., 1996), F533 und K596 kénnten hydrophobe Wechselwirkung eingehen
und D604 kann entweder eine Wasserstoffbriickenbindung mit N1 (Scott et al., 1996) oder
zwei mit N1 und dem N2-Amin (Varnum et al., 1995) bilden. Es wird vermutet, dass die
unterschiedliche Wirkung von cAMP und cGMP z.T. durch Wechselwirkungen von D604 mit
der Bindedomane zustande kommen (Varnum et al., 1995). Jedoch lassen sich dadurch nicht
die Unterschiede in der Aktivierung bei verschiedenen CNG-Kanalsubtypen durch cGMP
oder cCAMP erkléren. Viele CNG-Kanalsubtypen kdnnen unterschiedliche Aminoséurereste
und Mechanismen anwenden, um die Ligandenselektivitét zu erreichen. Beispielsweise wurde
herausgefunden, dass die Interaktionen, die durch F533, K596, D604 und T560 des
CNG Al-Kanals mit dem Purinring nicht unabhangig voneinander sind (Scott & Tanaka,
1998, Varnum et al., 1995). Dadurch ist es schwierig, die Ligandenselektivitat an einer dieser
Aminosaurereste festzusetzen. Es wird daher noch kontrovers diskutiert, ob cGMP in der anti-

oder in der syn-Konformation bindet (Scott & Tanaka, 1998).
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6. Anhang

6.1 Proteinsequenzen der verwendeten Proteine

6.1.1 CNBD nach Thrombinverdau

GSQEVRRGDF VRNWQLVAAV PLFQKLGPAV LVEIVRALRA RTVPAGAVIC 50
RIGEPGDRMF FVVEGSVSVA TPNPVELGPG AFFGEMALIS GEPRSATVSA 100

ATTVSLLSLH SADFQMLCSS SPEITAEIFRK TALERRGAAA SA 142

6.1.2 MICNG

MSVLPFLRIY APLNAVLAAP GLLAVAALTI PDMSGRSRLA HIAADEAVAWG 50

AYEEQEAATINEKRRAGVVRD RTPKIAIDVL AVLVPLAAFL LDGSPDWSHEN 100

CAVIIEEKPERNDSTEFPVEGR VLANEARNWICSYARINSWNI\VYWYNY] 150
ERDIQPEKFG S 1PQAMIWAVEVIESTICYCD TIEOSEACRVMNACAVINSEN 200

ENECEWASHEANGFYQEVRR GDFVRNWQLV AAVPLFQKLG PAVLVEIVRA 250
LRARTVPAGA VICRIGEPGD RMFFVVEGSV SVATPNPVEL GPGAFFGEMA 300
LISGEPRSAT VSAATTVSLL SLHSADFQML CSSSPEIAEI FRKTALERRG 350
AAASA 355

gelb — S1

grin — S2

cyan — S3

pink — S4

blau — S5

rot — S6
dunkelgriin — Pore
grau - CNBD
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6.1.3 KcsA

MPPMLSGLLA RLVKLLLGRH GSALHWRAAG AATVLLVIVL LAGSYLAVLA 50
ERGAPGAQLI TYPRALWWSV ETATTVGYGD LYPVTLWGRL VAVVVMVAGI 100
TSFGLVTAAL ATWFVGREQE RRGHFVRHSE KAAEEAYTRT TRALHERFDR 150

LERMLDDNRR 160

6.2 Molare Extinktionskoeffizienten einiger zyklischer Nukleotide und der

verwendeten Proteine

Tabelle 6.1: Molare Extinktionskoeffizienten einiger zyklischer Nukleotide.

Zyklisches Wellenlange Ldsungsmittel Molarer Extinktionskoeffizient
Nukleotid (nm) (Mtem™)

CAMP 258 20 mM NaP, pH 7,0 14650
260 13800
cGMP 254 20 mM NaP, pH 7,0 12950
8-Br-cAMP 264 20 mM NaP, pH 7,0 15700
8-CPT-cAMP 282 20 mM NaP, pH 7,0 16000
8-NBD-cAMP 467 Methanol 23000
8-Br-cGMP 260 20 mM NaP, pH 7,0 15000
8-CPT-cGMP 276 20 mM NaP, pH 7,0 21500
8-NBD-cGMP 467 Methanol 23000

Tabelle 6.2: Molare Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine.

Protein | Wellenlange (nm) | Molarer Extinktionskoeffizient (M"cm™)

MICNG 280 47630

CNBD 280 5690
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