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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Zur biophysikalischen Charakterisierung oderr Aufklarung derStruktur eines Proteins
muss dieses rekombinant in l8slicher Form und in grol3en Memgeluziert werden. Die
intrinsische Instabilitat vieler eukaryotischer Proteine macht dies jedoch oft sehr schwierig
bzw. ganzlich unmoglich. Obwohl dieses Problem in manchen Fallen durch Variation der
Expressionsund/oder Reinigungsbedingungen umgangenden 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 durchationales Desigrerfolgen. Im ergn Projekt dieser Arbeit wurde auf

der Basis mehrerer HomologModelle die Loslichkeit der Nerminalen Doméne der
humanen Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ 9 durch den Austausch 15 hydrophober
Aminosauren der Proteinoberflachegegen hydrophile Reste signifikant erhoht: die
Ausbeute an gereinigtem Protein stieg auf das Funffache des Ausgangswertes an und die zur
Ausfallung von 50% des Proteins bendtigte Konzentration an Amionoisulfat erhdhte sich

von 0,23M auf 052 M. Allerdings war die optimierté’rotein\ariante etwas weniger stabil
gegenuber chemischer Denaturierung: die zur Entfaltung v 8@s Proteins bendtige
Konzentration anHarnstoff ernedrigte sich von 3,78 auf 3,02M. Diese Ergebnisse zeigen,

dass Loslibkeit und konformationelle Stabilitat eines Proteins nicht in jedem Fall korreliert

sein missen.

In Abwesenheit struktureller Information kann die Aminosauresequenz eines Proteins mittels
gelenkter Evolutionoptimiert werden. Dabei wird zundchst durch alg#mutagenese ein
gro3es Repertoire an Proteinvarianten erzeugt, aus dem anschlieRend durch effiziente
Selektions oder Screeningverfahren diejenigen mit den besten Eigenschaften isoliert
werden kdnnen.

Im zentralen zweiten Teil dieser Arbeit wurde géke Evolution zur Erhohung der
Loslichkeit und Stabilitat der LigarBindungsdoméne des humanen Glucocorticoid
Rezeptors (hGR.BD) durchgefuhrt, wobei fusioniertegtin fluoreszierendes ProteiGKEP)

als Reporter dienteGFP weist ein leicht messbares Bheszenzsignal auflessen Intensitat

von der Loslichkeit bzw. Stabilitétes fusionierten hGRRBD abhangund im Hochdurchsatz
ScreeningVerfahren mittels Fluoreszeraktivierter Zellsortierung (FACS) ausgelesen
werden kann. Zunéchst wurden durch Zufallsmgenese mittelerror prone PCR zwei

plasmidkodierte @r-lbd-egfp Genbanken mit hoher bzw. niedriger Mutationsfrequenz
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hergestellt. Anschlie3end wurden die mit den beiden Banken transformierten und gemischten
E.coli Zellen insgesamt achfEACS-Anreicherungsrunden unterzogen,olei schrittweise

nach héhereGFR-Fluoreszenz im Hochdurchsatz 18.000 Zellen/Sekunde) sortiert wurde.
Hierdurch gelang die Isolierung von insgesamt funf hGBRD Varianten (vier aus
Anreicherungsrunde 5 und eine aus Anreicherumgir 8), die alle aus der hochmutagenen
Genbank stammten und insgesamt 30 unterschiedliche Aminnaéstausche enthielten.

Von diesen 30 Austauschen wurden 14 einzeln getestdiei sich herausstellte, dadie
Mutationen A605V, V702A, EO5G und M752T,&ahnlich wie diein der Literatur
beschriebene Mutation F602S (Bledsteal, 2002), zu einer Erhéhung rdEluoreszenz des
fusioniertenGFP und zu einem Anstieg der Ldslichkeit von RGBD in Abwesenhi¢ von

GFP fuhen. Die Kombination der vorteilhaften Utationen zeigte, dass die Effekte der
einzelnen Austausche auf die Fluoreszenz und die Ldslichkeit additiv sind und ein linearer
Zusammenhang zwischen den beiden Parametern bestehteritiibte Loslichkeit der
optimierten hGRLBD-Variante ermoglichte ihrdReinigung mit hoher Ausbeute und die
Untersuchung ihrer konformationellen Stabilitat mittels thermischer Auffaltung. Es zeigte
sich, dass alle Austausche den apparenten Schmelzpunkt sowohl mit gebundenem Agonisten
Dexamethason als auch (mit einer Ausnahmé& gebundenenAntagonisten Mifepriston
erhéren und ein linearer Zusammenhang zwischenFdeoreszenz von fusionierte@FP

und der thermischa Stabilitit von hGRLBD in Abwesenheit vonGFP besteht.Die
Einfuhrung der in dieser Arbeit identifizierterorteilhaften Mutationen (A605V, V702A,
E705G und M752Tjuhrt zueiner 26fach verbesserteReingungsausbeutdes Proteingaus

der l6slichen Zellfraktion vorE.coli. Dartuber hinaus wirddurch die Austauscheler
apparente&schmelzpunksowohl der Agonistals auch der Antagonitonformationum ca.

8 °C erhoht

Im Laufe des FAC®asierten HochdurchsaBcreeningswurden verschiedene Artefakte
beobachtet, welche die Isolierung optimierter RED Varianten erschwerte Die
Ursachen dieseArtefakte, die sowohl auf Gemls auch auf Proteinebene auftreten konnen,
wurden aufgeklart und Méglichkeiten zu ihrer Identifizierung und Umgehung erarbeitet.

Die stabilisierenden Mutationen A605V, V702A und E705G ermdglichten es, in Kooperation
mit F.Hoffmanni LaRoche (Basel) die Rontdgenmstallstruktur der homologen GRBD aus

der Maus (MGR.BD; 95,3% Sequenddentitat mit hGRLBD) mit einer verbesserten
Auflésung von 1,5 arstelle der bisher erzielten 120aufzuklaren. Durch die Analyse der
Struktur konnten bisher nicht bekannte atomare Details sichtbar gemacht und der Effekt der

stabilisierenden Mutationen erklart werddn. weiterfiihrenden Arbeiten kdnnen nun die
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optimierten GRLBD-Varianten zur Strukturaufklarung des Proteimit newen Ligand
Leitstrukturen verwendet werden, wasi der Entwicklungpharmazeutischer Wirkstoffeon

Nutzensein kann.

Im dritten Teil der Arbeit wurde ein in meindiplomarbeit begonnenes Projekur
Stabilisierung des artifiziellerb(gg-Barrel Proteins HisFC* C, welches aus zwei identischen,
fusionierten  Gterminalen  Halften von tmHisF  (SynthaSatereinheit  der
Imidazolglycerinphosphabynthase au¥hermotoga maritimpbesteht, mit der Aufklarung
einer hoch aufgeldsteRontgerkristallstruktur zum vorlaufigen Bschluss gebracht. Dieses
Projekt resultierte in zwei Publikationen (Sedtzal, 2007; Hockeet al, 2009), die sich im
Anhang zu dieser Arbeit finden
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1 Einleitung

1.1Faltung, Stabilitat und Ldslichkeit von Proteinenin vitro
1.1.1 Proteirfaltung unter Gleichgewichtsbedingungen

Im einfachsten Fall liegeRroteinein einemGleichgewicht zwishen dem nativen, gefalteten
Zustand (N) und dem denaturiertemgefalteta ZustandD)vor( N Z. D)

Unter der thermodynamischen Stabilitat eines Protdi@sbsche freie Enregie der
Proteinfaltung)versteht man die Differenz zwischen der freien Energie dqi®Gp) und N

(Gy) unter physi ol ogbnp(Rateetal, 2B0d)dromrmgl@)n gen (&G

e Gn = Gpi Gy =-RTINK = -RTIN[DJ/[N]

Formel 1. Thermodynamische Stabilitat eines Proteins.

[D] und [N]: Konzentrationen an D bzw. N im Gleichgewicht &d G;: freie Energien von D bzw. N;

K: Gleichgewichtskonstant®Gpy: Gibbsche freie Energie der Proteinfaltung, R: ideale Gaskonstante,
T: Temperatur

Dieses ZweiZustandsModell der Proteinfaltung trifft allerdings in den meisten Fallen nicht

zu, da wahrend der Faltung ein oder mehrereéuRgsintermediatgl) auftreten kénnen
(Jaenicke, 1999). Der Energieunterschied des nativen und denaturierten Zustands weist
demnach mehrere Stufen auf, welche die Energieunterschiede zwischen den einzelnen,
miteinander im Gleichgewicht stehenden Zustandssschreiben (Sanchet al, 2002).

Partiell gefaltetes (I) bzw. ungefaltetes Protein (D) kann dem Gleichgewicht durch
Aggregation entzogen werden, da bei unvollstdndiger Faltung hydropBten des
Proteins exponiert sein kdnnéhbbildung 1)

GA

D

AG, = AG + AG,

Reaktionskoordinate

Abbil dung 1: Faltung eines Proteins mit einem auftretenden Intermediat.

Ubergangszustande sind nicht dzstellt.

G: freie Energie, D: denaturierter, entfalteter Zustand, N: nativer, gefalteter Zustand, |: Faltungsintermediat,
A: AggregatePG,,: Gibbschefreie Energie zwischen zwischen Zustand x unbGgn: Gibbsche

freie Energie deProteirfaltung.
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Zum Verstandnis der Proteinfaltung ist es essentiell, Intermeaiidterzu charakterisieren,
was in einigen Fallen gelungen ist. Im Fall dekactalbumins reichert sich beispielsweise
bei niedrigen pHWerten ein Faltungitermediat ar{Nozakaet al, 1978; Kuwajima, 1996)
welcheslber Circular Dichroismus Spektroskopie (ajimaet al, 1976) undWasserstoff
Deuterium Austausciersuche (Alexandrescet al; 1993, Chyaret al, 1993) identifiziert
undcharakterisiertverdenkonnte Dieses Faltungsintermediat besitzt native Sekundarstruktur
und ist relativ kompakt. Allerdirgg wird keine konstante, sondern eine fluktuierende
Tertiarstruktur beobachtet (Dolgilét al, 1981). Proteine mit solchen Eigenschaften werden
auch alsMolten Globulesbezeichnet (Dolgikret al, 1983; Ptitsyret al, 1990) und stellen
Zwischenschritte de Faltungswegs dar, die dabei helfen koénnen das globale

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

1.1.2 Strukturelle Grundlagen der Prokeingabilitat

Da kovalente Bindungetim gefalteten und entfalteten Zustagthes Proteins glefc stark
sind, haben sienit Ausnahme von Disulfidbriicke(siehe untenkeine Bedeutung fudie
konformationelle Proteinabilitat DGpy (Whitford, 2005).Die Poteingabilitéat wird demnach
durch nichtkovalente Interaktioneriestgeleg) (Dill, 1990, Paceet al., 1996), wobei sich
DGpn nach der Gibb#lelmholtzGleichung aus der Enthalpieind der Entropidifferenz

des gefalteten und entfalteten Zustands zusammensetzt (S&ardoten, 1988) (Formel 2).

DGpn = DHpn T TDSpn

Formel 2: Gibbs-Helmholtz Gleichung.

DGpy: Gibbsche freie Energie deroteirfaltung,DHpy: EnthalpieDifferenz zwischen

entfalteten (Dund gefalteten (NXustand des ProteinBSpy: EntropieDifferenz zwischerentfalteten (D)
und gefalteten (NYustand de®roteins, 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 wesengiciacher mdglich als im
gefalteten Protein (Pacet al, 2004). So begunstigt beispielsweise die konformationelle
Entropie den entfalteten Zustand der RNAseA bei@%im ca. 165 kcadmol™ (Paceet al,

1998). Um eine intakte Faltung zu erreichen mdias Protein enthalpisamnd entropisch
dieser konformationellen Entropie entgegenwirken, indem verschiedene Interaktionen nur im
nativen Zustand ausgebildet werden (Patel, 1996). Zu den stabilisierenden Faktoren
zéhlen dabeder hydrophobeEffekt, Wasserstoffbriicken, ionische Bindungen und-den

Waals Krafte. Lange wurde angenommen, dass der hydrophobe Effekt die dominierende
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Triebkraft fur die Proteinfaltung darstellt (Kauzmann, 1959; Rdca, 2004). Mittlerweile

ist jedoch bekannt, dass W&erstoffbricken und auch vderWaals Krafte zwischen polaren
Gruppen einen vergleichbar wichtigen Beitrag zur Proteinstabilitat leisten éPatg2004).

So werdenbei der Proteirdltung zusatzlichca. 1,1 HBrucken pro Seitenkette ausgebildet
(Sticke et al, 1992), die jeweils eine Stabilisierung von etwa 1 Boadl* (Myers& Pace,

1996) bewirken. lonische Wechselwirkungen zwischen ungleich geladenen Seitenketten
tragen in der Regel weniger zur Stabilitit bei, dee durch die unvorteilhafte
Dehydratisierung der geladenen Gruppen und durch die Erniedrigung der
Seitenkettenentropie teilweise kompensiert werden (Her&sodor, 1994; Paceet al,

2000; Bossharet al, 2004). Allerdings kdonnen Salzbriicken unter bestimmten Umstanden
die Stabilitat m mehr als 4 kcadmol™ erhdhen (Andersost al, 1990; Pacet al, 2004)

Dies istvor allemder Fallwenn sie, wie haufig bei Proteinen aus Hyperthermophilen, in
ausgedehnten ionischen Netzwerken vorliegen (Kedllgl, 1993; Brittonet al, 1995; Clan

et al, 1995; Henniget al, 1997; Korndorferet al, 1997; Zhanget al, 2001), da dort die
elektrostatischen Interaktionen kooperativ wirken konnen (Karshikafidenstein, 2001).

Die erniedrigte Dielektrizitatskonstante von Wasser bei h6heren Tatapsr sorgt zudem
dafur, dass die Dehydratisierung von geladenen Aminoséauren weniger ungunstig asird, w
das gehaufte Vorkommen von Salzbricken bei Proteinen aus Hyperthermophilen im
Vergleich zu  Mesophilen erklart (Elcock, 1998; Ster&driebl, 2001;
Karshikoff & Ladenstein, 2001). Disulfidbindungen sind die einzigen kovalenten
Verknupfurgen welche digthermodynamischestabilitat erhohen koénnen. Sie senken die
konformationelle Entropie des entfalteten Zustands enndhensomit seine freie Energie
(Paceet al, 1990).

Insgesamt heben sich die Entropie und Enthalpie des gefalteten und entfalteten Zustands eines
Proteins nahezu gegenseitig auf und der Nettergiebetrag der konformationellen
Protenstabilitat ist relativ klein (Pacet al, 1996). So liege d i -Wed& von in der

Natur vorkommenden Proteinen zwischen 5 und 15 Awal™ (Pace, 1990). Der genaue
Wert flr ein Protein hangt neben den beschriebenen intrinsischen Eigenschaften der
Polypeptidkette auch von aulReren Bedingungen wie TempgubkW,ert und Osmolaritat ab
(Pace1990).
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1.13 Ldslichkeit von Proteinen

Aufgrund der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen geladenen bzw. polaren
AminosiurenSeitenketten der Proteiberflache und Wassermolekilen der Umgebung sind
Proteine von einer Hydrddllle umgeben (Schein, 1990Rie Starke der ausgebildeten
Interaktionen zwischen Protein und Hydkiille hangt von der Aminosaem
Zusammensetzung der Protdmeoflache ab, wobei ¢gpartat bzw. Tryptophan die
hydrophilste bzw. hydrophobeste Aminosaure datgfetevinoet al, 2007).Die Loslichkeit

von Proteinen kann durch Variation von loretéirke, pH undemperatur beeinflusst werden
(Trevino et al, 2008). Bei niedrigen SakKonzentrationen in der LOsung kandie
Proteinbslichkeit verbessert werder{ daltinginfi ) da die Bindung von Salbnen an
geladene Restder Proteinberflache zu einer erhdhten Hydratisierung des Proteins fuhrt
(Trevino et al, 2008).Bei hohenSalzKonzentrationenerfolgt dagegen di€razipitationder
Proteine ( galting-out ) ( Ar&dimashe#f, 1984), dadie starke Hydratisierung der

freien Salzlonenin der Losung derVerlust derProteinHydrathille zur Folge hatdurch
hydrophobe Wechselwirkungen kommtiesier Folgezur Aggregation und Préazipitatiater

Proteine Di e St2arke dieses Aussal zungsef f-ektes
Serieni von der Art Jekd>NILiZzeMg® a®L Aoadni onen :
SO & HPOZ > Acetat> CI" > Br > 1”8 ClO; > SCN), wobei dem Anion generell mehr
Bedeutungugesprochen wird (Cacaetal, 1997; Trevincet al, 2008).

Daneben kénnen osmolytisch aktive Substanzen Proteine destabilisieren dizlisiesen
(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
Hulle stabilisiert oder destabilisiert wird (Timasheff, 1993). @repe Salze wie
Guanidiniumchlorid oder Harnstoff storgenerelldie Ausbildung von Wasserstoffbriicken
innerhalb des Solventsnd verhindern somidie Ausbildungeine intakten Hydrathtilledes
gefalteten Zustarsddes Proteins (Schein, 1990). Zuddmnmdet Harnstoff sowohl an die
polaren als auch die unpolar8estandtile eines ProteinsDadurch wird der hydrophobe
Effekt, welche fir die Proteinfaltung essentiadit, abgeschwéacht und der entfaltete Zustand
des Proteins wird besser solvatisi€Rossky 2008). Stabilisierende Verbindungen, wie
bestimmte Zucker (z.B. Sucrose, Trehalose, Sorbitol, Glycerol), AminosaurenP{nli,
Glycin), Methylamine (z.B. Sarcosin, Betain) (Knappal, 1999) und kompatible Solute
Hyperthermophilen  (z.B. Cyclic2,3-Diphosphoglycerat, DiglycerdPhosphat)
(Sterner& Liebl, 2001) besitzen eine niedrigere Affinitdt zum ProteinVakssser. Dadurch

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

1.2 Proteinfaltung und Aggregationin vivo

Die Faltung von Proteinem vivo wird durch spezielle HelfelProteine, den sogenannten
Chaperoen unterstitzt. Diese bindenstabilisieren und renuellieren nicht-native
Proteinpezies (Baney® Mujacic, 2004). Die Expression vieler dieser Chaperone wird bei
einem HitzeSchock hochreguliert, weshalb einigen ihnenauch als HitzeSchockProteine

(Hsp) bezeichnet werden (Becl&rCraig, 1994). Neben Probepidyl Cis/Trans
Isomerasen (PPlasen), kénnen molekulare Chaperone in 3 Klassen eingeteilt werden
(Baneyx& Muj aci c, 2 0 6ChgperonéA(E.B. H$pTOn Hsp60) (BulGaddorwich,

1998), die ATPabhangig d@ Faltung fehlerhafter Protepezies katalysiern , AHal t en
Chaperone (z.B. IbpB, Hsp31) (Lund, 2001; Sastryal, 2002), die an partiell gefaltete
Proteine binden und si e den anderen -Chaper
Chaperone (z.B. Hsp1GOClIpB) (Parselkt al, 1994; Horwich, 2004)welche die Auflésung
aggregierter Proteine Kkatalysieren. Bei rekombinanter Expression von Proteinen in
Escherichia coliist die Herstellung gefalteten, |6slichen Proteins dennoch eine grol3e
Herausforderung, da intrazellulare Konzentrationen voni3@@mg/ml erreicht werden

(Ellis et al, 2003). Die fehlende Fahigkeit von Bakterimm Durchfihrung jedwedgrost
translationale Modifikation erhéht zudem die Wahrscheinlichkeit der Fehlfaltung heterolog
exprimierter, eukaryontischer Proteine (Villave&i€arrid6, 2003). So werden z.B. im
reduzierenden Milieu des Bakteri€ytoplasmas keine Disulfidbricken ausgebildet (Fattey

al., 1977; Makrides, 1996), wodurch disulfidreiche Proteine (z.B. Fab Antik&iagmente)

mit hoher Sicherheit aggregieren. Benh&ufing von fehlgefalteten Protepezies im
Cytoplasma kommt es ik.coli zum Abbaudes Proteinsoder zur Bildung sogenannter
Anclusion bodie8 ( B a&nMiijgcic, 2004). Diese wachsen durch Aggregation von partiell
strukturierten Faltungmtermediatenund bilden porése Kugeln oder Zylinder mit einer
maximalen Lange von ca.pim und einem maximalen Volumen von ca. p6° (Abbildung

2) (Bowdenet al, 1991; Tayloret al, 1986; Carricet al, 1998). Die aggregierten Proteine
kébnnen zum Teil nach Solulsierung und Reinigung demclusion bodiesin vitro
rickgefaltet werden (We& Sparks, 1987; Tsujiet al, 1987; Tsumotoet al, 2003;
Gustafssoret al, 2009), was allerdings aufwendig ist und fir jedes Protein optimiert werden
muss (Vallejo& Rinas, 204).



1 Einleitung 9

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmevon inclusion bodiesin Escherichia coliZellen.
(http://web.mit.edu/kindab/www/research/Scott/SceResearch.html

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

1.3 Erh6hung der Proteindabilitat

Es wurden zahlreiche Strategien entwickelt, um Proteine fir die heterologe Expression in

E. coli bzw. fur biophysikalische Untersuchungen wie z.B. die Réntgenkristallographie
optimieren. Neben der Modifikation der Versuchsbedingungen oder des Aufbauzude
untersuchenden Proteinkonstrukésg€ x t r i n s i s ¢ h®Xl) karm tdiesnauich dunch g ,
Mutagenese bestimmter Aminoséauren erfolgemn (nt r i nsi s c M@RA). Opt i mi er ur

1.3.1 Extrinsische Optimierung der heterologen Expression und der Kristallisation von
Proteinen

Um die Ausbeute an loslichem Protein bei heterologer Expressi@ncioli extrinsischzu
erhohen kann man Chaperone koexprimieren (Goloubetadf, 1989; Romaret al, 1995),

die Expressionsrate erniedrigen (Hockney, 1994), stabéisile Verbindungen wie Sorbitol
oder Betain zugeben (BlackwéllHorgan, 1991), osmotischen Schock durch NacCl
induzieren um die intrazellulare Menge an Chaperonen und Osmoprotektanten zu erhdhen
(Chopraet al, 1994), die Expression bei niedrigeren Tempgean (Georgiok Valax, 1996)

und in Anwesenheit von stabilisierenden Liganden (Bledgoal, 2002) durchfihren, die
Proteine in das Periplasma der Zellen sekretieren lassen um Disulfidbindungen zu
ermoglichen (Beckef Hsiung, 1986; Humphreyst al, 2004) oder die Zielproteine an
extrem l6sliche Fusionsproteine wie z.B. das MalBs®leprotein (Sachde& Chirgwin;

1998), Thioredoxin (LaVallieet al, 2000) oder die Glutathie8-Tranferase (Smith, 2000)
koppeln.


http://web.mit.edu/king-lab/www/research/Scott/Scott-Research.html
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Mit Hilfe solcher unterstiitzendeProtene konnte auch die Rontgenkristallstrukturanalyse
einiger an siefusionierter Proteine erleichtert werden (Kodeal, 1999; Liuet al, 2001,

Ke & Wolfberger, 2003)wobei die Heterogenitat von Fusionsproteinen die Kristallisation im
allgemeinen eher hemt (Smythet 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 da So fuhrte die Bindung von Antikdrp&ragmenten (Ostermeiest al,
1995; Hunteet al, 2000; Zhowet al, 2001; Jianget al, 2003; Dayet al, 2007; Rasmusseat

al., 2007),AAf f i bodi e sfial, ( VRa0OhOl 3b)e,r gA Mo n et lalp 2007 adér ( Ko i
designter AnkyrirRepeatProteine (DARPIns) (Binzet al, 2004; Kohl et al, 2005;
Schweizeret al, 2007; Sennhauseat al, 2007; Bandeiragt al, 2008) zur erfolgreichen
Strukturawufklarung von Proteinen. Die Erhdhung lokaler Rigiditaur Erhéhung der
Kristallisationswahrscheinlichkekann auch noch durch andere Vorgehensweisen erreicht
werden. So gelang die Kristallisation d€sKanals Kir3.1 der Maus nadfinfiihrungeiniger
Stellen aus dem homologen Protein BrxenovorangNishidaet al., 2007) wahrenddie
Struktur des humanelb;-adrenergen @roteingekoppelten Rezeptors nach Einfuhrung
stabilisierender Punktmutationen geldst werldlennte(SerraneVegaet al, 2008; Warneet

al., 2008).Die Kristallisation deshumanenb,-adrenergerG-Proteingekoppelten Rezeptors
erforderte dielnsertion von T4Lysozym in einen flexiblen Bereich (Cherezewval, 2007;
Rosenbaumet al, 2007). Letztere Strategien fallen in den Bereich der intrinsischen
Optimierung, die im nachsten Abschnitt gengaesprochen wird.

1.3.2 Intrinsische Optimierung der Stabilitat und Loslichkeit von Proteinen durch
Mutagenese

Zur Erhéhung deldslichen Expression irk. coli bzw. cer Kristallisationswahrscheinlichkeit
bietet sich zum einerationales Proteinesign an(van den Burgk Eijsink, 2002; Eijsinket

al., 2004) Dadurch wurde zum Beispiel dRigiditat von Protein@ durch Einfuhrung von

Gl yYAl a oder XxxYNatthewseét als 1987) lszw.Voe Disulfidbriicken
(Matsumureet al, 1989; Mansfelekt al, 1997; Tigerstronet al, 2004; Hagiharat al, 2007;
Searenset al, 2008) erhoht wodurch die Entropiebeglnstigung des entfalteten Zustands
geringer wird. Reste, die eingefuhrt wurden, um mit eirseidelix-Dipol zu interagieren
(Nicholsonet al, 1988; Ncholsonet al, 1991), auf andere WeiseHelices (Serranet al,
1992; Blaberet al, 1993) oder andere Sekundarstrukturbestandteildsiuens (Simpsonet

al., 2005) optimieren, kénnen ebenfalls zur Stabilisierung von Proteinen fiihren. Ahnlich
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wirksamkann die Einfihrung von Interaktionen zwischen aromatischen Seitenketten (Serrano
et al, 1991; Puchkaewt al, 2003), die Erhéhung des Anteils an KonserRasten
(Lehmanret al, 2002; Bledsoet al, 2002) oder die Ubertragung von Resten aus homologen
Proteinen hyperthermophiler Organismen sein (Littleckiical, 2007). Durch verbesserte
Protomefinteraktionen kann die Quartarstruktur bei oligomeren Proteinen stabilisiert werden
(Kanekoet al, 2005). Die Einfihrung bzw. Optimierung von Salzbrickistzwerken kann
ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung der konformationellen Stabilitat fihrene{Sun
1991; Waldburgeet al, 1995; Pacest al, 2000; Makhatadzet al, 2003; Schwehnet al,

2003; Hockeret al, 2004; Gribenkecet al, 2009). In vielen Fallen fihrten bereits wenige
Austausche zu einer deutlichen Stabilisierung eines Proteins (Mamesfald 1997; Perlet

al., 2000; Pedonet al, 2001). Das eindrucksvollste Beispiel stellt bis dato die Stabilisierung
der Triosephosmt-Isomerase aud.eishmania mexicanaim 26°C durch eineeinzige
Punktmutation dar (Williamst al, 1999).

Neben rationalem Design, fur das im idealen Fall eineS8Dktur vorhanden sein sollte,
besteht auch die M°glichhaeaitti onBAr ¢ tmeiLméd od u rzail
(Arnold, 1998; Eijsinket al, 2005; Roodveldet al, 2005). Dabei wird das fur das Protein
kodierende Gen durakine geeignete Technik zunachgibal oder lokal randomisientittels

error pronePCR (Leunget al, 1989),DNA-Shuffling (Stemmeet al, 1994a,b) oder eime

PCR mit degenerierten Oligonukleotiden als Prindgylon, 2004; Reetet al, 2008. Die
dadurch erzeugten Genbanken konnen anschlieRend mittels geeigneter Selektens
ScreeningVerfahren auf staligierteVarianten durchsucht werden.

Eine Methode zumScreeningloslich exprimierter Proteine irE.coli i st Qbleny A
Filtration Bloti  ( C oat al,v2006; Dalrothet al, 2006). Hierbei kann nach Ubertragung
der auf Nahrplatten gewachsené&ncoli - Kolonien auf eine Nitrocellulosemembran die
l6sliche Expression des Zielproteins durch einen spezifischen Antikorper nachgewiesen
werden. Ein anderes Systdmeruht darayfdie zellulare Stressantwort auf falsch gefaltete
Proteine zu analysieren. Durch Kipng der Stressantwort an eine Farktiem kdnnen
instabile Proteinarianten erkannt und aussortiert werden (Ledewl, 2002). Weiterhin
besteht die Moglichkeit, die erhbhte ProteRssistenz eines stabilisierten Proteins an die
Infektiositat von PR gen z u Rrasiddd e | 15 eté@ld £998; Martinet al, 2001,
Martin et al, 2003; Katheet al, 2008). Eine andere Methode stabilisierte Rnoegianten zu
identifizieren stellt die Selektion in thermophilen Wirten dar. So wurden isiab#
Varianten der dsopropylmalatDehydrogenase aus der Leudliosynthese von Hefe lber

ihre Fahigkeit zur Komplementation eines auxotropfiearmus thermophiluStammes bei



1 Einleitung 12

schrittweiser Erh6hung der Wachstumstemperatur voin BXC isoliert (Tamakoshet 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 L6slichkeit depdRerproteins beeinflusst. So
beeinflusst zum Beispiel ein an dasLacZ gekoppeltes Zielprotein dessen Fahigkeit zur
strukturellen Komplementation vow-LacZ (Wigley et al, 2001). Ein anderes Reporter
System basiert darauf, dass unlosliches Zielprotsin Aggregation der fusionierten
ChlorampheniceAcetyltransferase (CAT) fuhrt, wodurch die vermittelte Antibiotikum
Resistenz erniedrigt wird (Maxwaedt al, 1999; Siebeet al, 2001; Sieber, 2003).

Das grun fluoreszierende Protein (GFP) Aesjuoreavictoria (siehe 14) kann ebenfalls als
Reporterprotein benutzt werden. Hierbei fuhrt unlésliches ZielproteinFehlifaltung des
fusionierten GFP, wodurch dessen Fluoreszenz erniedrigt wird (Véaldlg 1999; Drewet

al., 2001;Waldo, 2003) Transformiete E.coliZe | | en Al euchtenfi damit
l6slicher das Zielprotein ist. Mit Hilfe von GFP als Reporterprotein konnte die Nucleosid
DiphosphaiKinase aus?yrobaculum aerophiluniPedelaceet al., 2002) und das Genprodukt
Rv2002 ausMycobacetrum tuberculosigYang et al, 2002; Yanget al, 2003) stabilisiert
werden, waglie Rontgenstrukturanalyse dieser Protegnetglichte Bei der Beurteilung der
Loslichkeit des Zielproteins durch die GiHRuoreszenz kann es zu falsch positiven
Artefakten keonmen. So kannbeispielsweisedas Zielprotein durch intermolelaue
Wechselwirkungen das GFBPhromophor beeinflusserCabantoust al. 2005 oder es kann
aufgrund vonProteolyse bzw. neu eingefihmteibosomale Bindestellen zueinem stark
verklrztenZielprotein kommen dessen Loslichkeit keinen Einflussiehrauf die Falting des
fusionierten GFhha (Cabantoust al, 200§. Um solcheArtefakte wéhrendlesScreenings

zu vermeidenwurde das GFPReportersystemn einigen Arbeitenabgewandelt Hierbeli
wurde das Zielprotein nur an einen Teil eine®difizierten SuperfoldetGFPs (Pedelacqt

al., 2006) (AS 21&28) fusioniert und der Rest (AS2l1 5) koexpr-GmrPfe,rt
Cabantouset al. 2005; Cabantoug Waldo, 2006)oderdas Zielprotein in daSuperfolder

GFP inseriert (Cabantowt al, 2008. Dadurch lonnten intermolekulare Wechselwirkungen
bzw. artifizielle Verkirzungen, welche zu einer falsch positiven Erh6hung des Fluoreszenz
Signals fuhren, ausgeschlossen werdéi Hilfe von Pipettierrobternwurdedas SplitGFP
System sweit automatisiert, dasmit Hilfe von 96erWell Plattenbis zu 2304 Klone pro
Woche analysiert werden kaoten (Listwanet al, 2009).Dain dieser ArbeitvorwiegendGFP

als Reporterprotein zur Anwendung kam, wird es &ohsten Kapitel néher vorgestellt.
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1.4 Dasgriun fluoreszierende Protein (GFP) und seine Anwendungen

Das grin fluoreszierende Protein (GRRA)rde 1962 zum ersten Mal aus der Kristallqualle
Aequorea victorigAbbildung 3) isoliert (Shimomuraet al, 1962).Im Jahe 1994 gelang die
Klonierung der cDNA, wodurch GFP molekularbiologischen und biochemischen
Anwendungen zuganglich gemachtrden konnte(Chalfieet al, 1994). GFRbesteht aus 238
Aminosaurenbesitzt ein Molekulargewicht von 2®a, und bildetals Tertiarstrukur eir-

Fass aus elf antiparallel®aStrangen (Abbildungl® (Yanget al, 1996.

Es absorbiert Licht maximal bei Wellenlangen von 865 (UV) oder 475m (blau),
woraufhin Licht mix=608near b ¥ed503em (gréinh enétiery on &
wird (Heim et al, 1994; Tsien, 1998). Die in der Tiefsee in absoluter Dunkelheit lebende
Qualle stellt das zur Anregung bendtigte blaue Licht mit Hilfe des Photoproteins Aequorin
selbst her (Abbildung I§ (Morise et al, 1974). Aequorin bindet kovalent das Luciferin

Molekul Coelenterazin(Shimomura, 2005). Bei Bindung von Calciumionen erfolgt eine
Konformationsanderung, woraufhin die kovalente Bindung dwas Aequorin und
Coelenterazin gespalten wird, Coelenterazinunter CQ-Abspaltung zu Coelentaramid
abragi ert und Licht Mi tmax=e470nre (blau)Veeigésetzt witdn ge v
(Shimomura, 2005).

Aequorin GFP

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

a Die Biolumineszenz der Kristallqualldequoreavictoria findet nur in einem schmalen, grin leuchtenden
Ring am Rand des Schirms statto sich das GFP in sogenasmm photophoren Zellen befindet (aus
Veith & Veith, 2005).b GFP (pdb 1gfl) emittiert grinekicht (I max=503nm) nach Anregung mit blauem
Licht. Dieses wird durch das Photoprotein Aequorin (pdb 1ej3) mit Hilfe vofi Gad eines kovalent
gebundenen Coelenteradifolekils 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 Zentrdm des
Fasses eine kurza-Helix, in deren Mitte die Aminosduren SefiB, Tyrosin66 und
Glycin67 durch eine autokatalytische Zyklisierusiggaktion ein  konjugiertes
Elektronenresonanzsystem ausbilden (Abbildung 4) (Cebdt, 1995; Tsien, 1998).


http://de.wikipedia.org/wiki/Coelenterazin
http://de.wikipedia.org/wiki/Coelenterazin
http://de.wikipedia.org/wiki/Coelenterazin
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Gly67

max

Abbildung 4: Chromophor des GFP bestehend aus Ser65, Tyr66 drGly67.
a Der Chromophor des GFP (pdb 1gfl) wird aus 3 Aminoséuren gebildet, die im Inneren des elfstringigen
Fasses sitzetn enhancedsFP €GFB ist Phe64 zu Leucin und Ser65 zu Threonin mutiemtlechanismus der

ChromophoiBildung

Hydroxybenzylidenimidazolinon) wird durch eine autokatalytische Zyklisierung gebildet,

in GFP nach Cubittet al. (1995). Der

erste  Ring des Chromophors - (p
wobei

Amidgruppe von Gly67 die Carbonylgruppe von Ser65 nykidoangreift und anschlieend,® abgespalten
wird (= Imidazolinon). Durch @wird die a-b-Bindung von Tyr66 unter Bildung von,B, dehydriert, wodurch

die phenolische

Seitenkette in Konjugation mit dem

Imidazolinonring  gebracht

wibds

die

Elektronenresom&system (griin) kann in einer protonierten (neutrales Phenol) und deprotonierten (Phenolat
Anion) Form vorliegen, was die beiden unterschiedlichen Anregungsmaxima von GFP erklart.

Zur molekularbiologischen und biotechnologischen Nutzung von GFP wurdémeicziah

GFRDerivate entwickelt, bei denen die Fluoreszenzeigenschaften und die Stabilitat des

Proteins variiert wurden (Tsien, 19980 gibt es mittlerweile viele in ihrer Leuchtkraft

modifizierte Versionen des GFP, ditne erhthte Fluoreszenz aufweigeghhanceds F P=f
eGFP: F64L+S65T{Heim et al, 1995;Yanget al, 1996 Cormacket al, 1996; Pattersoat

al., 1999 bzw.b | au

(ABFPfA: YG66H),

gel b (AYFP#:

Y66W) leuchten(Shaneret al, 2007) Diese neuen GFRVarianten konnen fir FRET

(FluoreszenResonanEnergieTransfer)}-Experimente benutztwerden bei

Uberlagerung des Emissionspektrums einer &BRante (z.B. CFP)

denen die

mit dem

Anregungsspektrum einer anderen GFtiante (z.B. YFP) ausgenutzt @i(Tsienet al,

F64L

1993). Ein Beispiel fur solche FREHxperimente ist die Verwendung eines GCFP

CalmodulinYFP Fusionsproteins als €andikator. Hierbei kommt es nach €aindung

zur Annaherung von CFP und YFP, weshalb die Emission des Fusionsproteins

Anregungdes CFRson cyan nach gelb umschlagt (Miyawakial, 1999).

Split-GFR bzw. BiFG ( Bimolecular fluorescence complementafion S y (siehe 1B2)

werdenbevorzugtzur Analyse von ProteiRroteininteraktionen benutzt. Hierbei werden die

patentiellen Interaktionspartner mit sich erganzenden Halften von GFP fusioniert und nur bei

intakter Interaktion kann sich das fluoreszierende Protein rekonstituiereet(biy 2002;
Hu & Kerppola, 2003; Het al, 2006; Barnaret al, 2008; Horvatret d., 2009).
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Modifizierte GFRDerivate werden daneben auch vielfach in der Zellbiologie angewendet zur
Analyse von Genexpression (Chalie¢ al, 1994) bzw. Gentransfer (Chemg al, 1996;
Muldoon et al, 1997), zur Visualisierung von Proteinen, Zellkomipagnten bzw. Zell
Transportvorgdngen (Yokde Meyer, 1996; Hanakaret al, 1996; DeGiorgiet al, 1996;
Straightet al, 1997; Presley et al., 1997; Grebenekal, 1997) und zuMessungdes
intrazellularen pHWertes (Llopis et al, 1998) bzw. des Membrpotentials
(Siegel& Isacoff, 1997). Zur selektiven bzw. induzierbaren Markierung stehen auch
photoaktivierbare GFPerivate zur Verfigung (Pattersat al, 2004; Haighet al, 2007;
Baltrusch et al, 2008). Aufgrund der beschriebenen enormen Bedeutung d-in
fluoreszierenden Proteins fir die Molekularbiologie, Biochemie und medizinische Forschung
erhielten Osamu Shimomura, Marty Chalfie und Roger Tsien fur die Entdeckung und
Weiterentwicklung von GFP den Nobelpreis fir Chemie 2008.

Im Rahmen dieser Adit wurde eine Varianteon GFP verwendet, die u.a. die Austausche
von eGFP(F64L und S65T)Heim et al, 1995; Yanget al, 1996 Cormacket al, 1996;
Pattersonet al, 1997) tragt. Durch diese beiden Austausche erfolgt aufgrund der
Bevorzugung de®henolatAnions im Chromophor (Abbildung 4) eine Unterdriickung des
Anregungsmaximums bei 398Bn, wahrend das hoherwdlige Anregungsmaximum eine
Rotverschiebungon 475nach 488 m erfahrtund die FluoreszenEmissionstark erhéht

wird (Heim et al, 1995; @Wrmacket al, 1996). So zeigt eGFRach Anregung bei 488m

eine 30fach starkere Fluoreszenz als das wildtypische GFP, wobei das Emissionsmaximum
bei 507nm liegt (Cormaclet al, 1996). Die Fluoreszenz des eGFP kann somit optimal mit
einem Argonlaser geregt werden, weshalb es sich sehr gut fur die Durchflusszytometrie
eignet (Cormaclet al, 1996). Neben diesen Mutationen tragtidielieser Arbeitverwendete
eGFRVari ante zus?atzI| i ch3iutatoners FIPBYMEBH WI63A)) ACy c
welche die Faltungseigenschaften von GFP bei °B7 verbessern und die
Aggregationstendenz bei hohen Konzentrationen reduzieren (Creinadyi1996). Zusatzlich

ist der weit verbreitete, neutrale Aminosaurenaustausch Q80R enthalten, der bei der ersten
Klonierung duch einen PCHrehler eingefuhrt wurde (Chalfet al, 1994). Die beschriebene
eGFRVariante wurde in der vorliegenden Arbeit, wiekapitel 1.2.2 erlautert, als Reporter

fur die Stabilitdt eines fusionierten Proteinsvivo benutzt, wobedie mit den veschiedenen
Konstrukten transformierte. coli-Zellen mit Hilfe eines MoFIB Zytometers analysiert und

sortiert wurden.
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1.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie bzw. FAC3-lgorecence activated cell sorting Analyse dient

zur quantitativen Hochdurchsafmalyse und-Sortierung von ZelPopulationen. Bei dieser
Technik kann je nach Gerat die Zellform und/odex Fluoreszenz (bis zu 4 verschiedene
Laser zur Anregung) von mehreren Tausend Zellen pro Sekunde analysiert werden
(Iborahim& vandenEngh, 2007). Die Durchflusszytometrie hat breite Anwendung in der
klinischen Forschung und Diagnostigefunden wie z.B. bei der CD4 -Helferzelt
Bestimmung zur HIVDiagnostik (Henge& Nicholson, 2001; Mandy, 2004), der
Anreicherung vorStammzellen (Sasakt al, 1995) oder dein vitro Fertilisation (Johnsogst

al., 1993). Auch in der Zellbiologie gibt es zahlreiche FA&8vendungen, z.B. zur Analyse
des Zellzykluses (Scho#l Sedivy, 2007) oder der Apoptose (Hauptmé&nbehle, 2008)In

der angewandten Biochemie wird die Durchflusszytometrie zum Hochdursaning

bei der gelenkten Evolution von Enzymen (Aharenal, 2005; Mastrobattistat al, 2005;
Griswoldet al, 2005; Griswoldet al, 2006; Aharonet al, 2006; Milleretal., 2006; Becker

et al, 2007; Lipovseket al, 2007) oder Membranproteinen (Sarkatr al, 2008) mit
fluorogenen Substraten bzw. Liganden benutzt. Die Funktieisswdes in dieser Arbeit
benutzten MoFIB Zytometers wird in 3.®.naher erlautert.

1.6 Die humaneProprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ 9 fPCSK9)

Die familiare Hypercholesterindmie (FH) ist gekennzeichnet durch einen erhdhten Spiegel an
Low-Density Lipoprotein (LDL) im Blutplasma. Dies fuhrt zu Ablagerungen von LDL
Cholesterol in GewebenHaut und Arterien, wodurch Arteriosklerose und frihzeitige
kardiovaskulare Erkrankungen gefordert werden (Goldgtddmown, 2001). Die FH kann
vererbt werden, wobei mehrere molekulare Ursachen fur die Stérung desStoffidechsels
existieren. In sehseltenen Fallen (2 von 10" Menschen) tritt eine autosomal, rezessive FH
auf. Diese wird durch mutierte Formen dadaptorProteins ARH (autosomal rezessive
Hypercholesterindmid)ervorgerufen, welches an den cytoplasmatischen Schwanz der LDL
Rezeptoren (LDER) bindet und die Anhaufung von LBR in Clathrirumhdillte Vesikel
organisiert (Abbildung 5) (Garutet al, 2005). Im Gegensatz dazu ist die autosomal
dominante Form der FHADH) eine der haufigsten genetisch determinierten Krankheiten
Uberhaupt (1 von 500 Menschen) (Golds&iBrown, 2001), wobei mittlerweile drei
verschiedene Proteine identifiziert wurden, die fir diese Form der FH verantwortlich sein
kénnen. Bis 2003 konaeh ca. 6% bzw. 10% aller ADHFé&lle auf Mutationen im LDL
Rezeptor (LDER) (Goldstein& Brown, 1973) bzw. in der LiganBindungsdomane des
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Apolipoproteins B100 (APOB) (Vega Grundy, 1986) der LDiPartikel zurtckgefuhrt
werden (Goldstei& Brown, 2001).Durch die von Abifadelet al. (2003) durchgefiihrte
genetische Analyse von 23 AB&hfalligen Familien, bei denen der Einfluss von LRLloder
APOB ausgeschlossen wurde, konnte die Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Typ9
(PCSK9) als drittes urséachlicherotein fur ADH identifiziert werden. PCSK9 ist eine
Proprotein Convertase, die aus drei Domanen bestehD@htdine, katalytische Doméne; C
terminale VY\Domane), wobei die katalytische Domane verwandt ist zur Proteinase K
Subfamilie der SeriiProteaserfNaureckieneet al, 2003). PCSK9 wird hauptsachlich in der
Leber, dem Darm, und in geringerem Mal3e in der Niere, der Haut und im Gehirn exprimiert
(Seidahet al, 2003). Hierbei erfolgt die Expression im endoplasmatischen Reticulum (ER)
als 72kDa groBes Zyman (Benjannetet al, 2004). Erst nach autokatalytischer,
intramolekularer Spaltung zwischen Ptmd katalytischer Doméane kann die Sekretion tber
den GolgiApparat erfolgen (Lagacet al, 2006), wobei die 14Da PreDomane und die
restliche 6XDa-Einhet weiterhin nichikovalent verbunden bleiben (Seid&atPrat, 2007,
Cunninghamet al, 2007). Die PrédDomane wirkt als Chaperon und ist fur die richtige
Faltung der katalytischen Domane notwendig (Ikenetra. 1987).

® " pcsko <
Plasma @ E,
Zelle v @ v
LDL-R 1 ~ARH (G ARH
LDL-R LDL-R

Recycllng Abbau
APO ‘
‘ Endosom Lysosom
i <
LDL-R

freies Lysosom
Cholesterol /

Golgi

Abbildung 5: Zelluléarer Signalweg von LDL, LDL -Rezeptoren und PCSKSach Lambert et al. (2008)

LDL -Partikel im Plasma binden Ubelas Apoprotein B100 (APOB) an LDIRezeptoren (LDER) auf der
Cytoplasmamembranwelche Gber ARH in Clathrinrumhillten Vesikeln orgdsiert sind. Nach erfolgter
Endocytose erfolgt der Abbau debL -Partikelzu freiem CholesteroDie LDL -Rezeptorerwerden wieder an

der Zelloberflache exponiert (LDR Recycling). PCSK9 wird als Zymogen im ER exprimiert. Nach
autokatalytischer Spaltung ainem selbsinhibiertem Enzymbei dem die Prddomaéane nichkovalent an die
katalytische Domaneepunden bleibt, erfolgt die Sedtion Uber den Golghpparat. PCSK9 bindet sowohl
intrazellularim Golgi als auch als sekretierter Faktor an L-Bezeptoren nd dirigiert $& zum lysosomalen
Abbau. Familiare 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 Rkzeptoren im Golgi (Pamdt al, 2004) bzw. auf der
Plasmamembran (Lagaee al, 2006)und dirigiert sie zum lysosomalen Abbau (Abbildung
5). Der molekulare Mechanismus ist jedoch noch nicht im Detail verstanden.

PCSK9 wirkt also sowohhtrazellulér als auch als sekretierter Faktor (Laméesdl, 2009),
wobei die katalytische Aktivitat von PCSK9 aul3er bei der ARurtozessierung keine weitere
Rolle spielt (McNuttet al, 2007). So hat eine inaktid3 kDa-Einheit, koexprimiert mit der
Pro-Domaéne, den gleichdginfluss auf den LDIR - Abbau wie der Wildtyp (Liet al, 2007).
Die Bindung von PCSK9 an LDR erfolgt Calciurrabhéngig tber die katalytische Doméne
an die EGFA Doméane von LDER (Kwonet al, 2008).

Bisher wurden drei Rontgenkristallstruktureles humaneRPCSK9(hPCSK9 verdffentlicht,
die alle die gespaltene uradis zweinichtkovalent verbundemeKetten bestehendEBorm
zeigen (Abbildung 6a) (Cunnighaget al, 2007; Hamptort al, 2007; Pipeet al, 2007).

R215H
S127R  F216L

D129G D374D,H LDLt
ol |
1 30 162 451 692

~ i ——
SPPro-Doméne katalytische Domiéne C-term. V-Domiéne

1L mn 1 I

R64L L82X Y142X  G236S N354| cerox  LDL
R93C A443T
AR97 L253W
Pro-Domane 61 om Doméne G106R

Abbildung 6: Aufbau von hPCSKO.

a hPCSK9besteht aus einer Rrgmagenta), einer katalytischen (blau) und einetetinalen YDoméne
(grau). Autokatalytische Spaltung erfolgt zwisch@i52 und S153wonachdie Pre und die katalytische
Doméne nichkovalent verbunden bleiben. Einigereiche des Proteid®nnten in der Rontgenkristallstruktur
(pdb2pmw) nicht aufgeldst werde168175, D212-218, D448451, D572-584, D660-669). b Schematischer
Aufbau vonhPCSKG9, SP: SignalpeptidDie gekennzeichnetedutationen in PCSK9 kdnnen zu einer erhdhten
(YLDL im Plasma steigt)LDbiheéPlasma sinkte Aktivigr firiere (Hambegttale n (Y
2008). Mutationen bei denemklar ist ob sie allein fur debeobachteteRhenotyp verantwortlich sein kdnnen
sindgrau dargestellt. Die katalytische Triade (D186, H226, S386) bzw. N317 (Ausbildung des OxXyactish
sind weil3 markiert. Die Positien der Reste, welche HBriicken zur EFGA Doméne der LDERezeptora
ausbilden (S153, R194, D238, T377, F379) sindrgekennzeichnet.

Die vier Gterminalen Reste (14952) der PreDomaneragenhierbeiin die katalytische
Domaéane und blockieren den Zugang zum katalytischen Zentrum, wodurch es zur Selbst
Inhibition der ProteaséAktivitat kommt. Die Gterminale \ Domé&ne bildet einen neuen
Faltungstyp, der aus drei symmetrischen, homologen Subdom®r8andwich aus6

antiparallelerb-Strangen) besteht und durcisgesamt neuDisulfidbriicken stabilisiert wird.
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Es wurden mittlerweile zahlreiche Mutationen ihPCSK9 identifiziert, die sowohl
vermehrten(missenseMutationenY Again-of-functiorii )  audh sverringertem(nonsense
MutationenY ldssof-functiorfi ) Ab b au -Rww Rolgé aberkdnnen (Abbildung
6b) (Lambertetal., 2008).Aufgrund der dadurckrniedrigten bzw. erhéhten Anzahl an LDL
Rezeptoretkommt eszu einem Anstieg bzw. Abfall des LD&piegels im Plasma. Es konnte
in beiden Fallen die Verknipfung zwischen deRCSK9Genotyp und ADH (Abifadett al,
2003; Alard et al, 2005; Cameroret al, 2008) bzw. einer erniedrigten Anfalligkeit flr
kardiovaskulare Erkrankungen (Cohenal, 2005; Zhaoet al, 2006) festgestellt werden,
wodurch die hohe Kklinische Relevanz des Proteins deutlich wird (Albbral, 2007)
Weiterein vivo Untersuchungen zeigten, dass die therapeutische Inhibition von PCSK9 eine
neue Strategie zur Bekampfung arteriosklerotischer -KHegslaufErkrankungen darstellen
kann (Parlet al, 2004; Grahanet al, 2007; Charet al, 2009).

1.7 Der humane GlucocorticoidRezeptor 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
(Rhené& Cidlowski, 2005). SteroidHormore dieser Klasse und deren Derivate werden bereits
seit dem 19. Jahrhundert untersucht und gehéren heute zu den wichtigsten Medikamenten. So
erhielten 1950 Edward Kendall, Tadeusz Reichstein und Philip Hench fiur ihre Studien tber
die Struktur und die phydimgischen Effekte von Glucocorticoiden den Nobelpreis fir
Medizin. Die Wirkung dieser Stercidormone begrindet sich auf die Bindung und
Aktivierung des GlucocorticoRezeptors (GR). Dieser Hormdezeptor kann direkt oder
indirekt zahlreiche Zielgene ralieren, die am Glucos8toffwechsel, der Zell
Differenzierung, an inflammatorischen Prozessen und vielen anderen Signalwegen beteiligt
sind (Reichardtet al, 2000). So werden ca. 20 aller exprimierten Gene in humanen
Leukozyten positiv oder negativ dir Glucocorticoide reguliert (Galoet al, 2002).
Mutationen m GR werden mit demCushingSyndrom und verschiedenen Krebs
Erkrankungen in Verbindung gebracht (Wer&eBronnegard, 1996). Daneben kann es zu
gewebeabhéngiger Glucococorticét@sistenz komme was chronische Entzindungsler
Autoimmunerkrankungen wie z.Bheumatoide Arthritis OsteoarthroseMorbus Crohn

Colitis ulcerosaoder Asthma zur Folge haben kann (Ketoal, 2003).Die Transkriptions
Regulation durch den GlucocorticeiRezeptor kan tber mehrere Mechanismen erfolgen, die

in Abbildung 7dargestellt sind
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Abbildung 7: Mechanismen der Transkriptionsregulation durch den GlucocorticoidRezeptor nach
Lu & Cidlowski (2006) und Heitzeret al. (2007).

GR liegt im Cytosol in einem Heterokomplewit Hsp90, p23 und einem TetratricopepdpeatProtein (TPR)
vor. Nach Bindung eines Glucocorticoids (rot) dissoziiert &R diesem Kompleab und kann in den Nucleus
transloziert werden, wo es in unterschiedliciiéeise die Expression zahlreicher Gene positjvoder negativ
(2) beeinflusst.1a GR bindet als Homodimer an spezifische GRE (Glucocortiddé$ponseElemente)-
Sequenzen in der PromotBegion vonZielgenenund kannderen Transkriptiomach Rekrutiemg zahlreicher
anderer  Faktoren (Coaktivatoren, ChromatirRemodelling Komplexe, Teile der basalen
Transkriptionsmaschinerie und Transkriptionsfaktorandchaltenlb GR kannauch GREunabhéngig direkt
an Transkriptionsfaktoren (TH)inden und mit diesesynergistischdie Transkription aktiviererRa GR erkennt
auchnegative GREs (nGRE) unetrhindert die Transkription durch Verdranguamglere Faktoren, wie z.B. s
TATA-Box bindenda Proteirs (TBP). 2b GR kann direkt an manchEranskriptionsfaktorer(z.B. NFkB),
oder Coregulatoren (z.B. CREBndendes Protein CBP) binden und sie vom Prorrd&weich absondern.
2c Die Bindung von GRkann auclbNA-gebundene Transkriptionsfaken(z.B. OCT-1) inaktivieren.
Abkurzungen COX-2: Cycloxygenase 2;CRH: CorticotropirReleasing Hormon GMCSF: Granulozyt
Makrophagen Colony Stimulating Factor GnRH: GonadotropiiReleasing Hormon iNOS: induzierbare
StickstoffmonoxidSynthase; IL: Interleukine; kB-E: kB-Erkennungssequenz; MKPE MAP Kinase
Phosphatas&; OCT-1: Octamer BindungProtein 1; POMC: Proopiomelanocortin; -Bt Transkriptionsfaktor
Erkennungssequenz; TldFTumor Nekrose Fakta; VEGF: Vaskularer Endothel Wachstumsfaktor.

Einerseits kann der aktivierte Glucocorticétézeptor die Transkription beeinflussen,
nachdem er Uber spezifische DNBMndestellen (GlucocorticoiRespons&lemente= GRE)
direkt an die DNA gebunden hat. Hierbei konnen positive (GRE) und negative (nGRE)
ResponseElemente unterschieden werden, welche die Transkrip@tigierung bzw. -
Hemmung durch GR induzieren. Andererseits kann der Glucocorfierdptor Uber die

Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren ebenfalls Einfluss auf die Genregulation
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nehmen, indem er deren Funktion unterstitzt oder stort (K&Mdrompson, 2005). So geht

man davon aus, dass die entziindungshemmende Wirkung von Glucocorticoiden neben der
GR-induzierten Expression von amtiflammatorischen Proteinen (Ph&nCidlowski, 20®)

vor allem durchdie GRvermittelte Repression von NukleBaktor kB (NF-kB) und
Aktivator-Protein 1 (AP1) an Promotoren primflammatorischer Gene hervorgerufen wird
(Scheinmaret al, 1995; Smoak& Cidlowski, 2004; PheR&. Cidlowski, 2005).

Der  GlucocorticoieRezeptor gehdrt zur  Superfamilie der Ligaaldivierten
Nuklearhormonrezeptoren (NHR). Wie alle Mitglieder dieser Superfamilie besteht GR aus
drei Domanen: N-terminaleDoméane (NTD), DNAbindende Domane (DBD) und Ligand
bindende DoméanéLBD) (Heitzer et al, 2007). In Abbildung 8 ist der Aufbau der am
haufigsten vorkommenden Isoform des humanen BBR( gezeigt (GRa - AA2kDa).

Diese kommt in nahezu allen Gewebetypen und Zellen des Menschen vor. Daneben werden
allerdings auch noch zablche andere Isoformen des Proteins durch alterne@ipksngdes

fur hGR kodierenden Gens oder durch alternative Initiation der Translation gebildet. Diese
unterscheiden sich in ihren posttranslationalen Modifikationen, der Art ihrer Transkrptions

Regudation und ihrer Haufigkeit in verschiedenen Gewebtypen&L@idlowski, 2006).

1 420 488 527 777
N NTD DBD H LBD C
AF-1 AF-2

Dexamethasnnf\‘ Helix12 :
o \\.‘\ [“Nd

- Mifepriston

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

a Schematische Darstellung der Dom&@nganisation vonhGRa- A NTD: N-terminale DomaneDBD:
DNA-bindende Doméne, H: HingRegion, LBD: Ligandbindende Doméne. In NTD und LBD sind Regionen
vorhanden (AFL, AF-2), die fir die Interaktion mit anderen Faktoren der Transkriptionsregulation
verantwortlich sindb Roéntgenkristallstrukturen des DBDimers (blau), kekristallisiert mit DNA (Cysteine
und gebundene Zhlonen der ZinkfingeMotive sind gelb bzw. als graue Kugeln dargestellt) (pdb 1glu) und
der LBD, kokristallisiert mit Dexamethason und dé@oaktivatorPeptid TIF2, welches tber ein LXXL:Motiv

an Helix12 (=AF-2) bindet (pdb 1m2z) Strukturformeln de©iGR-Agonisten Dexamethason bzw. deSR-
Antagonisten Mifepriston.
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Die NTD von hGRa-A ent ha |t ei nen stark ne-gati v
1 f activation function1 od&auwl i A, der fer di e I nterakt
Transkriptionsmaschinerie und vielen anderen Transkriptionsfaktoren verantwortlich ist
(McEwanet al, 1993) und die wichtigste Aktivierungsregion vbGR darstellt (Giguerest

al., 1986;Dieken& Miesfeld, 1992). Die 3Estruktur der NTD konnte bis jetzt noch nicht
geldst werden, da AE intrinsisch unstrukturiert ist (Dahimafright et al, 1995). Man geht
davon aus, dass AF eine potentiell helikale Struktur besitzt (Dahlmafinight et al, 1995),

die erst dann ausgebildet wird, sobald di8indung an andere Proteine der
Transkriptionsmaschinerie erfolgtias zur spezifischen Transkriptionsregulation ausgenutzt
werden kann (Almlofet al, 1998; Warnmarlet al, 200Q Kumar et al, 2009. Daruber
hinaus scheint die korrekte Faltung von-AFebenfalls nach Bindung vamGR an DNA
induziert zu werden, was auch zur Regulation l&R-Aktivitat benutzt werden kénnte
(Kumar et al, 1999). Die DNAbindende Doméne volnGR enthélt acht Cysteine, elizwei
Zink-Fingermotive ausbilden, wobei der aminoterminale Zinkfinger verschiedene- DNA
Responsé&lemente unterscheiden kann und der carbtetyhinale Zinkfinger eine wichtige
Rolle bei der Dimerisierung vomGR spielt (Hardet al, 1990; Luisiet al, 1991). Die DBD

ist mit der Ligandbindenden Doménéber eine kurze Hingdbomane verbunden, die dem
Rezeptor erlaubt unterschiedliche Konformationen beztiglich der DorRostonierung
anzunehmen (Ts& O6 Mal | ey, 1994) .

Die hochkonservierte -@rminale, Lgandbindene Doméne (LBD) erfillt neben der
spezifischenGlucocorticoidBindung auch noch andere Aufgaben. So binden Hsp90 und
verschiedene G&haperone an die Apeorm der LBD im Cytosol, wodurch einerseits die
korrekte Faltung vomGR sichergestellund andererseits eine Kamport-Signalsequenz der
LBD maskiert wird. Erst nach HormeBindung, dem die Abdissoziation des Hsp90
Komplexes folgt, kann es somit zum Transport i@Rin den Zellkern kommen (Abbildung

7) (Savoryet al, 1999). Desweiteren kanriedLBD Ubera-He | i x 2 Z activAtidriF
function 2) hormonabhangig mit zusatzlichen Faktoren der Transkriptionsregulation
interagieren, wobei AR synergistisch wirken dnn (Beato& Klug, 2000). Nach Bindung
unterschiedlicher Glucocorticoide, wie z.Bexamethason (Agonist) oder Mifeprist@RU-

486) (Antagonist) (Abbildung 8c) wird die Konformation von AFso verandert, dassch
spezifische Faktoren, welche die Transkription aktivieren (Coaktivatoren) oder hemmen
(Corepressoreninlagernkdnnen (Bledoeet al, 2002; Kauppiet al, 2003). Die meisten
Coaktivatoren konnen mit Hilfe sogenannter-BBxen, die ein konserviertes LXXLEMotiv
enthalten, mit mehreren nuklearen Hormonrezeptoren interagieren (¢tesdryl997). Jeder
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Coaktivator enthalt mehre NRBoxen und die unterschiedliche Affinitat zu den
verschiedenen NHRs wird zur Regulation der spezifischen Hormonantwort ausgenutzt
(Heitzer et al, 2007). Mittlerweile sind ca. 200 NHRoaktivatoren bekannt, welche die
Steroidhormonrezeptabhangige Epression von Zielgenen durch eine Vielzahl an
Mechanismen unterstitzen (Lon&dO 6 Mal | ey , 2006) . So k°nnen
Transkriptionsaktivierung verstarken, indem sie als Higtoatyltransferasen oder
Methyltransferasen  wirken  oder indem sie end Rezeptor mit dem
Transkriptionsinitiationskomplex, anderen Transkriptionsfaktoren oder weiteren Histon
modifizierenden Enzymen verbinden (Heitatral, 2007). Corepressoren kdnnen ebenfalls
Uber LXXLL-Motive an die LBD (Loinde& Soéderstrém, 2004) biden und sind in der Lage

die Transkriptionsaktivierung zu hemmen, indem sie Hifdeacetylasemekrutieren deren
Aktivitat zu einer geschlossenen Chromesimuktur flhrt (Jone& Shi, 2003).Bisher sind

einige Rontgenkristallstrukuren deGR-LBD gel6stworden, welche die isolierte Doméne

mit gebundenem Agonist (Dexamethason, Fluticag@moat, Aminepyrazole2,6-dichloro-
N-ethylbenzamidel oder Deacylcortivazol) und gebundenem Coakteapiid (TIF2 oder
SRG1) (Bledsoeet al, 2002; Bigyadikeet al, 2008; Madausst al, 2008; SuinePowell et

al., 2008) zeigen. Bis heute wird nur in einer Verdffentlichung dieSaktur dehGR-LBD

mit gebundenem Antagonist (Mifepriston) beschrieben, wobei allerdings verschiedene
Kristallformen gezeigt werden, bdenen die wichtige Helix 12 unterschiedlich positioniert

ist (Kauppiet al, 2003).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

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

In diesem Zusammenhang sollte zunachst versucht werden, die Hydrophilie der Oberflache
von hPCSK9 durch rationales Design gezielt zu erhéhen.

Im Mittelpunkt der Arbeitstand jedoch gelenkte Evolution zur Optimierung von HEB,

wobei eGFP als Faltungsreporter und HochdurcHSARS als ScreeningSystem in der
Arbeitsgruppe etabliert werden sollten. Die Ergebnisse sollten zeigen, inwieweit sich dieses in
der Literaturbeschriebene System fir schwierig zu handhabende menschliche Proteine eignet
und durch welche MalRnahmen auftretende Probleme erkannt und umgangen werden kénnen.
Daneben sollte diemit Hilfe der ChlorampheniceAcetyltransferaseals Reporterprotein

erfolgte Stabilisierung eines kinstlich hergestelltdm 9g-Barrel Proteins weitergefihrt
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werden (Seitz, 2006).Dazu sollten vorteilhafte Mutationen kombiniert werdemim die
Kristallisation und die Rontgestrukturanalyse des Proteins zu ermdglichenDie
durchgetihrten Experimente und Ergebnisse dieses Teilprojekts der Dissertation sind in zwei
Publikationen dokumentiert (Seigt al, 2007; Hockeet al, 2009), welchem Anhang 7.8)

angefugt sind.
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2 Material

2.1 Gerate

Abbé Refraktometer
Autoklaven
Munchen 25
VE-40
Brutschréanke
Chromatogrphieanlagen:
AKTAE basic better
AKTAE purifier 10
FPLC LCG501 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 HiLoa2b/60
Poroshell C8 (2.1x56m)
Cel Densitiy Meter Ultrospec 10
Circular Dichroismus Spektropolarimete815
Computer
Elektroporator 2510

Fluorescencé\ctivated Cell Sorte(FACS)

MoFlo® Zytometer mit Cyclone Sortiemheit
und Coherent Enterprisell Laser

Fluoreszenzmikroskopxiovert 200M

Fluoreszenspektrometer Cary Eclipse

Gasbrenner Gasprofi 2SCS

Gefrierschrank80 °C

Gefrierschrank20 °C

Gelelektrophoresekammern:
AgaroseElektorphoresé\pparatur

Carl Zeiss, Jena

MMM, Minchen
SYSTEC GmbH, Wettenberg
BINDER GmbH, Tuttlingen

GE HEALTHCARE, Munchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Munchen

Agilent Technologies

GE HEALTHCARE, MlUnchen
GE HEALTHCARE,Minchen
GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, Minchen
GE HEALTHCARE, MlUnchen
GE HEALTHCARE, Mlnchen
Agilent Technologies

GE HEALTHCARE, Minchen
JASCOGmbH, GroRUmstadt
Dell Optiplex Systems
EPPENDORF, HAMBURG

DAKO CYTOMATION, Fort Collins,
USA

CARL ZEISS AG, Jena

VARIAN, Darmstadt

WLD TecGmbH, Goéttingen
MDF-U72V, SANYO, Tokyo, Japan
LIEBHERR, Nussbaumen

HOEFER Pharmacia Biotech, USA



2 Material

26

SDSElektrophoresekammer
Mighty Small 1l
Multi Gel Caster Gelgiel3stand

Glaspipetten & Glaswaren

Hamilton Mikroliterspritze, 25l
HeizblockThermostat HBT2 131
Inkubationsschuittler:

GFL 3033

Certomat H

Certomat BSL
KihlschrankPrivileg de luxe (8C)
Magnetruhrer:

MRO, MR2000

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

Power SupphEPS 301

Power Pack P25
PCRGerate:

Mastercycler personal

Mastercycler gradients
Peristaltikpumpe Miniplus 2
pH-Meter inolablLevell
Pipettis-accu
PotterHomogenisator
Quarzkivetten:

102-QS (Schichtdicke 10 mm)

105-QS (Schichtdicke 10 mm)

21/Q1/CD (Schichtdicke 1 mm)
Schatteltisch Rocking Platform

HOEFER Pharmacia Biotech, USA
GE HEALTHCARE, MlUnchen
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, Nurnberg

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, Géttingen
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UberkopfrotierefEurostaigital
Ultrafree20 NanoporeNassetAnlage
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 WesterrBlot Apparatur
PerfectBlue TanlElektroblotter

Zentrifugen:
Centrifuge 5810R
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5415R
Sorvall RC 2B, 5C plus
mit SS34 bzw. GS3Rotoren

2.2Verbrauchsmaterialien

AlignFlow, Plus flow cytometry alignment
beads for 48&m excitation, 6 pm

Dialyseschlauch: Visking, Typ 27/32, kDa
Einwegspritzen Omniftk 2 ml, 5ml und 60ml
Elektroporationskivetten am

Faltenfilter

Filterpapier

Konzentratoren:

Amicon Ultra 4 bzw. 15 (mwcdt0kDa)
Kunststoffkivetten: %2 Mikrokivetten
Kunststoffrohrchen:

15ml, 50ml

IKA Labortechnik AG

MILLIPORE, Eschborn
HEINEMANN, Schwabisch Gmind
CAMAG Chemie Erzeugnisse, Berlin
VARIAN, Darmstadt

JASCOGmMbH, GroRUmstadt
EPPENDORF, Hamburg
VACUUMBRAND, Wertheim
SCIENTIFIC IND., Bohemia, USA

SARTORIUS, Gottingen

DENVER INSTRUMENT, Géttingen
GFL, Burgwedel

Peqlab, 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, Duren
Whatman, Maidstone, England

Millipore, Bedford,USA
Sarstedt, NUmbrecht

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

USA

LatexHandschuh&empermed SEMPERIT Technische Produkte
GmbH, Wien, Osterreich

Membranfilter ME24 @4™m; 0,2um SCHLEICHER&SCHUELL, Dassel

Nitrocellulosefilter (313nm;Cat#VSWP01300) MILLIPORE, Eschborn

NAP5, NAP10 und NAP25 Saulen GE HEALTHCARE, MlUnchen

Nickel-Sepharose GE HEALTHCARE, Minchen

Nitril Untersuchungshandschuhe VWR, Leuven, Belgien

Parafilm AMA Labor at oRECHINGY, Phastic Packaging,
Menasha, USA

Pasteurpipetten HIRSCHMANN, Ebermannstadt

PCRGefalRe 0,2nl PEQLAB, Erlangen

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

Pipettenspitzen 1(l, 200 pul, 1000ul SARSTEDT, Numbrecht

PVDF Membran Immobiloii P Millipore, Bedford, USA

ReaktionsgefalRe 118l und 2mi ROTH, Karlsruhe

Reaktionsgefal3e mit Schraubdeckehl2 SARSTEDT, Numbrecht

Rontgenfilme FujiSuper RX FujiFilm, Dusseldorf

Spritzenfilter PorengroRe @2um, 0,45um RENNER GmbH, Daunstadt

2.3Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien besal3en den héchstmoglichen Reinheitsgrad und wurden von

folgenden Firmen bezogen:

AMERSHAM PHARMACIA Biotech (Freiburg)
B1O101 Inc. (Carlsbad, USA)
BIORAD LABORATORIES (Minchen)
BIOZYM (Hess. Oldendorf)
BOEHRINGER MANNHEIM (Mannheim)
DIFCO (Dreieich)
FLUKA (NeuUlm)
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

2.4Kits

Biorad-Losung fur Bradford Test
Gel Filtration Calibration Kit
GenelJETE Plasmid

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

(Seelze)
(Mannheim)
(Karlsruhe)
(Heidelberg)

(Deisenhofen)

Biorad Laboratories GmbH, Minchen

GE Healthcare, Miinchen

Mi n i MBI EERMBNITAS, St:LeonRot

NucleoBond PC100/50MNA-ExtractionKit MACHEREY-NAGEL, Duren

NucleoSpifi Extract Il
SuperSignal West Pico Kit

X-Cell SureLock™ Mini Cell
NuPAGE® Novex BisTris Gele (412 %)

Instant BlueSDS Gel Farbeldsung

2.5Enzyme
DNase |

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

DNA-Polymerasen:
Pwo-DNA-Polymerase
GoTad DNA-Polymerase

Thrombin (from bovine plasma)

2.6 Antikorper

Anti-GFP Antikdrpemousemondklonal
11E5 (A11121)

Peroxidasekonjugierter antmousdgG
NA931VS

MACHEREY-NAGEL, Duren
Pierce, USA
Invitrogen, Carlsbad USA

Expedeon, Lucern€hem AG

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach
ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

MBI FERMENTAS, St. LeorRot

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

MolecularProbesinvitrogen

GE HealthcareMiinchen
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2.7 Bakterienstamme

E. coli DH5a (Hanahan, 1983)

F, endAl, hsdR17 (kmy), supgE44, thil, recAl, gyrA (Nal'), relAl, D(lacZYA-argF)
U169,F 80,lacZDM15

E. coli5a (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)

fhuA2, qargF-lacZz)U169 phdA, ginv44, 080, glacZ)M15, gyrA96, recAl, relAl,
endAl, thi-1, hsdR17

Bei diesen Zellen handelt es sich um Eircoli DH5a Derivat. Durch die Deletion des Gens
fhuA2 fehlt der EiserHydroxamatAufnahmeRezeptor auf der Zelloberflache, was
verhindert, dass der Bacteriophage T1, der an diesen Rezeptor bindet, die Zellen befallt.

Somit sind diese Zelleresistent gegemml-Phagen.

E.coliXL 1 Bl u ¢Stratldné)

aecrA ) 1 8 rBcrC&hsdSMR-mrr)173endAl supE44thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F
proABlacl g Za&M15 Tn10 (Tet

InXL1 Bl u&z2elleM$nB alle irE. coli K12 bekannten Restriktionsendonucleasen auf
Gemmebendnaktiviert.

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

F', proA'B", lacl%, mplacZz)M15/fhuA2,gflac-proAB), ginV, gal R(zgB10::Tn10), Tef,
endAl, thil, qgthsdSmcrB)5

E. coli Turbo Zellen sind wiet. coli 5a-Zellen TEtphagenresistent. Diese Resistenz ist mit
einem langsameren Zellwachstum verbunden. Dieser Nachteil wird. lweili Turbo Zellen
kompensiert, wodurch sie innerbalon 8h bei Inkubation bei 37C sichtbare Kolonien

bilden kénnen.

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

Diese Zellen tragen auf ihrem Chromosom ein Gen fir die T7-Rblfmerase, die zur
Genexpression im pE®ystem verwendet wir@Abbildung 9.
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E. coli T7 Express(NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
fhuA2 lacZ::T7gend lon ompT gal suAll demR(zgb210:Tn10--Tef) endA 1  noprC-
mrr)114::1S10 Rcr-73: miniTnl0-- Tef)2
Bei diesen Zellen handelt es sich um Eircoli BL21(DE3) Derivat.Durch die Deletion des
GensfhuA2fehlt der EiserHydroxamatAufnahmeRezeptor, wodurch diese Zellen resistent
gegen den Bacteriophagen T1 sind. Zusatzlich enthalten die Zellen eine Tetrazyklin

Resistenz.

2.8 Vektoren

2.8.1 pET-Vektoren

Gene, dian die multiple Klonierungsstelle (MCSyon pET-Vektoren (NOVAGEN plasmid

for expression by7 RNA Polymeragesingefligt wurden, werden durch die RNedlymerase
des Phagen T7 (Studieat al., 1990) transkribiert Die Expression der Gene erfolgt in
speziellenk. coli-Stammen, die eine chromosomale Kogex T7 RNAPolymerase besitzen
(Abbildung 9. Die Expression deE7 RNA-Polymerasgenserfolgt unter der Kontrolle eines
lacUV5-PromotorOperators und wird durch die Zugabe von Isoprdpi-
ThiogalaktopyranosidiPTG) induziert Das zur Unterdriickung der Expression erforderliche
Gen fur derlac-Repressorlécl) liegt auf denPlasmid und wird konstitutiv exprimiert

IPTG

Bakterielle RNA-Polymerase /

des Wirtes

D @ lac R(,'m SSOF
\ / m kloniertes Gen

= ——H —--

lacP/O T7 Polymerase Gen

lacl

Wirtsgenom

Abbildung 9: SchematischeDarstellung des pETFEXxpressionssysters.
P/O: Promotor und Operator

+/- . Aktivierung/Repression von Expression

res Antibiotikum-Resistenz vermitteIndes Gen
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2.8.1.1pET21a(+)

A <00
€€ e %) <
<1 ,\\,\\ \%q,\ \\\% \7—”%\ @\ox ‘(\o\e

Der pETZa(+)Vektor ist so konstruiert, dass # 0 o 0 e

: ) : [ PR
unmittelbar  stromabwarts  der  multiplen ’ "o
Klonierungsstelle sechs HistidiDodone liegen

(Abbildung 10). Das hergestellteProtein tragt bla

dadurch Germinal einen HexahistidirfHisg) - pET-21a(+) e

(5443bp) »
Tag der eine Aufreinigung durch Metallchelat ° i
Affinitatschromatographie ermdglicht. Nach der

. g p g . pBR3220r|\/
Transformation mit dem pETA(+)Vektor wird (0227}
mittels der enthaltenedmpicillin-Resistenzbla)

_ _ _ Abbildung 10 pET-2la(+) mit
aufplasmicenthaltendéE.coli-Zellen selektietr multipler Klonierungsstelle (MCS).

2.8.1.2 pERVektoren

pER-Vektoren basieren auf derpET24a(+) Vektor, der bis auf ein unterschiedlicks
Antibiotika-Resistengen (kan stattbla) identischzum pET21a(+)Vektor ist(Abbildung 11).

Die pERVektoren unterscheiden sich allerdings von pET?24a(#) untereinandeturch ihre

multiple Klonierungsstellewobeiverschiedené&usionskonstrukt&odiert werdensobald ein

Gen zwischen die ResttignsschnittstelleNdd und Notl eingefligt wird Die pERVektoren
pER13a, pER13b, pERN7 und pER14 wurden von Dr. Ralf Tha#adfrhannLa Roche

Pharma Research Discovefgasel) konstruiert und zur Verfigung gestgllER13cat wurde im
Rahmen dieser Arbeierstellt Bei pER13a, pER13b, pER14 und pER13cat wurde die
multiple Klonierungsstelle auf zwei Schnittstellen fir die RestmsenzymeNdd und Notl
reduziert. Zwischen den beiden Schnittstellen wurden Stoppcodone eingebracht, die jedes der
drei moglichen Leseraster abdecken. Zusatzlich kommt es aufgrund einer Deletion zwischen
den beiden Restriktionsschnittstellen zu einesdrasterverschiebung. Diese Deletion wird
beim Einfugen des jeweiligen Zielgens durch eine zusatzliche Base zwischen dem Ende des
GensunddeNot-Sc hni tt stell e kompensiert (-EndedBrah men
verwendeten Gene ein Guanin einggfi Dadurch erfolgt eine Synchronisation des
Leserasters des Zielgens mit dB®®portergn, dasauf dieNotl-Schnittstelle folgt. Durch die
Stoppcodone und die eingefiigte Deletion soll bei pER13a, pER13b und pER13cat die
Expression destromabwartfusionierten ReporteGensohne eingefligtegielgen verhindert
werden.Bei pERN7 liegt eine andere multiple Kloniegsstelleohne diese Eigenschaften

vor (Abbildung 1L).
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a b c
. Multiple Kloni tell
i . A ultiple Klonierungsstelle
ﬂ\a@m@ i pER13a 5 egfp g PER13a, pER13b, pER14 und pER13cat
‘ ot ‘\\de\ o o @ 19‘0“\0 Linker
B\
3 S 5 Ndel  Notl Ndel Notl
pER13b 5 mcs 3 5/ -CATATGTGTTAACTGAGTAGGCGGCCGC-3’
His, Linker MoC o*
C V N
Ndel  Notl V L T N *
erre sl
His,
Ndel Notl i i
pPER facl ' , [l Multiple Klonierungsstelle
1(714-1793) pER13cat 5 mcs 3 pl PERN7
Linker
» ¢ Ndel  Notl
— S perN7  s-{FEIEE}-
(3227) His, Thrombin- His,

Schnittstelle

Abbildung 11: pER-Vektoren.

a Allgemeiner Aufbau depER-Vektoren(pET24a(+)Derivate)

b 5 -4 n d-Umgébung der mtiplen Klonierungsstellbei den verschiedenen pBRektoren.

¢ Die multiple Klonierungsstellevon pER13a, pER13b, pER und pER13cat beinhaltet neben einer
Verschiebung des Leserasters zzigét in jedem Leserater ein Stoppcodon. Raslierte Aminosauresequenz
jedes Leserasters beginnend beim ATG Med-Schnittstelle ist bis zum jeweiligen Stoppcodon unterhalb der
DNA-Sequenz gezeigt. Die multiple Klonimngsstelleron pERN7 weistlieseEigenschaften nicrauf.

2.8.1.2.1 pERL3a und pER13b

Im pER13aVektor (6003bp) folgt auf dieNotl-Schnittstelle eine fudrezehn Aminosauren
kodierende LinkerregionQGRAGSAAGSGEF-nachWaldo et al, 1999) und anschlieRend
das Gen fueineeGFP enhan@d green fluorescent protgin Variante(Abbildung 1b). Das
verwendete eGFP unterscheidet sich von GFP aus der Queajieoria victoriadurcheinen
neutralen Aminosaurenaustausch (Q80R, Chetfigl, 1994).die A C y -8 (E99S, M153T,
V163A:; Crameriet al, 1999 undd i eGF&-Mutationen (F64L, S65TCormacket al.,
1996, welche die Stabilitat und die Fluoreszéntensitat erhdhelsiehe 14). Zudem wird
die Fluoreszenzon eGFPnicht wie die von GFP bei 396n maximalangeregt, sondern bei
488nm, was der Wellenlange des emittierten Lichts des Argonladess verwendeten
MoFlo® Zytometersentspricht.Der pER13bVektor (6062bp) entspricht im Aufbau und in
der Funktion dem pER13&ektor mit dem Unterschied, dass vor déad-Schnittstelleein
Hiss-Tag eingefuigt wurde.

2.8.1.2.2pER14

Der pER14Vektor ist in gleicher Weise konstruiert wierdpER13aVvektor. An dieNotl-
Schnittstelle schliel3t sich jedoch ohne Linkieekt die kodierende Sequenz fémen Hiss-
Tag an (Abbildung 1b). Dieser Vektor dient dazu, Gene aus dem pER1#aR13b oder
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pER13catVektor Uber einemMdd/Notl-Restriktionsverdau direkimklonierenzu kénnen und
damit vom Fusionspartner zu trennémschlieRendkann dieHerstellungdes Genprodukts
ohneFusionsprotm und die Reinigung Uber einenrt€minalen Hig-Tagerfolgen.

2.8.1.2.3pER13cat

Der pERL3catVektor ist ebenfallsin gleicher Weise konstruiert wie der pERDN3aktor.
Nachder Notl-Schnittstellefolgt jedocheinefir acht Aminosauren kodierende Linkerregion
(GGRLEAAR, nach Maxwell et al, 1999) und anschlieend das Gen fdie
ChlorampheniceAcetyltransferasecg@t) (Abbildung 1Db). Dieser Vektordient dazu, Gene
aus pER13éiber einerNdd/Notl-Restriktionsverdadirekt soumzuklonierendass sie anat

fusioniert vorliegen

2.8.1.2.4pERN7

Der pERN#Vektor unterscheidet sicim seiner multiplen Klonierungstellon den anderen
pER-Vektoren Abbildung 1b). Diese beinhaltekeine Verschiebung des Leserastata
dieser Vektor nicht fur Selektiongder ScreeningMethoden verwendet wirdbas Uber die
RestriktionsschitistellenNdd undNotl e i nge f ¢ gt e-ter@ieahan diel kodetrended
Sequenir einen Hig-Tagund dieGlutathionS-TransferaseHiss-GST) fusioniert.Bei allen
in dieser Arbeit klonierten pERNRonstruktenw u r d e -Emde de® &ielgens ein Stepp
Codon eingefiihrt, adurchdas durch pERN7 hergestellte Fusionsprotein keinen zusatzlichen
C-terminalen His-Tag aufweist.DasHisg-GST-Fusionsprotei bindet sowohl an Glutathien
Sepharoseals auchMetallchelatSaulen mit hoher AffinitatZwischenHisg-GST und dem
Zielprotein befindet sichdie Erkennungssequenz fir die spezifische Protddsembin

wodurchHisg-GST nachtréglichvom Zielproteinabgespalten werden kann.
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2.8.2 Konstitutive Expressionsvektoren

28.2.1 pTNA
Der pTNA-Vektor (Abbildung 13 ist eine Variation des EaRy, SPAL il
pDS56/RBSHVektors (Bujardet al, 1987 Stiberet al,
1990). Die T5 Promotor undac-operator Sequenzen wurden &

gegen die -B0)(-10)Region des Promotors des
Tryptophanas®perons (Fwa) von E. coli ausgéauscht

welcher zu einer setechen konstitutiven Expression fuhrt

Col E1ori

(Merz et al, 2000) Die Klonierung erblgt in der Regel tber
die SpH- und Hindlll-Schnittstellen. Der pTNA/ektor

] o ) ) ] Abbildung 12: pTNA-Vektor.
vermittelt Ampicillin-Resistenz aufgrund eisdunktionellen
bla-Gens Der Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Yanofsky

(Stanford University, USA) zur Verflugung gestellt.

28.22pTNA13a

Bei pTNAl13a handelt es sich um einen pTN\NAktor, dessen mufile Klonierungsstelle
(plus Linker und gfp-Gen)identisch zu pER13aApbildung 1Db) ist, wobei allerdings die
Ndd-Schnitstelle durch ein&pH-Restriktionsschnittstelle ersetzt ist. Einflgen eines Gens
Uber die Schnittstelle®pH und Notl fihrt demnach zur schwach konstitutiven Expression
desmit egfp fusionerten Gens.

2.8.2.3pHCE-IIB

Der pHCEIIB Vektor ist ein Derivat des HESamaer gfb\f';g'gﬂg;ﬂm'“'m
¢ & &

kommerziellen pUC19/ektors (FERMENTAS) 5'1*—0‘\ T l—;s

wobei cer induzierbare lacPromotor durch den

stark konstitutiv exprimierenden HCE Promoto
pUC origin

des DAAT Gens ausGeobacillus toebiiersetzt %"

pHCE-IB

wurde (Poo et al, 2002). Dieserermoglicht im (3753bp)

Gegensatz zum pESystem eine Uberexpressior
rekombinanter Proteine ohne Induktioie b

(1710-2567)

Klonierung des Zielgens erfolgte in der Rege!
_ _ ] Abbildung 13: pHCE-IIB V ektor mit
Uber die Ncd- wund Hindlll-Schnittstellen multipler Klonierungsstelle.
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(Abbildung 13).Die Seldtion plasmidtragend€eE. coli Zellen erfolgt Gber eine Ampicillin
Resistenz, die durch Expression dbk-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 pH@EEVektor, dessen multiple Klonierungsstelle
(plus Linker und gfp-Gen)identisch zu pER13aApbildung 1Db) ist, wobei allerdings die
Ndd-Schnitstelle durch einéNcd-Restriktionsschnittstelle erzeétist. Einfligen eines Gens
Uber die SchnittstelleNcad und Notl fuhrt demnach zur stark konstitutiven Expressitas

mit egfp fusionierten Gens

2.8.3pCFN1

Der VektorpCFN1 (Maxwellet al, 1999)wurde so P,. Bglll  Xbal

konstruiert, dass ein in die Klonierustglen Bglll 5 rATG,‘—- AT
His, FLAG | Linker

und Xba eingdiigtes Gen mit der stromabwérts CpiEpel  Smbarsesin

kodierten Chloramphenicolacety@hsferase Abbildung 14: Multiple

. . . . . Klonierungsstelle von pCFNL1.
fusioniert wird.Das eingesetzte Gen wird durch €iiic

fur acht Aminosduren ddierende Linkerregion

(GGRLEAAR) mit cat verbunden. @ischen dem Insert und derat-Genliegt zusatzlichein
amberStopcodonAbbildung 14. Dadurch ist es moéglichn einemamberSuppressorstamm
das Fusionsprotein herzuldém, wahrend in einem ander&tamm die Expression nach dem
einklonierten Gen abbrichtN-terminal wird das Fusionsprotein mit einemsg-Tag und
einem FLAGEpitop zum Antikdrpernachweis versehdder pCFNZ1Vektor enthalt einen
starken, durch IPTG induzierbaren Promotory., P pBR322 ud Phagen f1

Replikationsurspringe, ein Ampicillinresistenzgbta)l und einlacl-Gen.
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2.9 Oligodesoxyribonukleotide

Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen sind unterstriBeerMutationsprimern
sind diejenigen Basen, die von der Originalsequenz abweititem markiert Wurde ein

Primer vonDritten zur Verfigung gestellt, erfolgt die Angabe der Person in Klammern.

2.9.1 Vektorspezifische Amplifikations und Sequenzierungsprimer

T7 Promotor

T7 Terminator

CyRI

CyPstl

PERN7Up

56pERLS3

36 pER13

pPCFNup

pCFNdown

w
o

0 p-Br€atz

88-69 bpupstreandes Startcodons von pEIa(+)
5 6TAA TAC GAC TCACTATAG GG-3 6

59-77 bpdownstreandes Stppcodons von pEX1a(+)bzw.
112-130 bpdownstreanderNotl-Schnittstelle von pERN7
5-0GCT AGT TATTGC TCAGCG G3 6

137-117 bpupstreandes Startcodons des pTNAnd
pTNAl3aVektors
5 6TCACGAGGCCCTTTCGTCTHR 6

110132 bpdownstreandes Stopcodons des pTNA/ektors
5-6TCG CCAAGC TAGCTTGGATTC 3 6

141-171 bpupstreandes Startcodons des pERNéktors

50TTC CCAAAATTAGTT TGT TTT A AAAAACGT-3 0

114134 bpbzw. 173193 bp upstreandes Startcodonsed
pER13a, pER13cat pER14 bzw. pER13bVektors
5 6CCACGATGC GTC CGG CGT AR 6

103-127 bp downstreander Notl-Schnittstelleder pER13a
pPER13b, pTNA13a und pHCE13&/ektoren
5-0CAC CTT CAC CCT CTC CAC TGA CAG3 6

112-92 bpupstreamdes Startcodons des pCFRN&ktors
5 -6AAC GGT TCT GGC AAATAT TC-3 6

28-47 bpdownstreandesamberStopcodons des pCFN1

Vektors bzw. 159178 bpdownstreanderNotl-Schnittstelle des

pER13catVektors
5-0TGG TTA TAG GTACATTGAG-3 6

260284 bp upstreandes Startcodons des pHTIB - bzw.
pHCE13aVektors

5 -6AGC GGA TAACAATTT CAC ACAGGA-3 6

(A. Lochner)

234-262bp downstreandes Stoppcodons des pHOB -
Vektors

50TTG ATG CCT GGC AGT TCC CTACTCTCG €3 6
(A. Lochner)
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2.92 Primer zur Herstellung neuer Fusionsvektoren

5 @at{Not))

3 éatXho)

5 6-6GFPNCO)

56 M:GFPGpH)

3 6-€GFPHindIll

a1
@)

w
(@)

5 -0GAC AAG GGC GGC CGQCTA GAG GCC GCT CcGC
GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT ACC ACC GTT
G-30

5 0CAG TCACTC GAGTCATTACGC CCC GCC CTG
CCACTCATC-3 0

5 -GATA CCA TGGGTT AAC TGA GTA GGC GGC CGC
G-36 (J. Claren)

5 -0AGC TGC ATG GGT TAA CTG AGT AGG CGG CCG
CGCT-36 (J.Cl aren)

5-0ATG CGAAGC TTATTT GTA GAG CTC ATC CAT
GCCATGTGT-36 (J. Claren)

0 pER13a_ GS G5-0AAAAGG GAT CCG GTA AAG GAG AAG AACTTT

TCACTG GAG TTG TCCCAATTCTTG-3 6

O0pER13a_GSG50CTTCTCCTT TAC CGG ATC CCT TTT GAT GAA

ACAGAAGTTTTT TGATATTTC CATTTG-3 6

2.93 Primer zur Amplifikation von hkasund tmhisF

5 IikagNd)

5 likagNcd)

5 likaqSpH)

3 likagNot)

5 tinhisF-N(Ndd)

5 tnhisF(Ncdl)

5 wnhisF(SpH)

3 tinhisF(Not))

5 -GATA ATA CAT ATG GAG GAG GTG GTG ATT GCC
GGC ATG TCC GGG3 6

5 -0GAA GGA GAT ATA CCC ATG GAG GAG GTG GTG
ATT GCC-3 6

5 -0GAA GGA GAT ATA CGC ATG CAG GAG GTG GTG
ATTGCC-3 6

5 -0CAG TAT GCG GCC GC CTG CGT GTT GGG CCT
CAG GAT GAT GTG-3 6

5 -0AGC CAT ATG CTC GCT AAA AGA ATA ATC GCG-3 6

(J. Claren)

5 -0GAA GGA GAT ATA CCC ATG GTG GCT AAA AGA
ATAATC -3 6

5 -0GAA GGA GAT ATA CGC ATG CTC GCT AAA AGA
ATAATC -3 0

50CTTTCG GGC TTT GTT AGC &C GGC CGATC
ACAACCCCTC36 (J. Cl aren)

2.94 Primer zur Amplifikation und Mutagenisierung vonhpcskg®-4>*

5 f@pcsio(Ndd)
5 IgpcslO(SpH)

5 -0GAA GGA GAT ATA CAT ATG CAG GAAGAT-3 0

5 O0TTT AAG AAG GAG ATA TAC GCATGCAGG AAG
ATG AAGATGG-3 6
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5 fipcsio(Ncal) 5 OTTT AAG AAG GAG ATA TAC CCA TGGAAG ATG
AAG ATG GTG ATT ATG-3 6

3 lipcsio(Not) 5 0CAT AGCGCG GCC G TTC GGATCC CTG CCA
ACC GGC ACCATG G3 0

3 fipcsio(Xha) 5-0GTG GTG GTGCTC GAGTTC GGATCC CTG3 0

3 fipcsko_deNotl_1 5 -GACA CCC GCATCG CG CCG CTAACAACG CCG3 o

5 lipcsko_deNotl_2 5 -0CAG AGC GGT ACC GCC CAG GE GCC GCGCAT-3 0
GTGGCCG3 o

3 fipcsio_deBphl 5 0CAG CAC ACG CAG GCT ACG CATCGAGGC GCC

TTT CGC AAC ACC-3 6

3dhpcsko_deNcad (Notl) 5 -OCAT AGCGCGGCC GAC TTC GGA TCC CTG CCA
ACC GGC ACCGTG CGT GCT CGG CGG CAG CGC
CGC-3 06

3tpcsiO(T60S+T61S+T635 5 0GCA GCG ATG AAA GCT CGC G-T GCT ACC GTG
TTC-3 6

3 lipcsiO(L179E) 5 6GAT AAA CTT CCA CCTI CGC TGC CAC CAT CCG
G-36

5 lipcsiO(L276S+V277S) 5 OCGC AAA AGC CAGGAG AGC CAG CCG GTG GGC
CCG C-3 6

5 lipcslo(T447S+W453S) 5 -0CCG CCG AGC ASC CAT GGT GCC GGTAGC CAG
GGA TCC GAA-3 0

5 lipcsko(Y293H) 5 -0GCG GGT GGACAT AGC CGC GTG CTG3 6

3 lipcsio(T214S+F216H) 5 -0CTG ACG ATGGTG ACG GCT ACC ATC TTC TTC-3 6

5 lipcsio(L324S) 5 6CTT TCG TGA TGA TGC GTG TC GTA TAG CCC
GGC-3 6

3 lipcske(T3779 5 4CTG GCT CAC AAA ACA GCT GCT GCA ATC GCT
GC-3 6

3 lipcsio(T350S+L351$ 5 -0CCA AAA TTG GTG CCCGAG GAG CCC AGG GTA
ACC GGC-3 6

2.9.5 Primer zur Amplifik ation und Mutagenisierung vonhgr-lbd

5 ligr-Ibd (Ncal) 5 6GAA GGA GAT ATA CCC ATG GI'T CCT GCA ACG
TTA CCA CAA CTC ACC-3 6

5 Iagr-lod (SpH) 5 6GAA GGA GAT ATA CGC ATG CTG CCT GCA ACG
TTA CCA CAA CTC ACC-3 6

3 ligr-Ibd (Not/Stop) 5 8TCG CCA GAA CCA GCA GCG GAG CCA GG CGG

CCGCTATTACTTTT GAT G-3 6
5 fagr-Ibd _OE1 5-0TGT AAA CAC ATG CTG TAT GTT TCC TCT GAG3 0
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3 ligr-lbd_OE1
5 ligr-lod_OE2
3 ligr-lod_OE2

3 Idgr-Ibd (L544F)

3 Iggr-lbd (I559N)

3 lagr-lbd (M560K)

3 Igr-lbd (F602S)

3 Idgr-Ibd (A605V)

3 figr-lod (F602S+A605V)

3 Igr-Ibd (N619D)

3 Idgr-Ibd (H645R)
5 Igr-lod (K695E)

5 Igr-Ibd (V702A)

5 Idgr-Ibd (E705G)

5 -0CTC AGA GGA AAC ATACAG CAT GTG TTT ACA-3 6
5 OTAT CTCTGT ATG AAAACCTTACTGCTTCTC T3 0

5 -0AGA GAA GCA GTAAGG TTT TCA TAC AGA GAT
A-36

5 OCAT ATC CTG CAT AAAACA CTT CAG GTT CAA
TAACC-3 06

5-0GTT GAG CGT AGT CAT GT CCT CCA AGT TGA
GTC-3 6

5 OCAT GTT GAGCGT AGT CTI GAT CCT CCA AGT
TG-3 06

5 OCAC CCC AGA GCA AAT GCC ATA AGAGAC ATC
CAG GAG TA-3 0

5 OCAC CCC AGA GCA AATACC ATA AGA AAC ATC
CAG GAG TA-3 6

5 0CAC CCC AGA GCA AATACC ATA AGA GAC ATC
CAG GAG TA-3 0

5 -0GCA AAA CAC AGC AGG TCT GCA CTT GAT TGT
C-36

5 -0GGA AAC ATA CAG CAT GCG TTT ACATTG GTC-3 6

5 -0GAA TGA CCTACA TCG AAG AGC TAG GAA AAG
CC-36

5 -0GGA AAA GCC ATT GCC AAG AGG GAA GGA
AAC -3 0

5 OCAT TGT CAA GAG GG5 CGG AAA CTC CAG CCA
GAAC-30

5 figr-Ibd (V702A+E705G) 5 -0GGA AAA GCC ATT GCC AAG AGG GGC GGA AAC

5 kigr-lbd (Q710R)

5 Idgr-lbd (Q738H)

5 lgr-lbd (M752T)
5 kigr-Ibd (N759D)

3 tigr-Ibd (F774SNot)

TCC AGC CAG-3 0

5 -0GGA AGG AAA CTC CAG CC5 CAA CTG GCA GCG
G-30

5-0CCT TAACTATTG CTT CCACAC ATT TTT GGA
TAAG-3 6

5 -0GAATTC CCC GAG ACG TTA GCT GAAATC ATC-3 6

5-0CTG AAATCA TCA CCG ATC AGA TAC CAA AAT
ATT C 30

5 0CAG CGG AGC CAG GC GGC CGACTATTACTT
TTG ATG AGA CAG AAGTTTTTT G-3 6

3 figr-Ibd (F602S+A605F) 5 -0GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAL AAC ATA AGA

GAC ATC CAG-3 6
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3 figr-Ibd (F602S+A6051) 5 -0GAT CTC CAC CCC AGA GCA AA5 ATC ATA AGA
GAC ATC CAG-3 6

3 ligr-Ibd (F602S+A605L) 5 -0GAT CTC CAC CCC AGA GCA AA- AGC ATA AGA
GAC ATC CAG-3 6

3 figr-Ibd (F602S+A605M) 5 -0GAT CTC CAC CCC AGA GCA AAC ATC ATA AGA
GAC ATCCAG-3 6

2.10DNA- und Protein-Langenstandards

Zur GréRenbestimmung von DNRragmenten if\garosegelen wurdde r Gene Rioi | er E
PlusDNA Ladder(MBI FERMENTAS, St. LeorRot) verwende{Abbildung 15q.

Zur GrélRenbestimmung von Proteinen bei SEXSGelenbzw. bei WesterrBlotswurden der
Unstained Protein Molecait Weight Marker (MBI FERMENTAY (Abbildung 150, der
Precision Plus Protein All Blue Prestained Marker {Rad) (Abbildung 15c)ozw. der
Prestined PageRuléM Protein LadderMarker (MBI FERMENTAS) (Abbildung 15d
verwende

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 GeneRulel™ 1kb Rus DNA Ladder(MBI FERMENTAS) fiir Agarosegele

b Unstained Protein Molecait Weight Marker (MBI FERMENTA$flir SDSPAGE (12,5%).

¢ Precision Plus Protein All Blue Prestained Marker (Rexd)fir SDSPAGE (BisTris 4-12% Gele)
d Prestained PageRul&rProtein Ladder (MBI FERMENTAJfUr WesterrBlotting.



2 Material 42

2.11 Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders angegebevurden die verwendeten Puffer sterilfiltriert und bei

Raumtemperatur gelagels wurde MILLIPORE bzw. loiestilliertes Wasser verwendet.

2.11.1Arbeiten mit E. coli

Antibiotika

Die langfristige Lagerung der gelost@mtibiotika erfolgte nach Sterilfiltrierung b&l0 °C,
die kurzfristige Lagerum erfolgte bei £C.

Ampicillin (1000x): 150mg/ml Ampicillin (Na-Salz)in Wasseigelost
undsterilfiltriert.

Chloramphenicol (1008): 30 mg/ml Chloramphenicoin 100% EtOH
geldst und sterilfiltriert.

Kanamycin (100%): 75 mg/ml Kanamycin in Wasser gelastd

sterilfiltriert.
Dul beccods PBS Puf SigmaeAldrich

GlucoseStammlosung: 20% (w/v) Glucose in Wasser gelost und
autoklaviert.

Glycerin (87%)

IPTG-Stammldsung 1 M IPTG in Wasser gelost, sterilfiltriert,
bei-20°C gelagert.

KCI-Stammlésung: 1 M KCI in Wasser gel6st, stefiitriert und bei
-20°C gelagert.

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

MgSOy-Stammlosing 1M MgSO, in Wasser gelost, stefiltriert und
bei-20°C gelagert

TFB I-Puffer: 100mM KCI, 50mM MnCl,, 30mM KOACc,
10mM CacCl, 15% Glycerol
Die Stammlésungen der Einzelkomponenten
wurden bei £C gelagert. Der Puffer wurde

direkt vor de?Verwendung frisch angesetzt.
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TFB ll-Puffer: 100mM Tris/HCI pH7,0, 10mM KCI, 75mM
CaClb. Die Stammldsungen der Einzel
komponenten wurden bei°€ gelagert. Der

Puffer wurde direkt vor der Verwendung frisch

angesetzt.

2.11.2Arbeiten mit DNA

dNTP-L6sung fur PCR: je 2mM dNTP (N = A, C, G oder Tip Wasser
geldst und bei20 °C gelagert.

MgCl, fur egPCR 50 mM MgCl, Stammlésung von Phusion High

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

MnCl; fur egPCR 1 M MnCl; in Wasser geldst, autoklaviert
und bei-20 °C gelagert.

2.11.3Agarosegelelektrophorese

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

EthidiumbromidStamml&ésung (1éng/ml)

SukroseFarbmaker: 60 % (w/v) Sukrose, 0,% (w/v) Bromphenal
blau, 0,1% (w/v) Xylencyanol FF in 0,% TBE
gelost.

TBE (5x): 445mM Borsaure, 12,5M EDTA, 445mM

Tris (pH-Wert autonatischbei 8,15.
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2.11.4Arbeiten mit Proteinen

2.11.4.1Allgemeine Arbeiten
EDTA-Stammldsung:

Labelpuffer fir Metallchelat

Affinitatschromatographie:

2.11.42 Arbeiten mit hPCSK9*:4%4

AmmoniumsulfatLésung

zur fraktioniertenPrazipitation:

Aufschlusspuffer

bei ProteirHerstellung im
analytischen Mal3stab

bei praparative Proteineinigung:
DialysePuffer.
DTT-Stammlésung:

500mM EDTA unter Zugabe von ca. 20
Platzchen KOH in 1 Wasser gel6st und
anschlielend mit 1 KOH den pHWert auf 7,5
eingestellt. Die Losung wurde bei RT gelagert.

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

250mM NiCl, zum Beladen der Saule mit
frischen Nf*-lonen;

500mM NaCl zum Herunterwaschen

unspezifisch gebundener Metallionen.

3 M (NH4)2SOy in 50 mM Tris/Cl, 5 mM DTT,
pH 8,0. Die exakte Konzentration wurde
refraktometrisch bestimn(8.5.9).

50 mM Tris/CIl, 2mM EDTA, pH8,0.

50 mM Tris/Cl, 1mM DTT, pH 80.

50mM Tris/Cl,5mM DTT, pH 8,0

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

Puffer fir Metallchela®ffinitditschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

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

50 mM Tris/Cl, 300mM NaCl, 1M Imidazol,
pH 8,0
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Harnstoff Stammlosung

fur Auffaltungsexperimente:

Tris/Cl-Puffer Stammldsung:

2.11.43 Arbeiten mit hGR-LBD

Ammoniumsulfé&Losungzur

fraktioniertenPrézipitation

Aufschlusspuffer

bei ProteirHerstellung im
analytischen Mal3stab

bei praparative Proteineinigung:

Dexamethasoistammlésung

DialysePufferfir ThrombinVerdau:

MifepristonStammldsung

10M Urea unter Erhitzen iBO mM Tris/Cl,
pH 8,0geldst.Danach wurde zusatzlichrbM
DTT zugegeberDie exakte Konzentratiodes
Harnstoffswurde refraktometrisch bestimmt
(3.5.9)

1 M Tris mit HCI auf pH8,0 eingestellt und

autoklaviert.

2,5M (NH4)2SOy in 25mM Tris/Cl, 100mM
NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, 50uM
Dexamethason, pH9. Die exaktdonzentration

wurde refraktometrisch bestimng.5.9.

50 mM Tris/CIl,400mM NacCl,0,5% CHAPS,
10% Glycerin pH 7,9 (+ 50 uM Dexamethason
50mM Tris/Cl, 2M Urea, 100mM NacCl, 5mM
MgCl,, 40mM Imidazol, 2mM TCER, pH 7,9

(x 50 uM Dexamethasonirekt vor Benutzung
wurde DNase | (Roche) (hg/50 ml) und
EDTA-freier Proteasdnhibitor Cocktail complete
(Roche) (1 Tablette50 ml) zugesetzt

20 mM Dexamehason in EtOH gelost,
sterilfiltriert und bei 4°C gelagert

50 mM Tris/Cl, 500mM NaCl, 2mM CacCl,
2mM TCER, 0.5% CHAPS, 10% Glycerin, pH
7,9 (£ 10uM Dexamethason).

20 mM Mifepriston in EtOH gelossterilfiltriert
und bei 4°C gelagert.
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Puffer fur Metallchela®ffinitatschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

50 mM Tris/Cl, 500mM NacCl, 40mM Imidazol,
2mM TCEP, 10% Glycerin, pH @ (z 50 uM
Dexamethason).

50 mM Tris/CI, 500mM NaCl, 340mM
Imidazol, 2mM TCEP,10 % Glycerin, pH 7@
(= 50 uM Dexamethason).

Puffer fur GlutathiopAffinitatschromatographie:

Laufpuffer:

Elutionspuffer:

Puffer fur praparative Gelfiltration:

Puffer fur analytische Gelfiltration:

Puffer fur HPLC
polaresLaufmittel:
unpolares Laufmittel

Tris/Cl-Puffer Stammldsung:

50 mM Tris/Cl, 500mM NacCl, 2mM TCEPR,
0.25% CHAPS, 10% Glycerin, pH @ (£ 10 uM
Dexamethason

50 mM Tris/Cl, 500mM NacCl, 2mM TCEPR,
0.25% CHAPS, 1 Glycerin, 10mM L-
Glutathion, pH P (= 10 uM Dexamethason
25mM Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP,
10% Glycerin, pH 7.

25mM Tris/Cl, 100mM NacCl, 2mM TCEP,
10% Glycerin, 20uM Dexamethason, pH,9.

H.0, 0,1% TFA

Acetonitril, 0,08% TFA

1 M Tris mit HCl auf pH7,9 eingestellt und
autoklaviert.

2.11.5SDSPolyacrylamidgelelektrophoresg(12,5% SDS-Gele)

Ammoniumperoxodisulfid (APS)
Stammldsung (2% und 40%):

Coomassid-arbeldsung

Protogel™:

SDSPAGE Trenngelpuffer

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

gelost, sterilfiltriert, bet20 °C gelagert

0,2% (w/v) Coanassie Brilliant Blue G250 und
R250, 50% (v/v) Ethanol, 1046 (v/v) Eisessig,
filtriert, bei RT lichtgeschutzt gelager

30% (v/v) Acrylamid, 0,8% (v/v) Bisacrylamid,
in Wasser geldst unokei 4°C gelagert

0,4% (w/v) SDS, 1,5M Tris HCI, pH 8,8
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SDSPAGE Sammelglpuffer:
SDSPAGE Laufpuffer:

SDSPAGE Probenpuffer2k):

SDSPAGE Probenpuffersk):

2.11.6L6sungen fur WesternBlotting

Towbin Transfer Puffer

PBS (1&):

Blockierungspuffer PBS+M:
Antikorperlosungn:

0,4% (w/v) SDS, 0,9M Tris HCI, pH 6,8

0,1% (w/v) SDS, 0,028/ Tris, 0,2M Glycin
(pH-Wert automatischei 8,5).

2 % (w/v) SDS, 106 (w/v) Glycerin,

5 % (v/v) b-Mercaptoethanol, 2 (w/v) SDS,
0,01% (w/v) Bromphenolblau, 1,281 Tris/HCI,
pH 6,8

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

12,5% (v/v) b-Mercaptoethanob % (w/v) SDS,
0,025 % (w/v) Bromphenolblau, 1,2
Tris/HCI, pH6,8.

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

91 mM NaHPQO, 17 mM NaH,PQ,, 0,15M
NaCl, aif pH 7,4 mit NaQH eingestellt

1x PBS 0,1% Tween20,5 % Milchpulver.

Die Losungen wurden stets frisch hergestellt und verwendet.

Anti-GFP Antikorper
mousemonoklonai

Peroxidasekonjugierter
anti-mousdgG:

Waschpuffer PBS:

1:1000 in1x PBS 0,1% Tweenr20.

1:5000 in1lx PBS, 0,1% Tweenr20,
1 % Milchpulver.

1x PBS 0,1 % Tween20.
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2.12Nahrmedien

Zur Sterilisation wurden die Medidiar 20 min bei 121°C und 2bar autoklaviert. Bei
Selektivmedien wurden dientsprechenden Antibiotika nachtraglich, nach weitgehendem
Abkuhlen der Medienin Form von sterilfiltrierten 1008ach konzentrierten Stammlésungen

zugegeben.

Luria-Bertani(LB)-Medium: 0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (wiv) Trypton
1% (wiv) NacCl
LB-Agar: LB-Medium plusl,5% (w/v) BacteAgar.
LB-Agar fur CAT-L6slichkeitstest 8.28.2): LB-Medium plusl,5% (w/v) BacteAgar,
nach weitestgehendeAbkihlen werden
verschiedene Konzentrationen an
Chloramphenicol nd 200ug/ml
(0,84mM) IPTG zugegeben.
SOB-Medium: 0,5% Hefeextrakt
2 % (w/v) Trypton
0,05% NacCl
Nach dem Autoklavieren wurden M
MgSQO,, 10mM MgCl, und 2,5mM KCI
(alles steril) hinzugeflgt.
SOGMedium: SOB-Medium plus Zugabe von zusétzlich
20 mM Glucose(sterifiltriert) nach dem
Autoklavieren.
SOC-Agar: SOGMedium plus 1,%%6 (w/v) Bacto
Agar.
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2.13Software

AKTA Unicorn Version 5.01 (318)
AxioVision 5.7

BioEdit V.7.0.9

Cary Eclipse Versiod.1 (175)
Cary Win UV Version 3.0 (182)

Chromas Version 1.45

Corel Draw Version 12
Deep View Swiss PDB Version 3.7

Endnote Version 9

SpectraManager 1
OptiQuant Version 02.50
PyMOLE 0.99rc6

SegqgmankEl |
SigmaPlot 8/10.0

Summit Version 3.1

© GE HEALTHCARE

© Carl Zeiss AG, Jena

© IBIS BIOSCIENCES, Tom Hall

© VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002
© VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002
© 1998 Conor McCarthy
http://www.technelysium.com.au/chromas.htm
© 2003 COREL Corp.

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

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

JASCO GmbHGrolsUmstadt

© Packard Instrument Co.

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

© 19891999 DNASTAR Inc.

© 2004/2006 SPSS INC.

© CYTOMATION Inc., 2001

Frei zugangliche, grvergestiutze Anwendungen

3djigsaw
CPHmodels 3.0
DaliLite

K2D

MCoffee

Polyview

MPI TUbingen Bioinformatis Toolkit
HHpred
Modeller

http://bommcancerresearchuk.org/~3djigsaw
http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels
http://www.ebi.ac.ukDaliLite
http://www.embiheidelberg.de/~andrade/k2d/
http://lwww.igs.cnrsmrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/in
dex.cgi?stagel=1&dactieMCOFFEE::Regularr
http://polyview.cchmc.org/index_oldtml
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller
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3 Methoden

3.1 Vorbereitung von Geraten und Losungen

Alle hitzestabilen Losungen und Medien wurden vor Gebrauami@ei 121°C und 2bar
autoklaviert. Glaswaren und hitzestabile Verbrauchsmaterialien, wie z.B. Pipettenspitzen,
wurden ebenso autoklaviert und anschlieRend beiC5@m Trockenschrank getrookt.
Hitzelabile Lésungen wurden in Stammlésungen angesetzt und je nach Volumen durch einen
Membranfilter der Porengrof3e Quen mittels einer Vakuumpumpe oder durch einen
Spritzenfilter der PorengréRe 0,@bh filtriert. Puffer fir die analytische oder peiptive

Gelfiltration wurden mindestens 3@in im Exsilkkator entgast.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Anzucht und Lagerung vorE. coli-Stammen

Alle verwendetenE. coli Stamme wurden bei 3T unter Schitteln bei50 rpm (1Liter

Kultur) bzw. 220rpm (5, 10 bzw. 50ml Kultur) angezogen. Die Anzucht erfolgte in der
Regel in LBMedium. Bei plasmidtragenden Stammen wurde dem Medium das entsprechende
Antibiotikum (150ug/ml Ampicillin, 30 ug/ml Chloramphenicol, 7ag/ml Kanamycin) aus

einer tausendfach kaantrierten, sterilfiltrierten Stammlésung zugegeben.

Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde die Zellsuspension auf Agarplatten mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und UN bei@Tm Brutschrank inkubiert.

Zur kurzzeitigen Lagerung wurden dieaBén oder Suspensionen gut verschlossen und im
Kihlschrank bei 8C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung wurden Glycerinkulturen
hergestellt, welche beB80 °C aufbewahrt wurden. Hierzu wurde ein Aliquot einerKitur

im Verhaltnis 1:1 in 86 Glycerinin einem sterilen Schraubdeckelgefal? aufgenommen.

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

Zur Praparation chengh kompetenteE. coli Zellen wurde 1iter LB-Medium mit dem
entsprechenden Stamm auf eineggon 0,1 angeimpft und bei 3T und 150pm bis zu

einer OQpo von 0,5- 0,6 angezogen. Die Kultur wurde fbn auf Eis gekuhlt, in 5fnl-
Rohrchen Uberfuhrtnd durch Zentrifugation (EPPENDORF Centrifuge 5810R, 4rp@g

10 min, 4°C) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in m0@iskaltem TFBIPuffer
resuspendiert, erneut unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert und das erhaltene Pellet in
10ml eiskaltem TFBIFPuffer aufgenommen. Sofort nach der Resuspendierung wurden
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100pl Aliquots der Zellsuspension in Eppend&éaktionsgefalle auf Eis Uberflihrt und bei
-80°C gelagert.

3.2.3 Chemische Transformatior(Inoue et al,, 1990)

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen wurde l€Qul Aliquot der Zellen
langsam auf Eis aufgetaut und mit etwa h@OPlasmieDNA (maximales Volume: 20ul)
versetzt. Nach fuamindtiger Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz figr 45
einem Hitzeschock bei #Z ausgesetzt. Danach wurde der Ansatz nochmals fur funf
Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 80Q.B-Medium folgte eine Kuwvon einer
Stunde bei 37C im Brutschrank, um die Antibiotikaresistenz auszubilden. Bei
Transformation eines gereinigten Plasmids wurdend@@r Zellsupension auf Selektivagar
ausplattiert. Bei Transformation eines Ligationsansatzes wurdedipletteZellsuspension
kurz abzentrifugie(EPPENDORF Centrifuge4d5D, 4.000rpm, 2min, RT), in ca. 10Qul

LB-Medium resuspendiert und anschlielend ausplattiert.

3.2.4 Herstellung elektr&kcompetenter E. coli Zellen (Dower et al, 1988)

Zur Praparation elektrokompetentercoli Zellen wurdens50 oder 20 ml SOB-Medium mit
den entsprechenden Zellen auf einegg®on 0,1 angeimpft und bei 3C und 150pm bis

zu einer Oy von 0,5- 0,6 angezogen. DiKultur wurde 30min auf Eis gekuhlt und die
Zellen anschlie3end in 58I-R6hrchen abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4.000rpm, 10min, 4°C). Das Zellpellet wurde in 5@l eiskaltem, sterilem Wasser
resuspendiert und erneut tbn auf Eis gehaéin. Nach nochmaliger Zentrifugation wurden
die Zellen in 20ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert, daraufhin erneninlduf Eis
gehalten, zentrifugiert und schliel3lich in M0 eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert.
Nach einem letzten Inkubatie und Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand vollstandig
abgegossen und die Zellen auf Eis gestellt. Das erhaltene Zellpellet wurd& imisterilem
Wasser bei sofortiger Verwendung bzw. i10% Glycern bei Lagerung der Zellen
aufgenommen und zje 100ul Aliquots in EppendorReaktionsgefalie tberfihrt. Die so
erhaltenen elektrisch kompetenten Zellearden entwedesofort zur Transformation frisch
verwendet oder beB0 ° gelagert.
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3.2.5 Vorbereitung von DNA fur die Elektroporation

Bei einer Elektroporation muss die verwendete DINSung eine mdoglichst geringe
Konzentration an lonen enthalten, da diese beim elektrischen Puls in der Kuvette einen
Kurzschluss auslésen kénnen. Deshalb muss jede-Dd$fing, die in einem salzhaltigen
Puffer vorliegt (z.B. Ligationsansatz), gegen Wasser dialysiert werden. Hierfir wurden 10
20ul der DNA-Losung fur mindestens M auf einen Nitrocellulosefilter (Millipore)

aufgebracht, der in einer kleinen PetrischalesterilemWasser aufgelegt wurde.

3.2.6 Elektroporation (Dower et al.,1988)

Fur die Transformation wurden 1Q0 der frischen elektrokompetenten Zellen mit maximal
20l salzfreier DNALGsung versetzt. Nach funfminitiger Inkulwati auf Eis wurde der
Transformationsansatz in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette (Spaltbmamé @berfuhrt.
Nach dem elektrischen Puls (25@0 25uF, 200W) im Elektroporator (bei erfolgreicher
Elektroporation lag die Zeitkonstante zwischen 4@ &,0ms) wurden die Zellen sofort in
1,5ml SOGMedium aufgenommen und furhl bei 37°C im Schdttler(220rpm) inkubiert.
Danach wurden Aliquots auf Selektivagar ausplattibrw. zur Beimpfung von LB

Selektivmedium benutzt. Die Inkubation efolgte je&/&N bei 37°C.

3.2.7 Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienzg)Twurde ein Aliquot der kompetenten
Zellen wie oben beschrieben (3.2.3 / 3.2.6) mit A@®lasmiedDNA transformiert. Nach dem
Kuren wurden je QOul einer Verdinnungsreihe (unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) auf
Selektivagar ausplattiert. Die Transformationseffizienz wurde folgendermal3en berechnet:

_ Nkolonien ¢f
Tg= ———
MpNA

Formel 3: Berechnung der Transformationseffizienz.

Te: Transformationseffizienz (Kolonien pro pg DNA)
Nkolonien:  Anzahl der Kolonien
: Verdinnungsfaktor

Mpna @ €ingesetzte DNAVenge [ug]
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3.28In vivo Analyseder Proteinloslichkeit mit Hilfe von Reporter-Proteinen
3.28.11In vivo Analyseder Proteinl6slichkeit mit Hilfe von eGFPals Reporter

Zur Abschatzung der Loslichkeiton Proteinenin vivo wird bei diesem Systerdas griin
fluoreszierende ProteifGFP) Gterminal an die zu untersuchenden Proteine fusioniert. Ist
GFP an ein unloslichesaggregierenels Protein gekoppelt, ist die Bildung des GFP
Chromophors erschwert. Zellen mit einem derartigen Konstrukt fluoreszieren deshalb
schwacher als solche, in denen GFP mit einem ldslichen Protein fusioniert ist @Valdo

1999 Waldo, 2003 (Abbildung 16. Zur Expressionvon mit egfp fusioniertenGene in

E.coli wurden n der vorliegenden Arbeit di&ektoren pER13a, pER13b (2.8.1.2.1)
pTNA13a(2.8.2.2)und pHCE1342.8.2.4)benutzt

unlésliches und
instabiles Protein X

H

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

:
I6sliches und .
stabiles Protein X

spezifische
Zell-Fluoreszenz

Fusionsvektor

Abbildung 16: Schematische Darstibung der in vivo Analyse von Proteinbslichkeit mit Hilfe von eGFP als
ggf(gtrgj‘ arZell-Fluoreszenz korreliert mit déorrektenFaltungdeseGFPin der Zelle Diese hangvon den
Eigenschaften des fusionierten Protefnab.

Einerseits wurdenit Hilfe dieser Methode die vivo Loslichkeitvon bestimmterProteine
und derenMutarten bewertet. Andererseit&onnte dieses System benutzt werden, um
Genbanken eines Protei(%3.9), welche in eineregfp-Fusionsvektokloniert wurden nach
I6slichen Varianterzu durchsuckn

Nach Transformatior{3.2.6) frische elektrc&kompetente E. coli BL21(DE3) Zellen 8.2.9
mit einem egfp-Fusionsektor, einer gfp-fusionierten Genbank oder einebereits durch
FACS-Sortieung erhaltenen Plasmi@demisch(3.2.9)wurden50 ml LB-Selektivimediummit
1ml des TransformationsansatzéGesanmivVolumen: 1,5ml; siehe 3.2.6)als Vorkultur
angeimpft und bei 37C mit 220rpm UN geshutelt. Die Anzahl an angeimpften

Transformantenwurde parallel bestimmt, indem verschiedene Verdinnungen desselben
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Transformationsansatzes auf {S&lektivagarausplattiertwurden. Nach Inkubation UGN bei
37 °C wurden diggewachsenen Kolonien ausgezafmt dartberdie Anzahlanunabhéangigen
Transformantermn dem zur Vokultur-Inokulation benutzted mi-Aliquot berechnetBei der
Transformation von Genbanken bzw. FA@BSreicherungen sollte die Anzahl der
Transformanten die Genbai63e(Anzahl unabhangiger Klondézw. die Anzahl an zuvor
sortiertenZellen mindestens unden Faktor zehn UbersteigeDadurchsoll sichegestellt
werden dassmoglichst alle Mutanten, welche in der Genbank bzw. der Anreicherung
enthalten sind, in der Vorkultur vertreten sind.

Es wurdenlO ml LB-Selektivimediummit der hergestellten @rkultur auf eine Oyovon 0,1
angeimpft und bei 37C mit 220rpm geschiittelt. Bei mit den Kkonstitutiven
Expressionsvektoren pTNA13a und pHCEZIBansformierten Zellererfolgte ein weiteres
Wachstum von @ bei 37°C mit 220rpm. Beimit deninduzierbaren Expregonsvektoren
pER13a oder pER13tmansformierten Zellenvurde dieExpressionbei einer OQyovon 0,6
mit 0,5mM IPTG fur 4 h bei 37°C und 220rpm induziert.Zum Teil wurde die Expression
auchbei niedrigeren Temperaturen durchgefuhrt. beewurden die 2llen ab einer ODgg
von 0,6 fir 30min bei 30°C und 220rpm inkubiert, woraufhin die Expression ndt5mM
IPTG fur 6h induziert wurde Bei der Analyseund de Sortierungvon Zellen, die
verschiedendlutarten vonhgr-lbd fusioniert an gfp exprimieten, wurdeteilweiseparallel
zu IPTG zusatzlick00uM deshGR-LBD AgonistenDexamethasornugegeben.

Von den so angezogenen Expressionskulturemrde jeweils 1 ml abgenommenund
zentrifugert (EPPENDORF CENTRIFUGE 5415D, 4068m, RT, 2min). Die erhaltena
Zellpelles wurdenin je 200ul 1x PBSaufgenommenDie spezifische Fluoreszenz der Zellen
wurde anschlieend mittels Fluoreszenzmikroskof@e.10) oder Durchflusszytometrie
(3.29) analysiert.Die Herstellungder eGFPFusionsproteinén E. coli konntezudem durch
WesterrBlotting mit Anti-GFP Antikérpern (3.5.4) Gberprift werden.

3.28.2 In vivo Analyseder Proteinléslichkeit mit Hilfe der Chloramphenicol -
Acetyltransferase (CAT) als Reporter

Zur Abschatzung der Loslichkeit von Proteingm vivo wird bei diesem System die
ChlorampheniceAcetyltransferase (CAT) @rminal an die zu untersuchenden Hrwe
fusioniert. Zellen, die eirrelativ unl6slichesProtein fusioniert an die CAT herstellen
tolerieren geringere Chlorampheni¢gtbnzentrationerals Zellenmit einem sehr I6slichen
CAT-Fusiorsprotein(Abbildung 17.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung dr in vivo Analyse von Proteinbslichkeit mit Hilfe von CAT als

Reporter.
Der Grad anAntibiotikum-Resistenz der Zellen korreliert mit dkorrekten Faltung derChloramphenicol
Acetyltransferase (CAJTin der Zelle Diese hangt von den Eigenschaften des fusionierten Priteihs

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der zugfeFusionsvektor pER13a identisch konstruierte
catFusionsvektor pER13caf2.8.1.2.3) benutzt. Die verbesserte Loslichkeih vivo von
Mutanten die naclBcreeningmit eGFP als Reporterprotein erhalten wurden, kann so mit
einem alternativen Reporter tUberpriferden.Nach erfolgreicher Umklonierung des Gens
des zu untersuchenden Pmns in pER13cat wurden frisch hergestell(8.2.4)
elektrokompetent&. coli T7 Express Zellen2(7) mit dem Vektor transformiel.2.6) Nach

je 30min Inkubationbei 220rpm urd zuerst 37C und dann 30C erfolge die Zugabe von
200pg/ml IPTG und500uM deshGR-LBD AgonistenDexamethasarNach einer weiteren
Stunde Inkubation bei 3T im Schittler wurden die Zellen auf L&garplatten mit IPTG
(200pg/ml) und verschiedene€hlorampheniceKonzentrationen (40 800 pg/ml) bzw.
75 ug/ml Kanamycin (Nullkontrollemit sterilen Glasstaben ausgestrichen und béiC30in
Brutschrank inkubiert. Das Wachstum sichtbarer Kolonien wur@éénem Zeitraum voB5 h

verfolgt.

3.29 Analyse und Anreicherung fluoreszierenderE. coli Zellen durch Durchfluss-
zytometrie

Bei der Durchflusszytometrie mitteBluorescence Activated Cell Sioig (FACS) kénnen
Zellen auf der Basisunterschiedlicher physikalischer und molekularer Eigenschaften
analysiert und sortiert werdeMit dem verwendeta Gerat (Md-lo® Zytometer mit Cyclone
Sortiereinheit undCoherent Enterprise 1l Laser) kden bei der Analyse von bis Zi0.000
Zellen pro Sekunde drei verschiedene Parandstektiert werden: das Vorwé&®reulicht
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(Forward Scatter FSC), das SeitwarStreulicht Side Scatter SSC) und die
Fluoreszenzintensitd@tach Anregung mit einem Argonlaser (488) (FL1). Der FSC liefert

ein Mal} fur die Gro3e der analysierten Zellen, die Detektion des SSC erfofgtayse der
Granularitat der Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit wu@doch ausschlie3lich die
Fluoreszenz der Zellen nach Anregung bei dBBanalysiert wobei die Emission Uber einen
530/40nm (FITC) Bandpassfilter detektiert wurd®urch hydrodynamisché&okussierung
(Watson, 1999)n einer Diise wird die in dadoFIo® Zytometer eingeleitete Zellsuspension
(in 1xPBS) in einem Strahlmit definiertem Durchmesser (verwendete Keramikse:
70um) am gebundelten Laserstrahl vorbeigeleitet, wobei stets nuiZeiteeim Querschnitt

des Mdbereiches vorhanden idtim eine Sortierung von einzelnen Zellen vornehmen zu
konnen wird die Duse so in Schwingungen versetzt, dassStrahl in einzelne Tropfen
bricht, wobei jeder Tropfen eine Zelle enthdltie Detektoren fir das Seitwart§SSC) und
Vorwartsstreulich(FSC)bzw. die FluoreszengFL1) nehmen dabei das Signal auf, dass jede
einzelne Zelle liefert. Wird dabei eine Zelle mit den zuvor definierten Eigenschaften erkannt,
kann diese herausortiert werden. Dies erfolgt durch ein elektrisches Feld, in welchem der
entsprechende Tropferlektrostatisch aufgeladen wirdnd anschlieBend seitlich in ein
Auffanggefall oderauf eine LB-Selektivayarplatte Gber geladendPlatten abgelenkt wird
(Abbildung 18.
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Abbildung 18 Schematischer Aufbaudes MdFlo® Zytometers und exemplarischesHistogramm einer
FACS-Analyse.

a Graphische Darstellung des Sortninzips des MoFId Zytometers.Nach erfolgreicher Kalibrierunges
Tropferabrissesund des ArgonLasers auf den Flissigkeitsstrahl konreinzehe Zellendurch Ablenkung
geladener Tropferortiertwerden

b Analyse von 300.00E&. coli BL21(DE3) Zellen 4h nach Induktion der Expressidrei 37°C von tmHisk

eGFP DasFACSHistogramm zeigt einen homogenen Peak, wobei 277.453 gezahlte Ereignisse mit FL1>10
eine mittlere Fluoreszen(f) von mf = 10351 zeigen. Die 22.357 gezahlten Ereignisse mit FL1<10 gehen auf
Signalrauschen und Zellen mit fehlerhafter Expression kurBie werden bei der Bestimmung des mittleren
Fluoreszenzwertder Zellenvernachlassigt.
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Die Kalibrierung des Gerats mit Hilfe von fluoreszierendggads (Durchmesser: M)
(AlignFlow®, Invitrogen) erfolgte bei einer PhotomultipliSpannung von 400 Vofir alle

drei Detektoren (FSC, SSC und FLDer Strahlengang und der Tropfenabrisspunkt des
MoFlo® Zytometerswurden vor jedem Lauf justiert und fokussiert. Die Datenverwaltung
erfolgte durch das S oZurtReisgurs patkjedem Laujwukde dag 3. 1
Systemfur 15min mit 1xPBS und anschlieBenfdir 15min mit 70% Ethanol tber die
Probenaufnahme gespiilt.

Analyse und Sortierung fluoreszierender Zellen erfolgté fmigenden Einstellungen am

MoFlo® Zytometer:

Frequenz: 100.000Hz (fur 70um Duse)

Amplitude der Dise: 10i 15Volt (legt die Form der Tropfen fest)
Spannung der elektrischen

Platten bei Sortierung: 2500Volt

PhotomultiplierSpannung: FSC forward Scattey. 400Volt

SSC Gide Scatter 750Volt
FL1 (Fluoreszenz): 60¥olt
Probendruck: 57159 psi

Die Empfindlichkeit des Gerates wird Uber dérhreshold eingestellt, wobei das
Hintergrundrauschen der Sigraktektion niedrig gehalten werden muss.zDavird das
Gerat so eingestellt, dass ca. @00 Erignisse pro Sekunde gezahlt werden, wenn Uber die
Probenaufnahme nur B8S (ohne Zellen) zugefuhrt wird.

Die zu vermessenden Zellen dé&r coli-Kulturen mit eGFRFusionsproteinen (3.28
wurdenin einem 5ml Probenréhrchen so verdinnt, ddss Geratiblicherweise 10.000 bis
15.000Ereignisse (Zellenpro Sekundéep9 analysierte

Zur Analyse der Fluoreszenzintensitéin Expressionskulturemvurden stetgeweils 3A.0°
Zellen vermessenBei Quantifizierung demittleren Fluoreszenz (mfder Zellenwurden
FluoreszenEreignisse mit einem Signal kleiner als zehn vernachlassigt, da ebieibbi
um Hintergrundrauschen des Gerats dflecoli- Zellen mit fehlerhafter Expression handelt
(Abbildung 18). Die taglich neu durchgefiuhrteKalibrierung des Geratekann zur
Verschiebung de Fluoreszenzidentischer Kulturenan verschiedenen Tagen fihren
weswegen alle in dieser Arbeit gezeigten Analysenrimaib eines FACS$listogramms stets
parallel aufgenommen wurden.

Bei Sortierungen von Zellen wurden in der ersten Sortierungsrunfa®Ereignisse

analysiert. Dignigen Zellen, deren Fluoreszenzintensitdt in einem zuvor definierten
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ScreeningBereichlag, wurden in eiam leererProbenrohrchen gesammalim die Qualitat

der Auslese zu erhohen wurden die gesammelten Zellere erneute Anzucht direkt
nochmalsim gleichen ScreeningBereich einer Sortierung unterzogemesorfi .)Die hiebei
sortierten Zden wurden in einem mit LB/ledium geflllten Probenrohrchen aufgefangen,
womit anschlieen80 ml LB-Selektivmediumangeimpft werden konnten. Nach Inkubation

UN bei 37°C im Schuttlermit 220rpm konnte wn dieser Mischkultur die Plasm@NA
prapariertwerden (3.3.7.1) Nach Transformation von frischen elektrokompetentercol
BL21(DE3) Zellen (3.2.4/3.2.6) mit dem so gewonnenen Plasa@@misch und
anschlielBendeExpressionder sortierten gfp-Fusionsarianten(3.2.81) konntedie nachste
Anreicherungsrnde durchgefihrt werderDieser Zyklus wurde so lange wiederholt, bis eine
ausreichende Anreicherung von Zellen im eingestethemreeningBereich erfolgt warDiese
wurden dann mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit auf-&Blektivagarplatten vereinzelt,
wobd nur mit einer Rate von 50&reignissen pro Sekunde sortiert wurde. Die- LB
Selektivagarplattemvurden UGN bei 37C inkubiert undanschlie3end bei 4C gelagertUm
sicherzustellen, dass keine Varianten wahrend der Anreicherungszyklen verloren gehen,
wurden in jeder neuen Runde mindestens 10x mehr Varianten analysiert als in der vorherigen
Runde sortiert worden waren. Darlber hinaus wurde bei jedem Transforndtithstie
Anzahl der unabhangigen Transformanten Uber parallel ausplattierte Verdiinnungsreihen
bestimmt, um sicherzustellen dass mindestens 10x mehr Zellen transformiert wurden als in
der vorherigen Runde sortiert worden waren (siehe 3.2l&11Anhang deser Arbeit istein
detailliertes Protokoll zur naheren Erlauterung der Vorgehensweise bei-E8@i8&rungen
gezeigt ¢iehe 7.1;Abbildung Al). Dariber hinaus wird in 4.2.8ine exemplarische
Anreicherung stark fluoreszierender Zellen aus einemGethich dargestellt.

3.2.10 Fluoreszenzmikroskopie vorE. coli Zellen

Die in 1x PBS resuspendierteB. coli BL21(DE3) Zellen, welche gfp-fusionierte Gene
exprimieren(3.28.1), wurden auf Objekttragern mit®% Agarose(in 1x PBS fixiert. Bilder
der fluoreszierenden Zellen wurden mit Hilfe einBsiss Axiover200M Mikroskops
aufgenommenausgestéet mit einem 63x/14 Objektiv, einer Zeiss AxioCamMRDigital
Kameraund der AxioVision 5.7 Software. Die Detektion da eGFRFluoreszengz erfolgte
nach Anregung bei 488m mit Hilfe eines Bandpassfilte(&mission: BP 510/5&eiss FS37
Filter). Die Belichtungsdauer betrug je nadFluoreszendntensitat zwischen 50 und
10000ms.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten(Mullis & Faloona, 1987; Saiket al, 1988)
Die PolymerasekettenreaktioRCR; Mullis & Faloona, 1987; Sailkt al, 1988) ermdglicht
die Vervielfaltigung defiierter DNAFragmentein vitro. Dies geschiehtiiber zyklisches
Wiederholen von Denaturierung der doppelstrangig@NA, gefolgt von Anlagerung
(Annealing zweier Primer (synthetische Oligonukleotidie das zu amplifizierende DNA
Fragment flankierenlind enzymatischer DN&SynthesgExtension. Die Amplifikation von
DNA-Fragmenten erfolgt exponentiellie Reaktiorwurdein einem Volumen voi®0-200 ul
in einem Thermocycler (Deckeltemperatur 20) durchgefihrt. Die Reaktiem erfolgten
mit je 51 100ng zu amplifizierender DNMMatrize, 0,025 U/ul GoTad® DNA-Polymerase, 5x
Green GoTaf Reaktionspuffer (enthalt 7/8M MgCl, (Endkonzentration: 1,5#M MgCly)
und Auftragspuffer), je 0,&aM dNTPs und jeweild uM der beiden PrimeiZur fehlerfreien
Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen wurde zu sen Ansatz nocR,5U
Pwo-Polymerase zugegeben, da diese im GegensatZTagPolymerase einegdY 56

ProofreadingAktivitat besitzt.Ein Standard PCRrogramnsetzte sich wie folgt zusammen.

Schritt Temperatur [°C] Dauer
1. Denaturierung 95 5 min
2. Denaturierung 95 45s
3. PrimefrAnlagerung Ta 45s
4. Extension 72 1 minkb
5. Finale Extension 72 10 min
7. Lagerung 4 b

Die Schritte 2 bis 4 wurden 38al wiederholt.

Die optimale Anlagerungstmperatur ¥ der Primer wurde nacliolgenden Gleichungen
(Cheger & Marshak, 1993) ermittelt, wobei der &&e=halt und die Lange der Primer

berilicksichtigt werden:

650
T =693+ 041¢ %GC —

Formel 4: Berechnung der Schmelztemperatur eines Oligonukleotids.
Tw: Schmelztemperatur des Prim§t€]

%GC  GC-Gehalt des Primei$4]

n: Anzahlder Nukleotide des Primers
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Tv1 + Tumez
Tp= ————— 3°C
2
Formel 5: Berechnung der optimalen Anlagerungstemperatur der Primer in einer PCRReaktion.
Ta: AnnealingTemperatuf°C]
T & Two: Schmelzpunkte der eingesetzten Primer

Die optimaleAnnealingTemperatur wurde zum Teil auch experimentell bestimmt. Hierfur
wurden mehrere PCRnsatzeim GradienterCycler EPPENDORRMastercyclelgradient$
parallel angesetzt. Mittels Agarosegelelektrophorese (3kbdahte anschlielendermittelt
werden, welche AnnealingTemperatur die hochste Ausbeute an spezifischem
Amplifikationsprodukt lieferte. Die Spanne des Gradienten lag zumeist im Bereich einer

Anlagerungstemperatur zwischen 8D und 70°C.

3.3.2 KoloniePCR

Zur Uberprifungder korrekten Insertion eines Gens in die multiple Klonierungsstelle eines
Vektors wurde ein InserBcreeningmittels KoloniePCR durchgefuhrtDazu wurdenauf
Selektivplatten geachsene Einzelkoloniemlem PCRAnsatz hinzugefigtund bei dem
Denaturierungssuitt von 95°C aufgeschlossenHierzu wrden die Zellen mit einer
Pipettenspitze von der Platte gepickt und kurz auf dem BdderPCRGeféales verstrichen.

Die freigesetzte DNAdienk in den folgenden Amplifikationsrunden als Matrize. Als Prime
wurdenin der Regel genflankierende PlasmidprinreérgesetztDas Volumen des Ansatzes
betrug jeweils 2Qul. Im Ansatz waren je 08 GoTad DNA-PolymeraseGreen GoTa{
Reaktionspuffer,0,1mM dNTPs undje 0,5uM der beiden Primer enthalten. Die

Amplifikation erfolgte mittels Standas#rotokoll wie in3.3.1 beschrieben

3.3.3 PCRMethoden zur gerichteten und zufélligen Mutagenese

3.3.3.1 MegaprimerPCR (Sarkar & Sommer, 1990)

Die MegaprimeiPCR (MP-PCR) ist eine Form der DNAManipulation, mit der gerichtet
Punktmutationen eingefuhrt werdéinnen 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 widg. nach Lage der
Mutation wird die Mutation Ubeeinen fehlerhafter8 ®rimer in Kombination mit einem
genf | an k iPeameesoded ibereinén dehlerhafted -#rimer in Kombination mit einem

genf | anki-Brimerneithgefiihrt ér Megaprimer wrde mittels praparativer
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Gelelektrophorese (3.3.5) gereinigind diene zusammen mit dem das Gen auf der
gegenuberliegendéedeite flankierenden Primer zur Ampkétiondes gesamten Gens in einer
zwedten PCR(Abbildung 19)

5'-Primer
— Zielgen
g I ! 3
] L}
5

Schritt 1: 3'-Primer
Amplifikation des
Megaprimers

5'-Megaprimer

g s *
3 =5’ —

Zielgen
Schritt 2: 3 I I 3
Amplifikation des -
mutagenisierten 3'-Primer
Volllangen-Zielgens l

kv 1

Q 1

-~ 1

wa
0w

mutagenisiertes Zielgen

Abbildung 19: Prinzip der Megaprimer-PCR.
Gezielte Mutationemwerden im 1.Schritt durch zum Zielgen komplementére fehlerhafte Primer eingefihrt.

Der entstehende Megaprimer selndglichst kurz sein, um eine effektive Anlagerung an die
Matrize im 2. Schritt gewahrleisten zu konnddie erste und zweite PCR wurdemch
beschriebeneMethode 8.3.1) durchgefiuhrt wobei jedoch bei der Amplifikation des
VolllangenZielgens die Dauerat PrimerAnlagerung auf Imin erhdht wurdeDie optimale

AnlagerungsTemperatur des Megaprimers wurde wenn nétig experimentell ermittelt.

3.3.3.20verlapExtensioni PCR (OE-PCR)

Bei der Overlap Extensioit PCR (OE-PCR) zur gerichteten Mutagenesgerden zwei
zueinander komplementare Mutationsprimer von 25 bisb@B5Lange definiert, die
komplementdr zum Zielgen sind undm zentralen Bereich den gewinschten
Nukleotidaustauschagen. m ersten Schritt werdeim getrennten PCRnsatzen midiesen
Primernin Kombination mitje einemgenflankierenden Primer von der gleichen Matrize zwei
Uberlappende Genfragmente amplifiziert und mittels praparativer Gelelektrophorese gereinigt
(3.3.5. DieseFragmentdiberlappenm Bereich der ausgetauschten Nukleotide dienenin

einer zweiten PCR als Matrizaim in Kombination mit genflankierenden Primern das
vollstandige Gen mit den ausgetauschten Nukleouadexmplifizieren (Abbildung 20.

Die Amplifikationsschritteerfolgten mittels StandardProtokoll wie in3.3.1 keschrieben.
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Abbildung 20: Prinzip der Overlap Extension PCR.

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

3.3.33 Zufallsmutagenese durcherror pronePCR (epPCR)

Zur Einfuhrung zufalligePunktmutationen in ein Gen wurde die Methode efeor-prone
PCR €pPCR) benutzt (Leungt al, 1989).Hierbei wurde die GoTdgDNA-Polymerase
verwendet . Di e & &5 dFPhoefreddingAktivitak, evodareh es itn Schnitt zu
8 A4wi s ™ ZeklérOpro Nukleotid kommt (Eckert & Kunkel, 1990; Cliret al, 1996).
Die Fehlerrate kann durch Verwendung ungleicher Konzentrationen der verschiedenen
Desoxynukleotide (Fromamet al, 1995; Vanhercket al, 2005) sowie durch den Zusatz von
Mn?* weiter gestigert werden (Beckmanret al, 1985; Leunget al, 1989).In der
vorliegenden Arbeit wurdezwei verschiedenepPCRProtokolle verwendetlabelle 3. Die
einzelnen Amplifikationsschritte wurden wie in 3.3.1 beschrieben durchgefihrt, w@bei
PrimerAnlagerung bei 55°C erfolgte und insgesamtnur 30 AmplifikationsZyklen

durchgefuhrivurden.
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Tabelle 1: Verwendeteerror prone PCR (epPCR) Reaktionsbedingungen.
DasGesamiVolumenaller gezeigter Reaktionsansatze betedgipl.

konventionelle PCR epPCR -1 epPCR -2

MgCl, [mM] 15 1,5 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
GoTaqg-DNA-Polymerase [U] 5 20 20

Bei epPCR1 wurde, wie bei Vanhercket al. (2005) beschrieben, lediglich Mn&dum PCR
Ansatz hinzugefuig(VerhaltnisMg?* : Mn** =4 : 1). Bei epPCR2 wurden zum Einen die
zugegebene Mengen anDNA-Matrize und MgCl, bzw. MnCL (Verhaltnis
Mg®" : Mn**=3,6: 1) verandert und zum Anderewie bei Fromantet al. (1995) bzw.
Drummondet al. (2005)beschriebenzuséatzlich die Konzentrationen der dNTPs variiert.

Bei beidenepPCRAnNnsatzen wurde20 U TagPolymerase zugegeben, um die Produktmenge
zu erhdhen. Findet ein Fehlereinbau in den ersten Zyklen der PCR statt, kann diese Mutation
durch die exponentielle Vermehrung der Fragmente im finalenPGBukt Uberrepréasentiert
sein und somit die Vielfaltigkeder Genbank verringern. Um dies zu vermeiden, wurden die
Ansétze zuerst in einem Gesamtvolumen von [#0@ipettiert, dann aber in acht Aliquots
aufgeteilt. Nach erfolgter PCR wurden désatze wieder vereinigt und die Menge an

amplifiziertem Fragmennittels Agarosegelelektrophores3.4) tberprift.

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

Im Agarosegel werden DN&ragmente ihrer Lange entsprechend aufgetrennt. Durch Zugabe
des DNAinterkalierenden Fluoreszeffarbstoffs Ethidiumbromid werden die Banden im

Gd unter U\:Licht sichtbar(Sharpet al, 1973) Zur Herstellung eines Agarosegels wurde

1% (w/v) Agarose in 0,8 TBE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle gelést. Nach
Abkuhlen auf 50 60 °C wurden 0,31l der Ethidiumbromidstammlésung (I8g/ml) pro ml
Agarose hinzugegeben, die Lésung in eine Gelkammer gegossen und ein Taschenkamm
eingesetzt, der nach dem Erstarren wieder entfernt wurde. Das fertige Gel wurde%nit 0,5
TBE-Puffer Uberschichtet. Die DNARroben wurden nun bei Bedarfmit 10x DNA-



3 Methoden 64

Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurd bei 1
fur etwa 20min durchgefuhrt. Die negativ geladene DNA wandert durch die angelegte
Spannung zur Anode, wobei verschieden lange BM¥#gmente durch das Agarosé&z
unterschiedlich stark gebremst werden.

Mit UV -Licht der Wellenlange 30@m wurden die DNAFragmente detektiert und mit Hilfe
des Imager MultDoc-It Digital ImagingSystem die Gele dokumentiert. Als Gré3enstandard
wurden501 des Ge kbePRuDNA LaHderlvon Fermentas verwendet.

3.3.5 Isolierung von DNAFragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Licht der Wellenlange 30@8m wurden gewilnschte Fragmentbanden mit einem
sauberen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in eaktiBhsgefald Uberfihrt. Die
Extraktion der DNA erfolgte mit Hilfe des NucleospinKits von MachereyNagel laut
Anleitung des Herstellerfie isolierte DNA wurde in 3@ Wasser aufgenommen und bei

-20°C gelagert.

3.3.6 Enzymatische Manipulation vordsDNA

3.3.6.1 Spaltung von dsDNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die spezifische Spaltung von dsDNA wurden Restriktionsendonukleasen vom Typll
verwendet (Sambroolet al, 1989, Wilson& Murray, 1991), die eine palindromische
Erkennungssequenz besitzen. Diese erzeugen einzelstrangige Uberhange, sogttiannte
endsmi t-Hy8rdxyl- u n d-Phosphatenden. Fur analytische Spaltungen wurde epga 1
DNA mit 20U von jedem Restriktionsenzyfiir 21 3h in einem Volumen von ca. 20 in
entsprechendem Puffer bei 32 inkubiert. Fur praparative Spaltungen zur spateren Ligation
von Fragmenten wurde die gesamte Menge an erhaltenerrPR@Bkt bzw. 3u1g Vektor

DNA mit 107 30U von jedem Restrikbinsenzym in einem Gesamtvolumen vorb@eul
verdaut. Die Inkubation erfolgte bei 3C fir 2 h bzw. UN. Die Reaktionen wurden in dem
jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffer durchgefiihrt. Der Anteil der Restriktionsenzyme
im Reaktionsansatz sollte niamehr als 186 des Volumens betragen, da die glycerinhaltige
Losung, in der die Enzyme gelagert werden, depdtivitdt beeinflussen kann. Die
Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese analy3i8r#) (und fir die Ligation

aus dem Gel aufgereini(?.3.5.
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3.3.6.2 Ligation von DNAFragmenten

Zur Ligation wurden geschnittener Vektor und Fragment in einem abgeschatzten molaren
Verhéltnis von 1 zu 4 gemischt. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen yon 20
mit 1U T4-DNA-Ligase (Fermentas) imentsprechenden Puffer UN bei A& im
Thermocycler oder b bei RT. Danach wurden kompetertie coli Zellen mit dem Ansatz
chemisch 8.2.3 transformiert

Zur Ligation von Genbanken wurde geschnittener Vektor und randomisiertes Fragment
ebenfalls in einemabgeschatzten molaren Verhaltnis von 1 zu 4 gemischt. Die Reaktion
erfolgte stets in eime Gesamtvolumen von 3 mit 1U T4-DNA-Ligase (Roche) im
entsprechenden Puffer Gbki 16°C im ThermocyclerNach der Entfernung von Salz aus
dem Ligationsansatz &5) wurden kompetent&. coli Zellen mit dem Ansatz elektrisch
transformiert(3.2.6)

3.3.7Isolierung und Reinigung von PlasmidDNA ausE. coli

Die Praparation von PlasmlaNA 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. Anschlieend werden die Proteine und die genomische DNA durch
Neutralisation der Suspension unter Zugabe von Ammoniumacetat gefdhltend die

zirkulare PlasmieDNA in Losung bleibt.

3.3.7.1Isolierung von PlasmidDNA in analytischen Mengen (MiniPraparation)

Die analytische Isolierung und Reinigung von PlasBIMA ausk. coli erfolgteentwedemit

Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kider Firma Qiagero d e r mi t Hi |l fe des
Plasmid Miniprep Kit der Firma Fermentd3azu wurden aus einer frischen UN Kultumb
Zellsuspension abzentrifugiert (EPPENDORB&LOR 4000rpm, 5 min, RT). Die Isolierung

der PlasmieDNA erfolgte anschlie3el nach den Angaben des Herstellers. Zur Elution
wurden stets 5Qul steriles Wasser verwendet. Die gewonnene DNA wurde-2@rC

gelagert.

3.3.7.2Isolierung von PlasmidDNA in praparativen Mengen (Midi/Maxi-Praparation)

Die Isolierung von Plasmi®NA zu préaparativen Zwecken erfolgte durch das NucleoBond
PC 100 (MidiPraparationen) odeNucleoBond PC 500 Kit (Maxi-Praparationen)yon
MachereyNagel
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Fur Midi-Praparationen wurden %0l einerE. coli iUN-Kultur abzentrifugiert{EPPENDORF
5810R 4.000rpm, 10 min, 4°C). Die anschliel3ende Isolierung der PlasipidA erfolgte
nach Angaben des HerstellerdemVerwendung der AX100 Saulen, wobei die final erhaltene
PlasmidDNA in 50 ul sterilem Wasseaufgenommen wurdeDie Plasmidpraparation wurde
bei-20°C gelagert.

Maxi-Praparationen wurden zur Gewinnung von PlasBathbanken durchgefihrt. Dazu
wurden die auf groR3en Platten {@,5cm) gewachsenen Zellen mit Hilfe von flissigem-LB
Medium (5ml fur je 3 Platten) und einem sterilen Spatel abgeschabt. Dieewsongene
Zellmasse wurde abzentrifugiert (EPPENDOB&10R 4000rpm, 10min, 4°C) und das
Plasmidgemisch im praparativen Mal3stab nach Angaben des Herstellers, iaolb=i die
erhaltenePlasmidDNA in 300ul sterilem Wasseaufgenommerund bei-20°C gehgert

wurde Pro MaxiPraparation wurden aximal 5g Zellmasse verwendet.

3.3.8Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationvon DNA-L6ésungen wurdephotometrisch bei einer Wellenlange von
260nm bestimmt. Nach dem LambdeerscherGesetz entsprichéine ODgo von 1 (mit
0.1% 60 = 20cm?mg™ und einer KilvetterSchichtdicke von tm) einer DNAKonzentration
von 50ug/ml dsDNA (bzw. 35ug/ml RNA oder 33ug/ml ssDNA).

Dadurchkann die DNAKonzentraion wie folgt berechnet werden:

~ _ 0260 $50 ¢'Q
@oss 1000

Formel 6: Bestimmung der DNA-Konzentration.

Casona. Konzentration an doppelstrangiger DNA [ug/ul]
Asso:  Absorption bei 26 im

f: Verdinnungsfaktor

Eine saubere DNA.6sung sollte oberhalb von 30dn keine messbare Abstign zeigen

und einen ORyy/OD,goQuotienten von mindestens 1,8 aufweisen.

3.3.9 Herstellung von Genbanken

Zunachst wurde das Gen, von dem eine Bank angelegt werden sollte, midrikpPCR
(3.3.3.3 randomisiert und id Reaktionsprodulet sowie 2 ug des Zielvektors, mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschi(@tdr6.). Die Produkte derepPCR

und des Restriktionsverdaus wurden jeweils Uber Agarosegelelektrophorese (3.3.4)
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aufgetrennt und aus dem Gel aufgereinigt (3.3.5), wobei die [@MAils in 50°C warmen
sterilen Wasser eluiert wurde, um eine optimale DNXAsbeute zu gewahrleistemie
Ligation (3.3.6.9 erfolgte in8 - 10 Ansatzen 20l bei 16°C UN. Frisch hergestellté3.2.4)
elektrokompetenteE. coli XL1 Blue MRFO Zellen @.7) wurden mit jeweils 5l des
dialysiertenLigationsansats (3.2.5)ransformiert 8.2.6, d.h. pro Genbank wurden23 40
Transformationen durchgefihrtNach Inkubation derin je 1,5ml SOGMedium
aufgenommeneifransformationsansatZsiehe 3.2.6)n 15ml Rohrchenfir 1 h bei 37°C

und 220rpm wurden die Zellen vereinigabzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4000rpm, 10min, 25°C) und danach in &l SOGMedium resuspendiert. Daraufhin wurde
die Zellsuspension in Aliquots a 2Q0auf grofen SOC Selektivagarplattefd 14,5cm, 40
Stuick) ausgestrichen.

Nach dem Anwachsen der Zellbri 37°C UN im Brutschrankvurden die SO&Platten mit
einem sterilen Spatel und EHedium abgeschabt und die dabei entstehende
Bakteriensuspension vereinigt dinabzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5810R,
4000rpm, 10min, 4°C). DasZellpellet wurde gewogen und die Plasmidgenbank Uber - Maxi
Praparationen3(3.7.9 isoliert.

Die Anzahl der transformierten Zellefnt) wurde bestimmt indem die angewachsenen
Kolonien auf einer der vierzig groBen SOErelektivagarplatten (& 14¢Bn) ausgezahlt
wurden, wodurch auf die Gesamtanzahl der gewachsenen Kolonien hochgerechnet werden
konnte.Anschliel3end wurden 20 Einzelkolonien zufallig ausgewahlt und Gber eine Kolonie
PCR @.3.2 die LigationseffizienZ L) nachFormel 7bestimmt.

ny
L= —¢100
NG
Formel 7: Bestimmung der Ligationseffizienz in Prozent.
Ny : Anzahl der Kolonien mit Volllangenkonstrukt
Ng: Anzahl der analysierten Kolonien

Die GrolRe der Gemnk (G) berechnet sichethnachnach Formel 8aus dem Produkt der
Anzahl an transformierten Zellent) und der Ligationseffiziend.j.

L
G=nr 150

Formel 8: Bestimmung der Grdl3e einer Genbank augormel 7 und Formel 8.
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Um zusétzlich dieeffizienz derfur die Genbank verwendetepPCRzu Uberprifenwurden

jeweils zehn Klone vollstandig sequenziert und hinsichtlider Zahl der Mutationender
auftretendenlInsertionen bzw.Deletionen und des Verhéaltnisses von Transitionen zu
Transversionen (Ts/Tv) analysiert. Die Anzahl der Basenaustausche pro Gen wurde wie folgt

berechnet:

A B Agasen
Basen —

Nseq

Formel 9: Berechnung der durchschnittlichen Basenaustausche pro Gen dur@pPCR.
Agasen.  durchschnittlichéAnzahl der Basenaustausche pro Gen

3sasen Anzahl der Basenaustausche pro analysiertem Gen

Nseg:  Anzahl der sequenzierten Gene

3.3.10 DNASequenzierung

Alle in dieser Arbeit klonierten Gene wurden vollstandig mit vektorspezifisdiem.
genflankieraden Primern sequenziemie Bestimmung der Nukleotidsequenzen erfolgte
durch die Firma Geneart (Regensburg, www.geneart.com). Es wurde das Kettenabbruch
Verfahren von Sang€iSangeret al, 1977)auf einemABI PRISM® 3700 DNA Analyzer

von Applied Biosystemsverwendet. Bei diesem Verfahren werden verschiedene
fluoreszenzmarkierte 2" Didesoxynukleotide zusatzlich zu den-R2ésoxynukleotiden in
derThermal Cycle Sequenciigeaktion(Searset al, 1992; Slatko, 1994ingesetzt. Dadurch
entstehen  3ferminal  fluoreszenzmarkierte  Einzelstrafdgbruchfragmente,  die
gelektrophoretisch aufgetrennt werden kénnen. Die Nukleotidsequenz kann anschliel3end
einfach abgesen werden. Die abgegebenen Proben mit einem Gesamtvolumenulon 8
enthielten zwischen 100 und 368 DNA und jeweils 1(omol eines Sequenzierungsprimers,
wodurch die DNA linear amplifiziert wurde. Die im ABI Format erhaltenen Sequenzen

wurden mit da ProgramnenBioEdit, Chromasund Segmaii analysiert.
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3.4 Proteinchemische Methoden
3.4.1Genexpression und Proteinanreicherung

3.4.1.1 Expression und Anreicherung von Proteinen im analytischen MaR3stab

Um zu Uberprufen, ob sich die klonierten Gditgerexprimieren lassen und in welcher
Fraktion des Zellextraktes sich das Protein anschlielend befindet, wurde eine Expression im
analytischen MaRstab durchgefiprA Pr obeex pr essi onfi)

Nach Transformation chemis&ompetenteE. coli Zellen mitden entsprechenden Vektoren
wurden5 ml LB-Selektivmedium mit 50l des Transformationsansatzasgempft und bei
37°C mit 220rpm UN ge<hlitelt. AnschlieRend wurderlOml LB-Selektivnmedium mit
dieser Vorkultur auf eine ORovon 0,1 angeimpft und bei 3T mit 220rpm geschuttel
Nach Absenkung der Inkubationstemperatur3Oomin auf 20°C (hGR-LBD Varianter) oder
18°C (hPCSK§"***“Varianten)ab einer Olgy von 0,6 wurde die Expression ntit5mM
(hGR-LBD Varianten oder 0,ImM IPTG (hPCSKS***“Vvarianten)iN induziert.

Bei Expression verschiedenemhgr-lod Varianten wurde nach Absenkung der
Inkubationstemperatwuf 20°C teilweise parallel zu IPTG zusatzlich 50M deshGR-LBD
AgonistenDexamethasorzugegeben. Beiler Expressionvon hpcslo***“Vvariantenwurde
parallel zur Absenkung dénkubationstemperatuauf 18°C ein osmotischer Schock durch
Zugabevon 0,5M NaCl induziert, welcher zur erhdhten Expression zelleigener Chaperone
fuhrt.

Standardmé&Rig wurde nach der Expressiorvon jeder Kultur 2ml Zellsuspension
entnommenwelche zur Praparation demloslichen (Pellet P) und I6sliche Zellfraktion
(crude extracC) verwendet wurde (Abbildung 21).

Bei quantitativerAnalyse der l6slichen Herstellung von Hi&ST fusionierten hGRBD
Varianten (3.5.3) wurde die entnommengellsuspensiostMenge jedoch auf die Zellzahl
normiert. Hierfir wurdelie Zelldichte tber die optische Dichtker Zellsuspensiohestimmit,
um anschlieRenjweils exakt2 x 10° Zellen (ertspricht 2ml Zellen einer Ol von 3,9 fiir
die Probenpréaparationu entnehmerDie |6slicheZellfraktion wurdebei diesen analytischen
Probeexpressionerzudem Uber NicketSepharose gereinig{gereinigter crude extract
C=C*), um exakte Aussagen Uber die Menge gawinschtem]dslichem Ziel-Protein
treffen zu konnen(Abbildung 21 blau markieit Die NickelSepharose wurdesor
Verwendungdreimal mit Aufschlusspuffer gewaschen.

Die mit SDSProbenpuffer versetzten Proteinfraktionen wurden je fimirb bei 95°C
inkubiert und auf ein SD®olyacyamidgelaufgetragen3.5.2. Hierbeiwurden von den C-
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und RFraktionenstetsgleiche Mengen aufgetragen (je nach GeltaseftgtRe 1Qul oder
25ul). Von der C*-Fraktion wurde etwas weniger fir die SEFBAGE verwendet (je nach
GeltascherGrol3e 5ul oder12 ul), wobei jedoch beAnalyseverschiedeneProteimarianten
die jeweils aufgetragene Menggleich war Dadurch knnte die Ausbeutean gereinigtem

I6slichem Protein direkt verighenwerden

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. SchematischeDarstellung des Vorgehens bei einer Probeexpression.

& Aufschlusspufferbei Hise-GST-hGR-LBD Varianten 50 mM Tris/Cl, 400mM Nad, 10% Glycerin, 0,5%
CHAPS, 2mM TCEP, pH 7,9(+ 50 uM Dexamethason beihPCSK§****-varianten: 5anM Tris/Cl, 2mM
EDTA, pH 8,0. Zusatzliche Schritte bei analytischen ProbeexpressiomeHerstellung von Préaparationen fir
die QuantifizierunglesldslichenZielproteins(3.5.3) sind in blau dargestellit.

3.4.1.2 Expression und Anreichaing von Proteinen im praparativen Maf3stab

Zur Aufreinigung der Proteine wurd€-101 LB-Medium (11 in einem 3 Glaskolben)mit

den entsprechenden Antibiotika mit einer frischen Vorkultur einer Einzelkolonie auf eine
ODegoo von 0,1 angeimpft und bei 3€ und 150rpm im Schuttler inkubierfNach Absenkung

der Inkubationstemperatuiirf 30min auf 20°C (Hise-GST-hGR-LBD Varianter) oder 18°C
(hPCSK$ **“varianten)bei einer OQgovon 0,6 wurde die Expression nfif5smM (Hise-
GST-hGRLBD Varianten) oder0,1mM IPTG hPCSK$***Varianten) (iN induziert.

Bei Expression verschiedenagr-lbd Varianten fusioniert ahiss-gst wurdenach Absenkung

der Inkubationstemperatuauf 20°C teilweise parallel zu IPTG zusatzlich 50M deshGR-

LBD Agonisten Dexamethasonzugegeben. Bei Expression verschiedehprslo® 4>
Variantenwurdeparallel zu Absenkung demkubationstemperatwauf 18°C ein osmotischer
Schock durch Zugabe von GypNaCl induziert, welcher zur erhéhten Expression zelleigener

Chaperonéihrt.
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Die Zellenwurden nach Inkubation Uleerntet (Sorvall RC5B plus, GS3 Rotor, 4006,
30min, 4°C). Das Zellpellet wurde mit50ml 1x PBS pro Liter Zellkulturgewaschen
woraufhin das Nassgewicht der Zellen bestimmt wurde. Falls notig wurdedetien bei
-20°C gelagertZum Zellaufschlgswurden die Zellen ir25 ml Aufschlusspuffe(Hiss-GST-
hGR-LBD Varianten: 50mM Tris/Cl, 2M Urea, 100mM NaCl, 5mM MgCl,, 40mM
Imidazol, 2mM TCEP, DNase | (Roche) (ing/50ml), EDTA-freier Proteaselnhibitor
Cocktail complete (Roche) (1 Tabletté50ml), pH 79 (£50uM Dexamethason
hPCSK§***“Varianten: 50mM Tris/Cl, 1mM DTT, pH 8,0) pro Gramm Zellmasse
aufgenommenDie Zellsuspension wurde anschliel3end eniemGlasPotter homogenisiert
und auf Eis sonifiziert (Amplitudeb0%, 2x 2 min mit 15s Ultraschall/1% Pause)Nach
Zentrifugation (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor5a00rpm, 30 min, 4°C) wurdeder I@sliche
Uberstandzur weiteren Entfernung von Schwebeteilchert Hilfe von Spritzenfiltern

(PorengroRRe: 0,4am) filtriert, um anschliel3end weiterverarbeitet werden zu kénnen.

3.4.2 Proteinreinigung aus der loslichen Zellfraktian

3.4.2.1 MetallchelatAffinitdtschromatographie

Die MetallchelatAffinitatschromatogréie wurde an der Chromatographi®n | a g e KTAE
Basic 10 bet tRuifiera0d(6F HEALIRACARE) mit der Saule HisTrap HP

5ml (GE HEALTHCARE; Saulenvaimen (SV)5ml; max.Druck:0,3MPa) bzw.

Hi sTrapkE FF ml c(GR dHEALTHCARE; Saulenvolumen (SV)ml;
max.Druck: 0,3 MPa) durchgefuhrt.Diese Saulen bestehen aus Sepharose 6 (FastFlow)
Medium und dem daran gebundenem Chelator Iminodiaktische S&ure (IDA). IDA besitzt
sechs Koordinationsstellen, wobei an drei Koordinationsstellen Metallionéh Quf*, C&*

oder F&") immobilisiert werden konnen, wahrend die anderen fireddie Komplexierung

von Stickstoff und Schwefelatomen von Histidinen, Tryptophanen oder Cysteinen zur
Verfugung stehen. Proteine, die gentechnisgh einem N oder GterminalemHiss-Tag
fusioniert wurden, binden nach Beladung der Saule mit Metallionen (in dieser Arbeit wurde
stets Nf* verwendet) sehr spezifisch an die Saule, da die Metallionen zusatzliche
Koordinationsstellen fur die Histidine bereitstellen. Die Elution vonugdbnem 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 Auftragspufferriidensichkeine gréReren Meyen anEDTA oderDTT
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befinden. EDTA wirde die gebundenen Nickelionen komplexieren und damit von der Saule
entfernen, wahrend DTT die lonen zu elementarem Nickel reduzieren wirde.

Die Beladung der Saule mit Nickelionen erfolgte nach Angaben des Hersigliens
2.11.4.1und wurde bei Bedarf durchgefuhrt.

Die Reinigungvon His-GST-hGR-LBD und hPCSK§"*** Variantenwurde nach folgende
Methoden durchgefuhrt:

Tabelle 2: Protokolle fiir die Reinigung verschiedener Proteine durch Metallchelagffinita ts-
chromatographie.

Reinigung von Hisg-GST-hGR-LBD Varianten hPCS K931 *%**varianten
verwendete Saule: HisTrap HP 5 ml HisTrap FF Crude 1 ml
Fussrate: 4 ml/min 1 ml/min
Aquilibrierung: 2 SV Laufpuffef 2 SV Laufpuffef

507V 250 ml Protein 507100 ml Prot
Beladung: . .

Aufschlusspuffet mit 2 ml/min Aufschlusspuffet
Waschschritt: 20 SV Laufpuffe? 5 SV Laufpuffef

30 SV Gradient

Imidazol mit Elutionspuffdr es
wurden Fraktionen a 0,5 ml

12 SV Gradient vV O

Hution: Imidazol mit Elutionspuffet es wurder
Fraktionen a 5 ml gesammelt

gesammelt
Reinigung der Saule: 5 SV Elutions puffet 5 SV Elutions puffer
Aquilibrierung: 5 SV Laufpuffef 5 SV Laufpuffef
Spulen und Lagerung 5 SV H,0; 3 SV 20 % Ethanol 5 SV HO; 3 SV 20 % Ethanol

der Saule:

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

b Aufschlusspufferfir Hiss-GST-hGR-LBD Reinigungen 50mM Tris/Cl, 2M Urea, 100mM NacCl, 5mM
MgCl,, 40mM Imidazol, 2mM TCEP, DNase (Roche) (Img/50 ml), EDTA-freier Proteasd nhibitor Cocktail
completgRoche) (1 Tablette50 ml) pH 7,9 (x50 uM Dexamethason).

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

4 Laufpufferfur hPCSK$"***-Reinigungen50 mM Tris/Cl, 300mM NaCl, 5mM Imidazol, pH 8,0.

& Aufschlusspuffefiir hPCSKF****Reinigungen50 mM Tris/Cl, 1mM DTT, pH 8,0.

" Elutionspufferfir hPCSK$****Reinigungen50 mM Tris/Cl, 300mM NaCl, 1M Imidazol, pH 8,0.

Die Elution der Pratine wurde Ubedie Messung deAbsorption bei BO und 280nm
verfolgt. Die weitere Analyse der Elutionsfraktionen erfolgte tUber -BBSE (3.5.2 und
zum Teil uUber analytischeeversedphase HPLC (3.5.6) Saubere Fraktionen wurden

vereinigt Anschlieendkonnte mittels Dialyse 3(4.2.5 das enthaltenémidazol entfernt
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werden.Bei gereinigten HisGST-hGR-LBD Variantenwurde parallel dazu ddusionierte

Hise-GST-Tagenzymatisch abgespalten (3.4.2.2)

3.4.2.2 Enzymatische Entfernung des HisGlutathion -S-Transferase Fusiorgproteins

Die Hisg-GlutathionS-Transferase (HisGST), die bei der Expressiomon Genenin pERN7
(2.8.1.2.4 N-terminal an die entsprechendeRroteine fusioniert wd, kann mit Hilfe der
Protease Thrombirspezifisch abgespiien werden. Dazu wule die nach Metallchelat

Affinitatschromaographie (3.4.2.1) erhalteriroteinlésung mit I 3 kU Thrombin (Sigma
Aldrich) versetzt. Der Ansatz wurdeN bei 4°C bei gleichzeitiger Dialyse3(4.2.5 geger? |

50mM Tris/Cl, 500mM NaCl, 2mM CaC}, 2mM TCEP, 0.8 CHAPS 10% Glycerin,

pH 7,9(x10 uM Dexamethasoninkubiert Nach weiterer Zugabe vonkU Thrombin wurde
der Ansatz nochmals I&in bei RT und 30nin auf Eis inkubiertDie Vollstandigkeit der
Spaltungwurde nittels SDSPAGE (3.5.2 und zum Teil Gber analytischereversedphase
HPLC (3.5.9 Uberpriift.

3.4.23 Gekoppelte Glutathion - und Metallchelat-Affinitatschromatographie

Zur Entfernung vorabgespaltenerliss-GST und ungespaltenem HisGST-Fusionsprotein

nach MetallchelatAffinitatschromatographie3(4.2.) und enzymatische Verdau (3.4.2.2
wurdeeine gekoppelte Glutathiemind Metallchelatffinitatschromatographie durchgefuhrt.
Hierfir wurde an der Chromatograph#en | a g e KTAE Basic 10 bett
Purifier 10 (GE HEALTHCARE) eine GSTrap FF Bl Saule vor eine HisTrap FF Crude

1 ml (3.4.2.1)Saulegeschaltet.

GSTrap Saulen bestehen aus Glutathion Sepharose 4 (FastFlow) Medium und binden die
GlutathionS-Transferase (GST) mit hoher Affinitdt. GST bzZ&ST-Fusionsproteindinden

somit sehr spezifisch an die Saule und kdnnen dw@hutathion, welches mit der S&dule um

die Bindung an GST konkurriert, wieder eluiert werden.

Die Beladung der gekoppelten GSTrap Fml5 und HisTrap FF Crude rhl 7 Séulen mit

der verdauten Protein@paration (3.4.2.2) fuhrt dazu, dass sowohl abgespalteng&HB

als auch ungespaltenes HEST-Fusionsprotein effektiv an beide Saulen bindet. Das saubere
abgespaltene Zielprotein befindet sisbmitim Durchfluss welcherin Frakiionen a 5ml
gesammelt wurdeDer Chromatographieauf wurde Uberdie Messung deAbsorption bei

260 und 280nm verfolgt.Nach der Beladung wurden beide S&ulen gereinigt, indisgnGST
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und ungespalteseHisse-GST-Fusionsprotein durch-Glutathion bzw. durch Imidazol eluiert

wurde.Die Reinigung wurde nach folgender Methode durchgefihrt:

Flussrate: 1 mi/min

Aquilibrierung: 2 SV Laufpuffef

Beladung und

Sammeln des Durchflusses 401 120ml verdaute Proteinlosig (3.4.2.2)
Waschschritt: 2 SV Laufpuffef

Reinigung der Saule: 5 SV Elutionspuffer 2

5 SV Elutionspuffer 2

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

& Laufpuffer. 50 mM Tris/Cl, 500mM NaCl, 2mM TCEP, 0.28% CHAPS, 10% Glycerin, pH 7,9

(+ 10 uM Dexamethason).

®. Elutionspufferl: 50 mM Tris/Cl, 500mM NaCl, 2mM TCEP, 0.28% CHAPS, 10% Glycerin,10 mM L-
Glutathion,pH 7,9(x 10 uM Dexamethason).

“ Elutionspuffer2: 50mM Tris/Cl, 500mM NaCl, 340mM Imidazol, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH 7,9
(x 50 uM Dexamethason).

Die Analyse der DurchflusBraktionen erfolgte mittels SBBAGE (3.5.2)und zum Teil Uber
analytische reversegphase HPLC (3.5.6) Saubere Fraktionerwurden vereinigt und

anschlielBend mit Hilfe praparativer Gelfiltration (3.4.2vjter verarbeitet.

3.4.2.4 Praparative Gelfiltration

Diese Methode beruht audem Prinzip eines umgekehrten Mokularsiebes (Ausschluss
Chromatographie). Die auf die Saulefgairagenen Molekile wandern bei konstanter
Flussrate durch das porése Saulenmaterial. Kleine Molekile wandern aufgrund des fiur sie
gro3er vorhandenen Diffusionsraumes langsamer als grof3e Molekile. Aufgetragene Proteine
werden somit im praparativen Mafdstarer Grol3e nach aufgetrennt.

Die praparative Gelfiltration wurde bei RT an einer K T A BPurifier- Anlage (GE
HEALTHCARE) oder im Kuhlraum bei #C an einer FPLCLCC-501- Anlage GE
HEALTHCARE) durchgefiihrtDie verwendeté&Saulen SuperdexX200 pg HiLoad 6/60 bzw.
Superdex200 pg HiLoad 26/60(GE HEALTHCARE; Saulenvolumen (SV)120 bzw.
320ml) bestehen aus quervernetzter Agarose und Dextran mit einer PartikelgroB4-von
44uM. Die aufgetragene Probe durfte nicht mehr alsl5betragen,so dass sie
gegebenenfalls einkonzentrigverdenmusste (3.4.2.6), bevor sie mit Hilfe eines Superloops
auf die mit entgastem Laufpufféquilibrierte S&ule aufgetragen wurde.
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Die praparative Gelfiltration wurde als finaler Reinigungsschritt HGR-LBD Varianten
genutzt, wobeinoch vorhandenes Dexamethas@benfalls groRtenteils entfernt wurde.
Hierbei wurdedie Proteinpaparation aus der gekoppelten Glutathiomd Metallchelat
Affinitatschromatographie (3.4.2.3uf 5 ml einkonzentriert und aufie mit 25 mM Tris/Cl,
100mM NaCl, 2mM TCEP, 10 Glycerin, pH7,9 &quilibrierte Saule aufgetragen.
Anschliel3end wurde mit50ml (SuperdexX200 pg HiLoad 6/60) bzw.360ml (Superdex200
pg HiLoad %/60) desselben Puffers eluiert, wobei die Laufgeschwindigkeit/min betrug
(Ruckdruck: max. 0,&1Pa).Der Gelfiltrationslaufwvurde Uber die Absorption baB0Onm und
260nm ( K T A BPurifie) bzw. bei 280nm (FPLC LCC-501) verfolgt Es wurden
Fraktionen mit einem Volumen vga 4 ml gesammelt. Die Analyse déraktionen erftgte
UberSDSPAGE @.5.2 undzum Teil GbemndytischereversedphaseHPLC (3.5.6.

3.4.2.5 Dialyse von Proteiriisungen

Falls bei einer Proteinlosung der Puffer gewechedlr Salze entfernt werden nsten,
wurde gegeneinen ausreichenderYolumeniberschuss des Puffdysi 4°C im Kihlraum
dialysiert. Hierzu wurde ein Dialyseschlauch \Vfsking) mit einer molekularen
Ausschlusgrenze von 14kDa verwendet, welcher das Protein zurickhalt, wahrend

niedermolekulare Substanzen dembran passieren konnen.

3.4.26 Einkonzentrieren von Proteinlbsungen

Die Proteinldsungen wurden mit Hilfe der Ami€o@entrifugenrdhrchen (Amicon Ultra 4
bzw. 15; molekulare Auschlussgrenze: jekD@&) Uber eine semipermeable Membran nach
Herstellerangaen (Eppendorf Centrifuge 5810 R, 4090, 4°C) einkonzentriert. Die Dauer

der Zentrifugation richtete sich nach dem Volumen des einzukonzentrierenden Proteins.

3.4.2.7 Lagerung von gereinigten Proteinen

Die gereinigten und konzentrierten Proteine warde fliissigen Stickstoff getropft und die

gefrorenen Kugelchen be80 °C gelagert.
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3.5Analytische Methoden
3.5.1Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.5.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Der Bradfordtest ist ein Assagur Bestimmung des Gesamtproteingehalts von wassrigen
Losungen. Er beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum einer €amerssie
Brilliant Blue G250L6sung bei Bindung des Farbstoffes an Proteine von 465 aufirb95
verschiebt (Bradford, 1976). Emndelt sich um eine unspezifische Bindung des Farbstoffes
vorwiegend an kationische, nichtpolare und hydrophobe Seitenketten. Die Intensitatszunahme
der Farbreaktion ist Uber einen Bereich von-@Q2 mg Protein pro ml Lésung annahernd
linear. Es wurdaler ProteirAssay Kit von BIGRAD verwendet. Dabei wurden 2Q0 des
Coomass-Reagenz mit 80Ql der Proteinldsung vermischt und nach camib die
Absorption der Losung bei 598n gemessen. Als Referenz wurde eine Kalibrierungsgerade
mit bovinem Serumallmin (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 Aminosaurezusammensetzung des Proteins, so dass die aus der BSA
Kalibrierungskurve abgeleiten Proteinkonzentrationen immer nur einen Anhaltspunkt

darstellen.

3.5.1.2Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsspektroskopie
Die aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sowie Disulfidbriicken
(Cystine) absorbieren unterschiedlich stark-Light in einem Wellenlangenbereich von 250
bis 300nm. Aus der Aminosauresequenz kann nach Petceal. (1995) der molare
Extinktionskoeffizient ego (Formel 10) und daraus, unter Einbeziehung des
Molekulargewichtes, der spezifische Extinktionskoeffizieht®f,s0) (Formel 1) errechnet
werden.

€g0=S Trp - 5500 +S Tyr - 1490 + S Cystine - 125

Formel 10: Berechnung des molarerExtinktionskoeffizienten ey,
e56 Molarer Extinktionskoeffizient bei 28tm [Mcm]

01N 560= €280/ MW

Formel 11: Berechnung des spezifischen Extinktionskoeffizienteh'*A g0
0.1%A,q0: spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280 nm fi¢mg]
MW:  Molekulargewicht des Proteins [g/mol]
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Damit kann mit Hilfe des LambeBe er 6 sc hen Geset zes di e Pr of

Absorptionsmessung bei 28 bestimmt werde(Formel 12).

%

_ 0.1%
Azgo="""Azgo- C - d

Y ¢ 286/(0’1m280'd)

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

“PAago

Azgo: gemessene Absorption bei 28

c Konzentration [mg/ml]

d: Schichtdicke der Kivette [cm]

0.1%A4,. spezifischer Extinktionskoeffizient bei 28@n [cnf/mg]

Es wurden Spektren von 220850nm aufgenommen, wobei sich das Absorptionsmaximum
des Proteins bei 2#8n befinden sollte. Der Quotient ;&y/A,so sollte mindstens 1,8
betragen und es sollte keine Absorption oberhalb vom80&uftreten, um eine Verfalschung

des Ergebnisses durch auf Aggregatbildung zurtickgehende Lichtstreuung ausschlieRen zu
konnen. Bei deutlicher Absorption oberhalb von 88® wurde als erst Naherung eine
lineare Zunahme der Lichtstreuung mit abnehmender Wellenlange angenommen und die

ermittelte Proteinkonzentration entsprechend korrigiert.

3.5.2 SDSPolyacrylamidgelelektrophorese (SDSPAGE)

Proteine werden durch das Detergenz Natriumddsdelfgt (SDS) denaturiert und negativ
geladen. Dabei bindet SDS an das Protein gewohnlich in einem Verhéltnis von einem
Molekul SDS pro 1,4 Aminosaureresten. Die Eigenladung des Proteins kann neben der
Negativladung des mit SDS komplexierten Proteins \@éasigt werden, so dass SDS
beladene Proteine identische LaduiMpgsseVerhaltnisse zeigen. Die Auftrennung beruht
daher allein auf dem Siebeffekt, wobei die Laufgeschwindigkeit dem Logarithmus der Masse
umgekehrt proportionaist (Laemmli, 1970).Tabele 3 zeigt die Zusammensetzung der
verwendeten 12 %igen SDSGele.

Tabelle 3: Zusammensetzung 12,86iger SDS-PAGE Gele.
Die Mengenangaben gelten fur 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 ml 15,95 ml
TEMED 0,089 mi 0,029 ml

APS (10 %) 0,195 ml 0,089 mi
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Die Proben wurden mit 8 oder 5x SDS Probenpuffer versetzt und Bin bei 95°C
inkubiert. Es wurdenje 5i 25 pl der Proben mitGelloaderSpitzenin die Geltaschen gefiillt.
Die Elektrophorese wurde bei #4@A und 300V durchgefihrtund dauerteca. 30min.
AnschlieRend wurden die Gele mIEDSPAGEFarbelosung gefarbt, wobei die
Nachweisgrenze des Farbstoffoomassie Brilliant Blue G25008i 500 ng Proteirmmny
betragt. Die Gele wurden 30in in der Farbelésung geschwenkt und im Anschiusede
durch wiederholtes Aufichen in Wasser (Mikrowelle 900) die Hintergrundfarbung
entfernt.

Zum Teil wurden auch bereits hergestellte NuPAG®®vex BisTris Gele (412 %) desX-
Cell SureLock™ Mini Cell Systems von Invitrogewerwendet, welche mitnstant Blue
(Expedeon, Lucern€hem AG)- Losung gefarbt wurden.

3.5.3 Analyse der Proteinloslichkeitn vivo durch Densiometrie

Zur Analyse der Proteinléslichkeih vivo wurden Expressionen im dgischen MalRstab
durchgefiihrtDie Praparation der Proben erfolgte wie3id.1.1beschriebenwobeivon den
Expressionskulturerstets jeweils 2x 10° Zellen entnommenund analysiertwurden. Zur
Quantifizierung wurde nur die gereinigte losliche Zellfrakt(C*) verwendet, da die I6sliche
Zellfraktion (C) oftmals zu viele Fremdproteine fir einenage Bestimmung der
Zielproteinmengenthielt.

Die gereinigtenloslichen Zellfaktionen (C*) der verschiedenen Proteiakiantenund des
Wildtyps wurden jeweilsin unterschidlichen Verdiinnungen auf ein SBolyacrylamidgel
aufgetragen (3.5.2) und das Gel mit einer friscBeomassie Blu€arbelbésung geflit. Die
aufgetragenen Proteirangen konnteanschlieend durch Quantifizierung der Proteinbanden
mit der Softwae OptiQuant (Version 02.50) bestimmt werdéim Quantifizierungsfehler
durch nichtlineare Farbung ausschlielen zu kénnen, wurden nur Banden mit ahnlicher
Intensitat aber unterschiedlicher Verdinnung verglichemawfbin auf die unverdiinnten
Losungen zurdaerechnet werden konnte.

Pro Proteinariantewurden stets drei Praparationamt je mindestens zwei verschiedenen
SDSPA Gelen analysiert, wodurch die Bestimmung von Mittelwerten und
Standardabweichungendtglich war

Die quantifizierte Mengeler I6slich@ Proteinariante in der C* Zellfraktion wurde af die

Wildtyp-Menge normiertind dienteals Mal3 flrdie Proteinbslichkeitin vivo.
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3.5.4WesternBlotting

Die durch die SDSAGE (3.5.2) aufgetrennten Proteinproben wurden mit Hilfe eines
TankblotterdPeglab) vom SD%el aufeine PVDFMembran Gbertragen. Die Polyvinyliden
FluoridMembran (PVDF) besteht aus einem Polymer ig@H,-CF,)- Untereinheiten und
ermdglicht die Bindung von Protein Uber hydrophobe Wechselwirkungen. Gegenuber der
traditionell vewendeten Nitroellulose hat sie einige Vorteile, unter anderem ist sie robuster.
Die verwendete Membran Immobildgh (Millipore) hat eine Porengréf3e von OB und
wurde gemal3 Herstellerangaben vor Gebrauch migd@®ethanol fur Imin aktiviert. Nach

dem Zuschneiden wurde die Membran zusammen mit dem-B®&el und Filterpapieren

im TransferPuffer fir 10min inkubiert und wie inrAbbildung 22dargestellt in der Tankblot

Apparatur angeordnet.

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

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

Der Transfer erfolgte bei 22@A fur 1h. Der Erfolg des Transfers war aufgrund der
Verwendungdes vorgefarbten StandardBrestained PageRul&r Protein LadderMarker
(MBI FERMENTAS, St. LeonRot) (2.10)ersichtlich.

Die auf der Membran frei zuganglichen Proteine wurden mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern sichtbar gemacht. Dazu wurden zuerst unspezifische Bindungsstellen durch
Inkubation der MembranUN bei 4°C in Blockierungspuffe (1x PBS, 0,1% Tween
20=PBS/T +5% Milchpulven geblockt. AnschlieBend wurde di&embranmit dem in
20ml PBS/T 1:1000 verdinnten primaren Antikorper (Anti-GFR
Antikorpermousemonoklonaj siehe 2.5 90 min bei RTinkubiert. Nach 3maligen Waschen

der Membranfir 10 min mit PBST, wurdesie mit dem in PBS/# 1 % Milchpulver 1:5000
verdinnten sekundére Antikorper (Peroxidas&onjugierter antimouse IgG; siehe 2.%
60min bei RT inkubiert. Nachdem die Membramochmals3x fur 10min mit PBST
gewascherwurde, erfolgte die spezifische Detektiant Hilfe des SuperSignal West Pico

Kits (Pierce) nach Anleitung. DesekundéareAntikorper ist an die MeerretticReroxidase
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konjugiert und diese kann Luminol als Substrat (im SuperSignal WestKRi@nthalten)
umsetzen. Dabei wird Luminol oxidiert zuA3ninophthalat, das bei 42%n luminesziert.
Diese Lichtsignale wurden durch Auflegen und Entwickeln von Rontgenfilmen (Fuji) sichtbar

gemacht.

3.5.5 Analytische Gelfiltration

Mit Hilfe der analytischen Gelfiltradn lasst sich das apparente Molekulargewicht und somit
auch der Oligomerisierungsgrad eines Proteins bestimmen. Das Trennprinzip entspricht dem
der praparativen Gelfiltration (3.44, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der
Elutionsdauer und dem parithmus des Molakargewichtes besteht. Es wurdee Séaule
Superdex 7HR 10/30(GE HEALTHCARE) mit einem Saulenvolumen von 24 an der
Chromatographiénlage AKTA Basic 10 betterGE HEALTHCARE verwendetAuf die

mit Laufpuffer (25mM Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycein, 20uM
Dexamethason, pH 7,9&quilibrierte Sé&ule wurde 1007 500ul Proteinldésug einer
Konzentration vonli 14 uM Uber einen Superloop aufgetragen. Die Elution erfolgte mit
einer Flussrate von Orél/minund wurde durch Absorptionsmessung bei @80und 20 nm
verfolgt. Mit Hilfe einer Kalibrierungsgerade, die mit Proteinen dvaker GroReerstellt
wurde, konntedas apparente Molekulargewicht (Myy der analysierten Proteine ermittelt

werden

3.5.6AnalytischereverseephaseHPLC

Mit Hilfe von HPLC (High Performance Liquid Chromagoaphy) kénnendie in einer
Losung enthaltenen Komponentemt einer sehr hohen Empfindlichkeit und Trennschéarfe
analysiert werdenHierfir wird die Probe chromatographisch auf einer Séaule getrennt und
durch Absorptions oder Fluoreszenzmessung ein Elutionsprofil des Laufs erstellt. Im
Gegensatz auFPLC (Fast Protein Liquid Chromatgraphy) (z.B. AKTA Basic 10 bettex
erfolgt die Chomatographiebei hherem Druckbis 400bar) und mit S&ulen niedrigen
Durchmessey (271 4 mm) und kleinerer PartikelgroBe (B310pum). Dadurch wird im
Vergleichzur herkbmmlich@ Saulenchromatographtas Trennvermdgestwal00x besser
Unterschiedliche Substanzenn einer Probe zeichmen sich durch verschiedene
Retenitonszeiten ausuber die siedann imVergleich zu Standardsubstanzen identifiziert
werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurdias Ergebniserschiedener Schritte der Proteimigungmit

Hilfe einer reversed phask Saule analysiert um den erreichten Reinheitsgrad der
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Proteinpéparationen exakt bestimmen zu konrigei.reversed phaseSaulen handelt es sich

um Kieselgele, die mit langen Kohlenwasserstoffketten modifizierdeu Dadurch erhalt

man eine sehr unpolare Oberflache, an die Substanzen durch hydrophobe Wechselwirkungen
binden kdnnen. Zur Elutiowurde eine Gradiententrennung mit einem wassrigen Puffer und
einem organischen Losungsmittel verwendet. Durch Zumisches drganischen
Losungsmittels zur wassrigen Phase sinkt die Polaritdt des Laufmittels, wodurch seine
Elutionskraftfir unpolare Substanzesteigt. Die an die Saule gebunden Substanzen eluieren
also gemal ihrer Polaritat, wobei sich polare Stoffe vor dgroldren von der Saule I6sen.
DerreversedphaseHPLC Lauf wurdean einerAgilent 120GAnlage miteiner C8 (Poroshell
2.1x50mm) i Sauledurchgefihrt wobei die Absorption be215, 260 und280nm verfolgt

wurde Bezuglich der Peaks stehen ganze &pen zurVerfligung da ein DioderArray

verwendet wurdeNach Auftrag von 2ul Probe erfolgte die Auftrennung nach folgendem

Protokoll:
Flussrate: 3 ml/min
Aquilibrierung: 90 % polares Laufmitté] 10% unpolares Laufmittél
Elution: Gradient bist0 % polared_aufmittef,

60 % unpolares Laufmitt8l
Spulen 25 % polares Laufmitt& 75% unpolares Laufmitt8l
Temperatur: 70°C

& polaresLaufmittel: H,O, 0,1%TFA
b unpolares LaufmittelAcetonitril, 0,08%TFA

3.5.7 Circular -Dichroismus-Spektroskopie

CircularDichroismusSpektroskopie (CESpektroskopie) 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
unteschiedliche Brechungsindizies fir rechtsind linkspolarisiertes Licht, was zu
unterschiedlichen Verzdégerungen beim Durchgang der L6sung und somit zu einer
Phasenverschiebungftihrt. Weiterhin unterscheiden sich bei optisch aktiven Substanzen die
Extinktionskoeffizienten fir rechtsund linkspolarisiertes Licht, was beim Durchgang der
Ldsung zu elliptisch polarisiertem Licht fuhrt. Die Elliptizitég{) wird bei CD-Messungen

als Signal verwendet.
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Die CD-Spektroskopie eignet sich besonders zu Untérsugen von Proteinkonformationen.
Die Absorption im Wellenlangenbereich von 170 bis 860 (FernUV CD) wird
hauptséchlich von den Peptidbindungen bestimmt, so dass dieser Teil des Spektrums
Aussagen uber die Sekundarstruktur ermoglicht. Die verschie@akeamdarstrukturelemente
wie a-Helix, b-Faltblatt oderRandorcoil besitzen sehr distinkte Feliv CD-Spektren
(Johnsonet al, 1990). Aus diesen verschiedenen Signalen setzt sich ein Proteinspektrum
zusammen (Stark, 1965), wobea-Helices die anderen Skiurelemente in der
Signalintensitat dominiererAls charaktestische Merkmale eines Febliv CD-Spektrums
gelten Maxima, Nulldurchgang und Minimaie Absorption im Bereich von 250 bis 38
(NahUV CD) ist auf die aromatischen Aminosauren zuriickzufiihkégine Anderungen in
der Umgebung eines Chromophors fiihren hierbei zu einer deutlichen Anderung des Signals.
Das NahUV CD-Spektrum ist somit eine empfindliche Methode zur Untersuchung der
Tertiarstruktur von Proteinen. In dieser Arbeit wur@ersschlielich FernUV CD-Spektren
aufgenommen um die Integritdit der Sekundarstrukturen von @&rmearianten zu
kontrollieren.
Fur das CESignal von Proteinen in der Amidregion (Fés¥) findet eine Normierung auf
die durchschnittliche molare Elliptizitdt préminosaure @urw) hach Formel3 statt
(Schmid, 1997).

g, = G QOOMRW _ [, 2000w
cl cQN,

Formel 13: Berechnung der nolaren Elliptizitdt pro Aminoséaure (Qurw)-
agwrw : durchschnittliche Elliptizitat pro Aminosaure [deg’dmol’]

Cobs : gemessene Elliptizitat [mGrad]

MRW : mittlere Molmasse der Aminosaurenrestee@n residue weighfkDa]
c : Konzentration der Proteinlésung [mg/mil]

d : Schichtdicke der Kuvette [cm]

MW  : Molare Masse des Proteinda]

Na : Anzahl der Aminosauren

Alle CD-Messungen wurden iQuarzkivetten dechichtdickel mm durchgefihrt Zur
Aufnahme von FertdV CD Spektren wurdeab CDSignal, gemessen als Elliptizitgd,s in
Abstanden von 1,8m aufggmnommen(ScanGeschwindigkeit: 10@m/min). Jede Messung
wurde mindestens 1@nal wiederholt und die Spektren anschliel3end gemifeisatzlich

wurde stets ein reines Pufferspektrum aufgenommen, welches vom Proteinspektrum
abgezogen wurde. Die Werte wurden anschlieBend wie oben beschrieben in molare

Elliptizitat pro Aminosauregurw umgewandelt.
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3.58 FluoreszenzSpektroskopie

Absorbiert ein Molekul Licht bestimmter Wellenlange, so wird es von einem energetischen
Grundzustand in einen angeregten Zustand transferiert. Die Rickkehr in den Grundzustand
kann unter andererdurch 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 gréRerer Wellenlange, also einer Rotverschiebung,
entspricht. e Fluoreszenz von Proteinen beruht im Wesentlichen auf den aromatischen
Aminosauren Tryptophan und Tyrosin, wobei das Tryptophan eine grof3ere Rolle spielt.
Aromatische Seitenketten absorbieren maximal bei einer Wellenlange von etwan 28@ch
Anregung i 295nm ist die Fluoreszenzemission ausschliel3lich auf Tryptophane
zurlickzufiihren. Die Fluoreszenz von Tryptophan zeigt eine Abhangigkeit von der Polaritat
der Umgebung. Eine stark polare Umgebung bewirkt eine Rotverschiebung der Emission zu
einem Maximun bei ca. 350im gegenuber einem Maximum bei 32@30nm in unpolarer
Umgebung. Uber die Messung von Fluoreszenzspektren kann also eine Aussage lber den
Grad der LOsungsmittelexposition eines Tryptophans in einem Protein gemacht werden.
Daraus wiederum kan auf den Faltungszustand eines Proteins geschlasseen (Schmid,

1997). Die Messungen wurden am Fluoresz8mektrophotometer Cary Eclipse (Varian
Darmstadt) in einer vierseitig geschliffenen Quarzkivette durchgefihrt. Die Fluoreszenz
wurde bei eineWellenlange von 28aGm (Tryptophanund Tyrosinfluoreszenz) oder 295

(nur Tryptophanfluoreszenz) angeregt und das emittierte Signal in einem Bereich von 300 bis
400nm aufgenommerDie Spaltbreite betrug bei der Excitation und der Emission jeweils

5nm.

3.5.9.Refraktometrie

Die genaue Konzentration von Detergernzw. SalzStammlosungen wurde vor deren
Verwendung bei Auffaltungs (3.5.1Q bzw. fraktionierten Prazipitations (3.5.11)
Experimenten bestimmt. Hierfir wurde mit Hilfe eines Ab®éfraktometers (Carl Zeiss,
Jena) die Differenz der Brechungsindiz&s)(der Losungen mit und ohne Detergenz bzw.
Salz bestimmt, wodurch die Konzentration mit Hilfe der folgenden Formeln berechirttn

konnte.

c(GAdmCI)[M] = 57,147Dn + 38,68(Dn)2 i 91,60(Dn)?

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

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

Zur Bestimmung der Ammoniumsuli&onzentration konnte aus de tabellarischen
Auflistung von konzentrationabhangigerbDn i Werten ausdem CRC Handbook of Chemistry
and Physics (Weast]19821983 (iber einen polynomischenFit (y = a-x+ b-x*+cx®)
(Abbildung 23) ebenfalls eine Formadbgeleitetverden.
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c(Ammoniumsulfat) [M]
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An

c(Ammoniumsulfat) [M] = 45624Dn + 226,389 (Dn)* + 476336 (Dn)®

Abbildung 23: Refraktometrische Bestimmung der AmmoniumsulfatKonzentration.
Einzelne Datenpunkte wurdews Weast (1982983) entnommen

Dn: Differenz derBrechungsindizes der Losung mit und ohne Ammoniumsulfat.

3.510Bestimmung der Proteingabilitdt durch schrittweise Denaturierung

Zur Untersuchungler Stabilitat von Proteinenurden diese durch Erhdhung der Temperatur
bzw. durch Zugabe vosteigenderKonzentrationen achaotrogn Reagenzien schrittweise
denaturiert Zur chemischen Denaturierung wurighedieser Arbeit stetHarnstoffverwendet

dessen denaturierende Wirkung seit Gber 100 Jahren bekannt ist und genutzt wird (Spiro,
1900; Ramsden, 1902per Auffaltungsvorgangder Proteire wurde durchCD-Spektroskopie

(3.5.7 oderFluoreszenspektroskopie3.5.8 verfolgt

Durch CDSpektroskopiewurde die thermische Auffaltung der Sekundarstruktuvon
Proteiren verfolgt Hierfir wurde mit Hilfe des im JASCO J815 CD-Spektrometes
vorhandeneTCG423S/15Pelties dieProteinbsungin einer Konzentration vo,57 10 uM

mit einer Rate von 1C/ min aufgeheiztDie Messungnwurden in Quarzkivettemmit einer
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Schichtdickevon 1 mm durchgefiihrt wobei de Temperatur im Kivettenhalter detektiert
wurde Die Auffaltung wurde stetbei der flra-Helices typischen Wellenlange v@20nm
verfolgt, da dort deiSignalunterschied zwischen nativem und aufgefaltetem Pregdirgrol3

ist (Abbildung 24a) Falls die Aufaltungskuven aufgrund niedriger Proteiokzentration
(2,5uM) starkes Signalrauschen im nativen und denaturierten Bereich zeigisten sie
mindestens dreimal wiederholt und gemittelt.

Mit Hilfe von FluoreszenSpektroskopievurdedie chemischeAuffaltung der Tertiarstrukr

von Proteinerverfolgt Hierfir wurdeaus einer Proteinldosung, einer Pufferstammlésung und
einer hochkonzentrierten Harnstdftsungin gleichem Puffer eine Messreihe mit gleich
bleibender ProteinkonzentratioB M)  anstelgendemdarnstoffkonzentrationen von i0

8 M erstellt. Die Auffaltungexperimente fandebei Raumtemperatur statt. Die Einstellung
des Gleichgewichts zwischen nativem und aufgefaltetem Zustand des Proteins wurde nach
verschiedenen Zeitpunkten Uberpriftobald die Messpunkte sich nicht mehr verénderten,
galt dasGleichgewicht als erreichtNach Anregung bei 280m wurde von den einzelnen
Proben der Messreihe die relative Intensitat der Emission bei derjenigen Wellenlange
gemessen, bei der die Differemwischen nativem und vollstandig denaturiertem Protein am
grofdten war (Abbildung 24b) Jede Probe wurdelmin lang im Fluoreszenz

Spektroplotometer vermesseamnd die erhaltenen Intensiggmittelt.

Natives Protein 800 | Natives Protein

Differenz Differenz

10 A 600

400

eobs

200

-10 4

relative Fluoreszenz

15

205 -200

-25

200 210 220 230 240 250 260 300 320 340 360 380 400
A [nm] A [nm]

Abbildung 24: Vergleich der CD- (a) und FluoreszenzSpektren (b) von nativem und denaturiertem
Protein.

a: Die CD-Spektren von nativem (2%) und denaturiertem 76°C) Protein (hier gezeigthGRLBD
(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T)) wurden wie in 3.5 beschrieben aufgenommenDas
Differenzspektrum ist in rot dargestelbie Auffaltung der Sekundarstruktur wurde beD2in verfolgt.

b: EmissionsFluoreszenzspektren von nativemMOHarnstof) und denaturiertem (8! Harnstof) Pratein (hier
gezeigt: HiskC**C, Seitzet al. (2007). Die Spektrenwurden nach Anregung mit einer Wellenlange von
280nm aufgenommen. Das Differenzspektrum ist in rot dargestellt und weist hidagimum bei 317/ m auf,
weshalbdieseWellenlangefiur die Verfolgung deff ertiarstrukturAuffaltung benutztvurde.
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Sowohl bei thermischen als auch bei chemischen Auffaltungsexperimenten wueden d
erhaltenenMesswerteanschlieRend normiert und als Funktion demperatur bzw. der
Konzentration an Denaturierungsmittel aufgetragen. Hierfir wurde Zaegizustands
Faltungsmechanismus angenommen, bei dem das Protein nur in der geféleteaer
ungefalteten Y) Konformation vorliegen kann, Faltungsintermediate werden hierbei nicht
berticksichtigt(1.1.1) Die Anteile an gefaltetem Proteify) und ungedltetem ProteinHy)

summiertsich 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 Signalwerteyyvon vollstdndig nativembzw. y, von vollstandig
denaturiertem Protein als%-ige bzw. 100%-ige Auffaltung des Proteins definiert ujedier

Signalwerty lasst sich durclkormel 17beschreiben.

y = yn BFn + Yu Ry

Formel 17. Zusammensetzung des Signalwertes y unter Annahme dedweizustandsModells der
Auffaltung.

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

Durch Kombinationvon Formel 16 und Formdl7 ergibtsichfur Ry :

YN Yu

Formel 18. Bestimmung des Anteils an ungefaltetem Protein aus den bei einem Auffaltungsexperiment
gemessenen Signalintensitateminter Annahme des Zweizustanddodells der Auffaltung.
Fy: Fraktion an ungefaltetem Protein

YN Signalwertdesnativen Proteirs
Yu: SignalwertdesdenaturierterProteirs
y: Messwert

Die Anderung dey-Werte im Prabzw. Postiibergangsbereich zeigt die Abhangigkeityxon
bzw. yy von der Temperatur bzw. derDenaturierungsmittelkonzentration an. Diese
Abhangigkeit war annaind linear, weshalb sicily und yy bei der jeweiligen Temperatur

bzw. HarnstoffKonzentrationdurch lineareRegression bestimmen liel3en. Dazu wurde eine
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Ausgleichsgerade durch die Datenpienkm Pra sowie im Postlibergangsbereich gelegt
(Abbildung 25)

a b
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Abbildung 25. Schematische Darstellung der Auswertung einethermischen (a) bzw. chemischen (b)
Auffaltungsexperiments.

Die Werte stammen au3D-spektroskopischefa) bzw.fluorezenzspektroskopisché€h) Messungen. Digrau
markierten Punkte zeigetten Pra sowie den Postilbergangsbereiblurch lineare Regression dieser Bereiche
kann die Temperatubzw. die Denaturierungsmittdlbhangigkeit der ermittelten Signadwte von N bzw. U
bestimmt werden.

Mit Hilfe der ermittelten Geradengleichungen im Puad Postibergangsbereich wurde fir
jede Temperatur bzwDenaturierungsmittelkonzentration der theoretische Signalwert von
nativem (y) und ungefaltetem Protein (y bestimmt. AnschlieRend wurde fir jeden
Messwert gemakormel 18der Anteil an ungefaltetem Protein,jfberechnet

Falls die Denaturierung eines Protein®rster Naherungatsachlich mit denlZwei-Zustands
Modell beschriebemerden kannist es moglichau die freie Energidee Gy) der Auffaltung

unter nicht denaturierenden BedingungenschlieRer(Formel 1) Hierbei wird ausgehend

von der Ubergangsregion der Auffaltung zuriick auf native Bedingunggtrapoliert
(Pace& Scholtz, 1997)Parallel stattfindetie Auffaltung der Sekundarund Tertiarstruktur

ist einguter Hinweidafur, dass ein Protein nur zwei Zustarf{tlebzw. U)aufweist und keine
Faltungsintermediateorhanden sind

Bei chemischen Auffaltungsexperimenten wing &onzentration an Denaturierungsmittel,
bei welcher das Proteirur Halfte in nichinativer Form vorliegt als [B,]**™Wert definiert.

Bei thermischen  Auffaltungsexperimenten wird entsprechend die apparente
Schmelztemperatur (f*" ermittelt, welche deTemperatur entspricht bei der die Halfte des
Proteins in nichnhativem Zustand vorliegt. Sowohl [F*" als auch Ty®® kénnen
unabhangig von der Giiltigkeit des Zweiszustandsmodells ermittelt werden und wurden im

Rahmen dieser Arbeit als opéionellesMal? fir die Proteintabilitéat verwendet.
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3.511 Analyse der ProteinBslichkeit in vitro durch fraktion ierte Prazipitation

Die Ldslichkeit von Proteinen wird durch Protdétnotein, ProteinWasser, Proteirlon- und
lon-Wassetinteraktionen bestimm{Trevino et al, 2008) Bei Zugabe vonSalzenin hoher
Konzentrationhydratisieren die geladene®alzonen wodurch de Proteiren ihre Hydrat
Hulle entzogerwird. Durch hydrophobe Wechselwirkung&aommt es zuAggregationund
schlielich zur Prazipitatioder Proteire (1.1.3) Im Gegensatz zu chaoflen Reagenzien
(z.B. Harnstoff oder Guardiniumchlorid, welche den entfalteten Zustandines Proteins
stabilisierenwerdenProteire durchanti-chaotroe (kosmotrope)Salze wieAmmoniumsulfat
nicht denaturiert.Die native Struktur und Funktion der Proteinebleibt demnachim
aggregierten Zustarethalten(Trevinoet al, 2008.

In dieser Arbeit sollte die Ldishkeit verschiedener Proteiasantenin vitro bestimmt
werden. Herfir wurde aus einer Proteinlosung, ner Pufferstammlésung und emn
hochkonzetrierten Ammoniumsulfatdsung in gleichenPuffer eine Messreihe mit gleich
bleibender Proteinkonzentration und ansteigerlamoniumsulfatK onzentrationen vof i
1,2 M erstellt. DiePrazipitationsxperimente fandebei Raumtemperatur stattlach 5min
Inkubation wurden alle Proteingben 60min zentrifugiert (EPPENDORF 5419,
13000rpm, RT) um dasprézipitierte Protein zu pelletieren. Die Konzentration an loslichem
Protein im Uberstandler verschiedenen Probemurde mit Hilfe einer zuvor erstellten
Eichgeradedurch Fluoreszen®pektroskopie ermitteltHierfur wurde nach Anregung bei
280nm die relative Intensitat der Emissiotes Uberstarsl (1:8 verdunnt in gleicher
Pufferlosung)pei derjenigen Wellenlange gerses, bei da das Protein maximale Emission
zeige. Jede Probe wurdemin lang im Fluoreszenr3pektroplotometer vermesseuand die
erhaltenen Intensitgemittelt. Diese Methode zur Konzentratnsbestimmung stellte sich als
sehr genau heraus, wobei stetssichergestellt wurde, dass im untersuochte
Konzentrationsbereich ein lineareZusammenhang zwischen Fluoresz&ignal und
Proteinkonzentration bestt und somitein innerer Filtereffekt ausgeschlossen werklann
(sieheAnhang7.2).

Die Proteinlonzentratiorim loslichen Uberstander unterschiedlichen Proben wurde jeweils
prozentual auf dienach Inkubation mitO M AmmoniumsulfaterhalteneKonzentrationan
I6slichem Proteinnormiert und als Funktion der Sdfonzentration aufgetragen. Als
opertionelles Maffir die Proteinbslichkeit wurde der [L;]**% Wert eingefiihrt, welcher der
Ammoniumsulfatkonzentration entspricht bei der die Hélfte desgesetztenProteins

préazipitiert
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Rationales Design der Oberflache vonPCSK9****

Die Loslichkeit von Proteinen kantaut Trevino et al. (2007) durch Optimierung der
Proteinderflacheverbessert werden. Hieramussdie Anzahl an exponiertehydrophilen
AminosaureResten durch gezielt eingefihrte Mutationen erhoht werden Relativ
konservative Austausche die zu einer h°heren
konnenhierbei bereits die Loslichkeit des Proteins verbes$®gnvielen Proteinen ist keine
durch Rontgenkristallgraphie oder NMRSpektroskopie bestimmte 3Btruktur verfligbar.

Um in solchen Féllen die Proteimexflachezu analysieren miissen tbebioinformatische
Methoden erstellte StrukttModelle (z.B. HomologieModelle) verwendet werdenDieses
Vorgehen sollte anBeispiel der humanen Proprotein Convertase/Subtilisin Kexin Typ 9
(hPCSK9 getestewerden. Um die heterologéerstellungvon hPCSK9in Escherichia coli
Uberhaupt zu ermdglichen wurde im Rahmen dieser Arbeitemtmodifizierten Konstrukt
hPCSK§*4S386A) gearbeitet.Es handeltsich hierbei um ein verkiirztes Fragment von
hPCSK9 welches nur aus der Pround der katalytischen Domane des Proteins besteht
(Abbildung 6) Die disulfidreiche Gterminale \\Domanewurde entfernt, daliesesich im
Cytoplasma vn E. coli nicht richtig faltenkénnte Darlber hinausvurde die katalytische
Aktivitat der Protease entfernt, indem das katalytisch essentielle Serin 386 gegen ein Alanin
ausgetauscht wurde. Dies sorgt dafiir, dass keine autokatalyfibspeltung der Provon

der katalytischen Domanerfolgt Wahrend der Laufzeit dieser Dissertatiamirden drei
hochaufgelosteRontgenkristallsukturen von hPCSK9 verdffentlicht (Cunnighamet al,

2007; Hamptonet al, 2007; Piperet al, 2007, die im Folgenden zuEvaluierung der

erstellten Homologidodelle dienten.

4.11 Analyse der Oberflache vorhPCSK9*™ %

4.1.1.1 HomologieModellierung der hPCSK9***>*- Struktur

Um zuverlassige Aussagen Uber die Oberflache des Proteinhateerwurderzu einem
Zeitpunk an dem noch keine experimentell ermitteltenrSiukturenvon PPCX9 verfugbar
waren, mehrere Homologidodelle mit Hilfe unterschiedlichertffentlich zugénglicher
Server erstellt. Homologe Proteinezu hPCSK$*** deren 3DBStruktur in der PDB-

Datenbank Ifttp://www.rcsb.org/pdb/home/home)dbinterlegt sindwurden mit Hilfe von
HHpred {ttp://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpiedentifiziert (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Referenz-Struk turen fiir Homol ogie-M odellierungenvon hPCSK9*4%*,
Proteine die einahnlicheSequenz zhPCSK$**** aufweisen und deren 38trukiur bekannt ist wurdetiber
HHpred fttp://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpredentifiziert.

Sequenzidentitat mit

Struktur Protein Organismus hPCSKge1454
pdb2b6n Proteinase K:ike Enzym Serratia sp. 35%
pdblsh7 SubtilisinLike Serin Protease  Vibrio sp. 35%
pdb1lic6 Proteinase K T. album limber 33%
pdblgci Subtilisin B. lentus 31%
pdblto2 Subtilisn BPNOG6 B.amyloliquefaciens 31%
pdblyilk Subtilisn BPNO& B.amyloliquefaciens 31%
pdb1rOr Subtilisin Carlsberg B. licheniformis 30%
pdblthm Thermitase T.vulgaris 29%
pdb2elp Subtilisin T. kodakarensis 25%
pdbly9z SubtilisinLike Serin Protease = Pseudoalteromonas sp. 25%
pdblrév Fervidolysin F. pennivorans 23%
pdblea7 Sphericase B. sphaericus 23%
pdb1r64 Kexin S.cervisae 20%
pdb1p8j Furin M.musculus 19%

Mit Hilfe des Programms Modeller http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeljemurden
anschlieRed sieben Homologi®odelle ModelleI-VII) fir hPCSKS**** auf der Grundlage
unterschiedlicher Referef&trukturen generiert. Zusatzlich wurde mit Hilfe der Homolegie
Modellierungs Server 3djigsaw http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djiggaw/
(Modell VI1II) und CPHmodels3.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodgls/
(Modell IX) jeweils ein HomologieModell berechnet wobei dieseProgrammejeweils
selbststandig  eine ReferenzStruktur  wahlten  Mit  Hilfe  von  DaliLite
(http://www.ebi.ac.uk./DaliLitg wurden paarweise Superpositionierungen aller Medelit
Modell I durchgefihrt. Der Vergleich ergab, dass sich die Modelle in ihrer globalen Struktur

stark &hnelpwas fur die Qualitat ddrerechnete Strukturen sprichfTabelle 5).

Tabelle 5: Homologie-Modelle vonhPCSK*:4%*,
RMSD-Werte(Ca Atome)wurden Uber DaliLitdestimmt.

Modell Programm Referenzstruktur(en) RMSD zu Modell |
| Modeller pdb2b6_n, pdb1r6v, pdblic6, pdblsh7, pdbli i
pdblgci, pdbly9z, pdblto2, pdblthm, pdble

Il Modeller pdb2b6n 1,6A
[ Modeller pdb1p§j 2,0A
[\ Modeller pdbir64 2,1A
\Y; Modeller pdb2elp 2,2A
VI Modeller pdblrév 2,5A

Vi Modeller pdbilrév, pdb2elp 2,7A

Vil 3djigsaw pdblyik 2,0A

X CPH models 3.0 pdb2b6n 1,7A
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Die korrekt modellierte Anordnung des katalytischen S386 an die AutoprozessiStefigs
Q152S153spricht ebenfall$iir die Qualitat de HomologieModelle (Abbildung26a).
Superpositionierurgn von Modelll mit den drei spater veréffentlichten, experimentell
ermittelten Strukturen pddpmw, pdb2qgtw und pdi2p4e (Pipeet al, 2007;Hamptonet al,
2007; Cunninghamet al, 2007 zeigten,dass das Modell global eine hohe Ahnlichkeit zur
tatsachlichen Struktuaufweist (RMSD: 2,5A) (Abbildung 26b). Hierbei musszusétzlich
beachtet werden, dass es sich bei ldastallstrukturen jeweilsum die prozessierte Form des
Proteins handelbei der de Pro und die katalytische Domanen Gegensatz zu Moddll
nichtkovalent verbunden sindweswegen es im Bereich der Hdbomé&ne zu grof3eren

Abweichungen kommt.

a

katalytische Doméane

Modell | Modell |

pdb2pmw

Abbildung 26: Homologie-Modell | von hPCSK9***,

a Das Modell zeigt deutlich separierte Pr¢magenta) und katalytische Domandblau) wobei die
autokatalytische Sftstelle bei Q152 korrekt am katalytisch essentiellen S@®Gitioniert ist b Die
Superpositionierung von Moddllmit der Kristallstrukturpdb2pmw @iper et al, 2007) (grau) wurde mit
DaliLite (http://www.ebi.ac.uk./DaliLitg durchgefuhrt. 268 verglichene AminosauReste Ubedgerten mit
einem RMSD vorR,5A (Z-Score: 35,5 Superpositionierungen von Mellil mit pdb2p4e (Cunninharet al.,
2007) und pdiqgtw (Hamptonet al, 2007) ergaben ebenfalls einen RMSD von &, Finige Stellen der
Struktur sind bei pd2pmw nicht aufgel6stl68175, D212-218, D448-451, D572-584, D660-669). Modelll
zeigtbis auf eine Nlerminale Verkiirzunglie vollstandige Struktur vonPCSK$****(Aminosauret4 bis 454).

4.1.1.2L6sungsmittelZugénglichkeit der Aminoséuren vonhPCSKg*:4*

Die Oberflachen der generierten Homoloijedelle wurde mit Hilfe von Polyview
(http://polyview.cchmc.org/index_old.htinl analysiert. Das Programm gibt die
LésungsmittelZzuganglichkeit der einzelnen Aminosaurauf einer Skala vor® (Seitenkette
komplett im Protein vergraben) bis Sgjtenkette zu 10% Losungsmittekzuganglich an.Es
konnten so 1Hmydrophobe Aminosauren (Valin, Leucin, Phergiah, Tyrosin, Tryptophan)
bzw. Threonine irhPCSK§"*** identifiziert werden, diébei der Mehrzahl der Homologie

Modelle an der Oberflache des Proteins exponiert qifdbelle 6 Abbildung 27). Die
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nachtragliche Uberprufungder Proteinberfliche von hPCSK9 mit Hilfe der
Rontgenkristallstrukturen pdpmw, pdb2gtw und pdi2pd4e Cunnighamet al, 2007,
Hamptonet al, 2007; Pipeet al, 2007 zeigte, dass die getroffam&orhersaga qualitaiv

sehr gut mit der tatsachlichen Situation Ubereinsem{fabelle6).

Tabelle 6: Losungsmittel-zugdngiche Threonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und
Tryptophane von hPCSKg*:4%4,

Die Anayse der Oberflachen der HomolodWodelle und deiRontgenkistallstrukturen erfolgte mit Hilfe von
Polyview.Die Losungsmittelzuganglichkeier einzelnen Aminoséaurevurdeaufeiner Skala von Ovplistandig

abgeschirmt) bis 9vplistandigexponiert) bewertetBei @nigen Strukturenwaren manchéminosaurennicht

aufgeldst(n.a.).

Homologie-Modelle Rontgenkristallstrukturen
| nm-m v VvV VI VI Vi X @ pdo2pmw pdb2qgtw pdb2pde O

Thr60 9 n.a. na. na na 5 9 n.a na. 7,7 n.a. n.a. n.a. n.a.
Thrél 6 n.a na. na. na. 5 7 n.a. na. 60 9 9 9 9,0
Thre3 6 n.a. na na. na. 1 7 n.a. na. 47 4 4 4 4,0
Leul79 8 7 9 6 7 9 8 7 5 73 5 4 5 4,7
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 5,7
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 5,3
Leu324 3 5 3 8 0 0 1 5 5 33 5 4 5 4,7
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 4,0
Thr377 4 5 4 3 7 5 5 2 5 44 6 6 6 6,0
Thr448 5 n.a. na. na.na na 5 na. na. 50 n.a. 6 7 6,5
Trp453 4 n.a. na. na. na na 8 n.a. na. 6,0 4 4 5 4,3

‘
~ 5

i ‘
Pl

Pro-Doméne @€ v 4

Modell | katalytische Domane

Abbildung 27: Ldsungsmittelzugangliche Threonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und
Tryptophane deshPCSK9****Homologie-Modells|.

Die Uber Polyview identifiziertefthreonine, Leucine, Valine, Tyrosine, Phenylalanine und Tryptophahder
Oberflachevon Modelll sind orangedargestellt. Dieselben Aminoséduren wurdimrch Analyse der anderen
HomologieModelle identifiziert (Tabelle 6), wobei noch eine zuséatzliche Aminosdure als Ldsungsmittel
zuganglich definiert wurde, dia diesem Modellrergraben vdiegt (T350).
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Nach der Identifikationdieser 15 exponierte@ Aminosauren wurde eine Variante von
hPCSKYS386Af:*** hergestellt bei der dieseReste durch gezielte Mutagenesgegen
hydrophilge ausgetauscht wvden. Im Allgemeinen wurde einSerin anstelle des
wildtypischen Restes eingefih{Threonin60,61,63,214,350,377,448; Lelin 324,351;
Valin 277, Tryptopham53). Serin ist die hydnohilste Aminosdure ohne Ladunmd stellt
somit den konservativsten hydrophilen Austausch D&. sehr tark exponierterLeucin-
Restel79 und 276 wurden gegen das noch hydrophilere Glutéfnavino et al, 2007)
ausgetauscht, daei diesen Positionetiavon ausgegangeverden kann, dass die Ladung ins
Solvent zeigt und es zu keinen ungunstigen elektrogtatisé/echselwirkungen maénderen
AminosaureResten kommt Die aromatischen AminosaurerPhenylalanin216 und
Tyrosin293 wurden gegen ein Histidin ausgetauscht, eimerseits eine hydrophilere
Aminosaure einzufihren andererseitsaber mogliche StackingWeclselwirkungen oder

Wasserstoffbriickemu anderen Aminosauren beizubehalten

4.1.2 Klonierung vonhpcsko***(S386Af™

Zu Beginn dieser Arbeit lagdie kodierende Sequenz fiinPCSK§**4S386A) im
Expressionsvektor pET21a(+) vd@ieses Konstrukt wurde freundlicherweise \n Daniel
Schlatter (FHoffmanni LaRoche Pharma Research Discovefgase) zur Verfugung gestellt.
hpcsle**>(S386A) war hierbei so iibeNdd und Xhd in den Vektor klonier, dassdem
translatierterhPCSKS***%S386A)Proteinein kurzesPeptid(GSELEHHHHHH)C-terminal
angehangt wirdDer darin enthaltenéliss-Tagermaoglicht dieAufreinigungdes Proteinsiber
MetallchelatAffinitatschromatographi€3.4.2.1)

Die NukleotidAustausche, welche fur dits AminosdureAMutationenT60S, T61S, T63S,
L179E, T214S, F216H, L276E, V277S, Y293H, L324S, T350S, L351S, T377S, T447S und
W453S kodieren wurden schrittweise mit Hilfe von MegaprimBCR (3.3.3.1) in
hpcsle**°4S386A) eingefiihrt. Der Megaprimer wurde hierbei stets mit einem
Mutationspimer, welcher  einen oder mehrere Austausche beinhaltet
(3 lipcsO(T60S+T61S+T63S), 3 lipcsO(L179E), 3 lipcskO(T214S+F216H) 3 tgpcsio
(T377S) 3 lipcsO(T350S+L351% bzw. 5Sidpcsl® ( L 2 7 6 S + V hgcslebTU47S+ 5 6
W4 5 3 S)hpcsile 6 % 2 9 3 HpcslO(L3Z1g), und einem genflankierenden Primer

( BpzsiO(Ndd ) b zhpeslO(XIY) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei zuerst
pET21a(+) hpcsko* *°4S386A) und dann sukzessive das pET21alpesio®:**{S386A)
Konstrukt mitdenzuvor eingefiigten Austauschen als Templat didbie VolllAngenGere

wurden anschlie3enanit Hilfe deraus einem Agarosegel aufgereinigten (3.8/8pgaprimer
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und des entsprechenden genflargaeen Primes (3thpcsiO(Xhd) bzw. ShpcsiO(Ndd)) mit
Hilfe desselbenTemplat wie zuvordurch PCR amplifiziertMittels der Restriktionsenzyme
Ndd und Xhd wurde das erhaltene mutagenisteen in einen leeren pET21la{#¢ktor
kloniert und diente als Templat fitie nachsteMegaprimerPCR, bei welcheein neuer
Austausch hinzugefigt waen konnte Nach jeder Klonierung wurde die Nukleotidsequenz
durch Sequenzierung mit den vektorspezifischen PrimerRrdmotor und T erminator
bestatigt. Nach neun Klonierungsrunden wurde das Konstrukt
pET21a(+) hpcstlo*r**4S386AF™ erhalten,in welchemalle obenerwahnten Mutationem
hpcsle*r**4S386A)enthalten sind.

4.1.3HeterologeHerstellung und Reinigung derhPCSK9*****varianten

Die Expression vorhpcsl®*4S386A) bzw. hpcslo®**4S386AF" erfolgte in mit den
entsprecheden fET21la(+}VektorentransformiertenE. coli BL21(DE3) Zellen wobei die
Expression nach einem osmotischen Schock mit NaCl durch Zugabe vorb&T8°C UN
induziert wurde(3.4.1.2) Die Produktion der Protein@urde zuvor mittels Probeexpression
(3.4.1.1) uberprift wobei bei hPCSKS***4S386AF™ ein ceutlich groRerer Anteil des
Proteins in defdslichen Zellfraktion zu finden waals bei hPCSK§**{(S386A) (Abbildung
28a) Die Reinigung beider Proteinerfolgte mit Hilfe des @erminalen His-Tags tuber
MetallchelatAffinitatschromatographie (3.4.2.1(Abbildung 28b) Die Proteine eluierten

jeweils im Bereich voi80 1 300mM Imidazol

a b
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Abbildung 28: Heterologe Expression inE. coli BL21(DE3) und Reinigungder hPCSK9*****Varianten.

P: unbsliche Zellfraktion Pellet), C: l6sliche Zellfraktion qrude extract, M: Markerproteine(Unstained
Protein Molecular Weight Marker, MBI Fermentaspei den SDSPA Gelen sind @& Banden der
hPCSK$"**(S386A) Varianten mit einem Pfeil markiert.

a Probeexpressionenanalysiert tber SD8AGE (12,5%). Bei der Oberflacheroptimierten Variante

hPCSKS**4S386Af" (2) befindet sich mehr Protein in der léslichen Zellfraktion als bei

hPCSK$***1(S386A)(1).

b Reinigung von hPCSK§***4S386Af" (iber Metallchelaiffinitatschromatographie.Das Elutionsprofil
wurde aufgenommen tbdire Messung defAbsorption bei 26(m (rot) und 28m (blau).Die Elution erfolgte
Uber einen Imidazolgradienten vori §O0mM (griin). Die Elutionsfraktionen (EF) voB0i 300mM Imidazol

enthielten sauberes Protein (analysiert tber-8B&E (12,5%)).
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Die Fraktionen mit saubeare Protein wurden jeweils vereinigt und z@ntfernung des
Imidazolszweimal gegerl | 50 mM Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0 dialysiert3.4.2.5.

Die Ausbeute betrug beiPCSK§**4S386A) ca. 1mg und bei hPCSKF **4S386AF™

ca' 5 mgProteinpro Liter Zellkultur. Die Proteine wurdem flissigen Stickstofeingetropft

und Itei -80°C gelagert (3.4.2.7) Die verbesserte ReinigungsAusbeute von
hPCSKF"**4(S386Af™" im Vergleich zu hPCSK$**(S386A) zeigt, dass die 15
eingefuhrten Mutationen auf der Oberflache des Proteins tatsachlich zu einer Erh6hung der

Loslichkeitin vivofuhren.

4.14 Biophysikalische Charakterisierung derhPCSK9**** varianten

Die in Tabelle 7 gezeigten molaren und spezigsckxtinktionskoeffizienten der Varianten
wurdeniberderenAminosaureSequenz undlerenMolekulargewichtermittelt Siehe 3.5.2,
Formell0, Formelll).

Tabelle 7: Biophysikalische Parameter dethPCSK9**** Varianten.

Molekulargewichte (MW) unter Bericksichtigung deste@minalen HigTags Anzahl der enthaltenen
Tryptophan- (Trp) bzw. Tyrosin (Tyr} Reste sowie molare €459 und spezifische °(*Asg0)
Extinktionskoeffizienten.

Protein MW [Dal] E Trp + B&YMlem?!] °%%A50cm?/mg]
hPCSK$§'*°4S386A) 47312 4+9 35410 0,75
hPCSKE*>4S386A " 47046 3+8 28420 0,60

4.1.41 Analyse der Loslichkeitin vitro durch fraktionierte Prazipitation

Um die Loslichkeit dehPCSK$ ***Varianten naher zu charakterisieren wurden die Proteine
in 50mM Tris/Cl, 5mM DTT, pH8,0 mit Ammoniumsulfat fraktinell prazipitiert(3.5.11)
(Abbildung 29). Hierbei zeigte sich, dasRCSKF**4(S386Af" auchin vitro eine héhere
Loslichkeit aufweist als hPCSKF°4S386A) So fallt hPCSKF:**{S386Af™ erst bei
hoher@ Ammoniumsulfatkonzentrationen ausils hPCSKS***4S386A) Um 50% des
Proteins zu préazipitieren ist bBPCSK$ **(S386A) eine AmmoniumsulfaKonzentration
von 0,23M nétig, im Vergleich zu 0,581 bei hPCSK§**{S386Af™
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Abbildung 29: Léslichkeit von hPCSK9*:**4S386A) und hPCSKS***4(S386Af™ in vitro.

Die Proteine wurden jeweils mit einer Konzentration vquviin 50 mM Tris/Cl, 5mM DTT, pH8,0 bei RT
fraktionell mit steigenden Konzentrationen alimmoniumsulfat prazipitiert. Die Konzentration des
Uberstand verbleibenden, I6slichen Proteins wurde (ber FluoreSpektroskopie anhand einer zuvor
bestimmten Eichgeradeiéhe Anhangr.2) bestimmt Bei jeder Probe wurde von einer 1:8 Verdinnuleg
l6slichen Uberstandéin 50mM Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0) nach Anregung bei 280m die Emission bei
344nmflr 1 min gemessen urdhs erhaltene Signgemittelt (Schichtdicke der Kiivette:cin; Photomultiplier
Spannung:910V). Die fir hPCSK$"**{S386A) bzw. hPCSKF“**(S386AF™ ermittelten [ly,]**>Werte
betrugen 0,231 bzw. 0,52M.

4.1.4.2 Analyse der konformationellen Stabilitdt durch Auffaltung in Harnstoff

Die hPCSK§"*** varianten wurden durch schrittweise Denaturierung mit Harnstoff auf ihre
konformationelle Stabilitat hin untersucht (3.5.1D¢r Anteil an gefaltetem bzw. entfaltetem
Protein jeder Probe wurde durch Fluoresz8pektroskopie ermittelt, wobei nach Anregung
mit 280nm die unterschiedliche Emission des nativen und denaturierten Zus&argis8nm
bzw. 319nm als Signal ausgenutz werden konnte (Abbildung 30a). Die
Auffaltungsexperimente in 5@M Tris/Cl, 5mM DTT, pH 8,0 zeigen, dass
hPCSKF*4S386Af™ bereits bei niedrigeren Konzentrationan Harnstoff auffaltet als
hPCSK§*4S386A) (Abbildung 30b). Der entsprechende [B]**>Wert betragt bei
hPCSKF*4S386Af"  3,02M  Harnstoff im  Vergleich zu 3,78  bei
hPCSK§*4S386A) Die eingefilhrten 1®berflacheAviutationen filhren demnach zu einer
Destabilisierung des Proteins.
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Abbildung 30: Auffaltung von hPCSK9***{(S386A) und hPCSK§**4S386Af™ mit Harnstoff.

a Fluoreszenzemissionsspektren variPCSK$***4(S386A) bzw.hPCSKF**{(S386Af™ in 50mM Tris/Cl,
5mM DTT, pH8,0 (nativ) und 50nM Tris/CI, 5mM DTT, 8 M Urea, pH8,0 (denaturiert). Die Anregung
erfolgte bei 280vm. Es wurden jeweils 3uM Protein eingesetzt (Schichtdicke der Kivettecnt;
PhotomultiplierSpannung: 75%). Die Maxima der Emission sind jeweigsgegeberDie Differenz der nativen
und denaturierten Spektren ist in rot dargestellt und zeigte ein Maximum beir8&8w. 31m.

b Die Auffaltungskurven vorhPCSK§***%S386A) bzw.hPCSKF**(S386Af™ wurden durch Eioreszenz
Spektroskopie verfolgt (Excitation: 280n, Emission: 318m bzw. 31%m; Schichtdicke: tm,
PhotomultiplierSpannung: 81%). Die Messungen wurden in 50M Tris/Cl, 5mM DTT, pH8,0 bei RT
durchgefihrt. Das fluorimetrische Signal jeder Proheds 1min lang aufgenommen und gemittelt. Die fur
hPCSKS**51(S386A) bzwhPCSKF **{(S386Af™ ermittelten [D;]**>Werte betrugen 3,78 bzw. 3,02M.

Die gezielte OberflacherMutagenesevon hPCSK$&"**%S386A) zur Optimierung der
Loslichkeit undStabilitat hatsomitsein Ziel nicht vollstandig erreichEinerseits wurddurch

die aufgrund von HomologiModellen ausgewahlten Mutationen (4)1.zwar die
Proteinbslichkeit tatsachlich verbessert (4.1.3, 4.1.4.Anhdererseitswurde aber die
Oberflacte durch die hohe Anzahl an Mutationeso stark verandert, dassie
konformationelle Stabilitat und somit die strukturelle Integritat des Pragemeadrigt wurde.

Die gelenkte Evolution von Proteinen durch Zufallsmutagenese mit arfdssidiem
Screeningnach optimierten Vaanten(1.2.2 stellteinealternativeMethodezur Erhéhung der
Loslichkeit und Stabilitét von Proteinedar. Diese Vorgehensweisebendtigt keinerlei
strukturelle Information Uber das zu verbessernde Zielprotein. Es werden somit wgegglnsti
Mutationen, welche durch fehlerbehaftete Struiimdelle vorgeschlagen werden,
ausgeschlossen. Dartber hinaus konileerall im ProteinrMutationen identifiziert werden,
welche die Loslichkeit bzw. die konformationelle Stabilitatt des Proteins auf die
unterschiedlichste Art und Weiserbesserkonnen Im nachsten Teil dieser Arbeit wird eine
Methodezur gelenkten EvolutiohoherLdslichkeit undStabilitdtvon Proteinenvorgestellt,

bei der eGFP als Reporterproteiient Giehel.3.2, 3.28.1).



4 Ergebnisse und Diskussion 98

4.2 Benutzungvon eGFP alsLdslichkeits- und Stabilitats-Reporter in vivo

Wie in 1.2.2erlauterf wurde de Verwendung degriin fluoresziesnden Proteirs (GFP) aus
Aequorea victorials Faltungseporterin vivo bereits in mehreren Publikationen beschrieben

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun eine Methddegelenkten Evolutiowon Proteinerhin

zu hoher Léslichkeit und Stabilitat etabliert werden, bei demit Hilfe eines MoFIS
Zytometers Zellen milGFPfusionierten Proteinen analysiert und sortiert werden rikém

Durch die Etablierung von Durchflusszytetrie (3.2.9) als Hochdurchsa@creening
MethodekénntenauchgroRe GFFusionierte Banker{> 10° unabhangige Varianterdines
Zielproteins zulgig und effiziemtach verbesserten Mutantabgesucht werdemrierfir wurde

eine fir FACSAnwendungen optimierte eGHPariante (F64L+S65T+Q80R+
F99S+M153T+V163A) benutzt (siehedl.

Im Folgenden wird zunéchst beschrieben wie verschiedene Expressionssysteme mit den
Proteinen hPCSK&**{(S386A)eGFPund hGRLBD-eGFPgetestet wurden, um das fiir das
Screeningam besten geeignete Plasmidsystem und Zielprotein zu identifizieren .(Da&sl)
weitere Vorgehen bei der Analyse und der Anreicherung fluoreszierender Zellen mittels
Durchflusszytometrie wird anschlieBend an einemfachenFall exemplarisch erlautert
(4.2.2)

4.2.1Auswahl eines geeigneten Expressiosgstemsund Zielproteins

Bei Waldo et al. (1999 wurde zur Expression deregfp-fusionierten Konstrukte ein
induzierbarer pEdVektor verwendet, bei demach Genexpressiatas Zielprotein mieGFP
Uber einen 12 Aminosauren langen LINKEGSAGSAAGSGEF) verbunden wirdDiese
grundsatzliche Konstruktion wurde beibehalten, wobmir Ermittlung der besten
Bedingungen fir die denkte Evolution hoher Proteiidlichkeit in vivo folgende
Expressionssysteméir die efp-fusionerten Genegetestetwurden: 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 kons&tuBenexpression durch den
Vektor pTNAl3a (2.8.2.2).Vorversuche zeigten, daskei Zellen mit pER13a/b die
Genexpression nur einmal induziert werdemn Uberimpfung induzierter Zellen, gefolgt
von neuer Induktion fihrte zu nicht reproduzierbaren Fluoresirgensitaten (Daten nicht
gezeigt).Um bei einer FACSSortierungeine neue Anreicherungsrunde zu starten mussen
deshalbdie Plasmideangereicherter Zelleprapariert und neue Zellen damit transformiert

werden Bei konstitutiven Expressionssystemearden die eGFPFusionsprotein@ermanent
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in der Zelle hergestelltwodurch die bendtigte Zeit fir dn ScreeningProzessdeutlich
verkirz werden wiurde. [ angereicherten Zellekkdnnten nach Anwachsen in LB
Selektivmediumsofort neu sortiert werdemwomit die FACS-Anreicherungsrunden taglich
fortgesetzt werdekdnnten.Andererseitentsprichtstarke induzierbare Expressidarch die
T7-Polymerase irE. coli denBedingungerbei derheterologen Herstellunder Proteinam
praparativenMal3stab Screeningunter desen Bedingungewtrde die Wahrscheinlichkeit
erhohen dass nur solche Varianten gefunden werdenelche auch bei der spéateren
praparativen Reinigungler isolierten Zielproteine ohne eGRRrbessrte Eigensclaften
aufweisen

Als potentidle Zielproteine wuden HPPCSKF **%S386A) (Pro- und inaktive katalytische
Doméne der humanendprotein Convertse/Subtilisin/Kexin Typ9und HGR-LBD (Ligand
BindungsDoméane des humanen Glucocorticldzeptorsanalysiert Als Kontrollen wurden
tmHisF (Synthas&Jntereinheit der Imidazolglycerinphosptgynthase ausThermotoga
maritima) bzw. hKAS p-KetoacytSynthase Domane der humanen Fetts@yrghasg
verwendet welche eine sehr hoheSgitz et al, 2007) bzw. niedrige Loslichkeit (Dr. Ralf
Thoma, mundliche Mitteilung)in E.coli zeigen. Die verschiedenen Vektoresind so
konstruiert, dass daodierte Zielprotein Gterminal mit eGFP Uber einen 13 AS langen
Linker (GGRAGSAAGSGEF) verbundenmird. Als Alternativewurde zudentdas Konstrukt
PER13aGSGtmhisF hergestellt Dies fuhrt zurHerstellungvon tmHisFeGFP, wbei die
beiden Fusionspartnenur durch drei Aminosauren ({§-Ser-Gly) verbunden werden
Dadurch sollte die potentielle Anfélligkeit der flexiblen Linker-Region fur proteolytischen

Abbauherabgesetaverden

4.2.1.1 Klonierungverschiedeneregfp-Fusionsvektoren

Die pET24a(+) basierta egfp- Fusionsvektoren pER13a und pER13b (2.8.1.2.1) wurden
freundlicherweise von Dr. Ralf Thoma (Hoffmanni LaRoche Pharma Research Discovery
Base) zur Verfigung gestellt. Didarin enthaltene kodiende Sequenz fir eGFP (inklusive
der Linkerregion) wurde in die VektorggHCE1IB (2.8.2.3) undpTNA (2.8.2.1)eingeflugt
Hierzu wurdedie betreffende Regiomit den Primerrd 6-&GFPNcd) bzw.5 6-6GFPEpH)

und 3 6-€GFPHIndIll) aus dem Templat pER13a mittels PER3.1) amplifiziert. Die
erhaltenen Produkte konnten anschlieRend UbdRelstriktionsschnittstelleiNcd bzw. SpH

und Hindlll in pHCEIIB bzw. pTNA eingefugt werden, wodurch dsark bzw.schwach
konstitutiven egfp-Expressiongektoren pHCE13a (2.8.2.4)bzw. pTNAl3a (2.8.2.2)

hergestelliwurden.
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Die hpcslo*:**4S386A)Sequenz mthalt zwei Not- und jeweils eine Nca- und SpH-
Erkennungssequenz, welche parallel zu den Klonierurigemie verschiedenen g&-
Fusionsvektoren entfernt wurdeZur Klonierung in pER13a wurdehpcslo®°4(S386A)

durch zwei zuvor mitHilfe der Primerpaare5 lipcsiO(Ndd) / 3 lipcsi®_deNotl_ 1 und

5 ligpcsl®_deNotl_2/ 3 ligpcsiO(Not) durch  MegaprimePCR  (3.3.3.1) hergestellten
Megaprimerraus dem Templat pR21a(+) hpcslo***4S386A)(von Dr. Daniel Schiattezur
Verfugung gestellt) mittels PCBmplifiziert, wobei pET21a(+) hpcsto****(S386A) wieder

als Templat dienteDas erhaltene Produltturde iberdie RestriktionsshnittstellenNdel und

Notl in pER13aeingefiigt.Zur Klonierung in pHCE13avurde hpcslo®*>{(S386A) mit den

Pri me r pesi®$Nod ) u n pcske*'3d deNcd(Not) aus dem Templat
pER13a hpcslo*:**(S386A) mittels PCR ampliiiert und das erhaltene Produkt tiber die
RestriktionschnittstellerNcd und Notl in pHCE13aeingefligt Zur Klonierungin pTNA13a

wurde hpcsle**°4S386A) durch einen zuvor mit den Primern5tpcsio(SpH) und
3thpcsle_delSphl aus dem Templat pEL3a hpcsio®***(S386A) durch MegaprimePCR
3.3.3.1) her gest eHpdsO*EFHNot) enittelp RCRamplifiziert; wabei 3 6
pER13a hpcslo*:**(S386A) wieder als Templat diente. Das erhaltene Progukide tiber

die Restriktionssschnittstell&SpH undNotl in pTNA13aeingefugt.

Ausgehend vomlem Templat pER13&gr-lIbd (von Dr. Ralf Thoma zur Verfiigung gestellt)
wurde hgr-lbd mi t den BrlibdiMer)n b hgvidbd(SpHO ) und 36pER13
PCR amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten ams8bhd jeweils Uber die
RestriktionssschnittstelleNica bzw. SpH und Notl in pHCE13a und pTNAl13a eingéjt
werden.

tmhisk wur de mit dcisFAN(NEd ) mig@ecadm)o t Inz wisF(SEi)dundn

3 0 higF(Notl) aus dem Templat pET24a(+) hisF (von Dr. Jorg Claren zur Verfiigung
gestellt) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten anschlieRend tber
die RestriktionssschnittstelleNdd, Ncd bzw. SpH und Notl in pER13a pHCE13a und
PTNA13a eingefligt wrden. Zur Verkirzung des lokers zwischen thisF und @fp in
pER13a_trhisk wurde die gesamte kodieren8equenz fur tmHisiEinker-eGFP Uber OE

PCR @.3.3.9 mi t Hil fe der P30 mERDPZ@ATr @S G 50!
50 p ER1 3/a7Tenmator aus dem Templat pER13ahis® amplifiziert, wobei die
beiden inneren Pri mer ( 36 p E RalBrateL@eiSGequenzd 506 p
einfigen Das erhaltene Amplifikationsprodukt wurde anschlieBend dber die
RestriktionssschnittstelleNdd und Notl in pER13akloniert, wodurchpER13a_GS&@mhisF

erhalten wurde
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Ausgehend von dem TemplpER13ahkas (von Dr. Ralf Thoma zur Verfigung gestellt)
wurdehkasmi t d e n hRas(Nede)r nb Bkas(SpHs 0 uhkad(NA )dnittels PCR
amplifiziert. Die erhaltenen Produkte konnten anschlieRefelveils Uber die
RestriktionssschnittstelleNicad bzw. SpH und Notl in pHCE13a und pTNAl3a eingéjt
werden.Die Nukleotidsequenzen aller erstellten KonstryRigbelle 8)wurden jeweils durch

Sequenzierung mit vektorspezifischen Primern bestétigt.

Tabelle 8: Klonierte Konstrukte zur Analyse der Expressionsbedingungewon egfp-Fusionsgene.

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

pER13a hpcsko®**{S386A), yr-Ibd, tmhisF, Hkas GGRAGSAAGSGEF  stark induzierbar
pER13a_GSG tmhisF GSG stark induzierbar
pHCE13a hpcsko®**{S386A), fyr-Ibd, tmhisF, Hkas GGRAGSAAGSGEF  stark konstitutiv
pTNA13a hpcska®*°{S386A), hyr-lbd, tmhisF, tkas GGRAGSAAGSGEF  schwach konstitutiv

4.21.2 Analyse verschiedeneExpressionssysteme

Die Expressiorderverschiedenepgfp-Fusionsgeneurin vivo Analyseder Proteinibslichkeit
wurde bei 37°C in E.coli BL21(DE3) durchgefuhrt (3.28.1) und mit Hilfe von
Durchflusszytometrie (3.9), Fluoreszenzmikroskopie (3.2)Lund WesterrBlotting (3.5.4)
Uberpruft. Darlber hinaus wurden die Expressionskulturen, welctie efp-
Fusion&onstrukte konstitutiv exprimieren, Uberimpftind die ZellFluoreszenznochmals
durch Durchflusszytometrie@nalysiert. Dies sollte zeigen, ob die verwendeten konstitutiven
Expressionssysteme reproduzierbare Ergebnisse liefern und somiteitlich schnell

aufeinanderfolgend8creeningRunden geeignet waren.

4.2.1.2.1 Konstitutive Expressiorvon egfp-fusionierten Genen

Bei schwach konstitutiveExpression durch den Vektor pTNA13dieb die durch die
verschiedenen eGHRusionsproteine versachteZell-Fluoreszenzdei tberimpften Kulturen
konstant (Abbildung31g. Laut WesterrBlot Analyse werden allerdings die eGFP
Fusionsproteine bis auf tmHis#&GFP nicht korrekhergestellf{Abbildung 31b). So wirddie
Negativiontrolle hKAS-eGFP lberhaupt nichthergestellt und bei den potentiellen
Zielproteinen hPCSK$ **4S386A)eGFP und hGRLBD-eGFP sind lediglich geringe
MengeneineseGFRbeinhaltendembbauproduks vorhanden (30kDa), was zu einersehr

schwachen Fluoreszenz der [Balftihrt (Abbildung31a,c). So musstén diesen Falletei der
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FluoreszenaMikroskopie auch eineehrhohe Belichtungsdauer angelegt werden (10086}
um die Zellen tiberhauptsichtbar macherzu konnen(Abbildung 31c) Aufgrund dieser
ArtefaktAnfalligkeit eignet sichpTNA13a nicht als gfp-Fusionsvektor zur Analysgon

Proteinbslichkeitin vivo.
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Abbildung 31: Analyse der schwach konstitutiven Expression von gép-fusionierten Genen durch
pTNA13a.

Die Herstellung der verschiedenen eGHRisionsproteine erfolgte it. coli BL21(DE3), 6 h bei 37°C.

a Analytische FACSHistogramme der verschiedenen e@hRBionsproteineEs wurden jeweils 300.000
Ereignisse einer frischen und einer Uberimpften Zellkudinalysiet. b WesterrBlot Detektion dererzeugten
eGFRFusionsproteine durch ARGFP Antikorper Die Bereiche mit den beobachteten bamvarteten Banden
der eGFPFFusionsproteine sindurchrot umrandete Rechteckearkiert (tmHisFeGFP:57 kDa, hKASeGFP:
72 kDa, hPCSK§***4S386A)eGFP:74 kDa, hGRLBD-eGFP:56,5kDa); P: unlésliche Zellfraktion (Pellet),
C: l6sliche Zellfraktion ¢rude extract Die AbbauBanden bei ~3®Da stellen vermutlichwildtypisches eGFP
dar. ¢ FluoreszenMikroskopie der eGHPusionspreein - herstellenderZellen. Die Belichtungsdauer betrug
500ms tmHisFeGFP bzw. 10000ms (hKAS-eGFR hPCSK$***4S386A)eGFPundhGR-LBD-eGFP)

Bei stark konstitutive Expression durch den Vektor pHCE13a werden alle PromineTeil
korrekt gebildetwobeisich wie erwartetlie PositiviontrolletmHisFeGFPzu einem hdheren
Anteil in der l6sichen Zellfraktionbefindetals die Negativiontrolle hKAS-eGFPbzw. die
potentiellen ZielproteinePCSK§**4(S386A)eGFPund hGRLBD-eGFP(Abbildung 32h).
Dies fuhrt bei Zellen die tmHisleGFP beinhaltenauch zu einestarkenFluoreszenz im
Cytoplasma(Abbildung 32¢). Zellen mit hKAS-eGFP, hPCSK§**4S386A)eGFP oder
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hGR-LBD-eGFP zeigen eine dové&chere FluoreszentAbbildung 32a) wobei sich diese
neben denCytoplasma (Lokalisation des l6slichen eGFIsionsproteis) vor alleman den
Zell-Polen aufkonzentriert(Abbildung 32c) wo bekanntermalRemnlésliche Proteine b
inclusion bodiesabgelagert werden (siehe B1Abbildung 2).Die héhereLoslichkeit der
Pasitivkontrolle tmHisFeGFP im Vergleich zu hKABGFP, hPCSKE**{(S386A)eGFP
und hGRLBD-eGFPwird demnach in diesem System wie @ngchtdurch die Fluoreszenz

der Zellen dargestellt.
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Abbildung 32: Analyse der stark konstitutiven Expressionvon ggfp-fusionierten Genendurch pHCE13a.

Die Herstellungder verschiedenen eGHRisionsproteine erfolgte . coli BL21(DE3), 6 h bei 37°C.

a Analytische FACSHistogramme der verschiedenen e@hRBionsproteine Es wurden jeweils 300.000
Ereignisse einer frischen und einer Uberimpften Zellkudinalysiert b WesterrBlot Detektion dererzeugten
eGFRFusionsproteine durch ARGFP Antikorper Die Bereiche mit den beobachteten bzw. erwarteten Banden
der eGFPFusimsproteine sind durch rot umrandete Rechtecke maiftieHisFeGFP: 5/kDa, hKASeGFP:
72kDa, hPCSK&**(S386A)eGFP: 74«Da, hGRLBD-eGFP: 56,%Da); P: unlésliche Zellfraktion (Pellet),
C: losliche Zellfraktion ¢rude extrack Die AbbauBanden bei-30kDa kdnnten wildtypisches eGFP darstellen
Ein quantitativer Vergleich der Bandést bei dieser Detektion nicht moglickla die Spezifitdt des benutzten
Antikdrpers womoglich unterschiedlich ist fur die verschiedenen e&fauprodukte ¢ Fluoreszenz
Mikroskopie der eGFFFusionsprotein herstellendenzellen. Die Belichtungsdauer betrug 808 (tmHisF
eGFP), 3000ns (hKASeGFP), 2000ns (hPCSK&**{(S386A)eGFP) bzw. 150éns (hGRLBD-eGFP)

Die Analyse der uberimpften pHCEZ8ansformierten Expragonskulturen zeigte
allerdings, dass die durch ein bestimmtes eG&§lonsprotein vermittelte Fluoreszenz nicht
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konstant bleibt (Abbildung 32a), weswegen dieses Expressionssystem fur die geplante
gelenkte EvolutiomoherProteinBbslichkeit undProteingahilitat ebenfalls ungeeignet ist.

Zudem weisenié l&slichen ZellfraktionemlerhKAS-eGFP, hPCSK3**%S386A)eGFP und
hGR-LBD-eGFPherstellenden Zellerin eGFPbeinhaltendef\bbayroduktbei ca. 3kkDa

auf (Abbildung 32b) Ein quantitativer Vergleich deMNolllangenBande und diese
Abbaubande ist bei immunologischen Nzhweis durchWestermBlotting leider nicht
maoglich, da die Spezifitdt des benutzten Antikérpers womdglich unterschiedlich ausfallt.
Inwiefern solche Abbauproduktedie Analyse der eGHFusimsprotein vermittelten

Fluoreszenhier storenbleibt demnachunklar.

4.2.1.2.2 Induziebare Expressionvon egfp-fusionierten Genen
4.2.1.2.2.1 eGFHrusionsproteine mit langem Linker (13 AS)

Bei induzierbarer Expressiodurch pER13abzw. pER13h (Y P-RustoRsprotein mit
GGRAGSAAGSGEH Linker) findet sich diePositivkontrolle tmHisFeGFP wie erwartet
uberwiegendn der l6slichen Zellfraktior{Abbildung 33b), was zu einer hohen lbresenz
des Cytoplamasfiihrt (Abbildung 33a,9. hPCSK$***%S386A)eGFP findet sich dagegen
hauptséachlichn der unléslicren Zellfraktion (Abbildung 3b) und die Zellen mit diesem
Protein zeigen demnach auckine niedrigere Fluoreszenz alshisk-egfp exprimierende
Zellen (Abbildung 33a),wobei vor allem die ZellPole (=inclusion bodies schwach
fluoreszieren(Abbildung 33c) hGR-LBD-eGFP und hKASeGFP werden ausschliel3lich
unléslich hergestellt (Abbildung 33b), sind also komplett in inclusion bodiesverpackt
(Abbildung 3c), was zu einenochgeringen Fluoreszenter Zellen fuhrt (Abbildung 3a).
Expression durch pER13a&ader pER13b zeigtein allen Fallen keine signifikanten
Unterschiede. DidJnterschiede zwischen den Fluoreszendenverschiedenen Konstrukte
konnten bei neu transformierten Kulturen stets reproduziert werBem.Absolutwerteder
Fluoreszendifferierten lediglich aufgrund deunterschiedliche taglichenKalibrierung des
MoFlo® Zytometers, weswegém Folgenderalle Analysen innerhalb eines gezeiglekCS-
Histogramms stets parallel aufgenommen wuréeische Transformatiomnon Zellen mitden
induzierbaren Vektoren steBomit sicher, dass stetsrgleichbard-luoreszenz erhalten wird
und keine Schwankungen wie bei pHCE13a (4.21) &uftreterkdnnen Zudem spiegelt sich
hier die unterschiliche Loslichkeit der Positivdntrolle tmHisFeGFP, der Negatiwdatrolle
hKAS-eGFP und der potentiellen Zielproteine hPC3R¥(S386A)eGFP und hGR.BD-
eGFP sehr gut in der Fluoreszenz der Expressionskulturewo wider. Aus diesen Grinden
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wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit nur noch pER13a und pER13bghts e

Fusionsvektoren benutzt.
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Abbildung 33: Analyse der induzierbaren Expression voregfp-fusionierten Genendurch pER13a.

Die Herstellungder verschiedenen eGHRisionsproteine erfolgte . coli BL21(DE3), 4 h bei 37°C.

a Analytische FACSHistogrammeder verschiedenen eGHPusionsproteine Es wuden jeweils 300.000
Ereignisse analysiertb WesteraBlot Detektion der eeugten eGFRFusionsproteine durch ArGFP
Antikorper. Die Bereiche mit den beobachteten bzw. erwarteten Banden deriimRsproteine sind durch
rot umrandete Rechtecke markiérmnHisFeGFP: 57kDa, hKASeGFP: 7kDa, hPCSKF**4S386A)eGFP:
74kDa,hGRLBD-eGFP: 56,%Da); P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: I6sliche Zellfraktiamyde extrack

¢ FluoreszenaMikroskopieder eGFPFusionsprotein herstellendezellen. Die Belichtungsdauer betrug 83
(tmHisFeGFP), 200ms (hKASeGFP) bzw. 306ns (hPCSK&**{(S386A}eGFP und hGRBD-eGFP).

Es muss allerdings erwdhnt werden, dass auch bei diesem Expressionssystem die eGFP
Fusionsproteine lautWesterrBlot Analyse zum Teil proteolytisch abgebaut werden
(Abbildung 3d). Inwieweit die Beurtdung der Proteinbslichkeitin vivo mit Hilfe der Zelt
Fluoreszenz durch diese Proteokys#falligkeit gestort wird, wird in4.2.1.2.2.2und 4.2.3

naher erlautert.

Die Analyse der potentiellen Zielproteime dieseminduzierbaren Expressionssystegigte,
hGRLBD-eGFP eine mit
hPCSK§*4(S386A)eGFPaufweisen hGRLBD-eGFPbesitztsomit ein groReres Potential

fur Verbesserungen hinsichtlich der erzeugten Fluoresgenivo, weswegen sich diese

dass Zellen mit niedrigere Fluoreszenz als Zellen

Proten besser fur die geplante gelenkte Evolution hohislichkeit und Stabilitat eignetls
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hPCSK§"**Y(S386A)eGFP Eine nahere Charakterisierung vditGRLBD-eGFP bzw.
dessen Optimierundurchgelenkte Evolutionwvird in 4.2.3 bzw4.3gezeigt

4.2.1.2.22 eGFP-Fusionsproteine mit kurzem Linker (3 AS)

Die in Abbildung 32b bzw. 33lokumentierteAnfalligkeit der eGFRFusionsproteia flr
proteolytischen Abbakdnnte die Analyse der Protedslichkeitin vivo storen, da l6sliche
eGFRbeinhaltendeAbbauprodukte zu einer hohen Hintergrufidoreszenz fuhren kénnten.
Um diese ArtefakQuelle auszuschlieRemwurde versucht den Proteaaeféalligen internen
Linker zu kirrzen

Die Eigenschaftervon tmHisFeGFP mit verkirztem Linker (GI8erGly) wurde nach
Transformation vonE. coli BL21(DE3) Zellen mit pER13a_GS&@mhisF (4.2.1.1) und
anschlieBender Genexpressidoei 37°C (3.28.1) durch Durchflusszytometrie (39.
analysiert wobei keindei Fluoreszenz der Zellermehr festgestellt werden konnte
(Abbildung 34).Die Fluoreszenza/on eGFPbildet sich demnach bei zu starkeerktirzung
des Linkersnicht mehr aus, daermutlich die korrekte Faltung von eGFP durch ein zu nah
fusioniertes Protein bemilert wird. Dieser verkirzte Linker stellt somit keinegpraktikable
Alternative zu demin pTNA13a, pHCE13a undpER13a bzw.pER13b kodierten
GGRAGSAAGSGEFLinker dar.
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Abbildung 34: Analytisches FACSHistogramm von tmHisF-eGFP(GSG).
Die Expression von thisF-egfp(GSG) erfolgte inE. coli BL21(DE3) fur 4 h bei 37°C. Es wurden 300.000
Ereignisseanalysiert Die Zellen zeigein charakteristisches Histogramm nid¢htoreszierender Zellen.

4.2.2 Exemplarische Anreicherung fluorszierender Zellen durch Durchflusszytometrie

Die Funktionsweisaind Effektivitatdes zur Sortierung fluoreszierender Zellen verwendeten
MoFlo® Zytometers wurde durch eine exemplarische Anreicherung getéstet.einer
Mischung unterschiedlicler Zellen solltehierbei ein im Unterschuss vorhandener Antai
stark fluoresziemnden Zellen angereichert werden. Hierzu wueite Uberschuss aB. coli

BL21(DE3) Zellen, welchd&kasegfp 4 h bei 37°C exprimierten(schwache Fluoreszenz) mit
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einem geringe Anteil an Zellen welche tnhisF-egfp 4 h bei 37°C exprimierten(starke
Fluoreszenz)versetzt Das ZeltGemischwurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie (3.2.9)
analysiertbzw. sortiert(Abbildung 35). Nach Festlegung eine3ortierBereichs (SBL) in
welchem sichlaut Kontrolledie Zellenmit tmHisFeGFPbefindensollten wurden diesan
zwei Runden angereichertin Rundel wurden 3,410" Zellen des Gemisches analysiert,
wobei ML0° (0,3%) Zellensortiert wurdenDiese Zellen wurden ohne erneute Anzucht direkt
nochmalssortiert. Bei diesemResortwurden von2,1110* analysierten ZellenlfL0* Zellen
sortiert deren Plasmideach Anzucht UN bei 37C in LBkar-Medium prapariert wrden
AnschlieRend wurde eine Retansformation vonE.coli BL21(DE3) Zellen mit dem
gewonnenerPlasmidGemischdurchgefihrt gefolgt von derExpression der angereicherten
egfp-Fusionsgene K bei 37°C. Die FACSAnalyse dieserAnreicherungl zeigte, dass
bereits35 % der Zellereine Fluoeszenzn SB-1 aufwiesen(Abbildung 35) DastmhisF-egfp
Fusionskonstrukt konnte demnach nach einerAnreicherungarnde bereits 116fach
angeeichertwerden
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Abbildung 35: Exemplarische Anreicherung stark fluoreszierenderZellen durch Durchflusszytometrie.
Die Herstellung der eGFPFusionsproteine erfolgten mit pER13aKonstrukten transformierterk. coli
BL21(DE3)Zellen 4 h bei 37°C nach Induktion mit je 0,5nM IPTG.

Weil3 hinterlegt: Zellen die ausschlieRlichhist-egfp exprimieren(Zellsuspension zeigieutliche Fluoreszenz
nach Anregung bei 302m) dienten als Kontrolle undur Festlegung des Sorti@ereichsSB-1.

Grau hinterlegt(von links oben nach rechts unterdus einer Mischungvon hkasegfp und tmhisF-egfp
exprimierendenZellen (Zellsuspensiorzeigt keine Fluoreszenmach Anregung bei 302m) wurden die Zellen
mit tmHisFeGFPangereichertAuf die Sortierung vorLA0° aus3,440" analysierterZellen (0,3%) folgte ein
Resortvon 10.000 aus 21.000 Zellgd6%). Diese Zellen wurdenuN bei 37°C in LB-Selektivmedium
angezogenworaufhin die enthaltenen Plasmide isotiaverden konntenBei der FACSAnalyse dieser so
erhaltenen Anreicherurigbefanden sich 3% der Zellen in SBL.
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Nach einer zweitesolchenAnreicherungainde befanden sich 88 der Zellen in SBL, was
einem Anreicherungsfaktor von 227 entspricht (Abbildung 36). Einige dieser Zellen wurden
mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit auf LBelektivagarplatten vereinzelt. Da die Expression
von tmhisk durch pER13a_timsF auch ohne Induktion schwach erfolgt und zu einer starken
Fluoreszenz fuhrt (Dr. Jorg Claren, miundliche Mitteilung), konnteh Hilfe einer U\-
Lampe (Anregung mit 30@m) alle so sortierten Zellemlirekt als mit pER13a_tmsF

transformerte Klone identifiziert werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Zweite Runde der exemplarischen Anreicherung.

Nach Wiederholung des .29 beschriebenen und ibbildung 35 gezeigten Vorgehens wurde Anreicherung
2 erhalten Hier befinden sich nun bereits 68 aller Zellen in SBL. Auf LB-Selektivagarplatten ereinzelte
Zellen aus SB1 von Anreicherung 2zeigen nach Anregundbei 302nm deutliche Fluoreszenz, woraus
geschlossen werden kanthass es sich bei allen vereinzeltellen ummit pER13a_trhisF und nicht mit
pER13a_kastransformierte Klone handelDie gewiinschténreicherungdes tnhisF-egfp Fusionskonstrukts
war somiterfolgreich

Die in 3.29 erlauterte und hier néher vorgestellte Durchflusszytometrie ist demnach sehr
effektiv. Bereits nach wenigen Runden kann eine starke Anreicherung und Isolierung der
gewilnschten Zellebzw. gfp-Fusionskonstrukterfolgen, wobei eine sehr hohe Anzahl an
Zellen (10-10%) innerhalb kurzer Zeit (bei 10000 epsa. 20i 200min) analysiert werden
kann. Diese Methode kann somit zum HochdurchSateeningegfp-fusionierter Genbanken

bei dergelenkten Evolutiorvon Proteinen hin zunoher Loslichkeit undStabilitat (siehe

3.28.1, 4.3) angewendet werden.

4.23 Nahere Charakterisierung vonhGR-LBD -eGFP

hGR-LBD bietetals Zielprotein fur die geplante gakte Evolution hoher Proteidslichkeit
einige Vorteile Zum Einen kdnnen diBedingungerfir die Herstellung vorhGR-LBD in
E.coli durch Zugabe des stabilisierenddrGR-Liganden Dexamethasorfsiehe 17,
Abbildung 8) variiert werden wodurch der Selektionsdruck bei der gelenkten Evolution
unterschiedlich justiemwerden lann Zum Anderen existiert bereits eine optarie hGRLBD
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Variante (hGRLBD(F602S); Bledsoeet al, 2002) die bei den foepden Experimenten als
Positivkontrolle benutzt werderkann. Bisher gelang dieHerstellungvon hGRLBD im
l6slichen Zellextrakt vonE.coli nur unter folgenden BedingungenMutation von
Phenylalanin 602 zu Serin (Bledset al, 2002) oder Tyrosin (Biggadiket al, 2008),
Fusion an dieGlutathionS-Transferaseund Inkubation der exprimierenden Zellelpei
niedrigen Temperaturan Anwesenheitvon Dexanethason

Um die Auswirkungder F602S Mutation auf hGRBD-eGFP zuuntersuchen wurde
ausgehend von pER13igr-lbd-egfp bzw. hgr-lbd(F602S)egfp (Konstrukte wurdervon Dr.
Ralf Thoma zur Verfugung gestellt) unter verschiedenen Bedingundercoli BL21(DES3)
exprimiert (3.28.1). Die Fluoreszenz der Expressionskulturen wurde mit Hilfe von
Durchflusszytometrie (3.92) analysiert. Nach Expression bei 3D in Anwesenheit von
Dexamethason zeign Zellen mit hGR-LBD(F602S}YeGFP eine hohere Fluoreszenz als
Zellen mit hGR-LBD-eGFP (Abbildug 37a). Dies ist bei 37C ohne Zugabe von
Dexamethasornn geringerem Mal3e ebenfalteer Fall (Abbildung37b). Die durch F602S
induzierte verbesserte Ldslichkeion hGRLBD kann demnachmit Hilfe von eGFP als
Reporterin vivo dargestellt werderDie in Abbildung 32b bzw. 33lbeobachtetd’rotease
Anfalligkeit der eGFPFFusionsproteinestort hier somit offensichtlich nictdie Beurteilung
der Menge an l6slichem Proteim vivo Uber die Analyse derZell-Fluoreszenz.Neue
Mutationen in hGRLBD die zu einer vebesseten loslichen Produktiordes Proteingn

E. coli fihren,solltenalsomit Hilfe von eGFPals Reporteridentifiziert werderkénnen

21748 15199
hGR-LBD +Dexamethason hGR-LBD -Dexamethason
hGR-LBD(F602S) 30°C - hGR-LBD(F602S \ 37°C
16311 11399
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Abbildung 37: Analytische FACSHistogramme von Zellen mit eGFRfusioniertem hGR-LBD (schwarz)
und hGR-LBD(F602S) (griin).

Es wurden je 300.000 Ereignissealysiert

a Die Expressionder gyfp-fusionierten Gene erfolgtim E. coli BL21(DE3), 6 h bei 3 °C nach Zgabe von
0,5mM IPTG und500uM Dexamethasan

b Die Expressionder gfp-fusionierten Gene erfolgt® E. coli BL21(DE3), 4 h bei 37°C nach Zugabe von
0,5mM IPTG ohne Dexamethason.
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Aufgrund der Ergebnisse dieser Vorarbeisatl nunim Folgendendie gelenkte Evolution
von hGRLBD unter beiden genannten Bedingungéarchgefuhrtwerden (4.3). Beim
Screeningunter moderaten Bedingung€0 °C in Anwesenheit von Dexamethaddnnten
hGR-LBD Varianten gefunden werden, dieine ahnliche Verbesserung wie hGR
LBD(F602S) zeigen unaveitethin abhangigsind von der Anwesnheit des LiganderBeim
Screeningunter strengeren Bedingung€B7 °C ohne Dexamethasprkonnten hGRLBD
Varianten gefunden werden, dene starkereVerbessamg zeigenund unabhangig vom

Liganden l6slichn E. coli hergestelliverden kénnen

4.3 Erh6hung der Loslichkeit und der Stabilitat vonhGR-LBD durch
gelenkte Evolutionmit Hilfe von eGFP alsReporter

Wie in 4.2 gezeigt wurde, karsichdie Loslichkeit eines Proteins vivo in der Fluoreszenz
eines CGterminal fusionierten eGF® widerspiegeln Wie bereits in anderen Arbeiten
beschriebenRedelaccet al, 2002;Yang et al, 2002; Yanget al, 2003)soll nunmit Hilfe
dieses Reportersystentie Loslichkeit und Stabilitat eines unldslichen Proteins durch
Zufallsmutagenese gefolgt v@treeningnachverbesserten VariantdnAg el enkt e Ev ol
so weit erhoht werde dass weitergehende biophysikalische Untersuchungen (z.B.
Rontgenkristallstrukturanalyse) si€®roteiis ermoglicht bzw. vereinfacht werdeBei dieser
Methode der Proteitabilisierung weden vom Zielprotein keinelei strukturelle Daten
bendtigt. Dartber hinaus muss fur d&geeningVerfahren auch keine spezifische Aktivitét
beim Zielprotein vorhanden seinveshalb diese Method@ir alle denkbaren Polypeptide
anwendbarst.

Aufgrund der in4.2 gezeigten Vorarbeiten wurde beschlodsenderDurchfiihrung diesen
VerfahrenspER13a bzw. pER13b algyfp-Expressiongektoren, Durchflusszytometrie als
HochdurchsatScreeningverfalren und hGRLBD als Zielprotein zu benutzen.Durch
Zufallmutagenes@n vitro mittels error pronePCR €pPCR) sollteein hgr-lbd Genepertoire
erzeugt und mit gfp in pER13b fusioniert werden. Nach Transformation eiesoli
Expressionsstamms mit dem PlastRigpertoire sollten dann stark fluoreszierende Zellen mit
Hilfe des MoFI& Zytometers angereichert werddsiach Abtrennung von eGFP sollten die
angereicherten hGRBD Varianten gereinigt, beztglich ihrer Stabilitdt und L&slichkeit
untersucht und der Einflul3 einzelner Mutationen analysiert wérdgrnldung 38).
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Abbildung 38: Strategie zur Erhdhung der Loslichkeit und Stabilitdit von hGR-LBD durch gelenkte

Evolution.

Durch Zufallsmutagense viarror prone PCR und Fusion von dgn-lbd mit egfp werden Igr-lbd-egfp
Fusionskonstrukte hergestellt, die igriibd randomisiert sind. Nach Transformation &ncoli BL21(DE3) mit
dem PlasmieRepertoire werden die Fusionsgene exprimiert, was Sa®eningauf hohe Fluoreszenz
ermdglicht. Es werden nur solche Zellen angdreit,die eine I6sliche hGRBD-eGFPVarianteherstellen Die
hGR-LBD Varianten werden anschlieRend mit und ohne eGFP weiter charaktengii die erttaltenen
Mutationen auch vereinzelt untersuglgrden.
Aufnahme des MoFfdZytometrs aushttp://citometria.blogspot.com/2007_04_01_archive.html

4.3.1 Herstellung vonhgr-lbd Genbanken in pER13b

Um eine hohe Diversitat arghlbd Mutantenscreenerzu kénnen, wurden zweerschiedene
Genbanken in pER13b hergesté€Bt3.9) wobei jeweils das komplettegr-lbd Gen durch

epPCR randomisiert wurde (3.3.3.3Beide Genbankensollten eine unterschiedlie

Mutationsfrequenz aufweisen, um gleichzelti@R-LBD Varianten mit waigenund vielen

Aminosaureaustischen untersuchen zu konnen. Hierfur wurden zweterschiedliche
epPCRProtokolle verwendet(bei Genbankl bzw. 2: egPCR1 bzw. -2, siehe3.3.3.3).In
beiden Fallen wurde das Genrepertoire mit Hilfe\dsdtorspezifischerima5 6 p ER 1 3
dem Tgelbdp |amplifiziertp URI1L 3ider h die
RestriktionsschnittstellerNdd und Notl in pER13b eingefugt Die Praparationen von

360pER13

aus

und

GenbankL bzw. 2, die nach dem in 3.3.9 beschriebenen Protokoll hergestellt wurden,

enthielten3,080° bzw. 1,210° Kolonien auf je 40groRenLB-Selektivagarplatterolonie-

PCR @.3.2 von je 20 Klonerergal) dass die Ligationseffizienz bei 100 bzw. 95% lag.
Daraus errechmesich GenbankGréRe von 3,080° (Genbankl) bzw. 1,10° (Genbank2)

unabhangige Vararten. Zur Bestimmung der Anzahl und Verteilung der Mutationen wurden

jeweils zehn Klone vollstandig sequenziert und mit dgrlbd Ausganssequenz verglichen

(Tabelle9).


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

Es wurden jeweils 10 Klone sequenzidrs: Transitionen, Tv: Transversionen. Bei einem Klon in Gentzank
wurde zusatzlich eine Deletion festtgk.

hgr-lbd Genbank 1 hgr-lbd Genbank 2

Transitionen 73,2% 45,5%
TY C 22,1% 27,3%
CYT 8,1% 0,0%
A YG 40,7% 9,1%
GY A 2,3% 9,1%
Transversionen 26,8% 54,5%
AY T 10,5% 18,1%
TY A 5,8% 27,3%
GY T 2,3% 0,0%
TY G 1,2% 0,0%
AY C 2,3% 0,0%
CY A 3,5% 9,1%
GY C 0,0% 0,0%
CY 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 gewlinscht eine unterschiedlich starke Mutationsfrequenz
von 7,2 @-13) bzw. 1,8 (13) Mutationen pro Sequengei beiden Genbanken Uberwiegen die
AT-Austausche im Mgleich zu GCAustausben, wasbei der verwendeten Mng&l
induziertenepPCRdie Regel is{Vanherckeet al, 20(). Das Verhéltnis von Trai®nenzu
Transversionen ist bei Genlkad ausgeglichenTs/Tv: 0,9, wahrend Genbark einen
Uberschuss an Transition€hs/Tv: 2,7)zeigt.

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Aminoséure ausgetda wird, betragt an Position eins
eines Codons 9%, an Positiorzwei 99 % und an Positiodrei 32 %. Durchschnittlich ergibt
dies eine Wahrscheinlichkeit von 9§ dass ein Basenaustausch dewmstausch einer
Aminosaure zur Folge hat. Das bedeutet, dass miv@doew. 1,8Nukleotidaustauschen pro
Gen in derhgr-Ibd Genbankl bzw. 2im Durchschnitt5,4 bzw. 1,3Aminoséaur@austausche

erzeugt wirden.
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4.3.2Screeningder Genbanken
4.3.2.1Saeeningbei 37°C in Abwesenheit eines Liganden

Die in 4.3.1 hergestlten Igr-lbd Genbanken wurderbei 37°C in Abwesenheiteines
Ligandennachverbesserte Varianten durchsucht. Hierzu wurd&ncoli BL21(DE3) Zellen

wie in 3.28.1 beschriebemit den hgr-lbd Genbanken transformiert urahgezogenwobei
die Expression unter den genannten Bedingungé&n0,5mM IPTG induziert wurdeDie

Anzahl der mit Genbank bzw. 2 transformiertennd angeimpfterZellen betrug4,440

bzw. 3,740’ und iberstieg damitiel GréRRe der Genbank 3,040°) bzw. 2 (1,140°) um den
Faktor147 bzw. 28.

Die die Genbankerl und 2exprimierenden Zellenwurden gemischt undnschliel3endiurch
Durchflusszytometrie (3.9) analysiert und sortiert. Analytische FAG8stogrammevon

Zellen mit denhGR-LBD Bankenund Zellen mit hGRLBD Wildtyp (jeweils fusioniert an
eGFP)zeigen, dassid Mehrzahl der in deBanken enthaltenenGR-LBD Variantenunter
den angelegten Bedingungeru einer niedrigeren Fluoreszeriizhren 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 Expressionbei 37°C ohne Zugabe eines Liganden

Die Expressiorder gyfp-fusionierten Genaus pER13lerfolgte jeweils irE. coli BL21(DE3), fiir 4 h bei 37°C.
Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Die einzelnen SBereiche der Versuchsreihe | ($Bbzw. der
Anreicherungsundenvon Versuchsreihe |l (SH1-7) sind durch Klammern markiert.

Zellen mitléslicheren Variantensollten starker fluoreszieren als Zellen, daes avldtypische
Protein herstellen weshalb diese schrittweise mittels Durchflusszytometrie (3).
angereichertwurden. Hiefir wurden zwei verschiedene Versuchsreih@mgesetzt In
Versuchsreihé wurden insgesamt drei Anreicherungsrunden bei konstahem Sortier
Bereich (SBI, FL1: 4A0%i 940%) durchgefiihrt (Abbildung39, Tabelle 10). Bei

Versichsreihell wurden sieben Anreicherungsrunden durchgefihrt, wobenachst von
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einem relativ niedrigerSortierBereich ausgegangen wurdéSB-111, FL1: 14077 4409,
welcher dann schrittweise erhdht wurde (Abbildur@®, Tabelle10). Der SortierBereich
wurde hierbei stets so gewahlt, dass bei jeder RundeOdi®,5% hellsten Zella
angereichert wurden (Tabellel0). In beiden Versuchsreihen wurdebei jeder
Anreicherungsarnde (SortierungResort siehe Abbildung 353ie sortierten Zellenn 5 ml
LB-Medium aufgefangerund anschlieRendiber Nacht bei 37C in 50 ml LBkar-Medium
angezoger{3.2.9) Darauskonntedie PlasmidDNA préapariertwerden(3.3.7.1) welchezur
Transformation frisch hergestellterelektrdkompetenter E.coli BL21(DE3) Zellen
(3.2.4B.2.6) benutztwurde. So konntelie Expression desoebersortierten Variantewieder
induziert werder(3.28.1) und dienachste Anreicherusgundedurchgefihrt weden (3.29).
Die Anzahl der mit den Anreicherungen transformierten Zellen wusteés Uber die
Ausplattierung von Verdinnungsreihen aufiRAgarplatten bestimm(3.2.8.1) Es wurde
so sichergestdt, dass die Anzahl der Transformanten die Anzahl an zuvor sortierten Zellen
immer mindestens um den Faktor zehn Ulbegsind somit alle sortierten Varianten in die
nachste Anreicherungsrunde Uberfihrt wurdém. TabellelO sind die Ergebnisse der

Anreicherungsrunden von Verswsogihel und Il zusammengefasst.

Tabelle 10: FACS-Anreicherungen von hgr-lbd Genbank 1+2 exprimierenden E. coli BL21(DE3) Zellen

bei 37°C ohneZugabe eines Liganden

GB: Genbank, A: Anreicherung, SB: SortiBereich.In Versuchsreihe | wurden aufgrund des hohen Sertier

Bereichs so weni@Zellen sortiert, dass keiResortmoglich war. Bei Versuchsreiiekonnte stets eifResort

durchgefiihrt werdenBei Versuchsreihe 1l wale bei denAnreicherungenA3-A7 der vorhandene Anteil an

Klonen mit korrektem pER13bhgr-lbd Plasmid Uber KolonieeP CR  mi t den Pri mggR\3 56pER1
bestimmt(Amplifikationsprodukt ~1100bp).

Sortierung Resort
Analysierte Sortier-  analysierte sortierte analysierte sortierte resultierende positiy
Probe Bereich  Ereignisse Ereignisse Ereignisse Ereignisse Praparation (Kslg%e-
Versuchsreihe |
GB1+2 SB-I 1,046 3,2*10% (0,03%) - - Al
Al SB-I 1,2¢16®  8,2*10° (0,006%) - - A2
A2 SB-I 8,0:10'  4,0*10" (0,04%) - - A3
Versuchsreihe I
GB1+2 SB-II1 6,310  3,5*10°(5,5%)  3,6*10°  2,2*10° (61,1%) Al
Al SB-lI2 2,7%10 1,0¢10° (3,7%) 1,01  4,1*10° (41,0%) A2
A2 SB-113 42*100 1,2710° (2,9%) 1,171  6,9*10° (62,7%) A3 10/10 (100%
A3 SB-114 1,006  1,2¢10°(1,2%)  1,1*10°  3,2*10° (29,1%) A4 10/10 (100%
Ad SB-II5 1,3*10° 1,070 (0,8%)  9,1¥10°  3,4*10° (37,4%) A5 9/10 (90%)
A5 SB-116 1,321  6,5*10°(0,5%) 6,6*10C°  1,9*10° (28,8%) A6 20/20 (100%

A6 SB-1I7 1,001  4,6*10°(0,5%)  4,6*10C°  1,2*10° (26,1%) A7 20/20 (100%
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Bei Versuchsreihé konnte aufgrund der geringen Anzahl an sortierten Zellen l@sort
durchgefuhrt werden. Die sortierten Zellen wurden deshalb stets direkt -ledBim
aufgefangen, in LESelektivmedium angeimpft und UN bei 3Z neu angezogen, waufhin
die enthaltende PlasmdNA prapariert werden konnte (3.3.7.1).

Die FACSAnalyse der so gewonnenen Anreicherungen zeigtlgss keine stark
fluoreszierende Zellen erhalten worden sindAbbildung 40). Ein zu Beginn zu hoch
gewahlter SortieBereich, in dem sich unter 0% der Gabank exprimierenden Zellen

befinden fuhrt demnachzu keinem Erfolg
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Abbildung 40: Sortierung bei 37°C ohne Zugabe eines LigandenAnalytisches FACSHistogramm der
Anreicherungsrunde 3 der Versuchsreihe 1.

Die Expression erfolgte jeweils iR. coli BL21(DES3), fur 4 h bei 37°C. Es wurden je 300.000 Ereignisse
analysiert. Die Zellen in Anreicherung 3 zeigen keine Fluoreszenz.

Bei der Versuchsreihié fihrten die grof3ziigigergewahltenSortierBereiche(0,55,5% der

hellsten Zellenyu eineg bessera Anreicherungstark fluoreszierendeZellen (Abbildung 4).

Bei diesem Vorgehen wurdezudemin jeder Rundesehr viel mehr Zellen aussortiert im
Vergleich zu Versuchsreineweswegerstetsohne erneute Anzucht direkt nochmals sortiert
werden IResofnt,e Was die Qualit?2t Diddanaysddes| es e
retransformierten Anreicherungen zeigte allerdings, dass in allen Anreicherungen neben den
starker fluoreszienden Zellen auch sehr viele nicHtuoreszieende Zellen auftreten
(Abbildung 41)
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Abbildung 41. Sortierung bei 37°C ohne Zugabe eines LigandenAnalytisches FACSHistogramm der
Anreicherungsrunden 1, 5 und 6 der Versuchsreihe 1.

Die Expression erfolgte jeweils ik&. coli BL21(DE3), fur 4 h bei 37°C. Es wurden je 300.000 Ereignisse
analysiert. Das Inlet zeigt détesortnachder Sortierungvon Anreicherung 6 (A6), welcheur Anreicherung 7
(A7) flhrte. Das Maximum des Peaks vdmreicherung 6 ist in beiden Histogrammen als gestrichelte Linie
markiert.

Bei Versuchsreihd wurden ab Anreicherungsrund® mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit
(3.29) im Zuge desResors einzelne Klone auf LR-Agarplatten sortiert und nach
Inkubation bei 37C tber Nacht mittels KoloniPCR (3.3.2)mit den vektorspezifischen und
hgr-lbd-f | anki er en dpERL3 uhd3igERA 3 untersbicht. Hierbei sollte Uberprift
werden, ob die sortierten Klone das korrekte pERRBIsmid mit dem eingeségn hgr-Ibd
Volllangenfragment béizen. Bei friheren Arbeiten wurde beobachtet, dass beim
Screeningnach stabilisierten Zielproteiavianten mit Hilfe vonC-terminal fusionierten
Reportproteinenzum Verlust des Zielgens im Vektor kommen kann, aufgrund von
Rekombinationsereignisseder Klonierungsartefakie(Seitz, 2006) Dadurch wird nur das
wildtypische Reporterproteinergestelliund ein starkes falsch positives Signal $Tresning
erzeugt. Die war bei den sortierten Zellen der Versuchsrdineht der Fal] da907 100%
aller untersuchten Zellen bei der Kolol€R das korrekte Amplifikationsprodukt
(~1100bp) zeigten(Tabelle10). Sequenzierung von jeweils 5 Klonen der Anreicherungen 4
7 der VersuchsreihB® zeigte jedoch, dass alleortierten Klone einen pER13b_dgr-lbd
Vektor besitzen, in welchem disgr-lbd Sequenz eine Deletioder Position 199 aufwets
(hgr-Ibd_del, Abbildung 42) Diese Deletion fuhrt zu einer Verschiebung des Letssa
welche 22 Basen spateru einem neuenStoppCodonfilhrt. Es handelt sich also belien
angereichertendr-lbd-egfp Variantenum falsch positiveMutanten welche eine inkorrekte

Expressiondes gyfp-fusionierten hgr-lbd Gers zur Folge habenwahrscheinlich fuhrt der
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TranslationsAbbruchin hgr-lbd zum Teilzu einem neuen Translationsstant verschiedenen
Stellenstromabwarts des neuen Stoppcodons. Dies wzuwd@&ranslationvon eGFPflhren,
welchesN-terminal mit unterschiedlich kwzen Teilen von hGRLBD fusioniert ist. Diese
kleinen Fusionspartner storen die e@rtung wenig und es kommt zu hoher Fesaenz
aufgrundvon I6slichem, nahezu wildtypischem eGHBies ist wohl nicht beiallen Zellen,
welche mit pER13bhgr-Ibd_delegfp transformiert sind, der Fallyasdurch diehohe Anzahl

an nichtfluoreszierenden Zellen bei der Analyse der retransformierten Anreicherungen
(Abbildung 41) deutlictwird.

200 210 220
b b b
hgr - Ibd 56.TTTC AGRAACTTACACCTGGATGACAATGACCC..546bp..e gfp .-3 6
hgr - Ibd _del 56.TTTC AGGACTTACACOGARTGACRAATGACCC. 546bp..e gfp .-3 6
Deletion Stopp

Abbildung 42: Quelle falsch positiver Klone beim Screeningbei 37°C ohne Zugabe eines Liganden
Sequenzausschnitt desdr-Ibd-Gens von Base 192 bis 226.

Der Leserahmen ist durch Unterstreichungen markiertgtdtdd_del wird durch die Bsendeletion an Position
199 eine Verschiebung des Leserasters induziert, die zu einem neuegtd@Codon nach Base 220 flhrt.

Es konnten somit unter den angelegt&edingungen (Expression bei 3Z ohne
Dexamethason) keine verbesserte@R-LBD Varianten angereichert werdeBa in der
Literatur bereits bachrieben wurde, dagsneniedrigeExpressionstemperatund die Zugabe
des stabilisierenden Liganden Dexamethason Ldislichkeit von hGRLBD in E. coli

erhoken kann (Bledsoe et al, 2002) solte das Screening unter solch moderateren
Bedingungen (30C in Anwesenheit von Dexamethason) erfolgen, uvod moglicheweise

verbesserte Varianterheridentifiziert werden konnen.

4.3.22 Screeningbei 3 °C in Anwesenheitvon Dexamethason

Die in 4.3.1 hergestelltengn-Ibd Genbanken wurden bei 3€ in Anwesenheivon 500uM
Dexamethason nach verbesserten Varianten durchsucht. Hierzu waircien BL21(DE3)
Zellen wie in 3.28.1 beschrieben mit derghlbd Genbanken transformiert und angezogen,
wobei die Expressionnterden genannten Bedingungemt 0,5mM IPTG induziert wurde
Die Anzahl der mit Genbark bzw. 2 transformiertennd angeimpfteZellen betrug jeweils
2,040, und Uberstieg damit die GroRerdsenbankl (3,040°) bzw. 2 (1,140°) um den
Faktor 67 bzw. 18
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Die die Genbanken 1 und 2 exprimierend&ellen wurden gemischt urahschlieRendhittels
Durchflusszytometrie (3.9) analysiert und sortiertAnalytische FACSHistogramme von
Zellen mit d&en hGRLBD Banken und Zellen mit hGRRBD Wildtyp (jeweils fusioniert an
eGFP) zeigendass in derBankenviele Variarien enthalten sind, die zu einer deutlich
niedrigeren Fluoreszeridhren Daneben zeigt der Hauptpeak Gambankerexprimierenda
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 Expressionbei 30°C in Anwesenheit von Dexamethason.

Die Expressiorder egfp-fusionierten Genaus pER13erfolgte jeweils irE. coli BL21(DE3), fir 6 h bei 30°C
in Anwesenheitvon 500uM Dexamethason. Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Die Batache
der eirzelnen Anreicherungsrunden (SB1sind durch Klammern markiert.

Die starker fluoreszierenden Zellen wurden wieder schrittweise mittels Durchflusszytometrie
(3.29) angereichert. Insgesamt wurden acht Anreicherungsrunden durchgefihrt, wobei der
gewahlteSortierBereich ahnlich zu Versusteihell in 4.3.2.1zu Beginn nah am Hauptpeak

der Genbanken angelegt wurde (SB1 FL1: 3,540°1 7,000°. Nach drei
Anreicherungsrunden, bei denen der Anteilira$B1-3 befindlichenZellen deutlichanstieg
(3,8%Y 17,5%), wurde der SortieBereich von Anreicherungsrunde zu
Anreicherungsrunde schrittweisghoht wobei bei jeder Runde died% hellsten Zellen
sortiert wurden (Abbildung 43, Tabelle 1). Nach jederAnreicherungsrundeSprtierung
+Resort siehe Albildung 35)wurdendie sortierten Zellen Gber Nacht bei 37 in 50 ml
LBkan-Medium angezoge(B.2.9) Nach der Praparation d&asmidDNA (3.3.7.1)wurden

frisch hergestellte elekdkompetenteE. coli BL21(DE3) Zellen(3.2.4 damit transformiert

(3.2.6).So konnte dieExpression desoebensortierten Variantenviederinduziert(3.28.1)
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und die nachste Anreicherungsrundierchgefthrt werder3.29). Die Anzahl der mit den
Anreicherungen transformierten Zellen wurdstets uUber die Ausplattierung von
Verdimungsreihen auf LB-Agarplatten bestimm(3.2.8.1) In allen Fallen Gberstiedie

Anzahl der Transformanten die Anzahl an zuvor sortierten Zellen mindestens um den Faktor
zehn Damit wurde sichergestellt, dasalle sortierten Varianten in die nachste
Anreicherungsrunde  Uberfuhrt wurdenln Tabellell sind die Ergebnisse der

Anreicherungsrunden-8 zusammengefasst.

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

GB: Genbank, A: Anreicherung, SB: Sortigereich.Es konnte stets elResortdurchgefiihrt werden. Der in den
AnreicherungenA3-A8 vorhandene Anteil an Klonen mit korrektem pER13ir-lvd Plasmid wurde Gber
KoloniePCR mit den Pr i mERL13bedninp(Aniplfigationsprdduks €1100p).

Sortierung Resort
Analysierte  Sortier- analysierte sortierte analysierte sortierte resultierende positiy
Probe Bereich  Ereignisse Ereignisse Ereignisse Ereignisse Praparation (nggl)e_
GB1+2 SB1-3 5,040  1,9410°(3,8%) 1,810° 9,2*10° (51,1%) Al -
Al SB1-3 5,00  3,0:10°(6,0%) 3,4*10°  1,5%10° (44,1%) A2 -
A2 SB1-3 2,010 3,5 (17,5%) 3,5%10°  2,2*10° (62,9%) A3 8/10 (80%)
A3 SB4 1,016 3,3*10°(3,3%)  3,510°  2,2*10° (62,9%) A4 10/10 (100%,
Ad SB5 1,018 1,970 (1,9%) 1,910°  8,8*10° (46,3%) A5 18/20 (90%)
A5 SB6 1,271 2,6710° (2,2%) 3,1710°  1,2*10° (38,7%) A6 10/10 (100%
A6 SB7 3,7¢100 1,041 (2,7%)  9,5*10°  4,9*10° (51,6%) A7 1/80 (1,2%)
A7 SB8 7,00000  1,3*10°(1,9%) 1,3*10°  4,4*10° (33,8%) A8 0/1000 (0%)

Die Anreicherung stark fluoreszierender Zellen bef@0n Anwesenheit von Dexamethason
erbrachte sehr viel homogenere Zetipulatimen als dies bei der Anreicherung bei°g7
ohne liganden der Fall war4(3.2.1). So zeite die Analyse der retransformierten
Anreicherungen stets ein  homogenes zu hoherer Fluoreszenz verschobenes -FACS
Histogramm (Abbildung 44). Bei allen Anreicherungen éten so gut wie keine nicht

fluoreszierenden Zelleauf.
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Abbildung 44: Sortierung bei 30°C in Anwesenheit von DexamethasorAnalytischesFACS-Histogramm
der Anreicherungsrunden 1, 2, 6 und 7.

Die Expressionerfolgte jeweils inE.coli BL21(DE3), fur 6 h bei 30°C in Anwesenheitvon 500uM
Dexamethason. Es wurden je 300.000 Ereignisse analysiert. Das Inlet zeRRgstwtnach der Sortierungon
Anreicherung 7 (A7), welcliezur Anreicherung 8 (A8) fuhrte. BaVlaximum des Peaks von Anreicherung 7 ist
in beiden Histogrammen als gestrichelte Linie markiert.

Mit Hilfe der Cyclone Sortiereinheit (39. wurdenbei jeder Anreicherungsrunden Zuge
desResors einzelne Klone auf LR,-Agarplatten sortiert und nad¢hkubation bei 37C Uber
Nacht mittels KoloniePCR (3.3.2) mit den vektorspezifischen urgt-tbd - flankierenden
Pri mern 50 pERRIUtersuchi] woBuéch despER13bPlasmidinseriertehgr-

Ibd Volllangenfragment detektiert werden sollte. Bisschliel3lichAnreicherung 6 zeigten
907 100% aller analysierten Klone das korrekte AmplifikationsproduKkalfelle 1). Bei
Anreicherung 7 wadagegemur noch einer von 80 analysierten Klormositiv (1,2%). Bei
Anreicherung 8 wurden 1000 Klone analysi®on denen keiner ein positivBesultat zeigte
(Tabelle 11, Abbildung 45)Bei Anreicherungen in einem zu hohen FluoresZgemich
scheinen sich demnach Artefakte mit verkirztegr-lod Anteil zu akkumulieren. Die
Sequenzierung einiger dieser Kolof€R - negativen Klone bestatigte, dass bei den dort
vorhandenen pER13bghlbd -Plasmiden die dr-lbd Sequenz komplett oder zum Teil
(verkirzt auf 3250bp) verloren ging, wodurch bei der Expression maximal nur ein kleiner
Teil von hGRLBD N-terminal an eGP fusioniertvorlag Diese kleinen Fusionspartner
storen die eGHFaltung offensichtlich nicht wesentlich, weswegen es zu hoher Fluoreszenz
kommt, was zu einem starken falsch positiven Signabareningfuhrt. Solche verkirzten
Artefakte beimScreeningstabilisierter Proteinarianten mit Hilfe von @erminal fusionierten
Reportproteinen wurden bereits in friheren Arbeiten (Seitz, 2006) beobachtentstehen
womoglichdurch Rekombinationsereignisse oder Klonierungsartefaldben der in 4.3.2.1

beobachteten Leserastéerschiebung durch neu eingeflihrte Stoppcodone stellen somit
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solche verkiurzten Vektehrtefakte eine zweite Quelle fur falsch positive Varianten beim
Screeninglar.

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 beimScreeningbei 30°C in Anwesenheit von Dexamethason.
Ergebnis analytischer KoloniePCR von je 10 Klonen aus Anreicherung 5 bzw. 8 (Bbiges Agarosegel).

M: DNA-L2 ngenstandar d kb( Busn(MB uREBVMERTAS). Die erwtete GroRe des
Amplifikationsproduktes durch die Pr i mgribdkodspuktR 13 /
als Templat liegt bei 1108p. Bei Anreicherung 5 bzw. 8 zeigen @0bzw. 0% der analysierten Klone dieses
Ergebnis. Die negativen Klenzeigen ein verkirztes Amplifikationsprodukt, was auf teitweisen oder
vollstandigenVerlust des pr-lbd Inserts aus dem Vektor hindeut&equenzierung einiger negativen Klone
zeigte, dass nur nochZ50bp von fgr-lbd (774bp) sromaufwarts vongépin pER13b vorhandewaren

Bei derSequenzierung der multiplen Klonierungsstelle des pERI8HbH Plasmids der 18
Kolonie-PCR- positiven Klone ausAnreicherung 5 und des @n positiven Klons aus
Anreicherung 7wurden vier unterschiedlichejntakte hgr-lbd-egfp Varianten identifiziert
(A5-1- A5-4) (Tabelle 2; Nukleotidsequenzen: siehe Anhang)/wobei die Variante A3

am haufigsten gefunden wurded(19Klone). Die vier Variantertragen8-11 Nukleotid bzw.

5-9 Aminosaurenaustausche (Tabell®.1Sie missen demnach aus deyritbd Genbank 1
stammen, da dort eine hohe Mutationsfrequenz eingesteiiie (sieche Tabelle 9). Dies
deutet darauf hin, dass Varianten aus Bank 2 mit wenigen Austauschen zu keiner erh6hten
Fluoreszenz fihrtenDieses Ergebsi reint sich in die bereits mehrfach in der Literatur
beschriebene Beobachtung ein, dassbesserte Proteiavianten in Banken mit erhdhter
Mutationsfrequenz vermehgefunden werden kénn¢daccolo& Gherardi, 1999; Daugherty

et al, 200Q. Dies wird dant erklart, dass von Genbanken mit einer niedrigen
Mutationsfrequenz nur wenige unterschiedliche Polypeptidsequenzen kodiert werden,
wodurch die tatsédchliche BattkroRe stark eingeschrankt wir@rgmmondet al, 20095.
Einerseits weist Genbank 1 auf Germab&eniger unabhangige Varianten auf als Genbank 2
(3,040° vs. 1,140°). Andererseits werdeallerdingsvon Genbank 1, aufgrund der héheren
Mutationsfrequenz (7,2 vs. 1,8 Autausche/Gen), mehr einzigartige Polypeptidsequenzen
kodiert. Somit ist in Bank 1 eine erhohte Diversitat von H@E® vorhanden, wodurchlie

Identifikation vonverbesserteVariantenehermaoglich wird
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Tabelle 120 Screeningbei 30°C in Anwesenheit vonDexamethason.lsolierte hGR-LBD Varianten aus

Anreicherung 5, 7 und 8.

Insgesamt wurden 18ortierteKlone aus Anreicherung, &ind ein sortierterKlon aus Anreichamg 7, jeweils

mit vollstandigem br-lbd Insert, sequenziert. Die Variante ABurde durch OFPCR mit dengr-Pr i mer n
lod. OE1 u grdbd GEL hus Anreicherung 8 erhalten. Dauch in A8 gefundeneMutationen von

hGR-LBD A5-1 sind grau hiterlegt. Die in rot markiertenl4 derinsgesamt30 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 .
Anreicherung 8 i ) i i a
Mutationen
stille Mutationen 5 2 3 1 3
AS-Mutationen 5 9 7 7 7
1629T L670P L544F S555T M560K
T668A K703M I559N T561S AB05V
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 € hGRLBD Varianten A51-A5-4 in E.coli BL21(DE3) mit
anschlieBender Expression bei °8) in Anwesenheit von Dexamethason (3.2.8.1) und
Analyse der ZelFluoreszenz durch Durchflusszytometbestéatigte dassdie vier isolierten
hgr-lbd-egfp Varianten A5-1 - A5-4 zu einer héheren Fluoreszenzhiffén 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(grtin), bei 30°C in Anwesenheit von Dexamethasan

Die Expressionder gfp-fusionierten Gene erfolgte jeweils iB.coli BL21(DE3), fur 6 h bei 30°C in
Anwesenheivon 500uM Dexamethason. Es wurden jeweils 300.000 Ereignisse analysiert.

Die potentiell vorhandenen positivengilbd Varianten in der von VektorArtefakien
dominierten Anreicherung 8 (A8seihe Abbildung 45)vurden angereichert, indemtas
hgr-lbd Volllangenfragment aus der ABlasmidpréaparation duraBverlap Extension PCR
(OE-PCR, 3.3.3.2) ramplifiziert wurde Hierbei wurden zwei vers@dene Ansatze
durchgefuhrt, bei denen unterschiedlicherm Zi el gen Kkompl emegnt 2r e
Ibd OE1/3 @hlbd OE 1 wugr-tbhd GE2/I8 @hlbd OE2 benuzt wurden. Dies sollte
sichestellen, dass auch Mutationen gefunden werden kénnen, die im Bereich der Primer
liegen. Nach der R&lonierung der PCHRProdukte Uber die Restriktionsschnittstellddd
undNotl in pER13a wurden zehn der so erhalteWananten inkE. coli BL21(DES3) bei 3C°C

in Anwesenheit von Dexamethason exprimiert (3.2.8uhd die Fluoreszenzdieser
Expressionskulturerdurch Durchflusszytometrie (3.2.9) analysiert (nicht gezeigt). Dabei
produzierte einddGR-LBD Mutante (hGRLBD A8) eine deutlich erh6hte Fluoreszenz im
Vergleich zum Wildtyp und den hGRBD A5-1- A5-4 Varianten (Abbildung 46). Die

Sequenzierung von gnlbd A8 ergab, dass diese Variante neben Austauschen aus
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hgr-lbd A5-1 zusatzlich Mutationen aufweist, welche zu demminosaurenaustaghen
M560K und A605V fuhrer(Tabelle 12) Durch den PCRAmplifikationsschritt kam es wohl

zu einer Vermischung der in den urspringlichen Varianten vorhandenen Mutationen,
wodurch das wiederholte Auftreten degriibd A5-1 Mutationen erklart werden kannieD
deutlich hohere Fluoreszemurch hGRLBD-eGFP A8 im Vergleich zu hGRBD-eGFP

A5-1 zeigt, dass die beiden neu identifizierten Mutationen M560K+A605V zu einer sehr
starken Verbesserung fihrerapelle 12 Abbildung 46).

Durch das Screening unter modera&n Bedingungen (3T in Anwesenheit von
Dexamethason) konnten somit funf verschiedene -h8RBR Varianten mit insgesamt 30
unterschiedlichen Mutationeidentifiziert werden, welchals eGFPFusionsproteinn vivo

eine hohere Fluoreszenz erzeugen als hiBRwt. Im Folgenden wurde untersucht,
inwiefern diese durch die Mutationen induzierte verbesserte Fluoreszenz eine erhohte
Loslichkeit und Stabilitaton hGRLBD widerspiegelt.

4.3.3 Charakterisierung der angereicherten hGRLBD Varianten

4.3.3.1Analyse derLdslichkeit der angereicherten hGRLBD Varianten in vivo mit Hilfe
der Chloramphenicol-Acetyltransferase als Reporter

Um zu uberprufen, ob die verbesserte Fluoreszenz der sortierten faaahtneveranderte
Wechselwirkung mit eGFP zuriickgeht undsomit mogliclerweise ein falsch positives
Ergebnis darstellt, sollte die Loslichkeit vivo mit Hilfe eines anderen Reporterproteins
nochmals Uberprift werden. Himi wurde die Chloramphenic@cetyltransferase (CAT)
benutzt, die bereits in anderen Attieai (Maxwell et al, 1999; Siebert al, 2001, Seitz,
2006) erfolgreich als Faltungsreporter eingesetzt wurde. Zundchst wurde emcaeu
Fusionsvektor pER13caf2.8.1.2.3) konstruiert, welcher analog zumgfp-Fusionsvektor
pER13a aufgebaut igtlierzuwurde de kodierende Sequenz fir CAT (inklusive des Linkers
GGRLEAAR)mi t den dafNotime r ucat@hdBaius dem Templat@FN1(2.8.3,
Maxwell et al, 1999) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert. s erhalteneProdukt konnte
anschlieBend Uber dRestiktionsschnittstellerNotl und Xhd in pER13aeingefligt werden,
wodurch egfp durch cat ersetzt wurde. AnschlieBend wurdetmhisF (Positivkontrolle)
hgr-lbodwt, hgr-lbd(F602S) und die Varianten dr-lbd A5-1-A5-4 (Uber die
RestriktionsschnittstellemNdd und Notl jeweils aus pER13&zw. pER13bin pER13cat

umkloniert.
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Frisch hergestellte elektrokompete8e2.4)E. coli T7 Express Zellerf2.7) wurden mit den
verschiedenen pER13eKbnstiukten transformier(3.2.6). Nach Induktion der Expression
mittels 0,5mM IPTG in Anwesenheit von Dexamethasamrden sie auf LBAgarplatten mit
unterschiedlichen Konzentrationam Chlgamphenicol (07 800ug/ml) ausplattiert und das
Wachstum bei 30°C fur 85h verfolgt (3.28.2). Die LB-Agarplatten enthielten kein
Dexamethason, ddieses inEthanolgeldst ist, was in den Plattenu einer Hemmung des
Kolonie-Wachstums flihrte DOaten nicht gezeigt). In Abbildung 47 st das
Wachstumsverhalten bei einigen Chlorampheritamhzentrationen exemplarisch dargestellt

und in Tabelle B sindalle Ergebnisseusammengefasst

c(Chloramphenicol)

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

Abbildung 47. Wachstum von transformierten E. coli T7 Express Zellen auf LBPIlatten in Anwesenheit
unterschiedlicher Konzentrationen an Chloramphenicol.

Mit leerem pER13caVektor transformierte Zellen kénnen nur beu@ml Chloramphenicol wachsen. Zellen
mit sehr loslichem tmHISIEAT zeigen starkes Wachstum bei allen Chloramphetidoolzentrationen. Die
durch hGRLBD-CAT Varianten vemittelte ChlorampheniceResistenz unterscheidet sich folgendermalfen:
WT < F602S< A5-2 < A5-1 < A5-3< A5-4,

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

LB-Platten ohne Chloramphenicol enthielten 75 pg/ml Kanamycin. ++++ bis +: relatives MaR fir die Anzahl
und GroRRe der Kolonien; K.: gélalte Einzelkolonier : kein deutliche®Wachstum nach 8b bei 30°C.

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

800 - >100 K. - - - - - -
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Die Negativ bzw. Positiviontrolle pER13cat_leer bzw. pER13cathisfr, bei der kein
Protein bzw. das sehr l6sliche und thermostabile tmHisF als-fAion in den Zellen
hergestellt wird, ftirt zu nahezu keinem Wachstum bzw. zu Wachstum bisugool
Chloramphenicol Abbildung 47,Tabelle B). Der neu hergestellte pER13d&tktor eignet
sich demnach alsatFusionsvektr fiir die Analyse der Proteiiglichkeitin vivo.

Die Proteine hGR.BDwt-CAT / hGRLBD(F602S}CAT / hGR-LBD A5-1-CAT / hGR-
LBD A5-2-CAT / hGR-LBD A5-3-CAT / hGR-LBD A5-4-CAT beféahigen die Zellerunter
den genannten Bedingungen auf Medium mi bis Zu
240pug/ml/ 320pg/ml/ 400 pug/ml/ 400 pug/ml/ 400 pug/mli/ 600ug/ml- Chloramphenicol zu
wadsen Abbildung 47, Tabelle 1)3Somit zeigerE. coli T7 Express Zellen, welche die aus
dem eGFFReportersystem erhaltenen hcBD Varianten A51 - A5-4 oder die bekannte
Variante hGRLBD(F602S) (Bledsoest al, 2002) als CATFusionspoteine herstellen eine
hohere Chloramphenictesistenz als Zellen mit hGEBDwt-CAT.

Die verbesserte Loslichkeih vivo von hGRLBD(F602S) bzwvon hGR-LBD A5-1 - A5-4
kann also mit Hilfe der ChloramphenicolAcetyltransferaseals C-terminal fusioniertes
Reporteproteinebenfalls dargestellt werden. Dadurch kamssgschlossen werden, dass die
verbeserte Fluoreszenz den 4.3.2.2 isoliertereGFRfusionierten hGRLBD Varianten auf
eGFRabhangige Effekte zurtickgeht.

4.3.32 Expression derangereicherten hgr-Ibd Varianten in Abwesenheit von
Reporterprotein

Um hGR-LBDwt, hGR-LBD(F602S) unddie in 4.3.2.2 isolieten hGRBD Varianten
A5-1-A5-4 und A8 ohneeGFP oder CAT Fusion herstellen zu kénnen, wurdedie
kodierenden Sequenzenit Hilfe der RestriktionsschnititellenNdd und Notl aus pER13b
bzw. pER13a in pER14(2.8.1.2.2) umkloniert Bei pER214Kontrukten wird nach
Genexpressiorden ProteinenC-terminal ein Hiss-Tag angefiigt. Probeexpressionater
hergestellten pER14 dr-Ibd Konstrukte inE. coli BL21(DE3) bei 20°C in Anwesenheit von
Dexamethason 3(4.1.) zeigten, dass keine der h@BD Varianten in der l6slichen
Zellfraktion der Zellenzu finden war (Daten nicht gezeigt)Da in der Literatur bereits
beschrieben wurde, dass auch die bekannte B EERF602S) Variante nuals GlutathionS-
Transferase (GSTiFusiorsproteinldslich hergestellt werden kann (Bledseeal, 2002),
wurden alle Varianten in dehiss-gstFusionsvektor pERN72.8.1.2.4 Abbildung 11)
umkloniert.Hierzu wurden die kodiendenSequenzemi t d e n pER1IBured gr3 &GO
Ibd (Notl/Stop) mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei die jeweiligen pER13gr-lbd bzw.
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pER13b hgr-Ibd-Konstrukte als Templat dienten. Die erhaltenen Produktentkan
anschlieBend uber dRestriktionschnittstellenrNdd und Notl in pERN7 eingefugt werden
Daneben wurden neuegyhlbd Konstrukte in pERN7 hergtellt, bei denen der bekannte
AustauscHir F602Szusatzlichin die Sequenzen desortierten Varianten eingebracht wurde.
Dies erfolgteliber Me@primerPCR (3.3.3.). Der Megaprimer wurde mit einemutagenen
Primer ( 3gi-bd( F6 02 S) gbladi#602S8A605V)) und pERN7upmittels PCR
(3.3.1) amplifiziert, wobejeweils pERN7_Bbr-lbd A5-1 - A5-4 bzw. pERN7_pr-Ibd A8 als
Templat diente Das VolllangerGen wurde anschlieBengweils durch denaus einem
Agarosegel afgereinigten (3.3.5) Megaprimeind 3 @hlbd (Notl/Stop) mit Hilfe desselben
Templats wie zuvor durch PCR amplifiziert. kéis der Restriktionsenzyniédd und Not
konnten die erhaltena mutagenisierte Gere wiederin pERN7kloniertwerden.

Die so hergestelltepERN7 hgr-Ibd Konstrukte, bei denen dia Tabelle 12 (siehe 4.3.2.2)
aufgelisteterhgr-lbd Sequenzen mit und ohmige fir F602SkodierendeMutation vorliegen,
wurden in E. coli BL21(DE3) bei 20°C in Anwesenheit von Dexamethasemprimiert
(3.4.1.1) Die l6sliche Zellfraktionwurde anschliel3endiber NickelSepharose gereinigum
eindeutigeAussagen Uber die Menge #&bslichem ZielProtein treffen zu kdénnerDiese
Analysenzeigen eindeutig dassdas wildtypische Protein undlle finf neuenhGR-LBD
Varianten A51 - A5-4 und A8im Gegensatz zur bekatenVariantehGR-LBD(F602S)unter
diesen Bedingungevollstandigunldslich in E. coli hergestellt werderAuch die Einflihrung
von F602S in die neuen Varianten fihrte zu keMerbesserungAbbildung 48) Vielmehr

wurde der vorteilhafte Effekt dieser Mutation durch die anderen Austausche aufgehoben.

P €& G P C cC* P C cC* P C cC*
e : A5-3+
WT | - — as3 | @ - FE02S | s s | £ | Gy
veuty : A5-1+ - A5-4+ d
A5-1 | - . As5-4 |G © Feozs | e 1 F602S
. & _’
comede Py
- A5-2+ A8+ —
A5-2 -“"' A8 | N Feoos | P WS Foo2s | e 8

Abbildung 48: Analytische Herstellung Hise-GST-fusionierter hGR-LBD Varianten in E. coli BL21(DE3),
dokumentiert durch SDS-PAGE (12,5%).

P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: I6sliche Zellfraktioeride extract), C*: UberNickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion Die Expression erfolgte jeweils iB. coli BL21(DE3), UN bei 20°C nach Zugabe von
500uM Dexamethasorks ist nur der 456 kDa Bereich des SDBA Gels gezeigtin welchem sich HisGST-
hGRLBD (Molekulargewicht: ~58kDa) befindet Bei der Darstellung von Variantéd5-3 wurden zwei SDS
Gele zusammengeflUgtGR-LBD(F602S) zeigt im Gegensatz zum Wildtyp und allemderenVvarianten eine
deutliche Bande in C*.
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Die durch eGFP(4.3.2.2) bzw. CATFusion (4.3.3.1dokumentierte verbesserte Lbslichkeit
der sortierten hGRBD Varianten kann somit nicht mehr beobachtet werden, sobald-die C
terminal fusionierten Reporterproteine entfewdrden: weder mit Gterminalen Hisg-Tag
noch mit Nterminalen Hisg-GST-Tag kbénnen die Varianten l6slich i&. coli hergestellt
werden. Die hohe Anzahl an Aminosaurenaustaus(®8) in den funf sortierten hGRBD
Varianten konnteeine Ursache fur diesdaroblemdarstellen.Die vorliegendenErgebnise
lassenvermuten, dass zundest einige & Austausche in hGRBD zu einer Erh6hung der
eGFRFluoreszenz bzw. der CAAktivitat fuhren, ohne die Lo6slichkeit der jeweiligen
Fusionsproteine zu verbessern. Alternativ kbnnte ein Teil der Mutatiauereiner
Verbesserunger Loslichkeit @r eGFP bzw. CAT-Fusionsproteine fihremelchejedochan

den Kontext de beiden Reporter gebundast und sich somit im Hig-GST-hGR-LBD
Fusionsprotein nicht ausptagym solche Mutationen auszusortieren und um Mutationen aus
hGR-LBD A5-1 - A5-4 und AS8identifizieren zu konnen, welche ebenfalls in RGBD ohne
fusioniertesReporterprotein zu erhodhter Loslichkeit fuhren, wurden im Folgetdeder 30

Mutationeneinzelnanalysiert

4.3.4 EinzetAnalyse vonMutationen aus hGR-LBD A5-1 - A5-4 und hGR-LBD A8
VierzehnderinsgesamB80 Austauschavurden anhand der von Bledseieal. (2002) geldsten
Rontgenkristallstruktur  von hGRBD(F602S) (pdllm?2z) fur eine nahere Analyse
ausgewahlt (Abbildung 49).

Die NukleotidAustauschewelchefir die Aminosaurenaustatlse L544F, I559N, M560K,
A605V, N619D, H645R, K695E, V702A, E705G, Q710R, Q738H/52T und N759D
kodieren wurden durch Megaprimd?CR (3.3.3.1) einzeln ingn-lbd eingefuhrt. De
Megaprimer wurde mit einemmutagena P r i noelbd ( (LB AN F)-lhd (ISSEN,

3 @hlbd ( M5 6 0 Kgr-lbd ( 3AGH0 5 Wj-Ibd ( NG H 9 Dyy-lbd ( H&EH 5 R) ,gr-b z w.
lbd ( K6 95 EQrJbd (5070 2 Ayrlbd GBH0 5 Ggr-Jbd (5@71 0 RyrJod 5 6 h
( Q7 3 8 HyJ-Ibd ( M& b 2 Tgy-Ibd (N7 B9D)) und pERN7up bzw3 dyhlbd (Notl/Stop)

mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei jeweils pERNgribd als Templat diente. Das
VolllangenGen wurde anschliel3end jeweils durch den aus einem Agarosegel aufgereinigten
(3.3.5) Megaprimer un@ &hlbd (Notl/Stop) bzw. pPERN7up mit Hilfe desselben Templats

wie zuvor durch PCR hergestellt. Zur Klonierung der Einzelvariagtdldu(F774S) wurde

das Volllangengen direkt mit Hilfe der Primer pERN7up @ndyhibd (F774SNotl) durch

PCR amplifiziert. Mittels der RestrikinsenzymeNdd und Notl konnten die erhaltenen

mutagenisierten Gene wieder in pERN7 kloniert werden.
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Abbildung 49: Lokalisation der 14 ausgewahlten Einzel-Mutationen aus den sortierten hGR-LBD
Varianten A5-1 - A5-4 und A8 (rot) in der Kristallstruktur von hGR -LBD(F602S) (pdb1m2z) (grau).

Die bekannte Mutation F6028ebundenes TIF2 CoaktivatBreptidund Dexamethason sind blau dargestellt.
Die gezeigternl4 Mutationen(mit Hilfe von PyMol in pdblm2z eingefiigtvon hGRLBD A5-1 - A5-4 und A8
wurden aus folgenden Grindear naheren Analysausgewahlt: M560 und A605 sind an der Ligd@iddung
beteiligt; M752 undN759 sind Teil vora-Helix 12, deren Interaktionspartner (TIF2) bei heterologer Expression
in E. coli fehlt; N619, H645, K695, Q738 und F774 sind zum Teil Lésungsnattghnglich und stellen somit
potentielle Ziele zur Oberflachenoptimierung dar; V702, E705 und Q710 befinden sich einem relativ
unstrukturierterBereich des Proteins (Loop zwischarHelix 9 unda-Helix 10 zeigthohe B-Faktoren in der
Struktur); L544 bzw.1559 liegen inLoop5 4 0 - Bz®.4-Helix 31 durch Mutation zuPhenylalanin (L544F)
bzw. Asparagin (1559N) konnte moglicherweisi thenachbarte-Helix 3 bzw. Loop 540-554 durchvan-der
Waals Wechselwirkungebzw. H-Briicken zuL566 bzw.Y548 (nur rechts dargestellt) stabilisiert werden.

Die so hergestellten pERN7ghIbd Konstruktewurden fir Probeexpressiemder Hgr-Ibd
Einzelvarianterin E. coli BL21(DE3) bei 20°C in Anwesenheit von Dexamethason benutzt
(3.4.1.1). Die Gene hgr-lbdwt bzw. hgr-lbd(F602S) wurden als Negativ bzw.
Positivkontrolle furlosliche ProteirExpression irk. coli paralleluntersuchtDie Analyseder
Uber NicketSepharose gereing I6slicten Zellfraktion derExpressionskulturereigie, dass
A605V (aus hGRLBD A8), V702A (aus hGR.BD A5-3), E705G (aus hGRBD A5-2) und
M752T (aus hGR.BD A5-1 bzw. A8)&ahnich wie F602S zu einerverbesserte Loslichkeit
von His-GSTfusioniertemhGR-LBD in E. coli fihren(Abbildung50).
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Abbildung 50: Analytische Herstellung His-GST-fusionierter hGR-LBD Einzelvarianten in E. coli
BL21(DES3), dokumentiert durch SDSPAGE (12,5%).

P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: I6shie Zellfraktion ¢rude extract, C*: GberNickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion Die Expression erfolgte jeweils . coli BL21(DE3), GiN bei 20°C in Anwesenheitvon
500uM DexamethasorEs wurde stets die gleiche Anzahl an ZellefL(®) analysiertEs istin der Regehur
der 4566 kDa Bereich des SDBA Gels gezeigtin welchem sichHise-GST-hGR-LBD (Molekulargewicht:
~58kDa) befindet Im Fall von hGR-LBD(Q738H) ist zusatzlich der 235kDa Bereichdargestellt.Ldslich
hergestelltethGR-LBD Einzelvarianten sind blau hinterlegt.

a hGR-LBDwt und hGRLBD(F602S)sind alsNegativ+ bzw. Positiviontrollefur Loslichkeitin vivo gezeigt.

b 14 der 30 Mutationen von hGEBD A5-1 - A5-4 und A8 wurden als hGRBD Einzelvarianten analysiert.
Bei der Darstellung von VarianteGRLBD(K695E) wurden zwei SDSPA Gele zusammengefigBei der
hGRLBD(Q738H)Préparation ist kein Volllangenprotein, aber ein l6sliches Abbauprodukt (Molekulargewicht:
~30kDa) vorhandenDies entspricht vermutlich zum dsen Teil dem HisGST ProteinhGR-LBD(A605V),
hGR-LBD(V702A), hGRLBD(E705G) und hGR.BD(M752T) zeigen &hnlich wie die bekannte Varian@R-
LBD(F602S) eine deutliche Bande in C*,

Die anderen Austausche fiuhren zu keiner Erhdéhung der Ldéslichkeit desin®rote
hGR-LBD(Q738H) wird zudem proteolytisch abgebauadentstandenébbauprodukizeigt

ein Molekulargewicht von ca. 3Da undist zum Teil 16slih. Das Hig-GST-hGR-LBD
Fusionsprotein scheirttier demnach in 2 Teile (hGRBD: 30kDa; His-GST: 28kDa)
gespalten zu werden, wobei sich #GST in der I6slichen Zellfraktion befindet. Die durch
Q738H induzierte Proteolysenfalligkeit konnteeineweitereUrsache fir ein falsch positives
Signal im eGFMReportersystem dstellen In diesem Fallwére die Verkirzung des
Fusionsproteingn vivo zu nahezu wildtypischem Reporterprotein nicht auf Genebene durch
eingeflhrte Stoppcodone (siehe 4.3.2Abbildung 43 oder Genvdust (siehe 4.3.2.2
Abbildung 45 bedingt, sondern erfolgiauf Roteinebene. Somit ist das Q73&Hthaltede
Protein hGRLBD-eGFP A5-4 vermutlich eine falsch positiv identifizierte Variante, die
intrinsisch zurin vivo Abspaltung von eGFPwt und somit zu hoher Fluoreszenz fihrt. Dies
wirde erklaren, weshalkeine der utersuchten Einzelaustausches hGR-LBD A5-4 zu

einer erhohten Loslichkeit fiihrte.
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Zusammenfassend karfastgestellt werden, dass mit Hilfe der in 4.3.2.2 sortierten-hGR
LBD-eGFP Variantenvier Aminosaurenaustausci@d605Vv, V702A, E705G und M752T)
identifiziert werden konnten welche die I6sliche Herstellung von h&mBD in E. coli und
damit die Reinigung des Proteins erlauben. Inwiefern diese Mutationen additiv wirken und
welchen konkreten Einfluss sie auf die e@GFPmittelte Fluoreszenz, die Loslichkedie
konformationelle Stabilitat und digr@ktur von hGRLBD haben, wirdm folgendenKapitel
4.3.5 ndher erlautert.

Von den beiden Mutationen M560K und A605V, weldhe eGFRReportersystem flr die
starke FluoreszerZrhohung von Variante A% nach A8 veantwortlich sind (Tabelle 12,
Abbildung 46) fiihrt in isolierter Formnur A605V zu einer erhdhten Ldslichkeitym den
durch M560K vermittelte Effekt in hGRLBD-eGFPzu verstehen, wurde selfinfluss auf

die oben genannten Eigenschaften ebenfaiaueanalysiert.

4.35 Einfluss von M560K, F602S, A605V, V702A, E705G und M752&uf hGR-LBD
und hGR-LBD -eGFP

Die Effekte der Mutationen F602®Blédsoeet al, 2002) bzw. M560K A605V, V702A,
E705G und M752T (in dieser Arbeadentifiziert: 4.3.2.2/ 4.3.4) aufhGR-LBD und hGR
LBD-eGFP wurden nun im Detail analysiertHierzu wurden ausgehend vonden
Einzelvarianten die in Tabelle ¥ gezeigten Kombinationsvariantenhergestellt und
charakterisiert

Hierbei sollte untersucht werden, ob die fur die Loslichkeit véhise-GST-hGR-LBD
vorteilhaften Mutationen(Abbildung 50) in hGRLBD-eGFP zu einereproduzierbaren
Verbesserung der Fluoreszenz/ivofuhren Da die in 4.3.2.2 sortierten hGEBD Varianten
A5-1- A5-4 bzw. A8 als HisGST-Fusionsproteine keingerbesserte Loslichkeit zeigten
(4.3.3.2 Abbildung 48, sollte die Untersuchung deGR-LBD-eGFP Varianten mit den oben
genannten Mutationenochmalsdie Qualitat von eGFP als Faltungsrepoitewrivo, abseits
der beim Screeningauftretenden falsch posign Artefakte(Abbildung 42, 4%, beleuchten
Durch den Vergleich de Eigenschaften der identischehGRLBD Einzel und
Kombinationsvarianten bezlglich Fluoreszenz (als eGE$tonsprotein), Loéslichkeit (als
Hiss-GST-Fusionsprotein) und Stabilitdt (ohne ditansprotein)sollte die Aussagekraftdes
Reportersystemgenau charakterisiert werden.

Darlber hinausollte durch diese Analyse Uberpriftwerden,ob die positiven Mutationen

additiv wirkenund obdurch deren Kombination eine h@mD Variante hergestelliverden
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kann, die einesehr stark erhdhte Loslichkeit bzw. Stabilitat besitzt urgbmit fur

biophysilalische Untersuchungen wie z @e Rontgenkristallstrukturaheseoptimiertist.

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

F602S (Bledsoet al, 2002) bzw. AB5V, V702A, E705G und M752Verbessern die #tiche Herstellung von
Hiss-GST-hGR-LBD in E. coli (4.3.4) M560K fiihrt zusammen mit A605%u erhéhter Fluoreszenz von hGR
LBD-eGFPin vivo(4.3.2.2).

hGR-LBD Einzelvarianten hGR-LBD Kombinationsvarianten
M560K AB05V+M752T

F602S ABOSV+M752T+V702A

AB05V ABO5V+M752T+E705G

V702A AB05V+M752TN702A+E705G
E705G F602S+A605V

M752T F602S+A605V+M752T

F602S+A605V+M752T+M560K
F602S+A605V+M752TY¥702A+E705G

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

Die Klonierungderhgr-Ibd Einzelvariantenn pERN7wurdebereitsin 4.3.4beschrieben. Die
Klonierung der entsprechenden pER13g-Ibd Konstrukte wurde analog hierzu
durchgefuhrt, wobei jedoch pER13agrHbd bei den jeweiligen Amplifikationsschritten als
Templ at diente und 56pER13 bzw. rMégakimRe 3 al s
PCR bzw. definalen Amplifikation des Volllangengens benutzt wurde

Die hgr-lbd Kombinationsvarianten wurden hergestellt, indem sukzesgwgitzliche
Mutationen in pERN7_g¢r-Ibd(F602S) bzw. pER13aghlbd(F602S) und pERNT7 d-
Ibd(A605V) bzw pER13a_br-Ibd(A605V) durch Megapimer-PCR (3.3.3.1)eingeflhrt

wurden Der Megaprimer wurde hierbei stets mit einenutagenerPrimer, welcher einen

oder mehrere Austausche beinha&té dhlbd ( M5 6 0 Kgr-Jbd (34610 5 Vgr-Ibd 3 6 h
(F602S+A605V),50 dr-Ibd (V702A), 56 dr-Ibd (E705G) 56 ¢r-Ibd (V702A+E705G))und

einem genflankierenden Primdref pPER13a5 @ ER13 bzw. 3 6pER13; bei [
bzw. T7 Terminator)mittels PCR (3.3.1) amplifiziert, wobei zuerdie oben genannten
Vektorenund danmsukzssive @ pERN7_lgr-lbd bzw. pER13a_fr-Ibd Konstrukte mitden

zuvor eingefugten Austauschen als Templat drentBie VolllAngenGere wurden
anschlie3end mit Hilfe des aus einem Agarosegel aufgereinigten (3.3.5) Megaprimers und des

entsprechenden genflaeskenden Primeréh e i pER13a: 56pER13 bzw. 3
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PERN7up bzw. T7 Terminatprmit Hilfe desselben Templats wie zuvor durch PCR
amplifiziert. Mittels der Restriktionsenzymé&ldd und Notl konnten die erhaltene

mutagenisierte Gere jeweilsin pERN7 bzw. pER13&loniert werdenund diente dannals

Templat fur die nachste MegaprimRCR, bei welcher ein neuer Austausch hinzugefiigt
werden konnte. Nach jeder Klonierung wurde die Nukleotidsequenz durch Sequenzigrung
vektorspezifischen Primer(be i pER13a: 50pER13 bzw. 36pER1:C
bzw. T7 Terminatgrbestatigt.

4.35.2 Analyseder Fluoreszenzvon E. coli durch die eGFP-fusionierten hGR-LBD
Einzel- und Kombinationsvarianten

Der spezifischeEinfluss von M560K, F602S, A605V, V7024 705G bzw. M752T auf die
Fluoresenz in vivovon hGRLBD-eGFP wurdenun im Detail analysiertHierzu wurden die

in 4.3.5.1 hergestellten pER13a@rhbd Einzel und Kombinationsvarianten in frisch
hergestelltee. coli BL21(DE3) Zellen (3.2.4) transformiefB.2.6), woraufhin die Expression
bei 30°C nach Zugabe von 5QM Dexamethasoffiir 6 h mit 0,5mM IPTG induziert wde
(3.28.1). Die Fluoreszenz der Expressionskulturen wurde mit Hilfe von Fluoreszenz
Mikroskopie (3.2.0) und Durchflusszytometrie (39).charakterisiertUm auch sehr kleine
Unterschiede in der Fluoreszeemdeutig bestimmn zu kénnen, wurdebei der FACS
Analyse jede Probe dreimal ausgezahlt. Nach Bestimmung der mittleren Fluoreszenz der
Proben (FL1>10) wurde nualer Medianwert der dréinalysen und das dazugehorigaCS
Histogramm weiter verwendet

Die Analyse der verschiedenen Expressionskulturen zeigte, dass die Einfihrung von F602S,
A605V, V702A, E705G bzw. M752T in hGRBD-eGFP jeweils zu einer Erhéhung der
Fluoreszenz fiihrt, wobedie positiven Effekteadditiv wirken (Abbildung 52a). Durch
Kombination der neu identifiziertelustausche A605V, V702A, E705G und M752T, welche
die l6sliche Herstellung von hGEBD in E. coli verbessern (3.4.), konnte so die mittlere
Fluoreszenz(mf) der Expressionskulturemon 83,8 auf 1229 relative FluoreszenEinheiten
erhoht werden (Abbildung5la, 52a). De zusatzliche Einfuhrung der bekannten F602S
Mutation (Bledsoe et al, 2002) in die Kombinationsariante fihme zu einer weiteren
Fluoreszensteigerung(mf = 1328, Abbildung 8b). Die starkee Fluoreszenz der Zellen
kannin beiden Varianterauf eine Erhéhung ddfluoreszenzn der I&lichen Zellfraktion
zurtickgefuhriwerden, wasdurchein starker fluoresziendes Cytoplasmadokumentiert wird
(Abbildung 51a,b) Somitspiegelt hier die Fluoreszenz degd@minal fusionierten Reporters
eGFP die erhohte Loshkeit des Proteins sehr gutder. Im Gegensatz dazu fiihdie
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Einfuhrung vonM560K in hGRLBD-eGFP zwar auch zu eineNerstarkungder Zelt
Fluoreszenz auf mf=148,0 (einzeln) bzw. m#150,6 (in Kombination mit
F602S+A605V+M752T,) dlerdings durch Erhéhungder Fluoreszenz danclusion bodies
welche an den ZePolen abgelagert werden (Alhing51c,d). Dies erklart weshalb M560K
einerseits in hGR.BD-eGFP A8zusammen mitA605V zu einer starkenErhohung der
Fluoresenz fuhrt (4.3.2.2) andererseitsaber die |6sliche Herstellungvon hGRLBD in
E. coli nicht verbessei(4.3.4).Samit reprasentiert die MutatiodM560K neben Verkirzuran
auf Genebene (siehe 4.3.2.1, 4.3.28gr Proteinebene (siehe 4.3.dne weitere Ursache
falsch positiver Atefakte im eGFRReportersystem. Hierbei kommt es nichrch 16sliches
eGFPwt, sondern durch erhdhte Fluoreszenz des unloslicheAL BBRGFP Poteins zu
einem falsb positivenSignal Die Ursache fur diesen Effekt ist unklar, wobei in der Literatur
unterschiedlich starke Aktivitdt von Proteinen inclusion bodiesbereits mehrfach

beschrieben arden ist(Ventura& Villaverde,2006.
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Abbildung 51 FACS-Analyse und FluoreszenzMikroskopie von Zellen mit hGR-LBDwt (schwarz
mittlere  Fluoreszenz (mf): 83,8 im Vergleich zu Zellen mit hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten, nach Expressionbei 30°C in Anwesenheit vonDexamethason.

Die Expression deregfp-fusionierten Geneerfolgte jeweils inE.coli BL21(DE3), fir 6 h bei 30°C in
Anwesenheit vorb00puM DexamethasonBei der Durchflusszytometrie wurdgaweils 300.000 Ereignisse
analysiert.Die Fluoreszenaikroskopie wurdebei allen Expressionskulturen an einem Zeiss Axiovert 200M
Mikroskop bei konstanter Belichtungsda@®&®0 ms)durchgefiuhrt
hGR-LBD(A605V+V702A+E705G+M752T) 4, magenta) bzw. hGRBD(F602S+A605V+V702A+E705G+
M752T) (b, orange) zeigerine erhdhtamittlere Fluoreszengmf) von 122,9 bzw. 132,8n Vergleich zu hGR
LBDwt (mf = 83,8)durcheinestarkere Fluoreszenm Cytoplasmg= l6sliche Zellfraktion). Die Einfiihrung der
Mutation M560K fiihrt vereinzelt o hellgrin), aber auch in Kombinati mit vorteilhaften Mutationen
(d, dunkelgriin) zu einehohen mittleren Fluoreszena/on148,0 bzw. 150,6 durcleine Steigerung der
Fluoreszenin deninclusion bodieg= unl@sliche Zellfraktion).
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Anders als bei der Verkirzung de&&elproteins auf Genebene (4.3.2.1, 4.3.2.2) oder
Proteinebene (4.3.4) kénnen solohetefakte nicht durch Uberprifunder korrektenLange
des Gens (Abbildung 45) bzw. des Proteins (AbbildungeBanntwerden. Umsie dennoch
zugigidentifizierenzu konna, sollten bei zukinftigen Experimentdie sortierten Varianten
sofort nochmalsin E.coli exprimiert und mit Hilfe von Fluoreszensikroskopie die
der erhohten Fluoreszenz Protein;  Zell

Lokalisation (Cytoplasmalésliches

Pole= unldslicheinclusion bodes) Uberprift werden

a b
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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 wund (b) durch FACS angereicherte
Populationen (links) bzw. sortierte Varianten (rechts).

Die Expression dergép-fusionierten Gene erfolgte jeweils ih coli BL21(DES3),fur 6 h bei 30°C nach Zugabe
von 500uM DexamethasonEs wurden jeweils 300.000 Ereignisse analysiéite hier gezeigten Wertsind
Medianwerte von drei Messungen umdirden parallel bei konstanter Kalibrierung des M&FEytometers
aufgenommen

a Mittlere Fluoreszenz vok. coli, vermitteltdurch hGRLBD-eGFP Einzelund Kombinationsvariantemie

in den FACSHistogranmen in Abbildung 5L gezeigten Varianten sindarbig unterlegt bzw. mit der
entsprechenden Abbildungsnummerierungrsehen Die Austausche die zu einer tatsachlich verbesserten
I6slichen Herstellung von hGRBD in E.coli fihren (4.3.4)- F602S (Bledsoeet al, 2002) und A605V,
V702A, E705G undM752T (in dieser Arbeit identifiert: 4.3.2.2, 4.3.4) - fihren zu einer additiven
Verbesserung der hGEBD-eGFP vermittelten Fluoreszeirevivo. Die falsch positive Mutation M560K fiihrt
zu einer ungewohnlich hohen Fhegzenz deinclusion bodes (Abbildung 51c,q, was durch gepunktete étle
angedeutet ist

b Mittlere Fluoreszenzvon E. coli, vermittelt durch FACS-Anreicherungen bzwsortierte hGR-LBD-eGFP
Varianten aus 4.3.2.2. DiEACS-Anreicherungen bzw. die sortierttitGR-LBD-eGFPVarianten A51 - A5-3

und A8 aus denen die Austausche M560K, A605V, V702A, E705G und M752T identifiziert wurden, fihren zu
deutlich hoherer Fluoreszenz als die vereinzelten bzw. neu kombinierten Austausclae ggzeigter
Fluoreszenzbereich ist grau hinterlegt).
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Um die hGRLBD-eGFP Einzelund Kombinationsvarianten mit den sortierten REBD-
eGFP Varianten A8 - A5-3 und A8, aus denen die untersuchten Mutationen identifiziert
wurden, vergleichen zu kénnemurden diese Varianten, die h@BD Banken 1+2 und die
daraus resultierten hGEBD-eGFP Anreicherungen parallel mit den Einzelund
Kombinationsvarianten auf gleiche Weise bei konstanter Kalibrierung des WoFlo
Zytometers analysiert (Abbildung 2B). Dieser Vergleich macht deutlich, dass die
ursprungliche Zusammensetzung der Mutationen in den sortierterfLBOGRRGFP Varianten
A5-1 - A5-3 und A8 zu einer wesentlich héheren Fluoreszenz fuhrt, als dies bei Vereinzelung
bzw. NeuKombination der positiven Mutati@n A605V, V702A, E705Gund M752T in
hGR-LBD-eGFP der Fall ist (Abbildung 2. Dieses Phanomen wirdermutlich durch
synergistischéVechselwirkungerder Mutationen in hGRLBD-eGFP A51 - A5-3 und A8
(siehe Tabelle 12)sowie durch Mutationen wie M560K, veble zu einer falsch positiven

Verstarkung des FluoreszeBmnals fuhren, hervorgerufen.

4.35.3 Quantitative Analyseder |6slichen Herstellungder hGR-LBD Einzel- und
Kombinationsvarianten in E. coli

Die l6sliche Herstellung deN-terminal mit Hig-GST fusionierterhGR-LBD Einzel und
Kombinationsvarianten ik. coli wurde mit Hilfe vonSDSPAGE (3.5.2) analysierHierzu
wurde E. coli BL21(DE3) mit denentsprechenden pERNnstrukten transformert (3.2.3)
und Probeexpressionen bei 2D in Anweseheit von Dexamethason durchgefihrt (3.4.1.1)
Die Menge an loslichem HiSGST-hGR-LBD konnte anschlieRendber densiometrische
Analyse der Proteinbanden der gereinigten loslichen Zellfraktianf SDSPA Gelen
quantifiziert werden (3.5.3).

Durch diebekanngé Mutation F602S (Bledsoet al, 2002) bzw. durcldie neu identifizierten
Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T74.3.2.2, 4.3.4)wird eine 3 bis 6fach
hohere Menge an Protein in der gereinigten Ioslichen Zellfraktion erhalten im Vergleich zum
wildtypischen Protein (Abbildung3.

Darlber hinaus zeigtielAnalyse dehGR-LBD Kombinationsvarianten, dass digsasitiven
Aminosaurenaustauscladditiv die Loslichkeit verbessern.ebD l6sliche Anteil an Frtein
kann sabis auf ca90 % (F602S+A605V+M52T+V702A+E705G) gesteigert werden, wobei
sich dann in der gereinigten I6slichen Zellfraktion eine cea2B holere Menge des Proteins
befindet, verglichen mit hGRBDwt (Abbildung 53). Die Kombination nur der neu
identifizierten Aminosaurenaustausché0sV, V702A, E705G und M752T fuhrt zu einer ca.
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19fachen Steigemg der |0slichen Proteirenge. Durch die neu entdeckten Mutationen
allein kann somit die Loslichkeit des Proteins ebenfalls sehr stark erhoht werden, wodurch

erstmals die Produktion und Unéechung von hGRBD ohne eine Mutation von F602

moglich wird.
a b
P C C* P C €
35 TherLBD hGR-LBD
WT | — ABOSV+M752T | e $ Einzelvarianten Kombinationsvarianten
‘ E - -F602S +F602S
A605V+M752T+ — ) o 8 M560K
M560K | et V702A = nE
£ w3 F602S
A605V+M752T+ o cm 257
7 E705G == | LJABOSV
—] J
F602S | s s A = g'[r DV702A
= 605V+M752T+| L S 20
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= — » o . _|@wm752T
| —— 1 FE02S+A605V | W s ] © 151
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Abbildung 53: Quantitative Analyse der I6slichen Herstellung HigsGST-fusionierter hGR-LBD Einzel-
und Kombinationsvarianten in E. coli BL21(DE3), dokumentiert durch SDSPAGE (12,5%).

P: unlésliche Zellfraktion (Pellet), C: I6sliche Zellfraktioerifde extrady, C*: UberNickel-Sepharose gereinigte
I6sliche Zellfraktion Die Expression erfolgte jeweils . coli BL21(DE3), UN bei 20C in Anwesenheitvon
500uM Dexamethason. Es wurde stets die gleiche Anzahl an Zeffe@2nalysiert.

a Es ist lediglich der 456 kDa Bereich des SDBA Gels gezeigt, in welchem sich BSST-hGR-LBD
(Molekulargewicht: ~5&Da) befindet. Die Mutationen F602S (Bledset al, 2002) bzw. A605V, V702A,
E705G und M752T (in dieser Arbeit identiert: 4.3.4) fuhrenvereinzet (Zellfraktionenentsprechen dem
Abbildung 50 gezeigtn) undadditivzu einerVerbesserung der I6slichen Herstellung vongt8ST-hGR-LBD
in E. coli.

b Quantifizierung demgereinigten l8slicheHiss-GST-hGR-LBD Einzel und KombinationsvarianterDie in
3.5.3 beschriebene Quantifizierung dé€r-Proteinbanderdurch OptiQuant (Version 02.5@yurde bei jeder
Variantevon je drei Praparationen mit je mindestens zwei verschiedenesP80&elendurchgefuhrt, was die
Bestimmungler gezeigteMittelwerte und Standardabweichungenrmdglichte

Die aus demScreening(4.3.2.2) falsch positiv identifizierte Mutation M560K fiihwie

bereits beschrieben (4.3.4) vereinzelt zu keiner Verbesserung der I6slichen Herstellung von
Hise-GST-hGR-LBD. Dariber hinaus wird die Loslichkeit einer verbesserten Variante
(F602S+A605V+M752T)sogar deutlich verschlechtespbald M560K hinzugefiigt wird
(Abbildung ).

Die so quantifizierteMengean I6slich hergestelltemhGR-LBD (fusioniert an HissGST) in

E. coli bei den verschiedenen Einzahd Kombinationsvariantekorreliett mit derdurchdie
entsprechendehGR-LBD Varianten(fusioniert an eGFPgrzeugten mittlere Fluoreszenz

von E. coli (4.3.5.2) (Abbildung 8). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass eGFP tats&chlich
sehr gut geeignet ist die unterschiedliche Loéslichkeit eines Prateins/o darzustellen



4 Ergebnisse und Diskussion 138

wodurch es sich amdtet dieses Proteiweiterhin als Reporter fur die d¢enkte Evolution
hoher Proteirdslichkeit zu verwendenAllerdings muss berlcksichtigt werden, dass es zu
artifiziellen Signalen kommen kanrgo stellen die hGRLBD Varianten mit der falsch
positiven Muation M560K, welche zur Erhéhung der h@&RD-eGFP-inclusion bog
Fluoreszenz fuhrtusreil3er im Korrelationsdiagramm dar (Abbildung.54)

401r* 0,83

35 1

F602S+
AB05V+

M752T+
30 1 } V702A+

AB05V+
25 1 M752T+
V702A+
E705G
20 4 AB05V+
M752T+
V702A

15 F602S+ F602S+
ABO5V+ ABO5V+
E M752T+ M752T+

E705G M560K
a

10 1

A605V+
ABOSV oy 7@ F602S  m752T

I16sliche Herstellung von

Hisg-GST-hGR-LBD in E.coli
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T T T T T T T T

80 90 100 110 120 130 140 150 160

mittlere Fluoreszenz von E.coli
durch hGR-LBD-eGFP

Abbildung 54: Korrelation zwischender hGR-LBD-eGFP vermittelten Fluoreszenzund der Menge an
I6slich hergestelltemHisg-GST-hGR-LBD in E. coli.

Die durch hGRLBD-eGFP vermittelte mittlere Fluoreszenz vé&ncoli wurde durch Durchflusszytometrie
analysiert (siehe 4.3.5.2, Abbildung@)5Die Menge an l6slich hergestelltem HSST-hGR-LBD wurde durch
densiometrische Auswertung von Probeexpressionen quantifiziert (AbbildRngs8fillte Kreise:Bei den
untersuchtelGR-LBD Einzel und Kombinationsariantenbestehteine Korrelation zwischeder Fluoreszenz
von hGRLBD-eGFPin vivo und der Léslichkeit des entsprechenden hGBD Proteins (fusioniert an His
GST) in vivo (linearer Fit: f=0,83). Leere Kreise: hGRBD Varianten mit der Mutation M560kstellen
Ausreil3er dardabei ihnendie Fluoreszenz der unlésliches Fusionsprotein enthalteéndirsion bodiesstark
erhohtist (siehe 4.3.5.2Abbildung Slc,d).

4.35.4 Reinigung de hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten

Um de biochemischen und biophysikalischen Eigenschatierin Tabelle 14 aufgelisteten
hGR-LBD Einzel und Kombinatimsvarianteméher untersuchen zu kdnnemurden diese
im praparativen Mal3stab gereinighusbeuten siehe Anhang7.4, Tabelle A). Die
Herstellungder verschiedenen atiss-GST fusioniertenhGR-LBD Varianten erfolgte inmit
den entsprechenden pERNgribd Plasmiden transformierteB. coli BL21(DE3) Zellen
Uber Nacht bei 20°C nach Zugabe von Dexamethasae in 3.4.1.2 beschrieberin
Abbildung % ist als Beispiedie Reinigungron hGR-LBD (M560K+F602S+A605V+M752T)

dargestellt.
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Abbildung 55. Reinigung des rekombinant hergestellten hGRLBD (M560K+F602S+A605V+M752T)
Proteins aus dem l6slichen Zellextrakt vork. coli BL21(DE3).

Gesammelte Fraktionen sind in den Elutionsprofiteemeilsgrau hinterlegt.

a Elutionsprofil der Reinigung tUber Metallchelaffinitditschromatographie, aufgenommen tber die Messung
der Absorption bei 268m (rot) bzw. 280vm (blau). Die Elution erfolgte Uber einen Gradienten von
4071 340mM Imidazol.

b Elutionsprofil der Reinigung Uber gekoppel@lutathion und MetallchelatAffinitatschromatographie,
aufgenommen Uber die Messung der Absorption beind®@rot) bzw. 28Gm (blau). hGRLBD befindet sich

im Durchfluss(- 50ml). Die Elutionvon gebundenem Hig5ST durch Imidazol und 4Glutathion ¢ 110ml)
erfolgt zur Reinigung der Saulen.

¢ Elutionsprofil der finalen Reinigung von hG@MBD Uber praparative Gelfiltration, aufgenommen Uber die
Messung der Absorption bei 26@n (rot) bzw. 280hm (blau).

d SDSPAGE (gezeigtsind NUPAGE® Novex BisTris Gele (4-12%), Invitrogen) der verschiedenen
ReinigungsschritteM: Markerproteine (Precision Standard Protein All Blue,-Riad); C: I6sliche Zellfraktion
(crude extragt MA: nach MetallchelatAffinititschromatographievgl. a); T: nach ThrombinVerdau; GM:
nach gekoppelte Glutathion und MetallchelatAffinitaétschromatographie vgl. b); G: nach préparative
Gelfiltration (vgl. c). Bei den SDSPA Gelen sind die Proteinbanden von HEST-hGR-LBD (~58kDa) bzw.
hGR-LBD (~30kDa) mit einem schwarzen bzw. rotem Pfeil markiert.

Die Reinigung der rekombinanten Proteine aus dem ldslichen Zellextrakt erfolgte zunachst
Uber Metallchelaffinitatschromatographie (3.4.2.1, Abbildundy, wdoei die Hig-GST-
hGR-LBD Proteine jeweils bei ca. 150340mM Imidazol eluierten. Nach Abspaltung des
N-terminal fusionierten HiGST durch Thrombin (3.4.2.2), erfolgte des Abtrennung aus

der Proteinpaparation Uber eine gekoppelteGlutathion und Metllchelat
Affinitdtschromatographie (3.4.2.3, Abbildungly.
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AnschlieBend wurde der gesammelte Durchfluss vereinigt und auf eine praparative
Gelfiltrationssaule gegeben, um letzte Verunreinigungen zu entfernen (3.4.2.4, Abbildung
55¢c). Alle Reinigungsschritte mit Ausnahme der finalen Gelfiltration wurden in Anwesenheit
von Dexamethason durchgefiihitie letztendlicherhaltenen hGR.BD Proteine in 25mM
Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP, 16 Glycerin, pH7,9 wurden in flissigen Stickst
eingetropft und bei80 °C gelagert3.4.2.7.

Die einzelnen Reinigungsschritte wurden mit Hilfe von SEXSGE (3.5.2, Abbildung 5d)

und zum Teil Uber analytischreversedphaseHPLC (3.5.6,Abbildung ) verfolgt. Hierbei
zeigten die final erhalteneiProteinpéparationen stets einen sehr hohen Reinheitsfriad.

ist in Abbildung 56 am Beispiel von hGEBD(A605V+M752T) gezeigt.
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Abbildung 56. Reversedphase HPLC Analyse der einzelnen Reinigungsschrittedes rekombinant
hergestellten hGRLBD (A605V+M752T) Proteins.

Es ist jeweils die Analysaler vereinigtenFraktionen dereinzelnenSchritte der Proteiminigung (siehe
Abbildung 55) durch eine C@oroshell 2.1x50nm)-Saule gezeigtDie Elution erfolgte jeweils mit einem

Acetonitril-Gradienten (1460 %). Zum besseren Vergleich der Elutionsprofile v und T, wurden die
Signale von Tmit 2,5multipliziert.

a MA: nach MetallchelatAffinitdtschromatographi€2,42min/ 2,49min: Praeinverunreinigungen; 2,8tin:
Hiss-GST-hGR-LBD); T: nachThrombinVerdau (1,13nin: CHAPS; 2,41Imin: Hiss-GST; 2,82min: Hiss-GST-
hGR-LBD; 2,87min: hGRLBD)

b GM: nachgekoppelte Glutathiorr und MetallchelatAffinitatschromatographie (1,1@in: CHAPS;2,42 min:
Proteinerunreinigung; 2,87in: hGRLBD); G: nachfinaler praparative Gelfiltration (2,87min: hGRLBD).

Alle hGR-LBD Einzel und Kombinationsvarianten mit deorteilhaftenMutationen F602S
bzw. A605V, V702A, E705Gder M752T konnten so dgereinigt werden. Die Ausbeuten
der Einzelvarianten lagen hierbei im Bereich voniO]12mg pro Gramm Nassgewicht der
E. colii Expressionskultu{~ 0,47 0,9 mg Protein/ Liter Expressionskulturfsiehe Anhang
74, Tabelle A). Durch Kombination der ne identifiziertenAustausche A605V, V702A,
E705G und M752Tkonnte die Aushbgte auf bis zu 3,Bng Protein’ g Zellen (~ 16 mg

Protein/ Liter Expressionskulturerhoht werden. Bei Reinigung der l8slichsten Variante



4 Ergebnisse und Diskussion 141

hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G-M752T) wurde 5,3mg Proteing Zellen
(~24 mg Protein/ Liter Expressionskultur)erhalten. Die in dieser Arbeit gefundenen
Mutationen ermdglichen somit zum ersten Mal die Reinigung von-bBIR in sehrgrof3en
Mengen, wodurch weitere Untersuchungen deutlich mEet bzw. erst méglich werden. So
kann nun zum Beispiel hGRLBD in sehr hohen Konzentrationen fur die
Rontgenkristallstrukturanalysales Proteins mit unterschiedlichen Ligandemgesetzt

werden.

4.35.5 Konformationelle Stabiitat der hG R-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten

Um den Einfluss der Mutationen M560K, F602S, A605V, V702A, E705G und M752T auf
die konformationelle Stabilitdt von hGEBD zu untersuchen, wurden dia Tabelle 14
aufgelistetethnGR-LBD Einzel und Kombinationsvariantein Anweseheit vongebundenem
Agonisten (Dexamethasomzw. Antagonisten (Mifepriston) thermisch aufgefaltet (3.5.10)
(Abbildung ). In Abwesenheit eines Ligandest hGR-LBD sehr instabil und kannicht
aufgereinigt bzw. untersucht werden (siehe 4.3.3@s denAuffaltungskurven konnte fur
jede hGRLBD Variante eine apparente Schmelztemperatw{’I= Temperatur bei der die
Halfte des Proteins inicht-nativem Zustand vorlieghestimmtwerden(3.5.10) welche als
opertionelles Mal} fur die Proteitadilitat diente (Tabelle B). Da das wildtypische hGR
LBD Protein nicht aufgereinigt werden kannd somit auch die BestimmuisginesTy®*Pi
Wertes nicht moglich wamyurden die Effekte der einzelnen Mutationen aus dem Vergleich
der verschiedenen Einzeind Kombin&ionsvarianten abgeleitet.

Die gemessenen bzw. abgeleitefép®*™Werte zeigten dass dievorteilhaften Mutationen
F602S (Bledsoeet al, 2002) bzw. A605V, V702A, E705G und M752T (4.3.2.2, 4,3.4)
welche bereits die Fluoreszena vivo von hGRLBD-eGFP (43.5.2) und die l6sliche
Herstellung von hGR.BD (4.3.5.3, 4.3.5.4) deutlich verbessern, vereinaett additivauch

die konformationelle Stabilitat vanGR-LBD erhéhenHierbei fuht die Kombination deim
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Austausche (A605V+V702A+E705G+M752T) zu einer
Stabilisierung der Agonig€onformation von +8,3C und der Antagonisgkonformation von
+8,2°C. Der bekannte Austausch F602S stabilisiert die Agorizw. die Antagorst

Konformation des Proteins um +£6 bzw. um +5,0C.



4 Ergebnisse und Diskussion 142

a b
AB05V —k-—— Ol R " AB05V —A-—— o Aap .=
1,00 {Vv702A & — e St 2 ) 100]V702A & — DN 208
E705G M- WUET05G e ]
> M752T -O—-- > M752T -O—--
§ 0,75 | A605V+M752T § 075} AB05V+M752T ?
° T
e c
2 0,50 2 0,50
K= =
»n o
s 2 025
g 025 g
[ [
= = & ,,on80 227
0,00 -
s e A
0,00 g2 a R ARy Al Somcote, . 5
0g00 - +Dexamethason 408 +Mifepriston
30 35 40 45 50 55 60 65 70 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
AB05V+M752T AB05V+M752T
1,001 Ag05V+M752T+ ABO5V+M752T+V70
: 1,00 i ok
o (=2
g AB05V+M752T+V702A+ g AB05V+M752T+V702A+
5 0,75]{E705G 5 0,75 |E705G
T© -]
[ [
2 2
5 050 5 050
»n »
S $
£ 025 £ 0,25
£ € 8 o ©° %e
8288.,20 20 8099 e
0,00 o Cew ¥ o'Csn
0,003 b oo o8°3EReS 00 I
+Dexamethason +Mifepriston
30 35 40 45 50 55 60 65 70 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
c d
F602S ° ! F602S
1,00
ﬁ/SS@ ° 1,00
- F602S+A605V+M752T 8 8 & F602S+A605V+M752T
c 7 c .
=1 ]
g 075 ¢ G 0,75
e F602S+AB05V+M752T+ [ > ° FB602S+AB05V+M752T+
«® V702A+E705G ® V702A+E705G
© ©
E, 0,50 .5,050
n n
o [
2 2
® 025 F 025
[ e
0,00
0,00 : 4 H 6. ©08382 = 875" e -
° +Dexamethason ) O¢ ° ® +Mifepriston
30 35 40 45 50 55 60 65 70 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abbildung 57: Thermische Auffaltungen der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten.

Die Auffaltungen aller Proteine erfolgte mit einer Rat 1°C/min von 30°C bis 70°C in 25mM Tris/Cl,

0,1M NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin (pH7,9 bei RT, pH 78-66 bei 30-70°C, da
DpKy/°C(Tris) = -0,028,Mandajiet al,, 2009 und wurde durch CD Spektroskopie bei 220 verfolgt.

Zu den Ansatzen wurde zusatzlich entweder der Ag@régsamethason (200M; Proteinlonzentration: 1QuM)

(a/c) oder der Antagosi Mifepriston (5QuM; Proteinlonzentration: 2,5M) (b/d) zugegebenAufgrund der
niedrigen Ld&slichkeit von Mifepston in wassrigem Puffer wurde in diesen sAtzen eine niedrigere
Proteinlonzentration eingesetatm die vollstdndige Séttigung des Proteins mit dem Liganden garantieren zu
kénnen (Kp(Mifepriston) <1 nm; JungTestaset al, 1983. Um das so verschlechte CD-Signal- Rausch
Verhaltnis des Proteins zu optimieren wurden die Auffaltungen mit Mifepriston mindesi@imal
durchgefihrt und gemittelt.

a/b Auffaltungskurven von hGRBD Einzel und Kombinationsvarianten mit Aminosauremutationen, welche
im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden (A605V, V702A, E705G und M752T). Die Auffaltungen wurden
in Anwesenheitles Agonisten Dexamethason (a) oder dem@anisten Mifepriston (bjurchgefihrt

c/d Auffaltungskurven von hGRBD Einzel und Kombinationsvarianten, welche F602S (Bledsoeal,
2002) enthalten.Die Auffaltungen wurdenin Anwesenheitdes Agonisten Dexamethaso) (oder des
Antagonisten Mifedston @) durchgefthrt.
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Tabelle 15: Apparente Ty-Werte (Ty,?*") der hGR-LBD Einzel- und Kombinationsvarianten.

Die durch dieeingefiihrten Mutationeinduzierten Veranderungen d&g* von hGRLBD wurde durchden
Vergleich der T,*™Werte verschiedenehGR-LBD Varianten ermittelt(verwendete Varianten sind in
Klammernangegeben)Falls der Effekt einer Mutatiomon mehreren Vergleichen abgeleitet werdeamrite,
wird ein Mittelwert und & MaximalAbweichungvon diesenmangegeben.

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

hGR-LBD Varianten ohne F602S

1 A60O5V 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 A605V+M752T 51,5°C 53,5°C
6 ABO5V+M752T+V702A 53,6°C 55,0°C
7 ABOSV+M752T+E705G 52,9°C 54,5°C
8 AB05V+M752T+V702A+E705G 54,4°C 56,8°C
hGR-LBD Varianten mit F602S

° F602S 50,3°C 53,7°C
10F602S+A605V 54,0°C 58,5°C
1 F602S+AB05V+M752T 56,0°C 58,5°C
12 F602S+A605V+M 752T+M560K 49,9°C 56,5°C
13 F602S+A605V+M 752 T+V702A+E705G 58,6°C 61,9°C

Veranderungen gegeniber hGR-LBDwt

F602810-1: 11-5,13-8) +4,5°C (+ 0,3°C) +5,0°C (+ 0,1°C)
M560K (211 -6,1°C -2,0°C

A605V ©-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"586) +1,1°C (+ 0,3°C) +1,4°C (+ 0,4°C)

M752T 61, 11-10)
ABO5V+M 752T+V702A+E705C39)

+2,1°C (+ 0,1°C)
+8,3°C

+0,0°C (+ 0,0°C)
+8,2°C

Wahrend F602S, A605V, V702A bzw. E705G hGBD sowohl mit gebundenem
Dexamethason (Agonist) als auch mit gebundenem Mifepriston (Antagonist) stabilisieren,

fuhrt M752T nur in Anwesenheit des Agonisten zu einer Erhohung gé&¥-Wertes. Das
Screeningder hGRLBD-eGFP Banken, durch welches dmeuen positiven Mutationen
identifiziert worden sind, erfolgte in Anwesenheit von Dexamethdda®2.2) Es bestatigt

sich hier somit einmal mehr die Beobachtung, dasisgelenkter Evolutioron Proteinenm

Labor in allerster Linie solche Mutationegefunden werdenwelche unter den angelegten

Bedi ngungen den unt er syoua hgetewhat ol fseréen forb e wi r k
Arnold & Moore, 1997). Somit ist es eher erstaunlich, dass A605V, V702A und E705G beide
Konformationen des Proteins stabilisierdiogliche Ursachen fir die durch die einzelnen

Mutationen vermittelte Stabilisierunggn hGRLBD werden in 4.3.5.8 naher besprochen
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Die falsch positive Mutation M560K, welche zu hoher Fluoreszenz von-lH&ReGFP
inclusion bodiesn E.coli (4.3.5.2)jedochzu keiner erhéhten Ldslichkeit vardiss-GST-
hGR-LBD fiihrt (4.3.5.3), destabilisiert hGRBD deutlich um -6,1°C (Agonist
Konformation) bzw. -2,0°C (Antagnist-Konformation). Die erhdhte Fluoreszenz von

inclusion bodiesin E.coli st el | t i n diesem Fall somit

Qu al i t &grepierdrersteins dar, wie dies in anderen Publikationen angedeutet wird

(GarciaFruitoset al, 2007).
Abgesehen von M560Korrelieren die ermitteltenf**>~Werte der verschiedenen h@mBD

Einzel und Kombinationsvariantegut mit der durch die entsprechenden hGBD-eGFP
Varianten erzeugten mittleren Fluoreszenz viéncoli (4.3.5.2) (Abbildung 8). Die
Fluoreszenz des-@rminal fusionierten eGFReportersn vivo spiegelt in diesem Fall somit
nicht nur die Ldslichkeit der hGRBD Varianten(siehe 4.3.5.3, Abbildung4) sondern auch

deren konformationell&tabilitat wider.

62
% F602S+
r: 0,84 AGO5V+
M752T+

60 1 V702A+
E705G
°

58 1 F602S+
A605V+

56
AG0O5V+
M752T+ & m752T+

54
F602S+
AB05V

52

(hGR-LBD) [°C]

A605V+ F602S+

M752T o AB05V+
M752T+
M560K

app
M

50 -

T

48

46

44 T T T T T T T
80 90 100 110 120 130 140 150 160

mittlere Fluoreszenz von E.coli
durch hGR-LBD-eGFP

Abbildung 58. Korrelation zwischen der hGR-LBD-eGFP vermittelten Fluoreszenzin E. coli und der
konformationellen Stabilitat von gereinigtemhGR-LBD (Agonist-Konformation) .

Die durch hGRLBD-eGFP vermittelte mittlere Fluoreszenz urcoli nach Genexpression in Anwesenheit von
Dexamethason wurde durch Durchflusszytometrie analysiert (siehe 4.3.5.2, AbbilJurigiec Stabilitat der
AgonistKonformation der hGR.BD Varianten wurde durch thermische Auffaltung in Anwesenheit von
Dexamethason bestimmt, woraus appareptéNVerte abgeleitet werden konnten (Abbildung Babelle ).
Geflllite Kreise: Bei den untersuchten hGRBRD Einzel und Kombinationsvarianten besteht eine Katieh
zwischen der Fluoreszemnzvivovon hGRLBD-eGFP und der Stabilitdt des entsprechenden-bBIR Proteins
(linearer Fit: f=0,84). Leerer Kreisdie hGRLBD Variante mit der Mutation M560I6tellt einen AusreilRer
dar, dabei ihr die Fluoreszenz dennlésliches Fusionsprotein enthaltendenlusion bodiesstark erhéhtist
(siehe 4.3.5.2, Abbildungl}, welche aus instdlen und aggregierten Protepeziesbestehen.

k e]
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Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass die Fluoreszenz voim ev6P
sehr gut als Reporter fur die Loslichkeit und die konformationelle Stabilitat MHtesninal
fusionierten Zielproteins verwendet werden kann. Allerdings missen $ergeningvon
eGFRfusionierten Bankemlie bereits beschriebenen Ursachen fir falsch poshtefakte
(Verkarzungen auf Genebederch neu eingefiihrte Stoppcodone bzw. Verlust des Zielgens
siehe4.3.21 bzw.4.3.2.2; Verkirzungen auf Proteinebehech neu eingefiihrte Proteolyse
Anfalligkeit: siehe 4.3.4; Erh6hung derinclusion bodyFluoreszenz siehe 4.3.5.2)
bertcksichtigiwerdenund solche Klonenach defr=ACS-Anreicherung von fluoreszierenden
E. coli Zellen durch KoloniePCR (3.3.2), Sequenzierung (3.3.10), Probeexpression.(3.4.1
und RuoreszenaMikroskopie (3.2.0) ausgeschlossen werden.

4.3.5.6 Weitere biophysikalische Charakterisierunggon hGR-LBD

Der Einfluss der im Rahmen dieser Arbeit identifiziert@md kombiniertenMutationen
A605V, V702A, E705G und M752T (4.3.2.2, 4.3.4), welche die I6sliche Herstellung von
hGR-LBD in E.coli (4.3.5.3, 4.3.5.4) und dessen konformationelle Stabilitaét erhdhen
(4.3.5.5), auf die Loéslichkeitin vitro, die Sekundar bzw. Tertiarstruktur und den
Oligomerisierungsgradon hGRLBD wird im Folgenden dargestellt. Da das wildtypische
hGR-LBD Protein nicht aufgereinigt werden kann und somit fur weitergehende
Untersuchungen nicht zur Verfiigung steht, diente die bekannte Varianté BIGR602S)
(Bledsoe et al, 2002) jeweils als Referenzprotein. Durch vergleichende ame mit
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) konnte der Einfluss dereuen
Austausche auf die oben genannten biophysikalischen Eigenschaften voiLBRGR

untersucht werden.

4.35.6.1 Analyse der Loslichkeitin vitro

Um die Loslichkeit von hGR.BD naher zu charakterisieren wurdeie éroteine in 25nM
Tris/Cl, 20 mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, 50uM DexamethasonpH 7,9 mit
Ammoniumsulfat fraktionell prazipitiert (3.5.11) (Abbildung§)5Hierbei zeigte sich, daske
Kombination der Mutationen A605V, V702A, E705G und M7524u eing erhohte
Loslichkeit in vitro fihrt. So fallt hGRLBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) erst
bei hoheren Ammoniumsulfdonzentrationen aus als h@mBD(F602S). Um 536 des
Proteins zu  prazipitieren ist unter den genannten  Bedingungenbei
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) eine  AmmoniumsuHidbnzentration
von 0,98M ndtig, im Vergleich zu 0,7% bei hGRLBD(F602S).Die erhdhte Loslichkeit
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von hGRLBD in E.coli durch A605V, V702A, E705G und M752T (sieHe3.5.3 wird
demnach nicht durch extrinsiscl@ktoren (z.B. verbesge Interaktion mitChaperone),

sondern durcleineintrinsisch verlesserteHydratisierungdesMolekuls bedingt.
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Abbildung 59: Léslichkeit von hGR-LBD(F602S) und hGRLBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T)

in vitro.

Die Proteine wurden jeweils mit einer Konzentration 8qaM in 25 mM Tris/Cl, 100 mM NaCl, 2mM TCEP,
10% Glycerin, 50uM Dexamethason,pH 7,9 bei RT fraktionell mit steigenden Konzentrationen an
Ammoniumsulfat préazipitiert. Die Konzentration des Uberstand verbleibenden, léslichen Proteins wurde tiber
FluoreszensSpektroskopie anhand einer zuvor bestimmten Eichgeselee(Anhang.2) bestimmt. Bei jeder
Probe wurde von einer 1:8 Verdiunnung des Idslichen Uberstan®S M Tris/Cl, 100 mM Nad, 2 mM
TCEP, 10% Glycerin, pH7,9) nach Anregung bei 280m die Emission bei4® nm fir 1 min gemessen und
gemittelt (Schichtdicke der Kuvette:cin; PhotomultiplierSpannung845V). Die fur hGR-LBD(F602S) und
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752Tgrmittelten [Ly,,]**-Werte betrugen @7 M bzw. 098 M.

Die so verbesserte Loslichkeit von h&BD in wassrigem Puffer optimiert das Protein auch

fur weitere biochemische und biophysikalischen Untersuchungen, da es zum Einen hoher
einkonzentriert, und zum Anderen es auch bei h6hererK&aizentrationen noch ihésung
gehalten werden kannBeides kann auch bei der Kiristallisation des Proteins fiur die

Rontgenstrukturanalyse von Vorteil sein.

4.35.6.2 Analyse des Oligomerisierunggadesdurch analytische Gelfiltration

Proteine mit bekanntem Molekulargewicht nden wie in 3.5.5 beschrieben auf eine
Superdex75 Gelfiltrationssdule gegeben, wodurch eine Kalibrierungskurve erstellt werden
konnte (siehe Anhang B). Die anschlie3ende Analyse von h&RD(F602S) und hGR
LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T2eigte dassbeide Proteineein identisches
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Elutionsprofil aufweisen,dessen dominierendeidauppeak einen Monomer entspricht
(Abbildung 60a). Die MutationenA605V, V702A, E705G und M752haben somit keinen
Einfluss auf den Oligomerisierungyaddes Proteins.

Bei demvor demHauptpeak elui@ndenProteinhandeltes sich vermutlickum unspezifische
|6sliche Aggregde und nicht um definierte hGR-LBD Oligomere da bei 16facher
Verdinnung deaufgetragene Probevon 14 uM (Auftrag: 0,21mg in 500l Pufferldsung
aufl4 uM (Auftrag: 0,02mgin 500ul Pufferlédsung der relative Anteil dieseBpeziesn der
Proteinbsungnicht geringer wrde (Abbildung 60b). Da die auf eine Superdéb geladenen
Proben beim Gelfiltrationslaufca. 1:10 verdiinnt werde(Schwabe, 2007) kansomit
zumindest in einem Konmé&ationsbereich von ca. 0,14,4uM eine definierte

Oligomerisierung von hGRBD unter den genannten Bedingungen ausgeschlossen werden.

a b
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Abbildung 60: Analytische Gelfiltration von hGR-LBD(F602S) und hGRLBD(F602S+A605V+V702A+
E705G+M752T).

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

a Es wurdenje 0,21 mg von hGRLBD(F602S)bzw. hGRLBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752Tauf
eine Superdex5 Sauleg(Saulenvolumerr 24 ml) aufgetragenDie Elutionsprofile von hGR.BD(F602S) bzw.
hGR-LBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752T) zeigeHauppeaks beil3,7 bzw. 13,9ml, was einem
apparenten Mekulargewicht vor19,6bzw. 17,9kDa und damiam ehesteeinem MonomerNIW(hGR-LBD:
~30kDa)) entsprichtDie unmittelbar vor den Hauptpeaks eluierenden Nebenpeaks deuten aufigibeide
Proteine identiscigeringen Anteil an l6slichen Aggregatkim.

b Auftrag von 0,4 bzw. 0,02mg hGRLBD(F602S+A605V+V702A+E705G+M752Tauf eine SuperdeX5
Saule(Saulenvolumer 24 ml). Um den relativerAnteil der enthaltenen Protejmezies vergleichen zu kénnen
wurdedas Elutionsprofil des 0,0@g-Auftrages mit 10 multipliziertDie resultierenden Elutionsprofile gleichen
einander.

Analytische Ultrazentrifugation von  hGR-LBD(A605V+M752T) und hGR-
LBD(F602S+A605V+M752T) (in 25mM Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP, 10%
Glycerin, 15uM Dexamethasorbzw. 15uM Mifepriston, pH 7,9, durchgefihrt vonEric
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Kusznir undDr. Francis Miiller; HoffmansLaRoche,Phama Research DiscoveryBasel)
zeigteebenfalls, dassGR-LBD in monomerer Form vorliegt (Daten nicht gezeigt).

Die hiervorgestellten Ergebnissselenin Widerspruch zu den veroéffentlichtéaten von
Bledsoeet al.(2002). Dort wurdemit Hilfe von analytischer Ultrazentrifugatiarezeigt, das
hGR-LBD(F602S) in dem untersuchten Konzentrationsberedimerisiert (Kp =1,5uM).
Allerdings handelte es sich bei dem dort untersuchten ProteirT li2-gebundenes hGR
LBD(F602S). Insgesamt deuten somiiedErgebnissedieser Arbeitdarauf hin, dass die

Dimerisierung von hGR.BD(F602S) durch die Bindungdes CoaktivatePeptids TIF2
induziert werden konnte.

4.35.6.3 Spektroskopisché\nalyse

Um den Einfluss der Mutationen A605V, V702A, E705G und M752T auf die Sekuvalér
Tertiarstruktur von hGR.BD zu untersuchen, wurden CBpektren im FentJV Bereich

bzw. Fluoreszenzemissionsgpgen von hGRLBD(F602S) und hGR.BD(F602S+A605V+
V702A+E705G+M752T)sowohl mit gebundenem Agonisten Dexamethasd® auchmit
gebundenem Antagonistenifpriston aufgenommen.

Die FernrUV CD-Spektren aller untersuchten Proteine waren nahezu identisch und zeigten
ein typisches Spektrum eines duectHelices dominierten Proteins mit Minima bei 2Q8v.
220nm (Schmid, 19970Abbildung €L).
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Abbildung 61 Fern-UV CD-Spektren von hGR-LBD(F602S) und hGRLBD(F602S+A605V+V702A+
E705G+M752T).

Die Spektren wurden in 28M Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH7,9 bei RT
aufgenommen. Die Schichtdicke der Kiivette betrugnl Die eingesetzten Konzentrationeetrugen JuM
Protein + 5QuM Dexamethason (Agonid€onformation) bzw. 2,%.M Protein + 50uM Mifepriston

(AntagonistKonformation). Die gezeigten Spektren sifelweils das Mittel aus 10 ubereinandergelegten
Spektren.
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Die mit Hilfe des Programms K2Dhitp://www.embtheidelberg.de/~andrade/k2d{us dem
FernUV CD-Spektrum von hGRLBD(F602S) bestimmten SekundarstrukAmteile des
Proteins &-Helices: 5%, b-Strange: %%, randomcoil: 36 %) deckensich sehr gut mit den
Werten, welche aus der veroéffentlichten Kristallstruktur von HB®®R(F602S) (Bledsoest
al., 2002) abgeleitet werden konnexiifelices: 63%, b-Strange: 6, randomcoil: 32%).
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dasSe#tundarstruktur von hGEBD
durch FerrUV CD-Spektroskopiegut dargestellt werden kann und dass diese weder durch
die eingefuhrten Mutationen noch durch eine Ligandedingte Konformationsanderung
verandert wird.

Die Fluoreszenzemissionsspektren von R@D(F602S) und hGR.BD(F602S+A605V+
V702A+E705G+M752T) zeigteabenfalls keindJnterschiedewas darauf hindeutet, dass die
neu eingefuhrten Mutationen A605V, V702A, E705G und M7520ch die globale
Tertiarstrukturdes Proteins nicht verandern (Abbildur).6

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

Die Spektren wurden in 28M Tris/Cl, 100mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH7,9 bei RT
aufgenommen. Die Schichtdicke der Kivette betrugnl Die eingesetzten Konzentrationen betrug@&mm
Protein + 5QuM Dexamethason (Agonig€onformation) bzw. 2,%uM Protein + 50uM Mifepriston
(AntagonistKonformation) (PhotomultiplierSpannung: 75%). Die gezeigten Spektren sipeweils das Mittel
aus 10 Ubereinandergelegten SpektiasMaximum der Fluoreszenzeission der AgonisKonformationbzw.
der AntagonisKonformationliegt fir beide Proteinéeica.345nmbzw. 351nm.

Die Fluoreszenzemissionsspektren der AgeKmtformation und der Antagonist
Konformation unterscheiden sich allerdings deutlich (AbbilduBy Beide Spektren zeigen

ein Emissionsmaximum im langwellige Bereich, was auf eine hohe L&ésungsmittel
Zuganglichkeit der funf enthaltenen Tryptophane hindeutet. Allerdings zeigen die Spektren

der durch Mifepriston induziegn AntagonisKonformation ein Emissionmaximumbei
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hoheren Wellenlangen @51nm) im Verglech zu der durch Dexamethason induzierten
AgonistKonformation (~345nm). Dieses Emissionsmaximum von Uber 8850 deutet
darauf hin, dass bei der Antagori&information des Proteins alle Tryptophane komplett
Lésungsmittelzuganglich sind. Die verschiedam hGRLBD Konformationen knnen somit
durch Fluoreszen8pektroskopiesoneinander unterschiedeverden, was fur weitergehende
Untersuchunge(e.B. Analyse der MifepristoBindung)ausgenutzt werden kdnnte.

4.35.7 Reinigung von Ligand-freiem hGR-LBD

Bei den bisher beschriebendReinigungnvon hGRLBD wurde sowohl bei der heterologen
Expression des entsprechenden Gerts ooli als auch bei den einzelnen Reinigungsschritten
des Proteingeweils der stabilisierende Ligand Dexamethason zugegebenbdinstfinalen
Reinigungsschritt (praparative Gelfiltration; siehd.2.4 wurde das Protein in einen Ligand
freien Puffer (25mM Tris/Cl, 10 mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH7,9) Uberfihrt
Massenspektrometrische Untersuchungeresed gereinigten hGRBD Praparationen
(durchgefiihrt von Dr. Stefan MulleHoffmannLa Roche Pharma Research Discovergase)
zeigten jedoch, dass darin immer noch ca. &quimolare Mengen an Dexamethason vorhanden
waren(Daten nicht gezeigtlum die vollstandige Sattigungon hGRLBD mit Mifepriston

bei den Untersuchungen der Antagonksbnformation des Proteins (thermische
Auffaltungen: sehe 4.3.5.5; Spektroskopische Analyseele 4.3.5.6.3 garantieren zu
konnen, wurde deshalitets ein hoher Uberschuas zugegebenenMifepriston verwendet
Mifepriston bindet zudem starkels Dexamethasomn hGRLBD (JungTestas& Baulieu,
1983, weshalbdavon ausgegangen werden kann, dass bei dieser Vorgehensweise das Protein
zu 100% in der AntagonisKonformation vorliegtobwohl nah etwas Dexamethason in der
Probeanlésungvorhanden ist

Um das Protein effektiv mit anderen, eathwacher bindenden Ligamdsattigen und um
die Bindung vonDexamethasonguantifizieren zu kénnenwirde manallerdings eine
komplett Ligandfreie hGRLBD Praparation benétigeltm eine solcte Praparation von
hGR-LBD zu erhalten,sollte die Expression und Reinigundes Proteinsn vollstdndiger
Abwesenheit von Dexamethason durchgefiulnrérden Die bisher in der Literatur
beschriebeneeinighare hGR-LBD Variante (hnGR-LBD(F602S) kann ohne Zugabe von
Dexamethasomicht |6slich in E. coli hergestellt werden (Bledsoeet al, 2002). Um zu
Uberprifen, ob diesdglicherweisemit den in dieser Arbeit erzeugtestabilisiertenhGR-
LBD Einzel und Kombinationsvariante(Tabelle %) moglich ist, wurden diese Proteine im

analytischen M@stab inE. coli in Abwesenheivon Dexamethasohergestellt(3.4.1.]. Die
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optimierten hGR-LBD Varianten zeigtenohne Zugabevon Dexamethason eine deutlich
erniedrigte Loslichkeit irE. cdli, wobeidie hGR-LBD Variante mit allen funf stabilisierenden
Mutationen (F602S+A605V+V702A+E705G+M75RTam starksten in der |6slichen
Zellfraktion zu Finden wafDaten nicht gezeigt)

Die Ausbeute der Reinigungon hGRLBD(F602S+A605V+V702AE705G+M7527 in
Abwesenheit von Dexamethason im praparativen Mal3stab kwktrugpchediglich 0,007mg
Proteinpro Gramm Nassgewicht dé&t. colii Expressionskultur (8,03mg Proteirf Liter
Expressionskultur)Es wurde somiteine 755fach erniedrigte Ausbeute im ¥geich zur
Reinigung desselben Proteinsi Zugabe von Dexamethason (Ausbeute: 5,29 mg pro Gramm
Nassgewicht deiE. coli i Expressionskultur) erhalten. Ddsgandfrei praparierte Protein
wurde hinsichtlich seiner Sekundabzw. Tertiarstuktur und seinerkonformationellen
Stabiitat untersuchfAbbildung &3).
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Abbildung 63: Charakterisierung von Ligand-freiem hGR-LBD (F602S+A605V+V702A+E705G+M752T).

a FernUV CD-Spektrumdes Liganefreien Proteins (blauim Vergleich 21 den Speken der Agonist bzw.
AntagonistKonformation des Proteingot) (siehe Abbildung 6l). Das Spektrum wurde in 26M Tris/Cl,
100 mM NaCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH7,9 bei RT aufgenommenwobei das Mittel aus 60
Ubereinandergelegten Spektren gezeigt Bie Schichtdicke der Kulvette betrugnim. Die eingesetzte
Proteinlonzentration betrug GM.

b Fluoreszenzemissionsspektrum des Ligheéen Proteins (blau) im Vergleich zu den Spektren der Agonist
bzw. AntagonistKonformation des Proteins (rof{siehe Abbildung 6a) nach Anregungbei 280nm. Das
Spektrum wurdén 25mM Tris/Cl, 1@ mM NacCl, 2mM TCEP, 10% Glycerin, pH7,9 bei RT aufgenommen,
wobei das Mittel aus 10 Ubereinandergelegten Spektren gezeigt ist. Die Schichtdicke der Kivettedmetrug
Die eingesetzte Proteinkzentration betrug 23 (PhotomultiplierSpannung: 75%). Das Maximum der
Fluoreszenzemission liegt bei 348 (AgonistKonformation: 345 m; AntagonistKonformation: 352hm).

c Die thermische Auffaltung des Ligaticeien Praeins erfolgte mit einer Rate von°C/min von 30°C bis
70°C in 25mM Tris/Cl, 01 M NaCl, 2mM TCEP, 10 Glycerin oH 7,9 bei RT; pH 7,8 6,6 bei 30- 70°C,
daDpKy/°C(Tris) = -0,028, Mandajet al, 2009) und wurde durch CD Spektroskopie bei 220 verfolgt. Der
Tu*Wert der Agonist bzw. Antagonistkonformation (58,6C bzw. 61,9°C; Tabelle 1% des Proteins ist
durch eine durchgezogene bzw. gestrichelte rote Linie markiert.

Das FerAUV CD-Spektrum unterscheidet sich deutlich vom Spektrum Atgnist bzw.
AntagonistKonformation des Proteins (Abbildun@#®. Die Analyse der Sekundarstruktur
Anteile mit Hilfe von K2D {ttp://www.embtheidelberg.de/~andrade/k2dleutet darauf hin

dass wenigea-helikale Bereiche und mel-Strdnge bzwrandomcoil-Bereicheals bei in
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Anwesenheit von Liganden gereinigtem Proteamhanden sinda-Helices: 226 vs. 55%,
b-Strange: 226 vs. 9%, randomcoil: 56% vs. 36%) (vgl. 4.3.5.6.3) Das
Fluoreszenzemissionspektrum nach Anregung mit 280 nmezgigtMaximum bei 34&m,
was zwischen dem Maximum der AgorigB845nm) und der Antagonig€onformation
(351 nm) liegt (Abbildung 8b). Die thermische Auffaltung des Ligatickien Proteins
verfolgt durch das CEsignal bei 220hm zeigt im Gegensatz zu demetmischen
Auffaltungen der Agonist bzw. AntagonistKonformation des Proteins (siehe 4.3.5.5,
Abbildung %) einenwenig kooperativen Verlauf, wadie BestimmungeinesTy***-Wertes
verhinderte und gegezine kompakté&truktur spricht (Abbildung 8c).

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass-UEER in Abwesenheit eines
Liganden offensichtlich keinélefinierte Struktur ausbilden kanrDas Vorhandenseimon
etwas Sekundarstruktur unegrmutlichwenig Tertiarstruktur deutet darauf hin, dass es sich
hierbei vielmehr um eiMolten Globuleartiges Molekll handelt.

Bereits n friheren Arbeiten wurde beschriebetiass der GlucocorticoieRezeptor nur
assoziiert areinenspezifischerChaperorKomplex (Hsp90 undandere CeChaperone: siehe
1.7, Abbildung 7)fahig ist Liganden zu bindeBresnicket al, 1989 Dittmar & Pratt, 1997;
Dittmar et al, 1997, was darauf hindeutet, dass das Apoprotein sich nicht korrekt falten
kann Die Praparation eines isoliertekorrekt gefaltetethGR-LBD Proteirs erscheint somit
nicht moglich. Alternativ zur Reinigunggon hGRLBD ohne Ligand kénnte allerdings
versucht werdeneah Hsp96stabilisierten hGR.BD - HetereKomplex heterolog aus. coli
aufzureinigen und zu rekonstituierenEin so praparierter LigarBindungsfahiger hGR
LBD - HetereKomplex wirde die Situatiom vivo wiederspiegelrund Bindungsstudiemnit

verschiedenehigandenin vitro ermdglichen

4.35.8 Strukturelle Analyse dervorteilhaften Mutationen in hGR-LBD
4.3.5.8.1A605V in hGR-LBD

A605V wurde in deam stékstenfluoreszierendehGR-LBD-eGFP Varianté8 identifiziert
(4.3.2.2 Tabelle 12 undinduziertisoliert in hGRLBD-eGFP ebenfallsinedeutlichethdhte
Fluoreszenan vivo (4.3.5.9. Dieser Aminosaureaustausfifhrt von allen n dieser Arbeit
gefundenenpositiven Mutationenin hGRLBD zur starksten Erhdhunger Loslichkeit
(4.3.5.3 und Stabilitat4.3.5.5.

Der veréffentlichterRontgenkistallstruktur von hGRLBD (F602S)kam entnommen werden,
dass Alanir605 neben 21 anderen Amséuren an der Bindung v@@examethasobeteiligt
ist (Bledsoeet al, 2002) (Abbildung 8).



4 Ergebnisse und Diskussion 153

Abbildung 64: Superpositionierung der Ligand-Bindungsdomanen des humanen Glucocorticoid-
Rezeptors (hGR-LBD, pdb1m2z) und des ProgesteronRezeptors (huPR-LBD, pdb1a28) mit
gebundenem Liganden

Die Superpositionierungon pdblm?2z (Bledsoeet al, 2002)und pdbla28(Williams & Sigler, 1998)wurde
mit Hilfe von DaliLite (http://www.ebi.ac.uk/DaliLitgerstellt 247 Aminosaurenrestkonnten mit einenRMSD
von1,1 A iberlagerwerden(Sequem Identitat 54 %, Z-Score: 3@).

a Superpositionierung der LigafBindungstaschen von hGEBD und hPRLBD. Die Ca-Atome der
Dexamethasoiindenden Restevon hGRLBD (blau) (Bledsoeet al, 2002 und die entsprechenden Reste in
hPRLBD (orange) (pdb 1a28)berlagernmit einem RMSD von Q64 A. Von den22 an derLigand-Bindung
beteiligten Rsten sind 17 identisch(dinne Linief, die 5 unterschiedlichen &ste(dicke Linien)sind benanni(s.
Sequenzalignment in bA605in hGR-LBD und V760in hPR-LBD bildenvander-WaalsWechselwirkungezu
denC-6 und G7 Atomen(+) des Steroidseristes des Liganden aus.

b StrukturbasiertesSequenziignment von hGRLBD und hPRLBD. F602Sin hGR-LBD ist grau markiert
Dexamethasoihindende Reste in®GR-LBD und die entsprechenden Reste in HHEBD sind blau bzw. orange
markiert.

A schieRestaddr LigandBindungstasche vonGR-LBD und hPRLBD.

* unterschiedlich&®este der Liganindungstaschgon hGRLBD und hPRLBD.


http://www.ebi.ac.uk/DaliLite

















































































































































































































































