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Einleitung

1 Einleitung

Komponenten des Immunsystems spielen seit ca. zwei Jahrzehnten in der Therapie einer Reihe
von Erkrankungen eine zentrale Rolle.Eine besondee Stellung nehmen hiervor allem
Antikdrper ein, was sich in der steigenden Zahl von zugelassenen Antikorpeasierten
Medikamenten zeigt. Seit 1998 wurde jedes Jahr (mit Aushahme 2002 und 2008) mindestens ein
Antikdrperpraparat in Europa zugelassert. Die Wirkungsweise von monoklonalen Antikdrpern
(mAbs) kann hierbei sehr vielseitig sein. Auf der Oberflache vieler Tumorzellenwerden
beispielsweise Rezeptoren wie EGFRepidermal growth factor receptoy Uberexprimiert. Ein
antagonistischer mAb wie Erbitux® kann EGFR spezifisch binden und alleine oder in
Kombination mit Chemoterapeutika die Tumorprogression hemmenFir die Wirkung werden
verschiedene Mechanismen in Betracht gezogedurch die Interaktion von Erbitux® wird die
Bindung von EGHKepidermal growth facto an seinen Rezeptor EGFR blockieréine Aktivierung
des Signaltransduktion durch RezeptorDimerisierung verhindert und die Rezeptor
Internalisierung und Degradierung erhoht2 TherapeutischemAbs bedienen sichdariiber hinaus
zumeist korpereigener Mechanismen um zytotoxische Effekte zu Tumorzellenzu dirigieren.3
Hierbei rekrutieren sie Komponenten des Immunsystems ADCGCantibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity) und oder des Komplementsystems CDC (complementdependent
cytotoxicity) zur Zerstérung von Tumozellen. ADCCtritt auf, wenn Antikdrper Uber ihre
Paratope an Antigene auf einer Zelloberflachevon veranderten korpereigenen Zellen binden
und mit dem Fc-Rezeptor von natiirlichen Killerzellen (NK) interagierenDie NK erkennen Uber
ihren FogRIlI-Rezeptor(CD16)das Immunglobulinund leiten die Apoptose der markierten Zelle
ein. Bei CDC findet eine Aktivierung des Komplementsystems Uber den klassischen Weg (auch
Antikdrper -abhéngiger Weg genannt) statt. Hidrei wird Uber die Bindung des CiKomplex an
die FcTeile der AntigenAntikorper-Komplexe die Komplementkaskade aktiviert, die letzten
Endes Uber die Etablierung lytischer Poren in der Zellmembran der betroffenefelle zu deren
Lyse fuhrt (siehel.l).

Eine immer wiederkehrende Besonderheit bei Komponenten des Immunsystems ist die
Bereitstellung von Bindedomé&nen in multipler Kopienzahl. Beispidsweise verfugen
Immunglobuline Uber zwei (IgG), vier (IgA) oder 10 (IgM) Paratope Hierbei wird die Starke der
Bindung eines Antikorpers zu seinem monovalenten Antigen als Affinitat bezeichnet. Die Summe
der Bindungsstarken eines Molekils mit mehr als einer Bindestelle wirddagegen Aviditat
genannt(Abb.1) 4




Einleitung

e
(a) (b) A Tg—

Zelloisl;f&fflﬁche‘

-

Antikorper: IgG 19G IgM
Anzahl Paratope: 2 2 10
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Aviditatseffektes anhand der multivalenten Bindemolekile 1gG und IgM. (a)
das Immunglobulin G bindet ein monovalentes Antigen, hier als ein im Serum gel6stes Epitop (E) dargestellt (b) 19G
und IgM binden an sich wiederholende Epitope auf einem multivalenten Antigen, hier bspw. Kohlehydrate oder
Proteine auf einer Zelloberflache; Immunglobulin G (PDB ID: 1IGT®) in Cartoon-Darstellung und IgM (PDB ID: 2RCJ®)
in sphere-Darstellung. (Modifiziert nach 7%)

Bindet ein multivalentes Immunglobulin einen Liganden mit sich wiederholenden identischen
Epitopen, konnen mehrere ParatogEpitop-Bindungen gleichzeitig etabliert werden.Die Aviditat
ist hierbei um ein vielfachesstarker als die Affinitat einer einzelnenBindung, da alle Paratope
eines multivalenten Antikorpers zur selben Zeit dissoziieren mussten, um das Antigen wieder
freizugeben Diese Bindungsstarke ist wichtig, denn je besser ein Antikérper sein Antigen bindet

desto weniger Antikdrper werden benétigt um das Antigen zu eliminieren.

Es ist daher naheliegend solche Aviditatseffekte auch in Anwendungen der molekularen
Biotechnologie und molekularen Medizin einzusetzerDer Aviditatseffekt ist hierbei allerdings
nicht auf Immunglobuline beschrankt. Mben klassischen Antikdrpern werden hierbei
Antikérperfragmente aber auch vollig neuartige Bindemolekiile wie Anticaline oder DARPINs
(designed ankyrin repeat protei)s verwendet®1t Die Generierung dieser spezifischen
Bindemolekile wird heutzutage mitels Hochdurchsatzverfahren realisiert. Hierbei werden
mithilfe verschiedener DisplayMethoden (z.B. Phagen oder HefeDisplay) Uber Genotyp
Phanotyp-Kopplung zum Teil riesige Molekuilbibliotheken durchmustert. Aufgrund
experimenteller Limitierungen bei der Erstellung dieser Bibliotheken und beim Screening selbst
werden zumeist monovalente Bindemoleklile generiert2 Je nach gewlnschtem

Anwendungsgebiet und erforderlichem Oligomerisierungsgrad stehen im Nachhinein

2
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unterschiedlichste Methoden fur eine Oligomerisierung der isolierten Bindemolekule zur
Verfligung. Zum einen kann eine Vernetzung chemisch erfolgerbspw. mit Hilfe von
Vernetzungsmitteln (crosslinker) oder durch chemischeKopplung anbspw. Peptidgrundgertiste
oder Nanopartikel13-15 Des Weiteren kénnen die Bindemolekile nach dem Vorbild der Natur an
einem entsprechendenGrundgerist (scaffold befestigt werden. Neben der Generierung eines
Aviditatseffektes konnen je nach Art des Grundgeriistes weitere Eigenschaften auf die
Bindemolekille Ubertragen werden zB. Loslichkeit, Stabilitat, Immunogenitat oder Orientierung
zueinander im Raum. In Tabelle 1 ist eine Auswahl von Oligomerisieungsdoméanen
zusammengestelltEine ndhere Betrachtung einiger dieser Proteine erfolgt in Abschni#.2.8.

Tabelle 1: Auswahl von in der Literatur beschriebenen Oligomerisierungsdomanen. Neben dem Grad der
Oligomerisierung ist die Komposition der Untereinheiten angegeben. Nx: Homo-N-mer, Nxyz Heterooligomer.

Name Oligomerisierungsgrad
PCNA (proliferating cell nuclear antigen)'® Trimer (3x oder xyz)
RHCC (right handed coiled coil)"” Tetramer (4x)

COMP/ COMBODY (cartilage oligomeric matrix protein)'” Pentamer (5x)
Verotoxin (E£. coli)'® Pentamer (5x)
Tim9Tim 108 Hexamer (3x3y)

C4BP (complement component C4b binding protein), (siehe 1.3) Heptamer (7x)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die heptamere Oligomerisierungsdomane des humanen €4b
Bindeproteins als strukturelles Grundgerist fir die Multimerisierung biologisch aktiver
Bindemolekile erschlossen.Um Limitierungen bei der rekombinanten Synthese von C4BP
Fusionsproteinen zu Uberwinden, wurden dartber hinaus Methoden zur posttranslationalen
Modifizierung evaluiert und ein gut anwendbares Verfahren zur rekombinanten Synthese

komplexer Disulfid-haltiger Proteine im ProduktionssystemYarrowia lipolytica etabliert.

Die in dieser Arbeit untersuchte Oligomerisierungsdomane hat ihren Ursprung im
Komplementsystem. Aus diesem Grund wirdm weiteren Verlauf der Einleitung zunachst ein
Uberblick zu diesem essentiellen Teil der kdrpereigenen Immunantwort gegeber.(l). Danach
wird das C4b-Bindeprotein in seinem physiologischen Kontextvorgestellt (1.2), bevor im
nachsten Kapitelanhand einer Ubersicht friiherer Veroffentlichungen die biotechnologischen
Anwendungsmadglichkeiten der Oligomerisierungsdoméne aufgezeigt werden (1.3). Im
Anschluss wird die nichtkonventionelle Hefe Yarrowia lipolytica vorgestellt (1.4), €n

Organismus mit vielversprechendem bitechnologischen Potenzial. Im Rahmen dieser Arbeit




Einleitung

wurde die Fahigkeit dieses eukaryotischen Expressionssystesrzur Produktion verschiedener

Fusionsproteineevaluiert (1.5). Abschliel3end erfolgt die Formulierung der Zielsetzungl.6).

1.1 Komplementsystem

Das Komplementsgtem wurde bereits 1890 von Jules Bordeals hitzelabiler Bestandteil des
Blutplasmas entdeckt, der in Kombination mit Antikdrpern bakterizide Eigenschaftenbesitzt.1®
Paul Ehrlich pragte kurz darauf den Begriff Komplementsystem um damit die erganzende oder
komplementierende Eigenschaft des Serumbestandteils bei detelllyse zu beschreibenDas
Komplementsystem stellt eine angeborene Verteidigung gegen Mikroorganismen dar urist
darliber hinaus eine Erganzung der Antikorpervermittelten Immunantwort. Es rekrutiert sich
aus ca60 im Plasma geldsten und membrangebundenen Proteinen, tber deren Interaktion das
System aktiviert, kdrpereigene von fremden Zellen unterschieden und den Bekampfung
gesteuert wird.2° Viele dieser Proteine verhindern eine unspezifische Aktivierung oder dienen
der Unterscheidung korpereigener von pthogenen Zellen. Dieser angeborene Teil des
Immunsystems steht dem Kdorper bereits irden ersten Lebensmonaterzur Verfligung in denen
weder spezifische Antikbrper noch Lymphozyten vorhandensind. Einer Aktivierung des
Komplementsystems kdnnen prinzipiell drei unterschiedliche Wege zu Grunde liegen: der
klassische Weg(KW), der Lektin-Weg (LW) und der alternative Weg (AW), siehe Abb. 2,
Erklarung im Text. Nach der Aktivierungschlief3t sich bei allen drei Wegeneine proteolytische
Kaskadean, die Uber die Assemblierungder beiden Schlisselpoteine C3 und C5Konvertase
zur Etablierung des terminal complement compleXTCC) oder auchmembrane attack complex

(MAC)genanntzur Lysevon Pathogeneroder veranderten endogenen Zellen fihrt.

Seit knapp drei Jahrzehntengibt es eine Kontroverse uber die Nomenklatur der GBC5-
KonvertaseUntereinheiten 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<Z3%-Konvertasen des KW und LW
enthaltene Fragment als C2lbezeichnet. In Analogie zur A\VAKonvertase (C3bBb)rekrutieren
sichdie KW und W Konvertasenaus C4bC2[x»!
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Klassischer und Lektin-Weg Alternativer Weg
c1 MBL C3(H20
cirots [OLEHINH O yagps Plasma é3b )

C3a C3b ©—FHF|

FB, FD, P
A

@D

C3-Konvertase C3-Konvertase
(C4bC2b) @9 (C3bBb) O FH.FI

Carboxypeptidase-N| . CD59 .
C4BP, MCP, FI, FH, MCP, | | Vitronectin
CR1, DAF &P A CR1,DAF || Clusterin
Cba |
®
MAC © - ® MAC
(C5b-9) C3/C5-Konvertase C3b s C3/C5-Konvertase (C5b-9)

(C3bC4bC2b) (C3bC3bBb)

Zellmembran

Abb. 2: Aktivierung und Regulierung des Komplementsystems (vereinfachte, schematische Ubersicht). Der
klassische und der Lektin-Weg werden (ber die Erkennung von Antigen-Antikorper-Komplexe bzw. PAMPs
(pathogen associated molecular patterns) initiiert. Der alternative Weg liegt durch spontane Hydrolyse von C3
permanent zu einem geringen MafB3 aktiviert vor. Die Spaltung von C3 ist der kritische Schritt im Zuge der
Komplementaktivierung. Durch entsprechende Stimulation erfolgt ein Fortschreiten der Komplementantwort
(amplification loop: griine Kreispfeile). Homdostase und Selbsterkennung werden durch diverse |6sliche und
membrangebundene Proteine reguliert (Kasten) die entweder die proteolytische Inaktivierung von C3b/C4b
katalysieren (MCP, CR1, FH, C4BP) oder die Konvertase-Dissoziation beschleunigen (DAF, CR1, FH, C4BP). FB, FD,
FH, Fl: Faktor B, D, H bzw. I; C1-INH: C1 bzw. MASPs Inhibitoren; P: Properdin; MCP: membrane cofactor protein
(CD46); CR1: complement receptor T, DAF: decay-accelerating factor (CD55); MAC: membrane attack complex;
CD59: MAC-inhibitory protein. (Modifiziert nach Cordoba et a/. 2012??)

Der klassische Weg wird durch die Bindungles C1 Komplex (6C1qg, 2C1r, 2Clsan einen
Immunkomplex aus IgG oderlgM Antikdrpern und deren Antigenen bzw. direkte Bindung an
konservierte Epitope auf der Oberflache vonPathogeneninitiiert . Durch die Bindungvon C1
Uber Clg an ein IgM oder mehrere 1gG Antikorper wirddessenSerinprotease C1s aktiviergs Als
Substrat dieser Proteas werden die beiden Komplementproteine C4 und C2 jeweils irin
grolReres (C4b und C2b) und ein kleineres (C4a und C2a) Fragment gespakeDas entstandene
C4b bindet tber einen Thioester kovalent an die Oberflachder Zielzelle und assembliert mit
C2b zur C3Konvertase(C4bC2b)des klassischen Weges.

Die Aktivierung Uber den Lektin-Wegwird durch die Bindung von Mannose-bindendem Lektin

(MBL) oder Ficolin an Kohlenhydrate (z.B..: N-Acetylglucosamin Mannose, N-
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Acetylmannosamin) auf Bakterienoberflachen eingeleitet26 Der MBL/ Ficolin Proteinkomplex
ahnelt vom Aufbau dem Initiator des klassischen Weges C1 unekrfligt mit den MBL
assoziierten SerinproteasenMASP)ebenfalls Uber die Méglichkeit C4 und C2 zu degradieréh.
Analog zum Kklassischen Weg fiihrt die Aktivierung des LektiWeges Uber die Assemblierung

der C3Konvertase(C4bC2b) zum Start derproteolytischen Komplementkaskade

Der alternative Weg (AW) wird zum einen spontan durch die Hydrolyse von C3 (C3420)
eingeleitet. Das hydrolysierte C3.0 bindet die Protease Faktor B, diaviederum von Faktor D
gespalten wird. Hierbei entsteht eine grof3tenteils 16slich vorliegende C3Konvertase (C3.0Bb)
und setzt ihr Substrat C3 in C3a und C3b um. Durch die Spaltung wird im C3b Fragment ein
Thioester freigelegt Uber den C3b kovalent an Amine und Kohlenhydratengen kann, was zur
Opsonisierung von Fremdkorpern fuhrt.2? Zum anderen kann derAW (ber die Bindung von
Properdin (P) an PAMPs oder DAMPs gestartet werderHierbei lockt das oligomere Protein
I6sliches C3b zu den entsprechenden Oberflachemdi stabilisiert die de novoAssemblierung der
C3Konvertase (C3bBbP)aus C3b, Faktor B und B 22 Durch die spontane Hydrolyse von C3
werden permanent Zelloberflachen Uberprift (ick-over). Handelt es sich um intakte
korpereigene Strukturen verhindert die Selbsterkennung bzw. das Vorhandensein von

Regulatoreneine Amplifikation der Komplementkaskade3°

Die oberflachengebundenen GXKonvertasen gleich welchen Ursprungs (C4bC2, C3bBbP)
produzieren C3b, welchessich Uber den freigespaltenen Thioester in unmittelbarer Néhe
anlagert und mit Faktor B und D neue GBonvertasen bildet. Es entsteht ein effektiver Kreislauf
aus C3 Spaltung undNeusynthese von C3Konvertase. Mit zunehmender C3bKonzentration
kommt es durch die Anlagerung eines weiteren C3Molekills an die bestehenden GC3
Konvertasen zu einer Verschiebung der Substratspezifitit von C3 zu C5. Aufgdumler
veranderten Substratspezifitat werden diese Enzymkomplexe (C4bC2bC3b und C3bBbC3b) C5
Konvertasen genanngt 32 Sie katalysieren die Spaltungron C5 in das Anaphylatoxin C5a und
dasgrofRere Fragment C5bletzteres assoziiert mit den KomplementkomponentenC6bis C9 an
der Zelloberflache (C5bC6C9,) und etabliert sukzessive eine Pore in der Membran der
betroffenen Zelle.Der MAC als zylinderformige Lasion stort nachhaltig die Permeabilitat der
Membran wodurch die betroffene Zelle abgetdtet wird 33 34 Die meisten der kleineren
Fragmente,welche im Laufe der Komplementkaskadeentstehen (C3a, C4a und Cb5a), vermitteln
als Anaphylatoxine die Entstehung einer Entziindungsreaktion oder locken als Atkanten

Leukozyten ans3s

Dartber hinaus sindeinige Serinproteasen deKoagulationssystems Xla,Xa, Xa, Thrombin und

Plasmin) in der Lage die KomplementkomponentenC3und C5zu spalten undunabhéngig von
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den eingangs ertrterten Aktivierungswegendie Assemblierung des MAC zu initiiereft
Andersherum ist das Komplementystem beispielsweise Uber den C4BProtein-S Komplex
(siehe Abschnitt 1.2) wiederum mit dem Koagulationssystem verbunder? Im vergangenen
Jahrzehnt hat sich herausgestellt, dasslas Komplementsystem neben der Abwehr von
Mikroorganismen mit einer Vielzahl anderer Systeme verknipft ist und mafgeblich an
essentiellen Funktionen wie Immuniberwachung, Honbostasis und Regulation von
Entzindungsreaktionen beteiligt ist2% 38 Ein Ungleichgewicht dieses komplexerund bis heute
nicht vollstandig aufgeklarten Zusammenspielsst mit sehr unterschiedlichen Kiankheitsbildern
assoziiert (Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes eine erhéhte
Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen oder hereditdare Angioddene) und verdeutlicht die
Notwendigkeit einer effektiven Regulation22 Aus diesem Grund sind viele der am

Komplementsystem beteiligtenProteine Teil dieser Regulation.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Fragment eines dieser Regulatorendie G
terminale Oligomerisierungsdoméaneder a-Kette des humanen C4bBindeproteins (C4BH. In
den nachsten beiden Abschnitten wird das ganze Protein in seinem physiologischen und die

Oligomerisierungsdomane im biotechnologischen Kontext vorgestellit.
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1.2 Das humane C4b-Bindeprotein

Das humane C4iBindeprotein (hC4BP) ist ein glykosyliertes Plasmaprotein mit einem
Molekulargewicht von ca 570 kDa und wird hauptsachlich in der Leber synthetisierthC4BP ist
einer der wichtigsten Inhibitoren des KomplementsystemgKW und LW). Fur dashC4BP sind

beim Menschen vier Isoformen bekanntsieheAbb. 3.

(a) (b)

6a
% 6a1p
7a
7al1p
(c)
ol ol
Homo sapiens alpha Q00000000
540 550 560 570 580 590
Homo sapiens alpha .|. .WETPEGCE|Q[V L I LPNPEDVEMAME KLSLIIEQLEMORDSARQISTLDKEL
Rattus norvegicus al .CEQE[VPKDCEHVFAGEKKL! LPNSND L)AE {LTLIYIKQLOMOIDKAKH|. . VDREL
Mus musculus alpha RCEQEASEDLEKPALTGNKTMOQYVPNSHDVEMAMEIYKLTLIYVELLQMOIQKEKHTEAH.|. .
Homo sapiens beta QEAPKPECEKALLAFQESKNLCEAMENFEMQ KESGMTMIELKY SMELKEKAELIKAK|LIL]. .
consensus>50 .ceqe.pedce.vlagnklmffclpnseffvkmaLevyk$t$EieqlqL#idkakh...d.el
1 2

Abb. 3: (a) Schematische Darstellung der Hauptisoform (7a1b) des humanen C4BP. Die sieben a-Ketten und die
solitire b-Kette bestehen aus 8 beziehungsweise 3 CCPs, und sind (ber ihre Cterminalen
Oligomerisierungsdomanen verbunden. (b) Zusammenstellung aller bis  jetzt beobachteten
Oligomerisierungsdomanen des hC4BP, von oben nach unten: 6a, 6a1b, 7a und 7a1b. (c) Alignment der CABP a-
und b-Ketten von Homo sapiens, Mus musculus, and Rattus norvegicus. Der Sequenzvergleich wurde mit den
Programmen MultAlin®*® durchgefiihrt und mit ESPript 2.2 abgebildet.” Informationen zur Sekundarstruktur
stammen aus dieser Arbeit (PDB ID: 4BOF); Aminosauren welche identisch zum hC4BP sind wurden in Rot
dargestellt; rot umrandete Aminosauren sind in allen verglichenen Sequenzen konserviert; ein blauer Rahmen
zeigt mindestens zwei konservierte Aminosauren an. Die Nummerierung wurde anhand der hC4BP Sequenz
durchgefiihrt. Die Konsensussequenz (unterste Zeile) wurde mir einem Schwellenwert von 0,5 berechnet; Majuskel
symbolisieren identische Aminosauren, Minuskeln einen Konsensus >0,5; $ steht fir LM; # steht flr eine der
Aminosauren NDQEBZ. Die griinen Zahlen zeigen die Position der Cysteine an. (Modifiziert nach Hofmeyer et al.
2013%)

Die am haufigsten vorkommene Isoform besteht aus 7identischen a- und einer b-Kette,
weniger oft auftretende Isoformen sind @&lb, 7a und 6a. Eine a-Kette besteht aus acht
complement control domaimproteins (CCPs)und einer Gterminalen Oligomerisierungsdomane

mit einem Gesamtgewicht von 75 kDa. Dib-Kette mit einem Molekulargewcht von 40 kDa
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besteht hingegenaus drei CCPs und einer-@rminalen Oligomerisierungsdoméane. Ungeachtet
der Untereinheitenzusammensetzung zeigenlia Isoformen eine fir das C4BRharakteristische
spinnenartige Quartarstruktur.3? Bei den meisten Organismen erfolgt der kovalente
Zusammenschluss der einzelnen Ketten Ubatie Ausbildung intermolekularer Disulfidbricken
zwischen den benachbartenetwa 60 AS langenCterminalen Oligomerisierungsdomanen. In
diesem Zusammenhang ist erwahnensweytdass dieSequenzhomologie dea- und b-Kette sehr
gering ist und nach heutigen Stand der Forschung vollig unklar ist wie die Assemblierung der

unterschiedlichen Isoformen reguliert wird.42

C4BP moduliert denLektin-Weg und den klassischen Wegdurch Bindung an C4b vigpositiv
geladener Bereiche auf der Oberflachder ersten drei CCPs dea-Ketten423 Durch die Bindung
an C4BP kanrC4b keine Komplexe mehr mit C2lbind C3b ausbilden und wird dariiber hinaus
verstarkt durch Faktor | proteolytisch gespalen. Hierdurch wird die Bildung der C3/C5
Konvertase (C4bC2b/ C3p inhibiert und die proteolytische Kaskade des Komplementsystems
unterbrochen44 Jede C4BRi-Kette ist in der Lage C4b zu binden, wegen sterischer Hinderung
koénnen jedoch nur vier C4b Molekile gleichzeitig gebunden werdert® Die b-Kette des hC4BP
bindet nicht an C4b, zeigt aber eine hohe Affinitdt zu Protein, &elches seinen Ursprung im
Koagulationssystem hat. Dort ist Protein S ein Koktor von aktiviertem Protein C und essentiell
fur die Degradierung der Koagiationsfaktoren Va und Vllla 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 karih.

Fur die CCP Doméanen des C4BP sind eReihe von Interaktionen bekannt. Br die Gterminale
Oligomerisierungsdomane inklusivevon Teilen der CCP8 wurdenhingegenbisher erst wenige
Interaktionen nachgewiesen. Diese Interaktionspartner sinderumamyloid P4 Ab1z42 47 islet
amyloid polypeptides® und Greactive protein4® Des Weiteren ist das C4BP ein Akutdhase
Protein, dessen Plasma Level mit dem Verlauf von Infektionen und Entzindungen korreliert.
Cytokine wie beispielsweise L6, IL-b und INT-g scheinen hierbei flr eine verstarkte Sekretion
des C4BP verantwortlich zu seif? Serum Level der verschiedenen C4BP Isoformen scheinen des
Weiteren mit dem Verlauf von Krankheiten und Entziindungen zu korreliere! Beispielsweise
wurde bei Patienten mit critical limp ischemiaeine verstarkte Bindung vonnekrotischen und
apoptotischen Zellen an C4BP beobachtet, sowie ein zeitgleicher Anstieg dea-Boform im
Plasma®2 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 entgehen33 Die Identifizierung weiterer Oberflachenproteine, welche C4BP

immobilisieren kdnnen, ist Gegenstand der aktuelle Forschung54:55

Zusatzlich zu dem faszinierenden physiologischen Kontext des C4BP, hat sich vor allem die C
terminale Oligomerisierungsdomé&ne der &-Isoform als vielversprechendes biotechnologisches
Werkzeug erwiesen. Die Oligomerisierungsdoméne kann atsaffoldfir Peptide wahrend einer
Immunisierung flr eine erhdhte Plasmahalbwertszeitsorgen und des Weiteren durch seine
Herkunft aus dem Immunsystemals Adjuvars zu einer verstarkten Immunreaktion fiihren.56-59

Detailliertere Informationen hierzu folgenim nachsten Abschnitt (.3).

Bis jetzt ist nur wenig Uber die Struktur deshC4BP bekannt. Die einzige bei ddProtein Data
Bank (PDB) hinterlegte Struktur ist eine NMRMessung welche die beiden Nerminalen CCPs
der a-Kette beschreibt (PDB ID: 2A55%° Vor kurzem wurde von Leaet al. die Kristallstruktur

der 7a-Oligomerisierungsdoménedes Gallus gallusC4BP veroéffentlicht (PDB ID: 2Y2Feine
begleitende Publikation war bis zum Erscheinen der vorliegenden Arbeit nicht verfligbarim
Vergleich zum humanen C4BP zeigt dieses Protein allerdings nur eine Sequenzidentitat von
~26%. Fir die Gterminale Oligomerisierungsdomane deswumanenC4BPwaren bis vor kurzem
nur computergestiitzte Strukturvorhersagenund eine NMRMessungverfiigbar, die jedochkeine

eindeutige Auflosung der Strukturermoglichten.s1:62

Trotz fehlender Strukturinformationen wird die C-terminale Oligomerisierungsdoméne des C4b
Bindeproteins seit gu 15 Jahren biotechnologisch verwendet. Im folgenden Abschnitird ein

Grol3teil der bisher zu diesem Thema verdffentlichten Arbeiten vorgestellit.

1.3 C4BPals Grundgerust

Die Gterminale Oligomerisierungsdomane des humanen C4BP wurde 1997 erstmals von Libyh
et al. als Grundgeriist zur Oligomerisierung eingesetzté3 Seit dem sind etwa ein Dutzend
Publikationen erschienen in denen die humaneihr homologe oder chimére Fragmenteder
Oligomerisierungsdomane als Grundgerust zur Présentation von Peptiden oder Proteinen
verwendet wurde. In Tabelle 2 ist eine Ubersicht zu den eroffentlichten Arbeiten

zusammengestellt.

10
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Tabelle 2: Zusammenstellung der Publikationen in denen eine auf C4BP-basierende Oligomerisierungsdomane als
Grundgerist verwendet wurde. Die Auflistung erfolgt chronologisch nach den Publikationsdaten. Neben den
entsprechenden Veréffentlichungen sind die fusionierten Proteine/ Peptide angegeben. Des Weiteren werden die

Art der Oligomerisierung,

Anwendung und das verwendete Expressionssystem aufgefiihrt. RBC: rote

Blutkorperchen, H.s.. Homo sapiens, G.g.. Gallus gallus, M.m.: Mus musculus, C: Chimare, HoO: Homooligomer,
HeO: Heterooligomer; HA: Glycoprotein Hamagglutinin; vvvd: vira/ vectored vaccine delivery (DNA, MVA und

AdHu5)
Publikation Fusionspartner Oligomer Anwendung Produktion
Libyh 1997% scFV Anti-Rh(D) H.s., HoO Bindung von Rh(D)* RBCs CHO
Shinya 1999% CD4 H.s., HoO HIV Entry-Inhibitor HEK
Christiansen Adjuvans vs. HA auf
2000 46 H.s., HoO Masernvirus CHO
scFv Anti-Rh(D) ; +
Oudin 2000°¢ H.s, HoO & HeO St llife 0o [ (2)) LS CHO
CR1 und CR1 Deposition
ZDS(%L,',!FZ c46 H.s., 1/2/7, HoO HIV Entry-Inhibitor HEK
Draper 2008°”  MSP1,, M.m, Adjuvans vs. Malaria vvvd
59 MSP1,,, DsbA, H.s, G.g., M.m., div. C . . E. coli
Sedjeos Epitope u.a. IMX313, HoO Al v el C41(DE3)
Shinya 2009%’ hGM-CSF H.s., HoO iDCs aus PBMC HEK
Kessel 2009°® p107, C6, H10 H.s., HoO & HeO Inhibition von FVIII AKs HEK
Spencer 2012%®  Ag85A IMX313 Adjuvans vs. Tuberkulose vvvd, CEF
PyMSP1,,
Forbes 2012%° PFAMA1 IMX108 (=/1.m.), Adjuvans vs. Malaria vwvd
IMX313
PfM128
Goodmann . .
20137 MSP1,, M.m., HoO Adjuvans vs. Malaria n.a
Wang 2013" V., (Anti EGFR) H.s. in vitro Bindung E. coliBL21

In den ersten Publikationen wurdedie Assemblierung von Oktameren beobachte®; 65 seit der
Arbeit von Oudin et al. 2000 wird allgemein davon ausgegangen, dass baler solitéaren
Expression dera-Kette exklusiv Heptamere gebildet werdenTrotzdem wird in Shinya et al.
2009 wieder eine Oktamerisierung beschriebert? Mdglicherweise ist die Beobachtung von
Oktameren auf de verwendeten Expressionssystem bzw. Analysemethodenzurickzufuhren.
Im Folgenden werdeneinige der in Tabelle 2 aufgefiihrten Publikationen ndher vorgestellt (grau

hinterlegt) .

In der Veréffentlichung von Libyh et al. wurde die Gterminale Oligomerisierungsdoméneder

humanen C4BP a-Kette erstmals als potentielles Grundgerist zur Oligomerisierung von

11
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Wirkstoffen aufgefihrt. In der Arbeit aus dem Jahrl997 wurde die Oligomerisierungsdomane
rekombinant mit dem scFv AntiRh(D) Antikérperfragment fusioniert.63 Der Anti-Rh(R)
Antikdrper wird zur Vermeidung einer Rhesusinkompatibilitat zwischen einer Rh Mutter und
ihrem Rh* Fetus verwendet. Der applizierte Antikorper markiert Rh+ Erythrozyten des Fetus
und sorgt fUr einen raschen Abbau, bevor es zu einer Sensibilisierung und Produktion eigener
Antikorper seitens der Mutter kommt. Die Produktion erfolgte in CHO Zellen bei der
anschlieenden Analysevia SDSPAGE wurde ein Gemisch von HexaHepta und Oktameren
beobachtet. Durch Vereinzelung der Zellen wurde ein Klon identifiziert der exklusiv Oktamere
sezerniert und fur die weiteren Experimente verwendet. Mit in vitro Assays wurde die
Funktionalitdt des Konstrukts durch die Agglutination von Erythrozyten verifiziert. Eine
immunogene Wirkung des Fusionsproteins wurde nicht nachgewiesen und die gesteigerte
Agglutination auf die erfolgreiche Oligomerisierung zuriickgefiihrt In einem Nebensatzvurde in
dieser Publikation bereits eine erhthte Stabilitdt angedeutet. Nach einer Lagerung fur 2 Jahre
bei 4 °C bzw. der einmonatigen Inkubation bei 37 °C war kein Aktivitatsvaubt des

Fusionsproteinsfeststellbar.

Ein Jahr spater wurde dasProduktionssystem von Oudin und Libyh et al. verwendet, um die
Produktion von Heterooligomeren auf Basis der C4B®ligomerisierungsdomane zu
untersuchens®s In dem verwendetenin vitro Modell sollte die Bispezifitat mit der Bindung bzw.
dem Abtransport von Immunkomplexen durch CRiDeposition auf CRidefizienten
Erythrozyten nachgewiesen werdenCRL1 fungiert als Kofaktor vorFaktor | beim Abbau von C3b
und C4b auf endogenen Zelloberflacherund attenuiert die Komplementaktivierung, ein
Rickgang der CR1 Abundanz wird mit dem Verlauf diverser Krankheiten assoziiedunéachst
wurde ein CRIC4BR Oligomer erzeugt und charakterisigt. Mit in vitro Assays wurde die
spezifische Bindung an C3lmpsonierte Erythrozyten und darauffolgende Inhibition der
Komplementkaskade gezeigtZiel dieser Arbeit war allerdings die gezielte Deposition von CR1
Rezeptoren auf CR1 defizienten ErythrozytenDie Sekretion von stochastisch verteilten
Heterooligomeren wurde hierbei durch die Kotransfektion von CHO Zellen mit scFV ARRh(D)-
C4BR und CRXC4BR erreicht. Die Bispezifitatder Proteine wurde mittels SPR und FACS
verifiziert. Die Funktionalitdét wurde des Weiteren mit einemin vitro Assay bestétigt, hierzu
wurden Erythrozyten mit Papain behandelt um einerseits CR1 von der Oberflache zu entfernen
und andererseits um die Rh(D)Epitope freizulegen. Radioaktiv markierte Immunkomplexe
wurden daraufhin Gber die gebundenen CR1/ scF¥Anti-Rh(D) C4BP Heterooligomere an den

Erythrozyten nachgewiesen.

Von Dervillezet al. wurde die Gterminale Oligomerisierungsdoméane desC4BPals Grundgeulist

zur Herstellung eines HIVVTherapeutikums eingesetzts¢ C46 ist ein antivirales Medikament zur

12
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Behandlung der HIVinfektion.”t Das Peptid wurde ausden Sequenzen der beiden HK
Therapeutika T20 und T1249 entwickdt.”2 73 Diese Peptide binden das Transmembranprotein
gp41 von HI\A1 und verhindern dadurch als Fusionsinhibitoren eineVerschmelzung des HIV
Virus mit der Wirtszelle.’4 Ihr Nachteil ist die gerige GrofRe und die damit geringen vivo
Halbwertszeit. T20 beispielsweise mussum seine antivirale Wirkung entfalten zu kdnnen
zweimal am Tag zu 100 mg verabreicht werder? Von Dervillez et al. wurden Fusionsproteine
unterschiedlicher Valenz (Mone, Di bzw. Heptamer) von C46 und der @erminalen
Oligomerisierungsdomanedes humanenC4BPa in HEK Zellenhergestellt und auf ihre antivirale
Wirkung untersucht. Monomere bzw. Dimere wurden durch den Austausch eines bzw. beider
Cysteinreste nach Glycin realisiertin vitro konnte mit zunehmender Oligomerisierung ebenfalls
eine zunehmende Persistenin Mause- bzw. Rattenplasmabeobachtet werden.In vivo liegt das
kritische Molekulargewicht (MW) eines Medikaments zwischen 20 - 40 kDa, da dies der
Ausschlussgrenze deNieren entspricht® Im Mausmodellkonnte zwar keine erhdhteantivirale
Aktivitat der Konstrukte nachgewiesen werden, jedoch konnte aufgrund dererhéhten
Serumstabilitdt eine verbesserte Verteilung beobachtet werdenDas in dieser Publikation
verwendete Plasmid pEHRESp wurde freundlicherwege von Dr. Ursula Dietrich (Georg

SpeyerHaus, Frankfur) fur die vorliegende Dissertation zur Verfligung gestellt.

Der Einsatz von Adjuvaaien bei einer Immunisierung ist oft erforderlich, dagereinigte Antigene
haufig nur schwach immunogen sind oderaufgrund ihrer relativ geringen GroéRe nur eine
geringe Serumstabilitdt/ Halbwertszeit aufweisen.Das Oberflachenprotein MSP3 (19 kDa) des
Merozoits aus dem Lebenszyklus vorPlasmodium yoeliiist ein schwaches Antigeré In
Kombination mit Freunds Adjuvans wurden mit diesem Antigen Nachtaffen @Aotug erfolgreich
gegen Malaria geimpft, sechs fir den Menschen zugelassene Adjuvanzien fuhterbei jedoch
nicht zu einem Impfschutz’? In der Arbeit von Ogun et al. wurde die Gterminale
Oligomerisierungsdomane desvlaus C4BPa (mC4BRa) als Adjuvans bei der Immunisierung von
BALB/c Mausen gegen Malariantersucht5® Zu diesem Zweckvurde MSP1g an die Cterminale
Oligomerisierungsdomanen vonmC4BRa fusioniert und in E. coli produziert. Mit MSPs-
mC4BPa geimpfte Mause waren in der Lage, eine normalerweise letal@osis von Parasiten zu
uberleben. Das Fusionsprotein mit demC4BPa-Oligomerisierungsdoméne induzierte allerdings
ebenfalls eine Immunantwort gegen das nativ zirkulierende C4BP des murinen
Komplementsystems.Bisher wurde davon ausgegangen, dastas endoge® Grundgerust nicht
als Fremdkorper identifiziert wird. 3 66 Mdglicherweis wurden aufgrund des bakteréllen
Produktionssystems und desdaraus resultierenden Fehlens jeglicher Gliykosylierung Epitope
freigelegt, die in den vorangegangen Arbeiten verborgen geblieben sirldm diesen Sachverhalt

weiter zu untersuchen wurden Fusionsproteine mit homologen Oligomerisierungsdoménen
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(G gallus, Hsapiensusw.) hergestelltund in vivoim Mausmadell Gberprift. Diese Experimente
fuhrten sukzessivezu einer Gterminal verkirzten (-7 AS)Chimare aus zwei G gallus C4BRa-
Oligomerisierungsdoméane (IMX313). Interessanterweise wurden durch die Verwendung von
MSP1.-IMX313 hohere Antikorpertiter gegen MSP1s aber nicht gegen die
Oligomerisierungsdomane deendogenenC4BPinduziert. In dieser Publikation wurde ebenfalls
gezeigt, dass die C4BBligomerisierungsdoméana nicht wie ein klassisches Adjuvans
funktioniert, sondern nur einen immunstimulierenden Effekt hat, wenn Antigen und
Oligomerisierungsdomane assoziiert vorliegen. Aufgrund signifikanter Unterschiede in den
beobachteten Antikorpertitern der untersuchten Oligomerisierungsdoménen (alles Heptamere)
gehen die Autoren évon aus, das neben Aviditatseffekten noch andere Mechanismen fir die
verbesserte Immunantwort verantwortlich sein missen, ggfdas Vorhandensein von 7Zell-
Epitopen. IMX313 wird von der Firma IMAXIO vermarktef laut Firmenhomepage
(http://www.imaxio.com/ ) befinden sich mehrere auf IMX313 basierende Vakzin@valaria, S.

aureus Influenza)in praklinischen Studien

In der Publikation von Spenceret al. 2012 wurde diese Fragestellungin zwei praklinischen
Modellsystemen untersucht Maus und Rhesusmakakeny8 Hierzu wurde an die
Oligomerisierungsdomane IMX313 dasMycobacterium tuberculosisAntigen 85A fusioniert.
Dieses Antigen war oder ist einHoffnungstrager bei der Entwicklung eines verbesserten
Impfschutzes gegen Tuberkulose, wobei jlingste Ergebnisse einer PhabeStudiedes MVAS5A
Vakzins allerdings fur Erntichterung gesorgt haber8 70 In Spenceret al. wurden Varianten des
modifizierten Vaccinia Ankara Virus (MVA)in CEFZellen amplifiziert, gereinigt und in den
beiden Modellsystemen untersucht.Hierbei konnte mit dem MVA85A-IMX313 Oligomer im
Vergleich zu demMVA-85A Monomer nach relativ kurzer Zeit (3 Tage) einedoppelt so hohe
Haufigkeit antigenspezifische T-Zellen (CD4 und CD8) beobachtet werden.Die gesteigerte
Immunantwort scheint ihren Ursprung nicht in einer erhfhten Teilungsrate der FZellen zu
haben, sondern in deren friilhen AktivierungDieser Effekt, vermuten die Autorenliegt in der
Erhéhung der dfektiven in vivo Antigendosis begriindet. Eine Oligomerisierung Uber die €
terminale Oligomerisierungsdoméne des C4BP wurde urspriinglich fir eine Verlangerung der
Serumhalbwertszeit eingesetzt. Mglicherweise flhrt sie (ber Aviditatseffekte zu einer
verbesserten Aufnahme deroligomerisieren Antigene durch APCs &ntigen presenting cedi).
AulRerdem konnte eine erschwerteVerarbeitung der Oligomere in den Lysosomen der APCs
darlber hinaus zu einer Verlangerung der Antigenprasentatiofeitragen.go In der Publikation
von Fabes et al. aus demselben Jahr wurde spekuliert, ob eine mit Antigenen funktionalisierte

Oligomerisierungsdoméane noch in der Lage istit C-reaktivem Protein bzw. Serum Amyloid P
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zu interagieren®  Mdoglicherweise liegt die immunstimulierende  Wirkung der

Oligomerisierungsdomane in der Interaktion mit diesen Pentraxinen begriindet.

Die Gterminale Oligomerisierungsdomane des humanen C4Bindeproteins sowie ihr
homologen und abgeleiteten Strukturen bieten somit ein vielseitiges Anwendungsspektrum.
Funktionen wie eine erhohte Serumstabilitat, Aviditat oder die Stimulation einer Immunantwort
durch Fusion an diese Oligomerisierungsdomane wurden bereits mehrfach beledie hier zu

Grunde liegenden Mechanismen sindedochnoch nicht vollstandig verstanden.

In den vorgestellten Publikationen wurden funktionalisierte C4BPVarianten hauptsachlich in
E.coli bzw. Zellkultur hergestellt. Eine Produktion in niederen Eukaryoten ist bis zum
erscheinen dieser Arbeit nicht beshrieben worden. Im folgenden Abschnitt wird ein
eukaryotisches Expressionssystem inYarrowia lipolytica vorgestellt. Im Zugeder vorliegenden
Arbeit sollte dieser niedere Eukaryot fur die Produktion von C4Basierenden Home bzw.
Heterooligomeren evaluiert werden. Aus diesem Grund wurde zunachst das
Sekretionsvermdgen dieser Hefe an drei in phylogenetischer Herkunft, Grof3e und Architektur

sehr unterschiedlichen Proteinen untersucht.
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1.4 Yarrowia ljpolytica

Die nicht-konventionelle Hefe Yarrowia lipolytica ist ein relativ junger Modellorganismus der
Molekularbiologie. Aufgrund einiger Besonderheiten birgt dieser Organismus allerdings ein
vielversprechendes Potentia) was sich in der stetig steigenden Anzahl jahrlich veroffentlichter
Publikationen widerspiegelt8! In dieser Arbeit wurde die Hefe in Bezug auf ihr Pantial zur
heterologen Proteinproduktion untersucht. Mit diesen Experimenten sollte abgeschéatzt werden,
ob sie sich ggf. als Produktionssystem flkomplexe Cystin-haltige Proteine eignet, zu denen
auch das C4BP gehdrim Folgenden wird die HefeY. lipolyica zunachst vorgestellt und im

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

Der GattungsnameYarrowia wurde 1980 in Anerkennung an David Yarrow eingeflihrgz: 83
Zuvor wurde diese Hefe bereitsin verschiedenen andere Gattungen eingeordnet Candida,
Endomycopsi®der SaccharomycopsitJnvereinbarkeiten wie beispielsweiseder positive Befund
im UreaseTest, ein vergleichswiese hoher GGCGehalt (49,5-50,2%) sowie das Vorhandensein
von Galaktose in @ér Zuckerzusammensetzungler Hefezelle fihrten letztendlich zur Einfihrung
der neuen GattungYarrowia.82 84 85 Der Speziesnamdipolytica beschreibt die sehr effiziente
Fahigkeit dieserHefe zur Hydrolyse von Lipiden. Yarrowia lipolytica ist in der Lage ein breites
Spektrum an hydrophoben Substratenals Kohlenstoffquellezu nutzen (Alkane, Fettsauren und
Ole). Daher findet man sie leispielsweise auf lipid- und proteinhaltigen Nahrungsmitteln aber
auch im Erdboden, Abwasser oder dlverschmutztem Erdreickf Des Weiterenwurde Yarrowia
ebenfalls in marinen und hypersalinen Habitaten isoliert” Die Anpassung an die Umsetzung
hydrophober Substrate kann zu einer Akkumulation von Lipiden von bis zu 40% der
Trockenzellmassefiihren, aus diesem Grund wirdYarrowia auchzur Gruppe derélhaltige Hefen
gezahltsé Die beiden Kreuzungstypen werden MATA und MATB genanmt, lipolyticaist obligat
aerob und in der Regel bei Temperaturen tber 32 °C nichnehr lebensfahig.Als dimorpher Pilz
kommt sie unter normalen Kulturbedingungen (YPD) in einer Mischung aus Hefezellen und
kurzen Myzelien vor (Abb. 4). Die Sauerstoffkonzentration, pHWert sowie Kohlenstoff und

Stickstoffquelle beeinflussen hierbedie Morphologies?
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Abb. 4: Mikroskopische Aufnahme der nicht-konventionellen Hefe Yarrowia /lijpolytica. Beide Formen der
dimorphen Hefe sind zu erkennen.

Traditionell wird Y. lipolyticain die Gruppe der nichtkonventionellen Hefen eingeordne®? In
dieser Gruppe werden praktisch #e Hefen zusammengefasstdie nicht mit den beiden
etablierten Hefen Saccharomyces cerevisiagnd Schizosaccharomyces pomlsssoziiert sind.
Andere nicht-konventionelle Hefen sind zB. Kluyveromyces lactisund Pichia pastoris 2004
erfolgte die Sequenzieung des Genoms vonYarrowia lipolytica und unterstrich ihre
phylogenetische Sonderstellung.Y. lipolytica hat sich demnach durch mehrere evolutive
Ereignisse von S. cerevisiaeaber auch von anderen nichkonventionellen Hefen entfernt 9!
Durch das stetige Interesse an diesem Organismus hatich Y. lipolytica in den vergangenen
Jahrzehnten zu einem Modellorganismus mit vielseitigen Einsatzmoglichkeiten in der
Grundlagenforschung entwickelt und Verwendung in unterschiedlichen molekularbiologischen
und industriellen Anwendungen gefunderf! Die nicht pathogene Hefe hat fir diverse
industrielle Herstellungsprozesse wie die Produktion von Futtermittel (Einzellerprotein),
Zitronenséaure und g-Decalacton(Pfirsicharoma) den GRAS Statugrhalten (generally regarded

as safg.88

Im Vergleichzu anderen Hefen verflgtYarrowia lipolytica Uber ein sehr leistungsfahigesSystem
zur Proteinsekretion.?2 Je nach Umgebung werden zum Teil gro3eevigenendogene Enzyme
sekretiert, bspw. alkalische odersaure Proteasq AEP/ AXP) Lipasen, RNase oder Phosphatageé.
Das XPR2 Gen codiert hierbei fur die AEP, damt 1 7 2 g/L am starksten sekretierte Yarrowia
Protein.?3 Trotz eher komplexerInduktion (pH lber 5,5, Kohlenstoff- und Stickstofimangel, volle
Induktion erst bei hohen Pepton Konzentrationen)vurde dessenPromotor (pXPR2 in den 90er
Jahrenfur die heterologe Proteinproduktion in Yarrowia verwendet. Beispielsweise wurde mit
dem AEP Promotor und dessen Signalsequenz die Sucrdseertase (SUC2) aus. cerevisiaén

Y. lipolytica produziert.®4 Aus diesen Experimenten resultiete die Etablierung von SUC2 als
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Selektionsmarker, da Yarrowia normalerweise Sucrose nicht als einzige Kohlenstoffquelle

nutzen kann.

Die ndhere Untersuchung dempXPR2Region offenbarteupstream activator sequence@JAS)und
fuhrte in Kombination mit dem eher schwachenLEU2Promotor (pLEU2 zu sehr starken quasi
konstitutiven synthetischen Promotoren wie zum Beispiel dem Hybridpromotor hp4d 95 In
Folgearbeiten wurde der Einfluss von UASWNiederholungen auf die Séarke der
Hybridpromotoren erkannt und weiterentwickelt. Aus den Kernbereichen der hp4d undTEF
Promotoren (Translation elongation factor EFLa) und unterschiedlich vielen Wiederholungen
von UAS1BSequenzen wurde eine ganze Reihgerschieden starker Promotoren erstellt, unter

denen sich auch der starkste bis jetzt beschriebené lipolyticaPromotor befindet.26

Mit der Entwicklung von stabilen genetischen Markern und der Etablierung von
molekularbiologischen Arbeitsmethoden wurden auch fiir die heterologe Proteinproduktion
optimierte Yarrowia-Stamme etabliert 97 98 Bereits Mitte der 90er wurden erste AEP Stamme
erzeugt. Etwa funf Jahre spaterwurde mit Polf ein Stamm hergestellt, der keine endogenen
extrazellularen Proteasen (AEPund AXP) mehr sekretiert.9 Sehr viel Pionierarbeit bei der
Erforschung und Optimierung der Proteinproduktion wurde mit den endogenen Lipasen und
hier vor allem der Lipase Lip2 gkeistet.?®: 100 Mit chemischer- und U\AMutagenese sowie durch
Mehrfachintegration von Lip2 Kopienin das Genom vonYarrowia wurde die Sekretion der

Lipase gesteigerf.01-104

Als Resultat all dieser Fortschritte wurden in den vergangenen 2ahrzehntenDutzende sehr
unterschiedliche Proteine mit zum Teil industriellem Anwendungspotential heterolog in
Yarrowia produziert: Endo-b-1,4-Mannanase (Aspergillus aculeatug;%s a-Amylase Qryza
sativa);196 sechs verschiedeHydrolasen (versch. Pilzep? FXllla (H. sapieny%” um nur einige zu

nennen.

Zurzeit werden Bestrebungen unternommen Stamme mit einem humanisierten
Glycosylierungsmuster zu erzeugenn ersten Experimenten wurde bereits das humane Enzym
Glucocerebrosidase entweder mit einem homogenen MansGIcNAe oder MarsGIcNAG
Glycosylierungsmuster produziert1o8 Dieses Enzymwird seit 1994 von Gerzyme (Sanofi) in
CHO Zellen hergestellt und unter dem Namen Cerezyme zur Behandlung der seltenen Gaucher

Krankheit vertrieben.

Es lasst sich msammenfasend feststellen, dass mittlerweile eine ganze Reihe von
unterschiedlichen Yarrowia Stdmmen und Plasmiden fur die heterologe Proteinproduktion zur
Verfigungsteht. Mit dem YLEX Expression Kit (¥astern biotech co,.Ltd) ist seit einigen Jahren

bereits ein kommerziell erhaltliches Y. lipolyticaExpressionssystemauf dem Markt Durch das
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stetige Interesse an der nichikonventionellen 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 Akitigten der
drei Modellproteine MCoTI, TrypVHH und Goase M1 als Lip2p Fusionsproteine in der Hefe
lipolytica. Die Lipase Lip2p sowie die dreiFusionsproteine sind inAbb. 5 im selben Maf3stab

dargestellt. Im Folgenden werden die untersuchen Fusionsprotemvorgestdllt.

- Linker - ¢

[ R )
~
Name: Lip2p MCoTI Tryp-VHH Goase M1
PDB-Code: 300D 1HA9 1YC7 2WQs
Aminoséduren: 346 31 120 639
Molekulargewicht [kDa]: 37,9 3,3 13,1 68,5
Disulfidbriicken: 4 3 2 2

Abb. 5: Uberblick der mit Y. /jpolytica als Lip2p Fusion produzierten Proteine: MCoTl, Tryp-VHH und Goase M1.
Unter der jeweiligen Kristallstruktur sind Name, PDB ID, Anzahl der AS, Molekulargewicht sowie die Anzahl der
Disulfidbriicken aufgefiihrt. Der Abstandhalter zwischen Lip2p und den Zielproteinen besteht aus einem 6His-
Epitop, Hexapeptid Abstandhalter und einer TEV-Protease-Erkennungsstelle (Aminosaureabfolge des Linkers, die
TEV-site ist unterstrichen, Position P1" ist durch einen Bindestrich abgetrennt: GHHHHHHMDSPDLENLYFQ-S). Die N-
Termini sind in Rot, die C-Termini in Blau und die Disulfidbriicken in Gelb hervorgehoben. (Modifiziert nach
Hofmeyer et a/. 2013b'%)

Das Miniprotein MCoTlist ein Vertreter einer gro3en Familie von Trypsin Inhibitoren aus
Klrbisgewéachsent1o 111 Diese Peptide bestehen lblicherweise aus ca. 30 Aminosauresind
zyklisch oder offenkettig und besitzen eine konservierte Disulfidbrickenverknipfung, die auch
als Pseudoknotenmotiv bekannt ist12  Aufgrund ihrer aufRergewdhnlichen Stabilitat,
Verflgbarkeit, chemisch und rekombirant sowie einer hohen Toleranz gegentber
Sequenzveranderungen hat sich diese Gruppe von Molekilen zu einer wertvollen Quelle von

Grundgertsten fur die Pharma und Wirkstoffforschung entwickelt.113: 114 Die hier verwendete
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Variante stammt aus einer von Bernhard Glotzbach durchgefihrten

Bibliotheksdurchmusterung.115

Bei dem zweiten Zielprotein, dem TrypVHH (Trypanosoma binding variable heavy chain of a
heavy chainantibody) handelt es sich um ein gut charakterisiertes Antikorperfragmenté Diese
schwere Kette einesKameliden-Antikdrpers erreicht aufgrund ihrer relativ geringen Grol3e
konservierte Kohlenhydrat-Epitope an der Basis deVSGs(variant surface glycoproteij von
Trypanosomen Diese Gruppe von Antikérperfragmenten zeichnet sich durch en
vergleichsweise geringe Gréf3e bei gleichzeitig guten Bindeeigenschaffén 118 Loslichkeit und
Thermostabilitdt aus!!® Diese Eigenschaften machen die Klasse der VHHs ebenfalls zu

vielversprechenden Werkzeugen in der modernen Molekularbiologi&o: 121

Goase ist ein glykosyliertes Proteinwelches die Oxidation diverser pimérer Alkohole zu
Aldehyden katalysiert. Im aktiven Zentrum enthalt das Enzym Kupfer (II) und wird von diversen
Pilzen sekretiert122125 Das Enzym Goase hat viele biotechnologische Anwendungen gefunden,

beispielsweise als Biosensot?6:127 in der chemischen Synthesé8 und in der Diagnostik129-131

Diese Proteine wurden aus mehreren Grinden zur Evaluation de¥arrowia lipolytica
Expressionssystems ausgewdahlt. Zum einen sind alle drei Vertreterow interessanten
Proteinklassenfur die noch keine Produktion in diesem Expressionssystem beschrieben wurde.
Des Weiteren decken sie in Kombinatioein Molekulargewicht zwischen3,3 kDa und 68,5 kDa
ab, bei einer annahernd konstanten Anzahl von 2 bis 3 Disulfidbriicken. Dartiber hinaus kann die
korrekte Faltung von allen mit individuellen Assays Uberpriift werdenAssaysin denenjeglicher
Aktivitat, egal ob Inhibition, Bindung oder Enzymakiitat, eine korrekte Faltung und

Disulfidverbriickung vorrausgenht.
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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 Oligomerisierungsdoméne des humanen C4Bindeproteins. AuRerdem soll die
Mdglichkeit zur chemischen  und rekombinanten Funktionalisierung der
Oligomerisierungsdoméane experimentell untersucht werden, um eine Alternative bzw.
Erweiterung zu bereits etablierten Konjugations und Oligomerisierungsmethoden darzustellen

Die Zielsetzung der vorliegenderirbeit gliedert sich wie folgt

Auflésung der Kristallstruktur der hC4BP Oligomerisierungsdoméane und
Charakterisierungder Struktur.

Il. Aufbauend auf | soll eine Charakterisierung der Oligomerisierungsdoméne im
Hinblick auf Stabilitdt und Toleranz gegeniber Modifikationen erfolgen

Il. Evaluation eines Expressionssystems in der Hefgarrowia lipolytica als mogliche

Quelle zur Synthese ataktiver Fusionspartner.
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2 Material

2.1 Organismen

2.1.1 Escherichia coli
B834 (DE3) 132 (Merck Millipore)

F ompT hsd&rs mg) gal dcm met(DE3)

BL21 (DE3) (life technologies)

Fz ompT hsdSB(rBz, mB?) gal dcm(DE3)

DH5a133:134 (Invitrogen)

Fz 13 80lacZ3M15 3(lacZYAargF) U169recAl endAl hsdR17 (rKz, mK+) phoA supE441z thi-1
gyrA96 relAl

Origami (DE3) 135 (Merck Millipore)

3(ara-leu)7697 slacX74 3phoA Pvill phoR araD139 ahpC galE galK rp&liaer lacla pro]
(DE3)gor522::Tnl0 trxB (KanR, StR, TeR)

Rosetta (DE3) (Merck Millipore)

FompT hsd&(rg mg?) gal dcm(DE3) pRARE (Ca®

3 ( O EAEIANEBS X

F" lac, pro, laclQ/ 3(ara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::Tgenel3(phoA)Pvull phoR ahpC* galE
(or U) galKlatt::pNEB3rl1-cDsbGSped, lacld) 34rxB rpsL15QStrR) agor 3{(malF)3

Topl0 (Invitrogen)

Fz mcrA 3(mrr-hsdRMSmcrBC) I3 80lacZz3M15 3lacX74 recAl araD139 3(ara leu) 7697 galU
galKrpsL (StrR)endAl nupG
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XL10-Gold (Stratagene)

endAl gIinV44 recAl thil gyrA96 relAl lac Htea(mcrA)183 a(mcrCB-hsdSMRmrr)173 tetR
F'[proAB lacliZzzM15 Tn10(TetR Amy CnR)]

2.1.2 Yarrowia lipolytica
Po1f95: 137
MatA,leu2-270, ura3302, xpr2322, axp2

Phénotyp: Leu-, Ura, YAEP YAXP, Suc:keine Sekretion vonextrazellularen Proteasen

2.2 Plasmide
Ndel Neol Notl
Xbal
Lac Op
T7-Prom
AmpR
pET32a Trx C4BP wt
6064 bp
Lac |
Col E1 ori

Abb. 6. Genetische Karte des Plasmids pET32a Trx C4BP wt. Die funktionelle Orientierung der genetischen
Elemente wird durch die Pfeilrichtungen angegeben. T7-Prom: T7-Promotor, Lac Op: Lac-Operon, Trx: Thioredoxin,
6His: Hexahistidin-Epitop, TEV: Erkennungssequenz der TEV-Protease (ENLYFQ-S), C4BP: C-terminale
Oligomerisierungsdoméane der a-Kette des humanen C4b-Bindeproteins (Aminosauren: 540 - 597), AmpR: b-
Laktamase kodierende Sequenz, Col E1 ori: Replikationsursprung, Lacl: Lac-Repressor. Des Weiteren sind die
Restriktionsschnittstellen der Enzyme: Xbal, Ndel (2x), Msd, Ncol, Noti und Xhol eingezeichnet.

Derivate: Wt, YTrx, 4x Gterm verkirzte Varianten, 2x Nterm verkiirzte Varianten, M2A M6A,
M2A M6A c50, E570Q, E577Q, E570Q E577Q, GdBRd C4BM 191-261. Des Weiteren wurde
mit der Plasmid Variante pET32a-Trx-FimFturboGFP von Marc Jakuszeit gearbeitet.
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Hindlll

Clal

pGEM T Lip2p
4561 bp

Insert

Col E1 ori

Abb. 7: Der Subcloning Vektor pGEM T Lip2p wurde freundlicherweise vom Kooperationspartner aus Studafrika
zur Verfligung gestellt und fiir die Klonierung der Lip2p-Fusionsproteine verwendet (siehe Derivate). Lip2p:
codierende Sequenz der Y. /ipolytica endogenen Lipase Lip2p, Insert: kodierende Sequenz eines synthetischen
Konstrukts (Erythropoetin: 534 bp, diente hier lediglich als Platzhalter), Lac OP: Lac-Operon, Col E1 ori:
Replikationsursprung, AmpR: codierende Sequenz des Ampicillinresistenz vermittelnden Enzyms b-Laktamase, F1
ori: Replikationsursprung des F1-Phagen, LacZa: Fragment der b-Galactosidase. Des Weiteren sind die zur
Klonierung relevanten Restriktionsschnittstellen: Hindlll, C/al und AvrAl eingezeichnet.

Derivate: hAIDsc, TrypVHH, MCoTl, Goase M1

24



Material

Hindlll

26S rDNA
ura3d4

Notl

pKOV410
6352 bp
Kan

Clal

26S rDNA

Notl

Abb. 8: Der Vektor pKOV410 dient der Integration von DNA Sequenzen in das Genom von Yarrowia ljpolytica.
Uber die Schnittstellen Hind/// und Avr// wurden in der vorliegenden Arbeit die Sequenzen der Lip2p
Fusionsproteine in den Vektor eingebracht. Sp6: RNA Polymerase Promotorsequenz, Term:
Transkriptionsterminator, 26S rDNA: DNA-Sequenz der grof8en ribosomalen Untereinheit firr die Integration in das
Yarrowia Genom, Kan: codierende Sequenz fir das Kanamycin-Resistenz vermittelnde Enzym Neomycin
Phosphotransferase II, ura3d4: mutiertes URA3 Allel erlaubt die Identifikation von multiplen Integrationen, hp4d:
Hybridpromotor mit 4 UAS1B Kopien in direkter Orientierung. Vor der Integration wurde der Vektor mit Not/
linearisiert. Das Plasmid pKOV410 wurde freundlicherweise von S. I. Bulani (CSIR, Pretoria, Sldafrika) zur
Verfligung gestellt.

Derivate: hAIDsc, TrypVHH, MCoTl, Goase M1

2.3 Oligodesoxyribonukleotide

Tabelle 3: In der folgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgefiihrt. Die
Oligonukleotide sind nicht alphabetisch sondern projektbezogen gruppiert.

C4BPwt M2A M6A

Bglll TEV C4bp up 5'-GCGCGCAGATCTGGAAAACCTGTACTTCCAGTCCGCCGGCGCGCACGCCGGGTG
GGAGACCCCCGAAGGC-3'
C4bp Xhol lo 5'-GCGCGCCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGAATTCTTAGATTAGTTCTTTATC-3'

C4Bm Oligomerisierungsdoméne solitar (r ekursive PCR

5'-GGAAACTGATTCAGGAGGCCCCTAAACCGGAATGCGAGAAAGCGTTACTCGCC
C4bpB 1 up TTCCA-3’

5-CTGCATAAAGTTTTCCATTGCTTCACAAAGATTCTTTGACTCTTGGAAGGCGAGT
CdbpB 2 lo AAC-3’

5'-GAAAACTTTATGCAGCAGTTGAAAGAAAGCGGCATGACGATGGAAGAACTGA
CdbpB 3 up AGTATT-3"
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C4bpB 4 o 5-TTACAGCAGTTTCGCTTTCAGTTCGGCTTTCTTCAGTTCTAACGAATACTTCAGTT

CTT-3'
C4bpB 5 end up 5-GCGCGCCCATGGGGAAACTGATTCAGG-3'
C4bpB 6 end lo 5-GCGCGCCTCGAGTTACAGCAGTTTCGC-3'

C4BM komplett: Oligomerisierungsdomane mit 3 CCPs

5'-GCGCGCAGATCTGGAAAACCTGTACTTCCAGTCCATGTTCTTCTGGTGTGCGTGC

C4bpB Bgl Il gene up TGT-3'

C4bpB gene Xho | lo 5-GCGCGCCTCGAGTTACAACAA GC-3'

Cterminale Verkirzung von C4BPa Oligomerisierungsdoméane wt

C4bp 54 lo 5-GCGCGCCTCGAGTTAGTCTCTCTGTAGTTCCAG-3’
C4bp 50 lo 5-GCGCGCCTCGAGTTATTCCAGTTGTTCAATTTC-3'
Cdbp 45 lo 5-GCGCGCCTCGAGTTATTCCAGAGACAGCTTATA-3’
Cdbp 38 lo 5-GCGCGCCTCGAGTTACTCCAGGGCCATTTTCAC-3"

N-terminale Verkirzung von C4BPyC1 5

TEV lo 5-GGACTGGAAGTACAGGTTTTC-3’
el nativo up 5-GAAAACCTGTACTTCCAGTCCTGGGAGACCCCCGAAGGC-3’
el gnomo up 5-GAAAACCTGTACTTCCAGTCCTGTGAACAAGTGCTCACAGG-3’

Punktmutationen zur Untersuchung der internen stabilisierenden Ringe

E570Q up 5'-CCCTGCAGGTATATAAGCTGTCTCTGGAAATTGAACAAC-3
E570Q lo 5-GCTTATATACCTGCAGGG CCATTTTCACATCCTCTGGG-3’
E577Q up 5'-CTGTCTCTGCAAATTGAACAACTGGAACTACAGAGAGAC-3’
E577Q lo 5'-GTTCAATTTGCAGAGACAGCTTATATACCTCCAGGGCC-3"
E570Q E577Q lo 5-GTTCAATTTGCAGAGACAGCTTATATACCTGCAGGGCC-3"
Trx AS 91-96 up 5-AAAGTGGGTGCACTGTCT-3"

C4BRa Mutanten: Deletion/ Verschiebung von C14; Verlangerung von Helix H1 um eine Windung

Cdbp wt C14A up 5 TGGGAGACCCCCGAAGGCGCGGAACAAGTGCTCACAGGC-3'

C4dbp wt C14A lo 5-GCCTGTGAGCACTTGTTCCGCGCCTTCGGGGGTCTCCCA-3’

Cdbp wt C14A V17C up 5 TGGGAGACCCCCGAAGGCGCGGAACAATGCCTCACAGGCAAAAGACTC-3'
Cdbp wt C14A V17Clo 5'-GAGTCTTTTGCCTGTGAGGCATTGTTCCGCGCCTTCGGGGGTCTCCCA-3'
C4dbp wt VLT xtend up 5-CCCGAAGGCTGTGAACAAGTGTTGACCGTGCTCACAGGCAAAAGACTC-3"
C4dbp wt VLT xtend lo 5-GAGTCTTTTGCCTGTGAGCACGGTCAACACTTGTTCACAGCCTTCGGG-3'
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C4dbp wt TAA Xhol lo

5-GCGCGCCTCGAGTTAGATTAGTTCTTT-3"

tGFREXNINtN

Ncol 6His tGFP up

tGFP Int°Ex¢ Hindlll lo

5-GCGCGCCCATGGGGCACCATCATCACCACCATATGGAATCTGATGAAAGC-3'

5-GCGCGCAAGCTTACGCCAGCGAAATCAGAGAATCGCCAGAGATACAGCCAGAT
TCTTTCTTTTCTTCACCGGCATCTGC-3'

Proteinproduktion in  Yarrowia lipolytica

hAID-Sc Gly up

PGEM-TLip hAID-5c lo

Goase Gly up

PGEM-TLip Goase lo

MCoTI Gly up

PGEM-TLip MCoTl lo

VHH-Tryp Gly up

PGEM-TLip VHH-Tryp lo

5'-GCGCGCATCGATGGACACCATCACCACCACCACATGGACAGCCCAGATCTGGAA
AACCTGTACTTCCAGTCCATGGACTCATTATTGATG-3'

5'-GCGCGCCCTAGGCTATTACAAACCCAAGGTTCTAAA-3'

5'-GCGCGCATCGATGGACACCATCACCACCACCACATGGACAGCCCAGATCTGGAA
AACCTGTACTTCCAGTCCGCCTCCGCACCTATCGGT-3'

5'-GCGCGCCCTAGGCTATTACTGAGTAACGCGAATCGT-3'

5'-GCGCGCATCGATGGACACCATCACCACCACCACATGGACAGCCCAGATCTGGAA
AACCTGTACTTCCAGTCCTGGGGTGTTTGCCCGAAG-3'

5'-GCGCGCCCTAGGCTATTACGAGCCGCAGTAACCATT-3'

5'-GCGCGCATCGATGGACACCATCACCACCACCACATGGACAGCCCAGATCTGGAA
AACCTGTACTTCCAGTCCATGGGCGACGTTCAACTG-3'

5'-GCGCGCCCTAGGCTATTAACTTGAAACTGTAACCTG-3'

Sequenzieroligos

Pagl Thrombin S-tag TEV up
T7-Promoter up
T7-Terminator lo

pPJET up

pJET lo

Lip2 Seq up

Lip2 end Seq up

pKOV-F

pKOV-R

5'-GCGCGCTCATGAGTGGTTCTGGCCATATGCACCA-3’

5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

5'-TAGAGGCCCCAAGGGGTTAT-3'

5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’

5-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3'

5-AAGCTTTCCACCATCCTTTTCACAGCC-3'

5-TCTGCTCCAGCAGGTCAATG-3'

5'-GTTTGCCAGCCACAGA-3’

5'-CGATATTCATTTATTAAAGTA-3’
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2.4 DNA-Langenstandards & Protein-Molekulargewichtsmarker

Lambda DNAEca471 (Avall) Marker, 13 (Fermentas)

36 Fragmente (in bp): 8126, 6555, 6442, 3676, 2606, 2555, 2134, 2005, 1951, 161420, 1284,
985, 974, 894, 597, 590, 513, 511, 433, 398, 345, 310, 308, 272, 242, 215, 881,73, 67, 45, 42,
32, 29, 23

/o' ATA261 AOA 51 O0A , i xtodskirgmentss) ! , AAAAOR

11 Fragmente (in bp): 300, 200, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 20, 18,

I o AT A201 AOA p nntABto-Gse(FermekaB)AAOh OAAAU

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

1 kb DNA ladder (NEB)

10 Fragmente {n kb): 10, 8,6, 5,4, 3,2,1,5,10,5

Unstained Protein Molecular Weight Marke(Fermentas)

7 Fragmente (in kDa): 116 (Beta-Galactosidase, E. coli), 66,2 (Rinderserum-Albumin,
Rinderserum), 45(Ovalbumin, Huhnereiweil3), 35(Lactat-Dehydrogenase, Schweinemuskel), 25
(RE Bsp98I.E.coli), 18,4 (Beta-Lactoglobulin, Kuhmilch), 144 (Lysozym, Hihnereiweil)

0ACA201 AOA 0OAOOAET AA 0071 OAET , AAAAO j &AOI AT OA«

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

Prestained ProteinMarker, Broad Range&’-175 kDa (NEB

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

Chemikalie

Hersteller

2-Propanol
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)Rotiphorese Gel 30
Agar

Ammoniumacetat

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Dinatriumsalz

Bacillol plus

Chill-out 14 Liquid Wax
Chloramphenicol

Chloroform

D(+)-Saccharose
di-Kaliumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

dNTP Set

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
Essigsaure

Ethanol, 96%

Glycerin

Guanidinhydrochlorid
Guanidinhydrochlorid, ultra pure
Harnstoff

Hefeextrakt

High Resolution Agarose
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycin

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chem. GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Int. Biotechnologies Inc. New Haven (USA)
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
MJ Research, Cambridge, MA (USA)
Sigma-Aldrich Chem. GmbH, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
MP Biomedicals, Carlsbad, CA, USA
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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Chemikalie

Hersteller

Magnesiumchlorid

Methanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
p-Nitrophenyl Phosphate (pNPP)

Salzsaure, mind. 37%, rauchend
L-Selenomethionin (SeMet)

SDS ultra pure

Tetracyclin

TRIS

Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut

Struktol J 673

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chem. GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chem. GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Schill + Seilacher chem. Spezialitdten, Hamburg

Sigma-Aldrich Chem. GmbH, Steinheim

2.6 Enzyme und Proteine

Tabelle 4: In der folgenden Tabelle sind die Hersteller der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Proteine

aufgelistet (Antikorper, Eichproteine, Polymerasen).

Enzyme und Proteine

Hersteller

Restriktionsendonukleasen, Taq DNA Polymerase, T4-
DNA-Ligase

Restriktionsendonukleasen, Phusion DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Gel Filtration Low Molecular Weight (LMW) Calibration
Kit

Taq Polymerase, Phusion Polymerase, TEV-Protease

Anti-Maus-lgG-Alkalische Phosphatase Konjugat
(polyklonal, Ziege)

Anti-Penta-His-Alexa-Fluor 488 Konjugat

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

Boehringer Mannheim GmbH

GE Healthcare (Little Chalfont, BUC, UK)

In house

Sigma Aldrich GmbH (Steinheim)

Qiagen GmbH (Hilden)
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2.7 Kits

Tabelle 5: In der folgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Kits und ihre Hersteller aufgelistet.

Produkt

Hersteller

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

PureYield™ Plasmid Minjprep System
GoTaq® Hot Start Polymerase kit

CloneJET™ PCR Cloning Kit

Zyppy™ Plasmid Minijprep Kit
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

Promega (Fitchburg, WI, USA)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

ZYMO RESEARCH (Irvine, CA, USA)

2.8 Losungen und Puffer

Name

Inhaltsstoffe

Alkalische Phosphatase Reaktions-Puffer

Ammoniumacetat-Stammlésung zur DNA - Fallung
Ampicillin-Stammlésung

Anodenpuffer BN-PAGE (10x)

Anodenpuffer fiir SDS-PAGE nach Schagger
APS-Stammlésung

BCIP-Losung

Blocking-Puffer
Chloramphenicol-Stammlésung

Coomassie-Farbeldsung fur SDS-PAGE

dNTP-Mixtur (MBI Fermentas GmbH)
Ethidiumbromid-Stammldsung (10x)
Fermenter Base

Fermenter Saure

Fermenter Antifoam

100 mM Tris-HCl pH 9,0
100 mM Nacl
50 mM Mgcl,

7 M Ammoniumacetat in Wasser

100 mg/mL Ampicillin (Na-Salz) in Wasser, steril filtriert
0,5 M Bis-Tris pH 7

2 M Tris-HCl pH 8,9

10% (v/v) APS in Wasser

50 mg/mL BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat-p-
Toluidinsalz) in 70% (v/v) Dimethylformamid

3% (w/v) Milchpulver in PBS-Puffer
25 mg/mL Chloramphenicol in 96% (v/v) Ethanol

Losung A: Coomassie R-250 0,7% (w/v) in Ethanol
Lésung B: Essigsaure 20% (w/v)

Je 10 MM dNTP (N =A, C, G, T) in Wasser
10 mg/mL Ethidiumbromid in Wasser

1 M NaOH

1M Hd

1:10 Struktol in H,O, vor Gebrauch autoklaviert
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Name Inhaltsstoffe

Hoechst-Puffer 8 M Harnstoff
200 mM Tris-Base
200 mM DTT
2% (w/v) SDS
0,15 mM Bromphenolblau

Hoechst-Puffer ohne DTT (siehe Hoechst-Puffer)

IMAC-A Puffer 100mM Nacdl
100 mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 8,0

IMAC-B Puffer IMAC-A-Puffer plus 1 M Imidazol pH 8,0
IPTG-Stammldsung 0,5 M bzw. 1 M IPTG in Wasser, steril filtriert
Kanamycin-Stammlésung 75 mg/mL Kanamycin in Wasser, steril filtriert
Kathodenpuffer BN-PAGE 50 mM Tricine

15 mM Bis-Tris pH 7
0,02% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G

Kathodenpuffer fiir SDS-PAGE nach Schagger (10x) 1 M Tris-Base
1 M Tricine
1% SDS (w/Vv)
Lammli-Puffer (Laufpuffer fiir die SDS-PAGE) 25 mM Tris-HCI
200 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

NBT-Stammlésung 75 mg/mL NBT (Nitroblaute-Tetrazoliumchlorid) in
70% (v/v) Dimethylformamid
PBS-Puffer 140 mM Nadl
10 mM KCl
6,4 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,
PH 7,4 mit NaOH bzw. HCl einstellen

PBS Tween-Puffer PBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20
PNPP-L6sung 1 mg/mL in alkalische Phosphatase Reaktions-Puffer
Sammelgelpuffer fiir SDS-PAGE 1,25 M Tris-HCl pH 6,8

10% SDS Stammlésung, 10% (w/v) SDS in H,O

Sucrosefarbmarker 60% (w/v) Sucrose
0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1% (w/v) Xylencyanol FF in 1x TAE
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Name

Inhaltsstoffe

TAE-Puffer (50x)

Taq 10x Puffer (MBI Fermentas GmbH)

Tetrazyklin Stammldsung

TEV-Protease Reaktionspuffer mit/ ohne EDTA (10x)

TFB1

TFB2

Trenngelpuffer fir SDS-PAGE (Lammli)

Western Blot-Transferpuffer

2 M Tris-Acetat
50 mM EDTA

100 mM Tris-HCl pH 8,8

500 mM KClI

0,8% (v/v) Nonidet P40

10 pL/mL Tetrazyklin in 70% (w/v) Ethanol, bei -20 °C
lagern

500 mM Tris-HCl pH 7,5

1,5 M Nacl

5 mM EDTA

30 mM Kaliumacetat

10 mM CaCl,

50 mM Mncl,

100 mM RbCl

15% Glycerin, der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf
5,8 eingestellt und die Lésung mit einem 0,2 um Filter
steril filtriert.

10 mM MOPS

75 mM CacCl,

10 mM RbCl

15% Glycerin, der pH-Wert der L6sung wurde mit KOH
auf 6,5 eingestellt und die Lésung mit einem 0,2 um
Filter steril filtriert

1,875 M Tris-HCl pH 8,8

25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

Alle Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit monoddartem H,O

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

verwendet (siehe Herstellerangaben).
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2.9 Nahrmedien

Name Inhaltsstoffe

dYT-Medium (double concentrated Yeast 1% (w/v) Hefe-Extrakt
Trypt alil . .
ryptone medjum) 1,6% (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut

0,5% (w/v) NaCl

LB-Medium (Lysogeny Broth-Medium) 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
1% (w/Vv) Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut

1% (w/v) NacCl

M9-Mnimalmedium, Basismedium 1 gNH,CI
3 gKH,PO,
6 g Na,HPO,*7 H,0

mit H,O auf 900 mL auffillen und autoklavieren

M9-Minimalmedium, Supplement 22 g Glucose*H,0
0,61 g MgSO,* 7 H20
11,2 mg Thiamin « HCI
10,4 mg Fe,(50O,)3+H20
50 mg SeMet
mit H,O auf 100 mL auffiillen, steril filtriere und dem Basismedium
hinzufligen
YNB-Nc 0 1,7 /L yeast nitrogen base ohne Aminosauren und
Ammoniumsulfat
10 g/L Glucose
5 g/L Ammoniumsulfat
(oder 6,7 g/L yeast nitrogen base ohne Aminosauren 10 g/L
Glucose)
YNB-casamino Selektivplatten 0,17% yeast nitrogen base ohne Aminosauren und
Ammoniumsulfat
1% Glucose
0,1% casamino acids

0,1% Natriumglutamat

Die Nahrmedien wurden vor Gebrauch zur Sterilisation 20min bei 121 °C autoklaviert. Zur
Herstellung von AgarPlatten wurde vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar-Agar (Roth) zu
den entsprechenden Medien gegeben. Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren aus
Stammldsungen bis zu einer Endkonzentration von 25ng/L Chloramphenicol, 100 mg/L

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

Hersteller

Gerat

Analytik Jena AG, Jena

American National Can., Chicago, USA
Bandelin electronic GmbH, Berlin
Bender & Hobein, Zlrich, Schweiz

BioRad, Miinchen

Brand, Wertheim
B. Braun Melsungen AG, Berlin

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Gilson, USA
C. A. Greiner & S6hne, Niirtingen

Heidolph Instruments, Kehlheim

Helma, Millheim/Baden

Heraeus, Hanau

Herolab, Wiesloch

Hettich Andreas GmbH & Co. KG Tuttlingen

Hoefer Scientific, San Francisco, USA

Flex Cycler

Parafilm "M" Laboratory Film
Sonoplus HD 2070

Vortex Genie 2

Gene Pulser XCell
Pulse Controller
Elektroporationskuvetten

Thermocycler 96CFX RT-PCR
PLASTIBRAND® UV-Kuvetten
Einmalspritzen (2 mL, 20 mL, 30 mL, 50 mL)

Mastercycler personal
Centrifuge 5415 D
Centrifuge 5415 R
Bio Photometer

Thermomixer compact

Chelating Sepharose Fast Flow
Elektrophoresis Power Supply EPS 301 & 601
2 AKTA FPLC purifier

Mikroliter-Pipetten Pipetman, 1 mL, 200 uL & 20 pL
Réhrchen 15 mL

Polymax 2040
Magnetrihrer MR 3000

Quarzkivetten (0,5 mL, 1,0 mm Schichtdicke)

Multifuge 3L-R, Multifuge 1.0

Quarzglas-Bi-Destillationseinrichtung, Typ Destamat E
18,

Kelvitron ® (Inkubator)
UVT2035 302 nm (UV-Leuchttisch)
TZ Mikroliter 15 k rpm

Platten flr SDS-Gele
SE 250 Gelkammer
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Hersteller

Gerat

IKA-Labortechnik, Staufen

Intas, Gottingen

Kimberley-Clark, USA

Knauer, Berlin

CEAG Schirp Reinraumtechnik, Essen

Millipore, Eschborn

Minolta, Langenhagen
Moulinex, Alencon, Frankreich

Olaf Waase, Gro3 Schneen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nurnbrecht

Sartorius, Gottingen

SANYO E&E Europe BV, Biomedical Division,
Loughborough, UK

Schleicher und Schuell, Dassel

Schott, Mainz
Scotsman Ice Systems, IL, USA

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan

beheizbarer Magnetrihrer IKAMAG RCT
Schittler VIBRAX-VXR
KMO02 Magnetrihrer

Gel Jet Imager

KimwipesN Papiertiicher
Praparative Pumpe K-1800
Sterilbank Envirco

Filtereinheiten Millex FG13

Ultrafree-20 Nanopore-Wasser-Anlage
Minolta X-700 Spiegelreflexkamera
Mikrowelle Microchef FM 3510

Thermoblock V 4.0

Agarosegelkammer
2117-250 Novoblot (Western Blot Transfer Apparat)

Rotiprotect Latex (Handschuhe)
Visking® 20/32 (Dialyseschlauch)

ZelluTrans (Dialyseschlauch)

Safe Seal ReaktionsgefaBe 1,5 mL und 2 mL Réhrchen
50 mL

Petrischalen
Pipettenspitzen

PCR-GefaBBe Multiply® p-Strip 8er Kette

Biostat Bplus (Fermenter)
Inkubationsschittler Ceromat® BS-1

pH-Meter ,Basic Meter”

VIP Series -86 °C Freezer

Nitrozellulose-Membranen (0,45 pm)

3 MM-Filterpapier (Whatman)
Glaswaren
AF 100 (Eismaschine)

UV 1650 PC UV-Visible Spectrophotometer
RF 1501 Spectrofluorophotometer
LC-MS 2020
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Hersteller

Gerat

Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode am Harz

Bio Spec Nano

Kuhlzentrifuge 3K30 mit Rotor 12158 H
Feinwaage AX200

SLM AMINCON SLM INSTRUMENTS, INC, Schwabisch FrenchN Pressure Cell Press

Gmind

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

Terumo, Leuven, Belgien

Wisd Laboratory Instruments, Wertheim

Zirbus, Bad Grund

ELISA-Reader GENiosTM
UNIHOOD (Inkubator)
Inkubationsschittler WiseCube®

Autoklav HST 4-5-6

2.11 Datenverarbeitungsprogramme

Programm

Herkunft, Quelle

MS Office 2003/ 2010
Sigma Plot

FinchTV

PyMOL

ApE- A plasmid editor
Vector NTI (academic licence)
Unicorn 4.00 und 5.31
Inkscape

Chem draw

BioEdit

MultAlin

ESPript 2.2

Endnote X4

Microsoft, Redmond, U.S.A.

Systat Software Inc., Chicago, lllinois. U.S.A.

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, U.S.A.

Schrodinger, New York, U.S.A.

Davis, Salt Lake City, Utah, U.S.A.

Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.

GE Healthcare, Chalfont St Giles, Buckinghamshire, GroBbritannien
www.inkscape.org

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, U.S.A.

138
39

40

AdeptScience, Carlsbad, U.S.A.
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Methoden

3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Praparation der verwendeten Gerate und Losungen

Hitzestabile Gerate und Losungen wurden durch Autoklavien fur 20 min bei einer Temperatur
von 121 °C sterilisiert. Hitzelabile Materialien wurden mit Bacillol plus (Roth), 70% Ethanol

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

3.1.2 Kultivierung von E coli

Zur Anzucht der verwendeten E. coliStamme (2.1.1) wurde dYT, LB bzw. M9Medium
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 wuden die Kulturen bei 37 °Cund 180 rpm inkubiert.

3.1.3 Herstellung elektrokompetenter £ coli Kulturen

Die Kultivierung der entsprechenden Stamme erfolgtén einem Volumen von 50 mLwie in
Abschnitt 3.1.2 beschriebenbis zum Erreichen einer ODyo zwischen 0,5 und 1 BeiErreichen
dieser optischen Dichte wurde die Zellen bei4000 rpm fur 12 min pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 30 mL Eiswasser resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurdemit 20 mL und 10 mL Eiswasserwiederholt. Im Anschluss wurde
der Uberstand verworfen und das Zellpellet fiir einige Minuten auf Eis inkubiert. Die
elektrokompetenten Zellen wurden im Kondenswasser resuspendiert aliquotiert und

transformiert bzw. gelagert (siehe3.1.4).

3.1.4 Lagerung von E. coliZellen

Elektrokompetente E. coliKulturen wurden zur langfristigen Lagerung mit 18 DMSO (v/v)
versetzt und als Gefrierkulturen bei z80 °C gelagert. Bereits transformierte bzw. haufig
verwendete Klone wurden auf LB-Platten ausgestrichen, G.N. bei 37 °C inkubiert und im

Anschluss bis zu 4 Wochen bei 2Cgelagert.

3.1.5 Transformation elektrokompetenter E. coliZellen

Die Transformation von E. coli erfolgte standardmé&Rig mittels Elektroporationsmethode.139
Hierzu wurden 1 pL Plasmidsuspension bzw5-10 pL ligierte Plasmid-DNA eingesetzt. Die DNA
wurden mit 50 pL elektrokompetenten Zellen in die Elektroporationskivette tberfihrt. Die

verwendeten Kivetten mit einem Elektrodenabstand von 2mm wurden zuvor grundlich mit
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monodestilliertem Wasser ausgespult und auf Eigorgekihlt. Die Elektroporation erfolgte mit
dem Gene Pulser Il (BioRad) unter Verwendung der folgenden Spezifikatione200 W, 2,5kV
und 25pF. Unmittelbar nach dem Puls wurde 1 mL steriles dYTFMedium in die
Elektroporationskivette pipettiert und der Inhalt in ein 2 mL Reaktionsgefald tUberfuhrt De
Zellen wurden zur Ausbildung der entsprechenden Antibiotikaresistenz fir 1 h bei 37 °C
schittelnd inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Verdinnungsausstrich aufSelektivplatten bzw.

die Inokulation von komplettiertem Flissigmedium
3.1.6 Herstellung chemisch kompetenter E£. co/iKulturen

Fur die Herstellung chemisch kompetenterE. coliwurden 250 mL LBMedium in einem 1 L
Kolben mit den entsprechenden Zellen inokuliert undoei 37 °C bis zum Erreichen einer Ofg
zwischen 0,40,6 bei 180 rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 4500 ¢ fir 5 min und 4 °C
pelletiert und im Anschluss in einem viertel Volumen der Startkultur eiskaltem TFB1 Puffer
resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit denselben
Spezifikationen erneut pelletiert, in10 mL TFB2 Pitfer resuspendiert und 1 hauf Eis inkubiert.
AbschlieBend wurden die chemisch kompetenten Zellen a 50 pL aliquotiert, direkt verwendet
oder bei-80 °C gelagert.

3.1.7 Transformation chemisch kompetenter E. coliZellen

Fiur die Transformation hitzekompetenter E. coliZellen wurde ein Aliquot mit kompetenten
Zellenmit 50 ng Plasmid DNAvermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte
fir 45°sec bei 42°C gefolgt von 2 min Inkubation auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen
vorsichtig in einem Milliliter Vollmedium resuspendiert und fiir eine Stunde schiittelnd bei 37C
inkubiert. Die gekurten Zellen wurden auf Selektivplatten ausgestrichen und Uber Nactuei
37 °C inkubiert.

3.1.8 Bestimmung der Zelldichte

Die optische Dichte (ORy) einer Zellsuspension wurde mit einem Photomete(BioPhotometer,
Eppendorf) bei einer Wellenlange von 600 nmbestimmt. Als Leerwert wurde unbeimpftes
Medium verwendet. Die Olgy Werte waren stets unter 1, ggf. musste hierzu die Zellsuspension

verdiinnt werden und die tatsachliche Zelldichte im Nachhinein berechnet werden.
3.1.9 Lagerung von Y. /jpolytica

Hierzu wurden zunachstYarrowia lipolytica Pofl Zellen auf einer YPEPIatte ausgestrichen und

U.N.bei 23 °Cbis 35 °Cinkubiert. Am Folgetag wurdenmit einer Impfose etwa eine Ose voll
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Zellenentnommen undin 1 mL YPDmit 25% Glycerol resuspendierta 50 pL aliquotiertund bei
-80 °C gelagert.

3.1.10 Transformation von Y. /ipolytica

Fur die Praparation kompetenter Zellen wurden zunachst asl einem GlycerolStock (3.1.9
Yarrowia lipolytica Polf Zellen enthommen, auf einer YPD Pladtausgestrichen undi.N. bei
einer Temperatur zwischen 23 °C bis 25°C inkubiert. Um die richtige Wachstumsphase der
Zellen zu gewahrleisten sollten die Platten am nachsten Tag eine flache, nur geringfligig
texturierte Oberflache zeigen. Mit einer Impfose wrden Zellen von der Ubernachtkultur
entnommen und in einemReagiergefalmit 1 mL TE Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde mittels TZ bei RTpelletiert und der Uberstand verworfen. Im Anschluss wurden die
Zellen in 600 pL 0,1 M Lithiumacetat pH 6,0pH mit Essigsaure eingestellt)resuspendiert und
1 h stehend bei 28°C inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen 2 min bei 3000 rpm pelletiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen vorsichtig in 80z 120 uL LithiumacetatPuffer
resuspendiert. Die hergestellte Menge kompetenter Zellen war ausreichend fibis zu drei

Transformationen.

Die Integrationskassette wurde mitNotl aus dem Integrationsvekts pKOV410 geschnitten, eine
weitere Reinigung bspw. mittelsExtraktion aus einem Agarosege(3.4.5 war an dieser Stelle
moglich aber nicht notig. far die Transformation wurden 0,3 bis 0,5 pg Plasmid DNA in einem

maximalen Volumen von 3 L eingesetzt.

Fur eine Transformation wurden 40 yL kompetente Zellen mit 2 plcarrier DNA (Clontech Ref.
630440 (10 mg/mL). Stammldsung aliquotiert a 1 mL, Lagerungd 4 °C) und 3 pL der zu
transformierenden DNA vermischt und 15 min bei 28C inkubiert. Im Anschluss wurden 350 pL
PEG4000 (40% in Lithiumacetat 0,1 M pH 6,0 eingestellt mit 10%iger Essigséure, Lagerung bei
4 °C)und 16 yL 1 M DTT (40 mM Endkonzentration versetzt und 1 h stehend bei 28°C
inkubiert. Danach wurden 40 pL DMSO (10% Endkonzentration) zugegeben und die
HitzeschockTransformation fur 10 min bei 39 °C durchgefiihrt. AbschlieRend wurden 600 pL
Lithiumacetat-Puffer zugegeben und die Suspension mitansformierten Zellen a 200 pL auf
YNB-Nsooo Selektivplatten ausgestrichen und bei 28°C inkubiert. Erste Kolonien waren nach 2

bis 3 Tagen zu erkennen.
3.1.11 Trypanosomen Bindungstest

Um die Bindungsaktivitat des TrypVHH zu tberprifen wurde das Antikdrperfragmentzunachst
von Christina Uthselektiv am Nterminalen Serin fluoreszenzmarkiert.140 Hierzu wurden 1 mL
gereinigtes Protein (1 mg/mL in 100 mM NaHPQ, pH 7) mit 100 uL Natriumperiodat (100 mM
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in H20) versetzt und bei RT unter Lichtauschluss 3 bis 4 h inkubiertDie Reaktion wurde durch
Zugabe einer aquimolaren Menge Ethylenglycol beendet und der Reaktionsansatz gegen 5 L PBS
dialysiert. Die Kopplung von Fluoresein-5-Thiosemicarbazid wurde in PBS pH 7,4 durchgefihrt.

Zu 0,5 mg (14&q., 3,78x108 mol) Tryp-VHH wurden 0,03 mg (2 aq., 7,56x168 mol) Fluorophor
gegebenund der Reaktionsansatzzunéchstbei RT flr 24 h unter Lichtausschlussinkubiert und

im Anschluss wurde fir 24 h gegen 5 L PB$alysiert. Die Kopplung wurde mittels SDSPAGE

Uberprift und das fluoreszenzmarkierte Antikérperfragment bei-80 °C gelagert.

Im darauf folgenden Zellbindungstest wurden der fluoreszenzmarkierte Tryp/HH aus
Y.lipolytica mit demselben inE. coliproduzierten Protein verglichenl14l Die Tests wurden von
Michael Brecht in den Laboren der Arbeitsgruppe Gdringer durchgefiihrt. Die beiden
Antikdrperfragmente wurden jeweils mit zwei unterschiedlichen VSG prasentierendeifi. brucei
Blutstromformen vom Stamm Lister 27142 inkubiert: MITat Serodem1.2 exprimiert VSG 221
und MITat 1.4 exprimiert VSG 117Die Parasiten wurden kultiviert nach Hirumiet al143 und bei
einer Zelldichte von 2,5x16 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 derTrypanosomenwurde mit Hochst 33342 angefarbtAls Negativkontrolle
wurden Trypanosomen desselben Stammes (Lister 427) ohne VSGs (Insektenstadjum

eingesetzt. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde duhgefihrt wie in Lorgeret al.beschriebeni44

3.2 Proteinchemische Arbeitsmethoden

3.2.1 Produktion von Thioredoxin -Fusionsproteinen in E. coli

Thioredoxine mit ihrem Dithiol/ Disulfid Motiv (CGPC)im aktiven Zentrum gehdren zu den
wichtigsten zellularen DisulfidbriickerrReduktasent4s Die Thioredoxinfusion wurde daher
verwendet, um bei derProduktion der cystinreichen C4BPOligomerisierungsdoméane und deren
Varianten eine Iosliche Proteinproduktion zu gewdahrleisten146 Zusatzlich wurden die E. coli
Stamme Origamij $ %0 q AUx8 3 ( O&ZlI AA Atxtion rAdenx SéndnAders
Thioredoxin Reduktase (trxB) und Glutathione Reduktase (gor) herrschimi Cytoplasmadieser
Stammeein weniger reduzierendes Milieu, wasgine Ausbildung von Disulfidbriicken erméglicht
Im Fall von Shuffléd T7 wird zusatzlich konstitutiv die Disulfidbriicken Isomerase C im

Cytoplasma produziert.
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3.2.2  Uberprifung der Expression ausgewahiter Einzelklone

Bevor ein erzeugter Einzelklon zur Produktion im gré3eren Maf3stakingesetzt wurde erfolgte
eine nahere Untersuchung deProduktionsbedingungen Mit dem sogenanntenExpressionstest
wurde versucht herauszufinden ob das gewiinschte Protein produziert wird und welche

Bedingungen hierfir zielfihrend sind.

Mit sterilen Pipettenspitzen/ Zahnstochern wurde ein Einzelklon von einer Selektivplatte
abgenommen auf einer Masterplatte ausgestrichen undur Inokulation von jeweils 2 Réhrchen
mit 5 mL dYT (mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert) verwendet. Die Masterplatte
wurde Uber Nacht bei 37°Cim Brutschrank inkubiert und im Anschluss gelagert(3.1.4). Die
Rohrchen wurden unter den entsprechenden Expressionsbedingungefyariation von: IPTG
Konzentration, Produktionsdauer, Temperatur bei Anzucht und Induktion usw.)im Schuttler
inkubiert. In regelmafigen Abstanden wurde die optische Dichte gemessen. Eareichen einer
ODse0 von ca. 0,5 wurde durch Zugabe vonPTG in eines der beiden Reagenzglaser die
Produktion induziert und zumeist fur 3 h aufrechterhalten. Das zweite Rohrchen diente als
Kontrolle und wurde nicht induziert. Nach 3h wurde von jedem Rohrchen mit der zuletzt
gemessenen O das Aquivalent von 120uL Zellsuspersion einer ODyo = 1 berechnet. Das
entsprechende Vdéumen wurde abgenommen und fur 2 min mit der Tischzentrifuge
sedimentiert. Das Pellet wurde in 2QuL PBSaufgenommen, mit 5uL Hoechst Pufferversetzt und

einer Gelelektrophorese untezogen(3.2.6).

3.2.3 Expression im analytischen MaR3stab

E. coli-Zellen wurden mit dem entsprechenden Vektor transformiert, 1 h bei 37 °C gekurt,
ausplattiert und Uber Nachtbei 37 °Cinkubiert. Am Folgetag wurden mit Einzelklonen 5GmL
dYT-Medium (komplettiert mit den entsprechenden Atibiotika) als Vorkulturen angesetzt. Die
Vorkulturen wurden bis zum Erreichen einer Olgo von ca. 0,5 bei 37C schiittelnd inkubiert.
Mit dieser Vorkultur wurde 1 L LB-Medium (komplettiert mit den entsprechenden Antibiotika)
inokuliert und bei 30 °C schuttelnd inkubiert. In regémafigen Abstanden wurde die OB
gemessen. Beim Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 wurdierch Zugabe von (6 mM
IPTG Endkonzentration) die Proteinproduktion induziert. Die Expression wurde bei 25C unter
Schutteln fir 3h durchgefihrt.

Zur Ernte wurde die Zellsuspension bei £Cund 6660 rpm fir 13 min pelletiert und pro Liter
Produktionsvolumen in 7,5 mLIMAGA Puffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung

bei -80 °Cgelagert.
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3.2.4 Proteinproduktion im Fermenter

Nach Optimierung der Expressionsbedingungeim Schittelkolbenwurden C4BP Varianten wie
beispielsweise: Wildtyp und C4BP 25 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 VolumenMedium gefiillt,
komplett zusammengebaut(Thermometer, G- und pH-Sonden, Prellbleche,Probennehmer und
Ruhrwerk) und 0.N. autoklaviert. Am Folgetag wurde der Fermenteran die Steuereinheit
angeschlossen, temperiert, mit den entsprechenden Antibiotika komplettiert undaus einer
Vorkultur auf eine ODsoo Von ca. 0,1 eingestelltDie Bakterien wurden in der Regelbei einer
Temperatur von 37 °C,400 rpm, pH 7,0 und einer Begasungmit Hausdruckluft von 1 vvm
kultiviert . Bei Erreichen einer ODyo zwischen 0,5 und 1 wurde die Expression durch
automatische Zugabe von IPTG (Endkonzentratio®,5 mM) induziert. Die Expressionwurde fur
ca. 4 h durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension Uber den Probennehmer
abgepumpt und sukzessivebei 4 °Cund 13 k rpm fur 13 min pelletiert. Die tUberschichteten
Pellets wurde in 7,5 mL IMACA Puffer je Liter Produktionsvolumen resuspendiert und bis zu

weiteren Verwendung bei-80 °Cgelagert

3.2.5 Aufschlussdurch Frenchpressing

Die Zellsuspension wurde blicherweise aus dem -80er entnommen und bei ca. 37 °C im
Wasserbad aufgetaut was alsfreezethaw Zyklus und erster unvollstandiger mechanischer
Aufschluss betrachtet werden kannDie Bombeder French-Pressewurde mit der Probe befiillt,
mit der Bodenplatte verschlossen undauf dem hydraulischen Hebetish der French-Presse
arretiert. Uber den Stempel wurde auf die Probe ein konstanter Druck von 12Q8ig (ca. 80 bar)
ausgelibt Beim Verlassen der Bombealurch ein regulierbares Ventilerfolgte der Zellaufschluss
durch Scherung und DekompressioA4’” Nach drei bis funf Passagewmurch die FrenchPresse

war ein anndhernd 100%iger Aufschlussgrad erreichtywas mikroskopisch tberpriift wurde.

3.2.6 SDSPolyacrylamidgelelektrophorese

Die analytische Auftrennung von Proteinen und Proteingemischen erfolgte mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese Bei dieser Methode werden die Analyten entlang eines
elektrischen Feldes durch einenetzartige Gelstruktur gezogen.Als Detergenz warde hierbei
Natriumdodecylsulfat verwendet (SDS).Diesesmaskiert die Eigenladung der Proteine, da sich
ca. 1,3 g SDS pro Gramm Protein anlagert und durch die anionischen Sulfatgruppen eine

negative Ladungproportional zum Molekulargewicht erzeugt wird. In dieser Arbeit wurden
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hauptsachlich SDSPAGEs nach Schéagger verwendetliese erlauben eine Auftrennung von
Proteinen mit relativ geringem MW (37,5 kDa).Dem verwendetenAuftragspuffer wurde neben
Harnstoff ggf. noch Dithiothreitol (DTT) als denaturierende Substanz zugegeben, um

Disulfidbriicken dauerhaft zu reduzieren(2.8).

In einer radikalischen Reaktion polymerisiet Acrylamid mit Bisacrylamid unter Luftausschluss
zu chemisch inerem Polyacrylamidgel Je nach Molekulargewicht des Proteins von Interesse
wurden Trenngele mit verschieden hohem Vernetzungsgrad verwendet: Tr$ricine-Gele nach
Schagger mit 206 bzw. LAmnii-Gele mit 15%Acrylamid4s: 149, DasGiel3en und Polymerisieren
der Gele erfolgte in einem Giel3stand, mit dem furfzw. zehn Gele gleichzeitig hergestellt
werden konnten. Die Zusammensetzungon Sammel bzw. Trenngel derbeiden Methoden sind

in Tabelle6 und Tabelle 7 angegeben.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele nach Schagger et a/, die angegebenen Volumina sind
ausreichend fiir die Herstellung von 5 Gelen:

Lésung Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 20 mL 1,6 mL
3 M Tris/HCl, pH 8,45, 0,3% SDS 10 mL 3,1TmL
H20 monodest. - 7,6 mL
APS-Stamml6sung (10%) 100 pL 100 pL
TEMED 60 pL 60 pL

Tabelle 7: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele nach Lammli, angegebene Volumina sind ausreichend
fir die Herstellung von 10 Gelen:

Lésung Trenngel Sammelgel

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 45 mL (15%) 5,6 mL (6%)

1,875 M Tris/HCl, pH 8,8 18 mL -
1,25 M Tris/HCl, pH 6,8 - 3,5mL
SDS (10%) 900 L 350 uL
H,O monodest. 25,8 mL 25,2 mL
APS-Stamml6sung (10%) 200 pL 200 pL
TEMED 75 pL 75 uL

Nachdem die Glas und Aluminiumoxidplatten sowie die Abstandhalter in den Giel3stand

gespannt waren,wurde das Trenngel bis ca. £tm unter der Eintauchtiefe des Kammeingefillt.
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Um eine Polymerisation unter Luftausschluss zu ermdglichen und um einen scharfen Ubergang
zwischen Trenn und Sammelgel zu erzeugen, wurde jedes einzelne Trenngel mitnil 97%
Isopropanol Uberschichtet Sobald das Trenngepolymerisiert war, wurde der Isopropanol
vollstandig entfernt, das Sammelgein die Apparatur gegossen und die Kdmme in das Sammelgel
eingetaucht. Nachdem daSammelgelpolymerisiert war, wurden die fertigen Gele in mit Wasser
befeuchtete Papiertlicher geschlagen, in einen kechtungsbeutel gepackt und bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C aufbewahrt

Zur Probenvorbereitung wurden die aufzutrennenden Lésungen mi6-15 pl Hoechst Puffer
versetzt, 10 min bei 98 °C erhitzt und anschlieRend kurzzentrifugiert. Die Polyacrylamidgde
wurden in die Laufkammer eingespannt und die Kammer mit dem entsprechenden Putr
befullt. Dann wurde der Taschenkamm entfernt undlie einzelnen Taschen mit einer Hamilton
Pipette mit Puffer gespult. De Probensowie der Marker wurdenin die Geltaschereingefullt und
die Elektroden mit dem Netzgerawverbunden. Die Elektrophorese wurddan der Regel mit 35mA

je angeschlossenem Géki maximaler Spannung fur 1,% durchgefihrt.

Proteinbanden in  einem Polyacrylamidgel kénnen unter Verwendung  des
Triphenylmethanfarbstoffes Brilliant Blau R 250 angefarbt werderi®® Zum Entwickeln der
Proteinbanden wurde das Polyacrylamidgel in einer Schalenit einer 1:1 Mischung aus
CoomassieFarbeldésung und 206 Essigsaurefir 10 min bei Raumtemperatur unter leichtem
Schitteln inkubiert. Zum Entfarben wurde das Geinit Wasser uberdeckt wnd 6 min in der

Mikrowelle aufgekocht.

3.2.7 Blue native - Polyacrylamidgelelektrophorese (BN -PAGE)

Mit Hilfe der BN-PAGE ist es mdglich nicht kovalente Proteinkomplexe und Aggregate mittels
Elektrophorese der Grofze nach aufzutrenne#p! Hierzu wird bei dieser Methodeanstatt dem
DetergenzSDSder ebenfalls negativ geladend-arbstoff Coomassie BrilliantG-250 im Laufpuffer
verwendet. Die negativ geladenen FarbstofProtein-Komplexe wandern im elektrischen Feld
ungeachtet ihres pl in Richtung der Anode Des Weiteren wird im Auftragspuffer auf
denaturierende Agenzien wie Harnstoff und DDT verzichtet siehe Abschiit 2.8. Die
Zusammensetzung deverwendeten BN-Gele istin Tabelle 8 in aufgefuhrt. Je nach Anwendung
wurden die BN-Gele mit einem konstanten bzw. ansteigenden Vernetzungsgrad im Trenngel

hergestellt.
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele der verwendeten BN-PAGE, die angegebenen Volumina
sind ausreichend fiir die Herstellung von 5 Gelen.

Lésung Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 14 mL 0,7 mL
H,O monodest. 0,2 mL 1,6 mL
1 M Aminocapronsaure, pH 7 16 mL 2,5mL
1 M Bis-Tris, pH7 1,6 mL 0,25 mL
APS-Stamml6sung (10%) 200 pL 40 pL
TEMED 20 L 10 pL

Die Gele warden mit derselben Apparatur wie bereits in Abschnitt 3.2.6beschriebenangefertigt.
Im Falle von Gradientengelen wurde zur Herstellung ein Gradientenmischer verwendet. Edel
wurde mit einer Spannung von 100V bei maximaler Stromstéarke gestartet. Neahdem der blaue
Kathodenpuffer mit den Proben in das Trenngel eingetreten wawurde die Elektrophorese mit
15 mA bei 100 V weitergefiihrt. Es dauerte zwischen 2 und 4Stunden bis der blaue
Kathodenpuffer an der Unterkante des Gels den Anodenpuffersickert und die Elektrophorese

beendet war.

3.2.8 Proteinnachweis mit spezifischen Antikérpers ( Western Blor)

Proteine kdnnen auchin geringen Mengen durch die Methode de$§Vestern Blotsspezifisch
nachgewiesen werden. Hierbei werden die aufgetrennten Proteineua einemPolyacrylamidgel
per Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und mit einem gedgneten

Antikdrpern detektiert, z.B.durch die Kopplung von AP arden sekundaren AK52:153

Fur einen Western Blotwurden immer zwei identische Polyacrylamidgele verwendet (Charge,
Anzahl der TaschenVernetzungsgrad, etc.)Mit einem Gel wurde derWestern Blotangefertigt,
das andere diente als Kontrolle und wurde mit Coomassie gefarbh der Auswertung konnten
somit die spezifischmit AK bzw. Coomassiangefarbten Proteinbanden zueinander in Relation

gesetzt werden.

Fur denBlot wurden 10 Filterpapiere und eine WhatmanN Nitrocellulosemembranin der GréRe
des Polyacrylamidgek zurechtgeschnitten und einige Minuten in Western Blot Transferpuffer
eingeweicht. Zunachst wurden funf der Filterpapiere auf die Graphitanodeder NOVOBLO*-
Apparatur gelegt. Es folgten die Nitrocellulosemembran, das Gel und die restlichen flnf

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

Spannung von 10 YDauerca.l h.

Um unspezifische Signale zu verhindern wurde die freien Bindungsstellen der Membran mit
3%igem Milchpulver in PBS blockiert, hierzu wurde die Membrafiir mind. 1 hbzw. (.N.bei 4 °C
stehendinkubiert. Im Anschlusswurde dreimal fiir 5 min mit ca. 30 mL PBS0,5% TWEEN 20
gewaschen und30 mL der Antikorperlésung | (AKI 10t L, 1,96 Milchpulver in PBS) zugegeben
und fiir mind. 1h bei RT inkubiert. Es erfolgtererneut drei Waschschritte mit PBS WEEN 20.
Dann wurden 30 mL Antikérperl 6sung Il zugegeben (5uL Anti-Maus-alkalische Phosphatase
Antikdrper, 1,5% Milchpulver in 30 mL PB$ und fur mind. 1 h inkubiert. AbschlieRend wurde
dreimal mit 30 mL PBS WEEN 20 und einmal mit30 mL Wassergewaschen

Fiur die Entwicklung desWestern Blotwurde die Membran in eine gereinigte Plastikschale
Uberfuihrt und mit 30 mL alkalische PhosphataséPuffer Giberschichtet. Im Anschluss wurde von
den SubstratenNBT 12,5 pL und BCIP70 L zugegeben unddie Nitrozellulosemembran ca. 1h,

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

Membran mehrmals mit Wasser abgesplilt

3.2.9 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration einer Ldésung kann durch Absorption bei einerWellenlange von

280 nm nach dem Gesetz von LambeiBeer bestimmt werden:

A=¢-d-c
Hierbei ist e der molare Extinktionskoeffizient, d reprasentiert die Schichtdicke der Kiivette und
c steht fur die Konzentrationder Proteinldsung. Bei einer Wellenlangevon 280 nm absorbieren
die aromatischen Reste der Aminosauren Tryptophan und Tyrosinund die von Cysteinresten

gebildeten Disulfidbriicken. Der molare Extinktionskoeffizient R eines beliebigen Proteinskann

anhandvon dessen Aminosauresequenmachder folgendenFormel berechnet werden
e=(280)(M-t cnmrl) = (#Trp)(5,500) + (#Tyr)(1,490) + (#Cystine)(125)

In dieser Gleichung Symbolisiert #die Anzahl der angefiihrten Aminosauren bzw. der im
untersuchten Protein realisierten Disulfidbriicken.154 In der vorliegenden Arbeit wurde die
Berechnung der molaren Extinktionskoeffizienten sowie der molaren Massen mit dem
Programm PROTEINCALCULATO®3.3durchgefiihrt.155 Mit den erhaltenen Werten und den Ago
Messungen (Nanodrop bzw. Spektralphotometer) wurden die Proteinkonzentrationen

bestimmt.

47



Methoden
S

3.2.10 Dialyse

Der Pufferaustausch von geltsten Proteinen wurde standdmé&nRig mittels Dialyse durchgefuhrt.
Hierzu wurde die Proteinldsung in einen Dialyseschlauch entsprechender Lange und
PorengroRRe geflllt, gut verschlossen und mind. 2 h gegen ein groRes Volumen des gewtiten
Puffers dialysiert. Je nach MW des Zielproteins wurdelialyseschiuche mit unterschiedlichem
MWCO verwendet. Dieser Wert gibt das relative Molekulargewicht der Teilchen an, die zu
mindestens 90 von der Membran zuriickgehalten werden, leinere Molekile wie

Pufferbestandteile und Salz&onnen die Membranungehindert passieren.

Eine Dialyse erfolgte, wenn nicht anders beschriebernii.N. bei 4 °C gegen5 Liter des
gewunschten Puffers an Folgetag wurde die Dialyseflissigkeitggf. erneuert. Es wurden
Dialyseschlauche der Firma Rottbzw. Viskingmit den AusschlussgréRa von 3,5 kDabzw. 12-

14 kDaverwendet.

3.2.11 Konzentration von Proteinen durch Ultrafiltration

Zur Erhéhung der Konzentration von Proteinlésungen wurden je nach MW des Zielproteins
verschiedene Ultrdiltrationseinheiten verwendet: Amicon Ultra-15 (Merck Millipore, MWCO:
3 kDa), Vivaspin 15 (Sartorius, MWCO: 18Da). Neben der Konzentration von Proteinldsungen
konnte mit dieser Methode ebenfalls ein Pufferaustausch durchgefuhrt werden. Der Gebrauch

der Ultrafiltrationseinheiten erfolgte nach den Anweisungen der Hersteller.

3.2.12 TEWProtease-Spaltung

Bei der TEV-Proteaseaus demTabakmosaikvirus (TobaccoEtch Virus) handelt es sich umeine

ca. 27 kDa gro3e Cysteinprotease die sehr selektiv innerhalb einer spezifischen
Erkennungssequenz spaltet.i5¢ Die optimale Erkennungssequenzlautet: ENLYF)-(G/S), die
proteolytische Spaltung erfolgt zwischen Glutamin und den relativ kleinen Aminosauren Glycin
bzw. Serints7 158 Allerdings toleriert das Enzym Modifikationen der Erkenmngssequenz
AARAEOPEAI OxAEOA OET A ET AAO o0pO 01 OEOEIT OII
Aminosauren denkbar!®® Die Spaltungmittels TEV-Proteaseerfolgte mind. fir 2 h oder 0.N. bei

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

rekombinant produziert.

3.2.13 ChemischeKopplung von Fluorescein5-Thiosemicarbazid

Nach Spaltung eines rekombinanten Fusionsproteins mittels TEV-Protease in der

Erkennungssequenz ENLYFRS verbleibt ein Nterminales Serin am Protein. Dieses-Mrminale
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Serin kam chemisch mit einem Fluorophormodifiziert werden .140: 160 Hier wurde mit dieser

Methode die Machbarkeit emer chemischen Kopplung nachgewiesen.

In einem 15 mL Reaktionsgefald wurde gereinigtes Protein mit dem 10fachen molaren
Uberschuss an Natriumperiodat versetzt und 20nin bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurdedas
N-terminale Serin vom Natriumperiodat durch Abspaltung von Formaldehyd zu einem Serin
Aldehyd oxidiert. Im Anschluss wurde das 20fache Aquivalent an Fluorescein

Thiosemicarbazid hinzugegeben und der Ansatz fur weitere 16 bei RT inkubiert.

Zum Nachweis des gekoppelten Fluoreszenzmarkers wurden rdifizierte und unbehandelte
Proben mittels SDSPAGE 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 Proteinlésungen oderzur Bestimmung der Ausbeute wirden Proteine
gefriergetrocknet. Zunachst wurde dieProteinlésung in einen Rundkolben tberfuhrt und ihre
Oberflache durch SchwenkervergréfRert, gleichzeitig wurde die Proteinldsung langsam mit
flissigem Stickstoff eimgefroren. Nach dem vollstdndigen Erstarren der Lésung wurde der
Kolben U.N. an die Gefriertrocknungsanlage angeschlossen.Hier sublimierten Wasser und

andere Losungsmittel undwurden von einer Pumpe abgezogen

Ubrig bleiben das trockene Protein und eventuell noch in der Loésung vorhanderalze.Das

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

Die CDSpektroskopie ist eine etablierte Methode zurCharakterisierung von optisch aktiven
Molekilen und Polymeren. In Bezug auf Proteine macht sich diese Technik den
unterschiedlichen Dichroismus von Sekundéarstrukturelementen zu Nutze. InUV-Bereich von

190 nm bis 250 nm erhélt man je nach Komposition eineBroteins eine charakteristische Kurve

mit diskreten Maxima und Minima Die aufgenommene Kurve ist hierbei die Summe von
definierten Kurven fiir a-Helices, b-Faltblatter, random coil Bereiche und zu einem geringen

Anteil der Disulfidbriicken zu verstehen.Hieraus lassen sich zum einen Informationen fiir eine
Strukturvorhersage beziehen, zum anderen kann deh OE A1 OAT A n&ET CAOAAAOOA
auch als Bezugspunkt fir Denaturierungsexperimente oder Schmelzpunktbestimmungen

dienen, da sich eine durctthermische oder denaturierende Agenzien verursachte Veranderung

in einer Deformation der Bezugskurve niederschlagt! In dieser Arbeit wurde ein Jasco -810
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Spedropolarimeter (Arbeitsgruppe Reggelin, Technische Universitdt Darmstadt mit einer

Quarzkuvette (Schichtdickel,0 mm) verwendet.
3.2.16 Thermofluormessung

Bei zunehmender Entfaltung durch Temperaturerhéhung oder denaturierende Agentien wie
Harnstoff oder Guanidniumhydrochlorid werden hydrophobe Bereiche eines Proteins, die bei
korrekter Faltung im Protein grof3tenteils verborgen vorliegen, dem Ldsungsmittel zugénglich.
In wassriger Lésung wird die Fluoreszenz des verwendeten Fluorophors SYPRO Ora(§igma
Aldrich, x5000) von den umgebenden Wassermolekilen gequencht. Kommt es ifolge
zunehmender Entfaltung zu ionischen oder hydrophoben Wechselwirkungen, kann eine
Fluoreszenz angeregt werden. Hierdurch kénnen Proteineigenschaften wie Stabilitat oder
Schmelzpunkt kestimmt werden. Die Veréanderungen in der Fluoreszenz in Atingigkeit zur
Temperatur wurde mit einem Thermocycler (BioRad 96CFX RPCR), 0,5 °C/10 sec verfolgDie
Experimente wurden (wenn nicht anders beschrieben)in 50 mM Tris/HCI pH 7,8 mit einer
Proteinkonzentration von 0,2 mg/mL durchgefuhrt. Zur Destabilisierung der untersuchten
Proteine wurden bis zu 50 mM DDT und 3,9 M Na@ugegeben Als denaturierende Agenzien
wurde bis zu 4 M Guanidiniumhydrochlorid bzw. Urea in Kmbination mit 10 mM DTT und
2MNaCl eingesetzt. Den gezeigten Messpunkten liegt jeweils ein®oppelt- bzw.
Dreifachbestimmung zugrunde. Die Tn-Werte wurden mit der Geratesoftware aus den

Schmelzkurven berechnet.
3.2.17 Dynamic light scattering

Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine etablierte Standadmethode um den
hydrodynamischen Radius von geldosten Molekilen zu bestimmen oder um
Aggregationszustande zu charakterisierenLaserlicht wird an den Molekilen einer Ldsung
gestreut und Uber die hierbei aufgezeichnete zeitliche Anderung deStreulichtintensitat kann

der Diffusionskoeffizient gefittet werden. Dieser wiederum dient als Grundlage zur Bestimmung
des hydrodynamischen Radius. Diel[l5Technik 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 storend auf den Kristallisationsprozess auswirken kénnebie eingesetzte

Proteinkonzentration betrug 1 mg/mL.
3.2.18 Lipase-Aktivitatstest in Mikrotiterplatten

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

p-Nitrophenylpalmitat untersucht. Die Akkumulation des Spaltproduktesp-Nitrophenol wurde
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tber einen Zeitraum von 30 min bei 410 nm im ELISAeader (TECAN GENios) verfolgt. Die

Zusammensetzung der verwendeten Substratldsungen ist ifabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Zusammensetzung der im Lipase-Aktivitatstest verwendeten Substratldsung:

Lésung Konzentration
P-NPP in Isopropanol 8 mM
Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
Natriumdesoxycholat 10,7 mM
Gummi arabicum 0,11% (w/v)

Vor einer Messung wurden 240 pL Substratidsung fir 5 min bei 50C inkubiert und im
Anschluss mit 10 pL Enzymlbésung in die Kavitat deiner Mikrotiterplatte gegeben. Die
Enzymaktivitat unit wurde definiert als die Menge an Enzym die benétigt wird um 1 pumap-
Nitrophenol pro Minute freizusetzen. Um Schwankungen und Messungenauigkeiten

auszugleichen wurden alle Messungen in Dreifachbestimmung durchgefihrt.
3.2.19 Protease-Inhibitionstest

Der Proteaselnhibitionstest wurde durchgefiihrt wie bereits in Avrutina 2005 und Glotzbach
2013 beschriebentsz 163 Nach Bestimmung der Konzentration an aktiver Protease (Trypsibzw.
Matriptase) wurde die Aktivitat des Inhibitors in Doppelbestimmungen getestet Hierbei wurde
eine 1:1 Interaktion zwischen Inhibitor und Enzym angenommen. Die apparente
Inhibitionskonstante (K@) wurde mittels Morrison Gleichung aus den experimentell
gewonnenen konzentratiorsabhangigen relativen Reaktionsgeschwindigkeiten bestimnig4
Diese Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Basierend auf deprKwurde

die substratabhangige Inhibitionskonstante (K berechnet.
3.2.20 ABTSTest

Die enzymatische Aktivitatdes EnzymsGoase Miwurde in einem GoaseHRP gekoppelten Assay
untersucht.165 Das kei der Oxidation von Galaktose entstandendd,O, wird von dem Koenzym

des Aktivitatstests HRP zu kD reduziert, wobei das griin gefarbte Radikalkation ABTS gebildet
wird. ABTS fungiert hierbei als Elektronenakzeptor und nimmt die von der HRP generierten

Elektronen auf. Das verwendete Protokoll ist imTabelle 10 aufgeschlisselt.
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Tabelle 10: Die folgenden Volumina wurden in der Reihenfolge von oben nach unten fir den ABTS Test in die
Kavitaten einer Mikrotiterplatte gegeben.

Probe 200 uL
CuSO, (5 mM) 10 uL
ABTS-Losung (0,5 mM) 10uL

HRP (50pg/mL) in PBS, pH 7,4 1L

D-Galaktose (50 mM) 10 pL

Die Proben wurden vor dem Assay gegen PBS pH 7,4 dialysiert, der Reaktionsverlauf wurde
Uber einen Zeitraum von 20 min im ELISAeader (TECAN GENios) bei 405 nm verfolgt. Die

Experimente wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

3.3 Saulenchromatographische Methoden

3.3.1 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Fur die FPLGReinigung von Proteinen wurden zwei sehr @hnliche AKTA purifier Modelle der
Firma Amersham Pharmacia Biotec{GE Healthcare)verwendet. Das altere System 1 bestand
aus den folgenden KomponenterErac-900, UM900, R900, 1V-908, P\*908, M925 und INV-907.
System 2 setzte sich aus den Komponenten B&X0, UPE900 (HgLampe fur 254 nm oder
280 nm bzw. ZnLampe fir 214 nm), P-900, INV-907, M-925 und Frac920 zusammen.

3.3.2 Immobilisierte Metall lonen Affinitéats chromatographie (IMAC)

Die hier verwendete Salenmatrix # EAT AOET C 3 A b E fGBIHEANsaregphaSettier® 1 1 x
an der Matrixoberflache Nitrilotriessigsduremolekille (NTA), sieheAbb. 9. In dieser Arbeit
wurden vorgepackte 1 mL Saulen einzeln oder Reihe mit derAKTA verbunden bzw.

Gravitationssaulen mit 15 mL Saulenvolumen verwendet.
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Abb. 9: Der an der Saulenmatrix immobilisierte Komplexbildner Nitrilotriessigsaure (NTA) ist in der Lage Uber seine
drei Carboxylgruppen ein Ni** Atom zu komplexieren. Die Immobilisierung an der Matrix erfolgt Uber spacer, in
grau angedeutet. Natulrlich vorkommende wie auch rekombinant hergestellte Proteine mit mehreren
Histidinresten in relativer raumlicher Ndhe kénnen reversibel gebunden werden.'% '’

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

Herstellerangaben durchgefuhrt

3.3.3 Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Die Gelfiltrationschromatographie wird auch Grdéfenausschlusschromatographie genannt, da
die Auftrennung bei dieser Methode lediglich aus @m hydrodynamischen Volumen der
Analyten resultiert. Das heterogene Probengemisch wird mit einer mobilen flissigen Phase tber
eine pordse stationare Phase (Superdex 7y 16/60, Superdex200 pg 16/60 bzw. 60/600 von
GE Healthcare) aufgetrennt. Abhéngig von ihrer GroRe legen Molekile im Verlauf ihrer
Saulmpassage unterschiedlich lange Wegstrecken zurtick. Je kleiner ein Molekil desto groRRer
ist der ihm zur Verfigung stehende Diffusionsraum. Auf diese Weisduieren die Bestandteile
einer heterogenen Probe absteigend ihrer GroRé\ls mobile Phase wurden steil filtrierte und
entgaste Puffer verwendet. Fir eine erhohte Auflésung sowie Ausbeute betrug das
Probenvolumen ublicherweise 50% der Probenschleife und 1% des Saulenvolumens in

Einzelfallen erfolgte der Probenauftrag mittels Superloop (GE Healthcare).
3.3.4 lonenaustauschchromatographie (IEX)

Bei der IEX wird prinzipiell zwischen Kationen- und Anionenaustauschemn unterschieden. Je
nach Pufferbedingungen,isoelektrischem Punkt und der daraus resultierenden Nettoladung des
Proteins welches gereinigt werden soll,wird eine Saulenmatrix entgegengesetzter Ladung
gewahlt. Hierbei kommen je nach Stufe der Reinigung verschiedene Saulenmaterialien in Frage,
die sich nach Eigenshaften wie Kapazitat undLadungsdichte unterscheiden. Eine Elution der
gebundenen Proteine kan durch eine Anderung des pHNertes oder einer Erhéhung der

lonenkonzentration der mobilen Phase eingeleitet werden. Neben der Abtrennung von

53



Methoden
S

Kontaminationen mit sich hinreichend unterscheidenden Ladungen kann mit dieser
Reinigungsmethode auch einé€erhéhung der Konzentration des Zielproteins im Elutionspeak

erreicht werden.

3.4 Molekularbiologische Methoden
3.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von PlasmidDNA aus Bakterienzellen wurdemit 0 OOA9 EAT A1 01 AOI EA
SystenKit (Promega) bzw. : U B EPlagmid Miniprep Kit(ZYMORESEARCHnach den Angaben

der Hersteller durchgefiihrt. Die préaparierte PlasmidDNA wurde kis zur weiteren Verwendung

bei-20 °C geagert.

3.4.2 Fallung von DNA mit Ammoniumacetat und Ethanol

Die Ethanol/ Ammoniumacetatfallung wird zur Konzentration bzw. Reinigung von DNA
verwendet. Mit ihr werden aus Restriktions bzw. Ligationsansitzen unerwiinschte
Puffersubstanzen, Proteine und Restriktionsenzyme entfernt. Beiieser Methode wird die
Konzentration monovalenter Kationen erhoht, dies fuhrt zu einer Erh6hung der
Dielektrizitatskonstante und verringert somit die AbstoBung der negativ geladenen
Phosphodiestergruppen der DNA. Hierdurch wirdbei Losungsmittelentzug durch Zugbe von
Ethanol die DNA gefallt

Die DNALOsung wurde mit autoklaviertem H,O auf 200 pL aufgefillt und mit 20 pL 7 M
AmmoniumacetatLésung sowie 660 pL 99,8%igem Ethanol versetzt. Nach mindestens 1 h
Inkubation bei -20 °C wurde der Ansatzfir 30 min bei 4 °C und 13 k rpm (Eppendorf
Kuhlzentrifuge) zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstandverworfen und die pelletierte
DNAbei 37-65 °Cim Heizblock getrocknet. Sobald jegliches Ethanol aus der Probe verflichtigt

war, wurde das Pellet in @m gewiinschten Volumen monodest.O resuspendiert

3.4.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasensind Enzyme die einemehr oder weniger spezifische Sequenz auf
einem DNAMolekul erkennen und den Strang durch Hydrolyse spalten. In der
Molekularbiologie werden am haufigsten ATPunabhdngige Restriktionsndonukleasen des
Typs Il verwendet. Diese Enzyme spdten die DNA innerhalb einer meist 68 bp langen
palindromischen Erkennungssequenz. Die Affinitdt dieser Enzyme fir palindromische
Erkennungssequenzen beruht in ihrem weitverbreiteten Aufbau als HomodinteJe nach Enzym

werden verschiederartige DNAEnden generiert.
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Plasmid-DNA bzw. PCRFragmente wurden mit Restriktionsendonukleasen unter den vom
Hersteller des Enzyms (MBI Fermenta&mbH NEB, Boehringer Mannheim GmbHempfohlenen
Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten. Die DNA wurde in der Regel in einer
Endkonzentration des Spaltungsansatzes von 100ng/pL mit 1-2 Einheiten Enzym pro
Mikrogramm DNA inkubiert. Die Inkubationsdauer der Spaltung wurdeje nach Spalansatz
variiert und betrug mindestens 45 min bei 37 °C im Fall einer Testspaltung Bei einer
praparativen Spaltung erfolgte Ublicherweise eine Inkubation des Spaltansatzes fur einige

Stunden bzw.Uber Nacht.

3.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse oder Reinigungron DNA-Proben wurde, abhéngig von der Grol3e des gewilinschten
Fragmentes, 26 bzw. 2% Agarose (w/v) in TAEPuffer durch Aufkochen in der Mikrowelle in
Losung gebracht. Nachdem das Gel auf ca. @Dabgekihlt war, wurden 20 mL der fliissigen
Agarose mit Ethidiumbromid (0,5ug/mL) versetzt,in eine Gelkammergegossenund ein Kamm
fur die entsprechendenProbentascheneingesetzt.Das polymerisierte Gel wurde mit TAEPuffer
bedeckt. DieDNA-Proben wurden mit einem SechsteMolumen Sucrosefarbmarker versetzt und
in die Geltaschen pipettiert. Bei jedem Lauf wurde ebenfalls eine Geltasche mit dem
entsprechendenLangenstandard beladen(2.4). Die Elektrophorese erfolgte flrca. 2645 min
bei einer Spanung von ca.100 V.Die Auswertungerfolgte durch Anregung des mit den Proben
interkalierten EtBr mit UV-Licht einer Wellenlange von 312nm. Ethidiumbromid -Molekiile
interkalieren zwischen den Basender DNA bzw. RNADieses Phanomen wird hauptséachlich

durchdas” -~ stackingder EtBr-Molekule mit der DNAhervorgerufen.168

3.4.5 Extraktion von DNA aus einem Agarosegelen

Zur Isolierung diskreter DNA-Fragmenten aus Agarosegelemwurden verschiedene kommerziell
erhaltliche Kits verwendet, siehe Abschnitt2.7. Bei der Extraktion wurden die Angaben des

Herstellers befolgt. Die praparierte DNAwurde bis zum weiteren Gebrauch bei20 °C gelagert.

3.4.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNAFragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase durchgeflihrt. Dieses Enzym
verkniipft DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden Uber ihr PhosphorsdureDesoxyribose
Ruckgrat zu einem Ligationsprodukt.Im Fall von Vektormodifikationen wurde ein drei- bis
fiinffach molarer Uberschuss aninsert-DNA gegeniiber de Plasmid-DNA eingesetzt und die
Reaktion unter Zugabe von 2 pL 10fach T4DNA-LigasePuffer und ca.2 Einheiten T4-DNA-

Ligasein einem Endvolumenvon 20 pL durchgefiihrt. Die Inkubationsdaue betrug 2 h bis 60h
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bei einer Temperatur vonca. 15°Cz 37 °C.Im Anschluss erfolgte die Reinigung des Ansatzes

(2.7) oder die Transformation kompetenterE. coliZellen (3.1.5bzw. 3.1.7).

3.4.7 PCR Polymerase chain reaction)

Die 1987 von Karry B. Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion, ist eina vitro-Methode
zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNAFragmente!®® Mit Hilfe der entsprechenden
Oligonukleotide (Primer) ist es moglich aus einem konplexen DNA Gemisch selektiv eiDNA-
Fragment zu amplifizieren. Fir eine PCHReaktion werden up- und lo-Primer, eine Matrize,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; kurz dNTPsine hitzestabile

Polymerasesowie der entsprechendePuffer benétigt.i70

Eine PCRReaktion besteht Ublicherweise aus ca. 30 identischen Temperaturzyklen, die
wiederum in drei Phasenuntergliedert sind: Denaturierung, Primerhybridisierung, Elongation.
Zu Beginn wird die DNA-Matrize (dsDNA) durch Erhitzen (ca.96 °C)in ihre Einzelstrange
(ssDNA) aufgeschmolzen Anschlielend wird das Reaktionsgemisch bis zu einer definierten
Temperatur abgekihlt (ca.54 °C), hier hybridisierendie Oligonukleotid-Primer an die Matrizen-
DNA (annealing). - AAO A E Mydmxy§rippe derdrimer, kann im letzten Schritt bei ca.

72 °Cdie Kettenverlangerungdurch eine thermostabile DNAPolymerasedurchgefihrt werden.

PCRReaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 5QL durchgefiihrt. Die verwendeten
Puffer sowie die thermostabileTag-Polymerase wurden vondiversen Herstellern bezogenbzw.
selbst hergestellt siehe Abschnitt2.6. Die Zusammensetzung einer StanddrPCR ist in der

folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 11: Zusammensetzung einer Standard-PCR mit einem Endvolumen von 50 L.

Lésungen Volumina
Matrizen-DNA 1L
Primer up 1L
Primer lo 1L
dNTPs 1L

H,O monodest 40 pL
10xPuffer 5uL

Tag-Polymerase 1uL

Um einer Verdunstung wahrend der PCR Reaktion entgegenzuwirken wurde jedes

Reaktionsgefall mit 1-2 Tropfen Paraffindl Gberschichtet. Zum  Ausgleich von
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Pipettierungenauigkeiten wurden bei n PCHReaktionen die in Tabelle 11 aufgefihrten

Volumina mit n+1 multipliziert, durchmischt und auf n Reagiergefal3e aufgeteilt.

Zeitspanne und Temperatur ergaben sich aus der Lange des zu antifizierenden DNA
Abschnitts, der lange der Primer und dem G/C Gehalt der MatrizefDNA Die
Schmelztemperatur T der verwendeten Oligonukleotid wurde vom Hersteller angegeben
(Sigma Aldrich). Siekdnnen allerdings auch nach folgender empirischer Formel berechnet
werden, welche sowohl den réativen G/C-Gehalt (% G/C) als auch die dnge der
Oligonukleotide (n) beriicksichtigt:

650

Ty=643+0,41- (%gj -
C n

Die optimale annealing- Temperatur T einer PCRReaktion konnte anhandder folgendenFormel

berechnet werden:

Ty, +T
TA:(—M‘ 5 Mz)—3°C

Twm1 und Tm stehen dabei fir die Schmelztemperaturen debeiden verwendeten Primer.In
Tabelle 12 ist das Temperaturprofil einer StandardPCR zusammengefasst Das initiale
Aufschmelzen der DNA Molekiile sowie der finale Elongationsschritt haben sich als zielfuhrend

erwiesen und wurden stes in den verwendeten Programmen berlcksichtigt.

Tabelle 12: Standard-PCR Programm zur Amplifikation eines 1 kbp Fragmentes.

Reaktionsschritt Temperatur in °C  Zeitin sec Zyklen
Initiale Denaturierung 98 30 1x
Denaturierung 98 30
Hybridisierung 52 5 30x
Elongation 72 45

Finale Elongation 72 300 1x
Wartestellung RT oo 1x

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

Verwendung gelaert.
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3.4.8 Kolonie-PCR

Die KoloniePCR ist eine PCRVariante zur schnellen Durchmusterung beliebig vieler
Einzelklone, beispielsweise zur Identifikation positiver Transformanten nach einer Ligation
Hierzu werden die Bakterienzellen in den fertigen PCRRAnsatz gegeben unddurch die hohen
Temperaturenwahrend der PCRReaktion zum Platzen gebrachtsieheTabelle 13. Dadurch wird
die bakterielle DNA fur die Oligonukleotide und die Polymerase zuganglich-alls der
entsprechende Einzelklon eie korrespondierende DNA-Matrize enthalt kann ein PCRProdukt

gebildet werden.

Tabelle 13: Kolonie-PCR Programm zur Durchmusterung von E. coli Einzelklonen.

Reaktionsschritt Temperatur in °C  Zeitin sec Zyklen
Initiale Denaturierung 96 300 1x
Denaturierung 96 30
Hybridisierung 52 30 30x
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 300 1x
Wartestellung RT oo 1x

Im Anschluss wirden die Suspensionen dereinzelnen ReagiergeféaRe deKolonie-PCR mittels
Agarosegelelektrophoreseausgewertet (3.4.4). Nur positive Klone sollten in der Lage sein
zusammen mit den spezifischen Oligonukleotiden ein Amplifikat entsprechender Grof3e zu
liefern. Um die Aussagekraft dieser Methode zu verstarken wurden bei jeder KolorRCR neben
den Einzelklonen ebenfalls Kontrollen (positiv und/ oder negativ) wie beispielsweise ein

unveranderter Ausgangsvektor mitgetestet.
3.4.9 Madifikation von Plasmid -DNA mittels PCR

Die verwendete Methode von Liu und Naismitiit orientiert sich an dem Quickchange Kit
(Stratagene) zeichnet sich abeaufgrund eines verbesserten Primerdesigrdurch eine erhdhte
Anzahl positiver Transformanten aus. Mit dieser Methode kodnnen ortsgerichtet einzelne
Nukleotide oder Nukleotidseqienzen auf PlasmieDNA deletiert bzw. eingefuigt werden. Das

verwendete PCR Programm ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt:
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Tabelle 14: PCR-Programm fir die ortsspezifische Mutation und Amplifikation von Plasmid-DNA.

Reaktionsschritt

Temperatur in °C  Zeitin sec Zyklen

1

2

95

95
58
72

95
50
72

72
4

300 1x
60 11x
60

960
60 2X
60

960

420 1x

Um selektiv die methylierte MatrizenDNA zu verdauen wurde das PCRProdukt mit dem

Restriktionsenzym Dpnl versetzt und mind. 2 hbei 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 Ammoniumacetatfallung gereinigt (3.4.2). Transformanten wurden

mittels Kolonie-PCR auf die Prasenz des gewlnschten Plasmides Uberprif3.4(8). Die

abschlie3ende Verifizierung positiver Einzelklone erfolgte mittels Sequenzierung.
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4 Ergebnisseund Diskussion

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine Reiheunterschiedlicher Varianten der Gterminalen
Oligomerisierungsdomane des humanen C4BP klonieund produziert. Das Ubergeordnete Ziel
lag hierbeiprimar in der Generierung einergeeignetenVariante zur Strukturaufklarung der 7a-
Oligomerisierungsdoméane(4.1). Die Informationen der geldsten dreidimensionalen Strukturder
7a-Oligomerisierungsdoméne dienten als Ausgangspunkt zun silico Modellierung der drei
dbrigen in vivo beschriebenen Isoformen. Des Weiteren wurden anhand der
Strukturinformationen definierte Mutanten erzeugt. Einige dienten zur Identifikation der fir die
Oligomerisierung essentiellen Bereiche, anderdazu den Beitrag bestimmter Aminosauren oder
Proteinabschnitte zu der Gesamtstabilitat zu erforschen(4.2). In der Literatur und in zwei
vorangegangenen Diplomarbeiten wurden bereits Grenzen bei der rekombinanten Produktion
von C4BRFusionsproteinen aufgezeigté®: 172 173 Daher wurde in dieser Arbeit die Methode des
Proteinsplei3ensals posttranslationale Methode zurin vitro Funktionalisierung untersucht. Eine
effektive chemische bzw. enzymatischén vitro Funktionalisierung wirde neue Mdglichkeiten
der Maodifikation der C4BP Oligomerisierungsdomane eroffnen. Dascaffold kann mittels der
etablierten Produktionsmethode ausE. colibereitgestellt werden. Die Peptide und Proteine zur
Funktionalisierung konnen synthetisch mittels SPPS oder rekombinant in einem anderen
Expressionssystem generiert werden. Daher wirdabschlieRend ein Expressionsystem in der
nicht-konventionellen Hefe Y. lipolytica als mdgliche Quelle dieser Peptide und Proteine

vorgestellt und evaluiert (4.3).

4.1 Strukturan alyse der C4BPOligomerisierungsdomane

Die ersten Versuche die Struktur der &-Isoform des hC4BRmittels Rontgenstrukturanalyse zu
I6sen wurden bereits in einer vorangegangenen Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit Droap
van den Heuvel(Helmholtz Zentrum fur Infektionsforschung in Braunschweig) unternommen.
Diese initialen Kristallisationsversuchen wurden mit dem gereinigten Wildtypprotein
durchgefuhrt (Abb.10).

60



Ergebnisse und Diskussion

M C4BP
+ DTT -
116
66,2
45 [ WY duuldd "xa
35 Ganaad 5xa
25 - — 3xa
184 ~
144 s 2xa
—r 1xa

Abb. 10: SDS-PAGE Analyse der gereinigten hC4BP Wildtyp Oligomerisierungsdomane. Mit dieser Charge wurden
die initialen Kristallisationsversuche durchgefihrt. Das Protein wurde in der mittleren Spur mit (+) und in der Spur
rechts am Rand ohne DTT (-) aufgetragen. MW Monomer: 7,5 kDa, MW Heptamer: 52,5 kDa. In der Spur ohne
DTT sind neben der Bande des Heptamers weitere Banden zu erkennen. Die GroBen dieser diskreten Banden
entsprechen vollstandig bzw. teilweise denaturiertem Oligomer: Mono-, Di-, Tri- bzw. Pentamer. (Modifiziert nach
Hofmeyer Diplomarbeit'”®)

Fur die Aufklarung der 3DStruktur eines Proteins mittels Rontgenstrukturanalyse muss
zunachst daszu untersuchendeProtein mdglichst sauber und in gewissen Mengen (>10 mg)
vorliegen. Die Produktion und Reinigung der-@rminalen Oligomerisierungsdoméane wird im
folgenden Abschnitt erlautert @.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 niBie gefundenen
Bedingungen werden daraufhin verfeinertum das Wachstum mdglichst geordneteund grof3er
Kristalle zu forcieren. Die Qualitdt der Proteinkristalle ist entscheidend fur die Qualitat der
Daten aus der RontgenstrukturanalyseProduktion, Reinigung und Kristallwachstum waren
beim hC4BP unproblematisch. Die Kristalle des Wildtypprotem lieferten jedoch lediglich
Auflésungen von bestenfalls 3 A bis 4 A was fiir eime novoStrukturaufklarung zu gering war.
Aus diesem Grund wurden verschiedene andere Methoden fir die Aufklarung der
Kristallstruktur eingesetzt (4.1.3. Im Folgenden wird zunéchst die Produktion und Reinigung

der Gterminalen Oligomerisierungsdoméne vorgestellt.
4.1.1 Produktion und Reinigung von C4BP

Die Produktion von hC4BP wurde imE. cdi Stamm Origami (DE3) durchgefuhrt. Die
elektrokompetenten Bakterien wurden mit dem PlasmidpET32a C4BP wt transformiert 8.1.5)
und Uber Nacht auf Selektivplattenbei 37 °C inkubiert. Das Expressionsplasmid wurde in
Einzelklonen mittels KoloniePCR nachgewiesen3(4.8) und die Proteinproduktion positiver

Einzelklone in einem Expressionstest verglichen 8.2.2). Die praparative Produktion erfolgte
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zunachst im Schittelkolben, spateim Fermenter (3.2.3 und 3.2.4). Die chromatographische
Reinigung der C4BPVarianten erfolgte nach dem imAbb. 11 abgebildeten Schema.

IMAC Thioredoxin 6His | TEV-site | C4BP Zelllysat
6His
TEV-P
TEV-Protease Thioredoxin 6His | TEV-site | C4BP a2
Spaltung 2
S
Y
n
o
c
3
2
£
[
IMAC Thioredoxin 6His | TEV-site C4BP x
@
&
oer
A <
& £ \/
W C
DN gereinigtes
8]
SEC &o caBP Protein

Abb. 11: Schema der angewendeten Reinigungsstrategie. Das Fusionsprotein wurde zunachst Gber das 6His-Epitop
auf der IMAC-Saulenmatrix immobilisiert (aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde lediglich ein Monomer und
nicht das komplette Heptamer abgebildet). Im Anschluss wurde das Zielprotein durch die TEV-Protease (TEV-P)
von Thioredoxin (Trx) abgespalten. In einer zweiten IMAC wurde die Oligomerisierungsdomane von Trx und TEV-P
abgetrennt. Die abschlieBende Reinigung erfolgte durch SEC. Die Trx-C4BP Fusionsproteine wurden wahrend der
Reinigung zunachst Gber das 6His-Epitop an der stationdren Phase immobilisiert, nach der TEV-Protease-Spaltung
befand sich das C4BP in der mobilen Phase.

Parallel zu denVersuchendie Struktur der Gterminalen Oligomerisierungsdomane des hC4BP
mittels Rontgenstrukturanalyse zu lésen, wurde das Wildtypprotein CBpektroskopisch
untersucht. Die aufgenommenen Daten lieferten erste experimentelle Hinweise auf die

Sekundarstrukturkomposition der Oligomerisierungsdomane.
4.1.2 Sekundarstrukturanalyse

Die CDSpektroskopie ist eine etablierte Methode zur Analyse der Sekundarstrukturkomposition
von Proteinen.Fur die Aufnahme esSpektrumsin Abb.12 wurde lyophilisiertes hC4BPin einer
Konzentration von 0,1mg/mL in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 eingesetzt Es wurde ein
Bereich von 190nm bis 250 nm mit einer Geschwindigkeit von 60 nm/min gescannt. Um
Messungenauigkeiten zu minimieren, wurde die in Abb. 12 abgebildete Kurve aus zehn

Einzelmessingen berechnet.
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Abb. 12: CD-spektroskopische Untersuchung der C-terminalen Oligomerisierungsdomane des humanen C4BP. (a)
In-house Messung, durchgefiihrt bei Raumtemperatur (25 °C). a-helikale Charakteristika sind mit Asterisken (*)
gekennzeichnet. (b) CD-Spektroskopische Vergleichskurven von poly-L-Lysin in 1: a-helikaler, 2: b-Faltblatt bzw. 3:
Random-Coil Konformation (Modifiziert nach Greenfield & Fasman 1969'7%).

Die CDspektroskopischeUntersuchunglieferte erste in-housegenerierte Informationen tber die
Komposition der Sekundarstruktur der Oligomerisierungsdomane. Ein Vergleich mit
Standardkurven aus der Literatur legte nahe, dass die Natur dieser Struktur grof3tenteilsa-
helikalen Ursprungsist und sich zu einem geringen Prozentsatz ausngeordneten Bereichen
zusammensetzt.Die Dominanz dera-helikalen Sekundarstruktur zeigt sich indem Maximum

nahe 190 nmund den beiden Minima bei 208 nm und 222 nm im KurvenverlaufAbb.12).
4.1.3 SeMet Markierung

Die ab initio Aufklarung (direkte Methode) der Kristallstruktur eines unbekannten Proteinsist
die Methode der Wahl,benétigt jedoch Aufldsungen kleiner 12 A und eignet sich eher fiir
Molekile, die aus weniger als 1000 Atomen bestehent’s Im Falle der C4BR
Oligomerisierungsdomanewurden mit dem Wildtyp (1052 Atome je Monomer)bei den besten
Versuchen nur ca. 3 A erreicht, was fir die Aufldsung der Strukturnicht ausreichte. Der
Knackpunkt bei der Strukturauflosung mittels Rontgenstrukturanalyse i$ die Losung des
Phasenproblems: Bei der Bestrahlung eines Proteinkristalls mit Rdntgenstrahlen entsteht
aufgrund ihrer Beugung an den Elektronewolken eine Verschiebung der einzelnen PhaseAuf
ihrem Weg durch das Kristallgitter fihrt diese Beugung zinterferenz die zur Verstarkung bzw.
Ausléschung einzelner Wellerfuhrt. Die Summe aller Interferenzereignisse wird am Ende als
Diffraktionsmusters aufgezeichnet und enthaltediglich Informationen tber die Amplitude (bzw.
Intensitdt) der einzelnen Spots, die Phaseninformation geht verloren. Um eine
Elektronendichteverteilung mittels Fourier-Transformation berechnen zu kdnnen, werden

allerdings Amplitude und Phase bendtigtNeben demab initio phasing gibt es daher noch
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diverse andere Methoden die Phase experimentell zu bestimmef® Fir die Aufklarung der

Struktur des hC4BP wurden dredieser Methodenangewendet.

Erstens kann die Phase Uber molekularen Ersatz bestimmt werden. Hierzu benétigt man eine
Struktur, die groRe Ahnlichkeit mit dem unbekannten Protein hat.Die Kristallisation von
Proteinen zusammen mit Fusionspartnern bekannter Struktur wie bspw. Barnase, Maltose-
Bindeprotein (MBP), Glutathion-STransferase (GST oder Thioredoxin (Trx) hat sich in der
Vergangenheit bei derLésung unbekannter Strukturen als zielfihrend erwieseA?”: 178 Aus
diesem Grund wurde versucht, die Struktur der Oligomerisierungsdoméne Uber eine
Kristallisation des Trx-C4BP Fusionsproteins zu lésenDa die Struktur des verwendeten
Thioredoxins bekannt ist, hatte dieses als Kristallisationg®\nhangsel bé der Losung des
Phasenpoblems verwendet werden kdnnen. Allerdings wurden keine Kristalle des TeC4BP
Fusionsproteins erhalten.Wahrscheinlich wurde ein homogenes Kristallwachstum aufgrund zu
hoher Flexibilitat im Verbindungsstick zwischen dem Trx-Anh&ngsel und der C4BP

Oligomerisierungsdomane verhindert(Daten nicht gezeigt)

Zweitens besteht die Moglichkeitdas Phasenproblenmittels multiplem isomorphem Ersatz zu
|6sen.t76 Hierbei werden wéhrend dem Kristallwachstum oder in den fertigen Kristall bspw.
Schwermetallatome eingelagert. Geschieht dies ohne Veranderung des urspringlichen
Kristallgitters (isomorph) kann tber den Vergleich des nativen mit dem isomorphen Datensatz
das Phasenproblem geltst werden. Im Fall des C4BP flihrte dieser Ansatz nicht zum Erfolg

(Daten nicht gezeigt).

Drittens kann das Phasenproblem mittels anomaler Streuung(MAD: multi-wavelength
anomalous dispersioroder SAD:single wavelength anomalous dispersidrgeltst werdenl?® Bei
diesen Methoden wird &hnlich dem isomaphen Ersatz eine artifizielle Bezugsquelle als
Hilfsmittel im Proteinkristall verwendet. Beim SAD werden bspwspezifisch alleMethionine zu
der nichtkanonischen Aminosaure Selenomethioninausgetauscht. Hierdurch werden dieim
Vergleich zu allen dbrigen wrmalerweise in Proteinen vertretenen relativ schweren
Selendaome im Protein eingebaut.Durch Detektion des anomalen Signals an den Selenatomen
kann dann das Phasenproblem geldst werdenMit dem Methionin-auxotrophen E. coliStamm
B834 (DE3) konnte zunachst das WildtypProtein erfolgreich mit SelenomethioninMarkierung
produziert werden. Die Struktur konnte trotzdem nicht geldst werden, da sich zum einen die
Auflosung nicht wesentlich verbesserte und sich zum anderen zu viele Selenatorire der
heptameren Struktur befanden, um eine zweifelsfreie Zuordnung durchzufiihren. Bis hierhin
konnten mittels Rontgenstrukturanalyse keine Informationen dber die Struktur der C

terminalen Oligomerisierungsdomane gewonnen werden. Immerhin wurden mit diese
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Versuchen sukzessive die Kristallisationsbedingungen optimiert. Schlie3lich wurden die ersten
beiden Methionine im Nterminalen Abstandhalter zwischen TEWProtease Erkennungsstelle
und Oligomerisierungsdomane nach Alanin ausgetauscliM2A M6A). Die Nummaeaierung der
beiden Austausche erfolgte anhand der fortlaufenden Sequenz deaturch proteolytische
Freisetzung von Trx algespaltenen Oligomerisierungsdomane.In Abb. 13 sind die

Aminosauresquenzender beiden C4BPvarianten dargestellt.

540 550 560 570 580 590
wt M7 MCWETPEGCEQVLTGKRLMQCLPNPEDVKMALEVYKLSLE IEQLELQRDSARQS TLDKEL
wt M2A MBA  SAC7HACWETPEGCEQVLTGKRLMOCLPNPEDVKMALEVYKLSLE IEQLELORDSARQSTLDKEL
10 20 30 40 50 60

Abb. 13: Primarsequenzen der verwendeten Varianten. wt: Wildtyp und wt M2A M6A. Die Sequenzen beginnen
mit einem N-terminalen Serin, welches nach der Spaltung mit TEV-Protease am Protein verbleibt. Es folgen der
Abstandhalter (MGAHMG) und die Sequenz der Oligomerisierungsdomane (540-597). Grau: N-terminales Serin,
Abstandhalter, C-terminales Isoleucin. Methionine bzw. nach Alanin ausgetauschte Methionine sind in Rot bzw.
Blau gekennzeichnet. Nummerierung oben: NCBI Referenzsequenz: NP_000706.1 (H. sapfiens), unten:
fortlaufende Aminosauresequenz der Oligomerisierungsdomane nach Abspaltung von Thioredoxin.

Die SeMetmarkierte Wildtypvariante M2A M6A kristallisierte innerhalb weniger Tage zu
Einkristallen,  welche die  Aufklarung  der  dreidimensionalen  Struktur  der
Oligomerisierungsdomane erlaubten Im FolgendenAbschnitt werden anhand dieser Variante
zunachstdie Markierung mit Séenomethionin, sowie die Produktion und chromatographische

Reinigungim Detail erlautert.
4.1.3.1 Charakterisierung von Einzelklonen

Die E. coliSttmme Origami (DE3)und B834 (DE3)wurden mit dem PlasmidpET32a 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 Unterschiedeim
Expressionslevel der positiven Einzelklone zu identifizieren, wurde zunachst ein
Expressionstestin Vollmedium durchgefiihrt (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 Olgyo wurde photometrisch bestimmt und die jeweilige
Zellsuspension zur Inokulation von zweineuen Rohrchen verwendet. BeimErreichen einer
ODxsoo Von ca.1 wurde die Expression durch Zugabe von 5 pL einer 0,5 M IPTG Lésung induziert.
Die Expression wurde bei umeranderten Bedingungen fur 3 Stunden durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde die Oy gemessen und das Aquivalent einer QR gleich 1 berechnet. Die
entsprechenden Volumina wurden aus den Réhrchen entnommen und die Zellen durch

Zertrifugation bei 13500 rpm fiir 2 min vom Medium getrennt. Der Uberstand wurde verworfen
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und die Zellen wurden in 15 pL 1xPBS resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben
zusammen mit jeweils 6 pL HoechsPuffer versetzt, 10 min bei 100°C gekocht und mittels SDS
PAGE analysier{Abb.14).

Abb. 14: SDS-PAGE mit den Proben des Expressionstests der ausgewahlten Einzelklone. Induziert (+) und
uninduziert (-) aufgetragen. (a) £. coli Origami (DE3) Einzelklone 3, 4 und 5 (b) £. coliB834 (DE3) Einzelklone 1, 2,
3 und 6. MW Trx-C4BP wt M2A M6A Monomer: 24,5 kDa.

Die Gelbilder in Abb. 14 zeigen die unterschiedlich@ Expressionslevel der untersuchten
Einzelklone.Der Origami (DE3) Einzelklon 4 ausAbb. 14 awurde aufgrund der Bandenintensitat
fur die weiteren Experimente ausgewabhlt. In dem Expressionstest mit Einzelklonen d&4BPwt
M2A M6A Variante in B834(DE3) konnte kein signifikanter Unterschied zwischen induzierten
und nicht induzierten Kulturen festgestellt werden.In der erwarteten Hohe von 24,5 kDawaren
durchgehend die Banden des uberexprimierten Proteins zu erkennen, daher wurde fur die
weiteren Experimente wabhllos Einzelklon 1 ausgeéhlt (Abb. 14b). Die nichtinduzierten
Kulturen der ausgewahlten Einzelklonewurden zur Inokulation von 50 mL Kolben und

Herstellung vonGefrierkultur enverwendet (3.1.4).
4.1.4 SeMet markiertes C4BP

Fur die Produktion von Selenomethioninmarkiertem C4BPwt M2A M6Awurde der in 4.1.3.1
identifizierte Klon 1 verwendet. Hierzu wurden als Vorkultur 50 mL LB-Amp mit E. coliB834
(DE3) Trx-C4BP M2A M6Anokuliert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurde 1 L
LB-Amp mit der Ubernachtkultur auf eine optische Dichte vorD,125 angeimpft und bei 30°C
und 180 rpm inkubiert. Bei Erreichen einer Ol von 1 wurden die Zellen bei 6660 rpm und
4 °C pelletiert. Um die Zellen vom Vollimedium und somit von der Methioninquelle zu trennen,
wurde das Pellet insgesamt dreimal in 100 migekiihltem Wasser resuspendiert und pelletiert.
Im Anschluss wurden die Zellerin 20 mL M9Medium aufgenommen und in einen 2 L Kolben

mit 1 L komplettiertem M9-Medium uberfihrt. Zeitgleich wurde dasMedium durch Zugabe von
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Thiamin, Salzen, Glucose undelenomethionin vervollstandigt (2.9). Die Proteinexpression
wurde durch Zugabe vor0,5 mL einer 1 M IPT&.6sung induziertund die Expression wurde flr
3 Stundenbei 30 °C und 180 rpmaufrechterhalten. Im Anschluss erfolgte die Zellernte mittels
Zentrifugation bei 6660 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfendie pelletierten Zellenin
7,5 mL 1x PBS resuspendiert und bis zur weiteren Verwendunrggi -80 °C gelagrt. Insgesamt
wurden nach diesem Protokoll 8 L SeMetmarkiertes C4BP wt M2A M6Aproduziert, die

chromatographische Reinigung erfolgte gemeinsam.
4.1.4.1 Reinigung und Analyse

Die gefrorenen Pelletsder gesammelten SeMemarkierten C4BP wt M2A M6A Produktionen
wurden in einem Wasserbad aufgetaut und der Zeliéschluss erfolgte mittels dremaliger
Passage durcheine French-Presse (3.25). Das Zelllysat wude 20 min bei 15000rpm und 4 °C
pelletiert und der Uberstand mit einem 0,2 um Spritzevorsatzfilter steril filtriert. Die Reinigung
des Zielproteins wurde nach dein Abb. 11 erlauterten Reinigungsstrategiedurchgefuhrt. Eine
erste chromatographische Reinigung erfolgte mittelszweier in Reihe montierter 1 mL
HisTrap HP Swulen an einem FPL@urifier (Abb.15 a). Das SeMemarkierte Trx-C4BP M2A M6A
Fusionsprotein konnte hierbei tiber das 6HisEpitop an der Saulenmatrix immobilisiert und von
einem Grol3teil der Ubrigenldslichen Proteine getrennt werden Die Flussrate betrug 1 mL/min,

die Elution erfolgte mittels eines Stufengradienten zunehmender Imidazolkonzentration.
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Abb. 15: Ubersicht der chromatographischen Reinigung von SeMet-markiertem C4BP wt M2A MG6A. (a) Primare
Reinigung mittels IMAC. DF I+II: Durchfluss; W: Waschfraktion; Stufengradient: 20 mM, 40 mM, 60 mM, 200 mM,
500 mM und 1M Imidazol. Die Fraktionen 200 mM, 500 mM und 1M wurden auf den Spuren rechts auf3en
zusatzlich ohne DTT aufgetragen. (b) Spaltung des SeMet-markierten Trx-C4BP wt M2A M6A Fusionsproteins mit
TEV-Protease. Die Fraktionen 200 mM und 500 mM aus (a) wurden vereinigt, vor der Spaltung (-) nach Zugabe und
Spaltung mit TEV-Protease (+); die Molekulargewichte sind rechts am Bildrand angegeben. (c) SDS-PAGE Analyse
der mittels IMAC aufgetrennten TEV-Protease-Spaltung. P: Probe; DF: Durchfluss; W: Waschfraktion;
Stufengradient: 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 mM, 500 mM und 1M: Imidazol. Die Fraktionen W und 20 mM
wurden vereinigt, eingeengt und Uber SEC gereinigt (d) SDS-PAGE Analyse der Fraktionen 11-23 der
durchgefiihrten SEC (Saule: Superdex 75 pg 16/60), F15 bis F23 wurden vereinigt.

Der Nterminal fusionierte Faltungshelfer Thioredoxin wurde im Zuge der Reinigungrzon C4BP
wt M2A M6A mittels TEV-ProteaseSpaltung abgetrennt Hierzu wurden de Fraktionen 200 mM
und 500 mM der ersten IMAC vereinigt, mit TEV-Protease versetztund Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert (3.2.12). Um denGrad der Spaltung abzuschatzewurde eine SDS
PAGE derReaktion angefertigt (Abb. 15 b). Die Spaltungsreaktion war annéahernd vollstéandig
daher wurde der komplette Ansatz fur die Durchifihrung einer zweiten IMAC vorbereitet. Hierzu
wurde zunachst durch Dialyse das von der ersten IMAC in der Probe verbliebene Imidazol
abgereichert (3.2.10). Der Spaltansatz wurdehierzu in einen Dialyseschlauch Uberfihrt(12-
14 kDa MWCO) und tber Nachh 5 L PBS bei 4Cinkubiert. In einer zweiten IMAC wurden Trx
6His und TEV(Protease6His von der Oligomerisierungsdoméneabgetrennt (Abb. 15¢). Fir eine
abschlieBende chromatographische Reinigung mittels GréRenausschluchromatographie
(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 eingeenBie SEC
wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min durchgefuhrt.Bei diesem Schritt wurde die Probe des
Weiteren in 50 mM NaCl 50 mM Tris/HCI pH 7,8iberfihrt. Das Protein eluierte ineinem
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symmetrischen Peak ca. 5tnin nach Injektion und wurde in Fraktionen zu 1 mL gesammelt. Die
Fraktionen F11 bis F23 wurde mittels SDSPAGE 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 resultierteDer Austausch von Methionin zu Selenomethionin
wurd e mittels ESILCMS verifiziert, sieheAbb. 16. Neben dem SeMemarkierten Protein wurde
hierbei ebenfalls die MetVariante detektiert, da aufgrunddes undichten Promotors bereits vor

Zugabe von IPTG und SeMet das heterologe Fusionsprotein exprimietrde.

[M+7H]*
1071,3

[M+6H]>*
1249,7

[M+5HJ®*

1499,4
[M+8H]?*

937,5

[M+OH]®*

+4H**
833,5 [M4H]

18741

daal s

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 mi/z

Abb. 16: ESI-LCMS Messung des SeMet-markierten hC4BP wt M2A M6A. Fiir die Messung von monomerem Protein
wurde die Probe mit DTT versetzt. Met hC4BP: 7398,40 Da (berechnete Masse), SeMet hC4BP: 7492,19 Da
(berechnete Masse), gemessene Masse: 7492,10 Da. Die beschrifteten Peaks stehen fir vollstandig SeMet-
markiertes hC4BP wt M2A M6A Monomer. Die Peaks unmittelbar vor den beschrifteten bilden das
Massenspektrum des unmarkierten Monomers, gekennzeichnet mit Asterisken (*).

Das gereinigte Protein wurde a 1 mL aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und auf
Trockeneis per Ubernachtexpress zur Kristallisation nach Braunschweig zu Handen von

Dr. Stefan Schmelz, eimholtz Zentrum fir Infektionsforschung geschickt.

4.1.5 Kristallisation

Auf der Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungemurde das kommerziell erhéltliche
JCSG-IV Puffersystemdurchmustert. Die Proteinldsung(6,8 mg/mL) wurde bei 15000 rpm fur
5 min zentrifugiert. Die Durchmusterung der verschiedenen Pufferbedingungen wurde mit Hilfe
eines Pipetierroboters (Honeypee 961 DIGILAB) realisiert. Die SeMetmarkierte C4BPwt M2A
M6A Mutante kristallisierte unter &hnlichen Bedingungen wie das Wildtypprotein. Die
Kristallisationsbedingungen konnten soweitoptimiert werden (46,5% (v/v) Polyethylenglycol
400, 5% (v/v) Methyl-2,4-Pentanediol, 0,1 M Tris, pH 7,3nd 13,7 mg/mL Proteinlésung), dass
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nach wenigen Tagen bei 19 °Cgut streuende (<3 A)Kristalle heranwuchsen (Abb. 17). Die
Proteinkristalle wurden in flissigem Stickstoff shockgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei-80 °C gelagert.

300 pm

Abb. 17: Tetragonal bipyramidale SeMet C4BP M2A M6A Proteinkristalle (a) und (b). (Raumgruppe: P4,2,2), ein
300 um Langenstandard ist jeweils an der unteren Bildkante eingeblendet. (c) Beugungsmuster des Proteinkristalls

im Réntgenstrahl. Auflésung entlang der konzentrischen Kreise, von innen nach auBen: 13,16 A, 6,62 A, 4,46 A,
3,39 Aund 2,76 A.

Ein hoch redundanter SADDatensatz konnte bei 100 K (-173,15 °C)an der BESSYMX-14.1
Beamlinein Berlin mit 3,4 A aufgenommen werden(Abb. 17 c). Diese Daten wurden verwendet

um die Positionen der Selenatomezu bestimmen, daraus die experimentalen Phasen abzuleiten
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und nachfolgend ein ModdImit 2,8 A Auflésungder Gterminalen Oligomerisierungsdoméne des
humanen C4BP zuerzeugen Dies erfolgte mit spezieller Software XDS/XS@LE8 PHENIX
suite,18t Coot82) und wurde von Dr. Stefan Schmelzam HelmholtzZentrum fir

Infektionsforschung in Braunschweig durchgefihrt.
4.1.6 Beschreibung der Struktur

Die heptamere Struktur der Gterminalen Oligomerisierungsdomane des humaen C4BP
(Aminosauren 540 - 597) kann in der Aufsicht als torusférmig und in der Seitenansicht als

champagnerkorkenférmig beschrieben werdenAbb.18).

(a)

C546 css8 >\

<125 mv @ +125 mV

Abb. 18: Struktur der C-terminalen Oligomerisierungsdomane der 7a-Isoform des humanen C4BP. Auf der linken
Seite ist die Sekundarstruktur und auf der rechten Seite das elektrostatische Oberflachenpotenzial dargestellt. Zur
besseren Veranschaulichung ist ein Monomer blau hervorgehoben; die Positionen der Cysteine (C546 und C558)
und Sekundarstrukturelemente (H1 und H2) sind beschriftet. Der N-Terminus ist mit einem blauen und der C-
Terminus mit einem roten Kreis gekennzeichnet. (a) In der Aufsicht zeigt die heptamere
Oligomerisierungsdomane eine torusférmige Architektur. Der innere und duBere Durchmesser betragt 13 A bzw.
53 A () In der Seitenansicht zeigt die Oligomerisierungsdomane eine  charakteristische
champagnerkorkenférmige Silhouette. (Modifiziert nach Hofmeyer et a/. 2013*")
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Der innere und &uRere Durchmesser des Rings be#igt 13 A beziehungsweise 53 ADiese Daten
decken sich mit den elektronenmikroskopischen Messungen von Dahlbaek al. aus dem Jahr
1980 die fir die beiden Duchmesser 13A und 60 A angabenis3 Eine monomere hC4BP
Untereinheit lasst sich durch eine kurze Nerminale Helix H1 (Aminosauren: 545- 557) und

eine langere Gterminale Helix H2 (Aminosauren: 562- 597) beschreiben. Verbunden sid die

beiden Helices Uber einenbeweglichen 5 Aminoséuren langenAbstandshalter der Sequenz
CLPNP. Durch die beideRroline in trans-Konformation werden die beiden Helices H1 und H2 in

einem Winkel von86,09° zu einander angeordne{Abb.19).

(c) H1 H2

WETPEGCEQVLTGKRLMQCLPNPEDVKMALEVYKLSLEIEQLELQRDSARQSTLDKEL

Abb. 19: Ubersicht zu der Geometrie der Sekundérstrukturelemente eines C4BP-Monomers. (a) Auf-, Seiten- und
Profilansicht eines C4BP Monomers zur Veranschaulichung der Neigungswinkel a und b. (b) Ein Monomer (blau)
im Kontext der Oligomerisierungsdomane (grau), um den Neigungswinkel g im Bezug zur vertikalen
Symmetrieachse zu veranschaulichen. (c) Aminosauresequenz eines M2A M6A hC4BP-Monomers die Positionen
der beiden Helices H1 und H2 sind dariiber angegeben, zusatzliche Aminosduren sind in grau dargestellt.
(Modifiziert nach Hofmeyer et a/. 2013*')

Die beiden Winkela und b beschreibendie Neigungswinkel der beiden Helices zueinander, der
Winkel g gibt die Neigung der langeren @erminalen Helix H2 relativ zur Symmetrieachse des
Heptamers wieder (Abb. 19 a und b). Bei der & Isoform des hC4BP betragen die Winked
20,31£0,7°, b 86,1+£1,6° und der durchschnittliche Neigungswinkelg 37,1+1,1°. Die beiden
Cysteine befinden sich am Anfang (B8546) beziehungsweise am Ende (B558) von Helix H1
(Abb. 19 c). Jedes Monomer ist Uber zwei Disulfidbriicken mit den beiden benachbarten
Monomeren verkniupft. Die so verbundenen Helices H1 erscheinen hienth wie ein
kontinuierlicher Ring, welcher die Helices H2 umschlief3t, ahnlich einem Fassreifen der die

Fassdauben fixiert (Abb. 18). Das elektrostatische Oberflachenpotenzial der Torusinnenseite
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(Glu563 und Glb70) ist negativgeladen die AuRenseite ist neutral Abb.18). Neben den bereits
erwahnten Disulfidbriicken kann die Stabilisierung des C4BP Kompleas durch Schichten
intermolekularer Bindungen entlang der vertikalen Achse des Oligomerseranschaulicht
werden (Abb. 20).

Abb. 20: Darstellung der stabilisierenden Ringe aus intermolekularen Interaktionen welche die
Oligomerisierungsdomine des hC4BP stabilisieren. (a) Ubersicht: die Oligomerisierungsdomane ist als Cartoon
abgebildet, fir die drei Ringe wurde die Oberflachendarstellung gewahlt. Die Ringe 1, 2 und 3 sind in den Farben
Blau, Orange und Rot und mit A, B und C gekennzeichnet. (b) Aufsicht auf den ersten stabilisierenden Ring
geformt von K566 und E570 (blau), die relevanten Aminosaurereste sind im Stabchenmodell dargestellt, gelb
gestrichelte Linien illustrieren die ionischen Wechselwirkungen; der Ringinnendurchmesser betragt etwa 13,7 A.
(c) Aufsicht auf den zweiten stabilisierenden Ring ionischer Bindungen zwischen den Resten K573 und E577
(orange), Durchmesser ca.: 13 A. (d) Aufsicht auf den dritten stabilisierenden Ring (rot) bestehend aus
Wasserstoffbriickenbindungen, ausgebildet zwischen den Resten Q580 und Q584; der Ringdurchmesser betragt
ca. 20 A. (Modifiziert nach Hofmeyer et al. 2013*")

Von oben nach unten sind dies zwei Schichten ionisch&/echselwirkungen zwischen Lys566
und Glu570 sowie Lys573 und Glu577 gefolgt von einer Schicht Wasserstoffbriickenbindungen
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zwischen Gn580 und GIn584. Zusatzlich sind auf der AuRenseite Wasserstoffbriickenbindungen

zwischen Tyr572 und Glu582 zu findendie ahnlich einer Klammer den unteren Teil des

Oligomers stabilisieren und ebenfalls einen Beitrag zur Gesamtstabilitat leisteimsgesant bildet

jedes Monomerdurchschnittlich 54 Kontakte, wie zum Beispiel hydrophobe Interaktionen aus

(Tabelle 15).

Tabelle 15: Zusammenstellung der Interaktionsflaichen einzelner Monomere (a) und der Monomere im

assemblierten Heptamer (b). Die statistischen Daten wurden mit dem Programm PDBePisa generiert.'®*

()
A C a1 969
A F 71 1002
B D 50 969
B G 49 958
¢ E 49 998
D F 53 947
E G 66 1041
2 54,1 983
STDEV 10,0 22
(b)

Kette  Oberflache (A%

Vergrabene Bereiche (A?)

A 5434 2164
B 5267 2155
C 4780 2194
D 5330 2100
E 5212 2210
F 5088 2156
G 5522 2197
%) 5233 2168
STDEV 245 37
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JedesMonomer hat eine Gesamtoberflaiche von 52002Avon der durchschnittlich 980 A2 als
Kontaktflache zu einem benachbarten Monomerdienen. In dem komplett assemblierten Ring
sind durchschnittlich 42% (2168 A?) einer Monomeroberflache verborgen (Tabelle 15). Die
Summe der aufgefiihrtenWechselwirkungenund Bindungen sind essenziell fur die Ausbildung

des Torus und der charakteristischeriForm der Oligomerisierungsdoméanedes hC4BP.

Die gefundene Kristallstruktur stellt eine Momentaufnahme dar, @nnoch kann Uber die B
Faktoren ein Mal3 fur die molekulare Beweglichkeit angegeben werdenln der Struktur des
assemblierten hC4BP wurda drei Bereiche mit erhohter molekularer Beweglichkeit
identifiziert . Diese sind der Nerminale Linker (AS: 540- 545), der Linker zwischen Helix H1
und H2 (AS: 558- 562) sowie das Gterminale Ende von Helix H2 (AS: 587 597). In diesen
Regionenerreichen die BFaktoren Werte in Hohe des doppelten Durchschnitt¢Abb. 21). Der
rigideste Bereich befindet sich in dem Teil von Helix H2 in welchem sidlie weiter oben
aufgefihrten stabilisierenden Schichten befinden (AS: 565579). Ebenfallsrelativ unbeweglich
ist der mittlere Teil von Helix H1 der zu beiden Seiten von den irgrmolekularen

Disulfidbricken flankiert wird.

Abb. 21: Darstellung der B-Faktoren entlang des Proteinrlickgrats, (a) Aufsicht, (b) Seitenansicht; blaue diinne
Abschnitte symbolisieren Bereiche geringer Beweglichkeit, dicke rote Abschnitte Bereiche erhdhter molekularer
Bewegung (siehe Legende). Die N- und C-Termini (blaue und rote Kreise) stellen die Bereiche erhéhter atomarer
Beweglichkeit dar. (c) Sequenz des hC4BP, die Positionen der Helices H1 und H2 sind iber der Sequenz angegeben,
Bereiche erhohter molekularer Beweglichkeit sind rot hervorgehoben, zusatzliche Aminosauren sind in grau
dargestellt. (Modifiziert nach Hofmeyer et a/. 2013*")
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