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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Zur biophysikalischen Charakterisierung oder zur Aufklarung der Struktur eines Proteins
muss dieses rekombinant in léslicher Form und in groRen Mengen produziert werden. Die
intrinsische Instabilitat vieler eukaryotischer Proteine macht dies jedoch oft sehr schwierig
bzw. génzlich unmdglich. Obwohl dieses Problem in manchen Féllen durch Variation der
Expressions- und/oder Reinigungsbedingungen umgangen werden kann, ist in vielen Fallen

eine Optimierung der Aminosauresequenz mittels Mutagenese erforderlich.

Bei Kenntnis der Struktur eines Proteins oder bei Vorliegen eines zuverlassigen Modells kann
die Optimierung durch rationales Design erfolgen. Im ersten Projekt dieser Arbeit wurde auf
der Basis mehrerer Homologie-Modelle die Loslichkeit der N-terminalen Doméne der
humanen Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ 9 durch den Austausch 15 hydrophober
Aminosauren der Proteinoberfliche gegen hydrophilere Reste signifikant erhéht: die
Ausbeute an gereinigtem Protein stieg auf das Fiinffache des Ausgangswertes an und die zur
Ausfallung von 50 % des Proteins bendtigte Konzentration an Ammoniumsulfat erhohte sich
von 0,23 M auf 0,52 M. Allerdings war die optimierte Proteinvariante etwas weniger stabil
gegenlber chemischer Denaturierung: die zur Entfaltung von 50 % des Proteins benétige
Konzentration an Harnstoff erniedrigte sich von 3,75 M auf 3,02 M. Diese Ergebnisse zeigen,
dass Loslichkeit und konformationelle Stabilitat eines Proteins nicht in jedem Fall korreliert

sein mussen.

In Abwesenheit struktureller Information kann die Aminosauresequenz eines Proteins mittels
gelenkter Evolution optimiert werden. Dabei wird zundchst durch Zufallsmutagenese ein
grolRes Repertoire an Proteinvarianten erzeugt, aus dem anschlieBend durch effiziente
Selektions- oder Screening-Verfahren diejenigen mit den besten Eigenschaften isoliert
werden kénnen.

Im zentralen zweiten Teil dieser Arbeit wurde gelenkte Evolution zur Erhéhung der
Loslichkeit und Stabilitdt der Ligand-Bindungsdoméne des humanen Glucocorticoid-
Rezeptors (hGR-LBD) durchgefihrt, wobei fusioniertes griin fluoreszierendes Protein (GFP)
als Reporter diente. GFP weist ein leicht messbares Fluoreszenzsignal auf, dessen Intensitat
von der Loslichkeit bzw. Stabilitat des fusionierten hGR-LBD abhéngt und im Hochdurchsatz
Screening-Verfahren mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (FACS) ausgelesen
werden kann. Zundchst wurden durch Zufallsmutagenese mittels error prone PCR zwei

plasmidkodierte hgr-Ibd-egfp Genbanken mit hoher bzw. niedriger Mutationsfrequenz
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hergestellt. Anschlieend wurden die mit den beiden Banken transformierten und gemischten
E. coli Zellen insgesamt acht FACS-Anreicherungsrunden unterzogen, wobei schrittweise
nach hoherer GFP-Fluoreszenz im Hochdurchsatz (> 10.000 Zellen/Sekunde) sortiert wurde.
Hierdurch gelang die Isolierung von insgesamt finf hGR-LBD Varianten (vier aus
Anreicherungsrunde 5 und eine aus Anreicherungsrunde 8), die alle aus der hochmutagenen
Genbank stammten und insgesamt 30 unterschiedliche Aminosdaurenaustausche enthielten.
Von diesen 30 Austauschen wurden 14 einzeln getestet, wobei sich herausstellte, dass die
Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T, é&hnlich wie die in der Literatur
beschriebene Mutation F602S (Bledsoe et al., 2002), zu einer Erhéhung der Fluoreszenz des
fusionierten GFP und zu einem Anstieg der Loslichkeit von hGR-LBD in Abwesenheit von
GFP flhren. Die Kombination der vorteilhaften Mutationen zeigte, dass die Effekte der
einzelnen Austausche auf die Fluoreszenz und die Loslichkeit additiv sind und ein linearer
Zusammenhang zwischen den beiden Parametern besteht. Die erhohte Loslichkeit der
optimierten hGR-LBD-Variante ermdglichte ihre Reinigung mit hoher Ausbeute und die
Untersuchung ihrer konformationellen Stabilitdt mittels thermischer Auffaltung. Es zeigte
sich, dass alle Austausche den apparenten Schmelzpunkt sowohl mit gebundenem Agonisten
Dexamethason als auch (mit einer Ausnahme) mit gebundenem Antagonisten Mifepriston
erhéhen und ein linearer Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz von fusioniertem GFP
und der thermischen Stabilitdt von hGR-LBD in Abwesenheit von GFP besteht. Die
Einfuhrung der in dieser Arbeit identifizierten vorteilhaften Mutationen (A605V, V702A,
E705G und M752T) fihrt zu einer 26-fach verbesserten Reinigungsausbeute des Proteins aus
der l6slichen Zellfraktion von E. coli. Darlber hinaus wird durch die Austausche der
apparente Schmelzpunkt sowohl der Agonist- als auch der Antagonist-Konformation um ca.
8 °C erhont.

Im Laufe des FACS-basierten Hochdurchsatz-Screenings wurden verschiedene Artefakte
beobachtet, welche die Isolierung optimierter hGR-LBD Varianten erschwerten. Die
Ursachen dieser Artefakte, die sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene auftreten kénnen,
wurden aufgeklart und Moglichkeiten zu ihrer Identifizierung und Umgehung erarbeitet.

Die stabilisierenden Mutationen A605V, V702A und E705G ermdglichten es, in Kooperation
mit F.Hoffmann — LaRoche (Basel) die Rontgenkristallstruktur der homologen GR-LBD aus
der Maus (MGR-LBD; 95,3 % Sequenz-ldentitdt mit hGR-LBD) mit einer verbesserten
Auflésung von 1,5 A anstelle der bisher erzielten 1,9 A aufzuklaren. Durch die Analyse der
Struktur konnten bisher nicht bekannte atomare Details sichtbar gemacht und der Effekt der

stabilisierenden Mutationen erklart werden. In weiterfiihrenden Arbeiten kdénnen nun die
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optimierten GR-LBD-Varianten zur Strukturaufklarung des Proteins mit neuen Ligand-
Leitstrukturen verwendet werden, was bei der Entwicklung pharmazeutischer Wirkstoffe von

Nutzen sein kann.

Im dritten Teil der Arbeit wurde ein in meiner Diplomarbeit begonnenes Projekt zur
Stabilisierung des artifiziellen (Bo)s-Barrel Proteins HisF-C*C, welches aus zwei identischen,
fusionierten  C-terminalen  Halften von  tmHisF  (Synthase-Untereinheit  der
Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus Thermotoga maritima) besteht, mit der Aufklarung
einer hoch aufgeldsten Rontgenkristallstruktur zum vorlaufigen Abschluss gebracht. Dieses
Projekt resultierte in zwei Publikationen (Seitz et al., 2007; Hocker et al., 2009), die sich im

Anhang zu dieser Arbeit finden.
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1 Einleitung

1.1 Faltung, Stabilitdt und L6slichkeit von Proteinen in vitro

1.1.1 Proteinfaltung unter Gleichgewichtsbedingungen

Im einfachsten Fall liegen Proteine in einem Gleichgewicht zwischen dem nativen, gefalteten
Zustand (N) und dem denaturierten, ungefalteten Zustand (D) vor (N « D).

Unter der thermodynamischen Stabilitdt eines Proteins (Gibbsche freie Enregie der
Proteinfaltung) versteht man die Differenz zwischen der freien Energie von D (Gp) und N
(Gn) unter physiologischen Bedingungen (AGpy) (Pace et al., 2004) (Formel 1).

AGpn = Gp — GN = -RTInK = -RTIn[D]/[N]

Formel 1: Thermodynamische Stabilitat eines Proteins.

[D] und [N]: Konzentrationen an D bzw. N im Gleichgewicht; Gp und Gy: freie Energien von D bzw. N;
K: Gleichgewichtskonstante, AGpy: Gibbsche freie Energie der Proteinfaltung, R: ideale Gaskonstante,
T: Temperatur

Dieses Zwei-Zustands-Modell der Proteinfaltung trifft allerdings in den meisten Fallen nicht
zu, da wahrend der Faltung ein oder mehrere Faltungsintermediate (I) auftreten kdénnen
(Jaenicke, 1999). Der Energieunterschied des nativen und denaturierten Zustands weist
demnach mehrere Stufen auf, welche die Energieunterschiede zwischen den einzelnen,
miteinander im Gleichgewicht stehenden Zustédnden, beschreiben (Sancho et al., 2002).
Partiell gefaltetes (I) bzw. ungefaltetes Protein (D) kann dem Gleichgewicht durch
Aggregation entzogen werden, da bei unvollstandiger Faltung hydrophobe Stellen des
Proteins exponiert sein konnen (Abbildung 1).

GA

D

AG, = AG + AG,

Reaktionskoordinate

Abbildung 1: Faltung eines Proteins mit einem auftretenden Intermediat.

Ubergangszustinde sind nicht dargestellt.

G: freie Energie, D: denaturierter, entfalteter Zustand, N: nativer, gefalteter Zustand, I: Faltungsintermediat,
A: Aggregate, AG,,: Gibbsche freie Energie zwischen zwischen Zustand x und y, AGpy: Gibbsche

freie Energie der Proteinfaltung.
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Zum Verstandnis der Proteinfaltung ist es essentiell, Intermediate naher zu charakterisieren,
was in einigen Féllen gelungen ist. Im Fall des a-Lactalbumins reichert sich beispielsweise
bei niedrigen pH-Werten ein Faltungs-Intermediat an (Nozaka et al., 1978; Kuwajima, 1996),
welches Uber Circular Dichroismus Spektroskopie (Kuwajima et al., 1976) und Wasserstoff-
Deuterium Austausch-Versuche (Alexandrescu et al.; 1993, Chyan et al., 1993) identifiziert
und charakterisiert werden konnte. Dieses Faltungsintermediat besitzt native Sekundarstruktur
und ist relativ kompakt. Allerdings wird keine konstante, sondern eine fluktuierende
Tertidrstruktur beobachtet (Dolgikh et al., 1981). Proteine mit solchen Eigenschaften werden
auch als Molten Globules bezeichnet (Dolgikh et al., 1983; Ptitsyn et al., 1990) und stellen
Zwischenschritte des Faltungswegs dar, die dabei helfen kodnnen das globale

Energieminimum des nativen Zustands zu erreichen (Dobson, 1994).

1.1.2 Strukturelle Grundlagen der Proteinstabilitat

Da kovalente Bindungen im gefalteten und entfalteten Zustand eines Proteins gleich stark
sind, haben sie mit Ausnahme von Disulfidbriicken (siehe unten) keine Bedeutung fur die
konformationelle Proteinstabilitat AGpy (Whitford, 2005). Die Proteinstabilitdt wird demnach
durch nicht-kovalente Interaktionen festgelegt (Dill, 1990, Pace et al., 1996), wobei sich
AGpn nach der Gibbs-Helmholtz-Gleichung aus der Enthalpie- und der Entropie-Differenz

des gefalteten und entfalteten Zustands zusammensetzt (Santoro & Bolen, 1988) (Formel 2).

AGDN = AHDN — TASDN

Formel 2: Gibbs-Helmholtz Gleichung.

AGpy: Gibbsche freie Energie der Proteinfaltung, AHpy: Enthalpie-Differenz zwischen

entfalteten (D) und gefalteten (N) Zustand des Proteins, ASpy: Entropie-Differenz zwischen entfalteten (D)
und gefalteten (N) Zustand des Proteins, T: Temperatur

Die treibende Kraft der Entfaltung ist die konformationelle Entropie, welche den
denaturierten Zustand stabilisiert. Die Rotation um die vielen Einfachbindungen innerhalb
einer Polypeptidkette ist im ungefalteten Zustand wesentlich einfacher moglich als im
gefalteten Protein (Pace et al., 2004). So begunstigt beispielsweise die konformationelle
Entropie den entfalteten Zustand der RNAseA bei 25 °C um ca. 165 kcal - mol™ (Pace et al.,
1998). Um eine intakte Faltung zu erreichen muss das Protein enthalpisch und entropisch
dieser konformationellen Entropie entgegenwirken, indem verschiedene Interaktionen nur im
nativen Zustand ausgebildet werden (Pace et al., 1996). Zu den stabilisierenden Faktoren
zdhlen dabei der hydrophobe Effekt, Wasserstoffbriicken, ionische Bindungen und van-der-

Waals Kréfte. Lange wurde angenommen, dass der hydrophobe Effekt die dominierende
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Triebkraft fur die Proteinfaltung darstellt (Kauzmann, 1959; Pace et al., 2004). Mittlerweile
ist jedoch bekannt, dass Wasserstoffbriicken und auch van-der-Waals Krafte zwischen polaren
Gruppen einen vergleichbar wichtigen Beitrag zur Proteinstabilitét leisten (Pace et al., 2004).
So werden bei der Proteinfaltung zusétzlich ca. 1,1 H-Briicken pro Seitenkette ausgebildet
(Stickle et al., 1992), die jeweils eine Stabilisierung von etwa 1 kcal - mol™ (Myers & Pace,
1996) bewirken. lonische Wechselwirkungen zwischen ungleich geladenen Seitenketten
tragen in der Regel weniger zur Stabilitit bei, da sie durch die unvorteilhafte
Dehydratisierung  der geladenen Gruppen und durch die Erniedrigung der
Seitenkettenentropie teilweise kompensiert werden (Hendsch & Tidor, 1994; Pace et al.,
2000; Bosshard et al., 2004). Allerdings konnen Salzbriicken unter bestimmten Umstéanden
die Stabilitat um mehr als 4 kcal - mol™ erhdhen (Anderson et al., 1990; Pace et al., 2004).
Dies ist vor allem der Fall wenn sie, wie haufig bei Proteinen aus Hyperthermophilen, in
ausgedehnten ionischen Netzwerken vorliegen (Kelly et al., 1993; Britton et al., 1995; Chan
et al., 1995; Hennig et al., 1997; Korndorfer et al., 1997; Zhang et al., 2001), da dort die
elektrostatischen Interaktionen kooperativ wirken konnen (Karshikoff & Ladenstein, 2001).
Die erniedrigte Dielektrizitdtskonstante von Wasser bei hoheren Temperaturen sorgt zudem
dafur, dass die Dehydratisierung von geladenen Aminosauren weniger ungunstig wird, was
das gehaufte Vorkommen von Salzbriicken bei Proteinen aus Hyperthermophilen im
Vergleich  zu  Mesophilen  erklart  (Elcock, 1998;  Sterner & Liebl,  2001;
Karshikoff & Ladenstein, 2001). Disulfidbindungen sind die einzigen kovalenten
Verknlpfungen welche die thermodynamische Stabilitat erhhen konnen. Sie senken die
konformationelle Entropie des entfalteten Zustands und erhohen somit seine freie Energie
(Pace et al., 1990).

Insgesamt heben sich die Entropie und Enthalpie des gefalteten und entfalteten Zustands eines
Proteins nahezu gegenseitig auf und der Netto-Energiebetrag der konformationellen
Proteinstabilitat ist relativ klein (Pace et al., 1996). So liegen die AGpn-Werte von in der
Natur vorkommenden Proteinen zwischen 5 und 15 kcal - mol™ (Pace, 1990). Der genaue
Wert flir ein Protein héngt neben den beschriebenen intrinsischen Eigenschaften der
Polypeptidkette auch von duRReren Bedingungen wie Temperatur, pH-Wert und Osmolaritét ab
(Pace, 1990).
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1.1.3 Loslichkeit von Proteinen

Aufgrund der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen geladenen bzw. polaren
Aminosduren-Seitenketten der Proteinoberflache und Wassermolekiilen der Umgebung sind
Proteine von einer Hydrat-Hille umgeben (Schein, 1990). Die Stdrke der ausgebildeten
Interaktionen zwischen Protein und Hydrat-Hille héangt von der Aminosduren-
Zusammensetzung der Proteinoberfliche ab, wobei Aspartat bzw. Tryptophan die
hydrophilste bzw. hydrophobeste Aminosaure darstellt (Trevino et al., 2007). Die Loslichkeit
von Proteinen kann durch Variation von lonen-Starke, pH und Temperatur beeinflusst werden
(Trevino et al., 2008). Bei niedrigen Salz-Konzentrationen in der Ldsung kann die
Proteinldslichkeit verbessert werden (,,salting-in), da die Bindung von Salz-lonen an
geladene Reste der Proteinoberflache zu einer erhdhten Hydratisierung des Proteins fuhrt
(Trevino et al., 2008). Bei hohen Salz-Konzentrationen erfolgt dagegen die Prazipitation der
Proteine (,,salting-out) (Arakawa & Timasheff, 1984), da die starke Hydratisierung der
freien Salz-lonen in der Losung den Verlust der Protein-Hydrathiille zur Folge hat; durch
hydrophobe Wechselwirkungen kommt es in der Folge zur Aggregation und Prazipitation der
Proteine. Die Stirke dieses Aussalzungseffektes hingt nach den sogenannten ,,Hofmeister-
Serien“ von der Art des Salzes ab (Kationen: NH4" > K" > Na" > Li* > Mg2+ > Ca": Anionen:
S04% ~ HPO,* > Acetat > CI" > Br > I'~ ClO; > SCN’), wobei dem Anion generell mehr
Bedeutung zugesprochen wird (Cacace et al., 1997; Trevino et al., 2008).

Daneben kdnnen osmolytisch aktive Substanzen Proteine destabilisieren bzw. stabilisieren
(Timasheff, 1992; Timasheff, 1993; Timasheff, 1995). Die entscheidende Rolle bei diesen
Effekten spielt Wasser, da das Protein durch den Einfluss der Verbindungen auf die Hydrat-
Hille stabilisiert oder destabilisiert wird (Timasheff, 1993). Chaotrope Salze wie
Guanidiniumchlorid oder Harnstoff storen generell die Ausbildung von Wasserstoffbriicken
innerhalb des Solvents und verhindern somit die Ausbildung einer intakten Hydrathille des
gefalteten Zustands des Proteins (Schein, 1990). Zudem bindet Harnstoff sowohl an die
polaren als auch die unpolaren Bestandteile eines Proteins. Dadurch wird der hydrophobe
Effekt, welcher fur die Proteinfaltung essentiell ist, abgeschwacht und der entfaltete Zustand
des Proteins wird besser solvatisiert (Rossky, 2008). Stabilisierende Verbindungen, wie
bestimmte Zucker (z.B. Sucrose, Trehalose, Sorbitol, Glycerol), Aminoséauren (z.B. Prolin,
Glycin), Methylamine (z.B. Sarcosin, Betain) (Knapp et al., 1999) und kompatible Solute in
Hyperthermophilen (z.B. Cyclic-2,3-Diphosphoglycerat, Diglycerol-Phosphat)
(Sterner & Liebl, 2001) besitzen eine niedrigere Affinitat zum Protein als Wasser. Dadurch

werden sie bevorzugt vom Protein separiert und es kommt durch eine verbesserte
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Hydratisierung  des  Proteins  zur  Stabilisierung  des  gefalteten  Zustands
(Timasheff & Arakawa, 1997).

1.2 Proteinfaltung und Aggregation in vivo

Die Faltung von Proteinen in vivo wird durch spezielle Helfer-Proteine, den sogenannten
Chaperonen unterstitzt. Diese binden, stabilisieren und remodellieren nicht-native
Proteinspezies (Baneyx & Mujacic, 2004). Die Expression vieler dieser Chaperone wird bei
einem Hitze-Schock hochreguliert, weshalb einige von ihnen auch als Hitze-Schock-Proteine
(Hsp) bezeichnet werden (Becker & Craig, 1994). Neben Prolyl-Peptidyl Cis/Trans-
Isomerasen (PPlasen), konnen molekulare Chaperone in 3 Klassen eingeteilt werden
(Baneyx & Mujacic, 2004): ,,Faltungs“-Chaperone (z.B. Hsp70, Hsp60) (Bukau & Horwich,
1998), die ATP-abhéngig die Faltung fehlerhafter Proteinspezies katalysieren, ,,Halte®-
Chaperone (z.B. 1bpB, Hsp31) (Lund, 2001; Sastry et al., 2002), die an partiell gefaltete
Proteine binden und sie den anderen Chaperonen bereitstellen und ,,disaggregierende*-
Chaperone (z.B. Hsp100 = ClpB) (Parsell et al., 1994; Horwich, 2004), welche die Auflésung
aggregierter Proteine Kkatalysieren. Bei rekombinanter Expression von Proteinen in
Escherichia coli ist die Herstellung gefalteten, l6slichen Proteins dennoch eine grofie
Herausforderung, da intrazellulare Konzentrationen von 300 — 400 mg/ml erreicht werden
(Ellis et al., 2003). Die fehlende Fahigkeit von Bakterien zur Durchfiihrung jedweder post-
translationaler Modifikation erhdht zudem die Wahrscheinlichkeit der Fehlfaltung heterolog
exprimierter, eukaryontischer Proteine (Villaverde & Carrio, 2003). So werden z.B. im
reduzierenden Milieu des Bakterien-Cytoplasmas keine Disulfidbriicken ausgebildet (Fahey et
al., 1977; Makrides, 1996), wodurch disulfidreiche Proteine (z.B. Fab Antikdrper-Fragmente)
mit hoher Sicherheit aggregieren. Bei Anhdufung von fehlgefalteten Proteinspezies im
Cytoplasma kommt es in E. coli zum Abbau des Proteins oder zur Bildung sogenannter
»inclusion bodies* (Baneyx & Mujacic, 2004). Diese wachsen durch Aggregation von partiell
strukturierten Faltungs-Intermediaten und bilden porése Kugeln oder Zylinder mit einer
maximalen Lange von ca. 1 um und einem maximalen Volumen von ca. 0,6 pm® (Abbildung
2) (Bowden et al., 1991; Taylor et al., 1986; Carrid et al., 1998). Die aggregierten Proteine
konnen zum Teil nach Solubilisierung und Reinigung der inclusion bodies in vitro
rickgefaltet werden (Weir & Sparks, 1987; Tsuji et al., 1987; Tsumoto et al., 2003;
Gustafsson et al., 2009), was allerdings aufwendig ist und fiir jedes Protein optimiert werden
muss (Vallejo & Rinas, 2004).
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von inclusion bodies in Escherichia coli Zellen.
(http://web.mit.edu/king-lab/wwwi/research/Scott/Scott-Research.html)

Die zu inclusion bodies aggregierten Proteine sind an den Polen der Zelle als elektronendichte Partikel
erkennbar.

1.3 Erhéhung der Proteinstabilitat

Es wurden zahlreiche Strategien entwickelt, um Proteine fur die heterologe Expression in
E. coli bzw. fir biophysikalische Untersuchungen wie z.B. die Rontgenkristallographie zu
optimieren. Neben der Modifikation der Versuchsbedingungen oder des Aufbaus des zu
untersuchenden Proteinkonstrukts (,,extrinsische® Optimierung, 1.2.1) kann dies auch durch

Mutagenese bestimmter Aminosauren erfolgen (,,intrinsische® Optimierung, 1.2.2).

1.3.1 Extrinsische Optimierung der heterologen Expression und der Kristallisation von
Proteinen

Um die Ausbeute an léslichem Protein bei heterologer Expression in E. coli extrinsisch zu
erhéhen kann man Chaperone koexprimieren (Goloubinoff et al., 1989; Roman et al., 1995),
die Expressionsrate erniedrigen (Hockney, 1994), stabilisierende Verbindungen wie Sorbitol
oder Betain zugeben (Blackwell & Horgan, 1991), osmotischen Schock durch NaCl
induzieren um die intrazellulare Menge an Chaperonen und Osmoprotektanten zu erhéhen
(Chopra et al., 1994), die Expression bei niedrigeren Temperaturen (Georgiou & Valax, 1996)
und in Anwesenheit von stabilisierenden Liganden (Bledsoe et al., 2002) durchfiihren, die
Proteine in das Periplasma der Zellen sekretieren lassen um Disulfidbindungen zu
ermoglichen (Becker & Hsiung, 1986; Humphreys et al., 2004) oder die Zielproteine an
extrem losliche Fusionsproteine wie z.B. das Maltose-Bindeprotein (Sachdev & Chirgwin;
1998), Thioredoxin (LaVallie et al., 2000) oder die Glutathion-S-Tranferase (Smith, 2000)
koppeln.


http://web.mit.edu/king-lab/www/research/Scott/Scott-Research.html
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Mit Hilfe solcher unterstutzender Proteine konnte auch die Rontgenkristallstrukturanalyse
einiger an sie fusionierter Proteine erleichtert werden (Kobe et al., 1999; Liu et al., 2001,
Ke & Wolfberger, 2003), wobei die Heterogenitét von Fusionsproteinen die Kristallisation im
allgemeinen eher hemmt (Smyth et al., 2003). Eine andere Strategie zur Erleichterung der
Kristallisation schwieriger Zielproteine mit hoher Flexibilitdt oder stark hydrophoben
Oberflachen (z.B. bei Membranproteinen) stellt die Stabilisierung durch spezifische
Bindeproteine dar. So fiihrte die Bindung von Antikorper-Fragmenten (Ostermeier et al.,
1995; Hunte et al., 2000; Zhou et al., 2001; Jiang et al., 2003; Day et al., 2007; Rasmussen et
al., 2007), ,,Affibodies* (Wahlberg et al., 2003), ,,Monobodies* (Koide et al., 2007) oder
designter Ankyrin-Repeat-Proteine (DARPins) (Binz et al., 2004; Kohl et al., 2005;
Schweizer et al., 2007; Sennhauser et al., 2007; Bandeiras et al., 2008) zur erfolgreichen
Strukturaufklarung von Proteinen. Die Erhohung lokaler Rigiditat zur Erhoéhung der
Kristallisationswahrscheinlichkeit kann auch noch durch andere Vorgehensweisen erreicht
werden. So gelang die Kristallisation des K*-Kanals Kir3.1 der Maus nach Einfiihrung einiger
Stellen aus dem homologen Protein von B. xenovorans (Nishida et al., 2007), wahrend die
Struktur des humanen [;-adrenergen G-Protein-gekoppelten Rezeptors nach Einfiihrung
stabilisierender Punktmutationen geldst werden konnte (Serrano-Vega et al., 2008; Warne et
al., 2008). Die Kristallisation des humanen [,-adrenergen G-Protein-gekoppelten Rezeptors
erforderte die Insertion von T4-Lysozym in einen flexiblen Bereich (Cherezov et al., 2007;
Rosenbaum et al., 2007). Letztere Strategien fallen in den Bereich der intrinsischen
Optimierung, die im nachsten Abschnitt genauer besprochen wird.

1.3.2 Intrinsische Optimierung der Stabilitat und Loslichkeit von Proteinen durch
Mutagenese

Zur Erhéhung der l6slichen Expression in E. coli bzw. der Kristallisationswahrscheinlichkeit
bietet sich zum einen rationales Proteindesign an (van den Burg & Eijsink, 2002; Eijsink et
al., 2004). Dadurch wurde zum Beispiel die Rigiditdt von Proteinen durch Einfiihrung von
Gly—Ala oder Xxx—Pro Austauschen (Matthews et al., 1987) bzw. von Disulfidbriicken
(Matsumura et al., 1989; Mansfeld et al., 1997; Tigerstrom et al., 2004; Hagihara et al., 2007;
Searens et al., 2008) erhoht, wodurch die Entropiebeginstigung des entfalteten Zustands
geringer wird. Reste, die eingefihrt wurden, um mit einem a-Helix-Dipol zu interagieren
(Nicholson et al., 1988; Nicholson et al., 1991), auf andere Weise a-Helices (Serrano et al.,
1992; Blaber et al., 1993) oder andere Sekundérstrukturbestandteile wie B-turns (Simpson et

al., 2005) optimieren, konnen ebenfalls zur Stabilisierung von Proteinen fiihren. Ahnlich
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wirksam kann die Einfuhrung von Interaktionen zwischen aromatischen Seitenketten (Serrano
et al., 1991; Puchkaev et al., 2003), die Erh6hung des Anteils an Konsensus-Resten
(Lehmann et al., 2002; Bledsoe et al., 2002) oder die Ubertragung von Resten aus homologen
Proteinen hyperthermophiler Organismen sein (Littlechild et al., 2007). Durch verbesserte
Protomer-Interaktionen kann die Quartarstruktur bei oligomeren Proteinen stabilisiert werden
(Kaneko et al., 2005). Die Einfuhrung bzw. Optimierung von Salzbriicken-Netzwerken kann
ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung der konformationellen Stabilitat fihren (Sun et al.,
1991; Waldburger et al., 1995; Pace et al., 2000; Makhatadze et al., 2003; Schwehm et al.,
2003; Hocker et al., 2004; Gribenko et al., 2009). In vielen Féllen fuhrten bereits wenige
Austausche zu einer deutlichen Stabilisierung eines Proteins (Mansfeld et al., 1997; Perl et
al., 2000; Pedone et al., 2001). Das eindrucksvollste Beispiel stellt bis dato die Stabilisierung
der Triosephosphat-lsomerase aus Leishmania mexicana um 26 °C durch eine einzige
Punktmutation dar (Williams et al., 1999).

Neben rationalem Design, fur das im idealen Fall eine 3D-Struktur vorhanden sein sollte,
besteht auch die Moglichkeit, Proteine durch ,,gelenkte Evolution® im Labor zu stabilisieren
(Arnold, 1998; Eijsink et al., 2005; Roodveldt et al., 2005). Dabei wird das flr das Protein
kodierende Gen durch eine geeignete Technik zundchst global oder lokal randomisiert mittels
error prone PCR (Leung et al., 1989), DNA-Shuffling (Stemmer et al., 1994a,b) oder einer
PCR mit degenerierten Oligonukleotiden als Primer (Neylon, 2004; Reetz et al., 2008). Die
dadurch erzeugten Genbanken kdnnen anschliefend mittels geeigneter Selektions- oder
Screening-Verfahren auf stabilisierte Varianten durchsucht werden.

Eine Methode zum Screening loslich exprimierter Proteine in E. coli ist der ,,Colony
Filtration Blot* (Cornvik et al., 2005; Dalroth et al., 2006). Hierbei kann nach Ubertragung
der auf Nahrplatten gewachsenen E. coli - Kolonien auf eine Nitrocellulosemembran die
l6sliche Expression des Zielproteins durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden. Ein anderes System beruht darauf, die zellulare Stressantwort auf falsch gefaltete
Proteine zu analysieren. Durch Kopplung der Stressantwort an eine Farbreaktion kdnnen
instabile Proteinvarianten erkannt und aussortiert werden (Lesley et al., 2002). Weiterhin
besteht die Mdglichkeit, die erhOhte Protease-Resistenz eines stabilisierten Proteins an die
Infektiositat von Phagen zu koppeln (,,Proside®; Sieber et al., 1998; Martin et al., 2001,
Martin et al., 2003; Kather et al., 2008). Eine andere Methode stabilisierte Proteinvarianten zu
identifizieren stellt die Selektion in thermophilen Wirten dar. So wurden stabilisierte
Varianten der 3-lsopropylmalat-Dehydrogenase aus der Leucin-Biosynthese von Hefe ber

ihre Fahigkeit zur Komplementation eines auxotrophen Thermus thermophilus Stammes bei
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schrittweiser Erhéhung der Wachstumstemperatur von 50 — 70 °C isoliert (Tamakoshi et al.,
2001).

Neben diesen Systemen gibt es noch andere Methoden der gelenkten Evolution, bei denen das
Signal eines fusionierten Reporterproteins analysiert wird. Diese Verfahren beruhen darauf,
dass die Stabilitat des Zielproteins die Loslichkeit des Reporterproteins beeinflusst. So
beeinflusst zum Beispiel ein an das a-LacZ gekoppeltes Zielprotein dessen Fahigkeit zur
strukturellen Komplementation von w-LacZ (Wigley et al., 2001). Ein anderes Reporter-
System basiert darauf, dass unldsliches Zielprotein zur Aggregation der fusionierten
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) fihrt, wodurch die vermittelte Antibiotikum-
Resistenz erniedrigt wird (Maxwell et al., 1999; Sieber et al., 2001; Sieber, 2003).

Das griin fluoreszierende Protein (GFP) aus Aequorea victoria (siehe 1.4) kann ebenfalls als
Reporterprotein benutzt werden. Hierbei fuhrt unlosliches Zielprotein zur Fehlfaltung des
fusionierten GFP, wodurch dessen Fluoreszenz erniedrigt wird (Waldo et al., 1999; Drew et
al., 2001; Waldo, 2003). Transformierte E. coli Zellen ,,leuchten” damit umso intensiver, je
I6slicher das Zielprotein ist. Mit Hilfe von GFP als Reporterprotein konnte die Nucleosid-
Diphosphat-Kinase aus Pyrobaculum aerophilum (Pedelacq et al., 2002) und das Genprodukt
Rv2002 aus Mycobacetrium tuberculosis (Yang et al., 2002; Yang et al., 2003) stabilisiert
werden, was die Rontgenstrukturanalyse dieser Proteine ermdglichte. Bei der Beurteilung der
Loslichkeit des Zielproteins durch die GFP-Fluoreszenz kann es zu falsch positiven
Artefakten kommen. So kann beispielsweise das Zielprotein durch intermolekulare
Wechselwirkungen das GFP-Chromophor beeinflussen (Cabantous et al. 2005) oder es kann
aufgrund von Proteolyse bzw. neu eingefuhrten ribosomalen Bindestellen zu einem stark
verkurzten Zielprotein kommen, dessen Ldslichkeit keinen Einfluss mehr auf die Faltung des
fusionierten GFP hat (Cabantous et al., 2008). Um solche Artefakte wéhrend des Screenings
zu vermeiden, wurde das GFP-Reportersystem in einigen Arbeiten abgewandelt. Hierbei
wurde das Zielprotein nur an einen Teil eines modifizierten Superfolder-GFPs (Pedelacq et
al., 2006) (AS 216-228) fusioniert und der Rest (AS 1-215) koexprimiert (,,Split-GFP*,
Cabantous et al. 2005; Cabantous & Waldo, 2006) oder das Zielprotein in das Superfolder-
GFP inseriert (Cabantous et al., 2008). Dadurch konnten intermolekulare Wechselwirkungen
bzw. artifizielle Verklrzungen, welche zu einer falsch positiven Erhéhung des Fluoreszenz-
Signals fuhren, ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von Pipettierrobotern wurde das Split-GFP
System soweit automatisiert, dass mit Hilfe von 96er-Well Platten bis zu 2304 Klone pro
Woche analysiert werden konnten (Listwan et al., 2009). Da in dieser Arbeit vorwiegend GFP

als Reporterprotein zur Anwendung kam, wird es im nachsten Kapitel ndher vorgestellt.
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1.4 Das grun fluoreszierende Protein (GFP) und seine Anwendungen

Das grun fluoreszierende Protein (GFP) wurde 1962 zum ersten Mal aus der Kristallqualle
Aequorea victoria (Abbildung 3a) isoliert (Shimomura et al., 1962). Im Jahre 1994 gelang die
Klonierung der cDNA, wodurch GFP molekularbiologischen und biochemischen
Anwendungen zuganglich gemacht werden konnte (Chalfie et al., 1994). GFP besteht aus 238
Aminosduren, besitzt ein Molekulargewicht von 28 kDa, und bildet als Tertidrstrukur ein (-
Fass aus elf antiparallelen B-Strangen (Abbildung 3b) (YYang et al., 1996).

Es absorbiert Licht maximal bei Wellenldngen von 395 nm (UV) oder 475 nm (blau),
woraufhin Licht mit einer Wellenldnge von Amax = 508 nm bzw. Amax = 503 nm (griin) emittiert
wird (Heim et al., 1994; Tsien, 1998). Die in der Tiefsee in absoluter Dunkelheit lebende
Qualle stellt das zur Anregung benétigte blaue Licht mit Hilfe des Photoproteins Aequorin
selbst her (Abbildung 3b) (Morise et al., 1974). Aequorin bindet kovalent das Luciferin-
Molekil Coelenterazin (Shimomura, 2005). Bei Bindung von Calciumionen erfolgt eine
Konformationsédnderung, woraufhin die kovalente Bindung zwischen Aequorin und
Coelenterazin gespalten wird, Coelenterazin unter CO,-Abspaltung zu Coelentaramid
abreagiert und Licht mit einer Wellenldnge von Amax =470 nm (blau) freigesetzt wird
(Shimomura, 2005).

Aequorin GFP

Abbildung 3: Die Biolumineszenz der Kristallqualle Aequorea victoria durch Aequorin und GFP.

a Die Biolumineszenz der Kristallqualle Aequorea victoria findet nur in einem schmalen, griin leuchtenden
Ring am Rand des Schirms statt, wo sich das GFP in sogenannten photophoren Zellen befindet (aus
Veith & Veith, 2005). b GFP (pdb 1gfl) emittiert grines Licht (Amax =503 nm) nach Anregung mit blauem
Licht. Dieses wird durch das Photoprotein Aequorin (pdb 1ej3) mit Hilfe von Ca®* und eines kovalent
gebundenen Coelenterazin-Molekiils erzeugt.

Bei GFP ist der Chromophor nicht wie bei Aequorin ein zusatzlich gebundenes Molekill,
sondern wird von einem Teil der Polypeptidkette selbst gebildet. So liegt im Zentrum des -
Fasses eine kurze a-Helix, in deren Mitte die Aminosduren Serin 65, Tyrosin 66 und
Glycin 67 durch eine autokatalytische Zyklisierungs-Reaktion ein  konjugiertes
Elektronenresonanzsystem ausbilden (Abbildung 4) (Cubitt et al., 1995; Tsien, 1998).


http://de.wikipedia.org/wiki/Coelenterazin
http://de.wikipedia.org/wiki/Coelenterazin
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Abbildung 4: Chromophor des GFP bestehend aus Ser65, Tyr66 und Gly67.

a Der Chromophor des GFP (pdb 1gfl) wird aus 3 Aminosduren gebildet, die im Inneren des elfstrangigen -
Fasses sitzen. In enhanced GFP (eGFP) ist Phe64 zu Leucin und Ser65 zu Threonin mutiert. b Mechanismus der
Chromophor-Bildung in GFP nach Cubitt et al. (1995). Der erste Ring des Chromophors (p-
Hydroxybenzylidenimidazolinon) wird durch eine autokatalytische Zyklisierung gebildet, wobei die
Amidgruppe von Gly67 die Carbonylgruppe von Ser65 nukleophil angreift und anschliefend H,O abgespalten
wird (= Imidazolinon). Durch O, wird die a-B-Bindung von Tyr66 unter Bildung von H,0, dehydriert, wodurch
die phenolische Seitenkette in  Konjugation mit dem Imidazolinonring gebracht wird. Das
Elektronenresonanzsystem (griin) kann in einer protonierten (neutrales Phenol) und deprotonierten (Phenolat-
Anion) Form vorliegen, was die beiden unterschiedlichen Anregungsmaxima von GFP erklért.

Zur molekularbiologischen und biotechnologischen Nutzung von GFP wurden zahlreiche
GFP-Derivate entwickelt, bei denen die Fluoreszenzeigenschaften und die Stabilitat des
Proteins variiert wurden (Tsien, 1998). So gibt es mittlerweile viele in ihrer Leuchtkraft
modifizierte Versionen des GFP, die eine erhohte Fluoreszenz aufweisen (,,enhanced GFP* =
eGFP: F64L+S65T) (Heim et al., 1995; Yang et al., 1996; Cormack et al., 1996; Patterson et
al., 1997) bzw. blau (,,BFP*: Y66H), gelb (,,YEFP“: F64L+S65G+T203Y) oder cyan (,,CFP*:
Y66W) leuchten (Shaner et al., 2007). Diese neuen GFP-Varianten koénnen fir FRET
(Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) -Experimente benutzt werden, bei denen die
Uberlagerung des Emissionspektrums einer GFP-Variante (z.B. CFP) mit dem
Anregungsspektrum einer anderen GFP-Variante (z.B. YFP) ausgenutzt wird (Tsien et al.,
1993). Ein Beispiel fur solche FRET-Experimente ist die Verwendung eines CFP-
Calmodulin-YFP Fusionsproteins als Ca**-Indikator. Hierbei kommt es nach Ca®**-Bindung
zur Anndherung von CFP und YFP, weshalb die Emission des Fusionsproteins nach
Anregung des CFP von cyan nach gelb umschlagt (Miyawaki et al., 1999).

Split-GFP- bzw. BiFC- (,,Bimolecular fluorescence complementation®) Systeme (Siehe 1.3.2)
werden bevorzugt zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen benutzt. Hierbei werden die
potentiellen Interaktionspartner mit sich ergdnzenden Halften von GFP fusioniert und nur bei
intakter Interaktion kann sich das fluoreszierende Protein rekonstituieren (Hu et al., 2002;
Hu & Kerppola, 2003; Hu et al., 2006; Barnard et al., 2008; Horvath et al., 2009).
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Modifizierte GFP-Derivate werden daneben auch vielfach in der Zellbiologie angewendet zur
Analyse von Genexpression (Chalfie et al., 1994) bzw. Gentransfer (Cheng et al., 1996;
Muldoon et al., 1997), zur Visualisierung von Proteinen, Zellkompartimenten bzw. Zell-
Transportvorgéangen (Yokoe & Meyer, 1996; Hanakam et al., 1996; DeGiorgi et al., 1996;
Straight et al., 1997; Presley et al., 1997; Grebenok et al., 1997) und zur Messung des
intrazellularen  pH-Wertes (Llopis et al, 1998) bzw. des Membranpotentials
(Siegel & Isacoff, 1997). Zur selektiven bzw. induzierbaren Markierung stehen auch
photoaktivierbare GFP-Derivate zur Verfiigung (Patterson et al., 2004; Haigh et al., 2007,
Baltrusch et al., 2008). Aufgrund der beschriebenen enormen Bedeutung des grun
fluoreszierenden Proteins flr die Molekularbiologie, Biochemie und medizinische Forschung
erhielten Osamu Shimomura, Marty Chalfie und Roger Tsien fir die Entdeckung und
Weiterentwicklung von GFP den Nobelpreis fiir Chemie 2008.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Variante von GFP verwendet, die u.a. die Austausche
von eGFP (F64L und S65T) (Heim et al., 1995; Yang et al., 1996; Cormack et al., 1996;
Patterson et al.,, 1997) tragt. Durch diese beiden Austausche erfolgt aufgrund der
Bevorzugung des Phenolat-Anions im Chromophor (Abbildung 4) eine Unterdriickung des
Anregungsmaximums bei 395 nm, wahrend das hoherwellige Anregungsmaximum eine
Rotverschiebung von 475 nach 488 nm erfahrt und die Fluoreszenz-Emission stark erhéht
wird (Heim et al., 1995; Cormack et al., 1996). So zeigt eGFP nach Anregung bei 488 nm
eine 30-fach stérkere Fluoreszenz als das wildtypische GFP, wobei das Emissionsmaximum
bei 507 nm liegt (Cormack et al., 1996). Die Fluoreszenz des eGFP kann somit optimal mit
einem Argonlaser angeregt werden, weshalb es sich sehr gut fir die Durchflusszytometrie
eignet (Cormack et al., 1996). Neben diesen Mutationen tragt die in dieser Arbeit verwendete
eGFP-Variante zusitzlich die sogenannten ,,Cycle-3“-Mutationen (F99S, M153T, V163A),
welche die Faltungseigenschaften von GFP bei 37 °C verbessern und die
Aggregationstendenz bei hohen Konzentrationen reduzieren (Crameri et al., 1996). Zusétzlich
ist der weit verbreitete, neutrale Aminosdurenaustausch Q80R enthalten, der bei der ersten
Klonierung durch einen PCR-Fehler eingefuhrt wurde (Chalfie et al., 1994). Die beschriebene
eGFP-Variante wurde in der vorliegenden Arbeit, wie in Kapitel 1.2.2 erldutert, als Reporter
fur die Stabilitat eines fusionierten Proteins in vivo benutzt, wobei die mit den verschiedenen
Konstrukten transformierten E. coli-Zellen mit Hilfe eines MoFlo® Zytometers analysiert und

sortiert wurden.
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1.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie bzw. FACS (Fluorecence activated cell sorting) — Analyse dient
zur quantitativen Hochdurchsatz-Analyse und -Sortierung von Zell-Populationen. Bei dieser
Technik kann je nach Gerét die Zellform und/oder die Fluoreszenz (bis zu 4 verschiedene
Laser zur Anregung) von mehreren Tausend Zellen pro Sekunde analysiert werden
(Ibrahim & van den Engh, 2007). Die Durchflusszytometrie hat breite Anwendung in der
Klinischen Forschung und Diagnostik gefunden, wie z.B. bei der CD4 T-Helferzell-
Bestimmung zur HIV-Diagnostik (Hengel & Nicholson, 2001; Mandy, 2004), der
Anreicherung von Stammzellen (Sasaki et al., 1995) oder der in vitro Fertilisation (Johnson et
al., 1993). Auch in der Zellbiologie gibt es zahlreiche FACS-Anwendungen, z.B. zur Analyse
des Zellzykluses (Schorl & Sedivy, 2007) oder der Apoptose (Hauptmann & Lehle, 2008). In
der angewandten Biochemie wird die Durchflusszytometrie zum Hochdurchsatz-Screening
bei der gelenkten Evolution von Enzymen (Aharoni et al., 2005; Mastrobattista et al., 2005;
Griswold et al., 2005; Griswold et al., 2006; Aharoni et al., 2006; Miller et al., 2006; Becker
et al., 2007; Lipovsek et al., 2007) oder Membranproteinen (Sarkar et al., 2008) mit
fluorogenen Substraten bzw. Liganden benutzt. Die Funktionsweise des in dieser Arbeit
benutzten MoFlo® Zytometers wird in 3.2.9 naher erl4utert.

1.6 Die humane Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (hPCSK?9)

Die familidre Hypercholesterindmie (FH) ist gekennzeichnet durch einen erhthten Spiegel an
Low-Density Lipoprotein (LDL) im Blutplasma. Dies fuhrt zu Ablagerungen von LDL-
Cholesterol in Geweben, Haut und Arterien, wodurch Arteriosklerose und friihzeitige
kardiovaskulare Erkrankungen gefordert werden (Goldstein & Brown, 2001). Die FH kann
vererbt werden, wobei mehrere molekulare Ursachen fiir die Storung des Lipid-Stoffwechsels
existieren. In sehr seltenen Fallen (< 1 von 10" Menschen) tritt eine autosomal, rezessive FH
auf. Diese wird durch mutierte Formen des Adaptor-Proteins ARH (autosomal rezessive
Hypercholesterindmie) hervorgerufen, welches an den cytoplasmatischen Schwanz der LDL-
Rezeptoren (LDL-R) bindet und die Anhdufung von LDL-R in Clathrin-umhillte Vesikel
organisiert (Abbildung 5) (Garuti et al., 2005). Im Gegensatz dazu ist die autosomal
dominante Form der FH (ADH) eine der h&ufigsten genetisch determinierten Krankheiten
uberhaupt (1 von 500 Menschen) (Goldstein & Brown, 2001), wobei mittlerweile drei
verschiedene Proteine identifiziert wurden, die fiir diese Form der FH verantwortlich sein
kdnnen. Bis 2003 konnten ca. 65 % bzw. 10 % aller ADH-Félle auf Mutationen im LDL-
Rezeptor (LDL-R) (Goldstein & Brown, 1973) bzw. in der Ligand-Bindungsdoméne des
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Apolipoproteins B100 (APOB) (Vega & Grundy, 1986) der LDL-Partikel zuriickgefiihrt
werden (Goldstein & Brown, 2001). Durch die von Abifadel et al. (2003) durchgefihrte
genetische Analyse von 23 ADH-anfélligen Familien, bei denen der Einfluss von LDL-R oder
APOB ausgeschlossen wurde, konnte die Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ9
(PCSKD9) als drittes ursachliche Protein fur ADH identifiziert werden. PCSK9 ist eine
Proprotein Convertase, die aus drei Doménen besteht (Pro-Domane, katalytische Domaéne, C-
terminale V-Domane), wobei die katalytische Domane verwandt ist zur Proteinase K
Subfamilie der Serin-Proteasen (Naureckiene et al., 2003). PCSK9 wird hauptséchlich in der
Leber, dem Darm, und in geringerem MaRe in der Niere, der Haut und im Gehirn exprimiert
(Seidah et al., 2003). Hierbei erfolgt die Expression im endoplasmatischen Reticulum (ER)
als 72 kDa grolRes Zymogen (Benjannet et al., 2004). Erst nach autokatalytischer,
intramolekularer Spaltung zwischen Pro- und katalytischer Doméne kann die Sekretion ber
den Golgi-Apparat erfolgen (Lagace et al., 2006), wobei die 14 kDa Pro-Doméne und die
restliche 63 kDa-Einheit weiterhin nicht-kovalent verbunden bleiben (Seidah & Prat, 2007,
Cunningham et al., 2007). Die Pro-Domane wirkt als Chaperon und ist fur die richtige

Faltung der katalytischen Doméne notwendig (Ikemura et al., 1987).
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Abbildung 5: Zellularer Signalweg von LDL, LDL-Rezeptoren und PCSK9 nach Lambert et al. (2008).
LDL-Partikel im Plasma binden Uber das Apoprotein B100 (APOB) an LDL-Rezeptoren (LDL-R) auf der
Cytoplasmamembran, welche tber ARH in Clathrin-umhillten Vesikeln organisiert sind. Nach erfolgter
Endocytose erfolgt der Abbau der LDL-Partikel zu freiem Cholesterol. Die LDL-Rezeptoren werden wieder an
der Zelloberflache exponiert (LDL-R Recycling). PCSK9 wird als Zymogen im ER exprimiert. Nach
autokatalytischer Spaltung zu einem selbst-inhibiertem Enzym, bei dem die Pro-Doméne nicht-kovalent an die
katalytische Doméne gebunden bleibt, erfolgt die Sekretion lber den Golgi-Apparat. PCSK9 bindet sowohl
intrazelluldr im Golgi als auch als sekretierter Faktor an LDL-Rezeptoren und dirigiert sie zum lysosomalen
Abbau. Familidre Hypercholesterindmie kann durch Mutationen in ARH (r) (autosomal rezessive Form) bzw. in
APOB (1), LDL-R (2) oder PCSK9 (3) (autosomal dominante Formen) hervorgerufen werden.
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Das prozessierte PCSK9 bindet an LDL-Rezeptoren im Golgi (Park et al., 2004) bzw. auf der
Plasmamembran (Lagace et al., 2006) und dirigiert sie zum lysosomalen Abbau (Abbildung
5). Der molekulare Mechanismus ist jedoch noch nicht im Detail verstanden.

PCSKO9 wirkt also sowohl intrazelluldr als auch als sekretierter Faktor (Lambert et al., 2009),
wobei die katalytische Aktivitat von PCSK9 auller bei der Auto-Prozessierung keine weitere
Rolle spielt (McNutt et al., 2007). So hat eine inaktive 63 kDa-Einheit, koexprimiert mit der
Pro-Doméne, den gleichen Einfluss auf den LDL-R - Abbau wie der Wildtyp (Li et al., 2007).
Die Bindung von PCSK9 an LDL-R erfolgt Calcium-abhangig Uber die katalytische Doméne
an die EGF-A Domane von LDL-R (Kwon et al., 2008).

Bisher wurden drei Rontgenkristallstrukturen des humanen PCSK9 (hPCSK?9) verdéffentlicht,
die alle die gespaltene und aus zwei nicht-kovalent verbundenen Ketten bestehende Form
zeigen (Abbildung 6a) (Cunnigham et al., 2007; Hampton et al., 2007; Piper et al., 2007).
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Abbildung 6: Aufbau von hPCSKO.

a hPCSK9 besteht aus einer Pro- (magenta), einer katalytischen (blau) und einer C-terminalen V-Domane
(grau). Autokatalytische Spaltung erfolgt zwischen Q152 und S153, wonach die Pro- und die katalytische
Doméne nicht-kovalent verbunden bleiben. Einige Bereiche des Proteins konnten in der Rontgenkristallstruktur
(pdb 2pmw) nicht aufgeldst werden (A168-175, A212-218, A448-451, A572-584, A660-669). b Schematischer
Aufbau von hPCSK9; SP: Signalpeptid; Die gekennzeichneten Mutationen in PCSK9 kdnnen zu einer erhdhten
(— LDL im Plasma steigt) oder einer erniedrigten (— LDL im Plasma sinkt) Aktivitat fihren (Lambert et al.,
2008). Mutationen bei denen unklar ist ob sie allein fur den beobachteten Phenotyp verantwortlich sein kénnen
sind grau dargestellt. Die katalytische Triade (D186, H226, S386) bzw. N317 (Ausbildung des Oxyanion-Lochs)
sind weill markiert. Die Positionen der Reste, welche H-Briicken zur EFG-A Doméne der LDL-Rezeptoren
ausbilden (S153, R194, D238, T377, F379) sind als m gekennzeichnet.

Die vier C-terminalen Reste (149-152) der Pro-Doméne ragen hierbei in die katalytische
Domaéne und blockieren den Zugang zum katalytischen Zentrum, wodurch es zur Selbst-
Inhibition der Protease-Aktivitdt kommt. Die C-terminale VV-Doméane bildet einen neuen
Faltungstyp, der aus drei symmetrischen, homologen Subdoménen (B-Sandwich aus 6

antiparallelen B-Strangen) besteht und durch insgesamt neun Disulfidbriicken stabilisiert wird.
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Es wurden mittlerweile zahlreiche Mutationen in hPCSK9 identifiziert, die sowohl
vermehrten (missense Mutationen — ,,gain-of-function®) als auch verringertem (nonsense
Mutationen — ,,loss-of-function®) Abbau von LDL-R zur Folge haben kénnen (Abbildung
6b) (Lambert et al., 2008). Aufgrund der dadurch erniedrigten bzw. erhdhten Anzahl an LDL-
Rezeptoren kommt es zu einem Anstieg bzw. Abfall des LDL-Spiegels im Plasma. Es konnte
in beiden Fallen die Verknupfung zwischen dem hPCSK9-Genotyp und ADH (Abifadel et al.,
2003; Allard et al., 2005; Cameron et al., 2008) bzw. einer erniedrigten Anfalligkeit flr
kardiovaskulare Erkrankungen (Cohen et al., 2005; Zhao et al., 2006) festgestellt werden,
wodurch die hohe klinische Relevanz des Proteins deutlich wird (Alborn et al., 2007).
Weitere in vivo Untersuchungen zeigten, dass die therapeutische Inhibition von PCSK9 eine
neue Strategie zur Bekampfung arteriosklerotischer Herz-Kreislauf-Erkrankungen darstellen
kann (Park et al., 2004; Graham et al., 2007; Chan et al., 2009).

1.7 Der humane Glucocorticoid-Rezeptor (hGR)

In der Medizin spielen Glucocorticoide eine sehr wichtige Rolle bei der gezielten Suppression
der Immunantwort und bei der Behandlung von akuten und chronischen Entziindungen
(Rhen & Cidlowski, 2005). Steroid-Hormone dieser Klasse und deren Derivate werden bereits
seit dem 19. Jahrhundert untersucht und gehdren heute zu den wichtigsten Medikamenten. So
erhielten 1950 Edward Kendall, Tadeusz Reichstein und Philip Hench fir ihre Studien tber
die Struktur und die physiologischen Effekte von Glucocorticoiden den Nobelpreis flr
Medizin. Die Wirkung dieser Steroid-Hormone begrindet sich auf die Bindung und
Aktivierung des Glucocorticoid-Rezeptors (GR). Dieser Hormon-Rezeptor kann direkt oder
indirekt zahlreiche Zielgene regulieren, die am Glucose-Stoffwechsel, der Zell-
Differenzierung, an inflammatorischen Prozessen und vielen anderen Signalwegen beteiligt
sind (Reichardt et al., 2000). So werden ca. 20 % aller exprimierten Gene in humanen
Leukozyten positiv oder negativ durch Glucocorticoide reguliert (Galon et al., 2002).
Mutationen im GR werden mit dem Cushing-Syndrom und verschiedenen Krebs-
Erkrankungen in Verbindung gebracht (Werner & Bronnegard, 1996). Daneben kann es zu
gewebeabhéangiger Glucococorticoid-Resistenz kommen, was chronische Entziindungs- oder
Autoimmunerkrankungen wie z.B. rheumatoide Arthritis, Osteoarthrose, Morbus Crohn,
Colitis ulcerosa oder Asthma zur Folge haben kann (Kino et al., 2003). Die Transkriptions-
Regulation durch den Glucocorticoid-Rezeptor kann Giber mehrere Mechanismen erfolgen, die
in Abbildung 7 dargestellt sind.
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Abbildung 7: Mechanismen der Transkriptionsregulation durch den Glucocorticoid-Rezeptor nach
Lu & Cidlowski (2006) und Heitzer et al. (2007).

GR liegt im Cytosol in einem Heterokomplex mit Hsp90, p23 und einem Tetratricopeptid Repeat Protein (TPR)
vor. Nach Bindung eines Glucocorticoids (rot) dissoziiert GR aus diesem Komplex ab und kann in den Nucleus
transloziert werden, wo es in unterschiedlicher Weise die Expression zahlreicher Gene positiv (1) oder negativ
(2) beeinflusst. 1a GR bindet als Homodimer an spezifische GRE (Glucocorticoid Response Elemente) -
Sequenzen in der Promotor-Region von Zielgenen und kann deren Transkription nach Rekrutierung zahlreicher
anderer  Faktoren  (Coaktivatoren, = Chromatin  Remodelling  Komplexe, Teile der basalen
Transkriptionsmaschinerie und Transkriptionsfaktoren) anschalten. 1b GR kann auch GRE-unabhéngig direkt
an Transkriptionsfaktoren (TF) binden und mit diesen synergistisch die Transkription aktivieren. 2a GR erkennt
auch negative GREs (nGRE) und verhindert die Transkription durch Verdrangung anderer Faktoren, wie z.B. des
TATA-Box bindenden Proteins (TBP). 2b GR kann direkt an manche Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-xB),
oder Coregulatoren (z.B. CREB-bindendes Protein CBP) binden und sie vom Promotor-Bereich absondern.
2c¢ Die Bindung von GR kann auch DNA-gebundene Transkriptionsfaktoren (z.B. OCT-1) inaktivieren.
Abkiirzungen: COX-2: Cyclooxygenase 2; CRH: Corticotropin-Releasing Hormon; GMCSF: Granulozyt
Makrophagen Colony Stimulating Factor; GnRH: Gonadotropin-Releasing Hormon; iNOS: induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase; IL: Interleukine; «B-E: «B-Erkennungssequenz; MKP-1: MAP Kinase
Phosphatase-1; OCT-1: Octamer Bindungs-Protein 1; POMC: Proopiomelanocortin; TF-E: Transkriptionsfaktor-
Erkennungssequenz; TNFo: Tumor Nekrose Faktor o; VEGF: Vaskuldrer Endothel Wachstumsfaktor.

Einerseits kann der aktivierte Glucocorticoid-Rezeptor die Transkription beeinflussen,
nachdem er Uber spezifische DNA-Bindestellen (Glucocorticoid Response Elemente = GRE)
direkt an die DNA gebunden hat. Hierbei kénnen positive (GRE) und negative (nGRE)
Response Elemente unterschieden werden, welche die Transkriptions-Aktivierung bzw. -
Hemmung durch GR induzieren. Andererseits kann der Glucocorticoid-Rezeptor (iber die
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren ebenfalls Einfluss auf die Genregulation
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nehmen, indem er deren Funktion unterstitzt oder stért (Kumar & Thompson, 2005). So geht
man davon aus, dass die entziindungshemmende Wirkung von Glucocorticoiden neben der
GR-induzierten Expression von anti-inflammatorischen Proteinen (Phen & Cidlowski, 2005)
vor allem durch die GR-vermittelte Repression von Nuklear-Faktor kB (NF-xB) und
Aktivator-Protein 1 (AP-1) an Promotoren pro-inflammatorischer Gene hervorgerufen wird
(Scheinman et al., 1995; Smoak & Cidlowski, 2004; Phen & Cidlowski, 2005).

Der  Glucocorticoid-Rezeptor  gehdrt  zur  Superfamilie  der  Ligand-aktivierten
Nuklearhormonrezeptoren (NHR). Wie alle Mitglieder dieser Superfamilie besteht GR aus
drei Domanen: N-terminale-Doméne (NTD), DNA-bindende Doméne (DBD) und Ligand-
bindende Doméane (LBD) (Heitzer et al., 2007). In Abbildung 8 ist der Aufbau der am
haufigsten vorkommenden Isoform des humanen GR (hGR) gezeigt (hGRa—A: 92 kDa).
Diese kommt in nahezu allen Gewebetypen und Zellen des Menschen vor. Daneben werden
allerdings auch noch zahlreiche andere Isoformen des Proteins durch alternatives Splicing des
fir hGR kodierenden Gens oder durch alternative Initiation der Translation gebildet. Diese
unterscheiden sich in ihren posttranslationalen Modifikationen, der Art ihrer Transkriptions-

Regulation und ihrer Haufigkeit in verschiedenen Gewebtypen (Lu & Cidlowski, 2006).

a
1 420 488 527 77
N NTD DBD H LBD C
AF-1 AF-2
b

LBD

Dexamethasonf\‘ Helix12 5
o \‘g\ [ Y

- Mifepriston

Abbildung 8: Aufbau der haufigsten Isoform des humanen Glucocorticoid-Rezeptors (hGRa-A).

a Schematische Darstellung der Doménen-Organisation von hGRa—A. NTD: N-terminale Doméne, DBD:
DNA-bindende Doméne, H: Hinge-Region, LBD: Ligand-bindende Doméne. In NTD und LBD sind Regionen
vorhanden (AF-1, AF-2), die fiur die Interaktion mit anderen Faktoren der Transkriptionsregulation
verantwortlich sind. b Roéntgenkristallstrukturen des DBD-Dimers (blau), ko-kristallisiert mit DNA (Cysteine
und gebundene Zn**-lonen der Zinkfinger-Motive sind gelb bzw. als graue Kugeln dargestellt) (pdb 1glu) und
der LBD, ko-kristallisiert mit Dexamethason und dem Coaktivator-Peptid TIF2, welches uber ein LXXLL-Motiv
an Helix 12 (= AF-2) bindet (pdb 1m2z). ¢ Strukturformeln des hGR-Agonisten Dexamethason bzw. des hGR-
Antagonisten Mifepriston.
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Die NTD von hGRa-A enthdlt einen stark negativ geladenen Bereich (,,AF-
1 = activation function-1 oder ,tau-1¢), der fir die Interaktion mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie und vielen anderen Transkriptionsfaktoren verantwortlich ist
(McEwan et al., 1993) und die wichtigste Aktivierungsregion von hGR darstellt (Giguere et
al., 1986; Dieken & Miesfeld, 1992). Die 3D-Struktur der NTD konnte bis jetzt noch nicht
gelOst werden, da AF-1 intrinsisch unstrukturiert ist (Dahlman-Wright et al., 1995). Man geht
davon aus, dass AF-1 eine potentiell helikale Struktur besitzt (Dahlman-Wright et al., 1995),
die erst dann ausgebildet wird, sobald die Bindung an andere Proteine der
Transkriptionsmaschinerie erfolgt, was zur spezifischen Transkriptionsregulation ausgenutzt
werden kann (AImlof et al., 1998; Warnmark et al., 2000; Kumar et al., 2004). Darlber
hinaus scheint die korrekte Faltung von AF-1 ebenfalls nach Bindung von hGR an DNA
induziert zu werden, was auch zur Regulation der hGR-Aktivitat benutzt werden konnte
(Kumar et al., 1999). Die DNA-bindende Domane von hGR enthalt acht Cysteine, die zwei
Zink-Fingermotive ausbilden, wobei der aminoterminale Zinkfinger verschiedene DNA-
Response Elemente unterscheiden kann und der carboxyl-terminale Zinkfinger eine wichtige
Rolle bei der Dimerisierung von hGR spielt (Hard et al., 1990; Luisi et al., 1991). Die DBD
ist mit der Ligand-bindenden Domane (ber eine kurze Hinge-Domane verbunden, die dem
Rezeptor erlaubt unterschiedliche Konformationen bezliglich der Domanen-Positionierung
anzunehmen (Tsai & O’Malley, 1994).

Die hochkonservierte C-terminale, Ligand-bindene Doméne (LBD) erfullt neben der
spezifischen Glucocorticoid-Bindung auch noch andere Aufgaben. So binden Hsp90 und
verschiedene Co-Chaperone an die Apo-Form der LBD im Cytosol, wodurch einerseits die
korrekte Faltung von hGR sichergestellt und andererseits eine Kernimport-Signalsequenz der
LBD maskiert wird. Erst nach Hormon-Bindung, dem die Abdissoziation des Hsp90-
Komplexes folgt, kann es somit zum Transport von hGR in den Zellkern kommen (Abbildung
7) (Savory et al., 1999). Desweiteren kann die LBD uber a-Helix 12 (,,AF-2* = activation
function 2) hormonabhédngig mit zusatzlichen Faktoren der Transkriptionsregulation
interagieren, wobei AF-1 synergistisch wirken kann (Beato & Klug, 2000). Nach Bindung
unterschiedlicher Glucocorticoide, wie z.B. Dexamethason (Agonist) oder Mifepriston (RU-
486) (Antagonist) (Abbildung 8c) wird die Konformation von AF-2 so verandert, dass sich
spezifische Faktoren, welche die Transkription aktivieren (Coaktivatoren) oder hemmen
(Corepressoren), anlagern konnen (Bledsoe et al., 2002; Kauppi et al., 2003). Die meisten
Coaktivatoren kénnen mit Hilfe sogenannter NR-Boxen, die ein konserviertes LXXLL-Motiv

enthalten, mit mehreren nuklearen Hormonrezeptoren interagieren (Heery et al., 1997). Jeder
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Coaktivator enthdlt mehrere NR-Boxen und die unterschiedliche Affinitdt zu den
verschiedenen NHRs wird zur Regulation der spezifischen Hormonantwort ausgenutzt
(Heitzer et al., 2007). Mittlerweile sind ca. 200 NHR-Coaktivatoren bekannt, welche die
Steroidhormonrezeptor-abhéngige Expression von Zielgenen durch eine Vielzahl an
Mechanismen unterstiitzen (Lonard & O’Malley, 2006). So konnen sie zum Beispiel die
Transkriptionsaktivierung verstarken, indem sie als Histon-Acetyltransferasen oder
Methyltransferasen ~ wirken ~ oder indem sie den  Rezeptor mit dem
Transkriptionsinitiationskomplex, anderen Transkriptionsfaktoren oder weiteren Histon-
modifizierenden Enzymen verbinden (Heitzer et al., 2007). Corepressoren kénnen ebenfalls
uber LXXLL-Motive an die LBD (Loinder & Sdderstrom, 2004) binden und sind in der Lage
die Transkriptionsaktivierung zu hemmen, indem sie Histon-Deacetylasen rekrutieren, deren
Aktivitat zu einer geschlossenen Chromatin-Struktur fihrt (Jones & Shi, 2003). Bisher sind
einige Rontgenkristallstrukuren der hGR-LBD gel6st worden, welche die isolierte Doméne
mit gebundenem Agonist (Dexamethason, Fluticason- Furoat, Amino-pyrazole-2,6-dichloro-
N-ethylbenzamidel oder Deacylcortivazol) und gebundenem Coaktivator-Peptid (TIF-2 oder
SRC-1) (Bledsoe et al., 2002; Biggadike et al., 2008; Madauss et al., 2008; Suino-Powell et
al., 2008) zeigen. Bis heute wird nur in einer Veroffentlichung die 3D-Struktur der hGR-LBD
mit gebundenem Antagonist (Mifepriston) beschrieben, wobei allerdings verschiedene
Kristallformen gezeigt werden, bei denen die wichtige Helix 12 unterschiedlich positioniert
ist (Kauppi et al., 2003).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Stabilitat und Loslichkeit mehrerer Proteine
verbessert werden, um sie nach Expression in E. coli mit héherer Ausbeute reinigen zu
konnen und ihre Kristallisationstendenz zu steigern.

In diesem Zusammenhang sollte zunéchst versucht werden, die Hydrophilie der Oberflache
von hPCSK®9 durch rationales Design gezielt zu erhdhen.

Im Mittelpunkt der Arbeit stand jedoch gelenkte Evolution zur Optimierung von hGR-LBD,
wobei eGFP als Faltungsreporter und Hochdurchsatz-FACS als Screening -System in der
Arbeitsgruppe etabliert werden sollten. Die Ergebnisse sollten zeigen, inwieweit sich dieses in
der Literatur beschriebene System fiir schwierig zu handhabende menschliche Proteine eignet
und durch welche Malinahmen auftretende Probleme erkannt und umgangen werden kénnen.
Daneben sollte die mit Hilfe der Chloramphenicol-Acetyltransferase als Reporterprotein

erfolgte Stabilisierung eines kinstlich hergestellten (Ba)s-Barrel Proteins weitergefuhrt
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werden (Seitz, 2006). Dazu sollten vorteilhafte Mutationen kombiniert werden, um die
Kristallisation und die Rontgenstrukturanalyse des Proteins zu ermdglichen. Die
durchgefuhrten Experimente und Ergebnisse dieses Teilprojekts der Dissertation sind in zwei
Publikationen dokumentiert (Seitz et al., 2007; Hocker et al., 2009), welche im Anhang (7.8)

angefugt sind.
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2 Material

2.1 Gerate

Abbé Refraktometer
Autoklaven
Miinchen 25
VE-40
Brutschranke
Chromatographieanlagen:
AKTA™ basic better
AKTAT™ purifier 10
FPLC LCC-501 plus
HPLC Agilent 1200
verwendete Saulen:
HisTrap HP 5 ml
HisTrap FF Crude 1 ml
GSTrap FF 5 ml
Superdex 75 HR 10/30
Superdex 200 pg HiLoad 16/60
Superdex 200 pg HiLoad 26/60
Poroshell C8 (2.1x50 mm)
Cell Densitiy Meter Ultrospec 10

Circular Dichroismus Spektropolarimeter J-815

Computer
Elektroporator 2510

Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)

MoFlo® Zytometer mit Cyclone Sortiereinheit
und Coherent Enterprisell Laser

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M

Fluoreszenz-Spektrometer Cary Eclipse

Gasbrenner Gasprofi 2SCS

Gefrierschrank -80 °C

Gefrierschrank -20 °C

Gelelektrophoresekammern:
Agarose-Elektorphorese-Apparatur

Carl Zeiss, Jena

MMM, Minchen
SYSTEC GmbH, Wettenberg
BINDER GmbH, Tuttlingen

GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
Agilent Technologies

GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
Agilent Technologies

GE HEALTHCARE, Minchen
JASCO GmbH, GroR-Umstadt
Dell Optiplex Systems
EPPENDORF, HAMBURG

DAKO CYTOMATION, Fort Collins,
USA

CARL ZEISS AG, Jena

VARIAN, Darmstadt

WLD Tec GmbH, Géttingen
MDF-U72V, SANYO, Tokyo, Japan
LIEBHERR, Nussbaumen

HOEFER Pharmacia Biotech, USA
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SDS-Elektrophoresekammer
Mighty Small Il

Multi Gel Caster Gelgiel3stand

Glaspipetten & Glaswaren

Hamilton Mikroliterspritze, 25 pl
Heizblock-Thermostat HBT-2 131
Inkubationsschiittler:

GFL 3033

Certomat H

Certomat BS-1
Kihlschrank Privileg de luxe (8 °C)
Magnetruhrer:

MRO, MR2000

MR1, MR3001 (beheizbar)
Microliterpipetten: Research 10, 100, 1000
Mikrowelle HMT 842C
Multi-Doc-It Digital Imaging System
Netzgeréte:

Power Supply EPS 301

Power Pack P25
PCR-Gerdéte:

Mastercycler personal

Mastercycler gradients
Peristaltikpumpe Miniplus 2
pH-Meter inolab Levell
Pipettus-accu
Potter-Homogenisator
Quarzkivetten:

101-QS (Schichtdicke 10 mm)

105-QS (Schichtdicke 10 mm)

21/Q/1/CD (Schichtdicke 1 mm)
Schutteltisch Rocking Platform

HOEFER Pharmacia Biotech, USA
GE HEALTHCARE, Miinchen
SCHOTT, Mainz

FISCHER SCIENTIFIC, Schwerte
NOVOGLAS, Bern, Schweiz
HAMILTON, Bansduz, Schweiz
HLC, Bovenden

GFL, Burgwedel

BRAUN Biotech, Melsungen
BRAUN Biotech, Melsungen
PRIVILEG, Firth

HEIDOLPH, Kehlheim
HEIDOLPH, Kehlheim
EPPENDORF, Hamburg
BOSCH, Nirnberg
UVP Inc., USA

GE HEALTHCARE, Miinchen
BIOMETRA, Gottingen

EPPENDORF, Hamburg

EPPENDORF, Hamburg

GILSON Medical Electronics, Frankreich
INOLAB, Weilheim

HIRSCHMANN, Laborgerate, Eberstadt
B. Braun, Melsungen AG

HELLMA GmbH & Co. KG, Millheim
HELLMA GmbH & Co. KG, Millheim
Starna GmbH, Pfungstadt
BIOMETRA, Gottingen
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Uberkopfrotierer Eurostar digital
Ultrafree-20 Nanopore-Wasser-Anlage
Ultraschallgerat Branson Sonifier 250D
UV-Leuchttisch Reprostar
UV-Vis Spektralphotometer Cary 100 Bio
UV-Vis Spektralphotometer V650
UV-Vis Biophotometer
Vakuumpumpe ME 2C
Vortex Genie 2
Waagen:

MC1

SI-114
Wasserbad 1003

WetBlot Western-Blot Apparatur
PerfectBlue Tank-Elektroblotter

Zentrifugen:
Centrifuge 5810R
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5415R
Sorvall RC 2B, 5C plus
mit SS34- bzw. GS3-Rotoren

2.2 Verbrauchsmaterialien

AlignFlow, Plus flow cytometry alignment
beads for 488 nm excitation, 6 um

Dialyseschlauch: Visking, Typ 27/32, 14 kDa
Einwegspritzen Omnifix® 2 ml, 5 ml und 60 ml
Elektroporationskiivetten 2 mm

Faltenfilter

Filterpapier

Konzentratoren:

Amicon Ultra 4 bzw. 15 (mwco: 10 kDa)
Kunststoffkivetten: ¥ Mikrokuvetten
Kunststoffréhrchen:

15 ml, 50 ml

IKA Labortechnik AG

MILLIPORE, Eschborn
HEINEMANN, Schwébisch Gmiind
CAMAG Chemie Erzeugnisse, Berlin
VARIAN, Darmstadt

JASCO GmbH, GroR-Umstadt
EPPENDORF, Hamburg
VACUUMBRAND, Wertheim
SCIENTIFIC IND., Bohemia, USA

SARTORIUS, Gottingen

DENVER INSTRUMENT, Géttingen
GFL, Burgwedel

Peglab, Erlangen

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
DU PONT Instruments, Bad Homburg

INVITROGEN Molecular Probes,
Carlsbad, USA

ROTH GmbH +Co, Karlsruhe
BRAUN Biotech, Melsungen
PEQLAB, Erlangen
MACHEREY-NAGEL, Diiren
Whatman, Maidstone, England

Millipore, Bedford, USA
Sarstedt, Nimbrecht

SARSTEDT, Niimbrecht
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Falcon 15 ml bzw. 50 ml Becton Dickinson, Franklin Lakes,

USA

Latex-Handschuhe Sempermed SEMPERIT Technische Produkte
GmbH, Wien, Osterreich

Membranfilter ME24 @47 mm; 0,2 um SCHLEICHER&SCHUELL, Dassel

Nitrocellulosefilter (@13 mm;Cat#:VSWP01300) MILLIPORE, Eschborn

NAP5, NAP10 und NAP25 Sdulen GE HEALTHCARE, Miinchen

Nickel-Sepharose GE HEALTHCARE, Miinchen

Nitril Untersuchungshandschuhe VWR, Leuven, Belgien

Parafilm ,,M* Laboratory Film PECHINEY, Plastic Packaging,
Menasha, USA

Pasteurpipetten HIRSCHMANN, Ebermannstadt

PCR-GefélRe 0,2 ml PEQLAB, Erlangen

Petrischalen 150/25 und 94/16 GREINER bio-one, Nurtingen

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl SARSTEDT, Nimbrecht

PVDF Membran Immobilon —P Millipore, Bedford, USA

ReaktionsgefaRe 1,5 ml und 2 ml ROTH, Karlsruhe

Reaktionsgefalie mit Schraubdeckel 2 ml SARSTEDT, Nimbrecht

Rontgenfilme Fuji Super RX FujiFilm, Dusseldorf

Spritzenfilter PorengréfRe 0,22 um, 0,45 um RENNER GmbH, Daunstadt

2.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien besalRen den hochstmdglichen Reinheitsgrad und wurden von

folgenden Firmen bezogen:

AMERSHAM PHARMACIA Biotech (Freiburg)
B10101 Inc. (Carlsbad, USA)
BIORAD LABORATORIES (Minchen)
BIOZYM (Hess. Oldendorf)
BOEHRINGER MANNHEIM (Mannheim)
DIFCO (Dreieich)
FLUKA (Neu-Ulm)
GERBU Biotechnik GmbH (Gailberg)
GIBCO/BRL (Eggestein)

MERCK (Darmstadt)
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LUCERNA-CHEM AG
NATIONAL DIAGNOSTICS
OXOID

RIEDEL-DE HAEN

ROCHE DIAGNOSTICS
ROTH

SERVA

SIGMA-ALDRICH

2.4 Kits

Biorad-Losung fiir Bradford Test
Gel Filtration Calibration Kit
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

NucleoBond®PC100/500 DNA-Extraction Kit

NucleoSpin®Extract II
SuperSignal West Pico Kit

X-Cell SureLock™ Mini Cell
NuPAGE® Novex Bis-Tris Gele (4-12 %)

Instant Blue SDS-Gel Farbelésung

2.5 Enzyme
DNase |

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

DNA-Polymerasen:
Pwo-DNA-Polymerase
GoTaq® DNA-Polymerase

Thrombin (from bovine plasma)

2.6 Antikorper

Anti-GFP Antikorper mouse monoklonal
11E5 (A11121)

Peroxidase-konjugierter anti-mouse 1gG
NA931VS

(Luzern, Schweiz)
(Simerville, NJ, USA)
(Wesel)

(Seelze)

(Mannheim)
(Karlsruhe)
(Heidelberg)

(Deisenhofen)

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

MBI FERMENTAS, St.-Leon-Rot

MACHEREY-NAGEL, Diiren
MACHEREY-NAGEL, Duren
Pierce, USA

Invitrogen, Carlsbad USA

Expedeon, Lucerna-Chem AG

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
PROMEGA, Mannheim
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

MolecularProbes, Invitrogen

GE Healthcare, Minchen
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2.7 Bakterienstamme

E. coli DH5a (Hanahan, 1983)

F, endAl, hsdR17 (rmy), supE44, thil, recAl, gyrA (Nal"), relAl, A(lacZYA-argF)
U169, ®80, lacZAM15

E. coli 5aa (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)

fhuA2, A(argF-lacZ)U169, phoA, ginVv44, ®80, A(lacZ)M15, gyrA96, recAl, relAl,
endAl, thi-1, hsdR17

Bei diesen Zellen handelt es sich um ein E. coli DH5a Derivat. Durch die Deletion des Gens
fhuA2 fehlt der Eisen-Hydroxamat-Aufnahme-Rezeptor auf der Zelloberflache, was
verhindert, dass der Bacteriophage T1, der an diesen Rezeptor bindet, die Zellen beféllt.

Somit sind diese Zellen resistent gegen T1-Phagen.

E. coli XL.1 Blue MRF’ (Stratagene)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F
proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tet')]

In XL1 Blue MRF’ Zellen sind alle in E. coli K12 bekannten Restriktionsendonucleasen auf

Genomebene inaktiviert.

E. coli Turbo (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
F', proA™B*, lacl?, A(lacZ)M15/fhuA2, A(lac-proAB), ginV, gal R(zgbh-210::Tn10), Tet®,
endAl, thi-1, A(hsdS-mcrB)5

E. coli Turbo Zellen sind wie E. coli 5a-Zellen T1-phagenresistent. Diese Resistenz ist mit
einem langsameren Zellwachstum verbunden. Dieser Nachteil wird bei E. coli Turbo Zellen
kompensiert, wodurch sie innerhalb von 8 h bei Inkubation bei 37 °C sichtbare Kolonien

bilden kdnnen.

E. coli BL21 (DE3) (Studier & Moffat, 1986)
hsdsS, gal, [icl, ts857, cndl, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl]

Diese Zellen tragen auf ihrem Chromosom ein Gen fur die T7 RNA-Polymerase, die zur
Genexpression im pET-System verwendet wird (Abbildung 9).
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E. coli T7 Express (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
fhuA2 lacZ::T7genel lon ompT gal sulA1l dem R(zgb-210::Tn10--Tet®) endA1 A(mcrC-
mrr)114::1S10 R(mer-73::miniTn10-- Tet®)2
Bei diesen Zellen handelt es sich um ein E. coli BL21(DE3) Derivat. Durch die Deletion des
Gens fhuA2 fehlt der Eisen-Hydroxamat-Aufnahme-Rezeptor, wodurch diese Zellen resistent
gegen den Bacteriophagen T1 sind. Zusétzlich enthalten die Zellen eine Tetrazyklin-

Resistenz.

2.8 Vektoren

2.8.1 pET-Vektoren

Gene, die in die multiple Klonierungsstelle (MCS) von pET-Vektoren (NOVAGEN, plasmid
for expression by T7 RNA Polymerase) eingefugt wurden, werden durch die RNA-Polymerase
des Phagen T7 (Studier et al., 1990) transkribiert. Die Expression der Gene erfolgt in
speziellen E. coli-Stdammen, die eine chromosomale Kopie der T7 RNA-Polymerase besitzen
(Abbildung 9). Die Expression des T7 RNA-Polymerasegens erfolgt unter der Kontrolle eines
lacUV5-Promotor-Operators und wird durch die Zugabe von Isopropyl-p-D-
Thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert. Das zur Unterdriickung der Expression erforderliche
Gen fur den lac-Repressor (lacl) liegt auf dem Plasmid und wird konstitutiv exprimiert.

IPTG

®

Bakterielle RNA-Polymerase
des Wirtes
@ lac R(,'m SSOF
\ ‘\ kloniertes Gen

-

I: u,P 'O T7 Polymerase Gen

Wirtsgenom \

Abbildung 9: Schematische Darstellung des pET-Expressionssystems.
P/O: Promotor und Operator

+/- . Aktivierung /Repression von Expression

res: Antibiotikum-Resistenz vermittelndes Gen

lacl

res
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2.8.1.1 pET21a(+)

. . 1\8‘.«\'\"\:@9 < RO e e

Der pET2la(+)-Vektor ist so konstruiert, dass 1 3G e e
: ) : 34L -
unmittelbar ~ stromabwérts  der  multiplen :
Klonierungsstelle sechs Histidin-Codone liegen

(Abbildung 10). Das hergestellte Protein tragt bla

dadurch C-terminal einen Hexahistidin (Hisg) - pET-21a(+) .

(5443bp) »
Tag, der eine Aufreinigung durch Metallchelat- ’ i
Affinitatschromatographie erméglicht. Nach der

] g P 9 . pBR3220rl\/
Transformation mit dem pET21a(+)-Vektor wird et
mittels der enthaltenen Ampicillin-Resistenz (bla)

] ) ] Abbildung 10: PpET-2la(+) mit
auf plasmidenthaltende E.coli-Zellen selektiert. multipler Klonierungsstelle (MCS).

2.8.1.2 pER Vektoren

pER-Vektoren basieren auf dem pET24a(+) Vektor, der bis auf ein unterschiedliches
Antibiotika-Resistenzgen (kan statt bla) identisch zum pET21a(+)-Vektor ist (Abbildung 11).
Die pER-Vektoren unterscheiden sich allerdings von pET24a(+) und untereinander durch ihre
multiple Klonierungsstelle, wobei verschiedene Fusionskonstrukte kodiert werden, sobald ein
Gen zwischen die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl eingefligt wird. Die pER-Vektoren
pER13a, pER13b, pERN7 und pER14 wurden von Dr. Ralf Thoma (Hoffmann-La Roche,
Pharma Research Discovery, Basel) konstruiert und zur Verfligung gestellt. pER13cat wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstellt. Bei pER13a, pER13b, pER14 und pER13cat wurde die
multiple Klonierungsstelle auf zwei Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Ndel und Notl
reduziert. Zwischen den beiden Schnittstellen wurden Stoppcodone eingebracht, die jedes der
drei moglichen Leseraster abdecken. Zusétzlich kommt es aufgrund einer Deletion zwischen
den beiden Restriktionsschnittstellen zu einer Leserasterverschiebung. Diese Deletion wird
beim Einfligen des jeweiligen Zielgens durch eine zusatzliche Base zwischen dem Ende des
Gens und der Notl-Schnittstelle kompensiert (im Rahmen dieser Arbeit wurde am 3’°-Ende der
verwendeten Gene ein Guanin eingefuigt). Dadurch erfolgt eine Synchronisation des
Leserasters des Zielgens mit dem Reportergen, das auf die Notl-Schnittstelle folgt. Durch die
Stoppcodone und die eingefiigte Deletion soll bei pER13a, pER13b und pER13cat die
Expression des stromabwarts fusionierten Reporter-Gens ohne eingefuigtes Zielgen verhindert
werden. Bei pERN7 liegt eine andere multiple Klonierungsstelle ohne diese Eigenschaften
vor (Abbildung 11c).
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Noel_Nor Multiple Kloni tell
2 3 ) ultiple Klonierungsstelle
«1\3‘«\6\ pER13a 5 m egfp 3 pER13a, pER13b, pER14 und pER13cat

3 A @ < Linker
‘ V\o\ W° o * <1 4l

Ndel Notl

. i 5 el Ndel Notl
3 pER13b 5 mcs 3" 5/ ~CATATGTGTTAACTGAGTAGGCGGCCGC-3’
His, Linker M C *
cC VvV N
Ndel Notl VvV L T N *
pER14 5@[]_3-
His,
pER lacl Ndel Notl [T Multiple Klonierungsstelle
1(714-1793) pER13cat 5 — mcs 3 pERN7 0%
Linker
Ndel Notl
. per - >
bl His,  Thrombin- His,

Schnittstelle

Abbildung 11: pER-Vektoren.

a Allgemeiner Aufbau der pER-Vektoren (pET24a(+)-Derivate).

b 5°-und 3°-Umgebung der multiplen Klonierungsstelle bei den verschiedenen pER-Vektoren.

¢ Die multiple Klonierungsstelle von pER13a, pER13b, pER14 und pER13cat beinhaltet neben einer
Verschiebung des Leserasters zusatzlich in jedem Leserater ein Stoppcodon. Die kodierte Aminosauresequenz
jedes Leserasters beginnend beim ATG der Ndel-Schnittstelle ist bis zum jeweiligen Stoppcodon unterhalb der
DNA-Sequenz gezeigt. Die multiple Klonierungsstelle von pERN7 weist diese Eigenschaften nicht auf.

2.8.1.2.1 pER13a und pER13b

Im pER13a-Vektor (6003 bp) folgt auf die Notl-Schnittstelle eine fur dreizehn Aminosauren
kodierende Linkerregion (GGRAGSAAGSGEF, nach Waldo et al., 1999) und anschlieRend
das Gen fiir eine eGFP (enhanced green fluorescent protein) — Variante (Abbildung 11b). Das
verwendete eGFP unterscheidet sich von GFP aus der Qualle Aequoria victoria durch einen
neutralen Aminoséurenaustausch (Q80R, Chalfie et al., 1994), die ,,Cycle-3- (F99S, M153T,
V163A; Crameri et al., 1996) und die ,,eGFP*“-Mutationen (F64L, S65T; Cormack et al.,
1996), welche die Stabilitat und die Fluoreszenz-Intensitat erhéhen (siehe 1.4). Zudem wird
die Fluoreszenz von eGFP nicht wie die von GFP bei 396 nm maximal angeregt, sondern bei
488 nm, was der Wellenldnge des emittierten Lichts des Argonlasers des verwendeten
MoFlo® Zytometers entspricht. Der pER13b-Vektor (6062 bp) entspricht im Aufbau und in
der Funktion dem pER13a-Vektor mit dem Unterschied, dass vor der Ndel-Schnittstelle ein
Hisg-Tag eingefiigt wurde.

2.8.1.2.2 pER14
Der pER14-Vektor ist in gleicher Weise konstruiert wie der pER13a-Vektor. An die Notl-

Schnittstelle schlieft sich jedoch ohne Linker direkt die kodierende Sequenz fir einen Hisg-
Tag an (Abbildung 11b). Dieser Vektor dient dazu, Gene aus dem pER13a-, pER13b- oder
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pER13cat-Vektor tiber einen Ndel/Notl-Restriktionsverdau direkt umklonieren zu kénnen und
damit vom Fusionspartner zu trennen. Anschlielend kann die Herstellung des Genprodukts
ohne Fusionsprotein und die Reinigung uber einen C-terminalen Hisg-Tag erfolgen.

2.8.1.2.3 pER13cat

Der pER13cat-Vektor ist ebenfalls in gleicher Weise konstruiert wie der pER13a-Vektor.
Nach der Notl-Schnittstelle folgt jedoch eine fiir acht Aminoséuren kodierende Linkerregion
(GGRLEAAR, nach Maxwell et al., 1999) und anschlieBend das Gen fur die
Chloramphenicol-Acetyltransferase (cat) (Abbildung 11b). Dieser Vektor dient dazu, Gene
aus pER13a tber einen Ndel/Notl-Restriktionsverdau direkt so umzuklonieren, dass sie an cat

fusioniert vorliegen.

2.8.1.2.4 pERNY

Der pERN7-Vektor unterscheidet sich in seiner multiplen Klonierungstelle von den anderen
pER-Vektoren (Abbildung 11b). Diese beinhaltet keine Verschiebung des Leserasters, da
dieser Vektor nicht fur Selektions- oder Screening-Methoden verwendet wird. Das Uber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl eingefiigte Gen wird 3‘-terminal an die kodierende
Sequenz fir einen Hisg-Tag und die Glutathion-S-Transferase (Hiss-GST) fusioniert. Bei allen
in dieser Arbeit klonierten pERN7-Konstrukten wurde am 3‘-Ende des Zielgens ein Stopp-
Codon eingefiihrt, wodurch das durch pERN7 hergestellte Fusionsprotein keinen zusatzlichen
C-terminalen Hisg-Tag aufweist. Das Hisg-GST-Fusionsprotein bindet sowohl an Glutathion-
Sepharose- als auch Metallchelat-Séulen mit hoher Affinitat. Zwischen Hisg-GST und dem
Zielprotein befindet sich die Erkennungssequenz fiir die spezifische Protease Thrombin,

wodurch Hisg-GST nachtréglich vom Zielprotein abgespalten werden kann.
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2.8.2 Konstitutive Expressionsvektoren

2.8.2.1 pTNA

Der pTNA-Vektor (Abbildung 12) ist eine Variation des
pDS56/RBSII-Vektors (Bujard et al., 1987; Stiber et al.,
1990). Die T5 Promotor und lac-operator Sequenzen wurden
(-30)-(-10)-Region  des
Tryptophanase-Operons (Ptna) von E. coli ausgetauscht,

gegen  die Promotors  des
welcher zu einer schwachen konstitutiven Expression fihrt
(Merz et al., 2000). Die Klonierung erfolgt in der Regel tber
die Sphl- und Hindlll-Schnittstellen. Der pTNA-Vektor
vermittelt Ampicillin-Resistenz aufgrund eines funktionellen
bla-Gens. Der Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Yanofsky
(Stanford University, USA) zur Verfiigung gestellt.

2.8.2.2 pTNAl3a

Ecor| Sphl Hindlll

bla

Col E1ori

Abbildung 12: pTNA-Vektor.

Bei pTNA13a handelt es sich um einen pTNA-Vektor, dessen multiple Klonierungsstelle
(plus Linker und egfp-Gen) identisch zu pER13a (Abbildung 11b) ist, wobei allerdings die

Ndel-Schnittstelle durch eine Sphl-Restriktionsschnittstelle ersetzt ist. Einfligen eines Gens

uber die Schnittstellen Sphl und Notl fuhrt demnach zur schwach konstitutiven Expression

des mit egfp fusionierten Gens.

2.8.2.3 pHCE-11B

Der pHCE-IIB Vektor
kommerziellen pUC19-Vektors (FERMENTAS),
wobei der induzierbare lacZ-Promotor durch den

ist ein Derivat des

stark konstitutiv exprimierenden HCE Promotor
pUC origin

des D-AAT Gens aus Geobacillus toebii ersetzt %"

wurde (Poo et al., 2002). Dieser ermdglicht im
Gegensatz zum pET-System eine Uberexpression
rekombinanter Proteine ohne Induktion. Die e

Klonierung des Zielgens erfolgte in der Regel

N

HCE promotor 4 N
2 ¢ TS %

(1-222) > [§\\ (\b 286-710)

pHCE-IB
(3753bp)

(1710-2567)

rrmbT1T2 terminator

| -3

Abbildung 13: pHCE-IIB Vektor mit

Uber die Ncol- und Hindlll-Schnittstellen

multipler Klonierungsstelle.
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(Abbildung 13). Die Selektion plasmidtragender E. coli Zellen erfolgt Gber eine Ampicillin-
Resistenz, die durch Expression des bla-Gens ausgepragt wird. Der Vektor wurde
freundlicherweise von Dr. Moon Hee Sung (BIOLEADERS CORPORATION, Daejeon,

Korea) zur Verfiigung gestellt.

2.8.2.4. pHCE13a

Bei pHCE13a handelt es sich um einen pHCE-11B-Vektor, dessen multiple Klonierungsstelle
(plus Linker und egfp-Gen) identisch zu pER13a (Abbildung 11b) ist, wobei allerdings die
Ndel-Schnittstelle durch eine Ncol-Restriktionsschnittstelle ersetzt ist. Einfligen eines Gens
uber die Schnittstellen Ncol und Notl fiihrt demnach zur stark konstitutiven Expression des

mit egfp fusionierten Gens.

2.8.3 pCFN1

Der Vektor pCFN1 (Maxwell et al., 1999) wurde so P,. Bgll  Xbal

konstruiert, dass ein in die Klonierungsstellen Bglll 5 | ATGIEE AT
His, FLAG | Linker

und Xbal eingefiigtes Gen mit der stromabwarts CpiEpel  Smbarsesin

kodierten Chloramphenicolacetyltransferase  Abbildung 14: Multiple

.. . . . ] Klonierungsstelle von pCFN1.
fusioniert wird. Das eingesetzte Gen wird durch eine

fir acht Aminosauren kodierende Linkerregion

(GGRLEAAR) mit cat verbunden. Zwischen dem Insert und dem cat-Gen liegt zusatzlich ein
amber-Stopcodon (Abbildung 14). Dadurch ist es mdglich, in einem amber-Suppressorstamm
das Fusionsprotein herzustellen, wahrend in einem anderen Stamm die Expression nach dem
einklonierten Gen abbricht. N-terminal wird das Fusionsprotein mit einem Hisg-Tag und
einem FLAG-Epitop zum Antikorpernachweis versehen. Der pCFN1-Vektor enthalt einen
starken, durch IPTG induzierbaren Promotor Py, pBR322 wund Phagen f1

Replikationsurspriinge, ein Ampicillinresistenzgen (bla) und ein lacl-Gen.
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2.9 Oligodesoxyribonukleotide

Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen sind unterstrichen. Bei Mutationsprimern

sind diejenigen Basen, die von der Originalsequenz abweichen, blau markiert. Wurde ein

Primer von Dritten zur Verflgung gestellt, erfolgt die Angabe der Person in Klammern.

2.9.1 Vektorspezifische Amplifikations- und Sequenzierungsprimer

T7 Promotor

T7 Terminator

CyRI

CyPstl

PERN7up

5’pER13

3’pER13

pCFNup

pCFNdown

5’pUC

3’pUC-Ersatz

88-69 bp upstream des Startcodons von pET21a(+)
5’- TAATAC GAC TCA CTATAG GG -3’

59-77 bp downstream des Stoppcodons von pET21a(+) bzw.
112-130 bp downstream der Notl-Schnittstelle von pERN7
5’- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3’

137-117 bp upstream des Startcodons des pTNA- und
pTNA13a-Vektors
5’-TCACGAGGCCCTTTCGTCTT -3¢

110-132 bp downstream des Stoppcodons des pTNA-Vektors
5’-TCG CCAAGCTAGCTTGGATTCT -3’

141-171 bp upstream des Startcodons des pERN7-Vektors
5-TTCCCAAAATTAGTT TGT TTT AAA AAA CGT -3’

114-134 bp bzw. 173-193 bp upstream des Startcodons des
pER13a-, pER13cat-, pER14- bzw. pER13b-Vektors
5’-CCA CGATGC GTC CGG CGT AG -3’

103-127 bp downstream der Notl-Schnittstelle der pER13a-,
pPER13b-, pTNA13a- und pHCE13a-Vektoren
5’-CAC CTT CAC CCT CTC CAC TGA CAG -3’

112-92 bp upstream des Startcodons des pCFN1-Vektors
5’- AAC GGT TCT GGC AAATAT TC -3¢

28-47 bp downstream des amber-Stoppcodons des pCFN1-
Vektors bzw. 159-178 bp downstream der Notl-Schnittstelle des
pER13cat-Vektors

5>-TGGTTATAG GTACATTGA G -3’

260-284 bp upstream des Startcodons des pHCE-11B- bzw.
pHCE13a -Vektors

5’- AGC GGA TAACAATTT CAC ACA GGA -3’

(A. Lochner)

234-262 bp downstream des Stoppcodons des pHCE-IIB -
Vektors

5’-TTG ATG CCT GGC AGT TCCCTACTCTCGC -3’
(A. Lochner)
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2.9.2 Primer zur Herstellung neuer Fusionsvektoren

5’cat(Notl)

3’cat(Xhol)

5’N-eGFP(Ncol)

5°N-eGFP(Sphl)

3°C-eGFP(HindlIl)

5’pER13a_GSG

3’pER13a_GSG

5‘- GAC AAG GGC GGC CGC CTA GAG GCC GCT CcGC
GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT ACCACCGTT
G-3

5’-CAGTCACTC GAGTCATTACGC CCCGCCCTG
CCACTCATC-¥

5‘- ATACCA TGG GTT AAC TGA GTA GGC GGC CGC
G -3¢ (J. Claren)

5- AGC TGC ATG CGT TAA CTG AGT AGG CGG CCG
CGC T -3¢ (J.Claren)

5- ATG CGA AGCTTATTT GTA GAG CTC ATC CAT
GCC ATG TGT -3¢ (J. Claren)

5’- AAA AGG GAT CCG GTA AAG GAG AAG AACTTT
TCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG -3¢

5-CTTCTCCTT TAC CGG ATC CCT TTT GAT GAA
ACAGAAGTTTTTTGATATTTCCATTTG -3’

2.9.3 Primer zur Amplifikation von hkas und tmhisF

5’hkas(Ndel)

5’hkas(Ncol)

5’hkas(Sphl)

3’hkas(Notl)

5°tmhisF-N(Ndel)

5’tmhisF(Ncol)

5°tmhisF(Sphl)

3’tmhisF(Notl)

5- ATA ATA CAT ATG GAG GAG GTG GTG ATT GCC
GGC ATG TCC GGG -3°

5‘- GAA GGA GAT ATA CCC ATG GAG GAG GTG GTG
ATT GCC -3¢

5‘- GAA GGA GAT ATA CGC ATG CAG GAG GTG GTG
ATT GCC -3’

5‘-CAG TAT GCG GCC GCC CTG CGT GTT GGG CCT
CAG GAT GAT GTG -3°

5- AGC CAT ATG CTC GCT AAA AGA ATA ATC GCG -3’
(J. Claren)

5‘- GAA GGA GAT ATA CCC ATG GTG GCT AAA AGA
ATA ATC -3¢

5‘- GAA GGA GAT ATA CGC ATG CTC GCT AAA AGA
ATA ATC -3¢

5 CTT TCG GGC TTT GTT AGC AGC GGC CGC CTC
ACA ACC CCT C -3¢ (J. Claren)

2.9.4 Primer zur Amplifikation und Mutagenisierung von hpcsk9®**

5’hpcsk9(Ndel)
5’hpcsk9(Sphl)

5’- GAA GGA GAT ATA CAT ATG CAG GAA GAT -3’

5-TTT AAG AAG GAG ATA TAC GCA TGC AGG AAG
ATG AAG ATGG-¥
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5’hpcsk9(Ncol)

3’hpcsk9(Notl)

3’hpcsk9(Xhol)
3’hpcsk9_delNotl_1
5’hpcsk9_delNotl_2

3’hpcsk9_delSphl

3’hpcsk9_delNcol(Notl)

3’hpcsk9(T60S+T61S+T63S)

3’hpcsk9(L179E)

5’hpcsk9(L276S+V277S)

5’hpcsk9(T447S+W453S)

5’hpcsk9(Y293H)
3’hpcsk9(T214S+F216H)
5’hpcsk9(L324S)

3’hpcsk9(T377S)

3’hpcsk9(T350S+L351S)

5’-TTT AAG AAG GAG ATATAC CCATGG AAG ATG
AAG ATG GTG ATT ATG -3’

5°’- CAT AGC GCG GCC GCC TTC GGA TCC CTG CCA
ACC GGC ACCATG G -3’

5‘-GTG GTG GTG CTC GAG TTC GGATCC CTG -3¢
5’-ACA CCCGCATCGCGT CCG CTAACAACGCCC -3

5‘- CAG AGC GGT ACC GCC CAG GCA GCC GCG CAT -3’
GTG GCC G -3¢

5’- CAG CAC ACG CAG GCT ACG CAT CGA GGC GCC
TTT CGC AAC ACC -3°

5¢- CAT AGC GCG GCC GCC TTC GGA TCC CTG CCA
ACC GGC ACC GTG CGT GCT CGG CGG CAG CGC
CGC -3’

5’- GCA GCG ATG AAA GCT CGC GCT GCT ACC GTG
TTC-3

5’- GAT AAACTT CCA CCT CGC TGC CAC CAT CCG
G-¥

5’- CGC AAA AGC CAG GAG AGC CAG CCG GTG GGC
CCGC-3

5°- CCG CCG AGC AGC CAT GGT GCC GGT AGC CAG
GGA TCC GAA -3’

5’- GCG GGT GGC CAT AGC CGC GTG CTG -3°
5’-CTGACGATGGTG ACGGCT ACCATCTTCTTC -3’

5>-CTTTCGTGATGATGC GTG TTC GTATAG CCC
GGC -3’

5°-CTG GCT CAC AAA ACA GCT GCT GCA ATC GCT
GC-3

5’-CCAAAATTG GTG CCC GAG GAG CCC AGG GTA
ACC GGC -3’

2.9.5 Primer zur Amplifikation und Mutagenisierung von hgr-lbd

5’hgr-Ibd (Ncol)

5°hgr-lbd (Sph)

3’hgr-1bd (Notl/Stop)

5’hgr-Ibd _OE1

5‘- GAA GGA GAT ATACCC ATG GTT CCT GCA ACG
TTACCA CAACTC ACC -3¢

5‘- GAA GGA GAT ATA CGC ATG CTG CCT GCA ACG
TTACCACAACTCACC-3

5°’- TCG CCA GAA CCA GCA GCG GAG CCA GCG CGG
CCGCCTATTACTTTT GAT G -3’

5-TGT AAACAC ATGCTG TAT GTT TCC TCT GAG -3¢
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3’hgr-lbd _OE1
5’hgr-Ibd _OE2
3’hgr-Ibd _OE2

3hgr-lbd (L544F)

3hgr-1bd (I1559N)

3°hgr-lbd (M560K)

3¢hgr-lbd (F602S)

3‘hgr-Ibd (A605V)

3‘hgr-Ibd (F602S+A605V)

3hgr-lbd (N619D)

3hgr-lbd (H645R)
5‘hgr-lbd (K695E)

5‘hgr-lbd (V702A)

5‘hgr-Ibd (E705G)

5¢hgr-lbd (V702A+E705G)

5‘hgr-Ibd (Q710R)

5‘hgr-Ibd (Q738H)

5°hgr-lbd (M752T)
5‘hgr-lbd (N759D)

3hgr-Ibd (F774S/Notl)

3‘hgr-lbd (F602S+A605F)

5‘- CTC AGA GGA AAC ATACAG CATGTG TTT ACA -3¢
5-TAT CTCTGT ATG AAAACCTTACTGCTT CTCT -3¢

5’- AGA GAA GCA GTAAGG TTT TCA TAC AGA GAT
A-3

5’- CAT ATC CTG CAT AAA ACACTT CAG GTT CAA
TAACC-3

5°-GTT GAG CGT AGT CAT GTT CCT CCA AGT TGA
GTC-3

5’- CAT GTT GAG CGT AGT CTT GAT CCT CCA AGT
TG -3’

5’- CAC CCC AGA GCA AAT GCC ATA AGA GAC ATC
CAGGAGTA-¥

5°- CAC CCC AGA GCA AAT ACC ATA AGA AAC ATC
CAG GAG TA -3¢

5’- CAC CCC AGA GCA AAT ACC ATA AGA GAC ATC
CAG GAGTA -3’

5’- GCA AAA CAC AGC AGG TCT GCACTT GAT TGT
c-3

5’- GGA AAC ATACAG CATGCGTTT ACATTG GTC -3¢

5’-GAA TGA CCT ACA TCG AAG AGC TAG GAA AAG
CcC -3¢

5‘- GGA AAA GCC ATT GCC AAG AGG GAA GGA
AAC -3’

5’- CAT TGT CAA GAG GGG CGG AAA CTC CAG CCA
GAA C -3¢

5’- GGA AAA GCC ATT GCC AAG AGG GGC GGA AAC
TCC AGC CAG -3

5’- GGA AGG AAA CTC CAG CCG CAACTG GCA GCG
G-3

5’-CCTTAACTATTG CTT CCACACATTTTT GGA
TAAG -3’

5’-GAA TTC CCC GAG ACG TTA GCT GAA ATC ATC -3¢

5’-CTG AAATCATCA CCG ATC AGA TAC CAA AAT
ATTC®

5’-CAG CGG AGC CAG CGC GGC CGCCTATTACTT
TTG ATG AGACAGAAGTTTTTITG -3’

5’- GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAA AAC ATA AGA
GAC ATC CAG -3
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3‘hgr-lbd (F602S+A6051) 5°- GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAG ATC ATA AGA
GAC ATC CAG -3’

3‘hgr-lbd (F602S+A605L) 5°- GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAC AGC ATA AGA
GAC ATC CAG -3’

3‘hgr-lbd (F602S+A605M) 5°- GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAC ATC ATA AGA
GAC ATC CAG -3

2.10 DNA- und Protein-Langenstandards

Zur GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurde der GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder (MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot) verwendet (Abbildung 15a).

Zur Grolenbestimmung von Proteinen bei SDS-PA Gelen bzw. bei Western-Blots wurden der
Unstained Protein Molecular Weight Marker (MBI FERMENTAS) (Abbildung 15b), der
Precision Plus Protein All Blue Prestained Marker (Bio-Rad) (Abbildung 15c¢) bzw. der
Prestained PageRuler™ Protein Ladder Marker (MBI FERMENTAS) (Abbildung 15d)
verwendet.

a b ¢ d
kDa
bp kDa BT kDa
. —170.0
%8888: s —116.0 (B-Galactosidase) —150.0 —130.0
7000 — e
5000 — s —66.2 (Bovine Serum Albumin) —100.0 95.0
4000 — b - —720
St W —45.0 (Ovalbumin) wp—" ‘ B —s6.0
2000 —
1500 — s —350 (Lactate Dehydrogenase) - —50.0 o —43.0
1000 — wes —250 (REase Bsp98l) —37.0 . | —34.0
700 —
500 — s —18.4 (p-Lactoglobulin) - —250 _— —26.0
400 — ww— —14.4 (Lysozyme) —20.0
300 —
200 — —15.0 — —17.0
75 —
—10.0 a —11.0

Abbildung 15: DNA- und Protein-Langenstandards.

a GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (MBI FERMENTAS) firr Agarosegele.

b Unstained Protein Molecular Weight Marker (MBI FERMENTAS) fiir SDS-PAGE (12,5 %).

c Precision Plus Protein All Blue Prestained Marker (Bio-Rad) fir SDS-PAGE (Bis-Tris 4-12 % Gele)
d Prestained PageRuler™ Protein Ladder (MBI FERMENTAS) fir Western-Blotting.
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2.11 Puffer und L6sungen

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Puffer sterilfiltriert und bei

Raumtemperatur gelagert. Es wurde MILLIPORE bzw. bidestilliertes Wasser verwendet.

2.11.1 Arbeiten mit E. coli
Antibiotika

Die langfristige Lagerung der gelosten Antibiotika erfolgte nach Sterilfiltrierung bei 20 °C,

die kurzfristige Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Ampicillin (1000 x):

Chloramphenicol (1000 x):

Kanamycin (1000 x):

Dulbecco’s PBS Puffer:

Glucose-Stammldsung:

Glycerin (87 %)
IPTG-Stammldsung

KCI-Stammldsung:

MgCl,-Stammldsung:

MgSQO,-Stammldsung:

TFB |-Puffer:

150 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in Wasser geldst
und sterilfiltriert.

30 mg/ml Chloramphenicol in 100 % EtOH
geldst und sterilfiltriert.

75 mg/ml Kanamycin in Wasser gelést und

sterilfiltriert.
Sigma-Aldrich

20% (w/v) Glucose in Wasser gelést und

autoklaviert.

1 M IPTG in Wasser gelost, sterilfiltriert,

bei -20 °C gelagert.

1 M KCI in Wasser gel6st, sterilfiltriert und bei
-20 °C gelagert.

1 M MgCl; in Wasser gelost, sterilfiltriert und bei
-20 °C gelagert.

1M MgSO, in Wasser gelost, sterilfiltriert und
bei -20 °C gelagert

100 mM KCI, 50 mM MnCl;, 30 mM KOAc,

10 mM CacCl, 15 % Glycerol.

Die Stammldsungen der Einzelkomponenten
wurden bei 4 °C gelagert. Der Puffer wurde

direkt vor der Verwendung frisch angesetzt.
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TFB I1-Puffer: 100 mM Tris/HCI pH 7,0, 10 mM KCI, 75 mM
CaCl,. Die Stammldsungen der Einzel-
komponenten wurden bei 4 °C gelagert. Der

Puffer wurde direkt vor der Verwendung frisch

angesetzt.

2.11.2 Arbeiten mit DNA

dNTP-L0dsung fir PCR: je2mM dNTP (N = A, C, G oder T) in Wasser
geldst und bei -20 °C gelagert.

MgCl; fir epPCR: 50 mM MgCl, Stamml6sung von Phusion High-

Fidelity DNA-Polymerase (NEW ENGLAND
BIOLABS); bei -20 °C gelagert.

MnCl, flr epPCR: 1 M MnCl; in Wasser gelst, autoklaviert
und bei -20 °C gelagert.

2.11.3 Agarosegelelektrophorese

Agarose (1 %): Eine entsprechende Menge an Agarose in
0,5 x TBE gel6st, aufgekocht und bei 60 °C
aufbewahrt.

Ethidiumbromid-Stammldsung (10 mg/ml)

Sukrose-Farbmarker: 60 % (w/v) Sukrose, 0,1 % (w/v) Bromphenol-
blau, 0,1 % (w/v) Xylencyanol FF in 0,5 x TBE
gelost.

TBE (5 x): 445 mM Borséaure, 12,5 mM EDTA, 445 mM

Tris (pH-Wert automatisch bei 8,15).
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2.11.4 Arbeiten mit Proteinen

2.11.4.1 Allgemeine Arbeiten
EDTA-Stammldsung:

Labelpuffer fir Metallchelat-

Affinitatschromatographie:

2.11.4.2 Arbeiten mit hPCSK934

Ammoniumsulfat-Lésung

zur fraktionierten Prézipitation:

Aufschlusspuffer

bei Protein-Herstellung im
analytischen Mafstab:

bei préparativer Proteinreinigung:
Dialyse-Puffer:
DTT-Stammldsung:

500 mM EDTA unter Zugabe von ca. 20
Platzchen KOH in 1 | Wasser geldst und
anschlieBend mit 1 M KOH den pH-Wert auf 7,5

eingestellt. Die Losung wurde bei RT gelagert.

50 mM EDTA, 1 M NaCl zum Herunterwaschen
der alten Ni**-lonen;

250 mM NiCl, zum Beladen der S&ule mit
frischen Ni?*-lonen;

500 mM NaCl zum Herunterwaschen

unspezifisch gebundener Metallionen.

3 M (NH,4)2SO4 in 50 mM Tris/Cl, 5 mM DTT,
pH 8,0. Die exakte Konzentration wurde
refraktometrisch bestimmt (3.5.9).

50 mM Tris/Cl, 2 mM EDTA, pH 8,0.

50 mM Tris/Cl, 1 mM DTT, pH 8,0.

50 mM Tris/CIl, 5 mM DTT, pH 8,0.

500 mM DTT in Wasser gelost, sterilfiltriert,
bei -20 °C gelagert.

Puffer fur Metallchelat-Affinitdtschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

50 mM Tris/ClI, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol,
pH 8,0.

50 mM Tris/CI, 300 mM NacCl, 1 M Imidazol,
pH 8,0.
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Harnstoff-Stammlésung

fir Auffaltungsexperimente:

Tris/Cl-Puffer Stammldsung:

2.11.4.3 Arbeiten mit hGR-LBD

Ammoniumsulfat-Lésung zur

fraktionierten Prézipitation:

Aufschlusspuffer

bei Protein-Herstellung im
analytischen Mafstab:

bei préparativer Proteinreinigung:

Dexamethason-Stammldsung:

Dialyse-Puffer fur Thrombin-Verdau:

Mifepriston-Stammldsung:

10 M Urea unter Erhitzen in 50 mM Tris/Cl,
pH 8,0 geldst. Danach wurde zusétzlich 5 mM
DTT zugegeben. Die exakte Konzentration des
Harnstoffs wurde refraktometrisch bestimmt
(3.5.9).

1 M Tris mit HCI auf pH 8,0 eingestellt und

autoklaviert.

2,5 M (NH4)2SO4 in 25 mM Tris/Cl, 100 mM
NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, 50 uM
Dexamethason, pH 7,9. Die exakte Konzentration

wurde refraktometrisch bestimmt (3.5.9).

50 mM Tris/Cl, 400 mM NacCl, 0,5 % CHAPS,
10 % Glycerin, pH 7,9 (£ 50 uM Dexamethason).
50 mM Tris/Cl, 2 M Urea, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl;, 40 mM Imidazol, 2 mM TCEP, pH 7,9
(= 50 uM Dexamethason); direkt vor Benutzung
wurde DNase | (Roche) (1 mg/ 50 ml) und
EDTA-freier Protease Inhibitor Cocktail complete
(Roche) (1 Tablette / 50 ml) zugesetzt.

20 mM Dexamethason in EtOH geldst,
sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

50 mM Tris/CI, 500 mM NaCl, 2 mM CacCly,
2mM TCEP, 0.5 % CHAPS, 10 % Glycerin, pH
7,9 (= 10 uM Dexamethason).

20 mM Mifepriston in EtOH gelost, sterilfiltriert
und bei 4 °C gelagert.
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Puffer fir Metallchelat-Affinitatschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 40 mM Imidazol,
2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 (= 50 uM
Dexamethason).

50 mM Tris/Cl, 500 mM NacCl, 340 mM
Imidazol, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9
(= 50 uM Dexamethason).

Puffer fir Glutathion-Affinitatschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

Puffer fir préparative Gelfiltration:

Puffer fir analytische Gelfiltration:

Puffer fir HPLC
polares Laufmittel:
unpolares Laufmittel:

Tris/Cl-Puffer Stamml6sung:

50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 2 mM TCEP,
0.25 % CHAPS, 10 % Glycerin, pH 7,9 (£ 10 uM
Dexamethason).

50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 2 mM TCEP,
0.25 % CHAPS, 10 % Glycerin, 10 mM L-
Glutathion, pH 7,9 (= 10 uM Dexamethason).

25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP,

10 % Glycerin, pH 7,9.

25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP,

10 % Glycerin, 20 uM Dexamethason, pH 7,9.

H,0, 0,1 % TFA

Acetonitril, 0,08 % TFA

1 M Tris mit HCI auf pH 7,9 eingestellt und
autoklaviert.

2.11.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (12,5 % SDS-Gele)

Ammoniumperoxodisulfid (APS)-
Stammldsung (25 % und 40 %):

Coomassie Farbeldsung:

Protogel ™:

SDS-PAGE Trenngelpuffer:

25 % bzw. 40 % (w/v) APS in Wasser

gelost, sterilfiltriert, bei -20 °C gelagert.

0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 und
R250, 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Eisessig,
filtriert, bei RT lichtgeschutzt gelagert.

30 % (v/v) Acrylamid, 0,8 % (v/v) Bisacrylamid,
in Wasser gel6st und bei 4 °C gelagert.

0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris HCI, pH 8,8
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SDS-PAGE Sammelgelpuffer:
SDS-PAGE Laufpuffer:

SDS-PAGE Probenpuffer (2x):

SDS-PAGE Probenpuffer (5x):

2.11.6 Losungen fur Western-Blotting

Towbin Transfer Puffer:

PBS (10x):

Blockierungspuffer PBS/T+M:
Antikorperldsungen:

0,4 % (w/v) SDS, 0,5 M Tris HCI, pH 6,8

0,1 % (w/v) SDS, 0,025 M Tris, 0,2 M Glycin
(pH-Wert automatisch bei 8,5).

2 % (w/v) SDS, 10 % (w/v) Glycerin,

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 2 % (w/v) SDS,
0,01 % (w/v) Bromphenolblau, 1,25 M Tris/HCI,
pH 6,8.

5 % (w/v) SDS, 25 % (w/v) Glycerin,

12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 5 % (w/v) SDS,
0,025 % (w/v) Bromphenolblau, 1,25 M
Tris/HCI, pH 6,8.

10 mM Tris, 75 mM Glycin, 10 % Methanol,
0,01 % SDS.

91 mM NayHPO,4 17 mM NaH,PO,, 0,15 M

NaCl, auf pH 7,4 mit NaOH eingestellt.

1x PBS, 0,1 % Tween-20, 5 % Milchpulver.

Die Losungen wurden stets frisch hergestellt und verwendet.

Anti-GFP Antikorper
mouse monoklonal:

Peroxidase-konjugierter
anti-mouse 1gG:

Waschpuffer PBS/T:

1:1000 in 1x PBS, 0,1 % Tween-20.

1:5000 in 1x PBS, 0,1 % Tween-20,
1 % Milchpulver.

1x PBS, 0,1 % Tween-20.
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2.12 Nahrmedien

Zur Sterilisation wurden die Medien fir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert. Bei
Selektivmedien wurden die entsprechenden Antibiotika nachtréglich, nach weitgehendem
Abkdhlen der Medien, in Form von sterilfiltrierten 1000-fach konzentrierten Stammldsungen

zugegeben.

Luria-Bertani-(LB)-Medium: 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (wiv) Trypton
1 % (wiv) NaCl
LB-Agar: LB-Medium plus 1,5 % (w/v) Bacto-Agar.
LB-Agar fir CAT-Loslichkeitstest (3.2.8.2): LB-Medium plus 1,5 % (w/v) Bacto-Agar;
nach weitestgehendem Abkiihlen werden
verschiedene Konzentrationen an
Chloramphenicol und 200 pg/ml
(0,84 mM) IPTG zugegeben.
SOB-Medium: 0,5 % Hefeextrakt
2 % (w/v) Trypton
0,05 % NaCl
Nach dem Autoklavieren wurden 10 mM
MgSQ,, 10 mM MgCl;, und 2,5 mM KCI
(alles steril) hinzugefugt.
SOC-Medium: SOB-Medium plus Zugabe von zusétzlich
20 mM Glucose (sterilfiltriert) nach dem
Autoklavieren.
SOC-Agar: SOC-Medium plus 1,5 % (w/v) Bacto-
Agar.
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2.13 Software

AKTA Unicorn Version 5.01 (318) © GE HEALTHCARE

AxioVision 5.7 © Carl Zeiss AG, Jena

BioEdit V.7.0.9 © IBIS BIOSCIENCES, Tom Hall

Cary Eclipse Version 1.1 (175) © VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002

Cary Win UV Version 3.0 (182) © VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002

Chromas Version 1.45 © 1998 Conor McCarthy
http://www.technelysium.com.au/chromas.html

Corel Draw Version 12 © 2003 COREL Corp.

Deep View Swiss PDB Version 3.7

Endnote Version 9

Spectra Manager 1
OptiQuant Version 02.50
PyMOL™ (.99rc6

Seqman™II
SigmaPlot 8.0/10.0

Summit Version 3.1

© Guex & Peitsch 1997
http://www.expasy.org/spdbv

© 2000 WINTERTREE Software Inc.
http://www.endnote.com

JASCO GmbH, GroR-Umstadt

© Packard Instrument Co.

© 2006 DELANO SCIENTIFIC LCC.
http://www.pymol.org/

© 1989-1999 DNASTAR Inc.

© 2004/2006 SPSS INC.

© CYTOMATION Inc., 2001

Frei zugangliche, servergestiitzte Anwendungen

3djigsaw
CPHmodels 3.0
DaliLite

K2D

MCoffee

Polyview

MPI Tubingen Bioinformatics Toolkit

HHpred
Modeller

http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw
http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels
http://www.ebi.ac.uk./DaliL.ite
http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/
http://lwww.igs.cnrsmrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/in
dex.cgi?stagel=1&daction=MCOFFEE::Regularr
http://polyview.cchmc.org/index_old.html
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller
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http://www.igs.cnrsmrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/in%20dex.cgi?stage1=1&daction
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller
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3 Methoden

3.1 Vorbereitung von Geraten und Ldsungen

Alle hitzestabilen Losungen und Medien wurden vor Gebrauch 20 min bei 121 °C und 2 bar
autoklaviert. Glaswaren und hitzestabile Verbrauchsmaterialien, wie z.B. Pipettenspitzen,
wurden ebenso autoklaviert und anschlieBend bei 50 °C im Trockenschrank getrocknet.
Hitzelabile Losungen wurden in Stammlésungen angesetzt und je nach VVolumen durch einen
Membranfilter der PorengroRe 0,2 um mittels einer Vakuumpumpe oder durch einen
Spritzenfilter der PorengrofRe 0,22 um filtriert. Puffer fur die analytische oder préparative

Gelfiltration wurden mindestens 30 min im Exsikkator entgast.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Anzucht und Lagerung von E. coli-Stammen

Alle verwendeten E. coli Stamme wurden bei 37 °C unter Schutteln bei 150 rpm (1 Liter
Kultur) bzw. 220 rpm (5, 10 bzw. 50 ml Kultur) angezogen. Die Anzucht erfolgte in der
Regel in LB-Medium. Bei plasmidtragenden Stammen wurde dem Medium das entsprechende
Antibiotikum (150 pg/ml Ampicillin, 30 pg/ml Chloramphenicol, 75 pg/ml Kanamycin) aus
einer tausendfach konzentrierten, sterilfiltrierten Stammldsung zugegeben.

Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde die Zellsuspension auf Agarplatten mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und GN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Zur kurzzeitigen Lagerung wurden die Platten oder Suspensionen gut verschlossen und im
Kihlschrank bei 8 °C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung wurden Glycerinkulturen
hergestellt, welche bei -80 °C aufbewahrt wurden. Hierzu wurde ein Aliquot einer GN-Kultur

im Verhdltnis 1:1 in 87 % Glycerin in einem sterilen Schraubdeckelgefall aufgenommen.

3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen (Inoue et al., 1990)

Zur Préparation chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde 1 Liter LB-Medium mit dem
entsprechenden Stamm auf eine ODggo von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm bis zu
einer ODggo von 0,5 - 0,6 angezogen. Die Kultur wurde 15 min auf Eis gekdhlt, in 50 ml-
Réhrchen dberfihrt und durch Zentrifugation (EPPENDORF Centrifuge 5810R, 4.000 rpm,
10 min, 4 °C) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in 100 ml eiskaltem TFBI-Puffer
resuspendiert, erneut unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert und das erhaltene Pellet in
10 ml eiskaltem TFBII-Puffer aufgenommen. Sofort nach der Resuspendierung wurden
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100 pl Aliquots der Zellsuspension in Eppendorf-Reaktionsgefalie auf Eis Uberfihrt und bei
-80 °C gelagert.

3.2.3 Chemische Transformation (Inoue et al., 1990)

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen wurde ein 100 pl Aliquot der Zellen
langsam auf Eis aufgetaut und mit etwa 100 ng Plasmid-DNA (maximales Volumen: 20 ul)
versetzt. Nach finf-mindtiger Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz fir 45 s
einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Danach wurde der Ansatz nochmals fur funf
Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium folgte eine Kur von einer
Stunde bei 37°C im Brutschrank, um die Antibiotikaresistenz auszubilden. Bei
Transformation eines gereinigten Plasmids wurden 100 pl der Zellsupension auf Selektivagar
ausplattiert. Bei Transformation eines Ligationsansatzes wurde die komplette Zellsuspension
kurz abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5415D, 4.000 rpm, 2 min, RT), in ca. 100 pl

LB-Medium resuspendiert und anschlielend ausplattiert.

3.2.4 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen (Dower et al., 1988)

Zur Praparation elektrokompetenter E. coli Zellen wurden 50 oder 200 ml SOB-Medium mit
den entsprechenden Zellen auf eine ODgy von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm bis
zu einer ODggo Von 0,5 - 0,6 angezogen. Die Kultur wurde 30 min auf Eis gekuhlt und die
Zellen anschlieBend in 50 ml-Réhrchen abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4.000 rpm, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 50 ml eiskaltem, sterilem Wasser
resuspendiert und erneut 15 min auf Eis gehalten. Nach nochmaliger Zentrifugation wurden
die Zellen in 20 ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert, daraufhin erneut 15 min auf Eis
gehalten, zentrifugiert und schlieBlich in 10 ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert.
Nach einem letzten Inkubations- und Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand vollstandig
abgegossen und die Zellen auf Eis gestellt. Das erhaltene Zellpellet wurde in 2 — 3 ml sterilem
Wasser bei sofortiger Verwendung bzw. in 10 % Glycerin bei Lagerung der Zellen
aufgenommen und zu je 100 pl Aliquots in Eppendorf-Reaktionsgefdle uberfiihrt. Die so
erhaltenen elektrisch kompetenten Zellen wurden entweder sofort zur Transformation frisch

verwendet oder bei -80 ° gelagert.
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3.2.5 Vorbereitung von DNA fir die Elektroporation

Bei einer Elektroporation muss die verwendete DNA-LOsung eine mdoglichst geringe
Konzentration an lonen enthalten, da diese beim elektrischen Puls in der Kiivette einen
Kurzschluss auslosen konnen. Deshalb muss jede DNA-LOsung, die in einem salzhaltigen
Puffer vorliegt (z.B. Ligationsansatz), gegen Wasser dialysiert werden. Hierflr wurden 10 -
20 ul der DNA-Losung fir mindestens 1 h auf einen Nitrocellulosefilter (Millipore)

aufgebracht, der in einer kleinen Petrischale auf sterilem Wasser aufgelegt wurde.

3.2.6 Elektroporation (Dower et al., 1988)

Fur die Transformation wurden 100 ul der frischen elektrokompetenten Zellen mit maximal
20 pl salzfreier DNA-LOsung versetzt. Nach funfmindtiger Inkubation auf Eis wurde der
Transformationsansatz in eine vorgekuhlte Elektroporationskuvette (Spaltbreite 2 mm) tberfihrt.
Nach dem elektrischen Puls (2500 V, 25 uF, 200 ) im Elektroporator (bei erfolgreicher
Elektroporation lag die Zeitkonstante zwischen 4,0 und 6,0 ms) wurden die Zellen sofort in
1,5 ml SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 37 °C im Schuttler (220 rpm) inkubiert.
Danach wurden Aliquots auf Selektivagar ausplattiert bzw. zur Beimpfung von LB-

Selektivmedium benutzt. Die Inkubation efolgte jeweils iiN bei 37 °C.

3.2.7 Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz (Tg) wurde ein Aliquot der kompetenten
Zellen wie oben beschrieben (3.2.3 / 3.2.6) mit 100 ng Plasmid-DNA transformiert. Nach dem
Kuren wurden je 100 ul einer Verdinnungsreihe (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) auf

Selektivagar ausplattiert. Die Transformationseffizienz wurde folgendermafen berechnet:

_ NKolonien -f

Tg
MpNa

Formel 3: Berechnung der Transformationseffizienz.

Te: Transformationseffizienz (Kolonien pro pg DNA)
Nkolonien - Anzahl der Kolonien
f: Verdunnungsfaktor

mpna:  eingesetzte DNA-Menge [ug]
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3.2.8 In vivo Analyse der Proteinldslichkeit mit Hilfe von Reporter-Proteinen
3.2.8.1 In vivo Analyse der Proteinloslichkeit mit Hilfe von eGFP als Reporter

Zur Abschétzung der Loslichkeit von Proteinen in vivo wird bei diesem System das grin
fluoreszierende Protein (GFP) C-terminal an die zu untersuchenden Proteine fusioniert. Ist
GFP an ein unl6sliches, aggregierendes Protein gekoppelt, ist die Bildung des GFP-
Chromophors erschwert. Zellen mit einem derartigen Konstrukt fluoreszieren deshalb
schwacher als solche, in denen GFP mit einem l6slichen Protein fusioniert ist (Waldo et al.,
1999; Waldo, 2003) (Abbildung 16). Zur Expression von mit egfp fusionierten Genen in
E. coli wurden in der vorliegenden Arbeit die Vektoren pER13a, pER13b (2.8.1.2.1),
pTNA13a (2.8.2.2) und pHCE13a (2.8.2.4) benutzt.

unlésliches und
instabiles Protein X

H

Herstellung des X-eGFP
Fusionsproteins —p
in E. coli

: i |
I6sliches und .
stabiles Protein X

spezifische
Zell-Fluoreszenz

Fusionsvektor

Abbildung 16: Schematische Darstellung der in vivo Analyse von Proteinldslichkeit mit Hilfe von eGFP als
ggfgrtaedr.an Zell-Fluoreszenz korreliert mit der korrekten Faltung des eGFP in der Zelle. Diese héngt von den
Eigenschaften des fusionierten Proteins X ab.

Einerseits wurde mit Hilfe dieser Methode die in vivo Loslichkeit von bestimmten Proteinen
und deren Mutanten bewertet. Andererseits konnte dieses System benutzt werden, um
Genbanken eines Proteins (3.3.9), welche in einen egfp-Fusionsvektor kloniert wurden, nach
I6slichen Varianten zu durchsuchen.

Nach Transformation (3.2.6) frischer elektrokompetenter E. coli BL21(DE3) Zellen (3.2.4)
mit einem egfp-Fusionsvektor, einer egfp-fusionierten Genbank oder einem bereits durch
FACS-Sortierung erhaltenen Plasmid-Gemisch (3.2.9) wurden 50 ml LB-Selektivmedium mit
1 ml des Transformationsansatzes (Gesamt-Volumen: 1,5ml; siehe 3.2.6) als Vorkultur
angeimpft und bei 37 °C mit 220 rpm 0N geschittelt. Die Anzahl an angeimpften

Transformanten wurde parallel bestimmt, indem verschiedene Verdinnungen desselben
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Transformationsansatzes auf LB-Selektivagar ausplattiert wurden. Nach Inkubation GN bei
37 °C wurden die gewachsenen Kolonien ausgezéhlt und dartiber die Anzahl an unabhangigen
Transformanten in dem zur Vorkultur-Inokulation benutzten 1 ml-Aliquot berechnet. Bei der
Transformation von Genbanken bzw. FACS-Anreicherungen sollte die Anzahl der
Transformanten die Genbank-GroRe (Anzahl unabhangiger Klone) bzw. die Anzahl an zuvor
sortierten Zellen mindestens um den Faktor zehn Ubersteigen. Dadurch soll sichergestellt
werden, dass moglichst alle Mutanten, welche in der Genbank bzw. der Anreicherung
enthalten sind, in der Vorkultur vertreten sind.

Es wurden 10 ml LB-Selektivmedium mit der hergestellten VVorkultur auf eine ODgo von 0,1
angeimpft und bei 37°C mit 220rpm geschittelt. Bei mit den konstitutiven
Expressionsvektoren pTNA13a und pHCE13a transformierten Zellen erfolgte ein weiteres
Wachstum von 6 h bei 37 °C mit 220 rpm. Bei mit den induzierbaren Expressionsvektoren
pER13a oder pER13b transformierten Zellen wurde die Expression bei einer ODggo von 0,6
mit 0,5 mM IPTG fiir 4 h bei 37 °C und 220 rpm induziert. Zum Teil wurde die Expression
auch bei niedrigeren Temperaturen durchgefthrt. Hierbei wurden die Zellen ab einer ODg
von 0,6 fur 30 min bei 30 °C und 220 rpm inkubiert, woraufhin die Expression mit 0,5 mM
IPTG fir 6 h induziert wurde. Bei der Analyse und der Sortierung von Zellen, die
verschiedene Mutanten von hgr-lbd fusioniert an egfp exprimierten, wurde teilweise parallel
zu IPTG zusétzlich 500 uM des hGR-LBD Agonisten Dexamethason zugegeben.

Von den so angezogenen Expressionskulturen wurde jeweils 1 ml abgenommen und
zentrifugiert (EPPENDORF CENTRIFUGE 5415D, 4000 rpm, RT, 2 min). Die erhaltenen
Zellpellets wurden in je 200 pl 1x PBS aufgenommen. Die spezifische Fluoreszenz der Zellen
wurde anschliefend mittels Fluoreszenzmikroskopie (3.2.10) oder Durchflusszytometrie
(3.2.9) analysiert. Die Herstellung der eGFP-Fusionsproteine in E. coli konnte zudem durch
Western-Blotting mit Anti-GFP Antikorpern (3.5.4) Uberprift werden.

3.2.8.2 In vivo Analyse der Proteinldslichkeit mit Hilfe der Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT) als Reporter

Zur Abschétzung der Loslichkeit von Proteinen in vivo wird bei diesem System die
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) C-terminal an die zu untersuchenden Proteine
fusioniert. Zellen, die ein relativ unldsliches Protein fusioniert an die CAT herstellen,
tolerieren geringere Chloramphenicol-Konzentrationen als Zellen mit einem sehr ldslichen
CAT-Fusionsprotein (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der in vivo Analyse von Proteinldslichkeit mit Hilfe von CAT als
Reporter.

Der Grad an Antibiotikum-Resistenz der Zellen korreliert mit der korrekten Faltung der Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT) in der Zelle. Diese hangt von den Eigenschaften des fusionierten Proteins X ab.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der zum egfp-Fusionsvektor pER13a identisch konstruierte
cat-Fusionsvektor pER13cat (2.8.1.2.3) benutzt. Die verbesserte Loslichkeit in vivo von
Mutanten die nach Screening mit eGFP als Reporterprotein erhalten wurden, kann so mit
einem alternativen Reporter Uberprift werden. Nach erfolgreicher Umklonierung des Gens
des zu untersuchenden Proteins in pER13cat wurden frisch hergestellte (3.2.4)
elektrokompetente E. coli T7 Express Zellen (2.7) mit dem Vektor transformiert (3.2.6). Nach
je 30 min Inkubation bei 220 rpm und zuerst 37 °C und dann 30 °C erfolgte die Zugabe von
200 pg/ml IPTG und 500 uM des hGR-LBD Agonisten Dexamethason. Nach einer weiteren
Stunde Inkubation bei 30 °C im Schittler wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit IPTG
(200 pg/ml) und verschiedenen Chloramphenicol-Konzentrationen (40 — 800 pg/ml) bzw.
75 pg/ml Kanamycin (Nullkontrolle) mit sterilen Glasstaben ausgestrichen und bei 30 °C im
Brutschrank inkubiert. Das Wachstum sichtbarer Kolonien wurde in einem Zeitraum von 85 h

verfolgt.

3.2.9 Analyse und Anreicherung fluoreszierender E. coli Zellen durch Durchfluss-
zytometrie

Bei der Durchflusszytometrie mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) kdnnen
Zellen auf der Basis unterschiedlicher physikalischer und molekularer Eigenschaften
analysiert und sortiert werden. Mit dem verwendeten Gerat (MoFlo® Zytometer mit Cyclone-
Sortiereinheit und Coherent Enterprise 1l Laser) kénnen bei der Analyse von bis zu 70.000
Zellen pro Sekunde drei verschiedene Parameter detektiert werden: das Vorwaérts-Streulicht
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(Forward Scatter, FSC), das Seitwérts-Streulicht (Side Scatter, SSC) und die
Fluoreszenzintensitat nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) (FL1). Der FSC liefert
ein MaR fiir die Grole der analysierten Zellen, die Detektion des SSC erfolgt zur Analyse der
Granularitat der Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch ausschlieBlich die
Fluoreszenz der Zellen nach Anregung bei 488 nm analysiert, wobei die Emission tber einen
530/40 nm (FITC) Bandpassfilter detektiert wurde. Durch hydrodynamische Fokussierung
(Watson, 1999) in einer Diise wird die in das MoFlo® Zytometer eingeleitete Zellsuspension
(in 1x PBS) in einem Strahl mit definiertem Durchmesser (verwendete Keramik-Duse:
70 um) am gebundelten Laserstrahl vorbeigeleitet, wobei stets nur eine Zelle im Querschnitt
des MeRbereiches vorhanden ist. Um eine Sortierung von einzelnen Zellen vornehmen zu
konnen wird die Dise so in Schwingungen versetzt, dass der Strahl in einzelne Tropfen
bricht, wobei jeder Tropfen eine Zelle enthélt. Die Detektoren flr das Seitwarts (SSC)- und
Vorwartsstreulicht (FSC) bzw. die Fluoreszenz (FL1) nehmen dabei das Signal auf, dass jede
einzelne Zelle liefert. Wird dabei eine Zelle mit den zuvor definierten Eigenschaften erkannt,
kann diese heraus sortiert werden. Dies erfolgt durch ein elektrisches Feld, in welchem der
entsprechende Tropfen elektrostatisch aufgeladen wird und anschlieBend seitlich in ein
Auffanggefall oder auf eine LB-Selektivagarplatte ber geladene Platten abgelenkt wird
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematischer Aufbau des MoFlo® Zytometers und exemplarisches Histogramm einer
FACS-Analyse.

a Graphische Darstellung des Sortier-Prinzips des MoFlo® Zytometers. Nach erfolgreicher Kalibrierung des
Tropfenabrisses und des Argon-Lasers auf den Flissigkeitsstrahl kénnen einzelne Zellen durch Ablenkung
geladener Tropfen sortiert werden.

b Analyse von 300.000 E. coli BL21(DE3) Zellen, 4 h nach Induktion der Expression bei 37 °C von tmHisF-
eGFP. Das FACS-Histogramm zeigt einen homogenen Peak, wobei 277.453 gezahlte Ereignisse mit FL1>10
eine mittlere Fluoreszenz (mf) von mf = 1035,1 zeigen. Die 22.357 gezéhlten Ereignisse mit FL1<10 gehen auf
Signalrauschen und Zellen mit fehlerhafter Expression zuriick. Sie werden bei der Bestimmung des mittleren
Fluoreszenzwerts der Zellen vernachlassigt.
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Die Kalibrierung des Gerats mit Hilfe von fluoreszierenden Beads (Durchmesser: 6 uM)
(AlignFlow®, Invitrogen) erfolgte bei einer Photomultiplier-Spannung von 400 Volt fiir alle
drei Detektoren (FSC, SSC und FL1). Der Strahlengang und der Tropfenabrisspunkt des
MoFlo® Zytometers wurden vor jedem Lauf justiert und fokussiert. Die Datenverwaltung
erfolgte durch das Softwarepaket SUMMIT™ 3.1. Zur Reinigung nach jedem Lauf wurde das
System fur 15 min mit 1x PBS und anschliefend fiir 15 min mit 70 % Ethanol Uber die
Probenaufnahme gesplilt.

Analyse und Sortierung fluoreszierender Zellen erfolgte mit folgenden Einstellungen am
MoFlo® Zytometer:

Frequenz: 100.000 Hz (fir 70 um Dise)

Amplitude der Duse: 10-15 Volt (legt die Form der Tropfen fest)
Spannung der elektrischen

Platten bei Sortierung: 2500 Volt

Photomultiplier-Spannung: FSC (Forward Scatter): 400 Volt

SSC (Side Scatter): 750 Volt
FL1 (Fluoreszenz): 600 Volt
Probendruck: 57-59 psi

Die Empfindlichkeit des Gerdates wird Uber den Threshold eingestellt, wobei das
Hintergrundrauschen der Signal-Detektion niedrig gehalten werden muss. Dazu wird das
Gerét so eingestellt, dass ca. 100 - 200 Ereignisse pro Sekunde gezéhlt werden, wenn tber die
Probenaufnahme nur 1x PBS (ohne Zellen) zugefihrt wird.

Die zu vermessenden Zellen der E. coli-Kulturen mit eGFP-Fusionsproteinen (3.2.8.1)
wurden in einem 5 ml Probenréhrchen so verdiinnt, dass das Gerét tublicherweise 10.000 bis
15.000 Ereignisse (Zellen) pro Sekunde (eps) analysierte.

Zur Analyse der Fluoreszenzintensitat von Expressionskulturen wurden stets jeweils 3-10°
Zellen vermessen. Bei Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz (mf) der Zellen wurden
Fluoreszenz-Ereignisse mit einem Signal kleiner als zehn vernachlassigt, da es sich hierbei
um Hintergrundrauschen des Geréts oder E. coli - Zellen mit fehlerhafter Expression handelt
(Abbildung 18). Die téglich neu durchgefiihrte Kalibrierung des Gerates kann zur
Verschiebung der Fluoreszenz identischer Kulturen an verschiedenen Tagen flhren,
weswegen alle in dieser Arbeit gezeigten Analysen innerhalb eines FACS-Histogramms stets
parallel aufgenommen wurden.

Bei Sortierungen von Zellen wurden in der ersten Sortierungsrunde 107-10° Ereignisse

analysiert. Diejenigen Zellen, deren Fluoreszenzintensitat in einem zuvor definierten
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Screening-Bereich lag, wurden in einem leeren Probenréhrchen gesammelt. Um die Qualitét
der Auslese zu erhdhen wurden die gesammelten Zellen ohne erneute Anzucht direkt
nochmals im gleichen Screening-Bereich einer Sortierung unterzogen (,,Resort). Die hierbei
sortierten Zellen wurden in einem mit LB-Medium geflllten Probenréhrchen aufgefangen,
womit anschlieBend 50 ml LB-Selektivmedium angeimpft werden konnten. Nach Inkubation
UN bei 37 °C im Schuttler mit 220 rpm konnte von dieser Mischkultur die Plasmid-DNA
prapariert werden (3.3.7.1). Nach Transformation von frischen elektrokompetenten E. coli
BL21(DE3) Zellen (3.2.4/3.2.6) mit dem so gewonnenen Plasmid-Gemisch und
anschlieBender Expression der sortierten egfp-Fusionsvarianten (3.2.8.1) konnte die néchste
Anreicherungsrunde durchgeftihrt werden. Dieser Zyklus wurde so lange wiederholt, bis eine
ausreichende Anreicherung von Zellen im eingestellten Screening-Bereich erfolgt war. Diese
wurden dann mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit auf LB-Selektivagarplatten vereinzelt,
wobei nur mit einer Rate von 500 Ereignissen pro Sekunde sortiert wurde. Die LB-
Selektivagarplatten wurden UN bei 37 °C inkubiert und anschlieBend bei 4 °C gelagert. Um
sicherzustellen, dass keine Varianten wéhrend der Anreicherungszyklen verloren gehen,
wurden in jeder neuen Runde mindestens 10x mehr Varianten analysiert als in der vorherigen
Runde sortiert worden waren. Dariiber hinaus wurde bei jedem Transformationsschritt die
Anzahl der unabh&ngigen Transformanten Uber parallel ausplattierte Verdinnungsreihen
bestimmt, um sicherzustellen dass mindestens 10x mehr Zellen transformiert wurden als in
der vorherigen Runde sortiert worden waren (siehe 3.2.8.1). Im Anhang dieser Arbeit ist ein
detailliertes Protokoll zur ndheren Erlauterung der Vorgehensweise bei FACS-Sortierungen
gezeigt (siehe 7.1; Abbildung A1). Dartiber hinaus wird in 4.2.2 eine exemplarische
Anreicherung stark fluoreszierender Zellen aus einem Zell-Gemisch dargestellt.

3.2.10 Fluoreszenzmikroskopie von E. coli Zellen

Die in 1x PBS resuspendierten E. coli BL21(DE3) Zellen, welche egfp-fusionierte Gene
exprimieren (3.2.8.1), wurden auf Objekttragern mit 0,8 % Agarose (in 1x PBS) fixiert. Bilder
der fluoreszierenden Zellen wurden mit Hilfe eines Zeiss Axiovert 200M Mikroskops
aufgenommen, ausgestattet mit einem 63x/1,4 Objektiv, einer Zeiss AxioCamMR Digital
Kamera und der AxioVision 5.7 Software. Die Detektion der eGFP-Fluoreszenz, erfolgte
nach Anregung bei 488 nm mit Hilfe eines Bandpassfilters (Emission: BP 510/50, Zeiss FS37
Filter). Die Belichtungsdauer betrug je nach Fluoreszenz-Intensitdt zwischen 50 und
10000 ms.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1988)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR; Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) ermdglicht
die Vervielfaltigung definierter DNA-Fragmente in vitro. Dies geschieht Uber zyklisches
Wiederholen von Denaturierung der doppelstrangigen DNA, gefolgt von Anlagerung
(Annealing) zweier Primer (synthetische Oligonukleotide, die das zu amplifizierende DNA-
Fragment flankieren) und enzymatischer DNA-Synthese (Extension). Die Amplifikation von
DNA-Fragmenten erfolgt exponentiell. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50-200 pl
in einem Thermocycler (Deckeltemperatur 110 °C) durchgefiihrt. Die Reaktionen erfolgten
mit je 5-100 ng zu amplifizierender DNA-Matrize, 0,025 U/pl GoTaq® DNA-Polymerase, 5x
Green GoTaq® Reaktionspuffer (enthalt 7,5 mM MgCl, (Endkonzentration: 1,5 mM MgCl.)
und Auftragspuffer), je 0,2 mM dNTPs und jeweils 1 uM der beiden Primer. Zur fehlerfreien
Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen wurde zu diesem Ansatz noch 2,5 U
Pwo-Polymerase zugegeben, da diese im Gegensatz zur Tag-Polymerase eine 3’ — 5’-

Proofreading-Aktivitat besitzt. Ein Standard PCR-Programm setzte sich wie folgt zusammen.

Schritt Temperatur [°C] Dauer
1. Denaturierung 95 5 min
2. Denaturierung 95 45s
3. Primer-Anlagerung Ta 45s
4. Extension 72 1 min/kb
5. Finale Extension 72 10 min
7. Lagerung 4 o0

Die Schritte 2 bis 4 wurden 35-mal wiederholt.

Die optimale Anlagerungstemperatur T der Primer wurde nach folgenden Gleichungen
(Chester & Marshak, 1993) ermittelt, wobei der GC-Gehalt und die Lange der Primer

beriicksichtigt werden:

650
Ty = 69,3 + 0,41 - (%GC) — —

Formel 4: Berechnung der Schmelztemperatur eines Oligonukleotids.
Twm: Schmelztemperatur des Primers [°C]

%GC: GC-Gehalt des Primers [%]

n: Anzahl der Nukleotide des Primers
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Ty1 + T
TA:( M12 M2>_3°C

Formel 5: Berechnung der optimalen Anlagerungstemperatur der Primer in einer PCR-Reaktion.
Ta: Annealing-Temperatur [°C]
T & Tyt Schmelzpunkte der eingesetzten Primer

Die optimale Annealing-Temperatur wurde zum Teil auch experimentell bestimmt. Hierfur
wurden mehrere PCR-Ansétze im Gradienten-Cycler (EPPENDORF Mastercycler gradients)
parallel angesetzt. Mittels Agarosegelelektrophorese (3.3.4) konnte anschlielend ermittelt
werden, welche Annealing-Temperatur die hochste Ausbeute an spezifischem
Amplifikationsprodukt lieferte. Die Spanne des Gradienten lag zumeist im Bereich einer

Anlagerungstemperatur zwischen 50 °C und 70 °C.

3.3.2 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung der korrekten Insertion eines Gens in die multiple Klonierungsstelle eines
Vektors wurde ein Insert-Screening mittels Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurden auf
Selektivplatten gewachsene Einzelkolonien dem PCR-Ansatz hinzugefugt und bei dem
Denaturierungsschritt von 95 °C aufgeschlossen. Hierzu wurden die Zellen mit einer
Pipettenspitze von der Platte gepickt und kurz auf dem Boden des PCR-GefaRes verstrichen.
Die freigesetzte DNA diente in den folgenden Amplifikationsrunden als Matrize. Als Primer
wurden in der Regel genflankierende Plasmidprimer eingesetzt. Das VVolumen des Ansatzes
betrug jeweils 20 pl. Im Ansatz waren je 0,5 U GoTaq® DNA-Polymerase, Green GoTaq®
Reaktionspuffer, 0,1 mM dNTPs und je 0,5uM der beiden Primer enthalten. Die

Amplifikation erfolgte mittels Standard-Protokoll wie in 3.3.1 beschrieben.

3.3.3 PCR-Methoden zur gerichteten und zufalligen Mutagenese

3.3.3.1 Megaprimer-PCR (Sarkar & Sommer, 1990)

Die Megaprimer-PCR (MP-PCR) ist eine Form der DNA-Manipulation, mit der gerichtet
Punktmutationen eingefuhrt werden koénnen. In einer ersten PCR wird der Megaprimer
hergestellt, indem mit Hilfe eines genflankierenden Primers und eines Primers, der die
Mutation enthalt, ein Fragment (der Megaprimer) amplifiziert wird. Je nach Lage der
Mutation wird die Mutation Uber einen fehlerhaften 3‘-Primer in Kombination mit einem
genflankierenden 5°-Primer oder tber einen fehlerhaften 5°-Primer in Kombination mit einem

genflankierenden 3°‘-Primer eingefiihrt. Der Megaprimer wurde mittels préparativer
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Gelelektrophorese (3.3.5) gereinigt und diente zusammen mit dem das Gen auf der
gegentiberliegenden Seite flankierenden Primer zur Amplifikation des gesamten Gens in einer
zweiten PCR (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Prinzip der Megaprimer-PCR.
Gezielte Mutationen werden im 1.Schritt durch zum Zielgen komplementére fehlerhafte Primer eingefiihrt.

Der entstehende Megaprimer sollte mdglichst kurz sein, um eine effektive Anlagerung an die
Matrize im 2. Schritt gewéhrleisten zu koénnen. Die erste und zweite PCR wurden nach
beschriebener Methode (3.3.1) durchgefuhrt, wobei jedoch bei der Amplifikation des
Volllangen-Zielgens die Dauer der Primer-Anlagerung auf 1 min erhéht wurde. Die optimale

Anlagerungs-Temperatur des Megaprimers wurde wenn notig experimentell ermittelt.

3.3.3.2 Overlap Extension — PCR (OE-PCR)

Bei der Overlap Extension — PCR (OE-PCR) zur gerichteten Mutagenese werden zwei
zueinander komplementare Mutationsprimer von 25 bis 35bp Lénge definiert, die
komplementdr zum Zielgen sind und im zentralen Bereich den gewiinschten
Nukleotidaustausch tragen. Im ersten Schritt werden in getrennten PCR-Ansétzen mit diesen
Primern in Kombination mit je einem genflankierenden Primer von der gleichen Matrize zwei
uberlappende Genfragmente amplifiziert und mittels praparativer Gelelektrophorese gereinigt
(3.3.5). Diese Fragmente Uberlappen im Bereich der ausgetauschten Nukleotide und dienen in
einer zweiten PCR als Matrize, um in Kombination mit genflankierenden Primern das
vollstdndige Gen mit den ausgetauschten Nukleotiden zu amplifizieren (Abbildung 20).

Die Amplifikationsschritte erfolgten mittels Standard-Protokoll wie in 3.3.1 beschrieben.
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Abbildung 20: Prinzip der Overlap Extension - PCR.

In zwei getrennten Ansatzen, in denen das Zielgen jeweils als Matrize dient, werden zwei Fragmente
amplifiziert, die in einem Uberlappenden Bereich den gewiinschten Austausch tragen. Im 2. Schritt dienen diese
Fragmente als Matrize und mit Hilfe genflankierender Primer kann das mutagenisierte Volllangen-Zielgen
amplifiziert werden.

3.3.3.3 Zufallsmutagenese durch error prone PCR (epPCR)

Zur Einfuhrung zufalliger Punktmutationen in ein Gen wurde die Methode der error-prone
PCR (epPCR) benutzt (Leung et al., 1989). Hierbei wurde die GoTag® DNA-Polymerase
verwendet. Diese besitzt keine 3” — 5’-Proofreading-Aktivitat, wodurch es im Schnitt zu
8-10° bis 2:10™ Fehlern pro Nukleotid kommt (Eckert & Kunkel, 1990; Cline et al., 1996).
Die Fehlerrate kann durch Verwendung ungleicher Konzentrationen der verschiedenen
Desoxynukleotide (Fromant et al., 1995; Vanhercke et al., 2005) sowie durch den Zusatz von
Mn** weiter gesteigert werden (Beckmann et al., 1985; Leung et al., 1989). In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene epPCR-Protokolle verwendet (Tabelle 1). Die
einzelnen Amplifikationsschritte wurden wie in 3.3.1 beschrieben durchgefiihrt, wobei die
Primer-Anlagerung bei 55 °C erfolgte und insgesamt nur 30 Amplifikations-Zyklen

durchgefuhrt wurden.



3 Methoden 63

Tabelle 1: Verwendete error prone PCR (epPCR) Reaktionsbedingungen.
Das Gesamt-Volumen aller gezeigter Reaktionsansatze betragt 200 pl.

konventionelle PCR ep PCR -1 ep PCR -2

MgCl, [mM] 15 15 2,3
MnCl, [mM] - 0,375 0,64
dATP [mM] 0,2 0,2 0,35
dCTP [mM] 0,2 0,2 0,4
dGTP [mM] 0,2 0,2 0,2
dTTP [mM] 0,2 0,2 1,35
Primer [uM] 1 1 1

DNA-Matrize [ng] 20-400 200 100
GoTag -DNA-Polymerase [U] 5 20 20

Bei epPCR-1 wurde, wie bei Vanhercke et al. (2005) beschrieben, lediglich MnCl, zum PCR-
Ansatz hinzugefiigt (Verhaltnis Mg** : Mn®* =4 : 1). Bei epPCR-2 wurden zum Einen die
zugegebene Mengen an DNA-Matrize und MgCIl, bzw. MnCl, (Verhdltnis
Mg®* : Mn* = 3,6 : 1) verdndert und zum Anderen, wie bei Fromant et al. (1995) bzw.
Drummond et al. (2005) beschrieben, zusatzlich die Konzentrationen der dNTPs variiert.

Bei beiden epPCR Ansétzen wurden 20 U Tag-Polymerase zugegeben, um die Produktmenge
zu erhohen. Findet ein Fehlereinbau in den ersten Zyklen der PCR statt, kann diese Mutation
durch die exponentielle Vermehrung der Fragmente im finalen PCR-Produkt Uberreprésentiert
sein und somit die Vielfaltigkeit der Genbank verringern. Um dies zu vermeiden, wurden die
Ansatze zuerst in einem Gesamtvolumen von 200 ul pipettiert, dann aber in acht Aliquots
aufgeteilt. Nach erfolgter PCR wurden die Ansétze wieder vereinigt und die Menge an

amplifiziertem Fragment mittels Agarosegelelektrophorese (3.3.4) Uberpruft.

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

Im Agarosegel werden DNA-Fragmente ihrer Lange entsprechend aufgetrennt. Durch Zugabe
des DNA-interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffs Ethidiumbromid werden die Banden im
Gel unter UV-Licht sichtbar (Sharp et al., 1973). Zur Herstellung eines Agarosegels wurde
1 % (w/v) Agarose in 0,5 % TBE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. Nach
Abkuhlen auf 50 — 60 °C wurden 0,2 pl der Ethidiumbromidstammldsung (10 mg/ml) pro mi
Agarose hinzugegeben, die Losung in eine Gelkammer gegossen und ein Taschenkamm
eingesetzt, der nach dem Erstarren wieder entfernt wurde. Das fertige Gel wurde mit 0,5 %
TBE-Puffer (berschichtet. Die DNA-Proben wurden nun bei Bedarf mit 10 x DNA-
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Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 190 V
fir etwa 20 min durchgefiihrt. Die negativ geladene DNA wandert durch die angelegte
Spannung zur Anode, wobei verschieden lange DNA-Fragmente durch das Agarosenetz
unterschiedlich stark gebremst werden.

Mit UV-Licht der Wellenldnge 302 nm wurden die DNA-Fragmente detektiert und mit Hilfe
des Imager Multi-Doc-It Digital Imaging System die Gele dokumentiert. Als Grol3enstandard
wurden 5 ul des GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder von Fermentas verwendet.

3.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Licht der Wellenlange 302 nm wurden gewiinschte Fragmentbanden mit einem
sauberen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal Uberfiihrt. Die
Extraktion der DNA erfolgte mit Hilfe des Nucleospin®ll-Kits von Macherey-Nagel laut
Anleitung des Herstellers. Die isolierte DNA wurde in 30 ul Wasser aufgenommen und bei

-20 °C gelagert.

3.3.6 Enzymatische Manipulation von dsDNA

3.3.6.1 Spaltung von dsDNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die spezifische Spaltung von dsDNA wurden Restriktionsendonukleasen vom Typll
verwendet (Sambrook et al., 1989, Wilson & Murray, 1991), die eine palindromische
Erkennungssequenz besitzen. Diese erzeugen einzelstrangige Uberhinge, sogenannte sticky-
ends mit 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden. Fur analytische Spaltungen wurde etwa 1 g
DNA mit 20 U von jedem Restriktionsenzym fiir 2 — 3h in einem Volumen von ca. 20 pl in
entsprechendem Puffer bei 37 °C inkubiert. Fur préparative Spaltungen zur spateren Ligation
von Fragmenten wurde die gesamte Menge an erhaltenem PCR-Produkt bzw. 2 pg Vektor-
DNA mit 10 — 30 U von jedem Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von je 50 pl
verdaut. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fir 2 h bzw. (N. Die Reaktionen wurden in dem
jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffer durchgefihrt. Der Anteil der Restriktionsenzyme
im Reaktionsansatz sollte nicht mehr als 10 % des VVolumens betragen, da die glycerinhaltige
Losung, in der die Enzyme gelagert werden, deren Aktivitat beeinflussen kann. Die
Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (3.3.4) und fir die Ligation

aus dem Gel aufgereinigt (3.3.5).
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3.3.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation wurden geschnittener Vektor und Fragment in einem abgeschétzten molaren
Verhaltnis von 1 zu 4 gemischt. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pul
mit 1 U T4-DNA-Ligase (Fermentas) im entsprechenden Puffer UGN bei 16 °C im
Thermocycler oder 1 h bei RT. Danach wurden kompetente E. coli Zellen mit dem Ansatz
chemisch (3.2.3) transformiert.

Zur Ligation von Genbanken wurde geschnittener Vektor und randomisiertes Fragment
ebenfalls in einem abgeschétzten molaren Verhéltnis von 1 zu 4 gemischt. Die Reaktion
erfolgte stets in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 1 U T4-DNA-Ligase (Roche) im
entsprechenden Puffer GN bei 16 °C im Thermocycler. Nach der Entfernung von Salz aus
dem Ligationsansatz (3.2.5) wurden kompetente E. coli Zellen mit dem Ansatz elektrisch
transformiert (3.2.6).

3.3.7 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Zellen erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Le Gouill et al., 1994). Durch Zugabe von SDS und Natriumhydroxid werden zunéchst die
Zellen aufgeschlossen. Anschlielend werden die Proteine und die genomische DNA durch
Neutralisation der Suspension unter Zugabe von Ammoniumacetat gefallt, wahrend die
zirkulére Plasmid-DNA in Losung bleibt.

3.3.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA in analytischen Mengen (Mini-Préaparation)

Die analytische Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte entweder mit
Hilfe des QIlAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen oder mit Hilfe des GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit der Firma Fermentas. Dazu wurden aus einer frischen N Kultur 5 ml
Zellsuspension abzentrifugiert (EPPENDORF 5810R, 4000 rpm, 5 min, RT). Die Isolierung
der Plasmid-DNA erfolgte anschlieBend nach den Angaben des Herstellers. Zur Elution
wurden stets 50 ul steriles Wasser verwendet. Die gewonnene DNA wurde bei -20 °C

gelagert.

3.3.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA in praparativen Mengen (Midi/Maxi-Préaparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA zu préparativen Zwecken erfolgte durch das NucleoBond®
PC 100 (Midi-Praparationen) oder NucleoBond® PC 500 Kit (Maxi-Praparationen) von
Macherey-Nagel.
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Fur Midi-Préaparationen wurden 50 ml einer E. coli UN-Kultur abzentrifugiert (EPPENDORF
5810R, 4.000 rpm, 10 min, 4 °C). Die anschlielende Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte
nach Angaben des Herstellers unter Verwendung der AX100 Sédulen, wobei die final erhaltene
Plasmid-DNA in 50 pl sterilem Wasser aufgenommen wurde. Die Plasmidpraparation wurde
bei -20 °C gelagert.

Maxi-Praparationen wurden zur Gewinnung von Plasmid-Genbanken durchgefiihrt. Dazu
wurden die auf grof3en Platten (@ 14,5 cm) gewachsenen Zellen mit Hilfe von fliissigem LB-
Medium (5 ml fir je 3 Platten) und einem sterilen Spatel abgeschabt. Die so gewonnene
Zellmasse wurde abzentrifugiert (EPPENDORF 5810R 4000 rpm, 10 min, 4 °C) und das
Plasmidgemisch im préparativen Malistab nach Angaben des Herstellers isoliert, wobei die
erhaltene Plasmid-DNA in 300 pl sterilem Wasser aufgenommen und bei -20 °C gelagert

wurde. Pro Maxi-Préparation wurden maximal 5 g Zellmasse verwendet.

3.3.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA-L@sungen wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm bestimmt. Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz entspricht eine ODgg von 1 (mit
01%Az60 = 20 cm®mg™ und einer Kivetten-Schichtdicke von 1 cm) einer DNA-Konzentration
von 50 pg/ml dsDNA (bzw. 35 pg/ml RNA oder 33 pg/ml ssDNA).

Dadurch kann die DNA-Konzentration wie folgt berechnet werden:

_ Aeo 50 - f
CdspNA = W

Formel 6: Bestimmung der DNA-Konzentration.
Caspna . Konzentration an doppelstrangiger DNA [jg/pl]
Asso:  Absorption bei 260 nm

f: Verdinnungsfaktor

Eine saubere DNA-L6sung sollte oberhalb von 300 nm keine messbare Absorption zeigen
und einen OD,g0/OD2g9 Quotienten von mindestens 1,8 aufweisen.

3.3.9 Herstellung von Genbanken

Zunachst wurde das Gen, von dem eine Bank angelegt werden sollte, mit Hilfe von epPCR
(3.3.3.3) randomisiert und die Reaktionsprodukte sowie 2 pug des Zielvektors, mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten (3.3.6.1). Die Produkte der epPCR

und des Restriktionsverdaus wurden jeweils (ber Agarosegelelektrophorese (3.3.4)
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aufgetrennt und aus dem Gel aufgereinigt (3.3.5), wobei die DNA jeweils in 50 °C warmen
sterilen Wasser eluiert wurde, um eine optimale DNA-Ausbeute zu gewéhrleisten. Die
Ligation (3.3.6.2) erfolgte in 8 - 10 Ansétzen a 20 pl bei 16 °C UN. Frisch hergestellte (3.2.4)
elektrokompetente E.coli XL1 Blue MRF‘ Zellen (2.7) wurden mit jeweils 5 pul des
dialysierten Ligationsansatzes (3.2.5) transformiert (3.2.6), d. h. pro Genbank wurden 32 - 40
Transformationen durchgefiihrt. Nach Inkubation der in je 15ml SOC-Medium
aufgenommenen Transformationsansétze (siehe 3.2.6) in 15 ml Rohrchen fir 1 h bei 37 °C
und 220 rpm wurden die Zellen vereinigt, abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4000 rpm, 10 min, 25 °C) und danach in 8 ml SOC-Medium resuspendiert. Daraufhin wurde
die Zellsuspension in Aliquots a 200 pl auf groRen SOC- Selektivagarplatten (@ 14,5 cm, 40
Stlick) ausgestrichen.
Nach dem Anwachsen der Zellen bei 37 °C UN im Brutschrank wurden die SOC-Platten mit
einem sterilen Spatel und LB-Medium abgeschabt und die dabei entstehende
Bakteriensuspension vereinigt und abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4000 rpm, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde gewogen und die Plasmidgenbank uber Maxi-
Préaparationen (3.3.7.2) isoliert.
Die Anzahl der transformierten Zellen (nt) wurde bestimmt indem die angewachsenen
Kolonien auf einer der vierzig groflen SOC-Selektivagarplatten (@ 14,5 cm) ausgezahlt
wurden, wodurch auf die Gesamtanzahl der gewachsenen Kolonien hochgerechnet werden
konnte. Anschlielend wurden 20 Einzelkolonien zuféllig ausgewahlt und tber eine Kolonie-
PCR (3.3.2) die Ligationseffizienz (L) nach Formel 7 bestimmt.

L= v, 100

Ng

Formel 7: Bestimmung der Ligationseffizienz in Prozent.

Ny: Anzahl der Kolonien mit VVolllangenkonstrukt
NG: Anzahl der analysierten Kolonien

Die GroRe der Genbank (G) berechnet sich demnach nach Formel 8 aus dem Produkt der

Anzahl an transformierten Zellen (nt) und der Ligationseffizienz (L).

L

¢=""T00

Formel 8: Bestimmung der Groéf3e einer Genbank aus Formel 7 und Formel 8.
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Um zusatzlich die Effizienz der fir die Genbank verwendeten epPCR zu (berprifen, wurden
jeweils zehn Klone vollstandig sequenziert und hinsichtlich der Zahl der Mutationen, der
auftretenden Insertionen bzw. Deletionen und des Verhdltnisses von Transitionen zu
Transversionen (Ts/Tv) analysiert. Die Anzahl der Basenaustausche pro Gen wurde wie folgt

berechnet:

A _ Z dBasen
Basen — n
Seq

Formel 9: Berechnung der durchschnittlichen Basenaustausche pro Gen durch epPCR.
Agasen:  durchschnittliche Anzahl der Basenaustausche pro Gen.

agasen:  Anzahl der Basenaustausche pro analysiertem Gen.

Nseq:  Anzahl der sequenzierten Gene.

3.3.10 DNA-Sequenzierung

Alle in dieser Arbeit klonierten Gene wurden vollstandig mit vektorspezifischen bzw.
genflankierenden Primern sequenziert. Die Bestimmung der Nukleotidsequenzen erfolgte
durch die Firma Geneart (Regensburg, www.geneart.com). Es wurde das Kettenabbruch-
Verfahren von Sanger (Sanger et al., 1977) auf einem ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer
von Applied Biosystems verwendet. Bei diesem Verfahren werden verschiedene
fluoreszenzmarkierte 2°,3"-Didesoxynukleotide zusatzlich zu den 2"-Desoxynukleotiden in
der Thermal Cycle Sequencing Reaktion (Sears et al., 1992; Slatko, 1994) eingesetzt. Dadurch
entstehnen  3'-terminal  fluoreszenzmarkierte  Einzelstrang-Abbruchfragmente,  die
gelektrophoretisch aufgetrennt werden koénnen. Die Nukleotidsequenz kann anschlieRend
einfach abgelesen werden. Die abgegebenen Proben mit einem Gesamtvolumen von 8
enthielten zwischen 100 und 300 ng DNA und jeweils 10 pmol eines Sequenzierungsprimers,
wodurch die DNA linear amplifiziert wurde. Die im ABI Format erhaltenen Sequenzen

wurden mit den Programmen BioEdit, Chromas und Segman Il analysiert.
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3.4 Proteinchemische Methoden
3.4.1 Genexpression und Proteinanreicherung

3.4.1.1 Expression und Anreicherung von Proteinen im analytischen Malstab

Um zu Uberprufen, ob sich die klonierten Gene Uberexprimieren lassen und in welcher
Fraktion des Zellextraktes sich das Protein anschlieBend befindet, wurde eine Expression im
analytischen MaRstab durchgefihrt (,,Probeexpression®).

Nach Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen mit den entsprechenden Vektoren
wurden 5 ml LB-Selektivmedium mit 50 pl des Transformationsansatzes angeimpft und bei
37 °C mit 220 rpm UN geschittelt. AnschlieBend wurden 10 ml LB-Selektivmedium mit
dieser Vorkultur auf eine ODggo Von 0,1 angeimpft und bei 37 °C mit 220 rpm geschdittelt.
Nach Absenkung der Inkubationstemperatur fur 30 min auf 20 °C (hGR-LBD Varianten) oder
18 °C (hPCSK9****-Varianten) ab einer ODgg von 0,6 wurde die Expression mit 0,5 mM
(hGR-LBD Varianten) oder 0,1 mM IPTG (hPCSK9****-Varianten) (iN induziert.

Bei Expression verschiedener hgr-lbd Varianten wurde nach Absenkung der
Inkubationstemperatur auf 20 °C teilweise parallel zu IPTG zusatzlich 500 uM des hGR-LBD
Agonisten Dexamethason zugegeben. Bei der Expression von hpcsk9****-Varianten wurde
parallel zur Absenkung der Inkubationstemperatur auf 18 °C ein osmotischer Schock durch
Zugabe von 0,5 M NaCl induziert, welcher zur erhéhten Expression zelleigener Chaperone
fuhrt.

Standardmé&Big wurden nach der Expression von jeder Kultur 2 ml Zellsuspension
entnommen, welche zur Préaparation der unldslichen (Pellet P) und l6slichen Zellfraktion
(crude extract C) verwendet wurde (Abbildung 21).

Bei quantitativer Analyse der l6slichen Herstellung von Hisg-GST fusionierten hGR-LBD
Varianten (3.5.3) wurde die entnommene Zellsuspensions-Menge jedoch auf die Zellzahl
normiert. Hierflr wurde die Zelldichte tber die optische Dichte der Zellsuspension bestimmt,
um anschlieBend jeweils exakt 2 x 10° Zellen (entspricht 2 ml Zellen einer ODggo Von 3,2) fiir
die Probenpréparation zu entnehmen. Die l6sliche Zellfraktion wurde bei diesen analytischen
Probeexpressionen zudem (ber Nickel-Sepharose gereinigt (gereinigter crude extract
C=C%*), um exakte Aussagen Uber die Menge an gewinschtem, l6slichem Ziel-Protein
treffen zu konnen (Abbildung 21, blau markiert). Die Nickel-Sepharose wurde vor
Verwendung dreimal mit Aufschlusspuffer gewaschen.

Die mit SDS-Probenpuffer versetzten Proteinfraktionen wurden je fiir 5 min bei 95 °C
inkubiert und auf ein SDS-Polyacryamidgel aufgetragen (3.5.2). Hierbei wurden von den C-
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und P-Fraktionen stets gleiche Mengen aufgetragen (je nach Geltaschen-GroRe 10 pl oder
25 pl). Von der C*-Fraktion wurde etwas weniger fur die SDS-PAGE verwendet (je nach
Geltaschen-GroRe 5 pl oder 12 pl), wobei jedoch bei Analyse verschiedener Proteinvarianten
die jeweils aufgetragene Menge gleich war. Dadurch konnte die Ausbeute an gereinigtem,

I6slichem Protein direkt verglichen werden.

1. Entnahme von je 2 ml Zellsuspension
bzw. 2x10° Zellen

2. Zentrifugation (13.000 rpm, 1 min, 4°C)

3. Aufnahme in je 1 ml Aufschlusspuffer®

4. 20 s Ultraschall, Amplitude: 20%

100 ul 900 pl

1. Zentrifugation (13.000 rpm, 10 min, 4°C) 1. Zentrifugation
2. Uberstand verwerfen (13.000 rpm, 10 min, 4°C)
3. Aufnahme des Zellpellets in 100 pl 2. Entnahme des Uberstands \
Aufschlusspuffer® 1 7u ;
. Zugabe von 40l Nickel-Sepharose
4. Zugabe von 5x SDS-Probenpuffer - 600 pl 2. 1h Inkubation (rotierend bei 4°C)
H 3. Kurze Zentrifugation
unlésliche Fraktion (max. 20 sek, max. 6.000 rpm)
4. Uberstand verwerfen
(Pe”et P) 5. Nickel-Sepharose 2x mit 1ml
Zugabe von 5x Aufschlusspuffer® waschen
SDS-Probenpuffer 6. Zugabe von 2x SDS-Probenpuffer
I6sliche Fraktion gereinigte
(crude extract C) I6sliche Fraktion (C*)

Abbildung 21: Schematische Darstellung des Vorgehens bei einer Probeexpression.

& Aufschlusspuffer: bei Hisg-GST-hGR-LBD Varianten: 50 mM Tris/Cl, 400 mM NacCl, 10 % Glycerin, 0,5 %
CHAPS, 2 mM TCEP, pH 7,9 (+ 50 uM Dexamethason); bei hPCSK9****-Varianten: 50 mM Tris/Cl, 2 mM
EDTA, pH 8,0. Zusétzliche Schritte bei analytischen Probeexpressionen zur Herstellung von Préparationen flr
die Quantifizierung des I6slichen Zielproteins (3.5.3) sind in blau dargestellt.

3.4.1.2 Expression und Anreicherung von Proteinen im praparativen MaRstab

Zur Aufreinigung der Proteine wurden 2-10 | LB-Medium (1| in einem 3 | Glaskolben) mit
den entsprechenden Antibiotika mit einer frischen Vorkultur einer Einzelkolonie auf eine
ODggo von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm im Schdttler inkubiert. Nach Absenkung
der Inkubationstemperatur fiir 30 min auf 20 °C (Hisg-GST-hGR-LBD Varianten) oder 18 °C
(hPCSK9****-Varianten) bei einer ODggo von 0,6 wurde die Expression mit 0,5 mM (Hisg-
GST-hGR-LBD Varianten) oder 0,1 mM IPTG (hPCSK9*****-Varianten) N induziert.

Bei Expression verschiedener hgr-lbd Varianten fusioniert an hisg-gst, wurde nach Absenkung
der Inkubationstemperatur auf 20 °C teilweise parallel zu IPTG zusatzlich 500 uM des hGR-
LBD Agonisten Dexamethason zugegeben. Bei Expression verschiedener hpcsk93 >4
Varianten wurde parallel zur Absenkung der Inkubationstemperatur auf 18 °C ein osmotischer
Schock durch Zugabe von 0,5 M NaCl induziert, welcher zur erhohten Expression zelleigener

Chaperone fuhrt.
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Die Zellen wurden nach Inkubation N geerntet (Sorvall RC5B plus, GS3 Rotor, 4000 rpm,
30 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde mit 50 ml 1x PBS pro Liter Zellkultur gewaschen,
woraufhin das Nassgewicht der Zellen bestimmt wurde. Falls nétig wurden die Zellen bei
-20 °C gelagert. Zum Zellaufschluss wurden die Zellen in 25 ml Aufschlusspuffer (Hisg-GST-
hGR-LBD Varianten: 50 mM Tris/Cl, 2 M Urea, 100 mM NaCl, 5 mM MqgCl,, 40 mM
Imidazol, 2 mM TCEP, DNase | (Roche) (1 mg/ 50 ml), EDTA-freier Protease Inhibitor
Cocktail complete (Roche) (1 Tablette/50ml), pH 7,9 (x50uM Dexamethason).
hPCSK9****-Varianten: 50 mM Tris/Cl, 1 mM DTT, pH 8,0.) pro Gramm Zellmasse
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlieend mit einem Glas-Potter homogenisiert
und auf Eis sonifiziert (Amplitude: 50 %, 2 x 2 min mit 15 s Ultraschall/15 s Pause). Nach
Zentrifugation (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 15000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der l6sliche
Uberstand zur weiteren Entfernung von Schwebeteilchen mit Hilfe von Spritzenfiltern

(PorengrofRe: 0,45 um) filtriert, um anschlieRend weiterverarbeitet werden zu kénnen.

3.4.2 Proteinreinigung aus der loslichen Zellfraktion

3.4.2.1 Metallchelat-Affinitatschromatographie

Die Metallchelat-Affinitatschromatografie wurde an der Chromatographie-Anlage AKTA™
Basic 10 better oder AKTA™ Purifier 10 (GE HEALTHCARE) mit der Saule HisTrap HP
5ml (GE HEALTHCARE,; Séaulenvolumen (SV):5ml; max. Druck: 0,3 MPa) bzw.
HisTrap™ FF crude 1ml (GE HEALTHCARE; Sdulenvolumen (SV):1ml;
max. Druck: 0,3 MPa) durchgefuhrt. Diese Séulen bestehen aus Sepharose 6 (FastFlow)
Medium und dem daran gebundenem Chelator Iminodiaktische S&ure (IDA). IDA besitzt
sechs Koordinationsstellen, wobei an drei Koordinationsstellen Metallionen (Ni?*, Cu®**, Co*
oder Fe®*") immobilisiert werden konnen, wahrend die anderen drei fir die Komplexierung
von Stickstoff- und Schwefelatomen von Histidinen, Tryptophanen oder Cysteinen zur
Verfugung stehen. Proteine, die gentechnisch mit einem N- oder C-terminalem Hisg-Tag
fusioniert wurden, binden nach Beladung der Sdule mit Metallionen (in dieser Arbeit wurde
stets Ni** verwendet) sehr spezifisch an die Saule, da die Metallionen zusitzliche
Koordinationsstellen flr die Histidine bereitstellen. Die Elution von gebundenem Protein
erfolgt durch Anlegung eines Imidazolgradienten, wobei die Imidazolmolekile mit den
chemisch aquivalenten Histidinseitenketten des Proteins um die Bindestellen an der S&ule
konkurrieren. In den Auftragspuffern durfen sich keine grofieren Mengen an EDTA oder DTT
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befinden. EDTA wiirde die gebundenen Nickelionen komplexieren und damit von der Sédule
entfernen, wéhrend DTT die lonen zu elementarem Nickel reduzieren wiirde.

Die Beladung der S&ule mit Nickelionen erfolgte nach Angaben des Herstellers (siehe
2.11.4.1) und wurde bei Bedarf durchgefiihrt.

Die Reinigung von Hisg-GST-hGR-LBD und hPCSK9**** Varianten wurde nach folgenden
Methoden durchgefihrt:

Tabelle 2: Protokolle fir die Reinigung verschiedener Proteine durch Metallchelat-Affinitats-
chromatographie.

Reinigung von

Hisg-GST-hGR-LBD Varianten

hPCSK93*%* varianten

verwendete Saule:

HisTrap HP 5 ml

HisTrap FF Crude 1 ml

Flussrate:

Aquilibrierung:
Beladung:

Waschschritt:

Elution:

Reinigung der Saule:
Aquilibrierung:

Spilen und Lagerung
der Saule:

4 ml/min

2 SV Laufpuffer®

50-250 ml Proteinlésung in
Aufschlusspuffer® mit 2 ml/min

20 SV Laufpuffer®
12 SV Gradient von 40-340 mM

Imidazol mit Elutionspuffer®; es wurden
Fraktionen a 5 ml gesammelt

5 SV Elutionspuffer®

5 SV Laufpuffer®

5 SV H,0; 35V 20 % Ethanol

1 ml/min

2 SV Laufpuffer®

50—-100 ml Proteinlosung in
Aufschlusspuffer®

5 SV Laufpuffer?

30 SV Gradient von 5-700 mM
Imidazol mit Elutionspuffer”; es
wurden Fraktionen a 0,5 ml
gesammelt

5SVv Elutionspuf'ferf

58V Laufpuf‘ferd

5 SV H,0; 35V 20 % Ethanol

& Laufpuffer fur Hiss-GST-hGR-LBD Reinigungen: 50 mM Tris/CI, 500 mM NaCl, 40 mM Imidazol, 2 mM
TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 (£ 50 uM Dexamethason).

b Aufschlusspuffer fiir Hiss-GST-hGR-LBD Reinigungen: 50 mM Tris/Cl, 2 M Urea, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 40 mM Imidazol, 2 mM TCEP, DNase | (Roche) (1 mg/ 50 ml), EDTA-freier Protease Inhibitor Cocktail
complete (Roche) (1 Tablette / 50 ml) pH 7,9 (+ 50 uM Dexamethason).

° Elutionspuffer fir Hiss-GST-hGR-LBD Reinigungen: 50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 340 mM Imidazol,
2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 (£ 50 uM Dexamethason).

% Laufpuffer fiir hPCSK9****-Reinigungen: 50 mM Tris/Cl, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol, pH 8,0.

¢ Aufschlusspuffer fiir hPCSK9*"***-Reinigungen: 50 mM Tris/Cl, 1 mM DTT, pH 8,0.

" Elutionspuffer fiir hPCSK9****-Reinigungen: 50 mM Tris/Cl, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, pH 8,0.

Die Elution der Proteine wurde tber die Messung der Absorption bei 260 und 280 nm
verfolgt. Die weitere Analyse der Elutionsfraktionen erfolgte Gber SDS-PAGE (3.5.2) und
zum Teil Uber analytische reversed-phase HPLC (3.5.6). Saubere Fraktionen wurden

vereinigt. Anschlieend konnte mittels Dialyse (3.4.2.5) das enthaltene Imidazol entfernt
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werden. Bei gereinigten Hisg-GST-hGR-LBD Varianten wurde parallel dazu der fusionierte

Hisg-GST-Tag enzymatisch abgespalten (3.4.2.2).

3.4.2.2 Enzymatische Entfernung des Hisg-Glutathion-S-Transferase Fusionsproteins
Die Hisg-Glutathion-S-Transferase (Hisg-GST), die bei der Expression von Genen in pERN7
(2.8.1.2.4) N-terminal an die entsprechenden Proteine fusioniert wird, kann mit Hilfe der
Protease Thrombin spezifisch abgespalten werden. Dazu wurde die nach Metallchelat-
Affinitatschromatographie (3.4.2.1) erhaltene Proteinlésung mit 1 — 3 kU Thrombin (Sigma-
Aldrich) versetzt. Der Ansatz wurde (N bei 4 °C bei gleichzeitiger Dialyse (3.4.2.5) gegen 2 |
50 mM Tris/ClI, 500 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM TCEP, 0.5 % CHAPS, 10 % Glycerin,
pH 7,9 (10 uM Dexamethason) inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 1 kU Thrombin wurde
der Ansatz nochmals 15 min bei RT und 30 min auf Eis inkubiert. Die Vollstandigkeit der
Spaltung wurde mittels SDS-PAGE (3.5.2) und zum Teil Uber analytische reversed-phase
HPLC (3.5.6) Uberpruft.

3.4.2.3 Gekoppelte Glutathion- und Metallchelat-Affinitdtschromatographie

Zur Entfernung von abgespaltenem Hisg-GST und ungespaltenem Hisg-GST-Fusionsprotein
nach Metallchelat-Affinitatschromatographie (3.4.2.1) und enzymatischem Verdau (3.4.2.2)
wurde eine gekoppelte Glutathion- und Metallchelat-Affinitdtschromatographie durchgefihrt.
Hierfir wurde an der Chromatographie-Anlage AKTA™ Basic 10 better oder AKTA™
Purifier 10 (GE HEALTHCARE) eine GSTrap FF 5 ml Sdule vor eine HisTrap FF Crude
1 ml (3.4.2.1) Séule geschaltet.

GSTrap Séulen bestehen aus Glutathion Sepharose 4 (FastFlow) Medium und binden die
Glutathion-S-Transferase (GST) mit hoher Affinitat. GST bzw. GST-Fusionsproteine binden
somit sehr spezifisch an die S&ule und kénnen durch L-Glutathion, welches mit der Sdule um
die Bindung an GST konkurriert, wieder eluiert werden.

Die Beladung der gekoppelten GSTrap FF 5 ml - und HisTrap FF Crude 1 ml — Séulen mit
der verdauten Proteinpraparation (3.4.2.2) fuhrt dazu, dass sowohl abgespaltenes Hisg-GST
als auch ungespaltenes Hisg-GST-Fusionsprotein effektiv an beide S&ulen bindet. Das saubere
abgespaltene Zielprotein befindet sich somit im Durchfluss, welcher in Fraktionen a 5 ml
gesammelt wurde. Der Chromatographie-Lauf wurde Uber die Messung der Absorption bei

260 und 280 nm verfolgt. Nach der Beladung wurden beide Sdulen gereinigt, indem Hisg-GST
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und ungespaltenes Hisg-GST-Fusionsprotein durch L-Glutathion bzw. durch Imidazol eluiert

wurde. Die Reinigung wurde nach folgender Methode durchgefihrt:

Flussrate: 1 ml/min

Aquilibrierung: 2 SV Laufpuffer®

Beladung und

Sammeln des Durchflusses: 40-120 ml verdaute Proteinlésung (3.4.2.2)
Waschschritt: 2 SV Laufpuffer®

Reinigung der Saule: 5 SV Elutionspuffer 1°

5 SV Elutionspuffer 2°

Spulen und Lagerung
der Saule: 5 SV H,0; 3 SV 20 % Ethanol

& Laufpuffer: 50 mM Tris/Cl, 500 mM NacCl, 2 mM TCEP, 0.25 % CHAPS, 10 % Glycerin, pH 7,9

(x 10 uM Dexamethason).

b Elutionspuffer 1: 50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 2 mM TCEP, 0.25 % CHAPS, 10 % Glycerin, 10 mM L-
Glutathion, pH 7,9 (£ 10 uM Dexamethason).

¢ Elutionspuffer 2: 50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 340 mM Imidazol, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9
(x 50 uM Dexamethason).

Die Analyse der Durchfluss-Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE (3.5.2) und zum Teil uber
analytische reversed-phase HPLC (3.5.6). Saubere Fraktionen wurden vereinigt und

anschlieend mit Hilfe praparativer Gelfiltration (3.4.2.4) weiter verarbeitet.

3.4.2.4 Praparative Gelfiltration

Diese Methode beruht auf dem Prinzip eines umgekehrten Mokularsiebes (Ausschluss-
Chromatographie). Die auf die Séaule aufgetragenen Molekile wandern bei konstanter
Flussrate durch das pordse Saulenmaterial. Kleine Molekile wandern aufgrund des fir sie
groRer vorhandenen Diffusionsraumes langsamer als grol’e Molekdle. Aufgetragene Proteine
werden somit im préparativen Malstab ihrer Grél3e nach aufgetrennt.

Die praparative Gelfiltration wurde bei RT an einer AKTA™ Purifier - Anlage (GE
HEALTHCARE) oder im Kuhlraum bei 4°C an einer FPLC LCC-501 - Anlage (GE
HEALTHCARE) durchgefihrt. Die verwendete Sdulen Superdex 200 pg HiLoad 16/60 bzw.
Superdex 200 pg HiLoad 26/60 (GE HEALTHCARE; Sé&ulenvolumen (SV): 120 bzw.
320 ml) bestehen aus quervernetzter Agarose und Dextran mit einer Partikelgréfle von 24 -
44 uM. Die aufgetragene Probe durfte nicht mehr als 5ml betragen, so dass sie
gegebenenfalls einkonzentriert werden musste (3.4.2.6), bevor sie mit Hilfe eines Superloops
auf die mit entgastem Laufpuffer aquilibrierte Saule aufgetragen wurde.
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Die préparative Gelfiltration wurde als finaler Reinigungsschritt fir hGR-LBD Varianten
genutzt, wobei noch vorhandenes Dexamethason ebenfalls groftenteils entfernt wurde.
Hierbei wurde die Proteinpraparation aus der gekoppelten Glutathion- und Metallchelat-
Affinitatschromatographie (3.4.2.3) auf 5 ml einkonzentriert und auf die mit 25 mM Tris/Cl,
100 mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH 7,9 &quilibrierte S&ule aufgetragen.
AnschlieRend wurde mit 150 ml (Superdex 200 pg HiLoad 16/60) bzw. 360 ml (Superdex 200
pg HiLoad 26/60) desselben Puffers eluiert, wobei die Laufgeschwindigkeit 1 ml/min betrug
(Ruckdruck: max. 0,3 mPa). Der Gelfiltrationslauf wurde ber die Absorption bei 280 nm und
260 nm (AKTA™ Purifier) bzw. bei 280 nm (FPLC LCC-501) verfolgt. Es wurden
Fraktionen mit einem Volumen von je 4 ml gesammelt. Die Analyse der Fraktionen erfolgte
uber SDS-PAGE (3.5.2) und zum Teil Giber analytische reversed-phase HPLC (3.5.6).

3.4.2.5 Dialyse von Proteinldsungen

Falls bei einer Proteinlésung der Puffer gewechselt oder Salze entfernt werden mussten,
wurde gegen einen ausreichenden Volumeniberschuss des Puffers bei 4 °C im Kihlraum
dialysiert. Hierzu wurde ein Dialyseschlauch (Visking) mit einer molekularen
Ausschlussgrenze von 14 kDa verwendet, welcher das Protein zurlckhélt, wahrend

niedermolekulare Substanzen die Membran passieren kénnen.

3.4.2.6 Einkonzentrieren von Proteinldsungen

Die Proteinlésungen wurden mit Hilfe der Amicon® Zentrifugenrdhrchen (Amicon Ultra 4
bzw. 15; molekulare Auschlussgrenze: je 10 kDa) Uber eine semipermeable Membran nach
Herstellerangaben (Eppendorf Centrifuge 5810 R, 4000 rpm, 4 °C) einkonzentriert. Die Dauer

der Zentrifugation richtete sich nach dem VVolumen des einzukonzentrierenden Proteins.

3.4.2.7 Lagerung von gereinigten Proteinen

Die gereinigten und konzentrierten Proteine wurden in flissigen Stickstoff getropft und die

gefrorenen Kiigelchen bei -80 °C gelagert.
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3.5 Analytische Methoden

3.5.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.5.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Der Bradfordtest ist ein Assay zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts von wéssrigen
Losungen. Er beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie
Brilliant Blue G250-L6ésung bei Bindung des Farbstoffes an Proteine von 465 auf 595 nm
verschiebt (Bradford, 1976). Es handelt sich um eine unspezifische Bindung des Farbstoffes
vorwiegend an kationische, nichtpolare und hydrophobe Seitenketten. Die Intensitatszunahme
der Farbreaktion ist Uber einen Bereich von 0,2 - 1,4 mg Protein pro ml Lésung anndhernd
linear. Es wurde der Protein-Assay Kit von BIO-RAD verwendet. Dabei wurden 200 ul des
Coomassie-Reagenz mit 800 pl der Proteinlésung vermischt und nach ca. 5 min die
Absorption der Losung bei 595 nm gemessen. Als Referenz wurde eine Kalibrierungsgerade
mit bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt. Es ist zu beachten, dass der Assay durch SDS
(> 0,1 %) und starke Basen beeinflusst werden kann. Das Ergebnis ist jedoch auch abhangig
von der Aminosdurezusammensetzung des Proteins, so dass die aus der BSA-
Kalibrierungskurve abgeleiteten Proteinkonzentrationen immer nur einen Anhaltspunkt

darstellen.

3.5.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsspektroskopie

Die aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sowie Disulfidbricken
(Cystine) absorbieren unterschiedlich stark UV-Licht in einem Wellenldngenbereich von 250
bis 300 nm. Aus der Aminosauresequenz kann nach Pace et al. (1995) der molare
Extinktionskoeffizient &30 (Formel 10) wund daraus, unter Einbeziehung des
Molekulargewichtes, der spezifische Extinktionskoeffizient (°***A,g0) (Formel 11) errechnet
werden.

€80=2 Trp - 5500 + X Tyr - 1490 + X Cystine - 125

Formel 10: Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten g,g.
£280: molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M™cm™]

0,1% —
Azgo - 8280/ MW

Formel 11: Berechnung des spezifischen Extinktionskoeffizienten %A
01%A,g0: spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [cm?/mg]
MW:  Molekulargewicht des Proteins [g/mol]
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Damit kann mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes die Proteinkonzentration durch

Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt werden (Formel 12).

Aggo=""Asg - ¢ - d
— ¢ = Aggol(**Asgp - d)

Formel 12: Berechnung der Proteinkonzentration mit Hilfe des spezifischen Extinktionskoeffizienten
0,1%

" Aseo.

Azso:  gemessene Absorption bei 280 nm

c Konzentration [mg/ml]

d: Schichtdicke der Kivette [cm]

01%A g0, spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [cm?%mg]

Es wurden Spektren von 220 — 350 nm aufgenommen, wobei sich das Absorptionsmaximum
des Proteins bei 278 nm befinden sollte. Der Quotient Azgo/Azso Sollte mindestens 1,8
betragen und es sollte keine Absorption oberhalb von 300 nm auftreten, um eine Verfélschung
des Ergebnisses durch auf Aggregatbildung zuriickgehende Lichtstreuung ausschlieRen zu
kénnen. Bei deutlicher Absorption oberhalb von 300 nm wurde als erste Né&herung eine
lineare Zunahme der Lichtstreuung mit abnehmender Wellenldnge angenommen und die

ermittelte Proteinkonzentration entsprechend korrigiert.

3.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine werden durch das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und negativ
geladen. Dabei bindet SDS an das Protein gewdhnlich in einem Verhaltnis von einem
Molekul SDS pro 1,4 Aminosaureresten. Die Eigenladung des Proteins kann neben der
Negativladung des mit SDS komplexierten Proteins vernachlassigt werden, so dass SDS-
beladene Proteine identische Ladungs-Masse-Verhaltnisse zeigen. Die Auftrennung beruht
daher allein auf dem Siebeffekt, wobei die Laufgeschwindigkeit dem Logarithmus der Masse
umgekehrt proportional ist (Laemmli, 1970). Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung der
verwendeten 12,5 %igen SDS-Gele.

Tabelle 3: Zusammensetzung 12,5 %iger SDS-PAGE Gele.
Die Mengenangaben gelten fiir 13 Gele.

Trenngel (12,5 %) Sammelgel (12,5 %)

Trenn-/Sammelgel-Puffer 19,5 ml 7,38 ml
Acryamid-SL (30 %) 26,2 ml 59 ml

H,0 31,58 mi 15,95 ml
TEMED 0,089 mi 0,029 ml

APS (10 %) 0,195 ml 0,089 ml
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Die Proben wurden mit 2 x oder 5x SDS- Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C
inkubiert. Es wurden je 5-25 pl der Proben mit Gelloader-Spitzen in die Geltaschen gefullt.
Die Elektrophorese wurde bei 40 mA und 300 V durchgefiihrt und dauerte ca. 30 min.
AnschlieBend wurden die Gele mit SDS-PAGE-Farbelosung gefarbt, wobei die
Nachweisgrenze des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 200-500 ng Protein/mm?
betragt. Die Gele wurden 30 min in der Férbelésung geschwenkt und im Anschluss wurde

durch wiederholtes Aufkochen in Wasser (Mikrowelle 900 W) die Hintergrundfarbung

entfernt.
Zum Teil wurden auch bereits hergestellte NuPAGE® Novex Bis-Tris Gele (4-12 %) des X-
Cell SureLock™ Mini Cell Systems von Invitrogen verwendet, welche mit Instant Blue

(Expedeon, Lucerna-Chem AG) - Lésung geféarbt wurden.

3.5.3 Analyse der Proteinloslichkeit in vivo durch Densiometrie

Zur Analyse der Proteinldslichkeit in vivo wurden Expressionen im analytischen Mal3stab
durchgefuhrt. Die Préparation der Proben erfolgte wie in 3.4.1.1 beschrieben, wobei von den
Expressionskulturen stets jeweils 2 x 10° Zellen entnommen und analysiert wurden. Zur
Quantifizierung wurde nur die gereinigte l6sliche Zellfraktion (C*) verwendet, da die I6sliche
Zellfraktion (C) oftmals zu viele Fremdproteine fir eine genaue Bestimmung der
Zielproteinmenge enthielt.

Die gereinigten loslichen Zellfraktionen (C*) der verschiedenen Proteinvarianten und des
Wildtyps wurden jeweils in unterschiedlichen Verdinnungen auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen (3.5.2) und das Gel mit einer frischen Coomassie Blue-Farbeldsung geférbt. Die
aufgetragenen Proteinmengen konnten anschlieBend durch Quantifizierung der Proteinbanden
mit der Software OptiQuant (Version 02.50) bestimmt werden. Um Quantifizierungsfehler
durch nichtlineare Farbung ausschliefen zu koénnen, wurden nur Banden mit dhnlicher
Intensitat aber unterschiedlicher Verdinnung verglichen, woraufhin auf die unverdinnten
Losungen zuriickgerechnet werden konnte.

Pro Proteinvariante wurden stets drei Prdparationen mit je mindestens zwei verschiedenen
SDS-PA  Gelen analysiert, wodurch die Bestimmung von Mittelwerten und
Standardabweichungen mdglich war.

Die quantifizierte Menge der I6slichen Proteinvariante in der C* - Zellfraktion wurde auf die

Wildtyp-Menge normiert und diente als Mal} fir die Proteinldslichkeit in vivo.
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3.5.4 Western-Blotting

Die durch die SDS-PAGE (3.5.2) aufgetrennten Proteinproben wurden mit Hilfe eines
Tankblotters (Peqlab) vom SDS-Gel auf eine P\VDF-Membran tbertragen. Die Polyvinyliden-
Fluorid-Membran (PVDF) besteht aus einem Polymer aus —(CH,-CF,)- Untereinheiten und
ermoglicht die Bindung von Protein Uber hydrophobe Wechselwirkungen. Gegenuber der
traditionell verwendeten Nitrocellulose hat sie einige Vorteile, unter anderem ist sie robuster.
Die verwendete Membran Immobilon-P (Millipore) hat eine Porengrofie von 0,45 pm und
wurde gemal’ Herstellerangaben vor Gebrauch mit 100 % Methanol fur 1 min aktiviert. Nach
dem Zuschneiden wurde die Membran zusammen mit dem SDS-PA Gel und Filterpapieren
im Transfer-Puffer fir 10 min inkubiert und wie in Abbildung 22 dargestellt in der Tankblot-
Apparatur angeordnet.

Kathode
Tankblot-Kammer
SDS-PAGE Gel
PVDF-Membran
Tankblot-Kammer
Anode

Abbildung 22: Anordnung in der Tankblot-Apparatur.
Der Pfeil deutet die Transferrichtung der Proteine an.

Der Transfer erfolgte bei 220 mA fir 1 h. Der Erfolg des Transfers war aufgrund der
Verwendung des vorgefarbten Standards Prestained PageRuler™ Protein Ladder Marker
(MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot) (2.10) ersichtlich.

Die auf der Membran frei zugénglichen Proteine wurden mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern sichtbar gemacht. Dazu wurden zuerst unspezifische Bindungsstellen durch
Inkubation der Membran GN bei 4°C in Blockierungspuffer (1x PBS, 0,1 % Tween-
20 =PBS/T + 5% Milchpulver) geblockt. AnschlieBend wurde die Membran mit dem in
20 ml PBS/T 1:1000 verdunnten priméren Antikorper (Anti-GFP-
Antikorper mouse monoklonal; siehe 2.6) 90 min bei RT inkubiert. Nach 3-maligen Waschen
der Membran fir 10 min mit PBS/T, wurde sie mit dem in PBS/T + 1 % Milchpulver 1:5000
verdinnten sekunddren Antikoérper (Peroxidase-konjugierter anti-mouse IgG; siehe 2.6)
60 min bei RT inkubiert. Nachdem die Membran nochmals 3 x fir 10 min mit PBS/T
gewaschen wurde, erfolgte die spezifische Detektion mit Hilfe des SuperSignal West Pico

Kits (Pierce) nach Anleitung. Der sekundare Antikorper ist an die Meerrettich-Peroxidase
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konjugiert und diese kann Luminol als Substrat (im SuperSignal West Pico-Kit enthalten)
umsetzen. Dabei wird Luminol oxidiert zu 3-Aminophthalat, das bei 425 nm luminesziert.
Diese Lichtsignale wurden durch Auflegen und Entwickeln von Rontgenfilmen (Fuji) sichtbar

gemacht.

3.5.5 Analytische Gelfiltration

Mit Hilfe der analytischen Gelfiltration l&sst sich das apparente Molekulargewicht und somit
auch der Oligomerisierungsgrad eines Proteins bestimmen. Das Trennprinzip entspricht dem
der praparativen Gelfiltration (3.4.2.4), wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der
Elutionsdauer und dem Logarithmus des Molekulargewichtes besteht. Es wurde die S&ule
Superdex 75 HR 10/30 (GE HEALTHCARE) mit einem Sdulenvolumen von 24 ml an der
Chromatographie-Anlage AKTA Basic 10 better (GE HEALTHCARE) verwendet. Auf die
mit Laufpuffer (25 mM Tris/Cl, 100 MM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, 20 uM
Dexamethason, pH 7,9) &quilibrierte Sdule wurden 100 —500 pl Proteinlésung einer
Konzentration von 1—14 uM (ber einen Superloop aufgetragen. Die Elution erfolgte mit
einer Flussrate von 0,5 ml/min und wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm und 260 nm
verfolgt. Mit Hilfe einer Kalibrierungsgerade, die mit Proteinen bekannter GroR3e erstellt
wurde, konnte das apparente Molekulargewicht (MW,,,) der analysierten Proteine ermittelt

werden.

3.5.6 Analytische reversed-phase HPLC

Mit Hilfe von HPLC (High Performance Liquid Chromatography) kénnen die in einer
Losung enthaltenen Komponenten mit einer sehr hohen Empfindlichkeit und Trennscharfe
analysiert werden. Hierflr wird die Probe chromatographisch auf einer Sdule getrennt und
durch Absorptions- oder Fluoreszenzmessung ein Elutionsprofil des Laufs erstellt. Im
Gegensatz zur FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (z.B. AKTA Basic 10 better)
erfolgt die Chromatographie bei hoherem Druck (bis 400 bar) und mit S&ulen niedrigeren
Durchmessers (2—-4 mm) und kleinerer Partikelgrofle (3 —10 pum). Dadurch wird im
Vergleich zur herkémmlichen S&ulenchromatographie das Trennvermdgen etwa 100 x besser.
Unterschiedliche Substanzen in einer Probe zeichnen sich durch verschiedene
Retentionszeiten aus, Uber die sie dann im Vergleich zu Standardsubstanzen identifiziert
werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ergebnis verschiedener Schritte der Proteinreinigung mit

Hilfe einer reversed phase —Séule analysiert, um den erreichten Reinheitsgrad der
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Proteinpréparationen exakt bestimmen zu kdnnen. Bei reversed phase —Saulen handelt es sich
um Kieselgele, die mit langen Kohlenwasserstoffketten modifiziert wurden. Dadurch erhalt
man eine sehr unpolare Oberflache, an die Substanzen durch hydrophobe Wechselwirkungen
binden kénnen. Zur Elution wurde eine Gradiententrennung mit einem wassrigen Puffer und
einem organischen Losungsmittel verwendet. Durch Zumischen des organischen
Losungsmittels zur waéssrigen Phase sinkt die Polaritdt des Laufmittels, wodurch seine
Elutionskraft fur unpolare Substanzen steigt. Die an die Saule gebunden Substanzen eluieren
also gemaR ihrer Polaritat, wobei sich polare Stoffe vor den Unpolaren von der Saule I6sen.
Der reversed-phase HPLC Lauf wurde an einer Agilent 1200-Anlage mit einer C8 (Poroshell
2.1x50 mm) — S&ule durchgeftihrt, wobei die Absorption bei 215, 260 und 280 nm verfolgt
wurde. Bezuglich der Peaks stehen ganze Spektren zur Verfligung, da ein Dioden-Array

verwendet wurde. Nach Auftrag von 2 ul Probe erfolgte die Auftrennung nach folgendem

Protokoll:
Flussrate: 3 ml/min
Aquilibrierung: 90 % polares Laufmittel®, 10 % unpolares Laufmittel”
Elution: Gradient bis 40 % polares Laufmittel?,

60 % unpolares Laufmittel”
Spulen: 25 % polares Laufmittel®, 75 % unpolares Laufmittel”
Temperatur: 70 °C

& polares Laufmittel: H,0, 0,1 %TFA
b unpolares Laufmittel: Acetonitril, 0,08 %TFA

3.5.7 Circular-Dichroismus-Spektroskopie

Circular-Dichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) ist eine spezielle Form der UV/Vis-
Spektroskopie, die auf Wechselwirkungen von zirkular polarisiertem Licht mit optisch
aktiven Substanzen, wie Proteinen, beruht. Optisch aktive Substanzen besitzen
unterschiedliche Brechungsindizies flir rechts- und links-polarisiertes Licht, was zu
unterschiedlichen Verzégerungen beim Durchgang der Lodsung und somit zu einer
Phasenverschiebung o flhrt. Weiterhin unterscheiden sich bei optisch aktiven Substanzen die
Extinktionskoeffizienten fur rechts- und links-polarisiertes Licht, was beim Durchgang der
Losung zu elliptisch polarisiertem Licht fuhrt. Die Elliptizitat (0,ps) Wird bei CD-Messungen

als Signal verwendet.
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Die CD-Spektroskopie eignet sich besonders zu Untersuchungen von Proteinkonformationen.
Die Absorption im Wellenldngenbereich von 170 bis 250 nm (Fern-UV CD) wird
hauptsachlich von den Peptidbindungen bestimmt, so dass dieser Teil des Spektrums
Aussagen Uber die Sekundérstruktur ermdglicht. Die verschiedenen Sekundarstrukturelemente
wie o-Helix, B-Faltblatt oder Random-coil besitzen sehr distinkte Fern-UV CD-Spektren
(Johnson et al., 1990). Aus diesen verschiedenen Signalen setzt sich ein Proteinspektrum
zusammen (Stark, 1965), wobei «-Helices die anderen Strukturelemente in der
Signalintensitat dominieren. Als charakteristische Merkmale eines Fern-UV CD-Spektrums
gelten Maxima, Nulldurchgang und Minima. Die Absorption im Bereich von 250 bis 320 nm
(Nah-UV CD) ist auf die aromatischen Aminosauren zuriickzufithren. Kleine Anderungen in
der Umgebung eines Chromophors fiihren hierbei zu einer deutlichen Anderung des Signals.
Das Nah-UV CD-Spektrum ist somit eine empfindliche Methode zur Untersuchung der
Tertidarstruktur von Proteinen. In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich Fern-UV CD-Spektren
aufgenommen, um die Integritdt der Sekundarstrukturen von Proteinvarianten zu
kontrollieren.

Fur das CD-Signal von Proteinen in der Amidregion (Fern-UV) findet eine Normierung auf
die durchschnittliche molare Elliptizitat pro Aminosdure (6umrw) nach Formel 13 statt
(Schmid, 1997).

0,y = 0,,,-100- MRW _ 0, -100- MW
c-d c-d-N,

Formel 13: Berechnung der molaren Elliptizitat pro Aminosaure (Oyrw)-
Owvrw  : durchschnittliche Elliptizitat pro Aminoséure [degcm?dmol™]

Oobs : gemessene Elliptizitat [mGrad]

MRW : mittlere Molmasse der Aminosaurenreste (mean residue weight) [kDa]
c : Konzentration der Proteinlésung [mg/ml]

d : Schichtdicke der Kuvette [cm]

MW  : Molare Masse des Proteins [kDa]

Na : Anzahl der Aminoséuren

Alle CD-Messungen wurden in Quarzkivetten der Schichtdicke 1 mm durchgefihrt. Zur
Aufnahme von Fern-UV CD Spektren wurde das CD-Signal, gemessen als Elliptizitat 0, in
Abstanden von 1,0 nm aufgenommen (Scan-Geschwindigkeit: 100 nm/min). Jede Messung
wurde mindestens 10-mal wiederholt und die Spektren anschlieBend gemittelt. Zusatzlich
wurde stets ein reines Pufferspektrum aufgenommen, welches vom Proteinspektrum
abgezogen wurde. Die Werte wurden anschlielend wie oben beschrieben in molare

Elliptizitat pro Aminoséaure Oyrw Umgewandelt.
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3.5.8 Fluoreszenz-Spektroskopie

Absorbiert ein Molekil Licht bestimmter Wellenldnge, so wird es von einem energetischen
Grundzustand in einen angeregten Zustand transferiert. Die Rickkehr in den Grundzustand
kann unter anderem durch die Emission eines Photons geschehen. Dieser Vorgang ist als
Fluoreszenz messbar. Die Energie eines emittierten Photons ist geringer als die eines
absorbierten, was einer Verschiebung zu grolRerer Wellenlénge, also einer Rotverschiebung,
entspricht. Die Fluoreszenz von Proteinen beruht im Wesentlichen auf den aromatischen
Aminosdauren Tryptophan und Tyrosin, wobei das Tryptophan eine grdf3ere Rolle spielt.
Aromatische Seitenketten absorbieren maximal bei einer Wellenléange von etwa 280 nm. Nach
Anregung bei 295nm ist die Fluoreszenzemission ausschlieflich auf Tryptophane
zuruckzufuhren. Die Fluoreszenz von Tryptophan zeigt eine Abhé&ngigkeit von der Polaritat
der Umgebung. Eine stark polare Umgebung bewirkt eine Rotverschiebung der Emission zu
einem Maximum bei ca. 350 nm gegenuber einem Maximum bei 320 — 330 nm in unpolarer
Umgebung. Uber die Messung von Fluoreszenzspektren kann also eine Aussage uber den
Grad der Losungsmittelexposition eines Tryptophans in einem Protein gemacht werden.
Daraus wiederum kann auf den Faltungszustand eines Proteins geschlossen werden (Schmid,
1997). Die Messungen wurden am Fluoreszenz-Spektrophotometer Cary Eclipse (Varian,
Darmstadt) in einer vierseitig geschliffenen Quarzkivette durchgefiihrt. Die Fluoreszenz
wurde bei einer Wellenldnge von 280 nm (Tryptophan- und Tyrosinfluoreszenz) oder 295 nm
(nur Tryptophanfluoreszenz) angeregt und das emittierte Signal in einem Bereich von 300 bis
400 nm aufgenommen. Die Spaltbreite betrug bei der Excitation und der Emission jeweils

5nm.

3.5.9. Refraktometrie

Die genaue Konzentration von Detergenz- bzw. Salz-Stammlésungen wurde vor deren
Verwendung bei Auffaltungs- (3.5.10) bzw. fraktionierten Prézipitations- (3.5.11)
Experimenten bestimmt. Hierfiir wurde mit Hilfe eines Abbé Refraktometers (Carl Zeiss,
Jena) die Differenz der Brechungsindizes (An) der Lésungen mit und ohne Detergenz bzw.
Salz bestimmt, wodurch die Konzentration mit Hilfe der folgenden Formeln berechnet werden

konnte.

¢(GdmCI) [M] = 57,147-An + 38,68-(An)? — 91,60-(An)?

Formel 14: Refraktometrische Bestimmung der Guanidiniumchlorid-Konzentration (Pace, 1986).
An: Differenz der Brechungsindizes der Losung mit und ohne GdmClI.
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c(Harnstoff) [M] = 117,66-An + 29,753-(An)* + 185,56-(An)’

Formel 15: Refraktometrische Bestimmung der Harnstoff-Konzentration (Pace, 1986).
An: Differenz der Brechungsindizes der Losung mit und ohne Harnstoff.

Zur Bestimmung der Ammoniumsulfat-Konzentration konnte aus der tabellarischen
Auflistung von konzentrationsabhéngigen An —Werten aus dem CRC Handbook of Chemistry
and Physics (Weast, 1982-1983) iber einen polynomischen Fit (y =a-x + b-x*+c-x°)
(Abbildung 23) ebenfalls eine Formel abgeleitet werden.
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An

c(Ammoniumsulfat) [M] = 45,624-An + 226,389-(An)* + 476,336-(An)°

Abbildung 23: Refraktometrische Bestimmung der Ammoniumsulfat-Konzentration.
Einzelne Datenpunkte wurden aus Weast (1982-1983) entnommen.

An: Differenz der Brechungsindizes der Losung mit und ohne Ammoniumsulfat.

3.5.10 Bestimmung der Proteinstabilitat durch schrittweise Denaturierung

Zur Untersuchung der Stabilitdt von Proteinen wurden diese durch Erh6hung der Temperatur
bzw. durch Zugabe von steigenden Konzentrationen an chaotropen Reagenzien schrittweise
denaturiert. Zur chemischen Denaturierung wurde in dieser Arbeit stets Harnstoff verwendet,
dessen denaturierende Wirkung seit tber 100 Jahren bekannt ist und genutzt wird (Spiro,
1900; Ramsden, 1902). Der Auffaltungsvorgang der Proteine wurde durch CD-Spektroskopie
(3.5.7) oder Fluoreszenz-Spektroskopie (3.5.8) verfolgt.

Durch CD-Spektroskopie wurde die thermische Auffaltung der Sekundarstruktur von
Proteinen verfolgt. Hierfir wurde mit Hilfe des im JASCO J-815 CD-Spektrometers
vorhandenen PTC-423S/15-Peltiers die Proteinldsung in einer Konzentration von 2,5 — 10 uM

mit einer Rate von 1 °C / min aufgeheizt. Die Messungen wurden in Quarzkulvetten mit einer
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Schichtdicke von 1 mm durchgefiihrt, wobei die Temperatur im Kivettenhalter detektiert
wurde. Die Auffaltung wurde stets bei der fur a-Helices typischen Wellenlange von 220 nm
verfolgt, da dort der Signalunterschied zwischen nativem und aufgefaltetem Protein sehr grof3
ist (Abbildung 24a). Falls die Auffaltungskurven aufgrund niedriger Proteinkonzentration
(2,5 uM) starkes Signalrauschen im nativen und denaturierten Bereich zeigten, wurden sie
mindestens dreimal wiederholt und gemittelt.

Mit Hilfe von Fluoreszenz-Spektroskopie wurde die chemische Auffaltung der Tertidrstruktur
von Proteinen verfolgt. Hierfiir wurde aus einer Proteinlosung, einer Pufferstammltsung und
einer hochkonzentrierten Harnstoff-Losung in gleichem Puffer eine Messreihe mit gleich
bleibender Proteinkonzentration (3 uM) und ansteigenden Harnstoffkonzentrationen von 0 —
8 M erstellt. Die Auffaltungsexperimente fanden bei Raumtemperatur statt. Die Einstellung
des Gleichgewichts zwischen nativem und aufgefaltetem Zustand des Proteins wurde nach
verschiedenen Zeitpunkten tberpriift. Sobald die Messpunkte sich nicht mehr verénderten,
galt das Gleichgewicht als erreicht. Nach Anregung bei 280 nm wurde von den einzelnen
Proben der Messreihe die relative Intensitdt der Emission bei derjenigen Wellenlange
gemessen, bei der die Differenz zwischen nativem und vollstandig denaturiertem Protein am
groliten war (Abbildung 24b). Jede Probe wurde 1min lang im Fluoreszenz-

Spektrophotometer vermessen und die erhaltenen Intensitat gemittelt.
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Abbildung 24: Vergleich der CD- (a) und Fluoreszenz-Spektren (b) von nativem und denaturiertem
Protein.

a: Die CD-Spektren von nativem (25°C) und denaturiertem (75°C) Protein (hier gezeigt: hGR-LBD
(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T)) wurden wie in 3.5.7 beschrieben aufgenommen. Das
Differenzspektrum ist in rot dargestellt. Die Auffaltung der Sekundarstruktur wurde bei 220 nm verfolgt.

b: Emissions-Fluoreszenzspektren von nativem (0 M Harnstoff) und denaturiertem (8 M Harnstoff) Protein (hier
gezeigt: HisF-C**C, Seitz et al. (2007)). Die Spektren wurden nach Anregung mit einer Wellenldnge von
280 nm aufgenommen. Das Differenzspektrum ist in rot dargestellt und weist hier ein Maximum bei 317 nm auf,
weshalb diese Wellenlénge fur die Verfolgung der Tertidrstruktur-Auffaltung benutzt wurde.
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Sowohl bei thermischen als auch bei chemischen Auffaltungsexperimenten wurden die
erhaltenen Messwerte anschlielend normiert und als Funktion der Temperatur bzw. der
Konzentration an Denaturierungsmittel aufgetragen. Hierfur wurde der Zweizustands-
Faltungsmechanismus angenommen, bei dem das Protein nur in der gefalteten (N) oder
ungefalteten (U) Konformation vorliegen kann, Faltungsintermediate werden hierbei nicht
berucksichtigt (1.1.1). Die Anteile an gefaltetem Protein (Fy) und ungefaltetem Protein (Fy)

summiert sich damit zu:
FN + FU - 1

Formel 16: Anteil an nativem (Fy) und denaturiertem (Fy) Protein unter Annahme des Zweizustands-
Modells der Auffaltung.

Somit werden die Signalwerte yy von vollstdndig nativem bzw. yy von vollstandig
denaturiertem Protein als 0 %-ige bzw. 100 %-ige Auffaltung des Proteins definiert und jeder

Signalwert y~ lasst sich durch Formel 17 beschreiben.

y=yn Fn+yu-Fy

Formel 17: Zusammensetzung des Signalwertes y unter Annahme des Zweizustands-Modells der
Auffaltung.

yn und yy stellen den fir N bzw. U (bei der jeweiligen Konzentration an Denaturierungsmittel) typischen
Signalwert dar.

Durch Kombination von Formel 16 und Formel 17 ergibt sich fir Fy :

n—Y)

FU =
(yn —yu)

Formel 18: Bestimmung des Anteils an ungefaltetem Protein aus den bei einem Auffaltungsexperiment
gemessenen Signalintensitaten, unter Annahme des Zweizustands-Modells der Auffaltung.

Fu: Fraktion an ungefaltetem Protein

YN Signalwert des nativen Proteins
Yu: Signalwert des denaturierten Proteins
y: Messwert

Die Anderung der y-Werte im Préa- bzw. Postiibergangsbereich zeigt die Abhangigkeit von yy
bzw. yy von der Temperatur bzw. der Denaturierungsmittelkonzentration an. Diese
Abhangigkeit war annahernd linear, weshalb sich yy und yy bei der jeweiligen Temperatur

bzw. Harnstoff-Konzentration durch lineare Regression bestimmen lieRen. Dazu wurde eine
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Ausgleichsgerade durch die Datenpunkte im Pra- sowie im Postlibergangsbereich gelegt
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Auswertung eines thermischen (a) bzw. chemischen (b)
Auffaltungsexperiments.

Die Werte stammen aus CD-spektroskopischen (a) bzw. fluoreszenzspektroskopischen (b) Messungen. Die grau
markierten Punkte zeigen den Pra- sowie den Postlbergangsbereich. Durch lineare Regression dieser Bereiche
kann die Temperatur- bzw. die Denaturierungsmittel-Abhangigkeit der ermittelten Signalwerte von N bzw. U
bestimmt werden.

Mit Hilfe der ermittelten Geradengleichungen im Pra- und Postiibergangsbereich wurde fiir
jede Temperatur bzw. Denaturierungsmittelkonzentration der theoretische Signalwert von
nativem (yn) und ungefaltetem Protein (yy) bestimmt. Anschlielend wurde fir jeden
Messwert geméall Formel 18 der Anteil an ungefaltetem Protein (Fy) berechnet.

Falls die Denaturierung eines Proteins in erster Naherung tatsachlich mit dem Zwei-Zustands-
Modell beschrieben werden kann, ist es moglich auf die freie Energie (AGpn) der Auffaltung
unter nicht denaturierenden Bedingungen zu schlieRen (Formel 1). Hierbei wird ausgehend
von der Ubergangsregion der Auffaltung zuriick auf native Bedingungen extrapoliert
(Pace & Scholtz, 1997). Parallel stattfindende Auffaltung der Sekundér- und Tertidrstruktur
ist ein guter Hinweis daftr, dass ein Protein nur zwei Zustande (N bzw. U) aufweist und keine
Faltungsintermediate vorhanden sind.

Bei chemischen Auffaltungsexperimenten wird die Konzentration an Denaturierungsmittel,
bei welcher das Protein zur Halfte in nicht-nativer Form vorliegt als [D1,]*"-Wert definiert.
Bei  thermischen  Auffaltungsexperimenten  wird  entsprechend die  apparente
Schmelztemperatur (Ty™") ermittelt, welche der Temperatur entspricht bei der die Halfte des
Proteins in nicht-nativem Zustand vorliegt. Sowohl [D1,]*" als auch Tu® kénnen
unabhéngig von der Giiltigkeit des Zweiszustandsmodells ermittelt werden und wurden im

Rahmen dieser Arbeit als operationelles MaR fur die Proteinstabilitat verwendet.
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3.5.11 Analyse der Proteinloslichkeit in vitro durch fraktionierte Prazipitation

Die Loslichkeit von Proteinen wird durch Protein-Protein-, Protein-Wasser-, Protein-lon- und
lon-Wasser-Interaktionen bestimmt (Trevino et al., 2008). Bei Zugabe von Salzen in hoher
Konzentration hydratisieren die geladenen Salzionen, wodurch den Proteinen ihre Hydrat-
Hulle entzogen wird. Durch hydrophobe Wechselwirkungen kommt es zur Aggregation und
schlielich zur Prézipitation der Proteine (1.1.3). Im Gegensatz zu chaotropen Reagenzien
(z.B. Harnstoff oder Guanidiniumchlorid), welche den entfalteten Zustand eines Proteins
stabilisieren, werden Proteine durch anti-chaotrope (kosmotrope) Salze wie Ammoniumsulfat
nicht denaturiert. Die native Struktur und Funktion der Proteine bleibt demnach im
aggregierten Zustand erhalten (Trevino et al., 2008).

In dieser Arbeit sollte die Loslichkeit verschiedener Proteinvarianten in vitro bestimmt
werden. Hierfir wurde aus einer Proteinldsung, einer Pufferstammldsung und einer
hochkonzentrierten Ammoniumsulfat-Losung in gleichem Puffer eine Messreihe mit gleich
bleibender Proteinkonzentration und ansteigenden Ammoniumsulfat-Konzentrationen von 0 —
1,2 M erstellt. Die Prazipitationsexperimente fanden bei Raumtemperatur statt. Nach 5 min
Inkubation wurden alle Proteinproben 60 min zentrifugiert (EPPENDORF 5415D,
13000 rpm, RT) um das prézipitierte Protein zu pelletieren. Die Konzentration an Iéslichem
Protein im Uberstand der verschiedenen Proben wurde mit Hilfe einer zuvor erstellten
Eichgerade durch Fluoreszenz-Spektroskopie ermittelt. Hierfir wurde nach Anregung bei
280 nm die relative Intensitit der Emission des Uberstands (1:8 verdiinnt in gleicher
Pufferlosung) bei derjenigen Wellenlange gemessen, bei dem das Protein maximale Emission
zeigte. Jede Probe wurde 1 min lang im Fluoreszenz-Spektrophotometer vermessen und die
erhaltenen Intensitat gemittelt. Diese Methode zur Konzentrationsbestimmung stellte sich als
sehr genau heraus, wobei stets sichergestellt wurde, dass im untersuchten
Konzentrationsbereich ein linearer Zusammenhang zwischen Fluoreszenz-Signal und
Proteinkonzentration besteht und somit ein innerer Filtereffekt ausgeschlossen werden kann
(siehe Anhang 7.2).

Die Proteinkonzentration im léslichen Uberstand der unterschiedlichen Proben wurde jeweils
prozentual auf die nach Inkubation mit 0 M Ammoniumsulfat erhaltene Konzentration an
I6slichem Protein normiert und als Funktion der Salz-Konzentration aufgetragen. Als
operationelles MaB fiir die Proteinloslichkeit wurde der [Ly,,]**"—Wert eingefiihrt, welcher der
Ammoniumsulfat-Konzentration entspricht bei der die Hélfte des eingesetzten Proteins
prazipitiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Rationales Design der Oberflache von hPCSK9***

Die Loslichkeit von Proteinen kann laut Trevino et al. (2007) durch Optimierung der
Proteinoberflache verbessert werden. Hierzu muss die Anzahl an exponierten hydrophilen
Aminosdure-Resten durch gezielt eingefiihrte Mutationen erhoht werden. Relativ
konservative Austausche die zu einer hoheren Hydrophilizitit fiihren (z.B. Threonin — Serin)
konnen hierbei bereits die Loslichkeit des Proteins verbessern. Bei vielen Proteinen ist keine
durch Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie bestimmte 3D-Struktur verfugbar.
Um in solchen Fallen die Proteinoberflache zu analysieren, missen uber bioinformatische
Methoden erstellte Struktur-Modelle (z.B. Homologie-Modelle) verwendet werden. Dieses
Vorgehen sollte am Beispiel der humanen Proprotein Convertase/Subtilisin Kexin Typ 9
(hPCSKO9) getestet werden. Um die heterologe Herstellung von hPCSK9 in Escherichia coli
uberhaupt zu erméglichen wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem modifizierten Konstrukt
hPCSK9**°*(S386A) gearbeitet. Es handelt sich hierbei um ein verkiirztes Fragment von
hPCSK9, welches nur aus der Pro- und der katalytischen Doméne des Proteins besteht
(Abbildung 6). Die disulfidreiche C-terminale V-Domane wurde entfernt, da diese sich im
Cytoplasma von E. coli nicht richtig falten kdnnte. Dartber hinaus wurde die katalytische
Aktivitat der Protease entfernt, indem das katalytisch essentielle Serin 386 gegen ein Alanin
ausgetauscht wurde. Dies sorgt dafir, dass keine autokatalytische Abspaltung der Pro- von
der katalytischen Domane erfolgt. Wahrend der Laufzeit dieser Dissertation wurden drei
hochaufgeldste Rontgenkristallstrukturen von hPCSK9 verdffentlicht (Cunnigham et al.,
2007; Hampton et al., 2007; Piper et al., 2007), die im Folgenden zur Evaluierung der

erstellten Homologie-Modelle dienten.

4.1.1 Analyse der Oberflache von hPCSK9®! 4>

4.1.1.1 Homologie-Modellierung der hPCSK9®*** - Struktur

Um zuverldssige Aussagen uber die Oberflache des Proteins zu erhalten wurden zu einem
Zeitpunkt an dem noch keine experimentell ermittelten 3D-Strukturen von hPCSKO9 verfugbar
waren, mehrere Homologie-Modelle mit Hilfe unterschiedlicher, offentlich zugénglicher
Server erstellt. Homologe Proteine zu hPCSK9*:*** deren 3D-Struktur in der PDB-
Datenbank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) hinterlegt sind, wurden mit Hilfe von
HHpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) identifiziert (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Referenz-Strukturen fiir Homologie-Modellierungen von hPCSK 9344,
Proteine die eine dhnliche Sequenz zu hPCSK9**>* aufweisen und deren 3D-Struktur bekannt ist wurden tber
HHpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) identifiziert.

Sequenzidentitat mit

Struktur Protein Organismus hPCS Kg3L454
pdb2b6n Proteinase K-Like Enzym Serratia sp. 35%
pdblsh7 Subtilisin-Like Serin Protease Vibrio sp. 35%
pdblic6 Proteinase K T. album limber 33%
pdbigci Subtilisin B. lentus 31%
pdbito2 Subtilisn BPN¢ B. amyloliquefaciens 31%
pdblyilk Subtilisn BPN* B. amyloliquefaciens 31%
pdb1rOr Subtilisin Carlsberg B. licheniformis 30%
pdblthm Thermitase T.vulgaris 29%
pdb2elp Subtilisin T. kodakarensis 25%
pdbly9z Subtilisin-Like Serin Protease Pseudoalteromonas sp. 25%
pdblrév Fervidolysin F. pennivorans 23%
pdblea7 Sphericase B. sphaericus 23%
pdb1r64 Kexin S.cervisae 20%
pdb1p8§j Furin M.musculus 19%

Mit Hilfe des Programmes Modeller (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller) wurden
anschlieBend sieben Homologie-Modelle (Modelle 1-V11) fiir hAPCSK9**** auf der Grundlage
unterschiedlicher Referenz-Strukturen generiert. Zusatzlich wurde mit Hilfe der Homologie-
Modellierungs — Server 3djigsaw (http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/)
(Modell VIII) und CPH models 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess CPHmodels/)
(Modell IX) jeweils ein Homologie-Modell berechnet, wobei diese Programme jeweils
selbststdndig ~ eine  Referenz-Struktur ~ wéhlten.  Mit  Hilfe von  DaliLite
(http://www.ebi.ac.uk./DaliLite) wurden paarweise Superpositionierungen aller Modelle mit
Modell I durchgefiihrt. Der Vergleich ergab, dass sich die Modelle in ihrer globalen Struktur
stark &hneln, was fir die Qualitat der berechneten Strukturen spricht (Tabelle 5).

Tabelle 5: Homologie-Modelle von hPCSK 9%,
RMSD-Werte (Co. Atome) wurden tiber DaliLite bestimmt.

Modell Programm Referenzstruktur(en) RMSD zu Modell |

pdb2b6én, pdblrév, pdblic6, pdblsh7, pdb1rOr,

I Modeller pdblgci, pdbly9z, pdblto2, pdblthm, pdblea7 )

1l Modeller pdb2b6n 16A
1 Modeller pdb1p8j 20A
v Modeller pdb1r64 2,1A
\% Modeller pdb2elp 22A
VI Modeller pdblrév 25A
Vil Modeller pdbirév, pdb2elp 2,7A
VI 3djigsaw pdbilylk 20A

IX CPH models 3.0 pdb2b6n 1,7A
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Die korrekt modellierte Anordnung des katalytischen S386 an die Autoprozessierungs-Stelle
Q152-S153 spricht ebenfalls fir die Qualitat der Homologie-Modelle (Abbildung 26a).

Superpositionierungen von Modell I mit den drei spater verdffentlichten, experimentell
ermittelten Strukturen pdb 2pmw, pdb 2qtw und pdb 2p4e (Piper et al., 2007; Hampton et al.,
2007; Cunningham et al., 2007) zeigten, dass das Modell global eine hohe Ahnlichkeit zur
tatsachlichen Struktur aufweist (RMSD: 2,5 A) (Abbildung 26b). Hierbei muss zusatzlich
beachtet werden, dass es sich bei den Kristallstrukturen jeweils um die prozessierte Form des
Proteins handelt bei der die Pro- und die katalytische Domane im Gegensatz zu Modell |
nicht-kovalent verbunden sind, weswegen es im Bereich der Pro-Doméne zu groReren

Abweichungen kommt.

a

katalytische Doméane

Modell | Modell |

pdb2pmw

Abbildung 26: Homologie-Modell I von hPCSK9¥%,

a Das Modell zeigt deutlich separierte Pro (magenta)- und Kkatalytische Doméne (blau), wobei die
autokatalytische Spaltstelle bei Q152 korrekt am katalytisch essentiellen S386 positioniert ist. b Die
Superpositionierung von Modell I mit der Kristallstruktur pdb 2pmw (Piper et al., 2007) (grau) wurde mit
DaliLite (http://www.ebi.ac.uk./DaliLite) durchgefuhrt. 268 verglichene Aminoséuren-Reste (berlagerten mit
einem RMSD von 2,5 A (Z-Score: 35,5). Superpositionierungen von Modell | mit pdb 2p4e (Cunninham et al.,
2007) und pdb 2qtw (Hampton et al., 2007) ergaben ebenfalls einen RMSD von 2,5 A. Einige Stellen der
Struktur sind bei pdb 2pmw nicht aufgelost (A168-175, A212-218, A448-451, A572-584, A660-669). Modell |
zeigt bis auf eine N-terminale Verkiirzung die vollstandige Struktur von hPCSK9*** (Aminosaure 44 bis 454).

4.1.1.2 Lésungsmittel-Zuganglichkeit der Aminosauren von hPCSK93>*

Die Oberflachen der generierten Homologie-Modelle wurden mit Hilfe von Polyview
(http://polyview.cchmc.org/index_old.html)  analysiert. Das Programm  gibt die
Losungsmittel-Zugéanglichkeit der einzelnen Aminosduren auf einer Skala von 0 (Seitenkette
komplett im Protein vergraben) bis 9 (Seitenkette zu 100 % Ldsungsmittel-zugénglich) an. Es
konnten so 15 hydrophobe Aminosauren (Valin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan)
bzw. Threonine in hPCSK9%:*** identifiziert werden, die bei der Mehrzahl der Homologie-
Modelle an der Oberflache des Proteins exponiert sind (Tabelle 6, Abbildung 27). Die
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nachtragliche Uberpriifung der Proteinoberfliche wvon hPCSK9 mit Hilfe der
Rontgenkristallstrukturen pdb 2pmw, pdb 2gtw und pdb 2p4e (Cunnigham et al., 2007,
Hampton et al., 2007; Piper et al., 2007) zeigte, dass die getroffenen Vorhersagen qualitativ

sehr gut mit der tatsachlichen Situation tbereinstimmen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ld&sungsmittel-zugangliche Threonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und
Tryptophane von hPCSK9¥#*,

Die Analyse der Oberflachen der Homologie-Modelle und der Rontgenkristallstrukturen erfolgte mit Hilfe von
Polyview. Die Lésungsmittelzugénglichkeit der einzelnen Aminosduren wurde auf einer Skala von 0 (vollstandig
abgeschirmt) bis 9 (vollstdndig exponiert) bewertet. Bei einigen Strukturen waren manche Aminosduren nicht
aufgelost (n.a.).

Homologie-Modelle Rontgenkristallstrukturen
I m m v v VI vl Vil IX @ pdb2pmw pdb2gtw pdb2pde ("]
Thre0 9 na na na nha 5 9 na na 7,7 n.a. n.a. n.a. n.a.
Thr6l 6 na na na na 5 7 na na 60 9 9 9 9,0
Thr63 6 na na. na na 1 7 na. na. 47 4 4 4 4,0
Leul79 8 7 9 6 7 9 8 7 5 73 5 4 5 47
Thr214 7 4 4 3 1 0 8 0 9 40 n.a. n.a. n.a. n.a.
Phe216 5 7 4 3 6 4 3 6 8 51 n.a. n.a. n.a. n.a.
Leu276 8 9 0 7 6 8 0 7 5 56 5 6 6 57
Val277 6 3 0 8 4 7 0 6 2 40 8 7 6 7,0
Tyr293 4 5 6 5 5 6 0 4 5 44 5 5 6 53
Leu324 3 5 3 8 0 0 1 5 5 33 5 4 5 47
Thr350 0 0 0 0 6 6 1 0 6 21 9 9 9 9,0
Leu351 3 0 0 2 2 6 0 7 3 26 4 4 4 40
Thr377 4 5 4 3 7 5 5 2 5 44 6 6 6 6,0
Thr448 5 na na na na na 5 na na. 50 n.a. 6 7 6,5
Trp453 4 na. na na na na 8 na. na. 60 4 4 5 4,3

‘
~ 5

i ‘
Pl

Pro-Doméne @€ v 4

Modell | katalytische Domane

Abbildung 27: L&ésungsmittel-zugangliche Threonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und
Tryptophane des hPCSK9*****-Homologie-Modells I.

Die Uber Polyview identifizierten Threonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und Tryptophane auf der
Oberflache von Modell | sind orange dargestellt. Dieselben Aminoséuren wurden durch Analyse der anderen
Homologie-Modelle identifiziert (Tabelle 6), wobei noch eine zusétzliche Aminoséure als Lésungsmittel-
zugénglich definiert wurde, die in diesem Modell vergraben vorliegt (T350).
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Nach der Identifikation dieser 15 exponierten Aminosduren, wurde eine Variante von
hPCSK9(S386A)*** hergestellt, bei der diese Reste durch gezielte Mutagenese gegen
hydrophilere ausgetauscht wurden. Im Allgemeinen wurde ein Serin anstelle des
wildtypischen Restes eingefiihrt (Threonin 60, 61, 63, 214, 350, 377, 448; Leucin 324, 351;
Valin 277; Tryptophan 453). Serin ist die hydrophilste Aminosdure ohne Ladung und stellt
somit den konservativsten hydrophilen Austausch dar. Die sehr stark exponierten Leucin-
Reste 179 und 276 wurden gegen das noch hydrophilere Glutamat (Trevino et al., 2007)
ausgetauscht, da bei diesen Positionen davon ausgegangen werden kann, dass die Ladung ins
Solvent zeigt und es zu keinen unglnstigen elektrostatischen Wechselwirkungen mit anderen
Aminosdure-Resten kommt. Die aromatischen Aminosduren Phenylalanin 216 und
Tyrosin 293 wurden gegen ein Histidin ausgetauscht, um einerseits eine hydrophilere
Aminosdure einzufiihren, andererseits aber mdgliche Stacking-Wechselwirkungen oder

Wasserstoffbriicken zu anderen Aminosauren beizubehalten.

4.1.2 Klonierung von hpcsk93**4(S386A)°"

Zu Beginn dieser Arbeit lag die kodierende Sequenz fiir hPCSK9*:***(S386A) im
Expressionsvektor pET21a(+) vor. Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Dr. Daniel
Schlatter (F. Hoffmann — LaRoche, Pharma Research Discovery, Basel) zur Verfligung gestellt.
hpcsk9***4(S386A) war hierbei so iiber Ndel und Xhol in den Vektor kloniert, dass dem
translatierten hPCSK9%%54(S386A) Protein ein kurzes Peptid (GSELEHHHHHH) C-terminal
angehangt wird. Der darin enthaltene Hisg-Tag ermdglicht die Aufreinigung des Proteins tber
Metallchelat-Affinitdtschromatographie (3.4.2.1).

Die Nukleotid-Austausche, welche fir die 15 Aminosauren-Mutationen T60S, T61S, T63S,
L179E, T214S, F216H, L276E, V277S, Y293H, L324S, T350S, L351S, T377S, T447S und
W453S  kodieren, wurden schrittweise mit Hilfe von Megaprimer-PCR (3.3.3.1) in
hpcsk9®4°4(S386A)  eingefilhrt. Der Megaprimer wurde hierbei stets mit einem
Mutationsprimer, welcher einen oder mehrere Austausche beinhaltet
(3’hpcsk9(T60S+T61S+T63S), 3’hpesk9(L179E), 3’hpcsk9(T214S+F216H),  3’hpcesk9
(T377S), 3’hpcsk9(T350S+L351S) bzw. 5’hpcsk9(L276S+V277S), 5’hpcsk9(T447S+
W453S), 5’hpcsk9(Y293H), 5°hpcsk9(L324S)), und einem genflankierenden Primer
(5’hpcsk9(Ndel) bzw. 3’hpcsk9(Xhol)) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei zuerst
pET21a(+)_hpesk9®#*4(S386A) und dann sukzessive das pET21a(+) hpcsk9®*4(S386A)
Konstrukt mit den zuvor eingefligten Austauschen als Templat diente. Die Volllangen-Gene

wurden anschlieend mit Hilfe der aus einem Agarosegel aufgereinigten (3.3.5) Megaprimer
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und des entsprechenden genflankierenden Primers (3’hpcsk9(Xhol) bzw. 5’hpcsk9(Ndel)) mit
Hilfe desselben Templats wie zuvor durch PCR amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzyme
Ndel und Xhol wurde das erhaltene mutagenisierte Gen in einen leeren pET21a(+)-Vektor
kloniert und diente als Templat fir die ndchste Megaprimer-PCR, bei welcher ein neuer
Austausch hinzugefiigt werden konnte. Nach jeder Klonierung wurde die Nukleotidsequenz
durch Sequenzierung mit den vektorspezifischen Primern T7 Promotor und T7 Terminator
bestatigt. Nach neun Klonierungsrunden wurde das Konstrukt
PET21a(+)_hpcsk9®*°4(S386A)° erhalten, in welchem alle oben erwahnten Mutationen in
hpcsk9®4>4(S386A) enthalten sind.

4.1.3 Heterologe Herstellung und Reinigung der hPCSK9%**** Varianten

Die Expression von hpcsk9*:*°*(S386A) bzw. hpcsk9®°4(S386A)° erfolgte in mit den
entsprechenden pET21a(+)-Vektoren transformierten E. coli BL21(DE3) Zellen, wobei die
Expression nach einem osmotischen Schock mit NaCl durch Zugabe von IPTG bei 18 °C UN
induziert wurde (3.4.1.2). Die Produktion der Proteine wurde zuvor mittels Probeexpression
(3.4.1.1) Uberpriift, wobei bei hPCSK9¥**4(S386A)°" ein deutlich groRerer Anteil des
Proteins in der l6slichen Zellfraktion zu finden war als bei hPCSK9****(S386A) (Abbildung
28a). Die Reinigung beider Proteine erfolgte mit Hilfe des C-terminalen Hisg-Tags uber
Metallchelat-Affinitdtschromatographie (3.4.2.1) (Abbildung 28b). Die Proteine eluierten

jeweils im Bereich von 80 — 300 mM Imidazol.
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Abbildung 28: Heterologe Expression in E. coli BL21(DE3) und Reinigung der hPCSK9**** Varianten.

P: unldsliche Zellfraktion (Pellet), C: losliche Zellfraktion (crude extract), M: Markerproteine (Unstained
Protein Molecular Weight Marker, MBI Fermentas). Bei den SDS-PA Gelen sind die Banden der
hPCSK9¥**(S386A) Varianten mit einem Pfeil markiert.

a Probeexpressionen, analysiert Uber SDS-PAGE (12,5%). Bei der Oberflachen-optimierten Variante
hPCSK9¥“**(S386A)°" (2) befindet sich mehr Protein in der léslichen Zellfraktion als bei
hPCSK9¥**(S386A) (1).

b Reinigung von hPCSK9¥**(S386A)°" (iber Metallchelat-Affinitatschromatographie. Das Elutionsprofil
wurde aufgenommen ber die Messung der Absorption bei 260 nm (rot) und 280 nm (blau). Die Elution erfolgte
Uber einen Imidazolgradienten von 0 — 700 mM (griin). Die Elutionsfraktionen (EF) von 80 — 300 mM Imidazol
enthielten sauberes Protein (analysiert iber SDS-PAGE (12,5 %)).
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Die Fraktionen mit sauberem Protein wurden jeweils vereinigt und zur Entfernung des
Imidazols zweimal gegen 1 1 50 mM Tris/Cl, 5 mM DTT, pH 8,0 dialysiert (3.4.2.5).

Die Ausbeute betrug bei hPCSK9*:***(S386A) ca. 1 mg und bei hPCSK93**4(S386A)
ca.” 5 mg Protein pro Liter Zellkultur. Die Proteine wurden in flissigen Stickstoff eingetropft
und bei -80°C gelagert (3.4.2.7). Die verbesserte Reinigungs-Ausbeute von
hPCSK9**4(S386A)™ im Vergleich zu hPCSK9¥*%(S386A) zeigt, dass die 15
eingefiihrten Mutationen auf der Oberflache des Proteins tatsdchlich zu einer Erhéhung der

Loéslichkeit in vivo fihren.

4.1.4 Biophysikalische Charakterisierung der hPCSK9***** Varianten

Die in Tabelle 7 gezeigten molaren und spezifischen Extinktionskoeffizienten der Varianten
wurden tUber deren Aminosaure-Sequenz und deren Molekulargewicht ermittelt (siehe 3.5.1.2,
Formel 10, Formel 11).

Tabelle 7: Biophysikalische Parameter der hPCSK9**** Varianten.

Molekulargewichte (MW) unter Berilicksichtigung des C-terminalen Hisg-Tags, Anzahl der enthaltenen
Tryptophan- (Trp) bzw. Tyrosin (Tyr) - Reste, sowie molare (e0) und spezifische (***Azg)
Extinktionskoeffizienten.

Protein MW [Da] T Trp+ Tyr exgo[Micm™] %1% Ang0[cm?/mg]
hPCSK93!154(S386A) 47312 4+9 35410 0,75
hPCSK931%4(S386A)°P 47046 3+8 28420 0,60

4.1.4.1 Analyse der Loslichkeit in vitro durch fraktionierte Prazipitation

Um die Loslichkeit der hPCSK93>* Varianten naher zu charakterisieren wurden die Proteine
in 50 mM Tris/Cl, 5 mM DTT, pH 8,0 mit Ammoniumsulfat fraktionell prazipitiert (3.5.11)
(Abbildung 29). Hierbei zeigte sich, dass hPCSK9%*>*(S386A)°" auch in vitro eine hohere
Loslichkeit aufweist als hPCSK9*:*°4(S386A). So fallt hPCSK9****(S386A)™" erst bei
hoheren Ammoniumsulfat-Konzentrationen aus als hPCSK93**4(S386A). Um 50 % des
Proteins zu prazipitieren ist bei hPCSK9****(S386A) eine Ammoniumsulfat-Konzentration
von 0,23 M nétig, im Vergleich zu 0,52 M bei hPCSK93*4(S386A)"".
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Abbildung 29: Léslichkeit von hPCSK9***4(S386A) und hPCSK9%****(S386A)°" in vitro.

Die Proteine wurden jeweils mit einer Konzentration von 4 uM in 50 mM Tris/CIl, 5 mM DTT, pH 8,0 bei RT
fraktionell mit steigenden Konzentrationen an Ammoniumsulfat prazipitiert. Die Konzentration des im
Uberstand verbleibenden, léslichen Proteins wurde (iber Fluoreszenz-Spektroskopie anhand einer zuvor
bestimmten Eichgerade (siehe Anhang 7.2) bestimmt. Bei jeder Probe wurde von einer 1:8 Verdiunnung des
léslichen Uberstands (in 50 mM Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0) nach Anregung bei 280 nm die Emission bei
344 nm fur 1 min gemessen und das erhaltene Signal gemittelt (Schichtdicke der Kiivette: 1 cm; Photomultiplier-
Spannung: 910 V). Die fiir hPCSK9*"*5%(S386A) bzw. hPCSK9¥***(S386A)°" ermittelten [L,,]*™-Werte
betrugen 0,23 M bzw. 0,52 M.

4.1.4.2 Analyse der konformationellen Stabilitat durch Auffaltung in Harnstoff

Die hPCSK9**** Varianten wurden durch schrittweise Denaturierung mit Harnstoff auf ihre
konformationelle Stabilitat hin untersucht (3.5.10). Der Anteil an gefaltetem bzw. entfaltetem
Protein jeder Probe wurde durch Fluoreszenz-Spektroskopie ermittelt, wobei nach Anregung
mit 280 nm die unterschiedliche Emission des nativen und denaturierten Zustands bei 318 nm
bzw. 319nm als Signal ausgenutzt werden konnte (Abbildung 30a). Die
Auffaltungsexperimente in 50 mM  Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0 zeigen, dass
hPCSK9**°*(S386A)™" bereits bei niedrigeren Konzentrationen an Harnstoff auffaltet als
hPCSK9****(S386A) (Abbildung 30b). Der entsprechende [Di]**-Wert betragt bei
hPCSK9**%(S386A)™  3,02M  Harnstoff, im  Vergleich zu 375M  bei
hPCSK9%*°*(S386A). Die eingefiihrten 15 Oberflachen-Mutationen fiihren demnach zu einer

Destabilisierung des Proteins.
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Abbildung 30: Auffaltung von hPCSK9***4(S386A) und hPCSK9**54(S386A)°"* mit Harnstoff.

a Fluoreszenzemissionsspektren von hPCSK9¥*4(S386A) bzw. hPCSK9***4(S386A)°" in 50 mM Tris/Cl,
5mM DTT, pH 8,0 (nativ) und 50 mM Tris/CI, 5mM DTT, 8 M Urea, pH 8,0 (denaturiert). Die Anregung
erfolgte bei 280 nm. Es wurden jeweils 3 UM Protein eingesetzt (Schichtdicke der Kivette: 1cm;
Photomultiplier-Spannung: 750 V). Die Maxima der Emission sind jeweils angegeben. Die Differenz der nativen
und denaturierten Spektren ist in rot dargestellt und zeigte ein Maximum bei 318 nm bzw. 319 nm.

b Die Auffaltungskurven von hPCSK9**54(S386A) bzw. hPCSK9***4(S386A)™ wurden durch Fluoreszenz-
Spektroskopie verfolgt (Excitation: 280 nm, Emission: 318 nm bzw. 319 nm; Schichtdicke: 1cm,
Photomultiplier-Spannung: 810 V). Die Messungen wurden in 50 mM Tris/Cl, 5 mM DTT, pH 8,0 bei RT
durchgeflhrt. Das fluorimetrische Signal jeder Probe wurde 1 min lang aufgenommen und gemittelt. Die fur
hPCSK9¥*(S386A) bzw. hPCSK9¥***(S386A)°™ ermittelten [Dy,,]**P-Werte betrugen 3,75 M bzw. 3,02 M.

Die gezielte Oberflichen-Mutagenese von hPCSK9%*%(S386A) zur Optimierung der
Loslichkeit und Stabilitat hat somit sein Ziel nicht vollstindig erreicht. Einerseits wurde durch
die aufgrund von Homologie-Modellen ausgewahlten Mutationen (4.1.1) zwar die
Proteinldslichkeit tatsachlich verbessert (4.1.3, 4.1.4.1). Andererseits wurde aber die
Oberflache durch die hohe Anzahl an Mutationen so stark verandert, dass die
konformationelle Stabilitat und somit die strukturelle Integritat des Proteins erniedrigt wurde.
Die gelenkte Evolution von Proteinen durch Zufallsmutagenese mit anschliefendem
Screening nach optimierten Varianten (1.2.2) stellt eine alternative Methode zur Erhéhung der
Loslichkeit und Stabilitdt von Proteinen dar. Diese Vorgehensweise benétigt keinerlei
strukturelle Information tber das zu verbessernde Zielprotein. Es werden somit ungunstige
Mutationen, welche durch fehlerbehaftete Struktur-Modelle vorgeschlagen werden,
ausgeschlossen. Dariiber hinaus konnen (berall im Protein Mutationen identifiziert werden,
welche die Loslichkeit bzw. die konformationelle Stabilitdit des Proteins auf die
unterschiedlichste Art und Weise verbessern kdnnen. Im nachsten Teil dieser Arbeit wird eine
Methode zur gelenkten Evolution hoher Loslichkeit und Stabilitat von Proteinen vorgestellt,
bei der eGFP als Reporterprotein dient (siehe 1.3.2, 3.2.8.1).
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4.2 Benutzung von eGFP als Léslichkeits- und Stabilitats-Reporter in vivo

Wie in 1.2.2 erlautert, wurde die Verwendung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) aus
Aequorea victoria als Faltungsreporter in vivo bereits in mehreren Publikationen beschrieben.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun eine Methode der gelenkten Evolution von Proteinen hin
zu hoher Loéslichkeit und Stabilitat etabliert werden, bei der mit Hilfe eines MoFIlo®
Zytometers Zellen mit GFP-fusionierten Proteinen analysiert und sortiert werden kdnnen.
Durch die Etablierung von Durchflusszytometrie (3.2.9) als Hochdurchsatz Screening —
Methode kénnten auch groBe GFP-fusionierte Banken (> 10° unabhangige Varianten) eines
Zielproteins ziigig und effizient nach verbesserten Mutanten abgesucht werden. Hierfur wurde
eine  fir FACS-Anwendungen optimierte  eGFP-Variante (F64L+S65T+Q80R+
F99S+M153T+V163A) benutzt (siehe 1.4).

Im Folgenden wird zundchst beschrieben wie verschiedene Expressionssysteme mit den
Proteinen hPCSK9%°4(S386A)-eGFP und hGR-LBD-eGFP getestet wurden, um das fiir das
Screening am besten geeignete Plasmidsystem und Zielprotein zu identifizieren (4.2.1). Das
weitere Vorgehen bei der Analyse und der Anreicherung fluoreszierender Zellen mittels
Durchflusszytometrie wird anschlieBend an einem einfachen Fall exemplarisch erldutert
(4.2.2)

4.2.1 Auswahl eines geeigneten Expressionssystems und Zielproteins

Bei Waldo et al. (1999) wurde zur Expression der egfp-fusionierten Konstrukte ein
induzierbarer pET-Vektor verwendet, bei dem nach Genexpression das Zielprotein mit eGFP
uber einen 12 Aminoséduren langen Linker (GSAGSAAGSGEF) verbunden wird. Diese
grundsatzliche Konstruktion wurde beibehalten, wobei zur Ermittlung der besten
Bedingungen fir die gelenkte Evolution hoher Proteinldslichkeit in vivo folgende
Expressionssysteme fur die egfp-fusionierten Gene getestet wurden: starke induzierbare
Genexpression durch den Vektor pER13a/b (2.8.1.2.1), stark konstitutive Genexpression
durch den Vektor pHCE13a (2.8.2.4) und schwach konstitutive Genexpression durch den
Vektor pTNAL13a (2.8.2.2). Vorversuche zeigten, dass bei Zellen mit pER13a/b die
Genexpression nur einmal induziert werden kann. Uberimpfung induzierter Zellen, gefolgt
von neuer Induktion fuhrte zu nicht reproduzierbaren Fluoreszenz-Intensitaten (Daten nicht
gezeigt). Um bei einer FACS-Sortierung eine neue Anreicherungsrunde zu starten mussen
deshalb die Plasmide angereicherter Zellen prépariert und neue Zellen damit transformiert

werden. Bei konstitutiven Expressionssystemen werden die eGFP-Fusionsproteine permanent
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in der Zelle hergestellt, wodurch die bendtigte Zeit fur den Screening—Prozess deutlich
verkurzt werden wirde. Die angereicherten Zellen konnten nach Anwachsen in LB-
Selektivmedium sofort neu sortiert werden, womit die FACS-Anreicherungsrunden téglich
fortgesetzt werden kénnten. Andererseits entspricht starke induzierbare Expression durch die
T7-Polymerase in E. coli den Bedingungen bei der heterologen Herstellung der Proteine im
praparativen Malistab. Screening unter diesen Bedingungen wirde die Wahrscheinlichkeit
erhdhen, dass nur solche Varianten gefunden werden, welche auch bei der spateren
praparativen Reinigung der isolierten Zielproteine ohne eGFP verbesserte Eigenschaften
aufweisen.

Als potentielle Zielproteine wurden hPCSK9%*°*(S386A) (Pro- und inaktive katalytische
Doméne der humanen Proprotein Convertase/Subtilisin/Kexin Typ9) und hGR-LBD (Ligand-
Bindungs Domane des humanen Glucocorticoid-Rezeptors) analysiert. Als Kontrollen wurden
tmHisF (Synthase-Untereinheit der Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus Thermotoga
maritima) bzw. hKAS (B-Ketoacyl-Synthase Domadne der humanen Fettsdure-Synthase)
verwendet, welche eine sehr hohe (Seitz et al., 2007) bzw. niedrige Loslichkeit (Dr. Ralf
Thoma, mindliche Mitteilung) in E.coli zeigen. Die verschiedenen Vektoren sind so
konstruiert, dass das kodierte Zielprotein C-terminal mit eGFP Uber einen 13 AS langen
Linker (GGRAGSAAGSGEF) verbunden wird. Als Alternative wurde zudem das Konstrukt
pPER13a_GSG-tmhisF hergestellt. Dies fiihrt zur Herstellung von tmHisF-eGFP, wobei die
beiden Fusionspartner nur durch drei Aminoséuren (Gly-Ser-Gly) verbunden werden.
Dadurch sollte die potentielle Anfalligkeit der flexiblen Linker-Region fiir proteolytischen

Abbau herabgesetzt werden.

4.2.1.1 Klonierung verschiedener egfp-Fusionsvektoren

Die pET24a(+) - basierten egfp - Fusionsvektoren pER13a und pER13b (2.8.1.2.1) wurden
freundlicherweise von Dr. Ralf Thoma (F. Hoffmann — LaRoche, Pharma Research Discovery,
Basel) zur Verfligung gestellt. Die darin enthaltene kodierende Sequenz fir eGFP (inklusive
der Linkerregion) wurde in die Vektoren pHCE-IIB (2.8.2.3) und pTNA (2.8.2.1) eingefugt.
Hierzu wurde die betreffende Region mit den Primern 5°N-eGFP(Ncol) bzw. 5’N-eGFP(Sphl)
und 3’C-eGFP(Hindlll) aus dem Templat pER13a mittels PCR (3.3.1) amplifiziert. Die
erhaltenen Produkte konnten anschlief3end tber die Restriktionssschnittstellen Ncol bzw. Sphl
und Hindlll in pHCE-IIB bzw. pTNA eingefugt werden, wodurch die stark bzw. schwach
konstitutiven egfp-Expressionsvektoren pHCE13a (2.8.2.4) bzw. pTNAl3a (2.8.2.2)

hergestellt wurden.
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Die hpcsk9****(S386A)-Sequenz enthalt zwei Notl- und jeweils eine Ncol- und Sphl-
Erkennungssequenz, welche parallel zu den Klonierungen in die verschiedenen egfp-
Fusionsvektoren entfernt wurden. Zur Klonierung in pER13a wurde hpcsk9***4(S386A)
durch zwei zuvor mit Hilfe der Primerpaare 5’hpcsk9(Ndel) / 3’hpcsk9 delNotl 1 und
5’hpcsk9_delNotl_2 /3’hpcsk9(Notl)  durch  Megaprimer-PCR  (3.3.3.1)  hergestellten
Megaprimern aus dem Templat pET21a(+)_hpcsk9®>*(S386A) (von Dr. Daniel Schlatter zur
Verfiigung gestellt) mittels PCR amplifiziert, wobei pET21a(+)_hpcsk9®**4(S386A) wieder
als Templat diente. Das erhaltene Produkt wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und
Notl in pER13a eingefiigt. Zur Klonierung in pHCE13a wurde hpcsk9®*4(S386A) mit den
Primern  5°hpcsk9****(Ncol) und  3’hpcsk9®** delNcol(Notl) aus dem Templat
PER13a_hpcsk9®#*4(S386A) mittels PCR amplifiziert und das erhaltene Produkt (iber die
Restriktionsschnittstellen Ncol und Notl in pHCE13a eingefiigt. Zur Klonierung in pTNA13a
wurde hpcsk9*:***(S386A) durch einen zuvor mit den Primern 5°hpcsk9(Sphl) und
3’hpcsk9_delSphl aus dem Templat pER13a_hpcsk9****(S386A) durch Megaprimer-PCR
(3.3.3.1) hergestellten Megaprimer und 3‘hpcsk9® 4>
PER13a_hpcsk9®#*4(S386A) wieder als Templat diente. Das erhaltene Produkt wurde tber

(Notl) mittels PCR amplifiziert, wobei

die Restriktionssschnittstellen Sphl und Notl in pTNA13a eingefigt.

Ausgehend von dem Templat pER13a_hgr-lbd (von Dr. Ralf Thoma zur Verfugung gestellt)
wurde hgr-Ibd mit den Primern 5’hgr-Ibd(Ncol) bzw. 5’hgr-lbd(Sphl) und 3’pER13 mittels
PCR amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten anschlieBend jeweils Uber die
Restriktionssschnittstellen Ncol bzw. Sphl und Notl in pHCE13a und pTNA13a eingeflgt
werden.

tmhisF wurde mit den Primern 5’tmhisF-N(Ndel), 5’tmhisF(Ncol) bzw. 5’tmhisF(Sphl) und
3’tmhisF(Notl) aus dem Templat pET24a(+) tmhisF (von Dr. Jorg Claren zur Verflugung
gestellt) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten anschlieRend tber
die Restriktionssschnittstellen Ndel, Ncol bzw. Sphl und Notl in pER13a, pHCE13a und
PTNAL3a eingefugt werden. Zur Verkiirzung des Linkers zwischen tmhisF und egfp in
pER13a_tmhisF wurde die gesamte kodierende Sequenz fur tmHisF-Linker-eGFP (ber OE-
PCR (3.3.3.2) mit Hilfe der Primerpaare 5’pER13/3’pERI13a GSG und
5’pER13a_GSG/ T7 Terminator aus dem Templat pER13a_tmhisF amplifiziert, wobei die
beiden inneren Primer (3’pER13a_GSG und 5’pER13a_GSG) die verkiirzte Linkersequenz
einfigen. Das erhaltene  Amplifikationsprodukt wurde anschlieBend Uber die
Restriktionssschnittstellen Ndel und Notl in pER13a kloniert, wodurch pER13a_GSG-tmhisF

erhalten wurde.
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Ausgehend von dem Templat pER13a_hkas (von Dr. Ralf Thoma zur Verfigung gestellt)
wurde hkas mit den Primern 5’hkas (Ncol) bzw. 5’hkas (Sphl) und 3’hkas (Notl) mittels PCR
amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten anschlieBend jeweils (Gber die
Restriktionssschnittstellen Ncol bzw. Sphl und Notl in pHCE13a und pTNA13a eingeflgt
werden. Die Nukleotidsequenzen aller erstellten Konstrukte (Tabelle 8) wurden jeweils durch
Sequenzierung mit vektorspezifischen Primern bestétigt.

Tabelle 8: Klonierte Konstrukte zur Analyse der Expressionsbedingungen von egfp-Fusionsgenen.

egfp - eingeflgte kodierter Linker zu Expressions-
Fusionsplasmid Inserts eGFP system

PER13a hpcsk 9°***(S386A), hgr-lbd , tmhis F, hkas GGRAGSAAGSGEF stark induzierbar
pER13a_GSG tmhis F GSG stark induzierbar
pHCE13a hpcsk 9°***(S386A), hgr-lbd , tmhis F, hkas GGRAGSAAGSGEF stark konstitutiv
pTNA13a hpcsk 93*%4(S386A), hgr-Ibd , tmhis F, hkas GGRAGSAAGSGEF schwach konstitutiv

4.2.1.2 Analyse verschiedener Expressionssysteme

Die Expression der verschiedenen egfp-Fusionsgene zur in vivo Analyse der Proteinldslichkeit
wurde bei 37°C in E.coli BL21(DE3) durchgefiihrt (3.2.8.1) und mit Hilfe von
Durchflusszytometrie (3.2.9), Fluoreszenzmikroskopie (3.2.10) und Western-Blotting (3.5.4)
Uberprift. Dartuber hinaus wurden die Expressionskulturen, welche die egfp-
Fusionskonstrukte konstitutiv exprimieren, Uberimpft und die Zell-Fluoreszenz nochmals
durch Durchflusszytometrie analysiert. Dies sollte zeigen, ob die verwendeten konstitutiven
Expressionssysteme reproduzierbare Ergebnisse liefern und somit fir zeitlich schnell

aufeinanderfolgende Screening-Runden geeignet waren.

4.2.1.2.1 Konstitutive Expression von egfp-fusionierten Genen

Bei schwach konstitutiver Expression durch den Vektor pTNA13a blieb die durch die
verschiedenen eGFP-Fusionsproteine verursachte Zell-Fluoreszenz bei berimpften Kulturen
konstant (Abbildung 31a). Laut Western-Blot Analyse werden allerdings die eGFP-
Fusionsproteine bis auf tmHisF-eGFP nicht korrekt hergestellt (Abbildung 31b). So wird die
Negativkontrolle hKAS-eGFP (berhaupt nicht hergestellt und bei den potentiellen
Zielproteinen hPCSK9¥*4(S386A)-eGFP und hGR-LBD-eGFP sind lediglich geringe
Mengen eines eGFP-beinhaltenden Abbauprodukts vorhanden (~30 kDa), was zu einer sehr

schwachen Fluoreszenz der Zellen flihrt (Abbildung 31a,c). So musste in diesen Fallen bei der
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Fluoreszenz-Mikroskopie auch eine sehr hohe Belichtungsdauer angelegt werden (10000 ms),
um die Zellen uberhaupt sichtbar machen zu konnen (Abbildung 31c). Aufgrund dieser
Artefakt-Anfélligkeit eignet sich pTNAL3a nicht als egfp-Fusionsvektor zur Analyse von

Proteinloslichkeit in vivo.
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Abbildung 31: Analyse der schwach konstitutiven Expression von egfp-fusionierten Genen durch
pPTNA13a.

Die Herstellung der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine erfolgte in E. coli BL21(DE3), 6 h bei 37 °C.
a Analytische FACS-Histogramme der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine. Es wurden jeweils 300.000
Ereignisse einer frischen und einer Gberimpften Zellkultur analysiert. b Western-Blot Detektion der erzeugten
eGFP-Fusionsproteine durch Anti-GFP Antikdrper. Die Bereiche mit den beobachteten bzw. erwarteten Banden
der eGFP-Fusionsproteine sind durch rot umrandete Rechtecke markiert (tmHisF-eGFP: 57 kDa, hKAS-eGFP:
72 kDa, hPCSK9**%4(S386A)-eGFP: 74 kDa, hGR-LBD-eGFP: 56,5 kDa); P: unlosliche Zellfraktion (Pellet),
C: losliche Zellfraktion (crude extract). Die Abbau-Banden bei ~30 kDa stellen vermutlich wildtypisches eGFP
dar. ¢ Fluoreszenz-Mikroskopie der eGFP-Fusionsprotein - herstellenden Zellen. Die Belichtungsdauer betrug
500 ms (tmHisF-eGFP) bzw. 10000 ms (hKAS-eGFP, hPCSK9****(S386A)-eGFP und hGR-LBD-eGFP).

Bei stark konstitutiver Expression durch den Vektor pHCE13a werden alle Proteine zum Teil
korrekt gebildet, wobei sich wie erwartet die Positivkontrolle tmHisF-eGFP zu einem hdheren
Anteil in der l6slichen Zellfraktion befindet als die Negativkontrolle hKAS-eGFP bzw. die
potentiellen Zielproteine hPCSK9%***(S386A)-eGFP und hGR-LBD-eGFP (Abbildung 32b).
Dies flhrt bei Zellen die tmHisF-eGFP beinhalten auch zu einer starken Fluoreszenz im
Cytoplasma (Abbildung 32c). Zellen mit hKAS-eGFP, hPCSK9**°*(S386A)-eGFP oder
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hGR-LBD-eGFP zeigen eine schwéchere Fluoreszenz (Abbildung 32a), wobei sich diese
neben dem Cytoplasma (Lokalisation des loslichen eGFP-Fusionsproteins) vor allem an den
Zell-Polen aufkonzentriert (Abbildung 32c), wo bekanntermalRen unlésliche Proteine als
inclusion bodies abgelagert werden (siehe 1.1.3, Abbildung 2). Die hohere Léslichkeit der
Positivkontrolle tmHisF-eGFP im Vergleich zu hKAS-eGFP, hPCSK9%****(S386A)-eGFP
und hGR-LBD-eGFP wird demnach in diesem System wie erwinscht durch die Fluoreszenz

der Zellen dargestellt.
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Abbildung 32: Analyse der stark konstitutiven Expression von egfp-fusionierten Genen durch pHCE13a.
Die Herstellung der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine erfolgte in E. coli BL21(DE3), 6 h bei 37 °C.

a Analytische FACS-Histogramme der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine. Es wurden jeweils 300.000
Ereignisse einer frischen und einer Gberimpften Zellkultur analysiert. b Western-Blot Detektion der erzeugten
eGFP-Fusionsproteine durch Anti-GFP Antikdrper. Die Bereiche mit den beobachteten bzw. erwarteten Banden
der eGFP-Fusionsproteine sind durch rot umrandete Rechtecke markiert (tmHisF-eGFP: 57 kDa, hKAS-eGFP:
72 kDa, hPCSK9****(S386A)-eGFP: 74 kDa, hGR-LBD-eGFP: 56,5 kDa); P: unlésliche Zellfraktion (Pellet),
C: l6sliche Zellfraktion (crude extract). Die Abbau-Banden bei ~30 kDa kdnnten wildtypisches eGFP darstellen.
Ein quantitativer Vergleich der Banden ist bei dieser Detektion nicht mdglich, da die Spezifitat des benutzten
Antikorpers womdglich unterschiedlich ist fiir die wverschiedenen eGFP-Abbauprodukte. ¢ Fluoreszenz-
Mikroskopie der eGFP-Fusionsprotein - herstellenden Zellen. Die Belichtungsdauer betrug 800 ms (tmHisF-
eGFP), 3000 ms (hKAS-eGFP), 2000 ms (hPCSK9¥***(S386A)-eGFP) bzw. 1500 ms (hnGR-LBD-eGFP).

Die Analyse der (berimpften pHCEL3a-transformierten Expressionskulturen zeigte

allerdings, dass die durch ein bestimmtes eGFP-Fusionsprotein vermittelte Fluoreszenz nicht



4 Ergebnisse und Diskussion 104

konstant bleibt (Abbildung 32a), weswegen dieses Expressionssystem fir die geplante
gelenkte Evolution hoher Proteinléslichkeit und Proteinstabilitat ebenfalls ungeeignet ist.

Zudem weisen die l6slichen Zellfraktionen der hKAS-eGFP, hPCSK9***4(S386A)-eGFP und
hGR-LBD-eGFP herstellenden Zellen ein eGFP-beinhaltendes Abbauprodukt bei ca. 30 kDa
auf (Abbildung 32b). Ein quantitativer Vergleich der Volllangen-Bande und dieser
Abbaubande ist beim immunologischen Nachweis durch Western-Blotting leider nicht
mdoglich, da die Spezifitdt des benutzten Antikdrpers womdglich unterschiedlich ausfallt.
Inwiefern solche Abbauprodukte die Analyse der eGFP-Fusionsprotein - vermittelten

Fluoreszenz hier stéren bleibt demnach unklar.

4.2.1.2.2 Induzierbare Expression von egfp-fusionierten Genen
4.2.1.2.2.1 eGFP-Fusionsproteine mit langem Linker (13 AS)

Bei induzierbarer Expression durch pER13a bzw. pER13b, (— eGFP-Fusionsprotein mit
GGRAGSAAGSGEF —Linker) findet sich die Positivkontrolle tmHisF-eGFP wie erwartet
uberwiegend in der l6slichen Zellfraktion (Abbildung 33b), was zu einer hohen Fluoreszenz
des Cytoplamas fiihrt (Abbildung 33a,c). hPCSK9¥“**(S386A)-eGFP findet sich dagegen
hauptsachlich in der unléslichen Zellfraktion (Abbildung 33b) und die Zellen mit diesem
Protein zeigen demnach auch eine niedrigere Fluoreszenz als tmhisF-egfp exprimierende
Zellen (Abbildung 33a), wobei vor allem die Zell-Pole (=inclusion bodies) schwach
fluoreszieren (Abbildung 33c). hGR-LBD-eGFP und hKAS-eGFP werden ausschlieBlich
unléslich hergestellt (Abbildung 33b), sind also komplett in inclusion bodies verpackt
(Abbildung 33c), was zu einer noch geringen Fluoreszenz der Zellen fuhrt (Abbildung 33a).
Expression durch pER13a oder pER13b zeigte in allen Fallen keine signifikanten
Unterschiede. Die Unterschiede zwischen den Fluoreszenzen der verschiedenen Konstrukte
konnten bei neu transformierten Kulturen stets reproduziert werden. Die Absolutwerte der
Fluoreszenz differierten lediglich aufgrund der unterschiedlichen taglichen Kalibrierung des
MoFlo® Zytometers, weswegen im Folgenden alle Analysen innerhalb eines gezeigten FACS-
Histogramms stets parallel aufgenommen wurden. Frische Transformation von Zellen mit den
induzierbaren Vektoren stellt somit sicher, dass stets vergleichbare Fluoreszenz erhalten wird
und keine Schwankungen wie bei pHCE13a (4.2.1.2.1) auftreten kdnnen. Zudem spiegelt sich
hier die unterschiedliche Loslichkeit der Positivkontrolle tmHisF-eGFP, der Negativkontrolle
hKAS-eGFP und der potentiellen Zielproteine hPCSK9****(S386A)-eGFP und hGR-LBD-

eGFP sehr gut in der Fluoreszenz der Expressionskulturen in vivo wider. Aus diesen Grinden
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wurden

Fusionsvektoren benutzt.

im weiteren Verlauf dieser Arbeit
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Abbildung 33: Analyse der induzierbaren Expression von egfp-fusionierten Genen durch pER13a.

Die Herstellung der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine erfolgte in E. coli BL21(DE3), 4 h bei 37 °C.

a Analytische FACS-Histogramme der verschiedenen eGFP-Fusionsproteine. Es wurden jeweils 300.000
Ereignisse analysiert. b Western-Blot Detektion der erzeugten eGFP-Fusionsproteine durch Anti-GFP
Antikorper. Die Bereiche mit den beobachteten bzw. erwarteten Banden der eGFP-Fusionsproteine sind durch
rot umrandete Rechtecke markiert (tmHisF-eGFP: 57 kDa, hKAS-eGFP: 72 kDa, hPCSK9**54(S386A)-eGFP:
74 kDa, hGR-LBD-eGFP: 56,5 kDa); P: unldsliche Zellfraktion (Pellet), C: l6sliche Zellfraktion (crude extract).
¢ Fluoreszenz-Mikroskopie der eGFP-Fusionsprotein - herstellenden Zellen. Die Belichtungsdauer betrug 60 ms
(tmHisF-eGFP), 200 ms (hKAS-eGFP) bzw. 300 ms (hPCSK9****(S386A)-eGFP und hGR-LBD-eGFP).

Es muss allerdings erwahnt werden, dass auch bei diesem Expressionssystem die eGFP-
Fusionsproteine laut Western-Blot Analyse zum Teil proteolytisch abgebaut werden
(Abbildung 33b). Inwieweit die Beurteilung der Proteinldslichkeit in vivo mit Hilfe der Zell-
Fluoreszenz durch diese Proteolyse-Anfalligkeit gestort wird, wird in 4.2.1.2.2.2 und 4.2.3
naher erléutert.

Die Analyse der potentiellen Zielproteine in diesem induzierbaren Expressionssystem zeigte,
hGR-LBD-eGFP Zellen
hPCSK9%*°*(S386A)-eGFP aufweisen. hGR-LBD-eGFP besitzt somit ein groBeres Potential

fur Verbesserungen hinsichtlich der erzeugten Fluoreszenz in vivo, weswegen sich dieses

dass Zellen mit eine niedrigere Fluoreszenz als mit

Protein besser fiir die geplante gelenkte Evolution hoher Loslichkeit und Stabilitat eignet als



4 Ergebnisse und Diskussion 106

hPCSK93“**(S386A)-eGFP. Eine nahere Charakterisierung von hGR-LBD-eGFP bzw.
dessen Optimierung durch gelenkte Evolution wird in 4.2.3 bzw. 4.3 gezeigt.

4.2.1.2.2.2 eGFP-Fusionsproteine mit kurzem Linker (3 AS)

Die in Abbildung 32b bzw. 33b dokumentierte Anfalligkeit der eGFP-Fusionsproteine fur
proteolytischen Abbau konnte die Analyse der Proteinldslichkeit in vivo storen, da l6sliche
eGFP-beinhaltende Abbauprodukte zu einer hohen Hintergrund-Fluoreszenz fiihren kénnten.
Um diese Artefakt-Quelle auszuschlieRen, wurde versucht den Protease-anfalligen internen
Linker zu kirzen.

Die Eigenschaften von tmHisF-eGFP mit verkurztem Linker (Gly-Ser-Gly) wurde nach
Transformation von E. coli BL21(DE3) Zellen mit pER13a_GSG-tmhisF (4.2.1.1) und
anschlieBender Genexpression bei 37 °C (3.2.8.1) durch Durchflusszytometrie (3.2.9)
analysiert, wobei keinerlei Fluoreszenz der Zellen mehr festgestellt werden konnte
(Abbildung 34). Die Fluoreszenz von eGFP bildet sich demnach bei zu starker Verkirzung
des Linkers nicht mehr aus, da vermutlich die korrekte Faltung von eGFP durch ein zu nah
fusioniertes Protein behindert wird. Dieser verkirzte Linker stellt somit keine praktikable
Alternative zu dem in pTNA13a, pHCE13a und pER13a bzw. pER13b kodierten
GGRAGSAAGSGEF -Linker dar.
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Abbildung 34: Analytisches FACS-Histogramm von tmHisF-eGFP(GSG).
Die Expression von tmhisF-egfp(GSG) erfolgte in E. coli BL21(DE3) fir 4 h bei 37 °C. Es wurden 300.000
Ereignisse analysiert. Die Zellen zeigen ein charakteristisches Histogramm nicht-fluoreszierender Zellen.

4.2.2 Exemplarische Anreicherung fluoreszierender Zellen durch Durchflusszytometrie

Die Funktionsweise und Effektivitat des zur Sortierung fluoreszierender Zellen verwendeten
MoFlo® Zytometers wurde durch eine exemplarische Anreicherung getestet. Aus einer
Mischung unterschiedlicher Zellen sollte hierbei ein im Unterschuss vorhandener Anteil an
stark fluoreszierenden Zellen angereichert werden. Hierzu wurde ein Uberschuss an E. coli

BL21(DE3) Zellen, welche hkas-egfp 4 h bei 37 °C exprimierten (schwache Fluoreszenz) mit
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einem geringen Anteil an Zellen, welche tmhisF-egfp 4 h bei 37 °C exprimierten (starke
Fluoreszenz), versetzt. Das Zell-Gemisch wurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie (3.2.9)
analysiert bzw. sortiert (Abbildung 35). Nach Festlegung eines Sortier-Bereichs (SB-1) in
welchem sich laut Kontrolle die Zellen mit tmHisF-eGFP befinden sollten, wurden diese in
zwei Runden angereichert. In Runde 1 wurden 3,4:10" Zellen des Gemisches analysiert,
wobei 1-10° (0,3 %) Zellen sortiert wurden. Diese Zellen wurden ohne erneute Anzucht direkt
nochmals sortiert. Bei diesem Resort wurden von 2,1-10* analysierten Zellen, 1-10* Zellen
sortiert, deren Plasmide nach Anzucht UN bei 37 °C in LBka-Medium prapariert wurden.
AnschlieBend wurde eine Retransformation von E.coli BL21(DE3) Zellen mit dem
gewonnenen Plasmid-Gemisch durchgefuhrt, gefolgt von der Expression der angereicherten
egfp-Fusionsgene 4 h bei 37 °C. Die FACS-Analyse dieser Anreicherungl zeigte, dass
bereits 35 % der Zellen eine Fluoreszenz in SB-1 aufwiesen (Abbildung 35). Das tmhisF-egfp
Fusionskonstrukt konnte demnach nach einer Anreicherungsrunde bereits 116-fach

angereichert werden.
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Abbildung 35: Exemplarische Anreicherung stark fluoreszierender Zellen durch Durchflusszytometrie.
Die Herstellung der eGFP-Fusionsproteine erfolgte in mit pER13a-Konstrukten transformierten E. coli
BL21(DE3) Zellen, 4 h bei 37 °C nach Induktion mit je 0,5 mM IPTG.

Weil3 hinterlegt: Zellen die ausschlieRlich tmhisF-egfp exprimieren (Zellsuspension zeigt deutliche Fluoreszenz
nach Anregung bei 302 nm) dienten als Kontrolle und zur Festlegung des Sortier-Bereichs SB-1.

Grau hinterlegt (von links oben nach rechts unten): Aus einer Mischung von hkas-egfp und tmhisF-egfp
exprimierenden Zellen (Zellsuspension zeigt keine Fluoreszenz nach Anregung bei 302 nm) wurden die Zellen
mit tmHisF-eGFP angereichert. Auf die Sortierung von 1-10° aus 3,4-10" analysierten Zellen (0,3 %) folgte ein
Resort von 10.000 aus 21.000 Zellen (46 %). Diese Zellen wurden (N bei 37 °C in LB-Selektivmedium
angezogen, woraufhin die enthaltenen Plasmide isoliert werden konnten. Bei der FACS-Analyse dieser so
erhaltenen Anreicherung 1 befanden sich 35 % der Zellen in SB-1.
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Nach einer zweiten solchen Anreicherungsrunde befanden sich 68 % der Zellen in SB-1, was
einem Anreicherungsfaktor von 227 entspricht (Abbildung 36). Einige dieser Zellen wurden
mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit auf LB-Selektivagarplatten vereinzelt. Da die Expression
von tmhisF durch pER13a_tmhisF auch ohne Induktion schwach erfolgt und zu einer starken
Fluoreszenz fihrt (Dr. Jorg Claren, mundliche Mitteilung), konnten mit Hilfe einer UV-
Lampe (Anregung mit 302 nm) alle so sortierten Zellen direkt als mit pER13a_tmhisF

transformierte Klone identifiziert werden (Abbildung 36).

11788 —

| Anreicherung 2 Zell-Isolierung
- SB-1 1(68%)
g 8841
2 :
=)
o saa SB-1
W 5894 _—
2
= =
@©
S :
S 2947 '
0 | L I I 1 T T
100 101 102 103 104

FL1

Abbildung 36: Zweite Runde der exemplarischen Anreicherung.

Nach Wiederholung des in 3.2.9 beschriebenen und in Abbildung 35 gezeigten VVorgehens wurde Anreicherung
2 erhalten. Hier befinden sich nun bereits 68 % aller Zellen in SB-1. Auf LB-Selektivagarplatten vereinzelte
Zellen aus SB-1 von Anreicherung 2 zeigten nach Anregung bei 302 nm deutliche Fluoreszenz, woraus
geschlossen werden kann, dass es sich bei allen vereinzelten Zellen um mit pER13a_tmhisF und nicht mit
PER13a_hkas transformierte Klone handelt. Die gewiinschte Anreicherung des tmhisF-egfp Fusionskonstrukts
war somit erfolgreich.

Die in 3.2.9 erlduterte und hier naher vorgestellte Durchflusszytometrie ist demnach sehr
effektiv. Bereits nach wenigen Runden kann eine starke Anreicherung und Isolierung der
gewinschten Zellen bzw. egfp-Fusionskonstrukte erfolgen, wobei eine sehr hohe Anzahl an
Zellen (107-10°%) innerhalb kurzer Zeit (bei 10000 eps: ca. 20 — 200 min) analysiert werden
kann. Diese Methode kann somit zum Hochdurchsatz-Screening egfp-fusionierter Genbanken
bei der gelenkten Evolution von Proteinen hin zu hoher Loslichkeit und Stabilitat (siehe

3.2.8.1, 4.3) angewendet werden.

4.2.3 Nahere Charakterisierung von hGR-LBD-eGFP

hGR-LBD bietet als Zielprotein fur die geplante gelenkte Evolution hoher Proteinléslichkeit
einige Vorteile. Zum Einen konnen die Bedingungen fir die Herstellung von hGR-LBD in
E. coli durch Zugabe des stabilisierenden hGR-Liganden Dexamethason (siehe 1.7,
Abbildung 8) variiert werden, wodurch der Selektionsdruck bei der gelenkten Evolution
unterschiedlich justiert werden kann. Zum Anderen existiert bereits eine optimierte hGR-LBD
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Variante (hGR-LBD(F602S); Bledsoe et al., 2002) die bei den folgenden Experimenten als
Positivkontrolle benutzt werden kann. Bisher gelang die Herstellung von hGR-LBD im
I6slichen Zellextrakt von E.coli nur unter folgenden Bedingungen: Mutation von
Phenylalanin 602 zu Serin (Bledsoe et al., 2002) oder Tyrosin (Biggadike et al., 2008),
Fusion an die Glutathion-S-Transferase und Inkubation der exprimierenden Zellen bei
niedrigen Temperaturen in Anwesenheit von Dexamethason.

Um die Auswirkung der F602S Mutation auf hGR-LBD-eGFP zu untersuchen wurde
ausgehend von pER13b hgr-lbd-egfp bzw. hgr-lIbd(F602S)-egfp (Konstrukte wurden von Dr.
Ralf Thoma zur Verfligung gestellt) unter verschiedenen Bedingungen in E. coli BL21(DE3)
exprimiert (3.2.8.1). Die Fluoreszenz der Expressionskulturen wurde mit Hilfe wvon
Durchflusszytometrie (3.2.9) analysiert. Nach Expression bei 30 °C in Anwesenheit von
Dexamethason zeigten Zellen mit hGR-LBD(F602S)-eGFP eine hdhere Fluoreszenz als
Zellen mit hGR-LBD-eGFP (Abbildung 37a). Dies ist bei 37 °C ohne Zugabe von
Dexamethason in geringerem Male ebenfalls der Fall (Abbildung 37b). Die durch F602S
induzierte verbesserte Loslichkeit von hGR-LBD kann demnach mit Hilfe von eGFP als
Reporter in vivo dargestellt werden. Die in Abbildung 32b bzw. 33b beobachtete Protease-
Anfalligkeit der eGFP-Fusionsproteine stort hier somit offensichtlich nicht die Beurteilung
der Menge an loslichem Protein in vivo Uber die Analyse der Zell-Fluoreszenz. Neue
Mutationen in hGR-LBD die zu einer verbesserten l0slichen Produktion des Proteins in

E. coli fuhren, sollten also mit Hilfe von eGFP als Reporter identifiziert werden kdnnen.

21748 15199
hGR-LBD +Dexamethason hGR-LBD -Dexamethason
hGR-LBD(F602S) 30°C - hGR-LBD(F602S \ 37°C
16311 11399

10874 7599

gezahlte Ereignisse
gezahlte Ereignisse

5437 — 3799

Abbildung 37: Analytische FACS-Histogramme von Zellen mit eGFP-fusioniertem hGR-LBD (schwarz)
und hGR-LBD(F602S) (grun).

Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert.

a Die Expression der egfp-fusionierten Gene erfolgte in E. coli BL21(DE3), 6 h bei 30 °C nach Zugabe von
0,5 mM IPTG und 500 pM Dexamethason.

b Die Expression der egfp-fusionierten Gene erfolgte in E. coli BL21(DE3), 4 h bei 37 °C nach Zugabe von
0,5 mM IPTG ohne Dexamethason.
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Aufgrund der Ergebnisse dieser Vorarbeiten soll nun im Folgenden die gelenkte Evolution
von hGR-LBD unter beiden genannten Bedingungen durchgefuhrt werden (4.3). Beim
Screening unter moderaten Bedingungen (30 °C in Anwesenheit von Dexamethason) kénnten
hGR-LBD Varianten gefunden werden, die eine &hnliche Verbesserung wie hGR-
LBD(F602S) zeigen und weiterhin abhangig sind von der Anwesenheit des Liganden. Beim
Screening unter strengeren Bedingungen (37 °C ohne Dexamethason) konnten hGR-LBD
Varianten gefunden werden, die eine starkere Verbesserung zeigen und unabhdngig vom

Liganden I6slich in E. coli hergestellt werden kdnnen.

4.3 Erh6éhung der Loslichkeit und der Stabilitdt von hGR-LBD durch
gelenkte Evolution mit Hilfe von eGFP als Reporter

Wie in 4.2 gezeigt wurde, kann sich die Loslichkeit eines Proteins in vivo in der Fluoreszenz
eines C-terminal fusionierten eGFPs widerspiegeln. Wie bereits in anderen Arbeiten
beschrieben (Pedelacq et al., 2002; Yang et al., 2002; Yang et al., 2003) soll nun mit Hilfe
dieses Reportersystems die Loslichkeit und Stabilitat eines unldslichen Proteins durch
Zufallsmutagenese gefolgt von Screening nach verbesserten Varianten (,,gelenkte Evolution®)
so weit erhoht werden, dass weitergehende biophysikalische Untersuchungen (z.B.
Rontgenkristallstrukturanalyse) des Proteins ermdglicht bzw. vereinfacht werden. Bei dieser
Methode der Proteinstabilisierung werden vom Zielprotein keinerlei strukturelle Daten
benétigt. Darlber hinaus muss fir das Screening-Verfahren auch keine spezifische Aktivitat
beim Zielprotein vorhanden sein, weshalb diese Methode fur alle denkbaren Polypeptide
anwendbar ist.

Aufgrund der in 4.2 gezeigten Vorarbeiten wurde beschlossen bei der Durchfuhrung diesen
Verfahrens pER13a bzw. pER13b als egfp-Expressionsvektoren, Durchflusszytometrie als
Hochdurchsatz-Screening-Verfahren und hGR-LBD als Zielprotein zu benutzen. Durch
Zufallmutagenese in vitro mittels error prone PCR (epPCR) sollte ein hgr-Ibd Genrepertoire
erzeugt und mit egfp in pER13b fusioniert werden. Nach Transformation eines E. coli
Expressionsstamms mit dem Plasmid-Repertoire sollten dann stark fluoreszierende Zellen mit
Hilfe des MoFlo® Zytometers angereichert werden. Nach Abtrennung von eGFP sollten die
angereicherten hGR-LBD Varianten gereinigt, bezdglich ihrer Stabilitdt und Loéslichkeit
untersucht und der EinfluB einzelner Mutationen analysiert werden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Strategie zur Erhéhung der Ldslichkeit und Stabilitdét von hGR-LBD durch gelenkte
Evolution.

Durch Zufallsmutagense via error prone PCR und Fusion von hgr-lbd mit egfp werden hgr-Ibd-egfp
Fusionskonstrukte hergestellt, die in hgr-Ibd randomisiert sind. Nach Transformation von E. coli BL21(DE3) mit
dem Plasmid-Repertoire werden die Fusionsgene exprimiert, was das Screening auf hohe Fluoreszenz
ermoglicht. Es werden nur solche Zellen angereichert, die eine 16sliche hGR-LBD-eGFP Variante herstellen. Die
hGR-LBD Varianten werden anschliefend mit und ohne eGFP weiter charakterisiert, wobei die enthaltenen
Mutationen auch vereinzelt untersucht werden.

Aufnahme des MoFlo® Zytometers aus http:/citometria.blogspot.com/2007_04_01_archive.html.

4.3.1 Herstellung von hgr-lbd Genbanken in pER13b

Um eine hohe Diversitéat an hgr-Ibd Mutanten screenen zu kénnen, wurden zwei verschiedene
Genbanken in pER13b hergestellt (3.3.9), wobei jeweils das komplette hgr-lbd Gen durch
epPCR randomisiert wurde (3.3.3.3). Beide Genbanken sollten eine unterschiedliche
Mutationsfrequenz aufweisen, um gleichzeitig hGR-LBD Varianten mit wenigen und vielen
Aminoséureaustauschen untersuchen zu koénnen. Hierfur wurden zwei unterschiedliche
epPCR-Protokolle verwendet (bei Genbank 1 bzw. 2: epPCR-1 bzw. -2, siehe 3.3.3.3). In
beiden Féllen wurde das Genrepertoire mit Hilfe der vektorspezifischen Primer 5’pER13 und
3’pER13  aus dem Templat pER13a hgr-lod amplifiziert und Uber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in pER13b eingefligt. Die Prdparationen von
Genbank 1 bzw. 2, die nach dem in 3.3.9 beschriebenen Protokoll hergestellt wurden,
enthielten 3,0-10° bzw. 1,2-10° Kolonien auf je 40 groRen LB-Selektivagarplatten. Kolonie-
PCR (3.3.2) von je 20 Klonen ergab, dass die Ligationseffizienz bei 100 % bzw. 95 % lag.
Daraus errechnen sich Genbank-GréBen von 3,0-10° (Genbank 1) bzw. 1,1-10° (Genbank 2)
unabhangigen Varianten. Zur Bestimmung der Anzahl und Verteilung der Mutationen wurden
jeweils zehn Klone vollstandig sequenziert und mit der hgr-lbd Ausganssequenz verglichen
(Tabelle 9).


http://citometria.blogspot.com/2007_04_01_archive.html
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Tabelle 9: Anzahl und Verteilung der Nukleotid-Austausche bei zuféllig ausgewahlten Klonen der hgr-lbd
Genbank 1 und 2.

Es wurden jeweils 10 Klone sequenziert. Ts: Transitionen, Tv: Transversionen. Bei einem Klon in Genbank 2
wurde zusatzlich eine Deletion festgestellt.

hgr-lbd Genbank 1 hgr-lbd Genbank 2

Transitionen 73,2% 45,5%
T—->C 22,1% 27,3%
C—>T 8,1% 0,0%
A—G 40,7% 9,1%
G- A 2,3% 9,1%
Transversionen 26,8% 54,5%
A-T 10,5% 18,1%
T-A 5,8% 27,3%
G->T 2,3% 0,0%
TG 1,2% 0,0%
A—C 2,3% 0,0%
C—A 3,5% 9,1%
G—-C 0,0% 0,0%
C—-G 1,2% 0,0%
Ts/Tv 2,7 0,8
AT-Austausche 82,6% 81,8%
GC-Austausche 17,4% 18,2%
Mutationen/Gen 7,2 (2-13) 1,8 (1-3)
GroRe der Genbank ~3,0*10° ~1,1*10°

Dabei zeigten beide Genbanken wie gewiinscht eine unterschiedlich starke Mutationsfrequenz
von 7,2 (2-13) bzw. 1,8 (1-3) Mutationen pro Sequenz. Bei beiden Genbanken (iberwiegen die
AT-Austausche im Vergleich zu GC-Austauschen, was bei der verwendeten MnCl,-
induzierten epPCR die Regel ist (Vanhercke et al., 2005). Das Verhéltnis von Transitionen zu
Transversionen ist bei Genbank 2 ausgeglichen (Ts/Tv: 0,8), wéhrend Genbank 1 einen
Uberschuss an Transitionen (Ts/Tv: 2,7) zeigt.

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Aminosdure ausgetauscht wird, betragt an Position eins
eines Codons 96 %, an Position zwei 99 % und an Position drei 32 %. Durchschnittlich ergibt
dies eine Wahrscheinlichkeit von 75 %, dass ein Basenaustausch den Austausch einer
Aminosdaure zur Folge hat. Das bedeutet, dass mit den 7,2 bzw. 1,8 Nukleotidaustauschen pro
Gen in der hgr-Ibd Genbank 1 bzw. 2 im Durchschnitt 5,4 bzw. 1,3 Aminosdurenaustausche

erzeugt wurden.
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4.3.2 Screening der Genbanken
4.3.2.1 Screening bei 37 °C in Abwesenheit eines Liganden

Die in 4.3.1 hergestellten hgr-Ibd Genbanken wurden bei 37 °C in Abwesenheit eines
Liganden nach verbesserten Varianten durchsucht. Hierzu wurden E. coli BL21(DE3) Zellen
wie in 3.2.8.1 beschrieben mit den hgr-lbd Genbanken transformiert und angezogen, wobei
die Expression unter den genannten Bedingungen mit 0,5 mM IPTG induziert wurde. Die
Anzahl der mit Genbank 1 bzw. 2 transformierten und angeimpften Zellen betrug 4,4-10°
bzw. 3,1-10" und iiberstieg damit die GréRe der Genbank 1 (3,0-10%) bzw. 2 (1,1:10%) um den
Faktor 147 bzw. 28.

Die die Genbanken 1 und 2 exprimierenden Zellen wurden gemischt und anschlielend durch
Durchflusszytometrie (3.2.9) analysiert und sortiert. Analytische FACS-Histogramme von
Zellen mit den hGR-LBD Banken und Zellen mit hGR-LBD Wildtyp (jeweils fusioniert an
eGFP) zeigen, dass die Mehrzahl der in den Banken enthaltenen hGR-LBD Varianten unter
den angelegten Bedingungen zu einer niedrigeren Fluoreszenz fiihren als der Wildtyp
(Abbildung 39).
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Abbildung 39: Analytische FACS-Histogramme von Zellen mit hGR-LBDwt (schwarz) und hGR-LBD

Bank 1+2 (rot), nach Expression bei 37 °C ohne Zugabe eines Liganden.

Die Expression der egfp-fusionierten Gene aus pER13b erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), flir 4 h bei 37 °C.
Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Die einzelnen Sortier-Bereiche der Versuchsreihe | (SB-I) bzw. der
Anreicherungsrunden von Versuchsreihe 11 (SB-111-7) sind durch Klammern markiert.

Zellen mit l6slicheren Varianten sollten stérker fluoreszieren als Zellen, die das wildtypische
Protein herstellen, weshalb diese schrittweise mittels Durchflusszytometrie (3.2.9)
angereichert wurden. Hierfir wurden zwei verschiedene Versuchsreihen angesetzt. In
Versuchsreihe | wurden insgesamt drei Anreicherungsrunden bei konstant hohem Sortier-
Bereich (SB-1, FL1: 4-10°-9-10%) durchgefihrt (Abbildung 39, Tabelle 10). Bei

Versuchsreihe Il wurden sieben Anreicherungsrunden durchgefiihrt, wobei zunédchst von
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einem relativ niedrigen Sortier-Bereich ausgegangen wurde (SB-111, FL1: 1-:10%—4-10%),
welcher dann schrittweise erhoht wurde (Abbildung 39, Tabelle 10). Der Sortier-Bereich
wurde hierbei stets so gewdhlt, dass bei jeder Runde die 0,5-5,5% hellsten Zellen
angereichert wurden (Tabelle 10). In beiden Versuchsreihen wurden bei jeder
Anreicherungsrunde (Sortierung+Resort, siehe Abbildung 35) die sortierten Zellen in 5 ml
LB-Medium aufgefangen und anschlieend tber Nacht bei 37 °C in 50 ml LBka,-Medium
angezogen (3.2.9). Daraus konnte die Plasmid-DNA prapariert werden (3.3.7.1), welche zur
Transformation frisch  hergestellter elektrokompetenter E.coli BL21(DE3) Zellen
(3.2.4/3.2.6) benutzt wurde. So konnte die Expression der soeben sortierten Varianten wieder
induziert werden (3.2.8.1) und die nachste Anreicherungsrunde durchgefihrt werden (3.2.9).
Die Anzahl der mit den Anreicherungen transformierten Zellen wurde stets Uber die
Ausplattierung von Verdinnungsreihen auf LBka,-Agarplatten bestimmt (3.2.8.1). Es wurde
so sichergestellt, dass die Anzahl der Transformanten die Anzahl an zuvor sortierten Zellen
immer mindestens um den Faktor zehn (berstieg und somit alle sortierten Varianten in die
nachste Anreicherungsrunde Uberfiihrt wurden. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der

Anreicherungsrunden von Versuchsreihe | und Il zusammengefasst.

Tabelle 10: FACS-Anreicherungen von hgr-lbd Genbank 1+2 exprimierenden E. coli BL21(DE3) Zellen
bei 37 °C ohne Zugabe eines Liganden.

GB: Genbank, A: Anreicherung, SB: Sortier-Bereich. In Versuchsreihe | wurden aufgrund des hohen Sortier-
Bereichs so wenige Zellen sortiert, dass kein Resort moglich war. Bei Versuchsreihe Il konnte stets ein Resort
durchgefihrt werden. Bei Versuchsreihe Il wurde bei den Anreicherungen A3-A7 der vorhandene Anteil an
Klonen mit korrektem pER13b_hgr-lbd Plasmid tber Kolonie-PCR mit den Primern 5‘pER13 und 3°pER13
bestimmt (Amplifikationsprodukt: ~1100 bp).

Sortierung Resort
Analysierte Sortier-  analysierte sortierte analysierte sortierte resultierende positiy
Probe Bereich  Ereignisse Ereignisse Ereignisse Ereignisse Préparation (KF?CIZOS)IE-
Versuchsreihe |
GB1+2 SB-I 1,0¢10°  3,2*10"(0,03%) - i Al )
Al SB-| 12*10°  8,2*10° (0,006%) - - e ;
A2 SB-| 8,0%107 4,010 (0,04%) - - - i
Versuchsreihe 11
GB1+2 SB-111 6,3*10’ 3,5%10° (5,5%) 3,6%10°  2,2*10° (61,1%) Al -
Al SB-12 274107 1,0%10°(3,7%)  10%10°  4,1%10° (41,0%) A2 )
A2 SB-113 424107 1,2%10° (2,9%) 1,1%10°  6,9*10° (62,7%) A3 10/10 (100%)
A3 SB-I14  1,0710°  1,2¢10°(1,2%)  1,1*10°  3,2*10° (29,1%) Ad 10110 (100%)
A4 SB-II5  1,3410°  1,0%10°(0,8%)  9,1*10°  3,4*10° (37,4%) AS 9710 (30%)
A5 SB-116 1,3*10°  65%10°(0,5%)  6,6*10°  1,9%10° (28,8%) A6 20/20 (100%)

A6 SB-1I7 1,0¢10°  4,6*10° (0,5%)  4,6*10°  1,2*10° (26,1%) A7 20/20 (100%)
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Bei Versuchsreihe | konnte aufgrund der geringen Anzahl an sortierten Zellen kein Resort
durchgefuhrt werden. Die sortierten Zellen wurden deshalb stets direkt in LB-Medium
aufgefangen, in LB-Selektivmedium angeimpft und UN bei 37 °C neu angezogen, woraufhin
die enthaltende Plasmid-DNA prépariert werden konnte (3.3.7.1).

Die FACS-Analyse der so gewonnenen Anreicherungen zeigte, dass keine stark
fluoreszierenden Zellen erhalten worden sind (Abbildung 40). Ein zu Beginn zu hoch
gewadhlter Sortier-Bereich, in dem sich unter 0,1 % der Genbank exprimierenden Zellen

befinden, fihrt demnach zu keinem Erfolg.
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Abbildung 40: Sortierung bei 37 °C ohne Zugabe eines Liganden. Analytisches FACS-Histogramm der
Anreicherungsrunde 3 der Versuchsreihe I.

Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), fiir 4 h bei 37 °C. Es wurden je 300.000 Ereignisse
analysiert. Die Zellen in Anreicherung 3 zeigen keine Fluoreszenz.

Bei der Versuchsreihe 1l fuhrten die grof3zugiger gewahlten Sortier-Bereiche (0,5-5,5 % der
hellsten Zellen) zu einer besseren Anreicherung stark fluoreszierender Zellen (Abbildung 41).
Bei diesem Vorgehen wurden zudem in jeder Runde sehr viel mehr Zellen aussortiert im
Vergleich zu Versuchsreihe I, weswegen stets ohne erneute Anzucht direkt nochmals sortiert
werden konnte (,,Resort), was die Qualitdt der Auslese weiter erhéhte. Die Analyse der
retransformierten Anreicherungen zeigte allerdings, dass in allen Anreicherungen neben den
starker fluoreszierenden Zellen auch sehr viele nicht-fluoreszierende Zellen auftreten
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Sortierung bei 37 °C ohne Zugabe eines Liganden. Analytisches FACS-Histogramm der
Anreicherungsrunden 1, 5 und 6 der Versuchsreihe 11.

Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), fiir 4 h bei 37 °C. Es wurden je 300.000 Ereignisse
analysiert. Das Inlet zeigt den Resort nach der Sortierung von Anreicherung 6 (A6), welcher zur Anreicherung 7
(A7) fihrte. Das Maximum des Peaks von Anreicherung 6 ist in beiden Histogrammen als gestrichelte Linie
markiert.

Bei Versuchsreihe Il wurden ab Anreicherungsrunde 3 mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit
(3.2.9) im Zuge des Resorts einzelne Klone auf LBga,-Agarplatten sortiert und nach
Inkubation bei 37 °C tber Nacht mittels Kolonie-PCR (3.3.2) mit den vektorspezifischen und
hgr-lbd -flankierenden Primern 5‘pER13 und 3‘pER13 untersucht. Hierbei sollte Uberpruft
werden, ob die sortierten Klone das korrekte pER13b-Plasmid mit dem eingesetzten hgr-lbd
Volllangenfragment besitzen. Bei friheren Arbeiten wurde beobachtet, dass es beim
Screening nach stabilisierten Zielproteinvarianten mit Hilfe von C-terminal fusionierten
Reportproteinen zum Verlust des Zielgens im Vektor kommen kann, aufgrund von
Rekombinationsereignissen oder Klonierungsartefakten (Seitz, 2006). Dadurch wird nur das
wildtypische Reporterprotein hergestellt und ein starkes falsch positives Signal im Screening
erzeugt. Dies war bei den sortierten Zellen der Versuchsreihe Il nicht der Fall, da 90 — 100 %
aller untersuchten Zellen bei der Kolonie-PCR das korrekte Amplifikationsprodukt
(~1100 bp) zeigten (Tabelle 10). Sequenzierung von jeweils 5 Klonen der Anreicherungen 4 —
7 der Versuchsreihe Il zeigte jedoch, dass alle sortierten Klone einen pER13b_hgr-lbd
Vektor besitzen, in welchem die hgr-lbd Sequenz eine Deletion der Position 199 aufweist
(hgr-Ibd_del, Abbildung 42). Diese Deletion fuhrt zu einer Verschiebung des Leserasters,
welche 22 Basen spéter zu einem neuen Stopp-Codon flhrt. Es handelt sich also bei den
angereicherten hgr-lbd-egfp Varianten um falsch positive Mutanten, welche eine inkorrekte

Expression des egfp-fusionierten hgr-lbd Gens zur Folge haben. Wahrscheinlich fuhrt der
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Translations-Abbruch in hgr-lbd zum Teil zu einem neuen Translationsstart an verschiedenen
Stellen stromabwarts des neuen Stoppcodons. Dies wirde zur Translation von eGFP fiihren,
welches N-terminal mit unterschiedlich kurzen Teilen von hGR-LBD fusioniert ist. Diese
kleinen Fusionspartner stéren die eGFP-Faltung wenig und es kommt zu hoher Fluoreszenz
aufgrund von l6slichem, nahezu wildtypischem eGFP. Dies ist wohl nicht bei allen Zellen,
welche mit pER13b_hgr-Ibd_del-egfp transformiert sind, der Fall, was durch die hohe Anzahl
an nicht-fluoreszierenden Zellen bei der Analyse der retransformierten Anreicherungen
(Abbildung 41) deutlich wird.

200 210 220

hgr-1bd 5'-..TTTCAGGAACTTACACCTGGATGACCAAATGACCC. .546bp. .egfp.-3"
hgr-1bd del  5'-..TTTCAGG-ACTTACACCTGGATGACCAAATGACCC..546bp..egfp.-3"

Deletion Stopp

Abbildung 42: Quelle falsch positiver Klone beim Screening bei 37 °C ohne Zugabe eines Liganden.
Sequenzausschnitt des hgr-1bd-Gens von Base 192 bis 226.

Der Leserahmen ist durch Unterstreichungen markiert. In hgr-lbd_del wird durch die Basendeletion an Position
199 eine Verschiebung des Leserasters induziert, die zu einem neuen TGA-Stopp-Codon nach Base 220 fhrt.

Es konnten somit unter den angelegten Bedingungen (Expression bei 37 °C ohne
Dexamethason) keine verbesserten hGR-LBD Varianten angereichert werden. Da in der
Literatur bereits beschrieben wurde, dass eine niedrige Expressionstemperatur und die Zugabe
des stabilisierenden Liganden Dexamethason die L&slichkeit von hGR-LBD in E. coli
erhohen kann (Bledsoe et al., 2002), sollte das Screening unter solch moderateren
Bedingungen (30 °C in Anwesenheit von Dexamethason) erfolgen, wodurch moglicherweise

verbesserte Varianten eher identifiziert werden kdnnen.

4.3.2.2 Screening bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason

Die in 4.3.1 hergestellten hgr-lbd Genbanken wurden bei 30 °C in Anwesenheit von 500 uM
Dexamethason nach verbesserten Varianten durchsucht. Hierzu wurden E. coli BL21(DE3)
Zellen wie in 3.2.8.1 beschrieben mit den hgr-lbd Genbanken transformiert und angezogen,
wobei die Expression unter den genannten Bedingungen mit 0,5 mM IPTG induziert wurde.
Die Anzahl der mit Genbank 1 bzw. 2 transformierten und angeimpften Zellen betrug jeweils
2,0-107, und Uberstieg damit die GroRe der Genbank 1 (3,0-10°) bzw. 2 (1,1-10°) um den
Faktor 67 bzw. 18.
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Die die Genbanken 1 und 2 exprimierenden Zellen wurden gemischt und anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie (3.2.9) analysiert und sortiert. Analytische FACS-Histogramme von
Zellen mit den hGR-LBD Banken und Zellen mit hGR-LBD Wildtyp (jeweils fusioniert an
eGFP) zeigen, dass in den Banken viele Varianten enthalten sind, die zu einer deutlich
niedrigeren Fluoreszenz fiihren. Daneben zeigt der Hauptpeak der Genbanken-exprimierenden
Zellen jedoch eine leicht Verschiebung zu hoherer Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 43).
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Abbildung 43: Analytische FACS-Histogramme von Zellen mit hGR-LBDwt (schwarz) und hGR-LBD
Bank 1+2 (rot), nach Expression bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason.

Die Expression der egfp-fusionierten Gene aus pER13b erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), flr 6 h bei 30 °C
in Anwesenheit von 500 UM Dexamethason. Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Die Sortier-Bereiche
der einzelnen Anreicherungsrunden (SB1-8) sind durch Klammern markiert.

Die starker fluoreszierenden Zellen wurden wieder schrittweise mittels Durchflusszytometrie
(3.2.9) angereichert. Insgesamt wurden acht Anreicherungsrunden durchgefiihrt, wobei der
gewahlte Sortier-Bereich ahnlich zu Versuchsreihe 11 in 4.3.2.1 zu Beginn nah am Hauptpeak
der Genbanken angelegt wurde (SB1-3, FL1: 35-10°—7,0-10%. Nach drei
Anreicherungsrunden, bei denen der Anteil an in SB1-3 befindlichen Zellen deutlich anstieg
(3,8% — 175%), wurde der  Sortier-Bereich von  Anreicherungsrunde  zu
Anreicherungsrunde schrittweise erhoht, wobei bei jeder Runde die 1-4 % hellsten Zellen
sortiert wurden (Abbildung 43, Tabelle 11). Nach jeder Anreicherungsrunde (Sortierung
+Resort; siehe Abbildung 35) wurden die sortierten Zellen tber Nacht bei 37 °C in 50 ml
LBkan-Medium angezogen (3.2.9). Nach der Praparation der Plasmid-DNA (3.3.7.1) wurden
frisch hergestellte elektrokompetente E. coli BL21(DE3) Zellen (3.2.4) damit transformiert

(3.2.6). So konnte die Expression der soeben sortierten Varianten wieder induziert (3.2.8.1)
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und die nachste Anreicherungsrunde durchgefiihrt werden (3.2.9). Die Anzahl der mit den
Anreicherungen transformierten Zellen wurde stets uber die Ausplattierung von
Verdinnungsreihen auf LBka-Agarplatten bestimmt (3.2.8.1). In allen Féllen Uberstieg die
Anzahl der Transformanten die Anzahl an zuvor sortierten Zellen mindestens um den Faktor
zehn. Damit wurde sichergestellt, dass alle sortierten Varianten in die né&chste
Anreicherungsrunde  uberfihrt  wurden. In  Tabelle11 sind die Ergebnisse der

Anreicherungsrunden 1-8 zusammengefasst.

Tabelle 11: FACS-Anreicherungen von hgr-lbd Genbank 1+2 exprimierenden E. coli BL21(DE3) Zellen
bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason.

GB: Genbank, A: Anreicherung, SB: Sortier-Bereich. Es konnte stets ein Resort durchgefiihrt werden. Der in den
Anreicherungen A3-A8 vorhandene Anteil an Klonen mit korrektem pER13b_hgr-lbd Plasmid wurde Uber
Kolonie-PCR mit den Primern 5‘pER13 und 3°pER13 bestimmt (Amplifikationsprodukt: ~1100 bp).

Sortierung Resort
Analysierte  Sortier- analysierte sortierte analysierte sortierte resultierende positiy
Probe Bereich  Ereignisse Ereignisse Ereignisse Ereignisse Praparation (K;CI:OQ)'G'
GB1+2 SB1-3 5010  1,9*10°(3,8%)  1,8*10°  9,2*10° (51,1%) Al -
Al SB1-3 50%10°  3,010°(6,0%)  3,4*10°  1,5%10° (44,1%) A2 -
A2 SB1-3 2,010’  3,5%10°(17,5%)  3,5*10°  2,2*10° (62,9%) A3 8/10 (80%)
A3 SB4 1,0,10°  3,3*10°(3,3%)  3,5%10°  2,2*10° (62,9%) A4 10/10 (100%)
Ad SB5 1,0¢10°  1,9%10°(1,9%)  1,9*10°  8,8*10° (46,3%) A5 18/20 (90%)
A5 SB6 12*10°  2,6*10°(22%)  3,1*10°  1,2*10° (38,7%) A6 10/10 (100%)
A6 SB7 3,710°  1,0710°(2,7%)  9,5%10°  4,9*10° (51,6%) A7 1/80 (1,2%)
A7 SB8 7,0%0°  1,3*10°(1,9%)  1,3*10°  4,4*10° (33,8%) A8 0/1000 (0%)

Die Anreicherung stark fluoreszierender Zellen bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason
erbrachte sehr viel homogenere Zell-Populationen als dies bei der Anreicherung bei 37 °C
ohne Liganden der Fall war (4.3.2.1). So zeigte die Analyse der retransformierten
Anreicherungen stets ein homogenes zu hoherer Fluoreszenz verschobenes FACS-
Histogramm (Abbildung 44). Bei allen Anreicherungen treten so gut wie keine nicht-

fluoreszierenden Zellen auf.
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Abbildung 44: Sortierung bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason. Analytisches FACS-Histogramm
der Anreicherungsrunden 1, 2, 6 und 7.

Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), fir 6 h bei 30°C in Anwesenheit von 500 uM
Dexamethason. Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Das Inlet zeigt den Resort nach der Sortierung von
Anreicherung 7 (A7), welcher zur Anreicherung 8 (A8) fihrte. Das Maximum des Peaks von Anreicherung 7 ist
in beiden Histogrammen als gestrichelte Linie markiert.

Mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit (3.2.9) wurden bei jeder Anreicherungsrunde im Zuge
des Resorts einzelne Klone auf LBka,-Agarplatten sortiert und nach Inkubation bei 37 °C Uber
Nacht mittels Kolonie-PCR (3.3.2) mit den vektorspezifischen und hgr-lbd - flankierenden
Primern 5‘pER13 und 3°‘pER13 untersucht, wodurch das in pER13b-Plasmid inserierte hgr-
Ibd Volllangenfragment detektiert werden sollte. Bis einschlieBlich Anreicherung 6 zeigten
90 — 100 % aller analysierten Klone das korrekte Amplifikationsprodukt (Tabelle 11). Bei
Anreicherung 7 war dagegen nur noch einer von 80 analysierten Klonen positiv (1,2 %). Bei
Anreicherung 8 wurden 1000 Klone analysiert, von denen keiner ein positives Resultat zeigte
(Tabelle 11, Abbildung 45). Bei Anreicherungen in einem zu hohen Fluoreszenz-Bereich
scheinen sich demnach Artefakte mit verklrztem hgr-lbd Anteil zu akkumulieren. Die
Sequenzierung einiger dieser Kolonie-PCR - negativen Klone bestétigte, dass bei den dort
vorhandenen pER13b_hgr-Ibd -Plasmiden die hgr-lbd Sequenz komplett oder zum Teil
(verkurzt auf 3-250 bp) verloren ging, wodurch bei der Expression maximal nur ein kleiner
Teil von hGR-LBD N-terminal an eGFP fusioniert vorlag. Diese kleinen Fusionspartner
storen die eGFP-Faltung offensichtlich nicht wesentlich, weswegen es zu hoher Fluoreszenz
kommt, was zu einem starken falsch positiven Signal im Screening fuhrt. Solche verkdirzten
Artefakte beim Screening stabilisierter Proteinvarianten mit Hilfe von C-terminal fusionierten
Reportproteinen wurden bereits in friheren Arbeiten (Seitz, 2006) beobachtet und entstehen
womdglich durch Rekombinationsereignisse oder Klonierungsartefakte. Neben der in 4.3.2.1

beobachteten Leseraster-Verschiebung durch neu eingefiihrte Stoppcodone stellen somit
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solche verkirzten Vektor-Artefakte eine zweite Quelle fir falsch positive Varianten beim
Screening dar.

bp M Anreicherung 5 bp M Anreicherung 8
5000
Lage der Lage der
erwarteten erwarteten
Bande Bande 1500
_—

1000
700
500

Abbildung 45: Quelle falsch positiver Klone beim Screening bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason.
Ergebnis analytischer Kolonie-PCR von je 10 Klonen aus Anreicherung 5 bzw. 8 (1 %iges Agarosegel).

M: DNA-Liangenstandard (GeneRuler™ 1 kb Plus (MBI FERMENTAS). Die erwartete GrofRe des
Amplifikationsproduktes durch die Primer 5’pER13 / 3’pER13 und eines intakten pER13b_hgr-Ibd Konstrukts
als Templat liegt bei 1107 bp. Bei Anreicherung 5 bzw. 8 zeigen 90 % bzw. 0 % der analysierten Klone dieses
Ergebnis. Die negativen Klone zeigen ein verkirztes Amplifikationsprodukt, was auf den teilweisen oder
vollstandigen Verlust des hgr-Ibd Inserts aus dem Vektor hindeutet. Sequenzierung einiger negativen Klone
zeigte, dass nur noch 3-250 bp von hgr-Ibd (774 bp) sromaufwérts von egfp in pER13b vorhanden waren.

Bei der Sequenzierung der multiplen Klonierungsstelle des pER13b_hgr-lbd Plasmids der 18
Kolonie-PCR - positiven Klone aus Anreicherung 5 und des einen positiven Klons aus
Anreicherung 7 wurden vier unterschiedliche, intakte hgr-lbd-egfp Varianten identifiziert
(A5-1 - A5-4) (Tabelle 12; Nukleotidsequenzen: siehe Anhang 7.3), wobei die Variante A5-1
am haufigsten gefunden wurde (14/19 Klone). Die vier Varianten tragen 8-11 Nukleotid- bzw.
5-9 Aminoséaurenaustausche (Tabelle 12). Sie mussen demnach aus der hgr-lbd Genbank 1
stammen, da dort eine hohe Mutationsfrequenz eingestellt wurde (siehe Tabelle 9). Dies
deutet darauf hin, dass Varianten aus Bank 2 mit wenigen Austauschen zu keiner erhthten
Fluoreszenz fiihrten. Dieses Ergebnis reiht sich in die bereits mehrfach in der Literatur
beschriebene Beobachtung ein, dass verbesserte Proteinvarianten in Banken mit erhohter
Mutationsfrequenz vermehrt gefunden werden kdnnen (Zaccolo & Gherardi, 1999; Daugherty
et al., 2000). Dies wird damit erklart, dass von Genbanken mit einer niedrigen
Mutationsfrequenz nur wenige unterschiedliche Polypeptidsequenzen kodiert werden,
wodurch die tatsachliche Bank-GroRe stark eingeschrankt wird (Drummond et al., 2005).
Einerseits weist Genbank 1 auf Genebene weniger unabhéngige Varianten auf als Genbank 2
(3,0-10° vs. 1,1-10°). Andererseits werden allerdings von Genbank 1, aufgrund der hoheren
Mutationsfrequenz (7,2 vs. 1,8 Autausche/Gen), mehr einzigartige Polypeptidsequenzen
kodiert. Somit ist in Bank 1 eine erhthte Diversitdt von hGR-LBD vorhanden, wodurch die

Identifikation von verbesserten Varianten eher moglich wird.
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Tabelle 12: Screening bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason. Isolierte hGR-LBD Varianten aus
Anreicherung 5, 7 und 8.

Insgesamt wurden 18 sortierte Klone aus Anreicherung 5, und ein sortierter Klon aus Anreicherung 7, jeweils
mit vollstdndigem hgr-Ibd Insert, sequenziert. Die Variante A8 wurde durch OE-PCR mit den Primern 5’hgr-
Ibd OE1 und 3’hgr-lbd_OE1 aus Anreicherung 8 erhalten. Die auch in A8 gefundenen Mutationen von
hGR-LBD A5-1 sind grau hinterlegt. Die in rot markierten 14 der insgesamt 30 verschiedenen Mutationen
werden in 4.3.4 naher besprochen.

hGR-LBD hGR-LBD hGR-LBD hGR-LBD hGR-LBD
A5-1 A5-2 A5-3 A5-4 A8
isoliert aus
Anreicherung 5 13/18 (72,2%) 3/18 (16,7%) 1/18 (5,5%) 1/18 (5,5%) -
Anreicherung 7 1/1 (100%) - - - -
OE-PCR aus i ) i i N
Anreicherung 8
Mutationen
stille Mutationen 5 2 3 1 3
AS-Mutationen 5 9 7 7 7
1629T L670P L544F S555T M560K
T668A K703M I1559N T561S A605V
L697P E705G V575A L563P 1629T
L741M Q710R M593V H645R T668A
M752T L721P N619D K695E L697P
F737Y V702A Q738H L741M
L741M S765P F774S M752T
E748K
N759D

Die Retransformation der hGR-LBD Varianten A5-1- A5-4 in E.coli BL21(DE3) mit
anschlieRender Expression bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason (3.2.8.1) und
Analyse der Zell-Fluoreszenz durch Durchflusszytometrie bestétigte, dass die vier isolierten
hgr-lbd-egfp Varianten Ab-1 - A5-4 zu einer hoheren Fluoreszenz fihren als der Wildtyp
(Abbildung 46).
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Abbildung 46: Analytische FACS-Histogramme von Zellen mit hGR-LBDwt (schwarz) und hGR-LBD
A5-1 - A5-4 bzw. A8 (grin), bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason.

Die Expression der egfp-fusionierten Gene erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), fur 6 h bei 30 °C in
Anwesenheit von 500 UM Dexamethason. Es wurden jeweils 300.000 Ereignisse analysiert.

Die potentiell vorhandenen positiven hgr-lbd Varianten in der von Vektor-Artefakten
dominierten Anreicherung 8 (A8) (seihe Abbildung 45) wurden angereichert, indem das
hgr-Ibd Volllangenfragment aus der A8-Plasmidpraparation durch Overlap Extension - PCR
(OE-PCR, 3.3.3.2) re-amplifiziert wurde. Hierbei wurden zwei verschiedene Ansétze
durchgefihrt, bei denen unterschiedliche zum Zielgen komplementére Primerpaare (5’hgr-
Ibd_OE1/3’hgr-Iod OEI und 5’hgr-lbd_OE2 / 3’hgr-lbd_OE2) benutzt wurden. Dies sollte
sicherstellen, dass auch Mutationen gefunden werden kénnen, die im Bereich der Primer
liegen. Nach der Re-Klonierung der PCR-Produkte Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel
und Notl in pER13a wurden zehn der so erhaltenen Varianten in E. coli BL21(DE3) bei 30 °C
in  Anwesenheit von Dexamethason exprimiert (3.2.8.1) und die Fluoreszenz dieser
Expressionskulturen durch Durchflusszytometrie (3.2.9) analysiert (nicht gezeigt). Dabei
produzierte eine hGR-LBD Mutante (hGR-LBD A8) eine deutlich erhdhte Fluoreszenz im
Vergleich zum Wildtyp und den hGR-LBD A5-1 - A5-4 Varianten (Abbildung 46). Die

Sequenzierung von hgr-lod A8 ergab, dass diese Variante neben Austauschen aus
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hgr-Ibd A5-1 zusatzlich Mutationen aufweist, welche zu den Aminosaurenaustauschen
M560K und A605V fuhren (Tabelle 12). Durch den PCR-Amplifikationsschritt kam es wohl
zu einer Vermischung der in den urspringlichen Varianten vorhandenen Mutationen,
wodurch das wiederholte Auftreten der hgr-lbd A5-1 Mutationen erklart werden kann. Die
deutlich hohere Fluoreszenz durch hGR-LBD-eGFP A8 im Vergleich zu hGR-LBD-eGFP
A5-1 zeigt, dass die beiden neu identifizierten Mutationen M560K+A605V zu einer sehr
starken Verbesserung fuhren (Tabelle 12, Abbildung 46).

Durch das Screening unter moderaten Bedingungen (30°C in Anwesenheit von
Dexamethason) konnten somit flinf verschiedene hGR-LBD Varianten mit insgesamt 30
unterschiedlichen Mutationen identifiziert werden, welche als eGFP-Fusionsprotein in vivo
eine hohere Fluoreszenz erzeugen als hGR-LBDwt. Im Folgenden wurde untersucht,
inwiefern diese durch die Mutationen induzierte verbesserte Fluoreszenz eine erhohte
Loslichkeit und Stabilitat von hGR-LBD widerspiegelt.

4.3.3 Charakterisierung der angereicherten hGR-LBD Varianten

4.3.3.1 Analyse der Loslichkeit der angereicherten hGR-LBD Varianten in vivo mit Hilfe
der Chloramphenicol-Acetyltransferase als Reporter

Um zu Uberprifen, ob die verbesserte Fluoreszenz der sortierten Varianten auf eine veranderte
Wechselwirkung mit eGFP zuriickgeht und somit mdglicherweise ein falsch positives
Ergebnis darstellt, sollte die Loslichkeit in vivo mit Hilfe eines anderen Reporterproteins
nochmals Uberprift werden. Hierbei wurde die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)
benutzt, die bereits in anderen Arbeiten (Maxwell et al.; 1999; Sieber et al., 2001; Seitz,
2006) erfolgreich als Faltungsreporter eingesetzt wurde. Zundchst wurde ein neuer cat-
Fusionsvektor pER13cat (2.8.1.2.3) konstruiert, welcher analog zum egfp-Fusionsvektor
pER13a aufgebaut ist. Hierzu wurde die kodierende Sequenz fir CAT (inklusive des Linkers
GGRLEAAR) mit den Primern 5’cat(Notl) und 3’cat(Xhol) aus dem Templat pCFN1 (2.8.3,
Maxwell et al., 1999) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert. Das erhaltene Produkt konnte
anschlieRend tber die Restriktionsschnittstellen Notl und Xhol in pER13a eingeftigt werden,
wodurch egfp durch cat ersetzt wurde. Anschliefend wurden tmhisF (Positivkontrolle),
hgr-lbdwt, hgr-lbd(F602S) und die Varianten hgr-lbd Ab5-1-A5-4 (ber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl jeweils aus pER13a bzw. pER13b in pER13cat

umkloniert.
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Frisch hergestellte elektrokompetente (3.2.4) E. coli T7 Express Zellen (2.7) wurden mit den
verschiedenen pER13cat-Konstrukten transformiert (3.2.6). Nach Induktion der Expression
mittels 0,5 mM IPTG in Anwesenheit von Dexamethason wurden sie auf LB-Agarplatten mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Chloramphenicol (0 — 800 pg/ml) ausplattiert und das
Wachstum bei 30 °C fur 85h verfolgt (3.2.8.2). Die LB-Agarplatten enthielten kein
Dexamethason, da dieses in Ethanol geldst ist, was in den Platten zu einer Hemmung des
Kolonie-Wachstums  fuhrte (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 47 ist das
Wachstumsverhalten bei einigen Chloramphenicol-Konzentrationen exemplarisch dargestellt

und in Tabelle 13 sind alle Ergebnisse zusammengefasst.

c(Chloramphenicol)

160 pg/ml 280 pg/ml 400 pg/ml

&
R,
/e@/- acal

Abbildung 47: Wachstum von transformierten E. coli T7 Express Zellen auf LB-Platten in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen an Chloramphenicol.

Mit leerem pER13cat-Vektor transformierte Zellen kénnen nur bei 0 pg/ml Chloramphenicol wachsen. Zellen
mit sehr l6slichem tmHisF-CAT zeigen starkes Wachstum bei allen Chloramphenicol-Konzentrationen. Die
durch hGR-LBD-CAT Varianten vermittelte Chloramphenicol-Resistenz unterscheidet sich folgendermalien:
WT < F602S < A5-2 < A5-1 < A5-3 < A5-4.

Tabelle 13: Wachstum von transformierten E. coli T7 Express Zellen auf LB-Platten in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen an Chloramphenicol.

LB-Platten ohne Chloramphenicol enthielten 75 pg/ml Kanamycin. ++++ bis +: relatives MaR fiur die Anzahl
und GroRe der Kolonien; K.: gezahlte Einzelkolonien; - : kein deutliches Wachstum nach 85 h bei 30 °C.

pER13cat
c(Chloramphenicol) hgr-lbd
[Hg/ml] leer tmhisF wt F602S A5-1 A5-2 A5-3 A5-4
0 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
40 6 K. ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
80 4 K. +4+++ ++++ ++++ +4+++ ++++ +4+++ ++++
120 2 K. ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
160 - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
200 - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
240 - ++++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++
280 - ++++ - ++ +++ +++ +++ ++++
320 - ++++ - >100 K. ++ + ++ +++
360 - +++ - 3 K. 40K. 8K. >100 K. +++
400 - +++ - - 40K. 10K. >100 K. +++
600 - >100 K. - - 2 K. - - >100 K.

800 - >100 K. - - - - - -
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Die Negativ- bzw. Positivkontrolle pER13cat_leer bzw. pER13cat_tmhisF, bei der kein
Protein bzw. das sehr l6sliche und thermostabile tmHisF als CAT-Fusion in den Zellen
hergestellt wird, fuhrt zu nahezu keinem Wachstum bzw. zu Wachstum bis 800 pg/ml
Chloramphenicol (Abbildung 47, Tabelle 13). Der neu hergestellte pERZ13cat-Vektor eignet
sich demnach als cat-Fusionsvektor fur die Analyse der Proteinléslichkeit in vivo.

Die Proteine hGR-LBDwt-CAT / hGR-LBD(F602S)-CAT / hGR-LBD A5-1-CAT / hGR-
LBD A5-2-CAT / hGR-LBD A5-3-CAT / hGR-LBD A5-4-CAT beféahigen die Zellen unter
den genannten Bedingungen auf Medium mit bis zu
240 pg/ml / 320 pg/ml / 400 pg/ml / 400 pg/ml / 400 pg/ml / 600 pg/ml Chloramphenicol zu
wachsen (Abbildung 47, Tabelle 13). Somit zeigen E. coli T7 Express Zellen, welche die aus
dem eGFP-Reportersystem erhaltenen hGR-LBD Varianten A5-1 - A5-4 oder die bekannte
Variante hGR-LBD(F602S) (Bledsoe et al., 2002) als CAT-Fusionsproteine herstellen eine
hohere Chloramphenicol-Resistenz als Zellen mit hGR-LBDwt-CAT.

Die verbesserte Loslichkeit in vivo von hGR-LBD(F602S) bzw. von hGR-LBD A5-1 - A5-4
kann also mit Hilfe der Chloramphenicol-Acetyltransferase als C-terminal fusioniertes
Reporterprotein ebenfalls dargestellt werden. Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die
verbesserte Fluoreszenz der in 4.3.2.2 isolierten eGFP-fusionierten hGR-LBD Varianten auf
eGFP-abhéngige Effekte zuriickgeht.

4.3.3.2 Expression der angereicherten hgr-lbd Varianten in Abwesenheit von
Reporterprotein

Um hGR-LBDwt, hGR-LBD(F602S) und die in 4.3.2.2 isolierten hGR-LBD Varianten
A5-1-A5-4 und A8 ohne eGFP oder CAT- Fusion herstellen zu kdnnen, wurden die
kodierenden Sequenzen mit Hilfe der Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl aus pER13b
bzw. pER13a in pER14 (2.8.1.2.2) umkloniert. Bei pER14-Kontrukten wird nach
Genexpression den Proteinen C-terminal ein Hiss-Tag angefugt. Probeexpressionen der
hergestellten pER14_hgr-lbd Konstrukte in E. coli BL21(DE3) bei 20 °C in Anwesenheit von
Dexamethason (3.4.1.1) zeigten, dass keine der hGR-LBD Varianten in der l6slichen
Zellfraktion der Zellen zu finden war (Daten nicht gezeigt). Da in der Literatur bereits
beschrieben wurde, dass auch die bekannte hGR-LBD(F602S) Variante nur als Glutathion-S-
Transferase (GST) —Fusionsprotein loslich hergestellt werden kann (Bledsoe et al., 2002),
wurden alle Varianten in den hisg-gst-Fusionsvektor pERN7 (2.8.1.2.4, Abbildung 11)
umkloniert. Hierzu wurden die kodierenden Sequenzen mit den Primern 5’pER13 und 3’hgr-
Ibd (Notl/Stop) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei die jeweiligen pER13a_hgr-lbd bzw.
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PER13b_hgr-Ibd-Konstrukte als Templat dienten. Die erhaltenen Produkte konnten
anschlieRend uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in pERN7 eingefligt werden.
Daneben wurden neue hgr-lbd Konstrukte in pERN7 hergestellt, bei denen der bekannte
Austausch fir F602S zusatzlich in die Sequenzen der sortierten Varianten eingebracht wurde.
Dies erfolgte Gber Megaprimer-PCR (3.3.3.1). Der Megaprimer wurde mit einem mutagenen
Primer (3’hgr-lbd(F602S) bzw. 3°‘hgr-lbd(F602S+A605V)), und pERN7up mittels PCR
(3.3.1) amplifiziert, wobei jeweils pERN7_hgr-lbd A5-1 - A5-4 bzw. pERN7_hgr-lbd A8 als
Templat diente. Das Volllangen-Gen wurde anschliefend jeweils durch den aus einem
Agarosegel aufgereinigten (3.3.5) Megaprimer und 3’hgr-Ibd (Notl/Stop) mit Hilfe desselben
Templats wie zuvor durch PCR amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzyme Ndel und Notl
konnten die erhaltenen mutagenisierten Gene wieder in pERN7 kloniert werden.

Die so hergestellten pERN7_hgr-lbd Konstrukte, bei denen die in Tabelle 12 (siehe 4.3.2.2)
aufgelisteten hgr-lbd Sequenzen mit und ohne die fur F602S kodierende Mutation vorliegen,
wurden in E. coli BL21(DE3) bei 20 °C in Anwesenheit von Dexamethason exprimiert
(3.4.1.1). Die losliche Zellfraktion wurde anschlielend tber Nickel-Sepharose gereinigt, um
eindeutige Aussagen Uber die Menge an l6slichem Ziel-Protein treffen zu kdnnen. Diese
Analysen zeigten eindeutig, dass das wildtypische Protein und alle fiinf neuen hGR-LBD
Varianten A5-1 - A5-4 und A8 im Gegensatz zur bekannten Variante hGR-LBD(F602S) unter
diesen Bedingungen vollstandig unléslich in E. coli hergestellt werden. Auch die Einflihrung
von F602S in die neuen Varianten fuhrte zu keiner Verbesserung (Abbildung 48). Vielmehr

wurde der vorteilhafte Effekt dieser Mutation durch die anderen Austausche aufgehoben.
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Abbildung 48: Analytische Herstellung Hisg-GST-fusionierter hGR-LBD Varianten in E. coli BL21(DE3),
dokumentiert durch SDS-PAGE (12,5 %).

P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: l6sliche Zellfraktion (crude extract), C*: Uber Nickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion. Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), (N bei 20 °C nach Zugabe von
500 uM Dexamethason. Es ist nur der 45-66 kDa Bereich des SDS-PA Gels gezeigt, in welchem sich Hisg-GST-
hGR-LBD (Molekulargewicht: ~58 kDa) befindet. Bei der Darstellung von Variante A5-3 wurden zwei SDS-
Gele zusammengefiigt. hGR-LBD(F602S) zeigt im Gegensatz zum Wildtyp und allen anderen Varianten eine
deutliche Bande in C*.
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Die durch eGFP- (4.3.2.2) bzw. CAT-Fusion (4.3.3.1) dokumentierte verbesserte Ldslichkeit
der sortierten hGR-LBD Varianten kann somit nicht mehr beobachtet werden, sobald die C-
terminal fusionierten Reporterproteine entfernt werden: weder mit C-terminalem Hisg-Tag
noch mit N-terminalem Hisg-GST-Tag konnen die Varianten l6slich in E. coli hergestellt
werden. Die hohe Anzahl an Aminosdurenaustauschen (5-9) in den flnf sortierten hGR-LBD
Varianten kénnte eine Ursache fur dieses Problem darstellen. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen vermuten, dass zumindest einige der Austausche in hGR-LBD zu einer Erhéhung der
eGFP-Fluoreszenz bzw. der CAT-Aktivitat fuhren, ohne die Loslichkeit der jeweiligen
Fusionsproteine zu verbessern. Alternativ konnte ein Teil der Mutationen zu einer
Verbesserung der Loslichkeit der eGFP- bzw. CAT-Fusionsproteine fuhren, welche jedoch an
den Kontext der beiden Reporter gebunden ist und sich somit im Hisg-GST-hGR-LBD
Fusionsprotein nicht auspragt. Um solche Mutationen auszusortieren und um Mutationen aus
hGR-LBD A5-1 - A5-4 und A8 identifizieren zu kdnnen, welche ebenfalls in hGR-LBD ohne
fusioniertes Reporterprotein zu erhohter Loslichkeit fihren, wurden im Folgenden 14 der 30

Mutationen einzeln analysiert.

4.3.4 Einzel-Analyse von Mutationen aus hGR-LBD A5-1 - A5-4 und hGR-LBD A8

Vierzehn der insgesamt 30 Austausche wurden anhand der von Bledsoe et al. (2002) gel6sten
Rontgenkristallstruktur  von hGR-LBD(F602S) (pdb 1m2z) fir eine ndhere Analyse
ausgewahlt (Abbildung 49).

Die Nukleotid-Austausche, welche fur die Aminosdurenaustausche L544F, 1559N, M560K,
A605V, N619D, H645R, K695E, V702A, E705G, Q710R, Q738H, M752T und N759D
kodieren, wurden durch Megaprimer-PCR (3.3.3.1) einzeln in hgr-lIbd eingefiihrt. Die
Megaprimer wurden mit einem mutagenen Primer (3°hgr-lbd (L544F), 3°hgr-lbd (1559N),
3’hgr-lbd (M560K), 3‘hgr-Ibd (A605V), 3°hgr-lbd (N619D), 3°hgr-lbd (H645R), bzw. 5°hgr-
Ibd (K695E), S5°hgr-lbd (V702A), 5°hgr-lbd (E705G), 5°hgr-lbd (Q710R), 5°hgr-lbd
(Q738H), 5’hgr-lbd (M752T), 5‘hgr-lbd (N759D)) und pERN7up bzw. 3’hgr-Ibd (Notl/Stop)
mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei jeweils pERN7_hgr-lbd als Templat diente. Das
Volllangen-Gen wurde anschlielend jeweils durch den aus einem Agarosegel aufgereinigten
(3.3.5) Megaprimer und 3’hgr-lbd (Notl/Stop) bzw. pERN7up mit Hilfe desselben Templats
wie zuvor durch PCR hergestellt. Zur Klonierung der Einzelvariante hgr-lbd(F774S) wurde
das Volllangengen direkt mit Hilfe der Primer pERN7up und 3‘hgr-lIbd (F774S/Notl) durch
PCR amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzyme Ndel und Notl konnten die erhaltenen

mutagenisierten Gene wieder in pERN7 kloniert werden.
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Abbildung 49: Lokalisation der 14 ausgewdahlten Einzel-Mutationen aus den sortierten hGR-LBD
Varianten A5-1 - A5-4 und A8 (rot) in der Kristallstruktur von hGR-LBD(F602S) (pdb 1m2z) (grau).

Die bekannte Mutation F602S, gebundenes TIF2 Coaktivator-Peptid und Dexamethason sind blau dargestellit.
Die gezeigten 14 Mutationen (mit Hilfe von PyMol in pdb 1m2z eingefiigt) von hGR-LBD A5-1 - A5-4 und A8
wurden aus folgenden Griinden zur ndheren Analyse ausgewahlt: M560 und A605 sind an der Ligand-Bindung
beteiligt; M752 und N759 sind Teil von a-Helix 12, deren Interaktionspartner (TI1F2) bei heterologer Expression
in E. coli fehlt; N619, H645, K695, Q738 und F774 sind zum Teil Losungsmittel-zuganglich und stellen somit
potentielle Ziele zur Oberflachenoptimierung dar; V702, E705 und Q710 befinden sich einem relativ
unstrukturierten Bereich des Proteins (Loop zwischen a-Helix 9 und a-Helix 10 zeigt hohe B-Faktoren in der
Struktur); L544 bzw. 1559 liegen in Loop 540554 bzw. a-Helix 3 — durch Mutation zu Phenylalanin (L544F)
bzw. Asparagin (I559N) kénnte moglicherweise die benachbarte o-Helix 3 bzw. Loop 540-554 durch van-der-
Waals Wechselwirkungen bzw. H-Bricken zu L566 bzw. Y548 (nur rechts dargestellt) stabilisiert werden.

Die so hergestellten pERN7_hgr-lbd Konstrukte wurden flr Probeexpressionen der hgr-lbd
Einzelvarianten in E. coli BL21(DE3) bei 20 °C in Anwesenheit von Dexamethason benutzt
(3.4.1.1). Die Gene hgr-lbdwt bzw. hgr-Ibd(F602S) wurden als Negativ- bzw.
Positivkontrolle fur I6sliche Protein-Expression in E. coli parallel untersucht. Die Analyse der
uber Nickel-Sepharose gereinigten léslichen Zellfraktion der Expressionskulturen zeigte, dass
AB05V (aus hGR-LBD A8), V702A (aus hGR-LBD A5-3), E705G (aus hGR-LBD A5-2) und
M752T (aus hGR-LBD A5-1 bzw. A8) ahnlich wie F602S zu einer verbesserten Loslichkeit
von Hisg-GST fusioniertem hGR-LBD in E. coli fuhren (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Analytische Herstellung Hisg-GST-fusionierter hGR-LBD Einzelvarianten in E. coli
BL21(DE3), dokumentiert durch SDS-PAGE (12,5 %).

P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: l6sliche Zellfraktion (crude extract), C*: tiber Nickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion. Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), 0N bei 20 °C in Anwesenheit von
500 pM Dexamethason. Es wurde stets die gleiche Anzahl an Zellen (2-10°) analysiert. Es ist in der Regel nur
der 45-66 kDa Bereich des SDS-PA Gels gezeigt, in welchem sich Hisg-GST-hGR-LBD (Molekulargewicht:
~58 kDa) befindet. Im Fall von hGR-LBD(Q738H) ist zusatzlich der 25-35 kDa Bereich dargestellt. Léslich
hergestellte hGR-LBD Einzelvarianten sind blau hinterlegt.

a hGR-LBDwt und hGR-LBD(F602S) sind als Negativ- bzw. Positivkontrolle fir Loslichkeit in vivo gezeigt.

b 14 der 30 Mutationen von hGR-LBD A5-1 - A5-4 und A8 wurden als hGR-LBD Einzelvarianten analysiert.
Bei der Darstellung von Variante hGR-LBD(K695E) wurden zwei SDS-PA Gele zusammengefligt. Bei der
hGR-LBD(Q738H)-Préparation ist kein VVollldngenprotein, aber ein ldsliches Abbauprodukt (Molekulargewicht:
~30 kDa) vorhanden. Dies entspricht vermutlich zum groRen Teil dem Hisg-GST Protein. hGR-LBD(A605V),
hGR-LBD(V702A), hGR-LBD(E705G) und hGR-LBD(M752T) zeigen dhnlich wie die bekannte Variante hGR-
LBD(F602S) eine deutliche Bande in C*.

Die anderen Austausche filhren zu keiner Erhohung der Loslichkeit des Proteins.
hGR-LBD(Q738H) wird zudem proteolytisch abgebaut. Das entstandene Abbauprodukt zeigt
ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa und ist zum Teil 16slich. Das Hise-GST-hGR-LBD
Fusionsprotein scheint hier demnach in 2 Teile (hGR-LBD: 30 kDa; Hisg-GST: 28 kDa)
gespalten zu werden, wobei sich Hisg-GST in der l6slichen Zellfraktion befindet. Die durch
Q738H induzierte Proteolyse-Anfalligkeit konnte eine weitere Ursache fur ein falsch positives
Signal im eGFP-Reportersystem darstellen. In diesem Fall ware die Verkirzung des
Fusionsproteins in vivo zu nahezu wildtypischem Reporterprotein nicht auf Genebene durch
eingefiihrte Stoppcodone (siehe 4.3.2.1, Abbildung 42) oder Genverlust (siehe 4.3.2.2,
Abbildung 45) bedingt, sondern erfolgte auf Proteinebene. Somit ist das Q738H-enthaltende
Protein hGR-LBD-eGFP A5-4 vermutlich eine falsch positiv identifizierte Variante, die
intrinsisch zur in vivo Abspaltung von eGFPwt und somit zu hoher Fluoreszenz fiihrt. Dies
wirde erklaren, weshalb keine der untersuchten Einzelaustausche aus hGR-LBD A5-4 zu

einer erhohten Loslichkeit fiihrte.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit Hilfe der in 4.3.2.2 sortierten hGR-
LBD-eGFP Varianten vier Aminosaurenaustausche (A605V, V702A, E705G und M752T)
identifiziert werden konnten, welche die lésliche Herstellung von hGR-LBD in E. coli und
damit die Reinigung des Proteins erlauben. Inwiefern diese Mutationen additiv wirken und
welchen konkreten Einfluss sie auf die eGFP-vermittelte Fluoreszenz, die Loslichkeit, die
konformationelle Stabilitat und die Struktur von hGR-LBD haben, wird im folgenden Kapitel
4.3.5 néher erldutert.

Von den beiden Mutationen M560K und A605V, welche im eGFP-Reportersystem fir die
starke Fluoreszenz-Erhéhung von Variante A5-1 nach A8 verantwortlich sind (Tabelle 12,
Abbildung 46), fihrt in isolierter Form nur A605V zu einer erhdhten Loslichkeit. Um den
durch M560K vermittelten Effekt in hGR-LBD-eGFP zu verstehen, wurde sein Einfluss auf

die oben genannten Eigenschaften ebenfalls genauer analysiert.

4.3.5 Einfluss von M560K, F602S, A605V, V702A, E705G und M752T auf hGR-LBD
und hGR-LBD-eGFP

Die Effekte der Mutationen F602S (Bledsoe et al., 2002) bzw. M560K, A605V, V702A,
E705G und M752T (in dieser Arbeit identifiziert: 4.3.2.2 / 4.3.4) auf hGR-LBD und hGR-
LBD-eGFP wurden nun im Detail analysiert. Hierzu wurden ausgehend von den
Einzelvarianten die in Tabelle 14 gezeigten Kombinationsvarianten hergestellt und
charakterisiert.

Hierbei sollte untersucht werden, ob die fir die Loslichkeit von Hiss-GST-hGR-LBD
vorteilhaften Mutationen (Abbildung 50) in hGR-LBD-eGFP zu einer reproduzierbaren
Verbesserung der Fluoreszenz in vivo fiihren. Da die in 4.3.2.2 sortierten hGR-LBD Varianten
A5-1 - A5-4 bzw. A8 als Hisg-GST-Fusionsproteine keine verbesserte Loslichkeit zeigten
(4.3.3.2, Abbildung 48), sollte die Untersuchung der hGR-LBD-eGFP Varianten mit den oben
genannten Mutationen nochmals die Qualitat von eGFP als Faltungsreporter in vivo, abseits
der beim Screening auftretenden falsch positiven Artefakte (Abbildung 42, 45), beleuchten.
Durch den Vergleich der Eigenschaften der identischen hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten bezuglich Fluoreszenz (als eGFP-Fusionsprotein), Loslichkeit (als
Hisg-GST-Fusionsprotein) und Stabilitdt (ohne Fusionsprotein) sollte die Aussagekraft des
Reportersystems genau charakterisiert werden.

Daruber hinaus sollte durch diese Analyse Uberprift werden, ob die positiven Mutationen

additiv wirken und ob durch deren Kombination eine hGR-LBD Variante hergestellt werden
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kann, die eine sehr stark erhohte Lo&slichkeit bzw. Stabilitdt besitzt und somit fir

biophysikalische Untersuchungen wie z.B. die Rontgenkristallstrukturanalyse optimiert ist.

Tabelle 14: hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten zur Analyse von M560K, F602S, A605V,
V702A, E705G und M752T.

F602S (Bledsoe et al., 2002) bzw. A605V, V702A, E705G und M752T verbessern die lésliche Herstellung von
Hisg-GST-hGR-LBD in E. coli (4.3.4). M560K fiihrt zusammen mit A605V zu erhdhter Fluoreszenz von hGR-
LBD-eGFP in vivo (4.3.2.2).

hGR-LBD Einzelvarianten hGR-LBD Kombinationsvarianten
M560K A605V+M752T

F602S AB05V+M752T+V702A

A605V AB05V+M752T+E705G

V702A A605V+MT752T+V702A+E705G
E705G F602S+A605V

M752T F602S+A605V+M752T

F602S+A605V+M752T+M560K
F602S+A605V+M752T+V702A+E705G

4.3.5.1 Klonierung von hgr-lbd Einzel- und Kombinationsvarianten in pER13a und
PERN7

Die Klonierung der hgr-lbd Einzelvarianten in pERN7 wurde bereits in 4.3.4 beschrieben. Die
Klonierung der entsprechenden pER13a_hgr-lbd Konstrukte wurde analog hierzu
durchgefuhrt, wobei jedoch pER13a_hgr-lbd bei den jeweiligen Amplifikationsschritten als
Templat diente und 5’pER13 bzw. 3‘pER13 als genflankiernder Primer bei der Megaprimer-
PCR bzw. der finalen Amplifikation des Volllangengens benutzt wurden.

Die hgr-Ibd Kombinationsvarianten wurden hergestellt, indem sukzessive zuséatzliche
Mutationen in pERN7_hgr-lbd(F602S) bzw. pER13a_hgr-lbd(F602S) und pERN7_hgr-
Ibd(A605V) bzw. pER13a_hgr-lbd(A605V) durch Megaprimer-PCR (3.3.3.1) eingefihrt
wurden. Der Megaprimer wurde hierbei stets mit einem mutagenen Primer, welcher einen
oder mehrere Austausche beinhaltete (3’hgr-lbd (M560K), 3’hgr-lbd (A605V), 3 hgr-Ibd
(F602S+A605V), 5°hgr-lbd (V702A), 5’hgr-lbd (E705G), 5’hgr-Ibd (V702A+E705G)) und
einem genflankierenden Primer (bei pER13a: 5’pER13 bzw. 3‘pER13; bei pERN7: pERN7up
bzw. T7 Terminator) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei zuerst die oben genannten
Vektoren und dann sukzessive die pERN7_hgr-Ibd bzw. pER13a_hgr-lbd Konstrukte mit den
zuvor eingefliigten Austauschen als Templat dienten. Die Volllangen-Gene wurden
anschlielend mit Hilfe des aus einem Agarosegel aufgereinigten (3.3.5) Megaprimers und des
entsprechenden genflankierenden Primers (bei pER13a: 5’pER13 bzw. 3‘pER13; bei pERN7:
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PERN7up bzw. T7 Terminator) mit Hilfe desselben Templats wie zuvor durch PCR
amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzyme Ndel und Notl konnten die erhaltenen
mutagenisierten Gene jeweils in pERN7 bzw. pER13a kloniert werden und dienten dann als
Templat fur die nachste Megaprimer-PCR, bei welcher ein neuer Austausch hinzugeflgt
werden konnte. Nach jeder Klonierung wurde die Nukleotidsequenz durch Sequenzierung mit
vektorspezifischen Primern (bei pER13a: 5’pER13 bzw. 3‘pER13; bei pERN7: pERN7up
bzw. T7 Terminator) bestétigt.

4.3.5.2 Analyse der Fluoreszenz von E. coli durch die eGFP-fusionierten hGR-LBD
Einzel- und Kombinationsvarianten

Der spezifische Einfluss von M560K, F602S, A605V, V702A, E705G bzw. M752T auf die
Fluoreszenz in vivo von hGR-LBD-eGFP wurde nun im Detail analysiert. Hierzu wurden die
in 4.3.5.1 hergestellten pER13a_hgr-lbd Einzel- und Kombinationsvarianten in frisch
hergestellte E. coli BL21(DE3) Zellen (3.2.4) transformiert (3.2.6), woraufhin die Expression
bei 30 °C nach Zugabe von 500 uM Dexamethason fur 6 h mit 0,5mM IPTG induziert wurde
(3.2.8.1). Die Fluoreszenz der Expressionskulturen wurde mit Hilfe von Fluoreszenz-
Mikroskopie (3.2.10) und Durchflusszytometrie (3.2.9) charakterisiert. Um auch sehr kleine
Unterschiede in der Fluoreszenz eindeutig bestimmen zu kdénnen, wurde bei der FACS-
Analyse jede Probe dreimal ausgezéhlt. Nach Bestimmung der mittleren Fluoreszenz der
Proben (FL1>10) wurde nur der Medianwert der drei Analysen und das dazugehdrige FACS-
Histogramm weiter verwendet.

Die Analyse der verschiedenen Expressionskulturen zeigte, dass die Einfihrung von F602S,
A605V, V702A, E705G bzw. M752T in hGR-LBD-eGFP jeweils zu einer Erhéhung der
Fluoreszenz fiihrt, wobei die positiven Effekte additiv wirken (Abbildung 52a). Durch
Kombination der neu identifizierten Austausche A605V, V702A, E705G und M752T, welche
die l6sliche Herstellung von hGR-LBD in E. coli verbessern (4.3.4.), konnte so die mittlere
Fluoreszenz (mf) der Expressionskulturen von 83,8 auf 122,9 relative Fluoreszenz-Einheiten
erhdht werden (Abbildung 51a, 52a). Die zusétzliche Einflhrung der bekannten F602S
Mutation (Bledsoe et al., 2002) in die Kombinationsvariante flihrte zu einer weiteren
Fluoreszenz-Steigerung (mf=132,8, Abbildung 51b). Die stérkere Fluoreszenz der Zellen
kann in beiden Varianten auf eine Erhdhung der Fluoreszenz in der 16slichen Zellfraktion
zurtickgefuhrt werden, was durch ein starker fluoreszierendes Cytoplasma dokumentiert wird
(Abbildung 51a,b). Somit spiegelt hier die Fluoreszenz des C-terminal fusionierten Reporters
eGFP die erhohte Loslichkeit des Proteins sehr gut wider. Im Gegensatz dazu fiihrt die



4 Ergebnisse und Diskussion 134

Einfihrung von M560K in hGR-LBD-eGFP zwar auch zu einer Verstarkung der Zell-
Fluoreszenz auf mf=148,0 (einzeln) bzw. mf=150,6 (in Kombination mit
F602S+A605V+M752T), allerdings durch Erhéhung der Fluoreszenz der inclusion bodies,
welche an den Zell-Polen abgelagert werden (Abbildung 51c,d). Dies erklart weshalb M560K
einerseits in hGR-LBD-eGFP A8 zusammen mit A605V zu einer starken Erhohung der
Fluoreszenz fiihrt (4.3.2.2), andererseits aber die losliche Herstellung von hGR-LBD in
E. coli nicht verbessert (4.3.4). Somit représentiert die Mutation M560K neben Verkiirzungen
auf Genebene (siehe 4.3.2.1, 4.3.2.2) oder Proteinebene (siehe 4.3.4) eine weitere Ursache
falsch positiver Artefakte im eGFP-Reportersystem. Hierbei kommt es nicht durch l6sliches
eGFPwt, sondern durch erhohte Fluoreszenz des unldslichen hGR-LBD-eGFP Proteins zu
einem falsch positiven Signal. Die Ursache fir diesen Effekt ist unklar, wobei in der Literatur
unterschiedlich starke Aktivitdt von Proteinen in inclusion bodies bereits mehrfach
beschrieben worden ist (Ventura & Villaverde, 2006).
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Abbildung 51: FACS-Analyse und Fluoreszenz-Mikroskopie von Zellen mit hGR-LBDwt (schwarz;
mittlere Fluoreszenz (mf): 83,8) im Vergleich zu Zellen mit hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten, nach Expression bei 30 °C in Anwesenheit von Dexamethason.

Die Expression der egfp-fusionierten Gene erfolgte jeweils in E.coli BL21(DE3), fir 6 h bei 30 °C in
Anwesenheit von 500 uM Dexamethason. Bei der Durchflusszytometrie wurden jeweils 300.000 Ereignisse
analysiert. Die Fluoreszenz-Mikroskopie wurde bei allen Expressionskulturen an einem Zeiss Axiovert 200M
Mikroskop bei konstanter Belichtungsdauer (100 ms) durchgefihrt.
hGR-LBD(A605V+V702A+E705G+M752T) (a, magenta) bzw. hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+
M752T) (b, orange) zeigen eine erhdhte mittlere Fluoreszenz (mf) von 122,9 bzw. 132,8 im Vergleich zu hGR-
LBDwt (mf = 83,8) durch eine stérkere Fluoreszenz im Cytoplasma (= l&sliche Zellfraktion). Die Einfihrung der
Mutation M560K fiihrt vereinzelt (c, hellgriin), aber auch in Kombination mit vorteilhaften Mutationen
(d, dunkelgriin) zu einer hohen mittleren Fluoreszenz von 148,0 bzw. 150,6 durch eine Steigerung der
Fluoreszenz in den inclusion bodies (= unlésliche Zellfraktion).
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Anders als bei der Verkirzung des Zielproteins auf Genebene (4.3.2.1, 4.3.2.2) oder
Proteinebene (4.3.4) kénnen solche Artefakte nicht durch Uberpriifung der korrekten Linge
des Gens (Abbildung 45) bzw. des Proteins (Abbildung 50) erkannt werden. Um sie dennoch
zlgig identifizieren zu kénnen, sollten bei zukinftigen Experimenten die sortierten Varianten
sofort nochmals in E. coli exprimiert und mit Hilfe von Fluoreszenz-Mikroskopie die

Lokalisation der erhohten Fluoreszenz (Cytoplasma = l6sliches Protein;  Zell-

Pole = unlésliche inclusion bodies) tberprift werden.
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Abbildung 52: Mittlere Fluoreszenz von E. coli in der Durchflusszytometrie durch (a) gezielt hergestellte
Einzel- und Kombinationsvarianten von hGR-LBD-eGFP und (b) durch FACS angereicherte
Populationen (links) bzw. sortierte Varianten (rechts).

Die Expression der egfp-fusionierten Gene erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), furr 6 h bei 30 °C nach Zugabe
von 500 pM Dexamethason. Es wurden jeweils 300.000 Ereignisse analysiert. Alle hier gezeigten Werte sind
Medianwerte von drei Messungen und wurden parallel bei konstanter Kalibrierung des MoFlo® Zytometers
aufgenommen.

a Mittlere Fluoreszenz von E. coli, vermittelt durch hGR-LBD-eGFP Einzel- und Kombinationsvarianten. Die
in den FACS-Histogrammen in Abbildung 51 gezeigten Varianten sind farbig unterlegt bzw. mit der
entsprechenden Abbildungsnummerierung versehen. Die Austausche die zu einer tatséchlich verbesserten
l6slichen Herstellung von hGR-LBD in E. coli fihren (4.3.4) - F602S (Bledsoe et al., 2002) und A605V,
V702A, E705G und M752T (in dieser Arbeit identifiziert: 4.3.2.2, 4.3.4) - filhren zu einer additiven
Verbesserung der hGR-LBD-eGFP vermittelten Fluoreszenz in vivo. Die falsch positive Mutation M560K fiihrt
zu einer ungewdhnlich hohen Fluoreszenz der inclusion bodies (Abbildung 51c,d), was durch gepunktete Pfeile
angedeutet ist.

b Mittlere Fluoreszenz von E. coli, vermittelt durch FACS-Anreicherungen bzw. sortierte hGR-LBD-eGFP
Varianten aus 4.3.2.2. Die FACS-Anreicherungen bzw. die sortierten hGR-LBD-eGFP Varianten A5-1 - A5-3
und A8 aus denen die Austausche M560K, A605V, V702A, E705G und M752T identifiziert wurden, fiihren zu
deutlich hoherer Fluoreszenz als die vereinzelten bzw. neu kombinierten Austausche (in a gezeigter
Fluoreszenzbereich ist grau hinterlegt).
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Um die hGR-LBD-eGFP Einzel- und Kombinationsvarianten mit den sortierten hGR-LBD-
eGFP Varianten A5-1 - A5-3 und A8, aus denen die untersuchten Mutationen identifiziert
wurden, vergleichen zu kénnen, wurden diese Varianten, die hGR-LBD Banken 1+2 und die
daraus resultierten hGR-LBD-eGFP Anreicherungen parallel mit den Einzel- und
Kombinationsvarianten auf gleiche Weise bei konstanter Kalibrierung des MoFlo®
Zytometers analysiert (Abbildung 52b). Dieser Vergleich macht deutlich, dass die
urspriingliche Zusammensetzung der Mutationen in den sortierten hGR-LBD-eGFP Varianten
A5-1 - A5-3 und A8 zu einer wesentlich hdheren Fluoreszenz fiihrt, als dies bei Vereinzelung
bzw. Neu-Kombination der positiven Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T in
hGR-LBD-eGFP der Fall ist (Abbildung 52). Dieses Phanomen wird vermutlich durch
synergistische Wechselwirkungen der Mutationen in hGR-LBD-eGFP A5-1 - A5-3 und A8
(siehe Tabelle 12), sowie durch Mutationen wie M560K, welche zu einer falsch positiven

Verstarkung des Fluoreszenz-Signals fihren, hervorgerufen.

4.3.5.3 Quantitative Analyse der léslichen Herstellung der hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten in E. coli

Die l6sliche Herstellung der N-terminal mit Hise-GST fusionierten hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten in E. coli wurde mit Hilfe von SDS-PAGE (3.5.2) analysiert. Hierzu
wurde E. coli BL21(DE3) mit den entsprechenden pERN7-Konstrukten transformiert (3.2.3)
und Probeexpressionen bei 20 °C in Anwesenheit von Dexamethason durchgefihrt (3.4.1.1).
Die Menge an loslichem Hisg-GST-hGR-LBD konnte anschlieBend (iber densiometrische
Analyse der Proteinbanden der gereinigten l6slichen Zellfraktion auf SDS-PA Gelen
quantifiziert werden (3.5.3).

Durch die bekannte Mutation F602S (Bledsoe et al., 2002) bzw. durch die neu identifizierten
Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T (4.3.2.2, 4.3.4) wird eine 3- bis 6-fach
hohere Menge an Protein in der gereinigten l6slichen Zellfraktion erhalten im Vergleich zum
wildtypischen Protein (Abbildung 53).

Daruiber hinaus zeigt die Analyse der hGR-LBD Kombinationsvarianten, dass diese positiven
Aminosdurenaustausche additiv die Loslichkeit verbessern. Der l6sliche Anteil an Protein
kann so bis auf ca. 90 % (F602S+A605V+M752T+V702A+E705G) gesteigert werden, wobei
sich dann in der gereinigten l6slichen Zellfraktion eine ca. 28-fach hthere Menge des Proteins
befindet, verglichen mit hGR-LBDwt (Abbildung 53). Die Kombination nur der neu
identifizierten Aminoséaurenaustausche A605V, V702A, E705G und M752T fuhrt zu einer ca.
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19-fachen Steigerung der l6slichen Proteinmenge. Durch die neu entdeckten Mutationen
allein kann somit die Loslichkeit des Proteins ebenfalls sehr stark erhéht werden, wodurch

erstmals die Produktion und Untersuchung von hGR-LBD ohne eine Mutation von F602

moglich wird.
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Abbildung 53: Quantitative Analyse der léslichen Herstellung Hisg-GST-fusionierter hGR-LBD Einzel-
und Kombinationsvarianten in E. coli BL21(DE3), dokumentiert durch SDS-PAGE (12,5 %).

P: unldsliche Zellfraktion (Pellet), C: l6sliche Zellfraktion (crude extract), C*: Uber Nickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion. Die Expression erfolgte jeweils in E. coli BL21(DE3), (N bei 20 °C in Anwesenheit von
500 pM Dexamethason. Es wurde stets die gleiche Anzahl an Zellen (2-10°) analysiert.

a Es ist lediglich der 45-66 kDa Bereich des SDS-PA Gels gezeigt, in welchem sich Hisg-GST-hGR-LBD
(Molekulargewicht: ~58 kDa) befindet. Die Mutationen F602S (Bledsoe et al., 2002) bzw. A605V, V702A,
E705G und M752T (in dieser Arbeit identifiziert: 4.3.4) fihren vereinzelt (Zellfraktionen entsprechen den in
Abbildung 50 gezeigten) und additiv zu einer Verbesserung der l6slichen Herstellung von Hisg-GST-hGR-LBD
in E. coli.

b Quantifizierung der gereinigten I6slichen His¢-GST-hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten. Die in
3.5.3 beschriebene Quantifizierung der C*-Proteinbanden durch OptiQuant (Version 02.50) wurde bei jeder
Variante von je drei Praparationen mit je mindestens zwei verschiedenen SDS-PA Gelen durchgefiihrt, was die
Bestimmung der gezeigten Mittelwerte und Standardabweichungen ermdglichte.

Die aus dem Screening (4.3.2.2) falsch positiv identifizierte Mutation M560K flhrt wie
bereits beschrieben (4.3.4) vereinzelt zu keiner Verbesserung der 16slichen Herstellung von
Hiss-GST-hGR-LBD. Darliber hinaus wird die Loslichkeit einer verbesserten Variante
(F602S+A605V+M752T) sogar deutlich verschlechtert sobald M560K hinzugefugt wird
(Abbildung 53).

Die so quantifizierte Menge an l6slich hergestelltem hGR-LBD (fusioniert an Hisg-GST) in
E. coli bei den verschiedenen Einzel- und Kombinationsvarianten korreliert mit der durch die
entsprechenden hGR-LBD Varianten (fusioniert an eGFP) erzeugten mittleren Fluoreszenz
von E. coli (4.3.5.2) (Abbildung 54). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass eGFP tatsachlich
sehr gut geeignet ist die unterschiedliche Loslichkeit eines Proteins in vivo darzustellen,
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wodurch es sich anbietet dieses Protein weiterhin als Reporter fiir die gelenkte Evolution
hoher Proteinldslichkeit zu verwenden. Allerdings muss berticksichtigt werden, dass es zu
artifiziellen Signalen kommen kann. So stellen die hGR-LBD Varianten mit der falsch
positiven Mutation M560K, welche zur Erhéhung der hGR-LBD-eGFP -inclusion body
Fluoreszenz fuhrt, AusreiBer im Korrelationsdiagramm dar (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Korrelation zwischen der hGR-LBD-eGFP vermittelten Fluoreszenz und der Menge an
I6slich hergestelltem Hisg-GST-hGR-LBD in E. coli.

Die durch hGR-LBD-eGFP vermittelte mittlere Fluoreszenz von E. coli wurde durch Durchflusszytometrie
analysiert (siehe 4.3.5.2, Abbildung 52). Die Menge an l6slich hergestelltem Hisg-GST-hGR-LBD wurde durch
densiometrische Auswertung von Probeexpressionen quantifiziert (Abbildung 53). Gefiillte Kreise: Bei den
untersuchten hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten besteht eine Korrelation zwischen der Fluoreszenz
von hGR-LBD-eGFP in vivo und der Loslichkeit des entsprechenden hGR-LBD Proteins (fusioniert an Hisg-
GST) in vivo (linearer Fit: r*=0,83). Leere Kreise: hGR-LBD Varianten mit der Mutation M560K stellen
Ausreiller dar, da bei ihnen die Fluoreszenz der unldsliches Fusionsprotein enthaltenden inclusion bodies stark
erhoht ist (siehe 4.3.5.2, Abbildung 51c,d).

4.3.5.4 Reinigung der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten

Um die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften der in Tabelle 14 aufgelisteten
hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten ndher untersuchen zu kénnen, wurden diese
im préparativen MaRstab gereinigt (Ausbeuten: siehe Anhang 7.4, Tabelle Al). Die
Herstellung der verschiedenen an Hisg-GST fusionierten hGR-LBD Varianten erfolgte in mit
den entsprechenden pERN7_hgr-lIbd Plasmiden transformierten E. coli BL21(DE3) Zellen
uber Nacht bei 20 °C nach Zugabe von Dexamethason wie in 3.4.1.2 beschrieben. In
Abbildung 55 ist als Beispiel die Reinigung von hGR-LBD(M560K+F602S+A605V+M752T)
dargestellt.
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Abbildung 55: Reinigung des rekombinant hergestellten hGR-LBD(M560K+F602S+A605V+M752T)
Proteins aus dem Igslichen Zellextrakt von E. coli BL21(DE3).

Gesammelte Fraktionen sind in den Elutionsprofilen jeweils grau hinterlegt.

a Elutionsprofil der Reinigung Uber Metallchelat-Affinitdtschromatographie, aufgenommen (ber die Messung
der Absorption bei 260 nm (rot) bzw. 280 nm (blau). Die Elution erfolgte Uber einen Gradienten von
40 — 340 mM Imidazol.

b Elutionsprofil der Reinigung 0ber gekoppelte Glutathion- und Metallchelat-Affinitdtschromatographie,
aufgenommen uber die Messung der Absorption bei 260 nm (rot) bzw. 280 nm (blau). hGR-LBD befindet sich
im Durchfluss (- 50 ml). Die Elution von gebundenem Hisg-GST durch Imidazol und L-Glutathion (- 110 ml)
erfolgt zur Reinigung der Saulen.

¢ Elutionsprofil der finalen Reinigung von hGR-LBD (ber préaparative Gelfiltration, aufgenommen tber die
Messung der Absorption bei 260 nm (rot) bzw. 280 nm (blau).

d SDS-PAGE (gezeigt sind NUPAGE® Novex Bis-Tris Gele (4-12 %), Invitrogen) der verschiedenen
Reinigungsschritte. M: Markerproteine (Precision Standard Protein All Blue, Bio-Rad); C: lésliche Zellfraktion
(crude extract); MA: nach Metallchelat-Affinitdtschromatographie (vgl. a); T: nach Thrombin-Verdau; GM:
nach gekoppelter Glutathion- und Metallchelat-Affinitatschromatographie (vgl. b); G: nach préparativer
Gelfiltration (vgl. c). Bei den SDS-PA Gelen sind die Proteinbanden von Hisg-GST-hGR-LBD (~58 kDa) bzw.
hGR-LBD (~30 kDa) mit einem schwarzen bzw. rotem Pfeil markiert.

Die Reinigung der rekombinanten Proteine aus dem l6slichen Zellextrakt erfolgte zunéchst
uber Metallchelat-Affinitatschromatographie (3.4.2.1, Abbildung 55a), wobei die Hisg-GST-
hGR-LBD Proteine jeweils bei ca. 150 — 340 mM Imidazol eluierten. Nach Abspaltung des
N-terminal fusionierten Hisg-GST durch Thrombin (3.4.2.2), erfolgte dessen Abtrennung aus
der  Proteinpraparation Uber eine gekoppelte Glutathion- und Metallchelat-
Affinitatschromatographie (3.4.2.3, Abbildung 55b).



4 Ergebnisse und Diskussion 140

AnschlieBend wurde der gesammelte Durchfluss vereinigt und auf eine préparative
Gelfiltrationssaule gegeben, um letzte Verunreinigungen zu entfernen (3.4.2.4, Abbildung
55c). Alle Reinigungsschritte mit Ausnahme der finalen Gelfiltration wurden in Anwesenheit
von Dexamethason durchgefiihrt. Die letztendlich erhaltenen hGR-LBD Proteine in 25 mM
Tris/Cl, 100 MM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 wurden in flissigen Stickstoff
eingetropft und bei -80 °C gelagert (3.4.2.7).

Die einzelnen Reinigungsschritte wurden mit Hilfe von SDS-PAGE (3.5.2, Abbildung 55d)
und zum Teil Uber analytische reversed-phase HPLC (3.5.6, Abbildung 56) verfolgt. Hierbei
zeigten die final erhaltenen Proteinpraparationen stets einen sehr hohen Reinheitsgrad. Dies
ist in Abbildung 56 am Beispiel von hGR-LBD(A605V+M752T) gezeigt.
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Abbildung 56: Reversed-phase HPLC Analyse der einzelnen Reinigungsschritte des rekombinant
hergestellten hGR-LBD(A605V+M752T) Proteins.

Es ist jeweils die Analyse der vereinigten Fraktionen der einzelnen Schritte der Proteinreinigung (siehe
Abbildung 55) durch eine C8(Poroshell 2.1x50 mm) -S&ule gezeigt. Die Elution erfolgte jeweils mit einem

Acetonitril-Gradienten (10-60 %). Zum besseren Vergleich der Elutionsprofile von MA und T, wurden die
Signale von T mit 2,5 multipliziert.

a MA: nach Metallchelat-Affinitdtschromatographie (2,42 min /2,49 min: Proteinverunreinigungen; 2,81 min:
Hisg-GST-hGR-LBD); T: nach Thrombin-Verdau (1,13 min: CHAPS; 2,41 min: Hisg-GST; 2,82 min: Hisg-GST-
hGR-LBD; 2,87 min: hGR-LBD)

b GM: nach gekoppelter Glutathion- und Metallchelat-Affinitdtschromatographie (1,13 min: CHAPS; 2,42 min:
Proteinverunreinigung; 2,87 min: hGR-LBD); G: nach finaler préparativer Gelfiltration (2,87 min: hGR-LBD).

Alle hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten mit den vorteilhaften Mutationen F602S
bzw. A605V, V702A, E705G oder M752T konnten so aufgereinigt werden. Die Ausbeuten
der Einzelvarianten lagen hierbei im Bereich von 0,1 — 0,2 mg pro Gramm Nassgewicht der
E. coli — Expressionskultur (~ 0,4 — 0,9 mg Protein / Liter Expressionskultur) (siehe Anhang
7.4, Tabelle Al). Durch Kombination der neu identifizierten Austausche A605V, V702A,
E705G und M752T konnte die Ausbeute auf bis zu 3,5mg Protein/g Zellen (~ 16 mg

Protein / Liter Expressionskultur) erhoht werden. Bei Reinigung der loslichsten Variante
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hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) wurde 5,3mg Protein/g Zellen
(~24 mg Protein/ Liter Expressionskultur) erhalten. Die in dieser Arbeit gefundenen
Mutationen ermdglichen somit zum ersten Mal die Reinigung von hGR-LBD in sehr groRRen
Mengen, wodurch weitere Untersuchungen deutlich vereinfacht bzw. erst moglich werden. So
kann nun zum Beispiel hGR-LBD in sehr hohen Konzentrationen fir die
Rontgenkristallstrukturanalyse des Proteins mit unterschiedlichen Liganden eingesetzt

werden.

4.3.5.5 Konformationelle Stabilitdt der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten
Um den Einfluss der Mutationen M560K, F602S, A605V, V702A, E705G und M752T auf

die konformationelle Stabilitdt von hGR-LBD zu untersuchen, wurden die in Tabelle 14
aufgelisteten hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten in Anwesenheit von gebundenem
Agonisten (Dexamethason) bzw. Antagonisten (Mifepriston) thermisch aufgefaltet (3.5.10)
(Abbildung 57). In Abwesenheit eines Liganden ist hGR-LBD sehr instabil und kann nicht
aufgereinigt bzw. untersucht werden (siehe 4.3.5.7). Aus den Auffaltungskurven konnte fir
jede hGR-LBD Variante eine apparente Schmelztemperatur (Tw*° = Temperatur bei der die
Halfte des Proteins in nicht-nativem Zustand vorliegt) bestimmt werden (3.5.10), welche als
operationelles MaR fiir die Proteinstabilitat diente (Tabelle 15). Da das wildtypische hGR-
LBD Protein nicht aufgereinigt werden kann und somit auch die Bestimmung seines Ty —
Wertes nicht moglich war, wurden die Effekte der einzelnen Mutationen aus dem Vergleich
der verschiedenen Einzel- und Kombinationsvarianten abgeleitet.

Die gemessenen bzw. abgeleiteten Ty*P-Werte zeigten, dass die vorteilhaften Mutationen
F602S (Bledsoe et al., 2002) bzw. A605V, V702A, E705G und M752T (4.3.2.2, 4.3.4),
welche bereits die Fluoreszenz in vivo von hGR-LBD-eGFP (4.3.5.2) und die lésliche
Herstellung von hGR-LBD (4.3.5.3, 4.3.5.4) deutlich verbessern, vereinzelt und additiv auch
die konformationelle Stabilitdt von hGR-LBD erhéhen. Hierbei flhrt die Kombination der im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Austausche (A605V+V702A+E705G+M752T) zu einer
Stabilisierung der Agonist-Konformation von +8,3 °C und der Antagonist-Konformation von
+8,2 °C. Der bekannte Austausch F602S stabilisiert die Agonist- bzw. die Antagonist-

Konformation des Proteins um +4,5 °C bzw. um +5,0 °C.
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Abbildung 57: Thermische Auffaltungen der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten.

Die Auffaltungen aller Proteine erfolgte mit einer Rate von 1 °C/min von 30 °C bis 70 °C in 25 mM Tris/Cl,
0,1M NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin (pH7,9 bei RT; pH 7,8-6,6 bei 30-70°C, da
ApK,/°C(Tris) = -0,028, Mandaji et al., 2009) und wurde durch CD Spektroskopie bei 220 nm verfolgt.

Zu den Ansdtzen wurde zusétzlich entweder der Agonist Dexamethason (200 uM; Proteinkonzentration: 10 pM)
(a/c) oder der Antagonist Mifepriston (50 uM; Proteinkonzentration: 2,5 uM) (b/d) zugegeben. Aufgrund der
niedrigen Loslichkeit von Mifepriston in wassrigem Puffer wurde in diesen Ansdtzen eine niedrigere
Proteinkonzentration eingesetzt, um die vollstdndige Sattigung des Proteins mit dem Liganden garantieren zu
kdnnen (Kp(Mifepriston) <1 nm; Jung-Testas et al., 1983). Um das so verschlechterte CD-Signal - Rausch
Verhéltnis des Proteins zu optimieren wurden die Auffaltungen mit Mifepriston mindestens dreimal
durchgeflhrt und gemittelt.

a/b Auffaltungskurven von hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten mit Aminosauremutationen, welche
im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden (A605V, V702A, E705G und M752T). Die Auffaltungen wurden
in Anwesenheit des Agonisten Dexamethason (a) oder des Antagonisten Mifepriston (b) durchgefiihrt.

c/d Auffaltungskurven von hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten, welche F602S (Bledsoe et al.,
2002) enthalten. Die Auffaltungen wurden in Anwesenheit des Agonisten Dexamethason (c) oder des
Antagonisten Mifepriston (d) durchgefihrt.
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Tabelle 15: Apparente Ty-Werte (Ty**") der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten.

Die durch die eingeflihrten Mutationen induzierten Veranderungen des Ty von hGR-LBD wurde durch den
Vergleich der Ty -Werte verschiedener hGR-LBD Varianten ermittelt (verwendete Varianten sind in
Klammern angegeben). Falls der Effekt einer Mutation von mehreren Vergleichen abgeleitet werden konnte,
wird ein Mittelwert und die Maximal-Abweichung von diesem angegeben.

TMaPp
+Agonist +Antagonist
(200 uM Dexamethason) (50 uM Mifepriston)

hGR-LBD Varianten ohne F602S

1 A605V 49,3°C 53,5°C

2 M752T 48,6°C 47,6°C

3 V702A 47,2°C 49,4°C

4 E705G 46,6°C 48,2°C

5 AB05V+M752T 51,5°C 53,5°C

® AB05V+M752T+V702A 53,6°C 55,0°C

" AB05V+M752T+E705G 52,9°C 54,5°C

8 A605V+M752T+V702A+E705G 54,4°C 56,8°C
hGR-LBD Varianten mit F602S

° F602S 50,3°C 53,7°C

10 F602S+A 605V 54,0°C 58,5°C

1 FB02S+A605V+M752T 56,0°C 58,5°C

12 F602S+A605V+M 752 T+M560K 49,9°C 56,5°C

13 F602S+A605V+M752T+V702A+E705G 58,6°C 61,9°C
Veranderungen gegeniber hGR-LBDwt

F602s (10-1:11-5,13-8) +4,5°C (+ 0,3°C) +5,0°C (£ 0,1°C)
M560K (1211 -6,1°C -2,0°C
AB05YV 6-2:10-9) +3,3°C (+ 0,4°C) +5,4°C (+ 0,6°C)
V702A 6-5:87) +1,8°C (+ 0,3°C) +1,9°C (+ 0,4°C)
E705G (7-5:8-6) +1,1°C (+ 0,3°C) +1,4°C (+ 0,4°C)
M752T ©-1.11-10) +2,1°C (£ 0,1°C) +0,0°C (+ 0,0°C)
ABO5V+M752T+VV702A+E705G 139 +8,3°C +8,2°C

Wihrend F602S, A605V, V702A bzw. E705G hGR-LBD sowohl mit gebundenem
Dexamethason (Agonist) als auch mit gebundenem Mifepriston (Antagonist) stabilisieren,
fuhrt M752T nur in Anwesenheit des Agonisten zu einer Erhéhung des Ty*P-Wertes. Das
Screening der hGR-LBD-eGFP Banken, durch welches die neuen positiven Mutationen
identifiziert worden sind, erfolgte in Anwesenheit von Dexamethason (4.3.2.2). Es bestéatigt
sich hier somit einmal mehr die Beobachtung, dass bei gelenkter Evolution von Proteinen im
Labor in allerster Linie solche Mutationen gefunden werden, welche unter den angelegten
Bedingungen den untersuchten Effekt bewirken (,,you get what you screen for®;
Arnold & Moore, 1997). Somit ist es eher erstaunlich, dass A605V, V702A und E705G beide
Konformationen des Proteins stabilisieren. Mdgliche Ursachen fur die durch die einzelnen

Mutationen vermittelte Stabilisierung von hGR-LBD werden in 4.3.5.8 naher besprochen.
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Die falsch positive Mutation M560K, welche zu hoher Fluoreszenz von hGR-LBD-eGFP
inclusion bodies in E. coli (4.3.5.2) jedoch zu keiner erhdhten Loslichkeit von Hisg-GST-
hGR-LBD fihrt (4.3.5.3), destabilisiert hGR-LBD deutlich um -6,1°C (Agonist-
Konformation) bzw. -2,0 °C (Antagonist-Konformation). Die erhohte Fluoreszenz von
inclusion bodies in E. coli stellt in diesem Fall somit keine erhohte ,konformationelle
Qualitdt” des aggregierten Proteins dar, wie dies in anderen Publikationen angedeutet wird
(Garcia-Fruitos et al., 2007).

Abgesehen von M560K korrelieren die ermittelten Ty**"-Werte der verschiedenen hGR-LBD
Einzel- und Kombinationsvarianten gut mit der durch die entsprechenden hGR-LBD-eGFP
Varianten erzeugten mittleren Fluoreszenz von E.coli (4.3.5.2) (Abbildung 58). Die
Fluoreszenz des C-terminal fusionierten eGFP-Reporters in vivo spiegelt in diesem Fall somit
nicht nur die Léslichkeit der hGR-LBD Varianten (siehe 4.3.5.3, Abbildung 54) sondern auch

deren konformationelle Stabilitat wider.
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Abbildung 58: Korrelation zwischen der hGR-LBD-eGFP vermittelten Fluoreszenz in E. coli und der
konformationellen Stabilitét von gereinigtem hGR-LBD (Agonist-Konformation).

Die durch hGR-LBD-eGFP vermittelte mittlere Fluoreszenz von E. coli hach Genexpression in Anwesenheit von
Dexamethason wurde durch Durchflusszytometrie analysiert (siehe 4.3.5.2, Abbildung 52). Die Stabilitat der
Agonist-Konformation der hGR-LBD Varianten wurde durch thermische Auffaltung in Anwesenheit von
Dexamethason bestimmt, woraus apparente Ty-Werte abgeleitet werden konnten (Abbildung 57, Tabelle 15).
Geflllte Kreise: Bei den untersuchten hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten besteht eine Korrelation
zwischen der Fluoreszenz in vivo von hGR-LBD-eGFP und der Stabilitat des entsprechenden hGR-LBD Proteins
(linearer Fit: r = 0,84). Leerer Kreis: die hGR-LBD Variante mit der Mutation M560K stellt einen AusreiBer
dar, da bei ihr die Fluoreszenz der unldsliches Fusionsprotein enthaltenden inclusion bodies stark erhéht ist
(siehe 4.3.5.2, Abbildung 51), welche aus instabilen und aggregierten Proteinspezies bestehen.
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Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass die Fluoreszenz von eGFP in vivo
sehr gut als Reporter fur die Loslichkeit und die konformationelle Stabilitat eines N-terminal
fusionierten Zielproteins verwendet werden kann. Allerdings miissen beim Screening von
eGFP-fusionierten Banken die bereits beschriebenen Ursachen fir falsch positive Artefakte
(Verkirzungen auf Genebene durch neu eingefuihrte Stoppcodone bzw. Verlust des Zielgens:
siehe 4.3.2.1 bzw. 4.3.2.2; Verkirzungen auf Proteinebene durch neu eingefiihrte Proteolyse-
Anfélligkeit: siehe 4.3.4; Erhoéhung der inclusion body-Fluoreszenz: siehe: 4.3.5.2)
bertcksichtigt werden und solche Klone nach der FACS-Anreicherung von fluoreszierenden
E. coli Zellen durch Kolonie-PCR (3.3.2), Sequenzierung (3.3.10), Probeexpression (3.4.1.1)
und Fluoreszenz-Mikroskopie (3.2.10) ausgeschlossen werden.

4.3.5.6 Weitere biophysikalische Charakterisierung von hGR-LBD

Der Einfluss der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten und kombinierten Mutationen
A605V, V702A, E705G und M752T (4.3.2.2, 4.3.4), welche die l6sliche Herstellung von
hGR-LBD in E.coli (4.3.5.3, 4.3.5.4) und dessen konformationelle Stabilitdt erhdhen
(4.3.5.5), auf die Loslichkeit in vitro, die Sekundar- bzw. Tertidrstruktur und den
Oligomerisierungsgrad von hGR-LBD wird im Folgenden dargestellt. Da das wildtypische
hGR-LBD Protein nicht aufgereinigt werden kann und somit fir weitergehende
Untersuchungen nicht zur Verfugung steht, diente die bekannte Variante hGR-LBD(F602S)
(Bledsoe et al., 2002) jeweils als Referenzprotein. Durch vergleichende Analyse mit
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) konnte der Einfluss der neuen
Austausche auf die oben genannten biophysikalischen Eigenschaften von hGR-LBD

untersucht werden.

4.3.5.6.1 Analyse der Loslichkeit in vitro

Um die Loslichkeit von hGR-LBD néher zu charakterisieren wurden die Proteine in 25 mM
Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, 50 uM Dexamethason, pH 7,9 mit
Ammoniumsulfat fraktionell prézipitiert (3.5.11) (Abbildung 59). Hierbei zeigte sich, dass die
Kombination der Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T zu einer erhohten
Loslichkeit in vitro fuhrt. So fallt hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) erst
bei héheren Ammoniumsulfat-Konzentrationen aus als hGR-LBD(F602S). Um 50 % des
Proteins  zu  préazipitieren ist unter den genannten  Bedingungen  bei
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) eine  Ammoniumsulfat-Konzentration
von 0,98 M nétig, im Vergleich zu 0,77 M bei hGR-LBD(F602S). Die erhohte Loslichkeit
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von hGR-LBD in E. coli durch A605V, V702A, E705G und M752T (siehe 4.3.5.3) wird
demnach nicht durch extrinsische Faktoren (z.B. verbesserte Interaktion mit Chaperonen),

sondern durch eine intrinsisch verbesserte Hydratisierung des Molekuls bedingt.
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Abbildung 59: Ldslichkeit von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T)
in vitro.

Die Proteine wurden jeweils mit einer Konzentration von 5 uM in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP,
10 % Glycerin, 50 uM Dexamethason, pH 7,9 bei RT fraktionell mit steigenden Konzentrationen an
Ammoniumsulfat prazipitiert. Die Konzentration des im Uberstand verbleibenden, I6slichen Proteins wurde (iber
Fluoreszenz-Spektroskopie anhand einer zuvor bestimmten Eichgerade (siehe Anhang 7.2) bestimmt. Bei jeder
Probe wurde von einer 1:8 Verdiinnung des léslichen Uberstands (in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM
TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9) nach Anregung bei 280 nm die Emission bei 342 nm fur 1 min gemessen und
gemittelt (Schichtdicke der Kivette: 1 cm; Photomultiplier-Spannung: 845 V). Die fir hGR-LBD(F602S) und
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) ermittelten [L1,,]*"-Werte betrugen 0,77 M bzw. 0,98 M.

Die so verbesserte Loslichkeit von hGR-LBD in wassrigem Puffer optimiert das Protein auch
fir weitere biochemische und biophysikalischen Untersuchungen, da es zum Einen hdher
einkonzentriert, und zum Anderen es auch bei hoheren Salz-Konzentrationen noch in Lésung
gehalten werden kann. Beides kann auch bei der Kristallisation des Proteins fir die

Rontgenstrukturanalyse von Vorteil sein.

4.3.5.6.2 Analyse des Oligomerisierungsgrades durch analytische Gelfiltration

Proteine mit bekanntem Molekulargewicht wurden wie in 3.5.5 beschrieben auf eine
Superdex-75 Gelfiltrationssaule gegeben, wodurch eine Kalibrierungskurve erstellt werden
konnte (siehe Anhang 7.5). Die anschlieBende Analyse von hGR-LBD(F602S) und hGR-
LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) zeigte, dass beide Proteine ein identisches
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Elutionsprofil aufweisen, dessen dominierender Hauptpeak einem Monomer entspricht
(Abbildung 60a). Die Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T haben somit keinen
Einfluss auf den Oligomerisierungsgrad des Proteins.

Bei dem vor dem Hauptpeak eluierenden Protein handelt es sich vermutlich um unspezifische,
I6sliche Aggregate und nicht um definierte hGR-LBD Oligomere, da bei 10-facher
Verdlnnung der aufgetragenen Probe von 14 uM (Auftrag: 0,21 mg in 500 pl Pufferlésung)
auf 1,4 uM (Auftrag: 0,02 mg in 500 pl Pufferlésung) der relative Anteil dieser Spezies in der
Proteinlésung nicht geringer wurde (Abbildung 60b). Da die auf eine Superdex-75 geladenen
Proben beim Gelfiltrationslauf ca. 1:10 verdinnt werden (Schwabe, 2007) kann somit
zumindest in einem Konzentrationsbereich von ca. 0,14-14puM eine definierte

Oligomerisierung von hGR-LBD unter den genannten Bedingungen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 60: Analytische Gelfiltration von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+
E705G+M752T).

Die Elution erfolgte jeweils in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2mM TCEP, 10 % Glycerin, 20 uM
Dexamethason, pH 7,9 bei RT und wurde bei 280 nm verfolgt.

a Es wurden je 0,21 mg von hGR-LBD(F602S) bzw. hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) auf
eine Superdex-75 Sédule (Saulenvolumen = 24 ml) aufgetragen. Die Elutionsprofile von hGR-LBD(F602S) bzw.
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) zeigen Hauptpeaks bei 13,7 bzw. 13,9 ml, was einem
apparenten Molekulargewicht von 19,6 bzw. 17,9 kDa und damit am ehesten einem Monomer (MW(hGR-LBD:
~ 30 kDa)) entspricht. Die unmittelbar vor den Hauptpeaks eluierenden Nebenpeaks deuten auf einen flr beide
Proteine identisch geringen Anteil an I6slichen Aggregaten hin.

b Auftrag von 0,21 bzw. 0,02 mg hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) auf eine Superdex-75
Sdule (Saulenvolumen =24 ml). Um den relativen Anteil der enthaltenen Proteinspezies vergleichen zu kénnen
wurde das Elutionsprofil des 0,02 mg-Auftrages mit 10 multipliziert. Die resultierenden Elutionsprofile gleichen
einander.

Analytische  Ultrazentrifugation ~ von  hGR-LBD(A605V+M752T) und  hGR-
LBD(F602S+A605V+M752T) (in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2mM TCEP, 10 %
Glycerin, 15 uM Dexamethason bzw. 15 uM Mifepriston, pH 7,9; durchgefiuhrt von Eric
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Kusznir und Dr. Francis Miller; Hoffmann-LaRoche, Pharma Research Discovery, Basel)
zeigte ebenfalls, dass hGR-LBD in monomerer Form vorliegt (Daten nicht gezeigt).

Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen in Widerspruch zu den verdffentlichten Daten von
Bledsoe et al. (2002). Dort wurde mit Hilfe von analytischer Ultrazentrifugation gezeigt, dass
hGR-LBD(F602S) in dem untersuchten Konzentrationsbereich dimerisiert (Kp =1,5puM).
Allerdings handelte es sich bei dem dort untersuchten Protein um TIF2-gebundenes hGR-
LBD(F602S). Insgesamt deuten somit die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die
Dimerisierung von hGR-LBD(F602S) durch die Bindung des Coaktivator-Peptids TIF2
induziert werden konnte.

4.3.5.6.3 Spektroskopische Analyse
Um den Einfluss der Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T auf die Sekundér- bzw.

Tertidrstruktur von hGR-LBD zu untersuchen, wurden CD-Spektren im Fern-UV Bereich
bzw. Fluoreszenzemissionsspektren von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+
V702A+E705G+M752T) sowohl mit gebundenem Agonisten Dexamethason als auch mit
gebundenem Antagonisten Mifepriston aufgenommen.

Die Fern-UV CD-Spektren aller untersuchten Proteine waren nahezu identisch und zeigten
ein typisches Spektrum eines durch a-Helices dominierten Proteins mit Minima bei 208 bzw.
220 nm (Schmid, 1997) (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Fern-UV CD-Spektren von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+
E705G+M752T).

Die Spektren wurden in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 bei RT
aufgenommen. Die Schichtdicke der Kiivette betrug 1 mm. Die eingesetzten Konzentrationen betrugen 5 uM
Protein + 50 uM Dexamethason (Agonist-Konformation) bzw. 2,5puM Protein + 50 uM Mifepriston

(Antagonist-Konformation). Die gezeigten Spektren sind jeweils das Mittel aus 10 Ubereinandergelegten
Spektren.
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Die mit Hilfe des Programms K2D (http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/) aus dem
Fern-UV CD-Spektrum von hGR-LBD(F602S) bestimmten Sekundarstruktur-Anteile des
Proteins (a-Helices: 55 %, B-Strange: 9 %, random coil: 36 %) decken sich sehr gut mit den
Werten, welche aus der verdffentlichten Kristallstruktur von hGR-LBD(F602S) (Bledsoe et
al., 2002) abgeleitet werden konnen (a-Helices: 63 %, B-Stréange: 5 %, random coil: 32 %).
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass die Sekundarstruktur von hGR-LBD
durch Fern-UV CD-Spektroskopie gut dargestellt werden kann und dass diese weder durch
die eingefihrten Mutationen noch durch eine Liganden-bedingte Konformationsanderung
verandert wird.

Die Fluoreszenzemissionsspektren von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+
V702A+E705G+M752T) zeigten ebenfalls keine Unterschiede, was darauf hindeutet, dass die
neu eingefihrten Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T auch die globale
Tertidrstruktur des Proteins nicht verdndern (Abbildung 62).

a b
1000 - 600 -
F602S — — Agonist F602S — — Agonist
F602S+A605V+V702A+ + + Antagonist F602S+A605V+V702A+ + + Antagonist
E705G+M752T Rt E705G+M752T
e i, 500
800 £ %

N N

e s

& N 400

$ 600 o

™

o o

3 3 300

T [ t

o 400 0>J

> = 200

B s

° e

= 20 100

. o Excitation: 280nm = Excitation: 295nm
300 320 340 360 380 400 300 320 340 360 380 400
A [nm] A [nm]

Abbildung 62: Fluoreszenzemissionsspektren von hGR-LBD(F602S) und hGR-LBD(F602S+A605V+
V702A+E705G+M752T) nach Anregung bei 280 nm (a) bzw. 295 nm (b).

Die Spektren wurden in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 bei RT
aufgenommen. Die Schichtdicke der Kivette betrug 1 cm. Die eingesetzten Konzentrationen betrugen 2,5 uM
Protein + 50 uM Dexamethason (Agonist-Konformation) bzw. 2,5 uM Protein + 50 uM Mifepriston
(Antagonist-Konformation) (Photomultiplier-Spannung: 750 V). Die gezeigten Spektren sind jeweils das Mittel
aus 10 Ubereinandergelegten Spektren. Das Maximum der Fluoreszenzemission der Agonist-Konformation bzw.
der Antagonist-Konformation liegt fur beide Proteine bei ca. 345 nm bzw. 351 nm.

Die Fluoreszenzemissionsspektren der Agonist-Konformation und der Antagonist-
Konformation unterscheiden sich allerdings deutlich (Abbildung 62). Beide Spektren zeigen
ein  Emissionsmaximum im langwelligen Bereich, was auf eine hohe Losungsmittel-
Zuganglichkeit der funf enthaltenen Tryptophane hindeutet. Allerdings zeigen die Spektren

der durch Mifepriston induzierten Antagonist-Konformation ein Emissionmaximum beli
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hoheren Wellenldangen (~ 351 nm) im Vergleich zu der durch Dexamethason induzierten
Agonist-Konformation (~ 345 nm). Dieses Emissionsmaximum von Uber 350 nm deutet
darauf hin, dass bei der Antagonist-Konformation des Proteins alle Tryptophane komplett
Losungsmittel-zuganglich sind. Die verschiedenen hGR-LBD Konformationen kénnen somit
durch Fluoreszenz-Spektroskopie voneinander unterschieden werden, was flr weitergehende

Untersuchungen (z.B. Analyse der Mifepriston-Bindung) ausgenutzt werden konnte.

4.3.5.7 Reinigung von Ligand-freiem hGR-LBD

Bei den bisher beschriebenen Reinigungen von hGR-LBD wurde sowohl bei der heterologen
Expression des entsprechenden Gens in E. coli als auch bei den einzelnen Reinigungsschritten
des Proteins jeweils der stabilisierende Ligand Dexamethason zugegeben. Erst beim finalen
Reinigungsschritt (praparative Gelfiltration; siehe 3.4.2.4) wurde das Protein in einen Ligand-
freien Puffer (25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9) berflhrt.
Massenspektrometrische Untersuchungen dieser gereinigten hGR-LBD Praparationen
(durchgefihrt von Dr. Stefan Miiller; Hoffmann-La Roche, Pharma Research Discovery, Basel)
zeigten jedoch, dass darin immer noch ca. dquimolare Mengen an Dexamethason vorhanden
waren (Daten nicht gezeigt). Um die vollstandige Sattigung von hGR-LBD mit Mifepriston
bei den Untersuchungen der Antagonist-Konformation des Proteins (thermische
Auffaltungen: siehe 4.3.5.5; Spektroskopische Analyse: siehe 4.3.5.6.3) garantieren zu
kénnen, wurde deshalb stets ein hoher Uberschuss an zugegebenem Mifepriston verwendet.
Mifepriston bindet zudem stérker als Dexamethason an hGR-LBD (Jung-Testas & Baulieu,
1983), weshalb davon ausgegangen werden kann, dass bei dieser VVorgehensweise das Protein
zu 100 % in der Antagonist-Konformation vorliegt, obwohl noch etwas Dexamethason in der
Probenldsung vorhanden ist.

Um das Protein effektiv mit anderen, evtl. schwécher bindenden Liganden sattigen und um
die Bindung von Dexamethason quantifizieren zu kodnnen, wirde man allerdings eine
komplett Ligand-freie hGR-LBD Préparation benétigen. Um eine solche Praparation von
hGR-LBD zu erhalten, sollte die Expression und Reinigung des Proteins in vollstandiger
Abwesenheit von Dexamethason durchgefiinrt werden. Die bisher in der Literatur
beschriebene reinigbare hGR-LBD Variante (hGR-LBD(F602S)) kann ohne Zugabe von
Dexamethason nicht 16slich in E. coli hergestellt werden (Bledsoe et al., 2002). Um zu
uberprifen, ob dies moglicherweise mit den in dieser Arbeit erzeugten stabilisierten hGR-
LBD Einzel- und Kombinationsvarianten (Tabelle 14) mdglich ist, wurden diese Proteine im

analytischen Mal3stab in E. coli in Abwesenheit von Dexamethason hergestellt (3.4.1.1). Die
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optimierten hGR-LBD Varianten zeigten ohne Zugabe von Dexamethason eine deutlich
erniedrigte Loslichkeit in E. coli, wobei die hGR-LBD Variante mit allen funf stabilisierenden
Mutationen (F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) am starksten in der I6slichen
Zellfraktion zu Finden war (Daten nicht gezeigt).

Die Ausbeute der Reinigung von hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) in
Abwesenheit von Dexamethason im praparativen Malistab betrug dennoch lediglich 0,007 mg
Protein pro Gramm Nassgewicht der E. coli — Expressionskultur (~ 0,03 mg Protein / Liter
Expressionskultur). Es wurde somit eine 755-fach erniedrigte Ausbeute im Vergleich zur
Reinigung desselben Proteins bei Zugabe von Dexamethason (Ausbeute: 5,29 mg pro Gramm
Nassgewicht der E. coli —Expressionskultur) erhalten. Das Ligand-frei préparierte Protein
wurde hinsichtlich seiner Sekundér- bzw. Tertidrstruktur und seiner konformationellen
Stabilitat untersucht (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Charakterisierung von Ligand-freiem hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T).
a Fern-UV CD-Spektrum des Ligand-freien Proteins (blau) im Vergleich zu den Spektren der Agonist- bzw.
Antagonist-Konformation des Proteins (rot) (sieche Abbildung 61). Das Spektrum wurde in 25 mM Tris/Cl,
100 mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH 7,9 bei RT aufgenommen, wobei das Mittel aus 60
Ubereinandergelegten Spektren gezeigt ist. Die Schichtdicke der Kuvette betrug 1 mm. Die eingesetzte
Proteinkonzentration betrug 5 uM.

b Fluoreszenzemissionsspektrum des Ligand-freien Proteins (blau) im Vergleich zu den Spektren der Agonist-
bzw. Antagonist-Konformation des Proteins (rot) (siehe Abbildung 62a) nach Anregung bei 280 nm. Das
Spektrum wurde in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, pH 7,9 bei RT aufgenommen,
wobei das Mittel aus 10 Ubereinandergelegten Spektren gezeigt ist. Die Schichtdicke der Kuvette betrug 1 cm.
Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug 2,5 uM (Photomultiplier-Spannung: 750 V). Das Maximum der
Fluoreszenzemission liegt bei 348 nm (Agonist-Konformation: 345 nm; Antagonist-Konformation: 352 nm).
¢ Die thermische Auffaltung des Ligand-freien Proteins erfolgte mit einer Rate von 1 °C/min von 30 °C bis
70 °C in 25 mM Tris/Cl, 0,1 M NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin (pH 7,9 bei RT; pH 7,8 - 6,6 bei 30 - 70 °C,
da ApK./°C(Tris) = -0,028, Mandaji et al., 2009) und wurde durch CD Spektroskopie bei 220 nm verfolgt. Der
TvP-Wert der Agonist- bzw. Antagonist-Konformation (58,6 °C bzw. 61,9 °C; Tabelle 15) des Proteins ist
durch eine durchgezogene bzw. gestrichelte rote Linie markiert.

Das Fern-UV CD-Spektrum unterscheidet sich deutlich vom Spektrum der Agonist- bzw.
Antagonist-Konformation des Proteins (Abbildung 63a). Die Analyse der Sekundérstruktur-
Anteile mit Hilfe von K2D (http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/) deutet darauf hin,

dass weniger a-helikale Bereiche und mehr -Strdnge bzw. random coil-Bereiche als bei in
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Anwesenheit von Liganden gereinigtem Protein vorhanden sind (a-Helices: 22 % vs. 55 %,
B-Strange: 22% vs. 9%, randomcoil: 56 % vs. 36%) (vgl. 4.3.5.6.3). Das
Fluoreszenzemissionspektrum nach Anregung mit 280 nm zeigte ein Maximum bei 348 nm,
was zwischen dem Maximum der Agonist- (345 nm) und der Antagonist-Konformation
(351 nm) liegt (Abbildung 63b). Die thermische Auffaltung des Ligand-freien Proteins
verfolgt durch das CD-Signal bei 220 nm zeigt im Gegensatz zu den thermischen
Auffaltungen der Agonist- bzw. Antagonist-Konformation des Proteins (siehe 4.3.5.5,
Abbildung 57) einen wenig kooperativen Verlauf, was die Bestimmung eines Ty**’-Wertes
verhinderte und gegen eine kompakte Struktur spricht (Abbildung 63c).

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass hGR-LBD in Abwesenheit eines
Liganden offensichtlich keine definierte Struktur ausbilden kann. Das Vorhandensein von
etwas Sekundérstruktur und vermutlich wenig Tertidrstruktur deutet darauf hin, dass es sich
hierbei vielmehr um ein Molten Globule-artiges Molekiil handelt.

Bereits in friheren Arbeiten wurde beschrieben, dass der Glucocorticoid-Rezeptor nur
assoziiert an einen spezifischen Chaperon-Komplex (Hsp90 und andere Co-Chaperone: siehe
1.7, Abbildung 7) fahig ist Liganden zu binden (Bresnick et al., 1989; Dittmar & Pratt, 1997;
Dittmar et al., 1997), was darauf hindeutet, dass das Apoprotein sich nicht korrekt falten
kann. Die Préparation eines isolierten, korrekt gefalteten hGR-LBD Proteins erscheint somit
nicht mdglich. Alternativ zur Reinigung von hGR-LBD ohne Ligand, koénnte allerdings
versucht werden den Hsp90-stabilisierten hGR-LBD - Hetero-Komplex heterolog aus E. coli
aufzureinigen und zu rekonstituieren. Ein so praparierter Ligand-Bindungs-fahiger hGR-
LBD - Hetero-Komplex wirde die Situation in vivo wiederspiegeln und Bindungsstudien mit

verschiedenen Liganden in vitro ermdglichen.

4.3.5.8 Strukturelle Analyse der vorteilhaften Mutationen in hGR-LBD
4.3.5.8.1 A605V in hGR-LBD

A605V wurde in der am stérksten fluoreszierenden hGR-LBD-eGFP Variante A8 identifiziert
(4.3.2.2; Tabelle 12) und induziert isoliert in hGR-LBD-eGFP ebenfalls eine deutlich erhdhte
Fluoreszenz in vivo (4.3.5.2). Dieser Aminosdureaustausch fiihrt von allen in dieser Arbeit
gefundenen positiven Mutationen in hGR-LBD zur starksten Erhéhung der Loslichkeit
(4.3.5.3) und Stabilitat (4.3.5.5).

Der veroffentlichten Rontgenkristallstruktur von hGR-LBD(F602S) kann entnommen werden,
dass Alanin 605 neben 21 anderen Aminoséuren an der Bindung von Dexamethason beteiligt
ist (Bledsoe et al., 2002) (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Superpositionierung der Ligand-Bindungsdoménen des humanen Glucocorticoid-
Rezeptors (hGR-LBD, pdb1m2z) und des Progesteron-Rezeptors (huPR-LBD, pdb 1a28) mit
gebundenem Liganden.

Die Superpositionierung von pdb 1m2z (Bledsoe et al., 2002) und pdb 1a28 (Williams & Sigler, 1998) wurde
mit Hilfe von DaliLite (http://www:.ebi.ac.uk/DaliLite) erstellt. 247 Aminoséurenreste konnten mit einem RMSD
von 1,1 A tiberlagert werden (Sequenz Identitét: 54 %, Z-Score: 36,9).

a Superpositionierung der Ligand-Bindungstaschen von hGR-LBD und hPR-LBD. Die Ca-Atome der
Dexamethason-bindenden Reste von hGR-LBD (blau) (Bledsoe et al., 2002) und die entsprechenden Reste in
hPR-LBD (orange) (pdb 1a28) tiberlagern mit einem RMSD von 0,64 A. Von den 22 an der Ligand-Bindung
beteiligten Resten sind 17 identisch (diinne Linien), die 5 unterschiedlichen Reste (dicke Linien) sind benannt (s.
Sequenzalignment in b). A605 in hGR-LBD und V760 in hPR-LBD bilden van-der-Waals Wechselwirkungen zu
den C-6 und C-7 Atomen (+) des Steroid-Geristes des Liganden aus.

b Strukturbasiertes Sequenzalignment von hGR-LBD und hPR-LBD. F602S in hGR-LBD ist grau markiert.
Dexamethason-bindende Reste in hGR-LBD und die entsprechenden Reste in hPR-LBD sind blau bzw. orange
markiert.

« identische Reste der Ligand-Bindungstasche von hGR-LBD und hPR-LBD.

* unterschiedliche Reste der Ligand-Bindungstasche von hGR-LBD und hPR-LBD.
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Die Seitenkette von A605 bildet van-der-Waals Wechselwirkungen mit dem Steroid-
Grundgerust des Liganden aus. Die Superpositionierung von hGR-LBD und der Ligand-
Bindungsdoméne des humanen Progesteron-Rezeptors (hPR-LBD) zeigt, dass die Ligand-
Bindungstasche der beiden verwandten Proteine (Sequenz-Identitat: 53,1 %) stark konserviert
ist: 17 der 22 Aminosauren sind identisch (Abbildung 64). Allerdings liegt bei hPR-LBD an
der entsprechenden Position zu A605 von hGR-LBD ein Valin (V760) vor.

Auch bei anderen humanen Nuklearhormon-Rezeptoren (siehe multiples Sequenzalignment:
Anhang 7.6; Abbildung A4) befindet sich an dieser Position oftmals eine grofiere hydrophobe
Aminosdure (z.B.: Androgen-Rezeptor a: Valin; Estrogen-Rezeptor a: Methionin). Da die
Aminosdure an dieser Position Uber unspezifische van-der-Waals Interaktionen mit dem
Liganden interagiert, kann davon ausgegangen werden, dass eine groRere hydrophobe
Aminosdure die Bindung stérkt. So wurde auch in der Arbeit von Ricketson et al. (2007), in
welcher Varianten von GR aus der Ratte mit erhdhter Dexamethason-Empfindlichkeit in S.
cerevisae evolviert wurden, der zu A605V daquivalente Austausch A623V als vorteilhafte
Mutation identifiziert.

Die in dieser Arbeit durch gelenkte Evolution identifizierte Mutation A605V in hGR-LBD
scheint demnach die Protein-Ligand Wechselwirkung von homologen Rezeptoren an dieser
Position zu imitieren, wodurch es zu einer Verstarkung der Bindung kommt. Da
Dexamethason und Mifepriston in derselben Bindungstasche von hGR-LBD gebunden
werden (Kauppi et al., 2003) und beide ein Steroid-Grundgerlst besitzen, ist es nicht
verwunderlich, dass sowohl die Agonist- als auch die Antagonist-Konformation von hGR-
LBD durch A605V stabilisiert wird (siehe 4.3.5.5). Weshalb sich beim wildtypischen hGR-
LBD an dieser Position ein Alanin befindet ist unklar, wobei moglicherweise die schwéchere
Ligand-Bindung eine Rolle bei der intramolekularen Kommunikation zwischen der Ligand-
Bindungstasche und anderen funktionellen Teilen des Glucocorticoid-Rezeptors (AF-1, AF-2,
siehe Abbildung 8) spielen konnte.

GroRere hydrophobe Aminosduren als Valin an Position 605 kdnnten zu einer noch stérkeren
Interaktion mit dem Liganden und damit zu einer weiteren Stabilisierung von hGR-LBD
flhren. Die Modellierung verschiedener hydrophober Aminosduren an Position 605 der
veroffentlichten hGR-LBD(F602S) Struktur (pdb 1m2z; Bledsoe et al., 2002) in silico zeigte
jedoch, dass lediglich Valin gut positioniert werden kann. Bei grofReren Resten kommt es bei
den Modellierungen zu einer Uberschneidung der van-der-Waals Radien der Seitenketten und
des Liganden, was zu einer AbstolRung des Liganden fiihren wirde (Abbildung 65a). Um

diese Hypothese zu testen, wurden hGR-LBD(F602S)-Varianten hergestellt, bei denen
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Alanin 605 zu Leucin, Isoleucin, Phenylalanin oder Methionin mutiert vorliegt. Die
entsprechenden Nukleotid-Austausche wurden (ber Megaprimer-PCR (3.3.3.1) einzeln in
hgr-lbd(F602S) eingeflihrt. Der Megaprimer wurde mit einem mutagenen Primer (3‘hgr-lbd
(F602S+A605L), 3°hgr-lbd  (F602S+AB051) 3°hgr-lbd  (F602S+AB05F)  3‘hgr-lbd
(F602S+A605M)) und pERN7up mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei pERN7_hgr-
Ibd(F602S) als Templat diente. Das Volllangen-Gen wurde anschlielend jeweils durch den
aus einem Agarosegel aufgereinigten (3.3.5) Megaprimer und 3’hgr-lbd (Notl/Stop) mit Hilfe
desselben Templats wie zuvor durch PCR amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzyme Ndel
und Notl konnten die erhaltenen mutagenisierten Gene wieder in pERN7 kloniert werden. Die
so hergestellten pERN7_hgr-Ibd Konstrukte wurden fir Probeexpressionen in E. coli
BL21(DE3) bei 20 °C in Anwesenheit von Dexamethason benutzt (3.4.1.1). Zur Kontrolle
wurden hgr-1bd(F602S) und hgr-lbd(F602S+A605V) mit Hilfe der entsprechenden pERN7-
Konstrukte parallel exprimiert. Die Analyse der uber Nickel-Sepharose gereinigten Islichen
Zellfraktion der Expressionskulturen machte deutlich, dass die gréReren hydrophoben
Aminosdauren an Position 605 zu einer verringerten Loslichkeit des Proteins fihren
(Abbildung 65b).
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Abbildung 65: Analyse von hGR-LBD(F602S) mit unterschiedlichen Mutationen von A605.

a Die Mutagenese von A605 in hGR-LBD(F602S) (pdb 1m2z; Bledsoe et al., 2002) wurde in silico mit Hilfe
von PyMol (http://www.pymol.org/) durchgefuhrt. Es wurde jeweils das Rotamer der Aminosduren-Seitenkette
modelliert, welches in Richtung des gebundenen Liganden zeigt. Im Gegensatz zu Leucin, Methionin,
Phenylalanin und Isoleucin, deren van-der-Waals Radien mit dem von Dexamethason kollidieren, kann Valin in
einem sehr glinstigen Abstand positioniert werden.

b Analytische Herstellung Hisg-GST-fusionierter hGR-LBD(F602S) Varianten mit mutagenisisiertem A605 in
E. coli, dokumentiert durch SDS-PAGE (12,5 %). P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: l6sliche Zellfraktion
(crude extract), C*: Uber Nickel-Sepharose gereinigte I6sliche Zellfraktion. Die Expression erfolgte jeweils in
E. coli BL21(DE3), (N bei 20 °C nach Zugabe von 500 pM Dexamethason. Es ist lediglich der 45-66 kDa
Bereich des SDS-PA Gels gezeigt, in welchem sich Hisg-GST-hGR-LBD (Molekulargewicht: ~58 kDa)
befindet. Im Gegensatz zu der in 4.3.2.2 / 4.3.4 identifizierten positiven Mutation A605V fihrt A605L, A605M,
AB05F und A605I zu einer verringerten I6slichen Herstellung des Proteins.
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Der im FACS-Screening isolierte Aminoséureaustausch A605V scheint somit die optimale
Mutation an dieser Stelle zu sein. Das neu eingefihrte Valin wird vermutlich exakt in eine
zwischen Protein und Ligand existierende Licke positioniert, wodurch es zu einer erhéhten
Stabilitat des Ligand-gebundenen hGR-LBD Proteins kommit.

4.3.5.8.2 Rontgenkristallstrukturanalyse von mGR-LBD(F608S), mGR-LBD(F608S+
A611V) und mGR-LBD(A611V+V708A+E711G)

Die in dieser Arbeit identifizierten vorteilhaften Mutationen in hGR-LBD sollten dazu benutzt
werden, um die LoOslichkeit und die Stabilitdt des Proteins so stark zu erhéhen, dass die
Strukturanalyse durch Roéntgenkristallographie vereinfacht bzw. optimiert werden kann.

Da sich GR-LBD aus der Maus (MGR-LBD) etwas besser kristallisieren 1aBt als das humane
Protein (Dr. Ralf Thoma, mindliche Mitteilung), wurde mGR-LBD (Sequenz-ldentitat zu
hGR-LBD: 95,3 %, Alignment mit hGR-LBD: siehe Anhang 7.6, Abbildung A4) fir die
Strukturaufklarung benutzt, wobei die Aminosduren-Kennzeichnung im Vergleich zu hGR-
LBD um sechs Positionen verschoben ist (F602S, A605V, V702A, E705G, M752T in hGR-
LBD entspricht F608S, A611V, V708A, E711G, M758T in mGR-LBD). Die im Folgenden
gezeigten rontgenkristallographischen Untersuchungen wurden von Dr. Ralf Thoma, Brigitte
D’Arcy, Dr. Jorg Benz, Martine Stihle und Dr. Guillaume Schoch (F. Hoffmann — LaRoche,
Pharma Research Discovery, Basel) durchgefiihrt.

Die vergleichende Analyse von mGR-LBD(F608S), mGR-LBD(F608S+A611V) und mGR-
LBD(A611V+V708A+E711G) in Anwesenheit von Dexamethason und TIF2 Coaktivator-
Peptid (Sequenz: E/A-NALLRYLLD) zeigte, dass die Varianten mit den in dieser Arbeit
identifizierten Mutationen tatsachlich deutlich besser streuende Kristalle lieferten. So konnte
die Struktur von mGR-LBD(F608S+A611V) bzw. mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) mit
einer Auflésung von 1,6 A bzw. 1,5 A aufgeklart werden, wahrend bei mGR-LBD(F608S)
nur eine Auflésung von 1,9 A erhalten wurde (Abbildung 66a). Die Strukturen von mGR-
LBD(F608S+A611V) und mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) besitzen damit auch die bis
dato beste Auflésung von GR-LBD Strukturen iiberhaupt (pdb 1m2z: 2,5 A, pdb 1nhz: 2,3 A,
pdb 3cld: 2,84 A, pdb 3bqd: 2,5 A, pdb 3e7c: 2,15 A), wodurch eine detailliertere Analyse der
Struktur des Proteins moglich wird.

Die vierte identifizierte vorteilhafte Mutation aus dieser Arbeit M758T (= M752T in hGR-
LBD) wurde nicht in die zur Strukturaufklarung benutzten Proteine mit eingefuhrt, da diese
Mutation die Bindung des Coaktivator-Peptids TIF2 verschlechtert (siehe 4.3.5.8.4), was flr
die Kristallisation von Nachteil ist.
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Abbildung 66: Rontgenkristallstruktur von mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) bzw. mGR-LBD(F608S)
mit gebundenem Dexamethason und TIF2 Coaktivator-Peptid bei einer Auflésung von 1,5 bzw. 1,9 A.

a Die Strukturen von mGR-LBD(F608S) und mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) konnten mit einem RMSD
von 0,32 A (258 Ca-Atome mit Hilfe von DeepView verglichen) superpositioniert werden. Loop 546-562 ist in
der mGR-LBD(A611V+V708A+E711G)-Struktur im Gegensatz zur mGR-LBD(F608S)-Struktur komplett
aufgelost. Loop 621-626 zeigt im Kristall von mGR-LBD(F608S) zwei Konformationen (grau und blau;
exemplarisch sind A622 und N625 in den beiden unterschiedlichen Konformationen gezeigt und mit ¢ bzw. ‘¢
markiert), wahrend bei mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) nur eine Konformation (blau) vorhanden ist.

b Die Ligand-Bindungstaschen von mGR-LBD(F608S) (grau) und mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) (blau)
(22 Aminosduren analog zu hGR-LBD: siehe Abbildung 64) zeigen bei Superpositionierung durch PyMol
(http://www.pymol.org/) einen RMSD von nur 0,17 A (162 Atome verglichen).

¢ Der stabilisierende Effekt von A611V kann durch optimierte van-der-Waals Wechselwirkungen der
Seitenkette mit den C-6 und C-7 Atomen des gebundenen Steroid-Liganden erklart werden. Gezeigt sind die
Absténde zwischen C-6 bzw. C-7 des Liganden und dem terminalen C-Atom der A611(V)-Seitenkette.

d Optimierte Elektronendichte der stabilisierten mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) — Struktur am Beispiel
des gebundenen Liganden Dexamethason (gezeigt ist ein Konturniveau von 3c).

e Die hoher aufgeléste Struktur von mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) =zeigt, dass Q576 zwei
Konformationen annehmen kann (Haufigkeiten: 1=70 %, 11=30 %) (gezeigt ist ein Konturniveau von 1c).
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Ein Vergleich der Strukturen zeigt, dass Loop 546-562, welcher in der mGR-LBD(F608S)-
Struktur nicht komplett aufgelost ist, durch die optimierte Elektronendichte von
MGR-LBD(A611V+V708A+E711G) vollstandig dargestellt werden kann (Abbildung 66a).
Der Vergleich von mGR-LBD(F608S) mit mGR-LBD(F608S+A611V) bzw. mGR-
LBD(A611V+V708A+E711G) zeigt zudem, dass bei den Strukturen der stabilisierten
Varianten die Seitenkette von Cystein 628 (= C622 in hGR-LBD) (nicht gezeigt) und der
gesamte Loop 621-626 (= Loop 615-620 in hGR-LBD) nur eine der zwei in mGR-
LBD(F608S) beobachteten Konformationen aufweist (Abbildung 66a). A611V fiihrt demnach
auch zur Stabilisierung von weiter entfernten Bereichen des Proteins. Der Vergleich der
MGR-LBD Strukturen mit der kirzlich veroffentlichten Kristallstruktur des intakten und
DNA-gebundenen hRXRa-PPARy Nuklearhormonrezeptor-Komplexes (pdb 3dzy; Chandra
et al., 2008) legt nahe, dass Loop 621-626 moglicherweise eine wichtige Rolle bei der
Interaktion zwischen der Ligand-Bindungsdomane und der DNA-Bindungsdomane des
Glucocorticoid-Rezeptors spielen kénnte (siehe Anhang 7.7; Abbildung A5). Weitergehende
Untersuchungen in vivo beziliglich der Interaktion zwischen DNA-Bindungsdoméne und
Ligand-Bindungsdoméne des wildtypischen und des stabilisierten mGR konnten zeigen, ob
die vorhandene Flexibilitat von Loop 621-626 funktionell von Vor- oder Nachteil fir das
Protein ist.

Die Analyse der mGR-LBD Strukturen mit A611V unterstiitzen desweiteren die in 4.3.5.8.1
getroffene Vermutung, dass A611V (= A605V in hGR-LBD) das Protein durch eine
optimierte van-der-Waals Interaktion mit dem Liganden stabilisiert (Abbildung 66c). So
positioniert sich das neu eingefiihrte Valin tatsachlich perfekt in die Licke zwischen
Proteinriickgrat und gebundenem Dexamethason. Hierbei wird die restliche Ligand-
Bindungstasche des Proteins nicht verandert (Abbildung 66b), weshalb sich diese stabilisierte
mGR-LBD Variante weiterhin fur die Ko-Kristallisierung mit anderen potentiellen Liganden
(z.B. neu identifizierte Wirkstoff-Leitstrukturen mit pharmazeutischer Relevanz) eignen
wirde, obwohl eine Ligand-bindende Aminoséure mutiert ist.

Die optimierte Elektronendichte der mGR-LBD Strukturen mit A611V  bzw.
A611V+V708A+E711A macht weitere atomare Details sichtbar. So kann zum Beispiel der
Ligand Dexamethason deutlich besser beschrieben werden (Abbildung 66d). Desweiteren
wird aufgrund der optimierten Elektronendichte eine zweite Konformation des an der Ligand-
Bindung beteiligten Glutamins 576 (= Q570 in hGR-LBD) erkennbar (Hé&ufigkeit: 30 %;
Abbildung 66e), wobei diese bereits bei den verdffentlichten Strukturen von hGR-LBD mit

gebundenem Deacylcortivazol bzw. mit einem gebundenem Nicht-Steroid-Agonisten
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(pdb 3bqd bzw. pdb 3e7c) beschrieben worden ist. Die bevorzugte Konformation von Q576
scheint somit vom Liganden abhangig zu sein.

Mit der hoch aufgeldsten Struktur von mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) ist zum ersten
Mal eine Struktur der Agonist-Konformation von GR-LBD ohne eine Mutation von
F602 /608 (hGR-LBD / mGR-LBD) zu Serin (Bledsoe et al., 2002; Suino-Powell et al.,
2008) oder Tyrosin (Biggadike et al., 2008; Madauss et al., 2008) verfugbar. Durch Vergleich
der Strukturen von mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) und mGR-LBD(F608S) kann der
stabilisierende Effekt der F608S Mutation erklart werden. Global betrachtet fiihrt F608S zu
keinen grofleren Veranderungen innerhalb von mGR-LBD. Allerdings kénnen aufgrund des
neu eingefiihrten hydrophilen Serin-Restes zusatzliche Wassermolekiile in das Protein
eindringen, wodurch das benachbarte Serin 679 seine Konformation &ndert und ein
stabilisierendes Wasserstoffbriickennetzwerk innerhalb des Proteins etabliert wird (Abbildung
67). Von Kauppi et al. (2003) wurde eine ahnliche Wirkungsweise von F602S in der
Antagonist-Konformation von hGR-LBD beobachtet.

mMGR-LBD(A611V+V708A+E711G) mGR-LBD(F608S)

F608S

Abbildung 67: Etablierung eines Wasserstoffbriickennetzwerkes in mGR-LBD durch F608S.

Gezeigt sind jeweils alle Atome in mMGR-LBD(A611V+V708A+E711G) bzw. mGR-LBD(F608S), welche
weniger als 6 A von S679 entfernt sind. Wasser-Molekiile sind als Kugeln dargestellt. Wasserstoffbriicken-
Bindungen im gezeigten Bereich sind als orange gestrichelte Linien dargestellt. Bis auf S679 bzw. Aminoséure
608 sind die Konformationen aller gezeigten Aminosaurenseitenketten in beiden Strukturen identisch.

Die mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) - Struktur zeigt die wildtypische Situation an dieser Stelle. In
mGR-LBD(F608S) wird durch F608S und S679 (zeigen jeweils zwei alternative Konformationen im Verhaltnis
1:1), S680, H732 und mehrere Wasser-Molekiile ein internes Wasserstoffbriickennetzwerk ausgebildet.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass die in dieser Arbeit identifizierten
Aminosdurenaustausche in GR-LBD eine grofRe Hilfe bei rontgenkristallographischen
Untersuchungen des Proteins darstellen. Die neu identifizierten stabilisierenden Mutationen
konnen offensichtlich in verschiedenen orthologen GR-LBD Proteinen ihre Wirkung

entfalten, wodurch deren Strukturaufklarung vereinfacht wird. Darlber hinaus ermdglicht die
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Variation der verschiedenen additiv wirkenden Mutationen die Herstellung einer grolRen
Bandbreite an stabilen GR-LBD-Varianten, welche zur Ko-Kristallisation mit verschiedenen
Liganden verwendet werden kdénnen. Dadurch kann die Strukturaufklarung von GR-LBD mit

potentiell pharmazeutisch relevanten Kleinmolekilen erleichtert werden.

4.3.5.8.3 V702A (V708A) und E705G (E711G) in hGR-LBD (mGR-LBD)

Die Austausche V702A bzw. E705G wurde in der stark fluoreszierenden hGR-LBD-eGFP
Varianten A5-3 bzw. A5-2 identifiziert (4.3.2.2; Tabelle 12). Beide Mutationen induzieren
isoliert in hGR-LBD-eGFP eine deutlich erhdhte Fluoreszenz in vivo (4.3.5.2) und verbessern
die Loslichkeit (4.3.5.3) und die Stabilitat (4.3.5.5) von hGR-LBD einzeln und additiv.

Die Reste V702 (V708 in mGR-LBD) und E705 (E711 in mGR-LBD) sind strukturell
benachbart und liegen weit entfernt von jeglicher funktionellen Stelle des Proteins in einem
Bereich, welcher vermutlich bei der Agonist- und der Antagonist-Konformation des Proteins
identisch strukturiert ist. Somit ist es nicht verwunderlich, dass V702A und E705G die
unterschiedlichen Konformationen von hGR-LBD gleichermafen stabilisieren (4.3.5.5).

Ein Vergleich der mGR-LBD(F608S+A611V) und der mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) -
Struktur zeigt, dass die Mutationen V708A und E711G die lokale Konformation des Proteins
nicht merklich beeinflussen (Abbildung 68a).

a b

mGR-LBD(A611V+V708A+E711G)

B-Faktor
| |

hGR-LBD (pdb1m2z) hGR-LBD (pdb1nhz) hGR-LBD (pdb3bqd)

mGR-LBD(F608S) mGR-LBD(F608S+A611V) mGR-LBD(A611V+V708A+E711G)

E711 E711
Abbildung 68: Umgebung von VV702(V708) und E705(E711) in hGR-LBD (mGR-LBD).

a V708A und E711G induzieren keine strukturellen Veranderungen in mGR-LBD. So konnten die gezeigten AS
699-728 von mMGR-LBD(F608S+A611V) und mGR-LBD(A611V+V708A+E711G) durch PyMol
(http://www.pymol.org/) mit einem RMSD von 0,14 A (218 Atome) superpositioniert werden. V708(A) liegt am
C-terminalen Ende von a-Helix9 und ragt ins Solvent. Die Aminogruppe von E711(G) bildet mit der
Carbonylgruppe von V708(A) die letzte Wasserstoffbriickenbindung zwischen a-Helix 9 und Loop agoe aus
(orange markiert, Distanz N-O: 2,9 A).

b Erhohte B-Faktoren und unterschiedliche Konformationen des Loops agoy in  den geldsten
Rontgenkristallstrukturen von hGR-LBD (pdb 1m2z; pdb 1nhz, pdb 3bgd) und mGR-LBD(F608S), mGR-
LBD(F608S+A611V) bzw. mGR-LBD(A611V+V708A+R711G) weisen auf eine hohe Flexibilitat dieses
Bereiches hin.
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V702 (V708) befindet sich am C-Terminus von a-Helix 9, wobei die Seitenkette der
Aminoséure Losungsmittel-zuganglich ist. Die Hydratisierung des Proteins sollte somit hier
durch eine weniger hydrophobe Aminoséure optimiert werden, was die verbesserte
Loslichkeit von hGR-LBD durch V702A erklaren konnte. Dartiber hinaus stabilisiert das neu
eingefiihrte Alanin vermutlich a-Helix 9, da im Allgemeinen die Ausbildung von a-Helices
durch Alanine stark begunstig wird (relative Stabilisierung einer o-helikalen Konformation
nach O’Neil & DeGrado (1990): -0,77 kcal (Ala) vs. -0,14 kcal/mol (Vall)). E705 (E711) liegt
am N-terminalen Ende von Loop agog, der a-Helix 9 und o-Helix 10 verbindet, wobei
zwischen der Aminogruppe von E705 (E711) und der Carbonylgruppe von V702 (V708) eine
Wasserstoffbriickenbindung ausgebildet wird (Abbildung 68).

In allen Rontgenkristallstrukturen von hGR-LBD und mGR-LBD zeigt Loop agoug erhdhte B-
Faktoren im Vergleich zur restlichen Struktur, was auf eine hohe Flexibilitdt hindeutet
(Abbildung 68b). So sind in den verschiedenen Rontgenkristallstrukturen auch
unterschiedliche Konformationen von Loop agoo erkennbar, bei denen E705 (E711)
entweder im Protein vergraben (pdb 1m2z, pdb 3bqd) oder komplett Losungsmittel-
zuganglich ist (pdb 1nhz, mGR-LBD - Strukturen) (Abbildung 68b). Durch Entfernung der
dynamischen Seitenkette von E711 durch E711G wird demnach die Flexibilitat des Proteins
in diesem Bereich gesenkt, wodurch vermutlich die korrekte Ausbildung des Helix-Loop-
Helix Motivs begunstigt und das Protein stabilisiert wird.

4.3.5.8.4 M752T

M752T wurde in den stark fluoreszierenden hGR-LBD-eGFP Varianten A5-1 und A8
identifiziert (4.3.2.2; Tabelle 12). Diese Mutation induziert isoliert in hGR-LBD-eGFP
ebenfalls eine erhdhte Fluoreszenz in vivo (4.3.5.2) und verbessert die Loslichkeit (4.3.5.3)
und die Stabilitat (4.3.5.5) von hGR-LBD. Allerdings konnte gezeigt werden, dass durch
M752T lediglich die Agonist-Konformation stabilisiert wird und die Mutation keinen Einfluss
auf die Stabilitat der Antagonist-Konformation des Proteins hat (4.3.5.5).

M752 liegt in a-Helix 12 (,,AF-2* = activation function 2) von hGR-LBD, welche fir die
Erkennung und Bindung von Coaktivatoren und Corepressoren uber ein LXXLL-Motiv
verantwortlich ist (siehe 1.7; Abbildung 8). Falls in der menschlichen Zelle Ligand-
gebundenes hGR ohne Cofaktor vorliegt, wird o-Helix 12 durch Bindung von Hsp90
stabilisiert (Fang et al., 2006).
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Die Rontgenkristallstrukturen der Agonist-Konformation von GR-LBD mit gebundenem TIF2
Coaktivator-Peptid zeigen, dass M752 an der Bindung des Coaktivators beteiligt ist. Hierbeli
wird durch die Seitenketten von M752 und mehreren Leucinen aus TIF2 ein hydrophobes
Netzwerk ausgebildet (Abbildung 69).

/ / ‘. ) . v v < /l \I\VLJ -
/S G 5 /" hGR-LBD hGR-LBD AT 52
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Abbildung 69: Bindung von Coaktivator-Peptid TIF2 an a-Helix12 von hGR-LBD (Agonist-
Konformation).

Gezeigt ist die Rontgenkristallstruktur von hGR-LBD mit gebundenem Dexamethason und TIF2 (pdb 1m2z;
Bledsoe et al., 2002). M752 ist an der Bindung von TIF2 beteiligt und bildet mit drei Leucinen von TIF2
(NLLRYLLD) ein hydrophobes Netzwerk aus. M752 ist somit bei TIF2-Bindung komplett vom Ldsungsmittel
abgeschirmt.

Die in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen von hGR-LBD wurden stets in Abwesenheit
von TIF2 und Hsp90 durchgefuhrt, wodurch o-Helix 12 keinen stabilisierenden Partner
besitzt und vermutlich Lésungsmittel-zuganglich vorliegt. Dadurch ist es nicht verwunderlich,
dass bei der Sortierung optimierter hGR-LBD Varianten, eine Mutation in diesem Bereich
gefunden worden ist. Vermutlich wird durch das hydrophilere Threonin an Position 752 die
Hydratisierung der Losungsmittel-zuganglichen a-Helix 12 verbessert.

Da M752 an der Interaktion zwischen TIF2 und hGR-LBD beteiligt ist, kdnnten Mutationen
dieser Aminosdure die Bindung des Coaktivator-Peptids an das Protein beeinflussen. Mit
Hilfe von Oberflachenplasmonresonanz-Experimenten (durchgefuhrt von Andrea Wiget,
F. Hoffmann — LaRoche, Pharma Research Discovery, Basel) konnte gezeigt werden, dass
durch M752T die Bindungsaffinitdit von TIF2 an hGR-LBD (Agonist-Konformation)
tatsachlich um mindestens eine GroRenordnung schlechter wird. Im Gegensatz dazu wird die
Bindung des Corepressor-Peptids NCoR an hGR-LBD (Antagonist-Konformation) durch
M752T nicht beeintrachtigt (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Bindungsaffinitdét von TIF2 Coaktivator- bzw. NCoR Corepressor-Peptid an hGR-LBD
Varianten, ermittelt durch Oberfachenplasmonresonanz (BlAcore™).

Die Messungen in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, 0,005 % P20, pH 7,9 bei RT,
wurden von Andrea Wiget (F.Hoffmann — LaRoche, Pharma Research Discovery, Basel) durchgefiihrt.

) +Agonist (Dexamethason) +Antagonist (Mifepriston)
hGR-LBD Variante
Kp (TIF2) Kp (NCoR)
A605V 0,6 UM 0,9 uM
AG05V+M752T 7,0 UM 2,7uM
F602S 2,5 UM 5,1 UM
F602S+A605V+M752T 38,9 uM 3,1 uM

Fur weitere rontgenkristallographische Untersuchungen von hGR-LBD Varianten mit
Mutationen aus dieser Arbeit sind somit M752T-enthaltende Varianten lediglich fur die Ko-
Kristallisation mit NCoR geeignet. Die Ko-Kiristallisation von hGR-LBD (Agonist-
Konformation) und dem Coaktivator-Peptid TIF2 wirde dagegen durch die M752T-bedingte

Erniedrigung der Bindungsaffinitat erschwert werden.
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5 AbschlieRende Diskussion

5.1 Rationales Design einer hydrophilen Proteinoberflache

Der gefaltete Zustand eines Proteins wird von einer Hydrat-Hulle umgegeben, welche
Wasserstoffbriickenbindungen zur Molekiil-Oberflache ausbildet und somit das Protein in
Losung halt. Durch Optimierung dieser Wechselwirkungen sollte die L&slichkeit eines
Proteins verbessert werden konnen. Dies gelang bereits in mehreren publizierten Arbeiten, bei
denen mit Hilfe von zielgerichteter Mutagenese hydrophobe Aminosduren auf der
Proteinoberflache durch hydrophilere Reste ersetzt wurden (Dale et al., 1994; Dyda et al.,
1994; Jenkins et al., 1995; Malissard & Berger, 2001; Das & Georgiadis, 2001,
Mosavi & Peng, 2003; Avramopoulou et al., 2004; Trevino et al., 2007). Darlber hinaus kann
solch ein Austausch von exponierten hydrophoben Aminoséduren ebenfalls zu einer Erhéhung
der konformationellen Stabilitdat eines Proteins fiihren. Im Grunde sollte eine an der
Oberflache lokalisierte hydrophobe Aminosdaure im entfalteten und gefalteten Zustand des
Proteins in gleicher Weise Ldsungsmittel-exponiert vorliegen, wodurch sie keinen Einfluss
auf die konformationelle Stabilitat des Proteins (AGpy; siehe 1.1.1, 1.1.2; Formel 1, 2) hatte,
da die Entropie des Wassers bei beiden Zustanden um den gleichen Betrag gesenkt wirde.
Allerdings kann es vorkommen, dass ein hydrophober Rest im entfalteten Zustand des
Proteins insgesamt weniger Losungsmittel-exponiert vorliegt als im nativen Zustand, wodurch
der entfaltete Zustand begunstigt und die konformationelle Stabilitat des Proteins gesenkt
wird (,,reverser hydrophober Effekt*; Pakula & Sauer, 1990). In Ubereinstimmung mit dieser
Uberlegung konnte bereits in mehreren Arbeiten durch den Austausch von hydrophoben
Resten auf der Proteinoberfliche eine Stabilisierung eines Proteins erzielt werden
(Tamura & Sturtevant, 1995; Strub et al., 2004).

Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte versucht werden durch die Erhéhung der Anzahl an
exponierten  hydrophilen  Aminosdureresten, die Loslichkeit und Stabilitdit von
hPCSK9%**%(S386A) zu verbessern. Da zu diesem Zeitpunkt des Projekts noch keine
experimentell ermittelten Strukturen zur Verfugung standen, wurden mehrere Homologie-
Modelle mit Hilfe unterschiedlicher Templat-Strukturen und Modellierungs-Programme
erstellt.  Die  Uberpriifung dieser Modelle mit den mittlerweile  verfiigbaren
Rdntgenkristallstrukturen des Proteins (Cunnigham et al., 2007; Hampton et al., 2007; Piper
et al., 2007) zeigte, dass die exponierten Aminosauren gut vorhergesagt wurden (Tabelle 6).
Die auf Grundlage dieser Modelle hergestellte Mutante hPCSK93°4(S386A)°", bei der 15
exponierte Reste (Trp, Phe, Tyr, Val, Leu, Thr) durch hydrophilere Aminosauren (His, Glu,
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Ser) ausgetauscht wurden, konnte im Vergleich zum Wildtyp mit einer ca. 5-fach héheren
Ausbeute aus der loslichen Zellfraktion von E. coli aufgereinigt werden. Daruber hinaus
wurde bei fraktionierten Prézipitationsexperimenten hPCSK9****(S386A)°" erst bei hoheren
Ammoniumsulfat-Konzentrationen ausgefallt als das wildtypische Protein (Abbildung 29). Es
kommt demnach durch die erh6hte Anzahl an polaren Resten auf der Oberflache wie erwartet
zu einer verbesserten Hydratisierung des Molekuls, wodurch die Léslichkeit in vivo und in
vitro erhoht wird. Andererseits zeigte sich allerdings, dass die Mutationen zu einer
Destabilisierung des Proteins filhrten, da hPCSK9%:***(S386A)°" bereits bei niedrigeren
Harnstoff-Konzentrationen denaturierte als das wildtypische Protein (Abbildung 30). Man
muss demnach davon ausgehen, dass einige der hydrophoben Aminosduren auf der
Oberflache des wildtypischen hPCSK9%°4(S386A) Proteins zu dessen Stabilitat beitragen.
Diese Beobachtung widerspricht der generellen Annahme, dass lediglich hydrophobe
Aminosaurenreste im Proteinkern aufgrund des hydrophoben Effekts einen signifikanten
Beitrag zur konformationellen Stabilitat eines Proteins haben. Allerdings wurde bereits in
mehreren anderen Arbeiten beschrieben, dass hydrophobe Aminosauren der Proteinoberfléache
durch Interaktionen mit hydrophoben Teilen benachbarter polarer Reste einen wichtigen
Beitrag zur konformationellen Stabilitat eines Proteins leisten kénnen (van den Burg et al.,
1994; Frigerio et al., 1996). Daruber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der
hohen Anzahl an eingefilhrten Mutationen in hPCSK9****(S386A)™", es zum Teil zu
destabilisierenden Wechselwirkungen zwischen den neuen Resten und Aminosauren der
Umgebung kommen kann (z.B. durch repulsive Krafte aufgrund von kollidierenden van-der-
Waals Radii oder elektrostatische Abstof3ung durch neu eingefiihrte Glutamate).

Nichtsdestotrotz kann abschlielend festgestellt werden, dass der beschriebene Ansatz eine
erfolgsversprechende Vorgehensweise zur Erhohung der Loslichkeit eines Proteins darstellt.
Wie bereits erwahnt wurde, gibt es hierflir auch bereits zahlreiche Beispiele in der Literatur.
Welche Konsequenzen die eingefiihrten hydrophilen Reste auf der Oberflache allerdings auf
die konformationelle Stabilitat des Proteins haben ist ungewiss und muss, wie gezeigt wurde,

im Einzelfall genau Uberprift werden.
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5.2 Erh6hung der Loslichkeit und Stabilitat von Proteinen durch gelenkte
Evolution mit Hilfe von eGFP als Faltungsreporter und
Durchflusszytometrie als Hochduchsatz Screening-Verfahren

Um Eigenschaften von Proteinen, wie z.B. die Stabilitat oder auch die katalytische Aktivitéat,
zu verandern, haben sich neben rationalem Design in den letzten Jahren immer mehr auch
verschiedene Methoden der gelenkten Evolution etabliert. Hierbei werden die Prozesse,
welche in der Natur zur Anpassung von Proteinen an unterschiedliche Bedingungen
verwendet werden, im Labor imitiert (Arnold, 1998). Mit Hilfe solcher Ansédtze konnten
mittlerweile in vielen Fallen Proteine fiir die unterschiedlichsten Zwecke mafigeschneidert
werden. Hierbei gelang beispielsweise die Variation der Substratspezifitat (Fasan et al., 2008)
oder Enantioselektivitit (Reetz et al., 2004) von Enzymen, die Erh6hung der Toleranz von
Proteinen gegenuber organischen Losungsmitteln (Moore & Arnold, 1996), die Verbesserung
schwacher enzymatischer Aktivitaten (Rothlisberger et al., 2008) oder die Erhéhung der
Stabilitat von Proteinen (Kather et al., 2008).

Mit Hilfe der mittlerweile vielfaltigen molekularbiologischen Werkzeuge kdénnen die
Mechanismen der Evolution — Diversifizierung durch Mutagenese gefolgt von Selektion —im
Detail im Labor nachempfunden werden. So kann zunéchst das fir das Zielprotein kodierende
Gen durch molekularbiologische Methoden (z.B. error prone PCR - Leung et al., 1989;
DNA-Shuffling - Stemmer et al., 1994a,b oder PCR mit degenerierten Primern - Neylon,
2004; Reetz et al., 2008) oder chemische Gen-Synthese (kommerziell erhéltlich durch z.B.
Sloning BioTechnology GmbH (Puchheim); GeneArt AG (Regensburg): siehe Scott et al.,
2009) mit globaler oder lokaler Randomisierung hergestellt werden. Entscheidend bei der
gelenkten Evolution ist es anschlieBend, mit Hilfe einer geeigneten Selektions- oder
Screening-Methode die gewdinschten Proteinvarianten aus dem grofen Repertoire an
erzeugten Mutanten, zuverlassig aussortieren zu kénnen. So sollte mit Hilfe des gewahlten
Selektions- oder Screening-Verfahrens eine hohe Anzahl an Varianten analysierbar sein, da
bereits nach Einfihrung weniger Mutationen in ein Protein eine extrem hohe Diversitat
erzeugt wird. So entstehen bei Gen-Synthese mit kompletter Randomisierung (Kodierung
aller 20 proteinogenen Aminosauren) von zwei, drei bzw. n Positionen 4-10%, 8-10* bzw. 20"
unterschiedliche Varianten. Auch durch error prone PCR hergestellte Genbanken, deren
Grolle durch die Transformationseffizienz der zur Praparation benutzten E. coli Zellen
beschrankt wird, kénnen tiber 10° Varianten beinhalten (Tobias, 2003). Zur Untersuchung
einer so grofRen Anzahl an Varianten sind Selektions-Methoden sehr giinstig. Hierbei werden

Funktionen in vivo analysiert, bei denen das Zielprotein auf die Fahigkeit getestet werden
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kann, metabolische Defekte zu komplementieren (Jirgens et al., 2000) oder Toxine
abzubauen (Hoseki et al., 1999). Da somit nur solche Mutanten Uberleben sollten, welche die
gewdlnschten Eigenschaften zeigen, konnen innerhalb eines Experiments sehr viele Varianten
untersucht werden. Da allerdings nur relativ wenige Proteinfunktionen an das Uberleben eines
Organismus gekoppelt werden konnen, stehen fir viele Fragestellungen keine Selektions-
Methoden zur Verfiigung. In solchen Fallen muss auf Screening-Verfahren zurtickgegriffen
werden. Hierbei werden die Eigenschaften aller in der Bank enthaltenen Varianten einzeln
analysiert und bewertet, was den ganzen Prozess deutlich aufwendiger macht und in der Regel
verlangsamt. Screening-Verfahren beruhen oftmals auf der Detektion eines kolorimetrischen
oder fluoreszierenden Signals mit Hilfe von Mikrotiterplatten-Lesern, wobei in einem
verniinftigen Zeitrahmen lediglich 10% - 10* Varianten untersucht werden konnen (Jackel et
al., 2008). Die Etablierung von Hochdurchsatz-Verfahren zum Screening von Banken wirde
also die Effizienz von gelenkter Evolution deutlich steigern. So gewann die
Durchflusszytometrie, bei der mehr als 10* Ereignisse/sek analysiert werden koénnen, als
Screening-Verfahren bei der gelenkten Evolution von enzymatischen Aktivitaten in letzter
Zeit immer mehr an Bedeutung (Bershtein & Tawfik, 2008; Yang & Withers, 2009). Da mit
Hilfe dieser Methode lediglich Zellen sortiert werden kénnen, wurden mehrere Systeme zur
Kopplung der Zell-Fluoreszenz an die gewinschte Enzym-Funktion etabliert. Beispielsweise
gelang dies indem der Zell-Export eines fluoreszierenden Substrates durch die gewlinschte
Enzymaktivitat verhindert wurde (Aharoni et al., 2006) oder die fluoreszierenden Produkte
auf der Zell-Oberflache fixiert wurden (Becker et al., 2007; Lipovsek et al., 2007). Eine
weitere Mdoglichkeit zur Kopplung des Geno- und Ph&notyps von Enzym-Varianten stellen die
in vitro Kompartimentierung der Enzym-produzierenden Zelle (Aharoni et al., 2005) oder ein
in vitro Transkriptions/Translationssystem (Mastrobattista et al., 2005) mit dem
fluoreszierenden Enzym-Produkt in Wasser-Ol-Wasser Emulsions-Tropfchen dar, welche
anschlieend mit Durchflusszytometrie analysiert und sortiert werden kénnen (Miller et al.,
2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun versucht Durchflusszytometrie als Hochdurchsatz
Screening-Methode bei der gelenkten Evolution von Proteinen hin zu hoher Loslichkeit und
Stabilitdt zu verwenden. Als Reporterprotein in vivo wurde hierbei ein C-terminal an das
Zielprotein fusioniertes eGFP benutzt. Die Verwendung von eGFP als Faltungsreporter in
vivo ist bereits mehrfach in der Literatur beschrieben, wobei in der Regel verschiedene eGFP-
Fusionsproteinvarianten Uber die Fluoreszenz von auf Agar-Platten gewachsenen E. coli

Kolonien analysiert wurden. Hierbei konnten in der Regel lediglich 1-4-10* Varianten
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untersucht werden (Waldo et al., 1999; Kawasaki & Inagaki, 2001; Pedelacq et al., 2002; Li
et al., 2009). Mit Hilfe von Durchflusszytometrie kénnte im Gegensatz dazu ein Vielfaches an
Zellen schnell und zuverléssig analysiert werden. Diese VVorgehensweise wurde bisher erst in
einer veroffentlichten Arbeit zur Identifikation einer I6slicheren Variante der TEV-Protease
benutzt (van den Berg et al., 2006). Hierbei konnte die Reinigungs-Ausbeute des Proteins aus
der l6slichen Zellfraktion von E. coli ca. 5-fach gesteigert werden. Die Stabilitat der
erhaltenen Proteinvariante wurde nicht n&her charakterisiert.

Zur Etablierung gelenkter Evolution hoher Proteinléslichkeit und Proteinstabilitat mit Hilfe
von eGFP als Faltungsreporter und Durchflussyztometrie als Screening-Verfahren wurde in
der vorliegenden Arbeit ein leistungsfahiges MoFlo® Zytometer verwendet, mit dessen Hilfe
bis zu 70.000 bzw. 20.000 Zellen/sek analysiert bzw. sortiert werden konnen. Zundchst
wurden unterschiedliche Expressionsbedingungen der eGFP-Fusionsgene getestet. Hierbei
zeigte sich, dass das von Waldo et al. (1999) beschriebene System (induzierbare Expression
mit Hilfe der T7-Polymerase) die optimale Expressionsbedingung darstellte. Durch keines der
untersuchten eGFP-fusionierten Proteine hKAS, hPCSK9***4(S386A) und hGR-LBD konnte
bei starker oder schwacher konstitutiver Expression eine konstante Zell-Fluoreszenz erhalten
werden, weswegen sich diese Systeme nicht zur schrittweisen Anreicherung von stark
fluoreszierenden Zellen eigneten (Abbildung 31, 32).

Bei den Expressions-Tests wurde zum Teil proteolytischer Abbau der eGFP-Fusionsproteine
in vivo beobachtet, was mdglicherweise die Analyse der Proteinléslichkeit in vivo storen
konnte, da losliche eGFP-beinhaltende Abbauprodukte zu einer hohen Hintergrund-
Fluoreszenz fihren konnten. Um die Proteolyse-Anfalligkeit zu unterbinden, wurde
exemplarisch der flexible Linker zwischen dem Zielprotein tmHisF und eGFP versuchsweise
von 13 auf 3 Aminosduren verkdrzt. Die Lange von Linkern zwischen zwei Doméanen kann
allerdings erheblichen Einfluss auf deren Faltung und Funktion ausiiben (Wriggers et al.,
2005). So zeigte die Fusionsproteinvariante mit verkirztem Linker keine Fluoreszenz mehr
(Abbildung 34), weshalb der ursprunglich benutzte GGRAGSAAGSGEF-Linker beibehalten
wurde.

Trotz der beobachteten Proteolyse-Anfalligkeit konnte nach induzierter Genexpression die
unterschiedliche  Loslichkeit  verschiedener  Proteine  (Positivkontrolle:  tmHisF;
Negativkontrolle: hKAS) (Abbildung 33) bzw. Proteinvarianten (hGR-LBD, hGR-
LBD(F602S)) (Abbildung 37) sensitiv mit Hilfe des MoFIo® Zytometers abgebildet werden.
Anreicherungstests mit dem Gerat zeigten zudem, dass stark fluoreszierende Zellen mit einem

I6slichen eGFP-Fusionsprotein aus einem zuvor festgelegten Sortier-Bereichs nach bereits
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einer FACS-Runde (ber 100-fach angereichert werden konnten (Abbildung 35). Als
Zielprotein zur gelenkten Evolution hoher Loslichkeit und Stabilitdt wurde die Ligand-
Bindungsdomédne des humanen Glucocorticoid-Rezeptors (hGR-LBD), welche ohne
stabilisierende Mutation und Hisg-Glutathion-S-Transferase (Hisg-GST)-Tag, nicht 16slich in
E. coli hergestellt werden kann (Bledsoe et al., 2002) ausgewéhlt. Dieses Protein schien fur
die geplante Optimierung geeignet, da es fusioniert an eGFP nur eine sehr niedrige
Fluoreszenz in vivo zeigte, wodurch ein groRes Potential fir Verbesserungen vorlag
(Abbildung 37). Dartber hinaus ist mit F602S bereits eine stabilisierende Mutation in hGR-
LBD (Bledsoe et al., 2002) bekannt, welche als Positivkontrolle benutzt werden konnte
(Abbildung 37).

Mit Hilfe des MoFIlo® Zytometers gelang die Anreicherung stark fluoreszierender Zellen aus
E. coli Kulturen, welche verschiedene hgr-Ibd-egfp Genbanken exprimierten (Abbildung 44).
Bei naherer Analyse der angereicherten Zellen und der darin enthaltenen Konstrukte, konnten
neben falsch positiven Ursachen fir hohe Zell-Fluoreszenz — &hnlich wie in Cabantous et al.
(2008) beschrieben: Verkirzungen auf Genebene durch Deletion im Zielgen gefolgt von
einem Stoppcodon oder kompletter Verlust des Zielgens (siehe 4.3.2.1, 4.3.2.2; Abbildung 42,
45) flhrt zu alternativer Translation von stark fluoreszierendem eGFPwt — insgesamt flinf
hGR-LBD-eGFP Varianten (A5-1- A5-4, A8) mit 30 Aminosaurenmutationen identifiziert
werden (Tabelle 12). Einerseits zeigten diese Varianten bei Retransformation der
entsprechenden Konstrukte in E. coli eine erhdhte Fluoreszenz in vivo (Abbildung 46),
andererseits wurden sie allerdings tberraschenderweise in Abwesenheit von eGFP als Hisg-
GST-Fusionsproteine nicht loslicher in E. coli hergestellt als wildtypisches hGR-LBD
(Abbildung 48). Daraus kann geschlossen werden, dass vermutlich einige der Mutationen
zwar die Fluoreszenz von fusioniertem eGFP erhohen, gleichzeitig aber einen negativen
Effekt auf die Loslichkeit von Hisg-GST-hGR-LBD austiben. Der Einfluss der Mutationen
scheint demnach zu einem gewissen Grad vom Fusionspartner abhangig zu sein. Die hGR-
LBD Fusionspartner eGFP und Hisg-GST unterscheiden sich in ihrer Lokalisation (eGFP: C-
terminal; Hisg-GST: N-Terminal) und in ihrem Oligomerisierungsgrad (eGFP = Monomer —
Tsien et al., 1998; GST = Homodimer - McTigue et al., 1995; Waugh, 2005), weshalb solche
Effekte nicht ausgeschlossen werden kénnen. Daneben konnten Mutationen in hGR-LBD-
eGFP identifiziert werden, welche zu einem falsch positiven Artefakt und nicht zu einer
verbesserten Léslichkeit von hGR-LBD-eGFP fuhren. Zum Einen fuhrt Q738H in hGR-LBD
zu einer erhohten Proteolyse-Anfalligkeit (Abbildung 50), wodurch es bei der Herstellung von

hGR-LBD-eGFP vermutlich zu einer vermehrten Abspaltung des stark fluoreszierenden
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eGFPwt kommt. Zum Anderen kommt es bei Einfiihrung von M560K in hGR-LBD-eGFP zu
einer starken Erh6éhung der Fluoreszenz der unl6sliches Fusionprotein enthaltenden inclusion
bodies in E. coli (Abbildung 51). Anders als in der Literatur zum Teil beschrieben wird
(Garcia-Fruitos et al., 2007) ist dies in diesem Fall aber kein Signal fiir ,,konformationelle
Qualitdt”, da eindeutig gezeigt werden konnte, dass M560K zu einer Erniedrigung der
Loslichkeit und der konformationellen Stabilitdt von hGR-LBD fihrt (Abbildung 53, 57).
Insgesamt konnten somit flinf unterschiedliche Quellen falsch positiver Artefakte bei
Benutzung von eGFP als Faltungsreporter in vivo identifiziert werden. Die Ursachen fur diese
Artefakte und die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden zu deren Identifikation sind in

Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Falsch positive Artefakte beim Screening nach stark fluoreszierenden eGFP-Fusionsproteinen

in vivo.

Die falsch positiven Artefakte werden jeweils in den angegebenen Kapiteln naher erléutert.

Artefakt auf
Genebene

Ursache

Konsequenz

Identifikation

1. Stoppcodon
im Zielgen
(siehe 4.3.2.1)

Deletion durch
error prone PCR

hohe Fluoreszenz durch
Translation von egfp ohne/
mit stark verkirztem
Fusionspartner

Analytisches FACS-Histogramm zeigt
heterogene Zell-Population
(Abb. 41)

2. Verkirztes
Zielgen
(siehe 4.3.2.2)

Rekombination/
Klonierungsartefakt

hohe Fluoreszenz durch
Translation von egfp ohne/
mit stark verkirztem
Fusionspartner

Kolonie-PCR nach FACS-
Anreicherung: Amplifikationsprodukt
ist zu kurz

(Abb. 45)

Artefakt auf
Proteinebene

3. Verkirztes
Protein
(siehe 4.3.4)

Erhéhte Proteolyse-
Anfalligkeit durch
eingefiihrte Mutation

hohe Fluoreszenz durch
eGFP ohne Fusionspartner

SDS-PAGE nach Probeexpression des
Zielproteins zeigt deutliche
Abbaubande (Abb. 50)

4, Stark fluoreszierende
inclusion bodies
(siehe 4.3.5.2)

Effizientere Ausbildung des
eGFP-Chromophors durch
eingefiihrte Mutation

Uberproportional starke
Fluoreszenz in der
unléslichen Zellfraktion

Fluoreszenz-Mikroskopie:
starke Fluoreszenz an den
Zell-Polen (Abb. 51)

5. Keine Korrelation
zwischen Loslichkeit des
Zielproteins und eGFP-
Fluoreszenz

(siehe 4.3.3.2)

Erhéhung der eGFP-
Fluoreszenz durch
Mutation im Zielprotein

keine erhohte Loslichkeit
der Mutante nach
Entfernung von eGFP

Probeexpression der sortierten Variante
ohne eGFP: keine verbesserte
Loslichkeit (Abb. 48)
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Nichtsdestotrotz konnten nach Vereinzelung von 14 Mutationen aus den funf hGR-LBD-
eGFP Varianten vier Aminosaurenaustausche (A605V, V702A, E705G, M752T) identifiziert
werden, welche &hnlich wie die in der Literatur beschriebene Mutation F602S (Bledsoe et al.,
2002) zu einer erhohten loslichen Herstellung von Hisg-GST-hGR-LBD fiihren (Abbildung
50). Wie sich herausstellte, kénnen diese Mutationen sowohl die Loslichkeit (Abbildung 53)
und die konformationelle Stabilitat (Abbildung 57) von hGR-LBD als auch die Fluoreszenz in
vivo von hGR-LBD-eGFP (Abbildung 52) additiv verbessern. Die ermittelte Loslichkeit bzw.
Stabilitdt von den hGR-LBD Varianten mit diesen Mutationen in unterschiedlicher
Kombination korrelierte hierbei eindeutig mit der durch das MoFIo® Zytometer ermittelten
Zell-Fluoreszenz durch die entsprechenden hGR-LBD-eGFP Varianten (Abbildung 54, 58).
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass mit Hilfe des MoFlo® Zytometers eine
hohe Anzahl an Proteinvarianten zlgig analysiert und sortiert werden konnte. Aufgrund der
beobachteten Korrelation zwischen der Fluoreszenz in vivo der eGFP-fusionierten Proteine
und der Loslichkeit bzw. Stabilitdt der Proteine in Abwesenheit von eGFP empfiehlt sich
dieses VVorgehen auch zur Verbesserung anderer Proteine. Bei der Anreicherung und Analyse
von fluoreszierenden Zellen bzw. eGFP-Fusionsproteinen missen allerdings die in Tabelle 17
beschriebenen falsch  positiven Artefakte bericksichtigt werden. Eine optimale
Vorgehensweise zur zlgigen ldentifikation vorteilhafter Mutationen auf Grundlage der in
dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse ist in Abbildung 70 gezeigt.
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Abbildung 70: Schematische Darstellung des Vorgehens zur Verbesserung der Loslichkeit und Stabilitat
eines Proteins mit Hilfe von eGFP als Faltungsreporter und Durchflusszytometrie als Hochdurchsatz
Screening-Methode.

Falsch positive Artefakte sind mit der in Tabelle 17 gezeigten Nummerierung markiert. Die Verwerfung einer
Variante ist mit einem X gekennzeichnet.

Nach Randomisierung des flr den Wildtyp oder flr eine verbesserte Variante des Zielproteins kodierenden Gens
kénnen mehrere FACS-Anreicherungsrunden stark fluoreszierender Mutanten in vivo durchgefiihrt werden.
Nach Ausschluss der falsch positiven Artefakte auf Genebene - Stoppcodon im Zielgen (vgl. Tabelle 17:
Artefakt 1) bzw. Gen-Verlust (vgl. Tabelle 17: Artefakt 2) - sollten einzelne Mutanten nochmals hinsichtlich
ihrer Fluoreszenz in vivo mittels Durchflusszytometrie getestet werden. Nach Ausschluss falsch positiver
Artefakte durch stark fluoreszierende inclusion bodies (vgl. Tabelle 17: Artefakt4) mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie konnen isolierte Mutanten bzw. Einzel-Varianten der durch Sequenzierung identifizierten
Mutationen, nach Klonierung der entsprechenden Gene in pER14 bzw. pERN7, in Abwesenheit von eGFP
analysiert werden. Nach Probeexpression der entsprechenden Konstrukte in E. coli kann die Menge an
hergestelltem Zielprotein in der l6slichen Zellfraktion quantifiziert werden. Dadurch kdénnen optimierte
Mutanten identifiziert und weitere Artefakte auf Proteinebene - verkirzte Proteine durch gesteigerte Proteolyse-
Anfélligkeit (vgl. Tabelle 17: Artefakt 3) bzw. Erhdhung der eGFP-Fluoreszenz durch Mutation im Zielprotein
(vgl. Tabelle 17: Artefakt 5) - ausgeschlossen werden. Mit Hilfe der fiir die Loslichkeit vorteilhaften Mutationen
kann das Zielprotein gereinigt werden, woraufhin die konformationelle Stabilitat charakterisiert werden kann.
Loslichere  und stabilere  Proteinmutanten  kdnnen anschlieBend zur  Strukturaufkldrung — mittels
Réntgenkristallographie verwendet werden. Zur weiteren Verbesserung der Zielproteinvarianten kann nach
Randomisierung der kompletten Sequenz bzw. einzelner Positionen eine neue Screening-Runde begonnen
werden.
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Um hGR-LBD weiter zu verbessern, konnten neue hgr-lbd Genbanken hergestellt und nach
optimierten Varianten durchsucht werden, bei denen mit Hilfe von degenerierten Primern die
fir die Positionen F602, A605, V702, E705 und M752 kodierenden Codone komplett
randomisiert wurden. Dadurch koénnte diejenige hGR-LBD Mutante identifiziert werden,
welche die optimalen Austausche an diesen sensitiven Stellen aufweist.

Um in Zukunft die beschriebenen falsch positiven Artefakte zu vermeiden, kdnnte alternativ
zu eGFP das in der Literatur beschriebene Split-GFP (Cabantous et al., 2005;
Cabantous & Waldo, 2006) als Faltungsreporter-System benutzt werden. Hierbei wird das
Zielprotein lediglich mit B-Strang 11 einer Superfolder GFP-Variante (Pedelacq et al., 2006)
fusioniert, wobei das restliche Superfolder-GFP koexprimiert wird. Hierdurch wirden
weniger Wechselwirkungen zwischen Zielprotein und Faltungsreporter bestehen, wodurch
eGFP-abhéangige Mutationen (vgl. Tabelle 17: Artefakt 5) vermieden werden kénnten. Auch
die Ausbildung stark fluoreszierender inclusion bodies (vgl. Tabelle 17: Artefakt 4) erscheint
bei diesem System unwahrscheinlich, wodurch zumindest zwei der funf beschriebenen falsch

positiven Artefakte (Tabelle 17) ausgeschlossen werden kénnten.

5.3 Loslichere und stabilere Mutanten der Ligand-Bindungsdomane des
Glucocorticoid-Rezeptors

Die Ligand-Bindungsdoméne des humanen Glucocorticoid-Rezeptors (hGR-LBD) st
Angriffspunkt vieler Medikamente mit z.B. anti-inflammatorischer Wirkung wie Cortisol,
Dexamethason oder Prednisolon, welche spezifisch an das Protein binden und seine Aktivitat
als Transkriptionsfaktor beeinflussen (Golan, 2005). hGR-LBD stellt somit ein interessantes
Zielprotein in der pharmazeutischen Forschung dar. Die Strukturaufklarung dieses Proteins
mit gebundenen neuen Ligand-Leitstrukturen ist hierbei ein wichtiger Zwischenschritt bei der
Etablierung neuer Wirkstoffe (Danley et al., 2006). Zur Erzeugung von Proteinkristallen fiir
diesen Zweck sind homogene, hochkonzentrierte Proteinldsungen noétig (Durbin & Feher,
1994). Bedauerlicherweise kann allerdings wildtypisches hGR-LBD nicht heterolog in E. coli
hergestellt werden, da sich hierbei das Protein komplett in der unldslichen Zellfraktion
befindet. Erst mit Hilfe der rational eingefuhrten Mutation F602S (Bledsoe et al., 2002;
Kauppi et al., 2003; Suino-Powell et al., 2008) bzw. F602Y (Biggadike et al., 2008; Madauss
et al., 2008) konnte hGR-LBD so weit stabilisiert werden, dass sowohl die Reinigung als auch
die Rontgenkristallstrukturanalyse des Proteins mit verschiedenen Liganden mdéglich wurde.
Allerdings kann hGR-LBD(F602S) lediglich mit einer Ausbeute von ca. 0,20 mg Protein/ g
Biomasse aus E. coli aufgereinigt werden (siehe Anhang 7.4; Tabelle Al), was die
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Proteinherstellung zur Kiristallisation sehr aufwendig macht. Die Identifikation anderer
Mutationen, welche die Loslichkeit und Stabilitat von hGR-LBD weiter erhéhen, wirde somit
die heterologe Herstellung in E.coli bzw. die Rontgenkristallstrukturanalyse deutlich
erleichtern. Dartiber hinaus kénnte durch den Vergleich von verschiedenen Proteinvarianten
der Einfluss der stabilisierenden Mutationen im Detail abgeschétzt und nur solche Varianten
zur Ko-Kristallisation mit neu identifizierten Liganden benutzt werden, bei denen keine zu
starken strukturellen Verdnderungen durch die Mutationen induziert werden.

Mit der in 4.3 gezeigten und in 5.2 zusammengefassten Vorgehensweise konnten in der
vorliegenden Arbeit insgesamt vier vorteilhafte Mutationen — A605V, V702A, E705G und
M752T —in hGR-LBD identifiziert werden, welche vereinigt zu einer ca. 26-fachen
Steigerung der Reinigungsausbeute des Proteins aus der loslichen Zellfraktion von E. coli
fihren (siehe Anhang 7.4; Tabelle Al) und erstmals die Reinigung des Proteins ohne die
Mutation von F602 ermdglichten.  Fraktionelle  Prazipitationsexperimente  mit
Ammoniumsulfat zeigten, dass bei Einfuhrung dieser Mutationen auch die Loslichkeit in vitro
von hGR-LBD deutlich verbessert wird (Abbildung 59). Dariiber hinaus fuhren A605V,
V702A und E705G vereinzelt und additiv zu einer héheren konformationellen Stabilitét
sowohl der Agonist- als auch der Antagonist-Konformation. M752T stabilisiert exklusiv die
Agonist-Konformation, wéhrend die Stabilitat der Antagonist-Konformation nicht beeinflusst
wird (Abbildung 57; Tabelle 15). Bei Vereinigung aller vier Mutationen erhéht sich die
apparente Schmelztemperatur (Ty*") beider Konformationen um ca. +8 °C (Abbildung 57;
Tabelle 15), ohne dass der Oligomerisierungsgrad, die Sekundar- oder die Tertidrstruktur
signifikant verandert wird (Abbildung 60, 61, 62). Aufgrund der verbesserten Stabilitat und
Loslichkeit in vivo bzw. in vitro wird die Herstellung hoch konzentrierter, homogener
Proteinpréparationen vereinfacht, was einen ginstigen Ausgangspunkt fir die Erzeugung von
Proteinkristallen mit hoher Qualitét darstellt (Durbin & Feher, 1994).

So konnte die Rontgenkristallstrukturanalyse von GR-LBD aus der Maus (mGR-LBD) nach
Einflihrung der entsprechenden Mutationen zu A605V, V702A und E705G (A611V, V708A
und E711G) deutlich optimiert werden (siehe 4.3.5.8.2). Die Struktur von
MGR-LBD(A611V+V708A+E711G) mit einer Auflésung von 1,5 A stellt die bis dato am
hochsten aufgeldsteste Struktur von GR-LBD Strukturen tiberhaupt dar, liefert neue Einblicke
in atomare Details (Abbildung 66) und ist die einzig verfugbare GR-LBD Struktur ohne eine
Mutation von F608 (Abbildung 67). Somit konnte in diesem Fall, &hnlich wie in anderen
Arbeiten (Dyda et al., 1994; Jenkins et al., 1995; Das & Georgiadis, 2001; Pedelacq et al.,
2002; Yang et al. 2002; Yang et al. 2003; Serrano-Vega et al., 2008; Warne et al., 2008), die
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Strukturaufklarung eines urspriinglich problematischen Proteins durch Einfuhrung von
Mutationen, welche die Loslichkeit bzw. Stabilitdt erhohen, signifikant erleichtert bzw.
verfeinert werden.

Durch Vergleich der Strukturen von mGR-LBD(F608S) (Auflésung: 1,9 A) und mGR-
LBD(A611V+V708A+E711G) kénnen die stabilisierenden Effekte der einzelnen Mutationen
erklart werden. So wird durch F608S in der Agonist-Konformation des Proteins ein
stabilisierendes Wasserstoffbriickennetzwerk etabliert, ahnlich wie dies bereits von Kauppi et
al. (2003) fir die Antagonist-Konformation beschrieben wurde (Abbildung 67). A611V
(= A605V in hGR-LBD) ist Teil der Ligand-Bindungstasche (Abbildung 64) und optimiert
den van-der-Waals Kontakt zwischen Protein und Ligand (Abbildung 66c), ohne dabei die
Konformation der anderen Ligand-bindenden Reste zu beeinflussen (Abbildung 66b).
Hierdurch kann der stabilisierende Effekt von A611V erklért werden, da die konformationelle
Stabilitét eines Proteins bei affinerer Bindung eines Liganden generell durch die resultierende
starkere Populierung des nativen Zustandes erhoht wird (Brandts & Lin, 1990;
Waldron & Murphy, 2003; Matulis et al., 2005). Die Zugabe von stark bindenden Liganden
ist eine weit verbreitete VVorgehensweise um Proteine so weit zu stabilisieren, dass sie in
grofRen Mengen aufgereinigt und zur Kristallisation verwendet werden kdnnen (Elleby et al.,
2004; Vedadi et al., 2006; Hassel et al., 2006). V708A und E711G (=V702A und E705G in
hGR-LBD) sind beide Oberflachen-exponiert und liegen in einer flexiblen Region zwischen
a-Helix 9 und 10 von GR-LBD, welche bei allen veroffentlichten Kristallstrukturen hohe B-
Faktoren aufweist (Abbildung 68). Wie in der Arbeit von Reetz et al. (2006) gezeigt wurde,
kann die Optimierung von Bereichen mit hohen B-Faktoren durch Mutagenese zu einer
deutlichen Stabilisierung eines Proteins flihren. Neben einer verbesserten Hydratisierung und
o-Helix-Ausbildung durch V708A (siehe 4.3.5.8.3), erfolgt die Stabilisierung des Proteins
vermutlich durch Erniedrigung der Seitenketten-Entropie von E711G, wodurch womdglich
die korrekte Orientierung von o-Helix 9 und 10 gefordert wird. Die Absenkung der
Oberflachen-Entropie kann zudem zu einer Erhéhung der Kristallisationstendenz des Proteins
fuhren (Derewenda & Vekilov, 2005). Der Effekt von M758T (= M752T in hGR-LBD)
konnte strukturell nicht erklart werden, da diese Mutation wegen ihrem negativen Einfluss auf
die Bindung des Coaktivator-Peptids TIF2 an die Agonist-Konformation (siehe Tabelle 16)
nicht in das zur Strukturaufklarung benutzte Protein mit eingefiigt wurde. Bei zukunftiger
Strukturaufklarung der Antagonist-Konformation von hGR-LBD mit dem Corepressor-Peptid
NCoR konnen allerdings hGR-LBD Varianten mit M752T verwendet werden, da die Bindung
von NCoR durch die Mutation nicht beeintrachtigt wird. M752T liegt in der fur die
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Coaktivator-Bindung verantwortlichen a-Helix 12 von hGR-LBD (Abbildung 69). Bei der
heterologen Expression in E. coli und bei den biophysikalischen Charakterisierungen des
Proteins in dieser Arbeit wurde kein Coaktivator zugesetzt, wodurch o-Helix 12
Losungsmittel-zuganglich vorliegt. Somit kann zumindest vermutet werden, dass das neu
eingeflhrte, hydrophile Threonin an Position 752, unter den angelegten Bedingungen, zu
einer verbesserten Hydratisierung des Proteins fihrt und damit die beobachtete Stabilisierung
bewirkt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die in dieser Arbeit identifizierten
Aminosdurenaustausche in  GR-LBD sehr nutzlich zur réntgenkristallographischen
Strukturanalyse des Proteins sind. Die Variation der vorteilhaften Mutationen ermdglicht die
Herstellung verschiedener GR-LBD-Mutanten mit erhohter Kristallisationstendenz, welche in
Zukunft zur Ko-Kristallisation mit neu entwickelten, pharmazeutisch relevanten Liganden

verwendet werden kdnnen.
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7 Anhang

7.1 Protokoll zur Zell-Sortierung mittels Durchflusszytometrie

Transformation von E.coli mit egfp-

—> ; :
Fusionsplasmiden

1. Herstellung frischer elektrokompetenter
E.coli BL21(DE3) Zellen (3.2.4)

2. Elektroporation der Zellen mit
Plasmid bzw. Plasmid-Gemisch
(Genbank/Anreicherung) (3.2.6)

v —
Transformationsansatz (1,5ml)

1ml 100 pl s
Analyse der Anzahl an unabhdngigen
Praparation der Expressionskultur (3.2.8.1) Transformanten in Expressionskultur (3.2.8.1)

(1. Inokulation von 50 mi LBy..-Medium 1. Verdiinnungsreihe in LB-Medium (10"-107)
(Vorkultur) 2. je 100ul auf LBy,,-Agar ausplattieren

2. Wachstum, GN 37°C (220 rpm) 3. Inkubation, (iN 37°C

3. Inokulation von 10 ml LB,,, auf OD,,=0,1 4. Kolonien auszahlen und Anzahl an
(Expressionskultur) angeimpften Transformanten (links)

4. Expression der mit egfp fusionierten Gene berechnen
(Expressionsbedingungen: s. 3.2.8.1)

g' Eg:::ff;rg:ﬁ\é%n(lOnahzlriﬂnfu;pg%si%r_\r) Anzahl an unabhangigen Transformanten sollte
; . , >10x hoher als Genbank-Grofe bzw. Anzahl an

\7' e el R db( FES sortierten Zellen der vorherigen Anreicherungs-

runde sein.
FACS-Analyse (3.2.9)

(1. Kalibrierung des MoFlo® Zytometers mit
fluoreszierenden Beads (6 pM)
Photomultiplier-Einstellungen:

FSC: 400V / SSC: 400V / FL1: 400V

2. Photomultiplier-Einstellungen verandern
FSC: 400V / SSC: 750V / FL1: 600V

3. Einfuhr der Expressionskultur in das
Zytometer (1:1000 in 1x PBS)

4. Analyse von 3-10° Ereignissen
(Flussrate: ~1,5-10° Zellen/sek)

5. Festlegung eines Sortier-Bereichs

FACS-Sortierung (3.2.9)

( Analyse von 10’-10° Zellen
(Flussrate: ~1,5-10" Zellen/sek)

>10x mehr als in der vorherigen
Anreicherungsrunde aussortiert wurden
— Sortierung der gewiinschten Zellen in
leeres Probenréhrchen

neue Anreicherungsrunde

“Resort”’ (3.2.9)

Einfuhr der gesammelten Zellsuspension in
das Zytometer

’1, Analyse aller gesammelten Zellen 1. Sortierung einzelner Zellen auf LB, -Agar
2. Sortierung desselben Sortier-Bereichs (Flussrate: ca. 500 Zellen/sek)
in 5 ml LB-Medium 2. Inkubation, N 37°C
3. Inokulation von 50 ml LB,, -Medium
4. Inkubation, GN 37°C (220 rpm)
S -
T Analyse einzelner Klone
Kolonie-PCR (3.3.2)
= Praparation der angereicherten Plasmide (3.3.7.1) Plasmid-Praparation (3.3.7.1)

Abbildung Al: Schematische Darstellung des VVorgehens bei einer FACS-Sortierung.
Malnahmen um sicherzustellen, dass bei der FACS-Analyse alle Varianten der Genbank bzw. der vorherigen
Anreicherungsrunde beruicksichtigt werden, sind blau dargestellt.
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7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration durch Fluoreszenz-
Spektroskopie

Nach  fraktionierter  Prazipitation mit Ammoniumsulfat (3.5.11) wurde die
Proteinkonzentration im I6slichen Uberstand (iber Fluoreszenz-Spektroskopie ermittelt. Um
sicherzustellen, dass in dem verwendeten Konzentrationsbereich die Fluoreszenz-Emission
linear proprotional zur Proteinkonzentration ist und somit ein innerer Filter-Effekt

ausgeschlossen werden kann, wurden folgende Eichgeraden erstellt.

a b
1000
hPCSK9"'**(S386A) 900 1 hGR-LBD
900 - (F602S+A605V+V702A+E705G+M752T)
800
800 -
N N 4
— 8 700
» 0 600 -
8 600 8
S S
3 500 S 500
w w 00 4
L 4004 2 4
® | T 300
3 0 5
200 - 560/
100 1001
0 0

0,00 0,05 0,0 0,5 0,20 0,25 0,30 0,35 040 045 0,50 0,55 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65

c(Protein) in Kiivette [uM] c(Protein) in Kiivette [pM]

Abbildung A2: Eichkurven zur Bestimmung der Proteinkonzentration durch Fluoreszenz-Spektroskopie.
a Die Emission von hPCSK9****(S386A) bei 344 nm nach Anregung mit 280 nm ist im 4.1.4.1 untersuchten
Bereich linear proportional zur Konzentration an eingesetztem Protein. Die Messungen erfolgten in 50 mM
Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0 bei RT. Bei jeder Probe wurde die Emission 1 min lang gemessen und gemittelt
(Schichtdicke der Kuvette: 1 cm; Photomultiplier-Spannung: 910 V).

b Die Emission von hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) bei 342 nm nach Anregung mit
280 nm ist im 4.3.5.6.1 untersuchten Bereich linear proportional zur Konzentration an eingesetztem Protein. Die
Messungen erfolgten in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, 50 uM Dexamethason, pH
7,9 bei RT. Bei jeder Probe wurde die Emission 1 min lang gemessen und gemittelt (Schichtdicke der Kivette:
1 cm; Photomultiplier-Spannung: 845 V).
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7.3 Multiples Sequenzalignment der mittels FACS isolierten hGR-LBD
Varianten

Die verwendete Ligand-Bindungs Doméne (LBD) des humanen Glucocorticoid-Rezeptors (hGR)
besteht aus den Aminosduren 521-777 des Proteins. Die folgenden hGR-LBD Varianten sind im
Vergleich zum Wildtyp gezeigt (siehe Tabelle 12 in 4.3.2.2):

A5-1 - A5-4:  Sequenzen der vier sortierten Varianten aus Anreicherung 5 bzw.7
A8: Sequenz aus Anreicherung 8 (re-amplifiziert durch OE-PCR)

Stille Mutationen sind gelb, Nukleotid-Austausche die zu Aminosauren-Austausche fihren sind grin
markiert. Es ist sowohl die Nukleotid- als auch die Aminosdure-Sequenz gezeigt. Stopp-Codone sind

durch * markiert.

Gen (1557+) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I | I | I I I | I I
As 521 525 530 535 540 545 550
| | | | | | |
Wildtyp ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC
M V PATULPQULTU®PTULV S LLEVIEUPEVTLYAGYUD S s V

A5-1 ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCGCTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC
M V PATUL P QUL T®PTULV S LLEVIEUPEV LY AG YD S s V
A5-2 ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC
M V PATULUPQULTUPTTULV S L L EV I E?PEV L Y AG Y D S s V
A5-3 ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTTTATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC
M V PATULPQULTU®PTULV S LLEV I EUPEV EYAGY YD S S V
A5-4 ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC
M V PATULPQULTU®PTULV S LLEVIEZPEV L Y AG YD S s V
A8 ATGGTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTC

MV PATULUPOQULTU?PTULV S L LEV I EPEV LY AG YD S s V

Gen (1557+) 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
I | I | I I I | I I
As 555 560 565 570 575 580 585
| | | | | | |
Wildtyp CAGACTCAACTTGGAGGATCATGACTACGCTCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGTGAAATGGGCARAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA
P DS TWURIMTTTULNMMLG GG RQV I A AV KWAI KA ATIUPSGT FRN

A5-1 CAGACTCAACTTGGAGGATCATGACTACGCTCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCGGCAGTGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA
P DS TWIRTIMTTTULNMMLG G RQV I AAVYV KW A AI KA ATIUZPSGT FIRN
A5-2 CAGACTCAACTTGGAGGATCATGACTACGCTCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGTGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA
P DS TWURIMTTTULNMMLG GG RQV I A AV KW AI KA ATIUPGT FRN
A5-3 CAGACTCAACTTGGAGGAACATGACTACGCTCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGCGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA
P DS TWRNMTTIULNMMLG GG RQV I A A A KW A AI KA ATIUPGT FRN
A5-4 CAGACACAACTTGGAGGATCATGTICTACGCCCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGTGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA
P DT TW®RTIMZ STEREBNMLGS G ROQVIAAVYV KWA AI KA ATIUPTGT FRN
A8 CAGACTCAACTTGGAGGATCAAGACTACGCTCAACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGTGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGGAA

P DS TWURIEKTTIULNMMLGS G RQV I A AV KW AI KA ATIUPSGT FRN

Gen (1557+) 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
I | I | I I I | I I
As 590 595 600 605 610 615
| | | | | |
Wildtyp CTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGCTCTGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAAC
L H L DDQMTTULIULIOQY S WM FILMATFA AILTGWI®R S Y R Q S S AN

A5-1 CTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGCTCTGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAAC
L H L DD QMTTULULGQY S WMV FILMATFA ATLGWU® RS Y R Q S S A N
A5-2 CTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGCTCTGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAAC
L H L DDQMTTULULIOQY S WMV FILMATFA ATLTGWU RS Y R Q S S AN
A5-3 CTTACACCTGGATGACCAAGTGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGCTCTGGGGTGGCGATCATATAGACAATCAAGTGCAGAC
L HL DD QWV¥ TULUL Q Y S WMV FILMATFA ATLTGWU®R S Y R Q S s A D
A5-4 CTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGCTCTGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAAC
L HL DD QMTTULULQY S WMV FILMATFA ATLTGWU®R S Y R Q S S AN
A8 CTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGTATTTGCTCTGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAAC

L H L DDQMTTLULIOQY S WMV FILMU V¥V FAILGWIZ RS Y R QS S AN
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Gen (1557+) 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
| | | | | | | | | |
AS 620 625 630 635 640 645 650
| | | | | | |
Wildtyp CTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTATTAATGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACACATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L LCF A P DL I I NEQ RMTULUPUCMYUDOQCIKUHMMTLY YV S S E

A5-1 CTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTACTAACGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACACATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L L C F A P DL I N E Q RM TUL P CM YD QCKUHMTILYV S S E

A5-2 CTACTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTATTAATGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACACATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L LCF A P DL I I NEQ RMTULUPUCMYUDOQCIKUHMMT LYYV S S E

A5-3 CTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTATTAATGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACACATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L LCF A P DL I I NEQRMTULUPC CMYUDOQCIKUHMMT LYYV S S E

A5-4 CTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTATTAATGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACGCATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L L CF A PDULTI I NZEOQ RMTTULUPTC CMY YD Q C K M L Y V S S E

A8 CTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTACTAACGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAAACACATGCTGTATGTTTCCTCTGAGT
L L C F A P D L I N E Q RM TTL P CM YD Q CIKHMTLY V S S E

Gen (1557+) 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
| | | | | | | | | |
AS 655 660 665 670 675 680 685
| | | | | | |
Wildtyp TACACAGGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGAAAACCTTACTGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HR L Q Vs Y EE Y LCMI KTULT LULTULS S V P KD GULI K S Q E L F

A5-1 TACACAGGCTACAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGA. CCTTACTGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HR L Q V S Y EE Y L C MK L L L L S S V P KD GULI K S Q E L F
A5-2 TACACAGGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGAAAACCTTACCGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HR L Q VS Y E E Y L CMI KT L L L §s S VvV P KD G L K S Q E L F
A5-3 TACACAGGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGAAAACCTTACTGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HR L Q VS Y EE Y LCMI KTTULULULULS SV P KDGULI K S Q E L F
A5-4 TACACAGGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGAAAACCTTACTGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HRLQV S Y EEYLCMI KTULULTULULS SV P KUDGULI K S Q E L F
A8 TACACAGGCTACAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGA. CCTTACTGCTTCTCTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATT
L HR L Q VS Y E E Y L C MK L L L L S s V P KDGTULI K S QE L F

Gen (1557+) 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
I | I | I I I | I I
AS 690 695 700 705 710 715
| | | | | |
Wildtyp TGATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I RMT Y I KEULGI KA ATIV I KU RETGNSS QNWOQURF Y Q L T

A5-1 TGATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCCAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I R M T Y I K E G K A I V KREGNS S QNWQRF Y Q L T
A5-2 TGATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGTCATGAGGGGAGGAAACTCCAGCCGGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I RMT Y I KEULGI KA ATIUV I R IA G N s s I N W Q R F Y Q L T
A5-3 TGATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGCCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I RMT Y I KEUL G K A I K R E G N S S Q NW QR F Y Q L T
A5-4 TGATGAAATTAGAATGACCTACATC! GAGCTAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGCAACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I R M T Y I WiA E L G K A I V KREGNS S QNWQRF Y QL T
A8 TGATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCCAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACA
D E I RMT Y I K E I G K A I V KREUGNS S QNWOQ RF Y QLT
Gen (1557+) 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
I | I | I I I | I I
As 720 725 730 735 740 745 750

| | | | | | |
Wildtyp AAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCATGAGTATTGAATTCCCCGAGATGT
K L LD S M HE V V ENTLIULNYCV FOQTF LD KT TMSTIETFPEM

A5-1 AAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTTCCAAACATTTATGGATAAGACTATGAGTATTGAATTCCCCGAGACGT
K L LD S MHEV YV ENTLTULNYTCT FQTF D K T M S I E F P E

A5-2 AAACCCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTACCAAACATTTATGGATAAGACCATGAGTATTAAATTCCCCGAGATGT
K I L D S MHE V V ENTULTULNY C I T F D K T M s I Iﬁ F P E M

A5-3 AAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTTCCAAACATTCTTGGATAAGACCATGAGTATTGAATTCCCCGAGATGT
K L LD S M HE V V ENTILTILNYCUV FOQT FULDI KTMSTIETF P EM

A5-4 AAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTTCC CATTTTTGGATAAGACCATGAGTATTGAATTCCCCGAGATGT
K L LD S MHEV YV ENTLTLNYC F iIAT F L D K T M S I E F P E M

A8 AAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAACTATTGCTTCCAAACATTTATGGATAAGACTATGAGTATTGAATTCCCCGAGACGT
K L LD S MHE V V ENTLTULNYTCT FQTF D K T M s I E F P E
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Gen (1557+) 710 720 730 740 750 760 770
| | | | | | |
AS 755 760 765 770 775
| | | | |
Wildtyp TAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACCAAAATATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGA
L A EI I TNOQTI P K Y S N GNTII K KT LTLT FHQ K *

A5-1 TAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACCAAAATATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGA
L A E I I TNOQTIPK Y S NGNTII KU KT LTLT FUHQIK *
A5-2 TAGCTGAAATCATCACCGATCAGATACCAAAGTATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGA
L A E I I T I P K Y S N G NI K KL L F H Q K *
A5-3 TAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACCAAAATATCCAAATGGAAATATTAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGA
L A E I I T N Q I P K Y N G N I K K L L F H Q K *
A5-4 TAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACCAAAATATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTCTCATCAAAAGTGA
L A E I I T NOQTI P K Y S NG NI KK L L H Q K *
A8 TAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACCAAAATATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGA

L A E I I TNGQTI P K Y S NGNTII KI KT LTLTFUHQK *
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7.4 Molekulargewichte, spezifische Extinktionskoeffizienten bei 280 nm und
Ausbeuten der aufgereinigten hGR-LBD Einzel- und Kombinations-
varianten

Alle aufgereinigten hGR-LBD (= Aminosdure 521-777 von hGR) Einzel- und
Kombinationsvarianten sind N-terminal um drei Aminosauren (GSH) erweitert, welche nach
der Abspaltung des N-terminal fusionierten Hisg-GST durch Thrombin zuriickbleiben.
Daneben besitzen alle Varianten die gleiche Anzahl an Tryptophanen (5) und Tyrosinen (12),
wodurch sie denselben molaren Extinktionskoeffizienten aufweisen (e2g0 = 45380 M*cm™).

Das Molekulargewicht, der spezifische Extinktionskoeffizient (***A.g) und die jeweiligen

Reinigungs-Ausbeuten der Proteine sind in Tabelle Al gezeigt.

Tabelle Al: Molekulargewichte, molare Extinktionskoeffizienten und Ausbeuten der in dieser Arbeit
aufgereinigten hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten.

hGR-LBD MW [Da] " Ao Ausbeute prog
[szlmg] Biomasse
F602S 30193 1,50 0,20 mg
ABO5V 30281 1,50 0,12 mg
V702A 30225 1,50 0,11 mg
E705G 30181 1,50 0,06 mg
M752T 30223 1,50 0,10 mg
ABOSVAMT752T 30251 1,50 0,35 mg
ABO5\VA+M752T+V702A 30223 1,50 3,55 mg
AB05\V+M752T+E705G 30179 1,50 2,39 mg
ABO5VAHMT752T-+V702A+E705G 30151 1,51 2,20 mg
F602S +AB05V 30221 1,50 0,74 mg
F6025+AB05V+M752T 30191 1,50 2,06 mg
F602S+AB05V+M752T+M560K 30188 1,50 0,17 mg

F602S+A605V+M752T+V702A+E705G 30091 151 5,29 mg




7 Anhang

200

7.5 Kalibrierung der Superdex-75 (16/60) Gelfiltrationssaule

log MW

4,9

4,8 -

4,7 -

4,6 -

4,5 -

4,4 -

4,3 -

4,2

Albumin

°
Ovalbumin

log MW = -0,186+Elutionsvolumen [ml] + 6,835

Chymotrypsin
<)

Ribonuclease A o

4,1
10,5

T T

11,0 11,5

T T T T T

12,0 125 13,0 13,5 14,0 145

Elutionsvolumen [ml]

Abbildung A3: Kalibrierung der Superdex S-75 Gelfiltrationsséule.
Verschiedene Proteine mit bekanntem Molekulargewicht (Tabelle A2) wurden bei RT mit 25 mM Tris/Cl,
100 mM NaCl, 2 mM TCEP, 10 % Glycerin, 20 uM Dexamethason, pH 7,9 auf die S&ule aufgetragen und mit
einer Flussrate von 0,5 ml/min eluiert. Dargestellt ist die Auftragung des Logarithmus des Molekulargewichts
(log MW) gegen das Elutionsvolumen in ml.

Tabelle A2: Zur Kalibrierung der Gelfiltrationssaule Superdex S-75 verwendete Proteine.

Protein MW [g/mol] log MW Elutionsvolumen [ml]
Albumin 67000 4,83 10,87
Ovalbumin 43000 4,63 11,67
Chymotrypsin 25000 4,40 13,63
Ribonuklease A 13700 4,14 14,12
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7.6 Multiples Sequenzalignment hGR-LBD - homologer Proteine

a
Glucocorticoid- Progesteron- Mineralocorticoid- Androgen- Estrogen-
Rezeptor (Mus musculus) Rezeptor (Homo sapiens) Rezeptor (Homo sapiens) Rezeptor « (Homo sapiens) Rezeptor o (Homo sapiens)

mGR: Seq. Identitit =95,3% hPR: Seq. Identitit = 53,1% hMR: Seq. Identitit =55,5%  hAR: Seq. Identitit =47,5% hER: Seq. Identitat =23,0%

Cortisol Progesteron Aldosteron Testosteron 17p-Estradiol
Retinsaure-Rezeptor y Retinoid-X Rezeptor a Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y ~ Thyroid Hormon Rezeptor o
(Homo sapiens) (Homo sapiens) (Homo sapiens) (Homo sapiens)
hRAR: Seq. Identitdt = 16,4% hRXR: Seq. Identitat = 18,8% hPPAR: Seq. Identitdt = 18,1% hTR: Seq. Identitdt = 13,8%

HiC CHs

.S
3 5
NN N /©/ ;,:F

CHs CHy O o 8 I o)

o
Z H: |
O / " =
N NS
CH, S CH, o NH,

=
|
Tretionin (All-Trans Retinsaure) Alitretionin (9-cis Retinsaure) BRL Triiodothyronin

b

521

IS sia 06 e L AR AR I O e N A R A G A R R R S S S

hGR VPA--- ~TL-P QFETL -VS! v
mGR VPA--- -AL-P Q#T)3TL -VS! v
hPR - ----§PGQDI QFIEPL -II V----- D NTKEPTSS -~ -SLLT!
hMR VPQL-§-TISRAFTIESP - I----- DR ESKZVTAE - --NLLS!
hAR QKL TEGY ECQZTF - V-----VO ¥y --- --- NNQ:BEFA ---ALLS
hER RS -LALS LTADQM - I----- Efgy-—- ——- PTRZFSEA - - -SMMG!
hRARY D SYELS-PQLE ERITK- VSKAHQETHZS---- ----- LC--- ~QLGK T~~~ ~TNES ADHRVQ LDLGLWDKFS EJATK CIIKI J/EF
hRXRA SS----- ANEDMPVERI -LEAE LAVDZK- - -~ - - -~ T---E -T{{VEAN--- -~ MGLNZSEPN - - -DP VINIC QAADKSLFTL\YE
hPPAR Y IKS-F -PLTKAKARAT LTGKT TDKS|JFVI-Y DMNSL -M- - - -MGED KIKFK HITPL VAIRI FQGCQ FRSVE AVQET TEYX
hTRA  QRPEPT -PEEWDJTHI- ATEAHRSTNA QGSHWKQ-RRKFLPD DIGQS PI--~ -~ VEM PDGDKV DL-EA FSEFT KIITP AITRV|/DFY;

602 605
hGR LgF APDLES non TLP- Cl n'r
mGR QASG }ILeF APD! IDN_:QR;TLP- LFI
hPR R A APDL lirczs s QIPQB 'avmv LLL; 1' - e OF EE 'R - --BIKA
hMR Q IﬁFAPD HQS- LLLLS - SOAAIFAIMS - —- M
hAR FAPD n' CMKALLIES O R ELD: $4
hER axuuc -HP- FAPYL wchxxvx-:e :mm.m sa iS ITJAINSGVYT FLSST ma:mvmxrm-ru K
hRAR D ILMLRICTZY TP-EQ-D tunm*m-cmm.ml.vrmsg T CGD-R- ------ EPEKVDKLQE PLLE- - - Y
hRXR  EPLIASFSHIIA-VK- DGILLEY VHRNS AHSAG VGATF DRVLT ELVSK FN PD-S- ----- ~K&#S NPAEVEALZEKVYA- —— Y
hPPAR zny'mEAsme DG- msssqcmm_nxsmxpmmszmmvx DSDLAIFI -R- ----- -P&LNVKPI 5DIQDNLLQ- - -AELQ
hTR E IYSLRAAVY DP-ES- DTI#TL SGEMA VKRAQ LKNG- GLGVV SDATF ELGKS LSAFN LDDTZV. -R------~ CVDKI ANLL- --AFEHY

702 705 7 777
hGR IVKREGNssm QORFYQ LTKLL DS Vizk CF 'm-—-EI ------- RY. Isn. Qn
mGR I VKREG NSSQNWEI3¢ey Ky SRS SMHD SYCF -xsus IMI -~ - - TKL -
hPR I GLROKGVVSS STIF{FRISAASNITHD ycx. zqsmu.s BPL- K
hMR V TKCPNNSGQS RE'YQLTKLL SMHD i SPL - K
haR IACKRKNPTSC SR SVQP errnu. SPT -Y)FETQ
hER A --GLT LQ-QQ HO); LA [ASHIZHMSNKGMEHL- -Y! P—LSD TDQSHL
hRAR  A--RRRRP- sgg;ﬁ m‘l'ﬁc STKGAERA- -T 1PG P-MZP LIRSMLENPEM FEDDS SQPGJHPNAS SEDEV PGGQG(J
hRXR  C--KHKYP-EQ 3 HCLKC LERL IGDTP-IDT LEAPHQ
hPPAR L--KLNHP-ES VQLLQ -VI TDMS-LHP
hTR V--NHRKH-NI pﬂnmt CHASRF- - CPTELFZP LFLZV FEDQE -~ —= === === == == === === —m —mme v
Abbildung A4: Multiples Sequenzalignment hGR-LBD —homologer Ligand-Bindungs Doménen

verschiedener Nuklearhormon-Rezeptoren, erstellt durch MCoffee.
Homepage: http://www.igs.cnrsmrs.fr/ Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stagel=1&daction=MCOFFEE::Regular

a Homologe Ligand-Bindungs Doménen von hGR-LBD mit exemplarischen Liganden. Die Sequenz-ldentitat
mit hGR-LBD ist jeweils angegeben.
b Die in dieser Arbeit besprochenen Reste F602, A605, V702, E705 und M752 von hGR-LBD sind
nzeichnet. Ubereinstimmungen bzw. konservative Substitutionen sind blau bzw. grau hinterlegt
(verwendete Substitutionsmatrix: Blosum-62; Threshold: 50 %). Unterschiede zwischen hGR-LBD und mGR-
LBD sind rot markiert.

geken


http://www.igs.cnrsmrs.fr/%20Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stage1=1&daction
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7.7 Superpositionierung von mGR-LBD mit hRXRa — hPPARYy
Nuklearhormonrezeptor—Komplex

NCOA2-Peptid

hRXRo-LBD [Eae 1 TIF2-Peptid

\ A NCOA2
4 Peptid

A0 " mGR-LBD

hRXRa-DBD

Abbildung A5: Superpositionierung von mGR-LBD mit hRXRa — hPPARy Nuklearhormonrezeptor-
Komplex (pdb 3dzy; Chandra et al., 2008), erstellt durch PyMol (http://www.pymol.org/).

DBD: DNA-bindende Doméne; LBD: Ligand-Bindungsdomaéne.

a Veroffentlichte Struktur des hRXRa — hPPARy Nuklearhormonrezeptors mit gebundenen Liganden (9-cis
Retinsdure und BRL) bzw. NCOAZ2-Peptid und gebundener DNA (pdb 3dzy). b Die Coa-Atome von
MGR-LBD(A611V+V708A+E711G) und der Ligand-Bindungsdoméne von hPPARy konnten mit einem RMSD
von 1,58 A (158 Ca-Atome) superpositioniert werden. Loop 621-626 aus MGR-LBD(A611V+V708A+E711G)
tberlagert mit Loop 332-337 aus hPPARYy, welcher mit der DNA-bindenden Doméne von hRXRa. interagiert.
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7.8 Teilpublikationen zur Stabilisierung und Strukturaufklarung des
kinstlich hergestellten (Ba)s-Barrel Proteins HisF-C*C

Im Rahmen dieser Dissertation wurde neben der in Kapitel 4 und 5 beschriebenen
Optimierung der Proteine hPCSK9%4(S386A) und hGR-LBD auch das artifizielle (Bo)s-
Barrel Protein HisF-C*C, welches aus der duplizierten und in tandem fusionierten C-
terminalen Halfte von tmHisF (HisF-C) besteht (Hocker et al., 2004), so weit stabilisiert, dass
die Strukturaufklarung mittels Rontgenkristallographie méglich wurde.

Die erzielten Ergebnisse werden in diesem Kapitel anhand von zwei Teilpublikationen
gezeigt. Im Folgenden wird kurz erldutert, welcher Beitrag zu diesen Publikationen im
Rahmen der vorliegenden Dissertation geleistet wurde.

1.
Seitz, T., M. Bocola, J. Claren and R. Sterner (2007)

Stabilisation of a (Bo)s-barrel protein designed from identical half barrels.
J Mol Biol 372(1): 114-129.

Die Selektion der Varianten HisF-C*C 1-4 (Abbildung 2) und deren Charakterisierung durch
chemische Denaturierung und analytische Gelfiltration (Abbildung 3) ist bereits in Seitz
(2006) dokumentiert.

Die Quantifizierung der Loslichkeit in vivo der Varianten HisF-C*C 1-4 (Abbildung 4), sowie
die Herstellung und vollstandige Charakterisierung von HisF-C*C A, HisF-C*C A+D135G,
HisF-C*C A+T142S, HisF-C*C A+Y143H, HisF-C*C A+V234M  bzw. HisF-C**C
(Abbildung 4, 5, 6) erfolgte im Rahmen der vorliegenden Dissertation.

Die Modellierung von HisF-C**C (Abbildung 7) wurde von Dr. Marco Bocola durchgefihrt.
2.

Hocker, B., A. Lochner, T. Seitz, J. Claren and R. Sterner (2009)

High-Resolution Crystal Structure of an artificial (Bo)s-Barrel Protein designed from Identical
Half-Barrels. Biochemistry 48 (6): 1145-1147.

Die Herstellung und Charakterisierung von HisF-C***C (Abbildung 1) erfolgte im Rahmen
der Diplomarbeit von Adriane Lochner (Lochner, 2008). Diese Arbeit wurde wahrend der
vorliegenden Dissertation von mir angeleitet, wobei die in Abbildung 1c gezeigten
chemischen Denaturierungen von HisF, HisF-C**C und HisF-C***C von mir reproduziert
wurden, um Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen [D1,]*P-Werte
bestimmen zu kdnnen.

Die Rontgenkristallstrukturanalyse von HisF-C***C wurde von Dr. Birte Hocker (MPI fir
Entwicklungsbiologie, Tibingen) durchgefuhrt (Abbildung 2, 3, S1, S2).
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It has been suggested that the common (pa)s-barrel enzyme fold has
evolved by the duplication and fusion of identical (Ba)s-half barrels,
followed by the optimisation of their interface. In our attempts to recons-
truct these events in vitro we have previously linked in tandem two copies of
the C-terminal half barrel HisF-C of imidazole glycerol phosphate synthase
from Thermotoga maritima and subsequently reconstituted in the fusion
construct HisF-CC a salt bridge cluster present in wild-type HisF. The
resulting recombinant protein HisF-C*C, which was produced in an
insoluble form and unfolded with low cooperativity at moderate urea
concentrations has now been stabilised and solubilised by a combination of
random mutagenesis and selection in vivo. For this purpose, Escherichia coli
cells were transformed with a plasmid-based gene library encoding HisF-
C*C variants fused to chloramphenicol acetyltransferase (CAT). Stable and
soluble variants were identified by the survival of host cells on solid
medium containing high concentrations of the antibiotic. The selected HisF-
C*C proteins, which were characterised in vitro in the absence of CAT,
contained eight different amino acid substitutions. One of the exchanges
(Y143C) stabilised HisF-C*C by the formation of an intermolecular disulfide
bond. Three of the substitutions (G245R, V248M, L250Q) were located in the
long loop connecting the two HisF-C copies, whose subsequent truncation
from 13 to 5 residues yielded the stabilised variant HisF-C*C A. From the
remaining substitutions, Y143H and V234M were most beneficial, and
molecular dynamics simulations suggest that they strengthen the interac-
tions between the half barrels by establishing a hydrogen-bonding network
and an extensive hydrophobic cluster, respectively. By combining the loop
deletion of HisF-C*C A with the Y143H and V234M substitutions, the
variant HisF-C**C was generated. Recombinant HisF-C**C is produced in
soluble form, forms a pure monomer with its tryptophan residues shielded
from solvent and unfolds with similar cooperativity as HisF. Our results
show that, starting from two identical and fused half barrels, few amino
acid exchanges are sufficient to generate a highly stable and compact (P a)g-
barrel protein with wild-type like structural properties.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: protein design; enzyme evolution; (Ba)g-barrel; half barrel;
stability screen

Introduction

It has been suggested that complex contemporary
protein folds have evolved by the association and

Abbreviations used: AdoMet,

fusion of small polypeptide fragments."” The in-

S-adenosyl-L-methionine; CAT, chloramphenicol ternal symmetry observed in a number of enzymes
acetyltransferase; MD, molecular dynamics; GdmCl, suggests that identical polypeptide segments first
guanidinium chloride. assembled to homo-oligomers, followed by the

E-mail address of the corresponding author: covalent linkage of the fragments as a consequence
Reinhard.Sterner@biologie.uni-regensburg.de of gene duplication and fusion.”® The (Ba)s (or

0022-2836/% - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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TIM) barrel is the most common enzyme fold, which
currently contains about 400 identified members
listed in the SCOP databaset, and therefore is ideally
suited for the study of enzyme evolution.”"" The
canonical (Pa)g-barrel consists of eight (Bo) units,
each of which comprises a p-strand and a subse-
quent a-helix which are connected by a pa-loop; the
individual units are linked by ap-loops.!>** The
eight p-strands form a central parallel p-sheet (the
barrel), which is surrounded by the eight a-helices.
Within the central p-barrel, the residues are forming
four layers, which are ordered perpendicular to the
barrel axis and are numbered from the C- to the
N-terminal barrel face. Each layer consists of
residues from the odd (1, 3, 5, 7) or the even (2, 4,
6, 8) numbered strands, which generates a 4-fold
symmetry. The active site of all known (Ra)s-barrel
enzymes is harboured by the C-terminal ends of the
p-strands and by the pa-loops.

The apparent modularity of the (Ra)s-barrel
suggests that it has evolved by the duplication,
fusion and recombination of fragments, which
comprised either a single primordial (Ba) element,
or an even numbered multiple thereof. This hypoth-
esis has been supported by protein fragmentation
and folding studies.'’ For example, the observation
that many (pa)s-barrels contain a conserved Gly-X-
Asp motif in the loops a1p2, a3p4, a5p6, and o7p8
but not in the loops a2p3, a4p5, and a6p7 implies
that (Bo),-units might constitute the smallest evol-
ving entity. 10 Along these lines, the members of the
S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) radical protein
famlly have three putative archltectures, which
Comprlse four, six and eight (Bo)- units.'® The four
or six N-terminal units contain the elements for
radical generation, whereas the remainder of the
protein is crucial for substrate binding. These
findings suggest that AdoMet proteins might have
evolved by the stepwise fusion of (Ba), units,
starting from a (Ba)s-half barrel to a (Bo)s-three-
quarter to a (Ra)s-full barrel structure. Along the
same lines, fragmentation studies with the a-subunit
of tryptophan synthase are compatible with a 6
(4+2) + 2 folding mechanism.'%17 Moreover, the
phosphoribosyl anthranilate isomerase (PRAI) from
yeast forms a stable fragment consisting of the
N-terminal (Ba);.¢ units, which associates with the
unstructured (Ba)7_g unit to a functional complex in
vitro.'® However, out of three fragment combinations
of PRAI from Escherichia coli co-expressed in vivo,
only the non-covalent complex between (Pa)14 and
(Pa)ss ylelded a functional emyme ? This finding is
in favour of a “4+4” folding and evolution mechan-
ism, which has also been supported by studies on
triosephosphate isomerase from chicken and rabbit
muscle.20-21

Although the mechanistic details appear to be
more complex than suggested by such a simple
model,*>?* the analysis of the enzymes N'-[(5'-
phosphoribosyl)formimino]-5-aminoimidazole-4-

tscop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/

carboxamide ribonucleotide isomerase (HisA) and
imidazole glycerol phosphate synthase (HisF) has
provided ample evidence for the crucial role of (Ba)s-
half barrels in thc folding and evolution of (Bo)g-
barrel cn7ymes ! The amino acid sequences and
X-ray structures of HisA and HisF from Thermotoga
maritima, which catalyse two successive transforma-
tions of similar bisphosphorylated substrates within
histidine blosynthe51s, show an internal 2-fold
symmetry (Figure 1(a)).”** The pairs of N-terminal
halves (HisA-N and HisF-N) that consist of the first
four units ((Pa);—) and the pairs of the C-terminal
halves (HisA-C and HisF-C) that consist of the last
four units ((Pa)s_s) show sequence identities
between 16 and 26% and root-mean-square (rms)
deviations of their main-chain non-hydrogen bonds
between only 1.4 A and 2.1 A, respectively. When
produced separately, HisF-N and HisF-C form
folded and mainly homo-dimeric proteins, which
upon co-expression in vivo or joint refolding in vitro
assemble to the non-covalent hetero-dimeric HisF-
NC complex that displays wild-type catalytic
act1v1ty Remarkably, four of the five (Ba) units of
several members of the flavodoxin-like fold family
show striking slmllarltles to the four (Pa) units of
HisF-N and HisF-C.** Moreover, the catalytically
crucial N-terminal (Ba)s-half barrels of eukaryotic
and prokaryotic phosphoinositide-specific phospho-
lipases C (PI-PLC) superimpose with rms dcvnatlons
of 1.85 A for 104 equivalent C*-atoms.”’” Taken
together, these findings suggest that (Ra)s-half
barrels and presumably also (Ra),-quarter barrels
are independently evolving units. This conclusion
would be further strengthened if stable and func-
tional (Pa)s-barrels could be generated by the fusion
and recombination of existing half barrels.

Along these lines, we recently generated and
characterised the stable chimeric (Pa)g-barrels
HisAF and HisFA, in which the N-terminal half of
HisA was linked to the C-terminal half of HisF, and
vice versa.”® Moreover, we duplicated and fused in
tandem the hisF-C gene, yielding the HisF-CC
protein (Figure 1(b)). Using rational protein design,
the interface between the two identical halves in
HisF-CC was stabilised by reconstituting a salt
bridge cluster, which is conserved in all known
HisF proteins. Although the resulting construct
HisF-C*C containing the mutations A124R and
A220K (Figure 1(b)) is a predominantly monomeric
and a more compact protein than HisF-CC, it was
produced in E. coli as inclusion bodies, had a slight
tendency to aggregate, and differed 1n 1ts spectro-
scopic properties from wild-type HisE.*® To further
increase the stability and solubility of HisF-C*C, we
have now applied random mutagenesis followed by
selection in vivo using a chloramphenicol acetyl-
transferase (CAT) reporter system.?” The combina-
tion of several beneficial mutations identified by this
approach allowed us to generate the HisF-C**C
protein (Figure 1(c)), which can be produced in
soluble form in E. coli, forms a homogeneous and
compact monomer in gel filtration experiments,
shows an identical fluorescence spectrum as wild-
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type HisF, unfolds with high cooperativity, and
contains an intact phosphate binding site. Molecular
dynamics simulations provide a structural explana-
tion for the observed stability/solubility increase
(HisF-CC <HisF-C*C <HisF-C**C <HisF), which
seems to be due to the formation of beneficial
electrostatic interactions and the optimisation of
van der Waals interactions at the interface of the two
fused half barrels.

Results

Random mutagenesis and selection of improved
HisF-C*C variants

The method used to increase the stability of HisF-
C*C is based on the observation that cells expressing
fusions of an unstable and insoluble protein to CAT
exhibit decreased resistance to chloramphenicol
compared to fusions with stable proteins (Figure
2).% To generate improved variants of HisF-C*C, the
N-terminal half of the hisF-C*C gene (hisF-C*) was
subjected to random mutagenesis using error-prone
PCR. The resulting hisF-C* mixture was ligated into
a modified pCEN vector, upstream of an unchanged
wild-type hisF-C fragment fused to the cat gene.
The resulting plasmid repertoire was first amplified
in the E. coli strain XL1-BlueMrf’, and then used to
transform E. coli JM101 cells which were streaked
on medium plates containing chloramphenicol
at concentrations of 0 pg/ml (control), 300 pg/ml,
350 pg/ml and 400 pg/ml. The sequencing of ten
hisF-C*C gene variants isolated from the control
plate showed that the error-prone PCR had, on aver-
age, introduced two nucleotide exchanges. How-
ever, colony PCR showed that all 35 clones grown
on plates with the highest chloramphenicol con-
centration of 400 pg/ml were false-positives, which
had lost the major part of their hisF-C*C insert.
Moreover, from the approximately 300 colonies
grown in the presence of 300 and 350 pg/ml chlor-

amphenicol, only 17 allowed to amplify a PCR pro-
duct of the expected length. The sequencing of
these clones yielded eleven different hisF-C*C gene
variants, which were sub-cloned without the cat gene
into the expression plasmid pET24a (+) such that a
C-terminal Hise-tag was added to the recombinant
protein. The HisF-C*C variants were produced by
heterologous gene expression in E. coli BL21 (DE3)
and were found mainly in the insoluble fraction
of the cell extract. Nine variants were solubilised in
guanidinium chloride, refolded in phosphate buffer
and characterised. Two variants, HisF-C*C 2 and
HisF-C*C 4, could be purified from the soluble
fraction of the cell extract using metal chelate affinity
chromatography.

Stability and solubility of selected variants

From the 11 purified HisF-C*C variants, seven
turned out to be no more stable in the absence of
CAT than the parent HisF-C*C protein (data not
shown) and were therefore not further investigated.
The remaining four variants (HisF-C*C 1-4), which
contained between one and four amino acid ex-
changes, unfolded at higher concentrations of urea
and with a higher cooperativity than HisF-C*C
(Table 1; Figure 3(a)). The stability of HisF-C*C 4,
which carries, besides two other replacements, the
Y143C exchange, was decreased in the presence of
1 mM of the reducing agent dithiothreitol (DTT).
This finding suggested that HisF-C*C 4 can form a
stabilizing intermolecular disulfide bond under
oxidizing conditions. This hypothesis was con-
firmed by analytical gel filtration, which demon-
strated that HisF-C*C 4 is mainly dimeric in the
absence of DTT but forms a pure monomer in its
presence (Figure 3(b)). The variant HisF-C*C 2 is
exclusively monomeric and elutes from the gel
filtration column as a symmetrical peak (Figure
3(b)). In contrast, the elution peaks of HisF-C*C,
HisF-C*C 1 and HisF-C*C 3 are much less symme-
trical, suggesting that a considerable fraction of
these proteins forms ill-defined oligomers. In

Table 1. Results of urea induced unfolding of HisF-C*C variants

Amino acid exchanges

Variant in N-terminal half (HisF-C¥) Dy (M)? m™P (k] /mol* M)P
HisF-C*C 43 3.7
HisF-C*C 1 V234M + (G245R 43 5.0
HisF-C*C 2 D135G + T142S+ Y143H + 1L.250Q 47 6.3
HisF-C*C 3 V234M 44 4.1
HisF-C*C 4 Y143C +V234M + V248M 4.8 (54)° 6.7 (6.5)°
HisF-C*C A Short agPs-loop 4.6 5.8
HisF-C*C A +D135G Short agps-loop + D135G 45 49
HisF-C*C A +T1425 Short agPs-loop + T1425 45 5.6
HisF-C*C A +Y143H Short agps-loop +Y143H 49 8.4
HisF-C*C A +V234M Short agPs-loop + V234M 48 75
HisF-C*C Short agps-loop+Y143H +V234M 52 4.8 11.6 (10.6)¢

® Dy 2: urea concentration at which 50% of the protein is non-native.

> PP (apparent m-value): operational measure for the cooperativity of unfolding, obtained by analyzing normalized unfolding traces
with the two-state model *®

¢ The values of HisF-C*C 4 were determined in the presence of 1 mM DTT (and in its absence).

9 The values of HisF-C**C were determined in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5) (and in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5)).
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Figure 3. Stability and homogeneity of selected
variants HisF-C*C 1-4. (a) Traces of reversal chemical
unfolding. Proteins at a concentration of 5 pM were
incubated with the given concentrations of urea in 50 mM
potassium phosphate (pH 7.5) at 25 °C. Unfolding was
followed by the decrease of the fluorescence emission at
320 nm after excitation at 280 nm, and the signals obtained
after equilibration were normalized. The D, /, (urea) and
apparent m-values of the variants are listed in Table 1. (b)
Elution profiles of analytical gel filtration. Each protein
(0.15-0.2 mg) was applied on a Superdex 75 (Amersham)
column equilibrated with 50 mM potassium phosphate
(pH 7.5), containing 300 mM potassium chloride, at 25 °C.
The elution times of the main peaks of HisF-C*C and HisF-
C*C 2 correspond to the monomers, and the shape of the
flanking region of HisF-C*C indicates the population of ill-
defined higher oligomers. The HisF-C*C 4 variant was
assayed both in the presence of 1 mM DTT (monomer
populated), and in its absence (disulfide-linked dimer
populated).

accordance with these findings, more than 10% of
recombinant HisF-C*C 2 and HisF-C*C 4 but less
than 3% of recombinant HisF-C*C, HisF-C*C 1 and
HisF-C*C 3 are produced in soluble form in E. coli
(Figure 4). These data demonstrate that the HisF-
C*C 2 and HisF-C*C 4 variants are significantly
more stable and soluble than their parent HisF-C*C,
whereas the substitutions present in the HisF-C*C 1
and HisF-C*C 3 result in only minor improvements.

Three out of the eight residue substitutions found
in HisF-C*C 1-4 are located in the loop connecting
the two half barrels, which corresponds to the

C-terminal extension of HisF-C (Figure 1(b)). This
finding suggested that this long stretch of wild-type
sequence is destabilising. The loop was therefore
shortened from 13 to five residues (Figure 1(c)), and
the stability and solubility of the resulting variant
HisF-C*C A was investigated. Moreover, HisF-C*C
A was used as a scaffold to test the effect of the
substitutions D135G, T142S, Y143H and V234M
individually. As deduced from urea-induced unfol-
ding, the stabilizing effect of the exchanges is
as follows: A+D135G~ A+T142S<A <A +V234M <
A +Y143H (Table 1; Figure 5(a)). The effect of these
substitutions on the percentage of recombinant
protein found in the soluble fraction of the cell
extract is somewhat different: A+D135G<A~= A+
T1425~ A +V234M <A +Y143H (Figure 4). These
results show that the shortening of the loop between
the two HisF-C half barrels improves both the
stability and solubility of HisF-C*C. From the in-
dividual substitutions, D135G and T142S are neutral
at best and were isolated only accidentally in the
context of HisF-C*C 2. The exchanges Y143H and
V234M are increasing the stability, whereas Y143H is
by far the most crucial substitution for the improve-
ment of solubility.

(@) i st if  sf
- W HisF -
HisF-C*C —

HisF-C*C A

HisF-C*C A+D135G

HisF-C*C 1 - HisF-C*C A+T142S

w wo|HisF-C*C A+Y143H

HisF-C*C 3 HisF-C*C A+V234M

—
~——
- HisF-c*c 2
—
—

HisF-C*C 4 W HisF-C*C

—_
o
~

soluble expression in E. coli [%]
o383 88282383888
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A+T1428
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Figure 4. Solubility analysis of selected and designed
HisF-C*C variants. (a) Insoluble (if) and soluble (sf)
fractions of the different variants as found in cell extracts
of the E. coli expression strain BL 21(DE3) (SDS-PAGE
(12.5% acrylamide) stained with Commassie blue). (b)
Percentage of the proteins produced in soluble form (as
deduced from the analysis of three different clones of each
variant). The protein bands were scanned, and their
intensities were determined using Optiquant (version 2.5).
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Figure 5. Stability of designed HisF-C*C variants. (a)
The unfolding traces of the variants HisF-C*C A, HisF-
C*C A+Y143H and HisF-C*C A +V243M are plotted in
comparison to HisF-C*C. Proteins at a concentration of
5 uM were incubated with the given concentrations of
urea in 50 mM potassium phosphate (KP) (pH 7.5), at
25 °C. (b) To test the stabilising effect of bound phosphate
ions, HisF-C*C was unfolded in 50 mM KP (pH 7.5) and
in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5). Reversible unfolding was
followed by the decrease of the fluorescence emission at
320 nm after excitation at 280 nm, and the signals obtained
after equilibration were normalized. The D, /, (urea) and
apparent m-values of the variants are listed in Table 1.

Generation and characterisation of HisF-C**C

In order to produce an even more beneficial HisF-
C*C variant, the Y143H and V234M substitutions
were combined on the HisF-C*C A scaffold. The
resulting variant HisF-C**C was produced to 50% as
a soluble protein (Figure 4) that unfolds at higher
concentrations of urea than any of the originally
isolated HisF-C*C variants (Table 1). Its stability is
elevated in phosphate compared to Tris buffer
(Figure 5(b)), indicating that it possesses two
phosphate binding sites as found in wild-type
HisF (Figure 1). In order to compare the stability of
HisF-C*C with that of HisF, which cannot be
completely denatured in urea, unfolding was
induced by the stronger denaturant guanidinium
chloride. The measurements showed that HisF-C**C
is less stable than wild-type HisF but unfolds with

higher cooperativity (Figure 6(a)), indicating that the
newly generated variant is as compact as the native
protein. In accordance with this finding, HisF-C**C
and HisF elute from the gel filtration column as
equally homogeneous monomers, whose peaks are
much sharper than that of HisF-C*C (Figure 6(b)).

To compare the tertiary structures of HisF-C*C
and HisF-C**C with that of wild-type HisF, fluores-
cence emission and near-UV circular dichroism
spectra were recorded. The fluorescence spectra
are dominated by the single tryptophan residue 156
in helix o5 of HisF, which exists as two copies in
HisF-C*C and HisF-C**C. The structural environ-
ment of its indole side-chain is hydrophobic in wild-
type HisF (Alal06, Vall07, and Ile113 from helix o4
of the adjacent HisF-N half barrel) as well as in
HisF-C*C and HisF-C**C (Phe 227, His228, Val234/
Met234 from helix a8 of the adjacent HisF-C half
barrels), and should therefore be shielded from
solvent in an intact (Pa)g-barrel structure. The
fluorescence emission maxima of wild-type HisF
and HisF-C**C lie at 322 and 323 nm, respectively,
whereas the emission maximum of HisF-C*C lies at
327 nm (Figure 6(c)). These results demonstrate that
the two tryptophan 156 residues in HisF-C**C are
equally well shielded from solvent as the single
tryptophan 156 in wild-type HisF. In contrast, the
red-shifted emission maximum of HisF-C*C shows
that at least one of its tryptophan residues must be
surrounded by a more polar environment. Remark-
ably, the gel filtration profiles and fluorescence
emission spectra of HisF-C*C A, HisF-C*C
A+Y143H and HisF-C*C A+V234M are identical
to those of HisF-C*C (data not shown), demonstrat-
ing that the combination of the beneficial substitu-
tions is required to completely shield the tryptophan
residues. The pronounced near-UV CD spectra of
HisF-C*C and HisF-C**C have a similar shape as the
spectrum of wild-type HisF (Figure 6(d)), showing
that the aromatic residues are immobilised in an
asymmetric environment in both halves. This result
proves that HisF-C*C and HisF-C*C do not form
“molten globules” but adopt a well-defined tertiary
structure.

The unfolding of a great number of proteins with
known X-ray structure has shown that the amount
of protein surface exposed to solvent (AASA) cor-
relates with the denaturation m-value.?® Moreover,
AASA also correlates with the number of residues of
a globular protein. As a consequence, the measured
apparent m-values of the various HisF-C*C con-
structs allowed us to estimate the corresponding
AASA values. The HisF-C*C and HisF-C*C A scaf-
folds contain 274 and 266 residues, Correspondi{lg
to calculated AASA values of 24,575 and 23,831 A2,
respectively. The apparent m-values measured for
most HisF-C*C variants indicate that their AASA
values are smaller by a factor of 2-4, suggesting
that the folded states of these proteins do not
completely shield their hydrophobic interior from
solvent. This result indicates, together with the gel
filtration and fluorescence data (Figure 6(b) and (c)),
that monomeric HisF-C*C is in equilibrium with
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Figure 6. Results of the stepwise optimisation of fused HisF-C half barrels in comparison to wild-type HisF. (a) Traces
of reversible chemical unfolding. Proteins at a concentration of 5 pM were incubated with the given concentrations of
GdmCl in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), at 25 °C. Unfolding was followed by the decrease of the fluorescence
emission at 320 nm after excitation at 280 nm, and the signals obtained after equilibration were normalised. The
transitions midpoints of both HisF-CC and HisF-C*C lie at 1.5 M GdmCl; the multi-phasic unfolding traces did not allow
to determine apparent m-values. The transition midpoints of HisF-C**C and wild-type HisF lie at 1.9 M and 3.4 M GdmCl,
respectively; the unfolding of these variants is highly cooperative with apparent ri-values of 17.3 k] mol * M for HisF-
C**C and 14.2 k] mol ' M ! for wild-type HisE. (b) Elution profiles of analytical gel filtration. Each protein (0.15-0.2 mg)
was applied on a Superdex 75 (Amersham) column equilibrated with 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), containing
300 potassium chloride, at 25 °C. The elution times of the main peaks correspond to the monomers, and the shape of the
flanking region of HisF-C*C indicates the population of ill-defined higher oligomers. (c) Fluorescence emission spectra.
The spectra shown were monitored after excitation at 280 nm of 5 uM protein in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), at
25 °C. The measured emission intensity of HisF, which is mainly caused by its single Trp156, was multiplied by a factor of
2in order to compensate for the presence of two Trp156 residues in HisF-C*C and HisF-C**C. The emission maxima are as
follows: HisF: 322(+2) nm; HisF-C**C: 323(+2) nm; HisF-C*C: 327(+1) nm. The values given are the mean and standard
deviation of three independent measurements. (d) Near-UV CD spectra. The spectra shown are the mean of ten individual
spectra, which were recorded at 25 °C in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5).

code 1thf)* was used as the basis to construct models
of duplicated and fused half barrels. To start with,

a small fraction of a partially unfolded and ag-
gregation-prone conformation. In contrast, the

deduced AASA value of HisF-C*C of 21,782 A*
indicates that this variant is a compactly folded
protein with a buried hydrophobic core, again in
accordance with the results from analytical gel
filtration and fluorescence emission spectroscopy
(Figure 6(b) and (c)).

Molecular dynamics simulations
In order to gain insight into the mechanism of

stabilisation caused by the various amino acid
substitutions, the crystal structure of HisF (PDB

two HisF-C units were covalently linked, and the
resulting HisF-CC variant was then relaxed by 2 ns of
molecular dynamics (MD) simulation at 300K using
the MAB-force field as implemented in MOLOCZ.%!
Remarkably, the presence of two bound phosphate
ions in the simulations, one in each half barrel as
observed in the crystal structure of HisF (Figure 1),
stabilised HisF-CC as well as the other variants.
Simulations performed without bound phosphate

thttp:/ /www.moloc.ch
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led to the collapse of the phosphate binding site and a
partially distorted protein backbone. Starting from
HisF-CC, structures of the variants HisF-C*C, HisF-
C*C A, and HisF-C**C were stepwise calculated and
relaxed by MD, which resulted in the model
displayed in Figure 7(a). The gain in stability caused
by the exchanges introduced at the half barrel
interface (“interaction energy”) was analysed using
a pseudo-thermodynamic cycle. To this end, the
energies of the two isolated, solvated (Ro)s-half
barrels were subtracted from the energy of the intact
(Ba)g-barrel structure.”” The calculated interaction
energy of HisF-CC (440(+10) kJ /mol) is smaller than

(a) HisF C**C model

that of HisF-C*C (565(+10) k] /mol), confirming the
stabilizing effect of the reconstituted wild-type salt
bridge cluster in layer 4 of the central p-barrel of
HisF-C*C* (Figure 7(b)). Moreover, the deduced
interaction energy of 125 kJ/mol for this cluster is
reasonable for a network of four charged residues.*
The calculated interaction energy of HisF-C*C A
(557(+10) k] /mol) is identical within error to that of
HisF-C*C, indicating that the shortening of the
connecting loop between the two half barrels does
not influence their interaction. In contrast, the
presence of the two exchanges Y143H and V234M
at the half barrel interface of HisF-C*C leads to an

(b) salt bridge cluster

(c)

Figure 7. Structural model of HisF-C**C based on MD simulations. (a) A top view onto the C-terminal face of the
central R-barrel is shown as a ribbon diagram. The introduced stabilizing residues are highlighted as van der Waals-
spheres, and other important residues are shown as sticks. The two phosphate ions bound to the N- and C-terminal half
barrels are depicted as tetrahedrons. The colour code is the same as for Figure 1(c); the mutated N-terminal half barrel is
shown in cyan, and the wild-type C-terminal half barrel is shown in blue. The arrows indicate the direction of the side
views shown in (c) and (d). (b) The reconstituted salt bridge cluster forming layer 4 of the central B-barrel is composed of
N- and C-terminal glutamate residues (E167y, E167¢) as well as arginine and lysine residues introduced into the N-
terminal half (A124R and A220K). H-bonds are represented by dotted orange lines. (c) The histidine residue introduced
into the N-terminal half barrel (Y143H) forms a H-bond network with Asp176 and the phosphate ligand of the C-terminal
half barrel. In a possible alternative conformation, His143 forms an H-bond with Gly177 and is solvent exposed. The
corresponding alternative closed and open conformations of loop p5a5 (residues 141-149) and the carbon atoms of the
imidazole side-chain of His143 in the two conformations are shown in cyan and grey, respectively. (d) The buried
methionine residue introduced into the N-terminal half barrel (V234M) is protruding into a hydrophobic pocket of the C-
terminal half barrel, where it comes in van der Waals contact with Trp156, Val160, Argl163, Gly164 and Alal65.
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increase by 42 kJ/mol in the calculated interaction
energy to 599(+10) kJ/mol. The histidine residue at
position 143 is located in loop R5a5 near the
phosphate-binding site of the C-terminal half barrel.
During the molecular dynamics relaxation a hydrogen
bond network between His143, the bound phosphate,
the conserved crystal water molecules next to them
and Aspl76 was established, which provides about
30 kJ/mol of interaction energy. However, the
simulations suggest that an alternative conforma-
tion exists in which the imidazole side-chain of
His143 is solvent-exposed and forms an H-bond
with the carbonyl oxygen of Glyl177 (Figure 7(c)).
The introduced methionine at position 234 is in
hydrophobic contact with several residues of the
C-terminal half barrel (Vall60, Arglé63, Glyle4,
Ala165; Figure 7(d)). The energy decomposition
suggests mainly hydrophobic interactions of about
12 kJ/mol contributed by the van der Waals energy
of the MAB force field.?* The calculated interaction
energy between HisF-N and HisF-C within wild-
type HisF is 638(+10) kJ/mol. Taken together, the
results of the MD simulations qualitatively reflect
the experimentally determined stability increase
from HisF-CC via HisF-C*C and HisF-C*C to
HisF, indicating that the beneficial amino acid
substitutions can be interpreted as an improved
interaction between the fused half barrels.

Discussion

Structurally defined and stable domains with a
given function constitute the basic building blocks of
proteins.35’3(’ It follows that the duplication, fusion
and recombination of domain-encoding genes are
the evolutionary mechanisms used by nature to
generate complex multi-domain proteins.”” When
analysing the evolution of the versatile and ubiqui-
tous (Pa)s-barrel proteins, we noticed that some
representatives of this highly symmetrical fold
consist of sub-domains comprising (pa)s-half
barrels.” In an attempt to reconstruct the evolution
of the (Pa)s-barrel HisF from the (pa)s-half barrel
HisF-C, we earlier generated and characterised the
HisF-CC construct which consists of two identical
half barrels linked by a Gly-Ser-Gly linker. Using
rational design, HisF-CC was optimised to HisF-
C*C by reconstituting the native salt bridge cluster
which forms layer 4 at the N-terminal face of the
central p-barrel of HisF.?® Since model building did
not point to other beneficial amino acid exchanges to
be introduced by rational design, we used a
combination of random mutagenesis and selection
in vivo to further stabilise HisF-C*C.

Pitfalls of the selection system

Various directed evolution methods for increas-
ing protein solubility and stability have been de-
scribed.*®** We chose an approach in which a
mixture of hisF-C*C genes with a randomised
N-terminal half was fused to the cat gene, and

selected for HisF-C*C-CAT fusion proteins which
allowed their host cells to grow in the presence of
high concentrations of o:hlorampl_‘nerlicol.29'43'44
Although the original vector pPCFN1* was modified
such that without ligation of the randomised
N-terminal hisF-C* fragment a frameshift was gene-
rated, 100% of the variants selected in the presence
of 400 pg/ml and about 95% of the variants selected
in the presence of 350 pg/ml and 300 pg/ml
chloramphenicol were false-positives. These clones
carried plasmids with extensively truncated hisF-
C*C mutants in frame with the cat gene, generating
CAT proteins with short N-terminal extensions that
did not compromise its high solubility. We speculate
that these deletions have mainly occurred during the
cloning procedure of the hisF-C* library because
cells transformed with the empty pCFN-hisFC
vector (Figure 2) were highly sensitive to chloram-
phenicol. Probably the false-positives were gener-
ated by unspecific digestions of the used restriction
enzymes Xhol and BamHI, and were strongly
enriched as a result of the high selection pressure.
However, we cannot exclude that some of the
observed deletions were caused by recombination
events in E. coli. The sequencing of a number of false-
positive clones showed that the inserts were diverse,
which precluded the identification and subsequent
removal of unwanted restriction “hot spots” by site
directed mutagenesis. Moreover, from the 11
selected unique variants with a complete hisF-C*C
insert, in the absence of CAT seven proteins did not
show a higher stability or solubility than their parent
HisF-C*C. The reliability of screening methods
using fused reporter proteins frequently suffers
from unexpected interactions between reporter and
target, which can influence the outcome of the assay:.
In the case of CAT, which is an obligate trimer, the
linkage to a target protein might lead in certain cases
to higher-order complexes with unpredictable
effects on the solubility of the fusion constructs. "+

Structural basis of stabilisation

From the true-positive variants, HisF-C*C 1 and 3
were slightly and HisF-C*C 2 and 4 were consider-
ably more stable and soluble than HisF-C*C (Table 1;
Figures 3 and 4). These proteins altogether con-
tained eight different amino acid exchanges of
which three (G245R, V248M, L250Q) were located
in the long ap loop connecting the two HisF-C units
(Figure 1(b)). The shortening of this loop from 13 to
five residues in HisF-C*C A increased the stability
and the solubility of the protein significantly (Table
1; Figures 4 and 5). This result is in line with the
observation that af loops of (Pa)s-barrels are
generally short and contribute to the conformational
stability of the fold."" Along the same lines, a
number of proteins from hyperthermophiles carry
shorter loops compared to their homologues from
mesophiles, which causes a decrease of the entropy
difference between the unfolded and the folded state
that results in an increase of the stabilisation free
energy.*>* Remarkably, the deletion of another two
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residues resulting in a loop containing only the
introduced Gly-Ser-Gly linker decreased stability
and solubility (data not shown), possibly due to the
introduction of conformational strain.

The tyrosine residue at position 143 was replaced
in the two best variants, with cysteine in HisF-C*C 4
and with histidine in HisF-C*C 2 (Table 1). The
substitution Y143C in HisF-C*C 2 leads to the for-
mation of an intermolecular disulfide bridge (Figure
3(b)). However, the cytoplasm of E. coli is reducing
and HisF-C*C 2 is more stable than HisF-C*C also in
the presence of DTT (Figure 3(a)). It is therefore
unclear whether the cystine was formed already in
the host cell during the in vivo selection or only upon
contact of the protein with air oxygen during its
purification. However, the X-ray structures of a
number of cytoplasmic enzymes from hyperther-
mophilic Archaea suggest that cystine residues can
contribute to extreme protein thermostability of
intracellular proteins, % an hypothesis which is
supported by the computational analysis of micro-
bial genomes.””* The introduction of new S-S
bonds™ is a widely used protein stabilisation
strategy, and the beneficial effect of S-S bonds is
ascribed to the decrease of the entropy of the
unfolded state.”*™® In addition, the detected dis-
ulfide bond in HisF-C*C 2 could also stabilise the
protein by increasing its association state from the
monomer to the dimer. Along these lines, a number
of (Ba)g-barrels and other proteins from hyperther-
mophiles are higher-order oligomers than their
counterparts from mesophiles.>*¢! The structural
basis of the stabilising effect of the Y143H exchange
is less clear. Although the MD simulations suggest
that the introduced imidazole ring leads to the
formation of a hydrogen bonding network (Figure
7(c)), alternative mechanisms are feasible. Since the
imidazole side-chain of histidine is more polar than
the aromatic ring of tyrosine, its higher solvatation
energy could stabilise the native state. Along these
lines, position 143 is located in the long loop
connecting strand p5 with helix «5, which was
highly flexible in the simulations and might easily
become solvent-exposed. Accordingly, we have
frequently observed in the simulations geometries
in which the imidazole ring is not in contact to
Aspl76 and the bound phosphate ion but forms an
H-bond with the carbonyl group of Gly177 at the
surface of the protein (Figure 7(c)). In accordance
with this finding, the Y143H exchange leads to a
strong improvement of the solubility of HisF-C*C
(Figure 4). The substitution V234M was found in
three of the four improved HisF-C*C variants and is
the single exchange present in HisF-C*C 3 (Table 1).
The MD simulations suggest that the long and linear
hydrophobic methionine side-chain protrudes into a
patch of hydrophobic residues of the adjacent half
barrel (Figure 7(d)). This newly formed hydrophobic
cluster is well shielded from solvent, which explains
why HisF-C*C 3 and HisF-C*C A +V234M are no
more soluble than HisF-C*C and HisF-C*C A,
respectively (Figure 4). However, HisF-C*C is
more soluble than HisF-C*C A +Y143 H, suggesting

that the effect of the V234M exchange can be
influenced by the protein scaffold in which it is
introduced. Along the same lines, the increase of the
apparent m-value caused by the V234M substitution
is somewhat more pronounced in the background of
HisF-C*C A+Y143H than in the background of
HisF-C*C A and much stronger than in the back-
ground of HisF-C*C (Table 1). The basis of this
context dependence is difficult to elucidate in the
absence of highly resolved X-ray structures of the
different variants. One can speculate that the
presence of the Y143H exchange and the shortening
of the loop induce a better defined local structure in
which methionine 234 can unfurl its stabilizing
effect more efficiently.

Implications for the evolution of (Ba)s-barrels

The structural superposition of the wild-type HisF
half barrels HisF-N and HisF-C reveals that about
100 of the approximately 120 aligned residues are
different.”® Tt is therefore remarkable that four
amino acid substitutions in the N-terminal half of
HisF-CC were sufficient to generate the HisF-C*C
protein, whose tertiary structure must be highly
similar to that of HisF. Moreover, neither the Y143H
nor the V243M substitution in the N-terminal half of
HisF-C**C reconstituted residues found at the
equivalent positions in HisF-N. These findings
strengthen the hypothesis that half barrels are
flexible and independently evolving structural
entities, which can be mixed and matched by nature
to generate the highly symmetrical and catalytically
versatile and ubiquitous TIM-barrel fold. 1011

Earlier attempts to design (Ra)s-barrels from
individual (Ba) units mainly generated molten
globules that contained a considerable amount of
secondary structure but did not fold into well-
defined tertiary structures."’ However, recently an
idealised (Ba)g-barrel with native-like properties was
generated on the basis of a two-step computational
approach.®” Since the central eight-stranded p-sheet
was constructed on the basis of a 4-fold symmetry, the
successful design supports the hypothesis that (Ba)>
units constitute the smallest independently evolving
units within (Ba)g-barrels.1%15 However, it has not
been reported whether this protein is a monomer
with a tertiary structure that is equally well defined
and compact as that of HisF-C**C.

In HisF, the catalytically essential residues aspar-
tate 11 in p-strand 1 and aspartate 130 in p-strand 5
are related by a 2-fold symmetry axis along the
central barrel axis and perfectly superimpose when
HisF-N and HisF-C are structurally a]igncd.g'zs'63
HisF-C*C carries two structurally equivalent
aspartate residues in its two p-strands 5, and both
chemical unfolding and MD simulations suggest
that HisF-C**C possesses intact sites to bind the
two terminal phosphate moieties of the HisF
substrate N’-[(5’-phosphoribulosyl)formimino]-5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
(PRFAR) (Figures 5(b) and 7(a)). Nevertheless,
HisF-C**C did not show measurable catalytic
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activity, even at a protein concentration of 50 pM
(data not shown). Probably, minor perturbations of
the active site geometry of HisF-C*C prevent the
productive binding and turnover of PRFAR, which
shall now be established by further rounds of
random mutagenesis and selection in vivo sup-
ported by molecular dynamics studies in silico.

Materials and Methods

Construction of a hisF-C*C gene library with
randomised N-terminal half

The chloramphenicol-acetyltransferase (CAT) fusion
vector pCFN-hisFC (Figure 2) was derived from pCFN1.2?
This vector includes phage f1 and pBR322 origins of
replication, the ampicillin resistance gene (bla) and a
strong isopropyl-B-thiogalactoside (IPTG)-inducable pro-
motor (Py.). Sequences inserted into the multiple cloning
site (MCS) of pCFN1 between the restriction sites BglII
and Xbal lead to the expression of proteins fused at their
N-terminus with a His¢-tag and the FLAG epitope, and at
their C-terminus with CAT. An amber stop-codon is
inserted between the Xbal site and the cat gene such that
an amber suppressor E. coli strain is needed for expression
of the full-length fusion gene. pCEFN-hisFC was con-
structed in two steps. First the 5' Bglll restriction site of the
MCS was changed into a Xhol site by using the
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
with the complementary oligonucleotides 5'-CTACAAG-
GACGATGACGACTCGAGCTCACGTCTAGA-3" and 5'-
GCGAGCCTACTCTAGACGTGAGCTCGAGTCGT-
CATC-3' as overlapping primers,®* yielding pCFN1(Xhol)
(new restriction site underlined). Next hisF-C was ampli-
fied by PCR using a hisF-C containing pCEN1 vector
(pCEN1-hisFC) as template and the oligonucleocleotides
5'-ATACTCGAGTTGGGATCCGGTCAGGCCGTTGTC-
3" with Xhol and BamHI sites (underlined) as 5’-primer,
and 5'-CTCGCGAGCCTACTCTAGAAA-3" with a Xbal
site (underlined) as 3’-primer. The amplified hisF-C
fragment was cloned into pCFN1(Xhol) using Xhol and
Xbal restriction sites, introducing a new BamHI site
between Xhol and hisF-C and yielding pCEN-hisFC. In
order to avoid expression of HisF-C - CAT fusion
proteins through religated vectors in the upcoming
selection, a frame shift between the coding region of
FLAG and the BamHI site was introduced.

The hisF-C* gene, which is identical to hisF-C except for
the substitutions A124R and A220K,*® was subjected to
error-prone PCR using the GeneMorph® II Random
Mutagenesis Kit (Stratagene) under conditions which
should introduce about two nucleotide exchanges per
gene. To this end, the oligonucleotides 5'-AAGAAGGA-
GATATACTCGAGCCAGCGC-3" and 5-TTGTCGACG-
GAGCTCGAATTCGGATCC-3" were used as 5’ and 3’
primers, respectively. These contained Xhol and BamHI
restriction sites (underlined) and reconstituted the correct
reading frame for the translation of the hisF-C*C-cat fusion
construct after cloning of the randomised hisF-C* frag-
ments into pCFN-hisFC.

The plasmids obtained were used to transform E. coli
XL1-BlueMrf'cells (Stratagene) by electroporation, which
were plated on medium containing ampicillin to select for
plasmid uptake. As estimated from the number of grown
colonies and the ligation efficiency tested by colony PCR,
the hisF-C*C-cat gene repertoire contained approximately

7.4x10* different variants. The grown colonies were
scratched off the plates and resuspended, followed by
the isolation of the pCFN-hisF C*C plasmid library. Se-
quencing of several clones grown under such non-selective
conditions showed that Mutazyme® II DNA Polymerase
had inserted two mutations per gene on average, as
intended, with a range from zero to seven exchanges. The
distribution of mutations showed a bias towards GC over
AT base-pair exchanges (70% versus 30%), and of transi-
tions over transversions (75% versus 25%).

In vivo selection for soluble HisF-C*C variants

The amber-suppressor E. coli strain IM101%° was
transformed by electroporation with the pCEN-hisF C*C
gene library, as well as with the controls pCFN-hisFC
containing “wild-type” hisF-C* and pCFN-hisFC contain-
ing no insert. In each case, expression was induced
immediately after transformation by adding 200 pg/ml
of IPTG. Following shaking of the transformants for 2 h at
37 °C, the cells were streaked on plates containing 200 pg/
ml IPTG and different concentrations of chloramphenicol
(0400 pg/ml), and incubated at 37 °C for 16 h. Cells
transformed with “wild-type” pCFN-hisF C*C were able
to grow on plates with up to 250 pg/ml chloramphenicol,
whereas cells transformed with empty pCFN-hisFC vector
grew only in the absence of the antibiotic, due to the
introduced frame shift between the coding region of FLAG
and the BamHI site mentioned above. From the pCEN-hisF
C*C gene library several colonies grown in the absence of
chloramphenicol, and the >330 colonies grown on plates
containing 300, 350 and 400 pg/ml chloramphenicol were
picked and subjected to plasmid isolation. Colony PCR
showed that 97% of these colonies were false-positives,
which carried plasmids with truncated inserts that had
lost the major part of the hisF-C*C sequence and thus
contained essentially only the cat gene.

Cloning of selected and designed hisF-C*C variants
into pET24a(+)

In order to produce the selected HisF-C*C variants in
the absence of CAT as well as the N-terminal Hiss. and
FLAG-tags, the hisF-C* inserts from the 11 true positive
colonies grown in the presence of high chloramphenicol
concentrations were sub-cloned from pCFEN-hisF C*C into
pET24a(+) vectors containing the wild-type hisF-C gene
(pET24a(+)-hisFC,).%® To this end, the hisF-C* inserts were
cut out from pCFN-hisF C*C with the help of the
restriction enzymes Xhol and BamHI. The resulting
fragment was amplified by PCR using the oligonucleo-
tides 5'-ATACATATGCAGCGCGTTGTCGTGGCGATA-3'
with a Ndel site (underlined) as 5'-primer and 5'-
TCGACGGAGTCTAGATTCGGATCCCAACCC-3" with
a BamHI site (underlined) as 3'-primer. The amplification
product was ligated with pET24-hisFC,, yielding the
various pET24a(+)-hisF C*C variants. In these constructs,
the genes of hisF-C* and hisF-C are connected by the
BamHI site in such a way that in the HisF-C*C proteins
both halves are linked by a Gly-Ser-Gly stretch.

For construction of the variant HisF-C*C A in which
the af loop connecting the N- and C-terminal halves
was shortened from 13 to 5 residues, hisF-C* was ampli-
fied by PCR using an isolated hisF-C* fragment as
template. The oligonucleotide 5'-ATACATATGCAGC-
GCGTTGTCGTGGCGATA-3" with a Ndel site (under-
lined) was used as 5'-primer and the oligonucleotide 5'-
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ATAGACGGATCCGCCGTGTTTTTTGAGGTACTCTTT-
CAGTTC-3" with a BamHI site (underlined) was used as
3'-primer. The amplified fragment hisF-C* A was cloned
into pET24a(+)-hisFC,, yielding pET24a(+)-hisFC*CA. As
a consequence, the halves connecting aR-loop in HisF-
C*C A ends with Gly245 (Figure 1(c)), and the Gly-Ser-
Gly stretch connecting the two halves was preserved.

To introduce the single amino acid exchanges
D135G, T142S, Y143H and V234M into the N-terminal
half of HisF-C*C A the hisF-C* sequence was amplified
by PCR using an isolated hisF-C* fragment as template.
The oligonucleotides 5'-GATATACATATGCAGCG-
CGTTGTCGTGGCGATAGATGCAAAAAGAGTG-
GGTGGAGAGTTC-3’ (for generation of hisF-C*-D135G),
5'-GATATACATATGCAGCGCGTTGTCGTGGCGATA-
GATGCAAAAAGAGTGGATGGAGAGTTCATGGTCTT-
CAGCTACTCCGGAAAGAAG-3' (for generation of
hisF-C*-T142S), 5'-GATATACATATGCAGCG-
CGTTGTCGTGGCGATAGATGCAAAAAGAGT-
GGATGGAGAGTTCATGGTCTTCACCCACTCCG-
GAAAGAAG-3' (for generation of hisF-C*-Y143H) and
5-ATACATATGCAGCGCGTTGTCGTGGCGATA-3" (for
generation of hisF-C*-V234M) were used as 5’-primers.
The oligonucleotides 5-ATAGACGGATCCGCCGTGT-
TTTTTGAGGTACTCTTTCAGTTC-3" (for generation of
hisF-C*-D135G, hisF-C*-T142S and hisF-C*-Y143H) and 5'-
ATAGACGGATCCGCCGTGTTTTTTGAGGTACTCTTT-
CAGTTCTCTCATGTC-3" (for generation of hisF-C*-
V234M) were used as 3'-primer. As a consequence, at the
5’ terminus a Ndel-site (underlined) and at the 3’ terminus a
BamHI site (underlined) were introduced together with the
spedific codon exchange (bold). The 3'-primers are designed
in such a way that the amplified hisF-C* fragment is
shortened like in hisF-C* A. Thus, the N-terminal half of each
single variant ends at Gly245, and the two halves are linked
by a Gly-Ser-Gly stretch. The cloning of the amplification
products into pET24-hisFC, yielded pET24a(+)-hisF C*C
A +D135G, pET24a(+)-hisF C*C A +T142S, pET24a(+)-hisF
C*C A +Y143H and pET24a(+)-hisF C*C A +V234M.

For construction of hisF-C**C in pET24a(+), hisF-C* was
amplified by PCR using an isolated hisF-C* fragment as
template and the oligonucleotides mentioned above
which introduce the Y143H and the V234M exchanges as
well as the loop shortening. The cloning of the amplifica-
tion fragment into pET24a(+)-hisFC, yielded pET24a(+)-
hisF C*C. All constructs were sequenced entirely to
exclude inadvertent mutations.

Heterologous expression of hisF-C*C variants and
protein purification

Heterologous expression of the hisF-C*C variants was
performed in E. coli BL21(DE3) (Stratagene) transformed
with the various pET24a(+) plasmids containing the en-
coding sequences. To this end, four liters of Luria Broth
(LB) media supplemented with 75 pg/ml of kanamycin
(for maintenance of pET24a(+)) were inoculated with a
pre-culture and incubated at 37 °C. After an ODgq of 0.6
was reached, expression was induced by adding 1 mM
IPTG, and growth continued for another 4 h. Cells were
harvested by centrifugation (Sorvall/RC5B, GS3 rotor,
15 min, 4000 rpm at 4 °C), washed with 10 mM potassium
phosphate (pH 7.5), and centrifuged again. The cells were
resuspended in 140 ml of the same buffer, lysed by
sonification (Branson Sonifier W-250D; 2x2 min in 15 s
intervals, 50% pulse, 0 °C), and centrifuged again (Sorvall/
RC5B, S534 rotor, 30 min, 13,000 rpm at 4 °C) to separate
the soluble from the insoluble fraction of the cell extract.

The variants HisF-C*C 2 and 4, as well as HisF-C*C A,
A+D135G, A+T142S, A+Y143H, A+V234M were pur-
ified from the soluble cell fraction. To this end, the extract
was loaded onto a nickel Sepharose column (HisTrap FF
crude 5 ml; GE Healthcare) which had been equilibrated
with 50 mM potassium phosphate, 300 mM NaCl, 1 mM
imidazole (pH 7.5). The column was washed with the
equilibration buffer, and the bound His¢-tagged protein
was eluted by applying a linear gradient of 1 mM-300 mM
imidazole. Fractions with pure protein were pooled and
dialysed extensively against 50 mM potassium phosphate
(pH 7.5). In the case of the HisF-C*C 4, the dialysis buffer
contained either 1 mM dithiothreitol (DTT) to avoid
disulfide-linkage via Y143C or no DTT to allow for cystine
formation. According to SDS-PAGE (12.5% (w/v) acryla-
mide), all proteins were pure >95%.

The variants HisF-C*C, HisF-C*C 1 and 3 were purified
from the insoluble cell fraction, which was washed with
10 mM potassium phosphate (pH 7.5), resuspended in 80 ml
of the same buffer containing 6 M guanidinium chloride
(GdmCl) and incubated for 30 min at room temperature.
Following the addition of 80 ml of 1 M GdmCl and further
incubation for 30 min the suspension was centrifuged
(Sorvall /RC5B, SS34 rotor, 30 min, 13,000 rpm at 4 °C). The
supernatant was mixed with 280 ml of 2 M GdmCl and then
dialysed extensively against 50 mM potassium phosphate
(pH 7.5), to induce protein refolding. The solution was
centrifuged (Sorvall/RC5B, SS34 rotor, 30 min, 13,000 rpm
at 4 °C) to separate protein aggregates. Most refolded HisF-
C*C variants were pure to >95%. Otherwise, minor
impurities were removed by applying nickel Sepharose
chromatography as described above.

Wild-type HisF, HisF-C and HisF-CC were produced in
E. coli BL21(DE3) as mentioned above and purified as
described.”®

Analysis of protein solubility

HisF and the HisF-C*C variants were produced in 50 ml
cultures of E. coli BL21(DE3) cells as described above.
From each culture a 2 ml aliquot was centrifuged
(Eppendorf 5415R, 1 min, 13,000 rpm at 4 °C). The cells
were resuspended in 1 ml of 100 mM potassium
phosphate, 2 mM EDTA (pH 7.5), and lysed by sonifica-
tion (Branson Sonifier W-250D, 45 sec, 15% pulse, 0 °C).
The soluble and insoluble fractions of 100 pl of the cell
extract were separated. The two preparations were
supplemented with polyacrylamide gel loading buffer
and applied at different dilutions on 12.5% SDS- poly-
acrylamide gels. The protein bands were subsequently
stained with Coomassie blue and their intensities were
quantified using OptiQuant (version 02.50). The protein
bands shown in Figure 4(a) represent undiluted samples
of soluble and insoluble cell fractions. To avoid quantifica-
tion errors caused by a non-linear relationship between
the staining signal and the amount of protein, protein
bands of the soluble and insoluble fractions with similar
staining intensity but different degrees of dilution were
compared, followed by back calculation to the undiluted
solutions. The data shown in Figure 4(b) are the result of
three independent experiments, which allowed us to
determine mean values and standard deviations.

Analytical methods

Analytical gel filtration was performed by using a
calibrated Superdex 75 column (Amersham). In each case
0.15-0.2 mg of the protein was applied on the column and
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eluted with a flow rate of 0.5 ml/min in 50 mM potassium
phosphate, 300 mM potassium chloride (pH 7.5), at 25 °C.
HisF-C*C 4 was analysed either in the presence or absence
of 1 mM DTT. Fluorescence emission spectra of HisF, HisF-
C*C and HisF-C**C were measured at 25 °C with a Cary
Eclipse spectrophotometer (Varian) using 5 pM protein
dissolved in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), and an
excitation wavelength of 280 nm. The generated emission
is mainly caused by the single tryptophan 156 of HisF
which exists as two copies in HisF-C*C and HisF-C**C,
due to its location in the C-terminal half of HisF. Near-UV
CD spectra were recorded at 25 °C with an Aviv CD
spectrometer 62-DS (d=1 c¢cm) using 68 pM HisF, 42 uM
HisF-C*C and 54 pM HisF-C**C dissolved in 50 mM
potassium phosphate (pH 7.5). The measured intensities
were normalized to molar ellipticities.

Protein unfolding induced by urea or GdmCl was
followed in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), by the
decrease of the fluorescence intensity at 320 nm after
excitation at 280 nm. The signal was measured after
different time intervals until no further change was
observed to ensure that the equilibrium was reached.
The obtained intensities were normalised and plotted as
fractional change of the native signal. This allowed us to
determine the midpoint of unfolding D;,» [M], which
represents the concentration of urea where 50% of the
protein had non-native structure and served as an
operational measure for conformational stability. More-
over, the unfolding traces were analysed according to the
two-state model®® to determine an apparent m-value,
which served as an operational measure for the coopera-
tivity of the unfolding process. All proteins could be
refolded after complete unfolding in 8 M urea or 6 M
GdmCl by removing the denaturant via dilution or
dialysis against 50 mM potassium phosphate (pH 7.5).
To investigate the stabilizing effect of phosphate on HisF-
C*C the unfolding of this protein was also measured in
50 mM Tris-HCl (pH 7.5). To completely remove
phosphate ions, purified HisF-C**C was unfolded by
8 M urea and refolded by extensive dialysis against 50 mM
Tris-HCl (pH 7.5).

The ammonia dependent HisF activity was measured as
described.” AASA (A?) values, which denote the differ-
ence of solvent exposed surface between the folded and
unfolded states were calculated as described.*

Molecular dynamics simulations

The structural and energetic properties of the various
proteins were analysed by molecular dynamics calcula-
tions using the molecular modelling program MOLOC#?!
and the force field MAB* with implicit solvation. The
constructs were built on the basis of the published X-ray
structure of HisF (PDB code 1thf)* by a 180° rotation
around the barrel axis of the C-terminal half barrel and its
subsequent fitting onto the N-terminal half barrel using
DeepView 3.7§. Subsequently, first the loops were relaxed
and later the whole structure by minimization and 2 ns of
molecular dynamics at 300 K. Starting from HisF-CC,
models for HisF-C*C, HisF-C*C A, and HisF-C*C were
constructed and relaxed by MD. For lack of a reliable
method to calculate the free energy of the unfolded state,
“interaction energies” between the linked half barrels
were calculated using a pseudo-thermodynamic circle.*

§ http:/ /www.expasy.org/spdbv/

The energetic properties were analysed after an equilibra-
tion phase of 500 ps.
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ABSTRACT: Ample evidence suggests that the ubiquitous
(Ba)g-barrel enzyme fold has evolved by the duplication
and fusion of an ancestral (Sa),-half-barrel. To reconstruct
this process in the laboratory with a model protein, we
earlier fused two copies of the C-terminal half-barrel
HisI-C of imidazole glycerol phosphate synthase (HisF)
and stepwise stabilized the resulting HisF-CC construct.
We now further increased its stability and solubility by
introducing two additional amino acid exchanges, which
allowed us to crystallize the resulting artificial (fou)s-barrel
protein HisF-C***C. The analysis of its X-ray structure
at 2.1 A resolution reveals a striking similarity to wild-
type HisF, helps us to understand its improved stability,
and provides further insights into the evolution of (Sav)s-
barrel proteins.

The molecular evolution of new protein structures and
functions is largely based on the duplication and fusion of
existing genes and gene fragments (/, 2). This becomes
particularly obvious in the case of protein folds with internal
sequence and structural symmetries (3). A prominent ex-
ample is the (Sa)s-barrel, which is the most frequent and
most versatile enzyme fold (4, 5). The canonical (Sou)s-barrel
consists of a central eight-stranded S-sheet, the barrel, which
is surrounded by the ecight a-helices. The active site is
eenerally located at the C-terminal end of the barrel and in
the fa-loops (“catalytic face™), whereas the N-terminal end
of the barrel and the Sa-loops are important for the confor-
mational stability of the fold (“stability face™) (6). The
striking 2-fold sequence and structural symmetry of the
(fas-barrel enzymes N'-[(5'-phosphoribosyl)formimino]-5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (ProFAR)
isomerase (HisA) and imidazole glycerol phosphate synthase
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(HisF) suggests that these enzymes have evolved from a
common (fa)s-half-barrel ancestor by a series of gene
duplication and fusion events (7). We have reconstructed this
process in the laboratory by fusing two identical copies of
HisF-C, which is the C-terminal half-barrel of HisF, and by
stabilizing the resulting construct HisF-CC stepwise to Hisl-
C*C and HisF-C**C, using rational design and library se-
lection (8, 9). We have now further stabilized HisF-C**C
by the introduction of two additional residue exchanges, thus
generating HisF-C***C,

The N-terminal half of HisF-C*C contains the amino acid
exchanges A124xR and A220xK, which were introduced into
HisF-CC to reconstitute a salt bridge cluster at the stability
face of the central f-barrel of the wild-type HisF enzyme
(8). The N-terminal half of HisF-C**C additionally contains
a shortened loop connecting the two half-barrels and the two
stabilizing exchanges Y143yH and V234\M, which were
identified by random mutagenesis and selection in vivo (9).
The high internal 2-fold symmetry suggested to us that the
introduction of the corresponding exchanges Y143-H and
V234:M into the C-terminal half of HisFF-C**C might further
improve the properties of the resulting HisF-C***C protein
(Figure 1a).

Heterologous expression in Escherichia coli showed that
the fraction of recombinant HisF-C***C that was produced
in soluble form (84%) was much larger than the soluble
fraction of HisF-C**C (51%) and almost as large as the
soluble fraction of the wild-type HisF enzyme (90%) (Figure
1b). The purified HisF-C***C protein unfolds in guanidinium
chloride with cooperativity comparable to that of but at
denaturant concentrations slightly higher than that of HisF-
C**C (Figure 1¢). Moreover, HisF-C***C unfolds with
cooperativity similar to that of albeit at denaturant concentra-
tions significantly lower than that of wild-type HisF, which
must be extraordinarily stable to avoid denaturation in its
hyperthermophilic host, Thermotoga maritima.

The HisF-C***C protein was crystallized, and its X-ray
structure was determined at 2.1 A resolution by molecular
replacement with the coordinates of the C-terminal half of
wild-type HisF [residues 123—253, Protein Data Bank (PDB)
entry 1thf] (Table S1) (7). HisF-C***C forms a (fa)s-barrel
structure with essentially the same topology and secondary
structure content as HisF (Figure 2 and Figure S1). The areas
around helices a8y and a8 are not well defined and could

© 2009 American Chemical Society
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FIGURE 1: Design of the (fov)g-barrel protein HisF-C***C from two
identical and fused HisF-C half-barrels. (a) Secondary structure
elements and stabilizing amino acid exchanges. The exchanges in
HisF-Cy and the shortening of the loop connecting the two half-
barrels were introduced in earlier work to stabilize HisF-CC via
HisF-C*C to HisF-C**C (8, 9). The exchanges Y143cH and
V234cM were introduced in this work to further stabilize HisF-
C**C to HisF-C***C. (b) Solubility analysis of HisF-C**C, HisF-
C***C, and HisF. In the left panel, insoluble (if) and soluble (sf)
fractions of E. coli host cell extracts analyzed by SDS—PAGE
(12.5% acrylamide) and staining with Coomassie blue. In the right
panel, the percentage of the proteins produced in soluble form (as
deduced from the analysis of three different clones of each variant).
(c) Stability of HisF-C**C, HisF-C***C, and HisF in 50 mM
potassium phosphate (pH 7.5) at 25 °C. Chemical unfolding was
induced by incubation in guanidinium chloride (GdmCl) and
monitored by the decrease in fluorescence intensity at 320 nm
following excitation at 280 nm. The signals were normalized, and
the following D values (in molar GdmCl) were determined: HisF-
C**C, 1.90 £ 0.03 M; HisF-C***C, 2.10 £ 0.02 M; HisF, 3.32 £
0.07 M.

not be built satisfactorily into the density (Figures S1 and
S2). All other parts of the structure though have a high
resolution and can be compared to the parent HisF structure
and an earlier calculated structural model of HisF-C**C (9).

The structure of HisF-C***C superimposes nicely with
that of HisF. The overall root-mean-square deviation (rmsd)
of the two proteins is 1.7 A, and the rmsd values for the
superimposed N-terminal and C-terminal halves are 1.6 and
0.6 A, respectively. HisF-C***C shows an extremely high
2-fold symmetry, with a rmsd of only 0.6 A for its two
superimposed HisF-Cy and HisF-Cc halves, compared to a
rmsd of 1.6 A for the superimposed HisF-N and HisF-C
halves of wild-type HisF (Figure 2). The two aspartate
residues of HisF-C***C, D130y and D130¢, which are
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187A

D130, D130,

D130, «—63A_, p11,,

catalytic face

stability face

A124,8

HisF HisF-C***C
FIGURE 3: Important structural features of HisF-C***C in com-
parison to those of HisF. (a) The f-barrel of HisF-C***C opens
up wider at the catalytic face than HisF, resulting in a distance
increase in the functional aspartate residues of ~2 A. (b) The
exchanges Y143yH and Y 143cH, which contribute to the solubility
and stability of HisF-C***C, are solvent-exposed in the crystal
structure. (c¢) The stabilizing salt bridge cluster of HisF is formed
in a similar way in HisF-C***C through the exchanges A1245R
and A2205K. Hydrogen bonds between the involved side chain
residues, which are shown as sticks, are indicated by dashed lines
up to a distance cutoff of 3.0 A. Colors as in Figure 2.
located at the C-terminal ends of strands f5x and f5c,
respectively, correspond to catalytic aspartate residues D11
and D130 of HisF, which are located at the C-terminal ends
of strands $1 and 35, respectively (Figure 2 and Figure S1).
We therefore tested whether HisF-C***C has HisF activity
by incubating high concentrations of the protein (50 uM)
with the substrates ammonia and N’-[(5'-phosphoribulosyl)-
formimino ]-5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
(PRFAR). However, no production of ImGP could be
detected in the spectroscopic HisF assay (/0). This lack of
measurable activity could be due to the increased distance
of catalytic aspartates D130y and D130c in comparison to
D11 and D130 (Figure 3a). Moreover, although the addition
of orthophosphate stabilizes HisF-C***C, we did not find
any evidence for the binding of the bisphosphorylated
substrate analogue ProFAR (/0). As the N-terminal phos-
phate binding site of HisF-C***C is slightly shifted with

HisF-C***C Q

FIGURE 2: Ribbon diagrams of the crystal structures of HisF (PDB entry 1thf) and HisF-C***C. Top view onto the catalytic face (cp. Figure
3a). The functional aspartate residues D11y and D130c of HisF and the corresponding D130y and D130 residues of HisF-C***C are
shown as sticks. The indicated root-mean-square deviations were calculated for the following pairs: HisF—HisF-C***C, 1.7 ]\ (184
superimposed Ca. atoms); N-terminal halves of the two proteins, 1.6 A (89 Co atoms); C-terminal halves of the two proteins, 0.6 A (103
Ca. atoms); the halves within HisF, 1.6 A (89 Ca atoms); the halves within HisF-C***C, 0.6 A (103 Ca. atoms).
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respect to that of HisF (not shown), the proper anchoring of
the corresponding phosphate group of ProFAR and PRFAR
in the designed active site might be hampered, resulting in
a low binding affinity.

The X-ray structure further allowed us to analyze the
stabilizing effects of the amino acid exchanges that were
introduced to generate HisF-C***C from HisF-CC. The
histidine residues introduced by library selection [Y143xH
(9)] and site-directed mutagenesis [ Y 143cH (this work)] point
into the solvent (Figure 3b), which allows them to engage
in favorable interactions with water, explaining why these
substitutions increase both solubility and stability. Crystal
contacts (not shown) appear to stabilize this conformation
compared to an alternative one suggested by molecular
dynamics simulation of HisF-C**C, in which the imidazole
eroup of H143y forms a hydrogen bond network with the
carboxylate group of D176¢ and the phosphate ion bound
to the C-terminal half-barrel (9). The methionine residues
introduced at position 234 are not resolved in the crystal
structure, neither in the N-terminal nor in the C-terminal half.
Their contribution to increased stability or solubility thus
cannot be evaluated on the basis of this structure. A structural
model of HisF-C**C, however, suggests that the long
methionine side chain protrudes into a hydrophobic pocket
of the adjacent half-barrel to form favorable van der Waals
interactions (9).

Inspection of the structure shows that exchanges A124xR
and A220xK at the N-terminal face of the central barrel result
in the formation of a salt bridge cluster involving E167y and
E167¢, as expected (Figure 3¢). This rationally designed salt
bridge cluster strengthens the interaction between the N- and
C-terminal half-barrel, explaining why the introduced ex-
changes are beneficial both for the compactness and for the
stability of the protein (8).

Following the fusion of two identical HisF-C half-barrels,
the shortening of the connecting loop and as little as six
amino acid exchanges were sufficient to generate the highly
stable protein HisF-C*#**C. The artificial (So)s-barrel shows
a high degree of structural similarity to the wild-type HisF
enzyme. This finding is remarkable, given that the N-terminal
half-barrels HisF-Cy and HisF-N share a degree of sequence
identity of only ~25%, and demonstrates that (So)s-barrels
can be readily evolved in the laboratory from a half-barrel.
Our results make it likely that similar gene duplication and
fusion events have led to the generation of an ancestral (fot)s-
barrel during natural evolution (6). Although the sequences
of HisF-C and HisF-C*#**C certainly differ from those of
the ancestral proteins due to genetic drift, they are good
models for these proteins and the putative evolutionary events
connecting them. It will now be interesting to test whether
and which catalytic activities can be established on the HisF-
C##*( scaffold and how many mutations will be necessary
to do so. The structure presented here shows how the barrel
of HisF-C***C opens up wider than the barrel of HisF,
resulting in a larger binding pocket (Figure 3a). This
observation and the absence of detectable HisF activity
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illustrate that a fine-tuning of the active site will be required,
which might be hard to achieve by rational approaches and
probably will require directed evolution techniques, i.c.,
random mutagenesis followed by selection or screening.

The regular order of the (fa)-units has prompted experi-
ments aimed at designing artificial (So)s-barrel enzymes early
on. However, the first attempts yielded molten globules with
defined secondary structures at best (//—13). More recently,
a (fa)s-barrel that consists of an idealized artificial backbone
containing an eight-stranded f-sheet with 4-fold symmetry
surrounded by eight a-helices was designed. An optimal
amino acid sequence fitting the idealized backbone was then
chosen with an automated selection algorithm (/4). Although
the designed protein is stable and appears to adopt a well-
defined tertiary structure in solution, no high-resolution X-ray
or NMR structure has been published until now. HisF-C***C
is therefore the first artificial (Sov)s-barrel for which a high-
resolution structure is available, complementing structural
analysis of an artificial nine-stranded barrel that was con-
structed by fusing HisF-C to parts of a flavodoxin-like (So)s-
protein (/5).

SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

A description of the experimental procedures with sup-
porting references, data collection and refinement statistics
from the X-ray structure determination of HisF-C***C (Table
S1), structure-based sequence alignment of HisF and HisF-
C*#+C (Figure S1), and electron density maps around helices
o8y and a8¢ of HisF-C*#*C (Figure S2). This material is
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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Supporting Information

High resolution crystal structure of an artificial (Ba)s-barrel protein

designed from identical half barrels

Birte Hocker, Adriane Lochner, Tobias Seitz, Jorg Claren, and Reinhard Sterner

Experimental procedures

Cloning of hisF-C***C into pET24a(+)

The hisE-C half barrel gene was amplified by PCR using the oligonucleotide 5'- GGT CGC
GGA TCC GGT CAG GCC GTT GTC GTG GCG ATA GAT GCA AAA AGA GTG GAT
GGA GAG TTC ATG GTC TTC ACC CAC TCC GGA AAG AAG-3' with a BamHI site
(underlined) as 5'-primer, and the oligonucleotide 5-GTG GTG CTC GAG CAA CCC CTC
CAG TCT CAC GTT CAC TCC GTG TTT TTT GAG GTA CTC TTT CAG TTC TCT CAT
GTC GAT CTC TC-3' with a Xhol-site (underlined) as 3'-primer. Two new codons (bold
letters) introduced the amino acid exchanges Y143H and V234M. Cloning of the
amplification fragment into the pET24a(+) vector containing the 5'-terminal half of ZisF-
C**C (1) yielded pET24a(+)-hisF-C***C. The entire gene was sequenced to exclude

inadvertent mutations.

Heterologous gene expression and purification of recombinant proteins

Heterologous expression of hisF-C***C was performed in E. coli BL21(DE3) (Stratagene)
transformed with pET24a(+)-hisF-C***C, which results in the addition of a C-terminal hexa-
histidine tag to the recombinant protein. To this end, two liters of Luria Broth (LB) medium

supplemented with 75 pg/ml kanamycin were inoculated with a pre-culture and incubated at
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37°C. After an ODggy of 0.6 was reached, expression was induced by adding 0.5 mM IPTG,
and growth was continued for another 4 h. Cells were harvested by centrifugation
(Sorvall/RC5B, GS3, 15 min, 4000 rpm, 4°C), washed with 10 mM potassium phosphate, pH
7.5, and centrifuged again. The cells were suspended in 70 ml of the same buffer, lysed by
sonification (Branson Sonifier W-250D, 2 x 2 min in 15 sec intervals, 50% pulse, 0°C), and
centrifuged again (Sorvall/RC5B, SS34, 30 min, 13.000 rpm, 4°C) to separate the soluble
from the insoluble fraction of the cell extract. The soluble supernatant was loaded onto a
nickel sepharose column (HisTrap FF crude 5 ml, GE Healthcare), which had been
equilibrated with 50 mM potassium phosphate, 300 mM NaCl, 1 mM imidazole, pH 7.5. The
column was washed with the equilibration buffer, and the bound Hise-tagged protein was
eluted by applying a linear gradient of 1-700 mM imidazole. Fractions with pure protein were
pooled and dialyzed extensively against 50 mM potassium phosphate, pH 7.5. According to
SDS-PAGE (12.5 % acrylamide), HisF-C***C was more than 95 % pure.

Wild-type HisF and HisF-C**C were produced in F. coli BL21(DE3) and purified as

described (/, 2).

Analysis of protein solubility

HisF, HisF-C**C, and HisF-C***C were produced in 50 ml cultures of E. coli BL21(DE3)
cells as described above. From each culture a 2 ml aliquot was centrifuged (Eppendorf 5415R,
1 min, 13.000 rpm, 4°C). The cells were suspended in 1 ml of 100 mM potassium phosphate,
2 mM EDTA, pH 7.5, and lysed by sonification (Branson Sonifier W-250D, 45 sec, 15%
pulse, 0°C). The soluble and insoluble fractions of 100 ul of the cell extract were separated.
The two preparations were supplemented with polyacrylamide gel loading buffer and loaded
at different dilutions on 12.5% SDS polyacrylamide gels. The protein bands were
subsequently stained with Coomassie blue, and their intensities were quantified using

OptiQuant (Version 02.50). The protein bands shown in Figure 1b (left panel) represent
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undiluted samples of soluble and insoluble cell fractions. To avoid quantification errors
caused by a non-linear relationship between the staining signal and the amount of protein,
protein bands of the soluble and insoluble fractions with similar staining intensity but
different degrees of dilution were compared, followed by back calculation to the undiluted
solutions. The data shown in Figure 1b (right panel) are the result of three independent

experiments, which allowed us to determine the shown mean values and standard deviations.

Analysis of protein stability

Protein unfolding induced by guanidinium chloride (GdmCl) was followed in 50 mM
potassium phosphate, pH 7.5, at 25°C, by monitoring the decrease of the fluorescence
intensity at 320 nm after excitation at 280 nm. The signal was measured after different time
intervals until no further change was observed to ensure that the equilibrium was reached. The
obtained intensities were normalized and plotted as fractional change of the native signal. The
Dy ; values (GdmCl concentration at which 50% of the native signal is lost) given in Figure 1c
are the means and standard deviations of three independent experiments. Following complete
unfolding in 6 M GdmCl, all proteins could be refolded by removing the denaturant via

dilution or dialysis against 50 mM potassium phosphate, pH 7.5.

Mass spectrometry

Mass spectrometry was done by MALDI-TOF on a 4800 Plus MALDI-TOF/TOF-Analyzer
(Applied Biosystems). The lyophilized samples were dissolved in 5 pl matrix solution (5 mg
o—cyano-4hydroxy-cinnamic acid (CHCA) in 1ml H,0) and spotted onto the MALDI target.
For molecular weight measurements spectra were recorded in the linear mode, mass

calibration was done using internal standards.
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Crystallization, data collection, and refinement

Crystals were obtained by the sitting drop vapour diffusion method. Drops contained 0.4 ul of
a HisF-C***C protein solution mixed with 0.4 ul of 0.1 M Tris-HCI pH 8.0, 12% w/v PEG
8000, and were equilibrated against 75 ul of reservoir buffer. Following a short transfer into
crystallization buffer with 25% PEG 400, the crystals were flash frozen in liquid nitrogen.
Data of single crystals was collected at the synchrotron beamline PXII (Swiss Light Source,
Villigen PSI, Switzerland) at 100K, recording single one-degree images on a MarCCD
225mm detector. The data was indexed, integrated, scaled with XDS, and converted with
XDSCONYV (3). The dataset had a resolution of 2.1 A, cell dimensions were a=b=58 A, c=131
A, a=Pp=90°, and y=120° and the rhombohedral space group was P3;21. The crystals
contained one protein molecule in the asymmetric unit, yielding a Vy of 2.37 A¥/Da.
Molecular replacement searches were performed with Molrep 9.4.09 (4) using the coordinates
of the C-terminal half of HisF (PDB ID 1thf, residues 123-253).

Model building was performed with the programs Coot (5) and PHASER (6). Refinement was
performed with REFMAC 5.4.0066 (7), resulting in final Reyg and Ryee values of 24.2% and

28.5%. The data collection and refinement statistics are summarized in Table S1.

Structural superimposition

Structural superimpositions were performed using the program STAMP (8).
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Table S1: X-ray structure determination of HisF-C***C:

Data collection and refinement statistics.

Data collection

Wavelength [A] 0.979

Space group P3,21

Resolution [A] 00-21023-21
Unique reflections 15628 (2379)
Redundancy 8.5(7.6)
Completeness [%] 99.3 (96.6)

Riunerge [%] 7.5(88.2)

I/o(1) 14.8 (24)

Wilson B-factor [/0%2] 51.3

Refinement statistics

Space group P3;21

Resolution [A] BO=I1 [2.2-21)
Reryst [%] 24.2 (31.3)

Riree [%] 28.5 (38.4)

Mean B-value [A’] 47.2

r.m.s.d. of bond length [,&] 0.01

r.m.s.d. of angle [deg] 1.38

Number of water molecules 51

Model quality (Molprobity)

Residues in favoured region 204 (93.6%)
Residues in allowed region 217 (99.5%)
Residues in outlier region 1 (0.5%)
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Figure S1: Structure-based sequence alignment of HisF and HisF-C***C. The colours of
secondary structure elements are as in Figure 2. The aspartate residues which are shown as
sticks in Figure 2 are in bold letters. Stabilizing residues that were introduced upon generating
HisF-C***C from HisF-CC (cp. Figure 1a) are circled. Residues not resolved in the structure
of HisF-C***C are in smaller letters. Mass spectrometry with HisF-C***C yielded a
molecular weight of 29506+6 Da, which is in excellent agreement with the calculated
molecular weight for the protein (including Hise-tag) of 29559 Da. This result shows that the

unresolved residues have not been degraded.
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Figure S2: Electron density maps around helices a8y and o8¢ of HisF-C***C. (a) The
sequence stretch between F227y and M234y (marked by the dashed line), which precedes
helix a8, was not built. (b) The loop region between K242y and S247x, which follows helix
a8y, is not resolved. (c) The residues following H228¢, including those corresponding to the
putative helix a8x, could also not be placed.

Several residues in the regions of helices a8y and o8¢ are shown as yellow sticks, while
residues from non-adjacent structural elements are shown in gray. The 2Fo-Fc map is shown

in blue, the Fo-Fc map is shown in green (positive density) and in red (negative density).
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