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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung von Proteinstrukturen

Die Suche nach dem Aufbau und der Funktionsweise lebendiger Organismen
beschiftigt die Menschheit von alters her. Dabei bestechen Lebewesen durch
ihre auBerordentliche Komplexitidt. So ist beispielsweise der Mensch im
Kontext seiner Umwelt und die einzelnen Korperzellen des Menschen sind im
Kontext zu den anderen Zellen des Gewebes bzw. des restlichen menschlichen
Korpers zu sehen. Die Kompartimente und molekularen Komponenten inner-
halb einer Zelle interagieren vielschichtig miteinander. Zudem handelt es sich
bei Lebewesen um dynamische Systeme, d.h. es liegen kaum (thermodynami-
sche) Gleichgewichtszustinde vor; vielmehr befinden sich die Bestandteile eines
Organismus in einem FlieBgleichgewicht, welches sich sogar zeitlich noch
andert.

Interessanterweise besteht eine Methode, Einblick in dieses vermeintliche Chaos
zu erhalten, in der Auftkldrung und Interpretation von statischen Strukturen ein-
zelner Komponenten, die man z.B. durch histologische Untersuchungen auf der
zellularen Ebene oder durch Proteinstrukturaufklarung auf molekularer Ebene
erhélt. Dies scheint zuerst einmal ein Widerspruch in sich zu sein. Worin liegt
also die Bedeutung von Strukturaufklirungen im Hinblick auf das Naturver-
standnis?

Die Struktur eines Molekiils kann nicht nur Aufschluf} iiber molekulare Interak-
tionen geben, sondern auch tiber die jeweiligen Funktionen dieser Interaktio-
nen. So konnten Michel, Deisenhofer und Huber (Deisenhofer et al., 1984:
Nobelpreis 1988) die Struktur des membranstindigen Photokomplexes von
Rhodopseudomonas viridis aufklaren. Dabei wurde liber die eigentliche Struk-
tur hinaus noch die Information gewonnen, wie das Photosystem im allgemei-
nen und seine einzelnen Komponenten im besonderen funktionieren. Um die
jeweilige Funktion von Proteinen zu begreifen, ist es wiinschenswert, jeder
Aminosduresequenz direkt eine detaillierte Struktur zuordnen bzw. vorhersagen
zu konnen. Erstaunlicherweise findet man, dafl die Struktur der Proteine
ausschlieflich durch die Aminosauresequenz determiniert ist. Man sollte also
nach einem reichen Erfahrungsschatz geloster Strukturen die Prinzipien, die
dem Weg von der Aminosduresequenz zur Proteinstruktur zu Grunde liegen,
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verstehen konnen und dann in der Lage sein, beliebigen Aminosiduresequenzen
die jeweilige Struktur vorhersagen zu konnen.

Bislang konnte man dieses sogenannte ,,Proteinfaltungsproblem® (Anfinsen,
1973: Nobelpreis 1972) allerdings nicht 16sen. Dies liegt unter anderem daran,
daB nicht allgemeingiiltig geklart ist, welche physikalischen Eigenschaften
korrekt gefaltete Proteine gegeniiber anderen Faltungsvarianten auszeichnen.
Ein hiufig (so auch in dieser Arbeit) verwendeter Ansatz ist die These, daf3 sich
gerade die thermodynamisch stabilste Konformation eines Proteins als Struktur
ausbildet, und sich Proteinstrukturen somit iiber die geringste freie Faltungs-
enthalpie aller Konformationen definieren (Goldenberg, 1988). Dieser thermo-
dynamische Ansatz fiir die Strukturvorhersage setzt allerdings voraus, daf} alle
inter- und intramolekularen Interaktionen beriicksichtigt werden und dal3 sich
alle Faltungszustinde reversibel ineinander {iberfiihren lassen. Schon bei
16slichen Proteinen miiffiten Wechselwirkungen (und damit Enthalpieerniedri-
gungen) mit anderen Proteinen und anderen Molekiilen aus dem biologischen
Kontext des Proteins in die Betrachtungen eingehen; bei Transmembranprotei-
nen besteht in vivo das ,,Losungsmittel” aus der Lipidmembran, der walirigen
Grenzphase sowie beispielsweise dem Cytosol. Es ist somit mehrphasig, was
eine thermodynamische Betrachtung zur Strukturvorhersage ,,in vitro* auller-
ordentlich verkompliziert, wenn nicht sogar unmoglich macht. Thermodyna-
misch weniger stabile Proteinkonformationen konnten sich als Proteinstrukturen
etablieren, wenn kinetisch bedingte, irreversible Faltungsprozesse die Struktur
vorgeben. Welche physikalischen Parameter fiir die Strukturgebung genau
ausschlaggebend sind, diirfte kaum feststellbar sein. Entscheidend ist in der
Natur lediglich, dal die Aminosduresequenz (meistens) zu einer eindeutigen
Struktur flihrt: ein aktuelles Beispiel fiir stabile Fehlfaltungen sind die Prionen-
erkrankungen, die sich auf Aggregate von fehlgefalteten Proteinen zuriickfiih-
ren lassen (Dobson, 1999).

Die in dieser Arbeit untersuchte Pleckstrin-homologe Doméne (PH-Doméne: s.
Kapitel 1.3.) 1aBt sich in vitro durch Zusatz von Denaturierungsmittel entfalten
und durch Entzug des Denaturierungsmittels vollstindig, d.h. reversibel, in
seine urspriingliche Konformation zuriickfalten. Aus derartigen Experimenten
1aBt sich die freie Faltungsenthalpie bestimmen - und dennoch kann man ab
initio nicht die Struktur aus der Aminosauresequenz ermitteln, was das nichste
Dilemma bei der Losung des Proteinfaltungsproblems verdeutlicht: fiir jede
Konformation miiflte eine charakteristische physikalische GroBBe wie die freie
Faltungsenthalpie berechnet werden. Der Vergleich der freien Faltungsenthal-
pien aller Konformationen sollte dann Aufschlu3 geben, welches die giinstigste
Konformation ist und welche damit die Struktur reprisentiert. Die Zahl der
miteinander zu vergleichenden Konformationen ist aber nahezu unbegrenzt.
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Vernachlédssigt man alle Freiheitsgrade der Aminosdureseitenketten, wird die
Struktur einer Aminosdure in einer Polypeptidkette durch die beiden Rotati-
onswinkel W und & festgelegt. Sie geben die Ablenkung um die Achse
zwischen C_-Atom und Carbonylgruppe (W) und die Ablenkung um die Achse
zwischen C_-Atom und Aminogruppe (P) wieder. Beide Winkel liegen in
Proteinstrukturen nicht gleichverteilt vor (Ramakrishnan & Ramachandran,
1965) und sind fiir die Paulingschen Idealstrukturen eindeutig definiert: die
ideale a-Helix zeichnet sich durch W = 120° und ® = 120° sowie das ideale
B-Faltblatt durch W =300° und ® = 60° aus. Innerhalb eines Proteins koénnen
beide Winkel fiir jede einzelne Peptidbindung fast jeden Wert einnehmen.
Beschrankt man beide Winkel jeweils auf m Moglichkeiten, setzt die Unabhin-
gigkeit beider Winkel voneinander voraus und vernachléssigt die Konformatio-
nen der Seitenketten, lassen sich fiir ein Peptid mit n» Aminosduren m*">
Konformationen angeben: bei nur zehn Winkelmoglichkeiten und einem Peptid
aus 101 Aminosduren hieBe dies, daB 10'%° Strukturen hinsichtlich ihrer physi-
kalischen Eigenschaften miteinander verglichen werden miif3ten.

Ausgangspunkt fiir die beobachteten, definierten Proteinstrukturen sind nicht
alle moglichen Konformationen, die in einem chemischen Gleichgewicht
zueinander stehen und aus denen sich die stabilste Konformation als grof3te
Population herausbildet. Dies widerspriache Untersuchungen an Modellpro-
teinen, die sich in Sekundenbruchteilen korrekt falten (Jackson, 1998). Es
deutet vielmehr darauf hin, dafl die Proteinfaltung ein kinetisch limitierter
ProzeB3 ist und Faltungswege vorgegeben sind, die sich aus der Aminosdure-
sequenz ableiten (Levinthal, 1968). Dasselbe zeigen auch kinetische NMR-
Studien, die eine erweiterte, detaillierte Sichtweise fiir die Proteinfaltung
einfordern (Baldwin, 1995): ausgehend vom entfalteten, strukturell nicht
definierten Protein falten sich zundchst verschiedene Peptidsequenzen
voneinander unabhingig zu lokalen, intermedidren Strukturen. Diese finden
dann zu einer globalen Proteinstruktur zusammen. Dabei beschreiten nicht alle
Proteine genau denselben ,,Faltungsweg durch die Energielandschaft; vielmehr
ist nur das Ziel (das gefaltete Protein) fiir alle Proteinmolekiile identisch. Der
Faltungsmechanismus verlduft also weder synchron noch tiber (notwendiger-
weise) definierte Faltungsintermediate.

Strukturvorhersagen fiir Proteine basieren heutzutage unter anderem auf
Sequenzidentititen zu homologen Proteinen bekannter Struktur anstelle einer
ab initio-Rechnung und dem Vergleich aller moglichen Konformere. Ein Bei-
spiel dafiir ist das Modellprotein dieser Arbeit. Die Struktur der PH-Domine
des humanen Cytohesin-1 (Kolanus et al., 1996) wurde bislang noch nicht
gelost, 146t sich aber durch Sequenzvergleich mit der strukturell gelosten PH-
Doméne des Grpl (Lietzke ef al., 2000) modellieren (Guex & Peitsch, 1997).



1. Einleitung

1.2. Die Fragestellungen dieser Arbeit

Die Fragestellungen fiir diese Arbeit decken sich mit den generellen Problem-
stellungen, die der Strukturaufkldrung von Proteinen zu Grunde liegen:

()

(i)

(iii)

Ist jede Aminosdure der PH-Domine fiir die Ausbildung der Protein-
struktur essentiell oder lassen sich einige Aminosdurereste beliebig gegen
andere austauschen, ohne dabei die globale Struktur der PH-Domaéne zu
verdandern?

Sollte sich die globale Struktur der PH-Doméne durch beliebigen Aus-
tausch von Aminosdureresten in bestimmten Regionen nicht &ndern,
lassen sich dann Mutanten der PH-Domine herstellen, die neuartige,
intermolekulare Wechselwirkungen mit anderen Substanzen eingehen
konnen?

Welche strukturellen und biochemischen Eigenschaften von Proteinen
beeinflussen deren Transportprozesse sowohl vom Cytoplasma in das
Periplasma von Escherichia coli als auch in die mitochondriale Matrix
von Saccharomyces cerevisiae?!

Bei allen drei Fragestellungen dieser Arbeit geht es grundsitzlich um die
strukturellen und biochemischen Eigenschaften von Proteinen in Abhéngigkeit
von ihrer Aminosduresequenz am Beispiel der PH-Domine und nicht darum,
die Funktionen der natiirlichen PH-Domine in vivo zu ergriinden. Letzteres ist
bereits ausgiebig geschehen, wie das folgende Kapitel zeigt.
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1.3. Funktion und Struktur des humanen Cytohesin-1
und seiner Pleckstrin-homologen Domiéine

Cytohesin-1 ist ein humanes, intrazellulir lokalisiertes Protein, das in die Regu-
lierung der Zelladhision involviert ist (Kolanus ef al., 1996). Es wurde bislang
hauptséchlich in den Zellen des hdmatopoetischen Systems nachgewiesen. Es
besitzt ein Molekulargewicht von 47 kDa und ist aus mehreren Doménen aufge-
baut, von denen eine die sogenannte Pleckstrin-homologe Domine
(PH-Doméne) ist.

Einer kurzen aminoterminalen ,,coiled-coil“-Domine des Cytohesin-1 konnte
bislang noch keine eindeutige Funktion zugeordnet werden. Es folgt eine unge-
fahr 200 Aminoséduren lange SEC7-Doméne, iliber die die Interaktion mit CD18
im Cytoplasma stattfindet (Kolanus et al., 1996) und die den Guaninnukleotid-
Austausch an ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARFs) katalysiert. Somit 146t sich
Cytohesin-1 den Guaninnukleotid-Austauschfaktoren zurechnen (GEFs,
guanine nucleotide exchange factors) (Donaldson & Jackson, 2000; Meacci et
al., 1997). ARF-Proteine konnen in einer aktivierten Form mit einem GTP
oder in einer inaktiven Form mit einem GDP vorliegen. GEFs sind fiir die
Aktivierung (also den Austausch von GDP gegen GTP) und GAPs (GTPase-
Aktivierungsproteine) fiir die Inaktivierung (also die Hydrolyse des GTP)
zustandig (Donaldson & Jackson, 2000; Moss & Vaughan, 1999). Die Struktur
der SEC7-Doméne von Cytohesin-1 wurde durch NMR-Spektroskopie
aufgeklirt (Betz et al., 1998). Der SEC7-Doméne folgt im Cytohesin-1 die
PH-Domaine. Sie wird in dieser Arbeit allerdings nicht als Modul innerhalb des
Cytohesin-1 untersucht, sondern als selbstindiges Protein.

Bei den PH-Doménen handelt es sich um eine grof3e Strukturfamilie. Sie konn-
ten bislang in ungefdhr 100 unterschiedlichen Proteinen nachgewiesen werden;
viele von thnen sind Bestandteil der Signaltransduktion und Cytoskelettregulie-
rung (Rebecchi & Scarlata, 1998). Die Ubereinstimmung in der Aminoséure-
sequenz ist unter den PH-Doménen verhdltnisméBig gering, doch sind ihre
Strukturen und auch ihre Aufgaben in vivo sehr dhnlich. Sie treten als Unterein-
heiten vieler Proteine auf: so etwa bei den Proteinkinasen PARK, Akt und Btk,
bei den Regulatoren kleiner G-Proteine Ras-GAP, SOS, Vav und Dbl sowie bei
den Lipid-assoziierten Proteinen PLCQ, y, & und PI3-Kinase (Gibson et al.,
1994). Sie zeigen zu Phosphatidylinositolphosphaten der Membranen spezifi-
sche Affinitidten (Lemmon et al., 1996, Pawson, 1995; Shaw, 1996). Dariiber
assoziieren die oben genannten Proteine an der Innenseite der Zellmembran.



1. Einleitung

Indirekt konnen PH-Doménen enthaltende Proteine auf Signale reagieren,
indem sie an Phosphatidylinositolphosphaten binden, die selber als ,,second
messenger‘ fungieren. So binden die PH-Doménen des Btk und Grpl (generel-
ler Rezeptor fiir 3-Phosphoinositide) spezifisch an Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphat (PIP3) (Ferguson et al., 2000; Klarlund et al., 1997), das erst nach
Aktivierung von Phosphoinosidlipiden durch eine Phosphoinosid-3-kinase in
der Zellwand nachweisbar ist (Stephens et al., 1993). Die Membranrekrutie-
rung der entsprechenden Proteine findet damit erst in Folge eines Signals statt
(Gray et al., 1999; Varnai et al., 1999; Venkateswarlu et al., 1998).

Die Aminosduresequenz der PH-Domine des Cytohesin-1 ist zu der des Grpl
zu iber 92% identisch (s. Abb. 4.7/4). Insbesondere die Bindungsmotive fiir
PIP3 sind nahezu identisch (Lietzke et al., 2000). So diirfte auch die
PH-Domiéne des Cytohesin-1 in Abhidngigkeit vom Gehalt an PIP3 an der
Membran assoziieren. In vitro konnte gezeigt werden, daB3 zusidtzlich eine
polybasische c-Doméne des Cytohesin-1 nachhaltig zur Bindung des
Cytohesin-1 an PIP3 beitragt (Nagel et al., 1998a; Nagel et al., 1998b).

Der Name ,,Pleckstrin-homologe Doménen (PH-Doménen) stammt von dem
Protein Pleckstrin, das zwei derartige Doméanenstrukturen aufweist. Pleckstrin
wurde als Substrat der menschlichen Tyrosinkinase C in Thrombozyten gefun-
den (Rendu et al., 1992). Von Proteindoménen, die sehr dhnliche Strukturen
und Funktionen aufweisen, kann vermutet werden, dal3 sie sich von einem
gemeinsamen Vorfahren ableiten. Deshalb werden sie als ,,Pleckstrin-
homologe* Dominen bezeichnet. Derartige PH-Doménen wurden bislang noch
nie isoliert, sondern immer als Module in Fusion mit anderen Proteinstrukturen
gefunden. PH-Doménen konnen sich in ihrer Aminosduresequenz erheblich
voneinander unterscheiden und besitzen zudem hypervariable Looplingen (s.
Tab. 1.7), weshalb diese Strukturfamilie erst spét identifiziert und definiert
wurde (Haslam et al., 1993; Mayer et al., 1993). In welcher Vielzahl
PH-Dominen in der Natur auftreten, konnte erst wahrgenommen werden,
seitdem die Bioinformatik die entsprechenden Algorithmen zum gleichzeitigen
Vergleich mehrerer Aminosauresequenzen liefert und seitdem viele Strukturen
von PH-Doménen vorliegen (Gibson et al., 1994; Rost, 1996).
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Tab. 1.1: Strukturhomologievergleich von PH-Domiinen.

PDB# N-Terminus | o Phos B 1 L 1 B 2 L 2
1DYN MKTSGNQDEIL VIRKGWLTI NNIGIMKGG SKEYWFVLT AE
Cy-1 MAN PDREGWLLKL GGGRVKT WK RRWFILT DN
1DRO GSGTGAGEG HE GYVTRKHE WDSTTKKASNRS WD KVYMAA KAG
1MPH ME GFLNRKHEW EAHNKKASSRS WHNVYCVIN NQ
1DBH GQCCNE FIMEGTLTR VGAKH ERHIFLF DG
1PLS MEPKR IREGYLVKK GSVFENT WK PMWVVLL ED
1BAK GSHMGKD CIMH GYMSKM GNPFKTQ WQ RRYFYLF PN
1IMAT GLODD PDLOALLK GSQLLKV KSSSw RR ERFYKLQ EDCK
PDB# B 3 L3 B 4 L4 B LS5

1DYN NLSWY K DDEEK E KKYMLS VDN LKLRD VEKGFMSSK
Cy-1 ALYYF E YTTDK E PRGIIP LEN LSIRE VEDSKKP

1IDRO RISFY K DQOKGYKSNPELTFRGE PSY DLONA AIEI ASDYTKKK

1IMPH EMGFY K DAKSAASGIPYHSEV PVS LKE AICEVA LDYKKKK

1DBH LMICC K SNHGQPRLPGASNAEY R LKEKFF MRKV OQIND KDDTNEYK

1PLS GIEFY K KKSDN S PKGMIP LKG STLTS PCQODFGKRM

1BAK RLEWR GEGEAPQ SLLTT MEE IQSVEET QIKERK

IMAT TIWQ ESRKVMRSPES QLFS IED IQEVRM GHRTEGLEKRDIPED
PDB# B 6 L6 B 7 L7 o 1

1DYN HIFALFN TEQRNVYKDY ROLELAC ETQEEVDSWKASFLRA
Cy-1 NVFEL YIPDNKDQVIKAAKTEADGQVVEGNH TV YRISA PT PEEKEEWIKAIKAA
1DRO HVLRVK LANGAL FLLOA HDDTEMSOWVTSLKAOQ
1IMPH HVFKLR LSDGNE YLFQA KD DEEMNTWIQAISSA
1DBH HAFEII LKDEN S VIFSA KS AEEKNNWMAALISL
1PLS FVFKITT TKQ OD HFFQA AF LEERDAWVRDINKA
1BAK CLLLKI RGG KQFILQC DSDPELVOWKKEKRDA
IMAI RCFSIVF KDQRN T LDLIA PSPADAQHWVQGLRKI

Die bis zum Jahr 2000 gel6sten Strukturen von PH-Domanen wurden uberlagert und mit der
Struktur des Dynamin (1DYN) verglichen. Die Loopregionen L 1, L 3, L 5 und L 6 sind bei den
verschiedenen PH-Domanen langenvariabel. Die Aminosduren der bislang strukturell nicht
analysierten PH-Doméane des Cytohesin-1 (Cy-1) wurden durch Sequenzvergleich mit den
anderen PH-Domanen den Strukturelementen zugeordnet. Auf diese Weise konnten die Loop-
regionen identifiziert werden. Sowohl die positionell Ubereinstimmenden Aminosauren als
auch die dazu im Cytohesin-1 dhnlichen Aminosauren sind fett markiert. Mit L X sind die teil-
weise langenvariablen Loopregionen, mit § X die konservierten p-Faltblattstrukturen (hellgrau)
gekennzeichnet. Die C-terminale a-Helix aller PH-Doméanen ist mit o 1 (dunkelgrau) und die
N-terminale a-Helix der Phospholipase C (1MAI) ist mit o Phos (dunkelgrau) beschriftet. Die
Abkurzungen fur die Proteine entsprechen dem jeweiligen PDB-Eintrag.
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Die Strukturfamilie der PH-Doménen zeichnet sich durch eine charakteristische
Abfolge von p-Faltblittern und durch die gemeinsame C-terminale oa-Helix
aus, die sich mit hoher Ubereinstimmung iiberlagern lassen (s. Tab. 1./ und
Rebecchi & Scarlata, 1998). Zwischen den antiparallelen (3-Stringen sind bei
den PH-Doménen vier ausgeprigte, strukturell weniger definierte Bereiche
(Loops) eingebunden. Von diesen konnten bis zu drei (Loop 1, 3 und 6) als
spezifische Bindungsstellen fiir Phosphatidylinositolphosphate identifiziert
werden (Lietzke et al., 2000). Seit kurzem ist die Struktur der PH-Domine des
Grpl [genereller Rezeptor fiir 3-Phosphoinositide] (Lietzke ef al., 2000) gelost.
Aufgrund der hohen Sequenzidentitit zu der Aminosduresequenz des
Cytohesin-1 148t sich die Struktur der PH-Domine des Cytohesin-1 mit grof3er
Wahrscheinlichkeit vorhersagen (s. Abb. 1.7). Uber die ca. 120 Aminosiuren
der beiden PH-Doménen sind 10 Punktmutationen verteilt und der Loop L1 ist
bei Cytohesin-1 um die Aminosdure G(12) vergroflert (s. Tab. 4.4).

Abb. 1.1: Strukturmodell der PH-Domiine des Cytohesin-1.

Molscript Raster 3-D Stereodarstellung. Die Proteinstruktur wurde nach der homologen PH-Do-
mane des Grp1 (PDB: 1FGZ nach Lietzke et al., 2000) modelliert (SWISS-Modell nach Guex &
Peitsch, 1997).

1.4. Die molekulare Erkennung

Die Funktion von Proteinen beruht meistens auf stabilen oder regulierbaren
Interaktionen zu anderen Proteinen und Molekiilen. Erst das verdnderbare
Zusammenspiel vieler Molekiile vermittelt die Bandbreite von Mechanismen
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und Reaktionen, die die Komplexitit in der belebten Natur auszeichnet.
Derartige Interaktionen konnen auch in einem mikroevolutiven ProzeB in vivo
erzeugt werden: das Immunsystem mit seinen Antikorpern ist das Paradigma
dafiir, wie Antikorper mit hoher Affinitdt zu Antigenen selektiert werden, um
Abwehrreaktionen gegen Antigene bzw. Triger von Antigenen wie Viren
einzuleiten. Antikorper setzen sich aus Immunglobulindoméinen (IG-Doménen)
zusammen, die wiederum aus hypervariablen Loops und konstanten Regionen
bestehen. Die hypervariablen Loops dienen als Paratope und binden spezifisch
an die Epitope der Antigene. Dagegen stellen die konstanten Regionen der
Immunglobuline in erster Linie ein stabiles Geriist fiir die hypervariablen
Loops dar (Padlan, 1996).

Ein intaktes Immunsystem ermoglicht es, liber eine Vielzahl von Mutations-,
Rekombinations- und Selektionsereignissen hochspezifisch bindende Antikdrper
herzustellen. Dies ist nicht nur fiir die immunologische Grundlagenforschung
interessant, sondern ermdglicht auch die Konstruktion von Immunreagenzien
mit maBgeschneiderten Eigenschaften, was insbesondere fiir die therapeutischen
und diagnostischen Anwendungen in Forschung und Medizin intensiv
angestrebt wird. Antikorper werden auch heute noch von und in Versuchstieren
selektiert bzw. exprimiert. Um dies zu umgehen und eine groBtechnische
Produktion zu ermdglichen, werden Antikérper auf AntikOrperfragmente
reduziert und in vitro selektiert (s. Kapitel 1.4.2.). Alternativ sucht man nach
Molekiilen, die die Rolle von Antikdrpern iibernehmen konnen - und vielleicht
sogar ,,glinstigere” Eigenschaften aufweisen als diese. Dieser Ansatz wird mit
der PH-Domine verfolgt.

1.4.1. Die PH-Domane als Gertiist fiir ein Paratop

Bei den Immunglobulindoméinen dienen die hypervariablen Loops als
epitopbindende Paratope und die konstanten Regionen als Gerlist bzw.
Verankerung fiir diese Loops. PH-Doménen lassen sich formal &hnlich
unterteilen. Auch sie besitzen Loops, die sich als Paratope anbieten und die sich
in einem definierten Kontext antiparalleler $-Faltblitter befinden. Diese sollten
als Gertst fiir veranderte Loops dienen konnen. Eignen sich diese Loops aber
auch fiir die Ausbildung von Interaktionen zu ,,Antigenen“? - Die Selektion auf
Interaktion zu Antigenen setzt voraus, da3 die Loops randomisiert werden; das
heil3t, anstelle der natiirlichen Peptidsequenz werden (weitgehend) willkiirlich
andere Peptidsequenzen eingebaut, die aber die globale Struktur der
PH-Domine nicht zerstoren diirfen. Die natiirlichen Aminosduren diirfen fiir
die Struktur der PH-Doméne also nicht notwendig sein. Dies zu iiberpriifen,
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war die erste Aufgabe dieser Arbeit (s. Kapitel 1.2.). Die Gesamtheit aller
Mutanten mit unterschiedlichen Aminosiuresequenzen in den Loopbereichen
werden als ,,Bibliothek® bezeichnet. Die Léngenvariabilitit der gewihlten
Loops bei den verschiedenen PH-Dominen (s. Tab. 1./) deutet auf eine
Eignung dieser Loops zur Randomisierung hin (Ku & Schultz, 1995). Die
ausgewahlten Loops 1, 3 und 6 weisen zudem alle in eine Richtung und
konnten gemeinsam ein diskontinuierliches Paratop darstellen, das ein Antigen
bindet (s. Abb. 1.2). Einen Beweis fiir die Mdglichkeit einer Bindung liefert
bereits die Natur: Aminosdurereste dieser drei Loops interagieren bei Grpl mit
Inositol(1,3,4,5)tetraphosphat, wie die Kristallstruktur zeigt (Lietzke et al.,
2000). Mitglieder der PH-Dominen-Superfamilie erkennen zudem auch
Proteinliganden (Blomberg et al., 1999). Ein Beispiel dafiir ist die Phospho-
tyrosin-bindende Doméne (PTB) des Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (PDB: IRS1
nach Zhou et al., 1995). Die Interaktion erfolgt hier allerdings iiber den Loop 6
und die Aminosduren vom f4-Faltblatt, wahrend die Loops 1 und 3 nicht in die
Bindung involviert sind.

Abb. 1.2: Die zur Randomisierung ausgewihlten Loops der PH-Domiine
Die dunkel gezeichneten Peptidsequenzen wurden randomisiert.

Fiir die praktische Anwendung von Geriistproteinen eignen sich insbesondere
Proteine, die als Monomer vorliegen, klein, robust, einfach zu verdndern sind,
und sich auch effizient (wenn moglich in E. coli) exprimieren lassen (Nord et
al., 1997; Steipe et al., 1997). Die PH-Domine des Cytohesin-1 geniigt diesen

10
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Grundanforderungen, da sie als Monomer nicht zur Aggregation neigt, mit iiber
-40 kJ/mol eine hohe thermodynamische Stabilitit aufweist und sich nach
Denaturierung auch wieder vollstindig in den nativen Zustand zuriickfalten 143t
(s. Kapitel 4.1.5.). Dazu besitzt sie kein cis-Prolin, wie sich der modellierten
Struktur entnehmen 1a6t, und nach entsprechender Mutagenese auch kein Cystin
oder Cystein, wodurch sie oxidationsunempfindlich ist und sich keine
,falschen* Disulfidbriicken ausbilden kénnen (s. Tab. 4.4). Mit einer Lange
von 110 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 15 kDa ist sie zudem
verhéltnisméBig klein und 148t sich mit iiber 30 % des Gesamtproteinanteils in
E. coli 16slich iiberexprimieren. Als humane Proteindomine sollte auch der
Einsatz von Varianten bei humanen Therapien aus immunologischer Sicht
unbedenklich sein. Damit eignet sich die PH-Doméne des Cytohesin-1 von
vornherein zur groBtechnischen Expression in E. coli und der Anwendung als
Therapeutikum. Diese Eigenschaften stellen die PH-Domédne grundsétzlich als
ein besonders geeignetes Gerlistprotein flir eine Paratop-Bibliothek dar (Steipe
et al., 1997).

1.4.2. Immunglobulindoménen und weitere Proteine als
Geriiststrukturen fiir Paratope

Das Immunsystem ist ein hocheffizientes, kompliziertes Selektionssystem zur
Abwehr von sehr unterschiedlichen Fremdsubstanzen. Als Werkzeug fiir die
Erkennung und Markierung von Fremdsubstanzen dienen die beiden variablen
[G-Doménen Vy und V| der Antikérper. Die Vy-Doméne ist dabei Bestandteil
der schweren und die Vi-Domine Bestandteil der leichten Kette von Antikor-
pern. In der Natur werden jeweils drei variable Loops (CDR-Regionen: comple-
mentarity determining regions) dieser Dominen durch ein kompliziertes
Verfahren aus Mutationen und Rekombinationen der entsprechenden Gene
randomisiert und anschlieBend selektiert. Das Immunsystem stellt zwar das
Paradigma fiir die Selektion bindender Molekiile dar, doch 148t sich dieses
natlirliche und komplexe Verfahren nur partiell in vitro umsetzen. Einige
Strukturelemente der Antikorper eriibrigen sich bei in vitro-Selektionen. Fiir
die reine molekulare Erkennung kann man die Antikorper auf die beiden
variablen IG-Doménen Vg und Vi reduzieren. Diese lassen sich als Heterodimer
exprimieren (Fy-Fragment). Alternativ verbriickt man zur Expression beide
Doménen mit einem synthetischen Linkerkonstrukt zu einem single-chain-Fy-
Fragment (scFy-Fragment). Derartige Konstrukte lassen sich als Gerlistproteine
in den CDR-Regionen randomisieren und bei in vitro Selektionsverfahren
einsetzen (Hoogenboom et al., 1991).

11
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Auch von anderen Proteinen hat man zeigen konnen, daB sie sich fiir die spezi-
fische molekulare Erkennung anderer Molekiile eignen (Ubersichtsartikel:
Skerra, 2000). So wurden weitere Mitglieder der 1G-Superfamilie hinsichtlich
ihrer Tauglichkeit als Geriist untersucht: Bei der Fibronectin Typ III-Doméne
(FN3) wurden zwei Loops randomisiert und in einer Bibliothek von 10°
Mutanten erfolgreich eingesetzt (Koide et al., 1998); das gleiche ist auch mit
der variable Domidne des menschlichen, cytotoxischen T-Lymphocyten
assoziierten Proteins-4 moglich (Nuttall et al., 1999).

Auflerhalb der IG-Superfamilie bieten sich Proteaseinhibitoren als stabile,
kleine Doménenstrukturen an. Auch sie sind von der Natur auf molekulare
Erkennung ausgelegt. Ein prominentes Beispiel ist der Inhibitor des mensch-
lichen Pankreastrypsins (human pancreatic secretory trypsin inhibitor: hPSTI),
bei dem ein Loop randomisiert wurde (Szardenings et al., 1995). Der Einsatz
dieser Bibliothek erfolgte unter anderem erfolgreich gegen die Zielsubstanz
MOMP (major outer membrane protein von Legionella pneumophila) (Decker
et al., 2000), gegen die auch Mutanten von PH-Domaénen gesucht wurden.

Bei der Helix-Biindel-Gruppe von Geriistproteinen besteht das Gerlist lediglich
aus miteinander verkniipften a-Helices. Die sogenannte Z-Domine leitet sich
dabei von Protein A (Staphylococcus aureus) ab und besteht nur aus zwei
Helices. Von dieser Domine wurden Bibliotheken von 4 - 10" Mutanten
hergestellt und erfolgreich eingesetzt (Nord et al., 1997). Beim FEinsatz des
cytoplasmatischen Vierhelices-Biindel-Proteins Myohemerythrin wurden nach
Randomisierung zweier Loops lediglich instabile und aggregierende Mutanten
erhalten, weshalb die Experimentatoren auf das periplasmatische Vierhelices-
Biindel-Protein Cytochrom bsg, auswichen, dort zwei Loops randomisierten
und bindende Mutanten erhielten (Ku & Schultz, 1995).

Die Lipocaline besitzen die Struktur eines (-Barrels: es besteht aus acht anti-
parallelen B-Faltbléttern, die sich um eine zentrale Achse winden. Sie werden
durch Loops verbunden, iiber die Lipocaline in der Natur Bindungen zu Klein-
molekiilen eingehen kénnen. Nach Randomisierung von vier Loops zu einer
Bibliothek von 3.7 - 10* Mutanten konnten Proteine gegen Fluoreszein gefun-
den werden, die Dissoziationskonstanten von weniger als 35.2 nM aufweisen
(Beste et al., 1999). Diese Bibliothek von Lipocalin-Mutanten (genannt
,Anticaline®) eignet sich ausgezeichnet zur Bindung von Kleinmolekiilen
(Weiss & Lowman, 2000).

Auch aktive Zentren von Enzymen lassen sich randomisieren und in vitro
selektieren. Ein prominentes Beispiel dafiir ist die humane, cytosolische
Glutathion-S-Transferase. Sie bindet in vivo Glutathion. Das aktive Zentrum
wurde zu 5 - 10° Mutanten randomisiert, und es lieBen sich Mutanten mit neuen
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Bindungseigenschaften zu Kleinmolekiillen selektieren (Widersten &
Mannervik, 1995). Ein weiteres eingesetztes Enzym ist das cytosolische
Thioredoxin A. Bei diesem Protein wurde ein Loop randomisiert und eine
Bibliothek von 1.8 - 10° Mutanten erfolgreich in einem Flagellen-Selektions-
verfahren eingesetzt (Lu et al., 1995).

Durch Fusion randomisierter Peptidsequenzen an Phagenproteine, lassen sich
auch direkt bindende Peptidsequenzen selektieren (Wright et al., 1995) (Kay et
al., 1993). Diese besitzen allerdings (zumindest ohne Liganden) nur
ausnahmsweise eine definierte Struktur.

1.5. Die Verfahren zur Selektion bindender Proteine aus
einer Bibliothek

Die zweite Fragestellung dieser Arbeit (s. Kapitel 1.2.) gilt der Suche nach
Mutanten der PH-Doméne, die neuartige intermolekulare Wechselwirkungen zu
anderen Zielsubstanzen (,fargets*) eingehen konnen. Derartige Mutanten
werden mit Hilfe von Selektionsverfahren aus einer Bibliothek randomisierter
Proteine gewonnen.

1.5.1.  Das phage-display-V erfahren

Dieses Verfahren diente in der vorliegenden Arbeit der Selektion von Mutanten
der PH-Doméne. Von den in Kapitel 1.4.2. vorgestellten Geriistproteinen und
den daraus urspriinglich erzeugten Bibliotheken wurde nur die Bibliothek des
Thioredoxin A nicht der Selektion durch das phage-display-Verfahren sondern
einem Flagellen-Selektionsverfahren ausgesetzt (Lu ef al., 1995). Allein schon
dieser Umstand verdeutlicht die Wichtigkeit des phage-display-Verfahrens zur
Selektion bindender Mutanten aus einer Bibliothek randomisierter Proteine oder
Peptide gegen Zielsubstanzen (Ubersichtsartikel: Smith, 1991; Wells &
Lowman, 1992; Winter et al., 1994). Im phage-display-Verfahren wird das
randomisierte Protein oder Peptid genetisch mit dem g3-Protein des Bakterio-
phagen M13 fusioniert und eine Signalsequenz zur periplasmatischen Translo-
kation vor dieses Konstrukt kloniert (Kay et al., 1996). Coexprimiert man
dieses Konstrukt mit einem M13-Helferphagen in E. coli, werden durch den
Helferphagen die fiir den Phagen notwendigen Proteine komplementiert. Die
Proteine der Phagenhiille einschlieBlich der g3-Fusion assemblieren in der inne-
ren Membran von E. coli (s. Abb. 1.34) und umhiillen die einzelstringige
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DNA. Wihrend bei der Vermehrung von M13-Phagen in vivo die gesamte
einzelstrangige Phagen-DNA von der Phagenhiille umschlossen wird, verpackt
man (durch geschickte Wahl und Insertion von Selektionsmarkern) im phage-
display-Verfahren die einzelstringige DNA fiir die Protein-g3-Fusion und fiir
den Helferphagen getrennt. Phagen mit der DNA fiir die Protein-g3-Fusion
konnen zwar E. coli Zellen infizieren, jedoch fehlt die DNA fiir die restlichen
Phagenproteine. Die DNA fiir die Protein-g3-Fusion kann auch doppelstringig
als Plasmid in E. coli vorliegen und wird dann Phagemid genannt.

Der artifizielle Phage prasentiert das gewiinschte Protein auf der Oberflidche
und beinhaltet die genetische Information fiir die Expression dieses Proteins.
Im Phagen liegen also der Phinotyp (das Protein) und der Genotyp (die dafiir
kodierende DNA-Sequenz) gekoppelt vor. Wihrend einer Generationszeit
werden von einer einzigen E. coli-Zelle ca. 100-1000 Phagen in das Medium
sezerniert (Model & Russel, 1988). Die Phagen lassen sich iiber Zentrifuga-
tions- und Fillungsschritte von den E. coli-Zellen trennen. Um aus dieser
Bibliothek unterschiedlicher Phagen diejenigen mit erhohten Affinitdtseigen-
schaften zu Zielsubstanzen herauszulesen, werden die Phagen einer in vitro-
Selektion (,,panning*) unterzogen (s. Abb. 1.3B und Kapitel 3.9.4.). Sie
werden zu der immobilisierten Zielsubstanz gegeben, gegen die ein affines
Protein aus der Bibliothek gesucht wird, und je nachdem, wie gut das repréa-
sentierte Protein an der Zielsubstanz bindet, 148t sich der Phage nur schlechter
wieder von der Zielsubstanz herunterwaschen. Je stringenter und intensiver
gewaschen wird, um so eher werden nur noch hochaffine Proteinmutanten mit
thren Phagen an der Zielsubstanz binden. Dabei reichen selbst geringe Affini-
tatsunterschiede aus, da eine statistisch aussagekriftige Zahl von Phagen
(ca. 10'%) eingesetzt wird und somit bei einer Bibliotheksgrofe von 107 indivi-
duellen Klonen auch zu Anfang der ersten Selektionsrunde jede individuelle
Mutante im statistischen Mittel noch durch 1000 Phagen vertreten ist.

Die besser bindenden Phagen werden durch Anderung der Losungsmitteleigen-
schaften mit Triethylamin (Hawkins et al., 1992) oder durch Kompetition mit
der gelosten Zielsubstanz von der immobilisierten Zielsubstanz eluiert. Mit den
Phagen werden dann E. coli-Zellen infiziert. Aus ithnen 1463t sich die entspre-
chende Phagemid-DNA priparieren und damit indirekt die Peptidsequenz der
bindenden Proteine bestimmen. Nach einer Superinfektion mit Helferphagen
lassen sich die angereicherten Phagen aber auch amplifizieren und dann in
weiteren Selektionsrunden einsetzen.
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Abb. 1.3: Das phage-display-Verfahren

(A): Schematische Assemblierung von M13-Phagen

Die Proteine der Phagenhulle werden als Membranproteine exprimiert und assemblieren in der
inneren Membran von E. coli (Abb. entnommen aus Kay et al., 1996). g3-fusionierte Proteine
werden zunachst in das Periplasma transloziert.

(B): Selektion iiber das phage-display-V erfahren

Zur Selektion von Proteinen werden die Phagen mit den fusionierten Proteinen an der immobili-
sierten Zielsubstanz gebunden und die schwéacher bindenden Phagen durch stringentes
Waschen entfernt. Die verbleibenden Phagen werden daraufhin eluiert. Mit ihnen lassen sich
E. coli-Zellen infizieren und neue Phagen herstellen, die einer weiteren Selektionsrunde
unterzogen werden kénnen.
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Fiir das phage-display-Verfahren existieren einige erweiterte Anwendungsmog-
lichkeiten. Das g3-Protein besteht aus drei Doménen, die iiber Linker miteinan-
der verbriickt sind. Die Interaktion eines Proteins mit einer Bibliothek von
moglichen Liganden kann man analysieren, indem das g3-Protein durch
Deletion eines Linkers in zwei Proteine geteilt wird. Die N-terminale Doméne
wird mit dem Protein und die C-terminale Doméne mit der Peptid-Bibliothek
fusioniert. Nur bei Bindung einer Peptid-Mutante an das Protein wird ein fiir
die Infektion von E. coli-Zellen notwendiges, komplettes g3-Protein auf der
Phagenoberflidche dargestellt (Duenas & Borrebaeck, 1994; Spada et al., 1997).
Zur Selektion auf besonders stabile Mutanten (Jung et al., 1999) und zur Suche
nach Chaperonen (Bothmann & Pliickthun, 1998) wurden Varianten des phage-
display-Verfahrens eingesetzt.

Beim phage-display-Verfahren ist die Bibliothek randomisierter Proteine auf
der Phagemid-DNA kodiert. Dies setzt die anfiangliche, einmalige Transforma-
tion von Phagemid-DNA in E. coli-Zellen voraus. Damit ist der Gréfe und
Komplexitit von phage-display-Bibliotheken eine experimentelle Grenze
gesetzt. Im Labormalstab liegt sie bei der auch in dieser Arbeit erreichten
GréBenordnung von 10® Klonen, im industriellen MaBstab existiert sogar eine
Bibliothek von scFy-Fragmenten mit 2-10° Klonen (HuCal: human
combinatorial antibody libraries; Knappik et al., 2000).

Anstelle des Bakteriophagen M13 konnen auch andere Phagensysteme wie der
T7-Phage im phage-display eingesetzt werden (Houshmand et al., 1999).

1.5.2. Weitere Selektionsverfahren fiir Proteine

Das Ribosomen-Display-Verfahren wird zellfrei durchgefiihrt und setzt somit
keine Transformation von DNA voraus (Hanes et al., 2000; Hanes &
Pliickthun, 1997). Nach Randomisierung einer DNA-Sequenz wird diese in
vitro transkribiert und die entsprechende mRNA in vitro translatiert. (Die
Vorgehensweise entspricht der in vitro Translation im Rahmen der
Importversuche in Mitochondrien: s. Kapitel 4.5.1.). Beim Ribosomen-Display
wird verhindert, daf3 die Ribosomenuntereinheiten am stop-Codon dissoziieren.
Man erhilt eine liber die Ribosomen gekoppelte Fusion der mRNA mit dem
entsprechenden  Protein. Dieses Konstrukt 148t sich analog dem
Selektionsverfahren beim phage-display einsetzen. Neben der nicht durch
Transformation limitierten GroBe der Bibliothek von ca. 10'* Mutanten bietet
dieses System den groen Vorteil, dal die Proteine keinem Transportprozef3
unterzogen werden und sich die Bedingungen wihrend der Expression und
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Selektion durch Wahl der Temperatur- und Redox-Verhidltnisse zum Teil
einstellen lassen (Jermutus ef al., 2001).

Die Kopplung von Phinotyp (Protein) mit dem Genotyp (DNA) 148t sich auch
iiber DNA-bindende Proteine erreichen. Cytoplasmatisch exprimierte Proteine
wurden mit dem lac-Repressor fusioniert, was die Bindung des Fusionsproteins
am lac’ des kodierenden Plasmids ermdglicht. Nach Zellaufschluf lie3 sich ein
derartiges Konstrukt analog dem phage-display-Verfahren einer in vitro Selek-
tion unterziehen. Anstelle der Infektion von E. coli wurde die Plasmid-DNA
direkt transformiert (Cull ef al., 1992; Gates et al., 1996). Die Grofie der
Bibliothek ist wie beim phage-display-Verfahren durch die Transformation von
Plasmid-DNA in E. coli-Zellen limitiert. Ein analoges Verfahren wurde im
Rahmen dieser Arbeit vergeblich untersucht, indem iiber eine Fusion der
PH-Domine mit dem tet-Repressor eine stabile, den Zellaufschluf3 tiberdau-
ernde Bindung zum tet-Operator auf der Plasmid-DNA gekniipft werden sollte.

Die Kopplung von Phédnotyp und Genotyp ist bei in vivo-Experimenten
systemimmanent. Zelluldre Proteine und ihre kodierenden Gene liegen gemein-
sam in der Zelle vor. Entscheidend sind bei der Untersuchung von Bibliotheken
in vivo generell die Transformationseffizienz geeigneter Zellen und die
Auswahl eines geeigneten Selektionssystems. Ein iibliches Verfahren ist das
Hefe-2-Hybrid Verfahren in Saccharomyces cerivisiae, mit dem Protein-
Protein-Interaktionen herausgefunden werden kénnen (Young, 1998). Da man
systembedingt diese Interaktionen im Zellkern analysiert, werden die Proteine
einem Transportproze in dieses Kompartiment unterzogen. Ein neuartiges
Selektionssystem wird derzeit von Bettina Kellersch und Waldemar Kolanus
(Genzentrum der LMU Miinchen) entwickelt. In diesem System wird eine
Proteinbibliothek transient in Jurkat LT-Zellen transfiziert. Inhibiert eine Mut-
ante der Bibliothek den Interleukin-2 Signalweg, verhindert sie damit die
Expression der viralen HSV-Thymidinkinase (L1 ef al., 1997) hinter dem Inter-
leukin-2 Promotor (Zeitlmann et al., 1998). In Verbindung mit Aciclovir oder
Ganciclovir wirkt die HSV-Thymidinkinase lethal. Somit lassen nur Mutanten,
die diesen Signalweg im Cytosol blockieren, ihre Tragerzelle iiberleben.

Lassen sich Proteine einer Bibliothek auf der Zelloberfliche exprimieren,
konnen diese Zellen direkt liber Affinitdt selektiert werden (analog dem phage-
display-Verfahren). Ein Beispiel dafiir ist die extrazellulire Expression des
randomisierten Thioredoxins A als Insertion im Flagellenprotein Flagellin bei
E. coli, das die Prisentation des Proteins auf der Zelloberfliche und eine
anschlieBende in vitro-Selektion ermdoglicht (Lu et al., 1995). Als zweites
Beispiel sei das randomisierte Cystin-Knoten-Protein EETI-II erwihnt, das
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fusioniert mit dem Igag,-Autotransporter auf der Zelloberfliche von E. coli
dargestellt und selektiert werden kann (Wentzel et al., 1999).

1.5.3. Selektion von affinen Nukleinsiduren und Kleinmolekiilen

Die einfachste Form einer Kopplung von Genotyp und Phénotyp ist die Identi-
tdt von beiden. Einzelstrangige DNA bildet stabile Tertidrstrukturen aus und
kann Affinititseigenschaften aufweisen. Nach Randomisierung konnen mit dem
SELEX-Verfahren (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)
bindende einzelstraingige DNA-Molekiile angereichert und mit Hilfe einer
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert werden. Ein Beispiel ist die
Selektion einer einzelstrangigen, affinen DNA gegen Mikrogefifle des Ratten-
hirns (Blank et al., 2001).

Mit der reversen Transkriptase ist nicht nur den RNA-Viren die Mdoglichkeit
gegeben, die Information ihrer Transkripte (RNA) in genetische Information
(DNA) ,,zuriickzuschreiben®. Sie ermoglicht auch das Konzept der RNA-Apta-
mere (Famulok & Mayer, 1999), die ebenfalls im SELEX-Verfahren selektiert
werden: gerade RNA kann eine definierte Struktur ausbilden, die Katalyse- und
Affinititseigenschaften aufweist. Zur Selektion von RNA-Aptameren wird iiber
randomisierte Oligodesoxynukleotide in einer PCR-Reaktion randomisierte
DNA hergestellt, mit einer RNA-Polymerase transkribiert und die RNA in
einem Selektionsverfahren eingesetzt. Die bindenden RNA-Molekiile lassen sich
mit der reversen Transkriptase in die entsprechende DNA-Sequenz riickiiber-
setzen und sich wieder per PCR-Reaktion amplifizieren. Derartige RNA-
Aptamere konnen im Gegensatz zum DNA-Pendant in eukaryontischen Zellen
transkribiert werden und entfalten dort ihre Aktivitat (Famulok et al., 2000).
Der Nukleaseempfindlichkeit von RNA kann durch Einsatz derivatisierter
Nukleotidtriphosphate entgegengewirkt werden.

Anstelle der makromolekularen Proteine und Nukleinsduren werden auch
chemisch synthetisierte Bibliotheken von kleinen Molekiilen in Selektionsver-
fahren eingesetzt. Ein Beispiel ist das Pyridonderivat SUN B8155, das dhnlich
mit dem Calcitoninrezeptor interagiert, wie dies Calcitonin selber tut
(Katayama et al., 2001).
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1.6. Translokationsoptimierung der PH-Domiine

Die Assemblierung der M13-Phagen findet in der inneren Membran der E. coli
Zellen statt. Zur erfolgreichen Reprisentierung der PH-Doméne auf der
Phagenoberfliche mull die PH-Domine als Teil des Fusionsproteins mit dem
g3-Protein in das Periplasma transloziert werden, wahrend das g3-Protein
zunichst in der Membran verbleibt (s. Abb. 1.3A). Die PH-Doméne des Cyto-
hesin-1 ist hauptsidchlich im Cytoplasma von hdmatopoetischen Zellen lokali-
siert und wird dort nicht in ein anderes Kompartiment liberfithrt. Wihrend die
cytoplasmatische Expression in E. coli mit sehr guten Expressionsausbeuten
verlauft, kann die PH-Doméne mit nur schlechter Ausbeute und mit unerwarte-
ten Prozessierungsprodukten im Bereich des Signalpeptids in das Periplasma
von E. coli transloziert werden (s. Kapitel 4.3.7. und 4.3.8.). Dies konnte ein
Grund gewesen sein, weshalb erste Versuche, die PH-Doméne im phage-
display-System zu verwenden, nicht zu bindenden Mutanten fiihrten. Eine
translokationsoptimierte PH-Doméne sollte sich besser auf der Phagen-
oberflache repriasentieren und im phage-display-Verfahren einsetzen lassen.

Welche strukturellen und welche biochemischen Eigenschaften von Proteinen
aber beeinflussen die Transportprozesse vom Cytoplasma in das Periplasma
bzw. die periplasmatische Expression bei Escherichia coli? Dies ist die dritte
Frage der allgemeinen Fragestellungen dieser Arbeit (s. Kapitel 1.2.). Thr wird
mit Hilfe gezielter Mutationen an der PH-Doméne und deren Auswirkungen auf
die periplasmatische Expression nachgegangen. Inwiefern sich die Ergebnisse
fiir Transportvorgidnge verallgemeinern lassen, wird anhand des Imports in die
mitochondriale Matrix von Saccharomyces cerevisiae untersucht.

1.6.1.  Das allgemeine Translokationssystem in Escherichia coli

E. coli-Zellen sind nur aus zwei Kompartimenten aufgebaut. Das Cytoplasma
wird durch die innere Membran vom Periplasma abgegrenzt. Auf der anderen
Seite des Periplasmas bildet die Zellwand eine Barriere gegen das Aullen-
medium. E. coli verfiigt nicht liber einen Translationsapparat im Periplasma,
weshalb alle dort bendtigten Proteine durch die innere Mebran transloziert
werden miissen. Markiert sind diese Proteine durch N-terminale Signalpeptide.
Diese Konstrukte werden als ,,Priaproteine” und nach der Prozessierung der
Signalsequenz als ,reife” Proteine bezeichnet. Redox-Proteine der Atmungs-
kette beinhalten Co-Faktoren, die aus dem Cytoplasma in das Periplasma
mittransportiert werden. Diese Proteine miissen gefaltet durch die innere
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Membran transportiert werden. Ein Charakteristikum dieser Proteine ist ein
,, Twin-Arginine-Motif* im Signalpeptid (Bogsch et al., 1998; Weiner et al.,
1998). Der dazugehorige Transportmechanismus konnte bislang noch nicht
geklart werden. Die meisten periplasmatischen Proteine werden iiber den
allgemeinen sekretorischen Transportmechanismus durch die innere Membran
transloziert. Zur rekombinanten, periplasmatischen Expression der PH-Doméne
wurde in dieser Arbeit das modifizierte Signalpeptid des ompA-Protein gewahlt
(,,outer membrane protein A" auch ,,outer membrane protein 11" von E. coli,
Beck & Bremer, 1980). Dieses Protein interagiert mit dem SecB-Protein des
allgemeinen sekretorischen Transportmechanismus (Kumamoto, 1989), weshalb
auch der Transport der PH-Domaéne tiber diesen Transportweg erfolgen sollte.

Der allgemeine Transportmechanismus ist bei E. coli gut charakterisiert (Uber-
sichtsartikel: Danese & Silhavy, 1998; Economou, 1999; Economou, 2000;
Wickner & Leonard, 1996) und wird hier nur grob skizziert:

Bei Eukaryonten sind wiahrend der Translation von sekretorischen Proteinen die
Ribosomen an der Oberfliche des endoplasmatischen Reticulums (ER) lokali-
siert und das Protein wird noch wéhrend der Translation in das ER hineinsyn-
thetisiert (co-translational). Bei E. coli erfolgt der Transport durch die innere
Membran post-translational, also nach der abgeschlossenen Proteinsynthese
(Randall, 1983; Zimmermann & Wickner, 1983). Vor der Translokation
befindet sich das Prédprotein in einem translokationskompetenten Zustand
(Economou, 2000; Kumamoto & Nault, 1989). Dieser wird hiufig durch
Chaperone wie SRP (bacterial signal recognition particle: Luirink et al., 1992)
und den Triggerfaktor (Lill et al., 1988) stabilisiert, die am Signalpeptid
komplexieren. Zusédtzlich lassen sich Interaktionen von Priproteinen mit den
Chaperonen SecB (Kim & Kendall, 1998; Randall et al., 1997), GroEL/S
(Kandror et al., 1995) oder DnalJ/KGrpE (Hendrick et al., 1983) nachweisen.
Die Auswirkungen der Chaperone auf die Faltung des Proteins hinter dem
Signalpeptid und die Konsequenzen fiir den translokationskompetenten Zustand
lassen sich dabei nicht einschétzen. Allgemeingiiltige Aussagen zur Substrat-
spezifitit von Chaperonen lassen sich im Fall von SecB treffen (Randall et al.,
1997): dieses bei der Translokation haufig involvierte Chaperon kann nur mit
Préproteinen interagieren, die eine MindestgroBe von 150 Aminosduren besit-
zen - wodurch die Interaktion im Fall der PH-Domiéne ausgeschlossen werden
kann. AuBerdem bendtigt das SecB-Chaperon zur Interaktion mit Priproteinen
eine Hiufung basischer und aromatischer Aminosduren als Bindungsmotiv
(Knoblauch et al., 1999; Topping & Randall, 1994). Welche Voraussetzungen
Proteine bieten miissen, um von den verschiedenen Chaperonen komplexiert zu
werden, ist ansonsten weitgehend unklar.
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Eine Schliisselrolle fiir den Transport von Proteinen nimmt das SecA-Protein
ein. Es ist im Cytoplasma, als peripheres Membranprotein und als integrales
Membranprotein in E. coli vorhanden. Selbstregulatorisch bindet es zudem an
seiner eigenen mRNA und verhindert damit die weitere Translation (Schmidt &
Oliver, 1989). Das 16sliche SecA-Protein bindet am Priprotein-Komplex und
geleitet thn zum Translokationsapparat (Fekkes et al., 1998), wo der gesamte
Komplex mit dem cytosolisch ausgerichteten Anteil des Sec-Membrankomple-
xes interagiert (SecY/E/G: Duong & Wickner, 1997). ATP-Hydrolyse fiihrt bei
SecA zu einer Konformationsdnderung, so daBl es zu einem integralen
Membranprotein wird. Dabei fiihrt es das Signalpeptid in den Sec(Y/E/G)-
Komplex ein und dissoziiert anschlieBend in das Cytosol (Economou &
Wickner, 1994). Durch weitere, mehrfache Anlagerung von SecA-Molekiilen
werden unter ATP-Hydrolyse jeweils ca. 20 Aminosdurereste durch die
Membran gedriickt, was durch den Protonengradienten zwischen beiden
Kompartimenten unterstiitzt wird (Schiebel et al., 1991).

1.6.2.  Der mitochondriale Import

Zur Untersuchung und Optimierung der periplasmatischen Expression von PH-
Doménen in Escherichia coli wurden in dieser Arbeit verschiedene Mutanten
hergestellt. LaBt sich die deutlich verbesserte periplasmatische Expression bzw.
Translokation einiger Mutanten auch bei anderen Transportsystemen beobach-
ten? Zur Kldrung dieser Frage wurden einige Mutanten im mitochondrialen
Importsystem eingesetzt. Dies geschieht im Rahmen einer Kooperation mit
Michael Brunner, Maxi Endres und Walter Neupert vom Institut fiir Physiolo-
gische Chemie der LMU Miinchen. Die Klonierungen fiir diese Untersuchungen
erfolgten als Teil dieser Arbeit, die Versuchsplanungen wurden gemeinsam
abgesprochen und die Ergebnisse zusammen diskutiert. Die Durchfiihrung der
Versuche oblagen und obliegen Maxi Endres. Sie werden deshalb nicht im
Methodenteil dieser Arbeit beriicksichtigt.

Der mitochondriale Import ist ein ausgezeichnet charakterisierter Transportvor-
gang von Proteinen, da er aus historischer Sicht sehr interessant ist und sich
zudem gut untersuchen 14Bt. Nach der Endosymbiontentheorie leiten sich in
eukaryontischen Zellen Mitochondrien von Purpurbakterien und Chloroplasten
von endocytierten Cyanobakterien ab. Dies erklirt die eigene, zirkulire DNA
und die eigene Transkriptions- sowie Translationsmaschinerie dieser Organel-
len. Die Proteine der mitochondrialen Matrix werden nur teilweise im
Mitochondrium synthetisiert. Ein Grofteil der mitochondrialen Proteine liegt
im Nukleus kodiert vor. Dies wird durch den Transfer von mitochondrialen
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Genen in das nukledre Genom erklért. Die entsprechenden Proteine miissen aus
dem Cytosol der Zelle in die Mitochondrien importiert werden. Eines dieser
Proteine ist bei der Hefe Neurospora crassa (1.G. zu Saccharomyces cerevisiae)
die Untereinheit 9 der Fo-ATPase, die mit Hilfe des N-terminalen Signalpeptids
pSu9 in die mitochondriale Matrix transportiert wird (Schmidt et al., 1983).
(Das Signalpeptid pSu9 wird in dieser Arbeit als Signalpeptid fiir den Import
der PH-Doménen in die mitochondriale Matrix verwendet). Dazu durchquert
das Préprotein die duBere mitochondriale Membran iiber den TOM-Komplex
(Translocase Outer Membrane), gelangt in den Intermembranraum und direkt
iiber den TIM-Komplex (Translocase Inner Membrane) durch die innere
Membran in die mitochondriale Matrix. Strukturell und funktionell sind TOM-
und TIM-Komplex gut charakterisiert (Ubersichtsartikel: Herrmann & Neupert,
2000; Rassow et al., 1999; Rehling et al., 2001). Die Assemblierung der
ATPase in der inneren Membran erfolgt aus der Matrix heraus (Tzagoloff &
Meagher, 1972). Analog dem SecA-Protein bei der Translokation von E. coli
(s. Kapitel 1.5.2.) ist das mitochondriale Matrixchaperon Hitzeschockprotein 70
(mt-Hsp70) daran beteiligt, das Praprotein in die Matrix zu schleusen (Unger-
mann et al., 1994). Die Modellvorstellung zur Translokation von Préiproteinen
(Gaume et al., 1998; Neupert et al., 1990) besagt, dal3 zuerst das Signalpeptid
durch den TIM-Komplex in die Matrix diffundiert und durch mt-Hsp70 unter
ATP-Hydrolyse arretiert wird. Das restliche Protein P liegt dabei noch
(partiell) gefaltet im Intermembranraum oder im Cytosol vor und verhindert
die weitere Diffusion. P befindet sich in einem thermodynamischen Gleichge-
wichtszustand zwischen gefaltetem und entfaltem Zustand (s. Kapitel 4.1.4.1.).
Befindet es sich im entfalteten Zustand, diffundiert ein entfalteter Anteil von P
in die Matrix und wird dort erneut durch mt-Hsp70 arretiert. Dies verhindert
die Riickdiffusion von P. Die hier beschriebene, vereinfachte Darstellung dieses
“Brownschen Motors” beriicksichtigt nicht weitere essentielle Proteine des
TIM-Komplexes und die Bedeutung des Membranpotentials fiir den
Importvorgang (Ungermann et al., 1996). Die beiden mitochondrialen
Membranen unterscheiden sich gerade hinsichtlich ihrer Transporteigenschaften
erheblich voneinander. Die dullere Membran ist fiir kleine Molekiile und Ionen
permeabel, wihrend der Transport an der inneren Membran besonders stark
reguliert ist. An ihr wird iiber die Atmungskette ein elektrochemischer Gradient
aufgebaut, der zu einem Protonengradienten fiihrt. Dieser wird gemilBl der
chemiosmotischen Theorie durch die mitochondriale FoF,-ATPase (hier als
ATP-Synthetase) in ATP umgesetzt (Mitchell, 1979).

Historisch fdllt damit den mitochondrialen Transportvorgingen eine Schliissel-
funktion im erweiterten Verstindnis um die Endosymbiontentheorie und die
chemiosmotische Theorie zu.
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2. Material

2.1. Bakterien und Phagen

2.1.1. Escherichia coli K12-Stamme

BL 21 (DE3)
hsdS gal (1c1ts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1)F dem” ompT lon

Der Stamm wird zur Uberexpression plasmidkodierter Gene unter dem starken
Promoter des T7-Bakteriophagen verwendet. Das Gen fiir die T7-RNA-
Polymerase ist in das Genom des Stamms integriert und befindet sich dort
hinter dem /ac-Promotor/Operator. Durch Zugabe von IPTG wird die
Expression der T7-RNA-Polymerase induziert, die das gewiinschte Gen unter
dem T7-Promotor transkribiert. Alle BL 21-Stimme sind beziiglich der
Proteasen OmpT und Lon defizient und lassen sich auch fiir Genexpressionen
einsetzen, die nicht unter dem T7-Promotor stattfinden.

CJ 236
F'cat [pCJ 105 (M13°Cm’")]/dutl ungl thi'l relAl spoTl mcrA

Der Stamm dient der Herstellung einzelstrangiger DNA. Diese Bakterien bauen
bei der Replikation anstelle von Thymidin Uracil in die DNA ein.

JM 83
F~ ara A(lac-proAB) rpsL (Str') [@80 dlacA(lacZ)M15] thi

Der Stamm wird zur Expression und anschlieBenden Translokation von
Proteinen in das Periplasma verwendet. Da Bakterien dieses Stammes nicht
recA-defizient sind, kann das Resistenzgen eines Plasmids in das Genom
rekombinieren. Zur Expression in diesem Stamm miissen deshalb frisch
transformierte Klone verwendet werden.
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JIM 109
el4 (McrA”) recAl endAl gyrA96 thi'l hsdR17(rK mK') supE44 reldl
D(lac proAB) [F' traD36 proAB laclqZDM]15]

Dieser Stamm kann DNA nicht rekombinieren (recA) und ist DNAse defizient
(endAl). Er eignet sich somit zum Prédparieren von DNA und fiir Klonierungs-
experimente.

SCS 110

rpsL (Strr) thr leu endA thi 1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44D
(lac proAB) [F' traD36 proAB laclqgZDM15]

Diesem Stamm fehlen die DNA-methylierenden Enzyme dam- und dcem-
Methylase. Die Herstellung unmethylierter Plasmid-DNA ist fiir die Restriktion
mit methylierungssensitiven Enzymen notwendig.

TG 1

supE thi-1 D(lac proAB) D(mcrB-hsdSM)5 (rK mK') [F' traD36 proAB
laclgZDM15]

Aus diesem Stamm lassen sich elektrokompetente Zellen mit besonders hoher
Transformationskompetenz herstellen. Er eignet sich deshalb hervorragend zur
Herstellung von plasmidkodierten Bibliotheken (z. B. fiir phage-display Biblio-
theken).

XL 1-blue

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl’ZAM15
Tnl0 (Tetr)]

Dieser Stamm kann DNA nicht rekombinieren (recA) und ist DNAse defizient
(endAl). Er eignet sich somit besonders zum Praparieren von DNA und fiir
Klonierungsexperimente.

Die TG 1-Zellen wurden von Stratagene® GmbH (Heidelberg) und alle
weiteren E. coli-Staimme aus der Sammlung der Arbeitsgruppe bezogen.
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2.1.2. Bakteriophage

M13K07
II’ (M13mpl), ori p15A, kan" (Tn903)

M13-Helferphage dient der Herstellung einzelstrangiger DNA und der Komple-
mentierung von Phagen fiir das phage-display-Verfahren (Vieira & Messing,
1987, vertrieben von Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen).

2.2. DNA

2.2.1. Vektoren

Folgende grundsétzlich verschiedene Vektoren wurden in dieser Arbeit verwen-
det:

pASK75 (Skerra, 1994)

high-copy-Plasmid (Plasmid mit hoher Kopienzahl) zur periplasmatischen
Expression unter der Kontrolle des tet-Promotors/-Operators. Es besitzt das fet-
Repressor-Gen in einem dicistronischen Operon mit der 3-Lactamase (Ampizil-
lin-Resistenz). Zur reguldren Replikation dient ein co/EI-Replikationsursprung,
zur Darstellung einzelstrangiger DNA ein f1-Replikationsursprung.

pRSet5d (Schopfer, 1993)

high-copy-Plasmid zur cytoplasmatischen Expression unter der Kontrolle des
T7-Promotors mit der P-Lactamase (Ampizillin-Resistenz). Zur reguldren
Replikation dient ein colEl-Replikationsursprung, zur Darstellung einzelstrin-
giger DNA ein fI Replikationsursprung. Dieser Vektor wurde zur Herstellung
unloslicher Proteinaggregate (inclusion-bodies) unterschiedlicher Mutanten der
PH-Domaéne eingesetzt.
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pJG4-5 (Invitrogen™)

high-copy-Plasmid zur Fusion von Proteinen mit der B42-Aktivierungsdoméne
von Saccharomyces cerevisiae unter dem GALI1-Promotor. Der Vektor besitzt
Ampizillin-Resistenz und das TRP-Gen zur Plasmidselektion in Hefe auf Tryp-
tophan-Mangelmedium. Die Replikation in E. coli erfolgt liber den colEl
Replikationsursprung. Dieser Vektor dient der Untersuchung der PH-Domaénen
im Hefe-2-Hybrid-System.

pGEM (Promega™")

high-copy-Plasmid zur in vitro-Transkription. Das klonierte Gen 148t sich unter
dem SP6-Promotor transkribieren (Butler & Chamberlin, 1982). Dieser Vektor
dient der in vitro-Expression unterschiedlicher Mutanten der PH-Domaéne fiir
Importstudien in Mitochondrien von S. cerevisiae.

pACYC184 (Fermentas™)

Dieses Plasmid besitzt anstelle eines col/El- einen rep-Replikationsursprung.
Damit 146t es sich als zweites Plasmid neben den anderen hier aufgefiihrten
Vektoren in E. coli etablieren und verleiht E. coli Resistenz gegen Chloramphe-
nicol und Tetrazyklin.

2.2.2. Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide wurden von den Firmen Interactiva (Ulm) und MWG
Biotech AG (Ebersberg) sowie von der Arbeitsgruppe von Georg Arnold
(Genzentrum der LMU Miinchen) nach dem Phosphoramiditverfahren (Sinha et
al., 1984) hergestellt. Sie wurden entschiitzt und entsalzt geliefert.

Sequenzier-Oligodesoxynukleotide

hind-rev (antisense): 5’ TTCACTTCAC AGGTCAAGC 3’
ompA-for (sense): 5’ GCTATCGCGA TTGCAGTG 3’
tetpromotor-s (sense): 5’ TTGATAGAGT TATTTTACC 3’
PHAFL2-3AS (antisense): 5’ TTGGAGTCCT CCACTTCC 3’

PT CY1G3770AS (antisense): 5’ CCTGTAGCAT TCCACAGACA GCCCTC 3’
AH21SAS (antisense): 5’ CTATGCGGCC CCATTCA 3’
g3pN2-Do-Test s (sense): 5’ CGGGCACTGT TACTCAAG 3’

jg798.s (sense): 5’ GCTGAGTGGA GATGCC 3’

T7 (antisense): 5’ TAATACGACT CACTATAGGG 3’
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Oligodesoxynukleotide zur Herstellung einer in drei Loops randomisierten
Bibliothek von PH-Domiinen

Die randomisierten Desoxynukleotide Adenin (A), Cytosin (C), Guanosin (G)
und Thymidin (T) sind zuerst mit Kleinbuchstaben, dann mit Umlauten und
Ziffern angegeben. Thre Zusammensetzung (in %) ist folgend tabellarisch
aufgefiihrt.

Zur Randomisierung des ersten Loops:

Looplrms (sense):5’' TGGCTACTTA AGabcdefgh ijklmnopqr stuvwxyzaA
AGAGGCGCTG GTTCATTCTGA 3’

mit:

alb c/d e/ f g/h i j k|1 mn o p q|r s

16 06 00 17 12 00 17 12 00 17 12 00 27 22 01 21 05 00 63

59 06 52 04 12 04 04 12 04 04 12 04 62 05 52 09 14 49 17

10 08 41 72 74 19 72 74 19 72 74 19 07 68 36 59 04 46 19

- QA

15 80 07 07 02 77 07 02 77 07 02 77 04 05 11 11 77 05 01

tlulviw x y z|i

64 01 62 16 01 06 01 01

12 15 10 55 06 01 03 07

16 73 21 11 38 05 88 &5

- QA

08 11 07 18 55 88 08 07
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Zur Randomisierung des dritten Loops:

Loop2rms (sense): 5’ CTTTGAGTAT ACCabcdefg hijklmnopgqg rstuATCATC
CCTTTAGAGA ATCTGAG 3’

mit

a bl c/d e flghilj k1l/mmnlo/pqlr/s tfu

62 16 01 20 76 15 63 64 01 15 71 01 08 14 01 27 22 01 17 12 00

10 55 06 10 09 56 17 12 15 15 13 21 73 74 33 62 05 52 04 12 04

21 11 38 69 11 02 19 16 73 69 09 77 14 07 57 07 68 36 72 74 19

07 18 55 01 04 27 01 08 11 01 07 01 05 05 09 04 05 11 07 02 77

- QA

Zur Randomisierung des sechsten Loops:

Loop3rms (sense):5' GGCCGCGAAG ACCabcdefg hijklmnopq rstuvwxyza
01112345678 90TACCGGAT CAGCGCGCCG ACG 3’

mit:

alb c d e flg hli j ki1 mno plgr[s|t

15 71 01 16 13 00 20 76 15 17 12 00 27 22 01 21 05 00 21 05
15 13 21 09 62 01 10 09 56 04 12 04 62 05 52 09 14 49 09 14
69 09 77 65 12 45 69 11 02 72 74 19 07 68 36 59 04 46 59 04
01 07 01 10 13 54 01 04 27 07 02 77 04 05 11 11 77 05 11 77

-~ Qa5

u/viw x| ylz/ a6 i 1/2/3/4/56/7/8 9 0
00 15 71 01 17 12 00 62 62 00 16 73 02 62 16 01 21 05 00
49 15 13 21 04 12 04 17 12 01 67 07 54 10 55 06 09 14 49
46 69 09 77 72 74 19 20 19 22 12 15 18 21 11 38 59 04 46
05 01 07 01 07 02 77 01 07 77 05 05 26 07 18 55 11 77 05

-~ Qa5

5’-Korrektur der Oligodesoxynukleotide Loop Irms und Loop2rms:

T3-loopl-ohne.s: 5' GCCAACCGGT TGATTAACCC TCACTAAAGT
GGCTACTTAA G 3’

T3-loop2-ohne.s 5' GCCAACCGGT TGATTAACCC TCACTAAAGC
TTTGAGTATA CC 3’

TT3-loopl-ohne.s 5' ATTAACCCTC ACTAAAGTTG GCTACTTAAG 3’

TT3-loop2-ohne.s 5' ATTAACCCTC ACTAAAGTCT TTGAGTATAC C 3’

Oligodesoxynukleotid fur den Dimerisierungstest:

loop2-ohne rms.s: 57’ CTTTGAGTATACCA 3’
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Oligodesoxynukleotide zur Synthese der Circularpermutanten:

PCR-Einfithrung neuer N- und C-Termini:

PHCirl.s:
PHCir2.s:
PHCirOalt.as:

PHCir3alt.as:
PHCir4alt.as:

PHCirb5alt.as:

OhnLi.s:

57" GCACCATGGC
5" GCACCATGGC
5" CACAGGTCAA

TGGTGATGGT
57" GGTGATGTGC
57" GGTGATGTGC

TATTGTCGGG
57" GGTGATGTGC

AGGTGATTGC
5" AAGGTAGACC

Gensynthese der Linkerkonstrukte:

PHCirLiA.s:
PHCirLiA.as:
PHCirLiB.s:
PHCirLiB):
PHCirLiC.s:
PHCirLiC.as:
PHCirLiD.s:
PHCirLiD.as:
PHCirLiE.s:

PHCirLiE.as:
PHCirLiF.s:
PHCirLiF.as:

GACGCCCGAG
GTCTGACCAA
GCTTGAATTC
GATGTGCGGC
GGCCGCAGAC
GGCCGCCGCA
GA 3’

GGCCGCTTTG
TGCAATCCAC
ATGGCGGCGA

5’ CTGCTGAAAG GTTCCTGGCT

5’ TTAAGTAGCC
5’ TCAGGTGACA
5" CAGCAGAGCC
5" CATGGCGGGT
5" CAGCAGAGCC
5" TCGAGCGGCG
5" GCCGCTGCCA
5" TCGAGCGGCG

AGGAACCTTT
ACAAAGGTCT
TGCAGACCTT

GAGAAG 3’
GTGATCAAGG 3’
TTATTAGTGA
CGC 3’
CCCGCGCTGA
GACCCAGCTT

TCCGG

TTGTCACCTG
TCCTCCTTC 3’
AGACCGAGGC 3’

AC 37

3 I

GCAGGCT 3°
TGTTGTCACC 3’

CTGCAGGCT 3’

TGCAGACCCG
GTGGCAGCGG
CCGCCGC 3’
GTGGCAGCGG

GGTGGCGGC 3’

5’ ACCCGAACCA

CCGCCGCTGC

c 3’
CGGCGGC 3’

CGGTGGTTCG

CACCGCCGC 37

5’ GACCGTGAAG GCTGGCTAC 3’
5’ TTAAGTAGCC AGCCTTCACG GTCGCCGCC 3’

Oligodesoxynukleotide zur Einfithrung von Punktmutationen

PHmuKRR QNV.as:
PHmuKRR _QNV.s:

PHmuL V.as:
PHmuL F.as:
PHmuT A.s:
PHmMuTEE AQQ.s:
PHOmpOmpNar.as:
MiLi.s:

5" CAGTCAGAAT

TCTTTACCCT
5" CAGGGTAAAG

CATTCTGACT
57 CGAGCTTAAG
57 CGAGCTTAAG
57" ATCAGCGCGC
57" ATCAGCGCGC
57 AGCCTTCTCG
57" AAGGTAGACC

CAAGGCCAAT

GAACCAAACG
G 3’

ACCTGGCAGA
G 37

aacCCAGCCT
AAACCAGCCT
CGGCTCCGGA
CGGCTCCGCA
GTCTTTTGGC
ATGGCGTCTG
CCAGACCGAG

TTCTGCCAGG

ACGTTTGGTT

TCTCGG 3’

TCTCGG 3’
GGAGAAGGAG GAG 3’
GCAGAAGGAG GAGTGG
GCCGCCATGG CTACGG
ACCAAGTGAT

AAGG 3’

Klonierung der PH-Domiine in unterschiedliche Expressionssysteme

phage-display-Verfahren:

Phage-amber-NheI.as:5' ACTTTCAACA GTCTGTGCGC TAGCGGCCCC ATTCAG
57 GTCATGTGCG GCCGCACCGT CCCT 3’

PH-pDUCK Not.as:

3!

3!
3!
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Selektion in Jurkat-Zellen:

PHAFLITI.as: 57
PHXHOI.as: 57

Hefe-2-Hybrid:

CTGCCACCTC CGAGCTTAAG TAGCCAGCCT TCTC 3’
CGTAGAAAGG GTCCCTCGAG ATGGCTGCTT TAATGC 3’

GCCATCTCGA GGGACGGTTA ATGAGGCGAG

AAGCTTTGG 3’

PJGstop.s: 57
JG1350.as: 5
RB707 PHBglZ2.as: 57

' CAGGTCGAAG CGGCCGC 3°
GGTTAGATCT TCATTGTTCT GCGGCCTGGT GATGG 3’

2.3. Kommerziell erhiltliche Enzyme und Proteine

Maus anti-g3p (pIll) Antikoérper
dam-Methylase
Peroxidase-konjugierter
Kaninchen anti-Maus Antikorper
Restriktionsendonukleasen

RNAse A
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
T4-Polynukleotidkinase
Taq-DNA-Polymerase
Vent-DNA-Polymerase

2.4. Standards und Kits

DNA-Langenstandards
Peroxid-Substratlsg. SuperSignal®
Proteinmarker

Qiagen® Mini Plasmid-Kit
Qiagen® Midi Plasmid-Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
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MoBiTec GmbH, Géttingen
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Jackson Immuno Res., West Grove, USA

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Roth GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Pierce, Rockford, IL, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Qiagen, Diisseldorf

Qiagen, Diisseldorf

Qiagen, Diisseldorf

Qiagen, Diisseldorf
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2.5. Chemikalien

Adenosin-5’-triphosphat (ATP) Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Agarose, elektrophorese grade Roth GmbH, Karlsruhe
Ammoniumpersulfonsidure (APS) Merck AG, Darmstadt

Ampizillin (Amp) Roth GmbH, Karlsruhe
anhydro-Tetrazyklin-hydrochlorid Acros Organics, Geel, Belgien
Bacto-Trypton Difco Laboratories, Detroit, USA
Bacto-Yeast Difco Laboratories, Detroit, USA
Borsaure Roth GmbH, Karlsruhe
Bromphenolblau Merck AG, Darmstadt
Chloramphenicol, kristallin Roth GmbH, Karlsruhe
2’-Desoxynukleotid-5"-triphosphate Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck AG, Darmstadt
N,N-Dimethylformamid Merck AG, Darmstadt
5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoesiaure) Merck AG, Darmstadt

(DTNB)

Essigséure, p.a. Fluka Chemie, Neu-Ulm
Ethanol, p.a. (EtOH) Merck AG, Darmstadt
Ethidiumbromid (EtBr) Merck AG, Darmstadt
Ethylendiamintetraazetat (EDTA) Roth GmbH, Karlsruhe
Formaldehyd, 37 %, p.a. Roth GmbH, Karlsruhe

Glyzerin (87 %) Riedel de Haén, Seelze

Glycin, p.a. Riedel de Haén, Seelze
Guanidiniumchlorid (GdmCI) ICN-Biomedicals GmbH, Meckenheim
Harnstoft, p.a. Roth GmbH, Karlsruhe

Imidazol Roth GmbH, Karlsruhe
i-B-D-thiogalactosid (IPTG) Roth GmbH, Karlsruhe
Kalium-dihydrogenphosphat Merck AG, Darmstadt
Kaliumazetat Merck AG, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck AG, Darmstadt
Kanamyzin-disulfat Merck AG, Darmstadt
Magnesiumchlorid Merck AG, Darmstadt
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Magnesiumsulfat-heptahydrat Merck AG, Darmstadt
Mangan-(II)-chlorid-dihydrat Merck AG, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumazetat Merck AG, Darmstadt
Natriumazid Merck AG, Darmstadt
Natriumchlorid Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumhydrogensulfat Merck AG, Darmstadt
Natriumhydroxid Merck AG, Darmstadt
Nickelsulfat-hexahydrat Sigma, St. Louis, U.S.A.
Paraffin, diinnfliissig Merck AG, Darmstadt
Polyethylenglykol 6000 (PEG) Roth GmbH, Karlsruhe
Roti®-Phenol Roth GmbH, Karlsruhe
2-Propanol, 99 % zur Synthese Roth GmbH, Karlsruhe
Silbernitrat, Rotipuran® Roth GmbH, Karlsruhe

Tetrazyklin Hydrochlorid (Tet) Merck AG, Darmstadt
N, N, N’, N'-Tetramethylethylen- Roth GmbH, Karlsruhe
diamin (TEMED)

Tris-(Hydroxymethyl)- Roth GmbH, Karlsruhe
aminomethan (Tris)
Xylencyanol FF Merck AG, Darmstadt

2.6. Gerite

Absorptionsspektrophotometer Kontron Instruments GmbH, Neufahrn
Uvikon 941

Brutschrank fiir Agarplatten Binder Labortechnik GmbH, Tuttlingen
Brutschrank fiir Schiittelkulturen  Adolf Kithner AG, Birsfelden, Schweiz
CD-Spektrometer J710 Jasco GmbH, GroB3-Umstadt

Eagle Eye TM 11 Stratagene GmbH, Heidelberg
Elektrophoresekammern Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Fluoreszenzspektrophotometer
Hitachi F4500

Kiihlzentrifuge Universal 16R
Kiihlzentrifuge Z233MK
Kiihlzentr. Sorvall RC-3B/-5B/-5C
Kugelmiihle

Pipetten Gilson Pipetman
Refraktometer, Abbésches
ThermoBlock Typ 5436
Thermocycler Varius V45
Uberkopfrotor

Wasserbad DC1

2.7. Andere Materialien

Blot-Membran Nitrozellulose
Dialyse Membran Spectra Por 1
(MWCO: 6-8 kDa) 14,6 mm
Eppendorf-Reaktionsgefilie
Film (Kodak Scient. Imaging Film,
BIOMAX™ MR)

Gel drying film

Glasperlen @ 0.1-0.2 mm
Magnetriihrfische
Nickel-NTA-Agarose
NUNC-Maxisorb-Tubes
Plastikverbrauchsmaterialien
Quarzglas-Kiivetten

Sterilfilter Millex GV
Zentrifugenflaschen

11/ GS3 / GSA / SS34

Jouan MeBtechnik GmbH, Miinchen

Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
Du Pont GmbH, Bad Homburg

Retsch

Abimed, Langenfeld

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf GmbH, Hamburg

Landgraf, Langenhagen

Anfertigung der Werkstatt (Genzentrum)
Gebriider Haake GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
Spectrum Medical Ind., Houston, USA

Eppendorf GmbH, Hamburg
Kodak, Rochester, New York, USA

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Bernd Euler, Frankfurt

Roth GmbH, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

NUNC, Paris

Peske, Aindling-Pichl

Hellma GmbH & Co., Miillheim/Baden
Millipore S.A., Molsheim, Frankreich
Nalgene Company, Rochester, N.Y., USA
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3. Methoden

Die Vorschriften orientieren sich iiberwiegend an den von Sambrook et al.
publizierten Protokollen (Sambrook et al., 1989). Medien werden mit entioni-
siertem, Puffer mit zusitzlich ultrafiltriertem Wasser angesetzt. Mischungs-
verhéltnisse sind fiir fliissige Substanzen als Volumen pro Volumen (v/v), fiir
Losungen fester Stoffe als Masse pro Volumen (w/v) angegeben. Molekular-
biologische Arbeiten werden mit sterilen Medien und Gefaen durchgefiihrt.
Nach dem Einsatz von Bakterien werden alle kontaminierten Gefdfle und Fliis-
sigkeiten autoklaviert.

3.1. Plasmid-DNA in Escherichia coli

3.1.1. Kultivierung und Aufbewahrung von Escherichia coli

Einzelkolonien werden durch einen Verdiinnungsausstrich auf Luria-Bertani-
Kulturschalen (LB-Platten, je nach Stamm und Plasmid mit den entsprechenden
Antibiotika versetzt) nach Inkubation fiir 12-15h bei 37°C erhalten. Die
Platten konnen, mit Parafilm verschlossen, etwa einen Monat bei 4°C gelagert
werden. Kulturschalen werden generell auf dem Deckel liegend aufbewahrt.
Fiir Flissigkulturen von E. coli wird LB-Medium je nach Selektion (z.B. auf
plasmidtragende Zellen) Antibiotikum zugesetzt. Nach Animpfen mit einer
Einzelkolonie wird, soweit nicht anders angegeben, fiir ca. 12-15h mit
200 Upm bei 37°C geschiittelt. Die Zelldichte wird iiber die optische Dichte bei
600 nm (ODygg) verfolgt. Zur Bestimmung dient ein Absorptionsspektro-
photometer (Uvikon 941). Da es sich bei der Messung der Zellzahl in erster
Linie um Streueffekte handelt, diese Gerdte aber nur zur Messung von Absorp-
tions-Phianomenen konzipiert sind, muf} fiir jedes Gerit eine Eichkurve erstellt
werden, mit deren Hilfe sich von der optischen Dichte auf die Zellzahl pro
Volumen zuriickschlieBen 148t.

34



3. Methoden

LB-Medium
10 g Bacto Trypton
S g Bacto Yeast Extract
5g NaCl
1.3 ml 2 M NaOH
wird ad 1 I mit entionsiertem Wasser aufgefiillt, autoklaviert und bei
RT gelagert; fiir Kulturschalen + 1.5 % Bacto Agar

Antibiotika-Stammldsungen:
Ampizillin (Amp) 100 mg/ml in H,O

Tetrazyklin (Tet) 50 mg/ml in Ethanol
Chloramphenicol (Cam) 30 mg/ml in Ethanol
Kanamyzin (Kan) 70 mg/ml in H,O

Die sterilfiltrierten, aliquotierten Stammldsungen werden bei -20°C gelagert
und 1/1000 verdiinnt eingesetzt.

Zur langerfristigen Aufbewahrung von E. coli-Stimmen werden Glyzerinkultu-
ren angelegt. Hierzu werden 700 pl einer Ubernachtkultur mit 300 ul sterilem
87 % Glyzerin in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal gemischt und bei
-80°C gelagert. Glyzerinkulturen konnen iiber mehrere Jahre aufbewahrt
werden.

3.1.2. Elektroporation von Plasmid-DNA in elektrokompetente
E. coli

Herstellung elektroporationskompetenter E. coli

Mit 20 ml Vorkultur des gewiinschten Escherichia coli K12-Stammes werden
21 LB-Medium in einem 5 l-Erlenmeyer-Kolben angeimpft und bei 37°C,
100 Upm bis zu einer ODgoo= 0.5 bis 0.6 angezogen. Die Kultur wird dann im
Kiihlraum auf Eis gestellt und mindestens 1 h leicht geschiittelt (40 Upm). Die
Kultur wird in einem auf 0°C gekiihlten Rotor bei 0°C in GSA-Zentrifugen-
bechern 10 min bei 3 000 rcf zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 ml eiskaltem
Wasser mit einer Pipette resuspendiert und erneut 10 min bei 3 000 rcf
zentrifugiert. Das Pellet wird in 30 ml eiskaltem GYT-Medium aufgenommen
und wiederum 10 min bei 3 000 rcfund 0°C zentrifugiert. Das Pellet (ca. 2 ml)
wird mit 2 ml GYT-Medium griindlich resuspendiert und die Suspension als
Aliquots a 30 pl in fliisssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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Die Kompetenz der Zellen sollte bei 10° Klonen /ug DNA liegen; d.h. nach
Elektroporation von 0.01 ng pUCI9-Plasmid-DNA solite man 10 000 Klone
erhalten.

Die Angabe der Elektrokompetenz bezieht sich immer auf sehr geringe DNA-
Mengen (< 1 ng), die fiir eine Elektroporation eingesetzt werden!

Fiir die Herstellung von Bibliotheken wurden E. coli TG 1 der Firma Stratage-
ne™ eingesetzt, die eine Kompetenz von 10'° Klonen / pg pUC19 erzielen.

GYT-Medium:
2.5 g Trypton
1.25 ¢ Hefe-Extrakt
100 ml Glyzerin
wird ad 1 1 mit entionisiertem Wasser aufgefiillt, autoklaviert und bei
RT gelagert.

Elektroporation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Ein 30 pl-Aliquot elektrokompetenter E. coli wird auf FEis aufgetaut, mit
maximal 20 ul salzfreier DNA (maximal 20 ng) versetzt und in eiskalte
Elektroporationskiivetten (Abstand der Kondensatorplatten: 2 mm) pipettiert.
Die Elektroporation erfolgt mit einer Spannung von 1.25 kV pro mm, wobei
die Zeitkonstante ca. 4 ms betragen sollte. AnschlieBend werden die Zellen
sofort mit 1 ml SOB-Medium verdiinnt und in ein Reagenzglas iiberfiihrt. Nach
1 h Inkubation (37°C, 200 Upm) werden die E. coli-Zellen mit Antibiotikum
(Je nach Resistenz durch das elektroporierte Plasmid) unter Selektionsdruck
genommen. Dies kann auf LB-Platten oder in Fliissigkultur erfolgen.

SOB-Medium:

20 g Bacto Trypton
5 g Bacto Yeast Extract
7.8 mM NacCl
2.5 mM KCl

pH 7.0 (NaOH), wird ad 11 mit Wasser aufgefiillt und autoklaviert.
Dies ergibt SOC-Medium. Vor Gebrauch werden die sterilfiltrierte
Glukose- und MgCl,-Lésungen zugegeben:

20 mM Glukose
10 mM MgCl,.
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Zur Herstellung einer groen Zahl Klone ist die Elektroporation optimal. Das
Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung von Bibliotheken
verwendet.

Dazu werden ca. 2 pug ligierte DNA (s. Kapitel 3.2.2.) in 10 Einzel-
elektroporationen eingesetzt und daraus insgesamt ca. 10’ Klone erzielt.

3.1.3. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Herstellung transformationskompetenter Zellen (nach Tang et al., 1994)

200 ml LB-Medium werden in einem 2 I-Erlenmeyerkolben mit 20 ml
Vorkultur des gewlinschten E. coli-Stammes angeimpft. Die Kultur wird bei
200 Upm und 37°C bis zu einer ODg von 0.9 geschiittelt, durch Schwenken in
einem Eiswasserbad abgekiihlt und in Zentrifugenbecher {iiberfiihrt. Alle
weiteren Schritte erfolgen unter strikter Eiskiihlung.

Die Bakteriensuspension wird 15 min bei 3 000 rcf und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wird in 40 ml T{B I[-Losung resuspendiert und die Suspension in 50 ml-
Falkongefdfe iiberfiihrt. Nach 15 miniitiger Zentrifugation bei 4°C, 2 000 rcf
wird das Pellet in 8 ml T{B II-Losung aufgenommen, zu je 50 pl aliquotiert,
sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

Die Kompetenz der Zellen sollte bei 10° Klonen / ug DNA liegen.

TiB I
100 mM KCl
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumazetat
10 mM C&Clz
15 % Glyzerin
wird mit Wasser aufgefiillt und sterilfiltriert.

75 mM CaCl,
10 mM KCI
10 mM NaMOPS, pH 7.0
15 % Glyzerin
wird mit Wasser aufgefiillt und sterilfiltriert.
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Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid DNA (nach Pope & Kent,
1996)

Ein Aliquot kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut und mit ca. 1 ng
Plasmid-DNA versetzt. Der Ansatz wird auf eine bei 37°C vorgewdrmte LB-
Kulturschale mit geeignetem Antibiotikum plattiert und diese bei 37°C fiir
12-15 h inkubiert. Bei einer Kompetenz von 10° Klonen / pg DNA sollten nach
ca. 12 h 1000 Kolonien sichtbar sein.

Dieses Verfahren wurde bevorzugt fiir Klonierungsexperimente (in E. coli
XL 1-blue) oder zur Herstellung von Einzelklonen zwecks Proteinexpression
verwendet.

3.1.4. Plasmid-DNA-Praparation

Alkalische Lyse (nach Birnboim, 1979)

2ml einer Ubernacht-Fliissigkultur eines plasmidtragenden E. coli-Stammes
werden in Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt und 2 min mit 18 000 rcf
zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 100 ul Losung I resuspendiert, mit
200 ul Losung II versetzt, durch Invertieren gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wird durch Zugabe von 150 pl Losung III neutralisiert.
Nach 5S-miniitiger Inkubation bei RT wird mit 400 pl TE-gesittigter
Phenol/Chloroform-Losung kurz gevortext und 10 min bei 4°C, 18 000 rcf
zentrifugiert.

Die obere, wiBirige Phase enthélt die Plasmid-DNA. Sie wird in ein neues 2 ml-
Reaktionsgefal} iiberfiihrt, zur Extraktion von Phenolriickstinden zweimal mit
je 500 ul Chloroform gevortext und nach je 1 min mit 18 000 rcf Zentrifu-
gation die plasmidhaltige, wiBrige Phase in ein weiteres Reaktionsgefal
pipettiert. Nach Zugabe des 2.5-fachen Volumen (1 ml) an 4°C kaltem
absolutem FEthanol und anschlieBendem Durchmischen wird die gefillte
Plasmid-DNA durch Zentrifugation bei 4°C mit 18 000 rcf pelletiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 0.5ml 70 % Ethanol (RT)
gewaschen, 10 min bei 4°C zentrifugiert und bei RT vollstindig getrocknet.
Zur Entfernung der RNA wird das Pellet in 20 ul TE/RNAseA gelost. Die
DNA wird bei -20°C gelagert. Bei high-copy-Plasmiden ist eine Ausbeute von
ca. 3-5 ug Plasmid-DNA pro ml Bakterienkultur zu erwarten.
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Losung I:
50 mM Tris/HCI, pH 8.0

10 mM EDTA

Losung II:
02M NaOH

1% SDS

Losung III:
60 ml 5 M Kaliumazetat

11.5 ml Eisessig
28.5 ml Wasser
damit betriigt die Konzentration von K" 3 M und von Azetat 5 M.

10 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM EDTA

Plasmid-Schnellpriparation

Hierfiir dient das unter Kapitel 3.1.4.1. beschriebene Verfahren, allerdings wird
bereits nach Zugabe von Lsg. III zentrifugiert, der Phenol-Extraktionsschritt
ibersprungen und das Pellet mit Ethanol gefillt sowie gewaschen. Nach
Trocknung wird es in TE/RNAse aufgenommen. Die isolierte DNA ist zwar
durch Proteine verunreinigt, doch beeintriachtigt dies die analytische Restrikti-
onsverdaus meistens nicht. Diese kostengiinstige Préparation sollte nur mit den
DNAse-defizienten E. coli-Stimmen XL 1-blue oder JM 109 erfolgen.

Qiagen-Plasmid-DNA-Priparation

(Préparation gemifB der Anweisung des Herstellers)

3.2. Restriktionsendonukleaseverdau von DNA

Die Restriktionsenzyme werden unter den vom Hersteller empfohlenen Bedin-
gungen verwendet. Mull DNA mit unterschiedlichen Enzymen restringiert
werden, fiir die der Hersteller keinen gemeinsamen Reaktionspuffer empfiehlt,
wird zunidchst mit dem Enzym geschnitten, das eine niedrigere Salzkonzentra-
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tion benotigt. Nach Hitzeinaktivierung, meist 20 min bei 65°C, werden die
Pufferbedingungen angeglichen und mit dem zweiten Enzym restringiert.

Analytisch:

Zu etwa 1 pg Plasmid-DNA wird 1 pl des empfohlenen 10 x Reaktionspuffers
und 1 pl einer BSA-Losung (1 mg/ml, Endkonzentration 100 pg/ml) gegeben.
Der Ansatz wird mit sterilem Wasser auf 10 pl aufgefiillt und dann 1-2 U der
entsprechenden Restriktionsendonukleasen dazupipettiert. Dieser Ansatz wird
mindestens 1h bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur
inkubiert.

Durch Elektrophorese in Agarosegelen kann man DNA-Fragmente unterschied-
licher GroBe aufgrund der verschiedenen Mobilitdt einfach trennen. Zur
Analyse von DNA-Fragmenten in der Gré3enordnung von 400-6000 bp werden
in der Regel 1 %-ige Agarosegele, bei kleineren Fragmenten 1.4-1.7 %-ige
verwendet.

Zur Herstellung von Agarosegelen wird trockene Agarose im entsprechenden
Volumen 1 x TBE-Puffer in einem Mikrowellenherd aufgekocht, bis eine
homogene, viskose Losung entsteht. Zu der heiBen Losung wird ein 1/10 000
Volumen Ethidiumbromid-Losung. (10 mg/ml) gegeben, um nach der Elektro-
phorese die DNA durch die Fluoreszenz des interkalierenden Farbstoffes im
UV-Licht (254 oder 366 nm) sichtbar zu machen. Nach Abkiihlen auf unter
50°C wird das Gel in die entsprechende Apparatur gegossen und ein
Taschenformer eingeschoben. Die Proben werden mit 6 x Blaumarker gemischt
und dann in die Taschen des erstarrten Gels aufgetragen. Neben den Proben
wird ein Liangenstandard aufgetragen, mit dessen Hilfe die GroBen der
einzelnen Fragmente durch Vergleich ermittelt werden koénnen. Uber diesen
Standard lassen sich auch die DNA-Konzentration der Proben abschitzen,
indem die Intensitdten der Banden mit der Intensitét einer Bande des Standards
verglichen werden.

Gele der Grofle 10 x 15 cm werden bei 80-100 V, Gele der Grofle 6 x 8 cm bei
ca. 50 Vin 1 x TBE-Puffer gefahren. Die Laufzeiten betragen zwischen 30 und
60 min. Die Gele werden mit der digitalen Kamera Eagle Eye II dokumentiert.

1 x TBE-Puffer:
89 mM Tris

89 mM Borsaure
2mM EDTA
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6 x Blaumarker:
1.5 mg/ml Bromphenolblau
1.5 mg/ml Xylencyanol
50 % Glyzerin, anschlieend wird mit Wasser auf
das Gesamtvolumen aufgefiillt.

3.2.1. Extraktion der DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion der DNA aus Gelbanden wird mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.2. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Umklonierung werden das gewiinschte Vektorplasmid und Insert mit den
gleichen Enzymen gespalten, die Fragmente priparativ isoliert und aus dem
Agarosegel extrahiert. Die gewiinschte Kombination von Vektor und Insert
wird in einem molaren Verhéltnis von etwa 1:10 bis 1:1 gemischt (Endvolumen
20 ul). Nach Zugabe von 1/10 Volumen 10 x Ligasepuffer wird auf RT abge-
kiihlt und ca. 2 U T4-DNA-Ligase dazugegeben. Der Ansatz wird 1 h bei 20°C
inkubiert. 5 pl davon werden anschlieBend in kompetente E. coli transformiert.
Als Kontrolle dient ein Ligationsansatz mit Vektor-DNA ohne Insert.

3.3. Einfuhrung gezielter Mutationen

3.3.1. Priparation von Einzelstrang-DNA

(nach Sambrook et al., 1989)

I ml 2 x YT-Medium (mit 30 pg/ml Chloramphenicol und Antibiotikum zur
Selektion auf das Plasmid) wird mit einer Einzelkolonie von E. coli CJ 236
angeimpft und bei 37°C mit 200 Upm geschiittelt. Sobald in der Kultur eine
leichte Triibung erkennbar wird, wird sie zu 20 ml gleichen Mediums in einen
100 ml Erlenmeyerkolben gegeben und mit dem Phagen M13K07 (Endkonzen-
tration 2 x 107 pfu/ml) transfiziert. Nach zweistiindigem Schiitteln bei 37°C
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und 250 Upm wird Kanamyzin (Endkonzentration 70 pg/ml) zur Selektion auf
Phageninfektion zugesetzt und weiter tiber Nacht inkubiert (37°C, 250 Upm).

Die Ubernachtkultur wird zweimal 5 min bei 4°C und 12 000 rcf zentrifugiert
und das Zellpellet jeweils verworfen. Die Phagenpartikel werden aus dem
Uberstand durch Zugabe von 135 pul 20 % PEG 6000 in 2.5 M NaCl-Lésung
pro ml Uberstand gefillt. Nach 15 min Inkubation bei RT und 5 min Zentrifu-
gation bei 12 000 rcf und 4°C wird das Pellet durch Vortexen in 500 ul TE
aufgenommen und in Eppendorf-Reaktionsgefale iiberfiihrt. Nach Aufschluf}
der Phagenpartikel durch 1 Vol. TE-gesittigten Phenols wird bei 4°C mit
18 000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefiB iiber-
fiihrt und die phenolische Phase erneut mit 200 ul TE-Puffer extrahiert. Die
Uberstinde werden in einem Corex-Glas vereinigt und die Einzelstrang-DNA
nach Zugabe von 0.1 Vol. 8 M LiCIl-Lésung mit 2.5 Vol. EtOH 1 h bei -20°C
gefillt. Nach Zentrifugation (20 min, 4°C, 12 000 rcf) wird das Pellet mit
70 % EtOH gewaschen, nochmals zentrifugiert (10 min) und bei RT
getrocknet. Die DNA wird in 25-50 ul TE-Puffer aufgenommen und bei -20°C
gelagert.

Durch Elektrophorese eines Aliquots im Agarosegel kann die Reinheit und
durch Extinktionsmessung bei 260 nm die Ausbeute abgeschitzt werden
(ODy6o =1 entspricht etwa 33 ug/ul Einzelstrang-DNA). Es sind etwa 1 pg
DNA pro ml Ubernachtkultur zu erwarten.

2 x YT-Medium:
16 g/l Bacto Trypton
10 g/l Bacto Yeast Extrakt
5¢g/l NaCl
wird mit NaOH auf pH 7.4 eingestellt, mit Wasser ad 1 1 aufgefiillt
und autoklaviert.

PEG-L0osung:
20%  PEG 6000
2.5M NaCl

wird mit Wasser aufgefiillt und sterilfiltriert.

3.3.2. Phosphorylierung von Oligodesoxynukleotiden

Oligodesoxynukleotide werden in sterilem Wasser zu einer Endkonzentration
von 100 pmol/ul geldst. Zu 200 pmol eines Oligodesoxynukleotids werden
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10 pl 3 x Kinase-Mix sowie 4.5 U T4-Polynukleotidkinase gegeben, der Ansatz
wird mit Wasser auf 30 pl aufgefiillt. Nach einer Inkubationszeit von 45 min
bei 37°C wird die Kinase durch zehnminiitige Behandlung bei 65°C inaktiviert.
Die Losung wird mit 70 pl Wasser aufgefiillt (Endkonzentration der
phosphorylierten Oligodesoxynukleotide: 2 pmol/ul) und bei -20°C gelagert.

3 x Kinase Mix:
300mM  Tris/HCI, pH 8.0

60mM DTT
30mM  MgCl,
3mM  ATP

wird zu 10 pl aliquotiert und ist bei -20°C lagerfahig.

3.3.3.  Ortsspezifische Mutagenese

(nach Kunkel, 1985)

Fiir die ortsspezifische Mutagenese werden 5’-phosphorylierte Mutagenese-
Oligodesoxynukleotide eingesetzt. 0.2 pmol Einzelstrang-DNA werden mit
2 pmol Mutagenese-Oligodesoxynukleotiden und 1 pl 10 x annealing-Puffer
gemischt und mit Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Der Ansatz wird 5 min auf 95°C
erhitzt, um die Sekundarstrukturen der DNA zu 16sen, anschlieend fiir 15 min
bei der spezifischen Hybridisierungstemperatur inkubiert und danach sofort auf
Eis gestellt. Zur in vitro-Polymerisation werden dem Ansatz 1pul 10x
Synthese-Puffer, 1 ul T4-DNA-Polymerase (3 U) und 1 pul T4-DNA-Ligase
(6 U) zugegeben. Nach vorsichtigem Schiitteln wird 5 min auf Eis und 90 min
bei 37°C inkubiert.

Vor der Transformation in E. coli kann die jetzt doppelstringige Plasmid-DNA
dam-methyliert werden. Dazu werden zu dem Reaktionsansatz 1 pl 15 x dam-
Methylase-Puffer, 0.5 pl S-Adenosyl-methionin-Loésung und 1 pl dam-Methy-
lase (5 U) gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Enzym wird anschlieend
15 min bei 65°C inaktiviert. Der Mutageneseansatz wird mit TE-Puffer auf ein
Volumen von 50 pl aufgefiillt und kann bei -20°C gelagert werden. Zur Trans-
formation in E. coli werden 10 pl eingesetzt.
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10 X annealing-Puffer:

500mM  NaCl
200 mM  Tris/HCI, pH 7.4
20mM  MgCl,

10 x Synthese-Puffer:

100 mM  Tris/HCI, pH 7.9
50mM  MgCl,
20mM DTT
10mM ATP
5mM jedes dNTPs

15 x dam-Methylase Puffer:

300mM  Tris/HCI, pH 7.5
255mM  EDTA
75 mM  2-Mercaptoethanol

S-Adenosyl-methionin-Losung:
2.5 mM S-Adenosyl-methionin

Alle (wiBirigen) Losungen werden sterilfiltriert und bei -20°C aufbewahrt.

Die Hybridisierungstemperatur 7y wird nach der ,,2 + 4-Regel* berechnet:
TM=2(nA+nT)+4(nG+nC)

mit n; der Anzahl der entsprechenden Basen im Bereich der Hybridisierung.

3.3.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Einfiihrung von

gezielten Mutationen

Zur gezielten Mutation von Plasmid-DNA {iber eine PCR wird ein mutierendes
Oligodesoxynukleotid (z.B. PHmuT A.s s.u.) und ein Gegenstrang-Oligodes-
oxynukleotid verwendet, die an je einem Strang der als Templat vorliegenden
Plasmid-DNA hybridisieren. Nach der Hybridisierung (annealing) erfolgt eine
3’-Verlingerung der Oligodesoxynukleotide (extension) mit Hilfe der
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP) und einer thermostabilen DNA-Polyme-
rase (Vent-Polymerase bzw. Pfu-Polymerase mit Korrekturleseaktivitit oder
Tag-Polymerase ohne Korrekturleseaktivitit). Da die verldngerten Oligodes-
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oxynukleotide nach der Schmelze (denaturation) ebenfalls als Templat fiir eine
weitere Hybridisierungs- und Verldngerungsreaktion dienen, erfolgt eine
exponentielle Amplifikation der DNA. Nach einer abschlieBenden
Verldangerung liegt doppelstrangige DNA (dsDNA) vor, die nach Reinigung mit
geeigneten sequenzspezifischen Endonukleasen geschnitten und anschlieBend
kloniert werden kann.

Ein mutierendes Oligodesoxynukleotid sollte exemplarisch folgendermalien
geplant sein:

PHmuT A.s: 5’ ATCAGCGCGC CGgctCCgGA GGAGAAGGAG GAG 3’

fett: Restriktionsschnittstelle fiir spatere Klonierung (hier: BssHII)

klein:  gegeniiber Templat gednderte Desoxynukleotide

kursiv:  gleiche Sequenz wie der sense-Strang des Templats, zur
Hybridisierung

3’-Ende: hieran findet nach Hybridisierung am antisense-Strang des Templats
die Verlangerung des Oligodesoxynukleotids statt.

Fiir eine Standard-PCR werden folgende Substanzen eingesetzt:

10 x PCR-Reaktionspuffer 5.0 ul
dNTP (2 mM) 5.0 ul
MgCl, (25 mM) 5.0 ul
Templat: Plasmid-DNA (0.5 ng/ul) 2.0 ul
sense Oligodesoxynukleotid (10 pmol/ul) 2.0 ul
antisense Oligodesoxynukleotid (10 pmol/ul) 2.0 ul
Tag-Polymerase (1 U/ ul) 1.0 ul
steriles Wasser ad 50.0 pl

Der Einsatz anderer DNA-Polymerasen (Vent-Polymerase, Pfu-Polymerase)
erfordert hiufig eine Modifizierung der PCR-Bedingungen (Mg”*-Konzentra-
tion, Temperaturverlauf); dafiir ist aufgrund der 3°->5-Korrekturleseaktivitat
dieser DNA-Polymerasen die Fehlerrate fiir den Einbau von dNTPs geringer.
Qualitativ und quantitativ lassen sich PCR-Reaktion meistens zuséitzlich
verbessern, indem anstelle des gesamten Plasmids nur das Fragment des
Templats zugegeben wird, das amplifiziert werden soll. Die Amplifikation der
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Templat-DNA erfolgt in einem PCR-Thermoblock; dort wird die dsDNA
zundchst aufgeschmolzen, die Oligodesoxynukleotide bei der spezifischen
annealing-Temperatur gebunden und durch die Polymerase zur dsDNA
aufgefiillt. Zum Schutz vor Verdunstung werden alle PCR-Ansdtze mit
fliissigem Paraffin tiberschichtet. Folgendes Programm-Muster wird verwendet:

PCR-Programm:
60 s bei 94°C  (denaturation)

25 Amplifikationszyklen mit jeweils

30 s bei 94°C  (denaturation)
60 s bei Ty, (annealing)
90 s bei 72°C  (extension)

Ende:360 s bei 72°C

Nach Ende der PCR-Reaktion werden die Ansitze durch analytische Gelelektro-
phorese tiberpriift. Die amplifizierte DNA kann mit Hilfe des Qiagen PCR
Purification Kits nach Anleitung der Herstellers gereinigt werden, um verblei-
bende dNTPs und Polymerase zu entfernen.

3.3.5. Reassemblierungs-PCR und QuikChange zur Einfiihrung
von Punktmutationen

Liegt keine geeignete Restriktionsschnittstelle in unmittelbarer Nédhe zur
Mutation vor, wird alternativ indirekt das 5'-Ende durch Reassemblierungs-
PCR (reassembly PCR) erweitert oder die QuikChange-Methode (nach
Stratagene) angewendet.

Reassemblierungs-PCR (reassembly PCR)

Fiir eine Reassemblierungs-PCR wird in einem ersten Schritt neben dem wie im
vorherigen Kapitel aufgefiihrten PCR-Produkt noch ein weiteres PCR-Produkt
hergestellt. Dazu verwendet man ein genau inverses Oligodesoxynukleotid zu
dem mutierenden Oligodesoxynukleotid und ein weiteres Gegenstrang-Oligo-
desoxynukleotid. Man erhdlt damit zwei PCR-Produkte, die nur im Bereich der
Mutation identisch sind, ansonsten aber die Sequenz des Templats vor bzw.
nach der Mutationsstelle aufweisen. Nach der Aufreinigung der PCR-Fragmente
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146t sich in einer weiteren PCR-Reaktion mit beiden PCR-Produkten des ersten
Schritts als Template und den verwendeten Gegen-Oligodesoxynukleotiden ein
PCR-Produkt herstellen, in dessen Mitte sich die gewiinschte Mutation befindet.
Dieses PCR-Produkt wird mit Hilfe von sequenzspezifischen Endonukleasen
geschnitten und in einen Vektor kloniert. Dieses Verfahren erlaubt also die
Einfiihrung von Mutationen in Plasmid-DNA unabhédngig von benachbarten
Endonuklease-Schnittstellen.

QuikChange-Methode

Bei diesem Verfahren zur Einfiihrung von Punktmutationen dient das unge-
schnittene Plasmid als Templat. Es werden zwei inverse Oligodesoxynukleotide
eingesetzt, die mittig jeweils die mutierte DNA-Sequenz besitzen. Bei der
folgenden (nicht-exponentiellen) QuikChange-PCR erhédlt man als DNA-
Produkt ein zirkuldres Plasmid mit der eingefiihrten Mutation und mit zwei
Einzelstrangbriichen. Mit Dpnl werden selektiv alle dam-methylierten
5" GATC 3’-Sequenzen des eingesetzten Templats restringiert und die DNA in
E. coli elektroporiert.

Fiir eine QuikChange-PCR werden folgende Substanzen eingesetzt:

10 x Pfu-turbo-Puffer 5.0 ul
dNTP (2 mM) 5.0 ul
Templat: Plasmid-DNA (4 kB) (20 ng/ul) 1.0 pl
sense Oligodesoxynukleotid (10 pmol/ul) 1.0 pl
antisense Oligodesoxynukleotid (10 pmol/ul) 1.0 ul
Pfu-Polymerase (2.5 U/ul) 1.0 pl
steriles Wasser ad 50 pl

PCR-Programm fiir eine QuikChange-PCR:
60 s bei 94°C  (denaturation)

30 Amplifikationszyklen mit jeweils

60 s bei 94°C  (denaturation)
60 s bei 55°C  (annealing)
480 s bei 68°C (extension)

Ende:360 s bei 72°C
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3.4. Zufallsmutagenese iiber Polymerase-Kettenreaktion

3.4.1.

Mutagene PCR

(nach Cadwell & Joyce, 1992)

Zur erwiinschten Finfithrung von Replikationsfehlern bei der PCR wird die
Lesegenauigkeit der Tag-Polymerase durch Zugabe von Mn®" erniedrigt. Nach
der PCR erhélt man ein PCR-Produkt mit zufillig verteilten Basenaustauschen,
wobei sich die Zahl der Basenaustausche durch die Mn**-Konzentration vorher-
bestimmen 1dBt: sie betrdgt bei dem unten angefiihrten Ansatz theoretisch
0.66 % pro Nukleotidposition (Cadwell & Joyce, 1992). Bei dquimolarem Ein-
satz von dANTP werden Pyridinbasen statistisch hédufiger gegen Purinbasen
ausgetauscht als umgekehrt. Zur Vermeidung einer Drift wird deshalb eine
hohere Konzentration an Pyridinnukleotidtriphosphaten in der PCR eingesetzt.

mPCR-Ansatz zur ungerichteten Mutagenese der PH-Domaéne

10 x mReaktionspuffer 10.0 pl
dCTP und dTTP 1.0 mM
dGTP und dATP 0.2 mM
Templat: ptoPHG3-Vektor 20 ng
bzw. ptoCP3.5G3-Vektor
ompA for-Oligodesoxynukleotid 3 uM
CyG3770as-Oligodesoxynukleotid 3 uM
MnCl, 0.5 mM
Tag-Polymerase (1 U/ pul) 5.0 ul
steriles Wasser ad 100 ul

Der 10 x mReaktionspuffer hat die folgende Zusammensetzung;:

48

0.5M KCIl
0.1 M  Tris-HCI
0.1 %  Gelatine
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PCR-Programm fiir die mPCR:
60 s bei 94°C  (denaturation)

30 Amplifikationszyklen mit

60 s bei 94°C  (denaturation)
60 s bei 45°C  (annealing)
60 s bei 72°C  (extension)

Ende: 360 s bei 72°C

Die Klonierung der mPCR-Produkte erfolgt iiber die Schnittstellen Ncol und
Notl in den Vektor ptomPHG3.

3.4.2. Randomisierung durch Einsatz randomisierter
Oligodesoxynukleotide

Fiir die zufillige Anordnung von Aminosduren eines ganzen Peptidsegments
wird die dazugehdrige DNA-Sequenz randomisiert. Die Randomisierung erfolgt
dabei wihrend der Synthese der Oligodesoxynukleotide, bei der anstelle der
reinen Desoxynukleotide bei jedem Syntheseschritt Gemische von
Desoxynukleotiden eingesetzt werden (s. Kapitel 2.2.2.). Die Konstruktion
eines randomisierten Oligodesoxynukleotids ist in Abb. 4./ dargestellt.

Um die Synthese von Heteroduplex-DNA zu vermeiden, wurde das Verfahren
der ,,asymmetrischen PCR* entwickelt. Dabei wird in einer ersten PCR durch
50-fachen molaren UberschuB des randomisierten Oligodesoxynukleotids
gegeniiber dem antisense-Oligodesoxynukleotids bevorzugt Einzelstrang-DNA
hergestellt, die dann in einer weiteren Reaktion durch weitere Zugabe des
antisense-Oligodesoxynukleotids zu dsDNA aufgefiillt wird (s. Kapitel
4.1.2.1.).

Ist das 5'-Ende des randomisierten Oligodesoxynukleotid zu kurz gewahlt, 1463t
sich nach einer asymmetrischen PCR das PCR-Produkt nicht restringieren.
Anstelle einer (situationsbedingt nicht mdglichen) Neubeschaffung von 5 -verl-
angerten Oligodesoxynukleotiden wurde die ,,asymmetrische Verldngerungs-
PCR* entwickelt. Dazu wird eine reguldre PCR (50 pl-Ansatz) mit dquimola-
rem Einsatz des randomisierten sense-Oligodesoxynukleotids Looplrms sense
bzw. Loop2rms sense und dem nicht randomisierten antisense-Oligodesoxynuk-
leotid durchgefiihrt (25 Zyklen). Das PCR-Produkt liegt dann als Hetero-
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duplex-DNA mit zu kurzem 5°-Ende vor (stromaufwirts der Klonie-
rungsschnittstelle). Das PCR-Produkt wird mit Hilfe des QiaSpin PCR-Kits
gereinigt, in 50 pl kiteigenem EB-Puffer eluiert. Die Hélfte des Eluats dient fiir
die ,,asymmetrische Verlingerungs-PCR* als Templat. Dabei wird iiber 12 Am-
plifikationszyklen unter Standard-PCR-Bedingungen mit den entsprechenden
Verlangerungs-Oligodesoxynukleotiden ~ 773-loopl-ohne  (sense)  bzw.
TT3-loop2-ohne (sense) (s. Kapitel 2.2.2.) und ohne Gegen-Oligodesoxy-
nukleotid einzelstringige, randomisierte, 5 -verlingerte DNA hergestellt. Sie
wird in einer anschlieBenden Auffiillreaktion mit nicht randomisiertem
Oligodesoxynukleotiden komplementir ergidnzt (s. asymmetrische PCR).

asymmetrische PCR (fiir Loop 6):
1. PCR zur Herstellung von einzelstringiger, randomisierter DNA

10 x Reaktionspuffer 5.0 ul
dNTP (2 mM) 5.0 ul
MgCl, (25 mM) 5.0 pl
Templat: Plasmid-DNA (4 ng/ul) 1.0 pl
Loop3rms sense (10 pmol/ul) 5.0 ul
(randomisiertes Oligodesoxynukleotid)
antisense Oligodesoxynukleotid (1 pmol/ul) 1.0 pl
(nicht randomisiertes Oligodesoxynukleotid)
Tag-Polymerase (1 U/ ul) 2.0 ul
steriles Wasser ad 50.0 pl

PCR-Programm fiir die asymmetrische PCR:
60 s bei 94°C  (denaturation)

30 Amplifikationszyklen mit

30 s bei 94°C  (denaturation)
60 s bei 61°C  (annealing)
90 s bei 72°C  (extension)
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2. PCR zum Auffillen des komplementaren Gegenstranges aus der 1. PCR:

erster PCR-Ansatz 50 pul
10 x Reaktionspuffer 5.0 ul
dNTP (2 mM) 5.0 ul
MgCl, (25 mM) 5.0 ul
antisense Oligodesoxynukleotid (100 pmol/pl) 0.5 ul
Tag-Polymerase (1 U / pul) 1.0 pl
steriles Wasser ad 100 pl

PCR-Programm mit nur einer Amplifikation:

30 s bei 94°C  (denaturation)
120 s bei 61°C  (annealing)
500 s bei 72°C  (extension)

Zur Herstellung einer Bibliothek, die in drei Loopstrukturen randomisiert ist,
wird iiber eine Reithe von Dimerisierungs-, Ligations- und Restriktionschritten
ein DNA-Fragment hergestellt, das in allen drei gewiinschten DNA-Abschnitten
unabhéngig voneinander randomisiert vorliegt.

3.4.3. Herstellung einer in drei Segmenten randomisierten
Bibliothek von PH-Doméanen

(s. Kapitel 4.1.3. Das Klonierungsschema ist in Abb. 4.7 wiedergegeben.)

* Zuerst werden die jeweils in einem Segment randomisierten PCR-Fragmente
hergestellt (s. Kapitel 3.4.2.): rms3 wird iiber asymmetrische PCR mit
anschlieBender Auffiillreaktion, rmsl sowie rms2 werden iiber PCR mit
anschliefender asymmetrischer Verldngerung und Auffiillreaktion zu Homo-
duplex-DNA aufgebaut. (Die randomisierten Oligodesoxynukleotide werden
hier nur rms1, rms2 und rms3 genannt).

* Das PCR-Fragment von rms 1 wird mit Af/II, das von rms2 mit Accl und
das von rms3 mit Bpil restringiert und iiber ein Agarosegel aufgereinigt.

* Die restringierten PCR-Fragmente von rmsl und rms2 werden durch Liga-
tion dimerisiert (Af/II und Accl besitzen palindromische Schnittstellen);
anschliefend wird die Ligase hitzeinaktiviert.
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* Das rms 1-Dimer wird mit Accl und das rms 2-Dimer mit Bpil restringiert
und die restringierten Dimere werden iiber ein Agarosegel aufgereinigt.

* Das restringierte rms2-Dimers wird mit Accl monomerisiert und Accl
anschlieBend hitzeinaktiviert.

* Das restringierte Dimer von rmsl, das monomere rms2-Fragment und das
restringierte rms3-Fragment werden ligiert und anschlieend wird die Ligase
hitzeinaktiviert.

* Der gesamte Ligationsansatz wird mit Af/II und X#%ol restringiert und das in
drei Segmenten unabhingig randomisierte Fragment von 326 bp iiber ein
Agarosegel aufgereinigt.

 Dieses Fragment wird in den Vektor plomPHG3 kloniert (dies betraf 5 - 10’
Klone der in dieser Arbeit verwendeten Bibliothek von randomisierten PH-
Domaénen).

e Bei 10’ weiteren Klonen der Bibliothek wurde das unabhingig randomisierte
Fragment einer weiteren PCR-Amplifikation unterzogen: dazu wird auf die
Restriktion des dreifach randomisierten DNA-Fragments mit X%ol verzichtet
und das Fragment nach Af/l1-Restriktion iiber ein Agarosegel aufgereinigt.
Ein Aflll-restringiertes (nicht randomisiertes) DNA-Fragment wird vor das
randomisierte Fragment ligiert, das Ligationsprodukt mit 20 PCR-Zyklen
asymmetrisch amplifiziert und anschliefend aufgefiillt (s.0.). Auch dieses
PCR-Produkt wird Af/Il und Xhol restringiert, aufgereinigt und in den
Vektor plomPHG3 kloniert.

Uber den Vektor plomPHG3 wird die PH-Domine N-terminal mit der ompA™-
Signalpeptid und C-terminal {iber ein amber-Codon mit dem g3-Protein fusio-
niert exprimiert. Als Operator/Promotor dient das lac®P-System.

3.5. DNA-Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA sollte das Plasmid hochrein vorliegen
(z.B. nach Aufreinigung mit dem Qiagen® Mini Plasmid-Kit: s. Kapitel 3.1.4.).
Fiir die Sequenzierreaktion wird ein Oligodesoxynukleotid eingesetzt, das mit
deutlicher Priaferenz 30-50 Basenpaare vor der zu untersuchenden DNA-
Sequenz hybridisiert.

Die Sequenzreaktionen wurden im Labor von Helmut Blum am Genzentrum
und von der Firma Toplab, Martinsried, mit Cycle-Sequencing-Kits und
fluoreszenzmarkierten Terminatoren nach der Kettenabbruch-Methode durch
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Didesoxynukleotide durchgefiihrt. Die Detektion und Sequenzanalytik erfolgte
jeweils mit einem automatischen DNA Sequenzer ABI-373 A.

3.6. Proteinexpressionen und die jeweiligen

Zellaufschliisse

3.6.1. Grundregeln fiir die Genexpression von Proteinen in E. coli

Die Expressionen von eukaryontischen Genen in E. coli werden unter Berlick-
sichtigung folgender Aspekte durchgefiihrt

E. coli 1st ein Prokaryont und verfiigt nicht tiber eukaryontische posttransla-
tionale Modifizierungen und Prozessierungen (Glykosylierungen, prostheti-
sche Gruppen efc.).

Der Kontext wihrend und nach der Proteinfaltung unterscheidet sich in allen
Organismen. Dies gilt z.B. fiir Chaperone aber auch fiir alle anderen
Protein-Protein-Wechselwirkungen.

Das Redoxpotential des Cytoplasmas ist reduktiv, wihrend im Periplasma
oxidative Bedingungen herrschen. Strukturelle Disulfidbriicken sind nur im
Periplasma stabil. Die Zellmembran trennt das reduktive Cytoplasma vom
oxidativen Periplasma, welches mit der Zellwand gegen das Medium abge-
schlossen ist.

Viele Proteine wirken bei Uberexpression toxisch, weshalb das gewiinschte
Protein erst ab dem Zeitpunkt der Induktion und nicht schon zuvor iliberex-
primiert werden soll.

Wird E. coli nur als ,,Proteinfabrik® eingesetzt, bendtigt man einen starken
Promotor wie den T7-Promotor im entsprechenden Bakterienstamm
BL 21(DE3). Ist das Protein zudem toxisch, wird der Stamm
BL 21(DE3)pLysS verwendet, der T7-Lysozym coexprimiert, das ein natiir-
licher Inhibitor der T7-RNA-Polymerase ist (Huang et al., 1999). Die
Expression nach Induktion in diesem System ist in der Regel so stark, da3
das Protein in der Zelle aggregiert und dann als unlosliches Aggregat (inclu-
sion-bodies) vorliegt. Zur regulierbaren, gegeniiber dem T7-System verrin-
gerten Expression wurde in dieser Arbeit das tet-System aus pASK75
(Skerra, 1994) eingesetzt. Auch das /lac®P-System, das auf den historischen
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Arbeiten von Francois Jacob und Jaques Monod beruht, fand Anwendung in
dieser Arbeit.

* Der genetische Code ist zwar universell, doch unterscheidet sich die Haufig-
keit der einzelnen Codons und tRNAs bei Prokaryonten und Eukaryonten
erheblich (Nakamura & Tabata, 1997). Bei der Expression eukaryontischer
Gene in E. coli kann beispielsweise das seltene Arginin-Codon AGG die
Proteinausbeute limitieren.

* Splicing- und Terminationsprozesse miissen an das E. coli-System angegli-
chen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unter verschiedenen Gesichtspunkten Proteine
in E. coli hergestellt. Jede Fragestellung erfordert ein anderes
Versuchsprotokoll und teilweise auch ein anderes Vektorkonstrukt. Drei
grundlegend unterschiedliche Methoden werden detailliert aufgefiihrt:

(i)  Periplasmatische Expression unter standardisierten Bedingungen (s.
Kapitel 3.6.2.)

(i1) Cytoplasmatische Expression unter standardisierten Bedingungen (s.
Kapitel 3.6.3.)

(i11) Cytoplasmatische Expression als inclusion-bodies (s. Kapitel 3.6.4.)

Allen Expressionen sind die folgenden Vorgehensweisen gemeinsam:

* Vorkulturen werden entweder mit einem Einzelklon nach Transformation
oder aber aus dem Glyzerinstock eines Einzelklons angeimpft. Sie werden in
LB-Medium mit dem zur Plasmidselektion notwendigen Antibiotikum ange-
setzt und liber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert, so dall sie sich
folgendentags in der stationdren Wachstumsphase befinden.

* Die Vorkulturen werden mit antibiotikumhaltigem Medium im Verhiltnis
1/5 bis 1/100 zu den Hauptkulturen verdiinnt und bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Nach ca. einer Stunde befinden sich die Hauptkulturen in der
exponentiellen Wachstumsphase.

* Gegen Ende dieser Phase erfolgt die Expressionsinduktion des plasmid-
kodierten Proteins mit dem promotor- bzw. repressorspezifischen Indukti-
onsmittel. Entsprechend der Fragestellung und der Proteineigenschaften
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werden insbesondere die Expressionstemperatur und -dauer, aber auch die
Schiittelintensitdt (Sauerstoffversorgung) gewaihlt.

* Nach der Expression werden die E. coli abzentrifugiert und das Protein mit

unterschiedlichen Aufschlu8verfahren aus den Zellen gewonnen.

3.6.2. Periplasmatische Proteinexpression unter standardisierten

Bedingungen

Das proteinkodierende (mit ompA™-Signalsequenz) Plasmid wird in E. coli
JM83 transformiert und ausplattiert.

20 ml einer LB-Amp-Vorkultur werden mit einem Einzelklon angeimpft
und tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

Die Vorkultur wird mit 250 ml LB-Amp-Medium in einem 500-ml-Erlen-
meyerkolben verdiinnt und bei 37°C/180 Upm bis zu einer ODgyy von 0.9
bis 1.0 (ca. 1.5 h) inkubiert.

Induziert wird mit 25 pl anhydro-Tetrazyklinlosung (2 mg aTC auf 1 ml
DMF; Endkonzentration: 0.43 nM) und dann 4 h bei 25°C/180 Upm inku-
biert.

Die Zellen werden durch 15-mintitige Zentrifugation in GS3-Zentrifugenge-
faBen bei 4500 rcf/4°C vom Medium getrennt und der Uberstand dekantiert.

Das Bakterienpellet wird vorsichtig in 5 ml eiskaltem Periplasma-
AufschluBBpuffer suspendiert, in ein SS34-Zentrifugengefdl3 iiberfithrt und
1.5 h auf Eis geriihrt. Das EDTA des AufschluBpuffers komplexiert dabei
die Mg**- und Ca**-Ionen der Zellwand, so daB sie labil und permeabel
wird.

Die entstandenen Sphéroblasten werden scharf abzentrifugiert (40 min, 0°C,
50 000 rcf), so daB3 die Proteine des Periplasmas durch die porése Zellwand
gepreBt werden. Aus dem Uberstand kénnen die Proteine des Periplasmas
anschlieBend iiber Sdulenchromatographie gereinigt werden (dazu: 300 pl
Ni-NTA-Agarose und 1 ml Elutionspuffer: s. Kapitel 3.7.1.)

Periplasma-Aufschluf3puffer:

1M NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM EDTA
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3.6.3. Cytoplasmatische Proteinexpression unter standardisierten

Bedingungen

Das proteinkodierende (ohne ompAM-Signalsequenz) Plasmid wird in
E. coli BL 21(DE3) oder BL 21 transformiert und ausplattiert.

2 ml einer LB-Amp-Vorkultur werden mit einem Einzelklon angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

10 ml LB-Amp-Medium in einem 20-ml-Erlenmeyerkolben werden mit der
Vorkultur angeimpft und bei 37°C/200 Upm bis zu einer ODgy, von 0.9 bis
1.0 (ca. 1.5 h) inkubiert.

Induziert wird mit 1 pl aTC (2 mg aTC auf 1 ml DMF; Endkonzentration:
0.43 nM) und dann 7 h bei 20°C/200 Upm inkubiert.

Die Zellen werden durch zehnminiitige Zentrifugation in SS34-Zentrifugen-
gefiBen bei 7000 rcf/4°C vom Medium getrennt, der Uberstand dekantiert
und das Pellet in 500 ul PBS resuspendiert.

denaturierender Gesamtzellaufschluf3

Zu der Bakteriensuspension werden 1.5ml 6M  GdmCIl/PBS
(pH 7.4/NaOH) pipettiert, gemischt und der Ansatz auf Eis gekiihlt.

Die lysierten Zellen werden sonifiziert (Ultraschallbehandlung: 2 min / duty
cycle 30 / outputcontrol 3), so dal RNA und DNA mechanisch zerkleinert
werden und damit die Suspension diinnfliissig wird.

Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 14 000 r¢f/4°C konnen die Proteine
aus dem Uberstand durch Sadulenchromatographie gereinigt werden (dazu:
300 pl Ni-NTA-Agarose und 1 ml Elutionspuffer: s. Kapitel 3.7.1.).

nativer Zellaufschluf

Um Proteine direkt 16slich aus E. coli zu gewinnen, mul} die Zellwand und die
Zellmembran mechanisch (bis zu 50 ml Kulturvolumen mit Hilfe der Kugel-
miihle, ab 500 ml Kulturvolumen mit der french press, sonst: Ultraschall) oder
enzymatisch zerstort werden (Zugabe von T7-Lysozym, oder Freisetzung
cytoplasmatisch exprimierten T7-Lysozyms in BL 21(DE3)pLysS durch mehr-
faches Einfrieren und Auftauen, was zur Schidigung der Zellmembran fiihrt).

Exemplarisch fiir die Gewinnung kleiner Mengen 16slichen Proteins aus E. coli

1st
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* Die in 500 ul PBS resuspendierten E. coli-Zellen (s.0.) werden in ein
1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefd3  Uberfiihrt mit einer Spatelspitze
Glasperlen versetzt (100 mg mit @ 0.1-0.2 mm) und 20 min bei maximaler
Schwingungsfrequenz mit einer Kugelmiihle aufgeschlossen.

e Der Ansatz wird 10 min bei 18400 rcf/4°C zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Pellet in weiteren 500 pl PBS resuspendiert.

 Dieser Vorgang wird noch zweimal wiederholt und die Uberstinde werden
vereinigt. Die l6slichen Proteine konnen anschlieBend chromatographisch
aufgetrennt werden.

Um nachfolgend zu analysieren, wieviel unlosliches Protein in den Zellen vor-
handen war, bzw. wieviel Protein durch die mechanische Belastung durch die
Kugelmiihle prazipitiert ist, wird das zu letzt verbliebene Pellet mit 8 M Harn-
stoff/PBS anstelle von PBS resuspendiert, erneut mit der Kugelmiihle behandelt
und anschlieBend zentrifugiert. Auch diese Vorginge werden noch zweimal
wiederholt die Uberstande vereinigt und analysiert.

3.6.4. Cytoplasmatische Expression von unloslichem Protein in
inclusion-bodies

Um den EinfluB der ompA™-Signalsequenz auf die Proteinstabilitit zu untersu-
chen, wurde die Mutante CP 2.6. mit ompA™-Signalsequenz als unprozessiertes
Protein hergestellt. Dies geschieht durch cytoplasmatische Expression in inclu-
sion-bodies hinter dem T7-Promoter in pRSET-Vektoren (Schopfer, 1993).

* Das Plasmid (Das Gen fiir das Priprotein wird unter dem T7-Promotor
exprimiert) wird in E. coli BL 21(DE3) transformiert und ausplattiert.

* 100 ml einer LB-Amp-Vorkultur werden mit einem Einzelklon angeimpft
und tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

* Die Vorkultur wird mit 1.51 LB-Amp-Medium in einem 5 I-Erlenmeyer-
kolben verdiinnt und bei 37°C/120 Upm bis zu einer ODgy von 0.8 (ca.
1.5 h) inkubiert.

* Induziert wird mit 750 pl IPTG-Lésung (1 M in Wasser) und dann 3.5 h bei
40°C/120 Upm inkubiert.

* Die Zellen werden durch zehnminiitige Zentrifugation in GS3-Zentrifugen-
gefaBlen bei 4000 rcf/[4°C vom Medium getrennt, der Uberstand dekantiert,
das Pellet in 25 ml PBS resuspendiert und auf Eis gekiihlt.
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* In zwei Zyklen wird die Zellsuspension mit der fiench press bei maximal
1050 bar aufgeschlossen.

* Das Zelllysat wird bei 30°C mit 16 U DNAsel inkubiert und anschlieBend
im SS34-Rotor bei 20 000 rcf/4°C zentrifugiert.

Die inclusion-bodies befinden sich ungelost im Pellet, weshalb der Uberstand
verworfen und das Pellet gereinigt wird (vgl. Freund et al., 1998):

* Das Pellet wird mit 10 ml IB-Puffer I, dann mit 10 ml IB-Puffer Il gewa-
schen und anschlieBend in Wasser resuspendiert.

* Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 20 000 rcf/4°C wird der Uberstand
verworfen. Das Pellet wird in 3 ml 6 M GdmCI/PBS (pH 7.4/NaOH) aufge-
nommen und erneut 10 min bei 20 000 rcf/4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird dekantiert und das Pellet wiederum in 2 ml 6 M GdmCI-Ldsung resus-
pendiert und zentrifugiert. Die Uberstiinde werden vereinigt; hieraus wird
das Protein aufgereinigt und anschlieBend renaturiert. Fiir diesen cytoplas-
matisch exprimierten und denaturierend vorliegenden Ansatz werden 4 ml
Ni-NTA-Agarose benétigt und diese mit 6 ml Elutionspuffer eluiert (s.
Kapitel 3.7.1.).

IB-Puffer I:
50 mM EDTA
10 mM Tris/HCI pH 8
1 % Triton-X-100

IB-Puffer 1I:
500mM  GdmCl
100 mM  Tris/HCI pH 7.5
20mM  EDTA

Fiir diese Arbeit wurden viele weitere Protokolle zur Expression und Aufreini-
gung verschiedener Proteine ausgearbeitet; die meisten leiten sich von den in
den vorigen Kapiteln genannten ab.

3.7. Proteinchemische Aufreinigung und Dialyse

Proteine lassen sich iiber ihre Eigenschaften, wie Grofle, Form, Ladung oder
Affinititen aufreinigen. Zur Trennung rekombinant exprimierter Proteine
werden tiblicherweise die Proteine mit zusdtzlichen Aminosduren N- oder
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C-terminal fusioniert, so dal sich die (chemischen) Eigenschaften des so
modifizierten Proteins deutlich von denen der abzutrennenden Proteine unter-
scheiden. Das in dieser Arbeit wichtigste Verfahren ist die Aufreinigung iiber
einen C-terminalen His¢-tag (sechs Histidinreste werden an den C-Terminus des
Proteins fusioniert). Das chromatographische Verfahren beruht auf der Affinitit
von Histidin zu Nickelionen, die iiber Nitrilotriazetat (NTA) an einer Sepharo-
sematrix gebunden sind (Hochuli et al., 1987). Die Elution erfolgt durch Kom-
petition mit Imidazol, welches die Histidinreste verdringt. Meistens kann das
gewiinschte Protein bis zur Homogenitét in einem Schritt aufgereinigt werden.

Die Kapazitit der verwendeten Ni-NTA-Agarose betréagt fiir ein 15 kDa-Protein
etwa 5 bis 10 mg Protein/ml (s. Qiagen Handbuch ,,The QIAexpressionist™*).
Sie ist vom verwendeten Auftragspuffer und der Proteinkonzentration
abhingig. So verringert sich die Kapazitit beim Auftrag von Proteinlosungen
mit 4 M GdmCl ca. um den Faktor 10 gegeniiber Proteinlésungen in PBS.

3.7.1. Aufreinigung von Proteinen mit His-tag an Ni-NTA-Matrix
(SV: Séulenvolumen an Ni-NTA-Matrix, iiber das die Aufreinigung von
Proteinen mit His-tag erfolgt.)

Von Auftrag, Durchlauf, Waschlosung und Eluat werden Aliquots behalten.

e Die Ni*’-NTA-Agarose-Saulen (beladen mit Ni*") werden mit 4 SV
AufschluBBpuffer dquilibriert und anschlieBend wird der partikelfreie Zell-
aufschlufl aufgetragen.

* Nach vollstdindigem Durchlauf des Auftrags wird zweimal mit je 4 SV
Waschpuffer gewaschen.

* FEluiert wird fraktionierend mit 4 SV Elutionspuffer.

Aufschluf3puffer:

50 mM Tris
1 M NaCl
mit HCI auf pH 8.0
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Waschpuffer:

50mM Tris

I M NaCl
35mM Imidazol
mit HCI auf pH 8.0

Elutionspuffer:

50 mM Tris

I M NaCl
300 mM Imidazol
mit HCI auf pH 8.0

Bei der Aufreinigung denaturierter Proteine enthalten Auftragspuffer und
Waschpuffer zusétzlich 4 M GdmCl. In diesem Fall wird das Protein auf der
Sdule nach dem Waschen mit 4 SV PBS zuriickgefaltet und dann im nativen
Zustand eluiert.

3.7.2. Dialyse von Proteinen

Proteinlosungen werden zweimal gegen das hundertfache Volumen des
gewlinschten Puffers (meistens PBS) jeweils entweder 3 h bei RT oder bei 4°C
iiber Nacht dialysiert. Hierzu werden Dialyseschlduche verwendet (Spectra
Por 1 aus regenerierter Cellulose mit einer AusschlufigroBe von 6-8 kDa), die
zuvor zweimal in TE-Puffer aufgekocht wurden und bis zur Verwendung bei
4°C in TE-Puffer steril aufbewahrt werden. Nach der Dialyse werden die
Proteine sterilfiltriert und nach Zugabe von 1/100 Vol. 2 % NaN;-Lésung bei
4°C oder -20°C aufbewabhrt.

PBS:

4 mM KH2PO4
16 mM NazHPO4
115mM  NaCl
(ohne zusétzliche Einstellung des pH-Wertes)
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3.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

3.8.1. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Proteine konnen mit der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
in Polyacrylamid-Gelen nach Denaturierung mit SDS (Natriumdodecyl-Sulfat)
und Reduktion nach ithrem Molekulargewicht und ithrer Aminosaurezusammen-
setzung aufgetrennt werden. Die PH-Doménen (ca. 15 kDa) lassen sich gut in
15 %-igen Gelen unter den Pufferbedingungen von Fling und Gregerson (Fling
& Gregerson, 1986) nachweisen.

Herstellung der Gele (SDS-PAGE-Gele)

Das folgende Rezept geniigt zum Giellen von vier Gelen. Fiir das 15 %-ige
Trenngel werden 20 ml Ultrapure Protogel (30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacryl-
amid), 10 ml 4 x lower-tris-Puffer und 10 ml Wasser in einem Becherglas
gemischt, mit 20 pl TEMED und 260 pl 10 % APS versetzt und die Gelkam-
mern bis ca. 2 cm unter dem Rand gefiillt. Um Eintrocknung wihrend der
Polymerisation zu vermeiden, wird mit etwa 1 ml 50 % 2-Propanol {iber-
schichtet, das nach erfolgter Polymerisation mit Wasser herausgespiilt wird. Fiir
das 5 %-1ge Sammelgel werden 1.9 ml Ultrapure Protogel, 3 ml 4 x upper-tris-
Puffer und 7 ml Wasser mit 20 ul TEMED und 40 ul 10 % APS-L&sung
angesetzt und auf das Trenngel gegossen. Nach dem FEinsetzen des Taschen-
formers und erfolgter Polymerisation konnen die Gele bei 4°C in feuchten
Zellulosetiichern eingewickelt ca. 4 Wochen gelagert werden.

4 x lower-tris-Puffer:

3M Tris
04 % SDS
mit HCI auf pH 8.85

4 x upper-tris-Puffer:

05M Tris
0.4% SDS
mit HCI auf pH 6.8
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SDS-PAGE

Zur Elektrophorese werden die Gele in die Vertikal-Gelelektrophoresekammer
eingespannt und die Pufferkammern mit Laufpuffer gefiillt. Die Proteinproben
werden mit 1/4 Vol. an 5 x SDS-Auftragspuffer versetzt und zur Denaturierung
5 min auf 95°C erhitzt. Vor dem Auftragen der Proben werden die Taschen mit
Laufpuffer gespiilt. Die Elektrophorese erfolgt bei 100-150 Volt und 35 mA
(bei 1.5 mm dicken Gelen). Zur Visualisierung der Proteinbanden werden die
Gele mit Silber oder Coomassie gefarbt und alternativ einer Immunfiarbung
unterzogen (s. folgende Kapitel)

5 x SDS-Auftragspuffer:

50 %  Glyzerin

7.5% SDS

250 mM Tris

0.5 % Bromphenolblau
12.5 % 2-Mercaptoethanol
mit HCI auf pH 8.0

Fling & Gregerson Laufpuffer:

50 mM Tris

190 mM Glycin

0.1 % SDS

(ohne zusétzliche Einstellung des pH-Wertes)

3.8.2. Silberfarbung von Proteingelen

Die Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen ist sehr empfindlich, im Idealfall
konnen Einzelbanden von 1 ng Polypeptid nachgewiesen werden. Das Gel wird
mit den unten angegebenen LoOsungen behandelt (Blum et al., 1987). Nach
erfolgter Farbung kann es zwischen zwei feuchten Polyazetat-Folien (gel drying
film) getrocknet werden. Die Farbintensitdt der Proteinbanden nach Silber-
farbung sind nicht proportional zur eingesetzten Proteinmenge.

SDS-PAGEs werden nach elektrophoretischer Auftrennung von Proteinen wie
folgt unter leichtem Schwenken entwickelt:
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* 5’ Fixierlosung 50 %  Methanol
12 %  Essigsdure
0.02%  Formaldehyd
* 10> Waschen 50 %  Ethanol
* 10> Waschen 30 %  Ethanol
e 1’ sensitizer 0.2 mg/ml Na,S,0;
* 3x30” Waschen Wasser
* 20> Farbe-Losung Il mg/ml  AgNO;
0.03 %  Formaldehyd
* 2x 30 Waschen Wasser
e 5-20° Entwickler 40 pg/ml  Na,S,0;
6 % N32C03
0.02%  Formaldehyd
* 30’-1 h Stop-Losung 5%  Essigsdure
* 1 h Trocken-Losung 50 %  Ethanol
5%  Methanol
5%  Glyzerin

3.8.3.

Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung ist weniger sensitiv; dafiir ist die Farbungsintensitit der
eingesetzten Menge an Protein proportional. Fiir die Farbung wird das Gel
zunachst in 0.125 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 % Ethanol und 7 %
Essigsdure iiberfithrt und 30 min unter Schiitteln inkubiert. Zur Entfarbung
wird es zunédchst 10 min in 10 % Ethanol / 7 % Essigsdure und danach in 7 %
Essigsdure geschiittelt.

3.8.4. Western-Blots

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnen im elektrischen Feld auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert werden. Auf dieser konnen mit
(primdren) Antikorpern iiber eine Immunfarbung Epitope von Proteinen bzw.
Proteine selber spezifisch nachgewiesen werden. Entsprechende epitop-
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spezifische Nachweise wurden mit der PH-Domine des Cytohesin-1 (Ratten
[gM-Antikoérper 6D5-1 von Elisabeth Kremmer, GSF, Miinchen) mit dem
(His)¢-tag (scFy-AP-Konjugat aus E. coli, Lindner et al., 1997) und mit dem
g3-Protein des MI13-Bakteriophagen (muriner anti-g3p, MoBiTec GmbH,
Gottingen) durchgefiihrt.

Zum Transfer der Proteine aus einem SDS-PAGE-Gel wird das Gel luftblasen-
frei auf eine kurz in Wasser inkubierte Nitrozellulose-Folie gelegt, auf beiden
Seiten mit drei Lagen feuchtem Whatman-Filterpapier belegt und in einen mit
Transferpuffer gefiillten Blotting-Tank tiberfiihrt.

Transferpuffer:
150 mM  Glycin
10 % Methanol

(ohne zusétzliche Einstellung des pH-Wertes)

Nach dem Transfer (14 h bei 25V oder 7 h bei 50 V mit 200 mA und 1.5 W)
wird die Nitrozellulosemembran je nach Nachweisreaktion wie folgt behandelt:

Nachweis von g3-Protein

* Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wird die Membran
mindestens 30 min mit RotiBlock-Ldsung in TBS inkubiert.

* Sie wird zweimal zehnminiitig mit TBS /0.05 % Tween gewaschen und
dann 1.5h mit 10 ml TBS/0.05 % Tween/0.5 % Milchpulver und 2 pl
murinem anti-g3-Protein Antikorper (als primdrem Antikorper) inkubiert.

* Sie wird viermal zehnminiitig mit 200 ml TBS/0.1 % Tween gewaschen und
dann 2 h mit 10 ml TBS/0.05 % Tween/0.5 % Milchpulver und 2 pl
peroxidasekonjugiertem Kaninchen anti-Maus Antikorper (als sekundirem
Antikorper) inkubiert.

* Viermal zehnminiitig wird die Membran mit 200 ml TBS/0.1 % Tween
gewaschen und abschlieBend mit dem Peroxidase-Substrat SuperSignal®
West Pico und einem Film zur Detektion der Chemilumineszenz
ausgewertet.

64



3. Methoden

150 mM  NaCl
10mM  Tris
mit HCI auf pH 7.4

Nachweis des C-terminalen (His)¢-tag

Bei diesem Western-Blot werden die Proteine auf eine zuvor mit Methanol
behandelte PVDF-Membran anstelle auf eine Nitrozellulose-Membran transfe-
riert.

* Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wird die Membran
mindestens 30 min mit RotiBlock-Losung in hTBST inkubiert.

* Sie wird eine Minute mit hTBST gewaschen und dann 30 min mit 10 ml
hTBST/500 pul RotiBlock-Lésung und 200 pul anti-His-tag scFv-Lysat inku-
biert (Dieses Lysat wird rekombinant aus E. coli gewonnen: Lindner et al.,
1997).

* Dreimal wird die Membran zehnminiitig mit hTBST gewaschen und
anschliefend kurz in AP-Puffer inkubiert.

* Der Blot wird mit 5 ml AP-Puffer/16 ul BCIP-Stammlosung/33 ul NBT-
Stammlosung entwickelt, bis die Proteine mit (His)s-tag deutlich zu sehen
sind. Die Farbung wird durch Zugabe von Wasser beendet.

hTBST-Puffer:

500mM  NaCl
50mM  Tris pH 7.0
0.2%  Tween 20

AP-Puffer:

100 mM  Tris pH 9.5
100 mM  NaCl
5mM  MgCl,

BCIP-Stammlosung:
5 % in DMF
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NBT-StammlOsung:
5% in 70 % DMF

3.9. Das phage-display-V erfahren

Als Grundlage zur Durchfiihrung des phage-displays dienten das
Laborhandbuch ,,Phage Display of Peptides and Proteins* (Kay et al., 1996)
und personliche Mitteilungen von Elke Prohaska (Universitit Regensburg,
Institut fiir medizinische Mikrobiologie und Hygiene). Das Prinzip ist in
Kapitel 1.5.1. erléautert.

3.9.1. Bestimmung des Phagentiters

E. coli Stimme, die mit F' gekennzeichnet sind, besitzen das F-Gen zur Ausbil-
dung von F-Pili (s. Kapitel 2.1.1.). Uber diese erfolgt die Infektion durch M13-
Bakteriophagen bzw. durch &dhnliche Phagenkonstrukte. E. coli mit F-Pilus
lassen sich in der exponentiellen Wachstumsphase hoch effizient infizieren. Die
Anzahl von Phagen in einer Losung wird indirekt iiber die Anzahl der Bakte-
rien ermittelt, die sich durch die Phagen nach Verdiinnung infizieren lassen und
die damit die durch die Phagen vermittelte Antibiotikumresistenz erlangen
(Anzahl der Phagen in pfu: plaque forming units).

Zur Herstellung phagen-kompetenter E. coli werden TG 1-Zellen (alternativ
XL 1-blue oder JM 109) aus einem Glyzerinstock bis zu einer ODyg(, von ca.
0.5 imn 10 ml 2 x YT-Medium ohne Antibiotikum inkubiert; dies entspricht
ungefihr einer Zellzahl von 5-10° Zellen pro 10 ml Medium). Je nach
Aufgabenstellung wird die Losung, deren Phagentiter bestimmt werden soll,
seriell verdiinnt, oder aber der geeignete Maf3stab an E. coli Kultur gewihlt
(10 ml), um ganze Banken in neue E. coli zu iibertragen. Fiir die Infektion
wird die Phagenlosung zur Bakterienkultur gegeben und 1h bei 37°C ohne
Schiitteln inkubiert. Die infizierten Bakterien werden dann auf LB-Platten mit
dem phagen-spezifischen Antibiotikum (hier: Ampizillin) ausplattiert und {iber
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach ca. 12 h 14Bt sich anhand der Zahl der Klone
und der jeweiligen Verdiinnung der Phagentiter in der Stammlosung
zuriickrechnen.
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3.9.2. Herstellung und Reinigung neuer Bakteriophagen

Zum Herstellen neuer Phagen werden die LB-Platten mit einer Losung aus
30 % Glyzerin/ LB-Medium quantitativ abgespiilt und als Glyzerinstock bei
-80°C gelagert. Eine der Komplexitidt der Bibliothek entsprechende Menge des
Glyzerinstocks (ca. 100 ul) wird zum Animpfen einer Vorkultur von 20 ml
2 x YT-Medium/Amp/0.5 % Glukose in einem 50-ml-Falkongefal verwendet
(ca. 10 % der Gesamtzellzahl ist die Lebendzellzahl in eine Woche alten
Glyzerinstocks). Bei einer ODgyo von ca. 0.3 werden 10'' pfu Helferphagen
M13KO07 hinzupipettiert und die Kultur 45 min bei 30°C ohne Schiitteln, dann
45 min mit Schiitteln inkubiert. Zum Entfernen der Glukose und der nicht
infektiosen Helferphagen wird die Kultur bei 2600 rcf fiir 10 min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in frischem 2 xYT-
Medium/Ampizillin/Kanamyzin resuspendiert und bis zu einer ODgo von ca.
0.9 bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Im Fall der PH-Doménen-Bibiothek im
lac®P-System wird mit 0.5 mM IPTG bei 30°C iiber 6 bis 10 h induziert.

Zur Aufreinigung der Phagen wird die E. coli-Kultur mit 2 600 rcf fiir 10 min
und der anfallende Uberstand erneut 10 min bei 16 000 rcf zentrifugiert. Zum
Uberstand wird 1/5 des Volumens PEG/NaCl-Lésung gegeben, die Losung
geschiittelt und 1 h auf Eis gelegt. Die prazipitierten Phagen werden 30 min bei
16 000 rcf und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 40 ml Wasser resuspen-
diert. Zur Abtrennung unloslicher Substanzen werden die Phagen 10 min bei
5 000 rcf zentrifugiert und der Uberstand mit den Phagen erneut einer Fillung
mit 8 ml PEG/NaCl-Losung unterzogen. Nach einstlindiger Féllung auf Eis
wird 30 min bei 5 000 rcf/4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 1 ml Wasser oder PBS gelost.

Von dieser Phagenlosung wird der Titer (s. Kapitel 3.9.1.) bestimmt.
(Medien und Losungen: s. Kapitel 3.3.1.)

3.9.3. Immobilisierung von Zielsubstanzen

Als Zielsubstanzen wurden in dieser Arbeit die e-Doméidne von CD3, das
25 kDa-Protein MOMP (major outer membrane protein von Legionella pneu-
mophila) und das an BSA gekoppelte Hapten Kreatinin verwendet (s. Kapitel
4.2.1.).

Die Proteine werden in Immobilisierungslosung verdiinnt und an 4-ml NUNC-
Maxisorb-Rohrchen geméll den Anweisungen des Herstellers immobilisiert:
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Immobilisierungslosung:

300 pg Protein (MOMP, CD3¢ oder BSA-Kreatinin gelost in PBS)
400 pl 5 x Carbonat-Puffer (0.5 M NaHCO; pH 9.5)
mit Wasser ad 2 ml.

Die Proteinlosung wird jeweils in ein 4-ml NUNC-Maxisorb-Rohrchen
gegeben, mit einem Deckel verschlossen und mit Hilfe eines Uberkopfrotors bei
4°C 2.5 h inkubiert. Zur Blockierung der restlichen Bindungsoberfliche wird
die Proteinlosung verworfen, das Rohrchen 3 x 10 min bei Raumtemperatur mit
PBS, dann 2.5 h bei 4°C mit RotiBlock/PBS-L&sung iiber Kopf geschiittelt und
abschliefend 3 x 5 min mit PBS-Losung gewaschen. Die Losungen werden
nach jeder Inkubation verworfen. Die Proteine sind nun iiber hydrophobe
Wechselwirkungen an der Oberfliche der NUNC-Maxisorb-Réhrchen
immobilisiert (,,coated) und die restlichen Bindungsstellen mit RotiBlock
abgesittigt. Die beschichteten NUNC-Maxisorb-Rohrchen stehen direkt fiir das
phage-display zur Verfligung, lassen sich aber auch iiber einige Wochen
verschlossen bei -20°C lagern.

3.9.4. Panning von Phagen-Bibliotheken

Ca. 10" Phagen in 2 ml PBS/RotiBlock-Losung werden in die beschichteten
NUNC-Maxisorb-Rohrchen gegeben, die Rohrchen verschlossen und 2 h bei
4°C im Uberkopfrotor inkubiert. Die Phagenldsung wird nach der Inkubation
verworfen und die gebundenen Phagen mit unterschiedlicher Stringenz von der
immobilisierten Substanz gewaschen. Es sollte immer so stringent gewaschen
werden, daB 10° bis 10° Phagen eluiert werden konnen. Nach der ersten
panning-Runde befinden sich in der Phagen-Losung nur sehr wenige Phagen,
die tlber die Mutante der PH-Domiéne Affinitit zur immobilisierten
Zielsubstanz aufweisen, wihrend mit steigender Zahl von panning-Runden
Phagen mit groBerer Affinitdt zur immobilisierten Zielsubstanz angereichert
werden und sich somit die Stringenz erhoht. Bei der ersten panning-Runde wird
sechsmal mit 4 ml PBS und sechsmal mit 4 ml PBS/0.1 % Tween-20
gewaschen. Dabei werden nach der Phagen-Inkubation die Waschlosungen bei
Raumtemperatur in die Rohrchen gegeben, diese verschlossen, einmal invertiert
und die Waschlosung verworfen. Die Fliissigkeitsreste werden durch
Ausklopfen auf Zellulosetiicher weitgehend entfernt.
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Elution mit Triethylamin

Zur FElution wird nach dem letzten Waschen 1 ml 100 mM Triethyl-
amin/Wasser in die Rohrchen pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur im
Uberkopfrotor eluiert. Durch den pH-Wechsel auf ca. pH 10 und durch das
sterisch grof3e Triethylammonium-Ion als Gegenion werden die Bindungen der
Phagenproteine an die immobilisierten Substanzen kompetitiert bzw. aufgelost.
Die Elutionslosung wird quantitativ in ein Eppendorfreaktionsgefdl3 iiberfiihrt
und dort mit 500 ul 1 M Tris pH 7.4 Losung neutralisiert.

Elution durch Kompetitierung

Dazu wird nach dem letzten Waschen die freie Zielsubstanz, mit der die
Rohrchen beschichtet worden waren, in PBS gelost zum Ansatz gegeben und
1 h bei Raumtemperatur im Uberkopfrotor inkubiert. An der Zielsubstanz
bindende Phagen, die sich kompetitieren lassen, werden so von den immobili-
sierten Zielsubstanzen gelost und zur weiteren Infektion von E. coli-Zellen
eingesetzt (s. Kapitel 3.9.2.). Auf diese Weise selektiert man auf eine hohe k-
Geschwindigkeitskonstante.

Auf der Suche nach bindenden Mutanten der PH-Doménen gegen das Hapten
Kreatinin wurde Kreatinin chemisch iiber einen Linker an BSA-gekoppelt.
Dieses BSA-gekoppelte Kreatinin wurde als Substanz an die NUNC-Maxisorb-
Rohrchen immobilisiert. Um auszuschlieBen, dal man beim phage-display
Mutanten der PH-Doméne gegen BSA oder den Linker erhilt, praeluiert man
zuerst mit BSA-Linker ohne Kreatinin durch Kompetition und dann mit
Kreatinin oder mit Triethylamin.

Elution durch Infektion

Die iiber die Zielsubstanz und die daran bindende PH-Doméne immobilisierten
Phagen lassen sich auch ,biologisch® eluieren, indem 1 ml einer infektiGs-
kompetenten E. coli-Kultur nach dem letzten Waschen in die R6hrchen gegeben
wird und diese 30 min bei Raumtemperatur im Uberkopfrotor infiziert wird
(nach personlicher Mitteilung von Elke Prohaska).

Zur Uberpriifung der Waschschritte und der Elution werden die Phagentiter der
letzten Waschlosung und der neutralisierten Elutionsldsung bestimmt. Die
panning-Runde mufl so haufig wiederholt werden, bis Waschbedingungen
gefunden werden, die bei der Elution die gewlinschte Zahl von Phagen
freisetzen. Ein erfolgreiches Waschen 146t sich also nur ex evenmtu nach
Bestimmung der Phagentiter nachweisen (s. Kapitel 3.9.1.).
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3.10. Spektroskopische Methoden

3.10.1. Absorptionsspektroskopie

Fiir alle absorptionsspektroskopischen Untersuchungen wird ein Uvikon 941
UV/Vis-Spektrophotometer verwendet.

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben erfolgt nach Verdiinnung
durch Bestimmung der ODjys in Quarzglas-Mikrokiivetten (100 pl
Fiilllvolumen). Fiir Doppelstrang-DNA entspricht eine Absorptionseinheit
50 pg/ml, fiir Einzelstrang-DNA 40 pg/ml.

Absorptionsspektren von Proteinen

Absorptionsspektren von Proteinlosungen werden durch Messung der
Extinktion im Wellenldngenbereich von 250 bis 350 nm in 1 ml Quarzglas-
Kiivetten bestimmt. Als Referenz dient eine identische Losung ohne Protein
(Dialysepufter).

Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt (fiir reine Proteine) durch Messung der
Absorption bei 280 nm in 1 ml Quarzglas-Kiivetten nach Denaturierung in
konzentrierter GdmCl-Losung (5 bis 6 M) gegen eine Referenz mit dem
gleichen Losungsmittel ohne Protein. In vollstindig denaturierten Proteinen
besitzen alle Chromophore die gleiche chemische Umgebung. Den molaren
Absorptionskoeffizienten von Proteinen bei 280 nm (g,59) ergibt folgende
Gleichung (Gill & Hippel, 1989):

€250/ [1- mol" - em™] = 5690 - ny + 1280 - ny + 120 - ngsp,

mit ny  Anzahl der Tryptophane,
ny  Anzahl der Tyrosine und
ngspe Anzahl der Disulfidbriicken im Molekiil.

(€280 wird also fast nur durch die Anzahl der Tryptophanreste im Proteinmole-
kiil bestimmt.)
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Eluate, die durch Ni-NTA-Aufreinigung der l6slichen Proteinfraktion des
cytoplasmatischen Aufschlusses erhalten wurden, sind hiufig durch ein Protein
mit dem apparenten Molekulargewicht von 26 kDa kontaminiert. Hierbei
handelt es sich um WHP, ein Tryptophan-loses aber Histidin-reiches E. coli-
Protein, das als IMAC-Kontamination bekannt ist (Wulfing et al., 1994). Der
molare Extinktionskoeffizient =~ des  denaturierten WHP betragt
£ =54801 -mol'-cm’!, wihrend die PH-Dominen einen molaren
Extinktionskoeffizienten von €=291601-mol'-cm™” aufweisen. Das
Molekulargewicht der Wildtyp PH-Domine mit His-tag betrigt 15 215 g mol™,
das des WHP 20 852 g mol™. Findet man in einem Coomassie-gefirbten SDS-
Gel nach der Auftragung der gereinigten, cytoplasmatisch exprimierten Wildtyp
PH-Doméne (bei 15 kDa) eine Bande bei 26 kDa von WHP mit 1/10 der
Intensitit (verglichen mit der der PH-Domaéne), so bedeutet dies, dal in der
Probe zwar die PH-Domine mit 10 % WHP verunreinigt ist, doch wird die
spektroskopisch bestimmte Konzentration der PH-Doméne dadurch kaum
beeinfluft, da das WHP nur mit unter 2 % zur Absorption der Probe beitragt.

3.10.2. Fluoreszenzspektroskopie von Proteinen

Fiir die Aufnahme von Fluoreszenz-Spektren werden alle Puffer partikelfrei
filtriert (@: 2 um) und entgast. Als Geriteeinstellungen werden, wenn nicht
anders angegeben, die Exzitationswellenldnge von 282 nm, die Exzitations-
Schlitzbreite von 2.5 nm, ein Emissionswellenldngenbereich von 290-450 nm
und eine Emissions-Schlitzbreite von 5 nm gewdéhlt.

3.10.3. Denaturierungs-Ubergangskurven

Zur Messung von Ubergangskurven wird eine konzentrierte Proteinldsung zu
gleichen Endkonzentrationen (ca. 2 uM) in PBS-Puffer und PBS-Puffer mit
Denaturierungsmittel (6 M GdmCl) verdiinnt oder dialysiert.

Zum Herstellen dieser Losungen wird die von der Ni-NTA-Agarose eluierte
Proteinldsung in zwei gleiche Volumina geteilt, in je ein 50-ml Falkongefal3
iiberfiihrt, je eine Dialysemembran iiber die Offnung gespannt und mit je einem
durchbohrten Falkondeckel verschlossen. Die Falkongefdle werden deckelab-
wiarts in die Dialyselosung (PBS bzw. PBS/6 M GdmCI pH 7.4) gehédngt und
iiber mindestens 6 h dquilibriert. Die Dialyselosungen werden ausgetauscht und
die Proteinlosungen gegen frische Losungen erneut &quilibriert. Auf diese
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Weise 14Bt sich das prézipitationsanfillige Aufkonzentrieren der Protein-
Stammlosung zur spiteren Verdiinnung in PBS/GdmCIl-Puffer vermeiden.

Aus diesen beiden Stammldsungen werden durch Mischen Losungen fiir die
Ubergangskurve mit steigender Konzentration des Denaturierungsmittels, [D]
hier [GdmCI], hergestellt (Volumina je 1 ml). Zur Einstellung des
Faltungsgleichgewichts wird {iber Nacht bei 20°C inkubiert.

Die Proteinlésungen werden ohne Blidschenbildung und Erwidrmung in die
Riihrkiivette pipettiert und dort 20 sec dquilibriert. Die Kiivette wird innerhalb
einer MefBreihe im Strahlengang des Gerites belassen und nicht gespiilt. Es wird
mit der Probe der niedrigsten [D] begonnen. Die Wellenlinge fiir die
Exzitation betragt 282 nm, die Emission wird bei 327 nm gemessen. Das Signal
wird iiber 20 s gemittelt. Vermessene Proben werden moglichst vollstindig
abpipettiert und danach die Losung mit der jeweils ndchsthoheren [D]
eingefiillt. Nach jeder Messung wird der Brechungsindex npy, der MeBlosung
mit einem Refraktormeter ermittelt. Aus diesem Wert wird die genaue
Konzentration [D] (hier: [GdmCI]) nach folgender Gleichung berechnet (Pace,
1986):

[GdmCI1] = 57.147 Anp20 + 38.68 (Anp20)* - 91.60 (Anp20)°

3.10.4. CD-Spektroskopie

CD-Spektren werden bei 20°C mit einer Lesegeschwindigkeit von 50 nm/min
und einer Dampfung von 1 sec 20-fach akkumuliert. Die Proteinkonzentration
wird so eingestellt, daB3 die Absorption im MeBbereich nicht iiber 1 steigt. Sie
kann aullerdem aus der A,go, die man durch die HT — OD-Konversion am
Spektrometer erhilt, nach der Messung bestimmt werden. Alle Proben werden
vor der Messung partikelfrei filtriert (o: 0.2 um).

Im fernen UV-Bereich (200-260 nm) wird wegen der starken Absorption von
Chlorid-Ionen ein salzarmer Puffer (4 mM KH,PO,, 16 mM Na,HPO,,
10 mM NaCl, pH 7.4) bei einer Schichtdicke von 0.2 cm verwendet. Fiir den
nahen UV-Bereich konnen 0.5- oder 1 cm-Kiivetten und PBS als Puffer
verwendet werden. Das gemessene Signal wird wie folgt in [Q]uyrw (mean resi-

g

dual weight, das Signal pro Peptidbindung, Einheit de% ) umgerechnet:

dm
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x - 10%de
[@] MRW — mol g 10
Y1000 cm?®  as T em

wobei x das Signal in mdeg, y die Proteinkonzentration in M, nas die Anzahl
der Aminosduren in der Polypeptidkette und z die Schichtdicke in cm
bezeichnet.

3.10.5. Massenspektrometrie

Um periplasmatische Prozessierungsprodukte von Mutanten der PH-Domine zu
analysieren, wurden massenspektrometrische Untersuchungen vorgenommen.
Zur Probenvorbereitung werden die Proteine mit einer ungefdhren
Konzentration von 30 uM gegen 1 %-ige Essigsdure in Wasser dialysiert und
anschlieBend mit Methanol (1:1) gemischt. 5 ul werden in das Quadrupol-
Massenspektrometer Finnigan TSQ 7000 zur Messung injiziert. Die Daten-
aufnahme erfolgt mit den Standard-Geriteeinstellungen. Die Auswertung und
die Berechnung der molaren Massen werden durch zugehorige Programm-
systeme unterstutzt.

3.11. Computer-Analysen

Kristallstrukturen von Proteinen werden mit dem Programmpaket Insightl] 2.3.
(Biosym Technologies Inc.), Molscript (Avatar Software AB, Stockholm) oder
RasMac visualisiert. DNA- und Proteinsequenz-Analysen, wie die Erstellung
der Restriktionsanalysen, Planung von Oligodesoxynukleotiden fiir ortsspezi-
fische Mutagenesen und Sequenzvergleiche, werden mit Hilfe des sequence
analysis package der Genetics Computer Group, University of Wisconsin
(Devereux et al., 1984) durchgefiihrt. Denaturierungskurven und Spektren
werden mit dem Kaleidagraph-Programmpaket (Abelbeck Software) ausgewer-
tet.
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4. Ergebnisse

PH-Domaénen sind in vivo im Cytosol eukaryontischer Zellen lokalisiert und
verhelfen als Module dort Proteinen zu einer Membranassoziation, indem sie
iiber bis zu drei Loops bestimmte Lipide binden. Fast alle diese Eigenschaften
werden in dieser Arbeit verdndert: in Kapitel 4.1 wird deutlich, dal man die
PH-Domine des Cytohesin-1 als selbstidndiges Protein rekombinant in E. coli
exprimieren und die Aminosduresequenz dreier Loops verdndern kann, ohne
daf3 sie ihre Exprimierbarkeit (und Struktur) einbii3t. In Kapitel 4.2. wird nach
Randomisierung dieser Loops versucht, ihr iiber das phage-display-Verfahren
andere Bindungspartner als Lipide zu vermitteln. In Kapitel 4.3. wird ihr beige-
bracht, in ungewohnte Kompartimente vorzudringen; sie wird ndmlich in das
Periplasma von FE. coli transloziert. Einzig das letzte Kapitel dieses
Ergebnisteils (Kapitel 4.4.) beschéftigt sich mit einer ,,naturrelevanten Aufga-
benstellung®: die PH-Doméne wird in Mitochondrien von Saccharomyces
cerevisiae importiert. Diesem Transportprozel mufiten sich im Laufe der
Evolution schon viele mitochondriale Proteine stellen, als thr mitochondrial
kodiertes Gen in den Nukleus transferiert wurde. Seitdem werden sie im
Cytosol exprimiert und (post-translational) in das Mitochondrium importiert.

4.1. Die PH-Domane als Geriist fur randomisierte Loops

4.1.1. Identifizierung der Loops

Die Strukturfamilie der PH-Doménen zeichnet sich durch eine definierte
Abfolge von B-Faltblédttern und durch eine C-terminale a-Helix aus (s. Kapitel
1.3.), die sich mit hoher Ubereinstimmung iiberlagern lassen (Rebecchi &
Scarlata, 1998). Zwischen diesen Elementen der Sekundérstruktur befinden sich
Loops. Diese =zeigen bei verschiedenen Strukturen unterschiedlicher
PH-Domidnen eine hohe Variabilitdit in der Linge wie auch in der
Aminosiuresequenz. Nach der Uberlagerung der bekannten Strukturen von
PH-Dominen mit dem Computerprogramm LSQMAN [Uppsala Software
Factory] (Kleywegt & Jones, 1998) wurden die lingen- und sequenzvariablen
Loops 1, 3 und 6 charakterisiert und durch Sequenzvergleich bei der
PH-Domine des Cytohesin-1 identifiziert (s. Tab. 1.7). Eine genaue Struktur-
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analyse bzw. -vorhersage ist erst seit der Veroffentlichung der PH-Dominen-
struktur von Grpl moglich (Lietzke et al., 2000), die zu der des Cytohesin-1 zu
iiber 92 % 1dentisch ist (Peptidsequenz).

4.1.2. Randomisierung mit ,,Mutator*

Die Loops 1, 3 und 6 wurden in ihrer Aminosiuresequenz randomisiert, indem
die entsprechende DNA-Sequenz zufillig mutiert wurde. Dies erfolgte mit
entsprechenden Oligodesoxynukleotiden, die nach dem Phosphoramididverfah-
ren synthetisiert wurden (Sinha et al., 1984). Bei den randomisierten
Basenpositionen wurde anstelle des reinen Phosphoramidid-Reagenz einer Base
eine Losung mit allen vier Phosphoramidid-Reagentien jeweils unterschied-
licher Konzentration eingesetzt. Dadurch erhdlt man Oligodesoxynukleotide,
die je nach Konzentrationswahl an jeder Position eine vorgegebene Verteilung
der vier Basen aufweisen.

Ublicherweise werden zur Randomisierung einer Basenposition die vier Basen
(oder Basenkombinationen) in Form ihrer Phosphoramidid-Reagentien
dquimolar eingesetzt. Mit diesem experimentellen Ansatz gelangt man zu einer
nidherungsweisen Gleichverteilung aller Aminosduren an jeder Position und
kann die Zahl der stop-Codons minimieren. Wird die Bibliothek eines Proteins
auf diese Weise hergestellt und mit E. coli-Zellen exprimiert, kdnnen bis zu
fiinf Aminosduren unabhingig voneinander randomisiert werden mit der (sta-
tistischen) Garantie, da8 jede Kombination der Aminoséuren (20° =3.2 - 10°)
einmal in der Bibliothek vorhanden ist (s. Anhang).

Die Bibliothek von PH-Doménen soll an 29 Aminosdurepositionen randomisiert
werden. Damit gibt es 20*° = 5.4 - 10°” mogliche Kombinationen und genauso
viele Mutanten. Da fiir das phage-display-Verfahren nicht deutlich mehr als 10®
Mutanten im Labormafistab erzeugt werden konnen, wére rein rechnerisch
maximal nur jede 5.4 - 10%°-te mogliche Mutante in der Bibliothek enthalten.
Ferner ist fraglich, ein wie groBer Anteil der vollstindig randomisierten 10°
Mutanten sich tiberhaupt exprimieren 148t: vor dieser Arbeit wurden noch keine
PH-Doménen in drei Loops randomisiert und die Exprimierbarkeit untersucht.

Deshalb wurde auf eine (sonst iibliche) Randomisierung durch dquimolaren
Einsatz von Basen verzichtet und das von Boris Steipe und Heike Bruhn entwi-
ckelte Computerprogramm ,,Mutator* zur Berechnung der Basenverhéltnisse in
randomisierten Oligodesoxynukleotiden eingesetzt und in randomisierten
Oligodesoxynukleotide verwirklicht (Steipe & Bruhn, in Vorbereitung).
Grundlage fiir ,,Mutator* ist die Beobachtung in der Natur, dafl physikoche-
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misch dhnliche Aminosduren auch dhnliche Codons besitzen. Wird zur Rando-
misierung eines Codons in hoher Konzentration jeweils die originale Base und
werden in geringer Konzentration die drei anderen Basen eingesetzt, wird nach
Randomisierung ein Codon der Wildtyp- oder einer physikochemisch &hnlichen
Aminosdure bevorzugt, obwohl dabei keine Aminosdure an einer Position
ausgeschlossen wird. Weitgehend ausschlieBen lassen sich dagegen die stop-Co-
dons ochre und opal, indem ,,Mutator* die Adeninkonzentration an jeder dritten
Codon-Basenposition sehr klein wiahlt. ,,Mutator beriicksichtigt dabei stets die
unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Kopplungsreaktion aller
Basen (bzw. derer Phosphoramidid-Reagenzien). Mit Hilfe von ,,Mutator* kann
zu jedem Mischungsverhéltnis von Basen innerhalb eines Codons die daraus
resultierende Aminosédureverteilung in der Bibliothek an dieser Position berech-
net werden, bzw. umgekehrt eine gewichtete Aminosdureverteilung an jeder
Position durch ein berechnetes Mischungsverhiltnis an Basen vorgegeben
werden. Durch die bevorzugte Expression der Wildtyp-Aminosdure an jeder
randomisierten Position bleiben bei der Mehrzahl der Mutanten mogliche lokale
Wechselwirkungen aus dem Wildtyp erhalten, die fiir die Stabilitdt der Mutante
notwendig sein konnten - zumal wenn die Struktur des Proteins bislang nicht
vorliegt und tiber lokale Wechselwirkungen nur spekuliert werden darf, wie
dies bei der PH-Doméne der Fall ist.

Die Oligodesoxynukleotide zur Randomisierung der Loop 1, 3 und 6 mit den
jeweiligen Mischungsverhéltnissen an jeder Basenposition sind in Kapitel 2.2.2.
aufgefiihrt. Die randomisierten Oligodesoxynukleotide wurden in der Arbeits-
gruppe von Georg Arnold (Genzentrum der LMU Miinchen) synthetisiert. Der
nicht-dquimolare Einsatz der Basen setzte eine manuell bedienbare Synthese-
maschine voraus. Da das entsprechende Gerdt (Ecosyn D300, Eppendorf)
zugunsten einer moderneren Maschine ersetzt wurde, war eine wiederholte
Synthese unter ,,Mutator*-Vorgaben nicht moglich.

4.1.3. Synthese einer in drei Loops randomisierten Bibliothek von
PH-Dominen

Die eigentliche Randomisierung einer Bibliothek erfolgt mit der Synthese der
Oligodesoxynukleotide, was im vorherigen Kapitel ausgefiihrt wurde. Wie aber
1aBt sich aus einem randomisierten Oligodesoxynukleotid klonierbare (doppel-
strangige) DNA gewinnen und wie konnen drei Segmente (fiir die drei Loopre-
gionen) voneinander unabhdngig zu doppelstrangiger DNA umgesetzt und dann
doch zusammen kloniert werden? Das Ziel ist dabei sehr hoch gesteckt: die Bi-
bliothek randomisierter PH-Dominen soll mindestens 10’ Mutanten umfassen.
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Die obigen Fragen lassen sich in einem Absatz beantworten und werden
anschliefend in diesem Kapitel ausfiihrlich abgehandelt:

Der Einsatz randomisierter Oligodesoxynukleotide in einer laboriiblichen PCR-
Reaktion fiihrt zwar zu doppelstrangiger DNA, doch sind die randomisierten
Positionen beider Strange nicht komplementér zueinander und die DNA ,,loopt*
zu Heteroduplex-DNA aus. Heteroduplex-DNA 148t sich (zumindest bei den
hier verwendeten randomisierten Oligodesoxynukleotiden) nicht ausreichend
restringieren und anschlieBend ligieren, was in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte. Zur Vermeidung von Heteroduplex-DNA wurde die ,,asymmetrische*
PCR entwickelt. Nach deren Anwendung konnte allerdings nur das DNA-
Segment von Loop 6 quantitativ restringiert werden. Die beiden DNA-
Segmente der Loops 1 und 3 lieBen sich nach Anwendung der asymmetrischen
PCR dagegen nicht quantitativ restringieren, da der 5'-Bereich zur Restriktion
nicht ausreichend lang gewihlt war, was entsprechende Untersuchungen
offenbaren. Deshalb wurde eine ,,Verlingerungs-PCR* entwickelt, die es
ermdglicht, ein 5'-verlangertes, randomisiertes Homoduplex-DNA-Fragment zu
synthetisieren, das sich quantitativ restringieren 14Bt. Nach diesen zwei
etablierten PCR-Methoden lagen drei randomisierte, klonierbare Fragmente
vor, die im Rahmen einer vier-Fragment-Ligation mit einem Vektor zu einer
Bibliothek zu klonieren wiren. Dazu wurden die drei randomisierten PCR-
Fragment in einem Assemblierungsverfahren zu einem in drei Segmenten
randomisierten DNA-Fragment ligiert und dann in den gewliinschten Vektor
kloniert. Diese Verfahren fiihrten zu einer Bibliothek von 6 - 107 unabhingig
voneinander randomisierten PH-Domaénen.

Die schematische Darstellung eines randomisierten Oligodesoxynukleotids ist in
Abb. 4.1 wiedergegeben; sie wird auch fiir die folgenden Abbildungen
verwendet.

Heteroduplex-DNA nach Einsatz randomisierter Oligodesoxynukleotide

Heteroduplex-DNA entsteht beim &dquimolaren Einsatz randomisierter
Oligodesoxynukleotide im Verhéltnis zu nicht-randomisierten Gegen-Oligodes-
oxynukleotiden in laboriiblichen PCR-Reaktionen. Dies gilt fiir die Hélfte aller
PCR-Produkte - vorausgesetzt dal} sich bei jeder PCR-Runde die Zahl der PCR-
Produkte verdoppelt (s. Abb. 4.2). Die Denaturierung und anschlieBende
Hybridisierung randomisierter DNA fiihrt ausschlieBlich zu Heteroduplex-
DNA, da sich statistisch nie zwei vollig komplementdre DNA-Strénge ,,finden*
werden. Der Einsatz zweier randomisierter Oligodesoxynukleotide wird auch
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unter idealen, laboriiblichen PCR-Bedingungen immer Heteroduplex-DNA in
mindestens einem der beiden randomisierten Segmente zur Folge haben.

[5° TGGCTACTTAAGlade

e, .
Restriktionsschnittstelle Ykl

r; L)
(hier: A1) and"%-erz:% . ,
Creg, 9 AAGAGGCGCTGGTTCATTCTGA 3
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Abb. 4.1: Aufbau des Oligodesoxynukleotids Looplrms (sense) zur Ran-
domisierung des ersten Loops der PH-Domiine.

Die randomisierten Positionen sind mit Kleinbuchstaben markiert, wobei die prozentuale
Zusammensetzung an Basen fir jede Position tabellarisch aufgefiihrt ist.

Beim Einsatz eines Oligodesoxynukleotides wie Loop1rms (sense) in einer Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) hybridisiert der unterstrichene 3'-Bereich am Templat. Der grau-markierte
Bereich beinhaltet die randomisierten Positionen. Der umrahmte Bereich des Oligodesoxynu-
kleotides dient der spateren Klonierung tber ein Restriktionsenzym (hier Afill).

Heteroduplex-DNA wird nach Einsatz randomisierte Oligodesoxynukleotide
beobachtet, wenn sich das entsprechende PCR-Produkt nur unzureichend klo-
nieren 14aBt. Die Klonierung kann dabei aus zweierlei Griinden versagen: liegt
die Restriktionsschnittstelle vor dem randomisierten Bereich nicht als
Homoduplex-DNA vor, erkennt das Restriktionsenzym nicht die DNA-
Sequenz. Hybridisiert der 5'-Bereich mit dem Gegenstrang, kann dort
moglicherweise das Enzym restringieren; dadurch aber verkleinert sich der
komplementéire 5°-Bereich und denaturiert, so dafl die anschlieBende Ligation
z.B. mit Vektor-DNA nicht erfolgen kann.
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1. Hybridisierung der Oligodesoxynukleotide:

 E— P

-—

2. Auffiillreaktion mit Hilfe von dNTP und der Taq-DNA-Polymerase:
(nicht-hybridisierte) Heteroduplex-DNA

\

\

Abb. 4.2: Entstehung von Heteroduplex-DNA.

Im Bereich der Randomisierung und spateren Restriktionsschnittstelle entsteht bei einer PCR-
Reaktion unter aquimolarem Einsatz des randomisierten Oligodesoxynukleotids und des nicht-
randomisierten Gegen-Oligodesoxynukleotids Heteroduplex-DNA. (Stilisierung s. Abb. 4.7).

Die Existenz von Heteroduplex-DNA 4Bt sich in seltenen Fillen auch nach
gelelektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel nachweisen (s. Abb. 4.3):
Ausgang dieser Beobachtung ist Heteroduplex-DNA aus einer PCR-Reaktion
mit einem randomisierten Oligodesoxynukleotid, die zuvor als eine Bande aus
einem Agarosegel extrahiert worden war. Nach erneuter gelelektrophoretischer
Auftrennung des gereinigten PCR-Produktes treten weitere Banden in der Hohe
der mehrfachen Grofen des urspriinglichen PCR-Produktes auf. Dabei
hybridisieren die zur Restriktion vorgesehene 5'-Bereich nicht intramolekular
mit dem ,,eigenen” Gegenstrang, sondern mit dem Gegenstrang eines anderen
Heteroduplex-DNA-Molekiils und lassen sich dann als Dimer nachweisen. In
gleicher Weise erfolgen noch weitere Hybridisierungen zu hoheren Oligomeren,
wie in der Abbildung dargestellt ist.
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«—920bp— .
'«—690 bp -
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Abb. 4.3: Oligomere durch intermolekulare Hybridisierung randomi-
sierter Heteroduplex-DNA.

Gelelektrophoretische Auftrennung (1.2 % Agarose/TBE) eines zuvor gereinigten DNA-Frag-
ments. Das DNA-Fragment entstammt einer PCR-Reaktion unter aquimolarem Einsatz eines
randomisierten und eines nicht-randomisierten Oligodesoxynukleotids. Nach der PCR-Reaktion
konnte es als 230 bp-Bande aus einem Agarosegel extrahiert werden (QIAquick Gel
Extraction Kit). Dabei wird das DNA-beinhaltende Agarosestiick in einem chaotropen Puffer
auf 50°C erwarmt, bis es geldst ist, Uber eine Silicamatrix aus der Losung extrahiert und mit
Wasser von der Silicamatrix eluiert. Ohne weitere Behandlung erzeugt dieses 230 bp DNA-
Fragment nach erneuter Auftrennung im Agarosegel (mit Ethidiumbromid) neben der erwar-
teten DNA-BandengréRe noch DNA-Fragmente mit dem zwei-, drei- und vierfachen Moleku-
largewicht. Derartige Oligomerisierungen wurden bislang noch nie bei nicht-randomisierten
PCR-Fragmenten beschrieben. Die Erklarung ist rechts schematisch dargestellt: eine intermo-
lekulare Hybridisierung fuhrt zur Oligomerisierung (Stilisierung: s. Abb. 4.7).

Das Verfahren der asymmetrischen Polymerase-Kettenreaktion

Der Einsatz dquimolarer Mengen randomisierten Oligodesoxynukleotids und
nicht-randomisierten Gegenprimers in PCR-Reaktionen fiihrte bei den Klonie-
rungsversuchen von einer Einzel-Loop-Bibliothek zu jeweils unter 1000 Klone.
Das entwickelte Verfahren der asymmetrischen PCR (s.u. und Kapitel 3.4.2.)
ermoglichte dagegen bei Loop 6 die Klonierung von iiber 10° Mutanten unter
vergleichbaren Transformationsbedingungen wie bei der Heteroduplex-DNA.
Heteroduplex-DNA wird dabei vermieden, indem in einem ersten Schritt ein-
zelstrangige, randomisierte DNA hergestellt wird (3’-Verldngerung des rando-
misierten Oligodesoxynukleotids) und in einem folgenden Schritt mit einem
nicht-randomisierten Gegen-Oligodesoxynukleotid der komplementére Strang
,basentreu* aufgefiillt wird.
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1. Hybridisierung des randomisierten Oligodesoxynukleotids:

2. Auffiillreaktion mit Hilfe von dNTP und der Taq-DNA-Polymerase:
(nicht-hybridisierte) Heteroduplex-DNA

3. nach 30 PCR-Zyklen: einzelstringige, randomisierte DNA:

regulére, randomisierte Homoduplex-DNA

M ss ds

L

i

Abb. 4.4: Asymmetrische PCR.

Zur Herstellung randomisierter Homoduplex-DNA wurde die asymmetrische PCR mit anschlie-
Render Auffullreaktion entwickelt. (A) Reaktionsschema mit Stilisierung nach Abb. 4.7 und (B)
gelelektrophoretische Auftrennung von bevorzugt ssDNA vor der Auffullreaktion (ss: 5 pl
Auftrag) und nach der Aufflllreaktion Uber einen Zyklus zu dsDNA (ds: 5 pl Auftrag) am Bei-
spiel von Loop2rms. Erst durch die Auffullreaktion wird der GroRteil an dsDNA synthetisiert.
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Bei der asymmetrischen PCR wird in einer ersten PCR-Reaktion iiber 30
Zyklen das randomisierte Oligodesoxynukleotid im 50-fachen Uberschul3
gegenliber dem nicht randomisierten eingesetzt; es entsteht das verlingerte,
randomisierte Oligodesoxynukleotid als Hauptprodukt (einzelstringige DNA).
Fiir einen weiteren Zyklus wird dem ersten PCR-Ansatz das nicht-randomisierte
Oligodesoxynukleotid dquimolar zum eingesetzten randomisierten zugesetzt; es
hybridisiert am Einzelstrang und dieser wird mit der Tag-DNA-Polymerase zu
reguldrer Homoduplex-DNA aufgefiillt (s. Abb. 4.4). Auf diese Weise erhilt
man randomisierte Homoduplex-PCR-Fragmente, die sich restringieren und
klonieren lassen. Dieses Verfahren fand bei Loop 6 mit dem Oligodes-
oxynukleotid Loop3rms Anwendung (s. Kapitel 2.2.2.).

Das Verfahren der asymmetrischen Verlingerungs-Polymerase-Ketten-
reaktion

Wihrend sich das DNA-Segment von Loop 6 nach dem Verfahren der asym-
metrischen PCR randomisieren und klonieren lie3, ist dies mit demselben
Verfahren bei den Loops 1 und 3 nicht direkt moglich. Mit Hilfe eines in dieser
Arbeit entwickelten Dimerisierungstests konnte nachgewiesen werden, daf3 die
5’-Enden (vor den randomisierten Bereichen) nicht effizient restringiert
wurden, weil sie trotz gegenteiliger Angabe des Vertreibers von Restriktions-
enzymen zu kurz gewdahlt waren (s. Abb. 4.5).

Eine Neusynthese der randomisierten Oligodesoxynukleotide Looplrms.s und
Loop2rms.s mit verlingertem 5'-Ende schied aus technischen Griinden aus,
weshalb eine weitere PCR-Methode zur Verldngerung der Nukleotidsequenz vor
den Schnittstellen der Endonukleasen Af/I1 und Accl entwickelt werden mulflte
(s. Abb. 4.6 und Kapitel 3.4.2.).

Bei der asymmetrischen Verldngerungs-PCR werden in einer konventionellen
PCR-Reaktion das randomisierte Oligodesoxynukleotid sowie das nicht-rando-
misierte Oligodesoxynukleotid 4quimolar eingesetzt, so dal randomisierte Hete-
roduplex-DNA entsteht (s. Abb. 4.3) und diese gereinigt. 1/10 dieser Heterodu-
plex-DNA dient in einem weiteren PCR-Schritt (gleiches Volumen wie bei der
ersten PCR) als Templat. Zur Verlingerung von LoopIrms.s wird das Oligodes-
oxynukleotid 73-Loopl ohne.s, von Loop2rms.s das Oligodesoxynukleotid
T3-Loop?2 ohne.s (s. Abb. 4.5) und jeweils kein Gegen-Oligodesoxynukleotid
zugesetzt. Nach 12 PCR-Zyklen liegt 5'-verldngerte, randomisierte, einzelstrin-
gige DNA vor, die mit nicht-randomisierten Gegen-Oligodesoxynukleotid zu
restringierbarer, ,,verlangerter Homoduplex-DNA aufgefiillt wird.
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Abb. 4.5: Dimerisierungstest zum Nachweis der Restriktion (4ccl / AfIII).

Fir diesen Test wurden Uber PCR-Reaktionen DNA-Fragmente (ohne Randomisierung der
Loops L1 und L3) gemal (A) hergestellt. Diese wurden alternativ mit den Endonukleasen Affll
und Accl restringiert, die Endonukleasen hitzeinaktiviert, der Restriktionsansatz re-ligiert und
Uber ein Agarosegel (1.2 %, EtBr) analysiert. In (B) aufgetragen sind jeweils der restringierte
Ansatz vor (res) und nach der Religation (lig). Man erkennt bei den PCR-Produkten mit den
Oligodesoxynukleotiden a und b im religierten Ansatz jeweils das zum originalen PCR-Produkt
religierte DNA-Fragment und in ungefahr gleicher Ausbeute das Dimerprodukt bei der doppel-
ten GroRe. Die Existenz der Dimere beweist die vorherige Restriktion der PCR-Produkte. Pro-
dukt ¢ dagegen liel} sich nicht mit Accl restringieren und demzufolge der restringierte Ansatz
auch nicht dimerisieren. Dabei entspricht das Oligodesoxynukleotid loop 2 ohne.s dem nicht-
randomisierten 5°-Ende von Loop2rms.s, was den erfolglosen Klonierungsversuch von
Loop 3 (mit Loop2rms.s) nach der asymmetrischer PCR erklart.

Bei der asymmetrischen Verldngerungs-PCR werden in einer konventionellen
PCR-Reaktion das randomisierte Oligodesoxynukleotid sowie das nicht-rando-
misierte Oligodesoxynukleotid 4quimolar eingesetzt, so dal randomisierte Hete-
roduplex-DNA entsteht (s. Abb. 4.3) und diese gereinigt. 1/10 dieser Heterodu-
plex-DNA dient in einem weiteren PCR-Schritt (gleiches Volumen wie bei der
ersten PCR) als Templat. Zur Verlingerung von LoopIrms.s wird das Oligodes-
oxynukleotid 73-Loopl ohne.s, von Loop2rms.s das Oligodesoxynukleotid
T3-Loop2 ohne.s (s. Abb. 4.5) und jeweils kein Gegen-Oligodesoxynukleotid
zugesetzt. Nach 12 PCR-Zyklen liegt 5'-verldngerte, randomisierte, einzelstran-
gige DNA vor, die mit nicht-randomisierten Gegen-Oligodesoxynukleotid zu
restringierbarer, ,,verlingerter Homoduplex-DNA aufgefiillt wird.
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Herstellung von verlingerter Einzelstrang-DNA:
1. Hybridisierung:

v

2. Auffiillreaktion mit ANTP und Taq-DNA-Polymerase:

\/

\/

A\

v

Auffiillreaktion (1 Zyklus) durch zusitzliches Gegen-Oligodesoxynukleotid

regulére, verlangerte, randomisierte Homoduplex-DNA

Abb. 4.6: Asymmetrische Verlingerungs-PCR.

Mit dieser Methode wurden die Loops 1 und 3 randomisiert. Es wird 5'-verlangerte, randomi-
sierte Homoduplex-DNA synthetisiert, die sich restringieren und klonieren 1a3t. Die Stilisierung
erfolgt gemaf Abb. 4.1.

Assemblierung der drei getrennt randomisierten PCR-Fragmente

Die durch asymmetrische PCR bzw. asymmetrische Verlingerungs-PCR
erzeugten DNA-Fragmente kodieren jeweils fiir einen randomisierten Loop.
Mit dem Dimerisierungstest (s. Abb. 4.5) 146t sich auch ohne Klonierung
zeigen, ob sich die randomisierten DNA-Segmente ligieren lassen.
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Loop 1 Loop 3 Loop 6

21 82 102 158 232 309

34 60 | 115 135 251 288 |
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2‘8” 5 2312" 3350
Gegen-
Oligodesoxynukleotid

getrennte PCR-Amplifikation der einzelnen Loops

PCR-Strategie:

Loop 1 und 2: symmetrische PCR, asymmetrische Verldngerung, Auffiillreaktion
Loop 3: asymmetrische PCR, Auffiillreaktion

Loop 1
— >
Loop 3
— >
Loop 6
— >
DNA-Fragmente mit je einem randomisierten Loop
Loop 1 als Dimer tiber Af/11-Schnittstelle und Accl restringiert
Loop 2 Accl und Bpil restringiert
Loop 3 Bpil restringiert
Loop 1
- >
| doo Loop 3
Loop 6
— >

Ligation der DNA-Fragmente
(PCR-Amplifikation des Ligats in einem Fall)
Restriktion (Af/11 und X#hol)

Aufreinigung des Fragments und Klonierung

Loop 1 Loop 3 Loop 6
— >

Abb. 4.7: Klonierung der in drei Loops unabhingig randomisierten
PH-Domine.

Zur Klonierung einer in drei Loops randomisierten Bibliothek von
PH-Dominen wurden zunidchst die Loops individuell mit obigen Methoden
randomisiert. Ein Ligationsansatz mit drei randomisierten Fragmenten und
Vektor (vier-Fragment-Ligation) zur Herstellung einer groBen Bibliothek von
iiber 10" Mutanten ist nicht durchfiihrbar. Deshalb wurde aus den randomisier-
ten Fragmenten iiber diverse Restriktions- und Ligationsschritte ein Fragment
ligiert und dieses in einer zwei-Fragment-Ligation in den phage-display-V ektor
plomPHg3 kloniert (s. Abb. 4.7). Bei 1/6 aller Mutanten der erzeugten Biblio-
thek wurde das in drei Segmenten randomisierte Fragment iiber PCR mit 12
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Zyklen amplifiziert und dann kloniert. Unvollstindig restringierte DNA wurde
jeweils entfernt, indem wie beim Dimerisierungstest nach der Restriktion die
Fragmente dimerisiert und als solche nach gelelektrophoretischer Auftrennung
isoliert wurden. Durch Elektroporation in TG 1-E. coli-Zellen konnte eine
Bibliotheksgrofe von 6 - 107 unabhiingigen Klonen erzielt werden.

Durch die getrennte Herstellung der randomisierten Segmente und den Verzicht
(zumindest bei 5/6 der Bibliothek: s.o0.) auf eine nachtriagliche PCR-Amplifika-
tion mit vielen Zyklen kann ausgeschlossen werden, daf3 individuelle, randomi-
sierte DNA verstiarkt amplifiziert bzw. angereichert und damit die Komplexitét
der Bibliothek erniedrigt wird.

4.1.4. Validierung der Bibliothek

Eine Beurteilung der Giite einer Bibliothek kann nur ex eventu erfolgen: eine
Bibliothek von Peptidsequenzen ist ,,gut”, wenn sie diejenigen Peptidsequenzen
enthélt, welche zur Losung der vorgegebenen Zielsetzung fiihren (z.B. Bindung
an einem anderen Protein). Die erfolgreiche Anwendung einer Bibliothek setzt
allerdings voraus, dafl die Methode zur Selektion der gewiinschten Mutanten
geeignet gewihlt ist. Folgende Kriterien zur Uberpriifung einer Bibliothek sind
wichtig:

(a) die GroBe der Bibliothek: die Zahl unabhangiger Klone,
(b)die Expression und Faltung der randomisierten Proteine,

(c)die Diversitdit der Bibliothek durch die Zahl von randomisierten
Aminoséuren.

ad (a)

Die GroBe der Bibliothek betrigt 6 - 107 Klone mit unabhingig voneinander
randomisierten Loops.

ad (b)

Aus der Bibliothek wurden willkiirlich 50 Klone gewéhlt und cytoplasmatisch
exprimiert. Bei lber 60 % der Klone lieBen sich die jeweilige losliche
PH-Doménen {iber Western-Blot Analyse mit einem anti-His-tag scFy-
Fragment nachweisen (s. Abb. 4.8: Lindner et al., 1997). Bei den restlichen
untersuchten Klonen lagen Fehler in der DNA-Sequenz vor (stop-Codons,
Verschiebungen im Leserahmen). Nicht-exprimierte PH-Doméanen mit korrekt
randomisierter DNA-Sequenz wurden nicht nachgewiesen (s. Tab. 4.7).
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ad (c)

34 der 50 untersuchten Mutanten wurden sequenziert, 29 von ihnen exprimieren
l6sliche PH-Dominen (s. Tab. 4./). Dabei sind die nicht-exprimierenden
Klone 8, 15, 20 und 29 im Leserahmen verschoben, was sich auf Fehler
wiahrend der PCR-Reaktionen zuriickfithren 148t und die Mutante 17 besitzt
auBerhalb der randomisierten Segmente ein stop-Codon. Deletionen in den
Loops fiihren nicht notwendigerweise zu nicht-exprimierbaren Proteinen: die
Mutante 28 weist sieben und die Mutante 30 sogar neun deletierte Aminosaure-
positionen in Loop 6 auf; trotzdem lassen sie sich cytoplasmatisch exprimieren.

Die 29 sequenzierten und exprimierbaren Mutanten besitzen gegeniiber dem
Wildtyp durchschnittlich sieben Punktmutationen in den drei randomisierten
Loops. Die hochste erfafite Zahl von Randomisierungen betrdagt 13, die
niedrigste 1. Eine Wildtypkontamination ohne Randomisierungen konnte nicht
nachgewiesen werden.

Klon pos 8 9 11 12 13 14 15 neg
Expression + - + + + + + - -

r T e o e A

/

Fi
&

Abb. 4.8: Expressionsnachweis von randomisierten PH-Dominen aus
Zellextrakt mit einem anti-His tag scFy-Fragment im Western-Blot.

50 willkurlich ausgewahlte, randomisierte Mutanten der PH-Domane mit C-terminalem (His)s-
tag wurden cytoplasmatisch exprimiert (s. Kapitel 3.6.3.: nativer Zellaufschluf3) und die Ex-
pression mittels eines anti-His tag scF,-Fragment im Western-Blot kontrolliert (s. Kapitel
3.8.4.). Davon lieBen sich 31 im Western-Blot nachweisen. Die mit "+" gekennzeichneten
Mutanten zeigen einen C-terminalen His-tag, die mit "-" gekennzeichneten Mutanten weisen
keinen His-tag auf, da sie entweder nicht exprimiert werden oder aber nicht 16slich vorliegen;
die Aminosauresequenzen der im Blot aufgefihrten Mutanten sind in Abb. 4.9 angegeben.
"pos" ist die cytoplasmatisch exprimierte Wildtyp PH-Domane und "neg" eine Probe ohne
exprimierte PH-Domane.
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Tab. 4.1: Aminosiuresequenzen und cytoplasmatische Expressionen von
34 zufillig ausgewihlten, randomisierten PH-Doménen.

Klon# Exp Loopl Loop3 Loop6 rms#
1 + - B . L-—————o x4
3 + —SEERHERE . — S 1 Y--——.* 5
4 + ————— 0-——-...-P——————- e oF 2
6 + - MN---...-M-——————- N e oF 3
8 - ————— FGRGA. *

9 + R . . . — ST «eo—===A-—-HL-=-==- A
11 R . . . — L | | e — x5
12 + -FRERIESMSS . , , - SSHESSE._ «e.——=A-R--Q--KN--.* 11
13 + —==-KCLR---...-N-—eeeet e emm——— R-MGVHQ-A-.* 12
14 + —SESCEMEN=— . . . =SS A-...—-—===R--R-S-==-.* 8
15 - —==-APM-K--...-————o S——.*

16 + -——-S0S-K--...-IVQ-———- cee————— RA-——-YS—-.* 11

17 - ————- SMNM--...-I--—-=S--.%* . -A-VRR————-— NL--.* 12

18 + Vo ——— ceem———————— e oF 1

19 + -—--D-H---C-...-=--Q-TK--...---G-P--ARGRV-—-.* 13

20 - —-SS—A*

23 + —===D-ME---...-IA-———e- «..———=SPA-A-AN---.* 11

25 + --R--SL-——-...-H-E-T---...-==G-RF-K-K———-.* 11

27 + —-W-DI--——- «..—=-NQ--S--...-—-N-SL-AC--I--.* 12

28 + ——=—-A-A-Y——...-V-QK--S-...--N-....... Y-—-.* 9+

29 - ——-A--GHY--...-PGYH-FRE.*

30 + -ND---——- L-e.e-R=====S—...===NR.veeeeeee -.*x 7+

31 + - E-N--...-———————- e oF 2

32 R — . . « — I, , . — e — x5

33 + - MN---...-M-—————- e oF 3

34 + -—-D-M-————- ceoe=—N——mo e oF 3

35 e . — - .«..-V-K-R-LQ---M--.* 8

36 + -=8--0GQ---...-P=———euev e emm——— HL--D-N---.* 9

38 + - eeo=NN=Q--mu, . ————m- RL-RVK--—-.* 9

41 + —===D-R-N--. ..t «..—=-DS-RS-QR-LI--.* 11

45 + - NL-=——. .. - ee.——=G-K-——--Q-A-.* 6

47 + -—-SD-————- ceem———————— e oF 2

49 + e e—=Y00-———. . oF 3

50 + I . . . — H--...-====R-L==S———=_.* 7

WT + KLGGGRVKTWK. ..TTDKEPRGI...TEADGQVVEGNHTVY. *

Grau unterlegt sind die randomisierten Bereiche von Loop 1, 3 und 6. Unten ist die Aminosau-
resequenz des Wildtyps in den Loopregionen angegeben. Stimmen bei den Mutanten die
Aminosaurereste mit dem Wildtyp Uberein, ist dies mit "-" gekennzeichnet. Die Zahl von
Aminosauren, die im Bereich der ausgewahlten Loops jeder Mutante vom Wildtyp abweichen,
ist unter rms# angegeben. Mit "+" sind die cytoplasmatisch exprimierbaren PH-Domanen
markiert. Die Mutanten 28 und 30 lassen sich trotz Deletion in Loop6 exprimieren. Die
cytoplasmatische Herstellung von l6slichen Protein erfolgte nach Kapitel 3.6.3. und der
Nachweis Uber den C-terminalen His-tag im Western-Blot (s. Kapitel 3.8.4. und Abb. 4.8).
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Die sequenzierten (und exprimierbaren) Mutanten sind in ihren Loops sehr
unterschiedlich hdufig mutiert:

* Loop 1 beinhaltet die Aminosduren 11 bis 19. Von diesen acht Aminoséduren
entsprechen durchschnittlich 3.0 nicht der jeweiligen Wildtyp-Sequenz. Nur
Klon 49 ist in Loop 1 nicht randomisiert.

* Loop 3 reicht von Aminosdure 38 bis 44. Von den sieben Aminosduren sind
durchschnittlich 1.7 nicht mit der Wildtyp-Sequenz identisch, wobei vier
PH-Doménen in Loop 3 nicht randomisiert vorliegen.

* Loop 6 ist zwischen den Aminosduren 83 und 95 lokalisiert. Von den 12
Aminosduren weichen durchschnittlich 2.9 von der Wildtyp-Sequenz ab,
wobei allerdings 10 PH-Doménen in diesem Loop keine Randomisierung
aufweisen.

Die durchschnittliche Randomisierung an jeder vorgesehenen Position iiber alle
Loops betrdagt damit 27 %. Bei der statistischen Betrachtung fillt auf, daB bei
einigen Mutanten Loops gar nicht randomisiert sind. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um Wildtyp-Sequenzen, die nicht durch die randomisierten
Oligodesoxynukleotide sondern iiber das (Wildtyp-) Templat wihrend der
PCR-Reaktionen in die Bibliothek gelangt sind. Zum Vergleich mit der
verwendeten Randomisierungsstrategie nach ,,Mutator® ist es deshalb rech-
nerisch sinnvoll, alle nicht-randomisierten Loops zu vernachldssigen. Dann
betrdgt die durchschnittliche Wahrscheinlichkeit einer Randomisierung an jeder
Position 32 % bzw. liegen durchschnittlich 9.3 randomisierte Aminosduren pro
Mutante vor. Bei der Planung der randomisierten Oligodesoxynukleotide mit
Hilfe des Programms ,,Mutator* wurde aber von durchschnittlich 16 randomi-
sierten Aminosduren pro Mutante der PH-Domine ausgegangen (Steipe &
Bruhn, in Vorbereitung: s. Kapitel 4.1.3.). Setzt man die korrekte Berechnung
der Randomisierung mit ,,Mutator* und die korrekte Umsetzung in randomi-
sierte Oligodesoxynukleotide bei der automatisierten Synthese voraus, beruht
die einzige verbleibende Erkldrung auf der Anreicherung von ,,wildtyp-
dhnlicher DNA wihrend der unterschiedlichen PCR-Reaktionen. Am Templat
hybridisiert préferenziell ein Oligodesoxynukleotid besser, dessen Sequenz
weitgehend mit der des Templats iibereinstimmt, als eines mit einer erheblich
hoheren Abweichung vom Wildtyp. AusschlieBen lieBe sich dies bei der
Klonierung zukiinftiger Bibliotheken, indem der Bereich des Templats, der bei
den Oligodesoxynukleotiden randomisiert vorliegt, durch Restriktion entfernt
wird; somit konnte {liber diesen Bereich keine Bevorzugung wildtyp-dhnlicher,
randomisierter Oligodesoxynukleotide mehr erfolgen.
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4.1.5. Untersuchung der thermodynamischen Stabilitiat von
PH-Dominen

Die Expressionsausbeute eines Proteins wird quantitativ von seiner Stabilitdt im
gefalteten Zustand beeinfluBBt. Ungefaltete und damit unstrukturierte Proteine
werden in Zellen von Proteasen hydrolysiert oder aggregieren, weshalb die
Stabilitdt ein Charakteristikum fiir die Haltbarkeit eines Proteins in der Zelle
ist. So konnen Immunglobulin-V-Doménen erst ab einer thermodynamischen
Stabilitdt von -12 kJ/mol cytoplasmatisch (reduziert) exprimiert werden (Ohage
& Steipe, 1999).

Voraussetzung fiir die Randomisierung von Aminosdurepositionen in Proteinen
ist der geringe Beitrag dieser Aminosduren an der Gesamtstabilitit. Dieser
Beitrag kann nicht vorhergesagt werden, sollte aber im Fall der randomisierten
PH-Domine gering sein (s. Kapitel 1.4.1.). Bei der Randomisierung mit
,Mutator werden die meisten Wildtyp-Aminosduren beibehalten und nur
wenige mutiert, so daB fiir die Stabilitdt essentiellen Aminosduren in den
meisten randomisierten Mutanten vorhanden sein sollten.

Die Stabilitit eines Proteins 148t sich auf unterschiedliche Art und Weise
definieren: es 14Bt sich die Proteasestabilitit bestimmen, indem Degradations-
kinetiken in Gegenwart von Proteasen untersucht werden. Die thermische
Stabilitdt 1468t sich liberpriifen, indem der Faltungszustand des Proteins bei
unterschiedlichen Temperaturen analysiert wird. Neben der Einstellung eines
thermodynamischen Gleichgewichts zwischen nativer und entfalteter Spezies
bei unterschiedlichen Temperaturen aggregiert dabei hédufig das entfaltete
Protein, wodurch diese Spezies aus dem thermodynamischen Gleichgewicht
gezogen wird. Um diesen kinetischen Effekt zu vermeiden, untersucht man die
thermodynamische Stabilitdt mit Hilfe von Denaturierungsmitteln, so dafl das
entfaltete Protein weiterhin im thermodynamischen Gleichgewicht zum
gefalteten Protein steht.

Der Faltungsvorgang eines Proteins kann im Idealfall durch ein reversibles,
dynamisches Gleichgewicht zwischen einer gefalteten, ,,nativen* (N) und einer
entfalteten, denaturierten Spezies (E) beschrieben werden:

= N.

Um den Faltungszustand eines Proteins beurteilen zu konnen, bendtigt man eine
Sonde, mit deren Hilfe man Molekiile im Zustand ,,E“ von denen im Zustand
N unterscheiden kann. Im Fall der PH-Doménen eignet sich hierfiir die
intrinsische Fluoreszenz der aromatischen Aminosduren Tryptophan wund
Tyrosin. Die PH-Doméne besitzt als Wildtyp dreizehn Tyrosine und vier Tryp-
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tophane (s. Tab. 4.4). Das Tryptophan (109) ist dabei ein Aminosdurerest der
a-Helix und orientiert sich in das hydrophobe Innere des Proteins. Es ist umge-
ben von den Aminosdureresten der (3-Faltblitter 1 und 2 sowie den Aminosiu-
reresten der o-Helix. Es besitzt damit eine stark strukturierte, unpolare
Umgebung. Bei einer Anregung (Exzitation) mit A= 282+2.5 nm ist ein Flu-
oreszenzmaximum (Emission) bei A.,= 335 nm zu beobachten (s. Abb. 4.9).
Entfaltet man die PH-Domaéne durch hohe Konzentrationen an Denaturierungs-
mittel wie beispielsweise Guanidiniumchlorid (GdmCl), wird das Trp(109) aus
seiner unpolaren, strukturierten Umgebung in die polare, unstrukturierte Umge-
bung der wiBrigen Losung tliberfiihrt. Dadurch verschiebt sich bei gleicher Ex-
zitationswellenldnge das Emissionsmaximum in den ldngerwelligen Bereich zu
Aem =350 nm (s. Abb. 4.9). Das Differenzspektrum des gefalteten zum ungefal-
teten Protein besitzt sein Maximum bei Ay, = 327 nm. Durch die Messung der
Fluoreszenzintensitit bei dieser Emissionswellenldnge 146t sich das Verhiltnis
zwischen entfalteten und gefalteten Spezies sehr empfindlich verfolgen.

1000

800

600

400

200

Intensitit der Fluoreszenzemission
(in willkiirlichen Einheiten)

-200

-400 -

327

300 350 400 450 500
Wellenliange in nm

Abb. 4.9: Fluoreszenzemissionsspektren der Wildtyp PH-Domane.

Durchgezogene Linie: gefaltetes Protein in PBS-Puffer, gestrichelte Linie: entfaltetes Protein in
PBS/5M GdmClI, gepunktete Linie: Differenzspektrum (Emission des gefalteten Proteins abzlg-
lich der Emission des ungefalteten Proteins). Anregungswellenldnge 280 £ 2.5 nm, Emissions-
schlitzbreite 5 nm, Proteinkonzentration 5 uM. Durch Entfaltung in 5M GdmCl verschiebt sich
die Tryptophan-Fluoreszenz in den langerwelligen Bereich. Bei 327 nm ist die Differenz der
Emission zwischen gefaltetem und ungefaltetem Protein am gréRten.
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Zur Bestimmung der Faltungsenergie eines Proteins werden sogenannte
,Ubergangskurven* vermessen (Pace, 1990). Hierzu wird die Tryptophan-
Fluoreszenz des Proteins in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an
Denaturierungsmittel ,,[D]*“ nach Anregung bei 280 nm bestimmt (s. Kapitel
3.10.3.). Bei Auftragung der Fluoreszenz gegen [D] zeigt sich, daB bei
niedrigen Konzentrationen des Denaturierungsmittels tiberwiegend N, bei hohen
iiberwiegend E existiert, was sich jeweils in linearen Basislinien aduflert.
Dazwischen liegt der Ubergangsbereich, in dem E und N zu dhnlichen Anteilen
vorliegen (s. Abb. 4.10A).

Zur Ermittlung der Faltungsstabilitiat (Freie Faltungsenthalpie) AG; geht man
folgendermalBlen vor: Das Gleichgewicht

(1) E= N
ist charakterisiert durch die Gleichgewichtskonstante

[N]
(2) K = E -
K ist iiber die Gleichung
3) AG,=—RT InK

mit der Energiebilanz der Reaktion AG, verkniipft, wobei R die allgemeine
Gaskonstante (8.314 J/K-mol) und 7 die absolute Temperatur bezeichnet. AG;

ist abhingig von der jeweiligen Konzentration des Denaturierungsmittels.
Gesucht ist die Faltungsstabilitit AG; im reinen Puffer ohne Denaturierungs-

mittel (Index ,,P“: PBS-Puffer).

Zu AG: gelangt man, indem man fiir jeden Punkt im Ubergangsbereich die

Abstinde a und b zu den jeweiligen Basislinien bestimmt (s. Abb. 4.70A).
Daraus ergibt sich das Verhiltnis von entfaltetem zu gefaltetem Protein K,
woraus sich liber Gleichung 3 AG, ergibt. Man tragt nun die so ermittelten

Werte fiir AGr gegen [D] auf und konstruiert die Ausgleichsgerade
(4) AG.= AGy+ m - [D].

AGy, der Abschnitt auf der y-Achse, ist dann der extrapolierte Wert der Stabili-
tat auf den reinen Puffer ohne Denaturierungsmittel. Da die Faltungsreaktion
von links nach rechts formuliert ist (Gleichgewicht 1), ist AGy <0. Die Stei-

gung der Geraden wird als m-Wert oder ,,Kooperativitdt™“ bezeichnet. Sie ist ein
Mal fiir die Empfindlichkeit des Faltungsiibergangs gegeniiber dem Denaturie-
rungsmittel.
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Abb. 4.10.:Ubergangskurven der Wildtyp PH-Domiine.

A: Die Fluoreszenz (Ao = 282 nm, A, = 327 nm) der Wildtyp PH-Domane nimmt mit steigender
Konzentration des Denaturierungsmittels GdmCI in einem sigmoidalen Verlauf ab. Die Basis-
linien far den nativen (N) und entfalteten Zustand (E) sind als gestrichelte Linien dargestellt. m
Ubergangsbereich kann aus den Abstanden der jeweiligen MeRpunkte zu den Basislinien die
Gleichgewichtskonstante K berechnet werden:

b _ [El _ 1

a+b [NJ+[E] 14K
B: Die berechneten Werte flr K lassen sich mit AG = —RTInK als Energien beschreiben und
erneut gegen [GAmCI] auftragen. Aus der Extrapolation gegen Null ergibt sich die freie
Faltungsenthalpie des Proteins in PBS. Die Steigung der Gerade liefert den m-Wert, ein Mal}
fur die Kooperativitat des Ubergangs.
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Die Gleichungen (2) bis (4) konnen mit den Geradengleichungen der
Basislinien des nativen (gn[D] = an'[D] + by) bzw. des entfalteten Proteins
(ge[D] = ag’[D] + bg) zu einer einzigen Gleichung kombiniert werden. Sie
beschreibt die Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Denaturierungsmittel-
Konzentration:

(ag[D] + bg) = (ax'[D] + by)

(5) FL(ID]) = ay’[D] + by +
AG} = m[D]
exp (—) +1

RT

Durch Anpassen der MeBwerte an Gleichung (5) erhdlt man so in einem Schritt
die Parameter AG,, m-Wert, Steigungen sowie die Achsenabschnitte fiir die
Basislinien. Diese Methode besitzt den Vorteil, da jeder MeBpunkt zur
Ermittlung des Ergebnisses beitrdgt, wihrend bei der Extrapolationsmethode
wie in Abb.4./0B durch wungenaue Auswahl von Basislinien und
Ubergangsbereich erhebliche Fehler entstehen kdnnen.

Bei der Formulierung der Faltungsreaktion als dynamisches Gleichgewicht
zwischen N und E wird vorausgesetzt, dal} die Reaktion reversibel verlauft. Um
dies experimentell zu iiberpriifen, wurden parallel drei Ubergangskurven
angesetzt. Eine wird aus nativem, die zweite aus denaturiertem Ausgangs-
material und die dritte Kurve aus PBS- und GdmCI-Stammldsungen pipettiert,
die beide das Protein bereits enthalten. Diese Methode hat den Vorteil, daf3 die
Proteinkonzentration unabhingig von Pipettierfehlern beim Mischen der
Stammlosungen ist (s. Kapitel 3.10.3.) Fiir eine reversible Faltungsreaktion
erwartet man in allen drei Féllen den gleichen Kurvenverlauf. Dies ist fiir die
Wildtyp PH-Domiéne der Fall (personliche Mitteilung von Heike Bruhn). Da
alle Mutanten von dieser PH-Doméne abstammen, wurde fiir sie generell eine
reversible Faltung nach einem Zweizustandsmodell angenommen.

4.1.6. Stabilitat von randomisierten PH-Doménen

Zehn willkiirlich ausgewdhlte, randomisierte PH-Doménen (s. Tab. 4.7)
wurden cytoplasmatisch exprimiert und gereinigt. Von ihnen wurden mit
GdmCl fluoreszenzspektroskopisch Ubergangskurven aufgenommen und daraus
die thermodynamische Stabilitidt bestimmt (s. Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Thermodynamische Stabilitit randomisierter PH-Domiinen.

P‘g”ﬁﬁf;i?:n Mzuiglgszn AGY (kKJimol) | m (kJ/mol:M) = AAG" (kJ/mol)
1 4 352 13.6 12,0
3 5 -36,0 -14,0 +1,2
9 7 314 115 5.8
11 5 36,2 13,8 1.0
23 11 29,0 11,8 182
32 5 30,1 111 7.1
33 3 33,5 115 3.7
35 8 27.8 1.8 9.4
47 > 26.9 10,5 110.3
50 7 10,7 7.6 126.5
WT 0 372 1.8 0

Die thermodynamische Stabilitdt von randomisierten PH-Doméanen (s. Tab 4.7) wird durch die
freie Faltungsenthalpie AG; wiedergegeben. Die Differenz AAG} der Mutanten zum Wildtyp
verdeutlicht den Verlust an Stabilitédt durch die Mutationen. Die Kooperativitdt m wird durch die
Mutationen nicht einheitlich beeinflult. Die Ubergangskurven wurden in GdmCl bei 20°C im
Rahmen eines Praktikums vermessen.

Alle vermessenen Mutanten werden durch willkiirliche Punktmutationen in den
ausgewahlten Loops gegeniiber dem Wildtyp destabilisiert. Eine Korrelation
zwischen der Zahl von Mutationen und der Destabilisierung oder auch der
Kooperativitidt konnte nicht nachgewiesen werden (s. Tab. 4.2). Diese Unter-
suchungen bestitigen das Konzept von ,,Mutator, wonach von den 29 Amino-
sduren dreier Loops nur durchschnittlich 7 (vorgegeben: 16) Aminosiduren
mutiert werden, wiahrend die restlichen Aminosduren dieser Loops beibehalten
werden und sich stabilisierend auf das Geriist der PH-Doméne auswirken
konnen. Bei einer rigorosen Randomisierung z.B. mit der Codonwahl NNB (s.
Kapitel 5.2.2.) wire zu befiirchten, da3 sich ein Grofteil der Mutanten nicht
exprimieren 146t, wenn schon wenige Mutationen zu einer deutlichen Destabili-
sierung beitragen, wie es Tab. 4.2 zeigt.

Die Randomisierung der PH-Doméne an sich und der Nachweis, dal sich die
Mutanten einer derartigen Bibliothek stabil exprimieren lassen, sind Grundvor-
aussetzung flir den Einsatz in Selektionsverfahren. Dabei wird innerhalb der
Bibliothek nach Mutanten gesucht, die neuartige Eigenschaften aufweisen. In
dieser Arbeit diente dazu das phage-display.
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4.2. Die Bibliothek randomisierter PH-Domanen im

phage-display-V erfahren

Das Prinzip des phage-display wird in Kapitel 1.5.1. eingehend erldutert. Mit
diesem Verfahren wurde aus der Bibliothek randomisierter PH-Dominen nach
Mutanten gesucht, die an Zielsubstanzen binden. Welche Zielsubstanzen sich
dafiir besonders eignen, 146t sich erst ex eventu feststellen, weshalb testweise
sehr unterschiedliche Zielsubstanzen ausgewéahlt wurden.

4.2.1. Ausgewihlte Zielsubstanzen fiir das phage-display-

Verfahren

Die Zielsubstanzen wurden an NUNC-Maxisorb-Rohrchen durch Denaturierung
immobilisiert (s. Kapitel 3.9.3.). Folgende drei wurden verwendet:
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Bei CD3 (CD: ,, cluster of differentiation ) handelt es sich um ein Marker-
Antigen fiir T-Zellen. Von diesem Protein wurde die e-Doméne (12 kD) fiir
das phage-display-Verfahren ausgewihlt. Eine bindende PH-Domaéne lie3e
sich in der Krebstherapie und -diagnostik anwenden. Gegen CD3¢e gibt es
bereits ein bindendes scFy-Fragment (Mack et al., 1995).

Das MOMP-Fragment (,,major outer membrane protein“ von Legionella
pneumophila) besitzt eine Grofle von 25 kD. Gegen diese Protein-Doméne
wurde schon Uber phage-display mit einer randomisierten hPSTI-Mutante
(hpsti: ,,human pancreatic secretory trypsin inhibitor*) erfolgreich eine Bin-
dung nachgewiesen und charakterisiert (Decker et al., 2000: s. Kapitel
1.4.2.). Mit einer bindenden Mutante konnten sich Legionella pneumophila
im Trinkwasser nachweisen lassen.

Kreatinin st eine niedermolekulare Substanz (,,Hapten®), die im
menschlichen Korper als Phosphat- und Energiedepot dient. Uber den mit
einer bindenden Mutante bestimmbaren Kreatiningehalt lieBe sich eine
arztliche Differentialdiagnose am Patienten durchfiihren. Kreatinin wurde
iiber einen Linker an BSA gekoppelt und so als Zielsubstanz eingesetzt.
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4.2.2. Selektionsergebnisse nach dem phage-display-V erfahren

Uber zunehmende Zahl von Selektionsrunden ("panning") gegen Zielsubstanzen
sollten sich affine PH-Doménen anreichern. Auch vor der Bestimmung von
Gleichgewichts- und Geschwindigkeitsbindungskonstanten einzelner Mutanten
zu Zielsubstanzen kann priferentiell der Verlauf des phage-display-Verfahrens
iiber die Selektionsrunden mitverfolgt werden:

Affinitatserhohung iiber mehrere Selektionsrunden

Beim ideal-verlaufenden phage-display-Verfahren werden in der ersten Selekti-
onsrunde aus allen Phagen mit den randomisierten PH-Doménen die nicht an
der Zielsubstanz bindenden Phagen entfernt, wihrend die bindenden z.B. mit
Triethylamin eluiert und nur diese nach Amplifikation in einer weiteren
Selektionsrunde gegen die Zielsubstanz eingesetzt werden (s. Kapitel 3.9.4.).
Damit erhoht sich die durchschnittliche Affinitdit der Bibliothek von
PH-Domainen iiber jede Selektionsrunde, was sich im ansteigenden Quotienten
der Phagentiter von Eluat zu letzter Waschlosung iiber die zunehmende Zahl
von Selektionsrunden ausdriickt; dieser Quotient gibt an, wie gut die Phagen
noch durch Waschen von der Zielsubstanz geldst werden. Ein erheblicher
Anstieg dieses Quotienten iiber die Selektionsrunden konnte bei allen drei
Zielsubstanzen beobachtet werden (s. Abb. 4.11).

Mit fortschreitenden Selektionsrunden wurde stringenter gewaschen, indem die
Konzentration an Detergenz (Tween-20) von anfanglich 0.1 % bis auf 1 % und
die Zahl der Waschschritte erhoht wurde. Jede Selektionsrunde wurde solange
wiederholt, bis Waschbedingungen gefunden waren, nach denen jeweils 10° bis
10° infektidse Phagen mit Triethylamin eluiert werden konnten (s. Kapitel
3.9.4.). Erst diese eluierten Phagen wurden nach Amplifikation in einer
weiteren Selektionsrunde eingesetzt.
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Abb. 4.11: Anreicherung von affinen Phagen iiber zunehmende Selek-
tionsrunden.

Der Quotient der Phagentiter vom Eluat (E) zu dem der letzten Waschldsung (I) nimmt von
Selektionsrunde zu Selektionsrunde zu (halblogarithmische Darstellung). Nach flnf Selekti-
onsrunden lassen sich bei allen drei Zielsubstanzen ca. 1000-mal mehr Phagen im Eluat als in
der vorherigen (letzten) Waschlésung nachweisen.

Charakterisierung der Bibliothek durch Restriktionsanalyse

Zur Charakterisierung der Bibliotheken nach jeder Selektionsrunde wurde die
Phagemid-DNA der gesamten eluierten Phagen prapariert und mit den Restrik-
tionsenzymen Xbal und Notl behandelt. Die Xbal-Schnittstelle befindet sich auf
dem Plasmid ploPHmg3 im Promotorbereich der PH-Domine und die Notl-
Schnittstelle inmitten der DNA-Sequenz, die fiir den Linker zwischen
PH-Domine und g3-Protein kodiert. Nach Restriktion mit Xbal und Notl sollte
deshalb unabhingig von der Randomisierung immer ein 447 bp-Fragment
erhalten werden, sofern die jeweilige Bibliothek intakte PH-Doménen-g3-
Fusionen (in detektierbarem Ausmal}) enthélt. Bei den Zielsubstanzen CD3¢
und Kreatinin wurde nach der vierten Selektionsrunde kein entsprechendes
Fragment mehr beobachtet, wihrend bei der Selektion gegen MOMP eine
Bande der FragmentgroBBe 447 bp erhalten blieb (s. Abb. 4./2). Bei allen drei
Zielsubstanzen entstanden mit steigender Zahl von Selektionsrunden nach
Restriktionsverdau weitere Banden mit kleineren Fragmentgrofen. Sie weisen
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auf Mutanten mit deletierten PH-Doménen hin, die im folgenden als
Deletionsmutanten bezeichnet werden. Diese nahmen bei allen Zielsubstanzen
mit zunehmender Zahl an Selektionsrunden zu, wiahrend die Zahl der Phagen
mit Genen fir PH-Doméanen abnahm.

g
3 CD3e¢ Kreatinin MOMP
7 A A
SMO1234567MKI2 345 MKI2 34 5MKOKIK2
— i -— —-—
— _— - —
— - — — T — - <+ 230 b
o o - 3= 130 bp

Abb. 4.12: Restriktionsanalyse der Phagemide von Einzelklonen und
Bibliotheken eluierter Phagen nach den jeweiligen Selektionsrunden.

Die Phagemide der eluierten Phagen nach den jeweiligen Selektionsrunden 0 bis 7 gegen die
unterschiedlichen Zielsubstanzen CD3g, Kreatinin und MOMP wurden prapariert und mit den
Endonukleasen Xbal und Notl restringiert. Beim nicht-randomisierten Vektor (S) aber auch
nach Randomisierung sollte ein DNA-Fragment von 447 bp im Gel (1.2 % Agarose) zu beob-
achten sein. Mit Selektionsrunde 0 wird die nicht-selektierte Bank bezeichnet. Die restringierte
DNA der ersten Selektionsrunde gegen Kreatinin und MOMP wurde in diesem Gel nicht aufge-
tragen, zeigte aber in anderen Gelen ausschlielilich die korrekte FragmentgroRle.

Bei CD3¢ und Kreatinin als Zielsubstanzen konnte nach der vierten Selektionsrunde nicht mehr
das erwartete DNA-Fragment von 447 bp nachgewiesen werden, wahrend bei MOMP als
Zielsubstanz auch noch nach funf Selektionsrunden eine Bande der erwarteten Fragment-
grolke sichtbar war. Zusatzlich wurde die DNA von Einzelklonen (KO, K1 und K2) nach der
jeweils letzten Selektionsrunde prapariert. Bei der Zielsubstanz MOMP wurde einmal die kor-
rekte (447 bp), einmal eine geringfigig verkleinerte (ca. 410 bp) und einmal eine erheblich
verkleinerte FragmentgroéRe (130 bp) nach Restriktionsverdau beobachtet, wahrend bei CD3¢
und Kreatinin jeweils nur eine Deletionsmutante mit 230 bp FragmentgroRe nachgewiesen
wurde.

Diesem Ergebnis zufolge werden (randomisierte) PH-Domanen bei allen Zielsubstanzen mit
fortschreitenden Selektionsrunden im phage-display-Verfahren abgereichert.

Sequenzanalyse der angereicherten Mutanten

Nach der fiinften Selektionsrunde konnte nur gegen die Zielsubstanz MOMP in
der Restriktionsanalyse der gemeinsam eluierten Phagen neben der Deletions-
bande bei 130 bp auch eine ,stabile” Bande mit korrekter Fragmentgrof3e
beobachtet werden (Abb. 4./2). Zur Analyse von Einzelklonen wurde diese
stabile Bande kloniert, die DNA-Sequenz von acht Einzelklonen bestimmt und
in-silicio translatiert. Die Klone 1 bis 6 sind identisch und alle Klone (ein-
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schlieBlich 7 und 8) weisen ein amber-(stop)-Codon im randomisierten Bereich
des ersten Loops an Aminosdureposition 11 auf. Dieses amber-Codon kodiert
fir Glutamin, da fiir die Amplifikation der Phagenbibliotheken TG 1 E. coli-
Zellen verwendet wurden und diese supE-suppremiert sind (s. Kapitel 2.1.1.).
Die Klone 1 bis 6, 7 und 8 stimmen bis auf das amber-Codon nicht in den
randomisierten Aminosduren der Loopregionen miteinander iiberein (s.
Tab. 4.3). In Klon 7 sind zusétzlich sechs Aminosduren des Loop 3 deletiert.

Das Ziel des phage-display-Verfahrens bestand in der Selektion und anschlie-
Benden Charakterisierung von bindenden Mutanten aus der in dieser Arbeit klo-
nierten Bibliothek randomisierter PH-Domaénen. Dieses Ziel konnte fiir keine
der Zielsubstanzen MOMP, CD3¢ und Kreatinin befriedigend erreicht werden.
Einzig bei MOMP wurden mit TG 1 E. coli-Zellen Mutanten der PH-Doméne
angereichert, die allesamt ein amber-Codon aufweisen. Da dies die einzige
Ubereinstimmung bei drei unterschiedlichen, selektierten Klonen ist, beruht die
Selektion entweder auf der Bevorzugung eines Glutamin (bei supE-Stdmmen)
oder aber auf der Bevorzugung eines hdufigen Translationsabbruchs an diesem
Codon (s. Kapitel 5.3.)

Tab. 4.3: Aminosauresequenzen von Einzelklonen nach der fiinften
Selektionsrunde gegen die Zielsubstanz MOMP.

Loop 1 Loop 3
K.l-6-—-——————- Fmm m-- -h-—————m —— Vo ———— e e
K.7 —————————- *—S—-S-Yp-—- —————————— ——————— d-e d-s——————- —————————-
K.8 - *S—-S——t-—-- ————————_—— a-— ——————————

Loop 6
K.6 ———————m e —— gsh-rrap a-rk------ ————————— -~
K.7 == e e L. . Fommm e e e
K.8 - - r—-———r—-— ———-— ga-a-k rh-a------ ———————— ———

WT KPNVFELYIP DNKDQVIKAA KTEADGQVVE GNHTVYRISA PTPEEKEEWI KAIKAAISRD ..

Nach der flinften Selektionsrunde gegen MOMP wurde die Bibliothek (Phagemide) Xbal und
Notl restringiert und das erwartete Fragment mit einer GréRe von 447 bp kloniert. Die DNA-
Sequenz von acht Einzelklonen zeigt sechs identische Klone (K.1-6). Nach in silicio-Transla-
tion ergibt sich fur alle sequenzierten Klone ein amber-(stop)-Codon (*) im randomisierten
Loop 1 an Position 11, wahrend die sonstigen randomisierten Aminosaurepositionen nicht
Ubereinstimmen. Klon K.7 weist zudem sechs deletierte Aminosauren in Loop 6 auf.
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Bei allen untersuchten Zielsubstanzen fiihrte die Selektion iliber das phage-
display-Verfahren zwar zu einer Anreicherung affiner Phagen (s. Abb. 4.11),
doch nahm gleichzeitig die Zahl der korrekt randomisierten PH-Doméinen im
Zuge fortgesetzter Selektionsrunden zugunsten von Deletionsmutanten ab (s.
Abb 4.12). Mit der Bibliothek randomisierter PH-Doménen wurde eine
Vielzahl experimenteller Variationen des phage-display-Verfahrens untersucht,
wobei insbesondere die Elutionstechnik variiert wurde (s. Kapitel 3.9.4.). Die
entsprechenden Ergebnisse unterschieden sich allerdings nicht deutlich von den
in dieser Arbeit vorgestellten, weshalb das phage-display-Verfahren zur
Selektion bindender PH-Doménen eingestellt wurde.

Die priferentielle Anreicherung von Deletionsmutanten bzw. Abreicherung von
Punktmutanten der PH-Domine im phage-display-Verfahren kann system-
immanent sein. Vor der Phagenassemblierung werden nédmlich die (g3-fusio-
nierten) PH-Dominen in das Periplasma transloziert und bleiben iiber das
g3-Protein an der inneren Membran verankert. Die Wildtyp PH-Doméne selber
1aBt sich aber nur sehr schlecht in das Periplasma translozieren. Dies veranlal3te
einerseits dazu, nach translokationsoptimierten Mutanten der PH-Doméne zu
suchen, wovon Kapitel 3.2. handelt, und andererseits dazu, die Bibliothek in
anderen Selektionsverfahren einzusetzen, was im folgenden Kapitel ausgefiihrt
1st.

4.2.3. Alternative Selektionsverfahren zum phage-display

Wihrend das phage-display-Verfahren die Translokation des auf der Phagen-
oberflache exprimierten Proteins in das Periplasma impliziert, entfdllt jeglicher
Transportvorgang, wenn die Bibliothek iiber ein DNA-bindendes Protein
(weitgehend) irreversibel an die dafiir kodierende Plasmid-DNA binden kann
und sich dieses Protein-Plasmid-Konjugat undissoziiert isolieren 143t. Man kann
es dann analog den Phagen im phage-display-Verfahren in Selektionsrunden
einsetzen. Ein derartiges Verfahren konnte bereits mit dem lac-System erfolg-
reich durchgefiihrt werden (Cull et al., 1992). Analog dazu wurde in dieser
Arbeit eine Fusion der PH-Doméne mit dem tet-Repressor-Protein kloniert und
die Bindung zum tet-Operator auf dem Plasmid untersucht (Singer et al.,
2000). Dabei konnte nach ZellaufschluB3 unter nativen Bedingungen aber weder
die Plasmid-DNA iiber die Isolierung des Proteins noch das Fusionsprotein {iber
die Isolierung von Plasmid-DNA gewonnen werden. Eine Klonierung der
Bibliothek von PH-Doménen als Fusionsprotein mit dem fet-Repressor
versprach deshalb keinen Erfolg und weitere Versuche mit diesem tet-
Fusionsverfahren wurden eingestellt.
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Die in vivo-Selektion von PH-Doménen in menschlichen T-Zellen (Jurkat LT-
Zellen) zur Unterbrechung von Signaltransduktionswegen verzichtet auf
jegliche Transportvorgidnge oder isolierbare Protein-Plasmid-Konjugate. Die
Schwierigkeiten beim phage-display oder beim fet-Fusionsverfahren (s.o.)
treten somit definitiv nicht auf. Ein entsprechendes Selektionsverfahren wird in
der Arbeitsgruppe von Waldemar Kolanus etabliert (Genzentrum der LMU
Miinchen; s. Kapitel 1.5.2.). Dazu wird u.a. eine Bibliothek von 3.2 - 10° plas-
midkodierten Klonen eingesetzt, die im Rahmen dieser Arbeit kloniert wurde.

Bereits gut etabliert ist dagegen die Selektion mit dem Hefe-2-Hybrid-
Verfahren im Zellkern von Saccharomyces cerevisiae, was wiederum einen
Transportvorgang voraussetzt. Die Bibliothek von PH-Domédnen wurde dazu
dem Arbeitskreis von Ralf Baumeister zur Verfiigung gestellt. Der gleiche
experimentelle Ansatz wird mit einem in dieser Arbeit klonierten Vektorsystem
(pJG4-5: s. Kapitel 2.2.1.) in der Arbeitsgruppe von Roger Brent weiterverfolgt
(Molecular Science Institute, Berkeley, California; s. Kapitel 1.5.2.).

Ergebnisse aus diesen Untersuchungen stehen noch aus.

4.3. Optimierung der PH-Domane zur Translokation in
das Periplasma von E. coli

Eine Ursache fiir die vergebliche Suche nach bindenden Mutanten der
PH-Domainen tiber das phage-display-Verfahren kann in der méBigen Translo-
kationseffizienz der PH-Domidne in das Periplasma von E. coli begriindet
liegen.

In diesem Zusammenhang wurden unterschiedliche Theorien aufgestellt, welche
Eigenschaften die Translokation von Proteinen im allgemeinen und die der
PH-Domine im besonderen limitieren. Dazu wurden die seiner Zeit bekannten
Strukturen von PH-Dominen mit dem Computerprogramm LSQMAN iiber-
lagert und mit dem Computerprogramm [nsightIl 2.3. visualisiert. Ein
anschlieBender Sequenzvergleich mit der PH-Doméne des Cytohesin-1 erlaubte
Riickschliisse auf deren Struktur (s. Kapitel 4.1.1.). Aus diesen strukturellen
Erkenntnissen heraus wurden verschiedene Mutanten hergestellt, die den
unterschiedlichen Theorien zufolge verbesserte Translokation zeigen sollten (s.
Tab. 4.4). Diese Mutanten wurden hinsichtlich ihrer cytoplasmatischen sowie
periplasmatischen Ausbeute, ihrer Stabilitdt, ihrer Prozessierungsmuster nach
periplasmatischer Expression und ihrer Expression auf dem M13-Phagen
untersucht.
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Tab. 4.4: Aminosiure-Sequenzvergleich der Mutanten zur Transloka-
tionsoptimierung sowie der originalen PH-Domiinen von Cytohesin-1 und

Grpl.

1 8 21 51 71
WT Npdregwllk lgggrvktwk rwfiltdna lyyfeyttdk prgiiplen lsirevedsk kpnvfelyip dnk
orig.wt c —-—-c -—
Grpl - pr ---c n- sh-
KRR-QNV N q v -
N-Ter Apk: _—

WTmiLi Sdqvika -—

L(8)F N £ -—
L(8)V N == -—
T(102)A N -—
TEE-AQQ N .
C-Ter N -
C/N-Ter Glgallkg -—

CP 1.6. 1lgallkg; ---agsaaaahhhhhh*
CP 2.6. ---agsaaaahhhhhh*
CP.ohnLi ---agsaaaahhhhhh*
CP 3 —--agsaaaahhhhhh*

1

2

3

lgallkg -—=

h;

Cp
Cp
Cp

NN oo

a Phos f1 Ll B2 L2 B3 L3 pa L4 B5 L5 p6 L6
Termini CP X.6.

74 81 101 102 111
WT dgvikaa kteadggqvve gnhtvyrisa p tpeekeewi kaikaaisrd gaaahhhhhh*
orig.wt = —————= C ————— Fomm —mmm e - -c
Grpl === c ————— Y——— ——= Vo———— - M

KRR-QNV JE— - *
N-Ter ———
WImiLi ———

I
*

*

L(8)F ——
L(8)V ——
T(102)A —
TEE-AQQ ——
C-Ter ——
C/N-Ter —_——

EE

--------- a--tsgdnka aahhhhhh*
--------- a--tsgdnka aahhhhhh*

Cp
Cp
CP.
Cp
Cp
Cp
Cp

————————— a-—tsgdnkg
Sg 9g9sggg
Sg 9g9sggg
- Sg 99s999s999g
—— gsaaahhhhhh* Te——eee—o a--tsgdnkg
—— gsaaahhhhhh* T g ggsggg

nn

WNRFR WO N
NNuoaB3 oo
w0
I
|
]

—_—— gsaaahhhhhh* T Sg ggsgggsggg
fil nil Pi2 nLiz2 p7 L7 al
Termini CP X.7. Linker (CP)

Bei der urspriinglichen PH-Domane des Cytohesin-1 (orig. wt) wurden alle Cystein-Reste
sowie Arginin 87 substituiert (WT). Anhand der PH-Domane von Grp1 (Lietzke et al., 2000)
1aRt sich die Struktur von WT modellieren (Guex & Peitsch, 1997). Auf WT beziehen sich die
Mutanten dieser Untersuchung. Die pB(-Faltblatter), a(-Helices) und L(oops) sind gekenn-
zeichnet. Zum WT identische Aminosauren werden mit "-" bezeichnet; die erste Aminosaure
einer jeden Mutante ist mit einem GroRbuchstaben dargestellt. Substituierte Aminosauren (und
WT) sind mit Kleinbuchstaben wiedergegeben und der Translationsstop jeder Mutante mit "*"
markiert. Die Termini der Circularpermutanten liegen in L6 und L7. Bei ihnen wird die
Peptidsequenz am Ende der zweiten Zeile mit der ersten Zeile fortgesetzt.
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4.3.1. Austausch spezifischer Sequenzelemente und Destabilisie-
rung der PH-Domine zur Verbesserung der Translokation?

Die Proteine des allgemeinen sekretorischen Translokationssystems von E. coli
sind gut charakterisiert und der EinfluB einiger Chaperone auf die
Translokation von Priproteinen ist bekannt. Wéhrend der Translokation iiber
den allgemeinen sekretorischen Transportmechanismus liegt das Préiprotein
entfaltet vor. Zuvor befindet sich das Protein in einem ,translokations-
kompetenten Zustand“ (s. Kapitel 1.6.1). Dieser Begriff beschreibt das zu
transportierende Protein zwar physiologisch nicht aber strukturell.

Welche physikochemischen Eigenschaften Prédproteine auszeichnen, die sich
besonders effektiv translozieren lassen, ist bislang nicht geklart, und wie ein
Protein verdndert werden sollte, um es besser zu translozieren, ist bislang nicht
systematisch erfafit.

Unter der Annahme, die PH-Domine ldge vor der Translokation entfaltet vor,
sollte nur die Aminosduresequenz den Transportvorgang beeinflussen. Deshalb
wurden Mutanten kloniert, bei denen spezifische Sequenzelemente ausgetauscht
sind:

* Bei Membranproteinen dienen Cluster positiv geladener Aminosiduren
hiufig als stop-Transfersignal (von Heijne & Gavel, 1988). Die Wildtyp
PH-Domine besitzt ein derartiges Cluster KRR(20,21,22) im (2-
Faltblatt, was in der Mutante KRR(20,21,22)QNV gegen ungeladene
Aminosduren ausgewechselt wurde.

* Die Aminosduren hinter dem Signalpeptid wurden durch den
N-Terminus des originalen reifen ompA-Proteins (,,outer membrane
protein A*“ von Enterobacter aerogenes: Braun & Cole, 1983) ersetzt zu
NP(1,2)APT (diese Mutante heiflit N-ter). Ein dhnlicher Ansatz ermdg-
lichte die periplasmatische Expression der chicken muscle triphosphate
isomerase in E. coli (Summers & Knowles, 1989).

Liegt dagegen die Wildtyp PH-Domine als Préaprotein zuerst gefaltet im
Cytoplasma vor, muB} sie zur Translokation entfaltet werden. In ihrer Faltung
destabilisierte Mutanten konnten sich unter diesen Umstinden besser in das
Periplasma translozieren lassen als der Wildtyp. Deshalb wurden destabilisie-
rende Mutationen in die Wildtyp PH-Doméne eingefiihrt:

* Das hydrophobe Proteininnere befindet sich in einem geordneten Zustand
geringer Entropie, der Proteinen maflgeblich ihre Stabilitit verleiht
(,,hydrophober Effekt). Durch Austausch eines in das Proteininnere
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orientierten Leucinrests gegen das sterisch kleinere Valin [in der Mutante
L(8)V] sollte es in einen weniger geordneten Zustand versetzt und damit
destabilisiert werden, wie dies auch beim T4-Lysozym beobachtet wurde
(Xu et al., 1998). Die Mutation gegen das sterisch volumindsere Phenyl-
alanin [in der Mutante L(8)F] sollte dagegen zu einer sterischen Absto-
Bung im dichtgepackten Proteininneren fiihren, was ebenfalls bei
T4-Lysozym zu einer Destabilisierung fiihrte (Eriksson ef al., 1993).

* Helices weisen hdufig eine charakteristische Verteilung von Aminoséuren
auf, die dieses sekundire Strukturelement stabilisieren. So befindet sich
auch im helicalen N-Terminus der Wildtyp PH-Doméne eine Wasser-
stoftbriickenbindung zwischen der Hydroxylgruppe des T(102) und der
Carboxylatgruppe des E(104) (,,N-cap-Struktur®). Mit der Mutation
T(102)A wird sie unterbunden. Beim menschlichen Wachstumshormon
fiihrte eine vergleichbare Mutation zu einer Destabilisierung von
4 kJ/mol (Zhukovsky et al., 1994).

* FEine weitere Stabilisierung von Helices wird durch geladene Aminosiu-
ren erreicht: durch die gleichorientierte Ausrichtung der Peptidbindungen
in einer a-Helix entsteht ein Dipol, wobei der N-Terminus der o-Helix
positiv und der C-Terminus negativ polarisiert ist. Dieser Dipol wird in
der Natur durch entgegengesetzt geladene Aminosduren ausgeglichen.
Die Mutation saurer Aminosdurereste aus dem helicalen N-Terminus und
basischer Aminosdurereste aus dem C-Terminus fiihren somit zu Desta-
bilisierungen, wie dies bei Protein G gezeigt werden konnte (Strop et al.,
2000). Deshalb wurden in der Mutante TEE(102,104,105)AQQ neben
der Mutation T(102)A noch die zusitzlichen Mutationen E(104)Q und
E(105)Q verwirklicht. Durch Substitution einer positiven (K114) und
Einfiihrung einer negativen Ladung (D117) im helicalen C-Terminus
sollte bei der Mutante C-ter ebenfalls der Helixdipol geschwicht werden.
Die zusitzliche N-terminale Einfithrung einer weiteren a-Helix (aus der
Phospholipase C: PDB: 1MAI; Ferguson et al., 1995) sollte keinen
zusatzlichen EinfluB auf die Gesamtstabilitit der Mutante C/N-ter
gegeniiber C-ter nehmen, dafiir aber die Sequenz des N-Terminus
zusitzlich veridndern (als Anderung sequenzspezifischer Elemente).

Die Aminosduresequenzen der in diesem Kapitel aufgefiihrten Mutanten sind in
Tab. 4.4 zusammengefalit.
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Anderung der Topologie durch Circularpermutation zur verbesserten
Translokation?

Die Abhéngigkeit der Translokation von der Abfolge der sekundéren Struktur-
elemente unter Beibehaltung der globalen Proteinstruktur wurde in Circular-
permutanten (CP) untersucht (s. Abb. 4./3). Dazu wurde in verschiedenen
Varianten der N- und der C-Terminus der Wildtyp PH-Domine mit drei unter-
schiedlichen Linkern neu fusioniert und dafiir an zwei anderen Positionen neue
N- bzw. C-Termini in die PH-Domine eingefiihrt (s. Abb. 4.14).

Wildtyp _hypothetisches, Circularpermutante
zirkuldires Konstrukt

Abb. 4.13: Schematische Erlauterung einer Circularpermutante.

Die Proteine sind als Ringe dargestellt. Die Ringform des Modells bleibt erhalten, auch wenn
die urspriinglichen Termini N1 und C1 Uber einen Linker miteinander verbunden und neue
Termini N2 und C2 eingeflhrt werden.

Circularpermutanten sind fiir die Untersuchung bzw. Optimierung der Translo-
kation von Préproteinen in das Periplasma von E. coli sehr interessant - unab-
hingig davon, ob Préiproteine vor der Translokation in einem gefalteten oder
ungefalteten Zustand vorliegen: Liegen sie ungefaltet vor, d.h. ist nur die
Aminosduresequenz fiir die Translokation von Bedeutung, sind sie interessante
Versuchsobjekte, weil sie verglichen mit dem Wildtyp andere Termini besitzen.
Gerade dem N-Terminus kann fiir die Translokation eine besondere Rolle
zufallen: so zeigte eine statistische Auswertung periplasmatischer Proteine bei
gram-negativen Bakterien flir die ersten 18 Aminosduren hinter der Prozessie-
rungsstelle eine Haufung von negativ geladenen und neutralen Aminosduren
(Kajava et al., 2000). Die neu eingefiihrten Termini bei Circularpermutanten
konnten somit zu vollig neuen Translokationseigenschaften fiithren.

Liegen dagegen Priproteine vor der Translokation gefaltet vor, sind die
Circularpermutanten um so interessantere Versuchsobjekte, weil die Entfaltung
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an der Membran iiber den allgemeinen sekretorischen Transportmechanismus
anderen physikalischen Eigenschaften gehorchen konnte, als dies bei der
Bestimmung der thermodynamischen Stabilitit von Proteinen in cuvetfe mit
Denaturierungsmittel der Fall ist (vgl. Kapitel 4.1.5.).

Circularpermutanten: Nomenklatur und Konstruktion

Von der PH-Doméne des Cytohesin-1 wurden sechs Circularpermutanten (CP)
hergestellt, die sich in der Art des Linkers und in der Position der neuen N- und
C-Termini voneinander unterscheiden (Aminosduresequenz und Sekundér-
strukturelemente: s. Tab. 4.4). Die Circularpermutante CP X.Y. ist folgender-
mallen charakterisiert (s. Abb. 4.14):

Abb. 4.14: Struktureller Aufbau der circularpermutierten PH-Domiinen.

Die originalen Ng;-und C,;-Termini werden mit unterschiedlichen Linkern fusioniert und
stattdessen die neuen Termini N 6 und C 6 in Loop 6 bzw. N 7 und C 7 vor der a-Helix
eingefuhrt. Diese Proteinstruktur wurde nach der homologen PH-Domane des Grp1 [PDB:

1FGZ (Lietzke et al., 2000)] modelliert (SWISS-Modell nach Guex & Peitsch, 1997).
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fur

* X =1 besitzt sie einen Linker zwischen den originalen Termini, der sich
aus der zusitzlichen a-Helix der Phospholipase C und einem Peptid
zusammensetzt, das mit Hilfe des Computerprogramm "Onelall-gap"
ermittelt wurde (s. Kapitel 4.3.4.),

* X =2 besitzt sie einen kurzen, unstrukturierten Linker und

* X =3 besitzt sie einen langen, unstrukturierten Linker.

Mit dem Y ist die Position der neuen N- und C-Termini festgelegt:
* Y =06 bedeutet neue N- und C-Termini in Loop 6 und

* Y =7 bedeutet neue N- und C-Termini in Loop 7, also unmittelbar vor
der a-Helix der Wildtyp PH-Domaéne.

Zur Konstruktion einer Circularpermutante wird die Wildtyp PH-Doméne
hypothetisch zweigeteilt: der urspriinglich N-terminale Teil wird mit der restli-
chen PH-Doméne vertauscht und ein Linker zwischen beide Fragmente der
PH-Domine eingefiihrt.

Die Circularpermutante CP 2.6. wurde kloniert, indem aus dem Vektor ptoPH
(Wildtyp PH-Domiine mit ompA™-Signalpeptid) zunichst iiber getrennte PCR-
Reaktionen zwei vektorielle Zwischenprodukte hergestellt wurden (s. Abb.
4.15):

* der Vektor ,,Produkt 4 besitzt hinter dem Signalpeptiden die Basen, die fiir
den C-terminalen Teil der Wildtyp PH-Doméne kodieren und

* der Vektor ,,Produkt 2 besitzt hinter dem Signalpeptidgen die reguléren
Basen der Wildtyp PH-Domine, die jedoch in Loop 6 mit einem His-tag
und stop-Codon enden.

In Produkt 2 wird iiber eine drei-Fragment-Ligation zwischen Signalpeptid und
N-Terminus der urspriingliche C-Terminus aus Produkt4 und dahinter ein
Linkerkonstrukt kloniert. Das Linkerkonstrukt wird {iiber eine Gensynthese
hergestellt (s. Abb. 4.16).
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[SP] - 154
ptoPH
Deletion Deletion
C-Terminus PCR-Klonierung N-Terminus
—{SPIITH]— —{SP[_H}—
Produkt 2 Produkt 4

o ] [— 500

|

ARARA,  Linkerkonstrukt

ptoCP2.6.

2. Hybridisierung
3. Ligation

| 1. Phosphorylierung
CirLiD.s A~ A CirLiF.s
CirLiD.as ™\ ~ (CirLi.as

Abb. 4.15: Schema zur genetischen Konstruktion von Circularper-

mutanten.

"SP" ist das modifizierte Signalpeptid des "outer membrane protein A" (E. coli). "Hg" ist
C-terminale Hisg-tag. ptoPH ist Ausgangs- und ptoCP2.6. Endvektor zur jeweiligen periplasma-
tischen Expression der Konstrukte. CirLi... sind Oligodesoxynukleotide zur Linkersynthese
nach Abb. 4.16.
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(A) Ds: 57 TCG AGC GGC GGT GGC AGC GGC GGC GGC 3’
Das: 3’ ... .CG CCG CCA CCG TCG CCG «ev «os 57
S S G G G S G G G

Fs: 5’ ... ... GAC CGT GAA GGC TGG CTA C.. .. 3’
Fas: 3’ CCG CCG OTG GCA CTT CCG ACC GAT GAA TT 5’
G 6 D R E G W L L

(B) TCG AG [...] C GGC GGC ... ... G[[...]C.. ..

ee. .Cl[...1G ... ...cCCGCCGC[...] GAA TT
Xhol Al

Abb. 4.16: (A) getrennte Hybridisierung zweier Oligodesoxynukleotide
Ds/Das und Fs/Fas zu dsDNA und (B) anschlieBende Ligation zum voll-
stindigen, klonierbaren Linker fiir die Circularpermutante CP 2.6..

Die Oligodesoxynukleotide wurden phosphoryliert und dann jeweils paarweise a 10 pmol
hybridisiert. Je 1/10 beider Ansatze wurden mit 10 ng Produkt 2-Fragment (Aflll/Hindlll
restringiert) und 100 ng Produkt 4-Vektor (Xhol/Hindlll restringiert) in einer Drei-Fragment-
Ligation eingesetzt, um die Circularpermutante CP 2.6. zu klonieren. Bei den anderen Circu-
larpermutanten wurde analog verfahren.

4.3.2. Modellierung eines strukturierten Linkers fiir Circular-
permutanten

Der Faltungsweg von Circularpermutanten unterscheidet sich von dem des
Wildtyps, weshalb die gleiche Struktur am Ende des Faltungsweges nicht
selbstverstindlich ist. Untersuchungen dazu gibt es an der SH3-Doméne des
a-Spectrin (Viguera et al., 1996). Ein strukturierter Linker zwischen den
originalen Termini konnte den Faltungsweg “ebenen”, indem er zur Struktur-
bildung des gesamten circularpermutierten Proteins beitragt.

Der Konstruktion eines strukturierten Linkers lag erneut der Strukturvergleich
von PH-Doménen zugrunde (s. Tab. 1.1). Der Sequenzvergleich mit der
PH-Domine des Cytohesin-1 ermdglichte es, Raumkoordinaten fiir den N- und
C-Terminus dieser PH-Doméne festzulegen. Beim Strukturvergleich der
PH-Doménen fiel die PH-Doméne der Phospholipase C d-1 auf, die N-terminal
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eine weitere a-Helix besitzt (PLCO PDB: IMALI; Ferguson et al., 1995). Der
Abstand vom N-Terminus der zusétzlichen bis zum C-Terminus der
C-terminalen Helix betriigt bei dieser PH-Domine lediglich 13.2 A zwischen
den C_-Atomen, die Entfernung des ersten Aminosédurerestes vom ersten 3-Falt-
blatt bis zum Ende der C-terminalen o-Helix dagegen ca. 17.2 A, was mit Hilfe
des Computerprogramms Insightll 2.3. ermittelt werden konnte (s. Abb. 4.17).
Durch Fusion der zusétzlichen a-Helix mit der PH-Doméne des Cytohesin-1
sollten sich der N- und C-Terminus auf 13.2 A nihern und sollten sich die
Strukturdaten von der PH-Doméne der Phospholipase C auf die der
PH-Domine des Cytohesin-1 iibertragen lassen.

Ferner findet zwischen beiden Helices der Phospholipase C eine elektrostatische
Wechselwirkung statt: der Abstand zwischen der Carboxylatgruppe des
Asp (18) betrigt zum N2-Atom des His (120) 4.11 A. Dieselbe Carboxylat-
gruppe des Aspartats interagiert zudem ionisch mit der e-Aminofunktion von
Lys (127), wobei der Abstand in der Kristallstruktur 3.52 A betriigt (s. Abb.
4.17). In der Literatur werden die Abstinde von interagierenden lonenpaaren
mit ungefihr 4 A angegeben (Barlow & Thornton, 1983). Sie tragen zur
Faltungsstabilitit von Proteinen bei und konnten moglicherweise auch eine
circularpermutierte PH-Domine stabilisieren. Aufgrund sterischer Uberlap-
pungen mit dem weiteren Linkerkonstrukt (s.u.) wurde allerdings schlieflich
auf die Ubertragung dieser ionischen Wechselwirkungen auf die PH-Domine
des Cytohesin-1 verzichtet (s. Tab. 4.6).

Grundsitzlich wurde fiir die Modellierung eines strukturierten Linkers ange-
nommen, dafl die PH-Doménen des Cytohesin-1 und der Phospholipase C im
Bereich des f31-Faltblattes und der al-Helix im Peptidgeriist libereinstimmen.
Ein konstruierter Linker zwischen den beiden Helices der Phospholipase C
sollte sich dann zusammen mit der o(Phos)-Helix auf die PH-Doméne des
Cytohesin-1 iibertragen lassen und konnte dann zur Stabilisierung in den
Circularpermutante CP 1.X. beitragen.
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al-Helix Lys(127)
Asp(18)" o\ C-Terminus
/
His(120) A\/ s
| ;} i 132 A
& [ N-Terminus

B1-Faltblatt
oy(Phos)-Helix

Abb. 4.17: Die ionischen Wechselwirkungen und der Abstand von N- und
C-Terminus bei der PH-Domine der Phospholipase C d-1 (PDB: 1MAI).

Asp(18) der N-terminalen a(Phos)-Helix interagiert mit His(120) und Lys(127) der C-terminalen
a1-Helix. Der N-Terminus des B1-Faltblattes ist zum C-Terminus der C-terminalen o1-Helix
17.2 A entfernt, wahrend der Abstand vom N-Terminus der a(Phos)-Helix zum C-Terminus
der a1-Helix lediglich 13.2 A betragt. Die Ubertragung der o(Phos)-Helix auf die PH-Domane
des Cytohesin-1 gestattet die Festlegung von Raumkoordinaten fir die PH-Domane des Cyto-
hesin-1 zur Konstruktion eines Linkers zwischen beiden Termini bei den Circularpermutanten
CP 1.X. mit konstruiertem Linker. Dabei nahern sich beide Termini einander auf 13.2 A an. Die
ionischen Wechselwirkungen beider Helices lieRen sich nicht fir die Circularpermutanten
CP 1.X. auf die PH-Domane des Cytohesin-1 Ubertragen. Auf die Darstellung der weiteren
Strukturelemente zwischen dem p1-Faltblatt und der a1-Helx wurde in dieser Abbildung
verzichtet.

Fiir die Suche nach einer Peptidsequenz, die die Liicke zwischen beiden
a-Helices der Phospholipase C schlieft, wurde das Computerprogramm
wonelall gap* verwendet (ein in der Arbeitsgruppe entwickeltes, unverdffent-
lichtes Struktur-Vergleichs-Programm). Mit dessen Hilfe wird eine Strukturda-
tenbank nach Peptiden aus bevorzugt nicht-homologen Proteinen durchsucht,
deren jeweils vier ersten und letzten Aminosduren sich moglichst gut mit den
Koordinaten der vier Aminosduren vor und hinter der Liicke (,,Ankersequen-
zen®) iiberlagern lassen (geringer rmsd-Wert: root mean square deviation; gibt
das MaB der Abweichung nach Uberlagerung an). Die Peptidlinge wird bei
dieser Recherche jeweils vorgegeben; sie setzt sich aus den vier ersten und
letzten Aminosduren, sowie dem verbindenden Peptid mit p Aminosiuren
zusammen (Die Gesamtldnge der Peptide betrdgt demnach 2 - 4 + p Aminosiu-
ren). Uberlagert man die Peptide einer Linge und stellt sie gemeinsam mit dem
Computerprogramm [nsightll 2.3 dar, findet man fiir jeweils vorgegebene
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Peptidlingen ein unterschiedliches MaB an struktureller Ubereinstimmung
(clustering). Dies spiegelt den Sachverhalt wieder, dal sich in der Evolution
bestimmte Peptidlingen und -strukturen fiir die Strukturbildung von Proteinen
besonders bewidhrt haben und deshalb hiufiger in Proteinstrukturen angetroffen
werden als andere. Bei der Wahl der beiden Ankersequenzen in der Phos-
pholipase C konvergieren gerade 14-er Peptide strukturell am starksten unter-
einander und von diesen zeigt das Peptid der 3-Lactamase (PDB: IMBL) ab der
Aminosdure D(124) bis zu L(137) die hdchste strukturelle Ubereinstimmung
mit den beiden Ankersequenzen der Phospholipase C: sie betrigt
rmsd = 0.72 A. In Tab. 4.5 sind die 20 Aminosiuresequenzen der strukturell
dhnlichsten 14-er Peptide angegeben. Die jeweiligen rmsd-Werte beziehen sich
dabei auf die Uberlagerung mit der p-Lactamase. Die dazugehorigen Proteine
sind zwar teilweise homolog, doch unterscheiden sich ihre Amino-
sduresequenzen in den ausgewdahlten Peptidsequenzen deutlich voneinander.

Der Aminosdurevergleich an jeder Position in Tab. 4.5 zeigt, daB nicht nur die
Strukturen der 14-er Peptide, sondern auch die jeweiligen Aminosiduren an
jeder Position konvergieren. Statistisch ausgewertet ist dies in Tab. 4.6A,
woraus sich eine Consensus-Sequenz ableiten 1483t.

Mit der Wahl einer konvergenten Linkerldinge und einer konvergenten
Zusammensetzung der Aminosdurereste an jeder Position erhédlt man eine
thermodynamisch stabilere Linkerkonstruktion, als wenn man die Linkerldnge
und insbesondere die Reihenfolge der Aminosduren willkiirlich wéhlt, wie dies
an einer Vi -Domédne gezeigt werden konnte (Niggemann & Steipe, 2000).
Deshalb wurde die ermittelte Consensus-Sequenz fiir das Linker-Hexapeptid
unter zusitzlicher Beriicksichtigung sterischer Einfliisse als Linkerkonstruktion
iibernommen und mit der a(Phos)-Helix auf die PH-Domine des Cytohesin-1
iibertragen. Bei der Linkerkonstruktion mit Hilfe von ,,one2all gap*, wie sie
hier durchgefithrt wurde, entfiel der Einbau der gewiinschten ionischen
Wechselwirkung zwischen beiden Helices. Der Aminosdurevergleich der
entscheidenden Peptidsequenzen ist in Tab. 4.6B aufgefiihrt.

Die Konstruktion des Linkers erfolgte nach logischen und statistischen
Auswabhlkriterien. Nur im giinstigsten Fall kann man allerdings davon
ausgehen, daBl das entworfene Hexapeptid tatsdchlich die Struktur der
B-Lactamase ab R(129) besitzt. In jedem Fall ist aber die konstruierte Sequenz
mit der erwilinschten Struktur lokal kompatibel.
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Tab.4.5: Die 20 Peptidsequenzen mit der hochsten strukturellen
Ubereinstimmungen zur Peptidsequenz der p-Lactamase (PDB: IMBL) ab
Aminosiure 124,

PDB# | AS# | 0123 456789 0123 |rmsd/A |Proteinfunktion
IMBL | 124 | DASL RYSDNA AQNL| (.00 |pB-Lactamase
1ALQ | 124 | EASM TYSDNT ANNK| (.15 |circ.permut. 3-Lactamase
IBTL | 124 | SAAI TMSDNT AANL| (.21 |p-Lactamase
ICEM | 288 | VDYS WFGDQR AKAN| (.30 |circ.permut. §-Lactamase
TF4 | 270 | LLAK ETGKQK YIDD| (.74 [Cellulase
ICLC | 369 | EMWE TLGDEE YLRD| (.80 |Cellulase
1JFR | 227 | LKRF IDSDTR YEQF| 0.83 [p-Glucanase
ITF4 | 222 | WLYK ATGDDS YLAK| (.89 [Cellulase
ICLC | 472 | VANK ISPNND YVNA| (.96 |Cellulase
IKFS | 713 | IMAH LSRDKG LLTA| 1.08 |[DNA-Exonuclease
INSG | 2086 | RKYM KSGNVK DLTQ| 1.14 |Immunosupressor
ICEM | 223 | VYAQ YTGDTR WNQV| 120 [Cellulase
2MHR | 33 | FDCI RDNSAP NLAT| 1.31 [Myohemerythrin
5CSM | 177 | TRLI KSKDVE GIMK| 1.32 |Chorismat Mutase
INSG | 2036 | RLYF GERNVK GMFE| 1.33 |Immunosupressor
2A0 | 699 | ESNL TAQDKK GIVE| 1.34 |ArcB Phosphotransferase
11IB 81 | SLLY GKVDGL GVLK| 1.35 |Phosphotransferase
ICPQ | 25 | TGVA KAFDAE AAKV| 1.37 |Cytochrom c
IPUD | 332 | HHLI RAGEIL GAML| 1.41 |[tRNA-G Transglycosylase
1YCS | 365 | HNAV CAGHTE IVKF| 142 |P53BP2

Der rmsd-Wert (root mean square deviation) gibt das Mal der Abweichung nach Uberlage-
rung an. Die den Ankersequenzen entsprechenden Tetrapeptide sind grau unterlegt.
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Tab. 4.6: Prozentuale Hiufigkeit von Aminosiureresten an jeder Posi-
tion nach ,,oneZall gap“ Analyse und die daraus abgeleitete Peptidsequenz
fiir den ,,strukturierten* Linker.

(A)

Anker in C-Terminus Hexapeptidlinker Anker in N-Terminus
AS#| 0 | 1| 2 [ 31 4] 5]6 7] 8[9 10 11 12] 13
AS EV AL A I T S G D N Kj|avi L N K
% 15 20 25 20 20 20 40 65 20 20| 25 25 20 20
Cons| V A A I T S G D N K G L N K

(B)
Protein Anker in Hexapeptidlinker Anker in
C-Terminus N-Terminus
Consensus VAAIIT SGDNKGTLNK
1IMBL DA SLRY SDNAAGQNL
1MAI HWY Q G LIR K T * PDL QALLZIKTGS
Cytohesin-1 EWI K A I K A A * PDR E G
Linkerkonstr. EWI A A I|T SGDNK/GL QALLTZKGS

(A) statistische Auswertung von Tab. 4.5 sowie die daraus abgeleitete Consensus-Sequenz
fur die Struktur des 14-er Peptids aus der p-Lactamase und (B) Vergleich der Peptidsequen-
zen, die fur die Konstruktion des ,strukturierten“ Linkers relevant sind, mit der daraus gefol-
gerten Peptidsequenz fur das Linkerkonstrukt.

Die homologen Aminosauren der beiden PH-Domanen von 1MAI (Phospholipase C-61) und des
Cytohesin-1 sind fett eingezeichnet. Die kursiv markierten Aminosauren der Phospholipase C
erzeugen untereinander ionische Wechselwirkungen. ,*“ gibt den C-Terminus der jeweiligen
PH-Doméne an. Zur Ermittlung des Linkerkonstrukts wurden die aufgefhrten Aminosauren
jeder Position entsprechend berlcksichtigt und aus sterischen Uberlegungen heraus ein
Glycinrest an den Ankeranfang des N-Terminus festgelegt (unterstrichen).
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4.3.3. Proteinstabilitit im Hinblick auf die Optimierung der
Translokation

Sollten die Mutanten der PH-Doméne als Priproteine vor der Translokation
gefaltet im Cytoplasma vorliegen, miissen sie zur Translokation entfaltet
werden. Dazu bediirfte es bei destabilisierten Mutanten weniger Energieauf-
wand, was zu einer verbesserten Translokation fiihren konnte. Von der Protein-
stabilitdt ist zusétzlich auch die Proteasesensitivitit und die Aggregationsnei-
gung abhingig, die sich beide in den Expressionsausbeuten niederschlagen
konnen.

Die generellen Voraussetzungen zur Bestimmung der thermodynamischen
Stabilitdt, das MeBverfahren etc. sind in Kapitel 4.1.5. ausfiihrlich behandelt.
Zur Untersuchung der thermodynamischen Stabilitdit wurden die Proteine
cytoplasmatisch tiberexprimiert (s. Kapitel 3.6.3.), gereinigt (s. Kapitel 3.7.1.),
dialysiert und Proteinlosungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an
GdmCl angesetzt (s. Kapitel 3.10.3.).

Die Mutanten TEE(102,104,105)AQQ und C/N-ter prazipitieren nach der
Aufreinigung und lieBen sich nicht in ausreichend hoher Konzentration 16slich
aufbereiten. Die Prizipitation zeugt von einer erheblichen Destabilisierung: das
Protein denaturiert schon in der Losung ohne Denaturierungsmittel, aggregiert
dort mit anderen denaturierten Proteinmolekiilen und féllt dann (irreversibel)
aus. Alle anderen Mutanten lieBen sich (I6slich) zur fluoreszenzspek-
troskopischen Bestimmung von Ubergangskurven einsetzen.

Die Circularpermutanten mit modelliertem Linker (CP 1.6. und CP 1.7.) zeigen
ein Fluoreszenzverhalten in Abhingigkeit von der Konzentration an
Denaturierungsmittel. Daher 1468t sich die Faltungsstabilitit nicht nach E = N
auswerten. Anstelle eines sigmoidalen beobachtet man bei CP 1.6. fiir geringe
Konzentrationen an Denaturierungsmittel einen linearen und ab 2 M GdmCl
einen mehrstufigen Kurvenverlauf der Emissionsintensitit bei 327 nm (s. Abb.
4.19). Der Kurvenverlauf von CP 1.7. verlief dhnlich, lie} sich aber nicht nicht
reproduzieren. Beide Ubergiinge sind somit nicht kooperativ, was mit der
Bildung weiterer, stabiler Faltungsintermediate erkliart werden kann. Von allen
weiteren Mutanten konnten fluoreszenzspektroskopisch Ubergangskurven
bestimmt werden, die dem Zweizustandsmodell geniligen (s. Abb. 4./8). Von
thnen lassen sich die Freie Faltungsenthalpie unnd die Kooperativitit der
Faltung auswerten (s. Tab. 4.7).
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Abb. 4.18: Ubergangskurven zur Bestimmung der thermodynamischen
Stabilitit.

A: PH-Domanen mit destabilisierenden oder sequenzspezifischen Mutationen

B: Circularpermutanten. )

Die Fluoreszenzmessung erfolgte jeweils bei A, =282 nm und A, = 327 nm. Die Ubergangs-
kurven wurden anschlieRend normalisiert, so da® das normalisierte Fluoreszenzsignal dem
Gehalt an gefaltetem Protein in Abhangigkeit von der GdmCI-Konzentration entspricht.
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Abb. 4.19: Circularpermutante CP 1.6. mit modelliertem Linker.
Sie gehorcht nicht dem Zweizustandsmodell.

Tab. 4.7: Freie Faltungsenthalpie AG; (kJ/mol) und Kooperativitit m
der Mutanten zur Translokationsoptimierung.

Veg;effff_lf)xf;i?en AGY (kl/mol) | m (KJ/mol:M) | AAG (kJ/mol)
WT 414 12.6 0
L(8)F -30.0 12.5 11.4
L(8)V 291 11.0 133
T(102)A 247 10.5 16.7
C-ter - 243 10.6 17.1
KRR(20.21,22)QNV _356 1.1 5.8
N-ter - 367 114 47
CP 2.6. - 368 10.5 46
CP 3.6. S 341 10.0 7.0
CP 2.7. 2120 8.1 29.4
CP 3.7. - 15.0 9.8 26.4

Ermittelt aus den Ubergangskurven von Abb. 4.18: Freie Faltungsenthalpie AG} und Koope-
rativitat m nach dem in Kapitel 4.1.5. beschriebenen Verfahren. Alle Mutanten zeigen gegen-
uber dem Wildtyp eine Destabilisierung. Die Differenz zum Wildtyp ist mit AAG angegeben.
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In Kenntnis allgemeiner, stabilisierender Einfliisse auf Proteine durch den
hydrophoben Effekt, die helicale N-cap-Struktur und den Ausgleich des Helix-
dipols wurden Mutationen in die Wildtyp PH-Doméne eingefiihrt, die diese
stabilisierenden Einfliisse bei ihr unterbinden sollten (s. Kapitel 4.3.1). Wie
sich Tab. 4.7 entnehmen l4f3t, werden die 1m Proteininneren mutierten
Varianten L(8)F und L(8)V, sowie die N-cap-mutierte Variante T(102)A den
in sie gesetzten Erwartungen gerecht und sind gegeniiber dem Wildtyp um
jeweils mehr als 10 kJ/mol destabilisiert. Die im Helixdipol zusétzlich mutierte
Variante TEE(102,104,105)AQQ ist sogar so instabil, da3 sich von ihr keine
Ubergangskurve aufnehmen lieB. Bei der dipoldestabilisierten Variante C-ter
fiihrt die Mutation zu einem gut loslichen Protein mit einer gegeniiber dem
Wildtyp um 17.1 kJ/mol reduzierten Stabilitit, wahrend die zusétzliche Fusion
einer weiteren a-Helix in der Mutante C/N-ter eine so grofle Destabilisierung
bewirkt, daB3 sich von ihr keine Ubergangskurve bestimmen lief3.

Der EinfluB  sequenzspezifischer = Mutationen bei den  Varianten
KRR(20,21,22)QNV und N-ter auf die thermodynamische Stabilitit ist wie
erwartet mit jeweils ca. 5kJ/mol gering. Die Entfernung 16sungsmittel-
orientierter positiver Ladungen aus dem 2-Faltblatt hat somit eine genauso
geringe Auswirkung auf die Gesamtstabilitit der Wildtyp PH-Domaéne wie das
Angleichen der ersten beiden Aminosduren aus dem f1-Faltblatt an den
N-Terminus des reifen ompA-Proteins.

Die Circularpermutanten lassen sich beziiglich der Stabilitdtsmessung in drei
Gruppen einteilen:

* Die Struktur und die Faltungseigenschaften derer mit konstruiertem Linker
(CP 1.6. und CP 1.7.) sind ungeklart und ihre thermodynamische Stabilitit
1aBt sich nicht nach dem Zweizustandsmodell bestimmen.

* Die Circularpermutanten mit dem neu eingefiihrten N-Terminus unmittelbar
vor der a-Helix (CP 2.7. und CP 3.7.) liegen zwar gefaltet vor, sind aber
sehr instabil.

* Die Circularpermutanten mit unspezifischen Linkern und dem neuen
N-Terminus in Loop 6 (CP 2.6. und CP 3.6.) sind dagegen &hnlich stabil
wie der Wildtyp.

Die Kooperativitdt der Faltung erreicht fiir den Wildtyp den hochsten Wert und
fiir die Circularpermutanten die niedrigsten Werte. Dies konnte ein Hinweis auf
den verdnderten Faltungsweg bei Circularpermutanten sein. Zwischen diesen
Extrema liegen die m-Werte der restlichen Varianten.
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4.3.4. Cytoplasmatische Expression im Hinblick auf die
Translokationsoptimierung

Die rekombinante Expression eukaryontischer Proteine in E. coli wird von
vielen Faktoren beeinfluf3t. (s. Kapitel 3.6.1.). Die periplasmatische Expression
der gleichen Proteine (fusioniert mit einem Signalpeptid) wird zusitzlich durch
die Effizienz des Transportvorganges bestimmt. Um Aussagen iiber den Tran-
sportvorgang anhand von periplasmatischen Expressionsausbeuten treffen zu
konnen, bedarf es deshalb zumindest des Vergleichs mit der quantitativen cyto-
plasmatischen Expression der jeweiligen Mutante. Allerdings unterscheiden sich
beide Expressionen nicht nur im Transportvorgang voneinander: die verschie-
dene Ausstattung der Kompartimente mit Proteasen und Chaperonen sorgt zu-
satzlich fiir unterschiedliche Expressionsausbeuten in beiden Kompartimenten.

Der Expressionsvergleich von Mutanten setzt ein standardisiertes Expressions-
verfahren voraus; es wurde also nicht versucht, die maximale cytoplasmatische
Expressionsausbeute zu erzielen. Die Proteine wurden unter dem tet-Promotor
in BL21-Zellen exprimiert; diese E. coli-Zellen wurden wie in Kapitel 3.6.3.
beschrieben kultiviert. Der native Zellaufschluf3 erfolgte mittels einer Kugel-
miihle, die Extraktion der 10slichen Proteine mit PBS und anschliefend die
Extraktion unléslicher sowie durch die Kugelmiihle prézipitierter Proteine mit
8 M Harnstoff in PBS (s. Kapitel 3.6.3.: nativer Zellaufschlu3). Sowohl die
16sliche als auch die unlosliche Fraktion einer jeden Mutante wurde mit SDS-
PAGE chromatographisch untersucht (s. Abb. 4.20). Zum quantitativen
Vergleich der cytoplasmatischen Expressionsausbeute wurden die Zellen nach
Uberexpression denaturierend aufgeschlossen, die Proteine iiber den Hisq-tag an
einer Ni-NTA-Siule gereinigt und zuriickgefaltet (s. Kapitel 3.7.1.). Uber
Absorption des Eluats bei 280 nm wurde die Proteinausbeute bestimmt (s.
Kapitel 3.10.1. und Abb. 4.27). Danach lassen sich grob in drei Klassen von
Mutanten unterteilen:

* die Mutante KRR(20,21,22)QNV und die destabilisierten Mutanten T(102)A
und C-ter werden quantitativ dhnlich wie der Wildtyp exprimiert,

* die Mutanten L(8)F, TEE(102,104,105)AQQ, CP 1.6., CP2.6., CP 3.6.
[auch jeweils noch mit der zusdtzlichen Mutation KRR(20,21,22)QNV]
werden cytoplasmatisch mit ungefdhr einem Drittel an Ausbeute des
Wildtyps exprimiert,

* die Mutanten N-ter, L(8)V, C/N-ter, CP 1.7., CP 2.7. und CP 3.7. werden
verglichen mit dem Wildtyp zu weniger als einem Sechstel exprimiert.
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Abb. 4.20: Gelchromatographische Auswertung (15 %-iges SDS-PAGE,
Coomassie-Fiarbung) cytoplasmatisch exprimierter Mutanten der PH-Do-
méne zur Translokationsoptimierung im Zellaufschlufl aus BL21-Zellen.

(A) losliche Proteine nach Aufschlu® mit Zellmdhle. Der jeweilige Auftrag entspricht einem
Bakterien-Kulturvolumen von 30 ul.

(B) nach nativem AufschluR mit der Zellmlihle prazipitiert vorliegende Proteine durch Auf-
nahme des Zellpellets mit 8 M Harnstoff. Der Auftrag entspricht einem Bakterien-Kulturvolu-
men von 30 pl.

Die Auftrage: 1:WT; 2:N-ter; 3: KRR(20,21,22)QNV; 4:L(8)F; 5:L(8)V; 6: T(102)A,;
7: TEE(102,104,105)AQQ; 8: C-ter; 9: C/N-ter; 10: WT; 11: CP 1.6.; 12: CP 1.6.(KRR->QNV);
13:CP 1.7, 14:CP 2.6, 15: CP 2.6.(KRR->QNV); 16: CP 2.7 17: CP 3.6.;
18: C.P. 3.6.(KRR->QNV); 19: CP 3.7.; M: Proteinstandard, broad range Marker (Biorad):
6.5 kDa, 14.5 kDa, 21.5 kDa, 31 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 97.4 kDa, 116 kDa, 200 kDa.

Die Mutanten CP.X.6.(KRR->QNV) sind Circularpermutanten mit der zusatzlichen Mutation
KRR(20,21,22)QNV. Die Substitution positiver Ladungen fuhrt zu einer hdheren
gelelektrophoretischen Beweglichkeit.

Dabei lassen sich die Mutanten TEE(102,104,105)AQQ, CP 1.7., CP 2.7. und
CP 3.7. fast nur denaturiert im Cytoplasma nachweisen, was auf eine
Aggregation zu inclusion-bodies oder auf Denaturierung wéhrend des mecha-
nischen Zellaufschlusses mittels Zellmiihle hinweist. L(8)V und C-ter liegen
sowohl im 16slichen als auch im unldslichen Aufschlu8 zu ungefdhr gleichen
Teilen vor, wiahrend die anderen Mutanten fast ausschlieBlich in der I6slichen
Proteinfraktion zu finden sind (s. Abb. 4.20). Damit besteht ein direkter
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Zusammenhang zur jeweiligen Stabilitdt der Mutanten (s. vorheriges Kapitel):
besonders instabile Proteine lassen sich mit der Kugelmiihle nicht 16slich
extrahieren. Die Ausbeute cytoplasmatisch exprimierter Mutanten korreliert
nicht mit der Stabilitit: so ist die Mutante C-ter um 17.1 kJ/mol gegeniiber dem
Wildtyp destabilisiert, 1aB8t sich aber quantitativ dhnlich wie der Wildtyp
exprimieren, wihrend die Circularpermutante CP 2.6. dhnlich stabil wie der
Wildtyp ist, aber nur mit einem Drittel seiner Ausbeute exprimiert wird.

Die Mutation KRR(20,21,22)QNV besitzt weder beim Wildtyp noch bei den
Circularpermutanten einen deutlichen EinfluB auf die Expressionsausbeute
unter standardisierten Expressionsbedingungen, obwohl bei dieser Mutation das
seltene Arginin-Codon (AGG) [von R21] entfernt wurde. Es wirkt sich somit
beim Wildtyp nicht expressionslimitierend aus.
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Abb. 4.21: Proteinausbeute cytoplasmatisch exprimierter Mutanten der
PH-Domiine zur Translokationsoptimierung.

Die Proteine wurden nach Kapitel 3.6.3. exprimiert, nach Kapitel 3.7.1. Gber den His-tag und
die Ausbeute Uber die OD,g, nach Kapitel 3.10.1. bestimmt.

Die Mutanten CP.X.6.(KRR->QNV) sind Circularpermutanten mit der zuséatzlichen Mutation
KRR(20,21,22)QNV.
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4.3.5. Untersuchung der periplasmatischen Expression

Die geringe periplasmatische Expression der Wildtyp PH-Doméne wird in
dieser Arbeit als mogliche Ursache fiir die nicht erfolgreiche Selektion der
Bibliothek  randomisierter =~ PH-Doménen im  phage-display-Verfahren
angesehen. Die Verbesserung der periplasmatischen Expression durch
Mutationen des Wildtyps sollte dann die erfolgreiche Anwendung dieses
Selektionsverfahrens auf eine Bibliothek randomisierter PH-Doménen
ermdglichen.

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

- periplasmatischer

b =

A — - == = Aufschlu:
- - —— — —
9 #% W —-PH-Domine
nach Aufreinigung
(tiber His-tag)
(B) #) s ~<PH-Domine

Abb. 4.22: Gelchromatographische Auswertung (15 %-iges SDS-PAGE,
Coomassie-Fiarbung) periplasmatisch  exprimierter Mutanten zur
Translokationsoptimierung mit ompA™-Signalpeptid aus JM83-Zellen.

(A) Periplasmatischer Zellaufschluf® nach periplasmatischer Expression der Mutanten und (B)
die Uber den His-tag aufgereinigten Proteine dieser Expression. Deutlich wird die vielfach
verstarkte periplasmatische Expression der Circularpermutanten CP 2.6., CP.ohnLi und CP 3.6.
(Auftrage 15-17) gegenuber den restlichen Mutanten. Die Auftrage: 1: WT; 2: N-ter;
3: WT.miLi; 4:C-ter; 5:C/N-ter; 6: KRR(20,21,22)QNV; 7:L(8)F; 8:L(8)V; 9: T(102)A;
10: TEE(102,104,105)AQQ; 11: CP 1.7, 12.CP2.7.; 13:CP3.7; 14:CP16.; 15:CP 26,
16: CP.ohnLi; 17: CP 3.6.; M: Proteinstandard: 6.5 kDa, 14.5 kDa, 21.5 kDa, 31 kDa, 45 kDa,
66 kDa, 97.4 kDa, 116 kDa, 200 kDa.. (Erklarungen zu CP.ohnLi und WT.miLi s. Kapitel 4.3.9.).
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Abb. 4.23: (A) Absolute und (B) relative periplasmatische Expressions-
ausbeuten der verschiedenen PH-Domiinen zur Translokationsoptimie-
rung.

In (B) ist das Verhaltnis der periplasmatischen Expression zur jeweiligen cytoplasmatischen
Expression und das Verhaltnis zum periplasmatisch exprimierten Wildtyp dargestellt.
(Erklarungen zu CP.ohnLi und WT.miLi s. Kapitel 4.3.9.).
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Zur Untersuchung der periplasmatischen Expression wurden die Mutanten mit
dem modifizierten Signalpeptid des ompA-Proteins (ompA™) genetisch
fusioniert und unter standardisierten Bedingungen in das Periplasma von JM 83
E. coli Zellen transloziert (s. Kapitel 3.6.2.). Nach periplasmatischem Zellauf-
schluB wurden die Proteinproben gelchromatographisch untersucht (s. Abb.
4.22), iiber den His-tag gereinigt (s. Kapitel 3.7.1.) und die Ausbeute an
gereinigter, periplasmatisch exprimierter PH-Doméne iiber den Bradford-Test
durch Absorption bei A = 595 nm bestimmt (s. Abb. 4.23A).

Bei der periplasmatischen Expression zeigen die sequenzspezifisch mutierten
und die meisten destabilisierten Varianten dhnlich schlechte Expressionsaus-
beuten wie der Wildtyp (65 pg pro Liter LB-Kulturmedium): nur die Mutanten
C-ter und C/N-ter lassen sich aufgrund ihrer geringen Ausbeuten nicht mehr
nachweisen (s. Abb. 23A). Wihrend sich die Circularpermutanten CP. X.7.
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen ebenfalls nicht im Periplasma
quantifizieren lassen, zeigen die Mutanten CP 2.6. mit iiber 2 mg, CP 3.6. mit
tiber 0.6 mg und CP.ohnLi mit 0.2 mg Protein pro Liter Kulturvolumen eine
deutlich gesteigerte periplasmatische Expression (s. Abb. 4.22). Die periplas-
matische Expression der Mutante CP 1.6. fiihrt zur Zelllyse, was anhand der
cytoplasmatischen Proteine im Hintergrund in Abb. 4.22A sichtbar wird und
was beim periplasmatischen Aufschlufl deutlich wurde, als Nukleinsduren die
Viskositit der Probe deutlich erhohten. Verglichen mit der cytoplasmatischen
Expression (ohne Signalpeptid) lie8 sich die Circularpermutante CP 2.6. nach
Fusion mit dem ompAM-Signalpeptid zu 16 % im Periplasma nachweisen,
wihrend sich der Wildtyp gerade einmal zu 0.2 % im Periplasma exprimieren
14Bt. Die periplasmatische Expression von CP 2.6. ist iiber 30-fach hoher als die
des Wildtyps (s. Abb. 4.23B).

Ein Zusammenhang zwischen cytoplasmatischer und periplasmatischer Expri-
mierbarkeit bei den verschiedenen Mutanten 148t sich nicht erkennen (s. Abb.
23B). Die an der a-Helix mutierte Variante C-ter 14Bt sich mit dem Wildtyp
vergleichbar gut cytoplasmatisch exprimieren, ist thermodynamisch dem
Wildtyp gegeniiber deutlich destabilisiert (s. Tab. 4.7) und a6t sich nach
Fusion mit dem ompA™-Signalpeptid nicht im Periplasma nachweisen, wihrend
sich die Mutante N-ter nur zu 10 % gegeniiber dem Wildtyp cytoplasmatisch,
aber dhnlich wie der Wildtyp periplasmatisch exprimieren 14ft.

Mogliche Ursachen fiir die iiberragende periplasmatische Expression von
CP 2.6. werden in Kapitel 5.4. eingehend diskutiert und die Ergebnisse
ergdnzender Experimente zur Kldrung dieses Phdnomens in Kapitel 4.3.9.
vorgestellt.
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4.3.6. Prozessierungsprodukte nach periplasmatischer Expression

Nicht nur die geringe periplasmatische Ausbeute bei Expression der Wildtyp
PH-Domaéne ist ein Indiz fiir Schwierigkeiten bei der Translokation: Schon im
SDS-Gel erkennt man unter anderem fiir den aufgereinigten Wildtyp mehrere
Banden, die auf unterschiedliche Prozessierungsprodukte der Priproteine hin-
weisen (s. Abb. 4.22B).

Signalpeptide werden nach der Translokation iiber den allgemeinen
Translokationsmechanismus prozessiert (Economou, 1999). Die dazu
notwendige Signalpeptidase I prozessiert das gefaltete Protein im Periplasma
(Chatterjee et al., 1995). Zur Untersuchung dieser Prozessierung wurden einige
Mutanten der PH-Doméne periplasmatisch exprimiert (s. Kapitel 3.6.2.),
gereinigt (s. Kapitel 3.7.1) und iiber Massenspektroskopie vermessen (s. Kapitel
3.10.5.). Dabei lieBlen sich die Massen der einzelnen Prozessierungsprodukte bis
auf 2 Da genau bestimmen, die molaren Verhéltnisse der unterschiedlichen

Prozessierungsprodukte zueinander jedoch nur semiquantitativ abschétzen (s.
Tab. 4.8).

Prozessierungen

b .

MKKTAIAIAVAL AGF ATVAMA - NPD...

ompA™-Signalpeptid - WT-PH-Domine

Prozessierungen

. .

MKKTAIAIAVAL AGF ATVAMA - SDQVIKA AKT...

ompA™-Signalpeptid - CP 2.6.

Abb. 4.24: Prozessierungen der periplasmatisch exprimierten Wildtyp
PH-Doméne und der Circularpermutante CP 2.6. fusioniert mit dem mo-
difizierten Signalpeptid ompA™ nach massenspektroskopischer Analyse.

Die erwartete Prozessierung zum reifen Protein erfolgt bei P-1. Bei der Wildtyp PH-Domane
lassen sich zudem im Bereich des Signalpeptids die Prozessierungsprodukte P+6 sowie P+9
und bei CP 2.6. das Prozessierungsprodukt P-8 innerhalb der Circularpermutante nachweisen.

126



4. Ergebnisse

Tab. 4.8: Semiquantitative Auswertung der Prozessierungsprodukte von
Mutanten zur Translokationsoptimierung nach massenspektroskopischer
Analyse.

Protein P-1 | P66 | P9 | P8 0
CP 2.6. 90 % - - 10 % -
L(8)V 80 % 5 % 15 % - -
L(8)F 10 % - - - 90 %
N-ter 15 % 30 % 25 % - 30 %
WT 10 % 5 % 10 % - 75 %

Die Prozessierungsprodukte sind wie in Abb. 4.24 bezeichnet. ,0“ ist nicht-prozessiertes
Fusionsprotein aus ompA"-Signalpeptid und PH-Domane.

Alle massenspektroskopisch vermessenen Mutanten zeigen das korrekt
prozessierte Protein [P-1]. Dazu kommen bei der Circularpermutante CP 2.6.
ein weiteres Prozessierungsprodukt [P-8] im N-Terminus des reifen Proteins
und bei Wildtyp, destabilisierten und sequenzspezifisch mutierten Varianten die
Prozessierungsprodukte [P+6] sowie [P+9] innerhalb des ompAM-Signalpeptids
(s. Abb. 4.24).

Die massenspektroskopische Analyse wurde einmalig am Max-Planck-Institut
fiir Biochemie (Martinsried) vorgenommen. Gerade das Auftreten nicht-prozes-
sierter Fusionsproteine konnte auf partielle Zelllyse wéhrend des Periplasma-
aufschluBBes oder auf die geringe Aktivitidt der Signalpeptidase I (Chatterjee et
al., 1995) in Folge von Translokationsunterbrechungen (s. Translokationsunter-
brechung beim Import in Mitochondrien Kapitel 4.5.2.) zuriickgefiihrt werden.
Die Mutation L(8)V wirkt sich positiv auf die korrekte Prozessierung aus.
Gleichzeitig verringert diese Mutation die cytoplasmatische Expressionsausbeu-
te, wihrend die periplasmatische Expressionsausbeute dem Wildtyp entspricht.
Zur weitergehende Interpretation der massenspektroskopischen Daten sollten
diese zundchst durch weitere Messungen bestdtigt werden. Die quantitative
Auswertung der massenspektroskopischen Untersuchungen verdeutlicht aber,
daBl die vermessenen Circularpermutanten im Gegensatz zu den anderen
Mutanten nach periplasmatischer Expression keine zusitzlichen Prozessierungen
im Signalpeptid aufweisen. Dafiir wird der N-Terminus der Circularpermutante
prozessiert.
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Vorhersage von Prozessierungsstellen

Zur Identifizierung von Signalpeptiden und den dazugehdrigen Prozessierungs-
stellen wurden die ompAM-fusionierte Wildtyp PH-Domine und CP 2.6. iiber
den SignalP V1.1-Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; Nielsen et
al., 1997) ausgewertet (s. Abb. 4.25). Das dazugehorige Verfahren beruht auf
der Analyse durch ein neuronales Netzwerk, welches die eingegebenen Peptid-
sequenzen mit den bekannten Prozessierungsstellen anderer Proteine vergleicht
(hier bei gram-negativen Bakterien). Dabei geht nur die Primérstruktur in die
Statistik ein. Der C-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die
betreffende Aminosdure die erste Aminosdure des prozessierten Proteins
darstellt.

0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

C-Wert

0,3
0,2

0,1

MKKTAIAIAVALAGFATVAMANPDREGWLL PH-WT
SDQVIKAAK CP2.6.

Aminosduresequenz ll  PH - WT
CP 2.6.

Abb. 4.25: Prozessierungsanalyse der 30 N-terminalen Aminosiuren von
Wildtyp PH-Doméne und der Circularpermutante CP 2.6. mit dem
ompA™-Signalpeptid fusioniert.

Uber den SignalP V1.1-Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) wurde nach Pro-
zessierungstellen fur Signalpeptidasen bei gram-negativen Bakterien gesucht. Mit gefillten
Pfeilen sind die Uber Massenspektroskopie nachgewiesen Prozessierungen des Wildtyps und

mit den ungefillten Pfeilen die nachgewiesen Prozessierungen der Circularpermutante CP 2.6.
eingezeichnet.
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Fiir Aminosdure 22 wird fiir beide Proteine ein C-Wert von ca. 0.75 berechnet
(s. Abb. 4.25). Die Gegenwahrscheinlichkeit betrdgt damit fiir beide Peptid-
sequenzen 0.25 und besagt, dal nur 25 % aller Prozessierungen vor einer der
anderen Aminosduren [als vor N(22)] stattfinden sollten. Zwischen den Amino-
sduren 21 und 22 liegt demzufolge die erwartete Prozessierungsstelle durch die
Signalpeptidase I. Diese Angabe stimmt mit der Versuchsplanung {iberein, da
die gewihlte modifizierte Signalsequenz des outer membrane protein A
(ompA™) von E. coli bis einschlieBlich zu Aminosdure 21 reicht und das
prozessierte Protein nach der Translokation mit der jeweiligen Aminosdure 22
[P-1] N-terminal beginnen soll. Wahrend sich die weiteren massenspektrosko-
pisch detektierten Prozessierungsprodukte des Wildtyps [P+6] und [P+9] nicht
mit erhohten C-Werten in Einklang bringen lassen, zeigt die Position 29 bei der
Circularpermutante den zweithochsten C-Wert von 0.16 (s. Abb. 4.25). Das
entsprechend prozessierte Protein 1dBt sich im Massenspektrum als Prozes-
sierungsprodukt [P-8] mit einem prozentualen Anteil von ca. 10 % nachweisen
(s. Abb. 4.24).

Die periplasmatisch exprimierte Circularpermutante CP 2.6. zeigt als einzige
massenspektroskopisch untersuchte Mutante genau die Prozessierungsstellen, die
man nach Vergleich mit natiirlich-periplasmatisch in gram-negativen Bakterien
exprimierten Proteinen vorhersagen konnte. Alle anderen massenspektrosko-
pisch vermessenen Mutanten weisen zusitzliche Prozessierungen auf, wie sie bei
gram-negativen Bakterien sonst nicht beobachtet werden, wenn auch die
destabilisierte Mutante L(8)V iiberwiegend ,natlirlich” prozessiert wird.
Wihrend die Circularpermutante also vom allgemeinen sekretorischen Apparat
bzw. der Signalpeptidase I als ,,natiirliches* Substrat angenommen wird, ist die
Translokation bzw. die Prozessierung der anderen Mutanten erschwert.

4.3.7. Weitere Ergebnisse zur Translokation der Circularper-
mutante CP 2.6.

Die Cicularpermutante CP 2.6. wird verglichen mit dem Wildtyp 30-fach
besser periplasmatisch exprimiert; zudem wird sie (im Gegensatz zum Wildtyp)
vom allgemeinen sekretorischen Apparat gram-negativer Bakterien als
,hatlirliches Substrat erkannt, was sich im Prozessierungsmuster duflert. Damit
ist das Ziel einer Optimierung der periplasmatischen Expression bzw. Translo-
kation der Wildtyp PH-Domine erreicht; es ist aber nicht geklirt, auf welchen
Eigenschaften der Circularpermutante die verbesserte periplasmatische Expres-
sion bzw. Translokation beruhen: dem konnen sowohl struktur- als auch
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sequenzspezifische Ursachen zugrunde liegen. Zwei weitere, im folgenden
aufgefiihrte Untersuchungen schrianken die Erkldrungsmdglichkeiten ein.

Abhingigkeit der thermodynamischen Stabilitit vom Signalpeptid

CP 2.6. wurde einschlieBlich des Signalpeptides (ompA™) als cytoplasmatisches
Protein-Aggregat (inclusion-bodies) exprimiert (s. Kapitel 3.6.4.) und eine
Ubergangskurve zur Bestimmung der thermodynamischen Stabilitit des
gereinigten Proteins vermessen. Die Ubergangskurve der Circularpermutante
mit Signalpeptid zeigt eine um 3 kJ/mol hohere thermodynamische Stabilitit als
die der Circularpermutante ohne Signalpeptid (s. Abb. 4.26). Dies verdeutlicht,
daB das Signalpeptid im Fall dieser Circularpermutante keine
Destabilisierungsfunktion besitzt, wie dies fiir das Priprotein der (3-Lactamase
postuliert wurde (Laminet et al., 1990) und in Funktionsanalysen bestdtigt
werden konnte (McCarthy et al., 1998): bei 37°C liegt in vitro translatierte
B-Lactamase gefaltet und funktionell vor und das dazugehdrige Praproteine ist
inaktiv, wahrend bei 30°C beide Proteine funktionell sind.
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Abb. 4.26: Ubergangskurven der Circularpermutante CP2.6. in
Abhiingigkeit von der Fusion mit dem Signalpeptid ompA".
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Zwei SchluBlfolgerungen konnen aus diesem Experiment gezogen werden: die
Faltung von Priproteinen vor der Translokation im Cytoplasma ist aus
energetischer Sicht moéglich und die gute periplasmatische Expression der
Circularpermutante CP 2.6. beruht nicht auf der direkten Destabilisierung durch
das Signalpeptid. Allerdings mag durch das Signalpeptid die Mutante im
Cytosol indirekt destabilisiert werden, wenn dadurch zusétzliche Chaperone an
ihr binden.

Einflufl einer N-terminalen, unstrukturierten Peptidsequenz auf die
Translokation der Circularpermutante CP 2.6. und auf den Wildtyp

Fir die Primirsequenz der mit ompA™-Signalpeptid fusionierten
Circularpermutante CP 2.6. wird eine weitere Prozessierungsstelle durch
Signalpeptidase I vor Position [P-8] vorhergesagt, die sich auch nach
periplasmatischer Expression massenspektroskopisch nachweisen 1a6t (s. Kapitel
4.3.8.). Die sieben Aminosduren SDQVIKA zwischen [P-1] und [P-8] befinden
sich bei der modellierten Struktur der Wildtyp PH-Doméne in Loop 6, sind
dort nicht Bestandteil eines sekundidren Strukturelements und gehen in der
modellierten Struktur keine weiteren intramolekularen Wechselwirkungen mit
weiteren Aminosdureresten ein. lhnen sollte deshalb als N-Terminus der
Circularpermutanten CP X.6. keine besondere strukturelle oder thermodynam-
isch stabilisierende Bedeutung zukommen. Die Bedeutung dieser sieben
unstukturierten Aminosduren fiir die Translokation aber ist ungewill. Sie
konnten der Circularpermutante zu ihren hervorragenden Translokations-
eigenschaften verhelfen. Um eine mogliche Abhingigkeit der Translokation
von ihnen zu studieren, wurden in der Mutante CP.ohnLi diese sieben
Aminosduren entfernt, so daB3 hinter dem Signalpeptid direkt die (strukturierte)
Proteindoméne der Circularpermutante CP 2.6. beginnt. In einer weiteren
Mutante (WT.miLi) wurden diese siecben Aminosduren als Linker zwischen
Signalpeptid und Wildtyp PH-Doméne kloniert (die Aminosduresequenzen
beider Mutanten sind in Tab. 4.4 aufgefiihrt).

Nach periplasmatischer Expression 146t sich zwar eine deutliche Verringerung
der Ausbeute durch Entfernen der sieben N-terminalen Aminosduren
(CP.ohnLi) gegeniiber CP 2.6. nachweisen, doch 4Bt sich diese Mutante
weiterhin besser als die anderen nicht circularpermutierten PH-Doméinen
periplasmatisch exprimieren (s. Abb.4.22 und Abb. 4.23). Die Wildtyp
PH-Domine a8t sich nach Insertion dieser sieben Aminosduren (WT.miL1)
sogar schlechter periplasmatisch exprimieren. Damit zeigen sich diese sieben
Aminosduren nicht fiir die verbesserte Translokation der Circularpermutante
CP 2.6. verantwortlich.
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4.4. Die Expression der PH-Domine auf dem M13-
Phagen

Im phage-display System wird das auf der Oberfliche des M13-Phagen zu
reprasentierende Protein als Fusion mit einem Hiillprotein (hier das g3-Protein)
des Phagen exprimiert. Dies setzt die Translokation durch die innere Membran
von E. coli voraus (s. Kapitel 1.5.1.). Die Translokationsoptimierung der
PH-Domaine sollte ihrer verbesserten Expression auf der Phagenoberfliche
dienen. Da kein Aktivititsnachweis der PH-Doméne auf der Phagenoberflidche
verfiigbar ist, wurde ihre Expressionsausbeute als g3-Proteinfusion auf Phagen
quantifiziert. Die Phagen wurden gereinigt, der Proteinbestandteil denaturiert
und iiber ein 7.5 %-iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde
auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet und die g3-Proteinfusion neben dem
g3-Protein mit einem murinen anti-g3-Antikorper als Primérantikorper und
einer Kaninchen anti-Maus-Antikdrper-Peroxidase-Fusion als sekundérer
Antikorper detektiert (s. Kapitel 3.8.4.).

Die Fusionierung des g3-Proteins mit den Circularpermutanten fiihrt zu einer
deutlich hoheren Expression der Circularpermutanten verglichen mit dem
Wildtyp (s. Abb. 4.27). Allerdings lassen sich Proteinmengen aus Western-
Blots (s. Kapitel 3.8.4.) nur semiquantitativ abschétzen.

WT M 1.6. 2.6. 3.6.

<« PH-g3-Fusion, 60 kDa, apparent: 86 kDa

<« g3-Protein, 42.5 kDa, apparent: 69 kDa

Abb. 4.27: Ausschnitte eines Western-Blots von g3-Protein fusionierten
PH-Dominen auf M13-Phagen (anti-g3-Protein-Antikorper)

Im 7.5 %-igen SDS-Gel 143t sich dem g3-Protein eine apparente Masse von 69 kDa und dem
Fusionsprotein von 86 kDa zuordnen. (M: Proteinstandard; broad range Marker von Biorad).
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4.4.1. Circularpermutante CP 3.6. in ersten phage-display-
Versuchen

Die Selektion der in drei Loops randomisierten Wildtyp PH-Doméne mit dem
phage-display-Verfahren fiihrte unabhédngig von der gewihlten Zielsubstanz zu
Deletionsmutanten und Mutanten mit amber-(stop-)Codons (s. Tab 4.3.). Eine
mogliche Ursache dafiir kann in der Topologie der Wildtyp PH-Doméne liegen,
die zu einer schlechten Translokation fiihrt.

Um das Auftreten von Deletionsmutanten bei randomisierten Wildtyp
PH-Dominen und randomisierten Circularpermutanten zu untersuchen, wurden
vier weitere g3-Protein fusionierte Bibliotheken mit einer Komplexitit von
jeweils iiber 5 - 10° Mutanten hergestellt. Fiir zwei Bibliotheken wurde aus der
phage-display Bibliothek von Kapitel 4.1.3. ein randomisiertes DNA-Fragment
von Loop 1 und 3 nach Restriktion isoliert in das PH-g3-Konstrukt bzw. in das
CP 3.6.-g3-Konstrukt kloniert. In zwei weiteren Bibliotheken wurden beide
Konstrukte einer mutagenen PCR-Reaktion unterzogen (s. Kapitel 3.4.1.) und
das iiber die gesamte PH-Domine bzw. CP 3.6. randomisierte PCR-Fragment
in die Konstrukte kloniert. Diese vier Bibliotheken wurden in einem phage-
display-Verfahren eingesetzt, bei dem auf eine in vitro-Selektion durch
Affinitdit zu Zielsubstanzen (,panning”) verzichtet und damit nur auf
Wachstum selektiert wurde. Statt eines panning wurden die hergestellten
Phagen verdiinnt und mit thnen kompetente E. coli-Zellen infiziert (s. Kapitel
1.5.1.). Eine Restriktions-analyse der Bibliotheken (wie in Abb. 4.12) zeigte,
daB nach zwei “Selektionsrunden” bei allen vier Bibliotheken nur noch 20 %
und nach drei “Selektionsrunden® nur noch weniger als 5 % der urspriinglich
eingesetzten (randomisierten) Konstrukte vorhanden sind. Eine unterschiedliche
Anreicherung der Wildtyp PH-Domine oder der Circularpermutante CP 3.6.
erfolgte nicht. Auf eine Fortfilhrung dieser Experimente durch Sequenzierung
von Einzelklonen (wie in Kapitel 4.2.2.) wurde verzichtet. Dieses Experiment
grenzt die moglichen Ursachen fiir die Erzeugung von Deletionsmutanten beim
phage-display-Verfahren mit der randomisierten Wildtyp PH-Doméne ein: die
Schwierigkeiten bei der Translokation fiihren nicht direkt zu Deletionsmutanten
und Phagen mit deletierten PH-Domédnen besitzen gegeniiber Phagen mit
reguliren (Wildtyp oder circularpermutierten) PH-Dominen einen
Wachstumsvorteil.

Im Rahmen von phage-display-Vertahren mit panning sollten sich die
Circularpermutanten dennoch eher bewdhren als der Wildtyp, da sie sich besser
auf der Phagenoberfliche darstellen lassen (s. Abb. 4.27). Somit tragen mehr
Phagen jeweils mindestens eine Kopie der jeweiligen Mutante und bei einer in
vitro-Selektion konnen statistisch eher Aviditatseffekte auftreten, wenn mehrere
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Kopien einer schwach bindenden Mutante einem (individuellen) Phagen zu
hoher Affinitit an einer Zielsubstanz verhelfen. Bei einer weiteren Ursachen-
forschung fiir die Deletionsmutanten sollte man ein bewéhrtes, vergleichbares
phage-display-Protein verwenden, im obigen Experiment einsetzen und auf
Deletionsmutanten hin untersuchen. Erst dies zeigt, ob die Erzeugung von
Deletionsmutanten von der Wahl des randomisierten Proteins oder aber z.B.
von der Art der Randomisierung abhingig ist.

4.5. Der Import der PH-Domiine in Mitochondrien

Die Mutanten der PH-Doméne werden sehr unterschiedlich effizient in das
Periplasma von E. coli transloziert bzw. periplasmatisch exprimiert. Ob sie sich
auch bei anderen Transportvorgdngen voneinander unterscheiden, wurde
anhand des Imports einiger Mutanten in die mitochondriale Matrix von
Saccharomyces cerevisiae untersucht.

Die vektoriellen Konstrukte fiir die Import-Experimente wurden im Rahmen
dieser Arbeit kloniert und am Lehrstuhl fiir Physiologische Chemie der LMU
Miinchen eingesetzt.

4.5.1. Grundlagen

Fiir den Transport von Proteinen aus dem Cytoplasma in die mitochondriale
Matrix der Hefen Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae gibt es
mindestens zwei Transportmechanismen. Mit der Wahl des Signalpeptides pSu9
von der mitochondrialen Fo-ATPase (Untereinheit 9) ist der Transportweg tiber
den TOM-Komplex durch die duflere Membran und den TIM-23-Komplex
durch die innere Membran in die mitochodriale Matrix festgelegt (s. Kapitel
1.6.2. und Gaume et al., 1998). Das Signalpeptid pSu9 besteht aus 66
Aminosduren (s. Abb. 4.28). Durch ein zweites start-Codon in Position 15
entstehen bei der in vitro Translation zwei Proteine unterschiedlicher Lange,
wobei nur das Vollangentranslationsprodukt zu einem mitochondrialen Signal-
peptid fiihrt. Das Signalpeptid kann von der mitochondrialen Peptidase MPP
(matrix processing peptidase) hinter Position 35 und hinter Position 66
prozessiert werden. Proteine, die bei 35 (hinter MPP1) prozessiert sind, werden
als Intermedidrprodukte und Proteine, die nach 66 (hinter MPPZ2) prozessiert
sind, als reife Proteine bezeichnet.

134



4. Ergebnisse

MPPI1 MPP?2
-> -
MASTRVLASR LASQMAASAK VARPAVRVAQ VSKRTIQTGS PLQTLKRTQM TSIVNATTRQ AFQKRAYSSE IAQAM...
8109 Da
6636 Da
4457 Da
999 Da

Abb. 4.28: Aminosiuresequenz und Prozessierungsstellen des mitochon-
drialen Signalpeptids pSu9.

Die beiden Translationsstarts sind mit einem Pfeil und die Prozessierungsstellen MPP1 und
MPP2 fiir die mitochondriale Peptidase MPP mit einem Keil gekennzeichnet. Die radioaktive
Markierung erfolgt durch Inkorporation von [**S] an den fett gekennzeichneten
Methioninresten. Zusatzlich sind die beiden Translations- sowie die beiden Prozessierungs-
produkte mit jeweils einer Linie wiedergegeben und die molekularen Massen dieser virtuellen
Produkte hinzugefiigt. Die Aminosauren 1 bis 74 (pSu9) wurden an die PH-Doméane fusioniert.
Sie beinhalten das eigentliche Signalpeptid (1 bis 66).

Nach in vitro Transkription mit SP6-RNA-Polymerase und in vitro Translation
mit Kaninchen Reticulocyten-Lysat (Pelham & Jackson, 1976) unter [*°S]-
Methionin-Inkorporation liegen die Fusionsproteine als Volldngenprodukte vor.
Der Import der Fusionsproteine erfolgt, indem das Fusionsprotein im Reticulo-
cyten-Lysat unter Zugabe von ATP, NADH, Phosphokreatinin efc. (vgl.
Gaume et al., 1998) bei einer definierten Temperatur (hier 25°C) iiber eine
bestimmte Zeit zu isolierten Mitochondrien (Daum et al., 1982) gegeben wird.
Nach der Inkubation wird das Membranpotential durch Zugabe von Valino-
mycin zerstort, was zu einer Arretierung des Imports fiihrt. Jeder Ansatz wird
in drei Aliquots geteilt. Ein Aliquot wird mit eiskaltem Puffer isotonisch
verdiinnt und auf Eis aufbewahrt. Ein zweites Aliquot wird mit isotonischem
Puffer verdiinnt und mit ProteinaseK auf Eis behandelt. Die ProteinaseK
hydrolysiert dabei die Proteinbestandteile, die nicht durch die duflere Membran
der Mitochondrien geschiitzt werden. Das dritte Aliquot wird mit ProteinaseK
in einem hypotonischen Puffer auf Eis inkubiert. Dabei schwillt die Matrix, die
duBere Membran platzt und der Intermembranraum wird fiir die ProteinaseK
zuginglich. Mitochondrien ohne &duBlere Membran werden als Mitoplasten
bezeichnet. Die Mitochondrien bzw. Mitoplasten werden darauthin durch
Zentrifugation reisoliert und die Proteine iiber ein denaturierendes SDS-Gel
aufgetrennt. Die in vitro translatierten Proteine und ihre Prozessierungsprodukte
lassen sich mittels Autoradiographie auf einem Western-Blot nachweisen.
Ahnliche Versuche sind bereits verdffentlicht (Gaume et al., 1998). Diese
Experimente wurden von Maxi Endres durchgefiihrt und sind deshalb nicht im
Methodenteil dieser Arbeit behandelt.
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4.5.2. Ergebnisse des mitochondrialen Imports von PH-Domiinen

Alle vier untersuchten Mutanten der PH-Doméne wurden in die mitochondriale
Matrix importiert und lassen sich dort als reife Proteine (Prozessierung an
MPP2) im Autoradiogramm nachweisen (16 kDa) (s. Abb. 4.29). Man
beobachtet stets bei den unbehandelten Mitochondrien das unprozessierte
Protein mit reguldrem start-Codon (24.5 kDa) und das unprozessierte Protein
mit zusdtzlichem start-Codon (23 kDa). Die Wildtyp PH-Domine zeigte das
gleiche Importverhalten bzw. Bandenmuster wie die destabilisierte Mutante
L(8)V: Neben dem reifen Protein erschien im Autoradiogramm nach Inkuba-
tion der Mitoplasten mit ProteinaseK ein Fragment (a) mit der ungefdhren
apparenten Masse von 10 kDa. Bei der Circularpermutante CP 2.7. zeigte sich
nach derselben Behandlung neben dem reifen Protein ein Fragment (b) mit der
apparenten Masse 12 kDa. Ein derartiges Fragment lieB sich fiir die
Circularpermutante CP 2.6. in Mitoplasten nicht nachweisen. Bei ihr erschien
stattdessen bei den unbehandelten Mitochondrien ein Intermedidrprodukt (c) der
apparenten Masse 20 kDa.

Mutante Wildtyp L)V CP 2.7. CP 2.6.
Schwellung | - | - | + - -1+ N I T -T+
. T
ProteinaseK | - | + |+ -+ + -1+ |+ -+ +
= =8 = -
" (b) <12 kDa
o) " (a) | < 10kDa

Abb. 4.29: Import der Wildtyp PH-Domine, der destabilisierten Mutante
L(8)V, sowie der Circularpermutanten CP 2.7 und CP2.6. als
Fusionsprotein mit dem pSu9-Signalpeptid in Mitochondrien.

Die Proteine wurden bei 25°C fir 5min mit Mitochondrien inkubiert. Jeweils drei Aliquots
wurden untersucht, indem die Mitochondrien unbehandelt, mit ProteinaseK behandelt und
nach Schwellung als Mitoplasten mit ProteinaseK inkubiert in einem SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Autoradiogramms detektiert wurden. T ist das in vitro translatierte Fusionsprotein
aus pSu9-Signalpeptid und der Wildtyp PH-Domane ohne Inkubation mit Mitochondrien. (a) und
(b) sind Fragmente der jeweiligen Mutante nach Inkubation der Mitoplasten mit ProteinaseK.
Bei CP 2.6. wird ein derartiges Fragment nicht detektiert, dafiir aber ein Intermediarprodukt im
Intermembranraum nachgewiesen (c).
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ProteinaseK-Behandlung von Mitochondrien nach dem Import verursachte bei
keiner Mutante Fragmente im Intermembranraum oder in der Matrix, woraus
geschlossen wird, dal der Import der Konstrukte in den Intermembranraum
durch den TOM-Komplex ohne Unterbrechung erfolgt.

Neben dem jeweils reguldr importierten und durch die MPP regulér
prozessierten Praprotein (MPP2-Prozessierung) erscheinen im Autoradiogramm
weitere Banden (a, b und ¢ in Abb. 4.29), die beweisen, da} der Import durch
die innere Membran bei allen untersuchten Mutanten mit jeweils einer
Unterbrechung verlduft. Dafiir verantwortlich ist eine importunterbrechende
Peptidsequenz, die sich wie folgt durch die untersuchten Mutanten eingrenzen
und definieren 14Bt. Bei der Wildtyp PH-Doméne [und bei der Mutante L(8)V]
befindet sich diese Sequenz ungefihr im mittleren Bereich der Aminoséure-
sequenz. Gelangt diese Sequenz der PH-Doméne unmittelbar vor die innere
Membran, wird der Import unterbrochen und in der Matrix prozessiert die MPP
an MPP2 das Signalpeptid. Erst nach ProteinaseK-Behandlung der Mitoplasten
wird der in den Intermembranraum ragende Anteil der Mutanten (der
C-Terminus ab der importunterbrechenden Peptidsequenz) proteolysiert. Der
N-terminale Anteil dieser Konstrukte gelangt dann in die Matrix, wo er als
Fragment (a) im Autoradiogramm nachgewiesen wird. Die gleiche Situation
liegt bei der Circularpermutante CP 2.7. vor. Das beobachtete Fragment (b) ist
nach ProteinaseK-Behandlung der Mitoplasten groBer als das beim Wildtyp -
die Sequenz befindet sich folglich am C-Terminus dieser Mutante und dieser
reicht bis vor den Loop 7. Damit ist das importunterbrechende Peptid
eingegrenzt zwischen dem mittleren = Aminosduresequenzbereich  der
PH-Domaéne bis zu Loop 7.

Auch bei der Circularpermutante CP 2.6. beobachtet man eine
Importunterbrechung. Allerdings verharrt das Protein nicht in der inneren
Membran, wenn das importunterbrechende Peptid den weiteren Import
blockiert. In dieser Situation ragt ndmlich nur der N-Terminus des
Signalpeptids in die Matrix und wird dort von der MPP an MPP1 prozessiert.
Das restliche mit CP 2.6. fusionierte Signalpeptid verhindert nicht mehr die
Riickdiffusion und CP2.6. gelangt als Intermedidrprodukt in den
Intermembranraum - dort verbleibt es, da das MPPI-prozessierte Signalpeptid
nicht mehr funktional ist. Dieser Vorgang ist nur moglich, weil sich die
importunterbrechende Peptidsequenz bei CP 2.6. im N-terminalen Bereich der
Mutante befindet - und dieser beginnt mit Loop 6.

Fat man die Beobachtungen an allen vier Mutanten der PH-Doméne
zusammen, liegt das importunterbrechende Peptid genau zwischen dem
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N-Terminus von CP 2.6. und dem C-Terminus von CP 2.7. bzw. zwischen den
Loops 6 und 7. Es ist damit sicher in der Aminosiduresequenz

74 100
-DOVIKAAKTEADGQVVEGNHTVYRISA-

enthalten.

In Abb. 4.30A sind die im Autoradiogramm (s. Abb. 4.29) beobachteten
Fragmente der Mutanten erkldrt. Die Auswirkungen der Importunterbrechung

durch das Peptid D(74) bis A(100) auf den mitochondrialen Import der
einzelnen Mutanten sind in Abb. 4.30B skizziert.
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pSu9 PH-Doménen Mutante
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Abb. 4.30A: Prozessierung des C-Terminus von pSu9-fusionierten
PH-Domanen durch ProteinaseK an der inneren mitochondrialen
Membran.

Durch die Unterbrechung des Imports ragt die Peptidsequenz verschiedener PH-Domanen
nach Loop 6 (hier berechnet ab Aminosaure 80 der PH-Domane) aus der inneren Membran in
den Intermembranraum hinein und 1aBt sich nach Deletion der &uReren Membran durch
Schwellung mit ProteinaseK (PK) proteolysieren. Uber Autoradiographie beobachtet man
jeweils neben dem reifen Protein beim Wildtyp das Fragment (a) und bei CP 2.7. das Fragment
(b) in der Matrix (s. Abb. 4.29). Ein derartiges Fragment findet man bei CP 2.6. nicht;
stattdessen 14t sich bei CP 2.6. im Intermembranraum ein MPP1-prozessiertes Intermediar-
produkt nachweisen (c). Die beobachteten Banden setzen sich aus dem jeweiligen Fragment
der PH-Domane (schwarze Linie unter der stilisierten PH-Domane mit Angabe der Molmasse)
bzw. der vollstandigen PH-Domane und dem durch MPP prozessierten Anteil von pSu9
zusammen (s. Abb. 4.28). Zur Stilisierung der PH-Domanen sind die p-Faltblatter mit dinnen
Strichen, die o-Helix mit einer Sagezahnlinie und der Linker mit einer dicken Linie
eingezeichnet. Zur Orientierung sind zudem der N-Terminus von pSu9 (M1), der N-Terminus
der fusionierten PH-Domane (M75) und die Loops 1, 6 und 7 (L1, L6, L7) und der His-tag
beschriftet. Im Bereich der beiden B-Faltblatter pi1 und Bi2 findet die Unterbrechung des
Imports statt, die durch eine graue Kreisflache gekennzeichnet ist.
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Abb. 4.30B: Import der Wildtyp PH-Domine sowie der Circular-
permutanten CP 2.7. und CP 2.6. als Fusionsprotein mit dem pSu9-
Signalpeptid in Mitochondrien.

Im Zustand |, durchspannt das pSu9-Signalpetid den Intermembranraum (Inter). Dabei ist der
N-Terminus schon in der mitochondrialen Matrix (MM), wahrend sich die verschiedenen,
fusionierten Mutanten der PH-Domane noch auRerhalb der Mitochondrien befinden. Die
Mutanten sind wie unter Abb. 4.30B stilisiert. Der Import wird im Zustand I, im Bereich der
B-Faltblatter i1 und i2 (graue Kreisflache) bei allen Mutanten unterbrochen. Das Signalpeptid
wird bei Wildtyp und CP2.7. an MPP1 und MPP2 prozessiert und die beiden Proteine
verharren in diesem metastabilen Transportzustand. Nach Deletion der AuRenmembran (AM)
und nachfolgender Prozessierung (P) mit ProteinaseK (PK) wird der jeweilige in den
Intermembranraum ragende C-Terminus prozessiert. In der Matrix lassen sich dann die
Fragmente (a) und (b) nachweisen. Bei CP 2.6. dagegen wird die Prozessierung an MPP2
zum reifen Protein verhindert, indem die Prozessierungsstelle durch die innere Membran (IM)
bzw. dort assoziierte Proteine geschuitzt wird. Das MPP1 prozessierte Protein diffundiert in
einem Folgeschritt (I,) zurtck in den Intermembranraum und laf3t sich dort als stabiles
Intermediarprodukt (c) nachweisen.
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5. Diskussion

5.1. Wege zur funktionellen Veranderung von Proteinen

Zur Verdnderung von Proteinen in ihrer Sequenz, Struktur und Eigenschaft
durch Mutagenese gibt es methodisch zwei prinzipiell unterschiedliche Ansétze:

* Beim rationalen Design werden dem Protein gezielt Anderungen beigefiigt.
Ideen dafiir konnen auf statistischen Beobachtungen beruhen, wie dies z.B.
mit Hilfe von Strukturvergleichs-Programmen geschieht, die in der Arbeits-
gruppe entwickelt wurden (one2all und onelall gap, beide unverodffent-
licht). Die funktionelle und/oder strukturelle Abhingigkeit eines Proteins
von einer bestimmten Aminosdureposition 148t sich mit einer weiteren
rationalen Vorgehensweise analysieren, indem diese Aminosdure mutiert und
die daraus resultierenden Auswirkungen auf das Protein untersucht werden.

* Der andere hdufig gewéhlte Ansatz zur Verdanderung von Proteinen besteht
darin, das Protein =zufdllig zu mutieren (randomisieren), damit eine
Bibliothek zu erhalten und aus dieser genau das Protein herauszuselektieren,
das den gewlinschten Eigenschaften entspricht (,, survival of the fittest ).

Diese beiden methodischen Ansédtze zur Verdnderungen von Proteinen werden
in der Fachwelt dhnlich dogmatisch unterschieden, wie auch die biblische
Schopfungsgeschichte (entsprache dem rationalen Proteindesign) und die
Darwinsche Evolutionstheorie (entsprache den evolutiven Verfahren) zu einem
,,Glaubenskrieg® fithrten.

Wihrend aber aus heutiger Sicht die Evolutionstheorie fast iiberall anerkannt
und die Schopfungsgeschichte eher als Parabel denn als wortliche Entstehung
der Arten gedeutet wird, ist eine Anwendung der beiden methodischen Ansétze
zur kiinstlichen Verdnderung von Proteinen durchaus mdglich und beide
wurden in dieser Arbeit eingesetzt:

* Zur Verbesserung der Translokation wurden gezielt Mutanten der
PH-Doméne mit diversen neuen, physikochemischen Eigenschaften herge-
stellt und einzeln biochemisch untersucht; es fanden rationale Verfahren
Anwendung.
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* Zur Etablierung der PH-Doméne als Paratop wurde sie in drei Loops
randomisiert, die so geschaffene Bibliothek validiert und einem evolutiven
Selektionsverfahren unterzogen - dem phage-display-Verfahren.

Der rationale methodische Ansatz erbrachte den gewiinschten Erfolg, indem
eine Circularpermutante mit {iiber 30-fach verbesserter periplasmatischer
Ausbeute in E. coli exprimiert werden konnte. Dagegen lieferte der evolutive
Ansatz bislang noch keine greifbaren Ergebnisse, da noch keine bindenden
Mutanten aus der Bibliothek von PH-Doménen selektiert werden konnten. Im
iibertragenen Sinn war also in dieser Arbeit bislang die ,,Schopfungsmethode*
der ,,evolutiven Methode* liberlegen.

In Zukunft kann die Circularpermutante randomisiert und im phage-display-
Verfahren eingesetzt werden. Mit ihrer verbesserten Translokationseigenschaft
konnte sie sich fiir dieses Selektionsverfahren sehr viel besser eignen als der
Wildtyp und dann auch dem evolutiven Verfahren zum Erfolg verhelfen, indem
bindende (Circularper-)Mutanten aus einer Bibliothek selektiert werden. Beide
prinzipiellen Ansitze zur funktionellen Anderung der PH-Domiine waren dann
fiir dieses Ergebnis notwendig.

5.2. Die Randomisierung der PH-Domane

5.2.1.  Statistische Betrachtung von Randomisierungen

Mochte man an fiinf Positionen einer Polypeptidkette unabhidngig voneinander
jeweils alle 20 Aminoséuren einsetzen, gibt es genau N = 20° = 3.2 - 10° mogli-
che unterschiedliche Polypeptidketten. Bei dieser Grofenordnung scheidet eine
individuelle Herstellung aller Mutanten aus, weshalb auf einen Randomisie-
rungsansatz zuriickgegriffen wird. Es stellen sich die Fragen

* wie viele Mutanten miissen in einer Bibliothek hergestellt werden, um mit
hoher Wahrscheinlichkeit sicherzustellen, daB jede der 3.2 - 10° mdglichen
Mutanten mindestens einmal in ihr vorhanden ist?

* wie viele Mutanten miissen durch Randomisierung fiir eine Bibliothek
erzeugt werden, um mit hoher Wahrscheinlichkeit sicher zu stellen, dal3 bis
auf wenige alle der 3.2 - 10° mdglichen Mutanten mindestens einmal in ihr
vorhanden sind?
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Bei der Berechnung wurde vorausgesetzt, dal alle zwanzig verschiedenen
Aminosduren an allen fiinf Positionen gleichverteilt vorliegen. Dies ist durch
Einsatz von dNTP in definierten Verhéltnissen nicht moglich, lieBe sich aber
moglicherweise iiber den Einsatz von Tridesoxynukleotiden bei der Oligodes-
oxynukleotidsynthese erreichen (Knappik et al., 2000).

Die Rechnung ist im Anhang dieser Arbeit wiedergegeben (s. Kapitel 8.1.). Sie
besagt, daB bei einer erzeugten BibliotheksgroBe von 6 - 107 (wie in dieser
Arbeit erzielt) mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 97.7 % alle der
3.2 - 10° moglichen Peptidketten in der Bibliothek mindestens einmal vertreten
sind und mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 99.97 % alle Peptidketten
vorhanden sind und dabei hochstens eine einzige fehlt.

Die zusitzliche Randomisierung einer sechsten Position fithrt zu 6.4 - 10’ mog-
lichen Mutanten, die sich nicht mit einer BibliotheksgroBe von 6 - 10" Klonen
,vollstindig® reprasentieren lieBen. Der BibliotheksgroB3e ist beim Einsatz im
phage-display-Verfahren durch die notwendige anfiangliche Elektroporation in
E. coli-Zellen eine Grenze von ca. 10* Klonen gesetzt (s. Kapitel 1.5.1.). Sie
gilt nicht fiir das zellfreie Ribosomen-Display Verfahren, in dem aus ca. 10'?
Ribosomen-Konstrukten selektiert werden kann (s. Kapitel 1.5.2.). Acht Positi-
onen liefen sich dann vollstindig randomisieren und unter idealen technischen
Bedingungen sollten sich mit hoher Wahrscheinlichkeit dann fast alle der
2.6 - 10" moglichen Mutanten in dieser Bibliothek befinden.

Wenn bei den meisten Randomisierungen dennoch mehr als fiinf bzw. acht
Positionen vollstandig randomisiert werden, gehen die Experimentatoren davon
aus, daf} die meisten randomisierten Aminoséduren eine spatere Bindung ohnehin
nicht maBigeblich beeinflussen. Zudem 148t sich im vorhinein nicht abschétzen,
welche genauen Positionen zur Erzeugung von Affinitit (zu einer bestimmten
Zielsubstanz) variiert werden sollten und welche nur einen geringen Einfluf3 auf
spéitere Bindungen besitzen.

In diesem Kapitel wurden bislang nur die Auswirkungen von Randomisierun-
gen auf die Erzeugung von Affinititen betrachtet. Eine weitere Konsequenz
von Randomisierungen kann aber zusitzlich in der Aufhebung von Wechsel-
wirkungen beruhen, wie sie im Wildtyp fiir die Proteinfaltung notwendig
waren, oder der zufillige Einbau disruptiver Mutationen unterbindet direkt die
korrekte Faltung der entsprechenden Mutante. Je geringer die Randomisierung
ausfallt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, strukturierte Mutanten zu
erhalten, aus denen selektiert werden kann, wenn auch in dieser Arbeit beson-
ders variable (bei verschiedenen PH-Dominen) Loops zur Randomisierung
ausgewdhlt wurden (s. Kapitel 1.4.1.), die deshalb nicht essentiell zur
Strukturbildung der PH-Doméne beitragen sollten.
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Dieser Spagat zwischen starker Randomisierung zur Erzeugung von Affinititen
und geringer Randomisierung zur Bewahrung der strukturellen Eigenschaften
wurde durch die Randomisierung mit Hilfe des Computerprogramms ,,Mutator*
gemeistert (Steipe & Bruhn, in Vorbereitung). Dabei werden sehr viele Positio-
nen in ihren Aminosdureresten variiert, aber an jeder Position die Wildtyp-
oder eine physikochemisch dhnliche Aminosédure in der Bibliothek bevorzug.
Beim GroBteil der randomisierten Mutanten bleiben so noch die mdglichen
lokalen und nicht-lokalen Wechselwirkungen des Wildtyps erhalten und kénnen
zur Stabilitdt des gesamten Proteins beitragen. Dennoch sind an allen randomi-
sierten Positionen der Bibliothek alle Aminosduren vertreten und kdénnen zu
einer Bindung nach Selektion fiihren. Dieses Verfahren eignet sich ganz
besonders fiir Proteine, deren genaue Struktur nicht bekannt ist, weshalb sich
die Wechselwirkungen in den randomisierten Bereichen nicht detailliert
abschétzen lassen.

5.2.2. Randomisierung mit ,,Mutator* und ihre Umsetzung zu
einer Bibliothek randomisierter PH-Doméinen

Zur Randomisierung von Aminosduren in Proteinen werden die entsprechenden
DNA-Codons variiert, indem bei der Oligodesoxynukleotidsynthese an jeder
Position die Basen (bzw. deren Phosphoramidid-Reagentien) in unterschied-
lichen Konzentrationsverhiltnissen eingesetzt werden (s.u. und als Ubersichts-
artikel: Steipe, 1999). Das Computerprogramm ,,Mutator* berechnet zu jedem
Mischungsverhéltnis von Basen in den randomisierten Codons die daraus resul-
tierende Aminosdureverteilung in der Bibliothek an dieser Position. Umgekehrt
kann man auch eine gewiinschte Gewichtung der Aminosdureverteilung an einer
Position (bzw. Codon) vorgeben und die dazu benétigten Konzentrationsver-
hiltnisse an Basen zur Oligodesoxynukleotidsynthese berechnen lassen. Somit
148t sich fiir jede individuelle Aminosdureposition eine individuelle Verteilung
an Aminosdureresten bei der Oligodesoxynukleotidsynthese einstellen.

Der Planung von Oligodesoxynukleotiden mit ,,Mutator” und ihrer Synthese
folgt die Klonierung zu einer entsprechenden Bibliothek. Die drei randomisier-
ten Loops befinden sich zwar bei der PH-Doméne in unmittelbarer rdaumlicher
Néhe und bilden ein diskontinuierliches Paratop aus (s. Abb. 1.2), doch sind sie
auf der DNA so weit voneinander entfernt, dal3 sie mit jeweils eigenen Oligo-
desoxynukleotiden randomisiert wurden. Erst die Entwicklung von speziellen
PCR-Techniken (,,asymmetrische PCR* und ,,asymmetrische Verlingerungs-
PCR%, s. Kapitel 4.1.3.) erlaubte die Herstellung getrennter, randomisierter,
isolierter und ligierbarer DNA-Segmente fiir die jeweiligen Loopregionen.
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Diese wurden in einem Assemblierungsverfahren zu einem Fragment ligiert und
dann gemeinsam kloniert. Durch die getrennte Randomisierung der DNA-
Segmente und den Verzicht auf eine abschlieBende Amplifikation des in drei
Segmenten randomisierten Fragments (zumindest bei {iber 80 % der Klone aus
der Bibliothek) wurden die Loops unabhédngig voneinander randomisiert, so daf3
nicht mit einem Verlust an Diversitit durch Uberreprisentierung einzelner
Mutanten in der Bibliothek zu rechnen ist. Durch Optimierung der Randomisie-
rungsstrategie und der Verwendung hochkompetenter E. coli-Zellen fiir die
Elektroporation konnte eine Bibliothek von 6 - 10’ randomisierten PH-Domi-
nen hergestellt werden. Diese Grdéfenordnung fithrte beim Einsatz anderer
Bibliotheken zu erfolgreichen Selektionen: bei der Glutathion-S-Transferase
geniigten dazu 5 - 10° (Widersten & Mannervik, 1995) Klone, wihrend die
Bibliothek von ,,Anticalinen* sogar 3.7 - 10® Klone betrigt (Beste et al., 1999).
Im kommerziellen Rahmen gibt es auch grofere Antikorper-Bibliotheken fiir
phage-display-Verfahren wie HuCal (human combinatorial antibody library:
Knappik et al., 2000) mit 2 - 10° Klonen. Zumindest die Zahl randomisierter
Mutanten sollte bei der PH-Domine somit fiir eine erfolgreiche Selektion
ausreichen.

Mit den durch ,,Mutator* berechneten Daten und der in Kapitel 4.1.3. aufge-
fiihrten Klonierungsstrategie wurden 29 Aminosdurepositionen in drei Loops
der PH-Doméne randomisiert. Fiir die Oligodesoxynukleotidsynthese (s. Kapi-
tel 2.2.2.) wurden durchschnittlich 16 randomisierte (Codons) Aminosduren
iiber drei Loops vorgegeben, d.h. durchschnittlich sollten etwa 55 % der
Aminosduren im randomisierten Bereich gegeniiber dem Wildtyp verdndert
sein. Die statistische Auswertung von 29 randomisierten und exprimierbaren
Mutanten zeigte bei 17 % jeweils aller drei Loops keine Randomisierung und
bei den restlichen 83 % der Loops eine durchschnittliche Randomisierung von
32 % der Aminosdurepositionen. Insgesamt wurden durchschnittlich sieben
Aminoséduren der Wildtyp PH-Domine durch andere Aminosduren ersetzt (s.
Kapitel 4.1.4.). Die Abweichung von den erwarteten Werten beruhen
wahrscheinlich auf der Amplifikation von Wildtyp (Templat-) DNA bei den
PCR-Reaktionen und auf der préferentiellen Bevorzugung randomisierter
Oligodesoxynukleotide mit ,,wildtyp-dhnlicher DNA-Sequenz ebenfalls bei
den PCR-Reaktionen. Durch geringfiigige Anderung der PCR-Technik sollten
sich diese Abweichungen in Zukunft beheben lassen, indem die als Templat
eingesetzte DNA nicht mehr die zu randomisierenden Segmente enthilt. Dann
sollte die PH-Domine erwartungsgemill randomisiert werden konnen. Die
Festlegung auf ein bestimmtes Randomisierungsausmall war fiir die Oligodes-
oxynukleotidsynthese notwendig. Sie basierte auf den Vermutungen, dal} einige
Mutationen in den drei Loops die Struktur und Exprimierbarkeit der
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PH-Doméne nur geringfiigig beeintrachtigen und trotzdem zu selektierbaren
Mutanten fiihren.

Die Validierung der Bibliothek zeigt (s. Kapitel 4.1.4.), daBl sich 31 der 50
willkiirlich ausgewidhlten Mutanten aus der Bibliothek 16slich cytoplasmatisch
exprimieren lassen. Bei 19 Mutanten wurde kein 16sliches Protein nachge-
wiesen. Vier davon sequenzierte Mutanten weisen Verschiebungen im Leserah-
men gegeniiber dem Wildtyp auf, die sich auf die PCR-Amplifikationen
zuriickfiihren lassen. Damit konnte nachgewiesen werde, dal3 alle untersuchten,
randomisierten Mutanten ohne genetische Defekte auch exprimiert werden. Die
Stabilitdt der PH-Doméne wird durch zufillig eingefiihrte Mutation in den
Loopregionen um ca. 1 bis 10 kJ/mol reduziert, wobei sich auch eine Mutante
(Klon 50) mit der Freien Faltungsenthalpie von -11 kJ/mol (also um iiber
26 kJ/mol gegeniiber dem Wildtyp reduziert) gefaltet cytoplasmatisch
exprimieren 4Bt (s. Kapitel 4.1.6.). Die Randomisierung fiihrt zwar zu einer
Destabilisierung der untersuchten Mutanten, erlaubt aber deren Expression. Die
Stabilitdt wird damit den Erwartungen an randomisierte Proteine gerecht und
das Paratopgeriist der PH-Doméne erweist sich als sehr robust.

Die erzeugte Bibliothek randomisierter PH-Doménen besitzt nach der Klonie-
rung eine Komplexitit von 6 - 10’ Klonen, von denen sich iiber 60 % 1dslich
exprimieren lassen. Ein Vergleich dieser Angabe mit anderen Bibliotheken (s.
Kapitel 1.4.2.) ist mangels Literaturdaten nicht mdglich, da dort stets nur die
GroBe, nie aber die detaillierten Ergebnisse der Validierung aufgefiihrt sind.

Da sich auch Mutanten mit deutlich verringerter Stabilitdit im Cytoplasma
exprimieren lassen (Klon 50), konnte man versuchen, die Bibliothek stirker zu
randomisieren, um sie anschlieBend in Selektionsverfahren einzusetzen. Eine
solche stiarkere Randomisierung konnte in einer Modifizierung der Klonierungs-
strategie liegen (s.0.) oder aber in Design und Synthese neuer Oligodesoxy-
nukleotide, fiir die ein hoheres Randomisierungsausmall gewdhlt wird. Da sich
bei ,,Mutator* die Randomisierung jedes Codons individuell vorgeben laft,
wiare eine vergleichsweise starke Randomisierung in Loop 6 angebracht, bei
dem sich sogar 9 bzw. 7 Aminosduren entfernen lassen, ohne daB3 die
PH-Domaine ihre cytoplasmatische Exprimierbarkeit verliert (Klon 28 bzw. 30,
s. Kapitel 4.1.4.).

Die ,,mafBgeschneiderte” und regulierbare Randomisierung von Codons durch
,Mutator erlaubt eine ,,vorsichtige* Randomisierung, bei der teilweise Wild-
typ-Aminosduren im randomisierten Bereich erhalten bleiben und das Protein
stabilisieren konnen. Soll ein Codon bzw. die entsprechende Aminosdure
rigoros randomisiert werden, bietet sich bei der Oligodesoxynukleotidsynthese
der Einsatz dquimolarer Mengen an Basen an (bzw. deren Phosphoramidid-
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Reagentien). Der einfachste Ansatz wire ein dquimolarer Einsatz aller vier
Basen. Diese Mischung bei der Synthese wird als ,,N“ bezeichnet. Eine
Bibliothek mit einem derartig randomisierten (N)(N)(N)-Codon besitzt an
dieser Codonposition alle Codon-Varianten in gleichem Verhiltnis (Oliphant et
al., 1986). Die Gleichverteilung aller Codon-Varianten fiihrt allerdings zu einer
spiteren Uberreprisentierung der Aminosiuren, die stirker degeneriert sind: so
existieren fiir Serin sechs unterschiedliche Codons gegeniiber Methionin, fiir
das nur ein Codon kodiert. AuBBerdem betrigt die Wahrscheinlichkeit fiir ein
stop-Codon 3/64 =4.7 %, was bei Randomisierung mehrerer Codons zu
hiufigen Kettenabbriichen auf Peptidebene fiihrt. Wird anstelle des dquimolaren
Einsatzes aller vier Basen an der dritten Position auf den Einsatz von A
verzichtet (also nur C, G und T, genannt ,,B*), entfallen die beiden stop-Codons
ochre und opal. Gleichzeitig ist die Verteilung der Aminosduren ausgeglich-
ener. Eine hidufige Randomisierungsstrategie ist deshalb die Codonwahl
(N(N)(B) (Kay et al., 1993). Auch die noch weiter einschrinkenden
Codonwahlen (N)(N)(S) und (N)(N)(K) werden eingesetzt [mit ,,S* fiir G und
C sowie ,,K* fiir G und T] (Beste et al., 1999; Devlin et al., 1990). Beim
Einsatz derartiger Randomisierungen von Codons kann nur durch die Wahl der
randomisierten Aminosdureposition direkt Einflu auf die Randomisierung
eines Proteins genommen werden. Die Randomisierung einer (unerwartet)
strukturell bedeutsamen Aminosdure verursacht bei diesen Strategien den Funk-
tionsverlust der gesamten Bibliothek, wihrend sich dies bei ,,Mutator* nur im
Ausfall weniger Mutanten duBlert. Dies kann sich gerade bei der
Randomisierung strukturell unaufgeklirter Proteine, wie es die PH-Doméne
war, entscheidend auswirken.

Bei den genannten Verfahren zur Synthese randomisierter Oligodesoxynukleo-
tide (einschlieBlich ,,Mutator*) kommen die Basen an jeder Basenposition des
Codons in einem definierten Verhiltnis zum Einsatz. Indem anstelle der Basen
die kodierenden Desoxytrinukleotide in der randomisierenden Synthese
verwendet werden, kann direkt das Verhiltnis der Aminosduren eingestellt
werden. Dieses Verfahren wurde unter anderem zur Randomisierung der
HuCAL-(scFy-)Bibliothek eingesetzt (s. Kapitel 1.5.1.; Knappik et al., 2000).
Dieses Verfahren ist allerdings sehr kostenintensiv und 146t sich nur manuell
umsetzen: flir die Synthese eines randomisierten Codons, miissen 20 Desoxytri-
nukleotid-Losungen im zuvor festgelegten Verhéltnis zueinander eingesetzt
werden, wahrend nach ,,Mutator nur die iiblichen vier Basen-Phosphoramidid-
Reagentien im festgelegten Verhéltnis zueinander zum Einsatz kommen, was
sich mit einem (vor drei Jahren) gebrduchlichen Synthesegerit (Ecosyn D300,
Eppendorf) automatisch umsetzen lief3.
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5.3. Phage-display mit der PH-Domane

Die Bibliothek randomisierter PH-Doméinen wurde im phage-display-Verfahren
zur Selektion gegen die Zielsubstanzen MOMP, Kreatinin und CD3¢ eingesetzt
(s. Kapitel 4.2.1.). Dabei fand bei allen drei Zielsubstanzen eine Abreicherung
von Volldngen-PH-Dominen iiber die zunehmende Zahl von Selektionsrunden
statt, was aus Restriktionsverdauen nach den unterschiedlichen Selektionsrunden
deutlich wird (s. Abb. 4.712). Lediglich bei MOMP zeigte sich auch nach der
5. Selektionsrunde noch ein DNA-Restriktionsfragment der erwarteten Grof3e.
Nach Klonierung dieses DNA-Fragments weisen sechs von acht untersuchten
Klonen dieselbe Sequenz auf. Diese sechs Klone und die beiden weiteren Klone
besitzen jeweils nur ein gemeinsames Merkmal, ndmlich ein amber-Codon in
Position 11; weitere gemeinsame randomisierte Aminosdurepositionen sind
nicht vorhanden (s. Tab. 4.3). Die Selektion war folglich konvergiert. Das
randomisierte Codon des Oligodesoxynukleotids Looplrms (s. Kapitel 2.2.2.)
fiir Position 11 besitzt eine prozentuale Basenverteilung (A/C/G/T) von
(16/59/10/15)(6/6/8/80)(0/52/41/7) [unterstrichen sind die Basen, die zu einem
amber-Codon fiithren]. Die Wahrscheinlichkeit fiir das amber-Codon (TAGQG)
betrdgt damit 0.15-0.6 - 0.41 =0.37 %. Da die Selektion in TG 1-Zellen
stattfand und dieser E. coli-Stamm den Genotyp supE besitzt (s. Kapitel
2.1.1.), sollte bei (TAG) anstelle eines Translationsarrests ein Glutamin in die
Polypeptidkette translatiert und die Peptidsynthese fortgesetzt werden.
Andererseits fungiert bei Uberexpression in supE-Stimmen das amber-Codon
auch als stop-Codon. So werden laut ,,Gebrauchsanweisung* fir phage-display-
Bibliotheken scFy-Antikorperfragmente, die iiber ein amber-Codon an das
g3-Protein fusioniert sind, ohne Induktion auf der Phagenoberfliche
exprimiert, bei Uberexpression (durch Induktion mit IPTG) aber ohne
fusioniertes g3-Protein in das Periplasma transloziert (daraus gereinigt und
charakterisiert) (Viti et al., 2000). Da zur Herstellung von PH-Dominen-
fusionierten Phagen die PH-Domaénen-g3-Fusion durch IPTG-Induktion tiber-
exprimiert wird (s. Kapitel 3.9.2.), wird dieses amber-Codon auch als stop-
Codon im supE-E. coli-Stamm TG 1 erkannt. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein
reguldres Glutamin-Codon (CAA oder CAG) an Position 11 betrdgt insgesamt
1.45 %. Diese Codons sind damit statistisch viermal hiufiger in der Bibliothek
anzutreffen als das amber-Codon, so da3 man bei einer Selektion gegen MOMP
zu Glutamin an Position 11 auch reguldre Codons erwartet hétte. Ein ochre-
oder opal-stop-Codon wird an Position 11 bei der Randomisierung ausge-
schlossen, indem auf die Adeninbase in der dritten Codonposition verzichtet
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wird (s.0.). Die Selektion der phage-display-Bibliothek konvergierte somit
auch bei MOMP nicht zu bindenden Mutanten der PH-Doméne sondern zu
Deletionsmutanten und zu einem stop-Codon in Position 11. Demzufolge
besitzen diese Nonsens-Mutanten gegeniiber korrekt randomisierte PH-Doma-
nen einen Selektionsvorteil.

Die durchschnittliche (scheinbare) Affinititsvergroerung der phagenfusio-
nierten Bibliothek von PH-Dominen iiber zunehmende Selektionsrundenzahl
gegen alle untersuchten Zielsubstanzen (bestimmt iiber den Phagentiter der
letzten Waschlosung in Relation zu dem des Eluats: s. Abb. 4.71) 148t sich als
die Anreicherung von Deletionsmutanten mit deutlichem Faltungsdeffekt
deuten. Durch die Représentierung der hydrophoben, sonst in das Proteininnere
orientierten Aminosdurereste treten moglicherweise unspezifische Bindungen zu
der hydrophoben, wenn auch mit ,,RotiBlock® abgesittigten Oberfliche der
NUNC-R6hrchen auf.

In der Literatur werden nur verhdltnismaBig selten neue, erfolgreiche phage-
display-Selektionen mit anderen randomisierten Gerlistproteinen verdffentlicht.
Dies konnte im seltenen Auffinden bindender Mutanten und der aufwendigen
Optimierung der Bibliotheken begriindet liegen: So wurde das Bilin-bindende
Lipocalin 1994 als Paratopgeriist vorgeschlagen (Schmidt & Skerra, 1994) und
1998 die Optimierungen fiir die periplasmatische Expression vorgestellt
(Schmidt et al., 1998). Seitdem konnten lediglich zwei Gruppen bindender
Lipocalinmutanten publiziert werden: 1999 , Anticaline” gegen Fluoreszein
(Beste et al., 1999) sowie 2000 gegen Digoxygenin (Schlehuber et al., 2000)
jeweils selektiert iiber das phage-display-Verfahren.

Welche Ursachen kommen fiir die Selektion von Nonsens-Mutanten aus
der Bibliothek in Frage?

Aus praktischen Gesichtspunkten wurde die Bibliothek randomisierter
PH-Doménen in den Vektor ploPHmg3 kloniert, in dem die PH-Doméne {iiber
ein amber-Codon mit dem g3-Protein fusioniert ist und unter dem /ac-Promo-
tor bei IPTG-Induktion exprimiert wird. Die Existenz dieses amber-Codons als
Grund fiir die Selektion von Nonsens-Mutanten in supE-E. coli-Stimmen ist
allerdings auszuschlieflen, da Vorversuche liber Western-Blot-Analyse belegten,
daB zwar die Wahl des lac-Promotors gegeniiber dem fet-Promotor nach jewei-
liger Induktion zu einer (geringfiigigen) Expressionsverbesserung der
PH-Doméne auf der Phagenoberflache fiihrt, die Existenz oder Abwesenheit
eines amber-Codons zwischen PH-Domine und g3-Protein sich aber nicht auf
die Expression der PH-Domine auf der Phagenoberfliche auswirkt. Eine
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Aussage iiber die Zahl der Translationsabbriiche an diesem Codon und die
Auswirkung eines weiteren amber-Codons (s.0.) 14Bt sich allerdings aus diesen
Vorversuchen nicht ableiten.

Eine zweite Ursache kann in der Auswahl der Versuchsbedingungen liegen. Die
drei untersuchten Zielsubstanzen konnten fiir die Selektion bindender
PH-Dominen ungeeignet sein. Allerdings wurden bereits gegen MOMP eine
bindende hPSTI-Mutante (Decker ef al., 2000) und gegen CD3¢ ein bindendes
scFy-Fragment iiber jeweilige phage-display-Verfahren selektiert (Mack et al.,
1995, s. Kapitel 4.2.1.), weshalb sich diese Zielsubstanzen fiir in vitro Selektio-
nen generell zu eignen scheinen; diese Argumentation gilt aber nur fiir den
Einsatz strukturdhnlicher Bibliotheken. Wie erheblich die Zielsubstanzen durch
die Wahl einer Bibliothek eingeschrinkt sind, wird aus der Anwendung der
LAnticaline® im phage-display-Verfahren deutlich; die ,,Anticaline* leiten sich
von dem Bilinbindenden Lipocalin der Pieris brassicae ab, wobei es sich bei
Bilin um Biliverdin IX| einer prosthetische Hédmgruppe handelt. Bindende
Mutanten der ,,Anticaline* wurden bislang nur gegen die Haptene Fluoreszein
(Beste et al., 1999) und Digoxygenin (Schlehuber ef al., 2000) erhalten und die
sind als zyklische Kohlenwasserstoffsysteme dem heterozyklischen Biliver-
din IX, strukturell dhnlich; gegen Proteindomanen wurden dagegen noch keine
bindenden Anticalinmutaten nachgewiesen (Weiss & Lowman, 2000). Die
PH-Doménen binden in vivo an Phosphatidylinositolphosphaten (Ferguson et
al., 2000). Sollten auch sie nach Randomisierung ein genauso geringes Spek-
trum erfolgversprechender Zielsubstanzen besitzen, wie dies bei den
Anticalinen der Fall ist, verwunderte es nicht, wenn sich bislang noch keine
bindenden Mutanten der PH-Doméne gegen die drei Zielsubstanzen selektieren
lieBen und sich die Bibliothek randomisierter PH-Domaénen bislang nur fiir die
Selektion ,,phosphatidylinositolphosphat-dhnlicher* Zielsubstanzen eignen
wiirde, was Gegenstand weiterer Untersuchungen sein sollte. Eine grundsitzli-
che Verbesserung der Affinitidt zu komplexen Epitopen von Proteinen konnte in
einer flexibleren Gestaltung der Loops bestehen, indem zusétzliche Glycinreste
zwischen Basisprotein und Loops kloniert werden, so daB3 sich die Loops besser
den Epitopen von Zielsubstanzen anlagern. Bislang ist die Flexibilitdt der
Loops zumindest bei der PH-Doméne des Grpl gering. Dies wird aus einem
Strukturvergleich des Grpl mit und ohne Inositol-(1,3,4,5)-tetraphosphat
deutlich (Lietzke et al., 2000): die Bindung fiihrt nicht zu einer deutlichen
Konformationsinderung innerhalb der PH-Doméne. Antikérper dagegen
verdndern ihre Konformation nach Antigenkontakt hdufig deutlich (MacCallum
et al., 1996), wie es beispielsweise der H3-Loop des F,,-Fragment 14/9 nach
Bindung eines Heptapeptids zeigt (PDB: 1HIM und 1HIL; Schulze-Gahmen et
al., 1993). Wie deutlich sich die Flexibilitdt der Loops auf die Affinitit und
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Spezifitdit von Antikorperbindungen auswirkt, zeigen die vergleichenden
Untersuchungen an Antikorpern der ersten und zweiten Immunantwort
(Manivel et al., 2000). Loops von Antikérpern der ersten Immunantwort sind
strukturell sehr flexibel, was eine schwache Bindung zu einer Vielzahl von
Antigenen erlaubt. Dagegen weisen Antikorper der zweiten Immunantwort eine
geringere Flexibilitit ihrer Paratope auf, was zu einer hoheren Substratspezifitit
und -affinitdt fithrt. Die addquate Flexibilisierung der randomisierten Loops bei
der PH-Doméne konnte in dhnlicher Weise wie bei den Antikorpern zu haufige-
ren Bindung an Zielsubstanzen beitragen und zu bindenden Mutanten beim
phage-display-Verfahren fiihren. Die lokalen und nicht-lokalen Wechselwir-
kungen der Wildtyp-Loops mit dem Proteingeriist lieBen sich allerdings nach
Einfiihrung von Glycinresten kaum mehr aufrecht erhalten, so dal man die
PH-Doméne dann gleichzeitig auch vollstindig in ihren Loops randomisieren
sollte. Ob der GroBteil aller Mutanten dann allerdings noch exprimierbar ist,
miiflte experimentell zuerst nachgewiesen werden.

Auch die Randomisierung per se steht als mogliche Ursache fiir die Selektion
von Nonsens-Mutanten zur Disposition: wie in Kapitel 5.2.2. dargestellt, sollte
sich eine stirkere Randomisierung der Loops verwirklichen lassen, ohne dabei
die Exprimierbarkeit der (meisten) randomisierten Mutanten nachhaltig zu
beeinflussen. Wie sich dies auf die Selektion bindender Mutanten auswirkt, sei
dahingestellt. Vor der Klonierung einer selektierbaren (grofen) Bibliothek,
sollte allerdings zunichst ein sinnvolles Ausmall an Randomisierung experi-
mentell abgesichert werden, indem die cytoplasmatische Expression von
Mutanten analysiert wird.

Eine letzte Ursache fiir die Selektion von Nonsens-Mutanten konnte im
gewidhlten Selektionsverfahren bestehen. Um dies zu untersuchen, sollten
entweder Voraussetzungen fiir den verbesserten Einsatz der PH-Domine im
phage-display-Verfahren geschaffen oder aber das Selektionsverfahren sollte
ersetzt werden. Beide Ansdtze wurden weiterverfolgt.

Die Priasentierung der PH-Doméne auf der Phagenoberfliche durch Fusion mit
dem g3-Protein setzt die Translokation der PH-Doméne durch die innere
Membran in das Periplasma von E. coli voraus (s. Kapitel 1.5.1.). Der
Western-Blot Nachweis der Wildtyp PH-Domine (als Fusion mit dem
g3-Protein) auf dem Phagen zeigt, dal verglichen mit dem g3-Protein nur
wenige Kopien auf der Phagenoberfliche reprasentiert werden, was sich in
einer vergleichsweise diinnen Bande &duflert (s. Abb. 4.27). Die Anzahl von
g3-Proteinen eines M13-Bakteriophagen betrigt drei bis fiinf Kopien (Rasched
& Oberer, 1986; Specthrie et al., 1992). Hieraus folgt, dal nur ein geringer
Anteil von Phagen iiberhaupt eine Kopie der PH-Domine auf der Oberflidche
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tragt. Ineffizienter Transport der PH-Domine in das Periplasma konnte fiir
einen so groflen Selektionsdruck in E. coli sorgen, dal} sich aus der Bibliothek
von PH-Doménen-g3-Fusionen nur Nonsens-Mutanten selektieren lassen. Ziel
miiflte es also sein, diese Transportschwierigkeiten zu beseitigen, wovon Kapitel
5.4. handelt. Aber auch wenn der ineffiziente Transport keinen negativen
Selektionsdruck im phage-display-Verfahren ausiiben sollte, beeinflult er die
Selektion doch indirekt negativ: Phagen mit zwei oder mehr Kopien ihrer
PH-Doméinen Mutante auf der Oberfliche werden nur duflerst selten exprimiert
und somit entfallen Aviditatseffekte, mit denen schwach bindende Mutanten aus
der Bibliothek selektiert werden konnten. Als ein Beispiel fiir den Avidititsef-
fekt sei die phage-display-Selektion einer Bibliothek von Hexapeptiden (fusio-
niert mit dem g3-Protein) gegen einen anti-B-Endorphin Antikorper als
Zielsubstanz angefiihrt (Cwirla et al., 1990): dabei wurden Hexapeptide selek-
tiert, deren Affinititen lediglich 0.35 bis 8.3 uM gegen den Antikérper betru-
gen (verglichen mit einem bekannten Liganden, der eine Affinitit von 7.1 nM
zeigt), sich dafiir aber vergleichsweise gut auf der Phagenoberfliche exprimie-
ren lieBen. Schwach bindende Mutanten der PH-Domine konnte man folglich
tiber das phage-display-Verfahren selektieren, wenn sie sich mit mehreren
Kopien auf der Phagenoberfliche darstellen lieen.

Zur besseren Expression der PH-Doméne auf der Phagenoberfliche wurde nach
Mutanten gesucht, die besser in das Periplasma von E. coli transloziert werden
(s. Kapitel 5.4.). Gefunden wurden dabei Circularpermutanten (s. Kapitel
4.3.2.), die sich bis zu 30-fach besser periplasmatisch exprimieren und sich
auch besser auf der Phagenoberfliche darstellen lassen (s. Abb. 4.27). Nach
Randomisierung dieser Mutante wurde mit ihr und mit dem randomisierten
Wildtyp ein phage-display-Verfahren ohne panning durchgefiihrt, indem die
Phagen nach ihrer Expression und Reinigung lediglich verdiinnt zur Infektion
neuer E. coli-Zellen eingesetzt wurden (s. Kapitel 4.4.1.). Die Restriktions-
analysen nach den Selektionsrunden zeigten bei der Selektion mit der Circular-
permutante dieselbe Tendenz zu Deletionsmutanten wie dies beim Wildtyp
beobachtet wurde. Damit tridgt die verbesserte Translokationseffizienz der
Circularpermutante gegentiiber dem Wildtyp nicht dazu bei, Deletionsmutanten
zu vermeiden. Da allerdings keine vergleichbaren Untersuchungen mit anderen
Bibliotheken vorliegen, sollte dieses Ergebnis nicht zu hoch bewertet werden.
Die bessere Expression auf der Phagenoberfliche qualifiziert dennoch diese
Mutante gegeniiber dem Wildtyp fiir kommende phage-display-Selektionen, da
somit mehr Phagen eine Mutante reprasentieren und eher Avidititseffekte
auftreten konnen.

Mogliche phage-display-spezifische Ursachen fiir die Selektion von Nonsens-
Mutanten werden durch Einsatz der Bibliothek bei in vivo Selektionssystemen
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umgangen. Die Selektion {iber das Hefe-2-Hybrid-System ist dabei im Zellkern
lokalisiert, was wiederum einen TransportprozeB in sich birgt. Auf jegliche
Transportprozesse wird dagegen verzichtet, wenn die Bibliothek in E. coli zur
metabolischen oder inhibitorischen Selektion verwendet wird, oder aber wenn
sie im Cytoplasma von Zellkulturen eingesetzt wird. Letzteres geschieht im
Arbeitskreis von Waldemar Kolanus (Genzentrum der LMU Miinchen) und
ermdglicht es, die PH-Domine an ihrem ,,Entdeckungsort® zu selektieren — in
(Jurkat L)T-Zellen (s. Kapitel 1.5.2.).

5.4. Die Verbesserung der Translokation

Die PH-Doméne 14Bt sich nur schlecht in das Periplasma translozieren, was als
mogliche Ursache fiir ihre geringe Expression auf der Phagenoberfliche und
fir die Selektion von Nonsens- Mutanten beim phage-display-Verfahren
angesehen wird (s. Kapitel 5.3.). Wie aber 146t sich die periplasmatische
Expression bzw. die Translokation eines Proteins verbessern? Der allgemeinen
Frage, worin sich (gut) periplasmatisch exprimierbare Proteine von nicht oder
schlecht periplasmatisch exprimierbaren Proteinen unterscheiden, wurde in der
Literatur bislang noch nicht systematisch nachgegangen. Deshalb wurden dazu
Hypothesen aufgestellt und Mutanten der PH-Domine entworfen, die die
Hypothesen bestétigen oder widerlegen (Mutanten: s. Tab. 4.4):

* spezifische Sequenzelemente der PH-Domine verhindern eine effektive
Translokation (s. Kapitel 4.3.1.),

* die Stabilitit der gesamten PH-Doméne oder ihrer (nicht analysierten)
Subdominen ist zu grol, um sie fiir die Translokation zu entfalten (s.
Kapitel 4.3.1.) und

* die Reihenfolge der Strukturelemente (Topologie) ist bei der Wildtyp
PH-Doméne ungiinstig (s. Kapitel 4.3.2.).

Die untersuchten Kriterien sind primér die periplasmatische Expression (s.
Kapitel 4.3.7.) und die dabei erfolgte Prozessierung der jeweiligen Préiproteine
(s. Kapitel 4.3.8.). Ergdnzend wurde die cytoplasmatische Expression (s. Kapi-
tel 4.3.6.), die thermodynamische Stabilitdt (s. Kapitel 4.3.5.) und die Expres-
sion auf der Phagenoberfliche (s. Kapitel 4.4.) bestimmit.

153



5. Diskussion

Gezielten Mutationen von Proteinen zur Verbesserung der Translokation wurde
bislang weniger Aufmerksamkeit geschenkt als der Coexpression anderer
(periplasmatischer) Proteine, die zu einer verbesserten periplasmatischen
Expression verhelfen. Zur Etablierung der Lipocaline als Proteingeriist fiir das
phage-display-Verfahren erwies sich die Uberexpression der E. coli eigenen
DsbC (Disulfid Oxidoreduktase C) als hilfreich (Schmidt et al., 1998). Sie
sorgt im Periplasma fiir die korrekte Verkniipfung von Disulfidbriicken
(Shevchik et al., 1994). Dieser Ansatz entfillt fir die PH-Doméne, da in ihr
keine Cysteine vorliegen und somit hierin auch nicht die Ursache fiir die
schlechte periplasmatische Exprimierbarkeit liegen kann. Problematischer
konnten bei der Faltung dagegen sechs Prolinreste sein, die iiber die
PH-Domaine verteilt vorliegen (s. Tab. 4.4). Die Strukturanalyse zeigt, da3 sich
alle in der trans-Konfiguration befinden und nicht in der (fir die freie
Aminosdure) um ca. 2 kJ/mol energiereicheren cis-Konfiguration. Cis-Prolin-
Konfigurationen treten bei vielen Proteinen auf und konnen die Stabilitit des
gesamten Proteins erhohen. Lige eine cis-Konfiguration vor, konnte die
periplasmatische Expression der PH-Domine durch Coexpression einer Prolyl-
isomerase wie FkpA verbessert werden. Dieses Chaperon katalysiert den
Konfigurationsaustausch und wird im Periplasma von E. coli nach Hitzeschock
exprimiert (Arie et al., 2001). Zur verbesserten Expression eines schlecht
funktionell auf Phagen exprimierten AntikOrperfragments wurde anstelle der
Coexpression eines bekannten Chaperons eine genomische DNA-Bibliothek mit
dem Phagen coexprimiert (Bothmann & Pliickthun, 1998). Der Phage kodiert
dabei fiir die Mutanten der genomischen DNA-Bibliothek. Uber einen
Bindungsassay lie} sich damit das periplasmatisch exprimierte Skp von E. coli
als Chaperon identifizieren. Um einen derartigen Ansatz auch mit der
PH-Domine durchzufiihren, bendtigte man fiir sie ebenfalls einen funktionellen
Nachweis bzw. eine Selektionsmethode im Periplasma oder auf der Phagen-
oberfldche. Beides wire nicht direkt sondern bestenfalls liber die Fusion der
PH-Doméne mit einem in das Periplasma translozierten, resistenzvermittelnden
Proteins wie der f-Lactamase moglich gewesen.

Lipocalinen, cis-Prolin-haltigen Proteinen und dem oben erwdhnten Antikor-
perfragment verhilft die Coexpression von periplasmatischen Chaperonen zur
korrekten Faltung im Periplasma. Schlechte periplasmatische Expressionsaus-
beuten wiren primér jeweils iiber Proteolyse un- oder fehlgefalteter Proteine im
Periplasma zu erkldren. Die PH-Doméne aber weist hervorragende Faltungs-
eigenschaften aus, was bei der Aufnahme von Ubergangskurven deutlich wird
(s. Kapitel 4.1.5.). Somit sollte die Faltung auch im Periplasma nicht proble-
matisch sein. Alle Vorversuche deuten viel eher auf ein Problem bei der
Translokation hin. Dieses duBlert sich in der geringen periplasmatischen
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Expression und der nachfolgenden aberranten Prozessierung durch die Signal-
peptidase.

Dieses Translokationsproblem konnte darauf beruhen,

e dal} die PH-Domaéne nach der Translation und vor der Translokation nicht in
einen ,,geeigneten translokationskompetenten® Zustand tiberfithrt wird oder
aber

* daB die intrinsischen Eigenschaften der PH-Doméne die Translokation
behindern.

Der ,geeignete translokationskompetente® Zustand (Economou, 2000;
Kumamoto & Nault, 1989) ist eine phanomenologische Beschreibung und gibt
nicht an, in welchem strukturellen Zustand sich das Préprotein vor der Translo-
kation befindet. Da viele Proteine und Proteinkomplexe wie SRP, GroEL/S,
Triggerfaktor, DnaJ und SecB als notwendige Chaperone fiir die Translokation
bekannt sind (s. Kapitel 1.6.1.), wird allgemein vermutet, daf sich Priproteine
vor der Translokation in einem ungefalteten (translokationskompetenten)
Zustand befinden und dann iiber den allgemeinen sekretorischen Transport-
mechanismus in das Periplasma transloziert werden. Ein dazu von allen
einheitlich bendtigtes cytoplasmatisches Chaperon fiir die Destabilisierung von
Préaproteinen konnte allerdings bislang noch nicht nachgewiesen werden, was
sicherlich auch mit der Substratspezifitit von Chaperonen wie Dnal (Riidiger et
al., 2001) zusammenhéngt. Ginge man davon aus, dal} es zu jedem periplasma-
tisch exprimierten Protein bei E. coli mindestens ein spezifisches cytoplasmati-
sches Chaperon gibt, das erst den translokationskompetenten Zustand
ermdglicht, sollten sich E. coli-periplasmafremde Proteine nicht rekombinant
im Periplasma exprimieren lassen, da fiir sie kein geeignetes Chaperon vorliegt,
bzw. sie nicht so evolutiv verdndert wurden, daBl ein cytoplasmatisches
Chaperon von E. coli binden konnte. Beispielsweise das bilinbindende
Lipocalin (Schmidt & Skerra, 1994), das als Gertlistprotein fiir die ,,Anticaline*
diente, aber auch Antikorperfragmente (Skerra & Pliickthun, 1991) lassen sich
sehr wohl periplasmatisch exprimieren. Beides sind in vivo eukaryontische
Proteine, die cotranslational transloziert werden, so dal} sie in der Evolution
nicht der Problematik eines translokationskompetenten Zustandes ausgesetzt
wurden und sich deshalb auch nicht besser in E. coli translozieren lassen
sollten. Wenn sich die PH-Doméne besonders schlecht periplasmatisch expri-
mieren laBt, sollte man deshalb weniger von fehlenden Chaperonen ausgehen,
als intrinsische Eigenschaften der PH-Domine dafiir zur Verantwortung zu
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ziehen. Diese wurden durch die gewédhlten Mutationen ndher untersucht (s.
Kapitel 4.3. und folgende) und werden im folgenden diskutiert.

5.4.1. Hypotheseniiberpriifung zur Translokationsoptimierung

Im vorherigen Kapitel wurde die PH-Doméne mit Proteinen verglichen, die
sich (z.T. nach Coexpression periplasmatischer Chaperone) besonders effizient
im Periplasma von E. coli exprimieren lassen. ,Realistischer wire der
Vergleich der PH-Doméne mit Proteinen, die ,,Translokations-Schwierigkeiten*
besitzen. Typische Beispiele dafiir sind Membranproteine, die naturgemil} in
der Membran ,,stecken bleiben®. Bei E. coli zeichnen sie sich durch hydrophobe
Aminosdurebereiche im Intermembranbereich aus (Sdaf, 1998), die von positi-
ven Clustern an Aminosdureresten flankiert werden. Letztere wirken als stop-
Transfersignale (von Heijne & Gavel, 1988). Die Mutation hydrophober Berei-
che in cytoplasmatischen Proteinen, fiihrt bei Unkenntnis der Struktur zur
Reduzierung des ,,hydrophoben Effekts* und dies wiederum zur Verhinderung
der Proteinfaltung, weshalb derartige Mutationen nicht in das Kalkiil gezogen
wurden. Positive Ladungscluster aber, wie sie bei der PH-Domine in der
Aminosduresequenz KRR(20,21,22) vorliegen, konnten als stop-Transfersignal
dienen und lassen sich (zumindest im Falle der PH-Doméine) mutieren, ohne
daB die Proteinstabilitit deutlich reduziert wird. Die Mutation
KRR(20,21,22)QNV verhalf der entsprechenden Variante allerdings nicht zu
einer verbesserten Translokation und auch die Circularpermutanten CP 2.6. und
CP 3.6. werden nicht durch diese Mutation in ihren Translokationseigenschaf-
ten verdndert, so daB3 die Annahme einer sftop-Transfersequenz hinfillig ist.
Genauso wurde keine Verbesserung fiir die sequenzspezifisch mutierte Variante
N-ter gefunden, deren N-Terminus der N-terminalen Sequenz des reifen outer
membrane proteins A angeglichen wurde.

Sollte die Wildtyp PH-Doméne als Priprotein vor der Translokation zuvor im
Cytoplasma gefaltet sein, miilte sie zur Translokation entfaltet werden und
E. coli miiite dazu den Energiebetrag aufbringen, der auch iiber Ubergangs-
kurven bestimmt werden kann (s. Kap. 4.1.5.). Destabilisierte Mutanten werden
dann ,.energiegiinstiger* und vielleicht auch effizienter transloziert. Zur Unter-
suchung dieser Hypothese wurde die Wildtyp PH-Doméne durch gezielte
Mutation der a-Helix und des Proteininneren destabilisiert, was allerdings bei
keiner Mutante zu einer deutlichen Verbesserung der periplasmatischen
Expression fiihrte. Die thermodynamische Stabilitdt der PH-Domine verursacht
somit nicht die schlechte Translokation.
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Die Auswirkungen von Circularpermutationen (s. Kapitel 4.3.2.) auf die Trans-
lokation kann vielschichtig sein: durch die Einfiihrung neuer Termini beginnt
die Translokation der PH-Domine mit einer Aminosduresequenz aus Loop 6
(bei den Varianten CP X.6.) oder mit der Aminosduresequenz der (beim
Wildtyp C-terminalen) a-Helix. Die Bedeutung des N-Terminus fiir die
Translokationseffizienz ist statistisch erwiesen (Kajava et al., 2000: liberwie-
gend negative und ungeladene Aminosduren in den 18 N-terminalen Amino-
sdurepositionen reifer, in gram-negativen Bakterien periplasmatisch exprimier-
ter Proteinen). Somit werden grundlegend neue Voraussetzungen fiir die
Translokation geschaffen. Sollten Prédproteine (zumindest die Mutanten der
PH-Domaine) gefaltet vorliegen, konnten sich die Circularpermutanten in ihrer
sukzessiven Entfaltung vom Wildtyp unterscheiden, was zu anderen Transloka-
tionseffizienzen fiihren konnte. Zumindest bei den Circularpermutanten
CP X.6. wird genau dies beobachtet, indem sie um ein Vielfaches besser
periplasmatisch exprimiert werden als der Wildtyp (CP 2.6. mit 30-facher
periplasmatischer Expressionssteigerung, CP 3.6. mit 10-facher: s. Kapitel
4.3.7.) und im Gegensatz zum Wildtyp sowie den anderen massenspektroskop-
isch untersuchten Mutanten genau das Prozessierungsmuster (nach Transloka-
tion und Prozessierung mit der periplasmatischen Signalpeptidase I) aufweisen,
das man es nach statistischer Analyse von natiirlichen, in gram-negativen
Bakterien periplasmatisch exprimierten Proteinen erwartet (s. Kapitel 4.3.8.).

5.4.2. Verbesserte Translokation bei den Circularpermutanten
CP 2.6 und CP 3.6.

Mit der periplasmatischen Expression der Circularpermutanten (CP 2.6. und
CP 3.6.) ist es bislang erstmalig gelungen, ein Protein durch Circularpermuta-
tion in seiner Funktion (hier die Translokationseigenschaft) zu verbessern. In
der Vergangenheit wurden Circularpermutanten nur unter dem Aspekt des
,Proteinfaltungsproblems® (Anfinsen, 1973) und der Membranorientierung
betrachtet (Outer membrane Protein A von E. coli: Kobnik & Kramer, 1995)
(transmembrane Untereinheit des Glucosetransporters IICB“: Beutler et al.,
2000). Die erste verdffentlichte Circularpermutation betrifft den Trypsin-
Inhibitor aus Rinderpankreas, dessen Termini chemisch miteinander verbunden
wurden und der anschlieBend im Protein gespalten wurde. Die so hergestellte
Circularpermutante lie3 sich denaturieren und dann wieder in die urspriingliche
Struktur riickfalten (Goldenberg & Creighton, 1983). (Goldenberg &
Creighton, 1983). Genetisch konstruierte Circularpermutanten wurden von der
Phosphoribosyl-Anthranilsdure-Isomerase (Luger et al., 1989), der Aspartat-
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Transcarbamoylase (Zhang & Schachman, 1996), der SH3-Domine des
a-Spectrins (Viguera et al., 1996), dem Chymotrypsin-Inhibitor 2 (Otzen &
Fersht, 1998) und weiteren Proteinen hergestellt. Anhand der Circularper-
mutanten dieser Proteine konnte gezeigt werden, dal fiir die Bildung einer
globalen Proteinstruktur und die daraus abgeleitete Aktivitdt alleine die Folge
der Aminosduren verantwortlich ist (Anfinsen, 1973), wihrend die Positionen
der Termini wenig EinfluB auf die globale Struktur besitzen. Wéhrend bei
obigen Circularpermutanten die Termini gezielt eingefiigt wurden, konnte mit
Hilfe eines Randomisierungsverfahrens beim Griinfluoreszierenden Protein
(GFP) gezeigt werden, dal3 sich neue Termini lediglich in einigen Loops ein-
fiihren lassen und zu funktionellem, d.h. griin fluoreszierendem, Protein fiihren
(Topell et al., 1999). Dasselbe Randomisierungsverfahren auf die Disufid-
Oxidoreduktase DsbA angewandt, erbrachte dagegen die Erkenntnis, daB3 sich
nur in 30 % der Proteinstruktur keine Termini einfithren lassen, wiahrend dies
bei 70 % moglich ist und funktionelles Protein erhalten wird (Hennecke ef al.,
1999). DsbA war (bis dato) das einzige circularpermutierte Protein, das
periplasmatisch in E. coli exprimiert wurde (s. Kapitel 5.4.4.).

Wie auch beim DsbA gibt es unter den circularpermutierten PH-Dominen
Mutanten, die nicht zur (verbesserten) periplasmatischen Expression fiihren,
sich aber wohl cytoplasmatisch exprimieren und gereinigt untersuchen lassen;
dies gilt fiir die Circularpermutanten CP X.7., deren N-Terminus sich vor der
a-Helix befindet. Allerdings sind diese Mutanten deutlich gegeniiber dem
Wildtyp destabilisiert, weshalb sie im Periplasma rasch proteolysiert werden
konnten, auch wenn sie zuvor sehr effizient transloziert sein sollten. Zusatzlich
beeinflult die Wahl des Linkers zwischen den originalen Termini deutlich die
Eigenschaften der Circularpermutanten: unspezifische Linker, wie sie in
CP 2.6. (kurzer Linker) und CP 3.6. (langer Linker) verwirklicht wurden,
fiihren zu dhnlich thermodynamisch stabilen Mutanten wie der Wildtyp und zur
hervorragenden periplasmatischen Expression dieser Mutanten. Dagegen fiihrt
ein modellierter Linker bei der periplasmatischen Expression der Mutante
CP 1.6. zur Zelllyse und zu weiteren Faltungsintermediaten im aufgereinigten
Protein, was die Ubergangskurve veranschaulicht (s. Abb. 4.7/9). Verursacht
wurde diese nicht-kooperative Faltung durch die Einfiihrung einer a-helicalen
Aminosduresequenz aus der Phospholipase C (PDB: 1MAI; Ferguson et al.,
1995) und einem zusitzlichen (auf statistischen Erkenntnissen beruhenden)
modellierten Hexapeptid als Linker zwischen beiden Helices (s. Kapitel 4.3.4.).
Die nicht-kooperative Faltung kann dabei auf der Erzeugung stabiler Faltungs-
intermediate durch die Einfiihrung eines weiteren sekundiren Strukturelements
beruhen, oder aber die Destabilisierung der a-Helix (von Cytohesin-1) flihrt bei
der Circularpermutante zu Faltungsintermediaten. Diese Destabilisierung wurde
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jedenfalls in der (nicht circularpermutierten) Variante C-ter beobachtet, bei der
die a-Helix des Cytohesin-1genauso mutiert wurde wie in den Circularper-
mutanten CP 1.X.. Sie 1468t sich mit der Destabilisierung des helicalen Dipols
durch Substitution einer positiven (K114) und Einfiihrung einer negativen
Ladung (D117) erkldren (s. Kapitel 4.3.1. und Tab. 4.4). Die nicht-kooperative
Faltung von CP 1.6. besitzt gegeniiber CP 2.6. hinsichtlich der cytoplasmati-
schen Expressionsausbeute keine Auswirkungen (s. Tab. 4.21), was fiir eine
geringe Proteasesensitivitit der intermedidren Strukturen spricht.

Die Circularpermutanten auf der Phagenoberfliche

Das pragmatische Ziel der Translokationsoptimierung war die verbesserte
Expression der PH-Doméne auf der Oberfliche des M13-Phagen, was im
Rahmen der MeBmoglichkeiten anhand eines Western-Blots von denaturierten
Phagen auch erreicht werden konnte: die Circularpermutanten CP 1.6., CP 2.6.
und CP 3.6. werden besser auf der Phagenoberfldche exprimiert als der Wildtyp
(s. Abb. 4.27). Da aber fiir die PH-Domine auf der Phagenoberfliche kein
quantitativer Nachweis existiert, 148t sich diese Verbesserung nicht so quantifi-
zieren, wie dies z.B. fiir das translokationsoptimierte scFy-Fragment des Anti-
korpers 4-4-20 mit seiner Fluoreszein-Bindungseigenschaft moglich war
(Bothmann & Pliickthun, 1998), bei dem durch Coexpression des periplasmati-
schen Chaperons Skp eine vierfach hohere periplasmatische Expressionsaus-
beute bestimmt werden konnte als wenn auf die Coexpression verzichtet wurde
(s. Kapitel 5.4.).

Das phage-display-Verfahren mit dem g3-Protein fusionierten Peptid setzt die
Translokation der PH-Doméne durch die innere Membran und die Insertion des
g3-Proteins in die innere Membran von E. coli voraus (s. Kapitel 1.5.1.); ob
fiir die g3-fusionierte und die nicht-fusionierte PH-Domine die gleichen
biochemischen Voraussetzungen bei der Translokation gegeben sind, ist nicht
sichergestellt. So interagiert das SecB-Protein als Chaperon fiir die Transloka-
tion erst mit Substratproteinen, die grofler als 150 Aminosduren sind (Randall
et al., 1997). Das Fusionsprotein konnte sich somit im Cytosol komplexieren
lassen, wihrend die nicht-fusionierte PH-Domaéne nicht durch SecB gebunden
werden kann.
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5.4.3. Interpretationen fiir die guten Translokationseigenschaften

Fiir die deutlich verbesserte Translokation der Circularpermutanten CP 2.6 und
CP 3.6. gegeniiber der Wildtyp PH-Doméne in das Periplasma von E. coli gibt
es vier grundlegende Erkliarungsmoglichkeiten, die im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurden:

I) Die beiden Circularpermutanten lassen sich wesentlich besser translatie-
ren als der Wildtyp, so dall bei thnen erheblich mehr Protein fiir die
Translokation zur Verfiigung steht oder die Wildtyp PH-Doméne wird
im Periplasma proteolysiert.

II) Das ompAM-Signalpeptid destabilisiert die beiden Circularpermutanten
vor der Translokation stiarker als beim Wildtyp.

IIT) Durch die Topologieinderung gelangen translokationsbegiinstigende
Peptidsequenzen an den N-Terminus des prozessierten Proteins, bzw. es
werden gerade die N-terminalen basischen Aminosiuren des Wildtyps aus
dem Bereich der 18 ersten translokationskritischen entfernt (Kajava et
al., 2000), die bislang die Translokation behinderten.

IV) Die verdanderte Topologie fiihrt zu einer Verbesserung der Translokation,
da die PH-Doménen im translokationskompetenten Zustand gefaltet
vorliegen und die Entfaltung bei den Circularpermutanten CP 2.6. und
CP 3.6. giinstiger als beim Wildtyp verldauft. Dabei wird die Entfaltung
nicht durch eine ungerichtete energetische Barriere, sondern durch die
maximale vektorielle (gerichtete) Kraft limitiert, die fiir die sukzessive
am N-Terminus beginnende Denaturierung bendtigt wird (,,Kréfte-
modell*).

ad I.

Der Vergleich von cytoplasmatischer und periplasmatischer Ausbeute der
einzelnen Mutanten zeigt, dall nur die besonders instabilen Circularpermutanten
in beiden Féllen gleich (schlecht) exprimiert werden (s. Abb. 4.23B). Die
cytoplasmatische Ausbeute der beiden Circularpermutanten CP 2.6. und CP 3.6.
betragt jeweils ungefahr 30 % zu der des Wildtyps, wihrend die periplasmati-
sche Expressionssausbeute bei CP 2.6. 30-fach hoher liegt als die des Wildtyps.
Der EinfluB3 der Translation auf die periplasmatische Expression ist folglich bei
den Mutanten der PH-Doméne nicht ersichtlich. Die @hnliche thermodynami-
sche Stabilitdt der Proteine, die nahezu identische Aminosiduresequenz und
globale Struktur sollten zudem zu einer dhnlichen Proteasesensitivitit im
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Periplasma fiihren, so dal3 nicht von einer proteolytischen Hydrolyse des Wild-
typs auszugehen ist.

ad II.

Die Circularpermutante CP 2.6. konnte (nach Expression iiber inclusion bodies)
mit fusioniertem ompAM-Signalpeptid isoliert und die thermodynamische
Stabilitdt untersucht werden (s. Abb. 4.26): das Signalpeptid besitzt in vitro
keinen destabilisierenden EinfluB3 auf sie. Bei der in vivo periplasmatisch in
E coli exprimierten -Lactamase dagegen konnte der destabilisierende Einflul3
des Signalpeptids auf die Proteinstabilitdt nachgewiesen werden: in vitro-Expe-
rimente an der -Lactamase mit Signalpeptid bei 37°C zeigen, dal3 das Protein
denaturiert vorliegt, ohne Signalpeptid dagegen nativ und funktionell. Bei 30°C
sind beide Proteine stabil, woraus auf die Destabilisierung der P-Lactamase
durch das Signalpeptid geschlossen wird (McCarthy et al., 1998). Welche
Eigenschaften (erweiterte) Signalpeptide neben der Markierung und der mogli-
chen Destabilisierung von Priproteinen besitzen konnen, wird am Beispiel der
a-lytischen, extrazelluliren Serinprotease von Lysobacter enzymogenes
deutlich: das Prd-Pro-Protein wird in das Periplasma transloziert und dort das
Signalpeptid prozessiert. Das verbleibende Proprotein faltet sich dort, worauf-
hin die Pro-Region autokatalytisch entfernt wird. Die so aktivierte Protease
wird sekretiert (Silen & Agard, 1989). Die aktivierte Protease befindet sich
dabei in einem metastabilen Zustand. Wird sie ndmlich nur als Priprotein
periplasmatisch exprimiert, stellt sich eine deutlich stabilere Konformation ein,
die sich auch durch Riickfaltung erzielen 148t (Anderson et al., 1999). Derartige
zusitzliche Eigenschaften, wie bei der (-Lactamase oder der Serinprotease,
zeigt das ompAM-Signalpeptid bei der Circularpermutante nicht.

ad III.

Auch die ersten 18 Aminosduren der Circularpermutante beinhalten noch zwei
basische Aminosaurereste, wiahrend der Wildtyp in diesem Bereich vier basische
Aminosdurereste aufweist. Damit entspricht die Aminosédureverteilung bei der
Circularpermutante eher natiirlich periplasmatisch exprimierten Proteinen
(Kajava et al., 2000), was sich in der verbesserten Translokation auswirken
konnte. Untersucht wurde diese sequenzspezifische Moglichkeit, indem die
ersten siecben Aminosduren von CP 2.6. in der Mutante CP.ohnLi deletiert
wurden (s. Kapitel 4.3.9.) und ihr die periplasmatische Expression bestimmt
wurde: sie ist zwar gegeniiber CP 2.6. deutlich verringert, doch 148t sie sich
weiterhin mehr als dreifach besser periplasmatisch exprimieren als der Wildtyp
(s. Abb.4.22 und 4.23). Eine Insertion dieser sieben Aminosduren zwischen
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Signalpeptid und der Wildtyp PH-Domine bei der Mutante WT.miLi fiihrt
dagegen nicht zu einer Steigerung der periplasmatischen Expression gegentiber
dem Wildtyp. Das bedeutet fiir die Translokation, daB3 diesen sieben Amino-
sduren keine besondere Bedeutung als unstrukturierter Linker zukommt und dal3
die Aminoséduresequenz des N-Terminus nicht entscheidend zur Translokations-
effizienz beitrdgt. Geht man von einem translokationskompetenten Zustand aus,
bei dem das Signalpeptid durch Chaperone wie SRP und den Triggerfaktor
komplexiert wird und weitere Chaperone mit Hilfe der ersten an der
PH-Domine binden (s. Kapitel 1.6.1.), sollte sich ebenfalls der Abstand
zwischen Signalpeptid und Protein deutlicher auswirken.

ad IV.

Es gibt Préiproteine im translokationskompetenten Zustand, die durch
Chaperone destabilisiert werden. Dies veranlalt zu der (iiblichen) Meinung, daf3
alle Priproteine vor ihrer Translokation entfaltet vorliegen. Die Beteiligung
und Nicht-Beteiligung unterschiedlicher Chaperonen an der Translokation bei
unterschiedlichen Prédproteinen zeugt jedoch schon von der Heterogenitit der
Chaperonkomplexierung (s. Kapitel 1.6.1.). Die Wechselwirkung von
Chaperonen mit Proteinen 146t sich héiufig auf Peptidmotive der
Substratproteine zuriickfiihren. Die Chaperone DnaK (Riidiger ef al., 1997) und
DnaJ (Riidiger et al., 2001) binden an kurzen Peptidsequenzen, in denen
insbesondere aromatische und hydrophobe, und der Triggerfaktor an welchen,
in denen aromatische sowie positiv-geladene Aminosiurereste (Patzelt et al.,
2001) enthalten sind. Sollten die Bindungen von Chaperonen nur von
Peptidmotiven im ungefalteten Zustand abhingig sein, besitzt die Position
dieser Peptide im Protein keinen Einflull auf die Komplexierung, weshalb sich
die Circularpermutanten und der Wildtyp nicht hinsichtlich der Komplexierung
durch diese Chaperone voneinander unterscheiden sollten. Sofern die
Punktmutationen (z.B. zur Destabilisierung der PH-Doméne) nicht zufillig
Bindungsmotive fiir diese Chaperone erzeugen oder zerstoren, diirften auch sie
sich nicht auf eine Komplexierung auswirken.

Die Translokation erfolgt, indem sich SecA-Protein an das Signalpeptid
anlagert, der gesamte Komplex zum Membrankomplex (SecY/E/G) transpor-
tiert wird und dort das SecA-Protein unter ATP-Hydrolyse das Protein in den
Membrankomplex zieht (s. Kapitel 1.6.1.). Liegen die Mutanten im translokati-
onskompetenten Zustand gefaltet vor, miissen sie durch die ATP-Hydrolyse
entfaltet werden. Fiir diese Entfaltung ist die durch Ubergangskurven ermittelte
Energie notwendig. Die Translokation wird dabei durch eine protonenbewe-
genden Kraft (proton-motive force) unterstiitzt (Arkowitz & Wickner, 1994;
Manting & Driessen, 2000) und erfolgt schrittweise durch die innere Membran;
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dabei werden bei jedem Schritt ca. 20 Aminosdurereste durch die Membran
gezogen (Schiebel er al., 1991). Die Denaturierung verlduft nicht global-
ungerichtet (wie im Zweizustandsmodell gefordert iiber eine energetische
Barriere) sondern vektoriell. Limitierend sollte sich dann die maximale Kraft
(Fpenat) auswirken, die wahrend der Translokation zur Entfaltung des Proteins
aufgebracht werden mul}. Vergleichen 146t sich dies mit einem verknduelten
Faden, dessen Ende schon in einem Nadelohr steckt und nun durch dieses
Nadelohr gezogen wird. Die Gesamtenergie flir das Auflosen des Knduels ist
weniger bedeutsam, als der bendtigte maximale Kraftaufwand in einer
Situation, in der ,,es hakt“, um weiteren Faden durch das Nadelohr zu ziehen.

Die benétigte Kraft zur Denaturierung von Proteinen 148t sich durch Einzel-
molekiil-Kraft-Spektroskopie bestimmen. Dabei werden die beiden Termini
auseinandergezogen und zu jedem Abstand beider Termini die bendtigte Kraft
bestimmt (Dabei gibt die Fliche unter dieser Kurve die Faltungsenergie an).
Dieses MeBverfahren wurde schon erfolgreich auf die Immunglobulindoméinen
des Titins und Fibronectin Typ III-Doméne (FN3) angewandt (Rief et al.,
2000): die Titin-Doméne ist anfangs sehr zugstabil. Ist das erste f-Faltblatt von
der Doméne gelost, zeigt das restliche Proteine keinerlei Stabilitdit mehr und
entfaltet spontan. Da die Kraft eine vektorielle GroBe ist, ist die Richtung
entscheidend, in die gezogen wird. Dies wird bei der maximalen Kraft zur
Denaturierung einer kurzen, doppelstriangigen DNA besonders deutlich (s.
Abb. 5.1). Fir das Denaturieren von DNA durch Ziehen an beiden 5 -Enden
mit der Kraft Fp wird eine sehr viel hohere (maximale) Kraft bendtigt, als wenn
senkrecht zur Helix beide Stringe mit der Kraft Fs auseinandergezogen werden
und sich sukzessive die Basenpaarbindungen 16sen. Entsprechende Experimente
sind in Vorbereitung und lassen diese Aussagen zu (personliche Mitteilung von
Hermann Gaub, LMU Miinchen, Institut fiir angewandte Physik).

Abb. 5.1: Maximale, benotigte Kraft zur Denaturierung von doppel-
strangiger DNA

Fur die Denaturierung doppelstrangiger DNA wird bei einer Zugrichtung von den 5-Enden aus
Uber eine kurze Strecke eine sehr viel hohere Kraft Fp bendtigt, als beim Zug senkrecht zur
DNA mit der Kraft Fs Uber eine langere Strecke. Die bendtigte Energie zur Denaturierung der
DNA ist in beiden Fallen identisch und wird durch die Flache unterhalb der Kraft-gegen-
Strecke-Kurve wiedergegeben.
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N-Terminus
(CPX.6.)

innere Membran

Abb. 5.2: Kriftemodell zur Translokation: die Topologie der Wildtyp
PH-Domane.

Bei der Translokation wird das Protein mit der Kraft F4...: sukzessive denaturiert und Uber den
Sec(Y/E/G)-Komplex in das Periplasma gezogen. Das p1-Faltblatt (schwarz) bei der Wildtyp
PH-Domane ist senkrecht zur inneren Membran ausgerichtet und interagiert Gber 11 Amino-
sauren mit zwei Faltblattern und der a-Helix (schwarz). Letztere liegt wie ein Keil zwischen
innerer Membran und dem restlichen Protein. Dagegen besteht das N-terminale pi1-Faltblatt
der Circularpermutanten CP X.6. nur aus drei Aminosauren, die mit zwei Faltblattern interagie-
ren. Danach folgt ein ,turn®, der einen Richtungswechsel der Kraft zur Folge hat.

Bei der Translokation von Proteinen lber den allgemeinen sekretorischen
Transportmechanismus von E. coli wird das Signalpeptid mit SecA zuerst an
der Membran ausgerichtet und dann sukzessive in die Membran gezogen. Die
Ausgangssituation ist im ,,Kraftemodell* fiir Translokationen wiedergegeben (s.
Abb. 5.2). Die Denaturierung des (hypothetisch) strukturierten Proteins erfolgt
durch den Zug mit der Kraft Fg..... Bei der Wildtyp PH-Doméne verlduft das
11 Aminosduren umfassende P1-Faltblatt senkrecht zur Zellwand und intera-
giert mit den zu 31 antiparallelen B-Faltblédttern 2 und 7 sowie mit der a-Helix.
Diese Strukturelemente stellen somit gegen den Zug am [1-Faltblatt ein starkes
,Widerlager dar. Dabei liegt die oa-Helix wie ein Keil zwischen der
Zellmembran und der restlichen PH-Doméne. Bei den Circularpermutanten
CP X.6. ist das Pil-Faltblatt das erste sekundére Strukturelement, welches aber
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nur eine Linge von drei Aminosduren besitzt und dort mit den Faltblittern (i2
und 4 interagiert. Die Ausrichtung ist im Modell dabei nicht antiparallel. Es
schlieBt sich direkt ein ,,turn* (Loop Lil) an, der einen Richtungswechsel der
Denaturierungskraft zur Folge hat, betrachtet man den Vorgang mit festgeleg-
ten Koordinaten fiir die PH-Doméne. Das Widerlager fiir den Zug am fil-Falt-
blatt ist folglich im Vergleich zum Wildtyp besonders gering. In Bezug auf das
DNA-Modell (s. Abb. 5.7) konnten sich die beiden Mutanten in der Richtung
der aufgewendeten Kraft zu Anfang der Translokation oder/und durch die Zahl
von Interaktionen voneinander unterscheiden, was im DNA-Modell durch die
Zahl der Basenpaarungen wiedergegeben wird und der GroBe des Widerlagers
entspricht. Ist jeweils der N-Terminus vom Wildtyp oder von der Circularper-
mutante geldst, zerfillt das restliche Protein. Ahnliches wird bei der Denaturie-
rung von Titin im Kraftfeld beobachtet (Rief ef al., 2000).

Die Untersuchung der Mutanten iiber Einzelmolekiil-Kraft-Spektroskopie
konnte ein weiteres Indiz fiir das , Kriaftemodell“ erbringen. Grundvoraus-
setzung fiir die Erkldrung der Translokation durch das , Kriaftemodell* ist ein
nativ-dhnlich strukturierter, translokationskompetenter Zustand von Wildtyp
und Circularpermutante. Das , Kriaftemodell“ widerspricht scheinbar den
Beobachtungen aus Importexperimenten in Hefe-Mitochondrien, bei denen sich
gerade die Substruktur des pil/pi2-Faltblattes als so stabil erweist, dal} sie bei
Wildtyp und den Circularpermutanten CP 2.6. sowie CP 2.7. fiir eine Import-
unterbrechung sorgt (s. Kapitel 5.5.). Vergleichend diskutiert werden beide
Transportphdnomene in Kapitel 5.6..

5.4.4. Fazit fir die Translokation

Der Unterschied zwischen den Circularpermutanten und dem Wildtyp
hinsichtlich der Translokation kann in der Struktur begriindet liegen, was mit
Hilfe des ,,Kriftemodells* erkldrt werden kann; allerdings konnte sich auch der
translokationskompetente Zustand der Mutanten deutlich voneinander
unterscheiden, indem verschiedene Chaperone mit den unterschiedlichen
Mutanten interagieren. AusschlieBen 148t sich auch nicht, da durch Anderung
der Topologie eine (im Fall CP X.6.) fiir die Translokation besonders
entscheidende Aminosduresequenz an eine fiir die Translokation besonders
wichtige Position des prozessierten Proteins gelangt, wie thn der N-Terminus
darstellt (Kajava et al., 2000).

Die Untersuchungen des allgemeinen sekretorischen Transportmechanismus
fokussieren bislang fast ausschlielich die Bestandteile des Transportapparates
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(s. Kapitel 1.6.1.). Als Substrate wurden bislang lediglich periplasmatisch
exprimierte Proteine oder integrale Membranproteine verwendet, um Interakti-
onen z.B. mit Chaperonen beziiglich des Transportmechanismus aufzukliren.
Die Auswirkungen von gezielten Mutationen an diesen Substratproteinen
hinsichtlich der Translokation bzw. hinsichtlich der periplasmatischen Expres-
sion wurden bislang noch nie ndher untersucht. Mit der Wahl einer in der Natur
cytosolisch exprimierten Proteindomédne wurde im Fall der PH-Doméne ein
Protein als Substrat verwendet, das im Laufe der Evolution nie auf verbesserte
Translokation selektiert wurde. Diese positive Selektion hitte in der
Optimierung der Aminosduresequenz genauso liegen konnen, wie in der
Anderung struktureller Eigenschaften oder in der Coexpression von Chapero-
nen. Deshalb eignet sich die PH-Doméne mit ihren Mutanten ganz besonders als
Modellsubstrat zur Untersuchung von Transportvorgiangen.

Die Auswirkungen von Circularpermutationen auf die Translokation wurden
indirekt bereits im Fall der periplasmatisch exprimierten Disulfid Oxidoreduk-
tase DsbA von E. coli untersucht (Hennecke et al., 1999: s. Kapitel 5.4.2.).
Dabei stellten die Autoren fest, da3 sich in 70 % der Proteinbereiche neue
Termini einfiihren lassen. In den restlichen 30 % sei dies nicht méglich, da die
entsprechenden Circularpermutanten zu instabil seien. Nach obiger Diskussion
konnte man dieses Ergebnis auch interpretieren, indem die Topologien dieser
Mutanten eine Translokation in das Periplasma nicht oder nur unzureichend
ermoglichen. Auch diese Versuche konnten somit zeigen, daB3 die Topologie
von Proteinen fiir die Translokation in das Periplasma von E. coli auBBerordent-
lich bedeutsam ist.

5.5. Die Aussagen aus dem mitochondrialen Import der
PH-Domine

Zum Vergleich mit der periplasmatischen Translokation in E. coli wurden
einige Mutanten der PH-Domine mit dem mitochondrialen Signalpeptid pSu9
versehen und im mitochondrialen Importsystem untersucht. Dabei zeigte sich,
daB der Import durch die innere mitochondriale Membran beim Wildtyp, bei
der Mutante L(8)V und bei der Circularpermutante CP 2.7. unterbrochen wird,
was nach ProteinaseK-Prozessierung aus der Western-Blot-Analyse der
Mitoplasten anhand von Prozessierungsfragmenten deutlich wird (s Abb. 4.29).
Bei der Circularpermutante CP 2.6. dagegen beobachtet man ein derartiges
Fragment nicht, dafiir aber das im Signalpeptid (MPP1-) prozessierte Préipro-
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tein (Intermediat) im mitochondrialen Intermembranraum. Die Unterbrechung
146t sich eindeutig auf die Peptidsequenz
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zuriickfiihren, die durch die Circularpermutanten definiert ist (s. Kapitel
4.5.1.). Die direkt aus den Fragmenten abgeleitete Schlu3folgerung fiir den
Importverlauf bei den unterschiedlichen Varianten ist in Abb. 4.30B wieder-
gegeben.

Mit dieser Peptidsequenz aus der PH-Doméne konnte erstmalig beim mitochon-
drialen Import eine importunterbrechende Sequenz nachgewiesen und identifi-
ziert werden. Sie ermoglichte den stabilen Transport von CP 2.6. als Interme-
diat in den Intermembranraum. Bei Cytochrom b,, einem im mitochondrialen
Intermembranraum lokalisierten Protein, wurde einer 20 Aminosduren umfas-
senden, hydrophoben Peptidsequenz vor dem reifen Protein zundchst auch die
Rolle als stop-Importsignal zugedacht. Es konnte jedoch gezeigt werden, daf
diese Aminosduresequenz bis in die mitochondriale Matrix importiert wird, dort
das Signalpeptid vor ihr prozessiert wird und sie dann als Signalsequenz fiir die
reverse Translokation fungiert (Hartl ef al., 1987). Nach der heutigen Modell-
vorstellung zur Translokation von Praproteinen (s. Kapitel 1.6.2.; Gaume et al.,
1998; Neupert et al., 1990) konnte diese Aminosduresequenz die Arretierung
durch das mt-Hsp70-Protein in der mitochondrialen Matrix erschweren,
weshalb nach der Prozessierung des Signalpeptids (wie im Fall von CP 2.6.)
das Protein durch den TIM-Komplex zuriickdiffundiert. Allerdings lieBen sich
dieses Versuchsergebnisse auch so interpretieren, wie dies bei der PH-Doméne
geschah: C-terminal zu der hydrophoben Peptidsequenz befindet sich bei
Cytochrom b, eine importunterbrechende Peptidsequenz und den hydrophoben
Aminosduren steht lediglich die Rolle zu, wie sie im spiteren Intermediat von
CP 2.6. der Anteil des pSu9-Signalpeptids inne hat. Wahrend beim Cyto-
chrom b, diese beiden Interpretationen moglich sind und damit weder dem
hydrophoben noch dem dazu C-terminalen Sequenzbereich eine eindeutige
Funktion zugewiesen werden kann, erweist sich beim Wildtyp der PH-Doméne
und bei CP 2.7. die oben angegebene Sequenz eindeutig als importunterbre-
chende Sequenz. Die Importunterbrechung ist dabei unabhidngig von den
Aminosduren der restlichen PH-Doméne, denn wéhrend der Importunterbre-
chung ragt bei der Mutante CP 2.7. genau diese Peptidsequenz ,,metastabil® aus
der inneren Membran in den Intermembranraum und kann damit keine weiteren
Interaktionen zum restlichen Protein eingehen. Dieses befindet sich dann im
TIM-Komplex und in der Matrix.
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Zur weiteren funktionellen Charakterisierung dieser Peptidsequenz wird nur sie
zwischen das pSu9-Signalpeptid und ein mitochondrial gut importiertes Protein
(Dihydrofolatreduktase: DHFR) kloniert, so dal dieses Protein nun in den
Intermembranraum importiert werden sollte. Ergebnisse aus diesem Experiment
stehen noch aus. Sie sollten die Befunde aus den Untersuchungen mit der
PH-Domaéne bestitigen und konnten diese Peptidsequenz dazu etablieren, (weit-
gehend) beliebige Proteine gezielt in den Intermembranraum zu transportieren,
wie dies z.B. beim oben erwidhnten Cytochrom b, geschieht.

Weshalb wird aber der Import durch diese Sequenz unterbrochen?

Die 27 Aminosduren der importunterbrechenden Peptidsequenz interagieren
teilweise in der Wildtyp PH-Doméne miteinander (s. Abb. 5.3). Sollte dieser
Strukturbereich als stabile Subdoméne im Intermembranraum die weitere
Translokation verhindern, triigen nur die Aminosduren V(76) bis T(94) zur
Stabilitét bei.

Abb. 5.3: Das importunterbrechende Peptid innerhalb der PH-Doméine.

Die Peptidsequenz zwischen dem C-Terminus von CP 2.6. und dem N-Terminus von CP 2.7.
beinhaltet das importunterbrechende Peptid (grau markiert). Der schwarz markierte Bereich
innerhalb dieses Peptides kdnnte davon eine stabile Subdoméane ausbilden, die den Import
verhindert bzw. unterbricht.
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Im Hinblick auf das Modell zur Translokation von Préproteinen (Gaume et al.,
1998; Neupert et al., 1990) sollte die thermodynamische Stabilitdt der Subdo-
mine flir die Unterbrechung des Imports verantwortlich sein: nach diesem
Model diffundiert ungefaltetes Protein schrittweise durch den TIM-Komplex in
die Matrix, wobei dort mt-Hsp70 am Protein bindet und die Riickdiffusion
verhindert. Ein Zug aus der Matrix findet dabei nicht statt. Der Import wird
demzufolge an einer Peptidsequenz so lange unterbrochen, wie sie gefaltet
vorliegt. Erst die Entfaltung (im Rahmen des chemischen Gleichgewichts)
erlaubt ihr die weitere Diffusion in die Matrix.

Zur Bestimmung der thermodynamischen Stabilitit (als Subdoméne) konnten in
Zukunft Ubergangskurven des importunterbrechenden Peptids aufgenommen
werden (s. Kapitel 4.1.5.). Als MeBsonde wiren dazu mehrere Systeme denk-
bar: die Fusion eines Tryptophan an den C-Terminus und eines Cysteins an den
N-Terminus sollte im gefaltet Zustand zu einer Fluoreszenzloschung und bei
Entfaltung zu Fluoreszenz fithren (vgl. Fluoreszenziibergangskurven von
[G-Doménen). Im Rahmen von FRET-Messungen (Fluoreszenz Resonanz Ener-
gie Transfer) konnten die Termini mit je einem geeigneten fluoreszierenden
Donor bzw. Akzeptor gekoppelt werden und der Abstand beider voneinander in
Abhéngigkeit von der Konzentration an Denaturierungsmittel iiber die Fluores-
zenziibertragung bestimmt werden. Auch die direkte Strukturanalyse iiber
CD-Spektroskopie oder Infrarotspektroskopie kdme in Erwdgung.

In Analogie zum ,,Kriftemodell* fiir die Translokation von PH-Doménen in das
Periplasma von E. coli (s. Abb. 5.2) wire zudem die Kraft interessant, die zur
Denaturierung dieser Subdoméne aufzuwenden ist. Dies lieBe sich mittels
Einzelmolekiil-Kraft-Spektroskopie analysieren.

Die hohe Stabilitit eines 19-er Peptids (ohne Disulfidbriicken) in Losung ist
erstaunlich, da bei so kleinen Peptiden kaum die Moglichkeit besteht, {iber ein
hydrophobes Proteininneres und den daraus abgeleiteten ,,hydrophoben Effekt*
zu einer stabilen Struktur zu gelangen. Im Fall der importunterbrechenden
Sequenz wire als stabilisierendes Element die Chelatisierung eines mehrwerti-
gen Kations iiber die Aminosduren E83, D85 und Q87 moglich, die bei der
PH-Doméne im Loop Lil in eine Richtung weisen. Der Glutamat- und der
Aspartatrest wurden deshalb zu Serinresten mutiert. Ob sich allerdings dadurch
die Importeigenschaften der PH-Doméne dndern, wird derzeit noch untersucht.

Anstelle der Stabilitidt konnte auch ein Peptidmotiv aus der Peptidsequenz fiir
die Unterbrechung des Imports verantwortlich sein. So kénnten Aminoséure-
reste spezifisch am TIM-Komplex binden und den weiteren Import verhindern.
Zur Analyse konnten Varianten von Peptidmotiven hergestellt und durch
Import in Mitochondrien analysiert werden. Allerdings wird auch die Struktur
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eines Proteins/Peptids durch die Aminosduresequenz festgelegt (Anfinsen,
1973). Ob das Peptidmotiv oder aber seine Struktur fiir die Importunterbre-
chung verantwortlich ist, lieBe sich folglich derartigen Analysen nicht
entnehmen.

Eine Struktur derselben thermodynamischen Stabilitdt aber mit einer anderen
Peptidsequenz erhielte man durch Einsatz der enantiomeren Peptidsequenz.
Diese erhélt man durch chemische Synthese des Peptids aus D-Aminosiuren.
Diese miifliten N-terminal mit den L-Aminosduren eines Signalpeptids und
C-terminal mit einem Nachweisreagenz gekoppelt werden. Sollte das Nachweis-
reagenz (im Gegensatz zu dem gleichen Konstrukt mit ausschliefSlich
L-Aminosduren) in die Matrix importiert werden, wére ein Peptidmotiv und
nicht die Stabilitdt einer Subdoméne fiir den Import verantwortlich.

Hydrophile, hydrophobe, kleine und positiv sowie negativ geladene Aminosiu-
ren sind innerhalb der importunterbrechenden Peptidsequenz sehr gleichmifig
verteilt, was allgemein fiir stop-Transfersequenzen nicht beobachtet wird (von
Heijne & Gavel, 1988). Diese Verteilung konnte der Sequenz zu guter Loslich-
keit und autarken Faltungseigenschaften verhelfen, so dal sich eine eigenstin-
dig faltende Subdoméne ausprigen konnte. Thre Faltung im Intermembranraum
ist dabei unabhingig vom restlichen Protein, das sich wéhrenddessen sogar
schon/noch in anderen Kompartimenten aufhalten kann; zudem ist der
Faltungsweg einer Subdoméne (auf der Zeitskala) naturgemél kiirzer als der
ganzer Proteine. Im Gegensatz zu Subdoménen konnen sich ganze Proteine
somit wihrend des Imports im Intermembranraum nicht riickfalten und damit
den Import unterbrechen. Dies erkldrt, weshalb der Stabilitit von Proteinen
beim Import keine grole Bedeutung zukommt und der Import der instabilen
Circularpermutante CP 2.7. (-12 kJ/mol) in gleicher Weise an der inneren
mitochondrialen Membran unterbrochen wie der des vergleichsweise sehr
stabilen Wildtyps (-41 kJ/mol). DalB3 die thermodynamische Stabilitit von
Proteinen die Translokation wenig beeinflult, war allerdings auch schon vor
dieser Arbeit bekannt: das stabile Cytochrom b, wird besser in Mitochondrien
importiert als die instabile Dehydrofolatreduktase (Gaume ef al., 1998).

Sollte sich die Importunterbrechung tatsichlich auf die Existenz einer stabilen
Subdomine zuriickfiihren lassen, ist in diesem Zusammenhang die cytoplasma-
tische Expression der Mutante 30 nach der Randomisierung (s. Tab. 4.7) in
E. coli interessant: bei ihr sind neun Aminosduren [Q(87) bis V(95)] aus dem
zentralen Bereich der importunterbrechenden Peptidsequenz V(76) bis T(94)
deletiert. Trotzdem 146t sich diese Mutante 16slich exprimieren, sollte also eine
stabile Struktur besitzen. Die stabile Subdoméne wire somit fiir die Faltung der
Wildtyp PH-Doméne nicht notwendig.
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5.6. Vergleich der Transporte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Transportprozesse anhand von Mutanten
der PH-Domine studiert. Bei beiden fokussiert sich die Erkldrung fiir die
jeweiligen Beobachtungen auf die Stabilitit derselben Peptidsequenz. Aller-
dings wird thr im ,,Kridftemodell* fiir die Translokation in das Periplasma von
E. coli eine besonders giinstige Entfaltung und beim Import in Mitochondrien
von S. cerevisiae eine besonders grofle Stabilitdt zugeschrieben. Wie 14t sich
dieser scheinbare Widerspruch erklaren?

Die Circularpermutanten CP 2.6. und CP 3. 6. lassen sich hervorragend im
Periplasma exprimieren, wihrend destabilisierende und sequenzspezifisch
modifizierende Mutationen gegeniiber dem (schlecht exprimierten) Wildtyp
nicht zu einer deutlich verbesserten Expression fithren. Die plausibelste Erkla-
rung dieses Phdnomens ist im ,Kriftemodell“ dargestellt (s. Abb. 5.3). Es
basiert auf der Annahme, dafl die PH-Dominen im translokationskompetenten
Zustand strukturiert vorliegen. Beim Wildtyp interagiert das p1-Faltblatt als
N-Terminus iiber einen langen Bereich von elf Aminosduren mit den antiparal-
lelen B-Faltblittern 2 und 7. Die aufzuwendende Zugkraft durch den sekretori-
schen Apparat ist bei dieser starken Interaktion des N-Terminus erheblich
grofler als dies bei den Circularpermutanten CP 2.6. und CP 3.6. der Fall ist.
Bei ihnen interagiert das fil-Faltblatt als erstes sekundires Strukturelement mit
dem (nicht dazu antiparallelen) i2-Faltblatt iiber nur drei Aminosiduren und
mit dem p4-Faltblatt (s. Kapitel 5.4.3.). Es schlie8t sich der Loop Lil als
»turn® an, so dall sich die Zugrichtung dndert. Damit 148t sich der N-Terminus
der Circularpermutanten CP 2.6. und CP 3.6. mit sehr viel geringerem Kraft-
aufwand von der restlichen Struktur 16sen, als dies beim Wildtyp der Fall ist.
Ist jeweils der N-Terminus vom globuldren Protein geldst, sollte das restliche
Protein mit wenig weiterem Kraftaufwand zerfallen.

Aus den mitochondrialen Importversuchen kann man schlulfolgern: die
Struktur um Bi1/Li11/Pi2 ist so stabil und von den umgebenen Peptidsequenz so
unabhingig, daB sie eine Subdomaéne ausbildet, die den Import durch den TIM-
Komplex unterbricht. Der Import durch den TOM-Komplex mit einem
Durchmesser von ca. 22 A (Hill et al., 1998) setzt zumindest eine Aufldsung
der globalen Struktur der jeweiligen PH-Doméne voraus. Da beide Importvor-
ginge miteinander gekoppelt sind, diirfte eine Faltung zur globalen Protein-
struktur im Intermembranraum ausgeschlossen werden konnen, wihrend die
Ausbildung einer Subdomine wéhrend des Importvorgangs im Intermembran-
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raum moglich ist. Dies ist ein grundlegender Unterschied zum Kréiftemodell,
das die globale Struktur der PH-Doménen vor der Translokation vorausetzt.

Die Transportmechanismen werden in dieser Arbeit jewelils ,,aus der Sicht* des
Substrates analysiert. Dabei erweist sich die PH-Doméne mit ihren Mutanten als
sehr vielseitiges Versuchsobjekt, um die unterschiedlichen Voraussetzungen fiir
Transportvorginge zu beleuchten. Beim Vergleich beider Transportprozesse aus
der Sicht des Substrates ist zu beriicksichtigen, dal3 sich der mitochondriale
Import und die Translokation in das Periplasma fundamental evolutiv vonein-
ander unterscheiden: nach der Endosymbiontentheorie leiten sich Mitochon-
drien von endozytierten Purpurbakterien ab (s. Kapitel 1.6.2.). Demzufolge
verlduft der Import von Préproteinen in genau der entgegengesetzten Richtung
wie die Translokation bei E. coli. Eine funktionelle Ahnlichkeit bekannter
molekularer Transportmechanismen sollte sich folglich immer iiber Konver-
genz, nicht aber iiber Homologie evolutiv erkldren. Die Begiinstigung unter-
schiedlicher Substrateigenschaften bei beiden Transportprozessen verwundert
unter diesen Umstédnden nicht.

172



6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

6.1. Die PH-Domane als Paratop

Die Pleckstrin-homologe (PH-) Domine des humanen Cytohesin-1 besteht aus
einem Proteingeriist sowie vier langeren Loops. Von diesen weisen drei in eine
Richtung und bilden eine komplexe, flexible Oberflachenstruktur aus. Sollte
man diese Oberflachenstruktur durch Mutation der Loops als Bindungstasche
(Paratop) fiir Epitope von Schliisselmolekiilen etablieren konnen, wire ein
breiter Einsatz der PH-Doméne als Wirkstoff oder spezifisches Nachweisrea-
genz interessant, zumal sie sich in E. coli mit hohen Ausbeuten cytoplasmatisch
16slich exprimieren 14Rt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 sich die drei Loops verdndern
lassen, ohne dafl die PH-Doméne ihre Struktur verliert; von daher eignet sich
die PH-Domaéne als Proteingeriist. Sie wurde insgesamt in 29 Aminosédureposi-
tionen mit einem neuartigen Verfahren gewichtet randomisiert, indem an jeder
Position die Wildtyp-Aminosdure bevorzugt wird. In Anbetracht der Zahl
randomisierter Positionen sollte damit gegeniiber einer ungewichteten Rando-
misierung kein Verlust an Komplexitat fiir die Bibliothek zu befiirchten sein,
durch den moglichen Erhalt lokaler und nicht lokaler Wechselwirkungen aber
die Zahl stabiler (damit exprimierbarer und selektierbarer) Mutanten deutlich
erhoht werden. Die Randomisierung erfolgte dabei mit drei Oligodesoxynukle-
otiden, die in den randomisierten Positionen jeweils eine definierte Basenver-
teilung aufweisen. Zur Klonierung einer Bibliothek wurden sie im dazu
entwickelten Verfahren der ,,asymmetrischen PCR-Reaktion* eingesetzt und
darauthin zu einem in drei Segmenten randomisierten DNA-Fragment
assembliert. Mit dieser Strategie konnten 6 - 10’ Mutanten erzeugt werden.
(Aus deutlich kleineren Bibliotheken anderer Proteine lieBen sich bereits
bindende Mutanten isolieren.) Die randomisierten Mutanten der PH-Doméne
wurden im phage-display-Verfahren zur Selektion gegen drei Zielsubstanzen
eingesetzt. Danach konnten ausschliefSlich Deletionsmutanten und Mutanten mit
stop-Codons nachgewiesen werden, die keine Expression von PH-Dominen
erlauben. Zuriickgefiihrt wird dieses Ergebnis auf die schlechten Transport-
eigenschaften der PH-Domine bei der Translokation in das Periplasma von
E. coli, weshalb nicht auf bindende Paratope aus der Bibliothek selektiert
werden konnte. Nach Verbesserung der Translokationseigenschaften von
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PH-Doménen sollte sich das phage-display-Verfahren zur Selektion bindender
Mutanten fortsetzen lassen.

6.2. Die PH-Domane als Substrat fiir Translokationen

Die im phage-display-Verfahren eingesetzten M13-Bakteriophagen assemblie-
ren in der inneren Membran von E. coli. Dies setzt die Translokation der mit
dem g3-Protein fusionierten PH-Doméne in das Periplasma voraus.

Die geringe periplasmatische Expression bei mehrheitlich aberranten Prozes-
sierungen im Bereich des Signalpeptids und die geringe Darstellung auf der
Phagenoberflidche veranlafiten zur Translokationsoptimierung der PH-Doméne.
Wihrend der allgemeine sekretorische Transportmechanismus von E. coli durch
die beteiligten Membranproteine strukturell und funktionell gut verstanden ist,
sind die Eigenschaften und Voraussetzungen fiir die Translokation von
Substratproteinen (mit Signalpeptid als Priaprotein bezeichnet) bislang weniger
gut charakterisiert. Der ,translokationskompetente® Zustand beschreibt die
Préproteine nur phidnomenologisch. Fiir die schlechte Translokation wurden
mehrere biochemische und biophysikalische Eigenschaften der PH-Doméne in
Betracht gezogen und verschiedene Mutanten hergestellt, die demzufolge eine
verbesserte Translokationseigenschaft aufweisen sollten. Dabei erwies sich
weder die Verringerung der thermodynamischen Stabilitit noch das engineering
ausgewahlter, spezifischer Sequenzelemente als translokationsbegiinstigend.
Wird dagegen durch Einfiihrung neuer N- und C-Termini sowie der Verbriik-
kung der urspriinglichen Termini mit einem Linker die Topologie verindert,
konnen bei zwei dieser sogenannten Circularpermutanten bis zu 30-fach hohere
Expressionsausbeuten im Periplasma erzielt werden. Die Circularpermutation
wurde damit erstmalig erfolgreich im rationalen Proteindesign angewendet.

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, da3 die Mutanten der PH-Doméine vor
der Translokation in einem nativ-dhnlichen Zustand gefaltet vorliegen und zur
Translokation entfaltet werden miissen. Das in dieser Arbeit vorgeschlagene
LKraftemodell“ erklart die verbesserte Translokation der Circularpermutanten
CP X.6. gegeniiber dem Wildtyp. Danach ist die maximale Kraft zur Entfaltung
des Proteins die translokationslimitierende Grofle, was sich mit Hilfe von
Einzelmolekiil-Kraft-Spektroskopie weiter untersuchen lie3e.

Wie sich die Mutationen an der PH-Domine bei weiteren Transportprozessen
auswirken, wurde beim mitochondrialen Import analysiert. Die untersuchten
Mutanten zeigten unabhangig von ihrer thermodynamischen Stabilitdt und ihrer
periplasmatischen Expression eine Unterbrechung des Imports. Ursache dafiir
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ist eine Peptidsequenz von 27 Aminosduren, die sich mit Hilfe der
Circularpermutanten eindeutig identifizieren 14Bt. Sie fiihrt bei der Circularper-
mutante CP 2.6. zu einer stabilen Expression im Intermembranraum und beim
Wildtyp sowie bei der Circularpermutante CP 2.7. zu einem Verharren in der
inneren Membran. Bei Mitochondrien konnte zuvor noch nie eine importunter-
brechende Peptidsequenz nachgewiesen werden. Sie sollte sich zur stabilen
Expression von Proteinen im Intermembranraum einsetzen lassen.

In der (modellierten) Raumstruktur der PH-Doméne interagieren 19 der 27
Aminosduren in einem Faltblatt/furn/Faltblatt-Motiv. Sie konnten als stabile
Subdoméne den Import unterbrechen. Diese Interpretation ergénzt ein Modell
zur Translokation von Priproteinen, wonach das Pridprotein vom Intermem-
branraum schrittweise durch die innere Membran (bzw. den TIM-Komplex) in
die Matrix diffundiert und dort arretiert wird. Dadurch wird die Riickdiffusion
verhindert. Die Unterbrechung des weiteren Imports wihrt solange, bis
aufgrund des thermodyamischen Gleichgewichts die Peptidsequenz vor der
Membran entfaltet vorliegt und dann in die Matrix diffundieren kann.
Ergénzende Experimente zum mitochondrialen Import sind in Vorbereitung.

In dieser Arbeit konnte die PH-Doméne mit ihren Mutanten somit als Substrat
fiir die Untersuchung von Transportprozessen etabliert werden. Die zukiinftige
Anwendung dieser Mutanten auf weitere Transportsysteme liegt dabei auf der
Hand.

Die Bibliothek randomisierter PH-Doméne wird in Kooperation mit anderen
Arbeitskreisen zur Selektion spezifisch bindender und inhibierender Mutanten
eingesetzt.
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8. Anhang

8.1. Mathematische Betrachtung von Randomisierungen

Mochte man an fiinf Positionen einer Polypeptidkette jeweils alle 20 Amino-
sduren einsetzen, gibt es genau

N=20"=32-10°

unterschiedliche Polypeptidketten. Bei dieser Zahl scheidet eine getrennte
Herstellung aller Mutanten aus, weshalb auf einen Randomisierungsansatz
zuriickgegriffen werden muf3, wie dies auch in dieser Arbeit vorgenommen
wurde. Es wird dazu eine Bibliothek von

s=6-10=1875-N
hergestellt. Es stellen sich die Fragen,
 wie groB ist die Wahrscheinlichkeit, daB in einer Bibliothek von s = 6 - 10’

randomisierten Mutanten ausnahmslos alle N moglichen Mutanten
mindestens einmal repréasentiert sind?

* wie vergroflert sich diese Wahrscheinlichkeit, wenn einige Mutante in der
Bibliothek fehlen diirfen?

Bei der Behandlung dieser Fragen wird davon ausgegangen, dafl keine Mutante
von vornherein bevorzugt wird, daB3 also das Auftreten aller Mutanten gleich-
wahrscheinlich ist (,,Gleichverteilung®). Dann kann ndmlich die Definition der
Wahrscheinlichkeit von Laplace durch

Anzahl der glinstigen Fille / Anzahl der moglichen Falle

benutzt werden.

Die Anzahl der moglichen Fille betrdagt bekanntlich N*. Mathematisches Hilfs-
mittel zur Berechnung der Anzahl der giinstigen Félle ist der ,,Polynomische
Satz*:

s s! Lo
(X1+X2 +...+)CN) = — X

@ty =s
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dabei sind N und s beliebige natiirliche Zahlen, wobei hier an die oben
genannten gedacht ist. x;, ..., xy sind unbestimmte, also vollig beliebige
GroBen. Das Symbol

@5y =0
@+ +Qy =S

bedeutet hier und im folgenden, daB alle hinter diesem Symbol stehenden
Summanden aufsummiert werden sollen, fiir die die nicht negativen Zahlen
@s,... @, den Nebenbedingungen (hier ¢; + ... + gy =0) geniigen. (Im Fall
N = 2 geht dieser Satz in den bekannteren ,,Binomischen Satz‘ iiber (Naas &
Schmid, 1972).

Den mathematischen Inhalt des ,,Polynomischen Satzes* kann man folgender-
mallen interpretieren: Bei gliedweisem Ausmultiplizieren der s (gleichen)
,»Polynome* (x; + x, + ... + xy) gibt der Faktor von x,7-x,”-...-x,”* genau die
Anzahl der Méglichkeiten wieder, dall ¢;-mal der Faktor x;, ¢,-mal der Faktor
X2, ... , @y-mal der Faktor xy zusammentreffen. Mit dieser Interpretation 1463t
sich der ,,Polynomische Satz* auf die gegebene Problemstellung anwenden:
dazu denke man sich die N Mutanten iiber den Index i durchnummeriert. Die
gliedweise Multiplikation entspricht dann der Erzeugung der Mutanten. Die
Anzahl der Moglichkeiten, daB3 ¢;-mal die erste, g,-mal die zweite, ... , gy-mal
die N-te Mutante erzeugt wird, ist also gleich dem Faktor von
x, " x,”-x, " im ,Polynomischen Satz“ - die Wahrscheinlichkeit fiir dieses
Ereignis nach Laplace also

s! 1

ol el ey N

Die Wahrscheinlichkeit Wy, daBl alle Mutanten mindestens einmal erzeugt
werden, i1st dann

1 s! 1 s!
WN B o | | | B o | | |
N @1y 20 (pl' (p2' (pN' N @y >0 (pl' (p2' (pN‘
Prt+..+@Py=S Pt +@y =S
@; =1 fiirallei

Dies ist die formale Antwort auf die erste Frage. Zur Verdeutlichung erfolgt
die Berechnung der Gegenwahrscheinlichkeit P (wie grofl ist die
Wahrscheinlichkeit, dal mindestens eine Mutante i nicht hergestellt wurde):
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P([I}Av) =1 E s!
| N oS0 Ol @y >

@t t@y =5
@; =0 fiireini

wenn man das Ereignis ¢; = 0 mit 4; bezeichnet.

(Die zweite dieser beiden Darstellungen ist kiirzer, vielleicht priagnanter, die
erste bringt die Nebenbedingung deutlicher zum Ausdruck und erleichtert unten
die Bildung der Gegenwahrscheinlichkeit).

Diese Darstellungen beantworten prinzipiell die erste Frage. Dabei wurden
bisher keine speziellen Eigenschaften von N und s herangezogen: selbst im
einfachen Fall s < N liefern die Formeln das richtige Ergebnis: in diesem Fall
gibt es kein N-tupel von Zahlen ¢;> I, deren Summe den Wert s besitzt, die
Summe ist also leer und hat daher definitionsgemall den Wert 0.

In weniger einfachen Féllen wie dem hier vorliegenden, wenn
(*) N groB und s wesentlich groBBer

ist, kann man mit diesen Formeln jedoch nichts anfangen, da N' und die
auftretenden Summanden (letztere mit ,,wenigen* Ausnahmen) auflerordentlich
grof3e Zahlen sind.

Um in der Situation (*) konkrete Ergebnisse zu erzielen, wird die ,,Gegenwahr-
scheinlichkeit 1-Wy betrachtet. Dies i1st die Wahrscheinlichkeit fiir das
Vorliegen des komplementiren Ereignisses, im Sinne von Laplace also

Anzahl der ungiinstigen : Anzahl der moglichen Fille.

Das Gegenteil der zu W) gehorigen Nebenbedingung ,,0; > 1 fiir alle 1 ist ,,es
gibt ein 1 mit ¢; = 0. Daher lautet die gesuchte Gegenwahrscheinlichkeit

|
(*%) 1-Wy = L L L
N*¢ !. e . |
@15y =0 (pl' (;02' q)N‘
@+ APy =S
es gibtein i
mit@; =0

Um einen Uberblick zu gewinnen, wird diese Gegenwahrscheinlichkeit durch
einen einfachen Ausdruck nach oben abgeschitzt.

Dazu sei zundchst bemerkt, dall die Nebenbedingung ,,Es gibt ein 1 mit ¢, = 0*
nicht ausschlieft, dal auch zwei oder mehr Indizes diese Eigenschaft besitzen.
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Trotzdem kommt der betreffende Summand in (**) nur einmal vor. Ersetzt
man aber die Summe aus (**) durch

X s!
(***) e ,
2 ¢;o Pl @l
@+ +Qy =S
@; =0
dann tritt ein solcher Summand offenbar in dieser Summe so oft auf, wie zu
thm Indizes mit dem Wert 0 gehdren. Da alle Summanden positiv sind, ist die
Summe (***) groBer als die in (**). Die Summe 148t sich leicht explizit
auswerten: eine Vertauschung der Summationsbuchstaben ¢; und ¢y zeigt, dafl

alle Summen in der geschweiften Klammer denselben Wert

s! _ P
ool (VU
@120 P12 @ @n_y

@+ +Qy =5

besitzen, letzteres nach dem ,,Polynomischen Satz* mit N-/ anstelle von N und
X; =X ...=xy.; = 1. Damit ergibt sich

1

lS
1-W, < (N=1)=N-[1-2)
Wy<—N-(N-1) NoAl-%)
oder
lS
Wosl-N-(1-—)
N " N/
Bemerkung:

Auch zur Herleitung dieser Ungleichung wurden keine speziellen Eigenschaften
von N und s benutzt. Liegt aber (*) nicht vor, so konnte die linke Seite negativ,
also die Aussage unbrauchbar werden.

Die Behandlung der zweiten Fragestellung verlauft analog:

Sei n beliebig mit 2 <n <N und W, die Wahrscheinlichkeit, daB mindestens »
Mutanten erzeugt werden. Dann ergibt sich die Gegenwahrscheinlichkeit
1 —W,, also die Wahrscheinlichkeit, dal mindestens (N —n + /) Mutanten
nicht erzeugt werden, zu



8. Anhang

1 s!
BT E ol ol ol
N @15y 20 (p]-.(pz.'...'(pN,
@ +...+Qy =S

@; =0 fiir mindestens
N-n+1Werte von i

N ! N
S 1s ( ) . E S! — 15 . ( ) . (n_l)s
N N-n+l}) &~ ¢!¢l.. @, N N-n+1
Pr et @, =5
)5
n-1 N

Bemerkung:

Wie oben ist auch hier festzustellen, dall keine besonderen Eigenschaften der
Zahlen s, N, n zur Herleitung benétigt werden, daBl aber negative untere
Schranken (wie offensichtlich fiir s < n mit der Wahrscheinlichkeit 0) nicht
auszuschlieBen sind.

Abschlieflend soll das anfangs angegebene Beispiel

N=20°=32-10° , s=6-10’
mit
n=N-1

numerisch behandelt werden. Abkiirzend se1 x ;= — = 18.75.

S
N

Bei den angegebenen Schranken treten folgende GroB3en auf

I AR

U ) Uy
N-(N=D) 2V N-(N=D (20 1 2xy
> ) S Y R Ly B

In der Wahrscheinlichkeitsrechnung ist es liblich, fiir gro3e s
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(1 - %)Sdurch e’

zu ersetzen. Numerische Betrachtungen zeigen, daB3 der hierdurch bewirkte
Fehler fiir y= x und y = 2 x vernachléssigbar klein ist). Mit dieser Néaherung
ergibt sich

N-(l_ﬁ) AN =23021 - 102
S

l.N2./1_2_x\s ~
2

LN e =2.6499 - 107
\ S / 2

und damit

Wx=97.7 % und Wy.; > 99.974%
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