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1 Einleitung  

Komponenten des Immunsystems spielen seit ca. zwei Jahrzehnten in der Therapie einer Reihe 

von Erkrankungen eine zentrale Rolle. Eine besondere Stellung nehmen hier vor allem 

Antikörper  ein, was sich in der steigenden Zahl von zugelassenen Antikörper-basierten 

Medikamenten zeigt. Seit 1998 wurde jedes Jahr (mit Ausnahme 2002 und 2008) mindestens ein 

Antikörperpräparat in Europa zugelassen.1 Die Wirkungsweise von monoklonalen Antikörpern 

(mAbs) kann hierbei sehr vielseitig sein. Auf der Oberfläche vieler Tumorzellen werden 

beispielsweise Rezeptoren wie EGFR (epidermal growth factor receptor) überexprimiert. Ein 

antagonistischer mAb wie Erbitux®  kann EGFR spezifisch binden und alleine oder in 

Kombination mit Chemotherapeutika die Tumorprogression hemmen. Für die Wirkung werden 

verschiedene Mechanismen in Betracht gezogen: durch die Interaktion von Erbitux® wird die 

Bindung von EGF (epidermal growth factor) an seinen Rezeptor EGFR blockiert, eine Aktivierung 

des Signaltransduktion durch Rezeptor-Dimerisierung verhindert und die Rezeptor-

Internalisierung und Degradierung erhöht.2 Therapeutische mAbs bedienen sich darüber hinaus 

zumeist körpereigener Mechanismen, um zytotoxische Effekte zu Tumorzellen zu dirigieren.3 

Hierbei rekrutieren sie Komponenten des Immunsystems ADCC (antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity) und oder des Komplementsystems CDC (complement-dependent 

cytotoxicity) zur Zerstörung von Tumorzellen. ADCC tritt auf , wenn Antikörper über ihre 

Paratope an Antigene auf einer Zelloberfläche von veränderten körpereigenen Zellen binden 

und mit dem Fc-Rezeptor von natürlichen Killerzellen (NK) interagieren. Die NK erkennen über 

ihren FcgRIII-Rezeptor (CD16) das Immunglobulin und leiten die Apoptose der markierten Zelle 

ein. Bei CDC findet eine Aktivierung des Komplementsystems über den klassischen Weg (auch 

Antikörper -abhängiger Weg genannt) statt. Hierbei wird über die Bindung des C1-Komplex an 

die Fc-Teile der Antigen-Antikörper -Komplexe die Komplementkaskade aktiviert, die letzten 

Endes über die Etablierung lytischer Poren in der Zellmembran der betroffenen Zelle zu deren 

Lyse führt (siehe 1.1).  

Eine immer wiederkehrende Besonderheit bei Komponenten des Immunsystems ist die 

Bereitstellung von Bindedomänen in multipler Kopienzahl. Beispielsweise verfügen 

Immunglobuline über zwei (IgG), vier (IgA) oder 10 (IgM) Paratope. Hierbei wird die Stärke der 

Bindung eines Antikörpers zu seinem monovalenten Antigen als Affinität bezeichnet. Die Summe 

der Bindungsstärken eines Moleküls mit mehr als einer Bindestelle wird dagegen Avidität 

genannt (Abb. 1).4  
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Abb. 1: (a)
(b)

 

Bindet ein multivalentes Immunglobulin einen Liganden mit sich wiederholenden identischen 

Epitopen, können mehrere Paratop-Epitop-Bindungen gleichzeitig etabliert werden. Die Avidität 

ist hierbei um ein vielfaches stärker als die Affinität einer einzelnen Bindung, da alle Paratope 

eines multivalenten Antikörpers zur selben Zeit dissoziieren müssten, um das Antigen wieder 

freizugeben. Diese Bindungsstärke ist wichtig, denn je besser ein Antikörper sein Antigen bindet 

desto weniger Antikörper werden benötigt um das Antigen zu eliminieren.  

Es ist daher naheliegend, solche Aviditätseffekte auch in Anwendungen der molekularen 

Biotechnologie und molekularen Medizin einzusetzen. Der Aviditätseffekt ist hierbei allerdings 

nicht auf Immunglobuline beschränkt. Neben klassischen Antikörpern werden hierbei 

Antikörperfragmente aber auch völlig neuartige Bindemoleküle wie Anticaline oder DARPINs 

(designed ankyrin repeat proteins) verwendet.9-11 Die Generierung dieser spezifischen 

Bindemoleküle wird heutzutage mittels Hochdurchsatzverfahren realisiert. Hierbei werden 

mithilfe verschiedener Display-Methoden (z.B. Phagen- oder Hefe-Display) über Genotyp-

Phänotyp-Kopplung zum Teil riesige Molekülbibliotheken durchmustert. Aufgrund 

experimenteller Limitierungen bei der Erstellung dieser Bibliotheken und beim Screening selbst 

werden zumeist monovalente Bindemoleküle generiert.12 Je nach gewünschtem 

Anwendungsgebiet und erforderlichem Oligomerisierungsgrad stehen im Nachhinein 
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unterschiedlichste Methoden für eine Oligomerisierung der isolierten Bindemoleküle zur 

Verfügung. Zum einen kann eine Vernetzung chemisch erfolgen bspw. mit  Hilfe von 

Vernetzungsmitteln (cross-linker) oder durch chemische Kopplung an bspw. Peptidgrundgerüste 

oder Nanopartikel.13-15 Des Weiteren können die Bindemoleküle nach dem Vorbild der Natur an 

einem entsprechenden Grundgerüst (scaffold) befestigt werden. Neben der Generierung eines 

Aviditätseffektes können je nach Art des Grundgerüstes weitere Eigenschaften auf die 

Bindemoleküle übertragen werden z.B. Löslichkeit, Stabilität, Immunogenität oder Orientierung 

zueinander im Raum. In Tabelle 1 ist eine Auswahl von Oligomerisierungsdomänen 

zusammengestellt. Eine nähere Betrachtung einiger dieser Proteine erfolgt in Abschnitt 4.2.8. 

Tabelle 1:
  

Name Oligomerisierungsgrad  

 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die heptamere Oligomerisierungsdomäne des humanen C4b-

Bindeproteins als strukturelles Grundgerüst für die Multimerisierung biologisch aktiver 

Bindemoleküle erschlossen. Um Limitierungen bei der rekombinanten Synthese von C4BP-

Fusionsproteinen zu überwinden, wurden darüber hinaus Methoden zur posttranslationalen 

Modifizierung evaluiert und ein gut anwendbares Verfahren zur rekombinanten Synthese 

komplexer Disulfid-haltiger Proteine im Produktionssystem Yarrowia lipolytica etabliert. 

Die in dieser Arbeit untersuchte Oligomerisierungsdomäne hat ihren Ursprung im 

Komplementsystem. Aus diesem Grund wird im weiteren Verlauf der Einleitung zunächst ein 

Überblick zu diesem essentiellen Teil der körpereigenen Immunantwort gegeben (1.1). Danach 

wird das C4b-Bindeprotein in seinem physiologischen Kontext vorgestellt (1.2), bevor im 

nächsten Kapitel anhand einer Übersicht früherer Veröffentlichungen die biotechnologischen 

Anwendungsmöglichkeiten der Oligomerisierungsdomäne aufgezeigt werden (1.3). Im 

Anschluss wird die nicht-konventionelle Hefe Yarrowia lipolytica vorgestellt (1.4), ein 

Organismus mit vielversprechendem biotechnologischen Potenzial. Im Rahmen dieser Arbeit 
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wurde die Fähigkeit dieses eukaryotischen Expressionssystems zur Produktion verschiedener 

Fusionsproteine evaluiert (1.5). Abschließend erfolgt die Formulierung der Zielsetzung (1.6).  

 

1.1 Komplementsystem  

Das Komplementsystem wurde bereits 1890 von Jules Bordet als hitzelabiler Bestandteil des 

Blutplasmas entdeckt, der in Kombination mit Antikörpern bakterizide Eigenschaften besitzt.19 

Paul Ehrlich prägte kurz darauf den Begriff Komplementsystem um damit die ergänzende oder 

komplementierende Eigenschaft des Serumbestandteils bei der Zelllyse zu beschreiben. Das 

Komplementsystem stellt eine angeborene Verteidigung gegen Mikroorganismen dar und ist 

darüber hinaus eine Ergänzung der Antikörper-vermittelten Immunantwort. Es rekrutiert sich 

aus ca. 60 im Plasma gelösten und membrangebundenen Proteinen, über deren Interaktion das 

System aktiviert, körpereigene von fremden Zellen unterschieden und deren Bekämpfung 

gesteuert wird.20 Viele dieser Proteine verhindern eine unspezifische Aktivierung oder dienen 

der Unterscheidung körpereigener von pathogenen Zellen. Dieser angeborene Teil des 

Immunsystems steht dem Körper bereits in den ersten Lebensmonaten zur Verfügung, in denen 

weder spezifische Antikörper noch Lymphozyten vorhanden sind. Einer Aktivierung des 

Komplementsystems können prinzipiell drei unterschiedliche Wege zu Grunde liegen: der 

klassische Weg (KW), der Lektin-Weg (LW) und der alternative Weg (AW), siehe Abb. 2, 

Erklärung im Text. Nach der Aktivierung schließt sich bei allen drei Wegen eine proteolytische 

Kaskade an, die über die Assemblierung der beiden Schlüsselproteine C3- und C5-Konvertase 

zur Etablierung des terminal complement complex (TCC) oder auch membrane attack complex 

(MAC) genannt zur Lyse von Pathogenen oder veränderten endogenen Zellen führt.4  

Seit knapp drei Jahrzehnten gibt es eine Kontroverse über die Nomenklatur der C3-/C5-

Konvertase-Untereinheiten des KW und LW. Im Folgenden wird durchgehend die neue 

Nomenklatur der Konvertase-Untereinheiten verwendet. Nach dieser wird das kleine 

nichtkatalytische Fragment von C2 als C2a und das in den C3-/C5-Konvertasen des KW und LW 

enthaltene Fragment als C2b bezeichnet. In Analogie zur AW-Konvertase (C3bBb) rekrutieren 

sich die KW und LW Konvertasen aus C4bC2b.21  
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Abb. 2:

 

Der klassische Weg wird durch die Bindung des C1 Komplex (6C1q, 2C1r, 2C1s) an einen 

Immunkomplex aus IgG oder IgM Antikörpern und deren Antigenen bzw. direkte Bindung an 

konservierte Epitope auf der Oberfläche von Pathogenen initiiert . Durch die Bindung von C1 

über C1q an ein IgM oder mehrere IgG Antikörper wird dessen Serinprotease C1s aktiviert.23 Als 

Substrat dieser Protease werden die beiden Komplementproteine C4 und C2 jeweils in ein 

größeres (C4b und C2b) und ein kleineres (C4a und C2a) Fragment gespalten.24 Das entstandene 

C4b bindet über einen Thioester kovalent an die Oberfläche der Zielzelle und assembliert mit 

C2b zur C3-Konvertase (C4bC2b) des klassischen Weges.25 

Die Aktivierung über den Lektin-Weg wird durch die Bindung von Mannose-bindendem Lektin 

(MBL) oder Ficolin an Kohlenhydrate (z.B.: N-Acetylglucosamin, Mannose, N-
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Acetylmannosamin) auf Bakterienoberflächen eingeleitet.26 Der MBL/ Ficolin  Proteinkomplex 

ähnelt vom Aufbau dem Initiator des klassischen Weges C1 und verfügt mit den MBL 

assoziierten Serinproteasen (MASP) ebenfalls über die Möglichkeit C4 und C2 zu degradieren.23 

Analog zum klassischen Weg führt die Aktivierung des Lektin-Weges über die Assemblierung 

der C3-Konvertase (C4bC2b) zum Start der proteolytischen Komplementkaskade.  

Der alternative Weg (AW) wird zum einen spontan durch die Hydrolyse von C3 (C3H2O) 

eingeleitet. Das hydrolysierte C3H2O bindet die Protease Faktor B, die wiederum von Faktor D 

gespalten wird. Hierbei entsteht eine größtenteils löslich vorliegende C3-Konvertase (C3H2OBb) 

und setzt ihr Substrat C3 in C3a und C3b um. Durch die Spaltung wird im C3b Fragment ein 

Thioester freigelegt über den C3b kovalent an Amine und Kohlenhydrate binden kann, was zur 

Opsonisierung von Fremdkörpern führt.27 Zum anderen kann der AW über die Bindung von 

Properdin (P) an PAMPs oder DAMPs gestartet werden. Hierbei lockt das oligomere Protein 

lösliches C3b zu den entsprechenden Oberflächen und stabilisiert die de novo Assemblierung der 

C3-Konvertase (C3bBbP) aus C3b, Faktor B und D.28; 29 Durch die spontane Hydrolyse von C3 

werden permanent Zelloberflächen überprüft (tick-over). Handelt es sich um intakte 

körpereigene Strukturen verhindert die Selbsterkennung bzw. das Vorhandensein von 

Regulatoren eine Amplifikation der Komplementkaskade.30 

Die oberflächengebundenen C3-Konvertasen, gleich welchen Ursprungs (C4bC2b, C3bBbP), 

produzieren C3b, welches sich über den freigespaltenen Thioester in unmittelbarer Nähe 

anlagert und mit Faktor B und D neue C3-Konvertasen bildet. Es entsteht ein effektiver Kreislauf 

aus C3 Spaltung und Neusynthese von C3-Konvertase. Mit zunehmender C3b-Konzentration 

kommt es durch die Anlagerung eines weiteren C3b-Moleküls an die bestehenden C3-

Konvertasen zu einer Verschiebung der Substratspezifität von C3 zu C5. Aufgrund der 

veränderten Substratspezifität werden diese Enzymkomplexe (C4bC2bC3b und C3bBbC3b) C5-

Konvertasen genannt.31; 32 Sie katalysieren die Spaltung von C5 in das Anaphylatoxin C5a und 

das größere Fragment C5b. Letzteres assoziiert mit den Komplementkomponenten C6 bis C9 an 

der Zelloberfläche (C5bC6-C9n) und etabliert sukzessive eine Pore in der Membran der 

betroffenen Zelle. Der MAC als zylinderförmige Läsion stört nachhaltig die Permeabilität der 

Membran wodurch die betroffene Zelle abgetötet wird .33; 34 Die meisten der kleineren 

Fragmente, welche im Laufe der Komplementkaskade entstehen (C3a, C4a und C5a), vermitteln 

als Anaphylatoxine die Entstehung einer Entzündungsreaktion oder locken als Attraktanten 

Leukozyten an.35  

Darüber hinaus sind einige Serinproteasen des Koagulationssystems (XIa, IXa, Xa, Thrombin und 

Plasmin) in der Lage, die Komplementkomponenten C3 und C5 zu spalten und unabhängig von 
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den eingangs erörterten Aktivierungswegen die Assemblierung des MAC zu initiieren.36 

Andersherum ist das Komplementsystem beispielsweise über den C4BP-Protein-S Komplex 

(siehe Abschnitt 1.2) wiederum mit dem Koagulationssystem verbunden.37 Im vergangenen 

Jahrzehnt hat sich herausgestellt, dass das Komplementsystem neben der Abwehr von 

Mikroorganismen mit einer Vielzahl anderer Systeme verknüpft ist und maßgeblich an 

essentiellen Funktionen wie Immunüberwachung, Homöostasis und Regulation von 

Entzündungsreaktionen beteiligt ist.21; 38 Ein Ungleichgewicht dieses komplexen und bis heute 

nicht vollständig aufgeklärten Zusammenspiels ist mit  sehr unterschiedlichen Krankheitsbildern 

assoziiert (Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes, eine erhöhte 

Anfälligkeit für bakterielle Infektionen oder hereditäre Angioödeme) und verdeutlicht die 

Notwendigkeit einer effektiven Regulation.22 Aus diesem Grund sind viele der am 

Komplementsystem beteiligten Proteine Teil dieser Regulation.  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Fragment eines dieser Regulatoren: die C-

terminale Oligomerisierungsdomäne der a-Kette des humanen C4b-Bindeproteins (C4BP). In 

den nächsten beiden Abschnitten wird das ganze Protein in seinem physiologischen und die 

Oligomerisierungsdomäne im biotechnologischen Kontext vorgestellt.  
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1.2 Das humane C4b-Bindeprotein  

Das humane C4b-Bindeprotein (hC4BP) ist ein glykosyliertes Plasmaprotein mit einem 

Molekulargewicht von ca. 570 kDa und wird hauptsächlich in der Leber synthetisiert. hC4BP ist 

einer der wichtigsten Inhibitoren des Komplementsystems (KW und LW). Für das hC4BP sind 

beim Menschen vier Isoformen bekannt, siehe Abb. 3.  

 

Abb. 3: (a) ab a

b

(b)

a ab a ab (c) a

b

 

Die am häufigsten vorkommende Isoform besteht aus 7 identischen a- und einer b-Kette, 

weniger oft auftretende Isoformen sind 6a1b, 7a und 6a. Eine a-Kette besteht aus acht 

complement control domain proteins (CCPs) und einer C-terminalen Oligomerisierungsdomäne 

mit einem Gesamtgewicht von 75 kDa. Die b-Kette mit einem Molekulargewicht von 40 kDa 
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besteht hingegen aus drei CCPs und einer C-terminalen Oligomerisierungsdomäne. Ungeachtet 

der Untereinheitenzusammensetzung zeigen alle Isoformen eine für das C4BP charakteristische 

spinnenartige Quartärstruktur.37 Bei den meisten Organismen erfolgt der kovalente 

Zusammenschluss der einzelnen Ketten über die Ausbildung intermolekularer Disulfidbrücken 

zwischen den benachbarten, etwa 60 AS langen C-terminalen Oligomerisierungsdomänen. In 

diesem Zusammenhang ist erwähnenswert, dass die Sequenzhomologie der a- und b-Kette sehr 

gering ist und nach heutigem Stand der Forschung völlig unklar ist, wie die Assemblierung der 

unterschiedlichen Isoformen reguliert wird.42 

C4BP moduliert den Lektin-Weg und den klassischen Weg durch Bindung an C4b via positiv 

geladener Bereiche auf der Oberfläche der ersten drei CCPs der a-Ketten.43 Durch die Bindung 

an C4BP kann C4b keine Komplexe mehr mit C2b und C3b ausbilden und wird darüber hinaus 

verstärkt durch Faktor I proteolytisch gespalten. Hierdurch wird die Bildung der C3/C5 

Konvertase (C4bC2b/ C3b) inhibiert und die proteolytische Kaskade des Komplementsystems 

unterbrochen.44 Jede C4BP a-Kette ist in der Lage C4b zu binden, wegen sterischer Hinderung 

können jedoch nur vier C4b Moleküle gleichzeitig gebunden werden.45 Die b-Kette des hC4BP 

bindet nicht an C4b, zeigt aber eine hohe Affinität zu Protein S, welches seinen Ursprung im 

Koagulationssystem hat. Dort ist Protein S ein Kofaktor von aktiviertem Protein C und essentiell 

für die Degradierung der Koagulationsfaktoren Va und VIIIa. Protein S, das an C4BP gebunden 

ist, kann nicht mehr als Kofaktor von Protein C auftreten. Interessanterweise liegen 70% von 

Protein S im menschlichen Serum im Komplex mit C4BP vor, was als direkte Verbindung des 

Komplementsystems mit dem Koagulationssystem verstanden werden kann.37 

Für die CCP Domänen des C4BP sind eine Reihe von Interaktionen bekannt. Für die C-terminale 

Oligomerisierungsdomäne inklusive von Teilen der CCP8 wurden hingegen bisher erst wenige 

Interaktionen nachgewiesen. Diese Interaktionspartner sind serum amyloid P,46 Ab1ɀ42,47 islet 

amyloid polypeptide,48 und C-reactive protein.49 Des Weiteren ist das C4BP ein Akute-Phase-

Protein, dessen Plasma Level mit dem Verlauf von Infektionen und Entzündungen korreliert. 

Cytokine wie beispielsweise IL-6, IL-b und INT-g scheinen hierbei für eine verstärkte Sekretion 

des C4BP verantwortlich zu sein.50 Serum Level der verschiedenen C4BP Isoformen scheinen des 

Weiteren mit dem Verlauf von Krankheiten und Entzündungen zu korrelieren.51 Beispielsweise 

wurde bei Patienten mit critical limp ischemia eine verstärkte Bindung von nekrotischen und 

apoptotischen Zellen an C4BP beobachtet, sowie ein zeitgleicher Anstieg der 7a-Isoform im 

Plasma.52 Interessanterweise ist eine Vielzahl von pathogenen Mikroorganismen in der Lage, 

sich durch Interaktion konservierter Membranproteine mit C4BP zu dekorieren, um so einer 
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Immunantwort zu entgehen.53 Die Identifizierung weiterer Oberflächenproteine, welche C4BP 

immobilisieren können, ist Gegenstand der aktuellen Forschung.54; 55 

Zusätzlich zu dem faszinierenden physiologischen Kontext des C4BP, hat sich vor allem die C-

terminale Oligomerisierungsdomäne der 7a-Isoform als vielversprechendes biotechnologisches 

Werkzeug erwiesen. Die Oligomerisierungsdomäne kann als scaffold für Peptide während einer 

Immunisierung für eine erhöhte Plasmahalbwertszeit sorgen und des Weiteren durch seine 

Herkunft aus dem Immunsystem als Adjuvans zu einer verstärkten Immunreaktion führen.56-59 

Detailliertere Informationen hierzu folgen im nächsten Abschnitt (1.3). 

Bis jetzt ist nur wenig über die Struktur des hC4BP bekannt. Die einzige bei der Protein Data 

Bank (PDB) hinterlegte Struktur ist eine NMR-Messung welche die beiden N-terminalen CCPs 

der a-Kette beschreibt (PDB ID: 2A55).60 Vor kurzem wurde von Lea et al. die Kristallstruk tur 

der 7a-Oligomerisierungsdomäne des Gallus gallus C4BP veröffentlicht (PDB ID: 2Y2F, eine 

begleitende Publikation war bis zum Erscheinen der vorliegenden Arbeit nicht verfügbar). Im 

Vergleich zum humanen C4BP zeigt dieses Protein allerdings nur eine Sequenzidentität von 

~26%. Für die C-terminale Oligomerisierungsdomäne des humanen C4BP waren bis vor kurzem 

nur computergestützte Strukturvorhersagen und eine NMR-Messung verfügbar, die jedoch keine 

eindeutige Auflösung der Struktur ermöglichten.61; 62  

Trotz fehlender Strukturinformationen wird die C-terminale Oligomerisierungsdomäne des C4b-

Bindeproteins seit gut 15 Jahren biotechnologisch verwendet. Im folgenden Abschnitt wird ein 

Großteil der bisher zu diesem Thema veröffentlichten Arbeiten vorgestellt. 

 

1.3 C4BP als Grundgerüst 

Die C-terminale Oligomerisierungsdomäne des humanen C4BP wurde 1997 erstmals von Libyh 

et al. als Grundgerüst zur Oligomerisierung eingesetzt.63 Seit dem sind etwa ein Dutzend 

Publikationen erschienen in denen die humane, ihr homologe oder chimäre Fragmente der 

Oligomerisierungsdomäne als Grundgerüst zur Präsentation von Peptiden oder Proteinen 

verwendet wurde. In Tabelle 2 ist eine Übersicht zu den veröffentlichten Arbeiten 

zusammengestellt.  
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Tabelle 2:

Publikation  Fusionspartner Oligomer  Anwendung  Produktion  

 

 

In den ersten Publikationen wurde die Assemblierung von Oktameren beobachtet,63; 65 seit der 

Arbeit von Oudin et al. 2000 wird allgemein davon ausgegangen, dass bei der solitären 

Expression der a-Kette exklusiv Heptamere gebildet werden. Trotzdem wird in Shinya et al. 

2009 wieder eine Oktamerisierung beschrieben.67 Möglicherweise ist die Beobachtung von 

Oktameren auf die verwendeten Expressionssysteme bzw. Analysemethoden zurückzuführen. 

Im Folgenden werden einige der in Tabelle 2 aufgeführten Publikationen näher vorgestellt (grau 

hinterlegt) . 

In der Veröffentlichung von Libyh et al. wurde die C-terminale Oligomerisierungsdomäne der 

humanen C4BP a-Kette erstmals als potentielles Grundgerüst zur Oligomerisierung von 
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Wirkstoffen aufgeführt. In der Arbeit aus dem Jahr 1997 wurde die Oligomerisierungsdomäne 

rekombinant mit dem scFv Anti-Rh(D) Antikörperfragment fusioniert.63 Der Anti-Rh(R) 

Antikörper wird zur Vermeidung einer Rhesus-Inkompatibilität zwischen einer Rh- Mutter und 

ihrem Rh+ Fetus verwendet. Der applizierte Antikörper  markiert Rh+ Erythrozyten des Fetus 

und sorgt für einen raschen Abbau, bevor es zu einer Sensibilisierung und Produktion eigener 

Antikörper seitens der Mutter kommt. Die Produktion erfolgte in CHO Zellen, bei der 

anschließenden Analyse via SDS-PAGE wurde ein Gemisch von Hexa-, Hepta- und Oktameren 

beobachtet. Durch Vereinzelung der Zellen wurde ein Klon identifiziert der exklusiv Oktamere 

sezerniert  und für die weiteren Experimente verwendet. Mit in vitro Assays wurde die 

Funktionalität des Konstrukts durch die Agglutination von Erythrozyten verifiziert. Eine 

immunogene Wirkung des Fusionsproteins wurde nicht nachgewiesen und die gesteigerte 

Agglutination auf die erfolgreiche Oligomerisierung zurückgeführt. In einem Nebensatz wurde in 

dieser Publikation bereits eine erhöhte Stabilität angedeutet. Nach einer Lagerung für 2 Jahre 

bei 4 °C bzw. der einmonatigen Inkubation bei 37 °C war kein Aktivitätsverlust des 

Fusionsproteins feststellbar. 

Ein Jahr später wurde das Produktionssystem von Oudin und Libyh et al. verwendet, um die 

Produktion von Heterooligomeren auf Basis der C4BP-Oligomerisierungsdomäne zu 

untersuchen.66 In dem verwendeten in vitro Modell sollte die Bispezifität mit der Bindung bzw. 

dem Abtransport von Immunkomplexen durch CR1-Deposition auf CR1-defizienten 

Erythrozyten nachgewiesen werden. CR1 fungiert als Kofaktor von Faktor I beim Abbau von C3b 

und C4b auf endogenen Zelloberflächen und attenuiert die Komplementaktivierung, ein 

Rückgang der CR1 Abundanz wird mit dem Verlauf diverser Krankheiten assoziiert. Zunächst 

wurde ein CR1-C4BPa Oligomer erzeugt und charakterisiert. Mit in vitro Assays wurde die 

spezifische Bindung an C3b-opsonierte Erythrozyten und darauffolgende Inhibition der 

Komplementkaskade gezeigt. Ziel dieser Arbeit war allerdings die gezielte Deposition von CR1 

Rezeptoren auf CR1 defizienten Erythrozyten. Die Sekretion von stochastisch verteilten 

Heterooligomeren wurde hierbei durch die Kotransfektion von CHO Zellen mit scFV Anti-Rh(D)-

C4BPa und CR1-C4BPa erreicht. Die Bispezifität der Proteine wurde mittels SPR und FACS 

verifiziert. Die Funktionalität wurde des Weiteren mit einem in vitro Assay bestätigt, hierzu 

wurden Erythrozyten mit Papain behandelt um einerseits CR1 von der Oberfläche zu entfernen 

und andererseits um die Rh(D) Epitope freizulegen. Radioaktiv markierte Immunkomplexe 

wurden daraufhin über die gebundenen CR1/ scFV Anti-Rh(D) C4BP Heterooligomere an den 

Erythrozyten nachgewiesen. 

Von Dervillez et al. wurde die C-terminale Oligomerisierungsdomäne des C4BP als Grundgerüst 

zur Herstellung eines HIV-Therapeutikums eingesetzt.56 C46 ist ein antivirales Medikament zur 
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Behandlung der HIV-Infektion .71 Das Peptid wurde aus den Sequenzen der beiden HIV-

Therapeutika T20 und T1249 entwickelt.72; 73 Diese Peptide binden das Transmembranprotein 

gp41 von HIV-1 und verhindern dadurch als Fusionsinhibitoren eine Verschmelzung des HIV-

Virus mit der Wirtszelle.74 Ihr  Nachteil ist die geringe Größe und die damit geringe in vivo 

Halbwertszeit. T20 beispielsweise muss, um seine antivirale Wirkung entfalten zu können, 

zweimal am Tag zu 100 mg verabreicht werden.75 Von Dervillez et al. wurden Fusionsproteine 

unterschiedlicher Valenz (Mono-, Di- bzw. Heptamer) von C46 und der C-terminalen 

Oligomerisierungsdomäne des humanen C4BPa in HEK Zellen hergestellt und auf ihre antivirale 

Wirkung untersucht. Monomere bzw. Dimere wurden durch den Austausch eines bzw. beider 

Cysteinreste nach Glycin realisiert. In vitro  konnte mit zunehmender Oligomerisierung ebenfalls 

eine zunehmende Persistenz in Mäuse- bzw. Rattenplasma beobachtet werden. In vivo liegt das 

kritische Molekulargewicht (MW) eines Medikaments zwischen 20 - 40 kDa, da dies der 

Ausschlussgrenze der Nieren entspricht.56 Im Mausmodell konnte zwar keine erhöhte antivirale 

Aktivität der Konstrukte nachgewiesen werden, jedoch konnte aufgrund der erhöhten 

Serumstabilität eine verbesserte Verteilung beobachtet werden. Das in dieser Publikation 

verwendete Plasmid pEF-IRESp wurde freundlicherweise von Dr. Ursula Dietrich (Georg-

Speyer-Haus, Frankfurt) für die vorliegende Dissertation zur Verfügung gestellt.  

Der Einsatz von Adjuvanzien bei einer Immunisierung ist oft erforderlich, da gereinigte Antigene 

häufig nur schwach immunogen sind oder aufgrund ihrer relativ  geringen Größe nur eine 

geringe Serumstabilität/ Halbwertszeit aufweisen. Das Oberflächenprotein MSP119 (19 kDa) des 

Merozoits aus dem Lebenszyklus von Plasmodium yoelii ist ein schwaches Antigen.76 In 

Kombination mit Freunds Adjuvans wurden mit diesem Antigen Nachtaffen (Aotus) erfolgreich 

gegen Malaria geimpft, sechs für den Menschen zugelassene Adjuvanzien führten hierbei jedoch 

nicht zu einem Impfschutz.77 In der Arbeit von Ogun et al. wurde die C-terminale 

Oligomerisierungsdomäne des Maus C4BPa (mC4BPa) als Adjuvans bei der Immunisierung von 

BALB/c Mäusen gegen Malaria untersucht.59 Zu diesem Zweck wurde MSP119 an die C-terminale 

Oligomerisierungsdomänen von mC4BPa fusioniert  und in E. coli produziert . Mit MSP119-

mC4BPa geimpfte Mäuse waren in der Lage, eine normalerweise letale Dosis von Parasiten zu 

überleben. Das Fusionsprotein mit der mC4BPa-Oligomerisierungsdomäne induzierte allerdings 

ebenfalls eine Immunantwort gegen das nativ zirkulierende C4BP des murinen 

Komplementsystems. Bisher wurde davon ausgegangen, dass das endogene Grundgerüst nicht 

als Fremdkörper identifiziert wird. 63; 66 Möglicherweis wurden aufgrund des bakteriellen 

Produktionssystems und des daraus resultierenden Fehlens jeglicher Glykosylierung Epitope 

freigelegt, die in den vorangegangen Arbeiten verborgen geblieben sind. Um diesen Sachverhalt 

weiter zu untersuchen wurden Fusionsproteine mit homologen Oligomerisierungsdomänen 
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(G. gallus, H. sapiens usw.) hergestellt und in vivo im Mausmodell überprüft. Diese Experimente 

führten sukzessive zu einer C-terminal verkürzten (-7 AS) Chimäre aus zwei G. gallus C4BPa-

Oligomerisierungsdomänen (IMX313). Interessanterweise wurden durch die Verwendung von 

MSP119-IMX313 höhere Antikörpertiter gegen MSP119 aber nicht gegen die 

Oligomerisierungsdomäne des endogenen C4BP induziert. In dieser Publikation wurde ebenfalls 

gezeigt, dass die C4BP-Oligomerisierungsdomänen nicht wie ein klassisches Adjuvans 

funktioniert, sondern nur einen immunstimulierenden Effekt hat, wenn Antigen und 

Oligomerisierungsdomäne assoziiert vorliegen. Aufgrund signifikanter Unterschiede in den 

beobachteten Antikörpertitern der untersuchten Oligomerisierungsdomänen (alles Heptamere) 

gehen die Autoren davon aus, dass neben Aviditätseffekten noch andere Mechanismen für die 

verbesserte Immunantwort verantwortlich sein müssen, ggf. das Vorhandensein von T-Zell-

Epitopen. IMX313 wird von der Firma IMAXIO vermarktet, laut Firmenhomepage 

(http://www.imaxio.com/ ) befinden sich mehrere auf IMX313 basierende Vakzine (Malaria, S. 

aureus, Influenza) in präklinischen Studien. 

In der Publikation von Spencer et al. 2012 wurde diese Fragestellung in zwei präklinischen 

Modellsystemen untersucht (Maus und Rhesusmakaken).68 Hierzu wurde an die 

Oligomerisierungsdomäne IMX313 das Mycobacterium tuberculosis Antigen 85A fusioniert. 

Dieses Antigen war oder ist ein Hoffnungsträger bei der Entwicklung eines verbesserten 

Impfschutzes gegen Tuberkulose, wobei jüngste Ergebnisse einer Phase 2b Studie des MVA-85A 

Vakzins allerdings für Ernüchterung gesorgt haben.78; 79 In Spencer et al. wurden Varianten des 

modifizierten Vaccinia Ankara Virus (MVA) in CEF-Zellen amplifiziert, gereinigt und in den 

beiden Modellsystemen untersucht. Hierbei konnte mit dem MVA-85A-IMX313 Oligomer im 

Vergleich zu dem MVA-85A Monomer nach relativ kurzer Zeit (3 Tage) eine doppelt so hohe 

Häufigkeit antigenspezifischer T-Zellen (CD4+ und CD8+) beobachtet werden. Die gesteigerte 

Immunantwort scheint ihren Ursprung nicht in einer erhöhten Teilungsrate der T-Zellen zu 

haben, sondern in deren frühen Aktivierung. Dieser Effekt, vermuten die Autoren, liegt in der 

Erhöhung der effektiven in vivo Antigendosis begründet. Eine Oligomerisierung über die C-

terminale Oligomerisierungsdomäne des C4BP wurde ursprünglich für eine Verlängerung der 

Serumhalbwertszeit eingesetzt. Möglicherweise führt sie über Aviditätseffekte zu einer 

verbesserten Aufnahme der oligomerisieren Antigene durch APCs (antigen presenting cells). 

Außerdem könnte eine erschwerte Verarbeitung der Oligomere in den Lysosomen der APCs 

darüber hinaus zu einer Verlängerung der Antigenpräsentation beitragen.80 In der Publikation 

von Forbes et al. aus demselben Jahr wurde spekuliert, ob eine mit Antigenen funktionalisierte 

Oligomerisierungsdomäne noch in der Lage ist, mit C-reaktivem Protein bzw. Serum Amyloid P 
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zu interagieren.69 Möglicherweise liegt die immunstimulierende Wirkung der 

Oligomerisierungsdomäne in der Interaktion mit diesen Pentraxinen begründet. 

Die C-terminale Oligomerisierungsdomäne des humanen C4b-Bindeproteins sowie ihr 

homologen und abgeleiteten Strukturen bieten somit ein vielseitiges Anwendungsspektrum. 

Funktionen wie eine erhöhte Serumstabilität, Avidität oder die Stimulation einer Immunantwort 

durch Fusion an diese Oligomerisierungsdomäne wurden bereits mehrfach belegt. Die hier zu 

Grunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht vollständig verstanden.  

In den vorgestellten Publikationen wurden funktionalisierte C4BP-Varianten hauptsächlich in 

E. coli bzw. Zellkultur hergestellt. Eine Produktion in niederen Eukaryoten ist bis zum 

erscheinen dieser Arbeit nicht beschrieben worden. Im folgenden Abschnitt wird ein 

eukaryotisches Expressionssystem in Yarrowia lipolytica vorgestellt. Im Zuge der vorliegenden 

Arbeit sollte dieser niedere Eukaryot für die Produktion von C4BP-basierenden Homo- bzw. 

Heterooligomeren evaluiert werden. Aus diesem Grund wurde zunächst das 

Sekretionsvermögen dieser Hefe an drei in phylogenetischer Herkunft, Größe und Architektur 

sehr unterschiedlichen Proteinen untersucht. 
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1.4 Yarrowia lipolytica   

Die nicht-konventionelle Hefe Yarrowia lipolytica ist ein relativ junger Modellorganismus der 

Molekularbiologie. Aufgrund einiger Besonderheiten birgt dieser Organismus allerdings ein 

vielversprechendes Potential, was sich in der stetig steigenden Anzahl jährlich veröffentlichter 

Publikationen widerspiegelt.81 In dieser Arbeit wurde die Hefe in Bezug auf ihr Potential zur 

heterologen Proteinproduktion untersucht. Mit diesen Experimenten sollte abgeschätzt werden, 

ob sie sich ggf. als Produktionssystem für komplexe Cystin-haltige Proteine eignet, zu denen 

auch das C4BP gehört. Im Folgenden wird die Hefe Y. lipolytica zunächst vorgestellt und im 

Kontext zu anderen Hefen eingeordnet, bevor der aktuelle Stand der Technik erläutert wird. 

Der Gattungsname Yarrowia wurde 1980 in Anerkennung an David Yarrow eingeführt.82; 83 

Zuvor wurde diese Hefe bereits in verschiedenen andere Gattungen eingeordnet: Candida, 

Endomycopsis oder Saccharomycopsis. Unvereinbarkeiten wie beispielsweise der positive Befund 

im Urease-Test, ein vergleichswiese hoher GC-Gehalt (49,5-50,2%) sowie das Vorhandensein 

von Galaktose in der Zuckerzusammensetzung der Hefezelle führten letztendlich zur Einführung 

der neuen Gattung Yarrowia.82; 84; 85 Der Speziesname lipolytica beschreibt die sehr effiziente 

Fähigkeit dieser Hefe zur Hydrolyse von Lipiden. Yarrowia lipolytica ist in der Lage, ein breites 

Spektrum an hydrophoben Substraten als Kohlenstoffquelle zu nutzen (Alkane, Fettsäuren und 

Öle). Daher findet man sie beispielsweise auf lipid - und proteinhaltigen Nahrungsmitteln aber 

auch im Erdboden, Abwasser oder ölverschmutztem Erdreich.86 Des Weiteren wurde Yarrowia 

ebenfalls in marinen und hypersalinen Habitaten isoliert.87 Die Anpassung an die Umsetzung 

hydrophober Substrate kann zu einer Akkumulation von Lipiden von bis zu 40% der 

Trockenzellmasse führen, aus diesem Grund wird Yarrowia auch zur Gruppe der ölhaltige Hefen 

gezählt.88 Die beiden Kreuzungstypen werden MATA und MATB genannt, Y. lipolytica ist obligat 

aerob und in der Regel bei Temperaturen über 32 °C nicht mehr lebensfähig. Als dimorpher Pilz 

kommt sie unter normalen Kulturbedingungen (YPD) in einer Mischung aus Hefezellen und 

kurzen Myzelien vor (Abb. 4). Die Sauerstoffkonzentration, pH-Wert sowie Kohlenstoff und 

Stickstoffquelle beeinflussen hierbei die Morphologie.89  

 



Einleitung 

 

 

Abb. 4: 

 

Traditionell wird Y. lipolytica in die Gruppe der nicht-konventionellen Hefen eingeordnet.90 In 

dieser Gruppe werden praktisch alle Hefen zusammengefasst, die nicht mit den beiden 

etablierten Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe assoziiert sind. 

Andere nicht-konventionelle Hefen sind z.B. Kluyveromyces lactis und Pichia pastoris. 2004 

erfolgte die Sequenzierung des Genoms von Yarrowia lipolytica und unterstrich ihre 

phylogenetische Sonderstellung. Y. lipolytica hat sich demnach durch mehrere evolutive 

Ereignisse von S. cerevisiae aber auch von anderen nicht-konventionellen Hefen entfernt.91 

Durch das stetige Interesse an diesem Organismus hat sich Y. lipolytica in den vergangenen 

Jahrzehnten zu einem Modellorganismus mit vielseitigen Einsatzmöglichkeiten in der 

Grundlagenforschung entwickelt und Verwendung in unterschiedlichen molekularbiologischen 

und industriellen Anwendungen gefunden.81 Die nicht pathogene Hefe hat für diverse 

industrielle Herstellungsprozesse wie die Produktion von Futtermittel (Einzellerprotein), 

Zitronensäure und g-Decalacton (Pfirsicharoma) den GRAS Status erhalten (generally regarded 

as safe).88  

Im Vergleich zu anderen Hefen verfügt Yarrowia lipolytica über ein sehr leistungsfähiges System 

zur Proteinsekretion.92 Je nach Umgebung werden zum Teil große Mengen endogener Enzyme 

sekretiert, bspw. alkalische oder saure Protease (AEP/ AXP), Lipasen, RNase oder Phosphatase.86 

Das XPR2 Gen codiert hierbei für die AEP, das mit 1 ɀ 2 g/L am stärksten sekretierte Yarrowia 

Protein.93 Trotz eher komplexer Induktion  (pH über 5,5, Kohlenstoff- und Stickstoffmangel, volle 

Induktion erst bei hohen Pepton Konzentrationen) wurde dessen Promotor (pXPR2) in den 90er 

Jahren für die heterologe Proteinproduktion in Yarrowia verwendet. Beispielsweise wurde mit 

dem AEP Promotor und dessen Signalsequenz die Sucrose-Invertase (SUC2) aus S. cerevisiae in 

Y. lipolytica produziert.94 Aus diesen Experimenten resultierte die Etablierung von SUC2 als 
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Selektionsmarker, da Yarrowia normalerweise Sucrose nicht als einzige Kohlenstoffquelle 

nutzen kann.  

Die nähere Untersuchung der pXPR2 Region offenbarte upstream activator sequences (UAS) und 

führte in Kombination mit dem eher schwachen LEU2 Promotor (pLEU2) zu sehr starken quasi 

konstitutiven synthetischen Promotoren wie zum Beispiel dem Hybridpromotor hp4d .95 In 

Folgearbeiten wurde der Einfluss von UAS-Wiederholungen auf die Stärke der 

Hybridpromotoren erkannt und weiterentwickelt. Aus den Kernbereichen der hp4d und TEF 

Promotoren (Translation elongation factor EF-1a) und unterschiedlich vielen Wiederholungen 

von UAS1B Sequenzen wurde eine ganze Reihe verschieden starker Promotoren erstellt, unter 

denen sich auch der stärkste bis jetzt beschriebene Y. lipolytica Promotor befindet.96  

Mit der Entwicklung von stabilen genetischen Markern und der Etablierung von 

molekularbiologischen Arbeitsmethoden wurden auch für die heterologe Proteinproduktion 

optimierte Yarrowia-Stämme etabliert.97; 98 Bereits Mitte der 90er wurden erste AEP- Stämme 

erzeugt. Etwa fünf Jahre später wurde mit Po1f ein Stamm hergestellt, der keine endogenen 

extrazellulären Proteasen (AEP- und AXP-) mehr sekretiert.95 Sehr viel Pionierarbeit bei der 

Erforschung und Optimierung der Proteinproduktion wurde mit den endogenen Lipasen und 

hier vor allem der Lipase Lip2 geleistet.99; 100 Mit chemischer- und UV-Mutagenese sowie durch 

Mehrfachintegration von Lip2 Kopien in das Genom von Yarrowia wurde die Sekretion der 

Lipase gesteigert.101-104  

Als Resultat all dieser Fortschritte wurden in den vergangenen 2 Jahrzehnten Dutzende sehr 

unterschiedliche Proteine mit zum Teil industriellem Anwendungspotential heterolog in 

Yarrowia produziert: Endo-b-1,4-Mannanase (Aspergillus aculeatus);105 a-Amylase (Oryza 

sativa);106 sechs verschiede Hydrolasen (versch. Pilze);92 FXIIIa (H. sapiens)107 um nur einige zu 

nennen. 

Zurzeit werden Bestrebungen unternommen, Stämme mit einem humanisierten 

Glycosylierungsmuster zu erzeugen. In ersten Experimenten wurde bereits das humane Enzym 

Glucocerebrosidase entweder mit einem homogenen Man8GlcNAc2 oder Man5GlcNAc2 

Glycosylierungsmuster produziert.108 Dieses Enzym wird seit 1994 von Genzyme (Sanofi) in 

CHO Zellen hergestellt und unter dem Namen Cerezyme zur Behandlung der seltenen Gaucher-

Krankheit vertrieben. 

Es lässt sich zusammenfassend feststellen, dass mittlerweile eine ganze Reihe von 

unterschiedlichen Yarrowia Stämmen und Plasmiden für die heterologe Proteinproduktion zur 

Verfügung steht. Mit dem YLEX Expression Kit (Yeastern biotech co., Ltd) ist seit einigen Jahren 

bereits ein kommerziell erhältliches Y. lipolytica Expressionssystem auf dem Markt. Durch das 
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stetige Interesse an der nicht-konventionellen Hefe Yarrowia lipolytica hat sich diese in den 

letzten Jahren von einem vielversprechenden Sonderling zu einem vielseitigen 

Modellorganismus entwickelt. 

 

1.5 Lip2p Fusionspartner 

Ziel der Experimente war die Untersuchung der Ausbeuten und biologischen Aktivitäten der 

drei Modellproteine MCoTI, Tryp-VHH und Goase M1 als Lip2p Fusionsproteine in der Hefe Y. 

lipolytica. Die Lipase Lip2p sowie die drei Fusionsproteine sind in Abb. 5 im selben Maßstab 

dargestellt. Im Folgenden werden die untersuchen Fusionsproteine vorgestellt.  

 

Abb. 5:

 

Das Miniprotein MCoTI ist ein Vertreter einer großen Familie von Trypsin Inhibitoren aus 

Kürbisgewächsen.110; 111 Diese Peptide bestehen üblicherweise aus ca. 30 Aminosäuren, sind 

zyklisch oder offenkettig und besitzen eine konservierte Disulfidbrückenverknüpfung, die auch 

als Pseudoknotenmotiv bekannt ist.112 Aufgrund ihrer außergewöhnlichen Stabilität, 

Verfügbarkeit, chemisch und rekombinant sowie einer hohen Toleranz gegenüber 

Sequenzveränderungen hat sich diese Gruppe von Molekülen zu einer wertvollen Quelle von 

Grundgerüsten für die Pharma- und Wirkstoffforschung entwickelt.113; 114 Die hier verwendete 
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Variante stammt aus einer von Bernhard Glotzbach durchgeführten 

Bibliotheksdurchmusterung.115 

Bei dem zweiten Zielprotein, dem Tryp-VHH (Trypanosoma binding- variable heavy chain of a 

heavy chain antibody) handelt es sich um ein gut charakterisiertes Antikörperfragment.116 Diese 

schwere Kette eines Kameliden-Antikörpers erreicht aufgrund ihrer relativ geringen Größe 

konservierte Kohlenhydrat-Epitope an der Basis der VSGs (variant surface glycoprotein) von 

Trypanosomen. Diese Gruppe von Antikörperfragmenten zeichnet sich durch eine 

vergleichsweise geringe Größe bei gleichzeitig guten Bindeeigenschaften,117; 118 Löslichkeit und 

Thermostabilität aus.119 Diese Eigenschaften machen die Klasse der VHHs ebenfalls zu 

vielversprechenden Werkzeugen in der modernen Molekularbiologie.120; 121  

Goase ist ein glykosyliertes Protein, welches die Oxidation diverser prim ärer Alkohole zu 

Aldehyden katalysiert. Im aktiven Zentrum enthält das Enzym Kupfer (II) und wird von diversen 

Pilzen sekretiert.122-125 Das Enzym Goase hat viele biotechnologische Anwendungen gefunden, 

beispielsweise als Biosensor,126; 127 in der chemischen Synthese128 und in der Diagnostik.129-131 

Diese Proteine wurden aus mehreren Gründen zur Evaluation des Yarrowia lipolytica 

Expressionssystems ausgewählt. Zum einen sind alle drei Vertreter von interessanten 

Proteinklassen für die noch keine Produktion in diesem Expressionssystem beschrieben wurde. 

Des Weiteren decken sie in Kombination ein Molekulargewicht zwischen 3,3 kDa und 68,5 kDa 

ab, bei einer annähernd konstanten Anzahl von 2 bis 3 Disulfidbrücken. Darüber hinaus kann die 

korrekte Faltung von allen mit individuellen Assays überprüft werden. Assays, in denen jeglicher 

Aktivität , egal ob Inhibition, Bindung oder Enzymaktivität , eine korrekte Faltung und 

Disulfidverbrückung vorrausgeht.  
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1.6 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau und die Etablierung eines Verfahrens zur Herstellung von 

homo- und heterooligomeren Proteinkomplexen auf der strukturellen Grundlage der C-

terminalen Oligomerisierungsdomäne des humanen C4b-Bindeproteins. Außerdem soll die 

Möglichkeit zur chemischen und rekombinanten Funktionalisierung der 

Oligomerisierungsdomäne experimentell untersucht werden, um eine Alternative bzw. 

Erweiterung zu bereits etablierten Konjugations- und Oligomerisierungsmethoden darzustellen. 

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit gliedert sich wie folgt:  

 

I. Auflösung der Kristallstruktur der hC4BP Oligomerisierungsdomäne und 

Charakterisierung der Struktur. 

II. Aufbauend auf I soll eine Charakterisierung der Oligomerisierungsdomäne im 

Hinblick auf Stabilität und Toleranz gegenüber Modifikationen erfolgen.  

III. Evaluation eines Expressionssystems in der Hefe Yarrowia lipolytica als mögliche 

Quelle zur Synthese attraktiver Fusionspartner. 
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2 Material   

2.1 Organismen  

2.1.1 Escherichia coli  

B834 (DE3) 132 (Merck Millipore)  

F- ompT hsdSB(r B- mB-) gal dcm met (DE3) 

 

BL21 (DE3)  (life technologies) 

Fɀ ompT hsdSB(rBɀ, mBɀ) gal dcm (DE3) 

 

DH5a133; 134 (Invitrogen)  

Fɀ ɮ80lacZɝM15 ɝ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rKɀ, mK+) phoA supE44 ʇɀ thi-1 

gyrA96 relA1 

 

Origami (DE3) 135 (Merck Millipore)  

ɝ(ara-leu)7697 ɝlacX74 ɝphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL&ᴂɍlac+ lacIq pro] 

(DE3)gor522::Tn10 trxB (KanR, StrR, TetR) 

 

Rosetta (DE3) (Merck Millipore)  

F- ompT hsdSB(r B- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR) 

 

3(ÕÆÆÌÅΆ 4χ136 (NEB) 

F  ́lac, pro, lacIQ / ɝ(ara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 gene1 ɝ(phoA)PvuII phoR ahpC* galE 

(or U) galK ʇatt ::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacIq) ɝtrxB rpsL150(StrR) ɝgor ɝ(malF)3 

 

Top10  (Invitrogen)  

Fɀ mcrA ɝ(mrr -hsdRMS-mcrBC) ɮ80lacZɝM15 ɝlacX74 recA1 araD139 ɝ(ara leu) 7697 galU 

galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
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XL10-Gold (Stratagene) 

endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac Hte ɝ(mcrA)183 ɝ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tet R 

F'[proAB lacIqZɝM15 Tn10(TetR Amy CmR)]  

 

2.1.2 Yarrowia lipolytica   

Po1f95; 137 

MatA, leu2-270, ura3-302, xpr2-322, axp-2 

Phänotyp: Leu-, Ura-, ЎAEP, ЎAXP, Suc+; keine Sekretion von extrazellulären Proteasen 

 

2.2 Plasmide 

 

Abb. 6:

a b

 

Derivate: Wt, ЎTrx, 4x C-term verkürzte Varianten, 2x N-term verkürzte Varianten, M2A M6A, 

M2A M6A c50, E570Q, E577Q, E570Q E577Q, C4BPb und C4BPb 191-261. Des Weiteren wurde 

mit der Plasmid Variante pET32a-Trx-FimF-turboGFP von Marc Jakuszeit gearbeitet. 
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Abb. 7:

b

a b

 

Derivate: hAIDsc, Tryp-VHH, MCoTI, Goase M1 
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Abb. 8:

 

Derivate: hAIDsc, Tryp-VHH, MCoTI, Goase M1 

 

2.3 Oligodesoxyribonukleotide  

Tabelle 3:

C4BPwt M2A M6A

C4BPb Oligomerisierungsdomäne solitär (r ekursive PCR) 
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C4BPb komplett: Oligomerisierungsdomäne  mit 3 CCPs 

C-terminale Verkürzung von C4BPa Oligomerisierungsdomäne wt  

N-terminale Verkürzung von C4BPʯC15 

Punktmutationen zur Untersuchung der internen stabilisierenden Ringe

C4BPa Mutanten: Deletion/ Verschiebung von C14; Verlängerung von Helix H1 um eine Windung
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tGFP-ExNInt N 

Proteinproduktion in Yarrowia lipolytica

Sequenzieroligos 
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2.4 DNA-Längenstandards & Protein-Molekulargewichtsmarker  

 

Lambda DNA Eco47I (AvaII) Marker, 13 (Fermentas) 

36 Fragmente (in bp): 8126, 6555, 6442, 3676, 2606, 2555, 2134, 2005, 1951, 1611, 1420, 1284, 

985, 974, 894, 597, 590, 513, 511, 433, 398, 345, 310, 308, 272, 242, 215, 151, 88, 73, 67, 45, 42, 

32, 29, 23 

 

/ͻ'ÅÎÅ2ÕÌÅÒΆ 5ÌÔÒÁ ,Ï× 2ÁÎÇÅ $.! ,ÁÄÄÅÒȟ ÒÅÁÄÙ-to-use (Fermentas) 

11 Fragmente (in bp): 300, 200, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 20, 15, 10 

 

/ͻ'ÅÎÅ2ÕÌÅÒΆ ρππÂÐ $.! ,ÁÄÄÅÒȟ ÒÅÁÄÙ-to-use (Fermentas) 

10 Fragmente (in bp): 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 

 

1 kb DNA Ladder (NEB)  

10 Fragmente (in kb): 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1,5, 1 0,5 

 

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas) 

7 Fragmente (in kDa): 116 (Beta-Galactosidase, E. coli), 66,2 (Rinderserum-Albumin, 

Rinderserum), 45 (Ovalbumin, Hühnereiweiß), 35 (Lactat-Dehydrogenase, Schweinemuskel), 25 

(RE Bsp98I, E. coli), 18,4 (Beta-Lactoglobulin, Kuhmilch), 14,4 (Lysozym, Hühnereiweiß) 

 

0ÁÇÅ2ÕÌÅÒΆ 0ÒÅÓÔÁÉÎÅÄ 0ÒÏÔÅÉÎ ,ÁÄÄÅÒ ɉ&ÅÒÍÅÎÔÁÓɊ  

10 Fragmente (in kDa): 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10 

 

Prestained Protein Marker, Broad Range 7-175 kDa (NEB) 

8 Fragmente (in kDa): 175, 80, 58, 46, 30, 25, 17, 7 
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2.5 Chemikalienliste 

Chemikalie Hersteller 

b
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Chemikalie Hersteller 

 

2.6 Enzyme und Proteine 

Tabelle 4:

Enzyme und Proteine Hersteller 
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2.7 Kits 

Tabelle 5:

Produkt   Hersteller  

 

2.8 Lösungen und Puffer 

Name Inhaltsstoffe  



Material 

 

Name Inhaltsstoffe  



Material 

 

Name Inhaltsstoffe  

 

Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit monodestilliertem  H2O 

angesetzt. Die verwendeten Kits (siehe Tabelle 5) wurden mit den mitgelieferten Puffern 

verwendet (siehe Herstellerangaben). 
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2.9 Nährmedien 

Name Inhaltsstoffe  

 

Die Nährmedien wurden vor Gebrauch zur Sterilisation 20 min bei 121 °C autoklaviert. Zur 

Herstellung von Agar-Platten wurde vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar-Agar (Roth) zu 

den entsprechenden Medien gegeben. Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren aus 

Stammlösungen bis zu einer Endkonzentration von 25 mg/ L Chloramphenicol, 100 mg/ L 

Ampicillin, 100 mg/ L Tetrazyklin bzw. 75 mg/ L Kanamycin zugegeben. 
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2.10 Sonstige Geräte 

Hersteller Gerät 
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Hersteller Gerät 

Ñ
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Hersteller Gerät 

Ñ Ñ

 

2.11 Datenverarbeitungsprogramme  

Programm Herkunft , Quelle 

 

  

http://de.wikipedia.org/wiki/Chalfont_St_Giles
http://de.wikipedia.org/wiki/Buckinghamshire
http://de.wikipedia.org/wiki/Vereinigtes_K%C3%B6nigreich
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3 Methoden  

3.1 Mikrobiologische Methoden  

3.1.1 Präparation der verwendeten Geräte und Lösungen  

Hitzestabile Geräte und Lösungen wurden durch Autoklavieren für 20 min bei einer Temperatur 

von 121 °C sterilisiert. Hitzelabile Materialien wurden mit Bacillol plus (Roth), 70% Ethanol 

oder mittels Sterilfiltration (0,2 µm oder 0,45 µm) sterilisiert.  

3.1.2 Kultivierung von E. coli 

Zur Anzucht der verwendeten E. coli-Stämme (2.1.1) wurde dYT, LB bzw. M9-Medium 

verwendet (2.9). Im Falle von einer oder mehrere Antibiotikaresistenzen wurde das Medium vor 

der Inokulation mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert. Wenn nicht anders 

beschrieben wurden die Kulturen bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.  

3.1.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli Kulturen  

Die Kultivierung der entsprechenden Stämme erfolgte in einem Volumen von 50 mL wie in 

Abschnitt 3.1.2 beschrieben bis zum Erreichen einer OD600 zwischen 0,5 und 1. Bei Erreichen 

dieser optischen Dichte wurden die Zellen bei 4000 rpm für 12 min pelletiert . Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 30 mL Eiswasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. 

Dieser Waschschritt wurde mit 20 mL und 10 mL Eiswasser wiederholt . Im Anschluss wurde 

der Überstand verworfen und das Zellpellet für einige Minuten auf Eis inkubiert . Die 

elektrokompetenten Zellen wurden im Kondenswasser resuspendiert, aliquotiert und 

transformiert bzw. gelagert (siehe 3.1.4). 

3.1.4 Lagerung von E. coli Zellen  

Elektrokompetente E. coli Kulturen wurden zur langfristigen Lagerung mit 10% DMSO (v/v) 

versetzt und als Gefrierkulturen bei ɀ80 °C gelagert. Bereits transformierte bzw. häufig 

verwendete Klone wurden auf LB-Platten ausgestrichen, ü.N. bei 37 °C inkubiert und im 

Anschluss bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert.  

3.1.5 Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen 

Die Transformation von E. coli erfolgte standardmäßig mit tels Elektroporationsmethode.139 

Hierzu wurden 1 µL Plasmidsuspension bzw. 5-10 µL ligierte Plasmid-DNA eingesetzt. Die DNA 

wurden mit 50 µL elektrokompetenten Zellen in die Elektroporationsküvette überführt. Die 

verwendeten Küvetten mit einem Elektrodenabstand von 2 mm wurden zuvor gründlich mit 
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monodestilliertem Wasser ausgespült und auf Eis vorgekühlt. Die Elektroporation erfolgte mit 

dem Gene Pulser II (BioRad) unter Verwendung der folgenden Spezifikationen: 200 W, 2,5 kV 

und 25 µF. Unmittelbar nach dem Puls wurde 1 mL steriles dYT-Medium in die 

Elektroporationsküvette pipettiert und der Inhalt in ein 2 mL Reaktionsgefäß überführt. Die 

Zellen wurden zur Ausbildung der entsprechenden Antibiotikaresistenz für 1 h bei 37 °C 

schüttelnd inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Verdünnungsausstrich auf Selektivplatten bzw. 

die Inokulation von komplettiertem  Flüssigmedium. 

3.1.6 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Kulturen  

Für die Herstellung chemisch kompetenter E. coli wurden 250 mL LB-Medium in einem 1 L 

Kolben mit den entsprechenden Zellen inokuliert und bei 37 °C bis zum Erreichen einer OD600 

zwischen 0,4-0,6 bei 180 rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 4500 g für 5 min und 4 °C 

pelletiert und im Anschluss in einem viertel Volumen der Startkultur eiskaltem TFB1 Puffer 

resuspendiert und für 5 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit denselben 

Spezifikationen erneut pelletiert, in 10 mL TFB2 Puffer resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. 

Abschließend wurden die chemisch kompetenten Zellen à 50 µL aliquotiert, direkt verwendet 

oder bei -80 °C gelagert. 

3.1.7 Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen 

Für die Transformation hitzekompetenter E. coli Zellen wurde ein Aliquot mit kompetenten 

Zellen mit 50 ng Plasmid DNA vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte 

für 45°sec bei 42 °C gefolgt von 2 min Inkubation auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen 

vorsichtig in einem Milliliter  Vollmedium resuspendiert und für eine Stunde schüttelnd bei 37 °C 

inkubiert. Die gekurten Zellen wurden auf Selektivplatten ausgestrichen und über Nacht bei 

37 °C inkubiert. 

3.1.8 Bestimmung der Zelldichte  

Die optische Dichte (OD600) einer Zellsuspension wurde mit einem Photometer (BioPhotometer, 

Eppendorf) bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt. Als Leerwert wurde unbeimpftes 

Medium verwendet. Die OD600 Werte waren stets unter 1, ggf. musste hierzu die Zellsuspension 

verdünnt werden und die tatsächliche Zelldichte im Nachhinein berechnet werden. 

3.1.9 Lagerung von Y. lipolytica   

Hierzu wurden zunächst Yarrowia lipolytica Pof1 Zellen auf einer YPD-Platte ausgestrichen und 

ü.N. bei 23 °C bis 35 °C inkubiert. Am Folgetag wurden mit einer Impföse etwa eine Öse voll 
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Zellen entnommen und in 1 mL YPD mit 25% Glycerol resuspendiert à 50 µL aliquotiert und bei 

-80 °C gelagert.  

3.1.10 Transformation von Y. lipolytica  

Für die Präparation kompetenter Zellen wurden zunächst aus einem Glycerol-Stock (3.1.9) 

Yarrowia lipolytica Po1f Zellen entnommen, auf einer YPD Platte ausgestrichen und ü.N. bei 

einer Temperatur zwischen 23 °C bis 25 °C inkubiert. Um die richtige Wachstumsphase der 

Zellen zu gewährleisten sollten die Platten am nächsten Tag eine flache, nur geringfügig 

texturierte Oberfläche zeigen. Mit einer Impföse wurden Zellen von der Übernachtkultur 

entnommen und in einem Reagiergefäß mit 1 mL TE Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde mittels TZ bei RT pelletiert und der Überstand verworfen. Im Anschluss wurden die 

Zellen in 600 µL 0,1 M Lithiumacetat pH 6,0 (pH mit Essigsäure eingestellt) resuspendiert und 

1 h stehend bei 28 °C inkubiert. Abschließend wurden die Zellen 2 min bei 3000 rpm pelletiert, 

der Überstand verworfen und die Zellen vorsichtig in 80 ɀ 120 µL Lithiumacetat-Puffer 

resuspendiert. Die hergestellte Menge kompetenter Zellen war ausreichend für bis zu drei 

Transformationen. 

Die Integrationskassette wurde mit NotI aus dem Integrationsvektor pKOV410 geschnitten, eine 

weitere Reinigung bspw. mittels Extraktion aus einem Agarosegel (3.4.5) war an dieser Stelle 

möglich aber nicht nötig. Für die Transformation wurden 0,3 bis 0,5 µg Plasmid DNA in einem 

maximalen Volumen von 3 µL eingesetzt. 

Für eine Transformation wurden 40 µL kompetente Zellen mit 2 µL carrier DNA (Clontech Ref. 

630440 (10 mg/mL). Stammlösung aliquotiert à 1 mL, Lagerung bei 4 °C) und 3 µL der zu 

transformierenden DNA vermischt und 15 min bei 28 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 350 µL 

PEG 4000 (40% in Lithiumacetat 0,1 M pH 6,0 eingestellt mit 10%iger Essigsäure, Lagerung bei 

4 °C) und 16 µL 1 M DTT (40 mM Endkonzentration) versetzt und 1 h stehend bei 28 °C 

inkubiert. Danach wurden 40 µL DMSO (10% Endkonzentration) zugegeben und die 

Hitzeschock-Transformation für 10 min bei 39 °C durchgeführt. Abschließend wurden 600 µL 

Lithiumacetat-Puffer zugegeben und die Suspension mit transformierten Zellen à 200 µL auf 

YNB-N5000 Selektivplatten ausgestrichen und bei 28 °C inkubiert. Erste Kolonien waren nach 2 

bis 3 Tagen zu erkennen. 

3.1.11 Trypanosomen Bindungstest  

Um die Bindungsaktivität des Tryp-VHH zu überprüfen wurde das Antikörperfragment zunächst 

von Christina Uth selektiv am N-terminalen Serin fluoreszenzmarkiert.140 Hierzu wurden 1 mL 

gereinigtes Protein (1 mg/mL in 100 mM Na2HPO4, pH 7) mit 100 µL Natriumperiodat (100 mM 
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in H2O) versetzt und bei RT unter Lichtausschluss 3 bis 4 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch 

Zugabe einer äquimolaren Menge Ethylenglycol beendet und der Reaktionsansatz gegen 5 L PBS 

dialysiert. Die Kopplung von Fluorescein-5-Thiosemicarbazid wurde in PBS pH 7,4 durchgeführt. 

Zu 0,5 mg (1 äq., 3,78x10-8 mol) Tryp-VHH wurden 0,03 mg (2 äq., 7,56x10-8 mol) Fluorophor 

gegeben und der Reaktionsansatz zunächst bei RT für  24 h unter Lichtausschluss inkubiert und  

im Anschluss wurde für 24 h gegen 5 L PBS dialysiert. Die Kopplung wurde mittels SDS-PAGE 

überprüft und das fluoreszenzmarkierte Antikörperfragment bei -80 °C gelagert.  

Im darauf folgenden Zellbindungstest wurden der fluoreszenzmarkierte Tryp-VHH aus 

Y. lipolytica mit demselben in E. coli produzierten Protein verglichen.141 Die Tests wurden von 

Michael Brecht in den Laboren der Arbeitsgruppe Göringer durchgeführt. Die beiden 

Antikörperfragmente wurden jeweils mit zwei unterschiedlichen VSG präsentierenden T. brucei 

Blutstromformen vom Stamm Lister 427142 inkubiert : MITat Serodem 1.2 exprimiert VSG 221 

und MITat 1.4 exprimiert VSG 117. Die Parasiten wurden kultiviert nach Hirumi et al.143 und bei 

einer Zelldichte von 2,5x106 Zellen/mL geerntet. Die Zellen wurden gewaschen und in PBS 

resuspendiert und jeweils mit 0,12 mg/mL der gereinigten und fluoreszenzmarkierten VHHs 

inkubiert. Die DNA der Trypanosomen wurde mit Höchst 33342 angefärbt. Als Negativkontrolle 

wurden Trypanosomen desselben Stammes (Lister 427) ohne VSGs (Insektenstadium) 

eingesetzt. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde durchgeführt wie in Lorger et al. beschrieben.144 

 

3.2 Proteinchemische Arbeitsmethoden  

3.2.1 Produktion von Thioredoxin -Fusionsproteinen in E. coli  

Thioredoxine mit ihrem Dithiol/ Disulfid Motiv (CGPC) im aktiven Zentrum gehören zu den 

wichti gsten zellulären Disulfidbrücken-Reduktasen.145 Die Thioredoxinfusion wurde daher 

verwendet, um bei der Produktion der cystinreichen C4BP Oligomerisierungsdomäne und deren 

Varianten eine lösliche Proteinproduktion zu gewährleisten.146 Zusätzlich wurden die E. coli 

Stämme Origami ɉ$%σɊ ÂÚ×Ȣ 3(ÕÆÆÌÅΆ 4χ ÖÅÒ×ÅÎÄÅÔȢ $ÕÒÃÈ -Õtation in den Genen der 

Thioredoxin Reduktase (trxB) und Glutathione Reduktase (gor) herrscht im Cytoplasma dieser 

Stämme ein weniger reduzierendes Milieu, was eine Ausbildung von Disulfidbrücken ermöglicht. 

Im Fall von ShuffleΆ T7 wird zusätzlich konstitutiv die Disulfidbrücken Isomerase C im 

Cytoplasma produziert. 
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3.2.2 Überprüfung der Expression ausgewählter Einzelklone  

Bevor ein erzeugter Einzelklon zur Produktion im größeren Maßstab eingesetzt wurde, erfolgte 

eine nähere Untersuchung der Produktionsbedingungen. Mit dem sogenannten Expressionstest 

wurde versucht herauszufinden ob das gewünschte Protein produziert wird und welche 

Bedingungen hierfür zielführend sind.  

Mit sterilen Pipettenspitzen/ Zahnstochern wurde ein Einzelklon von einer Selektivplatte 

abgenommen, auf einer Masterplatte ausgestrichen und zur Inokulation von jeweils 2 Röhrchen 

mit  5 mL dYT (mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert) verwendet. Die Masterplatte 

wurde über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert  und im Anschluss gelagert (3.1.4). Die 

Röhrchen wurden unter den entsprechenden Expressionsbedingungen (Variation von: IPTG 

Konzentration, Produktionsdauer, Temperatur bei Anzucht und Induktion usw.) im Schüttler 

inkubiert. In regelmäßigen Abständen wurde die optische Dichte gemessen. Bei Erreichen einer 

OD600 von ca. 0,5 wurde durch Zugabe von IPTG in eines der beiden Reagenzgläser die 

Produktion induziert und zumeist für 3 h aufrechterhalten. Das zweite Röhrchen diente als 

Kontrolle und wurde nicht induziert. Nach 3 h wurde von jedem Röhrchen mit der zuletzt 

gemessenen OD600 das Äquivalent von 120 µL Zellsuspension einer OD600 = 1 berechnet. Das 

entsprechende Volumen wurde abgenommen und für 2 min mit der Tischzentrifuge 

sedimentiert. Das Pellet wurde in 20 µL PBS aufgenommen, mit 5 µL Hoechst Puffer versetzt und 

einer Gelelektrophorese unterzogen (3.2.6). 

3.2.3 Expression im analytischen Maßstab 

E. coli-Zellen wurden mit dem entsprechenden Vektor transformiert, 1 h bei 37 °C gekurt, 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert . Am Folgetag wurden mit Einzelklonen 50 mL 

dYT-Medium (komplettiert mit den entsprechenden Antibiotika) als Vorkulturen angesetzt. Die 

Vorkulturen wurden bis zum Erreichen einer OD600 von ca. 0,5 bei 37 °C schüttelnd inkubiert . 

Mit dieser Vorkultur wurde 1  L LB-Medium (komplettiert mit den entsprechenden Antibiotika) 

inokuliert und bei 30 °C schüttelnd inkubiert. In regelmäßigen Abständen wurde die OD600 

gemessen. Beim Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 wurde durch Zugabe von 0,5 mM 

IPTG (Endkonzentration) die Proteinproduktion  induziert. Die Expression wurde bei 25 °C unter 

Schütteln für 3 h durchgeführt.  

Zur Ernte wurde die Zellsuspension bei 4 °C und 6660 rpm für 13 min pelletiert und pro Liter 

Produktionsvolumen in 7,5 mL IMAC-A Puffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung 

bei -80 °C gelagert. 
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3.2.4 Proteinproduktion im Fermenter  

Nach Optimierung der Expressionsbedingungen im Schüttelkolben wurden C4BP Varianten wie 

beispielsweise: Wildtyp und C4BPЎ#15 im Fermenter produziert (Biostat B plus). Hierdurch 

konnten in relativ kurzer Zeit homogene Chargen mit Ausbeuten im dreistelligen 

Milligrammbereich erzielt werden. 

Zur Vorbereitung wurde der Fermenter mit dem entsprechenden Volumen Medium gefüllt, 

komplett zusammengebaut (Thermometer, O2- und pH-Sonden, Prellbleche, Probennehmer und 

Rührwerk)  und ü.N. autoklaviert. Am Folgetag wurde der Fermenter an die Steuereinheit 

angeschlossen, temperiert, mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert und aus einer 

Vorkultur auf eine OD600 von ca. 0,1 eingestellt. Die Bakterien wurden in der Regel bei einer 

Temperatur von 37 °C, 400 rpm, pH 7,0 und einer Begasung mit Hausdruckluft von 1 vvm 

kultiviert . Bei Erreichen einer OD600 zwischen 0,5 und 1 wurde die Expression durch 

automatische Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) induziert. Die Expression wurde für 

ca. 4 h durchgeführt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension über den Probennehmer 

abgepumpt und sukzessive bei 4 °C und 13 k rpm für 13 min pelletiert. Die überschichteten 

Pellets wurde in 7,5 mL IMAC-A Puffer je Liter Produktionsvolumen resuspendiert und bis zur 

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

3.2.5 Aufschluss durch French-pressing 

Die Zellsuspension wurde üblicherweise aus dem -80er entnommen und bei ca. 37 °C im 

Wasserbad aufgetaut, was als freeze-thaw Zyklus und erster unvollständiger mechanischer 

Aufschluss betrachtet werden kann. Die Bombe der French-Presse wurde mit der Probe befüllt, 

mit der Bodenplatte verschlossen und auf dem hydraulischen Hebetisch der French-Presse 

arretiert. Über den Stempel wurde auf die Probe ein konstanter Druck von 1200 psig (ca. 80 bar) 

ausgeübt. Beim Verlassen der Bombe durch ein regulierbares Ventil erfolgte der Zellaufschluss 

durch Scherung und Dekompression.147 Nach drei bis fünf Passagen durch die French-Presse 

war ein annähernd 100%iger Aufschlussgrad erreicht, was mikroskopisch überprüft  wurde. 

3.2.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  

Die analytische Auftrennung von Proteinen und Proteingemischen erfolgte mittels 

Polyacrylamidgelelektrophorese. Bei dieser Methode werden die Analyten entlang eines 

elektrischen Feldes durch eine netzartige Gelstruktur gezogen. Als Detergenz wurde hierbei 

Natriumdodecylsulfat verwendet (SDS). Dieses maskiert die Eigenladung der Proteine, da sich 

ca. 1,3 g SDS pro Gramm Protein anlagert und durch die anionischen Sulfatgruppen eine 

negative Ladung proportional zum Molekulargewicht erzeugt wird. In dieser Arbeit wurden 
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hauptsächlich SDS-PAGEs nach Schägger verwendet, diese erlauben eine Auftrennung von 

Proteinen mit relativ geringem MW (3-7,5 kDa). Dem verwendeten Auftragspuffer wurde neben 

Harnstoff ggf. noch Dithiothreitol (DTT) als denaturierende Substanz zugegeben, um 

Disulfidbrücken dauerhaft zu reduzieren (2.8). 

In einer radikalischen Reaktion polymerisiert Acrylamid mit Bisacrylamid unter Luftausschluss 

zu chemisch inertem Polyacrylamidgel. Je nach Molekulargewicht des Proteins von Interesse 

wurden Trenngele mit verschieden hohem Vernetzungsgrad verwendet: Tris-Tricine-Gele nach 

Schägger mit 20% bzw. Lämmli-Gele mit 15% Acrylamid148; 149. Das Gießen und Polymerisieren 

der Gele erfolgte in einem Gießstand, mit dem fünf bzw. zehn Gele gleichzeitig hergestellt 

werden konnten. Die Zusammensetzung von Sammel- bzw. Trenngel der beiden Methoden sind 

in Tabelle 6 und Tabelle 7 angegeben. 

Tabelle 6:

Lösung Trenngel Sammelgel 

 

 

Tabelle 7:

Lösung Trenngel Sammelgel 

 

 

Nachdem die Glas- und Aluminiumoxidplatten sowie die Abstandhalter in den Gießstand 

gespannt waren, wurde das Trenngel bis ca. 1 cm unter der Eintauchtiefe des Kamms eingefüllt. 
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Um eine Polymerisation unter Luftausschluss zu ermöglichen und um einen scharfen Übergang 

zwischen Trenn- und Sammelgel zu erzeugen, wurde jedes einzelne Trenngel mit 1 mL 97% 

Isopropanol überschichtet. Sobald das Trenngel polymerisiert war , wurde der Isopropanol 

vollständig entfernt, das Sammelgel in die Apparatur gegossen und die Kämme in das Sammelgel 

eingetaucht. Nachdem das Sammelgel polymerisiert war, wurden die fertigen Gele in mit Wasser 

befeuchtete Papiertücher geschlagen, in einen Vernichtungsbeutel gepackt und bis zur weiteren 

Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. 

Zur Probenvorbereitung wurden die aufzutrennenden Lösungen mit 5-15 µl Hoechst- Puffer 

versetzt, 10 min bei 98 °C erhitzt und anschließend kurz zentrifugiert. Die Polyacrylamidgele 

wurden in die Laufkammer eingespannt und die Kammer mit dem entsprechenden Puffer 

befüllt. Dann wurde der Taschenkamm entfernt und die einzelnen Taschen mit einer Hamilton 

Pipette mit Puffer gespült. Die Proben sowie der Marker wurden in die Geltaschen eingefüllt und 

die Elektroden mit dem Netzgerät verbunden. Die Elektrophorese wurde in der Regel mit 35 mA 

je angeschlossenem Gel bei maximaler Spannung für 1,5 h durchgeführt. 

Proteinbanden in einem Polyacrylamidgel können unter Verwendung des 

Triphenylmethanfarbstoffes Brilliant Blau R 250 angefärbt werden.150 Zum Entwickeln der 

Proteinbanden wurde das Polyacrylamidgel in einer Schale mit einer 1:1 Mischung aus 

Coomassie-Färbelösung und 20% Essigsäure für 10 min bei Raumtemperatur unter leichtem 

Schütteln inkubiert . Zum Entfärben wurde das Gel mit Wasser überdeckt und 6 min in der 

Mikrowelle aufgekocht. 

3.2.7  Blue native - Polyacrylamidgelelektrophorese (BN -PAGE)  

Mit Hilfe der BN-PAGE ist es möglich nicht kovalente Proteinkomplexe und Aggregate mittels 

Elektrophorese der Größe nach aufzutrennen.151 Hierzu wird bei dieser Methode anstatt dem 

Detergenz SDS der ebenfalls negativ geladene Farbstoff Coomassie Brilliant G-250 im Laufpuffer 

verwendet. Die negativ geladenen Farbstoff-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld 

ungeachtet ihres pI in Richtung der Anode. Des Weiteren wird im Auftragspuffer auf 

denaturierende Agenzien wie Harnstoff und DDT verzichtet, siehe Abschnitt 2.8. Die 

Zusammensetzung der verwendeten BN-Gele ist in Tabelle 8 in aufgeführt. Je nach Anwendung 

wurden die BN-Gele mit einem konstanten bzw. ansteigenden Vernetzungsgrad im Trenngel 

hergestellt. 
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Tabelle 8:

Lösung Trenngel Sammelgel 

 

 

Die Gele wurden mit derselben Apparatur wie bereits in Abschnitt 3.2.6 beschrieben angefertigt. 

Im Falle von Gradientengelen wurde zur Herstellung ein Gradientenmischer verwendet. Ein Gel 

wurde mit einer Spannung von 100 V bei maximaler Stromstärke gestartet. Nachdem der blaue 

Kathodenpuffer mit den Proben in das Trenngel eingetreten war, wurde die Elektrophorese mit 

15 mA bei 100 V weitergeführt. Es dauerte zwischen 2 und 4 Stunden bis der blaue 

Kathodenpuffer an der Unterkante des Gels in den Anodenpuffer sickert und die Elektrophorese 

beendet war. 

3.2.8  Proteinnachweis mit  spezifischen Antikörpers ( Western Blot ) 

Proteine können auch in geringen Mengen durch die Methode des Western Blots spezifisch 

nachgewiesen werden. Hierbei werden die aufgetrennten Proteine aus einem Polyacrylamidgel 

per Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und mit einem geeigneten 

Antikörpern detektiert, z.B. durch die Kopplung von AP an den sekundären AK.152; 153  

Für einen Western Blot wurden immer zwei identische Polyacrylamidgele verwendet (Charge, 

Anzahl der Taschen, Vernetzungsgrad, etc.). Mit einem Gel wurde der Western Blot angefertigt, 

das andere diente als Kontrolle und wurde mit Coomassie gefärbt. In der Auswertung konnten 

somit die spezifisch mit AK bzw. Coomassie angefärbten Proteinbanden zueinander in Relation 

gesetzt werden. 

Für den Blot wurden 10 Filterpapiere und eine WhatmanÑ Nitrocellulosemembran in der Größe 

des Polyacrylamidgels zurechtgeschnitten und einige Minuten in Western Blot- Transferpuffer 

eingeweicht. Zunächst wurden fünf der Filterpapiere auf die Graphitanode der NOVOBLOTÑ-

Apparatur gelegt. Es folgten die Nitrocellulosemembran, das Gel und die restlichen fünf 

Filterpapiere. Abschließend wurde die Anordnung glatt gestrichen, die Apparatur verschlossen 
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und mit dem Netzteil verbunden. Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte bei einer konstanten 

Spannung von 10 V, Dauer ca. 1 h. 

Um unspezifische Signale zu verhindern wurden die freien Bindungsstellen der Membran mit 

3%igem Milchpulver in PBS blockiert, hierzu wurde die Membran für mind. 1 h bzw. ü.N. bei 4 °C 

stehend inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal für 5 min mit ca. 30 mL PBS 0,5% TWEENÑ 20 

gewaschen und 30 mL der Antikörperlösung I (AKI 10 ʈL, 1,5% Milchpulver in PBS) zugegeben 

und für mind. 1 h bei RT inkubiert. Es erfolgten erneut drei Waschschritte mit PBS TWEENÑ 20. 

Dann wurden 30 mL Antikörperl ösung II zugegeben (5 µL Anti-Maus-alkalische Phosphatase-

Antikörper,  1,5% Milchpulver in 30 mL PBS) und für mind. 1 h inkubiert . Abschließend wurde 

dreimal mit 30 mL PBS TWEENÑ 20 und einmal mit 30 mL Wasser gewaschen.  

Für die Entwicklung des Western Blot wurde die Membran in eine gereinigte Plastikschale 

überführt und mit 30 mL alkalische Phosphatase-Puffer überschichtet. Im Anschluss wurde von 

den Substraten NBT 12,5 µL und BCIP 70 µL zugegeben und die Nitrozellulosemembran ca. 1 h, 

schüttelnd bei RT inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde der Puffer verworfen und die 

Membran mehrmals mit Wasser abgespült.  

3.2.9  Konzentrationsbestimmung von Proteinen  

Die Proteinkonzentration einer Lösung kann durch Absorption bei einer Wellenlänge von 

280 nm nach dem Gesetz von Lambert-Beer bestimmt werden:  

 

Hierbei ist e der molare Extinktionskoeffizient, d repräsentiert die Schichtdicke der Küvette und 

c steht für die Konzentration der Proteinlösung. Bei einer Wellenlänge von 280 nm absorbieren 

die aromatischen Reste der Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin und die von Cysteinresten 

gebildeten Disulfidbrücken. Der molare Extinktionskoeffizient ʀ eines beliebigen Proteins kann 

anhand von dessen Aminosäuresequenz nach der folgenden Formel berechnet werden:  

e = (280)(M-1 cm-1) = (#Trp)(5,500)  + (#Tyr)(1,490)  + (#Cystine)(125) 

In dieser Gleichung Symbolisiert # die Anzahl der angeführten Aminosäuren bzw. der im 

untersuchten Protein realisierten Disulfidbrücken.154 In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Berechnung der molaren Extinktionskoeffizienten sowie der molaren Massen mit dem 

Programm PROTEIN CALCULATOR v3.3 durchgeführt.155 Mit den erhaltenen Werten und den A280 

Messungen (Nanodrop bzw. Spektralphotometer) wurden die Proteinkonzentrationen 

bestimmt. 
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3.2.10  Dialyse  

Der Pufferaustausch von gelösten Proteinen wurde standardmäßig mittels Dialyse durchgeführt. 

Hierzu wurde die Proteinlösung in einen Dialyseschlauch entsprechender Länge und 

Porengröße gefüllt, gut verschlossen und mind. 2 h gegen ein großes Volumen des gewünschten 

Puffers dialysiert. Je nach MW des Zielproteins wurden Dialyseschläuche mit unterschiedlichem 

MWCO verwendet. Dieser Wert gibt das relative Molekulargewicht der Teilchen an, die zu 

mindestens 90% von der Membran zurückgehalten werden, kleinere Moleküle wie 

Pufferbestandteile und Salze können die Membran ungehindert passieren. 

Eine Dialyse erfolgte, wenn nicht anders beschrieben ü.N. bei 4 °C gegen 5 Liter des 

gewünschten Puffers, am Folgetag wurde die Dialyseflüssigkeit ggf. erneuert. Es wurden 

Dialyseschläuche der Firma Roth bzw. Visking mit den Ausschlussgrößen von 3,5 kDa bzw. 12-

14 kDa verwendet. 

3.2.11 Konzentration von Proteinen durch Ultrafiltration  

Zur Erhöhung der Konzentration von Proteinlösungen wurden je nach MW des Zielproteins 

verschiedene Ultrafiltrationseinheiten verwendet: Amicon Ultra-15 (Merck Millipore, MWCO: 

3 kDa), Vivaspin 15 (Sartorius, MWCO: 10 kDa). Neben der Konzentration von Proteinlösungen 

konnte mit dieser Methode ebenfalls ein Pufferaustausch durchgeführt werden. Der Gebrauch 

der Ultrafiltrationseinheiten erfolgte nach den Anweisungen der Hersteller. 

3.2.12  TEV-Protease-Spaltung 

Bei der TEV-Protease aus dem Tabakmosaikvirus (Tobacco Etch Virus) handelt es sich um eine 

ca. 27 kDa große Cysteinprotease die sehr selektiv innerhalb einer spezifischen 

Erkennungssequenz spaltet.156 Die optimale Erkennungssequenz lautet: ENLYFQ-(G/S), die 

proteolytische Spaltung erfolgt zwischen Glutamin und den relativ kleinen Aminosäuren Glycin 

bzw. Serin.157; 158 Allerdings toleriert das Enzym Modifikationen der Erkennungssequenz, 

ÂÅÉÓÐÉÅÌÓ×ÅÉÓÅ ÓÉÎÄ ÉÎ ÄÅÒ 0ρȬ 0ÏÓÉÔÉÏÎ ÖÏÎ 0ÒÏÌÉÎ ÁÂÇÅÓÅÈÅÎ ÁÌÌÅ ÎÁÔİÒÌÉÃÈ ÖÏÒËÏÍÍÅÎÄÅÎ 

Aminosäuren denkbar.159 Die Spaltung mittels TEV-Protease erfolgte mind. für 2 h oder ü.N. bei 

RT oder 37 °C. Die verwendete TEV-Protease wurde nach SOP der Arbeitsgruppe selber 

rekombinant produziert. 

3.2.13  Chemische Kopplung von Fluorescein-5-Thiosemicarbazid  

Nach Spaltung eines rekombinanten Fusionsproteins mittels TEV-Protease in der 

Erkennungssequenz ENLYFQ-S verbleibt ein N-terminales Serin am Protein. Dieses N-terminale 
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Serin kann chemisch mit einem Fluorophor modifiziert werden .140; 160 Hier wurde mit dieser 

Methode die Machbarkeit einer chemischen Kopplung nachgewiesen. 

In einem 15 mL Reaktionsgefäß wurde gereinigtes Protein mit dem 10fachen molaren 

Überschuss an Natriumperiodat versetzt und 20 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurde das 

N-terminale Serin vom Natriumperiodat durch Abspaltung von Formaldehyd zu einem Serin-

Aldehyd oxidiert. Im Anschluss wurde das 20fache Äquivalent an Fluorescein-5-

Thiosemicarbazid hinzugegeben und der Ansatz für weitere 16 h bei RT inkubiert. 

Zum Nachweis des gekoppelten Fluoreszenzmarkers wurden modifizierte und unbehandelte 

Proben mittels SDS-PAGE untersucht. Die im Gel aufgetrennten Proben wurden auf dem UV-

Tisch mit 312 nm angeregt. Bei erfolgreicher Kopplung war eine diskrete Fluoreszenz in 

entsprechender Relation zum Marker zu erkennen. 

3.2.14  Gefriertrocknung   

Zur Konzentrierung von Proteinlösungen oder zur Bestimmung der Ausbeute wurden Proteine 

gefriergetrocknet. Zunächst wurde die Proteinlösung in einen Rundkolben überführt und ihre 

Oberfläche durch Schwenken vergrößert, gleichzeitig wurde die Proteinlösung langsam mit 

flüssigem Stickstoff eingefroren. Nach dem vollständigen Erstarren der Lösung wurde der 

Kolben ü.N. an die Gefriertrocknungsanlage angeschlossen. Hier sublimierten Wasser und 

andere Lösungsmittel und wurden von einer Pumpe abgezogen. 

Übrig bleiben das trockene Protein und eventuell noch in der Lösung vorhandene Salze. Das 

fertige Lyophillisat wurde aus dem Rundkolben entnommen und bei RT gelagert. 

3.2.15 Circulardichroismus Spektroskopie 

Die CD-Spektroskopie ist eine etablierte Methode zur Charakterisierung von optisch aktiven 

Molekülen und Polymeren. In Bezug auf Proteine macht sich diese Technik den 

unterschiedlichen Dichroismus von Sekundärstrukturelementen zu Nutze. Im UV-Bereich von 

190 nm bis 250 nm erhält man je nach Komposition eines Proteins eine charakteristische Kurve 

mit diskreten Maxima und Minima. Die aufgenommene Kurve ist hierbei die Summe von 

definierten Kurven für a-Helices, b-Faltblätter, random coil Bereiche und zu einem geringen 

Anteil der Disulfidbrücken zu verstehen. Hieraus lassen sich zum einen Informationen für eine 

Strukturvorhersage beziehen, zum anderen kann der ÅÒÈÁÌÔÅÎÅ ȵ&ÉÎÇÅÒÁÂÄÒÕÃËȰ ÅÉÎÅÓ 0ÒÏÔÅÉÎÓ 

auch als Bezugspunkt für Denaturierungsexperimente oder Schmelzpunktbestimmungen 

dienen, da sich eine durch thermische oder denaturierende Agenzien verursachte Veränderung 

in einer Deformation der Bezugskurve niederschlägt.161 In dieser Arbeit wurde ein Jasco J-810 
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Spectropolarimeter (Arbeitsgruppe Reggelin, Technische Universität Darmstadt) mit einer 

Quarzküvette (Schichtdicke 1,0 mm) verwendet. 

3.2.16 Thermofluormessung 

Bei zunehmender Entfaltung durch Temperaturerhöhung oder denaturierende Agentien wie 

Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid werden hydrophobe Bereiche eines Proteins, die bei 

korrekter Faltung im Protein größtenteils verborgen vorliegen, dem Lösungsmittel zugänglich. 

In wässriger Lösung wird die Fluoreszenz des verwendeten Fluorophors SYPRO Orange (Sigma-

Aldrich, x5000) von den umgebenden Wassermolekülen gequencht. Kommt es in Folge 

zunehmender Entfaltung zu ionischen oder hydrophoben Wechselwirkungen, kann eine 

Fluoreszenz angeregt werden. Hierdurch können Proteineigenschaften wie Stabilität oder 

Schmelzpunkt bestimmt werden. Die Veränderungen in der Fluoreszenz in Abhängigkeit zur 

Temperatur wurde mit einem Thermocycler (BioRad 96CFX RT-PCR), 0,5 °C/10 sec verfolgt. Die 

Experimente wurden (wenn nicht anders beschrieben) in 50 mM Tris/HCl pH 7,8 mit einer 

Proteinkonzentration von 0,2 mg/mL durchgeführt. Zur Destabilisierung der untersuchten 

Proteine wurden bis zu 50 mM DDT und 3,9 M NaCl zugegeben. Als denaturierende Agenzien 

wurde bis zu 4 M Guanidiniumhydrochlorid bzw. Urea in Kombination mit 10 mM DTT und 

2 M NaCl eingesetzt. Den gezeigten Messpunkten liegt jeweils eine Doppelt- bzw. 

Dreifachbestimmung zugrunde. Die Tm-Werte wurden mit der Gerätesoftware aus den 

Schmelzkurven berechnet. 

3.2.17 Dynamic light scattering   

Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine etablierte Standardmethode um den 

hydrodynamischen Radius von gelösten Molekülen zu bestimmen oder um 

Aggregationszustände zu charakterisieren. Laserlicht wird an den Molekülen einer Lösung 

gestreut und über die hierbei aufgezeichnete zeitliche Änderung der Streulichtintensität kann 

der Diffusionskoeffizient gefittet werden. Dieser wiederum dient als Grundlage zur Bestimmung 

des hydrodynamischen Radius. Die DLS Technik hat sich vor allem in der Proteinkristallographie 

etabliert um die Kristallisierbarkeit v on Proteinproben im Hinblick auf das Vorhandensein von 

Proteinaggregaten zu bestimmen, da sich inhomogene oder in diesem Fall besser als Polydispers 

bezeichnete Proteine störend auf den Kristallisationsprozess auswirken können. Die eingesetzte 

Proteinkonzentration betrug 1 mg/mL. 

3.2.18 Lipase-Aktivitätstest in Mikrotiterplatten  

Die hydrolytische Aktivität der Lipase Lip2p wurde durch Spaltung des chromogenen Substrates 

p-Nitrophenylpalmitat untersucht. Die Akkumulation des Spaltproduktes p-Nitrophenol wurde 
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über einen Zeitraum von 30 min bei 410 nm im ELISA-reader (TECAN GENios) verfolgt. Die 

Zusammensetzung der verwendeten Substratlösungen ist in Tabelle 9 aufgeführt.  

Tabelle 9:

Lösung Konzentration  

 

 

Vor einer Messung wurden 240 µL Substratlösung für 5 min bei 50 °C inkubiert und im 

Anschluss mit 10 µL Enzymlösung in die Kavität deiner Mikrotiterplatte gegeben. Die 

Enzymaktivität unit wurde definiert als die Menge an Enzym die benötigt wird um 1 µmol p-

Nitrophenol pro Minute freizusetzen. Um Schwankungen und Messungenauigkeiten 

auszugleichen wurden alle Messungen in Dreifachbestimmung durchgeführt. 

3.2.19 Protease-Inhibitionstest  

Der Protease-Inhibitionstest wurde durchgeführt wie  bereits in Avrutina 2005 und Glotzbach 

2013 beschrieben.162; 163 Nach Bestimmung der Konzentration an aktiver Protease (Trypsin bzw. 

Matriptase) wurde die Aktivität des Inhibitors in Doppelbestimmungen getestet. Hierbei wurde 

eine 1:1 Interaktion zwischen Inhibitor und Enzym angenommen. Die apparente 

Inhibitionskonstante (K iapp) wurde mittels Morrison Gleichung aus den experimentell 

gewonnenen konzentrationsabhängigen relativen Reaktionsgeschwindigkeiten bestimmt.164 

Diese Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgeführt. Basierend auf der Kiapp wurde 

die substratabhängige Inhibitionskonstante (Ki) berechnet.  

3.2.20 ABTS-Test 

Die enzymatische Aktivität des Enzyms Goase M1 wurde in einem Goase-HRP gekoppelten Assay 

untersucht.165 Das bei der Oxidation von Galaktose entstandene H2O2 wird von dem Koenzym 

des Aktivitätstests HRP zu H2O reduziert, wobei das grün gefärbte Radikalkation ABTS gebildet 

wird.  ABTS fungiert hierbei als Elektronenakzeptor und nimmt die von der HRP generierten 

Elektronen auf. Das verwendete Protokoll ist in Tabelle 10 aufgeschlüsselt.  
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Tabelle 10:

 

 

Die Proben wurden vor dem Assay gegen PBS pH 7,4 dialysiert, der Reaktionsverlauf wurde 

über einen Zeitraum von 20 min im ELISA-reader (TECAN GENios) bei 405 nm verfolgt. Die 

Experimente wurden in Dreifachbestimmung durchgeführt. 

 

3.3 Säulenchromatographische Methoden  

3.3.1 Fast Protein Liquid Chromatography  (FPLC) 

Für die FPLC-Reinigung von Proteinen wurden zwei sehr ähnliche ÄKTA purifier  Modelle der 

Firma Amersham Pharmacia Biotech (GE Healthcare) verwendet. Das ältere System 1 bestand 

aus den folgenden Komponenten: Frac-900, UV-900, P-900, IV-908, PV-908, M-925 und INV-907. 

System 2 setzte sich aus den Komponenten Box-900, UPC-900 (Hg-Lampe für 254 nm oder 

280 nm bzw. Zn-Lampe für 214 nm), P-900, INV-907, M-925 und Frac-920 zusammen.  

3.3.2 Immobilisierte Metall Ionen  Affinitäts chromatographie  (IMAC) 

Die hier verwendete Säulenmatrix #ÈÅÌÁÔÉÎÇ 3ÅÐÈÁÒÏÓÅΆ &ÁÓÔ &ÌÏ× (GE Healthcare) präsentiert 

an der Matrixoberfläche Nitrilotriessigsäuremoleküle (NTA), siehe Abb. 9. In dieser Arbeit 

wurden vorgepackte 1 mL Säulen einzeln oder Reihe mit der ÄKTA verbunden bzw. 

Gravitationssäulen mit 1-5 mL Säulenvolumen verwendet. 
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Abb. 9:

 

Wenn nicht anders aufgeführt wurden Kalibrierung, Betrieb, Reinigung und Lagerung nach 

Herstellerangaben durchgeführt. 

3.3.3 Gelfiltrationschromatographie (GFC) 

Die Gelfiltrationschromatographie wird auch Größenausschlusschromatographie genannt, da 

die Auftrennung bei dieser Methode lediglich aus dem hydrodynamischen Volumen der 

Analyten resultiert. Das heterogene Probengemisch wird mit einer mobilen flüssigen Phase über 

eine poröse stationäre Phase (Superdex 75 pg 16/60, Superdex 200 pg 16/60 bzw. 60/600 von 

GE Healthcare) aufgetrennt. Abhängig von ihrer Größe legen Moleküle im Verlauf ihrer 

Säulenpassage unterschiedlich lange Wegstrecken zurück. Je kleiner ein Molekül desto größer 

ist der ihm zur Verfügung stehende Diffusionsraum. Auf diese Weise eluieren die Bestandteile 

einer heterogenen Probe absteigend ihrer Größe. Als mobile Phase wurden steril filtrierte und 

entgaste Puffer verwendet. Für eine erhöhte Auflösung sowie Ausbeute betrug das 

Probenvolumen üblicherweise 50% der Probenschleife und 1% des Säulenvolumens, in 

Einzelfällen erfolgte der Probenauftrag mittels Superloop (GE Healthcare). 

3.3.4 Ionenaustauschchromatographie (IEX)  

Bei der IEX wird prinzipiell zwischen Kationen- und Anionenaustauschern unterschieden. Je 

nach Pufferbedingungen, isoelektrischem Punkt und der daraus resultierenden Nettoladung des 

Proteins welches gereinigt werden soll, wird eine Säulenmatrix entgegengesetzter Ladung 

gewählt. Hierbei kommen je nach Stufe der Reinigung verschiedene Säulenmaterialien in Frage, 

die sich nach Eigenschaften wie Kapazität und Ladungsdichte unterscheiden. Eine Elution der 

gebundenen Proteine kann durch eine Änderung des pH-Wertes oder einer Erhöhung der 

Ionenkonzentration der mobilen Phase eingeleitet werden. Neben der Abtrennung von 
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Kontaminationen mit sich hinreichend unterscheidenden Ladungen kann mit dieser 

Reinigungsmethode auch eine Erhöhung der Konzentration des Zielproteins im Elutionspeak 

erreicht werden. 

 

3.4 Molekularbiologische  Methoden  

3.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA 

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurde mit  0ÕÒÅ9ÉÅÌÄΊ 0ÌÁÓÍÉÄ -ÉÎÉÐÒÅÐ 

System Kit (Promega) bzw. :ÙÐÐÙΊ Plasmid Miniprep Kit (ZYMO RESEARCH) nach den Angaben 

der Hersteller durchgeführt. Die präparierte Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. 

3.4.2 Fällung von DNA mit Ammoniumacetat und Ethanol  

Die Ethanol/ Ammoniumacetatfällung wird zur Konzentration bzw. Reinigung von DNA 

verwendet. Mit ihr werden aus Restriktions- bzw. Ligationsansätzen unerwünschte 

Puffersubstanzen, Proteine und Restriktionsenzyme entfernt. Bei dieser Methode wird die 

Konzentration monovalenter Kationen erhöht, dies führt zu einer Erhöhung der 

Dielektrizitätskonstante und verringert somit die Abstoßung der negativ geladenen 

Phosphodiestergruppen der DNA. Hierdurch wird bei Lösungsmittelentzug durch Zugabe von 

Ethanol die DNA gefällt. 

Die DNA-Lösung wurde mit autoklaviertem H2O auf 200 µL aufgefüllt und mit 20 µL 7 M 

Ammoniumacetat-Lösung sowie 660 µL 99,8%igem Ethanol versetzt. Nach mindestens 1 h 

Inkubation bei -20 °C wurde der Ansatz für 30 min bei 4 °C und 13 k rpm (Eppendorf-

Kühlzentrifuge) zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und die pelletierte 

DNA bei 37-65 °C im Heizblock getrocknet. Sobald jegliches Ethanol aus der Probe verflüchtigt 

war, wurde das Pellet in dem gewünschten Volumen monodest. H2O resuspendiert. 

3.4.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen  

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme die eine mehr oder weniger spezifische Sequenz auf 

einem DNA-Molekül erkennen und den Strang durch Hydrolyse spalten. In der 

Molekularbiologie werden am häufigsten ATP-unabhängige Restriktionsendonukleasen des 

Typs II verwendet. Diese Enzyme spalten die DNA innerhalb einer meist 6-8 bp langen 

palindromischen Erkennungssequenz. Die Affinität dieser Enzyme für palindromische 

Erkennungssequenzen beruht in ihrem weitverbreiteten Aufbau als Homodimer. Je nach Enzym 

werden verschiedenartige DNA-Enden generiert. 
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Plasmid-DNA bzw. PCR-Fragmente wurden mit Restriktionsendonukleasen unter den vom 

Hersteller des Enzyms (MBI Fermentas GmbH, NEB, Boehringer Mannheim GmbH) empfohlenen 

Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten. Die DNA wurde in der Regel in einer 

Endkonzentration des Spaltungsansatzes von 100 ng/ µL mit 1-2 Einheiten Enzym pro 

Mikrogramm DNA inkubiert. Die Inkubationsdauer der Spaltung wurde je nach Spaltansatz 

variiert und betrug mindestens 45 min bei 37 °C im Fall einer Testspaltung. Bei einer 

präparativen Spaltung erfolgte üblicherweise eine Inkubation des Spaltansatzes für einige 

Stunden bzw. über Nacht. 

3.4.4 Agarose-Gelelektrophorese  

Zur Analyse oder Reinigung von DNA-Proben wurde, abhängig von der Größe des gewünschten 

Fragmentes, 1% bzw. 2% Agarose (w/v) in TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle in 

Lösung gebracht. Nachdem das Gel auf ca. 60 °C abgekühlt war, wurden 20 mL der flüssigen 

Agarose mit Ethidiumbromid (0,5 µg/m L) versetzt, in eine Gelkammer gegossen und ein Kamm 

für die entsprechenden Probentaschen eingesetzt. Das polymerisierte Gel wurde mit TAE-Puffer 

bedeckt. Die DNA-Proben wurden mit einem Sechstel Volumen Sucrosefarbmarker versetzt und 

in die Geltaschen pipett iert . Bei jedem Lauf wurde ebenfalls eine Geltasche mit dem 

entsprechenden Längenstandard beladen (2.4). Die Elektrophorese erfolgte für ca. 20-45 min 

bei einer Spannung von ca. 100 V. Die Auswertung erfolgte durch Anregung des mit den Proben 

interkalierten EtBr mit UV-Licht einer Wellenlänge von 312 nm. Ethidiumbromid -Moleküle 

interkalieren  zwischen den Basen der DNA bzw. RNA. Dieses Phänomen wird hauptsächlich 

durch das ́  - ́  stacking der EtBr-Moleküle mit der DNA hervorgerufen.168 

3.4.5 Extraktion von DNA aus einem Agarosegelen 

Zur Isolierung diskreter DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden verschiedene kommerziell 

erhältliche Kits verwendet, siehe Abschnitt 2.7. Bei der Extraktion wurden die Angaben des 

Herstellers befolgt. Die präparierte DNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert. 

3.4.6 Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase durchgeführt. Dieses Enzym 

verknüpft DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden über ihr Phosphorsäure-Desoxyribose-

Rückgrat zu einem Ligationsprodukt. Im Fall von Vektormodifikationen wurde ein drei- bis 

fünffach molarer Überschuss an Insert-DNA gegenüber der Plasmid-DNA eingesetzt und die 

Reaktion unter Zugabe von 2 µL 10fach T4-DNA-Ligase-Puffer und ca. 2 Einheiten T4-DNA-

Ligase in einem Endvolumen von 20 µL durchgeführt. Die Inkubationsdauer betrug 2 h bis 60 h 

http://de.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
http://de.wikipedia.org/wiki/Interkalation_%28Chemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Base_%28Chemie%29
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bei einer Temperatur von ca. 15 °C ɀ 37 °C. Im Anschluss erfolgte die Reinigung des Ansatzes 

(2.7) oder die Transformation kompetenter E. coli Zellen (3.1.5 bzw. 3.1.7). 

3.4.7 PCR (Polymerase chain reaction) 

Die 1987 von Karry B. Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion, ist eine in vitro-Methode 

zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente.169 Mit Hilfe der entsprechenden 

Oligonukleotide (Primer) ist es möglich aus einem komplexen DNA Gemisch selektiv ein DNA-

Fragment zu amplifizieren. Für eine PCR-Reaktion werden up- und lo-Primer, eine Matrize, 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; kurz dNTPs), eine hitzestabile 

Polymerase sowie der entsprechende Puffer benötigt.170 

Eine PCR-Reaktion besteht üblicherweise aus ca. 30 identischen Temperaturzyklen, die 

wiederum in drei Phasen untergliedert sind: Denaturierung, Primerhybridisierung, Elongation. 

Zu Beginn wird die DNA-Matrize (dsDNA) durch Erhitzen (ca. 96 °C) in ihre Einzelstränge 

(ssDNA) aufgeschmolzen. Anschließend wird das Reaktionsgemisch bis zu einer definierten 

Temperatur abgekühlt (ca. 54 °C), hier hybridisieren die Oligonukleotid-Primer an die Matrizen-

DNA (annealing). ­ÂÅÒ ÄÉÅ ÆÒÅÉÅ σȭ-Hydroxylgruppe der Primer, kann im letzten Schritt bei ca. 

72 °C die Kettenverlängerung durch eine thermostabile DNA-Polymerase durchgeführt werden. 

PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µL durchgeführt. Die verwendeten 

Puffer sowie die thermostabile Taq-Polymerase wurden von diversen Herstellern bezogen bzw. 

selbst hergestellt, siehe Abschnitt 2.6. Die Zusammensetzung einer Standard-PCR ist in der 

folgenden Tabelle aufgelistet: 

Tabelle 11:

Lösungen Volumina  

 

 

Um einer Verdunstung während der PCR Reaktion entgegenzuwirken wurde jedes 

Reaktionsgefäß mit 1-2 Tropfen Paraffinöl überschichtet. Zum Ausgleich von 
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Pipettierungenauigkeiten wurden bei n PCR-Reaktionen die in Tabelle 11 aufgeführten 

Volumina mit n+1 multipliziert, durchmischt und auf n Reagiergefäße aufgeteilt. 

Zeitspanne und Temperatur ergaben sich aus der Länge des zu amplifizierenden DNA 

Abschnitts, der Länge der Primer und dem G/C Gehalt der Matrizen-DNA. Die 

Schmelztemperatur TM der verwendeten Oligonukleotid wurde vom Hersteller angegeben 

(Sigma Aldrich). Sie können allerdings auch nach folgender empirischer Formel berechnet 

werden, welche sowohl den relativen G/C-Gehalt (% G/C) als auch die Länge der 

Oligonukleotide (n) berücksichtigt: 

 

Die optimale annealing-Temperatur TA einer PCR-Reaktion konnte anhand der folgenden Formel 

berechnet werden: 

 

TM1 und TM2 stehen dabei für die Schmelztemperaturen der beiden verwendeten Primer.In 

Tabelle 12 ist das Temperaturprofil  einer Standard-PCR zusammengefasst. Das initiale 

Aufschmelzen der DNA Moleküle sowie der finale Elongationsschritt haben sich als zielführend 

erwiesen und wurden stets in den verwendeten Programmen berücksichtigt.  

Tabelle 12:

Reaktionsschritt  Temperatur in °C Zeit in sec Zyklen 

 

 

Die PCR-Ansätze wurden direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zu ihrer weiteren 

Verwendung gelagert. 

 

 



Methoden 

 

3.4.8 Kolonie-PCR 

Die Kolonie-PCR ist eine PCR-Variante zur schnellen Durchmusterung beliebig vieler 

Einzelklone, beispielsweise zur Identifikation positiver Transformanten nach einer Ligation. 

Hierzu werden die Bakterienzellen in den fertigen PCR-Ansatz gegeben und durch die hohen 

Temperaturen während der PCR-Reaktion zum Platzen gebracht, siehe Tabelle 13. Dadurch wird 

die bakterielle DNA für die Oligonukleotide und die Polymerase zugänglich. Falls der 

entsprechende Einzelklon eine korrespondierende DNA-Matrize enthält kann ein PCR-Produkt 

gebildet werden.  

Tabelle 13:

Reaktionsschritt  Temperatur in °C Zeit in sec Zyklen 

 

 

Im Anschluss wurden die Suspensionen der einzelnen Reagiergefäße der Kolonie-PCR mittels 

Agarosegelelektrophorese ausgewertet (3.4.4). Nur positive Klone sollten in der Lage sein 

zusammen mit den spezifischen Oligonukleotiden ein Amplifikat entsprechender Größe zu 

liefern. Um die Aussagekraft dieser Methode zu verstärken wurden bei jeder Kolonie-PCR neben 

den Einzelklonen ebenfalls Kontrollen (positiv und/ oder negativ) wie beispielsweise ein 

unveränderter Ausgangsvektor mitgetestet.  

3.4.9 Modifikation von Plasmid -DNA mittels PCR 

Die verwendete Methode von Liu und Naismith171 orientiert sich an dem Quickchange Kit 

(Stratagene) zeichnet sich aber aufgrund eines verbesserten Primerdesign durch eine erhöhte 

Anzahl positiver Transformanten aus. Mit dieser Methode können ortsgerichtet einzelne 

Nukleotide oder Nukleotidsequenzen auf Plasmid-DNA deletiert bzw. eingefügt werden. Das 

verwendete PCR Programm ist in der folgenden Tabelle aufgeführt: 
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Tabelle 14:

Reaktionsschritt  Temperatur in °C Zeit in sec Zyklen 

 

 

Um selektiv die methylierte Matrizen-DNA zu verdauen, wurde das PCR-Produkt mit dem 

Restriktionsenzym DpnI versetzt und mind. 2 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die 

Restriktionsspaltung direkt zur Transformation kompetenter E. coli Zellen verwendet (3.1.5 

oder 3.1.7) bzw. mittels Ammoniumacetatfällung gereinigt (3.4.2). Transformanten wurden 

mittels Kolonie-PCR auf die Präsenz des gewünschten Plasmides überprüft (3.4.8). Die 

abschließende Verifizierung positiver Einzelklone erfolgte mittels Sequenzierung. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine Reihe unterschiedlicher Varianten der C-terminalen 

Oligomerisierungsdomäne des humanen C4BP kloniert und produziert. Das übergeordnete Ziel 

lag hierbei primär in der Generierung einer geeigneten Variante zur Strukturaufklärung der 7a-

Oligomerisierungsdomäne (4.1). Die Informationen der gelösten dreidimensionalen Struktur der 

7a-Oligomerisierungsdomäne dienten als Ausgangspunkt zur in silico Modellierung der drei 

übrigen in vivo beschriebenen Isoformen. Des Weiteren wurden anhand der 

Strukturinformationen definierte Mutanten erzeugt. Einige dienten zur Identifikation der für die 

Oligomerisierung essentiellen Bereiche, andere dazu den Beitrag bestimmter Aminosäuren oder 

Proteinabschnitte zu der Gesamtstabilität zu erforschen (4.2). In der Literatur und in zwei 

vorangegangenen Diplomarbeiten wurden bereits Grenzen bei der rekombinanten Produktion 

von C4BP-Fusionsproteinen aufgezeigt.69; 172; 173 Daher wurde in dieser Arbeit die Methode des 

Proteinspleißens als posttranslationale Methode zur in vitro Funktionalisierung untersucht. Eine 

effektive chemische bzw. enzymatische in vitro Funktionalisierung würde neue Möglichkeiten 

der Modifikation der C4BP Oligomerisierungsdomäne eröffnen. Das scaffold kann mittels der 

etablierten Produktionsmethode aus E. coli bereitgestellt werden. Die Peptide und Proteine zur 

Funktionalisierung können synthetisch mittels SPPS oder rekombinant in einem anderen 

Expressionssystem generiert werden. Daher wird abschließend ein Expressionssystem in der 

nicht-konventionellen Hefe Y. lipolytica als mögliche Quelle dieser Peptide und Proteine 

vorgestellt und evaluiert (4.3). 

 

4.1 Strukturan alyse der C4BP Oligomerisierungsdomäne  

Die ersten Versuche die Struktur der 7a-Isoform des hC4BP mittels Röntgenstrukturanalyse zu 

lösen wurden bereits in einer vorangegangenen Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit Dr. Joop 

van den Heuvel (Helmholtz Zentrum für Infektionsforschung in Braunschweig) unternommen. 

Diese initialen Kristallisationsversuchen wurden mit dem gereinigten Wildtypprotein 

durchgeführt (Abb. 10).  
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Abb. 10:

 

 

Für die Aufklärung der 3D-Struktur eines Proteins mittels Röntgenstrukturanalyse muss 

zunächst das zu untersuchende Protein möglichst sauber und in gewissen Mengen (>10 mg) 

vorli egen. Die Produktion und Reinigung der C-terminalen Oligomerisierungsdomäne wird im 

folgenden Abschnitt erläutert (4.1.1). Das gereinigte Protein wird eingesetzt, um 

Pufferbedingungen zu identifizieren  in denen Kristallwachstum stattfinden kann. Einige 

Proteine kristallisieren in wenigen Tagen oder Wochen andere hingegen nie. Die gefundenen 

Bedingungen werden daraufhin verfeinert, um das Wachstum möglichst geordneter und großer 

Kristalle zu forcieren. Die Qualität der Proteinkristalle ist entscheidend für die Qualität der 

Daten aus der Röntgenstrukturanalyse. Produktion, Reinigung und Kristallwachstum waren 

beim hC4BP unproblematisch. Die Kristalle des Wildtypproteins lieferten jedoch lediglich 

Auflösungen von bestenfalls 3 Å bis 4 Å was für eine de novo Strukturaufklärung zu gering war. 

Aus diesem Grund wurden verschiedene andere Methoden für die Aufklärung der 

Kristallstruktur eingesetzt (4.1.3). Im Folgenden wird zunächst die Produktion und Reinigung 

der C-terminalen Oligomerisierungsdomäne vorgestellt. 

4.1.1 Produktion und Reinigung von C4BP 

Die Produktion von hC4BP wurde im E. coli  Stamm Origami (DE3) durchgeführt. Die 

elektrokompetenten Bakterien wurden mit dem Plasmid pET32a C4BP wt transformiert (3.1.5) 

und über Nacht auf Selektivplatten bei 37 °C inkubiert. Das Expressionsplasmid wurde in 

Einzelklonen mittels Kolonie-PCR nachgewiesen (3.4.8) und die Proteinproduktion positive r 

Einzelklone in einem Expressionstest verglichen (3.2.2). Die präparative Produktion erfolgte 
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zunächst im Schüttelkolben, später im Fermenter (3.2.3 und 3.2.4). Die chromatographische 

Reinigung der C4BP-Varianten erfolgte nach dem in Abb. 11 abgebildeten Schema. 

 

Abb. 11

 

Parallel zu den Versuchen die Struktur der C-terminalen Oligomerisierungsdomäne des hC4BP 

mittels Röntgenstrukturanalyse zu lösen, wurde das Wildtypprotein CD-spektroskopisch 

untersucht. Die aufgenommenen Daten lieferten erste experimentelle Hinweise auf die 

Sekundärstrukturkomposition der Oligomerisierungsdomäne. 

4.1.2 Sekundärstrukturanalyse  

Die CD-Spektroskopie ist eine etablierte Methode zur Analyse der Sekundärstrukturkomposition 

von Proteinen. Für die Aufnahme des Spektrums in Abb. 12 wurde lyophilisiertes hC4BP in einer 

Konzentration von 0,1 mg/mL in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 eingesetzt. Es wurde ein 

Bereich von 190 nm bis 250 nm mit einer Geschwindigkeit von 60 nm/min gescannt. Um 

Messungenauigkeiten zu minimieren, wurde die in Abb. 12 abgebildete Kurve aus zehn 

Einzelmessungen berechnet.  
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Abb. 12: (a)

a

(b) a b

 

 

Die CD-spektroskopische Untersuchung lieferte erste in-house generierte Informationen über die 

Komposition der Sekundärstruktur der Oligomerisierungsdomäne. Ein Vergleich mit 

Standardkurven aus der Literatur legte nahe, dass die Natur dieser Struktur größtenteils a-

helikalen Ursprungs ist und sich zu einem geringen Prozentsatz aus ungeordneten Bereichen 

zusammensetzt. Die Dominanz der a-helikalen Sekundärstruktur zeigt sich in dem Maximum 

nahe 190 nm und den beiden Minima bei 208 nm und 222 nm im Kurvenverlauf (Abb. 12).  

4.1.3 SeMet Markierung  

Die ab initio  Aufklärung (direkte Methode) der Kristallstruktur eines unbekannten Proteins ist 

die Methode der Wahl, benötigt jedoch Auflösungen kleiner 1,2 Å und eignet sich eher für 

Moleküle, die aus weniger als 1000 Atomen bestehen.175 Im Falle der C4BP-

Oligomerisierungsdomäne wurden mit dem Wildtyp (1052 Atome je Monomer) bei den besten 

Versuchen nur ca. 3 Å erreicht, was für die Auflösung der Struktur nicht ausreichte. Der 

Knackpunkt bei der Strukturauflösung mittels Röntgenstrukturanalyse ist die Lösung des 

Phasenproblems: Bei der Bestrahlung eines Proteinkristalls mit Röntgenstrahlen entsteht 

aufgrund ihrer Beugung an den Elektronenwolken eine Verschiebung der einzelnen Phasen. Auf 

ihrem Weg durch das Kristallgitter führt diese Beugung zu Interferenz die zur Verstärkung bzw. 

Auslöschung einzelner Wellen führt . Die Summe aller Interferenzereignisse wird am Ende als 

Diffraktionsmusters aufgezeichnet und enthält lediglich Informationen über die Amplitude (bzw. 

Intensität)  der einzelnen Spots, die Phaseninformation geht verloren. Um eine 

Elektronendichteverteilung mittels Fourier-Transformation berechnen zu können, werden 

allerdings Amplitude und Phase benötigt. Neben dem ab initio phasing gibt es daher noch 
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diverse andere Methoden die Phase experimentell zu bestimmen.176 Für die Aufklärung der 

Struktur des hC4BP wurden drei dieser Methoden angewendet.  

Erstens kann die Phase über molekularen Ersatz bestimmt werden. Hierzu benötigt man eine 

Struktur , die große Ähnlichkeit mit dem unbekannten Protein hat. Die Kristallisation von 

Proteinen zusammen mit Fusionspartnern bekannter Struktur wie bspw. Barnase, Maltose-

Bindeprotein (MBP), Glutathion-S-Transferase (GST) oder Thioredoxin (Trx) hat sich in der 

Vergangenheit bei der Lösung unbekannter Strukturen als zielführend erwiesen.177; 178 Aus 

diesem Grund wurde versucht, die Struktur der Oligomerisierungsdomäne über eine 

Kristallisation des Trx-C4BP Fusionsproteins zu lösen. Da die Struktur des verwendeten 

Thioredoxins bekannt ist, hätte dieses als Kristallisations-Anhängsel bei der Lösung des 

Phasenproblems verwendet werden können. Allerdings wurden keine Kristalle des Trx-C4BP 

Fusionsproteins erhalten. Wahrscheinlich wurde ein homogenes Kristallwachstum aufgrund zu 

hoher Flexibilität im Verbindungsstück zwischen dem Trx-Anhängsel und der C4BP 

Oligomerisierungsdomäne verhindert. (Daten nicht gezeigt)  

Zweitens besteht die Möglichkeit, das Phasenproblem mittels multiplem isomorphem Ersatz zu 

lösen.176 Hierbei werden während dem Kristallwachstum oder in den fertigen Kristall bspw. 

Schwermetallatome eingelagert. Geschieht dies ohne Veränderung des ursprünglichen 

Kristallgitters (isomorph) kann über den Vergleich des nativen mit dem isomorphen Datensatz 

das Phasenproblem gelöst werden. Im Fall des C4BP führte dieser Ansatz nicht zum Erfolg 

(Daten nicht gezeigt). 

Drittens kann das Phasenproblem mittels anomaler Streuung (MAD: multi -wavelength 

anomalous dispersion oder SAD: single wavelength anomalous dispersion) gelöst werden.179 Bei 

diesen Methoden wird ähnlich dem isomorphen Ersatz eine artifizielle Bezugsquelle als 

Hilfsmittel im Proteinkristall verwendet. Beim SAD werden bspw. spezifisch alle Methionine zu 

der nichtkanonischen Aminosäure Selenomethionin ausgetauscht. Hierdurch werden die im 

Vergleich zu allen übrigen normalerweise in Proteinen vertretenen, relativ schweren 

Selenatome im Protein eingebaut. Durch Detektion des anomalen Signals an den Selenatomen 

kann dann das Phasenproblem gelöst werden. Mit dem Methionin-auxotrophen E. coli Stamm 

B834 (DE3) konnte zunächst das Wildtyp-Protein erfolgreich mit Selenomethionin-Markierung 

produziert werden. Die Struktur konnte trotzdem nicht gelöst werden, da sich zum einen die 

Auflösung nicht wesentlich verbesserte und sich zum anderen zu viele Selenatome in der 

heptameren Struktur befanden, um eine zweifelsfreie Zuordnung durchzuführen. Bis hierhin 

konnten mittels Röntgenstrukturanalyse keine Informationen über die Struktur der C-

terminalen Oligomerisierungsdomäne gewonnen werden. Immerhin wurden mit diesen 
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Versuchen sukzessive die Kristallisationsbedingungen optimiert. Schließlich wurden die ersten 

beiden Methionine im N-terminalen Abstandhalter zwischen TEV-Protease Erkennungsstelle 

und Oligomerisierungsdomäne nach Alanin ausgetauscht (M2A M6A). Die Nummerierung der 

beiden Austausche erfolgte anhand der fortlaufenden Sequenz der durch proteolytische 

Freisetzung von Trx abgespaltenen Oligomerisierungsdomäne. In Abb. 13 sind die 

Aminosäuresequenzen der beiden C4BP-Varianten dargestellt. 

 

 

Abb. 13:

 

Die SeMet-markierte Wildtypvariante M2A M6A kristallisierte innerhalb weniger Tage zu 

Einkristallen, welche die Aufklärung der dreidimensionalen Struktur der 

Oligomerisierungsdomäne erlaubten. Im Folgenden Abschnitt werden anhand dieser Variante 

zunächst die Markierung mit Selenomethionin, sowie die Produktion und chromatographische 

Reinigung im Detail erläutert. 

4.1.3.1 Charakterisierung von Einzelklonen   

Die E. coli Stämme Origami (DE3) und B834 (DE3) wurden mit dem Plasmid pET32a Trx C4BP 

wt  M2A M6A transformiert (2.2) und auf Selektivplatten ausgestrichen. Die Aufnahme des 

Plasmids wurde mittels Kolonie-PCR verifiziert (3.4.8). Um eventuelle Unterschiede im 

Expressionslevel der positiven Einzelklone zu identifizieren, wurde zunächst ein 

Expressionstest in Vollmedium durchgeführt (3.2.2). Hierzu wurden je Einzelklon 5 mL dYT 

Medium mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert, mit Einzelklonen inokuliert  und 

durchgehend bei 30 °C inkubiert. Die OD600 wurde photometrisch bestimmt und die jeweilige 

Zellsuspension zur Inokulation von zwei neuen Röhrchen verwendet. Beim Erreichen einer 

OD600 von ca. 1 wurde die Expression durch Zugabe von 5 µL einer 0,5 M IPTG Lösung induziert. 

Die Expression wurde bei unveränderten Bedingungen für 3 Stunden durchgeführt. Im 

Anschluss wurde die OD600 gemessen und das Äquivalent einer OD600 gleich 1 berechnet. Die 

entsprechenden Volumina wurden aus den Röhrchen entnommen und die Zellen durch 

Zentrifugation bei 13500 rpm für  2 min vom Medium getrennt. Der Überstand wurde verworfen 
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und die Zellen wurden in 15 µL 1xPBS resuspendiert. Anschließend wurden die Proben 

zusammen mit jeweils 6 µL Hoechst Puffer versetzt, 10 min bei 100 °C gekocht und mittels SDS-

PAGE analysiert (Abb. 14).  

 

 

Abb. 14:
(a) (b)

 

Die Gelbilder in Abb. 14 zeigen die unterschiedlichen Expressionslevel der untersuchten 

Einzelklone. Der Origami (DE3) Einzelklon 4 aus Abb. 14 a wurde aufgrund der Bandenintensität 

für die weiteren Experimente ausgewählt. In dem Expressionstest mit Einzelklonen der C4BP wt 

M2A M6A Variante in B834(DE3) konnte kein signifikanter Unterschied zwischen induzierten 

und nicht induzierten Kulturen festgestellt werden. In der erwarteten Höhe von 24,5 kDa waren 

durchgehend die Banden des überexprimierten Proteins zu erkennen, daher wurde für die 

weiteren Experimente wahllos Einzelklon 1 ausgewählt (Abb. 14b). Die nichtinduzierten 

Kulturen der ausgewählten Einzelklone wurden zur Inokulation von 50 mL Kolben und 

Herstellung von Gefrierkultur en verwendet (3.1.4).  

4.1.4 SeMet markiertes C4BP 

Für die Produktion von Selenomethionin-markiertem C4BP wt M2A M6A wurde der in 4.1.3.1 

identifizierte Klon 1 verwendet. Hierzu wurden als Vorkultur 50 mL LB-Amp mit E. coli B834 

(DE3) Trx-C4BP M2A M6A inokuliert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde 1 L 

LB-Amp mit der Übernachtkultur auf eine optische Dichte von 0,125 angeimpft und bei 30 °C 

und 180 rpm inkubiert. Bei Erreichen einer OD600 von 1 wurden die Zellen bei 6660 rpm und 

4 °C pelletiert. Um die Zellen vom Vollmedium und somit von der Methioninquelle zu trennen, 

wurde das Pellet insgesamt dreimal in 100 mL gekühltem Wasser resuspendiert und pelletiert. 

Im Anschluss wurden die Zellen in 20 mL M9-Medium aufgenommen und in einen 2 L Kolben 

mit 1 L komplettiertem M9-Medium überführt. Zeitgleich wurde das Medium durch Zugabe von 
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Thiamin, Salzen, Glucose und Selenomethionin vervollständigt (2.9). Die Proteinexpression 

wurde durch Zugabe von 0,5 mL einer 1 M IPTG-Lösung induziert und die Expression wurde für 

3 Stunden bei 30 °C und 180 rpm aufrechterhalten. Im Anschluss erfolgte die Zellernte mittels 

Zentrifugation bei 6660 rpm und 4 °C. Der Überstand wurde verworfen, die pelletierten Zellen in 

7,5 mL 1x PBS resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Insgesamt 

wurden nach diesem Protokoll 8 L SeMet-markiertes C4BP wt M2A M6A produziert, die 

chromatographische Reinigung erfolgte gemeinsam. 

4.1.4.1 Reinigung und Analyse 

Die gefrorenen Pellets der gesammelten SeMet-markierten C4BP wt M2A M6A Produktionen 

wurden in einem Wasserbad aufgetaut und der Zellaufschluss erfolgte mittels dreimaliger 

Passage durch eine French-Presse (3.2.5). Das Zelllysat wurde 20 min bei 15000 rpm und 4 °C 

pelletiert und der Überstand mit einem 0,2 µm Spritzenvorsatzfilter steril filtriert.  Die Reinigung 

des Zielproteins wurde nach der in Abb. 11 erläuterten Reinigungsstrategie durchgeführt. Eine 

erste chromatographische Reinigung erfolgte mittels zweier in Reihe montierter 1 mL 

HisTrap HP Säulen an einem FPLC purifier  (Abb. 15 a). Das SeMet-markierte Trx-C4BP M2A M6A 

Fusionsprotein konnte hierbei über das 6His-Epitop an der Säulenmatrix immobilisiert und von 

einem Großteil der übrigen löslichen Proteine getrennt werden. Die Flussrate betrug 1 mL/min, 

die Elution erfolgte mittels eines Stufengradienten zunehmender Imidazolkonzentration. 
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Abb. 15: (a)

(b)

(c)

(d)

 

Der N-terminal fusionierte Faltungshelfer Thioredoxin wurde im Zuge der Reinigung von C4BP 

wt M2A M6A mittels TEV-Protease-Spaltung abgetrennt. Hierzu wurden die Fraktionen 200 mM 

und 500 mM der ersten IMAC vereinigt, mit TEV-Protease versetzt und über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert  (3.2.12). Um den Grad der Spaltung abzuschätzen wurde eine SDS-

PAGE der Reaktion angefertigt (Abb. 15 b). Die Spaltungsreaktion war annähernd vollständig 

daher wurde der komplette Ansatz für die Durchführung einer zweiten IMAC vorbereitet. Hierzu 

wurde zunächst durch Dialyse das von der ersten IMAC in der Probe verbliebene Imidazol 

abgereichert (3.2.10). Der Spaltansatz wurde hierzu in einen Dialyseschlauch überführt (12-

14 kDa MWCO) und über Nacht in 5 L PBS bei 4 °C inkubiert . In einer zweiten IMAC wurden Trx-

6His und TEV-Protease-6His von der Oligomerisierungsdomäne abgetrennt (Abb. 15c). Für eine 

abschließende chromatographische Reinigung mittels Größenausschlußchromatographie 

(Superdex 75 pg 16/60) wurden die Fraktionen W und 20 mM vereinigt und durch 

Ultrazentrifugation (Centricon, 10 kDa MWCO) auf ein Volumen von 1,5 mL eingeengt. Die SEC 

wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min durchgeführt. Bei diesem Schritt wurde die Probe des 

Weiteren in 50 mM NaCl 50 mM Tris/HCl pH 7,8 überführt . Das Protein eluierte in einem 
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symmetrischen Peak ca. 50 min nach Injektion und wurde in Fraktionen zu 1 mL gesammelt. Die 

Fraktionen F11 bis F23 wurden mittels SDS-PAGE analysiert. (Abb. 15d). Die Fraktionen F15-

F23 wurden vereinigt, was in einer Proteinkonzentration von 1,38 mg/mL und einer 

Gesamtausbeute von 12,4 mg resultierte. Der Austausch von Methionin zu Selenomethionin 

wurde mittels ESI-LCMS verifiziert, siehe Abb. 16. Neben dem SeMet-markierten Protein wurde 

hierbei ebenfalls die Met-Variante detektiert, da aufgrund des undichten Promotors bereits vor 

Zugabe von IPTG und SeMet das heterologe Fusionsprotein exprimiert wurde. 

 

 

Abb. 16:

*

 

Das gereinigte Protein wurde à 1 mL aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und auf 

Trockeneis per Übernachtexpress zur Kristallisation nach Braunschweig zu Händen von 

Dr. Stefan Schmelz, Helmholtz Zentrum für Infektionsforschung geschickt. 

4.1.5 Kristallisation  

Auf der Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen wurde das kommerziell erhältliche 

JCSG I-IV Puffersystem durchmustert. Die Proteinlösung (6,8 mg/mL) wurde bei 15000 rpm für 

5 min zentrifugiert. Die Durchmusterung der verschiedenen Pufferbedingungen wurde mit Hilfe 

eines Pipetierroboters (Honeybee 961 DIGILAB) realisiert . Die SeMet-markierte C4BP wt  M2A 

M6A Mutante kristallisierte unter ähnlichen Bedingungen wie das Wildtypprotein. Die 

Kristallisationsbedingungen konnten soweit optimiert  werden (46,5% (v/v) Polyethylenglycol 

400, 5% (v/v) Methyl-2,4-Pentanediol, 0,1 M Tris, pH 7,3 und 13,7 mg/mL Proteinlösung), dass 
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nach wenigen Tagen bei 19 °C gut streuende (<3 Å) Kristalle heranwuchsen (Abb. 17). Die 

Proteinkristalle wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 

 

Abb. 17: (a) (b)
(c)

 

Ein hoch redundanter SAD-Datensatz konnte bei 100  K (-173,15 °C) an der BESSY MX-14.1 

Beamline in Berlin mit 3,4 Å aufgenommen werden (Abb. 17 c). Diese Daten wurden verwendet, 

um die Positionen der Selenatome zu bestimmen, daraus die experimentalen Phasen abzuleiten 
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und nachfolgend ein Modell mit 2,8 Å Auflösung der C-terminalen Oligomerisierungsdomäne des 

humanen C4BP zu erzeugen. Dies erfolgte mit spezieller Software (XDS/XSCALE,180 PHENIX 

suite,181 Coot182) und wurde von Dr. Stefan Schmelz am Helmholtz-Zentrum für 

Infektionsforschung in Braunschweig durchgeführt.  

4.1.6 Beschreibung der Struktur  

Die heptamere Struktur der C-terminalen Oligomerisierungsdomäne des humanen C4BP 

(Aminosäuren 540 - 597) kann in der Aufsicht als torusförmig und in der Seitenansicht als 

champagnerkorkenförmig beschrieben werden (Abb. 18).  

 

 

Abb. 18: a

(a)

 (b)
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Der innere und äußere Durchmesser des Rings beträgt 13 Å beziehungsweise 53 Å. Diese Daten 

decken sich mit den elektronenmikroskopischen Messungen von Dahlbäck et al. aus dem Jahr 

1980 die für die beiden Durchmesser 13 Å und 60 Å angaben.183 Eine monomere hC4BP 

Untereinheit lässt sich durch eine kurze N-terminale Helix H1 (Aminosäuren: 545 - 557) und 

eine längere C-terminale Helix H2 (Aminosäuren: 562 - 597) beschreiben. Verbunden sind die 

beiden Helices über einen beweglichen, 5 Aminosäuren langen Abstandshalter der Sequenz 

CLPNP. Durch die beiden Proline in trans-Konformation werden die beiden Helices H1 und H2 in 

einem Winkel von 86,09° zu einander angeordnet (Abb. 19).  

 

Abb. 19: (a)

a b (b)

g

(c)

 

Die beiden Winkel a und b beschreiben die Neigungswinkel der beiden Helices zueinander, der 

Winkel g gibt die Neigung der längeren C-terminalen Helix H2 relativ zur Symmetrieachse des 

Heptamers wieder (Abb. 19 a und b). Bei der 7a Isoform des hC4BP betragen die Winkel a 

20,3±0,7°, b 86,1±1,6° und der durchschnittliche Neigungswinkel g 37,1±1,1°. Die beiden 

Cysteine befinden sich am Anfang (Cys546) beziehungsweise am Ende (Cys558) von Helix H1 

(Abb. 19 c). Jedes Monomer ist über zwei Disulfidbrücken mit den beiden benachbarten 

Monomeren verknüpft. Die so verbundenen Helices H1 erscheinen hierdurch wie ein 

kontinuierlicher Ring, welcher die Helices H2 umschließt, ähnlich einem Fassreifen der die 

Fassdauben fixiert (Abb. 18). Das elektrostatische Oberflächenpotenzial der Torusinnenseite 
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(Glu563 und Glu570) ist negativ geladen, die Außenseite ist neutral (Abb. 18). Neben den bereits 

erwähnten Disulfidbrücken kann die Stabilisierung des C4BP Komplexes durch Schichten 

intermolekularer Bindungen entlang der vertikalen Achse des Oligomers veranschaulicht 

werden (Abb. 20).  

 

 

Abb. 20:
(a)

(b)

(c)
(d)

 

Von oben nach unten sind dies zwei Schichten ionischer Wechselwirkungen zwischen Lys566 

und Glu570 sowie Lys573 und Glu577 gefolgt von einer Schicht Wasserstoffbrückenbindungen 
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zwischen Gln580 und Gln584. Zusätzlich sind auf der Außenseite Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen Tyr572 und Glu582 zu finden, die ähnlich einer Klammer den unteren Teil des 

Oligomers stabilisieren und ebenfalls einen Beitrag zur Gesamtstabilität leisten. Insgesamt bildet 

jedes Monomer durchschnittlich 54 Kontakte, wie zum Beispiel hydrophobe Interaktionen, aus 

(Tabelle 15).  

 

Tabelle 15: (a)
(b). 

(a) 

Kette 1 Kette 2 
Anzahl der 
Kontakte  

Kontaktfläche 
(Å2) 

 

(b) 

Kette  Oberfläche (Å2) Vergrabene Bereiche (Å2) 
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Jedes Monomer hat eine Gesamtoberfläche von 5200 Å2, von der durchschnittlich 980 Å2 als 

Kontaktfläche zu einem benachbarten Monomer dienen. In dem komplett assemblierten Ring 

sind durchschnittlich 42% (2168 Å2) einer Monomeroberfläche verborgen (Tabelle 15). Die 

Summe der aufgeführten Wechselwirkungen und Bindungen sind essenziell für die Ausbildung 

des Torus und der charakteristischen Form der Oligomerisierungsdomäne des hC4BP. 

Die gefundene Kristallstruktur stellt eine Momentaufnahme dar, dennoch kann über die B-

Faktoren ein Maß für die molekulare Beweglichkeit angegeben werden. In der Struktur des 

assemblierten hC4BP wurden drei Bereiche mit erhöhter molekularer Beweglichkeit 

identifiziert . Diese sind der N-terminale Linker (AS: 540 - 545), der Linker zwischen Helix H1 

und H2 (AS: 558 - 562) sowie das C-terminale Ende von Helix H2 (AS: 587 - 597). In diesen 

Regionen erreichen die B-Faktoren Werte in Höhe des doppelten Durchschnitts (Abb. 21). Der 

rigideste Bereich befindet sich in dem Teil von Helix H2 in welchem sich die weiter oben 

aufgeführten stabilisierenden Schichten befinden (AS: 565 - 579). Ebenfalls relativ unbeweglich 

ist der mittlere Teil von Helix H1 der zu beiden Seiten von den intermolekularen 

Disulfidbrücken flankiert wird.  

 

 

Abb. 21: (a) (b)

(c)

 




























































































































































































