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Zusammenfassung 

ATP-binding cassette (ABC) Transporter sind ubiquitäre Membranproteine, die die Hydrolyse 
von ATP in der Regel an die Translokation unterschiedlichster Substrate über biologische 
Membranen koppeln. Sie bilden eine der größten Familien von aktiven Transportern, werden 
in allen drei Reichen des Lebens gefunden und sind an einer Vielzahl physiologischer und 
pathophysiologischer Vorgänge beteiligt. Auf Grund ihrer zentralen Bedeutung für viele 
zelluläre Prozesse wurden in der hier vorliegenden Arbeit ausgewählte ABC-Transporter bzw. 
ihre Komponenten strukturell untersucht, mit dem Ziel einen Beitrag zur Aufklärung ihrer 
molekularen Mechanismen zu leisten. 

Das erste untersuchte System war der MDR-ABC-Transporter LmrA aus L. lactis, der auf 
Grund seiner funktionalen Austauschbarkeit mit dem humanen P-Glykoprotein ein geeignetes 
Modellsystem zur strukturellen Untersuchung dieser medizinisch relevanten Klasse von 
ABC-Transportern darstellte. In einem ersten Schritt zu seiner Kristallisation wurde durch die 
Analyse von 43 Protein-Detergens-Kombinationen eine für strukturbiologische Untersuchun-
gen geeignete Proteinpräparation etabliert. Unter Verwendung von FOS-CHOLINE-16 wurde 
eine bis zur Homogenität gereinigte, monodisperse und stabile Proteinlösung zur Kristallisa-
tion gewonnen, mit der eine breit angelegte Analyse des n-dimensionalen Kristallisations-
raums von LmrA durchgeführt wurde. Im Zuge der Analyse von insgesamt 9600 
Bedingungen wurden vier verschiedene Kristallformen erhalten. Die Datenaufnahme lieferte 
für die Kristallform 2 unter Verwendung von Synchrotronstrahlung eine schwache Streuung 
bis zu einer Auflösung von 20 Å. 

In einem weiteren Projekt wurden die molekularen Grundlagen der Substratspezifität des 
ABC-Importers Ehu aus S. meliloti untersucht. Hierfür wurde die Kristallstruktur seines Sub-
stratbindeproteins EhuB im Komplex mit den kompatiblen Soluten Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin mit einer Auflösung von 1,9 Å bzw. 2,5 Å gelöst. Die beiden erhaltenen 
Strukturen zeigten einen für Substratbindeproteine der Gruppe II typischen Aufbau aus zwei 
globulären Domänen, die durch zwei Segmente der Polypeptidkette verbunden wurden. Die 
Substratbindungsstelle von EhuB war, wie für Substratbindeproteine erwartet, in der Spalte 
zwischen den beiden globulären Domänen lokalisiert. Ihre Analyse zeigte eine Interaktion des 
Proteins mit der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe der Substrate durch die Bildung von 
Salzbrücken mit der Seitenkette von Arg85 sowie mittels Wasserstoffbrückenbindungen mit 
den Hauptketten-Stickstoffatomen von Phe80 und Thr133. Im Unterschied dazu waren für die 
Bindung des kationischen Anteils der Substrate wesentlich seine Wechselwirkungen mit den 
aromatischen Resten Phe24, Tyr60 und Phe80 verantwortlich, die durch ihre räumliche Anord-
nung eine optimale Bindungsstelle für die delokalisierte positive Ladung der Substrate 
bildeten. Die Bedeutung dieser wahrscheinlich auf Kation-π und van der Waals Interaktionen 
beruhenden Wechselwirkungen für die Substratbindung konnten – aufbauend auf der Kristall-
struktur – in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. E. Bremer (Universität Marburg) 
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bestätigt werden. Neben den beschriebenen Interaktionen wurde der kationische Anteil der 
Substrate durch zwei Salzbrücken mit der Seitenkette von Glu21 sowie durch eine Wasser-
stoffbrückenbindung mit der Hauptketten-Carbonyl-Funktion von Gly78 gebunden. Bei der 
Bindung des Substrats Hydroxyectoin wurde im Vergleich zu Ectoin eine zusätzliche Wasser-
stoffbrückenbindung zwischen der Seitenkette von Glu134 und der lediglich in diesem Substrat 
vorhandenen Hydroxyl-Gruppe beobachtet, die für die dreieinhalbfach höhere Bindungs-
affinität von EhuB für Hydroxyectoin gegenüber Ectoin verantwortlich zu sein scheint. 

Der Vergleich der an der Substratbindung beteiligten Interaktionen in EhuB mit den ebenfalls 
für kompatible Solute spezifischen Substratbindeproteinen ProX aus E. coli, ProX aus 
A. fulgidus und OpuAC aus B. subtilis enthüllte gemeinsame Prinzipen der untersuchten 
Proteine zur Bindung dieser Klasse von Substraten. Von besonderer Bedeutung waren dabei 
die von bestimmten aromatischen Resten ausgehenden Wechselwirkungen mit dem 
kationischen Anteil der Substrate, die wahrscheinlich auf Kation-π und van der Waals 
Interaktionen beruhen. Im Detail zeigten die Substratbindungsstellen der untersuchten 
Proteine jedoch signifikante Unterschiede, die eine Anpassung an die für ihre Aufgabe 
benötigte Bindungsaffinität und das zu bindende Substrat zu sein scheinen. 
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1 Einleitung 

Biologische Membranen sind ein essentieller Bestandteil aller Zellen. Sie grenzen die Zelle in 
Gestalt der Plasmamembran gegenüber ihrer Umgebung ab und ermöglichen auf diese Weise 
die lebenswichtige Verschiedenartigkeit von Zytosol und extrazellulärem Milieu. In 
Eukaryoten sind Membranen weiterhin für die Kompartimentierung der Zelle verantwortlich, 
die die Voraussetzung für eine Vielzahl wichtiger zellulärer Vorgänge (z.B. 
Energiegewinnung) ist. Biologische Membranen, die hochorganisierte Aggregate von Lipiden 
und Proteinen sind (Singer und Nicolson, 1972), stellen dabei keine unpassierbaren Barrieren 
sondern hochselektive Permeabilitätsschranken dar. Die selektive Permeabilität der 
Membranen beruht im Wesentlichen auf bestimmten Membranproteinen, die auf Grund ihrer 
Triebkraft in zwei Kategorien eingeteilt werden. Die erste Gruppe von Membranproteinen 
ermöglicht die passive Diffusion von bestimmten Molekülen entlang ihres elektrochemischen 
Gradienten. Im Unterschied dazu katalysieren die Membranproteine der zweiten Kategorie 
den energieabhängigen, aktiven Transport ihrer Substrate entgegen eines elektrochemischen 
Gradienten. Die Letzteren werden auf Basis ihrer Energiequelle in primär und sekundär aktive 
Transporter unterschieden. Die primär aktiven Transporter beziehen ihre Energie dabei direkt 
aus der ATP-Hydrolyse, während sich die sekundär aktiven Transporter der 
elektrochemischen Triebkraft eines Ionengradienten bedienen. Innerhalb der für eine Vielzahl 
von zellulären Vorgängen wichtigen Klasse der aktiven Transporter bilden die ATP-binding 
cassette (ABC) Transporter eine der größten Proteinfamilien (Higgins und Linton, 2003). 

1.1 ATP-binding cassette Transporter 

ABC-Transporter sind integrale Membranproteine, die in allen drei Reichen des Lebens ge-
funden werden und die die Hydrolyse von ATP in der Regel an den Transport ihrer Substrate 
über die Membran koppeln (Ames et al., 1990; Higgins, 1992). Sie sind an einer Vielzahl 
physiologischer und pathophysiologischer Vorgänge beteiligt und die von ihnen gebildete 
Proteinfamilie zeichnet sich durch ein breites Spektrum der von ihren Vertretern transportier-
ten Substanzen aus. Das Substratspektrum der ABC-Transporter reicht von Ionen, über Zu-
cker, Aminosäuren, Vitaminen, Peptiden, Polysacchariden, Lipiden und Xenobiotika bis hin 
zu Proteinen mit einem Molekulargewicht von 800 kDa (Holland und Blight, 1999; Holland 
et al., 2005). 

Im Menschen sind ABC-Transporter beispielweise an der adaptiven Immunabwehr (Schmitt 
und Tampe, 2000) ebenso beteiligt wie an der Freisetzung von Insulin (Matsuo et al., 2003). 
Mutationen in einigen der 48 humanen ABC-Transporter (Dean und Allikmets, 2001) sind, 
wie Tab. 1.1 zeigt, aber auch die Grundlage für Erbkrankheiten unter ihnen Mukoviszidose, 
Adrenoleukodystrophie, Dubin-Johnson Syndrom und Wegener Granulomatose. Weiterhin ist 
die Überexpression von bestimmten ABC-Transportern, wie dem humanen P-Glykoprotein 
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(P-gp, MDR1, ABCB1), eine der Grundlagen für die als „multidrug resistance“ bezeichnete 
Resistenz maligner Tumore gegen eine Chemotherapie. 

ABC-Transporter Erbkrankheit Transportsubstrat 

ABCA1 Tangier-Syndrom Cholesterol 

ABCA4 Stargardt-Syndrom Retinal 

ABCB2/3 (TAP) Wegener-Granulomatose Peptide 

ABCC2 (MRP2) Dubin-Johnson-Syndrom Glutathion-Konjugate 

ABCC7 (CFTR) Mukoviszidose Chlorid-Ionen 

ABCD1 Adrenoleukodystrophie  

Tab. 1.1: Ausgewählte Erbkrankheiten durch Mutationen in ABC-Transportern. Gezeigt sind humane ABC-
Transporter, deren Mutationen Erbkrankheiten auslösen, sowie deren Transportsubstrate. 

Allgemein können ABC-Transporter auf Basis ihrer Transportrichtung in Importer und Ex-
porter unterteilt werden, wobei Erstere ihre Substrate in das Zytoplasma transportieren, wäh-
rend die Letzteren sie aus dem Zytoplasma in den Extrazellulärraum oder in ein anderes Zell-
kompartiment verbringen. Eine Ausnahme hiervon bilden die Exporter, die ihre Substrate aus 
der mitochondrialen Matrix heraustransportieren, da diese in Bezug auf den Symbionten dem 
Zytoplasma entspricht. Die Einteilung der ABC-Transporter in Importer und Exporter wird 
bei näherer Betrachtung verständlich, da bei den Ersteren das Transportsubstrat und die Ener-
giequelle auf unterschiedlichen Seiten der Membran lokalisiert sind, während sie bei den 
Letzteren auf der selben Seite vorliegen. Im Unterschied zu den Exportern benötigen die aus-
schließlich bei Prokaryonten vorkommenden Importer für ihre Funktion eine zusätzliche ext-
razelluläre Komponente, ein so genanntes Substratbindeprotein. Dieses Protein hat die Auf-
gabe das Substrat zu binden und an den in der Membran lokalisierten Transporter weiter-
zugeben. 

Die große Mehrheit der bisher charakterisierten ABC-Transporter sind aktive Transporter, je-
doch existieren Vertreter dieser Proteinfamilie, die keine solche Funktion besitzen. Der 
„cystic fibrosis transmembrane conductance regulator“ (CFTR, ABCC7) beispielweise hat 
keine aktive Transportfunktion, sondern stellt einen Nukleotid-regulierten Ionenkanal dar 
(Hanrahan et al., 2003). In ähnlicher Weise kontrolliert der „sulfonylurea receptor 1“ (SUR1, 
ABCC8) die Öffnungswahrscheinlichkeit eines Ionenkanals (Matsuo et al., 2003). 

1.1.1 Bauplan der ABC-Transporter 

ABC-Transporter zeigen, wie bereits beschrieben, große Unterschiede in Bezug auf ihre 
Transportsubstrate und die Richtung des Transports. Dennoch besitzen sie, wie schon früh er-
kannt wurde (Higgins et al., 1986), einen gemeinsamen zugrunde liegenden Bauplan. Dieser 
beschreibt ABC-Transporter mit einer modularen Architektur, bei der ein funktionaler Trans-
porter von zwei Nukleotid-bindenden Domänen (NBDs) und zwei Transmembrandomänen 
(TMDs) gebildet wird (Higgins, 1992). In einem ABC-Transporter können diese vier 
Domänen auf verschiedenste Weisen kombiniert werden. In Prokaryonten beispielsweise sind 
die einzelnen Domänen häufig auf separaten Polypeptidketten lokalisiert. Im Gegensatz dazu 
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sind die vier Domänen bei Eukaryonten vielfach in einer Polypeptidkette fusioniert, wobei die 
NBDs normalerweise Carboxy-terminal von den TMDs lokalisiert sind (Jones und George, 
2004). Die so genannten „half size“ Transporter, bei denen eine TMD und eine NBD fusio-
niert sind, nehmen eine Mittelstellung zwischen den beiden Extremen ein. In der Familie der 
ABC-Transporter werden jedoch fast alle erdenklichen Domänenkombinationen zwischen den 
beiden Extremen gefunden, von denen einige in Abb. 1.1 schematisch dargestellt sind. 

 
Abb. 1.1: Domänenorganisation von ABC-Transportern. Beispielhaft sind dargestellt (A) der in vier (fünf mit dem 
Substratbindeprotein) getrennten Untereinheiten organisierte Histidin-Transporter, (B) der aus fusionierten NBDs 
und separaten TMDs bestehende Ribose-Transporter, (C) der aus getrennten NBDs und fusionierten TMDs be-
stehende Eisen-Hydroxamat-Transporter, (D) der aus zwei TMD-NBD Kombinationen bestehende MDR-ABC-
Transporter LmrA, (E) der aus einer Polypeptidkette mit vier Domänen bestehende MDR-ABC-Transporter MDR1 
(P-gp, ABCB1) und (F) der aus fusionierten Domänen sowie einer zusätzlichen regulatorischen Domäne beste-
hende ABC-Transporter CFTR (ABCC7). 

Die NBDs sind, wie schon früh gezeigt werden konnte, für die Bindung (Higgins et al., 1985; 
Hobson et al., 1984) und Hydrolyse von ATP sowie deren Kopplung an den Transportprozess 
(Bishop et al., 1989; Mimmack et al., 1989) verantwortlich. Sie besitzen – unabhängig von 
ihrem prokaryontischen bzw. eukaryontischen Ursprung oder dem Substrat des Transporters – 
ein hohes Maß an Sequenzidentität und sind durch einige charakteristische Sequenzmotive 
gekennzeichnet (Higgins et al., 1986). Dieses sind einerseits die für eine Vielzahl von 
ATPasen typischen Walker A (G-X-X-(G)-X-G-K-S-T, wobei X eine beliebige Aminosäure 
darstellt) und B (φ-φ-φ-φ-D, wobei φ eine hydrophobe Aminosäure darstellt) Motive (Walker 
et al., 1982) sowie andererseits das für ABC-Transporter charakteristische C-Schleifen (L-S-
G-G-Q) Motiv (Bianchet et al., 1997), das auch als ABC Signaturmotiv bezeichnet wird. 
Neben den beschriebenen Motiven existieren in NBDs mit der D-Schleife, der H-Schleife und 
der Q-Schleife weitere charakteristische Sequenzmotive. 

Im Gegensatz zu den NBDs zeigen die TMDs, die den Weg für die Translokation der Sub-
strate bereitstellen, nur dann ein signifikantes Maß an Sequenzhomologie, wenn sie chemisch 
verwandte Substanzen in derselben Richtung über die Membran transportieren (Saurin et al., 
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1999). Eine Ausnahme bildet das sogenannte EAA-Motiv, dass sich in der vierten 
zytoplasmatischen Schleife fast aller TMDs von ABC-Transportern befindet, die eine Import-
funktion ausüben (Mourez et al., 1997). 

1.1.2 Struktur der Nukleotid-bindenden Domäne 

Im Jahre 1998 wurde die erste Kristallstruktur einer isolierten NBD (Hung et al., 1998) 
beschrieben und seitdem sind die dreidimensionalen Strukturen einer Reihe weiterer isolierter 
NBDs in unterschiedlichen funktionalen Zuständen bestimmt worden, die wesentlich zum 
Verständnis des molekularen Mechanismus der ABC-Transporter beigetragen haben. Neben 
den Strukturen von isolierten NBDs sind in den letzten Jahren auch jene von vier vollständi-
gen ABC-Transportern aufgeklärt worden (Chang, 2003; Chang und Roth, 2001; Locher et 
al., 2002; Reyes und Chang, 2005). Eine Liste ausgewählter Kristallstrukturen von vollständi-
gen ABC-Transportern bzw. ihren isolierten NBDs findet sich, unter Angabe des funktionalen 
Zustands, in Tab. 1.2. 

vollständige Transporter (Organismus) Ligand Referenz 

BtuCD (E. coli) Cyclotetravanadat (Locher et al., 2002) 

MsbA (E. coli) Nukleotid frei (Chang und Roth, 2001) 

MsbA (S. typhimurium) ADP*Vi (Reyes und Chang, 2005) 

MsbA (V. cholera) Nukleotid frei (Chang, 2003) 

isolierte NBDs (Organismus) Ligand Referenz 

CFTR (M. musculus) 

N-Terminale NBD 

Nukleotid frei 
ADP/Mg2+ 

ATP/Mg2+ 

AMP-PNP/Mg2+ 

(Lewis et al., 2004) 

GlcV (S. solfataricus) Nukleotid frei 
ADP/Mg2+ 

AMP-PNP/Mg2+ 

(Verdon et al., 2003a) 

GlcV G144A (S. solfataricus) Nukleotid frei (Verdon et al., 2003b) 

HisP (S. typhimurium) ATP (Hung et al., 1998) 

HlyB (E. coli) Nukleotid frei (Schmitt et al., 2003) 

HlyB H662A (E. coli) ATP/Mg2+ (Zaitseva et al., 2005a) 

MalK (E. coli) Nukleotid frei 
ATP 

(Chen et al., 2003) 

MalK (T. litoralis) PPi (Diederichs et al., 2000) 

MJ0796 (M. jannaschii) ADP/Mg2+ (Yuan et al., 2001) 

MJ0796 E171Q (M. jannaschii) ATP/Na+ (Smith et al., 2002) 

MJ1267 (M. jannaschii) Nukleotid frei, ADP/Mg2+ (Karpowich et al., 2001) 

TAP1 (H. sapiens) ADP/Mg2+ (Gaudet und Wiley, 2001) 

Tab. 1.2: Ausgewählte Kristallstrukturen von ABC-Transportern bzw. ihren isolierten NBDs. Gezeigt sind ABC-
Transporter bzw. isolierte NBDs bekannter dreidimensionaler Struktur unter Angabe des funktionalen Zustands, 
des Organismus aus dem sie stammen sowie eventuell eingeführter Mutationen. 

Die Strukturen der NBDs – isoliert oder im Kontext des vollständigen Transporters – zeigen 
für ihre Monomere eine sehr ähnliche Grundstruktur, die eine L-Form besitzt und in zwei 
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Subdomänen unterteilt werden kann. Die Subdomäne I, die katalytische Domäne, besitzt eine 
α/β Struktur und enthält in ihrem „F1-core“ (Abrahams et al., 1994) ein typisches Phosphat-
bindungsmotiv, das vom Walker A und B Motiv gebildet wird (Walker et al., 1982). Weiter-
hin enthält die Subdomäne I mit der H- und der D-Schleife weitere charakteristische Sequenz-
motive von ABC-Transportern. Die Subdomäne II, die helikale Domäne, besteht vollständig 
aus α-Helices und enthält die C-Schleife, die auch als ABC Signaturmotiv bezeichnet wird, 
sowie die „structurally diverse region“ (Schmitt et al., 2003), die an der Interaktion mit den 
TMDs beteiligt zu sein scheint. Die beiden Subdomänen werden von zwei Segmenten der 
Polypeptidkette, die nach wichtigen Resten in ihnen als Q- bzw. Pro-Schleife bezeichnet wer-
den, verbunden. Einen Überblick über die beschriebenen konservierten Motive gibt Abb. 1.2 
anhand der Struktur der isolierten NBD des ABC-Transporters HlyB. 

 
Abb. 1.2: Die Struktur von NBDs. Beispielhaft ist die monomere Struktur der isolierten NBD des ABC-Transpor-
ters HlyB (Proteindatenbank Zugangscode 1MT0) gezeigt. Die katalytische bzw. die helikale Subdomäne des 
Proteins sind in hellgelb und hellgrau bzw. hellbraun dargestellt. Die konservierten Sequenzmotive von ABC-
Transportern sind farblich hervorgehoben (modifiziert nach (Zaitseva et al., 2005b)). 

Die strukturelle Untersuchung isolierter NBDs hat gezeigt, dass die ATP Bindung in der 
katalytischen Domäne eine „rigid body motion“ der helikalen Domäne von etwa 20° relativ 
zur katalytischen Domäne induziert und auf diese Weise eine Dimerisierung der ansonsten 
monomeren NBDs ermöglicht (Chen et al., 2003; Karpowich et al., 2001; Smith et al., 2002; 
Zaitseva et al., 2005a). Die Architektur dieses „composite dimer“ ist, obwohl anfangs kontro-
vers diskutiert, mittlerweile durch biochemische und strukturelle Daten abgesichert (Chen et 
al., 2003; Chen et al., 2001; Karpowich et al., 2001; Smith et al., 2002; Zaitseva et al., 2005a; 
Zaitseva et al., 2005c) und in Abb. 1.3 anhand der Struktur der NBD des ABC-Transporters 
HlyB im Komplex mit ATP/Mg2+ dargestellt. 
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Abb. 1.3: Die Struktur des „composite dimer“. Dargestellt ist die isolierte NBD des ABC-Transporters HlyB im 
ATP/Mg2+ gebundenen Zustand (Proteindatenbank Zugangscode 1XEF). Die beiden Monomere sind in hellgelb 
und hellbraun dargestellt. Weiterhin sind die konservierten Sequenzmotive von ABC-Transportern farblich hervor-
gehoben (modifiziert nach (Zaitseva et al., 2005a)). 

Die Strukturen der „composite dimer“ zeigen, dass das gebundene ATP als eine Art „mole-
kularer Klebstoff“ wirkt, indem es vom Walker A Motiv des einen Monomers – dem cis Mo-
nomer – und der C-Schleife des anderen Monomers – dem trans Monomer – koordiniert wird 
(Chen et al., 2003; Smith et al., 2002; Zaitseva et al., 2005a). Im Fall der NBD von HlyB trägt 
das ATP mit 450 Å2 etwa ein Viertel zur gesamten Interaktionsfläche (engl. „buried surface 
area“) der beiden Monomere bei (Zaitseva et al., 2005a). Weiterhin zeigen die Strukturen eine 
Interaktion der D-Schleife eines Monomers mit dem Walker A Motiv des anderen Monomers, 
was für die Kommunikation der beiden NBDs von Bedeutung sein könnte. 

 
Abb. 1.4: Stereoabbildung der Interaktionen der C-Schleife mit dem gebundenen ATP im „composite dimer“ der 
isolierten NBD von HlyB (modifiziert nach (Hanekop et al., 2006)). 

Die Analyse der Wechselwirkung der C-Schleife mit dem gebundenen ATP in der isolierten 
NBD von HlyB liefert eine mögliche Erklärung für die Stabilität des „composite dimer“ in 
Gegenwart von ATP, nicht aber von ADP, denn mit einer Ausnahme sind alle Interaktionen 
der C-Schleife auf das γ-Phosphat des Nukleotids gerichtet (Hanekop et al., 2006), was in 
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Abb. 1.4 gezeigt ist. Zur Veranschaulichung der Wechselwirkungen im „composite dimer“ 
sind in Abb. 1.5 beispielhaft die Interaktionen der beiden Monomere der isolierten NBDs von 
HlyB untereinander und mit einem der gebundenen ATP-Mg2+ Komplexe dargestellt. 

 
Abb. 1.5: Wechselwirkungen im „composite dimer“ der isolierten NBDs von HlyB. Dargestellt sind die Wechselwir-
kungen (A) eines der gebundenen ATP-Mg2+-Komplexe mit den isolierten NBDs von HlyB sowie (B) der beiden 
Monomere von HlyB untereinander. Wasserstoffbrückenbindungen und Salzbrücken sind dabei in Form durchge-
zogener Linien dargestellt. van der Waals Interaktionen und hydrophobe Wechselwirkungen sind durch gestri-
chelte Linien angedeutet. Weiterhin sind die an Wechselwirkungen beteiligten Wassermoleküle in Form von Zah-
len dargestellt (entnommen aus (Zaitseva et al., 2005a)). 

Der Vergleich der unterschiedlichen funktionalen Zustände in den Kristallstrukturen isolierter 
NBDs zeigt, dass im Gegensatz zu den großen strukturellen Änderungen im Zuge der ATP 
Bindung zwischen den monomeren Nukleotid freien und ADP gebundenen Zuständen nur 
vergleichsweise geringe strukturelle Veränderungen stattfinden. 

1.1.3 Struktur vollständiger ABC-Transporter 

In den vergangenen Jahren sind die dreidimensionalen Strukturen von vier vollständigen 
ABC-Transportern bestimmt worden. Bei diesen handelt es sich um den bakteriellen Importer 
BtuCD (Locher et al., 2002) und drei Strukturen des bakteriellen Exporters MsbA aus unter-
schiedlichen Organismen (Chang, 2003; Chang und Roth, 2001; Reyes und Chang, 2005). 

Die dreidimensionale Struktur des für den Import von Vitamin B12 verantwortlichen ABC-
Transporters BtuCD aus E. coli (Locher et al., 2002), die ohne gebundenes Transportsubstrat 
bestimmt wurde, zeigt einen für diese Unterfamilie typischen Aufbau (siehe Abb. 1.6) aus 
zwei TMDs (BtuC) und zwei NBDs (BtuD). 
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Abb. 1.6: Die Kristallstruktur des ABC-Transporters BtuCD. Dargestellt ist die Struktur des BtuCD Komplexes 
(Proteindatenbank Zugangscode IL7V) bestehend aus zwei NBDs (BtuD, in grün) und zwei TMDs (BtuC, in blau). 
Das von den NBDs gebundene Cyclotetravanadat ist als „stick“ Modell dargestellt. Die Grenzen der Lipiddoppel-
schicht sind durch Linien angedeutet. 

Die beiden NBDs des Transporters zeigen, obwohl als Ligand lediglich ein Cyclotetravanadat 
gebunden ist, eine dem für isolierte NBDs mit gebundenem ATP beschriebenen „composite 
dimer“ ähnliche Anordnung. Die beiden Monomere besitzen dabei mit einer Interaktions-
fläche von 740 Å2 lediglich zwei Fünftel des für die isolierte NBD von HlyB beschriebenen 
Wertes (Zaitseva et al., 2005a). Die Positionen von zwei der vier in der Struktur gebundenen 
Vanadate lassen sich mit den α- und β-Positionen der Nukleotide in Strukturen anderer NBDs 
überlagern. Die beiden TMDs des Komplexes bestehen aus jeweils zehn membrandurchspan-
nenden α-Helices und bilden einen großen wassergefüllten Kanal, der zum Periplasma hin 
geöffnet ist und an seinem cytoplasmatischen Ende durch die Schleife zwischen den Trans-
membranhelices 4 und 5 verschlossen wird. Der beschriebene Kanal könnte nach Meinung 
der Autoren den Weg für die Translokation des Substrats bilden. Die Analyse der Interaktio-
nen zwischen den NBDs und den TMDs zeigt, dass diese eine Interaktionsfläche von ~ 1500 
Å2 besitzen. Im integralen Membranprotein BtuC ist an dieser Wechselwirkung hauptsächlich 
die Schleife zwischen den Transmembranhelices 6 und 7 beteiligt. Diese wird von zwei kur-
zen Helices gebildet, die durch einen scharfen Knick verbunden sind und die auf Grund ihrer 
Form von den Autoren als L-Schleife bezeichnet wird. Die Autoren vermuten auf Grund der 
Sequenzhomologie der L-Schleife zu funktional bedeutenden Abschnitten in anderen ABC-
Transportern, dass es sich bei dieser um eine generelle Schnittstelle zwischen den TMDs und 
NBDs von ABC-Transportern handelt. Auf Seiten der NBD (BtuD) dominieren Reste in und 
um die hochkonservierte Q-Schleife die Interaktion mit den TMDs (BtuC), was nach Mei-
nung der Autoren für eine Kopplung der für die ATP Bindung und Hydrolyse wichtigen Mo-
tive an die Konformation der L-Schleife spricht. 
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Abb. 1.7: Die Kristallstrukturen des ABC-Transporters MsbA. Gezeigt sind (A) der Verlauf der Cα-Atome von 
MsbA aus E. coli (Proteindatenbank Zugangscode 1JSQ) sowie die Strukturen von MsbA aus (B) V. cholera 
(Proteindatenbank Zugangscode 1PF4) und (C) S. typhimurium (Proteindatenbank Zugangscode 1Z2R). Die bei-
den Monomere der MsbA Dimere sind grün und blau eingefärbt. Die in (C) gebundenen Substrate ADP*Vi sowie 
die beiden Lipopolysaccharide sind mit Ausnahme des Vanadat in Form von „stick“ Modellen dargestellt. Die 
Grenzen der Lipiddoppelschicht sind durch Linien angedeutet. 

Die Strukturen des ABC-Transporters MsbA aus E. coli (Chang und Roth, 2001), V. cholera 
(Chang, 2003) und S. typhimurium (Reyes und Chang, 2005), die in Abb. 1.7 dargestellt sind, 
zeigen einen Dimer aus zwei so genannten „half-size“ Transportern, bei denen jeweils eine 
TMD und eine NBD fusioniert sind. Die TMDs von MsbA bestehen in den vorliegenden 
Strukturen aus jeweils sechs α-Helices. Weiterhin zeigen die drei Kristallstrukturen von 
MsbA übereinstimmend eine dritte Domäne neben der NBD und der TMD, die von den Auto-
ren als „intracellular domain“ (ICD) bezeichnet wird und die zwischen den beiden anderen 
Domänen lokalisiert ist. Die Substrat freien MsbA Strukturen aus E. coli und V. cholera so-
wie die Struktur aus S. typhimurium, die ein gebundenes ADP*Vi und zwei Lipopoly-
saccharide (Ra LPS) enthält, zeigen eine grundverschiedene Organisation des Proteins. In der 
von den Autoren als „open apo“ Konformation bezeichneten MsbA Struktur aus E. coli 
interagieren die beiden TMDs an den extrazellulären Enden ihrer membrandurchspannenden 
Helices miteinander, wodurch eine umgekehrt V-förmige Struktur entsteht. In dieser Struktur 
sind die nur teilweise in der Elektronendichte sichtbaren NBDs räumlich weit voneinander 
entfernt. Im Gegensatz dazu bilden die NBDs bzw. die TMDs in der als „closed apo“ 
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Konformation bezeichneten MsbA Struktur aus V. cholera intermolekulare Kontakte 
miteinander aus und stabilisieren auf diese Weise den Dimer. Die NBDs bzw. die TMDs 
tragen dabei eine Interaktionsfläche von ~ 1650 Å2 bzw. ~ 1500 Å2 zur Wechselwirkung der 
beiden „half size“ Transporter bei. Die beiden TMDs von MsbA aus V. cholera bilden eine 
große vom Zytoplasma zugängliche interne Kammer. Die in der MsbA Struktur aus E. coli 
teilweise nicht geordneten NBDs sind in der Struktur aus V. cholera vollständig aufgelöst, 
zeigen jedoch nicht die auf Grundlage der Untersuchung isolierter NBDs erwartete Struktur. 

In der Substrat gebundenen MsbA Struktur aus S. typhimurium (Reyes und Chang, 2005), die 
ein gebundenes ADP*Vi und zwei Lipopolysaccharide (Ra LPS) enthält, sind die Letzteren in 
der dem äußeren Blatt der Membran entsprechenden Seite der TMDs von MsbA gebunden. 
Die Lipopolysaccharide bilden dabei umfassende Kontakte mit den Transmembranhelices 1 
und 6 des einen Monomers sowie der Transmembranhelix 2 des anderen Monomers aus. Die 
beiden TMDs bilden in der MsbA Struktur aus S. typhimurium eine interne Kammer, die je-
doch im Unterschied zur „closed apo“ Konformation ausschließlich vom Periplasma aus zu-
gänglich ist. Die beiden NBDs von MsbA aus S. typhimurium zeigen eine an den „composite 
dimer“ erinnernde Anordnung. In dieser ist lediglich in einer der beiden aktiven Zentren ein 
Nukleotid (ADP*Vi) gebunden und das ABC Signaturmotiv des gegenüberliegenden Mono-
mers ist nicht mehr in Kontakt mit der P-Schleife und dem gebundenen Nukleotid. Diese An-
ordnung der NBDs stellt nach Meinung der Autoren eine Post-Hydrolyse Konformation dar, 
in welcher eines der gebundenen Nukleotide den Komplex bereits verlassen hat. Die Wech-
selwirkung der NBDs und TMDs von MsbA aus S. typhimurium erfolgt durch eine der 
L-Schleife von BtuCD äquivalente Helix der ICD 1, die mit der Q-Schleife der NBD 
interagiert. 

In Bezug auf die beiden MsbA Strukturen aus E. coli und V. cholera ist jedoch anzumerken, 
dass diese unter anderem auf Grund der Orientierung der NBDs relativ zu den TMDs sowie 
der Struktur der NBDs kritisch diskutiert worden sind (Davidson und Chen, 2004; Jones und 
George, 2004; van der Does und Tampe, 2004). 

1.1.4 Substratbindeproteine 

ABC-Transporter können, wie eingangs beschrieben, auf Grund ihrer Transportrichtung in 
Importer und Exporter unterschieden werden. Die ausschließlich in Prokaryonten vorkom-
menden Importer benötigen dabei, im Unterschied zu den Exportern, in der Regel fünf 
Domänen bzw. Untereinheiten für ihre Transportfunktion. Diese Domänen umfassen neben 
den bei allen ABC-Transportern vorhandenen NBDs und TMDs auch Substratbindeproteine 
(Higgins et al., 1982), die für jeden ABC-Transporter spezifisch sind. Die Aufgabe der 
Substratbindeproteine im Kontext des gesamten Transporters ist es, die extrazellulären Sub-
strate zu binden und an die in der Membran lokalisierte Transportmaschinerie weiterzugeben, 
wodurch sie wesentlich für die Substratspezifität des Systems verantwortlich sind (Boos und 
Lucht, 1996). 
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In gram-negativen Bakterien liegen die Substratbindeproteine von ABC-Transportern in lösli-
cher Form im Periplasma vor. Im Unterschied dazu sind die Substratbindeproteine in gram-
positiven Bakterien und Archaea normalerweise durch eine an den Amino-terminus des Pro-
teins angehängte Lipidgruppe in der Membran verankert (Gilson et al., 1988). In einigen Fäl-
len, wie dem OpuABC Protein des OpuA Systems aus L. lactis, ist das Substratbindeprotein 
jedoch auch mit dem integralen Membranprotein des ABC-Transporters fusioniert (van der 
Heide und Poolman, 2000). 

Weiterhin besitzt eine Untergruppe der Substratbindeproteine neben ihrer Aufgabe beim Sub-
strattransport eine zweite Funktion als Rezeptor für chemotaktische Signale (Wilkinson und 
Verschueren, 2003). Beispiele hierfür sind die für Ribose, Maltose und Galaktose/Glucose 
spezifischen Substratbindeproteine. 

1.1.5 Struktur der Substratbindeproteine 

Die Substratbindeproteine besitzen trotz ihrer geringen Sequenzhomologie und der Diversität 
der von ihnen gebundenen Substrate die gleiche zugrunde liegende Faltung, eine Binde-
proteinfaltung. Diese Bindeproteinfaltung zeichnet sich durch den Aufbau aus zwei 
globulären Domänen ähnlicher Topologie aus, wobei jede Domäne aus einem zentralen 
β-Faltblatt, das von α-Helices flankiert wird, besteht.  

 
Abb. 1.8: Die Bindeproteinfaltung. Gezeigt sind beispielhaft für Gruppe I, die Gruppe II und die verbleibenden 
Substratbindeproteine die geschlossenen Substrat gebundenen Konformationen von (A) RbsB (Proteindatenbank 
Zugangscode 2DRI) aus E. coli im Komplex mit Ribose, (B) HisJ (Proteindatenbank Zugangscode 1HSL) aus E. 
coli im Komplex mit Histidin und (C) BtuF (Proteindatenbank Zugangscode 1N2Z) aus E. coli mit gebundenem 
Vitamin B12. Die Domänen 1 und 2 sowie die aus einem bis drei Segmenten der Polypeptidkette bestehende Ge-
lenkregion sind in den Strukturen blau, rot und grün eingefärbt. Die gebundenen Substrate sind als „stick“ Modelle 
dargestellt. 

Die beiden Domänen der Substratbindeproteine werden von einer Gelenkregion verbunden, 
die aus einem bis drei Segmenten der Polypeptidkette besteht (Wilkinson und Verschueren, 
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2003). Die Substratbindeproteine werden auf Grundlage ihrer Faltung in drei Gruppen 
eingeteilt, die sich in der Zahl der verbindenden Segmente in der Gelenkregion zwischen den 
beiden Domänen unterscheiden und deren Strukturen in Abb. 1.8 anhand von Beispielen 
gezeigt sind. Die Substratbindeproteine der Gruppe I besitzen eine Gelenkregion, die von drei 
Segmenten der Polypeptidkette gebildet wird. Im Unterschied dazu verfügen die Vertreter der 
Gruppe II lediglich über zwei solcher verbindenden Segmente. Eine eigene Gruppe bilden 
Substratbindeproteine wie BtuF aus E. coli (Borths et al., 2002; Karpowich et al., 2003), PsaA 
aus S. pneumoniae (Lawrence et al., 1998) und FhuD aus E. coli (Clarke et al., 2000), die nur 
ein verbindendes Segment der Polypeptidkette in der Gelenkregion aufweisen. 

Die Substratbindungsstelle der Bindeproteine ist, wie die Beispiele in Abb. 1.8 veranschauli-
chen, in der Spalte zwischen den beiden Domänen lokalisiert, wobei die Substrate häufig voll-
ständig vom Lösungsmittel abgeschirmt werden. Die Strukturbestimmung einer Reihe von 
Substratbindeproteinen ohne und mit gebundenem Substrat zeigt für diese Proteine eine nor-
malerweise Substrat freie offene („open“) Konformation und eine in der Regel Substrat ge-
bundene geschlossene („closed“) Konformation (Bjorkman und Mowbray, 1998; Hsiao et al., 
1996; Sharff et al., 1992). Ihr Vergleich zeigt, dass es im Zuge der Substratbindung zu einer 
großen relativen Bewegung der beiden Domänen aufeinander zu kommt, während sich die 
Strukturen der beiden Domänen nicht signifikant verändern. Im Rahmen dieser Veränderung 
der relativen Orientierung der beiden Domänen zueinander wird das Substrat vom Protein 
eingeschlossen. Die Grundlage hierfür sind Veränderungen einiger Hauptketten-Torsions-
winkel in der Gelenkregion, welche die beiden Domänen verbindet. Für den Mechanismus der 
Substratbindung, der mit einem Übergang von der offenen in die geschlossene Konformation 
verbunden ist, wird angenommen, dass das Substrat anfänglich nur mit einer der beiden 
Domänen des Proteins in der offenen Konformation interagiert. Anschließend geht das 
Substratbindeprotein in die geschlossene Konformation über, wodurch das Substrat 
eingeschlossen wird, mit beiden Domänen interagiert und auf diese Weise die geschlossene 
Konformation stabilisiert (Mao et al., 1982; Wilkinson und Verschueren, 2003). 

1.2 „multidrug resistance“ 

Die Selektion von kultivierten Krebszellen mit einem bestimmten zur Therapie von malignen 
Tumoren eingesetzten Medikament erlaubt die Identifizierung zweier Klassen resistenter 
Zellen. Einerseits werden Krebszellen gefunden, die gegen Pharmaka mit demselben Wir-
kungsmechanismus resistent sind. Andererseits können Krebszellen identifiziert werden, die 
eine Resistenz gegen eine Vielzahl chemisch sehr verschiedener Medikamente mit unter-
schiedlichen Wirkungsmechanismen zeigen (Endicott und Ling, 1989; Gottesman und Pastan, 
1993). Das letztere Phänomen wird als „multidrug resistance“ bezeichnet und stellt ein großes 
Problem in der modernen Chemotherapie maligner Tumore dar. 

An der Entstehung der „multidrug resistance“ scheinen eine Vielzahl von Faktoren beteiligt 
zu sein, wobei jedoch deutliche Hinweise auf eine entscheidende Rolle von energieabhängi-
gen Transportsystemen bestehen. Diese Transportsysteme verhindern entweder das Eindrin-
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gen der Chemotherapeutika in die Zelle oder transportieren diese aktiv wieder aus ihr heraus 
(Ambudkar et al., 1999; Gottesman und Pastan, 1993). Der auf diese Weise verminderte Ein-
strom und/oder der verstärkte Ausstrom der Chemotherapeutika aus der Zelle führt zu einer 
verringerten intrazellulären Akkumulation dieser Substanzen und damit zu einem Wirkver-
lust. Ein entscheidender Schritt hierfür ist die Überexpression bestimmter energieabhängiger 
Transportsysteme. 

Der vom humanen MDR1 Gen kodierte ABC-Transporter P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1) 
war das erste ATP-abhängige Transportsystem dessen Überexpression in Zusammenhang mit 
der Entstehung der „multidrug resistance“ gebracht werden konnte (Juliano und Ling, 1976), 
weshalb es seitdem intensiv charakterisiert wurde (Ambudkar et al., 1999; Gottesman und 
Pastan, 1993; Senior et al., 1995a; Senior et al., 1995b). In den folgenden Jahren zeigte sich 
jedoch, dass die Überexpression des P-Glykoproteins nicht die einzige Grundlage der Entste-
hung einer „multidrug resistance“ war, denn es wurden Krebszellen gefunden, die keine er-
höhte Expression des P-Glykoproteins zeigten, aber dennoch gegen ein breites Spektrum von 
Naturstoffen resistent waren. Die Analyse dieser Zelllinien offenbarte in einigen die gestei-
gerte Expression eines anderen Vertreters der ABC-Transporter Familie, der als „multidrug 
resistance associated protein 1“ (MRP1; ABCC1) bezeichnet wird (Cole et al., 1992). Weiter-
hin wurde in Krebszellen, die keine Überexpression von P-gp oder MRP1 zeigten, aber einen 
„multidrug resistance“ Phänotyp besaßen, die Überexpression eines anderen ABC-Transpor-
ters, des „breast cancer resistance protein“ (BCRP, ABCG2) nachgewiesen (Allikmets et al., 
1998; Doyle et al., 1998). 

1.2.1 Der MDR-ABC-Transporter P-Glykoprotein 

Das humane P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1) ist ein in der Plasmamembran lokalisiertes inte-
grales Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 170 kDa, das häufig an der Entste-
hung einer „multidrug resistance“ beteiligt ist. Es ist ein Vertreter der ABC-Transporter Fa-
milie und besitzt einen für diese Proteinfamilie typischen Aufbau aus zwei hydrophoben 
TMDs und zwei hydrophilen NBDs, die im Fall des P-Glykoproteins in einer einzigen Poly-
peptidkette fusioniert sind. Hydropathie Analysen ergeben, dass die beiden TMDs von je 
sechs Transmembranhelices gebildet werden. Die beiden NBDs des Proteins zeigen alle für 
diese Domänen charakteristischen Sequenzmotive, wie ein Walker A und B Motiv sowie ein 
ABC Signaturmotiv. Die funktionale Untersuchung des P-Glykoproteins zeigt, dass dieses in 
der Lage ist, ein sehr breites Spektrum hydrophober Substanzen aktiv aus der Zelle heraus zu 
transportieren (Sharom, 1997), von denen ausgewählte in Tab. 1.3 wiedergegeben sind. Die 
Substrate des P-Glykoproteins sind typischerweise hydrophobe Moleküle mit einem Moleku-
largewicht von 300 bis 2000 Da von denen einige eine positive Ladung bei pH 7 tragen (Ford 
und Hait, 1990; Germann, 1996; Sharom et al., 1999). 
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Substrate typische Vertreter 

Vinca Alkaloide Vinblastin und Vincristin 

Anthracycline Daunorubicin und Doxorubicin 

Epipodophyllotoxine Etoposid und Teniposid 

Antibiotika Dactinomycin und Actinomycin D 

Sonstige zytotoxische Substanzen Paclitaxel, Topotecan und Colchicin 

Inhibitoren typische Vertreter 

Ca2+-Kanalblocker Verapamil und Dihydropyridine 

Antihypertensiva Reserpin und Yohimbin 

Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK506 

Steroidhormone Progesteron 

HIV Proteaseinhibitoren Sequinavir und Indinavir 

Tab. 1.3: Substrate und Inhibitoren des P-Glykoproteins. Gezeigt sind ausgewählte Klassen von Substraten und 
Inhibitoren des P-Glykoproteins sowie einige typische Vertreter (entnommen aus (Sauna et al., 2001)). 

Für den Transportmechanismus des P-Glykoproteins sind im Wesentlichen drei verschiedene 
Modelle vorgeschlagen worden, die in Abb. 1.9 schematisch dargestellt sind. 

 
Abb. 1.9: Modelle für den Transportmechanismus des P-Glykoproteins. Schematisch dargestellt sind (A) das 
„aqueous pore“, (B) das „hydrophobic vacuum cleaner“ und (C) das „flippase“ Modell (Erläuterungen siehe Text). 

Im Rahmen des „aqueous pore“ Modells (Altenberg et al., 1994) wird angenommen, dass das 
P-Glykoprotein seine Substrate direkt aus dem Zytoplasma in das extrazelluläre Medium 
transportiert. Im Gegensatz dazu nimmt das „hydrophobic vacuum cleaner“ Modell (Raviv et 
al., 1990) an, dass das P-Glykoprotein seine Substrate aus dem inneren Blatt der Membran in 
das extrazelluläre Medium transportiert. In einer Abwandlung des „hydrophobic vacuum 
cleaner“ Modells, dem „flippase“ Modell (Higgins und Gottesman, 1992), wird angenommen, 
dass das P-Glykoprotein seine Substrate vom inneren Blatt der Membran in das äußere Blatt 
der Membran transportiert, von welchem sie in das extrazelluläre Medium diffundieren. Eine 
Entscheidung, welches der geschilderten Modell zutreffend ist, kann auf Grund der derzeiti-
gen Datenlage nicht zweifelsfrei getroffen werden, jedoch lassen die hydrophoben Eigen-
schaften der meisten Substrate des P-Glykoproteins sowie zahlreiche Untersuchungen, in vivo 
und in vitro, die beiden letztgenannten Modell wahrscheinlicher erscheinen (Homolya et al., 
1993; Romsicki und Sharom, 2001; Shapiro und Ling, 1997; Shapiro und Ling, 1998; van 
Helvoort et al., 1996). Neben einer Fülle an biochemischen Daten wurden für das P-
Glykoprotein auch strukturelle Informationen mittels Elektronenmikroskopie gewonnen 
(Rosenberg et al., 1997; Rosenberg et al., 2005; Rosenberg et al., 2003; Rosenberg et al., 
2001). Die im Rahmen dieser Studien erhaltenen Strukturen des P-Glykoproteins in der 
Nukleotid freien und der AMP-PNP gebundenen Form mit einer Auflösung von ~ 20 Å zeig-
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ten eine signifikante Reorganisation der gesamten TMDs des Proteins im Zuge der Nukleo-
tidbindung (Rosenberg et al., 2003). Weiterhin ergab die Bestimmung der Struktur des 
P-Glykoproteins in seiner AMP-PNP gebundenen Form mit einer Auflösung von ~ 8 Å eine 
pseudo 2-zählige Symmetrie für fünf der sechs α-Helices seiner beiden TMDs (Rosenberg et 
al., 2005). Insgesamt lassen die bisher für das P-Glykoprotein gewonnenen strukturellen 
Informationen jedoch keine Rückschlüsse auf seinen molekularen Mechanismus zu. 

1.2.2 Der MDR-ABC-Transporter LmrA 

Der aus dem gram-positiven Milchsäurebakterium L. lactis stammende ABC-Transporter 
LmrA war der erste beschriebene Vertreter dieser Familie von aktiven Transportern in einem 
Prokaryoten, der in der Lage ist, durch seine Überexpression einen „multidrug resistance“ 
Phänotyp zu vermitteln (Bolhuis et al., 1994; Bolhuis et al., 1996; van Veen et al., 1996). Die 
Bedeutung von LmrA für die Entwicklung eines „multidrug resistance“ Phänotyps in L. lactis 
ist jedoch nach der Charakterisierung des MDR-ABC-Transporter LmrCD (Lubelski et al., 
2004) wieder in Frage gestellt worden (van den Berg van Saparoea et al., 2005), weshalb zur 
Klärung dieser Frage weitere Experimente notwendig zu sein scheinen. 

 
Abb. 1.10: Topologiemodell von LmrA. Die Abbildung zeigt ein Topologiemodell der amino-terminalen TMD und 
der carboxy-terminalen NBD. Die konservierten Sequenzmotive des Proteins sind farblich hervorgehoben (modifi-
ziert nach (Putman et al., 2000)). 

Der ABC-Transporter LmrA besteht, wie das Topologiemodell in Abb. 1.10 veranschaulicht, 
aus einer amino-terminalen TMD und einer carboxy-terminalen NBD. Die NBD von LmrA 
enthält alle für diese Domänen charakteristischen Sequenzmotive, wie ein Walker A und B 
Motiv sowie eine C-Schleife. Hydropathie Analysen des Proteins legen nahe, dass seine TMD 
von sechs Transmembranhelices gebildet wird (van Veen et al., 1996). Die funktionale 
Charakterisierung des Proteins zeigt, dass seine funktionale Einheit ein aus zwei Monomeren 
bestehender Homodimer ist (van Veen et al., 2000). In Bezug auf den Transportmechanismus 
sind für LmrA analog zum P-Glykoprotein das „aqueous pore“ Modell sowie das 
„hydrophobic vacuum cleaner“ und „flippase“ Modell diskutiert worden, die in Abb. 1.9 
schematisch dargestellt sind. Für LmrA werden, wie für das P-Glykoprotein, auf Grund 
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unterschiedlicher Experimente (Bolhuis et al., 1996) die beiden letztgenannten Modelle 
favorisiert. 

 
Abb. 1.11: Sequenzvergleich von LmrA mit der amino- bzw. carboxy-terminalen Hälfte des humanen P-Glykopro-
teins. Die identischen Aminosäurereste sind schwarz unterlegt. Die putativen Transmembranhelices von LmrA 
sind mit römischen Zahlen benannt. Weiterhin sind die Walker A und B Motive sowie das ABC Signaturmotiv ge-
kennzeichnet (entnommen aus (van Veen et al., 1996)). 

Ein Sequenzvergleich von LmrA mit anderen Mitgliedern der ABC-Transporter Familie ver-
deutlicht seine signifikante Sequenzhomologie mit dem humanen P-Glykoprotein. LmrA und 
die beiden Hälften des humanen P-Glykoproteins besitzen, wie Abb. 1.11 zeigt, 34 % identi-
sche Reste sowie weitere 16 % an konservativen Substitutionen (van Veen et al., 1996). Von 
weitaus größerer Bedeutung ist jedoch die funktionale Austauschbarkeit von LmrA und dem 
humanen P-Glykoprotein, die sich bei ihrer Untersuchung in menschlichen Lungen-
fibroblasten und Insektenzellen ergab (van Veen et al., 1998). Die Grundlage hierfür bildet 
erstens die durch die Expression von LmrA in menschlichen Lungenfibroblasten entstehende 
Resistenz gegen eine Vielzahl von Naturstoffen und synthetischen Chemotherapeutika, die 
typische Substrate des P-Glykoproteins darstellen. Zweitens kann der auf diese Weise erhal-
tene „multidrug resistance“ Phänotyp der LmrA exprimierenden Lungenfibroblasten durch 
Inhibitoren des P-Glykoproteins vollständig umgekehrt werden, was zusammenfassend die 
ähnliche Substrat- und Inhibitorenspezifität von LmrA und dem humanen P-Glykoprotein 
zeigt. Drittens ergibt die funktionale Untersuchung von LmrA und dem humanen 
P-Glykoprotein in Insektenzellen nahezu identische Affinitäten für die Substrate Vinblastin 
und ATP. Viertens zeigt die Analyse der pharmakologischen Interaktionen zwischen 
Substraten und Inhibitoren zwei allosterisch gekoppelte Substratbindungsstellen von LmrA, 
die nicht von denen des P-Glykoproteins unterscheidbar sind. 

Mit Blick auf eine strukturelle Charakterisierung macht besonders die beschriebene funktio-
nale Austauschbarkeit von LmrA und dem humanen P-Glykoprotein, die in Verbindung mit 
der Sequenzhomologie die funktionale und strukturelle Ähnlichkeit der beiden Proteine zeigt, 
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den bakteriellen MDR-ABC-Transporter LmrA zu einem optimalen Modellsystem zur struk-
turellen Untersuchung dieser medizinisch relevanten Klasse von aktiven Transportern. Die 
Verwendung des bakteriellen MDR-ABC-Transporters LmrA bietet gegenüber humanen 
Proteinen, wie dem P-Glykoprotein, einige entscheidende Vorteile. Einerseits erlaubt die ho-
mologe Expression von LmrA in L. lactis die Bereitstellung der für strukturelle Untersuchun-
gen benötigten Proteinmengen. Andererseits besitzen bakterielle Proteine nicht die bei ihren 
eukaryontischen Gegenstücken in der Regel vorhandene Heterogenität durch Modifikationen, 
wie etwa Glykosylierung oder Phosphorylierung, die eine Kristallbildung stören könnten. 

1.2.3 Röntgenstrukturanalyse von Membranproteinen – eine besondere 
Herausforderung 

Die Herausforderung der Röntgenstrukturanalyse von integralen Membranproteinen, wie dem 
MDR-ABC-Transporter LmrA, zeigt eine Analyse der Proteinstrukturdatenbank 
(www.rcsb.org). In dieser finden sich Anfang März 2006 rund 30000 Proteinstrukturen, die 
durch Röntgenstrukturanalyse bestimmt wurden. Die α-helikalen Membranproteine stellen 
jedoch mit rund 60 Kristallstrukturen von 26 unterschiedlichen Membranproteinen 
(www.mpibp-frankfurt.mpg.de/michel/public/memprotstruct.html) lediglich einen verschwin-
dend geringen Anteil an der Gesamtzahl der Proteinstrukturen. Die Ursache hierfür ist nicht 
ihre geringe Zahl, denn auf Basis der genomischen Sequenzdaten wird ihr Anteil an der Ge-
samtzahl der in den Genomen kodierten Proteine auf 20 bis 30 % geschätzt (Krogh et al., 
2001; Wallin und von Heijne, 1998). Diese Fakten verdeutlichen zusammenfassend die 
Schwierigkeiten der Kristallisation von Membranproteinen, aber auch ihre Notwendigkeit für 
das Verständnis der Struktur und Funktion dieser wichtigen Klasse von Proteinen. 

1.3 Osmoadaptation von Mikroorganismen 

In ihren natürlichen Lebensräumen sind die meisten Mikroorganismen häufig einer Verände-
rung ihrer Umweltbedingungen ausgesetzt. Beispielweise führt eine Veränderung der Osmo-
lalität der Umgebung zu einem osmotischen Gradienten zwischen dem Zellinneren und ihrer 
Umgebung, was auf Grund der Permeabilität der Plasmamembran für Wasser einen Wasser-
fluss entlang des osmotischen Gradienten zur Folge hat. Im Fall eines Ansteigens der Osmo-
lalität in ihrer Umgebung kommt es dabei zu einem Ausstrom von Wasser aus der Zelle, was 
zu einer Abnahme des Zellturgors bis hin zur Plasmolyse der Zelle führen kann. Im Unter-
schied dazu führt eine Abnahme der Osmolalität in der Umgebung durch den Einstrom von 
Wasser in die Zelle zum Ansteigen des Zellturgors und im Extremfall zum Bersten der Zelle 
(Kempf und Bremer, 1998). Neben der Abwendung der beschriebenen lebensbedrohlichen 
Zustände ist es für Mikroorganismen zur Sicherstellung ihrer normalen zellulären Physiologie 
wichtig, den Zellturgor in bestimmten Grenzen zu kontrollieren. Aus diesem Grund reagieren 
Mikroorganismen aktiv auf die Veränderung der Osmolalität in ihrer Umgebung, was im All-
gemeinen als Osmoadaptation bezeichnet wird (Csonka und Epstein, 1996). Auf die Zunahme 
der Osmolalität in ihrer Umgebung und die damit verbundene Abnahme des Zellturgors rea-
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gieren viele Mikroorganismen mit der Akkumulation bestimmter osmotisch aktiver, organi-
scher Substanzen im Zytoplasma, was es ihnen ermöglicht, einen mit einer normalen Funktion 
der Zelle zu vereinbarenden Zellturgor wiederherzustellen. Die dabei angehäuften osmotisch 
aktiven, organischen Substanzen, die so genannten kompatiblen Solute, können durch de novo 
Synthese oder die Aufnahme aus der Umgebung akkumuliert werden (Csonka und Epstein, 
1996). Das Spektrum der von Mikroorganismen als kompatible Solute verwendeten Moleküle 
beschränkt sich auf wenige Substanzklassen. Dieses sind Zucker (z.B. Trehalose), Polyole 
(z.B. Glycerin), Aminosäuren (z.B. Prolin und Glutamat), Derivate von Aminosäuren (z.B. 
Ectoin und Prolin-Betain), quartäre Amine und ihre Sulfonium Analoga (z.B. Glycin-Betain), 
Sulfatester (z.B. Cholin-O-sulfat), N-acetylierte Diaminosäuren und kleine Peptide, wobei 
eine gemeinsame Eigenschaft aller dieser Substanzen ihre hohe Löslichkeit und das Fehlen 
einer Netto-Ladung bei physiologischem pH-Wert ist (Kempf und Bremer, 1998). 

1.3.1 Osmoadaptation in S. meliloti 

Der Vergleich der Osmoadaptation von S. meliloti mit den gut untersuchten Modelsystemen 
E. coli (Kempf und Bremer, 1998; Lucht und Bremer, 1994) und B. subtilis (Kempf und 
Bremer, 1998) zeigt einige interessante Besonderheiten dieses Bakteriums. Diese beziehen 
sich in erster Linie auf das Schicksal der von S. meliloti aufgenommenen kompatiblen Solute. 
Die kompatiblen Solute können in S. meliloti in zwei Klassen eingeteilt werden. Erstens die 
auch in vielen anderen Bakterien gefundenen, akkumulierten kompatiblen Solute und 
zweitens die nicht akkumulierten kompatiblen Solute, die bisher nur in diesem Bakterium 
beschrieben wurden und im Unterschied zu den erstgenannten nicht metabolisch inert sind 
(Gouffi und Blanco, 2000). 

 
Abb. 1.12: Die Strukturen der kompatiblen Solute (A) Ectoin und (B) Hydroxyectoin. 

Ein Beispiel der Klasse von nicht akkumulierten kompatiblen Soluten sind die in Abb. 1.12 
gezeigten Aminosäurederivate Ectoin und Hydroxyectoin. Diese werden von S. meliloti im 
Wesentlichen mit Hilfe des zur Familie der ABC-Transporter gehörenden Ehu-Systems auf-
genommen, das für die Osmoadaptation des Bakteriums in Gegenwart von Ectoin entschei-
dend ist (Jebbar et al., 2005). 

1.3.2 Der ABC-Transporter Ehu und seine Komponenten 

Das in S. meliloti für die Aufnahme der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin ver-
antwortliche Ehu-System besteht aus den Proteinen EhuA, EhuB, EhuC, und EhuD, die eine 
NBD, ein Substratbindeprotein sowie zwei verschiedene integrale Membranproteine eines 
ABC-Transporters darstellen (Jebbar et al., 2005). Das Substratbindeprotein EhuB hat im 
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Kontext des Transporters die Aufgabe, die extrazellulären Substrate zu binden und an die in 
der Membran lokalisierte Transportmaschinerie weiterzugeben, wodurch es wesentlich für die 
Substratspezifität des Systems verantwortlich ist (Boos und Lucht, 1996). Die strukturelle 
Untersuchung des Substratbindeproteins EhuB im Komplex mit seinen Substraten eröffnet 
somit die Möglichkeit die molekularen Grundlagen für die Bindung der kompatiblen Solute 
Ectoin und Hydroxyectoin aufzuklären. 

1.4 Motivation und Zielsetzung 

ABC-Transporter sind eine faszinierende Klasse von Proteinen. Sie sind in der Lage unter 
Verwendung einer konservierten Motordomäne, der NBD, eine große Vielfalt an wichtigen 
zellulären Funktionen zu erfüllen. Sie sind dabei sowohl am Export von Molekülen aus der 
Zelle als auch an ihrer Aufnahme aus dem extrazellulären Milieu beteiligt. ABC-Transporter 
sind jedoch nicht nur aktive Transporter sondern einige dieser integralen Membranproteine 
stellen auch Liganden-gesteuerte Ionenkanäle oder regulatorische Untereinheiten von Ionen-
kanälen dar. Für das molekulare Verständnis der Funktion dieser bedeutenden Klasse von 
Membranproteinen ist die Aufklärung ihrer Struktur essentiell. So ist beispielweise ein tief-
greifendes Verständnis der Substratspezifität der ABC-Transporter nur schwer ohne die 
Strukturbestimmung der hierfür verantwortlichen Komponenten vorstellbar. In Bezug auf die 
ihre Substratspezifität bestimmenden Domänen oder Untereinheiten unterscheiden sich die 
ABC-Transporter mit einer Import- und einer Exportfunktion grundlegend. In ersteren wird 
die Substratspezifität wesentlich von ihren Substratbindeproteinen bestimmt. Im Unterschied 
dazu sind die für die Substratspezifität von ABC-Transportern mit einer Exportfunktion ent-
scheidenden Faktoren nicht bekannt, es wird jedoch angenommen, dass die TMDs in diesem 
Zusammenhang von entscheidender Bedeutung sind. Für die Untersuchung der Substrat-
spezifität von ABC-Transportern mit einer Exportfunktion sind die MDR-ABC-Transporter, 
die an der Entstehung einer „multidrug resistance“ beteiligten sind, von besonderem Interesse. 
Der Grund hierfür ist einerseits ihre medizinische Bedeutung bei der Resistenz humaner 
Tumore gegen eine Chemotherapie. Andererseits ist jedoch auch ihre Fähigkeit ein breites 
Spektrum von strukturell nicht verwandten Molekülen zu transportieren faszinierend. Zur 
Untersuchung der „multidrug resistance“ auf einer molekularen Ebene sollte deshalb in der 
vorliegenden Arbeit der MDR-ABC-Transporter LmrA aus L. lactis als Modellsystem für 
diese medizinisch relevante Klasse von ABC-Transportern strukturell charakterisiert werden. 
Die besondere Eignung von LmrA als Modellsystem ergab sich dabei aus seiner funktionalen 
Austauschbarkeit mit dem Prototypen dieser Klasse von ABC-Transportern, dem humanen 
P-Glykoprotein. 

Zur Analyse der für die Substratspezifität von ABC-Transportern mit einer Importfunktion 
entscheidenden Faktoren sollte in der vorliegenden Arbeit der für die Aufnahme der kompa-
tiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin verantwortliche ABC-Transporter Ehu aus S. meliloti 
studiert werden. Hierfür sollte die Kristallstruktur seines Substratbindeproteins EhuB im 
Komplex mit seinen Substraten bestimmt werden, um auf diese Weise die molekularen 
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Grundlagen der Substratspezifität dieses ABC-Transporters aufzuklären. Die so gewonnenen 
Informationen über die Substratbindung sollten sodann mit den aus ähnlichen Substratbinde-
proteinen gewonnenen Daten verglichen werden, um so gemeinsame Prinzipien aber auch 
Unterschiede bei der Bindung von kompatiblen Soluten aufzudecken und einen Beitrag zum 
molekularen Verständnis der Osmoadaptation zu leisten. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamid Lösung,  
30 % (w/v) / 0,8 % (w/v) 

Carl Roth 

Agar Carl Roth 
Ammoniummolybdat Merck 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth 
Ascorbat Sigma 
Bromphenolblau Carl Roth 
Chloramphenicol Sigma 
Complete EDTA free Roche 
Coomassie Brilliantblau R-250 Carl Roth 
Coomassie Plus Pierce 
Essigsäure Carl Roth 
Ethanol Carl Roth 
Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) Carl Roth 
Fleisch-Extrakt Carl Roth 
Glucose Carl Roth 
Glycerin, 98 % Carl Roth 
Glycin Carl Roth 
Hefe-Extrakt Carl Roth 
HEPES Carl Roth 
Imidazol, BioChemika Ultra Fluka 
Magnesiumchlorid Fluka 
Magnesiumsulfat Fluka 
Malachitgrün Aldrich 
Methanol Carl Roth 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth 
Natriumchlorid Fluka 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 
Natriumhydroxyd Fluka 
Pepton aus Casein Carl Roth 
Pepton aus Soja Carl Roth 
Salzsäure, 37 % Carl Roth 
Schwefelsäure, 96 % Carl Roth 
TRIS Carl Roth 
Tween 20 Carl Roth 

β-Glycerophosphat Sigma 

β-Mercaptoethanol Carl Roth 
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Detergenzien 

Die verwendeten Detergenzien entsprachen der höchsten Reinheitsstufe des entsprechenden 
Herstellers. 

2-Carboxy-ω-heptadecenamidopropyldimethylamin Anatrace 

6-O-Methyl-n-heptylcarboxyl-α-D-glucopyranosid Anatrace 

Big CHAP, deoxy Anatrace 
C-DODECAFOS Anatrace 
CHAPSO Anatrace 
C-HEGA-11 Anatrace 
CYFOS-5 Anatrace 
CYFOS-7 Anatrace 
CYGLU-4 Anatrace 
CYMAL-5 Anatrace 
CYMAL-7 Anatrace 

Decyl-β-D-glucopyranosid Anatrace 

Decyl-β-D-maltopyranosid Glycon 

Dimethyldecylphosphinoxid Anatrace 
Dodecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid Anatrace 
Dodecyl-N,N-dimethylglycin Anatrace 

Dodecyl-β-D-glucopyranosid Anatrace 

Dodecyl-β-D-maltopyranosid Glycon 

FOS-CHOLINE 12 Anatrace 
FOS-CHOLINE 14 Anatrace 
FOS-CHOLINE 16 Anatrace 
FOSFEN-9 Anatrace 
FOS-MEA-10 Anatrace 
FOS-MEA-12 Anatrace 
HEGA-11 Anatrace 
Hexadecyltrimethylammoniumbromid Fluka 
N,N-Dimethyl (3-carboxy-4-dodec-5-ene) 
amidopropylamin 

Anatrace 

Natrium Bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat Fluka 
Natrium Cholat Anatrace 
Natrium Dodecanoylsarcosine Anatrace 
NP-40 Calbiochem 
Octaethylenglycolmonododecylether Anatrace 

Octyl-β-D-glucopyranosid Anatrace 

Pentaethylenglycolmonodecylether Anatrace 
Sucrose Monododecanoat Anatrace 
Tetradecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid Anatrace 

Tetradecyl-β-D-maltopyranosid Anatrace 

Triton X-100 Sigma 
Tween 20 Sigma 
Zwittergent 3-10 Calbiochem 
Zwittergent 3-12 Calbiochem 
Zwittergent 3-14 Calbiochem 
Zwittergent 3-16 Calbiochem 
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Chemikalien für die Proteinkristallisation 

Die für die Proteinkristallisation verwendeten Chemikalien entsprachen der höchsten erhältli-
chen Reinheitsstufe des entsprechenden Herstellers. 

Ammoniumsulfat Fluka 
Bicine Fluka 
Cadmiumchlorid Fluka 
CAPS Fluka 
CAPSO Fluka 
Ethylenglykol Sigma 
HEPES Fluka 
Kalziumchlorid Fluka 
Lithiumsulfat Fluka 
Magnesiumchlorid Fluka 
Magnesiumnitrat Fluka 
Magnesiumsulfat Fluka 
MES Fluka 
MPD Hampton Research 
Natrium Acetat Fluka 
Natrium Citrat Fluka 
Natrium Malonat Fluka 
Natriumchlorid Fluka 
Natrium-Kalium Tartrat Fluka 
Pentaerythritol Propoxylate (5/4 PO/OH) Hampton Research 
PIPES Fluka 
Polyethylenglykol 1500 Hampton Research 
Polyethylenglykol 3350 Hampton Research 
Polyethylenglykol 400 Hampton Research 
Polyethylenglykol 4000 Hampton Research 
Polyethylenglykol 5000 Monomethylether Hampton Research 
Polyethylenglykol 550 Monomethylether Hampton Research 
Polyethylenglykol 8000 Hampton Research 
TRIS Fluka 

Kits für die Proteinkristallisation 

Additive Screen Hampton Research 
Crystal Screen I Hampton Research 
Crystal Screen II Hampton Research 
MembFac Hampton Research 
MemStart & MemSys HT96 Molecular Dimensions 
The Mb Class Nextal 
The Mb Class 2 Nextal 

Inhibitoren und Substrate 

Adenosin-5´-triphosphat (ATP) Fluka 
Ectoin Fluka 
Hydroxyectoin Fluka 
Verapamil Fluka 
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2.1.2 Enzyme und Standards 

Benzonase Merck 
Deoxyribonuclease I (DNase I) Fluka 
Lysozym Fluka 
Rinderserumalbumin Lösung Pierce 

Molekulargewichtsmarker für den SDS-PAGE 

Prestained Protein Molecular Weight Marker MBI Fermentas 

Molekulargewichtsmarker für die Gelfiltrationschromatographie 

Molecular Weight Marker Kit Sigma 

2.1.3 Mikroorganismen, Plasmide und Medien 

Mikroorganismen 

L. lactis 

Stamm Referenz 
NZ9000 (Margolles et al., 1999) 
NZ9700 (Margolles et al., 1999) 

Plasmide 

Plasmid Eigenschaften Referenz 
pNHLmrA CmR (Margolles et al., 1999) 

Medien zur Anzucht von L. lactis 

Die Medien und Lösungen zur Anzucht von L. lactis wurden mit entmineralisiertem Wasser 
angesetzt und durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert. Das M17-Medium bzw. der 
M17-Agar wurden sofern nicht angegeben nach dem Autoklavieren mit einer sterilen 10 
%igen (w/v) Glucose-Lösung auf eine Endkonzentration von 0,5 % eingestellt. Die Zugabe 
von Chloramphenicol erfolgte, falls notwendig, nach dem Autoklavieren. 

M17-Medium  M17-Agar  

β-Glycerophosphat 19,0 g/l β-Glycerophosphat 19,0 g/l 

Pepton aus Casein 5,0 g/l Pepton aus Casein 5,0 g/l 
Pepton aus Soja 5,0 g/l Pepton aus Soja 5,0 g/l 
Fleisch-Extrakt 5,0 g/l Fleisch-Extrakt 5,0 g/l 
Hefe-Extrakt 2,5 g/l Hefe-Extrakt 2,5 g/l 
Ascorbat 0,5 g/l Ascorbat 0,5 g/l 
Magnesiumsulfat 0,25 g/l Magnesiumsulfat 0,25 g/l 
  Agar 15,0 g/l 
    
Chloramphenicol-
Lösung 

 Glucose-Lösung  

Chloramphenicol 25 mg/ml Glucose 100 g/l 
Ethanol 70 % (v/v)   
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2.1.4 Puffer und Lösungen 

Die Puffer wurden mit MilliQ gereinigtem Wasser angesetzt und bis zur Verwendung bei 4°C 
gelagert. 

Puffer 1  Puffer 2  
HEPES pH 8 50 mM HEPES pH 7 50 mM 
Imidazol 10 mM Imidazol 40 mM 
NaCl 250 mM NaCl 250 mM 
Glycerin 10 % (v/v) Glycerin 10 % (v/v) 
    
Puffer 3  Puffer 4  
HEPES pH 7 50 mM HEPES pH 7 20 mM 
Imidazol 250 mM NaCl 100 mM 
NaCl 250 mM Glycerin 10 % (v/v) 
Glycerin 10 % (v/v)   

Lösungen für die SDS-PAGE 

4-fach Trenngelpuffer  4-fach 
Sammelgelpuffer 

 

Tris-HCl pH 8,85 3,0 M Tris-HCl pH 6,8 0,5 M 
Natriumdodecylsulfat 0,4 % (w/v) Natriumdodecylsulfat 0,4 % (w/v) 
    
Laufpuffer  4-fach Auftragspuffer  
Tris 0,05 M Tris-HCl pH 6,8 0,2 M 
Glycin 0,19 M Natriumdodecylsulfat 6 % (w/v) 
Natriumdodecylsulfat 0,1 % (w/v) Glycerin 20 % (v/v) 
  Bromphenolblau 0,02 % (w/v) 
  β-Mercaptoethanol 10 % (v/v) 

    
Coomassie-Lösung  Entfärbelösung  
Essigsäure 10 % (v/v) Essigsäure 10 % (v/v) 
Methanol 40 % (v/v) Methanol 40 % (v/v) 
Coomassie 
Brilliantblau R-250 

0,25 % (w/v)   

Lösungen zur Bestimmung der ATPase-Aktivität 

Die für die Bestimmung der ATPase-Aktivität benötigte Malachitgrün-Lösung wurde kurz 
vor ihrer Verwendung durch gründliches Mischen der Malachitgrün-Lösungen 1, 2 und 3 im 
Verhältnis 50:12,5:1 erhalten. 

Malachitgrün-Lösung 1  Malachitgrün-Lösung 2  
Malachitgrün 0,122 % (w/v) Ammoniummolybdat 7,5 % (w/v) 
Schwefelsäure 20 % (v/v)   
    
Malachitgrün-Lösung 3    
Tween 20 11 % (v/v)   
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2.1.5 Chromatographische Medien und Verbrauchsmaterialien 

Affinitätschromatographie 

HiTrap Chelating Säule, 1ml GE Healthcare 

Gelfiltrationschromatographie 

Superose 12 3.2/30 GE Healthcare 

Verbrauchsmaterialien 

Amicon Ultra 15 (MWCO 100 kDa) Millipore 
Amicon Ultra 4 (MWCO 100 kDa) Millipore 
CryoLoop Hampton Research 
Crystaldrop Deckel, vorgefettet Greiner Bio-One 
Crystalquick Platte Greiner Bio-One 
Dispo Dialyzer, 1 ml (MWCO 50 kDa) Spectrum 
Mikrotiterplatte, 96 Well Greiner Bio-One 
Spin-X, 0,22 µm Corning 

2.1.6 Instrumente und Geräte 

Chromatographieanlagen 

FPLC System GE Healthcare 
Äkta Explorer 100 System GE Healthcare 
Smart System GE Healthcare 

Optische Geräte 

UV-VIS-Spektrometer Cary 50-Bio Varian 
ELISA-Lesegerät Polarstar Galaxy BMG Labortechnologie 

Zentrifugen 

Beckmann L-70 Beckmann Instruments 
Sorvall RC-5B Plus Kendro 
Sorvall RC-3C Plus Kendro 
Eppendorf 5804 R Eppendorf 

Elektrophorese 

Power Supply EPS 200 GE Healthcare 
Elektrophoreseapparaturen Technische Werkstätten 

Universität Frankfurt 

Inkubatoren und Fermenter 

Heraeus Brutschrank Kendro 
Fermenter Biostat UD100 B. Braun Biotech 

Andere Geräte 

Basic Z System Constant Systems 
Autoklav 5075 ELVC Systec 
Milli-Q50 Plus Anlage Millipore 
Dewar Taylor-Wharton 
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2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 Das Expressionssystem 

Die homologe Expression des ABC-Transporters LmrA im gram-positiven Milchsäure-
bakterium L. lactis erfolgte auf Basis eines Nisin induzierbaren Expressionssystems (de 
Ruyter et al., 1996). Dieses zeichnet sich durch eine kaum nachweisbare Expression in 
Abwesenheit des Induktors und eine starke Expression der Zielproteine im induzierten 
Zustand aus. Die Grundlage des Nisin induzierbaren Expressionssystems bildet die durch ein 
Zweikomponenten-Regulationssystem vermittelte Induktion von Genen unter der Kontrolle 
des nisA Promotors (Kunji et al., 2003). Die Expression von LmrA unter Verwendung des 
beschriebenen Systems im L. lactis Stamm NZ9000 erfolgte unter Verwendung des Vektors 
pNHLmrA (Margolles et al., 1999), der das LmrA Gen unter der Kontrolle des nisA Promotors 
trägt und zur Selektion eine Chloramphenicol-Resistenz besitzt. 

2.2.2 Herstellung von Stammkulturen 

Zur Herstellung von Stammkulturen, die zur langfristigen Lagerung dienen, wurde der ent-
sprechende L. lactis Stamm unter einer Sterilarbeitsbank in einer Petrischale auf M17-Agar 
ausgestrichen und bei 30°C inkubiert. Im Fall von plasmidtragenden Stämmen wurde ein 
M17-Agar verwendet, der mit 5 µg/ml Chloramphenicol versetzt war. Nach 24 bis 48 Stunden 
wurden 100 ml steriles M17-Medium, das im Fall von plasmidtragenden Stämmen mit 
5 µg/ml Chloramphenicol versetzt war, mit einer einzelnen Kolonie vom M17-Agar 
angeimpft und die Kultur für 12 bis 14 Stunden bei 30°C inkubiert. Anschließend wurden 
mehrfach je 800 µl der Kultur mit je 200 µl Glycerin in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß unter 
einer Sterilarbeitsbank gemischt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 

2.2.3 Übernachtkultur von L. lactis 

Aus einer Stammkultur des entsprechenden L. lactis Stammes wurden mit einer Impföse 100 
oder 200 ml steriles M17-Medium angeimpft, das im Fall von plasmidtragenden Stämmen mit 
5 µg/ml Chloramphenicol versetzt war. Anschließend wurde die Kultur für 14 bis 16 Stunden 
bei 30°C inkubiert. 

2.2.4 Herstellung von Nisin 

Zur Herstellung des Induktors Nisin wurde 1 l steriles M17-Medium mit 30 ml einer stationä-
ren Übernachtkultur von L. lactis NZ9700 angeimpft und für 8 bis 10 Stunden bei 30°C inku-
biert. Im Anschluss daran wurde die Kultur für 15 Minuten bei 6000 g und 4°C zentrifugiert 
und der Nisin enthaltende Überstand in Aliquots bei -20°C gelagert. 
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2.2.5 Expression von LmrA in L. lactis 

Die Expression von LmrA im L. lactis Stamm NZ9000 pNHLmrA erfolgte in einem 100 l 
Maßstab unter Verwendung eines geeigneten Fermenters. Das M17-Medium wurde zu diesem 
Zweck im Fermenter autoklaviert, wobei das im Medium enthaltene β-Glycerophosphat ge-
trennt von den anderen Komponenten des Mediums sterilisiert wurde. Das auf diese Weise 
erhaltene Medium wurde mit einer sterilen Glucose- bzw. Chloramphenicol-Stammlösung bis 
zu einer Endkonzentration von 1 % (w/v) Glucose bzw. 5 µg/ml Chloramphenicol versetzt. 
Für die Expression von LmrA wurde das auf 30°C vorgewärmte Medium mit 3 % (v/v) einer 
stationären Übernachtkultur des L. lactis Stamms NZ9000 pNHLmrA angeimpft. Das Wachs-
tum der Bakterien erfolgte bei einer Temperatur von 30°C und einer Luftzufuhr von 2 Liter 
pro Minute, wobei die Kultur mit 100 Umdrehungen pro Minute des Rührwerks durchmischt 
wurde. Die Zunahme der Zellmasse wurde durch die Messung der optischen Dichte bei einer 
Wellenlänge von 660 nm verfolgt. Beim Erreichen einer optischen Dichte von 0,8 wurde die 
Expression von LmrA durch die Zugabe von 0,4 % (v/v) eines Nisin enthaltenden Überstan-
des des L. lactis Stamms NZ9700 induziert. Nach einer Induktionsdauer von 1 bis 2 Stunden 
wurde die Bakteriensuspension in 6 l Schritten für 15 Minuten bei 6000 g und 4°C zentrifu-
giert und der Überstand verworfen. Das erhaltene Pellet wurde in 6 l 100 mM HEPES pH 7,0 
resuspendiert und für 20 Minuten bei 6000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet erneut wie beschrieben mit 100 mM HEPES pH 7,0 gewaschen. Das 
erhaltene Bakterienpellet wurde in 0,7 % des Kulturvolumens 100 mM HEPES pH 7,0 re-
suspendiert und in Aliquots, die einem Kulturvolumen von 15 l entsprachen, tropfenweise in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 

2.3 Biochemische Methoden 

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die spektroskopische Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung der 
kommerziell erhältlichen Coomassie Plus Lösung mit Hilfe einer modifizierten Bradford 
Methode (Bradford, 1976). Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben im Mikro-
titerplatten Format. Die zur Berechnung der Konzentration notwendige Eichgerade wurde 
durch die Doppelbestimmung einer Verdünnungsreihe von Rinderserumalbumin als Protein-
standard erhalten. Zur Konzentrationsbestimmung wurden je 10 µl der verschiedenen Lösun-
gen des Proteinstandards und der zu bestimmenden Proteinlösungen in die Vertiefungen einer 
Mikrotiterplatte vorgelegt, wobei Proteinlösungen mit einer Konzentration außerhalb des 
Messbereichs entsprechend verdünnt wurden. Die auf diese Weise vorbereiteten Ansätze 
wurden mit je 300 µl Coomassie Plus Lösung versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 bis 
15 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Absorptionen der verschiedenen Lösungen bei 
584 nm gemessen. Zur Auswertung wurden die gemessenen Absorptionswerte auf den Hin-
tergrund korrigiert, indem von allen erhaltenen Absorptionen die gemittelte Absorption des 
Proteinstandards ohne Rinderserumalbumin subtrahiert wurde. Die Steigung und der Achsen-
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abschnitt der aus den gemittelten Werten des Proteinstandards erhaltenen Eichgerade wurden 
für den linearen Bereich von 0 bis 750 µg/ml mittels linearer Regression bestimmt. Die Be-
rechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe von Gleichung (2.1): 

 Steigung
hnittAchsenabscProbeionKonzentrat −

=  (2.1) 

2.3.2 Konzentrierung von Proteinlösungen 

Die Konzentrierung von Proteinlösungen erfolgte mittels Ultrafiltration unter Verwendung 
von Amicon Ultra Konzentratoren mit einer Molekulargewichtsausschlussgrenze von 100 
kDa und einer Membran aus regenerierter Zellulose. In Abhängigkeit vom zu konzentrieren-
den Volumen wurden 4 ml oder 15 ml Konzentratoren verwendet. Die Proteinlösungen wur-
den in den Konzentratoren bei 2000 bis 3000 g und 4°C bis zum Erreichen der gewünschten 
Konzentration zentrifugiert. 

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte mittels dena-
turierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), wobei die Proteine im An-
schluss an ihre Auftrennung durch eine Färbung mit Coomassie Brilliantblau R-250 sichtbar 
gemacht wurden. Die diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wurde dabei mit einem 
von Fling und Gregerson eingeführten modifizierten Puffersystem durchgeführt (Fling und 
Gregerson, 1986). 

Herstellung der Gele 

Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele wurden achtmal je zwei Glasplatten (10 cm x 8 
cm) getrennt von je zwei Abstandshaltern (Dicke: 1 mm) in einen Gießblock eingebaut. An-
schließend wurde die Lösung für die 10 bzw. 12 %igen Trenngele aus 18,75 ml vierfach 
Trenngelpuffer sowie 25 ml bzw. 30 ml einer 30 %igen Acrylamid/N,N’-Methylenbisacryla-
mid Lösung hergestellt und mit MilliQ-Wasser auf das Endvolumen von 75 ml aufgefüllt. Die 
Polymerisation der Trenngel-Lösung wurde durch die Zugabe von 100 µl TEMED und 300 µl 
einer 10 % (w/v) APS-Lösung gestartet, die Lösung in den Gießblock mit den Glasplatten ge-
füllt und jedes Gel mit 1 ml Isopropanol überschichtet. Nach Abschluss der Polymerisation 
wurde das Isopropanol entfernt, die Trenngele mit MilliQ-Wasser gewaschen und mit Hilfe 
von Filterpapieren getrocknet. Im nächsten Schritt wurde eine 4,5 %ige Sammelgel-Lösung 
aus 8,75 ml vierfach Sammelgelpuffer, 5,25 ml einer 30 % igen Acrylamid/N,N’-Methylenbi-
sacrylamid Lösung und 21 ml MilliQ-Wasser hergestellt. Die Polymerisation der Sammelgel-
Lösung wurde durch die Zugabe von 70 µl TEMED und 210 µl einer 10 % (w/v) APS-Lö-
sung gestartet, die Sammelgel-Lösung auf die polymerisierten Trenngele gegeben und Platz-
halter für 10 oder 15 Probentaschen eingesetzt. Nach erfolgter Polymerisation wurden die 
Gele aus dem Gießblock entfernt und in Papiertüchern, die mit Laufpuffer getränkt waren, bei 
4°C gelagert. 
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Elektrophorese 

Für die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts wurden maximal 
15 µl Probe mit 5 µl vierfach Auftragspuffer versetzt und auf ein Endvolumen von 20 µl mit 
MilliQ-Wasser aufgefüllt. Anschließend wurden die Proben für 30 Minuten auf 37°C erhitzt, 
um eine Aggregation der Membranproteine bei höheren Temperaturen in Gegenwart von SDS 
zu verhindern. Für die Elektrophorese wurde der Platzhalter aus dem 10 bzw. 12 %igen SDS-
Polyacrylamidgel entfernt, das Gel in eine vertikale Elektrophoresekammer eingebaut und 
diese mit Laufpuffer gefüllt. Die vorbereiteten Proben und kommerziell erhältliche Moleku-
largewichtsmarker wurden sodann nacheinander mit einer 100 µl Glasspritze, die nach jeder 
Probe mit Laufpuffer gespült wurde, in die von den Platzhaltern geformten Taschen des Gels 
gefüllt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 130 V, bis die durch das im Pro-
benpuffer enthaltene Bromphenolblau gekennzeichnete Lauffront am Ende des Gels austrat. 

Coomassie-Färbung 

Die Anfärbung der durch die Elektrophorese aufgetrennten Proteine im Gel erfolgte mit Hilfe 
von Coomassie Brilliantblau R-250. Zu diesem Zweck wurde das Gel für 30 bis 60 Minuten 
bei Raumtemperatur in Coomassie-Lösung geschüttelt. Anschließend wurde das Gel zur Ent-
fernung von ungebundenem Farbstoff mehrfach in frischer Entfärbelösung geschüttelt, bis der 
Hintergrund des Gels farblos war. 

2.3.4 Analytische Reinigung von LmrA 

Für die Reinigung von LmrA wurden die aus einem Kulturvolumen von 15 l erhaltenen bei -
80°C gelagerten L. lactis mit warmem Wasser aufgetaut. Die erhaltene Suspension wurde mit 
10 mg/ml Lysozym und 0,1 mg/ml DNase I versetzt, gründlich durchmischt und 30 Minuten 
bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden, nachdem sie 10 Minuten auf Eis gekühlt worden 
waren, mittels einer dreimaligen Passage durch ein auf 4°C gekühltes Basic Z System bei ei-
nem Druck von 2500 bar aufgeschlossen. Intakte Bakterien und Zelltrümmer wurden durch 
Zentrifugationsschritte von 45 Minuten bei 13000 g und 4°C sowie von 45 Minuten bei 25000 
g und 4°C entfernt. Der Überstand wurde zur Sedimentierung der Membranen für 60 Minuten 
bei 125000 g und 4°C zentrifugiert. 

Detergens Konzentration 
Solubilisierung 

Konzentration für die 
Affinitätschromatographie 

2-Carboxy-ω-heptadecenamidopropyldimethylamin 1 % 0,00095 % (2,5x cmc) 
6-O-Methyl-n-heptylcarboxyl-α-D-glucopyranosid 1 % 0,345 % (1,5x cmc) 

Big CHAP, deoxy 1 % 0,24 % (2,0x cmc) 
C-DODECAFOS 2 % 0,77 % (1,0x cmc) 
CHAPSO 2 % 0,75 % (1,5x cmc) 
C-HEGA-11 1 % 0,495 % (1,1x cmc) 
CYFOS-5 1 % 0,375 % (2,5x cmc) 
CYFOS-7 1 % 0,055 % (2,5x cmc) 
CYGLU-4 1 % 0,145 % (2,5x cmc) 
CYMAL-5 1 % 0,300 % (2,5x cmc) 
CYMAL-7 1 % 0,02475 % (2,5x cmc) 
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Detergens Konzentration 
Solubilisierung 

Konzentration für die  
Affinitätschromatographie 

Decyl-β-D-glucopyranosid 1 % 0,175 % (2,5x cmc) 

Decyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,2175 % (2,5x cmc) 

Dimethyldecylphosphinoxid 1 % 0,25 % (2,5x cmc) 
Dodecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid 1 % 0,0575 % (2,5x cmc) 
Dodecyl-N,N-dimethylglycin 1 % 0,1025 % (2,5x cmc) 

Dodecyl-β-D-glucopyranosid 1 % 0,0165 % (2,5x cmc) 

Dodecyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,02 % (2,3x cmc) 

FOS-CHOLINE 12 1 % 0,1175 % (2,5x cmc) 
FOS-CHOLINE 14 1 % 0,0115 % (2,5x cmc) 
FOS-CHOLINE 16 1 % 0,001325 % (2,5x cmc) 
FOSFEN-9 1 % 0,13 % (2,5x cmc) 
FOS-MEA-10 1 % 0,375 % (2,5x cmc) 
FOS-MEA-12 1 % 0,035 % (2,5x cmc) 
HEGA-11 1 % 0,1375 % (2,5x cmc) 
Hexadecyltrimethylammoniumbromid 1 % 0,091 % (2,5x cmc) 
N,N-Dimethyl (3-carboxy-4-dodec-5-ene) amidopro-
pylamin 

1 % 0,0178 % (2,5x cmc) 

Natrium Bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat 1 % 0,2 % 
Natrium Cholat 2 % 0,41 % (1,0x cmc) 
Natrium Dodecanoylsarcosine 1 % 0,42 % (1,0x cmc) 
NP-40 1 % 0,125 % 
Octaethylenglycolmonododecylether 1 % 0,0120 % (2,5x cmc) 
Octyl-β-D-glucopyranosid 1 % 1,06 % (2,0x cmc) 
Pentaethylenglycolmonodecylether 1 % 0,0775 % (2,5x cmc) 
Sucrose Monododecanoat 1 % 0,04 % (2,5x cmc) 
Tetradecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid 1 % 0,01875 % (2,5x cmc) 
Tetradecyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,00135 % (2,5x cmc) 
Triton X-100 1 % 0,0375 % (2,5x cmc) 
Tween 20 1 % 0,018 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-10 2 % 1,230 % (1,0x cmc) 
Zwittergent 3-12 1 % 0,335 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-14 1 % 0,0175 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-16 1 % 0,0059 % (2,5x cmc) 

Tab. 2.1: Detergenzien zur Reinigung von LmrA. Gezeigt sind die verwendeten Detergenzien sowie ihre zur 
Solubilisierung und Affinitätsreinigung eingesetzten Konzentrationen (in Gewichtsprozenten). Die Konzentrationen 
sind zusätzlich – soweit bekannt – in Vielfachen der kritischen Mizellenkonzentration (cmc) angegeben. 

Die erhaltenen Membranpellets wurden bei 4°C in 5 ml Puffer 1 unter Verwendung eines 
Potters homogenisiert. Anschließend wurde je ein Drittel dieser Suspension, soweit nicht an-
ders angegeben, in insgesamt 10 ml Puffer 1 mit einem der in Tab. 2.1 gezeigten Detergen-
zien in der angegebenen Konzentration für 30 Minuten bei 4°C unter mehrfachem Invertieren 
solubilisiert. Die erhaltene Suspension wurde zur Abtrennung der nicht gelösten Bestandteile 
für 30 Minuten bei 125000 g und 4°C zentrifugiert. Die Reinigung von LmrA aus dem erhal-
tenen Überstand erfolgte mittels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie 
(IMAC) unter Verwendung seines amino-terminalen „Hexahistidin-Tag“, wobei alle Puffer 
mit der in Tab. 2.1 angegebenen Konzentration des zur Reinigung verwendeten Detergens 
versetzt wurden. Der Überstand wurde bei 4°C mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine mit 
Zn2+ beladene und mit Puffer 1 mit Detergens äquilibrierte 1 ml HiTrap Chelating Säule unter 
Verwendung eines FPLC Systems aufgetragen. Die nicht spezifisch gebundenen Proteine 
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wurden durch einen Waschschritt mit 10 ml Puffer 2 mit Detergens bei einer Flussrate von 1 
ml/min entfernt. Die Elution der spezifisch an das Säulenmaterial gebundenen Proteine er-
folgte durch Puffer 3 mit Detergens, wobei das Eluat in Fraktionen von 1 ml zur weiteren 
Analyse gesammelt wurde. 

2.3.5 Präparative Reinigung von LmrA 

Die aus einem Kulturvolumen von 15 l erhaltenen bei -80°C gelagerten L. lactis wurden im 
Zuge der präparativen Reinigung von LmrA mit warmem Wasser aufgetaut und mit zwei 
Tabletten des Proteaseinhibitors Complete EDTA free und 2 mM EDTA versetzt. Die erhal-
tene Suspension wurde mit 10 mg/ml Lysozym und 0,1 mg/ml DNase I versetzt, gründlich 
durchmischt und 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden, nachdem sie 10 Mi-
nuten auf Eis gekühlt worden waren, mit zwei Tabletten des Proteaseinhibitors Complete 
EDTA free versetzt. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte mittels einer dreimaligen Passage 
durch ein auf 4°C gekühltes Basic Z System bei einem Druck von 2500 bar. Intakte Bakterien 
und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugationsschritte von 45 Minuten bei 13000 g und 4°C 
sowie von 45 Minuten bei 25000 g und 4°C entfernt. Der Überstand wurde zur Sedimentie-
rung der Membranen für 60 Minuten bei 125000 g und 4°C zentrifugiert. Die erhaltenen 
Membranpellets wurden bei 4°C in 5 ml Puffer 1 mit einer Tablette des Proteaseinhibitors 
Complete EDTA free unter Verwendung eines Potters homogenisiert. Die Proteinkonzentra-
tion der Suspension wurde wie im Abschnitt 2.3.1 beschrieben ermittelt. Anschließend wurde 
die Suspension in Puffer 1 mit 1 % FOS-CHOLINE 16 für 30 Minuten mit einem Protein zu 
Detergens Verhältnis von 1,5:1 unter mehrfachem Invertieren bei 4°C solubilisiert. Die Sus-
pension wurde zur Abtrennung der nicht gelösten Bestandteile für 30 Minuten bei 125000 g 
und 4°C zentrifugiert. Die Reinigung von LmrA aus dem erhaltenen Überstand erfolgte mit-
tels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) unter Verwendung seines 
amino-terminalen „Hexahistidin-Tag“. Hierfür wurde der Überstand bei einer Flussrate von 1 
ml/min gleichmäßig auf sechs mit Zn2+ beladene und mit Puffer 1 mit 0.001325 % FOS-
CHOLINE 16 äquilibrierte 1 ml HiTrap Chelating Säulen unter Verwendung eines Äkta 
Explorer aufgetragen. Anschließend wurden die nicht spezifisch gebundenen Proteine durch 
Waschschritte mit je 14 ml Puffer 2 mit 0.001325 % FOS-CHOLINE 16 bei einer Flussrate 
von 1 ml/min entfernt. Die Elution der spezifisch an das Säulenmaterial gebundenen Proteine 
erfolgte durch Puffer 3 mit 0.001325 % FOS-CHOLINE 16, wobei das Eluat in Fraktionen 
von 1 ml gesammelt wurde. 

Nach der Bestimmung der Konzentrationen wurden die Protein enthaltenden Fraktionen ver-
einigt und in einem Amicon Ultra 15 Konzentrator mit einer Molekulargewichtsausschluss-
grenze von 100 kDa auf ungefähr 10 mg/ml konzentriert. Die konzentrierte Proteinlösung 
wurde in einem 1 ml Dispo Dialyzer mit einer Molekulargewichtsausschlussgrenze von 50 
kDa für 12 bis 16 Stunden gegen 500 ml Puffer 4 mit 0.001325 % FOS-CHOLINE 16 unter 
leichtem Rühren bei 4°C dialysiert. Die erhaltene Proteinlösung wurde im gleichen Dispo 
Dialyzer erneut für 3 bis 6 Stunden gegen 400 ml frischen Puffer 4 mit 0.001325 % FOS-
CHOLINE 16 unter leichtem Rühren bei 4°C dialysiert. Abschließend wurde die 
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Proteinlösung bei 2000 bis 3000 g und 4°C durch einen Spin-X Filter mit einer Porengröße 
von 0.22 µm zentrifugiert. 

2.3.6 Analytische Gelfiltrationschromatographie 

Die analytische Gelfiltrationschromatographie der verschiedenen LmrA Präparationen er-
folgte unter Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule bei einer Flussrate von normaler-
weise 50 µl/min unter Temperaturkontrolle in einem Smart System. Die Gelfiltrationssäule 
wurde vor jedem Lauf bis zum Erreichen einer stabilen Basislinie mit Puffer 4 – versetzt mit 
der in Tab. 2.1 angegebenen Konzentration des zur Reinigung verwendeten Detergens – äqui-
libriert. Zur Analyse der zu untersuchenden Probe wurde diese mit Hilfe einer entsprechenden 
Probenschleife auf die Superose 12 Säule aufgetragen und das Chromatogramm über ein Vo-
lumen von 2,5 ml aufgezeichnet. Bei Bedarf wurden dabei Fraktionen zur Analyse des Eluats 
gesammelt. 

Die Kalibrierung der Gelfiltrationssäule in Bezug auf das Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe 
löslicher Referenzproteine bekannter molekularer Masse, die wie beschrieben mit Puffer 4 
ohne Detergens analysiert wurden. Die dazu verwendeten Referenzproteine waren: Carboan-
hydrase (29 kDa), Rinderserumalbumin (66 kDa), Alkohol-Dehydrogenase (150 kDa), β-
Amylase (200 kDa), Apoferritin (443 kDa) und Thyroglobulin (669 kDa). 

2.3.7 Bestimmung der ATPase-Aktivität 

Die Bestimmung der ATPase-Aktivität von LmrA erfolgte auf Basis des im Zuge der Reak-
tion freigesetzten anorganischen Phosphats. Zu diesem Zweck wurde die Reaktion nach un-
terschiedlichen Zeiten durch Zugabe von verdünnter Schwefelsäure gestoppt und die Menge 
an freigesetztem anorganischen Phosphat durch Komplexbildung mit einer Malachitgrün-
Ammoniummolybdat-Lösung spektroskopisch bestimmt (Baykov et al., 1988). Für die 
Bestimmung der ATPase-Aktivität wurden 1 bis 25 µl der zu untersuchenden Proben in die 
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte vorgelegt und mit jeweils 2 µl einer 100 mM ATP Lösung 
versetzt. Die Bestimmung der ATPase-Aktivität wurde für jede Probe in Gegenwart und 
Abwesenheit von Verapamil durchgeführt, wofür einer der Ansätze zusätzlich mit 1 µl einer 
10 mM Verapamil Lösung versetzt wurde. Die auf diese Weise vorbereiten Ansätze wurden 
mit Puffer 4 versetzt mit der in Tab. 2.1 angegebenen Konzentration des zur Reinigung 
verwendeten Detergens auf ein Gesamtvolumen von 199 µl aufgefüllt. Die Kontrolle des 
Hintergrunds erfolgte mit Hilfe eines Ansatzes ohne Zusatz von Protein. Die ATP-Hydrolyse 
in den Ansätzen wurde durch die Zugabe von 1 µl einer 1 M Magnesiumchlorid-Lösung 
gestartet und die Reaktion nach 0, 30 und 60 Minuten bei Raumtemperatur beendet. Zu 
diesem Zweck wurden nach den angegebenen Zeiten je zweimal 25 µl eines jeden Ansatzes in 
je 175 µl 10 mM Schwefelsäure überführt. Zur Bestimmung einer Eichgerade wurden 
zweimal je 25 µl einer Verdünnungsreihe von Natriumphosphat mit Konzentrationen von 200 
µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM und 0 µM mit je 175 µl 10 mM Schwefelsäure 
gemischt. Nach Beendigung aller Reaktionen wurden die Ansätze mit je 50 µl frisch 
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angesetzter Malachitgrün-Lösung versetzt und gründlich durchmischt. Nach einer 
Inkubationszeit von 10 bis 15 Minuten wurden die Absorptionen der Ansätze bei 620 nm 
gemessen. Die Steigung der Eichgerade wurde aus den Absorptionswerten des 
Natriumphosphat-Standards mittels linearer Regression bestimmt. Anhand von Gleichung 
(2.2) wurden die spezifischen ATPase-Aktivitäten der untersuchten Proben in µmol 
freigesetztem Phosphat pro Minute und pro mg Protein errechnet. 
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2.4 Kristallographische Methoden 

2.4.1 Physikalische Grundlagen der Kristallisation 

Die Löslichkeitsgrenze einer festen Substanz in einem gegebenen Lösungsmittel bezeichnet 
den Punkt an dem eine weitere Zugabe der Substanz nicht zu einer weiteren Erhöhung der 
Konzentration im Lösungsmittel führt. An diesem Punkt stehen die gelöste und die feste Form 
der Substanz im Gleichgewicht. Dieses bedeutet, dass es keinen Nettoaustausch zwischen den 
beiden Phasen gibt. Eine Lösung, in der die Konzentration unter den gegebenen Bedingungen 
genau der Löslichkeitsgrenze entspricht, wird als gesättigte Lösung bezeichnet. 

Durch eine Veränderung der Umgebungsbedingungen, wie der Temperatur oder der Konzent-
ration eines Fällungsmittels, ist es möglich eine Lösung zu erzeugen, in der die Konzentration 
über dem von der Löslichkeitsgrenze gegebenen Limit liegt. Eine solche Lösung wird als 
übersättigte Lösung bezeichnet und stellt einen Nicht-Gleichgewichtszustand dar. Aus ther-
modynamischer Sicht ist eine solche Lösung nicht stabil und sollte unter Bildung einer festen 
Phase in den Gleichgewichtszustand – die gesättigte Lösung – zurückkehren. Dass dieses 
nicht unmittelbar geschieht, liegt in der für den Phasenübergang in den festen Zustand 
notwendigen Aktivierungsenergie begründet. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese 
Aktivierungsenergie aufgebracht wird und das System in den Gleichgewichtszustand 
zurückkehrt, steigt mit dem Übersättigungsgrad der Lösung und der somit steigenden 
thermodynamischen Triebkraft. Auf Grund der mit dem Grad der Übersättigung steigenden 
Fähigkeit Kristallisationskeime zu bilden wird der übersättigte Bereich in dem in Abb. 2.1 
gezeigtem Phasendiagramm einer Proteinlösung in einen labilen und einen metastabilen 
Bereich unterteilt. Bei moderater Übersättigung der Lösung im metastabilen Bereich sind 
Kristallisationskeime in der Lage zu wachsen, können bei diesem Grad der Übersättigung 
aber nicht gebildet werden. Erst bei größerer Übersättigung im labilen Bereich können sich 
spontan Kristallisationskeime bilden und wachsen.  
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Abb. 2.1: Das Phasendiagramm einer Proteinlösung zeigt einen ungesättigten und einen übersättigten Bereich. 
Der übersättigte Bereich der Proteinlösung kann in einen metastabilen und einen labilen Bereich unterteilt werden 
(modifiziert nach (McPherson, 1999)). 

Im Unterschied zur Kristallisation der meisten niedermolekularen Substanzen wird dabei die 
Bildung von Proteinkristallen aus einer übersättigten Lösung von der Tatsache erschwert, dass 
sich bei Proteinen eine weitere, kinetisch bevorzugte feste Phase – der amorphe Niederschlag 
– bilden kann. Die Wahrscheinlichkeit für die Bildung des amorphen Niederschlages steigt 
mit dem Grad der Übersättigung. 

Zusammenfassend ist ein Kristallwachstum somit lediglich aus einer übersättigten, nicht im 
Gleichgewicht befindlichen Lösung möglich, wobei die Wahrscheinlichkeit der Bildung von 
Kristallisationskeimen mit dem Grad der Übersättigung der Lösung steigt. Im Spezialfall der 
Bildung von Proteinkristallen kommt jedoch erschwerend die Bildung eines – im Gegensatz 
zu Kristallen – kinetisch bevorzugten amorphen Niederschlags hinzu. 

Wege zur Übersättigung einer Proteinlösung 

Eine notwendige Vorraussetzung zur Kristallisation von Proteinen ist es, eine in Bezug auf 
das Makromolekül übersättigte Lösung zu erzeugen. Zu diesem Zweck werden die Eigen-
schaften einer ungesättigten Proteinlösung in einer Weise verändert, die zu einer Übersätti-
gung führt. Dieses kann unter anderem auf den folgenden Wegen erreicht werden: 

Veränderung der Temperatur 
Veränderung des pH-Wertes 
Erniedrigung der Salzkonzentration („Einsalzen“) 
Erhöhung der Salzkonzentration („Aussalzen“) 
Veränderung der dielektrischen Eigenschaften 
Zugabe eines Polymers mit Volumenausschluss-Effekt 

Eine der im Rahmen der Proteinkristallisation am häufigsten zur Übersättigung einer Protein-
lösung verwendeten Methoden ist die Zugabe eines Fällungsmittels, das seine Wirkung auf 
den letzten drei oben genannten Wegen entfalten kann.  
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Die Fällungsmittel können in drei Klassen eingeteilt werden: 
Salze 
organische Lösungsmittel 
Polymere 
Kristallisationsmethoden 

Für die Kristallisation von Proteinen sind im Laufe der Jahre eine Reihe von Verfahren entwi-
ckelt worden, von denen einige der gebräuchlichsten im Folgenden vorgestellt werden. 

„Batch“ Kristallisation 

Die vom Aufbau einfachste Methode zur Kristallisation von Proteinen ist die „Batch“ Me-
thode. Sie basiert auf dem sprunghaften Erzeugen einer in Bezug auf das Protein übersättigten 
Lösung, aus der sich Kristalle bilden können. Dieses wird meistens durch das Mischen einer 
ungesättigten Proteinlösung mit der Lösung eines geeigneten Fällungsmittels erreicht. 

Alternativ kann die Übersättigung der Lösung in Bezug auf das Protein auch durch die Ver-
änderung der physikalischen Eigenschaften der Lösung erreicht werden. 

Kristallisation durch Dialyse 

Im Gegensatz zur sprunghaften Übersättigung der Proteinlösung bei der „Batch“ Methode er-
folgt diese während der Dialyse vergleichsweise langsam und kontinuierlich. Für die Dialyse 
wird die Proteinlösung in einem Behältnis mit einer semipermeablen Membran eingeschlos-
sen. Diese Membran erlaubt den Austausch von niedermolekularen Bestandteilen, nicht aber 
die Passage von Proteinen. Wird das Behältnis mit der Proteinlösung in ein großes Volumen 
einer Lösung gegeben, die in Bezug auf den pH-Wert, die Ionenstärke oder die Polymerkon-
zentration die gewünschten Eigenschaften hat, so erhält die Proteinlösung im Zuge der 
Gleichgewichtseinstellung diese Eigenschaften. Auf diese Weise kann eine langsame Über-
sättigung der Lösung erreicht werden und so die Grundlage für die Kristallisation des Proteins 
geschaffen werden. 

Kristallisation durch Dampfdiffusion 

Die Dampfdiffusion stellt in ihren verschieden Formen das am häufigsten verwendete Verfah-
ren zur Kristallisation von Proteinen dar. Bei dieser stellt sich ein Gleichgewicht zwischen 
einem Tropfen Proteinlösung und einer räumlich getrennten Reservoirlösung in einem ge-
schlossenen System über die gasförmige Phase ein, wobei die Reservoirlösung ein sehr viel 
größeres Volumen als die Proteinlösung besitzt. Die Reservoirlösung enthält im Allgemeinen 
ein Fällungsmittel sowie eine Puffersubstanz und stellt auf Grund der Volumenunterschiede 
den Endpunkt der Gleichgewichtseinstellung dar. Der Tropfen kann neben der Proteinlösung 
und dem Fällungsmittel der Reservoirlösung einen Puffer, sowie weitere chemische und bio-
chemische Bestandteile enthalten. Im Zuge der Einstellung des Gleichgewichts zwischen dem 
Tropfen und der Reservoirlösung werden die Eigenschaften der Proteinlösung in einer Weise 
verändert, die zu einer Übersättigung der Lösung in Bezug auf das Makromolekül führen 
können und somit die Bildung von Kristallen ermöglichen. Bei der auf einer Dampfdiffusion 
beruhenden Kristallisation werden zwei gängige Verfahren unterschieden. Das erste verwen-
det einen von einer Oberfläche unterstützen Tropfen und wird deshalb als „sitzender Tropfen“ 
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(engl. sitting drop) bezeichnet. Im zweiten Aufbau wird ein von einer Oberfläche herabhän-
gender Tropfen benutzt, weshalb diese Variante „hängender Tropfen“ (engl. hanging drop) 
genannt wird. 

 
Abb. 2.2: schematischer Aufbau eines Dampfdiffusionsexperiments nach der Methode des hängenden Tropfens. 

Strategien zur Suche nach Kristallisationsbedingungen 

Die Suche nach Kristallisationsbedingungen von Proteinen erfolgt in der Regel nach dem 
Prinzip von Versuch und Irrtum. Für die Suche nach ersten Bedingungen zur Kristallisation 
von Proteinen werden dabei verschiedene Strategien eingesetzt, von denen zwei sehr unter-
schiedliche im Folgenden beschrieben werden. 

„Grid screen“ 

Die zur systematischen Suche nach Kristallisationsbedingungen eingesetzten „grid screens“ 
basieren in der Regel auf zweidimensionalen Matrizen von Lösungen, bei denen zwei Para-
meter entlang der Achsen variiert werden. Die Suche nach Kristallisationsbedingungen unter 
Verwendung dieser Strategie erfolgt oft in einem iterativen Prozess. Dieser beginnt mit einem 
weiten Gitter, bei dem sich die einzelnen Bedingungen stark unterschieden und endet mit ei-
nem engen Gitter von sehr ähnlichen Bedingungen. Die Auswahl der im nächsten Gitter ver-
wendeten Bedingungen erfolgt auf Grundlage der aus dem aktuellen Gitter erhaltenen Ergeb-
nisse. Für die anfängliche Suche nach Kristallisationsbedingungen mit dieser Methode wer-
den in der Regel Gitter verwendet, in denen die Fällungsmittelkonzentration gegen den pH-
Wert der Lösung variiert wird. Der große Nachteil des geschilderten systematischen Verfah-
rens ist der hohe Proteinverbrauch bei der Suche nach Kristallisationsbedingungen, für den 
Fall, dass nicht frühzeitig geeignete Bedingungen gefunden werden. 

„Sparse matrix screen“ 

Im Unterschied zu den systematischen „grid screens“ versuchen „sparse matrix screens“ 
(Jancarik und Kim, 1991) durch eine Kombination sehr unterschiedlich zusammengesetzter 
Lösungen eine möglichst große Zahl von Parametern bei der Suche nach Kristallisationsbe-
dingungen zu untersuchen. Die Auswahl der verschiedenen Lösungen erfolgt dabei norma-
lerweise auf Grundlage ihres Erfolgs bei der Proteinkristallisation. Auf Grund der großen 
Vielfalt der in ihnen enthaltenen Lösungen werden „sparse matrix screens“ häufig bei der Su-
che nach anfänglichen Bedingungen zur Kristallisation von Proteinen eingesetzt. 
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2.4.2 Kristallisation von EhuB im Komplex mit einem seiner Substrate 

Alle Kristallisationsversuche von EhuB im Komplex mit einem seiner Substrate Ectoin oder 
Hydroxyectoin erfolgten als Dampfdiffusionsexperimente nach der Methode des hängenden 
Tropfens. Die hierfür verwendeten Proteinlösungen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. 
E. Bremer (Universität Marburg) im Rahmen einer Kooperation bereitgestellt, wobei die zur 
Kristallisation verwendeten EhuB Lösungen eine Konzentration von 10 bis 40 mg/ml hatten. 
Für die Kristallisation des Komplexes von EhuB mit einem seiner Substrate wurde die in 
10 mM Tris pH 7,0 vorliegende konzentrierte Proteinlösung auf eine Endkonzentration von 
1 mM Ectoin bzw. Hydroxyectoin eingestellt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie-
ßend wurden je 200 µl der Reservoirlösungen in die Vertiefungen einer 96-Well Crystalquick 
Platte vorgelegt. Auf einem vorgefetteten Crystaldrop Deckel wurden 1 µl der Proteinlösung 
und 1 µl der entsprechenden Reservoirlösung bei 4°C unter Verwendung einer Mehrkanal-
pipette gemischt. Nach Abschluss der Kristallisation wurde der vorgefettete Crystaldrop 
Deckel auf die Crystalquick Platte mit den Reservoirlösungen aufgesetzt, luftdicht 
verschlossen und der Ansatz bei einer Temperatur von 4°C gelagert. 

Die anfängliche Suche nach Kristallisationsbedingungen für den Komplex von EhuB mit ei-
nem seiner Substrate erfolgte unter Verwendung der kommerziell erhältlichen „sparse matrix 
screens“ Crystal Screen I und II. 

2.4.3 Kristallisation von Selenomethionin-markiertem EhuB 

Die Kristallisationsversuche von Selenomethionin-markiertem EhuB im Komplex mit seinem 
Substrat Ectoin erfolgten als Dampfdiffusionsexperimente nach der Methode des hängenden 
Tropfens, wobei die hierzu verwendete Selenomethionin-markierte Proteinlösung von der Ar-
beitsgruppe von Prof. E. Bremer (Universität Marburg) bereitgestellt wurde. Für die Kristalli-
sation des Komplexes von Selenomethionin-markiertem EhuB mit seinem Substrat Ectoin 
wurde die auf 7 mg/ml konzentrierte Proteinlösung auf eine Konzentration von 1 mM Ectoin 
eingestellt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Kristallisation des Selenomethionin-
markierten Proteins erfolgte mit dem für das native Protein beschriebenen Aufbau unter Ver-
wendung der zur Optimierung der Kristallisationsbedingungen des nativen Proteins verwen-
deten „grid screens“. 

2.4.4 Kristallisation von LmrA 

Alle Kristallisationsexperimente des integralen Membranproteins LmrA erfolgten in Form 
von Dampfdiffusionsexperimenten nach der Methode des hängenden Tropfens. Für die Kris-
tallisation wurde normalerweise das aus der präparativen Reinigung erhaltene LmrA mit einer 
Konzentration von 6 bis 12 mg/ml verwendet. Die Kristallisationsexperimente von LmrA er-
folgten in der Regel parallel bei einer Temperatur von 4°C und 22°C. Für die Kristallisation 
wurden je 200 µl der Reservoirlösungen ohne Zusatz von Detergens in die Vertiefungen einer 
96-Well Crystalquick Platte vorgelegt. Auf einem vorgefetteten Crystaldrop Deckel wurden 
bei einer Temperatur von 4°C normalerweise je 1 µl der Proteinlösung mit je 1 µl der Reser-
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voirlösung unter Verwendung einer Mehrkanalpipette gemischt. Nach Abschluss der Kristal-
lisation wurde der vorgefettete Crystaldrop Deckel auf die Platte mit den Reservoirlösungen 
aufgesetzt, luftdicht verschlossen und der Ansatz bei der entsprechenden Temperatur gelagert. 

Die Suche nach Kristallisationsbedingungen für LmrA erfolgte unter Verwendung der kom-
merziell erhältlichen „sparse matrix screens“ MembFac, The MbClass, The MbClass2 und 
MemStart & MemSys. Zusätzlich zu diesen „sparse matrix screens“ wurden 22 eigene „grid 
screens“ mit je 96 Lösungen auf Basis erfolgreicher Kristallisationsbedingungen von Memb-
ranproteinen entwickelt und für die Suche nach Kristallisationsbedingungen von LmrA ver-
wendet. 

2.4.5 Grundlagen der Röntgenstrukturanalyse 

In den folgenden Abschnitten werden die Grundlagen der Röntgenstrukturanalyse beschrie-
ben. Auf Grund der Komplexität der Materie ist jedoch im Rahmen dieser Arbeit in vielen 
Fällen keine physikalische Herleitung der Zusammenhänge möglich. Hier sei lediglich auf 
weiterführende Literatur verwiesen (Blow, 2002; Drenth, 1999; Woolfson, 1997). 

Kristalle, Raumgruppen und Kristallsysteme 

Ein Kristall besteht aus einer dreidimensionalen sich periodisch wiederholenden Anordnung 
von Molekülen, welche auf diese Weise eine Gittersymmetrie erzeugen. Die der Gitter-
symmetrie zugrunde liegenden Translationen werden durch die drei Vektoren ar , b

r
 und cr  

beschrieben, die die Einheitszelle, den sich wiederholenden Baustein des Kristalls, aufspan-
nen. Innerhalb der Einheitszelle können Kristalle weitere Symmetrieelemente enthalten, die 
sie in mehrere asymmetrische Einheiten teilen, die keine interne Symmetrie besitzen und so-
mit die kleinsten Bausteine eines Kristalls darstellen. 

Im Allgemeinen existieren für Kristalle 230 verschiedene Möglichkeiten, die erlaubten Sym-
metrieoperationen zu einem raumfüllenden Gitter zu kombinieren. Auf diese Weise ergeben 
sich ebenso viele Raumgruppen, die in die sieben in Tab. 2.2 gezeigten Kristallsysteme einge-
teilt werden. Auf Grund der chiralen Natur ihrer Bausteine sind für Proteinkristalle nur die 65 
Raumgruppen ohne Spiegelebenen und Inversionszentren zulässig. 

Kristallsystem Minimales Symmetrieelement Anforderungen an die Zellgeometrie 

Triklin keines keine 

Monoklin eine 2-zählige Drehachse α=γ=90° 

Orthorhombisch drei rechtwinklige 2-zählige Drehachsen α=β=γ=90° 

Trigonal eine 3-zählige Drehachse 
α=γ=90° β=120°       ar = b

r
 

Tetragonal eine 4-zählige Drehachse 
α=β=γ=90°               ar = b

r
 

Hexagonal eine 6-zählige Drehachse 
α=γ=90° β=120°       ar = b

r
 

Kubisch vier 3-zählige Drehachsen 
α=β=γ=90°               ar = b

r
= cr  

Tab. 2.2: Kristallsysteme. Gezeigt sind die sieben Kristallsysteme und ihre minimalen Symmetrieelemente sowie 
die hieraus sich ergebenden Anforderungen an die Zellgeometrie. 
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Elektromagnetische Wellen 

Elektromagnetische Wellen bestehen aus einer elektrischen und einer senkrecht zu dieser ste-
henden magnetischen Komponente. Monochromatische Wellen pflanzen sich im Raum in 
Form einer Kosinus-Funktion fort. Die elektrische Komponente der Welle ist charakterisiert 
durch ihre Amplitude A  und ihre Wellenlänge λ , die mit der Frequenz ν  über die Lichtge-
schwindigkeit c  verknüpft ist: 

 
ν

λ c
=  (2.3) 

Die elektrische Feldstärke der Welle an einem Ort im Raum wird durch 

 ( ) ( )tAtAE ωνπ cos2cos ==  (2.4) 

beschrieben, wobei νπω 2=  gilt. Eine andere Welle der gleichen Amplitude und Wellen-
länge, die relativ zur ersten um eine Strecke Z  verschoben ist, besitzt relativ zur Referenz-
welle eine Phasenverschiebung von λπα Z2=  und ihre elektrische Feldstärke wird durch 

 ( )αω += tAE cos  (2.5) 

beschrieben. Diese Welle kann alternativ zur in Gleichung (2.5) gezeigten Form mit Hilfe von 
zwei Wellen dargestellt werden: 

 ( ) ( ) ( ) ( ) ( )°++=+ 90cossincoscoscos tAtAtA ωαωααω  (2.6) 

Die Erste der beiden Wellen hat dabei eine Amplitude von ( )αcosA  und einem Phasenwinkel 
von 0°, während die zweite Welle eine Amplitude von ( )αsinA  und einen Phasenwinkel von 
90° besitzt. Die erste Welle wird als der reale Teil und die zweite Welle als der imaginäre Teil 
der Gesamtwelle bezeichnet. Diese komplexe Darstellung der Gesamtwelle kann in einem 
axialen Argand-Diagramm durch einen Vektor A

r
, mit den Projektionen ( )αcosA  auf die re-

ale Achse und ( )αsinA  auf die imaginäre Achse beschrieben werden. 

 

Abb. 2.3: Die reale und imaginäre Komponente des Vektors A
r

 in einem axialen Argand-Diagramm (modifiziert 
nach (Drenth, 1999)). 

Der Vorteil der Darstellung von Wellen gleicher Frequenz als Vektoren in einem Argand-
Diagramm liegt in der Tatsache, dass sich auf diese Weise ihre Addition stark vereinfacht. 
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Die Summe einer Vielzahl von Wellen kann mit Hilfe dieser Darstellung durch eine Addition 
der sie repräsentierenden Vektoren erreicht werden. 

Die durch einen Vektor in einem Argand-Diagramm beschriebene Welle kann mathematisch 
in der komplexen Form ( ) ( )αα sincos AiA +  beschrieben werden. Die Konstante i  beschreibt 
in diesem Fall anschaulich betrachtet eine Rotation der entsprechenden Komponente im 
Argand-Diagramm um 90° entgegen des Uhrzeigersinnes, woraus sich 1−=i  ergibt. 
Eine andere mathematische Beschreibung einer Welle liefert die Eulersche Formel: 

 ( ) ( ) ααα iAeAiA =+ sincos  (2.7) 

Streuung von Röntgenstrahlung 

Die Streuung von Röntgenstrahlen an Atomen und Molekülen erfolgt in erster Linie durch die 
Elektronen in ihren Hüllen. Diese können in erster Näherung als freie Elektronen betrachtet 
werden. Die Streuung von Röntgenstrahlung an freien Elektronen kann nach der klassischen 
elektromagnetischen Theorie mit der wechselnden Beschleunigung des Elektrons durch die 
elektrische Komponente der Welle erklärt werden, auf Grund welcher das geladene Elektron 
seinerseits eine elektromagnetische Welle aussendet. Der Streuungsvorgang kann folglich als 
eine Absorption und Re-emission von Strahlung betrachtet werden, wobei ein unidirektionaler 
Röntgenstrahl in alle Richtungen gleichmäßig gestreut wird. Bei der Streuung von kontinu-
ierlicher monochromatischer Röntgenstrahlung wird das Elektron in eine harmonische 
Schwingung versetzt, wodurch die einfallende und die gestreute Strahlung die gleiche Wel-
lenlänge besitzen. In diesem Fall besteht zwischen der einfallenden und der gestreuten Strah-
lung eine feste Phasenbeziehung und die Streuung wird als kohärent bezeichnet. Für ein freies 
Elektron ergibt sich für die gestreute Strahlung eine Phasenverschiebung von π in Bezug auf 
die einfallende Strahlung. 

In der Röntgenstrukturanalyse wird in der Regel monochromatische Strahlung verwendet, 
weshalb in den folgenden Abschnitten, sofern nicht anders angegeben, lediglich der Spezial-
fall monochromatischer Strahlung betrachtet wird. 

Streuung an einem zwei Elektronen System 

Die der Röntgenstrukturanalyse zugrunde liegenden Streuungsvorgänge werden zuerst an dem 
einfachen, in Abb. 2.4 gezeigten, System aus zwei Elektronen beschrieben. Das System 
besteht aus dem Elektron e1 und dem Elektron e2, das eine Position rr  relativ zu e1 besitzt. Die 
durch den Wellenvektor 0sr  beschriebenen einfallenden Röntgenstrahlen werden von den 
Elektronen in Richtung des Wellenvektors sr  gestreut.  
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Abb. 2.4: Die Streuung von Röntgenstrahlen an einem System aus zwei Elektronen e1 und e2 (modifiziert nach 
(Drenth, 1999)). 

Dabei ergibt sich auf Grund der Wegdifferenz qpZ +=  der beiden Strahlengänge eine 
Phasenverschiebung von 

 
( ) ( ) SrrssrssZ rrrrr

rrr

⋅=⋅−=
⋅−

−== ππ
λ

λπ
λ

πα 2222 0
0  (2.8) 

der Welle 2 relativ zur Welle 1, wobei 0ssS rrr
−=  ist. Eine andere Betrachtungsweise dieses 

Streuungsvorgangs ist die in Abb. 2.5 gezeigte Reflektion der einfallenden Röntgenstrahlen an 
einer zu S

r
 rechtwinkligen imaginären Ebene. 

 

Abb. 2.5: Der Streuungsvorgang der einfallenden Röntgenstrahlung 0sr  kann als eine Reflektion der Strahlung an 
einer imaginären Ebene betrachtet werden (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

Die aus dem beschriebenen Streuungsvorgang resultierende Welle T ergibt sich aus einer Ad-
dition der Wellen 1 und 2, was in Abb. 2.6 in Form eines Argand-Diagramms gezeigt ist. 

 
Abb. 2.6: Die Vektoraddition der gestreuten Wellen 1 und 2 zur resultierenden Welle T in einem Argand-Dia-
gramm für ein System aus zwei Elektronen mit dem Ursprung im Elektron e1 (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

 



Material und Methoden  43 

Als nächstes wird die Streuung von Röntgenstrahlen an dem in Abb. 2.7 gezeigten System aus 
zwei Elektronen mit dem Ursprung im Punkt 0 betrachtet. 

 
Abb. 2.7: Die Streuung von Röntgenstrahlen an einem System aus zwei Elektronen e1 und e2 mit dem Ursprung 
des Systems im Punkt 0 (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

In diesem System besitzt das Elektron e1 im Unterschied zu dem in Abb. 2.4 gezeigten Fall 
eine Position R

r
 relativ zum Ursprung des Systems. Für die gebeugte Welle 1 ergibt sich da-

mit analog zu Gleichung (2.8) eine Phasenverschiebung von SR
rr

⋅π2  relativ zur Welle 0. Die 
Welle 2 besitzt entsprechend eine Phasenverschiebung von ( ) SRr

rrr
⋅+π2  relativ zur Welle 0. 

Die aus diesem Streuungsvorgang resultierende Welle ergibt sich durch die in Abb. 2.8 ge-
zeigte Addition der beiden Wellen mit Hilfe eines Argand-Diagramms. 

 
Abb. 2.8: Die Vektoraddition der gestreuten Wellen 1 und 2 zur resultierenden Welle T in einem Argand-Dia-
gramm für ein System aus zwei Elektronen mit dem Ursprung im Punkt 0 (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

Der Vergleich der für die Streuung an den beiden betrachteten Systemen aus zwei Elektronen 
erhaltenen Wellen zeigt, dass eine Verschiebung des Ursprungs keinen Einfluss auf die Amp-
litude der resultierenden Welle hat, jedoch zu einer Veränderung aller Phasenwinkel um 

SR
rr

⋅π2  führt. 

Streuung an einem Atom 

Die Streuung von Röntgenstrahlen durch Atome beruht weitgehend auf ihren Elektronenhül-
len, wobei die Streuungseigenschaften von der Zahl und den Positionen der Elektronen ab-
hängen. Die Verteilung der Elektronen innerhalb eines Atoms wird durch die Elektronen-
dichte ( )rrρ  beschrieben, wobei der Ursprung des Systems in den Atomkern gelegt wird. Die 
Verteilung der Elektronendichte in Bezug auf den Kern wird dabei normalerweise als kugel-
symmetrisch angenommen weshalb die Streuung an einem Atom eine reale Welle liefert. 
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Die Streuungseigenschaften eines Atoms werden durch seinen atomaren Streuungsfaktor 
(engl. „atomic scattering factor“) f  beschrieben: 

 ( )∫ ⋅=
r

Sri rderf
r

rr rr πρ 2  (2.9) 

Auf Grund der Kugelsymmetrie der Elektronenwolke ist der atomare Streuungsfaktor unab-
hängig von der Orientierung des Atoms in Bezug auf den Vektor S

r
. Der atomare 

Streuungsfaktor hängt jedoch vom Betrag von S
r

 ab: 

 
( )

λ
θsin2

=S
r

 (2.10) 

Die Werte des atomaren Streuungsfaktors sind für alle Atome in Abhängigkeit von S
r

 in 
Form von Tabellen in den „International Tables of X-ray Crystallography“ aufgelistet. 

Streuung an einer Einheitszelle 

Eine Einheitszelle enthält n  Atome an den Positionen jrr  bezogen auf den Ursprung des Sys-
tems, wobei jedes dieser Atome die Röntgenstrahlung entsprechend seines atomaren Streu-
ungsfaktors mit seinem Kern als Ursprung streut. Die Verschiebung dieser Referenzpunkte in 
den Ursprung der Einheitszelle führt zu einer Änderung der Phasenwinkel um Srj

rr
⋅π2 . Die 

Streuung der gesamten Einheitszelle wird durch die Addition der Beiträge aller Atome be-
stimmt und kann nach Gleichung (2.11) berechnet werden. Die resultierende Größe wird als 
Strukturfaktor bezeichnet, da sie von der Anordnung aller Atome in der Einheitszelle abhängt. 

 ( ) ∑
=

⋅=
n

j

Sri
j

jefSF
1

2
rrrr π  (2.11) 

Beugung an einem eindimensionalen Gitter 

An einem regelmäßigen Gitter von Streuzentren wird die einfallende Strahlung von jedem der 
Zentren gleichmäßig in alle Richtungen gestreut. Dieses führt bei einer großen Zahl an Streu-
zentren dazu, dass sich die meisten der gestreuten Wellen gegenseitig auslöschen. Lediglich 
unter bestimmten Bedingungen verstärken sich die einzelnen gestreuten Wellen. Die 
Bedingungen für diese konstruktive Interferenz der gestreuten Wellen sollen im Folgenden 
mit Hilfe des in Abb. 2.9 gezeigten eindimensionalen Gitters von Streuzentren hergeleitet 
werden. Die Streuzentren besitzen dabei untereinander einen Abstand a . Weiterhin schließt 
das eindimensionale Gitter von Streuzentren mit der einfallenden bzw. der gebeugten Strah-
lung der Wellenlänge λ  einen Winkel von 0,aψ  bzw. aψ  ein. Die Vorrausetzung für das Auf-
treten einer als Beugung bezeichneten positiven Interferenz zwischen den einzelnen gestreu-
ten Wellen ist, dass der Wegunterschied der Wellen einem vielfachen ihrer Wellenlänge ent-
spricht. Dieses ist im hier betrachteten eindimensionalen Fall gegeben, wenn λhADCB =−  
gilt, wobei h  eine ganze Zahl darstellt. 
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Abb. 2.9: Die Beugung von Röntgenstrahlen an einem eindimensionalen Gitter von Streuzentren. Das 
eindimensionale Gitter von Streuzentren und die einfallende bzw. die gebeugte Strahlung schließen dabei einen 
Winkel von 0,aψ  bzw. aψ  ein. 

Eine andere Form dieses zu beschreiben ist: 

 ( ) ( )( ) λψψ ha aa =− 0,coscos  (2.12) 

Im Zuge der Beugung an einem eindimensionalen Gitter liegen die einfallende Röntgenstrah-
lung, das Gitter und die gestreute Strahlung nicht notwendigerweise in einer Ebene. Aus die-
sem Grund liegen die Winkel aψ , unter denen eine positive Interferenz auftritt für einen be-
stimmten Winkel 0,aψ  und eine bestimmte ganze Zahl h , wie Abb. 2.10 zeigt, auf einer 
Kegeloberfläche. 

 
Abb. 2.10: Die zulässigen Winkel für die Beugung an einem eindimensionalen Gitter von Streuzentren liegen bei 
einem festen Einfallswinkel für die ganzen Zahlen h auf Kegeloberflächen, die durch ihren Schnittpunkt mit einer 
Kugeloberfläche angedeutet sind (modifiziert nach (Woolfson, 1997)). 

Beugung an einem zweidimensionalen Gitter 

An einem zweidimensionalen Gitter von Streuzentren, deren Abstände entlang der beiden 
Achsen durch die Vektoren ar  und b

r
 beschrieben werden, findet eine positive Interferenz 

statt, falls erstens die an den Streuzentren mit dem Abstand ar  und zweitens die an den Streu-
zentren mit dem Abstand b

r
 gestreuten Wellen eine positive Interferenz zeigen. Die Wellen, 



Material und Methoden  46 

die die erste Bedingung erfüllen, werden dabei von Gleichung (2.12) beschrieben. Für die 
Wellen, die die zweite Bedingung erfüllen, ergibt sich ein analoger Ausdruck. Aus diesen 
Überlegungen ergibt sich, dass eine konstruktive Interferenz der an einem zweidimensionalen 
Gitter gestreuten Wellen lediglich bei Erfüllung von 

 
( ) ( )( )
( ) ( )( ) λψψ

λψψ
kb
ha

bb

aa

=−

=−

0,

0,

coscos
coscos

 (2.13) 

stattfindet. Analog zum eindimensionalen Gitter definieren die Gleichungen (2.13) bei festen 
Einfallswinkeln 0,aψ  und 0,bψ  Familien von Kegeloberflächen entlang der Vektoren ar  und b

r
 

des Gitters, die in Abb. 2.11 dargestellt sind. Eine positive Interferenz der gestreuten Wellen 
findet dabei anschaulich betrachtet nur an den Schnittlinien der beiden Familien von Kegel-
oberflächen statt. 

 
Abb. 2.11: Die zulässigen Winkel für die Beugung an einem zweidimensionalen Gitter von Streuzentren liegen bei 
festen Einfallswinkeln für die ganzen Zahlen h und k an den Schnittpunkten der beiden Familien von Kegelober-
flächen, die durch ihren Schnittpunkt mit einer Kugeloberfläche angedeutet sind (modifiziert nach (Woolfson, 
1997)). 

Beugung an einem dreidimensionalen Gitter 

An einem dreidimensionalen Gitter von Streuzentren, deren Abstände entlang der drei Achsen 
durch die Vektoren ar , b

r
 und cr  definiert sind, findet eine konstruktive Interferenz der 

gestreuten Wellen in Weiterführung der in den vorherigen Abschnitten entwickelten Konzepte 
nur bei Erfüllung von 

 

( ) ( )( )
( ) ( )( )
( ) ( )( ) λψψ

λψψ
λψψ

lc
kb
ha

cc

bb

aa

=−

=−

=−

0,

0,

0,

coscos
coscos
coscos

 (2.14) 

statt. Die Gleichungen (2.14) werden dabei als Laue-Gleichungen bezeichnet, wobei h , k  
und l  ganze Zahlen sind. Eine äquivalente Form die Laue-Gleichungen darzustellen ist: 
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lSc

kSb

hSa

=⋅

=⋅

=⋅

rr

rr

rr

 (2.15) 

Anschaulich betrachtet definieren die drei Laue-Gleichungen bei festen Einfallswinkeln 0,aψ , 

0,bψ  und 0,cψ  drei Familien von Kegeloberflächen entlang der drei Vektoren ar , b
r

 und cr , die 
in Abb. 2.12 für einen typischen Fall dargestellt sind. Eine positive Interferenz der gestreuten 
Wellen findet dabei auf den Schnittlinien der drei Familien von Kegeloberflächen statt. Die 
Abb. 2.12 zeigt weiterhin eine besondere Eigenschaft der Beugung an einem dreidimensiona-
len Gitter, denn abgesehen von 0=h , 0=k  und 0=l  existieren im Allgemeinen keine 
Schnittlinien der drei Familien von Kegeloberflächen. Aus dieser Tatsache folgt, dass unter 
den gewählten Einfallswinkeln keine Beugung von Röntgenstrahlen stattfindet, was bei einer 
willkürlichen Wahl der Einfallswinkel der Normalfall sein wird. 

 
Abb. 2.12: Die zulässigen Winkel für die Beugung an einem dreidimensionalen Gitter von Streuzentren liegen bei 
festen Einfallswinkeln für die ganzen Zahlen h, k und l an den Schnittpunkten der drei Familien von Kegeloberflä-
chen, die durch ihren Schnittpunkt mit einer Kugeloberfläche angedeutet sind (modifiziert nach (Woolfson, 1997)). 

Das reziproke Gitter 

Basierend auf den Vektoren ar , b
r

 und cr  des dreidimensionalen Gitters kann ein neuer Vektor 
*ar  definiert werden, der zu der von b

r
 und cr  aufgespannten Ebene senkrecht steht und die 

folgenden Eigenschaften besitzt: 

1* =⋅ aa rr  und 0** =⋅=⋅ caba rrrr  

Analog zum Vektor *ar  können die Vektoren *b
r

 und *cr  definiert werden, für die die folgen-
den Zusammenhänge gelten: 
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1* =⋅ aa rr  0* =⋅ ba
rr  0* =⋅ ca rr  

0* =⋅ ab rr
 1* =⋅ bb

rr
 0* =⋅ cb rr

 

0* =⋅ ac rr  0* =⋅ bc
rr  1* =⋅ cc rr  

(2.16) 

Die Vektoren *ar , *b
r

 und *cr  definieren dabei analog zu den Vektoren ar , b
r

 und cr  ein Gitter, 
welches als reziprokes Gitter bezeichnet wird. Die Gitterpunkte dieses reziproken Gitters 
werden durch die reziproken Gittervektoren *** clbkahS rrrr

++=  beschrieben, wobei h , k  
und l  ganze Zahlen darstellen. Diese reziproken Gittervektoren sind, wie unter Verwendung 
von Gleichung (2.16) gezeigt werden kann, die einzigen Lösungen für die Laue-Gleichungen: 

 

( )
( )
( ) lcclbkahSc

kbclbkahSb

haclbkahSa

=⋅++=⋅

=⋅++=⋅

=⋅++=⋅

rrrrrr

rrrrrr

rrrrrr

***

***

***

 (2.17) 

Das reziproke Gitter beschreibt somit das Beugungsbild eines dreidimensionalen Gitters von 
Streuzentren, wobei eine positive Interferenz und somit eine von null verschiedene Intensität 
der gestreuten Wellen nur an den Gitterpunkten des reziproken Gitters möglich ist. Mathema-
tisch gesehen beschreibt das reziproke Gitter die Fourier-Transformation der räumlichen 
Verteilung der sich periodisch wiederholenden Streuzentren. 

Das Bragg´sche-Gesetz 

Einen anderen Ansatz zur Beschreibung der Beugung von Röntgenstrahlen an einem dreidi-
mensionalen Gitter von Streuzentren liefert das Bragg´sche-Gesetz. Dieser Ansatz ist mathe-
matisch gesehen ebenso in der Lage die Beugung von Röntgenstrahlen zu erklären, wenn 
auch die gemachten physikalischen Annahmen nicht zutreffend sind. 

 
Abb. 2.13: Die Reflektion von parallelen Strahlen an (A) unterschiedlichen Punkten auf einer Ebene und (B) zwei 
Punkten auf benachbarten teilweise reflektierenden Ebenen (modifiziert nach (Woolfson, 1997)). 

In der Herleitung des Bragg´schen-Gesetzes wird angenommen, dass die Beugung der Rönt-
genstrahlen am Gitter auf einer Reflektion der Strahlen an einer Schar von parallelen Ebenen 
gleichen Abstands beruht, die alle Streuzentren enthalten. Die Vorraussetzung für eine Re-
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flektion ist dabei eine konstruktive Interferenz der an den parallelen Ebenen reflektierten 
Wellen. Diese Voraussetzung ist für zwei beliebige Punkte A  und B  in einer Ebene, wie 
Abb. 2.13A zeigt, für alle Einfallswinkel θ  gegeben, da für ihren Wegunterschied 

0=− ADCB  gilt. Im Unterschied dazu erfolgt eine konstruktive Interferenz der an zwei 
Punkten auf parallelen, teilweise reflektierenden Ebenen mit dem Abstand d  gestreuten 
Wellen für den Fall, dass der Wegunterschied zwischen den beiden Punkten A  und A′  einem 
ganzzahligen Vielfachen n  der Wellenlänge λ  entspricht. 

 λnCAAB =′+′  (2.18) 

Mit Hilfe von Abb. 2.13B ergibt sich durch geometrische Überlegungen: 

 ( )θsindCAAB =′=′  (2.19) 

Aus einer Kombination der Gleichungen (2.18) und (2.19) wird das Bragg´sche-Gesetz erhal-
ten, das die Einfallswinkel θ  beschreibt unter denen bei einer Wellenlänge λ  und einem 
Ebenenabstand hkld  eine positive Interferenz der reflektierten Wellen beobachtet werden 
kann. 

 ( ) λθ ndhkl =sin2  (2.20) 

Eine bestimmte Schar von Ebenen wird dabei durch den Schnittpunkt der Ebene, die dem Ur-
sprung am nächsten ist, mit den Achsen der Einheitszelle bei hav , kb

v
 und lcv  durch die 

ganzen Zahlen h , k  und l  beschrieben. Das Bragg´sche-Gesetz kann alternativ zu der in 
Gleichung (2.20) gezeigten Form durch 

 ( ) λθ =sin2 hkld  (2.21) 

beschrieben werden, wobei in dieser Form ein gebeugter Röntgenstrahl n-ter Ordnung an der 
Ebene ( )hkl  wie ein Reflex 1. Ordnung an der fiktiven Ebene ( )nlnknh  behandelt wird. Die-
ses ist zulässig, da der Ebenenabstand der fiktiven Ebene ( )nlnknh  dem n1  fachen Abstand 
der realen Ebene entspricht. 

Das die Beugung von Röntgenstrahlung an einem dreidimensionalen Gitter von Streuzentren 
beschreibende reziproke Gitter wird mit Hilfe des Bragg´schen-Gesetztes erhalten, indem zu-
erst die entsprechende Ebenenschar ( )hkl  eingezeichnet wird. Mit Hilfe dieser Ebenenschar 
wird die senkrecht auf diesen Ebenen stehende Normale ausgehend vom Ursprung gebildet 
und entlang dieser Normalen ausgehend vom Ursprung die Strecke 1−

hkld  eingezeichnet, deren 
Endpunkt dem aus der Reflektion an der Ebenenschar resultierenden gebeugten Röntgenstrahl 
entspricht. Das gesamte reziproke Gitter wird auf diese Weise erhalten, indem die Konstruk-
tion für alle weiteren Ebenenscharen durchgeführt wird. 
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Die Ewald-Kugel 

Die Bedingungen unter denen ein bestimmter gebeugter Röntgenstrahl beobachtet werden 
kann und die Richtung des resultierenden Strahls lassen sich in eleganter Weise mit Hilfe der 
in Abb. 2.14 gezeigten Ewald-Kugel bestimmen. 

 
Abb. 2.14: Die Ewald-Kugel ist eine Konstruktion zur Bestimmung derjenigen Bedingungen, unter denen ein be-
stimmter gebeugter Röntgenstrahl beobachtet werden kann. Die Details zu ihrer Konstruktion finden sich im Text 
(modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

Für ihre Konstruktion wird der einfallende Röntgenstrahl 0sr , dessen Länge 1−λ  ist, auf den 
Ursprung O  des reziproken Gitters ausgerichtet. Im nächsten Schritt wird eine Kugel mit dem 
Ursprung O  des reziproken Gitters auf ihrer Oberfläche konstruiert, deren Mittelpunkt M  
auf 0sr  liegt und die einen Radius von 1−λ  besitzt. Diese Kugel wird als Ewald-Kugel bezeich-
net. Ein bestimmter Gitterpunkt des reziproken Gitters, der durch den reziproken Gittervektor 
S
v

 definiert wird, kann in dieser Konstruktion einen gebeugten Röntgenstrahl sv  erzeugen, 
wenn er auf der Oberfläche der Ewald-Kugel liegt. 

Der Strukturfaktor 

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Gittern, die nur Streuzentren im Ursprung der von 
den Vektoren ar , b

r
 und cr  aufgespannten Einheitszelle besitzen, enthält die Einheitszelle ei-

nes Proteinkristalls im allgemeinen eine Vielzahl von Atomen. Bei Betrachtung nur eines die-
ser Atome zeigt sich, dass das Atom ein dreidimensionales Gitter bildet, wodurch eine kon-
struktive Interferenz nur unter den von den Laue-Gleichungen beschriebenen Bedingungen 
möglich ist. Diese Überlegung trifft in gleicher Weise auf alle anderen Atome der Einheits-
zelle zu. 

Für einen realen Kristall folgt deshalb, dass eine konstruktive Interferenz und somit das Auf-
treten einer gebeugten Welle nur unter den von den Laue-Gleichungen beschriebenen Bedin-
gungen möglich ist. Die unter diesen Bedingungen entstehende gebeugte Welle ist das Re-
sultat einer Addition aller Wellen, die von den einzelnen Atomen gestreut werden. Für eine 
Einheitszelle mit n  Atomen ergibt sich mit einem Streuvektor S

r
, der eine Lösung der Laue-

Gleichungen darstellt und durch die ganzen Zahlen ( )hkl  definiert ist, für die resultierende 
gebeugte Welle analog zu Gleichung (2.11) die folgende Gleichung: 
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=

⋅=
n

j

Sri
jhkl

jefF
1

2
rrr π  (2.22) 

Die Größe hklF
r

 in dieser Gleichung wird als Strukturfaktor bezeichnet, da sie von der Anord-
nung aller Atome in einer Einheitszelle abhängt. Die ganzen Zahlen h , k  und l  werden da-
bei als Indizes der Reflektion oder Millersche Indizes bezeichnet. 

Die Position P  eines Atoms in der Einheitszelle kann auf Basis der Vektoren ar , b
r

 und cr  
mit Hilfe der gebrochenen Zahlen x , y  und z , welche Werte zwischen 0 und 1 annehmen 
können, durch den folgenden Vektor beschrieben werden: 

 czbyaxr rrrr
++=  (2.23) 

Aus dieser Gleichung und dem für den reziproken Gittervektor S
r

 erhaltenen Ausdruck folgt 
mit Gleichung (2.22): 

 ∑
=

++⋅++=
n

j

clbkahczbyaxi
jhkl

jjjefF
1

)()(2 *** rrrrrrr π  (2.24) 

Mit Hilfe der in Gleichung (2.16) beschriebenen Zusammenhänge ergibt sich für den 
Strukturfaktor: 

 ∑
=

++=
n

j

zlykxhi
jhkl

jjjefF
1

)(2πr
 (2.25) 

Berechnung der Elektronendichte 

Der Strukturfaktor ist, wie die vorhergehenden Abschnitte zeigen, eine Funktion der Elektro-
nendichteverteilung in der Einheitszelle. Aus diesem Grund kann der Strukturfaktor anstelle 
einer Summierung über alle Atome der Einheitszelle durch eine Integration der Elektronen-
dichteverteilung in der Einheitszelle bestimmt werden, wobei V  das Volumen der Einheits-
zelle ist. 

 ( )∫ ∫ ∫
= = =

++=
1

0

1

0

1

0

)(2

x y z

zlykxhi
hkl dzdydxexyzVF πρ
r

 (2.26) 

Der Strukturfaktor hklF
r

 stellt dabei die Fourier-Transformation der Elektronendichte ( )xyzρ  
dar. Aus diesem Grund kann die Elektronendichte ( )xyzρ  aus dem Strukturfaktor hklF

r
 durch 

eine inverse Fourier-Transformation erhalten werden. Ein Ersetzen der Integration durch eine 
Summierung im Ergebnis dieser Transformation liefert für die Elektronendichte ( )xyzρ : 

 ( ) ∑ ∑ ∑
∞

−∞=

∞

−∞=

∞

−∞=

++−=
h k l

zlykxhi
hkl eF

V
xyz )(21 πρ  (2.27) 
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Das Ersetzen der Integration durch eine Summierung ist in diesem Fall zulässig, da der 
Strukturfaktor hklF

r
 nach den Laue-Gleichungen lediglich an den Gitterpunkten ( )hkl  des 

reziproken Gitters einen von Null verschiedenen Wert besitzt. 

Der Strukturfaktor hklF
r

 kann, wie alle komplexen Größen, in Betrag und Phase zerlegt wer-
den: 

 ( )hkli
hklhkl eFF α=  (2.28) 

Daraus ergibt sich für die in Gleichung (2.27) beschriebene Elektronendichte ( )xyzρ  die fol-
gende Gleichung: 

 ( ) ( )∑ ∑ ∑
∞

−∞=

∞

−∞=

∞

−∞=

+++−=
h k l

hklizlykxhi
hkl eF

V
xyz απρ )(21  (2.29) 

 

Das Phasenproblem 

Die Elektronendichte ( )xyzρ  an einer Position ( )xyz  der Einheitszelle kann durch die in 
Gleichung (2.29) gezeigte Fourier-Reihe mit Hilfe der Amplituden der Strukturfaktoren hklF

r
 

und ihrer Phasenwinkel ( )hklα  bestimmt werden. Die zu diesem Zweck benötigten Amplitu-
den der Strukturfaktoren hklF

r
 können aus den Intensitäten ( )hklI  der entsprechenden Re-

flexe im Beugungsbild nach der Anwendung einiger Korrekturfaktoren durch die Beziehung 

 ( ) ( ) 2hklFhklI =  (2.30) 

bestimmt werden. Im Gegensatz dazu können die Phasenwinkel der Strukturfaktoren nicht 
direkt aus dem Beugungsbild ermittelt werden, was als Phasenproblem der Röntgenstruktur-
analyse bezeichnet wird. Zur Bestimmung der fehlenden Phaseninformationen stehen bei 
Proteinstrukturen die folgenden Techniken zur Verfügung: 

„Multiple Isomorphous Replacement“ (MIR) 

„Multiple wavelength Anomalous Dispersion“ (MAD) 

„Molecular Replacement“ (MR) 

Diese Techniken zur Bestimmung der Phaseninformationen und die zu ihrer Anwendung 
notwendigen Vorraussetzungen werden in den folgenden Abschnitten beschrieben. Für die 
Anwendung der beiden erstgenannten Verfahren ist es notwendig, die Position von bestimm-
ten Atomen in der Einheitszelle zu bestimmen. Bei dieser Aufgabe ist die Patterson-Funktion 
von großem Nutzen; sie wird aus diesem Grund zuerst beschrieben. 

Die Patterson-Funktion 

Die Patterson-Funktion ( )uvwP  stellt, genau wie die Elektronendichte, eine Fourier-Reihe 
dar. Im Gegensatz zur Elektronendichte verwendet sie jedoch die Intensitäten der Reflexe 

2

hklF
r

 als Koeffizienten und alle Phasenwinkel sind null. Aus diesem Grund kann sie ohne 
Vorwissen über die Struktur berechnet werden. Mit den Koordinaten u , v  und w  der 
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Patterson-Zelle, die die gleichen Dimensionen wie die Einheitszelle besitzt, ergibt sich für die 
Patterson-Funktion die folgende Form: 

 ( ) ( )( )∑ ∑ ∑
∞

−∞=

∞

−∞=

∞

−∞=

++=
h k l

hkl wlvkuhF
V

uvwP π2cos1 2r
 (2.31) 

Die mit Hilfe der Patterson-Funktion berechnete Patterson-Zelle beschreibt die interatomaren 
Vektoren der Atome in der Einheitszelle ausgehend von einem gemeinsamen Ursprung. Diese 
physikalische Interpretation der Patterson-Funktion kann mit Hilfe der folgenden Form der 
Funktion veranschaulicht werden: 

 ( ) ( ) ( )∫ +×=
1

11
r

rdurruP
r

vrrrr ρρ  (2.32) 

In der gezeigten Form kann die Patterson-Funktion anschaulich als eine Funktion angesehen 
werden, die durch die Integration von 1r

r  über alle Positionen in der Einheitszelle den Vektor 
ur  durch die Einheitszelle bewegt und die Elektronendichte ρ  an jeder Position 1r

r , dem An-
fang von ur , mit der Elektronendichte an der Position ur vv +1 , dem Ende von ur , multipliziert. 
Das Ergebnis dieser Multiplikation hat dabei nur dann einen von null verschiedenen Wert, 
wenn die Elektronendichte am Anfang und am Ende von ur  einen von null verschiedenen 
Wert besitzt. Ein Signal in der Patterson-Zelle an der Position ur  bedeutet somit, dass in der 
Einheitszelle an einer beliebigen Position ( )zyx  und der Position ( )wzvyux +++  oder 
( )wzvyux −−−  Atome lokalisiert sind, wobei die Patterson-Funktion nicht in der Lage ist 
zwischen den beiden Positionen zu unterscheiden. 

Aus den auf diese Weise erhaltenen interatomaren Vektoren können für einfache Strukturen 
mit wenigen Atomen die Positionen der Atome in der Einheitszelle bestimmt werden. 

„Multiple Isomorphous Replacement“ 

Die Bestimmung der Phaseninformationen durch MIR basiert auf mindestens drei Kristallen, 
die sich nur durch das Vorhandensein eines oder mehrerer spezifisch gebundener starker 
Streuzentren unterscheiden. Bei solchen starken Streuzentren handelt es sich in der Regel um 
elektronenreiche und somit stark streuende Schwermetalle, die im Weiteren als Schweratome 
bezeichnet werden. Der in der Regel zuerst erhaltene Kristall ohne gebundene Schweratome 
wird als nativer Kristall bezeichnet. Im Gegensatz dazu werden Kristalle mit spezifisch ge-
bundenen Schweratomen als Derivate bezeichnet. Die zur Bestimmung der Phaseninformati-
onen notwendige spezifische Integration der Schweratome in den Kristall kann auf zwei We-
gen erreicht werden. Erstens durch die Inkubation des Kristalls in der Lösung eines Schwer-
atoms, wobei sich das Schweratom spezifisch an die im Kristall enthaltenen Proteine anlagern 
kann. Zweitens durch die Kristallisation des Proteins in Gegenwart eines Schweratoms, wobei 
eine spezifische Integration der Schweratome in den Kristall erreicht werden kann. Für eine 
erfolgreiche Bestimmung der Phaseninformationen müssen der native Kristall und die ver-
wendeten Schweratomderivate weitgehend isomorph sein. Dieses bedeutet, dass die Kristalle 
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identische Einheitszellen besitzen und sich in der Zahl und der Lage der in ihnen enthaltenen 
Atome und Moleküle, bis auf die Schweratome, nicht unterschieden. 

Die auf den beschriebenen Kristallen aufbauende Bestimmung der Phasenwinkel mittels MIR 
basiert auf der Annahme, dass die Intensitätsunterschiede der Reflexe des nativen Kristalls 
und seines isomorphen Schweratomderivats nur auf der Anwesenheit eines oder mehrerer 
Schweratome in letzterem beruhen. Aus dieser Annahme folgt, dass der Strukturfaktor eines 
Reflexes des Schweratomderivats PHF

r
 durch eine Vektoraddition des Strukturfaktors des 

nativen Kristalls PF
r

 und des Strukturfaktors der Schweratome HF
r

 erhalten werden kann. 

 HPPH FFF
rrr

+=  (2.33) 

Auf Basis dieses Zusammenhangs besteht der erste Schritt zur Bestimmung der Phasenwinkel 
darin, die Lage der Schweratome in der Einheitszelle zu bestimmen. Zu diesem Zweck wer-
den aus den Reflexen des nativen Kristalls und des Schweratomderivats die Differenzen 

iso
F
r

∆  der Strukturfaktoramplituden berechnet: 

 PPHiso
FFF
rr

−=∆  (2.34) 

Die unter Verwendung einer Patterson-Funktion mit dem Koeffizienten ( )2

iso
F∆  erhaltene 

Differenz-Pattersonkarte beschreibt die interatomaren Vektoren der Schweratome. Aus diesen 
können für eine kleine Zahl von Schweratomen zwei Sätze von Positionen dieser Atome in 
der Einheitszelle bestimmt werden, die Spiegelbilder voreinander sind. Auf Grund der Unfä-
higkeit der Patterson-Funktion zwischen Atomen an den Positionen ( )wzvyux +++  und 
( )wzvyux −−−  zu unterscheiden ist es jedoch nicht möglich, den Richtigen der beiden 
Sätze von Positionen zu bestimmen. Aus diesem Grund wird für die Bestimmung der Pha-
seninformationen willkürlich einer der beiden Sätze von Positionen gewählt und unter Ver-
wendung von Gleichung (2.25) der Strukturfaktor der Schweratome HF

r
 berechnet. Aus dem 

berechneten Strukturfaktor der Schweratome HF
r

 und den Amplituden der Strukturfaktoren 
des nativen Kristalls PF

r
 und des Schweratomderivats PHF

r
 können unter Anwendung von 

Gleichung (2.33) zwei mögliche Phasenwinkel bestimmt werden. Ihre graphische 
Bestimmung erfolgt mit Hilfe der in Abb. 2.15A für ein Schweratomderivat gezeigten Harker-
Konstruktion, zu deren Herstellung zuerst ein Kreis mit dem Radius PF

r
 erstellt wird. 

Anschließend wird ausgehend vom Mittelpunkt dieses Kreises der Vektor HF
r

−  eingezeichnet 
und an seinem Ende ein zweiter Kreis mit dem Radius PHF

r
 gezeichnet. Die beiden 

möglichen Phasenwinkel können aus den Schnittpunkten der beiden Kreise ermittelt werden. 
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Abb. 2.15: Die graphische Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren mit Hilfe einer Harker-Konstruk-
tion. Gezeigt ist eine Harker-Konstruktion von (A) einem Schweratomderivat und (B) zwei Schweratomderivaten. 
In (C) sind die für die Harker-Konstruktion verwendeten bekannten Größen dargestellt. Dieses sind einerseits die 
Amplituden und die Phasenwinkel der Strukturfaktoren der Schweratome und andererseits die Amplituden der 
Strukturfaktoren des nativen Kristalls und seiner isomorphen Schweratomderivate (modifiziert nach (Blow, 2002)). 

Zur eindeutigen Bestimmung des Phasenwinkels des Strukturfaktors PF
r

 ist jedoch mindes-
tens ein weiteres Schweratomderivat notwendig. Für dieses werden die Positionen der 
Schweratome in der Einheitszelle bestimmt, wobei ihre Positionen relativ zum Ursprung des 
ersten Derivats angegeben werden. Dieses erfolgt auf Basis der Symmetrieeigenschaften der 
Kristalle oder unter Verwendung einer Differenzelektronendichtekarte, die durch die folgende 
Fourier-Reihe erhalten wird. 

 ( ) ( ) ( )( ) ( )∑ ∑ ∑
∞

−∞=

∞

−∞=

∞

−∞=

+++−−=∆
h k l

hklizlykxhi
PPH

PehklFhklF
V

xyz απρ )(21  (2.35) 

Für die Berechnung der Differenzelektronendichtekarte wird der Mittelwert der beiden für das 
erste Schweratomderivat möglichen Phasenwinkel verwendet. Aus den auf diese Weise be-
stimmten Positionen der Schweratome werden erneut zwei mögliche Phasenwinkel des 
Strukturfaktors PF

r
 bestimmt, die Gleichung (2.33) erfüllen. Der Phasenwinkel des 

Strukturfaktors PF
r

 kann aus den resultierenden Paaren von möglichen Winkeln bestimmt 
werden, denn nur einer der beiden für das erste Derivat erhaltenen Winkel ist auch eine Lö-
sung für das zweite und jedes weitere Derivat. Dieses verdeutlicht in einer graphischen Form 
die in Abb. 2.15B gezeigte Harker-Konstruktion für zwei Schweratomderivate, in der nur ein 
Schnittpunkt aller drei Kreise existiert, an dem Gleichung (2.33) für beide Derivate gleichzei-
tig erfüllt ist. 

Im Anschluss an die Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren hklF
r

 wird die 
Elektronendichte berechnet und dann zeigt sich, ob der richtige Satz von Schweratompositio-
nen gewählt wurde. Im Fall der richtigen Wahl der Positionen ergibt sich die Proteinstruktur 
mit L-Aminosäuren und rechtsgängigen α-Helices. Im Unterschied dazu wird bei der Wahl 
der falschen Positionen ihr Spiegelbild mit D-Aminosäuren und linksgängigen α-Helices re-
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sultieren; in diesem Fall wird die Berechnung der Elektronendichte mit den aus dem verblei-
benden Satz von Schweratompositionen erhaltenen Phasenwinkeln wiederholt. 

„Multiple wavelength Anomalous Dispersion” 

Bei der Beschreibung der Streuung von Röntgenstrahlen an den Atomhüllen werden die für 
diesen Effekt verantwortlichen Elektronen in erster Näherung als frei betrachtet. Diese An-
nahme ist nicht mehr zutreffend, wenn sich die Wellenlänge der Röntgenstrahlung einer Ab-
sorptionskante nähert, an welcher die Energie der Strahlung das Atom in einen angeregten 
Zustand versetzen kann. Die in diesem Fall auftretende anomale Streuung zeigt im Vergleich 
zu freien Elektronen eine von π verschiedene Phasenverschiebung relativ zur einfallenden 
Strahlung. 

 
Abb. 2.16: Die atomaren Streuungsfaktoren von (A) einem freien Elektron und (B) einem gebundenen Elektron. 
Der anomale Beitrag zum atomaren Streuungsfaktor setzt sich aus einer realen und einer imaginären Kompo-
nente zusammen (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

Der atomare Streuungsfaktor anof  eines anomal streuenden Atoms ist in diesem Fall 

 fffifffano ′′+′=′′+∆+=  (2.36) 

wobei f∆  den realen und f ′′  den imaginären Teil der anomalen Streuung darstellen. Die auf 
diese Weise veränderten atomaren Streuungsfaktoren verursachen einen Unterschied in der 
Amplitude und dem Phasenwinkel der – in Abwesenheit von anomaler Streuung bis auf das 
Vorzeichen des Phasenwinkels – identischen Strukturfaktoren )()( += FhklFPH

rr
 und 

)()( −=−−− FlkhFPH

rr
, die als Bijvoet- oder Friedel-Paare bezeichnet werden. Der Grund 

hierfür ist, dass die anomalen Komponenten der Strukturfaktoren keine komplexen Konjugate 
voneinander sind. 
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Abb. 2.17: Die Strukturfaktoren eines Bijvoet-Paares mit und ohne Auftreten von anomaler Streuung (modifiziert 
nach (Drenth, 1999)). 

Im Rahmen der MAD (Hendrickson et al., 1990; Hendrickson et al., 1988; Murthy et al., 
1988) wird die in Abb. 2.18 am Beispiel der K-Absorptionskante von Selen gezeigte 
Wellenlängenabhängigkeit der realen f∆  und der imaginären f ′′  Komponente der anomalen 
Streuung zur Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren genutzt. 

 
Abb. 2.18: Der Verlauf der realen ( f∆ ) und der imaginären ( f ′′ ) Komponente der anomalen Streuung an der K-
Absorptionskante von Selen in Abhängigkeit von der Wellenlänge. Das Minimum der realen Komponente ent-
spricht dabei der Wellenlänge λ1. Das Maximum der imaginären Komponente findet sich im Unterschied dazu bei 
der Wellenlänge λ2. Die Wellenlänge λ3 liegt außerhalb des gezeigten Ausschnitts, aus diesem Grund sind die 
Werte für die reale und die imaginäre Komponente der anomalen Streuung rechts neben dem Diagramm einge-
zeichnet (modifiziert nach (Drenth, 1999)). 

Die Grundvoraussetzung zur Anwendung der MAD ist das Vorhandensein von anomal streu-
enden Atomen im Kristall, die im zur Messung verwendeten Wellenlängenbereich eine Ab-
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sorptionskante besitzen. Am häufigsten wird zu diesem Zweck das Element Selen eingesetzt, 
das auf biologischem Wege durch Verwendung von Selenomethionin an Stelle von Methionin 
in das Protein eingebaut werden kann. Alternativ ist jedoch auch die Verwendung von zusätz-
lichen an das Protein gebundenen oder nativ in diesem vorkommenden Schweratomen mög-
lich. 

Im Rahmen der MAD erfolgt die Aufnahme von Beugungsdaten bei den Wellenlängen 
λ1 (inflection), an der die reale Komponente f∆  ihr Minimum besitzt und die imagi-
näre Komponente f ′′  einen Wendepunkt hat, 

λ2 (maximum), an der die imaginäre Komponente f ′′  ihr Maximum besitzt und der 
Unterschied der Bijvoet-Paare am größten ist, 

λ3 (remote), bei der f∆  und f ′′  vernachlässigbar sind. 

Die MAD nutzt einerseits die isomorphen oder dispersiven Intensitätsunterschiede der Re-
flexe zwischen den Wellenlängen λ1 und λ3, sowie andererseits die anomalen Unterschiede 
in den Intensitäten der Bijvoet-Paare bei λ2 zur Bestimmung der Phasenwinkel der Struktur-
faktoren. 

Die Bestimmung eines Paares von möglichen Phasenwinkeln aus den großen – auf der realen 
Komponente der anomalen Streuung beruhenden – isomorphen oder dispersiven Intensitäts-
unterschieden der Reflexe zwischen den Wellenlängen λ1 und λ3 erfolgt in einem dem MIR 
analogen Verfahren. Hierbei werden die für die Wellenlänge λ3 erhaltenen Beugungsdaten als 
native Daten verwendet und die geringen Anteile der imaginären Komponenten der anomalen 
Streuung bei diesen Wellenlängen durch eine Mittelung der Intensitäten der Bijvoet-Paare 
entfernt. Zu diesem Zweck wird mit Hilfe der Patterson-Funktion die Lage der anomal streu-

enden Atome in der Einheitszelle bestimmt und diese zur Berechnung des Strukturfaktors HF
r

 

der anomal streuenden Atome eingesetzt. Zwei mögliche Phasenwinkel werden aus dem be-

rechneten Strukturfaktor HF
r

 der anomal streuenden Atome und den experimentell bestimm-

ten Strukturfaktoramplituden der Reflexe bei den beiden Wellenlängen λ1 und λ3 mit Hilfe 
einer Harker-Konstruktion bestimmt. 

In einem weiteren Schritt kann aus den auf Grund der großen imaginären Komponente der 
anomalen Streuung entstehenden Intensitätsunterschieden der Bijvoet-Paare bei der Wellen-
länge λ2 ein weiteres Paar von möglichen Phasenwinkeln ermittelt werden. Die Grundlage 
hierfür ist, dass sich der Strukturfaktor PHF

r
 beim Auftreten von anomaler Streuung aus einer 

nicht anomalen Komponente NF
r

 und einer anomalen Komponente HAF
r

 zusammensetzt. 

 HANPH FFF
rrr

+=  (2.37) 

Daraus ergibt sich eine der Gleichung (2.33) vergleichbare Beziehung für den Strukturfaktor 

( )+PHF
r

 und das komplexe Konjugat seines Bijvoet-Partners ( )−*
PHF
r

: 

 ( ) ( ) HAPHPH FFF
rrr

2* =−−+  (2.38) 
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Die Differenz der Strukturfaktoramplituden der Bijvoet-Paare ist – vergleichbar zu Gleichung 
(2.34) – gegeben durch: 

 ( ) ( )( )
f
fFFF PHPHano ′′

′
−−+=∆

2
rr

 (2.39) 

Die unter Verwendung einer Patterson-Funktion mit dem Koeffizienten ( )2

ano
F∆  erhaltene 

Differenz-Pattersonkarte beschreibt die interatomaren Vektoren der anomal streuenden 
Atome. Aus diesen kann für eine kleine Zahl von anomal streuenden Atomen ihre Position in 
der Einheitszelle bestimmt werden und mit Hilfe dieser sowie der atomaren Streuungsfaktoren 
f ′  und f ′′  der anomal streuenden Atome die anomale Komponente HAF

r
 des Strukturfaktors 

berechnet werden. 

 ( ) ( )∑
=

++′′+′=
n

j

zlykxhi
jjHA

jjjefifhklF
1

)(2πr
 (2.40) 

Aus der anomalen Komponente des Strukturfaktors HAF
r

 und den Amplituden der 
Strukturfaktoren des Bijvoet-Paares ( )+PHF

r
 und ( )−PHF

r
 werden unter Anwendung von 

Gleichung (2.38) zwei mögliche Phasenwinkel des Strukturfaktors PHF
r

 gewonnen. 
Der Phasenwinkel des Strukturfaktors wird aus den beiden erhaltenen Paaren von möglichen 
Winkeln bestimmt, denn analog zum MIR ist lediglich einer der beiden aus den dispersiven 
Unterschieden erhaltenen Winkel auch eine Lösung für die aus den anomalen Unterschieden 
bestimmten Winkel. 

„Molecular Replacement” 

Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Methoden zur Bestimmung der Phasenwinkel, die 
kein vorheriges Wissen über die untersuchte Proteinstruktur erfordern, wird zur Anwendung 
des MR das molekulare Modell eines strukturell ähnlichen Proteins benötigt. Dem MR liegt 
dabei die Annahme zugrunde, dass die unbekannte Proteinstruktur mit Hilfe einer bekannten, 
ähnlichen Struktur beschrieben werden kann (Huber, 1965), die als Modell fungiert. Für den 
Fall, dass das verwendete Modell die unbekannte Struktur dabei mit hinreichender Genauig-
keit beschreibt, können durch die Überlagerung der beiden Strukturen erste Phasenwinkel für 
die unbekannte Struktur gefunden werden. Zu diesem Zweck wird das Modell durch eine 
Rotation parallel zur unbekannten Struktur ausgerichtet und durch eine Translation mit ihr zur 
Deckung gebracht. Für diese Aufgabe wird die bereits an anderer Stelle beschriebene 
Patterson-Funktion verwendet, wobei die sechs-dimensionale Suche häufig zur Senkung des 
Rechenaufwandes durch die getrennte Durchführung der beiden Schritte auf zwei drei-
dimensionale Suchvorgänge reduziert wird. Die Grundlage hierfür bilden die im Folgenden 
beschriebenen Eigenschaften der Patterson-Funktion. 

Die mit Hilfe der Patterson-Funktion berechnete Patterson-Karte beschreibt die interatomaren 
Vektoren der Atome in der Struktur ausgehend von einem gemeinsamen Ursprung. Die die 
Beziehung von zwei Atomen im gleichen Protein beschreibenden Vektoren, die so genannten 
Selbst-Patterson Vektoren (engl. „self-Patterson vectors“), sind dabei in der Regel kurz und 
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ihre Endpunkte aus diesem Grund in der Nähe des Ursprungs zu finden. Im Unterschied dazu 
sind die interatomaren Vektoren von zwei Atomen in unterschiedlichen Molekülen auf Grund 
der in der Regel größeren Abstände der Atome voneinander länger. Die Endpunkte dieser so 
genannten Kreuz-Patterson Vektoren (engl. „cross-Patterson vectors“) liegen deshalb meis-
tens weiter vom Ursprung entfernt als die der Selbst-Patterson Vektoren. Die vorzugsweise in 
der inneren Region der Patterson-Karte, in der Umgebung des Ursprungs, vorkommenden 
Selbst-Patterson Vektoren sind dabei mit Ausnahme einer Rotation identisch für gleiche Mo-
leküle in unterschiedlichen Strukturen. Für strukturell ähnliche Proteine sind die Selbst-
Patterson Vektoren nicht identisch, jedoch sehr ähnlich. Deshalb kann aus den Selbst-
Patterson Vektoren die zur parallelen Ausrichtung des Modells mit der unbekannten Struktur 
im Kristall benötigte Rotation bestimmt werden. 

 
Abb. 2.19: Die Bestimmung der zur parallelen Ausrichtung einer bekannten und einer unbekannten Struktur im 
Rahmen des MR benötigten Rotation anhand eines zweidimensionalen Beispiels. Gezeigt ist (A) die Patterson-
Karte der unbekannten Struktur und (B) die Überlagerung der rotierten Patterson-Funktion des bekannten Mo-
dells mit der Patterson-Karte der unbekannten Struktur. Die Patterson-Funktion des Modells wählt dabei sechs 
Patterson Vektoren der unbekannten Struktur aus, die alle in einem Kreis liegen, dessen Radius den maximalen 
Ausmaßen des Modells entspricht (modifiziert nach (Blow, 2002)). 

Zu diesem Zweck wird versucht – wie in Abb. 2.19 an einem zweidimensionalen Beispiel ge-
zeigt – die Patterson-Funktion des Modells mit der Patterson-Karte des Kristalls der unbe-
kannten Struktur durch eine Rotation zur Deckung zu bringen. Hierbei ist die beschriebene 
unterschiedliche Verteilung der Selbst-Patterson und der Kreuz-Patterson Vektoren von gro-
ßem Nutzen, denn ohne ein Wissen über die Struktur des Proteins im Kristall wäre es nicht 
möglich, zwischen den beiden Gruppen von Vektoren zu unterscheiden. Die im Rahmen der 
praktischen Durchführung eines MR verwendete Rotationsfunktion versucht, die aus dem 
Modell berechnete Patterson-Funktion mit den im inneren Bereich der Patterson-Karte der 
unbekannten Struktur vorkommenden Selbst-Patterson Vektoren durch eine Rotation zur De-
ckung zu bringen. Der hierfür verwendete innere Bereich entspricht einem kugelförmigen 
Volumen um den Ursprung der Patterson-Karte, dessen Radius der maximalen Ausdehnung 
des Modells entspricht. Die im inneren Bereich der Patterson-Karte vorkommenden Kreuz-
Patterson Vektoren werden dabei von der Rotationsfunktion nicht berücksichtigt. 
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Abb. 2.20: Die Bestimmung der Lage einer zweizähligen Drehachse in einer unbekannten Struktur relativ zum 
Ursprung einer bekannten Struktur anhand eines zweidimensionalen Beispiels. Gezeigt ist (A) die Überlagerung 
der bekannten Struktur M und ihres durch eine zweizählige Drehachse verbundenen Symmetrie-verwandten M’ 
mit der unbekannten Struktur X. Der Pfeil repräsentiert die zu bestimmende Translation, um die für die bekannte 
Struktur angenommene zweizählige Drehachse an ihre Position in der unbekannten Struktur zu verschieben. In 
(B) ist die Überlagerung der Patterson-Funktion der bekannten (MM’) und der unbekannten (X) Struktur unter 
Verwendung des gleichen Ursprungs gezeigt. Die identischen Selbst-Patterson Vektoren der beiden Strukturen 
sind als schwarze Kreise angedeutet. Die Kreuz-Patterson Vektoren der unbekannten bzw. der bekannten Struk-
tur sind als nicht gefüllte bzw. graue Kreise gezeigt. Der Vektor, der die gleichen Anordnungen von Kreuz-Patter-
son Vektoren der beiden Strukturen miteinander verknüpft, entspricht dem Doppelten des in A gezeigten Vektors, 
der die zweizähligen Drehachsen der beiden Strukturen miteinander verbindet (modifiziert nach (Blow, 2002)). 

Nachdem die zur parallelen Ausrichtung des Modells mit der unbekannten Struktur im Kris-
tall benötigte Rotation bestimmt worden ist, besteht der nächste Schritt in der Positionierung 
des Modells in der Einheitszelle der unbekannten Struktur mit Hilfe einer Translation. Dieser 
Schritt ist jedoch nur notwendig, wenn der Kristall der unbekannten Struktur weitere Sym-
metrieelemente neben der Gittersymmetrie enthält. In diesem Fall ist es notwendig die Lage 
der Drehachsen des Kristalls der unbekannten Struktur relativ zum Ursprung der bekannten 
Struktur zu bestimmen. Die Bestimmung der hierzu benötigten Translation erfolgt mit Hilfe 
der bereits beschriebenen Kreuz-Patterson Vektoren, was in Abb. 2.20 anhand eines 
zweidimensionalen Beispiels gezeigt ist. 

2.4.6 Kryokristallographie 

Die Datenaufnahme an Proteinkristallen erfolgt häufig in einem Strahl aus tiefkaltem Stick-
stoff bei einer Temperatur von 100 K bis 120 K. Auf diese Weise können die im Rahmen der 
Datenaufnahme – insbesondere bei Verwendung von Synchrotronstrahlung – auftretenden 
Strahlenschäden, die zu einer Abnahme der Streuqualität der Kristalle führen, stark reduziert 
werden. Die Kühlung der Proteinkristalle auf eine Temperatur von 100 K bis 120 K erfolgt 
dabei sprunghaft, um die Bildung von kristallinem Eis zu verhindern, welches das Kristall-
gitter des Proteinkristalls stark schädigen würde. Zur vollständigen Vermeidung der Bildung 
von kristallinem Eis wird der Kristall vor der sprunghaften Temperaturänderung in der Regel 
in eine Lösung überführt, die eine Substanz mit einer kryoprotektiven Wirkung enthält. Sub-
stanzen, die häufig zu diesem Zweck eingesetzt werden, sind Glyzerin, MPD, Ethylenglykol 
und Polyethylenglykole mit einem niedrigen Molekulargewicht, wobei die optimalen Bedin-
gungen in Bezug auf die verwendete Substanz und ihre benötigte Konzentration für jede 
Kristallform auf empirischem Weg bestimmt werden müssen. 
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Zur Reduzierung der im Zuge der Datenaufnahme auftretenden Strahlenschäden wurden die 
im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Röntgenbeugungsexperimente ausnahmslos an tief-
gekühlten Proteinkristallen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden die Proteinkristalle, so-
weit notwendig, mit einer Nylonschlaufe (engl. „Cryoloop“) aus dem Kristallisationsansatz in 
einen geeigneten kryoprotektiven Puffer überführt und dort für 10 bis 30 Sekunden inkubiert. 
Die Proteinkristalle wurden dann in einem tiefkalten Stickstoffstrahl oder in flüssigem Stick-
stoff eingefroren und bis zur Datenaufnahme in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten 
Dewar gelagert. Die Bestimmung geeigneter kryoprotektiver Puffer erfolgte auf empirischem 
Weg unter Verwendung verschiedener kryoprotektiv wirksamer Substanzen. 

2.4.7 Datenaufnahme und Prozessierung 

Die Aufnahme aller in dieser Arbeit verwendeten Röntgenbeugungsdaten erfolgte nach der 
Oszillationsmethode mit Synchrotronstrahlung am Messplatz BW6 der Max-Planck-Gruppen 
für Strukturelle Molekularbiologie am Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY, Hamburg). 
Die Aufnahme einzelner Beugungsbilder und kompletter Datensätze erfolgte an eingefrorenen 
Kristallen in einem Strahl aus tiefkaltem Stickstoff. 

Für die Aufnahme von vollständigen Datensätzen wurde ein einzelnes Beugungsbild des zu 
messenden Kristalls aufgenommen. Aus diesem wurde die Beugungsgrenze des Kristalls be-
stimmt und ein geeigneter Kristall-Detektor Abstand gewählt. Das Beugungsbild wurde unter 
Verwendung der Programme der HKL-Suite (Otwinowski und Minor, 1997) indiziert und die 
Intensitäten der Reflexe wurden integriert. Mit Hilfe dieser Informationen wurde mit dem 
Programm Best (Dr. G. Bourenkov, selbstgeschriebener Skript) eine optimale Strategie be-
rechnet, die die Aufnahme eines vollständigen Datensatz in möglichst kurzer Messzeit er-
laubte. 

Die Aufnahme der nativen Datensätze des Proteins EhuB im Komplex mit einem seiner Sub-
strate Ectoin oder Hydroxyectoin erfolgte unter Berücksichtigung der mit dem Programm 
Best ermittelten Strategie an einzelnen Kristallen bei einer Wellenlänge von 1,05 Å. 

Die Messung der drei Datensätze, die zur Bestimmung der Phaseninformationen mittels MAD 
(Hendrickson et al., 1990; Hendrickson et al., 1988; Murthy et al., 1988) benötigt wurden, er-
folgte an einem Kristall aus Selenomethionin-markiertem EhuB im Komplex mit Ectoin. Die 
„remote“, „maximum“ und „inflection“ genannten Datensätze wurden an einem einzelnen 
Kristall bei Wellenlängen von 0,95 Å (remote), 0,9787 Å (maximum) und 0,9791 Å 
(inflection) aufgenommen. 

Die im Zuge der Datenaufnahme für die unterschiedlichen Datensätze erhaltenen Beugungs-
bilder wurden mit Hilfe der Programme der HKL-Suite indiziert, integriert und skaliert. 

 

 



Material und Methoden  63 

2.4.8 Strukturbestimmung von EhuB im Komplex mit Ectoin 

Bestimmung der Phaseninformation 

Die Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren erfolgte nach der Methode der MAD 
an einem Kristall aus Selenomethionin-markierem EhuB im Komplex mit Ectoin. Die Positi-
onen der anomal streuenden Selenatome, die Phasenwinkel der Strukturfaktoren und die 
Elektronendichte wurden mit Hilfe der drei zu diesem Zweck bei unterschiedlichen Wellen-
längen aufgenommenen Datensätze unter Verwendung von SOLVE (Terwilliger und 
Berendzen, 1999) mit einem angepassten Skript (www.solve.lanl.gov/html_solve/manual-
/sample_scripts/one_mad_dataset_solve.txt) berechnet. 

Statistische Dichtemodifikation und automatischer Modellbau 

Die erhaltene Elektronendichte wurde unter Verwendung von RESOLVE (Terwilliger, 2000) 
mit einem angepassten Skript (www.solve.lanl.gov/html_resolve/resolve_build.txt, Version 
2.06.21) mittels statistischer Dichtemodifikation verbessert; in diese Elektronendichte wurde 
dann automatisch ein Modell der Polypeptidkette gelegt. Der automatische Modellbau 
(Terwilliger, 2003) erfolgte in einem iterativen Verfahren aus Modellbau mit RESOLVE und 
einer Verfeinerung des erhaltenen Modells mit dem Programm Refmac5 (Murshudov et al., 
1997) aus der CCP4 Suite (kein Autor, 1994). Zur Kontrolle der Verfeinerung wurden dabei 
5% der Reflexe von der Verfeinerung ausgenommen und zur Berechnung des modellunab-
hängigen Qualitätsindex Rfree (Brünger, 1992; Brünger, 1993) verwendet. Das automatisch 
gebaute Modell wurde visuell mit Hilfe des Programms O (Jones et al., 1991) kontrolliert. 

Manueller Modellbau 

Die nach dem automatischen Modellbau fehlenden Teile des Modells wurden manuell in die 
vorhandene Elektronendichte in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten eingepasst und in 
das Modell eingefügt. 

Modellverfeinerung 

Die Verfeinerung der atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des Modells erfolgte mit-
tels iterativer Zyklen aus einer Verfeinerung mit isotropen Temperaturfaktoren durch 
Refmac5 unter Verwendung der experimentellen Phasen und Amplituden der Strukturfaktoren 
und manuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronen-
dichte-Karten. Zur Kontrolle der Verfeinerung wurden 5% der Reflexe von der Verfeinerung 
ausgenommen und zur Berechnung des modellunabhängigen Qualitätsindex Rfree verwendet. 
Die Berechnung der Elektronendichte-Karten erfolgte mit dem Programm FFT der CCP4 Su-
ite. 

Einfügen der Liganden in das Modell 

Im Anschluss an die Verfeinerung des Modells wurde das gebundene Substrat Ectoin in die 
deutlich sichtbare Elektronendichte in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten eingepasst 
und in das Modell eingefügt. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe des PRODRG Server 
(Schuttelkopf und van Aalten, 2004) die notwendigen Koordinaten und die zur Verfeinerung 
mit Refmac5 benötigte Topologiedatei erzeugt. Weiterhin wurden vier Cadmium-Ionen in 
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vier deutlich sichtbare Elektronendichten auf der Oberfläche des Proteins eingepasst und in 
das Modell eingefügt. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des erhaltenen Mo-
dells wurden durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit Refmac5 und manuellen Kor-
rekturen des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfei-
nert. In den ersten Runden erfolgte die Verfeinerung mit isotropen Temperaturfaktoren unter 
Verwendung der experimentellen Phasen und Amplituden der Strukturfaktoren. Im Unter-
schied dazu wurde im letzten Zyklus eine TLS-Verfeinerung (Winn et al., 2001) verwendet, 
für die das Protein entsprechend seiner Domänengrenzen in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt 
wurde. Zur Kontrolle der Verfeinerung wurden 5% der Reflexe von der Verfeinerung ausge-
nommen und zur Berechnung des modellunabhängigen Qualitätsindex Rfree verwendet. 

„Rigid body“ Verfeinerung 

Eine weitere Verbesserung der Modellqualität wurde durch die Verwendung des nativen Da-
tensatzes von EhuB im Komplex mit Ectoin erreicht. Zu diesem Zweck wurden aus dem Mo-
dell des Selenomethionin-markieren EhuB der Ligand Ectoin sowie die vier Cadmium-Ionen 
entfernt. Anschließend wurde eine „Rigid body“ Verfeinerung des erhaltenen Modells mit 
dem nativen Datensatz von EhuB im Komplex mit Ectoin durchgeführt. Die Auflösung des 
nativen Datensatzes wurde dabei auf Grund der hohen Rsym Werte in den letzten Auflösungs-
schalen auf 1,9 Å beschränkt, was für alle weiteren Verfeinerungsrunden dieser Struktur 
ebenso gilt. Das auf diese Weise erhaltene Modell wurde mit isotropen Temperaturfaktoren 
unter Verwendung von Refmac5 verfeinert. 

Manueller Modellbau und Verfeinerung 

Die unter Verwendung des nativen Datensatzes von EhuB im Komplex mit Ectoin erhaltenen 
2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten erlaubten das manuelle Einpassen der fehlenden 
Teile der Polypeptidkette in die deutlich sichtbare Elektronendichte mit Hilfe von O. Das so 
erhaltene Modell wurde wie im Abschnitt „Modellverfeinerung“ beschrieben verfeinert, wo-
bei abweichend keine experimentellen Phasen verwendet wurden. 

Einfügen der Liganden in das Modell 

Der Ligand Ectoin sowie die vier Cadmium-Ionen wurden unter Verwendung von O manuell 
in die deutlich sichtbaren Elektronendichten in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten 
eingepasst und in das Modell eingefügt. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des 
Modells wurden, wie im Abschnitt „Modellverfeinerung“ beschrieben verfeinert, wobei ab-
weichend keine experimentellen Phasen verwendet wurden. 

Einfügen von Wassermolekülen in das Modell 

Die in den Elektronendichte-Karten sichtbaren Wassermoleküle wurden automatisch mit Hilfe 
von ARP/wARP (Lamzin und Wilson, 1993) bei einem Schwellenwert von 2,5 σ identifiziert. 
Nach einer visuellen Überprüfung der Wassermoleküle mit Hilfe von O in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc 
Elektronendichte-Karten wurden Wassermoleküle mit eindeutiger Elektronendichte in das 
Modell eingefügt. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des erhaltenen Modells 
wurden durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit Refmac5 und manuellen Korrektu-
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ren des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. In 
den ersten Runden erfolgte die Verfeinerung mit isotropen Temperaturfaktoren. Im Unter-
schied dazu wurde im letzten Zyklus eine TLS-Verfeinerung verwendet, für die das Protein 
entsprechend seiner Domänengrenzen in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt wurde. Zur Kontrolle 
der Verfeinerung wurden 5% der Reflexe von der Verfeinerung ausgenommen und zur Be-
rechnung des modellunabhängigen Qualitätsindex Rfree verwendet. 

2.4.9 Strukturbestimmung von EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin 

„Molecular Replacement“ 

Die Bestimmung der zur Berechnung einer Elektronendichte-Karte notwendigen Phasenin-
formationen für den Datensatz von EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin erfolgte mittels MR 
unter Verwendung von AMoRe (Navaza, 1994) aus der CCP4 Suite. Für das MR wurde als 
Suchmodell die EhuB Struktur im Komplex mit Ectoin nach der Entfernung des Liganden 
Ectoin, der Cadmium-Ionen und der Wassermoleküle verwendet. Die atomaren Positionen 
und Temperaturfaktoren des als eindeutige Lösung aus dem MR erhaltenen Modells wurden 
durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit isotropen Temperaturfaktoren unter Ver-
wendung von Refmac5 und manuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc 
und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. Die Auflösung des nativen Datensatzes von 
EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin wurde dabei auf 2,5 Å beschränkt, was für die weitere 
Verfeinerung dieser Struktur ebenso gilt. Zur Kontrolle der Verfeinerung wurden 5% der Re-
flexe von der Verfeinerung ausgenommen und zur Berechnung des modellunabhängigen 
Qualitätsindex Rfree verwendet. 

Einfügen der Liganden in das Modell 

Nach der Verfeinerung des Modells wurde der gebundene Ligand Hydroxyectoin in die deut-
lich sichtbare Elektronendichte in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten unter Verwen-
dung von O eingepasst und in das Modell eingefügt. Hierfür wurden mit Hilfe des PRODRG 
Server die notwendigen Koordinaten und die zur Verfeinerung mit Refmac5 benötigte Topo-
logiedatei erzeugt. Weiterhin wurden vier Cadmium-Ionen in vier deutlich sichtbare Elektro-
nendichten auf der Oberfläche des Proteins eingepasst und in das Modell eingefügt. Die ato-
maren Positionen und Temperaturfaktoren des Modells wurden, wie im vorhergehenden Ab-
schnitt beschrieben, verfeinert. 

Einfügen von Wassermolekülen in das Modell 

Die in den Elektronendichte-Karten sichtbaren Wassermoleküle wurden automatisch mit Hilfe 
von ARP/wARP unter Verwendung eines Schwellenwerts von 3,2 σ identifiziert. Die erhalte-
nen Wassermoleküle wurden einzeln mit Hilfe von O in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-
Karten überprüft und bei eindeutiger Elektronendichte in das Modell eingefügt. Die atomaren 
Positionen und Temperaturfaktoren des erhaltenen Modells wurden durch iterative Zyklen aus 
einer Verfeinerung mit Refmac5 und manuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis von 
2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. In den ersten Runden erfolgte die Ver-
feinerung mit isotropen Temperaturfaktoren. Im Unterschied dazu wurde im letzten Zyklus 
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eine TLS-Verfeinerung verwendet, für die das Protein entsprechend seiner Domänengrenzen 
in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt wurde. Zur Kontrolle der Verfeinerung wurden 5% der Re-
flexe von der Verfeinerung ausgenommen und zur Berechnung des modellunabhängigen 
Qualitätsindex Rfree verwendet. 

2.4.10 Analyse der Strukturmodelle 

Die stereochemische Qualität der erhaltenen Proteinmodelle wurde mit Hilfe des Programms 
PROCHECK Version 3.5 (Laskowski et al., 1993) analysiert. Die Identifizierung von 
Sekundärstrukturelementen in den Proteinmodellen erfolgte mit Hilfe des Programms Stride 
(Frishman & Argos (1995) Proteins). 

2.4.11 Graphische Darstellung 

Die zur Visualisierung der Struktur verwendeten Abbildungen wurden mit Hilfe des Pro-
gramms „The PyMOL Molecular Graphics System“ (www.pymol.org) von Warren L. 
DeLano (DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA) unter Verwendung des implementierten 
„ray-tracer“ erzeugt. 

2.4.12 Überlagerung von Proteinstrukturen 

Die Überlagerung von Proteinstrukturen erfolgte mit dem im Programm LSQMAN 
(Kleywegt, 1999) implementierten „global superposition-distance-based Needleman-Wunsch“ 
Algorithmus mit einem Distanzschwellenwert von 3,5 Å. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Der MDR-ABC-Transporter LmrA 

3.1.1 Homologe Expression von LmrA in L. lactis 

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur eines Membranproteins benötigt häufig 
große Mengen an gereinigtem Protein (Ostermeier und Michel, 1997). Auf Grund der im Ver-
gleich zu löslichen Proteinen in der Regel niedrigeren Expressionsniveaus dieser Protein-
klasse (Seddon et al., 2004) sind deshalb oft große Kulturvolumina zur Expression 
ausreichender Proteinmengen erforderlich. Vor diesem Hintergrund wurde, um die für 
strukturbiologische Untersuchungen benötigten Proteinmengen bereitzustellen, ein Protokoll 
für die homologe Expression von LmrA in L. lactis unter Verwendung eines 100 l Fermenters 
entwickelt. Im Zuge der Etablierung dieses Protokolls zeigte sich, dass die Luftzufuhr 
während des Wachstums der Bakterien ein wichtiger Parameter war, der das 
Expressionsniveau von LmrA beeinflusste. Eine detaillierte Untersuchung dieses 
Zusammenhanges erfolgte jedoch mit Blick auf die Zielsetzung dieser Arbeit nicht. 

Die homologe Expression von LmrA im L. lactis Stamm NZ9000 pNHLmrA erfolgte in einem 
mit 100 l M17 Medium gefüllten Fermenter bei 100 Umdrehungen pro Minute des Rühr-
werks, einer Temperatur von 30°C und einer Zufuhr von 1-2 l Luft pro Minute. Nach dem die 
L. lactis Kultur unter den genannten Bedingungen eine OD660 von 0,8 erreicht hatte, erfolgte 
die Induktion der Proteinexpression durch die Zugabe von 0,4 % des Kulturvolumens eines 
NisinA enthaltenden Überstandes des L. lactis Stamms NZ9700. Nach weiteren ein bis zwei 
Stunden Wachstum, innerhalb welcher die Kultur eine OD660 von 1,1 bis 1,4 erreichte, wur-
den die Bakterien durch Zentrifugation (15 min; 6000 g; 4°C) sedimentiert, wobei sich in der 
Regel 400 bis 450 ml Bakterienpellet ergaben. Das erhaltene Pellet wurde mit Puffer gewa-
schen und die Bakterien bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Das im Rahmen des be-
schriebenen Protokolls erreichte Expressionsniveau der L. lactis für LmrA entspricht weitge-
hend dem des veröffentlichten Protokolls (Margolles et al., 1999). 

3.1.2 Charakterisierung verschiedener LmrA Präparationen 

Zur Bestimmung der dreidimensionalen Struktur eines Membranproteins mittels Röntgen-
strukturanalyse ist es in der Regel notwendig dieses durch die Verwendung eines Detergens 
aus der Membran herauszulösen und es in Form von Protein-Detergens-Komplexen zu isolie-
ren. Das zu diesem Zweck verwendete Detergens besitzt häufig einen großen Einfluss auf 
Monodispersität, Stabilität und Aktivität der erhaltenen Präparation (Engel et al., 2002; 
Lemieux et al., 2002; Li et al., 2001), die ihrerseits Auswirkungen auf die Bildung von 
Proteinkristallen zu haben scheint (Lemieux et al., 2002). Vor diesem Hintergrund wurde der 
MDR-ABC-Transporter LmrA mit den 43 in Tab. 3.1 gezeigten Detergenzien, die das 
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gesamte Spektrum dieser Substanzklasse abdecken, solubilisiert und mittels 
Affinitätschromatographie unter Verwendung des entsprechenden Detergens gereinigt.  

Detergens Konzentration  
Solubilisierung 

Konzentration für die  
Affinitätschromatographie 

2-Carboxy-ω-heptadecenamidopropyldimethylamin 1 % 0,00095 % (2,5x cmc) 

6-O-Methyl-n-heptylcarboxyl-α-D-glucopyranosid 1 % 0,345 % (1,5x cmc) 

Big CHAP, deoxy 1 % 0,24 % (2,0x cmc) 
C-DODECAFOS 2 % 0,77 % (1,0x cmc) 
CHAPSO 2 % 0,75 % (1,5x cmc) 
C-HEGA-11 1 % 0,495 % (1,1x cmc) 
CYFOS-5 1 % 0,375 % (2,5x cmc) 
CYFOS-7 1 % 0,055 % (2,5x cmc) 
CYGLU-4 1 % 0,145 % (2,5x cmc) 
CYMAL-5 1 % 0,300 % (2,5x cmc) 
CYMAL-7 1 % 0,02475 % (2,5x cmc) 

Decyl-β-D-glucopyranosid 1 % 0,175 % (2,5x cmc) 

Decyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,2175 % (2,5x cmc) 

Dimethyldecylphosphinoxid 1 % 0,25 % (2,5x cmc) 
Dodecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid 1 % 0,0575 % (2,5x cmc) 
Dodecyl-N,N-dimethylglycin 1 % 0,1025 % (2,5x cmc) 

Dodecyl-β-D-glucopyranosid 1 % 0,0165 % (2,5x cmc) 

Dodecyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,02 % (2,3x cmc) 

FOS-CHOLINE 12 1 % 0,1175 % (2,5x cmc) 
FOS-CHOLINE 14 1 % 0,0115 % (2,5x cmc) 
FOS-CHOLINE 16 1 % 0,001325 % (2,5x cmc) 
FOSFEN-9 1 % 0,13 % (2,5x cmc) 
FOS-MEA-10 1 % 0,375 % (2,5x cmc) 
FOS-MEA-12 1 % 0,035 % (2,5x cmc) 
HEGA-11 1 % 0,1375 % (2,5x cmc) 
Hexadecyltrimethylammoniumbromid 1 % 0,091 % (2,5x cmc) 
N,N-Dimethyl (3-carboxy-4-dodec-5-ene)  
amidopropylamin 

1 % 0,0178 % (2,5x cmc) 

Natrium Bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat 1 % 0,2 % 
Natrium Cholat 2 % 0,41 % (1,0x cmc) 
Natrium Dodecanoylsarcosine 1 % 0,42 % (1,0x cmc) 
NP-40 1 % 0,125 % 
Octaethylenglycolmonododecylether 1 % 0,0120 % (2,5x cmc) 

Octyl-β-D-glucopyranosid 1 % 1,06 % (2,0x cmc) 

Pentaethylenglycolmonodecylether 1 % 0,0775 % (2,5x cmc) 
Sucrose Monododecanoat 1 % 0,04 % (2,5x cmc) 
Tetradecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid 1 % 0,01875 % (2,5x cmc) 

Tetradecyl-β-D-maltopyranosid 1 % 0,00135 % (2,5x cmc) 

Triton X-100 1 % 0,0375 % (2,5x cmc) 
Tween 20 1 % 0,018 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-10 2 % 1,230 % (1,0x cmc) 
Zwittergent 3-12 1 % 0,335 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-14 1 % 0,0175 % (2,5x cmc) 
Zwittergent 3-16 1 % 0,0059 % (2,5x cmc) 

Tab. 3.1: Detergenzien zur Reinigung von LmrA. Gezeigt sind die verwendeten Detergenzien sowie ihre zur 
Solubilisierung und Affinitätsreinigung eingesetzten Konzentrationen (in Gewichtsprozenten). Die Konzentrationen 
sind zusätzlich – soweit bekannt – in Vielfachen der kritischen Mizellenkonzentration (cmc) angegeben. 
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Die auf diese Weise erhaltenen Präparationen wurden in Bezug auf ihre Monodispersität, 
Stabilität und Aktivität charakterisiert. Für die Reinigung von LmrA wurden die aus einem 
Kulturvolumen von 15 l erhaltenen L. lactis mit Lysozym und DNase I versetzt und für 30 
Minuten bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden anschließend für 10 Minuten auf Eis 
gekühlt und mittels einer dreimaligen Passage bei 2500 bar durch ein auf 4°C gekühltes 
Zellaufschlussgerät lysiert. Die erhaltene Suspension wurde zentrifugiert (45 min; 13000 g 
bzw. 25000 g; 4°C) und anschließend die in Lösung verbliebenen Membranen durch 
Zentrifugation (60 min; 125000 g; 4°C) sedimentiert. Das erhaltene Membranpellet wurde in 
5 ml Puffer 1 homogenisiert und normalerweise je ein Drittel dieser Suspension in insgesamt 
10 ml Puffer 1 mit der angegebenen Konzentrationen eines der in Tab. 3.1 gezeigten 
Detergenzien für 30 Minuten bei 4°C solubilisiert. Im Anschluss an die Abtrennung der 
unlöslichen Bestandteile durch Zentrifugation (30 min; 125000g; 4°C) erfolgte die Reinigung 
von LmrA mittels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) unter 
Verwendung des zur Solubilisierung eingesetzten Detergens bei 4°C. Ein typisches 
Chromatogramm des beschriebenen Reinigungsprotokolls zeigt Abb. 3.1. 

 
Abb. 3.1: Chromatogramm der Reinigung von LmrA. Gezeigt ist das Chromatogramm (in blau, 280 nm) der Reini-
gung mittels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie unter Verwendung des Detergens FOS-
CHOLINE-16 sowie die im Rahmen dessen verwendeten Imidazol Konzentrationen (in rot). 

Die erhaltenen Präparationen wurden in der Regel am ersten und am siebten Tag nach der 
Reinigung mittels Gelfiltrationschromatographie und durch die Bestimmung der spezifischen 
ATPase-Aktivität in Detergenslösung charakterisiert. 

Für die Analyse mittels Gelfiltrationschromatographie wurden normalerweise 50 µl der Prä-
paration verwendet, die mit Puffer 4 versetzt mit der in Tab. 3.1 angegebenen Konzentration 
des zur Reinigung verwendeten Detergens als Laufmittel unter Verwendung einer Superose 
12 3.2/30 Säule aufgetrennt wurden. Die Kalibrierung der Chromatogramme in Bezug auf das 
Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe löslicher Referenzproteine. 

Die Bestimmung der spezifischen ATPase-Aktivität erfolgte durch die Quantifizierung des 
bei der Reaktion freigesetzten anorganischen Phosphats in einem Ansatz mit einem Gesamt-
volumen von 200 µl in Puffer 4 versetzt mit der in Tab. 3.1 angegebenen Konzentration des 
zur Reinigung verwendeten Detergens. Für die unterschiedlichen Präparationen wurden 
hierbei entsprechend ihrer Aktivität 1 bis 25 µl Proteinlösung verwendet. Die ATP- bzw. 
MgCl2-Konzentration der Ansätze betrug 1 mM bzw. 5 mM und die ATPase-Aktivität wurde 
in Gegenwart oder Abwesenheit von Verapamil über einen Zeitraum von 30 und 60 Minuten 
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bestimmt. Nach Abschluss der Reaktionen wurde die Menge an freigesetztem anorganischem 
Phosphat spektroskopisch quantifiziert (Baykov et al., 1988). Die über einen Zeitraum von 30 
bzw. 60 Minuten bestimmten spezifischen ATPase-Aktivitäten waren in der Regel 
vergleichbar, weshalb im Folgenden lediglich die 60 Minuten Werte angegeben werden. 

Die unter Verwendung der in Tab. 3.1 aufgeführten Detergenzien erhaltenen Präparationen 
von LmrA zeigten im Rahmen ihrer Charakterisierung, wie erwartet, sehr unterschiedliche 
Ergebnisse von denen ausgewählte im Folgenden exemplarisch wiedergegeben werden. Im 
Interesse einer übersichtlichen Präsentation wurden die Detergenzien entsprechend der Eigen-
schaften ihrer Präparationen in fünf Gruppen eingeteilt. Das Hauptkriterium für die Einteilung 
der Gruppen war die Monodispersität der Präparation die im Wesentlichen auf Basis der 
Chromatogramme der Gelfiltrationsläufe beurteilt wurde. Von Bedeutung für die Gruppen-
einteilung war weiterhin die Stabilität der Präparation, die anhand der Veränderung des 
Chromatogramms der Gelfiltration im Zuge der Lagerung der Proteinlösung bei 4°C beurteilt 
wurde. Die spezifischen ATPase-Aktivitäten der Präparationen waren bei der Einteilung der 
Gruppen von untergeordneter Bedeutung. 

In der ersten Gruppe wurden Detergenzien zusammengefasst, die mit dem beschriebenen 
Protokoll nicht in der Lage waren eine signifikante Menge an LmrA (> 300 µg) zu reinigen. 
Als Vertreter dieser Gruppe von Detergenzien seien C-HEGA-11, Dodecyl-β-D-glucopyrano-
sid und FOS-MEA-12 genannt. 

Die in die zweite Gruppe eingeteilten Detergenzien zeigten eine große Heterogenität der unter 
ihrer Verwendung erhaltenen Präparationen. Diese äußerte sich in einer Vielzahl von Signalen 
in den Chromatogrammen der Gelfitrationsläufe. Typische Vertreter dieser Gruppe von De-
tergenzien waren z.B. Tetradecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid und Dimethyldecylphosphino-
xid. 

Die dritte Gruppe von Detergenzien zeichnete sich bei Analyse der unter ihrer Verwendung 
erhaltenen Präparationen mittels Gelfiltrationschromatographie durch ein Hauptsignal im 
Ausschlussvolumen aus, was auf eine Aggregation von LmrA hindeutet. In Bezug auf die 
spezifische ATPase-Aktivität zeigten die erhaltenen Präparationen ein uneinheitliches Bild 
mit niedrigen aber auch vergleichsweise hohen spezifischen ATPase-Aktivitäten. Ein typi-
scher Vertreter der dritten Gruppe von Detergenzien ist das Tetradecyl-β-D-maltopyranosid. 
Dieses zeigte, wie in Abb. 3.2C dargestellt, am ersten sowie am siebten Tag nach der Reini-
gung im Chromatogramm der Gelfiltration lediglich ein Signal im Ausschlussvolumen. Die 
spezifische ATPase-Aktivität der Tetradecyl-β-D-maltopyranosid Präparation betrug am ers-
ten Tag nach der Reinigung 0,074 µmol*min-1*mg-1 und nahm im Verlauf einer Woche leicht 
ab. Weiterhin war die spezifische ATPase-Aktivität zu keinem Zeitpunkt in einem signifi-
kanten Ausmaß durch Verapamil stimulierbar. 
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Abb. 3.2: Die Reinigung von LmrA mit Tetradecyl-β-D-maltopyranosid. Zur Charakterisierung der erhaltenen 
Präparation wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % 
SDS-PAGE für den 4 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch 
einen Pfeil gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am ersten 
(blau) und siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) Das 
Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag nach 
der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die ganze Breite der Eigenschaften der in der vierten Gruppe zusammengefassten Detergen-
zien zeigen die Beispiele, die in Abb. 3.3 bis Abb. 3.8 dargestellt sind. Die in ihnen abgebilde-
ten Chromatogramme verdeutlichen das gemeinsame Merkmal der unter Verwendung dieser 
Detergenzien erhaltenen Präparationen, welches ein Hauptsignal außerhalb des Ausschluss-
volumens mit weiteren Signalen ist. 

 
Abb. 3.3: Die Reinigung von LmrA mit FOS-CHOLINE-14. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präparation 
wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-PAGE 
für den 6 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen Pfeil 
gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am Tag der Reinigung 
(blau) und am siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) 
Das Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag 
nach der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die erste beispielhaft dargestellte Präparation wurde unter Verwendung von FOS-CHOLINE-
14 gewonnen und ergab eine Ausbeute von 1,2 mg Protein. Die Analyse der Präparation mit-
tels Gelfiltrationschromatographie am ersten Tag nach der Reinigung zeigte drei Signale, die 
dem Ausschlussvolumen sowie einem Molekulargewicht von 340 kDa und 150 kDa entspra-
chen. Im Unterschied dazu lieferte die erneute Analyse der Präparation am siebten Tag nach 
der Reinigung Signale, die einem Molekulargewicht von 340 kDa, 150 kDa und 3 kDa ent-
sprachen. Die Bestimmung der spezifischen ATPase-Aktivität der Präparation am Tag der 
Reinigung lieferte einen Wert von 0,017 µmol*min-1*mg-1, der sich bis zu seiner erneuten 
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Bestimmung am siebten Tag nach der Reinigung nur unwesentlich veränderte. Weiterhin war 
die spezifische ATPase-Aktivität der Präparation zu keinem Zeitpunkt signifikant durch Ve-
rapamil stimulierbar. 

Die unter Verwendung von Decyl-β-D-maltopyranosid erhaltene Präparation (Abb. 3.4) ergab 
eine Proteinausbeute von 1,5 mg. Ihre Analyse mittels Gelfiltrationschromatographie zeigte 
am ersten Tag nach der Reinigung Signale, die entsprechend der Kalibrierung der Säule dem 
Ausschlussvolumen sowie einem Molekulargewicht von 250 kDa und 70 kDa entsprachen, 
wobei das Signal bei 250 kDa an seiner abfallenden Flanke eine Schulter aufwies. Die erneute 
Analyse dieser Präparation am siebten Tag nach der Reinigung zeigte die drei bereits be-
schriebenen Signale, wobei jedoch das Signal im Ausschlussvolumen an Intensität verloren 
hatte, während die beiden verbleibenden Signale an Intensität zunahmen. Weiterhin war die 
Schulter in der abfallenden Flanke des Signals bei 250 kDa verschwunden. Die Bestimmung 
der spezifischen ATPase-Aktivität der Präparation am ersten Tag nach der Reinigung ergab 
einen Wert von 0,010 µmol*min-1*mg-1, der im Zuge der Lagerung stark abfiel und zu kei-
nem Zeitpunkt eine signifikante Stimulation durch Verapamil zeigte. 

 
Abb. 3.4: Die Reinigung von LmrA mit Decyl-β-D-maltopyranosid. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präpara-
tion wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-
PAGE für den 11 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen 
Pfeil gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am ersten (blau) 
und siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) Das 
Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag nach 
der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die Charakterisierung der unter Verwendung von FOS-CHOLINE-12 gewonnenen Präpara-
tion, die eine Proteinausbeute von 1,5 mg lieferte, ist in Abb. 3.5 gezeigt. Die Analyse der 
Präparation mittels Gelfiltrationschromatographie ergab am ersten und am siebten Tag nach 
der Reinigung zwei Signale. Diese entsprachen einem Molekulargewicht von 290 kDa und 
120 kDa, wobei die abfallende Flanke des Signals bei 120 kDa eine Schulter aufwies. Die mit 
0,014 µmol*min-1*mg-1 geringe spezifische ATPase-Aktivität der Präparation am Tag der 
Reinigung – in Gegenwart oder Abwesenheit von Verapamil – verschwand im Zuge der 
Lagerung bei 4°C fast vollständig. 
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Abb. 3.5: Die Reinigung von LmrA mit FOS-CHOLINE-12. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präparation 
wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-PAGE 
für den 8 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen Pfeil 
gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am Tag der Reinigung 
(blau) und am siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) 
Das Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag 
nach der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die unter Verwendung von Dodecyl-β-D-maltopyranosid erhaltene Präparation, deren Cha-
rakterisierung in Abb. 3.6 dargestellt ist, ergab eine Proteinausbeute von 1,8 mg. Das am ers-
ten Tag nach der Reinigung für diese Präparation erhaltene Chromatogramm der Gelfiltration 
zeigte zwei Signale, die dem Ausschlussvolumen und einem Molekulargewicht von 330 kDa 
entsprachen. Die erneute Analyse der Präparation am siebten Tagen nach der Reinigung ergab 
eine starke Abnahme der Intensität des Signals im Ausschlussvolumen sowie eine Verringe-
rung der Intensität des Signals bei 330 kDa. Die mit 0,011 µmol*min-1*mg-1 vergleichsweise 
geringe spezifische ATPase-Aktivität der Präparation am ersten Tag nach der Reinigung – in 
Gegenwart oder Abwesenheit von Verapamil – veränderte sich im Zuge der Lagerung nicht 
signifikant. 

 
Abb. 3.6: Die Reinigung von LmrA mit Dodecyl-β-D-maltopyranosid. Zur Charakterisierung der erhaltenen 
Präparation wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % 
SDS-PAGE für den 16 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch 
einen Pfeil gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am ersten 
(blau) und siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) Das 
Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag nach 
der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die mit Hilfe des Detergens Zwittergent 3-14 erhaltene Präparation von LmrA, deren Cha-
rakterisierung in Abb. 3.7 gezeigt ist und bei der abweichend vom beschriebenen Protokoll 
zur Solubilisierung ein Volumen von 15 ml verwendet wurde, lieferte eine Proteinausbeute 
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von 1,2 mg. Ihre Analyse mittels Gelfiltrationschromatographie am ersten Tag nach der 
Reinigung ergab zwei Signale, die dem Ausschlussvolumen und einem Molekulargewicht von 
380 kDa zuzuordnen waren. Weiterhin fand sich in der abfallenden Flanke des Signals bei 
380 kDa eine Schulter, die einem Molekulargewicht von 120 kDa entsprach. Die erneute 
Gelfiltrationschromatographie am siebten Tag nach der Reinigung zeigte das Verschwinden 
des Signal im Ausschlussvolumen sowie eine Intensitätszunahme des Signals bei 380 kDa. 
Die geringe spezifische ATPase-Aktivität der Präparation von 0,008 µmol*min-1*mg-1 am 
zweiten Tag nach der Reinigung verringerte sich bis zur erneuten Bestimmung am siebten 
Tag leicht und zeigte keine signifikante Stimulation durch Verapamil. 

 
Abb. 3.7: Die Reinigung von LmrA mit Zwittergent 3-14. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präparation wurde 
die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-PAGE für 
den 5 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen Pfeil ge-
kennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am zweiten (blau) und 
siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil, wobei n.b. für nicht 
bestimmt steht. (C) Das Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und 
siebten (rot) Tag nach der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die unter Verwendung von Zwittergent 3-16 erhaltene Präparation (Abb. 3.8) ergab, bei 
Solubilisierung in einem Volumen von 15 ml, eine Proteinausbeute von 1,6 mg. 

 
Abb. 3.8: Die Reinigung von LmrA mit Zwittergent 3-16. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präparation wurde 
die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-PAGE für 
den 8 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen Pfeil ge-
kennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am zweiten (blau) und 
siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil, wobei n.b. für nicht 
bestimmt steht. (C) Das Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und 
siebten (rot) Tag nach der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

Die Analyse der Präparation mittels Gelfiltrationschromatographie am ersten Tag nach der 
Reinigung lieferte zwei Signale, die dem Ausschlussvolumen und einem Molekulargewicht 
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von 530 kDa entsprachen. Die erneute Analyse der Präparation am siebten Tag nach der Rei-
nigung ergab drei Signale, die dem Ausschlussvolumen sowie einem Molekulargewicht von 
530 kDa und 90 kDa entsprachen, wobei die Intensität des Signals im Ausschlussvolumen im 
Vergleich zum ersten Tag stark abgenommen hatte. Die Bestimmung der spezifischen 
ATPase-Aktivität der Präparation lieferte mit einem Wert von 0,277 µmol*min-1*mg-1 eine 
der höchsten Aktivitäten aller untersuchten Protein-Detergens-Kombinationen, die auch bei 
Lagerung weitgehend unverändert blieb und nicht signifikant durch Verapamil stimulierbar 
war. 

In die fünfte Gruppe von Detergenzien wurde auf Grund der Eigenschaften seiner Präparation 
lediglich das FOS-CHOLINE-16 eingeteilt, dessen Charakterisierung in Abb. 3.9 dargestellt 
ist. Die unter seiner Verwendung erhaltene Präparation lieferte eine Proteinausbeute von 3,2 
mg. Die Analyse derselben mittels Gelfiltrationschromatographie am ersten Tag nach der 
Reinigung zeigte zwei Signale. Diese entsprachen nach der Kalibrierung mit löslichen Protei-
nen dem Ausschlussvolumen und einem Molekulargewicht von 530 kDa, wobei das erste 
Signal eine viel geringere Intensität als das zweite besaß. Die erneute Analyse der Präparation 
am siebten Tag nach der Reinigung zeigte eine monodisperse Präparation mit einem Signal, 
das einem Molekulargewicht von 530 kDa entsprach. Die Gelfiltrationschromatographie 
zeigte für die unter Verwendung von FOS-CHOLINE-16 erhaltene Präparation im Vergleich 
zu den Vertretern der vierten Gruppe von Detergenzien eine größere Halbwertsbreite ihrer 
Signale. Die Bestimmung der Aktivität am Tag der Reinigung lieferte mit einem Wert von 
0,110 µmol*min-1*mg-1 eine im Vergleich zu den anderen Protein-Detergens-Kombinationen 
hohe spezifische ATPase-Aktivität. Die erneute Bestimmung der Aktivität am siebten Tag 
nach der Reinigung ergab eine weitere Zunahme, wobei zu keinem Zeitpunkt eine signifikante 
Stimulation durch Verapamil zu beobachten war. 

 
Abb. 3.9: Die Reinigung von LmrA mit FOS-CHOLINE-16. Zur Charakterisierung der erhaltenen Präparation 
wurde die Fraktion der IMAC mit der höchsten Proteinkonzentration wie folgt analysiert: (A) Ein 12 % SDS-PAGE 
für den 26 µg Protein aufgetragen wurden, wobei das LmrA entsprechende Molekulargewicht durch einen Pfeil 
gekennzeichnet ist. (B) Die spezifische ATPase-Aktivität mit einer logarithmischen Skala am Tag der Reinigung 
(blau) und am siebten (rot) Tag nach der Reinigung in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 µM Verapamil. (C) 
Das Chromatogramm der Gelfiltration bei einer Wellenlänge von 280 nm am ersten (blau) und siebten (rot) Tag 
nach der Reinigung bei Verwendung einer Superose 12 3.2/30 Säule. 

 

 



Ergebnisse  76 

In Tab. 3.2 sind die Eigenschaften aller unter Verwendung der in Tab. 3.1 dargestellten Deter-
genzien erhaltenen Präparationen qualitativ zusammengefasst. 

Detergens Ausbeute Monodispersität Aktivität 

2-Carboxy-ω-
heptadecenamidopropyldimethylamin 

++ - - 

6-O-Methyl-n-heptylcarboxyl-α-D-
glucopyranosid 

- -- ++ 

Big CHAP, deoxy - -- + 
C-DODECAFOS ++ -/-- -- 
CHAPSO ++ - - 
C-HEGA-11 - -- - 
CYFOS-5 ++ + - 
CYFOS-7 + + - 
CYGLU-4 - -- - 
CYMAL-5 ++ + - 
CYMAL-7 ++ -/+ -- 

Decyl-β-D-glucopyranosid - -- + 

Decyl-β-D-maltopyranosid ++ + -- 

Dimethyldecylphosphinoxid + -- -- 
Dodecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid ++ -- -- 
Dodecyl-N,N-dimethylglycin ++ + -- 

Dodecyl-β-D-glucopyranosid - -- ++ 

Dodecyl-β-D-maltopyranosid ++ + - 

FOS-CHOLINE 12 ++ + - 
FOS-CHOLINE 14 ++ + - 
FOS-CHOLINE 16 ++ ++ ++ 
FOSFEN-9 ++ -- - 
FOS-MEA-10 - -- ++ 
FOS-MEA-12 - -- ++ 
HEGA-11 ++ -- - 
Hexadecyltrimethylammonium bromid - -- -- 
N,N-Dimethyl (3-carboxy-4-dodec-5-ene) 
amidopropylamin 

++ + - 

Natrium bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat - n.b. n.b. 
Natrium Cholat ++ - - 
Natrium Dodecanoyl Sarcosine + -- -- 
NP-40 ++ -/+ - 
Octaethylenglycolmonododecylether ++ - ++ 

Octyl-β-D-glucopyranosid - -- -- 

Pentaethylenglycolmonodecylether ++ - - 
Sucrose Monododecanoat ++ -- -- 
Tetradecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid + -- - 

Tetradecyl-β-D-maltopyranosid + - + 

Triton X-100 + -- -- 
Tween 20 + - ++ 
Zwittergent 3-10 + n.b. -- 
Zwittergent 3-12 ++ n.b. -- 
Zwittergent 3-14 ++ + -- 
Zwittergent 3-16 ++ +/++ ++ 

Tab. 3.2: Ausbeute, Monodispersität und Aktivität von LmrA bei Reinigung mit Hilfe unterschiedlicher Detergen-
zien. Die Symbole in der Spalte Ausbeute entsprechen den folgenden aus den Reinigungen erhaltenen Protein-
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mengen bei Verwendung von Bakterien aus 5 l Kulturvolumen - : < 300 µg; + : 300 - 1000 µg; ++ : > 1000 µg. Die 
Symbole in der Spalte Monodispersität repräsentieren die verschiedenen Gruppen von Detergenzien, in die diese 
auf Basis der Eigenschaften der unter ihrer Verwendung erhaltenen Präparationen eingeteilt werden: -- : keine 
signifikante Proteinausbeute (Gruppe 1) oder eine Vielzahl von Signalen im Molekulargewichtsbereich von 29 
kDa bis 669 kDa (Gruppe 2); - : ein Hauptsignal im Ausschlussvolumen der Superose 12 Säule (Gruppe 3); + : 
ein Hauptsignal außerhalb des Ausschlussvolumen der Superose 12 Säule mit einem oder mehreren weiteren 
Signalen (Gruppe 4); ++ : ein Signal außerhalb des Ausschlussvolumens der Superose 12 Säule (Gruppe 5). In 
der Spalte Aktivität entsprechen die Symbole den folgenden spezifischen ATPase-Aktivitäten -- : < 0,01 µmol*min-

1*mg-1; - : 0,01 - 0,05 µmol*min-1*mg-1; + : 0,05 - 0,1 µmol*min-1*mg-1; ++ : > 0,1 µmol*min-1*mg-1. 

3.1.3 Reinigung von LmrA aus L. lactis 

Vor dem Hintergrund der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse wurde die unter 
Verwendung von FOS-CHOLINE-16 erhaltene Präparation an die Erfordernisse der Kristalli-
sation von LmrA angepasst. Diese bestanden im Wesentlichen in der Erhöhung der Reinheit 
und der Steigerung der erhaltenen Proteinmenge. Eine signifikante Steigerung der Reinheit 
bis zur Homogenität konnte durch den Einsatz von Proteaseinhibitoren erreicht werden, nach-
dem ein Western Blot mit einem Anti-His-Tag-Antikörper einen signifikanten proteolytischen 
Abbau von LmrA nahe gelegt hatte. Die aus einer Reinigung zu gewinnende Proteinmenge 
wurde einerseits durch Verwendung einer größeren Menge an Bakterien als Ausgangsmaterial 
und andererseits durch Erhöhung der Zahl an HiTrap Chelating Säulen zur Affinitätsreinigung 
gesteigert. Weiterhin wurde versucht durch ein minimales Reinigungsprotokoll eine möglichst 
große Zahl an mit dem Membranprotein assoziierten endogenen Lipiden zu erhalten. 

Im Rahmen des gewählten Reinigungsprotokolls wurden die aus einem Kulturvolumen von 
15 l erhaltenen L. lactis mit zwei Tabletten des Proteaseinhibitors Complete EDTA free, 2 
mM EDTA, 10 mg/ml Lysozym und 0,1 mg/ml DNase I versetzt, für 30 Minuten bei 30°C 
inkubiert und anschließend 10 Minuten auf Eis gekühlt. Die auf diese Weise vorbehandelten 
Bakterien wurden nochmals mit zwei Tabletten des Proteaseinhibitors Complete EDTA free 
versetzt und durch eine dreimalige Passage bei 2500 bar mittels eines auf 4°C gekühlten Zell-
aufschlussgerätes lysiert. Die erhaltene Suspension wurde zum Entfernen intakter Zellen und 
Zelltrümmer zentrifugiert (45 min; 13000 g bzw. 25000 g; 4°C) und anschließend die in Lö-
sung verbliebenen Membranen durch Zentrifugation (60 min; 125000 g; 4°C) sedimentiert. 
Das erhaltene Membranpellet wurde in 5 ml Puffer 1, der mit einer Tablette des Proteaseinhi-
bitors Complete EDTA free versetzt war, homogenisiert. Diese Suspension wurde bei einem 
Protein zu Detergens Verhältnis von 1,5:1 für 30 Minuten bei 4°C in Puffer 1 mit 1 % FOS-
CHOLINE-16 solubilisiert und anschließend unlösliche Bestandteile mittels Zentrifugation 
(30 min; 125000 g; 4°C) sedimentiert. Die Reinigung von LmrA aus dem Überstand erfolgte 
mittels immobilisierter Metallionen-Affinitätschromatographie unter Verwendung seines 
amino-terminalen „Hexahistidin-Tag“ bei 4°C. Im Anschluss wurden die Protein enthaltenden 
Fraktionen vereinigt und mit Hilfe eines Amicon Ultra 15 Konzentrators mit einer Molekular-
gewichtsausschlussgrenze von 100 kDa auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml 
konzentriert. Die gewonnene Proteinlösung wurde in einem Dispo Dialyzer zweimal gegen 
Puffer 4 mit 0,001325 % FOS-CHOLINE-16 dialysiert und durch einen Spin-X Filter 
zentrifugiert. 
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Das beschriebene Reinigungsprotokoll erlaubte es, wie der SDS-PAGE in Abb. 3.10 zeigt, 
LmrA in einem Schritt zur Homogenität zu reinigen, wobei in der Regel 0,7 – 1,0 mg stabiles 
und monodisperses LmrA pro Liter Kulturvolumen erhalten wurden. Das Reinigungsprotokoll 
liefert somit für strukturelle Untersuchungen von LmrA ausreichende Mengen einer reinen, 
monodispersen und stabilen Proteinlösung. Es stellt somit in jeglicher Hinsicht eine deutliche 
Verbesserung gegenüber dem veröffentlichten Reinigungsprotokoll (Margolles et al., 1999) 
dar und bildet einen optimalen Ausgangspunkt für die strukturelle Charakterisierung von 
LmrA. 

 
Abb. 3.10: SDS-PAGE verschiedener LmrA Fraktionen aus der IMAC. Gezeigt ist ein 10 % SDS-PAGE, für den in 
jeder Spur zwischen 12 und 15 µg gereinigtes Protein aufgetragen wurden. Weiterhin sind die Banden des 
Molekulargewichtsmarkers und das Molekulargewicht von LmrA (Pfeil) gekennzeichnet. 

3.1.4 Kristallisation 

Die Suche nach Bedingungen zur Kristallisation von LmrA erfolgte in der Regel unter Ver-
wendung der im vorherigen Abschnitt beschriebenen reinen, monodispersen und stabilen 
Präparation mit Hilfe von Dampfdiffusionsexperimenten nach der Methode des hängenden 
Tropfens. Für die Kristallisationsexperimente in 96-Well Crystalquick Platten (Greiner Bio-
One), die normalerweise parallel bei einer Temperatur von 4°C und 22°C erfolgten, wurden in 
der Regel 1 µl Proteinlösung und 1 µl der entsprechenden Reservoirlösung verwendet. Im 
Interesse einer breit angelegten Analyse des n-dimensionalen Kristallisationsraums von LmrA 
wurden in Bezug auf die Kristallisationslösungen zwei unterschiedliche Wege beschritten. 
Einerseits erfolgte die Kristallisation unter Verwendung der kommerziell erhältlichen „sparse 
matrix screens“ MembFac (Hampton Research), The MbClass (Nextal), The MbClass2 
(Nextal) und MemStart & MemSys (Molecular Dimensions), die jeweils aus einer Vielzahl 
erfolgreich zur Kristallisation von Membranproteinen eingesetzter Lösungen bestehen. 
Andererseits wurden in einem systematischeren Ansatz 22 selbst entwickelte „grid screens“ 
verwendet, die in Tab. 3.3 wiedergegeben sind und deren Entwicklung auf einer Analyse der 
Kristallisationsbedingungen von Membranproteinen (www.mpibp-frankfurt.mpg.de/michel-
/public/memprotstruct.html) basierte. 
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Fällungsmittel Konzentrationen Salz Konzentration 
MPD 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) MgSO4 100 mM 
MPD 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) NaCl 200 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) CaCl2 200 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) LiSO4 100 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) MgCl2 150 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) MgNO3 200 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) MgSO4 100 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) Na Malonat 100 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) NaCl 200 mM 
PEG 400 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) Na/K Tartrat 150 mM 
PEG 550 MME 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) MgSO4 100 mM 
PEG 550 MME 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54 % (v/v) NaCl 200 mM 
PEG 1500 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 % (w/v) MgSO4 100 mM 
PEG 1500 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 % (w/v) NaCl 200 mM 
PEG 3350 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 % (w/v) MgSO4 100 mM 
PEG 3350 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 % (w/v) NaCl 200 mM 
PEG 8000 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 26, 30, 34 % (w/v) MgSO4 100 mM 
PEG 8000 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 26, 30, 34 % (w/v) NaCl 200 mM 
PEP 426 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 % (v/v) MgSO4 150 mM 
Ammoniumsulfat 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 0,3; 0,7; 1,5 M   
Natrium Malonat 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 0,3; 0,8; 1,5 M   
Magnesiumsulfat 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,5; 0,3; 0,6; 0,9; 1,5 M   

Tab. 3.3: Selbst entwickelte „grid screens“ zur Kristallisation von LmrA. Die aus je 96 Lösungen bestehenden 
„grid screens“, die aus einer zweidimensionalen Matrix der Fällungsmittelkonzentration gegen den pH-Wert der 
Lösung bestanden, besaßen die allgemeine Zusammensetzung 100 mM Puffer, x Fällungsmittel, y Salz, wobei x 
und y die angegebenen Konzentrationen des Fällungsmittels bzw. des Salzes repräsentieren. Die in den einzel-
nen „grid screens“ verwendeten Pufferlösungen waren Natrium Acetat pH 4, Natrium Citrat pH 5, MES pH 6, PI-
PES pH 7, TRIS pH 8, Bicine pH 9, CAPSO pH 10 und CAPS pH 11. Die kursiv dargestellten Konzentrationen 
der Fällungsmittel wurden zusätzlich mit 3 % PEG 400 versetzt. 

Insgesamt wurden bei der Suche nach Kristallisationsbedingungen von LmrA 9600 Bedin-
gungen analysiert. Diese umfangreiche Analyse des n-dimensionalen Kristallisationsraums 
von LmrA ergab anfänglich drei Kristallformen. 

 Kristallform 1 Kristallform 2 Kristallform 3 Kristallform 4 

Reservoirlösung 100 mM Natrium 
Citrat pH 5,6;  
100 mM Magnesium- 
chlorid;  
4 % MPD 

300 mM Natrium 
Citrat pH 5,6;  
30 % MPD 

50 mM Natrium Citrat 
pH 5,6;  
150 mM Natrium-
chlorid;  
10 % PEG 3350 

100 mM Natrium 
Citrat pH 5,6;  
100 mM Natrium-
chlorid;  
22 % MPD 

Temperatur 4°C 4°C 4°C 22°C 

Proteinkonzentration 7 mg/ml 6 mg/ml 6 mg/ml 7 mg/ml 

Protein: Reservoir 1:1 1:1 1:1 1:1 

Tropfenvolumen 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 

Tab. 3.4: Kristallisationsbedingungen der vier Kristallformen von LmrA. 

Die Kristalle der ersten Kristallform entwickelten sich unter Verwendung von Lösung Num-
mer 17 (100 mM Tri-Natrium Citrat pH 5,6; 100 mM Magnesiumchlorid; 4 % MPD) des 
„sparse matrix screen“ The MbClass bei einer Temperatur von 4°C und einer Proteinkonzent-
ration von 7 mg/ml. Die Bildung der Kristalle erfolgte nach einem Zeitraum von sechs Tagen. 
Die Kristalle der zweiten Kristallform bildeten sich ebenfalls innerhalb von sechs Tagen unter 
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Verwendung der Lösung Nummer 26 (300 mM Tri-Natrium Citrat pH 5,6; 30 % MPD) des 
The MbClass bei einer Temperatur von 4°C und einer Proteinkonzentration von 6 mg/ml. Die 
dritte Kristallform wurde unter Verwendung von Lösung Nummer 57 (50 mM Tri-Natrium 
Citrat pH 5,6; 150 mM Natriumchlorid; 10 % PEG 3350) des The MbClass bei einer Tempe-
ratur von 4°C und einer Proteinkonzentration von 6 mg/ml erhalten, wobei ihre Bildung etwa 
zwei Monaten benötigte. 

Eine vierte Kristallform fand sich bei Verwendung von weiteren selbst entwickelten „grid 
screens“, die Tri-Natrium Citrat pH 5,6 als Puffer verwendeten. Die Grundlage hierfür bildete 
die Beobachtung, dass die Reservoirlösungen (siehe Tab. 3.4) der ersten drei Kristallformen 
diesen Puffer enthielten. Die Kristalle der vierten Kristallform bildeten sich unter Verwen-
dung einer Reservoirlösung, die aus 100 mM Tri-Natrium Citrat pH 5,6; 100 mM Natrium-
chlorid und 22 % MPD bestand, bei einer Temperatur von 22°C sowie einer Proteinkonzent-
ration von 7 mg/ml nach einem Zeitraum von fünf Tagen. 

 
Abb. 3.11: Kristalle von LmrA. Gezeigt sind typische Kristalle (A) der Kristallform 1, (B) der Kristallform 2, (C) der 
Kristallform 3 und (D) der Kristallform 4. 

Zur Optimierung der Kristallisationsbedingungen wurden die Konzentrationen der entspre-
chenden Fällungsmittel und Salze sowie der pH-Wert der zur Kristallisation verwendeten Re-
servoirlösungen – parallel bei einer Temperatur von 4°C und 22°C – in einer breit angelegten 
Analyse engmaschig variiert. Weiterhin erfolgte eine Änderung des Mischungsverhältnisses 
der Protein- mit der Reservoirlösung. Es gelang jedoch trotz der intensiven in dieser Richtung 
unternommenen Bemühungen nicht, die schlechte Reproduzierbarkeit der Kristallbildung für 
die in Tab. 3.4 aufgeführten Kristallisationsbedingungen zu verbessern. 
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Kristallform 1 Kristallform 3 Kristallform 4 

100 mM Natrium Citrat pH 5,6;  
100 mM Magnesiumchlorid;  
20 % (v/v) MPD;  
 
0,001325 % (w/v) FOS-CHOLINE-16 

50 mM Natrium Citrat pH 5,6;  
150 mM Natriumchlorid;  
20 % (w/v) PEG 3350;  
30 % (v/v) PEG 400;  
0,001325 % (w/v) FOS-CHOLINE-16

100 mM Natrium Citrat pH 5,6;  
100 mM Natriumchlorid;  
33 % (v/v) MPD;  
 
0,001325 % (w/v) FOS-CHOLINE-16

Tab. 3.5: kryoprotektive Puffer der unterschiedlichen Kristallformen. 

Für die Datenaufnahme wurden die Kristalle auf Grund ihrer geringen Größe von etwa 50 µm 
bis 100 µm in flüssigem Stickstoff eingefroren. Hierfür wurden die Kristalle der Kristallform 
2 mit einer Nylonschlaufe direkt aus dem Kristallisationsansatz in flüssigen Stickstoff über-
führt und in diesem gelagert. Im Unterschied dazu wurden die Kristalle der anderen Kristall-
formen mit einer Nylonschlaufe in die entsprechenden in Tab. 3.5 gezeigten kryoprotektiven 
Puffer überführt, dort für 10 bis 15 Sekunden inkubiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren 
und in diesem bis zur Datenaufnahme gelagert. Hierbei erfolgte auf Grund der limitierten 
Zahl an Kristallen keine Untersuchung verschiedener kryoprotektiver Puffer. 

Die Datenaufnahme an den eingefrorenen Kristallen in einem Strahl aus tiefkaltem Stickstoff 
nach der Oszillationsmethode am Messplatz BW6 der Max-Planck-Gruppen für Strukturelle 
Molekularbiologie am Deutschen Elektronen Synchrotron ergab bei geeigneten Parametern 
für keine der vier Kristallformen ein Beugungsbild, das auf Salz- oder Detergenskristalle 
schließen ließ. Die weitere Aufnahme von Beugungsdaten mit angepassten Parametern zeigte 
für die Kristallform 2 eine schwache Streuung bis zu einer Auflösung von ungefähr 20 Å, die 
auf Proteinkristalle hindeutet. 
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3.2 Das Substratbindeprotein EhuB 

3.2.1 Kristallisation 

Die Suche nach Kristallisationsbedingungen für den Komplex von EhuB mit einem seiner 
Substrate Ectoin (Abb. 3.12A) oder Hydroxyectoin (Abb. 3.12B) erfolgte in einem 
Dampfdiffusionsaufbau mit einem hängenden Tropfen unter Verwendung der kommerziell 
erhältlichen „sparse matrix screens“ Crystal Screen I und II bei einer Temperatur von 4°C. 

 
Abb. 3.12: Die Strukturen von (A) Ectoin und (B) Hydroxyectoin. 

Für die Kristallisation des Komplexes von EhuB mit einem seiner Substrate wurde die von 
der Arbeitsgruppe von Prof. E. Bremer (Universität Marburg) bereitgestellte konzentrierte 
Proteinlösung auf eine Endkonzentration von 1 mM des entsprechenden Substrats eingestellt 
und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte die Kristallisation von 1 µl der 
Proteinlösung und 1 µl der entsprechenden Reservoirlösung in einer 96-Well Crystalquick 
Platte (Greiner Bio-One) bei einer Temperatur von 4°C. 

Die Suche nach Kristallisationsbedingungen für den Komplex von EhuB mit einem seiner 
Substrate Ectoin bzw. Hydroxyectoin lieferte für beide unter Verwendung der Lösung Num-
mer 12 (100 mM Natrium Acetat pH 4,6; 100 mM Cadmiumchlorid; 30 % (v/v) Polyethylen-
glykol 400) des Crystal Screen II nadelförmige Kristalle, die für den Komplex mit Ectoin in 
Abb. 3.13A gezeigt sind. Die beschriebene Reservoirlösung bildete im Folgenden den Aus-
gangspunkt für eine weitere Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen, bei der unter ande-
rem mit Hilfe von auf den erhaltenen Bedingungen aufbauenden „grid screens“, die Konzent-
rationen unterschiedlicher Fällungsmittel gegen den pH-Wert der Lösung variiert wurden. Die 
in diesem Zusammenhang verwendeten „grid screens“ sind in Tab. 3.6 gezeigt. 

Fällungsmittel Konzentrationen 

MPD 22, 26, 30, 34 % (v/v) 

PEG 400 28, 30, 32, 34 % (v/v) 

PEG 1500 16, 20, 24, 26, 30 % (w/v) 

PEG 4000 14, 18, 22, 26, 30 % (w/v) 

PEG 5000 MME 14, 18, 22, 26, 30 % (w/v) 

PEG 8000 10, 14, 18, 22, 26 % (w/v) 

Tab. 3.6: „grid screens“ zur Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen von EhuB. Die „grid screens“, die aus 
einer zweidimensionalen Matrix der Fällungsmittelkonzentration gegen den pH-Wert der Lösung bestanden, be-
saßen die allgemeine Zusammensetzung: 100 mM Pufferlösung, 100 mM Cadmiumchlorid, x % Fällungsmittel, 
wobei x die angegebenen Konzentrationen der Fällungsmittel repräsentiert. Die in den einzelnen „grid screens“ 
verwendeten Pufferlösungen waren Natrium Citrat Lösungen mit den pH-Werten 2,5; 3,0 und 3,5 sowie Natrium 
Acetat Lösungen mit den pH-Werten 4,0 und 5,0. 
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Die Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen mit Hilfe der in Tab. 3.6 gezeigten „grid 
screens“ lieferte unter zahlreichen Bedingungen nadelförmige Kristalle unterschiedlicher Zahl 
und Größe. Das mit Abstand beste Resultat in Bezug auf die Größe der erhaltenen Kristalle 
wurde – sowohl für dem Komplex von EhuB mit Ectoin wie auch Hydroxyectoin – unter 
Verwendung einer aus 100 mM Natrium Acetat pH 4,0; 100 mM Cadmiumchlorid und 14 % 
PEG 5000 MME bestehenden Reservoirlösung erhalten. Der Versuch einer weiteren Verfei-
nerung dieser Kristallisationsbedingung unter Verwendung des Additive Screen (Hampton 
Research) ergab keine weitere Verbesserung. Im Gegenteil verhinderten die meisten unter-
suchten Zusätze die Kristallbildung oder führten zu kleineren Kristallen. 

Parameter Bedingungen 

Reservoirlösung 100 mM Natrium Acetat pH 4,0 
100 mM Cadmiumchlorid 
14 % PEG 5000 MME 

Temperatur 4°C 

Proteinkonzentration 10 – 40 mg/ml in 10 mM Tris pH 7,0 

Protein:Reservoir 1:1 

Tropfenvolumen 2 µl 

Tab. 3.7: Kristallisationsbedingungen für den Komplex von EhuB mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin. 

In Tab. 3.7 sind die für den Komplex von EhuB mit einem seiner Substrate Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin erhaltenen verfeinerten Kristallisationsbedingungen gezeigt. Die Bildung der 
Kristalle setzte unter diesen Bedingungen nach 2 bis 4 Wochen ein und die Kristalle setzten 
ihr Wachstum über einen Zeitraum von etwa 2 Wochen fort. In Abb. 3.13C-D sind typische 
für den Komplex von EhuB mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin erhaltene Kristalle dargestellt. 
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Abb. 3.13: Kristalle von EhuB. Gezeigt sind (A) die unter Verwendung von Lösung Nummer 12 des Crystal 
Screen II gewachsenen Kristalle von EhuB im Komplex mit Ectoin. (B) Die im Zuge der Optimierung der Kristalli-
sationsbedingungen von EhuB erhaltenen Büschel von Nadeln. (C) Typische zur Aufnahme von Beugungsdaten 
verwendete Kristalle von EhuB im Komplex mit Ectoin. (D) Typische Kristalle von EhuB mit gebundenem 
Hydroxyectoin. 

3.2.2 Datenaufnahme und Prozessierung 

Die Kristalle von EhuB im Komplex mit einem seiner Substrate Ectoin bzw. Hydroxyectoin 
wurden zur Verringerung der im Zuge der Datenaufnahme entstehenden Strahlenschäden in 
einem geeigneten kryoprotektiven Puffer eingefroren. Hierfür wurden die in Abb. 3.13 
beispielhaft gezeigten zusammengewachsenen Kristalle mit Hilfe von „Micro-Tools“ 
(Hampton Research) voneinander getrennt. Anschließend wurde ein einzelner Kristall mit ei-
ner Nylonschlaufe in den entsprechenden in Tab. 3.8 angegebenen kryoprotektiven Puffer 
überführt, dort für 20 bis 30 Sekunden inkubiert und in flüssigem Stickstoff oder einem tief-
kalten Stickstoffstrahl eingefroren. Die optimale Zusammensetzung der kryoprotektiven Puf-
fer wurde auf empirischem Weg auf Basis der Kristallisationslösung unter Zusatz einer Sub-
stanz mit kryoprotektiver Wirkung an EhuB Kristallen bestimmt. 

EhuB im Komplex mit Ectoin EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin 

100 mM Natrium Acetat pH 4,0 

100 mM Cadmiumchlorid 

21 % (w/v) PEG 5000 MME 

20 % Ethylenglykol 

100 mM Natrium Acetat pH 4,0 

100 mM Cadmiumchlorid 

30 % (w/v) PEG 5000 MME 

20 % Ethylenglykol 

Tab. 3.8: Kryoprotektive Puffer für die Kristalle von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin. 
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Die Datenaufnahme an den eingefrorenen Kristallen von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin erfolgte nach der Oszillationsmethode bei einer Temperatur von 100 K am 
Messplatz BW6 der Max-Planck-Gruppen für Strukturelle Molekularbiologie am Deutschen 
Elektronen Synchrotron (DESY, Hamburg) bei einer Wellenlänge von 1,05 Å. Die in diesem 
Rahmen gewonnenen Beugungsbilder der einzelnen Datensätze wurden mit Hilfe der Pro-
gramme der HKL-Suite (Otwinowski und Minor, 1997) indiziert, integriert und skaliert. 

Die Prozessierung der erhaltenen Daten zeigte, dass die Kristalle von EhuB im Komplex mit 
Ectoin wie auch Hydroxyectoin der tetragonalen Raumgruppe P43212 angehören und eine 
Einheitszelle mit Dimensionen von a = 57,3 Å, b = 57,3 Å und c = 161,9 Å sowie Winkeln α 
= β = γ = 90° besaßen. Aus diesen Werten ergibt sich für die Kristalle von EhuB im Komplex 
mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin ein Matthews Koeffizient von VM = 2,45 Å3/Da, was einem 
Lösungsmittelanteil von 50 % bei einem Monomer mit einem Molekulargewicht von 27 kDa 
pro asymmetrischer Einheit entspricht. 

 
Abb. 3.14: Beugungsbild eines nativen Kristalls von EhuB im Komplex mit Ectoin. Dargestellt sind die Reflexe bei 
(A) niedriger bis mittlerer Auflösung und (B) hoher Auflösung. Die Datenaufnahme erfolgte am Messplatz BW-6 
der Max-Planck-Gruppen für Strukturelle Molekularbiologie bei einer Wellenlänge von 1,05 Å. Der Rand des Beu-
gungsbildes entspricht einer Auflösung von 1,6 Å. 

Die Datenaufnahme und Prozessierung lieferte für den Komplex von EhuB mit Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin einen zu 97,6 % bzw. 95,4 % vollständigen Datensatz mit einer Auflösung 
von 1,8 Å bzw. 2,3 Å. Die Datensätze für den Komplex von EhuB mit Ectoin bzw. Hydroxy-
ectoin hatten ein Signal zu Rauschen Verhältnis von 11,0 bzw. 13,6 und besaßen einen Rsym 
Wert von 11,9 % bzw. 5,7 %.  
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Eine Zusammenfassung der Kristallparameter und Datenaufnahmestatistiken ist in Tab. 3.9 
gezeigt. 

Ligand Ectoin Hydroxyectoin 

Kristallparameter bei 100 K 

Raumgruppe P43212 P43212 

Zellkonstanten   

a (Å) 57,365 57,132 

b (Å) 57,366 57,132 

c (Å) 161,883 161,484 

α, β, γ 90° 90° 

Datenaufnahme und Prozessierung 

Wellenlänge 1,05 Å 1,05 Å 

Auflösung (Å) 20 – 1,8 (1,83 – 1,80) 60 – 2,3 (2,34 – 2,30) 

„mean redundancy“ 3,5 2,5 

Zahl der Reflexe 88264 30290 

„unique reflections“ 25416 12078 

Vollständigkeit (%)a 97,6 (98,3) 95,4 (96,1) 

I/σ(I)a 11,0 (1,7) 13,6 (4,7) 

Rsym (%)a,b 11,9 (89,3) 5,7 (20,1) 

Tab. 3.9: Kristallparameter und Datenaufnahmestatistiken der nativen Kristalle von EhuB. Die Kristallparameter 
und Statistiken der Datensätze wurden unter Verwendung von SCALEPACK (Otwinowski und Minor, 1997) er-
stellt. 
a Die Zahlen in Klammern geben die Werte für die letzte Auflösungsschale (siehe Auflösung) an. 
b ( ) ( ) ( )∑∑∑∑ −=

hkl i
i

hkl i
isym hklIhklIhklIR , wobei ( )hklIi  die beobachtete Intensität des Reflexes 

( )hkl  und ( )hklI  die gemittelte Intensität der i Beobachtungen des Reflexes ( )hkl  darstellen. 

3.2.3 Das Phasenproblem 

Die Bestimmung der Phasenwinkel der experimentell ermittelten Strukturfaktoren stellt ein 
zentrales Problem der Röntgenstrukturanalyse von Proteinen dar, da diese zur Berechnung der 
Elektronendichte und somit zur Strukturbestimmung benötigt werden, jedoch nicht direkt aus 
dem Beugungsbild zu erhalten sind. Für Proteine stehen zur Lösung dieses Problems im 
Wesentlichen drei Verfahren zur Verfügung: 

„Multiple Isomorphous Replacement“ (MIR) 
„Multiple wavelength Anomalous Dispersion“ (MAD) 
„Molecular Replacement“ (MR) 

Die Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren von EhuB wurde anfänglich unter 
Zuhilfenahme des MR mit den ebenfalls kompatible Solute bindenden Substratbindeproteinen 
ProX aus E. coli (Proteindatenbank Zugangscode 1R9L) und OpuAC aus B. subtilis (Protein-
datenbank Zugangscode 2B4L) als Suchmodell angegangen. Aus beiden Modellen wurden die 
Liganden und Wassermoleküle entfernt und diese dann für ein MR unter Einsatz des Pro-
gramms AMoRe (Navaza, 1994) aus der CCP4 Suite verwendet. Das MR lieferte jedoch trotz 
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der Wahl unterschiedlicher Auflösungsbereiche weder für die vollständigen Proteine noch für 
isolierte Domänen der beiden Suchmodelle eine eindeutige Lösung. 

Aus diesem Grund erfolgte die Suche nach Kristallisationsbedingungen für den Komplex von 
Selenomethionin-markiertem EhuB und seinem Substrat Ectoin mit dem Ziel das Phasen-
problem mit Hilfe der MAD (Hendrickson et al., 1990; Hendrickson et al., 1988; Murthy et 
al., 1988) zu lösen. Die Suche nach Bedingungen zur Kristallisation des Selenomethionin-
markierten Proteins erfolgte – analog zum nativen Protein – mit Hilfe der in Tab. 3.6 gezeig-
ten „grid screens“. Das mit Abstand beste Resultat in Bezug auf die Größe der erhaltenen 
Kristalle wurde unter Verwendung einer aus 100 mM Natrium Acetat pH 4,0; 100 mM 
Cadmiumchlorid und 22 % PEG 5000 MME bestehenden Reservoirlösung erhalten. Die für 
den Komplex von Selenomethionin-markiertem EhuB und seinem Substrat Ectoin ermittelten 
Kristallisationsbedingungen sind in Tab. 3.10 zusammengefasst. 

Parameter Bedingungen 

Reservoirlösung 100 mM Natrium Acetat pH 4,0 
100 mM Cadmiumchlorid 
22 % PEG 5000 MME 

Temperatur 4°C 

Proteinkonzentration 7 mg/ml in 10 mM Tris pH 7,0 

Protein:Reservoir 1:1 

Tropfenvolumen 2 µl 

Tab. 3.10: Kristallisationsbedingungen für den Komplex von Selenomethionin-markiertem EhuB mit Ectoin. 

Die Kristalle des Komplexes von Selenomethionin-markiertem EhuB mit Ectoin wurden zur 
Verringerung der im Zuge der Datenaufnahme entstehenden Strahlenschäden in einem geeig-
neten kryoprotektiven Puffer eingefroren. Zu diesem Zweck wurden die zusammengewachse-
nen Kristalle mit Hilfe von „Micro-Tools“ voneinander getrennt und ein einzelner Kristall mit 
einer Nylonschlaufe in den in Tab. 3.11 beschriebenen kryoprotektiven Puffer überführt, dort 
für 20 bis 30 Sekunden inkubiert und in einem tiefkalten Stickstoffstrahl eingefroren. Die Zu-
sammensetzung des verwendeten kryoprotektiven Puffers wurde auf empirischem Weg be-
stimmt. 

100 mM Natrium Acetat pH 4,0 

100 mM Cadmiumchlorid 

30 % (w/v) PEG 5000 MME 

20 % Ethylenglykol 

Tab. 3.11: Kryoprotektiver Puffer für die Kristalle von Selenomethionin-markiertem EhuB im Komplex mit Ectoin. 

Die Datenaufnahme an einem eingefrorenen Kristall von Selenomethionin-markiertem EhuB 
im Komplex mit Ectoin wurde nach der Oszillationsmethode bei einer Temperatur von 100 K 
am Messplatz BW6 der Max-Planck-Gruppen für Strukturelle Molekularbiologie am Deut-
schen Elektronen Synchrotron (DESY, Hamburg) durchgeführt. Zur Bestimmung der Pha-
senwinkel der Strukturfaktoren mittels MAD erfolgte die Datenaufnahme bei Wellenlängen 
von 0,9791 Å (Inflection), 0,9787 Å (Maximum) und 0,95 Å (Remote). Die entsprechenden 
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Beugungsbilder der einzelnen Datensätze wurden mit Hilfe der Programme der HKL-Suite 
indiziert, integriert und skaliert. 

Die Aufnahme und Prozessierung der Beugungsbilder der als „Inflection“, „Maximum“ und 
„Remote“ bezeichneten Datensätze ergab bei einer Auflösung von 2,1 Å eine Vollständigkeit 
von 99,2 %, 98,6 % sowie 99,7 %, ein Signal zu Rausch Verhältnis von 28, 30 und 28 und 
einen Rsym Wert von 8,4 %, 9,4 % und 8,8 %. Eine Zusammenfassung der Kristallparameter 
und Datenaufnahmestatistiken des Kristalls von Selenomethionin-markiertem EhuB im Kom-
plex mit Ectoin findet sich in Tab. 3.12. 

Datensatz Inflectionb Maximumb Remoteb 

Kristallparameter bei 100 K 

Raumgruppe P43212 P43212 P43212 

Zellkonstanten    

a (Å) 57,300 57,300 57,300 

b (Å) 57,300 57,300 57,300 

c (Å) 161,900 161,900 161,900 

α, β, γ 90° 90° 90° 

Datenaufnahme und Prozessierung 

Wellenlänge 0,9791 Å 0.9787 Å 0,95 Å 

Auflösung (Å) 99-2,1 (2,13-2,10) 99-2,1 (2,13-2,10) 99-2,1 (2,13-2,10) 

„mean redundancy“ 6,9 7,3 6,9 

Zahl der Reflexe 123187 129923 125104 

„unique reflections“ 17942 17914 18078 

Vollständigkeit (%)a 99,2 (99,7) 98,6 (99,7) 99.7 (99,7) 

I/σ(I)a 28 (6,7) 30 (7,5) 28 (6,3) 

Rsym (%)a,c 8,4 (31,5) 9,4 (30,2) 8,8 (33,6) 

Tab. 3.12: Kristallparameter und Datenaufnahmestatistiken des Kristalls von Selenomethionin-markiertem EhuB 
im Komplex mit Ectoin. Die Kristallparameter und Statistiken wurden unter Verwendung von SCALEPACK erstellt. 
a  Die Zahlen in Klammern geben die Werte für die letzte Auflösungsschale (siehe Auflösung) an. 
b  Die Datensätze wurden an einem einzelnen Kristall aus Selenomethionin-markiertem EhuB im Komplex mit 

Ectoin aufgenommen. 
c  ( ) ( ) ( )∑∑∑∑ −=

hkl i
i

hkl i
isym hklIhklIhklIR , wobei ( )hklIi  die beobachtete Intensität des Refle-

xes ( )hkl  und ( )hklI  die gemittelte Intensität der i Beobachtungen des Reflexes ( )hkl  darstellen. 

3.2.4 Strukturbestimmung von EhuB im Komplex mit Ectoin 

Die Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren erfolgte mit Hilfe der drei hierfür bei 
unterschiedlichen Wellenlängen aufgenommenen Datensätze mittels MAD. Zu diesem Zweck 
wurden aus den drei beschriebenen Datensätzen unter Verwendung von SOLVE (Terwilliger 
und Berendzen, 1999) die Positionen von vier der fünf im Selenomethionin-markierten EhuB 
vorhandenen Selenatome bestimmt und mit ihrer Hilfe die Phasenwinkel der Strukturfaktoren 
sowie die Elektronendichte berechnet. Die ermittelte Elektronendichte wurde mit dem Pro-
gramm RESOLVE (Terwilliger, 2000) mittels statistischer Dichtemodifikation verbessert und 
zur automatischen Erzeugung von etwa 80 % des Modells verwendet. Im Anschluss an die 
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visuelle Kontrolle des automatisch erstellten Modells in O (Jones et al., 1991) wurden die 
noch fehlenden Teile mit Ausnahme einiger Reste am N-Terminus des Proteins anhand von 
2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten manuell eingefügt. Das resultierende Struktur-
modell des Proteins enthielt die Reste 8 bis 256 der 256 Reste von EhuB. Dieses entspricht 
den Resten 22 bis 270 des zur Kristallisation verwendeten rekombinanten Proteins, das am N-
Terminus zusätzlich 14 Reste eines in der Elektronendichte nicht sichtbaren „Strep-Tag“ so-
wie einer Faktor Xa Schnittstelle besitzt. Im Rahmen dieser Arbeit wird zur Bezeichnung der 
Reste die Zählweise des nativen Proteins verwendet. 

Die Verfeinerung der atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des Modells mit einer 
Auflösung von 2,1 Å erfolgte durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit isotropen 
Temperaturfaktoren durch Refmac5 (Murshudov et al., 1997) und manuellen Korrekturen auf 
Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten. Die Verfeinerung wurde durch die Be-
rechnung des modellunabhängigen Qualitätsindex Rfree (Brünger, 1992; Brünger, 1993) 
kontrolliert, für den 5 % der Reflexe von der Verfeinerung ausgenommen wurden. Der Ligand 
Ectoin wurde nach Erzeugung der notwendigen Koordinaten mit Hilfe des PRODGR Server 
(Schuttelkopf und van Aalten, 2004), in die deutlich sichtbare Elektronendichte in 2Fo-Fc und 
1Fo-Fc Elektronendichte-Karten eingepasst und in das Modell integriert. Die Inspektion der 
2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten zeigte weiterhin eine Elektronendichte für vier 
Schweratome auf der Oberfläche des Proteins, die selbst in einer Elektronendichte-Karte bei 
8σ noch sichtbar waren und die an der Bildung von Kristallkontakten zwischen EhuB Mole-
külen in unterschiedlichen asymmetrischen Einheiten beteiligt sind (siehe Kapitel 3.2.6). Ei-
nen Anhaltspunkt auf die Art der Schweratome lieferte die Verfeinerung der Kristallisations-
bedingungen von EhuB. Diese ergab, dass keine Kristallbildung mehr erfolgte, wenn das 
Cadmiumsalz in der Kristallisationslösung durch ein Salz anderer zweiwertiger Ionen (z.B. 
Mg2+ oder Zn2+) ersetzt wurde, was auf eine zentrale Rolle der Cadmium-Ionen bei der Bil-
dung der Kristalle hindeutet. Aus diesem Grund wurden in die Elektronendichten der an der 
Bildung der Kristallkontakte beteiligten Schweratome Cadmium-Ionen modelliert, was vor 
dem Hintergrund der fehlenden funktionalen Bedeutung der Cadmium-Ionen nicht mittels 
SAD verifiziert wurde. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des so erhaltenen 
Modells wurden durch weitere iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit Refmac5 und ma-
nuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-
Karten verfeinert. Die Verfeinerung erfolgte in den ersten Runden mit isotropen Temperatur-
faktoren, während im abschließenden Zyklus zusätzlich eine TLS-Verfeinerung (Winn et al., 
2001) durchgeführt wurde. Für letztere wurde das Protein entsprechend seiner beiden Domä-
nen in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt, die die Reste 8 bis 98 und 199 bis 256 bzw. 99 bis 198 
enthielten. 

Eine weitere Verbesserung des Modells konnte durch die Verwendung des nativen Daten-
satzes von EhuB im Komplex mit Ectoin erreicht werden, wobei die Auflösung dieses 
Datensatzes auf Grund der hohen Rsym Werte in den letzten Auflösungsschalen auf 1,9 Å 
beschränkt wurde. Zu diesem Zweck erfolgte nach der Entfernung des Liganden Ectoin sowie 
der Cadmium-Ionen eine „Rigid body“ Verfeinerung des Modells gegen den nativen 
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Datensatz von EhuB mit gebundenem Ectoin. Die nach der weiteren Verfeinerung des 
Modells mit isotropen Temperaturfaktoren erhaltenen 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-
Karten erlaubten das manuelle Einpassen der am N-Terminus des Proteins fehlenden Reste in 
die deutlich sichtbare Elektronendichte unter Verwendung von O. Das auf diese Weise 
ermittelte Modell enthielt mit den Resten 1 bis 256 alle Aminosäurereste von EhuB. Das 
Modell wurde durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit isotropen 
Temperaturfaktoren mittels Refmac5 und manuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis 
von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. Im Anschluss an die Verfeinerung 
wurden der gebundene Ligand Ectoin sowie die vier Cadmium-Ionen mit Hilfe von O in die 
deutlich sichtbare Elektronendichte in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten eingepasst 
und in das Modell eingefügt. Das resultierende Modell wurde wie bereits beschrieben mit 
isotropen Temperaturfaktoren verfeinert. Die in den Elektronendichte-Karten sichtbaren 
Wassermoleküle wurden automatisch mit Hilfe von ARP/wARP (Lamzin und Wilson, 1993) 
bei einem Schwellenwert von 2,5σ identifiziert. Die ermittelten Wassermoleküle wurden 
visuell mit O in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten überprüft und Wassermoleküle 
mit eindeutiger Elektronendichte in das Modell eingefügt, wobei 151 Wassermoleküle 
identifiziert wurden. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des Modells wurden 
durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit Refmac5 und manuellen Korrekturen des 
Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. Die 
Verfeinerung erfolgte in den ersten Runden mit isotropen Temperaturfaktoren, während in der 
letzten Runde zusätzlich eine TLS-Verfeinerung verwendet wurde. Für letztere wurde das 
Protein entsprechend seiner beiden Domänen in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt, die die Reste 1 
bis 98 und 199 bis 256 bzw. 99 bis 198 enthielten. Die Werte für die Qualitätsindikationen Rf 
und Rfree fielen nach dieser abschließenden Verfeinerung mit Refmac5 auf 21,4 % und 25,0 % 
bei einer Auflösung von 1,9 Å und einem mittleren B-Faktor von 28,4 Å2. Das endgültige 
Modell von EhuB im Komplex mit Ectoin enthält pro asymmetrischer Einheit einen Monomer 
mit den 256 Aminosäureresten des nativen Proteins, ein Molekül Ectoin, 4 Cadmium Ionen 
und 151 Wasser Moleküle. Weiterhin enthält das Modell der Polypeptidkette zwei 
Disulfidbrücken die von den Resten Cys86 und Cys253 sowie Cys97 und Cys201 gebildet 
werden, sowie zwei cis-Peptidbindungen zwischen den Resten Pro22 und Pro23 sowie Ala192 
und Pro193. 

Die Analyse der stereochemischen Qualität des Modells durch PROCHECK (Laskowski et 
al., 1993) ergab, dass von den 214 nicht-Glycin und nicht-Prolin Resten von EhuB 199 Reste 
oder 93,0 % in der „most favoured“ Region und 15 Reste oder 7,0 % in der „additional 
allowed“ Region des Ramachandran Diagramms liegen.  
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Die Statistiken der Verfeinerung des Modells von EhuB im Komplex mit Ectoin sind in Tab. 
3.13 dargestellt. 

Ligand Ectoin Hydroxyectoin 

Auflösung (Å) 20 – 1,9 (1,949 – 1,900) 20 – 2,5 (2,635 – 2,500) 

Zahl der Reflexe 20521 9011 

Davon im Test Satz 5,2 % 4,7 % 

Rf (%)a,b 21,4 (23,0) 21,9 (26,8) 

Rfree (%)a,c 25,0 (32,5) 26,8 (29,1) 

Mittlerer B-Faktor (Å2) 28,4 37,7 

rmsd-Bindungslängen (Å) 0,008 0,007 

rmsd-Bindungswinkel (°) 1,217 1,054 

Ramachandran plot   

most favoured 199 (93,0 %) 199 (93,0 %) 

additional allowed 15 (7,0 %) 15 (7,0 %) 

   

Protein 256 Reste 256 Reste 

Ligand 1 Molekül Ectoin 1 Molekül Hydroxyectoin 

Ionen 4 Cd2+ 4 Cd2+ 

Wasser Moleküle 151 96 

Tab. 3.13: Verfeinerungsstatistiken und Analyse der Qualität der EhuB Modelle. Die Verfeinerungsstatistiken wur-
den unter Verwendung von Refmac5 erstellt. Die Ramachandran Analyse erfolgte durch PROCHECK (Laskowski 
et al., 1993). 
a  Die Zahlen in Klammern geben die Werte für die letzte Auflösungsschale (siehe Auflösung) an. 
b  ∑∑ −=

hkl obshkl calcobsf FFFR  
c  freeR  wird analog zu fR  bestimmt, jedoch werden die zu seiner Berechnung verwendeten Reflexe des Test 

Satzes von der Verfeinerung ausgenommen. 

3.2.5 Strukturbestimmung von EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin 

Die Bestimmung der Phasenwinkel der Strukturfaktoren für den von EhuB im Komplex mit 
Hydroxyectoin erhaltenen Datensatz erfolgte mittels MR unter Verwendung der Struktur von 
EhuB mit gebundenem Ectoin als Suchmodell. Zu diesem Zweck wurden der Ligand Ectoin, 
die gebundenen Cadmium-Ionen und die Wassermoleküle aus dem Modell entfernt. Das auf 
diese Weise modifizierte Modell wurde im Rahmen des MR mit dem Programm AMoRe aus 
der CCP4 Suite in einem Auflösungsbereich von 4 Å bis 10 Å und mit einem Radius der Ro-
tationsfunktion von 25 Å als Suchmodell verwendet. 

Lösung R-Faktor Korrelationskoeffizient 

1 36,9 % 65,5 

2 55,8 % 16,6 

Tab. 3.14: R-Faktoren und Korrelationskoeffizienten der beiden ersten Lösungen des MR für den Datensatz von 
EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin. 

Hierbei konnte, wie die in Tab. 3.14 dargestellten R-Faktoren und Korrelationskoeffizienten 
der beiden ersten Lösungen des MR zeigen, eine eindeutige Lösung gefunden werden. Die 
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atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des ermittelten Modells wurden unter Verwen-
dung des auf eine Auflösung von 2,5 Å beschränkten Datensatzes von EhuB im Komplex mit 
Hydroxyectoin durch iterative Zyklen aus einer Verfeinerung mit isotropen Temperaturfakto-
ren mittels Refmac5 und manuellen Korrekturen des Modells in O auf Basis von 2Fo-Fc und 
1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. Im Anschluss an die Verfeinerung wurden der ge-
bundene Ligand Hydroxyectoin sowie die vier Cadmium-Ionen mit Hilfe von O in die deut-
lich sichtbare Elektronendichte in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten eingepasst, in 
das Modell eingefügt und dieses wie soeben beschrieben verfeinert. Die in den Elektronen-
dichte-Karten sichtbaren Wassermoleküle wurden automatisch mit Hilfe von ARP/wARP bei 
einem Schwellenwert von 3,2σ identifiziert. Die gefundenen Wassermoleküle wurden visuell 
mit O in 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten überprüft und Wassermoleküle mit ein-
deutiger Elektronendichte in das Modell eingefügt, wobei 96 Wassermoleküle ermittelt wur-
den. Die atomaren Positionen und Temperaturfaktoren des Modells wurden durch iterative 
Zyklen aus einer Verfeinerung mit Refmac5 und manuellen Korrekturen des Modells in O auf 
Basis von 2Fo-Fc und 1Fo-Fc Elektronendichte-Karten verfeinert. Die Verfeinerung erfolgte in 
den ersten Runden mit isotropen Temperaturfaktoren, während in der letzten Runde zusätzlich 
eine TLS-Verfeinerung verwendet wurde. Für letztere wurde das Protein entsprechend seiner 
beiden Domänen in zwei TLS-Gruppen aufgeteilt, die die Reste 1 bis 97 und 201 bis 256 bzw. 
98 bis 200 enthielten. 

Im Zuge der Verfeinerung ergaben sich für die Struktur von EhuB im Komplex mit Hydroxy-
ectoin Rf und Rfree Werte von 21,9 % und 26,8 % bei einer Auflösung von 2,5 Å und einem 
mittleren B-Faktor von 37,7 Å2. Das endgültige Modell von EhuB im Komplex mit Hydroxy-
ectoin besteht aus den 256 Aminosäureresten des nativen Proteins, einem Molekül Hydroxy-
ectoin, 4 Cadmium Ionen und 96 Wasser Molekülen. Im Modell der Polypeptidkette finden 
sich weiterhin die für die Struktur mit Ectoin beschriebenen Disulfidbrücken und cis-Peptid-
bindungen. Die Analyse der stereochemischen Qualität des Modells durch PROCHECK 
zeigte, dass von den 214 nicht-Glycin und nicht-Prolin Resten von EhuB 199 Reste oder 93,0 
% in der „most favoured“ Region und 15 Reste oder 7,0 % in der „additional allowed“ Region 
des Ramachandran Diagramms liegen. In Tab. 3.13 sind die Statistiken der Verfeinerung von 
EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin zusammengefasst. 

3.2.6 Die Struktur von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin 

Die Struktur von EhuB im Komplex mit einem seiner Substrate Ectoin oder Hydroxyectoin 
besitzt eine ellipsoide Form und hat Dimensionen von 60 Å x 35 Å x 35 Å. Die beschriebenen 
Strukturmodelle enthalten in beiden Fällen alle 256 Reste des nativen Proteins. Die im zur 
Kristallisation verwendeten rekombinanten EhuB zusätzlich am N-Terminus des Proteins 
vorhandenen 14 Reste eines „Strep-Tag“ sowie einer Faktor Xa Schnittstelle sind auf Grund 
fehlender Elektronendichte nicht im Modell enthalten. Im Rahmen dieser Arbeit wird zur Be-
zeichnung der Reste von EhuB die Zählweise des nativen Proteins verwendet. Das Struktur-
modell enthält neben dem beschriebenen Monomer von EhuB ein Molekül des entsprechen-
den Substrats und vier nicht-kovalent gebundene Cadmium-Ionen. Die Struktur zeigt EhuB in 
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seiner Substrat gebundenen geschlossenen Konformation, welche in zwei globuläre Domänen 
unterteilt werden kann, die durch eine Gelenkregion miteinander verbunden sind. Die erste 
Domäne wird dabei von den Aminosäureresten 1 bis 95 und 203 bis 256 gebildet, während 
die Zweite aus den Resten 100 bis 197 besteht. Diese beiden globulären Domänen werden von 
einer aus den Resten 96 bis 99 und 198 bis 202 bestehenden Gelenkregion verbunden. Inner-
halb der beiden Domänen bildet die Polypeptidkette 12 α-Helices und 14 β-Faltblätter als Se-
kundärstrukturelemente aus. 

Der Vergleich der beiden globulären Domänen des Proteins zeigt eine ähnliche Topologie, bei 
welcher ein zentrales fünfsträngiges β-Faltblatt von α-Helices flankiert wird. In EhuB sind 
die beiden Domänen, durch eine aus zwei Segmenten der Polypeptidkette bestehende Gelenk-
region, in einer Weise verbunden, dass ihre zentralen β-Faltblätter einander zugewandt sind. 
Diese grundlegende Faltung findet sich in ähnlicher Form in den meisten Bindeproteinen 
wieder und wird aus diesem Grund als Bindeproteinfaltung bezeichnet (Wilkinson und 
Verschueren, 2003). 

 
Abb. 3.15: Die Struktur von EhuB. In (A) ist der Komplex von EhuB mit Ectoin gezeigt. Die Domäne 1 (Reste 1 - 
95 und 203 - 256) und die Domäne 2 (Reste 100 - 197) sind in den Farben blau und rot dargestellt. Die aus den 
Resten 96 bis 99 und 198 bis 202 bestehende Gelenkregion ist grün eingefärbt. Die α-Helices und β-Faltblätter 
sind in weiß und gelb nummeriert. Der Ligand Ectoin ist in Form eines "stick" Modells und die vier Cadmium-Io-
nen in Form von Kugeln gezeigt. In (B) ist der EhuB Monomer aus (A) um 90° entlang seiner Längsachse ge-
dreht. 

Die Substratbindeproteine werden auf Grund ihrer Faltung in drei Untergruppen eingeteilt, die 
sich in der Zahl der verbindenden Segmente zwischen den beiden Domänen unterscheiden. 
Die Substratbindeproteine der Gruppe I besitzen eine Gelenkregion, die aus drei Segmenten 
der Polypeptidkette besteht. Im Unterschied dazu verfügen die Vertreter der Gruppe II ledig-
lich über zwei verbindende Segmente. Eine eigene Gruppe bilden Substratbindeproteine wie 
BtuF aus E. coli (Borths et al., 2002; Karpowich et al., 2003), PsaA aus S. pneumoniae 
(Lawrence et al., 1998) und FhuD aus E. coli (Clarke et al., 2000), die nur ein verbindendes 
Segment besitzen. Das Substratbindeprotein EhuB besitzt entsprechend dieser Einteilung, wie 
Abb. 3.15 zeigt, eine Gruppe II Faltung. 
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Abb. 3.16: Stereoabbildung der Disulfidbrücken in der Struktur von EhuB. Die Struktur von EhuB weist zwei 
intramolekulare Disulfidbrücken zwischen den Resten Cys97 und Cys201 sowie Cys86 und Cys253 auf. Die Reste, 
die die Disulfidbrücken bilden, sind gelb eingefärbt, ansonsten ist die Farbgebung analog zu Abb. 3.15. Die Abbil-
dung zeigt exemplarisch die Struktur von EhuB im Komplex mit Ectoin. 

Die dreidimensionale Struktur von EhuB wird, wie Abb. 3.16 zeigt, durch zwei intramoleku-
lare Disulfidbrücken stabilisiert. Die erste dieser Disulfidbrücken liegt in der Gelenkregion 
zwischen den beiden globulären Domänen des Proteins und wird von den Resten Cys97 und 
Cys201 gebildet, wobei sie die β-Faltblätter 7 und 13 verbindet. Die zweite Disulfidbrücke 
zwischen den Resten Cys86 und Cys253 verbindet den C-Terminus des Proteins mit Helix 4, 
die einen Teil der Bindungstasche für die Substrate formt, und fixiert den C-Terminus des 
Proteins auf diese Weise. 

Die Kristallkontakte zwischen den EhuB Monomeren in den unterschiedlichen asymmetri-
schen Einheiten werden – wie bereits angedeutet – unter anderem von vier in den Elektronen-
dichte-Karten deutlich sichtbaren Schweratomen gebildet. Bei diesen handelt es sich auf 
Grund der Abhängigkeit der Kristallbildung von Cadmium-Ionen wahrscheinlich um letztere. 
Die Koordinierung der Cadmium-Ionen erfolgt in der Regel durch jeweils zwei Carboxylat-
Gruppen von Aspartat- und Glutamat-Resten, die von EhuB Monomeren aus unterschiedli-
chen asymmetrischen Einheiten stammen. Eine Ausnahme hiervon bildet das in Abb. 3.17D 
gezeigte Cadmium-Ion 4, das unter anderem von der Hydroxyl-Gruppe eines Serin-Restes 
und dem Imidazol-Ring eines Histidin-Restes koordiniert wird. Die Cadmium-Ionen sind 
weiterhin mit zwei bis drei Wassermolekülen assoziiert, wobei Cadmium-Ion 4 mit lediglich 
zwei Wassermolekülen auch in diesem Kontext eine Sonderstellung einnimmt. Im Einzelnen 
wird das Cadmium-Ion 1, wie Abb. 3.17A zeigt, von den Carboxylat-Gruppen von Glu250 ei-
nes Monomers und Asp146 eines Symmetrie-verwandten Monomers koordiniert, wobei die 
Elektronendichte der Seitenkette von Glu250 lediglich teilweise definiert ist. Im Fall des in 
Abb. 3.17B dargestellten Cadmium-Ions 2 erfolgt die Koordinierung durch die Seitenketten 
von Glu226 eines Monomers und Asp117 eines benachbarten Monomers. Die Elektronendichte 
der Seitenkette von Glu226 ist jedoch auch in diesem Fall nur teilweise definiert. Das 
Cadmium-Ion 3 wird, wie in Abb. 3.17C gezeigt, von der Seitenkette von Asp215 eines 
Monomers und Asp167 eines Symmetrie-verwandten Monomers koordiniert. Im Unterschied 
dazu wird das in Abb. 3.17D dargestellte Cadmium-Ion 4 von den Seitenketten von Ser56 und 
His72 eines Monomers und Glu59 eines benachbarten Monomers koordiniert. 
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Abb. 3.17: Kristallkontakte in der Struktur von EhuB. Die Stereoabbildung zeigt die vier in der Struktur von EhuB 
identifizierten Cadmium-Ionen. Diese werden jeweils von Resten zweier EhuB Monomere aus unterschiedlichen 
asymmetrischen Einheiten koordiniert. Die in grün dargestellten Reste stammen aus dem gleichen EhuB Mono-
mer, während die gelb eingefärbten Reste von unterschiedlichen Symmetrie-verwandten Monomeren bereitge-
stellt werden. Die Cadmium-Ionen (in hellbraun) und die Wassermoleküle (in rot) sind Form von „stick“ Modellen 
gezeigt (weitere Erläuterungen siehe Text). 

Der Vergleich der in den beiden vorliegenden Strukturen gebundenen Cadmium-Ionen mit 
den in anderen Strukturen gebundenen Cadmium-Ionen zeigt, wie das Beispiel des Histidin 
Bindeprotein HisJ aus E. coli (Yao et al., 1994) belegt, eine ähnliche Funktion dieser Ionen 
bei der Bildung von Kristallkontakten. Denn in HisJ sind – vergleichbar zu EhuB – sechs der 
sieben gebundenen Cadmium-Ionen an Wechselwirkungen mit Proteinmolekülen aus 
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unterschiedlichen asymmetrischen Einheiten beteiligt und stabilisieren auf diese Weise das 
Kristallgitter. Die Koordinierung der Cadmium-Ionen erfolgt dabei, wie bei EhuB, im 
Wesentlichen über die Carboxylat-Gruppen von Aspartat- und Glutamat-Resten, wobei 
jedoch auch in HisJ eine Interaktion mit der Seitenkette eines Histidin-Restes gefunden wird. 

 
Abb. 3.18: Überlagerung des Peptidrückgrats von EhuB im Komplex mit seinen Substraten. Die Stereoabbildung 
zeigt das Peptidrückgrat von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin in grün bzw. gelb. Die Substrate 
Ectoin oder Hydroxyectoin sind in Form von „stick“ Modellen gezeigt. 

Die Überlagerung der dreidimensionalen Strukturen von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin ergibt, wie Abb. 3.18 zeigt, keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der 
Cα-Atome. Dieses spiegelt sich auch in dem im Rahmen der Überlagerung der Strukturen 
unter Verwendung von LSQMAN (Kleywegt, 1999) erhaltenen rmsd-Wert von 0,204 Å für 
alle 256 Cα-Atome wider. Die Überlagerung der beiden Strukturen erfolgte mit einem „global 
superposition-distance-based Needleman-Wunsch“ Algorithmus unter Verwendung eines 
Distanzschwellenwertes von 3,5 Å. 

 
Abb. 3.19: Raumfüllendes Modell von EhuB im Komplex mit Ectoin. Die Domänen 1 und 2 sowie die sie verbin-
dende Gelenkregion sind in der Stereoabbildung blau, rot und grün eingefärbt. Das gebundene Substrat Ectoin ist 
in Form eines raumfüllenden Modells in gelb dargestellt. 

Die Substratbindungsstelle von EhuB ist in beiden vorliegenden Strukturen, wie auf Grund-
lage anderer Bindeproteinstrukturen erwartet, in der Spalte zwischen den Domänen lokali-
siert. Das an der Grenzfläche der beiden Domänen gebundene Substrat wird, wie Abb. 3.19 
verdeutlicht, von diesen eingeschlossen und steht lediglich durch einen Tunnel zwischen den 
„Loops“, die β-Faltblatt 9 und α-Helix 6 sowie β-Faltblatt 5 und α-Helix 4 verbinden, mit 
dem umgebenden Lösungsmittel in Kontakt. Die Analyse der Substratbindungsstelle, die im 
nächsten Abschnitt ausführlich betrachtet wird, zeigt, dass in der Struktur von EhuB im 
Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin sieben bzw. acht Reste an der Wechselwirkung mit 
dem entsprechenden Substrat beteiligt sind.  
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Abb. 3.20: Domänenzugehörigkeit der an der Bindung des Substrats beteiligten Reste von EhuB im Komplex mit 
(A) Ectoin und (B) Hydroxyectoin. Die Domänen 1 und 2 sowie die Gelenkregion des Proteins sind jeweils blau, 
rot oder grün eingefärbt. Die Substrate und die an ihrer Bindung beteiligten Reste werden als „stick“ Modelle dar-
gestellt. 

Diese mit den Substraten interagierenden Reste sind, wie Abb. 3.20 verdeutlicht, ungleich auf 
die beiden Domänen des Proteins verteilt. In der Struktur von EhuB im Komplex mit Ectoin 
bzw. Hydroxyectoin stammen sechs von sieben bzw. sechs von acht der mit dem entspre-
chenden Substrat wechselwirkenden Reste aus der Domäne 1. Der Vergleich mit anderen 
Substratbindeproteinen verdeutlicht die Sonderstellung von EhuB in dieser Beziehung. Im 
Unterschied zu EhuB sind in den ähnliche Liganden bindenden Substratbindeproteinen 
OpuAC aus B. subtilis (Horn et al., 2006) sowie ProX aus A. fulgidus (Schiefner et al., 2004b) 
und ProX aus E. coli (Schiefner et al., 2004a) drei von sechs, fünf von acht und vier von sechs 
mit dem Substrat Glycin-Betain wechselwirkende Reste in einer Domäne lokalisiert. Eine 
vergleichbare Verteilung der an der Substratbindung beteiligten Reste findet sich auch bei an-
deren Vertretern dieser Proteinklasse. Dieses zeigt beispielsweise das Histidin Bindeprotein 
HisJ aus E. coli (Yao et al., 1994), bei dem sieben von zwölf mit dem Substrat Histidin wech-
selwirkende Reste aus einer Domäne stammen. 

3.2.7 Die Substratbindungsstelle von EhuB 

Die Analyse der an der Bindung von Ectoin beteiligten Reste von EhuB zeigt, dass diese das 
Substrat mittels unterschiedlicher Arten von Wechselwirkungen binden. Die Interaktion mit 
der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe des Substrats erfolgt durch die Bildung von Salz-
brücken mit der Seitenkette von Arg85 sowie mittels Wasserstoffbrückenbindungen mit den 
Hauptketten Stickstoffatomen von Phe80 und Thr133. Die Reste Arg85 und Phe80 stammen da-
bei aus der Domäne 1 wohingegen der Rest Thr133 der Domäne 2 zuzuordnen ist. Die be-
schriebenen Salzbrücken zwischen den Stickstoffatomen der Guanidino-Gruppe von Arg85 
und der Carboxylat-Gruppe von Ectoin besitzen dabei eine Länge von 2,77 Å, 2,86 Å, 3,32 Å 
und 3,79 Å, wobei das Kriterium für das Vorliegen einer Salzbrücke ein Abstand von weniger 
als 4 Å eines negativ geladenen Carboxylat-Sauerstoffatoms und eines positiv geladenen 
Stickstoffatoms ist (Barlow und Thornton, 1983; Kumar und Nussinov, 1999). Weiterhin ha-
ben die Wasserstoffbrückenbindungen von Phe80 und Thr133 mit der Carboxylat-Gruppe des 
Substrats eine Länge von 2,91 Å und 2,79 Å, wobei das Kriterium für ihr Vorliegen ein Was-
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serstoffbrücken-Donor und ein Akzeptor in einem Abstand von 2,5 Å bis 3,2 Å voneinander 
ist (Jeffrey, 1997). 

 
Abb. 3.21: Stereoabbildung der Substratbindungsstelle von EhuB mit gebundenem Ectoin. Die Abbildung zeigt 
die für die Bindung des Substrats Ectoin relevanten Teile der Polypeptidkette, wobei die Domänen 1 und 2 in blau 
und rot wiedergegeben sind. Die Darstellung des Substrats und der mit ihm interagierenden Reste erfolgt als 
„stick“ Modell. Die Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gestrichelte gelbe Linien ange-
deutet. 

Im Unterschied zur negativ geladenen Carboxylat-Gruppe wird die Bindungstasche des katio-
nischen Anteils von Ectoin, wie Abb. 3.21 zeigt, zu großen Teilen von den aromatischen 
Systemen der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80 gebildet, die das gebundene Substrat von drei Sei-
ten einschließen. Die Ebenen der aromatischen Systeme der Reste Tyr60 und Phe80 liegen 
dabei in etwa parallel zur Ringebene von Ectoin oberhalb und unterhalb des Substrats, wobei 
das aromatische System von Phe80 relativ zum Ringsystem von Ection verschoben ist. Im 
Gegensatz zu den beiden anderen aromatischen Resten bildet die Ebene des aromatischen 
Systems von Phe24, das sich vor der Methyl-Gruppe des Substrats befindet, näherungsweise 
einen rechten Winkel mit der Ringebene von Ectoin. Zur Beschreibung der 
Wechselwirkungen der aromatischen Reste von Phe24, Tyr60 und Phe80 mit dem Substrat 
Ectoin wurden die Distanzen der Atome dieser Reste zu den Atomen des Substrats bestimmt, 
um durch einen Vergleich mit veröffentlichten van der Waals Radien (Li und Nussinov, 1998) 
die Zahl der Kontakte zu bestimmen. Für die Atome N1, C2, N3, C4, C5, O5, C6, C7, O7 und C8 
der Substrate Ectoin bzw. Hydroxyectoin wurden van der Waals Radien von 1,65 Å, 1,74 Å, 
1,65 Å, 2,01 Å, 1,92 Å, 1,54 Å, 1,92 Å, 1,76 Å, 1,49 Å, 1,92 Å angenommen. Für die Cγ 
Atome der Phenylalanin-Reste sowie die Cγ und Cz Atome der Tyrosin-Reste bzw. das Oη 
Atom der Tyrosin-Reste wurden van der Waals Radien von 1,74 Å bzw. 1,54 Å verwendet, 
während für die verbleibenden Atome der aromatischen Systeme der Phenylalanin- und 
Tyrosin-Reste ein van der Waals Radius von 1,82 Å angenommen wurde. Die Atome der 
Substrate und der aromatischen Reste waren somit bei einer Standardabweichung von ~ 0,5 Å 
(Li und Nussinov, 1998) miteinander im Kontakt, wenn ihr Abstand innerhalb der in Tab. 
3.15 gezeigten Grenzen lag. 
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Atom im Substrat Phe: Cδ,Cε,Cz ; Tyr:  Cδ,Cε Phe: Cγ ; Tyr:  Cγ,Cz Tyr: Oη 

N1 & N3 3,22 – 3,72 Å 3,14 – 3,64 Å 2,94 – 3,44 Å 

C2 3,31 – 3,81 Å 3,23 – 3,73 Å 3,03 – 3,53 Å 

C4 3,58 – 4,08 Å 3,50 – 4,00 Å 3,30 – 3,80 Å 

C5, C6 & C8 3,49 – 3,99 Å 3,41 – 3,91 Å 3,21 – 3,71 Å 

O5 3,11 – 3,61 Å 3,03 – 3,53 Å 2,83 – 3,33 Å 

C7 3,33 – 3,83 Å 3,25 – 3,75 Å 3,05 – 3,55 Å 

O7 3,06 – 3,56 Å 2,98 – 3,48 Å 2,78 – 3,28 Å 

Tab. 3.15: van der Waals Kontakt Distanzen nach (Li und Nussinov, 1998). Gezeigt sind die Distanzen innerhalb 
derer die Atome von Ectoin bzw. Hydroxyectoin mit den Atomen der aromatischen Systeme von Phenylalanin- 
und Tyrosin-Resten von EhuB in Kontakt sind. 

Für die aromatischen Systeme der Reste von Phe24, Tyr60 und Phe80 ergaben sich auf diese 
Weise sechs, sieben und fünf van der Waals Kontakte mit dem Substrat Ectoin, die in Abb. 
3.22 dargestellt sind. Die aromatischen Systeme der Reste Tyr60 und Phe80 bilden dabei im 
Gegensatz zu Phe24 jeweils zwei van der Waals Kontakte mit den partiell positiv geladenen 
Stickstoffatomen des Substrats Ectoin aus. 

 
Abb. 3.22: van der Waals Kontakte zwischen dem Substrat Ectoin und den aromatischen Systemen der Reste 
Phe24, Tyr60 und Phe80 des Substratbindeproteins EhuB. Gezeigt sind die Distanzen zwischen den angegebenen 
Atomen des Substrats und den einzelnen Atomen der mit dem Substrat in Kontakt stehenden aromatischen Sys-
teme der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80. Die Distanzen der mit den Stickstoffatomen N1 oder N3 bzw. den sonsti-
gen Atomen des Substrats in Kontakt stehenden Atome des Proteins sind rot bzw. blau eingefärbt. Die verwen-
deten van der Waals Radien der entsprechenden Atome beruhen auf Literaturangaben (Li und Nussinov, 1998). 

Neben den beschriebenen Wechselwirkungen mit den aromatischen Resten Phe24, Tyr60 und 
Phe80 wird der kationische Anteil von Ectoin durch zwei Salzbrücken mit der Seitenkette von 
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Glu21 sowie eine Wasserstoffbrückenbindung mit der Hauptketten Carbonyl-Funktion von 
Gly78 gebunden, wobei alle genannten Reste aus der Domäne 1 stammen. Die Salzbrücken 
zwischen der Seitenkette von Glu21 und dem N1 Atom von Ectoin haben eine Länge von 2,87 
Å und 3,04 Å, während die Wasserstoffbrückenbindung der Carbonyl-Funktion von Gly78 mit 
dem N3 Atom des Substrats eine Länge von 2,90 Å besitzt. 

 
Abb. 3.23: Stereoabbildung der Substratbindungsstelle von EhuB mit gebundenem Hydroxyectoin. Die Abbildung 
zeigt die für die Bindung des Substrats Hydroxyectoin relevanten Teile der Polypeptidkette, wobei die Domänen 1 
und 2 in blau und rot wiedergegeben sind. Die Darstellung des Substrats und die mit ihm interagierenden Reste 
erfolgt als „stick“ Modell. Die Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gestrichelte gelbe Linien 
angedeutet. 

Die in Abb. 3.23 gezeigte Substratbindungsstelle von EhuB im Komplex mit Hydroxyectoin 
zeigt ein der Struktur mit gebundenem Ectoin ähnliches Bild. Die Wechselwirkung des Pro-
teins mit der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe des Substrats erfolgt ebenfalls durch die 
Bildung von Salzbrücken mit der Seitenkette von Arg85 sowie mit Hilfe von Wasserstoffbrü-
ckenbindungen mit den Hauptketten Stickstoffatomen von Phe80 und Thr133. Die an der Bil-
dung der Salzbrücken beteiligten Stickstoffatome der Seitenkette von Arg85 und die Carbo-
xylat-Gruppe des Hydroxyectoins besitzen eine Distanz von 2,76 Å, 2,86 Å, 3,29 Å und 3,85 
Å. Weiterhin haben die Wasserstoffbrückenbindungen der Reste Phe80 und Thr133 mit dem 
Substrat eine Länge von 2,96 Å und 2,78 Å. Im Unterschied zur in Abb. 3.21 beschriebenen 
Substratbindungsstelle von EhuB im Komplex mit Ectoin zeigt die Struktur mit gebundenem 
Hydroxyectoin eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Sauerstoffatom 
Oε1 der Seitenkette von Glu134 und der lediglich in diesem Substrat vorhandenen Hydroxyl-
Gruppe, wobei diese eine Länge von 2,78 Å besitzt. Die Wechselwirkung von EhuB mit dem 
kationischen Anteil von Hydroxyectoin erfolgt – wie schon im Fall von Ectoin – mit Hilfe der 
aromatischen Systeme der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80. Diese schließen das Substrat von drei 
Seiten ein, wobei die Ebenen der aromatischen Systeme der Reste Tyr60 und Phe80 
näherungsweise parallel zur Ringebene von Hydroxyectoin liegen, während die Ebene des 
aromatischen Systems von Phe24 in etwa einen rechten Winkel mit dieser bildet. Die 
aromatischen Systeme der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80 bilden nach den in Tab. 3.15 
beschriebenen Kriterien, wie Abb. 3.24 zeigt, mit dem Substrat Hydroxyectoin sechs, elf und 
zwei van der Waals Kontakte aus. Das aromatische System des Restes Tyr60 steht dabei in 
drei Fällen in direktem Kontakt mit den partiell positiv geladenen Stickstoffatomen des 
Substrats Hydroxyectoin. Weiterhin interagiert das Protein mit dem N1 des Substrats durch 
die Bildung von zwei Salzbrücken mit der Seitenkette von Glu21 sowie durch eine 
Wasserstoffbrückenbindung der Hauptketten Carbonyl-Funktion von Gly78 mit dem N3 von 



Ergebnisse  101 

Hydroxyectoin. Die beiden Salzbrücken besitzen dabei eine Länge von 2,77 Å und 3,10 Å, 
während die Wasserstoffbrückenbindung eine Länge von 2,98 Å hat. 

 
Abb. 3.24: van der Waals Kontakte zwischen dem Substrat Hydroxyectoin und den aromatischen Systemen der 
Reste Phe24, Tyr60 und Phe80 des Substratbindeproteins EhuB. Gezeigt sind die Distanzen zwischen den ange-
gebenen Atomen des Substrats und den einzelnen Atomen der mit dem Substrat in Kontakt stehenden aromati-
schen Systeme der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80. Die Distanzen der mit den Stickstoffatomen N1 oder N3 bzw. 
den sonstigen Atomen des Substrats in Kontakt stehenden Atome des Proteins sind rot bzw. blau eingefärbt. Die 
verwendeten van der Waals Radien der entsprechenden Atome beruhen auf Literaturangaben (Li und Nussinov, 
1998). 

Die in Abb. 3.25 wiedergegebene Überlagerung der für die Substratbindung relevanten Ab-
schnitte der Polypeptidkette von EhuB zeigt für die Strukturen im Komplex mit Ectoin bzw. 
Hydroxyectoin keine signifikanten Unterschiede in der dreidimensionalen Anordnung der be-
deutsamen Reste.  

 
Abb. 3.25: Überlagerung der Substratbindungsstellen von EhuB im Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin. Die 
Stereoabbildung zeigt die relevanten Teile der Polypeptidkette von EhuB, wobei die Strukturen von EhuB im 
Komplex mit Ectoin bzw. Hydroxyectoin in grün bzw. gelb wiedergegeben sind. Das entsprechende Substrat und 
die mit ihm wechselwirkenden Reste sind als „stick“ Modelle dargestellt. 
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Dieses spiegelt sich auch in den bei der Überlagerung erhaltenen Distanzen zwischen den 
strukturell identischen Resten wider, die 0,04 Å bis 0,18 Å betragen. Der einzige wesentliche 
Unterschied der beiden Strukturen, den die Überlagerung erneut verdeutlicht, ist die in der 
Struktur mit gebundenem Hydroxyectoin gefundene Wechselwirkung der Seitenkette von 
Glu134 mit der lediglich in diesem Substrat vorhandenen Hydroxyl-Gruppe. 
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4 Diskussion 

ABC-Transporter werden in allen drei Reichen des Lebens gefunden und stellen eine der 
größten Familien von aktiven Transportern dar (Ames et al., 1990; Higgins, 1992; Higgins 
und Linton, 2003). Sie sind an einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Vor-
gänge beteiligt. Im Menschen beispielsweise sind sie an der adaptiven Immunabwehr 
(Schmitt und Tampe, 2000) ebenso beteiligt wie an der Freisetzung von Insulin (Matsuo et al., 
2003). Weiterhin ist die (Fehl-) Funktion bestimmter humaner ABC-Transporter die Ursache 
für die Entstehung von Erbkrankheiten (z.B. Mukoviszidose) und anderer pathophysiolo-
gischer Zustände, wie der Entwicklung einer „multidrug resistance“, die ein wesentliches 
Hindernis in der Chemotherapie vieler menschlicher Tumore darstellt. Im Unterschied zu den 
Eukaryoten, bei denen ausschließlich ABC-Transporter mit einer Export Funktion existieren, 
umfasst diese Proteinfamilie in Prokaryoten auch aktive Transportsysteme zur spezifischen 
Aufnahme unterschiedlichster Substanzen. 

Auf Grund der Bedeutung der ABC-Transporter für eine Vielzahl zellulärer Vorgänge wurden 
im Rahmen dieser Arbeit ausgewählte Vertreter dieser Familie von aktiven Transportern 
strukturbiologisch untersucht, um zur Aufklärung ihres molekularen Mechanismus beizutra-
gen. Es wurde einerseits der MDR-ABC-Transporter LmrA aus L. lactis untersucht, der auf 
Grund seiner funktionalen Austauschbarkeit mit dem humanen P-Glykoprotein (van Veen et 
al., 1998) ein optimales Modellsystem zur strukturellen Untersuchung dieser medizinisch 
relevanten Klasse von aktiven Transportern darstellt. Andererseits wurde das Substratbinde-
protein EhuB aus S. meliloti strukturell charakterisiert, was die molekularen Grundlagen der 
Substratspezifität des für den Import der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin ver-
antwortlichen ABC-Transporters Ehu aufklärte. 

4.1 Der MDR-ABC-Transporter LmrA 

Zur strukturellen Charakterisierung der häufig an der Entstehung einer „multidrug resistance“ 
beteiligten MDR-ABC-Transporter wurde im Rahmen dieser Arbeit der bakterielle ABC-
Transporter LmrA aus L. lactis als Modellsystem für diese medizinisch relevante Klasse von 
aktiven Transportern verwendet. Die Grundlage hierfür bildete die funktionale Austauschbar-
keit (van Veen et al., 1998) von LmrA mit dem Prototypen dieser Klasse von ABC-Transpor-
tern, dem humanen P-Glykoprotein. 

Auf Grund der erheblichen Schwierigkeiten bei der Kristallisation von Membranproteinen für 
die Röntgenstrukturanalyse (Ostermeier und Michel, 1997) wurde für LmrA nach der 
Auswertung der relevanten Literatur ein Ansatz entwickelt, der das Ziel hatte die Chancen 
einer erfolgreichen Strukturbestimmung zu erhöhen. Die Grundelemente dieses Ansatzes wa-
ren einerseits die Suche nach einer für die Kristallisation von LmrA geeigneten Proteinpräpa-
ration und andererseits die breit angelegte Analyse des n-dimensionalen Kristallisationsrau-
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mes dieses Membranproteins. Bei der Suche nach einer geeigneten Proteinpräparation wurde 
besonders der Einfluss der zur Reinigung von LmrA in Protein-Detergens-Komplexen ver-
wendeten Detergenzien untersucht. Die Gründe hierfür waren erstens der für zahlreiche Bei-
spiele gezeigte Einfluss des Detergens auf die Monodispersität und Stabilität von Membran-
proteinen (Engel et al., 2002; Lemieux et al., 2002; Li et al., 2001), die ihrerseits für die 
Bildung von geordneten dreidimensionalen Kristallen von Bedeutung zu sein schienen 
(Lemieux et al., 2002). Zweitens war in diesem Zusammenhang auch der Einfluss der 
Detergensmizellen auf die zur Bildung geordneter dreidimensionaler Kristalle essentieller 
Protein-Protein Interaktionen zu berücksichtigen (Michel, 1991). Vor dem Hintergrund der 
sich abzeichnenden Bedeutung der Lipide für die Kristallisation von Membranproteinen 
(Lemieux et al., 2002; Nussberger et al., 1993; Toyoshima et al., 2000; Yu et al., 1996) wurde 
weiterhin versucht durch Verwendung eines minimalen Reinigungsprotokolls eine möglichst 
große Zahl an mit dem Membranprotein assoziierten endogenen Lipiden zu erhalten. 

4.1.1 Die Eignung verschiedener LmrA Präparationen für die Kristallisation 

Die im Zuge der Suche nach einer zur Kristallisation von LmrA geeigneten Präparation er-
haltenen Protein-Detergens-Kombinationen zeigten, wie erwartet, eine unterschiedliche Eig-
nung für strukturbiologische Untersuchungen. Die Bewertung des Nutzens der Präparationen 
für die Kristallisation von LmrA erfolgte auf Grundlage ihrer Monodispersität und Stabilität, 
die wichtige Parameter für die Bildung von geordneten dreidimensionalen Kristallen sind 
(Garavito et al., 1996) und die im Wesentlichen auf Basis der Chromatogramme der 
Gelfiltrationsläufe beurteilt wurden. Die Gründe für die unterschiedlichen Molekulargewichte 
der bei der Gelfiltrationschromatographie beobachteten Hauptsignale der einzelnen Präparati-
onen sind nicht bekannt. Ein möglicher Grund könnte der unterschiedliche hydrodynamische 
Radius der Protein-Detergens-Komplexe sein. Weiterhin ist vorstellbar, dass sich die einzel-
nen Präparationen in der Zahl der mit dem Membranprotein assoziierten endogenen Lipide 
unterschieden und aus diesem Grund ein unterschiedliches Laufverhalten zeigten. 

Die im Kapitel 3.1.2 in der ersten Gruppe zusammengefassten Detergenzien sind vor dem 
Hintergrund ihrer fehlenden Fähigkeit signifikante Proteinmengen zu reinigen nicht für die 
Kristallisation von LmrA geeignet. In ähnlicher Weise scheinen auch die Vertreter der zwei-
ten Gruppe von Detergenzien auf Grund der Heterogenität ihrer Präparationen bei Analyse 
mittels Gelfiltrationschromatographie für Kristallisationsexperimente ungeeignet zu sein. 

Die in der dritten Gruppe zusammengefassten Detergenzien zeigten bei Untersuchung ihrer 
Präparationen mittels Gelfiltrationschromatographie am ersten sowie am siebten Tag nach der 
Reinigung ein Hauptsignal im Ausschlussvolumen, wie das in Abb. 3.2 beispielhaft gezeigte 
Tetradecyl-β-D-maltopyranosid verdeutlicht. Dieses Laufverhalten, dass das gemeinsame 
Merkmal aller Präparationen dieser Gruppe von Detergenzien war, deutet stark auf eine Ag-
gregation von LmrA hin, weshalb auch diese Präparationen ungeeignet für die Kristallisation 
von LmrA zu sein scheinen. 
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Die in Abb. 3.3 bis Abb. 3.8 dargestellten Charakterisierungen ausgewählter Vertreter der 
vierten Gruppe von Detergenzien veranschaulichen ihre unterschiedliche Eignung für die 
Kristallisation von LmrA. Die unter Verwendung der Detergenzien Decyl-β-D-malto-
pyranosid (Abb. 3.4), FOS-CHOLINE-12 (Abb. 3.5) und FOS-CHOLINE-14 (Abb. 3.3) 
gewonnenen Präparationen ergaben im Rahmen ihrer Analyse mittels 
Gelfiltrationschromatographie an beiden untersuchten Zeitpunkten ein Hauptsignal außerhalb 
des Ausschlussvolumens sowie einige weitere Signale. Die signifikante Zahl an Signalen 
neben dem Hauptsignal zeigt dabei ein gewisses Maß an Heterogenität der untersuchten 
Präparationen. Weiterhin sprechen die Veränderungen der Chromatogramme der unter 
Verwendung von Decyl-β-D-maltopyranosid und FOS-CHOLINE-14 erhaltenen 
Präparationen bei ihrer Lagerung für eine Instabilität dieser Protein-Detergens-
Kombinationen. Die genannten Präparationen scheinen auf Grund ihrer Heterogenität und den 
teilweise vorhandenen Hinweisen auf eine Instabilität weitgehend ungeeignet für die 
Kristallisation von LmrA zu sein. 

Ein anderes Bild ergab die Charakterisierung der unter Verwendung von Dodecyl-β-D-malto-
pyranosid, Zwittergent 3-14 und Zwittergent 3-16 erhaltenen Präparationen, die in Abb. 3.6, 
Abb. 3.7 und Abb. 3.8 gezeigt sind. Die Analyse dieser Präparationen mittels 
Gelfiltrationschromatographie zeigte an beiden untersuchten Zeitpunkten ein Hauptsignal 
außerhalb des Ausschlussvolumens der Gelfiltrationssäule sowie ein deutlich schwächeres 
Signal im Ausschlussvolumen, was bei den meisten Vertretern der vierten Gruppe von Deter-
genzien beobachtet wurde. Auf den ersten Blick deutet das beschriebene Laufverhalten der 
Präparationen auf eine Aggregation von LmrA hin. Gegen diese Interpretation spricht jedoch 
die Tatsache, dass die Intensität des Signals im Ausschlussvolumen bei Lagerung in der Regel 
abnahm, während die Intensität des Hauptsignals zunahm. Zusammenfassend kann die Iden-
tität des Signals im Ausschlussvolumen auf Grundlage der verfügbaren Daten nicht eindeutig 
geklärt werden. Die beschriebenen Präparationen scheinen jedoch trotz des zusätzlichen Sig-
nals im Ausschlussvolumen auf Grund ihres ausgeprägten Hauptsignals für die Kristallisation 
von LmrA geeignet zu sein, wobei in dieser Gruppe von Detergenzien die unter Verwendung 
von Zwittergent 3-16 erhaltene Präparation die aussichtsreichste Protein-Detergens-Kombi-
nation zu sein scheint. 

Die besten Chancen für die Bildung von geordneten dreidimensionalen Kristallen scheint je-
doch die unter Verwendung von FOS-CHOLINE-16 erhaltene Präparation zu bieten, deren 
Charakterisierung in Abb. 3.9 wiedergegeben ist. Hierfür sprechen die Ergebnisse der Analyse 
per Gelfiltrationschromatographie, die sowohl die Monodispersität als auch die Stabilität die-
ser Präparation zeigen. Die Analyse dieser Präparation ergab am ersten Tag nach der Reini-
gung ein Hauptsignal mit einem Molekulargewicht von 530 kDa sowie ein deutlich schwä-
cheres Signal im Ausschlussvolumen der Gelfiltrationssäule. Im Unterschied dazu lieferte die 
erneute Analyse der Präparation am siebten Tag nach der Reinigung lediglich ein Signal mit 
einem Molekulargewicht von 530 kDa, was die Monodispersität und Stabilität dieser Präpa-
ration belegt. 
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4.1.2 Die Reinigung von LmrA aus L. lactis 

Eine wesentliche Voraussetzung für die Kristallisation von Membranproteinen, wie dem 
MDR-ABC-Transporter LmrA, ist die Verfügbarkeit von ausreichenden Mengen einer reinen, 
monodispersen und – über einen hinreichenden Zeitraum – stabilen Proteinlösung. Die beiden 
letzten dieser für die Kristallisation von LmrA wichtigen Eigenschaften erfüllte die unter 
Verwendung von FOS-CHOLINE-16 erhaltene Präparation. Der nächste Schritt auf dem Weg 
zur Kristallisation von LmrA bestand somit in der Erhöhung der Reinheit und der Steigerung 
der Ausbeute dieser Präparation. 

Eine signifikante Steigerung der Reinheit der Präparation bis zur Homogenität konnte, wie 
Abb. 3.10 zeigt, durch die Verwendung von Proteaseinhibitoren erreicht werden. Eine Erhö-
hung der Ausbeute gelang einerseits durch die Verwendung einer größeren Menge an Bakte-
rien als Ausgangsmaterial und andererseits durch die Verwendung einer größeren Zahl an 
HiTrap Chelating Säulen zur Affinitätsreinigung von LmrA. Weiterhin wurde im Interesse 
eines besser definierten Verhältnisses des Membranproteins LmrA zu den gleichzeitig gerei-
nigten endogenen Lipiden bei einem konstanten Protein zu Detergens Verhältnis solubilisiert. 
Dies erscheint besonders im Licht der sich in den letzten Jahren mehrenden Befunde über die 
Bedeutung der Lipide für die Kristallisation von Membranproteinen sinnvoll (Lemieux et al., 
2002; Lemieux et al., 2003; Long et al., 2005; Zhang et al., 2003). 

Das auf diese Weise erhaltene Reinigungsprotokoll ergab eine bis zur Homogenität gerei-
nigte, stabile und monodisperse Präparation von LmrA mit einer Ausbeute von 0,7 bis 1,0 mg 
pro Liter Kulturvolumen. Dieses stellt eine wesentliche Verbesserung gegenüber dem bisher 
veröffentlichen Reinigungsprotokoll dar (Margolles et al., 1999) und sollte ein optimaler Aus-
gangspunkt für die Kristallisation von LmrA sein. 

4.1.3 Die Kristallisation des MDR-ABC-Transporters LmrA 

Nachdem eine geeignete Präparation zur Kristallisation von LmrA gefunden war, bestand der 
nächste Schritt in der breit angelegten Analyse des n-dimensionalen Kristallisationsraums. 
Hierfür wurden in Bezug auf die dazu verwendeten Kristallisationslösungen zwei unter-
schiedliche Wege gewählt. Erstens wurden fünf kommerziell erhältliche „sparse matrix 
screens“  verwendet, die aus einer Vielzahl erfolgreich zur Kristallisation von Membranpro-
teinen eingesetzter Lösungen bestehen. In einem zweiten, systematischeren Ansatz wurden im 
Unterschied dazu eine Reihe von selbst entwickelten „grid screens“ verwendet. Die Grund-
lage zur Entwicklung dieser Kristallisationslösungen bildete dabei die Analyse der Kristalli-
sationsbedingungen von Membranproteinen. 

Im Zuge der Suche nach Bedingungen zur Kristallisation von LmrA wurden insgesamt 9600 
Bedingungen bei unterschiedlichen Temperaturen analysiert, woraus vier verschiedene Kris-
tallformen resultierten. Der Vergleich der in Tab. 3.4 dargestellten Kristallisationsbedingun-
gen zeigt, dass alle Kristallformen bei einem pH-Wert von 5,6 erhalten wurden. Dieser pH-
Wert liegt nur 0,3 Einheiten unter dem mit Hilfe von ProtParam (www.expasy.ch) berechne-
ten isoelektrischen Punkt von LmrA, an dem seine Löslichkeit am geringsten ist. Die Bedeu-
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tung des pH-Werts für die Kristallisation von LmrA kann jedoch zum gegenwärtigen Zeit-
punkt nicht abschließend beurteilt werden, da die experimentelle Bestimmung des isoelektri-
schen Punktes noch aussteht. 

Bei der Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen war die schlechte Reproduzierbarkeit 
der Kristallbildung ein wesentliches Hindernis für die Verbesserung der Qualität der Kristalle. 
Diese Situation konnte auch durch intensive Bemühungen, bei denen die für die Kristallisa-
tion wichtigsten Faktoren untersucht wurden, nicht verbessert werden. Es liegt deshalb die 
Vermutung nahe, dass der Grund für die beschriebenen Schwierigkeiten nicht in der Verfeine-
rung der Kristallisationsbedingungen sondern auf Seiten der Proteinpräparation zu suchen ist. 
Eine mögliche Ursache der beschriebenen Probleme könnte, trotz der in dieser Richtung un-
ternommenen Bemühungen, ein nicht konstantes Verhältnis von LmrA und den mit ihm asso-
ziierten endogenen Lipiden sein. Unterstützt wird diese Vermutung von der in den letzten Jah-
ren steigenden Zahl an Membranproteinstrukturen, bei deren Bestimmung die mit dem 
Membranprotein gereinigten endogenen Lipide (Huang et al., 2003; Lemieux et al., 2003) 
oder extern zugesetzte Lipide (Kurisu et al., 2003; Long et al., 2005; Toyoshima et al., 2000; 
Zhang et al., 2003) von entscheidender Bedeutung für den Kristallisationsprozess waren. Ein 
weiterer kritischer Faktor könnte das Detergens zu Protein Verhältnis sein, das im Zuge der 
Konzentrierung von Membranproteinen, auf die für die Kristallisation typischerweise benö-
tigten Werte häufig durch die gleichzeitige Anreicherung des verwendeten Detergens, ansteigt 
(Dahout-Gonzalez et al., 2003). Die Bedeutung der Kontrolle des Detergens zu Protein 
Verhältnisses für die Kristallisation von Membranproteinen zeigt unter anderem die erfolgrei-
che Strukturbestimmung des ADP/ATP Carriers (Pebay-Peyroula et al., 2003), bei der die 
Senkung des Detergens zu Protein Verhältnisses essentiell für die Kristallbildung war 
(Dahout-Gonzalez et al., 2003). 

Die Datenaufnahme unter Verwendung von Synchrotronstrahlung ergab für keine der vier 
Kristallformen einen Hinweis auf Salz- oder Detergenskristalle. Weiterhin zeigte die Kristall-
form 2 bei geeigneten Parametern eine schwache Streuung bis zu einer Auflösung von etwa 
20 Å, wobei das gewonnene Beugungsbild für Proteinkristalle spricht. Die Kristallform 2 bil-
det somit einen erfolgversprechenden Ausgangspunkt für die weitere Optimierung der Kris-
tallisationsbedingungen, die bei einer Verbesserung der Streuqualität und Reproduzierbarkeit 
in der Strukturbestimmung von LmrA resultieren könnten. 

4.1.4 Ausblick 

Die Strukturbestimmung des MDR-ABC-Transporters LmrA erfordert, wie bereits angedeu-
tet, eine deutliche Verbesserung der Streuqualität und Reproduzierbarkeit der bisher erhalte-
nen Kristallformen. Auf Grund der im letzten Abschnitt diskutierten Zusammenhänge er-
scheint es daher sinnvoll, erstens, vor dem Hintergrund des für GlpT (Huang et al., 2003; 
Lemieux et al., 2003) beschriebenen Einflusses der mit dem Membranprotein gereinigten 
endogenen Lipide auf die Kristallbildung, die mit LmrA gereinigten Lipide zu analysieren 
und eventuell das Lipid zu Protein Verhältnis zu kontrollieren. Zweitens sollte der Einfluss 
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von extern zugesetzten Lipiden während der Kristallisation und/oder Reinigung untersucht 
werden, was für die erfolgreiche Strukturbestimmung der sarkoplasmatischen Ca2+-ATPase 
(Toyoshima et al., 2000), dem Cytochrom b6f Komplex (Kurisu et al., 2003; Zhang et al., 
2003) und dem Komplex des Kv1.2 K+ Kanals und seiner β2-Untereinheit (Long et al., 2005) 
von entscheidender Bedeutung war. Drittens erscheint es sinnvoll das Detergens zu Protein 
Verhältnis zu bestimmen und gegebenenfalls durch die Entfernung von Detergens zu senken, 
wobei die Kristallisation von GlpT (Lemieux et al., 2003) und dem ADP/ATP Carrier 
(Dahout-Gonzalez et al., 2003) die Bedeutung dieses Faktors für die Bildung von 
Membranproteinkristallen verdeutlichen. 

Neben den beschriebenen Ansätzen stehen noch eine Reihe weiterer Methoden zur Verfü-
gung, die bereits zur erfolgreichen Strukturbestimmung von Membranproteinen beigetragen 
haben. Ein Ansatz ist beispielsweise die Kristallisation des Membranproteins im Komplex mit 
einem spezifischen Inhibitor, was im Fall von LacY (Abramson et al., 2003), dem ADP/ATP 
Carrier (Dahout-Gonzalez et al., 2003; Pebay-Peyroula et al., 2003) und dem Cytochrom bc1 
Komplex (Hunte et al., 2000) zur erfolgreichen Strukturbestimmung beigetragen hat. Die 
Kristallisation eines Membranproteins im Komplex mit einem Fv oder Fab Antikörper Frag-
ment ist ein weiterer Ansatz Kristalle dieser Proteinklasse zu erhalten oder ihre Streuqualität 
zu verbessern (Hunte und Michel, 2002). Die erfolgreiche Strukturbestimmung der Cytoch-
rom c Oxidase (Iwata et al., 1995; Ostermeier et al., 1995) und des Cytochrom bc1 Komplexes 
(Hunte et al., 2000) mit einem gebundenen Antikörper Fv Fragment sowie des KcsA (Zhou et 
al., 2001) und des KvAP (Jiang et al., 2003) K+-Kanals im Komplex mit einem Antikörper Fab 
Fragment demonstrieren dabei das Potential dieses Ansatzes. Weiterhin zeigt die Kristallisa-
tion von GlpT (Huang et al., 2003; Lemieux et al., 2003) und der Fumarat Reduktase 
(Lancaster et al., 1999), dass die Streuqualität von Membranproteinkristallen auch durch die 
Verwendung von Detergensmischungen verbessert werden kann. 
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4.2 Das Substratbindeprotein EhuB 

In einem ersten Schritt, um die Aufnahme von kompatiblen Soluten auf molekularer Ebene zu 
verstehen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die für die Substratspezifität des ABC-Importers 
Ehu aus S. meliloti verantwortlichen Faktoren untersucht. Hierfür wurde die Struktur des we-
sentlich für die Substratspezifität des Systems (Boos und Lucht, 1996) verantwortlichen Sub-
stratbindeproteins EhuB im Komplex mit einem seiner Substrate Ectoin bzw. Hydroxyectoin 
bestimmt und die für die Bindung der Substrate verantwortlichen Wechselwirkungen analy-
siert. 

4.2.1 Molekulare Grundlagen der Substratspezifität von EhuB 

Die Struktur von EhuB im Komplex mit Ectoin (Abb. 3.20A) bzw. Hydroxyectoin (Abb. 
3.20B) zeigt, dass sich die Substratbindungsstelle, wie auf Grundlage anderer Strukturen von 
Substratbindeproteinen erwartet (Wilkinson und Verschueren, 2003), in der Spalte zwischen 
den beiden Domänen des Proteins befindet. Die Substrate Ectoin bzw. Hydroxyectoin werden 
in der Bindungsstelle mit Hilfe von sieben bzw. acht Aminosäureresten des Proteins gebun-
den. Die gebundenen Substrate scheinen dabei, auf Grund ihrer in Abb. 3.21 bzw. Abb. 3.23 
dargestellten Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Protein, in ihrer zwit-
terionischen Form vorzuliegen. Diese Annahme wird von Untersuchungen unterstützt, die 
zeigen, dass Ectoin und Hydroxyectoin in Lösung sowie im Kleinmolekülkristall in ihrer 
zwitterionischen Form existieren (Inbar et al., 1993). 

Die Analyse der an der Bindung der Substrate beteiligten Reste in der Kristallstruktur von 
EhuB zeigt (siehe Kapitel 3.2.7), dass diese das Substrat mittels unterschiedlicher Arten von 
Wechselwirkungen binden. Die Interaktion mit der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe der 
Substrate erfolgt durch die Bildung von Salzbrücken mit der Seitenkette von Arg85 sowie 
mittels Wasserstoffbrückenbindungen mit den Hauptketten Stickstoffatomen von Phe80 und 
Thr133. Im Unterschied dazu sind für die Wechselwirkung mit dem kationischen Anteil der 
Substrate wesentlich die aromatischen Systeme der Reste Phe24, Tyr60 und Phe80 
verantwortlich, die das Substrat von drei Seiten einschließen. Diese Art der Wechselwirkung 
des kationischen Anteils eines Substrats mit räumlich entsprechend angeordneten 
aromatischen Resten des Proteins wurde auch für die Substratbindeproteine ProX aus E.coli 
(Schiefner et al., 2004a), ProX aus A. fulgidus (Schiefner et al., 2004b) und OpuAC aus B. 
subtilis (Horn et al., 2006) beschrieben.  
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Phe24 Tyr60 Phe80 Punktmutation 
zu Aminosäure KD S.D. KD S.D. KD S.D. 
Wildtyp 1,6 µM 0,3 µM 1,6 µM 0,3 µM 1,6 µM 0,3 µM 
Ala 1,3 µM 0,6 µM 6,0 µM 2,0 µM – – 
Phe Wildtyp Wildtyp 2,1 µM 1,1 µM Wildtyp Wildtyp 
Tyr < 0,02 µM n.b. Wildtyp Wildtyp < 0,15 µM n.b. 
Trp < 0,02 µM n.b. < 0,11 µM n.b. < 0,06 µM n.b. 
Glu 6,7 µM 2,3 µM – – 43,0 µM 3,0 µM 
Asp 1,4 µM 0,3 µM – – 6,5 µM 0,6 µM 

Phe24→Ala 

Tyr60→Ala 

– – – – keine Mutante 

Tab. 4.1: Dissoziationskonstanten von unterschiedlichen EhuB Konstrukten für ihr Substrat Ectoin und ihre Stan-
dardabweichungen (entnommen aus (Höing, 2005)). Die verwendeten Symbole und Abkürzungen bedeuten: 
– : keine Bindung bis zu einer Substratkonzentration von 500 µM 
< : Dissoziationskonstante liegt unterhalb des Messbereichs 
n.b. : nicht bestimmt 
S.D. : Standardabweichung (engl. standard deviation) 

Für diese Proteine wird angenommen, dass die beschriebenen Wechselwirkungen zu großen 
Teilen auf Kation-π und van der Waals Interaktionen beruhen. Auf Grund der ähnlichen An-
ordnung der aromatischen Reste und funktionalen Daten, die in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. E. Bremer (Universität Marburg) gewonnen wurden und in Tab. 4.1 für 
Ectoin und Tab. 4.2 für Hydroxyectoin gezeigt sind (Hanekop et al., Manuskript in 
Vorbereitung), scheinen diese Interaktionen auch für die Substratbindung von EhuB entschei-
dend zu sein.  

Phe24 Tyr60 Phe80 Punktmutation 
zu Aminosäure KD S.D. KD S.D. KD S.D. 
Wildtyp 0,45 µM 0,05 µM 0,45 µM 0,05 µM 0,45 µM 0,05 µM 
Ala 0,35 µM 0,07 µM 1,3 µM 0,4 µM – – 
Phe Wildtyp Wildtyp 1,1 µM 0,3 µM Wildtyp Wildtyp 
Tyr < 0,02 µM n.b. Wildtyp Wildtyp < 0,04 n.b. 
Trp < 0,04 µM n.b. 0,16 µM 0,02 µM < 0,10 n.b. 
Glu 2,5 µM 1,5 µM – – 94,0 µM 23,0 µM 
Asp 5,1 µM 0,8 µM – – 59,0 µM 8,0 µM 

Phe24→Ala 

Tyr60→Ala 

– – – – keine Mutante 

Tab. 4.2: Dissoziationskonstanten von unterschiedlichen EhuB Konstrukten für ihr Substrat Hydroxyectoin und 
ihre Standardabweichungen (entnommen aus (Höing, 2005)). Für die Erläuterung der verwendeten Symbole und 
Abkürzungen siehe Tab. 4.1. 

Die Bedeutung der von den aromatischen Resten Phe24, Tyr60 und Phe80 ausgehenden 
Interaktionen für die Substratbindung verdeutlicht die nicht messbare Affinität von EhuB zu 
seinen Substraten bei der Substitution von Phe80 durch Alanin, das nicht zur Wechselwirkung 
mit der delokalisierten positiven Ladung der Substrate befähigt ist. Der Verlust der Substrat-
bindung bei Austausch von Phe24 und Tyr60 durch Alanin und die Zunahme der Bindungsaffi-
nität von EhuB für seine Substrate bei Substitution einer der aromatischen Reste durch 
Tyrosin oder Tryptophan unterstreichen den wesentlichen Beitrag der beschriebenen 
Wechselwirkungen an der Substratbindung. Der letzte Punkt verdeutlicht dabei gleichzeitig 
den erheblichen Einfluss des aromatischen Restes auf die Stärke seiner Wechselwirkung mit 
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der delokalisierten positiven Ladung des Substrats. Eine mögliche Erklärung hierfür liefern ab 
initio 6-31G** Rechungen von Indol, Phenol und Benzol (Dougherty, 1996), die die 
Seitenketten von Tryptophan-, Tyrosin- bzw. Phenylalanin-Resten bilden. Diese Modellrech-
nungen zeigen, dass Indol eine deutlich größere und intensivere Region negativen elektrosta-
tischen Potentials als Phenol oder Benzol besitzt und deshalb stärkere Wechselwirkungen mit 
Kationen ausbilden kann. Ferner ergibt der Vergleich der elektrostatischen Potentialkarten 
von Phenol und Benzol, dass Phenol mit seinem Sauerstoffatom eine zweite Region negativen 
elektrostatischen Potentials besitzt, die zu einer stärkeren Interaktion mit Kationen beitragen 
kann. 

Weiterhin zeigt die Abnahme der Bindungsaffinität von EhuB für seine Substrate bei Substi-
tution von Phe24 bzw. Phe80 durch Aspartat oder Glutamat, dass die negativ geladenen Seiten-
ketten dieser Reste teilweise in der Lage sind die Wechselwirkungen der aromatischen Reste 
mit der delokalisierten positiven Ladung der Substrate zu ersetzen. Der Verlust der Substrat-
bindung bei Austausch von Tyr60 durch Aspartat oder Glutamat scheint im Unterschied dazu 
eine Konsequenz elektrostatischer Abstoßung zu sein, da die Hydroxyl-Gruppe von Tyr60 
normalerweise eine Wasserstoffbrückenbindung mit Glu21 bildet. 

Die Bindung des kationischen Anteils der Substrate durch EhuB erfolgt neben den beschrie-
benen Interaktionen mit den aromatischen Resten Phe24, Tyr60 und Phe80 durch die Bildung 
zweier Salzbrücken mit der Seitenkette von Glu21 sowie einer Wasserstoffbrückenbindung mit 
der Hauptketten Carbonyl-Funktion von Gly78. 

Bei der Bindung des Substrats Hydroxyectoin wird im Unterschied zu Ectoin eine Wasser-
stoffbrückenbindung zwischen der Seitenkette von Glu134 und der lediglich in diesem Substrat 
vorhandenen Hydroxyl-Gruppe beobachtet. Diese zusätzliche Interaktion des Proteins mit 
dem Substrat scheint auf Grund des aus Abb. 3.25 ersichtlichen Fehlens signifikanter Unter-
schiede der Substratbindungsstellen für die etwa dreieinhalbfach höhere Bindungsaffinität 
(KD=0,45 ± 0,05 µM gegenüber 1,6 ± 0,3 µM) von EhuB für Hydroxyectoin gegenüber Ec-
toin verantwortlich zu sein. 

Zusammenfassend scheint die Substratspezifität von EhuB eine Konsequenz aus einer Reihe 
von Wechselwirkungen zwischen dem Protein und seinen Substraten zu sein. Die Interaktion 
mit der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe der Substrate erfolgt dabei durch die Bildung 
von Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen. Im Unterschied dazu sind für die Bin-
dung des kationischen Anteils der Substrate wesentlich die wahrscheinlich auf Kation-π und 
van der Waals Interaktionen beruhenden Wechselwirkungen mit den aromatischen Resten 
Phe24, Tyr60 und Phe80 verantwortlich, die durch ihre räumliche Anordnung eine optimale 
Bindungsstelle für die delokalisierte positive Ladung der Substrate bilden. Zusätzlich zu die-
sen Wechselwirkungen wird der kationische Anteil der Substrate durch die Bildung zweier 
Salzbrücken und einer Wasserstoffbrückenbindung stabilisiert. 

Die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Resten Phe24, Tyr60 und 
Phe80 und dem kationischen Anteil der Substrate (Hanekop et al., Manuskript in 
Vorbereitung) zeigt erstens durch den Verlust der Substratbindung bei Substitution von Phe80 
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bzw. Phe24 und Tyr60 durch Alanin die Bedeutung von Phe80 und mindestens einem weiteren 
der verbleibenden aromatischen Reste für die Substratbindung. Zweitens verdeutlicht die Zu-
nahme der Bindungsaffinität des Proteins für seine Substrate bei Substitution einer der aro-
matischen Reste durch Tyrosin oder Tryptophan den Einfluss des aromatischen Systems auf 
die Stärke der Wechselwirkung mit dem kationischen Anteil der Substrate. Drittens zeigt die 
Abnahme der Affinität von EhuB zu seinen Substraten beim Austausch von Phe24 oder Phe80 
durch Aspartat oder Glutamat die Möglichkeit die beschriebenen Wechselwirkungen wenigs-
tens teilweise durch die negativ geladenen Seitenketten von Aspartat- oder Glutamat-Resten 
zu ersetzen. 

4.2.2 Struktureller Vergleich von kompatible Solute bindenden 
Substratbindeproteinen 

Zur Untersuchung der strukturellen Übereinstimmung der für kompatible Solute spezifischen 
Substratbindeproteine wurde die Struktur von EhuB im Komplex mit Ectoin mit den Prolin-
Betain gebundenen Strukturen von ProX aus E. coli und A. fulgidus (Proteindatenbank Zu-
gangscodes 1R9Q bzw. 1SW1), sowie OpuAC aus B. subtilis (Proteindatenbank Zugangscode 
2B4M) unter Verwendung eines „global superposition-distance-based Needleman-Wunsch“ 
Algorithmus überlagert. Hierfür wurde der im Programm LSQMAN implementierte Algo-
rithmus mit einem Distanzschwellenwert von 3,5 Å verwendet. 

Die in Abb. 4.1 dargestellte Überlagerung der Cα-Positionen von EhuB aus S. meliloti (in 
blau) mit ProX aus E. coli (in rot), ProX aus A. fulgidus (in grün) und OpuAC aus B. subtilis 
(in gelb) zeigt neben der gemeinsam zugrunde liegenden Faltung – einer Substratbindeprotein 
Faltung der Gruppe II – deutliche strukturelle Unterschiede. Letztere verdeutlicht die ver-
gleichsweise geringe Zahl der strukturell äquivalenten Reste. Die Überlagerung der 256 Reste 
von EhuB mit ProX aus E. coli, ProX aus A. fulgidus und OpuAC aus B. subtilis ergibt ledig-
lich 134, 137 und 122 strukturell äquivalente Reste. Im Gegensatz dazu liefert die Überlage-
rung der 270 bzw. 269 Reste von ProX aus A. fulgidus bzw. OpuAC aus B. subtilis mit ProX 
aus E. coli 214 bzw. 251 strukturell äquivalente Reste (Horn et al., 2006; Schiefner et al., 
2004b). 
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Abb. 4.1: Überlagerung der Cα-Positionen von EhuB aus S. meliloti (in blau mit gebundenem Substrat Ection) mit 
(A) ProX aus E. coli (in rot mit gebundenem Substrat Prolin-Betain, Proteindatenbank Zugangscode 1R9Q) (B) 
ProX aus A. fulgidus (in grün mit gebundenem Substrat Prolin-Betain, Proteindatenbank Zugangscode 1SW1) 
und (C) OpuAC aus B. subtilis (in gelb mit gebundenem Substrat Prolin-Betain, Proteindatenbank Zugangscode 
2B4M). Die Überlagerung der Strukturen erfolgte mit Hilfe des im Programm LSQMAN implementierten „global 
superposition-distance-based Needleman-Wunsch“ Algorithmus. 

Die in Abb. 4.1A dargestellte Überlagerung der Strukturen von EhuB (in blau) und ProX aus 
E. coli (in rot) zeigt, wie bereits angedeutet, signifikante Abweichungen in der dreidimensio-
nalen Struktur der beiden Proteine. Der durch die Überlagerung erhaltene Struktur-basierende 
Sequenzvergleich der beiden Proteine (siehe Abb. 4.2A) stellt diese Unterschiede in einer 
übersichtlichen Form dar. Die Verteilung der insgesamt 134 strukturell äquivalenten bzw. 
identischen Reste der beiden Proteine zeigt, dass die strukturellen Unterschiede über die ge-
samten Proteinstrukturen verteilt sind. Die größten Unterschiede finden sich dabei in der Do-
mäne 2 N-terminal der Gelenkregion und am in der Domäne 1 gelegenen C-Terminus der 
Proteine. Die Grundlage für die Unterschiede in der Region N-terminal der Gelenkregion, die 
die zentralen β-Faltblätter der Domäne 2 mit der Gelenkregion verbindet, bildet ein aus den 
Resten 198 bis 228 bestehender Bereich der Polypeptidkette von ProX aus E. coli, der in 
EhuB fehlt. 
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Abb. 4.2: Struktur-basierender Sequenzvergleich von EhuB mit ProX aus E. coli. In (A) ist der unter Verwendung 
von LSQMAN erhaltene Struktur-basierende Sequenzvergleich von EhuB mit ProX aus E. coli dargestellt. Die 
strukturell äquivalenten bzw. identischen Reste sind dabei blau bzw. rot eingefärbt. Weiterhin sind die mit dem 
Substrat Ectoin interagierenden Reste von EhuB gelb unterlegt, während die mit dem Substrat Prolin-Betain 
wechselwirkenden Reste von ProX rot eingerahmt sind. In der in (B) gezeigten Darstellung der Struktur von EhuB 
sind die mit ProX aus E. coli strukturell äquivalenten oder identischen Reste rot eingefärbt. 

Der Vergleich der C-Termini der beiden Strukturen ergibt ein ähnliches Bild, denn auch 
dieser Bereich der Proteine ist in ProX aus E. coli mit 45 Resten deutlich stärker ausgeprägt 
als in EhuB mit lediglich 19 Resten. Weiterhin besitzen die vorwiegend aus α-Helices 
bestehenden C-Termini der beiden Proteine eine unterschiedliche räumliche Lage der 
Polypeptidkette. Der Struktur-basierende Sequenzvergleich zeigt weiterhin, dass 5 von 7 bzw. 
5 von 6 Resten, die in EhuB bzw. ProX aus E. coli mit dem Substrat interagieren, einen 
strukturell äquivalenten Rest besitzen. Von den beschriebenen Resten sind jedoch lediglich 
Phe80 bzw. Trp65 und Thr133 bzw. Gly141 sowohl in EhuB als auch ProX aus E. coli an der 
Wechselwirkung mit dem Substrat beteiligt. In Abb. 4.2B ist eine Darstellung der Struktur von 
EhuB gezeigt, in der die mit ProX aus E. coli strukturell äquivalenten Reste rot eingefärbt 
sind. Diese Darstellung veranschaulicht, dass die zentralen Strukturelemente – wie die β-
Faltblätter der beiden Domänen – zwischen EhuB und ProX aus E. coli weitgehend 
konserviert sind, was der rmsd-Wert von 2,181 Å für die 134 überlagerten Cα Atome belegt.  

 
Abb. 4.3: Struktur-basierender Sequenzvergleich von EhuB mit ProX aus A. fulgidus. In (A) ist der unter Verwen-
dung von LSQMAN erhaltene Struktur-basierende Sequenzvergleich von EhuB mit ProX aus A. fulgidus darge-
stellt. Die strukturell äquivalenten bzw. identischen Reste sind dabei blau bzw. rot eingefärbt. Weiterhin sind die 
mit dem Substrat Ectoin interagierenden Reste von EhuB gelb unterlegt, während die mit dem Substrat Prolin-
Betain wechselwirkenden Reste von ProX rot eingerahmt sind. In der in (B) gezeigten Darstellung der Struktur 
von EhuB sind die mit ProX aus A. fulgidus strukturell äquivalenten oder identischen Reste rot eingefärbt. 

Die strukturellen Unterschiede der beiden Proteine sind im Gegensatz dazu hauptsächlich in 
der Peripherie der Proteine lokalisiert. Die überlagerten Strukturen von EhuB und ProX aus E. 
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coli zeigen weiterhin eine stärkere Konservierung der Struktur von Domäne 1 im Vergleich zu 
Domäne 2. Der auf Grundlage der Überlagerung der Strukturen von EhuB und ProX aus A. 
fulgidus erhaltene Struktur-basierende Sequenzvergleich, der in Abb. 4.3A gezeigt ist, 
visualisiert die deutlichen strukturellen Unterschiede der beiden Proteine. Die wesentlichen 
Unterschiede der beiden Strukturen entstehen dabei, wie im Fall von ProX aus E. coli, durch 
zusätzliche Abschnitte der Polypeptidkette, die nur in ProX aus A. fulgidus vorhanden sind. 
Diese Bereiche umfassen einerseits die in der Domäne 1 von ProX aus A. fulgidus gelegenen 
Reste 73 bis 92 sowie andererseits den C-Terminus des Proteins. Der Struktur-basierende 
Sequenzvergleich zeigt weiterhin, dass 4 von 7 bzw. 2 von 7 Resten, die in EhuB bzw. ProX 
aus A. fulgidus an der Wechselwirkung mit dem Substrat beteiligt sind, einen strukturell 
äquivalenten Rest besitzen. Interessanterweise ist jedoch lediglich der Rest Phe80 bzw. Tyr63 
in beiden Strukturen an der Interaktion mit dem Substrat beteiligt. Die in Abb. 4.3B gezeigte 
Darstellung der Struktur von EhuB, in der die mit ProX aus A. fulgidus strukturell 
äquivalenten Reste rot hervorgehoben sind, zeigt, dass die zentralen Strukturelemente der 
Proteine weitgehend übereinstimmen. Der bei der Überlagerung erhaltene rmsd-Wert von 
2,081 Å für 137 Cα Atome zeigt die im Vergleich zu ProX aus E. coli größere strukturelle 
Übereinstimmung von ProX aus A. fulgidus und EhuB. Weiterhin ergibt die Überlagerung 
von EhuB mit ProX aus A. fulgidus – wie für den Fall von ProX aus E. coli – eine stärkere 
strukturelle Übereinstimmung in der Domäne 1. 

 
Abb. 4.4: Struktur-basierender Sequenzvergleich von EhuB mit OpuAC aus B. subtilis. In (A) ist der unter 
Verwendung von LSQMAN erhaltene Struktur-basierende Sequenzvergleich von EhuB mit OpuAC dargestellt. 
Die strukturell äquivalenten bzw. identischen Reste sind dabei blau bzw. rot eingefärbt. Weiterhin sind die mit 
dem Substrat Ectoin interagierenden Reste von EhuB gelb unterlegt, während die mit dem Substrat Prolin-Betain 
wechselwirkenden Reste von OpuAC rot eingerahmt sind. In der in (B) gezeigten Darstellung der Struktur von 
EhuB sind die mit OpuAC strukturell äquivalenten oder identischen Reste rot eingefärbt. 

Der in Abb. 4.4A gezeigte Struktur-basierende Sequenzvergleich von EhuB und OpuAC aus 
B. subtilis zeigt im Vergleich mit den für ProX aus E. coli und A. fulgidus erhaltenen Ergeb-
nissen größere strukturelle Unterschiede der beiden Proteine. Dieses belegt der für diese 
Überlagerung erhaltene rmsd-Wert von 2,119 Å für lediglich 122 von 256 Cα Atomen. Einen 
wesentlichen Anteil an den strukturellen Unterschieden der beiden Proteine haben einerseits 
die in der Domäne 2 von OpuAC gelegenen Reste 122 bis 169, die in EhuB fehlen, und ande-
rerseits der in der Domäne 1 gelegene C-Terminus von EhuB. Weiterhin besitzen 5 von 7 
bzw. 5 von 5 Resten, die in EhuB bzw. OpuAC an der Interaktion mit dem Substrat beteiligt 
sind, einen strukturell äquivalenten Rest. Von diesen Resten sich jedoch lediglich Glu21 bzw. 
Gly26 und Gly78 bzw. Trp72 in beiden Proteinen an der Wechselwirkung mit dem Substrat be-
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teiligt. Die Abb. 4.4B zeigt die Struktur von EhuB in einer Darstellung, in welcher die mit 
OpuAC strukturell äquivalenten Reste rot eingefärbt sind. Diese Abbildung veranschaulicht, 
dass die zentralen Strukturelemente der beiden Proteine, wie für den Fall von ProX aus E. coli 
und A. fulgidus gezeigt, weitgehend übereinstimmen. Im Gegensatz zu den für die beiden 
ProX Strukturen erhaltenen Ergebnissen findet sich bei der Überlagerung der Strukturen von 
EhuB und OpuAC eine größere strukturelle Übereinstimmung der Domäne 2 im Vergleich zu 
Domäne 1. 

Zusammenfassend zeigt der Vergleich von EhuB mit den ebenfalls kompatible Solute bin-
denden Substratbindeproteinen ProX aus E. coli und A. fulgidus sowie OpuAC aus B. subtilis 
eine weitgehende strukturelle Übereinstimmung der zentralen Strukturelemente, was für diese 
Klasse von Proteinen zu erwarten war (Wilkinson und Verschueren, 2003). Die deutlichen 
strukturellen Unterschiede, die bei der Überlagerung der Proteine beobachtet werden, finden 
sich hauptsächlich in der Peripherie der Proteine, sowie an der Grenzfläche der beiden Domä-
nen, in der auch die Substratbindungsstelle der Proteine lokalisiert ist. Der Vergleich der an 
der Interaktion mit den Substraten beteiligten Reste zeigt, dass die genannten Proteine unter-
schiedliche Abschnitte der Polypeptidkette an der Grenzfläche der Domänen für die Wech-
selwirkung mit den Substraten nutzen. Eine Ausnahme bildet der Abschnitt der Polypeptid-
kette, in dem sich die Reste Phe80, Trp65, Tyr63 und Trp72 in EhuB, ProX aus E. coli, ProX aus 
A. fulgidus und OpuAC befinden. In diesem Abschnitt der Polypeptidkette befinden sich in 
allen untersuchten Proteinen aromatische Reste, die an der Interaktion mit dem Substrat be-
teiligt sind. Die Reste Phe80, Trp65 und Tyr63 aus EhuB, ProX aus E. coli und ProX aus A. 
fulgidus sind dabei strukturell äquivalent, während der Rest Trp72 aus OpuAC strukturell 
äquivalent zum N-terminal von Phe80 gelegenen Rest Gly78 in EhuB ist. 

4.2.3 Molekulare Grundlagen der Bindung von kompatiblen Soluten 

Der Vergleich der in Abb. 4.5A-D gezeigten Substratbindungsstellen der kompatible Solute 
bindenden Substratbindeproteine EhuB aus S. meliloti (A), ProX aus E. coli (B), ProX aus A. 
fulgidus (C) und OpuAC aus B. subtilis (D) zeigt trotz der in Kapitel 4.2.2 diskutierten 
strukturellen Unterschiede dieser Proteine die gleichen Prinzipen zur Bindung ihrer Substrate. 
Die Bindung der negativ geladenen Carboxylat-Gruppe der Substrate basiert dabei auf der 
Bildung von Salzbrücken und/oder Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Protein und 
dem jeweiligen Substrat. Im Unterschied dazu erfolgt die Wechselwirkung des Proteins mit 
dem kationischen Anteil des Substrats vorwiegend mit bestimmten aromatischen Resten, die 
durch ihre räumliche Anordnung eine optimale Bindungsstelle für die delokalisierte positive 
Ladung der Substrate bilden. Der wesentliche Beitrag dieser wahrscheinlich auf Kation-π und 
van der Waals Interaktionen beruhenden Wechselwirkung an der Substratbindung wurde für 
EhuB ((Hanekop et al., Manuskript in Vorbereitung); Tab. 4.1 & Tab. 4.2) und ProX aus E. 
coli ((Schiefner et al., 2004a); Tab. 4.3) durch Punktmutationen in Verbindung mit einer 
Bestimmung der Dissoziationskonstanten gezeigt.  
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Abb. 4.5: Die Interaktionen zwischen ausgewählten Substratbindeproteinen und ihren Substraten. Dargestellt sind 
(A) die Wechselwirkungen zwischen EhuB und seinem Substrat Ectoin. Weiterhin sind die Interaktionen von (B) 
ProX aus E. coli (1R9Q), (C) ProX aus A. fulgidus (1SW1) und (D) OpuAC aus B. subtilis mit ihrem Substrat 
Prolin-Betain gezeigt. Zur besseren Übersicht sind jeweils nur die mit dem Substrat interagierenden Teile der ent-
sprechenden Reste gezeigt. Die in den Proteinen identifizierten Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen 
sind durch gestrichelte Linien angedeutet. 

Diese Untersuchungen zeigten übereinstimmend die zentrale Bedeutung eines bestimmten 
aromatischen Restes (Phe80 in EhuB bzw. Trp188 in ProX aus E. coli), sowie mindestens eines 
weiteren aromatischen Restes für die Substratbindung.  

Trp65 Trp140 Trp188 Punktmutation zu 
Aminosäure KD S.D. KD S.D. KD S.D. 
Wildtyp 4 µM 0,1 µM 4 µM 0,1 µM 4 µM 0,1 µM 
Phe 4 µM 0,1 µM 3 µM 0,3 µM 4 µM 0,4 µM 
Tyr 13 µM 0,6 µM 4 µM 0,5 µM 5 µM 0,2 µM 
Ala 50 µM 3,3 µM 56 µM 10 µM – – 
Leu – – 14 µM 1,4 µM – – 
Asp – – 8 µM 0,8 µM – – 
Glu – – 21 µM 2,5 µM – – 

Trp65→Ala 

Trp140→Ala 

– – – – – – 

Tab. 4.3: Dissoziationskonstanten von unterschiedlichen ProX Konstrukten für ihr Substrat Glycin-Betain und ihre 
Standardabweichungen (entnommen aus: (Schiefner et al., 2004a)). Die verwendeten Symbole und Abkürzungen 
bedeuten: 
– : keine Bindung bis zu einer Substratkonzentration von 110 µM 
S.D. : Standardabweichung (engl. standard deviation) 
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Im Unterschied zu ProX aus E. coli ergab die Untersuchung von EhuB ferner einen Einfluss 
der aromatischen Reste auf die Stärke ihrer Wechselwirkung mit dem kationischen Anteil des 
Substrats. Ein weiteres Ergebnis der mit den beiden Proteinen durchgeführten Experimente 
war, dass die von den aromatischen Resten ausgehenden Wechselwirkungen teilweise durch 
negativ geladene Reste ersetzt werden konnten. Der Austausch eines aromatischen Restes 
durch einen sauren Rest hatte dabei im Fall von EhuB im Vergleich zu ProX aus E. coli 
deutlich seltener den Verlust der Substratbindung zur Folge, sowie generell moderatere 
Auswirkungen auf die Bindungsaffinität des Proteins. Der Grund hierfür könnte die 
Stabilisierung des kationischen Anteils des Substrats durch die Bildung zweier Salzbrücken 
sowie einer Wasserstoffbrückenbindung in EhuB sein. 

Die detaillierte Analyse der Bindungsstellen der untersuchten Proteine für den kationischen 
Anteil der Substrate zeigt jedoch, trotz der gleichen Prinzipien zur Bindung ihrer Substrate, 
deutliche Unterschiede in der Art, Zahl und Anordnung der aromatischen Reste, die diese 
Bindungsstelle bilden. In EhuB beispielsweise werden zur Wechselwirkung mit dem Substrat 
die aromatischen Reste Phenylalanin und Tyrosin verwendet. Im Unterschied dazu erfolgt die 
Interaktion in ProX aus A. fulgidus mit Hilfe von Tyrosin-Resten, während in ProX aus E. coli 
und OpuAC zu diesem Zweck Tryptophan-Reste verwendet werden. Weiterhin unterscheiden 
sich die Bindungsstellen der untersuchten Proteine in der Zahl der an der Interaktion mit dem 
kationischen Anteil der Substrate beteiligten aromatischen Reste: in EhuB, ProX aus E. coli 
und OpuAC sind drei und in ProX aus A. fulgidus vier aromatische Reste an dieser Interaktion 
beteiligt. Die Substratbindungsstellen von EhuB und ProX aus A. fulgidus zeigen weiterhin, 
dass noch weitere Wechselwirkungen an der Bindung des kationischen Anteils der Substrate 
beteiligt sein können. 

 
Abb. 4.6: Die Substrate und die mit ihnen interagierenden aromatischen Reste ausgewählter Substratbindeprote-
ine. Die Stereoabbildung zeigt die Substrate Ectoin (in blau) und Prolin-Betain (in rot, grün und gelb) sowie die mit 
ihnen wechselwirkenden aromatischen Reste von EhuB aus S. meliloti (in blau), ProX aus E. coli (in rot), ProX 
aus A. fulgidus (in grün) und OpuAC aus B. subtilis (in gelb). Die Strukturen wurden mit Hilfe des im Programm 
LSQMAN implementierten „global superposition-distance-based Needleman-Wunsch alignment“ überlagert. Im 
Interesse einer übersichtlichen Darstellung sind lediglich die relevanten Teile der Seitenketten der aromatischen 
Reste dargestellt. 

Zur Veranschaulichung der unterschiedlichen Art, Zahl und Anordnung der mit dem Substrat 
interagierenden aromatischen Reste sind in Abb. 4.6 die mit dem Substrat wechselwirkenden 
aromatischen Reste von EhuB aus S. meliloti (in blau), ProX aus E. coli (in rot), ProX aus A. 
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fulgidus (in grün) und OpuAC aus B. subtilis (in gelb) sowie die von ihnen gebundenen Sub-
strate Ectoin (in blau) und Prolin-Betain (in rot, grün und gelb) dargestellt. Die in den unter-
suchten Proteinen beobachtete unterschiedliche Art, Zahl und Anordnung der aromatischen 
Reste, die die Bindungsstelle für den kationischen Anteil der Substrate bilden, könnte dabei 
eine Anpassung an die für ihre Aufgabe benötigte Bindungsaffinität und das zu bindende 
Substrat darstellen. Hierfür spricht unter anderem, die im Vergleich zu den anderen unter-
suchten Proteinen (KD ~ µM) deutlich höhere Bindungsaffinität von ProX aus A. fulgidus 
(KD=50 nM für Prolin-Betain), das aus einem hyperthermophilen Organismus stammt und zur 
effektiven Bindung seiner Substrate bei höheren Temperaturen eine größere Affinität benö-
tigt. 

Insgesamt zeigt der Vergleich der Substratbindungsstellen der für kompatible Solute spezifi-
schen Substratbindeproteine EhuB aus S. meliloti, ProX aus E. coli, ProX aus A. fulgidus und 
OpuAC aus B. subtilis gemeinsame Prinzipien zur Bindung dieser Klasse von Substraten, die 
jedoch in jedem einzelnen Fall an die für die Funktion benötigte Bindungsaffinität und das 
Substrat angepasst zu sein scheinen. 

4.2.4 Ausblick 

Die Aufklärung der molekularen Grundlagen der Substratspezifität des ABC-Importers Ehu 
aus S. meliloti im Rahmen dieser Arbeit ist, wie schon eingangs der Diskussion angedeutet, 
lediglich der erste Schritt, um die Aufnahme von kompatiblen Soluten auf molekularer Ebene 
zu verstehen. Der nächste Schritt nach der erfolgreichen Strukturbestimmung des Substratbin-
deproteins EhuB im Komplex mit den kompatiblen Soluten Ectoin und Hydroxyectoin sollte 
einerseits die strukturelle Untersuchung der weiteren Komponenten dieses ABC-Transporters 
sowie andererseits die Analyse ihrer Wechselwirkungen miteinander sein. Für eine struktu-
relle Charakterisierung sind die integralen Membranproteine EhuC und EhuD von besonde-
rem Interesse, da sie den Weg zur Translokation der Substrate bilden. Die Stimulation der 
ATPase-Aktivität des Substratbindeprotein-abhängigen Maltose-Transporters aus E. coli 
durch sein Substrat-beladenes Bindeprotein (Davidson et al., 1992) verdeutlicht, dass die 
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten des Transporters 
mindestens ebenso wichtig für das Verständnis des Transportprozesses ist, wie die Charakte-
risierung seiner Bestandteile. Zur strukturellen Untersuchung der Interaktionen zwischen den 
einzelnen Komponenten bieten sich die Zustände des Transportzyklus an, in denen die einzel-
nen Bestandteile des Transporters im Komplex miteinander vorliegen. Für den Maltose-
Transporter aus E. coli konnte ein solcher Komplex aus dem Substratbindeprotein, den integ-
ralen Membranproteinen und den NBDs durch die Inhibierung letzterer mit Vanadat stabil 
isoliert werden (Chen et al., 2001). 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

A. fulgidus Archaeoglobus fulgidus 

ABC ATP-binding cassette 

ATP Adenosin-5´-triphosphat 

B. subtilis Bacillus subtilis 

CFTR „cystic fibrosis transmembrane conductance regulator“ 

cmc „critical micelle concentration“ 

EhuB ectoine-hydoxyectoine uptake protein B 

E. coli Escherichia coli 

H. sapiens Homo sapiens 

IMAC immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie  

L. lactis Lactococcus lactis 

kDa kilo Dalton 

LmrA lactococcal multidrug resistance protein A 

M. jannaschii Methanococcus jannaschii 

M. musculus Mus musculus 

MAD „multiple wavelength anomalous dispersion“ 

MDR „multidrug resistance“ 

MIR „multiple isomorphous replacement“ 

MR „molecular replacement“ 

NBD Nukleotid-bindende Domäne 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

P-gp P-Glykoprotein 

rmsd „root mean square deviation“ 

S. meliloti Sinorhizobium meliloti 

S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 

S. solfataricus Sulfolobus solfataricus 

S. typhimurium Salmonella typhimurium 

SUR1 „sulfonylurea receptor 1“ 

T. litoralis Thermococcus litoralis 

TMD Transmembrandomäne 

V. cholera Vibrio cholera 

% (v/v) Volumenprozente 

% (w/v) Gewichtsprozente 
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